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　　［摘要］　目的　探讨人肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｃＲＣＣ）是否存在与细胞生长调节相关的转录因子

１９（ＴＣＦ１９）选择性剪接异构体，探索其表达特点及其与ｃｃＲＣＣ发生的关系。方法　通过选择性剪接数据库（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅＳｐｌｉ
ｃｉｎｇＤａｔａｂａｓｅ，ＡＳＤ）对ＴＣＦ１９基因可能存在的选择性剪接异构体种类进行预测。设计可能存在的５种异构体引物，采用ＲＴ

ＰＣＲ技术，在３２例原发肾透明细胞癌的混合样本及癌旁组织的混合样本中分别检测预测异构体的表达，并对电泳所获条带进

行克隆、测序。应用ＲＴＰＣＲ定量检测在各个组织样本中异构体ＴＣＦ１９１、ＴＣＦ１９３在原发肾癌及癌旁组织的表达差异。结

果　ｃｃＲＣＣ组织中存在２种新型ＴＣＦ１９替换剪接异构体（ＴＣＦ１９１、ＴＣＦ１９３）。ＲＴＰＣＲ检测结果发现这２种异构体在癌和
癌旁组织中均表达，但ＴＣＦ１９１在原发癌组织中表达率高于癌旁组织（Ｐ＜０．００１）；ＴＣＦ１９３在癌旁组织中的表达率与原发癌

组织比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８２）。结论　首次发现ｃｃＲＣＣ组织中存在２种ＴＣＦ１９选择性剪接异构体ＴＣＦ１９１和
ＴＣＦ１９３，其中ＴＣＦ１９１的表达可能与ｃｃＲＣＣ有关。

　　［关键词］　转录因子类；肾肿瘤；选择性剪接；异构体
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第７期．钱　涛，等．肾透明细胞癌组织中转录因子１９基因选择性剪接异构体的类型和表达特点 ·７０７　　 ·

　　肾细胞癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一，约占
成人恶性肿瘤的２％～３％，肾肿瘤的９０％～９５％［１］。
肾透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）占肾细胞癌的６０％～８５％，
其发病率在欧洲和美国每年以３％的速度增长［２］。

３０％的患者在初诊时即发现转移，细胞因子免疫治
疗的有效率约为１５％［３］，２００６年起ＮＣＣＮ、ＥＡＵ将
分子靶向药物作为转移性肾癌的一、二线治疗药
物［４６］，但代价昂贵。目前还没有ｃｃＲＣＣ早期诊断和
预后预测的方法。研究ｃｃＲＣＣ组织中差异表达基
因可能为ｃｃＲＣＣ的诊断和预后预测提供新的生物
标志。本实验室前期采用ｃｃＲＣＣ患者原发癌和转
移癌原代培养细胞进行ｃＤＮＡ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ分析［７］，
结果提示ＴＣＦ１９是在ｃｃＲＣＣ转移细胞中高表达的
分子之一。进一步研究证实该基因在ｃｃＲＣＣ组织
高表达。ＴＣＦ１９是一种与细胞生长调节相关的基
因，其作用主要在细胞周期Ｇ１Ｓ期［８］。编码ＴＣＦ１９
的基因位于６号常染色体短臂６ｐ２１．３上，基因全长
为５．６９ｋｂ。目前既不清楚在ｃｃＲＣＣ中是否存在或
究竟存在何种异构体，也不清楚异构体在ｃｃＲＣＣ组
织中的表达方式。

　　基因ｍＲＮＡ的选择性剪接在发育阶段有不同
的作用，而ｍＲＮＡ选择性剪接模式的改变常与某些

遗传疾病或肿瘤有关。目前发现某些选择性剪接在
肿瘤细胞中发生频率较高［９］。Ｗａｎｇ等

［１０］通过生物

信息学分析，从２６２５８个选择性剪接变异体中筛选
出８４５个与人类肿瘤相关，且通过实验验证了某些
选择性剪接异构体具有肿瘤类型特异性及组织特异

性。虽然不同种类的肿瘤可能都存在某一基因的选
择性剪接，但不同肿瘤类型大多存在着不同的选择
性剪接模式。本研究通过生物信息学预测 ＴＣＦ１９
可能存在的选择性剪接异构体，采用 ＲＴＰＣＲ在

ｃｃＲＣＣ组织中筛选新型选择性剪接异构体并进行

Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量检测，旨在探索 ＴＣＦ１９选择性剪接
异构体的存在及其表达与ｃｃＲＣＣ发生的关系。

１　材料和方法

１．１　ＴＣＦ１９选择性剪接异构体的生物信息学分
析　采用（ＡｌｔｅｒｎａｔｉｖｅＳｐｌｉｃｉｎｇＤａｔａｂａｓｅ，ＡＳＤ，其
网址为ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ａｓｄ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）
对ＴＣＦ１９基因可能存在的选择性剪接异构体进行
预测，并对预测序列进行Ｂｌａｓｔ比对并与ＴＣＦ１９基
因全长序列进行对照。针对差异序列应用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０及Ｏｌｉｇｏ６．０软件设计各个剪接异构体
的ＲＴＰＣＲ引物，引物序列见表１。

表１　扩增５种异构体的引物序列、产物长度和退火温度

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ａｍｐｌｉｃｏｎｓ，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ５ｖａｒｉａｎｔｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） Ａｍｐｌｉｃｏｎｓ（ｂｐ） Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅθ／℃

ＴＣＦ１９１ ＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＧＡＡ（ｓｅｎｓｅ） ３５９ ６２
ＣＡＣＧＴＣＣＴＡＴＧＧＣＡＣＣＴＣ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９３ ＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＧＡＡ（ｓｅｎｓｅ） ２５２ ６２
ＣＡＣＧＴＣＣＴＡＴＧＧＣＡＣＣＴＣ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９４ ＣＡＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＧＡＡ（ｓｅｎｓｅ） １９３ ６０
ＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＣＡＣＴ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９５ ＧＧＣＴＧＧＡＡＴＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡ（ｓｅｎｓｅ） １６４ ６０．５
ＧＧＡＡＣＡＧＧＣＡＧＧＣＴＣＴＴＴＧ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９６ ＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＧＡＡ（ｓｅｎｓｅ） １５５ ６２
ＣＡＣＧＴＣＣＴＡＴＧＧＣＡＣＣＴＣ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

１．２　标本来源　ｃｃＲＣＣ原发肿瘤标本来源于２００５
年１月至２００８年１２月第二军医大学长海医院泌尿
外科肾癌根治术后立即液氮保存的新鲜标本，选择
经病理证实均为ｃｃＲＣＣ的样本３２例，其中男性２２
例，女性１０例，平均年龄为５２．８岁（３６～７８岁）。
应用ｃｃＲＣＣ原位组织及其配对的癌旁组织（离肿瘤

３ｃｍ左右的肾组织）以及实验室保存的７对含有转
移组织的肾癌标本用于后续研究。

１．３　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＲＮＡ逆转录试剂盒（Ａ３５００）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

ｐＭＤ１８Ｔ 载 体 （Ｄ１０１Ａ）及 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶

（Ｒ１０Ｔ１）均购自 ＴａＫａＲａ 公司，ＤＨ５α感受态细胞
（ＣＢ１０１）及琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＤＰ２０９０２）、

ＲＴＰＣＲ试剂盒购自北京天根生化技术有限公司。

１．４　样本ＲＮＡ提取及反转录　细胞及组织ＲＮＡ
提取按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作完
成，将分别抽取３２例ｃｃＲＣＣ的原位癌组织及癌旁
组织ＲＮＡ，并在紫外分光光度仪ＵＶ７５０４上对所提
取ＲＮＡ进行纯度鉴定和定量。每例样本ＲＮＡ各
取３μｇ分别按ｃｃＲＣＣ和癌旁组织进行混合，分别取

１μｇ混合的ＲＮＡ作为模板，按ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明书进行反转录。
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１．５　ＲＴＰＣＲ及序列测定　分别取原发癌组织及癌
旁组织的反转录产物１μｌ作为模板，加入含１ＵｒＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶、５μｌ１０×ＰＣＲＲｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ、２０ｐｍｏｌ
引物、２５ｎｍｏｌｄＮＴＰ的５０μｌ反应体系。反应程序为

９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ，退火４５ｓ（退火温
度见表１），７２℃延伸６０ｓ，ＰＣＲ反应２５～３０个循环，
最后于７２℃延伸７ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶１２０Ｖ电
泳３０ｍｉｎ，溴化乙啶染色，ＵＶ灯下观察。ＰＣＲ产物
纯化后的产物与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接后转化ＤＨ５α感
受态细菌，送北京天根生化科技有限公司测序。

１．６　ＴＣＦ１９剪接异构体在组织中的存在和表达情
况　根据ＲＴＰＣＲ及测序结果，针对存在的替换剪接
异构体采用ＲＴＰＣＲ定量检测其分别在３２例原位癌
组织及相应癌旁组织中的表达情况。ＲＴＰＣＲ引物
（表２）退火温度为６０℃，内参的退火温度设定为５７℃
时熔解曲线较好，为单峰且无杂峰。分别以ｃＤＮＡ模
板２μｌ、ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ、正反向引物１．６μｌ制成２０

μｌ的反应体系；预变性２ｍｉｎ，变性、退火３０ｓ，于７２℃
延伸３０ｓ，共４０个循环。收集数据进行统计分析。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列及扩增长度

Ｔａｂ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′→３′）

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

ＧＡＤＰＨ ＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣ（ｓｅｎｓｅ） ２１２
ＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９１ ＧＣＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＴＴＧＣＣＣＴＣＧ（ｓｅｎｓｅ） ２６５
ＴＧＧＧＧＡＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣＴＧＣＡＡ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

ＴＣＦ１９３ ＣＧＣＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＴＴＧＣＣＣＴ（ｓｅｎｓｅ） １５９
ＴＧＧＧＧＡＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣＴＣＴＧＴＧ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，统计
学处理采用中位数分析并做独立样本ｔ检验，检验水
平（α）为０．０５。ＲＴＰＣＲ表达量计算公式如下：ΔＣｔ
（癌）＝ＪＵＮ（ＭｅａｎＣｔ）ＴＣＦ１９１－参照基因ＧＡＰＤＨ
（ＭｅａｎＣｔ）；ΔＣｔ（癌旁）＝ＪＵＮ（ＭｅａｎＣｔ）ＴＣＦ１９２－参
照基因ＧＡＰＤＨ（ＭｅａｎＣｔ）；ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（癌）－ΔＣｔ（癌
旁）；表达差异按公式２－ΔΔＣｔ计算。

２　结　果

２．１　ＡＳＤ分析结果及引物的设计　针对 ＡＳＤ对

ＴＣＦ１９预测的６种异构体（图１），我们首先排除预
测异构体２，因为其可能是异构体１的一部分。由
于 ＴＣＦ１９３的引物上下游设在了外显子１和２内，
故同样可以用来扩增ＴＣＦ１９１和ＴＣＦ１９６异构体，
故在所设计的引物中第１、３、６对异构体采用了相同
的引物，理论上假如预测的５种异构体均存在，则该
引物对可扩增到３种长度的异构体，用电泳分析可
将它们区分开来。其余的引物对分别只能扩增出特
异的异构体片段。

图１　ＡＳＤ预测的６种ＴＣＦ１９异构体

Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｓｉｘｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｐｌｉｃｅｖａｒｉａｎｔｓｏｆＴＣＦ１９ｖｉａＡＳＤ
ＦｏｕｒｆｒａｇｍｅｎｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｆｏｕｒｅｘｏｎｓｏｆＴＣＦ１９；ｔｈｅｂｌａｃｋｗｅｒｅｆｏｒｔｈｅｎｅｗｌｙｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｅｘｏｎ
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２．２　混合样本中各异构体的存在情况及克隆序列
的分析　通过优化ＰＣＲ条件，我们在混合转移组织
（Ｍ）、混合原发肾细胞癌组织（Ｒ）及混合癌旁组织
（Ｌ）中验证预测的异构体，如图２所示，引物对

ＴＣＦ１９１、ＴＣＦ１９３扩增得到超过１条的电泳条带，
可能存在异构体；若存在异构体ＴＣＦ１９１，则该引物
扩增片段应为３５９ｂｐ，而图２中ＴＣＦ１９１片段较大
的条带应为从ＤＮＡ中扩增的片段，可能是ＲＮＡ提
取时混有ＤＮＡ，从ＤＮＡ中扩增的大小为５３３ｂｐ；
若存在异构体ＴＣＦ１９３，则该引物扩增片段大小应
为２５２ｂｐ；ＴＣＦ１９４只有１条电泳条带，不存在异构
体，可能是其ＤＮＡ的一部分；图中ＴＣＦ１９５若存在
该异构体，则预测片段大小应为１６４ｂｐ，而图２中片
段较大，应为在正常 ｍＲＮＡ中的扩增片段，大小约
为３３７ｂｐ；重新反转录后在转移组织样本宽胶上重
新电泳后确认ＴＣＦ１９５并非异构体（图２Ｂ）。我们
对ＴＣＦ１９１、ＴＣＦ１９３的ＰＣＲ产物进行凝胶回收和

克隆测序。经克隆测序，ＴＣＦ１９１和ＴＣＦ１９３的异
构体扩增片段序列与 ＡＳＤ 中提供的序列相同
（图３）。

图２　ＰＣＲ验证预测ＴＣＦ１９１、

ＴＣＦ１９３、ＴＣＦ１９５的异构体

Ｆｉｇ２　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｄｉｃｔｅｄＴＣＦ１９１，

ＴＣＦ１９３ａｎｄＴＣＦ１９５ｉｓｏｆｏｒｍｓｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＭｉｘｅｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆＲＣＣ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｒ：Ｍｉｘｅｄｐｒｉｍａｒｙ ＲＣＣ；

Ｌ：Ｍｉｘｅｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ

图３　ＴＣＦ１９１（Ａ）和ＴＣＦ１９３（Ｂ）异构体测序图

Ｆｉｇ３　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｅｉｓｏｆｏｒｍｓｏｆＴＣＦ１９１（Ａ）ａｎｄＴＣＦ１９３（Ｂ）

２．３　ＴＣＦ１９剪接异构体在ｃｃＲＣＣ及其配对癌旁组
织中的相对表达变化　经 ＲＴＰＣＲ 定量检测，

ＴＣＦ１９１和ＴＣＦ１９３在ｃｃＲＣＣ和对应癌旁组织中
均有表达。结果表明在３２例肾透明细胞癌和相应
的癌旁组织中，ＴＣＦ１９１在原位癌组织中的表达率
（２６／３２）远高于癌旁组织（６／３２），其表达率明显上
调，ＴＣＦ１９３异构体在３２例ｃｃＲＣＣ癌旁组织相对
于其原发灶的表达率上调。

　　荧光实时定量ＰＣＲ发现，ＴＣＦ１９１异构体在

３２例ｃｃＲＣＣ原发灶相对于其配对的癌旁组织的表
达率明显上调（Ｐ＜０．００１），ＴＣＦ１９３异构体在３２
例ｃｃＲＣＣ癌旁组织相对于其原发灶的表达差异无

统计学意义（Ｐ＝０．０８２）。中位数分析图见图４。

３　讨　论

　　本研究是在我们前期发现ＴＣＦ１９在ＲＣＣ中高
表达的基础上进行的研究。由于相同基因在不同组
织中可能存在不同的选择性剪接异构体，可能发挥
不同的功能。因此我们首先根据国际上通用的方法
对ＴＣＦ１９可能的选择性剪接异构体进行了预测。
从ＴＣＦ１９基因结构中预测出了６种理论上的选择
性剪接异构体。进一步研究发现通过ＰＣＲ的方法
理论上能够扩增出其中的５种选择性剪接异构体。
从结构上来看，异构体２可能是异构体１的一部分，
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我们在本研究中没有研究异构体２。应用混合

ｍＲＮＡ发现ＲＣＣ组织和癌旁组织中可能存在２种
异构体（ＴＣＦ１９１、ＴＣＦ１９３），应用序列分子证实存
在ＴＣＦ１９１和ＴＣＦ１９３。虽然不能排除其他可能的
选择性剪接异构体的存在，但是这两种异构体是存在
于ＲＣＣ及癌旁组织中的主要选择性剪接异构体。

图４　荧光实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＴＣＦ１９１和ＴＣＦ１９３在

ｃｃＲＣＣ原发灶相对于癌旁组织的相对表达倍数

Ｆｉｇ４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｌｄｏｆＴＣＦ１９１ａｎｄ

ＴＣＦ１９３ｉｎｃｃＲＣＣｔｉｓｓｕｅｓｖｓｔｈｅｉｒ

ａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
“ｏ”ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｂｎｏｒｍａｌｖａｌｕｅ．ｎ＝３２，珚ｘ±ｓ

　　我们随后应用定量ＲＴＰＣＲ的方法研究了３２
对手术切除的原发ｃｃＲＣＣ组织和癌旁肾组织的表
达状况，发现ＴＣＦ１９１的表达在ｃｃＲＣＣ中的表达水
平高于癌旁肾组织（Ｐ＜０．００１）。该结果提示

ＴＣＦ１９１的结果与我们前期研究ＴＣＦ１９在ｃｃＲＣＣ
组织中高表达的结果相一致。但是 ＴＣＦ１９３的表
达谱与我们前期的结果不一致，可能是同一种基因
的不同剪接过程在ＲＣＣ发生过程中可能起不同的
作用。目前尚不清楚这２种异构体的具体功能，但
是在各自的表达谱中可能推测出 ＴＣＦ１９１的表达
可能与ｃｃＲＣＣ的发生有一定关系。由于本研究中
转移性ｃｃＲＣＣ样本量太小，无法明确 ＴＣＦ１９１在

ｃｃＲＣＣ 转移癌中的表达情况。因此，我们提出

ＴＣＦ１９１，而不是 ＴＣＦ１９３，可能与ｃｃＲＣＣ的发生
存在一定关系。

　　本研究指出，研究某种基因的表达在肿瘤发生
发展中的作用，不能单纯研究这种基因表达，而且应
该关注选择性剪接的存在和意义。由于选择性剪接
是转录后加工过程的产物，研究某种基因的几种重
要选择性剪接异构体的表达可能更加准确地预测某

种基因在肿瘤中发挥的作用。目前还没有关于

ＴＣＦ１９在ｃｃＲＣＣ中的研究报道，而且关于 ＴＣＦ１９
在肿瘤中作用的可借鉴资料也很少。本研究首次确
定了ＴＣＦ１９１在ｃｃＲＣＣ中高表达。在此基础上后
续研究应该注重研究２种ＴＣＦ１９选择性剪接异构
体在ｃｃＲＣＣ发生和转移中的作用，建立不同异构体
的临床检测方法，研究ＴＣＦ１９１表达水平与ｃｃＲＣＣ
术后生存期和肿瘤复发的关系，明确ＴＣＦ１９的选择
性剪接异构体在ｃｃＲＣＣ的发生、发展及转移机制有
重要意义。
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