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  [摘要] 目的:探讨OIP5基因与肾癌发生发展的相关性,及下调OIP5基因对肾癌细胞增值活力、侵袭力及

成瘤能力的影响。方法:利用RT-PCR及Real-timePCR在4对肾癌组织及癌旁正常组织中检测OIP5的表达情

况,利用Real-timePCR在肾正常细胞系HK-2及肾癌细胞系786-O中检测OIP5基因的表达情况。转染shRNA
下调OIP5基因后,检测肾癌细胞的增殖活力、侵袭能力及成瘤能力等。进一步利用免疫组化的方法在裸鼠成瘤

的组织中检测OIP5蛋白的表达。结果:我们发现OIP5基因在肾癌组织及肾癌细胞系中都明显的高表达。降低

OIP5基因的表达后,肾癌细胞的增殖能力、侵袭能力及成瘤能力都明显的减弱了。结论:OIP5基因与肾癌的发

生发展有关,OIP5可能是肾癌基因治疗的一个新靶点。
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Abstract Objective:ToinvestigatetherelationshipbetweenOIP5geneandtherenalcancerrisk,andthe
effectofdownregulationofOIP5geneexpressiononproliferation,invasionandtumorigenicabilityof786-Ocell.
Method:WeusedRT-PCRandreal-timePCRtodetecttheOIP5expressioninfourpairsofrenalcellcarcinoma
tissuesandadjacentnormaltissues.Atthesametime,wedetectedOIP5expressioninHK-2and786-Ocelllines.
AfterdownregulationofOIP5genethroughtransfectingshRNA,wedetectedproliferation,invasionandtumori-
genicabilityof786-Ocell.Result:WefoundOIP5genewasobviouslyhighexpressedinrenalcellcarcinomatis-
suesandcellline.AfterreducingOIP5geneexpression,renalcancercellproliferation,invasionandtumorigenica-
bilityweresignificantlyattenuate.Conclusion:OIP5geneisassociatedwiththeriskofrenalcancer,whichmaybe
anewtargetofrenalcancergenetherapy.
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  肾癌,也叫做肾细胞癌(renalcellcarcinoma,
RCC),是严重危害人类生命和健康的最常见肿瘤

之一,发病率占所有恶性肿瘤的3%~4%〔1〕,其全

球的发病率正以每年超过20万新发病例和10万

死亡病例的速度在增长〔2,3〕。早期肾癌无明显症

状,20%~30%的患者在就诊时已出现不同程度的

扩散或转移。30%~40%的患者在肾脏切除后的

数月或数年之后仍会进展为转移性肾癌〔4〕。所以

寻找一种有效的肾癌的诊断及治疗方法显得十分

迫切。

最近,OIP5由于其生物学功能被认为是某一

些癌症的分子靶标从而引起了较多研究学者的兴

趣。有研 究 表 明,OIP5的 mRNA 水 平 在 人 胃

癌〔5〕、结直肠癌〔5〕和女性急性髓系白血病〔6〕患者中

均表达上调。并且,OIP5的上调可能与肺癌〔7〕和

食管癌〔7〕细胞的恶性度有关。此外,小鼠胚胎成纤

维细胞(NIH3T3细胞)被转染 OIP5后增殖率增

加了2倍,这也说明了其致瘤性〔8〕。更进一步,Na-
kamura等〔9〕报道指出与胃正常组织相比较而言,
OIP5在胃肿瘤组织中表达上调,提示 OIP5可能

是胃癌患者的一种新型的免疫治疗靶点。但是到

目前为止,OIP5基因在肾癌中的表达及其具体作

用机制还未见深入研究。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源 4对肾透明细胞癌及癌旁正常
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组织标本均来源于2015年中山市人民医院泌尿外

科手术患者,患者年龄45~74岁,平均年龄57岁。
组织标本切取后立即置入液氮中保存。
1.1.2 细胞 人肾癌细胞系(786-O)购自于上海

细胞库,正常人肾近曲小管上皮细胞系 HK-2购自

于美国ATCC细胞库。
1.1.3 主要试剂 提取RNA的TRIZOL试剂购

自Invitrogen公司,逆转录试剂盒和荧光定量PCR
试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司,转染试剂

lipofectamin2000购自Invitrogen公司,兔抗人

OIP5多克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公

司,鼠抗兔多克隆抗体购自北京中杉金桥生物公

司,Transwell小室购自 Coster公 司,人 工 基 质

Matrigel购自BD公司,引物及质粒由上海生工合

成,CCK8购自于DojindoCorp公司。
1.2 方法

1.2.1 RT-PCR 及荧光定量 PCR 利用 TR-
IZOL试剂提取肾癌及癌旁组织标本总RNA,逆转

录成cDNA。应用Primer5.0设计引物,OIP5引

物上 游:5’-CCCTTCCTAGTTGGCATTGA-3’,
下游:5’-GCACACCATTTTGTCACTGG-3’;内
参基因GAPDH 引物上游:5’-AAGCCCATCAC-
CATCTTCCA-3’,下游:5’-CCTGCTTCACCAC-
CTTCTTG-3’。按照试剂盒说明书进行实验,应
用的仪器分别是美国 BIO-RAD 和 ABI公司的

7500荧光定量PCR仪,使用的软件是7500Soft-
warev2.0。
1.2.2 shRNA 转染 收获处于对数生长期的

786-O细胞,以2×104个细胞/孔转种于6孔培养

板中,培养24h,细胞长至60%融合。利用lipo-
fectamin2000转染试剂按照说 明 书 进 行 转 染。
OIP5shRNA 序 列:上 游:5’-CCUAGUUG-
GCAUUGAAGGUTT-3’,下 游:5’-ACCUU-
CAAUGCCAACUAGGTT-3’。
1.2.3 CCK-8实验 786-O细胞以4×103接种

于96孔板中,于37℃,5%CO2的培养箱内培养48
h后,每孔加入20μl的CCK-8,轻轻摇晃后,放入

孵箱继续培养1.5h。酶标仪检测450nm 处的

OD值。实验重复3次。
1.2.4 体外细胞侵袭实验 将786-O细胞加入含

人工基质Matrigel的孔径是8μm的Transwell小

室中,每孔的细胞数是1×105,每组设3个复孔。
培养24h后取出滤膜固定、结晶紫染色。随机于

显微镜下取5个视野,计数穿膜的细胞数,再取5
个视野的平均数代表肿瘤细胞的侵袭能力。
1.2.5 裸鼠成瘤实验 12只BALB/c-nu雌性裸

鼠,4~6周龄,体重18~22g;通过随机数字表将

12只裸鼠分为三组:①786-O细胞组,②对照组,③
转染OIP5shRNA组。用带6号针头的注射器抽

取0.2ml含2×107个活细胞的细胞悬液,接种于

每只裸鼠的右后背部。接种3周后,麻醉无痛处死

裸鼠,切取移植瘤,并称量其重量。用10%甲酸固

定移植瘤,常规石蜡包埋,制作切片,免疫组化标记

OIP5蛋白,显微镜下观察。
1.3 统计学方法

利用SPSS17.0软件处理数据,计量资料数据

以均数±标准差(􀭺x±s)表示,对组间差异进行单因

素方差分析和t检验,每组实验重复3次,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 RT-PCR及Real-timePCR检测OIP5基因

在肾透明细胞癌及癌旁正常组织中的表达情况

从实验结果我们可以看出,OIP5基因在肾透

明细胞癌组织中明显的高表达,而在癌旁的正常组

织中几乎不表达或是低表达(图1)。

与癌旁组织中OIP5基因mRNA的表达比较,1)P<0.05。

A:利用RT-PCR在4对肾透明细胞癌及癌旁正常组织中

检测OIP5基因 mRNA的表达情况。N代表癌旁正常组

织,T代表肾透明细胞癌组织;B:利用Real-timePCR在4
对肾透明细胞癌及癌旁正常组织中检测OIP5基因 mRNA
的表达情况

图1 4对肾透明细胞癌及癌旁正常组织中OIP5的表达情况

2.2 Real-timePCR检测OIP5基因在肾正常细

胞HK-2及肾透明细胞癌786-O细胞系中的表达

情况

从实验结果我们可以看出 OIP5基因在肾透

明细胞癌细胞系786-O中的表达量明显高于肾正

常细胞HK-2,差异有统计学意义(P<0.05)。实

验均重复3遍(图2)。
2.3 CCK-8实验检测沉默 OIP5基因后786-O
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细胞的增殖活力

实验结果表明,沉默OIP5基因后786-O的增

殖活力明显的降低了,差异有统计学意义(P<
0.05)。实验均重复3遍(图3)。

与 HK-2中OIP5基因mRNA的表达比较,1)P<0.05。
图2 利用Real-timePCR在肾正常细胞系HK-2及肾透明

细胞癌786-O中检测OIP5基因的表达情况

与shRNA组比较,1)P<0.05。
图3 利用CCK-8检测786-O细胞转染OIP5shRNA前后

的细胞增殖活力

2.4 侵袭实验检测沉默OIP5基因后786-O细胞

的侵袭能力

沉默OIP5基因后,786-O细胞的侵袭能力明

显的降低了,差异有统计学意义(P<0.05)。实验

均重复3遍(图4)。
2.5 动物实验检测沉默OIP5基因后786-O细胞

的成瘤能力

与正 常786-O 细 胞 组 和 对 照 组 相 比,转 染

OIP5shRNA组的肿瘤体积显著减小(P<0.05);
而正常786-O细胞组和对照组相比,裸鼠体内移植

瘤的体积无明显差异(图5)。我们的实验结果表

明下调OIP5基因后,786-O细胞的成瘤能力明显

减弱。
2.6 利用免疫组化在裸鼠成瘤的组织中检测

OIP5蛋白的表达情况

我们将瘤体切片进行了免疫组化染色,结果显

示OIP5shRNA组中OIP5蛋白的表达水平比正

常786-O细胞组和对照组明显降低(图6)。
3 讨论

到目前为止,众多的研究结果都显示肾癌是对

化疗药物最为抵抗的恶性肿瘤之一。肾癌对化学

药物、激素等的治疗以及放射治疗的反应都比较低

或是无反应〔10〕。免疫治疗对于肾癌的有效率也只

有10%~15%〔11〕。所以迄今为止,肾癌的治疗仍

以手术治疗为主,然而手术对非转移肾癌的治疗作

用也只有70%〔12〕。转移的肾癌临床上大多只能采

取一些保守对症治疗,患者生存期平均只有几个

月。
基因治疗是指通过在特定靶细胞中表达该细

胞本来不表达的基因,或采用特定方式封闭、抑制

异常基因的表达,从而达到治疗疾病目的的治疗方

法。基因治疗不是将杀伤肿瘤细胞作为目的,而是

以在肿瘤细胞细胞膜上或细胞内特异性表达或高

表达的分子为靶点,特异性地作用于肿瘤细胞,阻
断其生长、转移或诱导其凋亡。

OIP5是1998年首次发现的淋球菌相关的一

种相互作用蛋白,其生物学功能被认为是某一些癌

症的分子靶标从而引起了较多研究学者的兴趣。
已有研究 表 明 OIP5与 胃 癌〔5〕、结 直 肠 癌〔5〕、肺
癌〔7〕、食管癌〔7〕等多种肿瘤有关,这说明 OIP5可

能在人类癌症的发生和发展过程中起着重要作用。
凋亡,作为细胞死亡的基本生物学过程和形

式,与多种生物学事件相关。已有研究表明〔5〕,敲
除OIP5引起了结肠癌和胃癌细胞的生长抑制,并
且其生长抑制是由于细胞凋亡所诱导的。流式细

胞学 结 果 还 表 明〔5〕,在 SNU638细 胞 导 入 靶 向

OIP5的siRNA,孵育72h后,SNU638细 胞 的

sub-G1期DNA含量与仅转染靶向绿色荧光蛋白

的对照组细胞相比增加了6倍,这说明OIP5抑制

细胞生长是通过凋亡途径进行的。另外,该研究还

表明,RT-PCR方法检测可到凋亡前期细胞中的

Bax和Bak因子的mRNA水平明显增高〔13,14〕。同

时,将OIP5敲除也可引起细胞中抗凋亡的 Mcl-1
表达降低,从而抑制Bax蛋白发挥功能的下游基因

的表达〔15〕。
我们的前期研究已经发现 OIP5基因在肾癌

中起到类似癌基因的作用,下调OIP5基因后肾癌

细胞的增殖与克隆能力都明显降低〔16〕。本研究在

4对肾癌及癌旁正常组织中检测了OIP5基因的表

达情况,结果表明OIP5基因在肾癌组织中明显的

高表达,而在相应的肾正常组织中几乎不表达或是

低表达。同时我们在细胞系中检测了 OIP5的表

达情况,我们发现,OIP5基因在肾透明细胞癌786-
O细胞系中明显的高表达,而在肾正常细胞系

HK2中低表达。这说明OIP5基因可能与肾癌的
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与shRNA组比较,1)P<0.05。

A:786-O转染OIP5shRNA前后的侵袭能力图片;B:786-O转染OIP5shRNA前后的侵袭能力结果

图4 下调OIP5基因抑制786-O细胞的侵袭能力

与shRNA组比较,1)P<0.05。

A:786-O转染OIP5shRNA前后形成的瘤体组织;B:786-O转染OIP5shRNA前后形成的瘤体体积结果

图5 786-O转染OIP5shRNA前后成瘤情况

图6 786-O转染OIP5shRNA前后所形成瘤体组织的免疫组化结果(×200)

发生有关,OIP5基因可能成为肾癌的一个肿瘤标

记物。
接下来我们在786-O细胞中检测了 OIP5基

因的功能。我们发现下调 OIP5基因后786-O细

胞的增殖活力及侵袭能力都明显的降低了。在体

内实验我们发现下调OIP5基因后,786-O细胞的

成瘤能力明显降低了。为了进一步验证 OIP5在

肾癌中的作用,我们利用免疫组化的方法在裸鼠成

瘤的组织中检测了 OIP5蛋白的表达情况。结果

表明,OIP5shRNA组中OIP5蛋白的表达水平比

正常786-O细胞组和对照组明显降低。进一步说

明了 OIP5在肾癌中起到了一种类似癌基因的作

用。
综上所述,OIP5基因在肾癌组织及细胞系中

明显的高表达,有望成为诊断肾癌的一个肿瘤标记

物。同时我们发现 OIP5基因在肾癌发生发展中

起到了一种类似癌基因的作用,下调 OIP5基因

后,肾癌细胞的增值活力、侵袭能力、成瘤能力等都

明显的下降了。OIP5基因可能成为肾癌基因治疗

的靶点,为肾癌的治疗提供一种新方法。
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