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  [摘要] 目的:研究 MicroRNA-126(miRNA-126)在肾透明细胞癌(ccRCC)中的表达及其对细胞株786-O生

物学行为的机制。方法:通过Real-timePCR的方法检测30例ccRCC及癌旁正常肾组织中 miRNA-126-5p的表

达情况。运用RT-qPCR的方法检测肾癌细胞株786-O和人肾小管上皮细胞株 HK-2中 miRNA-126-5p的表达;
用LipofectamineRNAiMAX将hsa-miRNA-126-5p转染786-O细胞株,用 MTT、Transwell侵袭实验、Annexin
V/PI双染法观察转染后细胞在增殖、侵袭力和凋亡方面的变化。结果:miRNA-126-5p在肾癌组织中的表达明

显降低,在不同病理分级的样本中,miRNA-126-5p在高分化组中表达量为36.63±5.38,中、低分化组为19.96±
7.28,差异无统计学意义(P>0.05)。在不同临床分期的样本中,Ⅰ期 miRNA-126-5p表达量为37.05±6.38,

Ⅱ~Ⅲ期的表达量为24.03±6.15,不同分期之间差异无统计学意义(P>0.05)。786-O细胞株转染后,检测

miRNA-126-5p在实验组细胞的表达为42.86±7.01,显著高于阴性对照组27.46±8.43(P<0.05)。MTT法检

测786-O转染后48h增殖情况,实验组的细胞相对存活率为80.82±0.47,阴性对照组98.87±0.27,差异有统计

学意义(P<0.01)。Transwell侵袭实验显示,实验组 miRNA-126-5p表达明显低于阴性对照组[(33.89±2.80)

vs.(53.67±2.23),P<0.05]。AnnexinV/PI双染法检测细胞凋亡,实验组的细胞凋亡率明显高于阴性对照组

[(22.56±1.13)vs.(7.20±0.26),P<0.05]。结论:miRNA-126-5p在ccRCC组织中的表达量明显低于癌旁组

织中的表达,其表达与肿瘤分级和临床分期无明显相关性。hsa-miRNA-126-5p转染细胞株786-O后,miRNA-
126-5p的表达明显上调,并能够使786-O细胞增殖受到抑制,侵袭力降低,凋亡率增加。
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Abstract Objective:ToinvestigatetheexpressionofmiRNA-126inclearcellrenalcellcarcinoma(ccRCC)

tissuesandtostudytheeffectsofmiRNA-126in786-Ocells.Method:Forreal-timeqPCR,theexpressionsof
miRNA-126wereperformedin30casesofccRCCandnormaladjacenttissues.TheexpressionsofmiRNA-126-5p
weredetectedbyRT-qPCRin786-OcellsandHK-2cells.The786-Ocellsweretransfectedbyhsa-miRNA-126-
5pusingLipofectamineRNAiMAXtoup-regulatetheexpressionofmiRNA-126-5p.Tostudythechangesofcell
proliferation,invasionabilityandapoptosisbyMTT,transwellinvasiontestandflowcytometryrespectively.Re-
sult:TheexpressionofmiRNA-126-5pinccRCCwaslower(P<0.05).Groupedbythepathologicalclass,the
expressionofmiRNA-126-5pwas(36.63±5.38)inpathologicalclassⅠ,and(19.96±7.28)inpathological
classⅡ-Ⅲ,whichhadnosignificantcorrelations(P>0.05).Intermsofclinicalstage,theexpressionofmiR-
NA-126-5pwas(37.05±6.38)inclinicalstageⅠ,and(24.03±6.15)inclinicalstageⅡ-Ⅲ,whichhadnosig-
nificantdifference(P>0.05).Aftertransfection,theexpressionofmiRNA-126-5pintreatmentgroupcells
(42.86±7.01)wassignificantlyhigherthanthatincontrolgroup(27.46±8.43)(P<0.05).After48hours
transfection,the786-Ocellsurvivalrateintreatmentgroup(80.82±0.47)waslowerthanthatincontrolgroup
(98.87±0.27),hassignificantdifference(P<0.01).Transwellinvasionexperimentoutcomesshowedthatthe
cellsnumbersintreatmentgroup(33.89±2.80)wassignificantlylowerthanthatincontrolgroup(53.67±2.23)
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(P<0.05).Thecellapoptosisassayshowedthatthecellapoptosisrateintreatmentgroupwas(22.56±1.13),

whilethecellapoptosisrateincontrolgroupwas(7.20±0.26),whichhadsignificantdifferencecomparedwith
controlgroup(P<0.05).Conclusion:TheexpressionofmiRNA-126-5pinccRCCwaslowerthanthatinitsadja-
centnormaltissues.NosignificantcorrelationswereobservedbetweenmiRNA-126-5pexpressionandclinical
stage,pathologicalclassfrompatientswithccRCC.TheexpressionofmiRNA-126-5pin786-Ocellswhichwere
successfullytransfectedbyhsa-miRNA-126-5pwassignificantlyup-regulated.Afterup-regulatingmiRNA-126-
5p,thecellsproliferation,invasionabilityweresignificantlysuppressed.

Keywords clearcellrenalcellcarcinoma;miRNA-126;real-timePCR;renalcarcinomacell786-O;cellpro-
liferation;cellinvasionability;cellapoptosis

  肾细胞癌(renalcellcarcinoma,RCC)是来源

于肾脏实质泌尿小管上皮系统的恶性肿瘤,又称

肾腺癌,简 称 肾 癌,占 肾 脏 恶 性 肿 瘤 的80%~
90%,占成人恶性肿瘤的2%~3%〔1〕。在肾癌的

发病率、死亡率方面,我国各地区差异也比较大,
随着社会的进步,工业发展和人民生活水平的提

高,肾癌的发病率也呈现逐年上升趋势。MicroR-
NA(miRNA)是一种非蛋白编码小分子RNA,长
度18~25nt,它广泛存在于各种真核细胞生物细

胞中。其功能主要是调控 mRNA的代谢,成熟的

miRNA结合到与其互补的 mRNA位点,根据二

者序列的互补性,负向调控基因的表达〔2〕。Schan-
za等〔3〕预测人类至少有三分之一的基因受 miR-
NA调控,平均每个 miRNA调节人类200种不同

种类的RNA,而且多个 miRNA可以分别或同时

协调活动以调节某一些特殊的目标靶基因。miR-
NA-126基因定位于第9号染色体表皮生长因子

样结构域7(epidermalgrowthfactor-1ikedomain
7,EGFL-7)基因第7号内含子内〔4〕。研究发现,
miRNA-126与胚胎组织、呼吸系统、生殖系统、造
血系统等的肿瘤发生发展关系密切,它能够作用

于多个与肿瘤细胞增殖、转移有关的靶点,而发挥

抑癌作用。
本文通过Real-timePCR技术,检测 miRNA-

126在肾透明细胞癌(ccRCC)与癌旁正常肾组织

中的表达情况,并分析其与ccRCC的病理分级、临
床分期之间的关系。通过转染肾癌细胞株使miR-
NA-126在ccRCC中过表达,观察细胞的生物学行

为,包括增殖、凋亡、侵袭力等。从而进一步探求

miRNA-126在ccRCC发生、发展中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 一般材料

收集2013~2015年我院泌尿外科肾癌患者组

织标本,ccRCC组织和癌旁正常肾组织(距离RCC
组织≥2cm)。所有肾癌患者行手术治疗,在术前

均未行放、化疗,且术前、术后未发现有淋巴结及

远处转移,所有标本病理类型均经苏木精-伊红

(HE)染色证实为ccRCC。30例肾癌患者中,男
16例,女14例;年龄37~77岁,平均(57.33±

10.07)岁;肿瘤位于左肾18例,右肾12例;肿瘤平

均直径4.7cm。其中 T1aN0M010例、T1bN0M07
例、T2N0M013例。培养人肾癌细胞株786-O和肾

小管上皮细胞株HK-2,细胞株来源于兰州大学第

二医院泌尿研究所。
1.2 实验试剂

RNAisoPlus、miRNART-PCRKit试剂盒购

于 Takara公司,LipofectamineRNAiMAX 购于

Invitrogen公司,hsa-miRNA-126-5p由上海吉玛

公司合成。1640、DMEM 培养基购于 HyClone公

司,胎牛血清购于PAN-Biotech公司,MTT粉购

于Amresco公司,Transwell小室购于Nest公司,
基底胶 Matrigel购于北京索莱宝公司,AnnexinV-
PITC双染色试剂盒购于美国BD公司。
1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养 细胞株786-O和HK-2分别使

用1640和DMEM 培养液加10%胎牛血清,放置

于37℃、5%CO2的培养箱中培养。每隔2~3d更

换培养液,取对数生长期细胞进行实验。
1.3.2 miRNA转染转染所用试剂 siRNA由

上海吉玛生物制药公司合成,hsa-miRNA-126-5p
和 hsa-miRNA-126-5p N.C 序 列 分 别 为 5’-
CAUUAUUACUUUUGGUACGCG-3’,5’-UU-
CUCCGAACGUGUCACGUTT-3’。取对数期且

生长旺盛的786-O细胞接种于6孔板中,24h内

细 胞 融 合 达 到 80% ~90%。Lipofectamine
RNAiMAX与hsa-miRNA-126-5p和N.C混合后

转染细胞,继续孵育48h后进行后续实验。
1.3.3 RNA的提取和RT-qPCR 使用RNAiso
Plus提取配对肾癌组织和癌旁组织及细胞株中的

总RNA。根据 miRNART-PCRKit试剂盒说明

对提取的总RNA进行反转录及RealtimeqPCR,
检测组织和细胞中 miRNA-126-5p的表达。PCR
反 应 在 美 国 BIO-RAD 的 Real-time PCR 仪

CFX96中进行,以 U6RNA为内参,通过2-△△Ct

法计算miRNA-126-5p的相对含量。
1.3.4 MTT增殖实验 将对数期生长的786-O
细胞接种于96孔板中,24h后细胞融合达到70%
~80%,用hsa-miRNA-126-5p和 N.C分别进行
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转染实验组和阴性对照组,空白组未做任何处理。
转染后在5个时间段,向每孔加 MTT溶液10μl,
继续培养4h后结束培养,吸去培养液,加入DM-
SO150μl溶解孔内结晶物,使用酶联免疫检测仪

检测各孔的吸光值。将检测到的各孔OD值-本

底OD值,各个复孔值取x±s。细胞存活率(%)
=实验组OD/空白组OD×100%。
1.3.5 细胞侵袭实验 用hsa-miRNA-126-5p和

N.C分别进行转染786-O细胞48h后,接种于已

经铺好 Matrigel胶的transwell小室的上室内,6
孔板下 室 内 加 入1ml含15%血 清 的 培 养 基。
37℃,5%CO2细胞培养箱孵育48h后,取出tran-
swell小室,用PBS冲洗,乙醇固定后,0.1%结晶

紫染色约20min后,倒置显微镜下细胞计数。
1.3.6 细胞凋亡实验 AnnexinV/PI双染法检

测细胞凋亡。收集转染48h后的786-O细胞,洗
涤细胞。每份标本(105~106细胞)配制AnnexinV
标记液100μl,用标记液轻柔操作重新悬浮细胞,
配制105~106细胞/100μl孵育液,避光在室温下

孵育15min,再向每份标本中加入10μlPI。向每

100μl孵育液内加入1×BindingBuffer400μl,稀
释液在15min内运用流式细胞仪进行检测。
1.4 统计学方法

采用SPSS19.0软件进行数据分析。计量资

料以x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 miRNA-126-5p在ccRCC组织和癌旁组织

中的表达情况

30例ccRCC组织及癌旁组织中miRNA-126-
5p的相对含量运用 Real-timeqPCR进行检测。
肾癌组织中的 miRNA-126-5p表达相比癌旁组织

明显降低,有26例(87%)样本下调,有4例(13%)
样本上调。ccRCC组织和癌旁组织 miRNA-126-
5p相 对 表 达 量 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见图1。

图1 ccRCC与癌旁组织中 miRNA-126-5p的表达量

2.2 miRNA-126-5p表达与肾癌组织的病理分级

和临床分期的关系

将30例ccRCC标本按病理分级和临床分期

进行分组,高分化组17例,miRNA-126-5p的表达

相对含量为35.98±30.64,中、低分化组13例,表
达相对含量为24.43±11.94,两组比较差异无统

计学意义(P>0.05)。miRNA-126-5p在不同临床

分期的样本中,19例Ⅰ期 miRNA-126-5p表达的

相对含量为35.88±28.77,11例Ⅱ~Ⅲ期 miR-
NA-126-5p表达的相对含量22.51±12.54,各分

期之间差异无统计学意义(P>0.05),见图2。

图2 miRNA-126-5p在ccRCC组织病理分级和临床分期

中的表达

2.3 miRNA-126-5p在肾癌细胞株786-O、OS-
RC-2及肾小管上皮细胞HK-2中的表达情况

应用Real-timePCR技术,检测 miRNA-126-
5p在786-O、OS-RC-2及 HK-2中的相对表达量。
结果显示,786-O细胞株的表达量为33.44±5.6,
OS-RC-2细胞株的表达量为42.12±4.2,均低于

HK-2细胞株的表达量52.08±9.81,差异有统计

学意义(P<0.01)。
2.4 786-O细胞株的转染效率和 miRNA-126-5p
在786-O转染后的表达情况

选择与 HK-2细胞表达量差异较大的786-O
细胞株进行后续实验,将786-O细胞株转染48h
后,使用光镜显微镜与荧光显微镜观察,实验组与阴

性对照组中的细胞出现荧光分布,转染成功,转染效

率达70%,见图3。在细胞株786-O转染后,通过

Real-timePCR检测miRNA-126-5p的含量,实验组

miRNA-126-5p的相对表达量显著高于阴性对照

组[(42.86±7.01)vs.(27.46±8.43),P<0.01]。

图3 786-O细胞株的转染情况
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2.5 MTT法检测转染后786-O增殖的情况

在转染后12、24、36、48、72h动态观察细胞增

殖的情况,结果显示,与阴性对照组和空白组比

较,实验组细胞的增殖明显减慢,对实验组和阴性

对照组细胞相对存活率进行t检验,发现两组转染

后24、36、48、72h差异有统计学意义(P<0.01)。
上调miRNA-126-5p的表达后,786-O细胞的增殖

能力受到抑制,见图4。

图4 细胞株786-O转染后的存活率

2.6 Transwell侵袭实验

将转染后的人肾癌细胞株786-O置于Transwell
小室内培养48h后,取出Transwell小室。结果显

示实验组每个视野细胞的数目平均为33.89±
2.80,阴 性 对 照 组 为 53.67±2.23,空 白 组 为

55.0±3.04,实验组明显低于其他两组,差异有统

计学意义(P<0.01)。上调 miRNA-126-5p的表

达后,786-O细胞的侵袭力明显降低,见图5。

图5 细胞株786-O转染后的侵袭力的变化

2.7 AnnexinV/PI双染法检测细胞凋亡

通过AnnexinV/PI双染法检测786-O在转

染48h后细胞凋亡的情况结果显示实验组的细胞

凋亡率为22.56±1.13,阴性对照组 为7.20±
0.26,空白组为7.18±0.65。实验组的细胞凋亡

率明显增高(P<0.01),见图6。说明在上调miR-
NA-126-5p的表达后,人肾癌细胞株786-O的凋

亡明显增加。

图6 细胞株786-O转染后的凋亡情况

3 讨论

在我国泌尿系统肿瘤的发病率中,膀胱癌为

第1位,肾肿瘤位居第2。在西方国家位居肿瘤引

起死亡的第6位。每年全球约有20万人被诊断为

肾恶性肿瘤,约10万人因肾癌死亡,而且呈增长趋

势〔5〕。ccRCC是来源于肾小管上皮细胞的肿瘤,
占肾肿瘤的80%〔6〕。25%~30%的患者在初期诊

断时已经发生转移〔7〕,虽然根治性手术治疗是治

疗肾癌的主要手段,但术后仍然有30%的患者进

展为晚期肾癌〔8〕。由于肾癌对放、化疗的不敏感

性,中 位 生 存 率 只 有1.5年,5年 生 存 率 不 足

10%〔9〕。因此,从分子生物学、遗传学和细胞起源

方面深入了解肾细胞癌的发生、发展,更早的发现

肿瘤、识别肿瘤,在早期寻找彻底治疗肿瘤的方法

成为至关重要的目标和任务。

miRNA是广泛存在于各种动植物细胞中的

非蛋白编码小分子RNA,长度18~25nt。其功能

主要是参与信使核糖核酸的代谢,它通过与 mR-
NA完整互补来降解目标 mRNA,部分互补来抑

制目标 mRNA的表达〔2〕。miRNA-126基因定位

于第9号染色体 EGFL-7基因的第7号内含子

内〔4〕。EGFL-7是一种调控血管内皮芽细胞的移

动和定位的蛋白。随着 miRNAs生物芯片技术的

发展,在各个系统的肿瘤当中越来越多的miRNAs
被人们发现,它们对肿瘤细胞的作用各不相同,有
的促进,有的抑制。miRNA-126与多个系统的肿
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瘤发生发展都有着密切的关系,如胚胎组织、呼吸

系统、生殖系统、造血系统等〔10〕,它能够作用于多

个与肿瘤细胞增殖、转移有关的靶点,从而发挥抑

癌作用。前列腺癌患者中的肿瘤组织中 miRNA-
126存在缺失〔11〕,miRNA-126的过度表达可抑制

肿瘤细胞的发展。
在近些年对miRNA的深入研究中,人们发现

miRNA广泛参与了生命的各个过程,它们通过对

下游基因的调节,调控着有机体的正常生长和肿

瘤的发生发展。研究发现,结肠癌靶基因PI3K信

号中的亚单元p85β,其主要涉及细胞稳定和遗传

方面,miRNA-126通过调控PI3K来抑制肿瘤生

长〔12〕。而miRNA-126的缺失在结肠癌患者中时

常发生,这说明它的缺失是肿瘤发生的一个重要

原因。Zhou等〔13〕在近期研究中发现,胰岛素受体

酪氨酸激酶活性与底物1(insulinreceptortyro-
sinekinaseactivityandsubstrate1,IRS-1)在多种

肿瘤当中出现过表达,如乳腺癌、结肠癌等。生物

信息学表明IRS-1的3'-UTR包含一个 miRNA-
126假定的结合位点。研究表明IRS-1在结肠癌

中表达上调,促进肿瘤细胞生长。而上调miRNA-
126可以部分通过 AKT和ERK1/2途径降低靶

蛋白IRS-1的表达,从而抑制结肠癌细胞的增殖、
迁徙、侵袭和阻断细胞周期进程。这些发现都说

明了 miRNA-126通过对IRS-1的调节可以使肿

瘤细胞的生长、增殖和分化方面得到控制。
在本实验中,我们通过对ccRCC患者手术切

除标本中 miRNA-126含量的检测,发现 miRNA-
126在 癌 组 织 中 的 表 达 低 于 癌 旁 组 织。在 对

ccRCC标本按病理分级、临床分期进行分组后发

现,miRNA-126在病理分级高分化组、中分化组和

低分化组中的表达差异无统计学意义(P>0.05),
miRNA-126的表达在不同临床分期之间差异也无

统计学意义(P>0.05)。在对体外模型细胞的培

养中,miRNA-126在人肾癌细胞株786-O的表达

也低于人肾小管上皮细胞 HK-2中的表达,这与

ccRCC和癌旁组织表达的情况相吻合。在进一步

对细胞株786-O进行成功转染,上调 miRNA-126
在细胞株中的表达后,MTT实验发现786-O的细

胞增殖明显被抑制,Transwell实验提示细胞的侵

袭能力下降,通过流式细胞仪检测,发现 miRNA-
126的过表达增加了凋亡的发生。

通过本实验的研究,我们发现了 miRNA-126
和人ccRCC组织,以及与病理分级、临床分期的关

系,提示其与肾癌的发生、发展存在着密切的联

系。通过对肾癌细胞株生物学行为的研究,我们

发现调控 miRNA-126的表达可以控制癌细胞的

生长速度,降低其侵袭能力,并且能够促进其凋

亡,这为从基因水平治疗肾肿瘤提示了一条新的思

路,对miRNA-126的调控有望成为肾癌的早期诊

断和治疗的新基因靶点。随着现代分子生物学的

发展,miRNA-126在肾癌中的功能和作用机制将

会更加明确,在今后肾肿瘤的基因诊断、治疗等方

面将会实现更大的突破。
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