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　　［摘要］　目的　探讨ＲＮＡ干扰技术沉默人源磷脂酶Ｃε（ＰＬＣε）基因对肾癌７８６０细胞 ｐ６５核转位的调控，对７８６０
细胞增殖的影响及其机制。方法　 用携带ＰＬＣεｓｈＲＮＡ基因的真核表达质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε转染７８６０细胞，克隆形成实
验检测７８６０细胞的增殖，ＲＴＰＣＲ检测ＰＬＣε、ｃＭｙｃ和ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＬＣε、ｃＭｙｃ、ＣＯＸ２和ｐ６５
总蛋白及ｐ６５在细胞核的表达，细胞免疫荧光检测 ｐ６５在细胞核与细胞质的定位。同时应用 ｐ６５特异的抑制剂 ＢＡＹ１１
７０８２处理７８６０细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＭｙｃ和ＣＯＸ２蛋白的表达。结果 　 转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒的７８６０细胞生长
明显受抑制；转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒细胞中ＰＬＣε、ｃＭｙｃ和 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均较对照组 ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ明显
下调（Ｐ＜０．０１），且抑制核中ｐ６５蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），细胞免疫荧光结果显示转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒组ｐ６５在细胞核
中的表达较对照组ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ明显下降；ＢＡＹ１１７０８２抑制 ｃＭｙｃ和 ＣＯＸ２蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），且呈时间浓度依赖
性。结论　 沉默ＰＬＣε基因后可能是通过抑制ｐ６５的核转位及ｃＭｙｃ、ＣＯＸ２的表达抑制７８６０细胞的增殖。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿系统
常见的恶性疾病，其发病率占全身恶性肿瘤的２％ ～
３％，目前肾癌发病的分子机制研究仍是泌尿系肿瘤研
究的重要课题。磷脂酶Ｃε（ＰＬＣε）是近年来新发现的
一种ＰＬＣ亚型，与其他ＰＬＣ亚型相比有独特的ＣＤＣ２５
结构域和ＲＡ结构域，可以被各种小Ｇ蛋白调控，包括
Ｒａｓ、Ｒｈｏ和 Ｒａｐ［１］。Ｂａｉ等［２］报道 ＰＬＣε－／－基因敲除
的小鼠在 ＴＰＡ刺激下基底层细胞增殖和表皮的增殖
均减弱。ＮＦκＢ是一个转录因子家族，包括５个成员，
分别是ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ、ＮＦκＢ１（ｐ５０／ｐ１０５）、ＮＦκＢ２
（ｐ５２／ｐ１００）和ｃＲｅｌ。ＮＦκＢ蛋白能够形成同源或异
源二聚体，ｐ６５／ｐ５０最早被发现而且也是存在最广泛
的二聚体形式。近年来报道在黑色素瘤［３］和乳腺

癌［４］中均发现 ＮＦκＢ活性增加。在肾细胞癌患者癌
组织中ＮＦκＢ／ｐ６５的表达明显高于癌旁组织，且与肿
瘤的分级分期有关［５］。以上研究表明 ＰＬＣε与 ＮＦκＢ
均与肿瘤的发生、发展有关。因此，本研究将从 ＰＬＣε
与ＮＦκＢ／ｐ６５核转位的路径，用携带 ＰＬＣεｓｈＲＮＡ基
因的真核表达质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε转染７８６０细胞，沉
默ＰＬＣε基因的表达，深入探讨肾癌细胞发生的分子
机制，旨在为肾癌的特异分子靶点治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞和质粒　　人肾透明细胞癌７８６０细胞株由本实
验室保存；阴性对照质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ、空载质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ及
ＰＬＣε干扰质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε均由本课题组自行设计、构建及
保存［６］。

１．１．２　主要试剂　　胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＲＰＭＩ１６４０培养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ和逆转录试剂盒
购自ＴａＫａＲａ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＢＡＹ１１７０８２、蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂购自上海碧
云天公司；ＰＬＣε单克隆抗体、ｐ６５单克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；环 氧 化 酶２（ＣＯＸ２）、ｃＭｙｃ抗 体 购 自 美 国
Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养和转染　　７８６０细胞用含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液，置 ３７℃，含有 ５％ＣＯ２的细胞培养箱中培

养。待细胞融合率达８０％～９０％时，按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转
染说明书进行操作。实验分为５组，各组加入试剂分别为：阳
性质粒组（ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε）、阴性质粒组（ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ）、空载组
（ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ）、试剂对照组（等量ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００）和空白
对照组。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　　用ＴＲＩｚｏｌ提取７８６０细胞总ＲＮＡ，ＲＮＡ的
浓度和纯度用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ１０００ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ检测。根
据浓度逆转录成ｃＤＮＡ，取１μＬｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ反应。

ＰＣＲ反应条件为：预变性 ９５℃ ５ｍｉｎ，变性 ９５℃ ３０ｓ，退火
５４～５８℃ ３０ｓ，延伸７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环。最后延伸７２℃
５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物加入１．５％琼脂糖凝胶进行电泳。引
物序列见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列及产物长度

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物长度（ｂｐ）
βａｃｔｉｎ 上游ＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣ ５４３

下游ＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣ
ＰＬＣε 上游ＣＡＴＧＧＡＡＧＧＡＴＡＡＧＣＧＴＴＧＧＴ ３９５

下游ＣＣＣＡＡＧＴＣＣＣＧＴＧＴＴＡＡＧＡ
ＮＦκＢ 上游ＡＧＣＡＣＡＧＡＴＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＣＣ ４１５

下游ＧＧＧＣＡＣＧＡＴＴＧＴＣＡＡＡＧＡＴ
ＣＯＸ２ 上游ＴＣＡＡＡＡＣＣＧＡＧＧＴＧＴＡＴ １６３

下游ＧＴＧＧＧＴＡＡＧＴＡＴＧＴＡＧＴＧＡ
ｃＭｙｃ 上游ＣＣＴＡＣＣＣＴＣＴＣＡＡＣＧＡＣＡＧＣ ２５１

下游ＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴＴＴＧＣＣＡＧＧＡＧ

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　质粒转染７２ｈ提取细胞总蛋白，ＢＣＡ
法测蛋白浓度，加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性。
取１００μｇ蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜至ＰＶＤＦ膜，５％
的脱脂奶粉３７℃封闭１ｈ，加入相应的一抗４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次８ｍｉｎ，加入相应的辣根过氧化物酶标记
的二抗，３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次８ｍｉｎ，之后进行化
学发光。

１．２．４　克隆形成实验　　７８６０细胞以４００／孔的密度接种于
６孔板，加入含有１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养１４ｄ
左右，每３天换１次培养基。当６孔板中出现肉眼可见的克隆
时，终止培养。弃去上清液，用 ＰＢＳ洗２次，甲醇固定１５ｍｉｎ，
Ｇｉｅｍｓａ染色３０ｍｉｎ。然后用流水缓慢洗去染色液，空气干燥。
在显微镜下计数＞５０个细胞的克隆数，计算克隆形成率：克隆
形成率＝（克隆数／接种细胞数）×１００％。
１．２．５　细胞免疫荧光　　将７８６０细胞铺于２４孔板细胞爬
片，设置空白对照组、阳性质粒组（ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε）和阴性质粒
组（ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ）。细胞培养４８ｈ后，用 －２０℃预冷的甲醇固
定细胞２０ｍｉｎ。１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜２０ｍｉｎ。１０％正常山羊血
清封闭１ｈ，用封闭液以１∶２００比例稀释 ｐ６５一抗，４℃过夜。
用封闭液以１∶２００比例稀释荧光二抗，避光３７℃孵育１ｈ。在
避光的条件下加入ＤＡＰＩ染色１５ｍｉｎ，在正置荧光显微镜下观
察结果并照相。

１．３　统计学分析
　　所有实验重复３次，结果以 珋ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ１７．０统
计软件对数据进行单因素方差分析和ＳＮＫｑ检验。

２　结果

２．１　转染 ＰＬＣε特异的干扰质粒抑制内源性 ＰＬＣε
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达

　　转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组 ＰＬＣεｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著
低于ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组（Ｐ＜０．０１）。ＰＬＣεｍＲＮＡ和蛋白表达水平
均 显 示 空 白 对 照 组、ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ 组、ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组 和

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００组无统计学差异（Ｐ＞０．０５，图１）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结

果；Ｄ：半定量分析结果　Ｍ：标准；１：空白对照组；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ

组；３：ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００组；４：ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组；５：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε
组　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组比较

图１　转染ＰＬＣε特异的干扰质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε对内源性

ＰＬＣεｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

２．２　转染ＰＬＣε特异的干扰质粒抑制７８６０细胞增殖
　　７８６０细胞分别转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒、ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ质粒
和ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ质粒后，克隆形成实验显示转染 ＰＬＣε特异的
ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒抑制７８６０细胞的增殖，克隆形成率ｐＧｅｎｅｓｉｌ
ＰＬＣε组为９．０８％，明显低于ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组（５２．６％，Ｐ＜０．０１），

克隆形成率 ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组、空白对照组（５０．０９％）、ｐＧｅｎｅｓｉｌ
ＥＶ组（５４．６％）、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００组（５１．０９％）比较无统计
学差异（Ｐ＞０．０５，图２）。显微镜还观察到每个克隆的细胞数
在ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组明显少于其他组（图３），进一步证明了转染
ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε后明显抑制７８６０细胞的增殖。
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１：空白对照组；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ组；３：ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００组；４：

ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组；５：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组

比较

图２　克隆形成实验检测各种质粒转染对７８６０细胞克隆形成率的

影响

２．３　转染 ＰＬＣε特异的干扰质粒抑制了 ｐ６５在细胞
核中的表达

　　７８６０细胞分别转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒、ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ质粒
和 ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ质粒，７２ｈ后提取细胞的总蛋白和核蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测总 ｐ６５及细胞核中 ｐ６５的表达。发现转染
ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒组 ｐ６５细胞核的表达水平／ｐ６５总的表达水
平与转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组比较明显下调（Ｐ＜０．０１），结果表明下
调 ＰＬＣε的表达能抑制核 ｐ６５的水平，从而抑制转录活性
（图４）。

２．４　转染ＰＬＣε特异的干扰质粒抑制ｐ６５的核转位
　　细胞免疫荧光技术检测干扰ＰＬＣε基因后ｐ６５在细胞内核
浆分布的变化。结果显示，ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组与空白对照组及
ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组比较细胞核ｐ６５表达明显受到抑制。表明ＰＬＣε
可以抑制７８６０细胞ｐ６５的核转位（图５）。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ组；Ｃ：ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００组；Ｄ：ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组；Ｅ：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组

图３　显微镜观察各组每个克隆的细胞数量　（×４０）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：空白对照组；

２：ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ组；３：ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００组；４：ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组；

５：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组比较

图４　转染ＰＬＣε特异的干扰质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε对ｐ６５

核转位的影响
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图５　细胞免疫荧光检测转染ＰＬＣε特异的干扰质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε
后ｐ６５在胞核和胞质的表达　（荧光显微镜 ×４００）

２．５　转染 ＰＬＣε特异的干扰质粒抑制 ｃＭｙｃ、ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达

　　７８６０细胞分别转染ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε质粒、ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ质粒
和ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ质粒，４８～７２ｈ后分别提取细胞总 ＲＮＡ和总蛋
白，ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后 ｃＭｙｃ和 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ
和蛋白的表达。结果显示：转染 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε组 ｃＭｙｃ和
ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白显著低于 ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组（Ｐ＜０．０１）。ｃ
Ｍｙｃ和ＣＯＸ２的ｍＲＮＡ和蛋白水平均显示空白对照组、ｐＧｅｎｅ
ｓｉｌＥＶ组、ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００组表达无统计
学差异（Ｐ＞０．０５，图６）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结

果；Ｄ：半定量分析结果　Ｍ：标准；１：空白对照组；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌＥＶ

组；３：ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００组；４：ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组；５：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε

组　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｐＧｅｎｅｓｉｌＮＰ组比较

图６　转染ＰＬＣε特异的干扰质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＬＣε对ｃＭｙｃ、

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

２．６　ｐ６５特异的抑制剂 ＢＡＹ１１７０８２抑制 ｃＭｙｃ和
ＣＯＸ２的表达

　　为了检测ｃＭｙｃ和ＣＯＸ２是否参与ｐ６５信号通路，本实验

使用ｐ６５特异的抑制剂 ＢＡＹ１１７０８２在不同的时间（６、１２、２４、

４８ｈ）与不同的浓度（２、５、７．５、１０μｍｏｌ／Ｌ）处理７８６０细胞。结

果显示ＢＡＹ１１７０８２处理６ｈ和２μｍｏｌ／Ｌ的浓度时，ｃＭｙｃ和

ＣＯＸ２的表达明显下调（Ｐ＜０．０１），而且呈时间浓度依赖性

（图７）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：空白对照组；

２：ＤＭＳＯ组；３～６：分别为 ２、５、７．５、１０μｍｏｌ／ＬＢＡＹ１１７０８２处理

４８ｈ组；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｄ：半定量分析结果　１：空白对

照组；２：ＤＭＳＯ组；３～６：分别为１０μｍｏｌ／ＬＢＡＹ１１７０８２处理６、１２、

２４、４８ｈ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ组比较

图７　ＢＡＹ１１７０８２对ｃＭｙｃ和ＣＯＸ２蛋白表达的影响

３　讨论

　　Ｒａｓ信号通路的活化是重要的致癌机制之一，Ｒａｓ

可以通过活化各种信号通路与各种信号分子作用诱导

肿瘤发生、发展和侵袭转移。研究证明 ＰＬＣε是 Ｒａｓ

直接的下游信号分子，ＰＬＣε被激活后水解磷脂酰肌醇

４，５二磷酸生成２种第二信使：三磷酸肌醇和二酯酰

甘油，前者引起细胞内储存钙离子的释放，后者激活蛋

白激酶Ｃ（ＰＫＣ），而后引起细胞内一系列靶蛋白的丝

氨酸和苏氨酸残基磷酸化，从而促进细胞的增殖和分

化［７］。研究显示在心肌细胞中，核周围的 ＰＬＣε在心

肌肥厚的刺激下在核膜周围产生二酯酰甘油，进而调

控核ＰＫＤ的活化和心肌肥厚相关的信号通路［８］。本

课题组前期研究发现沉默 ＰＬＣε基因抑制肾细胞癌血

管生成［９］。沉默 ＰＬＣε基因抑制膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞

的生长［１０］，诱导膀胱癌Ｔ２４、ＢＩＵ８７细胞凋亡［１１］。

　　ＮＦκＢ家族中 ｐ６５的含量最丰富，可以调控下游

多种靶基因的转录活性，参与细胞多种重要的生命活

动。细胞在静息状态下，细胞质中的 ｐ５０／ｐ６５与 ＩκＢ
结合成三聚体，处于无活性状态。当细胞受到某些细

胞因子、内毒素、有丝分裂原、病毒及其代谢产物等信

号刺激时，ＩＫＫβ亚单位被磷酸化，而后引起 ＩκＢα磷
酸化发生降解，ｐ５０／ｐ６５释放出来进入细胞核中，与基

因上κＢ结合位点特异性结合，进而调控细胞的增殖
和分化［１２］。有报道显示在结肠直肠癌患者中ＫＲａｓ突

变可以诱导 ＮＦκＢ活化，ＫＲａｓ突变和 ＮＦκＢ活化预

示着对化疗药物耐受和预后不良［１３］。在卵巢癌细胞

中溶血磷脂酸（ＬＰＡ）以 ＲａｓＲａｆ依赖的途径活化 ＮＦ

κＢ［１４］。在食管鳞状细胞癌患者中ＰＬＣＥ１的高表达与

ＮＦκＢ相关蛋白的高表达呈显著正相关，尤其是ＩＫＫβ
和ｐ５０［１５］。最近的研究显示凝血酶诱导野生型星形

胶质细胞核 ＮＦκＢ／ｐ６５升高，而这升高在 ＰＬＣε基因
敲除的星形胶质细胞中没有发现［１６］。这些结果说明

了ＰＬＣε与 ＮＦκＢ／ｐ６５存在一定的关系，提示我们

ＰＬＣε可能通过作用于 ＮＦκＢ进一步调控相关基因的
转录。

　　ｃＭｙｃ是ＭＹＣ癌基因家族中最重要的一员，其编

码产物 ｃＭｙｃ蛋白属核蛋白类，主要通过调控靶基因
的转录发挥作用，在细胞周期、细胞增殖、细胞凋亡、肿

瘤转移等病理生理过程中发挥重要作用。有研究证实

在肾透明细胞癌组织中 ＭＹＣ表达上调，用 ＭＹＣ特异
的干扰ＲＮＡ沉默ＭＹＣ表达明显抑制了肾透明细胞癌

细胞增殖能力［１７］。ＣＯＸ２是催化花生四烯酸转为前

列腺素和血栓素的限速酶，它参与机体的各种生理病

理过程并且调控细胞生长和增殖。近年来有文献报道

ＣＯＸ２在肾细胞癌组织表达明显高于正常组织［１８］，而

且与肿瘤的分期分级及肿瘤大小有关［１９］。总之，ｃＭｙｃ

和ＣＯＸ２均是调控肿瘤细胞生长和增殖重要的基因。
ＢＡＹ１１７０８２是ＩκＢ激酶（ＩＫＫ）的抑制剂，具有药理学

活性包括抗癌、神经保护和抗炎的作用［２０］。Ｂａｙ１１

７０８２是有效的ＩＫＫ抑制剂，而对ＩＫＫ１和ＩＫＫ２的抑制
没有选择性［２１］。本实验选择 Ｂａｙ１１７０８２作为 ｐ６５的

４１０２
第３６卷第１９期
２０１４年１０月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１９
Ｏｃｔ．１５　２０１４



抑制剂，观察 Ｂａｙ１１７０８２对 ７８６０细胞中 ＣＯＸ２和
ｃＭｙｃ的作用，进一步探讨下调 ＰＬＣε对７８６０细胞增
殖的影响及其可能的机制。结果显示 Ｂａｙ１１７０８２处
理细胞后，ＣＯＸ２和 ｃＭｙｃ的表达下调并且呈时间浓
度依赖性。进一步证实了沉默 ＰＬＣε基因抑制７８６０
细胞的增殖，具体机制可能是沉默ＰＬＣε基因抑制ｐ６５
的核转位，进而抑制 ＣＯＸ２和 ｃＭｙｃｍＲＮＡ和蛋白的
表达。

　　本研究结果表明 ＰＬＣε基因与肾癌发生、发展密
切相关。应用 ＲＮＡ干扰技术进一步研究了 ＰＬＣε对
肾细胞癌增殖的影响及其可能的机制。研究表明

ＰＬＣε基因沉默具有抑制７８６０细胞增殖的作用，这一
作用机制可能与抑制 ｐ６５核转位及降低 ＣＯＸ２和
ｃＭｙｃ的表达有关。因此，对ＰＬＣε基因影响肾癌细胞
增殖机制的深入研究，为肾癌的基因治疗提供了新的

思路，ＰＬＣε／ｐ６５有望成为肾癌新的治疗靶点。

参考文献：

［１］ＳｍｒｃｋａＡＶ，ＢｒｏｗｎＪＨ，ＨｏｌｚＧＧ．ＲｏｌｅｏｆｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣεｉｎ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，

２０１２，２４（６）：１３３３－１３４３．

［２］ＢａｉＹ，ＥｄａｍａｔｓｕＨ，ＭａｅｄａＳ，ｅｔａｌ．Ｃｒｕｃｉａｌｒｏｌｅｏｆｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ

Ｃｅｐｓｉｌｏｎｉｎｃｈｅｍｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｓｋｉｎｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，６４（２４）：８８０８－８８１０．

［３］ＪａｎｊｅｔｏｖｉｃＺ，ＢｒｏｚｙｎａＡＡ，ＴｕｃｋｅｙＲＣ，ｅｔａｌ．ＨｉｇｈｂａｓａｌＮＦκＢａｃ

ｔｉｖｉｔｙｉｎｎｏｎｐｉｇｍｅｎｔｅｄｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｎｈａｎｃｅｄ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｖｉｔａｍｉｎＤ３ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２０１１，１０５

（１２）：１８７４－１８８４．

［４］ＥｌＳｈｉｎａｗｉＭ，ＭｏｈａｍｅｄＨＴ，ＥｌＧｈｏｎａｉｍｙＥＡ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｃｙｔｏ

ｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓＮＦκＢ／ｐ６５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（２）：ｅ５５７５５．

［５］ＯｚｂｅｋＥ，ＡｌｉｓｋａｎＴ，ＯｔｕｎｃｔｅｍｕｒＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｇｒａｄｅ

ａｎｄｓｔａｇｅｗｉｔｈｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａｂａｎｄｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｒｃｈＩｔａｌＵｒｏｌＡｎｄｒｏｌ，

２０１２，８４（２）：５３－６０．

［６］郭永灿，罗春丽，颜令，等．ＰＬＣεｓｈＲＮＡ质粒构建及功能鉴定

［Ｊ］．第三军医大学学报，２００９，３１（１７）：１６５７－１６６０．

［７］ＢｕｎｎｅｙＴＤ，ＫａｔａｎＭ．ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣｅｐｓｉｌｏｎ：ｌｉｎｋｉｎｇｓｅｃｏｎｄｍｅｓ

ｓｅｎｇｅｒｓａｎｄｓｍａｌｌＧＴＰａｓｅｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００６，１６（１２）：

６４０－６４８．

［８］ＺｈａｎｇＬ，ＭａｌｉｋＳ，ＰａｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣεｈｙｄｒｏｌｙｚｅｓｐｅｒｉｎｕ

ｃｌｅａｒｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１３，１５３（１）：２１６－２２７．

［９］王春远，罗春丽，杨淑哲，等．ＰＬＣε调节肾细胞癌血管生成的作

用机制［Ｊ］．中国生物制品学杂志，２０１１，２４（４）：４４３－４４８．

［１０］ＣｈｅｎｇＨ，ＬｕｏＣ，ＷｕＸ，ｅｔａｌ．ｓｈＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＬＣεｉｎｈｉｂｉｔｓｂｌａｄ

ｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．Ｕｒｏｌｏｇｙ，２０１１，７８

（２）：４７４．ｅ７－４７４．ｅ１１．

［１１］ＺｈａｎｇＹ，ＹａｎＬ，ＺｈａｏＹ，ｅｔａｌ．ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣｅｐ

ｓｉｌｏｎｂｙｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒＲａｄｉｏｐｈａｒｍ，

２０１３，２８（３）：２３３－２３９．

［１２］ＨｕａｎｇＢ，ＹａｎｇＸＤ，ＬａｍｂＡ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

ｏｆＮＦｋａｐｐａＢ：ａｎｏｔｈｅｒｌａｙｅｒｏｆｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｆｏｒＮＦｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，２０１０，２２（９）：１２８２－１２９０．

［１３］ＬｉｎＧ，ＺｈｅｎｇＸＷ，ＬｉＣ，ｅｔａｌ．ＫＲＡＳｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄＮＦκＢａｃｔｉｖａ

ｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃ

ｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＤｉｇＤｉｓＳｃｉ，２０１２，５７（９）：２３２５－２３３３．

［１４］ＬｉＨ，ＹｅＸ，ＭａｈａｎｉｖｏｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ

ｆｏｒｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄｕｒｏｋｉｎａｓｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００５，２８０（１１）：

１０５６４－１０５７１．

［１５］ＣｕｉＸＢ，ＰａｎｇＸＬ，ＬｉＳ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｖａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄ

ｔｉｇｈｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＬＣＥ１ａｎｄＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＫａｚａｋｈｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１４，３１（１）：７９１．

［１６］ＤｕｓａｂａｎＳＳ，ＰｕｒｃｅｌｌＮＨ，ＲｏｃｋｅｎｓｔｅｉｎＥ，ｅｔａｌ．ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ

ｅｐｓｉｌｏｎｌｉｎｋｓＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｓ

ｔｒｏｃｙｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１３，１１０（９）：

３６０９－３６１４．

［１７］ＴａｎｇＳＷ，ＣｈａｎｇＷＨ，ＳｕＹＣ，ｅｔａｌ．ＭＹＣｐａｔｈｗａｙｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎ

ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｌｅａｒ

ｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２００９，２７３（１）：３５－

４３．

［１８］ＭｕｎｇａｎＭＵ，ＧｕｒｅｌＤ，ＣａｎｄａＡＥ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＸ２ｉｎ

ｎｏｒｍａｌａｎｄｐｙｅｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｃｋｉｄｎｅｙ，ｒｅｎａｌｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ，ａｎｄ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＥｕｒＵｒｏｌ，２００６，５０（１）：９２－９７．

［１９］ＴｕｎａＢ，ＹｏｒｕｋｏｇｌｕＫ，ＧｕｒｅｌＤ，ｅｔａｌ．ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＣＯＸ２ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｕｒｏｌｏｇｙ，２００４，６４（６）：

１１１６－１１２０．

［２０］ＬｅｅＪ，ＲｈｅｅＭＨ，ＫｉｍＥ，ｅｔａｌ．ＢＡＹ１１７０８２ｉｓａｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｗｉｔｈａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｍｕｌｔｉｐｌｅｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．

ＭｅｄｉａｔｏｒｓＩｎｆｌａｍｍ，２０１２，２０１２：４１６０３６．

［２１］ＲａｕｅｒｔＷｕｎｄｅｒｌｉｃｈＨ，ＳｉｅｇｍｕｎｄＤ，ＭａｉｅｒＥ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＩＫＫｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒＢａｙ１１７０８２ｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｒｏｍｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｃ

ｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（３）：

ｅ５９２９２．

（收稿：２０１４０３２８；修回：２０１４０５１５）

（编辑　张　维）

５１０２
第３６卷第１９期
２０１４年１０月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１９
Ｏｃｔ．１５　２０１４


