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　　［摘要］　目的　探讨慢病毒介导ＬＡＴＳ１过表达对人肾癌细胞７８６０增殖、凋亡及下游癌基因ＹＡＰ
的影响。方法　采用携带ＬＡＴＳ１基因的慢病毒载体感染人透明细胞肾癌细胞系７８６０，利用ＲＴＰＣＲ检
测感染后７８６０细胞中ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路大肿瘤抑制基因１（ｌａｒｇｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ１，ＬＡＴＳ１）
ｍＲＮＡ和下游癌基因Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）ｍＲＮＡ的表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＬＡＴＳ１和ＹＡＰ的蛋白表达水平，流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测细胞凋亡和周期，细胞增殖／毒
性试剂（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）检测细胞增殖抑制情况。结果　慢病毒介导ＬＡＴＳ１感染肾癌７８６０
细胞系后，ＬＡＴＳ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平显著高于对照组及空病毒组（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｍＲＮＡ及蛋白
表达水平显著低于对照组及空病毒组（Ｐ＜０．０５），细胞周期停滞在Ｇ１期（Ｐ＜０．０５）、细胞增殖受到明显
抑制（Ｐ＜０．０５）、细胞凋亡显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　慢病毒介导 ＬＡＴＳ１过表达下调 ＹＡＰ基因表
达，抑制７８６０细胞增殖、促进其凋亡并阻滞细胞周期于Ｇ１期。肾癌的发生、发展可能与ＬＡＴＳ１和ＹＡＰ
表达失调有关。

　　［关键词］　肾细胞癌；慢病毒；ＨｉｐｐｏＹＡＰ；ＬＡＴＳ１；ＹＡＰ
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．２；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３７．１１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（３０９７２９９９）；重庆市卫生局基金（２０１３２０８２）

［通信作者］　何　江，Ｅｍａｉｌ：ｈｊ５９４９６７３８３＠ｓｉｎａ．ｃｎ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５０３２７．１４０６．０１４．ｈｔｍｌ（２０１５０３２７）

Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄ ＬＡＴＳ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｎｃｏｇｅｎｅＹＡＰｉｎｈｕｍａｎｒｅｎａｌｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ７８６０ｃｅｌｌｓ
ＣｈｅｎＫｅｈｏｎｇ１，ＨｅＪｉａｎｇ２，ＷａｎｇＤｅｌｉｎ３，ＬｉｕＷｕｊｉａｎｇ４［１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙａｎｄＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＲｅｄ
ＣｒｏｓｓＨｏｓｐｉｔａｌ（Ｐｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＪｉａｎｇｂｅｉＤｉｓｔｒｉｃｔ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００２０；２ＣｅｎｔｅｒｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＴｏｗｎＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０１３３１；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｒｏｌｏｇｙ，
ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；４ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＵｒｏｌｏｇｙＳｕｒｇｅｒｙｏｆＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，１０００３４，Ｃｈｉｎａ］

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄｌａｒｇｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ１
（ＬＡＴＳ１）ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｎｃｏｇｅｎｅＹｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
（ＹＡＰ）ｉｎｈｕｍａｎｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｃｃＲＣＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅ７８６０．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＬＡＴＳ１ｇｅｎｅｗａｓ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｏ７８６０ｃｅｌｌｓｖｉａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＡＴＳ１ａｎｄＹＡＰｉｎＨｉｐｐｏＹＡＰ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｗａｓ
ａｓｓａｙｅｄｂｙｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒ７８６０ｃｅｌｌｓ

７２７１
第３７卷第１７期
２０１５年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１５



ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＡＴＳ１ｇｅｎｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＡＴＳ１ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｍａｒｋｅｄｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００５）．ＡｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｍｅｄｉａｔｅｄＬＡＴＳ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｒｒｅｓｔｅｄａｔＧ１ｐｈａｓｅ（Ｐ＜０．０５），
ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄＬＡＴＳ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰ，
ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ７８６０ｃｅｌｌｓ，ｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｂｌｏｃｋｓｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｔＧ１ｐｈａｓｅ．
ＴｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＲＣＣｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｓｏｒｄｅｒｏｆＬＡＴＳ１ａｎｄＹＡＰ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ＨｉｐｐｏＹＡＰ；ＬＡＴＳ１；ＹＡＰ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７２９９９）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２０１３

２０８２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｅＪｉａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｈｊ５９４９６７３８３＠ｓｉｎａ．ｃｎ

　　肾癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿系统中致
死率最高的恶性肿瘤，肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｃＲＣＣ）为其主要类型。每年全世界大
约有１０２０００例患者因肾癌死亡，发病率和病死率占
全部肿瘤的２％ ～３％，其分子特性复杂，发生机制迄
今不甚清楚［１－３］。ＲＣＣ诊断主要依靠形态学和影像
学，大部分患者就诊时已经是肿瘤晚期，发展成转移性

肾癌（ｍａｔａｓｔａｔｉｃＲＣＣ，ｍＲＣＣ），由于ＲＣＣ对化疗抵抗，
所以ｍＲＣＣ患者病死率高。有研究指出舒尼替尼、索
拉菲尼等药物对ｍＲＣＣ疗效较好，能提高患者的生存
率，但只对部分患者有效［４－５］，ＲＣＣ主要还是依靠外
科手术治疗，晚期治疗非常局限［６］。ＲＣＣ与大多数恶
性肿瘤一样，其发生、发展大多与抑癌基因失活有关，

因此通过慢病毒介导抑癌基因的表达是常用的肾癌治

疗方法之一。

　　大肿瘤抑制基因１（ｌａｒｇｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ１，
ＬＡＴＳ１）最早采用基因嵌合体筛选法（ｇｅｎｅｔｉｃｍｏｓａｉｃｓ）
从黑腹菌属果蝇中发现，编码保守的丝氨酸／苏氨酸激
酶，是Ｄｂｆ２相关核蛋白（ｎｕｃｌｅａｒＤｂｆ２ｒｅｌａｔｅｄ，ＮＤＲ）激
酶家族成员［７］。ＬＡＴＳ１位于染色体６ｑ２４－２５，开放阅
读框架约３３９３ｂｐ大小，编码１１３０个氨基酸，相对分
子质量大小约１２６．８７×１０３，与 ＬＡＴＳ２在结构和功能
上高度相似，是 ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路中关键因子之
一［８］。研究发现抑癌基因ＬＡＴＳ１在星形细胞瘤［９］、乳

腺癌［１０］、头颈部鳞状细胞癌［１１］、结直肠癌［１２］、宫颈

癌［１３］、胃癌［１４－１５］、皮肤癌［１６］、转移性前列腺癌［１７］等多

种肿瘤中表达降低。Ｈａｏ等［１８］在人正常乳腺上皮细

胞系 ＭＣＦ１０Ａ中过表达 ＬＡＴＳ１可降低下游癌基因
Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）诱导的上皮
细胞间质化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、软
琼脂糖克隆形成、细胞迁移和锚地性生长等，证实

ＬＡＴＳ１能抑制肿瘤发生。本研究将通过慢病毒过表达
方式在肾癌细胞系７８６０细胞中上调ＬＡＴＳ１表达，探讨

其对肾癌细胞生物学功能及下游癌基因ＹＡＰ的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞系及主要试剂
　　人肾癌细胞系７８６０购自 ＡＴＣＣ，ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清均购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＬＡＴＳ１过表达慢病毒
载体由上海吉凯基因化学技术有限公司构建，胰蛋白

酶购自Ｓｉｇｍａ公司，总 ＲＮＡ提取试剂 ＲＮＡｉｓｏ、逆转录
试剂盒及 Ｔａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ大连宝生物工程有限公
司，兔抗人ＬＡＴＳ１、ＹＡＰ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔抗
人βａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ、ＲＩＰＡ蛋白裂解液
等试剂均购自上海碧云天公司，细胞增殖／毒性试剂
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）试剂购自广州奕源生物公司。
１．２　细胞培养
　　７８６０细胞用含有１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基，在５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的培养箱中培养。
１．３　过表达ＬＡＴＳ１慢病毒载体感染７８６０细胞
　　培养７８６０细胞，待处于对数生长期时，以每孔
２×１０４细胞数接种 ６孔板，实验分为 ３组：对照组
（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）；空病毒组（ｍｏｃｋｖｉｒｕｓｇｒｏｕｐ）；ＬＡＴＳ１
感染组（ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌＬＡＴＳ１ｇｒｏｕｐ）。置于３７℃、５％ ＣＯ２
的培养箱中培养。２４ｈ后，弃掉培养液，每孔加新鲜
培养液１ｍＬ，病毒稀释后以感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值６０的病毒数量加入培养孔中，继续
培养１２ｈ后弃去培养液，换新鲜培养液继续培养，每
天常规换液，培养９６ｈ，正置荧光显微镜下观察荧光
表达情况，感染效率大于８０％认为感染成功，转至培
养瓶继续培养。

１．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
　　用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ按ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取对
照组、空病毒组、ＬＡＴＳ１感染组细胞总 ＲＮＡ，用 ＵＶ分
光光度计检测 ＲＮＡ浓度后，将各组 ＲＮＡ浓度调成一
致，并取１μｇＲＮＡ模板，按逆转录试剂盒反转录ＲＮＡ

８２７１
第３７卷第１７期
２０１５年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１５



为ｃＤＮＡ，反应体系１０μＬ，３７℃孵育１５ｍｉｎ，８５℃加
热３０ｓ。ＰＣＲ扩增基因，ＬＡＴＳ１上游：５′ＣＣＡＣＣＣ
ＴＡＣＣＣＡＡＡＡＣＡＴＣＴＧ３′，下游：５′ＣＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＡ
ＧＡＴＴＴＧＡＧＴＡＣ３′，产物长度 ３０２ｂｐ；ＹＡＰ上游：５′
ＴＧＡＡＣＡＡＡＣＧＴＣＣＡＧＣＡＡＧＡＴＡＣ３′，下游 ５′ＣＡＧＣ
ＣＣＣＣＡＡＡＡＴＧＡＡＣＡＧＴＡＧ３′，产物长度１６５ｂｐ；ＧＡＰＤＨ
上游：５′ＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧ３′，下 游 ５′
ＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣ３′，产物长度 ５２８ｂｐ，引
物均由 ＴａＫａＲａ大连宝生物工程有限公司合成，扩增
条件为９５℃ ５ｍｉｎ，之后９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，共３０个循环，最后７２℃ ５ｍｉｎ。ＲＴＰＣＲ产物经
３％琼脂糖凝胶电泳，以 ＬＡＴＳ１或 ＹＡＰ与 ＧＡＰＤＨ条
带密度比值表示 ＬＡＴＳ１或 ＹＡＰｍＲＮＡ的相对表达
水平。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＡＴＳ１和ＹＡＰ蛋白表达
　　用 ＲＩＰＡ裂解液加１％ＰＭＳＦ分别提取对照组、空
病毒组、ＬＡＴＳ１感染组的细胞总蛋白，ＢＣＡ测定上清
液蛋白浓度。加上１／４体积的蛋白上样缓冲液ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，１００℃变性１０ｍｉｎ。配制ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离
胶和积层胶，加Ｔｒｉｓ甘氨酸电泳缓冲液，每孔加等量变
性蛋白约５０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转于 ＰＶＤＦ膜，５％
脱脂奶粉封闭 ２ｈ。加入一抗（抗 ＬＡＴＳ１１∶１５０，抗
ＹＡＰ１∶２００，抗βａｃｔｉｎ１∶５００）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜，３次／
１０ｍｉｎ，再加入辣根过氧化酶标记二抗（１∶５０００），
３７℃ ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，３次／１０ｍｉｎ，ＥＣＬ显影，暗室下
凝胶成像仪曝光，以 ＬＡＴＳ１或 ＹＡＰ与 βａｃｔｉｎ条带密
度比值表示ＬＡＴＳ１或ＹＡＰ蛋白相对表达水平。
１．６　流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测凋亡及

其周期

　　取对数生长期７８６０细胞经０．２５％胰酶消化后，
重新接种于培养瓶（细胞密度４×１０４／ｍＬ），分为对照
组、空病毒组、ＬＡＴＳ１感染组，感染９６ｈ后消化细胞并
调整细胞密度为１×１０６／ｍＬ。ＰＢＳ冲洗２次，离心后

加入１ｍＬＰＢＳ吹打均匀，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ，
室温避光孵育１５ｍｉｎ，测定各组细胞凋亡率。按前述方
法将细胞离心后，加入１ｍＬ７０％预冷无水乙醇，４℃固
定过夜，ＰＢＳ清洗后在浓度为１％ＲＮａｓｅ水浴１０ｍｉｎ，加
入碘化丙啶（ＰＩ）室温避光染色 ３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ
８ｍｉｎ，以生理盐水重悬后，检测各组细胞周期。
１．７　ＣＣＫ８检测增殖
　　将生长良好的７８６０细胞接种于９６孔平底培养
板，每孔１００μＬ培养液种植２×１０３个细胞，分为对照
组、空病毒组、ＬＡＴＳ１感染组。每２４、４８、７２、９６、１２０小
时，加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续孵育２ｈ。用酶标仪
在４５０ｎｍ波长处测定光密度值［Ｄ（４５０）］，并计算细
胞增殖抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ，ＩＲ）：ＩＲ＝［１－实验组
Ｄ（４５０）／对照组Ｄ（４５０）］×１００％。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，实验数据为计量资料，
用珋ｘ±ｓ表示，两两组之间比较采用独立样本ｔ检验，多
组间单因素分析采用单因素方差分析。检验水准α＝
０．０５（双侧）。

２　结果

２．１　慢病毒感染ＬＡＴＳ１后检测７８６０细胞感染率
　　慢病毒载体介导ＬＡＴＳ１在ＭＯＩ为６０的病毒数量
下感染肾癌７８６０细胞９６ｈ后，用 ＦＣＭ检测感染效
率，结果显示：对照组为０．０９％，空病毒组为９６．３６％，
ＬＡＴＳ１感染组为８３．２７％（图１），说明慢病毒感染成功。
２．２　慢病毒感染获得稳定过表达 ＬＡＴＳ１的７８６０细

胞系

　　慢病毒介导 ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞９６ｈ后荧光
显微镜下观察荧光表达情况，空病毒组可见大量的绿

色荧光蛋白表达，细胞生长良好；ＬＡＴＳ１感染组细胞绿
色荧光蛋白相对较少（图２），转入培养瓶中持续培养，
建立稳定细胞系。
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Ｍ１：未感染病毒的７８６０细胞；Ｍ２：感染病毒后的７８６０细胞
Ａ：对照组；Ｂ：空病毒组；Ｃ：ＬＡＴＳ１感染组
图１　ＦＣＭ检测７８６０细胞感染效率
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图２　光镜和荧光显微镜检测各组细胞绿色荧光蛋白的表达　（×２００）

２．３　ＲＴＰＣＲ检测细胞感染前后 ＬＡＴＳ１和 ＹＡＰ
ｍＲＮＡ表达情况

　　琼脂糖凝胶电泳结果显示，ＬＡＴＳ１感染组中
ＬＡＴＳ１ｍＲＮＡ表达灰度比（０．７６±０．０３）明显高于对
照组灰度比（０．４３±０．０２）及空病毒组灰度比（０．４４±
０．０１）（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰｍＲＮＡ的表达灰度比（０．４１±
０．０２）明显低于对照组灰度比（０．６９±０．０１）及空病毒
组灰度比（０．７０±０．０３）（Ｐ＜０．０５），而空病毒组与对
照组ＬＡＴＳ１和ＹＡＰｍＲＮＡ表达水平无明显差异（Ｐ＞
０．０５，图３），表明慢病毒介导 ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞
后上调ＬＡＴＳ１ｍＲＮＡ表达，抑制ＹＡＰｍＲＮＡ表达。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞感染前后 ＬＡＴＳ１和 ＹＡＰ

蛋白表达情况

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＬＡＴＳ１感染组中
ＬＡＴＳ１蛋白表达灰度比（０．６２±０．０１）明显高于对照
组灰度比（０．２７±０．０１）及空病毒组灰度比（０．２６±
００１）（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰ蛋白表达灰度比（０．２９±
００２）显著低于对照组灰度比（０．７４±０．０３）及空病毒

组灰度比（０．７３±０．０２）（Ｐ＜０．０５），而空病毒组与对照
组ＬＡＴＳ１和ＹＡＰ蛋白表达水平无明显差异（Ｐ＞０．０５，
图４），表明慢病毒介导ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞后恢复
了ＬＡＴＳ１蛋白表达水平并下调ＹＡＰ蛋白表达。

! " # $

% &&& '(!

)&& '(!

*&& '(!

+&& '(!

$&& '(!

#&& '(!

%&& '(!

% &&& '(!

)&& '(!

*&& '(!

+&& '(!

$&& '(!

#&& '(!

%&& '(!

!

"

",-./0!*12 '("

"3-45%!$&1 '("

",-./0!*12 '("

"6-.!%7* '("

! % # $

Ｍ：标准；１：对照组；２：空病毒组；３：ＬＡＴＳ１感染组
图３　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞ＬＡＴＳ１（Ａ）和ＹＡＰ（Ｂ）ｍＲＮＡ

表达
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１：对照组；２：空病毒组；３：ＬＡＴＳ１感染组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＬＡＴＳ１和ＹＡＰ蛋白表达

２．５　慢病毒介导 ＬＡＴＳ１过表达对７８６０细胞凋亡及
周期的影响

　　ＬＡＴＳ１感染组细胞凋亡率（２５．６９±１．１３）％显著
高于其对照组（７．４９±１．２１）％和空病毒组（７．５８±
１６２）（Ｐ＜０．０５），而空病毒组与其对照组凋亡率相比
无明显差异（Ｐ＞０．０５，图５）。ＦＣＭ检测结果显示，慢
病毒介导ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞后能诱导细胞凋亡。
　　ＬＡＴＳ１感染组细胞周期停滞于Ｇ１期比例（８０．６９±
２５３）％显著高于其对照组（５９．９０±１．１３）％和空病
毒组（６０．２１±０．９７）％（Ｐ＜０．０５），而空病毒组细胞周
期停滞于Ｇ１期比例与其对照组相比无明显差异（Ｐ＞
０．０５，图６）。ＦＣＭ检测结果显示，慢病毒介导 ＬＡＴＳ１
感染７８６０细胞后能阻滞细胞周期于Ｇ１期。
２．６　慢病毒介导 ＬＡＴＳ１过表达对７８６０细胞增殖的

影响

　　ＣＣＫ８检测结果显示，在慢病毒感染前３ｄ，对照

组、空病毒组、ＬＡＴＳ１感染组的 Ｄ（４５０）无明显差异
（Ｐ＜０．０５），但从第４天开始，ＬＡＴＳ１感染组的Ｄ（４５０）
明显低于对照组和空病毒组（Ｐ＜０．０５）。慢病毒介导
ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞２４、４８、７２、９６ｈ后，ＬＡＴＳ１感染
组细胞增殖抑制率分别为 ４７１％、５４３％、３．７０％、
１６．３７％、２２．８５％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明慢病毒介导ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞后对其增殖有明
显抑制作用（图７）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组和空病毒组比较

图７　ＣＣＫ８检测各组细胞的增殖能力
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Ａ：对照组；Ｂ：空病毒组；Ｃ：ＬＡＴＳ１感染组

图５　ＦＣＭ检测各组细胞凋亡结果
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Ａ：对照组；Ｂ：空病毒组；Ｃ：ＬＡＴＳ１感染组
图６　ＦＣＭ检测各组细胞周期结果
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３　讨论

　　ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路被证明与肿瘤的发生有关，
核心因子包括Ｍａｓｔ１／２、ＷＷ４５、Ｌａｔｓ１／２、Ｍｏｂ１和ＹＡＰ，
彼此之间相互影响［１９］，任何一个核心因子发生改变，

将会导致组织和器官失控性生长，进而引发肿瘤。研

究表明缺失 ＬＡＴＳ１会导致胶质瘤［８］、宫颈癌［１３］、胃

癌［１４］、皮肤癌［１６］、转移性前列腺癌［１７］、肾癌［２０］等肿瘤

的发生，目前ＬＡＴＳ１在肾癌中的抑癌机制尚不清楚。
　　本研究通过慢病毒介导ＬＡＴＳ１过表达，以ＭＯＩ值
为６０病毒量感染人肾透明细胞癌细胞系７８６０９６ｈ，
ＦＣＭ检测感染效率为８３．２７％，在荧光显微镜下可见
大量的绿色荧光蛋白表达，表明感染成功。采用 ＲＴ
ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒介导ＬＡＴＳ１感染７８６０
细胞后 ｍＲＮＡ和蛋白水平，发现上调 ＬＡＴＳ１能降低
ＹＡＰｍＲＮＡ和蛋白水平，其机制可能是 ＬＡＴＳ１通过
ＰＰＸＹ模体与 ＹＡＰ的 ＷＷ 域相互作用使 ＹＡＰ的
ＨＸＲＸＸＳ模体磷酸化，从而在 Ｓ１２７位点直接磷酸化
ＹＡＰ，磷酸化ＹＡＰ通过与１４３３蛋白和泛素化依赖的
相互作用导致其被抑制在细胞质中，从而抑制ＹＡＰ进
入细胞核，导致其转录功能受到抑制［２１］。此外，

ＬＡＴＳ１也能在Ｓ３８１位点磷酸化ＹＡＰ，引起沉默的酪蛋
白激酶１（ｃａｓｅｉｎＫｉｎａｓｅ１，ＣＫ１）连续磷酸化，聚集泛
素因子Ｅ３，继而降解ＹＡＰ［２２］。
　　细胞增殖与凋亡的动态平衡维持着机体的稳态，
然而肿瘤的发生往往与细胞凋亡受到抑制有关［２３］，因

此，我们采用 ＦＣＭ、ＣＣＫ８检测各组细胞凋亡和增殖
抑制情况，结果显示ＬＡＴＳ１感染组凋亡率明显高于空
病毒组和对照组，细胞增殖受到明显抑制并呈时间依

赖性。Ｘｉａ等［２４］研究发现上调 ＬＡＴＳ１基因能促进乳
腺癌ＭＣＦ７细胞及肺癌 Ｈ４６０细胞凋亡、抑制增殖，其
机制可能是通过上调 Ｂａｘ蛋白水平来实现。Ｍａｔａｌｌａ
ｎａｓ等［２５］提出上调 ＬＡＴＳ１能诱导细胞凋亡，可能是
ＬＡＴＳ１结合并抑制 Ｍｄｍ２，增强 ｐ５３表达的稳定性，诱
导凋亡并抑制其增殖的缘故。

　　ＬＡＴＳ１是一个与细胞周期调控家族（ｄｂｆ２、ｏｒｂ６、
ｃｏｔ１、ｎｄｒ和ｋｐｍ）有关的因子，参与周期调控［２６］，因此

我们利用 ＦＣＭ检测细胞周期发现 ＬＡＴＳ１感染组停滞
于Ｇ１期比例显著高于对照组和空病毒组，表明慢病毒
介导ＬＡＴＳ１感染７８６０细胞后诱导其停滞于Ｇ１期。Ｌｉ

等［２７］在研究中发现３，３′二吲哚甲烷（３，３′ｄｉｉｎｄｏｌｙｌ
ｍｅｔｈａｎｅ，ＤＩＭ）能够上调 ＬＡＴＳ１的表达并诱导人胃癌

细胞系 ＳＮＵ１和 ＳＮＵ４８４停滞于 Ｇ１期，机制可能是
ＤＩＭ通过Ｍｓｔ１／２ＬＡＴＳ１Ｍｏｂ１复合体激活Ｈｉｐｐｏ信号
通路导致ＹＡＰ磷酸化。
　　综上所述，本研究通过慢病毒介导 ＬＡＴＳ１过表达
能够下调 ＹＡＰ基因表达，抑制７８６０细胞增殖、促进
其凋亡并诱导 Ｇ１期阻滞。ＬＡＴＳ１的抑癌机制可能是
通过抑制ＹＡＰ来引起肾癌细胞生物学功能改变，抑制
肾癌的进展，因此，深入探讨 ＬＡＴＳ１的抑癌机制有望
为肾癌的诊断和治疗提供新的方向。
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