
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０８０７７

ＣＴＰＮＰＲＬ２融合蛋白对肾癌原代细胞迁移侵袭能力的抑制及机制研究

史晓博，叶　茂，曾　洋，陈明龙，陈志雄，熊　晶，吕不凡，唐　伟　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医
院泌尿外科）

　　［摘要］　目的　将原核表达的氮酶调节因子２（ｎｉｔｒｏｇｅｎｐｅｒｍｅａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ２ｌｉｋｅ，ＮＰＲＬ２）融合蛋白
通过胞浆转导肽（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＴＰ）转入肾癌原代细胞内，观察其对肾癌原代细胞迁
移侵袭的影响，并分析与肾癌上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的关系。方法　胶
原酶消化法培养肾癌原代细胞；构建原核表达质粒 ｐＥＴ１５ｂＣＴＰＮＰＲＬ２和 ｐＥＴ１５ｂＮＰＲＬ２，表达融合蛋
白ＣＴＰＮＰＲＬ２和ＮＰＲＬ２，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定目的蛋白的表达。将培养成功的原代细胞分为
ＢＬＡＮＫ组、ＮＰＲＬ２组和ＣＴＰＮＰＲＬ２组。免疫荧光检测目的蛋白的细胞定位；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移侵袭实验检
测导入 ＮＰＲＬ２蛋白后，对肾癌细胞迁移侵袭能力的影响；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 Ｒａｐｔｏｒ、Ｅ钙粘蛋白
（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、纤粘蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）ｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｐｔｏｒ、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达水平。结果　成功培养出肾癌原代细胞并通过鉴定；测序结
果及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示质粒构建成功并表达出目的蛋白；免疫荧光检测结果显示 ＣＴＰＮＰＲＬ２
融合蛋白可以穿过胞膜并定位于胞浆；迁移和侵袭实验显示ＣＴＰＮＰＲＬ２组肾癌细胞迁移侵袭能力明显
下降（Ｐ＜００５）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＣＴＰＮＰＲＬ２组 Ｒａｐｔｏｒ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ与
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ、蛋白表达水平与 ＮＰＲＬ２组和 ＢＬＡＮＫ组相比明显降低（Ｐ＜００５），而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的ｍＲＮＡ、蛋白表达水平与ＮＰＲＬ２组与 ＢＬＡＮＫ组相比明显升高（Ｐ＜００５）。结论　ＮＰＲＬ２可能通过
与Ｒａｐｔｏｒ相互作用影响ｍＴＯＲＣ１的活性，进而调节ＥＭＴ相关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表
达量，影响肾癌细胞的迁移侵袭能力。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）又称肾癌，
是起源于肾实质泌尿小管上皮系统的恶性肿瘤，占肾

脏恶性肿瘤的８０％～９０％，占成人恶性肿瘤的３％［１］。

而在我国泌尿系统恶性肿瘤中，发病率仅低于膀胱

癌。肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＣＣＲＣＣ）是最常见的肾癌病理亚型，占肾癌的６０％ ～
８５％［２－３］。肾癌主要治疗方式仍然是手术切除，但转

移性肾癌无法行根治性手术；且根治性手术后患者在

短期内仍有可能发生复发、转移。约４０％的肾细胞癌
患者都会经历病情进展与转移［４］。转移性肾癌通常

对化疗和放疗不敏感，免疫治疗也仅对１５％ ～２０％的
患者有效［５］。因此通过寻找一种新的靶标开展新的

治疗方法来治疗转移性肾癌是十分必要的。

　　氮酶调节因子 ２（ｎｉｔｒｏｇｅｎｐｅｒｍｅａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ２
ｌｉｋｅ，ＮＰＲＬ２）是一种新发现的抑癌基因，ＮＰＲＬ２亦称
为肿瘤抑制候选基因 ４（ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅ４，
ＴＵＳＣ４），是 Ｌｅｒｍａｎ等［６］利用基因组测序和生物信息

学技术筛选并寻找定位于人染色体３ｐ２１．３区域的肿
瘤抑制基因。有研究表明在人类的多种肿瘤中都发现

此区域的纯合性缺失，ＮＰＲＬ２作为抑癌基因在多种肿
瘤的发生、发展中起重要作用［７－８］。Ｔａｎｇ等［９］通过免

疫组化的方法检测了７８例肾透明细胞癌患者癌组织
与癌旁组织，发现肾癌组织中ＮＰＲＬ２呈低表达且与肾
癌分期、分级密切相关，表明 ＮＰＲＬ２基因与肾癌的发
生、发展存在密切关系。

　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是上皮细胞在形态学上发生向间（充）质细胞表
型的转变并获得迁移的能力。在肿瘤的恶性演变过程

中，ＥＭＴ使得肿瘤细胞得以浸润和转移到远处部位。
近年来研究发现，肾癌发生、发展过程中与 ＥＭＴ存在

密切关系［１０］。胞浆转导肽（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＴＰ）可高效携带蛋白质穿透胞膜并专性定位
于胞浆，以胞吞非依赖性机制发挥转导功能。本实验
采用ＣＴＰ介导原核表达的 ＮＰＲＬ２蛋白进入肾癌原代
细胞内，观察其对肾癌原代细胞迁移侵袭能力的影响，

并检测 ＥＭＴ相关标志物的表达水平，并初步探讨
ＮＰＲＬ２改变肾癌原代细胞 ＥＭＴ过程的可能分子
机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　肾癌组织　　肾癌标本取自重庆医科大学附
属第一医院泌尿外科手术室，且经患者知情同意，术后

病理检查证实为肾透明细胞癌。

１．１．２　实验试剂　　胎牛血清购自美国 Ｇｅｍｉｎｉ公
司；ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基和 ０．２５％胰酶购自 Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ公司；胶原酶Ⅳ购自Ｓｉｇｍａ公司；１×ＰＢＳ粉剂购
自北京鼎国生物技术公司；一次性２５ｃｍ２细胞培养瓶
购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＣＯ２培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司；大肠杆菌菌种 ＢＬ２１、ＤＨ５α由重庆医科大学分
子医学与肿瘤实验室赠送；氨苄青霉素、ＤＭＳＯ购自
Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ
ｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）；Ｈｉｓｔａｇ蛋白纯化
磁珠购自Ｂｅａｖｅｒ公司；超声波细胞粉碎机购自中国新
芝公司；酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒购自碧云天公司；兔抗
ＮＰＲＬ２一抗、兔抗６×Ｈｉｓｔａｇ、Ｒａｐｔｏｒ、ＧＡＰＤＨ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ一抗和羊抗兔二抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒、逆转录试剂盒、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＰＶＤＦ膜购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；羊抗兔
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ＦＩＴＣ荧光标记二抗购自美国 Ａｂｂｋｉｎｅ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室购自美国康宁公司；兔抗人 ＣＫ１８、ＣＫ８、ＥＭＡ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗购自沈阳万类生物科技公司；大肠杆菌
ＤＨ５α、ＢＬ２１菌株由本室保存；免疫组化法（ＳＰ）通用
试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥公司；
ｐＥＴ１５ｂＣＴＰＮＰＲＬ２与 ｐＥＴ１５ｂＮＰＲＬ２质粒购自北京
鼎国生物公司。

１．２　实验方法
１．２．１　肾癌原代细胞培养　　取１０ｍＬ无血清１６４０
培养基于５０ｍＬ离心管内，放入冰盒，随后带入手术
室，标本自手术台取下后，观察包膜是否完整，用无菌

敷料蘸干表面血迹，使用无菌手术刀沿纵面小心剖开

标本，取肿瘤中心一小块淡黄色或金黄色鱼肉样癌组

织，放入离心管内，使无血清培养基淹没肾癌组织块。

快速放入冰盒内，带回实验室。

　　采用胶原酶Ⅳ消化肾癌组织块，减少对肾癌细胞
的伤害。将装有标本的离心管放入提前用紫外照射

３０ｍｉｎ的超净台内，把组织块倒入无菌培养皿内，用
４℃预冷的 ＰＢＳ清洗５遍，使用眼科剪与眼科镊小心
将组织块剪成１ｍｍ３的小块，去除组织上的血管等组
织，用ＰＢＳ冲洗３～５遍，转入新的离心管内，加入１０倍
体积的胶原酶，３７℃水浴消化９０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ振
荡１次，使组织块充分消化。消化完毕后，将组织悬液
通过２００目筛网过滤，收集细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ离心弃上清，完全培养基重悬，转移到细胞培养
瓶内，放入细胞培养箱内培养。原代细胞接种后４８ｈ
内尽量减少挪动细胞次数，４８ｈ后第１次换液，需１～
２周细胞融合度才能达到７０％以上。原代细胞成团生
长，每个细胞团都由最初的一两个贴壁细胞增殖而来，

细胞融合度通常不能达到１００％。当细胞融合度达到
８０％时即可进行第１次传代。原代培养主要的干扰细
胞是成纤维细胞，成纤维贴壁较快、贴壁较紧。传代的

同时可利用差速贴壁法进行原代细胞的纯化，取１ｍＬ
胰酶加入到细胞培养瓶内，室温下消化 ２ｍｉｎ，加入
２ｍＬ完全培养基终止消化，轻轻吹打培养瓶瓶底，使
大部分细胞脱落下来，将细胞悬液转移到离心管内，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清，加入完全培养基重
悬，将细胞悬液转移到６孔板内，放入３７℃、５％ＣＯ２
培养箱内培养２０ｍｉｎ，小心取出培养板，吸取细胞悬
液，加入到第 ２孔内，继续培养 ２０ｍｉｎ，重复此步骤
３～４次，将细胞悬液转移到细胞培养瓶内，放入 ＣＯ２
培养箱内继续培养。

１．２．２　原代细胞鉴定　　流式细胞仪检测细胞 ＤＮＡ
含量，按正常消化方法收获细胞，ＰＢＳ洗 ３次，加入
７０％乙醇４℃固定２４ｈ以上。离心弃去乙醇，４℃预

冷的冰ＰＢＳ洗３次，加入ＲＮａｓｅ３７℃消化１ｈ，加入ＰＩ
染液室温避光染色３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。
　　ＳＰ检测抗原，按正常方法消化细胞，制成细胞悬
液，接种到２４孔板内，每孔加入５００μＬ完全培养基，
放入ＣＯ２培养箱内培养。待细胞长到合适密度后，取
出培养板，弃去培养基，冰 ＰＢＳ洗３遍，加入４％多聚
甲醛室温固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
室温下打孔通透２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，正常山羊血清室
温封闭 ２０ｍｉｎ，弃去血清，各个孔依次加入 ＣＫ８、
ＣＫ１８、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＥＭＡ、ＣＤ１１８一抗（１∶１００），４℃隔夜
孵育，弃去一抗，ＰＢＳ洗３遍，每次５ｍｉｎ，余下步骤按
照ＳＰ试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒说明操作，显色结束
后，在倒置显微镜下观察结果并拍照记录。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证融合蛋白表达　　取含有质
粒 ＰＥＴ１５ｂＣＴＰＮＰＲＬ２、ＰＥＴ１５ｂＮＰＲＬ２的大肠杆菌
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α１∶１００接种到新鲜 ＬＢ培养基里（氨苄青
霉素浓度５０μｇ／ｍＬ）３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ隔夜摇菌，４℃
６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集菌体，提取质粒转化感
受态Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ摇菌１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，去上清，加１ｍＬ新鲜 ＬＢ培养基重悬，涂
ＬＢ琼脂平板（氨苄青霉素浓度５０μｇ／ｍＬ）。３７℃隔
夜培养，挑单克隆菌落，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ隔夜摇菌，
１∶１００转接加入新鲜 ＬＢ培养基 ２００ｍＬ（氨苄浓度
５０μｇ／ｍＬ），３７℃２００ｒ／ｍｉｎ摇菌至光密度值为０．５～
１．０，加入ＩＰＴＧ使终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，２８℃１５０ｒ／ｍｉｎ
诱导１０ｈ，４℃ ６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍，
加入１０ｍＬ超声裂解液，冰浴超声，超声条件：功率
２００Ｗ，超声５ｓ，间歇５ｓ，共２０ｍｉｎ。４℃１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ收集上清，融合蛋白以天然、可溶的形式存
在于上清中。因ｐＥＴ１５ｂ作为载体所表达的基因工程
重组蛋白在其Ｎ端带有１个由６个组氨酸组成的标签
（Ｈｉｓｔａｇ），使用Ｈｉｓｔａｇ标签蛋白纯化磁珠进行亲和层
析纯化。取纯化好的融合蛋白，ＢＣＡ测蛋白浓度，调
节上样量为５０μｇ，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳跑胶。跑胶结
束后，使用 ＰＶＤＦ膜转膜，５％脱脂奶粉室温封闭
１．５ｈ，兔抗人 ＮＰＲＬ２一抗（１∶１０００）４℃隔夜孵育。
去除一抗，ＴＢＳＴ洗３遍。加入羊抗兔二抗（１∶５０００），
室温孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ洗３遍，使用ＥＣＬ发光液试剂盒
显影，使用ＢｉｏＲａｄ显影仪显影拍照。
１．２．４　免疫荧光观察融合蛋白在亚细胞中的定位　
　将肾癌原代细胞以每孔１×１０５接种到６孔板里，分
为ＢＬＡＮＫ组、ＮＰＲＬ２组和 ＣＴＰＮＰＲＬ２组。待细胞融
合度达到 ８０％时，分别加入 １００μＬ完全培养基，
１００μＬ１０μｍｏｌ／ＬＮＰＲＬ２与 １０μｍｏｌ／ＬＣＴＰＮＰＲＬ２
融合蛋白，细胞培养箱里培养１２ｈ。弃去培养基，用
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ＰＢＳ浸洗３次，每次３ｍｉｎ。每孔加入２００μＬ的４％多
聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗３次，每次３ｍｉｎ。０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗 ３次，每次
３ｍｉｎ。每孔加入２００μＬ山羊血清，室温封闭３０ｍｉｎ。
吸掉多余的封闭液，每孔加入２００μＬ兔抗６×Ｈｉｓｔａｇ
一抗（１∶１００），４℃过夜孵育。吸去一抗，ＰＢＳＴ洗
３次，每次３ｍｉｎ。每孔加入２００μＬＦＩＴＣ荧光标记二
抗（１∶１００），３７℃避光孵育１ｈ。吸出多余二抗，ＰＢＳＴ
浸洗３次，每次３ｍｉｎ。每孔加入２００μＬＤＡＰＩ染液，
避光染色５ｍｉｎ。吸出多余染液，ＰＢＳＴ洗 ３次，每次
３ｍｉｎ，使用荧光显微镜观察荧光并拍照。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测肾癌原代细胞侵袭能力　　用
５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ１∶８稀释液包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜
的上室面，４℃风干。吸出培养板中残余液体，每孔加
入５０μＬ含 １０ｇ／ＬＢＳＡ的无血清培养液，３７℃、
３０ｍｉｎ，吸出残余液体。消化细胞，终止消化后离心弃
去培养液，用ＰＢＳ洗１～２遍，用含ＢＳＡ的无血清培养
基重悬。取细胞悬液２００μＬ加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，实
验分组同１．２．４，每组独立重复３次。２４孔板内下室
加入５００μＬ含１０％胎牛血清的完全培养基。３７℃、
５％ＣＯ２培养１２ｈ。用棉签擦去基质胶和上室内的细
胞，使用０．１％结晶紫溶液染色，在显微镜下观察并进
行细胞计数。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测肾癌原代细胞迁移能力　　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ测迁移能力时不使用基质胶，其他方法步骤
同Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验。
１．２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 Ｒａｐｔｏｒ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达量　　实验分组同１．２．４，使用
ＴＲＩｚｏｌ提取各组细胞总 ＲＮＡ。分别收集各组细胞，
ＰＢＳ漂洗２遍，ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，
以ｃＤＮＡ为模板进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。ＰＣＲ引物如下：
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上游：５′ＡＣＣＡＴＴＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＣＡＧＧ３′，
下游：５′ＣＡＧＴＣＡＣＴＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ３′；Ｒａｐｔｏｒ上游：
５′ＧＣＣＡＴＴＡＣＧＧＡＣＡＣＧＡＴＴＧＣ３′，下游：５′ＣＣＡＴＧＡ

ＴＧＧＣＧＣＴＧＡＣＡＡＴＧ３′；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ上游：５′ＧＡＣＣＴＣＴＡ
ＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＴ３′，下游：５′ＴＴＧＴＣＡＡＣＡＴＣＣＴＧＴＣ
ＴＧＡＡ３′；ＧＡＰＤＨ上游：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡ
Ｃ３′，下游：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′；Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
上游：５′ＡＣＡＡＧＣＡＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＣＣＡ３′，下游：５′ＴＴ
ＴＧＣＡＴＣＴＴＧＧＴＴＧＧＣＴＧＣ３′。ＰＣＲ循环条件为：９５℃
预变性１０ｍｉｎ，９５℃ 变性１５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃
延伸３０ｓ，共４０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ，实验重复
３次。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｐｔｏｒ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达量　　将肾癌原代细胞接种到６孔
板内，实验分组同１．２．４，分别加入１００μＬ完全培养
基，１００μＬ１０μｍｏｌ／ＬＮＰＲＬ２与 １０μｍｏｌ／ＬＣＴＰ
ＮＰＲＬ２融合蛋白，细胞培养箱里培养２４ｈ。弃去培养
基，使用４℃预冷的 ＰＢＳ洗２遍。每孔加入 １５０μＬ
ＲＩＰＡ裂解液，冰上静置２０ｍｉｎ。用细胞刮迅速挂下细
胞，温和地转移到离心管内，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。收集上清，ＢＣＡ测蛋白浓度。调节每孔上样
量３０μｇ，上样跑胶电泳。电泳结束后，使用 ＰＶＤＦ膜
转膜。５％脱脂奶粉室温封闭 １．５ｈ，兔抗人 Ｒａｐｔｏｒ、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ 一 抗

（１∶１０００）４℃隔夜孵育。吸净一抗，ＴＢＳＴ洗３遍，每
次８ｍｉｎ。加入羊抗兔二抗（１∶５０００），室温孵育１ｈ。
ＴＢＳＴ洗３遍，每次８ｍｉｎ。使用 ＥＣＬ发光液试剂盒发
光，使用ＢｉｏＲａｄ显影仪显影拍照。
１．３　统计学分析
　　数据处理采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计软件进行分
析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，组间均数比较采用单因素方差
分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　肾癌原代培养
　　通过胶原酶Ⅳ消化后过２００目筛网可培养出原代
细胞，通过差速贴壁法与多次传代纯化肾癌细胞，观察

细胞形态，可见典型的上皮样细胞（图１）。

!" #

Ａ：原代培养２ｄ；Ｂ：原代培养５ｄ；Ｃ：原代培养８ｄ
图１　肾癌原代细胞的生长情况　（ＬＭ ×１００）

５９５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）
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Ａ：ＢＬＡＮＫ组；Ｂ：ＮＰＲＬ２组；Ｃ：ＣＴＰＮＰＲＬ２组
图４　免疫荧光检测融合蛋白的亚细胞定位　（荧光显微镜 ×１００）
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１：ＣＴＰＮＰＲＬ２组；２：ＮＰＲＬ２组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证融合蛋白表达

２．２　原代细胞的鉴定
　　流式细胞术检测细胞周期与细胞 ＤＮＡ含量，
Ｇ２／Ｇ１＝１．８０为亚三倍体细胞，细胞周期符合肿瘤细
胞的特征。免疫细胞化学检测结果显示，ＣＫ８（＋）、
ＣＫ１８（＋）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（＋）、ＥＭＡ（＋）、ＣＤ１１７（－），与
肾癌标本术后免疫组化结果一致（图２）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证融合蛋白表达
　　原核表达的目的蛋白 ＮＰＲＬ２和 ＣＴＰＮＰＲＬ２经纯
化后，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示在４３×１０３与４６×１０３处有条带，分别是ＮＰＲＬ２和

ＣＴＰＮＰＲＬ２融合蛋白（图３），证明质粒构建成功且可
正常表达目的蛋白。

２．４　免疫荧光检测融合蛋白在肾癌原代细胞中的亚
细胞定位情况

　　免疫荧光检测结果显示，ＣＴＰＮＰＲＬ２组可见明显
的绿色荧光，证明ＣＴＰ可介导ＮＰＲＬ２蛋白进入细胞且
定位于胞浆。ＮＰＲＬ２组与ＢＬＡＮＫ组未见明显绿色荧
光（图４）。
２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验后对各组细胞计数，方差分析
结果显示３组之间差异有统计学意义（Ｆ＝１５３．９，Ｐ＜
００５），ＣＴＰＮＰＲＬ２组细胞数（２６６．００±３８．４９）同
ＢＬＡＮＫ组（８１６．６７±４３．１７）与 ＮＰＲＬ２组（８２１．３３±
２４．１１）比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结果表
明ＣＴＰＮＰＲＬ２转导入细胞后，肾癌细胞侵袭能力明显
下降（图５）。

６９５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测各组侵袭细胞数目变化　（ＬＭ）
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Ａ：ＢＬＡＮＫ组；Ｂ：ＮＰＲＬ２组；Ｃ：ＣＴＰＮＰＲＬ２组
图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测各组侵袭细胞数目变化　（ＬＭ）

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组指标的相对表达量 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ Ｒａｐｔｏｒ

ＢＬＡＮＫ组 １．０１５±０．２２２ １．００６±０．１３６ １．０３７±０．３５５ １．０１７±０．０３６

ＮＰＲＬ２组 １．０９１±０．０２３ ０．９２３±０．０１４ ０．９６２±０．１３６ １．０６３±０．０２９

ＣＴＰＮＰＲＬ２组 １．９３６±０．０２３ａ ０．１５２±０．２１３ａ ０．６２３±０．０２６ａ ０．４４６±０．００５ａ

ａ：Ｐ＜００５，分别与ＢＬＡＮＫ组和ＮＰＲＬ２组比较

２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验后对各组细胞计数，方差分析
结果显示，３组之间差异有统计学意义（Ｆ＝５２１，Ｐ＜
００５），ＣＴＰＮＰＲＬ２组细胞数（２８５．００±２１．４１）同
ＢＬＡＮＫ组（８９３．３３±２５．２２）与 ＮＰＲＬ２组（８５９．４５±
１５．８３）比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），ＮＰＲＬ２组
与ＢＬＡＮＫ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结
果表明ＣＴＰＮＰＲＬ２转导入细胞后，肾癌细胞迁移力明
显下降（图６）。
２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉ

ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ和Ｒａｐｔｏｒ的表达量
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，ＣＴＰＮＰＲＬ２组与另
外２组相比，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达量明显增加（Ｐ＜００５），
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｒａｐｔｏｒ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达量明显下降（Ｐ＜
００５，表１）。

２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃ
ｔｉｎ和Ｒａｐｔｏｒ的表达量

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＣＴＰＮＰＲＬ２组与另外
２组相比 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达量增加，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
和Ｒａｐｔｏｒ表达量下降（图７）。
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１：ＢＬＡＮＫ组；２：ＮＰＲＬ２组；３：ＣＴＰＮＰＲＬ２组
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ

和Ｒａｐｔｏｒ蛋白的表达
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３　讨论

　　目前针对肾透明细胞癌已建立了多种细胞系，但
细胞系在建立过程中经过了多次传代，而经过体外多

次传代的细胞为适应体外的生存环境，细胞形态、遗传

物质同体内的肾癌细胞相比都发生了变化，即使是不

同的肾透明细胞癌细胞系之间也有差别。直接用原代

癌细胞进行体外实验，更能反映不同肿瘤的个体差异，

在肿瘤临床诊断和治疗监测方面具有重要的意义。

Ｐｅｒｅｇｏ等［１１］培养了１４例肾细胞癌原代细胞，并通过
免疫组化、２ＤＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、质谱分析比较了肾癌原
代细胞与对应的肾癌组织蛋白表达谱的变化，结果表

明短期的原代培养的细胞蛋白质表型与相应肾癌组织

极为相似，因此证明利用原代培养对进行蛋白质相关

方面的研究具有重要意义。本研究通过胶原酶消化肾

癌组织块，过２００目筛网后种植培养，成功培育出肾癌
原代细胞，并通过免疫细胞化学鉴定。

　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａ
ｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是一种丝／苏氨酸蛋白激酶，在细胞生
长、增殖、分化、细胞周期调控等多个方面起到重要作

用。近年来发现 ｍＴＯＲ相关的信号通路复杂且涉及
面广泛，其中某些因素的调控与肿瘤的发生、发展密切

相关。ｍＴＯＲ在生物体中的存在形式为 ｍＴＯＲＣ１
（ｍＴＯＲｃｏｍｐｌｅｘ１）与 ｍＴＯＲＣ２（ｍＴＯＲｃｏｍｐｌｅｘ２），其
中 ｍＴＯＲＣ１由 ｍＴＯＲ、Ｒａｐｔｏｒ、ＧβＬ、ＰＲＡＳ４０组成。
ｍＴＯＲＣ１现在被认为与肾细胞癌的病因有关，６０％ ～
８５％的肾透明细胞癌中 ｍＴＯＲＣ１表现活跃［１２－１３］。

Ｋｗａｋ等［１４］通过研究发现 ＮＰＲＬ２可以通过与 Ｒａｐｔｏｒ
相互作用影响 ｍＴＯＲＣ１的活性，进而改变细胞的多项
功能。

　　上皮间质转化的概念最初是在 １９８２年 Ｇｒｅｅｎ
ｂｕｒｇ等［１５］发现晶状体上皮细胞可以在胶原凝胶中转

化为间质细胞样形态而被提出的。ＥＭＴ是一种基本
的生理病理现象，是胚胎发育中及形态发生过程中的

重要组成部分。ＥＭＴ不仅在多细胞生物胚胎发育过程
中起作用，而且在肿瘤迁移侵袭中也起着重要作用［１６］。

在肿瘤ＥＭＴ过程中，上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，
间质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ型钙粘蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ等表达上调，表现为上皮源性的肿瘤细胞失
去细胞极性，细胞间的连接变得疏松，肿瘤细胞的粘附

能力下降，迁移侵袭能力增强；同时抵抗凋亡的能力增

强，使得肿瘤细胞易于离开原有位置，发生原位浸润或

者随血行、淋巴等途径转移到体内其他器官或组

织［１７］。侵袭性与转移能力是癌细胞区别于正常细胞

的最基本特征，越来越多的证据表明，ＥＭＴ是肿瘤侵
袭和转移的一个早期标志［１８］。Ｓｕｇｉｍｏｔｏ等［１９］发现在

７３例肾透明细胞癌中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ低表达，而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
呈高表达，说明肾癌发生、发展过程中与 ＥＭＴ存在密
切关系。Ｐｉｖａ等［１０］探讨了ＥＭＴ在肾细胞癌中可能的
分子机制，并指出 ＥＭＴ可以作为肾癌治疗的潜在靶
点。Ｇｕｌｈａｔｉ等［２０］发现ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２可以通过
ＲｈｏＡ和Ｒａｃ１信号通路调节 ＥＭＴ，改变结直肠癌的转
移能力，他们使用雷帕霉素抑制 ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２
的活性，减弱了结直肠细胞迁移侵袭能力。这一发现

使通过药物作用于 ｍＴＯＲ通路相关因子来抑制肿瘤
细胞的迁移侵袭能力成为可能。

　　本实验通过构建 ＰＥＴ１５ｂＣＴＰＮＰＲＬ２与 ＰＥＴ１５ｂ
ＮＰＲＬ２原核表达质粒，转入 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１菌株内，成功
表达重组蛋白 ＣＴＰＮＰＲＬ２与 ＮＰＲＬ２，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证目的蛋白的表达。同时利用ＣＴＰ可以介导蛋
白质大分子进入细胞并定位于胞浆的特性［２１］，成功将

ＣＴＰＮＰＲＬ２融合蛋白导入肾癌原代细胞内，并通过免
疫荧光确认重组蛋白定位于胞浆中。将重组蛋白导入

肾癌细胞后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移侵袭实验发现肾癌细胞迁
移和侵袭能力下降。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍＴＯＲＣ１关
键因子Ｒａｐｔｏｒ和 ＥＭＴ相关标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达水平变化，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
验证相关蛋白的表达量，结果显示将ＣＴＰＮＰＲＬ２融合
蛋白转入肾癌细胞内后，ＣＴＰＮＰＲＬ２组 Ｒａｐｔｏｒ因子与
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ、蛋白表达水平与ＮＰＲＬ２
组和ＢＬＡＮＫ组相比明显降低（Ｐ＜００５）；ＣＴＰＮＰＲＬ２
组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍＲＮＡ、蛋白表达水平与 ＮＰＲＬ２组和
ＢＬＡＮＫ组相比明显升高（Ｐ＜００５）。结果说明
ＮＰＲＬ２可以通过调节Ｒａｐｔｏｒ影响ｍＴＯＲＣ１的活性，进
而调节ＥＭＴ相关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
的表达量，降低肾癌细胞的迁移侵袭能力。

　　综上所述，本研究利用ＣＴＰ将ＮＰＲＬ２蛋白转入肾
癌原代细胞内，降低了肾癌细胞的迁移侵袭能力，原因

可能是通过ｍＴＯＲＣ１影响了ＥＭＴ进程，为今后转移性
肾癌的治疗提供了一个新的靶点和方向。
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