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hepaCAM基因转染对肾癌 786-0细胞增殖 

和侵袭活性的影响 
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【摘 要】目的：肝细胞粘附分子(Hepatocyte cell adhesion molecule，hepaCAM)是近年来发现的一类免疫球蛋白超家族细胞黏附 

分子，具有抑癌基因特性。本文研究 hepaCAM基凶转染对肾癌(Renal cell carcinoma，RCC)细胞 786—0增殖和侵袭能力的影响。 

方法：将携有 hepaCAM基 的重组质粒 hepaCAM—pEGFPN2转染 786—0细胞(实验组)后用 G418筛选形成阳性克隆并扩增培 

养，以转染了 pEGFPN2(空载组)和未转染的 786—0细胞(空 白组 )为对照 ，采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法检测 

hepaCAMmRNA的表达，四甲基偶氮唑蓝比色法(MTF法)检测 786—0细胞增殖活性 ，Transwell小室法检测细胞体外侵袭能力。 

结果：稳定转染 hepaCAM后 786—0细胞的 hepaCAM mRNA表达水平明显上调(P<O．01)，M1TI1显示实验组与空载组相 比heD— 

aCAM基因抑制细胞成活率在 4、5、6 d分别为 26．5％、38．1％、35．7％(P<0．01)；侵袭实验显示细胞穿透 ECM膜的数 目为 24．6± 

5-3(实验组)、35．5±6．23(空载组 )和 37．1±7．0(空白组)，实验组细胞明显少于 2对照组(P<0．01)。结论：抑癌基因hepaCAM转 

染能降低肾癌细胞 786—0的增殖和侵袭活性。 
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Effects of hepaCAM gene transfection O13 proliferation and invasion of 

human renaI cancer celI line 786-0 
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【Abstract】Objective：hepaCAM(hepatocyte cell adhesion molecule)is a kind of immnnoglobulin superfamily member which was discov— 

ered as a tumor suppressor．This study was to investigate the effects of hepaCAM transfection on proliferation and invasion of human renal 

cancer cell line 786-0．Methods：An eukaryotic expression plasmid containing hepaCAM，hepaCAM—pEGFPN2 was transfected into 

786—0 cells．then positive cell clones were selected with G418 and amplified．pEGFPN2 transfected cells and untreated cells were set as 

controls．The expression of hepaCAM was detected by reverse transcription—polymerase chain reaction (RT—PCR)．Proliferative ability of 

786—0 cells was measured by M1Tr assay and the invasive ability in vitro was determined by transwell chambers method．Results：Plasmid 

pEGFPN2，hepaCAM—pEGFPN2 were successfully constructed and stably transfeeted into 786—0 cells．After transfeetion，the inhibitory 

rates of cell growth at the fourth、fifth and sixth day were 26．5％ ，38．1％ and 35．7％ ，respectively．The penetrating cells were significantly 

less in 786-0／hepaCAM-pEGFPN2 group than in 786一O／pEGFPN2 and 786—0 groups(24．6±5．3vs35．5±6．2 and 37．1±7．0，P<0．01)． 

Conclusion：Transfection with hepaCAM might suppress proliferative and invasive ability of renal cancer 786-0 cells． 

【Key words】hepaCAM；Transfection；Renal cancer cell；Proliferation&Invasion 

。肾癌 (Renal cell carcinoma，RCC)占肾肿 瘤 的 

85％，是 泌尿 系统常见恶性肿瘤之一 【”，大约 20％- 

30％患者在获得诊断时就有不同程度的扩散与转 
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移，20％～40％行肾切除术的患者会形成转移 。尽管 

各种类型的治疗策略不断改进，但是肾癌的治疗仍 

然是一大挑战，基因突变已经被确认为是癌症发生 

的标志，因此，开展肾癌基因治疗研究具有特殊意 

义 。Shen Shali等t3，4]研究发现肝细胞粘附分子 (Hep— 

atocyte cell adhesion molecule，hepaCAM)是一种免疫 
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球蛋白类细胞粘附分子，当野生型 hepaCAM基因重 

新表达在缺失的肝癌细胞中，具有抑制肿瘤细胞的 

增殖能力以及改变细胞骨架以及细胞一细胞外基质 

之间相互作用的特性，从而认为hepaCAM可能对肿 

瘤形成及侵袭转移具有抑制作用。而hepaCAM在。肾 

癌中的研究目前国内外尚未见报道。本研究将外源 

性hepaCAM转染 hepaCAM低表达的人肾癌细胞系 

786—0中观察其对肿瘤细胞增殖和侵袭活性的影响， 

以进一步补充肿瘤发生发展的机制并探索肾癌基因 

治疗的新思路。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

TRIZOL、Lipofectamine2000(Invitrogen公司)；RT—PCR试 

剂盒(TAKARA生物技术有限公司)；DNA Marker、PCR引物 

(大连宝生物公司合成)；hepaCAM-pEGFPN2质粒及 pEGF～ 

PN2质粒(新加坡 国立大学 Shen Shall教授惠赠 )；DH5d、 

786—0细胞(实验室保存)；质粒提取试剂盒(北京 TIANGEN 

公司)；限制性内切酶 BamH I／HindIII(华美公司)；胰蛋白 

酶 、MqT、DMSO(sigma公司)；RPMI1640、卡那霉素、青链霉 

素 、G418(GIBCO公司)；胎牛血清(杭州四季青公司)；Tran— 

swell小室及基质胶(B．D公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 hepaCAM基因真核表达质粒的鉴定 将重组质粒 

hepaCAM—pEGFPN2进行 BamH I／Hind llI双酶切并且在 1％ 

琼脂糖凝胶电泳鉴定。鉴定后的重组质粒转化 DH5 d感受 

态细胞 ，经卡那霉素(终浓度 30 g／m1)抗性的 LB平板筛 

选，挑选单克隆摇菌过夜扩增培养，测序，用快速质粒提取试 

剂盒提取质粒保存备用。 

1．2．2 细胞培养和转染 786—0细胞复苏后在完全培养基 

中置于37~C含 5％C0：孵箱中培养。取对数生长期的细胞进 

行转染，接种细胞 1．5×105个，孑L于 24孔培养板 ，每孔加入 

500 l无抗生素培养基，转染前弃培养液，细胞转染采用阳 

离子脂质体 lipofectamine2000介导法 ，操作按试剂盒说明书 

进行；继续培养 24～48 h后在含有 800 mg／L的 G418培养基 

筛选，出现阳性克隆继续在400 mg／L的G418培养基培养。 

将细胞分为 3组：空白组(即未转染组)、空载组(稳定转染 

pEGFPN2组 )为对照及实验组(稳定转染 hepaCAM组)，以备 

后续实验。 

1．2．3 逆转录 一聚合酶链反映(RT—PCR) 取 3组对数生长 

期的细胞用 Trizol提取总RNA，紫外法检测 RNA含量及纯度， 

取A A 值位于 1．8—2．1之间者做后续实验。提取的总 RNA 

立即反转录或一80~C冰箱冻存。总 RNA溶于经过DEPC处理 

的水，定量后稀释至1 IXg／ l用于cDNA合成。RT—PCR反应 

参照 TAKARA两步法说明书进行。根据基因数据库，其中 

hepaCAM及 B—actin基因序列使用Primer5．0软件设计引物如 

下：hepaCAM上游5’一AGCGGGAAATCGTGCGTG一3’461 bp； 

下游 5’一CTFCTGG rrrCAGGCGGTC一3’。 13一actin上游 5’ 

一 AGcGGGAAATCGTGCGTG一3’309 bp；下游 5’一CCAGGGTA 

CATGGTGGTGC一3’。hepaCAM的PCR反应条件均为94℃预 

变性 3 min；94~C变性 30 s，59℃退火45 s，72℃延伸45 s，共 35 

个循环 ；72Qc延伸 5 rain。B—actin反应条件为94％预变性 3 

min：94℃变性 30 s，54℃退火30 s，72~(2延伸45 S，共 30个循 

环；72℃延伸 5min。反应完成后取 5 lPCR产物，加少量溴乙 

锭染色，1．5％琼脂糖凝胶电泳，BIO—RAD凝胶成像仪观察分析 

hepaCAM与内参照 8一actin灰度比值。 

1．2．4 M1Tr法测定细胞生长曲线 取对数生长期的细胞配 

制成单细胞悬液，以每孔 5 X 103个细胞分别种在 6个 96孔 

板上 ，每天在同一时间点各检测 1板，共 6 d；每板分别种 3 

组：空白组、空载组及实验组，每组复6孔。置于 37℃含 5％ 

CO：及饱和湿度的孵箱中培养，每次随机选 1板，每孔加 

MTF 20 l(5mg／m1)，继续置孵箱中培养孵育4 h，2 000 r／min 

离心 5 min后去掉上清液 ，加 150 l DMSO，振荡 10 rain于 

酶标仪上 492 nm检测吸光度值。细胞生长抑制率 =(1一实验 

组 OD／对照组 OD)X t00％1~。 

1．2．5 Transwell侵袭小室模型测定细胞体外侵袭能力 

将 1：5稀释的 Matrige1人工基质胶 40 1铺于TranswelI侵袭 

小室聚碳酯微孔膜(孑L径 8 m)上表面，置 37℃30 min使其 

聚成凝胶。Transwell上室中分别加入已消化重悬的各组细胞 

100 l(1 X lOs个几)，下室中加入 600 l含趋化因子的无血 

清 RPMI1640培养基，培养 24 h后取出PBS清洗 ，去除滤膜 

上层细胞，将已经侵人并贴附于微孑L膜下层细胞固定，HE染 

色，显微镜下直接观察穿过膜的细胞数。每组设 3个复孔，每 

孔随机计数 5个视野 ，计数每个视野内穿过 8 nl微孔的细 

胞数，以侵袭细胞相对数目来表示肿瘤细胞侵袭能力。 

1I3 统计学处理 

所有资料以 SPSS 13．0软件进行统计分析。计量资料以 

；±s表示 ，先进行 one—way ANOVA分析 ，如差异有统计学意 

义则采用 SNK检验进行两两比较，以P<0．05表示差异有统 

计学意义。 

2 结 果 

2．1 重组质粒的酶切鉴定 

hepaCAM—pEGFPN2重组质粒经 BamH I／Hind 

Ⅲ双酶切得出2条带：1条为pEGFPN2质粒，4．7 kb； 

另 1条为 1．25 kb hepaCAMcDNA片段，说明hepa— 

CAM—pEGFPN2含有目的基因hepaCAM，如图 1。 

2．2 hepaCAMmRNA的表达 

以 RT—PCR检测 3组 786—0细胞 hepaCAMm． 

RNA表达(见图2)。3组hepaCAM与 13一actin mRNA 
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比 值 分 别 为 空 白组 0 ． 3 6 + 0 ． 1 8 、 空 载 组 0 ． 3 8 _

+ 0 ． 1 7 及 实

验 组 1 ． 0 3 + 0 ． 2 0 ；空 白组 及 空 载 组 h e p a C A M 的 m R N A

表 达 水 平 明 显 低 于 实 验 组 (P < 0 ． 0 1 ) ， 而 前 2 组 h e p
—

a C A M 表 达 水 平 差 异 没 有 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ；说 明

h e p a C A M 转 染 筛 选 成 功 。

2 ． 3 7 8 6 — 0 细 胞 体 外 增 殖 活 性

M
’

r r 法 检 测 发 现 实 验 组 O D 值 与 空 白组 0 D 值

进 行 比较 ， 除第 1 d 差 异 无 统 计 学 意 义 之 外 (P = 0 ． 7 9 5 ) ，

第 2 - 6 d 差 异 均 有 统 计 学 意 义 (辟 0 ． 0 0 1 < 0 ． 0 1 ) ， 而 空

白 组 与 空 载 组 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 见 图 3 ) ， 提 示

2 0 0 0 b p

。

黧照
2 5 0 }1p

h e p a C A M 基 因 转 染 能 够 抑 制 肾 癌 细 胞 7 8 6 — 0 的 增

殖 能 力 。 以 空 载 组 7 8 6 — 0 细 胞 为 对 照 ， 实 验 组 细 胞

在 第 4 、 5 、 6 d 其 抑 制 率 达 到 2 6 ． 5 ％ 、 3 8 ． 1 ％ 、 3 5 ． 7 ％ 。

2 ． 4 T r a n s w e l l 侵 袭 小 室 测 定 细 胞 体 外侵 袭 能 力

T r a n s w e l l 侵 袭 小 室 中 3 组 细 胞 穿 膜 细 胞 数 分

别 为 空 白 组 ：3 7 ． 1 ± 7 ． 0 ， 空 载 组 ：3 5 ． 5 ±6 ． 2 ， 实 验 组 ：

2 4 ． 6 + 5 ． 3 ；实 验 组 穿 膜 细 胞 数 明 显 减 少 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 空 白组 与 空 载 组 比 较 差 异 无 统 计

学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ；表 明 h e p a C A M 基 因 转 染 明 显 抑 制

7 8 6 — 0 细 胞 体 外 侵 袭 能 力 ( 见 图 4 ) 。

删

h e p a C A M g

p — t i n 坚
督

l � h 。p a C A M -

p E G F P N 2 ；

1 ． 空 白组 ；2 ． 空 载组 ；3 ． 实 验 组 ；

2 _ P E G F P N 2

图 2 3 组 细 胞 h e p a C A M m R N A 表
图 1 质 粒 酶 切 鉴 定 结 果

达 水 平 图 谱

3 讨 论

生 长 曲 线

图 3 M 1 _r 法 检 测 细 胞 生 长 曲线 ：从 第 1 ～ 6 d 3 组 各

自 O D 值 的平 均 值 连 成 线 即 形 成 各 自的 生 长 曲线

图 4 3 组 细 胞 体 外 侵 袭 能 力 ( H E 染 色 ， X 1 0 0 )

h e p a C A M 是 2 0 0 5 年 S h e n 等 从 人 类 肝 脏 中分 离

的 具 有 抑 癌 基 因 特 性 的 免 疫 球 蛋 白类 细 胞 粘 附 分

子 ；其基 因定 位 于 人 类 染 色 体 l l q 2 4 ． 2 上 ， 全 长 3 5 6 3

b p ， 编 码 区 m R N A 长 度 为 1 2 5 1 b p ， 编 码 产 物 是 一 种

含 4 1 6 个 氨 基 酸 ， 分 子 量 为 4 6 k D 的 蛋 白 ( G e n e

B a n k N M 1 5 2 7 2 2 ) 。 S h e n 等 l j ．4 『报 道 ：h e p a C A M 基 因 在

人 类 正 常 肝 组 织 上 表 达 ， 在 肝 癌 组 织 中 表 达 缺 失 或

明 显 减 少 ， 当 野 生 型 h e p a C A M 基 因 重 新 表 达 在 缺

失 的 肝 癌 细 胞 中 ， 癌 细 胞 增 殖 能 力 下 降 。 研 究 表 明 肿

瘤 形 成 及 发 生 侵 袭 转 移 与 粘 附 分 子 是 密 切 相 关 的 [6 1
，

例 如 ：N C A M ( 神 经 细 胞 粘 附 分 子 ) ， 在 肿 瘤 形 成 期 间

表 达 下 调 。 并 且 在 腺 样 囊 性 癌 细 胞 中可 逆 转 癌 侵 袭 ，

而 使 用 R i p l T a g 2 鼠做 动 物 实 验 显 示 缺 失 N C A M 基

因 的 裸 鼠 易 发 生 淋 巴 结 转 移 1’t 8 1
；T S L C l ( 非 小 细 胞 肺

癌 肿 瘤 抑 制 基 因 1 ) ， 在 乳 腺 癌 中低 表 达 [9 1并 且 与 鼻

咽 癌 转 移 高 度 相 关 ⋯
。 我 们 通 过 M T T 测 生 长 曲线 、

T r a n s w e l l 测 体 外 侵 袭 实 验 显 示 h e p a C A M 在 肾 癌 细

胞 7 8 6 — 0 表 现 为抗 增 殖 和 侵 袭 的 生 物 学 特 性 ： 首 先

肾 癌 体 外 转 染 7 8 6 — 0 细 胞 实 验 中 ，
M 1 丫r 显 示 与 空 载

黜 需 跚 黜 器 ㈣

6 4 3 2 2
●

●

螭爨

一

蕤黪 豫一
抛

一
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组细胞相比．实验组细胞在第 4、5、6 d其抑制率分 

别为 26．5％、38．1％、35．7％，而空载组与空白组差异 

无统计学意义，证实 hepaCAM在。肾癌中起了抗增 

殖作用；其次Transwell小室计数穿膜细胞数显示转 

染 hepaCAM基因组细胞穿膜细胞数明显比空载组 

及未转染组细胞数少，其差异有统计学意义；另外， 

hepaCAM基因定位于人类染色体 llq24．2位点上， 

分子遗传学及细胞遗传学显示 l1号染色体在癌症 

形成中最易发生突变 ，如肿瘤抑制基 因TSLC1是定 

位在 1 lq23位点上I“J，hepaCAM与 TSLC1基因同属 

免疫球蛋白超家族细胞粘附分子，并且均定位于 11 

号染色体上，进一步从理论上推测 hepaCAM可能 

具有与TSLC1同样的抑癌作用。由此可见，hepaCAM 

是一种与肿瘤发生发展密切相关的基因，将其导入 

该基因表达水平低的人。肾癌 786—0细胞株中可明 

显抑制 786—0细胞增殖和侵袭活性 ，这为肾癌的基 

因治疗提供实验依据和新的思路。 
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