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ＴＰ５３基因沉默介导ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路对
肾透明细胞癌侵袭转移的调控机制

刘晓丽，庞文帅，黄朝康，朱 磊△

（河北医科大学附属邢台市人民医院病理科，河北 邢台 ０５４００１）
摘要：目的 探讨肿瘤蛋白 ｐ５３基因（ＴＰ５３）沉默介导 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路对肾透明细胞癌侵袭转移的调控机制。方法 取６０例
肾透明细胞癌组织标本，免疫组化分析 ＴＰ５３蛋白在肾透明细胞癌组织中的表达；取人肾透明细胞癌细胞株 ＲＬＣ－３１０进行细胞培养；
细胞转染表达载体分为空白组牗Ａ组牘、阴性对照组牗Ｂ组牘、ｓｈＴＰ５３组牗Ｃ组牘、ＰＴＥＮ抑制剂ｂｐｖ组牗Ｄ组牘、ｐｈｅｎ＋ｓｈＴＰ５３组牗Ｅ组牘。采用
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组细胞 ＴＰ５３、同源性磷酸酶 －张力蛋白（ＰＴＥＮ）、磷脂酰肌醇 －３－激酶（ＰＩ３Ｋ）、

ＡＫＴ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平；ＣＣＫ－８法检测各组细胞增殖能力；划痕愈合试验检测各组细胞的迁移能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭试验检测
各组细胞的侵袭能力。结果 ＴＰ５３蛋白在肾透明细胞癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５）；与 Ａ组和 Ｂ组相比，Ｃ组的 ＴＰ５３，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著下降，ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著上升，且细胞增殖能力、迁移率、侵袭率均显著下降（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组

ＴＰ５３，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著上升，ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著下降，且细胞增殖能力、迁移率、侵袭率均显著上
升（Ｐ＜０．０５）；同时，Ｅ组 ＴＰ５３下降（Ｐ＜０．０５），而其他指标与 Ａ组和 Ｂ组相当（Ｐ＞０．０５）。结论 沉默 ＴＰ５３基因抑制 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／
ＡＫＴ信号通路，从而抑制肾透明细胞癌细胞浸润转移功能，并可逆转ｐｈｅｎ诱导的肾透明细胞癌细胞浸润转移。
关键词：ＴＰ５３基因沉默；ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路；肾透明细胞癌；侵袭转移
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＰ５３，ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ（ＰＴＥＮ），ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）ａｎｄＡＫＴｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇｔｅｓｔ；ａｎｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＣｌｉｎｉｃａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＰ５３ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｒｅｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（Ｐ＜

０．０５）．ＣｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡａｎｄｇｒｏｕｐＢ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＰ５３，ＰＩ３ＫａｎｄＡＫＴｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐＣｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＰＴＥＮｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄ，ａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＰ５３，ＰＩ３Ｋ ａｎｄＡＫＴ
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｒｏｕｐＤｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＰＴＥＮｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，

ＴＰ５３ｗａｓｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｇｒｏｕｐＥ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｏｔｈｅｒｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡ
ａｎｄｇｒｏｕｐＢ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＴＰ５３ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｓＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｕｓｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｓＰＨＥＮ－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＴＰ５３ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｒｅｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

肾癌是一类多基因相关肿瘤，发病机制复杂犤１犦。研

究发现，细胞内环境紊乱（细胞内信号转导途径不平衡）

为主的机体内环境失衡被认为是肿瘤发展的重要因

素 犤２犦。同源性磷酸酶 －张力蛋白（ＰＴＥＮ）为常见抑癌基
因，ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路处于肿瘤细胞生长调节
的中心环节，该通路的活化可抑制外源性刺激对肿瘤细

胞凋亡的诱发作用，进而促进细胞的生存能力和增殖转

移，在肿瘤进程中发挥重要作用犤３犦。ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ
信号通路关联基因之一肿瘤蛋白 ｐ５３基因（ＴＰ５３）为常
见促癌基因，参与众多肿瘤发病 犤４犦。本研究中探讨了

ＴＰ５３基因沉默介导ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路对肾透
明细胞癌侵袭转移的调控机制，为临床肾透明细胞癌的

治疗提供参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 材料
试剂：ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃ

ｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂、Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒均购自美国Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ公司；表达载体构建（北京信诺金达生物科技有限
公司）；免疫组化和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ抗体（英国 Ａｂｃａｍ公
司）；ＤＡＢ显色底物、磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）、ＲＩＰＡ裂解
液、ＣＣＫ－８试剂、ＥＣＬ发光液均购自上海碧云天生物
技术有限公司；ＰＣＲ扩增仪、ＡＢＩ７５００型定量 ＰＣＲ仪均
购自美国赛默飞世尔科技公司；ＰＣＲ引物合成（南京金
斯瑞生物科技有限公司）；ＢＣＡ定量试剂盒（南京森贝

伽生物科技有限公司）。

细胞：人肾透明细胞癌细胞株ＲＬＣ－３１０（中国科学
院上海细胞研究所）；人正常肾脏上皮细胞（江苏齐氏生

物科技有限公司）。

患者纳入标准：经病理组织学或细胞学确诊，或有

典型临床特征确诊为肾透明细胞癌；年龄３２～７６岁；术
前未接受放化疗或其他抗肿瘤治疗。

患者排除标准：患有其他原发性恶性肿瘤且对本研

究产生影响；临床资料不完整；不配合研究。

标本：选取我院２０１６年至２０１８年收治的手术患者
６０例，其中男 ３６例，女 ２４例；年龄 ３２～７６岁，平均
（５６．６３±７．４４）岁，术后病理检查均确诊为肾透明细胞
癌。选取患者的肿瘤组织及癌旁组织，各组织标本采集

后均置含 ＲＮＡ保存液的冻存管中，并立即置－８０℃冻
存，备用。标本采集已得到患者本人及其家属同意。

１．２ 方法
细胞培养与细胞转染分组：取人肾透明细胞癌细胞

株 ＲＬＣ－３１０，用含 １０％胎牛血清、１００μｇ／ｍＬ青霉素
和１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ培养基，于３７℃及５％
ＣＯ２恒温培养箱内常规培养。细胞生长至７０％～８０％融
合度时用 ０．２５％胰酶消化，进行传代。ＲＬＣ－３１０细胞
转染分组为空白组（细胞不转染，Ａ组）、阴性对照组犤细
胞转染短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ），Ｂ组犦、ｓｈＴＰ５３组（细胞转
染 ＴＰ５３ｓｈＲＮＡ，Ｃ组）、ＰＴＥＮ抑制剂 ｂｐｖ组犤细胞转染

·实验研究·
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空载体，ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路激活剂牗ｐｈｅｎ牘处理
细胞，Ｄ组犦、ｐｈｅｎ＋ｓｈＴＰ５３组（细胞转染 ＴＰ５３ｓｈＲＮＡ，
并用 ｐｈｅｎ处理细胞，Ｅ组）。细胞培养用 ６孔板，以 １×
１０６个细胞 ／孔铺板，使用不含血清的 ＤＭＥＭ新鲜培养
基，在细胞密度约占培养板 ８０％时，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃ
ｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂将表达载体加入到培养基中进
行转染，转染 ２４ｈ后加入 ｐｈｅｎ处理细胞，作用 ２４ｈ后
更换为含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ２ｍＬ，继续于 ３７℃、
５％ ＣＯ２孵箱中培养 ７２ｈ。将各组 ＲＬＣ－３１０细胞接种
于 ２４孔板内，加入 ＤＭＥＭ新鲜培养基至各组细胞中，
并置３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中培养４８ｈ。

免疫组化检测：取出组织标本，用 １０％甲醛固定，
石蜡包埋，５μｍ连续切片。切片在 ６０℃恒温箱中烤片
１ｈ，常规二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水；３％ Ｈ２Ｏ２阻断内
源性过氧化物酶；微波抗原修复；１０％山羊血清封闭；加
兔抗人 ＴＰ５３一抗；加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
免疫球蛋白（ＩｇＧ）。ＤＡＢ显色后，苏木素复染，用中性树
脂固定封片。以 ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。在高倍镜下
选取５个视野计数细胞并拍照，着色为棕黄色为阳性表
达，根据阳性细胞占全部细胞的比例计算 ＴＰ５３的阳性
细胞率。

实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测：采用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒提取各组 ＲＬＣ－３１０细胞的总 ＲＮＡ，取 ５μＬ
ＲＮＡ样品，用无ＲＮＡ酶超纯水稀释２０倍，读取其在紫外
分光光度计２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长处的吸光度，测定ＲＮＡ
浓度和纯度。用ＰＣＲ扩增仪进行逆转录反应合成ｃＤＮＡ
模版，应用 ＡＢＩ７５００型定量 ＰＣＲ仪进行实时定量 ＲＴ－
ＰＣＲ试验。采用相对定量法计算，用 ２－ΔΔＣｔ表示各目的
基因的相对表达量，每个试验均重复３次，取平均值。

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测：将各组 ＲＬＣ－３１０细胞加入
１００μＬＲＩＰＡ裂解液裂解，预冷 ＰＢＳ洗 ３遍，将细胞刮
下，移至１．５ｍＬ离心管中使细胞充分裂解，１４０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，取上清液置－２０℃保存。试验时再将样品取出，
用ＢＣＡ定量试剂盒进行定量，后加入上样缓冲液，９５℃煮
１０ｍｉｎ后，上样 ３０μｇ，在 １００Ｖ电压下电泳９０ｍｉｎ，通
过聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离蛋白后采用湿转方法将

蛋白转膜，用５％ＢＳＡ室温下封闭１ｈ后孵育一抗，４℃过
夜。其中一抗为 ＴＰ５３、ＰＴＥＮ、磷脂酰肌醇 －３－激酶
（ＰＩ３Ｋ）、ＡＫＴ、ＧＡＰＤＨ。一抗孵育完毕后，用１×ＴＢＳＴ溶
液室温下摇床摇动洗膜，每次 ５ｍｉｎ，洗 ３次，加一抗
相应的二抗山羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ温育后放入ＥＣＬ发
光液显色。利用 ＱｕａｎｉｔｙＯｎｅ软件进行蛋白条带灰度
分析。

ＣＣＫ－８法检测：取各组 ＲＬＣ－３１０细胞进行常规
消化，用含５％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基重悬细胞并计

数，以５．０×１０３个／孔接种于９６孔板中，每组设３个复
孔。置培养箱分别培养２４，４８，７２，９６ｈ后，吸去培养基，
ＰＢＳ冲洗，加入１００μＬ无血清培养基和１０μＬＣＣＫ－８
液体，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，用酶标仪于 ４９０ｎｍ波长处
读取吸光度，取重复试验的平均值，绘制生长曲线。

创口愈合试验：各组细胞转染 ４８ｈ后，接种至 ２４
孔板中，待细胞生长至密度为８０％～９０％时进行转染，
转染 ６ｈ后更换新的培养基，在 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱
中，加入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，培养至细胞
长满培养板，使用枪头垂直于细胞培养板划痕，然后使

用ＰＢＳ溶液冲洗细胞３次，在０，２４，４８ｈ拍照并测量划
痕宽度。计算创口愈合率。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭试验：收集各组转染细胞重新悬浮于
无血清培养基中，取细胞悬液接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上室，
每孔１５μＬ，３７℃包被１ｈ。在小室下层孔中加入７５０μＬ
含１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ完全培养基，将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室置入３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养４８ｈ，用棉棒擦去嵌
室底部内表面未穿透的细胞及 Ｍａｔｉｒｇｅｌ胶，４％甲醛固
定，结晶紫染色。在显微镜下计数５个单独视野的穿膜
细胞数。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２１．０统计学软件进行分析。计量资料以

Ｘ±ｓ表示，两组间及多组间均数比较行 ｔ检验及单因
素方差分析；计数资料以率（％）表示，行 χ２检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ ＴＰ５３蛋白阳性表达检测结果
各组织切片中 ＴＰ５３蛋白表达呈阳性，染色为棕黄

色，详见图 １Ａ。与癌旁组织组相比，癌组织组的 ＴＰ５３
蛋白阳性表达率显著增加犤３６．６７％（２２／６０）ｖｓ．８０．００％
（４８／６０），Ｐ＜０．０５犦，详见图１Ｂ。
２．２ 细胞ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结果发现，与人正常肾脏上皮细胞
相比，ＲＬＣ－３１０细胞的 ＴＰ５３的 ｍＲＮＡ表达水平显著
增加，组间比较，差异有统计学意义犤（０．９８±０．０４）ｖｓ．
（１．６４±０．０７），Ｐ＜０．０５犦。细胞转染分组后，ｑＲＴ－ＰＣＲ
和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组细胞 ＴＰ５３，ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ
基因的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平见图 ２和图 ３。可见，与
Ａ组相比，Ｂ组的ＴＰ５３，ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋白
表达水平均无显著变化（Ｐ＞０．０５）；Ｃ组的ＴＰ５３，ＰＩ３Ｋ，
ＡＫＴｍＲＮＡ 和
蛋白表达水平

显著下降，ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ和 蛋 白
表 达水平均显

协 办

重庆赢英康医疗器械有限公司
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癌组织 癌旁组织

阳性表达率 ／％

癌组织 癌旁组织

Ｂ

Ａ

１００

８０

６０

４０

２０

０



注：与 Ａ组相比，Ｐ＜０．０５。下图同。
图２ 各组细胞ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结果

ｍＲＮＡ表达水平 ／ｒｅａｄｓ

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组
Ｅ组

２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０
ＴＰ５３ ＰＴＥＮ ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ


















Ｂ

Ａ．各蛋白电泳条带图 Ｂ．各组细胞蛋白表达水平
图３ 各组细胞 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果

蛋白表达水平 ／ｄｏｔｓｐｅｒｉｎｃｈ
２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０
ＴＰ５３ ＰＴＥＮ ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组
Ｅ组




 










ＴＰ５３

ＰＴＥＮ

ＰＩ３Ｋ

ＡＫＴ

ＧＡＰＤＨ

Ａ



注：与癌旁组织相比，Ｐ＜０．０５。

Ａ．免疫组化染色图（×２００） Ｂ．ＴＰ５３蛋白阳性表达率
图１ ＴＰ５３蛋白阳性表达检测结果

吸光度 ／ｌｏｇ
１．５

１．０

０．５

０
２４ ４８ ７２ ９６

ｔ／ｈ

图４ 各组细胞增殖能力比较牗４９０ｎｍ牘

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ组
Ｅ组















著上升（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组 ＴＰ５３，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴｍＲＮＡ和蛋
白表达水平均显著上升，ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达水平

均显著下降（Ｐ＜０．０５）；Ｅ组的ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴｍＲＮＡ
和蛋白表达水平均无显著变化（Ｐ＞０．０５），ＴＰ５３的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著下降（Ｐ＜０．０５）。
２．３ 细胞转染后增殖能力

各组ＲＬＣ－３１０细胞的增殖能力见图４。可见，与Ａ组
相比，Ｂ组和Ｅ组的增殖能力均无显著变化（Ｐ＞０．０５），
Ｃ组的增殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ组的增殖能力
显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．４ 细胞转染后迁移和侵袭能力
各组ＲＬＣ－３１０细胞通过划痕愈合试验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

试验分别检测其迁移和侵袭能力，通过测量各组细胞划

痕宽度变化来计算迁移率，并通过侵袭细胞数计算侵袭

率，结果见图 ５。可见，与 Ａ组相比，Ｂ组和 Ｅ组的迁移
率和侵袭率均无显著变化（Ｐ＞０．０５），Ｃ组的迁移率和
侵袭率显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ组的迁移率和侵袭率显
著升高（Ｐ＜０．０５）。

３ 讨论

肾透明细胞癌属肾实质癌常见类别，起病隐匿，是

１００

８０

６０

４０

２０

０

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组
组别

Ｂ



迁移率 ／％
１００

８０

６０

４０

２０

０

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组 Ｅ组
组别



侵袭率 ／％



Ａ



Ａ．各组细胞迁移率 Ｂ．各组细胞侵袭率
图５ 各组细胞迁移能力和侵袭能力比较
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来源于肾小管上皮细胞的腺癌犤５犦。作为常见泌尿系统恶

性肿瘤，肾癌的发病率和死亡率均较高，且呈逐年上升

趋势犤６犦。肾癌常见治疗手段为手术治疗，根治性肾切除

多用于早期局限性肾癌，但尚有部分肾癌患者因远处转

移而无法接受手术治疗，生存率极低，预后较差犤７犦。同

时，晚期肾癌及转移性肾癌患者均具有较强耐药性犤８犦。

随着对肾癌分子机制认识的深入，有研究发现传统肿瘤

疗法缺乏特异性，并伴有明显毒副作用犤９犦，已不能满足

当代肿瘤治疗的需求。近年来，信号转导途径中的某些

关键分子已成为分子靶向治疗的研究热点。该治疗基于

肿瘤分子生物学，以肿瘤特异性分子作为靶点，应用分

子制剂，确认可供治疗干预的分子靶点（促癌基因、抑癌

基因、信号转导通路等）。

诸多信号转导途径中，ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路
是目前研究较成熟的通路，其活化可促进细胞生长转

移犤１０犦。ＰＴＥＮ是该通路的主要因子之一，可抑制ＰＩ３Ｋ的
功能并对抗 ＡＫＴ的活化，在多类肿瘤如脑胶质瘤中等
均存在缺失或突变犤１１－１２犦。同时，ＰＩ３Ｋ的关键功能在于
介导组织细胞凋亡，活化的ＰＩ３Ｋ可激活细胞信号转导，
并与ＡＫＴ蛋白相互作用，转位至细胞核或细胞浆，进而
调控细胞活性，并抑制细胞凋亡犤１３犦。本研究结果显示，

ＴＰ５３蛋白在肾透明细胞癌中呈阳性表达，且与癌旁组
织组相比，癌组织组的 ＴＰ５３蛋白阳性表达率显著增
加，提示 ＴＰ５３异常高表达可能与肾透明细胞癌的发病
有关，该推测在细胞试验中亦得到证实，ＲＬＣ－３１０细
胞的 ＴＰ５３的 ｍＲＮＡ表达率显著高于正常人肾脏上皮
细胞中的水平。另外，推测该蛋白可能通过促进细胞增

殖诱发该肿瘤的发生。若可抑制ＴＰ５３表达或干扰其目
标信号转导通路，可为该肿瘤的早期诊断和治疗提供

新思路。

ｑＲＴ－ＰＣＲ和免疫印迹法检测各组细胞 ＴＰ５３，
ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ基因的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的结
果显示，抑制 ＴＰ５３基因表达可抑制 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ
信号通路的激活，诱发抑癌基因ＰＴＥＮ活性，而ｐｈｅｎ处
理可导致该信号通路的激活，并抑制 ＰＴＥＮ活性；沉默
ＴＰ５３基因可逆转 ｐｈｅｎ诱导的 ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号
通路的激活，有助于抑制该肿瘤的发生、发展。上述结果

经各组细胞转染后增殖能力、迁移能力和侵袭能力比

较，验证了沉默ＴＰ５３基因表达在抑制ｐｈｅｎ诱导的肾透
明细胞癌细胞浸润转移中的作用。

综上所述，ＴＰ５３在肾透明细胞癌中高表达，可通过
抑制该基因的表达来发挥肿瘤抑制作用，ＴＰ５３基因可
作为肾透明细胞癌诊疗的指标。沉默 ＴＰ５３基因抑制
ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ／ＡＫＴ信号通路，从而抑制肾透明细胞癌细

胞浸润转移功能，并可逆转 ｐｈｅｎ诱导的肾透明细胞癌
细胞浸润转移，对肾透明细胞癌的诊治作用显著。
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ｃｅｒ犤Ｊ犦．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ＆ＣｌｉｎｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，２０１５，

１４１（４）：６７１－６８９．
犤１１犦刘金戈，许建平，王亚丽，等 ．人脑胶质瘤中 ＰＲＤＸ－１、

ＥＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ、ＰＴＥＮ的表达及相关性犤Ｊ犦．诊断病理学杂志，

２０１４，２１（３）：１６５－１６８．
犤１２犦ＬＩＮ，ＭＩＡＯＹ，ＳＨＡＮＹ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ－１０６ｂａｎｄｍｉＲ－９３ｒｅｇｕ

ｌａｔｅｃｅｌｌｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｖｉａＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈ
ｗａｙｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ犤Ｊ犦．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ＆Ｄｉｓｅａｓｅ，２０１７，８（５）：

ｅ２７９６．
犤１３犦ＮＡＧＡＰＰＡＮＡ，ＬＥＥＷＳ，ＹＵＮＪＷ，ｅｔａｌ．Ｔｅｔｒａａｒｓｅｎｉｃｈｅｘｏｘｉｄｅ

ｉｎｄｕｃｅｓＧ２／Ｍａｒｒｅｓｔ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｖｉａＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐ３８ＭＡＰＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎＳＷ６２０ｈｕｍａｎｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ犤Ｊ犦．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１７，１２（３）：ｅ０１７４５９１．

牗收稿日期：２０１９－０９－０２牘

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ


