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ｌｎｃＲＮＡＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ通过调控 ＳＰＲＹ２基因表达
对肾癌细胞增殖和侵袭的影响
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摘　要　目的　探讨长链非编码（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌中的表达及影响肾癌细胞增殖和侵袭

能力的作用机制。方法　采用荧光实时定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测 ８２例肾癌组织和肾癌细胞株中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平。以

ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ表达水平最低的 ＯＳ－ＲＣ－２细胞为转染对象，采用脂质体转染表达 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的质粒（实验组）或表达无意义序列的

质粒（对照组）。采用 ｑＰＣＲ检测各组细胞 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平。ＭＴＴ法和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ侵袭实验检测肾癌细胞的增殖能力和侵袭

能力。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测 ＳＰＲＹ２（ｓｐｒｏｕｔｙＲＴＫｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｔａｇｏｎｉｓｔ２）基因表达。结果　肾癌组织中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表

达水平低于癌旁组织（Ｐ＜０．０１），肾癌细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平低于正常肾小管上皮细胞（Ｐ＜０．０５），实验组 ＯＳ－ＲＣ－２

细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可显著抑制肾癌细胞的增殖能力和侵袭能力（Ｐ＜

００５），上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可显著促进肾癌 ＯＳ－ＲＣ－２细胞中 ＳＰＲＹ２基因的表达（Ｐ＜０．０１）。结论　ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌中表达明

显降低，上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可显著抑制肾癌 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的增殖和侵袭能力，其可能的作用机制是 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可促进 ＳＰＲＹ２基

因表达。
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　　肾癌是全世界泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，
严重威胁人类健康，因其易转移、预后差，对其发生、

发展的机制研究具有重要临床意义
［１］
。肾癌的发生

包括抑癌基因失活、原癌基因激活等多种分子变

化
［２］
。越来越多的研究显示，非编码 ＲＮＡ特别是长

链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）在肾
癌中具有重要调控作用

［３］
。ｌｎｃＲＮＡ指转录本长度 ＞

２００个核苷酸的非编码 ＲＮＡ，不能编码蛋白质，最初
被认为是基因组转录的“噪声”

［４］
。近年来研究显

示，ｌｎｃＲＮＡ广泛参与基因组印迹、染色质修饰、Ｘ染
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色体沉默等多种细胞调控，与肾癌的发生、发展密切

相关
［５］
。ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ是一个尚未被报道研究的 ｌｎ

ｃＲＮＡ，其在肾癌中的表达和作用机制亦不明确。本
研究通过检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌组织和肾癌细胞株
中的表达，分析 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ与肾癌的发生、发展的相
关性，通过体外细胞转染上调肾癌细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ
的表达，观察其对肾癌细胞增殖和侵袭的影响，并探

讨其作用机制。

材料与方法

１．材料：（１）细胞和主要试剂：肾癌细胞株（Ｃａｋｉ－
１、ＡＣＨＮ、７８６－Ｏ、ＯＳ－ＲＣ－２、Ａ４９８）和正常肾小管
上皮细胞（ＨＫ－２）购自中国典型培养物保藏中心。
表达 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的质粒和表达无意义序列的质粒购
自苏州吉玛基因股份有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基、
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基和胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司。转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国康宁公司。荧光
实时定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）试剂盒购自天根生化科技有限
公司；ＥＣＬ显影液购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司。噻唑蓝
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）试剂盒和二甲基亚
砜购自南京凯基生物科技发展有限公司。Ｍａｔｒｉｇｅｌ基
质胶购自美国 ＢＤ公司。一抗购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。二抗购自武汉博士德生物有限公
司。（２）临床标本：选取 ２０１７年 ３月 ～２０１８年 １１月
于郑州大学附属洛阳中心医院泌尿外科就诊并接受

手术治疗的肾癌患者８２例，患者平均年龄为 ４５．８±
１１８７岁，收集术中肾癌组织标本及癌旁组织，所有
标本均经病理学确诊。患者术前均未接受过放疗、化

疗。本研究经笔者医院医学伦理学委员会审核并通

过，患者均签署知情同意书。

２．细胞培养与转染：肾癌细胞株 （Ｃａｋｉ－１、
ＡＣＨＮ、７８６－Ｏ、ＯＳ－ＲＣ－２、Ａ４９８）用含 １０％胎牛血
清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，正常肾小管上皮细胞
（ＨＫ－２）用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培
养，于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养。将ＯＳ－ＲＣ－
２接种于 ６孔板中，随机分为实验组和对照组，根据
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００操作说明书操作，分别转染表达
ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的质粒或表达无意义序列的质粒，保证
ｌｎｃＲＮＡ的终浓度为 １０ｎｍｏｌ／Ｌ，转染 １２ｈ后更换新鲜
培养基。

３．ｑＰＣＲ检测：采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取肾癌组织和细
胞株总 ＲＮＡ，采用反转录试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡ。
以 ＧＡＰＤＨ为内参，采用 ｑＰＣＲ试剂盒检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ

及 ＳＰＲＹ２ｍＲＮＡ的表达水平，ｑＰＣＲ反应条件为：
９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ２０ｓ，５６℃ １５ｓ，６８℃ １５ｓ，４０个循环。
ＧＡＰＤＨ正向引物：５′－ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ－
３′，反向引物：５′－ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ－
３′；ＳＰＲＹ２正向引物：５′－ＣＴＣＧＧＣＣＣＡＧＡＡＣＧＴＧＡＴＴ－３′，
反向引物：５′－ＧＧＣＡＡＡＡＡＧＡＧＧＧＡＣＡＴＧＡＣＡＣ－
３′；ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ正向引物：５′－ＧＴＣＧＴＧＣＡＧＣＡＡＣＴＧ
ＧＡＡ－３′，反向引物：５′－ＣＡＧＡＴＴＣＴＣＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡ
ＣＡ－３′。荧光信号值采用２－ΔΔＣｔ方法分析。

４．ＭＴＴ法检测：将两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞以 ４×
１０３个／２００μｌ的细胞密度接种于 ９６孔板，培养 １、２、
３、４、５天后进行 ＭＴＴ法检测。检测时，每孔加入
１５μｌＭＴＴ试剂，在 ３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱孵育 ３ｈ，
每孔加入１２０μｌ二甲基亚砜，充分振荡，采用酶标仪
检测每孔在４５０ｎｍ波长处的吸光度（Ａ）值。

５．Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验：将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶和无血清培
养基按照 １∶６比例稀释，每个上室加入 ６０μｌ稀释液，
在３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱静置 １ｈ使胶凝固。将两

组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞以 ４×１０４个／２００微升的细胞密
度接种于上室，下室加入 ６００μｌ含 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液，培养 ３６ｈ后，取出上室，采用多聚
甲醛固定４０ｍｉｎ，采用结晶紫染液染色 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ溶
液冲洗后，棉签轻轻擦去上层未侵袭的细胞。１００倍
显微镜下，随机选６个视野拍照并计数、统计。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：将两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞
采用 ＰＢＳ溶液洗 ３遍后，加入高效细胞裂解液裂解
细胞，提取细胞全蛋白。采用 １２％十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离，每孔蛋白
上样量为３０μｇ，电转法转移至 ＮＣ膜。在 ５％脱脂牛
奶中室温封闭 １２０ｍｉｎ，在一抗中 ４℃下孵育过夜，在
二抗中室温下孵育 ６０ｍｉｎ，采用 ＥＣＬ显影液曝光
显影。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件对数
据进行统计分析，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间均数比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果
１．肾癌组织和癌旁组织中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水

平：肾癌组织和癌旁组织中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平分
别为 １０６±０２０和 ３９３±０６０，肾 癌 组 织 中
ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ表达水平均低于癌旁组织（Ｐ＜００１），详
见图１。

２．肾 癌 细 胞 和 正 常 肾 小 管 上 皮 细 胞 中
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图 １　肾癌组织和癌旁组织中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平

与肾癌组织比较，Ｐ＜０．０１

　

ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平：肾癌细胞株 （Ｃａｋｉ－１、
ＡＣＨＮ、７８６－Ｏ、ＯＳ－ＲＣ－２、Ａ４９８）和正常肾小管上
皮细胞（ＨＫ－２）中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平分别为
０６１±０．０５、０７６±００４、０４４±００５、０１１±００２、
０５９±００７ 和 １０１ ±００８，肾 癌 细 胞 系 中
ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ表达水平均低于正常肾小管上皮细胞
（Ｐ＜００５，图２）。ＯＳ－ＲＣ－２细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的
表达水平最少（Ｐ＜００１），故选择 ＯＳ－ＲＣ－２细胞
进行后续实验。

图 ２　肾癌细胞和正常肾小管上皮细胞中

ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平

与 ＨＫ－２细胞比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

３．两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水
平：转染４８ｈ后，收集两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞，提取总
ＲＮＡ并进行 ｑＰＣＲ检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达水平。实
验组和对照组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ表达水
平分别为１１．２２±１．１３和１．１２±０．２９，实验组明显高
于对照组（Ｐ＜０．０１）。

４．上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ抑制 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的增殖
能力：ＭＴＴ法检测两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的增殖能力，
从第３天起，实验组细胞与对照组比较，增殖能力明
显受到抑制（Ｐ＜０．０５，图３）。

５．上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ抑制 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的侵袭

图 ３　ＭＴＴ检测两组肾癌细胞增殖能力

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

能力：Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验检测两组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的侵袭
能力。实验组和对照组 ＯＳ－ＲＣ－２细胞侵袭细胞数
分别为 ３０．８５±５．７９和 ８７．２６±１０．０２，与对照组比
较，上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ后明显抑制 ＯＳ－ＲＣ－２细胞的
侵袭能力，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４）。

图 ４　Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ对

肾癌细胞侵袭能力的影响

Ａ．Ｍａｔｒｉｇｅｌ实验检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ对肾癌细胞侵袭能力的影响

（结晶紫，×１００）；Ｂ．侵袭细胞数的半定量分析；与对照组比较，
Ｐ＜０．０１

　

６．上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ促进肾癌 ＯＳ－ＲＣ－２细胞中
ＳＰＲＹ２ｍＲＮＡ的表达：ｑＰＣＲ检测两组 ＯＳ－ＲＣ－２细
胞 ＳＰＲＹ２ｍＲＮＡ的表达情况，实验组和对照组 ＯＳ－
ＲＣ－２细胞 ＳＰＲＹ２ｍＲＮＡ的表达分别为５．４１±０．５８
和１．２５±０．５２，上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ能使 ＳＰＲＹ２ｍＲＮＡ
表达水平升高（Ｐ＜０．０１）。

７．上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ促进肾癌 ＯＳ－ＲＣ－２细胞
中 ＳＰＲＹ２蛋白表达：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，

·９８·
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上调 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ引起 ＳＰＲＹ２蛋白表达升高，ＳＰＲＹ２
蛋白表达升高后，造成 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋
白如 ＰＰ２Ａ、ＧＳＫ３及 ＣＫ１α蛋白表达降低（图５）。

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＰＲＹ２蛋白及

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白表达情况
　

讨　　论
长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎ

ｃＲＮＡ）是 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ转录的产物，通过转录抑制、
转录激活等调控基因的表达，与细胞的分化、增殖、凋

亡、衰老等各种活动密切相关
［６］
。ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤中

的作用机制是近年来的研究热点，在结直肠癌、肝癌、

乳腺癌等恶性肿瘤中均存在 ｌｎｃＲＮＡ的表达异
常

［７～９］
。目前已发现的与肾癌有关的 ｌｎｃＲＮＡ包括

ＥＮＳＴ０００００４３４２２３、ＲＯＲ、ＫＣＮＱ１ＤＮ、ＩＴＧＢ１等，在肾
癌组织中表达上升或降低，参与调控肾癌细胞的增

殖、迁移、侵袭等能力，与肾癌患者的预后及复发相

关
［３，１０～１２］

。ｌｎｃＲＮＡ在肾癌中发挥重要作用，具有潜
在的临床应用价值。ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ长度为 ６１２个核苷
酸，是一种在肿瘤包括肾癌中尚未被报道研究的 ｌｎ
ｃＲＮＡ。本研究通过检测 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌组织和细
胞中的表达水平，发现 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌组织和细胞
中表达下调，提示 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可能参与肾癌的发生、
发展。

ＭＴＴ实 验 和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ实 验 结 果 显 示，上 调
ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可明显降低肾癌细胞的增殖能力和侵袭
能力，ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌中可能发挥抑癌基因的功
能。ＳＰＲＹ２（ｓｐｒｏｕｔｙＲＴＫｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｔａｇｏｎｉｓｔ２）蛋白
是 Ｓｐｒｏｕｔｙ家族蛋白之一，含 ３１５个氨基酸残基［１３］

。

越来越多的研究表明，ＳＰＲＹ２在前列腺癌、胃癌、卵

巢癌等恶性肿瘤细胞中的表达被明显抑制，与肿瘤细

胞异常的增殖和侵袭能力密切相关，ＳＰＲＹ２的低表
达参与肿瘤的发生、发展

［１３～１５］
。ＳＰＲＹ２在肾癌组织

中表达明显降低，ＳＰＲＹ２的表达水平与肾癌的不良
预后呈负相关

［１６］
。上调 ＳＰＲＹ２的表达可抑制肾癌

细胞的增殖、侵袭等恶性生物学行为，ＳＰＲＹ２蛋白已
成为肾癌防治研究重点

［１６］
。本研究通过上调肾癌细

胞中 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ的表达，ＳＰＲＹ２基因的表达水平明
显增加，表明 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可明显促进 ＳＰＲＹ２基因的
表达。有研究表明，ＳＰＲＹ２通过抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路转导，负向调控细胞的生长和转移能
力

［１７］
。本研究结果表明，ＳＰＲＹ２基因表达降低后，

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路蛋白如 ＰＰ２Ａ、ＧＳＫ３
及 ＣＫ１α表达降低。ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ调控 ＳＰＲＹ２基因
表达的具体作用机制尚不明确，这是本研究的不足

之处。

综上所述，本研究证明了 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ在肾癌中表
达下调，高表达 ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可抑制肾癌细胞的增殖和
侵袭能力，其作用机制可能是ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ促进ＳＰＲＹ２
基因的表达。本研究对揭示肾癌发病机制具有重要

意义，ＳＣＧＢ１Ｂ２Ｐ可能为肾癌的诊治提供了新的诊断
标志物和治疗靶标。
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巴细胞水平具有明显影响。因此，为了排除肾功能对

Ｔ淋巴细胞水平的影响，笔者进一步进行多因素 Ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃ回归分析，发现在４４７例患者和筛选病例组，年
龄均是影响 Ｔ淋巴细胞水平的独立危险因素，提示年
龄增大引起细胞免疫功能下降并不依赖于 ｅＧＦＲ下
降，说明在 ＣＫＤ患者中，年龄增长和 ｅＧＦＲ下降共同
作用，均引起细胞免疫功能下降，加大患者的感染

风险。

综上所述，在 ＣＫＤ患者中，Ｔ淋巴细胞水平不仅
提示患者的免疫状态，更是细菌感染发生的重要生物

学指标。随着 ＣＫＤ患者年龄增大，Ｔ淋巴细胞水平
逐渐降低，感染率不断上升。因此，对 ＣＫＤ患者及时
监测外周血 Ｔ淋巴细胞计数，根据年龄及时调整感染
预防及治疗方案，有望为 ＣＫＤ患者感染的防控提供
新的思路。
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