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摘要!目的
!

探讨成纤维细胞生长因子
5

$

FTF5

&对肾癌细胞增殖的影响'方法
!

56:R

年
<

月至
56:7

年
J

月搜集肾癌组织及癌

旁组织%并以肾癌细胞系
OM[Q

和
R79@̀

为研究对象%分为两组不同处理!对照组$转染
?>@QM

&和实验组$转染
?>@FTF5

&'实时

荧光定量聚合酶链反应$

a

HM8

&检测肾癌组织(肾癌细胞系及各不同处理组细胞中
FTF5%8QO

的表达情况#细胞增殖
NLG

实

验检测转染后各组细胞的增殖能力#细胞集落形成实验检测各组中单个细胞克隆增殖情况#蛋白质印迹法检测
FTF5

蛋白(

ODL

蛋白(

#

@ODL

蛋白(

S8D

蛋白和
#

@S8D

蛋白的表达改变情况'结果
!a

HM8

结果显示%与癌旁组织相比较%肾癌组织中
FTF5

信

使
8QO

表达明显升高%两组分别为
6,=96e6,:<=

和
:,7R5e6,J9<

%同时免疫组化结果表明肾癌组织中
FTF5

呈较高表达#与正

常肾小管上皮细胞系
[D@5

细胞相比较%人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV4>@:

细胞中
FTF5%8QO

及蛋白的表达明显升高'细

胞增殖实验结果显示%实验组在第
5

天(

<

天(

J

天时细胞的存活情况$用吸光度
O

表示&

OM[Q

分别为
6,J99e6,65R

(

6,9<9e

6;6B7

(

6,RJ6e6,695

%

R79@̀

分别为
6,JBRe6,65B

(

6,9:9e6,6BR

(

6,R=5e6,6B:

%与对照组相比%实验组中细胞增殖能力明显下

降$

$

%

6,6B

&'细胞集落形成实验结果显示%在对照组和实验组中的集落形成数目
OM[Q

分别为
6,<J7e6,6<J

(

6,:6:e

6;66=

%

R79@̀

细胞分别为
6,<::e6,6<7

(

6,6=<e6,66:

%实验组细胞集落形成数目均较对照组少%差异有统计学意义$

$

%

6,6B

&'

R55

现代泌尿外科杂志
!!

56:=

年
<

月第
5J

卷第
<

期



!""

#

!""

$

%&'()(

*+

,-

$

"&,./&,01

#

2

*

%134,0&

*

,"(

#

蛋白质印迹法检测结果显示!实验组和对照组中
FTF5

蛋白的相对表达分别为
6,5:e6,6B

和
6,67e6,65

%

ODL

蛋白的相对表

达分别为
6,<7e6,6=

和
6,J5e6,:5

%

#

@ODL

蛋白的相对表达分别为
6,6=e6,65

和
6,:Be6,6J

%

S8D

蛋白的相对表达分别为

6,<7e6,69

和
6,J7e6,67

%

#

@S8D

蛋白的相对表达分别为
6,67e6,65

和
6,6Be6,6:

%两组差异均有显著性统计学意义$

$

%

6;6B

&'结论
!

FTF5

可能通过
HK<D@ODL

信号通路调节肾癌细胞增殖'

关键词!

FTF5

#肾癌#

HK<D

#

ODL

#增殖

中图分类号!

8R<R

!!!

文献标志码!

O !"#

!

:6;<=9=

"

$

,>??1,:66=@75=:,56:=,6<,6:B

!!

肾细胞癌是最常见的肾脏恶性肿瘤%是继前列腺

癌和膀胱癌后第
<

大泌尿系统肿瘤%其死亡率最高超

过
J6A

'在美国%肾细胞癌
56:9

年估计新发生病例

约有
95R66

例%而
B

年生存率约为
R<A

/

:

0

'在肾癌

B

种亚型中%透明细胞癌是最常见的病理亚型%约占

R6A

%其局部侵袭率(转移率(死亡率和目前治疗难治

性率最高/

5@<

0

'成纤维细胞生长因子
5

$

W>_'(_)V?"

*

'(3"!WV0"('5

%

FTF5

&由多种细胞类型产生%并通

过其受体与各种硫酸乙酰肝素结合和组成调节其活

性的蛋白聚糖/

J

0

'在肿瘤中%

FTF@5

由肿瘤细胞或

周围基质细胞产生%能够促进肿瘤细胞增殖(迁移和

侵袭以及血管生成/

B

0

'因此%

56:R

年
<

月至
56:7

年

J

月期间%我们通过肾癌细胞系
OM[Q

和
R79@̀

为

研究对象%探究
FTF5

对肾癌细胞增殖的影响'

$

!

材料与方法

$,$

!

材料
!

对照序列$

?>@QM

&和
?>@FTF5

$广州锐

博生物科技有限公司&#人正常肾小管上皮细胞系

[D@5

$中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究

所&#人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV4>@:

细胞$中国

科学院上海生物化学与细胞生物学研究所&#

DGFN

培养基(

8HNK:9J6

培养基$美国
TKCM̀

公司&#胎牛

血清 $加 拿 大
[

+

0)(1.

公 司&#

P>

#

(W.0"V%>1.

2

8QO>NOZ

转染试剂$上海
K1]>"'(

*

.1

公司&#

GIC8

T'..18.V)L>%.HM8 NV?".'N>-

试剂盒(

H'>%.@

G0'>

#

"

LN

8L@HM8

逆转录试剂盒$大连宝生物工程有

限公司&#

HM8

引物合成$上海谷歌生物科技有限公

司&#

CMO

蛋白浓度测定试剂盒$上海碧云天生物技

术有限公司&#一抗鼠抗
FTF5

$美国
MGL

公司&#一

抗鼠抗
ODL

(一抗鼠抗
S8D

(一抗鼠抗
#

@S8D

及一

抗鼠抗
#

@ODL

$

G.'JR<

&$美国
MGL

公司&#一抗鼠抗

'

@

微管蛋白$

'

@"&_&)>1

&$美国
G>

*

%V

公司&#辣根过氧

化物酶标记的二抗羊抗小鼠
K

*

T

$武汉博士德生物

科技有限公司&#聚偏二氟乙烯膜$

HEYF

&(超敏
SMP

发光试剂盒$美国
N>))>

#

('.

公司&#

NLG

细胞增殖检

测试剂盒$江苏凯基生物技术股份有限公司&'

$,%

!

组织收集及细胞培养
!

56:R

年
J

月至
56:7

年

<

月收集新乡医学院第一附属医院泌尿外科行根治

性肾癌切除术或肾癌部分切除术患者的新鲜肾癌组

织及癌旁组织标本$

%i:5

&%即刻保存于液氮%以备

后续实验所用'人正常肾小管上皮细胞系
[D@5

培

养
DGFN

培养基#人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV@

4>@:

%用
8HNK:9J6

培养基$含
:6A

胎牛血清&%在
<R

k

(含
BAM̀

5

环境的恒温孵育箱中培养'

$M&

!

03>Y;

序列和细胞转染
03PY?

!

前导链序列
Bq

TMMMLTOTTTMMMTOOMLTLLOML<q

%伴随链

序 列
BqMOTOMTMOMTTMLLLTOMMLLMLL<q

#

?>FTF5

序列!前导链序列
BqTTOTXTXTXTM@

XOOMMTXXLL<q

%伴随链序列
BqOOMTTXXOT@

MOMOMOMXMMLL<q

'将肾癌细胞接种于
9

孔细胞

培养板内%待细胞融合度约为
J6A

!

96A

时%分别转

染人工合成的
?>@QM

和
?>@FTF5

%均使用转染试剂

P>

#

(W.0"V%>1.

2

8QO>NOZ

进行转染实验%使得转染

的
?>@QM

和
?>@FTF5

的终浓度为
:661%()

"

P

'

5J!

后更换培养液'

$ME

!

组织及细胞内
>Y;

的提取和
\

K?>

分析
!

细

胞转染
R5!

后收集并提取总
8QO

用于分析
FTF5

%8QO

表达情况'采用
L')2()

法提取总
8QO

%用

H'>%.G0'>

#

"8L NV?".'N>-

将
8QO

逆转录为
0Y@

QO

%然后通过特异性引物及
GIC8T'..18.V)L>%.

HM8NV?".'N>-

经
a

HM8

将
0YQO

进行扩增%以

TOHY[

为内参%采用
5j

33

M"

方法分析结果%最后

用
:,BA

的琼脂糖凝胶电泳检测扩增后的
0YQO

'

FTF5

基 因 引 物 序 列!前 导 链
Bq OT@

TOTOTMTOMMMOMOMOLMOO<q

#伴随链
BqOTM@

MOTMOTLMLLMMOLMLLMM<q

#

TOHY[

引 物 序

列!前导链
BqOLTTOOOLMMMOLMOMMOLMLL<q

%

伴随链
BqMTMMMMOMLLTOLLLLTT<q

'

$,L

!

蛋白质免疫印迹实验
!

肾癌细胞系转染
R5!

后%收集各组细胞并提取蛋白质%用于后续实验分析'

9

孔板内每孔需加入
:B6

/

P8KHO

细胞裂解液$含蛋

白酶抑制剂
HNGF

&%冰上$

Jk

&裂解
J6%>1

%然后

:5666

*

离心
:B%>1

后收集上清备用'使用
CMO

蛋

白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度'每个样本加
56

/

*

蛋白至
GYG@HOTS

凝胶进行电泳%在转至
HEYF

膜后用含
BA

胎牛血清白蛋白的
LCGL

溶液于摇床

上室温条件下封闭
:!

%然后分别与一抗鼠抗
FTF5

$

:n:666

稀释&(一抗鼠抗
ODL

和一抗鼠抗
#

@

755

UN(/X'()

%

E(),5JQ(,<NV',56:=
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ODL

$

:n:666

稀释&(一抗鼠抗
S8D

和一抗鼠抗
#

@

S8D

$

:n:666

稀释&(一抗鼠抗
'

@

微管蛋白$

:nJ66

稀释&(一抗鼠抗甘油醛
@<@

磷酸脱氢酶$

TOHY[

&$

:

nB66

稀释&摇床上
Jk

孵育过夜'第二天用羊抗鼠

的二抗$

:nB666

稀释&孵育
:!

%使用
SMP

曝光

显影'

$MN

!

X='

细胞增殖实验
!

肾癌细胞系在转染
:5!

后%接种于
=9

孔细胞培养板内%每孔细胞数目约为

5B66

个%培养箱内静置
:5!

后%采用
NLG

细胞增殖检

测试剂盒%连续
J/

分别检测各孔内肾癌细胞的增殖

能力'每次均需避光%每孔加入
NLG

预混合稀释液

:66

/

P

$其中组成为!

:6

/

PNLG

试剂和
=6

/

P

含
:6A

FCG:9J6

培养基&%置于
<Rk

细胞培养箱内孵育
5!

#

最后用酶标仪检测在
JB61%

处的吸光度
O

值作为细

胞存活情况结果#且每次检测条件需保持一致'

$,H

!

细胞集落形成实验
!

肾癌细胞系在转染
5J!

后%接种到新的
9

孔细胞培养板中%每孔细胞数约为

5B66

个#然后每
5

!

</

定期更换新的细胞培养基%

持续培养
:5/

#最后每孔加入
:%P

甲醇于室温环境

固定
<6%>1

#接下来再用
6,:A

结晶紫溶液于室温环

境下固定
<6%>1

#用清水轻轻洗去染液%晾干后分别

进行拍照(计数%最后分析结果'

$,I

!

统计学方法
!

实验数据均采用
GHGG:7,6

统计

软件分析%本次实验结果均用
&e"

表示%多组间比较

采用单因素方差分析%两组间比较采用
'

检验'以
$

%

6,6B

时表示各组差异具有统计学意义'

%

!

结
!

果

%M$

!

RWR%

在肾癌细胞和肾癌组织中的表达水平检

测
!

8L@

a

HM8

检测人正常肾小管上皮细胞系
[D@5

和人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV4>@:

细胞中
FTF5

%8QO

表达情况%结果显示%与正常肾小管上皮细胞

系
[D@5

细胞相比较%人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV4>@:

细胞中
FTF5%8QO

表达明显升高$图
:O

&#

同时蛋白质印迹实验检测各细胞中
FTF5

蛋白表达%

结果显示%人肾癌细胞系
OM[Q

(

R79@̀

(

MV4>@:

细胞

中
FTF5

蛋白表达明显升高$图
:C

&'此外%

a

HM8

检

测肾癌组织及癌旁组织中
FTF5

信使
8QO

表达结

果表明%与癌旁组织相比较%肾癌组织中
FTF5

信使

8QO

表达明显升高%两组分别为$

6,=96e6,:<=

&和

$

:,7R5e6,J9<

&$

%i:5

%图
:C

&#而且免疫组化结果

显示
FTF5

在癌组织中较高表达'因此说明
FTF5

在肾癌组织及其细胞系中相对表达量显著增加%差异

具有显著统计学意义$

$

%

6,6B

&'

图
$

!

肾癌细胞系和肾癌组织中
RWR%

相对表达情况$免疫组化中棕色部位表示
FTF5

表达阳性%

l:66

倍&

O

!

8L@

a

HM8

检测肾癌细胞系中
FTF5

的相对表达量%结果用
:,BA

的琼脂糖凝胶电泳验证#

C

!

.̂?"(1_)("

检测肾癌细胞系中
FTF5

蛋白表达$与癌旁组织比较%

'

$

%

6,6B

&#

M

!

8L@

a

HM8

检测肾癌组织及癌旁组织

中
FTF5

相对表达量#

Y

!免疫组织化学染色检测
FTF5

在肾癌组织及癌旁组织的表达情况'

%M%

!

X='

细胞增殖实验
!

细胞转染后%实验组分别

在第
5

(

<

(

J

天时%

OM[Q

细胞的吸光度
O

值分别为

6,J99e6,65R

(

6,9<9e6,6B7

(

6,RJ6e6;695

%与对照

组的
6,96=e6,6<5

(

:,6J:e6,679

(

:,<7Re6;6J5

比

较差异有统计学意义$

(i:R,JB

%

$

%

6,6B

&#实验组

R79@̀

细胞的吸光度
O

值分别为
6,JBRe6;65B

(

6;9:9e6,6BR

(

6,R=5e6,6B:

%与阴性对照组
6;975

e6,6J6

(

:,:5Be6,67<

(

:;J67e6,6BR

比较差异有统

计学意义$

(i:B,75

%

$

%

6,6B

&'与对照组比较%实验组

中
OM[Q

和
R79@̀

细胞增殖能力显著降低$图
5

&'
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图
%

!

03PRWR%

对肾癌细胞
;?ZY

和
HINP"

增殖的影响

与对照组比较%

'

$

%

6,6B

#

O

!

NLG

检测
OM[Q

细胞增殖#

C

!

NLG

检测
R79@̀

细胞增殖'

%,&

!

细胞集落形成实验
!

实验组中%

OM[Q

细胞的

集落形成相对数目分别为
6,<J7e6,6<J

(

6,:6:e

6;66=

%与对照组比较%实验组中
OM[Q

细胞集落形

成数目降低$

'iR,6B=

%

$

%

6,6:

&#

R79@̀

细胞的集落

形成相对数目分别为
6,<::e6,6<7

(

6,6=<e6;66:

%

与对照组比较%实验组中
R79@̀

细胞集落形成数目

降低$

'iB,<R

%

$

%

6,6:

&'实验结果表明在干扰

FTF5

表达后抑制了
OM[Q

和
R79@̀

细胞的增殖

$图
<

&'

&,E

!

蛋白质印迹实验
!

OM[Q

和
R79@̀

细胞在实

验组中和对照组中
FTF5

(

ODL

(

#

@ODL

(

S8D

和
#

@

S8D

蛋白的相对表达量见表
:

'与对照组比较%实

验组差异有统计学意义$

$

%

6,6B

&'在实验组

OM[Q

和
R79@̀

细胞中
FTF5

蛋白(

#

@ODL

蛋白和

#

@S8D

蛋白的表达均明显被抑制%而总的
ODL

蛋白

和
S8D

蛋白表达量基本无变化$图
J

&'

图
&

!

03PRWR%

对肾癌细胞
;?ZY

和
HINP"

集落形成的影响

O

!

OM[Q

细胞集落形成结果#

C

!

OM[Q

细胞相对集落形成数目柱状图%

''

$

%

6,6:

#

M

!

R79@̀

细胞集落形成结果#

Y

!

R79@̀

细胞相对集落形成数目柱状图%

''

$

%

6,6:

'

表
$

!

;?ZY

和
HINP"

细胞各蛋白相对表达情况

蛋白名称
OM[Q

细胞

对照组 转染
?>@FTF5

组
'

值
$

值

R79@̀

细胞

对照组 转染
?>@FTF5

组
'

值
$

值

FTF5 6,J:e6,6= 6,5:e6,6B <,<9 6,657 6,<Be6,69 6,67e6,65 R,<= 6,665

#

@ODL 6,:=e6,6J 6,6=e6,65 <,7R 6,6:7 6,J6e6,6= 6,:Be6,6J J,J6 6,6:5

ODL 6,<Re6,67 6,<7e6,6= 6,:J 6,7=6 6,J:e6,67 6,J5e6,:5 6,:5 6,=:6

#

@S8D 6,<5e6,69 6,67e6,65 9,BR 6,66< 6,:Re6,6J 6,6Be6,6: B,6J 6,66R

S8D 6,<=e6,67 6,<7e6,69 6,:R 6,7R6 6,J9e6,6R 6,J7e6,67 6,<< 6,R96

6<5

UN(/X'()

%

E(),5JQ(,<NV',56:=
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图
E

!

03PRWR%

对
;@=

+

A>@

信号通路的影响

.̂?"(1_)("

检测对照组和转染
?>FTF5

组
R5!

后%

肾癌细胞
OM[Q

和
R79@̀

中
FTF5

(

#

@ODL

(

ODL

(

S8D

(

#

@S8D

蛋白表达情况'

&

!

讨
!

论

肾细胞癌严重影响人们的生活质量%同时也加重

经济负担'研究证明%约有
<6A

的肾细胞癌患者发

生侵袭和转移至其他器官%常转移到骨(肺(脑和肝

脏/

9

0

'手术治疗仍是主要方法%肾癌对化疗和放疗都

有一定抵抗力'目前由于治疗策略有限%肾细胞癌患

者的预后仍然很差%需要对治疗方法进行改进/

R

0

'因

此%迫切需要更好地理解肾细胞癌发病机制和更有效

的治疗方法'

细胞增殖过程由多种蛋白和细胞因子调节%其中

最主要的是细胞周期蛋白及其催化配体
@

细胞周期蛋

白依赖性激酶$

0

+

0)>1@/.

#

.1/.1"4>1V?.?

%

MYD?

&'

肿瘤细胞能够无限制增殖%通过对其增殖机制的研

究%从而能够对其增殖过程进行干预以期达到治疗的

目的'有研究发现%在
FTF

家族蛋白成员中%成纤维

细胞生长因子
5

具有
FTF

家族的所有典型特征%被

认为是原型生长因子/

7@=

0

'又有研究表明%

FTF5

是

一种重要的促血管生成因子%可以引起内皮细胞的迁

移和生长%又能够促进肿瘤血管生成%还能够通过

QYI:

"

DYN5C@%>8@:6:@S\[5

途径来调控细胞增

殖等过程/

:6@::

0

'

PK

等/

:5

0发现
FTF@L'V

#

有效抑制

FTF@5

诱导的增殖%而且
FTF@L'V

#

能够有效抑制体

内
MV4>@:

和
OBJ=

异种移植模型中的肿瘤生长和血

管生成'非编码微小核糖核酸
%>8@56<

能够通过靶

向
FTF5

抑制肾癌细胞增殖(迁移和侵袭的生物学作

用%同时又能够在乳腺癌中促进肿瘤生长和转

移/

:<@:J

0

'

[S

等/

:B

0证明%

%>8@:9

能够靶向成纤维细

胞生长因子
5

经
HK<D

"

ODL

和
NOHD

信号途径以

抑制食管癌细胞增殖和侵袭'有研究表明%

FTF5

能

够通过
HK<D

"

ODL

信号通路在体外调节食管癌

SMO:6=

细胞的增殖(迁移和侵袭/

:9

0

'而且%

FTF5

也能够通过
HK<D

"

ODL

"

%L̀ 8

和
NOHD

"

S8D

信

号在卵巢癌细胞中诱导
S@

钙黏蛋白下调/

:R

0

%同时研

究发现%

FTF5

能够影响子宫内膜异位症的子宫内膜

腺上皮细胞
GH8I?

"

YXGH9

"

S8D

信号通路的活

性/

:7

0

'

PKN

等/

:=

0证实%

FTF5

能够激活
HK<D

"

ODL

和
NOHD

细胞信号通路并诱导牛子宫内膜细胞的

T5

"

N

期的分布而影响细胞增殖'由此可见%

FTF5

在肿瘤的发生发展中发挥重要的作用%而且与多种信

号通路的激活密切相关'最近研究发现%

%>8@:BB

通

过调节
FTF5

蛋白的表达%抑制食管癌细胞的增殖(

侵袭(转移及血管形成/

56

0

%

%>8@:J7_@<

#

也通过调节

FTF5

抑制肾癌细胞生长%且能够抑制其内皮细胞促

血管生成表型/

5:

0

%但研究内容都没有阐述与
ODL

(

S8D

信号通路的关系'

本研究结果显示%

FTF5

在肾癌组织及细胞系中

表达明显升高%当敲除
FTF5

蛋白表达时%则能够抑

制肾癌细胞
OM[Q

和
R79@̀

的增殖和集落形成%表

现出较强的抑癌作用'同时%我们检测到肾癌细胞

OM[Q

和
R79@̀

中
#

@ODL

蛋白和
#

@S8D

蛋白表达

下降%而总的
ODL

蛋白和
S8D

蛋白表达几乎没有

变化%这说明可能与
ODL

和
S8D

信号通路的抑制

有关'在今后的实验中%我们还会进一步研究
HK<D@

ODL

这一经典信号通路中其他相关蛋白的表达改变

情况%以更好地证明
FTF5

调控肾癌细胞增殖的机

制%为今后的临床前研究提供理论依据'这些发现表

明%靶向
FTF5

的表达可能为肾癌提供潜在的分子靶

向癌症治疗'
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MÒ I

%

MÒ 8
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&

订阅杂志优惠启事

本刊对直接从编辑部订阅-现代泌尿外科杂志.的用户实行优惠'

每册杂志定价
:B

元%全年
:76

元%从编辑部直接订阅全年杂志的读者享受优惠价
:B6

元"年$本优惠不适

用于邮局订阅读者&

也可以零散购买单期杂志%一次性购买
:6

册以上$不一定是同一期&%优惠价
:<

元"册'

订阅方式!邮局汇款或银行转账
!!!!

汇款地址!西安市雁塔西路
R9

号%邮政编码!

R:669:

收款人!-现代泌尿外科杂志.编辑部
!!

电话!

65=@759BR6BJ

汇款单附言!注明所购期刊年份(期数(册数
!!

邮寄方式!平邮

支持快递到付$需要注明&

欢迎订阅3

-现代泌尿外科杂志.编辑部
!!

5<5

UN(/X'()

%
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