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过表达 ｍｉＲ３４ａ对肾癌细胞株 ７６９Ｐ生物学行为的影响

吕　川　王　超
（济宁医学院附属济宁市第一人民医院，济宁 ２７２０１１）

　　摘　要　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ３４ａ（ｍｉＲ３４ａ）外源性表达对人肾癌细胞７６９Ｐ细胞生物学行为的影响。方
法　建立稳定表达的空载体（ＮＣ）与 ｍｉＲ３４ａ细胞株，分为空白对照组、ＮＣ组、ｍｉＲ３４ａ组，ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ
３４ａ在各肾癌细胞系中的表达水平，细胞增殖实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验、流式细胞周期检测观测 ｍｉＲ３４ａ高表达
后７６９Ｐ细胞的增殖、细胞周期及迁移能力的变化情况。结果　与空白对照组相比，ｍｉＲ３４ａ组细胞增殖能力降
低，在４８、７２ｈ增殖明显受到抑制，穿膜细胞数目明显减少（Ｐ＜０．０２５）。空白对照组、ＮＣ组、ｍｉＲ３４ａ组迁出细胞
数分别为：（３８２．１８±３７．８４）、（３９８．５７±２４．０９）、（１０３．７３±１７．３６）个，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白对照
组、ＮＣ组、ｍｉＲ３４ａ组Ｓ期的细胞比例分别为（３７．３１±２．１２）％、（３５．９６±１．７８）％、（５７．２４±２．６７）％，ｍｉＲ３４ａ组Ｓ
期的细胞比例比另两组显著升高（Ｐ＜０．０２５）。结论　ｍｉＲ３４ａ在生物学行为上可降低肾癌细胞的恶性进展，有
望在未来肾癌靶向治疗中发挥抑癌基因作用。
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　　 肾癌是泌尿系统最常见的肿瘤之一，大约占
人类恶性肿瘤的３％。近年来，肾癌患病率逐年增
高，且人群呈年轻化趋势。由于肾癌对放化疗皆不

敏感，外科手术已成为治疗肾癌的主要手段，但对

于转移性和高危肾癌患者的治疗效果仍不理想。

肾癌中透明细胞癌作为最常见的类型，大约占肾癌

的８０％。目前，关于肾透明细胞癌的侵袭和转移
的治疗依然面临许多困难。因此，透明细胞癌的靶
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向治疗可能为提高肾癌预后带来新的希望。

ｍｉＲ３４ａ是受肿瘤抑制基因 ｐ５３调控的具有
肿瘤抑制作用的ｍｉＲＮＡ，对肿瘤细胞周期阻滞、凋
亡、细胞生长抑制以及肿瘤干细胞抑制等发挥重要

作用［１２］。本研究通过病毒感染肾透明细胞癌细胞

７６９Ｐ，过表达其 ｍｉＲ３４ａ水平，探讨 ｍｉＲ３４ａ对
７６９Ｐ细胞增殖、迁移能力及细胞周期等生物学行
为的影响，为研究肾透明细胞癌靶向治疗提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
人肾癌细胞株 ７６９Ｐ、７８６Ｏ、ＡＣＨＮ、ＯＳＲＣ来

源于西安交通大学泌尿外科研究所，慢病毒载体

ｍｉＲＮＣ和ｍｉＲ３４ａ由上海吉玛制药技术有限公司
合成，ＲＭＰＩ１６４０培养基购自Ｇｂｉｃｏ公司，胎牛血清
购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｍｉＲＮＡｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ购自 ＴａＫａＲａ公
司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂及ｍｉＲ３４ａ实时定量 ＰＣＲ引物购自
北京天根生化科技有限公司，细胞周期检测试剂盒

购自碧云天生物技术研究所，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径
８μｍ）购自ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　人肾癌细胞株 ７６９Ｐ、
７８６Ｏ、ＡＣＨＮ、ＯＳＲＣ用含 １０％胎牛血清的 ＲＭ
ＰＩ１６４０培养基，在 ３７℃、５％ＣＯ２恒温孵育箱中培
养，细胞对数生长期传代。将对照载体与 ｍｉＲ３４ａ
表达慢病毒载体感染７６９Ｐ，建立稳定表达空载体
（ＮＣ）与ｍｉＲ３４ａ的细胞株，实验分为空白对照组、
ＮＣ组、ｍｉＲ３４ａ组。
１．２．２　转染实验　取对数生长期 ７６９Ｐ细胞传
代，接种于６孔培养板，每孔接种 ２～３×１０５个／ｍｌ
７６９Ｐ细胞，待细胞密度约 ７０％时，取慢病毒滴度
液ＮＣ和 ｍｉＲ３４ａ１０μｌ和 ２０μｌ感染细胞，并加入
ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ增加感染效率。２４ｈ后弃去慢病毒培养
液换成正常培养液。倒置荧光显微镜观察绿色荧

光检测感染效率。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ　提取细胞总 ＲＮＡ。反转录成
ｃＤＮＡ，反应体系 ２０μｌ。ＰＣＲ反应以 Ｕ６ＲＮＡ为内
参，其引物为 Ｕ６ｆｏｒｗａｒｄ５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡ
ＣＡ３’和 Ｕ６ｒｅｖｅｒｓｅ５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣＧＴ３’，ｍｉＲ３４ａ实时定量 ＰＣＲ引物序列为
ｍｉＲ３４ａｆｏｒｗａｒｄ ５’ＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣＴＧＧＴＴ

ＧＴ３’和 ｍｉＲ３４ａｒｅｖｅｒｓｅ５’ＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＴ
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣ３’。实时荧光定量ＰＣＲ仪进行ＰＣＲ
扩增及分析，设置３个复孔，独立重复实验３次。
１．２．４　细胞增殖实验　将空白对照组、ＮＣ组及
ｍｉＲ３４ａ组对数期生长细胞用胰酶消化，培养基稀
释成５×１０５个／ｍｌ，取４块９６孔板，分别标记０、２４、
４８、７２ｈ，每组细胞设置 ６个复孔。Ｇｅｎ５酶标仪检
测４９０ｎｍ下吸光度值，并依据结果制作生长曲线，
抑制率（ＩＲ）计算：（１－ｍｉＲ３４ａ组／空白对照组）×
１００％，独立重复实验３次。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验　取空白对照组、ＮＣ组
及ｍｉＲ３４ａ组对数生长期细胞２００μｌ／组接种于Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ（８μｍ）上室，下室加入８００μｌ１０％胎牛血清
ＲＭＰＩ１６４０培养基，每组细胞设置 ３个复室，置于
３７℃培养箱孵育２４ｈ，固定染色，显微镜下随机取５
个视野计数并拍照。

１．２．６　细胞周期实验　将空白对照组、ＮＣ组及
ｍｉＲ３４ａ组对数期生长细胞用加入预冷的 ７０％乙
醇，置于４℃固定过夜，离心并 ＰＢＳ洗涤后加入含
５０μｇ／ｍｌ溴化乙锭（ＰＩ）、１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ、０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ５００μｌＰＢＳ，４℃避光环境下孵育
３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测各组细胞周期。
１．３　统计学方法

应用统计学软件 ＳＰＳＳ１７．０进行双向方差分
析和双尾ｔ检验，得到的数据用 珋ｘ±ｓ表示，双尾ｔ检
验水准以Ｐ＜０．０２５为统计学差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３４ａ在各肾癌细胞株中相对表达水平
选取４种人肾癌细胞株７６９Ｐ、７８６Ｏ、ＡＣＨＮ、

ＯＳＲＣ进行实验，其中７６９Ｐ细胞 ｍｉＲ３４ａ表达量
在４种肾癌细胞株中最低（图１），因此，选取肾透
明细胞癌细胞株７６９Ｐ作为研究对象，观察过表达
ｍｉＲ３４ａ后７６９Ｐ细胞生物学行为的改变。

图１　ｍｉＲ３４ａ在各肾癌细胞系中的表达
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２．２　过表达ｍｉＲ３４ａ对７６９Ｐ细胞增殖的影响
过表达ｍｉＲ３４ａ后，ｍｉＲ３４ａ组细胞增殖能力

降低，在４８ｈ、７２ｈ增殖明显受到抑制（Ｐ＜０．０２５）。
见图２。

注：与空白对照组、ＮＣ组比较， Ｐ＜０．０２５

图２　ｍｉＲ３４ａ对７６９Ｐ细胞增殖的影响

２．３　过表达ｍｉＲ３４ａ对７６９Ｐ细胞迁移能力的影
响

ｍｉＲ３４ａ组与空白对照组及 ＮＣ组细胞相比，
穿膜细胞数目明显减少（Ｐ＜０．０２５）。３组迁出细
胞数分别为：（３８２．１８±３７．８４）、（３９８．５７±２４．０９）和
（１０３．７３±１７．３６）个。见图３。

注：Ａａ．空白对照组，Ａｂ．ＮＣ组，Ａｃ．ｍｉＲ３４ａ组

与空白对照、ＮＣ两组比较， Ｐ＜０．０２５

图３　过表达ｍｉＲ３４ａ对７６９Ｐ细胞迁移能力的影响

２．４　过表达ｍｉＲ３４ａ对７６９Ｐ细胞周期的影响
空白对照组、ＮＣ组和 ｍｉＲ３４ａ组 Ｓ期细胞比

例分别为（３７．３１±２．１２）％，（３５．９６±１．７８）％，（５７．
２４±２．６７）％，ｍｉＲ３４ａ组Ｓ期细胞比例比另两组显
著升高（Ｐ＜０．０２５），表明 ｍｉＲ３４ａ可将７６９Ｐ细胞
周期阻滞于Ｓ期。见图４。

注：与空白对照组、ＮＣ组比较， Ｐ＜０．０２５

图４　ｍｉＲ３４ａ对细胞周期的影响

３　讨论

目前，关于透明细胞癌的侵袭和转移的治疗依

然面临许多困难，也是肾癌致死的主要原因之一。

治疗肾癌的主要方法是手术治疗，但针对肾癌的辅

助治疗和靶向治疗也日益受到推崇，这可能是未来

研究的主要方向［３］。

ｍｉＲ３４ａ作为肿瘤抑制物在人类多种肿瘤组
织和细胞中低表达［４５］。与正常邻近肾脏组织相

比，８０％肾癌组织中ｍｉＲ３４ａ显著下调［６］。肿瘤细

胞的增殖在很大程度上破坏了正常细胞组织，从而

促进肿瘤的进展。目前 ｍｉＲ３４ａ在肿瘤中失调的
机制仍未明确。很多证据表明 ＣｐＧ甲基化导致的
转录沉默在肿瘤抑制基因失活过程中发挥作用，同

时可能促进细胞具有选择优势的克隆生长［７］。本

文结果显示过表达 ｍｉＲ３４ａ显著抑制 ７６９Ｐ细胞
的增殖，提示ｍｉＲ３４ａ有可能成为肾透明细胞癌治
疗的新靶点。

肿瘤细胞的恶性程度与其本身迁移能力的强

弱有一定的关系，细胞的迁移能力受多种细胞信号

通路的介导，ｍｉＲ３４ａ可通过靶向调节多种致癌基
因，如 ｃＭｅｔ、Ｂｃｌ２、Ｅ２Ｆ３、Ｎｏｔｃｈ１等介导调节细胞
的侵袭和迁移，从而发挥抑癌作用［８］。本文结果

显示ｍｉＲ３４ａ对肾癌细胞株 ７６９Ｐ细胞的迁移有
明显抑制作用，由此推测，ｍｉＲ３４ａ可通过靶向多
种癌基因参与了抑制７６９Ｐ细胞迁移的作用。

细胞周期的调控也是恶性肿瘤的生物学特征

之一，细胞周期依赖激酶和细胞周期蛋白在 Ｇ１／Ｓ
期、Ｇ２／Ｍ期及 Ｓ期起到了关键作用［９］，本实验通

过 ｍｉＲ３４ａ过表达建立稳定感染的细胞株，发现
ｍｉＲ３４ａ组Ｓ期的细胞比例显著高于空白 对照组，
表明ｍｉＲ３４ａ可通过诱导细胞周期停止在Ｓ期，发
挥抑制细胞增殖的作用。

综上所述，ｍｉＲ３４ａ转染肾癌７６９Ｐ细胞可抑
制其增殖、迁移，可为肾癌的基因 （下转第０９３页）

·９８·



济宁医学院学报２０２０年４月第４３卷第２期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｐｒｉｌ２０２０，Ｖｏｌ４３，Ｎｏ．２

（８）：６２２６２３．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９３９１．
２０１３．０８．０２３．

［２］　ＶｙｓｋｏｃｉｌＡ，ＬｅｒｏｕｘＴ，ＴｒｕｃｈｏｎＧ，ｅｔａｌ．Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎａｌ
ｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｎｈｅｘａｎｅ［Ｊ］．ＨｕｍＥｘｐＴｏｘｉｃｏｌ，２００８，２７
（６）：４７１４７６．ＤＯＩ：１０．１１７７／０９６０３２７１０８０９３７１９．

［３］　ＰｕｒｉＶ，ＧｕｐｔａＡＤ，ＣｈａｕｄｈｒｙＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｃｅｒｅ
ｂｒａｌａｎｄｂｒａｉｎｓｔｅｍｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｎＨｅｘａｎｅｎｅｕｒｏｐａ
ｔｈｙ．［Ｊ］．ＡｎｎＩｎｄｉａｎＡｃａｄＮｅｕｒｏｌ，２０１５，１８（４）：４６４
４６７．ＤＯＩ：１０．４１０３／０９７２２３２７．１６００８８．

［４］　高俊发，张秀英，林青，等．正己烷染毒小鼠学习记忆
能力与脑组织神经生长因子及其手提表达的变化

［Ｊ］．中华劳动卫生职业病杂志，２０１９，３７（３）：２１７
２２０．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００９３９１．２０１９．０３．
０１３．

［５］　樊春月，黄汉林，陈嘉斌，等．３８例职业性慢性正己烷
中毒的临床及神经肌电图特点［Ｊ］．中国工业医学
杂志，２０１６，２９（５）：３２３３２８．ＤＯＩ：１０．１３６３１／ｊ．ｃｎｋｉ．
ｚｇｇｙｙｘ．２０１６．０５．００１．

［６］　ＡｓａｄｕｚｚａｍａｎＡＫ，ＣｈｕｎＢＳ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
ｅｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍｄｅｏｉｌｅｄｍａｃｋｅｒｅｌ（Ｓｃｏｍｂｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
ｍｕｓｃｌｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅａｎｄｎ
ｈｅｘａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｓａｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＦｏｏｄＳｃｉ
Ｔｅｃｈｎｏｌ，２０１５，５２（６）：３４９４３５０３．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１３１９７０１４１４０８５．

［７］　付玉环，姜广建，夏庆安，等．线粒体融合蛋白Ｍｆｎ１／２
的结构和功能［Ｊ］．生命的化学，２００７，２７（６）：５１１
５１３．

［８］　ＺｈａｎｇＺ，ＳｌｉｔｅｒＤＡ，ＢｌｅｃｋＣＫＥ，ｅｔａｌ．Ｆｉｓ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙａｆｆｅｃｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｑｕａｌｉｔｙｉｎｓｋｅｌｅｔａｌ

ｍｕｓｃｌｅ［Ｊ］．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，２０１９，４９：２１７２２６．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｍｉｔｏ．２０１９．０９．００５．

［９］　ＹｕＲ，ＪｉｎＳＢ，ＬｅｎｄａｈｌＵ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＦｉｓ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｓｉｏｎ
ｍａｃｈｉｎｅｒｙ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２０１９，３８（８）：ｅ９９７４８．ＤＯＩ：
１０．１５２５２／ｅｍｂｊ．２０１８９９７４８．

［１０］孙卫东，刘晓然，姜宁，等．骨骼肌线粒体对细胞能量
需求的快速应答：ｍｆｎ１／２与 ｆｉｓ１基因在急性运动中
的动态表达［Ｊ］．中国运动医学杂志，２００８，２７（５）：
５４４５５０．ＤＯＩ．１０．１６０３８／ｊ．１０００６７１０．２００８．０５．０１３．

［１１］赵斐，靳庆勋，乔海荣，等．有氧运动改善高脂膳食诱
导的胰岛素抵抗：增强骨骼肌线粒体融合与分裂及

功能［Ｊ］．中国运动医学杂志，２０１２，３１（１）：２４３０．
ＤＯＩ：１０．１６０３８／ｊ．１０００６７１０．２０１２．０１．００６．

［１２］王雅一．大鼠骨骼肌超微结构及恢复因子的变化
［Ｊ］．体育科学研究，２０１４，１８（３）：６２６５．ＤＯＩ：１０．
１９７１５／ｊ．ｔｉｙｕｋｅｘｕｅｙａｎｊｉｕ．２０１４．０３．０１４．

［１３］ＢｉｇｌｅｒＭ，ＫｏｕｔｓａｎｔｏｎｉｓＤ，ＯｄｒｉｏｚｏｌａＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｍｅ
ｔｒｙｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅ
ｔｗｅｅｎｃａｐｉｌｌａｒｙｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄａｇｅｉｎｇｉｎｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．
ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌ（Ｏｘｆ），２０１６，２１８（２）：９８１１１．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ａｐｈａ．１２７０９．

［１４］ＲｅｎｇｏＪＬ，ＣａｌｌａｈａｎＤＭ，ＳａｖａｇｅＰＤ，ｅｔａｌ．Ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓ
ｃｌｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｓｔａｔｉｎｔｏｌｅｒａｎｔｉｎｄｉｖｉｄｕ
ａｌｓ［Ｊ］．ＭｕｓｃｌｅＮｅｒｖｅ，２０１６，５３（２）：２４２２５１．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｍｕｓ．２４７２２．

（收稿日期　２０１９１２０５）
（本文编辑：石俊强）
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