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巨噬细胞移动抑制因子在肾癌中的表达及对肾癌细胞侵袭能力的影响"

孙连桃$

!肖伟利1

"
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包头医学院医学技术学院!内蒙古包头
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内蒙古自治区人民医院检验科!呼和浩特
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"摘要#

!

目的
!

探讨巨噬细胞移动抑制因子"

345

$在肾癌组织中的表达及对肾癌细胞侵袭能力的影响%方法
!

以内蒙古自

治区人民医院和包头市肿瘤医院
1%$'

年
'

月至
1%$2

年
'

月病理室确诊的
0(

例肾癌患者为研究对象!采用蛋白质印迹法"

67+8.

79,:;"8

$及反转录"

<=

$

.>?<

法检测肾癌组织及癌旁正常组织&肾癌细胞株及正常肾小管上皮细胞
@A.1

中
345

蛋白及
B<CD

表达#利用脂质体将
+#<CD345

及
+#<CDC?

转染到肾癌细胞中!

67+879,:;"8

及
<=.>?<

检测转染效果!噻唑蓝"
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$法检测

细胞活力!

=9E,+F7;;

法检测细胞侵袭能力!

67+879,:;"8

检测细胞中缺氧诱导因子
.$

!

"

@45.$

!

$及基质金属蛋白酶
(

"

33>(

$的表

达%结果
!

肾癌组织中
345

蛋白及
B<CD

表达水平明显高于癌旁正常组织"

%&/(G%&%(!"#%&$/G%&%1

!
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$!肾癌细胞株
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&

-)(.
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中
345

蛋白及
B<CD

表达水平明显高于肾小管上皮细胞
@A.1

"

$

#

%&%2

$%与
+#<CDC?

组比较!

+#<CD 345

组中
345

蛋白及
B<CD

表达水平明显下调"

$

#

%&%2

$!细胞活力及侵袭能力降

低"

$

#

%&%2

$!

@45.$
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及
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表达水平下调"

$

#
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$%结论
!
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在肾癌中高表达!下调
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表达能明显抑制肾癌细胞的

侵袭能力!可能与抑制
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肾细胞癌又称为肾癌#是泌尿生殖系统中常见的恶性肿

瘤#仅次于膀胱癌#其中肾透明细胞癌是最常见的病理类型)

近些年来虽然随着医学影像技术手段的不断发展#肾癌的早期

诊断率大大提高#但是有部分患者在早期诊断时就发现转移性

病灶#使得
2

年生存率不足
$%V

'

$.1

(

)因此#寻找更为高效*特

异性的早期标记物及探讨肾癌的发病机制对于肾癌的诊断及

治疗将具有积极意义)巨噬细胞移动抑制因子$
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&是一种来源于活化的
=

淋巴

细胞*单核"巨噬细胞的多功能因子#受下丘脑垂体控制)近些

年研究表明
345

不仅参与机体免疫反应*炎性反应#还在众多

肿瘤的发生*发展中起着促进作用#并与肿瘤的侵袭*浸润呈正

相关#推测
345

是一个潜在的肿瘤标记物'

'.2

(

)另外#有研究

-(/0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期

"

基金项目!内蒙古自治区自然科学基金$
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作者简介!孙连桃$
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&#副教授#硕士#主要从事医学检验研究)



表明肾癌患者血清
345

表达水平显著高于健康对照'

)

(

)本课

题组前期也采用免疫组织化学法证实
345

在肾癌组织中高表

达#并与肿瘤的分化程度*淋巴结转移密切相关#但对于
345

在肾癌发生*发展中的具体作用机制尚未见报道)因此#本研

究将采用蛋白质印迹法$

67+879,:;"8

&及实时荧光定量
>?<

进一步检测癌组织及癌细胞株中
345

的表达#并探讨
345

在

肾癌中的作用机制)

?

!

材料与方法

?&?

!

标本来源
!

以内蒙古自治区人民医院和包头市肿瘤医院

泌尿外科
1%$'

年
'

月至
1%$2

年
'

月病理室确诊的
0(

例肾癌

患者为研究对象#男
'%

例#女
$(

例%年龄
0%

"

-0

岁#中位年龄

2-

岁#

#

)%

岁者
1%

例#

$

)%

岁者
1(

例)收集所有患者肿瘤

组织石蜡标本$均为肾透明细胞癌&#另外取相应的肾癌旁正常

组织作为对照)所有患者术前均未接受过任何的化疗*放疗*

靶向治疗及免疫治疗)

?&@

!

细胞株
!

人肾癌细胞株
D?@C

及
-)(.

H

#人肾透明细胞

癌细胞株
-/).I

及
?EJ#.$

#肾小管上皮细胞
@A.1

均购自中国

科学院细胞库)

?&A

!

仪器与试剂
!

噻唑蓝$
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&#

S3Y3

培养基均购自美

国
@

P

N;",7

公司%二喹啉甲酸$

U?D

&蛋白水平测定试剂盒#辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔
4

O

Z

$

@[\

&均购自上海碧云天生

物技术有限公司%

89#]";

试剂盒#一步法反转录$

<=

&

.>?<

试剂

盒#

\#

H

"M7N8EB#,7=31%%%

均购自大连宝生生物技术有限公

司%

+#<CD 345

及
+#<CDC?

均购自广州锐博生物技术有限

公司%兔抗人
345

#缺氧诱导因子
.$

!

$

@45.$

!

&#基质金属蛋白

酶
(

$

33>(

&及
'.

磷酸甘油醛脱氢酶$

ZD>S@

&多克隆抗体均

购自美国
D:NEB

公司)

3A'

酶标仪购自美国
=L79B"

公司%

=W$%%

倒置荧光显微镜购自日本
C#J",

公司%

1-1%

型
>?<

仪

购自美国
DU4

公司%

Ŝ ?_.12S

型双垂直电泳仪#

Ŝ ?_.12S

型转印电泳仪均购自北京六一生物科技有限公司%

?L7B#S".

N=3 <̀W

凝胶成像系统购自美国
U#".<E!

公司)

?&B

!

方法

?&B&?

!

细胞转染
!

当肾癌细胞汇合度达到
2%V

左右时#利用

\#

H

"M7N8EB#,7=31%%%

脂质体将
+#<CD 345

及
+#<CDC?

转

染到细胞中#

)L

以后换液%继续培养
0/L

)

67+879,:;"8

及实

时荧光定量
>?<

法检测细胞中
345

蛋白及
B<CD

水平)

?&B&@

!

<=.>?<

检测
345B<CD

表达
!

采用
89#]";

试剂盒提

取细胞总
<CD

#并检测总
<CD

纯度#以
1)%,B

与
1/%,B

处

吸光度值比值$

A

1)%

"

A

1/%

&说明
<CD

纯度的良好%接着一步法

<=.>?<

试剂盒将
<CD

反转录#最后进行实时荧光定量
>?<

扩增#扩增结果利用
1

.

##

?=法进行分析)

345

上游引物!

2T.

?D?=ZD DZ?ZZZ DDZZZD?=.'T

#下游引物!

2T.Z?Z

Z?ZD=D ??Z =DD DZ? D?.'T

%

ZD>S@

上游引物!

2T.

DZ??D?D=?Z?=?DZD?D.'T

#下游引物!

2T.=ZZD?=

??D?ZD?Z=D?=.'T

)

?&B&A

!
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检测
345

*

@45.$

!

及
33>(

蛋白的表

达
!

在获得的组织或细胞中加入细胞裂解液#裂解
'%B#,

#

0a

条件下离心得到的上清液就是总蛋白)接着采用
U?D

试

剂盒测定蛋白水平)蛋白煮沸
$%B#,

变性#上样#进行十二烷

基苯磺酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳
$

"

1L

#湿法转膜
'%

"

2%B#,

)

2V

脱脂奶粉封闭
$L

#一抗溶液$兔抗人
345

*

@45.

$

!

*

33>(

及
ZD>S@

多克隆抗#稀释度为
$b$%%

&孵育#

0a

过夜%二抗溶液'辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
4

O

Z

$

@[\

&#

稀释度
$b1%%

(室温孵育
$

"

1L

)于凝胶成像系统中曝光)

用
cQE,8#8

P

",7

软件分析各抗体条带灰度值)

?&B&B

!
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法检测细胞活力
!

将肾癌细胞接种到
()

孔板#

培养
10L

后#按
$&0&$

方法进行转染#继续培养
0/L

后#加入

1%

$
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#继续培养
0L

#将
()

孔板中的上清液弃去#再加入

$2%

$

\

二甲基亚砜#震荡使结晶物溶解#于酶标仪
2)%,B

波

长处测
A

值#

A

值即代表细胞活力)

?&B&C

!

=9E,+F7;;

法检测细胞侵袭能力
!

将
=9E,+F7;;

小室

铺上
3E89#

O

7;

备用)将肾癌细胞接种到
)

孔板#

10L

后#按

$&0&$

方法进行转染#继续培养
0/L

后#细胞消化并接种到
=9.

E,+F7;;

上室#而下室仅含有
S3Y3

培养基#继续培养
0/L

后#将小室取出#用多聚甲醛固定#结晶紫染色#最后在倒置显

微镜下观察细胞侵袭情况#并对下室的
2

个视野中的细胞数目

进行计数#取平均值#即为细胞的侵袭数目)

?&C

!

统计学处理
!

采用
W>WW$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
EG"

表示#组间比较采用两独立样本
+

检验或配对
+

检

验#以
$

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

345

在肾癌组织及癌旁正常组织中的表达
!

如图
$

所

示#

67+879,:;"8

结果显示肾癌组织中
345

蛋白表达水平

$

%&/(G%&%(

&明显高于癌旁正常组织$

%&$/G%&%1

&#差异有统

计学意义$

$

#

%&%2

&)如图
1

所示#

<=.>?<

结果显示肾癌组

织中
345B<CD

表达水平$

$&$(G%&%0

&明显高于癌旁正常组

织$

%&$(G%&%$

&#差异有统计学意义$

$

#

%&%2

&)

!!

D

!癌旁正常组织%

U

!肾癌组织

图
$

!!

肾癌组织及癌旁正常组织中
345

蛋白的表达

!!

D

!癌旁正常组织%

U

!肾癌组织%

"

!

$

#

%&%2

#与癌旁正常组织比较

图
1

!!

肾癌组织及癌旁正常组织中
345B<CD

的表达

@&@

!

345

在肾癌细胞株及肾小管上皮细胞
@A.1

中的表达
!

如图
'

所示#

67+879,:;"8

结果显示肾癌细胞 株
D?@C

$

%&(1G%&%(

&#

-)(.

H

$

%&//G%&%(

&#

-/).I

$
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