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［摘 要］ 目的：探讨长链非编码RNA（long noncoding RNA，lncRNA）BX357664在肾癌组织中的表达并研究其对Caki⁃1和Caki
⁃2细胞上皮间质转化过程的影响。方法：以前期芯片检测结果经标准化分析确认在肾癌组织中表达明显低于癌旁正常组织的

lncRNA BX357664为目标，采用逆转录-聚合酶链反应（qRT⁃PCR）检测其在24对肾癌组织和Caki⁃1以及Caki⁃2细胞中的表达情

况；lncRNA BX357664慢病毒载体感染Caki⁃1和Caki⁃2细胞后，Transwell迁移和侵袭实验分别检测细胞迁移和侵袭能力的改

变；Western blot检测Caki⁃1和Caki⁃2细胞处理组和对照组中上皮间质转化相关蛋白的表达情况。结果：lncRNA BX357664在24
对肾癌组织和Caki⁃1、Caki⁃2细胞中表达水平降低（P < 0.05）；lncRNA BX357664慢病毒过表达载体感染Caki⁃1和Caki⁃2细胞后能够

显著抑制细胞迁移（P < 0.01）和侵袭能力（P < 0.01），显著改变上皮间质转化相关蛋白的表达，抑制上皮间质转化的进程（P <
0.05）。结论：lncRNA BX357664在肾癌中显著低表达，在Caki⁃1和Caki⁃2细胞中上调 lncRNA BX357664能够通过抑制上皮间质

转化过程，从而抑制肿瘤细胞的转移和侵袭。
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression of lncRNA BX357664 in human renal cell carcinoma（RCC）and its function in
epithelial ⁃ to ⁃mesenchymal transition（EMT）in Caki ⁃ 1 and Caki ⁃ 2 RCC cells. Methods：Downregulated LncRNA BX357664 was
confirmed in RCC tumor tissues by previous lncRNA microarray. Real⁃ time PCR was performed to analyze the expression of lncRNA
BX357664 in 24 pairs of human RCC samples，Caki⁃1 and Caki⁃2 cells，respectively. Transwell migration and invasion assays were
performed to detect the ability of migration and invasion in transfected Caki⁃1 and Caki⁃2 cells，respectively. Western blotting assay was
carried out to identify the relative proteins in EMT process which affected RCC metastasis by lncRNA BX357664. Results：LncRNA
BX357664 was downregulated in 24 pairs of RCC samples，Caki⁃1 and Caki⁃2 RCC cells，respectively（both P < 0.05）. Overexpression
of lncRNA BX357664 suppressed migration（P < 0.01）and invasion（P < 0.01）by inhibiting EMT in Caki ⁃1 and Caki ⁃2 cells. The
expressions of EMT related proteins were significantly changed，and the process of EMT was inhibited（P < 0.05）. Conclusion：
LncRNA BX357664 was downregulated in RCC and could inhibit the ability of migration and invasion in Caki⁃1 and Caki⁃2 cells by
blocking EMT.
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肾细胞癌（简称肾癌），是成人肾脏最常见的恶

性肿瘤，约占成人肾脏疾病的 90%，占成人恶性肿

瘤的 3%［1-2］。全世界每年约有 20万新病例被诊断

为肾癌，大约10万死亡病例来源于肾癌［3］。肾癌主

要分为3种病理类型：肾透明细胞癌、乳头状肾细胞

癌和肾嫌色细胞癌。其中，透明细胞癌最常见，约

占肾癌的70%［4-5］。肾癌对化疗和放疗均不敏感，手
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术治疗是其唯一有效的手段，然而仍有20%~40%的

患者在术后发生复发和远处转移［6］。所以，寻找可

用于肾癌早期诊断和分子靶向治疗的特异性分子

标记物显得尤为重要。

长 链 非 编 码 RNA（long noncoding RNA，ln⁃
cRNA）是一类长度大于200个核苷酸单位，且不具有

编码蛋白质能力的RNA［7］。随着对其研究和认识不

断加深，lncRNA被发现在多种水平参与基因的调

控，例如转录水平、转录后水平、表观调控［8］。近年

来，多项研究发现，lncRNA在多种肿瘤中表达失衡

并表现出一定的组织特异性，已经被发现在前列腺

癌、膀胱癌、肝细胞癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中异

常表达，并且与其功能学表现密切相关。然而，ln⁃
cRNA在肾癌中的调控作用文献报道甚少，因此探

究其在肾癌中的影响和作用机制具有重要意义。

我们前期利用Arraystar lncRNA芯片筛查了肾

癌中 lncRNA的表达谱，筛选出肾癌组织中低表达

的 lncRNA BX357664［9］，本研究通过对肾癌患者临

床样本的组织学验证，着重探索其对肾癌细胞Caki⁃
1和Caki⁃2的迁移侵袭能力以及上皮间质转化相关

蛋白表达的影响，从而为肾癌的诊断和治疗寻找潜

在的分子标记物。

1 材料与方法

1.1 材料

人肾透明细胞癌皮肤转移瘤细胞Caki⁃1、人肾

小管上皮细胞HK⁃2均购自中科院上海细胞库，人

肾透明细胞癌细胞Caki⁃2购自国家实验细胞资源共

享平台。24对肾癌组织及癌旁无瘤组织均取自本

院肾癌患者手术切除标本，男 14例，女 10例，年龄

30~80岁，中位年龄 60岁。其中，T1期 19例，T2期 2
例，T3期3例，病理类型均为肾透明细胞癌。标本放

于液氮中保存备用，术前充分告知患者并签订知情

同意书，经南京医科大学第一附属医院伦理委员会

批准。McCoys’5A培养基、DMEM 高糖型培养基、

胎牛血清（FBS）、青链霉素、TrypLE Ex⁃press（Gibco
公司，美国）；TRIzol（Invitrogen公司，美国）；SYBR
Select Master Mix、High capacity RNA ⁃ to ⁃ cDNA kit
（ABI公司，美国）；全蛋白提取盒（南京凯基）；ln⁃
cRNA BX357664 慢病毒、NC 慢病毒对照（上海吉

凯）；一抗 GAPDH（Bioworld Technology，美国）；E⁃
cadherin、N⁃cadherin、Vimentin（Cell Signaling Tech⁃
nology，美国）；山羊抗兔二抗（北京中山金桥）；

PVDF 膜、Tranwell 小室（Mi1lipore 公司，美国）；

Matrigel（BD Bioscience公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

Caki⁃1 和 Caki⁃2 细胞用 McCoys’5A 培养基、

HK⁃2和HEK⁃293T细胞用DMEM 高糖型培养基，培

养基混合10%FBS及1%双抗配成完全培养基，置于

37 ℃、5%CO2的恒温培养箱培养，TrypLE Express消
化细胞传代，取对数生长期细胞进行试验，所用细

胞均不超过第20代。

1.2.2 细胞转染

构建过表达 lncRNA BX357664的慢病毒载体，

并感染Caki⁃1和Caki⁃2细胞构建过表达细胞系。取

处于对数生长期的目的细胞进行胰酶消化，制成细

胞悬液；5×104个/孔接种于6孔板中，37 ℃ 5% CO2培

养箱培养待细胞融合度达到约 30%；根据细胞MOI
值（20），加入适量病毒；感染后16 h更换培养基；感

染 3 d后观察慢病毒上报告基因 GFP 的表达情况，

将细胞分成 2份，1份继续培养，1用于RNA提取检

测转染效率。

1.2.3 总RNA提取及qRT⁃PCR检测

称取 100 mg肾癌组织（T）或癌旁正常组织（N）
加入 1 mL TRIzol，或者 6孔板细胞转染 24 h后加入

500 μL TRIzol，按照 TRIzol Reagent 说明书提取总

RNA，将所得的RNA 溶解于RNase Free H2O。Nano
Drop检测RNA 浓度及纯度，按照High capacity RNA
⁃to⁃cDNA kit说明书步骤进行逆转录，所得产物按照

SYBR Select Master Mix说明书进行实时荧光定量检

测，引物设计如下：BX357664 上游 5′ ⁃GGCGTG⁃
GTTTTGATGGAGTG⁃3′，下游 5′⁃AGGCTGCAGAGT⁃
TGAGATCG⁃3′；β⁃actin 上游 5’⁃ACTGGAACGGT⁃
GAAGGTGAC ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ AGAGAAGTGGGGTG⁃
GCTTTT⁃3′，反应体系为 10 μL，SYBR Select Master
Mix 5 μL，DEPC水 3 μL，上下游引物各0.5 μL，逆转

录产物 cDNA 250 ng/μL，1 μL。反应条件：Holding
Stage：50℃ 2 min，95℃ 2 min；Cycling Stage：95℃ 15 s，
60℃ 1 min，进行 40个循环；Melt Curve Stage：95 ℃
15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。实验及数据存储均由

StepOne PlusTM Real⁃Time PCR System完成，反应结

束后确认扩增曲线及熔解曲线，BX357664相对表达

量以β⁃actin作为内参照，ΔCt=CtlncRNA BX357664-Ctβ ⁃ actin，

ΔΔCt=ΔCtT-ΔCtN，用 2-ΔΔCt方法计算相对表达量，每

个样本设计3个复孔，实验重复3次。

1.2.4 Transwell小室细胞检测细胞迁移和侵袭能力

取对数生长期细胞常规消化离心，PBS清洗 1
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遍，以无血清培养基重悬计数，将细胞密度调整至

1×105个/mL，于小室的上室加入 200 μL细胞悬液；

对于检测细胞侵袭能力，将细胞密度调整至2.5×105

个/mL，于小室的上室（提前 6 h铺Matrigel基质胶，

按基质胶∶无血清培养基=1∶8于上室铺25 μL）加入

200 μL细胞悬液，小室下室加入含 20%FBS的培养

基500 μL，常规温箱培养24 h，取出小室，PBS浸洗，

棉签擦去上室中的细胞，4%多聚甲醛固定 15 min，
4 g/L结晶紫染液染色 15 min，随机取 5个视野计数

细胞，取平均值，每组实验重复3次。

1.2.5 总蛋白提取及Western blot检测

收集慢病毒转染的细胞按照全蛋白提取试剂

盒说明书提取总蛋白，用二喹啉甲酸（BCA）法检

测蛋白浓度，加入上样缓冲液煮沸 5 min，于蛋白泳

道中加入蛋白 60 μg，12%聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE），浓缩胶80 V，分离胶120 V，以湿转法

将蛋白转移至PVDF膜，用 5%脱脂奶粉室温封闭 2
h，加入相应一抗4℃摇床过夜，次日TBST洗膜3次，

每次15 min，将膜置于山羊抗兔 IgG抗体，室温反应

2 h，TBST洗膜 3次，每次 15 min，加入ECL显色液，

置于 Image lab中曝光，用 Image lab软件检测分析。

1.3 统计学方法

数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，两组间比

较采用 t检验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。所

有统计学结果分析都采用 SPSS13.0软件。

2 结 果

2.1 lncRNA BX357664在肾癌组织及肾癌细胞系

中低表达

RT⁃PCR方法检测了24对肾癌组织及其对应癌

旁无瘤组织发现 lncRNA BX357664在肾癌组织中

表达明显降低（P < 0.01，图1A）。此外，我们在肾透

明细胞癌皮肤转移细胞系Caki⁃1、肾透明细胞癌细

胞系Caki⁃2以及正常肾小管上皮细胞系HK⁃2中进

行验证，发现在 Caki⁃1和 Caki⁃2细胞系中 lncRNA
BX357664表达量明显降低（P < 0.01，图1B）。
2.2 过表达 lncRNA BX357664的慢病毒载体转染

Caki ⁃ 1 和 Caki ⁃ 2 细 胞 明 显 上 调 细 胞 中 lncRN⁃
ABX357664的表达

Caki ⁃ 1 和 Caki ⁃ 2 细 胞 分 别 感 染 lncRNA
BX3576664慢病毒载体和NC阴性对照慢病毒载体，

分别命名为过表达组和阴性对照组，qRT⁃PCR结果

显示过表达组细胞中 lncRNA BX357664的相对表

达量比阴性对照组明显增高（P < 0.001，图2）。
2.3 过表达 lncRNA BX357664可以抑制 Caki⁃1和

Caki⁃2细胞的迁移能力

Transwell迁移实验显示，在细胞铺入小室 24 h
之后固定染色，阴性对照组穿过室内膜的细胞数明

显多于过表达组细胞［Caki⁃1：（168.70 ± 16.80）个vs.

（77.33 ± 10.79）个；Caki ⁃ 2：（152.00 ± 5.20）个 vs.

（67.67 ± 3.28）个］。说明 lncRNA BX357664可以抑

制 Caki⁃1和 Caki⁃2细胞的迁移能力（P < 0.01，图
3A）。
2.4 过表达 lncRNA BX357664可以抑制 Caki⁃1和

Caki⁃2细胞的侵袭能力

Transwell侵袭实验显示，在细胞铺入含有基质

胶的小室内48 h之后固定染色，阴性对照组穿过室

内膜的细胞数明显多于过表达组细胞［Caki ⁃ 1：
（139.30 ± 9.45）个 vs.（64.00 ± 5.29）个；Caki ⁃ 2：
（137.00 ± 8.33）个 vs.（63.33 ± 5.21）个］。说明 ln⁃
cRNA BX357664可以显著抑制Caki⁃1和Caki⁃2细胞

的侵袭能力（P < 0.01，图3B）。
2.5 过表达 lncRNA BX357664可以抑制 Caki⁃1和

Caki⁃2细胞上皮间质转化（EMT）的发生

Western blot法检测EMT相关蛋白的表达水平，

以GAPDH蛋白作为内参照计算各组EMT相关蛋白
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A：24对肾癌组织中 lncRNA BX357664的相对表达量，与癌旁正常组织相比，lncRNA BX357664在肾癌组织中表达明显下降（**P < 0.01）；

B：与正常肾小管上皮细胞HK⁃2相比，lncRNA BX357664在Caki⁃1和Caki⁃2细胞中呈明显低表达，**P < 0.01。
图1 lncRNA BX357664在肾癌组织及肾癌细胞中的表达情况

Figure 1 The expression pattern of lncRNA BX357664 in tissues and cell lines of renal cell carcinoma
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A：在Transwell小室迁移实验中，BX357664⁃1组细胞的穿膜数目明显低于NC⁃1组，BX357664⁃2组细胞的穿膜数目明显低于NC⁃2组，**P <
0.01；B：在Transwell小室侵袭实验中，BX357664⁃1组细胞的穿膜数目明显低于NC⁃1组，BX3576664⁃2组细胞的穿膜数目明显低于NC⁃2组，
**P < 0.01。以上结果说明BX357664明显抑制了Caki⁃1和Caki⁃2细胞的迁移和侵袭能力。

图3 细胞迁移和侵袭实验
Figure 3 Cell migration and invasion assays
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图 2 慢病毒感染后 Caki ⁃ 1 和 Caki ⁃ 2 细胞系 lncRNA

BX357664的相对表达量
Figure 2 The expression of lncRNA ⁃ BX357664 in the

BX357664 group and the negtive control group
in Caki⁃1 and Caki⁃2 cell lines after lentiveiral
transfection

相对表达量。在Caki⁃1和Caki⁃2细胞中，过表达组

与阴性对照组相比，E⁃cadherin表达水平均明显上

升（Caki⁃1：3.53 ± 0.26 vs. 1.03 ± 0.20；Caki⁃2：2.84 ±
0.07 vs. 1.02 ± 0.23，P < 0.01），N⁃cadherin表达水平

均明显降低（Caki⁃1：0.36 ± 0.05 vs. 1.02 ± 0.15；Caki⁃

2：0.36 ± 0.06 vs. 1.07 ± 0.21，P < 0.05），Vimentin表

达水平均明显降低（Caki⁃1：0.63 ± 0.08 vs. 1.00 ±
0.03，Caki⁃2：0.37 ± 0.11 vs. 1.02 ± 0.13，P < 0.05）。

说明 lncRNA BX357664可以使得肾癌细胞中上皮

表型蛋白表达增多，间质表现蛋白减少，从而抑制

EMT过程的发生（图4）。
3 讨 论

近年来，lncRNA在肿瘤中的调控作用不断被人

们所发现和研究。随着 lncRNA芯片技术的广泛应

用，泌尿系肿瘤中差异性表达的 lncRNA不断被文

献报道。根据目前文献报道的 lncRNA与泌尿系统

肿瘤的关系，我们初步将其分为 3种：促癌基因、抑

癌基因和促/抑癌基因。在促癌性 lncRNA 中，

PCAT1可以作为重要的转录调控元件与 PRC2结

合，抑制其他抑癌基因，从而促进前列腺癌细胞的

增殖［10］；PlncRNA可以通过抑制雄激素受体（AR）及

其通路下游的靶点对前列腺癌细胞的增殖和迁移

能力进行抑制［11］；MALAT1可以促进膀胱癌细胞的增
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殖和迁移侵袭能力，抑制凋亡，从而促进膀胱尿路

上皮肿瘤的进展［12］。在抑癌性 lncRNA中，GAS5能
够抑制肾癌细胞的增殖，诱导凋亡，并且抑制细胞

的迁移和侵袭能力［13］；MEG3可以抑制自噬性溶酶体

的活化，进而抑制膀胱癌细胞的增殖［14］。对于促/抑
癌基因，多篇文献报道其在不同肿瘤中，呈现出完

全相反的调控作用，例如H19 lncRNA，它在膀胱肿

瘤中呈高表达，可以通过激活Wnt/β⁃catenin通路，

抑制E⁃cadherin的表达，从而促进膀胱癌的转移［15］；

同时，H19 lncRNA又可以作为抑癌基因microRNA⁃
675的前体，在前列腺癌细胞系中通过抑制TGF⁃β1抑

制肿瘤细胞的迁移和侵袭能力［16］；H19在肾母细胞瘤

中呈低表达也有文献报道［17］。

先前我们选取了5例肾癌患者的正常组织和肿

瘤组织，将其送检进行基因微阵列芯片分析，详细

结果分析见我们之前发表的文章［9］。从该芯片结果

中，我们筛选出在肿瘤组织中低表达的 lncRNA
CR613822基因进行研究，但是NCBI nucleotide数据

库中显示CR613822数据记录已被上传者删除，更

新后的数据参考BX357664基因。我们通过在线蛋

白编码潜能预测工具 CPAT（http：//lilab.research.
bcm.edu/cpat/index.php）分析该基因，结果显示其不

具备蛋白编码能力，同时该基因长度为650 nt，所以

根据长链非编码RNA的定义，我们认为BX357664
是一个 lncRNA。

我们首先针对芯片数据中 lncRNA BX357664
的分析结果，通过RT⁃PCR方法检测了 24对肾癌患

者组织样本中该基因的表达情况，发现结果与芯

片信息一致。同时，与正常肾小管上皮细胞系HK⁃
2相比，lncRNA BX357664在肾癌细胞系 Caki⁃1和

Caki⁃2中的表达也明显下调。这也验证了我们的猜

想，lncRNA BX357664可能作为一个新发现的低表

达基因，在肾癌的调控中发挥着一定的作用。

目前在肾癌研究中已报道的抑癌性 lncRNA很

少，GAS5作为肾癌中的一个抑癌性 lncRNA，它能够

诱导肾癌细胞系A498凋亡，并将其抑制在细胞周期

的G1期，从而抑制其增殖能力，同时，GAS5还可以抑

制A498细胞系的侵袭和迁移能力。这些结果为抑癌

性 lncRNA对肾癌的影响提供了重要依据［13］。所以我

们设想，在肾癌细胞系中上调 lncRNA BX357664的
表达是否对肾癌的发生进展能产生调控作用。

我们通过慢病毒感染技术，成功构建了过表达

lncRNA BX357664的Caki⁃1、Caki⁃2细胞系和NC对

照组Caki⁃1、Caki⁃2细胞系，对两组细胞进行 Tran⁃
swell迁移实验和侵袭实验，发现过表达组细胞的穿

膜数量明显减少，迁移和侵袭能力明显减低，说明

lncRNA BX357664可能对Caki⁃1和Caki⁃2细胞的迁

移和侵袭能力产生抑制效应。肿瘤细胞迁移和侵

袭能力与EMT密切相关［18-20］。发生EMT的细胞易

突破基底膜，进入淋巴或血管发生远处转移，使得

原位癌发展成转移性癌［19］。同时，EMT在肿瘤中的

异常诱发使得肿瘤细胞后天获得很多能力，例如抗

凋亡，致癌基因诱导的衰老、细胞致死等［20］。因此，

我们利用Western blot技术检测了EMT相关标志性

蛋白的表达，其中包括上皮细胞标志物E⁃cadherin
和间质细胞标志物N⁃cadherin、Vimentin。在过表达

lncRNA BX357664的Caki⁃1和Caki⁃2细胞中，其E⁃
cadherin相对于NC组表达水平明显上调，而N⁃cad⁃
herin 和 Vimentin 表达水平则显著下调，说明 ln⁃
cRNA BX357664在一定水平上，可以使间质标记性

分子减少，上皮标记性分子增多，从而抑制或逆转

EMT过程，一定程度地抑制Caki⁃1和Caki⁃2细胞的

Western blot实验检测EMT相关蛋白表达情况，在Caki⁃1中，BX357664⁃1组的E⁃cadherin表达水平明显高于NC⁃1组，**P < 0.01，N⁃cadherin
和Vimentin表达水平明显低于NC⁃1组，*P < 0.05；在Caki⁃2中，E⁃cadherin个达水平明显高于NC⁃2组，**P < 0.01，N⁃cadherin和Vimentin表达水

平明显低于NC⁃2组，*P < 0.05。说明BX357664能够显著抑制Caki⁃1和Caki⁃2细胞的EMT过程。

图4 Western blot实验检测 lncRNA⁃BX357664对EMT相关蛋白表达水平的影响

Figure 4 The protein level of EMT⁃related markers in NC group and BX357664 group by Western blot assay

过表达组

E⁃cadherin
N⁃cadherin
Vimentin
GAPDH

4

3

2

1

0

Cak
i⁃2

细
胞

系
EM

T相
关

蛋
白

相
对

表
达

量

∗∗

∗ ∗

E⁃cadherin N⁃cadherin Vimentin

4

3

2

1

0

Cak
i⁃1

细
胞

系

EM
T相

关
蛋

白
相

对
表

达
量

∗ ∗

E⁃cadherin N⁃cadherin Vimentin

NC⁃1
BX357664⁃1 NC⁃2

BX357664⁃2阴性对照组

过表达组

阴性对照组

Caki⁃1 Caki⁃2 ∗∗

第38卷第1期
2018年1月

刘伊扬，钱 健，徐爱民，等. 长链非编码RNA BX357664对肾透明细胞癌细胞上皮间质
转化过程的影响［J］.南京医科大学学报（自然科学版），2018，38（1）：25-30 ·· 29



南 京 医 科 大 学 学 报
第38卷第1期
2018年1月

迁移和侵袭能力。这一结果与Transwell迁移侵袭实

验相符，说明 lncRNA BX357664可能通过某种分子

调控机制抑制EMT的发生，从肿瘤细胞的迁移侵袭

方面对肾癌的发生发展起到一定抑制作用。

综上所述，研究显示 lncRNA BX357664在肾癌

患者组织中和肾癌细胞系低表达。同时，该 lncRNA
有可能通过某个调控点阻断了肾癌进展过程中

EMT的发生，导致肾癌细胞的迁移和侵袭能力降

低，影响肾癌的进展和转移。我们认为，lncRNA
BX357664在肾癌中可能作为一个抑癌基因，影响

着肿瘤细胞的迁移侵袭等生物学行为，为肾癌的

发生机制和治疗提供依据和潜在的分子靶点。目

前，lncRNA BX357664调控肾癌的具体机制仍然不

明，所有实验均于体外完成，具有局限性，仍需不

断深入研究以及进行体内实验对我们的猜想进一

步地确证。
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