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肾细胞癌是全球第十大主要发生的恶性肿瘤R>S，恶

性肾脏肿瘤最常见的亚型是肾透明细胞癌（!!TUU），

占所有病例的 K7"。转移性 !!TUU 患者对靶向疗法

反应差，且容易产生耐药，7 年生存率不到 >9V

RLS。肿

瘤细胞无限增殖和抵抗凋亡是导致患者预后不良

的主要原因之一。在许多癌症中，磷脂酰肌醇 4激酶Q

蛋白激酶 W（GH4IQAE*）Q哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（(NXT）信号均失调，并且该途径的激活被认为与

!!TUU肿瘤的侵袭性行为和不良预后相关R4F<S。(NXT

信号通路的过度活跃被认为可能是介导 GH4IFAE*

信号通路的重要组成部分。因此，GH4IQAE*Q(NXT 信

号通路的关键节点以及调控因子可能是用于治疗

肾细胞癌的一个有效的目标。@AMGN 是一种胞内

的酶，可以催化 @AM 生成 @M@ 进而生成烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（@AB

O）。@AMGN可以通过微调细胞内

@AB

O的水平，参与细胞代谢重编程，控制 @AB

O依赖

的酶 （包括 Y+'*?+$/、GATG 和 @AB)/%） 的活性 R7S。

@AMGN 在多种肿瘤组织中高表达，广泛参与细胞增

殖、凋亡、迁移、上皮间质转化等多种生物学过程R;S。

目前，有研究发现相对于正常肾细胞，肾癌细胞比

较依赖 @AMGN 合成 @AB

ORKS。但是，@AMGN 对肾癌

生物学行为的影响以及机制尚不清楚。本研究旨在

探讨 @AMGN 在肾癌组织中的表达及与患者预后的

关系，对肾癌细胞增殖、凋亡的影响及相关机制。

1 !"#$%

>5> !" ZIL（人肾小管上皮细胞）、K;6G（肾透

明细胞癌细胞）、AK9<（人肾腺癌细胞）、K:;FX（肾透

明细胞癌细胞）细胞来自于天津医科大学免疫微环

境与疾病省部共建教育部重点实验室。主要试剂：

UUI: 检测试剂购自 Y+0()（中国上海）；异硫氰酸荧

光素（&"?#'%/!%+$ +/#*1+#!-)$)*%，[HNU）A$$%D+$ \ 凋

亡试剂盒购自美国 WB 公司；@ABO

Q@ABZ 检测试剂

盒购自 A,!)( 公司；总蛋白提取试剂盒、逆转录试

剂盒均购自 N1%'(# [+/1%'；总 B@A 提取试剂盒购

自天根生化科技（北京）有限公司；TGMHF>;<9 培养

基、BM]M 培养基和胎牛血清购自美国 WH 公司；

@AMGN、=FGH4I、GH4I、=FAE*、AE*、!F)!*+$ 抗体购

自美国 ^YN 公司；BMYX、[I:;; 购自 Y+0()（中国上

海）；磷酸盐缓冲液（=1#/=1)*% ,?&&%' /)"+$%，GWY）购

自美国 WH 公司；载体 G_IX5> 和相应慢病毒载体及

BZ7" 感受态细胞均由天津医科大学免疫微环境与

疾病省部共建教育部重点实验室提供。

>5L #$

>5L5> 细胞培养 ZIL、K;6G、AK9<、K:;JX 细胞

分别培养于含 >9V胎牛血清、>99 (0Q_ 链霉素

和 >#>9

7

`Q_ 青霉素的 BM]M 和 TGMH>;<9 的培

基中，置于 7V UX

L

、4K$细胞培养箱中常规传代培

养，取对数生长期细胞用于后续实验。

>5L5L 生物信息学分析 （>）通过 ?)"!)$（1**=aQQ?)"%

!)$5=)*15?),5%2?Q+$2%D51*("）数据库分析 @AMGN 的

表达。（L）通过 I)=")$JM%+%' ="#**%'（1**=aQQE(="#*5!#(Q

)$)"-/+/Q+$2%D5=1=）数据库分析 @AMGN 对肾透明细

胞癌预后的影响。

>5L54 敲低细胞系的构建 通过 Y+0() 网站设计敲

低 @AMGN 的 /1T@A 序列。上游序列 7&JUU^^UUA

UUNNANUNNA^A^NNANNUNU^A^AANAAUNUNAA

^ANAA^^N^^NNNNN^J4&，下游序列 7&JAANNUAA

AAAUUAUUNNANUNNA^A^NNANNUNU^A^AANAA

UNUNAA^ANAA^^N^^J4&，并送公司合成，通过退

火的方法将其上下游序列形成发卡结构即 /1T@A。

通过酶切连接的方法将 /1T@A 插入载体 G_IX5>

中，构建出敲低质粒。将敲低质粒（空载质粒）与包

装质粒（GMB，GYG）一起瞬转入 L64N 细胞，进行敲

低病毒（空载病毒）的包装。铺 K'>9

7 肾癌细胞 K:;J

X 于 ; 孔板，贴壁 >L 1 以后，敲低组和对照组分别

用敲低病毒和空载病毒感染 K:;JX。感染 : 1 以后

换成正常培基，<: 1 以后弃掉原来的培基，加入正

常培基与 =?'#（>a> 999）对细胞进行筛选大约 K 2，

直到正常细胞全部死亡，得到敲低 @AMGN 的肾癌

细胞即 K:;JXJ/!')(,"%、K:;JXJ/1@AMGN。

>5L5< 细胞增殖实验 将对数生长期的肾癌细胞

K:;JX、K:;JXJ/!')(,"% 和 K:;JXJ/1@AMGN 进行

消化、计数，并接种于 6; 孔板，每孔 7 999 个细胞，

每组设置 7个复孔，贴壁L< 1 以后，用 > $(#"Q_ 的

[I:;; 和相应计量的 BMYX 处理肾癌细胞 K:;JX，

即为[I:;; 组、BMYX 组。孔内不含细胞的培养基为
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空白调零组，分别于 !、"、#、$、%、& ' 将孔内培养基

更换为含 "!( ))*+, 试剂的培养基，$-!、&( ).

#

条件下孵育 # /，全自动酶标仪 %&! 01 处测定光密

度（.2）值，并绘制细胞增殖曲线。每组细胞设置 &

个平行复孔，实验重复 $ 次。

"3#3& 细胞克隆形成实验 将对数生长期的 -,4+

.、-,4+.+567819:; 和 -,4+.+5/<=>?@ 细胞，调整

密度为 "! !!! 个A1B，按照 &!! 个A孔细胞梯度接种

于4孔板，每隔 # '更换一次培养基（2>C.组和 D*,44

组更换含 2>C. 和 D*,44 的培基），$- !、&( ).

#

培养 "周。待克隆形成后结晶紫染色，统计两组集落

形成的个数，实验重复 $ 次。

"3#34 凋亡实验 用胰蛋白酶将 2>C. 组、D*,44

组、-,4+.+567819:; 和 -,4+.+5/<=>?@ 细胞消化，

收集于干净的离心管中，?EC 洗 $ 遍，调整细胞密度

为 """!

4

A1B，加入 DF@) =00;GH0 I 和 ?F 染料，避光

孵育 &J"! 1H0后，上流式细胞仪进行检测，统计凋亡

率，凋亡率K L#区数值ML$区数值，实验重复 $次。

"3#3- <=2

N检测 将对数生长期的 -,4+.、-,4+

.+567819:; 和 -,4+.+5/<=>?@ 细胞消化、计数，并

接种于 4 孔板，用 " 01O:AB 的 D*,44 和相应计量的

2>C. 处理 -,4+. 细胞，即 D*,44 组、2>C. 组。根

据 <=2

N检测试剂盒的操作步骤对各组进行 <=2

检测，大致步骤如下：做标准曲线，准备样品，加入

反应混合物并室温孵育 & 1H0，加入显影剂并室温孵

育 # /，用全自动酶标仪在 %P! 01处测定吸光度。根

据标准曲线计算 <=2

N的量，将 <=2

N的含量用细胞

总蛋白量进行标准化，以得出每个细胞内 <=2

N的

含量。

"3#3, Q<= 的提取和实时荧光定量 ?)Q 将对数

生长期的 2>C. 组、D*,44 组、-,4+.+567819:; 和

-,4+.+5/<=>?@ 细胞消化、计数，并接种于 4 孔板，

用 " 1B @7HRO: 裂解细胞，根据 Q<= 提取试剂盒（北

京索莱宝）的具体步骤提取 Q<=，用 <80O'7OS 测

Q<= 浓度，每个样品逆转 # !T，具体步骤参见逆转

录试剂盒操作步骤。将逆转录得到的 62<= 进行 "!

倍稀释，按照 62<= # !B，引物 , !B，U:V78 CWEQ

>HGVX7; "! !B 的体系加入罗氏实时荧光定量 ?)Q

P4 孔板中，然后在罗氏实时荧光定量 ?)Q 仪上进行

逆转。具体的逆转录程序：预变性：P&!，$!! 5，设

置 %& 个循环：变性：P&!，#! 5Y 退火：4!!，#! 5；延

伸：-#!，#! 5；溶解：P&!，"! 5，4&!，4! 5，P-!，" 5；

冷却：$-!，$! 5。程序结束后进行数据拷贝。根据

Z?)Q 得出的荧光曲线的 )V 值，以 [=?2\ 基因为

内参，")VK )V+目的基因+)V+[=?2\ 基因，"")VK

实验组 ")V 值+对照组 ")V 值，用 #

+"")V 计算结果。

实验重复 $ 次。所有用到的引物序列见表 "。

"3#3P 蛋白印迹 将细胞按照 "3#34 处理，将处理好

的细胞，弃去培养基，?EC洗 $遍，每孔加入 "&! !B含

蛋白酶抑制剂的 QF?=细胞裂解液，在冰上用细胞刮

将细胞刮下，在超声仪上进行超声裂解细胞，"# !!! 7A

1H0离心 "! 1H0，取上清，用 E)= 蛋白定量试剂盒检

测对照组和实验组蛋白浓度。每组上样 #& !T蛋白，

"#]聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，4! I 电压 %! 1H0 使

蛋白进入分离胶，"!! I 电压电泳 " /。"!! I 电压

%!湿转 ,! 1H0 将胶上蛋白转至 ?I2D 膜上，用&(

脱脂牛奶封闭 ?I2D 膜 " /，加入稀释后的一抗

<=>?@（" #" !!! 稀释）、S+?F$*（" $" !!!）、?F$*

（"$" !!!）、S+=^V（"$" !!!）、=^V（"$" !!!）、#+86VH0

（"$" !!!）%!摇床过夜孵育抗体，第二天 @EC@ 洗膜

$ 次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（"$"! !!! 稀

释）室温孵育 " /，@EC@ 洗膜 $ 次，使用 F11O9H:O0

_;5V;70 化学发光 \Q? 底物和 @80O0 4#!! 发光成

像仪器检测蛋白的表达水平，以 $+86VH0 为内参，计

算各组蛋白相对表达量。

"3$ !"#$% 数 据 分 析 采 用 [78S/ ?8'

?7H51-3! 和 D:O`aO-34 作图。正态分布计量资料两

组间比较采用 ! 检验，以 "b!3!& 作为差异有统计

学意义。

! !"

#3" <=>?@ &'()*+,-./012345

*67 用 @)[= 和 *8S:80+>;H;7 S:OVV;7 数据库

对 @)[= 在肾癌中的表达水平以及对预后的影响

进行了预测。从 @)[= 数据库获取 &$$ 例肾癌患者

和 -# 名正常人基因测序数据的基因表达信息，经

生物信息学分析显示 <=>?@ 在肾癌组织中明显上

调（"%!3!&），见图 "=。*8S:80+>;H;7 S:OVV;7 生存曲

线分析显示 <=>?@ 高表达组患者总生存率较

<=>?@ 低表达组降低（"%!3!"），见图 "E。

#3# '(89) <=>?@ *+,:; Z?)Q 结果

显示，肾癌细胞 -4P?、=-!%、-,4+. 中 <=>?@ 基因

表达水平高于 \*#细胞，差异有统计学意义（!K434,、

# " $%&'()*+,-

#$% " &'()*' +*,-*./* 01' $)23(0(/$4(1. '*$/4(1.

注：<=>?@：烟酰胺磷酸核糖转移酶

基因名称

<=>?@

[=?2\

引物序列（&&!$&）

上游 ))@))=@[=@[)@[)@@=)=

下游 =@)[[)))@@@@@[[=))@@

上游 [[=[)[=[=@)))@))====@

下游 [[)@[@@[@)=@=)@@)@)=@[[

王艳辉，等3<=>?@ 基因对肾癌细胞增殖和凋亡的影响及其机制研究!

%

"

$%&



!"#!$、!%#"%，均 !!&#&!），且在肾癌细胞'()*+ 中表

达量最高，见图 $，因此后续细胞实验采用肾癌细胞

'()*+。

$#% ,-./0 !"#$%&'( '()*+ )*+

12345678 组、19*,-./0 组细胞的凋亡率分别为

（"#$'&"&#"($）: 和（!)#)%&"&#'%'）:（";!"#&<，!!&#&!）；

抑制 ,-./0 后肾癌细胞 '()*+ 的凋亡显著增多，

=.>+组和 ?@())组凋亡率分别为（<#%''"&#<''）:

和（!'#%&&"!#'A<）:（";)#%$<，!!&#&!），见图 %-、%B。

$#" ,-./0 ,"#-%.'( '()*+ )/012

34567 构建敲低 ,-./0 的肾癌细胞 '()*

+*19,-./0，用 ,-./0 抑制剂 ?@()) 处理肾癌细

胞 '()*+，通过 CC@( 和平板克隆实验检测 ,-./0

对细胞增殖和克隆形成能力的影响。$个 ,-./0特

异性 19D,- 序列转染肾癌细胞 '()*+ 后，E/CD 结

果显示 ,-./0 5D,- 表达水平显著低于 12345678

组（"

19,-./0*!

;!(#)(，!F&#&&& !；"
19,-./0*$

;(#)&，!;&#&&!）。

G81H83I 印迹检测结果显示，,-./0 蛋白表达水平

注：-：,-./0 在肾癌及癌旁组织中的表达水平比较；B：

,-./0 基因高表达和低表达患者总生存曲线；,-./0：烟酰胺磷

酸核糖转移酶

! ! "#$% "#$% &%'(" &'()*%+,-./01

'(23+45

)*+ ! ",- -./0-11*23 24 &%'(" *3 0-356 7537-0 538 *91 -44-79

23 /02+321*1 5356:;-8 <: "=$> 8595<51-

注：J@$：人肾小管上皮细胞；')A/：肾透明细胞癌细胞；-'&"：人

肾癌细胞；'()*+：肾透明细胞癌细胞；,-./0：烟酰胺磷酸核糖转移酶

! ? &>'("&6789 @AB:'(89 CDE(;>CFG;CHDIJ %

+,-<=

)*+ ? ",- -./0-11*23 6-K-6 24 &>'(" *3 320L56 7-66 6*3-1 @A?

538 0-356 7507*32L5 7-66 6*3-1 MNE(>>CFO>CHDIJ

,
-
.
/
0
相

对
表

达
量

!;&#&&$

!;&#&&$ )

!;&#&&!

J

@

$

'

)

A

/

-

'

&

"

'

(

)

*

+

,
-
.
/
0
的

相
对

表
达

量

正常组织
（#;$'）

癌组织
（$;<%%）

0CK- 145L781

-

B

$#<

$#&

!#<

!#&

&#<

&#&

$&

!<

!&

<

&

?@())

=.>C

%;&#&&& !

注：- M流式细胞实验检测各组细胞的凋亡情况；BM各组细胞凋

亡率统计；,-./0：烟酰胺磷酸核糖转移酶

! P &>'("?@ABCD1'(89 CHDIJEF+45

)*+ P ",- -44-79 24 &>'(" Q327Q82R3 20 *3,*<*9*23 23 9,- 5/2/!

921*1 24 0-356 7537-0 CHDIJ 7-661

细
胞

凋
亡

率
（
:
）

$<

$&

!<

!&

<

&

12345678

19,-./0

细
胞

凋
亡

率
（
:
）

!;&#&&" !

!&&

(&

)&

"&

$&

&

!#&

&#(

&#)

&#"

&#$

&#&

& <& !&& !<& $&&

7NO !"A %A ) ! &

9PQ9 !%( %" ) & &

,R5683 4H 3P1S

时间（月）

&';$#<$（!#%$T"#(!）
7NQ34IS !;&#&&% A

低表达
高表达

累
计

生
存

率

,-./0 表达
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注：!"#$%：烟酰胺磷酸核糖转移酶，!&'(：烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸

! ! "#$%&"#$%&'()*+, '()*+- ",-

.

./

/01 ! ",-

.

2345678049 09 '(:*+ 7;<<= >?8;3 ",$%& @947@54A9

43 09B0C08049

)

*

+

,

-

.

/

0

)

1

!

2

#

$

%

3

4

)

1

!

5

#

$

%

3

6

!5#$%

!3,*789

!:;<;;; 6

6<=

6<;

;<=

;<;

)

*

+

,

-

.

/

0

)

1

!

5

#

$

%

3

4

)

1

!

5

#

$

%

3

6

!
5
#
$
%
相

对
表

达
量

5

>

; 6 4 ? @ =

6=;

6;;

=;

;

A
B
@
=
;

)*+,-./0

)1!5C$%

天

D

6<=

6<;

;<=

;<;

; 6 4 ? @ =

BCEA

FGHII

A
B
@
=
;

天

B

J

!K;<;;6

显著低于 )*+,-./0 组。其中 )1L!536 的敲低效果

最佳，因此采用 )1L!536 敲低的肾癌细胞即 MHI3

A3)1!5C$% 进行后续实验，见图 @5、@>。DDGH 实

验结果显示，)1!5C$% 组从第 6 天开始肾癌细胞

MHI3A 的活力显著低于)*+,-./0 组（"K4<6IH，!:;<;6），

且增殖能力弱于 )*+,-./0 组（"K?<N=N，!:;<;=）。与

BCEA 组相比，FGHII 组细胞增殖能力减弱 （"K

4<I4=，!:;<;=），见图 @D、@B。细胞克隆形成实验也

表明，与 )*+,-./0 组相比，)1!5C$% 组肾癌细胞

MHI3A 的克隆形成集落显著减少，与 BCEA 组相比，

FGHII 组细胞克隆形成集落也显著减少（!:;<;6），

见图 @J、@F、@O。

OF

6<=

6<;

;<=

;<;

)*+,-./0

BCEA

)1!5C$%

FGHII

!K;<;;6 !K;<;;@ M

细
胞

克
隆

数

注：5、>：!5C$% 在肾癌细胞 MHI3A 中的敲低效率；D：DDGH 实验验证敲低 !5C$% 对肾癌细胞 MHI3A 增殖能力的影响（;、6、4、?、@、= P

组间比较，" 分别 4<6IH、N<4??、4M<==、44<@@、6?<;;、4<4MI，Q!:;<;=，QQ!:;<;6）；B：DDGH实验验证 FGHII抑制 !5C$%后对肾癌细胞 MHI3A增殖能

力的影响（;、6、4、?、@、= P 组间比较，" 分别 ?<??@、4<M4N、4<4II、6;<;N、@<=6M、=<H?=，Q!:;<;=，QQ !:;<;6）；J、F、O R 集落形成实验验证 !5C$% 对肾癌

细胞 MHI3A 增殖能力的影响（"

)1!5C$%

KH<IH@；"
FGHII

K=<IHM；!:;<;6）；!5C$%：烟酰胺磷酸核糖转移酶

! D ",$%&01"#2&'3)*+, '(:*+456789/:;-<=

/01 D EB>91;= 09 '(:*+ 7;<< 234<0?;3>8049 >95 7<49; ?43F>8049 >C0<08G >?8;3 @947@54A9 43 09B0C08049 4? ",$%&

6=;

6;;

=;

;

4<= !5C$%!"#$%& MHI3A ' !5B

(

()

)1!5C$% 组细胞 !5B

(的产生量显著低于 )*+,-./0

组（"K6;<N?，!K;<;;; @），与 BCEA 组相比，FGHII组

!5B

(的产生量显著降低（"K6M<I4，!K;<;;; 6），见

图=。

4<I !5C$% * $S?GT5U7 +,-.'!" V0)7!

0+9 印迹结果显示，干扰 !5C$% 的表达后 W3$S?G

和 W35U7 表达量降低（"

W3$S?G

KM<M46，"
$S?G

K;<4@= =，

"

W35U7

K6@<MH，"
5U7

K6<4;4，均 !";<;6），见图 I5、I>。

@;;

?;;

4;;

6;;

;

!
5
B

(

T
-
X
蛋

白

!K;<;;; @

!K;<;;; 6

@;;

?;;

4;;

6;;

;

YCEA

FGHII

!
5
Y

(

T
-
X
蛋

白

)*+,-./0

)

*

+

,

-

.

/

0

)1!5C$%

)

1

!

5

C

$

%

W3$S?G

$S?G

W35U7

5U7

!3,*789

W3$S?G

$S?G

W35U7 5U7

4<=

4<;

6<=

6<;

;<=

;<;

蛋
白

的
相

对
表

达
量

)*+,-./0

)1!5C$%

9<)

QQQ

9<)

QQ

注：5：敲低 !5C$%后 5U7通路核心蛋白变化；>：蛋白相对表达量

统计结果（QQ

!:;<;6，QQQ

!:;<;;6，#$%<表示差异无统计学意义）；!5C$%：烟

酰胺磷酸核糖转移酶；$S?G：磷脂酰肌醇 ?激酶；5U7：蛋白激酶 >

! : ",$%&">3 ,@8?@ABCD=E

/01 : &B; ;H23;==049 4? @;G 2348;09 4? ,@8 2>8BA>G >?8;3 ",$%&

@947@54A9

5 >

)*+,-./0 )1!5C$%

YCEA FGHII

王艳辉，等<!5C$% 基因对肾癌细胞增殖和凋亡的影响及其机制研究!

@

"

细
胞

克
隆

数

Q

QQ

QQ

QQ

QQ

QQ

QQ

QQ
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!"#$ !"#%&

! !"

$%&'( 是 $%)

*补救合成途径的限速酶，可以

将烟酰胺合成烟酰胺单核苷酸，其是在哺乳动物和

低等生物中高度保守的蛋白质，在肿瘤代谢中起关

键作用，在肿瘤组织中通常高表达，是有前景的抗

癌靶标+#,。$-.-/0112 等+3,研究发现，抑制 $%&'( 可以

在体外和体内均抑制顺铂处理的上皮性卵巢癌细

胞的生长。在结肠癌中 $%&'( 被认为是致癌基因，

可通过 42/56 和 '%7' 调节肿瘤干细胞特性和对治

疗的抵抗力，而且高水平的 $%&'( 与结肠癌预后

不良相关+68,。9:;12<0=-> 等 +66,认为，细胞外$%&'(?

@2AB-52< 通过增强乳腺癌细胞中 %C5 和细胞外信号

调节激酶（D7E）F?G 的磷酸化，降低了肿瘤坏死因

子（($H）I! 诱导的细胞凋亡。J2< 等+FG,研究认为，在

乳腺癌中 $%&'( 高表达通过激活 %C5 信号转导，

调控 FKL!L!" 的表达，促进 'E&G 的核易位进而介

导他莫昔芬耐药。在胰腺癌中 $%&'( 过表达，抑制

$%&'(会在体外抑制胰腺癌细胞的增殖，在体内抑制

胰腺肿瘤的生长 +F!,。在胶质母细胞瘤中 $%&'(高表

达，慢病毒敲低 $%&'( 后可抑制细胞增殖、迁移和

侵袭，并促进细胞凋亡。M#" 胶质母细胞瘤细胞用于

裸鼠皮下肿瘤发生的模型，$%&'( 敲低组肿瘤的

生长明显减慢+FK,。然而，$%&'( 在肾癌发生、发展中

的机制目前尚不清楚。

本研究利用 (N9% 数据库分析发现 $%&'( 在

肾透明细胞癌中高表达，与正常肾上皮细胞 OEG 相

比，肾癌细胞 "P3'、%"QK、"#PLR 中 $%&'( 表达水

平升高，其中在肾癌细胞 "#PLR中表达较高。生存及

预后分析结果表明，$%&'( 高表达的肾透明细胞癌

患者较低表达患者预后显著较差。以上结果提示

$%&'( 可能作为原癌基因参与肾癌的发生和发展。

为进一步证实 $%&'( 在肾透明细胞癌中是功能性

的原癌基因，笔者检测了 $%&'(敲低对肾透明细胞

癌增殖、克隆及凋亡的影响。用 A:$%&'( 质粒构建

慢病毒感染肾癌细胞 "#PLR，发现沉默 $%&'( 后细

胞的增殖和克隆形成能力明显降低，细胞凋亡比例

明显增加。

$%)

S是细胞代谢的关键辅酶，在维持细胞能量

代谢，基因组稳定性，线粒体稳态，氧化应激以及细

胞存活等方面发挥着关键作用+FT,。$%)

*有 ! 种合成

途径即从头合成途径、补救合成途径、'LO 途径，其

中补救合成途径是 $%)

*的主要来源+FP,。$%&'( 是

$%)

*补救合成途径的关键酶，在细胞增殖和凋亡中

起着重要作用+F",。研究报道，在急性淋巴细胞白血病

中，$%&'( 的新型抑制剂 R(L#G 通过抑制 $%)

*的

生成进而抑制细胞凋亡，发挥抗白血病的功能+F#,。

$%)

*及 $%)

*前体物质 $&$ 可保护角膜内皮细胞

免受 M@U 诱导的凋亡+F3,。笔者发现敲低 $%&'( 后，

细胞内 $%&'( 显著降低。此结果表明肾癌细胞

"#PLR 确实依赖 $%&'( 来合成$%)

*，其生成减少

可能影响肾癌细胞 "#PLR 的增殖和凋亡。

肿瘤细胞的恶性生物学行为与肿瘤细胞内信

号转导途径的异常激活密切相关+GQ,。其中，'V!EW

%C5 信号通路是与肿瘤增殖和凋亡最相关的信号通

路之一，%C5 过度激活会促进各种肿瘤的生长与转

移+GF,。本实验通路蛋白检测结果显示，$%&'( 下调

后 %C5 关键通路蛋白 XL%C5 和 XLY(R7 明显下调，

说明 $%&'( 可能通过 %C5 通路促进肾透明细胞癌

的增殖和凋亡。

综上所述，肾癌组织中 $%&'( 的表达水平较

癌旁正常组织升高，且与患者预后相关。敲低

$%&'( 可以抑制肾透明癌细胞增殖、克隆形成，并

促进其凋亡，其潜在机制可能与 $%&'( 激活 'V!EW

%C5 通路和影响 $%)

S的生成有关。$%&'( 可能成

为肾癌的潜在临床治疗靶点及预后标志物。
#$%&'

+F, 42<Z: )[ N\//0<5 \X>-50A -<> B\5\/0 X0/AX0.52]0A ;< 5:0 Y-<-Z0Y0<5

;B /0<-1 .011 .-/.2<;Y-+^,[ _2B0 4.2，GQGQ：FF#P!G

+G, E;`-10`AC2 %，a>/0<C- &，9/b-<C- )，05 -1[ (-/Z052<Z 5:0 >050/Y2<!

2A52. 0];1\52;<-/c 5/-=0.5;/20A ;B .10-/ .011 /0<-1 .011 .-/.2<;Y- +^,[

.-<.0/A，GQGQ，FG（FF）：!!QQ

+!, (:;YXA;< &[ ';1cd/;Y;IF：5:0 .:/;Y-52< 5-/Z052<Z A\d\<25 ;B 5:0

'U%H .;YX10e+^,[ U2;.:2Y20，GQQ3，3F（!）：!Q3

+K, U0/;\C:2Y 7，U/\<05 ^ '，)2 $-X;12 %，05 -1[ '-550/<A ;B Z0<0 0eX/0A!

A2;< -<> .;XcI<\Yd0/ -150/-52;<A 2< ];<I:2XX0112<>-\ >2A0-A0I-A!

A;.2-50> -<> AX;/->2. .10-/ .011 .-/.2<;Y- ;B 5:0 C2><0c+^,[ N-<.0/

70A，GQQ3，P3（FF）：KP"K

+T, %\>/25; @，&0AA-<- @ 9，)0-Z12; 4[ $%&'( -<> $%'7(：5`;

Y05-d;12. 0<bcY0A `25: C0c /;10A 2< 2<B1-YY-52;<+^,[ H/;<5 R<.;1，

GQGQ，FQ：!T#

+P, N:;`>:/c 4，a-<.- N，7-=C\Y-/ M，05 -1[ $%) Y05-d;12. >0X0<>0<!
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