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［摘要］　目的：探讨ＬＯＣ１００１３０４７６在肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）中的表达及启动子区甲基化状态。方
法：应用ＲＴｑＰＣＲ和甲基化特异性ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）检测ＲＣＣ中ＬＯＣ１００１３０４７６的表达及启动子
区甲基化状态，并分析与临床病理资料的关系；ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂（５ＡｚａｄＣ）干预后的肾癌细胞系中，采用ＲＴ
ｑＰＣＲ检测ＬＯＣ１００１３０４７６的表达及甲基化状态。结果：ＲＴｑＰＣＲ显示，ＬＯＣ１００１３０４７６在 ＲＣＣ组织的表达明显低于
正常组织（０．５９３±０．３０６ｖｓ１．０００±０．０１８，ｔ＝－１１．１４３，Ｐ＜０．００１），并与淋巴结转移（ｔ＝２．７７４，Ｐ＝０．００７）及临床分
期（Ｆ＝５．４３６，Ｐ＝０．００２）相关。ＬＯＣ１００１３０４７６在３株肾癌细胞系（Ａ４９８、ＡＣＨＮ、７８６Ｏ）的相对表达量均低于对照
组（ＨＫ２）（Ｆ＝１０７．０６８，Ｐ＜０．００１）。５ＡｚａｄＣ处理后，ＬＯＣ１００１３０４７６的表达均增高。ＭＳＰ显示，ＲＣＣ组织的甲基
化率明显高于正常组织（χ２＝３３．２７３，Ｐ＜０．０１），并与淋巴结转移有关（χ２＝４．２５０，Ｐ＝０．０３９）；３株肾癌细胞系经５
ＡｚａｄＣ处理后，Ａ４９８、７８６Ｏ中 ＬＯＣ１００１３０４７６甲基化消失，ＡＣＨＮ中 ＬＯＣ１００１３０４７６甲基化降低，３种细胞中
ＬＯＣ１００１３０４７６非甲基化增高。结论：ＬＯＣ１００１３０４７６在ＲＣＣ中低表达，并呈高甲基化状态，其高甲基化可能是肾癌
发生发展的分子机制之一。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）为常见恶
性肿瘤，约占成人恶性肿瘤的２％ ～３％，其死亡率
呈不断增长的态势，全球每年约有 １０万人死于
ＲＣＣ，严重威胁人类的健康［１］。肾透明细胞癌是

ＲＣＣ最常见的亚型，多发生于近端小管，约占肾癌
的７５％［２］。随着 ＲＣＣ诊疗技术的不断进步，早期
确诊的患者可通过手术治愈，但术后仍有 ２０％ ～
４０％的患者发生复发或远处转移，且大多数患者在
诊断时已处于中晚期，预后较差。尽管靶向药物可

以改善患者的生存率，但耐药性几乎是不可避免

的［３］。因此，探索ＲＣＣ发生发展的具体机制，寻找
有效的肿瘤转移和耐药靶点，对ＲＣＣ的诊断和治疗
具有深远的意义。

长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎ
ｃＲＮＡ）是长度大于２００ｂｐ的 ＲＮＡ分子，其特点为
缺乏可识别的开放阅读框，以及不具有编码蛋白质

的能力［４］。研究表明，ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤的发生和发展
中起着重要作用，其调控方式包括介导染色质重塑、

组蛋白修饰、转录和转录后调控［５］。由于 ｌｎｃＲＮＡ
表达的组织特异性，一些特定的 ｌｎｃＲＮＡ可成为肿
瘤诊断和治疗的有效分子靶标。ＬＯＣ１００１３０４７６又
名 ＷＡＫＭＡＲ２，是位于６ｑ２３．３的 ｌｎｃＲＮＡ。研究表
明，ＬＯＣ１００１３０４７６与食管鳞癌和胃贲门腺癌的侵
袭、转 移 以 及 患 者 预 后 紧 密 相 关［６７］，但

ＬＯＣ１００１３０４７６在ＲＣＣ的研究较少。本研究旨在检
测ＲＣＣ中 ＬＯＣ１００１３０４７６的表达和甲基化状态，分
析其表达与甲基化状态的相关性，揭示 ＬＯＣ１００１３
０４７６甲基化在ＲＣＣ进展中的作用，为 ＲＣＣ的诊断
与治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＦＢＳ购

自德国ＰａｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自北京索莱宝公
司；逆转录试剂盒、绿色体系和 ＷｉｚａｒｄＤＮＡ纯化试
剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；引物由北京赛百盛公
司合成；５ＡｚａｄＣ购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　研究对象及标本来源

组织标本取自河北医科大学第四附属医院泌尿

外科２０１８年７月１日至２０２０年７月１日确诊为肾
癌的手术患者，所有患者的临床资料均来自病历记

录。肾癌患者７０例，其中男性４２例（６０％），女性
２８例（４０％）。６０岁以下２６例（３７．１４％），６０岁以
上４４例（６２．８６％）。所有患者未接受术前放疗或
化疗。每对标本均取肾癌原发灶及距原发灶５ｃｍ
以上的相应正常组织（针对较大肿瘤，尽可能选取

距原发灶２ｃｍ以上的正常组织），并将标本分为两
部分，一部分以新鲜状态放入组织固定液（ＲＮＡｌａｔ
ｅｒ）中，在４℃冰箱孵育过夜，然后转移到 －８０℃冰
箱中以备提取ＲＮＡ；另一部分用４％中性甲醛溶液
固定，常规制备蜡块，切４μｍ切片用于 ＨＥ染色和
病理分析。肿瘤组织标本由３位病理医师诊断为肾
透明细胞癌，且在正常组织中没有癌细胞浸润。所

有标本均具有完整的病理诊断和临床数据，患者的

临床分期符合美国癌症联合会和国际抗癌联盟的标

准，肿瘤病理分级符合 ＷＨＯ标准。本研究的所有
患者均已签署了经河北医科大学第四医院伦理委员

会批准的知情同意书（伦理编号：２０２０ｋ１１４７）。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　将肾癌细胞系（Ａ４９８、ＡＣＨＮ、
７８６Ｏ）及人肾皮质近曲小管上皮细胞（ＨＫ２）置于
含有１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，并在
３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养。
１．３．２　５ＡｚａｄＣ药物干预　将对数生长期细胞分
为２组：１）未处理组：不加药，加入等体积培养液；
２）５ＡｚａｄＣ处理组：按参考文献［６］将 ５μｍｏｌ／Ｌ５
ＡｚａｄＣ加入到培养基中培养４８ｈ。
１．３．３　ＲＴｑＰＣＲ检测　根据ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书，从
ＨＫ２细胞、肾癌细胞系、肾癌及相应正常组织样本中
提取总ＲＮＡ。根据逆转录试剂盒说明书，将总 ＲＮＡ
逆转录成ｃＤＮＡ，然后以ｃＤＮＡ为模板，以β肌动蛋白
（βＡｃｔｉｎ，ＡＣＴＢ）作为内参，进行ＲＴｑＰＣＲ扩增。ＲＴ
ｑＰＣＲ引物如下，ＬＯＣ１００１３０４７６上游引物：Ｆ：５’
ＡＧＡＣＡＧＴＣＴＡＡＣＣＧＴＧＧＧＧＴＡ３’，下游引物：Ｒ：５’
ＣＣＣＡＡＡＴＴＧＴＲＣＣＧＧＡＣＣＡＧ３’；ＡＣＴＢ上游引物：Ｆ：
５’ＡＣＣＧＡＧＣＧＣＧＧＣＴＡＣＡＧ３’，下游引物：Ｒ：５’ＣＴ
ＴＡＡＴＧＴＣＡＣＲＣＣＣＧＡＴＴＴＣＣ３’。ＲＴｑＰＣＲ反应条
件：９５℃预变性１０ｍｉｎ后；９５℃变性１５ｓ、６０℃退火
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３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环；每个样本设３个复
孔。根据每孔荧光信号达到阈值时经历的循环数记

为该组织中ＬＯＣ１００１３０４７６和ＡＣＴＢ基因转录水平的
ＣＴ值。采用相对定量法：△ＣＴ＝ＣＴＬＯＣ１００１３０４７６ＣＴＡＣＴＢ，
△△ＣＴ＝△ＣＴ癌组织△ＣＴ配对正常组织，以 Ｎ＝２

－△△ＣＴ表示目

的基因的相对表达量，其数值表示癌组织与正常组

织的相对倍数，实验重复３次取平均值。
１．３．４　甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＰＣＲ，ＭＳＰ）检测　采用酚／氯仿抽提法，提取组织
ＤＮＡ，定量后，将适量的 ＤＮＡ用２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
变性，置１０ｍｍｏｌ／Ｌ氢醌和３ｍｍｏｌ／Ｌ亚硫酸氢钠中
５０℃反应１６ｈ，然后用 ＤＮＡ纯化试剂盒纯化 ＤＮＡ
样品。经亚硫酸盐处理后，单链ＤＮＡ的未甲基化胞
嘧啶可通过亚硫酸氢盐脱氨作用转化为尿嘧啶，而

甲基化的胞嘧啶则不能被修饰。根据这一原理，并

结合Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ软件，分别设计该基因的甲基化及

非甲基化引物，然后进行扩增和ＭＳＰ检测。图１中
显示了ＬＯＣ１００１３０４７６转录起始点上游１０００ｂｐ及
ＣｐＧ岛的分布情况，黑色箭头标示 ＭＳＰ引物所在的
位置。甲 基 化 引 物：Ｆ：５’ＴＡＴＴＧＣＧＧＴＡＴＴＴ
ＴＡＣＧＴＴＴＣＧＴＣＧ３’，Ｒ：５’ＡＡＡＣＧＣＣＣＣＴＣＧＡＡＣ
ＣＣＴＣＣＧＡＴＣＧ３’（产物长度 １６９ｂｐ）；非甲基化引
物：Ｆ：５’ＴＡＴＴＧＴＧＧＴＡＴＴＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＴＴＧ３’，Ｒ：
５’ＡＡＡＣＡＣＣＣＣＴＣＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡＡＴＣＡ３’（产物长
度１６９ｂｐ）。ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ
后，９５℃变性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，
３５个循环后进行数据统计。用经甲基化酶处理以
后的基因组ＤＮＡ作为甲基化的阳性对照，用正常人
外周血ＤＮＡ作为非甲基化的阳性对照，阴性对照则
用灭菌双蒸水取代 ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ。另随机选
取１０％标本进行重复实验以验证结果的可靠性。

图１　ＬＯＣ１００１３０４７６ＣｐＧ岛及引物位置
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＣｐＧＩｓｌａｎｄａｎｄＰｒｉｍｅｒＰｏｓｉｔｉｏｎｏｆＬＯＣ１００１３０４７６

１．３．５　ＭＳＰ结果判定　使用凝胶电泳成像和 Ｇｅｎ
ｅＳｙｓ软件进行图像分析。ＭＳＰ的结果如下：１）甲基
化：甲基化特异性引物（Ｍ）扩增出目标条带，而非甲
基化特异性引物（Ｕ）未扩增；２）非甲基化：非甲基化
引物（Ｕ）扩增出靶条带，而甲基化的引物（Ｍ）未扩
增；３）甲基化不完全：这两对引物均具有靶条带扩增
功能，并包含在非甲基化中以进行统计分析。甲基化

率是发生完全甲基化和不完全甲基化标本数占总的

标本数的百分比。随机选择１０％的样品进行重复测
试，空白对照没有扩增产物，则说明结果可靠［８］。

１．４　统计学方法
ＳＰＳＳ２１．０统计软件用于数据统计分析。首先

对计量资料进行正态性检验，正态分布、方差齐的计

量资料，两组采用两个随机样本的 ｔ检验进行组间
分析；药物处理前后两组比较采用配对 ｔ检验。多
组间均数比较采用单因素方差分析，组内两两多重

比较采用ＳＮＫｑ检验；统计量以 珋ｘ±ｓ表示。计数资
料的组间比较采用四格表 χ２检验；以上结果均采用
双侧检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌及其相应正常组织中
的表达情况

　　肾癌组织中 ＬＯＣ１００１３０４７６的表达明显低于其
相应正常组织（０．５９３±０．３０６ｖｓ１．０００±０．０１８，ｔ＝
－１１．１４３，Ｐ＜０．００１）（图２）。结合表１的临床病理
资料分析，ＬＯＣ１００１３０４７６在无淋巴结转移组的表达
高于有淋巴结转移组（０．７３６±０．３６７ｖｓ０．５２７±
０．２５１，ｔ＝２．７７４，Ｐ＝０．００７），并与临床分期相关（Ｆ
＝５．４３６，Ｐ＝０．００２）；按照年龄、性别以及分化程度
分组进行统计分析，ＬＯＣ１００１３０４７６的表达差异均不
具有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图２　肾癌组织及其相应正常组织中ＬＯＣ１００１３０４７６表达
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＯＣ１００１３０４７６ｉｎＲＣＣａｎｄＮｏｒ
ｍａｌＴｉｓｓｕｅｓ
Ｐ＜０．００１．

２．２　ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌细胞系中的表达情况
ＨＫ２作为正常细胞对照组，ＲＴｑＰＣＲ分析结

果显示，ＬＯＣ１００１３０４７６在７８６Ｏ、ＡＣＨＮ、Ａ４９８肾癌
　　

细胞的相对表达量分别为 ０．３３８±０．０２９、０．１４４±
０．０１６、０．１３３±０．０１８，均低于对照组 １．１０２±
０．１４９，差异有统计学意义 （Ｆ＝１０７．０６８，Ｐ＜
０．００１），其中７８６Ｏ、ＡＣＨＮ、Ａ４９８各自与正常细胞
ＨＫ２相比，差异均具有统计学意义（ｔ＝８．７３７，Ｐ＝
０．００１；ｔ＝１１．０９０，Ｐ＜０．００１；ｔ＝１１．２１５，Ｐ＜０．００１；
图３）。
２．３　经５ＡｚａｄＣ处理前后 ＬＯＣ１００１３０４７６在肾
癌细胞系的表达情况

　　使用配对ｔ检验进行统计（图４），ＬＯＣ１００１３０４７６
在７８６Ｏ未处理组的表达量为 １．１０５±０．０９６，
５ＡｚａｄＣ处理组为３．９４３±０．３２１，差异具有统计学
意义（ｔ＝－１２．５３１，Ｐ＝０．００６）；ＬＯＣ１００１３０４７６在
ＡＣＨＮ未处理组的表达量为０．４７３±０．０５３，５ＡｚａｄＣ
处理组为２．１１０±０．２７３，差异具有统计学意义（ｔ＝
－１１．９９０，Ｐ＝０．００７）；ＬＯＣ１００１３０４７６在 Ａ４９８未处
理组的表达量为０．４３４±０．０５８，５ＡｚａｄＣ处理组为
４．３９８±０．３８６，差异具有统计学意义（ｔ＝－１８．６０３，
Ｐ＝０．００３）。

表１　７０例肾癌组织中ＬＯＣ１００１３０４７６表达与临床病理特征的关系
Ｔａｂｌｅ１．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＬＯＣ１００１３０４７６ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＣｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｉｎ７０ＣａｓｅｓｏｆＲＣＣ

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

Ｎ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＮＡＬＯＣ１００１３０４７６ ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＬＯＣ１００１３０４７６

Ｍｅａｎ ｔ／Ｆ Ｐ ｎ／Ｎ（％） χ２ Ｐ

Ａｇｅ

　≤６０ｙｅａｒｓ ２６ ０．５７６±０．２７４ －０．３５８ ０．７２２ １９／２６（７３．０８％） ０．７４２ ０．３８９

　＞６０ｙｅａｒｓ ４４ ０．６０３±０．３２６ ３６／４４（８１．８２％）

Ｇｅｎｄｅｒ

　Ｍａｌｅ ４２ ０．５５５±０．２３６ －１．２９４ ０．２００ ３４／４２（８０．９５％） ０．３５４ ０．５５２

　Ｆｅｍａｌｅ ２８ ０．６５１±０．３８６ ２１／２８（７５．００％）

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　Ｎｏ ２２ ０．７３６±０．３６７ ２．７７４ ０．００７ １４／２２（６３．６４％） ４．２５０ ０．０３９

　Ｙｅｓ ４８ ０．５２７±０．２５１ ４１／４８（８５．４２％）

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　Ｗｅｌｌｏｒｍｏｄｅｒａｔｅ ４２ ０．５８９±０．３２６ －０．１３４ ０．８９４ ３２／４２（７６．１９％） ０．３５４ ０．５５２

　Ｐｏｏｒ ２８ ０．５９９±０．２７５ ２３／２８（８２．１４％）

Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

　Ⅰ ６ ０．７７３±０．１７７ ５．４３６ ０．００２ ４／６（６６．６７％） ４．７０９ ０．１９４

　Ⅱ １２ ０．８３６±０．４３０ ７／１２（５８．３３％）

　Ⅲ ４２ ０．４９９±０．２４０ ３６／４２（８５．７１％）

　Ⅳ １０ ０．５１０±０．２６３ ８／１０（８０．００％）
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图３　ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌细胞系中的表达
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＯＣ１００１３０４７６ｉｎＲＣＣＣｅｌｌＬｉｎｅｓ
Ｐ＜０．０５．

图４　５ＡｚａｄＣ处理前后肾癌细胞系中ＬＯＣ１００１３０４７６的
表达

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＯＣ１００１３０４７６ｉｎＲＣＣＣｅｌｌＬｉｎｅｓ
ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＢｅｉｎｇＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａｄＣ

２．４　ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌及其相应正常组织中
的甲基化状态

　　ＭＳＰ结果显示，ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌和相应
正常组织中的甲基化率分别为［７８．５７％（５５／７０）ｖｓ
３０．００％（２１／７０），χ２＝３３．２７３，Ｐ＜０．０１］。结合临
床病理特征发现（表１），有淋巴结转移患者显著高
于无淋巴结转移患者［８５．４２％（４１／４８）ｖｓ６３．６４％
（１４／２２），χ２＝４．２５０，Ｐ＝０．０３９］；按照年龄、性别、
分化程度、临床分期进行统计分析，肾癌组织

ＬＯＣ１００１３０４７６甲基化率差异均不具有统计学意义。
图５显示为部分病例肾癌组织的甲基化状态，ｃａｓｅ１
有未甲基化表达，可能是组织差异造成的。

图５　肾癌组织中ＬＯＣ１００１３０４７６的甲基化状态
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＳｔａｔｕｓｏｆＬＯＣ１００１３０４７６ｉｎＲＣＣ
Ｔｉｓｓｕｅ
Ｍ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｒｉｍｅｒ；Ｕ：Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｒｉｍｅｒ．

２．５　ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌细胞系中的甲基化状态
ＭＳＰ结果（图６）显示，５ＡｚａｄＣ处理前 Ａ４９８、

ＡＣＨＮ、７８６Ｏ细胞系中 ＬＯＣ１００１３０４７６呈高甲基化
状态；５ＡｚａｄＣ处理的３株细胞系使用甲基化引物
进行扩增后，ＬＯＣ１００１３０４７６在 Ａ４９８和７８６Ｏ细胞
系中甲基化程度均消失，在 ＡＣＨＮ细胞中甲基化程
度降低；使用非甲基化引物进行扩增，Ａ４９８、ＡＣＨＮ、
７８６Ｏ的ＬＯＣ１００１３０４７６非甲基化程度均显著增高。

图６　肾癌细胞系中ＬＯＣ１００１３０４７６的甲基化状态
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＳｔａｔｕｓｏｆＬＯＣ１００１３０４７６ｉｎＲＣＣ
ＣｅｌｌＬｉｎｅｓ
－：Ｂｅｆｏｒｅｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａｄＣ；＋：Ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ５ＡｚａｄＣ

３　讨　论

ＲＣＣ为常见的恶性肿瘤，探索ＲＣＣ发生发展的
具体机制，寻找有效的肿瘤转移和耐药靶点，具有深

远的意义。ＬｎｃＲＮＡ曾被视为 ＲＮＡ聚合酶 ＩＩ转录
的“噪音”，没有任何生物学功能［９］。但最近研究证

实ｌｎｃＲＮＡ在生物调控过程中扮演重要的作用，如
染色质修饰、Ｘ染色体沉默、转录激活、基因组印迹、
转录干扰和核内转运［１０］。同时ｌｎｃＲＮＡ可成为肿瘤
诊断和治疗的有效指标。Ｌｉ等［１１］研究发现，ｌｎ
ｃＲＮＡＰＬＫ１Ｓ１在 ＲＣＣ组织和细胞中上调，并与患
者临床分期相关，ＰＬＫ１Ｓ１高表达患者的总生存时间
更短。生信及荧光素酶报告基因表明，ＰＬＫ１Ｓ１可通
过ｍｉＲ６５３／ＣＸＣＲ５轴促进 ＲＣＣ进展和索拉非尼耐
药。Ｙａｎｇ等［１２］研究发现，ｌｎｃＲＮＡＦＧＤ５ＡＳ１在肾
癌组织中高表达，并与 ｍｉＲ５５９０３ｐ竞争性相互作
用并调节ＥＲＫ／ＡＫＴ的下游信号传导，促进 ＲＣＣ的
增殖和转移。Ｗａｎｇ等［１３］研究发现，在舒尼替尼耐

药的ＲＣＣ组织和细胞系中，ＭＡＬＡＴ１表达显著上
调。ＬｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１通过 ｍｉＲ３６２３ｐ／Ｇ３ＢＰ１来
促进ＳＵ化学耐药性。
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ＬＯＣ１００１３０４７６位于６ｑ２３．３，与食管鳞癌、胃贲
门腺癌侵袭转移以及预后紧密相关［１４１５］。本研究

检测ＬＯＣ１００１３０４７６在 ＲＣＣ组织、正常组织及细胞
系 中 的 表 达 情 况，结 果 表 明，癌 组 织 中

ＬＯＣ１００１３０４７６的表达水平明显低于正常组织，在肾
癌细胞系（Ａ４９８、ＡＣＨＮ、７８６Ｏ）及人肾皮质近曲小
管上皮细胞（ＨＫ２）中，ＬＯＣ１００１３０４７６在３种 ＲＣＣ
细胞 的 表 达 均 低 于 对 照 组。进 一 步 分 析

ＬＯＣ１００１３０４７６的表达水平与临床病理数据的关系
发现，ＬＯＣ１００１３０４７６的表达水平与 ＲＣＣ的淋巴结
转移及临床分期有关。提示 ＬＯＣ１００１３０４７６可能在
ＲＣＣ中起抑癌基因的作用。

ＲＣＣ是多基因和多阶段突变积累的病理过程。
肿瘤细胞基因组 ＤＮＡ中常伴有广泛低甲基化和局
部异常高甲基化［１６］。ＤＮＡ甲基化在真核细胞中多
发生于ＣｐＧ位点，在ＤＮＡ甲基化转移酶作用下，使
ＣｐＧ二核苷酸５’端的胞嘧啶转变为 ５’甲基胞嘧
啶［１７］，常见的具有甲基化活性的 ＤＮＭＴｓ主要为
ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ［１８］。基因启动子区ＣｐＧ
位点常呈聚集状态，称为 ＣｐＧ岛，在人类正常基因
组中呈低甲基化状态，可调控基因转录活性，与肿瘤

的发生发展密切相关［１９］。近年来，随着对基因组研

究的不断深入，发现表观遗传学修饰可作为“开关”

调控ｌｎｃＲＮＡｓ在肿瘤中作用［２０］。抑癌基因启动子

中ＣｐＧ岛的异常甲基化导致基因表达下降并诱导
肿瘤形成［２１］。通过 ＵＣＳＣ序列检索并结合 ＣｐＧ岛
预测软件 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ分析发现，ＬＯＣ１００１３０４７６有
三个ＣｐＧ岛，长度分别为２２４ｂｐ、７６８ｂｐ、１５１ｂｐ，在
食管癌和贲门腺癌中 ＬＯＣ１００１３０４７６甲基化主要表
现在第一个ＣｐＧ岛，本研究推测启动子区ＣｐＧ岛的
高甲基化可能是 ＬＯＣ１００１３０４７６表达异常的机制之
一。因此，本课题组从 ＲＣＣ的甲基化状态和
ＬＯＣ１００１３０４７６的表达入手，初步探讨了 ＬＯＣ１００１
３０４７６甲基化在ＲＣＣ发生发展中的作用机制。

本实验应用的干预药物５ＡｚａｄＣ是一种 ＤＮＡ
甲基转移酶抑制剂，抑制 ＤＮＡ甲基化，通过诱导细
胞周期停滞、凋亡、ＤＮＡ损伤等来发挥其抗肿瘤活
性，应用于多种恶性肿瘤的治疗。我们检测了

ＬＯＣ１００１３０４７６在 ＲＣＣ细胞系（Ａ４９８、ＡＣＨＮ、７８６
Ｏ）中５ＡｚａｄＣ处理前后表达水平的改变，初步探究
其表观遗传学机制。实验发现 ＬＯＣ１００１３０４７６在
ＲＣＣ细胞系（Ａ４９８、ＡＣＨＮ、７８６Ｏ）中５ＡｚａｄＣ单独
处理后表达均上调，这一结果提示 ＬＯＣ１００１３０４７６
在ＲＣＣ中的低表达可能受到 ＤＮＡ甲基化的调控，

并且这一修饰过程可被 ５ＡｚａｄＣ不同程度逆转。
我们进一步应用 ＭＳＰ的方法在７０例 ＲＣＣ和相应
癌旁正常组织中检测 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区的甲
基化状态，结果显示 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区在
ＲＣＣ组织中呈高甲基化状态，显著高于其相应癌旁
正常组织，且该位点甲基化率与ＲＣＣ淋巴结转移密
切相关，提示ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区 ＤＮＡ异常高
甲基化可能是 ＲＣＣ中 ＬＯＣ１００１３０４７６表达下调的
主要机制之一，该区域 ＣｐＧ位点，对基因的表达起
关键调控作用。我们进一步深入研究，应用ＭＳＰ的
方法检测 ＬＯＣ１００１３０４７６在 ＲＣＣ细胞系（Ａ４９８、
ＡＣＨＮ、７８６Ｏ）中的甲基化状态，结果发现在５Ａｚａ
ｄＣ处理前，３株细胞系中 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区
表现为高甲基化状态，而在 ５ＡｚａｄＣ处理后，
ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区甲基化程度均有不同程度
降低或表现为非甲基化状态，这一结果证实，

ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区呈高甲基化状态，并且其高
甲基化状态可抑制基因表达。在本实验中部分

ＲＣＣ细胞系的高甲基化状态没有被５ＡｚａｄＣ干预
完全逆转，分析可能的原因有：１）同一基因 ＣｐＧ岛
区域在不同细胞系中 ＤＮＡ甲基化程度不同；２）５
ＡｚａｄＣ药物剂量较低或处理时间不足导致甲基化
状态未完全逆转；３）可能存在如组蛋白乙酰化等其
他机制而导致该基因沉默表达。研究结果显示经

５ＡｚａｄＣ干预后的细胞中 ＬＯＣ１００１３０４７６的表达均
显著升高，５ＡｚａｄＣ能逆转 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子
区的异常甲基化状态，使 ＬＯＣ１００１３０４７６重新表达，
并起到抑癌基因的作用。经 ５ＡｚａｄＣ处理后，
ＬＯＣ１００１３０４７６的甲基化程度明显降低，非甲基化引
物的表达明显升高。表明 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区
甲基 化 与 其 基 因 表 达 相 关，进 一 步 验 证 了

ＬＯＣ１００１３０４７６异常甲基化是导致该基因失活的机
制之一。因此，应不断研究ＤＮＡ甲基化与基因表达
之间的相关性，为ＲＣＣ的早期诊断和脱甲基治疗提
供依据。

综上所述，ＬＯＣ１００１３０４７６在肾癌中低表达，其
启动子区的高甲基化是导致基因表达沉默的机制之

一，５ＡｚａｄＣ可以逆转 ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区域
的异常甲基化并提高其表达水平。总之，希望本研

究为ＬＯＣ１００１３０４７６启动子区甲基化和异常表达的
研究提供新的思路和理论依据。
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