
RT-PCR法检测肾癌组织中MN/CAⅨ基因表达  

    目前对肾癌的早期诊断缺乏有效的手段，其中的一个重要原因是缺乏特异性的肿瘤标记物。近年来，国

外的研究[1]发现碳酸酐酶Ⅸ(MN/CAⅨ)在一些肿瘤中有特异性的表达，其中也包括肾癌。MN/CAⅨ被认为是一

种肿瘤相关抗原，其特异性较高，在肿瘤的诊断、筛选以及生物治疗方面具有潜在的应用前景。国内这方面的

研究较少。我们利用RT-PCR 的方法检测肾癌组织和正常肾组织中MN/CAⅨ mRNA的表达，并通过序列分析来

验证该方法的准确性，为进一步探讨MN/CAⅨ基因在肾癌中的表达提供可靠的方法，同时对于建立更加特异和

敏感的肾癌分子生物学诊断方法有重要意义。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  主要仪器和试剂   美国PE公司GeneAmp PCR System9700扩增仪，BECKMAN低温离心机；美国

Invitrogen 公司TRIzol试剂，ThermoScript RT-PCR Syst试剂盒，德国QIAGEN公司QIAquick胶回收试剂

盒。ExTaq酶购于TaKaRa公司。 MN/CAⅨ引物由上海申友生物工程公司合成。实验用器械如研钵、EP管、TIP

枪头均用DEPC处理以去除残存的RNA酶。 

    1.1.2  标本来源   5例肾癌组织标本取自2002年12月~2003年6月在南方医院行肾癌根治手术的患者，

其中男性4例，女性1例。均经过病理检查证实，其中3例为透明细胞癌，2例为颗粒细胞癌。在肿瘤原发灶上

切取200 mg左右组织作为癌组织标本，原发灶远处切取正常肾组织作为对照。标本切取后立即放入液氮冻

存，防止RNA降解。 

    1.2  方法 

    1.2.1  RNA的提取   用美国Invitrogen 公司TRIzol试剂提取肾癌和正常肾组织的总RNA，参照试剂盒

使用说明进行。产物用核酸定量仪做定量检测。 

    1.2.2  逆转录和PCR扩增   使用美国PE公司Ge-neAmp PCR System 9700扩增仪，Invitrogen 公司的

ThermoScript RT-PCR Syst试剂盒进行逆转录。具体步骤参照试剂盒说明书。从GeneBank中检索出人MN/CA

Ⅸ基因序列，设计MN/CAⅨ引物。上游引物：5'-GTCTCGCTTGGAAGAAATCG-3'，下游引物：5-A-

GAGGGTGTGGAGCTGCTTA-3。同时设计内对照甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)基因的引物，上游引物：5'-

CTGTCGATGGAAAAGTCATC-3'，下游引物：5'- GCTCGTGCACGTCTAAG ATC- 3'。 两对引物在同一个反应体系

中进行PCR扩增，30 μl体系，反应条件为：94 ℃预变性1 min，94 ℃变性25 s，57 ℃退火30 s，72 ℃延

伸90 s，35次循环。末次循环后72 ℃再延伸5 min。反应完毕后2%琼脂糖凝胶电泳，取反应产物10 μl加

样，100 V电压，溴化乙锭染色，UVP凝胶成像系统观察结果 

    1.2.3  PCR产物的克隆和序列分析   在紫外灯下回收阳性PCR条带并纯化。纯化后的PCR产物与pMD18-T

载体连接，连接产物全部转化JM109宿主菌。蓝白斑筛选，挑取白斑，扩大培养后，用MN/CAⅨ特异性引物进

行PCR扩增筛选，挑选阳性克隆送测序，测序由上海基康公司利用DNA全自动分析仪完成。BLAST分析进行同源
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性比较。 

    

2  结果 

    2.1  总RNA提取结果 

    NanoDrop DNA/RNA定量仪测总RNA(质量)浓度，总RNA浓度为2 043~3 915 ng/μl，中位浓度为3 451 

ng/μl；A260/A280为1.8~2.2。 

    2.2  PCR结果 

    经过UVP凝胶成像系统观察RT-PCR反应产物(图1)，在5例肾癌组织标本中有4例扩增出预计大小的DNA片

段。其中病理结果为透明细胞癌的3例中均有阳性条带，颗粒细胞癌中1例为阳性、1例为阴性；正常肾组织中

均为阴性。 

    图1  反转录PCR结果 
    Fig.1  Result of RT-PCR

    Lanes 1-3: Clear-cell renal cell carcinoma; Lanes 4-5: Granular renal cell carcinoma; 
Lane 6: Normal renal tissues; Lane 7: Negative control; Lane M: Marker 100 bp DNA ladder

    2.3  DNA测序结果 

    DNA测序结果可见DNA序列图谱清晰、可读性强。DNA测序结果进行BLAST分析，可见该扩增序列与

GenBank中MN/CAⅨ基因(基因号：NM_001216)中的921~1 120之间的序列完全一致。 

    

3  讨论 

    肾癌又称肾细胞癌，是成人肾脏最常见的恶性肿瘤。其发病率居泌尿系统肿瘤的第2位，有呈逐年上升的

趋势[1]。大约1/3的病人在临床诊断为肾细胞癌时已经有转移存在，另外有40%的病人在1年内将出现转移。

肾细胞癌一旦转移，5年生存率<10%，平均存活时间不到2年[2]。由于肾癌早期缺乏典型的临床症状，目前肾

肿瘤的诊断主要依靠B超、CT、MRI等影像学方法并结合临床医生的经验，对于肿瘤的早期发现，良、恶性的

区分，转移灶的确定，手术后局部复发的诊断缺乏有效的手段。而早期发现等对于治疗方法的选择和预后的判

断具有决定性的作用。因此国内外许多学者正致力于寻找具有较高敏感性和特异性的诊断方法[3][4]。 

    MN/CAⅨ最早是在人宫颈癌HeLa细胞系中发现的，当时命名为MN，是位于细胞膜表面的糖蛋白[5]。其后

发现该蛋白有与碳酸酐酶(CA)相似的结构，并被确认为是一种碳酸酐酶的异构酶，命名为CAⅨ[6]。MN/CAⅨ



的基因结构和蛋白结构已经基本清楚。MN/CAⅨ是分布于细胞膜的糖蛋白，相对分子质量为58 000/54 000，

由459个氨基酸构成[7]。MN/CAⅨ基因位于9p12-13[8]。根据目前国外的研究，MN/CAⅨ被认为是一种肿瘤相

关抗原，在宫颈癌中有特异性表达[9][10]。部分学者认为MN/CAⅨ存在致癌基因样特征，在调控细胞增殖、

转化方面有重要的作用，有诱导恶性表型的作用[11][12]。近来应用免疫组化的方法发现MN/CAⅨ在多种肿瘤

中有表达[13][14]，其中也包括肾癌[15][16]。 

    本研究应用RT-PCR技术检测肾癌组织和正常肾组织标本各5例，其中4例肾癌标本有特异性条带出现，正

常肾组织无特异性条带出现，该结果与文献报道基本相符合[14][16]。RT-PCR阳性结果经过DNA序列分析与

MN/CAⅨ的目的片段吻合，证明该方法的可靠性。因为MN/CAⅨ可以作为肾癌的肿瘤相关抗原和标记物。而且

从理论上讲，RT-PCR法可以检测到有基因表达的单个瘤细胞，其灵敏性是常规影像学检查无法达到的。所以

利用该方法检测肾癌组织中MN/ CAⅨ基因的表达在肾癌的早期诊断、进展程度的监测、治疗效果的评价、肿

瘤复发的诊断以及生物治疗方面具有非常好的应用前景。目前我们正在扩大病例收集范围，除了检测肾癌原发

灶组织，还检测病人全血、淋巴结等，期望找到一种比较简便、实用的检测方法。 
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