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　　【摘要】　目的　探讨人第 １０号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因（ＰＴＥＮ）／磷脂酰肌醇 ３唱激
酶（ＰＩ３Ｋ）／丝氨酸苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ）信号通路在肾透明细胞癌中的活性状况及其与临床特征之间的关
系。 方法　收集 ３６对肾透明细胞癌及其邻近非肿瘤肾组织，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＫＴ（ｐ唱Ｓ４７３）和 ＰＴＥＮ蛋白表
达，分析两者表达水平的相关性以及 ＰＴＥＮ 与肿瘤临床特征之间的关系。 肾透明细胞癌细胞系 Ａ唱４９８ 转染
ＰＴＥＮ ｓｉ唱ＲＮＡ，观察其对 ＡＫＴ（ｐ唱Ｓ４７３）的影响。 结果　非肿瘤肾组织中 ＡＫＴ（ｐ唱Ｓｅｒ４７３）为 ０畅９４５ ±０畅３１４，
ＰＴＥＮ为 ３畅６１１ ±０畅９４７。 与之比较，肾透明细胞癌中 ＰＴＥＮ 表达量下降（１畅９７５ ±０畅６４８ ），ＡＫＴ（ｐ唱Ｓ４７３）增加
（２畅７５１ ±０畅８３２），差异有统计学意义（P＜０畅０５）。 ＰＴＥＮ的表达水平与肿瘤临床特征之间无关（P ＞０畅０５），细
胞系中下调 ＰＴＥＮ引起 ＡＫＴ（ｐ唱Ｓ４７３）表达升高。 结论　肾透明细胞癌中 ＰＴＥＮ 可以调节 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路的活性，同时 ＰＴＥＮ蛋白升高与 ＡＫＴ活性增加同时存在，提示在肾透明细胞癌中还存在使 ＰＴＥＮ 功能下降
或促进 ＡＫＴ活性增加的因素。
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【Abstract】 　 Objective　 Ｔｏ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０ （ＰＴＥＮ）／ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３唱ｋｉｎａｓｅ （ＰＩ３Ｋ）／ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＰＴＥＮ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｌｅａｒ唱ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ唱ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ＣＣＲＣＣ） ｔｉｓｓｕｅｓ．Methods　Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＴＥＮ ａｎｄ ＡＫＴ
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｓｅｒ４７３） ｏｆ ３６ ｐａｉｒｅｄ ＣＣＲＣＣ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ唱ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｒｅｎａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ．Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＴＥＮ ｏｎ ＡＫＴ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ唱ＲＮＡ
ａｇａｉｎｓｔ ＰＴＥＮ ｉｎ Ａ唱４９８ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ．Results　 Ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＡＫＴ （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｓｅｒ４７３ ） ｗｉｔｈ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＰＴＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＣＣＲＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ 唱ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｒｅｎａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＰＴＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ．Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＰＴＥＮ
ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．Conclusions　Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ａｓ ＰＴＥＮ ｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＡＫＴ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＴＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＡＫＴ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈｅ
ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｗｈｉｃｈ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ＰＴＥＮ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＣＲＣＣ ．Ｔｈｅｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ＰＴＥＮ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＡＫＴ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

【Key words】　Ｋｉｄｎｅｙ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； 　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ； 　ＰＴＥＮ； 　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ

　　目前全球肾癌的发病率大约为每年 １５ 万人，死亡
约 ７畅８ 万人［１］ 。 其中肾透明细胞癌约占肾癌的 ８０％。
尽管目前在肾癌发病机制的分子生物学方面的研究取

得很大进步，但是肾切除仍然是治疗肾肿瘤的主要方
法。 对于转移性肾癌及晚期肿瘤，靶向治疗可以延长
患者生存期，但是单一用药不良反应较多，对一部分患
者来说，其治疗效果有限［２唱３］ 。 因此进一步明确肾癌发

病机制，联合分子靶向治疗，为提高临床疗效及耐受性
提供一个最佳方案。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是研究较为成熟的信号通路，
在肿瘤发生中有重要作用，包括肾肿瘤的发生。 在多
数肿瘤中 ＰＴＥＮ 有对抗 ＰＩ３Ｋ 的功能，抑制 ＡＫＴ 的活
性，发挥抑癌因子作用。 目前在肾透明细胞癌中，
ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的生物学功能研究存在一
定分歧［４］ 。 我们通过对 ３６ 对肾透明细胞癌及其对应
的非肿瘤肾组织检测其 ＰＴＥＮ 蛋白表达和 ＡＫＴ 活性，
探讨此信号通路在肾透明细胞癌中的作用。
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资料与方法

一、 一般资料
１．标本：收集 ２０１０ 年 １ ～６ 月在我院住院手术的

肾透明细胞癌 ３６ 例患者的肿瘤组织及相对应的非肿
瘤肾组织，标本切除后立即浸入液氮， －８０ ℃冰箱保存
直至使用，所有病例均经病理检查证实为肾透明细胞
癌。 所有试验标本的采集均经医院伦理委员会批准并
征得患者同意。

２．细胞培养：肾透明细胞癌细胞系 Ａ唱４９８ 购自协
和医科大学基础医学细胞中心，含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基 （Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）培养细胞，培养箱条件：
３７ ℃，５％ ＣＯ２ 。

二、方法
１．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白：ＲＩＰＡ裂解液（北京索莱

宝生物公司）提取组织及细胞蛋白，ＢＣＡ（北京艾德莱
生物公司）法检测蛋白浓度，每泳道上样量 ３０ ～５０ μｇ，
１０％ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电泳，电转移蛋白至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂
牛奶室温封闭 ２ ｈ，孵育一抗 ４ ℃过夜，洗膜，孵育二抗
室温 １ ｈ，洗膜后 ＥＣＬ（北京普利莱生物公司）发光检
查。 ＰＴＥＮ、ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｓｅｒ４７３）一抗均购自
美国 Ａｂｃａｍ生物公司，β唱ａｃｔｉｎ 及辣根过氧化物酶标记
的二抗购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 生物公司。

２．ｓｉＲＮＡ细胞转染：转染前 ２４ ｈ细胞接种于 ６ 孔
板，转染试剂为 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），按试剂
说明书操作，ＰＴＥＮ ｓｉＲＮＡ Ｉ ＃６２５１ 购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公
司。
三、统计学分析
数据以均数±标准差（珋x ±s）表示，采用 ＳＰＳＳ １１畅０

统计软件分析，应用 t检验或 F检验。

结　　果

１．ＡＫＴ（ｐ唱Ｓｅｒ４７３）及 ＰＴＥＮ 蛋白在肾透明细胞癌
及癌旁组织中的表达：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达，
Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析图片数据，以β唱ａｃｔｉｎ为内参校正
相对蛋白表达量。 结果示肾透明细胞癌组织中 ＡＫＴ
（ｐ唱Ｓｅｒ４７３）为 ２畅７５１ ±０畅８３２，ＰＴＥＮ 为 １畅９７５ ±０畅６４８，
癌旁组织中 ＡＫＴ（ｐ唱Ｓｅｒ４７３）为 ０畅９４５ ±０畅３１４，ＰＴＥＮ 为
３畅６１１ ±０畅９４７，两组比较，差异均有统计学意义（P ＜
０畅０５，图 １）。 ＰＴＥＮ蛋白表达水平在患者年龄，肿瘤大
小、核分级及临床分期中分别为： ＜６０ 岁（ n ＝２１），
２畅００３ ±０畅７５８，≥６０ 岁（n ＝１５），１畅８１４ ±０畅６５７；肿瘤直
径＜４ ｃｍ（n ＝１２），１畅９９６ ±０畅４９９，４ ～７ ｃｍ（n ＝１４），
２畅１８７ ±０畅７８８，≥７ ｃｍ（n ＝１０），１畅８２６ ±０畅９６４；肿瘤核
分级 １和 ２级（n ＝２５），１畅６９０ ±０畅８９０，３ 级（n ＝１１），

２畅０５２ ±０畅９５４；临床分期 Ｔ１（n ＝１６），１畅６９３ ±０畅８９３，Ｔ２
（n ＝２０），１畅９６５ ±０畅９７９。 统计分析结果显示 ＰＴＥＮ 的
表达与患者年龄、肿瘤大小、核分级及临床分期之间无
关（表 １，P ＞０畅０５）。

表 1　ＰＴＥＮ与肾透明细胞癌临床指标之间的关系
临床指标 例数 ＰＴＥＮ （珋x ±s） t／F 值 P 值

年龄（岁）

　 ＜６０ g２１ 櫃２ 技．００３ ±０．７５８ ０ 噰．７７９ ０  ．４４１７

　≥６０ g１５ 櫃１ 技．８１４ ±０．６５７

肿瘤大小（ ｃｍ）
　 ＜４ ?１２ 櫃１ 技．９９６ ±０．４９９ ０ s．６６９７ ０  ．５１８７

　４ ～７ g１４ 櫃２ 技．１８７ ±０．７８８

　≥７ ?１０ 櫃１ 技．８２６ ±０．９６４

核分级

　Ｇ１ ～２ 灋２５ 櫃１ 技．６９０ ±０．８９０ １ 噰．０９８ ０  ．２８０１

　Ｇ３ $１１ 櫃２ 行．０５２ ±０．９５４

临床分期

　Ｔ１  ２６ 櫃１ 行．６９３ ±０．８９３ ０ 噰．８６１ ０  ．３９５３

　Ｔ２  １０ 櫃１ 行．９６５ ±０．９７９

　　２．ＰＴＥＮ 的下调与 ＡＫＴ活性上升明显相关：肾透
明细胞癌及对应的非肿瘤肾组织成对比较，肿瘤组织／
非肿瘤组织蛋白相对表达量比值 ＜０畅９ 为低表达，０畅９
～１畅５之间为相对无明显变化， ＞１畅５ 为高表达。 以此
为统计标准，发现 ５８畅３％肿瘤组织中 ＰＴＥＮ 蛋白低表
达，２５畅０％无明显变化，１６畅７％升高。 其中 ＰＴＥＮ 低表
达的肿瘤组织中６６畅６７％的标本 ＡＫＴ活性增加（表２）。
它提示在肾透明细胞癌中，ＰＴＥＮ 可以下调 ＡＫＴ 的
活性。

表 2　ＰＴＥＮ 和 ＡＫＴ （ｐ唱Ｓｅｒ４７３）在肾透明细胞癌中的
表达［例，（％）］

ＰＴＥＮ 例数
ＡＫＴ（ｐ唱Ｓ４７３）

降低 正常 升高

降低 ２１ u３（１４ 腚．２８） ４（１９ )．０５） １４（６６ 览．６７）

正常 ９ c３（３３ 腚．３３） １（１１ )．１１） ５（５５ �．５５）

升高 ６ c１（１６ 腚．６７） ２（３３ )．３３） ３（５０ ��畅００）

总计 ３６ u７（１９ 腚．４４） ７（１９ )．４４） ２２（６１ 览．１１）

　　３．下调 ＰＴＥＮ 提高磷酸化 ＡＫＴ 活性：Ａ唱４９８ 细胞
转染 ｓｉＲＮＡ 沉默 ＰＴＥＮ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后 ４８ ｈ
细胞的 ＰＴＥＮ蛋白以验证转染效率及特异性，结果显示
沉默 ＰＴＥＮ后磷酸化 ＡＫＴ的表达明显增加（图 ２）。

４．ＰＴＥＮ蛋白上调与 ＡＫＴ 活性增加同时存在：同
非肿瘤肾组织比较，１６畅７％的肿瘤标本 ＰＴＥＮ蛋白表达
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上调，其中 ５０％标本中 ＡＫＴ活性增加（表 ２）。 提示肾
透明细胞癌中存在 ＰＴＥＮ蛋白和 ＡＫＴ活性同时增加的
现象。

讨　　论

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是目前研究较成熟的信号通
路，它通过直接或间接作用促进肿瘤细胞生长，增加葡
萄糖代谢及增强细胞存活能力，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的
异常活化普遍存在于人类肿瘤，包括卵巢癌、前列腺
癌、肺癌和肾细胞癌，是重要的肿瘤促进因素［５］ 。 在肾
肿瘤发生中起重要作用的生长因子如 ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、
ＴＧＦα、和 ｃ唱Ｍｅｔ都可激活 ＰＩ３Ｋ唱ＡＫＴ信号通路［６］ 。 ＡＫＴ
的活化需要碳端 Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３ 两个位点的磷酸化，
所以我们选择 ＡＫＴ （ ｐ唱Ｓ４７３）作为 ＡＫＴ 活性的检测
指标［７］ 。

ＰＴＥＮ可以对抗 ＰＩ３Ｋ 的功能，从而阻止 ＡＫＴ 活
化，是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的主要抑制因子，在一些恶
性肿瘤中已经证实存在 ＰＴＥＮ 的遗传变异或缺失。 但
目前关于 ＰＴＥＮ在肾细胞癌中的研究较少，且文献报道
研究结果不尽相同，有研究显示肾细胞癌中 ＰＴＥＮ的表
达明显降低

［８］ ，并且 ＰＴＥＮ 表达阴性的肾透明细胞癌
患者术后 ５ 年生存率为 ９０％，而 ＰＴＥＮ 表达阳性的患
者仅为 ４５％［９］ 。 本研究发现 ５８畅３％的肾透明细胞癌
组织中 ＰＴＥＮ蛋白低表达，６１畅１１％的标本 ＡＫＴ活性增
加。 其中 ６６畅６７％的 ＰＴＥＮ 低表达的肿瘤组织中 ＡＫＴ
活性增加，另外，在细胞试验中，我们发现沉默 ＰＴＥＮ可
以引起磷酸化 ＡＫＴ表达上调，提示在肾透明细胞癌中
ＰＴＥＮ可以下调 ＡＫＴ的活性，这同前述文献报道一致。
另外我们发现 ＰＴＥＮ 的表达与患者年龄、肿瘤大小、核
分级及临床分期之间无统计学差异，这可能与本研究
所取的标本特性和数量有一定的关系。
同上述相矛盾的是有研究报道肾细胞中 ＰＴＥＮ 在

ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达均高于非肿瘤肾组织，因此
得出在肾细胞癌中 ＰＴＥＮ 对 ＰＩ３Ｋ 无对抗作用的结
论［４］ 。 我们也发现 ４１畅７％的肾透明细胞癌中 ＰＴＥＮ 的

表达无明显下降，其中 ５３畅３３％的标本中 ＡＫＴ 活性增
加。 １６畅７％的肿瘤标本 ＰＴＥＮ 蛋白表达上调，其中
５０％标本中 ＡＫＴ 活性增加，这种 ＰＴＥＮ 蛋白上调与
ＡＫＴ活性增加共存于同一标本的现象提示肾透明细胞
癌中存在使 ＰＴＥＮ蛋白功能下降的因素。 并且其只影
响 ＰＴＥＮ的功能，而不影响 ＰＴＥＮ蛋白的表达。 根据文
献研究我们推测其机制可能有以下四条：降低 ＰＴＥＮ与
细胞膜的结合能力、蛋白翻译后的修饰、存在 ＰＴＥＮ 拮
抗因子和 ＰＴＥＮ突变。
正常情况下 ＰＴＥＮ位于细胞质内，只有与细胞膜上

的特殊位点结合后才能发挥其功能，其蛋白质氮端位
点（Ｒ１１／Ｋ１３／Ｒ１４／Ｒ１５ 和 Ｒ１６１／Ｋ１６３／Ｋ１６４）与其功能
密切相关［１０］ 。 已有研究发现神经胶质瘤中 ＰＴＥＮ 的
Ｋ１３位点存在谷氨酸突变，从而影响 ＰＴＥＮ与细胞膜的
结合

［１１］ 。 碳端的磷酸化位点如：Ｓ３８０，Ｔ３８２ 和 Ｔ３８３ 可
以改变 Ｒ１６１／Ｋ１６３／Ｋ１６４ 的构象从而影响 ＰＴＥＮ 与细
胞膜的结合。 另外氧活性粒子可以氧化半胱氨酸残基
（Ｃ１２４）以减弱 ＰＴＥＮ 磷酸酶活性［１２］ 。 并且研究证实
肾透明细胞癌中 ＤＪ唱１可以下调 ＰＴＥＮ 的活性［１３］ ，关键
氨基酸的突变也可以影响 ＰＴＥＮ的活性，而不影响蛋白
表达。
上述这些机制或许可以解释肾透明细胞中 ＰＴＥＮ

蛋白表达增多，但其活性下降的原因。 虽然肾细胞癌
中 ＰＴＥＮ 基因的突变很少发现［１４］ ，但在一些肿瘤中
ＰＴＥＮ的突变已经得到充分证实。 本试验证实了肾透
明细胞癌中 ＰＴＥＮ 可以调节 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路的活
性，同时也存在使 ＰＴＥＮ 功能下降或促进 ＡＫＴ 活性增
加的因素。
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