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抑癌基因NPRL2对肾癌786-O细胞增殖和凋亡的影响
蒋　立　唐　伟*

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科, 重庆 400016)

摘要      抑癌基因NPRL2(nitrogen permease regulator-like 2)在人类许多正常组织中均有明显

的表达, 而在人类多种肿瘤组织中的表达明显降低。该实验通过构建重组质粒pEGFP-N1-NPRL2
并转染肾癌786-O细胞株, 应用倒置荧光显微镜、RT-PCR和Western blot检测NPRL2基因的表达情

况; MTT法检测786-O细胞增殖的情况; 流式细胞仪分析细胞周期和细胞凋亡情况。结果显示: 肾
癌786-O细胞株转染重组质粒pEGFP-N1-NPRL2后, 通过荧光显微镜可以观察到绿色荧光; RT-PCR
和Western blot检测到NPRL2基因的转录和蛋白质表达水平明显增加(P<0.05); MTT法检测发现72 h
时pEGFP-N1-NPRL2组、pEGFP-N1组和空白对照组的细胞D490值分别为0.654±0.030、1.528±0.022
和1.572±0.036, pEGFP-N1-NPRL2组细胞的增殖较其他两组受到明显的抑制(P<0.05); 流式细胞

仪检测显示pEGFP-N1-NPRL2组、pEGFP-N1组和空白对照组的凋亡率分别为18.82%±0.40%、

5.65%±0.12%和5.85%±0.07%, 而处于G0/G1期的细胞比例分别为69.80%±1.40%、46.24%±1.30%和

47.03%±0.45%, 与其他两组相比, pEGFP-N1-NPRL2组的凋亡率显著增高而且G0/G1期细胞明显增

多, 表现出G0/G1期阻滞。提示抑癌基因NPRL2的转染可以抑制786-O细胞的增殖, 并诱导其凋亡将

细胞周期阻滞于G0/G1期。
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Effect of Tumor Suppressor Gene NPRL2 on Proliferation and Apoptosis of 
Human Renal Cancer Cell Line 786-O
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Abstract        The tumor suppressor gene NPRL2 expressed obviously in many normal human tissues, but 
reduced in expression in many human tumors significantly. In this experiment, the recombinant expressing plas-
mids pEGFP-N1-NPRL2 were constructed and then transfected into 786-O cells by HG_TransGene. Fluorescent 
microscopy, RT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression of NPRL2 in the 
transfected cells, respectively. The proliferation, apoptosis and cell cycle of 786-O cells were detected by the 
MTT assays and flowcytometry. The results showed that after transfected into 786-O cells, both the mRNA and 
protein levels of NPRL2 were increased in pEGFP-N1-NPRL2 group compared with pEGFP-N1 group and con-
trol group (P<0.05). MTT assay demonstrated that the value of D490 of the pEGFP-N1-NPRL2 group, pEGFP-N1 
group and control group were 0.654±0.030, 1.528±0.022 and 1.572±0.036, respectively. Compared with the other 
two groups, pEGFP-N1-NPRL2-infected 786-O cells showed a significant decrease in proliferation (P<0.05). The 
cell cycle assay indicated that the apoptotic rate of the pEGFP-N1-NPRL2 group, pEGFP-N1 group and control 
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group were 18.82%±0.40%, 5.65%±0.12% and 5.85%±0.07%, and the proportion of the cell at G0/G1 phase was 
69.80%±1.40%, 46.24%±1.30% and 47.03%±0.45%. The cells at G1 phase and apoptotic rate were both increased 
(P<0.05) in recombinant group. The cell cycle was arrested in the G0/G1 phase after transfection compared with the 
other two groups. The results suggested that the transfection of NPRL2 gene could suppress the proliferation, induce 
cell apoptosis and arrest cell cycle at G0/G1 phase of 786-O cells.

Key  words        NPRL2; 786-O cells; renal cancer; proliferation; apoptosis

NPRL2(nitrogen permease regulator-like 2)亦 称

肿瘤抑制候选基因4(tumor suppressor candidate 4, 
TUSC4), 是Lerman等[1]通过基因克隆技术从人染色

体3p21.3区域上得到的抑癌基因。该基因全长3.3 Kb, 
含有11个外显子和10个内含子。研究证实, 抑癌基

因NPRL2在人类许多正常组织中均有明显的表达, 
如心脏、肝脏、肺、脑、肾脏、胰腺等[2], 但有趣的

是, 抑癌基因NPRL2在人类多种肿瘤(如肺癌、肾细

胞癌、肝癌、乳腺癌、鼻咽癌、卵巢癌等)组织中

的表达明显降低 ,  其机制至今仍然不够明确 [3-7]。

新近一些研究表明, 抑癌基因在参与细胞周期信号

转导的调控以及细胞凋亡的生物学功能之中起着重

要的作用, 尤其是NPRL2能有效干扰多种肿瘤细胞

的生长近年得到广泛的重视[8-9]。由此, 我们推断肾

癌的发生可能与抑癌基因NPRL2的失活有关。因此, 
本实验通过基因转染技术将重组质粒pEGFP-N1-
NPRL2转染入肾癌786-O细胞株中, 观察NPRL2基因

的表达对肾癌细胞的增殖影响, 为进一步探讨肾癌

的发病机理奠定了基础。

1   材料与方法
1.1  主要材料和试剂

真核表达载体pEGFP-N1、肾癌786-O细胞株由

重庆医科大学临床与诊断实验室馈赠。基因NPRL2
购于上海生博医学生物工程科技有限公司; 无内毒

素质粒抽提试剂盒购于Omega公司; HG_TransGene
购于Healthgene公司; 一抗鼠抗人NPRL2多克隆抗体

购于Abcam公司。

1.2  重组质粒的构建及转染

1.2.1　重组质粒的构建        以NPRL2基因为模板

通过PCR扩增目的基因, 引物设计为: 上游引物: 5'-
GGA CTC AGA TAT GGG CAG CGG CTG CCG-3', 
在上游引物中加入Xho I-F酶切位点及保护碱基, 下
游引物: 3'-GGC GAC CGG TCT TCC AGC AGA TGA 

TGA TGT TGG-5', 在下游引物中加入BamH I-R酶切

位点及保护碱基, 扩增产物大小为1 180 bp。用限制

性内切酶Xho I-F和BamH I-R分别酶切PCR产物和质

粒pEGFP-N1并胶回收, 回收后的产物通过T4连接酶

连接后转化感受态细胞, 通过含卡那霉素的培养基

筛选阳性菌落并抽提质粒, 重组质粒命名为pEGFP-
N1-NPRL2。将重组质粒送往上海生工生物工程技术

服务有限公司测序。

1.2.2　倒置荧光显微镜观察重组质粒在肾癌786-O
细胞中的表达        用含10%胎牛血清的培养基

RPMI1640培养人肾癌786-O细胞, 转染前1 d, 将细

胞以每孔2.5×105接种于24孔板中培养至细胞融合度

达70%~80%。实验设3组: pEGFP-N1-NPRL2组(重
组质粒组)、pEGFP-N1组(空质粒组)和空白对照组

(786-O未处理组), 采用HG_TransGene转染法进行转

染。转染24 h后置于倒置荧光显微镜下观察荧光蛋

白的表达。

1.3  RT-PCR检测NPRL2 mRNA的表达

将各组细胞接种于6孔板中进行培养, 待细胞

融合度达到70%~80%后进行转染, 然后培养48 h后
用Trizol提取各组细胞总RNA, 经测定所用样品的

D260/D280比值都在1.8~2.0之间。反转录过程也按试

剂说明书进行操作。应用Prime Premier 5.0软件设

计NPRL2和内参β-actin基因引物。引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。引物序列为

NPRL2上游引物: 5'-GCA TGT CTA TCC TAC GTG 
ACC A-3', 下游引物: 5'-CTC ATC CAG CTC ATG GTA 
GCT C-3', 扩增产物大小为315 bp; β-actin上游引物: 
5'-ACT GTG CCC ATC TAC GAG G-3', 下游引物: 
5'-GAA AGG GTG TAA CGC AAC TA-3', 扩增产物

大小为678 bp。
PCR循环条件为: 94 ºC预变性2 min; 94 ºC变

性30 s, 62 ºC退火30 s, 72 ºC延伸1 min, 30 个循环; 
72 ºC延伸10 min。PCR反应产物的大小分别为315 bp 
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(NPRL2)和678 bp(β-actin), PCR产物经1.5%琼脂

糖凝胶电泳, Gold View染色。使用紫外光凝胶照

像, 经Image软件进行灰度测定, 对NPRL2灰度值与

β-actin灰度值的比值进行分析。

1.4  Western blot检测NPRL2蛋白的表达

对转染后的各组细胞培养48 h后弃去培养液, 
用PBS洗涤3次后各加入PMSF 3 μL和裂解液300 μL
提取蛋白, 离心后取上清液, 再上样进行聚丙烯凝胶

电泳, 然后电转并将蛋白条带转移到硝酸纤维素膜

上, 封闭后置于4 ºC一抗孵育过夜, 次日二抗孵育1 h, 
最后用化学发光试剂显色。

1.5  MTT检测细胞生长情况

将各组细胞按每孔5×103接种于96孔板, 待细胞

融合度达到70%~80%时进行转染。设pEGFP-N1-
NPRL2组、pEGFP-N1组、空白对照组各5孔, 然后

分别于24, 48, 72 h在每孔中各加入20 μL MTT液, 培养

4 h, 弃上清, 再加入200 μL DMSO, 充分振荡10 min。
最后分别检测3组转染后各个时间点的光密度值

(D490)并重复3次。根据D490值绘制细胞增殖曲线。

1.6  流式细胞仪分析细胞凋亡和细胞周期

将转染后48 h的各组细胞用PBS洗涤3次, 加入

7-AAD 10 μL和AnnexinV-PI 5 μL, 室温避光反应

20 min, 流式细胞仪检测细胞凋亡。上述相同的细

胞用PBS洗涤3次后用70%冰乙醇固定, 然后去除固

定液并加入碘化丙啶和RNA酶, 染色30 min, 最后用

流式细胞仪检测, 实验重复3次。

1.7  统计学处理

数据以(x-±s)表示, 应用统计学软件SPSS17.0进

行分析, 多组之间比较运用方差分析, 两两比较采用

t检验。

2   结果
2.1  测序鉴定

重组质粒pEGFP-N1-NPRL2采用通用引物正反

向测序, 并由NCBIBLAST比对测序结果, 所测结果

与目的基因同源性100%(数据未显示)。
2.2  重组质粒在786-O细胞中的表达情况

用倒置荧光显微镜观察转染24 h后的各组细胞

绿色荧光表达情况, pEGFP-N1-NPRL2组和pEGFP-
N1组均可见绿色荧光, 而空白对照组未见绿色荧光, 
说明重组质粒成功转染入786-O细胞(图1)。
2.3  RT-PCR检测NPRL2的表达

将转染48 h后的3组细胞分别提取总RNA, 并
用RT-PCR进行检测。电泳结果显示: pEGFP-N1-
NPRL2组、pEGFP-N1组和空白对照组NPRL2基因

表达量与β-actin灰度比值分别为1.12±0.07、0.68±0.03
和0.65±0.06, 重组质粒组与空质粒组以及空白对照

组相比, 差异有统计学意义(P<0.05), 而空质粒组和

空白对照组相比无统计学差异(P>0.05), 进一步说明

pEGFP-N1-NPRL2成功转染入786-O细胞, 并能在其

中表达(图2)。
2.4  Western blot检测NPRL2蛋白的表达

将转染48 h后的3组细胞分别提取其总蛋白进

行Western blot检测。结果显示: pEGFP-N1-NPRL2
组在71 kDa左右有目的条带出现, 而pEGFP-N1组和

空白对照组在对应位置无条带出现(图3)。

a: 重组质粒组; B: 空质粒组; C: 空白对照组。

A: pEGFP-N1-NPRL2 group; B: pEGFP-N1 group; C: 786-O cells group
图1　荧光显微镜观察GFP在各组质粒转染的786-O细胞中的表达(200×)

Fig.1　GFP mRNA expression in 3 groups of 786-O cells by fluorescence microscope(200×)
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2.5  MTT检测细胞的增殖情况

MTT检测结果显示: 与空质粒组和空白对照

组相比, 重组质粒组细胞的增殖明显受到抑制(P< 
0.05); 而空质粒组与空白组对比细胞的增殖没有明

显变化(P>0.05)。其结果提示, 抑癌基因NPRL2的转

染能抑制肾癌细胞786-O的增殖(图4)。
2.6  流式细胞仪分析细胞凋亡情况

转染48 h后的各组细胞经流式细胞仪分析发现: 
重组质粒组的凋亡率(18.82%±0.40%)明显高于空

质粒组(5.65%±0.12%)与空白对照组(5.85%±0.07%)
(P<0.05)。由此可推断, 抑癌基因NPRL2可诱导肾癌

786-O细胞的凋亡(图5)。
2.7  流式细胞仪分析细胞周期

将转染48 h后的细胞进行流式细胞仪检测, 其
结果显示: 重组质粒组处于G0/G1期的细胞明显多于

空质粒组和空白对照组(P<0.05), 而空质粒组与空白

对照组对比差异无统计学意义(P>0.05)。其结果表

明, 抑癌基因NPRL2的转染将肾癌786-O细胞阻滞在

G0/G1期(表1和图6)。

1: 重组质粒组; 2: 空质粒组; 3: 空白对照组。

1: pEGFP-N1-NPRL2 group; 2: pEGFP-N1 group; 3: 786-O cells group.
图3　Western blot检测融合蛋白在各组细胞中的表达 

Fig.3　Fusion protein expression in 3 groups of 786-O cells

图4　各组细胞的增殖曲线

Fig.4　Cell proliferation curves of 3 groups

M: DNA标准(DL 2 000); 1: 重组质粒组; 2: 空质粒组; 3: 空白对照组。

M: DNA marker(DL 2 000); 1: pEGFP-N1-NPRL2 group; 2: pEGFP-
N1 group; 3: 786-O cells group.

图2　RT-PCR检测NPRL2基因在各组细胞中的表达

Fig.2　NPRL2 mRNA expression in 3 groups of 786-O cells

A: 空白对照组; B: 空质粒组; C: 重组质粒组。

A: 786-O cells group; B: pEGFP-N1 group; C: pEGFP-N1-NPRL2 group.
图5　转染不同质粒对786-O细胞凋亡的影响  

Fig.5　Assessment of apoptosis in 3 groups of 786-O cells
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3   讨论
肾癌亦称肾细胞癌(renal cell carcinoma, RCC), 

为最常见的肾实质恶性肿瘤, 占成人恶性肿瘤的2%~ 
3%, 且近年来呈现出不断上升的趋势[10]。大约一半

的患者首次就诊时已属肾癌晚期, 传统的手术治疗

目前仍为肾癌的主要治疗手段, 放化疗治疗效果均

不佳。然而, 随着基因治疗的研究和应用逐渐深入, 
基因治疗已经成为肾癌特别是中晚期肾癌治疗的研

究热点[11-12], 这也为肾癌的生物治疗带来了曙光。

虽然NPRL2是一个新发现的肿瘤抑制基因, 但
是众多研究证实其与肿瘤的发生发展、预后可能存

在一定的关系。Wang等[13]对多种肿瘤细胞进行基

因失活检测发现, 在肺癌细胞和肾癌细胞中NPRL2
的表达明显下降。梁大英等[14]也发现NPRL2蛋白的

低表达可能与非小细胞肺癌的发生发展密切相关。

裴凤华等[15]检测到NPRL2在大肠癌患者外周血DNA
中明显缺失, 并且在大肠癌的分子筛查和诊断中具

有一定应用价值。程智勇等[16]采用免疫组化SP法检

测到胃癌组织中NPRL2蛋白表达降低, 但与胃癌的

分化程度和分期等无明显相关。NPRL2在多种肿瘤

组织中的表达明显降低, 但是其在许多正常组织明

显表达。由此可推断NPRL2基因失活与多种恶性肿

瘤的发生发展有关。但目前国内外对于NPRL2的研

究还主要集中在一些基础的研究上, 对于其抑制肿

瘤的具体机制和作用仍需要进一步的研究。

本实验通过基因亚克隆技术构建成了真核表

达载体pEGFP-N1-NPRL2, 并且成功将其转染入肾

癌786-O细胞株中。通过基因转染后, 检测到重组质

粒组NPRL2基因的表达量较空质粒组与空白组明显

增高, 目的蛋白表达量与空质粒组和空白组相比明

显增高, 说明重组质粒构建成功。MTT法检测结果

显示, 72 h时重组质粒组的细胞增殖显著低于空质

粒组和空白对照组, 说明NPRL2可以明显抑制肾癌

肿瘤细胞的增殖, 此结果与Ji等[17]对非小细胞肺癌的

表1　流式细胞术检测各组细胞周期(x– ±s)   

Table 1　Flow cytometric analysis of cell cycle in cells(x– ±s)
组别 G0/G1期 S期 G2/M期

Groups	 G0/G1 phase	 S phage	 G2/M phage
pEGFP-N1-NPRL2  69.80%±1.40%* 16.92%±1.3%* 13.28%±2.08%*
pEGFP-N1  46.24%±1.30% 41.46%±0.6% 12.30%±1.92%
786-O cells  47.03%±0.45%	 40.96%±1.5%	 12.01%±1.87%
*P<0.05, 与其他两组比较。

*P<0.05 compared with other two groups.

A: 空白对照组; B: 空质粒组; C: 重组质粒组。

A: 786-O cells group; B: pEGFP-N1 group; C: pEGFP-N1-NPRL2 group.
图6　转染不同质粒对786-O细胞周期的影响

Fig.6　Assessment of cell cycle in 3 groups of 786-O cells
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研究结果一致。此外, 流式细胞仪检测结果发现重

组质粒组的凋亡率和处于G0/G1期的细胞数明显高

于空质粒组和空白对照组, 表现出G0/G1期阻滞, 与
江拥军(中南大学博士学位论文, 2008年)对肺癌的

研究结论相似。实验结果表明, 抑癌基因NPRL2能
有效调节肾癌细胞周期检查点, 将其阻滞于G0/G1期, 
并能起到抑制肾癌细胞增殖和诱导其凋亡的作用。

综上所述, 本实验显示抑癌基因NPRL2转染入

该基因缺失的肾癌786-O细胞株能阻滞细胞周期于

G0/G1期, 从而起到抑制增殖的作用, 说明抑癌基因

NPRL2与肾癌的发生发展密切相关, 这为今后进一

步研究抑癌基因NPRL2在肾癌中的作用机制及其途

径奠定了良好的基础。
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