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Let-7a下调 k-Ras和 c-Myc癌基因的表达抑制肾癌细胞增殖
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摘要 目的：MicroRNA是近年发现的一类单链小分子 RNA，对它的研究已成为一个新的热点。最近的研究发现，1et-7a在细胞内
影响着基因的表达调控，在疾病发生中起着及极重要的作用，尤其是在肿瘤的发展过程中，let-7a扮演着不可替代的角色。本文主
要研究 let-7a在肾癌细胞株中的表达情况及其调控的靶基因、抑制细胞增殖的机制，对探索肾癌的致病基因，寻求肾癌新的治疗
途径有重要意义。方法：应用化学合成的 let-7a模拟物（mimics）用脂质体 Lipofectamine 2000在体外瞬时转染 786-O和 Caki-1肾
癌细胞株，转染 48小时后采用荧光定量 RT-PCR的方法检测 let-7a及 c-Myc、k-Ras mRNA的表达情况，Western blot检测这两株
肾癌细胞转染了 let-7a mimics后 c-Myc 及 k-Ras蛋白的表达变化；转染 let-7a mimics后分别在 24、48、72 小时三个时间点用
CCK-8试剂盒检测对肾癌细胞株增殖的影响。结果：786-O和 Caki-1肾癌细胞株中 let-7a的表达量明显低于正常肾小管上皮细胞
株 HK-2（P<0.05）;转染了 let-7amimics的 786-O和 Caki-1肾癌细胞株，RT-PCR及Western blot结果显示 c-Myc、k-Ras在基因及
蛋白的表达水平明显下调（P<0.05）；CCK-8检测结果显示转染了 let-7a mimics的肾癌细胞株细胞增殖能力明显明显受到抑制，与
阴性对照组比较差异有统计学意义（P<0.05）。结论：Let-7a在在肿瘤细胞与正常细胞中存在明显差异，let-7a通过调控 c-Myc、
k-Ras的表达能抑制肾癌细胞增殖。Let-7a mimics可以抑制肾癌细胞的增殖，因此上调 Let-7a的表达有可能成为肾癌基因治疗的
一种有效治疗手段。
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Let-7a Inhibits the Proliferation in Renal Cell Carcinoma Cell Lines by
Regulating k-Ras and c-Myc Gene Expression

MicroRNA is a type of the single small RNA discovered in recent years, and the study of it has become a
new hot spot. Let-7a plays a very important role and affects the expression of genes in cells. Especially let-7a plays an irreplaceable role
in the process of tumor development.This article mainly researches the expression of let-7a in kidney cancer cell lines and regulation of
target genes and the mechanism of inhibition of cell proliferation. It is a great significance to explore the pathogenic genes and new treat-
ment approaches in kidney cancer. Application of chemical synthesis of the let-7a mimics with Lipofectamine 2000 transient
transfects in 786-O and Caki-1 kidney cancer cell lines was taken. The let-7a and c-Myc, k-Ras mRNA expressions were detected with
method of RT-PCR after transfection. The expression changeswere tested with Western blot. Effects of let-7a in cell proliferation were eval-
uated by CCK-8 assay. Transfection of the let-7amimics in Cak-i and 786-Orenal cancer cell lines, that the c-Myc, k-Ras gene
and protein expression level significantly reduced(P<0.05). The expression levels of let-7a in 786-O and Caki-1 ells were lower than nor-
mal renal tubular epithelial cell lines HK-2 (P<0.05). Over-expression of let-7a in 786-O and Caki-1 cells suppressed c-Myc, k-Ras gene
and protein level. The result showed by RT-PCR and Western blot (P<0.05). CCK-8 test results showed that transfection let-7a mimics
inhibit their proliferation ability was significantly suppressed compared with negative control group(P<0.05). These findings
suggest that Let-7a plays an important role in kidney cancer cell lines proliferation through suppressing c-Myc, k-Ras , which pro-
vides a potential development of a new approach for the treatment of renal cancer.
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前言
MicroRNA (miRNA) 是一类真核生物内源性小分子单链

RNA，长 18-26个核苷酸，能够通过与靶 mRNA特异性的碱基

配对引起靶 mRNA的降解或者翻译抑制，对基因进行转录后

表达的调控，在肿瘤的增殖、侵袭和转移中发挥重要的作用[1]。

肾透明细胞癌发生发展的分子生物学机制尚未完全清楚，探索

肾癌的致病基因对于了解肾癌的发病机制有重要意义。最近的

研究发现，Let-7a在细胞内影响着基因的表达调控，在疾病发
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生过程中起着及其重要的作用，尤其是在肿瘤的发展过程中，

let-7a扮演着不可替代的角色。Let-7a在肿瘤细胞与正常细胞
中存在明显差异，因此 let-7a在肿瘤早期诊断方面可能有重要

意义。研究证实 let-7a参与细胞分化、增殖和凋亡、个体发育、

机体代谢以及病毒感染过程 _ENREF_2，并且在多种肿瘤中扮

演重要的角色。Let-7a的表达水平在肺癌、卵巢癌、乳腺癌等多

种肿瘤细胞中显著下调，而且肺癌和乳腺癌中 let-7a的表达水

平与患者的生存时间呈正相关。本研究运用实时定量 PCR、
Western-blot、CCK-8 等实验证实 Let-7a 在肾癌细胞株中低表
达，上调 let-7a后能靶向调控癌基因 k-Ras、c-Myc，从而抑制肾

癌细胞的增殖，为肾癌新的靶向治疗提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细胞株 正常肾小管上皮细胞 HK-2、人肾癌细胞株
786-O 和 Caki-1 购自中国科学院上海细胞研究所细胞库。
RT-PCR试剂盒购自大连 takara公司。MicroRNA let-7a mimics

购自上海杰玛生物公司。CCK-8（Cell Counting Kit-8）试剂盒购

自碧云天公司。

1.2 方法
1.2.1 RT-PCR 按照 TRIZOL法提取细胞总 RNA，应用紫外
分光光度计测定 RNA在 A260/A280的比值即 RNA 纯度，比

值范围 1.8到 2.1。用逆转录试剂盒将 mRNA反转录为 cDNA，

采用实时荧光定量 PCR检测肾癌细胞中 k-Ras及 c-Myc基因

的表达，GAPDH基因作为内参。SYBR Green PCR试剂盒实时

荧光定量 PCR检测 Let-7a表达，设 U6为内参。目的基因相对

于内参基因的表达量用 2-Δ Ct表示。
1.2.2 瞬时转染 转染前 24小时，将对数生长期的肾癌细胞

株以 1.0× 105个 /孔接种于 6孔板中，24小时后当细胞融合达

到 50 ％进行转染。先用无双抗和血清的 OPti-MEM培养基分

别稀释 let-7a mimics 分子和 LiPofectamine 2000 转染试剂，
5min后将两者混合，室温孵育 20分钟。去除培养板内的培养

基，用无双抗及血清的培养基洗 2次，然后加入孵育的 let-7a
mimics和 LiPofectamine 2000转染试剂混合物。let-7a mimics

终浓度为 80 nmol·L-1，培养 48小时后收集细胞，提取 RNA及

蛋白进行相关实验。

1.2.3 Western blot检测 k-Ras及 c-Myc蛋白的表达 瞬时转

染 48 h后，用含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液抽提蛋白，蛋白

抽提完成后按照 BCA蛋白浓度检测方法进行总蛋白含量的测

定。蛋白进行 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），电泳完

成后将印迹转染 PVDF 膜，5％脱脂奶粉 TBST 溶液封闭，清

洗，一抗杂交 4 ℃过夜，洗膜，二抗杂交，在暗室中 ECL试剂显
色，X光黑白胶片曝光，显影。
1.2.4 体外细胞增殖实验 CCK-8（Cell Counting Kit-8）实验

细胞融合 60～ 70 ％时，消化重悬细胞调整细胞浓度，以每孔
3000个细胞接种于 96孔板，置于 37 ℃，5 ％ CO2恒温培养箱

内培养。转染培养 6h 后更换含有 10 ％胎牛血清及双抗的
1640培养基继续培，分别在 24 h，48 h，72 h三个时间点检测细

胞增殖情况。96孔板内每孔加入 10 滋L CCK-8试剂，细胞培养

箱中继续培养 2 h后，酶标仪检测各孔光密度值（检测波长 450

nm），记录结果并绘制生长曲线。
1.3 统计学方法

采用统计软件 SPSS 17.0进行统计。数据用均数± 标准差
表示，两样本均数比较采用双侧 t检验，P<0.05被认为有统计
学意义。

2 结果

2.1 Let-7a在细胞株中的表达情况
Let-7a 在 786-O 和 Caki-1 细胞中的表达明显低于 HK-2

正常肾小管上皮细胞株（*P<0.05，图 1）。

2.2 Let-7a mimics 转染 786-O 和 Caki-1 细胞后 Let-7a、KRAS

和 c-myc mRNA水平的表达

肾癌细胞株 786-O 和 Caki-1 转染 Let-7a mimics 及阴性

对照后，细胞内 let-7a的表达水平明显比阴性对照组高（P<

0.05，图 2A）。k-Ras和 c-Myc是 let-7a的靶基因，在 786-O 和
Caki-1 肾癌细胞株中上调 let-7a 后 c-Myc 和 k-Ras 在 mRNA

水平上下降（P<0.05，图 2B，2C）。

图 1 肾癌细胞中 let-7a的表达与 HK-2细胞比较 *P<0.05

Fig.1 The expression level of let-7a in renal cell carcinoma cells vs HK-2

*P<0.05

图 2 转染了 let-7a mimics后 let-7a、c-Myc、k-Ras mRNA的表达(*P<0.05)A：let-7a表达;B：c-Myc mRNA表达;C：k-Ras mRNA表达

Fig.2 The expression levels of let-7a，c-mMyc mRNA，k-Ras mRNA after transfection of let-7a mimics(*P<0.05)A: Exprssion of let-7a; B: Exprssion of

c-Myc mRNA; C: Exprssion of k-Ras mRNA
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2.3 上调 let-7a 后 western-blot 检测 c-Myc、k-Ras蛋白表达变

化

_ENREF_3上调肾癌细胞株 786-O和 Caki-1 中 Let-7a 的

表达量后，Let-7a下游的靶基因 c-Myc、k-Ras在蛋白水平发生
下调（图 3），说明 let-7a能调控癌基因 c-Myc、k-Ras的表达。
2.4 CCK-8检测细胞增殖

CCK-8检测细胞增殖实验发现，转染了 let-7a mimics的肾

癌细胞株 786-O和 Caki-1，细胞增殖较对照组明显受到了抑

制。抑制效率在 72小时表现最明显（P<0.05，图 4）。

3 讨论
图 3 转染了 let-7a mimic后 k-Ras、c-Myc蛋白水平的变化

Fig.3 The expression levels of c-Myc mRNA，k-Rasprotein after

transfection of let-7a mimics(*P<0.05)

图 4 转染 let-7a mimics后对 786-O和 Caki-1细胞增殖的影响（* P<0.05）

Fig.4 The effect on cell proliferation in cells of 786-O and Caki-1after transfection of let-7a mimics（* P<0.05）

miRNA是一类内源性、广泛存在于真核生物中，是一组不

编码蛋白质的短序列 RNA，作为新近发现的转录后调控的重
要分子，广泛参与生命活动中的一系列重要进程，如:生物进化

与发育，细胞分化与恶变，细胞增殖与凋亡等，它通过与其目标

mRNA分子的 3'端非编码区域互补导致该 mRNA分子的翻译

受到抑制，在调控基因表达和肿瘤的发生、发展中发挥重要作

用[2,3]。miRNA在许多肿瘤中存在异常表达或突变现象，研究发

现 50 ％以上的微 RNA (miRNA) 基因定位于与肿瘤相关的区

域，而且多种肿瘤中均存在 miRNA异常表达，推测它们可能起

到原癌基因和抑癌基因的作用，参与了人类肿瘤的发生和发展
[4]。大量的研究表明，癌症的生物学行为与 miRNA对致癌和抑

癌基因的调控有关，因此 miRNA在恶性肿瘤的发病机制、早期

诊断以及寻找新的治疗策略的研究中意义重大[3,5]。

Let-7a作为一种抑癌基因在肺癌[6]、乳腺癌[7]、前列腺癌[8]中

表达显著下调。Let-7a可以通过下调 k-RAS及 HMGA2基因的

表达，抑制肺癌细胞的侵袭及增殖，研究证实 Let-7低表达的肺

癌患者复发时间短,预后不良[9]。将 Let-7a构建到 A549肺癌细

胞株中，通过皮下种植，尾静脉注射接种小鼠体内，结果发现

let-7a能抑制肺癌的生长及转移[10]。Dong等人发现 let-7a能够

在体内及体外通过靶向 E2F2及 CCND2基因，从而抑制前列

腺癌细胞的增殖[11]。在鼻咽癌中，Let-7a靶向作用 EZH2基因，

抑制肿瘤细胞的增殖，促进细胞凋亡[12]。本研究发现 let-7a在肾

细胞癌中低表达，进一步研究发现上调肾癌细胞中 let-7a的表
达水平可以导致细胞中的癌基因 k-Ras及 c-Myc在 mRNA和

蛋白水平表达下调，从而抑制了细胞的增殖，表明 let-7a在肾

癌细胞增殖过程中起关键的抑制作用。肾癌组织中 c-Myc及

k-Ras蛋白较正常组织显著高表达，let-7a则显著缺乏。在正常

细胞中 let-7a的水平较高，c-Myc及 k-Ras蛋白表达受抑制，而

肿瘤细胞中 let-7a 水平很低甚至缺失，c-Myc 及 k-Ras基因失

控，其蛋白过量表达，引起了细胞的恶性增殖。Let-7a能通过其

种子序列与 k-Ras及 c-Myc的 mRNA 3'UTR区域结合，导致
k-Ras及 c-Myc基因在转录后水平被调控，他们的下游基因如：
CCND1、PCNA也受到了抑制，从而使细胞周期停滞，肾癌细

胞增殖受到抑制。

c-Myc属于 myc癌基因家族，编码核内 DNA结合蛋白，可

直接调节其它基因的转录，在促进细胞增殖、生长和抑制细胞

凋亡过程中具有重要作用，c-Myc表达和功能失调是人类恶性

肿瘤中最为常见的异常[13]。c-Myc，n-Myc, v-Myc是 Myc家族
的成员,这些癌基因在多种肿瘤中过表达[14]。c-Myc在肾细胞癌

中的信号通路被激活对促进肾癌细胞的增殖是一个重要条件

的[15]。c-Myc能被多个 miRNA所调控，miR-135a、miR-34a在肾

癌中也扮演肿瘤抑制基因的角色，能靶向 c-Myc抑制细胞的增

殖效应[16, 17]。本研究发现肾癌细胞株中 c-My表达上调，激活了
c-Myc 促细胞增殖的信号通路。Let-7a 靶向抑制 c-Myc 使
c-Myc 所激活的细胞增殖信号通路失活。K-Ras 是信号通路
EGFR/RAS/MAPK中的关键分子，对肿瘤细胞增殖、迁移中发

挥重要作用[18]。研究表明活化后的 k-Ras基因与 PI3K相互作用

能上调其下游的靶基因 CCND1 的活化，进而促进细胞的增

殖[19]。k-Ras基因在肾癌组织中高表达并与肾癌病人的生存率
成负相关[20]。本实验发现 let-7a可以调控 c-Myc及 k-Ras的表

达导致肾癌细胞的增殖减慢，抑制了 c-Myc及 k-Ras信号通路

的激活，导致细胞周期停滞。
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本实验我们得到如下的结论：Let-7a在肾癌细胞株中表达

显著下调，将 let-7a mimics瞬时转染肾癌细胞株后，获得了
let-7a 的过表达。 Let-7a 通过与靶癌基因 c-Myc、k-Kas 的
3'UTR区域结合，在转录后水平调控 c-Myc、k-Kas基因，及蛋

白表达水平明显下调，进而影响肾癌细胞的增殖。Let-7a在肾

癌组织中 Let-7表达的高低与肾癌患者预后的关系，let-7a对肾

癌的早期诊断是否有帮助？这是我们需要进一步探究的内容。

所以我们认为 Let-7a抑制肾癌细胞增殖，增进人们对肾癌发生

机制的了解，并为攻克肾癌打下坚实的基础，有望成为治疗肾

癌的一种新策略。
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