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增殖能力的影响 *

陈暮霖 1 穆星宇 1 李维国 1 蒋立人 2 凡 杰 1△

（1上海交通大学附属第一人民医院泌尿外科 上海 200080；2上海交通大学附属第一人民医院病理科 上海 200080）

摘要 目的：探究敲除含 琢-Arrestin 结构域蛋白 3（琢-Arrestin-Domain-Containing-3，ARRDC3）对肾透明细胞癌 786-O 细胞

PI3K/AKT信号通路和增殖能力的影响及作用机制。方法：使用 Crispr-Cas9技术构建稳定敲除 ARRDC3的 786-O细胞系；通过免

疫印迹检测敲除 ARRDC3对 AXL蛋白水平的影响；借助免疫沉淀技术研究敲除 ARRDC3对 AXL泛素化水平的影响；利用免疫

印迹、shRNA干扰蛋白表达技术和及构建的敲除 ARRDC3细胞检测 ARRDC3和 AXL表达水平对 PI3K/AKT信号通路活性的

影响；CCK-8技术检测 ARRDC3和 AXL表达水平对肾癌细胞增殖能力的影响。结果：与野生型 786-O细胞相比，稳定敲除 AR-

RDC3的 786-O细胞内 AXL的蛋白水平显著升高。进一步检测细胞内 AXL的泛素化水平发现，ARRDC3稳定敲除组细胞内

AXL蛋白的泛素化水平显著降低；免疫印迹和 CCK-8实验结果显示，敲除 ARRDC3会显著增加 AXL/PI3K/AKT信号通路磷酸

化和细胞增殖能力，而在 ARRDC3缺陷细胞内降低 AXL蛋白的表达，会导致 AXL/PI3K/AKT的活性和细胞增殖能力恢复到与

野生型相似的水平。结论：在 786-O细胞内敲除 ARRDC3可通过降低 ARRDC3对 AXL的泛素化降解，上调 AXL蛋白水平和

PI3K/AKT信号通路的活性，并促进肾癌细胞的增殖。
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Effects of 琢-Arrestin-Domain-Containing-3 Deficiency on PI3K/AKT
Signaling Pathway and Proliferation of Renal Cell Carcinoma Cells*

To investigate the effects and mechanisms of 琢-Arrestin-domain-containing-3 (ARRDC3) deficiency on

PI3K/AKT signaling pathway and cell proliferation in clear cell renal cell carcinoma 786-O cells. Crispr-Cas9 system was used

to construct the ARRDC3 deficient 786-O cell line. The effect of ARRDC3 deficiency on AXL protein was detected by Western Blotting

analysis. The effect of ARRDC3 deficiency on the ubiquitination of AXL was investigated by Immunoprecipitation. Effects of ARRDC3

and AXL expression on PI3K/AKT signaling pathway were detected by Western Blotting, shRNA interference and established ARRDC3

deficient cells. CCK-8 technology was utilized to discovered the effect of ARRDC3 and AXL expression on proliferation in RCC cells.

Compared with wild type 786-O RCC cells, the protein of AXL was elevated. Further examination of ubiquitination indicated

that ARRDC3 deficiency significantly reduced the ubiquitination of AXL in 786-O cells. The results of Western blotting and CCK-8

analyses showed that ARRDC3 deficiency increased the phosphorylation of AXL/PI3K/AKT signaling pathway and cell proliferation

ability. Moreover, knocking down AXL protein expression in ARRDC3-deficient cells leaded the activity of AXL/PI3K/AKT signaling

pathway and cell proliferation back to the levels similar to wild type, which suggested the effects of ARRDC3 deficiency on the activity

of AXL/PI3K/AKT signaling pathway and proliferation of RCC cells is AXL-dependent. ARRDC3 deficiency in 786-O

cells up-regulates AXL protein level and activity of the PI3K/AKT signaling pathway and promotes proliferation of cells via reducing the

AXL ubiquitination mediated by ARRDC3, which may provide a kind of potential therapeutic taget and new idea for individualized treat-

ment of RCC.
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前言

肾细胞癌（Renal cell carcinoma，RCC），简称肾癌，发病率

占肾脏肿瘤（Kidney cancer）总数的 90 %以上[1]。AXL是 TAM

(TYRO3-AXL-MER)受体酪氨酸激酶家族的成员之一，可由生

长停滞特异性蛋白 6（Growth arrest-specific protein 6，GAS6）激

活并发生磷酸化，继而增强其下游 PI3K/AKT等相关细胞通路

的活性，促进肿瘤细胞增殖、侵袭、转移及上皮间充质转化（Ep-

ithelial mesenchymal transformation，EMT）和耐药等一系列生物

学行为[2,3]。近年来，多项研究揭示并肯定了蛋白泛素化过程对

肾癌的重要意义 [4-7]。我们前期的研究发现 ARRDC3（琢-Ar-
restin-Domain-Containing 3）在肾癌中表达显著降低，并且可通

过增强泛素化修饰的方式调节 Hippo-YAP1信号通路，产生抑

癌效应 [8]。有趣的是，在研究过程中我们发现除 YAP1之外，

ARRDC3还可能与 AXL蛋白发生相互作用[8]。我们推测：与同

YAP1 作用相似，ARRDC3 可能在肾癌细胞内通过增强 AXL

蛋白的泛素化，促进 AXL蛋白降解以发挥下调 AKT信号通路

活性及抑制细胞增殖的作用。本课题旨在利用 Crispr-Cas9技

术建立 ARRDC3缺陷表达的 786-O肾透明细胞癌株，并利用

免疫印迹、免疫沉淀等技术，进一步探究 ARRDC3对肾透明细

胞癌的抗肿瘤作用及机制。

1 材料与方法

1.1 材料

肾透明细胞癌 786-O细胞系购自中国科学院细胞库；RP-

MI-1640培养基购自 Gibco公司；BCA试剂盒、蛋白酶磷酸化

酶抑制剂购自碧云天公司；重组人 GAS6 蛋白购自于 R&D

system 公司；ARRDC3、GAPDH 抗体购自于 Abcam 公司；

AXL、p-AXL、AKT、p-AKT（T308）、p-AKT（S473）抗体购自于

Cell Signaling Technology公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 786-O 细胞系使用含 10 %胎牛血清（FBS）

RPMI-1640培养基。细胞放置在 37℃、5 % CO2细胞恒温培育

箱中，细胞汇合度达 70 %-80 %时进行细胞传代，每 2-3天更换

一次培养基。

1.2.2 ARRDC3缺陷型细胞系的构建 选择特异靶向 ARRDC3

基因 4号外显子的 sgRNA目的片段装入 Crispr/Cas9载体，并

进行测序验证。将测序正确的载体与 puromycin抗性载体一起

转染肾癌细胞，24 h后进行消化并稀释，加入 puromycin筛选 2

天后，换成正常培养基培养 2周，获得单克隆细胞。将获得的单

克隆细胞用 ARRDC3抗体进行免疫印迹分析，获得完全不表

达 ARRDC3蛋白的单克隆细胞，保存，并扩大培养。抽提单克

隆细胞的基因组 DNA，进行目标区域的 PCR扩增，将 PCR产

物进行测序，以便明确碱基插入或缺失的位置及碱基数目。将

野生型或突变型 ARRDC3载体与 puromycin抗性载体一起转

染 ARRDC3 缺陷型肾癌细胞，24 h 进行消化并稀释，加入

puromycin筛选 2周，获得单克隆细胞。将获得的单克隆细胞用

标签抗体进行免疫印迹分析，获得稳定回复表达野生型或突变

型 ARRDC3的单克隆细胞，保存，并扩大培养。

1.2.3 免疫印迹（Western blotting） 消化并收集待测目的细胞

后，加入细胞裂解液和蛋白酶磷酸化酶抑制剂提取细胞蛋白，

并使用 BCA试剂盒对样品内蛋白进行定量检测。在蛋白样品

中加入上样缓冲液，颠倒混匀后在 98℃煮沸 10 min。电泳、转

膜后用 5 %脱脂牛奶 -TBST溶液（检测磷酸化蛋白需使用 5 %

BSA-TBST溶液）封闭 45 min。在 4℃摇床孵育一抗过夜。次日

用 TBST溶液洗膜三次，每次 10 min。室温孵育二抗 1 h，TBST

溶液洗膜五次，每次 7min。后加 ECL化学发光剂显影进行分析。

1.2.4 免疫沉淀（Immunoprecipitation） 向待测目的细胞培养

基内加入MG132以阻断蛋白降解（20 滋M），6 h后收集细胞。
收细胞时加入细胞裂解液收集细胞蛋白。裂解完毕后，先留取

约 30 滋L作 input，再向剩余蛋白裂解液中 30 滋L Preotein A/G
agarose beads，置于 4℃转盘上旋转混匀 20 min。然后将样品在

12000 rpm，4℃下离心 10 min，留取上清液，弃去沉淀。将预纯

化蛋白样品中加入约 30 滋L的 Flag-beads，在 4℃转盘中缓慢

颠倒孵育过夜。次日，3000 rpm，4℃离心 3 min后弃上清液，洗

涤 beads 3次。洗涤完毕后，再次弃上清，向沉淀中加入 50 滋L
2× 上样缓冲液，98℃金属浴煮沸 10 min。离心后弃去细胞沉

淀，吸取上清留做后续免疫印迹实验或放置在 -80℃保存备用。

1.2.5 CCK-8 消化待检测的目的细胞，得到细胞悬液。用细

胞计数法对细胞悬液进行计数，再在 96孔细胞培养板内进行

接种，使每孔内约含有 103个细胞，液体体积控制在 100 滋L。每
组细胞设置 3个复孔。之后连续在每天相同时间点处理并观察

6天。检测时，吸出原培养基，每孔中加入 10 %的 CCK-8无血

清培养基 100 滋L（内含 10 滋L CCK-8试剂）。同时在不含细胞
的孔内加入该培养基，将其作为空白对照孔。再将细胞培养板

放置在 37℃ 5 % CO2培养箱中，避光孵育时间 2 h。孵育完毕

后，用酶标仪测定其在波长 450 nm处的吸光度值。综合检测数

据进行统计学分析并绘制细胞增殖曲线。

1.2.6 统计学方法 采用 SPSS 19.0 对实验数据进行统计分

析，用平均数± 标准差表示计量资料。两组间比较用独立样本

的 Student's t检验，P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 敲除 ARRDC3增加 AXL蛋白水平

我们利用 CRISPR-Cas9 技术构建稳定敲除 ARRDC3 的

786-O细胞株 ARRDC3-KO。首先我们设计针对 ARRDC3基因

第四号外显子（Exon 4）的引导 RNA（sgRNA）：5'-GAGGTACA-

GAACCAGCAACA-3'。 再 将 sgRNA 构 建 至 pX335-U6-

Chimeric_BB-CBh-hSpCas9n载体中。将成功构建的重组质粒

转染 786-O细胞，通过单克隆筛选并用免疫印迹验证，最终获

得了 ARRDC3缺陷型 786-O细胞株 ARRDC3-KO。DNA测序

结果表明缺陷型细胞株在 ARRDC3第四号外显子缺失 14个

碱基对，造成了 ARRDC3的移码突变（图 1A）。

我们随后扩大培养 ARRDC3野生型细胞株 ARRDC3-WT

和 ARRDC3缺陷型细胞株 ARRDC3-KO，利用免疫印迹方法

验证 ARRDC3的敲除情况和 AXL蛋白水平。结果显示 AR-

RDC3-KO 组的 AXL 蛋白水平较 ARRDC3-WT 组显著增高

（图 1B）。
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2.2 敲除 ARRDC3降低 AXL的泛素化水平

在前期关于 ARRDC3和 YAP1的研究中，我们发现 AR

RDC3促进 YAP1蛋白降解是通过增强 YAP1 的泛素化修饰

来实现的。为探讨敲除 ARRDC3增加 AXL蛋白水平的机制，

我们在 ARRDC3-WT 和 ARRDC3-KO 细胞株内转染等量的

HA-Ub和 AXL-Flag质粒，通过免疫沉淀法检测两组细胞中AXL

泛素化水平的差异。实验结果表明，与 ARRDC3-WT组相比，

ARRDC3-KO组细胞的 AXL泛素化水平明显降低（图 2），这

提示 ARRDC3通过促进 AXL泛素化降低 AXL的蛋白水平。

2.3 敲除 ARRDC3增强 AXL/AKT信号通路的磷酸化水平

为了明确 ARRDC3介导 AXL泛素化负调节 AXL蛋白水

平的生理意义，我们对肾癌细胞内 AXL/AKT信号通路的磷酸

化水平进行了检测。在血清饥饿 12 h后，我们先使用 GAS6蛋

白分别处理 ARRDC3-WT和 ARRDC3-KO组细胞（200 ng/mL，

30 min）以激活 AXL，再收集细胞并通过免疫印迹的方法分析

两组细胞中 AXL下游信号通路中关键分子 AKT的磷酸化水

平。结果显示，在 GAS6蛋白的作用之下，ARRDC3-KO组细胞

的 AXL自身磷酸化水平、AKT的磷酸化水平与 ARRDC3-WT

组相比都明显增强（图 3）。

2.4 敲减 ARRDC3缺陷细胞内的 AXL蛋白恢复 AKT磷酸化

水平

在发现敲除 ARRDC3可以增强 AXL/AKT信号通路的活

性之后，我们继续进行进一步的实验以探究产生这一效应的分

子机制。在 ARRDC3 缺陷的 ARRDC3-KO 细胞中通过转染

shRNA的方法降低 AXL蛋白的表达水平后，我们观察到 AXL

下游的 AKT磷酸化恢复到与野生型细胞近似的水平（图 4）。

这一结果表明，敲除 ARRDC3导致 AXL/AKT信号通路磷酸

化水平增强依赖于 AXL。

图 1 敲除 ARRDC3增加 AXL蛋白水平：A. ARRDC3-KO肾癌细胞系内 ARRDC3区域基因组 DNA测序图；

B. ARRDC3-KO组肾癌细胞的 AXL蛋白水平显著增加

Fig.1 ARRDC3 deficiency increased AXL protein: A. Sequencing of ARRDC3 gene in ARRDC3-KO cells; B AXL protein significantly increased

in ARRDC3-KO cells

图 2 敲除 ARRDC3降低 AXL的泛素化水平：免疫沉淀检测敲除

ARRDC3对 AXL泛素化水平的影响

Fig.2 Immunoprecipitation was performed to investigate the effect of

ARRDC3 on the ubiquitination of AXL

图 3 敲除 ARRDC3增强 AXL/AKT信号通路的磷酸化水平

Fig.3 ARRDC3 deficiency enhances phosphorylation of the AXL/AKT

signaling pathway
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2.5 敲除 ARRDC3促进肾癌细胞增殖依赖 AXL

我们利用 CCK-8试剂盒检测 ARRDC3-WT、ARRDC3-KO

和 ARRDC3-KO+shAXL三组细胞在 6天内的增殖情况，根据

所得的 OD450 nm数值，绘制出细胞增殖曲线（图 5）。结果显

示，敲除 ARRDC3可明显增强 786-O细胞的增殖，该差异具有

统计学意义（**，P<0.001）；而在敲除 ARRDC3 的基础上再降

低 AXL表达得到的 ARRDC3-KO+shAXL细胞系中，其细胞增

殖数目略高于与野生型 ARRDC3-WT，但该差异并无统计学意

义（NS，P=0.2526）。

3 讨论

人体内存在着多种蛋白质的调控系统，其中泛素 -蛋白酶

体系统（ubiquitin-proteasome system，UPS）是调控蛋白质功能

和稳定性系统内重要的一员[9,10]。文献报道，约超过 80%的蛋白

质系借由 UPS被细胞降解，泛素化修饰对蛋白的调节机制在

多种肿瘤的病理过程中均发挥着十分重要的作用[11,12]。

琢-Arrestin蛋白家族是一类介导受体内吞、泛素化降解的
接头蛋白，ARRDC3是其蛋白家族的成员之一 [13,14]。ARRDC3

野生型分子结构包括 Arrestin-N 端、Arrestin-C 端以及 PPXY

模体共三个结构域[8]。ARRDC3蛋白可以通过 PPXY模体结合

并招募含有WW结构域的 E3泛素连接酶，形成蛋白复合体，

该复合体可对特定的底物进行泛素化修饰，增加其泛素化水

平[15,16]。研究报道 ARRDC3在包括乳腺癌、前列腺癌、肾癌在内

的多种肿瘤中的表达显著下调 [8,17-19]。ARRDC3可增强对如 In-

tergtin 4、PAR1等蛋白的泛素化修饰，并参与到这些蛋白的降

解过程之中[15,20]。Soung YH等人近期的研究发现，除抑制肿瘤

增殖、侵袭、转移以外，ARRDC3还与 miR-200b之间存在正反

馈回路，这一机制在逆转肿瘤上皮间充质转化和 DNA损伤剂

的化疗耐药方面也发挥了关键的作用[21]。

AXL是一种单跨膜的受体酪氨酸激酶，其分子结构共包

括细胞外区域（包括两个免疫球蛋白区域和两个与纤维连接蛋

白同源的重复区域）、跨膜区域和细胞内激酶区域（包括 3个磷

酸化位点 Y779、Y821和 Y866）共三部分[22]。生长停滞特异性

蛋白 6（GAS6）可通过自分泌或者旁分泌的方式，与 AXL胞外

区域结合激活 AXL发生磷酸化，并继续激动下游信号通路，产

生一系列促肿瘤发生发展的效应[23-25]。PI3K/AKT是 AXL下游

的重要信号通路之一，经 AXL的作用后 PI3K被激活，产生的

磷酸化磷脂酰肌醇产物协同蛋白激酶活化 AKT，并进一步影

响下游因子的活化状态，对细胞增殖产生重要的影响[26,27]。除此

之外，在耐靶向药物治疗的肿瘤细胞中，AXL信号通路的旁路

激活效应被认为是耐药形成的重要分子机制[28,29]。由此可见，深

入研究调控 AXL细胞通路的机制具有十分重大的意义。

本研究首先利用 Crispr-Cas9技术构建并通过测序和免疫

印迹的方法成功鉴定出 ARRDC3缺陷表达的 ARRDC3-KO细

胞系。然后分析 ARRDC3-KO肾癌细胞内的 AXL蛋白，发现

ARRDC3与 AXL的蛋白水平呈负相关关系。结合既往的文献

和研究结果，我们预测 ARRDC3可能在肾癌细胞内发挥促

AXL泛素化降解的功能。之后我们又进行免疫沉淀实验明确

了敲除 ARRDC3引起 AXL泛素化水平降低的生物学效应。这

些实验结果提示，ARRDC3可通过促进肾癌内 AXL蛋白的泛

素化修饰负向调节 AXL的蛋白水平。之后进行的检测 AKT信

号通路的磷酸化水平和细胞增殖状况的实验结果相对应，提示

敲除 ARRDC3不仅可以导致肾癌细胞内 AXL/PI3K/AKT信号

通路的异常持续激活，还同时促进了肾癌细胞的增殖，并且这

两种效应依赖于 AXL蛋白。然而，本研究未深入系统地探讨

ARRDC3和 AXL的详细作用机制及 ARRDC3负调节 AXL蛋

白水平对于肾癌靶向药物耐药、迁徙、EMT等其它方面的影

响。这些工作也是我们下一步实验研究的主要内容。

综上所述，在 786-O细胞内敲除 ARRDC3通过降低 AR-

RDC3 对 AXL 的泛素化降解，上调 AXL 蛋白水平和

AXL/PI3K/AKT信号通路的活性，并促进肾癌细胞的增殖。这

一机制的发现可为肾癌个体化治疗提供可行的潜在靶点和新

思路。
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