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摘要 目的：运用小干扰 RNA下调果蝇 zeste基因增强子人类同源物（enhancer of zeste homolog 2，EZH2）在肾癌细胞系 769-P中

的表达，明确其对肾癌细胞增殖的影响。方法：将处于对数生长期 769-P细胞分为实验组（experiment group）、阴性对照组(negative
group)、空白对照组（blank group），合成靶向 EZH2基因的小干扰 RNA片段（EZH2-siRNA）和无效序列片段后，通过脂质体介导分

别转染至实理组和阴性对照组，空白对照组未做任何处理。以 qRealtime-PCR检测 EZH2基因 mRNA水平的变化情况，以 MTT

法检测各组细胞增殖变化；流式细胞术（FCM）检测转染后细胞周期变化情况。结果：实理组中 EZH2在 mRNA表达水平明显受
抑制；MTT实验中第 4天始，实验组中 769-P细胞的增殖能力开始受抑制，第 5天时实验组细胞抑制更明显，与阴性对照组和空

白组比较差异有统计学意义（P < 0.05）。siRNA转染后实验组中 G0/G1期细胞比例明显增多 (81.32± 3.14)%，与阴性对照组
(44.13± 1.52)%和空白对照组(45.71± 2.32)%差异有统计学意义。结论：EZH2-siRNA可有效下调并抑制肾癌细胞 769-P的增殖，
EZH2在肾癌的发生、发展中发挥了重要作用，为下一步研究肾癌基因治疗提供了理论支持。
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Effect of EZH2 after Silenced by siRNA on the Proliferation of Renal Cell
Carcinoma Cell Line 769-P*

To investigate the influence of siRNA targeting the enhancer of homolog2(EZH2) gene on the proliferation

of renal cell carcinoma (RCC) cell line 769-P in vitro. The cell line 769-P which were in the period of logarithmic phase were

divided into experiment group, negative group and blank group. siRNA sequence targeting EZH2 were designed and synthesized

according to genebank, with a scramble sequence as negative control, which were transefected to the 769-P cells conducted by
Lipofectamine 2000. The expression of EZH2 in mRNA level was detected by qRT-PCR after downregulated. MTT assay was used to

observe the growth of 769-P cells in experiment group, negative group and blank group. And, cell cycle distribution of 769-P cells were

detected by flow cytometry. The expression of EZH2 in mRNA level was significantly suppressed by siRNA. MTT assay results

revealed that cell inhibitory rate of experiment group was more lower than that of negative group and blank group. The proliferation of

769-P cells were inhibited remarkably in experiment group with cell rate of G0/G1 phrase being (81.32± 3.14)%, and there were statistic

difference as compared with negative control group (44.13± 1.52)% and blank group(45.71± 2.32)%. EZH2 gene silencing

can be conducted effectively by siRNA. EZH2 may play important roles in the development and progression of RCC, EZH2 may be a

potential theraputic target, and provides an important theoretical basis for gene therapy of RCC.
Renal cell carcinoma; RNAi; EZH2

前言

肾癌作为泌尿系常见恶性肿瘤，其早期外科手术治疗效果

较好，而晚期肾癌因易复发、转移及对放、化疗不敏感，目前 5

年生存率较低[1]，靶向药物的出现为晚期肾癌患者的治疗提供

了一种新手段[2，3]。临床试验结果表明，目前针对晚期肾癌患者

的靶向药物还存在完全缓解率低、远期生存率未明显提高[4]等

问题，因此需继续寻找新的肾癌药物靶点。EZH2（enhancer of
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zeste homolog 2）是果蝇 zeste基因增强子人类同源物，是多梳
PcG基因家族的重要成员之一。PcG和 TrxG基因是参与防止
细胞身份改变的细胞记忆系统中的重要组成部分，参与阻止细

胞的恶性变[5]。EZH2基因同时具备组蛋白甲基转移酶和去乙
酰化酶（HDAC）等多种调控作用，作为转录抑制因子参与了多

种恶性肿瘤的发生、发展[6-9]。为明确 EZH2基因在肾癌细胞中

的生物学作用，本实验拟通过 RNA干扰技术下调 EZH2在肾

癌细胞 769-P中的表达，检测 EZH2-siRNA对 769-P细胞增殖

的影响。

1 材料和方法

1.1 主要仪器和试剂

肾癌 769-P细胞由第四军医大学肿瘤生物学国家重点实

验室保存，总 RNA提取试剂盒（RNeasy Mini Kit）购于德国 QI-

AGEN 公司，脂质体（LipofectamineTM 2000）由美国 Invitrogen

公司生产，荧光实时定量 qRT-PCR 试剂 SYBR Premix Ex

TaqTM II和 RNA反转录试剂 PrimeScript RT Master Mix由

日本 TaKaRa 公司生产，噻唑蓝（MTT）由美国 Sigma 公司生

产。

1.2 siRNA的设计与合成

根据 Gene bank 提供的 EZH2 序列(NM-004456.3) ，由上

海吉玛公司合成 siRNA，一条为有效的靶点序列：5’-GACU-

CUGAAUGCAGUUGCUTT-3’，命为实验组，另一条为无效序

列：5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’，命为阴性对照组。
1.3 细胞培养和 siRNA转染

用含 10 %胎牛血清的高糖 DMEM 培养肾癌细胞 769-P，

置于 37 ℃、5 %CO2浓度细胞培养箱中孵育，以 0.25 %胰酶消

化细胞传代。取对数生长期的细胞接种于 6孔板，待融合率达

约 40 %～ 60 %后每孔先加 1 mL无血清 DMEM，后再加由 5

滋L siRNA与 250 滋LDMEM和 5 滋L Lipofectamine2000 与 250

滋L DMEM的混合液，混合前室温静置 30 min，于 37 ℃、5 %

CO2细胞培养箱中孵育 6 h后，换含 10 %血清 DMEM。
1.4 转染后 EZH2 mRNA的检测

收集转染后 48 h 769-P细胞，以 RNeasy Mini Kit试剂盒提

取总 RNA，用 PrimeScript誖 RT Master Mix(for Real Time)试剂
盒进行反转录，具体操作步骤见说明书，反转录反应条件：37
℃ 15 min（反转录反应），85 ℃ 5 sec（反转录酶的失活反应），4

℃（反应终止后）。EZH2实时定量 PCR引物由上海生工生物工

程有限公司合 成：EZH2 上游 引物 5’-ttgttggcggaagcgtg-

taaaatc-3’，EZH2下游引物 5’-tccctagtcccgcgcaatgagc-3’；管家

基因 GAPDH上游引物 5’-accacagtccatgccatcac-3’，下游引物
5’-tccaccaccctgttgctgta-3’。反应条件为 95 ℃预变性 5 min，95

℃ 10 sec，60 ℃ 30 sec，共 30个循环。
1.5 MTT法检测 769-P细胞的增殖

取对数生长期的各组肾癌细胞制备成浓度为 4× 103个

/ml单细胞悬液，接种于 96孔板，每组设 5个复孔，并设置一对
照孔，只加培养基；待细胞贴壁率达 50 %左右，开始转染 siR-
NA；转染后分别于 6 h、2 d、3 d 、4 d、5 d 每孔加入 20 滋L
MTT，37 ℃孵育 4 h，吸弃上清；后每孔加入 150 滋L DMSO，

振荡 10 min，保证结晶充分溶解，紫外分光光度计 490 nm

处测定 OD 值，计算 5 孔的平均值。以 GraphPad Prism5软件

绘图。

1.6 流式细胞术检测 769-P细胞周期变化

取转染后 48 h处于对数生长期的肾癌 769-P细胞(细胞密

度到 1.0× 106)，以 0.25 %胰酶消化成单细胞悬液，用无菌 PBS、
900 rpm洗涤 5 min，弃 PBS；加入 1 mLPBS和 2 mL无水乙醇

固定，上机前 PBS洗涤 1次，用含 0.01 %RNase和 0.5 %PI 4 ℃

处理细胞 20 min；过 300目尼龙网后上机，在 488 nm激发波长
下测定 769-P细胞各周期 DNA含量。
1.7 统计学分析

采用统计软件 SPSS17.0进行数据分析，组间比较采用 t检

验，以 P<0.05为差异有统计学意义，以 GraphPad Prism5软件

作图。

2 结果

2.1 肾癌细胞 769-P转染 siRNA后 EZH2mRNA表达水平明显
下调

EZH2-siRNA转染 769-P细胞 48 h 后，提取细胞总 RNA，
qRT-PCR检测相关 mRNA表达水平，发现较空白对照组和阴

性对照组，实验组在 mRNA表达水平上明显下调 (P < 0.05)，而

空白组和阴性对照组之间无明显差别（P>0.05），见图 1。

2.2 EZH2-siRNA明显抑制肾癌细胞的增殖能力

结果显示第 4天始，769-P细胞中实验组的增殖能力较阴

性对照组和空白组组细胞开始受抑制，第 5天时实验组细胞增

殖抑制更明显（P < 0.05）（图 2）。
2.3 流式细胞术检测肾癌 769-P细胞周期

转染后 48小时流式细胞术检测肾癌细胞周期变化，结果

显示：实验组细胞的周期 G1期数量比例明显多于空白对照组

和阴性对照组的凋亡数量比例，差异有统计学意义 (P < 0.05)

图 3。

图 1 769-P转染 siRNA后各组 mRNA表达水平变化

Fig. 1 Relative expression of the mRNAs encoding EZH2 in 769-P cells

after transfected interference sequence in different groups

*注：a：P<0.05，与阴性对照组和空白组比较。

*Note: a:P<0.05, compared with negative group and blank group.
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3 讨论

组蛋白翻译后修饰是表面遗传改变致癌症发生的机制之

一。甲基化作为一种组蛋白共价修饰，它可以发生在赖氨酸或

精氨酸上，如 H3K27甲基化就是一种抑制性修饰。人类细胞中

介导 H3K27甲基化的酶是 EZH2[9]，是果蝇 Zeste 增强子 E(z)

的同源蛋白，定位于 7号染色体短链 35区，共包含 20个外显

子，其长度在 41-323 bp不等，而内含子长度在 0. 15-17. 7 kb

不等，其 cDNA全长 2.7 kb，包含一个开放阅读框架[10]。EZH2

通过发挥组蛋白甲基转移酶和组蛋白去乙酰化酶(HDAC)等调
控作用参与靶基因的转录抑制，从而促进多种人类细胞的恶

性变[11-13]。EZH2还可作用于 pRb2/p130蛋白 C-碳末端与组蛋

白去乙酞化(HDAC1)相联的区域，促进细胞周期异常增殖和恶

性变，推测 EZH2有可能成为新的肿瘤Marker[14]。

RNA干扰（RNAi）是一种反义技术，利用碱基互补原理合

成与 mRNA 对应的双链 RNA（dsRNA），导入后使 mRNA 发

生特异降解而导致相应基因沉默，属于基因转录后修饰 [15]。

dsRNA 经 Dicer酶切割加工成长度为 21~24nt的非编码小分

图 2 769-P转染 siRNA后各组细胞增殖能力变化

Fig. 2 The changes of proliferation ability after transfected RNA

interference sequence in 769-P cells

*注：a：P < 0.05，与阴性对照组和空白组比较。

*Note: a:P < 0.05, compared with negative group and blank group.

图 3 siRNA转染后肾癌 769-P细胞周期变化

Fig. 3 The changes of cell cycle distribution after transfected RNA interference sequence in 769-P cells

*注：a：P < 0.05，与阴性对照组和空白组比较。

*Note: a:P<0.05, compared with negative group and blank group.
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子 RNA（siRNA），在 RNA聚合酶催化下形成沉默复合体，具

有极高的特异性。进入细胞后稳定性好，因不含病毒序列，不会

整合入宿主染色体内，且结构简单，容易设计及大量合成，现已

被广泛用于探索基因功能和恶性肿瘤的基因治疗领域 [16]。目

前，国内外多名学者[17-19]已检测了 EZH2在肾癌组织和癌旁组

织的表达情况，发现 EZH2在肾癌组织中明显异常高表达，且
EZH2表达水平与肾癌病理恶性程度及临床侵袭性呈正相关。
Xu B[20]等通过组织芯片检测分析 223例肾透明细胞癌和 21例

乳头状细胞癌中 EZH2 的表达率与生存率间的关系，认为
EZH2可作为预测肾癌不良预后的指标，EZH2 是肾癌发生和

转移的关键分子。本实验中我们根据 RNAi原理，通过合成靶

向人 EZH2基因的 siRNA并转染至肾癌细胞系 769-P，检测
EZH2下调后对肾癌细胞生物学行为的变化。本实验结果提示
RNAi技术可有效沉默 EZH2 的表达，EZH2 基因沉默后肾癌
769-P细胞的增殖能力明显受到抑制，进一步在肿瘤生物学方

面证实了 EZH2在肾癌发生中的作用。为下一步研究肾癌基因

治疗提供了理论支持，靶向抑制 EZH2有望成为肾癌基因治疗

的新途经。

当前针对 EZH2基因在肾癌发生、发展中的作用研究多局

限在组织和细胞水平，EZH2基因在肾癌中具体分子调控机制

并未得到详细阐明，下一步拟利用基因芯片技术行 EZH2 在
siRNA干扰沉默后基因表达谱差异分析，以期为肾癌发病机制

和选择新的药物治疗靶点提供依据。
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