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　 　 肾 癌 是 常 见 的 泌 尿 生 殖 系 统 恶 性 肿 瘤

之一。最新统计数据显示，2018年全球将有 

403 262例新发病例和175 098例死亡病例［1］。与

肾癌相关的危险因素包括肥胖、吸烟及高血压

等，尤其吸烟目前被认为是肾癌主要的致病因子

之一［2］。F2R样凝血酶/胰蛋白酶受体3（F2R like 

thrombin or trypsin receptor 3，F2RL3）在既往的研

究中被发现与吸烟状态密切相关［3］，同时还与一

些癌症的发生、发展相关［4］。我们的研究同样发
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［摘要］  背景与目的：F2R样凝血酶/胰蛋白酶受体3（F2R like thrombin or trypsin receptor 3，F2RL3）高表达与肾癌的不

良预后密切相关，但其在肾癌发生、发展中的功能未见报道。本研究旨在探讨F2RL3与肾癌A498细胞恶性增殖、侵袭、转

移和糖代谢的关系。方法：通过敲减肾癌A498细胞中F2RL3基因表达，检测细胞恶性增殖、侵袭、转移和吸收葡萄糖、产

生乳酸能力的变化以及糖酵解通路中关键基因的表达。结果：F2RL3低表达可以抑制A498细胞的增殖、侵袭及转移能力，

以及抑制葡萄糖的吸收和乳酸的生成，结果差异有统计学意义（P<0.05）。结论：肾癌A498细胞中F2RL3可以正向调控细

胞的增殖、侵袭、转移以及糖酵解效应。这些结果为研究肾癌细胞侵袭、转移与糖代谢之间的关系提供了重要的理论依

据。
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［Abstract］ Background and purpose: High expression of F2R like thrombin or trypsin receptor 3 (F2RL3) is associated with 

poor prognosis of renal cancer. However, the function of F2RL3 involved in development of renal cancer has not been reported. 

The aim of this paper was to investigate the correlation of F2RL3 with proliferation, invasion, metastasis and glycolysis in renal 

cancer A498 cells. Methods: By knockdown of the expression of F2RL3 gene in renal cancer A498 cells, the effects of F2RL3 on 

the proliferation, invasion, metastasis, glucose uptake, lactate production and the expression of key glycolytic genes were detected. 

Results: Decreased F2RL3 inhibited the proliferation, invasion and metastasis of renal cancer A498 cells, and suppressed the 

glycolytic effect of renal cancer A498 cells by inhibiting glucose uptake and lactate production (P<0.005). Conclusion: F2RL3 

positively regulated the proliferation, invasion, metastasis and the transformation of glucose metabolism in renal cancer A498 cells. 

These results provide important theoretical basis for studying the association of the invasion and metastasis of renal cancer with 

glucose metabolism.
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现F2RL3的表达状态与肾癌的预后密切相关，即

高表达F2RL3的患者预后较差［5］。众所周知，肿

瘤细胞的侵袭转移潜能是肿瘤难以被根治的重要

原因。肿瘤细胞的基本生命活动需要细胞代谢进

行供能，肿瘤代谢被认为在肿瘤的侵袭转移过程

中起着至关重要的供能作用［6］。已有研究发现，

肿瘤发生、侵袭、转移时细胞的代谢模式会从线

粒体的氧化磷酸化转化成糖酵解效应，即瓦伯格

效应（Warburg effect）［7］。瓦伯格效应是一种异

常的代谢模式，即在氧供充足的条件下肿瘤细胞

仍主要依赖糖酵解生成生命活动所需的物质和能

量。2011年，Weinberg在总结肿瘤生物学特征的

经典论著Hallmarks of Cancer：the Next Generation
中，将肿瘤细胞的糖酵解代谢模式归纳为肿瘤的

十大特征之一，与肿瘤的多种恶性生物学行为相

关［8- 9］。因此，深入了解肿瘤代谢、侵袭转移及

它们之间的关系，有利于为探索肿瘤的发生、发

展机制及干预肿瘤的恶性生物学行为提供重要线

索。本研究将在肾癌A498细胞中探讨F2RL3对细

胞增殖、侵袭、转移和葡萄糖代谢的影响，了解

肿瘤代谢与肿瘤恶性生物学行为之间的关系，为

通过干预肿瘤代谢进而阻止肿瘤恶性生物学行为

提供重要依据。

1 材料和方法

1.1  细胞系和细胞培养

　　人肾癌A498细胞系购自美国典型培养物

保藏中心（American Type Culture Collection，

ATCC）；A498细胞系在含有10%胎牛血清的

DMEM培养基中于37 ℃、CO2体积分数为5%的条

件下进行培养。

1.2  主要试剂

　　CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所

Dojindo，F2RL3抗体（ab137927）、c-myc抗

体（ab32072）和缺氧诱导因子-1α（hypoxia 
inducible factor-1α，HIF-1α）抗体（ab51608）

购自英国Abcam公司，β-actin内参抗体购自美国

Proteintech公司，葡萄糖吸收和乳酸生成分析试

剂盒购自美国Biovision公司。

1.3  载体构建及慢病毒转染

　 　 敲 减 F 2 R L 3 基 因 的 慢 病 毒 载 体 采 用

p L K O . 1  T R C  c l o n i n g  v e c t o r ， 购 自 美 国

A d d g e n e 公 司 ， 针 对 F 2 R L 3 基 因 的 靶 序 列 为

TCACTAGCGGAGGTCACTTTG。慢病毒的生产

采用HEK-293T细胞，按照4∶3∶1的比例将慢

病毒载体、包装质粒sPAX2和pMD2.G转染至 

HEK-293T细胞中。转染48 h后收集慢病毒颗

粒，于-80 ℃冻存，用于感染目的A498细胞。

将待感染A498细胞铺在6孔板中进行培养，细胞

贴壁后每孔加入2 mL所收集的慢病毒颗粒，24 h

后更换成完全培养基培养。待细胞长满后传入 

25 cm2的培养瓶中继续培养，细胞丰度达到80%

时加入嘌呤霉素筛选出F2RL3低表达的稳转株。

1.4  细胞增殖实验

　　实验分成两组，一组为对照组，另一组为

F2RL3基因敲低的实验组。将待检测的10 000个/孔

（100 μL）实验组或者对照组细胞分别铺于96

孔板中，以30%初始丰度为宜，每组设置6个平

行孔，重复3次。细胞贴壁后，分别在24、48、

72、96和120 h的同一个时间点，按照100 μL培

养基加入10 μL CCK-8检测试剂，2 h后测吸光度

（D）。将所得D值进行比较和作图。

1.5  克隆形成实验

　　将每孔400个的处于对数生长期的各组细胞

分别铺在6孔板内，轻轻摇匀使细胞分散均匀，

在37 ℃细胞培养箱中培养2周左右，期间每3天

左右观察细胞生长情况并换液。每组设置3个平

行孔，重复3次。待克隆数达到30个左右时，弃

去上清液，用PBS小心浸洗2遍。弃PBS，每孔

加入4%多聚甲醛1 mL固定30 min，再用结晶紫

（0.5%）在室温下固定0.5 h，再用PBS洗3遍，空

气中干燥后拍照，计算细胞的克隆形成数并进行

比较。

1.6  侵袭、迁移实验

　　细胞的侵袭、迁移能力可通过transwell小室

法进行评价。侵袭能力检测：首先使用60 μL的

Matrigel基质胶（加拿大BD Biosciences公司）用

无血清培养基按1∶5比例稀释，加入到小室上

层，放置8 h后使用。实验分成两组，一组为对
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照组，另一组为F2RL3基因敲低的实验组，每组

设置3个平行孔，重复3次。在每个小室的上层中

分别加入在200 μL无血清培养基中稀释的实验组

或者对照组A498细胞20 000个。将小室放入含有

750 μL完全培养基的24孔板中。在37 ℃培养箱

中，将A498细胞培养48 h后，将小室转入新的加

入4%多聚甲醛的24孔板中。固定30 min后，再用

结晶紫（0.5%）在室温下固定0.5 h。细胞用PBS

洗3遍后，擦去上层细胞，在显微镜下拍照。每

个孔拍摄5张照片，计数每张相片细胞数，计算

平均数进行比较。迁移能力检测：同样分成两

组，每组设置3个平行孔，重复3次，然后直接在

每个小室的上层中分别加入在200 μL无血清培养

基中稀释的20 000个实验组或对照组A498细胞。

将小室放入含有750 μL完全培养基的24孔板中。

与检测侵袭能力相似，在37 ℃培养箱中将A498

细胞培养24 h后，将小室转入新的加入4%多聚

甲醛的24孔板中。固定30 min后，再用结晶紫

（0.5%）在室温下固定0.5 h。细胞用PBS洗3遍

后，擦去上层细胞，在显微镜下拍照。每个孔拍

摄5张照片，计数每张相片细胞数，计算平均数

进行比较。

1.7　蛋白质印迹法（Western blot）和代谢葡萄

糖能力的检测

　　HIF-1α和c-myc是肿瘤细胞代谢的关键性调

控分子，通过调控代谢途径中的关键酶而影响

肿瘤细胞代谢模式的转化。F2RL3、HIF-1α和

c-myc的蛋白水平按照Western blot的标准流程进

行检测。根据葡萄糖吸收和乳酸生成分析试剂盒

（美国Biovision公司）的说明书，通过检测不同

组细胞的葡萄糖吸收和乳酸生成水平来计算各组

细胞代谢葡萄糖的能力。实验组和对照组分别设

置3个平行组，共重复3次。

1.8  统计学处理

　　采用IBM SPSS 21.0软件进行统计学意义。组

间比较采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  敲减F2RL3基因可以抑制A498细胞的增

殖、侵袭和迁移能力

　　通过慢病毒介导的转染方式，干扰细胞内

F2RL3的表达，进而观察F2RL3对细胞增殖和克

隆形成的影响。使用CCK-8法检测细胞的增殖

情况，结果发现F2RL3低表达组与对照组比较，

细胞生长在第3~5天时受到明显抑制，表明敲减

F2RL3具有抑制细胞增殖的作用（P<0.05，图

1A）。另外，通过克隆形成实验发现F2RL3低表

达细胞的克隆形成率显著低于阴性对照组细胞

（P=0.001 3，图1B）。这一结果与上述细胞增殖

实验结果一致，均表明敲减F2RL3基因能够抑制

A498细胞的增殖能力。

　　恶性肿瘤的特征之一是无限增殖，其获得

侵袭转移潜能是无法根治的主要原因。随后，

借助于transwell小室检测了细胞的侵袭和迁移

能 力 ， 结 果 发 现 F 2 R L 3 低 表 达 的 细 胞 的 侵 袭

能力显著低于对照组（P=0.009 3，图1C）。

F 2 R L 3 低 表 达 的 细 胞 的 转 移 能 力 亦 显 著 降 低

（P=0.004 0，图1D）。这些结果表明，F2RL3

与肾癌A498细胞的增殖、侵袭和转移能力密切 

相关。

图 1  敲减F2RL3基因后抑制A498细胞的增殖、克隆形成、侵袭和迁移能力

Fig. 1  Decreased F2RL3 gene inhibited proliferation, clone formation, invasion and migration of A498 cells

A: Silencing F2RL3 gene suppressed the proliferation of A498 cells; B: Silencing F2RL3 gene inhibited the ability of clone formation; C: Silencing 
F2RL3 gene suppressed invasion; D: Silencing F2RL3 gene inhibited the migration of A498 cells; *: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, 
compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other
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2.2  F2RL3表达下调能抑制A498细胞的糖酵解

效应

　　为了验证F2RL3是否与糖代谢模式转化相

关，首先在蛋白水平上检测了影响代谢的关键分

子c-myc和HIF-1α的变化。结果显示，F2RL3表达

下调伴随着c-myc和HIF-1α分子的明显下调（图

2A），提示F2RL3下调引起A498细胞增殖、侵袭

转移能力减弱的同时伴有糖代谢模式的转化。随

后，通过检测A498细胞吸收葡萄糖和分泌乳酸的

水平发现，F2RL3下调明显抑制了A498细胞吸收

葡萄糖和生成乳酸的能力（P=0.013和P=0.006，

图2B）。这些结果显示，F2RL3下调不仅可抑制

A498细胞的增殖、侵袭及迁移能力，而且抑制肿

瘤细胞以糖酵解方式代谢葡萄糖的能力。

3 讨  论

　　在既往的研究中F2RL3被发现不仅与恶性肿

瘤的发生、发展有关［10-11］，而且与恶性肿瘤的

转移有关［12］。F2RL3同时也是一种凝血酶受体

并调控着血液的凝固过程。癌症患者的特征之

一是血液呈现高凝状态，这也从另一个角度揭

示F2RL3与癌症之间存在密切的联系［13］。我们

的研究同样发现F2RL3还与肾癌的预后密切相

关 ［5］。因此，进一步研究F2RL3在肾癌发生、

发展中的具体作用机理有助于为干预肾癌的恶性

生物学行为提供重要线索。

　　肿瘤细胞维持恶性增殖、侵袭转移能力需要

细胞代谢不断地提供能量和物质。对于恶性肿

瘤细胞而言，代谢模式转化至有氧糖酵解模式不

仅可以为其恶性生物学行为提供ATP，而且可以

为其合成生物大分子提供原料［14］。同时，糖酵

解会伴随着乳酸生成的增加，造成肿瘤微环境呈

酸性状态，进而导致细胞基质的不稳定性和降

解，有利于肿瘤细胞的侵袭转移［15］。因此，肿

瘤细胞代谢与其恶性增殖、侵袭转移能力之间

存在着一定的联系。综上所述，研究F2RL3与肿

瘤代谢模式转化、恶性增殖、侵袭转移之间的关

系有助于寻找新的干预肾癌恶性生物学行为的 

手段。

　　在F2RL3的临床转化应用研究中，Baglietto 

等［11］发现F2RL3基因甲基化状态可以预测肺

癌的风险。同样，亦有研究发现F2RL3可以作

为治疗心血管疾病的靶点［16］。在乳腺癌的侵

袭、转移能力增强时，伴随着其代谢模式发生明

显的变化，果糖-1,6-二磷酸酶1（fructose-1,6-

图 2  Western blot检测敲减F2RL3基因抑制A498细胞代谢葡萄糖的能力

Fig. 2  Knocking down F2RL3 gene inhibited glucose utilization in A498 cells detected by Western blot

A: Silencing F2RL3 gene decreased c-myc and HIF1α protein levels; B: Silencing F2RL3 gene reduced glucose uptake and lactate production in A498 
cells
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bisphosphatase 1，FBP1）的下调能进一步促进乳

腺癌细胞获得代谢优势并增强其恶性潜能［7］。

在本研究中，我们发现人肾癌A498细胞系中

F2RL3下调后可以明显抑制其增殖、侵袭及迁移

能力。HIF-1α和c-myc是肿瘤细胞代谢的关键性

调控分子，通过调控代谢途径中的关键酶而影响

肿瘤细胞代谢模式的转化。在本研究中我们同样

发现，敲减F2RL3基因后可以引起肾癌A498细胞

中HIF-1α和c-myc的下调，同时可以明显抑制该

细胞吸收葡萄糖和生成乳酸的能力。

　　本文研究结果显示肾癌A498细胞中F2RL3不

仅与肿瘤的恶性增殖、侵袭转移有关，而且与肿

瘤代谢模式转化有关，同时间接揭示了肿瘤细胞

代谢与其侵袭转移能力之间存在着一定的联系。

这些结果为后续研究肾癌细胞侵袭转移与糖代谢

之间的关系提供了重要的理论依据，同时为寻找

干预肾癌侵袭转移潜能的手段提供了重要线索。
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