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摘要 目的 比较吸烟对肾透明细胞癌患者肿瘤组织上皮

－间质转化( EMT) 过程中上皮标志蛋白［E-钙黏素 ( E-cad-
herin) ］与间质标志蛋白［N-钙黏素( N-cadherin) 和波形蛋白
( vimentin) ］表达的影响，分析吸烟暴露量和戒烟时间与
EMT相关蛋白表达的关系。方法 本研究是以医院为基础
的病例 －病例研究。通过问卷调查患者吸烟情况后，选取肾
透明细胞癌患者 60 例，其中吸烟( 吸烟组) 和非吸烟( 非吸
烟组) 患者各 30 例。同时收集患者肿瘤组织标本，采用
Western blot检测两组患者肾癌组织中 E-cadherin、N-cadher-
in、vimentin蛋白表达水平; 采用免疫组织化学( IHC) 染色方
法检测肾癌组织切片中 E-cadherin、N-cadherin、vimentin蛋白
染色并按染色强度和面积进行分级。结果 Western blot 检
测发现，吸烟组肾癌患者 E-cadherin表达较非吸烟组下降( P
＜ 0. 05) ，然而 vimentin 表达升高( P ＜ 0. 05 ) 。与吸烟 ＜ 20
包 －年组患者相比，吸烟 ＞ 20 包 －年组患者肾透明细胞癌
组织中 vimentin表达升高( P ＜ 0. 05 ) 。IHC 结果表明，吸烟
组和非吸烟组患者 vimentin 的 IHC 评分分别为( 4. 17 ±
1. 05) 和 ( 3. 17 ± 1. 02 ) ，吸烟组评分高于非吸烟组( P ＜
0. 01) 。与吸烟 ＜ 20 包 －年组患者相比，吸烟 ＞ 20 包 －年组
患者肾癌组织中 vimentin的 IHC评分升高( P ＜ 0. 05) ，而 E-
cadherin和 N-cadherin蛋白的 IHC 评分差异无统计学意义。

结论 吸烟能够诱导肾癌细胞发生 EMT，并且 EMT 可能在
吸烟诱导肾癌发生进展过程中发挥重要作用; 高吸烟暴露量

可以促使肾癌细胞发生 EMT，吸烟对于 EMT 的诱导效应是
长期存在的，短期戒烟对于 EMT的发生可能无影响。
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肾癌是泌尿系统常见的恶性程度较高的肿瘤，

发病原因复杂多样［1］。吸烟是肾癌最为明确的危
险因素，不仅可以增加肾癌的发生率，而且会影响肿

瘤的分期［2］。高强度、长时间的吸烟会增加罹患进
展期肾癌的可能性，并对患者预后产生不利影

响［3］，但目前具体分子机制尚不明确。本研究主要
探讨吸烟对于肾脏透明细胞癌患者的肿瘤细胞上皮

－间质转化( epithelial-mesenchymal transition，EMT)
的诱导作用，尝试从 EMT的角度揭示吸烟促进肾癌
发展演变的机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 本研究经安徽医科大学第二附属
医院伦理委员会批准。选取了 2017 年 12 月 ～ 2019
年 2 月于安徽医科大学第二附属医院确诊并于泌尿
外科行手术治疗的肾透明细胞癌患者 60 例，吸烟患
者( 吸烟组) 和非吸烟患者( 非吸烟组) 各 30 例。所
有患者手术前没有进行新辅助靶向治疗或介入治

疗，术前仔细询问患者的吸烟状态，如为吸烟患者，

则需记录吸烟时间、吸烟量、是否戒烟和戒烟时间，
并且规定戒烟 ＜ 1 年的患者归入未戒烟组。手术标
本离体后，立即留取癌组织和部分正常肾组织，送

－ 80 ℃ 冰箱冻存。
1． 2 主要试剂 鼠抗 E-cadherin、鼠抗 N-cadherin
和兔抗 vimentin抗体工作液、DAB 显色试剂盒购自
北京中杉金桥公司; 蛋白免疫印迹试验所用抗 E-
cadherin、抗 N-cadherin、抗 vimentin、抗 3-磷酸甘油
醛脱氢酶( GAPDH) 抗体购自美国 Proteintech 公司，
稀释比列 1 ∶ 1 500; 抗兔二抗购自南京巴傲德生物
公司，稀释比例 1 ∶ 10 000。
1． 3 试验方法
1． 3． 1 免疫组织化学染色( immunohistochemistry，
IHC) 选取 60 例患者的蜡块，切片，常规方法脱
腊、水化、抗原修复、滴加过氧化氢，放置室温 10
min，PBS冲洗，滴加适量 EMT 标志性蛋白抗体试
剂，37 ℃下孵育 60 min，冲洗去抗体，滴加合适剂
量的二抗，置于室温 20 min，冲洗去二抗，加入 DAB

·0671· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Nov; 54( 11)



显色液染色，观察染色程度，至合适深度后迅速用蒸

馏水冲洗，结束染色，最后苏木精复染后封片。切片
染色结果由两位高年资病理科医师分别进行判读，

当判读结果不一致时，则请第三位病理科医师进行

判读并做最终的判定。染色评估使用半定量计数
法［4］: 光镜 100 倍下判断组织染色强度( 0: 无染色;
1: 低等强度染色; 2: 中等强度染色; 3: 强染色) ，然
后在 400 倍下判断染色范围( 0: ＜ 5% ; 1: 5% ～
25% ; 2: 26% ～ 75% ; 3: ＞ 75% ) 。把强度得分和范
围得分相加得出最终免疫组化评分( 0 ～ 6 分) 。
1． 3． 2 蛋白免疫印迹试验( Western blot) 肾癌组
织在 ＲIPA缓冲液中置于组织研磨仪上裂解，BCA
法测定总蛋白浓度。质量相等的蛋白提取物经
SDS-PAGE凝胶电泳然后转移到硝化纤维素膜上进
行蛋白印记分析。其中以 GAPDH作为内参。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行统计
分析，定量资料以 珋x ± s 表示，两组定量资料间采用
非配对 t检验，定性资料采用 χ2 检验。P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 患者人口学资料 共收集 60 例患者人口学资
料，其中吸烟组和非吸烟组各 30 例。根据美国癌症
联合会( American joint committee on cancer，AJCC )
2010 年肾癌分期标准，对肿瘤进行分期为Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ、Ⅳ期。根据患者病理结果对肿瘤进行分级，将
Fuhrman和 WHO/ISUP 分级的 1、2 级统一为高分
化，两者分级的 3 级统一为中分化，两者分级的 4
级统一为低分化。吸烟组患者的肿瘤最大径大于非
吸烟组，且吸烟组肿瘤分期中Ⅳ期患者和肿瘤低分
化患者都较非吸烟组多，吸烟组肿瘤分期的 I 期患
者和肿瘤高分化患者都较非吸烟组少，但肿瘤分期

和肿瘤分化的差异均无统计学意义，见表 1。患者
吸烟情况见表 2。
2． 2 E-cadherin、N-cadherin和 vimentin在吸烟组
和非吸烟组肾透明细胞癌组织中的表达水平比较

在肿瘤组织中，Western blot 检测发现，吸烟组较非
吸烟组 E-cadherin表达下降( P ＜ 0. 05) ，而 vimentin
表达升高( P ＜ 0. 05) 。吸烟组较非吸烟组 N-cadher-
in表达有上调，但差异无统计学意义，见图 1。为了
进一步检测 E-cadherin、N-cadherin 和 vimentin 在肾
透明细胞癌组织中的表达，使用 IHC 方法检测三种
蛋白的表达情况，见图 2。观察结果表明 E-cadherin
和 N-cadherin染色于细胞膜着色较深，而 vimentin

于细胞质中着色较深。E-cadherin 在非吸烟组肾
癌组织中高表达，在吸烟组肾癌组织中低表达;

表 1 两组肾癌患者人口学资料

分组
吸烟组

( n =30)
非吸烟组

( n =30)
χ2 / t值 P值

性别［n( %) ］ 9． 017 0． 003
男 29( 96． 7) 20( 66． 7)
女 1( 3． 3) 10( 33． 3)
年龄( 岁，珋x ± s) 58． 73 ± 11． 91 60． 20 ± 13． 96 － 0． 439 0． 663
肿瘤最大径( cm) 5． 21 ± 2． 87 4． 69 ± 1． 91 0． 826 0． 413
肿瘤分期( n) 5． 934* 0． 051
Ⅰ 15 24
Ⅱ 5 2
Ⅲ 6 4
Ⅳ 4 0
肿瘤分级( n) 1． 763# 0． 185
高分化 16 21
中分化 8 8
低分化 6 1

注: * 将Ⅲ期和Ⅳ期肾癌患者合并进行统计分析; #将中分化和低分化肾
癌患者合并进行统计分析

表 2 两组肾癌患者的吸烟情况

吸烟状态 患者数 百分比( % )
吸烟 16 26． 7
戒烟 14 23． 3
不吸烟 30 50． 0
吸烟时间( 年)

0 30 50． 0
＜ 10 5 8． 3
10 ～ 20 7 11． 7
20 ～ 30 8 13． 3
30 ～ 40 7 11． 7
＞ 40 3 5． 0
吸烟量( 包 /天)
0 30 50． 0
＜ 1 5 8． 3
1 18 30． 0
＞ 1 7 11． 7
累计吸烟暴露( 包 －年)
0 30 50． 0
＜ 10 6 10． 0
10 ～ 20 7 11． 7
20 ～ 30 8 13． 3
30 ～ 40 5 8． 3
＞ 40 4 6． 7
戒烟时长( 年)

不吸烟 30 50． 0
＞ 30 1 1． 7
20 ～ 30 3 5． 0
10 ～ 20 5 8． 3
1 ～ 10 5 8． 3
未戒烟 16 26． 7

注: 累计吸烟暴露( 包 －年) = 吸烟时间( 年) ×吸烟量( 包 /天)
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图 1 Western blot方法检测

非吸烟组和吸烟组肾透明细胞癌患者肿瘤组织

E-cadherin、N-cadherin和 vimentin蛋白表达水平
A: Western blot检测蛋白表达结果; B: E-cadherin、N-cadherin 和

vimentin蛋白相对表达量; 与非吸烟组比较: * P ＜ 0. 05

N-cadherin和 vimentin在非吸烟组肾癌组织中低表
达，在吸烟组肾癌组织中高表达。吸烟组和非吸烟
组患者的 E-cadherin 的 IHC 评分比较，吸烟组表达
下调，但差异无统计学意义( P = 0. 06 ) 。而吸烟组
和非吸烟组患者 N-cadherin的 IHC评分表达差异无
统计学意义。吸烟组和非吸烟组患者 vimentin 的
IHC评分比较，吸烟组较非吸烟组表达升高( P ＜

0. 01) ，见图 3。
2． 3 吸烟状态与 E-cadherin、N-cadherin 及 vim-
entin的 Western blot 检测结果的关系 吸烟组患
者中，吸烟 ＜ 20 包 －年与吸烟 ＞ 20 包 －年患者分别
为 13 例和 17 例，戒烟 ＞ 10 年和戒烟 ＜ 10 年者分别
为 9 例和 21 例。与吸烟 ＜ 20 包 －年组患者相比，
吸烟 ＞ 20 包 －年组患者肾透明细胞癌组织中 vim-
entin表达升高( P ＜ 0. 05 ) ，然而 E-cadherin 以及 N-
cadherin表达差异无统计学意义。与戒烟 ＞ 10 年组
患者比较，戒烟 ＜ 10 年组患者肾癌组织中 E-cadher-
in、N-cadherin 以及 vimentin表达差异均无统计学意
义，见图 4A、B。
2． 4 吸烟状态与 E-cadherin、N-cadherin 和 vim-
entin的 IHC评分的关系 与吸烟 ＜ 20 包 －年组患
者相比，吸烟 ＞ 20 包 －年组的吸烟暴露时间较长的
患者肾癌组织中 vimentin 的 IHC 评分升高( P ＜
0. 05) ，而 E-cadherin和 N-cadherin的 IHC评分差异
均无统计学意义。与戒烟 ＞ 10 年组患者相比，戒烟
＜ 10 年组的吸烟患者肾癌组织中 E-cadherin、N-
cadherin以及 vimentin的 IHC 评分差异无统计学意
义。见图 4C、D。

3 讨论

肾癌的发病率逐年上升［1］，吸烟被认为是其发

生发展最重要的危险因素［5 － 6］。吸烟危害极大，烟
草成分中含有多种致癌物，它们的燃烧产物可通过

各种机制攻击细胞，从而呈网络状激活各条

肿瘤相关的信号通路，导致肿瘤快速发生发展的结

图 2 免疫组织化学方法检测非吸烟组和吸烟组肾透明细胞癌患者肿瘤组织 E-cadherin、N-cadherin和 vimentin蛋白染色 × 400
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图 3 免疫组织化学方法检测

非吸烟组和吸烟组肾透明细胞癌患者肿瘤组织

E-cadherin、N-cadherin和 vimentin蛋白染色评分

与非吸烟组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

局［7］。但现有研究中，吸烟促进肾癌发展演变的研
究多集中于流行病学领域。Kroeger et al ［3］对 802
例肾癌患者随访长达 232 个月，随后发现与不吸烟
组比较，吸烟组肾癌患者具有相对更高的肿瘤分级，

该组患者发生淋巴结转移和远处转移的风险更大，

更重要的是，研究显示吸烟组患者的总生存时间和

肿瘤特异性生存时间均较非吸烟组缩短，提示了吸

烟对于肾癌可能存在的促进效应。虽有多位学者已
经探明吸烟与肾癌进展存在关联性，但吸烟促进肾

癌进展的具体分子机制仍然没有明确。
EMT是首先发现于胚胎生长中的独特生理过

程。后来有研究［8］显示 EMT 表型变化与上皮细胞
转变，获得类似间质细胞运动和侵袭能力有关。有
研究者在人正常膀胱上皮细胞和小鼠模型中均证

实，上皮细胞发生 EMT 后会导致其细胞形态变化、
增殖和侵袭能力显著增强［9 － 11］。而蔡重阳 等［12］在
人胰腺癌组织中研究发现，EMT 与胰腺癌的侵袭转
移关系密切，胰腺癌组织中间质标志物表达升高，而

上皮标志物的表达下降，并且二种标志物的表达水

平与胰腺癌的分化程度、TNM 分期以及淋巴结转移
状态等临床病理参数密切相关。近期有研究报告提
出，EMT与肿瘤的干细胞特性密切相关。Giordano
et al ［13］研究表明，EMT 的诱导因子不仅诱导乳腺
癌细胞 EMT的发生，还会使癌细胞的干细胞特性得
以增强。EMT在肿瘤的发生、转移中发挥着不可或
缺的作用，调控 EMT可能成为今后治疗癌症复发转
移的新策略［14］。
在前期的体外细胞试验中，研究发现在人肾癌

细胞系 ACHN 和 A498 中，香烟悬液可以诱导肾癌
细胞发生 EMT，使肾癌细胞的形态、侵袭能力和
EMT标志物的表达情况都发生了转变，而且发现
EＲK5 可以通过调控下游转录因子 c-jun 和 c-fos 促
进肾癌细胞 EMT 进程［15］。而在本研究中，发现吸
烟组肾癌患者较非吸烟组患者的肿瘤直径、肿瘤分
期和肿瘤分级虽略有升高，但无统计学差异。同时

图 4 吸烟状态与肾透明细胞癌患者肿瘤组织 E-cadherin、N-cadherin和 vimentin蛋白表达的关系

与吸烟组比较: * P ＜ 0. 05
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在 Western blot和 IHC 检测中均发现，吸烟组较非
吸烟组患者 EMT相关蛋白的表达发生了变化，结合
体外细胞实验结果，认为吸烟可以诱导肾癌细胞发

生 EMT，而 EMT在吸烟诱导肾癌进展过程中可能发
挥重要作用，但具体调控机制仍待进一步研究。同
时 vimentin的表达与吸烟总暴露量有相关性，说明
总的吸烟暴露量是肾癌细胞发生 EMT 的重要影响
因素。研究还显示吸烟患者中，戒烟 ＞ 10 年组患者
和 ＜ 10 年组患者的 EMT 相关蛋白表达差异无统计
学意义，说明吸烟对于肾癌组织发生 EMT的诱导效
应是长期存在的，短期戒烟对于 EMT的发生可能无
影响，而长期戒烟对于肾癌 EMT 的影响，因病例数
量有限，研究尚难以深入开展。
本研究属于单中心的回顾性研究，收集的临床

病例数量有限，未进行长时间的患者随访，缺乏肿瘤

特异性生存期及总生存期等随访数据，但本研究使

吸烟与 EMT的关系在临床病例上得以呈现，并且初
步的研究结果已经揭示了吸烟对肾癌组织 EMT 的
诱导作用，与前期的体外细胞实验基本吻合。
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Effect and significance of smoking on epithelial-mesenchymal
transition in clear cell renal cell carcinoma

Zhang Tao，Zhang Taotao，Wu Wangyu，et al
( Dept of Urology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To compare the expression of E-cadherin，N-cadherin and vimentin in renal cell carcinoma
tissues between smokers and non-smokers． Methods 60 cases of patients with clear cell renal cell carcinoma were
collected，including 30 cases of smoking samples and 30 cases of non-smoking samples． The expression of epitheli-
al-mesenchymal transition( EMT) markers such as E-cadherin，N-cadherin and vimentin was detected by Western
blot and immunohistochemistry in all patients． Then the relationship between smoking exposure and smoking cessa-
tion time and the expression level of EMT-related proteins was analyzed． Ｒesults Western blot results showed that
the expression of E-cadherin in smoking group was much lower than that in non-smoking group( P ＜ 0. 05) ，while
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the expression of vimentin was significantly higher( P ＜ 0. 05) ． And the expression of vimentin of renal cancer tis-
sues was significantly higher in the group of smoking ＞ 20 pack-years than that in the group of smoking ＜ 20 pack-
years( P ＜ 0. 05) ． Meanwhile，IHC staining showed that the IHC scores of vimentin in smoking group and non-
smoking group were ( 4. 17 ± 1. 05) and ( 3. 17 ± 1. 02) ，respectively，which revealed that the expression of vimen-
tin in smoking group was significantly higher than that in non-smoking group ( P ＜ 0. 01 ) ． In addition，the IHC
score of vimentin in renal cancer patients with smoking ＞ 20 pack-years group was significantly higher than that of
patients with smoking ＜ 20 pack-years group( P ＜ 0. 05) ． Nevertheless，the difference in E-cadherin and N-cadher-
in's IHC scores between smoking and non-smoking group was not significant． Conclusion Smoking induced EMT
in tumor cells of renal cancer patients，and EMT may play an important role in the progression of smoking-induced
renal cell carcinoma． Total smoking exposure is an independent factor in the development of EMT in renal cancer．
The induction effect of smoking on EMT is long-term，and short-term smoking cessation make no difference to
EMT．
Key words smoking; clear cell renal cell carcinoma; epithelial-mesenchymal transition; E-cadherin; N-cadher-
in; vimentin
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KSHV K15P及其突变体的慢病毒包装与稳定细胞株的筛选
及其对内皮细胞增殖迁移的影响

周 畅1，许常青1，许方玮2，方 圆1，陈 伟1，文 志1，林 康1，王林定1

摘要 目的 包装包含卡波肉瘤相关疱疹病毒( KSHV)
K15P及其突变体 K15P( YF) 基因的慢病毒颗粒，并对此基
因在 EA． hy926 细胞内稳定表达进行研究。方法 通过
PCＲ方法扩增获得 KSHV K15P 、K15P( YF) 基因片段，使用
限制性内切酶 Not I与 BamH I 酶切和 TA 克隆法构建 T 载
体与慢病毒表达载体 pHAGE-CMV-MCS-K15P-Puro、pHAGE-
CMV-MCS -K15P( YF) -Puro，通过 lip2000 将构建好的慢病毒
表达载体与两种辅助包装质粒 PSPAX2 和 pMD2． g 共转染
HEK 293T细胞，48 h后收集慢病毒。慢病毒感染 EA． hy926
细胞并通过嘌呤霉素筛选稳定表达株，Western blot 检测
K15P与 K15P( YF) 蛋白的表达。Transwell 与 CCK8 实验检
测 K15P对内皮细胞的增殖迁移影响。结果 成功构建慢病
毒表达载体，筛选出稳定表达 K15P、K15P( YF) 蛋白的 EA．
hy926 细胞。在 EA． hy926 细胞 Transwell 迁移实验中，与空
载体组和 K15P突变体组( 0. 98 ± 0. 23) 比较，K15P组( 2. 25
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± 0. 15) 的 EA． hy926 细胞的迁移能力明显增强( P ＜ 0. 01) ，

三组细胞迁移量差异有统计学意义( F = 113. 5，P ＜ 0. 01 ) ;
CCK8 增殖活性实验中，与空载体组和 K15P( YF) 组( 109. 23
± 12. 58) 比较，K15P组( 138. 69 ± 7. 47) 的 EA． hy926 细胞的
增殖能力明显增强( P ＜ 0. 01) ，三组细胞增殖活性差异有统
计学意义( F = 40. 78，P ＜ 0. 01 ) 。结论 K15P 蛋白增强了
内皮细胞的增殖与迁移，而 K15P( YF) 突变体的促进细胞增
殖迁移能力减弱，提示 K15P 蛋白可能在 KS 的发生发展中
参与重要作用。

关键词 卡波肉瘤相关疱疹病毒; K15P; K15P ( YF) ; 慢病
毒; EA． hy926
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卡波肉瘤( Kapos’s sarcoma，KS) 是一种罕见的
肿瘤，其特征是广泛的新生血管生成、炎性细胞浸润
和内皮来源的非典型分化梭形细胞。KS 是由一种
致癌的 γ 疱疹病毒卡波肉瘤相关疱疹病毒( Kapos
sarcoma associated herpesvirus，KSHV) 又称人疱疹病
毒-8( human herpes virus-8，HHV-8 ) 引起的。KSHV
于 1994 年由华裔科学家 Chang et al［1］在 KS组织中
发现该病毒。除 KS 之外它与原发渗液性淋巴瘤
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