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[摘 要] 目的：探讨肾细胞癌（RCC）组织及RCC细胞（ACHN细胞）中整合素 β2（ITGB2）的表达及其对ACHN细胞增殖、迁

移、侵袭能力和细胞周期的影响。方法：利用GEPIA数据库分析RCC和癌旁组织中 ITGB2的表达情况。选取2016至2020年河

北医科大学第四医院生物标本库留存的66例RCC患者的组织标本，采用免疫组化SP法、qPCR法检测66例RCC组织及癌旁组

织中 ITGB2的表达水平，分析其与临床各参数之间的关系。构建敲低 ITGB2的 shRNA并转染ACHN细胞进行功能实验，检测敲

低 ITGB2对ACHN细胞的恶性生物学行为的影响，并用流式细胞术检测其对细胞周期的影响。WB法检测敲低 ITGB2对 ACHN

细胞 ITGB2 蛋白表达的影响。结果：RCC 组织中 ITGB2 的相对表达量明显高于癌旁组织（P<0.01），并与临床分期有关

（P<0.05）。向ACHN细胞中转染 shITGB2能够敲低 ITGB2的基因和蛋白表达（均P<0.01）。敲低 ITGB2可明显抑制ACHN细胞

的增殖（P<0.05）、迁移（P<0.01）和侵袭能力（P<0.05），但对细胞周期无明显影响（P>0.05）。结论：ITGB2在RCC组织及细胞中

高表达，且与RCC的临床分期有关联，敲低 ITGB2可抑制ACHN细胞的恶性生物学行为。
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[Abstract] Objective：：To investigate the expression of ITGB2 (integrinβ2) in renal cell carcinoma (RCC) tissues and cells (ACHN cells)

and its effects on the proliferation, migration, invasion and cell cycle of ACHN cells. Methods: The expression level of ITGB2 in RCC tissues

and para-cancerous tissues was analyzed by GEPIA database. The tissue samples of 66 RCC patients retained in the biological specimen

bank of the Fourth Hospital of Hebei Medical University from 2016 to 2020 were selected for this study. The expression level of ITGB2 in

66 cases of RCC tissues and para-cancerous tissues was detected by immunohistochemical SP and qPCR, and the relationship between ITGB2

and clinical parameters was analyzed. The shRNA with ITGB2 knockdown was constructed and transfected into ACHN cells for functional

experiments to detect its effect on the malignant biological behaviors of ACHN cells, and its effect on the cell cycle was detected by flow

cytometry. WB was used to detect the effect of ITGB2 knockdown on ITGB2 protein expression in ACHN cells. Results: The relative

expression of ITGB2 in RCC tissues was significantly higher than that in para-cancerous tissue (P<0.01), and the expression was related

to the clinical stage of RCC (P<0.05). Transfection of shITGB2 into ACHN cells could knock down the gene and protein expression of ITGB2

(all P<0.01). Knockdown of ITGB2 could significantly inhibit the proliferation (P<0.05), migration(P<0.01) and invasion (P<0.05) of ACHN

cells but had no significant effect on cell cycle (P>0.05). Conclusion: ITGB2 is highly expressed in RCC tissues and cells and is associated

with the clinical stage of RCC. Knockdown of ITGB2 can inhibit the malignant biological behaviors of ACHN cells.
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据统计，肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）的

发病率在全世界男性肿瘤发病率中排名第九，在女

性肿瘤发病率中排名第 14位[1]。2018年，全球约有

40万人被诊断为RCC[2],尽管总体发病率有所增加，

但在过去的三十年中，相对存活率有所提高[3]。有

报道[4]显示，早期RCC的5年生存率为93%。由于肾
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的解剖位置隐蔽，相当一部分RCC患者发现时已是

晚期，可能出现“肾癌三联征”（血尿、腰痛、腹部肿

块），且伴有远处器官转移，失去了治疗的最佳时

机。目前，局限性 RCC 的治疗方法治疗包括肾

切除术、放射消融、局部栓塞和主动监测，而转

移性 RCC（metastatic RCC，mRCC）需要手术与全

身治疗相结合。由于 RCC 对传统放化疗并不敏

感，所以近些年出现了许多针对 mRCC的新疗法，

包括靶向治疗和免疫治疗[5]。但靶向治疗、免疫治疗

仍有一定局限性，因此迫切需要进一步探索RCC进

展的分子机制，并找到更为有效的治疗靶点。

整合素 β2（integrin β2，ITGB2）也称为CD18，位

于人染色体21q22.3，是一种细胞表面穿膜受体，参与

细胞与细胞外基质的交互作用，具有内外双向信号

转导能力[6]。多项研究[7-9]表明，ITGB2在乳腺癌、结

肠癌、卵巢癌等多种肿瘤中异常高表达，其高表达可

促进肿瘤的侵袭及转移。但 ITGB2在RCC中的表达

及恶性生物学行为在国内外文献中罕有报道，本研

究通过检测 ITGB2在RCC组织的表达情况，分析了

其相对表达量与临床各参数间的关系；同时，用

shRNA干扰ACHN细胞中 ITGB2的表达，检测体外

环境中敲低 ITGB2对ACHN细胞增殖、迁移和侵袭

能力的影响，分析 ITGB2在RCC发生发展中的作用

及特点，为治疗RCC寻找潜在靶点。

1 资料与方法

1.1 组织标本、细胞及主要试剂

选取 2016至 2020年河北医科大学第四医院生

物标本库留存的66例RCC患者的手术标本，所有患

者术前均未接受任何治疗。每例标本均取RCC原发

病灶组织及距癌组织3 cm处癌旁组织。所有标本的

切取和使用经河北医科大学第四医院伦理委员会批

准通过（伦理审批编号：2020086）。所有研究对象均

签署知情同意书。患者相关信息采集自临床病历，

病理资料收集自病理诊断报告。

标本一部分采用福尔马林固定，常规蜡块切片

留做免疫组化染色；另一部分新鲜状态下放入

RNALater™动物组织RNA稳定保存液中置于4 ℃冰

箱保存24 h后转入-80 ℃低温冰箱中长期保存，用于

后期提取组织 RNA。肾上皮细胞 293T、RCC 细胞

786-O、ACHN由河北省肿瘤研究所留存并传代，均

在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中，放置于

37 ℃、5%CO2的培养箱中进行常规培养。

逆转录试剂盒购自Roche公司，Lipofectamine 2000

购自 Invitrogen公司，胎牛血清购自PAN-Biotech公司，

DMEM培养基购自Gibco公司，ITGB2抗体购自Abcam

公司，敲低ITGB2的shRNA由上海吉玛基因公司设计，

MTS试剂购自Promega公司，BCA蛋白浓度测定试剂

盒购自Solarbio公司，细胞周期试剂盒购自联科生物公

司，免疫组化试剂盒购自中杉金桥公司。

1.2 通过网络大数据库分析 ITGB2在RCC组织中

的表达

通过整合公共数据库（GEPIA）（http：//gepia.

cancer-pku.cn/index）中癌症基因表达的数据，以进行

生物信息学分析，比较RCC和癌旁组织之间 ITGB2

的表达情况。

1.3 qPCR法检测RCC组织和细胞中 ITGB2的表达

按照TRIzol试剂说明书，逐步提取RCC组织、癌

旁组织、肾上皮细胞 293T及肾癌细胞 786-O、ACHN

的总RNA，然后将总RNA逆转录成 cDNA，以 cDNA

为模板，以GAPDH为内参，进行qPCR检测 ITGB2的

表 达 。 ITGB2 上 游 引 物 为 5'-CTCCAACCAGTT

TCAGACCG-3'，下游引物为 5'-CGTCATCAGTGG

CAAACACC-3'；内参 GAPDH 上游引物为 5'-AGG

TGAAGGTCGGAGTCAACG-3'，下 游 引 物 为 5'-

AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'。 qPCR 反 应 条

件：95℃预变性10 min；95℃变性15 s、57 ℃退火15 s、

72 ℃延伸 30 s，共 40 个循环，72 ℃终延伸7 min。

每个样本设 3个复孔。根据每孔荧光信号达到阈值

时经历的循环数记为该组织中 ITGB2和GAPDH基

因转录水平的 CT 值，采 用 相 对定量法：△CT=

CTITGB2- CTGAPDH，△△CT=△CT癌组织-△CT癌旁组织，以N=

2-△△CT法计算目的基因的相对表达量，其数值表示癌

组织相对癌旁组织的相对倍数。

1.4 构建敲低 ITGB2的 shRNA转染至ACHN细胞

2 条敲低 ITGB2 的 shRNA 序列分别命名为

shITGB2-1（序 列 为 5'-GCATTGGCTTCGGGTCCT

TCG-3'）、shITGB2-2（序列为 5'-GCAGGTGTGACA

CTGGCTACA-3'），并以 shNC 作为对照。选择生长

状态良好的ACHN细胞用胰酶消化，将细胞均匀接

种于 6 孔板内。待细胞密度达 80% 左右时，利用

Lipofectamine 2000 转染试剂分别将 shITGB2-1、

shITGB2-2、shNC转染至ACHN细胞中，在DMEM培

养基中饥饿 6 h后更换为含 10%胎牛血清的DMEM

培养基，继续培养，共培养 48 h。收集转染后的

ACHN 细胞，提取总 RNA,并逆转录为 cDNA，应用

qPCR法检测转染后细胞中 ITGB2的表达情况。

1.5 MTS实验检测敲低 ITGB2对ACHN细胞增殖能

力的影响

将上述各组细胞转染 24 h后常规消化悬浮于培

养基中，调整细胞密度后分别接种于96孔板（1.0×103

个/孔），每组设置6个复孔。分别于细胞贴壁后的0、
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24、48、72和96 h在每孔中加入MTS试剂20 μL，培养

箱孵育 2 h。酶标仪测检测各组细胞在 492 nm波长

处的光密度（D）值，代表其增殖水平。

1.6 划痕愈合实验检测敲低 ITGB2对ACHN细胞迁

移能力的影响

将上述各组细胞转染24 h后常规消化悬浮于培

养基中，调整细胞密度后分别接种于6孔板（5×105个/

孔）。待细胞生长至完全汇合时，用移液枪头垂直

6孔板均匀划痕，PBS洗去划落细胞，并加入 2 mL无

血清培养基继续培养。分别于划痕后的 0、12、24 h

在显微镜下观察各组细胞的划痕间距，计算细胞迁

移率，细胞迁移率=（原始划痕宽度-实时划痕宽度）/

原始划痕宽度×100%。

1.7 Transwell 实验检测敲低 ITGB2 对 ACHN 细胞

侵袭能力的影响

将上述各组细胞转染24 h后常规消化悬浮于培

养基中，Transwell小室上层加 20 μL基质胶过夜，调

整细胞密度后接种于小室内（1.0×105个/孔），加入无

血清培养基至上室内补齐至200 μL；下室内加入 600 μL

含 10%胎牛血清的培养基。培养箱中培养 36~48 h

后取出小室，用棉签拭去基质胶和上室内细胞，

PBS冲洗 2次，以 4% 多聚甲醛固定、0.1% 结晶紫

染色 20 min，显微镜下计数 5 个随机视野内的细胞

数，计算平均数并比较各组间侵袭细胞数的差异。

1.8 流式细胞术检测敲低 ITGB2对ACHN细胞周期

的影响

将上述各组细胞转染48 h后常规消化悬浮于离

心管中，收集 1.0×106个细胞，无水乙醇固定，检测当

天水化，加PI染液500 μL避光处理30 min，流式细胞

仪检测细胞周期。

1.9 WB法检测敲低 ITGB2对ACHN细胞中相关蛋

白质表达的影响

用蛋白裂解液提取细胞总蛋白，BCA蛋白浓度

测定试剂盒检测蛋白浓度，每孔蛋白上样量为30 μg，

经SDS-PAGE分离蛋白，转膜90 min，5%的脱脂奶粉

封闭 1 h，加入一抗（抗 ITGB2 单抗 1∶1 000 稀释，

抗 β -actin 单抗 1∶2 000 稀释），4 ℃摇床过夜。第

2天，加入二抗（山羊抗兔多抗 1∶15 000稀释)，ECL

增强化学发光显色，凝胶成像系统曝光。使用Gel-pro

软件对条带进行定量分析，目的条带与 β-actin条带

灰度值的比值即代表目的蛋白的相对表达量。

1.10 免疫组化SP染色法检测RCC组织中 ITGB2蛋

白的表达

石蜡标本脱蜡，梯度乙醇脱水各 5 min，EDTA

（pH 9.0）高压修复10 min，冷却至室温，避光修复，于

温箱内用山羊血清封闭，加入一抗（1∶200），4 ℃冰箱

过夜。第 2天，滴加生物素化二抗、辣根过氧化物酶

标记的三抗，DAB液显色，蒸馏水终止反应，苏木素

复染，常规脱水、透明、封片。用显微镜观察染色

后的切片，染色为淡黄、棕黄至黄褐色视为阳性

细胞。依据随机原则选取切片中5个视野（放大倍

数：×400），按以下标准进行评分。总分=细胞膜染色

强度评分×视野中阳性细胞占比评分。其中，细胞膜

染色强度以无染色为 0 分、淡黄色为 1分、棕黄色

为2分、黄褐色为3分。而视野中阳性细胞占比评分

以≤10%为 0 分、＞10%~30% 为1分、＞30%~50%为

2分、>50%为 3分。总分 0~9分，评分>2分为阳性表

达，≤2分为阴性表达。

1.11 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件，符合正态分布的计量

资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本t检验，多组

间的均数比较采用单因素方差分析，非符合正态分布

的计量资料用M(Q)表示，采用Wilcoxon或Kruskal-Wallis

秩和检验；计数资料以例数和百分比表示，组间比较采

用四格表χ2检验。以上结果均采用双侧检验，以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ITGB2在RCC组织及RCC细胞中呈高表达

qPCR 法检测结果显示，RCC 组织中 ITGB2

mRNA的相对表达量显著高于癌旁组织（P<0.01，图

1A），与GEPIA数据库中的结果相似（图1B）。另外，

ITGB2在 2株RCC细胞中相对于正常肾上皮细胞表

达量均升高（均P<0.01，图1C），且细胞ACHN细胞的

ITGB2表达水平较786-O细胞更高，故选取ACHN细

胞构建敲低 ITGB2的细胞株。

免疫组织化学染色结果显示，ITGB2在RCC组

织中阳性表达，在相应癌旁组织中阴性表达（图2）。

2.2 ITGB2在RCC组织中的表达及其与临床参数

之间的关系

不同临床分期的RCC组织中 ITGB2的表达水平

差异有统计学意义（P<0.05）。但按照性别、年龄、有

无吸烟史、有无高血压、有无糖尿病、有无淋巴结转

移、有无远处转移及病理分化程度进行统计分析，各

组RCC组织中 ITGB2的表达水平差异均无统计学意

义（均P>0.05），见表1。

2.3 shRNA-ITGB2转染后敲低ACHN细胞中 ITGB2

基因和蛋白的表达

qPCR法检测结果（图 3）显示，ACHN细胞转染

shITGB2-1、shITGB2-2后 ITGB2的相对表达量均低

于 shNC组（均 P<0.01），且 shITGB2-1、shITGB2-2转

染组干扰效率相近，均可进行后续实验。
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*P<0.05, **P<0.01

A：ITGB2在RCC组织中的表达水平；B：GEPIA数据库中分析的 ITGB2在RCC组织中的表达水平；

C：ITGB2在RCC细胞中的表达水平

图1 ITGB2在RCC组织和细胞中呈高表达

图2 ITGB2蛋白在RCC组织及癌旁组织中的表达（×400）

WB 法检测结果（图 4）显示，shITGB2-1 组、

shITGB2-2组的ACHN细胞中 ITGB2蛋白表达明显

低 于 shNC 组 [（0.56±0.18）、（1.89±0.33）vs（4.14±

0.41），均 P<0.01]，表明敲低 ITGB2抑制了ACHN细

胞 ITGB2的蛋白的表达。

2.4 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的增殖能力

MTS实验结果（图5）显示，与 shNC组相比，72 h

时，敲低 ITGB2的细胞的D值均显著降低（P<0.05），

表明敲低 ITGB2抑制了ACHN细胞的增殖能力。

2.5 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图6）显示，与 shNC组相比，

在24 h时，shITGB2-1组、shITGB2-2组细胞的迁移率

均 显 著 降 低 [（51.33±1.88）% 、（48.02±2.12）% vs

（87.24±3.51）%，均 P<0.01]，表明敲低 ITGB2 抑制了

ACHN细胞体外迁移能力。

2.6 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的侵袭能力

Transwell实验结果（图7）显示，与 shNC组相比，

每视野中 shITGB2-1组、shITGB2-2组穿过人工基底

膜的细胞数均显著降低 [（110.63±17.38）、（101.89±

12.67）vs（389.44±35.03）个，均 P<0.05]，表明敲低

ITGB2抑制了ACHN细胞的体外侵袭能力。

2.7 敲低 ITGB2对ACHN细胞周期无明显影响

流式细胞术检测细胞周期结果（图 8）示，

shITGB2转染组G0期细胞数与 shNC组接近，差异无

统计学意义（P>0.05），表明敲低 ITGB2 对 ACHN 细

胞周期无明显影响。

表1 ITGB2在RCC组织中的表达与临床参数之间的关系（N=66）

因 素

性别

男

女

年龄（岁）

≥60

<60

吸烟史

有

无

高血压

有

无

糖尿病

有

无

淋巴结转移

有

无

远处转移

有

无

临床分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

分化程度*

高分化

中分化

低分化

例数

（n）

44

22

25

41

24

42

30

36

7

59

2

64

6

60

44

10

4

8

53

8

3

ITGB2的表达

[M（Q）]

2.481（2.998）

1.835（4.190）

1.951（3.722）

2.095（3.891）

3.004（5.020）

1.835（3.077）

2.824（4.511）

1.477（3.278）

1.264（2.726）

2.095（3.845）

4.566（--）

2.010（3.552）

2.082（2.404）

2.150（3.869）

1.835（3.139）

5.426（5.362）

0.656（1.043）

2.197（4.497）

2.696（3.895）

1.491（2.296）

2.068（-）

统计量

-0.014

-1.170

-1.360

-1.185

-1.072

-1.047

-0.290

2.920

1.115

P

0.989

0.242

0.174

0.236

0.284

0.295

0.772

0.041

0.335

注：因病理科早期收集的资料未进行分化程度分析，故

有2例数据丢失
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**P<0.01

图3 shRNA-ITGB2转染成功构建敲低 ITGB2

表达的ACHN细胞

3 讨 论

既往研究[10]表明，巨噬细胞介导的炎症反应是许

多心血管疾病的关键病理生理过程，ITGB2可通过调

节巨噬细胞的运输，参与心肌肥厚的发生，因此

ITGB2也被认为是炎症的调节因子。约80%的RCC

患者存在肾脏炎症，ITGB2可以将T细胞转移到肠系

膜淋巴结，进而促进慢性肾炎的发展[11]。慢性炎症能

够促进肿瘤发生、发展的主要原因是慢性炎症的刺

激能够导致肿瘤释放许多直接促进肿瘤自身生长的

因子[12]。而微环境的改变是炎症发展到肿瘤的关键

环节，在一个富含炎性细胞的肿瘤微环境中，失衡的

生长因子、激活的黏附分子（如 ITGB2等）及胞外基

质、促DNA损伤介质增加了细胞失控生长,当细胞长

期受到这些失衡的炎症因素调控后可能会导致肿瘤

的发生[13]。另外，ZHANG等[14]研究发现，ITGB2通过

PI3K/AKT/mTOR 通路增强癌症相关成纤维细胞糖

酵解活性，从而促进口腔鳞癌细胞增殖。WEI等[15]发

现，急性髓系白血病患者中 ITGB2的过表达可导致

患者预后不良。在鼻咽癌中，既往研究[16]亦发现，

STC2/ITGB2/FAK/SOX6 信号轴可能是鼻咽癌潜在

的一个治疗靶点。在神经胶质瘤中，证实了 ITGB2

高表达水平的患者有更好的免疫治疗反应[17]。以上

研究为本实验打下了良好的理论基础。

**P<0.01

图4 敲低 ITGB2对ACHN细胞蛋 ITGB2白表达的影响

*P<0.05

图5 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的增殖

**P<0.01

图6 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的迁移能力（×100）
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*P<0.05

图7 敲低 ITGB2抑制ACHN细胞的侵袭（×100）

图8 敲低 ITGB2对ACHN细胞周期无显著影响

本研究通过 qPCR检测发现课题组收集的 66例

RCC组织中 ITGB2的表达情况与大数据库中的表达

情况一致，从而更好地印证了 ITGB2在RCC组织中

高表达。在临床病理资料的统计中，本研究发现分

期较晚、瘤负荷较大的肿瘤 ITGB2表达量更高，因此

ITGB2有望成为肾癌分期诊断的新的肿瘤分子标志

物。与食管癌等组织淋巴结转移强相关不同[18]，肾癌

淋巴结转移较少见，肾癌诊疗指南中提出局限性肾

癌患者不行淋巴结清扫[19]，只有临床可见的区域肿大

淋巴结，需要行淋巴结清扫术。MTS 实验、划痕实

验、Transwell 实验结果表明，ITGB2 与肾癌细胞增

殖、迁移和侵袭能力相关，癌细胞的恶性生物学行为

与其转移等不良预后紧密相关。流式细胞术检测显

示，ITGB2对细胞周期的影响差异无明显统计学意

义，可能该基因不参与调节细胞周期。免疫组化的

结果显示，在RCC组织中 ITGB2的表达也明显高于

癌旁组织，且均为细胞膜染色，表明 ITGB2为一种细

胞膜表面受体，可能参与细胞与细胞外基质之间信

号转导。

综上，本研究从 RNA 和蛋白质水平均验证了

ITGB2与RCC的相关性，为寻找RCC治疗的特异性

靶点提供了新的思路，也为RCC的肿瘤标志物探索

提供了理论基础，但具体机制仍不明确，有待进一步

研究。
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