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LINC00462通过MYC/ABCC3轴影响肾透明细胞癌细胞糖酵解进而调

控其对顺铂的敏感性

王晓玲 a，胡威威 b，孟莉丹 a（1.衡水市人民医院 a.肾内科；b.老年病一科，河北  衡水  053000）

[摘  要]  目的：探讨LINC00462 招募转录因子 MYC 激活 ABCC3 对肾透明细胞癌（ccRCC）顺铂敏感性的影响及其机

制。方法：数据库分析 ccRCC组织中ABCC3、MYC和LINC00462 的表达及其相关性，并分析 ABCC3 基因的富集通路。常

规培养人肾小管上皮细胞（HK-2）和 ccRCC细胞（A-498、786-O 和 Caki-2），将 si-LINC00462、oe-ABCC3、si-ABCC3、si-MYC、

si-LINC00462-NC、oe-ABCC3-NC、si-ABCC3-NC 和 si-MYC-NC 核酸序列分别转染 A-498 或 786-O 细胞，分为 si-LINC00462

组、si-LINC00462-NC 组、oe-ABCC3 组、oe-ABCC3-NC组、si-ABCC3组、si-ABCC3-NC 组、si-MYC 组、si-MYC-NC 组；用 2-脱

氧-D-葡萄糖（2-DG）进行回复实验，构建oe-NC+PBS组、oe-ABCC3+PBS组、oe-ABCC3+2-DG组；为探究ccRCC细胞LINC00462/

MYC/ABCC3轴对顺铂敏感性的影响，构建 si-NC+oe-NC组、si-LINC00462+oe-NC组、si-LINC00462+oe-ABCC3组。qPCR法检

测ABCC3、MYC和LINC00462在ccRCC细胞中的表达，CCK-8法检测细胞增殖活力，CCK-8法分析梯度浓度顺铂处理ccRCC细

胞后 IC50值，WB法检测糖酵解代谢途径相关蛋白的表达，Seahorse XP96法检测各处理组细胞的胞外酸化率（ECAR）和耗氧率

（OCR），试剂盒检测细胞中丙酮酸、乳酸、ATP水平。双荧光素酶报告基因和染色质免疫共沉淀（ChIP）实验验证ABCC3与MYC

间的结合关系，RNA结合蛋白免疫沉淀（RIP）实验验证LINC00462和MYC的结合关系。结果：数据库分析和qPCR实验结果显

示，ABCC3在ccRCC组织和细胞中呈高表达，差异基因富集在糖酵解通路上。敲减或过表达ABCC3能够增加A-498细胞或降低

786-O细胞对顺铂的敏感性，ABCC3可通过促进有氧糖酵解抑制A-498细胞对顺铂的敏感性，2-DG处理可以逆转过表达ABCC3

对 ccRCC细胞对顺铂敏感性的抑制作用。MYC可直接和ABCC3结合，LINC00462可招募转录因子MYC；敲低LINC00462可抑

制ABCC3的表达，敲低LINC00462可抑制ccRCC细胞的有氧糖酵解，并提高其对顺铂敏感性；而进一步过表达ABCC3可逆转敲

低LINC00462对 ccRCC细胞有氧糖酵解的抑制作用和顺铂敏感性的提高。结论：LINC00462通过招募转录因子MYC激活

ABCC3的表达促进ccRCC细胞的糖酵解，进而促进ccRCC细胞对顺铂敏感性。
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LINC00462 regulates clear renal cell carcinoma cells sensitivity to cisplatin by 
affecting their glycolysis via the MYC/ABCC3 axis

WANG Xiaolinga, HU Weiweib, MENG Lidana ( a. Department of Nephrology; b. Department of Geriatrics, Hengshui People's Hospital, 

Hengshui 053000, Hebei, China)

[Abstract]  Objective：：To investigate the effect of LINC00462 binding to transcription factor MYC to activate ABCC3 on cisplatin sensitivity 

in clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) and its potential mechanisms. Methods: The expression of ABCC3, MYC and LINC00462 

and their correlation in ccRCC were analyzed, and the enrichment pathway of ABCC3 was also analyzed. Human renal tubular epithelial 

cells (HK-2) and ccRCC cells (A-498, 786-O and Caki-2) were conventionally cultured. Nucleic acid sequences of si-LINC00462, 

si-LINC00462-NC, oe-ABCC3, oe-ABCC3-NC, si-ABCC3, si-ABCC3-NC, si-MYC and si-MYC-NC were transfected into A-498 or 

786-O cells respectively, namely si-LINC00462 group, si-LINC00462-NC group, oe-ABCC3 group, oe-ABCC3-NC group, si-ABCC3 group, 

si-ABCC3-NC group, si-MYC group and si-MYC-NC group. 2-deoxy-D-glucose (2-DG) was used in the rescue experiment, and oe-NC+

PBS group, oe-ABCC3+PBS group and oe-ABCC3+2-DG group were established. To investigate the effects of LINC00462/MYC/ABCC3 

axis on the cisplatin sensitivity of ccRCC cells, si-NC+oe-NC group, si-LINC00462+oe-NC gorup, and si-LINC00462+oe-ABCC3 group 

were constructed. The expression of ABCC3, MYC and LINC00462 in ccRCC cells was detected by qPCR. CCK-8 method was used to 

measure cell viability and the IC50 of cisplatin inhibiting the proliferation of ccRCC cells. WB was used to detect the expression of glycolytic 
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metabolism-related proteins. Seahorse XP96 was used to analyze the extracellular acidification rate (ECAR) and oxygen consumption rate 

(OCR) in the cells of different treatment groups. The levels of pyruvate, lactic acid and ATP in the cells were detected by corresponding kits. 

The binding relationship between ABCC3 and MYC was verified by double luciferase reporter gene assay and chromatin immunoprecipitation 

(ChIP) assay, and the binding relationship between LINC00462 and MYC was verified using RNA-binding protein immunoprecipitation 

(RIP) experiment. Results: Database analysis and qPCR experiments showed that ABCC3 was highly expressed in ccRCC tissues and cells 

and was enriched in the glycolytic pathway. Knockdown of ABCC3 could promoted the sensitivity of A-498 cells to cisplatin, while 

overexpression of ABCC3 could reduce the sensitivity of 786-O cells to cisplatin. ABCC3 could inhibit the sensitivity of A-498 cells to 

cisplatin through promoting glycolysis. 2-DG treatment reversed the inhibitory effect of ABCC3 overexpression on cisplatin sensitivity of 

ccRCC cells. MYC could directly bind to ABCC3, and LINC00462 could recruit MYC. Knockdown of LINC00462 inhibited the expression 

of ABCC3, suppressed aerobic glycolysis of ccRCC cells and increased their sensitivity to cisplatin; however, further over-expression of 

ABCC3 reversed the effects of LINC00462 knockdown on inhibiting aerobic glycolysis and promoting cisplatin sensitivity in ccRCC cells. 

Conclusion：： LINC00462 promotes glycolysis of ccRCC cells and further inhibits their sensitivity to cisplatin by recruiting the transcription 

factor MYC to activate ABCC3 expression.

[Key words]  LINC00462; MYC; ABCC3; clear cell renal cell carcinoma (ccRCC); A-498 cell; 786-O cell; glycolysis; cisplatin sensitivity
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肾透明细胞癌（clear cell renal cell carcinoma，

ccRCC）是一种常见的肾恶性肿瘤，在所有泌尿系统肿

瘤中，ccRCC的发病率和病死率排名第三[1-2]。以铂类

药物为基础的联合治疗是晚期ccRCC患者的主要治疗

策略，但许多患者会产生耐药和复发[3]。顺铂可有效治

疗包括ccRCC在内的多种恶性肿瘤，然而，耐药的快速

发展从根本上削弱了其抗癌功效[4]。因此，探索顺铂耐

药的潜在分子机制，寻找逆转ccRCC耐药的分子靶点

对其治疗具有积极意义。最近，越来越多的研究报道

证明有氧糖酵解影响肿瘤细胞的耐药性[5]。然而目前

关于有氧糖酵解影响ccRCC耐药分子机制的研究较少，

因此本研究旨在探究ccRCC中有氧糖酵解影响细胞耐

药的具体机制，为改善ccRCC的治疗寻找高效的作用

靶标。ATP结合盒（ATP binding cassette，ABC）转运蛋

白家族是细胞外排泵的大家族，可以清除体细胞内的

外源性物质，其中ABCC3是该家族的一个重要的转运

因子，能够转运多种内源性和外源性化合物[6]。研究[7]

发现，ABCC3 在癌症中表达上调，促进肿瘤的发生

发展。ABCC3能够参与肿瘤细胞的糖酵解和耐药机

制。如在三阴性乳腺癌中，miR-181b-2-3p的过度表达

通过抑制ABCC3 的表达增强 MDA-MB-231/ADR 细

胞对多柔比星的敏感性 [8]。在膀胱癌中，ABCC3的表

达显著上调，敲除ABCC3能够显著降低膀胱癌细胞

增殖、对顺铂的耐药以及有氧糖酵解的能力 [6]。然

而，目前关于ABCC3与ccRCC发生发展的关系尚未有

研究报道。本研究将进一步探究 ccRCC 细胞中

LINC00462/MYC/ABCC3轴影响糖酵解和顺铂敏感性

的分子作用机制，为ccRCC的诊断和治疗提供新思路。

1  材料与方法

1.1  细胞与试剂

人肾小管上皮细胞 HK-2 和 ccRCC 细胞A-498、

786-O、Caki-2均购自美国ATCC公司。si-LINC00462、

oe-ABCC3、si-ABCC3、si-MYC、si-LINC00462-NC 、

oe-ABCC3-NC、si-ABCC3-NC 和 si-MYC-NC 核 酸

均购 自 Ribobio 公司。DMSO、2-脱氧 -D-葡萄糖

（2-deoxy-D-glucose，2-DG）（纯度≥98%，溶解于PBS，

10 mmol/L）[9]均购自Sigma-Aldrich 公司，顺铂（纯度

≥95%，溶解于PBS）购自上海迈瑞尔化学技术有限公

司。TRIzol 试剂购自美国 Life Technologies 公司，

PrimeScript RT Master Mix 购自日本 TaKaRa 公司 ，

miScript SYBR Green PCR Kit购自德国Qiagen公司，

Lipofectamine 2000 试剂盒购自 Themo Fisher 公司，

BCA 试剂盒购自中国 Beyotime 公司，兔抗 β-actin、

HK-2、PKM2、PFKP、MYC抗体和兔 IgG均购自美国

Invitogen公司，RIP试剂盒购自美国Millipore公司，

细胞裂解液（P0013B）购自碧云天公司，Simple ChIP 

enzymatic chromatin IP Kit 购自美国 CST 公司 。

pmirGLO-ABCC3-promoter-WT、 pmirGLO-ABCC3-

promoter-MUT荧光素酶报告载体、双荧光素酶报告

基因检测系统均购自美国Promega公司。糖酵解应

激测试试剂盒[用于检测细胞外酸化率（extracellular 

acidification rate，ECAR）]、线粒体应激测试试剂盒

[用于耗氧率（oxygen consumption rate，OCR）检测]均

购自美国Seahorse公司，丙酮酸检测试剂盒、乳酸比

色测定试剂盒和ATP比色/荧光检测试剂盒均购自中

国索莱宝公司。

1.2  数据库分析ccRCC组织中ABCC3的差异表达、

富集分析以及其相关转录因子查找分析

在TCGA数据库下载TCGA-ccRCC的mRNA表

达量数据集（normal:72，tumor:539）。以正常样本为

对照组，利用R包“edgeR”进行差异分析（|logFC|>1，

FDR<0.05）。通过 lncMAP数据库，对 ccRCC中目标

lncRNA的下游转录因子和调控基因的三联体进行预
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测。同时，采用RNA-Protein Interaction Prediction在线

评估 lncRNA 与转录因子相互作用可能性。利用

JASPAR数据库预测靶基因启动子区域与转录因子

的结合序列（选择靶基因转录起始位置前2 000 bp）。

1.3  细胞培养、转染与分组

将 HK-2、A-498、786-O、Caki-2 细胞在含 10% 

FBS的RPMI-1640培养基中，置于37 °C、5%CO2培养

箱中培养。按试剂盒操作步骤使用 Lipofectamine 

2000转染试剂将si-LINC00462、oe-ABCC3、si-ABCC3、

si-MYC、si-LINC00462-NC、oe-ABCC3-NC、si-ABCC3-

NC和 si-MYC-NC核酸分别转染A-498、786-O细胞，

并分别记 作 si-LINC00462 组 、si-LINC00462-NC

组、oe-ABCC3 组、oe-ABCC3-NC 组、si-ABCC3组、

si-ABCC3-NC组、si-MYC组和 si-MYC-NC组。利用

糖酵解抑制剂 2-DG进行回复实验，构建细胞分组：

oe-NC+PBS组、oe-ABCC3+PBS组、oe-ABCC3+2-DG

组。为了探究LINC00462/MYC/ABCC3轴对 ccRCC

细 胞 对 顺 铂 敏 感 性 的 影 响 ，用 si-NC 、oe-NC、

si-LINC00462、oe-ABCC3核酸序列共转染A-498细胞，

分别记作对照组（转染 si-NC+oe-NC）、si-LINC00462

组（转 染 si-LINC00462+oe-NC）和 si-LINC00462+

oe-ABCC3组（转染LINC00462+oe-ABCC3）。

1.4  qPCR法检测转染各组细胞中LINC00462、MYC

和ABCC3的表达

利用TRIzol试剂提取转染各组细胞中总RNA，用

NanoDrop 2000系统测定其RNA的纯度和浓度。利用

PrimeScriptRT Master Mix 试剂将总 RNA 反转录为

cDNA。利用miScript SYBR Green PCR试剂盒进行

qPCR，检测LINC00462、MYC和ABCC3的表达水平。

qPCR采用两步法，反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 5 s、

60 ℃ 15 s，共40个循环。以β-actin作为内参照基因，用

2-ΔΔCt法计算目的基因相对表达量。引物序列见表1。

表1  qPCR引物序列

  基因名称

LINC00462

MYC

ABCC3

β-actin

序列（5'~3'）

F: ACTAGGTCCTTCTGGTGTTTT

R: GTAAAACTTGCTGCTGAT

F：AACACACAACGTCTTGGAGC

R：GCACAAGAGTTCCGTAGCTG

F：GAGGAGAAAGCAGCCATTGGCA

R：TCCAATGGCAGCCGCACT TTGA 

F: TCCGGCACTACCGAGTTATC

R：GATCCGGTGTAGCAGATCGC

1.5  CCK-8法检测转染各组细胞的增殖活性

将转染的细胞接种在 96孔板中（5×103/孔）。培

养0、24、48、72 h后，向每个孔中加入10 μL CCK-8溶

液并继续培养2 h；对于细胞 IC50值的测定，用不同浓

度顺铂（0、1、2、4、8、16、32 μmol/L）处理 24 h细胞后

加入CCK-8溶液继续培养2 h，通过酶标仪（Bio-Teck

公司，USA）检测在 450 nm处的光密度（D）值来确定

细胞活力，并计算 IC50值。

1.6  WB法检测转染各组细胞中糖酵解相关蛋白的

表达

用RIPA裂解液提取转染各组细胞中的蛋白质，

使用BCA试剂盒测定蛋白质浓度。将蛋白样品通过

SDS-PAGE 分离，然后转移到 PVDF 膜上。在室

温下，使用 5% 脱脂牛奶将膜封闭 2 h，一抗HK-2

（1∶1 000）、PKM2（1∶1 000）、PFKP（1∶1 000）、β-actin

（1∶2 000）4 °C下处理过夜，用辣根过氧化物酶标记

的二抗山羊抗兔 IgG（1︰5 000）室温下处理 2 h，使用

增强型化学发光试剂显影，用 ImageJ 软件（NIH，

USA）对蛋白条带的灰度进行定量。

1.7  RNA结合蛋白免疫沉淀实验（RNA binding protein 

immunoprecipitation assay，RIP）验证 LINC00462 与

MYC的结合

用预冷PBS洗涤A-498细胞，用等体积的裂解液

冰浴 5 min裂解细胞，4 ℃下离心 10 min取上清液。

细胞上清液一部分取出作为对照（input），一部分与

抗体混合进行共沉淀，具体实验操作方法如下：每一

个共沉淀反应体系取 50 μL 磁珠清洗后重悬于

100 μL RIP洗涤缓冲液中，RIP所用抗体为MYC抗

体，兔 IgG作为阴性对照。每体系加入 5 μg抗体，混

匀后室温下处理 30 min，磁珠-抗体复合物经清洗后

重悬于 900 μL RIP洗涤缓冲液，加入 100 μL细胞提

取液，4 ℃下处理过夜，将样品置于磁座上收集磁珠-

蛋白复合物。样品经蛋白酶K消化后提取RNA，用

于后续qPCR检测。

1.8  染色质免疫共沉淀（chromatin immunoprecipitation，

ChIP）实验检测MYC与ABCC3的结合关系

使用 MYC 抗体以及其对应的 Simple ChIP 

Enzymatic Chromatin IP Kit 中试剂进行 CHIP 实验。

使用 qPCR检测纯化的DNA，其检测引物序列：正向

引物为5'-GCGGGATTGAGAGATGGAGG-3'，反向引

物序列为5'-ATGGGCTTGTCAGTGCTCTC-3'。

1.9  双荧光素酶报告基因实验验证ABCC3与MYC

的靶向关系

将 pmirGLO-ABCC3-promoter-WT、pmirGLO-

ABCC3-promoter-MUT载体、si-NC和 si-MYC质粒共

转染到 A-498 细胞中，分别记作 ABCC3-WT+si-NC

组、ABCC3-WT+si-MYC 组、ABCC3-MUT+si-NC 组

和ABCC3-MUT+si-MYC组。培养 48 h后根据厂商

说明书使用双荧光素酶报告系统检测各组细胞中的
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荧光素酶活性。

1.10  用细胞外通量分析仪检测转染各组细胞中的

ECAR、OCR

胰蛋白酶降解后，将细胞接种在 Seahorse XF24

细胞板中（2.5×104个/孔），在37 ℃、5% CO2的培养箱

中培养 24~48 h。然后将细胞板置于 37 ℃、0% CO2

培养箱中处理 60 min，然后使用 SeahorseXF24 细胞

外通量分析仪开始检测。按照制造商的方案，使用

糖酵解应激检测试剂盒和线粒体应激检测试剂盒分

别检测ECAR（mpH/min）和OCR（pmol/min）[10]。

1.11  丙酮酸、乳酸和ATP测定

按照制造商提供的检测方案，分别使用丙酮酸

检测试剂盒、乳酸比色测定试剂盒和ATP比色/荧光

检测试剂盒检测转染各组细胞中丙酮酸、乳酸和ATP

的含量[10]。

1.12  统计学处理

所有数据均采用 SPSS 22.0 统计学软件进行处

理。所有实验均独立重复3次，符合正态分布的计量

数据以 x̄±s 的形式表示，两组间比较采用 t检验，多

组间的比较应采用单因素方差分析。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  数据库分析和 qPCR 检测结果显示 ABCC3 在

ccRCC组织和细胞中呈高表达

通过 TCGA-ccRCC 数据库分析结果（图 1A）显

示，与正常组织比较，ABCC3在ccRCC组织中呈高表

达（P<0.001）。qPCR 法检测结果（图 1B）显示，与

HK-2细胞比较，A-498、786-O、Caki-2细胞中ABCC3 

mRNA均呈高表达（均P<0.05），其中在A-498细胞中

的表达相对较高、在 786-O细胞中表达相对较低，所

以后续实验中将A-498、786-O细胞分别用于ABCC3

的敲减或过表达实验。实验结果表明，ABCC3 在

ccRCC组织和细胞中呈高表达。

2.2  敲减或过表达 ABCC3 能增加 A-498 细胞或降

低786-O细胞对顺铂敏感性

qPCR法检测敲低或过表达ABCC3的A-498细

胞或786-O细胞的转染效率，其结果（图2A、B）显示，

与 si-NC 组比较，si-ABCC3 组 A-498 细胞中 ABCC3 

mRNA表达显著降低（P<0.05）；与 oe-NC 组比较，

oe-ABCC3组 786-O细胞中ABCC3 mRNA表达显著

升高（P<0.05）。实验结果表明，在 A-498 细胞或

786-O细胞中成功地敲减或过表达了ABCC3。

CCK-8法检测结果（图2C、D）显示，敲低ABCC3

可以显著抑制 A-498 细胞活性（P<0.05），而过表达

ABCC3则能显著提高 786-O细胞活性（P<0.05）。使

用梯度浓度顺铂（0、1、2、4、8、16、32 μmol/L）处

理A-498细胞或786-O细胞24 h后，CCK-8法检测结

果（图 2E、F）显示，转染 si-ABCC3 的 A-498 细胞的

IC50值显著降低（P<0.05）；而转染oe-ABCC3的786-O

细胞 IC50值显著升高（P<0.05）。实验结果表明，敲减

或过表达 ABCC3 能够增加或降低 A-498 细胞或

786-O细胞对顺铂的敏感性。

A：数据库分析ABCC3在两种组织中的表达；B：qPCR检测

ABCC3 mRNA在HK-2、A-498、786-O、Caki-2细胞中的表达。

与HK-2细胞比较，*P<0.05，与正常组织比较，****P<0.000 1。

图1    ABCC3 mRNA在ccRCC组织和细胞中的表达

2.3  ABCC3通过促进有氧糖酵解抑制A-498细胞对

顺铂的敏感性

数据库分析结果（图3A）显示，ABCC3富集在糖

酵解信号通路上。WB法检测结果（图 3B）显示，

与 si-NC 组比较，si-ABCC3 组 A-498细胞中的糖酵

解代谢途径相关蛋白HK2、PFKP、PKM2表达均显著

下调（均 P<0.05）。 ECAR 和 OCR 染色结果（图

3C）显示，与 si-NC 组比较，si-ABCC3 组 A-498 细

胞中 ECAR 显著降低（P<0.05），线粒体的OCR升

高（图 3D）。此外，与 si-NC 组比较，si-ABCC3 组

A-498细胞中的丙酮酸、乳酸和ATP水平均显著降低

（图3E，均 P<0.05）。实验结果说明，敲减 ABCC3

可抑 制 A-498 细 胞 的 有 氧 糖 酵 解 。 CCK-8 法

检测结果（图 3F、G）显示，与 oe-NC+PBS组比较，

oe-ABCC3+PBS组A-498细胞的增殖活力明显升高

（P<0.05），与 oe-ABCC3+PBS 组比较，oe-ABCC3+2-

DG组A-498细胞的增殖活力明显降低（P<0.05），实

验结果说明，2-DG 处理能够抑制过表达 ABCC3

对细胞活力的促进作用。在检测不同浓度顺铂处

理（24 h）A-498细胞的 IC50 值发现，过表达 ABCC3

可以降低 A-498 细胞对顺铂的敏感性（P<0.05），

而进一步添加 2-DG 处理后 A-498 细胞对顺铂耐

药性回复至对照水平（P<0.05）。实验结果说明，

ABCC3通过调节有氧糖酵解抑制A-498细胞对顺铂

的敏感性。
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A、B：qPCR法检测敲减或过表达ABCC3后A-498细胞或786-O细胞中ABCC3 mRNA的表达；C~F：CCK-8法检测敲减或过表达

ABCC3后A-498细胞（C、E）或786-O细胞（D、F）的细胞活力及相应的 IC50值。*P<0.05。

图2  敲减或过表达ABCC3后A-498细胞或786-O细胞对顺铂敏感性的变化

A：ccRCC差异表达基因的GSEA富集分析；B：WB法检测敲减ABCC3后A-498细胞中糖酵解代谢途径相关蛋白HK2、PFKP、

PKM2的表达；C、D：用细胞外通量分析仪检测检测敲减ABCC3 后 A-498 细胞中 ECAR 值（C）和OCR值（D）；E：敲减ABCC3

后A-498细胞中丙酮酸水平、乳酸生成和ATP水平；F、G：CCK-8法检测过表达ABCC3或同时添加2-DG处理后A-498细胞的增

殖活力（F）和 IC50值的变化（G）。FCCP：4-（三氟甲氧基）苯基腙羰基氰化物[carbonyl cyanide 4-（trifluoromethoxy）

phenylhydrazone)]。*P<0.05。

图3    ABCC3通过调节有氧糖酵解抑制A-498细胞对顺铂的敏感性
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2.4  LINC00462通过招募MYC激活ABCC3的表达

通过数据库预测 ABCC3 上游潜在的转录因

子（图 4A），通过 Pearson 分析发现 ABCC3 的表达

与转录因子 MYC 的表达呈正相关（图 4B，r=0.41，

P=7.35×10-23）。利用 hTFtarget 软件预测 MYC 与

ABCC3上游2 000 bp启动子区域存在结合位点（图4C）。

TCGA 数据库分析发现，与正常组织比较，MYC 

mRNA在 ccRCC组织中呈高表达（图 4D，P<0.001），

qPCR 法检测发现，与 HK-2 细胞比较，MYC mRNA

在 ccRCC 细胞中的表达也均呈高表达（图 4E，均

P<0.05）。由于 MYC 在 A-498 细胞中的表达量最

高，所以使用该细胞进行后续实验。ChIP实验结果

（图4F）显示，MYC和 ABCC3 启动子区存在结合关

系（P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验检测结果

（图4G）显示，与si-NC+ABCC3-WT组比较，si-MYC+

ABCC3-WT 组 细 胞 中荧光素 酶 活 性 显 著 下 调

（P<0.05）；与ABCC3-MUT+si-NC 组比较，ABCC3-

MUT+si-MYC组A594细胞中的荧光素酶活性没有

明显变化。实验结果说明，ABCC3与MYC间存在靶

向结合关系。利用数据库软件预测MYC上游调控

分子，Pearson相关性分析结果（图 4H、I）显示，MYC

与LINC00462的表达呈正相关（r=0.31，P=1.971×1013）。

通过TCGA数据库和 qPCR法检测结果（图 4J、K）显

示，LINC00462在 ccRCC组织和细胞中均呈高表达

（P<0.05 或 P<0.01）。RIP 实验结果（图 4L）显示，与

IgG 对照组比较，anti-MYC 组 LINC00887 的富集显

著增加（P<0.05）。通过 Pearson 相关性分析结果

（图 4M）显示，ABCC3 与 LINC00462 的表达呈正相

关（r=0.56，P=4.14×10-45）。qPCR法检测结果（图 4N）

显示 ，与si-NC组相比，si-LINC00462组A-498细胞中

ABCC3的表达显著降低（P<0.05）。实验结果说明，

LINC00462可以通过招募MYC激活ABCC3的表达。

2.5  LINC00462通过ABCC3促进A-498细胞糖酵解

进而影响其对顺铂的敏感性

qPCR法检测结果（图 5A）显示，与对照组比较，

si-LINC00462组A-498细胞中ABCC3的表达显著降

低（P<0.05）；与 si-LINC00462组比较，si-LINC00462+

oe-ABCC3组A-498细胞中的ABCC3表达明显升高

（P<0.05），并与对照组水平相似。CCK-8法检测（图5B）

结果显示，敲低LINC00462后A-498细胞活力显著降

低（P<0.05），但同时过表达 ABCC3 能够逆转敲低

LINC00462 对细胞活力的抑制作用（P<0.05）。WB

法检测结果（图 5C）显示，敲低LINC00462能够显著

抑制糖酵解代谢途径相关蛋白 HK-2、PFKP、PKM2

的表达（P<0.05），而过表达 ABCC3 则可逆转敲低

LINC00462 对 HK-2、PFKP、PKM2 表达的抑制作用

（P<0.05）。ECAR和OCR检测结果（图 5D、E）显示，

敲低LINC00462可以提高A-498细胞中的ECAR值

（P<0.05）、降低OCR值（P<0.05）；而同时过表达ABCC3

则可逆转这一结果（均P<0.05）。敲低LINC00462还降

低了A-498细胞的丙酮酸、乳酸以及ATP水平，而同时过

表达ABCC3则可逆转可以这一结果（图5F，均P<0.05）。

CCK-8法检测不同浓度顺铂处理后的IC50 值，结果

（图 5G）显示，敲低LINC00462显著提高A-498细胞

的顺铂敏感性，而同时过表达ABCC3则可逆转敲低

LINC00462 对 A-498 细胞顺铂敏感性的促进作用。

实验结果说明，LINC00462通过ABCC3促进 ccRCC

糖酵解进而影响ccRCC细胞癌顺铂敏感性。

3  讨  论

不同 ccRCC肿瘤间和同一肿瘤内存在明显的异

质性[11]。尽管常规治疗（如手术、放疗、化疗和其他治

疗手段）的 ccRCC患者的生存率明显提高，但耐药仍

然常见[4]。因此，明确肿瘤细胞耐药的潜在作用机

制，对提高 ccRCC治疗效果和患者生存率至关重要。

ABCC3是ABC转运蛋白家族的一员，它将依赖ATP

供能将小分子药物泵送出细胞[12]。ABCC3已被证明

在许多恶性肿瘤（包括胰腺癌、乳腺癌等）组织中表

达上调[13-14]。本研究的结果也同样证实，ABCC3 在

ccRCC组织和细胞中呈高表达。最近，ABCC3被证

实与肿瘤细胞耐药密切相关[15]。例如HOXC10通过

调节ABCC3促进卵巢癌的卡铂耐药[16]；姜黄素通过

调节miR-181b-2-3p/ABCC3轴，提高了三阴性乳腺癌

对阿霉素的敏感性[8]。本实验结果显示，在 ccRCC细

胞中敲低ABCC3可以提高 ccRCC细胞对顺铂的敏

感性。此外，本研究还发现过表达ABCC3则可提高

ccRCC细胞中丙酮酸、乳酸和ATP水平，进而促进有

氧糖酵解过程。这与LIU等[6]发现相一致，该研究表

明ABCC3的过度表达可促进膀胱癌细胞增殖、顺铂

耐药性和有氧糖酵解。这些结果表明，抑制ABCC3

可能是逆转ccRCC顺铂耐药的有效措施。

肿瘤细胞代谢的一个显著特征是葡萄糖摄取利

用率及乳酸产出率的提高，这就是Warburg（瓦博格）

效应，与正常细胞相比，即使在氧气充足的条件下，

肿瘤细胞也倾向于糖酵解的产能方式[17]，这是肿瘤细

胞中关键的代谢途径之一。研究[18]认为，在耐药细胞

中有氧糖酵解和乳酸的生成水平上调，表明Warburg

效应与肿瘤耐药有关。如GOVONI等[19]研究发现，

癌细胞中乳酸生成的增加能够上调DNA修复基因表

达，从而促进细胞对顺铂耐药。PGK1可以通过激活

CXCR4/ERK通路和加速糖酵解从而促进 ccRCC细

胞增殖以及提高对索拉非尼的耐药性[5]。本研究结
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果显示，2-DG 处理可逆转过表达 ABCC3 对 ccRCC

细胞顺铂耐药的促进作用。这些结果表明ABCC3通

过诱导 ccRCC细胞有氧糖酵解，进而促进 ccRCC细

胞顺铂耐药性。本研究结果提示，抑制糖酵解过程

可能是提高ccRCC顺铂敏感的有效策略。

A:数据库分析ABCC3上游潜在转录因子的Upsetplot图；B：数据库分析ABCC3与MYC表达相关性；C：MYC与ABCC3结合模

体；D：数据库分析MYC在ccRCC组织中表达；E：qPCR法检测MYC在ccRCC细胞中的表达；F~G：MYC与ABCC3靶向结合关

系的验证；H：数据库预测MYC上游调控分子 lnRNA的Upsetplot图；I：数据库分析LINC00462与MYC表达的相关性；J：数据库

分析LINC00462在ccRCC组织中的表达；K：qPCR法检测LINC00462在ccRCC细胞中的表达；L：RIP实验证实LINC00462与

MYC结合；M：数据库分析ccRCC组织中LINC00462与ABCC3表达的相关性；N：qPCR法检测敲减ABCC3后A-498细胞中

ABCC3 mRNA的表达。与正常组织或HK-2细胞或 si-NC组或 IgG比较，*P<0.05。

图4    LINC00462通过招募MYC激活ABCC3的表达
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A~F：敲减LINC00462或敲减LINC00462同时过表达ABCC3后A-498细胞中ABCC3 mRNA的表达（A）、细胞增殖活力的变化

（B、G）、糖酵解相关蛋白表达（C）、ECAR和OCR水平（D）、丙酮酸/乳酸/ATP水平（E）以及相应的 IC50值（F）。*P<0.05。

图5    LINC00462通过下调ABCC3促进ccRCC糖酵解进而影响A-498细胞对顺铂的敏感性

为了明确ABCC3 促进 ccRCC细胞顺铂耐药的

具体分子作用机制，本研究通过数据库分析发现，

ABCC3 存在上游转录因子 MYC，并且 MYC 在

ccRCC组织和细胞中高表达，还通过ChIP和双荧光

素酶实验证实 MYC 与 ABCC3 的存在靶向结合关

系。此外，通过数据库分析发现，MYC存在上游调控

分子LINC00462，并且通过RIP实验证实LINC00462

与MYC的调控关系。本研究发现了 ccRCC中新的

调控网络机制，即 LINC00462 通过招募转录因子

MYC以激活ABCC3的表达进而影响 ccRCC细胞顺

铂敏感性。

LINC00462 被证实在肝癌 [20]、胃癌 [21]组织中表

达上调，发挥促癌作用。有文献据 [22]报道，在胰腺

癌中，LINC00462 通过 miR-665/TGFBR1-TGFBR2/

SMAD2/3途径促进胰腺癌细胞的侵袭。在肾细胞癌

中，敲低LINC00462通过靶向miR-2355-5p的表达抑制

786-0细胞的增殖、迁移和侵袭[23]。本研究结果显示，

LINC00462在ccRCC组织和细胞中呈高表达，Pearson

相关性分析发现ABCC3与LINC00462的表达呈正相

关，敲低LINC00462显著降低了A-498细胞中ABCC3

的表达。细胞功能实验显示，敲低LINC00462可抑制

ccRCC 细胞糖酵解和顺铂耐药性，而同时过表达

ABCC3则可逆转敲低LINC00462对ccRCC细胞糖酵

解和顺铂耐药性的抑制作用。这些结果表明，抑制

LINC00462可能是提高ccRCC顺铂敏感性的有效途径。

综上所述，本研究证实了LINC00462/MYC/ABCC3

轴在 ccRCC 顺铂耐药中发挥作用。LINC00462/

MYC/ABCC3轴可能是改变在 ccRCC顺铂耐药的潜

在有效靶点。此外，本研究还发现LINC00462通过

招募转录因子 MYC 以激活 ABCC3 的表达，诱导

ccRCC细胞有氧糖酵解进而抑制肿瘤细胞顺铂敏感

性，结果表明，抑制肿瘤细胞有氧糖酵解可能是提高

肿瘤化疗敏感性的新策略。然而本研究还存在一些

不足之处，首先本研究未在动物和临床水平进一步

验证研究结果的可靠性；其次，ABCC3下游所涉及的

其他调控通路未进一步挖掘，这些将是未来需要进

一步研究的重点。总之，本研究提出了ABCC3的新

调控途径，并表明 LINC00462/MYC/ABCC3 轴可能

是ccRCC治疗的潜在靶点。
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