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PRC1靶向调控Hippo通路促进肾癌细胞增殖和迁移能力
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摘要  目的：研究胞质分裂蛋白 1（PRC1）对肾癌细胞的增殖和迁移能力的影响并探讨其在肾癌中的作用。方

法：使用 Gepia2 数据库分析 PRC1 在肾癌中的差异表达和预后。在 Caki⁃1 细胞系中使用 CRISPR/Cas9 技术敲低

PRC1 的表达。设置对照组和 PRC1 敲低组（KO1#、KO2#）,通过 CCK⁃8 增殖实验、平板克隆实验、Transwell 实验

分别观察 PRC1 对肾癌细胞增殖、迁移能力的影响。通过皮下荷瘤实验评估 PRC1 在体内的致瘤能力。对 PRC1 敲

除的 Caki⁃1 细胞进行 RNA⁃seq 测序分析 PRC1 在肾癌中潜在的致癌机制。结果：PRC1 在肾癌组织的表达明显高

于癌旁组织（P<0. 05）。PRC1 高表达的肾癌患者预后更差 (P<0. 05)，在敲低 PRC1 后,CCK⁃8 结果显示,PRC1 敲

低后肾癌细胞增殖能力明显下降 (P<0. 05)。平板克隆形成实验结果显示,PRC1 敲低后细胞集落形成能力显著下

降 (P<0. 05)。Transwell 实验显示，PRC1 敲低后细胞迁移能力显著下降 (P<0. 05)。此外，敲低 PRC1 的表达抑制

了体内荷瘤的致瘤能力。通过对敲除 PRC1 的 Caki⁃1 细胞进行 RNA 测序，我们发现了 Hippo 通路是 PRC1 在肾癌

中潜在的作用靶点。结论：PRC1 在肾癌组织中表达显著增加，显示出与肾癌不良预后的关联。PRC1 通过调控

Hippo 通路来促进肾癌细胞的增殖和迁移。
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PRC1 promotes the proliferation and migration of renal cancer cells by 
targeting Hippo signaling pathway
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Abstract

Objective:: To investigate the effect of protein regulator of cytokinesis 1 (PRC1) on the prolifera⁃
tion and migration of renal carcinoma and the role of PRC1 in renal carcinoma.  Methods:: The differen⁃
tial expression and prognosis of PRC1 in renal carcinoma were analyzed using the Gepia2 database, and 
CRISPR/Cas9 technology was subsequently used to knock down PRC1 expression in Caki ⁃ 1 cells.  
The control group and PRC1 knockdown groups (KO1# and KO2#) were established to observe the ef⁃
fects of PRC1 on cell proliferation and migration abilities through CCK⁃8 proliferation assay, plate colo⁃
ny formation assay, and Transwell assay.  A subcutaneous tumor experiment was conducted to evalu⁃
ate the tumorigenic ability in vivo.  RNA sequencing analysis was performed on PRC1 knockout Caki⁃1 
cells to explore the potential carcinogenic mechanisms of PRC1 in renal carcinoma.  Results:: PRC1 ex⁃
pression was significantly higher in renal carcinoma tissues than in adjacent tissues (P<0. 05).  High ex⁃
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pression of PRC1 was significantly associated with a poorer prognosis in patients with renal carcinoma 
(P<0. 05).  Knockdown of PRC1 led to a significant decrease in cell proliferation ability (P<0. 05) as 
observed through CCK ⁃ 8 assay.  Plate colony formation assay demonstrated a significant decrease in 
colony formation ability after PRC1 knockdown (P<0. 05).  Transwell assay showed a significant re⁃
duction in cell migration ability after PRC1 knockdown (P<0. 05).  Furthermore, knocking down 
PRC1 expression inhibited tumorigenic ability in vivo.  RNA sequencing analysis of PRC1 knockout 
Caki⁃1 cells revealed the Hippo pathway as a potential target of PRC1 in renal carcinoma.  Conclusion:: 
PRC1 is significantly upregulated in renal carcinoma tissues, indicating an association with poor progno⁃
sis.  PRC1 promotes the proliferation and migration abilities of renal carcinoma cells through the regula⁃
tion of Hippo pathway.
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胞质分裂蛋白 1（protein regulator of cytokinesis 
1，PRC1）是参与胞质分裂调控的关键蛋白，为交联

极间微管（interpolar microtubules，iMTs）提供了必

要的结构支持，并动态调节它们的连接，以确保有丝

分裂纺锤体的稳定性［1，2］。PRC1 的失调可导致细胞

胞质分裂缺陷，从而促进肿瘤的发生发展。大量报

道强调了 PRC1 在肝癌［3］、卵巢癌［4］、胃癌［5］、乳腺

癌［6］、肺腺癌［7］、前列腺癌［8］、结肠癌［9］、食管癌［10］中的

致瘤作用。然而目前还未见关于 PRC1 在肾癌中的

报道。本研究旨在探究 PRC1 在肾癌中的表达变化

及对肾癌细胞增殖、迁移能力的影响，并探究 PRC1
在肾癌中潜在的作用机制。

1 材料与方法

1. 1　 细 胞 培 养   Caki⁃1 和 HEK293T 细胞由中国

科学院（上海）细胞库提供。HEK293T 细胞在添加

10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中培养和维持。

Caki ⁃ 1 细胞在添加 10% 胎牛血清的 McCoy's 5A 
medium 培 养 基 中 培 养 和 维 持 。 所 有 细 胞 均 在

37 ℃、5% 的 CO2和 95% 的空气中孵育培养。

1. 2　 主 要 试 剂   兔抗人 PRC1（Cat. 15617⁃1⁃AP）
抗体及兔抗人 GAPDH（Cat. 60004⁃1⁃Ig）抗体均购

自武汉 Proteintech 公司，RIPA 裂解液、蛋白酶抑制

剂、磷酸化酶抑制剂购自上海碧云天公司。

1. 3　Gepia2 网站数据分析   通过 Gepia2 网站（ge⁃
pia2. cancer⁃pku. cn/）分析 PRC1 在肾癌中的表达差

异及相关生存分析研究。

1. 4　Caki‑1 细胞中的 PRC1 敲除   使用 CRISPR/
Cas9基因编辑技术在 Caki⁃1细胞中敲除了 PRC1，由
天一汇源生物技术公司（中国武汉）合成了靶向

PRC1 外 显 子 1 和 2 的 小 导 向 RNA（small guide 

RNA，sgRNA）序列（sgRNA1 和 sgRNA2）。将制备

的 sgRNA 寡核苷酸连接到 lentiCRISPRv2 质粒上。

重组 lentiCRISPRv2⁃sgRNAs在 293T 细胞中包装和

扩增。将获得的慢病毒与 Caki⁃1细胞孵育 48 h，最后

用 1 μg/mL 嘌呤霉素浓度筛选感染细胞。连续培养

5 d 后获得稳定的混合单克隆细胞，然后使用有限稀

释法获得克隆细胞。通过蛋白免疫印迹实验筛选单

克隆细胞以获得准确的 PRC1 敲除细胞。 PRC1 
sgRNA 序列（5'—3'）：正义链，CACCGGAGCTA⁃
ATTGGGATTCCAG；反 义 链 ，AAACCTG⁃
GAATCCCAATTAGCTCC。 将 已 验 证 敲 除

PRC1的 Caki⁃1 单克隆细胞命名为 KO1#、KO2#。

1. 5　CCK‑8 实验   将各组细胞按照每孔 2 000 个

细胞种植于 96 孔板里，在之后的 1~4 d，每天每孔

添加 CCK⁃8 试剂 10 μL 并于 37 ℃孵育 2 h，然后于

酶标仪上读取读数并作图。

1. 6　 克 隆 形 成 实 验   将各组细胞按照每孔 1 000
个细胞种植于 6 孔板里，然后在 37 ℃的细胞培养箱

内孵育 2 周，后 PBS 洗净每孔，用 4% 的多聚甲醛固

定 30 min，0. 2% 结晶紫染色 30 min，清水洗净晾

干，拍照后统计各组克隆数并作图。

1. 7　 Transwell 实 验   我 们 将 含 有 20%FBS 的

500 μL 培养基铺进 24 孔板，然后将各组细胞按照

5×104个细胞/孔与 200 μL 无血清培养基混合后种

植于 Transwell 小室（美国 Thermo Fisher 公司）中，

经过 1 d 的培养，用 PBS 洗净每孔，4% 的多聚甲醛

固定 30 min，0. 2% 结晶紫染色 30 min，清水洗净晾

干，显微镜下拍照并统计各组迁移数目作图。

1. 8　 蛋 白 免 疫 印 迹 实 验   使用含有蛋白酶抑制

剂、磷酸化酶抑制剂的 RIPA 缓冲液充分裂解细胞，

然后将 20 μg 蛋白经 10%~12. 5% 十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺（SDS⁃PAGE）凝胶电泳分离，并转移到
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聚 偏 氟 乙 烯 （PVDF） 膜 上 （Millipore，cat.
IPVH00010，中国，上海）。用 5% 脱脂牛奶室温封

闭 1 h，用一抗在 4 ℃下处理过夜，加入二抗在室温

下孵育 2 h。使用化学发光显影液在化学发光图像

分析系统（中国 Tanon 公司）上显影成像。

1. 9　皮下荷瘤实验   5~6 周龄裸鼠购自武汉大学

实验动物中心（中国武汉）。动物伦理通过武汉大

学批准，在裸鼠背部皮肤皮下注射 4×106 个细胞，

31 d 后，采用 CO2窒息法安乐死小鼠，切除植入的肿

瘤，测量其体质量和体积。

1. 10　统计学分析   使用 Graphpad Prism 8. 0 软件

来评估所有数据的统计学意义。所有数据均以均

数±标准差（
-
x±s）表示。采用 t 检验进行统计学分

析，以 P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　 PRC1 在 肾 癌 中 高 表 达 且 与 不 良 预 后 相 关  
基 于 TCGA 数 据 库 信 息 ，利 用 Gepia2 网 站 分 析

PRC1 在肾癌及正常肾脏组织的表达情况，可见

PRC1 在 肾 癌 中 的 表 达 明 显 高 于 正 常 组 织

（P<0. 05）（图 1A），以 PRC1 基因表达量的 25% 作

为截断值，绘制总生存期（overall survival，OS）曲

线，提示高表达 PRC1 的肾癌患者总体生存预后不

良（P<0. 05）（图 1B）。

2. 2　敲低 PRC1 抑制了肾癌细胞的增殖和迁移能

力  为 了 了 解 PRC1 的 生 物 学 功 能 ，我 们 通 过

CRISPR/Cas9 基因编辑技术将 PRC1 从 Caki⁃1 肾

癌细胞中敲除。通过蛋白免疫印迹实验分析显示，

Caki⁃1 细胞中 PRC1 蛋白的表达被消除（图 2A）。

CCK⁃8 实验及克隆形成实验显示，敲除 PRC1 抑制

了 Caki⁃1 肾癌细胞的增殖能力（图 2B 和 2C），tran⁃
swell 迁移实验显示，敲除 PRC1 抑制了 Caki⁃1 肾癌

细胞的迁移能力（图 2D）。

2. 3　敲除 PRC1 抑制了肾癌细胞在体内的致瘤能

力  通过皮下注射 PRC1 缺失的 Caki⁃1 细胞和野生

型 Caki⁃1 细胞建立了裸鼠体内异种移植模型，收集

的皮下肿瘤组织显示，PRC1 敲除组的肿瘤大小和

体质量远小于 NC 肿瘤组（图 3A、3B）。整个实验期

间我们测量了 3 个组肿瘤体积的变化，显然，敲除

PRC1 抑制了裸鼠体内肿瘤的生长（图 3C）。

2. 4　 PRC1 靶 向 调 控 Hippo 通 路 促 进 肾 癌 的 发 生

和发展   通过对 PRC1 敲除的 Caki⁃1 细胞及野生型

Caki⁃1 细胞进行 RNA⁃seq 测序，我们发现 Hippo 通

路是 PRC1 可靠的下游靶点（图 4A 和图 4B），这表

明 PRC1 可能通过调控 Hippo 通路来促进肾癌细胞

的增殖和迁移。

3 讨论

PRC1 作为一种细胞分裂所必需的蛋白，其失

调会加剧染色体不稳定性（chromosomal instability，
CIN），导致肿瘤异质性。有研究表明，PRC1 的失

调在多种癌症类型中发挥其促癌作用。PRC1 在小

细胞肺癌和肝癌中通过解除 Wnt 信号通路来影响

肿瘤过程［3，7］；PRC1 通过影响纺锤体的形成来影响

乳腺癌的进展［6］；在卵巢癌和结肠癌中，敲除 PRC1
可使肿瘤细胞阻滞于细胞周期的 G2/M 期来抑制肿

瘤细胞的增殖［4，9］。在本研究中，我们探讨了 PRC1
在肾癌进展中的作用及其相关的分子机制。通过

对 TCGA 数据库的分析，我们发现 PRC1 在肾癌中

高表达，并与较差的生存预后相关。进一步的研究

发现，PRC1 的缺失可以抑制体外肾癌细胞的增殖

图 1　PRC1 在肾癌中的表达及生存分析

A. 使用 Gepia2 分析 PRC1 在肾癌及正常组织的表达，T：肾癌，N：正常组织，*P<0.05；B. 使用 Gepia2 作 PRC1 在肾癌中的生存分析曲线
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和迁移，体内荷瘤实验也证实了同样的结果，因此，

PRC1 促进了肾癌细胞的增殖和迁移能力。

为了进一步探究 PRC1 在肾癌细胞增殖和迁移

中作用的机制，本研究通过对 PRC1 敲低的 Caki⁃1
肾癌细胞及 NC Caki⁃1 细胞进行 RNA⁃seq 测序，我

们发现了 Hippo 通路是 PRC1 可靠的下游靶点，Hip⁃
po 通路是一条重要的信号传导通路，对细胞增殖、

细胞命运决定和组织生长调控起着重要作用［11］。

该通路最早在果蝇中被发现，并以其控制器官大小

和组织形态的作用而得名。Hippo 通路的异常活化

或抑制与细胞的肿瘤特性密切相关［12］。有研究表

明，Hippo 通路下游靶点 YAP 和 TAZ 的过度活化促

进了肿瘤的增殖、浸润和转移。因此，Hippo 通路被

认为是肿瘤治疗和预防的潜在靶点，通过干预 Hip⁃

po 通路的活性，可能有助于抑制肿瘤细胞的生长和

扩散［13］。本研究中证实了 Hippo 通路是 PRC1 促进

肾癌细胞增殖和迁移的潜在靶点。

综上所述，PRC1 促进了肾癌细胞的增殖和迁

移，Hippo 通路是 PRC1 促进肾癌细胞增殖和迁移的

潜在靶点。这为肾癌的治疗提供了新的靶点和策

略。进一步研究 PRC1 和 Hippo 通路的相互作用机

制，可能有助于开发新的治疗方法，提高肾癌患者

的治疗效果和生存预后。
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图 4　PRC1 靶向调控 Hippo 通路促进肾癌的发生和发展

A. KEGG 通路富集分析气泡图用于评估包含 NC Control 和 KO PRC1 Caki⁃1 细胞的 RNA⁃Seq 数据；B. GSEA 分析 Hippo 通路所

包含基因的富集情况
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