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载脂蛋白 M 对肾癌细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用

张艺博，姚霜，程港丽，喻妙梅，魏江，罗光华，郑璐

(苏州大学附属第三医院临床医学研究中心，江苏 常州 213003)

[摘　要]	 目的：研究人载脂蛋白M(apolipoprotein M，ApoM)对肾透明细胞癌细胞株(ACHN、769-P和786-

O)增殖、迁移和侵袭能力的影响。方法：采用装载人A p oM基因的慢病毒和阴性对照组慢病毒

分别感染肾癌细胞株，建立A poM过表达组(A poM- OE组)和阴性对照组(NC组)细胞模型。应用

CCK-8增殖实验和克隆形成实验观察细胞增殖能力，采用细胞划痕实验检测细胞迁移能力，采用

Transwell实验检测细胞侵袭能力。结果：ApoM过表达后，ACHN和769-P过表达组细胞在72 h增殖

能力显著降低(分别P<0.01，P<0.05)；786-O细胞在48 h表现出明显差异(P<0.001)。克隆形成实验

表明ApoM过表达后，3株细胞克隆形成能力明显减弱(分别P<0.001，P<0.01，P<0.01)。细胞划痕

实验证实ACHN和769-P过表达组细胞在12 h时出现明显差异(分别P<0.05，P<0.001)；786-O细胞在

24 h时迁移能力明显受抑(P<0.01)。细胞侵袭实验发现3株细胞过表达ApoM后侵袭能力下降(分别

P<0.001，P<0.001，P<0.01)。结论：ApoM过表达后，肾癌细胞增殖、迁移和侵袭能力显著减弱。
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Abstract Objective: To investigate the effect of apolipoprotein M (ApoM) on the proliferation, migration, and invasion 

of renal clear cell carcinoma cell lines (ACHN, 769-P, and 786-O). Methods: To establish ApoM overexpression 

(ApoM-OE) cell models, lentivirus carrying human ApoM gene and negative control (NC) lentivirus were 

used to infect renal clear cell carcinoma cell lines respectively. CCK-8 assay and colony formation assay were 

employed to evaluate the proliferation capacity of renal cancer cells. Wound healing assay was used to detect the 

migration capacity of tumor cells and transwell assay was applied to examine the invasion ability. Results: The 

proliferation capacity of ApoM-OE groups was significantly reduced at 72 h in ACHN and 769-P cells (P<0.01, 

P<0.05, respectively). The difference in 786-O cell arises at 48 h (P<0.001). The colony formation assay indicated 

that the capacity of colony formation was significantly reduced in 3 renal carcinoma cell lines (P<0.001, P<0.01, 

P<0.01, respectively). Wound healing assay showed that the migration of ApoM-OE groups in ACHN and 
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肾细胞癌(renal cell carcinoma，RCC)是肾癌最常

见的一种组织亚型。其中约80%的患者组织分型为肾

透明细胞癌(clear cell renal carcinoma，ccRCC)[1]。肾癌

的发病机制较为复杂，其中已知的突变基因有Von 
Hippel-Lindau(VHL)基因和缺氧诱导因子(hypoxia-
inducible  factor，HIF)，突变率高达82.4% [2]。目

前为止，外科手术切除仍然是肾癌最好的治疗手

段，但肾癌发病隐匿，约30%的患者在诊断时已经

发生转移，因此丧失手术机会[3]。肾癌对放射和化

学治疗有一定耐受性，导致转移性肾癌的治疗十

分困难[4]。目前一线的靶向抗肿瘤药物也仅仅能延

长6~15个月的生存期[5]。因此，寻找新的肾癌治疗

靶标意义重大。

载脂蛋白M (a p o l i p o p ro te i n  M，A p o M)定位

于 人 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 I I I 区 6 号 染 色 体 的

p21.31区，分子质量为21 kD [6]。作为高密度脂蛋

白( high-densit y  l ipoprotein，HDL)的重要组成部

分，ApoM在糖尿病、冠心病等代谢疾病中扮演重

要角色 [7]。研究 [8-9]表明：ApoM作为1-磷酸鞘氨醇

(sphingosine-1-phosphate，S1P)的载体，可以通过

抑制肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor-α，TNF-α)
和白介素-1β(interleukin-1β，IL -1β)表达从而抑制

炎症反应。ApoM在一些肿瘤的发生发展中起重要

的生物学作用，如结肠癌患者中肿瘤组织ApoM表

达显著低于正常组织 [ 1 0 ]。在肝癌细胞中， A p o M
通过维生素D受体(vitamin D receptor，VDR)信号

通路抑制肝癌细胞的增殖和侵袭 [11]。肝癌患者的

血浆 A p o M 水平低于正常人，这可能是由于肝细

胞功能紊乱合成A p o M蛋白受阻 [ 1 2 ]。最近研究 [ 1 3 ]

发现：A p oM是ha s -m i R - 5 7 3的潜在靶点，可通过

调节Bcl2A1(B-cell lymphoma 2-related protein A1，

Bcl2A1)基因的表达促进细胞凋亡，从而抑制肿瘤

增殖[14]。同时ApoM也受长链非编码RNA(long non-
cod ing  R NA， lncR NA)调控，如HCG11( lncR NA 
HL A complex group 11)通过上调ApoM基因表达降

低miR-4469水平，抑制喉癌细胞的增殖。

A p o M 可 能 通 过 各 种 途 径 抑 制 肿 瘤 的 发 生 发

展，而我们的前期研究 [15]发现其在肾组织中表达

较高，因此本研究拟探讨ApoM在肾癌中的作用。

1  材料与方法

1.1  实验材料与试剂

肾癌786-O、ACHN和769-P细胞购自中科院典

型培养物保藏委员会细胞库。RPMI 1640培养基、

DMEM高糖培养基、胎牛血清(fetal bovine serum，

F BS)、0.25%胰蛋白酶和青霉素 -链霉素购自美国

Gibco公司。CCK-8细胞增殖试剂盒购自日本同仁

化学研究所。细胞培养板培养皿、Transwell小室等

购自美国康宁公司。Transwell所用基质胶购自美国

BD公司。蛋白定量和细胞总蛋白提取试剂盒购自

上海贝博生物有限公司。细胞R NA提取试剂盒及

蛋白质印迹凝胶配制试剂等购自碧云天生物科技

有限公司。PCR所用引物探针由上海生物生工有限

公司合成。蛋白质印迹法所用内参Tubulin抗体(货

号：66031-1-Ig)和羊抗鼠二抗(货号：SA00001-1)
购自武汉三鹰生物技术有限公司，人ApoM抗体购

自美国Genetex公司(货号：GTX83083)。

1.2  GEPIA 公共数据在线分析

使用GEPIA数据库(Gene Ex pression Prof i l ing 
Interactive Analysis，GEPIA；http://gepia.cancer-
p ku .c n / i n d e x . h t m l)分析A p oM在肾癌中的表达水

平及其与肾癌预后的相关性。分析差异表达筛选

条件：1)基因为A poM；2)|log 2FC| Cutof f=1；3) 
P value Cutoff=0.01；4)数据选择KIRC(肾透明细胞

癌)；5)对数标尺选择Yes；6)Jitter Size=0.4；7)匹

配TCGA正常肾组织ApoM表达水平。

生 存 分 析 筛 选 条 件 ： 1 ) M e t h o d s 选 择 总 生

存期； 2 ) G r o u p  c u t o f f 选择中位数； 3 ) 数据选择

KIRC(肾透明细胞癌)；4)危险比选择Yes；5)Ax is 
Units选择Months。以生存时间(月)为横坐标、生

存率为纵坐标绘制生存曲线。分析TCGA数据库中

523例肿瘤组织与72例正常肾组织A poM的表达水

平及其与预后的相关性。

1.3  ApoM 过表达肾癌细胞模型的建立

分别将肾癌细胞(ACH N、7 6 9 -P和7 8 6 - O)接

种在10 cm的培养皿中，每株细胞分为A poM过表

769-P was restrained at 12 h (P<0.05, P<0.001, respectively); the migration of 786-O ApoM-OE group was 

suppressed at 24 h (P<0.01). Transwell assay found that the invasion of renal carcinoma cells was inhibited due to 

ApoM overexpression (P<0.001, P<0.001, P<0.01, respectively). Conclusion: ApoM significantly inhibites the 

proliferation, migration, and invasion capacity of renal carcinoma cells.
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达组(ApoM-OE组)和阴性对照组(NC组)。根据其

生 长 速 率 ， 3 株 细 胞 在 培 养 皿 中 接 种 数 量 分 别 为

1×106、7×105和3×105个。按照感染复数(MOI)=10
的滴度加入稀释好的包含ApoM片段的病毒和对照

组病毒，并在每个培养皿加入3 5  μ L  p ol y b ren e助

染剂。感染72 h后观察荧光(病毒携带GFP绿色荧

光)，待转染效率达到80%后将细胞消化，铺于6孔

板中，提取RNA和蛋白用于下游实验。

1.4  RNA 提取和 real-time PCR
R NA提取及反转录操作步骤参照R NA提取试

剂盒以及反转录试剂盒说明书进行。R NA反转录

成cDNA后进行实时定量PCR(real-time quantitative 
P C R ， r e a l - t i m e  P C R ) 分 析 。 扩 增 程 序 ： 9 5  ℃  

3  m i n、9 5  ℃ 5  s、6 0  ℃  1 5  s，共4 0个循环，在 
60 ℃收集荧光数据。扩增体系为去离子水17 μL，

MgCl2 2.5 μL，dNTP 0.5 μL，反应缓冲液2.5 μL，Taq
酶0.25 μL，前后引物和探针各0.04 μL。采用2−Δt方法

计算mRNA的相对表达量[16]，引物探针序列见表1。

1.5  蛋白质印迹法

15 μg蛋白样本加入5×上样缓冲液混匀，在100 ℃
条件下变性15 min，冰上放置3 min。配制12%的十二

烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)，处理后样

本在恒压(120V)条件下电泳100 min。在4 ℃环境下，

以220 mA恒定电流将蛋白转移至PVDF膜上，转膜

时间140 min。PVDF膜置于5%脱脂牛奶中室温封闭

2 h。以1:2 000浓度稀释一抗，在4 ℃条件下孵育过

夜。最后用PBST洗膜，洗涤3次，每次10 min，并在

室温条件下孵育二抗1 h，随后进行ECL发光检测。

1.6  细胞增殖实验

分别将3株肾癌细胞(包括ApoM-OE组和NC组)
以7×10 4、3×10 4、1×10 4个/mL的密度接种于96孔

板，分组6个复孔。接种细胞4 h后，每孔加入10 μL 
CCK-8试剂并在37 ℃培养箱中温育1.5 h，利用酶标

仪测定450 nm波长处的吸光度值(OD450 nm)。并在随

后4 d的同一时间测定吸光度值。

1.7  克隆形成实验

3种肾癌细胞以300个/mL的低密度接种于6孔

板中，尽可能避免单个细胞聚集。摇匀后迅速置于

培养箱中，培养15 d，每隔3 d换液1次。最后进行

结晶紫染色观察细胞克隆形成情况。染色方法：吸

弃培养基，PBS清洗2遍，每孔加入1 mL 4%多聚甲

醛固定细胞15 min。弃去甲醛，PBS清洗2遍。晾干

后，每孔加入1 mL 0.1%结晶紫染色5 min。吸弃结晶

紫用PBS充分洗涤、晾干。拍照并统计克隆个数。

1.8  细胞划痕实验

预 先 在 6 孔 板 底 部 画 5 条 平 行 线 ， 之 后 以

4×10 5、3×10 5和2×10 5个/mL的密度将细胞接种在 
6孔板中。待细胞密度达到80%后用200 μL枪头垂

直划3条线。PBS清洗2次，洗去漂浮细胞，并在显

微镜下拍照(0 h)。分别在第6、12、24 h在同一位

置拍照观察细胞伤口愈合情况。

1.9  细胞侵袭实验

基质胶在4  ℃融化后，用无血清的D M E M或

RPMI 1640对基质胶进行1:4倍稀释。取若干Transwell
小室置于24孔板，每个小室内加入80 μL稀释过的基

质胶，放入培养箱过夜凝固。基质胶凝固后，用无

血清培养基将3种肾癌细胞ACHN、769-P和786-O细胞

的浓度调整为2×105、2×105和1×105个/200 μL。然后在

小室内加入200 μL细胞悬液，下室加入700 μL完全

培养基培养48 h。染色方法同前文。每组细胞做6
个复孔，在20×物镜下对每个复孔拍1张照片，计数

取平均值进行统计分析。

表1 GAPDH和ApoM引物探针序列

Table 1 Primer and probe sequences of GAPDH and ApoM

引物探针名称 基因序列 (5'→3')

GAPDH前引物 TCTTGTGCAGTGCCAGCCT

GAPDH后引物 TGAGGTCAATGAAGGGGTCG

GAPDH探针 Cy5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC-BHQ2

ApoM前引物 GCTTTCTCCTCTACAATCGGTCAC

ApoM后引物 CGGGCAGGCCTCTTGATT

ApoM探针 FAM-ACCTCTTGCTTGGACTTCAAAGCCTTCTTA-BHQ1
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1.10  统计学处理

应用GraphPad Prism 8.0对实验数据进行统计，

数据资料以均数±标准差(x±s)表示，两组间比较采

用非配对t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  ApoM 在肾癌组织和正常组织中的表达差异

肾癌组织中ApoM的表达水平显著低于正常肾

组织(P<0.05，图1)。

2.2  ApoM 表达水平与肾癌患者预后的关系

生 存 曲 线 结 果 显 示 ： A p o M 高 表 达 的 患 者

预后良好， A p o M 低表达患者预后较差 ( l o g  r a n k 
P=0.0028，图2)。

2.3  ApoM 过表达肾癌细胞株的建立

利 用 装 载 人 A p o M 基 因 的 病 毒 和 对 照 组 病 毒

分别感染肾癌细胞株(ACH N、7 6 9 -P和7 8 6 - O) 7 2 
h后，提取细胞总R N A和总蛋白，进行R e a l - t i m e 
P C R 和 蛋 白 质 印 迹 验 证 。 结 果 显 示 ： 感 染 装 载

ApoM的病毒后，ApoM-OE组细胞中ApoM mRNA
和蛋白表达明显升高 ( 分别 P < 0 . 0 5 ， P < 0 . 0 0 0 1 ，
P<0.0001，图3)。

2.4  ApoM 抑制肾癌细胞增殖能力

与 N C 组 相 比 ， 肾 癌 细 胞 A C H N 、 7 6 9 - P 和

7 8 6 - O 过 表 达 A p o M 后 增 殖 能 力 显 著 减 弱 ( 分 别
P<0.01，P<0.01，P<0.0001；图4，表2)。

2.5  ApoM 抑制肾癌细胞集落形成能力。

与NC组相比，培养15 d后ApoM-OE组细胞所形

成克隆数显著下降，表明ApoM显著抑制了肾癌细胞

的克隆形成能力(均P<0.01；图5，表3)。

2.6  ApoM 抑制肾癌细胞迁移

通过对每个时间点划痕面积(相对划痕面积%=
对应时间划痕面积/0 h的划痕面积)的统计，ApoM
过 表 达 后 划 痕 愈 合 速 度 与 N C 组 相 比 显 著 降 低 ，

表明A p oM显著抑制了肾癌细胞的迁移能力(分别
P<0.05，P<0.05，P<0.01；表4，图6)。

2.7  ApoM 抑制肾癌细胞的侵袭

培养48 h后，ACHN、769-P和ACHN过表达组

细胞穿膜数量显著少于NC组，表明ApoM抑制了3
株肾癌细胞的侵袭能力(分别P<0.001，P<0.001，
P<0.01；图7，表5)。

图 2  A p o M 与肾透明细胞癌患者预后的关系 ( l o g  r a n k 
P=0.0028)

Figure 2 Relationship between ApoM levels and prognosis of 

clear cell renal carcinoma patients in GEPIA database (log 

rank P=0.0028)

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Low APOM TPM
High APOM TPM
Logrank P=0.0028
HR (high)=0.63
P (HR)=0.003
n (high)=258
n (low)=258

Months

Overall survival

0                              50                            100                          150

Pe
rc

en
t s

ur
vi

va
l

图1 GEPIA数据库中ApoM在肾透明细胞癌组织和正常组织

的表达差异(*P<0.05)

Figure 1 Differential expression of ApoM in clear cell renal 
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图3 ApoM过表达细胞株的构建及验证

Figure 3 Establishment and verification of ApoM overexpression in renal carcinoma cell lines

(A~C)感染72 h后，3株肾癌细胞ApoM-OE和NC组ApoM mRNA表达水平；(D)感染72 h后，3株肾癌细胞ApoM-OE和NC组

ApoM 蛋白表达水平。*P<0.05，****P<0.0001。

(A–C) ApoM mRNA expression of ApoM-OE and NC group of three renal carcinoma cells after infection for 72 h; (D) ApoM protein 

expression of ApoM-OE and NC group of three renal carcinoma cells after infection for 72 h. *P<0.05, ****P<0.0001.
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Figure 4 Effect of ApoM on proliferation of renal carcinoma cell lines (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001)

表2 肾癌细胞株第96 h吸光度值

Table 2 OD450 nm of renal carcinoma cells at 96 h 

细胞株 ApoM-OE NC P

ACHN 0.52±0.03 0.61±0.05 <0.01

769-P 0.84±0.03 0.96±0.08 <0.01

786-O 1.18±0.04 1.49±0.06 <0.0001
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图5 ApoM对细胞克隆形成能力的影响

Figure 5 Effect of ApoM on the capacity of cell colony formation

(A)ACHN、(B)769-P和(C)786-O细胞结晶紫染色及统计结果。**P<0.01，***P<0.001。

The crystal violet staining and statistical result of (A) ACHN, (B) 769-P and (C) 786-O cells. **P<0.01, ***P<0.001. 

表4 3株肾癌细胞的相对划痕面积

Table 4 Relative wound area of three renal carcinoma cells

细胞株 ApoM-OE/% NC/% P

ACHN 61.1±16.0 50.6±5.9 <0.05

769-P 86.4±6.5 67.4±7.1 <0.05

786-O 83.1±5.4 67.0±8.2 <0.01

表3 肾癌细胞株克隆形成数量

Table 3 Colony number of renal cell carcinoma cells

细胞株 ApoM-OE NC P

ACHN 44. 75±5.12 68.67±11.09 <0.001

769-P 84.44±15.04 135.62±23.77 <0.01

786-O 98.43±43.36 208.01±25.71 <0.01
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图6 ApoM对肾癌细胞迁移的影响(×200)

Figure 6 Effect of ApoM on migration capacity of renal carcinoma cells (×200)

(A~C)3株肾癌细胞ApoM-OE和NC组划痕实验的结果。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

(A–C) Result of wound healing assay between ApoM-OE and NC group in three renal carcinoma cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 

表5 肾癌细胞株侵袭细胞数量

Table 5 Invasion cell number of renal carcinoma cells 

细胞株 ApoM-OE NC P

ACHN 246.4±30.6 601.6±30.5 <0.001

769-P 186.3±15.1 409.3±19.1 <0.001

786-O 302.3±21.4 464.3±29.9 <0.01
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图7 ApoM对肾癌细胞侵袭的影响

Figure 7 Effect of ApoM on invasion of renal carcinoma cells 

(A，C，E)3株细胞ApoM-OE和NC组结晶紫染色结果(×200)；(B、D、F)3株细胞穿过小室计数统计结果。**P<0.01，

***P<0.001。

(A, C, E) Crystal violet staining of ApoM-OE and NC group (×200); (B, D, F) Number of invasion cells on the transwell membrane of 

ApoM-OE and NC group in three renal carcinoma cells. **P<0.01, ***P<0.001.

3  讨论

作 为 载 脂 蛋 白 家 族 的 新 成 员 ， A p o M 与 肿 瘤

的关系逐渐得到证实。在肝癌和肠癌组织中，肿

瘤组织的ApoM表达显著低于正常组织 [10,12]。在肝

癌细胞中过表达ApoM基因后，肿瘤细胞增殖受抑

制而凋亡过程增强 [ 1 4 ]；在肝癌细胞中敲低 A p o M

基因后，癌细胞增殖侵袭能力显著加强 [11]。虽然

A poM在肾脏中表达，而且A poM可以减轻肾纤维

化程度，修复肾损伤 [ 1 7 ]，但 A p o M 与肾癌发生发

展的关系尚未被研究证实。本文首先研究了ApoM

对肾癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。通过

GEPIA在线数据库分析，我们发现ApoM在肾透明

细胞癌组织中低表达(P<0.05)，而且ApoM表达水

平与患者预后呈正相关。这与ApoM在肝癌中的研

究[18]结果相似。从这一点出发，本实验选取了3株

肾透明细胞癌细胞株(ACH N、7 6 9 -P和7 8 6 - O)，

并建立ApoM过表达模型，使用CCK-8增殖实验和

克隆形成实验研究ApoM对细胞增殖能力的影响，

结果表明ApoM显著抑制了肾癌细胞的增殖能力。

ApoM作为一种血清分泌蛋白[19]，细胞培养时胎牛

血清中的ApoM可能会影响实验结果，因此我们将
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含1 0 %  F BS的完全培养基更换为含5 %牛血清白蛋

白(bull serum albumin，BSA)的培养基以消除其影

响。划痕实验表明ApoM显著抑制了肾癌细胞迁移

能力，在细胞贴壁后，我们同样将含胎牛血清的

培养基更换为含BSA的培养基。在侵袭实验中，我

们发现ApoM过表达显著抑制了肾癌细胞的侵袭能

力。而肾癌侵袭性和肾癌患者的预后紧密相关，

如GEPIA数据库中生存分析显示ApoM表达量较高

的肾癌患者预后较为良好。其原因可能是高水平

ApoM对肾癌增殖、迁移和侵袭具有更强的抑制能

力。我们通过体外细胞实验发现 A p o M 过表达可

以影响肾癌细胞的发展，但肿瘤组织是否会调控

ApoM的分泌还需要更多的研究。

作为具有高度转移特性的肿瘤，肾癌细胞常

通过血道转移累及其他器官。肾癌细胞表面表达丰

富的黏附分子，如细胞间黏附分子-1(intercel lular 
adhesion molecule-1，ICAM-1)和血管细胞黏附分

子-1(vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1)，

二者表达与肾癌恶性程度呈正相关，其表达上调

提示肿瘤组织微血管密度增加，肿瘤有迁移、侵

袭趋势 [20]。而转移性肾癌的治疗方案十分局限，

目 前 一 线 化 疗 药 物 常 并 发 肾 动 脉 高 压 等 不 良 反 
应 [21]。因此寻找治疗肾癌的新靶点已成为迫切需

要。研究[22]表明：ApoM通过增加IκBα蛋白表达抑

制NF-κB(nuclear transcription factor-kappa B，NF-
κB)活性，使下游的黏附分子ICAM-1和VCAM-1表

达下调。因此推测A poM可能通过下调NF-κB活性

抑制下游黏附分子表达，从而抑制肾癌细胞的转

移，这也可能是 A p o M 高水平患者预后良好的原

因。ApoM还可以抑制p65蛋白表达，下调BCL2基

因水平，促进肾癌细胞凋亡[23]，同样是ApoM抑制

肾癌细胞发展的潜在途径。综上，ApoM显著抑制

肾癌细胞的增殖、侵袭和转移能力，而且ApoM是

肾癌患者有利的预后因素，因此ApoM可以成为临

床肾癌治疗的潜在靶点。
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