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Ｒａｂ２６诱导宫颈癌ＨｅＬａ细胞凋亡并抑制其迁移
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　　［摘要］　目的　研究调控Ｒａｂ２６蛋白表达对宫颈癌ＨｅＬａ细胞凋亡及迁移的影响。方法　常规培
养ＨｅＬａ细胞，分别将含有Ｒａｂ２６ｃＤＮＡ全长的真核表达载体（过表达组）、含有Ｒａｂ２６ｓｉＲＮＡ序列的真
核表达载体（ｓｉＲＮＡ组）瞬时转染 ＨｅＬａ细胞，同时设立正常细胞组及空载体转染组作为对照。转染
４８ｈ后，分别用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 Ｒａｂ２６的 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平；采用流式细
胞仪（ＦＣＭ）检测各组细胞的凋亡率；同时采用划痕实验检测各组细胞迁移速度。结果　与正常细胞组
及空载体转染组相比，过表达组 ＨｅＬａ细胞中 Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ及蛋白表达水平显著上调（Ｐ＜００５），而
ｓｉＲＮＡ组细胞中Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ及蛋白表达水平显著下调（Ｐ＜００５），过表达组ＨｅＬａ细胞凋亡率增高并
抑制细胞迁移速度（Ｐ＜００１），ｓｉＲＮＡ组则促进细胞迁移（Ｐ＜００５）。结论　Ｒａｂ２６与ＨｅＬａ细胞的凋
亡及细胞迁移有关，故调控Ｒａｂ２６的表达有望成为治疗宫颈癌的新靶点。
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　　宫颈癌是常见妇科恶性肿瘤之一，其发病率仅次
于乳腺癌，位居第二。目前，经过手术、放疗、化疗虽能

提高患者生存率，但肿瘤的转移和复发仍是导致患者

死亡的主要原因。诱导肿瘤细胞凋亡并抑制其迁移是

治疗肿瘤复发与转移的主要手段［１］。Ｒａｂ２６是一种小
Ｇ蛋白，属于Ｒａｓ超家族，共有６０多种家族成员，目前
已知Ｒａｓ家族蛋白中Ｒａｂ５、Ｒａｂ８、Ｒａｂ２１、Ｒａｂ２５参与
了肿瘤的生长和增殖、侵袭和转移、细胞凋亡、肿瘤新

生血管的形成［２］，目前有关 Ｒａｂ２６的报道主要集中在
肌动蛋白的细胞骨架重组、细胞黏附、细胞运动、细胞

６７５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



周期进展、细胞分裂以及基因转录中［３－５］，有关 Ｒａｂ２６
在宫颈癌中的作用尚不清楚。因此，本研究拟以含

Ｒａｂ２６ｃＤＮＡ全长或 Ｒａｂ２６ｓｉＲＮＡ序列的真核表达载
体为介导，调控 Ｒａｂ２６在 ＨｅＬａ细胞中的表达，观察
Ｒａｂ２６对细胞凋亡及细胞迁移的影响，以期为宫颈癌
的防治提供更多的实验室依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　Ｒａｂ２６质粒由美国摄政大学吴光玉教授赠送（带红
色荧光），１６４０完全培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胰蛋
白酶（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＯｐｔｉＭＥＭ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），转染试剂（罗氏公司），ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂
（北京天根生物技术公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公
司），Ｒａｂ２６、ＧＡＰＤＨ抗体（艾博抗贸易有限公司），质粒
提取试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　Ｒａｂ２６过表达质粒和 ｓｉＲＮＡ真核表达载体构
建　　Ｒａｂ２６ｃＤＮＡ全长的真核表达载体和 Ｒａｂ２６
ｓｉＲＮＡ序列的真核表达载体由美国摄政大学吴光玉教
授赠送，过表达组（Ｒａｂ２６ＱＬＤｓＲｅｄ，ＧＴＰ活性，激活
Ｒａｂ２６表达）质粒载体为ｐＤｓＲｅｄｍｏｎｏｍｅｒＣ１载体（红
色荧光）。Ｒａｂ２６ｓｉＲＮＡ载体为ｐＲＮＡＴＵ６．２，ｓｉＲＮＡ序
列：ＧＵＧＵＵＡＣＣＣＡＵＧＣＣＵＡＣＵＡＴＴ／ＵＡＧＵＡＧＧＣＡＵＧ
ＧＧＵＡＡＣＡＣＴＴ。
１．２．２　ＨｅＬａ细胞的培养　　ＨｅＬａ细胞培养于含
１０％标准胎牛血清的１６４０完全培养基中，培养条件为
３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱，实验选用对数生长期细胞。
１．２．３　细胞转染　　分为正常细胞组、空载体转染
组、过表达组、ｓｉＲＮＡ组。转染前１ｄ将对数生长期的
ＨｅＬａ细胞分别接种于６孔板，每孔１×１０５个细胞。倒
置显微镜下观察细胞生长情况，待培养板中细胞约

６０％融合时行细胞转染，转染前用ＰＢＳ洗板１次，提前
４ｈ更换为ＯｐｔｉＭＥＭ培养基，用ＯｐｔｉＭＥＭ稀释质粒、
ｓｉＲＮＡ以及转染试剂，正常细胞组只加入等量培养液。
转染６ｈ后换用含有１０％标准胎牛血清的培养基，置
于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中继续培养４８ｈ。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测 Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ的表达　　采用
ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂一步法进行细胞总 ＲＮＡ的提
取，１％琼脂糖凝胶电泳检测证实无降解，核酸蛋白检
测仪测定纯度并定量，光密度Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值均
在１．８０～２．００之间。根据 ＲＴＰＣＲ试剂盒进行逆转
录以及扩增，引物由上海生工生物工程股份有限公司

合成，２对引物同时扩增。总反应体系为５０μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ酶２５μＬ，模板ＲＮＡ３μＬ，上下游引物各２μＬ，灭菌
ＤＥＰＣ水 １８μＬ。Ｒａｂ２６上游引物：５′ＴＣＡＡＧＧＧＣＧ

ＧＣＡＧＣＡＧＧＡ３′，下 游 引 物：５′ＧＡＧＴＡＣＧＣＣＣＡＧ
ＣＡＣＧＡＣ３′，扩增产物片段长度为２９８ｂｐ。ＧＡＰＤＨ上
游引物：５′ＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡ３′，下游引
物：５′ＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧ３′，扩增产物片
段长度为４５０ｂｐ。扩增条件为：９４℃ ４ｍｉｎ预变性；
９４℃ 变性３０ｓ，６２℃退火４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３０个
循环；７２℃后延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于１．５％琼脂糖凝
胶电泳分离，并采用自动电泳凝胶成像分析仪进行图

像扫描和分析。计算目的基因与正常细胞组相对表达

量（以百分率表示）。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｂ２６蛋白的表达　　４组
细胞处理４８ｈ后，收集各组细胞，加细胞蛋白提取液
提取总蛋白，于４℃裂解２０ｍｉｎ后，用细胞刮收集细
胞于ＥＰ管中，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
用于核酸蛋白检测仪测蛋白浓度，将蛋白浓度调成一

致，加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ后在沸水中煮８ｍｉｎ变性。
配制１５％分离胶、４％浓缩胶后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
电泳，８０Ｖ３０ｍｉｎ，１２０Ｖ１．５ｈ后，３００ｍＡ湿转
５０ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，加
入一抗稀释液稀释的 Ｒａｂ２６一抗（１∶５００），ＧＡＰＤＨ一
抗（１∶１０００）中４℃孵育过夜，次日用ＴＢＳＴ漂洗５次，
每次１０ｍｉｎ，放入５％脱脂奶粉稀释的辣根过氧化物，
酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶５０００）抗体，室温孵育１ｈ，
ＴＢＳＴ漂洗５次，每次 １０ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发光法显色。
计算目的蛋白相对表达量，方法同１．２．４。
１．２．６　流式细胞仪检测 ＨｅＬａ细胞的凋亡率　　
０２５％的胰酶消化收集细胞后，室温２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，用预冷的ＰＢＳ重悬细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ洗涤细胞１次，加３００μＬ的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
悬浮细胞，再加５μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后室温避
光孵育１５ｍｉｎ，上机前加入５μＬ的ＰＩ染色，室温避光
孵育１０ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测。
１．２．７　划痕实验检测ＨｅＬａ细胞迁移　　６孔板铺板，
每孔 ３×１０５个细胞，待细胞融合率达 １００％后，用
２００μＬｔｉｐ头沿 ６孔板画直线。画好后用 ＰＢＳ洗涤
１次，加入２ｍＬ１０％ＦＢＳ的１６４０完全培养基，倒置相
差显微镜下照相；２４ｈ后，更换培养基后照相，至４８ｈ。
１．３　统计学处理
　　使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ１０．０对图像进行分析；使用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件和单因素方差分析对数据进行分
析。α＝０．０５为检验水准。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ和
蛋白的表达

　　各组转染４８ｈ后，检测各组Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ和蛋白

７７５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）



表达情况，发现过表达组 Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平较正常细胞组和空载体转染组显著升高（Ｐ＜
００５）；ｓｉＲＮＡ组Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ和蛋白表达水平较正常
细胞组和空载体转染组明显降低（Ｐ＜００５），而正常
细胞组与空载体转染组间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图１、２）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，与
正常细胞组比较

图１　ＲＴＰＣＲ检测各组Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ的表达变化
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜

００５，与正常细胞组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｒａｂ２６蛋白的表达变化

２．２　Ｒａｂ２６对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响
　　各组处理４８ｈ后，过表达组凋亡率为（４３．２９±
３５９）％，ｓｉＲＮＡ组凋亡率为（０．９５±１．６３）％，空载体
转染组凋亡率为（１．２１±１．０８）％，正常细胞组凋亡率
为（０．１４±０．０７）％。可见过表达组凋亡率显著高于
正常细胞组和空载体转染组（Ｐ＜００１），ｓｉＲＮＡ组与
正常细胞组和空载体转染组凋亡率比较，差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。

２．３　Ｒａｂ２６对ＨｅＬａ细胞迁移的影响
　　在正常细胞组、空载体转染组、过表达组、ｓｉＲＮＡ
组处理２４ｈ后，迁移速度分别为（０．４３±０．０２）、（０．３９±
０．０２）、（０．３１±０．０２）、（０．５９±０．０３）μｍ／ｍｉｎ；处理
４８ｈ后各组迁移速度分别为（０．２７±０．０１）、（０．２５±
００３）、（０．１９±０．０４）、（０．２６±０．０２）μｍ／ｍｉｎ，过表达
组细胞迁移速度显著低于正常细胞组和空载体转染组

（Ｐ＜００１）；ｓｉＲＮＡ组在２４ｈ时迁移速度显著高于正
常细胞组和空载体转染组（Ｐ＜００５），而正常细胞组
和空载体转染比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５，
图３）。

３　讨论

　　目前临床上对晚期宫颈癌仍缺乏有效的治疗方
法。Ｒａｂ２６是近年来新发现的 Ｒａｓ家族成员，表达具
有组织特异性，在胰腺、腮腺等腺体组织有高表达，在

海马组织、肾、肝等上皮细胞中均有表达，而在肝癌、结

肠癌和淋巴瘤组织中几乎不表达。研究表明 Ｒａｂ２６
在宫颈癌ＨｅＬａ细胞中亦有表达［６］，但目前有关Ｒａｂ２６
对宫颈癌细胞凋亡及迁移能力的调控作用尚不清

楚［７］。本实验通过转染 Ｒａｂ２６过表达质粒和 ｓｉＲＮＡ
到ＨｅＬａ细胞中，发现过表达组 Ｒａｂ２６ｍＲＮＡ和蛋白
表达增加，而 ｓｉＲＮＡ组则降低，提示 Ｒａｂ２６质粒和
ｓｉＲＮＡ在ｍＲＮＡ和蛋白水平均发挥了作用。
　　肿瘤的发生、发展是由于细胞增殖和凋亡失衡而
导致细胞无限增殖所致，因此促进其凋亡以及抑制迁

移成为评估抗癌药物作用能力的重要指标。近年来研

究证明，Ｒａｂ超家族与肿瘤细胞的迁移和侵袭有密切
关系。目前已有研究报道，Ｒａｂ家族中 Ｒａｂ５和 Ｒａｂ２１
参与肿瘤细胞内涵体的转运及胞内定位，并促使肿瘤

的黏附和侵袭［８－１０］，而 Ｒａｂ２５和 Ｒａｂ８与肿瘤细胞的
迁移、侵袭有关［１０－１２］。本实验通过调控 Ｒａｂ２６表达，
发现Ｒａｂ２６过表达可有效促进 ＨｅＬａ细胞的凋亡，并
抑制 ＨｅＬａ细胞迁移；ｓｉＲＮＡ沉默后促进细胞的迁移，
而与正常细胞组、空载体转染组比较，差异无统计学意

义。这表明Ｒａｂ２６作为 Ｒａｓ家族成员，可能通过促进
ＨｅＬａ细胞的凋亡，并抑制其迁移来调控肿瘤的发展。
　　本研究表明，Ｒａｂ２６可能通过调控ＨｅＬａ细胞凋亡
及迁移从而参与了宫颈癌的发生、发展，但是其具体的

信号通路尚不清楚。文献［１３］报道Ｒａｂ２６具有协调质
膜转运功能，可通过物理作用调节α２肾上腺素受体从
高尔基体到细胞膜的转运，进而调控细胞的生物学功

能［１４－１５］。因此Ｒａｂ２６是否亦通过肾上腺素受体途径参
与调控ＨｅＬａ细胞凋亡及迁移，需要进一步研究。

８７５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　划痕实验检测各组细胞迁移情况　（倒置相差显微镜 ×１００）
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ｃｏｎｔｒｏｌｓｃｉｌｉａｌａｓｓｅｍｂｌｙａｎｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｒｅｃｒｕｉｔｉｎｇＲａｂ８ａｎｄ
Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄｔｏｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｉｌｉｕｍ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２０１３，２４
（５）：５５５－５６５．ＤＯＩ：１０．１０９１／ｍｂｃ．Ｅ１２０６０４３７

［１４］ＷａｎｇＧ，ＷｕＧ．ＳｍａｌｌＧＴＰａｓｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＰＣＲａｎｔｅｒｏ
ｇｒａｄｅｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０１２，３３（１）：
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［１５］甘露，丁振华．多沙唑嗪通过转录因子激活蛋白２α诱导
ＨｅＬａ细胞凋亡［Ｊ］．第三军医大学学报，２００９，３１（２４）：
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