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沉默 ＲｈｏＡ 基因对胆ＩＩ癌细胞增殖 、 迁移和侵袭

能力影响的初探

研宄生 ： 向 毅

导 师 ： 孙 敏 教授

中文摘要

［ 目 的 ］

１ 、 探讨 ＲｈｏＡ 蛋 白在人体胆囊癌组织的表达情况 。

２ 、 通过体外细胞实验研究 ＲｈｏＡ 基因干扰对胆囊癌细胞增殖 、 迁移和侵袭

的影响 。

３ 、 通过体外细胞实验明确 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因干扰对胆囊癌细胞中 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ

蛋 白表达的影响 。

［方 法］

１ 、 本实验用到的 ２４ 对胆囊癌 、 胆囊炎的石蜡切片 ， 均来源于 昆明医科大学

第二附属医院肝胆外科 ， 运用免疫组织化学法并通过 ＤＡＢ 显色 ， 通过平均 ＭＯＤ

检测 ＲｈｏＡ 蛋 白在胆囊癌组织及胆囊炎组织的表达量 ， 两组 ＭＯＤ 值符合正 态分

布 ， 运用 ＳＰ Ｓ Ｓ２３ 软件独立样本 ｔ 检验 分析二者是否具有差异 。

２ 、 培养胆囊癌细胞系 、 调整细胞状态 ， 合成 ３ 条设计的 ｓｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 并筛

选效果优的
一

条 ， 采用瞬时转染的方法进行实验 ， 分组如下 ： ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组 、 ｓ ｉＲＮＡ

－ＲｈｏＡ 组 ， 采用 ｑＰＣＲ 、Ｗｅｓｔｅｒ ｎ Ｂｌｏｔ技术检测细胞处理 后Ｒｈｏ Ａ、ＲＯＣＫ Ⅰ 的ｍＲＮＡ

及 蛋白表达变 化 ，通 过ＣＣＫ

－ ８的方法分别检 测ｓｉＲＮＡ－Ｎ Ｃ 组 、ｓｉＲＮＡ－Ｒｈｏ Ａ组

细胞处理后的 第０ ｈ 、 第 １２ ｈ 、 第 ２４ ｈ 、 第 ４８ ｈ以 及 ７２ ｈ的增殖变化情 况 ，通过

细胞划痕方法来分别检 测ｓｉＲＮＡ－Ｎ Ｃ 组 、ｓｉＲＮＡ－Ｒｈｏ Ａ组细胞处理后的迁移能力

变化趋 势 ，通 过Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ的方法分别检 测ｓｉＲＮＡ－Ｎ Ｃ 组 、 ｓｉＲＮＡ－Ｒｈｏ Ａ组细胞

处理后的侵袭能 力 ；运 用ＧｒａｐｈＰａｄ
ｐｒｉｓｍ ８分析数据并 制 图。

 ３ 、培养胆囊癌细胞 系 、调整细胞状 态 ，合成设计好 的ｓｉＲＮＡ－ ＥＩＦ５Ａ２（本研

究小组已验证并提供对应序 列 ） ，采用瞬时转染的方法进行实 验 ，分组如 下：

２



ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组 、 ｓ ｉＲＮＡ－

ＥＩ Ｆ５Ａ２组， 采 用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌ ｏｔ
检测细胞处理 ４８ｈ的Ｒ

ｈｏＡ、 Ｒ

ＯＣＫ Ⅰ蛋 白 的 表达变化； 运 用Ｇ ｒａｐｈＰａｄ
ｐｒｉｓｍ８分 析数据并制图 。 ［

结果 ］ １

、 通 过显微镜在× ２ ００镜 下观察组织切片发现Ｒ ｈｏＡ蛋 白 在人体胆囊癌、 胆

囊炎组织中均表达， 用 Ｉ ｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ软 件计算分析Ｍ ＯＤ， 胆 囊癌Ｍ ＯＤ为 ： ２

４７７１± １ ８３ ７３ 、 胆囊炎 ＭＯＤ 为 ７６７４±４２７ ５ ， 两者 差异有统计学意义 （Ｐ ＝０ ． ００
３

），

本次实验证 明Ｒｈｏ Ａ 蛋白在人体胆囊癌组织表达量显著增 高。

 ２ 、ｑＰＣ Ｒ检 测Ｒｈｏ Ａ基因的表达
量
， 以ＧＡＰＤ Ｈ为内 参 ，结果提 示ｓｉＲＮＡ－

Ｒｈｏ Ａ 组Ｒｈｏ Ａ 的ｍＲＮ Ａ表达水 平 （ ０ ．０６７± ０ ．００ ６ ）显著低 于ｓｉＲＮＡ－Ｎ Ｃ组

 （ １．４６７± ０．４ ２ ８ ） ，两组 在Ｒｈｏ Ａ基 因的相对表达量有明显的数理统计差异

（Ｐ＝ ０ ．００５），结果表
明

： 本实验中所 设 计的这一对ｓ ｉＲＮＡ可以

较好的 抑制Ｒ ｈｏＡ基因在Ｒ

ＮＡ 水平上的表达。  根据Ｗ ｅｓｔｅ ｒ ｎＢｌｏｔ结果提示 ： ｓｉＲＮ Ａ －Ｒｈｏ Ａ组 Ｒ ｈ ｏＡ、ＲＯＣ

Ｋ  Ⅰ蛋白的条带弱   于ｓｉＲＮＡ－ＮＣ组 ，ｓ ｉＲＮＡ － ＲｈｏＡ 组 的ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ Ｉ蛋白表达

水平 显著低 于
ｓ
ｉＲ ＮＡ － ＮＣ组 （ Ｐ＜

０
． ００１、Ｐ＜０．００１

）

， 这说明本实 验中 设计的这

一对ｓｉＲＮＡ在蛋白质水 平上同样 能够对胆囊癌细胞的Ｒｈ ｏ Ａ基因起到很

好的抑制作用 ，同时 降 低

ＲＯ ＣＫⅠ

编 码蛋 白 。 根据Ｃ Ｃ Ｋ－８ 结果 ：在转 染 ２ ４ｈ、４ ８ｈ以及７２ｈ后 ， 分析得

出ｓｉＲＮＡ－ＮＣ组 、 ｓ ｉＲＮ Ａ－Ｒ ｈｏＡ组 ＧＢＣ－ＳＤ细 胞的Ａ４５ ０吸光度值出
现了明

显
的差 异（

Ｐ

＝

０．０ ０５； Ｐ   ＝ ０．００ ４ ；Ｐ＝ ０ ．００ １），其Ｐ值 均 小于０． ０５，７ ２ｈ差

异最为显著。说明干扰ＲｈｏＡ基 因可

以抑制人体胆囊 癌细 胞 增殖能 力。  根据划 痕 实验的结果 ： 通 过划痕面积，计算伤口愈

合百分比，ｓｉＲＮ Ａ － ＲｈｏＡ组细 胞迁移能力减弱，与ｓ ｉＲＮＡ－ Ｎ Ｃ组 差 异 具有统

计学意义 （Ｐ＝０． ００７） 。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实 验：随 机选 择三个小室通过显

微镜 在
×１００镜下进行细胞 计 数， ｓｉＲＮＡ－ Ｒ ｈ ｏ Ａ 组 （ ９ ８．６６７±１１．５ ０ ４ ）， ｓ ｉ Ｒ ＮＡ － Ｎ Ｃ 组（ １ ６２．

３３３±１７．７８５ ）， ｓ ｉＲＮ Ａ－ＲｈｏＡ 组 的ＧＢＣ－ＳＤ 侵袭能力降 低， 两 组有显

著 差 异（Ｐ＝０．００６ ）。 ３、Ｗ ｅ ｓｔｅｒｎ  Ｂ ｌｏｔ结果提示 ：与对照组 相 比，ｓｉ Ｒ Ｎ Ａ－Ｅ

ＩＦ５Ａ２组 Ｒ ｈ ｏＡ蛋白、   ＲＯＣＫⅠ 蛋白的条带 较弱 ，ｓｉＲ Ｎ Ａ－ＥＩＦ５Ａ２组的Ｒ

ｈｏＡ蛋白表达水平显 著低于  ｓｉＲ Ｎ Ａ －ＮＣ 组（Ｐ＜０．０ ０１） ，Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ １ 表达也降低（Ｐ＝ ０．０４７），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果说

３



明 ： 本实验中运用 的 ＥＩＦ５Ａ２ －

ｓ ｉＲＮＡ 能抑制胆囊癌细胞的 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ Ⅰ蛋 白 表达

。 ［

结论 ］１

、 Ｒ ｈｏＡ蛋 白 在人体胆囊癌、 胆 囊炎组织中表达， 且 在人体胆囊癌组织中呈

高表达。 ２

、 本 实验用到的Ｒ ｈｏＡ－ｓ

ｉＲＮＡ对 体外胆囊癌细胞的Ｒ ｈｏＡ基 因表达具有一
定

的抑制作用； 沉 默Ｒ ｈｏＡ基 因， 能 够抑制体外胆囊癌细胞增殖及迁移侵袭能力。 ３

、 降 低体外胆囊癌细胞Ｅ Ｉ Ｆ５Ａ２基 因的 表达， 可 使Ｒ ｈｏＡ、 Ｒ ＯＣＫⅠ 蛋 白 表达

均下降。

关键词 胆囊 癌
；Ｒｈ ｏ Ａ；  增殖 ； 迁移；侵袭

４
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沉默 ＲｈｏＡ 基因对胆］｜癌细胞增殖 、 迁移和侵袭

能力影响的初探

前 言

胆囊癌 （Ｇａｌ ｌｂｌａｄｄｅｒ Ｃａｎｃｅｒ ， ＧＢＣ ） 是以高度侵袭高转移率为特点的
一

类恶

性肿瘤 ， 手术切除是其唯
一

有效的治疗方法 ， 少数早期患者有机会通过手术得以

根治 ， 但绝大多数患者 由于没有及时诊治而失去 了根治性手术的机会 ， 从而被迫

选择姑息性的治疗 。 对胆囊癌进展的分子机制的更深入的 了解将有利于治疗方案

的发展 ， 因此 ， 进
一

步探索 ＧＢＣ 的病理发展和有效的早期预后生物标志物的鉴

定对于 ＧＢＣ 的治疗很重要 。

本研宄小组 已发现干扰真核翻译起始因子 ５Ａ２（ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃＩｎｉｔｉａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ

５Ａ２
，
Ｅ ＩＦ５Ａ２ ） 基因影响体外人胆囊癌细胞系 （ ＧＢＣ －ＳＤ ） 增殖侵袭迁移能力 ，

但该过程具体作用机制 尚不清楚 。 ＲｈｏＧＴＰ 酶作用于细胞之间的骨架连接或其下

游的粑蛋 白 ， 从而产生
一

系列生物学效应 。Ｒａｓ 基因家族成员 Ａ （ Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｇ
ｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙ，
ｍｅｍｂｅｒ Ａ ， ＲｈｏＡ ） 是 ＲｈｏＧＴＰ 酶众多成员 中 目 前研宄最广泛的

一

员 ，

ＲｈｏＡ 的表达与肝癌 、 宫颈癌 、 乳腺癌 、 前列腺癌有密切的关系 ， 且 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ

信号通路在细胞增殖和迁移过程中发挥关键作用 。 但是 ＲｈｏＡ 基因是否在人体

胆囊癌组织中表达以及对体外 ＧＢＣ －ＳＤ 细胞影响的研宄鲜有报道 。

ＧＢＣ 源于胆囊上皮细胞
［

１

气 与其它消化道肿瘤相 比 ， 其发病率位列第 ７
［
３

，

４
］

。

胆囊癌恶性程度极高
［
５

＇不但发病隐匿 、 发展迅速而且切除率低 。 这都归结于其

早期症状较隐蔽 ， 常 出现的症状和慢性胆囊炎 、 胆囊结石极其相似 ， 临床工作中

准确诊断出胆囊癌较为困难 ［
８ ＿

１ １
］

。 往往当患者出现很严重的腹痛腹胀的症状及出

现皮肤巩膜黄染 、 短期 内异常消瘦 、 腹部包块等体征时 ， 肿瘤己经为中 、 晚期 ，

完全切除已非常困难。 胆囊癌对于放化疗不敏感 ， 手术切除是其根治的唯
一

方法 。

行胆囊癌根治术后预后极差 ， 其相关报道切除率低于 ３ ０％
［
１ ２

］

。 然而多数患者就

诊时 己发生远处转移 ， 失去了手术切除机会 。

胆囊癌可以转移至肝脏 ， 也能通过侵袭淋巴 、 血管 、 神经 、 胆管向远处器官

弥漫性转移 ［
１ ３

］

。 诱发胆囊癌的原因有很多 ， 包括胆囊结石 、 胆囊息肉等后天因

素 ， 而基因中遗传物质突变是胆囊癌发生的
一

个重要原因 ， 因此 ， 从基因水平深

入研究胆囊癌发生发展的过程 ， 将有利于预防其发生及更早的诊断 ， 这将有助于

８



精准靶向治疗的实现
［

１ ４
］

ｐ 我们知道 ， 早期诊断胆囊癌非常困难 ， 这使得胆囊癌

基因层面的研宄变得尤为迫切 ， 就像 ＡＦＰ 对于肝癌的意义
一

样 ， 或许可 以发现

一

种新的早期胆囊癌诊断标志物 ， 能否寻找出有效的靶向分子决定着未来诊断治

疗胆囊癌的水平 ［
１ ５４ ８

］

。

Ｒｈｏ 家族蛋 白主要由 ＲｈｏＡ 、 Ｃ ｄｃ４ 以及 Ｒａｃ ｌ 等亚家族 ， 这些蛋 白与细胞内

信号转导有密切的关系 ， 也在细胞增殖、 运动 、 粘附等方面起着关键作用 ， 并能

影响细胞骨架连接和吞噬功能
［

１ ９
］

。 近年来的研宄成果 ， ＲｈｏＡ 、 Ｃｄｃ４ 等亚家族

蛋 白参与肿瘤进程的调控 。 相关研究
［
２ （Ｗ ３

］ 已经证实了 ， ＲｈｏＡ 在卵巢癌 、 前 列腺

癌 、 结直 肠癌 、 胃癌组织中高表达 ， 它与癌细胞的生长 、 凋亡 、 转移和恶性进

展密切相关 。 有文献报道 ： 肝癌浸润及转移程度与 ＲｈｏＡ 的表达存在相关性 ， 并

指 出 ＲｈｏＡ 可 能是肝癌 重 要指标 ［
２４

］

。 而 且 ， Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基 因 可 能通过激活

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 信号通路从而参与调控宫颈癌的发生发展过程 ［
２ ５

］

。 同时 ， Ｅ ＩＦ ５Ａ２

通过诱导上皮 －间充质转化 ， 通过激活 Ｒｈｏ 亚家族蛋 白使细胞骨架发生改变 ， 这

可促使肝肿瘤细胞向远处侵袭及转移 ［
２６

］

。 ＲｈｏＡ 亦是关键的细胞周期调节剂 ，

ＲｈｏＡ 干扰可通过阻断有丝分裂干扰癌细胞的增殖并诱导细胞凋亡 ， 其下游效应

靶蛋 白 ＲＯＣＫＩ 也受到抑制
［
２７

］

。 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 参与 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 信号通路从而导致胰

腺癌侵袭转移 ［
２８

］

。 综合以上 ， 可以认为 ＥＥＦ５Ａ２ 在调控肿瘤发生发展过程中起着

重要的作用 ， 同时与 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 这一信号通路的激活有着千丝万缕的联系 。

ＲｈｏＡ 的下游效应器介导其多种生物学特性
［
２９

］

。 ＲＯＣＫ 蛋 白是 ＲｈｏＡ 下游靶

分子中最经典的 ， 它包括 ＲＯＣＫＩ 及 ＲＯＣＫＩＩ 两种 同分异构体 ［
３ （）

］

。 它们对肿瘤有

着各 自 的意义 ， 如 ＲＯＣＫＩ 的表达可用作乳腺癌预后不 良的标志物 ［
３ １

］

。 两种蛋 白

的全长氨基酸同源性较高 ［
３２

］

。 这两种效应靶分子在
一

些功能上可能有所重合 。

ＲＮＡ 干扰 （ ＲＮＡｉｎｔ ｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ， ＲＮＡ ｉ ） 是
一

种基因技术 ， 系指人为的将小

片段 ＲＮＡ 转染导入细胞内或通过载体诱导所致的转录后基因沉默现象 ， 随着科

技的发展 ， 该技术被广泛运用于基因相关的功能研究 。

一

些调控肿瘤发生发展过

程中 的基因通过人类基因组的识别 以及进行测序鉴定 ， 以这些基因为靶点 ， 利用

ＲＮＡｉ 可创造出治疗肿瘤患者的
一

种新的基因工程治疗方式 ， 这是医学史上质 的

飞跃 ， ＲＮＡｉ 及有可能特异性地高稳定的降低靶向分子的表达 ， 即可抑制肿瘤细

胞的增殖与生长 ， 是攻克肿瘤这
一

世界性难题的里程牌 。

９



目 前 ＲｈｏＡ 在胆囊癌中的具体作用机制 尚不明确 ， ＲｈｏＡ 对胆囊癌细胞增殖 、

迁移和侵袭方面的影响仍不清楚 ， 探究其在胆囊癌中可能的分子层面机制和发现

新的分子靶标来辅助胆囊癌的诊治显得极为迫切 。

本研宄先探讨 ＲｈｏＡ 蛋 白在人体胆囊癌组织表达情况 ， 然后我们通过 ＲＮＡｉ

技术在细胞层面进行 ＲｈｏＡ 基因干扰观察对 ＧＢＣ －ＳＤ 增殖 、 迁移和侵袭的影响 ；

基于本研宄小组前期结论 ： Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因干扰可降低 ＧＢＣ －ＳＤ 增殖、 迁移和侵袭

能力 ， 本次实验最后进行 ＥＢＦ５Ａ２ 基因千扰观察对 ＧＢＣ －ＳＤ 中 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ 蛋

白表达的影响 。

１０



材料与方法

１ 实验材料

１ ． １实验对象

（ １ ）查询２０ １ ７年 １ ２月 至２０ １ ９年 １ ２月期间于 昆明医科大学第二附属医院肝胆外科

确诊为胆囊癌并接受胆囊癌根治术及胆囊炎接受胆囊切除术的患者石蜡标本信

息 ， 最后随机取２４对胆囊癌 、 胆囊炎石蜡组织切片 （经过伦理审核通过

（ ２ ） 本实验所用 的ＧＢＣ －ＳＤ购 自 于富衡生物科技有限公司 ；
ｓｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ小干

扰片段由锐博生物科技有限公司 设计合成 ， ｓ ｉＲＮＡ－ＥＩＦ５Ａ２序列 由本研宄小组提

供 ， 由锐博生物科技有限公司合成 。

１ ． ２实验仪器

仪器名称生产厂家

ＰＣＲ扩增仪ＡＢ Ｉ公司

Ｑ３实时荧光定量仪ＡＢ Ｉ公司

离心机博士德生物科技公司

切片机莱卡公司

包埋机莱卡公司

微量移液枪大龙兴创实验仪器有限公司

－２０
°

Ｃ低温冰箱海尔公司

－

８０
°

Ｃ超低温冰箱海尔公司

４
°
Ｃ冰箱海尔公司

全 自动正置显微镜奥林巴斯公司

微量移液器德 国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

二氧化碳培养箱 Ｔｈｅｒｍｏ

生物安全柜苏净安泰公司

倒置荧光显微镜 ＯＬＹＭＰＵＳ

电热恒温鼓风千燥箱上海精宏实验设备有限公司

实时焚光定量 ｉ ｌ ｌｕｍｉｎａｅｃｏ

荧光定量ＰＣＲ管 ＥＸＴＲＡＧＥＮＥ／ｉ ｌ ｌｕｍｉｎａ

分光光度计


上海舜宇恒科学仪器有限公司


１ １



电热恒温水浴锅北京市长风仪器仪表有限公司

微波炉 ＬＧ

Ａｑｕａｐｒｏ超级纯水仪艾科浦公司

ＰＨ计 德国 

Ｍｅｔｔｅｒ
－ＴｏｌｅｄｏＧｍｂＨ

公司

电子天平北京赛多利斯仪器系统有限公司

紫外分析仪 北京君意东方电泳设备有限公司

水平摇床江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司

磁力搅拌器江苏省金坛市中大仪器厂

酶标仪 Ｂ ｉｏｔｅｋ

离心机 Ｔｈｅｒｍｏ

旋涡震荡仪其林贝尔公司

Ｂ ａｍｓｔｅａｄＳｍａｒｔ２Ｐｕｒｅ
（纯水仪 ）Ｔｈｅｒｍｏ

真空抽液器鱼跃公司

１ ． ３实验试剂及耗材


试剂名称生产厂家

ＲｈｏＡ兔多克隆抗体ＡＢｃ ｌｏｎａｌ

Ａｎｔｉ
－ＥＩＦ５Ａ２

抗体Ａｂｅａｍ

Ａｎｔｉ
—ＲｈｏＡ抗体Ａｂｅａｍ

Ａｎｔ ｉ
－ＲＯＣＫＩ抗体Ａｂｅａｍ

无水乙醇天津天船化工试剂有限公司

二 甲苯天津市优普化学试剂有限公司

４％多 甲 固定液塞维尔公司

石蜡 莱卡公司

７ ５％酒精天津天船化工试剂有限公司

Ｅａｓｔｅｐ
ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘｋｉｔＶａｚｙｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈ

ＳＹＢＲ？Ｐｒｅｍ ｉｘＥｘＴａｑＴＭｎＶａｚｙｍｅＢ ｉｏｔｅｃｈ

免疫组化试剂盒迈新生物科技有限公司

ＤＡＢ显色试剂盒 中杉生物科技有限公司

中性树胶 索莱宝科技有限公司

１２



２００ｕｌＥＰ管 Ｅｘｙｇｅｎ公司

２４孔板ＮＥＳＴ公司

１ ５ｍｌ离心管ＮＥＳＴ公司

５０ｍｌ离心管ＮＥＳＴ公司

１ ． ５ｍ ＩＲＮａｓｅｆｒｅｅ￡Ｐ管 Ｅｘｙｇｅｎ公司

Ｔｘｉｚｏ ｌ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

异丙醇生工生物公司

氯仿 国药公司

ＤＥＰＣ水生工生物公司

ＲＮＡ ｃＤＮＡ第
一

链合成试剂盒全式金公司

ＳＧＦａｓ ｔ
ｑＰＣＲ Ｍａｓ ｔｅｒ Ｍｉｘ生工生物公司

ＥｘＴａｑ ＴＡＫＡＲＡ

ＰＭＳＦ Ｓ ｉｇｍａ

ＢＣＡ蛋 白浓度测定试剂盒碧云天公司

磷酸酶抑制剂 碧云天公司

ＲＩＰＡ裂解液碧云天公司

ＢＣＡ蛋 白浓度测定试剂盒碧云天公司

二硫叔糖醇 （ ＤＴＴ ） Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ

ＳＤＳ 国药集团化学试剂有限公司

溴酷蓝Ａｍｒｅｓｃｏ

甘油 国药集团化学试剂有限公司

ＰＢＳ Ｎａｃｌ 国药集团化学试剂有限公司

ＰＢＳＫｃ ｌ 国药集团化学试剂有限公司

ＰＢＳＨｐ０４ 国药集团化学试剂有限公司

ＫＣ ｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ

Ｋｉｔ
－

８ ＢＢ ＩＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ

９６孔板 Ｃｏｍｉｎｇ

１ ６４０培养基 Ｇ ｉｂｃｏ

胰酶 Ｇ ｉｂｃｏ

磷酸盐缓冲液 Ｇｉｂｃｏ

—



侵袭小室 ＣＯＲＮＩＮＧ

ＤＭＥＭ 培养基 Ｇ ｉｂｃｏ

细胞固定液４％甲醛 ＢＢ ＩＬ ｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ

结晶紫染色液 ＢＢ ＩＬｉｆｅＳｃ ｉｅｎｃｅ ｓ

侵袭小室 ＣＯＲＮＩＮＧ

细胞固定液４％ 甲醛 ＢＢ ＩＬ ｉｆｅＳｃ ｉｅｎｃｅｓ

ＲＮＡｚｏｌＲ ．Ｔ ＲＮＡ ＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔＴｈｅｒｏｍ

１  ＿４人体胆襄癌及胆襄炎组织石蜡切片实验分组

胆囊癌与胆囊炎石蜡切片分组

病理切片类型 病理切片编号

２０Ｂ０００６２ －３ 、 ２０Ｂ０００４４ －４ 、 ２０Ｂ ００ １ ２０ －４ 、 ２０Ｂ００２５５ －

１

２０Ｂ００５ ３ ３ －

３ 、 ２０Ｂ００３ ０８ －

１ 、 ２０Ｂ ００３ ０８ －

１ 、 Ｆ２００５ ７４ １
－

３

胆囊癌 ２０Ｆ０ １ ２９５
－

１ 、 ２０Ｆ０ １ ３ ３ １
－

１ 、 Ｂ １ ９０００３２ －２ 、 Ｆ １ ９００５ ５０
－

１

Ｆ １ ９００７２７ －

１ 、Ｂ １ ９００７ １ １
－６ 、Ｆ １ ９２３０３ １

－３ 、Ｆ １ ８００ １ ５ １
－

１

Ｆ １ ８０６２３ １
－４ 、Ｆ １ ７０ １ ２ １ ７－４ 、Ｆ １ ７０ １ ２３ １

－３ 、Ｆ １ ７０８７６７－

３

Ｆ １ ７ １ ６０２４ －５ 、 Ｂ １ ７００３ ７３ －２ 、 Ｂ １ ７００８６７ －

３ 、 Ｂ １ ７０２０ １ ９－５

Ｆ １ ９０００ １ ５ －

１ 、Ｆ １ ９０００ １ ９－

１ 、Ｆ １ ９０００２６ －

１ 、Ｆ １ ９０００２７ －

１

Ｆ １ ９０００２９ －

１ 、Ｆ １ ９０００３ ０－

１ 、Ｆ １ ９０００３ １
－

１ 、Ｆ １ ９０００３ ３ －

１

Ｆ １ ９０００７０
－

１ 、Ｆ １ ９０００７６ －

１ 、Ｆ １ ９０００８ ８ －

１ 、Ｆ １ ９０００９６ －

１

胆囊炎 Ｆ １ ９００ １ ５７ －

１ 、 Ｆ １ ９００ １ ５ ８ －

１ 、 Ｆ １ ９００ １ ６２ －

１ 、 Ｆ １ ９００ １ ７ １
－

１

Ｆ １ ９００２２９ －

１ 、Ｆ １ ９００２４３ －

１ 、Ｆ １ ９００２６５ －

１ 、Ｆ １ ９００２６６－

１

Ｆ １ ９００３６０－

ｌ ＞Ｆ １ ９００３ ７９ －ＵＦ １ ９００４４７ －ＵＦ １ ９００４９３ －

１

２ 麵施

２ ． １ 人体胆襄癌 、 胆襄炎组织石蜡切片及免疫组化

（ １ ） 于 昆医附二院查询并筛选出胆囊癌及胆囊炎蜡块标本 。 通过 ４ｕｍ 连续切片

并 ６０

°

Ｃ烘烤 ２ 小时 ， 而后放入二 甲苯 Ｉ 、 ＩＩ（每级浸泡 １ ５ｍ ｉｎ ） ， 放入无水乙醇

Ｉ 、 ＩＩ（每级浸泡 ５ｍｉｎ ） 及 ９ ５％ 、 ８ ５％ 、 ７ ５％乙醇 （每种 ２ｍ ｉ ｎ ） ， 蒸馏水中浸泡

（ ２ｍ ｉ ｎ ） ， 最后放入 ＰＢＳ 中浸泡 （ ５ｍ ｉｎ ） 。

１４



（ ２ ） 通过抗原修复 （将切片架放入用微波炉加热至沸腾的抗原修复液中 ， 低火

持续加热 ｌ Ｏｍｉ ｎ 后 自然冷却 ； 用 ＰＢＳ 中浸泡 ５ｍｉｎ ， 重复 ３ 次 ） 、 过氧化氢孵育 （ ０

擦干切片 ， 用免疫组化笔在组织周围画圈 ； 用 ３％Ｈ２０２ 室温孵育 １ ５ｍｉｎ
； 而后置

于 ＰＢＳ 中浸泡 ５ｍｉｎ ， 重复 ３ 次 ） 、 山羊血清封闭 （加正常山羊 （与二抗同
一

种

属 ） 血清 ， 室温孵育 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 倾去血清 ） 。

（ ３ ）

—

抗孵育 （将 ＰＢＳ 按 １ ： ２００ 稀释的
一

抗滴加至完全覆盖 ， 湿盒内 ４
°

Ｃ过夜 ，

而后浸泡在 ＰＢＳ 中 ５ｍｉ ｎ ， 重复 ３ 次 ） 、 二抗孵育 （稀释比同前 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ３０ｍｉ ｎ ；

侵泡方法同前 ） 、 辣根过氧化物酶标记 （滴加辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ） ， ３ ７

°

Ｃ孵育

３０ｍｉ ｎ ； 浸泡方法同前 ） 。

（ ４ ）ＤＡＢ 显色 ： 将 ＤＡＢ 显色试剂 Ａ 、 Ｂ 等量混合 ， 滴加 １ １ ０ｙ Ｌ 上述显色试剂 ，

待颜色 刚刚变深时迅速置于水中终止反应 。

（ ５ ） 通过苏木素复染后 ， 脱水、 透明 、 封片 。

（ ６ ） 镜检 ： 于显微镜下观察染色效果 ； 于 ２０〇ｘ镜下拍照 。

（ ７ ） 结果判读 ： ＤＡＢ 染色法也叫二氨基联苯胺法 ， 用于检测 细胞中过氧化物酶

的活性部位 ， 石蜡切片经过
一

抗处理 ， 二抗与
一

抗结合后 ， 二抗的过氧化物酶

能氧化过氧化氢 ， 释放氧从而氧化二氨基联苯胺 ， 形成金黄色沉淀 ， 并位于过

氧化物酶活性的位点 。在 ２ ０〇 ｘ镜下显色为淡黄色 （ ＋ ） 、棕黄色 （
＋＋

）
、 棕黑色 （

＋＋＋
）
。

２ ．２ 体外人胆襄痛细雎系 （
ＧＢＣ－ＳＤ

）的相关实验

２ ．２ ． １ＧＢＣ－ＳＤ细胞复苏与细胞培养 、 传代及活细胞计数

把冻存的ＧＢＣ －ＳＤ取出 ， 立刻置３ ７摄氏度水浴箱中 ， 而后将冻存管置于

１ ５００ｉｐｍ的离心机中 ３分钟 。 将上述细胞悬浮液转移至 １ ０ｃｍ培养皿中 ， 而后置于

恒温培养箱中 ６小时 。

用传代下来的胆囊癌细胞 ， 使其长成单层细胞 ， 备用 ； 用胰酶消化 ， 用 ＰＢＳ

洗涤后加入适量培养液吹打制成胆囊癌细胞悬液。 再加入适量的 台盼蓝染液 ， 随

即在显微镜下观察细胞是否为存活状态 ， 计算原细胞悬液的细胞数 。

２ ．２ ．２ｓ ｉＲＮＡ 合成、 细胞分组与转染

由锐博生物科技有限公司设计共三对 ＲｈｏＡ－

ｓｉＲＮＡ 序列 ， 分别转染 ＧＢＣ －ＣＤ

细胞中 ， 并设置对照组 （ＮＣ 组 ） ， 结果提示 ： 转染 ｓｉＲＮＡ ｌ 的 ＧＢＣ －ＳＤ 胆囊癌细

胞 ＲＨＯＡ 的 ｍＲＮＡ 表达与对照组差异无统计学意义 （Ｐ４． ０ ７ ） ， 转染 ｓ ｉＲＮＡ２ 、

１５



ｓ ｉＲＮＡ３ 的胆囊癌细胞 ＲＨＯＡ 的 ｍＲＮＡ 表达收到 明显抑制 （
Ｐ ＝

０ ． ？仰 ５
） ；

选取 ｓ ｉＲＮＡ ３（ ｓ ｔ
－ｈ －ＲＨＯＡ ００３ ） 用于下游检测 （ 图 １ ） ， 正义链为 ： ５

＇

－ＧＧＡＡＡＧ

ＣＡＧＧＴＡＧＡＧＴＴＧＧＣＴ－

３
＇

， 反义链为 ： ５
’

－ＧＧＣＴＧＴＣＧＡ ＴＧＧＡＡＡＡＡＣＡＣＡＴ －

３
’

。

本实验小组前期 己设计
一

对 ｓ ｉＲＮＡ 序列并表明该序列在 ＲＮＡ 水平和蛋 白质水平

对胆囊癌细胞的 Ｅ ＩＦＳＡ２ 基因表达具有抑制作用 ， ｓ ｉＲＮＡ 序列 （
ＮＭ０２０３ ９０

ｓ ｉＲＮＡ １ １２
）
的正义链为 ： ５

＇

－ＧＣＵＵＣＣＡＧＣ ＡＣＵＵＡＣＣＣ ＵＡＴＴ－

３
＇

， 反义链为 ：

５
＇

－ＵＡＧＧＧＵＡＡＵＧＧＡＡＧＣＴＴ－

３
， ［
３ ３

］

。

１ ＿５ ｉ

ｃ■ＲＨＯＡ－ＮＣ
〇

工
丁

□ＲＨＯＡ－ｓ ｉＲＮＡ １

￡￡１ ．０
－

□ＲＨＯＡ－

ｓ ｉ ＲＮＡ２

〇Ｓ
＇

口ＲＨＯＡ－

ｓ ｉＲＮＡ３

ｇ
ｓ■^〇＞〇 ．５

－Ｈ
ａ：？

 Ｉ

—

 Ｉ＿ ■
—

 ■

图 １Ｒｈ ｏＡ的相对表达量

Ｃ
＊

Ｐ＜０． ０１ ）

ＧＢ Ｃ －Ｓ Ｄ 在后续实验中均分为阴性对照组 （ ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组 ）和细胞转染组 （
ｓ ｉＲ

ＮＡ－ＲｈｏＡ 组或 ｓ ｉＲＮＡ－Ｅ ＩＦ５Ａ２ 组
）

。 细胞转染前 ２ ４ 小时 ， 将处于对数生长时期

并且状态佳的 ＧＢＣ －ＳＤ 接种到 ６ 孔培养板中 ， 每孔中 的细胞数为 １ ５ ． ０Ｘ １ ０
５

个 ；

按照每孔的剂量将 ５ｍ ｌ 的 ＲｈｏＡ－

ｓ ｉＲＮＡ 和 １ 〇ｈＬ 的 ＲＦｅｃｔ 小核酸转染试剂分别加

入 ｌ ＯＯ＾Ｌ 的 ＧＢＣ －ＳＤ 完全培养基中混匀后静置 ５ 分钟 ， 然后将两者混匀静置 ２ ０

分钟 ， 再加入 ８０〇ｎＬ 的 ＧＢＣ －ＳＤ 完全培养基 ， 将此 ｌｍＬ 混合物置于孔 内等待细

胞转染 。 恒温箱培养 ６ 小时后 ， 吸弃混合物 ， 更换为新的完全培养基继续培养 。

此时胆囊癌细胞 以完成转染 ， 可用于后续实验 ， 之后用到转染后的胆囊癌细胞 ，

均 以此种方法而来 。

２ ．２ ．３ 荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｒ ｈ ｏＡ 基因的 ｍＲＮＡ 水平表达

２ ．２ ．３ ．１ＲＮＡ提取

１ ６



胆囊癌细胞中加入 ｌｍｌＴ ｒ ｉｚｏ Ｉ 用 以裂解细胞 ， 随即将裂解的细胞吸到
一

个

１ ． ５ｍ ｌ 的 ＥＰ 管 中 ， 加 ２０ ５ｕｌ 氯仿 ， ４
°

Ｃ条件下 以 １ ２ ０００ｒｐｍ／ｍｉｎ 速度离心 １ ６ｍ ｉｎ ；

吸取 ４ １ ０４ 上层清夜于新 ＥＰ 管中 ， 加入异丙醇并混匀 ， 同理 ， 离心后弃上清 ，

沉淀用 ７ ０％无水乙醇洗后 ２ ０ｕ ｌＤＥＰＣ 水中 ； 分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度 。

２ ． ２ ．３ ．２ＲＮＡｃＤＮＡ第
一

链合成

准备好相关物品 ， ＲＮＡ 浓度计算好 ， ｔｕｂ ｅ 准备并标记上 ； 在冰浴的

ｎｕｃｌｅａｓｅ
－ｆｒｅｅＰＣＲ 管中加入以下试剂 ：

试剂体积

ｔｏｔａｌＲＮＡＸｕｌ

５ｘＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ａｌｌ
－

ｉｎ－ＯｎｅＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒ
ｑＰＣＲ

ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ ｌ
ｊ

ａｌ

Ｒｎａｓｅ－

ｆｒｅｅｄｄＨ２〇 ｔｏ２０ｕｌ

轻轻混匀 ， ４２ 度孵育 １ ５ 分钟 ；
８５

°

Ｃ加热 ５ 秒失活 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＲＴ／ＲＩ 和 ｇＤＮＡ

Ｒｅｍｏｖｅｒ ； 将上述溶液－２０
°

Ｃ 保存 。

２ ．２ ．３ ．３ 荧光定量 ＰＣＲ检测

（ １ ） 将 ｃＤＮＡ 样品稀释 １ ０ 倍作为模板上机检测 。

（ ２ ） 配制反应混合液

ＲｅａｃｔｉｏｎＣｏｍｐｏｎｅｎｔＣ ｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＶｏｌｕｍｅ
（＾

ｉｌ
）

ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２Ｘ １ ０

引物Ｆ （
１ ０ｕＭ

） １ ０
｜

ａＭ ０ ．４

引物Ｒ （
１ ０ｕＭ

） ｌ 〇ｎＭ ０ ．４

ｄｄＨ２０ ７ ．２

Ｔｅｍｐ ｌａｔｅ
（
ｃＤＮＡ

） ２

Ｔｏ ｔａ ｌ ２０
（

ｉ ｌ

１７



（ ３ ）ＰＣＲ 循环条件

Ｔ ｉｍｅ ｓａｎｄＴｅｍｐ ｅｒａ ｔｕｒｅ ｓ

Ｔｈｅｒｍａ ｌＣ ｙｃ ｌ ｅｒ Ｅａｃｈｏｆ ４ ５ｃｙｃ ｌ ｅ ｓ

Ｉｎ ｉ ｔ ｉａ ｌＳ ｔｅｐ ｓ


ｊ



１



Ｍ ｅ ｌ ｔＡｎｎｅａ ｌＥｘ ｔｅｎｄ

ＡＢ ＩＳ ｔｅ
ｐ
ｏｎｅ

ｐ
ｌｕ ｓ型 荧ＨＯＬＤ ＣＹＣＬＥ

光定量 ＰＣＲ 仪 ７ ｓ １ ０ｓ １ ５ ｓ

３ｍ ｉｎ９ ５
°

Ｃ

９ ５
°

Ｃ５ ７
°

Ｃ７２
°

Ｃ

（ ４ ） 仪器 的操作

完成所有步骤 以后 ， 把待检测样 品加入 ９６ 孔板 中 ， 并放在 ＰＣＲ 仪中进行

ＰＣＲ 反应 ； 均重复 ３ 遍 。 内参为甘油醛－

３
－磷酸脱氢酶

（
ＧＡＰＤＨ

）
， 通过

计算 目 的基因相对表达量 。

２ ．２ ．４Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ检测 ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ体外ＧＢＣ －ＳＤ中ＲｈｏＡ基因的蛋 白水平表达

２ ． ２ ．４ ． １ 蛋白样品制备 ．

（
１
）
总蛋 白 的提取 ：

选择处于对数生长时期 、 状态佳的胆囊癌细胞 ， 转染处理 ４ ８ 小时后 ， 并分

组为 ｓ ｉＲＮＡ －Ｒｈ ｏＡ 组与 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ 组 ， 培养 ４ ９ｈ
； 加入裂解缓冲液并转移至

１ ． ５ｍ ｌ 管 ； 超声波碎仪裂解完的细胞 ； 离心沉降后提取上清 。

（
２

）蛋 白浓度的测定 ：

将蛋 白样 品进行适当稀释 ； 将 Ｂ ＳＡ 标准品进 彳丁稀释 ， 制成不 冋蛋 白浓度的标准

蛋 白 ； 按 ５ ０ ： １ 比例将 ＢＣＡ 试剂盒中 Ａ 液和 Ｂ 液进行混合 ；
３ ７

°

Ｃ避光孵育 ３ｌｍ ｉ

ｎ
； 用酶标仪测 定 Ｏ Ｄ ５ ６ ８

； 计算 出样 品 蛋 白浓度 。

⑶蛋 白 变性 。

２ ．２Ａ２ 电泳

（
ｌ
）
ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 胶的制备 ：

把干燥的玻璃板 同 定于制胶器上 ， 将分离胶灌入玻璃板空隙 内 到适当 的高

度 ， 用无水 乙醇覆盖分离胶 ， 当胶完全聚合时倒 出 ＝ 而后加入浓缩胶到
一

定 的

位置时放入梳齿 。 分离胶的配制 ：

１８



１ ２％分离胶 （总体系 １ ５ｍｌ ） （单位 ｍｌ ）

水 ４ ． ９

３ ０％丙烯酰胺 ６ ． ０

１ ． ５Ｍ ｔｒｉｓ
－Ｈｃｌ（ ＰＨ８ ． ８ ） ３ ． ８

１ ０％ＳＤＳ ０ ． １ ５

ＡＰＳ ０ ． １ ５

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００６

１ ０％分离胶 （总体系 １ ５ｍｌ ） （单位 ｍｌ ）

水 ５ ． ９

３ ０％丙烯酰胺 ５

１ ． ５Ｍ ｔｒｉ ｓ
－Ｈｃｌ（ ＰＨ ８ ． ８ ） ３ ． ８

１ ０％ＳＤＳ ０ ． １ ５

ＡＰＳ ０ ． １ ５

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００６

浓缩胶 ５％（总体系 ６ｍｌ ） （单位 ｍｌ ）

水 ４ ． １

３０％丙烯酰胺 １ ．０

ｌ ．ＯＭ ｔｒｉ ｓ
－Ｈｃｌ（ ＰＨ６ ． ８ ）０ ． ７５

１ ０％ ＳＤＳ ０ ．０６

ＡＰＳ ０ ． ０６

ＥＭＥＤ ０ ．００６

１９



（
２

）电泳分离 ：

把做好的胶固定好 ， 用微量加样器将制备好的蛋 白样品和 ＭＡＫＥ Ｒ 加入上

样孔 （各样品总蛋 白量为 ４ １ ｕｇ ）
；
加样后先恒压 ８０Ｖ／ １ ００Ｖ 电泳 。

２ ．２ ． ４ ．３ 电转移及 ＥＣＬ 显色系统

取出凝胶后剪与 Ｐ ＡＧＥ 凝胶相 同大小的 ＰＶＤＦ 膜和滤纸 ， 先放黑色板 ， 再放

纤维垫、 滤纸 、 凝胶 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 、 滤纸 、 纤维垫 、 白色板 ， 夹紧板后放入转膜仪

内 ， 黑色为负极 ； 开始转膜 （ １ ０ ０Ｖ 恒压冰浴 ６ ５ｍ ｉ ｎ ） 。 封闭后经过
一

抗 、 二抗孵

育来进行显色曝光 ： Ｘ 光胶片压片后依次放入显影液显影 、 定影液定影 。 冲洗胶

片 。 该条带通过凝胶成像系统显影 ， 并使用 ＩｍａｇｅｐｒｏＰ ｌｕ ｓ 软件进行蛋 白质表达

的灰度值分析 。

２ ．２ ．５ＣＣＫ
－

８ 检测 ｓ ｉＲＮＡ
－

ＲｈｏＡ体外 ＧＢＣ
－

ＳＤ 的细胞增殖

以
一

个孔中 １ ． ０Ｘ１ ０
３

个细胞的数量接种到 ９ ６孔培养板中 ， 置于培养箱中 ０
－

４

天 ， 然后每天检测胆囊癌细胞ＧＢＣ
－

ＳＤ ｓ ｉ
－

ＮＣ组 ， ｓ ｉ
－

ＲｈｏＡ转染组 。 遵循ＣＣＫ
－

８试剂

盒的说明进行检测 。 在避光条件下 ， 在覆盖有相应细胞的 ９ ６孔板中加入ＣＣＫ
－

８ （每

１ ０ ０ ｕ Ｌ完整培养基中 １ ０ ｕ Ｌ的Ｃ ＣＫ
－

８） ； 使用酶标仪在４５ ０ｎｍ处检测每个孔的 ０Ｄ

值 ， 并记录结果以指示细胞的增殖能力 ， 每组设置有３个副孔 ， 同时增设仅加入

培养液的空 白孔用于调零 。

２ ．２ ．６Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ细胞

其原理为 ： 上室为胆囊癌细胞 ， 下室加入 ＦＢＳ ， 肿瘤细胞会向营养成分高的

下室跑 ， 但是 ， 上下室之间有基质胶 （模仿体 内细胞外基质 ） ， 细胞欲进入下室 ，

先要分泌基质金属蛋 白酶 （ ＭＭ Ｐ ｓ） 将基质胶降解 。 计数进入下室的细胞量可反

映肿瘤细胞的侵袭能力 ； 通过 ０ ． １％结晶紫染色 ３ １ 分钟 ， 用棉签轻轻擦拭上层未

迁移细胞 ， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍 ；
１ ００ 倍显微镜下随机选取 ３ 个视野观察细胞 ， 计数取

其均值 ，

一

组设置 ３ 个小室 ； 数据分析 。

２ ．２ ．７ 划痕麵

备好胆囊癌细胞 ， 以进行常规消化 ， 离心 ， 重悬和细胞转染 ， 用完全培养基

培养细胞 ， 转染处理 ４８ 小时后 ， 收集每个实验组中 的细胞 ， 并计数细胞后加入

６ 孔板 ； 采用蓝色枪头机械力划痕 ， 更换培养基继续培养 ； 采用显微镜拍照 。 通

过测划痕面积 ， 计算伤 口 愈合百分比 ， 评价细胞迁移率 。

２ ０



２ ．２ ．８Ｗｅｓｔｅｒｎｂｉｏ啦测ｓ ｉＲＮＡ 

－ＥＩＦ５Ａ２
的ＧＢＣ－ＳＤ细胞中 

ＲｈｏＡ 、ＲＯＣＫ１蛋白的表

达

参照２ ．２ ．４同样的办法处理胆囊癌细胞并转染 ， 分组为 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ组及ｓｉＲＮＡ－

ＥＩＦ５Ａ２组 ； 同样按照２ ．２ ．６检测 ｓｉＲＮＡ－Ｅ ＩＦ５Ａ２胆囊癌细胞的ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ １蛋 白

的表达 ， 使用 Ｉｍａｇ ｅｐｒｏＰ ｌｕ ｓ软件进行蛋 白质表达的灰度值分析 。

３麟统计

体外ＧＢＣ －ＳＤ的各个实验分别独立重复３次 ， 使用 ＳＰＳＳ２３进行统计分析 ， 两

组数据比较采用独立样本ｔ检验 ， 多组间数据比较采用单因素方差分析 ， 实验数

据表示为均数±标准差 ， 当尸 ＜０ ．０５时 ， 实验结果的差异具有统计学意义 ； 采用

ＧｒａｐｈａｄＰｒｉｓｍ８ ．０制作统计图 。

２１



结 果

１ＲｈｏＡ蛋 白在人体胆囊癌及胆囊炎组织中表达情况

本次免疫组化实验ＤＡＢ显色的 目 标蛋 白 质为棕黄色 ， 用 ＩｍａｇｅｐｒｏＰ ｌｕ ｓ软件分

析得出平均光密度 ， 然后使用 ＳＰＳ Ｓ２ ３进行统计学差异性分析 ， 尸 ＜ ０ ． ０ ５认为有统

计学差异 。 分析ＲｈｏＡ在２４对人体胆囊癌及胆囊炎组织中 的表达情况如 图 ２所示

■■■■ ■■

■■■■
图 ２Ａ 人胆囊癌组织 图 ２Ｂ 人胆囊炎组织

代表性图片 ： 胆囊癌与胆囊炎 ＤＡＢ 显色后 的 ＲｈｏＡ 蛋 白为棕黄色 （
１ ０ ｘ ２０

）
， 如 图

中红色箭头所示 。

表 １ ．人体胆囊癌组 、 胆囊炎组ＲｈｏＡ表达情况

组别ＭＯＤ值 Ｐ值

胆囊癌组 ２４７ ７ １ ．４２±８ ３ ７ ３ ． ３ ２

Ｐ＝ ０ ． ００３

胆囊炎组 ７６７４ ． ７９±２２ ７ ５ ． ４ ８

注 ： 差异具有统计学意义 。

２ｓ ｉＲＮＡ沉默ＲｈｏＡ基因的效果评价

本实验中 ＲｈｏＡ －

ｓ ｉＲＮＡ３成功转染进ＧＢＣ － ＳＤ细胞 内 ， 通过ｑＰＣＲ分别检测胆囊

癌细胞 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ转染组和 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ转染组中 ＲｈｏＡ的ｍＲＮＡ表达量 ， 以ＧＡＰ

ＤＨ作为 内参 ， 同时 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ转染组细胞也做相 同处理并检测ＲｈｏＡ的ｍＲＮＡ表

达量 。 二者 比对 ， 表达结果如 图 １所示 （ 改图位于方法中 ２ ．２ ．２部分 ） ， ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ

转染组的ＧＢＣ － ＳＤ细胞在转染４８ｈ后 ， 其ＲｈｏＡ基因 的相对表达量的平均 ２

＿

＾〃值

为０ ． ０６７±０ ． ００６ ， 而 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ组的ＧＢＣ －

ＳＤ细胞在培养４ ８ｈ后 ＲｈｏＡ基因 的相对表

达量的平均 ２

＿

ａａＣＴ值为 
１ ．４６７±０ ．４２ ８ 。 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ组的ＧＢＣ －ＳＤ细胞与 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ

２ ２



的ＧＢＣ －ＳＤ细胞在ＲｈｏＡ基因 的相对表达量有 明显 的数理统计差异 （
Ｐ＝０ ．洲５

）
， 见

表２ 。

表２ ． ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ组 、 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ组对ＲｈｏＡ基因在ｍＲＮＡ水平上的表达情况

组别 尸值

ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组 ０ ． ０６７士０ ． ００６

Ｐ＝０ ． ００５

ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ组 １ ． ４６７±０ ．４２ ８

注 ： ｐ ｃｏ ．ｗ ， 差异具有统计学意 义 。

蛋 白 质 印迹法检测结果 （图 ３
）
显示 ， 以ＧＡＰＤＨ为 内参 ， ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组的ＧＢ

Ｃ －

ＳＤ在转染４ ８ｈ后 ， 其ＲｈｏＡ基因编码蛋 白 的能 力 明显受到 了抑制 ， Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ

的条带较弱 ， 而 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ的ＧＢＣ －ＳＤ细胞在培养４８ｈ后ＲｈｏＡ编码蛋 白相对正常 。

ＩｍａｇｅｐｒｏＰ ｌｕ ｓ软件对ＷＢ结果作灰度分析 ， 并用Ｇｒａｐｈｐａ
ｄ

ｐｒｉ ｓｍ８制做的直方图 ，

从图 中可 以 明显看 出 ， 转染ＲｈｏＡ －

ｓ ｉＲＮＡ的ＧＢＣ － ＳＤ细胞相较于转染ＲｈｏＡ 
－ＮＣ的

ＧＢＣ －ＳＤ细胞 ， 其ＲｈｏＡ基因表达蛋 白 的水平明显降低 （ Ｐ＜０ ． （Ｗ ／ ） ， 且ＲｈｏＡ下游

靶分子ＲＯＣＫ Ｉ的表达也显著降低 （ Ｐ＜０ ．洲 ／ ） ， 见表 ３ 。

表 ３ ． ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组 、 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ组ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ蛋 白相对表达情况

目标蛋 白 ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ组Ｐ值

ＲｈｏＡ ０ ． ２０５±０ ． ０ ３ ８ １ 

±０ ． ３ １ ５＜０ ． ００ １

ＲＯＣＫ Ｉ ０ ． ２９３±０ ． １ ３ ５Ｕ０ ． ４５ ３＜０ ． ００ １

注 ： 差异具有统计学意 义 ＝

Ｖｅ ｃｔｏ ｒ＋－

ＲｏｈＡ－

ｓ ｉＲＮＡ－＋ｇ

ｉ － ５
－

｜

０．

ａ ｎ ｔ ｉ

－Ｒ ｈ〇Ａ ｓ
１ ０Ｔ ．

丁
．

口Ｖｅｃｔｏ ｒ

多Ｐｉ厂

一

Ｉ■ＲｏｈＡ－

ｓ ｉ ＲＮＡ

ａ ｎｔ ｉ

＿Ｒ０ＣＫ １？—｜ｎ
．

￡０ ．５
－

－ 
■

—？

＾ ＊ ＊ ＊

ａｎ ｔ ｉ

－ＧＡＰＤＨ響 看｜ 〇 〇
Ｌ 丨聋 丨

 ｓｉＡＭｔｔｌ

图 ３ １１１１ 〇入－

８？＾＿ １？１〇入 、 １１０ ＜：１＜ ； １的蛋 白表达的影响

Ｃ
＊

ｐ＜ｏ． ｏｏｉ ）

２ ３



３ 沉默ＲｈｏＡ表达抑制胆囊癌细胞ＧＢＣ －ＳＤ的增殖能力

在转染ＲｈｏＡ －

ｓ ｉＲＮＡＯｈ 、 １ ２ｈ后 ， ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组ＧＢＣ －ＳＤ与 ｓｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组ＧＢＣ －

ＳＤ的Ａ４５ ０吸光度值无明显统计学差异 （
／
＞＞０ ． ０ ５

）
。 而在转染２４ｈ

，

４８ｈ后两组Ａ４５ ０

吸光度值出现 了 明显的差异 （ Ｐ＝０ ． 敝５
，

？

尸＝ ０ ． ０似 ） ， Ｐ值均小于 ０ ． ０ ５ 。 在 ７２ｈ ｓ ｉＲＮＡ

－ＲｈｏＡ组胆囊癌细胞与对照组相 比细胞增殖能力 明显减弱 ， 其差异具有统计学意

义 （ ＿Ｐ＝０ ．
００ ／ ） 。 用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８制 图如下所不 （图４

）
：

ＧＢＣ－ＳＤ

１ ５００
－

｜

Ｖｅｃｔｏ ｒ

— ．— ＲｈｏＡ－ｓ ｉ ＲＮＡ

ｌ＾ ｏｏｏ －Ａ

１

ｉ
５。。 ：

Ｏｈ１ ２ｈ２４ｈ４８ｈ７２ｈ

ＧＢＣ －ＳＤ

１ ５０〇 ｉ

ｇ

１１ ０００
－

＊＊

〇５００
－

ｉｏ
ＬＨＬＩｌ

—

图 ４Ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组与 ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 组 ＧＢＣ －ＳＤ 细胞増殖能力

Ｃ
＊

ｐ＜ｏ． ｏｉ ）

２ ４



４ 沉默 ＲｈｏＡ 表达抑制体外 ＧＢＣ－ＳＤ 的迁移和侵袭能力

４ ． １ 划痕实验

为了探究沉默 ＲｈｏＡ 表达对 ＧＢＣ － ＳＤ 迁移的影响 ， 运用细胞划痕实验观察

ＧＢＣ －ＳＤ 在干扰 ＲｈｏＡ 表达后细胞迁移的变化 ， 如 图 ５Ａ 所示 。 以 Ｏｈ 为起点 ， 培

养 ４８ｈ 后 的划痕愈合情况作为观察终点 ， 结果显示 ， 与 ＮＣ 组相 比 ， ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ

组中 ＧＢＣ －ＳＤ 的划痕愈合明显减慢 ， 即 ＲｈｏＡ－

ｓ ｉＲＮＡ 处理后 的胆囊癌细胞迁移

能力 明显下 降 ， 差异具有统计学意义 （ 户＝〇 ．洲 ７ ） ， 如 图 ５Ｂ 所示 。

ｓ ｉ ＲＮＡ － ＲｈｏＡ

■

［ 「
．

１ 丨 丨

ｍｍｍ

ｓ ｉ ＲＮＡ －Ｎ Ｃ

“ＢＶＩＷＨ
？

Ｏ ｈ

－ ■■■
图 ５ＡＧＢＣ －ＣＤ 的细胞划痕实验图

代表性图片 ： ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组 、 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组划痕 ０ 、 ４ ８ｈ后光镜下拍摄 （
１ ０ ｘ ２０

）
。

２ ５



ＧＢＣ －ＳＤ

？ １ ５

１

ｏ

１ 〇
－

ｍｍ
￣

ｉｒ
￣

 ｉ

Ｓ０ ． ０
－ １＾ ＇

１

 １

图 ５Ｂ 细胞划痕实验验证 ＲｈｏＡ－

ｓ ｉＲＮＡ 抑制胆囊癌细胞迁移能力

Ｃ
＊

ｐ＜ｏ． ｏｉ ）

４ ．２Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ实验

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 实验如 图 ６Ａ 、 ６Ｂ 所示 。 分组为 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ 组与 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ 组 。

转染 ４８ｈ 结束后 ， 重新计数 。 ｓ ｉＲＮＡ －ＮＣ 组 、 ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 组使用结晶紫染色后 ，

随机选择三个小室进行计数 。 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ 组 ９ ８ ． ６６ ７士 １ １ ． ５ ０４ ， ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组

１ ６２ ． ３ ３ ３± １ ７ ． ７ ８ ５ 。 将数据标准化处理后 ， 用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐ
ｒｉ ｓｍ ８ 制做直方图 。 由上

说明 ｓ ｉＲＮＡ －ＲｈｏＡ 组的细胞侵袭能力 明显减弱 ， 差异有统计学意义

见表 ４ 。

表 ４ ． ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 组 、 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组小室 ＧＢＣ 细胞计数结果

组别小室 ＧＢＣ 细胞计数 户 值

ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ组 ９ ８ ． ６ ６ ７± １ １ ． ５ ０４

Ｐ＝０ ． ００６

ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组 １ ６２ ． ３ ３ ３± １ ７ ． ７ ８ ５

注 ： 尸 ＜〇 ．仍 ， 差异具有统计学意义 。

２ ６



ｓ ｉ ＲＮＡ －

Ｒ ｈ ｏＡ组

ｉｍ
沁

．

． 丨 ：

ｖ
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图６Ａ ＧＢＣ －ＣＤ的Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ实验图

代表性图片 ： ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 组 、 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组结晶紫染色均在光学显微镜下

拍摄 （ １ ０ ｘ １ ０ ） 。
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图 ６Ｂｓ ｉＲＮＡ－Ｒｈ ｏＡ 组与 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ 组 ＧＢＣ －ＳＤ 细胞侵袭能力

Ｃ
＊

ｐ＜ｏ． ｏｉ ）

５ 沉默 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 对 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫＩ 蛋 白质表达的影响

蛋 白 质 印迹法检测结果 （图 ７
）
显示 ， 以ＧＡＰＤＨ为内参 ， ＧＢＣ － ＳＤ的

ｓ ｉＲＮＡ－ＥＩＦ５Ａ ２转染组在转染４ ８ｈ后 ， Ｅ ＩＦ５Ａ２ 、 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ Ｉ编码蛋 白 的能力受

到 了抑制 ， Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ的条带较弱 ， 而 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ的ＧＢＣ － ＳＤ细胞在培养４８ｈ后

Ｅ ＩＦ５Ａ２ 、 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ １ 蛋 白编码蛋 白相对正常 。 将ＷＢ结果 以 Ｉｍａｇｅｐｒｏ Ｐ ｌｕｓ软

件对作灰度分析得如下表数据 ， 并用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
ｐｒｉ ｓｍ８制做直方图 ， 从图 中可以

看出 ， 转染Ｅ ＩＦ５Ａ２ －

ｓ ｉＲＮＡ的ＧＢＣ －ＳＤ细胞相较于未处理的ＧＢＣ －ＳＤ细胞 ， 其

２７



Ｅ ＩＦ５Ａ２基因表达蛋 白 的水平明显降低 （ 尸＜０ ．㈨ ７ ） ， 同时ＲｈｏＡ蛋 白水平明显降低

（ 尸＜０ ． （Ｗｉ ） ， ＲｈｏＡ蛋 白 下游靶分子ＲＯＣＫ Ｉ表达也降低 （ Ｐ＝ｄ ７ ） ， 见表 ５ 。

表 ５ ． ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组 、 ｓ ｉＲＮＡ－Ｅ ＩＦ５Ａ２组各蛋 白相对表达情况

目 标蛋 白 ｓ ｉＲＮＡ－Ｅ ＩＦ５Ａ２组 ｓ ｉＲＮＡ－ＮＣ组Ｐ值

ＲｈｏＡ ０ ．２２ ７±０ ．０７４ １±０ ． １ ８ ７＜０ ． ００ １

ＲＯＣＫ Ｉ ０ ． ８ ７７±０ ． ０９０ １ 
±０ ． ０ ８６ ０ ． ０４７

Ｅ ＩＦ５Ａ２ ０ ． １ ７０士０ ． ０ ５ ６ １±０ ． ０６２＜０ ． ００ １

注 ： Ｐ ＜〇 ． ０５ ， 差异具有统计学意 义 。
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讨 论

１ 胆囊癌的流行病学及病因

胆囊癌源于上皮组织 ， 据统计患者 ５ 年总生存率仅 ５％
［

１
，
９

，
１ １

］

。 １ ７７７ 年 ， 胆囊

癌就 已经由奥地利学者 Ｓｔｏｐ 发现并报道 ， 时至今 日 ， 胆囊癌的早期诊断 、 预后

仍面临种种困境 。 有关研宄人员
［
３４

］ 对全球范围 内 的 ＧＢＣ 患者进行 了调查 ， 并

收集其具体的临床资料 ， 进行分析得出 ： 患有 ＧＢＣ 的这部分病人中位生存期仅

仅有 １ ３ 周左右的时间 ， 即
一

部分患者在发现确诊为胆囊后存活时间大大减少 。

当今医疗资源对 ＧＢＣ 进行早期诊断的能力还远远不够 ， 因此 ， 研究 ＧＢＣ 可能

的病因和致病过程中 的各个危险因素已成为人类接下来需要攻破的挑战 。

胆囊癌发病平均年龄为 ５ ９ 岁 ， 我国 ＧＢＣ 发病率是全部胆道癌的 １ ／４ 。 流行

病学研宄指出 ， ＧＢＣ 的病理过程与胆囊结石密切相关 。 大部分胆囊癌患者均提

示有胆囊结石 ［
１
］

， 与结石的大小有
一

定的关系 ， 这部分患者发展为胆囊癌的可能

性约是普通人群的 １ ３ 倍
［
１ １

］

。 其过程可能是 ： 长期异物刺激胆囊上皮从而发生炎

症反应 ， 引起细胞发生改变 ， 久而久之导致细胞基因突变 。 同样 ， 约 １
？６％胆囊

结石患者的胆囊发生病变进而癌变
［
３ ５

］

， 国外研宄生人员分析了胆囊癌的高危因

素 ，
发现其均为胆石发病的高危因素

［
３６

］

。 印度是 ＧＢＣ 的高发地区 ， 约 占全球 ＧＢＣ

负担的 １ ０％ ， 该地区 ＧＢＣ 患者中 ８０％存在胆结石 ， 胆结石的存在增加 了ＧＢ 对

粘膜损伤的易感性
［
３７

］

。 通过上述表明 ， 胆囊结石引起胆囊上皮癌变是漫长的过

程 ， 是环境与遗传共同作用 的结果 。

另外胆囊癌的癌前病变包括 ．

？ 胆囊黏膜内伴有各种钙化同时合并胆囊炎症 ，

约 １ ／４ 的瓷性胆囊极有可能发展为胆囊癌
［

１
，
３ ８

，

３ ９
］

。 这说明胆囊癌的发生是外界刺

激与 自 身病变共同作用 的结果 。

相关学者深入至细胞 、 分子 、 基因等微观层面 ， 更清晰的阐 明其发生发展机

制 ， 为临床治疗胆囊癌提供研宄基础 。有报道胆囊癌中存在 ＫＲＡＳ 、 ＣＤＫＮ２Ａ／Ｂ 、

ＴＰ５３ 、 ｐ ｌ ６ 、 ＭＵＣ Ｉ 、 ＶＥＧＦ 、 ＣＯＸ－２ 、 ＨＭＧＡ２ 等基因突变 ， 且与胆囊癌侵袭转

移密切相关
［
５

，
４ｅ

，
４ １

］

。 由此可见 ， 人体细胞基因突变导致的基因水平的各种变化是

胆囊癌发生重要环节 ， 通过基因突变导致遗传信息发生变化 ， 从而翻译产物也有

所不同 ， 继而细胞的生物学特性发生了变化 ， 运用现代生物学技术筛查胆囊癌细

胞突变的序列片段为发现胆囊癌致病基因奠定了基础 。 ＤＮＡ 甲基化可以导致基

２９



因组部分片段作用下降
［
４２

］

。 有研宄表示胆囊癌的抑癌基因 甲基化异常增高 ， 并

且与病人生存与否密切相关 ［
４３

］

。 有研宄团队发现 ， 沉默 ＰＫＭ２ 的表达后 ｍｉＲ－

１ ２２

可以抑制胆囊癌细胞增殖 ， 而 ＭＡＬＡＴ１ 激活 ＥＲＫ／ＭＡＰＫ 通路后促进胆囊癌的

増殖和转移＾
４４

１

。

由上可知 ， 除了关注基因的结构改变 ， 还应关注基因 的修饰 、 转录过程的调

节 以及蛋 白质 的翻译 。 目 前人们对 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因在各类恶性肿瘤组织中 的研宄越

来越深入 ， 目 前已知 ＥＩＦ５Ａ２ 基因与肝癌 、 胰腺癌 、 卵巢癌 、 膀胧癌 、 结直肠癌 、

肺非小细胞癌有着密切的联系 ， Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因极有可能促进肿瘤细胞浸润生长及

转移 。

本研究小组早期研宄成果表明 ＥＩＦ５Ａ２ 蛋 白在人体胆囊癌组织中高度表达 ，

且与肿瘤的浸润程度及恶性程度成正比 。 本研宄小组近期发现沉默 ＥＩＦ５Ａ２ 基因

可影响体外胆囊癌细胞 ， 但机制不明确 ， 很有必要进行深入探宄 。 ＲｈｏＡ 基因与

乳腺癌 、 肝癌 、 宫颈癌 、 前列腺癌有着千丝万缕的联系 ， 本研究得出 的结论 ：

ＲｈｏＡ 蛋 白在人体胆囊癌及胆囊炎组织中均表达 ， 且在人体胆囊癌组织中高表达 ，

沉默 ＲｏｈＡ 基因会降低胆囊癌细胞增殖 、 侵袭、 迁移能力 ， 综上所述 ， 这提示胆

囊癌与 ＲｈｏＡ 蛋 白有着密切的联系 ， 而沉默 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因后 ， 胆囊癌细胞中 ＲｈｏＡ、

ＲＯＣＫＩ 蛋 白表达均下降 ， 说明 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 通路可能参与 ＥＩＦ５Ａ２ 基因 引起胆囊

癌细胞增殖、 侵袭的过程 ， 即 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 通路可能在胆囊癌病理过程中起着
一

定的促癌作用 ， 这为胆囊癌发生发展及侵袭转移的分子机制研宄提供 了新的思路 。

２ 胆顏的诊断

胆囊癌缺乏特异性的临床表现和实验室检查 ， 早期多无症状 ， 或表现为右季

肋区疼痛 ， 晚期则表现为右上腹包块 、 黄疽 、 腹水 、 全身衰竭等 。 胆囊癌标志物

主要为 ＣＥＡ 、 ＣＡ １ ９ －９ ， 但特异性不高 ， 同时结合其他影像学检查能提高对 ＧＢＣ

的诊断准确性 ， 彩色多普勒超声检查是筛查胆囊病变最常用且简便经济的方法 ，

此外超声造影 、 内镜下超声 、 ＣＴ 、 ＭＲＣＰ 对于胆囊癌的诊断也是不可或缺的 ，

超声介入行细针穿刺活检可有
一

定的诊断价值 。

由于缺乏特异性的诊断标志物 ， 对于胆囊癌的早期筛查及预后的评价显得非

常困难 ， 本实验结论 ， 可 以得出 ＲｈｏＡ 具有促癌作用 ， 今后可能将 ＲｈｏＡ 作为胆

３０



囊癌标志物 ， 为胆囊癌的诊断提供了
一

个思路 ， 这需要未来进行多维度的有力的

论证 。

３ 胆襄癌的治疗现状

胆囊癌是
一

种罕见的并且高度恶性的肿瘤 ， 疾病的早期诊断较为困难 ， 且恶

性的程度很高 ， 发病进展快 ， 侵袭转移能力强 ， 预后差 ， 缺乏针对性治疗 ［
４５

］

。

ＧＢＣ 常常以局部浸润为主 ， 包括肝脏 、 胃十二指肠 以及肝 门部各组织 ， 同时伴

有多处区域淋巴结转移 ， 终末期发生血管侵犯以及远处转移 。 根据疾病不同 的发

展程度选择适宜的治疗方式 ， 将最大程度的控制肿瘤的进展 。

３ ． １ 外科手术仍是原发性胆囊癌最优选的治疗方式 ， ＧＢＣ 早期患者行手术治

疗能够取得较为满意的疗效 ， 与晚手术患者相 比 ， 其预后较好 ， 进展期胆囊癌行

根治性手术可提高患者生存率 ， 以达到最大程度切除肿瘤的 目 的 。 现阶段手术治

疗依然是有望治愈胆囊癌的不二之选 ， 但只有 ２０％－３０％
［
４６

］的患者有条件行根治

性切除 。

３ ．２ 化学疗法 、 放射疗法同样对治疗胆囊癌起着不可或缺的作用 ， 在不同程

度上延长患者生存时间 ， 对晚期胆囊癌患者来说 ， 化学疗法是相对较好的选择 ，

此类治疗方法已应用相当成熟。 美国 国立综合癌症网络已经为 ＧＢＣ 的治疗提供

了两种选择 ： 单药疗法 ， 即 以氟嘧啶或吉西他滨为基础的疗法 ， 以及多药疗法 ，

包括奥沙利铀 、 顺柏和卡培他滨 ［
４ ７４９

］

。 虽然确定标准方案或确定疗效的数据有限 ，

但 ＦＯＬＦＯＸ
（
５ －氟尿嘧啶和奥沙利铂 ）

［
５ （）

］

、 ＣＡＰＯＸ
（卡培他滨和奥沙利钼 ）

［
５ １

，
５２］

、

ＧＣ
（吉西他滨和顺铀 ）

［
５３

］

和 Ｇｅｍｏｘ
（吉西他滨和奥沙利铂ｆ

４
］联合治疗仍然是 目 前

临床治疗中的主流化疗方案 。

３ ． ３ 近年来 ， 胆囊癌的靶向治疗取得 了进展
［
５ ５

］

。 基因靶向治疗手段的副作用

较小 ， 针对性强 ， 是
一

种治疗效果理想的治疗手段 ， 同时也是
一

种新的治疗选择 。

胆囊癌机制 的研宄将发现相关作用蛋 白 ， 也可 以为更精准的靶向治疗找出有效的

“

耙标
”

分子 。 这将是肿瘤治疗史上革命性时刻 ， 肿瘤的靶向治疗最初是在 １ ９８ ８

年基于特定化学物质的概念而发展起来的 ， 这种化学物质在 １ ９００
［
５６

］年初能够消

除
一

些微生物 。此后 ， 靶向治疗被列入到治疗各类癌症的研究项 目 中 ， 其原理为 ：

通过靶向阻断特定分子蛋 白 ， 从而影响肿瘤细胞的生物学特性 ［
５７

，
５ ８］

。 大量的靶

向治疗药物 已经被创造出来 ， 其中某些小分子药物通过细胞膜结构运送至细胞 内 ，

３ １



而使其下游靶蛋 白或酶结构发生改变 ， 最终达到抑制肿瘤的作用
［
５９

］

， 而
一

部分

抗体通过靶向与细胞膜表面上的蛋 白结合 ， 进而影响肿瘤细胞的凋亡 、 增殖等生

物学活动 ［
６ （）］

。

鉴于最近对千预 ＧＢＣ 细胞内信号通路功能障碍的各种特异性药物的临床研

究 ， ｓｏｎｇ 等
［
４（）

］

更新了这些针对个体信号通路的靶向治疗 ， 这些靶标有生长因子

受体酪氨酸激酶 、 血管 内皮生长因子受体 、 程序性死亡受体 １ 、 程序性死亡配体

１ 、 ＴＰ５３ 、 ＫＴＴ及ＣＤＫＮ２Ａ／Ｂ等等 。

ＲｈｏＡ ／ＲＯＣＫ 及其下游效应蛋 白 ， 通过细胞骨架介导肿瘤细胞的恶性生物

学功能 。 据报道 ， ＲｈｏＡ 调节其主要靶标 ＲＯＣＫ Ｉ
［
６ １

］

， 而 １１０ （：反 ［激活的净作用

是增强肌动蛋 白细胞骨架并增加肌动蛋 白 －肌球蛋 白依赖性力 的产生 。 我们发现

沉默 ＲｈｏＡ 可抑制体外胆囊癌细胞增殖能力 ， 且 ＲｈｏＡ 及期下游 ＲＯＣＫ １ 蛋 白的

表达均下降 ， 可以说明 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ Ｉ 通路可能存在于胆囊癌进展过程中 ， 本实

验证明 了胆囊癌与 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ Ｉ 有着紧密的联系 ， 未能对该通路进行科学严

谨的论证 ， 可以提出 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ Ｉ 通路促进胆囊癌发生发展的思路 ， 旨在为今

后胆囊癌的治疗提供理论基础 。

４ＲｈｏＡ 与肿瘤细胞的关系

Ｒｈｏ 家族蛋 白又叫
“

Ｒｈｏ ＧＴＰ 酶
”

， 系小 Ｇ 蛋 白家族中 的成员 ， 由于其可参与

细胞骨架或调控耙蛋 白 的表达进而产生了
一

系列的生物学效应 ， Ｂｒｙｃｅ Ｗ Ｄｕｎｃａｎ

等人 ［
６２

］

发现 Ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ３Ｆ 通过 Ｒｈｏ－ＧＴＰａｓｅ 信号传导驱动树突棘修剪 。 因 Ｒｈｏ

ＧＴＰ 酶具有细胞信号
“

转换器
”

的作用 ， 其在肿瘤细胞各个恶性功能中起着至关重

要的作用 ［
１ ９

，

６３
］

。

截至到 目 前 ， 越来越多的 Ｒｈｏ 家族蛋 白分子被研宄人员发现并进行相关研

究 ， 根据序列和功能的不同被分类为 ＲｈｏＡ 、 Ｒａｃ ｌ 和 Ｃ ｄｃ４ 三个亚族 ， 其中 Ｒｈｏ

Ａ 是研宄最为成熟的 。 近年众多相关研宄均指出 ［
６＾７ ］

， ＲｈｏＧＴＰ 酶作为致癌基因

介导多种肿瘤细胞的侵袭转移 。 我们可以提出假设 ， 其可能参与到肿瘤的病变过

程中 ， 随着越来越多的研宄 ， 其亚家族重要成员 ＲｈｏＡ 己经被证实报道 ， 分别在

前列腺癌 、 乳腺癌 ［
６８

］

、 结直肠癌 、 胃癌和卵巢癌等多种肿瘤组织中异常高表达 ，

且与肿瘤细胞的增殖 、 凋亡 、 迁移及恶性进展程度密切相关 。 因胆囊癌的起病机

制 尚不明确 ， 结合本研宄小组的实验 目 的 ， 提出 ＲｈｏＡ 是否在人体胆囊癌中有所

３ ２



表达 ， 通过后续实验初步验证了其表达于胆囊癌及胆囊炎组织中 ， 且在胆囊癌中

为高表达 ， 这提示着 ， ＲｈｏＡ 可能参与胆囊癌的致病机制 ， 为后续的体外 ＧＢＣ －ＳＤ

相关实验提供了可行性的理论基础 。

Ｘｕ 等研究人员 的表明 ［
２７

］

，
ＲｈｏＡ 干扰不仅诱导细胞凋亡 ， 且抑制 胃癌细胞

ＡＧＳ 生存 ， 同时降低其下游效应靶点 ＲＯＣＫＩ 的表达 ， 从而增加促凋亡蛋 白

ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 、 ｃ ｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
－

８ 的表达 ， 而 ＲＯＣＫ 抑制剂 會旨够阻断 ＲｈｏＡ 对 胃癌细

胞的调控作用 。 结合本研宄结果 ， 沉默 ＲｈｏＡ 的表达 ， ＲＯＣＫＩ 亦受到 了抑制 ，

最终降低 ＧＢＣ －ＳＤ 的增殖 、 迁移和侵袭能力 ， 可以初步认为 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫＩ 信号

通路与 ＧＢＣ 有着
一

定的联系 ， 其可能是 ＧＢＣ 病理机制 中 的信号蛋 白 ， 值得进

一

步探宄 。

同时 ， 有研宄证实
［
６９

］

， 姜黄素通过抑制 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ／ＭＭＰ ｓ 信号通路活性从

而减轻 由磷脂酸 （
ＬＰＡ

）诱导的乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞的增殖与迁移 。 即抑制 ＲｈｏＡ／

ＲＯＣＫ 信号通路 ， 可减缓肿瘤的进展 ， 从而达到治疗的作用 ， 这与本研宄的 目 的

也是吻合的 。

更有研宄表明
［
７

＇ 慢病毒介导的 ＲｈｏＡ－

ｓｈＲＮＡ 在体外细胞实验中显著抑制

宫颈癌细胞增殖和迀移 ， 且在体内有效的抑制 了裸 鼠成瘤并诱导了肿瘤细胞的凋

亡 。 由此可 以认为 ， ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 通路参与并调控多种肿瘤的发生 、 恶性进展过

程 ， ＲｈｏＡ 抑制剂可影响动物肿瘤的进展 ， 以后有望在人体进行 ＲｈｏＡ 靶向药物

临床试验 。

目前国 内外有关 ＲｈｏＡ 在胆囊癌的作用研究不多 。 Ｈａｎｇ 等的研宄发现
［
７ １

］

，

抗癌药物 ＪＯＴ０ １ ００７ 通过降低 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ 和 ＦＡＫ 等的表达 ， 从而抑制宫颈

癌细胞 Ｃ ａＳｋｉ 侵袭转移 。 结合本研宄初期 己经验证 ＲｈｏＡ 表达于人胆囊癌组织 ，

本研宄小组提出 ， 降低 ＲｈｏＡ的表达能否对 ＧＢＣ －ＳＤ 各方面生物学特性有所影响 。

血管 内皮生长因子 Ｃ 通过调控 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫＩＩ 信号通路增加 ｍｏｅｓ ｉｎ 的表达

并将其激活 ， 进而促进宫颈癌细胞迁移
［
７２

］

。 相关研究发现 ［
７３￣

］

， ＲＯＣＫ 在非小

细胞肺癌 、 肝细胞癌 、 乳腺癌 、 卵巢癌等多种肿瘤中呈高表达 。 我们选择 ＲｈｏＡ

的下游蛋 白 ＲＯＣＫＩ
，进行

一

系列检测 ， 首先通过沉默 ＲｈｏＡ 基因来检测 ＲＯＣＫＩ

蛋 白 的表达 ， 而后沉默 ＥＩＦ５Ａ２ 基因检测 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ 蛋 白表达量 ， 从而明确

三者之间的因果关系 ， 为 ＧＢＣ 的发病机制提出理论上的依据 。

３ ３



神经肽 Ｂｏｍｂｅｓ ｉｎ可 以通过激活 ＲｈｏＡ从而调控 ＲＯＣＫ促进前列腺癌的迁移 ，

而 ＲＯＣＫ 抑制剂可抑制肿瘤细胞迁移 ［
７７

］

。 ＲＯＣＫ 抑制剂对肿瘤可起到
一

定的抑

制减缓效果 ， 本研究小组下
一

步欲探讨 ＲＯＣＫ 抑制剂对 ＧＢＣ －ＳＤ 增殖侵袭能力

的影响 。

Ｋａｍａ ｉ 等的研究指 出 ［
７８

］

，
ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ 在膀肌癌中呈高表达 ， 且与肿瘤的分

化 、 肌层浸润程度及淋巴结转移程度密切相关 ， ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 信号通路在膀肌癌

的发生发展过程中起着相应的作用 ， 并提出 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ 极有可能作为膀肌癌

重要预后标志物 。 结合本研宄实验结论 ： 干扰 ＥＩＦ５Ａ２ 的表达导致 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ

的表达下降 ， 我们得出结论 ， ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫＩ 信号通路可能参与胆囊癌病理机制 中 。

同时 ， 本研宄小组提出 ， ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫＩ 与胆囊癌预后的是否有密切的关联 ， 这

将是未来研宄的方向所在 。

５ＲｈｏＡ 基因促进胆襄癌细胞的增殖、 迁移与侵袭

因 ＲｈｏＡ 在许多肿瘤组织中异常高表达 ， 这与本实验结果相吻合。 且相关文

献提出 ＲｈｏＡ 与肿瘤细胞的侵袭特性密切相关 ， 所以预示着 ＲｈｏＡ 在胆囊癌发病

及侵袭转移过程中起重要作用 。

本研宄初步探讨沉默 ＲｈｏＡ 基因后对于胆囊癌细胞的的影响 。我们首先构建

ＲｈｏＡ 干扰片段 （ ＲｈｏＡ－

ｓｉＲＮＡ ） 及空载组 （
ＮＣ －

ｓｉＲＮＡ ） ， 然后进行肿瘤细胞增殖 、

迁移和侵袭的相关实验研究 。 通过 ＣＣＫ－ ８ 法分析细胞的增殖能力 ， 结果显示沉

默 ＲｈｏＡ 基因后抑制 ＧＢＣ 细胞增殖 。 划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示沉默

ＲｈｏＡ 基因后能有效抑制 ＧＢＣ －ＳＤ 划痕愈合 ， 同时 ， ＧＢＣ－ＳＤ 的侵袭能力也受到

了抑制 ， 这提示可能通过降低 ＲｈｏＡ 基因 的表达而抑制肿瘤恶性进展 。

此外 ， 基于本研宄小组前期成果 ： 通过靶向千扰胆囊癌细胞 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因 的

表达 ， 能够抑制胆囊癌细胞的增殖 、 迁移和侵袭能力 。 此次研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏ ｔ

检测转染ｓ ｉＲＮＡ－Ｅ ＩＦ５Ａ２的ＧＢＣ －ＳＤ ， 其
Ｅ ＩＦ５Ａ２蛋 白 、 ＲｈｏＡ蛋 白 、 ＲＯＣＫ Ｉ蛋

白 的条带较弱 ， 分析得出 ＥＩＦ５Ａ２ 干扰后 ＥＥＦ５Ａ２ 基因表达蛋 白 的水平及 ＲｈｏＡ

蛋 白水平明显降低 ，
ＲＯＣＫ Ｉ 蛋 白表达量也受到 了抑制 。 这提示着干扰体外胆囊

癌细胞 ＥＩＦ５Ａ２ 基因 的表达后 ， ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫＩ 通路可能参与胆囊癌细胞增殖及迁

移侵袭过程 。 Ｅｕｎｓｕｎ Ｋｏ 等 ［
７９

］研宄表明 Ｎｒｆ２ 通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ Ｉ 途径调节非小细

３４



胞肺癌细胞的运动 ， 这与本次实验结论也是吻合的 ， 即降低 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ ｌ 的表

达 ， 抑制胆囊癌细胞的增殖 、 侵袭与迁移能力 。

６ 研究不足与展望

本研宄也存在
一

些不足之处 ， 未能成功用石蜡切片组织做 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 、 ＰＣＲ

检测 ＲｈｏＡ 基因 ， 其原因可能与胆囊癌石蜡组织提取不满意有关 。 本实验运用 的

瞬时转染 ｓｉＲＮＡ 技术 ， 其稳定性欠佳 ， 未通过慢病毒稳转技术获得抑制 ＲｈｏＡ

基因表达的稳定细胞系 。

值得注意的是 ， 本实验结果表明 ， 人体胆囊癌组织及体外胆囊癌细胞均验证

了ＲｈｏＡ 在胆囊癌的表达 ， ＲｈｏＡ 降低体外胆囊癌细胞的増殖 、 迁移 、 侵袭能力 ，

且沉默胆囊癌细胞 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因后 ， ＲｈｏＡ 蛋 白水平明显降低 ， ＲｈｏＡ 下游效应祀

点 ＲＯＣＫＩ 的表达亦降低 ， 结合本研究小组之前实验结果 ： 干扰胆囊癌细胞 Ｅ ＩＦ５

Ａ２ 基因的表达后胆囊癌细胞增殖、 迁移 、 侵袭能力均降低 ， 由此可见 ， ＥＩＦ５Ａ２

基因促进胆囊癌细胞增殖迁移侵袭能力的可能与 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ Ｉ 信号通路相关 ，

本次未设置更多实验从多方面多层次验证 Ｅ ＩＦ５Ａ２ 基因介导的胆囊癌发生发展 中

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ Ｉ 信号通路的具体活动 ， 同时胆囊癌细胞系在裸鼠体 内 的成瘤能力

以及 ＲｈｏＡ－

ｓｉＲＮＡ 、 Ｅ ＩＦ５Ａ２ －

ｓ ｉＲＮＡ 能否抑制裸鼠体 内胆囊癌瘤体的生长尚未进

行验证 ， 目 前实验仍然欠全面完整 ， 为 了加 以更深刻具体的探讨 ， 以上不足之处

即是今后实验研宄开展的方向 。

３５



结 论

１ 、 ＲｈｏＡ 蛋 白在人体胆囊癌及胆囊炎组织中均呈表达状态 ， 且在人体胆囊

癌组织中呈高表达 。

２ 、 本实验用到的 ｓ ｉＲＮＡ－ＲｈｏＡ 对体外胆囊癌细胞的 ＲｈｏＡ 基因表达具有
一

定的抑制作用 ； 通过靶向沉默胆囊癌细胞的 ＲｈｏＡ 基因 ， 能够抑制体外胆囊癌细

胞的增殖 ， 同时其迁移能力和侵袭能力也受到了抑制 。

３ 、 降低体外胆囊癌细胞 ＥＩＦ５Ａ２ 基因 的表达 ， 可使 ＲｈｏＡ 、 ＲＯＣＫ Ｉ 蛋 白表

达均下降 。

３ ６
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综述

ＲｈｏＡ基因在肿瘤方面的研究现状

向毅 综述 ， 孙敏 审校

摘要 ：

２ ０ 世纪 ８０ 年代中期至 ９０ 年代生物学的主要研宄领域之
一

是阐 明控制细胞

反应的信号通路 。 其中关于 ＲｈｏＧＴＰ 酶等小分子做了大量研宄 。 目 前 Ｒｈｏ 信号

研宄 己经扩展到生物学和医学的所有领域 。 Ｒｈｏ 信号在很多方面有了
一

定的研宄

进展 ， 目 前主流研宄观点认为 ， ＲｈｏＡ 作为 Ｒｈｏ 蛋 白家族成员 中研究较为成熟 ，

其被认为具有促进肿瘤进展的作用 ， 干扰 ＲｈｏＡ 基因可影响肿瘤细胞的生长增殖 。

ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ 通路在许多生物学效应中起着枢纽的作用 ， 最终产生抑制或促进效

应 。 本文就 ＲｈｏＡ 的来源和其结构功能 以及在各类肿瘤的研究进展进行了综述 。

关键词 ： ＲｈｏＡ ；ＲｈｏＧＴＰ酶 ；
ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ

； 肿瘤

１Ｒｈｏ 亚家族 的发现与功能

在 １ ９ ８０ 年代中期 ， 信号转导研宄发生了转变 。 虽然已经鉴定并克隆了跨膜

信号转导的原型 ， 但人们对细胞内传递的信号如何引起细胞反应 （例如增殖 、 胞

吐 、 黏附作用 ） 知之甚少 。 尽管有报道称 Ｇ ＴＰ 参与 了其中 的
一

些反应 ， 但具有

这种 ＧＴＰ 依赖功能的分子还远未被识别 。

一

个例外是 ＲＡＳ ， 它被鉴定为逆转录

病毒编码的癌基因 ， 编码
一

个 ２ １ｋＤ ａ 的 ＧＴＰ 结合蛋 白 。 在这种情况下 ， Ｍａｄａｕｌｅ

和 Ａｘｅｌ 偶然发现了海兔中 的第
一

个 ＲＡＳ 同源物 ， 并将其命名为 Ｒｈｏ
［

１
］

。 他们进

—

步在人和大鼠中发现 了Ｒｈ ｏ 基因 ， 并认为人类的 Ｒｈｏ 基因可能 由三个成员组

成 ， 后来被命名为 ＲｈｏＡ 、 Ｂ 和 Ｃ 。 然而 ， 在没有任何生物学发现的情况下 ， 人

们对 Ｒｈｏ 基因 的关注很少 。 由于人们对 Ｒｈ ｏ 亚型之间的差异知之甚少 ， 该领域

的早期研宄大多集中在 ＲｈｏＡ 上 。

Ｒｈｏ家族包括Ｒｈｏ（
ＲｈｏＡ

，
ＲｈｏＢ

，
ＲｈｏＣ

） ，
Ｒａｃ

，
Ｃｄｃ４２等３个亚家族蛋 白 。 Ｒ

ｈｏ 家族蛋 白促使细胞癌变 。 随着生物科学的发展 ， 学者们发现 Ｒｈｏ 家族成员在

多种肿瘤组织表达增加 ， 同时指 出 ， 与肿瘤的侵袭转移程度保持紧密的联系 。

４５



２Ｒｈ ｏＡ 的结构及生物学功能

ＲｈｏＡ 通过在 ＧＤ Ｐ 和 ＧＴＰ 之间 的转换 ， 从而发挥其生物学效应 。 ＲｈｏＡ 的

活化可 以启动下游的信号转导通路 。 而失活状态下 ， ＲｈｏＡ 释放出 ＧＴＰ ， 与 ＧＤＰ

结合 ， 该过程发生于细胞浆中 ， 从而失去其启动功能 ［
２
］

。

ＲｈｏＡ 与细胞骨架的功能密切相关 ， 主要包括 ： 激活下游的 ＲＯＣＫ 等效应分

子实现
［
３
］

。 ＲＯＣＫ 主要有两种亚型 （ ＲＯＣＫ １ 和 ＲＯＣＫ２ ） 。 ＲＯＣＫ 活化后可对

下游肌球蛋 白轻链进行磷酸化 ［
４

］

， 进而促进细胞的迁移能力 。

３ＲｈｏＡ在肿瘤中研究进展

临床人类肿瘤的高通量测序发现了ｒａｃ ｌ 的快周期 Ｐ２９Ｓ 、 Ｐ２９Ｌ 和 Ｐ２９Ｑ 突变

［
５

＿７
］

， 在 Ｔ 细胞淋巴瘤中常见的 Ｇ １ ７Ｖ ＲｈｏＡ 突变
［
８

，
９

］

。 由于这些 ＲｈｏＡ 突变的生

化特性尚不清楚 ， 这些 ＲｈｏＡ 突变如何诱导肿瘤发生是
一

个需要解决的 问题 。 大

量研宄显示 ＲｈｏＡ 对于恶性肿瘤的发生发展起着不可或缺的作用 。 人体组织及细

胞受到致癌因素作用时 ， 这些致癌物质可激活与 ＲｈｏＡ 蛋 白相关的信号通路 ， 进

而诱导正常细胞的恶变 ， 其原因很可能是因为细胞骨架发生了改变 。 ＲｈｏＡ 在肿

瘤细胞的其他生物学行为的调控上也发挥重要作用 。

３ ． １ＲｈｏＡ 与宫颈癌

在 ｍ ｉＲＮＡ－２００ｂ 作用 下 ， 可靶 向调节 ＲｈｏＡ 基因抑制宫颈癌的部分恶性功

能 ［
１ °

］

。 Ｘ ｉ ａｏ
ｊ
ｕｎＬ ｉｕ 等

［
１ １

］

使用蛋 白质 印迹法在宫颈癌标本中鉴定 了ＲｈｏＡ 及其下

游效应物 ＲＯＣＸ－

１ 和 ＲＯＣＫ－

ＩＩ 的过表达并且通过上调或下调 Ｈｅｌａ 细胞中 ＲｈｏＡ

的表达来确定 ＲｈｏＡ 对 ＣＣ 细胞系之
一

的 Ｈｅｌａ 细胞的增殖和迁移的影响 。

３ ．２ＲｈｏＡ 与睾丸精元细胞瘤

睾丸生殖细胞肿瘤的发病率高峰在 ２０ ＊４０ 岁 。 超过 ９０％诊断为睾丸 ＧＣＴ 的

患者通过手术 、 放疗和含顺铂化疗的有效组合得 以治愈
［
１ ２

］

。 然而 ， 晚期和复发

肿瘤患者的预后 比预期的要差 。 尺３〇１３１ 等
［

１ ３
］

在睾丸精元细胞瘤和未受影响的组织

中都检测到 ＲｈｏＡ 的基因 ， ＲｈｏＡ 的基因水平在肿瘤组织中 明显高于未受影响的

部分 ， 而 ＲｈｏＢ 和 ＲｈｏＣ 的基因水平要么低于检测极限 ， 要么检测不到 。 这表明 ，

肿瘤组织中 ＲｈｏＡ 的基因水平明显高于未受影响的部分 ， 并且肿瘤组织中 的水平

与较高的肿瘤分期相关 。

４６



３ ．３ＲｈｏＡ 与胆管癌

胆管癌的病因与胆结石 、 硬化性胆管炎等疾病有关 ［
１ ４

］

。 虽然手术 、 放疗和

化疗已被广泛应用 ， 但 ＣＣＡ 的预后仍然很差 ［
１ ５

，
１ ６

］

。

Ｊｉａｎｆｅ ｉＴｕ 等 ［
１ ７

］研宄表明 ， 长非编码 ＲＮＡＰＣＡＴ６ 通过调节 ｍｉＲ－

３２６ 和

ＲｈｏＡＲＯＣＫ 信号通路诱导胆管癌巨噬细胞 Ｍ２ 极化 ， 由于 ｍｉＲ－３２６ 被预测并证

明为 ＰＣＡＴ６ 的靶标 ， 他们预测并证明 ＲｏｈＡ 作为 ｍｉＲ－３２６ 的下游靶标 。这说明 ，

ＰＣＡＴ６ 通过激活 ｍｉＲ－

３ ２６ 和激活 ＲｏｈＡ 信号调节巨噬细胞的活性氧生成 、 线粒

体应激反应和 Ｍ２ 极化 ， 参与 了ＣＣＡ 的免疫应答 。

３ ． ４ＲｈｏＡ 与肝癌

ＡｎｎｅＢ ｌａｎｇｙ
１
１ ８

１研宄发现肌腱蛋 白在控制细胞粘附中起着至关重要的作用 。

肌腱蛋 白可以通过其磷酸酪氨酸结合结构域结合 Ｂ 整联蛋 白 的尾部 ， 肌腱蛋 白 已

经成为细胞粘附和迁移的重要调节剂 ， 特别是通过参与 ＲｈｏＧＴＰ 酶信号传导途

径 。 肌腱蛋 白可通过调节肝癌中缺失的 ＲｈｏＧＴＰ 酶活化蛋 白来影响 ＧＴＰ 酶 ＲｈｏＡ

的活性 。 ３ １１３１ （＾ ￥＆（１狀 等
［

１ ９
］

阐 明 了机械刺激在肝癌细胞力学生物学中 的作用 ， 即

拉伸肝癌细胞会显着提高 ＨＣＣ 和胆管癌细胞系中 ＲｈｏＡ 和 Ｒａｃ ｌ 的表达水平 。

３ ．５ＲｈｏＡ 与乳腺癌

ｖａｎ乂胃沈等％ １发现 ２ －甲氧雌二醇可通过改变 ＲｈｏＡ 的活性而影响微管网络 ，

发挥抗乳腺癌细胞迁移的作用 。 Ｍｅｎｇ
Ｐａｎ 等 ［

２ １
］发现 ＢＮＩＰ －２ 是

一

种含有 ＢＣＨ 结

构域的蛋 白质 ， 既可以结合 ＲｈｏＡ 和 ＧＥＦ－Ｈ 〗 ， 又可以通过微管上的 ｋｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 转

运 ， 对 ＧＥＦ－Ｈ １ 驱动 的 ＲｈｏＡ 激活在微管拆卸 中很重要。 ＭＤＡ－ＭＢ －２３ １ 乳腺癌

细胞中 ＢＮＩＰ －２ 的耗尽会降低 ＲｈｏＡ 活性并促进细胞迁移 。 诺可达唑诱导的微管

拆卸后 ， ＢＮ ＩＰ －２ 和 ＧＥＦ－Ｈ １ 之间 的相互作用增加 ， 而敲除 ＢＮ ＩＰ－２ 通过减少

ＲｈｏＡ－ＧＥＦ－Ｈ ｌ 相互作用 降低 ＲｈｏＡ 激活和细胞舍入 。 这些发现表明 ＢＮＩＰ －２ 通过

脚手架 ＧＥＦ－Ｈ １ 和 ＲｈｏＡ ， 微调 ＲｈｏＡ 活性和细胞迁移 ， 使微管和粘着斑耦合。

３ ．６ＲｈｏＡ 与前列腺癌

ＢｕｅｎｏＤｅＰａｉｖａ 等
［
２２

］发现沉默 ＲｈｏＡ 可抑制前列腺癌増殖 ， 这可为临床治疗

前列腺癌提供了理论基础 。 也有学者发现在前列腺癌细胞中 ， ＲｈｏＡ 可作为相关

信号通路中 的
一

种下游分子在肿瘤细胞的胞质分裂早期发挥作用 ， 从而调节其细

４７



胞周期的进展 ， 因此若能阻断 ＲｈｏＡ 可能抑制细胞的有丝分裂 ， 最终肿瘤细胞走

向凋亡
ｐ３

］

。

３ ．７ＲｈｏＡ 与卵巢癌

环状 ＲＮＡ（ ｃｉｒｃＲＮＡ ） 在癌症的肿瘤发生和发展中起着重要作用 ， 代表 了预

后生物标志物和治疗靶标 。 Ｓｈｕｏ０＾ 等
［
２４

＼正明 了ｃ ｉｒｃ－ＮＯＬＣ ｌ 在上皮性卵巢癌

（ ＥＯＣ ） 中 的作用 ， 艮Ｐ Ｃ ｉｒｃ－ＮＯＬＣ ｌ 在 ＥＯＣ 组织中 的表达高于正常组织 ， 并且

与 ＦＩＧＯ 阶段 ， 分化呈正相关 ， 此外 ， ｃｉｒｃ
－ＮＯＬＣ ｌ 的过表达显着增加 了ＥＳＲＰ １ ，

ＲｈｏＡ 和 ＣＤＫ １ 蛋 白和 ｍＲＮＡ 的表达水平 ， ｃ ｉｒｃ
－ＮＯＬＣ ｌ 下调具有相反的效果 ，

敲除 ｃ ｉｒｃ－ＮＯＬＣ ｌ 的细胞中 ＥＳＲＰ １ ， ＣＤＫ １ 或 ＲｈｏＡ 的表达会抑制 ｃ ｉｒｃ
－ＮＯＬＣ ｌ

的促肿瘤作用 ， 这可能通过调节 ＲｈｏＡ 和 ＣＤＫ １ 的表达来发挥作用 。 由此可知 ，

Ｃ ｉｒｃ－ＮＯＬＣ ｌ 可能通过结合 ＥＳＲＰ １ 并调节 ＣＤＫ １ 和 ＲｈｏＡ 表达来促进 ＥＯＣ 的肿

瘤发生和发展 。 亦有多项研究表明 ＲｈｏＡ 与卵巢癌的进展有关 ， 强调 了ＲｈｏＡ 依

赖性细胞运动在肿瘤恶性行为中的作用 。

４ 结语

一

系列研宂表明 ＲｈｏＡ 及其上下游通路中 的分子对于许多种类肿瘤细胞增

殖 、 迁移、 侵袭等行为具有重要作用 。 ＲｈｏＡ 所涉及的细胞功能改变包括肌动蛋

白 聚合 、 肌球蛋 白环收缩 以及应力纤维形成等作用 ， 通过改变微丝 、 微管等细胞

骨架结构从而促进 ＥＭＴ 、 细胞极性转换 以及伪足生成等过程 。 在许多肿瘤 中

ＲｈｏＡ 表达异常 ， 大多数肿瘤的恶性程度与 ＲｈｏＡ 活性呈正 比 ， 拮抗细胞内 ＲｈｏＡ

的过度表达和活化可直接影响细胞侵袭迁移的过程 。 可通过多方面多层次的研究

论证 ＲｈｏＡ 是否为抗肿瘤的有效靶点 ， 这使得抑制肿瘤的靶向药物早 日 出现变得

可行 ， 这
一

治疗恶性肿瘤的新临床治疗方法将造福于全人类 。

４８
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