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下调Rab11基因对宫颈癌HeLa/SiHa 
细胞侵袭迁移的影响及机制探讨
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　　［摘要］　背景与目的：Rab11基因在宫颈癌细胞中高表达，可能与细胞恶性转化相关。本研究采用RNA
干扰技术下调Rab11基因表达，并探讨其对宫颈癌HeLa/SiHa细胞侵袭迁移的影响及可能的相关机制。方法：将

HeLa/SiHa细胞分为2组：阴性对照组(转染阴性对照的小干扰RNA)和Rab11 siRNA干扰组(转染小干扰Rab11siR-
NA)。蛋白［质］印迹法(Western blot)检测Rab11干扰效果，检测转染Rab11 siRNA后，侵袭相关蛋白Rac1、

基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinase 2，MMP2)和MMP9表达的变化；细胞划痕损伤实验检测细胞迁移；

Transwell实验检测细胞侵袭；细胞免疫荧光实验从形态学角度探索在小干扰Rab11后Rac1蛋白在细胞膜上聚集

位置的变化。结果：转染小干扰Rab11siRNA到HeLa/SiHa细胞后，Rab11蛋白表达受到高效抑制(P<0.01)；细胞

迁移、侵袭能力受到抑制(P<0.05)，Rac1蛋白表达明显下调(P<0.01)，MMP2、MMP9蛋白表达下调(P<0.05)，
Rab11 siRNA处理组细胞运动前端细胞膜下Rac1蛋白聚集量减少。结论：Rab11基因表达下调可以抑制HeLa/
SiHa细胞的迁移和侵袭，其机制可能与Rac1、MMP2和MMP9蛋白表达量下降及Rac1定位的改变有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The expression of Rab11 gene was increased in cervical cancer cell 
and may be involved in the cellular malignant transformation. This study used the sequence-specific siRNA knocking 
down the expression of Rab11 gene and aimed to investigate its effect on invasion and migration of cervical cancer cell 
lines HeLa/SiHa and its mechanism. Methods: HeLa/SiHa cells were divided into 2 groups: non-specific siRNA group 
transfected with unrelated siRNA (Rab11-NC) and Rab11 siRNA group transfected with Rab11 siRNA (Rab11siRNA). 
Western blot was used to examine the Rab11 protein expression. Cell migration and invasion were detected by cell 
scratch and Transwell invasion assay. Western blot was used to further investigate the expression of Rac1, matrix metal-
loproteinase 2 (MMP2) and MMP9 which were critical for regulating cell invasion. Moreover, immunofluorescence was 
used to identify intracellular location of Rac1 in HeLa/SiHa cells. Results: The Rab11 siRNA inhibited expression of 
Rab11 gene (P<0.01). The invasion and migration capacities of HeLa/SiHa cells were markedly inhibited in Rab11siR-
NA group (P<0.05). The expression of Rac1 significantly decreased (P<0.01). The expression of MMP2 and MMP9 de-
creased (P<0.05) as well. The recruitment of Rac1 to protruding edge significantly decreased following down-regulation 
of Rab11. Conclusion: Down-regulated Rab11 expression could inhibit the expression of Rac1, MMP2 and MMP9, and 
alter the location of Rac1, leading to suppression of HeLa/SiHa cells migration and invasion.
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　　随着宫颈癌癌前筛查的普及、诊断率的提

高，宫颈癌发病年龄呈低龄化趋势［1］。尽管

手术和同步放化疗对早期宫颈癌患者治愈率达

80%~95%，但对局部晚期及复发转移的宫颈

癌患者仍未有令人满意的治疗手段，亟需寻找

有效的治疗方式。Rab基因于1983年第一次被

发现并命名，目前为止有60多个家族成员被发 

现［2］。Rab11是Rab小分子GTP酶家族的一个亚

家族成员，最早由Hale发现并命名，参与多种

蛋白的运输，与乳腺癌、直肠癌等的侵袭、迁

移密切相关［3-5］。Rac1(Ras-related C3 botulinum 
substrate 1)是Rho家族Rac亚家族的成员，主要

调节肌动蛋白骨架重组、细胞周期的进行和特

定基因表达［6］。有研究认为，Rac1参与多种

肿瘤细胞的侵袭迁移［7］，Rab11可以调控Rac1
来控制细胞发生集体迁移的过程［8］，基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinase，MMP)可在

多种癌组织中表达，且其表达的强弱与肿瘤的

侵袭性和转移能力密切相关［9］，但目前在宫

颈癌细胞中尚未发现Rac1和MMP在Rab11基因

的诱导下发生迁移和侵袭作用的报道。本研究

应用RNAi技术，将Rab11基因的特异性小分子

干扰RNA(siRNA)转染入HeLa/SiHa细胞，以观

察阻断Rab11基因表达对细胞侵袭、迁移的影

响；同时检测Rac1、MMP2、MMP9蛋白表达和

Rac1蛋白聚集位置的变化，初步了解其在Rab11 
siRNA干扰后在宫颈癌中的分子机制。

1　材料和方法 

1.1　材料

　　人宫颈癌细胞株HeLa及SiHa购自中国科

学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所细胞库，DMEM-1640培养基购

自美国Hyclone公司，胎牛血清(fetal bovine 
serum，FBS)购自杭州四季青生物科技有限公

司，转染试剂脂质体LipofectamineTM2000购自

美国 Invitrogen 公司，anti-Rab11、anti-actin

  　［Key words］ Rab11；Rac1；Matrix metalloproteinase；Cervical cancer；Cell invasion；Cell migration

购自美国Santacruz公司，anti-Rac1购自美国

PTG公司，anti-MMP2、anti-MMP9和二抗购

自美国Bioworld公司，免疫荧光二抗购自徐

州微科曼得生物工程有限公司，Matrigel基质

胶购自美国BD公司，细胞侵袭细胞培养板购

于美国Corning公司。Rab11 siRNA由上海吉

玛制药技术有限公司合成，si-Rab11序列为：

5’-GAGCACCAUUGGAGUAGAGTT-3’， 小

干扰阴性对照组(si-negative control)siRNA序列

为：5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养及转染

　 　 H e L a 、 S i H a 细 胞 用 含 1 0 % 灭 活 的 F B S 
DMEM-1640培养液，于37 ℃、CO2体积分数为

5%的培养箱中培养，取对数生长期的细胞，用

0.25%胰酶消化、传代。

　 　 将 培 养 H e L a / S i H a 细 胞 分 为 2 组 ： s i - 
negative control组及小干扰Rab11 siRNA组。转

染前一天将HeLa/SiHa细胞接种于6孔板中，转

染时细胞融合达到60%~80%，按Lipofectamine 

TM2000说明书的步骤分别转染阴性对照组和

Rab11 siRNA组。

1.2.2　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　分组同细胞转染，HeLa/SiHa细胞在转染

48 h后，蛋白裂解液裂解细胞并提取总蛋白。

30 μg蛋白经SDS-PAGE胶分离后，转移至硝酸

纤维素膜上，5%脱脂奶粉封闭2 h，加入一抗，

4 ℃温育过夜，加入荧光二抗(1∶10 000稀释)室
温温育2 h。TBST洗膜后，曝光分析。

1.2.3　细胞侵袭能力检测

　　按BioCoat Matrigel invasion chamber试剂盒

说明书进行试验，显微镜下取6个不同的视野

(×200)进行计数，重复3次，计算侵袭细胞的平

均数。   

1.2.4　细胞迁移能力检测

　　待转染后细胞数达70%生长融合时，用

移液枪头沿培养板底部呈一字型划痕，用PBS
洗，换上无血清的培养基，分别于培养0、6、
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12、24和36 h时在倒置显微镜下(10×10)测量划

痕的宽度。细胞迁移率=(1-测量时划痕宽度/初
始划痕宽度)×100%。

1.2.5　细胞免疫荧光实验检测Rac1的定位改变

　　将两组转染后的细胞培养48 h的6孔板(铺

有盖玻片)从培养箱中取出，PBS洗后，4%多

聚甲醛固定20 min，0.5%TritonX-100处理细胞

10 min，2%BSA封闭l h，每个盖玻片上滴加

50 μL稀释好的一抗，置于4 ℃过夜，每个盖玻

片上加入50 μL左右稀释好的荧光二抗，室温温

育1 h，每孔加入染核试剂DAPI少许，室温下放

置5 min，加入封片剂封片，荧光显微镜下观察

拍照。

1.3　统计学处理

　　所有研究均设3份平行实验，采用SPSS 16.0
软件对上述结果进行分析，计量资料采用x±s表

示，组间两两比较采用t检验。P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　　果

2.1　Rab11 siRNA干扰后Rab11蛋白的抑制情

况

　　Western blot检测结果显示，在25×103 处有

灰色条带显示，Rab11蛋白在Rab11 siRNA组

的表达量明显低于si-negative control组(HeLa组

t=5.120，P＜0.01，SiHa组t=4.956，P＜0.01，

图1)。
2.2　Rab11 siRNA转染后细胞侵袭能力的检测

　　Transwell小室实验结果显示，与si-negative 
control组相比，转染Rab11 siRNA组HeLa/
SiHa细胞的侵袭能力明显下降，差异均有统

计学意义(HeLa组t=16.841，P＜0.01；SiHa组

t=18.244，P＜0.01，图2)。

图 1　Rab11 siRNA对于Rab11蛋白表达的影响

Fig. 1    Effect of Rab11 siRNA on Rab11 expression

图 2　Rab11 siRNA对宫颈癌HeLa/SiHa细胞侵袭能力的影响

Fig. 2    Effect of Rab11 siRNA on cervical cancer HeLa/SiHa cell invasion capacity
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2.3　Rab11 siRNA转染后细胞迁移能力的检测

　　细胞划痕损伤实验结果显示，Rab11 siRNA
组与si-negative control组相比，HeLa/SiHa细

胞的迁移能力明显降低(HeLa组24 h t=3.909，

P＜0.01，36 h t=2.997，P＜0.05，SiHa组24 h 
t=4.007，P＜0.01，36 h t=2.838，P＜0.05， 

图3)。
2.4　Rab11 siRNA干扰后Rac1、MMP2和

MMP9蛋白的表达情况

　　Western blot检测结果显示，在21×103、

72×103和92×103处有灰色条带显示，Rac1、

MMP2和MMP9蛋白在Rab11 siRNA组的表达量

明显低于si-negative control组(Rac1蛋白HeLa组

t=8.794，P<0.01，SiHa组t=15.650，P<0.01；

MMP2蛋白HeLa组t=5.634，P<0.01，SiHa组

t=4.391，P<0.05；MMP9蛋白HeLa组t=3.430，

P<0.05，SiHa组t=4.082，P<0.05，图4)。
2.5　转染Rab11 siRNA对宫颈癌细胞骨架蛋白

Rac1定位的影响

　　Rab11 siRNA组与si-negative control组相

比，分布在细胞周围的红色荧光强度降低，集

中在细胞膜前端上的红色荧光明显减少(红色荧

光为分布在细胞膜上的Rac1蛋白，蓝色荧光为

细胞核DAPI 染色，图5)。

图 3　Rab11 siRNA对宫颈癌HeLa/SiHa细胞迁移能力的影响

Fig. 3    Effect of Rab11 siRNA on cervical cancer HeLa/SiHa cell  migration capacity

图 4　Rab11 siRNA对宫颈癌HeLa/SiHa细胞中Rac1、MMP2和MMP9蛋白表达的影响

Fig. 4    Effect of  Rab11 siRNA on Rac1, MMP2 and MMP9 expression in human cervical cancer HeLa/SiHa cell
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3　讨　　论

　　全世界范围内，宫颈癌占女性肿瘤发病率

的第5位，占女性肿瘤死亡率的第4位［10］。近10

年宫颈癌发病率不断增高，尤其是亚洲发展中

国家。宫颈癌患者的预后与肿瘤的侵袭、转移

密切相关，远处转移已成为提高患者生存率的

主要障碍。深入研究宫颈癌的迁移、侵袭机制

对于改善宫颈癌患者的总体预后水平起着至关

重要的作用。

　　Rab11是Rab小分子GTP酶家族的一个亚家

族成员，在内吞再循环过程中，Rab11作为关

键调节因子，参与调节再循环内体的形成、运

输，并引导携带受体的膜泡锚定于质膜之上，

实现了受体和脂质的循环利用［11］。Rab11基因

在乳腺癌、食管癌及皮肤癌等肿瘤中高表达，

并在部分肿瘤的侵袭转移过程中起着重要作 

用［12-14］。然而，Rab11在宫颈癌细胞中的研究

目前报道甚少。本研究采用siRNA技术，转染

宫颈癌HeLa/SiHa细胞，经Western blot证明沉默

效果的基础上，细胞划痕实验显示，Rab11下调

表达24和36 h后，HeLa/SiHa细胞的迁移能力明

显下降；Transwell实验显示，HeLa/SiHa细胞的

侵袭能力明显下降，与未下调组相比，差异均

有统计学意义。

　　Rac1是Rho家族Rac亚家族的成员。在细

胞的迁移过程中，Rac1是形成含丰富肌动蛋白

的膜上褶皱所必需的，这种褶皱被称为板状伪

足，它被认定为引导细胞迁移和细胞运动的驱

动力［6］。近年研究表明，Rac1在结肠癌、胃癌

(×200)

图 5　免疫荧光法检测Rab11 siRNA对宫颈癌细胞Rac1定位的影响

Fig. 5    Immunoflorescence analysis of Rac1 localization in human cervical cancer cell transiently transfected withRab11 siRNA
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和肺癌组织中的表达明显升高，且与其侵袭、

转移密切相关［7］。Liu等［15］发现，干涉HeLa
和SiHa细胞中Rab5a基因的内源性表达后，活化

的Rac1水平下调，肿瘤细胞侵袭能力降低，证

明Rac1与宫颈癌的侵袭迁移密切相关。Rab11
与Rab5同属于Rab小分子GTP酶家族的成员，其

作用有所不同，Rab11主要作用是调节细胞的囊

泡运输，Rab5主要负责调控胞吞泡与早期内体

的融合。同时有研究显示，在肺癌细胞中，下

调Rab11后Rac1蛋白表达量显著降低［14］。本实

验通过Western blot检测，在HeLa/SiHa细胞转染

Rab11 siRNA后，与对照组相比，Rac1蛋白的表

达明显降低，进一步证实了Rab11能够调控Rac1
蛋白的表达。有研究提示，Rac1的高度表达可

破坏钙黏蛋白依赖的细胞连接，并通过调节肌

动蛋白丝的聚合重组改变细胞的形态表型，增

强细胞的迁移侵袭能力［16］。细胞免疫荧光实

验发现，转染组与对照组比较，细胞免疫荧光

强度减弱，Rac1的表达受到抑制，使细胞骨架

重构，在细胞运动前端的胞膜下Rac1蛋白聚

集减少，进而抑制片状伪足的形成及膜的多极

化，抑制肿瘤细胞，最终抑制宫颈癌细胞的迁

移、侵袭。有文献报道，在集体细胞迁移过程

中，Rab11调控酪氨酸激酶的下游分子Rac1来

控制膜突蛋白的活性以调节细胞间信息传递，

本研究结果与之相符［8, 17］。在肿瘤细胞分泌的

MMP中，MMP2和MMP9是最主要的降解型胶

原酶，在肿瘤的新生血管形成、肿瘤细胞的浸

润和转移灶的形成过程中均起重要作用。本实

验通过Western blot检测结果显示，与未下调组

相比，转染组MMP2与MMP9蛋白表达降低，提

示Rab11可以通过调控宫颈癌HeLa/SiHa细胞中

MMP2、MMP9蛋白的表达来影响细胞的侵袭、

迁移。

　　目前有关Rab11基因与宫颈癌侵袭迁移关

系的研究鲜有报道。本研究结果显示，在宫颈

癌HeLa/SiHa细胞中，通过RNA干扰使Rab11
基因表达沉默，进而对宫颈癌细胞的恶性行为

产生抑制作用，这种抑制作用是通过对细胞中

Rac1、MMP2和MMP9蛋白表达下调和对Rac1

蛋白位置的改变而引发肿瘤细胞性状改变，从

而抑制其转移能力。

　　综上所述，siRab11对宫颈癌HeLa/SiHa细胞

的迁移、侵袭有较好的抑制作用，为进一步开

展宫颈癌分子靶向治疗奠定了基础，为降低宫

颈癌患者的远处转移率提供了理论依据。为更

好地了解Rab11基因在宫颈癌发生、发展中的作

用，有必要进一步研究Rab11与其他调节侵袭、

迁移相关基因之间的关系和体内试验的进一步

证实。
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肿瘤治疗规范及放疗进展2016年上海学习班通知
　　由上海医学会肿瘤放射治疗专科分会主办、复旦大学附属肿瘤医院承办的肿瘤治疗规范及放疗进展

2016年上海学习班，将于2016年8月10—12日在上海举办。会议将系统介绍常见恶性肿瘤的治疗规范及放

疗进展。学习班主要面向高年住院医师和主治医师。学习班将邀请华东区域放疗专家共同参与教学。课程

内容计划如下，请有意参会人员就自己感兴趣内容予以反馈。我们将根据大家的意愿对授课内容做适当调

整，真诚欢迎全国的放疗同道积极参与。          

1.	 质子和重离子放疗

2.	 原发性肝癌治疗规范

3.	 肺癌治疗规范及放疗进展

4.	 食管癌治疗规范及放疗进展

5.	 胃癌治疗规范及放疗进展

6.	 直肠癌治疗规范及放疗进展

7.	 鼻咽癌治疗规范及放疗进展

8.	 喉癌综合治疗进展

9.	 儿童肿瘤的放射治疗

10.	 Ⅳ期恶性肿瘤的放射治疗

 

举办地点：上海市东安路270号，复旦大学附属肿瘤医院 

注册费用：800元，食宿自理(2016年8月10日—8月12日，上海利园国际大酒店会议价，标准间每日560元)

学　　分：国家级医学继续教育Ⅰ类学分10分

电子邮件：liyunhai@csco.org.cn

纸质邮件：上海市东安路270号，复旦大学附属肿瘤医院放疗科 王祥洪 收，邮编 200032

（为保证学员住宿，请预先确定，建议用电子邮件或电话联系）

报到日期：2016年8月10日下午1点至晚上8点(本市学员可在11日上午会场注册)

报到地点：上海市东安路255号上海利园国际大酒店一楼大厅(复旦大学附属肿瘤医院对面)

会议地点：上海市东安路270号复旦大学附属肿瘤医院2号楼5楼小会议厅

联系人及电话：王祥洪 13621674393　秦　娟 18017312097

　　　　　　　李云海 13524251746　倪　明 18017312662

         上海市医学会肿瘤放疗专科分会                                                     

        

11.	 乳腺癌治疗规范及放疗进展

12.	 淋巴瘤诊治进展

13.	 前列腺癌治疗规范及放疗进展

14.	 放射治疗物理新技术

15.	 常见组织器官的放疗物理剂量限制值

16.	 宫颈癌内外联合照射治疗方案的剂量学评估

17.	 临床放射生物学进展

18.	 实体恶性肿瘤的立体定向放射治疗

19.	 以放疗为基础的多学科综合治疗理论基础和临床应用

20.	 基因检测、液态活检等新进展

阚岩岩，等.　下调Rab11基因对宫颈癌HeLa/SiHa细胞侵袭迁移的影响及机制探讨


