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摘要:[目的]探讨 RAB1A在食管鳞状细胞癌患者中的表达及其临床意义。[方法]采用实时荧光定量PCR检

测课题组2013~2015年收集的126例确诊食管鳞状细胞癌患者的癌组织及对应癌旁正常组织中 RAB1A 的表达

量,并根据其表达量高低分为高表达组和低表达组;分析 RAB1A表达量与食管鳞状细胞癌患者临床特征、生存期

之间的关系;通过过表达 RAB1A的表达后检测其对食管鳞状细胞癌细胞系增殖、迁移和侵袭能力的影响。[结果]

RAB1A在食管鳞状细胞癌组织中表达量高于对应癌旁正常组织(0.0113±0.0194vs.0.0071± 0.0098,P=
0.0123);RAB1A高表达与食管鳞状细胞癌患者家族肿瘤史(P=0.002)、饮酒(P=0.005)、体质指数(P=0.001)、

分期(P=0.024)、淋巴结转移(P<0.001)、远端转移(P<0.001)及分化程度(P<0.001)相关;RAB1A 高表达与

食管鳞状细胞癌患者生存期明显缩短(P<0.001)。RAB1A 过表达后促进食管鳞状细胞癌细胞增殖(F=151.9,

P<0.001)、transwell迁移(100.4±14.2vs.51.2±10.6,P=0.009)、划痕实验迁移距离[(655.0±43.9)μmvs.
(320.7±115.2)μm,P=0.0003]和transwell侵袭(79.2±13.4vs.46.2±17.6,P=0.0014)。[结论]RAB1A 在

食管鳞状细胞癌中高表达,且高表达将缩短食管鳞状细胞癌患者生存期,过表达 RAB1A能够促进食管鳞状细胞癌

细胞增殖、迁移和侵袭能力。
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Abstract:[Objective]TodetecttheexpressionandclinicalvalueofRAB1Ainpatientswithesophageal
squamouscellcarcinoma(ESCC).[Methods]Real-timequantitativePCR(RT-PCR)wasusedtodetectthe
expressionlevelofRAB1Aincancertissuesandadjacentnormaltissuesof126patientsdiagnosedwithES-
CCwhichwerecollectedfrom2013to2015bytheresearchgroup,theexpressionlevelwasdividedinto
highexpressiongroupandlowexpressiongroupaccordingtotheexpressionlevel.Therelationshipbe-
tweenRAB1AexpressionandclinicalcharacteristicsandsurvivalofpatientswithESCCwereanalyzed,the
effectofRAB1Aoverexpressionontheproliferation,migrationandinvasionabilityofesophagealsquamous
cellcarcinomalineswasdetected.[Results]RAB1AwasupregulatedinESCCcancertissuesthanthatinad-
jacentnormaltissues(0.0113±0.0194vs.0.0071±0.0098,P=0.0123),anditshighexpressionwascor-
relatedwiththefamilyhistoryofcancer(P=0.002),alcoholdrinking(P=0.005),BMI(P=0.001),clini-
calstage(P=0.024),lymphnodemetastasis(P<0.001),distalmetastasis(P<0.001),andpathologic
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type(P<0.001).ThepatientswithahigherRAB1Aexpressionlevelhadashorteroverallsurvivalrate
(P<0.001).OverexpressionofRAB1ApromotesproliferationofESCCcelllines(F=151.9,P<0.001),

andpromotesESCCcelllinesmigration(100.4±14.2vs.51.2±10.6,P=0.009)intrans-wellassay,
(655.0±43.9)μmvs.(320.7±115.2)μm,P=0.0003)inwoundhealingassay,andinvasion(79.2±13.4
vs.46.2±17.6,P=0.0014).[Conclusion]RAB1A washighlyexpressedinESCC,higherexpressionof
RAB1AshortstheoverallsurvivalrateofESCCpatients.UpregulatetheexpressionlevelofRAB1Apro-
motesESCCcelllinesproliferation,migrationandinvasion.

Keywords:esophagealsquamouscellcarcinoma;RAB1A;survival

　　食管癌(esophagealcarcinoma,EC)是一种常见

的消化道肿瘤,也是全球高发的癌症类型之一,其
中,南美洲、西欧国家以及中国是发病率最高的几个

地区[1-3]。食 管 癌 分 为 鳞 状 细 胞 癌 (esophageal
squamouscellcarcinoma,ESCC)、腺 癌 和 小 细 胞

癌[4],其中ESCC是我国食管癌最主要的病理类型,
其比例占食管癌比例总数的85%,近年来得到越来

越多的关注[5-6]。虽然目前医学科研及取得了较大

进步,ESCC的诊断和治疗方面也取得了一些进展,
但是ESCC患者的5年生存率却没有得到显著提

高[7-8]。因此,寻找 ESCC新的治疗措施、诊断和治

疗的生物标志物,探讨 ESCC细胞转移和侵袭的机

制对延长ESCC患者生存时间和改善预后具有重要

意义[9]。目前,有较多文献报道 RAB1A在肿瘤,如
子宫颈癌[10]、结肠癌[11-13]、前列腺癌[1-15]中发挥致

癌基因的作用,能够促进肿瘤转移、侵袭。但是,尚
未见到RAB1A在食管癌中有何作用的报道。本研

究探讨RAB1A在食管癌中的表达模式及其对预后

的影响,并通过实验验证 RAB1A 能否通过促进

ESCC细胞转移和侵袭能力来促进ESCC的发生和

发展,为ESCC的诊断和治疗提供新的思路。

1　资料与方法

1.1　一般资料

本研究所用到的126例ESCC组织及对应的癌

旁正常组织标本均为2013年1月~2015年3月收

集于我院,追踪随访时间5~57个月,中位随访时间

17个月,且均有追踪随访资料。男92例,女34例,
平均年龄(56.76±11.72)岁。患者相互之间不存在

血缘关系,详细信息见表1。本研究经我院伦理委

员会审核通过。

1.2　qPCR
采用 TRIzol法提取肿瘤组织及对应癌旁正常

组织totalRNA,并使用 TAKARA 反转录试剂盒

(PrimeScriptRTreagentKitwithgDNAEraser)
反转录制备cDNA 文库;使用 ABI7900HTPCR
仪进 行 实 验,qPCR mix 选 用 SYBR GreenPCR

MasterMix,反应体系根据其说明书配置,结果采用

2-ΔΔCt 法进行分析;使用 ACTB作为内参基因,基因

相对表达量以癌组织表达量高于对应癌旁正常组织

为高表达,反之为低表达。

1.3　细胞培养及转染

Eca-109细胞使用含10%胎牛血清的 RPMI-
1640培养基,37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养。
通过在ESCC细胞系中过表达 RAB1A 后检测 ES-
CC细胞 Eca-109增殖、迁移和集落形成能力的变

化,以期揭示 RAB1A 在 ESCC中所起作用。本研

究通过购买 Lipofectamine3000转染试剂进行转

染,根据其说明书进行操作。瞬时转染使用订购于

易锦生物技术有限公司的RAB1A过表达质粒。

1.4　MTT实验

本实验通过检测 RAB1A过表达后ESCC细胞

增殖速度的差异来推断RAB1A 对ESCC细胞增殖

的影响。如RAB1A过表达后增殖速度较空白对照

升高,则可推断 RAB1A 能够促进 ESCC细胞系增

殖。取转染后细胞处于对数生长期时消化接种于

96孔细胞培养板中,每孔按300个细胞/孔的密度

接种,每组设置5个平行孔。按厂家说明书配置

MTT试剂(北京智杰方远公司)连续观测0h,24h,

48h,72h,96h 细胞在 450nm 下的 吸 光 度 值

(OD),吸光度值越高则细胞越多。

1.5　transwell实验

本研究采用transwell迁移实验检测 RAB1A
过表达后对ESCC细胞迁移能力的影响,如过表达

RAB1A后迁移细胞数量较空白对照组低,则表示

RAB1A能够促进ESCC细胞系的迁移能力。取转

染后细胞处于对数生长期时消化接种于8μm 小室

(CORNING)中,每孔20000个细胞,每组设置3个

平行孔。待接种后48h后使用甲醛固定、使用结晶

紫染液染色后使用倒置显微镜随机选取5个视野拍

照,计数。
侵袭实验操作步骤同迁移实验,但使用的小室

为预先铺设基质胶的小室。
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表1　RAB1A表达水平与ESCC患者

临床特征之间的关系 例(%)

临床特征
低表达

(n=48)
高表达

(n=78) χ2 P

年龄/岁 2.790 0.095

　<60 37(77.1) 49(62.8)

　≥60 11(22.9) 29(37.2)

性别 0.187 0.665

　女 14(29.2) 20(25.6)

　男 34(70.8) 58(74.4)

家族肿瘤史 9.429 0.002

　无 47(97.9) 61(78.2)

　有 1(2.1) 17(21.8)

吸烟史 0.538 0.463

　无 26(54.2) 37(47.4)

　有 22(45.8) 41(52.6)

饮酒史 8.008 0.005

　无 27(56.2) 24(30.8)

　有 21(43.8) 54(69.2)

体质指数 14.441 0.001

　<20 7(14.6) 33(42.3)

　20~28 24(50.0) 35(44.9)

　>28 17(35.4) 10(12.8)

临床分期 7.488 0.024

　Ⅰ 21(43.8) 17(21.8)

　Ⅱ 8(16.7) 24(30.8)

　Ⅲ 19(39.6) 37(47.4)

T 4.271 0.234

　T1 5(10.4) 3(3.8)

　T2 12(25.0) 16(20.5)

　T3 20(41.7) 30(38.5)

　T4 11(22.9) 29(37.2)

N 21.504 <0.001

　0 20(41.7) 13(16.7)

　1 21(43.8) 22(28.2)

　2 7(7) 43(55.1)

M 12.736 <0.001

　0 31(64.6) 25(32.1)

　1 17(35.4) 53(67.9)

分化程度 16.783 <0.001

　低度分化 22(45.8) 13(16.7)

　中度分化 19(39.6) 31(39.7)

　高度分化 7(14.6) 34(43.6)

1.6　划痕实验

实验前1天用记号笔于12孔细胞培养板背面

划5条平行直线,紫外消毒灭菌后置于无菌环境备

用。第2天将处于对数生长期的细胞消化传代培养

于提前准备好的12孔细胞培养板中,细胞密度为

1×105 个/mL,共转染后4h后,用10mL移液枪

头垂直于12孔细胞培养板背面横线划痕。用磷酸

盐缓冲液洗涤3次,加入不含胎牛血清的培养液继

续培养24h,分别于0时、24时于倒置荧光显微镜

下每孔随机选取3个视野拍照、记录并统计。

1.7　统计学处理

采用配对t 检验分析 RAB1A 表达水平的差

异,采用χ2 检验分析 RAB1A表达水平和ESCC患

者临床特征之间的关系,采用 K-M 法绘制ESCC患

者生存曲线,用Log-rank检验不同RAB1A表达水

平患者生存时间的差异。使用独立t检验分析不同

RAB1A表达水平细胞迁移能力差异;采用重复测

量的方差分析方法分析不同 RAB1A 表达水平细胞

增殖能力的差异(MTT实验)。使用SPSS13.0软

件进行统计分析,所有检验均为双侧检验,α=0.05,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　RAB1A在ESCC组织中高表达

本次研究中,我们采用qPCR 检测了所有126
对 ESCC 癌-癌 旁 正 常 组 织,发 现 RAB1A 在 78
(61.9%)对癌组织中高表达,48(38.1%)对癌组织

中低表达(见表1);癌组织中的表达量显著高于对

应癌 旁 正 常 组 织 达 1.58 倍 (0.0113±0.0194
vs.0.0071±0.0098,P=0.0123,见图1)。

图1　RAB1A在ESCC组织中高表达

2.2　RAB1A 表达水平与 ESCC患者临床特征之

间的关系

分析RAB1A表达水平与ESCC患者临床特征

之间的关系可见,RAB1A 高表达与 ESCC患者家

族肿瘤史、饮酒史、体质指数、肿瘤临床分期、是否淋

巴结转移、是否远端转移及肿瘤分化程度有关。见

表1。
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2.3　RAB1A 高表达与 ESCC 患 者 生 存 期 缩 短

相关

通过进一步分析 RAB1A表达量与ESCC患者

生存 随 访 资 料 之 间 的 关 系,将 本 研 究 患 者 分 为

RAB1A高表达组和低表达组,使用 Kaplan-Meier
法进行生存分析,使用Log-rank检验2组间生存率

的差异,结果显示,RAB1A 低表达组中位生存时间

为39.0个月,高表达组中位生存时间为31.0个月,
组间总生存率(overallsurvival,OS)差异有统计学

意义,RAB1A高表达组 OS明显低于 RAB1A 低表

达组(χ2=5.92,P=0.015),见图2。

图2　RAB1A高表达患者生存期缩短

2.4　过表达RAB1A促进ESCC细胞增殖

通过 MTT实验验证过表达 RAB1A 后对 ES-
CC细胞增殖能力的影响。通过重复测量的方差分

析(F=151.9,P<0.001),结果显示:当细胞增殖

48h以后,过表达组细胞系增殖能力明显较对照组

细胞系强,增殖速度升高。
转染 后 0h,24h,48h,72h,96h 分 别 在

450nm 下的吸光度值(OD 值),分别为:0.314±
0.026vs.0.312±0.008(0h,P>0.05);0.334±
0.027vs.0.293±0.014(24h,P>0.05);0.506±
0.026vs.0.407±0.033(48h,P=0.002);0.629±
0.051vs.0.458±0.051(72h,P=0.001);0.834±
0.067vs.0.601±0.029(96h,P<0.001),见图3。

通过以上数据可见在细胞生长达到平台期以前,

RAB1A能够明显促进ESCC细胞的增殖。

与对照组比较,1)P<0.05。

图3　RAB1A过表达促进ESCC细胞系增殖

2.5　过表达RAB1A促进细胞迁移

我们 通 过 Transwell迁 移 实 验 验 证 过 表 达

RAB1A后对ESCC细胞迁移能力的影响。通过染

色后显微镜下拍照(200倍)计数后分析发现:过表

达组ESCC细胞迁移细胞数量明显较对照组细胞增

加:[(100.4±14.2)个vs.(51.2±10.6)个,P=
0.009],见图4A、B。

另外,我们通过划痕实验验证过表达 RAB1A
后对ESCC细胞迁移能力的影响。划痕48h后,通
过比较0h划痕宽度,分析发现:过表达组ESCC细

胞迁移距离明显较对照组细胞远:[过表达组vs. 对

照组(655.0±43.9)μmvs.(320.7±115.2)μm,

P=0.0003],见图4C、D。

2.6　过表达RAB1A促进细胞侵袭

我们 通 过 Transwell侵 袭 实 验 验 证 过 表 达

RAB1A后对ESCC细胞侵袭能力的影响。通过染

色后显微镜下拍照(200倍)计数后分析发现:过表

达组ESCC细胞侵袭细胞数量(个)明显较对照细胞

增加[(79.2±13.4)个vs.(46.2±17.6)个,P=
0.0014],见图5。

图4　过表达 RAB1A促进细胞迁移(×200)
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图5　过表达 RAB1A促进细胞侵袭(×200)

3　讨论

食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤,根据世界

卫生 组 织 (WHO)下 属 国 际 癌 症 研 究 组 织 估

计[16-17],2018年将有57.20万新发病例,以及50.90
万死亡病例,且约70%病例为男性患者。根据国家

肿瘤研究中心预测[18-19],我国2015年食管癌新发病

例约47.79万例,死亡病例37.50万例。我国85%
食管癌患者病理类型为ESCC[5],ESCC给我国造成

的疾 病 负 担 仍 然 较 重[19-20]。近 年 来 研 究 发 现,

RAB1A 基 因 在 多 种 肿 瘤 中 发 挥 癌 基 因 效 应:

RAB1A通过在应激条件下拮抗热休克同源蛋白

(Heatshockcognateprotein)Hsc70的作用使癌细

胞能够在应激条件下存活[11];RAB1A 在肠癌中高

表达,且与 mTORC1激活和 mTOR抑制因子敏感

性有关[12-13]。这些证据都表明 RAB1A 可以作为一

个潜在的肿瘤相关诊断和治疗的生物标志物[21]。

RAB1A定位于人类染色体2q14,目前已有较

多文献报道显示 RAB1A 与肿瘤的发生和发展相

关[22-24],但是尚未见到其在 ESCC中的报道所起作

用的报道。本研究是首次对 RAB1A 在ESCC中所

起作用和临床意义进行探讨,通过大样本临床标本

检测RAB1A的表达量,我们发现RAB1A在ESCC
患者肿瘤组织中的表达量显著高于对照组,其高表

达与ESCC患者生存期缩短,侵袭和转移等呈正相

关,提示RAB1A 可以作为 ESCC患者预后的生物

标志物。在功能方面,我们通过过表达技术在 ES-
CC细胞系中过表达 RAB1A 后检测 ESCC细胞系

生物学功能的改变,发现过表达 RAB1A 后能够促

进肿瘤细胞迁移和侵袭,且能够明显促进肿瘤细胞

增殖,据此我们推断 RAB1A 在 ESCC中发挥致癌

基因作用。
尽管以上证据表明 RAB1A在ESCC中起到促

进肿瘤发生和发展的作用,但是本研究仅发现人群

关联和简单的功能验证,缺乏 RAB1A 致癌的机制

研究,其导致ESCC发生和发展的机制尚不明确,有
待进步研究。
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