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摘要: 目的 观察子宫内膜癌组织中人 ＲalA 结合蛋白 1 ( ＲLIP76) 的表达变化，以及沉默 ＲLIP76 基因表达后

对子宫内膜癌细胞凋亡的影响。方法 ①子宫内膜癌组织中 ＲLIP76 表达观察: 采用免疫组化法检测 58 例份子宫

内膜癌组织、40 例份子宫内膜不典型增生组织和 40 例份正常子宫组织中的 ＲLIP76，分析 ＲLIP76 表达与子宫内膜

癌临床病理参数的关系。②ＲLIP76 对子宫内膜癌细胞凋亡影响观察: 培养人子宫内膜癌 Ishikawa 细胞，分为

ＲLIP76 抑制组、阴性对照组和空白对照组，ＲLIP76 抑制组转染 ＲLIP76 siＲNA，阴性对照组转染对照 siＲNA，空白对

照组不做处理、常规培养; 凋亡检测试剂盒检测凋亡细胞，Western blotting 法检测细胞中的 Survivin、Caspase-3、
Caspase-9 蛋白。结果 子宫内膜癌组织、子宫内膜不典型增生组织和正常子宫内膜组织中 ＲLIP76 阳性表达率分

别为 81． 0% ( 47 /58) 、52． 5% ( 21 /40) 、22． 5% ( 9 /40) ，ＲLIP76 在子宫内膜癌组织中的表达阳性率高于子宫内膜不

典型增生组织和正常子宫内膜组织( P 均 ＜ 0． 05 ) 。ＲLIP76 表达与子宫内膜癌患者淋巴结转移有关 ( P ＜ 0． 05 ) 。
ＲLIP76 抑制组、阴性对照组、空白对照组细胞凋亡率分别为 33． 72% ± 3． 25%、14． 14% ± 3． 19%、13． 98% ±
2． 97% ，ＲLIP76 抑制组细胞凋亡率高于阴性对照组、空白对照组( P 均 ＜ 0． 05) 。结论 ＲLIP76 蛋白在子宫内膜癌

组织中高表达; 沉默 ＲLIP76 基因表达后，子宫内膜癌细胞凋亡增多，推测 ＲLIP76 可能通过上调凋亡抑制因子表

达、抑制凋亡相关基因表达参与子宫内膜癌的发生发展。
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子宫内膜癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其

发病机制尚未完全明确，但具有恶性程度高、侵袭力

强等特点，患者预后较差［1］。人 ＲalA 结合蛋白 1
( ＲLIP76) 是 Ｒas 超家族成员，定位于人 18 号染色

体 p11． 3，可作为膜蛋白转运体调控细胞内过氧化

脂质体水平，亦可与 Ｒal、Hsf-1 等结合而活化相应

信号 通 路，调 控 细 胞 增 殖、分 化 及 凋 亡［2］。有 研

究［3］指出，ＲLIP76 与恶性肿瘤的发生、进展有关，下

调 ＲLIP76 表达可抑制肿瘤细胞侵袭，导致细胞周期

阻滞［4］。本研究观察了子宫内膜癌组织中 ＲLIP76
的表达变化，并利用 ＲNA 干扰技术沉默 ＲLIP76，探

讨其在子宫内膜癌细胞凋亡中的作用，以期为临床

实践提供基础资料。
1 材料与方法

1． 1 子宫内膜癌组织及细胞 2011 年 2 月 ～ 2014
年 3 月手术切除的子宫内膜癌标本 58 例份，患者年

龄 28 ～ 72( 48． 5 ± 9． 3 ) 岁，病理分级Ⅰ级 38 例、Ⅱ
级 12 例、Ⅲ级 8 例，FIGO 分期Ⅰ期 46 例、Ⅱ期 8
例、Ⅲ期 3 例、Ⅳ期 1 例，患者术前均未行放化疗治

疗。选择同期手术切除的子宫内膜不典型增生标本

40 例份和正常子宫组织标本 40 例份。所有留取组

织标本均保存于 － 70 ℃ 冰箱备检。人子宫内膜癌

Ishikawa 细胞株由上海美轩生物科技有限公司提

供，置于 DMEM/F12 培养液中( 含 10% 胎牛血清) ，

在含 5% CO2 的 37 ℃恒温培养箱中培养。
1． 2 子宫内膜癌组织中 ＲLIP76 表达观察 取组织

标本石蜡固定后切片，常规脱蜡水化，高温高压下抗

原修复，用 3% H2O2 室温下处理 15 min，加入封闭

液。加入兔抗人 ＲLIP76 单克隆抗体 ( 购自上海麦

仓生物科技有限公司) ，室温孵育 60 min。DAB 显

色，中性树脂封片，用兔抗 IgG 替代一抗作为阴性对

照，显微镜下观察。结合阳性细胞百分比和染色强

度判定结果: 阳性细胞百分比为 0 计 0 分，≤10% 计

1 分，＞ 10% ～ 25% 计 2 分，＞ 25% ～ 50% 计 3 分，

＞ 50%计 4 分; 细胞质无染色计 0 分，淡黄色计 1
分，棕黄色计 2 分，棕褐色计 3 分; 两项评分之和≤2
分为阴性，≥3 分为阳性。
1． 3 ＲLIP76 对子宫内膜癌细胞凋亡影响观察

1． 3． 1 子宫内膜癌细胞分组及 ＲLIP76 siＲNA 转染

ＲLIP76 siＲNA 和阴性对照 siＲNA 序列由上海生
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工公司设计，序列分别为 5'-GACUCCAGUGGUAAU-
CUACTT-3'、 5'-GUAGAUUACCACUGGAGUCTT-3'，
分别合成重组质粒 pＲNAT-ＲLIP76、pＲNAT-neg。转

染前 24 h 将细胞按 5 × 105 /mL 接种于 6 孔板，待细

胞融合度达 80%，用 LipofectamineTM 2000 分别转染

pＲNAT-ＲLIP76 ( ＲLIP76 抑制组) 和 pＲNAT-neg ( 阴

性对照组) ，以不做处理、常规培养的细胞作为空白

对照组。将细胞板置于 5% CO2 培养箱中 37 ℃ 下

培养，每 5 h 更换 1 次培养基。采用 real-time PCＲ
法 检 测 ＲLIP76 mＲNA，ＲLIP76 抑 制 组 细 胞 中

ＲLIP76 mＲNA 相对表达量低于阴性对照组及空白

对照组，说明 ＲLIP76 siＲNA 转染成功。
1． 3． 2 凋亡细胞检测 各组细胞转染 48 h 后，加

入胰酶消化、离心，取 1 × 106 /mL 细胞重悬于缓冲

液中，取 100 μL 细胞悬液，加入 Annexin V-FITC 5
μL 和碘化丙啶 10 μL，摇匀后室温下暗室培养 20
min，取出即刻用流式细胞仪检测凋亡细胞。
1． 3． 3 细胞中 Survivin、Caspase-3、Caspase-9 蛋白

检测 转染 48 h 后取各组细胞，用细胞裂解液裂解

后提取总蛋白进行 Western blotting 检测。取 50 μg
蛋白行 SDS-PAGE 电泳并电转至 PVDF 膜上，室温

封闭 60 min，分别将不同一抗［兔抗人 Survivin 单克

隆 抗 体 ( 1 ∶ 200 ) 、兔 抗 Caspase-3 单 克 隆 抗 体

( 1∶ 500) 、小鼠抗 Caspase-9 单克隆抗体( 1∶ 500) ］加

入，4 ℃过夜孵育，加入二抗，37 ℃下反应 120 min，

ECL 试剂盒显色，用双色红外荧光扫描系统分析，获

得目的蛋白相对表达量。
1． 4 统计学方法 采用 SPSS21． 0 软件进行统计处

理。计量资料以 珋x ± s 表示，多组比较采用单因素方

差分析; 计数资料比较采用 χ2 检验。P ＜ 0． 05 为差

异有统计学意义。
2 结果

2． 1 子宫内膜癌组织中 ＲLIP76 表达及其与肿瘤临

床病理参数的关系 子宫内膜癌组织、子宫内膜不

典型增生组织和正常子宫内膜组织中 ＲLIP76 阳性

表达率 分 别 为 81． 0% ( 47 /58 ) 、52． 5% ( 21 /40 ) 、
22． 5% ( 9 /40) ，ＲLIP76 在子宫内膜癌组织中的阳性

表达率高于子宫内膜不典型增生组织和正常子宫内

膜组织( P 均 ＜ 0． 05 ) 。ＲLIP76 表达与子宫内膜癌

患者淋巴结转移有关( P ＜ 0． 05) 。见表 1。
2． 2 各组子宫内膜癌细胞凋亡情况 ＲLIP76 抑制

组、阴 性 对 照 组、空 白 对 照 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为

33． 72% ± 3． 25%、14． 14% ± 3． 19%、13． 98% ±
2． 97%，ＲLIP76 抑制组细胞凋亡率高于阴性对照

组、空白对照组( P 均 ＜ 0． 05) 。详见图 1。

表 1 ＲLIP76 表达与子宫内膜癌临床病理参数的关系

临床病理参数 n
ＲLIP76 阳性

例 %

年龄( 岁)

≥50 37 31 83． 8
＜ 50 21 16 76． 2

病理分级

Ⅰ级 38 30 78． 9
Ⅱ、Ⅲ级 20 17 85． 0

FIGO 分期

Ⅰ期 46 37 80． 4
Ⅱ ～Ⅳ期 12 10 83． 3

组织学分级
G1 16 13 81． 2
G2 28 24 85． 7
G3 14 10 71． 4

淋巴结转移

有 41 36 87． 8
无 17 11* 64． 7

注: 与有淋巴结转移者相比，* P ＜ 0． 05。

注: A 为 ＲLIP76 抑制组，B 为阴性对照组，C 为空白对照组。

图 1 各组子宫内膜癌细胞凋亡情况

2． 3 各组子宫内膜癌细胞中 Survivin、Caspase-3、
Caspase-9 蛋白表达比较 ＲLIP76 抑制组 Survivin
蛋白相对表达量低于阴性对照组和空白对照组，

Caspase-3、Caspase-9 蛋白相对表达量高于阴性对照

组和空白对照组( P 均 ＜ 0． 05) 。详见表 2。
表 2 各组子宫内膜癌细胞中 Survivin、Caspase-3、

Caspase-9 蛋白表达比较(珔x ± s)

组别 Survivin 蛋白 Caspase-3 蛋白 Caspase-9 蛋白

ＲLIP76 抑制组 0． 51 ± 0． 13 0． 91 ± 0． 35 0． 95 ± 0． 27

阴性对照组 0． 87 ± 0． 21* 0． 63 ± 0． 16* 0． 74 ± 0． 11*

空白对照组 0． 81 ± 0． 19* 0． 65 ± 0． 14* 0． 72 ± 0． 09*

注: 与 ＲLIP76 抑制组相比，* P ＜ 0． 05。

3 讨论

近年来，子宫内膜癌发病率不断升高且呈低龄

化趋势［5］，虽然诊疗手段得到进步和发展，但患者 5
年生存率仍处于较低水平［6］。研究［7］表明，肿瘤细

胞侵袭、转移是子宫内膜癌患者预后较差的主要原

因。ＲLIP76 是 Ｒal 结合蛋白，在调控细胞生长、迁

移、分裂和凋亡中发挥重要作用，主要表达于乳腺、
心脏、肝脏和红细胞中，在脑组织及结肠组织中表达

较少［8］。ＲLIP76 在肿瘤组织中表达异常增高，是

PI3K /Akt、Ｒacl-JNK 等多种信号通路的关键性调控

因子，而这些信号通路在肿瘤细胞增殖、迁移中发挥
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重要作用［9］。研究［10，11］表明，ＲLIP76 在卵巢癌、肺

癌等恶性肿瘤组织中高表达。潘海霞等［12］抑制小

细胞肺癌 H69 细胞株中 ＲLIP76 表达后，发现细胞

对化疗药物敏感性增强，认为 ＲLIP76 可能参与了小

细胞肺癌多药耐药的产生，可作为小细胞肺癌化疗

敏感性和临床预后的参考指标。
本研究观察了子宫内膜癌组织中 ＲLIP76 的表

达变化，发现 ＲLIP76 在子宫内膜癌组织中的阳性表

达率高于子宫内膜不典型增生组织和正常子宫内膜

组织，且 ＲLIP76 表达与子宫内膜癌患者淋巴结转移

有关，提示 ＲLIP76 的异常表达可能参与了子宫内膜

癌的发病和侵袭。推测机制: ＲLIP76 作为 GTP 酶激

活蛋白家族成员，在细胞形态发生及细胞迁移中发

挥重要作用，ＲLIP76 过表达可能通过影响细胞生

长、迁移、分裂和凋亡而参与子宫内膜癌的发病。
为进一步探讨 ＲLIP76 在子宫内膜癌发生发展

中的作用，我们利用 ＲNA 干扰技术沉默 Ishikawa 细

胞株中 ＲLIP76 基因表达，然后发现，ＲLIP76 抑制组

细胞凋亡率高于阴性对照组和空白对照组，表明特

异性沉默 ＲLIP76 基因可促使子宫内膜癌细胞凋亡。
Survivin 是一种凋亡抑制因子，能够抑制多种刺激诱

导的细胞凋亡，与多种肿瘤的发病有关［13］; Caspase-
3 和 Caspase-9 是 Caspase 家族重要成员，在细胞凋

亡过程中，细胞色素 C 从线粒体中释放，与凋亡蛋

白酶活化因子结合，使 Caspase-9 前体活化［14］，进一

步使 Caspase-3 蛋白前体活化，从而促使细胞发生凋

亡［15，16］。本研究结果显示，ＲLIP76 抑制组 Survivin
蛋白相对表达量低于阴性对照组和空白对照组，

Caspase-3、Caspase-9 蛋白相对表达量高于阴性对照

组和空白对照组，提示 ＲLIP76 可能通过上调凋亡抑

制因子表达、抑制凋亡相关基因表达，从而使子宫内

膜癌细胞躲避凋亡程序，实现异常增殖。
结合上述研究结果，我们认为，ＲLIP76 在子宫

内膜癌组织中高表达，与肿瘤淋巴结转移有关; 沉默

ＲLIP76 基因表达后子宫内膜癌细胞凋亡增多，推测

ＲLIP76 可能通过上调凋亡抑制因子表达、抑制凋亡

相关基因表达参与子宫内膜癌的发生发展。
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