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Rab25 基因对人乳腺癌细胞的生物学行为的影响
及其与 Her-2/neu 基因的关系
李杰华，吴非，陆云飞
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摘   要 目的：探讨 Rab25 基因表达水平对乳腺癌细胞生物学活性的影响以及其作用与 Her -2/neu 基因的

关系。

方法：通过质粒转染和 RNA 干扰采用，升高或降低不同的乳腺癌细胞株 Rab25 基因表达，以及

升高或降低稳定表达 Rab25 基因的不同乳腺癌细胞株 Her-2/neu 基因表达。检测各组细胞的增殖

活性、克隆形成率和转移侵袭力。

结果：不同细胞株 Rab25 转染组的增殖活性、克隆形成率、转移侵袭力均较其 Rab25 干扰组、原

株细胞组及阴性对照组有明显增强（均 P<0.05）。在稳定表达 Rab25 基因的不同乳腺癌细胞系中

无论升高或降低 Her-2/neu 基因表达，其增殖活性、克隆形成率、转移侵袭力均无明显改变（均

P>0.05）。

结论：Rab25 基因在乳腺癌细胞中发挥着促进癌细胞生长、增强其增殖及侵袭的作用，且 Her -2/

neu 基因的表达水平不能影响其发挥作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of the expression level of Rab25 gene on the biological behaviors of breast 
cancer cells and the relation of its action with Her-2/neu. 
Methods: The Rab25 gene in different breast cancer cell lines and Her-2/neu gene in different breast cancer 
cell lines with stable Rab25 gene expression were increased or decreased by using plasmid transfection and 
RNA interference techniques. The proliferative activity, colony formation and invasive ability in each group of 
cells were determined. 
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Rab 蛋白家族是 Ras 超家族中最大的亚家族，

参与细胞内囊泡的形成，转运及黏附，囊泡运输

的障碍导致蛋白质无法到达目的地，从而促使多

种疾病的发生，包括癌症 [1-2]。Rab25 基因是 Rab

基因亚家族中的一个成员，它可能与乳腺癌的多

种 生 物 学 行 为 有 关 [3]。Her-2/neu 基 因 是 表 皮 生

长因子受体家族的成员，与细胞的生长和发育有

密 切 关 系 [4]。 目 前 研 究 一 致 认 为 Her-2/neu 癌 基

因蛋白的高表达与乳腺癌发生的进程和转移的潜

能呈正相关 [5]。Rab25 基因作为近年发现的与上

皮组织来源性的肿瘤相关的癌基因，与其他乳腺

癌癌基因的关系未见文献报道。本实验将 Her-2/

neu 基因与 Rab25 基因进行联合研究，探讨两者

在乳腺癌细胞中的生物学行为及相互关系。

1　材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  主要试剂　TrizolRNA 提 取 试 剂 盒 及 脂 质

体 lipofectaminTM2000 转染试剂盒购自 Invitrogen

公 司；Her-2/neu 单 克 隆 抗 体、 辣 根 过 氧 化 物 酶

标记的兔抗鼠 IgG，增强化学发光剂（ECL）膜，

聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶（SDS-PAGE） 及 细 胞 培 养 试 剂

均购自福州迈新公司。肌动蛋白（actin）单克隆

抗体购自 Santa Cruz 公司。

1.1.2  细胞、菌株和载体　人乳腺癌细胞株 MCF-7， 

MM231，SK-BR-3 均购自中国科学院上海生命科

学研究院细胞库，简便的构建重组表达载体的基

因克隆方法（in-fusion PCR cloning kit）试剂盒

和感受态大肠杆菌 DH-5α 均购自 Clontech 公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　使用含 10% 小牛血清的低限基

本 培 养 基（MEM） 及 胰 岛 素 作 为 人 乳 腺 癌 细 胞

MCF-7 培养基，使用含 10% 小牛血清的 MEM 作

为 SK-BR-3 培养基，使用含 10% 小牛血清的 L-15

作为 MM231 培养基，进行培养。

1.2.2  逆转录 - 多聚酶链反应（RT-PCR）　用 1% 

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 逆 转 录 - 多 聚 酶 链 反 应 

（RT-PCR） 试 剂 盒 扩 增 Rab25 基 因 目 的 片 段 

（152 bp）。

1.2.3  建立 Rab25 表达水平不同的乳腺癌细胞株

　将 MCF-7 细胞中的 Rab25 总 RNA 作为模板，

扩 增 Rab25 cDNA 全 长（649 bp）， 行 RT-PCR

反应。利用 in-fusion PCR cloning kit，按说明书

操 作， 将 PCR 产 物 片 段 连 接 到 pDNR-Dual 载 体

上， 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌 DH-5α， 抽 提 质 粒。

研究系列的细胞株经培养传代后，建立稳定转染

RAB25 基因的细胞株。再利用 RNAi 人 / 鼠对照

试 剂 盒（human/mouse control kit） 将 Rab25 特

定的 siRNA 转染至上述所有系列的乳腺癌细胞株

中，得到 Rab25 低表达的细胞株。

1.2.4  建 立 Her-2/neu 表 达 水 平 不 同 的 乳 腺 癌

细 胞 株　 同 上 法 将 SK-BR-3 细 胞 中 的 Her-2/neu

总 RNA 作 为 模 板， 扩 增 Her-2/neu cDNA 全 长

（3 856 bp）， 行 RT-PCR 反 应。 利 用 in-fusion 

PCR cloning kit， 按 说 明 书 操 作， 将 PCR 产 物

片 段 连 接 到 pDNR-Dual 载 体 上， 转 化 感 受 态 大

肠 杆 菌 DH-5α， 抽 提 质 粒。 在 已 转 染 Rab25 基

因 的 细 胞 中， 通 过 脂 质 体 lipofectaminTM2000 进

行质粒 pDNR-Dual-Her-2/neu 的转染，同时转染

pDNR-Dual 空白对照质粒。建立稳定转染 Her-2/

neu 基因的 MCF-7 细胞株并扩大培养备用。同时

培养转染空质粒的乳腺癌细胞作为阴性对照。利

用 QIAGEN 公 司 RNAi human/mouse control kit 

Results: The proliferation activity, colony formation rate, and invasion ability were all significantly increased 
in groups of cells transfected with Rab25 gene compared with their corresponding groups of cells with Rab25 
gene interference, ogrinal cell lines and negative control group of cells (all P<0.05). The proliferation activity, 
colony formation rate, and invasion ability in different breast cell lines stably expressing Rab25 gene showed 
no significant alteration regardless of the Her-2/neu gene expression increase or decrease (all P>0.05). 
Conclusion: Rab25 gene exerts a promoting effect on growth, proliferation and invasiveness in breast cancer 
cells, and the expression level of Her-2/neu gene can not influence its action.
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将 Her-2/neu 特 定 的 siRNA， 通 过 脂 质 体

lipofectaminTM2000 转 染 至 所 有 研 究 系 列 的 乳 腺

癌细胞株 MCF-7，MDA-MB-231 和 SK-BR-3 中，

得到 Her-2/neu 低表达的细胞株，扩大培养备用。

1.2.5  MTT 法检测细胞增殖活性　取对数生长期

细胞，用含 10% 小牛血清的培养液配制成单细胞

悬液，接种于 96 孔培养板，继续培养 4 h 后，每

孔加 DMSO 150 µL，用酶标仪在 490 nm 波长处

测定各孔的吸光度值（A 值）。以时间为横轴，

A 值为纵轴，绘制细胞生长曲线。实验重复 3 次，

设 3 个复孔，取平均值为最终结果。

1.2.6  克隆形成实验　取各组处于对数生长期的

细胞接种于培养皿中，至肉眼观可见克隆集落时

终 止 培 养。 显 微 镜 下 计 数 细 胞 数 大 于 50 的 克 隆

集落的个数，计算克隆形成率：克隆数 / 接种细

胞数 ×100%。每组细胞计数 3 次取平均值。

1.2.7  细胞侵袭力检测　采用基质凝胶（matrigel）

侵袭力检测法检测细胞侵袭力。0.25% 胰蛋白酶

消化各研究系列的细胞株。Boyden 小室上下室之

间用聚碳酸酯微孔膜分开，膜上铺稀释的基质胶，

上室加无血清培养基稀释的细胞悬液。显微镜下

计数穿过基质胶的细胞数。计数在 200 倍视野下，

将膜分成 9 格，仅计数最中间一格的细胞数量。

每个标本均进行 3 次检测后取平均值。

1.3  统计处理

采 用 SPSS13.0 软 件 处 理 数 据， 计 量 资 料 以

均数 ± 标准（x±s）差表示，采用方差分析和 t

检验，P<0.05 认为有统计学差异。

2　结　果

2.1  细胞增殖活力

连续 7 d 检测各样本细胞的吸光度值（A490）

根 据 测 得 的 A 值 绘 制 各 株 细 胞 的 生 长 曲 线 图 

（图 1）。从 第 2 天 开 始 转 染 后 各 转 染 组 细 胞 增

殖活性明显增强（P<0.05）；干扰后各干扰组细

胞较转染组细胞的增殖活性明显下降（P<0.05）；

空质粒对照组细胞增殖力与原株细胞及干扰组细

胞无统计学差异（P>0.05）。
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图 1　Rab25 对 MCF-7 细胞株增殖的影响 
Figure 1　The effect of Rab25 gene on MCF-7 cell proliferation

2.2  各组细胞克隆计数和侵袭力比较

在各株细胞中，转染组细胞的克隆数均高于

其 他组细胞，差异有统 计 学意义（P<0.05）。干

扰组与原株组及对照组间无统计学差异（P>0.05）；

转染组细胞穿过 matrigel 的细胞数均高于其他组

细胞，差异有统 计 学意 义（P<0.05）。干扰组与

原株组及对照组间无统计学差别（P>0.05）（表 1）。

表 1　Rab25 对不同乳腺癌细胞株克隆能力和侵袭力的影响（x±s）
Table 1　The effect of Rab25 gene on colony formation rate and invasion ability in different breast cancer cells (x±s)

组别
克隆数 迁移数

MCF-7 SK-BR-3 MM231 MCF-7 SK-BR-3 MM231
原株组 43.88±2.27 63.54±4.00 49.40±3.28 36.04±4.43 45.39±2.98 44.27±4.65
转染组 73.66±3.381) 93.91±3.191) 71.19±2.631) 78.37±5.221) 80.47±5.621) 82.31±3.391)

干扰组 39.73±2.15 63.66±2.77 45.49±1.75 40.35±2.68 43.34±5.31 41.22±5.55
对照组 42.50±1.52 64.23±3.29 48.52±3.69 38.83±4.27 44.49±4.11 40.64±4.11
注：1）与其他组比较，P<0.05

Note：1) P<0.05 vs. other groups 

2.3  各组细胞增殖活力比较

根据测得的 A 值绘制各株细胞的生长曲线。

各株细胞转染 Rab25 基因后，从第 3 天开始其增

殖活性较原株组及对照组明显增强（P<0.05），

转 染 Her-2/neu 基 因 后， 其 增 殖 活 性 较 单 转 染

Rab25 基 因的 细 胞 组 无 明 显 改 变（P>0.05），将

Her-2/neu 基因干扰后，增殖活性较干扰前无明显

变化（图 2）。

2.4  各组细胞克隆计数比较

转 染 入 Rab25 基 因 的 MCF-7 细 胞 的 克 隆 数

较 原 株 及 对 照 组 明 显 增 加， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）。 表 达 Rab25 基 因 的 MCF-7 细 胞 中
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Her-2/neu 基因转染组与干扰 Her-2/neu 基因组细

胞的克隆数无统计学差异（P>0.05），与原株及

对 照 组 有 统 计 学 差 异（P<0.05）（ 表 2）。乳 腺

癌 细 胞 MM231 和 SK-BR-3 中 转 染 入 Rab25 后 的

细胞克隆数较原株组及对照组明显上升（P<0.05）。

而 Rab25 稳 定 表 达 的 细 胞 中 干 扰 Her-2/neu 基

因 后， 细 胞 的 克 隆 数 与 干 扰 前 无 统 计 学 差 异

（P>0.05），且干扰后的克隆能力与原株组及对

照组的克隆数有统计学差异（P<0.05）（表 3）。
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图 2　Rab25 和 Her-2/neu 基因对 MCF-7 细胞增殖的影响
Figure 2　The effects of Rab25 and Her-2/neu on MCF-7 cell 

proliferation

表 2　Rab25 和 Her-2/neu 基因转染对 MCF-7 细胞克隆

能力和侵袭力的影响（x±s）
Table 2　The effect of Rab25 and Her-2/neu gene transfection 

on colony formation and invasion ability in MCF-7 
cells(x±s)

　　组别 克隆形成数 细胞迁移数
MCF-7（原株组） 46.22±6.12 40.25±5.57
MCF-7/Rab25 83.56±4.341) 77.62±4.261)

MCF-7/Rab25，Her-2/neu 85.92±2.631) 81.14±3.911)

MCF-7/ 干扰 Her-2/neu 83.19±4.471) 79.64±5.841)

MCF-7/vector（对照组） 44.39±4.76 38.79±3.42
注：1）与原株组和对照组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. original cell line group or control group

表 3　Rab25 和 Her-2/neu 基因转染对 MM231，SK-BR-3
细胞克隆能力和侵袭力的影响（x±s）

Table 3　The effect of Rab25 and Her-2/neu gene transfection 
on colony formation and invasion ability in MM231 
and SK-BR-3(x±s)

组别
克隆数 迁移数

SK-BR-3 MM231 SK-BR-3 MM231
原株组 52.59±3.13 38.37±4.12 55.46±2.67 42.29±5.5
转染组 86.67±5.221) 79.32±3.991) 81.22±5.441) 75.54±2.231)

干扰组 76.68±4.261) 76.52±5.451) 79.59±5.021) 71.77±4.551)

对照组 50.25±5.24 39.61±4.64 49.63±4.37 40.18±4.69
注：1）与原株组和对照组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. original cell line group or control group

2.5  各组细胞侵袭力的比较

转 染 入 Rab25 基 因 的 MCF-7 细 胞 穿 过 基 质

胶的细胞数较原株及对照组明显增加（P<0.05）。

稳 定表 达 Rab25 基因的 MCF-7 细胞中 Her-2/neu

基因转染组与干扰组穿过基质胶的细胞数无统计

学差异（P>0.05），与原株及对照组有统计学差

异（P<0.05）（ 表 2）。 乳 腺 癌 细 胞 MM231 和

SK-BR-3 中转染入 Rab25 后的细胞株穿过基质胶

的细胞数较原株组及对照组明显上升（P<0.05）。

而 Rab25 稳定表达的细胞中干扰 Her-2/neu 基因

后 , 穿过基质胶的细胞数与干扰前无统计学差异

（P>0.05），且干扰后穿过基质胶的细胞数与原

株组及对照组有统计学差异（P<0.05）（表 3）。

3　讨　论

目前国外多项研究 [6] 表明，Rab25 基因可能

与乳腺癌的多种生物学行为有关，Rab25 在多种

上皮源性恶性肿瘤中均出现表达上调现象 [7]。本

研 究 结 果 显 示， 乳 腺 癌 细 胞 株 MCF-7，SK-BR-3

和 MM231 在 转 染 Rab25 基 因 后， 增 殖 活 性、 克

隆形成能力和侵袭力均有显著增强，说明 Rab25

基 因 表 达 的 上 调 能 增 强 乳 腺 癌 细 胞 的 增 殖 及 侵

袭 能 力。 相 反， 经 过 干 扰 Rab25 基 因 的 表 达，

Rab25 基因表达的下调能减弱乳腺癌细胞的增殖

及侵袭能力。这种生物学特性的改变提示 Rab25

基因表达异常直接导致乳腺癌细胞生物学行为的

紊乱，即细胞胞浆内囊泡运输障碍，使细胞正常

的 增 殖、 分 化 及 代 谢 发 生 紊 乱 [8-9]， 最 终 导 致 细

胞的恶性改变，表现出典型的肿瘤细胞恶性侵袭

的特点。同时本实验在众多乳腺癌细胞株中选取

了分化程度不同的 3 株乳腺癌细胞进行上述研究，

均得出无差异性的结论；即 Rab25 的高表达对乳

腺癌细胞起到促进其生长及增加其恶性程度的作

用，提示 Rab25 对乳腺癌细胞的生物学行为具有

相对独立的作用，与细胞分化程度无关。

Her-2/neu（又称 c-erbB-2 基因）是目前研究

较为透彻的乳腺癌癌基因之一，表现为编码受体

蛋白的过度表达 [10-11]，主要参与调控生长，促进

肿瘤增殖及分化，与肿瘤的病理机制和发展密切

相关 [12-13]。由于 Her-2/neu 在乳腺癌细胞中过度

表达，常提示恶性程度高，预后差 [14-15]，与乳腺

癌关系密切，因此被公认为最具有代表性的乳腺

癌标志物 [16]。作为乳腺癌独立预后因素的 Her2/
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neu 基 因 与 Rab25 基 因 的 相 互 关 系 在 国 内 外 均

未见相关报道。本研究结果显示，Rab25 转染入

Her-2/neu 表达水平不同的乳腺癌细胞株后，细胞

株 的 增 殖， 侵 袭 能 力 明 显 增 强。 关 于 Her-2/neu

转 染 对 Rab25 高 表 达 的 乳 腺 癌 细 胞 株 生 物 活 性

的影响，本实验表明，Rab25 高表达的乳腺癌细

胞株增殖侵袭能力不受 Her-2/neu 表达水平的影

响，提示 Rab25 与 Her-2/neu 在对乳腺癌细胞的

生物学行为的调控上没有协同作用。由于 Her-2/ 

neu 基因编码的蛋白具有酪氨酸激酶活性，当其

活 性 强 化 后， 信 息 通 道 活 性 提 高， 促 进 Her-2/

neu 在 细 胞 膜 过 度 表 达， 加 速 了 细 胞 的 增 殖 , 细

胞 过 度 增 殖 导 致 肿 瘤 形 成 和 增 长 加 快 [17-18]。 而

Rab25 基因编码的蛋白是调控细胞内囊泡运输的，

通过黏附因子和其他效应因子促使囊泡与靶膜融

合，从而达到信息传递正确的目的，当其强化表

达后，囊泡运输发生紊乱，使胞内信息无法正常

沿细胞骨架运输，导致细胞增殖能力及侵袭力发

生改变，最终肿瘤发生。

本研究证明 Rab25 与 Her-2/neu 通过不同途

径影响乳腺癌细胞的生物学活性，同时也证实两

者在对癌细胞的恶性改变上并无联系，而以不同

途径增强乳腺癌细胞的增殖及侵袭能力，说明两

者在癌细胞内的基因调节也无直接联系。本文结

论为乳腺癌的基础研究提供了新的理论依据。
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