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Rab40b在非小细胞肺癌中的表达及临床意义

梁亦贤 姜燕 陈秋强 章喜林

[摘要] 目的 探讨 Rab40b 在非小细胞肺癌（NSCLC）中的表达及临床意义。方法 收集 NSCLC 患者 61 例，采用

实时荧光定量PCR技术（qRT-PCR）检测患者肿瘤组织和癌旁组织及NSCLC细胞中Rab40b的表达水平，并分析其

表达与 NSCLC 患者临床病理特征间的关系；采用 Transwell 实验研究 Rab40b 对 NSCLC 细胞侵袭的影响；采用

qRT-PCR检测上皮间质转化（EMT）相关基因的mRNA表达水平；应用数据库Kaplan-Meier Plot分析Rab40b表达水

平与肺腺癌和肺鳞癌患者预后的关系。结果 Rab40b mRNA在NSCLC肿瘤组织中低表达，明显低于癌旁组织（t=
4.60，P＜0.05），且其低表达与患者淋巴结转移、癌栓形成、肺膜侵袭、TNM 分期密切相关（t分别=2.07、2.04、1.98、

2.87，P均＜0.05）；相比于正常肺上皮细胞 BEAS-2B 组，NSCLC 细胞 A549 组和 H1299 组中 Rab40b 低表达（t分别=
4.42、4.77，P 均＜0.05），且过表达 Rab40b 可显著升高 E-cadherin mRNA 表达水平（t 分别=3.24、5.00，P 均＜

0.05），抑制细胞侵袭，降低N-cadherin、Snail1和MMP2的mRNA表达水平（t分别=2.56、7.46、3.81、4.33、4.02、4.69，P

均＜0.05）。结论 Rab40b作为抑癌基因，影响EMT过程，促进NSCLC恶性进展，为NSCLC的诊治提供新的策略和

靶点。
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Expression and clinical significance of Rab40b in non-small cell lung cancer LIANG Yixian，JIANG Yan，CHEN
Qiuqiang，et al. Department of Cardiothoracic Surgery，The First Affiliated Hospital of Huzhou University，Huzhou
313000，China.
[Abstract] Objective To explore the expression and clinical significance of Rab40b in non-small cell lung cancer
（NSCLC）. Methods A total of 61 NSCLC tumor tissues and matched paracancerous lung tissues were obtained.The
mRNA level of Rab40b were detected using quantitative real-time polymerase chain reaction（qRT-PCR）.The effects of
Rab40b on cell invasive abilities were measured using the Transwell assays. The E-cadherin，N-cadherin，Snail1 and
MMP2 levels were detected by qRT-PCR.The relationship between Rab40b expression and prognosis of lung adenocarci⁃
noma and lung squamous cell carcinoma were analyzed using the Kaplan-Meier Plot databases.Results The mRNA lev⁃
el of Rab40b was lowly expressed in NSCLC tumor tissues compared with their matched paracancerous lung tissues（t=
4.60，P＜0.05）.The low Rab40b mRNA expression was correlated with lymph node metastasis，cancer thrombus，pulmo⁃
nary invasion，and TNM stages（t=2.07，2.04，1.98，2.87，P＜0.05）.The expression of Rab40b was reduced in A549 and
H1299 cells compared with in BEAS-2B cells（t=4.42，4.77，P＜0.05）.In addition，overexpression of Rab40b significant⁃
ly increased E-cadherin mRNA expresion，suppressed cell invasion in vitro，and reduced N-cadherin，Snail1 and MMP2
mRNA expressions（t=3.24，5.00，2.56，7.46，3.81，4.33，4.02，4.69，P＜0.05）. Conclusion Rab40b is a suppressor
gene and promotes NSCLC progression via EMT，which providing a novel potential strategy and target for the diagnosis
and treatment of NSCLC.
[Key words] Rab40b； non-small cell lung cancer； epithelial-mesenchaymal transition； clinical significance

肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

和死亡率居所有肿瘤第一位[1]。根据病理类型，肺

癌可分为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
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NSCLC）和 小 细 胞 肺 癌（small cell lung cancer，
SCLC），其中 NSCLC 占所有肺癌病例的 75%～

85%[1,2]。由于缺乏早期诊断标志物，绝大多数患者

确诊时已处于晚期，失去最佳治疗机会，导致五年

生存率仅为 15%[2]。研究表明，肿瘤转移是NSCLC
患者预后差的最主要影响因素[3]，而上皮间质转化

（epithelial - mesenchaymal transition，EMT）是调控

NSCLC 转移最关键的一环[4]。前期有研究发现，

Rab40b可与侵袭性伪足蛋白Tks5相互作用，调控侵

袭性伪足的形成和肿瘤转移[5]。本次研究通过分析

Rab40b在NSCLC 中的表达及临床意义，探讨其在

NSCLC转移中的分子机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本次研究获医院临床伦理委员会

批准，所有患者及其家属签署知情同意书。选取

2021年 10 月至 2022年 12 月在湖州师范学院附属

第一医院确诊为NSCLC患者的肿瘤组织和癌旁组

织样本61 例，其中男性33 例、女性28 例；平均年龄

（65.27±11.35）岁；吸烟 31 例、不吸烟 30 例；TNM分

期：Ⅰ、Ⅱ期 40 例，Ⅲ、Ⅳ期 21 例；肿瘤大小＞3 cm
17 例、≤3 cm 44 例；淋巴结转移13 例、淋巴结未转

移48 例；分化程度：低分化程度11 例、中/高分化程

度50 例；癌栓形成23 例、无癌栓形成38 例；侵及肺

膜20 例、未侵及肺膜41 例。

1.2 主要试剂与仪器 限制性内切酶BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ、T4 DNA 连接酶、5×PrimeScript RT Master
Mix（Perfect Real Time）（RR036A）、SYBR GreenTM

Premix Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）（RR420A）由大

连宝日生物Takara公司生产；基质胶（Matrigel® Ma⁃
trix Basement Membrane）由 BD公司生产；Transwell
小室由 Coring 公司生产；NanoDrop 2000 分光光度

计由Thermo Fisher Scientific公司生产；Applied Bio⁃
systems 7500 RT-PCR仪由美国ABI公司生产。

1.3 细胞培养 人正常肺上皮细胞（BEAS-2B）和

NSCLC细胞（A549、H1299）购自中科院干细胞库，所

有细胞均采用含有 10%胎牛血清的高糖DMEM培

养，培养条件为37 ℃、5%CO2培养，待细胞密度80%
以上开始消化、传代待用。

1.4 质粒构建 根据Rab40b基因的编码区序列，

选择 pXJ40-flag表达载体（以下简称空载组），设计

并 合 成 上 游 引 物 5’- CGCGGATCCGCCACCAT⁃
GAGCGCCCTGGG-3’，下游引物5’-CCCAAGCTTT⁃
TAAGAAATTTTGCAGCTGTT-3’，经PCR扩增、DNA
胶电泳和杭州有康生物技术有限公司测序鉴定扩

增产物的大小和序列。选择序列正确质粒和空载

利用双酶切法（BamH Ⅰ和Hind Ⅲ）37 ℃酶切 2 h，
按照T4 DNA连接酶体系配制好反应体系，16 ℃连

接过夜。经质粒转化、单克隆扩增、质粒抽提和测

序鉴定，即可获得 pXJ40-Rab40b-flag过表达质粒

（以下简称过表达组）。

1.5 细胞侵袭检测 转染过表达Rab40b质粒的细

胞24 h后，采用胰蛋白酶消化细胞以无血清培养基

配成 500 000 个/mL细胞悬液待用。Transwell小室

上层铺 5%～10%基质胶，再加入细胞悬液 100 μL/
孔，下层加入600 μL/孔完全培养基；37 ℃培养箱培

养一定时间后，加入 4%多聚甲醛室温固定 30 min
后，1%结晶紫染色液染色，显微镜拍照保存图片。

利用30%乙酸溶解结晶紫，采用全波长酶标仪Spec⁃
tra Max 190 reader检测570 nm处的吸光度值，并统

计分析。

1.6 E-cadherin、N-cadherin、MMP2、Snail1 和

Rab40b mRNA表达水平检测 采用 qRT-PCR法进

行检测。细胞或组织溶于 Trizol试剂裂解，提取细

胞和组织中总RNA。取 500 ng总RNA经逆转录试

剂盒 [5 × PrimeScript RT Master Mix （Perfect Real
Time）]合成 cDNA。采用 7500系统和 SYBR Green
染料检测 E-cadherin、N-cadherin、MMP2、Snail1 和

Rab40b的mRNA水平，其中以 18 s RNA为内参，采

用 2-ΔΔCt计算相对mRNA，每个样本 3 个复孔。所用

引物如表1所示。

表1 qRT-PCR引物序列

基因

E-cadherin
N-cadherin
Snail1
MMP2
Rab40b
18 s RNA

上游引物（5’-3’）
ATTTTTCCCTCGACACCCGAT
TGCGGTACAGTGTAACTGGG

TCGGAAGCCTAACTACAGCGA
GATACCCCTTTGACGGTAAGGA

GTCCGGGCCTACGACTTTC
GTAACCCGTTGAACCCCATT

下游引物（5’-3’）
TCCCAGGCGTAGACCAAGA
GAAACCGGGCTATCTGCTCG
AGATGAGCATTGGCAGCGAG
CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC
GGCCTGAAGTATCCCAGAGC
CCATCCAATCGGTAGTAGCG
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1.7 Kaplan-Meier Plot 数据库 输入网址（http：//
kmplot.com/analysis/），进入 Kaplan-Meier Plot 数据

库，选择 mRNA（RNA-seq）中 Start KM Plotter for
pan-cancer 按钮，在 Gene symbol 中输入 Rab40b 基

因，在 Survival 中选择 OS 或 RFS，肿瘤类型选择

Lung adenocarcinoma 和 Lung squamous cell carcino⁃
ma（因TCGA数据库中肺癌数据集太大，且肺腺癌和

肺鳞癌患者预后差异较大，故将肺腺癌和肺鳞癌数

据集分开处理），其它不做改变，即可获得Rab40b表
达水平与肺腺癌和肺鳞癌患者的总体生存期（over⁃
all survival，OS）和无复发进展期（recurrence-free
survival，RFS）的关系图。

1.8 统计学方法 采用SPSS 21.0软件分析。计量

数据以均数±标准差（x±s）表示，两组间采用独立样

本 t检验，多组样本采用单因素方差分析，生存数据分

析采用 log-rank检验，相关性分析采用Pearson分析。

设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC癌组织及癌旁组织Rab40b mRNA水平

比较 NSCLC癌组织Rab40b mRNA水平为（0.99±
0.02），明显低于癌旁组织Rab40b mRNA水平（2.40±
0.31），差异有统计学意义（t=4.60，P＜0.05）。
2.2 Rab40b mRNA表达水平与NSCLC患者临床病

理特征的相关性分析见表2
表2 Rab40b mRNA表达水平与患者病理特征的相关性分析

特征

性别

年龄

吸烟史

肿瘤大小

肿瘤分化程度

淋巴结转移

TNM分期

癌栓形成

肺膜侵袭

女

男

＞65 岁

≤65 岁

有

无

＞3.0 cm
≤3.0 cm
高/中
低

有

无

Ⅰ、Ⅱ期

Ⅲ、Ⅳ期

有

无

有

无

Rab40b mRNA
表达水平

0.96±0.04
1.02±0.03
1.00±0.03
0.98±0.04
1.01±0.03
0.97±0.05
0.98±0.03
1.00±0.04
1.02±0.03
0.96±0.02
0.94±0.03
1.05±0.04
1.07±0.02
0.92±0.04
0.95±0.03
1.04±0.04
0.96±0.03
1.03±0.03

t

0.45

0.97

0.40

0.84

0.57

2.07

2.87

2.04

1.98

P

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

由表 2可见，Rab40b mRNA表达水平与NSCLC
患者淋巴结转移、TNM分期、癌栓形成和肺膜侵袭

密切相关，差异均有统计学意义（P均＜0.05），而与

性别、年龄、吸烟史、肿瘤大小和肿瘤分化程度无关

（P均＞0.05）。
2.3 正常肺上皮细胞组、A549 组和H1299 组细胞

Rab40b mRNA表达水平比较见图1
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注：A：qRT-PCR 检测 BEAS-2B、A549 和 H1299 中 Rab40b
mRNA水平；B：qRT-PCR检测A549-空载组、A549-过表达组、

H1299-空载组和H1299-过表达组中Rab40b mRNA水平。

图1 正常肺上皮细胞组、A549组和H1299组细胞Rab40b
mRNA表达水平比较

由图 1 可见，相比于正常肺上皮细胞（BEAS-
2B）组，A549 组和 H1299 组细胞 Rab40b mRNA 水

平显著降低，差异均有统计学意义（t分别=4.42、
4.77，P均＜0.05）。相比于A549-空载组和H1299-
空载组，A549-过表达组和H1299-过表达组可显著

升高Rab40b mRNA水平，差异均有统计学意义（t分

别=26.21、21.66，P均＜0.05）。
2.4 A549-空载组、A549-过表达组、H1299-空载组

和H1299-过表达组细胞侵袭比较见封三图1
由封三图 1 可见，相比于 A549 -空载组和

H1299-空载组，A549-过表达组和H1299-过表达组

结晶紫染色细胞数量明显减少。

2.5 A549-空载组、A549-过表达组、H1299-空载组

和H1299-过表达组细胞中EMT相关基因mRNA表

达水平比较见图2
由图 2可见，相比于A549-空载组和H1299-空

载组，A549-过表达组和 H1299-过表达组细胞中

E-cadherin mRNA显著升高，差异均有统计学意义

（t分别=3.24、5.00，P均＜0.05），而A549-过表达组

和 H1299-过表达组细胞中 N-cadherin、Snail1 和

MMP2 mRNA显著降低，差异均有统计学意义（t分

别=2.56、7.46、3.81、4.33、4.02、4.69，P均＜0.05）。
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2.6 Rab40b低表达肺腺癌组、Rab40b高表达肺腺

癌组、Rab40b低表达肺鳞癌组和Rab40b高表达肺

鳞癌组患者的OS和RFS比较见封三图2
由封三图 2 可见，相比于 Rab40b 高表达组，

Rab40b低表达肺腺癌和肺鳞癌组患者的OS短，差

异均有统计学意义（P＜0.05）；且Rab40b低表达肺

腺癌组患者的RFS短于Rab40b高表达组患者，差异

均有统计学意义（P＜0.05），而Rab40b低表达肺鳞

癌组患者的RFS与Rab40b高表达组患者比较，差异

无统计学意义（P＞0.05）。
3 讨论

NSCLC是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率已升至所有肿瘤的第一位。由于缺少

灵敏度高、特异性强的诊断标志物，大多数患者一

经确诊已处于晚期，失去最佳的手术治疗机会，且

晚期患者易发生转移，严重影响患者生存质量和

预后，给社会和家庭带来了沉重负担。研究表明，

肿瘤转移是影响 NSCLC 患者预后差的最主要因

素。因此，深入研究 NSCLC 转移关键调控蛋白的

分子机制，并推动新药物靶点的发现具有迫切的

临床需求。

Rab蛋白属于Ras超家族最主要的一员，主要在

囊泡的内吞、运输等方面发挥重要调控作用。大量

研究表明，Rab蛋白在NSCLC中异常表达，参与了

NSCLC的发生发展，可作为NSCLC患者预后的评估

指 标 ，如 Rab11[6]、Rab27a[7]、Rab27b[7]、Rab25[8]、

Rabl3[9]、Rab38[10]、Rab26[11]、Rab17[12]、Rab11a[13]、

Rab35[14]、Rab11a[15]、Rab32[16] 等 。 本 次 研 究 发 现

Rab40b在NSCLC中低表达，且其低表达与患者淋巴

结转移、癌栓形成、肺膜侵袭和TNM分期密切相关，

表明Rab40b可作为抑癌基因，在NSCLC发生发展

中扮演着保护作用。进一步的生存分析结果表明，

Rab40b低表达患者的OS和RFS短，可作为NSCLC
患者预后诊断的潜在标志物。这些结果揭示了

Rab40b在NSCLC发生发展及预后中发挥重要调控

作用，但其分子机制还不清楚。

前期有研究发现，Rab40b可与侵袭性伪足蛋白

Tks5 相互作用，调控侵袭性伪足的形成和肿瘤转

移[5]；Prekeris 等[17]团队发现在细胞迁移过程中，

Rab40b可介导Cullin5相互作用，调控Eplin的表达

水平，促进细胞骨架改变，从而导致细胞迁移和肿

瘤转移；或者调控Rap2的定位，影响其活性，从而导

致细胞迁移和肿瘤转移[18]。本研究发现过表达

Rab40b 可显著抑制细胞侵袭，且显著升高 E-cad⁃
herin mRNA的表达水平，抑制N-cadherin、Snail1和

MMP2 mRNA的表达水平，表明 EMT过程被抑制。

这些结果表明Rab40b可通过影响EMT过程，促进

细胞迁移和侵袭，进而导致NSCLC恶性进展。

综上所述，本研究中发现Rab40b在NSCLC 中

低表达，且其低表达与患者淋巴结转移、癌栓形成、

肺膜侵袭、TNM分期和预后密切相关。机制表明其

介导EMT过程影响NSCLC恶性进展，可作为NSCLC
患者的预后和转移诊断提供潜在标志物。但本研

究也存在不足，未能提供更多的实验去探索Rab40b
如何激活EMT促进NSCLC发生发展的分子机制，以

及建立动物模型在体内探索Rab40b在NSCLC中的

功能和机制。
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