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RalA RhoC在非小细胞肺癌组织中的表达及意义 *
陈 丹 于 壮△ 潘华政 杨 堃 刘相萍
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摘要 目的：观察 RalA和 RhoC基因在非小细胞肺癌组织细胞中的表达变化，探讨它们的表达在非小细胞肺癌发展和侵袭转移中
的作用。方法：通过实时荧光定量 PCR(FQ-PCR)检测 RalA、RhoC在 60例非小细胞肺癌患者的肿瘤组织和癌旁组织细胞中的表
达，了解其与非小细胞肺癌临床病理学指标的关系。结果：RhoC在非小细胞肺癌组织细胞中的表达较癌旁组织显著增高(P<0．
05), 且与淋巴结的转移、TNM分期和分化程度密切相关 (P<0.05)。而 RalA在非小细胞肺癌组织细胞中的表达量低于癌旁组织
(P<0．05)，与淋巴结转移无明显相关（P>0.05）。二者在鳞、腺癌中表达均无差异（P<0.05）。结论：肺癌组织细胞中 RhoC表达升高
及 RalA表达异常下调与非小细胞肺癌的发生、发展及侵袭机制关系密切。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mRNA express of Ral A and RhoC in lung carcinoma and their clinical significance.
Methods: The quantity of RhoC and RalA were detected by TaqMan probe based fluorescence quantitative polymerase chain reaction
(FQ-PCR) in 60 cases of lung carcinoma,corresponding para-cancer tissues. Results: In lung carcinoma,the mean quanitities of RhoC
mRNA were higher than that in corresponding para-cancer tissues (P<0.05),and was closely related with lymph node metastases;TNM
stage and histological grade. The mean quanitities of RalA mRNA was higher in corresponding para-cancer tissues (p<0.05),and no
significant association was found bettwen RalA and lymph node metastases（P>0.05）.In lung caner,both RalA and RhoC mRNA have no
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由于吸烟的流行，接近 20世纪中叶时，肺癌的发病率和死
亡率先是在发达国家，随后在发展中国家迅速增高。2002年全
世界肺癌新发病例约 135万，死亡病例约 118万。无论从发病
还是死亡病例来看，肺癌均为全球首位的癌症，由于病死率高

（死亡 /发病比 0.87），危害尤为显著。随着肺癌研究的深入，癌
基因成为新的研究热点。作为原癌基因的代表，Ras基因的点
突变通常导致 Ras从原癌基因向癌基因的转化。这样的功能改
变对细胞的影响是多方面的，因为 Ras参与了许多控制细胞分
裂与死亡的信号传导路径。现已在肺癌、胰腺癌、结肠癌等多种
癌症中检测到 Ras基因的突变。目前研制的许多抗肿瘤药物也
正是针对 ras依赖性路径。因此，Ras基因的深入探讨对癌症治
疗的进展意义重大。Ras家族为原癌基因的代表，包括 Ral亚家
族、Rho亚家族等，它们编码的相关蛋白均属于小分子 GTP酶
超家族中 Ras家族蛋白[1]是 Ras蛋白信号转导通路的下游分子

[2]。Ras相关蛋白 RalA（Ras-releted protein A）间接参与有丝分
裂调节和 Ras介导的肿瘤转化[3]，在细胞的生长及迁徙过程中

起重要作用。目前 cDNA芯片分析表明 RalA在精原细胞瘤、
肝细胞癌、前列腺癌、胰腺癌、胶质母细胞瘤中表达高于正常组
织[4]。国内还未出现 RalA在非小细胞肺癌中的研究。Ras相关
蛋白 C（Ras holomogy C, RhoC）是 Rho蛋白家族的主要成员，
近来研究 [5-6]都表明 RhoC基因可以调控肌动蛋白细胞骨架影
响细胞迁移等，与多种恶性肿瘤的侵袭和转移密切相关。本研
究采用荧光定量聚合酶链反应（FQ-PCR）技术检测了非小细胞
肺癌组织与癌旁组织中 RalA和 RhoC的表达，探讨二者在非
小细胞肺癌的发生发展中的作用，为非小细胞肺癌的研究提供

新的方向。

1 材料与方法
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1.1 临床资料
选择 2011-01至 2011-08在我院手术切除的 60例新鲜肺

癌组织（鳞癌、腺癌各 30例）。选配对的癌旁组织（距癌组织边
缘 3-5cm）标本为对照。术中切除后立即从原发肿瘤及周围正
常肺组织中取直径约 5 mm组织块，-80℃冰箱保存备用。取样
标本均与病人签订知情同意书。高中、低分化分别为：33例，27
例；TNM分期:I-II期 31例，III-IV期 29例。
1.2 检测方法
1.2.1 主要试剂 Trizol RNA 提取试剂购自美国 Gibeo 公司，
TaKaRa PrimeScriptTM RT- PCR (Peffect Real Time)(800 次量)
购自大连宝生生物公司。引物和探针合成及 DNA序列测定均
由上海生物工程技术服务有限公司完成。
1.2.2 总 RNA提取与 cDNA合成 所有组织标本按 Trizol试剂
操作说明书进行总 RNA提取，用北京凯慕生物技术有限公司
SMA4000紫外分光光度计测定其含量及纯度,。RNA纯度的测
定：所提取的总 RNA用紫外分光光度计测 OD260／OD280定
量并检测其纯度，其中 OD260／OD280居于 1.8-2.0之间认为
合格，采用 TaKaRa逆转录试剂盒按其标准步骤合成 cDNA。
1.2.3 引物特异性实验 引物的设计与合成从 GenBank获得目
的基因 mRNA的全长序列，利用引物和探针设计软件 Primer
Express设计引物序列。所用的引物及内参照 GAPDH引物及
探针均委托上海生工公司合成。引物及探针序列如下：
GAPDH:F:5'-TCATGGGTGTGAACCATGAGAA-3'R:5'-GGCA
TGGACTGTGGTCATGAG-3' Taqman:5'-TCATCAGCAATGC-
CTCCTGCACCA-3'；Ral-A:F5'-GTGAGCCATGTAAGTGTTA-
3'，R:5'-GATGGCAAGCATGAATA-3'Taqman:5'-GATGGCAA
GCATGAATA-3'；RhoC：F5'-CCTCATGTGCTTCTCCATCGA3'
，R:5'-CTCGTCTTGCCTCAGGTCCTT-3'Taqman:5'-TCTGCCC-
CAACGTGCCCATCAT-3'。分别对标本中的 RalA mRNA、
RhoC mRNA和内参照甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 (GAPDH) 进行
PCR 扩增。20μl的反应体系中取 cDNA2μl，引物终浓度为
5μM。取扩增产物 5μl，经 2%琼脂糖凝胶电泳验证目的基因片
段大小。
1.2.4 Real Time-PCR 采用罗氏 LightCycler 全自动荧光定量
PCR仪。PCR体系 20μl包含 cDNA:2 μl，Premix EX Taq:10 μl，
超纯水：7.6 μl，上下游引物各 0.8 μl，探针:0.8 μl。探针终浓度:
0.2 μl M。扩增程序：95℃预变性 30 S，95℃变性 5 S，60℃退火
35S，72℃延伸 45S，共 40个循环，终末 72℃延伸 5min。计算机
给出循环阈值(Ct值)，采用 2-△△Ct法计算组织中 RalA和 RhoC
相对表达总量。
1.3 统计学方法
采用 SPSS11.5统计软件，对数据进行 t检验。P<0.05为差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 引物特异性实验结果
扩增产物经电泳检测，在 115bp、l36bp和 l50bp处各有一

条亮带，与预期 RalA、RhoC和 GAPGH基因扩增片段大小相
符，且无任何杂带，证明引物特异性高，测序证明其与基因库中

序列完全一致。经过 Blast分析，引物序列具有特异。详见图 1

图 2。
2.2 非小细胞肺癌组织中 RalA、RhoC的表达
非小细胞肺癌组织中 RalA mRNA 2-△△Ct的值为 0.681±0.

245，低于癌旁组织的 1.083±0.94(P =0.039；RhoC mRNA的 2-
△△Ct 值为 1.237±0.852，高于癌旁组织的 0.883±0.382（P=0.
040)；RhoC mRNA 2-△△Ct 的值在淋巴结转移病例中为 1.181
0.186；无淋巴结转移病例中为：0.869 0.433；I-II期与 III-IV期
中分别为 0.809 0.139、1.270 0.192；高中分化和低分化组分别
为：0.632 0.234、1.210 0.139；以上亚组中 P <0.05均有统计学意
义。其他亚组比较中 P >0.05。详见表 1。

3 讨论

随着生物基因组学和生物信息学的不断发展以及功能基

因组学研究的深入，基因表达研究已成为近几年来研究的重

点。本实验在荧光实时定量 PCR(FQ-PCR)的基础上采用相对
定量分析方法对 RalA、RhoC在非小细胞肺癌癌组织及癌旁组
织中的表达进行解析，同时选择管家基因 GAPDH作为参比基
因，对所有样品进行校正，然后再将不同样品之间的目的基因

表达量进行比较，将取样、RNA提取、纯化、反转录等过程的所
有偏差均一化，同时 Taqman探针在此基础上增加了一条荧光
探针，消除了引物二聚体等因素对结果的影响，做到了精确的

相对定量。
细胞迁徙是肿瘤细胞由原发灶侵入周围组织中必不可少

的环节。肿瘤细胞迁徙的过程中需要通过很多结构屏障，通过
细胞前进端质膜的突起、细胞尾部和细胞外基质的去黏附、细
胞头部新黏附的建立以及细胞内肌动蛋白为基础的细胞的骨

架收缩等，穿透基底膜、穿入脉管、侵入脉管。RalA曾被 OX-
FODR等证实在膀胱癌细胞系 UMUC-3存在过度表达,抑制癌
细胞系中活化的 RalA，其迁移能力下降[7]。WANG等在研究肝
细胞肝癌时发现，Ral A在正常肝组织、慢性肝炎、肝硬化、肝细
胞肝癌中表达呈上升趋势，这为 Ral A作为肝癌的诊断标志物
提供了可能[8]。国内最新研究免疫组化检测 RalA在乳腺癌组织
及癌旁正常组织中的表达中发现，RalA在浸润性癌中表达下
降；且与肿瘤分级相关[9]。同时在 Ral A在胰腺癌的研究中表
明，Ral A参与的 EGF介导的细胞迁徙途径是 Ras促癌效应的
重要通道[10]。Ral家族新的研究为我们进一步明确肿瘤的发生
发展机制开辟了新思路。本实验证明了 RalA的表达量与非小
细胞肺癌的发生发展呈负相关，癌旁组织相对于癌组织 RalA
占有表达优势，提示在 Ras家族中，其亚家族仍存在表达量的
差异。这一差异说明 RalA在非小细胞肺癌中表达降低可能与
肺癌的组织类型有关，也可能与组织中存在与 RalA相互作用
的蛋白，抑制 RalA的活性有关。研究表明 Ral家族成员存在
Ras-p21的 GTP结合区域和参与膜锚定这说明 Ral家族成员
是通过膜定位作用的 G蛋白[11]。通常，Ral家族成员的功能依赖
于活化型与失活型 Ral之间的循环转化能力，即 Ral磷酸化和
去磷酸化的能力。活化型 Ral基因促进 G蛋白与其他蛋白效应
物的亲和力，并能促进 G蛋白在细胞内的结合在非小细胞肺
癌组织中可能会存在与磷酸化有关的其他途径。另外 Ral家族
包含 RalA和 RalB，二者具有高度同源的序列，且它们编码的
蛋白质有 85%的氨基酸相同。RalA和 RalB与 H-ras，K-ras或
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图 2 RT-PCR检测 RhoC在肺癌中的表达
Figure 2 Reverse transcription-poymerasc chain reaction (RT-PCR)of

RhoC expresision in human lung cancer tissues

3代表内参 GAPDH 1、2代表 RhoC在 136 bp大小处的扩增条带
M, size marker; 1 2, RhoC ;3,GAPDH.

Pathological features Case number RalA 2-△△Ct P-value RhoC2-△△Ct P-value

Gender >0.05 >0.05

Male 39 0.642±0.468 1.229±0.856

Female 40 0.801±0.578 1.047±0.687

Age >0.05 >0.05

>=60 27 0.748±0.468 1.364±0.910

<60 33 0.653±0.371 0.989±0.654

Tumor stage >0.05

I-II 31 0.821±0.389 0.809±0.139 <0.05

III-IV 29 0.505± 0.206 1.270±0.192

Histological pattern >0.05 >0.05

Squamous cell

carcinoma
30 0.873±0.484 0.820±0.188

Adenocarcinoma 30 0.520±0.380 0.796± 0.128

Diffenentiation >0.05 <0.05

High -moderate 33 0.706±0.140 0.632±0.234

Poor 27 0.423±0.147 1.210±0.139

Lymph node

involvement
>0.05 <0.05

Negative 16 0.805±0.171 0.869±0.433

Positive 44 0.490±0.276 1.181± 0.186

表 1 RalA RhoC在非小细胞肺癌中的表达及与临床特征的关系
Table1 The relationship between RalA RhoC 2-△△Ct values and clinical histopathological parameters

N-ras有 50%的基因序列相同[12]。当分别研究 RalA和 RalB对
细胞迁移作用时，发现 RalA和 RalB在这一过程中发挥着相反
的作用。Oxford G[13]等人的实验结果表明 RalB是促进细胞迁
移的，而 Ra1A是阻碍细胞迁移的。但这一研究结果目前仍受
到争议。癌组织中 RalA的表达量下降可能与 Ral家族在肿瘤
细胞的迁徙过程中可能存在不同的作用通道有关。目前 RalA
发挥作用的通路仍不明确，其下调的具体意义和相关机制有待

进一步研究。
RhoC基因是 ras基因超家族的一个成员，其定位于 1pl3-

p21，编码含 193个氨基酸的 RhoC蛋白，RhoC蛋白及其效应
分子 RhoC的主要功能是通过调节肌动蛋白细胞骨架，加快细

胞迁徙的速率，在细胞的增殖、生长和凋亡中起关键作用。近来
研究显示 RhoC的异常表达与多种肿瘤的浸润和淋巴结转移
密切相关[14]。Clark[15]等首次证实了 RhoC蛋白在黑色素肿瘤细
胞的转移过程中发挥重要作用，其后陆续有研究显示 RhoC蛋
白的高表达与乳腺癌、肝癌、胃癌的分期及转移具有相关性
[16-18]。其中在乳腺癌的研究中显示，90%以上的炎性乳癌都出现
RhoC GTP酶的过度表达, 而非炎性乳腺癌仅 36%表达，表明
RhoC与乳腺癌的侵袭性行为呈正相关[19]。特异性干扰 Rho C
的表达可抑制癌细胞的增长和侵袭能力[20]。本实验证实 RhoC
在非小细胞肺癌中高表达且与淋巴结转移、肿瘤临床分期显著
相关，机制可能为 RhoC的高表达活化了相关的下游蛋白，引

图 1 RT-PCR检测 RalA在肺癌中的表达
Figure 1 Reverse transcription-poymerasc chain reaction(RT-PCR)of RalA

expresision in human lung cancer tissues

1代表内参 2、3代表 RalA在 115 bp大小处的扩增条带
M, size marker; 1,GAPDH;2 3RalA,.
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起肌动蛋白的收缩丝组装并与粘着斑复合物结合，使细胞的运

动能力增强，最终导致了肺癌细胞向淋巴结转移。RhoC促肿瘤
转移的机制可能如下[21]：①破坏细胞极性，这在上皮一间质转
化中起重要作用，在许多侵袭性肿瘤中可观察到；②使细胞丧
失黏附连接；③提高细胞运动能力及重塑细胞外基质能力，使
肿瘤细胞具有局部浸润性。随着对 RhoC 研究的深入，RhoC
GTP酶的作用机制将进一步得以明确，RhoC将有可能成为判
断恶性肿瘤侵袭转移性能新的指征，成为临床上影响恶性肿瘤

患者预后的一个新因素,也为非小细胞肺癌相关疫苗的产生提
供了新的可能。
总之，RalA、RhoC在非小细胞肺癌中的表达提示其在非小

细胞肺癌演进中具有重要作用，有可能成为今后非小细胞肺癌

基因治疗的重要靶分子，为研究非小细胞肺癌致癌机制和治疗

提供了新的方向。
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