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RAB26通过激活β-catenin信号促进鼻咽癌细胞增殖
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2湘南学院第一临床学院, 湘南学院附属郴州市第一人民医院, 转化医学研究所, 郴州 423000)

摘要      该文探讨了RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响及其机制。采用实时荧光定量PCR和免

疫组织化学实验检测鼻咽癌组织及正常鼻咽上皮组织RAB26 mRNA和蛋白表达水平 , 并将免疫组

织化学方法检测的RAB26表达水平与患者临床病理特征进行统计分析。在鼻咽癌CNE-2细胞过表

达RAB26、在HNE1细胞敲降RAB26, 分别建立过表达以及敲降细胞系。利用CCK-8增殖实验、细

胞克隆形成实验及EdU增殖实验检测过表达和敲降RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响 ; Western blot
检测过表达和敲降RAB26的鼻咽癌细胞RAB26, Wnt/β-catenin信号中的β-catenin、cyclin D1、c-Myc、
survivin的蛋白水平及MAPK/ERK信号中的p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-ERK/ERK的蛋白水平。细

胞克隆形成实验检测CNE-2过表达RAB26细胞经不同照射剂量(0 Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy及8 Gy) 
X射线照射后的细胞活力。结果显示, RAB26在鼻咽癌中高表达; RAB26在鼻咽癌中的表达水平与

肿瘤类型(r=0.294, P<0.05)和转移 /复发(r=0.290, P<0.05)呈正相关 ; 过表达RAB26后 , CNE-2鼻咽

癌细胞增殖加快, β-catenin、cyclin D1、c-Myc、survivin蛋白表达水平增加, p-p38 MAPK、p-ERK
蛋白表达水平明显增高; 敲低RAB26后则相反; 过表达RAB26会降低鼻咽癌细胞的放射敏感性。综

上, RAB26在鼻咽癌中高表达, 并通过激活Wnt/β-catenin信号通路和MAPK/ERK信号通路促进鼻咽

癌细胞增殖。
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Abstract       This study explored the effect of RAB26 on nasopharyngeal carcinoma cell proliferation and 
its underlying mechanism. The RAB26 mRNA and protein expression levels in nasopharyngeal cancer tissues and 
normal nasopharyngeal epithelial tissues were detected by real-time fluorescence quantitative PCR and immuno-
histochemistry experiments, and statistical analyses of RAB26 expression levels evaluated by immunohistochem-
istry with the clinicopathological characteristics of patients. RAB26 was overexpressed in nasopharyngeal carci-
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noma CNE-2 cells and knocked down in HNE1 cells, and overexpressed and knocked down cell lines were established 
respectively. The impact of RAB26 on the proliferation of the NPC cells was detected by CCK-8 proliferation assay, cell 
clone formation assay and EdU proliferation assay. Western blot assay was used to detect the protein expression levels of 
RAB26, β-catenin, cyclinD1, c-Myc and survivin in Wnt/β-catenin signaling and p-p38 MAPK/p38 MAPK, p-ERK/ERK 
in MAPK/ERK signaling in nasopharyngeal carcinoma cells with overexpression and knockdown of RAB26. The CNE-
2 overexpressed RAB26 cell viability after X-ray irradiation with different irradiation doses (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy and 
8 Gy) was detected in the cell clone formation assay. The results showed that RAB26 was highly expressed in naso-
pharyngeal carcinoma. The expression level of RAB26 in nasopharyngeal carcinoma was positively correlated with 
the tumor type (r=0.294, P<0.05) and metastasis/recurrence (r=0.290, P<0.05). After overexpression of RAB26, 
CNE-2 nasopharyngeal carcinoma cells showed accelerated proliferation, increased expression of β-catenin, cyclin 
D1, c-Myc, and survivin proteins, and increased expression of p-p38 MAPK, p-ERK proteins, while the opposite was 
observed after knockdown of RAB26. Reduced radiosensitivity of nasopharyngeal carcinoma cells by overexpres-
sion of RAB26. In conclusion, RAB26 showed high expression in nasopharyngeal carcinoma and promoted the pro-
liferation of nasopharyngeal carcinoma cells by activating the Wnt/β-catenin signaling pathway and the MAPK/ERK 
signaling pathway. 

Keywords       RAB26; nasopharyngeal carcinoma; β-catenin; MAPK/ERK; cell proliferation

鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)是一种

常见的头颈癌 , 多见于中国南部、东南亚和北非地

区 [1]。近年来 , 鼻咽癌患者总体预后的显著改善主

要归功于更精确的放疗技术 [2]。然而由于肿瘤的转

移、复发及其耐药性, 容易导致患者预后不良, 治疗

效果不佳 [3]。因此探寻鼻咽癌发生发展的分子机制 , 
寻找有效的治疗靶点与标志物有着重要意义。

RAB26是 Ras超家族的一员 , 是一种小分子

GTP结合相关蛋白[4]。Ras超家族共包含70多种家族

成员 [5], 其在大分子物质进入细胞的过程中发挥着

重要的作用, 并与许多疾病都有相关性[6]。目前越来

越多RAB蛋白 , 如RAB5、RAB8、RAB21都被证明

具有影响肿瘤细胞生长增殖、侵袭转移及细胞凋亡

的能力 [7]。早期研究发现 , RAB26可调控淀粉酶的

释放及分泌型囊泡的成熟与释放 [8], 同时发现其在

自噬的过程中也扮演着重要的角色 [9-10]。近些年的

研究提示 , RAB26在肿瘤细胞的凋亡、侵袭、转移

的过程中也有一定的调控作用 [11], 目前有关RAB26
对鼻咽癌细胞增殖的影响及确切的分子机制研究尚

不清楚 , 深入了解RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响

及其调控机制 , 对鼻咽癌的精准治疗及今后小分子

药物的发现都具有重要意义。

Wnt/β-catenin信号通路 , 也称典型的Wnt信号通

路, 是一个保守的信号轴, 参与多种生理过程, 包括细

胞增殖、分化、迁移、侵袭和维持组织稳态 [12-13]。研

究发现, Wnt/β-catenin信号是控制鼻咽癌细胞增殖和迁

移 [14]以及肿瘤进展 [15]的重要途径。Wnt/β-catenin相关

蛋白是鼻咽癌预后的重要生物标志物[16]。Wnt/β-catenin
信号失活可抑制鼻咽癌细胞的侵袭和肿瘤发生[17]。

目前关于鼻咽癌细胞中 R A B 2 6是否参与

Wnt/β-catenin通路的调控而影响其增殖能力的

研究尚未报道。基于此 , 本研究主要检测鼻咽癌

组织和正常鼻咽上皮组织中RAB26 mRNA和蛋白

的表达情况 , 以及在鼻咽癌细胞中过表达或敲降

RAB26对鼻咽癌细胞增殖和相关通路蛋白的影响。

这将有助于深入研究RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影

响及分子机制 , 为临床选择RAB26为靶点防治鼻咽

癌提供理论依据。

1   材料和方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人鼻咽癌细胞系HNE1、HNE2、
CNE-2细胞 , 人胚肾HEK293T细胞和人鼻咽上皮细

胞NP69细胞购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2   组织      鼻咽癌及正常鼻咽上皮组织样本来

自南华大学转化医学研究所的临床样本库 , 经病理

学确认, 且被置于液氮保存。该研究符合《赫尔辛基

宣言》道德标准 , 并获得郴州市第一人民医院伦理

委员会批准 [批准号为第 (科研 )2019028号 ], 所有参

与者均已签署书面知情同意书。
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1.1.3   主要试剂      RPMI-1640培养基购自美国

Gibco公司 ; 兔抗RAB26抗体购自美国Proteintech公
司 ; 山羊抗兔 IgG、山羊抗小鼠 IgG购自北京中杉

金桥生物技术公司 ; β-catenin、c-Myc、cyclin D1
抗体购自美国Cell Signaling Technology公司 ; sur-
vivin、p-ERK/ERK、p-p38 MAPK/p38 MAPK、H3
抗体及CCK-8试剂盒购自上海碧云天生物技术公

司; β-actin和GAPDH抗体购自美国Sigma公司; Li-
pofectamine 2000、反转录试剂、荧光定量PCR试

剂购自美国Invitrogen公司; EdU试剂盒购自广州锐

博生物科技有限公司 ; 引物由北京睿博兴科生物技

术公司合成。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人鼻咽癌细胞系HNE1、HNE2、
CNE-2细胞 , 人胚肾HEK293T细胞及鼻咽上皮细胞

NP69细胞均在含10%胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)的RPMI-1640培养基中, 并于37 °C、5% CO2培

养箱孵育, 常规传代培养。

1.2.2   过表达RAB26细胞的构建      过表达质粒

构建 : 设计扩增RAB26 CDS全长引物 , 以CNE-2细
胞 cDNA为模板 , 切胶回收 , 亚克隆入pCDH-CMV-
MCS-EF1-copGFP-T2A-Puro重组质粒中 , 质粒经

过酶切和测序鉴定后用于后续实验。敲降质粒购

自HonorGene公司 , 敲降质粒 shRNA使用空载体为

pHGLVsh。质粒pHG-LVsh-Rab26-sh1的引物为5′-
CCG GCT GCA TGA TTA CGT TAA-3′[18]。

将空载体 /慢病毒载体与辅助质粒 pSPAX2和
pMD2.G一起转染到HEK293T细胞中 , 收集上清为

对照病毒 /慢病毒。慢病毒感染后 , 使用嘌呤霉素筛

选得到稳定细胞克隆 , 经过DNA测序验证用于后续

实验。

1.2.3   CCK-8细胞增殖实验      采用CCK-8细胞增殖检

测试剂盒进行检测 , 取对数生长期的CNE-2/RAB26组、

CNE-2/Vector组、HNE1/shRAB26组和HNE1/shSCR组
细胞, 以每孔100 μL、2 000个细胞接种于96孔板中。

在培养0、24、48和72 h时加入10 μL CCK-8溶液。

用酶标仪在波长为450 nm处检测细胞的吸光度 (D)
值, 绘制增殖曲线, 计算细胞增殖率。

1.2.4   EdU细胞增殖实验      采用EdU细胞增殖检测

试剂盒进行检测, 取对数生长期的CNE-2/RAB26组、

CNE-2/Vector组、HNE1/shRAB26组和HNE1/shSCR
组细胞 , 接种1×105个细胞到96孔板每个孔中 , 进行

EdU标记后 , 去除培养液并加入4%多聚甲醛进行固

定, 室温孵育30 min。洗涤细胞后用渗透剂(含0.5% 
Triton X-100的PBS)通透细胞。之后使用Apollo进
行染色 , 室温避光孵育30 min。洗涤细胞后使用

Hoechst进行细胞核染色, 室温避光孵育30 min, 随后

使用荧光显微镜进行荧光检测。

1.2.5   细胞克隆形成实验      取对数生长期的CNE-
2/RAB26组、CNE-2/Vector组、HNE1/shRAB26组
和HNE1/shSCR组细胞 , 1 500个 /孔接种在6孔板上 , 
放入37 °C、5% CO2培养箱培养, 培养细胞至合适密

度 , 收取细胞克隆。使用PBS进行洗涤 , 然后在室温

下用4%多聚甲醛固定15 min。接着用PBS洗涤3次 , 
随后使用结晶紫溶液染色15 min, 最后在显微镜下观

察细胞, 用Image-Pro Plus 6.0软件计数细胞克隆数。

1.2.6   实时荧光定量PCR      取鼻咽癌组织及正常鼻

咽上皮组织, 在冰上剪碎组织, 使用TRIzol试剂按说明

书提取总RNA并将其逆转录为cDNA。通过实时荧光

定量PCR进行检测 , 反应条件为预变性95 °C/30 s, 循
环反应: 变性95 °C/10 s, 退火、延伸60 °C/30 s, 40 个
循环 , 熔解曲线95 °C/15 s, 60 °C/60 s, 95 °C/15 s。引

物序列 : RAB26上游引物为5′-GTC TGC TGG TGC 
GAT TCA AG-3′, 下游引物为5′-GCA TGG GTA ACA 
CTG CGG A-3′; GAPDH上游引物为 5′-ACC ACA 
GTC CAT GCC ATC AC-3′, 下游引物为5′-TCC ACC 
CTG TTG CTG TA-3′。以GAPDH为内参, 采用2–ΔΔCt

法计算组织中RAB26 mRNA的相对表达量。

1.2.7   免疫组织化学染色      鼻咽组织活检标本石

蜡包埋、切片 , 使用松节油、不同浓度梯度的乙醇

溶液进行脱蜡和水化, 消除内源性过氧化物酶, 进行

抗原修复后 , 封闭非特异性抗原。洗涤后分别加入

兔抗人RAB26抗体(1:200), 4 °C孵育过夜, 次日洗涤

后加入山羊抗兔IgG抗体(1:1 000), 37 °C孵育30 min, 
进行DAB显色, 苏木精复染、脱水风干, 封片后, 显
微镜下观察, 拍照并进行评分。

RAB26的表达强度评分标准 , 根据表达强度分

成四个等级 : 阴性表达 , 评为0分 ; 表达很弱即淡黄

色 , 评为1分 ; 表达中等即棕黄色 , 评为2分 ; 表达很

强即棕褐色, 评为3分。同时根据阳性染色细胞的比

例分成五个等级: 0分, 无阳性细胞; 1分, 阳性细胞数 
≤25%; 2分, 阳性细胞数介于25%~50%; 3分, 阳性细

胞数介于50%~75%; 4分 , 阳性细胞数≥75%。每个

样本的得分为表达强度与阳性比例的积分的乘积 , 
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并归为三类: 阴性(0分)、阳性(1~6分)和强阳性(7~12
分)。
1.2.8   Western blot实验      细胞经处理后提取蛋

白 , 使用BCA检测蛋白浓度并进行煮沸变性处理。

接着进行电泳 (恒压120 V), 然后进行转膜 (100 V、

90 min)和室温封闭1 h(5%脱脂牛奶)。随后进行一

抗 [RAB26(1000 1׃)、H3(1000 1׃)、β-catenin(1000 1׃)、
ERK(1000 1׃)、p-ERK(1000 1׃)、p38-MAPK(1000 1׃)、
p-p38 MAPK(1000 1׃)、cyclin D(1000 1׃)、sur-
vivin(1000 1׃)、c-Myc(1000 1׃)、β-actin(1000 5׃)、
GAPDH(1000 5׃)] 4 °C孵育过夜 , 使用 β-actin、
GAPDH或H3作为内参。第二天进行膜洗涤 , 然后

进行二抗 室温孵育(000 4׃1) 1 h。最后使用超敏发

光显色液A、B液按 1比例进行显色׃1 , 然后使用显

影仪 (FluorChem Q, 普诺森生物科技有限公司 )获取

条带图片。

1.2.9   检测经辐射照射后的细胞敏感性      取CNE-2/
RAB26细胞, 2 000个/孔接种在6孔板上, 用6 MV的X
射线 (Synergy, 医科达医疗器械有限公司 )照射不同剂

量(0 Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy及8 Gy)后, 放入37 °C、5% 
CO2培养箱培养 , 培养细胞至合适密度 , 收取细胞克

隆。存活分数(survival fraction, SF)=细胞克隆数n Gy/细
胞克隆数0 Gy。

1.2.10   统计学分析      所有实验均重复3次, 数据使

用SPSS 26.0软件进行统计分析 , 对于符合正态分布

的计量资料 , 两样本的比较采用两独立样本 t检验 , 
多组间的比较采用方差分析, 计数资料以百分率(%)
表示 , 计数资料组间差异采用χ2检验或Fisher精确χ2

检验进行比较 , 相关分析采用Spearman秩相关进行

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   RAB26在鼻咽癌中高表达

为了确定RAB26在鼻咽癌组织的表达情况 , 我
们收集了20例鼻咽癌和6例正常鼻咽上皮组织样本 , 
通过实时定量PCR检测发现 , 鼻咽癌组织的RAB26 
mRNA水平高于正常鼻咽上皮组织(P<0.01)(图1A)。
同时我们通过Western blot检测发现 , RAB26蛋白在

A: 实时定量PCR检测鼻咽癌(20例)及正常鼻咽上皮(6例)组织RAB26 mRNA的相对表达量; B: Western blot法检测鼻咽癌细胞和正常鼻咽细胞

RAB26蛋白水平; C: 免疫组织化学实验代表图(左图为阴性, 中间图为阳性, 右图为强阳性); D: 统计定量分析RAB26表达水平免疫组化评分。

**P<0.01, ***P<0.001。
A: Real-time quantitative PCR to test the relatively expression of RAB26 mRNA in nasopharyngeal carcinoma (n=20) and normal nasopharyngeal 
epithelial (n=6) tissues; B: Western blot to test the protein level of RAB26 in nasopharyngeal carcinoma cells and normal nasopharyngeal cells; C: rep-
resentative images of immunohistochemistry experiments (negative on the left, positive in the middle and strongly positive on the right); D: statistical 
quantitative analysis of immunohistochemistry scores for the expression level of RAB26. **P<0.01, ***P<0.001.

图1   RAB26在鼻咽癌中高表达

Fig.1   High expression of RAB26 in nasopharyngeal carcinoma
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鼻咽癌细胞系 (HNE1、HNE2及CNE-2)中的表达水

平均明显高于正常鼻咽上皮细胞 (NP69)(图1B)。接

着 , 我们将收集的70例鼻咽癌和15例正常鼻咽上皮

组织切片进行了免疫组织化学分析, 结果发现, 鼻咽

癌组织中RAB26蛋白的表达水平明显高于对照组

(P<0.001)(图1C和图1D)。在鼻咽癌组织中 , RAB26
阳性样本的比例为98.57%(69/70), 而在正常鼻咽上

皮组织中为26.67%(4/15)(P<0.001)(表1)。以上结果

均提示了RAB26在鼻咽癌中高表达。

2.2   RAB26表达水平与鼻咽癌患者临床病理特征

的相关性

我们随后对70例鼻咽癌组织样本进行了分析 , 
免疫组织化学结果显示 , RAB26表达水平强阳性44
例 (评分为7~12分 ), 阳性25例 (评分为1~6分 ), 阴性

1例 (评分为0分 ); 我们对免疫组织化学方法评价的

RAB26表达水平与患者年龄、性别、肿瘤类型 (分

化/未分化)以及有无转移/复发等临床病理特征的相

关性进行统计学分析 (表2)。结果发现 , 未分化的鼻

咽癌患者RAB26阳性频率显著高于分化的鼻咽癌患

者 (P<0.05); 有转移 /复发的鼻咽癌患者RAB26阳性

频率显著高于无转移 /复发的鼻咽癌患者 (P<0.05)。
此外 , RAB26在鼻咽癌中的表达水平与肿瘤类型

(r=0.294, P<0.05)和转移 /复发 (r=0.290, P<0.05)呈
正相关。

2.3   RAB26过表达促进鼻咽癌CNE-2细胞增殖

为了进一步研究 RAB26对鼻咽癌细胞增殖

的影响 , 我们选用低表达RAB26的CNE-2细胞 , 利
用慢病毒感染构建过表达RAB26的鼻咽癌细胞株

CNE-2/RAB26和对照细胞CNE-2/Vector(图2A)。在

CCK-8细胞增殖实验中 , 过表达RAB26促进鼻咽癌

CNE-2细胞的增殖 (图2B), 通过细胞克隆形成实验

发现 , 过表达RAB26的细胞克隆形成能力明显升高 , 

表1   RAB26在正常鼻咽上皮和鼻咽癌组织中的表达

Table 1   Expression of RAB26 in normal nasopharyngeal epithelium and nasopharyngeal carcinoma tissues

组别

Group

RAB26表达水平

RAB26 expression level 合计

Total
χ2 P

阳性

Positive
阴性

Negative

Normal nasopharyngeal epithelial tissue   4 (26.67%) 11 (73.33%) 15

46.913 <0.001Nasopharyngeal carcinoma tissue 69 (98.57%)   1 (1.43%) 70

Sub-total 73 12 85

表2   RAB26表达水平与鼻咽癌患者临床病理特征的相关性

Table 2   Correlation between RAB26 expression level and clinicopathological characteristics of nasopharyngeal carcinoma patients

临床特征

Clinical features

RAB26表达水平

RAB26 expression level 合计

Total

Fisher确切概率法

Fisher’s exact tests
相关分析

Correlation analysis

强阳性

Strong positive
阳性

Positive
阴性

Negative
χ2 P r P

Age/year

  >45 33 17 1 51 0.881 0.695 0.055 0.652

 ≤45 11   8 0 19

Gender

  Male 35 17 1 53 1.616 0.534 0.108 0.374

  Female   9   8 0 17

Tumor type

  Undifferentiation   9   0 0   9 6.985 0.035 0.294 0.013

  Differentiation 35 25 1 61

Metastasis/recurrence

  Yes 23   6 0 29 5.868 0.024 0.290 0.015

  No 21 19 1 41

Sub-total 44 25 1 70
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克隆数目增加 , 说明RAB26可增强鼻咽癌CNE-2细
胞的克隆形成能力 (图2C和图2D)。同时 , 通过EdU
实验发现, 与对照组相比, 过表达RAB26鼻咽癌细胞

中EdU阳性细胞数增多 , 表现出明显的细胞增殖 (图
2E和图2F)。这些实验结果均说明RAB26高表达可

促进鼻咽癌CNE-2细胞的增殖。

2.4   RAB26敲降后抑制鼻咽癌HNE1细胞增殖

为了进一步研究敲降RAB26细胞株的增殖情况 , 
我们选用高表达RAB26的HNE1细胞, 利用慢病毒感染

构建了敲降RAB26的鼻咽癌细胞株HNE1/shRAB26和
对照细胞HNE1/shSCR(图3A)。在CCK-8细胞增殖实

验中 , 敲降RAB26抑制鼻咽癌HNE1细胞的生长 (图
3B), 通过细胞克隆形成实验发现 , 敲降RAB26可抑

制鼻咽癌HNE1细胞的克隆形成 (图3C和图3D)。同

时 , 通过EdU实验发现 , 敲降RAB26鼻咽癌细胞中

EdU阳性细胞数减少 , 表现出明显的细胞抑制(图3E
和图3F)。这些实验结果均可说明RAB26敲降可抑

制鼻咽癌HNE1细胞的增殖。

2.5   RAB26过表达和敲降影响鼻咽癌细胞增殖信

号通路

为了研究RAB26通过何种途径影响鼻咽癌细

胞增殖 , 我们检测了跟细胞增殖相关的常见信号通

路 , 发现β-catenin蛋白出现较明显的变化。免疫印

迹实验结果表明 , 与对照组相比 , 过表达RAB26后 , 
CNE-2细胞β-catenin蛋白表达水平明显增加 , 而敲

降则效果相反 (图 4A)。这提示RAB26可能通过激

活Wnt/β-catenin信号通路促进鼻咽癌细胞的增殖。

β-catenin在细胞核内的累积是Wnt信号通路的关键

事件之一 , 其需要进入核内才能发挥转录活性。因

此 , 我们对过表达和敲降鼻咽癌细胞进行了核蛋白

和细胞质蛋白的提取 , 并检测了 β-catenin的含量。

结果显示 , 在过表达RAB26后 , 细胞核内β-catenin
的含量上调 ; 而与之相反 , 敲降RAB26后 , 细胞核

内的β-catenin含量下调 (图4B)。其结果进一步证实

A: Western blot法检测鼻咽癌CNE-2细胞过表达RAB26的效率。Vector组为对照; B: CCK-8法检测过表达RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响; C: 
过表达RAB26细胞克隆形成实验的代表图; D: 统计定量分析过表达RAB26中克隆形成数目。E: EdU实验的代表图, CNE-2细胞(Control)、对照

组(Vector)、过表达RAB26组(RAB26); F: 统计定量各组中EdU阳性细胞率。*P<0.05; **P<0.01。
A: Western blot assay to detect the efficiency of overexpression of RAB26 in nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells. the Vector group was the control; B: 
CCK-8 assay detects the impact of overexpression of RAB26 on the proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells; C: representative graphs of over-
expression of RAB26 cells for clone formation experiments; D: statistical quantification to analyze the number of clone formation in the overexpression 
of RAB26. E: representative graphs of EdU experiments with CNE-2 cells (Control), empty vector group (Vector), and overexpression of RAB26 group 
(RAB26); F: statistical quantification of EdU-positive cell rate in each group. *P<0.05; **P<0.01.

图2   RAB26过表达促进鼻咽癌CNE-2细胞增殖

Fig.2   Overexpression of RAB26 promotes the proliferation of nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells
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RAB26可以促进β-catenin核转位。

进入核内的 β-catenin与转录因子结合 , 可促

进细胞增殖相关基因的表达。为此 , 我们检测了

RAB26对Wnt/β-catenin靶基因表达的影响 , 发现在

过表达RAB26的鼻咽癌CNE-2细胞中c-Myc、cyclin 
D1及survivin的表达水平升高; 而在敲降RAB26的鼻

咽癌HNE1细胞中其表达下降 (图4C)。这些数据提

示RAB26可能通过激活Wnt/β-catenin信号通路调节

下游分子的表达, 从而促进鼻咽癌细胞的增殖。

大量研究已经证实了 MAPK/ERK信号是调

节细胞增殖、存活和分化的关键信号通路。其中 , 
ERK1/2和p38属于MAPK蛋白家族成员 , 为了进一

步了解RAB26调控鼻咽癌细胞增殖的其他下游机

制, 我们通过Western blot检测了CNE-2细胞和HNE1
细胞中p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-ERK/ERK的蛋

白表达水平。结果显示 , 过表达RAB26的鼻咽癌

CNE-2细胞中 p-p38 MAPK、p-ERK蛋白表达水平

明显增高 , 而敲降则相反 (图4D), 提示RAB26也可

通过激活MAPK/ERK途径促进鼻咽癌细胞增殖。

2.6   RAB26过表达降低鼻咽癌细胞的放射敏感性

一部分鼻咽癌患者接受放疗后容易导致预后不

良 , 治疗效果不佳 , 产生放疗抵抗。为探究RAB26对
鼻咽癌患者放疗后的影响情况 , 我们结合了患者临床

信息与免疫组织化学实验分析 , 发现通过放射治疗的

患者有37例 , 其中经放疗后出现转移 /复发患者有23
例。进一步统计学分析发现 , 放疗后有转移 /复发的

鼻咽癌患者RAB26阳性频率显著高于放疗后无转移 /
复发的鼻咽癌患者 (P<0.05), 且RAB26在鼻咽癌中的

表达水平和放疗后转移/复发(r=0.486, P<0.05)呈正相

关(表3)。其结果提示, RAB26可能会导致鼻咽癌患者

放疗抵抗。接着, 我们进一步探讨RAB26对鼻咽癌细

胞的放射敏感性 , 我们通过细胞克隆形成实验 , 检测

经不同照射剂量X射线照射后的细胞活力。结果显示, 
在2 Gy、4 Gy、6 Gy及8 Gy照射剂量的X射线照射下, 

A: Western blot法检测鼻咽癌HNE1细胞敲降RAB26的效率, shSCR组为对照; B: CCK-8法检测敲降RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响; C: 敲
降RAB26细胞克隆形成实验的代表图; D: 统计定量分析敲降RAB26中克隆形成数目; E: EdU实验的代表图, HNE1细胞(Control)、空载体组

(shSCR)、敲降RAB26组(shRAB26); F: 统计定量各组中EdU阳性细胞率。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: Western blot assay to detect the efficiency of knockdown of RAB26 in nasopharyngeal carcinoma HNE1 cells, shSCR group as control; B: CCK-
8 assay detects the impact of knockdown of RAB26 on the proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells; C: representative graph of knockdown of 
RAB26 cell clone formation assay; D: statistical quantitative analysis of the number of clone formation in the knockdown of RAB26; E: representative 
graph of EdU assay graphs, HNE1 cells (Control), empty vector group (shSCR), knockdown RAB26 group (shRAB26); F: statistical quantification of 
EdU-positive cell rate in each group. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   RAB26敲降抑制鼻咽癌HNE1细胞增殖

Fig.3   RAB26 knockdown inhibits the proliferation of nasopharyngeal carcinoma HNE1 cells
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CNE-2/RAB26组克隆形成数均高于对照组 (图5A); 
根据多靶单击模型拟合剂量存活曲线 , 在使用6 Gy、
8 Gy照射剂量的X射线处理后 , CNE-2/RAB26组的存

活分数显著高于对照组(图5B)。以上结果提示 , 过表

达RAB26降低鼻咽癌细胞的放射敏感性。

3   讨论
鼻咽癌作为常见的头颈部恶性肿瘤 , 在东南亚

地区较为普遍 [2]。常见的化疗和放疗治疗手段容易

使患者产生放疗抵抗, 从而导致预后不佳, 而鼻咽癌

具体发病机制极其复杂[3]。因此, 探索鼻咽癌发生发

展的分子机制 , 并寻找有效的治疗靶点和标志物具

有重要意义。

RAB26属于Ras超家族 , 既往研究显示 , RAB26
在肿瘤细胞的凋亡、侵袭转移的过程中有一定的调

控作用。在乳腺癌的研究中显示 , RAB26可以通过与

A: Western blot法检测细胞中β-catenin 蛋白的表达情况; B: 采用核浆蛋白提取试剂盒提取CNE-2细胞和HNE1细胞的核质蛋白, Western blot法检

测细胞中胞质与胞核β-catenin蛋白的表达情况; C: Western blot法检测CNE-2细胞和HNE1细胞c-Myc、cyclin D1及survivin的蛋白表达情况; D: 
Western blot法检测CNE-2细胞和HNE1细胞中p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-ERK/ERK的蛋白表达情况。

A: Western blot to detect β-catenin protein expression in cells; B: nuclear and plasma protein extraction kit to extract nuclear and plasma proteins from 
CNE-2 and HNE1 cells; Western blot to detect cytoplasmic and nuclear β-catenin protein expression in cells; C: Western blot assay for detection protein ex-
pression of c-Myc, cyclin D1 and survivin in CNE-2 and HNE1 cells; D: Western blot assay for detection protein expression of p-p38 MAPK/p38 MAPK, 
p-ERK/ERK in CNE-2 cells and HNE1 cells.

图4   RAB26过表达和敲降影响鼻咽癌细胞增殖信号通路

Fig.4   Overexpression and knockdown of RAB26 affect the proliferation signaling pathway in nasopharyngeal carcinoma cells
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表3   RAB26表达水平与经放疗后复发/转移患者的相关性

Table 3   Correlation between RAB26 expression level and patients with recurrence/metastasis after radiotherapy

临床特征

Clinical features

RAB26表达水平

RAB26 expression level 合计

Total

Fisher确切概率法

Fisher’s exact tests
相关分析

Correlation analysis

强阳性

Strong positive
阳性

Positive
阴性

Negative
χ2 P r P

Metastasis/recurrence

  Yes 19   4 0 23 8.508 0.006 0.486 0.002

  No   5   8 1 14

Sub-total 24 12 1 37
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ATG16L1相互作用 , 介导磷酸化Src的自噬降解 , 抑制

乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力[18]。同时也有研究发现, 
在低表达RAB26非小细胞肺癌中, 异种移植的肿瘤生

长明显受到抑制 , RAB26通过被SMAD3转录激活后 , 
有助于非小细胞肺癌的进展 [11]。目前关于RAB26对
鼻咽癌细胞增殖及其分子机制的研究鲜有报道 , 进
一步探讨RAB26与鼻咽癌增殖的关系及其机制十分

必要。在本研究中 , 我们首先通过检测鼻咽癌组织

及正常鼻咽上皮组织的RAB26 mRNA和蛋白表达

水平 , 发现RAB26在鼻咽癌组织表达水平明显增加 , 
同时对RAB26在鼻咽癌中的表达水平与患者临床

病理特征进行统计学分析发现 , RAB26在鼻咽癌中

的表达水平与肿瘤类型和转移 /复发呈负相关。这

些结果表明RAB26在鼻咽癌中可能起着重要作用。

为了验证这一发现 , 我们在鼻咽癌细胞构建过表达

以及敲降RAB26的细胞株 , 通过一系列增殖实验探

究了RAB26对鼻咽癌细胞增殖的影响 , 发现过表达

RAB26促进细胞增殖而敲降RAB26抑制细胞增殖。

为了研究RAB26促进鼻咽癌细胞增殖的潜在分

子机制 , 我们检测了细胞增殖的相关信号通路。Wnt/
β-catenin信号通路作为典型Wnt信号通路 , 有越来越

多的证据表明 , Wnt/β-catenin信号的失调有助于一些

实体肿瘤和血液系统恶性肿瘤的发生和进展 [19-20]。

在Wnt/β-catenin通路中 , 转录因子β-catenin作为Wnt
信号通路的关键组成部分 , 其异常调控可导致癌变

的早期事件 [20-22]。YANG等 [23]的研究发现 , RAB1A可

激活Wnt/β-catenin信号转导 , Wnt/β-catenin信号通过

β-catenin的核易位和HR通路相关基因的转录上调诱

导鼻咽癌细胞的耐辐射和转移。本研究结果显示 , 过
表达RAB26后, 细胞核内β-catenin的含量上调, 细胞增

殖相关基因 (c-Myc、cyclin D1及survivin)的表达升高 ; 
相反, 敲降RAB26后表达降低。这些结果提示鼻咽癌

细胞中RAB26可通过激活Wnt/β-catenin通路促进下游

cyclin D1、c-Myc、survivin的表达从而促进鼻咽癌细

胞的增殖 , 这与WANG等 [24]的研究结果类似。同时 , 
我们也研究了RAB26对MAPK/ERK信号的影响 , 大
量研究已经证实MAPK/ERK是调节细胞增殖、存活

和分化的关键信号通路。YUAN等 [25]研究显示 , 番茄

红素通过降低ERK1/2和AKT的磷酸化水平抑制Wnt/
β-catenin、ERK1/2和PI3K/AKT信号通路来抑制骨肉

瘤细胞的肿瘤生长。在HU等 [26]的研究中发现 , 阿帕

替尼可能通过降低p-AKT和p-ERK1/2的表达水平来

影响PI3K/AKT和ERK1/2/MAPKs信号通路的磷酸化

从而抑制胰腺癌细胞的增殖和迁移 , 阻断移植肿瘤的

生长和血管生成。在本研究结果显示 , RAB26通过激

活MAPK/ERK途径促进鼻咽癌细胞增殖。这与现有

研究结果一致。最后 , 我们探讨了RAB26对鼻咽癌

细胞的放射敏感性 , 放疗作为鼻咽癌主要治疗的手

段之一, 部分患者在放疗后极易产生抵抗, 造成癌症

转移和复发 [27]。因此 , 明确RAB26对鼻咽癌放疗抵

抗的作用也十分重要。本研究结果提示 , RAB26会
降低鼻咽癌细胞的放射敏感性 , 这为临床的靶向干

A: 细胞克隆形成实验检测CNE-2/RAB26和CNE-2/Vector在0 Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy及8 Gy照射剂量下的细胞活力; B: 多靶单击模型拟合剂量

存活曲线分析CNE-2/RAB26和CNE-2/Vector的存活分数。*P<0.05, **P<0.01。
A: cell clone formation assay to detect the cell viability of CNE-2/RAB26 and CNE-2/Vector at 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy and 8 Gy irradiation doses; 
B: multi-targeted single-click model fitted with dose-survival curves to analyze the survival fraction of CNE-2/RAB26 and CNE-2/Vector. *P<0.05, 
**P<0.01.

图5   RAB26过表达降低鼻咽癌细胞的放射敏感性

Fig.5   Overexpression of RAB26 can decrease the radiosensitivity of nasopharyngeal carcinoma cells
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预治疗奠定了理论基础。

综上所述, 本研究报道了RAB26与促进鼻咽癌细

胞增殖的相关通路之间的联系, 我们发现了RAB26在
鼻咽癌中高表达 , 并可能通过激活Wnt/β-catenin信号

通路和MAPK/ERK信号通路促进鼻咽癌细胞增殖。

本研究为阐明鼻咽癌发病的分子机制提供了新视

角, 为鼻咽癌分子靶向治疗提供了新的靶点。
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