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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨 Rac1 蛋白对乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞分泌血管内皮生成因子(VEGF)的调

控作用。 方法摇 在乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞中分别转染 Rac1 正显性真核表达质粒(V12Rac1 组)及空

白对照质粒(空白对照组)和 Rac1 小干扰 RNA(siRac1 组)及对照小干扰 RNA (沉默对照组)后,通过

ELISA 分别检测转染后 24、48、72 h 由 MDA鄄MB鄄231 细胞分泌的 VEGF 蛋白水平;通过 Western blot 检测

各组血管生成相关因子 p53 和 VEGF 表达的变化。 两组 Western blot 定量分析数据比较采用 t 检验,
VEGF 分泌数据采用重复测量的方差分析。 结果 摇 ELISA 分析结果显示:当 MDA鄄MB鄄231 细胞中高表

达 Rac1 时,细胞分泌的 VEGF 水平随着时间的延长而逐渐升高,与空白对照组相比组间差异有统计学

意义(组间比较:F = 837郾 122,P<0郾 001;不同时间点比较:F = 57 806郾 374,P<0郾 001;交互作用:F =
7 663郾 095,P<0郾 001);当 MDA鄄MB鄄231 细胞中低表达 Rac1 时,细胞分泌的 VEGF 水平随着时间的延长

逐渐升高,但低于沉默对照组,差异有统计学意义(组间比较:F = 511郾 891,P<0郾 001;不同时间点比较,
F=268郾 078,P<0郾 001;交互作用:F=120郾 708,P= 0郾 001)。 Western blot 结果显示,当 MDA鄄MB鄄231 细胞

高表达 Rac1,与空白对照组相比,p53 蛋白表达降低( t = -6郾 392, P = 0郾 003),VEGF 蛋白表达升高( t=
7郾 497, P = 0郾 002);当 MDA鄄MB鄄231 细胞中低表达 Rac1,与沉默对照组相比,p53 蛋白表达增加( t =
5郾 307, P=0郾 006),VEGF 蛋白表达降低( t = -7郾 395, P = 0郾 002)。 结论 摇 在乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞

中,Rac1 表达高低可以引起细胞分泌 VEGF 的水平变化,Rac1 可能通过抑制 p53 表达而增加 VEGF 表达。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To investigate the regulatory effect of Rac1, one member of Rho protein
family, on vascular endothelial growth factor (VEGF) in breast cancer MDA鄄MB鄄231 cells. Methods摇 MDA鄄
MB鄄231 cells were transfected by Rac1 constitutively鄄active mutant plasmid pCEFL鄄GST鄄V12Rac1 (V12Rac1
group), blank plasmid pCEFL鄄GST鄄neo (blank control group), small interference Rac1 RNA (siRac1 group)
and small interference RNA of control ( si鄄control group) respectively. VEGF expression levels in MDA鄄MB鄄
231 cells were determined by ELISA assay at different time points(24, 48, 72 h after transfection). Western
blot assay was performed to detect the relative expressions of angiogenesis鄄related factors p53 and VEGF.
VEGF expression levels were compared by repeated measurement analysis of variance and t test was used to
compare the quantitative data of Western blot. Results 摇 ELISA assays showed that after up鄄regulating Rac1
expression in MDA鄄MB鄄231 cells, VEGF level was gradually increased with time, indicating a significant
difference compared with blank control group ( group comparison: F = 837郾 122, P < 0郾 001; comparison of
different time points: F=57 806郾 374,P<0郾 001; interaction of grouping and time: F=7 663郾 095, P<0郾 001).
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After down鄄regulating Rac1, VEGF level was significantly lower than that in si鄄control group (group comparison:
F=511郾 891,P<0郾 001; comparison of different time points: F = 268郾 078,P<0郾 001; interaction of grouping
and time: F= 120郾 708,P = 0郾 001). Western blot assay showed that in MDA鄄MB鄄231 cells, the increased
Rac1 expression could inhibit p53 expression ( t = -6郾 392, P= 0郾 003) and enhance VEGF expression ( t =
7郾 497, P= 0郾 002) compared with blank control group, while decreased Rac1 expression could elevate p53
expression ( t=5郾 307, P=0郾 006) and inhibit VEGF expression ( t = -7郾 395, P = 0郾 002) compared with si鄄
control group. Conclusion 摇 Rac1 expression could affect VEGF expression in breast cancer MDA鄄MB鄄231
cells and Rac1 may promote VEGF expression through inhibiting p53 expression.

揖Key words铱摇 Breast neoplasms; Vascular endothelial growth factors; Tumor suppressor protein p53;
RAC1 protein, human

摇 摇 Rho 蛋白属于小 G 蛋白家族,目前已经发现了

至少 21 个 Rho 家族蛋白分子,包括 Rho 亚家族

(RhoA、 RhoB、 RhoC)、 Rac 亚家族 ( Rac1、 Rac2、
Rac3、RhoG)、 Cdc42 亚家族 ( Cdc42、 TC10、 TCL、
Wrch1、 chp / Wrch2 )、 Rnd 亚 家 族 ( Rnd1、 Rnd3 /
RhoE、Rnd2)、RhoBTB 亚家族(RhoBTB1、RhoBTB2)
等[1鄄3]。 研究发现,Rho 蛋白在肿瘤中异常表达,可
以激活多条信号途径,从而在肿瘤的恶性转型、异常

增殖、侵袭和转移等方面发挥重要作用[4]。 Rac1 是

目前研究较多的 Rho 蛋白家族成员,已证实其主要

在恶性肿瘤进程中发挥作用。 有研究发现,Rac1 蛋

白在乳腺癌、胃癌组织中高表达,并且可以促进肿瘤

细胞的过度增殖和侵袭[5鄄6]。 另外,Rac1 蛋白也参

与恶性肿瘤血管生成,促进肿瘤血管腔的形成[7]。
尽管如此,Rac1 蛋白是否影响肿瘤血管生成相关因

子的表达和调控尚不清楚。 本研究主要探讨了

Rac1 蛋白对乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞 VEGF 分泌

和表达调控的影响。

资料与方法

一、主要试剂

ELISA 试剂盒购自美国 Santa 公司。 兔抗人

VEGF、鼠抗人 p53 等抗体购自英国 Abcam 公司,鼠
抗人 茁鄄actin 抗体购自武汉博士德公司。 脂质体购

自美国 Invitrogen 公司。
二、细胞培养

人乳腺癌细胞系 MDA鄄MB鄄231 购于中国科学院

上海细胞库。 采用含有 10% 的胎牛血清、100 U / ml
青霉素、100 mg / ml 链霉素的 RPMI1640 培养液,在
37 益、5%的 CO2 培养孵箱培养。

三、基因转染及实验分组

实验分组如下:(1) Rac1 正显性表达组(转染

Rac1 正显性真核表达质粒 pCEFL鄄GST鄄V12Rac1,
V12Rac1 组)和 Rac1 正显性对照组(转染空白对照

质粒 pCEFL鄄GST鄄neo,空白对照组);(2) Rac1 沉默

组(转染 Rac1 小干扰 RNA,siRac1 组)和 Rac1 沉默

对照组(转染对照小干扰 RNA,沉默对照组)。 空白

对照质粒 pCEFL鄄GST鄄neo 及 Rac1 正显性真核表达

质粒 pCEFL鄄GST鄄V12Rac1 由美国辛辛那提大学

(University of Cincinnati) Zheng Yi 教授馈赠。 Rac1
小干扰 RNA 和对照小干扰 RNA 均由上海吉玛公司

合成。 按照脂质体说明书进行基因转染,细胞转染

后 6 ~ 8 h 更换培养液并继续培养 48 h 后收集细胞。
四、ELISA 实验

为了消除血清对细胞的刺激,使用撤血清培养

液将不同转染后的细胞分别培养 24、48、72 h,收集

细胞培养上清液,将上清液离心后使用移液器加入

到人源化的 VEGF 单克隆抗体 ELISA 试剂板上,置
于 37 益恒温箱孵育 1 h 后,用 PBS 洗涤 5 次,每次

5 min,再将每孔中加入工作液,避光孵育 15 min 后,
加入终止液并在 490 nm 酶标仪检测吸光值。 每组

设计 3 个复孔。
五、Western blot
使用细胞裂解液裂解细胞沉淀并收集裂解物上

清液,Bradford 法测定蛋白浓度并计算上样量,按每

条泳道蛋白样品 100 滋g 上样,电泳结束后采用湿转

法恒压 100 V 转膜 120 min,将碳酸纤维素膜浸于

5%脱脂奶粉室温封闭 1 h。 采用抗体稀释液稀释

茁鄄actin 抗体(1 颐 5 000)、p53 抗体(1 颐 1 000) 和

VEGF 抗体(1 颐 1 000),4 益冰箱孵育过夜,清洗碳

酸纤维素膜,孵育辣根酶标记的二抗(1 颐 5 000)1 h,
清洗后电化学发光法显影。

六、统计学分析

应用 SPSS17郾 0 软件对实验数据进行统计分析,
计量资料以 軃x依 s 表示,两组均数比较采用 t 检验。
ELISA 法检测 VEGF 数据采用重复测量的方差分

析,两两比较采用 LSD 法。 P<0郾 050 为差异有统计

学意义。 Western blot 灰度值采用 Kodak Digital
Science 1D 软件分析。
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结摇 摇 果

一、Rac1 表达对乳腺癌细胞系 MDA鄄MB鄄231 细

胞分泌 VEGF 的影响

ELISA 检测结果显示:在空白对照组中,随着观

察时间的延长,MDA鄄MB鄄231 细胞分泌的 VEGF 表

达逐渐增加;在 V12Rac1 组中,Rac1 正显性表达后

MDA鄄MB鄄231 细胞分泌的 VEGF 随时间延长显著增

加,高于空白对照组,差异有统计学意义,具体统计

数据见表 1。 在 siRac1 组中, Rac1 沉默表达后

MDA鄄MB鄄231 细胞分泌的 VEGF 逐渐升高,但仍低

于沉默对照组,差异有统计学意义,具体统计数据见

表 2。

表 1摇 ELISA 检测 V12Rac1 对 MDA鄄MB鄄231 细胞

分泌 VEGF 的影响

组别
实验

次数

VEGF 蛋白表达水平(pg / ml,軃x依s)

24 h 48 h 72 h

空白对照组 3 102郾 21依2郾 01 135郾 31依3郾 60 168郾 09依2郾 62

V12Rac1 组 3 113郾 54依4郾 53 173郾 11依3郾 55 255郾 02依4郾 55

摇 摇 注: 分 组 比 较, F = 837郾 122, P < 0郾 001; 不 同 时 间 点 比 较, F =

57 806郾 374,P<0郾 001;时间因素和分组之间有交互作用,F = 7 663郾 095,

P<0郾 001;同一时间点各组两两比较,P 均<0郾 050

表 2摇 ELISA 检测 siRac1 对 MDA鄄MB鄄231 细胞

分泌 VEGF 的影响

组别
实验

次数

VEGF 蛋白表达水平(pg / ml,軃x依s)

24 h 48 h 72 h

沉默对照组 3 102郾 04依3郾 11 136郾 55依3郾 72 168郾 62依4郾 35

siRac1 组 3 93郾 11依3郾 20 104郾 23依4郾 00 107郾 15依3郾 83

摇 摇 注:分组比较,F = 511郾 891,P<0郾 001;不同时间点比较,F = 268郾 078,

P<0郾 001;时间因素和分组之间有交互作用,F = 120郾 708,P = 0郾 001;同一

时间点各组两两比较,P 均<0郾 050

二、Rac1 通过调控 p53 蛋白而影响 VEGF 表达

Western blot 实验显示:当 siRac1 抑制乳腺癌

MDA鄄MB鄄231 细胞内 Rac1 表达时,血管生成抑制因

子 p53 蛋白在 siRac1 组中的相对表达量明显高于

沉默对照组,差异具有统计学意义( t = 5郾 307, P=
0郾 006, 图 1a);VEGF 蛋白在 siRac1 组中的相对表

达量明显低于沉默对照组,差异具有统计学意义

( t= -7郾 395, P = 0郾 002, 图 1a,表 3)。 当 V12Rac1
正显性激活 MDA鄄MB鄄231 细胞内 Rac1 表达时,p53
蛋白在 V12Rac1 组中的相对表达量明显低于空白

对照组,差异具有统计学意义 ( t = - 6郾 392, P =
0郾 003, 图 1b); VEGF 蛋白在 V12Rac1 组中的相对

表达量(1郾 323依0郾 089)明显高于空白对照组,差异

具有统计学意义(t=7郾 497, P=0郾 002, 图 1b,表 4)。

注:1 为沉默对照组;2 为 siRac1 组;3 为空白对照组;4 为

V12Rac1 组

图 1摇 Western blot 检测过表达 Rac1 对 p53 和 VEGF
表达的影响

表 3摇 siRac1 组及沉默对照组 Western blot 实验

定量分析结果(軃x依s)

组别 实验次数 p53a VEGFa

沉默对照组 3 1郾 407依0郾 077 1郾 163依0郾 140

siRac1 组 3 2郾 623依0郾 389 0郾 483依0郾 075

t 值 5郾 307 -7郾 395

P 值 0郾 006 0郾 002

摇 摇 注:a表中数据为 p53 或 VEGF 的相对表达量

表 4摇 V12Rac1 组及空白对照组 Western blot 实验

定量分析结果(軃x依s)

组别 实验次数 p53a VEGFa

空白对照组 3 2郾 043依1郾 114 0郾 643依0郾 130

V12Rac1 组 3 1郾 425依0郾 123 1郾 323依0郾 089

t 值 -6郾 392 7郾 497

P 值 0郾 003 0郾 002

摇 摇 注:a 表中数据为 p53 或 VEGF 的相对表达量

讨摇 摇 论

Rac1 是 Rho 蛋白家族成员之一。 现已发现,
Rac 亚家族主要包括 Rac1、Rac2、Rac3 和 Rac1 的剪

切突变体 Rac1b,虽然它们在蛋白质序列方面有

85%以上的同源性,但是具体的生物学功能不尽相

同[8鄄9]。 Rac2 主要在造血细胞中表达,参与血液系

统相关功能调控;而 Rac3 在脑组织中表达较高,在
脑细胞基本功能及相关疾病中发挥作用[10鄄11]。 Rac1
是一个癌基因,参与细胞的恶性转化,尤其是在细胞

骨架重组、侵袭迁移、凋亡等方面发挥作用[12]。
文献报道,Rac1 在乳腺癌、胃癌等组织中呈高

表达,并且与肿瘤高 TNM 分期、高增殖、易转移复发

等临床病理学因素密切相关[5鄄6]。 笔者的前期研究

也证实,Rac1 蛋白在正常乳腺组织中几乎不表达,
而在乳腺癌组织中的阳性表达率为 35郾 9% ,该蛋白
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的高表达与患者的年龄、肿瘤大小、组织分化程度等

均无相关性,而与 TNM 分期、淋巴结转移、肿瘤侵

袭、Ki67 表达等相关[13]。 这些研究再次证实了

Rac1 在恶性肿瘤进程中的促癌作用。 Rho 蛋白成

员 RhoA 在肿瘤血管生成中发挥作用,RhoA 在缺氧

条件下能够促进肿瘤细胞分泌 VEGF,促进血管内

皮细胞形成初级血管腔,而且 RhoA 本身能够增加

血管内皮细胞的增殖活性和肌动纤维蛋白的形成;
机制研究发现,RhoA 通过抑制血管生长抑制因子

p53 的表达从而增加 VEGF 的表达,最终促进血管

生成[14鄄17]。 尽管如此,有关 Rac1 在肿瘤血管生成

中的研究还较少,其相关分子机制还未阐明。 本研

究以乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞为研究对象,通过转

染正显性 Rac1 和小干扰 RNA 分别在细胞中激活和

抑制 Rac1 的表达,随着时间的延长,肿瘤细胞分泌

的 VEGF 发生变化,激活 Rac1 时能够显著增加肿瘤

细胞分泌 VEGF,而抑制 Rac1 时肿瘤细胞 VEGF 的

分泌也受到了抑制。 这就说明,Rac1 确实促进乳腺

癌 MDA鄄MB鄄231 细胞分泌 VEGF,促进血管生成。
接着,本研究探讨了 Rac1 调控 VEGF 水平的机制。
本研究发现当抑制乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞内

Rac1 蛋白表达时,p53 蛋白表达明显增加,VEGF 表

达显著减少;而当激活细胞内 Rac1 蛋白时,p53 蛋

白表达降低,VEGF 表达反而增加。 这不仅和笔者

之前有关 RhoA 蛋白对 p53 和 VEGF 的调控研究结

果[15]相一致,而且也表明了肿瘤细胞中 Rac1 蛋白

也可以通过对 p53 和 VEGF 蛋白的调控参与肿瘤血

管的生成。 这些研究结果证实了 Rho 蛋白家族重要

成员 RhoA 和 Rac1 都能够参与并调控肿瘤血管生

成,并且主要通过对血管抑制因子 p53 和血管生长

因子 VEGF 的调控来实现的。
本研究以乳腺癌 MDA鄄MB鄄231 细胞为研究对

象,应用 Rac1 正显性激活质粒或小干扰 RNA 在肿

瘤细胞内激活 Rac1 或抑制 Rac1 表达,通过 ELISA
实验检测到 Rac1 可以影响肿瘤细胞 VEGF 的分泌,
进一步通过 Western blot 检测发现,Rac1 通过抑制

p53 蛋白表达,增加 VEGF 表达,从而参与肿瘤血管

生成过程。 本研究明确了 Rac1 参与和调控肿瘤血

管生成的作用和机制,为 Rac1 成为肿瘤抗血管生成

治疗的新靶点提供了理论依据。
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