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RAB11A异常高表达促进鼻咽癌侵袭能力
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摘要    目的：探索RAB11A在鼻咽癌（NPC）中的表达情况及其对NPC细胞恶性生物学行为的影响。方法：使用公共数据库

GEO比较RAB11A在NPC组织和正常鼻咽上皮组织（NNE）中转录水平的差异，并通过western blotting以及免疫组织化学染色

验证RAB11A蛋白表达水平。使用 siRNA和过表达质粒分别在NPC细胞中敲低和过表达RAB11A。通过Transwell实验检测

细胞的侵袭能力。结果：相较于NNE，RAB11A在NPC中呈高转录和高蛋白表达水平（均P＜0.05）。受试者工作特征（ROC）

曲线分析显示，RAB11A mRNA诊断NPC的曲线下面积（AUC）为0.748 （95%CI：0.667～0.829），并且mRNA表达水平越高的患

者生存时间越短（P=0.000 63）。此外，敲低RAB11A可以显著抑制NPC细胞的侵袭能力（P＜0.05），反之过表达RAB11A则可以

显著增强NPC细胞的侵袭能力（P＜0.01）。结论：RAB11A是NPC潜在的肿瘤促进因子，可能为NPC的有效诊断和预后预测

分子标志物。
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The abnormally high expression of RAB11A promotes the invasion of nasopharyngeal carci⁃
noma
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Abstract    Objective: To investigate the expression of RAB11A in nasopharyngeal carcinoma (NPC) and its ef‐

fect on the malignant biological behavior of NPC cells. Methods: The differences in the transcription level of 

RAB11A in the NPC epithelium and the normal nasopharyngeal epithelium (NNE) were compared using a public 

database GEO, and protein expression level of RAB11A was verified by western blotting and immunohistochem‐

istry techniques. RAB11A was knocked down and overexpressed in NPC cells using siRNA and overexpressed 

plasmid, respectively. The invasive ability of the cells was detected by Transwell assay. Results: Compared with 

NNE, RAB11A showed higher transcription and protein expression levels in NPC (all P＜0.05). Receiver operat‐

ing characteristic (ROC) curve analysis showed that the AUC of RAB11A mRNA in diagnosing NPC was 0.748 

(95% CI: 0.667-0.829), and the survival time of patients with higher mRNA expression level was shorter (P=

0.00063). In addition, knockdown of RAB11A significantly inhibited the invasion ability of NPC cells (P＜0.05), 

whereas overexpression of RAB11A significantly enhanced the invasion ability of NPC cells (P＜0.01). Conclu‐

sion: RAB11A is a potential tumor-promoting factor in NPC, and may be an effective molecular marker for diag‐

nosis and prognosis prediction of NPC.
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma, NPC）具有

显著的地理学分布特征，是中国南方地区尤其是广

东及广西的高发性肿瘤[1]。其起源于鼻咽黏膜上

皮，好发于咽隐窝，主要病理类型是非角化型鳞状

细胞癌[2]。NPC的发病与遗传、环境以及EB病毒感

染[3]密切相关。其中遗传因素在NPC病因中占重要

作用，EB病毒高危亚型可能与宿主基因相互作用，

共同促进 NPC 进展[1]。由于鼻咽部的位置隐蔽，

NPC早期症状不明显，超过 70%的患者在中期或晚

期才被确诊[3]，这也是 NPC 治疗失败的主要因素。

因此，有必要探寻可靠的转移相关分子标志物。

RAB11A 基因属于 RAS 致癌基因家族成员，该

基因编码的蛋白质属于小 GTP 酶超家族的 Rab 家

族。它与组成型和调节性分泌通路有关，并且可能

参与蛋白质转运[4-6]，对控制人体多种细胞生长发育

起着重要功能。其不仅控制肠上皮祖细胞的有丝

分裂[7]，还对胰腺形态发生、管腔形成和内分泌质量

至关重要[8]。于此同时，它在致癌方面也起着重要

的作用。多项研究表明，RAB11A与胶质母细胞瘤、

肺鳞状细胞癌、卵巢癌等多种肿瘤的增殖、迁移和

侵袭等恶性生物学行为呈正相关关系[9-11]，但在NPC

中还未有相关文献报道。本研究旨在分析RAB11A

在NPC中的表达情况，并探索RAB11A对NPC细胞

恶性生物学行为的影响。

1   材料与方法

1.1    材料

1.1.1    细胞株    NPC细胞系HONE1、CNE1、CNE2、

5-8F、TW03、HK1 和正常鼻咽上皮细胞系 NP69、

NP460均来自广西医科大学鼻咽癌重点实验室。

1.1.2    组织样本    本次鼻咽部组织标本来自广西

医科大学第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科门诊就

诊患者，且已经过病理科确诊，慢性黏膜炎的患者   

7例，未分化型非角化型癌的患者 13例。所有样本

均经过广西医科大学第一附属医院医学伦理审查

委员会批准（No.2022-KT-国基-243），患者均知情同

意。所使用的 NPC组织芯片购自上海芯超生物科

技有限公司（中国，阵列编号：NPC-1401）。

1.1.3    主要试剂    DMEM 培养基和 KSFM 培养基

（配套生长因子）、澳洲胎牛血清购自 Gibco 公司。

Lipofectamine ™ RNAiMAX 转染试剂购自 Invitro‐

gen 公 司 。 siRNA-RAB11A 购 自 Bioneer 公 司 。

RAB11A 抗体、GAPDH 抗体购自 Proteintech 公司，

蛋白免疫印迹（western blotting）二抗购自 LI-COR

公司。

1.2    实验方法

1.2.1    差异表达分析    在GEO数据库（https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/gds/，查询时间：2024-08-19）下载

GSE12452、GSE180272、GSE53819、GSE61218 和

GSE64634数据集。使用 sva R包合并数据集，并采

用ComBat函数去除批次效应，使用 limma R包分析

NPC组织和正常鼻咽上皮组织（NNE）之间RAB11A

的表达差异。使用 pROC R包在合并数据集中采用

受试者工作特征（ROC）曲线评估RAB11A对NPC的

诊断价值。

1.2.2    预后分析    使用 survminer和 survival R包生

成 Kaplan-Meier 曲线，使用 surv_cutpoint 函数确定

理想的截点。使用 timeROC R 包绘制时间依赖的

ROC曲线，评估病例的区分准确性。应用 rms R包

构建 NPC 患者无进展生存期（progression-free sur‐

vival, PFS）列线图。

1.2.3    基因富集分析    使用 clusterProfiler R包进行

GO和KEGG分析。通过比较RAB11A高表达组和

低表达组的基因富集模式，研究RAB11A在NPC中

的潜在作用及其与之相关的通路。

1.2.4    相关性分析及非负矩阵分解（NMF）聚类

分析 RAB11A 与 7 个免疫检查点相关基因

（PDCD1、CTLA4、TIGIT、BTLA、CD27、CD28、SIRPA）

以及5个EB病毒潜伏期基因（EBNA1、LMP1、LMP2A、

RPMS1、A73）表达之间的相关性。使用 NMF 算法

将 NPC 组织分为冷肿瘤或热肿瘤，并分析两者

RAB11A的表达差异。

1.2.5    细胞转染    提前 1 d将细胞铺至 6孔板，待细

胞长满 60%～70% 进行转染。使用 RNAiMax进行

siRNA转染，使用Lipofectamine 3000转染过表达质

粒。转染 24 h 后，通过实时荧光定量 PCR（RT-

qPCR）检测 RAB11A mRNA 水平变化情况，48 h 后

通过western blotting检测RAB11A蛋白水平。

1.2.6    RT-qPCR    利用TRIZOL法提取RNA。根据

逆转录试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）说

明书将RNA逆转录为 cDNA。然后用 SYBR Green

（Applied Biosystems 公司）法，测定反应过程中的

CT 值，根据 2-ΔΔCT 公式计算 RAB11A 基因的相对表

达量。

1.2.7    Western blotting    提取细胞系总蛋白，使用

BCA试剂盒（上海碧云天生物技术股份有限公司）
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测蛋白浓度，然后将蛋白煮沸使其变性。将制备好

的蛋白样品，上样至 SDS-PAGE凝胶中，通过 220 V

电泳，直到蛋白条带可以均匀分开。然后 250 mA

电转 2 h，将蛋白从凝胶中转移至 PVDF膜。5% 脱

脂牛奶封闭 1.5 h。加入一抗（Proteintech 公司：

RAB11A 兔源性 IgG 抗体，GAPDH 兔源性 IgG 抗

体，稀释倍数为 1 ∶ 1 000）孵育过夜。第 2天用TBST

洗膜 3 次，然后加入二抗（LI-COR 公司：山羊抗兔

IgG抗体，稀释倍数为 1 ∶ 4 000），室温孵育 1.5 h，继

续用TBST洗膜 3次。使用成像仪器拍摄条带照片

Image J进行灰度值分析，蛋白相对表达量=（目的条

带灰度值－背景灰度值）/（内参条带灰度值－背景

灰度值）。

1.2.8    Transwell 细胞侵袭实验    将侵袭小室放置

24孔板中，在小室上层铺基质胶。将转染后的细胞

稀释至约 5×104个/mL。在下室加入完全培养基，将

细胞悬液均匀加入上室。将小室和孔板放回培养

箱中培养 24～48 h。用 4%多聚甲醛固定小室、1%

结晶紫染色，置于显微镜下拍照，计数。

1.2.9    免疫组织化学染色    将石蜡切片烘干，然后

经过二甲苯和梯度酒精浸泡脱蜡和水化，接着在抗

原修复液中加热修复，滴加内源性过氧化物酶阻断

剂（北京中山金桥生物技术有限公司）孵育 10 min，

PBS清洗，37 ℃敷一抗 1 h，PBS清洗，37 ℃敷酶标

羊抗小鼠/兔 IgG聚合物（北京中山金桥生物技术有

限公司）30 min，PBS 再次清洗，然后 DAB 显色，苏

木精复染，流水冲洗，封片。在显微镜下拍摄照片。

根据染色强度和阳性细胞数综合评分。

1.3    统计学方法

采用 SPSS软件进行数据分析，Image J软件进

行蛋白条带灰度值分析，GraphPad软件作图。计量

资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表示，两组比较采用

两独立样本 t 检验，以 P＜0.05 为差异具有统计学

意义。

2   结   果

2.1    RAB11A在NPC组织中转录上调并与不良预后

相关

针对选取的数据集的差异表达分析结果表明，

RAB11A在NPC组织（n=89）中的表达显著高于NNE

组织（n=56）（P=5.5e-07），见图 1A。通过绘制 ROC

曲线，当阈值设置为 10.985 时，RAB11A 预测 NPC

的灵敏度和特异度分别为 66.3% 和 82.1%，曲线下

面积（AUC）为 0.748（95%CI：0.667～0.829），提示

RAB11A 是区分 NPC 患者和健康对照者的良好预

测因子，见图 1B。根据 RAB11A 表达的最佳截断

值，将数据集中的 NPC 患者分为两组。Kaplan-

Meier 曲线显示，高 RAB11A 表达与 NPC 患者的

PFS 呈负相关关系（P=0.000 63），见图 1C。随着

RAB11A的表达升高，NPC患者的死亡风险逐步升

高，RAB11A的表达是影响NPC患者预后的不良因

素，见图 1D。1 年和 2 年时间依赖性 ROC 的 AUC

分别为0.792和0.618，可见AUC均大于0.5，RAB11A

仍然是区分 NPC患者和健康对照者的良好预测因

子，见图1E。

针对 NPC 患者的病理类型 、病理分期和

RAB11A的表达水平进行多因素COX回归分析，可

见 RAB11A 表达水平是影响 NPC 患者结局的独立

因素，且 RAB11A 表达越高，患者风险越大（HR=

7.83，95%CI：2.08～29.4，P=0.002 33），见图 1F。根

据NPC患者的病理类型、病理分期和RAB11A的表

达水平建立的列线图有助于预测 1年和 2年的生存

率，见图 1G。校准曲线图显示实际概率与预测概率

之间具有良好的预测精度，见图1H。

2.2    RAB11A参与免疫调节

通过对 RAB11A 基因进行 GO 富集分析，可见

RAB11A及其相关基因主要富集在适应性免疫应答

相关区域。通过对RAB11A基因进行KEGG通路分

析，可见RAB11A主要参与蛋白质加工、合成、氧化

磷酸化等信号通路，图 1I。说明RAB11A可能在调

节肿瘤微环境的免疫应答中起着重要的作用。基

于热肿瘤和冷肿瘤基因特征，使用NMF算法将数据

集中的89例NPC患者分为冷肿瘤组和热肿瘤组，可

见 RAB11A 的表达在冷肿瘤组显著高于热肿瘤组

（P＜0.05）。通过评价 RAB11A与免疫检查点表达

水平的关联，发现 RAB11A 表达越高，免疫检查点

表达越低（P＜0.05），结果提示他们对免疫检查点抑

制剂不敏感，因此RAB11A高表达NPC倾向于免疫

沉默，见图1J。

2.3    RAB11A的表达与EB病毒潜伏期基因相关

通过分析EB病毒潜伏期基因和RAB11A表达

的 相 关 性 ，发 现 大 部 分 潜 伏 期 基 因（EBNA1、

LMP2A、RPMS1、A73）与 RAB11A 之间存在显著正

相关关系（R＞0.3，P＜0.001），见图 1K。然后在数

据库中作进一步的验证，我们关注到C666这种自身

携带 EB病毒基因的NPC细胞系，通过分析数据集
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GSE225250中C666和NNE细胞系NP69中RAB11A

的表达量，发现C666中的RAB11A的表达量显著高

于 NP69（P=0.000 46），说 明 EB 病 毒 感 染 与

RAB11A过表达密切相关，见图1L。

2.4    RAB11A蛋白在NPC细胞系和NPC组织中呈

显著高表达

与正常细胞系NP69和NP460相比，RAB11A蛋

白在 NPC 细胞系 HONE1、5-8F、TW03 中的表达显

著升高（P＜0.05），见图 2A。与 NNE 组织相比，

RAB11A 蛋白在 NPC 组织中的表达显著升高（P＜

0.05），见图 2B。针对 NPC组织芯片的免疫组织化

学染色结果表明，RAB11A在不同位置的组织呈现

不同的表达情况，见图 2C。通过免疫组织化学染色

评分将所有 NPC 患者分为 RAB11A 高表达组和低

表达组，结果发现，RAB11A高表达组和低表达组患

者临床特征并无显著差异（P＞0.05），见表1。

A：RAB11A在GEO数据库中的差异表达分析；B：RAB11A的ROC曲线；C：RAB11A的生存分析模型；D：RAB11A的风险

曲线；E：RAB11A的时间依赖性 ROC曲线；F：RAB11A的 COX回归森林图；G：RAB11A的 COX回归列线图；H：RAB11A的

COX回归列线图标准曲线；I：RAB11A的GO分析和KEGG分析；J：RAB11A和免疫检查点的相关性分析矩阵；K：RAB11A和

EB病毒潜伏基因的相关性分析；L：RAB11A在C666和NP69中的表达情况；组间比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜

0.000 1。

图1    RAB11A在GEO数据库的表达情况及相关分析
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临床特征

年龄，n（%）

    ＜60岁

    ≥60岁

性别，n（%）

    男

    女

TMN分期/期，n（%）

    TMN1+TMN2

    TMN3+TMN4

是否死亡，n（%）

    是

    否

复发史，n（%）

    复发

    未复发

远处转移史，n（%）

    远处转移

    未远处转移

肿瘤体积/cm3 ，x̄ ± s
肿瘤数量/个，x̄ ± s
总生存期/月，x̄ ± s
PFS/月，x̄ ± s

n

91

29

76

44

73

47

27

93

51

69

47

73

RAB11A

低表达

50（54.95）

17（58.62）

47（61.84）

20（45.45）

40（54.79）

27（57.45）

16（59.26）

51（54.84）

29（56.86）

38（55.07）

27（57.45）

40（54.79）

1.36±0.57  

1.54±0.79

87.58±19.38

83.21±22.36

高表达

41（45.05）

12（41.38）

29（38.16）

24（54.55）

33（45.21）

20（42.55）

11（40.74）

42（45.16）

22（43.14）

31（44.93）

20（42.55）

33（45.21）

1.31±0.76

1.34±0.71

86.38±18.42

78.92±23.89

χ²/t

0.121

3.035

0.082

0.166

0.038

0.082

0.376

1.432

0.346

1.015

P

0.73

0.08

0.78

0.68

0.85

0.78

0.71

0.16

0.73

0.31

表1    RAB11A 表达水平和患者临床特征之间的关系

A：western blotting检测NPC细胞系（HONE1、CNE1、CNE2、HK1、5-8F、TW03）和NNE细胞系（NP460、NP69）的RAB11A

蛋白表达水平，并统计分析各NPC细胞系分别与NNE细胞系NP460和NP69的RAB11A蛋白表达水平差异；B：免疫组织化学

染色检测在NPC组织样本和NNE组织样本中RAB11A的染色结果； C：免疫组织化学染色检测在NPC组织芯片中的RAB11A

高表达和低表达染色结果；与NNE细胞/组织比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图2    RAB11A在NNE和NPC细胞及组织中的表达情况
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2.5    siRNA 敲低 RAB11A 的表达抑制 NPC 细胞的

侵袭能力

在5-8F和TW03细胞系中用siRNA敲低RAB11A

的表达，并通过 RT-qPCR 和 western blotting检测证

实敲低成功，见图 3A。与未敲低的对照组相比，敲

低RAB11A表达的 5-8F和TW03细胞在显微镜下的

穿膜细胞数均显著减少（P＜0.05），见图3B。

2.6    RAB11A过表达增强NPC细胞的侵袭能力

成功在5-8F和TW03 细胞系中过表达RAB11A，

见图 3C。与对照组细胞（pcDNA3.1-5-8F和 pcDNA 

3.1-TW03）相比，过表达RAB11A的细胞在显微镜下

的穿膜细胞数均显著增加（P＜0.01），见图3D。

A：在NPC细胞系中敲低RAB11A后使用RT-qPCR和western blotting检测RAB11A的mRNA转录水平和蛋白表达水平； 

B：transwell实验检测在NPC细胞系中敲低RAB11A后对侵袭能力的影响；C：在NPC细胞系中过表达RAB11A后使用RT-qPCR

检测RAB11A的mRNA转录水平；D：transwell实验检测在NPC细胞系中过表达RAB11A后对侵袭能力的影响；组间比较，*P＜

0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图3    在NPC细胞中敲低、过表达RAB11A对侵袭能力的影响

3   讨   论

RAB11A在多种肿瘤中呈高表达。Chen等[12]研

究表明，RAB11A 在前列腺癌细胞中的表达上调并

促进肿瘤进展。Du等[13]揭示了 RAB11A 在胃癌中

过表达并促进肿瘤细胞的增殖和侵袭等恶性生物

学行为。另一项针对结直肠癌的研究也发现，

RAB11A在结直肠癌中的表达上调，并具有预测结

直肠癌免疫治疗反应和预后的潜力[14]。在喉癌中的

研究也表明 RAB11A 在癌组织的表达明显高于癌

旁正常组织[15]。本次研究首先通过分析 GEO 数据

库的信息，发现 RAB11A在NPC中的转录水平异常

增高，进一步通过实验证实NPC中的RAB11A蛋白

表达明显高于 NNE，这提 示了它可能为 NPC 的致

癌因子。此外，RAB11A对于区分NPC患者和健康

对照者也具有良好的灵敏度和特异度。RAB11A的

COX回归分析结果表明，RAB11A是影响NPC患者

结局的独立不良因素，可以较好地用于预测NPC患
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者的结局。基于这些发现，我们建议将RAB11A作

为临床诊断和预后判断的标志物。本研究进一步

补充了RAB11A作为肿瘤促进因子的新证据。

免疫治疗，尤其是免疫检查点抑制剂在包含复

发转移性 NPC等多种实体肿瘤中显示出较好的疗

效和可靠的安全性[16]。于是我们进一步研究

RAB11A与免疫相关基因的关系。对RAB11A的基

因富集分析和通路分析揭示了其是一种具有负性

调节作用的免疫调节因子。RAB11A表达水平较高

的肿瘤细胞更易诱导免疫耐受，从而降低免疫细胞

对肿瘤的杀伤能力。因此，对于RAB11A高表达的

NPC患者来说，消除该基因的负面影响，并重新激

活已经产生耐受的免疫细胞，可能成为治疗NPC的

新策略。

EB 病毒相关标志物是 NPC 重要的肿瘤标志

物，也是目前临床应用最成熟、最广泛的早期筛查、

诊断、预后判断及个体化治疗方案制定的重要参考

指标[17]。通过分析 EB 病毒潜伏期基因与 RAB11A

基因表达的相关性，我们揭示了 EB 病毒感染与

RAB11A高表达之间存在一定的联系，可能为NPC

的发病机制提供了新的视角。RAB11A作为肿瘤促

进因子，其表达上调可能与 EB 病毒感染后病毒诱

导的细胞信号通路改变有关，值得进一步研究。此

外，了解 RAB11A 在 EB 病毒感染细胞中的具体功

能，以及它如何影响肿瘤细胞的免疫逃逸和侵袭

性，将有助于开发针对NPC的靶向治疗策略。

我们进一步探索了 RAB11A 促进 NPC 发展的

具体机制，认为其主要增强NPC侵袭能力。我们发

现，敲低 RAB11A基因可以显著抑制NPC细胞的侵

袭能力，而过表达 RAB11A基因则显著增强了该能

力。RAB11A可以通过多种信号通路和网络调节肿

瘤细胞的侵袭能力，相关的结论在其他的研究中也

得到了证实。例如，RAB11A 表达通过调节肺鳞状

细胞癌中 FGFR 信号传导促进癌症侵袭性[10]；Wang

等[11]发现，RAB11A 可以诱导自噬促进卵巢癌细胞

的侵袭。除此之外，Zhao等[18]的研究表明，RAB11A

的敲低通过 WNT 通路抑制了食管癌细胞的增殖、

迁移和侵袭。王云等[19]针对胰腺癌的研究则发现

RAB11A 通过 PI3K/AKT 和 Ras/MEK/ERK 信号通

路调节胰腺癌细胞凋亡和侵袭。本研究证实了

RAB11A的高表达促进NPC的侵袭，但具体分子机

制还需要进一步探索。

RAB11A 属于小 GTP 酶超家族的 Rab 家族成

员。目前的研究普遍显示，该家族的成员在多种肿

瘤中表达上升并影响恶性生物学行为。例如，

RAB22A能够通过激活 PI3K/AKT/mTOR信号通路

促进上皮间质转化（EMT）过程，从而增强甲状腺癌

细胞的增殖、迁移和侵袭能力[20]。RAB25在卵巢癌

和乳腺癌中的高表达显著提升了细胞的锚定依赖

性和非依赖性增殖，并增强了癌细胞的体内侵袭

性[21]。RAB31 在胃癌中的过表达与肿瘤细胞转移

能力的增加呈正相关关系[22]。此外，由于RAB家族

成员还参与蛋白的运输，它们还可以通过调节运输

过程从而影响肿瘤进展。Yoon 等[23]的研究揭示，

RAB11介导的 α6β4 整合素运输有助于增加乳腺癌

患者的癌细胞侵袭。还有Caswell等[24]研究也指出，

RAB25 通过指导整合素回收囊泡的定位来促进肿

瘤进展，从而增强肿瘤细胞侵入细胞外基质的

能力。

综上，本研究揭示了RAB11A在NPC中的表达

水平较高，且RAB11A的高表达与较差的预后紧密

相关，RAB11A对NPC的侵袭性具有显著影响。因

此，RAB11A有潜力成为NPC的有效诊断和预后预

测的分子标志物，同时也可能成为治疗 NPC 的新

靶点。
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