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Rictor/mTORC2 信号促进 Kras 突变癌细胞的 
增殖和致瘤性

赖慧玲，陈淑琴 
（中山大学附属第六医院妇科，广东 广州 510655）

【摘要】  目的  探索 Rictor/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合体 2（Rictor/mTORC2）信号在 Kras 突变的肿瘤细胞中

的表达情况及对癌细胞增殖和致瘤性的影响。方法  利用公共数据库的泛癌种数据了解 Kras 和 Rictor 基因变异的频率。

通过 Pearson 相关性分析研究 Kras 和 Rictor 基因变异和基因表达的共表达趋势。利用 Kras 突变的多种癌症细胞模型，

通过反义 RNA 序列下调 Rictor 基因的表达，分别通过 CCK-8、克隆形成实验了解 Rictor/mTORC2 信号通路对 Kras
突变的肿瘤细胞的增殖和致瘤性的影响。结果  公共数据库分析显示 Kras 和 Rictor 基因的变异频率分别超过 90% 及

30%，最常见于胰腺癌、肺癌、结肠癌和乳腺癌。一系列携带 Kras 基因突变以及 Kras 基因野生型的细胞株 Rictor 基

因检测结果中，Pearson 相关性分析显示 Kras 和 Rictor 基因变异呈正相关（均 P < 0.05），mRNA 表达水平存在共同变

化趋势；下调 Rictor 基因的表达可抑制 Kras 突变的癌细胞的增殖和致瘤能力（均 P < 0.05）。结论  Rictor/mTORC2 信

号通路在 Kras 突变的癌细胞中明显活化，并可促进 Kras 突变的癌细胞的增殖和致瘤性。
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【Abstract】  Objective  To explore the expression profile of Rictor/mTORC2 in Kras mutant tumor cells and its effect on cell 
proliferation and tumorigenicity. Methods  The frequency of Kras and Rictor gene variations was investigated by using pan-cancer data 
from public databases. The co-expression relationship between Kras and Rictor gene variations and their respective gene expressions 
was analyzed using Pearson correlation analysis. Multiple cancer cell models with Kras mutation were used to down-regulate the 
expression of Rictor gene through antisense RNA sequence， and the effects of Rictor/mTORC2 signaling pathway on the proliferation 
and tumorigenicity of Kras mutant tumor cells were investigated through CCK8 and clonal formation assays， respectively. Results  The 
variation frequencies of Kras and Rictor genes exceeded 90% and 30%， respectively， most commonly occurring in pancreatic cancer， 
lung cancer， colon cancer and breast cancer. Rictor gene detection results in a series of cell lines carrying Kras gene mutation and wild-
type Kras gene were obtained. Pearson correlation coefficient showed that Kras and Rictor gene variations were positively correlated （both 
P < 0.05）， and mRNA expression levels showed a common trend. Down-regulating Rictor gene expression could significantly inhibit 
the proliferation and tumorigenic ability of Kras mutant cancer cells （both P < 0.05）. Conclusion  The Rictor/mTORC2 signaling 
pathway is obviously activated in Kras mutant cancer cells， and can promote the proliferation and tumorigenicity of Kras mutant cancer 
cells.
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肿瘤的发生、发展受癌基因驱动。Ras 是人

类肿瘤中突变概率最高的癌基因，其中 Kras 作为

Ras 家族中的主要亚型，常见于多种致死性肿瘤，

如胰腺癌（占比 >90%）、结肠癌（占比约为 50%）

和肺癌（占比约为 30%）［1］。然而，Kras 信号通

路具有十分复杂的调控网络，并且 Kras 突变的肿
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瘤细胞对临床药物往往具备抵抗性，使得目前临

床上仍无治疗 Kras 突变肿瘤的有效药物和方法［2］。

因此，若能发现 Kras 突变的肿瘤中的关键分子事

件，将为肿瘤治疗策略的研发提供非常有价值的

思路［3］。

PI3K/Akt/mTOR 信号通路的失调在人类癌

症中普遍存在，其过度激活可能促进癌症的发

生和进展［4］。下游蛋白哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）通过组成

两种不同的复合物 mTOR 复合体 1（mTOR complex 
1，mTORC1）和 mTORC2 而执行功能。研究提

示部分肿瘤可能依赖于 mTORC2 活性，充分表明

mTORC2 可能具有 mTORC1 不具备的独特功能［5-8］。

Rictor/mTORC2 的促瘤作用机制包括促进细胞生存

信号、调节糖脂代谢和通过调节谷胱甘肽代谢维

持细胞氧化还原稳态、促进细胞上皮 - 间充质转化

及细胞骨架变化等促进细胞耐药和肿瘤转移［9-11］。

有学者在人类肺癌和黑色素瘤中均发现了 Rictor 基
因本身的扩增［12-13］，也提示了 Rictor/mTORC2 信号

在某些类型肿瘤细胞中可能具有重要作用。目前

Rictor/mTORC2 信号异常与 Kras 基因变异之间的

相关性研究少，Rictor/mTORC2 信号在 Kras 突变

的癌细胞中执行的生物学功能仍不清晰。因此本

研究将从公共数据库出发，在泛癌种情况下寻找

Kras 和 Rictor 基因变异之间的相关性，并利用多

种癌症细胞株进一步研究 mTORC2 信号对 Kras 突

变的肿瘤细胞中的增殖和致瘤性的影响，为潜在

的药物靶点的开发提供新的视角。

1 材料与方法

1.1 数据库分析

该部分研究数据源自公共数据库 cBioPortal
（https： //www.cbioportal.org/），选择胰腺癌、肺癌、

乳腺癌、结直肠癌已上传的癌症基因组图谱（The 
Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库，提取包含

突变变异、拷贝数变异、mRNA 表达数据（相比于

二倍体，z 分数为 2）和蛋白表达数据（相比于二

倍体，z 分数为 2），键入基因名称 Kras、Rictor 后
提交查询，通过 Cancer Types Summary 呈现基因变

异频率汇总；通过 Mutual Exclusivity 分析基因之间

的共同变化趋势；通过 Plots 呈现基因 mRNA 与基

因拷贝数、基因突变的相关性；通过 Co-expression
分析两个基因之间的共表达关系。

1.2 细胞系及细胞培养方法

人 卵 巢 癌 细 胞 株（TOV-21G、TOV-112D、

A2780 和 CaOV3）、宫颈癌细胞株（C33A）、胰腺

癌细胞株（Mia-paca2）、肺癌细胞株（A549）和

乳腺癌细胞株（MDA-MB-231）均由华中科技大

学同济医学院附属同济医院马丁院士实验室馈

赠。结直肠癌细胞株（HT-29、SW116、SW480、
HCT116、SW620、RKO 和 DLD1）均由中山大学

肿瘤防治中心谢丹教授实验室馈赠。TOV-21G 和

TOV-112D 使 用 培 养 基 为 MCDB105 和 199 培 养

基（1 ∶ 1 混合，美国 Gibco）；A2780、CaOV3、
C33A、Mia-paca2、A549、SW116、SW480、
SW620、RKO 和 DLD1 使用培养基为 DMEM（美

国 Gibco）；HT-29 和 HCT116 使用培养基为 RPMI 
Medium 1640（美国 Gibco）；均添加 10% 胎牛血

清以及 10 U/mL 链霉素 -青霉素。

1.3 细胞转染

针对 Rictor 基因的反义 RNA 序列购自锐博生

物，货号 SIGS0016785-1，通过蛋白水平验证转染

效率，选出 2 条独立的转染效率超过 80% 的 RNA
序列用于后续细胞实验，分别标记为 SiRictor 1#
和 SiRictor 2#，其阴性对照标记为 SiCtrl，将 SiCtrl
分别与 SiRictor 1# 和 SiRictor 2# 进行对比分析。转

染过程：接种细胞于 6 孔细胞培养板中使次日细胞

融合度为 30%~40%；转染前每孔更换新鲜培养基 
1.5 mL， 分 别 用 250 µL Opti-MEM 培 养 基 稀 释 
3.75 µL Lipo3000（美国 Life Technologies）和 10 µL  
siRNA 储存液（20 µmol/L，购自广州市锐博生物

科技有限公司），混匀静置 5 min 后将两者混合，

静置20 min后加入细胞培养孔板中混匀，培养24 h 
后更换新鲜的培养基以减少转染试剂的细胞毒性，

72 h 后进行后续检测。

1.4 蛋白质免疫印迹法

收集细胞干沉淀加入适量蛋白裂解液（RIPA
裂解液加入适量的 Cocktail 工作液）进行裂解提

取总蛋白质；以二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，
BCA）法测定蛋白浓度后加入蛋白载样缓冲液，

加热使蛋白充分变性后冷却待用。使用小分子凝

胶，加入蛋白样品后进行十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）电泳，适时停止电

泳后转印至聚偏氟乙烯（polyvinylidene fluoride，
PVDF）膜。转印后的 PVDF 膜浸泡于含 5%BSA 的

Tris 盐缓冲液中 1 h 进行非特异性封闭。后将其浸
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泡于配制好的一抗中置于 4℃过夜孵育；次日取出

PVDF 膜清洗后与稀释好的二抗孵育 1 h；洗涤后

使用化学发光底物（enhanced chemiluminescence，
ECL）显像底物在 ChemiDocTMXRS+ 成像系统显像

获得图片。

1.5 细胞增殖测定

取对数生长期的各组细胞消化制备单细胞悬

液，计数后稀释至 5×104/mL。每组设置 5 个复孔，

每孔加入 100 µL 经稀释的细胞悬液，12~24 h 后

进行相应处理。检测时吸出各孔培养基，加入含

10% 体积 CCK-8 试剂的培养基，培养 2 h 后放入

酶标仪检测，波长设置为 450 nm。

1.6 平板克隆形成实验

取对数生长期的各组细胞，消化制备单细胞

悬液，稀释后以每皿 100 个细胞接种于含有完全

培养基的培养皿中。培养 2~3 周，当培养皿中出

现肉眼可见的克隆时终止培养。弃上清液，用 PBS
浸洗后加4%多聚甲醛固定细胞15 min，弃固定液，

加适量结晶紫染色液染色 15 min，流水洗去染色

液后置于空气中干燥。光学显微镜下观察。

1.7 统计学方法

所有的原始数据的处理和统计分析均在 SPSS 
19.0 软件中实现。计量资料采用 Shapiro-Wilk 进行

正态性检验。两个连续随机变量呈正态分布或近

似正态分布时，它们之间的线性相关性分析采用

Pearson 相关性分析，样本的 Pearson 相关系数用

r 表示，当 |r| ≥ 0.7，为高度相关；当 0.4 ≤ |r|<0.7，

为中度相关；当 0.2 ≤ |r|<0.4，为弱相关性；当

0<|r|<0.2，为极弱相关或无相关性。2 组间比较采

用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较行 LSD-t 检验。双侧 P < 0.05 为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 Kras 与 Rictor 基因变异在多种癌症中普遍存在

通过在线公共数据库 cBioPortal（https： //www.
cbioportal.org/）进行癌症 Kras 基因和 Rictor 基因的

变异分析。Kras 基因变异包括基因突变，片段扩

增和片段删除。Kras 基因的变异可见于超过 90%
的胰腺癌，其次常见于结直肠癌、肺腺癌和乳腺

癌（图 1A）。Rictor 基因变异在以上癌种中也普遍

存在，其中最常见的变异类型是基因扩增，常见

于肺癌、乳腺癌和胰腺癌中（图 1B）。
2.2 Kras 与 Rictor 基因变异存在共同发生趋势

由于 Kras 基因与 Rictor 基因变异的普遍性，

本研究进一步探索两者的共同发生的趋势。分析

胰腺癌的 TCGA 数据库发现，Kras 基因的各类变

异频率达 85%，而 Rictor 基因的各类变异频率为

35%，两者表现出共同发生的趋势（图 2A~C）。在

胰腺癌中，Kras 基因的 mRNA 表达水平随着基因

拷贝数的增加而显著增加（图 2D）。Kras 和 Rictor
基因的 mRNA 表达水平在胰腺癌、结肠癌、乳

腺癌中均呈现较强相关性（图 2E）。以肺癌中是

注：A 为 Kras 在胰腺癌、结直肠癌、肺癌及乳腺癌中的基因变异频率；B 为 Rictor 基因在胰腺癌、结直肠癌、肺癌及

乳腺癌中的基因变异频率。

图 1 Kras 与 Rictor 基因变异在癌症中普遍存在

Figure 1 Kras and Rictor gene mutations are commonly present in cancer
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否携带 Kras 基因突变二分类，Kras 突变的样本

中 Rictor mRNA 水平高于 Kras 野生型的样本（图

2F）。在胰腺癌中，随着 Kras 拷贝数增加，Rictor
基因的 mRNA 表达增加（图 2F）。Kras 基因变异

和 Rictor 基因变异存在共同发生趋势。

2.3 在 Kras 突变细胞中下调 Rictor 表达可抑制细

胞增殖

为进一步在细胞株上验证 Kras 基因变异与

Rictor 基因表达的关系，本研究检测了一系列携

带 Kras 基因突变以及 Kras 基因野生型的细胞株

Rictor 基因的表达水平。Kras 基因突变的细胞株

相比于 Kras 基因野生型的细胞株，往往具有更高

水平的 Rictor 蛋白表达。相对定量后通过 Pearson
相关性分析发现，Kras 突变与 Rictor 基因表达增

加表现出较强的相关性（r = 0.657，P = 0.011，图

3A）。设计 2 条针对 Rictor 基因的反义 RNA 序列

用于下调 Rictor 基因的表达，转染 Kras 突变的

细 胞 株（A549、Mia-paca2 和 MDA-MB-231） 后，

Rictor 蛋白的表达降低（图 3B）。在这 3 株细胞中

下调 Rictor 基因表达后，细胞增殖速度均明显减

慢，表明抑制 Rictor 基因的表达可以抑制 Kras 突

变癌细胞的增殖（图 3C）。
2.4 下调 Rictor 表达可抑制 Kras 突变癌细胞的致

瘤能力

使用反义 RNA 序列下调 Kras 突变的细胞系

（A549、Mia-paca2 和 MDA-MB-231）中 Rictor 基因

的表达后，结果显示肿瘤细胞形成克隆的能力降

低（图 4），反映了肿瘤细胞的致瘤能力受到抑制。

注：A 为胰腺癌 TCGA 数据库中 Kras 和 Rictor 基因变异分析；B 为 Kras 基因和 Rictor 基因的变异例数统计分析；C
为 Kras 基因和 Rictor 基因的共同变异趋势分析；D 为不同的 Kras 基因序列数目的样本的 Kras 基因 mRNA 表达水平；E 为

乳腺癌、胰腺癌和结直肠癌中 Kras 基因与 Rictor 基因的 mRNA 表达水平相关性（Pearson 相关性分析）；F 为肺癌中携带

Kras 突变及不携带 Kras 突变的样本中的 Rictor 基因表达差异（左）；胰腺癌中 Kras 基因不同拷贝数的样本中 Rictor 基因的

mRNA 表达差异（右，Gain 与 Amp 比较 P > 0.05）；组间比较，*P < 0.05，nsP > 0.05。
图 2 Kras 与 Rictor 基因变异表现共发生趋势

Figure 2 The co-occurrence trend of Kras and Rictor gene mutations
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注：A 为 Kras 突变及 Kras 野生型的细胞株的 Rictor 蛋白相对定量及相关性分析（Pearson 相关性分析），r 为相关系数，

黑色方块代表存在相应的基因变异，灰色方块代表无相应的基因变异；B 为蛋白免疫印迹法检测反义干扰后 Rictor 蛋白的

变化；C 为反义干扰 Rictor 的表达后细胞增殖能力的改变，siRctor 1# 与 siRctor 2# 比较，**P < 0.01。
图 3 在 Kras 突变细胞中敲减 Rictor 表达可抑制细胞的增殖

Figure 3 Knockdoun of Rictor expression in Kras mutant cells inhibits cell proliferation

注：A 为敲减 Rictor 前后的平板克隆形成实验的结晶紫染色；B 为克隆数的统计分析图；组间比较，*P < 0.05，**P < 
0.01，***P < 0.001，siRctor 1# 与 siRctor 2# 比较均 P > 0.05。

图 4 敲减 Rictor 表达可抑制细胞致瘤能力

Figure 4 Knockdown of Rictor expression inhibits cellular tumorigenicity

3 讨 论

本研究对公共数据库泛癌种的基因变异数据

结果显示，Kras 基因和 Rictor 基因变异存在普遍

性，并且两者存在共同改变的趋势。研究进一步

利用多种癌症细胞学模型验证，证实 Kras 突变的

肿瘤细胞中往往存在 Rictor/mTORC2 信号通路的活

化。在 Kras 突变的肿瘤细胞中通过反义干扰 RNA
序列降低 Rictor 基因表达后，Kras 突变的肿瘤细

胞增殖能力减弱，肿瘤细胞的成瘤能力受到抑制。

Ras 基因被认为是人类癌症的主要驱动基

因［14］。不同的实体肿瘤与不同类型的 Ras 突变

相关，其中 Kras 是最常见的突变类型。本研究

中，Kras 基因变异普遍存在于多种癌症类型，在
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胰腺癌中变异频率高达 90%，在结直肠癌中高达

40%~60%，在肺癌中达 20%~40%，在乳腺癌中约

为 5%~10%，这与既往的研究基本一致［15］。Rictor
基因变异常见于乳腺癌、结直肠癌、肺癌和胰腺

癌，其中最常见的是乳腺癌和肺癌中的 Rictor 基
因扩增，这也与既往的研究基本一致［16-18］。Kras 和

Rictor 基因变异的常见癌种类型基本一致，强烈提

示了两者的共同变异趋势。本研究更细致地从基

因拷贝数变化、基因变异、基因表达等层面分析

两者的关系，结果发现 Kras 和 Rictor 的基因表达

水平呈正相关，这揭示了 Rictor/mTORC2 信号通路

的活化在 Kras 突变的癌症中存在普遍性，并且可

能介导了肿瘤细胞独特的恶性生物学行为。

Kras 蛋白是一种小三磷酸鸟苷（guanosine 
triphosphate，GTP）酶，连接细胞膜生长因子受体

和细胞内信号通路和转录因子，促进细胞的增殖

和存活，还可与其他癌基因或者抑癌基因协同作

用介导细胞分泌与肿瘤微环境形成信息交流，促

进炎症表型和免疫逃逸［19-20］。靶向 Kras 基因的治疗

策略研究目前主要研究集中于同一途径的上下游

蛋白，特别是 Ras 调节分子或 Ras 特异性合成致

死介质［21-22］。但是由于 Ras 通路存在多重内在的并

行逃逸机制，这种方法截至目前并没有取得突破

性的成果［23-24］。如果能发现 Kras 基因变异驱动的肿

瘤细胞中的关键分子事件，将对研发靶向 Kras 基

因的药物提供重要依据［25］。本研究揭示的 Kras 基

因和 Rictor 基因共同变异趋势，使 Rictor/mTORC2
信号通路有望成为 Kras 突变的难治性肿瘤治疗策

略开发的潜力靶点。

本研究通过多种癌症的细胞模型，确证了携

带 Kras 基因突变的细胞存在 Rictor/mTORC2 的高

表达，但 Rictor/mTORC2 是否影响 Kras 基因驱动

的癌症细胞的关键分子事件仍缺少文献报道。通

过反义 RNA 序列下调 Rictor 基因表达证明 Rictor/
mTORC2 信号活化在 Kras 突变的肿瘤细胞的增

殖和成瘤能力方面的重要作用。近年来研究表明

Kras 癌基因可通过细胞代谢重塑［26］，包括营养素

摄取、糖酵解、谷氨酰胺水解、脂肪酸合成、谷

胱甘肽合成和核苷酸合成增加等［7， 21-31］。以上大

部分研究均集中于特定癌症类型，缺少泛癌种的

研究结果。Rictor/mTORC2 信号是否在 Kras 突变

肿瘤的以上生物学进程中发挥重要作用或者介导

其他的生物学功能值得进一步深入研究。Rictor/
mTORC2 通过调节转录因子 FoxO 的乙酰化和上调

c-myc 表达，控制糖代谢而促进脑胶质瘤的肿瘤细

胞增殖和肿瘤生长［32］。有学者联合应用蛋白质组

学、脂质组学和代谢组学分析，运用 mTOR 诱导

的小鼠模型证明了 mTORC2 促进脂肪酸和脂质合

成，从而导致脂肪肝和肝癌的发生和发展［8］。近年

研究指出，Rictor/mTORC2 是肿瘤细胞代谢重组的

关键整合点［33］。但 Rictor/mTORC2 介导的生物学

功能与 Kras 癌基因驱动的促瘤分子信号、代谢进

程密切相关仍不清晰，若能阐明其中具体的分子

机制将为后续靶向 Kras 突变的肿瘤治疗提供新的

研究视角。

综上所述，Rictor/mTORC2 信号通路在 Kras 突
变的癌细胞中活化，并可促进 Kras 突变的癌细胞

的增殖和致瘤性。本研究基于实验现象，有较全

面的理论基础，但仍需要进一步完善：一是 Rictor/
mTORC2 信号促进 Kras 突变的癌细胞的恶性生物

学行为的具体机制仍需要阐明；二是需增加正义

表达的功能实验去证实上下游关系的调控关系。

利益冲突声明：本研究未受到企业、公司等第三

方资助，不存在潜在利益冲突。
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