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Abstract 
In the past 20 years, the global incidence of cancer has been rising rapidly and the treatment of 
cancer has always been a challenge for the medical community. At present, the main shortcomings 
of conventional chemotherapy drugs are low selectivity and poor therapeutic effect on tumors. 
Targeted therapy with high specificity has a better therapeutic effect on patients with fewer ad-
verse reactions. The development of targeted therapy has a good prospect. RLIP76 is a multidrug 
transporter and anti-apoptotic protein, which is one of the key molecules in chemotherapy resis-
tance and signal transduction of cancer cells. RLIP76 is inherently overexpressed in cancer cells, 
while normal cells have relatively little dependence on RLIP76, which provides evidence for ac-
knowledging RLIP76’s potential as a unique anticancer target. In many cancer cell lines and xeno-
grafts, by inhibiting RLIP76 to trigger the apoptotic pathway, the consistently observed degrada-
tion results provide some ideas for RLIP76 as a new therapeutic drug in clinical practice. 
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摘  要 

过去20年里，全球癌症发病率处于快速上升阶段，癌症的治疗一直是医学界的难题。目前常规化疗药物
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的主要缺点是选择性较低，对肿瘤的治疗效果较差。具有高度特异性的靶向治疗对患者的治疗效果更好，

不良反应更少。靶向治疗的开发具有良好的前景。RLIP76是一种多药转运体和抗凋亡蛋白，是化疗耐药

和癌细胞信号转导的关键分子之一。RLIP76在癌细胞中存在固有的过度表达，而正常细胞对RLIP76的
依赖性相对较小，这为认识RLIP76作为一种独特的抗癌靶点的潜力提供了证据。在许多癌细胞系和异种

移植物中，通过抑制RLIP76触发凋亡通路，一致观察到的退化结果为RLIP76在临床上作为一种新的治

疗药物提供了一定的思路。 
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1. RLIP76 简介 

Ral-相互作用蛋白 76 (RLIP76, Ral-interacting protein 76)是一种 76 kD 的剪接体蛋白，其 N 末端调节

细胞扩散和迁移[1]，位于人类 18p11.3 染色体上由一个含有 11 个外显子和 9 个内含子的基因编码[2]，又

称Ral A结合蛋白1 (Ral A binding protein 1, RALBP1)。RLIP76在包括肝脏在内的大多数人体组织中表达，

还在心脏、肺、肌肉、肾脏、红细胞和白细胞以及大多数人类肿瘤细胞系表达。RLIP76 是一种多功能膜

蛋白，可将谷胱甘肽与亲电化合物和其他异种生物制剂(包括化疗药物)的偶联物运出细胞[3]。这种蛋白

在肺癌、卵巢癌和黑色素瘤中过度表达[4]。该蛋白还可与 Ral 结合，参与有丝分裂纺锤体功能、网格蛋

白依赖性内吞[5] [6]，并激发 GTP 酶活化蛋白活性。它存在于整个细胞、细胞膜、细胞质和细胞核中，

并在这些细胞间随着压力的变化而移动，RLIP76 在恶性细胞中经常过量表达，对恶性肿瘤细胞的生长、

浸润、转移以及对药物反应起关键作用[7]，其中可通过调控促凋亡氧化脂质副产物的细胞浓度，选择性

地在癌细胞中发挥显著的抗凋亡作用[8]。 

2. RLIP76 的生理功能 

RLIP76 是一种广泛表达的多功能蛋白，在应激防御、转运、抗凋亡、信号转导等方面发挥重要作用。

RLIP76 的生理功能之一是通过介导花生四烯酸氧化降解形成的亲电化合物与谷胱甘肽的偶联物(GS-E, 
glutathione-electrophile conjugates)的外排，调节氧化脂质代谢的亲电中间体细胞内浓度，从而控制细胞内

促凋亡氧化脂质副产物和其他异种生物制剂(如化疗药物)的浓度，其中 GS-E 包括白三烯和 4HNE-GSH
偶联物。RLIP76介导两亲性化疗药物，如蒽环类药物和长春碱的转运，以及氧化代谢过程中产生的GS-E，
赋予了这种多功能蛋白在抵抗机制中发挥核心作用的功能，以抑制化疗药物引起的细胞凋亡。RLIP76 还

涉及与许多内外部应激源相互作用，包括氧化应激、热休克和辐射[9] [10] [11]。虽然 RLIP76 涉及许多其

他活动，但在本节中我们将讨论 RLIP76 的三个主要功能。 

2.1. 转运作用 

RLIP76 是一种主动转运结构不同的化合物的非 ABC 类 ATP 依赖转运体。自从发现 RLIP76 的 S-二
硝基苯谷胱甘肽(dinitrophenyl S-glutathion, DNP-SG)ATP 酶活性以来，许多研究表明 RLIP76 转运功能的

重要性，尤其是对化疗药物和抗癫痫药物[12]的转运功能，以及亲电偶联物[3]的转运功能(图 1)。其底物
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范围从弱阳离子化合物到亲电性谷胱甘肽结合物等阴离子代谢物[3] [13]包括：阿霉素(doxorubicin, DOX)、
长春碱(vinblastine, VBL)、长春新碱(vincristine, VCR)、长春瑞滨(vinorelbine, VRL)、水仙碱、舒尼替尼

和索拉非尼。RLIP76 具有广泛的底物特异性，广泛存在在于不同组织中，特别是在肿瘤组织中过度表达，

这使得 RLIP76 成为内、外源代谢产物的重要调节因子。 
RLIP76 的一个显著特征是它的传输作用不需要完整的 RLIP76。RLIP76 的 N 端和 C 端分别纯化并重

组成人工脂质体后，具有相似的转运活性，说明蛋白水解得到的多肽可以重新构建完整的转运功能。虽

然两种肽均表现出 ATP 酶活性，但 N 末端的活性均大于 C 末端，但两种肽都不能单独完成转运功能[14]。
当底物存在时，肽的 ATP 酶活性增加了 2 倍。这种转运活性与温度有关，并且对渗透性很敏感，ATP 水

解和转运之间呈 1:1 化学计量的关系。当 ATP 被不可水解的类似物取代时，亚甲基 ATP 缺乏转运功能，

说明转运依赖 ATP。RLIP76 作为 GS-E 药物转运体在进一步的 RLIP76−/−老鼠中的研究被证实，由于组

织 RLIP76 的缺失，脂质氢过氧化物、醛、烷烃的积累增加了 2~7 倍[3] [11] [15]。与此同时，GS-E 和蒽

环霉素的总转运活性损失超过 80%，这种损失转化为对异种生物毒素，包括 RLIP76 的底物传统化疗药

物，以及代谢成 GS-E 的其他烷基化剂和铂配合物，具有更大的敏感性。将 RLIP76−/−老鼠组织制备的膜

囊泡用于测试运输功能，结果显示大约损失 80%的运输活动，将纯化的 RLIP76 脂质体导入这些囊泡后，

该活性完全恢复[11] [15] [16]。另抑制 RLIP76 的运输功能导致在裸鼠中的人肾癌异种移植物消退[17]。 
 

 
Figure 1. Cell transport function of RLIP76 
图 1. RLIP76 的细胞转运功能 

2.2. 防止热休克和氧化应激 

RLIP76 除了作为膜转运蛋白外，还可作为各种应激反应蛋白的调控蛋白。在正常生理条件下，RLIP76
存在于热休克因子-1 (Heat Shock Factor-1, HSF-1)、微管蛋白、热休克蛋白 90 (Heat Shock Protein 90, 
HSP90)和 Ral 的复合物中[18] [19]。HSP90 是由于化学或辐射损伤而释放的，两者都会导致氧化应激和

HSF-1 迁移到细胞核，导致大量热休克蛋白的转录上调。研究还表明，热休克可高度激活 Ral 信号转导

通路，释放 HSF-1 和允许其进入核内[18]。因此，RLIP76 修饰 HSF-1 用来抑制热休克蛋白的翻译。

RLIP76−/−老鼠组织内热休克蛋白的含量的升高也支持了这个观点[20]。 
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RLIP76 的诱导是在已知的热休克蛋白或抗氧化酶出现之前，对热休克或氧化剂的一种早期反应[10]。
经应激休克预处理的细胞，迁移GS-HNE的速率提高 3倍。而GS-HNE的外溢增加可被细胞表面的RLIP76
抗体阻断，证实 GS-HNE 由 RLIP76 运输。应激预处理的具有诱导 hGST 5.8 和 RLIP76 细胞通过抑制 c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)和天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinyl aspartate specific proteinase-3, 
caspase-3)的持续活化，获得对 4-羟基壬烯酸(4-hydroxy-t-nonenal, 4HNE)和 H2O2 介导的凋亡的抗性。通

过在细胞表面涂层 RLIP76 IgG，抑制 GS-HNE 的外排，消除了应激预处理对 H2O2 或 4HNE 诱导凋亡的

保护作用。这些结果表明，细胞通过代谢和排除 4HNE 获得了对凋亡的抗性，细胞内 GS-HNE 和内源性

GS-E 浓度调节应激介导的信号通路[21]。 

2.3. 防止辐射毒性 

活性氧(ROS)的生成是高能辐射以及热休克和氧化剂暴露的常见途径，RLIP76 可能具有抗辐射的能

力。之前的研究表明接纳包含蛋白脂质体的 RLIP76 的培养细胞将增加细胞 RLIP76 水平以及阿霉素耐药

性。在 Rit Vatsyayan 的研究[21]中，通过测定 RLIP76 增加对辐射敏感性的影响来验证这一假设，将重建

的含有RLIP76脂质体的纯化小细胞肺癌细胞(H182和H1618)暴露前在 500 cGy单一剂量的辐射。辐射后，

再接种到培养基，连续传代直至培养细胞达到 5 × 105个细胞/毫升的密度，每隔 24 小时测定一次。与对

照细胞相比，RLIP76 富集的细胞具有更强的抗辐射能力。这些结果表明，脂质过氧化反应中间体形成的

GS-E 的积累对辐射毒性有显著的作用，这些副产物的外排增加了细胞对辐射的抵抗力[13] [22]。 

3. RLIP76 与肿瘤的联系 

RLIP76 对恶性肿瘤细胞的生长、浸润、转移以及对药物反应起重要作用。RLIP76 在多种肿瘤组织

均有上调[17]，包括肺癌、膀胱癌、卵巢癌、肾癌、脑膜瘤、食管癌。郭晓峰等[23]在食管鳞癌的研究表

明，RLIP76 在食管鳞癌组织中的阳性表达率明显高于正常食管组织(P < 0.05)，与潘海霞等[24]在细胞肺

癌中的研究结果相似。Wang 等[25]的研究表明抑制 RLIP76 可以控制胃癌的浸润程度；郭晓峰等人在食

管鳞癌组织中表达与浸润深度有关的结果，表明 RLIP76 可以促进恶性肿瘤细胞的生长及浸润；Lee 等的

研究结果表明 RLIP76 在食管鳞癌组织中的表达与 TNM 分期有关。另 Wang 等[26]在乳腺癌的研究结果

表明有淋巴结转移的组织 RLIP76 阳性率高于未转移组织(P < 0.05)。RLIP76 作为一种膜转运蛋白，可将

化疗药物泵出细胞，抑制药物对肿瘤细胞的灭杀。RLIP76 还可介导 DOX 的耐药性，对 DOX 的抗性随

着蛋白脂质体中 RLIP76 的量呈线性增加[27]。 

4. RLIP76 与肿瘤靶向治疗的研究新进展 

近年来，人们对 RLIP76 的功能意义进行了广泛的研究。由此产生的新突破帮助我们理解了它的传输

和信号功能。RLIP76 是一种广泛表达的具有应激防御、转运、抗凋亡、信号转导等功能的蛋白。这些特

性使 RLIP76 在细胞采用的应激防御机制的层次结构中处于非常重要的位置。RLIP76 在不同来源的恶性

细胞中选择性过表达是这些细胞克服化疗和放疗诱导的氧化损伤的可能机制之一。RLIP76 也被证明是许

多传统化疗药物的有效转运体。如果这种转运受到抑制，就会导致药物在细胞中的积累增加，进而导致

药物敏感性增强。最近的研究表明，抗体、siRNA 或反义物抑制或耗尽 RLIP76 可导致肺癌、肾癌、黑

素瘤、结肠癌和前列腺癌异种移植物的严重和持续消退，且肿瘤未见复发[21]。所有这些发现都集中于这

样一个事实，即这种抑制或者耗尽 RLIP76 的方式可以用于临床终止癌症的生长和进展。通过 RLIP76 作

为多药转运体的在肿瘤中的参与作用的进一步研究，未来使用 RLIP76 抑制作为一种新兴的癌症治疗方法

的前景十分良好。 
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4.1. RLIP76 消耗抑制肿瘤生长的机制研究 

以往研究证明 RLIP76 损耗会导致异种移植的肿瘤的退化[17] [28] [29]，但是并不能区分 RLIP76 功

能的两种可能模型：1) RLIP76 由于其具有的保护作用，是运输活动所必需的关键因素。2) 它通过与不

同于其转运活性的抗凋亡信号蛋白的信号的相互作用发挥作用[30]。由于 RLIP76 反义细胞几乎耗尽了所

有的细胞质和膜相关的 RLIP76，所以这两种模型的抗肿瘤效果是相同的。为了区分这两种模型，有必要

在不影响细胞总 RLIP76 的情况下，通过实验方法具体抑制 RLIP76 的转运活性。RLIP76 (aa171-185)的细胞

表面表位可以被抗 RLIP76 IgG 和针对特定肽段产生的抗体识别，这种识别是通过缺失该肽[31]的突变

RLIP76 的唯一表达而被取消的。两种抗体涂层活细胞后，包括 DOX 和 GS-HNE 在内的运输底物的细胞

含量迅速增加，而 RLIP76 总蛋白含量保持不变。研究结果支持了 RLIP76 的抗凋亡和应激保护作用主要

与其转运活性有关的论断。这些发现表明，RLIP76 是一种独特的抗癌靶点，是一种多功能高效的多药转

运体和一种对癌细胞生存至关重要的抗凋亡蛋白。RLIP76 能够有效转运内源性促凋亡分子(如 4HNE)的
GSH 偶联物以及化疗药物，为癌细胞提供生存优势。未来对其他类型细胞的研究将拓展我们通过耗尽或

阻断 RLIP76 对肿瘤细胞生长抑制机制的认识。 

4.2. RLIP76 与常规化疗药物的协同作用 

目前的化疗策略使用联合治疗来克服恶性肿瘤的生长。与单一药物方案相比，使用的药物剂量较低

这不仅解决了耐药问题，而且还降低了化疗毒性。目前开展了 RLIP76 研究，以探讨将 RLIP76 抑制/沉默

作为治疗策略的可行性，其核心思想是通过抑制转运蛋白来抑制癌细胞的生长。Rit Vatsyayan [30]等研究

了 RLIP76 耗尽与其他传统化疗药物，特别是已知的 RLIP76 底物或异体细胞的协同作用。对肺癌细胞的

体外初步研究表明，与仅使用 DOX 相比，同时使用抗 RLIP76 IgG 的细胞积累了更高水平的 DOX，从而

发挥协同作用导致细胞死亡。抗 RLIP76 免疫球蛋白和阿霉素之间协同作用(CI 0.36 ± 0.27)大于赫赛汀和

阿霉素之间的累加作用[31] (CI 0.75 ± 0.49)。RLIP76 与其他化疗药物联合治疗可以克服癌细胞系产生的

耐药机制，使其更容易受到细胞毒性的影响。 

4.3. 抑制 RLIP76 可增加药物敏感性 

多药耐药(Multi-drug Resistance, MDR)是许多癌细胞表现出的一种特性，对大量结构不同的细胞毒性

药物产生的细胞毒性作用产生耐药性，它仍然是使用药物治疗根除恶性肿瘤的主要障碍。尽管许多细胞

生化机制已被确认为 MDR 发展的原因，但由于药物或代谢物流出的能量依赖性，MDR 与细胞药物的积

累减少联系最为密切。MDR 积累缺陷是由 MRP 和 Pgp 等多种转运蛋白介导[32] [33] [34]。由于药物外排

机制介导药物积累缺陷，进而转化为对药物细胞毒性作用的抗性，RLIP76 作为多药转运体的功能可以预

测，该蛋白的过度表达将导致对其异基因载体药物的抗性。我们报道了 RLIP76 介导多种化疗药物耐药作

用的详细研究，包括：顺铂、美法仑、DOX、柔红霉素(DAU)、VCR、VBL、VRL、舒尼替尼和索拉非

尼。RLIP76 介导的对上述药物的耐药性不仅局限于一个细胞系，还涉及来自不同来源的细胞，如白血病、

肺癌、前列腺癌和肾癌。RLIP76 在人骨髓性白血病 K562 中的过度表达，对蒽环素(DOX, DAU)、长春碱

类生物碱(VCR, VBL, VRL)、烷基化剂和顺铂的耐药性可高达 2.5 倍。与 SCLC 细胞相比，NSCLC 细胞

对 DOX 的抗性较高，这与 RLIP76 介导的 DOX 在 NSCLC 中的外溢水平较高有关。RLIP76 抗体涂层通

过阻断其 RLIP76 介导的转运使 NSCLC 对 DOX 敏感。最近的研究表明，与系膜细胞相比，Caki-2，786-O
和 A-498 肾癌细胞系过度表达 RLIP76 蛋白。由于 RLIP76 在肾癌细胞中表达较多，与系膜细胞相比，舒

尼替尼和索拉非尼的转运量增加了 2.5~5.5 倍。另与索拉非尼相比，舒尼替尼作为一种更为有效的激酶抑

制剂，在临床上更为活跃，是 RLIP76 转运的较差底物[35]。综上所述，这些结果表明，RLIP76 除了在
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正常细胞中占主导地位的 GS-E 转运蛋白外，还在癌细胞中起关键蛋白的作用，其抑制作用导致癌细胞

对药物敏感[30]。 

5. 研究展望 

根据 RLIP76 的生理功能与癌细胞较正常细胞中 RLIP76 的过度表达的特点，我们可以预测，RLIP76
的耗竭或抑制会增加癌细胞中促凋亡亲电性脂质(尤其是 4HNE 和 GS-HNE)的积累，从而导致癌细胞凋亡

和坏死而对正常细胞的影响较小。这些代谢物的积累可以在低浓度时触发增殖、分化和细胞因子反应，

而在高浓度时则会引起细胞凋亡或坏死。由于药物在细胞内的积累的增加，RLIP76 的耗竭或抑制将增加

癌细胞对化疗药物的敏感性。此外，抑制 RLIP76 可通过促凋亡亲电性脂质积累增加癌细胞的放射敏感性。

相关研究显示，RLIP76 在不影响正常细胞的情况下可抑制肾脏肿瘤血管生成和 VEGF 表达[17]，是一种

非常理想的治疗肾癌的药物。并且动物实验已经证明了 RLIP76 的敲除对小鼠植入肿瘤的阻断效应[17]，
这也为 RLIP76 相关药物的临床试验的可行性提供了证据。 

因此，RLIP76 治疗在未来可能是一种更加安全、高效且常用的方式，具有良好的临床前景。探究和

阐述 RLIP76 的完整分子结构和开发其抑制剂是未来的重要研究方向。与此同时，人类使用剂量的标准化、

给药途径、器官特异性和生物利用度也需要研究机构进行进一步探索和研究。 
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