
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１９１１１６５

瘦素上调ＧＲＰ７８的表达在肺癌细胞迁移中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨瘦素对肺癌细胞迁移能力的影响及其可能机制。方法　利用ＧＥＰＩＡ网站，分
析来自ＴＣＧＡ数据库的肺癌患者相关数据，寻求瘦素与葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，
ＧＲＰ７８）表达水平和肺癌患者总生存率的相关性；采用划痕实验检测瘦素及 ＧＲＰ７８靶向抑制剂 ＨＡ１５
对肺癌细胞株Ａ５４９与Ｈ４６０迁移能力的影响；免疫荧光检测瘦素对肺癌细胞内 ＧＲＰ７８表达的影响。
最后在ＰＩ３Ｋ靶向抑制剂Ｌｙ２９４００２，ｍＴＯＲ靶向抑制剂雷帕霉素单独处理或与瘦素联合使用后，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测瘦素对 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３信号通路及 ＧＲＰ７８表达的影响。结果　生存分析显示瘦素或
ＧＲＰ７８高表达均与肺癌患者总生存率下降相关（Ｐ＜０．０５）；划痕实验显示瘦素可促进肺癌细胞Ａ５４９与
Ｈ４６０迁移（Ｐ＜０．０５），免疫荧光显示瘦素在 Ａ５４９与 Ｈ４６０细胞中上调 ＧＲＰ７８的表达（Ｐ＜０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示瘦素可以通过 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３信号通路在 Ａ５４９细胞内上调 ＧＲＰ７８的
表达，而划痕实验显示抑制 ＧＲＰ７８可以减弱瘦素的促迁移作用。结论　瘦素能够通过 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／
ＳＴＡＴ３信号通路上调ＧＲＰ７８的表达来促进肺癌细胞迁移。
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　　肺癌是全球高发的恶性肿瘤，且位于癌症死因首
位，其中非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）占肺癌发病总数约８５％ ［１］。在２０１４年，我国
约有７８．２万人被诊断为肺癌，而因肺癌死亡的则高达
６２．６万人［２］。ＮＳＣＬＣ患者约有６５％在确诊时已是晚
期肺癌或伴随癌细胞转移，而转移正是造成患者死亡

的重要原因之一［３］。目前临床常用的治疗肺癌的方

法仍是手术与化疗，但效果并不理想，患者的５年生存
率小于１６％［４－５］。因此研究肺癌的相关转移机制，对
肺癌患者的预后具有重要的现实意义。

　　目前能量代谢的改变已成为肿瘤发病的新标志，
肥胖、脂肪因子与肿瘤的相关性也得到进一步验

证［６］。瘦素是由白色脂肪细胞合成分泌的蛋白质，在

肥胖个体中高表达，已被证实参与肿瘤细胞增殖、侵袭

及迁移的关键步骤，调节肿瘤微环境，被认为是肥胖相

关癌症（如乳腺癌、结肠癌等）的中间体［７８］。已有报

道瘦素可促进肺癌细胞增殖［９］，但瘦素在肺癌细胞迁

移中的作用及其相关机制尚未得到深入研究。葡萄糖

调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）又
称热休克蛋白家族 Ａ成员５（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ
ａｍｅｍｂｅｒ５，ＨＳＰＡ５），位于所有真核生物的内质网膜
上，在蛋白折叠和成熟中起着至关重要的作用［１０］。研

究表明ＧＲＰ７８参与肿瘤发生、发展、迁移、侵袭并与耐
药相关［１１－１２］。临床证据表明，ＧＲＰ７８在非小细胞肺癌
患者中表达，并在晚期肺癌中高度富集，可能是肺癌中

独立的不良预后因素［１３－１４］。研究表明瘦素在神经细

胞中可以促进 ＧＲＰ７８表达［１５］。因此，本研究拟探讨

瘦素是否通过ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３信号通路调节肺癌
细胞内ＧＲＰ７８的表达进而影响细胞迁移，为肺癌防治
提供新思路。

１　材料与方法

１．１　细胞系与试剂
　　人肺腺癌细胞株 Ａ５４９购自美国菌种保藏库
（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），人大细胞

肺癌细胞株ＮＣＩＨ４６０购自中国科学院上海生命科学
研究院细胞库，均由北京阅微基因技术有限公司鉴定

成功。细胞培养所用 ＲＰＭＩ１６４０（ＳＨ３０８０９．０１），青霉
素链霉素双抗溶液（ＳＶ３００１０）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎
牛血清（０４００１１Ａ）购自ＢＩ公司，重组人类瘦素（３９８
ＬＰ）购自 ＲＤｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＧＲＰ７８靶向抑制剂 ＨＡ１５
（ＨＹ１００４３７）购自 ＭＣＥ公司，ＰＩ３Ｋ靶向抑制剂
Ｌｙ２９４００２（Ｓ１７３７）购自碧云天公司，ｍＴＯＲ靶向抑制剂
雷帕霉素（Ａ６０６２０３）购自生工生物工程公司，ＰＭＳＦ蛋
白酶抑制剂（ＳＴ５０６）购自碧云天公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与
免疫荧光所用Ⅰ抗 βａｃｔｉｎ（ＴＡ０９）购自中杉金桥公
司，ｍＴＯＲ（２９７２Ｓ）购自 ＣＳＴ公司，ＳＴＡＴ３（ＢＭ４１７０）购
自博士德公司，ＧＲＰ７８由重庆医科大学感染性疾病分
子生物学教育部重点实验室汪德强教授惠赠。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ所用Ⅱ抗均购自中杉金桥公司，免疫荧光
Ⅱ抗山羊抗小鼠ＩｇＧ／ＦＩＴＣ标记（ＺＦ０３１２）购自中杉金
桥公司，细胞核染液ＤＡＰＩ（Ｃ１００６）购自碧云天公司。
１．２　肺癌患者生存曲线分析
　　登陆 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）网站，
输入基因名 ＨＳＰＡ５、ＬＥＰ（Ｌｅｐｔｉｎ，瘦素），癌症类型选
择肺腺癌与肺鳞癌，点击生存曲线分析，即可得到

ＨＳＰＡ５即ＧＲＰ７８高表达与低表达肺癌患者与瘦素高
表达与低表达肺癌患者的生存曲线分析结果。

１．３　细胞培养
　　Ａ５４９与Ｈ４６０细胞系均培养于含１０％胎牛血清、
１％青霉素链霉素双抗溶液的ＲＰＭＩ１６４０培养液，放置
于３７℃，５％ＣＯ２，相对湿度９５％的培养箱中培养，细
胞贴壁生长，每２～３天传代，实验均采用对数生长期
的细胞。

１．４　细胞划痕实验
　　将肺癌细胞Ａ５４９与Ｈ４６０以２×１０５／ｍＬ（每孔１ｍＬ）
分别接种至６孔板内，待细胞贴壁生长后用无血清培
养液 ＲＰＭＩ１６４０饥饿１２ｈ，作划痕处理。对照组采用
无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养，瘦素组采用 １００ｎｇ／ｍＬ瘦素
培养，ＨＡ１５组采用 １０μｍｏｌ／ＬＨＡ１５培养，瘦素＋
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ＨＡ１５组采用 １００ｎｇ／ｍＬ瘦素与 １０μｍｏｌ／ＬＨＡ１５共
同培养，用无血清培养液 ＲＰＭＩ进行稀释。在划痕后
０、４８ｈ分别拍照，使用图像分析软件ＩｍａｇｅＪ分析划痕
弥合率。

１．５　细胞荧光
　　将爬片置于底部划线的６孔板内，细胞以２×１０５／ｍＬ
（每孔１ｍＬ）铺板，待细胞贴壁后饥饿１２ｈ，对照组采
用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养，瘦素组用含 １００ｎｇ／ｍＬ瘦
素的ＲＰＭＩ１６４０培养，４８ｈ后取出６孔板去除培养液，
４％多聚甲醛室温固定 ２０ｍｉｎ，随后用 １００％甲醇于
－２０℃ 透化１０ｍｉｎ，山羊血清室温封闭１ｈ，ＧＲＰ７８抗
体４℃孵育过夜。第２日将爬片取出复温，选择对应
种属的 ＦＩＴＣⅡ抗 ３７℃避光孵育 １ｈ，ＤＡＰＩ染核
５ｍｉｎ，抗荧光淬灭剂封片后在荧光显微镜下观察。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将肺癌细胞Ａ５４９以２×１０５／ｍＬ（每孔１ｍＬ）分别接
种至６孔板内，待细胞贴壁生长后用无血清培养液
ＲＰＭＩ１６４０饥饿１２ｈ，对照组采用无血清ＲＰＭＩ１６４０培养，
Ｌｙ２９４００２组采用２０ｍｍｏｌ／ＬＬｙ２９４００２培养，雷帕霉素组
采用１００ｎｇ／ｍＬ雷帕霉素培养，瘦素组采用１００ｎｇ／ｍＬ
瘦素培养，瘦素＋Ｌｙ２９４００２组采用２０ｍｍｏｌ／ＬＬｙ２９４００２
与１００ｎｇ／ｍＬ瘦素共同培养，瘦素＋雷帕霉素组采用
１００ｎｇ／ｍＬ雷帕霉素与 １００ｎｇ／ｍＬ瘦素共同培养，用
无血清培养液 ＲＰＭＩ进行稀释。４８ｈ后用 ＲＩＰＡ裂解
缓冲液与ＰＭＳＦ蛋白酶抑制剂提取细胞全蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白质浓度。采用１０％或１２％的分离胶，样品
上样量３０～４０μｇ，采用０．４５μｍＰＶＤＦ膜湿转，５％脱
脂奶粉３７℃摇床封闭１ｈ。用相应的Ⅰ抗与Ⅱ抗孵育

该膜，ＴＢＳＴ洗涤后用化学发光液孵育条带，在 Ｆｕｓｉｏｎ
Ｆｘ５化学发光检测仪（Ｖｉｌｂｅｒ）中进行显色，条带以
ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１．７　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件，两
组间差异采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，检验水准：α＝
０．０５，实验均独立重复至少３次。

２　结果

２．１　Ｌｅｐｔｉｎ与ＧＲＰ７８高表达预示不良预后
　 　 利用 ＧＥＰＩＡ网站 （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．
ｃｎ／），分析来自于ＴＣＧＡ数据库的肺癌患者相关数据，
结果发现瘦素（图 １Ａ）与 ＧＲＰ７８（图 １Ｂ）高表达患者
的总生存率与低表达患者相比显著下降（Ｐ＜０．０５），说
明Ｌｅｐｔｉｎ与ＧＲＰ７８高表达预示肺癌预后不良。
２．２　瘦素促进肺癌细胞迁移
　　划痕实验结果显示，当用 １００ｎｇ／ｍＬＬｅｐｔｉｎ分别
处理肺癌细胞 Ａ５４９与 Ｈ４６０４８ｈ后，与对照组相比，
Ａ５４９细胞瘦素处理组划痕弥合率平均升高２７％（图２Ａ），
Ｈ４６０细胞瘦素处理组划痕弥合率平均升高 ２２％
（图２Ｂ），说明 Ｌｅｐｔｉｎ可显著促进肺癌细胞 Ａ５４９（Ｐ＜
０．０１）与Ｈ４６０（Ｐ＜０．０５）迁移。
２．３　瘦素促进肺癌细胞ＧＲＰ７８的表达
　　当１００ｎｇ／ｍＬＬｅｐｔｉｎ处理肺癌细胞Ａ５４９与Ｈ４６０
４８ｈ后，细胞荧光检测 ＧＲＰ７８的表达，结果显示与对
照组相比，瘦素处理 ４８ｈ后 Ａ５４９（图 ３Ａ）与 Ｈ４６０
（图３Ｂ）细胞ＧＲＰ７８荧光（绿色）均显著增强，并高于
对照组（Ｐ＜０．０１）。
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图１　瘦素（Ａ）与ＧＲＰ７８（Ｂ）表达水平与肺癌患者总生存率
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图２　瘦素促进肺癌细胞Ａ５４９（Ａ×１００）与Ｈ４６０（Ｂ）迁移

２．４　瘦素通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路调节ＧＲＰ７８的表达
　　为进一步探究Ｌｅｐｔｉｎ促进ＧＲＰ７８表达的机制，采
用ＰＩ３Ｋ靶向抑制剂 Ｌｙ２９４００２（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）单独处理
或与１００ｎｇ／ｍＬＬｅｐｔｉｎ联合处理肺癌细胞Ａ５４９４８ｈ，
结果显示Ｌｙ２９４００２单独处理后，ｍＴＯＲ、ＳＴＡＴ３、ＧＲＰ７８的

表达量较对照组均被显著抑制，而 Ｌｙ２９４００２与 Ｌｅｐｔｉｎ
联合处理后，ｍＴＯＲ、ＳＴＡＴ３、ＧＲＰ７８的表达量相对于
Ｌｅｐｔｉｎ单独处理组也显著下降（图 ４Ａ）。当用 ｍＴＯＲ
靶向抑制剂雷帕霉素（１００ｎｇ／ｍＬ）单独处理或联合
Ｌｅｐｔｉｎ（１００ｎｇ／ｍＬ）处理４８ｈ后，结果显示当雷帕霉素
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单独处理时，ＳＴＡＴ３、ＧＲＰ７８的表达量显著均低于对照
组，而当雷帕霉素联合 Ｌｅｐｔｉｎ处理时，ＳＴＡＴ３、ＧＲＰ７８
的表达量显著低于 Ｌｅｐｔｉｎ单独处理组（图４Ｂ）。该结
果说明Ｌｅｐｔｉｎ可能是通过ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３通路促
进Ａ５４９细胞ＧＲＰ７８的表达。
２．５　ＧＲＰ７８参与Ｌｅｐｔｉｎ促进肺癌细胞迁移
　　为探究ＧＲＰ７８在瘦素促进肺癌细胞迁移中的作

用，将 ＧＲＰ７８的靶向抑制剂 ＨＡ１５单独处理或与
Ｌｅｐｔｉｎ联合处理肺癌细胞 Ａ５４９（图 ５），实验结果显
示，ＨＡ１５单独处理组划痕弥合率在 Ａ５４９细胞中显著
低于对照组，而 Ｌｅｐｔｉｎ与 ＨＡ１５联合处理组的划痕弥
合率显著低于 Ｌｅｐｔｉｎ单独处理组，说明靶向抑制
ＧＲＰ７８影响 Ｌｅｐｔｉｎ对肺癌细胞 Ａ５４９迁移的促进作
用，ＧＲＰ７８参与Ｌｅｐｔｉｎ促进肺癌细胞迁移。
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图３　细胞荧光检测瘦素对肺癌细胞Ａ５４９与Ｈ４６０中ＧＲＰ７８表达的影响
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测瘦素通过ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３通路上调Ａ５４９中ＧＲＰ７８表达
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图５　靶向抑制ＧＲＰ７８减弱瘦素对肺癌细胞Ａ５４９的促迁移作用　（×１００）
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３　讨论

　　肺癌作为全国乃至全球范围内发病率与死亡率最
高的恶性肿瘤，近年来虽有靶向药物（如表皮生长因

子受体酪氨酸激酶抑制剂 ＥＧＦＲＴＫＩ）面世，但
ＮＳＣＬＣ患者预后仍不理想。因此，探明 ＮＳＣＬＣ发生、
发展机制对临床药物研发及临床治疗有积极意义。

　　瘦素作为较早发现的脂肪因子之一，已被证实与
多种疾病相关，包括如乳腺癌、结肠癌等［１６－１７］。研究

表明肺组织中的瘦素与肺癌进展之间存在显著相关

性，可能与肺癌的发生和肿瘤的转移有关［１８］。细胞和

动物模型研究表明，瘦素可以增强多种恶性肿瘤（乳

腺癌、结直肠癌、前列腺癌、胰腺癌和卵巢癌等）的生

长与迁移［１９］。但在人群研究中，血清瘦素与肺癌的关

系却不一致［２０－２２］。本研究发现瘦素高表达与肺癌患

者不良预后相关，并且瘦素可显著增强肺癌细胞Ａ５４９
与Ｈ４６０迁移。这提示瘦素可能会成为肺癌的一个不
良预后指标。

　　ＧＲＰ７８是内质网中主要的分子伴侣蛋白，被视为
是内质网应激的标志物，与多种疾病发生、发展相关，

包括癌症、生殖系统、神经退行性病变等［２３－２４］。近期

研究表明，ＧＲＰ７８高表达对多种癌症发生、发展有一
定的促进作用，可促进癌细胞耐药性，而抑制 ＧＲＰ７８
可改善多种化疗药物疗效［２５－２７］。临床研究也表明，

ＧＲＰ７８在非小细胞肺癌患者中表达，并在晚期肺癌中
高度富集。这可能在 ＮＳＣＬＣ的癌变过程中发挥重要
作用，并与不良预后相关［１３］。本研究分析也证实

ＧＲＰ７８高表达的肺癌患者总生存率显著低于低表达
者。而用１００ｎｇ／ｍＬ瘦素处理肺癌细胞Ａ５４９与Ｈ４６０
４８ｈ后，ＧＲＰ７８表达量显著上升，且 ＧＲＰ７８参与瘦素
促进肺癌细胞迁移，小分子化合物抑制ＧＲＰ７８后瘦素
的促迁移能力减弱。这提示瘦素可能通过调节

ＧＲＰ７８的表达来促进肺癌细胞的迁移。
　　雷帕霉素（ｍＴＯＲ）是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，位
于ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的下游，在细胞的生长、增殖、调控细
胞周期等多个方面发挥重要作用［２８］，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ
通路的失调与ＮＳＣＬＣ的发展有关［２９］。信号转导子和

转录激活３（ＳＴＡＴ３）因其在肿瘤细胞增殖、存活、侵袭
和免疫抑制中的作用而闻名。ＳＴＡＴ３的较高水平与肝
癌、胃癌、神经胶质瘤和前列腺癌患者的整体生存密切

相关［３０］。近年来，研究表明 ＳＴＡＴ３的激活与肺癌的
发生和发展密切相关［３１－３２］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ途径
和ＳＴＡＴ３途径均由肥胖相关因素（包括瘦素、脂联素
和炎性细胞因子）介导，并且在许多与肥胖相关的癌

症类型的发展中起重要作用，包括乳腺癌、前列腺癌、

结肠癌等［３３－３４］。本研究发现，瘦素通过激活 ＰＩ３Ｋ／
ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３途径参与肺癌细胞 Ａ５４９中内质网分子
伴侣蛋白 ＧＲＰ７８的表达。当用 １００ｎｇ／ｍＬ瘦素处理
后，ＰＩ３Ｋ、ｍＴＯＲ和 ＳＴＡＴ３在 Ａ５４９细胞中均被上调，
ＧＲＰ７８的表达量也显著上升。当 ＬＹ２９４００２和雷帕霉
素分别抑制ＰＩ３Ｋ和 ｍＴＯＲ时，ＳＴＡＴ３和 ＧＲＰ７８蛋白
的表达也相应降低。

　　综上，瘦素可通过激活 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＳＴＡＴ３通路
调节ＧＲＰ７８的表达来促进肺癌细胞的迁移。这提示
瘦素在脂质代谢影响肺癌发展中发挥了作用，并会对

预后产生不良影响，有望为临床治疗或药物开发提供

新的思路。
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