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葡萄糖调节蛋白78与胃癌细胞化疗敏感性的关系 

李禄椿，高 青，颜晓丽 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨葡萄糖调节蛋白78(Glucose regulated protein 78，GRP78)在不同胃癌细胞株中的表达和对化疗药物敏感性 

的关系，并探讨其初步机制。方法：用 RT-．-PCR及 Western blot法检测分化程度不同的胃癌细胞株 MKN45、SGC7901和 NCI—N87 

中GRP78的表达，并分别观察经ca2十载体A23187和c 螯合剂BAPTA一4M处理后的SGC7901中GRP78的表达，MTF法检 

测各组 胃癌细胞株对多种化疗药物的敏感性。Western blot法检测 SGC7901及分别经 A23187和 BAPTA一-AM处理后细胞 

AKT／PKB蛋白表达水平，流式细胞仪检测细胞的凋亡率。结果：GRP78在3种胃癌细胞系中均有表达，在MKN45中为高表达， 

对化疗药物的敏感性最低；在 NCI—N87中为低表达，但对化疗药物的敏感性最高。A23187组 SGC7901细胞 GRP78mRNA和蛋 

白及 AKT／PKB蛋白的表达显著上调，对长春新碱(Vincristine，VCR)的敏感性降低 ；而在 BAPTA一-AM组则与之相反。结论 ： 

GRP78在不同分化的胃癌细胞株中表达水平不同，对化疗药物的敏感性亦不同。改变胃癌细胞 GRP78的表达能影响其下游蛋 

白AKT／PKB的表达水平，从而影响胃癌细胞对化疗药物的敏感性。 
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Research on the relation between expression GRP78 in gastric cancer celIlines 

and its sensitivity to chemotherapeutic drugs 
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【Ab~ract】Object／re：To research the sensitivity of different gastric cancer cell hnes to chemotherapeutic drugs and evaluate GRP78 

expression in order to anaJy~ze the relation between them．Metlmds：The SGC7901 cells were treated by calcium ionophore A23187 and 

Ca chelator BAFFA—AM．Th e sensitivity of different gastric cancer eell lines to different chemotherapeutic drugs was detected by MTF 

assay．The expression of GRP78 was assessed by RT--．PCR and Western blot．The expression of AKT／PKB in SGC7901， 
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GRP78 was expressed in all of the three gastric cancer cell lines．The expression of GRP78 at both protein and mRNA levels was the lowest 

in NCI—N87 cell，whose sensitivity to different chemotherapeutic drugs was the highest one．The expression of GRP78 at both protein and 

mRNA levels was the highest in MKN45 cell，whose sensitivity to different chemotherapeutie drugs was the lowest one．GRP78 was 

up—-regulated and down—·regulated by A23 1 87 and BAPTA-AM respectively in gastric cancer cell line SGC790 1．The sensitivity Io VCR 

was the highest in BAPTA—AM—SGC7901．whose expression of AKT／PKB WaS the lowest one．On the contrary，the sensitivity to VCR was 

the lowest in A23 1 87一SGC7901 whose expression of AKT／PKB was the highest．Conclusion：The expression of GRP78 in three gastric 

cancer ceils is diverse，and the sensitivity of those cells to chemotherapeutic drugs is also different．Altering expression of GRP78 in gastric 

cancer cell can affect its downstream protein AKT／PKB expression levels，thereby affecting the sensitivity of gastric cancer cells Io ehemo— 

therapeutic drugs． 

【Key words】gastric cancer；glucose—regulated protein78；sensitivity 

目前，手术切除是胃癌治疗的首选方式 ，对于晚期胃癌、 

术后复发转移及残胃癌 ，化疗是主要治疗方法，但在临床治 

疗中，效果并不理想，其原因可能与细胞内质网应激(Endo— 

plasmic reticulmn stress，ERS)[11有关。葡萄糖调节蛋白 78 

(Glucose—regulated protein78，GRP78)是公认的 ERS中最重要 

的应激蛋白之一，最具有代表性 ，其表达的高低足反应ERS 

程度的重要指标。通过药物 ca +载体 A23187和 caz+螯合剂 

BAPTA—AM改变胃癌细胞 SGC7901中 GRP78的表达，并检 

测经药物作用后的细胞对长春新碱(Vineristine，VCR)的敏感 

性，探讨胃癌细胞对化疗药物的敏感性 与GRP78的表达的 

关系 

1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

SGC7901、MKN45细胞分别为重庆医科大学汤为学老 

师、向庭秀老师惠赠，NCI—N87细胞购于中阂科学院上海细 

胞库。RPMI1640购自美国 Hyclone公司，胎牛血清购自中围 

四季清公司，四甲基偶氮唑盐 (M1Tr)、二甲亚砜(DMSO)、 

A23187和 BAPTA—AM购 自美 国 Sigma公 司。GRP78和 

AKT／PKB抗体购白博奥森公司。 

1．2 细胞培养 

SGC7901、MKN45和 NCI—N87生长于含 10％胎牛血清 

的RPM11640培养液中，细胞培养条件为：37℃ 、5％CO：、饱 

和湿度 、每 2-3 d用 0．25％胰酶消化传代。将 SGC7901分为 

A23187组、BAPTA—AM组和对照组。参照文献方法[21，A23187 

组将细胞在 A23187浓度为 5~mol／L的培养液中培养 24 h 

后进行实验，BAPTA—AM组将细胞在浓度为 BAPTA—AM40 

~mol／L的培养液中预处理 2 h，24 h后进行实验。 

1．3 RT—PCR 

提取各组细胞总 RNA，RT—PCR按说明书进行。根据 

Genbank基因序列设计引物。GRP78：上游引物 ：5’一CATC 

CCGTGGCATAAAC一3’；下游弓I物 ：5’一cccTGTAcccTTGT 

CTYC一3’；片断大小407bp；内参：13一actin上游引物：5’一TGAC 

GTGGACATCCGCAAAG一3’．5’一CTGGAAGGTGGACAGCGA 

GG一3’；片段大小 200 bp。扩增条件 ：94％预变性 3 rain，94~C 

30 s，54 30 s，72℃ 1 rain，共 35个循环 ，最后 1个循环 

72℃延长 5 min，以 B—action为内参。取上述产物各 5 1电 

泳，结束后用凝胶图像分析仪进行紫外扫描及图像分析。实 

验重复3次，取均值进行分析。 

1．4 Western blot 

提取各组细胞总蛋白并用 BCA法测定蛋白浓度，制备 

IO％SDS—PAGE，每泳道加总蛋白量 50 g进行电泳，分离后 

的蛋白质转移至硝酸纤维膜上 ，滤膜经封闭后，依次加入兔 

抗人 GRP78、AKT／PKB抗体和 HRP标记的山羊兔 IgG。显影 

后，测定条带灰度值，以 B—action灰度值为内参。实验重复 3 

次，取均值进行分析。 

1．5 体外药物敏感性实验 

采用 MTT法检测各组细胞对化疗药物的敏感性。将培 

养瓶中单层生长的细胞，经胰酶消化后，加入培养液充分吹 

打成细胞悬液。加入含细胞 2 x 10，个的 200 l的细胞悬液 

至 96孑L板的每一孔中，在 CO 培养箱中培养过夜后 ，参照抗 

癌药物的m浆峰浓度fVCR：0．5 Ixg／ml；阿霉素(Adriamycin， 

ADM)：0．4 txg／ml；5一氟脲嘧啶(Fluorouracil，5-Fu)：10 p~g／m1)】 

加入抗痛药，每个浓度设 5个复孑L。培养 72 h后，每孑L加入 

M rr继续培养，4 h后加入 DMSO，以570 nm波长检测每孔 

光吸收率值(D ，)。实验重复 3次。按下述公式计算细胞生长 

抑制率(Inhibition rate，IR)。 

IR=(1一实验组 D 7o／细胞对照组 D )x 100％ 

1．6 流式细胞技 术 

取对数生长细胞，将 SGC7901分为 A23187组 、BAPTA— 

AM组和对照组。A23187组将细胞在 A23187浓度为 5 umol／l 

的培养液中培养 24 h，BAPTA—AM组将细胞在浓度为 BAP— 

TA—AM 40 IxmoUL的培养液中预处理 2 h，24 h后进行实验。 

将经上述处理后的两组细胞在 VCR浓度为 0．5 g几的培养 

液中培养 72 h后收集细胞，冰PBS洗涤 2次，加入 RNase溶 

液，冉加入碘化丙啶染色 30 rain后上机检测荧光强度，用 

CellQuest软件分析结果。实验重复 3次，取均值进行分析。 

1．7 统计 学处理 

数据用x±s表示，采用 SPSS13．0统计学软件分析，多组 
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GRP78的表达。BAPTA—AM是一种细胞内快速的 Ca2+螯合 

剂，可阻断线粒体膜上 Ca2+内流，抑制 caspase-3和 ca2+依赖 

的核酸内切酶的激活，促使线粒体膜电位恢复正常降低细胞 

内Ca2 浓度【I1j，改变细胞内钙超载的内环境 ，所以减弱了应 

激条件对 GRP78的诱导作用lJ21。GRP78对细胞具有保护作 

用，这种保护作用主要通过维持细胞内环境的稳定 、保持细 

胞在应激状态下蛋白质继续有效合成 、降低细胞对杀伤性 T 

细胞的敏感性或延长在各种不利因素刺激下的细胞的生存 

期等方法抑制细胞凋亡。而 GRP78诱导耐药的机制之一是 

抑制凋亡启动，避免细胞发生由化疗药物引起的细胞凋亡[131。 

AKT／PKB信号通路是细胞内信号传导的重要环节，被确 

定为 PI3K信号通路的下游效应器 ，参与细胞代谢、生存、凋 

亡、分化和增殖等过程。Oki等I“】发现 pAKT与胃癌多药耐药 

增加有关。在肿瘤组织中AKT／PKB活性水平高可以是其信 

号通路上游调节异常造成的，而 GRP78已证实是 PI3K的上 

游调控蛋白之一 1151。那么，上调或下调 GRP78的表达，可通 

过影响 PI3K／PKB信号通路而影响 AKT／PKB的表达 ，从而 

导致肿瘤细胞对化疗药物敏感性的改变。在分别用 A23187 

和 BAPTA—AM处理胃癌细胞SGC7901，影响其 GRP78的表 

达的同时，AKT／PKB的表达亦受到影响 ，A23187组细胞 中 

AKT／PKB的表达亦较对照组显著增加 ，而在 BAPTA—AM组 

细胞中则相反。 

综上，胃癌细胞中，GRP78的表达可能与胃癌细胞的分 

化程度有关，ca 载体 A23187和 ca2+螯合剂 BAPTA—AM可 

分 别上调 和下调 胃癌 细胞 GRP78的表 达 ，并且 影 响 

AKT／PKB的表达水平，从而改变胃癌细胞对化疗药物的敏感 

性。因此，胃癌细胞对化疗药物的敏感性与 GRP78的表达水 

平有关，AKT／PKB亦参与此过程。据此可推测，改变胃癌 

GRP78的表达水平，有望成为胃癌治疗的重要靶点。 
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