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葡萄糖调节蛋白78对胃癌 SGC7901细胞侵袭和转移的影响 

颜晓丽，高 青，李禄椿 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨钙离子螯合剂BAPTA—AM和钙离子载体A23187对胃癌SGC7901细胞葡萄糖调节蛋白78(Glucose regulated 

protein，GRP78)表达水平的影响，分析 GRP78表达改变对胃癌细胞侵袭转移能力的影响。方法：BAPTA—AM和 A23187处理细 

胞，RT—PCR和Western—blot检测3组细胞GRP78在mRNA和蛋白水平的表达，体外侵袭实验和划痕实验检测3组细胞的侵 

袭转移能力。结果：与对照组相比，BAPTA～AM组 GRP78在 mRNA和蛋白水平表达量降低，A23187组 GRP78表达量升高；且 

BAPTA—AM组侵袭和转移能力明显低于对照组，而 A23187组则高于对照组。结论：BAPTA—AM和 A23187可分别下调和上调 

胃癌细胞 GRP78的表达水平，GRP78的表达水平可能与胃癌细胞的侵袭和转移有关。 
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Effect of G RP78 on invasion and metastasis of human gastric carcinoma 

SGC7901 cells in vitro 

NXiao-li．et 

(Department ofDigestive Disease，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of BAPTA-AM and A23 1 87 Oil GRP78 expression of gastric carcinoma SGC-7901 cels in 

vitro，and the effect of GRP78 on invasion and metastasis of these tumor cells．Methods：The SGC7901 cells were treated by BAPTA-AM 

and A23187．RT-PCR and Western blot were used to assess the expression of GRP78 at both mRNA and protein levels．Matrigel invasion 

assay an d a scratch wound assay were used to assess the invasion and migration levels．Results：The expression of GRP78 at both mRNA 

and protein levels，the invasion and migration levels were decreased in the BAPTA-AM-treated cells and increased in A23 1 87一treated 

cells as compared with those of control group．Conclusion：BAPTA-AM can down-regulate the expression of GRP78 in SGC7901 cells 

and A23187 can up-regulate it．The expression ofGRP78 in SGC7901 ceils may be associated with their migration and invasion levels． 
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侵袭和转移是恶性肿瘤的重要特征之一，也是导致肿瘤 

治疗失败的主要原因。肿瘤的侵袭转移是一个复杂的病理生 

理过程，其具体分子生物学机制尚未完全阐明。葡萄糖调节 

蛋白78(Glucose regulated protein，GRP78)的基本功能是参与 

蛋白质的折叠和转运过程以及内质网应激反应，在机体的生 

长发育和维持细胞稳定方面起重要作用。近年来，研究发现， 

GRP78在多种肿瘤细胞中大量表达，并与肿瘤的生长、耐药 

以及转移等恶性生物学行为有关 】。本研究将药物 BAP— 

TA—AM和 A23187作用于胃癌细胞株 SGC7901，以观察其对 

肿瘤细胞 GRP78的表达水平的影响，以及改变 GRP78的表 

达后，肿瘤细胞侵袭转移能力的变化。 

作者介绍：颜晓丽(1984一)，女，硕士， 

研究方向：胃肠肿瘤。 
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1 材料和方法 

1．1 药品及试剂 

BAPTA—AM和A23187(Sigma)。抗GRP78~ (sanmernz)， 

RNAiso Plus和 Prime Script RT reagent Kit(Takara)，PCR试 

剂盒(北京天根生物技术有限公司 o Transwell(膜孔径 8 wm， 

24孔板)(Costar，USA)，Matrigel(BD，USA)。A23187和BAP— 

TA—AM用 DMSO配成终浓度分别为 10、40 p．mo1]ml的母液， 

使用前用含 10％胎牛血清的RPMI1640培养液稀释成应用 

液。 

1．2 细胞培养 

胃癌细胞 SGC7901由重庆医科大学附属第一医院神经 

病学实验室馈赠，细胞在 5％C0 ，37~C条件下传代培养于含 

10％胎牛血清的 RPMI1640培养基中，取对数生长期的细胞 

用于实验。 
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1．3 RT_PCR检测 BAPTA—AM和 A23187对 胃癌细胞 GRtr78 

mRNA表达水平的影响 

将细胞分为 3组 ，上调组 ，A23I87作用细胞 24 h，浓度 

为 10 Ixmol／L；对照组 ，培养在含 10％胎牛血清的 RPMI1640 

培养液中，培养液含 0．15％的 DMSO；下调组 ，BAPTA—AM预 

处理细胞 2 h，浓度分别为 20、4O、60 umol／L，2 h后培养条件 

同对照组。24 h后检测各组细胞 GRP78在 mRNA水平的表 

达IS]。收获对数生长期的细胞 ，按 TRIZOL试剂说明书常规提 

取总 RNA，经紫外分光光度计定量 RNA浓度和纯度，逆转录 

合成 cDNA，RT反应条件为 37℃ 15 min，85oC 5 S。引物序列 ： 

目的基因上游引物 ：5’一CATCCCGTGGCATAAAC一3’，下游引 

物：5’一cCCTGTAcccTTGTCTTC一3’，扩增出 407 bp片断；内 

参 13一aetin上游弓l物 ：5’一TGACGTGGACATCcGcAAAG～3’， 

下游引物 ：5’一cTGGAAGGrIBCACAGCGAGG一3’，扩增出200 

bp片断。将反应体系置 PCR扩增仪上 94℃预变性 3 rain，然 

后开始 PCR循环：94℃30 S，54℃ 30 S，72℃ 1 min，共 35个 

循环，最后一个循环 72℃延长 5 rain。 

1．4 Western—blot检 测 BAPTA—AM 和 A23187对 胃癌 细 胞 

GRP78蛋白表达水平的影响 

分组方法如 1．3，收集各组细胞 ，用 PBS洗涤，并加入细 

胞裂解液(含复合蛋白磷酸化酶抑制剂)于冰上裂解 30 min， 

4℃，12000 r／min离心 10rain，收集上清。BCA法测定蛋白质 

浓度。SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，转膜，5％脱脂奶粉封闭过 

夜，加入 1：1 000倍稀释的一抗杂交 2 h，TBST洗膜后加入二 

抗温育 1 h，TBST洗膜后进行 BCIP／NBT显色。采用 Che— 

mi—genius凝胶成像系统分析目的蛋白的表达量。 

1．5 划痕 实验检测各组细胞转移能力的变化 

将各组细胞做相应处理后，用胰蛋白酶消化细胞接种于 

6孔板中，每孔 1×10 个，待细胞汇合成细胞单层后 ，用灭菌 

中枪头在细胞单层上小心地做一个划痕，用 PBS彻底洗去细 

胞碎片，拍照，继续培养 48 h，拍照，高倍倒置显微镜下观察 

划痕程度。 

1．6 体外侵袭实验检测各组细胞侵袭能力的变化 

将各组细胞做相应处理后，用胰酶消化接种于铺有 25 l 

Matrigel胶的小室。上室加细胞悬液 400 I(2X 10 个／室)， 

下室加入 600 l 3T3细胞条件培养液作为趋化因子。5％CO： 

l 2 3 4 5 6 

GRP78(407 bp) 

p—actin(200 bp) 

1．60 moFL BAPTA-AM；2．40 mol／L BAPTA-AM；3．20It,mol／L 

BAPTA—AM；4．对照组；5．A23187组；6．1 000 bp DNAmarker： 

l 000、700、500、400、300、200、100 bp 

图 1 BAPTA—AM和 A23187对 GRP78 mRNA表达水平的影响 

培养箱中培养 24 h，取出滤膜，用棉签擦去滤膜内表面的细 

胞，4％多聚甲醛固定 30 min，HE染色，中性树胶封片。光学 

显微镜下随机选取 l0个视野，计数每视野中的细胞数。 

1．7 统计学处理 

所有结果均用均数 ±标准差 (互±s)表示 ，数据分析采用 

SPSSl7．0，计量资料的多组 比较采用单因素方差分析 ，组间 

两两比较采用 SNK法，P<0．05有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 RT-PCR检测 BAPTA-AM和 A23187对 胃癌细胞 GRP78 

mRNA表达水平的影响 

RT—PCR结果显示，与对照组相比，A23187处理组细胞 

GRP78在 mRNA水平的表达量增加 ，而 BAPTA—AM处理组 

表达量则降低，并呈一定的浓度依赖陛。经统计学分析．A23187 

处理组 、3个 BAPTA—AM处理组与对照组 比较有显著性差异 

(F=3 745．079，P<0．01)，4个处理组之间两两比较差异均有显 

著性(尸l<0．01)。因40 p~mo1]L的抑制作用较 20 v~mol／L明显，故 

选用 4O mol／L~_个浓度的 BAPTA—AM进行以后的实验(图 

1。表 1)。 

表 1 GRP78 mRNA水平灰度值分析 

分组 灰度值分析 

1．070 ±0．o05 

1．0ll±O．0I2 

0．70l±O．o09 

0．543．4-0．oo9 

0．348±0．Ol3 

2．2 Western blot检测 BAPTA—AM和 A23l87对 胃癌细胞 

GRP78蛋白表达水平的影响 

Western blot结果显示 ，A23187处理组细胞 GRP78在 

蛋 白水平的表达量(目的条带与内参的灰度值之比为 0．9l1 

-4-0．0O4)较对照组(0．823±0．007)增加 ．而 BAPTA—AM处理 

组表达量(O．647±0．015)则降低。经统计学分析 ，A23187处 

理组 、BAPTA—AM 处理 组 与对 照组 比较 有显 著性 差 异 

(F=581．282，尸<0．01)，2个处理组之间比较差异具有显著性 

(P<0．01)(图2)。 

GRP78(78 kD) 

13-acfin(42 kD) 

A23187组 对照组 BAPTA—AM组 

图2 BAPT_A_AM和A23187对 GRP78蛋白表达水平的影响 

蚀组 兰主 嗍啪一一一 枷 加 ∞ ∞ 
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0 h -_ 

48 h 一 

A23187组 对照组 BAPTA—AM组 

划痕实验显示，与对照组相比，A23187处理组细胞的创口愈合较快，BAPTA—AM处理组细胞的创El愈合较慢， 

统计学分析表明差异均具有显著性(J【)<0．01)。(×100) 

图 3 GRP78表达水平的改变对胃癌细胞转移能力的影响 

【 ． ． _． ． I 

芝 
o 

A23187组 对 月 组 BAPTA-AM组 

侵袭实验显示，与对照组相比，A23 1 87处理组细胞的侵袭能力增强，BAPTA—AM处理组细胞的 

侵袭能力减弱，统计学分析表明差异均具有显著性(P<0．01)。(HE染色 X 200) 

图 4 GRP78表达水平的改变对胃癌细胞侵袭能力的影响 

2．3 划痕实验检测GRP78表达水平的改变对胃癌细胞转移 其基本功能是 ：作为分子伴侣 ，在真核生物内质网膜上通过 

能力的影响 与新生多肽表面的疏水片段以非共价键形式短暂地结合，促 

划痕实验结果显示，48 h后，与对照组(57．32％±0．8％) 进蛋白质的正确折叠、装配以及跨内质网膜转运，在生物机 

相比，BAPTA—AM处理组细胞创口愈合较慢(39．92％±0．79％)， 体的生长发育中起重要作用；作为应激蛋白，在低糖 、低氧等 

而 A23l87处理组细胞愈合较快(79．68％±0．91％)。经统计 应激状态下大量表达，参与未折叠蛋白反应以维持细胞的稳 

学分析．A23187处理组、BAPTA—AM处理组与对照组比较有 定 。另外，GRP78在多种肿瘤中呈过表达，并与肿瘤的各种 

显著性差异(，l_1 700．803， 0．01)，2个处理组之间比较差 生物学行为有关。关于 GRF78与胃癌侵袭转移能力关系的 

异具有显著性(P<0．01)(图 3)。 报道，国内外尚不多见。 

2．4 侵袭实验检测 GRP78表达水平的改变对胃癌细胞侵袭 本研究将药物 BAPTA—AM和 A23187作用于胃癌细胞 

能力的影响 SGC7901，结果发现，BAPTA—AM和 A23187能分别下调和上 

Transwell实验结果显示 ，对照组每个视野细胞数平均 调细胞中GRP78的表达水平。GRP78是一种钙离子结合蛋 

值为(59±2)个，A23187处理组为(89±2)个 ，高于对照组 ， 白，细胞内的钙离子水平可影响其表达15]。A23187诱导GRP78 

而 BAPTA—AM处理组为(43±1)个，低于对照组。经统计学 表达的可能机制就是它通过释放储存在内质网腔中的钙离 

分析，A23187处理组、BAPTA—AM处理组与对照组 比较有显 子而降低了内质网钙离子水平，后者将影响蛋白质的释放， 

著性差异(F=519．686，P<0．01)，2个处理组之间比较差异具 引起蛋白质在内质网中的积累，从而导致了内质网应激的发 

有显著性(P<0．01)(图4)。 生16一，而 BAPTA—AM抑制 GRP78表达的机制尚不清楚 ，可 

能与其下调了细胞浆内钙离子的水平有关1 。 

3 讨 论 GRP78在多种肿瘤中大量表达，并与部分肿瘤的侵袭和 

转移有关。Su R等19·1o]发现，在人体肝癌组织中，GRP78的表 
GRP78属于热休克蛋白70家族，由内质网合成和分泌， 达水平与患者的肝癌分级呈负相关

，而与肿瘤的侵袭和转移 
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能力呈正相关。体内外实验证实，在肝癌细胞株 SMMC7721 

中，GRP78的过表达可促进肿瘤细胞的侵袭和转移，而 siRNA 

特异性下调 GRP78的表达水平后 ，肿瘤细胞的侵袭和转移 

能力受到抑制。Zhuang L等⋯J应用免疫组织化学方法检测了 

171例患者的痣、黑色素瘤以及转移性黑色素瘤中GRP78的 

表达水平，发现其与黑色素瘤的临床病理因素和患者的生存 

率密切相关，且与肿瘤浸润深度和增殖中的皮肤肿瘤细胞有 

丝分裂指数呈正相关。在皮下转移性黑色素瘤和淋巴结转移 

性黑色素瘤中，GRP78的表达水平明显高于原位癌。Papalas 

JA等【 21发现，在原发性黑色素瘤巾，GRP78的表达与肿瘤的 

侵袭深度有关。本研究通过药物 BAPTA—AM和 A23187改变 

胃癌细胞株 SGC7901中GRP78的表达水平，结果发现，用药 

物下调 GRP78的表达可抑制肿瘤细胞的侵袭和转移能力 ， 

相反上调 GRP78的表达则可提高其侵袭和转移能力，从而 

进一步证实了GRP78与胃癌的侵袭和转移有关。 

对于 GRP78影响肿瘤侵袭和转移的机制，国内外报道 

较少。上皮 一间叶转化(Epithelial mesenchymal transformation， 

EMT)是指在胚胎发育、慢性炎症、纤维化以及肿瘤进展等病 

理生理过程中，上皮细胞向间质转化 ，从而丧失上皮细胞的 

极性，获得间质的特性。EMT使上皮细胞与周围细胞和基质 

的粘附力下降，迁移和运动能力增加，该过程与肿瘤细胞的 

原位侵袭和远处转移密切相关。Su RI9,to}报道 ，siRNA特异性 

下调肝癌细胞中 GRP78的表达水平后 ，可通过抑制肿瘤的 

上皮 一问叶转化来抑制肿瘤的侵袭和转移。在前列腺癌细胞 

中 GRP78可作为上游蛋白激活丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 Akt 

(Serinehhreonine protein kinase Akt)，后者则可导致磷酸化的 

糖原合酶激酶 一3 13(Glycogen synthase kinase，GSK一3 8)增 

加 ，GSK一3 B活性下降。而 GSK一3 13活性下降能促进肿瘤细 

胞的 EMTf13,1 。故我们推测，GRP78促进胃癌细胞侵袭和转 

移的机制与Akt及 EMT有关。 

以上结果表明，BAPTA—AM和 A23187可分别下调和上 

调 胃癌细胞 GRP78的表达水平 ，并且影响了肿瘤细胞的侵 

袭和转移能力。因此我们推测，GRP78可能促进肿瘤细胞的 

侵袭和转移 ，以上两种药物可能通过改变 GRP78的表达水 

平来影响肿瘤的侵袭和转移。然而，对于 GRP78促进 胃癌细 

胞侵袭转移的详细过程 ，尚需进一步研究。 
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