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GRASP65的表达对胃癌细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响 
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【摘 要】目的：探讨高尔基体堆叠蛋白65(Golgi reassembly stacking protein 65，GRASP65)在体外对人胃癌细胞增殖、凋亡、迁 

移和侵袭能力的影响。方法：首先，通过 Western blot和 RT—qRCR鉴别低分化胃癌细胞 MKN一45、中分化胃癌细胞 SGC-7901、 

高分化 胃癌细胞 MKN一28和正常 胃黏膜细胞 GES一1中 GRASP65蛋 白和 mRNA的表达量。然后 ，用 siRNA干扰技术通过 

Lipofectamine 2000瞬时转染下调和MKN一45细胞中GRASP65的表达量。用qRT—PCR和Western blot检测转染后各组细胞中 

GRASP65的蛋白和mRNA表达量以证实转染成功。最后，用 CCK一8、流式细胞术、Transwell迁移和侵袭实验检测转染后的各组 

胃癌细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的改变。结果：Western blot和qRT—RCR结果显示 MKN一45细胞和SGC一7901细胞中 

GRASP65的蛋 白和 mRNA表达量明显高于 MKN一28细胞和 GES一1细胞中 GRASP65蛋白和 mRNA表达量 (P<0．05)，故选择 

低分化胃癌细胞 MKN一45作为实验细胞株来下调 GRASP65的表达量。qRT—PCR和 Western blot结果证明转染成功，转染组 

GRASP65的mRNA和蛋白表达量与阴性对照组和空白对照组对比有统计学意义(P<0．05)。CCK一8、流式细胞术、Transwell迁移 

和侵袭实验均证明，下调MKN一45细胞的GRASP65的表达量可抑制胃癌细胞 MKN一45体外增殖、迁移和侵袭能力，并促进细 

胞凋亡。结论：下调GRASP65的表达可明显减弱胃癌细胞的体外增殖能力，同时促进胃癌细胞的凋亡、体外侵袭和迁移。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of GRASP65 expression on proliferation，apoptosis，migration and invasion of gastric 

cancer cells in vitro．Methods：First，Western blot and qRT-PCR were carried out in three different differentiated gastric cancer cells 

(MKN-45，SGC-7901，MKN-28)and normal gastric mucosa cells(GES一1)to test the expression of GRASP65 protein and mRNA． 
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invasion experiments were used to test the change of ability of cell proliferation
，
apoptosis，migration and invasion after transfection．． 

Results：Western blot and qRT—PCR results showed that the expressions of GRASP65 protein and mRNA in MKN一45 and SGC一 

7901 were much higher than those in MKN一28 and GES一1．MKN一45 was chosen as experimental cells
． Westem blot and aRT—PCR 

results demonstrated that GRASP65 had been efficiently downregulated through siRNA tansfection
． In addition，CCK一8，n0w cvt0me— 

try，Transwell chamber assays results showed that，GRASP65 knockdown can suppress growth
，
promote apoptosis，inhibit migration and 

invasion of gastric cancer cells in vitro．Conclusion：GRASP65 knockdown could significantly suppress growth
，
promote apoptosis，in— 

hibit migration and invasion of gastric cancer cells MKN一45 in vitro． 

【Key words]GRASP65；siRNA；proliferation；apoptosis；migration；invasion 

胃癌是人类最常见的肿瘤之一 ．也是全球癌症 

致死的第二大原因I1]。由于缺乏早期临床表现．胃癌 

有着很高的发病率和死亡率。尽管外科手术飞速进 

步，放化疗技术也发展迅猛，胃癌的5年生存率仍 

低于30~[2-3]。因此，对胃癌的早期筛查和检测有用 

的生物标志物对于提高患者的生存率至关重要。 

高尔基体是一个参与包括蛋白质加工、分类、靶 

蛋白合成和运输等众多细胞功能的关键细胞器【41。 

高尔基体重组和堆叠蛋白65(GRASP65)是一种集 

中定位于高尔基体的高尔基体周围蛋白质，也是目 

前两种有高尔基体堆叠功能的蛋白质之一。然而， 

国内外 目前对 GRASP65与疾病的研究报道尚少 。 

对其与癌症的研究更是罕见。本课题组前期实验证 

明，抑制GM130的表达可降低胃癌细胞体外增殖、 

侵袭和迁移能力[51，其机制可能与GM130影响胃癌 

细胞 0一糖基化及细胞粘附作用有关嘲。已有文献报 

道。GRASP65与高尔基体基质蛋白GM130有协同 

作用I71。故此次继续以胃癌细胞为研究对象，探讨 

GRASP65在胃癌细胞中的作用，为进一步研究高尔 

基体及其蛋白质在癌症发生发展中的作用提供新 

的理论依据。 

1 材料与方法 

l_1 材料 

胃癌细胞株 MKN一45、SGC一7901．MKN一28为重庆医科 

大学基础医学院分子医学与肿瘤研究中心冻存，正常胃黏膜 

细胞 GES一1为重庆医科大学附属第一医院胃肠外科实验室 

馈赠。RPMI1640培养基购自Hyclone公司。胎牛血清购自德 

国 PAN公司。细胞消化胰蛋白酶购 自碧云天公司。qRT-PCR 

试剂盒、RNAiso Plus购 自Takara公司。Total RNA提取试剂 

盒购 自OMEGA公司。ERK1／2抑制剂 U0126购自Abmole公 

司。兔抗人GRASP65多克隆抗体购自Abcam公司。辣根过 

氧化物酶标记的羊抗兔 IgG和辣根过氧化物酶标记的羊抗 

鼠IgG均购 自北京中杉金桥生物技术公司。Matrigel胶购 自 

Bio—Rad公司，Transwell小室购自Coming公司。siRNA片段 

定制于上海吉玛公司 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将细胞株以单层接种在含 10％新生牛血 

清、lxl@U／L青霉素、lxlOs U／L链霉素的RPMI1640培养液 

中，于 37℃、5％CO 和饱和湿度培养箱中培养，待细胞长到 

90％时进行传代培养，将对数生长期细胞用0．25％胰蛋白酶 

消化，加含1o％新生牛血清的RPMI1640培养液终止消化。2～ 

3 d传代 1次，取对数生长期细胞进行实验 

1．2．2 瞬时转染 转染前 1 d．将 MKN一45细胞按照 2×10s 

个／：E接种于6孔板。当细胞达 30％～40％融合时，按 Lipo— 

fectamine 2000说明书操作。3条特异性 siRNA由上海吉玛 

公司设计并定制，其序列见表 l。每孔的转染步骤如下(操作 

均在灭酶条件下进行)：①在已消毒的无酶EP管中加入250 

txL Opt—MEN培养基，再加入 5 L Lipofectamine 2000，轻轻 

吹打混匀后，室温静置5 min；②在已消毒的无酶EP管中加 

入250 IxL Opt—MEN培养基，再加入3 siRNA转染片段， 

吹打混匀；③将①和②混合并混匀，室温静置 20 min；④取 

1．5 mL无血清的PRMI1640培养基，再将上述混合物③加入 

其中，混匀后转移入 6孔板中，将 6孔板放人37 oC、5％CO： 

培养箱中培养。转染4~6 h后换液，将无血清培养基换成含 

10％FBS的培养基，置于培养箱中继续培养。 

表 1 siRNA序列 

Tab．1 Sequences of siRNA 

名称 序列(5’--*3’) 

正义链 ：GGAACCAUCUUCACCUGCU_rr 

反义链 ：AGcAGGUGAAGAuGGuuccTT 

正义链 ：GGUUGGUUCGGACCAGAUUTY 

反义链 ：AAucuGGUCCGAACCAACCTT 

正义链 ：CCAGGCAGAGUGACUACAU1Tr 

反义链 ：AuGuAGUCACUCUGCCuGGTT 

正义链 ：uuCuCcGAACGUGUCACGuTT 

反义链：AcGuGAcACGuucGGAGAATT 

1．2．3 RNA的提取及 qRT—PCR检测 分别用胰酶消化收 

集各组对数生长期的细胞，PBS洗3遍后转移至无酶EP管 
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中。每管加入 1 mL RNAiso Plus，冰上静置5 min，4 oc离心机 

中12 000 g离心 5 min；将上清液转移至新的EP管中，每管 

加入 200 氯仿，在振荡器上振荡混匀，冰上静置5 min， 

4℃离心机 12 000 g离心5 min；离心后匀浆分 3层：RNA水 

相层(元色上清)、蛋白层(中间白色)、有机层(下层红色)，将 

无色上清液转移至新的EP管中并加入等体积的异丙醇，在 

振荡器上充分混匀，冰上静置 10 rain，4℃离心机中12 000 g 

离心 10 min；弃上清，管壁上贴有少量 RNA(肉眼或不可见)， 

向其中加入适量75％乙醇，上下轻柔颠倒洗涤管壁，4℃离心 

机中 12 000 g离心 5 min；弃上清，将 EP管倒置与冰上干燥 

10 rain，加入20 txL DEPC水溶解沉淀后，取 1 在核算浓 

度测定仪上检测 RNA浓度 ，之后将 RNA浓度稀释到 500 

ng／~L以下，按照Takara逆转录反应说明书合成 cDNA，反应 

条件：37℃ 15 rain，85℃5 s，4 oC 10 min。以逆转录后浓度 

调节到 10 ng／txL的cDNA为模板，进行 qRT—PCR反应，以 

p—actin为内参，引物序列见表2，qRT—PCR的反应条件为： 

95℃预变性 10 s；95℃ 5 S，58．5℃ 20 s，72℃ 20 s．39个 

循环 

表2 引物序列 

Tab．2 Sequences of primers for qRT-PCR 

1．2．4 蛋白质提取和Western blot 分别收集已长满培养瓶 

的各组细胞，用 PBS洗 3遍后倒置于冰上干燥；待瓶底充分 

干燥后，加入适量的蛋白裂解液使其能覆盖在细胞表面．置 

于冰上静置 l5～20 rain，让细胞充分裂解；然后用细胞刮将裂 

解好的细胞刮下，转移到EP管中，在振荡器上充分振荡后置 

于4℃离心机上，以转速为 12 000 r／min离心 5 rain，上清液 

即为蛋白。用BCA法测量蛋白浓度后，加入 1，5体积的上样 

缓冲液混匀，于沸水中煮沸5 rain后置于一20℃冰箱保存备 

用。取6O L蛋白样品上样，经 10％SDS—PAGE恒压8O v 

电泳使蛋白跑到胶的底端后。恒流250 mA将蛋白样品电转 

至PVDF膜上，用5％BSA室温封闭2 h，按抗体分子量大小 

分别加入GRASP65抗体(1：1 ooo)和GAPDH抗体(1：1 000) 

4℃孵育过夜，次日洗膜后用 HRP标记Ⅱ抗(1：1 ooo)室温 

孵育2 h，最后ECL化学发光显影。 

1．2．5 CCK一8实验 将生长于对数期的各组细胞常规消化 

制成单细胞悬液后计数为5×lo4个／mL，在96孔板中每孔接 

种200 IxL于37 oC、5％C0：饱和湿度培养箱中培养过夜，每 

组设置5个复孔。96孔板培养 24、48、72 h后，每孔加入 

20 CCK一8试剂继续培养 1 h，注意不要在孔中形成气泡， 

随后使用酶标仪测定450 nm波长下的吸光度(absorbanee,A) 

值。用GraphPad Prism5绘制细胞生长曲线，横坐标为时间， 

纵坐标为A值。根据实验结果选择抑制细胞生长的最佳药物 

作用浓度和作用时间。 

1．2．6 流式细胞术 收集各组对数生长期的细胞，分别消化 

并计数大于 lxl06个／mL，PBS洗 3次．第3次离心后弃上清 

PBS液用250 IzL结合缓冲液重新悬浮细胞，使其浓度为 1× 

105个／mL。在容量为5 mL流式管中加入 100 细胞悬液再 

在避光条件下每管加入5IzL Annexin V／FITC和 5 20 

mL的碘化丙啶并混匀，标记 15 min。不加Annexin V作校正 

因子。在反应管中加入400 PBS。用流式细胞仪检测，结 

果用随机软件分析。 

1．2．7 Matrigel细胞侵袭实验 将 Matrigel胶和 RPMI1640 

培养基置于 4℃冰箱过夜．在 24孔 Transwell上室的聚碳酸 

酯膜上紧贴小室底部每孔均匀铺一层经无血清 RPMI1640 

培养基按8：1稀释并混匀的Matrigel胶。防止气泡产生。将小 

室置于 37 oC孵箱孵育 3 h待 Matrigel胶凝固后在上室接种 

各组用无血清 RPMI1640培养基混匀的单细胞悬液每孔 200 

，细胞数量为每孔 1．5×104个。取24孔板任意一孔加入 

600 含 10％胎牛血清的RPMI1640培养基，将小室置于其 

中在培养箱中培养24 h后取出。用棉签擦拭上室，擦去其中 

未穿过基质胶的细胞，并用PBS清洗上室3次，再往 24孔板 

某一孔中加入600 IxL甲醇，将小室放于其中30 rain．用以固 

定已穿过基质胶的细胞，再用 O．1％结晶紫染色 20 min，最后 

用蒸馏水冲洗小室上残留的结晶紫，室温风干。每孔在显微 

镜下随机取5个视野拍照计数。 

1．2．8 Transwell细胞迁移实验 收集各组细胞．消化后用无 

血清RPMI1640培养基制备成单细胞悬液，计数．将 1．5 X t0 

个细胞／孔接种于上室，其余步骤同侵袭实验。 

I-3 统计分析 

以上每个实验均至少重复3次，所得结果采用 SPSS 19．0 

统计分析，其中计量资料用均数 ±标准差( ± )表示。多组 

均数间的比较用单因素方差分析，其组间两两比较采用 

LSD—t法；多个时间点的细胞增殖能力比较采用重复测量方 

差分析。检验水准 =0．05。。 

2 结 果 

2．1 4组细胞中GRASP65蛋白和mRNA的表达量 

Western blot和qRT—PCR结果显示，低分化胃癌细胞 

MKN一45和中分化胃癌细胞 SGC-7901中 GRASP65的蛋白 

(如图 lA、B，表 3)和 mRNA(如图 1C)表达量明显高于高分 

化胃癌细胞 MKN一28和正常人胃黏膜细胞 GES一1(尸<0．05)。 

表 3 4组细胞中GRASP65的蛋白和 mRNA表达水平 

—

Ta
—

b．3
—

E
—

x
—

p
—

ression ofGRASP65protein andmRNAin each group 

注：a，与 GES一1和 MKN一28相比．P<0．05 
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GRASP65(78 kD) 

GAPDH(36 kD) 

A．Western blot检测 4种细胞 GRASP65蛋白表达 

a：与高分化胃癌细胞MKN一28和正常人胃黏膜细胞 GES一1比较；P<0．05 

B．各组中GRASP65蛋白 

相对表达水平 

C．各组中GRASP65 mRNA 

相对表达水平 

图 1 Western blot和 qRT-PCR检测 4组细胞中GRASP65蛋白 

和 mRNA的表达 

Fig．1 The protein and mRNA expression of GRASP65 in four 

group was detected by Western blot and qRT-PCR respectively 

2．2 瞬时转染后MKN一45中GRASP65蛋白和mRNA的表 

达量明显下降 

将 3条 siRNA干扰片段经 Lipo 2000转染到MKN一45 

细胞后 。Western blot和 qRT-PCR结果显示 ，与未转染的 

MKN一45相比．3组转染组细胞中GRASP65的蛋白(如图 

2A、B，表4)和 Mma(如图2c)表达量明显低于未转染组。 

qRT—PCR显示(如表 4)，GRASP65一siRNA一1565转染组 

GRASP65的mRNA表达量比未转染的MKN一45低 80％。故 

选择 GRASP65一siRNA一1565干扰片段作为后续下调实验中 

的转染组。 

GRASP65(78 kD) 

GAPDH(36 kD) 

A．各组中GRASP65蛋白相对表达情况 

B．各组中GRASP65蛋白 C．各组中GRASP65 mRNA 

相对表达水平 相对表达水平 

a：GRASP65一siRNA一1565转 染 组 GRAsP65的 mRNA 

表达量比未转染的 MKN一45低 80％ 

图2 Western blot和qRT—PCR检测转染前后 GRASP65蛋白 

和 mRNA的表达 

Fig．2 The protein and mRNA expression of GRASP65 in 

MKN-45 af【er transfected was detected by Western blot 

and qRT—．PCR respectively 

表 4 转染前后细胞中GRASP65的蛋白和 mRNA表达水平 

Tab．4 Expression of GRASP65 protein and mRNA after 

transfection 

注：a，与 MKN一45相比，P<0．05 

2_3 CCK一8检测转染后细胞增殖能力明显减弱 

CCK一8实验结果显示(如图 3、表 5)，GRASP65一siRNA 

转染组、阴性对照组和空白对照组 3组之间细胞增殖力在 

24 h时无明显差异 ；在 48 h和 72 h，GRASP65一siRNA转染 

组细胞增殖能力明显低于阴性对照组和空白对照组。而后两 

者之间细胞增殖能力无明显差异。 

目 

孽 

1．0 

O．5 

0．0 

O 20 40 60 80 

时间(h) 

图3 CCK-8检测 3组细胞的细胞增殖能力 

Fig．3 The proliferation of MKN-45 in each group were detected 

by CCK-8 assay 

表 5 各组细胞体外增殖情况 

Ta b．5 Cell proliferation of each group in vitro 

注：，时间=36．754，P时间=O．000；F~组=1 462．061，P分组=0．000；F虹 = 

10．726，P交互=0．000；a：与 MKN一45和Control siRNA相比，P<O．05 

2．4 流式细胞术检测转染后细胞凋亡明显增加 

流式细胞术结果显示(如图 4、表 6)，GRASP65一siRNA 

转染组细胞凋亡明显高于阴性对照组和空白对照组。而后两 

组间细胞凋亡无明显差异。 

2．5 Transwell实验检测转染后细胞迁移和侵袭能力均下降 

Transwell实验结果显示。GRASP65一siRNA转染组细胞 

迁移(如图5A、B，表7)和侵袭(如图5A、c，表7)fl~力均明显 

低于阴性对照组和空白对照组，而后两组间细胞无明显差异。 

* 皿嘲靛罂 
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图4 流式细胞术检测细胞凋亡 

Fig 4 The apoptosis of MKN-45 in each group was detected 

by flow cytometry 

表6 各组细胞凋亡 

Tab 6 Apoptosis of ceils in each group 
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表 7 各组细胞迁移和侵袭 

Tab 7 Metastasis and invasion in each group 
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GRASP65与高尔基体基质蛋白GM130有协同作 

用 ，而 GM130在胃癌、肺癌等多种癌症中起重要 

作用，被认为是癌症治疗的新靶蛋白旧。由此，本文 

拟探讨 GRASP65在不同分化程度的胃癌细胞中 

GRASP65的表达量是否有差异?是否与癌细胞的生 

物学行为有关? 

本实验通过 Western blot和 qRT—PCR检测 3 

组不同分化程度的人胃癌细胞(MKN-45、SGC一7901 

和 MKN一28)和正常的胃黏膜细胞(GES一1)中 

GRASP65蛋白和mRNA的表达，结果显示，低分化 

胃癌细胞 MKN一45和中分化 胃癌细胞 SGC一7901 

中GRASP65的蛋白质及mRNA表达量均高于高分 

化胃癌细胞 MKN一28和正常胃黏膜细胞 GES一1。由 

此猜想 GRASP65的表达量是否跟胃癌体外的恶 

性程度有关?于是，本课题组筛选针对GRASP65基 

因有明显干扰作用的siRNA片段。运用siRNA技术 

下调人胃癌细胞 MKN一45中 GRASP65的表达 ．经 

Western blot和 qRT—PCR验证转染成功后。对转染 

前后的细胞进行一系列生物学行为的实验。 

正常细胞的增殖和凋亡都遵循一定的规律．而 

癌细胞由于受到致癌因子的作用可以无限增殖却 

无法进入正常的凋亡程序。从而导致癌细胞的“永 

生”。所以抑制癌细胞的增殖能力同时促进其凋亡 

是临床癌症治疗的关键。本次研究通过CCK一8和 

流式细胞术监测到。下调 GRASP65表达的人胃癌 

MKN一45细胞的增殖能力明显低于阴性对照组和空 

白对照组的MKN一45，而凋亡能力增强。迁移和侵 

袭是恶性肿瘤的基本特征，本研究中的Transwe11细 

胞侵袭和迁移实验证明，转染组细胞的体外侵袭和 

迁移能力均较阴性对照组和阴性对照组低。 

总之 ．本研究表明 GRASP65的表达量与 胃癌 

的体外恶性程度有密切的关系，下调 GRASP65的 

表达可明显减弱胃癌细胞的体外增殖能力。同时促 

进胃癌细胞的凋亡、侵袭和迁移能力，但其具体机 

制尚待进一步研究。 
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