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特异性下调葡萄糖调节蛋白 78 表达对肝细胞癌

侵袭和转移能力的影响
苏荣健*t.李贞 lt.程留芳 l 魏嘉李宏丹

(辽宁医学院实验中心，锦州 121001; 1 解放军总医院消化科，北京 100583)

摘要 为了研究特异性下调葡萄糖调节蛋白 (G叩)78对肝细胞癌侵袭和转移能力的影响。通

过小干扰 RNA(siRNA)技术特异性下调人肝细胞癌细胞林 BEL7402 中 Grp78 的表达，并应用

Transwell 法和划痕法对肝细胞癌侵袭、转移能力的改变进行分析，应用免疫沉淀技术和 GST

pulldown 技术分别对崭着斑激峰(FAK)的磷酸化水平和小 GTPase RhoA 的活性进行研究，应用免

疫印迹技术检测 E- 钙季占着蛋白、 N- 钙季占着蛋白和波形蛋白的表达。结果发现， Transwell 实验和划

痕实验结果显示特异性下调 Grp78 表达可以抑制肝细胞癌的侵袭和转移，免疫沉淀结果显示特异

性下调 G甲78 表达可以降低FAK 的磷酸化水平， GST-pulldown 实验结果表明特异性下调 G叩78 表

达可以上调 RhoA 的活性。免疫印迹实验结果表明特异性下调 G甲78 可以下调 N- 钙和着蛋白、波

形蛋白的表达，上调 E- 钙和着蛋白的表达。结果表明特异性下调 G叩78 在体外可以抑制肝细胞癌

的侵袭和转移，这种抑制作用是通过FAK脱磷酸化和抑制肿瘤的上皮，间叶转化实现的。

关键词 肝细胞癌;侵袭和转移;茹着斑激酶;即loA; 上皮.间叶转化

肝细胞癌是一种恶性程度极高的肿瘤，早期即可

发生门静脉侵袭和肝内转移，这是肝癌病人手术后复

发率高，预后差的最重要原因之一，因此探寻有效的

抑制肝癌侵袭和转移的方法极为重要[1]。肿瘤的侵

袭和转移是→个十分复杂的过程，包括肿瘤在原发部

位的生长，侵袭穿过血管壁/淋巳管壁发生血行或淋

巳道转移，在靶器官中的生长三个步骤，其中肿瘤细

胞侵袭血管壁/淋巴管哇是最关键的步骤之一，抑制

肿瘤细胞的血管壁/淋巴管壁的侵袭，可以有效抑制

肿瘤的侵袭和转移过程。

上皮-1'1日j叶转化(epithelial-mesenchymal transition, 

EMT)在胚胎发育和肿瘤的侵袭和转移过程中具有关

键的作用，目前有研究认为上皮.间叶转化是大多数

上皮型肿瘤发牛侵袭和转移的基础，上皮型肿瘤细胞

必须首先发生上皮.间叶转化获得间叶细胞的表型

才能发生侵袭和转移[2] 。

肿瘤的侵袭和转移是→个严格的受控过程，目前

己经发现了许多参与该过程调控的信号分子如小

GTPase(包括 Rac 、 RhoA 和 Cdc42)、委占着斑激酶

(focal adhesion kinase , FAK)、整联蛋白连接激酶

(integrin-linked kinase, IL町、基质金属蛋白酶(matrix

metalloproteinase , MMPs)、结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor, CTGF)等。人们一

直尝试通过干预这些信号分子的表达和活性达到抑

制肿瘤的侵袭和转移的目的，但没有取得预期的效果，

这可能是由于靶蛋白的功能比较单一，与其他的信号

通路缺乏必要的通讯问。

葡萄糖调节蛋白 78(glucose regulated protein 78, 

Grp78)是由内质网合成、分泌的一种蛋白质，属于

Hsp70 家族。过去学者们一直认为 Grp78 是一种内

质网驻留性蛋白质，定位于内质网网腔起分子伴侣的

作用[4]。近年来随着研究的不断深入，人们发现G叩78

除了驻留在内质网腔中起到分子伴侣的作用外，还可

以转运至细胞膜，细胞浆，甚至分泌到细胞外，参与

细胞分化、细胞生存、血管形成等重要生物学过程

的调控，是一种多功能蛋白质问。在肿瘤细胞中，

Grp78 参与肿瘤的发生与进展，肿瘤耐药性调节，但

G叩78对肿瘤的侵袭和转移过程是否有调节作用国内

外报道较少[6 ， 7] 。

本研究应用小下扰RNA(small interference RNA, 

siRNA)技术特异性下调人肝细胞癌细胞系中 Grp78

的表达，分析其对肝细胞癌侵袭和转移能力的影响，
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并对相)业的分 f机 ;1;IJill 1i初步探~，J 。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

抗 GRP78 、 p-Tyr (111 芋来源)， FAK (鼠名uji) ~jd于

Santa Cruz 公叶。 tA E- 钙裂î+i蛋白、 N-t可辈占着蛋

白、波形蛋白(兔讲圳'YtJ f Cell signal 公司。细胞外某

质泪合物、蛋白酶抖l制物混合物、 BCIP 、 NBT 购

于 Sigma 公司。 Transwell 沟 Costar 公司产品。 Hochest

33258 购于碧云天公 11'] 0 碱性磷酸酶标记的二抗购

F北京中杉公司。 GST 包书皮的 Rhotekin -RB D 琼脂

糖颗粒由中|玉|医科大学发育生物学教研主崽赠。

1.2 细胞培养

人肝细胞癌细胞系BEL 7 402( li1 国医科大学发育

生物学教研窒息、附)培养于含 10% 胎牛血沽、 2

mmol/L 谷氨图克服、 100 U/ml 青苟'东、 100 U/m1 的

链毒案 DMEM 培养液中。

1.3 siRNA 

根据 Grp78 Jl~lkl)ì~ýU(GenBank 撞受号 NM

005347) , J号用 siRNA finder 软件设计 siRNA 分子，采

用 Kumiko Ui-Tei 的原 yJIj进行筛选IHI。靶序列为 5'

CGAUCAGGGCAACCGCAUCTT-3'，经B1ast软件进

行序列相似性分析确定正特异性。 Grp78 特异性

siRNA分 f由 TaKaRa 公司合成。 w特异性 siRNA购

于 Cell signa1 公司， J二转染前伞夭JÌIZ用 0.259毛腆蛋白

晦消化细胞，接种主 6 孔版中，确保转染时细胞密度

为 60%~80%，瞬[]才转染按 Qiagen 公司的 Trans

Messenger™ 的操作说明，进行， 2μg siRNA 与转染试

剂 4μl1Eê合，用稀释i夜稀释苇 100μ1，专号温作用 30

min, }J[l入 600μl 无血洁、无抗生素培养液混匀。将

细胞用 PBS1票洗，加入 siRNA- 转染试剂复合物 37 0C

温育 4h， 4 h 后弃1:: siRNA- 转染试剂复合物，加入完

全培养液继续培养。为了提高转染的效率，按

Ku日liko Ui-Tei的方法采用 3次转染， tj: ì欠转染时间问

阳为 24 h。最后什〈转染后，加入完全培养液继续

培养 72ho

1.4 Transwell 5去

S1卧~A 的力 ~idlllliíj用i述，最后一次转染后，用膜蛋

白酶消化细胞以 2x105 个 1rn1 的密度接科1于 Transwell

巾细胞外基质凝胶包被的聚碳酸酣膜 L崖，继续培养

48 h。取出聚碳酸醋膜，用细胞刮 )J 去除上层细胞，

翻转聚碳酸醋膜， 4% 甲旺固定 10 min, Hochest33258 

染包 15 min，荧光 EE微镜 F边取 10 个视野，计数每视

IJ 世界接轨，用才二尔超纯水系统

.11汁尤论文·

野 IjllYJ细胞数，计算平均侣，纣i 果以均{l'{ )Jll减l{古标

准并&: /J~ 0 

1.5 戈IH盲法

siRNA 的方法虫11 前所述，故;;-; ;欠转染后，用)j夷

蛋白酶消化细胞按种二r 6 fL板 11' ， 1:HL2xl05 个 ， {与

纠11胞汇合成细胞单层后，用灭民i 移液抬头{L:细胞单!二千

七小心的做 个划痕，用 PBS 彻底1;~IWt 3 次，洗去细

胞碎片，继续培养 24 h. 用相芳，~l股民观察划痕愈合

程度，计算平均值，结果以均值力11减 1 f1i标准Yfk辰。

1.6 免疫沉淀

siRNA 的方法如前所述，山川] 1 %NP-40 缓冲液

(150 mmo1/L NaCl, 1 % NP-40, 1 mmol!L PMSF, 10μgl 

ml 亮抑蛋白酶肤， 1 mmol/L 抖I蛋白 ~ij月J\. 50 mmol/L 

Tris-HC1 , pH 7.4)裂解细胞，葡侄j球 I*î A 蛋1'-1包被的

琼脂糖颗粒漂i先两次，考马斯亮监~ljÞ!~ fE蛋白质浓度，

取 150μg 细胞裂解;由加l入 5μg 抗 FAK 多克降tA体

旋转?国合仪七4 0C 过夜， 12000 g 尚心收集沉淀，力11热

变性， 10%SDS- 聚丙烯酣胶j剧院电泳，以 p-Tyr 为检

测抗体进行免疫印J1t分析。

1.7 免疫印迹

siRNA的方法如前所述，最后 i欠转染后继续培

养 72h，将细胞样品用 TBS 漂洗盯 )JII 入 RIPA 缓冲液

(1 %NP-40 , 0.5% 脱氧阻酸t内， 10毛SDS ， 0.1 %PMSF) 

裂解细胞，考马斯亮蓝法测:民主蛋 (1 质浓度。 bll 1:刻变

性， SDS- 聚丙烯眈肢削胶电泳，转眼， 5% 脱脂奶粉

封闭过夜，加入 1 : 1 000 H'f稀秤的-抗杂交 2 h , 

TBST1先膜后加入 i抗温育 1 h , TBST 1先膜后进行

BCIP肘BT 显色，采用 Chemi-genius ì挝胶成像系统分

析日的蛋门的表达量。

1.8 GST pull-down 分析

siRNA的方法~U8íj所述，最后 J欠转染后继续培养

72 h，用 1%NP-40 缓冲液裂解细胞，向J !J GST 包卡皮的

琼脂糖脱胶漂j先两次，考 1:'具rr亮蓝~1~切，W;占蛋白质浓度，

取 50μg 细胞裂解液力rJ入 5μgGST 包被的 Rhotekin

RBD琼脂糖ì~Æ胶旋转泪合仪 1: 4 oC 过度， 12000 g 离

心收集沉淀，加热变忡，1O%SDS- 聚内烯酷肢凝胶电

泳，进1J 免疫印迹分析。

1.9 统计学分析

同时 SPSSl 1.0统计软件对数据进行单时京方芫

分析和 χ2 检验， P<0.05 为存在 '~7叶生差异。

2 结果

2.1 特异性下调 Grp78 可以抑制肝细胞癌的侵袭

Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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和转移

为了验证G叩78-siRNA 下调 G叩78 表达的效率，

在末次转染后分别于 24 、 48 、 72 h 收集细胞，检

测 Grp78 的表达，结果显示在不同时间点， Grp78 的

表达均明显低于未转染细胞和非特异性 siRNA 转染

细胞，下调效率以转染后 72h 最高(图 1) 。为了验

证 Grp78-siRNA 的特异性，于转染后 72h 收集细胞

检测了 G叩94 的表达，结果表明在G甲78-siRNA转染

细胞、非特异性 siRNA 转染细胞和未转染细胞中，

Grp94 的表达没有明显的差异(图 2) 。

Transwell 实验的结果显示G叩78-siRNA转染细

胞每个视野细胞数平均为 83 个，明显低于未转染细

胞(平均 210 个/低倍视野)和非特异性 siRNA 转染细

lE'ìi 对照:t siRNA 

24 h 

48h 

72h 

Westemrp J2l': Grp78 (78 kDa) 

毒品品
WestemfjJ迹: GAPDH (38 kDa) 

图 1 Grp78- siRNA 转染效率验证

末次转染Jîi 24 h 、 48 h 、 72h 收集细胞， Western 印迹检测 Grp78

次 j卒，纣果农用J {c Grp78-siRNA 转染细胞巾 Grp78 表达明显低于

术转染细胞和 11，特异性 siRNA 转染细胞(P<0.05) 。

I>~号11 年(f1

胞(平均 220 个/低倍视野)(图 3)，统计学分析表明差

异具有显著性(P<0.05)。这表明特异性下调 Grp78

可以抑制肝细胞癌的侵袭。

划痕法实验结果显示 24 h 后， Grp78-siRNA 转

染细胞的创口愈合较慢(53%)，而未转染细胞(92%)和

正常 对照1 siRNA 

WestemGfl迹: Grp94 (94 kDa) 

醺醺国翩醺睛翩翩，
WestemCPJ迹: GAPDH (38 kDa) 

图 2 RNA 干扰实验的特异性验证

末次转染后 72h 收集细胞 Western 印迹检测 Grp94 表达，结果表

明在转染细胞和未转染细胞中 Grp94 的表达没有差异，经统计学单

惊l素方差分析表明差异无统计学意义(P>0.05) 。

250 

‘悔吗
酷、

E军 150
飞、

事哥
~ 100 
.w. 

50 

。
11.:常对 mt siRNA 

图 3 特异性下调 G叩78 对肝细胞癌细胞系 BEL7402细胞侵

袭能力的影响

数据以 3 次独立实验结果的平均值加减I{ß标准差表示，经统计学

单因素方差分析表明差异具有统计学意义(P<0.05) 。

)I"J)引 siRNA 

-I AU 

24 h 

图 4 特异性下调 Grp78对肝细胞癌细胞系 BEL7402细胞转移能力的影晌

划痕法结果显jJ、 24 h 后， Grp78-siRNA 转染细胞的创口愈合较慢(6) ， I币未转染细胞和非特异性 siRNA 转染细胞创口愈合墓本愈合(4，匀，

统计学分析农用l无异具有统计学意义(P<0.05) 。
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ua1hH I 
siRNA siRNA 对J!i，!

Westernrll):!l:: FAK (125 kDa) 

囡 5 特异性下i用 Grp78 表达可以抑制 FAK 的磷酸化水平

在 Grp78-siRNA 转染细胞中 FAK Él'J磷酸化水平明显低士术转染细

胞和非特异性 siRNA 转染细胞(P<O.O匀.FAK 的表达水平没有变化

(P>O.05) 。

1、J .K! siRNA 

GST pulldo鸭 n: RhoA-GTP (28 kDa) 

Wcstern[P):!l:: RhoA (28 kDa) 

图 6 特异性下调 Grp78 表达可以促进RhoA 的活性

实验纣果 EZ汀Ç{I: Grp78-siRNA 转染细胞中. RhoA-GTP 的水平明显

而于未转染细胞和|问j 异性 siRNA 转染细胞(P<O.05). 1[1] RhoA 的

表达没有差异 (P>O.05) 。

才卡特异性 siRNA 转染细胞(94%)创口愈合基本愈合

(图的。统计学分析 χ2 表明差异具有统计学意义(P

<0.05) 。

2.2 特异性下调 Grp78 表达可以抑制 FAK 的磷

酸化水平，对 FAK 的表达没有影晌

免疫沉淀结果表明，在G甲78-siRNA转染细胞中

FAK 的磷酸化水平明显低于未转染细胞和非特异性

siRNA 转染细胞，经统计学分析表明，差异具有统计

学意义(P<O.O日，免疫印迹实验结果显示在 Grp78-

siRNA 转染细胞、未转染1细胞和非特异性 siRNA 转

染细胞中， FAK 的表达水平没有差异(P>0.05)(图日，

以上结果表明特异性下调 Grp78 表达可以抑制 FAK

的磷酸化。

2.3 特异性下调 Grp78 表达可以促进 RhoA 的活

性，而对 RhoA 的表达没有影晌

GST pulldown 实验结果显示在 G叩78-siRNA 转

染细胞中， RhoA-GTP(活性形式)的水平明显高于未转

染细胞和非特异性siRNA转染细胞，经统计学分析表

明羌异具有统计学意义(P<0.05)， 这表明特异性下调

G甲78 可以促进RhoA 的活化。免疫印迹实验结果表

一
吐

;(-JW! 

Weslern[Il):!l:: N- 'r'~刻打 tlil' 1 (140 kDa) 

Weslern[llj峦: E-t，Jj 到li {i ;ti门 (135 kDa) 

场隘幽幽幽画-酝

W cslern LIl j:!l:: ;}~ 11~ ;ti i' 1 (57 kDa) 

Western [11 j虫:: GAPDH (38 kDa) 

图 7 特异性下i用 Grp78 可以抑制肿瘤的上皮间日十转化

纠df<!J~不在 Grp78-siRNA 转染纠I1 月包 'I'N 钙到 ;(i ;ti (1 、扫~厅主最1'1

(ÝJ表达明显低于未转染细胞和 It:特异性 siRNA 转染引11 胞. 1(11 E- 钊

站着蛋白的农达明显高 F未转染细胞和非特异归 siRNA 转染纠II JJrl

(P<O.05) 。

明，在 Grp78-siRNA 转染细胞、未转染细胞和非特

异性 siRNA 转染细胞中 RhoA 的表达点平差异没千1

统计学意义(罔 6)(P>0.05) 。

2.4 特异性下调 Grp78 表达可以抑制肿瘤细胞上

皮-间叶转化。

免疫印迹实验的结果回;J~tr Grp78-siRNA 转染

细胞中 N- 钙黠着蛋h 、波形蛋白的表达明显低于未

转染细胞和 j~特异性 siRNA 转染细胞，丽 E- 钙勃着

蛋白的表达明显高于未转染细胞和非特异性 siRNA

转染细胞，经统计学分析表明差异具有统计学怠义(国

7)(P<0.05) 。

3 讨论

肝细胞癌的侵袭和转移足肝癌病人死亡的重要

原因，探寻一种有效的抑制肝癌侵袭和转移的方法一

直是肿瘤防治领域研究的热点问题，研究人民进行了

尝试，获得了大量有益的研究结果， 11j仍然没有达到

人们的预期。

目前己知， Grp78 定位于细胞膜、细胞浆和内

质网，甚骂骂分泌到细胞外，是一种多功能蛋白质，参

与许多重要的细胞活动如细胞分化、细胞生存、

血管形成、肿瘤的发生、抗肿瘤免疫等。但 Grp78

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Te1: 021-31263268 www.baolor.com 
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对肿瘤的侵袭和转移过程中是否具有调节作用目前

国内外文献报道较少。

在本研究中，我们应用siRNA特异性下调肝细胞

癌细胞系BEL7402 中 G甲78 的表达，并观察肿瘤细胞

侵袭和转移能力的变化，结果发现特异性下调 G叩78

表达可以抑制肝细胞癌的侵袭和转移，这些表明

Grp78 对肝癌的侵袭和转移具有 定的调节作用。

FAK是不中酷氨酸蛋白激酶，当整联蛋白受体与

相应的配体结合后FAK的 Tyr397发生磷酸化反应被

激活，与 Src 形成复合体，调节下游的效应分子的活

性如 RhoA，对细胞茹附、迁移等过程产生调节作

用。目前的研究表明 FAK磷酸化水平的降低可以抑

制细胞的迁移[9]。本研究中我们应用免疫印迹技术

对 FAK 的磷酸化水平进行了研究，结果发现 Grp78-

siRNA 转染细胞中 FAK 的磷酸化水平明显低于未转

染细胞和非特异性 siRNA 转染细胞，这些初步提示

G甲78对肝细胞癌侵袭和转移能力的影响是通过FAK

信号转导通路实现的。

为了进一步验证以上结论，我们对FAK的下游效

应物阳loA 的表达及活性进行了检测。RhoA 是→种

小 GTPase，位于 FAK信号通路的下游， RhoA 在细胞

内有两种形式，即 GTP结合的活性形式和GDP结合的

非活性形式，活性形式与细胞膜结合，而非活性形式

位于细胞浆。日前的研究表明 FAK 是 RhoA 的负调

控物， FAK 的磷酸化水平与 RhoA 的活性负相关[叫。

GST币ulldown 结果显示在 G叩78 siRNA 转染细胞中

RhoA-GTP 水平明显高于未转染细胞和非特异性

siRNA 转染细胞。这些进一步证实 Grp78 对肝细胞

癌侵袭和转移能力的影响是通过 FAK信号转导通路

实现的。

上皮-间叶转化是上皮性肿瘤细胞发生转移的必

要条件，上皮性肿瘤发生上皮，间叶转化后获得间叶细

胞的特性，细胞极性形成，侵袭肿瘤局部的血管壁和淋

巴管壁，发生转移[l1J。为了探讨特异性下调 Grp78 抑

制肿瘤细胞侵袭和转移的机制，我们对G叩78-siRNA

转染细胞的巴钙站着蛋白(l二皮细胞标志物)、 N- 钙茹

着蛋白和波形蛋白(间叶细胞标志物)进行检测[12 ， 13J 。

免疫印迹实验结果表明在 G叩78 siRNA 转染细胞中

N- 钙站着蛋白、波形蛋白的表达明显低于未转染细

胞和非特异性 siRNA 转染细胞，而 E- 钙辈占着蛋白的

表达明显高于未转染细胞和非特异性 siRNA 转染细

胞，这些表明特异性下调 Grp78 可以抑制肿瘤的上

皮.间叶转化，从而抑制肝细胞癌的转移。

以上体外实验的结果表明，特异性下调Grp78表

达可以抑制肝细胞的侵袭和转移，这种抑制作用是通

过抑制肿瘤的上皮.间叶转化和参与FAK信号转导通

路的调节实现的。但 Grp78 参与肝细胞癌侵袭和转

移的调节作用的详细机制仍需进一步研究。
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The Effects of Specific Down-regulation of Grp78 by siRNA on 

Invasion and Meiastasis of Hepatocellular Carcinoma 

Rong-Jian Su叫 ZhenL户， Liu-Fang Cheng' , Jia Wei, Hong-Dan Li 

(Central Laboratory, Liaoning Medical College, Jinzhou 121001 , China; 'Department (扩 Gastroenterology，

General Hospital ofChinese LiberationArmy, Beijing 100583, China) 

Abstract To investigate the roles of glucose-regulated protein 78 (G叩78) in invasion and metastasis of 

hepatocellular carcinoma (HCC), we down-regulated the expression of Grp78 by small interfering RNA (siRNA) in 

human HCC celllines BEL 7402, the invasion and metastasis behaviors of HCC in Grp78 knock-down cells was 

analyzed by Transwell assay and wound healing assay. Focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation was analyzed 

by immunoprecipitation. The activity of RhoA was determined by GST-pulldown assay. The expression status of E

cadherin, N-cadherin and vimentin was examined by Western blot. We found that the invasion and metastasis 

capabilities of HCC in Grp78 knock-down cells were significantly decreased compared with parental cells. Phos

phorylation of FAK was significantly inhibited and RhoA activity was promoted in Grp78 knock-down cells. The 

expression levels of N-cadherin, vimentin were significantly lower, while E-cadherin was higher in Grp78 knock

down cells than in normal cells. We concluded that G叩78 silencing may inhibit the invasion and metastasis of HCC, 

These data suggest that Grp78 may be a potential target for HCC gene therapy. 

Key words hepatocellular carcinoma; invasion and metastasis; focal adhesion kinase; RhoA; epithelial-

mesenchymal transition 
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