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特异性下调葡萄糖调节蛋白 78 对肝细胞癌粘附

特性和细胞外基质降解的影晌
苏荣健*tl.李 贞 1tl.李宏丹 宋慧娟程留芳 1 *

(辽宁医学院科学实验中心，辽宁省教育厅细胞分子生物学和新药开发重点实验室，

锦州 121001 ; 1 解放军总医院消化科，北京 100583)

摘要 我们以前的研究表明特异性下调葡萄糖调节蛋白 78 (G叩78)可以抑制肝细胞癌细胞

系 BEL7402的侵袭和转移。 为了进一步研究该抑制作用的分子机制，我们应用小干扰RNA (siRNA) 

技术特异性下调肝细胞癌细胞系 BEL7402 中 G叩78 的表达，并对细胞的粘附、伸展和细胞外基质

降解情况进行研究，结果发现特异性下调 Grp78 可以促进细胞与细胞外基质的粘附，抑制细胞伸

展。我们的研究还显示特异性下调 G叩78 的表达可以抑制基质金属蛋白酶 -2 和基质金属蛋白酶-

9 的表达及分泌， 这些说明特异性下调 G叩78 可以抑制细胞外基质的降解。对机制的研究发现特异

性下调G甲78表达可以抑制 c才un 的磷酸化。这些结果表明特异性下调 G叩78可以抑制肝细胞癌细

胞系 BEL7402 的侵袭和转移， 这种抑制作用可能是通过促进细胞与细胞外基质的粘附，抑制细胞

伸展和细胞外基质的降解实现的 。
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我们此前的研究表明特异性下调分子伴侣葡萄

糖调节蛋白78 (G叩78)的表达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[1]。为了进一步探讨特

异性下调 Grp78 抑制肝细胞癌侵袭和转移的可能分

子机制，我们应用siRNA技术特异性下调肝细胞癌细

胞系 BEL7402 中 Grp78 的表达，并对细胞粘附、细

胞伸展以及细胞外基质重构相关蛋白基质金属蛋白

酶 2 (matrix metalloproteinase-2, MMP-2)和基质金属

蛋白酶 9 (matrix metalloproteinase-9, MMP-9)的表达

及活性进行研究， 以期进一步探寻G甲78抑制肝细胞

癌侵袭和转移的可能分子机制，为肝细胞癌的治疗提

供新的线索。

1 材料与方法
1.1 主要试剂

anti-Grp78 、 anti-Grp94 、 MMP-2 、 MMP-9 、

C气jun及p-c-jun购于Santa Cruz公司，桩蛋白(paxillin)、

粘着斑蛋白(vinculin)购于Cell Signal 公司 。 明胶、 纤

粘连蛋白、蛋白酶抑制物混合物、罗丹明标记的毒

伞素、 BCIPINBT购于 Sigma 公司。 FITC、 T阳TC、

AP 标记的二抗购于北京中杉公司 。

1.2 细胞培养

人肝细胞癌细胞系 BEL7402 由中国医科大学发

育生物学教研室惠赠，培养于含 10% 胎牛血清、 2

mmollL 谷氨酌胶、 100 U/ml 青霉素、 100 μg/ml 的

链霉素DMEM 培养液中。

1.3 RNA 干扰

根据 G叩78 基因序列(GenBank accession num

ber NM_005347)，应用 siRNA finder软件设计小干扰

RNA 分子，采用 Kumiko Ui-Tei 的原则进行筛选[2] 。

靶序列为 5'-CGAUCAGGGCAACCGCAUCTT-3'，经

Blast 软件进行序列相似性分析确定其特异性。 G甲78

特异性 siRNA 分子由 TaKaRa 公司合成，非特异性

siRNA购于Cell Signal 公司 。 转染前一天应用 0.259毛

膜蛋白酶消化细胞，接种至 6 孔板中，确保转染时细

胞密度为 60%~80%，瞬时转染按 Qiagen 公司的

TransMessenger™ 的操作说明进行， 2 μg siRNA 与 4

μ1 转染试剂混合，用稀释液稀释至 100μ1，室温作用

30 min，加入 600μl 无血清、 无抗生素培养液混匀。

将细胞用PBS漂洗，加入siRNA-转染试剂复合物37 .C

温育 4 h， 4 h后弃去 si阳A- 转染试剂复合物，加入完
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全培养液继续培养 。 为了提高转染的效率 ， 按

Kumiko Ui-Tei的方法采用3次转染， 每次转染时间间

隔为 24 h。最后一次转染后， 加入完全培养液继续

培养 72 h 。

1.4 细胞粘附实验

RNA干扰的方法如前所述，最后一次转染后72h，

用 0.25% 膜蛋白酶、 0.02% EDTA 消化细胞，用无

血清培养液稀释至 2xl05 个 Iml， 接种于纤粘连蛋白

(10 μg/ml)包被、 I% BSA封闭的 96 孔板中，每孔接

种 1∞μ，继续培养 1 h， PBS漂洗， 4% 甲醒固定 20min，

1% 结晶紫染色 20 min, 0.4% Tween 20 溶解过夜，酶

标仪上于 595 nm 测定吸光度值。

1.5 免疫荧光实验

则A干扰的方法如前所述，最后一次转染后72h，

0.25% 膜蛋白酶、 0.02% EDTA 消化细胞，以 以105

个Iml的密度接种于 10μglml纤粘连蛋白预包被的盖

玻片上，待细胞充分伸展后取出盖玻片， PBS 漂洗，

3.7% 甲醒固定30 min, 0.2% Triton-X~ I00透化5min，

I% BSA封闭 30min， 一抗(粘着斑蛋白，桩蛋白)室温

温育 1 h , PBS 漂洗， 二抗(罗丹明标记的山羊抗小鼠

IgG、 FITC 标记的羊抗兔 IgG)室温温育 1 h, 95% 甘

油封片，荧光显微镜下观察粘着斑的分布。

1.6 细胞伸展实验

刚A干扰的方法如前所述，最后-次转染后72h，

0.25% 膜蛋白酶、 0.02% EDTA 消化细胞，以 lxl05

个Iml 的密度接种于 10μ.glml纤粘连蛋白预包被的盖

玻片上， 分别于 30min 和 90min 后取出盖玻片， PBS

漂洗， 3.7% 甲醒固定 30 min, 0.2% Triton-X-100透化

5 min, 1% BSA封闭 30 min， 罗丹明标记的毒伞素室

温染色列 min， PBS 漂洗， 95% 甘油封片，荧光显微

镜下观察细胞伸展情况并评分，圆形对称伸展为0分，

不对称伸展为 1 分[3 1 。

1.7 明胶酶谱分析

RNA干扰的方法如前所述，最后一次转染后72h，

0.25% 膜蛋白酶、 0.02 % EDTA 消化细胞，用无血

清培养液稀释至 2xl05 个/时，接种于 96 孔板中， 每

孔 100 μ继续培养24h，收集培养液， BCA法测定蛋

白质含量。 SDS 聚丙烯酷肢凝胶(含 1 g/L 明胶)电

泳， 以复性缓冲液(25 gIL Triton-X 100)于室温下洗胶

2次， 每次 30min。凝胶置于温育缓冲液(含 50 mollL 

Tris-HCl、 1 mmollL ZnCl2、 0.5 gι叠氮铀， pH 7.6) 

中， 37 .C恒温摇床缓慢摇动 12 h。考马斯亮蓝(1 0

g/L 考马斯亮蓝 R250、 100 ml/L 乙酸、 100 g/L 异

丙醇)染色列 min，脱色(100 ml/L 乙酸、 100 g/L 异

·研究论文 ·

丙醇)至蓝色背景下出现透明条带， 应用Chemi-genius

凝胶成像系统测定各条带的吸光度值，以电泳条带的

积分吸光度值代表酶活性进行定量分析。

1.8 免疫印迹实验

RNA干扰的方法如前所述，最后一次转染后继

续培养72h， 将细胞样品用 TBS 漂洗后加入 RIPA缓

冲液(1% NP-40、 0.5% 脱氧胆酸纳、 1% SDS、 0. 1%

PMSF)裂解细胞，考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。

加热变性， SDS- 聚丙烯酷肢凝胶电泳，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BCIPINBT显色，采用 Chemi-genius 凝胶成像系统

分析目 的蛋白的表达量。

1.9 统计学分析

应用 SPSS11.0统计软件对数据进行单因素方差

分析和 χ2 检验， P<0.05 为存在显著性差异。

2 结果

2.1 特异性下调 Grp78 可以促进细胞与细胞外基

质的粘附

为了验证G甲78-siRNA 下调 G叩78 表达的效率，

我们在末次转染后72h收集细胞，检测 Grp78 的表达，

结果显示Grp78-s战NA转染细胞中G甲78的表达明显

低于未转染细胞和非特异性 siRNA 转染细胞。 为了

验证G甲78-siRNA 的特异性， 我们于转染后72h收集

细胞检测分子伴侣G甲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 1 ) 。

为了研究特异性下调 G甲78 对肝细胞癌细胞系

BEL7402粘附特性的影响，我们应用细胞粘附实验对

细胞与细胞外基质的粘附能力进行了研究。 结果显

示G甲78-siRNA转染细胞Am 为 0.67，明显高于未转

染细胞(Am=O . 38 )和非特异性 siRNA 转染细胞

Parental Control siGRP78 

Grp78 豆豆 .
Grp94 

GAPDH |ι:~ 
Fig.l The effect of G叩78 knockdown in BEL 7402 ceUs on the 
expression of Grp78 and Grp94 
Parental: BEL7402 cells; Control: control siRNA transfected cells; 
siGRP78: siRNA against Grp78 transfected cells 
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(A595=0.4)，统计学分析表明差异具有显著性(P<O.O日，

这表明特异性下调 Grp78 可以促进细胞与细胞外基

质的粘附(图匀。

为了观察粘着斑形成的情况，我们应用免疫荧光

技术对粘着斑蛋白和桩蛋白进行标记，结果发现在肝

细胞癌细胞系BEL7402中特异性下调G叩78可以导致

粘着斑蛋白和桩蛋白的重新分布。在 Grp78-siRNA

转染细胞中，粘着斑蛋白和桩蛋白在细胞中呈点状分

布，而在对照细胞中，粘着斑蛋白和桩蛋白主要分布

于细胞边缘， 这进一步证实了特异性下调G叩78 可以

促进 BEL7402 细胞与细胞外基质的粘附(图 3) 。

2.2 特异性下调 Grp78 可以抑制细胞极性形成

为了观察特异性下调 G甲78 对 BEL7402 细胞细

胞极性的影响，我们应用细胞伸展实验对 Grp78 -

0.& 

0.7 I * 
0.6 

05 

"'('?ri 
. Parental 
国 Control
口 siGRP78

0.2 

0.1 

Fig.2 Grp78 knockdown in BEL 7402 cells increases cell 

siRNA转染细胞的极性形成情况进行了研究，结果表

明重新接种后 30 min，未转染细胞和非特异性 siRNA

转染细胞伸展良好，形成明显的前后极性(front-rear

polarity), G叩78-siRNA转染细胞无明显极性形成， 呈

圆形。 90 min 时未转染细胞和非特异性 siRNA 转染

细胞细胞极性形成明显， G叩78-si刚A转染细胞仅有

小部分细胞形成明显的前后极性(图的。

2.3 特异性下调 Grp78 可以抑制基质金属蛋白酶

的活性及表达

为了研究特异性下调 Grp78 对 BEL7402 细胞

Vinculin Paxi1lin 

Control 

siGRP78 

adhesion on firbronectin-coated surCace Fig.3 Grp78 knockdown in BEL7402 cells p romotes the 

Parental: BEL 7402 cells; Control: control siRNA transfected cells; Cormation oC Cocal adhesion 

siGRP78: siRNA against Grp78 transfected cells. *: compared with Focal adhesion distributed throughout the cytosol in Grp78 siRNA 

control siRNA transfected cells and parental cells, the difference is transfected cells. Control: control siRNA transfected cells; siGRP78: 

signigicant (P<0.05). siRNA against Grp78 transfected cells. 

w ~ 

Par百ntal Control siGRP78 

• Parental 
30min 0.9 回 Control

0.8 口 siGRP78

0.7 
0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

90min 。

30min 90min 

Fig.4 Grp78 knockdown inhibits the spreading ofBEL7402 cells 

A: cell spreading status of Grp78 knockdown BEL7402 cells. B: diagram show of cell spr巳ading status of Grp78 knockdown BEL7402 ceJls. 

Parental : BEL7402 ceJls; Control: control siRNA transfected cells; siGRP78: siRNA against Grp78 transfected cells. 
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MMP-2. MMP-9 的表达与活性的影响，我们应用明

胶酶谱技术和免疫印迹技术对 G甲78-siRNA 转染细

胞中 MMP-2. MMP-9 的表达与活性进行了检测。

明胶酶谱的实验结果显示 Grp78-siRNA 转染细胞

MMP-2. MMP-9 的活性明显低于非特异性 RNA转

染细胞和未转染细胞(图 5A)。免疫印迹实验结果表

明 Grp78-siRNA 转染细胞中 MMP-2、 MMP-9 的表

达明显低于非特异性RNA转染细胞和未转染细胞(图

5B)。这些表明特异性下调 BEL7402细胞中 G叩78 可

以抑制 MMP-2. MMP-9 的活性及表达。

2.4 特异性下调 Grp78 抑制 c-jun 的磷酸化

。jun 的表达及磷酸化对 MMP-2、 MMP-9 的表

达及分泌具有重要调节作用。为了研究特异性下调

G叩78 对转录因子。jun 的表达及磷酸化的影响，我

们应用免疫印迹技术检测了 c-jun 的表达及磷酸化水

平， 结果发现在G叩78-si阳A转染细胞中， c才un 的磷

酸化水平明显降低，而 c-jun 的表达没有差异，这些

说明在BEL7402 细胞中特异性下调G甲78 可以抑制

c卡m 的磷酸化(图 6) 。

3 讨论
肝细胞癌是一种恶性肿瘤， 具有早期诊断困难和

难以治疗的特点，肝细胞癌的侵袭和转移是肝癌病人

的最重要死亡原因[4]。我们以前的研究结果表明特异

性下调Grp78可以抑制肝癌细胞BEL7402的侵袭和转

移， 并初步证实这种抑制作用是通过下调粘着斑激酶

的活性和抑制肿瘤细胞的上皮『间叶转化实现的[1 ] 。

为了进一步研究特异性下调 G叩78 抑制肝细胞

癌侵袭和转移的分子机制，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，并对其

对粘附特性、极性形成以及基质金属蛋白酶的表达

与活性的影响进行研究。

粘着斑转换(focal adhesion tumover)对于细胞的

粘附和迁移具有重要的调节作用[5] 。 本研究中我们

应用免疫荧光技术和细胞粘附实验对 G叩78-siRNA

转染的肝细胞癌细胞的粘附特性进行研究，结果发现

Grp78-siRNA 转染细胞与细胞外基质的粘附能力增

强、粘着斑的数量和大小明显增加，这些表明特异性

下调 Grp78 可以抑制肝细胞癌细胞的粘着斑转换。

细胞极性形成是肿瘤细胞侵袭和转移的必要条

件闷。 为了探求特异性下调 Grp78 对肝细胞癌细胞

极性形成的影响，我们对G叩78-siRNA转染细胞的伸

展情况进行了研究，结果发现G甲78-siRNA转染细胞

大多呈现对称的非极性伸展，而未转染细胞和无关

RNA转染细胞呈现明显的非对称极性伸展，这些表明

Parental 

(A) 

Control 

(B) 

·研究论文.

siGRP78 

Parental Control siGRP78 

MMP-2 

MMP-9 

GAPDH 

Fig.5 Grp78 knockdown in BEL7402 cells decreases the 

activity and expression of MMP-2 and MMP-9 
A: Grp78 knockdown in BEL7402 ceIls inhibits the activity of MMP-
2 and MMP-9. B: Grp78 knockdown in BEL7402 ceIls down-regu
lates the expression of MMP-2 and MMP-9. Parental: BEL 7402 
cells; Control: control siRNA transfected cells; siGRP78: siRNA 
against Grp78 transfected cells. 

Parental Control siGRP78 

P咱寸m

C才回

GAPDH , 
Fig.6 Grp78 knockdown decreases c才un phosphorylation in 

BEL7402 celJs 
Parental: BEL7402 ceIls; Control: control siRNA transfected ceIls; 
siGRP78: siRNA against Grp78 transfected cells. 

特异性下调 Grp78 可以抑制肝细胞癌细胞的极性形

成，这与以前的研究结果是一致的[ 1 ] 。

细胞外基质的降解是肿瘤细胞侵袭血管壁，发生

血行转移和淋巴道转移的基础， MMP-2 和 MMP-9

在该过程中具有重要调节的作用[7] 。 为了研究特异

性下调 Grp78 对细胞外基质降解的影响，我们对

Grp78-siRNA 转染细胞中 MMP-2. MMP-9 表达及

活性进行了研究，结果表明 Grp78-siRNA 转染细胞

MMP-2. MMP-9 的表达及活性明显低于未转染细

胞和对照RNA转染细胞，这些结果表明特异性下调

Grp78 可以抑制MMP-2. MMP-9 表达及活性。 这

些提示我们特异性下调 Grp78 的表达可以通过抑制

MMP-2. MMP-9 的表达及活性抑制肝细胞癌对血

管壁的侵袭。

转录因子 c才un在 MMP-2、 MMP-9 的表达具有
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重要的调节作用，研究表明 c-jun 的表达及磷酸化水

平的降低可以抑制 MMP-2 ， MMP-9 的表达闷。 为

了进一步验证特异性下调 G叩78 对 MMP-2、 MMP-

9表达及活性的影响，我们对c才un的磷酸化及表达进

行了检测， 结果发现G叩78-siRNA 转染细胞中 c才un

的磷酸化水平明显低于未转染细胞和无关RNA转染

细胞，这些说明特异性下调G叩78可以通过抑制。jun

的磷酸化来下调 MMP-2 ， MMP-9 表达。

综上所述，我们的研究结果说明了 Grp78 对肝细

胞癌的侵袭和转移具有调节作用，为了进一步证明我们

的结论，我们将在肝细胞癌其他细胞系和肝细胞癌动物

模型中进一步验证，但我们的研究结果仍可提示G甲78

可能是抑制肝细胞癌侵袭和转移的一个有效靶点。
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Effects of Grp78 Knockdown on the Adhesion and Extracellular Matrix 

Degradation in Hepatocellular Carcinoma 

Rong-Jian Su*气 Zhen LP'\ H ong-Dan Li, Hui-Juan Song, Liu-Fang Cheng J* 

(K，町 Lab ofCell and Molecular Biology Drug & Development ofthe Education Department of Liaoning Province, the Central 

Laboratory of Liaoning Medical College, Jinzhou 121001, China; JDepartment ofGastroenterology of 

the General Hospital ofChinese LiberationArmy, Beijing 100583, China) 

Abstract To investigate the roles of Grp78 in the invasion of hepatocellular carcinom a , G甲78 level in 

human HCC ce1l 1ine BEL7402 was down-regulated by siRNA, the status of cell adhesion, cell spreading, and 

extracellular matrix degradatio n was explored. The results sh owed that G甲78 knockdown in B EL 7402 cells pro

moted tumor cell adhesion and inhibited the spreading of tumor cells. We also explored whether Grp78 knockdown 

in BEL 7402 cells affected extracellular matrix degrada tion by examining the expressions and activities of m atrix 

metalloproteinase-2 (MMP-2) and matrix metalloproteinase-9 (MMP -9). The results revealed that Grp78 knock

dow n decreased the expressions and activities of M M P s. Furthermore , We also found that G叩78 knockdown in 

BEL7402 cells down-regulated the phosphorylation levels of c-jun, a MMP-2 and MMP-9 specific transcrition 

factor. Thus, we conc1uded 由at Grp78 knockdown in BEL7402 cells inhibited tumor cell invasion by promoting the 

adhesion of tumor cells to extracellular matrix and inhibition of the degradation of extracel1ular matrix . 

K ey words G rp78; hepatocellul缸 carcinoma; cell adhesion ; cell spreading; extracellular matrix degradation 
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