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因，分析其功能;另一方面，可利用研究蛋白质相互

作用的方法，如酵母双杂交(yeast two hybrid)等，从

已知的上游组分寻找与之相互作用的下游元件。 当

更多的 GA信号转导组分被确定之后，还需要系统

的基因间相互作用分析、生物化学、细胞生物学等研

究来确定这些组分在 GA信号转导中的功能;同时，

一些新技术如原位杂交技术、免疫染色技术、基因芯

片技术等的应用和新兴的基因组学和蛋白组学的发

展都将进一步推进 GA信号转导研究。

在植物细胞中不同的信号相互交错，呈现网络

状，因此不同信号转导途径之间的相互联系( cross 

talking)的研究是信号转导领域的研究热点。 已知

GA 的合成和代谢受到光质和光周期的控制，但光

信号和 GA信号转导之间的相互联系还不清楚。 关

于 GA信号转导和 ABA 信号转导之间的相互联系

已有一些报道，但 GA信号与其他几种植物激素信

号转导之间的相互联系还未见报道，今后 ，需要进一

步研究 GA信号和光信号及其他植物激素信号转导

之间的相关性，以最终揭示 GA 在植物生长和发育

中的作用机理。
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特异性下调 GRP94 对人大肠癌细胞生物学特性的影晌
陈摇陈誉华宋今丹 铃

(卫生部细胞生物学重点实验室中国医科大学发育生物学研究室 沈阳 110001 ) 

摘 要 为观察 GRP94 对培养的人大肠癌细胞系 CCL229 生物学特性的影响，将特异性裂解

GRP94 rnRNA 翻译起始区的核酶，用脂质体介导的转染方法导入培养的 CCL229 细胞中 。 在确定

获得稳定转染株后，我们检测 了 细胞生物学特性的变化。 结果为: (1)转染 GRP94 核酶的细胞在

A23187 诱导 16h 后，细胞生长率显著降低。 (2)核酶表达细胞诱导后的聚集能力明显下降。 (3)

核酶表达细胞在A23187 诱导后，停滞在 GO/G1 期的比例明显升高 。 结论为 GRP94 与应激的大肠

癌细胞的生长和侵袭能力密切相关;特异性下调 G盯94 能改变人大肠癌细胞系 CCL229 的一些生

物学特性。 实验结果为深入研究 GRP94 与肿瘤

细胞发生、发展和转移的关系奠定了基础，在癌症

的基因治疗上将具有一定意义。

本文 2002 年 9 月 12 日收到，2003 年 1 月 18 日接受。

本研究受国家自然科学基金资助(项目编号

39780009) 。

‘ 联系人。 E-mai l : jdsong@mail αnu. edu. cn 
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关键词 :G附94 核酶转染生物学特性

葡萄糖调节蛋白 GRP (glucose regulated pro­

tein)94 是一种高度保守的内质网驻留糖蛋白，是热

休克蛋白 HSP(heat shock protein)90 家族的成员之

一。在正常细胞中 GRP94 具有 ci+结合和蛋白伴

侣特性，能协助新合成多肤的转位、折叠、寡聚体的

组装、降解，抑制错误折叠蛋白的分泌[ 1 ] 。 在多种

应激条件下其表达水平可明显升高，大幅度降低细

胞的蛋白负荷，有利于细胞生存。 近年的研究表明

肿瘤细胞中 GRP94 表达水平明显高于周围正常细

胞[23] ，这说明 GRP94 与肿瘤发生关系密切 ， 但确

切机制尚不清楚。 为了探讨肿瘤细胞中 GRP94 的

生物学功能和作用机制 ，我们选择了人大肠癌细胞

株 CCL229 作为研究对象，特异性下调 GRP94 表达

水平，观察其对人大肠癌细胞生物学特性的影响。

材料 与方法

1.主要试剂

人大肠癌细胞株 CCL229(美国哈佛大学 Dana - F缸ber

肿瘤研究所惠赠)、大肠杆菌 DH5a 株(本研究室保存)、pRcl

RSV - ribo1 质粒[4 ] (G即94 核酶的真核表达质粒，为美国南

加州大学医学院惠赠) 。 反转录 PCR 扩增试剂盒购自大连

宝生物公司 。 Fugene™ 6 transfection reagent 购自于 R∞h公

司 。 TRLwl™ reagent、Geneticin 购自 GibcoBRL 公司 。 钙离

子载体A23187 游离酸(简称 : A23187 ， Product 臼de : C7522)

购自 Sigma 公司 。 ß-actin、GRP94 引物分别由大连宝生物公

司和上海生工公司合成。 羊抗人 G即94 多克隆抗体购自

Santa Cruz 公司 。 Actin 抗体、 E亚P 标记的兔抗羊二抗购自

中山公司 。 ECL试剂盒购 自Arnerham Phamarcia 公司 。

2. 制备质粒 DNA

自制感受态大肠杆菌，将构建好并经测序的 pRclRSV

ribo1 和 pRclRSV质粒分别转化至感受态大肠杆菌中，按照

DNA小量提取方法提取质粒，经酶切鉴定正确后，大量扩增

阳性克隆，然后按照质粒 DNA大量提取方法抽提、纯化质

粒，紫外分光光度计定量，配成工作浓度 (0 年g/，μ1 ) 。

3 . 质粒转染

按 5 X 105 细胞数将 CCL229 细胞接种于lOcm2 培养瓶

中 。 待细胞生长至 50%密度 ，换 2m!新鲜培养液，分别进行

pRclRSV -ribo1 和 pRcχRSV 质粒的转染。 转染方法按照

Fugene™ 6 transfection reagent 说明书，将 96μl 无血清无抗

生素 DMEM 培养液、 4μ1 Fugene™ 6 transfection reagent 和
1. 5μ 质粒混合物，加入到培养液中。 48h 后将转染 pRcl

RSV-ribo1 的细胞移入 100mm 培养皿中培养， 6h 后用

500μg/m! G418 进行筛选培养。 3 周后将单克隆细胞集落挑

人 24 孔培养板扩大培养，以后移入lOcm2 培养瓶中。 转染

pRcχRSV 空载体的 CCL229 细胞于 48h 后转入 30 cm2 培养

瓶中，用 500μg 1m! G418 筛选作为对照。-

4. 转染细胞的 RT-PCR 检测

G即94 引物序列如 下 : 上游引物 5' CAG甘TTG

GATCTTGCTGTGG 3' ，下游引物 5 ' CAGCTGTAGA TTC­
CTTTGC 3' ; ß-actin 引物序列如下:上游引物 5 ' AAG 
GATTCCTATGTGGGC 3' ， 下游引物 5' CATCTCTTGCTC­
GAAGTC3' 。 细胞总 RNA提取参照 TRlwl Reagent 试剂盒

说明书进行，紫外分光光度计定量。 按 RNA PCR Kit 
( AMV)试剂盒说明书提供的方法合成 cDNA 第一链，并进

行 PCR 反应。 反应条件 : 94'C变性 2min 后， 94'C 1min , 

58'C 30s , 72 'C 40s，共 30 个循环， 72'C延长 10min 0 扩增产

物经 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳分析，预计扩增产物为 270bp

(GRP94)和 533bp(βactin) 。

5. 转染细胞的 Western blot 检测

用 SDS 凝胶加样缓冲液裂解法制备细胞总蛋白，Brad

ford 法测定总蛋白，取 20周 总蛋白 SDS-PAGE 电泳， Bio­

rad 半干转印仪转印，经牛奶封闭， G即94 一抗(1:500)或ß­

actin (l : 500 )结合，二抗(l: 5000)酶连抗体结合，进行 ECL

反应，定、显影，曝光。

6. 细胞形态学观察

从细胞转染 48h 后开始观察细胞形态。 稳定转染后，在

倒置相差显微镜下观察细胞的形态、贴壁状态、聚集性生长

情况和生长速度。

7. 细胞生长囱线的绘制

将细胞按 1 X 105 个细胞/于L接种于 24 孔培养板。 每天

用 0.25 % 的膜酶消化 3 孔计算，取其平均值绘制细胞生长

曲线，持续 7d。 对数增长期的细胞群体倍增时间计算按公

式 : T 0 = t x Ig2 / (lgNt - IgNo) 。

8. 细胞聚集能力检测

按细胞聚集能力检测方法[5 ] ，取经不同处理的细胞各 2

X 105 个，加 250μl 培养液，放入微量离心管中，于 37'C孵育

不同时间，每 lOmin 震荡 1 次。 加入 3.75μ1 25%戊二隆固

定，显微镜下观察，计数未聚集的单个细胞数。

聚集度(%) = (总细胞数单个细胞数以总细胞数 X 100%

9. 细胞周期分布的测定

细胞按 1 X 105 个细胞/瓶接种于 30cm2培养瓶 ， 48h 后

收集细胞。 PBS洗 2 次，用 一 20'C预冷的 70% 乙醇 4'C固定

24h ， 50 月1m! 的 RNase A37'C水浴 40min，然后用 100μg/ml

的腆化丙旋 (propidium iodide, PI) 4'C 避光染色 1h，用

ELITE型流式细胞仪测定细胞周期 (波长 488nm，功率

15mV) 。 并用 cell q臼te 软件计算出细胞各周期的 DNA相对

含量和百分数。

10. 统计学分析

数据以均数 ±标准差表示，应用 t 检验处理结果。

结 果

1.转基因细胞的形态学观察
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pRcÆSV-ribo1 质粒转染 CCL229 细胞三周

后，用G418 筛选出 39 个抗性克隆(记为 Clone1

39)分别移人 24 孔板各孔中，生长 10 天后 ，有 25 个

克隆逐渐死亡，分别将生长至 80%密度的 14 个克

隆转移到小培养瓶中培养，其中 4 个克隆的细胞始

终未能贴壁生长， 1 个克隆贴壁的细胞数目较少，以

后也逐渐死亡。 只有 9 个克隆继续生长。 在光学相

差显微镜下，放大 200 倍直接观察细胞形态 ，未发现

细胞形态明显异常改变。 但转染特异性核酶的细胞

系在传代过程中不易贴壁，而且细胞生长速度较慢。

此外，核酶转染细胞密集性生长能力较对照组细胞

差。

2. 特异性核酶稳定转染株的鉴定

1) 逆转录 PCR(RT-PCR)鉴定转基因细胞系

为鉴定稳定转染株，我们首先采用了逆转录 PCR 的

方法。 在无应激诱导时，获得的 9 个细胞克隆与对

照组 CCL229C(转染 pRc很SV 空载体)细胞中的

GRP94 mRNA水平差别不大。 在钙离子载体药物

A23187 (5μmol/L) 应激诱导 16h 后， 对照组

αL229C细胞的 G即94 mRNA 水平升高 了 约 3

倍，而实验组有 5 个克隆的 GRP94 mRNA 水平变

化不明显。 其中实验组 CCL229τ7 (Clone7) 细胞的

GRP94 mRNA水平仅为未诱导水平的三分之二，如

图 1 所示 。

2) Westem blot 鉴定转基因细胞系 为进一

户，扑 A ~~亨、

/dFJJ J 
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图 1 α::L229 细胞中 GRP94 和内参

P户actin 的 RT.PCR 结果
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步鉴定稳定转染株，我们又采用了 Westem blot 方

法。 如图 2 显示，特异性核酶的表达能抑制 G即94

蛋白的合成。 未受应激药物处理的对照组

CCL229 、CCL229C 和实验组 CCL229τ7 细胞中，各

细胞系的 G即94 蛋白水平无明显差别。 A23187

(5μmol/L) 诱导 16h 后 ， 对照组 CCL229C + A 

( CCL229C 细胞用药物处理后)细胞的 GRP94 水平

上升约 4 倍 ， 而转 染核酶的 CCL229T7 + A 

( CCL229甘细胞用药物处理后)细胞中 GRP94 未

见增高，约相当于诱导前的二分之一。

l- 94KD (GRP94) 

43KD(β -actin) 

图 2αL229 细胞中 GRP94 和参照

Actin 的 western blot 结果

3 . 稳定转染株的细胞生物学特性

1 ) 转基因细胞系 的增殖能力 下降 各组细

胞的生长曲线见图 3。 对数生长期的细胞群体倍增

时 间 为: CCL229 , 31. 94h; CCL229C , 32.65h; 

CCL229C + A , 76.07h; CCL229τ7 ， 76.00h; 

CCL229甘 + A，负增殖。

1∞. ∞ 
90. ∞ 

:3 80. ∞ 
杀 70. ∞
2ω. 00 
~ 50. 00 

罢 ω00
黯 30. 00 I 

20. ∞ 
10.00 
o. ∞ 

-一回 CCL229

-t萨一 CCL229C

CCL229C+A 
-到 CCL229T7

一→←一 CCL229T7+A

1 23 4 56 7 
时间 (天 )

图 3 细胞生长曲线

2) 转基因 细胞系 的聚集能力降低 未诱导

的转基因细胞与对照组细胞相比元明显差异，但

A23187 ( 5μmollL)作用 16h 后，转基因细胞的聚集
怠 中L229T7+A

s 
D
N
H
O∞
D
dy
 

mHSHOO 

w飞o 

2∞ 4∞仅lO 8∞ 1000
FL2- A o 2∞咆FE8∞ 1000

图 4 流式细胞术检测细胞转染前后的细胞周期变化
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能力明显下降。 见表 1 。

表 1 细胞聚集能力比较

20 min 40 min 60 min 

α二口29C 52 .69 :t 5.19 81. 20 :t 7.42 87.6316.73 

CC1229C + A 45 .08 :t 7.02 65. 19 :t 6.93 69 .98 :t 7.20 

CC.口2917 42.33 士 2 . 89. 69.23 :t 3. 71 72. 24 :t10.51 

α二口29τ7 + A 26. 05 士 3 .63" 46 .1O:t 11 .28'‘ 51.31 :t 6. 33" 

..... :0 .01 < P < 0.05 LI. :P< O.O l 与对照组 CC1229C 比较。

3) 转基因细胞系生长周期的变化 细胞接

种 48h 后，细胞周期的 DNA 相对含量和百分数见

图 4 ，按 GO/G1 期细胞百分比高低排列为:
CCL229τ7 + A(56%) > CCL229C + A( 44. 8% ) > 
CCL229TI (38. 1 % ) > CCL229C( 29 . 7 % ) 。

讨 论

本实验中能够特异性下调 GRP94 表达水平的是

根据大鼠 grp94 也NA5 '端顺序设计的一个锤头型核

酶，它能在 GRP94 mRl'认 AUG起始密码子附近与之

特异结合并发挥裂解作用，使 G阳明的转录产物降

解，并且不能翻译成蛋白质。 正常情况下 GRP94 呈

持续'性低水平表达，唯有应激时 GRP94 的表达水平

才大幅度升高，此时能很容易检测到 GRP94 的表达

变化，因而实验中采用了钙离子载体A23187 这种强

力诱导剂，它可使 GRP94 表达水平提高 10 倍以上 ，

同时由于本实验采用的表达载体以 RSVL顶这个公

认的强力病毒启动子驱动核酶的转录，所以应激状态

下的核酶表达水平足以对抗增高的 GRP94 mRl'认水

平，发挥显著的裂解作用。 因而检测转染细胞在应激

诱导条件下的 GRP94 mRNA水平和 GRP94 表达水

平就可鉴定出阳性克隆。 实验中我们检测到 5 个克

隆符合预期的结果，分别为 Oone2、 3 ， 5 ， 7 ， 8 ，其中

Clone7 的 GRP94 表达水平明显下降，在以后的研究

中均采用了此细胞株。

实验中人大肠癌 ζ汇口29 细胞转染核酶后，部分

克隆不能贴壁生长而死亡，部分克隆虽能贴壁生长但

也逐渐死亡，我们推测可能是肿瘤细胞在正常情况下

也会经历微小但反复的应激状态，需要 GRP94 参与

细胞稳态的恢复，同时也可能是转染细胞中核酶的拷

贝数较高，使 G阳明或其他相关分子伴侣的水平显

著降低以致于不能满足细胞存活的需要。

肿瘤细胞的最根本特征是其增殖的无限性。 转

染核酶的人大肠癌细胞在 A23187 的诱导下，细胞的

增殖能力明显下降，这说明在肿瘤恶性增生过程中，

GRP94 可能起着重要的促进作用，虽然具体的分子机

制还不清楚，但已有证据表明具有高 012 + 结合特性

的 GRP94 具有抗凋亡的功能[6] 。 同时检测 G阳明

与细胞周期的关系，我们发现 GRP94 的表达水平下

降能加强应激诱导对癌细胞马/乌期的阻滞程度，这

提示着肿瘤细胞中参与细胞增殖的某些关键性生长

因子或是生长调控因子可能需要 GRP94 的分子伴侣

作用才能完全发挥生理功能。 其机制值得进一步研
绰号r
./ u 。

肿瘤细胞在浸润和转移过程中，常常需要表面的

特异性细胞站附分子与细胞外基质成分及宿主细胞

的免疫细胞发生作用。本实验中细胞形态学观察和

肿瘤细胞勃附能力 、聚集能力测定反映了 G陋习94 的

水平与肿瘤细胞的侵袭能力有一定的正相关性。 这

说明 GRP94 可能参与癌细胞与周围细胞及组织的蒙古

附或是细胞迁移运动。 Gorza 等也曾证实骨髓肌细胞

中的 G阻习94 水平的下降能降低细胞的融合能力[7] 。

但具体的机制还需进一步研究。

GRP94 能与细胞内大量多肤非共价结合，因而

在细胞存活以及细胞分化等方面都发挥着重要的作

用。 虽然研究表明在很多应激诱导条件下，GRP94 常

与另一种分子伴侣 G即78 协同发挥作用。 但同时也

有证据表明 GRP94 在肿瘤发生中的作用是不可替代

的，癌细胞与非癌细胞相比，在应激条件下 G阳J<)4 的

表达水平可明显增高，而且高侵袭力细胞株比低侵袭

细胞株更高，但 G即78 的水平未见明显异常[2] 。 这

些证据结合我们的实验说明大量应激蛋白 GRI习94 的

合成能够帮助肿瘤细胞在具有完全免疫能力的宿主

体内，耐受缺血、缺氧、局部酸性代谢产物增多、T 细

胞介导的细胞毒性等恶劣的生存环境，有利于肿瘤的

增殖和侵袭。 本实验结果为我们深入研究 GRP94 与

肿瘤细胞发生、发展和转移的关系奠定了基础，在癌

症的基因治疗上将具有一定的意义。
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THE EFFECT OF SPECIALLY DOWN-REGULATED GRP94 

ON THE BIOLOGICAL PROPERTIES OF HUMAN 

COLORECTAL CANCER CELL LINE 

CHEN Yao CHEN Yu Hua SONG ] in Dan 

(Departm剧。1/ Develt.明白白1归l Biology , Key Laboratory of GU Biology , Ministry 

of Puhlic Health ofαlina , Otina Medical University , Sheny:mg 110001) 

2003 年

ABSTRACf To investigate the effect of specially down-regulated GRP94 on the biological properties of 

human colorectal cancer cel1 line CCL229 in vitro , a riboz严ne targeted against the translation initiation of 

GRP94 mRNA were introduced into CCL229 cel1s by lipid-mediated DNA-transfection. After successfully set­

ting up the stable cell lir妃， we researched the change in the biological properties of this cel1 line. T he results 

reveal that (1 ) The grow rate of transfected CCL229 significantly decreased after being induced by A23187 for 

16h. (2) The aggr巳gation 臼pacity of induced ribozyme-expressing cells was lower than that of the control (P 

<0. 010r P <O . 05 ) . (3 ) Treatment of ribozyme-expressing cel1s with A23187 臼n induce a r巳markable Go / 

G1 凹臼t . Consequently , we 臼n draw the conclusion that GRP94 is connected with the growth and invasion of 

∞lorectal cancer cel1s under stressed conditions; there was some alteration in the biological properties of human 

∞lorectalαncer cellline CCL229 when the expr臼sion of GRP94 was down-regulated sp巳cifically. Not only did 

our experiment deepen the understanding on the association of tumorgenesis , deterioration and metastasis with 

GRP饵， it also showed light on gene therapy of cancer . 

Key word : GRP94 Ribozyme Transfection Biological propert阳

成体骨髓源多能间充质干细胞体内

分化皮肤干细胞和皮肤组织

邓为民 铸 李长虹H 廖联明 H 葛薇H 李董H

袁文素" 赵志刚 H 尤胜国 H 邓鸿业川骨 赵春华"

( .. 中国医学科学院血液学研究所实验血液学国家重点实验室 天津 300020) 

摘 要 近年来，因在退行性或遗传性等疾病中潜在的治疗前景，成休干细胞可塑性引起众多

学者的广泛兴趣。 有许多报道显示骨髓源千细胞植入体内可生成多种组织细胞，但到目前为止，成

体千细胞可塑性尚存争议，尤其是关于成休干细胞体内分化成皮肤组织的报道较少且意见不一。

本工作， 自 成年 BALB/C 小鼠的骨髓中分离获得并体外培养扩增多能间充质干细胞，将适量的供

体 BALB/C 小鼠骨髓源多 能间充质千细胞和一定量的 C57BL/6 小鼠骨髓细胞经尾静脉共同植入

经致死量照射的成年 C57BL/6 小鼠。 40 天后，观察到受体 C57BL/6 小鼠背部出现白色毛友 ，逐渐

扩展至 3 -4cm2 ，同时还出现在颈部和腹部，取该部位的皮肤组织进行免疫组化检测及 RT-PCR 检

测 。 蛋白水平和基因水平的结果均显示受体 C57BL/6 小鼠出现白色毛发处的皮肤组织为 BALB/

C 来源 。 首次直接证明了成体骨髓源多能间充质

千细胞体内在一定条件下可以分化成皮肤千细胞

及皮肤组织 。 不仅为研究体内诱导皮肤分化的机

制也为鉴定成体多能干细胞提供了 一个模型，也

为成体千细胞可塑性理论提供了新的依据。

本文 2002 年 11 月 25 日收到，2003 年 1 月 21 日接受。
本工作受 CMB基金资助。

份 为北京大学医学部免疫学系与医科院血研所联合培养
博士生。
惕" 北京大学医学部免疫学系 北京 100083

E-mail : clengwm67@yah∞.∞，m. cn 
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