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葡萄糖调节蛋白 78 反义核酸对 HEK293 细胞

粘附和迁移的影晌
苏荣健 1* 李宏丹 1 宋慧娟魏嘉

(辽宁医学院科学实验中心，辽宁省教育厅细胞分子生物学与新药开发重点实验室，锦州1121001)

摘要 为了研究葡萄糖调节蛋白 78 (G叩78)对细胞迁移和粘附的影响，应用 G叩78 反义寡

核苦酸(G叩78 AS-ODN)处理人胚肾细胞 HEK293，对细胞的迁移和粘附特性进行分析。结果发现

应用 G甲78反义核酸处理细胞可以抑制 HEK293 细胞的迁移，促进细胞与底物间的粘附。进一步研

究发现，应用 G叩78 反义核酸处理细胞可以促进粘着斑的形成，并引起小 GTPase RhoA在细胞膜

和细胞浆中的重新分布。上述结果表明，特异性下调 G叩78 的表达可以抑制细胞迁移，促进细胞

与底物间的粘附。
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葡萄糖调节蛋白 78 (Grp78)是内质网合成的一

种分子伴侣，属于热体克蛋白 70 (Hsp70)家族，由 44

kDa的氨基端ATPase结构域和 20 kDa 的竣基端多肤

结合结构域组成。 G甲78 驻留在内质网网腔中，与未

折叠或错误折叠的蛋白质结合[I]，在蛋白质的折叠过

程中发挥重要作用 [2]。大量研究表明 Grp78 是一种

多功能蛋白质，参与细胞生长、细胞分化、细胞生

存等许多重要的细胞活动[3 ，4] 。

细胞粘附和细胞迁移是细胞重要的生命活动，在

肿瘤细胞的侵袭和转移[5]、胚胎发育的器官建成过

程中具有重要的作用[6]。在肿瘤细胞中，细胞粘附和

细胞迁移表现为肿瘤细胞的侵袭和转移，目前己有报

道指出 G甲78 参与肿瘤的侵袭和转移的调控，特异性

下调 Grp78 的表达可以抑制肿瘤的侵袭和转移[7] 。

在胚胎发育过程中，细胞粘附和细胞迁移的异常可以

导致胚胎发育和器官建成的异常，甚至胚胎死亡[6] 。

为了探讨 G甲78 对细胞粘附和细胞运动的影响，

我们在人胚肾细胞HEK293细胞中应用反义寡核昔酸

技术特异性下调 G叩78 的表达，研究G甲78 对人胚肾

细胞 HEK293 粘附和迁移的影响。

1 材料与方法

1.1 Grp78 反义寡核昔酸(AS-ODN)的合成

G甲78反义寡核昔酸和对照序列由上海生工生物

公司合成，序列与人G甲78 翻译起始位点互补。序列

如下:αp78 AS-ODN: CAC CAG GGA GAG CTT CAT 

(CAC、 CAT硫代磷酸化修饰);对照:CACCAGGGA

GAG GTT GAT (CAC 、 GAT硫代磷酸化修饰) [8] 。

1.2 细胞培养与 Grp78 AS-ODN 转染

人胚肾细胞系皿K-293 由中国医科大学发育生

物学教研室馈赠，培养于含 10%胎牛血清、 100 UI 

ml 青霉素、 1∞ μglml链霉素的DMEM培养液中;为

下调 Grp78 的表达，采用阳离子脂质体转染试剂转

染G叩78 AS-ODN，每孔在 EP 管中加入 300μl 无血

清培养基DMEM，转染试剂 20μ1，轻弹混匀。加入

对照的 DNA 和 G叩78 AS-ODN，终浓度为 1μmollL，

轻轻混匀，室温静置 30 min，吸去六孔板的培养基，

加入 450μ1 DMEM，将转染复合物逐滴加入六孔板

中泪匀。 37 .C , 5% CO2 培养 4-6 h，再加入 750μl 含

血清 20% 的 DMEM，温育过夜，作用 24h [8] 。

1.3 细胞粘附实验

Grp78 AS-ODN转染如上所述，转染后 24h，膜蛋

白酶消化细胞， PBS 漂洗 3 次，用无血清培养液稀释至

2x105 个 Iml， 接种于 10μg/ml 纤粘连蛋白包被、 1%

BSA 封闭的 96 孔板中，每孔 100μ1， 37 .C温育 1 h 。

取出培养板， PBS 漂洗 3 次， 10% 甲醒固定 15 min , 

1% 结晶紫染色 20 min, 0.4% Tw民n-20 溶解过夜，与

酶标仪上与 595 nm 测定吸光度值，计算平均值，结

果以均值加减 1 倍标准差表示。
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1.4 Shake-off 实验

G甲78 AS-ODN转染如上所述，转染后 24h，膜蛋

白酶消化细胞， PBS 漂洗 3 次，用无血清培养液稀释至

2xl05 个 Im1， 接种于 10μg/m1 纤粘连蛋白包被、 1%

BSA 封闭的 96 孔板中，每孔 100μ1， 37
0

C温育 1 h 。

取出培养板，至于震荡器上 300 r/min 震荡 3 次，每次

10 s, PBS 漂洗 3 次， 10% 甲醒固定 15 min , 1% 结晶

紫染色 20min， 0.4% Tween-20 溶解过夜，酶标仪上

于 595 nmm~定吸光度值，计算平均值，结果以均值加

减 1 倍标准差表示。

1.5 划痕法

在35mm的培养I皿中接种2xl05个HEK293细胞，

待细胞汇合成细胞单层后， G叩78 AS-ODN 转染， 24

h后用灭菌移液器(10μ1)头在细胞单层上小心的做一

个划痕，用 PBS 彻底漂洗 3 次，加入无血清培养液继

续培养，于 24 h 后观察并比较划痕愈合情况[9] 。

1.6 Transwell 法

G叩78 AS-ODN 转染如上所述，转染后 24 h，用

膜蛋白酶消化细胞以 2x 10 5 个 Im1 的密度接种于

Transwell 中细胞外基质凝胶包被的聚碳酸醋膜上层，

继续培养 24 h。取出聚碳酸醋膜，用细胞刮刀去除

上层细胞，翻转聚碳酸醋膜， 10% 甲醒固定 10 min, 

Hochest 33258 染色 15 rnin，荧光显微镜下选取 10 个

视野，计数每视野中的细胞数，计算平均值，结果以

均值加减 1 倍标准差表示。

1.7 荧光法观察微丝

G甲78 AS-ODN 转染如上所述，转染后 24h，膜

蛋白酶消化细胞， PBS 漂洗 3 次，用无血清培养液稀

释至 2x105 个 Im1， 接种于用 50μg/m1 多聚左旋赖氨

酸处理过的盖玻片上，继续培养 12 h，取出盖玻片，

PBS 漂洗， 10% 甲醒固定 30 rnin, 0.2% Triton-X-100 

透5 rnin, 10% BSA室温封闭30 rnin，罗丹明标记的毒

伞素室温染色 1 h, PBS 漂洗， 95%甘油封片，荧光显

微镜下观察。

1.8 免疫荧光技术

G叩78 AS-ODN 转染如上所述，转染后 24h，膜

蛋白酶消化细胞， PBS 漂洗 3 次，用无血清培养液稀

释至 2xl05 个 Iml， 接种于用 10μg/m1 的纤粘连蛋白

处包被的盖玻片上，继续培养 12 h，取出盖玻片， PBS

漂洗， 10% 甲醒固定 30 min, 0.2% Triton-X-100 通透

5 rnin, 10% BSA 封闭 30 min，加一抗[小鼠抗人粘着

斑蛋白(vinculi时， Santa Cruz 公司]室温温育 1 h, PBS 

漂洗，二抗(FITC 标记的羊抗小鼠 IgG，中山公司)室

·研究论文·

温温育 1 h, PBS 漂洗， 95% 甘油封片，荧光显微镜下

观察。

1.9 细胞膜的分离及细胞浆蛋白的提取

G叩78 AS-ODN 转染如上所述，转染后 24h，用

冰预冷的 PBS 漂洗 3 次，用细胞刮刀收获细胞， 2000

g 离心 15 min 收集细胞，为了提取细胞膜蛋白，向沉

淀中加入 500μl 匀浆介质，冰上匀浆 35-40 次，将液

体转移到一个干净的 EP 管中， 1 700 g, 4 oC离心 30

min，将上清液移入另一个离心管中，向沉淀中加入

20μlSDS 上样缓冲液，吹打混匀，作为细胞膜样品。

上清液中加入 2 倍体积用冰预冷的无水乙醇， 4
0

C过

夜， 12000 g 4 oC离心 30 min，向沉淀中加入 SDS 上

样缓冲液，作为细胞浆样品[10] 。

1.10 Western 印迹

BCA法测定蛋白质含量，取上述细胞膜样品与细

胞浆蛋白样品各 20μg 上样于 10% 的 SDS-PAGE 至

澳盼蓝出胶，用Bio-Rad半干转印仪25V转膜30 rnin, 

5% 脱脂奶粉封闭 1 h，一抗(1 : 1 000 稀释兔抗人

阳lOA、羊抗人 Grp78 ， Santa Cruz 公司)杂交 2 h，二

抗(1 :5000 稀释的 HRP标记的羊抗兔 IgG，兔抗羊

IgG，中山公司)温育 1 h , ECL (Pierce 公司)显色，

Chemi-genius 凝胶分析系统分析灰度值。

1.11 统计学分析

应用 Spss1 1.0 统计学分析软件，进行 t 检验，以

P<0.05 为存在显著性差异。

2 结果

2.1 Grp78 AS-ODN转染效果及特异性分析

为了验证G叩78 As-ODN对G叩78 表达的影响，

检测了 G叩78 AS-ODN 转染细胞中 G叩78 的表达水

平，结果表明 G甲78 AS-ODN转染可以下调 G甲78 的

表达;为验证 G甲78 AS-ODN 的特异性，我们同时检

测了 G叩94 的表达，结果表明 Grp78 AS-ODN 转染

对 Grp94 的表达没有影响(图1)。

2.2 特异性下调 Grp78 的表达可以促进细胞与

底物间粘附的形成

为了研究G甲78对细胞粘附能力的影响，应用细

胞粘附实验和 Shake-off实验对细胞与底物粘附形成

情况及粘附强度进行研究。细胞粘附实验的结果显

示G叩78 AS-ODN 转染细胞A到值为 0.71，对照细胞

A595 值为 0.38，明显低于 Grp78 AS-ODN 处理的细

胞。 Shake-off实验的结果显示G甲78 AS-ODN 转染

细胞 A595 值为 0.53，而对照细胞 A595 值为 0.12，这些
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Control Grp78 AS-ODN 

Grp78 

Grp94 |l__l J 
Actin 

Fig.l Transfection of Grp78 AS-ODN specifically down

regulates Grp78 expression in HEK293 ceUs 

0.8 口 Contro l

0.7 • Grp78 AS-ODN 

0.6 

0.5 

<<: 0.4 

0.3 

0.2 

0. 1 

。
Celi adhesion Shake-off 

Fig.2 Transfection of Grp78 AS-ODN promotes the forma创on

(A) 

(B) 

of cell adhesions and enhances the intensity of cell-substrate Fig.3 Transfection of Grp78 AS-ODN inhibits the motility 

interaction of HEK293 cells by wound healing assay 

表明特异性下调 Grp78 可以促进细胞与底物粘附的

形成和粘附的强度(图 2 ) 。

2.3 特异性下调 Grp78 的表达可以抑制 HEK293

细胞的迁移

为了研究G叩78对细胞迁移的影响，应用细胞划

痕法和 Transwell 法检测 G叩78 AS-ODN 转染细胞的

迁移能力， 划痕法结果显示划痕 24 h 后 ， Grp78 AS

ODN 转染细胞创 口愈合速度明显低于对照细胞(医|

3) 0 Tranwell 实验的结果显示接种后 24 h , Grp78 

AS-ODN转染细胞每低倍视野(lOOx)为 16 个，明显低

于对照细胞(每低倍视野; 35 个)( 图 的 。 这些表明特

异性下调 Grp78 表达可以抑制 HEK293 细胞的迁移。

2.4 特异性下调 Grp78 的表达可以促进 HEK293

应力纤维的形成

为了观察G甲78对细胞骨架的影响，应用毒伞素

染色观察 Grp78 AS-ODN 转染细胞微丝的排列。结

果显示 Grp78 AS-ODN 处理的细胞皮质部位观察到

明显的应力纤维， 而对照细胞微丝主要分布于细胞边

缘(图 5)。这表明特异性下调 G叩78 的表达可以促进

A: control cell s; B: Grp78 AS -ODN transfected cells 

口 Contro l

40 • Grp78 AS-ODN 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

。

Fig.4 Transfection of Grp78 AS-ODN inhibits the motility 

of HEK293 cells by Transwell assay 

HEK293 应力纤维的形成。

2.5 特异性下调 Grp78 的表达可以导致粘着斑蛋

白分布的改变

为了研究G甲78对粘着复合体形成的影响，应用

免疫荧光技术检测了粘着斑蛋白在 Grp78 AS -ODN 

转染细胞中的分布，免疫荧光实验的结果显示在
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(A) (8) 

Fig.5 Transfection of Grp78 AS-ODN promotes stress fibers formation in HEK293 cells 
A: control cells; B: Grp78 AS-ODN transfected cells 

(A) 
mw 

Fig.6 Transfetion of Grp78 AS-ODN causes the redistribution of vinculin 
A: control cells; B: Grp78 AS-ODN transfected cells 

G叩78 AS-ODN转染细胞中粘着斑蛋白在细胞边缘成

簇状分布(图 6) 。 这提示特异性下调 G叩78 表达可以

促进细胞与底物间粘着复合体的形成 。

2.6 Grp78 AS-ODN 转染导致 Grp78 在细胞膜和

细胞浆的重新分布

为了检测膜蛋白分离的效果，应用 Westem 印迹

检测了膜蛋白样品和细胞浆蛋白样品中 Grp78 的表

达，结果发现在细胞浆蛋白样品中 G甲78 的表达水平

较高， 而在细胞膜蛋白样品中 ， Grp78 的表达水平很

低(图 7) 。 为了检测 Grp78 对 RhoA 分布的影响，应

用免疫印迹技术检测了 Grp78 AS-ODN 转染细胞膜

蛋白样品和细胞浆蛋白样品中 RhoA 的分布 。 结果

显示， RhoA 在 Grp78 AS-ODN 处理细胞中 RhoA 在

细胞膜样品中的含量明显高于对照细胞(图 7A) 。 对

RhoA 在细胞膜和细胞浆表达的分析结果显示，对照

组细胞中 m!c=O . 53 ， 而在 G叩78AS-ODN 处理细胞中

m!c= 1.08 ， 明显高于对照组细胞(图 7B) 。 这表明，特

异性下调G叩78 的表达可以引起RhoA在细胞中分布

的改变 。

3 讨论

为了探讨 G叩78 对细胞粘附和细胞迁移的影响，

应用与 Grp78 mRNA 的翻译起始序列互补的反义寡

核昔酸序列处理细胞，特异性的下调G叩78的表达， 并

对下调后 HEK293 细胞的迁移与粘附特性进行研究。

本实验应用细胞粘附实验 、 s h ake - off 实验对

HEK293 细胞的粘附特性进行研究， 结果表明特异性

下调G叩78可以促进HEK293细胞与底物的粘附形成，

增加粘附的强度 。 这说明特异性下调 Grp78 不仅可

以促进细胞与底物的粘附，而且还可以促进粘着复合
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The Effeds of Grp78 AS-ODN on the Adhesion and 

Migration of HEK 293 Cells 

Rong-Jian Su1*, Hong-Dan Lil, Hui-Juan Song, Jia Wei 

(Central Laboratory 01 Liaoning Medical College, Key Lab 01 Cell and Molecular Biology & 

Drug Development 01 the Education Department 01 Liaoning Provi.阳已 Jinzhou 121ω1， China) 

Abstract To explore the effect of Grp78 on cell migration and adhesion, we treated HEK239 cells with 

Grp78 AS-ODN to knock down the expression of Grp78, and analyzed the status of cell migration and cell adhesion. 

We found that G叩78 knockdown inhibits the migration of HEK293 , and enhances the adhesion between cells and 

substrate. Further study revealed Grp78 AS-ODN treatrnent promotes the formation of adhesion plaque, and causes 

由e redistribution of GTPase RhoA on cellular membrane and in cytoplasm. Taken together, specific down-regula

tion of Grp78 could inhibit cell migration and enhance adhesion between cell and substrate in HEK293 cells. 
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