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人胃癌细胞中ＨＳＰ２７高表达与长春新碱耐药的关系
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　　摘　要：目的　探讨长春新碱耐药的人类胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ发生多药耐受（ＭＤＲ）的机制。方法　采用比较蛋白质

组学方法、反义寡核苷酸（ＡＳＯｓ）抑制法、质谱分析（ＭＳ）和免疫共沉淀（ＩＰ）法，对长春新碱耐药的ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞系及其母

细胞系ＳＧＣ７９０１的总蛋白提取物进行测定，分析热休克蛋白２７（ＨＳＰ２７）与 ＭＤＲ的关系，并对 ＨＳＰ２７的相互作用组图进行综合

研究。结果　ＨＳＰ２７作为一种与 ＭＤＲ相关的蛋白得到鉴定，并鉴定出２５种 ＨＳＰ２７相互作用蛋白。ＨＳＰ２７ＡＳＯｓ对 ＨＳＰ２７表

达的抑制可加强ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ对长春新碱和阿霉素的化疗敏感性。结论　胃癌中 ＨＳＰ２７与长春新碱耐受机制相关。
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犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ＭＤＲ）ｉｎｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ（ＶＣＲ）ｒｅｓｉｓｔａｎｔｈｕｍａｎｇａｓ

ｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍＶＣＲｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＧＣ７９０１／ＶＣＲａｎｄｉｔｓｐａｒｅｎｔａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ

ＳＧＣ７９０１ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．Ｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７（ＨＳＰ２７），ｏｎｅｏｆｔｈｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ，ｗｉｔｈＭＤＲｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ（ＡＳＯｓ）ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．Ａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｄｓｉｖｅｉｎｔｅｒａｃ

ｔｏｍｅｍａｐｏｆＨＳＰ２７ｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ（ＩＰ）ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＭＳ．犚犲狊狌犾狋狊　ＨＳＰ２７ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｈｏｗｉｎｇｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ．ＴｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ２７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＨＳＰ２７ＡＳＯｓｃｏｕｌｄｅｎｈａｎｃｅｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ

ａｎｄａｄｒｉａｍｙｃｉｎｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ２５ＨＳＰ２７ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＩＰｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＭＳｃｏｕｌｄｂｅｃｌａｓｓｉ

ｆｉｅｄｉｎｔｏｅｉｇｈｔｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆＨＳＰ２７ｗｉｔｈＭＤＲ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　

ＨＳＰ２７ｉｓｒｅｌａｔｉｖｅｔｏｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｇａｓｔｒｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ；ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

　　胃癌细胞的多药耐药（ＭＤＲ）是胃癌患者化疗失败的主要

原因［１５］。长春新碱耐药型细胞系ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ源自于人类

胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１，通过在体外使用长春新碱逐步筛选而

获得，对顺铂、依托泊苷、丝裂霉素Ｃ及５氟尿嘧啶（５ＦＵ）等

其他抗肿瘤药物呈交叉耐药，是一个广泛使用的 ＭＤＲ细胞模

型。本研究通过对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ的研究，进一步了解胃癌

ＭＤＲ的分子生物学机制，期待能为胃癌患者提供更有效的治

疗手段。

１　材料与方法

１．１　细胞系　长春新碱 ＭＤＲ人类胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１／

ＶＣＲ及其母细胞系ＳＧＣ７９０１，由第四军医大学的樊代明院士

赠送。

１．２　主要试剂及仪器　ＩＰＧ干胶条、考马斯亮蓝 Ｇ２５０、三

ＴｒｉｓＢａｓｅ、ＳＤＳ、ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ。

ＨＳＰ２７、ＨＳＰ９０、ＡＣＴＩＮ 的单克隆或多克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ

ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，双向电泳系统、图像扫描器、电喷雾四极

杆飞行时间串联质谱仪（ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ）购自 Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ

公司。

１．３　双向凝胶电泳　用裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，

１００ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，４％ＣＨＡＰＳ，４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，２％载体两性

电解质，１ｍｇ／ｍＬ脱氧核糖核酸酶Ⅰ，１ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４ 和

１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ），使细胞裂解。将细胞裂解液４℃、１５０００

ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清液，测定总蛋白浓度。水化液（含

７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，０．２％ ＤＴＴ，０．５％（ｖ／ｖ）ｐＨ３～

１０的ＩＰＧ缓冲液，微量溴酚兰）将５００μｇ蛋白样品稀释至４５０

μＬ，加样至ＩＰＧ胶条上，然后３０Ｖ水化２４ｈ。ＩＥＦ参数为：

５００Ｖ聚焦１ｈ，１０００Ｖ聚焦１ｈ，８０００Ｖ聚焦８．５ｈ，总计６８

ｋＶｈ。聚焦后ＩＰＧ胶条使用平衡溶液（含６ｍｏｌ／Ｌ尿素，２％

ＳＤＳ，３０％ 甘油，ｐＨ８．８的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉＨＣＬ，１％的ＤＴＴ）

平衡１５ｍｉｎ，之后用同样的溶液（只是用２．５％碘乙酰胺代替

上述溶液中的 ＤＴＴ）再平衡１５ｍｉｎ。之后ＩＰＧｐｈｏｒ，Ｅｔｔａｎ

ＤＡＬＴＩＩ系统进行第二向ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳结束后 Ｇ

２５０对双向电泳的凝胶进行染色，ＰＤＱｕｅｓｔ系统加以分析
［６］。

１．４　ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ分析
［７］
　剪下不同的蛋白质点迹和蛋白
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表１　　ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ鉴定出的差异表达蛋白质有１００ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３ 的５０％

点迹 收录号ａ 蛋白质名称 相对分子质量 ｐＩ
在ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ

中的表达
功能

１ Ｐ１１１４２ ＨＳＰ同源蛋白７１ｋＤａ ７１０８２ ３．５７ ↓ｂ 分子伴侣

２ Ｐ４８６４３ Ｔ复合物蛋白，ｅｐｓｉｌｏｎ亚基 ６０１００ ５．４５ ↓ 分子伴侣

３ Ｏ７５８７４ ＮＡＤＰ依赖性异柠檬酸脱氢酶 ４６９４４ ６．３４ ↑ｂ 代谢

４ Ｐ５０２１３ 异柠檬酸脱氢（ＮＡＤ）α前体 ４００２２ ６．４７ ↓ 代谢

５ Ｑ１５１８１ 无机焦磷酸酶 ３５９６２ ５．９５ ↑ 代谢

６ Ｑ９６Ｅ１７ ＨＳＰ２７ ２２４２７ ７．８３ ↑ 分子伴侣

７ Ｑ９６Ｅ１７ ＨＳＰ２７ ２２４２７ ７．８３ ↑ 分子伴侣

８ Ｑ９６Ｅ１７ ＨＳＰ２７ ２２４２７ ７．８３ ↑ 分子伴侣

９ Ｑ３０６２６ Ｓｏｒｃｉｎ ２０６１７ ５．１１ ↑ 钙结合

　　ａ：ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ号；ｂ：↑表示与ＳＧＣ７９０１相比，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ有大于或等于２倍的增加。↓表示与ＳＧＣ７９０１相比，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ有大于或等

于２倍的下降。

质条带，使用含乙腈的新配制溶液使之脱色，之后真空离心干

燥。干燥后的凝胶块用 １０μＬ 胰酶溶液 （含 ４０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮＨ４ＨＣＯ３ 的９％ＡＣＮ溶液和２０μｇ／ｍＬ蛋白质组级别的胰

酶）在３７℃下孵育１０～１２ｈ。使用 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＺｉｐＴｉｐＣ
１８纯化

多肽混合物。将经过纯化的多肽混合物加样ＬＣ／ＭＳ，ＤＤＡ模

式进行质谱分析。质谱检测的参数：毛细管电压为３０００Ｖ，进

样锥电压为４５Ｖ，源温度为８０℃，碰撞气体背压为１５ｐｓｉ。

１．５　数据库分析　将 ＭＳ／ＭＳ产生的ＰＫＬ格式的文件录入

Ｍａｓｃｏｔ搜索引擎中。搜索参数按如下设置：质量容许误差

为±１．０道尔顿；ＭＳ／ＭＳ容许误差为±０．５道尔顿；可允许有

一个没有计数的剪切位点；固定修饰为半胱氨酸；可变修饰选

择为氧化；数据格式选择为 ＭｉｃｒｏｍａｓｓＰＫＬ格式；工具选择为

ＥＳＩＱＴＯＦ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　使用裂解液（含５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ

７．４，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ３ＶＯ４，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００，０．５％ ＮＰ４０）在４℃下将细胞裂解３０ｍｉｎ，收取上清

液，测定蛋白质浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将蛋白质转移至

ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，

ｐＨ７．６，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ２，０．５％的Ｔｗｅｅｎ２０）阻断过夜。然

后在 室 温 下 一 抗 溶 液 （５％ 脱 脂 奶 粉 的 ＴＢＳ 缓 冲 液 以

１∶１５００～１∶２０００比例稀释）孵育３ｈ。二抗溶液（１∶３０００

稀释）在室温下孵育１ｈ。ＴＢＳＴ３次洗脱后，ＥＣＬ系统检测。

所有的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测均重复３次。

１．７　将 ＨＳＰ２７的反义寡核苷酸链（ＡＳＯ）导入细胞　所使用

的ＨＳＰ２７的ＡＳＯ对应ＨＳＰ２７的反义起始位置（５′ＧＧＧＡＣＧ

ＣＧＧＣＧＣＴＣＧＧＴＣＡＴ３′）
［８］，错义 ＡＳＯ 为对照（５′ＣＡＧ

ＣＧＣ ＴＧＡ ＣＡＡ ＣＡＧ ＴＴＴ ＣＡＴ３′）。转 染 前 １ ｄ，将

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞接种在６孔板和９６孔板中，细胞密度为

１０５ 个／ｍＬ。当细胞呈３０％～５０％融合时，５０ｎｍｏｌ／ＬＨＳＰ２７

ＡＳＯ或错义ＡＳＯ转染细胞。ＨＳＰ２７ＡＳＯ或错义 ＡＳＯ转染

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞共２ｄ，转染结束时，用不同浓度的长春新

碱或阿霉素孵育细胞２４ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析测定 ＨＳＰ２７的

表达水平，ＭＴＴ检查ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ的细胞活性。

１．８　免疫共沉淀（ＩＰ）　４℃下将细胞在免疫共沉淀缓冲液中

（含２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．４，１００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ，１％ ＮＰ

４０，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＭＳＦ）孵育３０ｍｉｎ使细胞裂解。收集上清液，进行免疫共沉

淀。首先使用非免疫血清对１５００μｇ总蛋白进行预清除。接

着，将２０μｇＨＳＰ２７抗体与预清除的上清液在４℃下共孵育

３ｈ。然后加入１００μＬｐｒｏｔｅｉｎＧ 琼脂糖珠子，继续孵育１ｈ。

离心３０ｓ后，ＴＢＳＴ缓冲液洗３次，用０．１Ｍ的氨基乙酸（ｐＨ

＝３）洗脱免疫复合物。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后考马斯亮兰 Ｒ２５０

染色，条带胰酶消化，进行质谱分析。

２　结　　果

２．１　差异表达蛋白质的鉴定　通过双向电泳，将ＳＧＣ７９０１／

ＶＣＲ细胞株及其对应细胞株ＳＧＣ７９０１的总蛋白进行差异展

示（图１）。与ＳＧＣ７９０１相比，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ中２０ｋＤａ大小连

续３个点的表达显著性上调（表１）。ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ分析，并

结合数据库检索。３个点均鉴定为热休克蛋白２７（ＨＳＰ２７）。

图２显示了代表性的 ＭＳ／ＭＳ结果。从ｙ片段电子系列中的

质量差异中，鉴定出ｍ／ｚ值为９７４．３２７０多肽片段的氨基酸序

列为 ＧＰＳＷＤＰＦＲＤＷＹＰＨＳＲ，该序列是 ＨＳＰ２７ 序列的一

部分。

图１　　ＳＧＣ７９０１长春新碱耐药的ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞系

的双向电泳图

２．２　ＨＳＰ２７与 ＭＤＲ的关系　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示 ＨＳＰ２７

ＡＳＯ转染后 ＨＳＰ２７的表达显著下降，错义 ＡＳＯ转染后，其
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ＨＳＰ２７表达没有变化（图３Ａ）。在 ＨＳＰ２７ＡＳＯ转染后，与不

同浓度的长春新碱和阿霉素共同孵育２４ｈ，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ对

长春新碱和阿霉素的化疗敏感性增强，细胞活性显著降低（图

３Ｂ）。

图２　　蛋白的ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ分析结果

　　Ａ：ＨＳＰ２７ＡＳＯ转染ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞显著抑制了 ＨＳＰ２７蛋

白表达水平；Ｂ：ＨＳＰ２７ＡＳＯ转染ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞增强了长春新

碱和阿霉素的化疗敏感性。试验重复３次。：犘≤０．０５。Ｏｌｉｇｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ组仅用转染因子ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染细胞。

图３　　ＨＳＰ２７ＡＳＯ转染ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ对长春新碱和

阿霉素化疗敏感性的作用

２．３　ＨＳＰ２７相互作用蛋白的鉴定　通过免疫沉淀和质谱分

析，在 ＨＳＰ复合物中共鉴定出２５种蛋白。根据蛋白质的功

能，鉴定出的蛋白质可分为８个功能种类：细胞骨架、分子伴

侣、代谢酶、信号传导相关蛋白、核糖体蛋白、ＤＮＡ修复蛋白、

转录翻译蛋白以及 ＲＮＡ加工蛋白，这些功能与 ＨＳＰ２７复合

物的功能有很好的相关性。

２．４　ＨＳＰ２７相互作用蛋白的确认　通过ＩＰ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析证实βｃａｔｅｎｉｎ、ＨＳＰ９０和 Ａｃｔｉｎ与 ＨＳＰ２７相互作用（图

４），在ＩｇＹ阴性对照中则未检测到。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＨＳＰ２７的相互作用蛋白

３　讨　　论

本研究发现，在长春新碱 ＭＤＲ的胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１／

ＶＣＲ及其母细胞系ＳＧＣ７９０１之间，ＨＳＰ２７有显著性的差异表

达。当 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ 中的 ＨＳＰ２７的过表达受到 ＨＳＰ２７

ＡＳＯ的抑制时，细胞对长春新碱和阿霉素的敏感性增加。这

明确显示 ＨＳＰ２７在 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ 的过表达和 ＳＧＣ７９０１／

ＶＣＲ多药耐受表型相关。

作者进一步鉴定了２５种与 ＨＳＰ２７相互作用的蛋白，并免

疫共沉淀确认了βｃａｔｅｎｉｎ、Ａｃｔｉｎ及 ＨＳＰ９０与 ＨＳＰ２７的相互

作用。这提示 ＨＳＰ２７与细胞骨架蛋白（如肌动蛋白，肌动蛋

白类蛋白）形成一种复合物，参与肌动蛋白的动力学调节，防

止细胞骨架因为多种应激因素而解离［９］。细胞骨架的解离是

化疗药物造成细胞损伤早期的和核心的事件。化疗药物造成

细胞损伤后，在细胞骨架重组期间，ＨＳＰ２７能与细胞骨架相互

作用，而 ＨＳＰ２７高表达进一步促进细胞细胞骨架的重组，从而

逃避化疗药物杀伤。

本研究发现核糖体蛋白（包括核糖体蛋白Ｐ０和核磷蛋

白）与 ＨＳＰ２７相互作用。核磷蛋白是一种多功能蛋白，在细胞

周期中，可穿梭于细胞核与细胞质之间。有学者猜测其穿梭能

力与其分子伴侣活性有关［１０１２］，从而在细胞分化、凋亡的过程

中，发挥重要的调节作用。核磷蛋白参与肿瘤的多药耐受表

型，很可能是通过抑制细胞凋亡来实现［１３］。本研究表明了

ＨＳＰ２７与核磷蛋白形成复合物，并导致耐药的直接证据。

另外，与 ＨＳＰ２７相互作用的一些蛋白，也参与调节细胞的

增殖和分化。在这些蛋白中，βｃａｔｅｎｉｎ是经典 Ｗｎｔ信号通路

中的关键组成成分［１４１５］。βｃａｔｅｎｉｎ能与αｃａｔｅｎｉｎ及Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ相互作用，激活经典 Ｗｎｔ信号通路，导致干细胞存活及肿瘤

产生。

本研究证实在胃癌细胞ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ中，细胞 ＭＤＲ与

ＨＳＰ２７的高表达相关，并且提供了 ＨＳＰ２７与 ＭＤＲ机制紧密

相关的证据。但是，ＨＳＰ２７在肿瘤长春新碱耐药中的作用机

制仍有难以理解之处。可能与 ＨＳＰ２７还参与细胞信号转导、

细胞增殖分化等更为复杂的过程有关。
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［２］ 聂晶，杜亮，黄燮南，等．天麻素对大鼠脑缺血再灌注损伤

的保护作用［Ｊ］．华西药学杂志，２０１０，２５（４）：４２３４２５．

［３］ 杨彦玲，朱文侠，陈雅慧，等．促红细胞生成素对脑缺血／

再灌注损伤的保护作用［Ｊ］．中国应用生理学杂志，２０１０，

２６（２）：１５２１５３．
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钓鱼岛，中国的岛！
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