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  [摘要] 目的 探讨葡萄糖调节蛋白-78(GRP-78)在肝细胞癌(HCC)组织中的表达情况及其对肝癌细胞

增殖的影响。方法 统计83例肝癌患者的 HCC组织、癌旁组织及正常肝组织中GRP-78的阳性表达率。测

定不同肝癌细胞系中GRP-78
 

mRNA的相对表达水平,将表达水平最高的肝癌细胞系进行扩增培养。将扩增

后的细胞分为未转染的空白组、小干扰RNA(siRNA)-NC组及GRP-78-siRNA组,分析3组细胞的增殖抑制

率、凋亡率及磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)/丝苏氨酸蛋白激酶(AKT)信号通路中相关蛋白的表达水平。结果 3
种组织中HCC组织中GRP-78的阳性表达率最高(P<0.05),且与 HCC患者的TNM 分期呈正相关(P<
0.05);在SMMC-7721肝癌细胞系中,GRP-78

 

mRNA的相对表达水平最高;在干扰48
 

h及72
 

h时,GRP-78-
siRNA组的细胞抑制率显著高于空白组及siRNA-NC组,差异有统计学意义(P<0.05);而在干扰48

 

h时,

GRP-78-siRNA组的细胞凋亡率高于另外两组,差异有统计学意义(P<0.05);与空白组、siRNA-NC组比较,

GRP-78-siRNA组的E-cadherin表达升高,vimentin、磷酸化-PI3K(p-PI3K)、磷酸化-AKT(p-AKT)表达降低,
组间差异有统计学意义(P<0.05)。结论 GRP-78可通过PI3K/AKT信号通路促进肝癌的发生。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

glucose-regulated
 

protein
 

-78
 

(GRP-78)
 

in
 

hepa-
tocellular

 

carcinoma
 

(HCC)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

liver
 

cancer.Methods The
 

positive
 

expres-
sion

 

rate
 

of
 

GRP-78
 

in
 

HCC
 

tissues,adjacent
 

tissues
 

and
 

normal
 

liver
 

tissues
 

of
 

83
 

patients
 

with
 

HCC
 

was
 

an-
alyzed.The

 

relative
 

expression
 

of
 

GRP-78
 

mRNA
 

in
 

different
 

liver
 

cancer
 

cell
 

lines
 

was
 

measured,and
 

the
 

liv-
er

 

cancer
 

cell
 

line
 

with
 

the
 

highest
 

expression
 

level
 

of
 

GRP-78
 

were
 

amplified
 

and
 

cultured.The
 

amplified
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

group,the
 

siRNA-NC
 

group
 

and
 

the
 

GRP-78-siRNA
 

group,and
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rate,apoptosis
 

rate
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

related
 

proteins
 

in
 

the
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway
 

were
 

analyzed
 

in
 

the
 

three
 

groups.Results The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

GRP-78
 

in
 

HCC
 

tissues
 

was
 

the
 

highest
 

(P<0.05),and
 

it
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

TNM
 

stage
 

of
 

HCC
 

patients
 

(P<0.05).The
 

expres-
sion

 

of
 

GRP-78
 

mRNA
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

SMMC-7721
 

cell
 

line.At
 

48
 

h
 

and
 

72
 

h,the
 

cell
 

inhibition
 

rate
 

of
 

the
 

GRP-78-siRNA
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

siRNA-NC
 

group
 

(P<
0.05).At

 

48
 

h,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

the
 

GRP-78-siRNA
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

other
 

two
 

groups
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

siRNA-NC
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

in
 

the
 

GRP-78-siRNA
 

group
 

was
 

increased,while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

vimentin,p-P13K
 

and
 

p-AKT
 

were
 

down-
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regulated,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion GRP-78
 

can
 

promote
 

the
 

de-
velopment

 

of
 

liver
 

cancer
 

through
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway.
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  在世界范围内,肝癌是癌症第四大死亡原因,而
肝细胞癌(hepatocellular

 

carcinoma,HCC)是最常见

的类型,也是造成我国癌症相关死亡人数上升快的原

因之一[1-2]。HCC细胞生长极为活跃,侵袭性强,易
侵犯包膜和血管导致局部扩散和血道转移。尽管近

年来FDA已经批准了一些二线药物,但 HCC确诊时

往往 已 为 晚 期,急 需 开 发 新 的 治 疗 靶 点 及 治 疗

方案[3-4]。
葡萄糖调节蛋白-78(glucose

 

regulatory
 

protein-
78,GRP-78)属于热休克蛋白70家族,在多种恶性肿

瘤中异常表达[5-6],但在HCC中的相关研究较少。基

于此,本研究旨在通过探讨GRP-78在 HCC组织中

的表达及对肝癌细胞增殖的影响,为肝癌的防治提供

更多依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2016年1月至2019年5月新疆医科大学第

一附属医院收治的83例 HCC患者为研究对象。其

中男60例,女23例,平均年龄(56.7±8.3)岁。纳入

标准:(1)术后均经病理学确诊为 HCC;(2)于该院首

次确诊并进行治疗;(3)临床资料完整并可获得 HCC
组织及癌旁、正常肝组织。排除标准:(1)术前接受了

放化疗等其他抗肿瘤治疗;(2)临床资料不完全。同

时,收集患者一般临床资料,包括年龄、性别及TNM
分期等,用于后续统计学分析。本研究临床样本的获

取经过本院伦理委员会的批准,所有患者及家属均签

署知情同意书。
1.2 取材、细胞和主要试剂

根据《原发性肝癌规范化病理诊断指南(2015年

版)》中的取材法对肿瘤组织进行取材[7],取材于肿瘤

中心区域的标本为HCC组织,取材于距离肿瘤>0~
1

 

cm的肝组织为癌旁组织,取材于距离肿瘤大于1
 

cm的肝组 织 为 正 常 肝 组 织。人 正 常 肝 上 皮 细 胞

LO2,肝癌细胞株 HepG2、SMMC-7721、Huh-7、MH-
CC-97H均由所在实验室传代培养并保存。PCR引

物、SYBR
 

Green试剂盒购自北京宝日医生物技术(北
京)有限公司;GRP-78抗体(ab108615)、E钙黏蛋白

(E-cadherin)抗体(ab194982)、波形蛋白(vimentin)抗
体(ab92547)、磷酸化-磷脂酰肌醇3激酶(p-PI3K)抗
体(ab32089)、磷酸化-丝苏氨酸蛋白激酶(p-AKT)
(ab8805)抗体购于美国

 

Abcam公司。
1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学检测各组织中GRP-78的表达

对4%多聚甲醛固定后的组织进行石蜡包埋,并
使用切片机制备成4

  

μm 切片。依次对切片进行脱

蜡、水化处理;随后,使用10
 

mmol/L的枸橼酸缓冲

液(pH=6.0)在高压加热30
 

min进行抗原修复。静

置至室温并用PBS洗涤3次后,滴加2%的 H2O2 于

室温下孵育1
 

h以封闭内源性过氧化物酶。PBS洗涤

3次后,向标本中滴加100
  

μL鼠抗人GRP-78单克隆

抗体(1∶1
 

000),4
 

℃冰箱过夜。次日,PBS冲洗3次

后滴加 辣 根 过 氧 化 物 酶(HRP)标 记 的 二 抗(1∶
5

 

000),37
 

℃孵育30
 

min。最后,使用二氨基联苯胺

(DAB)显色,并采用苏木素对细胞核进行复染。在明

场显微 镜 下 采 集 图 片,并 使 用Image
 

pro
 

plus对

GRP-78的表达进行半定量分析。
1.3.2 实时荧光定量PCR(RT-PCR)

分别提取细胞及患者组织中的总RNA,将细胞

RNA反转录成cDNA,然后扩增成DNA,所有步骤严

格按照逆转录试剂盒和扩增试剂盒说 明 书 操 作。
GRP-78引 物 序 列:上 游5'-CAG

 

ATC
 

ACG
 

CCA
 

ATG
 

ATG
 

AAT
 

A-3',下游5'-GTA
 

AGC
 

TTA
 

TCC
 

GTA
 

TCC
 

TGT
 

CA-3',以GAPDH作为内参。根据

PCR反应体系配制各种试剂,RT-PCR反应条件如

下:95
 

℃预变性10
 

min;95
 

℃变性30
 

s,50
 

℃退火30
 

s,40个循环;最后70
 

℃延伸10
 

min结束。
1.3.3 细胞培养及转染

将人肝癌细胞株 HepG2、SMMC-7721、Huh-7、
MHCC-97H置于含10%胎牛血清及1%青霉素+链

霉素双抗的培养基中,并于37
 

℃、5%
 

CO2 孵箱中进

行培养。待细胞生长至80%后进行传代培养。选取

GRP-78
 

mRNA相对表达水平最高的肝癌细胞系进

行干扰实验。取第三代处于对数生长期的肝癌细胞,
将细胞以

 

5×104/mL的浓度接种于24孔板中。根

据实验目的分为以下3组:(1)未转染的空白对照组;
(2)siRNA-NC组;(3)GRP-78-siRNA组。其中,未转

染的空白对照组不做处理,siRNA-NC组取50×10-3
 

moL的siRNA-NC和LipofectinTM
 

2000混合后进行

转染;
 

siRNA-GRP-78组取50×10-3
 

moL的siRNA-
GRP-78和LipofectinTM2000混合后进行转染。转染

后培养6
 

h,并进行后续实验。
1.3.4 四甲基偶氮唑蓝(MTT)检测细胞增殖

各组细胞培养24、48、72
 

h后,收集各组细胞并调

整浓度为5×105/mL。根据分组,向每孔中加入100
  

μL细胞悬液,同时每孔加入20
  

μL
 

MTT溶液。培养

4
 

h后,每孔加入150
  

μL二甲基亚砜(DMSO),37
 

℃
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孵育10
 

min,检测570
 

nm 波长处的吸光度(A)值。
计算细胞生长抑制率:细胞生长抑制率=1-干预组

A值/对照组A值。
1.3.5 Western

 

blot检测

收集分组细胞,应用RIPA裂解液裂解细胞样品

并提取总蛋白,BCA法测定蛋白浓度。取相同质量的

各组样本的蛋白与上样缓冲液混匀,煮沸变性后进行

12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE),依次转膜、封闭后,加入E-cadherin、vimen-
tin、p-P13K、p-Akt一抗以及对应的二抗孵育。最后

使用电化学发光(ECL)法显影。通过Image
 

J软件分

析条带灰度值,以GAPDH为内参,计算各个蛋白的

相对表达水平。

1.4 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计分析。计量资料采

用x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,组间两

两比较采用LSD检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 GRP-78在HCC组织、癌旁组织、正常肝组织的

表达

GRP-78在 HCC组织、癌旁组织、正常组织中的

阳性表达率分别为71.1%(59/83)、32.5%(27/83)、
8.4%(7/83),HCC组织中GRP-78阳性表达率显著

高于癌旁组织及正常肝组织(P<0.05)。见图1。

  A:正常肝组织;B:癌旁组织;C:HCC组织;D:GRP-78阳性率统计图;a:P<0.01。

图1  GRP-78在 HCC组织、癌旁组织、正常组织中的表达分析(免疫组织化学,400×)
 

2.2 GRP-78表达对肝癌临床病理特征的影响

HCC患者GRP-78阳性表达率在不同 TNM 分

期中差异有统计学意义(P<0.05)。在不同性别、年
龄段、病理分级中差异无统计学意义(P>0.05)。见

表1。
表1  GRP-78表达对 HCC临床病理特征的影响[n(%)]

项目
GRP-78阳性组

(n=59)
GRP-78阴性组

(n=24)
χ2 P

年龄(岁) 0.230 0.631

 ≤55 31(52.54) 14(58.33)

 >55 28(47.46) 10(41.67)

性别 0.036 0.850

 男 43(72.88) 17(70.83)

 女 16(27.12) 7(29.17)

TNM 分 期 (2017
 

AJCC
 

第八版)
5.528 0.019

 Ⅰ~Ⅱ 25(42.37) 17(70.83)

 Ⅲ~Ⅳ 34(57.63) 7(29.17)

病理分级 0.002 0.968

 1~2级 44(74.57) 18(75.00)

 3级 15(25.43) 6(25.00)

2.3 GRP-78
 

mRNA在不同肝癌细胞系及正常肝细

胞系中的表达

与 LO2比 较,GRP-78
 

mRNA 在 肝 癌 细 胞 系

HepG2、SMMC-7721、Huh-7、MHCC-97H 中的相对

表达水平分别为2.84±0.36、6.84±0.98、4.84±
0.43、3.87±0.36,其中SMMC-7721中GRP-78

 

mR-
NA的相对表达水平最高,因此选择SMMC-7721细

胞进行后续实验,见图2。

图2  GRP-78
 

mRNA在不同 HCC细胞系及正常

肝细胞系中的表达

2.4 转 染 GRP-78
 

siRNA 后SMMC-7721细 胞 中

GRP-78的表达

Western
 

blot检测发现,空白组与siRNA-NC组

的GRP-78相对表达水平差异无统计学意义(P>
0.05),而 GRP-78-siRNA 组细胞中 GRP-78相对表

达水平较以上两组显著下降(P<0.05),见图3。
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2.5 各组细胞增殖活性比较

MTT检测显示,48
 

h时,空白组、siRNA-NC组、
GRP-78-siRNA组细胞增殖抑制率分别为0、2.68%、
16.79%,72

 

h时分别为0、3.02%、43.60%,GRP-78-
siRNA组细胞的细胞增殖抑制率各时点显著高于其

他两组(P<0.05)。
2.6 各组细胞凋亡率比较

48
 

h时,空白组、siRNA-NC组、GRP-78-siRNA
组的 细 胞 凋 亡 率 分 别 为(4.6±1.3)%、(13.2±
1.5)%、(44.9±4.9)%。GRP-78-siRNA 组的细胞

凋亡率显著高于空白组及siRNA-NC组(P<0.05,
P<0.01),见图4。
2.7 各组细胞中PI3K/AKT信号通路相关蛋白表

达比较

与空白组、siRNA-NC组比较,GRP-78-siRNA组

的E-cadherin相对表达水平明显升高,vimentin、p-
P13K、p-Akt相对表达水平明显降低,差异均有统计

学意义(P<0.01),见图5。

  a:P<0.01。

图3  各组细胞GRP-78的相对表达水平

  A:空白组;B:siRNA-NC组;C:GRP-78-siRNA组;D:细胞凋亡率统计分析;aP<0.05;bP<0.01。

图4  各组细胞凋亡率比较

  
 a:P<0.01。

图5  3组细胞中PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达情况

3 讨  论

目前,肝癌的治疗方法包括外科治疗、内科治疗、

放疗等。外科治疗方式包括手术切除及肝脏移植,目
前认为可取得潜在的治愈机会,但要遵循严格的适应

证[8-9]。内科治疗包括化疗、免疫治疗、靶向治疗等。
靶向治疗是整个肿瘤领域中的一个新的研究热点,也
是最有治疗潜力的研究方向,而高效靶点的选择则是

决定靶向治疗疗效的关键之一[10-11]。GRP-78定位于

内质网,在维持细胞功能正常运转方面发挥着重要作

用[12]。在恶性肿瘤发生时,新生血管速度及蛋白合成

速度难以满足肿瘤细胞对营养物质的需求,会导致细

胞内部内质网应激,从而诱发GRP-78和其他伴侣蛋

白表达上调[13]。
本研究从临床样本及细胞两个方面对GRP-78的

表达进行研究。通过免疫组织化学检测发现,GRP-
78在 HCC组织中阳性表达率显著高于癌旁组织及

正常肝组织,表明GRP-78可能参与了 HCC的发生

发展。同时,GRP-78表达与 HCC患者的TNM分期

相关,TNM分期越高,患者的GRP-78阳性表达率越

高。另外,在多种肝癌细胞系中,GRP-78
 

mRNA的

相对表达水平均显著高于正常肝细胞 LO2,表明

GRP-78与肝癌的发生发展密切相关。
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细胞凋亡受一系列基因的调控[14]。本研究进一

步探讨了 GPR-78促进 HCC生长和转移的分子机

制。PI3K/AKT信号通路参与了许多细胞基本进程

的调控,包括细胞生长、增殖等,其信号通路的异常活

化会引起癌症与糖尿病等多种疾病[15-16]。同时,E-
cadherin异常与PI3K/AKT信号转导相关。本研究

发现,与空白组、siRNA-NC组比较,GRP-78-siRNA
细胞的E-cadherin表达明显升高,这表明 HCC组织

中的GRP-78可通过抑制E-cadherin促进 HCC细胞

发生转移。另外,在PI3K/AKT信号通路中,Akt一

旦被激活,可通过磷酸化底物而发挥抑制细胞凋亡、
促进增殖等作用,活化后的Akt也可通过磷酸化vim-
entin,参与细胞迁移和侵袭。在本研究中,使用siR-
NA技术沉默GRP-78的表达可以同时下调PI3K及

AKT的磷酸化水平,并抑制vimentin的表达,这间接

证明HCC组织中 GRP-78的高水平可以持续活化

PI3K/AKT信号通路,进而促进HCC细胞增殖。
综上所述,本研究发现 GRP-78在 HCC患者中

的阳性表达率明显较高。下调 GRP-78表达水平可

通过降低PI3K/AKT信号通路的活性实现抑制HCC
细胞的增殖。本研究同样也存在不足,本课题的实验

结果仅能证明GRP-78与PI3K/AKT的持续活化相

关,而 GRP-78表达异常后作用的下游分子尚不清

楚,需要后续进行深入研究。
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