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GRP78表达下调可降低
肺腺癌细胞对VP-16的耐药

姜莉  张黎川  王琪  王斯炎

【摘要】 背景与目的  GRP78（Glucose-regulated protein 78）是GRPs家族的成员之一，其高表达与某些肿瘤细胞

化疗耐药相关。本研究旨在探讨在BAPTA-AM作用下肺腺癌SPCA-1细胞GRP78表达水平的变化及GRP78表达下调与

细胞对VP-16耐药的相关性。方法  将SPCA-1细胞随机分为BAPTA-AM处理组、A23187处理组及对照组。采用RT-PCR

和免疫荧光细胞化学方法分别检测各组细胞中GRP78在核酸和蛋白水平的表达。采用流式细胞仪测定细胞在化疗药

物足叶乙甙（VP-16）作用下的细胞生存率。结果  与对照组和A23187处理组相比，BAPTA-AM处理组细胞GRP78在核

酸和蛋白水平的表达均明显降低，而其在VP-16作用下的细胞凋亡率则明显升高（细胞凋亡率：BAPTA-AM处理组为

10.84±0.86；对照组为6.85±0.20；A23187处理组为4.95±0.19；P<0.01）。结论   BAPTA-AM能够抑制SPCA-1 细胞GRP78

的表达，GRP78表达下调能够提高SPCA-1细胞对VP-16的敏感性。因此，采用化学药物或反义RNA等方法抑制GRP78

的表达可能成为未来治疗肺癌的新手段。
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【Abstract】 Background and objective  GRP78, a member of GRPs, plays a critical role in chemotherapy resistance 
in some cancers. To investigate the relationship between the expression of GRP78 and resistance to anti-cancer drug VP-16 in 
vitro in lung adenocarcinoma SPCA-1 cell line. Methods  SPCA-1 cells were divided into three groups: BAPTA-AM-treated 
group, A23187-treated group and the control group. RT-PCR and immunofluorescence were used to analyze the expression of 
GRP78 at both mRNA and protein levels, respectively. Cell apoptosis was analyzed by flow cytometry in order to evaluate the 
therapeutic sensitivity to VP-16. Results  The expression of GRP78 at both protein and mRNA levels in the BAPTA-AM-treated 
cells dramatically decreased as compared to that of both A23187-treated and control groups. After treatment by VP-16, the per-
centages of apoptotic cells were 10.84±0.86, 6.85±0.20, 4.95±0.19 in BAPTA-M-treated group, the control group and A23187-
treated group, respectively. Conclusion  BAPTA-AM is highly effective in the inhibition of GRP78, down-regulation of GRP78 
can significantly increase the sensitivity of adenocacinoma lung cancer to VP-16. All these suggest that inhibition of the expres-
sion of GRP78 by chemicals such as BAPTA-AM or anti-sense RNA may be a new therapeutic strategies to lung cancer.
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在实体肿瘤生长过程中，因血液供应不足等原因导

致细胞常处于低糖、缺氧及酸中毒的微环境中，这种微

环境能够引起内质网应激反应，诱导内质网分子伴侣糖

调节蛋白78（glucose-regulated protein78, GRP78）表达，

并与肿瘤的进展有关[1-3]。研究[4]表明应激引起的GRP78

高表达与乳腺癌、肝癌、大肠癌等肿瘤细胞对拓扑异构
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酶抑制剂等化疗药物的耐药具有一定的相关性。但目前

的研究多集中在GRP78表达上调对化疗耐药的影响，而

关于GRP78表达下调的研究报道则很少。本研究旨在通

过采用钙离子鏊合剂BAPTA-AM抑制肺腺癌SPCA-1细胞 

GRP78表达的方法，探讨GRP78表达下调与肺腺癌细胞

对VP-16耐药的相关性。

1    材料与方法

1.1  材料  人肺腺癌标准细胞株SPCA-1（购自上海的美国

ATCC代理公司）、RPMI-1640培养基（Sigma公司）、

BAPTA-AM（Sigma公司）、碘化丙啶（PI，Sigma公

司）、A23187（北京中山生物公司）、VP-16（江苏恒瑞

医药股份有限公司）、多克隆羊抗GRP78抗体（美国Santa 

Cruz公司）、异硫氰酸荧光素（美国Santa Cruz公司）。

1.2  细胞培养  将SPCA-1细胞在含有10%小牛血清、青霉

素、链霉素各100 U/mL的RPMI-1640培养基中，置于37 
oC、含5%CO2的孵箱中无菌培养。0.25%胰蛋白酶消化传

代。取指数生长期的SPCA-1细胞，以5×105/mL细胞接种

于培养皿中。细胞长至80%融合时，弃去培养基，PBS液

洗2次，待用。

1.3   细胞分组与处理   将SPCA-1细胞随机分为3组，即

BAPTA-AM处理组、A23187处理组和对照组。参照文献

方法[5,6]，BAPTA-AM处理组中分别加入浓度为0 µM、10 

µM、20 µM、30 µM、40 µM、50 µM的BAPTA-AM与细胞

共孵育1 h；A23187处理组中加入浓度为2 µM的A23187共

孵育24 h；对照组中则加入PBS培养24 h。然后分别采用

RT-PCR和免疫荧光细胞化学方法检测各组细胞GRP78在

核酸和蛋白水平的表达。

1 . 4   R N A 提取以及 R T - P C R   按 T r i z o l 试剂说明书分

别 提 取 各 组 细 胞 的 总 R N A ， 取 2 µ L 溶 液 ， 应 用 分

光 光 度 仪 测 R N A 浓 度 及 纯 度 。 制 备 c D N A ， 进 行

P C R 产 物 扩 增 。 G R P 7 8  m R N A 上 游 引 物 序 列 为 5 ’

GATA ATCA ACCA ACTGTTAC 3’，下游引物序列为5’

GTATCCTCTTCACCAGTTGG 3’；内参β-atctin上游引物序

列为5’ TCGTCACCAACTGGGACGACATGG 3’，下游引

物序列5’ GATCTTGATCTTCATTGTGCTGGG 3’。取PCR

扩增产物10 µL，行1.5%琼脂糖凝胶电泳，EB染色，用美

国UVP凝胶成像系统EC3 System进行扫描分析，计算公式

为：某样品GRP78 mRNA的相对表达水平=样品GRP78的

IOD值/样品β-atctin的IOD值。

1.5  免疫荧光细胞化学  将各组细胞以固定液（冷甲醇: 

丙酮=1:1）固定10 min，然后用0.1%PBST冲洗3次。加入

一抗（羊抗人GRP78多克隆抗体），4 oC过夜。PBS冲洗

后，加入二抗（FITC标记的兔抗羊抗体），闭光，室温

下放置1 h。甘油封片。荧光显微镜照相观察荧光出现的

位置及强度。

1.6  细胞凋亡率检测  以1×106/mL的密度将细胞接种于培

养瓶中，向各组细胞中分别加入浓度为30 µM化疗药物

VP-16，作用6 h，用PBS（pH7.4）洗2次后更换培养液

再培养48 h。离心后收集细胞，加入细胞孵育液及PI和

FITC-AV，闭光孵育20 min。然后用流式细胞仪测定细胞

凋亡率。

1.7  统计学处理  所有实验均重复3次以上，数据以Mean±

SD表示，采用SPSS 12.0软件进行方差分析，P<0.05为有

统计学差异。

2    结果

2.1  GRP78核酸水平的表达  采用RT-PCR检测SPCA-1细

胞GRP78核酸水平的表达，与A23187处理组和对照组相

比，BAPTA-AM处理组的GRP78 mRNA的表达减少，且随

着BAPTA-AM浓度由10 µM升至50 µM，GRP78 mRNA水平

由0.751±0.223降至0.604±0.270，呈现一定的浓度依赖性；

而A23187处理组的GRP78 mRNA则明显高于对照组（图

1，表1，表2）。 

       Concentrations (µM)                    GRP78 mRNA

                      0                                                   0.781±0.423         

                    10                                                  0.751±0.223#* 

                    20                                                  0.752±0.201*

                    30                                                  0.685±0.299＃

                    40                                                  0.641±0.211*

                    50                                                  0.604±0.270＃

表 1  RT-PCR检测不同浓度BAPTA-AM作用下GRP78 mRNA表达

Tab 1  The expression of GRP78 mRNA for the cells treated by BAPTA-AM 

                at the different concentrations examined by RT-PCR

Compare with 0 µM, ＃P<0.05; compare with 30 µM, *P>0.05.

     Experimental groups                      GRP78 mRNA

     Control group                                     0.780±0.423 

     A23187-treated group                      1.009±0.463 

     BAPTA-AM-treated group             0.686±0.064    

表 2  各组细胞GRP78 mRNA的相对表达水平

Tab 2  The expression of GRP78 mRNA for the cells of experimental 

               groups

                       Compare with each other, P<0.05.
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2.2  GRP78蛋白水平的表达  免疫荧光检测可见，在488 

nm激发光的激发下，GRP78主要表达在细胞核周围，

呈环形。与A23187处理组和对照组相比，BAPTA-AM处

理组的荧光强度明显减弱，表明GRP78蛋白表达明显减

少；而A23187处理组的荧光强度则明显高于对照组，表

明GRP78蛋白表达量增加（图2）。

2.3  细胞凋亡率  本研究采用Annexin V/PI双染色法测定

各组细胞的凋亡率。由于细胞凋亡早期，位于细胞膜内

侧的磷脂酰丝氨酸（PS）迁移到细胞外侧，Annexin V

与PS有高度亲和力，可用来检测细胞凋亡。Annexin V

检测不能区分细胞的坏死或凋亡，而PI与DNA结合后使

其着色。正常细胞对Annexin V、PI弱低染。凋亡细胞对

Annexin V强染，PI弱染，坏死细胞对二者均强染。流式

细胞仪检测结果显示，与A23187处理组和对照组相比，

BAPTA-AM处理组的细胞凋亡率明显升高，三组细胞

凋亡率分别为10.84±0.86（BAPTA-AM处理组）、4.95±

0.19（A23187处理组）、6.85±0.20（对照组），具有统

计学差异（P<0.01）（图3）。

 3    讨论

化疗耐药已经成为现今实体肿瘤化疗治疗的“瓶

颈”。内质网分子伴侣糖调节蛋白家族（GRPs）是细胞

微环境的重要成分，与许多肿瘤的化疗耐药相关。关

于GRPs，目前研究较多的是分子量为78 kDa的GRP78。

GRP78又被称为免疫球蛋白重链连接蛋白（BiP），主

要参与新合成蛋白的折叠、组装，也作用于错误折叠蛋

白，纠正其折叠、组装方式或促进其降解，调节内质网

应激感受器[7]。当细胞受到有害因素侵袭时，GRP78被

诱导，合成明显增加。很多研究通过诱导、反义RNA及

核酸内切酶等多种方法均证实GRP78和GRP94对细胞具有

保护作用[8]，而这种保护作用主要通过维持细胞内环境

的稳定、保持细胞在应激状态下蛋白质继续有效合成、
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图 2  免疫荧光方法检测GRP78蛋白表达（×400）

Fig 2  The expression of GRP78 protein detected by immunofluorescence (×400)

A: control cells; B: BAPTA-AM-treated cells (BAPTA-AM at 30 μM for 1 h); C: 

A23187-treated cells (A23187 at 2 μM for 24 h).

        

图 3  流式细胞仪细胞凋亡率检测结果示意图

Fig 3  The sketch map of apoptotic rate by flow cytometry

Percentage of apoptotic cells treated by VP-16 (30 μM) for 6 h determined by 

FACS analysis. A: control cells; B: BAPTA-A M-treated cells (BAPTA-A M 

at 30μM for 1 hour); C: A23187-treated cells (A23187 at 2μM for 24 hours). 

The cells were labeled with annexin V and PI. Viable cells were those with low 

annexin or no annexin and PI staining (lower left panel). Early stage apoptotic 

cells were represented by high annexin and low PI staining (lower right panel), 

later stage apoptotic cel ls were represented by high annexin and high PI 

staining (upper right panel), and necrosis cells were represented by high PI and 

low annexin staining (upper left panel).

A B C

    

A B C

图 1  GRP78 RT-PCR扩增产物的凝胶电泳图

Fig 1  The gel electrophoresis of GRP78 RT-PCR products for the SPCA-1 

             cells 

A: BA PTA-A M-treated group cells treated by BA PTA-A M at dif ferent 

concentrations respectively, for 1 h. A-F: 0 μM, 10 μM, 20 μM, 30 μM, 40 

μM,50 μM; B: Cells in different groups. a: A23187-treated group (A23187 

at 2 μM for 1 h); b: control (untreated cells); c: BAPTA-AM-treated group 

(BAPTA-AM at 30 μM for 24 h).
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降低细胞对杀伤性T细胞的敏感性或延长在各种不利因素

刺激下的细胞的生存期等方法抑制细胞凋亡[9]。很多研

究表明，GRP78高表达能够引起细胞对拓扑异构酶抑制

剂，如VP-16多柔比星等化疗药物耐药。拓扑异构酶抑制

剂的主要作用是稳定拓扑异构酶与DNA复合物，致DNA

断裂，同时启动凋亡体系，包括BAK、caspase-7。GRP78

诱导耐药的机制之一是抑制凋亡启动，避免细胞发生由

化疗药物引起的细胞凋亡[10]。诱导凋亡的因素有活性氧

家族、细胞内钙离子的浓度、线粒体膜电位（MMP）及

caspase-3的激活。GRP78主要通过抑制caspase-3的激活而

抑制细胞凋亡。研究表明，GRP78不仅对正常细胞有保

护作用，且也能够通过抑制细胞凋亡、促进免疫逃逸保

护肿瘤细胞。如肝癌细胞中，GRP78表达量约为正常肝

细胞的1.5倍[11]，大肠癌细胞则为周边正常肠组织的5倍

左右[12]。

由于GRPs对肿瘤细胞具有保护作用，并已有研究证

明其高表达与乳腺癌、肝癌等化疗耐药相关，因此抑制

GRPs表达可能成为肿瘤治疗的新靶点。脱氧雪腐镰刀菌

烯醇（vomitoxin）、VST、BAPTA-AM等均能抑制GRPs表

达，而目前关于BAPTA的研究较多。Chang等[13]研究发现

BAPTA-AM能够抑制GRP78的表达，并能够减弱或消除

GRP78高表达对细胞的保护作用。Takano[14]研究发现，

在原始T细胞中抗CD3抗体等可以诱导GRP78的表达，而

BAPTA-AM则抑制其表达。BAPTA-AM为一细胞内快速的

钙离子鏊合剂，可阻断线粒体膜上钙的流入，抑制凋亡

反应中的caspase-3和钙依赖的核酸内切酶的激活，促使

线粒体膜电位恢复正常，降低细胞内钙浓度[15]，从而使

细胞的凋亡百分比大幅度减少。由此推测， BAPTA-AM

抑制GRP78表达的可能机制是BAPTA-AM对细胞内钙离

子的鏊合作用，因为改变了细胞内钙超载的内环境，所

以减弱了应激条件对GRP78的诱导作用。

目前已有研究表明在乳腺癌、肝癌、大肠癌等实体

肿瘤细胞中存在GRP78的高表达，而有关肺癌的研究甚

少。本课题组既往研究已证实在肺小细胞、大细胞型肺

癌中存在GRP78高表达，且其高表达与肺癌细胞对VP-16

耐药有一定相关性[6]。本研究旨在探讨BAPTA-AM能否

抑制肺腺癌SPCA-1细胞系GRP78的表达以及GRP78表达

下调与细胞对VP-16耐药的相关性。结果表明，BAPTA-

AM可明显抑制人肺腺癌标准细胞株SPCA-1中GRP78在核

酸和蛋白水平的表达，而且，这种抑制作用呈现一定的

BAPTA-AM浓度依赖性；在BAPTA-AM作用下，肺腺癌

细胞对VP-16的敏感性明显提高。可见GRP78对肺腺癌细

胞具有保护作用，而BAPTA-AM可以极大地减弱这种保

护作用，降低肺腺癌对VP-16的耐药，提高肺癌细胞对

VP-16的敏感性，且其程度与GRP78的下调水平具有一定

的相关性，采用BAPTA-AM等下调GRP78的表达，可望

成为提高肺癌化疗效果的新手段。

总之，当今肺癌的发病率逐渐增高，且有年轻化趋

势，提高肺癌化疗疗效已经成为一个急需解决的问题。

采用药物及基因干预等手段抑制耐药相关蛋白的表达可

能减少或消除耐药的发生，进而提高肺癌化疗疗效，提

高生存率，这将可能成为肿瘤治疗的一个新的靶向、新

的希望。
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