RNA干扰GRP78基因对肝癌细胞株SMMC-7721增殖和凋亡的影响
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[摘要] 目的 研究shRNA干扰GRP78对肝癌细胞株SMMC-7721增殖和凋亡的影响。方法 将GRP78特异性shRNA质粒载体Pla-anti-GRP78转染SMMC-7721，采用流式细胞术（FCM）检测转染效率、分析细胞周期分布和凋亡，从蛋白和mRNA水平检测干扰GRP78效果，MTT 法检测干扰GRP78对SMMC-7721增殖的影响。结果Pla-anti-GRP78转染SMMC-7721细胞48h后，GRP78表达下降，空白对照组GRP78 mRNA的表达量为1，无关shRNA组为0.95，而Pla-anti-GRP78组为0.25(P<0.05)；转染Pla-anti-GRP78的SMMC-7721细胞G2期阻滞(55.2%，P<0.05)；空白对照组凋亡率为6.6%，无关shRNA组为8.1%，而Pla-anti-GRP78组高达58.2%(P<0.05)。 结论　shRNA干扰GRP78表达抑制SMMC-7721的增殖，并诱导其凋亡。
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Abstract Objective To evaluate the effect of GRP78 special shRNA on proliferation and apoptosis of human liver cancer SMMC-7721 cells. Methods The expression vector of Pla-anti-GRP78 was constructed and transfected into SMMC-7721 by Lipofectin. The protein and mRNA expression of GRP78 was detected by Western blot and real time PCR. The changes of cell cycle after transfection were examined by flow cytometry and MTT assay, respectively. Results In SMMC-7721 cells, the protein and mRNA levels of GRP78 were significantly decreased after transfection, and reduction of proliferation was related to an increase in the fraction of G2 phase. Conclusion The GRP78 special siRNA silenced GRP78, decreased SMMC-7721 cells proliferation and induced their apoptosis.
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肝癌发生发展是个多阶段多基因参与的过程，与肿瘤细胞增殖凋亡失衡、 基因调节失控密切相关，细胞凋亡受促凋亡因子和抑凋亡因子共同调节。肿瘤微环境存在不利因素时，肿瘤细胞高表达GRP78以对抗凋亡，并促进肿瘤的耐药、复发及转移[1-2]。本研究拟用基因重组技术构建的GRP78 特异性的shRNA表达载体转染肝癌细胞株SMMC-7721, 研究用RNA 干扰技术下调肝癌细胞GRP78 表达对细胞增殖及凋亡的影响,为肝癌的基因靶向治疗提供理论依据。
1材料和方法

1.1材料　
1.1.1 细胞和质粒  SMMC-7721细胞由本室保存；GRP78特异性干扰质粒Pla-anti-GRP78和无关对照质粒命名无关对照，购自晶赛公司；各质粒均带GFP。

1.1.2 试剂  细胞培养基购自GIBCO公司； Lipofectamine2000和OPTI-MEM培养基购自Invitrogen公司；MTT和DMS0购自上海华舜生物公司；Annexin-v/PI凋亡检测试剂盒购自BD公司； QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit购自Qiagen公司；羊抗人GRP78多克隆抗体购自Santa Cruz Biotechnology公司；HRP标记的兔抗羊二抗购自Amersham公司；β-actin和GRP78引物购自上海英骏生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染  将SMMC-7721置于含10%胎牛血清的DMEM培养基中培养。实验分组：空白对照、无关对照、Pla-anti-GRP78。细胞以1×105/孔接种在6孔板中，当细胞融合度达到80-90％时为细胞更换无血清OPTI-MEM培养基，将4ug质粒和10ul Lipofectamine2000混合物逐滴加到培养基中，5h后更换含血清的培养基，于转染后48h 检测RNA干扰效果。
1.2.2 荧光显微镜和FCM检测转染效率  细胞转染48h后，用倒置荧光显微镜观察绿色荧光；FCM检测转染效率。
1.2.3干扰SMMC-7721细胞GRP78表达效果检测  将质粒转染SMMC-7721细胞后48h，在mRNA和蛋白水平检测干扰GRP78效果。

1.2.3.1 Western-blot检测SMMC-7721细胞GRP78蛋白表达  收集细胞，提取总蛋白。取100ug总蛋白煮沸变性，电泳后转膜, 5%的脱脂奶粉封闭2h，加入一抗, 4℃过夜后加入二抗，显色。
1.2.3.2 Real-time PCR检测SMMC-7721细胞GRP78 mRNA水平  提取细胞中总RNA，逆转录出cDNA。利用设计的引物， 在转染后48h采取实时荧光定量PCR扩增GRP78基因。β-actin引物：
正向引物： 5’CCTAGAAGCATTTGCGGTGG3’，
反向引物： 5’GAGCTACGAGCTGCCTGACG3’；
GRP78引物：
正向引物：5’GCCCAGTGTTTCTTCTGCTTCA3’，
反向引物：5’GCACTTTCTCCGCAGTTTCCTC3’。
1.2.4 MTT检测SMMC-7721细胞抑制率变化

细胞转染干扰质粒24、48、48h后，加入MTT (5 mg/m1)20ul，继续培养4 h后在自动酶标读数仪上以570nm波长测定各孔及OD值。细胞抑制率：抑制率=l－实验组平均OD值/细胞对照组平均OD值。
1.2.5 FCM分析细胞周期分布

收集细胞后70％乙醇固定，PI染色30 min后作流式细胞分析，用Modift LT 2．0软件分析细胞周期。
1.2.6  凋亡检测

    细胞转染后24、48、48h后，用PBS洗细胞两次并重悬于5ul Annexin-V-FITC和10ul PI中，避光20min后，FCM检测。

1.3 统计学分析　用SPSS18．0统计处理，计量资料用x±s表示，两样本均数比较用成组t检验；计数资料比组内变量用配对χ２ 检验，P<0.05有统计学意义。
2结果

2.1 荧光显微镜和FCM检测转染效率

转染48h后，荧光显微镜下见绿色荧光，提示质粒转染成功并有GFP表达；FCM显示无关对照和Pla-anti-GRP78组转染率分别为66.7％和64.9％。
2.2 转染后SMMC-7721细胞GRP78蛋白、mRNA表达  
转染48h后进行Real-time PCR和Western-blot检测。空白对照和无关对照组未见明显GRP78抑制，而Pla-anti-GRP78组GRP78蛋白明显抑制(图1A)。空白对照组GRP78 mRNA的相对表达量为1.0，无关对照组为0.96，而Pla-anti-GRP78组为0.29，与其他组比较有显著性差异，* P<0.01(图1B)。
图1A 转染48h后GRP78 mRNA表达     图1B转染48h后GRP78蛋白表达
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2.3 MTT检测SMMC-7721生长抑制率

转染Pla-anti-GRP78后48和72h，SMMC-7721生长抑制率升高，Pla-anti-GRP78组细胞抑制率显著高于对照组(P<0.05)（表1）。Pla-anti-GRP78转染细胞生长抑制率明显增加，与各对照组相比有显著性差异，*P<0.05(图2)。
表1 MTT检测转染Pla-anti-GRP78后SMMC-7721胞增殖抑制率(x±s)

作用时间   空白对照组        无关对照组       Pla-anti-GRP78组

24h     0.1998+0.01632     0.1809+0.02109       0.2021+0.01872
48h     0.1874+0.01035     0.1981+0.02351       0.7397+0.01205*
72h     0.1997+0.01954     0.2018+0.01219       0.8212+0.06197*
*Pla-anti-GRP78组与对照组相比，P<0.05
2.4 FCM分析转染后SMMC-7721细胞周期变化

转染48h后收集细胞检测细胞周期， SMMC-7721明显被阻滞于G2期，由空白对照组25.9% 提高到Pla-anti-GRP78组58.3%。（表2）。

表2细胞转染48h后细胞周期分布情况

   组别             G0/G1 [%]     S [%]       G2 [%]

空白对照组           51.5         22.6         25.9
无关对照组           51.1         21.1         27.8
Pla-anti-GRP78组      26.3         15.4         58.3
2.5 转染后48h后FCM检测细胞凋亡

细胞转染后48h，用流式细胞仪检测凋亡，转染Pla-anti-GRP78组细胞凋亡率为56.2%，而空白对照为6.1%，无关对照为6.8%，差别有显著性意义，P<0.05。

3 讨论

葡萄糖调节蛋白78(glucose regulated protein，GRP78)，又名免疫球蛋白重链结合蛋白(the immunoglobulin heavy chain binding protein，Bip)，与热休克蛋白70(Hsp70)家族具有高度同源性，被认为是Hsp70家族的成员之一。 GRP78的功能很多，作为内质网上的一种应激蛋白，在低糖、低Ca2+等应激状态下大量表达以维持细胞内环境的稳定, 延长细胞在各种有害因素刺激下的存活期[3]。在人类肿瘤，如乳腺、肝、前列腺、结肠和胃癌，升高的GRP78水平普遍与高病理分级、复发和低存活率相关联[4, 5]。近年来, RNAi因其具有高度特异性、可发挥高效的转录后基因沉默效应而备受关注，GRP78特异性siRNA沉默GRP78，可能成为全面GRP78相关途径抑制物。

本实验分别在蛋白水平和mRNA水平检测了Pla-anti-GRP78质粒转染肝癌细胞株SMMC-7721后沉默GRP78的效果，发现该siRNA质粒明显下调了GRP78的表达，抑制了SMMC-7721细胞增殖，导致细胞周期阻滞在G2期，并在作用48h后引起明显的细胞凋亡，扩大了细胞周期阻滞的效应。实验结果提示利用GRP78-siRNA作用于肝癌细胞，可以通过靶向沉默GRP78表达，拮抗GRP78在肿瘤细胞发生、生长中的作用，抑制肝癌细胞增殖并诱导其凋亡，这为今后研究人肝癌细胞株的化疗耐药机制提供了理论基础。
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