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ＧＲＰ７８蛋白在结肠癌组织中的表达与意义

周臣敏１，董浦江２，付小利３

（１．重庆市綦江区人民医院，重庆４０１４２０；２．重庆医科大学附属第一医院，重庆４０００１６；

３．重庆市潼南县人民医院，重庆４０２６６０）

　　摘　要：目的　探讨葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）在结肠癌组织中的表达及意义。方法　用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔ）检

测８２例结肠癌组织、１７例结肠良性增生组织、及３３例正常肠组织的ＧＲＰ７８及癌组织中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、转移相关基

因１（ＭＴＡ１）、Ｅｚｒｉｎ的表达情况。免疫组化ＳＡＢＣ法测定肿瘤组织微血管密度。结果　ＧＲＰ７８在结肠癌组织中的表达明显高于

结肠良性增生组织及正常结肠组织（犘＜０．０５），ＧＲＰ７８高表达组结肠癌组织的ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ表达量高于其他两组（犘＜０．

０５），ＧＲＰ７８高表达组结肠癌组织肿瘤细胞转移率及血管密度明显高于其他两组（犘＜０．０５）。结论　ＧＲＰ７８在结肠癌组织中的

表达呈增高趋势，参与了结直肠腺癌的发生过程。ＧＲＰ７８高表达与结肠癌细胞转移有关。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＧＲＰ７８；　ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ

　　 葡萄糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８ｋＤ，

ＧＲＰ７８）属于热休克蛋白７０家族的一员
［１］。近年来研究发现，

ＧＲＰ７８在多种肿瘤组织中呈高表达，与肿瘤的发生有关
［２３］。

本研究应用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔ）检测ＧＲＰ７８及血管

内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、转

移相关基因１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＭＴＡ１）、Ｅｚｒｉｎ在结

肠癌组织中的表达情况，探讨其在结肠癌组织中表达的意义及

与肿瘤转移的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集近一年本院及重庆医科大学附一院、重

庆市肿瘤医院结肠癌及良性增生（腺瘤、息肉）、距癌肿５ｃｍ以

上的正常组织。其中结肠癌组织８２例、良性增生组织１７例、

正常肠组织３３例。８２例结肠癌患者中男６０例，女２２例；年

龄３２～７５岁。病理学类型均为腺癌，病理切片证实无肠周淋

巴结转移者３２例，已发生转移者５０例。取上述组织大约

０．５ｇ，置－８０℃低温冰箱保存。同时取上述组织约０．５ｇ经

１０％甲醛固定，常规石蜡包埋，５μｍ厚连续切片。所有患者术

前皆未接受放化疗。

１．２　试剂与仪器　鼠抗人 ＧＲＰ７８、ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ、β

ａｃｔｉｎ抗体，兔抗人Ⅷ因子抗体、生物素化鼠抗兔抗体、兔抗鼠

抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），电泳试剂盒、发光试剂盒、蛋白提

取液、ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒（武汉博士得公司），电泳仪、电转

仪及图像分析系统（美国ＢｉｄＲａｄ公司）。

１．３　方法

１．３．１　组织蛋白提取　将组织置玻璃匀浆管内，按１ｍｇ／１５

μＬ比例加蛋白提取液，按蛋白提取液说明书进行操作。用分

光光度法测定蛋白提取液中蛋白含量，并调节蛋白含量使均为

２ｍｇ／μＬ。

１．３．２　ＧＲＰ７８、ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ、βａｃｔｉｎ蛋白表达测定　

取上述组织液经１００ｇ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转于ＰＶＤＳ膜，

５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液封闭，经一抗及二抗孵育后，化

学发光法显色，图像分析系统拍摄并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件将特

异条带灰度数字化。一式３份。ＧＲＰ７８、ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ表

达水平的相对值（表达系数）为ＧＲＰ７８、ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ蛋

白积分光密度与βａｃｔｉｎ蛋白积分光密度的比值。

１．３．３　肿瘤组织微血管计数　采用ＳＡＢＣ免疫组化法，第一
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抗体为兔抗人ＶＩＩＩ因子抗体，工作浓度１∶１００；第二抗体为生

物素化鼠抗兔抗体。严格按试剂盒说明书操作。用已知阳性

乳腺癌组织作阳性对照，以ＰＢＳ缓冲液代替第一抗体作阴性

对照。２００倍放大，取上、中、下、左、右５个区域１０个视野计

数微血管数，求其均数。

１．４　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统

计学处理，计量资料以狓±狊表示。组间蛋白表达系数、血管密

度的比较采用狋检验；ＧＲＰ７８蛋白未表达、低表达、高表达结肠

癌组间肿瘤细胞转移率相关分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。以

图像分析系统扫描无数据者为未表达；低于表达系数均数加一

个标准差者为低表达；高于表达系数均数加一个标准差者为高

表达。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＲＰ７８在结肠癌、良性增生、正常结肠组织中的表达　

ＧＲＰ７８在结肠癌、良性增生、正常结肠组织中表达的部分结果

（图１）。其表达系数分别为：正常结肠组织０．２３±０．１１，良性

增生组织０．４１±０．２０，二者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；结肠癌组织１．１９±０．３５，与正常和良性增生组织比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　１：正常结肠组织；２：良性增生组织；３：结肠癌组织。

图１　　ＧＲＰ７８蛋白表达情况

２．２　ＧＲＰ７８蛋白未表达、低表达、高表达结肠癌组织，癌细胞

转移率分别为：０％（０／８）、４２．５％（１７／４０）、９７．１％（３３／３４）。高

表达组与低表达、未表达组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

２．３　３种蛋白在ＧＲＰ７８未表达、低表达、高表达结肠癌组织

中的表达　ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ在ＧＲＰ７８未表达、低表达、高

表达结肠癌组织中表达的部分结果（图２）。其表达系数见表

１，可见ＧＲＰ７８蛋白高表达组的 ＶＥＧＦ、ＭＴＡ１、Ｅｚｒｉｎ表达均

显著高于未表达及低表达组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　１：未表达结肠癌；２：低表达结肠癌；３：高表达结肠癌。

图２　　未表达、低表达、高表达ＧＲＰ７８蛋白结肠癌

组织中３种蛋白的表达

表１　　３种蛋白的表达系数（狓±狊）

指标 未表达组 低表达组 高表达组

ＶＥＧＦ ０．２１±０．１０ ０．３８±０．１１ １．１０±０．４１△

ＭＴＡ１ ０．１５±０．１０ ０．１９±０．０８ ０．９２±０．４１△

Ｅｚｒｉｎ ０．０９±０．０５ ０．２８±０．１５ ０．５２±０．２１△

　　△：犘＜０．０１，与未表达组和低表达组比较。

２．４　ＧＲＰ７８蛋白未表达、低表达、高表达结肠癌组织中微血

管计数　分别为７．６２±３．２２、１０．３３±４．２１、１９．６５±７．２６，高

表达组与低表达和未表达组分别比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

３　讨　　论

ＧＲＰ７８蛋白是主要分布于细胞内质网中的热休克蛋白７０

家族成员之一，它通过阻止内质网内新生肽聚集［４５］，参与未折

叠蛋白反应调控［６］，启动内质网应激相关性细胞凋亡［７］，参与

内质网钙稳态的调节发挥其生物功能［８］。由于肿瘤细胞的糖

代谢加速，糖降解活性增加，实体肿瘤生长速度加快等因素，导

致内质网中的低糖环境及错误折叠蛋白质的积聚，激发未折叠

蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。适应 ＵＰＲ的一

种重要反应是诱导内质网中分子伴侣ＧＲＰ７８的表达，有研究

证实 ＧＲＰ７８的表达是肿瘤发生发展的主要生存因子
［９］，且

ＧＲＰ７８在多种肿瘤组织中表达增高
［１０１２］。本研究显示，在正

常结肠组织、结肠良性增生组织及癌组织中，ＧＲＰ７８的表达呈

现逐渐增高的趋势，表明ＧＲＰ７８在结肠癌的发生中起一定的

作用，提示它不仅可以作为一种标志物指示结肠癌的发生，也

可以作为其治疗的靶点。

ＶＥＧＦ是血小板源性生长因子家族成员，主要参与新生血

管和淋巴管的形成［１３］，肿瘤组织中大量新生血管及淋巴管的

出现有利于肿瘤细胞转移。有文献报道，ＧＲＰ７８高表达可促

进肿瘤组织血管生成［３］，本实验中 ＧＲＰ７８高表达组的 ＶＥＧＦ

表达及微血管密度明显高于 ＧＲＰ７８低表达及未表达组（犘＜

０．０１），显示高表达的 ＧＲＰ７８与 ＶＥＧＦ参与了促进肿瘤组织

血管生成，至于ＧＲＰ７８高表达促进肿瘤组织血管生成是否通

过ＶＥＧＦ环节需进一步研究。ＭＴＡ１蛋白与组蛋白去乙酰化

酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｈｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣｓ）结合，募集 ＨＤＡＣｓ到目标基

因的启动子区域，通过去除组蛋白的乙酰基，重塑染色质结构

而不利于转录，直接或间接下调某些抑制肿瘤浸润和转移的基

因转录。还可以改变细胞角蛋白丝的组装及细胞骨架蛋白的

定位，使细胞更具侵袭与转移的表型［１４］。Ｅｚｒｉｎ蛋白为膜细

胞骨架连接蛋白，过表达可参与到肿瘤转移的多个环节，如从

原发灶脱落、侵入周边组织、侵入脉管系统、穿过基膜、选择性

的在靶器官增殖形成转移灶等［１５］。ＧＲＰ７８对肿瘤细胞的转移

也是至关重要，它在转移性肿瘤细胞系及转移性淋巴结中表达

上调，在异种移植模型中敲除ＧＲＰ７８基因可抑制肿瘤细胞的

体外侵袭、生长和转移［１６］。肿瘤细胞转移是涉及多种基因的

多步骤过程。本实验中，ＧＲＰ７８蛋白高表达组发生肿瘤细胞

转移的比例明显高于其他两组，该组的 ＭＴＡ１蛋白、Ｅｚｒｉｎ蛋

白表达显著高于其他两组，ＶＥＧＦ表达亦高于其他两组，加之

该组肿瘤细胞的微血管密度明显高于其他两组。显示ＧＲＰ７８

高表达蛋白组的结肠癌组织中癌细胞在高表达的ＧＲＰ７８蛋白

与其他多种促进肿瘤细胞转移基因蛋白等因素作用下，进入了

癌细胞转移这一发展阶段。

综上所述，ＧＲＰ７８蛋白在结肠癌的发生、发展过程中起着

重要作用，高表达的ＧＲＰ７８蛋白与结肠癌细胞转移有关，下调

ＧＲＰ７８表达有望成为结肠癌治疗中一个新的靶点。
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也出现ＳＯＤ活力明显降低，脂质过氧化物含量明显增高。国

外的一些研究也表明增强ＳＯＤ活性的表达水平能保护机体免

受一些急性或慢性氧化损伤，包括动脉粥样硬化［７８］。同时也

有研究发现缺乏ＳＯＤ会引起血管的异常性（增强血管收缩和

内皮的功能障碍）和损伤血管发生［９１２］。

本研究结果显示，心、脑血管疾病组ＳＯＤ活性与对照组

ＳＯＤ活性比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。因脑血管疾病、

心血管疾病时组织缺血缺氧、产生大量自由基，ＳＯＤ代表清除

自由基的能力，在缺血与灌注时，血脑屏障开放，ＳＯＤ进入脑

细胞浆或脑组织，细胞外间隙，发挥清除自由基的作用［１３］。肾

脏疾病时，肾小球滤过功能降低，人体代谢产生毒素不能完全

排除，自由基产生增多，而自由基与ＳＯＤ活性成负相关，所以，

ＳＯＤ活性下降。肿瘤、烧伤患者抗氧化能力减弱，使得ＳＯＤ

活性下降。肝脏疾病时患者肝脏受到损害，肠源性内毒素在肝

内不能被肝脏枯否式细胞吞噬而导致内毒素血症，内毒素使肝

内自由基产生增多［１４］，另外肝硬化患者抗氧化能力减弱，说明

对肝硬化患者治疗加强抗氧化治疗。ＤＭ患者ＳＯＤ活性与对

照组ＳＯＤ活性比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），与相关报

道研究结果不一致，因本文ＤＭ 病例较少，分析结果有待进一

步研究。

综上所述，ＳＯＤ与上述疾病关系密切，可能是这些疾病新

的观察指标，测定血中ＳＯＤ浓度对监测某些疾病的病情及治

疗具有重要的价值。然而，其确切的机制至今尚未清楚，还有

待于进一步的研究。
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ｍｕｌｔｉｐｌｅｐａｔｈｗａｙｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒ

ｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ＰＵＭＡ）ａｎｄＮＯＸＡｂｙｐ５３［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００６，

２８１（１１）：７２６０７２７０．

［１０］ＰｙｒｋｏＰ，ＳｃｈａｎｔｈａｌＡＨ，ＨｏｆｍａｎＦＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＧＲＰ７８／ＢｉＰａｓａｎｏｖｅｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ

ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｇｌｉｏｍａｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，６７

（２０）：９８０９９８１６．

［１１］ＲａｕｓｃｈｅｒｔＮ，ＢｒａｎｄｌｅｉｎＳ，ＨｏｌｚｉｎｇｅｒＥ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｗｔｕｍｏｒｓｐｅｃｉｆ

ｉｃｖａｒｉａｎｔｏｆＧＲＰ７８ａｓｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｂｏｄｙｂａｓｅｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｌａｂ

Ｉｎｖｅｓｔ，２００８，８８（４）：３７５３８６．

［１２］ＧｏｎｚａｌｅｚＧｒｏｎｏｗ Ｍ，Ｃｕｃｈａｃｏｖｉｃｈ Ｍ，ＬｌａｎｏｓＣ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｔａｔｅ

Ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏｉｓｍｏｄｕｌａｔｅｄｂｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａ

ｇａｉｎｓｔｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｅｒｕｍ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，６６（２３）：１１４２４１１４３１．

［１３］ＫｕｒｏｉＫ，ＴｏｉＭ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｉｎＣａｎｃｅｒｐａ

ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｒｋｅｒｓ，２００１，１６（１）：５２６．

［１４］ＨｏｆｅｒＭＤ，ＭｅｎｋｅＡ，ＧｅｎｚｅＦ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＴＡ１ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｉｔｈｔｕｍｏｒｇｒａｄｅａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｕｍａｎ

ｂｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２００４，９０（２）：４５５４６２．

［１５］ＢｏｎｉｌｈａＶＬ，ＲａｙｂｏｒｎＭＥ，ＳａｏｔｏｍｅＩ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｉｄｅｆｅｃｔｓｉｎ

ｒｅｔｉｎａｓｏｆｅｚｒｉｎｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２００６，８２（４）：７２０

７２９．

［１６］Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ，ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｌＴｈｅｒ，２００６，５（７）：７４１７４４．

（收稿日期：２０１２１２２８）

·７３２１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１０




