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［摘要］　目的：研究不同亚型宫颈癌细胞株中葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）表达情况，以
及ＧＲＰ７８表达水平对宫颈癌细胞顺铂敏感性的影响。方法：采用免疫组织化学法检测人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏ
ｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）１６（＋）ＳｉＨａ、ＨＰＶ１８（＋）ＨｅＬａ以及ＨＰＶ（－）Ｃ３３ａ宫颈癌细胞中的ＧＲＰ７８表达，ＭＭＴ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测以上３种细胞在不同浓度顺铂、衣霉素＋顺铂处理后的细胞抑制率及 ＧＲＰ７８表达水平，采用单因素方差分析，
分析相同浓度下单用顺铂、衣霉素＋顺铂联合处理后３种细胞的细胞抑制率及 ＧＲＰ７８蛋白表达的差异。结果：Ｓｉ
Ｈａ、ＨｅＬａ细胞ＧＲＰ７８阳性表达水平明显高于Ｃ３３ａ细胞，ＳｉＨａ细胞ＧＲＰ７８阳性表达水平最高（Ｐ＜０．０１）。随着顺铂
浓度增加，３种宫颈癌细胞抑制率增加呈浓度依赖性，且 ＨｅＬａ细胞抑制率最高（Ｐ＜０．０５）。与单独顺铂组相比，衣
霉素联合顺铂药物处理组中ＨｅＬａ及ＳｉＨａ细胞抑制率显著升高（Ｐ＜０．０５），并且 ＧＲＰ７８表达水平也明显升高（Ｐ＜
０．０１），且各细胞株中ＧＲＰ７８表达水平均随顺铂浓度增加而增加。结论：ＧＲＰ７８表达水平与宫颈癌细胞亚型有关，Ｓｉ
Ｈａ、ＨｅＬａ细胞对顺铂敏感性高于Ｃ３３ａ细胞。衣霉素导致ＧＲＰ７８明显高表达，增加了ＳｉＨａ、ＨｅＬａ细胞对顺铂的敏感
性。
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　　宫颈癌是全球女性死亡的主要原因之一。顺铂
通过损伤细胞 ＤＮＡ用于宫颈癌的化疗。但顺铂化
疗的敏感性问题亟需解决。葡萄糖调节蛋白 ７８
（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）是内质网上的
一个主要应激介导蛋白，既往认为 ＧＲＰ７８表达水平
与宫颈癌发生、发展有关［１］。已有研究发现内质网

应激反应（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）可降低
Ｐ５３突变肺癌细胞对顺铂的化疗耐受［２］。目前已知

ＧＲＰ７８在卵巢肿瘤细胞中有抗顺铂耐药作用［３］。

但ＧＲＰ７８与人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，
ＨＰＶ）相关宫颈癌细胞对顺铂敏感性之间的关系尚
不明确。本试验拟探讨不同 ＨＰＶ亚型宫颈癌细胞
ＧＲＰ７８表达水平的差异；通过不同浓度顺铂处理
后，对比内质网激活剂衣霉素联合顺铂处理后，宫颈

癌细胞对顺铂的敏感性及ＧＲＰ７８的表达水平变化，
了解ＥＲＳ与宫颈癌顺铂耐药间的关系，寻找宫颈癌
治疗的新的方向。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　人宫颈癌细胞株　ＳｉＨａ（ＨＰＶ１６＋）、ＨｅＬａ
（ＨＰＶ１８＋）及Ｃ３３ａ（ＨＰＶ－）购自上海中乔新舟生
物科技有限公司。

１．１．２　试剂　ＤＭＥＭ培养基、胰酶、胎牛血清、
ＧＲＰ７８（兔抗人）一抗、二抗：羊抗兔 ＩｇＧ、顺铂、衣霉
素、细胞全蛋白抽提试剂盒、聚氰基丙烯酸正丁酯

（ｂｕｔｙｌｅｙａｎｏａｃｒｙｌａｔｅ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒。
１．２　主要方法
１．２．１　细胞株培养　培养于含有１０％胎牛血清及
１％双抗的高糖ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃５％ＣＯ２培

养箱中培养，细胞密度约为５×１０５个／ｍＬ时进行后
续实验。

１．２．２　免疫组织化学法　取３种细胞的细胞爬片
各一张，磷酸缓冲盐溶液冲洗，加入４％多聚甲醛、
一抗（ＧＲＰ７８抗体，稀释倍数１∶１００），湿盒、４℃孵育
过夜。二抗处理后二氨基联苯胺显色、苏木素复染。

显微镜下观察：阳性染色细胞浆或胞核呈黄色，用

ＩＰＰ６．０软件进行阳性着色细胞计数。阳性细胞表
达率＝阳性细胞数／细胞总数×１００％［４］。

１．２．３　药物处理　将 ＨｅＬａ、ＳｉＨａ、Ｃ３３ａ细胞株各
自分为３组，空白组仅用缓冲液处理，Ａ组为不同浓
度顺铂处理（１、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ组为不同浓度顺
铂（１、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）＋衣霉素处理（衣霉素组采用
二甲基亚砜培养基稀释，浓度为１ｍｇ／Ｌ）。
１．２．４　四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍ，ＭＴＴ）比色法　调节细胞浓度为１×１０６个／ｍＬ，
接种于９６孔板，每个样品设５～８个平行孔，分为对
照组、Ａ组（顺铂组）、Ｂ组（顺铂 ＋衣霉素组）：每组
给予药物处理（浓度梯度如上述），培养２４ｈ后［５］，

每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ２０μＬ，继续培养、离心，
吸取上清液，后测定吸光度值。同时设立空白组，计

算细胞抑制率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　提取细胞内蛋白后用ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒测定蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电

泳，转膜至聚偏二氟乙烯膜；以５％脱脂牛奶封闭２ｈ
后孵育一抗，于４℃孵育过夜；吐温磷酸盐缓冲液洗
涤３次后孵育二抗，于室温孵育２ｈ，ＢｉｏＲａｄ凝胶成
像系统获取图像。

１．３　统计学方法
数据分析采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件，计量资料
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用均数±标准差表示，多组间相互比较先进行单因
素方差齐性检验，方差齐性时用杜凯氏方法，方差不

齐时用非参数检验的两独立样本秩和检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　宫颈癌细胞中ＧＲＰ７８表达
ＳｉＨａ细胞呈多角形，细胞浆和细胞核内均出现

棕黄色颗粒，染色为强阳性。ＨｅＬａ细胞形态与 Ｓｉｈａ
类似，胞浆表现为强阳性，但胞核染色较 ＳｉＨａ细胞
稍弱。Ｃ３３ａ细胞较小，外形呈圆形且细胞核较大，
Ｃ３３ａ细胞中的染色较弱，胞浆为弱阳性（图１）。３
类宫颈癌细胞中ＳｉＨａ细胞中的 ＧＲＰ７８蛋白阳性率
表达最高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｓｉｈａ、ＨｅＬａ细胞相比较，
Ｃ３３ａ细胞中的蛋白阳性表达率最低（表１，图１）。

图１　ＧＲＰ７８在３种细胞株中的表达
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｉｎＴｈｒｅｅＣｅｌｌＬｉｎｅｓ
Ａ１，Ｂ１，Ｃ１：ＰｏｓｉｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＳｉＨａ，ＨｅＬａ，Ｃ３３ａ（ａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅａｒｒｏｗ，×４００）；ａ１，ｂ１，ｃ１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃ
ｔｉｖｉｔｙｉｎＳｉＨａ，ＨｅＬａ，Ｃ３３ａ（ａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅａｒｒｏｗ，×２００）．
ＧＲＰ７８：Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８．
表１　在不同ＨＰＶ亚型宫颈癌细胞ＧＲＰ７８阳性细胞数及率的比较（Ｆ＝３１５．４１，Ｐ＜０．００１；χ２＝１１．４５４，Ｐ＝０．００３）
Ｔａｂ１．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒａｎｄｒａｔｅｏｆＧｒｐ７８ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＰＶｓｕｂｔｙｐｅｓ（Ｆ＝３１５．４１，
Ｐ＜０．００１）

Ｃｅｌｌｓｕｂｔｙｐｅｓ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ） ＬＳＤｔ Ｐ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％） χ２ Ｐ

ＨＰＶ１６（＋）Ｓｉｈａ １８１±４．１３ １４．６０ ＜０．００１ ９９．１５％ １１．３４ ０．００１

ＨＰＶ１８（＋）ＨｅＬａ １５７±４．３８ ２５．６７ ＜０．００１ ８６．４５％ ４．３５ ０．０３９

ＨＰＶ（－）Ｃ３３Ａ １２４±２．５２ ６８．５２％

Ｐ：ＨＰＶ１６（＋）ＳｉｈａｖｓＨＰＶ（－）Ｃ３３ａ；ＨＰＶ１８（＋）ＨｅＬａｖｓＨＰＶ（－）Ｃ３３ａ

ＨＰＶ：Ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ．

２．２　ＭＴＴ检测３组细胞抑制率
Ａ（顺铂组）、Ｂ组（顺铂 ＋衣霉素）随着顺铂浓

度增加 （１μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ）：ＨｅＬａ、
Ｃ３３ａ细胞抑制率均呈增高趋势，ＳｉＨａ细胞抑制率于
顺铂浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ（３３．５０％）时稍有降低，但整
体呈上升趋势；Ａ组中：ＨｅＬａ细胞抑制率（５３．４０％、
５８．８０％、７４．３０％）明显高于 ＳｉＨａ细胞（３３．９０％、

３３．５０％、４５．１０％）、Ｃ３３ａ细胞（６．２０％、２０．４０％、
３０．６０％）（Ｐ＜０．０５）；Ｂ组中Ｃ３３ａ细胞抑制率分别
为１６．２０％、２３．５０％、３９．４０％，较Ａ组有所升高，但
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＨｅＬａ细胞抑制率分
别为：７１．２０％、８１．５０％、９４．１０％；ＳｉＨａ细胞抑制率分
别为：４３．８０％、５７．７０％、６２．３０％。与Ａ组相比，Ｂ组
中ＨｅＬａ和 ＳｉＨａ两种宫颈癌细胞抑制率较 Ａ组升
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高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图２）。

２．３　不同浓度顺铂及衣霉素对三种亚型宫颈癌细
胞ＧＲＰ７８表达水平的影响

　　Ａ（顺铂组）、Ｂ组（顺铂 ＋衣霉素组）中 ＧＲＰ７８
在３种细胞中均随着顺铂药物浓度增加而表达水平
升高。相同顺铂浓度下，Ｂ组 ＳｉＨａ、ＨｅＬａ细胞

ＧＲＰ７８蛋白表达水平较Ａ组明显升高（Ｐ＜０．０１）；
Ｃ３３ａ细胞在顺铂浓度为 １μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ时
ＧＲＰ７８蛋白表达水平较 Ａ组升高（Ｐ＜０．０５），在顺
铂浓度１０μｍｏｌ／Ｌ时 ＧＲＰ７８蛋白表达水平较 Ａ组
稍低，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图３、４）。

图２　Ａ组（顺铂组）及Ｂ组（衣霉素＋顺铂组）宫颈癌细胞增殖抑制情况
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣｅｒｖｉｃａｌＣｅｌｌｓＩｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＣｉｓｐｌａｔｉｎｏｒＴｕｎｉｃａｍｙｃｉｎｐｌｕｓＣｉｓｐｌａｔｉｎａｔＤｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图３　各组细胞ＧＲＰ７８的表达（以ＧＡＰＤＨ为内参）
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｉｎＥａｃｈＧｒｏｕｐ（ＧＡＰＤＨａｓＩｎｔｅｒｎａｌＲｅｆｅｒｅｎｃｅ）
１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；２－４：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｓｐｌａｔｉｎａｌｏｎｅ（１，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）；５－７：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎ（１，１０，２０
μｍｏｌ／Ｌ）．
ＧＲＰ７８：Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．

图４　Ａ组（顺铂组）、Ｂ组（衣霉素＋顺铂组）中３种细胞ＧＲＰ７８蛋白表达水平比较
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｉｎＴｈｒｅｅＫｉｎｄｓｏｆＣｅｌｌｓＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｉｓｐｌａｔｉｎｏｒＴｕｎｉｃａｍｙｃｉｎｐｌｕｓＣｉｓｐｌａｔｉｎ

３　讨　论

３．１　宫颈癌与ＧＲＰ７８蛋白关系
宫颈癌的发生、进展与高危型ＨＰＶ持续感染有

关，中国大陆女性中常见 ＨＰＶ感染类型包括
ＨＰＶ１６、１８、５２、３３等，不同地区型别分布和感染率

不同［６］。内质网是真核细胞常见细胞器，肿瘤细胞

中基因突变和基因重排导致错误折叠蛋白的累积，

进而引起 ＥＲＳ［７］。ＧＲＰ７８是 ＥＲＳ的主要调节器。
研究表明，ＧＲＰ７８与肿瘤增生、侵袭等信号通路有
关。ＧＲＰ７８在许多肿瘤组织中高表达［８］。研究发

现宫颈癌组织中，ＧＲＰ７８在高危型ＨＰＶ感染阳性组
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织中表达率显著高于低危型 ＨＰＶ及 ＨＰＶ阴性组
织［９］。也有研究指出 ＨＰＶ１６、１８宫颈癌患者 ＥＲＳ
相关蛋白表达水平（ＧＲＰ７８等）明显高于 ＨＰＶ６和
ＨＰＶ阴性宫颈癌患者［１０］。本研究结果发现 ＧＲＰ７８
蛋白在３种宫颈癌细胞中均有表达，而 ＨｅＬａ、ＳｉＨａ
细胞株中的蛋白表达明显高于 Ｃ３３ａ细胞株，且 Ｓｉ
Ｈａ细胞的表达水平最高，故认为 ＧＲＰ７８表达与宫
颈癌不同ＨＰＶ亚型相关，ＥＲＳ可能参与宫颈癌的发
生和进展。

３．２　顺铂敏感性与ＧＲＰ７８蛋白关系
顺铂是通过损伤细胞 ＤＮＡ发挥抗肿瘤作用的

化疗药物，作用机制在于其可与ＤＮＡ构成嘌呤间产
生交联作用，影响 ＤＮＡ修复，引起 ＤＮＡ损伤，从而
导致肿瘤细胞凋亡。顺铂引起细胞凋亡的途径，与

细胞应激导致半胱氨酸蛋白酶９前体活化，形成凋
亡体复合体有关，但一旦发生凋亡不足则会导致顺

铂耐药［１１］。

ＣｕｂｉｌｌｏｓＲｕｉｚ等［１２］发现原位癌中 ＥＲＳ通常与
高级别癌变、化疗耐药相关。ＧＲＰ７８广泛用作 ＥＲＳ
的生物标记。近期发现ＧＲＰ７８与癌症发生、进展及
顺铂耐药密切相关。有研究指出 ＧＲＰ７８高表达与
肿瘤侵袭性增加、预后有关，ＧＲＰ７８蛋白通过调节
肿瘤细胞凋亡通路，改变肿瘤细胞对抗肿瘤药物的

反应［１３］，Ｌｕｏ等［１４］发现 ＧＲＰ７８与宫颈癌细胞顺铂
敏感性有关，然而ＧＲＰ７８在化疗耐受方面的作用与
肿瘤类型有关［１５］。

本研究通过不同浓度顺铂、顺铂联合衣霉素处

理３种亚型宫颈癌细胞后，发现３种宫颈癌细胞株
对顺铂都存在浓度依赖性反应。不同亚型宫颈癌细

胞对顺铂敏感性不同，其中 ＨｅＬａ、Ｓｉｈａ细胞抑制率
较高，Ｃ３３ａ细胞抑制率最低，从而推测 ＨＰＶ（－）细
胞对顺铂的敏感性低于 ＨＰＶ１６／１８亚型宫颈癌细
胞。Ｘｕ等［１６］研究认为顺铂可以使 ＨｅＬａ细胞的
ＧＲＰ７８、转录因子Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白等ＥＲＳ相关蛋白
表达增加，且乳胞素可以通过引起 ＧＲＰ７８表达水平
上调增强顺铂对 ＨｅＬａ细胞的细胞毒性。本实验结
果提示ＨＰＶ阴性细胞（Ｃ３３ａ）较ＨＰＶ高危阳性细胞
（ＨｅＬａ、ＳｉＨａ细胞），ＧＲＰ７８蛋白呈现低表达，并且
顺铂作用后的细胞抑制率最低。故推测这种低表达

与ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞对顺铂敏感性降低有关，
ＧＲＰ７８表达趋势可能与宫颈癌细胞对顺铂的敏感
性相关。

３．３　内质网激活剂增加顺铂敏感性
衣霉素是一种内质网激活剂，通过引发内质网

应激导致细胞凋亡的发生。Ａｈｍａｄ等［１７］发现 Ａ５４９
肺癌细胞在用衣霉素处理后，通过上调 ＧＲＰ７８蛋白
表达，激活应激活化蛋白激酶通路和核因子激活的

Ｂ细胞的ｋ轻链增强通路，导致细胞凋亡，使 Ａ５４９
肺癌细胞对顺铂呈高度敏感性。本项研究发现与顺

铂组相比，联合衣霉素组 ＧＲＰ７８表达水平明显增
加，且抑制细胞增殖能力增强，其中 ＨｅＬａ、ＳｉＨａ细
胞抑制率升高有统计学意义，由此推测衣霉素联合

顺铂可以显著抑制宫颈癌 ＨｅＬａ细胞、ＳｉＨａ细胞增
殖，其原因可能与激活内质网应激蛋白的表达，减少

脱氧核糖核酸双链断裂修复，导致细胞死亡有关。

研究结果发现：衣霉素顺铂联合作用于宫颈癌细胞

后，ＧＲＰ７８表达水平均升高，较单独顺铂作用所介
导的细胞抑制率进一步升高，以 ＨｅＬａ细胞株抑制
率上升最明显。而 Ｃ３３ａ细胞在联合衣霉素使用
后，顺铂对该种细胞的抑制率无明显改变。此结果

表明：ＥＲＳ导致 ＧＲＰ７８蛋白一过性升高可增加
ＨＰＶ１６／１８（＋）宫颈癌细胞株对顺铂的敏感性，而
对于ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞衣霉素并未改善其对顺
铂的敏感性。

一些研究认为 ＧＲＰ７８表达水平上调可以增加
ＳＰＣＡ１肺癌细胞、ＥＣ９７０６食管癌细胞对顺铂化疗的
敏感性［１８１９］。Ｂｅｌｆｉ等［２０］也认为上调 ＧＲＰ７８表达水
平可以增加直肠癌细胞株（ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＶＡＣＯ
８）对包括顺铂在内等通过损伤细胞 ＤＮＡ发挥作用
的肿瘤化疗药物的敏感性。Ｇａｄｄａｍｅｅｄｈｉ等［２１］认为

未折叠蛋白反应、ＧＲＰ７８蛋白水平上调可下调促进
ＤＮＡ修复的基因，引起线粒体介导的细胞死亡，进
而增加Ａ５４９肺癌细胞对顺铂的敏感性。本研究结
果也表明ＧＲＰ７８水平升高会增加宫颈癌细胞的化
疗敏感性，衣霉素联合顺铂可以增强顺铂的抗肿瘤

作用，尤其增强对ＨＰＶ阳性宫颈癌细胞的抗肿瘤作
用。因此，推测可能与ＧＲＰ７８蛋白表达上调可以活
化半胱氨酸蛋白酶有关。以上研究结果可以为使用

衣霉素增敏顺铂治疗宫颈癌提供新的思考方向。

４　结　论

本文结果提示内质网应激可能参与宫颈癌的发

生和发展；ＧＲＰ７８表达水平与宫颈癌细胞顺铂敏感
性有关。宫颈癌 ＨｅＬａ及 Ｓｉｈａ细胞可能通过上调
ＧＲＰ７８蛋白来增加对顺铂的化疗敏感性，该结论希
望为宫颈癌的治疗提供相应的理论基础。
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