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热休克抑制人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞糖皮质激素受体ｍＲＮＡ表达及其
机制探讨

于　军１，沈亚峰１，杨勇骥１，王学敏２

１．第二军医大学基础部数理学教研室，上海２００４３３
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［摘要］　目的：探讨热休克时细胞糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）ｍＲＮＡ减少的机制。方法：利用ＲＴＰＣＲ半

定量的方法研究热休克时人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞ＧＲｍＲＮＡ的总体变化。制备ＧＲ基因跨外显子３、４、５的ＲＮＡ探针和

ＧＲ基因内含子Ｅ的ＲＮＡ探针，对热休克后不同时间的细胞进行原位杂交，激光扫描共聚焦显微镜观察，计算机图像分析系

统进行分析，研究ＧＲｍＲＮＡ转录、降解及前体剪接的变化。结果：ＲＴＰＣＲ实验证实，热休克反应时ＳＭＭＣ７７２１细胞ＧＲ

ｍＲＮＡ含量降低。原位杂交实验证实，ＳＭＭＣ７７２１细胞热休克时，外显子和内含子探针杂交显色所得的积分灰度值（ＧＲ

ｍＲＮＡ和ＧＲｍＲＮＡ前体的量）比未热休克处理组低（Ｐ＜０．０５）；加放线菌素Ｄ抑制转录后进行热休克反应，内含子探针杂交

显色所得的积分灰度值（ＧＲｍＲＮＡ前体的量）比单纯加放线菌素Ｄ（未进行热休克组）高，而外显子探针杂交显色所得的积分

灰度值（ＧＲｍＲＮＡ的量）比单纯加放线菌素Ｄ组低（Ｐ＜０．０５）。结论：热休克反应时ＧＲｍＲＮＡ转录过程受抑，ＧＲｍＲＮＡ
前体剪接过程存在障碍，ＧＲｍＲＮＡ降解加快。
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　　糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）是调节生长、

发育及维持内环境稳定的重要激素，也是临床广泛

应用的药物。糖皮质激素要发挥作用，必须首先与

靶细胞内特异的糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）结合，使受体由非ＤＮＡ结合形式转化

为ＤＮＡ结合形式，激素受体复合物与特异的ＤＮＡ
序列即糖皮质激素应答元件（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＧＲＥＳ）结合［１］，调节特异靶基因的
表达［２］。细胞及动物实验均已证实ＧＣ对ＧＲ有下

调作用［３］。ＧＲ 基因的转录在热休克反应（ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＨＳＲ）中减少，导致 ＧＲ的数量减

少，后者可导致机体的抗炎能力减弱，成为促进休

克、多器官功能衰竭发生的重要因素［４］。对于应激

时ＧＲ减少的机制，一般归因于应激时 ＧＣ浓度升

高对ＧＲ的负反馈调节。但培养细胞热应激可引起

ＧＲ量的减少和结合活性降低，而这一过程不可能

伴有ＧＣ含量增高。

　　本实验利用实验室前期建立的热休克细胞模

型［５］，初步探讨热休克过程中ＧＲｍＲＮＡ减少的机

制，为进一步研究ＧＲ减少机制及热休克细胞模型

提供良好的实验基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及材料　人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞、

ｐＧＥＭ４Ｚ质粒、大肠杆菌ＤＨ５α由本校基础部生物

化学与分子生物学教研室保存。ＤＮＡ抽提试剂盒、

ＲＮＡ抽提试剂盒、ＰＣＲ试剂盒、逆转录酶、限制性

内切酶、连接酶、转录酶购自ＴａＫａＲａ公司。异硫氰

酸荧光素标记试剂盒、地高辛标记试剂盒购自

Ｒｏｃｈｅ公司。细胞培养基ＤＭＥＭ、小牛血清购自杭

州四季青公司。

１．２　ＲＴＰＣＲ法观察热休克时ＳＭＭＣ７７２１细胞

ＧＲｍＲＮＡ 的变化　将５个培养瓶中的人肝癌

ＳＭＭＣ７７２１细胞经４４℃培养１ｈ作热休克处理［４］，

３７℃培养不同时间，分别于０、１、２、４、６ｈ取样，对照

组一直在３７℃培养箱内培养，未作热休克处理。抽

提各细胞瓶中总ＲＮＡ，琼脂糖甲醛变性凝胶电泳鉴

定所提取ＲＮＡ的完整性，测定Ｄ２６０／Ｄ２８０比值均大
于１．８判定无污染。用ＡＭＶ逆转录酶合成ｃＤＮＡ
第１链。设计 ＧＲ 基因上游引物：５′ＧＴＡ ＡＧＣ

ＴＴＣＧＴＡＧＴＣＡＴＧＡＴＣＣＴＣＣＡＡＧＴ３′，下游

引物：５′ＴＣＧ ＧＡＴＣＣＧ ＡＡＧ ＧＡＣ ＡＧＣ ＡＣＡ

ＡＴＴＡＣＣＴＡＴ３′，扩增长度３３９ｂｐ，使扩增片段

跨ＧＲ基因３、４、５外显子。选用１８ＳｒＲＮＡ为内参

照，上游引物：５′ＧＣＴＴＴＣＴＡＣＣＴＡＣＡＴＧＧＴ

ＴＧＡＴＣ３′，下游引物：５′ＧＧＣＣＴＣＧＡＡ ＡＧＡ

ＧＴＣＣＴＧＴＡ３′，扩增长度５５９ｂｐ。引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。进行ＲＴＰＣＲ
半定量实验，ＰＣＲ反应在平台期前，处在ＰＣＲ线性

扩增范围内。取反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，用

天能ＧＩＳ凝胶图像分析系统分析结果。所有实验均

重复３次。

１．３　质粒构建和探针合成　抽提细胞总ＲＮＡ，逆

转录后ＰＣＲ扩增出 ＧＲ跨３、４、５外显子片段。上

游引物：５′ＧＴＡＡＧＣＴＴＣＧＴＡＧＴＣＡＴＧＡＴＣ

ＣＴＣＣＡＡ ＧＴ３′，下游引物：５′ＴＣＧ ＧＡＴ ＣＣＧ

ＡＡＧＧＡＣＡＧＣＡＣＡＡＴＴＡＣＣＴＡＴ３′，扩增长

度３３９ｂｐ。抽提ＳＭＭＣ７７２１细胞总ＤＮＡ，ＰＣＲ扩

增出ＧＲ内含子Ｅ片段。上游引物：５′ＧＴＡＡＧＣ

ＴＴＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＣＣＡＡＧＴ３′，下游引物：

５′ＴＣＧＧＡＴＣＣＧＴＣＡＡＣＣＡＴＴＣＣＣＧＣＴＴＣ

３′，扩增长度３６６ｂｐ。ＨｉｎｄⅢ酶和ＢａｍＨⅠ酶双酶

切ＰＣＲ产物后胶回收，与经 ＨｉｎｄⅢ酶和ＢａｍＨⅠ
酶双酶切后胶回收的ｐＧＥＭ４Ｚ质粒，用 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶连接，在大肠杆菌中扩增。重组质粒进行酶

切鉴定和ＰＣＲ鉴定后，将测序正确的重组质粒酶切

线性化，利用质粒上的ＳＰ６和Ｔ７启动子，分别体外

转录出反义和正义探针，外显子探针转录过程中用

异硫氰酸荧光素耦联的ＵＴＰ来标记探针，内含子探

针转录过程中由地高辛耦联的 ＵＴＰ来标记探针。

将所扩增片段的序列，用ＢＬＡＳＴ与人基因组序列

进行比对，未发现其他位置序列重合。

１．４　原位杂交法观察外显子和内含子探针杂交信

号　将１２ｍｍ ×１２ｍｍ的盖玻片浸润于０．０５％多

聚赖氨酸中，干燥后放置于１２孔板细胞培养板中，

作为原位杂交用飞片。待细胞生长至飞片８０％左

右时，经过３种不同处理：（１）４４℃热休克１ｈ后，

３７℃培养不同时间，分别在０、１、２、４、６ｈ取样，对照

未经热休克；（２）在热休克之前３０ｍｉｎ加放线菌素

Ｄ（终质量浓度０．３μｇ／ｍｌ）处理，４４℃热休克１ｈ后，

３７℃培养不同时间，分别在０、１、２、４、６ｈ取样；（３）

加放线菌素Ｄ（终质量浓度０．３μｇ／ｍｌ）处理，未经热

休克，取样时间点与（２）相同。ＰＢＳ洗涤飞片，４％多

聚甲醛固定细胞，进行原位杂交，外显子探针杂交用

探针上的ＦＩＴＣ直接显色，ＰＩ染核；内含子探针杂交
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用抗地高辛抗体耦联的ＲＢ２００显色，ＤＡＰＩ染核，激

光扫描共聚焦显微镜观察。利用Ｉｍａｇｅｔｏｏｌ软件统

计每一飞片上随机选取的３０个细胞的积分灰度值。

实验重复３次。

１．５　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，所有数据均

采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行处理。组间数据比较采用

ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　热休克时ＳＭＭＣ７７２１细胞ＧＲｍＲＮＡ的变

化　总 ＲＮＡ 经凝胶电泳显示３条完整的条带

（２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ），Ｄ２６０／Ｄ２８０比值大于１．８，说明 ＲＮＡ
质量符合要求。如图１所示条带，经软件分析后，未

经热休克组 ＧＲ ｍＲＮＡ 与１８ＳｒＲＮＡ 信号比为

０．９１０±０．０２３，热休克后３７℃放置０、１、２、４、６ｈ各

组与１８ＳｒＲＮＡ 的信号比分别为０．７９０±０．０１６
（Ｐ＜０．０１），０．７９９±０．０２３（Ｐ＜０．０５），０．８１１±

０．０１９（Ｐ＜０．０５），０．８３２±０．００６（Ｐ＜０．０５），

０．８５８±０．０１６（Ｐ＜０．０５）。与未经热休克组相比，

热休克各组均降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。这说明热休克后细胞内 ＧＲ ｍＲＮＡ 含量

降低。　　　

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＧＲｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＲｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ

２．２　质粒构建及探针合成　质粒构建完成后，对插

入跨外显子片段和内含子Ｅ片段的重组质粒进行

ＰＣＲ酶切鉴定（图２），结果与预期一致。重组质粒

测序结果与人类基因组序列相一致。

２．３　原位杂交显示外显子杂交信号和探针的荧光

值　ＳＭＭＣ７７２１细胞４４℃热休克１ｈ后，３７℃培

养不同时间，分别在０、１、２、４、６ｈ取样，对照未经热

休克组的外显子杂交信号（图３，绿色为探针信号，

红色为核复染信号）。探针的荧光值分别为：对照组

７４．２０±１．３６；０ｈ为２７．３６±０．２５（与对照组相比

Ｐ＜０．０５）；１ｈ为３６．００±１．０４（与对照组相比Ｐ＜
０．０５）；２ｈ为４２．３２±０．７４（与对照组相比Ｐ＜
０．０５）；４ｈ为５３．１２±１．２５；６ｈ为５４．３２±１．３２。

由于外显子探针只与成熟的ＧＲｍＲＮＡ结合，杂交

信号变化表明，热休克时 ＧＲｍＲＮＡ的总量减少，

随着３７℃放置时间的延长，其表达逐渐恢复。

图２　跨外显子片段（Ａ）和内含子

片段（Ｂ）重组质粒ＰＣＲ酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＤｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｅｘｏｎ（Ａ）ａｎｄｉｎｔｒｏｎ（Ｂ）ｆｒａｇｍｅｎｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３：ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＧＲｇｅｎｅｆｒａｇ

ｍｅｎｔ；Ｍ：ＬａｍｂｄａＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ

２．４　原位杂交显示内含子杂交信号和探针的荧光
值　ＳＭＭＣ７７２１细胞４４℃热休克１ｈ后，３７℃培
养不同时间，分别在０、１、２、４、６ｈ取样，对照未经热
休克组的内含子杂交信号 （图４，红色为探针信号，
蓝色为核复染信号）。探针的荧光值分别为：对照
组８０．２０±５．６３；０ｈ为４０．３６±５．２５（与对照组相比

Ｐ＜０．０５）；１ｈ为５０．２４±３．０８（与对照组相比Ｐ＜
０．０５）；２ｈ为６０．３２±４．１２；４ｈ为５７．１２±３．２５；

６ｈ为６３．４５±６．１４。由于内含子探针只与ＧＲ前体

ｍＲＮＡ结合，内含子探针杂交信号变化表明，热休

克时ＧＲ前体ｍＲＮＡ的总量减少，随着３７℃放置时

间的延长，其表达逐渐恢复。

２．５　经放线菌素Ｄ处理的ＳＭＭＣ７７２１细胞热休

克后外显子和内含子探针杂交信号　 加入放线菌

素Ｄ，其可以抑制真核细胞 ｍＲＮＡ的转录，且热休
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克组的外显子探针杂交信号要小于未热休克组

（表１），即热休克组ＧＲｍＲＮＡ的量要小于未热休

克组，提示热休克反应能加速ＧＲｍＲＮＡ降解。而

热休克组的内含子杂交信号大于未热休克组（表

１），即热休克组ＧＲ前体ｍＲＮＡ的量要大于未热休

克组，提示热休克反应能阻碍 ＧＲｍＲＮＡ的剪接。

但随着时间的延长，热休克组和未热休克组的内含

子信号强度趋于一致。

图３　ＳＭＭＣ７７２１细胞热休克后外显子探针杂交信号

Ｆｉｇ３　ＳｉｇｎａｌｏｆｅｘｏｎＲＮＡｐｒｏｂｅｓｉｎｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：０ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：１ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：２ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｅ：４ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｆ：６ｈａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００

图４　ＳＭＭＣ７７２１细胞热休克后内含子探针杂交信号

Ｆｉｇ４　ＳｉｇｎａｌｏｆｉｎｔｒｏｎＲＮＡｐｒｏｂｅｓｉｎｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：０ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：１ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：２ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｅ：４ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｆ：６ｈａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００
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表１　放线菌素Ｄ处理ＳＭＭＣ７７２１细胞热休克后外显子和内含子探针荧光值

Ｔａｂ１　ＯｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｅｘｏｎａｎｄｉｎｔｒｏｎＲＮＡｐｒｏｂｅｓｉｎｈｅａｔａｎｄａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤｔｒｅａｔｅｄＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｐｒｏｂｅ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

０ｈ １ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ
Ｅｘｏｎ ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ ５３．２６±１．２３ ４８．７５±４．６８ ４６．３４±０．９８ ３６．６８±２．６５ ３０．２０±２．３１

ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ＋ｈｅａｔｓｈｏｃｋ ４３．１２±４．３２ ３５．４５±１．９８ ２５．３６±０．７８ ３０．３６±３．１２ １２．２５±０．３９

Ｉｎｔｒｏｎ ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ ４０．６２±３．２６ ２８．５７±１．５６ ３２．５８±４．３６ ２６．６８±２．３４ １９．３４±２．５６
ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ＋ｈｅａｔｓｈｏｃｋ ６０．１２±２．３２ ４０．４９±３．９６ ２５．６４±１．７８ ３０．３６±１．１２ １９．２６±１．３６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ

３　讨　论

　　ＧＲ是激素核受体家族中的主要成员之一，也
是重要的核转录因子。通常情况下，ＧＲ与热体克
蛋白（ＨＳＰ）７０、ＨＳＰ９０等分子伴侣相结合而处于失
活状态［６］。ＧＣ的作用需要通过 ＧＲ，一旦 ＧＣ与

ＧＲ结合，分子伴侣蛋白则会从 ＧＲ上解离出来，ＧＣ
和ＧＲ结合，复合物由胞质进入胞核，从而发挥它的
转录调控作用。在热休克过程中，在动物整体及培
养的细胞中，ＧＲ的量减少，ＧＲ的结合活性也降低，
还发现ＧＲｍＲＮＡ的量也降低。本实验室前期的
工作，建立了热休克的细胞模型［５］，发现人肝癌

ＳＭＭＣ７７２１细胞 在 ４４℃ 培 养 １ｈ 后，细 胞 内

ＨＳＰ７０表达增加，ＧＲ与３Ｈ标记地塞米松的特异性
结合量降低，免疫组化证实ＧＲ含量也降低，３７℃继
续培养１２ｈ，存活率＞９６％，进一步培养细胞可恢复
正常生长。

　　本实验利用细胞热休克模型，４４℃培养１ｈ作
热休克处理，３７℃培养不同时间（０、１、２、４、６ｈ），对
照组一直保持３７℃培养，未作热休克处理。使用

１８ＳｒＲＮＡ做内参，半定量ＲＴＰＣＲ实验显示，热休
克后，细胞内总的 ＧＲｍＲＮＡ量比未热休克组少，
其中０、１、２、４ｈ有统计学差异（Ｐ＜０．０５），提示热休
克后ＧＲ转录水平受到抑制［７８］，或者降解增加。也
有可能存在ｍＲＮＡ前体剪接障碍，或者是核输出水
平的改变。本实验设计了一组３００ｂｐ左右的外显
子和内含子的单链ＲＮＡ探针，用非放射性的地高
辛和荧光素来标记。其杂交稳定性好、信噪比高、长
度合适，易于渗透到靶核酸的位置，显色简便。外显
子的反义探针与ＧＲｍＲＮＡ结合，显示细胞中 ＧＲ
ｍＲＮＡ的量；内含子的反义探针［９］与ＧＲｍＲＮＡ的
前体结合，显示细胞中未剪接ＧＲｍＲＮＡ的量。正
义探针用来作对照。原位杂交实验中，ＳＭＭＣ７７２１
细胞经热休克后，外显子与内含子探针杂交的积分
灰度值均下降，０、１、２ｈ时与未热休克组相比有统计
学差异（Ｐ＜０．０５），说明热休克反应可以引起

ＧＲｍＲＮＡ的转录受到抑制，与半定量ＲＴＰＣＲ得
出的结论一致。加入放线菌素Ｄ后，其可以抑制真
核细胞ｍＲＮＡ的转录，热休克组的外显子探针杂交
信号要小于未热休克组，即热休克组ＧＲｍＲＮＡ的
量要小于未热休克组，提示热休克反应能加速 ＧＲ
ｍＲＮＡ的降解。加入放线菌素Ｄ后，热休克组的内
含子杂交信号大于未热休克组，即热休克组的 ＧＲ
ｍＲＮＡ前体的量要大于未热休克组，提示热休克反
应能阻碍 ＧＲ ｍＲＮＡ 的剪接。上述结果表明，

ＳＭＭＣ７７２１细胞热休克过程中，ＧＲｍＲＮＡ的转录
受到抑制，ｍＲＮＡ前体剪接受到阻碍，降解也加速。
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