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GPSM2 过表达对人胰腺癌细胞迁移能力的影响

魏彪，张建新，崔磊，瞿建国，钱小宝，党胜春

（江苏大学附属医院  普通外科，江苏  镇江 212001）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：构建 G 蛋白信号调节蛋白 2（GPSM2）稳定高表达的胰腺癌细胞株，探讨 GPSM2 与人胰腺癌细

胞迁移能力的关系。

方法：构建 GPSM2 基因过表达质粒（pCMV-Tag 3B-GPSM2）并鉴定，将人胰腺癌 MIA-PaCa-2 细胞分

别转染 pCMV-Tag 3B-GPSM2（GPSM2 转染组）或 pCMV-Tag 3B 空载体（阴性对照组），以无处理的

MIA-PaCa-2 细胞为空白对照，用 RT-PCR 检测各组细胞 GPSM2 mRNA 表达；Western blot 检测各组细

胞 GPSM2、β- 连环蛋白（β-catenin）的表达；用 Transwell 实验检测各组胰腺癌细胞迁移能力。

结果：成功构建了 GPSM2 稳定高表达的重组细胞株。与空白对照组比较，GPSM2 转染组细胞 GPSM2 

mRNA 表达量明显上调，达前者 73.3 倍、GPSM2、β-catenin 蛋白表达量明显升高、迁移细胞计数明

显增加（均 P<0.05）。此外，胰腺癌细胞中 GPSM2 与 β-catenin 的表达水平呈明显的正向线性关系

（P<0.05）。阴性对照组与空白对照组间各指标的差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：上调胰腺癌细胞中 GPSM2 的表达能增加胰腺癌细胞的迁移能力，该作用可能与 β-catenin 蛋白

表达升高有关。
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Effects of GPSM2 over-expression on migration ability of human 
pancreatic cancer cells
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(Department of General Surgery, the Affiliated Hospital, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212001, China)

Abstract Objective: To construct a stable pancreatic cancer cell line with high expression of the G-protein signaling 

modulator 2 (GPSM2), for investigating the relationship between GPSM2 and migration ability of human 

pancreatic cancer cells.

Methods: Th e plasmids over-expressing GPSM2 gene (pCMV-Tag 3B-GPSM2) were constructed and then were 

identifi ed. Human pancreatic cancer MIA-PaCa-2 cells were transfected with pCMV-Tag 3B-GPSM2 (GPSM2 

transfection group) or empty pCMV-Tag 3B vectors (negative control group), with untreated MIA-PaCa-2 cells 

as blank control. In each group of cells, the GPSM2 mRNA expressions were measured by RT-PCR, the protein 

expressions of GPSM2 and β-catenin were determined by Western blot analysis, and the migration abilities were 
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近 年 来 ， 胰 腺 癌 的 全 球 新 发 病 例 及 死 亡 人 数

有明显上升趋势[1]，由于其症状不明显而不易确诊

等 原 因 ， 患 者 确 诊 时 多 处 于 肿 瘤 晚 期 。 据 统 计 ，

胰腺癌患者5年生存率<5%，早期即会发生周围组

织 器 官 的 侵 犯 或 远 处 转 移 [ 2 ]。 降 低 胰 腺 癌 的 转 移

能 力 是 目 前 提 高 患 者 生 存 时 间 及 生 活 质 量 的 重 要

手段。G蛋白信号调节蛋白2（G-protein signaling 

modulator  2，GPSM2）最初被发现为调控细胞纺

锤体的正确定位 [3]，维持细胞的对称性分裂 [4-6]，

在 参 与 细 胞 分 裂 的 G 2/ M 期 发 挥 了 重 要 的 功 能 [ 7 ]。

Fukukawa等 [8]报道了GPSM2与乳腺癌发病密切相

关。胰腺癌组织中GPSM2的过表达已被证实，且

其 表 达 水 平 与 肿 瘤 分 化 程 度 、 肿 瘤 临 床 分 期 及 胰

腺癌患者的预后息息相关[9-10]。笔者前期实验中发

现，人胰腺癌MIA-PaCa-2细胞的GPSM2表达水平

高于其他胰腺癌细胞株（PANC-1、AsPC-1），且

该细胞株具有高侵袭转移能力[11-12]。本研究将通过

构建GPSM2稳定高表达的胰腺癌细胞株，并在人

胰腺癌MIA -PaCa -2细胞上鉴定其表达效率，观察

过表达GPSM2的MIA-PaCa-2细胞迁移能力。

1　材料与方法

1.1  实验材料

MIA-PaCa -2细胞（中国科学院细胞库），真

核表达载体pCMV -Tag  3B、嘌呤霉素质粒（中国

碧云天公司），限制性核酸内切酶EcoR V和Xho 

I及T4DNA连接酶（NE B 公司），Li p o f e c t a mi ne 

2 0 0 0 ( I n v i t r o g e n 公 司 ) ， 聚 凝 胺 （ 吉 满 生 物 有 限

公 司 ） ， D N A 凝 胶 回 收 试 剂 盒 （ 天 根 生 化 科 技

有 限 公 司 ） ， 小 量 抽 提 试 剂 盒 （ 杭 州 爱 思 进 生

物 技 术 有 限 公 司 ） ， O p t i - M E M （ 北 京 索 宝 来 科

技 有 限 公 司 ） ， 胎 牛 血 清 （ G i b c o 公 司 ） ， r e a l -

t ime  PCR试剂盒、TRIzol、RNA溶解液（南京百

斯凯科技有限公司），小鼠抗人GPSM2抗体、小

鼠抗人β -ca ten in单克隆抗体、兔抗小鼠IgG抗体

（ 江 苏 厚 普 生 物 技 术 科 技 有 限 公 司 ） ， β - a c t i n

抗 体 （ S i g m a 公 司 ） ， D M E M 基 高 糖 础 培 养 基

（Hyclone公司)，所有的引物合成均来源上海生工

生物工程有限公司。

1.2  方法

1.2.1  GPSM2 过表达真核载体的构建及鉴定　按

照 TRIzol 法 提 取 新 鲜 胰 腺 癌 细 胞 的 总 RNA， 采

用 反 转 录 试 剂 盒 扩 增 cDNA。PCR 扩 增 GPSM2 序

列，并纯化回收。根据 GenBank 中 GPSM2 cDNA

序列设计并合成引物，设计的 GPSM2 引物上游序

列：5'-TGA TAT CAT GGA GGA AAA TTT GA-

3'， 下 游 序 列：5'-CTC GAG CTA ATG GTC TGC 

CGAT-3'。在上游引物的 5' 端加入 EcoR V 限制性

核 酸 内 切 酶 位 点， 在 下 游 引 物 5' 端 加 入 Xho I 限

制 性 核 酸 内 切 酶 位 点， 下 划 线 部 分 为 酶 切 识 别 位

点。EcoR V 和 Xho I 分 别 双 酶 切 GPSM2 片 段 和

pCMV-Tag 3B 质粒后，T4DNA 连接酶进行连接反

应。将重组表达载体转染用氯化钙法制备的新鲜大

肠 杆 菌 感 受 态 细 胞， 并 挑 选 出 阳 性 克 隆 进 行 PCR

扩增，送公司测序验证。测序正确后将构建的重组

表达质粒命名为 pCMV-Tag 3B-GPSM2。

1.2.2  重 组 质 粒 转 染 胰 腺 癌 MIA-PaCa-2 细 胞 及

获得稳定表达细胞株　MIA-PaCa-2 胰腺癌细胞转

染 前 24 h 接 种 于 10 cm 培 养 皿 中， 转 染 前 2 h 再

tested by Transwell assay, respectively.

Results: The recombinant cell line with stable high GPSM2 expression was successfully constructed. In GPSM2 

transfection group compared with blank control group, the GPSM2 mRNA expression was significantly up-

regulated, with a 73.3-fold up-regulation, the protein expression levels of GPSM2 and β-catenin were significantly 

elevated, and the number of migrated cells was significantly increased (all P<0.05). In addition, a positive linear 

relationship existed between GPSM2 and β-catenin expressions in pancreatic cancer cells (P<0.05). There was no 

statistical difference in any of the indexes between negative control group and blank control group (all P>0.01).

Conclusion: Up-regulating GPSM2 expression in pancreatic cancer cells can increase the migration ability of 

pancreatic cancer cells, which may be associated with increased β-catenin protein expression.

Key words Pancreatic Neoplasms; GTPase-Activating Proteins; β-Catenin; Cell Movement
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换用 8 mL 高糖 DMEM 新鲜培养基（不含抗生素，

含 10%FBS）， 转 染 时 细 胞 融 合 度 为 60%~70%。

pCM V-Tag 3B-GPSM2、 空 载 pCMV-Tag 3B 分 别 与

嘌 呤 霉 素 质 粒 共 转 染，37 ℃、5%CO2 孵 育 转 染 细

胞 4 h 后， 换 完 全 培 养 基。 每 2 天 换 用 含 3 μg/mL

嘌 呤 霉 素 新 鲜 完 全 培 养 基 持 续 培 养 转 染 MIA-

PaCa-2 细胞株 45 d。

1.2.3  运 用 RT-PCR 检 测 GPSM2 mRNA 的

表 达 水 平　 采 用 TRIzol 法 分 别 提 取 pCMV-Tag 

3B-GPSM2 转染 MIA-PaCa-2 细胞（基因重组组）、

pCMV-Tag 3B 转染的 MIA-PaCa-2 细胞（阴性对照

组）及未转染 MIA-PaCa-2 细胞（空白对照组）的

总 RNA， 逆 转 录， 变 性 获 得 单 链 cDNA 模 板。 反

应体系共 25 μL，反应程序：95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s、

55 ℃ 20 s、72 ℃ 20 s，40 个循环；然后 72 ℃延

伸 10 min。PCR 引物序列为：GPSM2 上游 5'-GGC 

CAT TGA TTA TCA TCT  GAA GC-3'，下游 5'-TCC 

TTA CCG TGT TTG AAA GGA A-3'，扩增产物为

99 bp； 内 参 GAPDH 上 游 5'-CCA CTA GGC GCT 

CAC TGT TC-3'， 下 游 5'-AGG CGC CCA ATA 

CGA CCA A-3'，扩增产物为 108 bp。

1.2.4  Western blot 检测胰腺癌细胞中 GPSM2、

β-catenin 蛋白表达水平　将胰腺癌细胞加入裂解

液， 置 冰 上 进 行 超 声 裂 解 35~40 min， 于 4 ℃ 下

12 000 r/min 离心 15 min，采用碧云天 BCA 蛋白

浓 度 试 剂 盒 测 定 总 蛋 白 质 浓 度， 并 进 行 蛋 白 质 定

量。取 100 μg 细胞总蛋白与上样缓冲液混合后，

经 100 ℃ 5 min 变 性 后 至 SDS-PAGE 电 泳， 蛋 白

被 转 膜 仪 转 至 PVDF 膜，5% 脱 脂 奶 粉 +TBST 封

闭 2 h，加入一抗过夜（4 ℃），充分洗涤，随后

加入 1:2 000 稀释的二抗，室温下培育 1 h；洗涤、

DAB 显色、暗室中胶片曝光、显影、定影后观察。

1.2.5  Transwell 实验检测胰腺癌细胞的迁移能力

　将上述 3 组胰腺癌细胞分别采用常规消化传代方

法，制成细胞悬液，计数，调整浓度为 2×105/mL。

在 Chamber 下室（即 24 孔板底部）中加入 700 μL

含 10% 血 清 的 培 养 基， 上 室 加 入 100 μL 细 胞 悬

液， 继 续 在 孵 箱 培 养 24 h； 取 出 Chamber， 吸 干

上室液体，移到预先加入 800 mL 4% 多聚甲醛的

孔 中， 室 温 固 定 20 min； 取 出 Chamber，PBS 清

洗 两 次。 再 将 Chamber 移 至 100% 甲 醇 室 温 固 定

 20 min。将 Ch amber 移到预先加入 Giemsa 染液的

孔 中， 室 温 染 色 15  min；PBS 清 洗 Chamber， 用

湿棉棒小  心擦去上室底部膜表面上的细胞；彻底晾

干 Chamber 后，荧光倒置显微镜计数、拍照。

1.3  统计学处理

数据采用SPSS 17.0统计软件进行分析，实验

数据以均数±标准差（x±s）表示，组间差异采用

配对 t检验，GPSM2与β -ca ten in蛋白之间的相关

性采用一元线性回归分析，P<0 .05为差异有统计

学意义。

2　结　果

2.1  重组载体的鉴定

挑 取 p C M V - T a g  3 B - G P S M 2 载 体 转 染 的 阳 性

菌落，接种到含50 μg/mL氨苄青霉素的LB培养基

中，37 ℃培养16 h，用小量抽提试剂盒进行质粒

抽 提 。 所 得 质 粒 用 双 酶 切 鉴 定 。 酶 切 结 果 表 明 ，

被 切 开 的 是 阳 性 克 隆 。 并 将 阳 性 克 隆 进 行 P C R 扩

增 ， 送 上 海 英 骏 测  序 显 示 重 组 质 粒 的 G P S M 2 编

码 序 列 与 设 计 的 片 段 完 全 一 致 ， 表 明 p C M V - T a g 

3B-GPSM2重组载体构建成功（图1）。

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

图 1　测序法鉴定构建的重组质粒（箭头所标识的为 GPSM2 插入位置 ATG）
Figure 1　Sequencing identifi cation of the recombinant plasmids (arrow showing GPSM2 insertion position of ATG codons

CCCCCG GGCTGCAGGAATT C GATATCAT GG AG GAAAATTT GATAAG CA TG A GAGAAGACCA T T C T T TTCAT G TT CG T TACA GAATG GAAGC T T CT T GCC TAG AGC TGG CC TTGG AAGGGGAAC GTC TATG
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2.2  重组稳定细胞株的建立

pCMV-Tag 3B-GPSM2、空载pCMV-Tag 3B分

别与嘌呤霉素质粒共转染的MIA -PaCa -2细胞，在

含3 μg/mL嘌呤霉素新鲜完全培养基持续培养45 d

后，存活的细胞株为重组稳定细胞株。

2.3  RT-PCR 验证 GPSM2 mRNA 的高水平表达

R T - P C R 检 测 结 果 显 示 ， G P S M 2 转 染 组 的

GPSM2 mRNA表达水平较空白对照组和阴性对照

组均明显上调（图2）（P<0.01），与空白对照组

相比，GPSM2基因上调效率达到了73.3倍。阴性

对照组与空白对照组间GPSM2 mRNA表达水平差

异无统计学意义（P>0.05）。

2.4  Western blot 检测各组细胞 GPSM2、β-catenin

蛋白表达水平

Western blot检测结果显示，GPSM2转染组的

GPSM2、β-catenin蛋白表达水平均较空白对照组

和阴性对照组明显升高（均P<0 .05），而阴性对

照 组 与 空 白 对 照 组 间 两 种 蛋 白 的 表 达 差 异 均 无 统

计学意义（均P>0.05）（图3）。经一元线性回归

发现，各组胰腺癌细胞的GPSM2与β-catenin蛋白

的表达量呈明显的正向线性关系（P<0.05）。

图 2　各组胰腺癌细胞 GPSM2 mRNA 的表达情况
Figure 2　The GPSM2 mRNA expressions in each group of pancreatic 

cancer cells 
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2.5  Transwell 迁移细胞计数

Transwel l实验结果显示，GPSM2转染组的迁

移 细 胞 计 数 比 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 明 显 增 多

（均P<0 .01），而阴性对照组与空白对照组间差

异无统计学意义（P>0.05）（图4）。
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图 3　Western blot 检测各组细胞 GPSM2 与 β-catenin 蛋白表达
Figure 3　Western blot analyses for GPSM2 and β-catenin protein expressions in each group of cells

图 4　Transwell 实验检测各组细胞迁移能力　　A：光镜下情况（×100）；B：各组迁移细胞计数
Figure 4　Migration ability in each group of cells by determined Transwell assay　　A: Views under microscope (×100); B: Numbers of 

migrated cells in each group
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3　讨　论

G 蛋 白 偶 联 受 体 属 于 膜 蛋 白 受 体 ， 这 类 受 体

的 立 体 结 构 中 都 有 7 个 跨 膜 α 螺 旋 ， 且 其 肽 链 的 

C 端 和 连 接 第 5 和 第 6 个 跨 膜 螺 旋 的 胞 内 环 上 都 有 

G蛋白的结合位点 [13]。据统计，与G蛋白偶联受体

密切相关的疾病为数众多，大约有40%的现代药物

是以G蛋白偶联受体作为靶点[14-15]。近年新发现的

G蛋白偶联受体（蛋白酶激活受体）与消化道肿瘤

的发生和发展密切相关[16]。GPSM2属于G蛋白信号

调节蛋白家族，在人体各组织细胞中广泛表达，人

染色体上的定位区域为1q31-1q32。McCudden等[17] 

发 现 G P S M 2 蛋 白 为 G 蛋 白 信 号 传 导 的 负 调 节 子 。

有报道[8,18]称，GPSM2的表达与多种恶性肿瘤的发

病 、 增 殖 相 关 ， 如 乳 腺 癌 ， 前 列 腺 癌 ， 尤 文 肉 瘤

等。在胰腺癌细胞中GPSM2过表达，其表达水平

与 肿 瘤 的 分 化 程 度 、 临 床 分 期 相 关 ， 且 肿 瘤 分 化

程度越低GPSM2的表达水平越高[10]。

β - c a t e n i n 是 由 一 条 多 肽 链 组 成 的 胞 质 糖 蛋

白，其相对分子量92~95 kD，在人染色体的定位

区域3p21.3-P22，全长为23.2 kb[19]。β-catenin蛋

白是Wnt信号通路中的关键分子，当Wnt信号异常

激活时，β-catenin在胞质积聚、细胞核移位，并

激活下游的靶基因，从而诱发多种恶性肿瘤，如胰

腺癌、肝癌、乳腺癌、白血病、黑色素瘤等[20]。据

报道[21-22]，在肝癌、结直肠癌等多种消化道恶性肿

瘤细胞中普遍存在着β-catenin基因第三外显子突

变，β-catenin蛋白在这些肿瘤细胞内异常聚积。

肿 瘤 细 胞 的 侵 袭 转 移 能 力 与 其 黏 附 性 、 细 胞 增 殖

能 力 、 细 胞 外 基 质 的 降 解 以 及 肿 瘤 血 管 的 形 成 等

存在着明显的相关性。β-catenin作为黏附蛋白，

与E-cadherin结合形成复合物后，定位于细胞膜，

由此维持着细胞间的黏附性。β-catenin的异常高

表 达 可 明 显 降 低 肿 瘤 细 胞 间 的 黏 附 能 力 ， 从 而 导

致肿瘤细胞从其原发灶中脱落并发生转移 [ 23]。另

有报道[24]称，β-catenin的异常高表达可使细胞膜

完 整 性 受 损 ， 并 会 引 起 血 管 内 皮 生 长 因 子 的 生 成

增加，从而促进肿瘤细胞生长、侵袭和转移。

为了探究GPSM2对胰腺癌迁移能力的影响，

本 研 究 通 过 构 建 G P S M 2 过 表 达 真 核 载 体 ， 并 将

其 转 染 人 胰 腺 癌 细 胞 M I A - P a C a - 2 ， R T - P C R 和

Western-blot分别验证了在mRNA和蛋白水平有效

上调GPSM2基因。采用Transwel l迁移实验显示，

过表达GPSM2的MIA-PaCa-2稳定细胞株较空白对

照 组 及 阴 性 对 照 组 的 迁 移 能 力 明 显 上 升 。 根 据 研

究结果得出，GPSM2基因的上调能显著提升胰腺

癌MIA-PaCa-2细胞的迁移的能力。Western blot检

测显示过表达GPSM2的MIA-PaCa-2稳定细胞株的

β-catenin蛋白表达水平较空白对照及阴性对照组

显 著 上 调 。 用 一 元 线 性 回 归 分 析 发 现 ， 各 组 胰 腺

癌组织的GPSM2与β-catenin蛋白的表达量呈正向

线性关系。

β - c a t e n i n 的 异 常 表 达 在 胰 腺 癌 侵 袭 转 移 的

作 用 已 经 得 到 广 泛 认 同 [ 2 5 - 2 7 ]， 本 研 究 结 果 发 现 ，

G P S M 2 与 β - c a t e n i n 蛋 白 在 胰 腺 癌 细 胞 中 表 达 的

关联性，同时还发现在胰腺癌MIA -PaCa -2细胞中

过表达GPSM2后，胰腺癌细胞的迁移能力明显增

强。由此推测，胰腺癌细胞中GPSM2的过表达能

增强β-catenin蛋白的表达，可能由此促进胰腺癌

细胞的迁移能力。

因 此 针 对 G P S M 2 设 计 治 疗 方 案 ， 降 低 胰 腺

癌 细 胞 的 迁 移 能 力 ， 提 高 胰 腺 癌 患 者 生 存 时 间 及

生 活 质 量 ， 可 能 成 为 抗 胰 腺 癌 药 物 研 究 中 新 的 分

子 靶 点 。 后 续 的 研 究 中 ， 本 课 题 组 将 增 加 沉 默

GPSM2表达的胰腺癌细胞株，进一步验证GPSM2

的过表达可促进胰腺癌细胞的迁移能力。
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