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　　摘要：目的　观察热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）反义寡核苷酸阻断食管癌 Ｅｃａ１０９细胞的 ＨＳＰ７０表
达及对细胞增殖和凋亡的影响。方法　应用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
ＨＳＰ７０反义寡核苷酸（１０μｍｏｌ／Ｌ）转染 Ｅｃａ１０９细胞后，其 ＨＳＰ７０基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化。观
察 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染对肿瘤细胞的生长抑制效应及转染后细胞凋亡率和细胞周期分布的改
变。结果　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸可阻断 Ｅｃａ１０９细胞 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ和蛋白的表达；转染后 ４８ｈ和
７２ｈ，生长抑制率分别为 ２５．５％和 ３５．４％；ＨＳＰ７０反义寡核苷酸组细胞凋亡率明显高于 ＨＳＰ７０正义
寡核苷酸组和未转染组（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸能抑制 Ｅｃａ１０９细胞的生长并诱导
其发生凋亡。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３４６－３４９］
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　　在 ＨＳＰ家族中，ＨＳＰ７０被认为是保护哺乳类
动物细胞免受损害的最重要的应急蛋白，它与肿

　　收稿日期：２００７－０１－２５；　修订日期：２００７－０３－２７。

　　作者简介：王文祥，男，湖南石门人，中南大学湘雅医院博士研

究生（湖南省肿瘤医院副主任医师），主要从事胸部肿瘤方面的研究。
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瘤的发生、发展和预后等密切相关。在消化道恶

性肿瘤中 ＨＳＰ７０常常高表达［１－３］。为此，笔者利

用 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染食管癌 Ｅｃａ１０９细

胞，阻断 ＨＳＰ７０的表达，以探讨 ＨＳＰ７０对食管癌

细胞生长的影响，以利于进一步探讨以 ＨＳＰ７０为

靶治疗食管癌的可能性。
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１　材料和方法

１．１　材料
Ｅｃａ１０９细胞株购自中科院上海生物细胞研

究所细胞库。ＨＳＰ７０反义寡核苷酸和正义寡核苷

酸参考文献［４］，反义寡核苷酸链 ５′ＣＧＣＧＧＣＴＴＴＧ

ＧＣＣＡＴ３′，正 义 寡 核 苷 酸 链 ５′ＡＴＧＧＣＣＡＡＡＧＣ

ＣＧＣＧ３′，行全程硫代磷酸化法修饰。ＨＳＰ７０引

物参照文献［５］自行设计，上游 ５′ＴＴＴＧＡＣＡＡＣＡＧ

ＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣＣ３′，下游 ５′ＧＴＧＡＡＧＡＴＣＴＧＣＧＴＣＴ

ＧＣＴＴＧＧ３′，扩增片段为 ５９０ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０，上 游 ５′ＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣ

ＣＣＴＴＴＣＴＴＧ３′， 下 游 ５′ＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ

ＣＡＧＴＴＴ３′，扩增片段为 １５０ｂｐ，由上海生工生物

公司合成。脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＰＭＩ１６４０购自 Ｇｉｂｃｏ公司，超级新

生牛血清为杭州四季青生物公司产品，噻唑蓝

（ＭＴＴ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＴａｑＰｌｕｓ

ＤＮＡ聚合酶均为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品。

１．２　方　法

１．２．１　细胞培养　Ｅｃａ１０９细胞用含 ８％小牛血

清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度

条件下培养。实验用细胞均处于对数生长期。

１．２．２　ＨＳＰ７０　寡核苷酸的转染 转染前 １ｄ，接

种 Ｅｃａ１０９细胞至 ９６孔板中（５×１０３个／孔）或

５０ｍＬ培养瓶中（５×１０５个／瓶）贴壁培养 １８ｈ，无

血清培基洗涤细胞 ２次，转染按脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃ

ｔｉｎ２０００说明书进行，寡核苷酸和 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ的终浓

度分别为 １０μＭ和 １０μｇ／ｍＬ；实验共分 ３组，即

ＨＳＰ７０反义寡核苷酸组、正义寡核苷酸组和未转

染组。转染 ６ｈ后，弃转染液。无血清培基洗涤细

胞 ２次，各组细胞换用正常培养液继续培养 ２４，

４８，７２ｈ。

１．２．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　细胞

于转染后，在换正常培养液继续培养至２４ｈ时，按

ＴｒｉｚｏＬ说明书提取细胞总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳

鉴定 ＲＮＡ的提取质量，并测其浓度。取 １μｇ总

ＲＮＡ按逆转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ第一链。

再取 １μＬｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件：

９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ５０ｓ，５８℃退火 ５０ｓ，

７２℃延伸 ５０ｓ，进行 ３５个循环后再 ７２℃ 延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 １．５％琼脂糖凝胶电泳，紫外

分析仪上观察、照相，并采用凝胶图像处理软件

ＩｍａｇｅＴｏｏｌ（ＩＴ）３．０测量灰度值，计算 ｍＲＮＡ表达的

相对值。计算方法为：ｍＲＮＡ表达的相对值 ＝目

的基因条带灰度值／βａｃｔｉｎ基因条带灰度值。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　细胞于转染后，在换正常培

养液继续培养至 ４８ｈ时，提取细胞总蛋白。ＢＣＡ

试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ公司）测定其浓度，以 ８０μｇ量上样

于 １０％的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，

４ｈ后转膜（电压 １５伏，４５ｍｉｎ），丽春红染色观察

带型。蒸馏水洗，５％的脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ，

ＨＳＰ７０一抗（１∶２００）室温孵育 ２ｈ，４℃过夜，Ｔｒｉｓ

缓冲盐吐温溶液（ＴＢＳＴ）洗，以辣根过氧化物酶标

记的二抗 １∶２０００室温孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗，ＤＡＢ显

色，灰度扫描。结果以 βａｃｔｉｎ杂交条带的灰度值

作内对照进行校正，分别计算出各样本的蛋白质

相对表达量。

１．２．５　ＭＴＴ法检测细胞的增殖速度　细胞于转
染后，在换正常培养液继续培养至 ２４，４８ｈ及 ７２ｈ
时，每孔滴加 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续孵
育 ４ｈ后，吸弃每孔内的培养上清液。每孔滴加
ＤＭＳＯ１５０μＬ，轻轻振荡 １０ｍｉｎ，使结晶充分溶解。
用酶标仪（４９０ｎｍ波长），测定各孔的吸光度值
（Ａ值）。以时间为横轴，Ａ值为纵轴绘制细胞生
长曲线。

１．２．６　流式细胞术分析细胞周期和凋亡百分率
　细胞经转染后，在换正常培养液继续培养至
７２ｈ时，以 ０．２５％ 胰酶对单层细胞进行消化并收
集细胞，ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，７０％的乙醇 ４℃固
定。行流式细胞术分析细胞群体的周期分布和凋

亡百分率。

１．３　计学分析
应用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计分析。多组

间均数比较，采用单向方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；
各实验组与对照组的比较采用最小显著差值法

（ＬＳＤ），以 Ｐ＜０．０５确定差异具有显著意义。

２　结　果

２．１　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染抑制 ＨＳＰ７０
ｍＲＮＡ的表达

ＲＴＰＣＲ分析发现 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染
Ｅｃａ１０９细胞 ２４ｈ后，ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ表达明显降
低（Ｐ＜０．０５）（图 １），表明 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸
转染能显著抑制 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ的表达。

７４３



中国普通外科杂志 第１６卷

２．２　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染抑制 ＨＳＰ７０蛋
白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转

染 Ｅｃａ１０９细胞 ４８ｈ后，ＨＳＰ７０蛋白表达明显降
低（Ｐ＜０．０５）（图 ２），表明 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸
转染能显著抑制 ＨＳＰ７０蛋白的表达。

! "#$

%&&'(

%&&'(

)*+,& -.&'(

!/01234 $-&'(

　　图１　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染 Ｅｃａ１０９细胞 ２４ｈ后
ＲＴＰＣＲ分析ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ的表达　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；　１：ＨＳＰ７０

正义寡核苷酸组；　２：反义寡核苷酸组；　３：未转染组
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　　图２　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染 Ｅｃａ１０９细胞 ４８ｈ后
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＨＳＰ７０蛋白的表达　１：ＨＳＰ７０正义寡核苷
酸组；　２：反义寡核苷酸组；　３：未转染组

２．３　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染对 Ｅｃａ１０９细胞生长
的影响

在 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理
Ｅｃａ１０９细胞 ２４ｈ后，细胞生长即表现出一定程度
的抑制，在处理后 ４８ｈ和 ７２ｈ时，生长抑制率分别
为２５．５％和３５．４％，与未转染组和正义寡核苷酸
组之间存在明显差异（Ｐ＜０．０５），而正义组与未
转染组之间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图 ３　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染对 Ｅｃａ１０９细胞生长
的影响

２．４　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染对 Ｅｃａ１０９细胞
凋亡的影响

ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染细胞 ７２ｈ后，流式
细胞术分析结果显示，反义组与未转染组和正义

组相比，细胞的凋亡率增加，差异均具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染７２ｈ后对Ｅｃａ１０９细胞凋亡
的影响

ＨＳＰ７０反义组 ＨＳＰ７０正义组 未转染组

凋亡率（％） １．６６±０．０７ ０．７６±０．１１ ０．８８±０．０６１

　　注：与反义组相比，Ｐ＜０．０５

２．５　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染对 Ｅｃａ１０９细
胞生长周期的影响

ＨＳＰ７０反 义 寡 核 苷 酸 转 染 细 胞 ７２ｈ后，

流式细胞术分析发现，与 ＨＳＰ７０正义寡核苷

酸组及未转染组相比，ＨＳＰ７０反义寡核苷酸

组 Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比增加，Ｓ期细胞百分比

减少，而 Ｇ２／Ｍ细胞百分比无明显改变。显示
ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染可以将食管癌细胞

Ｅｃａ１０９阻滞于Ｇ０／Ｇ１。以增殖指数（ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎＩｎｄｅｘ，

ＰＩ）表示细胞的增殖活性，计算公式为：ＰＩ（％）＝

（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２Ｍ）×１００％。反义组
食管癌细胞的增殖指数小于其它 ２组，差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＨＳＰ７０反义寡核苷酸转染７２ｈ后对Ｅｃａ１０９细胞周期
的影响

ＨＳＰ７０反义寡核苷酸组 ＨＳＰ７０正义寡核苷酸组 未转染组

Ｇ０／Ｇ１（％） ４９．８±０．８２ ４４．４±０．７１ ４２．３±０．６４

Ｓ（％） ２９．２±０．４２ ３６．９±０．４４ ３６．２±０．９８

Ｇ２／Ｍ（％） ２１．０±０．７９ １８．７±０．６５ ２１．４±１．１０

ＰＩ（％） ５０．２±０．８８ ５５．６±０．８５ ５７．７±０．６４

　　注：与反义组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

肿瘤的发生是一个多因素、多步骤的过程，

最突出的表现是肿瘤细胞具有无限增殖的能力，

肿瘤细胞的不断增殖需要大量的热休克蛋白

（ＨＳＰ）作为“分子伴侣”来调节和稳定这一异常

增殖过程。在 ＨＳＰ家族中，ＨＳＰ７０被认为是保护

哺乳类动物细胞免受损害的最重要的应急蛋白，

许多恶性肿瘤中 ＨＳＰ７０常常高表达，并且在体内

外许多不利于肿瘤生长的环境中，具有保护肿瘤

８４３
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细胞的作用，严重影响抗肿瘤治疗的效果［１－３］。

本研究通过把 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸导入人

食管癌 Ｅｃａ１０９细胞，经 ＲＴＰＣＲ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ证

实，ＨＳＰ７０反义寡核苷酸在 ｍＲＮＡ和蛋白水平均

可显著抑制 ＨＳＰ７０基因的表达。另外，转染 ＨＳＰ

７０反义寡核苷酸的 Ｅｃａ１０９细胞比正义组和未

转染组的细胞生长受到明显抑制。细胞周期分

析发现，ＨＳＰ７０反义寡核苷酸组 Ｇ０／Ｇ１期的细胞

含量较 ＨＳＰ７０正义组和未转染组增加，增殖指数

（ＰＩ）降低，提示细胞出现了 Ｇ１期阻滞，出现该现

象的原因可能是由于 ＨＳＰ７０的表达与细胞增殖

过程中进入 Ｓ期有关，ＨＳＰ７０反义寡核苷酸通过

下调 ＨＳＰ７０的表达，使细胞不能进入 Ｓ期，造成

Ｇ１期阻滞。从而抑制了肿瘤细胞的增殖。本研

究还发现阻断 ＨＳＰ７０的表达后，Ｅｃａ１０９细胞的

凋亡率增加。可能与 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸对

Ｅｃａ１０９的生长抑制效应主要是由于其抑制 ＨＳＰ

７０的表达，而 ＨＳＰ７０表达水平的降低导致细胞

发生 Ｇ０／Ｇ１期阻滞和凋亡增加有关。同样，在其

它肿瘤的研究中也证实 ＨＳＰ７０反义寡核苷酸对

肿瘤细胞具有生长抑制效应 ［６－１０］。

目前，关于 ＨＳＰ参与抗凋亡的机制尚未完全

阐明，可能通过以下几方面的作用而实现［１１－１５］：

（１）ＨＳＰ７０可以修复线粒体内变性蛋白、防止其

被降解，还可直接抑制自杀激活因子，如细胞色

素 ｃ的释放；（２）ＨＳＰ７０能抑制应激激活蛋白激

酶或 ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ激酶（ＳＡＰＫＪＮＫｓ）的上游、

下游激活途径，从而抑制凋亡发生；（３）ＨＳＰ７０

可与凋亡蛋白水解酶激活因子 －１（Ａｐａｆ１）单

体的 ｃａｓｐａｓｅ结合域（ＣＡＲＤ）结合，防止 Ａｐａｆ１

寡聚体形成以及随后的 ｃａｓｐａｓｅ９前体的募集和

活化；（４）ＨＳＰ７０能抑制野生型 Ｐ５３等凋亡激活

基因表达，并防止其介导的 Ｂａｘ基因转录激活而

明显减少 Ｂａｘ表达上调；（５）ＨＳＰ７０表达可抑制

细胞内氧自由基生成，增加还原型谷胱甘肽含

量，可能与抗凋亡作用有关。

总之，ＨＳＰ７０作为“分子伴侣”在食管癌细胞

的增生、存活和凋亡过程中起重要作用。ＨＳＰ７０

反义寡核苷酸通过诱导肿瘤细胞发生细胞周期

阻滞和凋亡而抑制了食管癌细胞 Ｅｃａ１０９的生

长。因此，ＨＳＰ７０反义寡核苷酸可能为食管癌的

治疗提供新的途径。
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