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转染热休克蛋白 70对 p38MAP K信号通路
的影响
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　　摘要　目的　探讨热休克蛋白 ( HSP70)在人胶质瘤细胞 B T2325 p38MAPK信号通路中的作用。

方法　用脂质体介导法将 hsp70基因导入人胶质瘤细胞 B T2325中 ,倒置显微镜观察转染细胞的形态

学及粘附性变化 ,紫外线照射 30 min后 ,采用免疫组化和 Western2blot 方法测定转染前后 HSP70的

表达水平及照射前后 p38MAPK表达情况。结果　免疫组化和 Western2blot 证实 hsp70基因成功转

染入 B T2325中 ,转染细胞受到紫外线照射后 p38MAPK表达减弱。结论　体外转染 hsp70基因可抑

制紫外线照射后 B T2325细胞 p38MAPK的表达。
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Abstract　Objective　To study the role of HSP70 in p38MAPK signal transduction of human glioma cells BT2
325. Methods　pBBS2122hsp70 gene was transfected into BT2325 cells by lipofectin. The morphological and adhesive

changes of the cells were observed under an inverted microscope. The level of HSP70 was measured by immunohisto2
chemistry. Then the transfected cells were put into ultraviolet (UV) for 30 minitues , and expression of p38MAPK

and HSP70 were examined by immunohistochemistry and Western2blot methods both before and after treatment. Re2
sults 　 It is demonstrated that hsp70 gene was successfully transfected into BT2325 cells by both

immunohistochemistry and Western2blot methods , and after UV treatment , the induction of p38MAPK in

transfected cells was inhibited. Conclusion　Transfection of pBBS2122hsp70 might inhibit p38MAPK expression in

BT2325 cells after UV treatment.
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　　在炎症、热休克、紫外线、过氧化物、肿瘤坏死因

子 (tumor necrosis factor2α) 、一氧化氮 (NO)等损伤因

素作用下 ,受损细胞中 hsp70 基因的转录活性升高 ,

使热休克蛋白 (heat shock proteins , HSPs) 70大量表

达[1～3 ]。在诸如热休克等细胞蛋白损伤过程中 ,

HSP70通过将变性的蛋白质折叠并介导其降解而发

挥保护细胞的作用[4 ,5 ]。丝裂素活化蛋白激酶
(p38MAP K)除在介导炎症、应激等多种细胞反应中

起重要作用外 ,还参与细胞的增殖、分化和对凋亡的

调控[6 ]。那么 ,转染 hsp70基因是否可以增加细胞对

凋亡的抗性 ,阻抑应激后 p38MAP K表达 ,文献报道

不一。为进一步探讨 p38MAP K与 HSP70在信号转

导通路中的关系 ,我们将外源 hsp70基因导入人胶质

瘤细胞 B T2325 中 ,观察其对细胞生物学行为的影

响 ,为探明两者之间的关系提供依据。

材料与方法
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　　一、实验材料

人胶质瘤细胞 B T2325 (本校生理教研室周华硕

士惠赠) ,鼠抗人 HSP70单抗、二抗试剂盒及 DAB显

色剂 (购自武汉博士德公司) ,羊抗鼠 p38MAP K单抗

(香港科技大学林圣彩教授惠赠) ,pBBS2122hsp70真

核表达载体 (由叶苓博士构建) ,质粒提取及纯化试剂

盒 (购自上海华舜生物工程公司) ,DMEM培养液、胰

酶、脂质体 Lipofectamine2000 (购自 Gibco 公司) ,十

二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( sodium dodecyl

sulfate2polyacrylamide gel electrophoresis , SDS2
PA GE)材料 (购自华美生物工程公司) ,硝酸纤维素

膜 (购自美国 Hybond公司) ,电泳仪及真空转印系统

(购自美国 Bio2Rad公司 ,Power PAC2300型) 。

二、方法

1. 质粒的扩增和提取 :挑取少量冻存菌种至 5

ml含 100 mg·L - 1氨苄青霉素的 LB 培养液中 ,摇床

内 37℃孵育 12～19 h。J M109 大肠杆菌 4 000 r·

min - 1离心 5 min ;pBBS2122hsp70中加入氯霉素至终

浓度为 170 mg·L - 1 ,摇 12～16 h 后再行 4 000 r·

min - 1离心 5 min。收获的细菌沉淀参照质粒抽提纯

化试剂盒说明书进行质粒的抽提及纯化。

2. 细胞培养 :B T2325细胞常规培养于加 100 g·

L - 1灭活小牛血清的 DMEM 培养液中并置于 37℃、

50 ml·L - 1CO2培养箱。实验用指数生长期细胞。

3. 转染细胞的准备 :转染前 1 d ,用 2. 5 g·L - 1胰

蛋白酶消化 BT2325 ,以每孔 1 ×105接种于 6孔板 ,培

养 24 h。转染前 4 h换 10 ml含 100 g·L - 1胎牛血清的

DMEM培养液 ,置 37℃、50 ml·L - 1CO2孵箱培养。

4. 脂质体转染 :按照转染试剂盒所附操作说明

进行 ,制备 A液 :100μl无血清培养液混匀 5μg质粒

DNA ;制备 B液 :90μl无血清培养液混匀 10μl脂质

体 ;混合 A液与 B液 ,室温孵育 30 min ;以无血清培

养液洗涤预转染细胞两次 ,加入 0. 8 ml 无血清培养

液稀释的脂质体2DNA 复合物 ,置 37℃、50 ml·L - 1

CO2孵箱培养 6 h ,换完全 DMEM 培养液继续培养。

同样方法加入 pBBS212 空质粒作为对照 ,只加脂质

体每孔 10μl和未处理组各 3孔作为阴性对照。

5. 转染细胞的观察 :转染后 24 ,48 ,72 h于倒置

显微镜下观察 pBBS2122hsp70转染B T2325后细胞的

形态学改变。

6. 细胞爬片的制备 :在各 6孔板中 ,分别加入消

毒的盖玻片 ,接种转染后 6 h 的转染细胞。培养 72 h

后 ,细胞进入对数生长期。取出全部各种细胞培养皿

中的盖玻片 ,用 0. 01 mol·L - 1 p H 7. 4磷酸盐缓冲液

( PBS)冲洗 ,950 ml·L - 1酒精固定后 ,自然晾干备用。

7. 链霉亲合素2生物素2过氧化物酶复合物
( st reptomycin2avidn2biotin2peroxide complex SABC)

法检测 p38MAP K和 HSP70 在 B T2325 细胞的中表

达 :细胞爬片用 30 g·L - 1 H2 O2室温封闭 ,再用 20 g·

L - 1正常山羊血清封闭 ,滴加兔抗鼠 p38MAP K抗体

(1÷50) ,鼠抗人 HSP70 抗体 (1÷100) ,4℃过夜 , PBS

振洗 3次 ,滴加生物素化羊抗兔 Ig G(1÷100) ,羊抗鼠

Ig G(1÷100) ,37℃孵育 , PBS振洗 4次 ;DAB显色 ,苏

木素衬染 ,梯度乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,封片 ,光镜下

观察并照相。同时设阳性对照、空白对照、替代对照。

8. 紫外线 ( UV)照射转染 hsp70 基因前后的细

胞 :将生长细胞的六孔板置于超净台中 ,应用紫外线

UV2C波段光源垂直照射距离其 30 cm处的 B T2325

细胞 30 min。

9. 免疫印记法 (Western2blot)检测 p38MAP K的

表达 :收集照射前后的细胞 ,裂解后取上清。样品处

理后进行 SDS2PA GE及 Western2blot。

统计学处理 :采用 t 检验进行统计学分析。

图 1　转染 pBBS2122hsp70前后 BT2325细胞形态变化 (×400)

Fig 1　Morphological change of the BT2325 cells before and after transfection of pBBS2112hsp70 (×400)

A. Before transfection of pBBS2112hsp70 ;B. After transfection of pBBS2112hsp70
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结　　果

　　一、质粒的扩增和提取

最终得到的 pBBS212质粒和 pBBS2122hsp70 质

粒浓度分别为 4 g·L - 1。并经 B am H I和 Xho I酶切

鉴定证实。

图 2　转染 pBBS212 组 36 h 后 BT2325 细胞 HSP70 蛋白表达阳性

(SABC , ×400)

Fig 2　Positive expression of HSP70 in BT2325 cells 36 h after transfec2

tion of pBBS212 (SABC ,×400)

二、形态学检测

转染 pBBS2122hsp70质粒后 ,细胞由原来的多突

起形逐渐变为双极或圆形 ,部分细胞固缩变圆 ,深染 ,

细胞内空泡增多 ,核分裂相明显减少 ,细胞密度减低

(图 1) ,生长速度明显缓慢 ,贴壁性降低 ,36 h后可见

部分细胞漂浮于培养液中。空白对照组和 pBBS212

组未见明显变化。

图 3　转染质粒后经紫外线照射 BT2325细胞的 Western2blot 分析

Fig 3 　Western blot of UV2t reated BT2325 cells before and after

pBBS2122hsp70 tranduction

M :Protein marker ; 2 :Control ( after UV2t reatment) ;3 :pBBS2122hsp70

( after UV2t reatment ) ; 4 : pBBS2122hsp70 ( before UV2t reatment ) ; 5 :

Control (before UV2t reatment) ;6 :pBBS212 ( after UV2t reatment)

三、SABC染色

B T2325 细胞经上述处理 , 分别观察转染

pBBS2122hsp70组、转染空质粒组和对照组的 HSP70

的表达 ,镜下观察转染 pBBS2122hsp70 后 B T2325 细

胞有 HSP70表达 ,以胞质为主 ,呈淡黄色 (图 2) ;对照

组和空质粒组未见阳性表达。

图像分析结果显示 ,转染 hsp70组细胞平均灰度

值为 142. 9 ±1. 9 ,低于未处理组 174. 7 ±0. 7 ( P <

0. 05) ,表明 HSP70表达增高。

四、Western2blot 分析

转染 hsp70 基因的细胞经紫外线照射后

p38MAP K表达减弱 ,而未转染组与空质粒组细胞经

紫外线照射后 p38MAP K表达增强 (图 3) 。

讨　　论

HSPs是细胞在一些应激条件 ,如热休克、葡萄糖

饥饿或受到病原菌感染时高效表达的一族蛋白。

HSPs有高度的保守性 ,广泛存在于原核、真核生物细

胞中 ,具有涉及细胞能否生存的重要功能。热休克应

答可使细胞产生热耐受 ,避免死亡 ,还可使细胞逃避

机体的免疫监控。HSP70 与各种疾病的关系 ,特别

是肿瘤的研究正在受到重视。我们曾经研究过其在

人胶质瘤细胞中的表达[7 ] ,发现其表达水平与肿瘤的

恶性程度和增殖活性成正相关 ,推测 HSP70 可能通

过抑制肿瘤细胞的凋亡而使肿瘤得以持续增殖。许

多研究表明 ,HSP70在细胞存活与死亡的平衡间 ,参

与了多个信号途径调节点的调控[8～11 ]。p38MAP K

是近年来研究较多的蛋白激酶通路 ,通常由紫外线、

高渗环境、砷盐、热休克、H2O2、细胞因子 ( IL21、TNF2
α等)和生理应激等激活之后移位作用于相应的转录

因子 , 启动某些基因转录 [12 ]。多数实验证实

p38MAP K通路与 c2J un 氨基末端激酶/应激活化蛋

白激酶 (J N K/ SAP K)途径的作用相似 ,可诱导细胞产

生凋亡。Frasch[13 ]等发现在应激刺激如紫外线及

Fas抗体引起的 HL260 细胞凋亡过程中 ,均存在

p38MAP K的激活。p38MAP K抑制剂可以阻断应激

刺激所致的凋亡。因此 ,我们推测 ,在 HSP70 和

p38MAP K参与调节细胞信号通路的过程中 ,一定存

在某种关系。为此 ,我们将外源 hsp70基因导入正常

情况下弱表达 HSP70的人胶质瘤细胞 B T2325中 ,观

察其对细胞生物学行为的影响。我们发现 ,经紫外线

照射后 ,外源性 hsp70基因高表达的 B T2325细胞中 ,

p38MAP K的激活被阻滞。先前的研究也显示 ,经轻

微预热处理 B T2325 细胞在经历下一次热休克时
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p38MAP K表达减弱[14 ]。上述研究说明在高表达

HSP70的细胞中 ,p38MAP K的激活受到抑制 ,使凋

亡和其他激酶依赖的事件受到阻断。在肿瘤细胞中 ,

HSP70表达比正常细胞高几倍 ,且分化越低的肿瘤

细胞 HSP70表达越高 ,高表达的 HSP70可能增强了

肿瘤细胞抗凋亡能力。SamaliA 等[15 ,16 ] 用反义

hsp70处理肿瘤细胞 ,阻断 HSP70的表达 ,发现可抑

制肿瘤细胞增生并诱导凋亡。因此 ,我们推测

HSP70很可能通过下调促细胞凋亡相关基因、蛋白

和蛋白酶活性 (如 p38MAP K , J N K等)起到拮抗细

胞凋亡的作用。本实验证实 :体外转染 hsp70基因可

抑制紫外线照射后 B T2325 细胞 p38MAP K的表达 ,

推测 HSP70可通过调节应激激活的信号通路来增加

组织细胞对应激的适应性。
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