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Abstract
AIM: To separate and purify heat shock protein 
70 (HSP70) peptide complex from hepatocellular 
carcinoma (HCC) tissues by fast protein liquid 
chromatography (FPLC), and investigate its 
effect on the proliferation of HepG-2 cells.

METHODS: The mixture of proteins was de-
rived from HCC tissues by means of splitting 
and centrifugation. Then the proteins were puri-
fied by affinity chromatography on concanavalin 
A-Sepharose and ion exchange chromatography 
with DEAE-Sephacel. The obtained protein was 
identified by SDS-PAGE and Western blot for its 
molecular weight and property. Bradford meth-

od was used to measure the concentration of the 
protein. The growth of HepG-2 cells, which were 
stimulated by HSP-70 peptide complex (0.1, 0.5, 
1, and 5 mg/L), was observed by MTT assay.

RESULTS: A protein band with a molecu-
lar weight of about 70 kDa was obtained and 
shown by SDS-PAGE, and it was confirmed to 
be the HSP70 by Western blot. Bradford method 
showed that a quantity of 1.5 mg HSP70 protein 
was obtained from every 10 g HCC tissues. Af-
ter treatment with HSP-70 peptide complex, the 
value of optical density (OD) in HSP70 group 
was significantly higher at 24, 48, and 72 h than 
that in control group (0.1 mg/L: t = - 0.2500, P = 
0.00; t = -0.1777, P = 0.001; t = -0.3094, P = 0.001; 
0.5 mg/L: t = -0.2878, P = 0.00; t = -0.2044, P = 
0.00; t = -0.3285, P = 0.00; 1 mg/L: t = -0.3118, P 
= 0.00; t = -0.2592, P = 0.00; t = -0.1994, P = 0.025; 
5 mg/L: t = -0.4007, P = 0.00; t = -0.1302, P = 0.016; 
t = -0.2537, P = 0.005), and the cell livability in 
HSP70 group was also significantly higher (P < 
0.01).

CONCLUSION: The pure HSP70-peptide com-
plex is obtained, and it can promote the growth 
of HepG-2 cells.
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摘要
目的: 应用快速蛋白液相色谱(FPLC)系统从
肝癌组织中分离和纯化HSP70-肽复合物, 并
研究其对肝癌细胞系HepG-2增殖的影响. 

方法: 将组织进行匀浆、高速离心提取总蛋
白后依次进行ConA-Sepharose亲和层析和
DEAE-Sephacel离子交换层析分离纯化, 所得
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■背景资料
热休克蛋白70是
生物界广泛存在
的具有高度保守
性质的蛋白, 他在
肿瘤细胞中过度
表达, 不仅对肿瘤
细胞的保护、维
持细胞的稳定有
重 要 的 作 用 ,  而
且在肿瘤细胞的
免疫中也有重要
的作用. 因此, 建
立一种简便可行
的提取肿瘤细胞
中的HSP70-肽复
合物的方法并研
究其对肿瘤细胞
的作用机制成为
今后更好的应用
HSP70-肽复合物
的一个前提.



蛋白经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳和Western 
blot进行蛋白分子质量及性质鉴定, Bradford
法测定蛋白浓度; 利用MTT方法检测HSP70-
肽复合物对HepG-2细胞增长的情况. 

结果: 分离、纯化得到的蛋白经SDS-聚丙烯
酰胺凝胶电泳、考马斯量蓝鉴定为单一带, 
分子质量为70 kDa; Western blot结果证实为
HSP70, 每10 g组织最终获得1.5 mg的HSP70; 
HSP70刺激组12, 48, 72 h与对照组的A值之间
有显著差异(0.1 mg/L: t  = - 0.2500, P  = 0.00; 
t  = -0.1777, P  = 0.001; t  = -0.3094, P  = 0.001; 
0.5 mg/L: t  = -0.2878, P  = 0.00; t  = -0.2044, P = 
0.00; t  = -0.3285, P  = 0.00; 1 mg/L: t  = -0.3118, 
P  = 0.00; t  = -0.2592, P  = 0.00; t  = -0.1994, 
P  = 0.025; 5 mg/L: t  = -0.4007, P  = 0.00; t  = 
-0.1302, P  = 0.016; t  = -0.2537, P  = 0.005), 细
胞存活率明显高于对照组(P <0.01).

结论:  使用本分离纯化方法可获得高纯度
HSP70肽复合物; HSP70肽复合物可以促进
HepG-2细胞的生长.

关键词 :  H S P70-肿瘤肽复合物; 纯化; 肝癌; 

HepG-2细胞系; Western blot; MTT
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0  引言

热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是广泛存在

于生物界(从原核生物到真核生物)中具有高度

保守性质的蛋白质[1]. 大量的研究表明HSP70在
包括肝癌在内的大多数的肿瘤中均有高表达[2-6]. 
HSP70在肿瘤细胞中过度表达, 不仅对肿瘤细胞

的保护、维持细胞的稳定有重要的作用, 而且

在抑制肿瘤细胞凋亡的过程中也发挥着重要的

作用[7-12]. 同时, 源自肿瘤组织的HSP-肿瘤肽免

疫宿主可激发持久的T细胞免疫, 产生特异的抗

肿瘤免疫效应[13-16]. 我们应用快速蛋白液相色谱

(FPLC)系统从肝癌组织中分离和纯化HSP70-肿
瘤肽复合物, 并研究其对肝癌细胞系HepG-2增
殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 伴刀豆凝集素A琼脂糖凝胶(C o n A-
Sepharose)及DEAE-Sephacel (Pharmacia); 兔抗

人HSP70多克隆抗体(武汉博士德); HepG-2细胞
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株(我院肿瘤研究所); 标准胎牛血清(天津TBD
生物技术有限公司); RPMI 1640培养液(美国

Hyclone公司); FPLC层析系统.
1.2 方法 取肝癌组织 (我院肝癌患者行手术

切除后的肝癌组织 )10  g剪碎后 ,  加入10倍
体积的Buffer A (NaHCO3 30 mmol/L pH 7.1, 
内含0.1 mmol/L EDTA, 0.1 mmol/L DTT及
0.5 mmol/L PMSF), 匀浆, 4℃ 150 000 r/min超
速离心3 h; 取上清, 过ConA-Sepharose 4B亲合

层析柱(柱高15 cm, 直径1.5 cm), 收集不结合的

洗脱液, 透析液1 (Tris-HCl 10 mmol/L, 乙酸钠

10 mmol/L, NaCl 10 mmol/L, EDTA 0.1 mmol/L, 
pH 7.5)过夜; Buffer C (Tris-HCl 20 mmol/L, 
乙酸钠20 mmol/L, NaCl 20 mmol/L, EDTA 
0.1 m m o l/L, p H 7.5)平衡D E A E柱(D E A E-
Sephacel, 柱高15 cm, 直径1.0 cm), 取浓缩后

的样品上样, Buffer B (Tris-HCl 20 mmol/L, pH 
7.4, 内含0.5 mmol/L NaCl)洗脱后, 再用FPLC
系统, Buffer D (NaCl 0.5 mol/L用Buffer C调)梯
度洗脱后, 收集各洗脱峰的蛋白, 透析液2 (Tris-
HCl 10 mmol/L)透析. 上述洗脱液经100 g/L 
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分子量及纯度的

鉴定. 常规制备100 g/L分离胶及40 g/L浓缩胶, 
样品经煮沸、离心处理后上样, 浓缩胶电泳电

压70 V, 分离胶电压110 V, 电泳时间约3 h, 电
泳后采用考马斯亮蓝染色. 根据电泳结果, 取含

70 kDa蛋白的样品, 用于Western blot试验: 常规

100 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 转移至硝

酸纤维素薄膜上, 50 g/L脱脂奶粉包被2 h, 兔
抗人HSP70多克隆抗体(1∶300)为一抗, 辣根过

氧化物标记的羊抗兔抗体(1∶2000)作为二抗, 
DAB进行显色, 观察并记录结果. 蛋白质浓度测

定采用Bradford法[17]. HepG-2肝癌细胞株在含

100 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI 1640培养基中

常规培养, 950 mL/L湿度, 50 mL/L CO2, 37℃. 
选生长状态好, 处于对数生长期的细胞, 按5×
107/L的细胞浓度接种于96孔板, 每孔100 mL, 
培养24 h后更换培养基, 对照组继续用RPMI 
1640培养基, 第2, 3, 4, 5组分别用含0.1, 0.5, 1.0, 
5.0 mg/L HSP70-肿瘤肽复合物的RPMI 1640培
养液继续培养, 分别于24, 48, 72 h后行MTT分
析. 每孔加入MTT 20 mL, 37℃继续培养4 h, 小
心吸弃孔内培养液, 每孔加DMSO 200 mL, 震荡

15 min, 分别于0, 10, 30 min在酶标仪上测出波

长570 nm处的吸光度A值. 每组设3个复孔, 取3
次实验的平均数, 比较各组细胞的存活率. 各组
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■研发前沿
提取并纯化肿瘤
组织中的HSP70-
肽复合物是研究
HSP70作用机制
的一个重要前提, 
细胞外的HSP70-
肽复合物对肿瘤
细胞的作用上不
清楚, 因此探讨细
胞外的HSP70-肽
复合物对肝癌细
胞系HepG-2增殖
的影响成为我们
研究的重点.
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细胞存活率(%) = (实验组吸光度-空白组吸光

度)/对照组吸光度-空白组吸光度)×100%.
统计学处理 结果用SPSS 13.0软件包进行统

计学分析, 各组间进行t检验; P <0.05为差异有显

著意义.

2  结果

2.1 HSP70-肿瘤肽复合物的纯化 细胞裂解液经

ConA-Sepharose 4B层析后, 可分为ConA结合部

分和不结合部分. 不结合部分经电泳后在70 000
处有一淡染的条带, 而在43 000以下也可见几

条淡染的条带(图1). 将ConA不结合部分进一步

用FPLC经DEAE柱进行分离, 梯度盐洗脱, 收集

各洗脱峰的蛋白, 共有2个蛋白洗脱峰(图2), 电
泳后于第2个峰发现为70 000的蛋白. 上述M r 
70 000的蛋白质用特异性Western blot法鉴定, 证
实该蛋白确系热休克蛋白HSP70(图3). 10 g肝
癌组织经上述分离纯化过程最终获得HSP70-肿
瘤肽复合物总量为1.5 mg. 
2.2 HSP70-肿瘤肽复合物对HepG-2的作用 不
同浓度在不同时间点的各组与对照组相比较, 
HSP70-肿瘤肽复合物均对肝癌细胞株HepG-2有
促进增殖作用(P <0.01, 表1, 图4). 而各浓度在同

一时间内各组之间对肝癌细胞株HepG-2增殖的

影响则无明显差异(P >0.05).

3  讨论

HSP70是分子质量在70 kDa左右的热休克蛋

白, 是热休克蛋白家族中最重要的一员, 被称为

主要热休克蛋白. HSP70被称为分子伴侣, 因为

他不参与目的蛋白的构成, 但可以通过与目的

蛋白质或多肽在细胞中构成复合体, 并通过这

种复合体的形成和解离而参与相关蛋白质的构

象、折叠、跨膜转运及降解等重要生理功

能[18-20]. 更为重要的是在应激状态下HSP可以为

细胞提供保护[1,21]. 正常细胞中, HSP70的表达受

细胞周期调控, 而肿瘤细胞中突变或异常蛋白

质的存在刺激HSP70的合成, 使其呈现持续的高

表达. 研究结果显示肝癌组织中HSP70蛋白的表

达与肿瘤的肝癌分化程度密切相关, 低分化的

肝癌组织中HSP70蛋白的表达显著高于高分化

的肝癌组织. 可见, HSP70蛋白与肝癌的进展密

切相关[22-24]. HSP70在肿瘤细胞中过度表达, 不
仅对肿瘤细胞的保护、维持细胞的稳定有重要

的作用, 而且在抑制肿瘤细胞凋亡的过程中也

发挥着重要的作用[7-12]. 同时, 源自肿瘤组织的

HSP-肿瘤肽免疫宿主可激发持久的T细胞免疫, 
产生特异的抗肿瘤免疫效应[13-16]. 然而, HSP70
在肿瘤细胞中的作用机制及其对肿瘤细胞的发

生、发展的影响, 仍有许多不清楚甚至矛盾的

■创新盘点
本研究借鉴国外
一些研究方法, 结
合国内一般实验
室的条件, 建立了
一种较方便有效
的提取纯化方法, 
同时证明了不仅
细胞内的HSP70
可 以 保 护 肝 癌
细 胞 ,  细 胞 外 的
HSP70-肽复合物
同样也可以促进
肝癌细胞的增殖.

图   1   蛋 白 电 泳 图 . 
M: Marker; 1: 总蛋

白; 2: ConA分离后; 3: 

DEAE分离后(样品5).

图  2  DEAE离子交换层析洗脱蛋白峰.

图  4  不同浓度对肝癌细胞株HepG-2生长曲线.
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图  3  Western blot显示洗脱蛋白3, 4, 5, 6含有HSP70.
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地方, 因此, 提取肿瘤细胞中的HSP70-肽复合物

成为进一步研究其作用的前提. 
HSP70在细胞中的含量低, 提取HSP70-肽

复合物工艺极其复杂. 我们采用二步蛋白纯化

法, 即ConA亲和层析法、阴离子交换蛋白亲和

层析法等二个步骤, 从人肝癌组织中成功提取

了HSP70-肽复合物并获得较高的效率. ConA亲

和层析法选择性强、分离效率高, 是提取过程

中的一个重要环节. 已知糖蛋白可与ConA特异

性结合, 利用这种生物大分子与其配体之间所

具有的专一性亲和力作亲和层析, 能产生纯化

作用, 而且其分离快速的优点对分离含量少又

极不稳定的活性物质更有利. 本实验中, 样品经

过ConA亲和层析柱后, 能与ConA相互作用的糖

蛋白则被阻留在柱上, 从而将糖蛋白与非糖蛋

白分离. DEAE层析应用快速蛋白纯化仪可缩短

实验准备和运行所需的时间, 减少HSP70蛋白降

解, 提高实验结果的可靠性和重复性. 对蛋白质

进一步的定性定量分析证实: 采用此分离纯化

方法得到的蛋白质确系HSP70. 肿瘤在发生、发

展过程中同时也伴随着肿瘤细胞的死亡, 这也

就意味着有大量的HSP70-肽复合物释放到肿瘤

细胞外, 这些细胞外的HSP70-肽复合物对肿瘤

细胞的直接作用目前尚不清楚. 本实验通过从

肝癌组织中提取的HSP70-肽复合物刺激肝癌细

胞株HepG-2, 利用MTT方法观察HSP70-肽复合

物对肝癌细胞株HepG-2增殖的影响. 实验结果

表明, 与对照组相比, 不同浓度组在不同的观察

时间点均显示出HSP70-肽复合物可以促进肝癌

细胞株HepG-2增殖(P <0.01), 各浓度之间对肝癌

细胞株HepG-2增殖的影响则无差异(P >0.05). 
本结果表明不仅细胞内的HSP70可以保护

肝癌细胞, 细胞外的HSP70-肽复合物同样也可

以促进肝癌细胞的增殖. 至于HSP70-肽复合物

如何作用于肝癌细胞, 我们考虑可能是HSP70-
肽复合物通过肝癌细胞表面表达的某些受体(如
TLR4, CD40等)或直接穿过细胞膜而对细胞的

增殖发生影响. Novoselova et al [25]的研究表明

HSP70可以通过穿过细胞膜而保护细胞、抑制

凋亡. Jones et al [26]的研究表明外源性HSP70是前

列腺凋亡的抑制子. 至于细胞外的HSP70-肽复

合物对肝癌细胞株HepG-2增殖的影响是否也与

细胞内的HSP70的作用机制一样, 则需进一步的

实验证实.  
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