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Abstract
AIM: To investigate the effect of extracellular 
heat shock protein 70 (HSP70)-peptide com-
plexes (HSP70-PCs) on the expression of glucose 
transporter 1 (Glut1) and vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in HepG2 cells and to ex-
plore the possible mechanisms involved.

METHODS: HepG2 cells were randomly divided 
into three groups: a control group, an extracel-
lular HSP70 PC (final concentration, 2 μg/mL) 
group and an extracellular HSP70/HSP70-PCs + 
HIF-1α siRNA group. The expression of HIF-1α, 
Glut1 and VEGF was examined by real-time RT-

PCR and Western blot. 

RESULTS: Compared with the control group, 
the expression of HIF-1α, Glut1 and VEGF 
was significantly increased in the extracellular 
HSP70-PC group (all P < 0.05), suggesting that 
extracellular HSP70 PCs promote the expression 
of HIF-1α, Glut1 and VEGF in HepG2 cells. SiR-
NA-mediated blockage of HIF-1α significantly 
inhibited the up-regulation of Glut1 and VEGF 
expression in HepG2 cells (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Extracellular HSP70-PCs pro-
mote the expression of Glut1 and VEGF via HIF-
1α in HepG 2 cells. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目 的 :  探 讨 细 胞 外 的 热 休 克 蛋 白 7 0 及
H S P70肽复合物(h e a t s h o c k p r o t e i n 70/
peptide complexes, HSP70/HSP70-PCs)对
肝癌细胞HepG2缺氧诱导因子1α(hypoxia-
induciblefactor-1α, HIF-1α)、葡萄糖转运蛋白
1(glucose transporter 1, Glut1)、血管内皮生长
因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
表达的影响及可能机制. 

方法: 将肝癌细胞分为3组: 正常对照组、细
胞外HSP70/HSP70-PCs诱导实验组(终浓度2 
μg/mL)、细胞外HSP70/HSP70-PCs+siRNA转
染组. 应用Real-time RT-PCR与Western blot法
检测HIF-1α、Glut1和VEGF的表达变化. 

■背景资料
肝细胞癌是最常
见的恶性肿瘤之
一 ,  占 全 世 界 癌
症死亡原因的第
3 位 ,  我 国 是 世
界上肝癌发病率
最 高 的 国 家 .  热
休克蛋白70(heat 
shock protein 70, 
HSP70)在细胞中
广 泛 表 达 ,  他 可
以参与肿瘤细胞
内的多种信号转
导 通 路 的 调 节 . 
HSP70不仅在细
胞内发挥重要作
用 ,  还 能 被 多 种
肿瘤细胞释放到
细 胞 外 ,  释 放 到
肿瘤微环境中的
HSP70及HSP70
肽复合物不仅能
够调控肿瘤的免
疫反应, 还参与调
控肿瘤的多种生
物学行为, 因此研
究细胞外HSP70/
HSP70PCs如何调
控肝细胞癌中相
关信号转导通路
对于降低患者死
亡率至关重要, 并
为肝癌的治疗提
供了新的理论和
实验依据. 
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结果: 细胞外HSP70/HSP70-PCs诱导实验组
HIF-1α、VEGF与Glut1蛋白表达显著升高, 与
对照组相比有显著差异(P <0.05), 表明细胞外
HSP70/HSP70-PCs促进肝癌细胞的HIF-1α、
Glut1和VEGF表达; 应用siRNA阻断HIF-1α
后, 细胞外HSP70/HSP70-PCs对Glut1和VEGF
的上调表达作用消失, 与对照组相比有明显差
异(P <0.05). 

结论: 细胞外HSP70/HSP70-PCs可以上调肝癌
细胞HepG2中Glut1和VEGF表达, 并且这一作
用是通过HIF-1α来实现的. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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因子

核心提示: 本研究证实细胞外热休克蛋白70(heat 
shock protein 70, HSP70)/HSP70肽复合物(HSP70-
peptide complexes, HSP70-PCs)能够通过缺氧诱

导因子-1α(hypoxia-induciblefactor-1α促进Glut1
与血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor)的表达, 这对肝癌的侵袭和转移机制的研

究及治疗具有一定的价值. 如果能够抑制HSP70/
HSP70-PCs释放到肝癌微环境中, 就有可能阻碍

肝癌细胞的能量代谢过程, 阻止癌细胞的侵袭和

转移, 这为临床上肝癌癌的治疗提供了新的思路.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最

常见的恶性肿瘤之一, 占全世界癌症死亡原因

的第3位 [1].  我国是世界上肝癌发病率最高的

国家, 肝癌占癌症死亡原因的第2位, 死亡率约

26.26/10万人[2]. 热休克蛋白70(heat shock pro-
tein 70, HSP70), 在细胞中广泛表达. 他在肿瘤

中可以作为肽的运载工具, 发挥“分子伴侣”

的作用, 也可以参与肿瘤细胞内的信号调节[3]. 
HSP70不仅在细胞内发挥重要作用, 还能被多

种肿瘤细胞释放到细胞外 [4]. 研究发现, 释放

到肿瘤肿瘤微环境中的HSP70及HSP70肽复合

物(HSP70-peptide complexes, HSP70-PCs)不仅

能够调控肿瘤的免疫反应, 还参与调控肿瘤的

多种生物学行为[5]. 缺氧诱导因子-1α(hypoxia-
induciblefactor-1α, HIF-1α)在肿瘤中普遍表达, 
介导肿瘤细胞适应缺氧微环境, 参与调控肿瘤

的多种生物学行为, 包括增殖、凋亡、侵袭等[6]. 
Wu等[7]的研究表明, 在喉癌中HIF-1α与葡萄糖

转运蛋白1(glucose transporter 1, Glut1)的表达明

显相关. Skinner等[8]研究并阐述了HIF-1α能够调

节VEGF的转录活性. Glut1是人类葡萄糖跨膜转

运最主要的载体, 与细胞葡萄糖转运和能量代

谢关系密切, 恶性肿瘤细胞对葡萄糖的摄取及

代谢均处于增高状态, 研究表明Glut1及其基因

的异常高表达与肿瘤细胞的高能量代谢状态密

切相关[9]. 血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)通过参与肿瘤新生血管的

形成也能调控肿瘤的能量代谢[10]. 我们的前期

研究发现, 肿瘤微环境中的HSP70/HSP70PCs能
够上调HIF-1α的表达. 那么, 微环境中的HSP70/
HSP70-PCs是否通过调控HIF-1α的表达影响

Glut1与VEGF进而对肿瘤的能量代谢产生影响

值得研究. 
本实验拟观察在肝癌细胞HepG2中, 细胞外

HSP70/HSP70PCs对HIF-1α调控Glut1与VEGF
表达的影响及其可能机制, 为进一步治疗肝癌

提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2购自中国科学院

上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研

究所; 小鼠抗人HIF-1α单克隆抗体购博士的生

物技术有限公司; VEGF购自Santa Cruze公司; 鼠
抗人多克隆GAPDH抗体购自Sigma公司; HRP标
记的羊抗鼠、羊抗兔二抗购自武汉博士德公司; 
逆转录试剂盒与PCR试剂盒购自Promega公司; 
TRIzol Reagent购自美国Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 细胞分成3组: 正常对照组、细

胞外HSP70/HSP70-PCs诱导实验组(终浓度10 
μg/mL)、细胞外HSP70/HSP70-PCs+siRNA转染

组. 细胞以含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM
培养基, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养, 
胰酶消化、传代, 取对数生长期细胞实验. 
1.2.2 细胞外HSP70/HSP70-PCs的构建: GST-HSP70
融合蛋白购自Sigma公司, 采用Blachere等[11]的方法

进行抗原肽和GST-HSP70体外结合. 反应体系含

1 mmol/L ADP、1mmol/L MgCl2、75 μg/mL 抗
原肽、250 μg/mL GST-HSP70, 37 ℃水浴2 h. 

■研发前沿
肝细胞癌的发生
发展过程非常复
杂, 细胞外HSP70/
H S P 7 0 P C s对肝
癌的影响机制日
益引起人们的关
注 ,  对 于 细 胞 外
HSP70/HSP70PCs
如何调控肝癌的
发展是目前研究
的热点问题.
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■相关报道
HSP70在细胞中
广 泛 表 达 ,  他 可
以参与多种肿瘤
细胞内的信号调
节. HSP70不仅在
细胞内发挥重要
作用, 还能被多种
肿瘤细胞释放到
细 胞 外 .  研 究 发
现 ,  释 放 到 肿 瘤
肿瘤微环境中的
HSP70及HSP70
肽复合物不仅能
够调控肿瘤的免
疫反应, 还参与调
控肿瘤的多种生
物学行为. 
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1.2.3 Western blot检测HIF-1α、VEGF与Glut1蛋

白的表达: 提取细胞总蛋白, BCA法测定各组蛋

白浓度. 根据浓度上样行电泳后, 转膜至PVDF
膜上, 5%脱脂奶粉的TBST封闭1 h, 加一抗(HIF-
1α 1∶500、VEGF 1∶500、Glut 1∶500、
GAPDH 1∶5000), 4 ℃杂交过夜, TBST漂洗, 加
二抗(1∶5000)室温孵育2 h, TBST漂洗, 化学发

光试剂检测蛋白条带, 测定各条带积分吸光度

(A )值, 定量分析. 
1.2.4 Real-time RT-PCR检测HIF-1α、VEGF与

Glut1 mRNA的表达: 细胞外HSP70/HSP70-PCs
刺激24 h后, 分别收集各组细胞, 采用TRIzol试
剂提取细胞总RNA, 紫外分光光度计测定A 260/280

为1.75-1.95. 取2 μg RNA, 应用逆转录试剂盒按

20 μL逆转录体系合成cDNA. PCR引物由应用

软件Primer5.0设计(表1), 由北京鼎国合成. 荧光

定量PCR反应体系为25 μL, 内含500 ng cDNA模

板, 终浓度为250 nmol/L的上下游引物及SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix 12.5 μL. 反应

条件为95 ℃ 60 s, 95 ℃15 s, 退火15 s, 72 ℃ 45 s, 
荧光收集, 40个循环. 每个样本重复3次. 以相对

CT值(即2-△△Ct)表示目的基因的相对表达量, 以
空白细胞为对照. 
1.2.5 针对HIF-1α特异性s iRNA转染: 接种适

量细胞至六孔板, 确保第2天细胞约30%铺满, 
采用Lipofectamine 2000转染, 6 h后更换新鲜

培养基, 48 h检测蛋白水平的变化. s iRNA靶

向HIF-1α的序列是s iRNA上链序列是5'-GT-
GAAAGGATTCATATCTA-3', 下链序列是3'-GA-
CACAGCCTCGATATGAA-5'. 

统计学处理 所有实验均重复3次以上, 用
S P S S13.0软件进行统计分析, 定量结果采用

mean±SD表示, 多组均数间比较采用单因素方

差分析, 两两组间比较采用组间t检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 细胞外HSP70/HSP70-PCs促进肝癌细胞系

HepG2细胞HIF-1α、VEGF与Glut1表达 Real-
time RT-PCR检测各组细胞HIF-1α、VEGF与
Glut1 mRNA的表达(图1), 结果显示: 细胞外

HSP70/HSP70-PCs诱导实验组HIF-1α、VEGF
与Glut1 mRNA表达显著升高, 与对照组相比有

显著差异(P <0.05). 通过Western blot检测各组细

胞HIF-1α、VEGF与Glut1蛋白的表达(图2), 结
果与Real-time RT-PCR结果一致, 细胞外HSP70/
HSP70-PCs诱导实验组HIF-1α、VEGF与Glut1
蛋白表达显著升高, 与对照组相比有显著差异

(P <0.05). 
2.2 细胞外HSP70/HSP70-PCs通过HIF-1α调控肝

癌细胞HepG2中VEGF与Glut1蛋白表达 我们通

过siRNA阻断HIF-1α的表达验证细胞外HSP70/
HSP70-PCs通过HIF-1α调控肝癌细胞HepG2中
VEGF与Glut1蛋白表达. 如图3A所示: 特异性

siRNA能够有效阻断HIF-1α mRNA与蛋白的表

达. 图3B, C显示, 经过siRNA预处理肝癌细胞

HepG2细胞24 h后, 在细胞外HSP70/HSP70-PCs
的作用下, VEGF与Glut1蛋白表达显著降低, 与
对照组相比有明显差异(P <0.05). 

3  讨论

HSP70是在生物体内普遍存在的蛋白质家族, 
根据分布位置不同分为细胞内HSP70与细胞外

HSP70. 人们对细胞内HSP70的作用了解比较

清楚, 生理状态下作为分子伴侣参与蛋白的折

2013-12-28|Volume 21|Issue 36|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  Real-time RT-PCR引物序列

     引物名称                      引物序列

HIF-1α F: 5'-CTTCTGGATGCTGGTG-3'

R: 5'-TCGGCTAGTTAGGGTAC-3' '

Glut1 F: 5'-GGTTGTGCCATACTCATGACC-3'

R: 5'- CAGATAGGACATCCAGGGTAGC

VEGF F: 5'-AGGAGGAGGGCAGAATC-3'

R: 5'-ATGTGCTGGCCTTGGT-3'

GAPDH F: 5'-GGATTTGGTCGTATTGGG-3'

R: 5'-TCGCTCCTGGAAGATGG-3'

HIF-1α: 缺氧诱导因子1α; Glut1: 葡萄糖转运蛋白1; VEGF: 血

管内皮生长因子; GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶. 
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图  1  细胞外HSP70/HSP70-PCs诱导细胞不同时间, Real-
time RT-PCR检测HIF-1α、VEGF与Glut1 mRNA表达的变
化. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. HIF-1α: 缺氧诱导因子1α; 

Glut1: 葡萄糖转运蛋白1; VEGF: 血管内皮生长因子.

■创新盘点
本实验应用HSP70/
HSP70PCs对肝癌
细胞HepG2进行
体外干预, 探讨细
胞外HSP70/HSP-
70PCs对HIF-1α调
控Glut1与VEGF
表达的影响及其
可能机制, 旨在为
将来组织水平研
究肝癌的发生发
展提供理论基础, 
并为肝癌的治疗
打开一个新的思
路. 截至目前, 细
胞外HSP70/HSP-
70PCs在肝癌中的
研究鲜见报道.

■应用要点
本研究结果表明
细 胞 外 H S P 7 0 /
H S P 7 0 P C s 可以
上 调 肝 癌 细 胞
HepG2中Glut1和
VEGF表达, 并且
这一作用是通过
HIF-1α来实现的. 
这为肝癌的治疗
提供理论基础.
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叠、构象、修复以及跨膜转运; 应激时呈高表

达, 起到应激保护作用. Mambula等[12]研究发现

HSP70不仅存在与细胞内, 还能释放到肿瘤微环

境中. Sims等[13]研究表明, 细胞外存在的HSP70
参与肿瘤的侵袭转移. 

肿瘤细胞新陈代谢速度快, 繁殖能力强等特

点决定了肿瘤对于氧气、葡萄糖等能能量物质

的需求要远高于正常细胞. 同时, 肿瘤细胞体积

的不断增加, 致使肿瘤细胞远离了营养丰富的

血管, 进一步导致了肿瘤微环境的缺氧情况. 在
缺氧条件下, HIF-1相关的基因被诱导[14]. HIF-1
由α和β亚基组成, 其中HIF-1α是受氧分子调节

的主要功能亚基. 有研究发现, HIF-1是下游基因

Glut1的重要调控因子, 对糖代谢有明显影响[15]. 
活化的HIF-1与Glut1 5'端的增强子DNA的结合

位点结合, 诱导Glut1过度表达[16]. HIF-1α也能够

上调VEGF的转录活性, 促进VEGF的表达, 调节

新生血管的生成, 为肿瘤的代谢提供营养[17]. 通
过Real-time RT-PCR与Western blot检测发现, 细
胞外HSP70/HSP70-PCs能够上调HIF-1α mRNA
与蛋白的表达, 同时伴随Glut1与VEGF mRNA
与蛋白的表达上调. 通过siRNA技术阻断HIF-1α
的表达发现, 阻断HIF-1α的表达能够有效抑制

细胞外HSP70/HSP70-PCs对Glut1与VEGF的上

调作用. 该结果提示, 细胞外HSP70/HSP70-PCs

是通过HIF-1α调控Glut1与VEGF的表达. 
总之, 细胞外HSP70/HSP70-PCs能够促进

Glut1与VEGF的表达, 这种作用是通过HIF-1α途
径来实现的. 本研究结果为肝癌的治疗提供了

新的理论和实验依据. 
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图  3  HIF-1α siRNA后细胞外HSP70/HSP70-PCs对VEGF
与Glut1蛋白表达的影响. A: 应用siRNA阻断HIF-1α的表

达; B, C: Western blot检测阻断HIF-1α后VEGF与Glut1蛋

白表达的变化. aP <0.05 vs  对照组. HIF-1α: 缺氧诱导因子

1α; Glut1: 葡萄糖转运蛋白1; VEGF: 血管内皮生长因子; 

GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶; HSP70/HSP70-PCs: 热休

克蛋白70及HSP70肽复合物. 
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■名词解释
热休克蛋白70: 在
细胞中广泛表达. 
他在肿瘤中可以
作为肽的运载工
具, 发挥“分子伴
侣”的作用, 也可
以参与肿瘤细胞
内的信号调节;
缺氧诱导因子-1α: 
在肿瘤中普遍表
达 ,  介 导 肿 瘤 细
胞适应缺氧微环
境, 参与调控肿瘤
的多种生物学行
为, 包括增殖、凋
亡、侵袭等;
GLUT-1: 人类葡
萄糖跨膜转运最
主要的载体, 与细
胞葡萄糖转运和
能量代谢关系密
切, GLUT-1及其
基因的异常高表
达与肿瘤细胞的
高能量代谢状态
密切相关. 
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■同行评价
本 实 验 应 用
HSP70/HSP70PCs
对 肝 癌 细 胞
HepG2进行体外
干预, 探讨细胞外
HSP70/HSP70PCs
对 H I F - 1 α调 控
Glut1与VEGF表
达的影响及其可
能机制. 为肝癌的
治疗提供了理论
基础. 论文选题新
颖, 设计合理, 论
据充分. 


