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HSP90α的表达对食管癌细胞侵袭转移能力的影响

郭 雨, 李秀娟, 张琪琪, 张志强

®

■背景资料
食管癌 ( e sopha-
geal carcinoma, 
E C )是一种高发
病率、高死亡率
且病因尚未明确
的疾病 .  热休克
蛋白(heat shock 
protein, HSP)家
族 是 一 种 A T P
依 赖 的 分 子 伴
侣 ,  目前国内外
大 量 研 究 发 现
其中的HSP27、
HSP70、HSP90
等 与 癌 症 的 发
生 发 展 密 切 相
关 .  H S P 9 0又分
为 H S P 9 0 α 和
HSP90β, 据研究
发现H S P 9 0 α较
HSP90β与癌症的
关系更紧密. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between heat 
shock protein 90α (HSP90α) expression and 
invasion and metastasis of esophageal cell carci-
noma. 

METHODS: The differential expression of 

HSP90α mRNA and protein was tested by 
RT-PCR and Western blot, respectively, in 
esophageal cell carcinoma cell lines with dif-
ferent invasive ability (CE81T-0 and CE81T-4). 
An siRNA targeting HSP90α was transfected 
into CE81T-4 cells, and cells transfected with 
a negative control and non-transfected cells 
were used as controls. The expression of 
HSP90α mRNA and protein was tested by RT-
PCR and Western blot in these three groups 
of cells. The viability of cells was examined by 
MTT assay; cell cycle and apoptosis were ana-
lyzed by flow cytometry; and the changes in 
migration and invasion of CE81T-4 cells after 
transfection were tested by scratch assay and 
Transwell assay. 

RESULTS: The expression levels of HSP90α 
mRNA and protein in CE81T-4 cells were sig-
nificantly higher than those in CE81T-0 cells 
(P < 0.05). After HSP90α siRNA transfection in 
EC81T-4 cells, RT-PCR and Western blot analy-
ses showed that the levels of HSP90α mRNA 
and protein expression were significantly lower 
in the experimental than in the blank control 
and negative control group (P < 0.05). MTT as-
say showed that cell proliferation ability in the 
experimental group was significantly lower 
compared with the other two groups (P < 0.05). 
Cell apoptosis rate was significantly higher in 
the experimental group compared with other 
two groups (P < 0.05). HSP90α siRNA trans-
fection resulted in cell cycle arrest in G0/G1 
phase. Transwell invasion assay indicated that 
number of cells penetrating the polycarbonate 
membrane was significantly lower in the experi-
mental group than in the other two groups (P < 
0.05). In addition, the migration ability of cells in 
the experimental group was significantly lower 
compared with the other two groups. 

CONCLUSION: Down-regulation of expression 
of HSP90α may reduce invasion and metastasis 
of esophageal cell carcinoma cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
本 实 验 在 细 胞
水 平 上 验 证 了
H S P 9 0 α对 E C
的 转 移 侵 袭 能
力影响 .  并应用
siRNA-HSP90α
对 E C进行靶向
治疗奠定了基础, 
同时也为临床药
物靶向治疗提供
了新的思路.

Key Words: Esophageal carcinoma; HSP90α; Inva-
sion and metastasis

Guo Y, Li XJ, Zhang QQ, Zhang ZQ. Correlation between 
HSP90α expression and invasion and metastasis of 
esophageal cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2014; 22(31): 4719-4725  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/22/4719.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i31.4719

摘要
目的: 探讨热休克蛋白90α(heat shock protein 
90α, HSP90α)在食管癌(esophageal carcinoma, 
EC)细胞侵袭转移中的作用机制. 

方法: 分别采用RT-PCR和Western blot检测
HSP90α在具有不同侵袭转移潜能的EC细胞
株CE81T-0和CE81T-4中mRNA水平和蛋白
质水平的表达差异; 细胞转染技术将siRNA-
HSP90α转染入CE81T-4细胞中, 并分为实验
组、阴性对照组、空白对照组; 并用RT-PCR
和Western blot检测3组细胞中HSP90α mRNA
水平和蛋白质水平的表达差异, 验证是否转
染成功. MTT法检测3组细胞的增殖活力, 流
式细胞术分析细胞周期、凋亡的改变, 划痕
实验和Transwel l体外侵袭实验检测转染后
CE81T-4细胞迁移和侵袭的变化. 

结果: CE81T-4细胞中的HSP90α的mRNA
和蛋白质表达水平明显高于C E81T-0细胞
(P <0.05); siRNA-HSP90α成功转染CE81T-4
细胞后, RT-PCR和Western blot检测3组结果
显示, 实验组中HSP90α mRNA水平和蛋白水
平表达量显著低于空白对照组和阴性对照组
(P <0.05); MTT实验结果显示, 实验组细胞的
增殖能力明显减弱, 与其他两组比较差异具
有统计学意义(P <0.05); HSP90α基因表达沉
默后, 细胞凋亡率为32.67%, 较空白对照组和
阴性对照组明显增加(P <0.05); 实验组细胞周
期被阻滞在G0/G1期; Transwell体外侵袭实验
显示实验组侵袭迁移的细胞数显著低于空白
照组与阴性对照组(P <0.05); 划痕实验结果显
示, 72 h后实验组细胞的迁移力较其他两组明
显降低. 

结论: HSP90α的下调会降低EC细胞的转移侵
袭能力. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 热休克蛋白90α(heat shock protein 90α, 

HSP90α)的表达与食管癌(esophageal carcinoma, 
EC)的侵袭转移能力密切相关, 应用RNA干扰技
术使HSP90α的表达下调会导致EC细胞的增殖、
侵袭和转移受到抑制, 并促进EC细胞凋亡并使其
细胞周期阻滞在G0/G1期, 为EC的治疗提供临床
参考价值. 
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0  引言

食管癌(esophageal carcinoma, EC)是消化系最常

见的恶性肿瘤之一, 中国是全世界EC的高发地

区[1]. EC的5年生存率低于30%[2], 浸润与转移是

导致EC患者死亡的重要因素[3]. 目前发现与EC
转移侵袭能力相关的基因、蛋白、因子有许多

种, 如: Ras基因[4]、基质金属蛋白酶(matrix metal-
loproteinase, MMP)家族[5,6]、血管内皮细胞生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)[7]等, 
但缺乏特异的分子靶标. 目前EC的转移机制尚不

清楚, 仍需要进一步研究. 大量研究显示HSP90α
在胃癌、肝瘤、子宫颈癌、胰腺癌等多种恶性

肿瘤中呈现高表达, 并参与了肿瘤的浸润与转

移[8-12]. 本研究在两种高低侵袭力不同的EC细胞

中发现HSP90α在高侵袭力CE81T-4细胞的中表

达更高. 利用RNA干扰技术, 通过沉默抑制高侵

袭EC细胞CE81T-4中HSP90α的基因表达, 观察

HSP90α基因沉默后对EC细胞生物学性状的影

响. 以探讨HSP90α的表达对EC细胞转移侵袭能

力的影响, 为EC的基因治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 EC细胞系: CE81T-4与CE81T-0为台湾

高雄医学大学附设中和纪念医院的吴明苍教

授惠赠[13]. DMEM培养基、胎牛血清(fetal calf 
serum, FBS)购于Gibico公司; 细胞周期、凋亡

试剂盒购于贝博公司; MTT、Western blot二抗

试剂盒、Lipofectamine™ 2000、Opti-MEM购

于Invitrogen公司; RIPA裂解液、PCR产物纯化

试剂盒购于百泰克公司; primeScript™ one step 
RT-PCR kit、SYBR Green PCR premix、DNA 
Marker购于TaKaRa宝生物工程有限公司; Tran-
swell小室购于Millicell公司; HSP90α兔抗人多

克隆抗体购于Cell Signal Technology公司. 
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■相关报道
目前有大量研究
显示HSP90α与癌
症密切相关, 但对
于EC与HSP90α
关系的研究结论
并不一致 .  目前 , 
国内外相关RNA
干扰技术用于疾
病的治疗已有大
量报道, 均充分肯
定了该技术在肿
瘤治疗方面的价
值, 在临床上具有
较高的应用价值.

1.2 方法
1.2.1 细胞培养: 人EC细胞CE81T-4与CE81T-0
接种于含10%胎牛血清的培养基中, 置37 ℃, 
5%CO2培养箱中培养, 至对数生长期进行实验. 
1.2.2 RT-PCR HSP90α引物序列: 上游引物: 
5'-CTGCTTATTTGGTTGCTGAGAAAGT-3', 
下游引物: 5'-TCCTTTATTCTTCGTTCCTC-
CAAG-3'. 取总RNA 2 μg/L进行逆转录, 取cDNA 
2 μL扩增HSP90α基因序列, 以β-actin为内对照. 
取PCR产物进行凝胶电泳, 凝胶成像系统上扫

描, 并分析结果. 
1.2.3 Western blot检测: 取30 mg蛋白煮沸后上

样, 10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 转移至

PVDF膜, 37 ℃封闭60 min. 加入1∶250稀释的

兔抗人HSP90α多克隆抗体, 4 ℃封闭过夜. 二抗

孵育30 min, 发光剂孵育至条带清楚, 用水终止

显色. 用凝胶成像仪扫描, 并进行灰度值分析. 
1.2.4 细胞转染: 选用CE81T-4进行瞬时转染. 分为

实验组、阴性对照组及空白对照组. 各组用Opti-
MEM稀释对应的siRNA和Lipofectamine™ 2000. 
将各组已经稀释的siRNA分别和Lipofectamine™ 
2000稀释物混合, 室温避光孵育20 min. 将siRNA-
Lipofectamine™ 2000复合物以每孔600 μL均匀的

滴入各组转染细胞孔, 转染完成后继续培养. 每
组设置3个平行样孔. 
1.2.5 验证: 用RT-PCR及Western blot检测3组
细胞(实验组、空白对照组、阴性对照组)中
mRNA水平和蛋白质水平的表达差异, 验证是否

转染成功. 方法同上. 
1.2.6 噻唑兰比色(MTT)法细胞生长检测: 取
转染后细胞种于96孔板, 分别在培养后的24、
48、72 h, 向待测孔先后加入MTT及DMSO, 在
490 nm波长下用酶标仪测定各孔吸光度(A )值, 
记录结果. 
1.2.7 细胞周期检测: 取转染后48 h的3组细胞, 75 
mL/L冰冻乙醇4 ℃固定过夜. 向待测细胞加入

RNase A溶液后37 ℃水浴, 筛网过滤. 加入PI染
液4 ℃避光孵育. 用流式细胞仪检测DNA-PI的
荧光强度, 最长激发波长为488 nm. 
1.2.8 细胞凋亡检测: 取转染后48 h的3组细胞, 
用1×Annexin V结合液悬浮细胞, 加入Annexin 
V-FITC染色液, 4 ℃避光孵育, 加入PI染色液后

4 ℃避光孵育5 min. 用流式细胞仪检测. 
1.2.9 划痕实验: 取转染后24 h的3组细胞, 用10 
μL无菌枪头在每孔底部画一条直线, 确保每孔

直线粗细均匀. 倒置显微镜下观察划痕宽度及

细胞密度比较一致的部分做标记, 分别在0、
24、48、72 h直至细胞划痕愈合, 进行拍照测量

划痕宽度并观察划痕的愈合速度. 
1.2.10 Transwell体外侵袭实验: 取转染后24 h的3
组细胞, 细胞撤血清培养12 h后再制备细胞悬液. 
使Transwell小室中基质胶再水化, 将细胞悬液加

到小室中. 加入500 μL含10%胎牛血清的培养液

在底层, 孵育36 h. 擦去上室底部基质胶及未侵

袭细胞, 加入结晶紫染色. 在倒置显微镜下观察

并计数. 
统计学处理 本文数据使用SPSS13.0统计学

软件进行处理, 计量资料采用mean±SD的形式

表示, 两组间差异采用t检验, 3组之间采用单因

素方差检验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 CE81T-4与CE81T-0中HSP90α的mRNA
和蛋白质表达情况  C E81T-4细胞中H S P90α

的m R N A表达水平(1.8107±0.4579)明显高

于CE81T-0(0.5306±0.08249)(P <0.05)(图1A). 
CE81T-4细胞中HSP90α的蛋白质表达水平(0.842
±0.073)明显高于CE81T-0(0.0085±0.00092), 差
异有统计学意义(P<0.05)(图1B).
2.2 转染CE81T-4后3组细胞中HSP90α的mRNA
和蛋白质表达情况 实验组HSP90α mRNA的

表达量(0.01572±0.00266)明显低于空白对照

组(0.03318±0.00942)和阴性对照组(0.03250±
0.00252), 且差异均有统计学意义(P  = 0.020, P  
= 0.026)(图2A). 实验组HSP90α蛋白的表达量

(0.0076±0.00034)明显低于阴性对照组(0.550
±0.094)和空白对照组H S P90α为 (0 .722±
0.062), 且差异均有统计学意义(P  = 0.000, P  = 
0.000)(图2B). 
2.3 用MTT比较转染后3组细胞的生长情况 转
染24 h后3组比较细胞增殖能力无明显差异

(P >0.05), 在转染后48、72、96 h实验组细胞增

殖能力较空白对照组、阴性对照组显著降低

(P <0.05)(表1).  
2.4 用流式细胞仪比较转染后3组细胞的生长
周期 与空白对照组和转染阴性对照相比, 转染

siRNA-HSP90α的实验组细胞能明显引起细胞

周期阻滞. 在空白对照组中G0/G1期细胞比例的

平均值为65.930%±0.862%, 在阴性对照组中

为66.900%±0.556%, 转染siRNA-HSP90α实验
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■创新盘点
在EC细胞水平上
对HSP90α的研究
在国内为首例. 用
RNA干扰技术来
抑制基因表达, 为
治疗癌症、遗传
病等疾病开辟了
新的途径.

组中G0/G1期细胞比例的平均值为72.000%±

2.606%, 实验组与对照组相比较均有显著统计

学差异(P = 0.004, P  = 0.008)(表2). 
2.5 用流式细胞仪比较转染后3组细胞的凋亡情
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图  2  siRNA转染CE81T-4后3组细胞内HSP90α mRNA和蛋
白的表达对比. A: 转染后细胞HSP90α mRNA的表达对比; 
B: 转染后细胞HSP90α蛋白的表达对比. 1-3: 实验组; 4-6: 
阴性对照组; 7-9: 空白对照组; M: DNA marker.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

实验组
阴性对照组
空白对照组

1  4   7         2  5   8         3  6  9

表  2  转染后3组细胞的所在的细胞周期情况 (mean±SD, %)

     

分组
细胞周期时相分布

G0/G1期 P 值 S期 P 值 G2/M期 P 值

空白对照组 65.93±0.862a 0.004  4.70±1.743c 0.002  29.43±1.050e 0.028

阴性对照组 66.90±0.556a 0.008  1.73±0.839c 0.001  31.37±0.503e 0.074

实验组  72.00±2.606 13.67±8.589 14.33±6.158

aP<0.05 vs  实验组(G0/G1); 
cP<0.05 vs  实验组(S); eP<0.05 vs  实验组(G2/M).
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图  1  CE81T-4与CE81T-0细胞内HSP90α mRNA和蛋白的表
达差异. A: HSP90α mRNA的差异. 1-3: CE81T-4组; 4-6: 
CE81T-0组; M: DNA marker; B: HSP90α蛋白的差异. 1-3: 
CE81T-0组; 4-6: CE81T-4组.

表  1  转染后不同时间3组细胞的生长情况对比 (mean±SD)

     
时间 实验组 阴性对照组 空白对照组 P 值1

24 h 1.612±0.067 1.517±0.058 1.584±0.081 0.298

48 h 1.816±0.036 2.157±0.080 2.290±0.073 0.001

72 h 1.985±0.094 2.496±0.071 2.437±0.087 0.009

96 h 2.207±0.089 2.652±0.066 2.617±0.065 0.000

1P值为同一时间段实验组、阴性对照组及空白对照组3组之间比较.
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况 空白对照组、阴性对照组、实验组中发生凋

亡的细胞所占的比率分别为9.230%±0.551%、

4.87%±1.44%、32.67%±5.28%. 实验组与阴性

对照组和空白对照组之间有差异有统计学意义

(P  = 0.000), 阴性对照组和空白对照组差异无统

计学意义(P  = 0.151). 
2.6 用划痕实验比较转染后3组细胞的侵袭生长 
实验组细胞的移动速度明显慢于空白对照组以

及阴性对照组; 在转染后72 h后, 空白对照组以

及阴性对照组细胞划痕宽度基本愈合, 而实验

组细胞划痕宽度明显, 可见沉默HSP90α基因的

表达后, EC细胞的迁移力显著下降(图3). 
2.7 用Transwell体外侵袭实验比较转染后3组细
胞的转移侵袭能力 实验组侵袭迁移的细胞个数

为76.4个±8.7个, 显著低于空白照组(140.3个±

5.8个, P <0.05)与阴性对照组(129.3个±10.1个, 
P <0.05)(图4). 

3  讨论

CE81T-4和CE81T-0细胞是已经证实其转移侵袭

能力有差异的两者EC细胞(CE81T-4的转移侵袭

能力大于CE81T-0), 其性能稳定, 是研究EC良好

的细胞模型. 
HSP是一种ATP依赖的分子伴侣, HSP90是

其中的大家族, 在细菌和真核细胞中广泛存在. 
在正常细胞中, HSP90是受到细胞周期调控的, 
HSP90可以促进蛋白进行适当的折叠、合成、

转位, 在应激条件下维持细胞必需的蛋白质空

间构象, 从而保护细胞的功能、生存和对应激

源的耐受[14]. 但在癌细胞中, HSP90不需要应激, 
即可呈现持续性高表达, 稳定肿瘤细胞中活性

癌蛋白, 这些活性癌蛋白大多是在肿瘤恶性转

化中起关键作用的激酶和转录因子, 从而促进

肿瘤的产生、生长和转移[15]. HSP90有两个亚型, 
HSP90α和HSP90β, 这两个亚型的氨基酸序列的

■应用要点
R N A干扰技术
可应用于基因治
疗、新药开发、
生物医学研究等
多个领域 .  目前
如老年视黄斑退
化、帕金森、肌
肉萎缩性侧索硬
化症、类风湿性
关节炎、肥胖症
等病已经尝试采
用该方法进行疾
病治疗. 肿瘤治疗
方面也已经取得
了一些成果.
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图  3  转染72 h后3组细胞划痕实验. A: 空白对照组; B: 阴
性对照组; C: 实验组.

图  4  转染后3组细胞Transwell实验对比. A: 空白对照组; B: 
阴性对照组; C: 实验组.
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相似性为93%, 一致性达86%[16], 目前已经发现

了分别与他们特异性结合的底物蛋白[17]. 其中

HSP90α与肿瘤的关系更为密切, 在肿瘤细胞中

多呈过量表达. 
在国外, 对EC与HSP90α之间的具体研究

极少. 在国内, 许建功等[18]、仝瑞锋[19]应用免

疫组织化学技术发现HSP90α与EC有密切相关

性, 但也有报道称HSP90α与食管鳞癌无密切

关系[20], 并无EC细胞水平层次的相关研究. 本
研究在细胞水平上, 发现CE81T-4和CE81T-0
两种EC细胞中, 侵袭力较高的CE81T-4细胞中

HSP90α的mRNA及蛋白表达水平明显高于侵

袭力较低的CE81T-0细胞. 将s iRNA-HSP90α

瞬时转染入CE81T-4细胞, RT-PCR和Western 
blot结果显示将HSP90α干扰后CE81T-4细胞中

HSP90α在mRNA和蛋白水平表达显著下降, 通
过细胞增殖实验、划痕实验、Transwell实验、

细胞凋亡和周期实验结果证实了沉默HSP90α

的表达可以抑制EC细胞的增殖、侵袭和转移

促进凋亡并使细胞周期阻滞在G0/G1期. 本研究

提示我们HSP90α在EC细胞的增殖、侵袭和转

移中发挥着重要的作用. 为将来应用s iRNA对

EC基因治疗的研究奠定了基础, 同时也为临床

药物靶向治疗提供了新的思路. 
有研究[21-24]显示HSP90α不仅存在于胞浆

内, 也可以由肿瘤细胞主动分泌致细胞外, 促进

肿瘤细胞的侵袭和转移. 有研究[25]报道, 血浆中

HSP90α水平在恶性肿瘤中特异性的升高, 炎症

的发生不会干扰血浆中HSP90α的含量检测. 众
多研究表明HSP90α与肿瘤的发生发展的多个过

程有着密切相关性, 且阳性率及敏感性高, 提示

血浆HSP90α具有作为临床肿瘤标志物及评估肿

瘤预后的潜在应用价值. 有不少针对特异性抑

制HSP90α功能以达到靶向治疗癌症的药物已经

被研究证实, 例如格尔德霉素(GA)[26]及17-丙烯

胺基-17-去甲氧基格尔德霉素[27]. RNA干扰技术

具有严格的序列特异性、高效性, 治疗针对性

强、不良反应小等特点, 已成为肿瘤基因治疗

研究的重要工具之一[28-30], 体现在针对过表达凋

亡抑制因子或癌基因、对肿瘤的耐药基因等方

面. 但应用siRNA-HSP90α对EC进行靶向治疗仍

需要进一步研究及大量的临床试验, 如应用干

扰HSP90α后的EC细胞进行动物体内实验以及

临床患者基因靶向治疗后的生存分析及影像学

对比分析等. 

志谢: 真诚的感谢台湾高雄医学大学附设中和
纪念医院的吴明苍教授赠与的EC细胞以及对于
实验的指导和帮助.
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