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Abstract Objective To study the influence of SOD ＆ IL-8 and ultrastructural changes on rat bile reflux mucosa
model with liangjun oral solution treating． Methods The bile reflux gastritis rats model was established by home-
made reflux solution gavage，observing the differences of SOD activity ＆ IL-8 content and ultrastructural changes
between liangjun oral solution treating group and the control group． Ｒesults Gastric mucosal SOD activity reduced
in control group ( P ＜ 0. 05) ，IL-8 content increased ( P ＜ 0. 05) ． We found the injury of close connection among
gastric mucosal cells，mitochondria swelling，rough endoplasmic reticulum expansion，microvilli shorter or lost by
transmission electron microscope． Compared with control group，liangjun oral solution could increase experimental
bile reflux gastritis rats gastric mucosal SOD activity and reduced the content of IL-8，and significantly repaired the
ultrastructure of gastric mucosa in rats． Conclusion Liangjun oral solution could increase the SOD activity，re-
duce the content of IL-8，repair damaged ultrastructure and prevent gastric mucosa of rat model．
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◇临床医学研究◇

HSP90α、HSP90β在人胃癌组织中的表达
吴梦婕1，张 红1，姚元春2，秦 蓉1

摘要 目的 探讨 HSP90α、HSP90β 蛋白与 mＲNA 在人胃

癌组织中的表达及其与胃癌生物学行为的关系。方法 采

用免疫组化 SP 法检测两者蛋白在胃癌组织及癌旁正常组织

的表达。采用 ＲT-PCＲ 法检测两者的 mＲNA 在胃癌组织及

癌旁正常组织的表达。结果 HSP90α、HSP90β 主要定位于

细胞质，其阳性率分别为 82. 9% 和 80. 0% ( P ＜ 0. 01 ) ，与胃

癌分化、浸润、分期、转移相关。HSP90α、HSP90β mＲNA 在

胃癌中的表达明显高于癌旁正常组织( P ＜ 0. 01) ，并与胃癌

的分化、分期、淋巴结的转移相关。结论 HSP90α、HSP90β
蛋白在胃癌组织中的阳性表达以及其与胃癌生物学行为的

关系提示 HSP90α、HSP90β 可能作为判断胃癌恶性程度的

重要指标。HSP90α、HSP90β mＲNA 的高表达，且两者均与

胃癌的发生、发展关系密切，可能与胃癌组织中的转录调控

相关。
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热休克蛋白( heat shock protein，HSP) 是一类在

生物进化过程中高度保守并广泛存在于原核及真核

生物中的一种蛋白，主要功能是维持细胞蛋白质结

构的稳定，提高细胞对应激的耐受性，使细胞维持正

常的生理功能。其家族中最突出的成员为 HSP90α
和 HSP90β 亚 型 ( 现 在 也 分 别 叫 做 HSPC1 和

HSPC3) ，由 2 个不同基因表达［1］。HSP90 与肿瘤的

关系，特别是与胃癌关系的研究少见报道。该研究

采用免疫组化 SP 法和 ＲT-PCＲ 法检测胃癌组织和

胃黏膜正常组织中 HSP90α 和 HSP90β 蛋白和 mＲ-
NA 的表达水平; 通过分析两者与胃癌临床病理参

数之间的关系，探讨两者在胃癌发生、发展中的作

用，为胃癌的早期诊断和预后治疗提供理论上的依

据，同时为找到新型的抗肿瘤药物提供新的思路。
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1 材料与方法

1． 1 标本来源

1． 1． 1 免疫组化标本来源 收集 2011 ～ 2012 年安

徽医科大学第一附属医院病理科胃癌存档病例 80
例，病例术前均未接受放疗和化疗。病例按 WHO
胃癌组织学分级及分期标准归类。实际有效病例在

HSP90α 中为 70 例，其中男 46 例，女 24 例; 年龄 31
～ 80 ( 63. 23 ± 3. 27 ) 岁; 在 HSP90β 中有效病例为

75 例，其中男 47 例，女 28 例; 年龄 31 ～ 80( 62. 56 ±
3. 15) 岁。另外，取癌旁正常的胃黏膜组织 30 例作

为对照组。染色结果均由两位病理医师进行阅片诊

断核实。
1． 1． 2 ＲT-PCＲ 标本来源 收集 2012 年 6 月 ～ 11
月经安徽医科大学第一附属医院普外科进行手术治

疗的胃癌切除标本 32 例，患者术前均未接受放疗和

化疗，其中男 22 例，女 10 例; 年龄 33 ～ 80( 60. 25 ±
3. 10) 岁。每例标本留取距癌组织 5 cm 以上手术远

端切缘正常胃黏膜组织 32 例，将所取标本迅速置液

氮冷冻，－ 80 ℃低温保存，以备检测。
1． 2 主要试剂 羊抗人 HSP90α 多克隆抗体( 浓缩

型，工作浓度 1: 50 ) 、羊抗人 HSP90β 多克隆抗体

( 浓缩型，工作浓度 1 ∶ 50) 均购自武汉博奥森公司;

SP-9000 免疫组化染色试剂盒及浓缩型 DAB 试剂盒

均购自北京中杉生物技术有限公司; TＲIzol 试剂购

自美 国 Invitrogen 公 司; ＲT-PCＲ 试 剂 盒 购 自 美 国

Thermo 公司。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 免疫组化 具体操作参照 SP 试剂盒说明书

进行，DAB 显色，苏木精复染，封片。以 PBS 代替一

抗作为阴性对照，用已知阳性组织切片作为阳性对

照。判断标准［2］采用半定量积分法判定，每张切片

均随机观察计数 5 个高倍视野( × 400 ) ，取平均数。
根据阳性细胞在所观察的细胞中占的比例分为: 阳

性细胞数≤5% 为 0 分，6% ～ 25% 为 1 分，26% ～
50%为 2 分，51% ～ 75% 为 3 分，＞ 75% 为 4 分; 根

据显色的程度来判断阳性程度: 基本不着色为 0 分，

浅黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分。将两

项积分相乘: 0 ～ 2 分为阴性( － ) ，3 ～ 4 分为弱阳性

( + ) ，5 ～ 8 分为中度阳性( ) ，9 ～ 12 分为强阳性

( ) 。 + ～为均判断为阳性表达。将≥3 分归

为阳性( + ) ，便于统计。
1． 3． 2 ＲT-PCＲ 取约 100 g 组织放置研组织匀浆

器中，按照 TＲIzol 试剂盒说明提取总 ＲNA，逆转录

为 cDNA，所检测基因引物序列如下( 上海生物工程

公司 合 成 ) : 目 的 基 因 HSP90α 的 上 游 引 物: 5'-
GAACTGGCGGAAGATAAAGAGA-3'，下 游 引 物: 5'-
TCTGGTTCTCCTTCATTCTGGT-3'，预计扩增片段大

小为 218 bp。HSP90β 的上游引物: 5'-TGGTGTTG
GCTTTTATTCTGC-3'，下 游 引 物: 5'-CTACTTCTTTG
ACCCGCCTCT-3'，预 计 扩 增 片 段 大 小 为 190 bp。
GAPHD 上 游 引 物: 5'-CAAGGTCATCCATGACAACT
TTG-3'，下 游 引 物 为 5'-GTCCACCACCCTGTTGCTG
TAG-3'，预计扩增片段大小为 108 bp。PCＲ 扩增反

应条件如下: HSP90α 反应条件: 95 ℃预变性 180 s，
95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s 循环

30 周期，72 ℃延伸600 s后终止扩增。HSP90β 反应

条件: 95 ℃ 变性 180 s，95 ℃ 变性 30 s，58 ℃ 退火

45 s，72 ℃延伸 60 s 循环 30 周期，72 ℃ 延伸 600 s
后终止扩增。PCＲ 反应结束后，各样品分别取 6 μl
与 2 μl 溴酚蓝上样缓冲液混合，加入 2. 5% 琼脂糖

凝胶加样孔中，恒压 100 V，电泳缓冲液 1 × TBE，电

泳 35 min，然后在凝胶成像仪中观察结果。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 统计软件进行

分析，计数资料采用频数和百分数 ( % ) 表示，采用

χ2 检验; 数据以 珋x ± s 表示，两组数据采用 t 检验，3
组及以上采用方差分析，组间比较采用 LSD-t 法进

行两两比较，等级资料采用秩和检验。

2 结果

2． 1 HSP90α、HSP90β 蛋白在胃癌及癌旁正常胃

黏膜组织中的表达及分布 HSP90α 蛋白阳性染色

主要定位于癌细胞的细胞质，少量定位于细胞核，阳

性颗粒呈棕褐色; HSP90β 蛋白阳性染色主要定位

于癌细胞的细胞质，阳性颗粒呈棕褐色。见图 1。
HSP90α、HSP90β 在胃癌组织中的蛋白阳性表达率

明显高于正常胃黏膜组织，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) ，见表 1。

图 1 胃癌组织中 HSP90α、HSP90β的蛋白表达 SP × 200

A: HSP90α 中分化腺癌; B: HSP90β 中分化腺癌
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表 1 HSP90α和 HSP90β蛋白在胃癌组织和

正常胃黏膜组织中的表达情况

项目 组织( n) 阴性 阳性 阳性率( % ) χ2 值 P 值

HSP90α 胃癌( 70) 12 58 82． 90 18． 367 ＜ 0． 01
正常( 30) 18 12 40． 00

HSP90β 胃癌( 75) 15 60 80． 00 13． 597 ＜ 0． 01
正常( 30) 17 13 43． 30

2． 2 HSP90α、HSP90β 蛋白的表达与胃癌临床病

理参数之间的关系 HSP90α、HSP90β 蛋白在胃癌

组织中的阳性表达率明显高于其在癌旁正常组织中

的表达，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 两者在胃癌

组织中，均与淋巴结的转移、临床分期相关 ( P ＜
0. 05) ，均与患者肿瘤大小、年龄、性别无关; 另外

HSP90α 蛋白表达与肿瘤的浸润相关、HSP90β 蛋白

表达与分化程度相关( P ＜ 0. 05) ，见表 2。
2． 3 HSP90α、HSP90β mＲNA 的表达 应用 Bio-
Ｒad 自带软件( quantity one) 测定同一样本目的片

段和 GAPDH 的灰度值，并对各组样本的目的片段

与 GAPDH 灰度值比值进行统计，不同分化级别胃

癌组织中 HSP90α 和 HSP90β mＲNA 的表达情况见

图 2。
HSP90α、HSP90β mＲNA 在不同分化级别胃癌

中的表达情况，以对照组作为对照。ＲT-PCＲ 结果

显示: 正常组织微量表达，胃癌组织表达明显; 在高

分化、中分化及低分化胃癌组织中 mＲNA 的表达量

逐渐上升，中低分化的表达高于高分化胃癌组织; 淋

巴结转移中的患者 mＲNA 明显高于无淋巴结转移

的患者，肿瘤临床分期中 mＲNA 表达Ⅲ ～Ⅳ明显高

于Ⅰ ～Ⅱ期患者。见图 2。
ＲT-PCＲ 结果显示，胃癌组织和癌旁组织中，都

有 HSP90α 和 HSP90β mＲNA 的表达，但是 HSP90α
和 HSP90β mＲNA 在癌旁组织中阳性表达较弱，在

胃癌组织的表达较明显高，两者差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01 ) ; HSP90α、HSP90β mＲNA 表达中，中分

化阳性表达明显高于高分化，两者差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05) ，低分化表达明显高于高分化，两者差

异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，并且随着胃癌分化程

度的提高，其表达水平呈下降趋势; 淋巴结转移中的

mＲNA 表达明显高于淋巴结转移阴性组，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 在肿瘤临床分期中Ⅲ ～Ⅳ患

者 mＲNA 表达明显高于Ⅰ ～Ⅱ期患者，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。见表 3、图 2。

图 2 HSP90α mＲNA、HSP90β mＲNA

不同级别胃癌中表达情况

M: Marker; A: HSP90α; B: HSP90β; 1: 对照组; 2: 高分化; 3: 中

分化; 4: 低分化; 5: 淋巴结转移阴性; 6: 淋巴结转移阳性; 7: Ⅰ ～Ⅱ

期; 8:Ⅲ ～Ⅳ期

3 讨论

研究［3 － 4］表明，HSP 在多种恶性肿瘤( 例如乳腺

癌、子宫内膜癌、卵巢癌、结肠癌、肺癌和前列腺癌

等) 中均呈高水平表达。在恶性肿瘤生长过程中，

HSP 通过调控使细胞凋亡的线粒体、死亡受体信号

转导通路、应激信号转导通路以及生长信号转导通

路等多种机制，参与肿瘤细胞的生长和增殖［5］，而

HSP90 的作用在这些癌基因通路中占重要组成部

分［6］。随着对 HSP 在肿瘤的不断深入研究，HSP90
与胃癌的研究也备受关注。

通过免疫组化方法检测的结果，分析两者蛋白

与胃癌生物学行为的关系，发现 HSP90α 蛋白表达

随 着肿瘤浸润深度的增大而增高，HSP90β蛋白的
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表 2 HSP90α、HSP90β蛋白在胃癌组织和正常胃黏膜组织中的表达情况( n)

项目 n
HSP90α

－ +   Z 值 P 值
n

HSP90β
－ +   Z 值 P 值

性别

男 46 8 8 20 10 － 1． 379 0． 168 47 10 6 20 11 － 0． 248 0． 804
女 24 4 2 8 10 28 5 4 12 7

年龄( 岁)

＜ 60 29 7 3 12 7 － 0． 877 0． 380 32 6 3 14 9 － 0． 825 0． 409
≥60 41 5 7 16 13 43 9 7 18 9

肿瘤大小( cm)

＜ 5 27 8 3 10 6 － 1． 598 0． 110 44 8 6 20 10 － 0． 114 0． 910
≥5 43 4 7 18 14 31 7 4 12 8

分化程度

高中 36 5 7 14 10 － 0． 086 0． 931 35 2 5 17 11 － 2． 527 0． 012
低 34 7 3 14 10 40 13 5 15 7

浸润深度
T1 ～ T2 28 10 3 9 6 － 2． 331 0． 020 32 9 4 13 6 － 1． 396 0． 163
T3 ～ T4 42 2 7 19 14 43 6 6 19 12

淋巴结转移

无 20 8 2 7 3 － 2． 542 0． 011 27 10 3 9 5 － 2． 255 0． 024
有 50 4 8 21 17 48 5 7 23 15

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 45 4 6 20 15 － 2． 203 0． 028 29 10 4 10 5 － 2． 210 0． 027
Ⅲ ～Ⅳ 25 8 4 8 5 46 5 6 22 13

表 3 HSP90α、HSP90β mＲNA 的表达与

胃癌临床因素之间的关系 ( 珋x ± s)

项目 n
HSP90α /

GAPDH mＲNA
t /F 值 P 值

HSP90β /

GAPDH mＲNA
t /F 值 P 值

组织

胃癌组织 32 0． 23 ± 0． 10 － 9． 791 ＜ 0． 001 0． 36 ± 0． 11 － 9． 214 ＜ 0． 001
癌旁组织 32 0． 68 ± 0． 24 0． 79 ± 0． 24

分化程度

高 2 0． 28 ± 0． 07 0． 21 ± 0． 14
中 16 0． 63 ± 0． 22* 5． 223 0． 012 0． 78 ± 0． 20* 9． 570 0． 001
低 14 0． 77 ± 0． 21＊＊ 0． 92 ± 0． 24＊＊

浸润深度
T1 ～ T2 14 0． 61 ± 0． 20 － 1． 466 0． 153 0． 72 ± 0． 28 － 1． 251 0． 221
T3 ～ T4 18 0． 73 ± 0． 25 0． 82 ± 0． 17

淋巴结转移

无 15 0． 53 ± 0． 22 － 3． 450 0． 002 0． 53 ± 0． 09 － 5． 058 ＜ 0． 001
有 17 0． 78 ± 0． 19 0． 79 ± 0． 18

TNM 分期

Ⅰ ～Ⅱ 14 0． 54 ± 0． 20 － 3． 274 0． 003 0． 65 ± 0． 23 － 2． 486 0． 019
Ⅲ ～Ⅳ 18 0． 78 ± 0． 21 0． 83 ± 0． 18

与高分化比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

表达随着分化程度的降低而增高，该结果与在乳腺

癌及肿瘤细胞研究［7］结果相近。说明 HSP90α 与细

胞 增 殖 相 关，而 HSP90β 与 细 胞 的 分 化 相 关。
HSP90α 蛋白阳性表达结果与研究［8］ 结果基本一

致; HSP90β 蛋白阳性表达结果与许玲［9］在胃癌中

的研究结果并不完全一致: HSP90β 蛋白的高表达

与肿瘤的浸润相关。笔者认为可能是由于在肿瘤分

化过程中，一方面抑制细胞凋亡和分化，另一方面还

对肿瘤细胞增殖过程起到了推进作用，但是同样与

肿瘤的发生密切相关。分泌型 HSP90 在不同的细

胞外环境中具有不同的下游靶点［6］，这也可能是结

果不完全一致的原因。HSP90α、HSP90β 蛋白的高

表达与胃癌的生物学行为相关，可以作为肿瘤的标

志物。
ＲT-PCＲ 的 检 测 结 果，从 分 子 水 平 上 证 实

HSP90α、HSP90β mＲNA 在胃癌组织中的高表达。
这种高表达一方面由于 HSP90α、HSP90β 蛋白的表

达提 高，同 时 编 码 该 蛋 白 的 mＲNA 也 升 高，导 致

HSP90α、HSP90β 的转录活性被激活引起，另一方面

可能是由于 HSP 的合成受转录水平受热休克因子

( heat shock transcription factor，HSF) 调控，在应激、
缺氧、肿瘤生长因子的刺激下诱导两者 mＲNA 快速

过量表达，在肿瘤的发生、发展过程中，癌基因和抑

癌基因之间的拮抗或者协同等多种因素作用，导致

两者肿瘤细胞的增殖和转化中发挥重要作用，引起

的 mＲNA 异常表达。从基因的表达的分子水平上

来看，HSP90α 和 HSP90β 在胃癌组织中的 mＲNA
表达与免疫组化蛋白的表达结果并不完全一致，可

能是由于在真核生物中，与基因的转录和调控有关，
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也可能与收集的标本列数不够有关。
综上所述，无论是在蛋白表达水平还是 mＲNA

的表达水平上，通过检测 HSP90α、HSP90β 表达量

可以作为肿瘤生物学行为和化疗敏感性反应的生物

指标。因此通过检测 HSP90α、HSP90β 在胃癌中的

高表达作为靶点，根据基因蛋白的表达水平进一步

认识 HSP90 抑制剂的特异性以及与其他化疗药物

的联合使用［10］，为肿瘤开发新型的有效的抗肿瘤疫

苗给肿瘤患者带来了新的思路。
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Expression and clinical significance of HSP90α，HSP90β protein
and mＲNA in human gastric carcinoma

Wu Mengjie1，Zhang Hong1，Yao Yuanchun2，et al
( 1Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Pathology，

Jishou University School of Medicine，Jishou 416000)

Abstract Objective To investigate the expression of protein and mＲNA of HSP90α，HSP90β in human gastric
carcinoma and normal mucosa，and to determine their relation to biological behaviors of gastric carcinoma． Methods

The protein expression of HSP90α and HSP90β in gastric carcinoma tissues and the adjacent normal tissues were
detected by immunohistochemical SP method． The expressions of HSP90α mＲNA and HSP90β mＲNA in gastric
carcinoma tissues and the adjacent normal tissues were detected by reversing transcription-polymerase chain reaction
( ＲT-PCＲ) method． Ｒesults The positive expressions of HSP90α and HSP90β protein were mainly located in cy-
toplasm，the positive expression rates were 82． 9% and 80． 0% ( P ＜ 0. 01) respectively． It was related to differen-
tiation，depth of tumor invasion，stage，metastasis of gastric cancer． The expressions of HSP90α and HSP90β mＲ-
NA in gastric carcinoma were significantly higher than the adjacent normal tissues ( P ＜ 0. 01) ，which was related
to the differentiated degree，the stage and lymphatic metastasis． Conclusion The positive expressions of HSP90α
and HSP90β protein in gastric carcinoma，as well as their relationship with biological behaviors of gastric carcinoma
indicate that HSP90α and HSP90β act as critical indicators that contribute to the malignancy of gastric carcinoma．
Both the high expressions of HSP90α mＲNA and HSP90β mＲNA，which are closely related to the occurring and
development of gastric carcinoma，may have relationship with the transcriptional regulation in the gastric carcinoma
tissues．
Key words HSP90α; HSP90β; immunohistochemistry; ＲT-PCＲ; gastric neoplasm
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