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恶性肿瘤组织中HSP70、P53

·897

表达与中医热证的关系
王洪琦1 张 正1 赵燕平2 李建国1 陈 凯3

摘要 目的 探讨中医热证和非热证恶性肿瘤患者瘤组织中HSP70和P53的表达。方法 采用S_p

免疫组化法进行HsP70、P53阳性检测以及采用ELISA法和RT—PCR法检测恶性肿瘤组织中HSP70和

HSP70mRNA表达含量。结果 (1)结肠癌热证组、热证合计组HSP70、P53阳性率均明显高于各非热证组

(P<0．05)；(2)结肠癌热证组、鼻咽癌热证组、肺癌热证组以及热证合计组中HSP70表达含量均高于各非

热证组(P<0．01)；(3)结肠癌热证组、肺癌热证组以及热证合计组中HSP70mRNA的表达含量均高于非热

证组(P<0．01)。结论 在恶性肿瘤的热证阶段HSP70和P53阳性表达率以及HSP70表达含量显著高于

非热证阶段。

关键词 HSP70；P53；HSP70mRNA；肿瘤；热证

Expression of HSP70 and p53 jn MaIignant Tumor Tissues and Its Relatjonship to Heat Syndrome of TCM

WANG Hong—qi， ZHANG Zheng， ZHA0 Yan—ping， et al G“n行gz^o“ U，zic孵Hi砂矿丁(：1M， G“n孢gz矗o“

(卯0405)

objective To investigate the expressjon of HSP70 and P53 in malignant tumor tissues of patients with

TCM Heat—Syndrome(HS)or with non．Heat—Syndrome(NHS)．Methods S—P immunohistochemical method

was used to detect the gene expression， and ELISA and RT—PCR were adopted to determine the content of

HSP70 and P53 mRNA expression in different mal逗nant tumor tissues．Results (1)Positive ratio of HSP70

and P53 in the colorectal cancer of HS was significantly higher than that in colorectal cancer of NHS respective—

ly，and the total positive ratio of the two genes in all tumors of HS was higher than those of NHS(P<0．05)；

(2)HSP70 expression content in c010rectal，nasopharyngeal and lung cancers of HS was higher than in those of

NHS respectively，and the total HSP70 expression content in tumors of HS was higher than in those of NHS(P

<O．0 1)；(3)HSP70 mRNA expression content in c010rectal and lung cancers of HS was higher than in those of

NHS respectively，and the total HSP70 mRNA expression content in tumors of HS was higher than in those of

NHS(P<0．0 1)．Conclusion HSP70 and P53 positiVe ratio and HSP70 expression content in patients of ma—

l谵nant tumor with HS was higher than in those with NHS．

Key words HSP70；P53；HSP70 mRNA；tumor；Heat—Syndrome

生物体在高温、应激或其他因素刺激下会诱导基

因开放而合成一组新的蛋白质一热休克蛋白(heat

shock proteins，HSPs)。HSPs作为分子伴侣，在维持

细胞的正常形态及功能中起着重要作用，参与其他蛋

白质的折叠、转运、合成等过程，与细胞内的其他肽类

蛋白质结合，参与细胞的抗损伤、修复和热耐受过程，

其在多种疾病过程中的重要作用已经被大量证据证

实。研究已证实，HsP70、P53在恶性肿瘤的发生、发

展过程中起着重要作用，HSP70与P53蛋白的表达在

基金项目：国家自然科学基金资助(No．39770889)

作者单位：1．广州中医药大学(广州510405)；2．华南师范大学

3．解放军157医院

通讯作者：王洪琦，Tel：020—36585244，E．mail：jwch@gzhtcm．edu

Cn

数量和分布上有相关性⋯引。本课题从中医辨证角度

出发，探讨热证与非热证恶性肿瘤组织中HSP70和

P53的表达，从而揭示属不同证型的恶性肿瘤组织中

HSP70、P53表达情况，报告如下。

资料与方法

1临床资料 本组恶性肿瘤患者53例，男33

例，女20例，按中医辨证分为热证组和非热证组，属热

证30例，非热证23例。结肠癌23例，男13例，女10

例，属热证15例，非热证8例；鼻咽癌21例，男14例，

女7例，热证1l例，非热证10例；肺癌9例，男6例，

女3例，热证4例，非热证5例。临床分期：结肠癌中

高分化4例，中分化17例，低分化2例；鼻咽癌中高分

化8例，中分化10例，低分化3例；肺癌中高分化2
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例，中分化4例，低分化3例。标本来源于广州中医药

大学第二附属医院、解放军157医院、广州市肿瘤医

院，均经病理学证实。

热证辨证标准：主证：烦热、口咽干燥、大便秘结、

涕黄、痰黄、舌红、脉数，兼证：颧红、低热、小便黄、舌红

少苔或无苔。凡具备主证一项，兼证两项即可确诊为

热证。

2方法

2．1 S．P免疫组化法检测恶性肿瘤组织中

HSP70、P53的阳性表达 (1)主要药品与试剂：Mouse

anti—HSP70 Monoclonal Antibody(Sress Gen Biotech—

nologies Corp)，Mouse anti—Monoclonal P53 Ma】(im

Biotech(Inc Cat)，M。use anti—Monoclollal P21 Ma】【im

Biotech(Inc Cat)，链霉素抗生物素蛋白一过氧化酶免疫

组化染色超敏试剂盒(福州迈新生物技术开发公司)。

(2)主要仪器：0LYⅧUs显微镜(日本)；莱卡荧光显微
镜及照相系统；TCL-16G台式高速离心机(上海)。(3)

瘤组织Hsfy70和P53阳性结果判定标准：细胞浆或胞

核出现棕黄色染色，并伴有胞核或胞浆棕黄色颗粒。根

据阳性细胞数目分为：阴性(阳性细胞数<5％)，弱阳性

(阳性细胞数为5％～30％)，阳性(阳性细胞数为31％～

60％)，强阳性(阳性细胞数>60％)。

2．2酶联免疫吸附实验(ELIsA法)检测恶性肿瘤

组织中HSP70的含量 (1)主要药品与试剂：HSP70

ELISA Kit (Stressgene Biotechnogical Corp)， 1M

PMSF(Progma)，异丙醇，EDTA粉(天象人公司)，灭

菌双蒸水。(2)主要仪器：电子天平(BD21lD，German

Sartorius Corp)，台式高速冷冻离心机(Universal

30RF，German Hettich Corp)，酶标仪(伯乐公司)。

2．3反转录聚合酶链反应(RT．PCR)测定肿瘤

组织中HSP70mRNA的表达 (1)主要药品与试剂：

Promega RNA genes total RNA isolation system，

Takara RNA PCR kit Ver2．1，HSP70 PCR primer pair

(Canda Stress Gene Corp， STM一507)，|3一actin PCR

primer pair(Sangon)，PCR Maker(MBI)。(2)主要

仪器：电子分析天平(BD21lD，German Sartorius

Corp)；超速冷冻离心机(Universal 30RF，German

Hettich Corp)；低温冰箱(Japan sanyo)；DNA／RNA纯

度检测仪(Gene Quant，American Pharmacia Biotech

Corp)，PE9600型PCR扩增仪(Ame“can PIRKIN

Corp)，EDASl20电泳凝胶图像分析系统(American

Kodak Corp)。(3)方法：RT—PCR法p—actin引物序列：

Sence Primer 5’ACC ACA GTC CAT GCC ATC 3’；

Antisense Primer 5’GTA GTA CCT CCA AAC TTC

TA3’。HSP70引物序列：Sence Primer 5’CTC CAG

CAT CCG ACA AGA AGC3’；Antisense Primes 5’

ACG GTG TTG TGG GGG TTC AGG3’。13-actin扩

增片段长度为450bp，HSP70扩增片段长度为234bp。

RT—PCR反应体系组成：MgCl2 6．0牡l，10×RNA PCR

Buffer 8．0肚1，Takaka LA Taq 1．0肛1，HSP70上下动字弓l

物各1肛1，p_actin上下游引物各1pl，Rnase Free dH20

63．5弘l，总反应体积为80弘l。PCR扩增反应条件为：前

预变性95℃2min，1个循环；95℃变性30s，59℃退火

30s，68℃延伸60s，共35个循环；后延伸68℃8min。

取反应液10肚1，溴化乙啶染色，于2％琼脂糖凝胶电

泳，将电泳结果置于EDAsl20电泳凝胶图像分析系统

内，采用Gelbase电脑软件对HSP70 DNA与|3一actin

DNA条带进行光密度扫描，计算HSP70 DNA和B—

actin DNA吸收峰面积之比，即OD值，以此估计

HSP70mRNA的表达。

3统计学方法采用￡检验和Y2检验。

结 果

l S—P免疫组化法检测结肠癌和鼻咽癌肿瘤组

织中HSP70、P53结果 见表1。HSP70阳性率结肠

癌热证组与非热证组比较，差异有显著性(P<0．05)；

鼻咽癌热证组与非热证组比较，差异无显著性(P>

0．05)；热证合计组与非热证合计组比较，差异有显著

性(P<0．01)。P53阳性率结肠癌热证组与非热证组

比较，差异有显著性(P<0．05)；鼻咽癌热证组与非热

证组比较，差异无显著性(P>0．05)；热证合计组与非

热证合计组比较，差异有显著性(P<0．05)。

表1 结肠癌、鼻咽癌肿瘤组织中HSP70、P53阳性表达 (例)

结肠癌非热证 8 5 2 1 0 37．50 5 1 l l 37．50

鼻咽癌热证 11 3 2 4 2 72．73 1 5 3 2 90．91

鼻咽癌非热证 10 5 1 3 1 50．00 3 2 4 1 70．00

热证合计 26 466 7 11 4 84．62 36 12 6 5 88．46

立塑塑盐—旦一!! i ! ! 竺：竺 ! ! ! ! !i：!!。。。—。。—’。。’’。1。。。1。。。。—‘。。——————--——--————--——-———----——--——-—-——．—-——．．—-—．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．。．．．．．．．．．．．．．—．二二．．—．．．．————：——————一一—二。。⋯
注：与本病非热证组比较，+P<0．05；与非热证合计组比较，6P<O．05。△nP<O．01
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2 ELISA法检测恶性肿瘤(结肠癌、鼻咽癌、肺

癌)组织中HSP70含量的结果 见表2。结肠癌热证

组、鼻咽癌热证组、肺癌热证组肿瘤组织中HSP70的

含量各与其非热证组比较差异有显著性(P<0．01)；

热证合计组恶性肿瘤组织中HsP70的含量明显高于

非热证合计组，差异有显著性(P<0．01)。

表2 恶性肿瘤组织中HsP70的表达含量 (弘g／L，岳±5)

注：与本病非热证(合计)组比较，’P<O．01

3 RT—PCR法对恶性肿瘤(结肠癌、鼻咽癌、肺

癌)组织中HSP70mRNA表达的检测结果 见表3。

结肠癌热证组、肺癌热证组肿瘤组织中HSP70mRNA

的表达含量各与其非热证组比较，差异有显著性(P<

0．01)；鼻咽癌热证组中HSP70mRNA表达含量与其

非热证组比较，差异无显著性(P>0．05)；热证合计组

肿瘤组织中HSP70mRNA的含量明显高于非热证合

计组(尸<0．01)。

表3 恶性肿瘤组织中HsP70mRNA的表达

含量(弘g／L，岳±5)

注：与本病非热证(合计)组比较，。P<0．01

讨 论

HSPs是在热诱导下生成的一组具有高度保守性

的蛋白质，其表达与肿瘤的发生、增殖及分化有关。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。有的学者认为∞]，HsP70的高

表达一方面介导癌基因及抑癌基因产物的构象成熟、

跨膜转运，另一方面介导错配蛋白的降解，协调肿瘤细

胞的蛋白质快速代谢平衡，使肿瘤细胞得以无限增殖。

P53抑癌基因为人类肿瘤发病学中最受重视的抑癌基

因，P53蛋白为一种生长抑制性蛋白，在肿瘤细胞中的

表达失调、蛋白表达增加，主要是由其编码基因发生突

变，从而导致氨基酸改变，最终产生没有活性的P53

蛋白‘“。Agoff的研究表明¨3，野生型P53可以通过与

CCAAT结合因子(CBF)来抑制HSP70的基因转录，

而突变型P53可改变野生型P53一CBF结合体，从而使

HSP70基因的转录不受抑制。

近年来，相继报道了不同恶性肿瘤包括肝癌、胃

癌、结肠癌、肺癌等组织HSP70的表达，多数支持恶性

肿瘤伴有HSP70的超常表达，认为HSP70可以作为

癌症的诊断指征，尤其是乳腺肿瘤¨’7 3。有人观察了胃

癌、胰腺癌和结肠癌HSP70的表达，也发现有超常的

表达，并认为这种表达有利于提高化疗的敏感性，但其

阳性率也不高于50％旧1。HsP70与肿瘤之间缺乏高

度特异性制约了人们企图将HsP70用于临床诊断的

努力。因此，目前存在的最大问题是肿瘤过程中

HSP70表达的特异性和阳性率的问题。一旦这个问

题得到解决，HSP70的临床应用即可成为现实。为何

在不同或同一种肿瘤存在表达的差异，可能研究者们

过多地注意从纵深方面研究单一肿瘤的表达，而忽略

了研究差异所产生的原因。尽管HSP70在肿瘤组织

中的表达可能是持续性的，但瞬间或阶段表达还是其

主要形式，在肿瘤发展的不同阶段，HSP70的表达规

律是不一致。中医辨证的关键在于从不同的疾病或同

一疾病的不同病理阶段找出共同的病理环节，即从证

的角度来认识疾病的差异。由于热休克反应过程与热

证过程一致性，以及应激对热休克蛋白表达的影响，我

们设想HSP70在肿瘤组织中的表达可能没有病种特

异性，但可能存在证候特异性，即在恶性肿瘤发展过程

中热证阶段的表达与非热证阶段有所不同。本课题从

证的角度来研究HSP70、P53在不同肿瘤组织中的表

达是否存在证候特异性，并探讨不同的肿瘤组织以及

同一病种的肿瘤组织中HSP70、P53的表达及其与证

的关系。

研究结果发现不同恶性肿瘤组织中HSP70和

P53表达有别，结肠癌、鼻咽癌局部肿瘤细胞的胞浆和

胞核中HSP70、P53有较高的表达。结肠癌热证组

HSP70、P53的阳性表达率明显高于非热证组；热证合

计组HSP70、P53阳性表达率明显高于非热证合计组。

初步揭示了HSP70、P53的表达可能与恶性肿瘤中属

热证与非热证的不同证型有相关性。通过进一步对恶

性肿瘤组织中HSP70、HSP70mRNA表达含量的检

测，结果发现属热证的结肠癌、肺癌、热证合计组中

HSP70和HSP70mRNA的表达含量比非热证组的高。
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进一步证实了HSP70的表达差异与肿瘤发展处于一

定阶段有关，即属于中医热证这一病理阶段的恶性肿

瘤组织中HsP70的表达明显增强。此外，研究表明

HsP70与P53在结肠癌、鼻咽癌中的表达的正相关

性，其原因也可能与所属不同证型有关。
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