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HSP90在乳腺癌细胞株ZR一75—30中的 

表达及对粘附侵袭能力的影响 

罗红霞，邓华瑜，陈 黎 

(重庆医科大学基础医学院病理生理教研室 ，重庆400016) 

【摘 要 】目的：研究热休克蛋白(Heat Shock Protein，HSP)90在乳腺癌细胞株ZR-75—30中的表达及对该细胞粘附侵袭能力 

的影响，并探讨相关机制及意义。方法：体外培养 zR一75—30乳腺癌细胞株 ，以 HSP90抑制剂 Geldanamycin(GA)作用处理；免疫 

印迹技术 (Western—blot)检测 GA处理前后 HSP90在乳腺癌细胞株 ZR一75—30中的表达情况；噻唑兰比色 (MrITI．)法检测 GA 

对ZR一75—30细胞的增殖抑制作用；噻唑兰比色(MTr)法检测细胞对人工基底膜(Matrige1)的粘附能力变化；TranswellChain— 

ber法观察癌细胞侵袭 、迁移能力的改变。结果：HSP90抑制剂 GA对ZR一75—30细胞具有增殖抑制作用，呈时间剂量依赖关系； 

GA作用后 HSP90在乳腺癌细胞株ZR一75—30中表达明显下降；HSP90抑制剂GA处理的乳腺癌细胞 ZR一75—30的粘附率较未 

加GA的对照组下降明显(P<0．01)；在GA未处理对照组侵袭、迁移实验穿膜细胞数分别为95．4 4-5．2，103 4-15．4与GA处理 

实验组穿膜细胞数46．2 4-4．9，52．4 4-8．4相比具有显著性差异(P<0．01)。结论：通过抑制HSP90在乳腺癌细胞株ZR一75—30中 

的表达，GA能明显减弱乳腺癌细胞株ZR一75—30增殖粘附侵袭能力，HSP90与乳腺癌细胞增殖侵袭转移能力相关。 
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Expression and effect Off invasion and metastasis Of HSP90 in human 

breast cancer celIIine ZR一75—3O in vitro 

O Hongxia,et al 

(Department ofPathophysiology,College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate the expression and effect on invasion and metastasis of HSP90 in human breast cancer cell line 

ZR-75—30 in vitro and the mechanism of anti-invasion． Methods： The protein expression level of HSP90 in ZR-75-30 before and after 

treatment with HSP90 inhibitor Geldanamycin Was detected by Western—blotting； The effects of GA on the proliferation， invasion and 

motility of human breast can cer cell line ZR-75-30 in vitro were explored respectively by M'IT colorimetric assay and transwell chamber． 

Resets：After treatment with GA the protein expression level of HSP90 in ZR-75-30 was decreased ．and the proliferation of ZR一75—30 

cells was obviously inhibited in a dose and time-dependent manner．Compared with the control guoup，the adhesion，invasion and motility 

abilities of the ZR一75—30 cells were decreased significantly l<0．o1)．Conclus仍n：The results showed that The proliferation and invasive 

ability of the human breast cancer cell line ZR-75-30 Can be suppressed by Geldanamycin and heat shock protein(usP)90 is associated 

with the invasive and metastatic abilities of breast cancer ceII． 
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热休克蛋白 (Heat Shock Protein，HSP)9O是一 

种重要的分子伴侣，具有维持蛋白质的空间构象 ， 

促进错误蛋白质降解等功能【”。目前研究发现 

HSP90在多种肿瘤细胞中的表达明显升高嘲，并与 

肿瘤的发生，发展及各种恶性生物学行为关系密 
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切 ，但其确切关系还未完全阐明。 Geldanamycin 

(GA)属于苯醌安莎霉素类抗生素，是 HSP90的一 

种天然抑制剂，能够阻止 HSP90发挥其功能。本研 

究利用 GA进行干预，以了解 HSP90对乳腺癌细胞 

株 ZR一75—30增殖、粘附、侵袭能力的影响，并探讨 

其作用机制。 

1 材料与方法 
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1．1 材料 

1．1．1 主要试剂 一抗 ：HsP90的兔抗人多克隆抗体(武汉 

博士德公司 )；二抗 ：辣根过氧化物酶标记 的羊抗兔 IgG 

(SantaCmz公司 )；蛋白分子量标准品 (Siva公司 )；侵袭 

小室(TraI18weu Ch~ber)(美国c08tar公司)；基质胶Mamgel 

(美国 BD公司)；GA (美国A~XIS公司)；RPNI一164o培养 

基(美国 Gibeo公司 )；小牛血清 (TBD公司 )；四甲基偶氮 

唑盐(M1Tr)(上海华舜生物工程有限公司 )。 

1．1．2 细胞株 乳腺癌细胞株 ZR一75—30 (重庆医科大学附 

属第一院外科教研室惠赠)；NIH 3T3细胞(本室保存 )。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将 ZR一75—30细胞接种于含 lO％d~牛血 

清和 10ou，lIll青霉素，10omgfml链霉素 ，pH7．4的 RPNI1~0 

培养基中，置 37℃，5％CO 培养箱中常规培养，至对数生长 

期进行实验。 

1．2．2 M1Tr法检测 HSP90抑制剂 GA对 ZR一75—30细胞的增 

殖抑制作用 取对数生长期 ZR-75—30细胞，调整细胞浓度至 

5x 104个 ，rrII。每孔种 20o l细胞悬液于 96孔培养板内，同时 

设立试剂对照组、细胞对照组、GA处理组 (设立五个不同浓 

度：12．5nmo~、25nm0帆、50nmo帆、l0onm0帆、20onm0I几)。每 

组设 5个平行孔。置 CO 培养箱培养。分别于 24h、48h、72h 

后取出96孔板，2000r／rain离心 lOmin，超净工作台无菌条件 

下弃取上清，加 20o l／孔无血清 1640及 20 l／孔 M1Tr，再 

培养 4h，取出后 2000r／rain离心 lOmin，弃取上清，加 20o l／ 

孔 DMSO震荡混匀，待溶解完全后酶标仪比色。抑制率计算 

公式如下： 

抑制率=(1一实验组A 值，对照组A 值)x l0o％ 

同时计算出中效浓度 IC =34nmo~ ，确定 17nmo~ (半 

量中效浓度 )为以后实验浓度。 

1．2_3 Western blot 分别取 GA未作用和作用后的乳腺癌 

细胞 106个加细胞裂解液 RIPA(TfitonX一10o，去氧胆酸钠 ， 

NP--40，偏钒酸钠 ，EDTA，EGTA，1 x PBS，Aprotine等 )lml和 

PMSF 10 l裂解 30rain，4℃离心 (200Of／rain，3Omin)后取上 

清。然后加入 1，5体积的 5 x上样缓冲液经沸水煮沸 5rain处 

理后以20 l／道上样进行 10％SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分 

离 ，转移至 PVDF膜，37℃封闭过夜，加入 1：50o稀释的兔 

抗人 HsP90多克隆抗体 37℃孵育 2h，PBS清洗 3次，10min／ 

次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 I 孵育 2h，清洗 3 

次后在 DAB溶液中显色。B-aetin作内对照。Westem—blot结 

果用凝胶成像仪扫描进入电脑，用 Qu~tity One 4．4．0软件分 

析，用 HsP90与 B—actin的比值表示最终结果。 

1．2．4 乳腺癌细胞 ZR一75—30与基底膜成分粘附能力 的测 

定 将 GA以 17nmo~ 的浓度加于 RPMI 1640培养基中，与 

ZR-75—30细胞在 37℃ 、5％CO 条件下共 同孵育 48h，经 

0．1％胰蛋白酶消化细胞 、PBS洗涤后 ，以 0．I％BSA—RP- 

MI一1640调细胞为 5 x 105个 ／ml，加入细胞悬液 20o l于 

Ma~gel 5 g包被、2％BSA封板处理后的 96孔板；CO2培养 

箱分别孵育 30rain、60min、90rain、12~ in后，弃去培养液， 

PBS冲洗除去未粘附的肿瘤细胞；弃 PBS后加 MTr20 l，以 

及无血清RPMI 1640 20o l，cO2孵箱孵 3h；吸弃培养上清 

溶液 ，DMSO2~ l溶解 ，噻唑兰显色 ，酶联免疫检测仪 

570nm测各孔吸光度(A )值，计算细胞粘附率。同时设立 

相应的 RPMI一1640培养对照组。各组重复 3次。 

细胞粘附率=实验组A 值／对照组A 值x 10o％ 

1．2．5 侵袭实验 制备趋化因子 ：用含 10％的小牛血清的 

RPMI 1640液培养 NIH 3rI'3细胞 (10oml培养瓶 )，37℃、5％ 

CO ，饱和湿度 ，当细胞达 80％饱和度时用生理盐水洗 3次 ， 

然后加无血清 RPMI 1640液 3ml培养 24h后收集上清液，离 

心，一20℃保存备用。 

将 Mat6~l按 4J0 l，孔均匀的铺在 TraIlsWeU Chamber膜 

上，成胶 30rain置紫外灯下照射过夜，实验前 30rain再次成 

胶。 

ZR一75—30细胞常规培养，待细胞进入对数生长期后实 

验组开始加药 (GA 17nmo~ )，对照组不加药 ，培养细胞 48h 

后 ，消化，计数，取细胞各 2．0 x 105个 (RPMI 1640液 0．6m1) 

接种到成胶的 TraI18weU Ch~ber，并将 TraI18weU Chamber置 

于 24孔板内，24孔板内加入 NIH 31'3细胞上清液 (趋化因 

子 )，每孔 0．6ml；培养 48h后取出 TraI1sweU Ch~ ber，用棉签 

头擦掉 Mamgel，PBS液洗 3次，95％乙醇固定 15rain，HE染 

色，揭下Transwell Chamber膜反贴在载玻片上。结果判定：在 

40o倍光镜下每个滤膜分别计数 5个视野的穿膜细胞数 ，计 

算平均每个视野的细胞数。实验组和对照组重复 3次。 

1．2．6 迁移实验 用 NIH 3T3细胞上清液作为趋化剂，诱导 

肿瘤细胞穿过 TransWeU小室内聚炭酯膜，其表面不铺 Ma- 

trigel，其余步骤与侵袭实验相同。通过计数穿膜细胞数反映 

细胞的迁移运动能力。 

1．2．7 统计学方法 采用 SAS 8．0统计软件进行分析。计量 

资料以( ±s)表示，采用 t检验和方差分析 ，以 P<0．05为 

有显著性差异 ，P>0．05为差异没有显著性。 

2 结 果 

2．1 MTr法检测 不同浓度 GA对人 乳腺癌 ZR一75 

— 30细胞作用的时效量效关系 

随浓度的增加，GA对细胞的抑制率增大，随时 

间的延长，抑制率也增加，即抑制作用呈时间 一剂 

量依赖性 (见表 1)。 

2．2 Western—blot结果 

HSP90抑制剂 GA(17nmol／L)作用 72h后 ，未 

加药和加药后 HsP90蛋白条带相对光密度值分别 

为 1．216 ±0．013 和 0．428 ±0．052，HSP90 在 

ZR一75—30细胞中的表达明显下降(见图 I)。 

2．3 ZR一75—30细胞粘附能力的改变(见表 2) 
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表 I M'II法检测不同浓度fl、作用 同时间对 l{7 川 细胞的增殖抑制作用c ± 

^#2 fJf 0n【： =_l̈ 舡  (c}mI 

l 监， 恤句时删  ̈轴的^年计 r十 舱 】÷ ： 和， 限幢 ̈之 l P￡鞭的A荒 汁 f 僚骑 j鲋 

表 2 MTI法训得1．̂ll 7⋯ m对zR 7， 蛳胞作用后的粘附章c一  

j |_ 牲f】 *堆肄 j ⋯ 

I： 让娅 Z]I一75 30 ⋯ 蛋 I】拒』 啦、r 

2 ‘蝴 小Zll 75—3n蛐 撕J L点 水牛 

圉 l 【l 1 1在 1J一 5)”乳腺癖细胞中的蛋白袁选 

cWl III iI) 

随蕾 曲逛k 细腱l粘附能 力增_Ⅲ ZR一75 

H包 】药绀比术 药 fl 叫州点 f 埘率 l、降 ¨̈ 

(P<【Il(1__c见表 l_ 

2 4 I，A时 ZII 75—30细胞经 艇和迁静 古l三力的影响 

(：A处州 4 zI 75一 细胞陛袭能力 I‘． 

常 刊 }1相 比仃lW 晕肆 t／ (0．01)( 3 

2、 3 ) 

表 3 (．̂(】7⋯Ⅲ，I／I】对 H 7’J{)细胞 侵袭 

迁移 能力 的影晌 【⋯ J 

I埘 [b较☆唏蒋辱译 c[I．II 

囤3 I．̈ l 7 r M】宴骑组 l{75 3(I细胞的侵袭表现 

_I{lt×4⋯I】 

健 转移 是恶 陛肿慵的 匝喽的 lI物学 什 勾， 

i~．iL程圣名 岽 控．涉技帅瘤细啦n勺甚 憎碲， 

：嘀 {新牛血符的 成．肿蚵 胞帖附．分泌赁 

n慷降解缃咆外毖厩眨舯蝈纳【尥迁移运动锋 暴 
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列过程。HSP90(Heat Shock Protein，HSP)是体内一 

种重要的分子伴侣，它可以和一系列参与调节肿瘤 

细胞生长、发育及各种恶性生物学行为的激酶分子 

和转录因子结合形成复合物 ，并调节这些底物蛋白 

的稳定性和功能，因此目前已成为抗癌研究的热点 

之一。苯醌安莎霉素类抗生素 Geldanamycin(GA) 

由于具有抑制 HsP90功能的作用已被开发成为一 

种抗癌新药，它的衍生物 17一烯丙胺 一17一脱甲氧 

格尔得霉素(17一allylamino一17一desmethoxygel—dana— 

mycin，17一AAG)在国外开始进入Ⅱ期临床实验『3l。 

GA对体外的肿瘤细胞和动物模型均显示很强的抗 

肿瘤活性 ，文献报道它可以抑制 60多种癌细胞的 

增殖141，亦出现关于抑制肿瘤侵袭转移方面相关报 

道，Rousseau等发现 GA可以抑制肿瘤细胞的血管 

生成和移动同；Shimada发现 GA可抑制 HL一60肿瘤 

细胞转移的粘附功能同。这些研究均显示 HSP90与 

恶性肿瘤的侵袭、转移存在密切关系。 

HSP90与乳腺癌侵袭转移之间的关系鲜有报 

道。本研究利用 HSP90抑制剂 GA进行干预，发现 

GA可以抑制 HSP90在乳腺癌 ZR一75—30细胞中的 

表达，HSP90表达被抑制以后 ZR一75—30细胞的增 

殖受到抑制，该抑制作用呈时间剂量依赖关系，纳 

摩尔水平产生效应，中效浓度为 34nmol／L；进一步 

研究证实 HSP90被抑制以后乳腺癌 ZR一75—30细 

胞的粘附、侵袭 、迁移运动能力均明显减弱，因此 

HSP90可以影响乳腺癌细胞的增殖及侵袭转移行 

为的多个环节。 

有研究显示在乳腺癌细胞中HSP90可以和调 

节肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭转移的雌激素受体 

(Estrogen Recepter，ER)、肿瘤抑制因子 P53，抗凋 

亡激酶 AKT、Raf-1激酶、血管转录因子 Hif_1 、受 

体酪氨酸激酶 ErB2和 EGFR结合形成复合物 ，并 

调节它们的活性和功能，本研究也明确看到通过抑 

制 HSP90的表达，可以抑制 zR一75—30乳腺癌细胞 

的增殖、粘附、侵袭能力，HSP90可能通过影响多个 

底物蛋白来影响乳腺癌的侵袭 、转移能力 ，但 

HSP90影响乳腺癌细胞侵袭、转移能力的具体作用 

机制还需要进一步的研究证实。HSP90不但作为分 

子伴侣对肿瘤细胞生长起着保护作用，而且可在多 

方面多层次上影响肿瘤的恶性转化和各种恶性生 

物学行为，因此阐明 HSP90在肿瘤细胞中的作用机 

制具有重要意义，并为以 HSP90为靶点的抗癌治疗 

提供理论支持。 

(通讯作者：邓华瑜 Tel：023—68817865 E-mail：cq— 

denghy@yahoo．com．cn) 
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