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严重烫伤大鼠肝脏热休克蛋白 90α的表达变化及意义
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　　提　要:目的　研究严重烫伤早期大鼠肝脏组织中糖皮质激素受体分子伴侣热休克蛋白 90α(HSP90α)的表达变化及

意义。方法　用免疫印迹技术分析严重烫伤后不同时相肝脏组织中 HSP90α的表达量改变 , 通过免疫组化进一步观察

HSP90α在肝细胞胞核中的表达变化。结果　大鼠严重烫伤后 72 h 内肝脏 HSP90α的表达明显升高 , 尤其以 12～ 48 h 更为

显著 ,在 48 h 左右肝细胞核内还出现 HSP90α的异位高表达。结论　严重烫伤可以引起肝脏 HSP90α异常高表达 , 这可能

是严重创伤早期糖皮质激素受体表达和功能发生改变的原因之一。

　　关键词:烫伤;肝脏;大鼠;HSP90α

　　中图法分类号:R341;R392.31;R644　　　 文献标识码:A

The changes and significance of the expression of HSP90αin the liver of severely scalded rats
WANG Jun-ping , SU Yong-ping , LIU Xian-hua, ZHAO Jing-hong , QIN Rong(Institute of Combined Injury , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the changes of the expression of HSP90αin the liver of severely scalded

rats at the early stage of stress.Methods　The expression levels of HSP90αin the liver of rats at different time

points after severe scald were detected by Western blotting and then the expression of HSP90αin the nucleuses was

observed by immunohistochemistry.Results　The expression of HSP90αsignificantly increased in the liver of rats af-

ter severe scald , especially during 12 ～ 48 h.Abnormal high expression of HSP90αin the nucleuses around was found

at 48 h after scald.Conclusion　The abnormal high expression of HSP90αdue to severe scaldmay be one of the im-

portant causes resulting in the disorder of glucocorticoid receptor at the early stage of stress after severe trauma.

　　Key words:severe scald;liver;rats;HSP90α

　　热休克蛋白 90(Heat shock protein 90 ,HSP90)是糖皮

质激素受体的一种重要分子伴侣 ,它影响着糖皮质激素

受体的活性与功能[ 1] 。近年来 ,有关严重创伤时糖皮质

激素受体变化的报道越来越多 ,但是人们对严重创伤条

件下HSP90的表达变化及其对糖皮质激素受体影响方

面的研究则缺乏重视 。本研究以严重烫伤大鼠为实验

动物模型 ,结合免疫印迹和免疫组化染色深入分析了烫

伤后不同时间肝脏组织与细胞中HSP90α蛋白水平的表

达变化 ,从而为揭示严重创伤后糖皮质激素受体受抑的

分子机制提供了可靠的实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组
　　健康成年Wistar 大鼠35 只(本校实验动物中心提供), 体质

量200～ 250 g ,雌雄不拘 , 5 只作为正常对照组 , 30 只作为烫伤

　　基金项目:国家重点基础研究发展规划资助项目(“973”项目)(G1999054200)

　　作者简介:王军平(1972-),男 , 河北省新乐县人 ,博士 ,讲师 ,主要从事创伤

方面的研究 ,发表论文 10篇。电话:(023)68752278

　　收稿日期:2002-03-12;修回日期:2002-06-01

组 ,烫伤组又设置烫伤后 4 、12、24 、48、72、96 h 6 个时相点 ,每个

时相点 5只大鼠。

1.2　模型制作
　　大鼠背部 、臀部剪毛 , 置剪毛区于沸水中 10 s ,造成 35%～

40%体表面积Ⅲ度烫伤 ,分别于烫伤后上述各时相点断头处死

取材。

1.3　HSP90αWestern blot分析

　　首先提取肝组织总蛋白 ,以 Bradford法测定蛋白质浓度 , 并

将其置于-70 ℃待用。每个样品取 40 μg蛋白质加入等体积 2

×SDS 凝胶加样缓冲液 , 100 ℃煮沸 5 min , 经 7%聚丙烯酰胺凝

胶电泳后 , 80 mA 电转移转膜 4 h , 1%BSA 4 ℃封闭过夜 , 加入

1∶500稀释 HSP90α一抗(Santa cruz 美国)37 ℃孵育 1 h , PBST 洗

膜 ,加 1∶300稀释生物素标记二抗(武汉博士德公司)37 ℃孵育

1 h , PBST洗膜 ,加 1∶300 稀释链霉素亲生物蛋白-过氧化物酶复

合物 37 ℃孵育 1 h , PBST 洗膜 , DAB 显色 , 照相。照片用 Gel

Doc2000凝胶成像系统进行分析处理 , 蛋白含量以平均光密度

(ODu)×面积表示。

1.4　HSP90α免疫组织化学 S-P染色
　　活杀大鼠后取适量肝脏组织 , 固定 、石蜡包埋 、切片。免疫

组织化学染色按常规方法进行 ,HSP90α一抗为 Santa cruz(美国)

产品 , 生物素化二抗及链霉素亲生物蛋白-过氧化物酶复合物
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为武汉博士德公司产品。 阴性对照用 0.01 mol/ L PBS 代替一

抗 ,其余步骤不变。

1.5　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 各组间比较采用单因素方差分析 ,

t 检验。

2　结果

2.1　大鼠严重烫伤后肝脏 HSP90αWestern blot结果

　　Western blot 分析结果显示 , 严重烫伤后 4 h 时肝组织中

HSP90α的表达量即开始升高 , 12～ 72 h 显著高于正常对照 , 96 h

又基本恢复正常。见图 1 , 表1。

Band 1:normal control;Bands 2 to 7:4 , 12, 48 , 72 and 96 h after scald

图 1　严重烫伤大鼠肝组织 HSP90αWestern blot结果

Fig 1　Resul t of HSP90αin liver protein of severely scalded

rats by Western blot

表 1　大鼠严重烫伤后肝脏组织 HSP90α含量的变化(ODu×mm2 ,  x±s , n=5)

Tab 1　Changes of the expression of HSP90αin the liver of severely scalded rats(ODu×mm2 ,  x±s , n=5)

Time after scald
Group Control

4 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

HSP90 content(ODu×mm2) 2.12±0.15 2.29±0.20 3.94±0.14＊＊ 4.34±0.17＊＊ 3.91±0.22＊＊ 3.16±0.34＊ 2.16±0.17

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs control group

图 2　正常大鼠肝组织 HSP90α免疫组织化学染色结果　可见阳性

着色较弱 ,呈浅棕褐色 ,主要分布在细胞浆中　(S-P×400)

Fig 2　Result of HSP90αby immunohistochemical staining in the l iver

of normal rats　The positive stain is weak and mainly distributed

in the cytoplasm　(S-P×400)

图 3　大鼠严重烫伤后 48 h 肝组织 HSP90α免疫组织化学染色结

果　可见胞浆中阳性着色显著增强 ,且胞核内也出现较强的

阳性着色 ,呈深棕褐色　(S-P×400)

Fig 3　Result of HSP90αby immunohistochemical staining in the liver of

rats at 48 h after severe scald　The positive stain is much stronger

than normal and sore appears in the nucleuses　(S-P×400)

2.2　大鼠严重烫伤后肝脏组织细胞中 HSP90α免疫组

织化学染色结果
　　正常情况下肝细胞中 HSP90α阳性染色较弱 , 主要分布于

细胞浆内 , 严重烫伤后阳性着色明显增强 , 在烫伤后 48 h 不仅

胞浆内阳性着色显著增强 ,而且在一些细胞的胞核内也出现了

强阳性着色 ,见图 2 , 3。说明在严重创伤后肝脏组织中不仅出
现HSP90α的表达增强 ,而且 HSP90α在 48 h左右还出现胞核内

异位高表达。

3　讨论

　　HSP90 是热休克蛋白(HSPs)家族的一个主要成
员 ,它又分为α和 β两种亚型 ,根据组织器官和所受的

刺激不同 ,HSP90α和 HSP90β 的分布和表达也不尽相
同。一般情况下 ,HSP90α易受热诱导 ,HSP90β易受有
丝分裂的诱导。在高温 、创伤等因素刺激时内脏组织

中以HSP90α表达升高为主[ 2] 。研究表明 HSP90是糖

皮质激素受体(Glucocorticoid receptor , GR)的一种重要
的伴侣蛋白 ,影响着 GR活性和功能[ 2] 。

　　本实验结果显示 ,大鼠严重烫伤后早期 72 h内肝

脏HSP90α的表达明显升高 ,尤其 12 ～ 48 h 期间非常

显著高于正常对照 。已知 HSPs在多种损伤刺激和某

些疾病发生过程中都会显著增多 。对于这种现象 ,大
多数研究认为 HSPs是对机体起防御性保护作用[ 3 ,4] 。
但也有人提出 HSPs可能具有一定的保护作用 ,但过高

同样会造成损害 ,如已发现延迟性神经细胞死亡可能
与HSPs持续性高表达而细胞内其它重要蛋白合成受

阻有关
[ 5]
。从辩证的角度看 ,任何事情的发展都有一

个度 ,超过这个度后反而会向相反的方向发展 。应激
是机体对外界有害刺激所作出的保护性防御反应 ,然

而当外界刺激过于强烈如严重创伤时 ,机体在某些方
面也会作出过度应激反应 ,而过度的应激反应同时也
给机体带来了损害 。热休克反应也是应激反应的一
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种 ,严重创伤时它也会作出过度反应 ,因而 ,这时产生

的过量 HSP90 与正常生理和一般性应激反应情况下

的HSP90可能存在着功能性的差异 ,有可能反而会给

机体带来损害。
　　有研究显示 ,激素抵抗型哮喘患者的外周血单核

细胞有HSP70 、HSP90表达 ,随着炎症程度的加重和持
续时间的延长 ,它们的表达越强 ,而且 HSP90 基因表

达水平越高 ,地塞米松越难以抑制淋巴细胞的增殖 ,从

而表明HSPs的高表达对机体反而不利[ 6] 。Bucci等[ 7]

发现 ,HSP90的特异性阻断剂 geldanamycin具有一定的

抗炎能力 ,其抗炎作用可以被 GR的拮抗剂 RU486阻

断 ,提示 HSP90 能够通过影响 GR而诱导炎症发生。

所以 ,严重烫伤后HSP90在细胞浆中的过高表达可能

也会影响GR的活性与功能 。

　　实验中通过免疫组织化学染色分析显示 ,HSP90α
在48 h 左右还出现胞核内异位高表达 。由于 HSP90

与GR结合而使后者处于失活状态 ,因此一般情况下
HSP90都存在于胞浆中 ,如果在胞核内有 HSP90的大

量出现 ,必然会影响 GR的转录激活作用 ,同时也会使
GR潴留在细胞核内 ,阻碍其循环再利用[ 8 , 9] 。所以 ,
虽然我们对本实验所发现的 HSP90α在严重烫伤后的

高表达不能完全断定其利弊 ,但从对 GR的影响来看

HSP90α在细胞核内异位高表达会影响GR抗炎功能的

发挥 。
　　综合以上分析 ,可以推测 HSP90的过高表达和在

胞核内的异位表达可能参与了严重创伤后 GR表达和

功能改变过程。有关这方面的研究还需要进一步的分

析与探讨 。
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文章编号:1000-5404(2003)09-0749-01 个案与短篇

乳腺癌肉瘤 1例

A case report of breast carcinosarcoma

杨新征 ,郭乔楠 ,柳凤轩 ,于冬梅　　(第三军医大学附属西南医院病理学研究所 ,重庆 400038)

　　患者 ,女 , 49 岁 , 2 个月前发现左侧乳房有一“鸡蛋”大小包
块 ,无疼痛 , 皮肤无红肿及破溃 , 乳头无溢血 、溢液。 20 d 前 , 偶

感疼痛 ,呈隐痛 , 劳动后加剧 ,于 2002 年 4 月 18日来我院就诊。
　　入院查体 , 左乳无红肿 , 未见皮肤破溃 , 无橘皮样外观 , 乳

头无溢血 、溢液 , 外上象限扪及大小为 4 cm×4 cm×4 cm 包块 ,

质韧 , 边界不清 ,活动性差 ,稍压痛 , 表面不光滑 , 腋窝未扪及肿
大淋巴结。B 超示右乳外上象限探及一 3.5 cm×4 cm 不均质

实性包块 , 考虑为乳腺恶性肿瘤。穿刺病理结果:左侧乳腺

　　作者简介:杨新征(1978-),男 ,辽宁省阜新市人 ,医师。电话:(023)68754434

　　通信作者:郭乔楠 ,电话:(023)68754497

　　收稿日期:2002-05-18;修回日期:2002-09-30

浸润性导管癌。遂行乳腺癌改良根治术。病理检查:切除一侧

乳房 ,大小 15 cm×4 cm×4 cm , 乳腺外上象限见一 4.5 cm×3 cm

×4 cm 大小肿块, 边界不清 ,质地中等 ,切面灰白灰褐色相间 , 脂

肪组织中找见绿豆大淋巴结9 枚 ,切面灰褐色 ,质地中等。

　　光镜检查:部分肿瘤细胞为圆形 、卵圆形 , 深染 , 可见病理

性核分裂像 , 胞质丰富 、红染 , 部分胞质空化 , 肿瘤细胞呈巢团

状 、条索状排列;部分肿瘤细胞呈短梭形 , 核为不规则形 、深染 ,

核分裂像易见 ,可见少量多核巨细胞及大量肿瘤性骨样基质 ,

并见肿瘤细胞直接成骨现象 , 两种肿瘤成分无明显移行。 9 枚

淋巴结均未见肿瘤转移。病理诊断:右乳腺癌肉瘤。
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