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HSF1在子宫内膜癌细胞中的表达及其与抗氧化的相关性研究 *
梁声茹 陈必良△ 李 佳 张建芳 刘海霞
（第四军医大学西京医院妇产科 陕西西安 710032）

摘要 目的：探讨子宫内膜癌细胞在受到过氧化氢刺激时热休克因子 1(Heat Shock Factor 1, HSF1)表达的变化，以及 HSF1对肿瘤

细胞抗凋亡能力的影响。方法：选择子宫内膜癌的 Ishikawa、HEC-1-B及 RL95-2三株细胞。分别测定细胞中 HSF1基因转录以及

翻译表达水平。给予细胞不同浓度的 H2O2刺激后,检测细胞内 HSF1的 mRNA表达变化并且统计受刺激后细胞受抑制情况，观察

细胞存活和生长与 HSF1含量的关系。结果：三株细胞中 HSF1mRNA和蛋白表达的基水平不同；在受到 H2O2刺激后，细胞内

HSF1表达有不同程度的升高; Ishikawa、HEC-1-B细胞分别在受到较高浓度的 H2O2刺激后，细胞存活率出现明显下降；而 RL95-2

细胞在受到相对低浓度的 H2O2刺激后，细胞存活率即出现明显降低。结论：一定范围内浓度的 H2O2刺激能够上调子宫内膜癌细

胞中 HSF1在转录以及蛋白水平的表达，而过高的浓度会使细胞中 HSF1表达减少，对于不同细胞来说 H2O2刺激的适宜浓度不

同。而能使细胞增殖与增长发生明显变化的 H2O2浓度与细胞内 HSF1表达水平相关。
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Heat Shock Factor-1 Expression in Different Endometrial Cancer Cells and
its Effects on Tumor Cell Apoptosis Resistance*

To investigate the expression of Heat Shock Factor 1 (HSF1) mRNA gene in hydrogen peroxide treated en-

dometrial cancer cells, and the influence of HSF1 on tumor cell apoptosis resistance. Three human endometrial cancer cell

lines, Ishikawa and HEC-1-B and RL95-2 cells were performed in this study. HSF1 mRNA gene and protein expression of three cell lines
were measured. Cells were treated with different hydrogen peroxide (H2O2) concentrations. The effect on HSF1 expression, cell growth

and viability was analyzed. HSF1 mRNA and protein expression of three cell lines was different. HSF1 mRNA gene expression

increased with varying degrees in H2O2 treated cells. In comparison, cell growth and viability of Ishikawa and HEC-1-B cells decreased

significantly in higher concentration H2O2, while that of RL95-2 cells declined considerably. H2O2 induced different effects

according to cell type, time of incubation and concentration exposure. Within a certain range of concentration, H2O2 increases HSF1 ex-
pression in endometrial cancer cells. However excessive H2O2 can reduce HSF1 expression in cells, and the suitable concentration of

H2O2 is different for variant cells. The H2O2 concentration that can make the obvious changes in cell proliferation and growth is associated

with HSF1 expression levels in the cell.
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前言

子宫内膜癌是女性生殖器官三大恶性肿瘤之一，占女性生

殖道恶性肿瘤的 20％～ 30％，近年来在世界范围内发病率呈

上升趋势[1]。针对肿瘤的扩散、复发及预测需要一个较好的候选

标志物，但是目前关于子宫内膜癌的生物学指标仍有些不足，

因此我们有必要进一步发现新的子宫内膜癌生物学指标。热休

克反应是细胞的一种适应性反应, 有助于维持细胞内稳态压

力。热休克蛋白基因在无脊椎动物，如酵母菌、线虫、果蝇中，

被一种热休克因子 (Heat Shock Factor，HSF) 调控进行转录激

活。相比之下，在脊椎动物中热休克因子已经进化为四种 HSF[2]。

其中，HSF1与无脊椎动物的 HSF是功能对等的，缺乏 HSF1基

因的小鼠无法提高 HSP水平，表明 HSF1在哺乳动物的功能不

能被其他 HSFs所替代。不同种类的 HSF结构上相似,但功能

上存在不同程度的差异[3-6]。HSF1是一种转录调控因子，它可以

被热应激、氧化应激、化学应激和生理应激等激活，主要介导热
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休克蛋白(HSPs)合成，它的热休克应答效应对于机体有着很重

要的病理生理学意义[7-11]。目前大量研究表明 HSF1通过调节各
种 HSPs基因以及多种非 HSPs基因的表达，从而影响生物机

体各方面的生命活动[12-14]。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂 胎牛血清 (杭州四季青生物工程材料有限公

司)，DMEM培养基（Hyclone公司）, Trizol（Invitrogen公司），反

转录试剂盒（TaKaRa公司），SYBR Premix Ex Taq Ⅱ实时荧光
定量 PCR 试剂盒 （TaKaRa 公司），兔抗人 HSF1 抗体

（Bioworld），MTT（Sigma公司），DMSO（Sigma公司）。引物订

购由上海生工生物工程有限公司完成。

1.1.2 主要仪器 超净工作台（苏州净化设备公司）；CO2细胞

培养箱（Thermo公司）；5414型台式离心机（Eppendorf公司）；

紫外分光光度计（Bio-Rad 公司）；PCR 仪（Bio-Rad 公司）；
DYY-6C电泳仪（北京市六一仪器厂）；DMN-9602酶联免疫检

测仪（北京普朗新技术有限公司）。

1.1.3 细胞株 Ishikawa、HEC-1-B及 RL95-2细胞。
1.2 实验方法
1.2.1 实验分组 实验组按照给药浓度分为 5个小组，对照组

以等量培养液代替过氧化氢刺激。

1.2.2 细胞培养 将人子宫内膜癌 HEC-1-B、Ishikawa 及
RL95-2 细胞置于含 10％胎牛血清的 DMEM 培养液中，在
37℃，饱和湿度，5％CO2培养箱中常规培养。

1.2.3 过氧化氢刺激 设置对照组和 5 个不同给药浓度实验
组，取对数期生长的肿瘤细胞接种于 6孔培养板，置 37℃，5％

CO2培养箱培养 24 h，分别加入不同浓度以培养液稀释的过氧

化氢溶液 3 mL，使其终浓度分别为 50 滋mol/L、100 滋mol/L、
300 滋mol/L、500 滋mol/L、700 滋mol/L过氧化氢，对照组加入 3
mL培养液，处理 1h。
1.2.4 qRT-PCR检测 HSF1 mRNA的表达水平 取经过“1.2.3”

项下处理的细胞，用 PBS洗两次加入 1 mL Trizol，室温裂解 1
min后吹下细胞置于 EP管中加氯仿，4℃离心 10 min将上清

移至另一 EP管中加等体积异丙醇，室温静置 10 min后 4℃离

心 10 min，小心吸弃上清液加 75%乙醇 4℃离心 5 min，弃上清
空气干燥 5 min，溶于 40 滋L DEPC处理水中。用紫外分光光度

计测定浓度之后，用逆转录试剂盒得到 cDNA，以 GAPDH 作

为内参照，进行 qPCR扩增(表 1)。qPCR扩增条件为 95℃预变

性 3 min，95 ℃ 10 s、56 ℃ 15 s、72 ℃ 15 s，45个循环结束。PCR

反应结束后对所扩增的 PCR产物熔解曲线进行分析，荧光定

量 PCR 仪读取循环阈值(cycle threshold，Ct)，首先计算各样本

测定基因 ct值与内对照 GAPDH基因 ct值的差值 Δ Ct，再用

各实验组样本的 Δ Ct 减去正常对照样本的 Δ Ct，得到
Δ Δ Ct，采用 2 -Δ Δ Ct法进行计算，表示实验组测定基因相对

的表达水平。

1.2.5 Western blot检测 HSF1的蛋白表达水平 取经过“1.2.3”

项处理的细胞，用冰 RIPA提取各组细胞的蛋白，以 BCA法得

到标准曲线求得样品浓度，加入上样缓冲液，煮沸 5 min。上样、
SDS-PAGE电泳、转膜、5%脱脂奶粉封闭、加入一抗、二抗，在

化学发光检测系统中检测成像结果。

1.2.6 MTT检测 将细胞进行消化、离心收集细胞沉淀、用终

浓度分别为 50 滋mol/L、100 滋mol/L、300 滋mol/L、500 滋mol/L、
700 滋mol/L过氧化氢的培养液重悬、细胞计数，同时设置空白

对照组，每组设 5个复孔。将稀释后的细胞悬液加入 96孔板，

放入孵箱常规培养，分别在 3 h、6 h、12 h、24 h后取出一块 96

孔板每孔加入 MTT溶液 20 滋L，孵育 4 h后吸弃孔内上清液加

入 DMSO 150 滋L，在酶联免疫仪上选择 490 nm波长测定吸光

度值，记录并计算 5孔的平均值。
1.2.7 统计学方法 应用 Graphpad Prism 5软件处理实验数据

并作出柱状图，均数的比较采用两独立样本 t检验。

2 结果

2.1 三株细胞内 HSF1的 mRNA和蛋白表达基水平

使用 qRT-PCR、Western blot测定三株子宫内膜癌细胞中
HSF1的基水平含量，发现 Ishikawa细胞中表达最高，HEC-1-B

其次，RL95-2最低（图 1和图 2）。

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 Primers for quantitative real-time PCR analyses

Gene Primers(5'→3')

HSF1（Gene ID:3297）

GAPDH（Gene ID:2597）

Sense：GCACATTCCATGCCCAAGTAT

Antisense：GGCCTCTCGTCTATGCTCC

Sense：TCACCAGGGCTGCTTTTAAC

Antisense：GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

*注：HSF1：热休克因子 1；GAPDH：磷酸甘油醛脱氢酶

*Note：HSF1: Heat Shock Factor 1;GAPDH: glyceraldehyde-phosphate

dehydrogenase

图 1 RL95-2、HEC-1-B和 Ishikawa细胞中 HSF1 mRNA表达

*表示 P＜0.05；**表示 P＜0.01；***表示 P＜0.001

Fig. 1 HSF1 mRNA gene expression in RL95-2, HEC-1-B and Ishikawa

cells.*P＜0.05;**P＜0.01;***P＜0.001
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2.2 受到不同浓度 H2O2刺激后细胞内 HSF1表达的变化

三株细胞在受到 H2O2刺激后，细胞内 HSF1的 mRNA表
达均有不同程度的升高（图 3）。其中 HEC-1-B细胞在受到 300

滋mol/L过氧化氢刺激时 HSF1表达出现明显增高，而当刺激浓

度为 500 滋mol/L时 HSF1的表达出现降低，700 滋mol/L浓度刺

激时甚至低于基水平；Ishikawa细胞当受到 300 滋mol/L过氧化

氢刺激时 HSF1表达出现明显增高，刺激浓度为 500 滋mol/L时

继续升高，而当浓度到达 700 滋mol/L 时 HSF1 表达较 500

滋mol/L有所降低；RL95-2 细胞在 50 滋mol/L低浓度过氧化氢
刺激时 HSF1 表达即出现明显上升，当浓度 300 滋mol/L 时
HSF1表达与低浓度相比已有所降低，当大于等于 500 滋mol/L

过氧化氢刺激时 HSF1出现了低于基水平的表达。可见以适当

浓度的过氧化氢刺激可以上调细胞内 HSF1表达水平，而过高

浓度的刺激则会使 HSF1表达水平降低。

图 2 Western blot测定 RL95-2、HEC-1-B和 Ishikawa细胞中 HSF1蛋白表达水平

**表示与 RL95-2比较 P＞0.01；***表示与 RL95-2比较 P＜0.001；##表示与 Ishikawa比较 P＜0.01。

Fig2 Levels of HSF1 protein in RL95-2, HEC-1-B and Ishikawa cells by Western blotting

**P＜0.01 compared to RL95-2;***P＜0.001 compared to RL95-2;##P＜0.01 compared to Ishikawa.

图 3 HEC-1-B、Ishikawa和 RL95-2细胞受不同浓度过氧化氢刺激后 HSF1的 mRNA表达水平

*表示与对照组(未给予 H2O2刺激)比较 P＜0.05；**表示与对照组比较 P＜0.01。

Fig. 3 HSF1 mRNA gene expression in HEC-1-B, Ishikawa and RL95-2 cells treated with different H2O2 concentrations

*P＜0.05 compared to control (cells not treated with H2O2); **P＜0.01 compared to comtrol.

2.3 MTT法测定细胞增殖和生长曲线

三株细胞受到刺激后 MTT 测定结果显示，Ishikawa、
HEC-1-B细胞分别在受到浓度为 700 滋mol/L和 500 滋mol/L的
H2O2刺激后，细胞抑制率显著增高，具有统计学意义；而

RL95-2细胞在受到 300 滋mol/L的 H2O2刺激后，细胞抑制率即

出现具有统计学意义的明显改变。这与三株细胞内 HSF1基水

平测定的结果呈现相关性，HSF1基水平最高的 Ishikawa细胞

抑制率＞ 50%时的刺激浓度最高，为 700 滋mol/L；HSF1基水平

最低的 RL95-2 细胞出现抑制率＞ 50%时的刺激浓度最低，为
300 滋mol/L；而 HSF1基水平介于两者之间的 HEC-1-B细胞出

现抑制率＞ 50%时也处于 500 滋mol/L的中间浓度。我们可以认

为 HSF1的高表达有利于细胞抵抗氧化应激损伤，从而增强了

细胞的抗凋亡能力。
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3 讨论

子宫内膜癌是发生于子宫内膜的一组上皮性恶性肿瘤，好

发于围绝经期和绝经后女性，为女性常见的生殖道恶性肿瘤之

一。随着社会的发展和经济条件的改善，近年来子宫内膜癌的

发病率和病死率呈上升趋势。子宫内膜癌的具体发病原因目前

尚不明确，一般认为是受雌激素长期、单一的刺激所引起的子

宫内膜上皮细胞失控，从而增殖过度，癌基因被激活，抑癌基因

失活、细胞信号转导途径表达异常。

为了抑制蛋白应激毒性和保持蛋白质平衡，生物具有可感

应刺激应力的分子机制来检测和中和蛋白损伤。应激细胞一个

突出的特点是热休克蛋白(HSPs)表达升高，它可以帮助错误折

叠的多肽重新折叠并抑制蛋白聚合[15]。热休克反应是由热休克

因子 1(HSF1)激活转录的，HSF1在细胞内通过调控热休克蛋

白对细胞起到保护作用。有关 HSF1功能与结构的研究已经进
行了许多年，它已被证明在细胞周期进程和细胞凋亡中扮演重

要角色并且与许多疾病过程相关[16-18]。尽管 HSF1保护细胞和

有机体来对抗严重的有害刺激的作用已被广泛研究，但在

HSF1感知不同形式刺激过程中的定性、定量方面仍知之甚少，

关于 HSF1在子宫内膜癌中的作用及影响也尚不明确。

现在临床上子宫内膜癌的常用治疗药物如顺铂、阿霉素、

紫杉醇、环磷酰胺、氟尿嘧啶、丝裂霉素、依托泊苷、抗雌激素制

剂等，主要是通过干扰核酸合成代谢、与 DNA作用干扰其复制

功能、抑制有丝分裂、抑制蛋白质合成等达到治疗目的[19,20]。目

前临床使用的抗肿瘤化学治疗药物均有不同程度的毒副作用，

这是限制药物剂量或使用的直接原因。它们在杀伤肿瘤细胞的

同时，又会杀伤正常组织的细胞，尤其是杀伤人体中生长发育

旺盛的血液、淋巴组织细胞等。而这些细胞与组织是人体重要

的免疫防御系统，破坏了人体的免疫系统，癌症就可能迅速发

展，造成严重后果。近期的毒性反应有局部反应（如局部组织坏

死、栓塞性静脉炎等）和全身性反应（消化道、造血系统、免疫系

统、皮肤和粘膜反应、神经系统、肝功能损害、心脏反应、肺毒性

反应、肾功能障碍及其他反应等）。远期毒性反应主要是生殖功

能障碍及致癌作用、致畸作用等。此外，化疗由于其毒副作用，

有时还可出现并发症[21]。

该实验主要针对子宫内膜癌 HSF1表达水平不同的细胞
株，研究在受到过氧化氢刺激时细胞状态与 HSF1基水平之间

的关系，实验结果显示处理后细胞的抑制率与 HSF1表达水平

呈负相关。这反应出 HSF1在过氧化氢的刺激下对细胞起到保

护作用，降低了细胞抑制率，对细胞抗凋亡能力产生了有利影

响。既然肿瘤内高水平的 HSF1，能使肿瘤比普通细胞具有更强

的抗凋亡能力，那么假如在进行化学治疗的同时也对 HSF1进

行抑制，是否能提高肿瘤细胞的药物敏感性而减少化疗药物的

用量和毒副作用，这对临床肿瘤治疗很有意义。
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发病率增高相关，与冠心病的严重程度相关。心力衰竭是心脏

疾病进展的末期表现，在心脏病的末期阶段，尿酸是否也起着

重要的作用?末期阶段的尿酸水平的高低，是否与患者的预后

相关? 尿酸的水平的高低是否可以作为患者预警指标的一项，

并由此判断患者的预后及转归？控制尿酸水平的治疗是否可以

给冠心病患者带来收益？在后期的研究中，我们将增加对心力

衰竭患者的病例分析及预后随访观察，以更加明确尿酸水平在

心血管疾病的发生、发展中所扮演的角色和所起到的作用，为

冠心病的预防、诊治及康复指导提供依据。
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