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热诱导培养角朊细胞表达 HSP70
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0　引言　热休克蛋白 (H SP) 是一类当细胞受到各种有害因

素刺激时合成增多的蛋白质, 在细胞内蛋白的加工过程中具

有重要作用. 我们对体外培养的角朊细胞进行热处理, 然后

观察细胞中H SP70 的表达情况, 并对其意义进行初步探讨.

1　材料和方法

1. 1　材料　角朊细胞无血清培养基 (KC2SFM ) (Gibco

BRL ) , 鼠抗人 H SP70 单克隆抗体 (San ta C ruz 公司) , 生物素

化羊抗鼠 IgG 及 SABC 试剂盒 (武汉博士德生物工程有限公

司) , H SP70 寡核苷酸探针 (上海生命技术公司合成).

1. 2　方法　取手术包皮 (本校西京医院门诊手术室提供) , 用

2. 5 g·L - 1洗必泰液和无菌生理盐水漂洗, 2. 5 g·L - 1 D is2

pase 4℃消化过夜. 次日分离真表皮, 将表皮部分再用 2. 5 g

·L - 1胰酶室温消化 10 m in, 反复轻柔吹打, 200 目筛网过滤

除渣, DM EM 培养液洗涤细胞 2 次, 用 KC2SFM 制成角朊细

胞悬液, 接种于培养瓶中, 置 37℃ 50 mL ·L - 1 CO 2 孵箱中培

养, 待细胞长满瓶底后进行热处理. 将培养的原代角朊细胞

置 42℃ CO 2 孵箱中热处理 1 h, 再置 37℃ CO 2 孵箱中继续培

养, 分别于热处理后 2, 4 和 8 h 收集细胞, 并提取细胞内总蛋

白及RNA. 取等量待测样品做 SD S2PA GE 电泳, 电转移至硝

酸纤维素膜, 30 mL ·L - 1牛血清白蛋白 4℃封闭过夜, 分别加

鼠抗人H SP70 单克隆抗体、生物素化羊抗鼠 IgG 和 SABC 复

合物于 37℃作用 1 h, 42氯212萘酚显色. 行W estern 印迹分

析, RNA 斑点杂交用 [ Α232P ]dA T P5′2末端标记法制备探针.

异硫氰酸胍一步法提取细胞总RNA , 将样本点于尼龙膜上,

置真空干燥箱中 80℃烤膜 2 h, 42℃预杂交 2 h, 加入 Α232P2

H SP70 寡核苷酸探针 42℃杂交过夜, 放射自显影.

2 结果　W estern 印迹分析结果显示, 正常细胞组在 M r

70 000处出现一条染色带, 此带的位置与 H SP70 的分子
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质量一致; 加热处理各组角朊细胞在相同位置也有一条染色

带, 但着色深度明显强于正常细胞组 (图 1). RNA 斑点杂交

结果也显示, 热处理 2 h 后H SP70mRNA 即增高 (图 2). 提示

体外培养的皮肤角朊细胞可以构成性表达H SP70, 如经热处

理后, 细胞内 H SP70 的表达水平明显增高, 而且这种热诱导

表达可以持续到热处理后 8 h.

图 1　W estern 印迹分析　A. 正常角朊细胞; B. 热处理后 2

h; C. 热处理后 4 h; D. 热处理后 8 h)

图 2　RNA 斑点杂交　A. 正常角朊细胞; B. 热处理后 2 h;

C. 热处理后 4 h

　3　讨论　我们发现, 正常人皮肤角朊细胞可构成性表达

H SP70, 包括角质层、棘细胞层、毛囊外根鞘、汗腺上皮和皮脂

腺导管上皮均呈阳性反应[1 ]. 为研究体外培养的皮肤角朊细

胞H SP70 的构成性表达及诱导表达情况, 我们对普通培养条

件下及热处理后的培养角朊细胞中的H SP70 进行了RNA 斑

点杂交和W estern 印迹分析, 结果显示, 普通条件培养的角朊

细胞即可表达 H SP70, 经热处理后则可诱导高表达. 由于皮

肤经常暴露于各种有害环境因素之下, 角朊细胞中构成性表

达H SP70, 并在受热应激后合成表达增加, 这种现象可能是一

种适应性细胞保护, 有利于保护细胞免受外界有害因素的损

伤[2 ]. 有关热诱导角朊细胞表达H SP70 的时间变化特点及其

意义, 将在进一步的实验中进行探讨.
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