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Abstract
AIM:To study the relationship between hot high-salt diet
and chronic atrophic gastritis (CAG) and gastric cancer, and
detect the expression of HSP60, HSP 70 and  HSP 90 α and
p53 protein in the rat gastric mucosa of atrophic gastritis
induced by high-salt hot water.

METHODS:Rat CAG models were firstly established by
intragastrical feeding with 15 % 55 ℃ salt water for 12
weeks. Some rats were killed to detect HSP60,HSP 70,HSP
90 α and p53 protein every 4 weeks by immunohistochemical
method in the control group (intragastrically fed with 25 ℃
distilled water for 12 weeks) and the experimental group.

RERULTS:The expression of HSP60,HSP70 and HSP90 α
was low in gastric mucosal tissue cells of rats at 4 weeks
and 8 weeks. There was no significant difference between
the experimental and the control group (P >0.05). The ex-
pression rates were significantly higher in the rats of ex-
perimental group at 12 weeks when CAG had formed than
those in the control group (P <0.01). The expression rates
of HSP 70 were the highest (33 %) among these proteins,
the expression rates of HSP90 α were moderate (24 %),
and  the expression rates of HSP60 were the lowest (6 %).
The p53 protein was not detected in normal group rats as
well as in rats of the model group at 4 weeks and 8 weeks,
but it was detected at 12 weeks in the CAG rats of the
model group with an expression rate of 15.5 %,which was
significantly associated with the expression of HSP70 and
HSP90 α, especially, the former which had no association
with the expression of HSP60.

CONCLUSION:Long time high-salt hot diet can induce CAG,

and may even promote the development of gastric cancer.
HSP70/HSP90 α and p53 proteins might have combined
effect in the development from CAG to gastric cancer.
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摘要
目的:应用热盐水灌胃方法制作大鼠慢性萎缩性胃炎(CAG)

模型，并检测热盐水所致大鼠慢性萎缩性胃炎(CAG)胃

黏膜组织细胞中与 CAG 癌变有关的基因蛋白(HSP60，

70，90 α，p53)表达情况,以探讨长期热咸饮食与 CAG

及胃癌发生的关系.

方法:(1)采用 55 ℃,15 % 的盐水对大鼠连续灌胃 12 wk，

制作成大鼠 CAG 模型, 在灌胃期间每隔 4 wk 处死一批大

鼠.(2)应用免疫组化方法检测对照组(蒸馏水灌胃12 wk)及

模型组灌胃 4 wk、8 wk、12 wk 的大鼠胃黏膜组织细胞

HSP60,70,90 α及 p53 蛋白表达情况.

结果:模型组大鼠 4 wk、8 wk 时胃黏膜组织细胞 HSP60,

70,90 α仅有少量表达，与对照无明显差异(P ＞ 0.05).至

第 12 周出现萎缩时表达量较对照组明显增加，差异有显

著意义(P＜0.01),其中HSP70表达率最高(33 %),HSP60最

低(6 %),HSP90居中(24 %).对照组大鼠胃黏膜组织细胞p53

蛋白未见表达，模型组大鼠 4 wk、8 wk 时 p53 蛋白未

见表达，至第 12 周时呈现一定水平的表达（15.5 %）,

并与HSP70、HSP90α的表达呈相关性，以前者相关性最

强；与 HSP60 没有相关性.

结论:这些结果说明长期过热过咸饮食可以导致萎缩性胃

炎，并有可能诱发癌变.HSP70、HSP90 α与 p53 在 CAG

癌变的演变过程中可能起相关作用.
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0   引言

慢性萎缩性胃炎属癌前状态,与胃癌的发生有十分密切
的关系.流行病学研究发现胃癌多发于高纬度地区,这些
地区多为高原和中温带气候，受寒冷因素的影响这里
的居民常年喜食高盐热烫食物，我国胃癌高发区居民
绝大多数有进食高盐食品的习惯.我们以人类饮食中不
可缺少的两大因素 - 食物的热度与咸度，创建了快速
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建立慢性萎缩性胃炎动物模型的方法，并从分子水平
证实应用热盐水造出的大鼠CAG模型已存在癌变倾向.

1   材料和方法

1.1 材料  100 只 7 周龄健康、性成熟的二级♂ SD 大
鼠，体质量 200-250 g 由第四军医大学动物实验中心
提供；SABC 即用型试剂盒，HSP60、HSP70、HSP90 α
及 p53 一抗，生物素化的二抗均购自武汉博士德公司；
余化学试剂均购自第四军医大学.
1.2 方法  大鼠萎缩性胃炎模型采用 55 ℃,150 g/L 的盐
水连续灌胃12 wk[1],对照组采用等量的蒸馏水灌胃12 wk,
在灌胃期间每隔 4 wk 处死一批大鼠,至 12 wk 时全部处
死.收集制模阶段的大鼠胃黏膜石蜡包埋标本(其中包括
热盐水灌胃 4 wk 的大鼠胃黏膜标本 16 例,8 wk 的标本
18 例,12 wk 的标本 34 例及对照组标本 32 例）进行免
疫组织化学检测.采用 SABC 即用型试剂盒,切片常规脱
蜡水化，经 30 ml/L 过氧化氢 -90 ml/L 甲醇封闭内源
性过氧化物酶 20 min,微波修复抗原 10 min,山羊血清孵
育 25 min 后加一抗(HSP60,HSP70,HSP90 α,p53),4 ℃
冰箱过夜,次日加对应的生物素化二抗,37℃,30 min；
ABC 复合物,37 ℃,30 min.之后用 DAB 显色.以上各步骤
除血清孵育后甩干血清直接加一抗外，均间以 PBS 洗
涤 3 次，每次 3-5 min.阴性对照以 PBS 代替一抗，阳
性对照分别为已知 HSP60，HSP70，HSP90 α及 p53
阳性的胃癌标本.显微镜下观察DAB显色满意后自来水
冲洗 5 min;苏木素复染 5 s,自来水冲洗 5 min;最后脱水，
透明，中性树胶封片.细胞质出现棕黄染色，或伴有
胞核棕黄色颗粒者为阳性细胞，p53 仅为胞核染色.高
倍镜下选取 5 个有代表性的视野计数，每个视野观察
100 个细胞,计算阳性细胞的平均表达率.未被染色或阳
性细胞数<5 % 的视野视为阴性.
      统计学处理  样本均数的比较采用 t 检验,两样本相
关的分析采用直线相关分析，相关性用ｒ表示.

2   结果

热盐水灌胃 4 wk,8 wk 时大鼠胃黏膜组织切片无萎缩性
胃炎的表现，灌胃至 12 wk 时即出现胃黏膜腺体明显
缩小，腺上皮萎缩，腺管腔变大等 CAG 表现，而对照
组无此表现.模型组大鼠灌胃4 wk,8 wk时胃黏膜组织细
胞HSP60,70,90α有少量表达，与对照组比较无显著差
异(P >0.05)，灌胃至 12 wk 出现 CAG 时表达量较对照
组明显增加，差异有显著性(P <0.01).对照组细胞 p53
蛋白未见表达，模型组大鼠灌胃 4 wk,8 wk p53 蛋白未
见表达，灌胃至 12 wk 呈现一定量的表达（15.5 %）.
同一 CAG 标本中，可见 HSP 与 p53 共同表达，经相
关性检验发现 HSP70，HSP90 α与 p53 具有相关性.其
中 HSP70 与 p53 相关性最强，r =0.81；HSP90 α与
p53 相关性次之，r =0.62；HSP60 和 p53 无相关性.以
上几种蛋白阳性表达主要见于主细胞,壁细胞(表1,图 1).

表 1  大鼠胃黏膜组织HSP60,HSP70,HSP90 α及 p53表达(%, sx ± )

分组           n        HSP60  HSP70         HSP90 α         p53

对照组         32       1.4 ± 1.38      23 ± 6.04      12 ± 4.50           0

模型 4 wk      16       1.2 ± 0.77      20 ± 5.36         10 ± 3.54           0

模型 8 wk      18       1.4 ± 0.84      25 ± 6.28         12 ± 2.38           0

模型 12wk     34         6 ± 3.27b      33 ± 8.32b    24 ± 10.38b      15.5 ± 6.83b

bP <0.01, vs 对照组.

图 1A  HSP60 阳性着色(胞质)× 400
图 1B  HSP70 阳性着色(胞质)× 400
图 1C  HSP90 α阳性着色(胞质)× 400
图 1D  p53 阳性着色(胞核)× 200
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3   讨论

CAG 常见与胃癌的发生有十分密切的关系[2-22],WHO 将
之定为胃癌前状态.近年来流行病学研究表明[23],长期高
盐饮食可以导致 CAG，甚至诱发癌变.本研究先以热
盐水诱导大鼠产生 CAG，然后通过观察 CAG 大鼠所
发生的分子水平变化，进一步探讨热咸饮食 -CAG- 胃
癌之间的关系.热休克蛋白(heat shock protein,HSP)是细
胞受到各种理化因素刺激后诱导产生的一组保护性蛋
白，具有维持细胞蛋白自身稳定及结合受体调节细胞
周期等许多重要功能.HSP 的这些功能主要是通过其分
子伴侣作用实现的，分子伴侣是细胞内一类能介导其
他蛋白正确装配，本身却不具功能的最终装配产物的
组成成分.HSP 通过这一作用影响细胞内多种蛋白质的
构象，参与细胞生长繁殖等重要生命过程.一些癌基因
蛋白如 c-myc,Ras,p60v-src 等;细胞周期 G1/S 转换相关蛋
白 p38 和 p30;类固醇激素受体等均需依赖 HSPs 形成活
性.目前发现的 HSPs 有 40 多种,一般根据其同源性及分
子量大小分为 HSP90,HSP70,HSP60 及小分子量 HSP 4 个
家族[24].在结构上，他们均具有 C- 端的 ATP 酶活性区
和 N - 端的肽结合区；在功能上，具有相同、相似
或协同作用.
      近年来的研究发现，HSP 与细胞的转化和恶变过
程密切相关，癌基因转化的细胞和人类恶性肿瘤细胞
系中，HSP 表达增高[25-27]，提示 HSP 与肿瘤的发生发
展、生物学行为及其预后有较密切的关系[28,29].不同分
子量的HSP与肿瘤的关系不尽相同.低分子量的HSP在
人类肿瘤组织中的表达差异较大，有报道认为他主要
与子宫及乳腺等部位的肿瘤发生有关.HSP60、HSP70
和HSP90则广泛见于各种肿瘤组织.根据是否含谷氨酰
胺的片段，HSP90 又分为 HSP90 α和 HSP90 β 二种，
二者同源性高达 84%.在病毒转化和化学诱导的肿瘤细
胞中,HSP90 α表达水平明显升高，而 HSP90 β 基本不
变,所以二者中以 HSP90 α与肿瘤发生的关系最密切.
        p53基因是迄今发现的与人类肿瘤相关性最高的基
因,定位于 17 号染色体短臂上，是一个重要的细胞增
生周期调节因子.其中野生型 p53 基因在细胞损伤修复
过程中，监视着基因组DNA的完整性.当细胞受到射线
或某些药物作用而发生 DNA 损伤时，p53 基因所编码
的蛋白能使细胞分裂停止在 G1/S 期，使细胞充分修复
DNA 的损伤，使之恢复正常.倘不能恢复，野生型 p53
基因还能启动细胞的凋亡过程从而引导细胞的程序性
死亡，阻止具有癌变倾向的突变细胞出现.但野生型
p53 基因很容易发生突变，转变成突变型 p53 基因.当
p53 基因突变或功能丧失时，p53 介导的细胞周期调节
失控，DNA 分子程序紊乱，发生遗传不稳定性及多倍
体，导致肿瘤发生.野生型 p53 基因表达的蛋白半衰期
甚短，一般检测方法难以检出，而当基因发生突变
时，其表达的蛋白质构型发生改变，半衰期延长，

因此免疫组化测得的 p53 蛋白为突变型蛋白.正常胃黏
膜、慢性胃炎中无突变型 p53 表达，一旦癌变，其
表达率明显增高.
       HSP 能与多种癌基因产物结合形成异源蛋白复合
体，介导癌蛋白构象成熟及转运，从而参与细胞转
化过程[30].大量文献报道肿瘤中常有 HSP 和 p53 的共同
表达，HSP 与突变或野生型 p53 结合在调控 p53 功能
方面起着重要作用[31-33].在 HSP 中以 HSP70 与 p53 的关
系最密切，HSP70 与突变型 p53 能选择性结合形成稳
定的复合物，使核内 p53 蛋白转运到细胞质中，丧失
控制细胞增生的能力.血清 p53 抗体阳性的肿瘤患者，
其肿瘤组织中存在突变 p53/HSP70 复合物，提示此复
合物可能是肿瘤发生、细胞恶变的机制之一，并可
作为判断预后不良的指标.
       本研究对两组实验标本进行检测后发现，模型组
大鼠灌胃 4  w k , 8  w k 时胃黏膜组织细胞 H S P 6 0 ，
HSP70，HSP90 α蛋白有少量表达，p53 蛋白没有表
达，与对照组比较无显著差异（P >0.05），灌胃至
12 wk 出现 CAG 时表达量较对照组明显增加，差异有
显著性（P <0.01）.这说明热盐水灌胃对大鼠 CAG 的
形成及胃黏膜癌变相关基因表达的影响是个逐渐发展
的过程.慢性萎缩性胃炎是胃癌的癌前病变，现已公认
胃黏膜细胞癌变常需经历萎缩性胃炎/伴肠化—不典型
增生—胃癌的过程，在此过程中常常存在一些基因的
异常表达.已有文献[34]报道 HSP70、p53 在正常胃黏
膜、慢性浅表性胃炎、慢性萎缩性胃炎 / 肠上皮化
生、不典型增生及胃癌组织中的表达呈递增形式，依
此推论，若长期应用热盐水灌胃，随着大鼠胃黏膜
上述基因表达的变化，很有可能出现肠化、不典型
增生甚至胃癌的病理改变.这表明热盐水所致的动物
CAG 模型已存在癌变的倾向.HSP60，HSP70，HSP90
α三者进行比较以 HSP70 表达最高，HSP90 α次之，
HSP60 最低，统计学差异显著，说明 HSP70、HSP90
α是主要的细胞周期调节蛋白，二者在胃黏膜组织细
胞中的高表达可能起着与多种癌基因产物结合形成异
源蛋白复合体，介导癌蛋白构象成熟及转运，从而
参与细胞转化过程的作用；HSP60 表达较低，可能在
胃黏膜癌变过程中所起作用较弱.HSP60，HSP70，
HSP90 α 三者分别与 p53 进行相关性检验，以 HSP70
相关性最强,r =0.81；HSP90 α相关性次之，r =0.62；
HSP60和p53之间无相关性.提示HSP70/HSP90α与p53
在CAG的癌变过程中起协同作用.以上几种蛋白表达主
要见于主细胞和壁细胞.主细胞及壁细胞主要分泌消化
酶和盐酸，CAG 时由于主、壁细胞减少及其内质网、
线粒体的变性改变，分泌功能受损，为了促进损伤
修复，细胞合成 HSP 及 p53 增加，如果刺激因素持
续存在，细胞调节就有可能失控，导致 HSP 过分表
达及 p53 突变，故可见主细胞及壁细胞中以上蛋白表



达较多.这些细胞功能异常，导致胃黏膜泌酸及消化酶
的产生发生障碍,表现出一系列消化吸收功能减弱等
CAG 症状.
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