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·论　著·
热应激对大鼠肝组织及人前列腺癌ＰＣ３细胞ＲｈｏＢ表达的影响

刘亚萍，李忆东，王晓慧，杨　瑞，卢　建

（第二军医大学基础部病理生理学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察烫伤后大鼠肝脏组织及热应激后前列腺癌ＰＣ３细胞小Ｇ蛋白ＲｈｏＢ表达的变化，探讨热应激对体内外

ＲｈｏＢ表达的影响。方法：制备雄性ＳＤ大鼠３０％体表面积Ⅲ度背部烫伤模型，烫伤后２、４、８、１６ｈ取相应大鼠肝脏组织（ｎ＝

６），应用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析测定ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白水平，并以正常大鼠肝脏组织作对照（ｎ＝６）。制备人前列腺

癌ＰＣ３细胞热应激模型，热应激后０．５、１、２、４、８ｈ取细胞检测ＲｈｏＢ的表达，并以未处理细胞作对照。结果：烫伤后４ｈ，大

鼠肝组织ＲｈｏＢｍＲＮＡ表达量最高，为正常对照的３．２倍（Ｐ＜０．０１），８ｈ开始下降；而ＲｈｏＢ蛋白表达量在烫伤后８ｈ最高

（Ｐ＜０．０１）。ＰＣ３细胞ＲｈｏＢｍＲＮＡ在热应激后２ｈ时开始上调；４ｈ时达到最大值，约为对照的２．８倍（Ｐ＜０．０１）；热应激后

８ｈＲｈｏＢ蛋白表达量最高（Ｐ＜０．０１）。结论：在体内、体外实验中热应激均能上调小 Ｇ蛋白 ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白的表

达。　　　　　　
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　　ＲｈｏＢ属于小Ｇ蛋白Ｒｈｏ亚家族，与ＧＴＰ结合
是其活性形式。ＲｈｏＢ激活后能进一步激活下游信
号转导通路，调节细胞骨架重组、囊泡运输，在细胞
运动、增殖和凋亡等过程中发挥复杂多样的生物学
效应［１２］。已有的研究表明ＲｈｏＢ是一个早期反应
基因，多种刺激，如生长因子、细胞因子以及基因毒
应激（如放射线、紫外线、化学毒物及抗癌药）等均能
迅速上调ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白质水平的表达［３８］。热
应激是一种非基因毒应激性应激原，与临床关系密
切。本研究观察烫伤后大鼠模型肝脏组织及热应激
后前列腺癌ＰＣ３细胞ＲｈｏＢ表达的变化，探讨非基因

毒应激（热应激）在体内外对ＲｈｏＢ表达的影响。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自 Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ公司；兔抗小鼠ＲｈｏＢ多克隆抗体（ＳＣ１８０）购
自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；小鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体为

Ｓｉｇｍａ产品；羊抗兔、兔抗小鼠 ＡＰ标记二抗购自华
美生物工程公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
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司；人前列腺癌ＰＣ３细胞由美国 Ｇｅｒｏｇｅｔｏｗｎ大学
张世民博士惠赠。

１．２　动物分组与烫伤模型复制　正常清洁级ＳＤ
大鼠（购自第二军医大学实验动物中心），体质量

２２０～２５０ｇ，雄性，随机分为正常对照组及烫伤后２、

４、８、１６ｈ组，每组６只。大鼠烫伤模型参考文献［９］

的方法将其背部剪毛，肌内注射２０％乌拉坦（１００
ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，将剪毛区置于１００℃水中１５ｓ，造成

３０％体表面积Ⅲ度烫伤，伤后腹腔注入生理盐水２０
ｍｌ抗休克，分笼喂养，自由进食。分别在上述各时
间点处死动物并取其肝组织置液氮中保存。

１．３　细胞培养及热应激模型的复制　人前列腺癌

ＰＣ３细胞常规培养于含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０的培养基中，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育，
每周传代１～２次。细胞热应激模型参考徐晓辉
等［１０］的人肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１热应激模型，即
取生长良好的细胞（密度８０％左右），置于４２℃水浴
中１ｈ，而后置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中恢复１ｈ。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ＲｈｏＢｍＲＮＡ的表达　采用一
步法抽提细胞总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳结果显示

ＲＮＡ保持了良好的完整性，紫外分光光度法确定

ＲＮＡ的量和纯度。用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计并合成
（上海生工公司）ＲｈｏＢ引物：上游引物为 ５′ＴＧＣ
ＴＧＡＴＣＧＴＧＴＴＣＡＧＴＡＡＧ３′，下游引物为５′
ＡＧＣＡＣＡＴＧＡＧＡＡＴＧＡＣＧＴＣＧ３′；扩增片段
长度为１８９ｂｐ。ＧＡＰＤＨ 的上游引物为５′ＴＴＣ
ＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧ３′，下游引物为

５′ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣ３′，扩增片
段长度为４４３ｂｐ。以总ＲＮＡ为模板按逆转录试剂
盒上的说明进行逆转录反应。反应条件为：２５℃１０
ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系总
体积为２０μｌ，反应条件为：９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，

７２℃３０ｓ，共扩增２６个循环，于最后７２℃延伸１０
ｍｉｎ，扩增产物置于４℃备用。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＲｈｏＢ蛋白的表达　取大
鼠肝组织（１００ｍｇ）或收集ＰＣ３细胞（１×１０６个），按
试剂盒说明加入ＲＩＰＡ充分裂解细胞，经ＢＣＡ法进
行蛋白定量后，取８０μｇ蛋白进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，常规转膜。室温下５％脱脂奶粉封闭１ｈ，加
入１３００稀释的兔抗小鼠ＲｈｏＢ多克隆抗体（ＳＣ
１８０），４℃过夜，经ＴＢＳＴ充分洗涤后再与１１０００
稀释的抗兔ＩｇＧＡＰ室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ充分洗涤
后，采用ＡＰ化学发光试剂盒显色。

１．６　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，用Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’

ｔ检验进行组间差异显著性检验。

２　结　果

２．１　烫伤对大鼠肝脏组织小Ｇ蛋白ＲｈｏＢｍＲＮＡ
和蛋白表达的影响　与正常对照相比，烫伤能够上
调大鼠肝组织ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白的表达，且具有
时间依赖性特点，其中烫伤后４ｈ达到最大值，约为
对照组的３．２倍（Ｐ＜０．０１）（图１Ａ、１Ｂ）；烫伤后８ｈ
肝组织ＲｈｏＢ蛋白表达量最高（图１Ｃ）。我们用同样
的方法观察了烫伤后肺组织ＲｈｏＢ的表达，发现烫伤
也能诱导肺组织ＲｈｏＢ的表达（结果没有显示），表明
烫伤对ＲｈｏＢ的诱导作用没有组织特异性。

图１　烫伤上调大鼠肝组织中

ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白的表达

Ｆｉｇ１　 ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲｈｏＢｍＲＮＡａｎｄ
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ｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．βａｃｔｉｎｓｅｒｖｅｄａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ．１：

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：４ｈａｆｔｅｒｓｃａｌｄｉｎｇ；３：８ｈａｆｔｅｒｓｃａｌｄｉｎｇ；４：１６ｈ

ａｆｔｅｒｓｃａｌｄｉｎｇ

２．２　热应激对ＰＣ３细胞中小Ｇ蛋白ＲｈｏＢｍＲＮＡ
和蛋白表达的影响　ＲｈｏＢｍＲＮＡ在热应激后２ｈ
时开始上调，４ｈ时达到最大值，约为对照组的２．８
倍（Ｐ＜０．０１）（图２Ａ、２Ｂ）；ＲｈｏＢ蛋白表达量也明显
增高（图２Ｃ），表明热应激本身也可以快速诱导ＰＣ３
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细胞ＲｈｏＢ的表达。

图２　热应激上调ＰＣ３细胞中

ＲｈｏＢｍＲＮＡ和蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲｈｏＢｍＲＮＡａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｈｏＢｍＲＮＡａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌＧＡＰＤＨｍＲ

ＮＡｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：０．５ｈａｆｔｅｒｈｅａｔ

ｓｔｒｅｓｓ；３：１ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；４：２ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；５：４ｈａｆｔｅｒｈｅａｔ

ｓｔｒｅｓｓ；６：８ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ．Ｂ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｈｏＢｍＲ

ＮＡ（％ｏｆｃｏｎｔｒｏｌ）．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ．Ｃ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＲｈｏＢｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．βａｃｔｉｎｓｅｒｖｅｄａｓ

ａｎｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：２ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；３：４ｈａｆ

ｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；４：８ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；５：１６ｈａｆｔｅｒｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ

３　讨　论

　　小Ｇ蛋白ＲｈｏＢ能够抑制包括肿瘤细胞在内的
多种细胞的增殖，并能够调节细胞的运动和凋亡。
近年来的研究表明，多种基因毒应激能够诱导ＲｈｏＢ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达，ＲｈｏＢ又可以通过影响ＡＫＴ
和转录因子 ＮＦκＢ的活性，参与细胞应激原反应，
对细胞产生保护作用。如中波紫外线（ＵＶＢ）能够
诱导人角化细胞（ＨａＣａＴ细胞）中 ＲｈｏＢ的表达，

ＲｈｏＢ的上调通过增加表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）
的表达促进ＡＫＴ的磷酸化（活化），活化的ＡＫＴ可
抑制ｃａｓｐａｓｅ９的活性而起到抑制凋亡的作用［１１］。
本实验室前期的工作也发现，糖皮质激素（ＧＣ）可以
在多种细胞中诱导 ＲｈｏＢ的表达，而在人卵巢癌

ＨＯ８９１０细胞中 ＲｈｏＢ能够提高 ＮＦκＢ的基础转
录活性［１２１３］。ＮＦκＢ已被证实是参与细胞应激反应

的重要转录因子，具有保护细胞免受有害刺激的作
用。已知多种非基因毒应激反应，如烫伤时有 ＧＣ
水平的明显增高和 ＮＦκＢ 的激活，因此烫伤时

ＲｈｏＢ的表达是否改变成为本研究重要观察对象。
目前未见有热应激影响ＲｈｏＢ的表达方面的研究报
道，为此，我们首先观察了烫伤对大鼠肝组织ＲｈｏＢ
表达的影响，结果显示，烫伤后２ｈ时大鼠肝组织中

ＲｈｏＢｍＲＮＡ的表达即开始增加，烫伤后４ｈ时表
达量最高，为对照组的３．２倍（Ｐ＜０．０１）；ＲｈｏＢ蛋
白的表达也增高，于烫伤后８ｈ表达量最高，表明烫
伤可以诱导大鼠肝组织ＲｈｏＢ的表达。我们用同样
的方法观察了烫伤后肺组织 ＲｈｏＢ的表达，发现烫
伤也能诱导肺组织ＲｈｏＢ的表达，表明烫伤对ＲｈｏＢ
的诱导作用没有组织特异性。为进一步了解烫伤后

ＲｈｏＢ的上调除了可能与 ＧＣ对ＲｈｏＢ的诱导作用
有关外，是否也是热刺激直接作用的结果，我们进一
步观察了热应激对体外培养的前列腺癌ＰＣ３细胞

ＲｈｏＢ表达的影响。结果显示，热应激能快速诱导

ＲｈｏＢ的表达，提示 ＲｈｏＢ的表达不仅受 ＧＣ的调
节，热刺激本身也可以诱导 ＲｈｏＢ的表达，烫伤后

ＲｈｏＢ表达增多至少与这两方面的因素有关。

　　本研究从体内和体外实验中首次证实热应激这
个非基因毒应激也能够诱导小 Ｇ蛋白 ＲｈｏＢ的表
达，但对于热应激上调ＲｈｏＢ表达的确切机制以及

ＲｈｏＢ上调的生物学意义还有待进一步的实验研究。
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１　临床资料　患者，男，３７岁，因“双侧肾上腺肿瘤、小脑肿

瘤术后复查发现双肾肿瘤”于２００６年６月７日入院。患者

１９８４年因出现阵发性头痛、心悸、出汗、血压升高（最高２２０／

１２０ｍｍＨｇ，１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），入当地医院诊断为“双侧

肾上腺嗜铬细胞瘤”行“双侧嗜铬细胞瘤切除术”，术后病理

证实诊断，术后症状缓解，血压降至正常。１９９７年因头晕、走

路不稳入当地医院检查，诊断“小脑血管母细胞瘤”，行“后颅

窝去骨瓣减压术”后症状好转。半个月前单位体检Ｂ超发现

“双肾多发占位”，门诊收入我科。患者外祖父有肾肿瘤病

史，母亲有“小脑肿瘤”病史。查体：意识清楚，语言确切，血

压１１５／７５ｍｍＨｇ，心率７０次／ｍｉｎ，眼底检查未见渗出及血

管畸形。颈软，两肺呼吸音清，心律齐，腹平软，肝脾肋下未

触及，双肾区未及包块，肾区无叩击痛，外生殖器未触及异

常。ＣＴ检查提示：（１）双肾多发性透明细胞癌；（２）胰腺内分

泌类肿瘤，胰腺囊肿；（３）右侧肾上腺占位。ＭＲＩ检查提示：

（１）小脑血管母细胞瘤；（２）双肾多发性透明细胞癌，双肾多发

性囊肿，右肾上腺嗜铬细胞瘤；（３）胰腺多发囊肿，胰腺内分泌

瘤。血常规、电解质及肝、肾功能正常。２００６年６月２１日在

全麻下行后颅窝小脑肿瘤切除术，术后病理证实为小脑血管

母细胞瘤。２００６年７月１９日行左肾肿瘤根治术加右肾肿瘤

剜除术和右肾上腺肿瘤切除术，术后病理证实为透明细胞癌

和肾上腺嗜铬细胞瘤。术后恢复良好，出院复查肾功能正常。

２　讨　论　ＶＨＬ病（ＶｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｄｉｓｅａｓｅ）的发现和

确立已有近百年的历史。尽管研究推测 ＶＨＬ为一抑癌基

因，ＶＨＬ病大多有 ＶＨＬ基因的突变，但 ＶＨＬ基因突变也

见于一些散发性肿瘤患者［１］。

　　国外统计资料显示，ＶＨＬ病的发病率为１３６０００，至

６５岁其外显率为８０％～９０％ ，患者临床表现呈多样化，主要

包括视网膜血管瘤、中枢神经系统成血管细胞瘤、肾癌、肾囊

肿、胰腺肿瘤和囊肿、嗜铬细胞瘤、附睾肿瘤等病变。临床上

将该病分为两种类型，即不伴有嗜铬细胞瘤的Ⅰ型和伴有嗜

铬细胞瘤的Ⅱ型。目前为大多数学者所认同的诊断标准：

（１）至少有一个中枢神经系统血管母细胞瘤；（２）有中枢神经

系统血管母细胞瘤及 ＶＨＬ内脏器官病变表现；（３）有家族

史。该患者符合此诊断标准，且属于Ⅱ型。

　　ＶＨＬ的治疗目前主要是通过手术，对于胰腺、肾上腺、

肾脏病变要考虑周全，经充分的术前准备后行同期手术治

疗。其中泌尿系统病变在临床表现上常为双侧多发性，在治

疗上具有其特点。对于嗜铬细胞瘤，多行肿瘤切除术，保留

肾上腺。对ＶＨＬ病双肾多发肾癌的治疗上争议较大：一部

分学者主张保留肾单位治疗，可以避免早期透析、肾移植，且

病例选择得当可以获得较高的５年、１０年生存率；一部分学者

认为由于ＶＨＬ患肾可能包含无数个微小肿瘤，保留肾单位治

疗最终肿瘤复发的概率很高，故主张早期做肾癌根治性切除

术，术后行透析或肾移植［２３］。本例患者由于左肾有一单个直

径为６ｃｍ的较大肿瘤，故行左肾肿瘤根治术，右肾肿瘤较小，

行肿瘤剜出术，同时行右肾上腺肿瘤切除术。胰腺肿瘤由于

无明显症状，且临床诊断为良性，考虑本次手术同时处理了双

肾和一侧肾上腺，手术时间较长，创伤已较大，故胰腺肿瘤未

予同期处理，待患者本次手术康复后根据具体情况再行处理。
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