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热休克蛋白 90 的分子伴侣调控与癌症研究进展
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摘摇 要摇 热休克蛋白 90(Heat shock protein 90, HSP90)是在遗传上高度保守的热休克蛋白家族成员之一。 在

真核生物细胞中,HSP90 作为一种重要的分子伴侣,在维持细胞内蛋白质稳态方面起到关键的调节作用。
HSP90 的底物蛋白种类繁多,因而 HSP90 广泛参与诸多生命活动。 随着研究的深入,研究者发现 HSP90 对肿

瘤的发生发展以及转移起到重要调节作用,HSP90 逐渐成为抗肿瘤生物学研究的靶点。 本文综述了 HSP90
作为分子伴侣的最新研究进展及其与癌症的关系。

关键词摇 热休克蛋白 90; 分子伴侣; 癌症; 评述

摇 2017鄄06鄄20 收稿; 2018鄄01鄄03 接受
本文系国家重点研发计划项目(Nos. 2016YFF0200502,2016YFF0200504,2016YFF0102603)资助
* E鄄mail: fangxiang@ nim. ac. cn

1摇 引 言

恶性肿瘤已成为严重威胁人类健康的高发病率和高死亡率疾病。 据估计,2015 年我国新增肿瘤病

例 429 万例,死亡 281. 42 万例,其中肺癌为死亡率最高的癌症,其次为胃癌、食管癌和肝癌[1]。 关于癌

症的发生及转移的分子机制研究仍是生物医学研究领域需要解决的重要科学问题。 热休克蛋白(Heat
shock protein,HSP),又名应激蛋白,是机体受到外界不利因素(高温、缺氧、细胞因子释放等)刺激后,迅
速合成表达的一类蛋白。 热休克蛋白最早于 1962 年由意大利遗传学家 Ferruccio Ritossa 在研究果蝇幼

虫的唾液腺染色体时发现[2]。 当环境温度升高,果蝇唾液腺出现膨突现象,人们将这种现象称为热休

克应答(Heat shock response,HSR)。 HSP 家族成员有 6 类,根据分子量的不同分为 HSP110、HSP90、
HSP70、HSP60、HSP40 以及小分子热休克蛋白(Small heat shock proteins, sHSPs)。 作为一类糖蛋白,
HSP 在遗传上高度保守,不同种属的同种 HSP 的核苷酸序列和氨基酸序列具有高度的同源性。 在细胞

中,HSP 最主要的作用之一是作为分子伴侣参与新合成蛋白的正确折叠、帮助受到压力作用后被破坏的

蛋白质的重新复性、维持蛋白质的构象和稳定等。 随着对肿瘤发生发展分子机制研究的深入,人们发现

HSP90 由于对肿瘤癌变过程中多条信号通路中的蛋白质起重要调节作用,因而对 HSP90 的研究已成为

抗肿瘤生物学研究的热点。 本文对 HSP90 的分子伴侣调控及参与的肿瘤发生发展及转移调节的研究

进展进行了综述。

2摇 HSP90 及其结构特征

HSP90 家族是一类 ATP 依赖的分子伴侣,分子量约 90 kDa。 HSP90 以二聚体形式存在于细胞中,
HSP90 的二聚化是其行使细胞内功能所必须的[3]。 在非应激状态下,HSP90 的表达量约占细胞内蛋白

总量的 1% ~2% ,是蛋白平均含量的数千倍;在应激条件下,HSP90 的含量可升高到细胞蛋白总量的

4% ~6% [4 ~ 6]。 在人细胞中,HSP90 蛋白分为 HSP90琢(诱导型)和 HSP90茁(组成型)。 HSP90琢 在受到

热诱导后表达增加,在哺乳动物体内是非必须的,与压力条件下维持细胞稳态相关;而 HSP90茁 可持续

表达且在哺乳动物体内必须存在,与哺乳动物的生命活动相关[7,8]。 此外,根据蛋白表达位置不同,
HSP90 的亚型还包括: Gr994(存在于内质网)、TRAP1(位于线粒体)、HSP90C(位于叶绿体) [9]。 作为

一种重要的分子伴侣,HSP90 可以激活不同的底物蛋白,进而参与多种生命活动的调节。
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图 1摇 热休克蛋白 90 的结构示意图[10]

Fig. 1 摇 Schematic representation of the structure of heat
shock protein 90 (HSP90) [10]

HSP90 单体包括 N 端、中间区域和 C 端 3 个结

构域(图 1) [10],每个区域的功能各不相同,无 ATP
结合时 HSP90 主要以“V冶型开放构象存在[11]。 N
端结构域为二聚体结构, 包含 ATP 结合位点。
HSP90 与辅助分子伴侣共同调节 ATP 的水解过

程[12],促使 HSP90 分子伴侣循环开始,为该过程提

供能量。 中间区域(M)是底物蛋白和辅助分子伴侣

的结合区域[13,14]。 连接 N 端结构域和中间区域的

是一段构象易变且带电的连接体,由于其结构不稳

定给 HSP90 全长结构的具体解析带来了很大困难。
当 HSP90 的中间区域催化环变为开放的激活状态

时,HSP90 才具有 ATP 酶的活性。 中间区域的环状

结构含有一个保守的精氨酸残基,其与 ATP 的 酌鄄磷酸根相互作用,促进 HSP90 调节的 ATP 水解供能。
C 端结构域是另外一个辅助分子伴侣的结合区域,负责 HSP90 的二聚化[15,16]。 C 末端具有 MEEVD 保

守序列[17],该序列可与含有 TPR(Tetratricopeptide repeat)结构的辅助分子伴侣进行相互作用。 当底物

蛋白结合到中间区域后,HSP90 通过与辅助分子伴侣相互作用和 ATP 的水解放能共同调节 HSP90 的 N
端构象重排,最终 HSP90 的构象转变为“关闭冶状态,此时 HSP90 才可以行使其分子伴侣的功能[18,19]。

3摇 HSP90 作为分子伴侣

在哺乳动物细胞质中,每毫升细胞液平均约含有 300 mg 蛋白质[20]。 新合成的多肽和不稳定的蛋

白质会暴露疏水表面,加剧蛋白质异常折叠和降解的风险,进而引起机体多种疾病。 为了使蛋白质行使

其正常的生物学功能,分子伴侣可以激活新合成的蛋白质、组装和解聚分子复合物、帮助异常折叠的蛋

白质重新折叠、与泛素鄄蛋白酶体系统协同调节错误折叠蛋白的降解等。 HSP90 是一类重要的分子伴

侣,研究表明,HSP90琢 和 HSP90茁 可与近 2000 个来自真核生物的蛋白质进行相互作用[21],因此 HSP90
广泛地参与了各种生命活动,如类固醇信号转导、蛋白质转运、细胞周期调控、细胞凋亡、免疫应答、癌症

发展等过程。
3. 1摇 HSP90 的功能调节

3. 1. 1摇 HSP90 的表达调节摇 高温、病毒 /细菌感染或缺氧时,机体会启动热休克反应,这一过程在转录水

平上受到热休克因子(Heat shock factor 1, HSF1)的调节,同时 HSF1 也是 HSP90 的底物蛋白[22]。 在正常

机体中,HSF1 以无活性的单体结合在 HSP90 上;在压力环境下,HSF1 与 HSP90 形成的复合物解聚,无活

性的 HSF1 被释放,HSF1 由单体转变为三聚体,转移至细胞核中与热应激元件(Heat shock element, HSE)
结合。 随后,HSF1 三聚体经过磷酸化转变为有活性的转录因子。 至此,HSF1 在转录水平上快速提升

HSP90 的表达水平,同时其它的分子伴侣(如 HSP70、HSP40 等)和辅助分子伴侣的蛋白表达量也快速

升高。 当外部压力刺激结束或 HSP90 表达量达到一定水平后,激活的 HSF1 再次被抑制[23 ~ 25]。
3. 1. 2摇 辅助分子伴侣对 HSP90 的功能调节摇 与其它分子伴侣类似,HSP90 通常以分子伴侣复合物的

形式对底物蛋白进行调节,完成分子伴侣循环。 HSP90 分子伴侣复合物主要包括其它的分子伴侣

(HSP70, HSP40)、辅助分子伴侣(HOP / Sti1, Cdc37, PP5 / Ppt1, p23 / Sba1 和 Aha1 等) [3,26]及其它作用

因子(见表 1)。 HSP90 会根据组织、细胞以及底物蛋白的不同而招募不同的辅助分子伴侣,每种辅助分

子伴侣在 HSP90 帮助蛋白质重新折叠和重新复性过程中发挥独特的作用。 在已鉴定到的 HSP90 辅助

分子伴侣中,一些含有 TPR 结构的蛋白会结合在 HSP90 的 C 端保守序列 MEEVD 上,也有一些蛋白结

合在 N 端结构域和中间区域。 HOP / Sti1(HSP70 / HSP90 organizing protein, HOP(人); Stress鄄inducible
protein 1, Sti1(酵母))是在 HSP90 分子伴侣循环中第一个起到 HSP90 的 ATP 酶调节作用的辅助分子

伴侣。 它是一个重要的连接蛋白,其具有 3 个 TPR 结构域和 2 个富含天冬氨酸鄄脯氨酸(Asp鄄Pro, DP)
的结构域,可以同时与 HSP70 与 HSP90 结合,介导底物蛋白从 HSP70 转移到 HSP90 形成分子伴侣复合
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物[27 ~ 29]。 并且 HOP / Sti1 还可以抑制 HSP90 的 ATP 酶活性,维持 HSP90 的开放构象。 细胞周期分裂蛋

白 37(Cell division cycle 37, Cdc37)是一种蛋白激酶特异性识别的辅助分子伴侣[30],与 HOP / Sti1 相似,
Cdc37 很早就参与到 HSP90 的分子伴侣循环中。 Cdc37 的 N 端可以与蛋白激酶相互作用,中间区域和

C 端可以与 HSP90 相互作用,因而 Cdc37 可以调节细胞内多种激酶的活性,是细胞中必须的蛋白质。
Cdc37 也可通过抑制 HSP90 的 N 端二聚化以及 N 端与中间区域的对接(ATP 水解所需),从而维持

HSP90 的 N 端的开放构象。 因此,Cdc37 可抑制 HSP90 的 ATP 酶循环[31 ~ 33]。 PP5 / Ppt1(Protein phos鄄
phatase 5, PP5(人);Protein phosphatase T, Ppt1 或 Ppt(酵母))是具有 TPR 结构域的 HSP90 辅助分子伴

侣。 当 PP5 / Ppt1 与 HSP90 结合后, PP5 / Ppt1 的磷酸酶抑制作用解除,进而调节 HSP90 和 Cdc37 的去

磷酸化作用[34,35]。 体内实验表明,由 PP5 / Ppt1 调节的 HSP90 磷酸化状态的变化直接影响 HSP90 的功

能和底物蛋白的激活[36]。 PPIase ( Peptidyl鄄prolyl cis鄄trans isomerases) 也是一类含有 TPR 结构域的

HSP90 辅助分子伴侣,包括部分 FK506 结合蛋白家族成员、亲环蛋白 40 及 Cpr6 和 Cpr7(酵母)等。 除

了具备异构酶的活性,PPlase 还兼具分子伴侣活性,因此 PPlase 很可能直接与底物蛋白进行相互作

用[37,38],但具体机制仍不清楚。 Aha1(Activator of Hsp90 ATPase activity)是近年发现的 HSP90 辅助分子

伴侣,Aha1 可以结合在 HSP90 的中间区域或者 N 端结构域。 Aha1 与 HSP90 的相互作用可极大促进

HSP90 的 ATP 酶活性及其构象的转变。 然而,形成的 Aha1鄄HSP90 复合物对底物蛋白活性的调节机制

还不清楚[39,40]。 p23 / Sba1 是一种酸性辅助分子伴侣,存在于哺乳动物大多数组织中,是在研究 HSP90
与孕激素受体相互作用过程中被发现的。 在 HSP90 分子伴侣循环的后期,p23 / Sba1 可以代替 Aha1 结

合在 HSP90 的 N 端的二聚体上,维持蛋白复合物的稳定以及促进类固醇激素受体的成熟[41,42]。 同时,
p23 / Sba1 也可以抑制 HSP90 的 ATP 酶活性,促进 ATP 的结合。 当 ATP 水解和底物蛋白成熟后,
p23 / Sba1从蛋白复合物上解离[43,44]。 在高等真核生物中,HSP70 的 C 末端相互作用蛋白(C terminus of
HSP70 interacting鄄protein, CHIP)与 p23 / Sba1 类似,也在 HSP90 分子伴侣循环后期起作用。 CHIP 可以

通过自身的 TPR 结构域与 HSP70 或 HSP90 的 C 端相互作用。 由于其具有一个泛素连接酶结构域,当
CHIP 与 HSP90 结合后,导致 HOP / Sti1 和 p23 / Sba1 解离,底物蛋白被降解。 敲除 CHIP 后可使 HSP90 底

物蛋白稳定,而过表达 CHIP 后可促进蛋白降解[45 ~ 47]。 因此,CHIP 被视为一种释放因子。
表 1摇 HSP90 分子伴侣复合物的主要组成[3]

Table 1摇 Main components of HSP90 chaperone complex[3]

蛋白质
Protein

类别
Classification

功能
Function

热休克蛋白 90
HSP90

分子伴侣
Chaperone

提供稳定的蛋白构象
Provides the stable protein conformation

热休克蛋白 70
HSP70

分子伴侣
Chaperone

参与新合成的多肽段折叠和多蛋白复合物的组装
Involved in the fold of newly synthesized peptides and the assembly of mul鄄
tiprotein complex

热休克蛋白 40
HSP40

分子伴侣
Chaperone

促进 HSP70 的 ATP 酶活性
Stimulates ATPase activity of HSP70

HSP70 / HSP90 组织蛋白 /
压力诱导蛋白 1(酵母)

HOP / Sti1(Yeast)
辅助分子伴侣
Cochaperone

稳定 HSP90 的开放构象;底物蛋白从 HSP70 / HSP40 转运至 HSP90
Stabilizes the HSP90 open conformation; transfers clients from HSP70 /
HSP40 to HSP90

细胞分裂周期蛋白 37
Cdc37

辅助分子伴侣
Cochaperone

抑制 HSP90 的 lid 结构关闭;特异识别蛋白激酶
Prevents closure of the ‘ lid爷 of HSP90; specific recognition for kinases

蛋白质磷酸酶 5 / 蛋白质
磷酸酶 T(酵母)
PP5 / Ppt1(Yeast)

辅助分子伴侣
Cochaperone

磷酸酶,调节 HSP90 去磷酸化;调节蛋白激酶的成熟
Phosphatase, involved in dephosphorylation and kinase activation

肽基脯氨酰顺反异构酶
PPIase

辅助分子伴侣
Cochaperone

肽基脯氨酰顺反异构酶,参与调节类固醇激素受体成熟
Peptidyl鄄prolyl cis鄄trans isomerases, involved in the maturation of steroid
hormone receptor

热休克蛋白 90 的 ATP
酶活性激活剂

Aha1
辅助分子伴侣
Cochaperone

促进 HSP90 的 ATP 酶活性
Stimulates ATPase activity of HSP90

蛋白 23 / Sba1(Yeast)
p23 / Sba1(酵母)

辅助分子伴侣
Cochaperone

抑制 HSP90 的 ATP 酶活性;稳定 HSP90 的关闭构象
Inhibits ATPase activity of HSP90; stabilizes the closed conformation of
HSP90
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3. 1. 3摇 蛋白质翻译后修饰对 HSP90 的功能调节摇 HSP90 的功能还受到多种蛋白质翻译后修饰的调

节,如磷酸化、乙酰化、类泛素化等。 通常,在 HSP90 的分子伴侣循环中,伴随着一系列不同蛋白的磷酸

化作用,直接影响 HSP90 的 ATP 酶活性、构象、与辅助分子伴侣及底物蛋白的相互作用。 一方面,磷酸

化作用对 HSP90 的分子伴侣循环起到负调节作用。 在酵母中,HSP90 的 Tyr22 位点磷酸化可以显著削

弱辅助分子伴侣 Aha1 与 HSP90 的相互作用[48,49]。 Ppt1 的缺失可以导致 HSP90 磷酸化作用的增强,并
阻碍一些底物蛋白的成熟[35]。 另一方面,磷酸化作用利于 HSP90 分子伴侣循环的推进,促进底物蛋白

成熟,起到正向调节的作用。 在以蛋白激酶为底物的分子伴侣循环中(图 2) [3],酪蛋白激酶 CK2 首先

磷酸化 Cdc37 的 Ser13 位点,进而促进 Cdc37 与底物蛋白和 HSP90 的结合[34,50]。 随后,在经历磷酸酶

PP5 / Ppt1 调节的 Cdc37 去磷酸化作用后,HSP90 的 Tyr197 位点以及 Cdc37 的 Tyr298 位点的磷酸化可

以促进 HSP90 构象的改变以及 Cdc37 与 HSP90 的解离。 在这个过程中,PP5 / Ppt1 既是 HSP90 的辅助

分子伴侣,又可以对 HSP90 分子伴侣复合物的磷酸化状态进行调节。 接下来,HSP90 的 Tyr313 位点的

磷酸化与底物蛋白的成熟息息相关,直接导致 HSP90 的构象变化,转变为易于结合辅助分子伴侣 Aha1
的结构,促进 HSP90 的 ATP 酶活性。 最后,HSP90 的 Tyr627 位点的磷酸化导致 Aha1、PP5 / Ppt1 以及成

熟的底物蛋白的释放[51]。

图 2摇 磷酸化作用对 HSP90 的功能调节[3]

Fig. 2摇 Regulation of function of HSP90 by sequential phosphorylation[3]

另外,值得注意的是,一些底物蛋白还可以对 HSP90 进行磷酸化(Akt、PKC酌 等)和去磷酸化调节。
蛋白激酶 C(protein kinase C酌,PKC酌)是第一个被证明可以直接调节 HSP90琢 活性的底物蛋白激酶[52]。
实验结果表明,HSP90琢 的 Thr115 / Thr425 / Thr603 位点可以被 PKC酌 特异性磷酸化,并且这些位点可以

作为 HSP90琢 结合和释放 PKC酌 的“磷酸化开关冶。 HSP90琢 逐渐被 PKC酌 磷酸化后,导致 HSP90琢 的

ATP 结合能力、ATP 水解能力、与 Cdc37 结合能力下降。 当 3 个位点完全被磷酸化后,HSP90琢 失去对

PKC酌 的结合能力,释放 PKC酌。 而当 HSP90琢 的这 3 个位点完全去磷酸化后,恢复对 PKC酌 强结合能

力。 因此,在 HSP90 分子伴侣循环中,蛋白质的磷酸化作用起到多方面的调节作用[52]。
除了磷酸化作用,HSP90 的多个位点可以进行乙酰化以及去乙酰化作用,涉及乙酰转移酶 p300 和

去乙酰化酶 HDACs(histone deacetylases)家族成员。 Yang 等鉴定出 HSP90琢 存在 7 个乙酰化位点:
Lys69、Lys100、Lys292、Lys327、Lys478、Lys546 和 Lys558。 除 Lys292 位点外,其它位点的乙酰化作用导

致 HSP90 结合 ATP 的能力下降[53]。 HSP90 的 Lys294 位点乙酰化可以抑制底物蛋白的成熟和辅助分子

伴侣的结合[54]。 其它的蛋白质翻译后修饰,如 SUMO 化( Small ubiquitin鄄related modifier)、亚硝基化

(S鄄nitrosylation)等也对 HSP90 的功能有一定调节作用[55,56]。 因此,HSP90 受到多种翻译后修饰调节,
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然而人们仍然不清楚这些翻译后修饰之间是否存在相互作用以及其中的分子机制。
3. 2摇 HSP90 的底物蛋白及其对底物蛋白成熟的调节

3. 2. 1 摇 HSP90 的底物蛋白 摇 目前的研究表明, HSP90 参与了超过 300 个蛋白的成熟调控[26]

(www. picard. ch / downloads),涉及的蛋白种类繁多,因此 HSP90 在很多重要的生命活动中起到中心调

控作用。 人们发现的第一个 HSP90 底物蛋白是病毒激酶 v鄄Src[57],之后 HSP90 被发现是类固醇激素受

体激活所必须的蛋白[58]。 早期研究中,蛋白激酶和类固醇激素受体被认为是 HSP90 的两类主要底物

蛋白。 然而随着研究的深入,其它底物蛋白也逐渐得到证实,如内皮型一氧化氮和酶、染色质蛋白、转录

因子等。 此外,最近有关 HSP90鄄底物蛋白相互作用的定量分析结果表明, 60% 的人蛋白激酶和 7% 的

转录因子与 HSP90 结合;人泛素连接酶中与 HSP90 相互作用的蛋白比例高达 30% [59]。 根据 HSP90 对

底物蛋白的不同调节作用,可将底物蛋白分为 3 类:第一类是 HSP90 促进底物蛋白的构象改变以激活

底物蛋白,如蛋白激酶类底物[52];第二类是 HSP90 帮助多蛋白复合物的组装,如着丝粒的组装等[60];第
三类是 HSP90 促进配体与底物蛋白的结合,如类固醇激素与其受体的结合[61],siRNA 与 Argonaute 2 复

合物的结合[62]等。 然而,与其它分子伴侣作用机制不同,人们至今仍然不清楚 HSP90 分子伴侣循环对

底物蛋白的激活和成熟的具体分子机制。 究其原因,可能有以下 4 点:(1)通常,HSP90 底物蛋白表达

水平低,且多具有不稳定的结构;(2)HSP90 底物蛋白的多样性。 HSP90 的底物蛋白涉及种类范围广,
且底物蛋白的氨基酸序列和功能均没有相关性;(3)在每一种底物蛋白家族中,一些家族成员可以结合

HSP90,而另一些家族成员似乎与 HSP90 没有任何相互作用;(4)HSP90 根据不同情况与不同的辅助分

子伴侣相互作用,而辅助分子伴侣可能对底物蛋白具有不同的调节作用,因而增加了 HSP90 分子伴侣

循环的可变性和复杂性,加大了研究的难度。
3. 2. 2摇 HSP90 对底物蛋白成熟的调节摇 HSP90 及其辅助分子伴侣帮助底物蛋白折叠和成熟的过程是

一个典型的分子伴侣循环[5,63,64]。 对于不同的底物蛋白,HSP90 会招募不同的辅助分子伴侣形成蛋白

复合物。 图 3 为 HSP90 分子伴侣循环的典型图示[3,26]。 首先,HOP / Sti1 的一端结合在 HSP90 的 C 端

MEEVD 模体,另一端结合在 HSP90 中间结构域,以稳定 HSP90 的“V冶型开放构象,进而抑制 HSP90 的

N 端二聚化和 ATP 酶活性;同时,ATP 结合在 HSP90 的 N 端;底物蛋白与分子伴侣 HSP40 / HSP70 复合

物结合。 在 HOP / Sti1 的帮助下,HSP70 与底物蛋白复合物结合在 HSP90 上,至此底物蛋白转移到处于

N 端开放状态的 HSP90 上。 随后,PPlase 结合在 HSP90 的 C 端,Aha1 结合在 HSP90 分子伴侣复合物上

以促进 HSP90 的 ATP 酶活性以及开放构象的关闭(该状态被称为“Closed 1冶),HOP / Sti1 和 HSP70 从

分子伴侣复合物上释放,此时 HSP90 蛋白复合物成熟,底物蛋白保持一种无活性但易被激活的状态。
然后,p23 / Sba1 代替 Aha1,导致 HSP90 构象完全关闭(该状态被称为“Closed 2冶)。 随着 ATP 水解供

能,成熟的底物蛋白、辅助分子伴侣等从复合物上释放,最后 ADP 解离,HSP90 恢复 N 端开放状态,一个

完整的 HSP90 分子伴侣循环结束。 然而,对于蛋白激酶类底物蛋白,还需要 Cdc37 对底物蛋白的特异

性识别以及 PP5 / Ppt1 对底物蛋白成熟的调节[51]。

4摇 HSP90 与肿瘤的关系

在肿瘤细胞中,HSP90 的表达量急剧升高,HSP90 可以通过对底物蛋白的调节而参与到肿瘤的发生

发展以及转移过程中[65]。 因此,近年来 HSP90 成为肿瘤生物学研究的重要靶点。 抑癌蛋白 p53 是

HSP90 的底物蛋白,在人类 50%以上的肿瘤组织中均发现 p53 的突变。 在正常生理条件下,野生型的

p53 与 HSP90 分子伴侣复合物仅有短暂的相互作用以维持 p53 活性并介导其通过泛素化进行降

解[66,67]。 当 p53 发生突变,其构象发生变化,其细胞周期检验点活性受到破坏。 在肿瘤细胞中,p53 与

HSP90 分子伴侣复合物进行异常相互作用并且持续时间延长,进而抑制 p53 蛋白的降解,因此在细胞内

积累了大量失去抑癌功能的 p53 蛋白[68 ~ 70]。 在小鼠为动物模型的研究中,当解除 p53 与 HSP90 分子

伴侣复合物的相互作用后,可以延长小鼠生存时间并促进肿瘤组织退化[71]。 此外,端粒酶、蛋白激酶 B
(Protein kinase B, PKB)、表皮生长因子受体(Epidermal growth factor receptor, EGFR)等都是 HSP90 的

底物蛋白,这些蛋白的突变或异常调控直接影响细胞增殖、细胞凋亡以及细胞代谢的正常进行。
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图 3摇 HSP90 的分子伴侣循环示意图

Fig. 3摇 Diagram of HSP90 chaperone cycle

HSP90 除了在细胞内行使分子伴侣的作用,胞内的 HSP90 还可以被分泌到细胞外,已经证实分泌

型 HSP90 是 HSP90琢[72]。 研究表明,被分泌到细胞外的 HSP90 存在于多种类型的肿瘤细胞表面,如恶

性黑色素瘤细胞、淋巴癌细胞和成纤维肉瘤细胞等[73 ~ 75],细胞表面的 HSP90 可能诱导机体免疫反应,
也可以作为分子伴侣通过激活连接肿瘤侵袭性的蛋白,进而促进肿瘤侵袭和进展。 Eustace 等[75] 发现

成纤维肉瘤细胞外表达的 HSP90 是 HSP90琢,而非 HSP90茁,并且其可与基质金属蛋白酶(Matrix metallo鄄
proteinase, MMP2)相互作用,通过抑制细胞外 HSP90琢 降低 MMP2 的活性,抑制肿瘤侵袭,说明 HSP90琢
在成纤维肉瘤细胞体外侵袭的重要作用。 Wang 等[72] 发现分泌型 HSP90琢 的 C 端缺失了 EEVD 序列,
其分泌受到 C 端 EEVD 序列与包含 TPR 域蛋白的相互作用的调节。 他们以人乳腺癌细胞为侵袭模型,
发现分泌型 HSP90琢 可以依赖 MMP2 促进肿瘤细胞的侵袭。 并且,在多种肿瘤患者的血浆中,HSP90琢
可被检测到且其水平与肿瘤的恶性程度相关。 Yang 等[76]发现,HSP90琢 的质膜表达受到表皮生长因子

(Epidermal growth factor, EGF)特异性调节,这一过程是独立于细胞外基质的。 他们还发现 HSP90琢 的

质膜转运依赖 PLC酌1鄄PKC酌 (EGF鄄mediated activation of phospholipase, PLC酌1)通路。
近年来,研究者逐渐揭示了 HSP90 与肿瘤发生发展的密切关系,发现抑制 HSP90 即可调控多种底

物蛋白的稳定性及活性进而达到抗癌效果,因此越来越多的团队致力于 HSP90 抑制剂的研究,目前

HSP90 抑制剂包括格尔德霉素 ( Geldanamycin, GA)、根赤壳菌素 ( Radicicol)、替拉替尼 (17鄄AAG,
Tanespimycin)、阿螺旋霉素(17鄄DMAG, Alvespimycin)、BIIB021 等。 这些小分子抑制剂大多结合在

HSP90 的 N 端的 ATP 结合区域,维持 HSP90 的 N 端的开放状态,因此能够抑制 HSP90 行使分子伴侣功

能所需的 ATP 酶活性,也阻碍了底物蛋白的折叠。 GA 是最早发现的 HSP90 抑制剂,然而由于它的低溶

解性以及较大的肝脏毒性妨碍了其临床试验[77]。 基于 GA 的衍生物的合成与研究成为了新药领域的

热点,如 GA 的 17 位经过化学修饰的衍生物替拉替尼是首个进入临床试验的 HSP90 抑制剂,然而其溶

解性差,对不同肿瘤治疗差异显著。 GA 的其它衍生物 17鄄DMAG 具有良好的溶解性,也已经进入了临

床试验[78,79]。 然而,作用于 HSP90 的 N 端的抑制剂会促进 HSF鄄1 解离进而激活热休克反应,削弱抑制

剂效果。 还有一小部分抑制剂可以结合在 HSP90 的 C 端,从而破坏 HSP90 与某些辅助分子伴侣的相互

作用。 另外,还有一些抑制剂可以直接结合在 HSP90 上,如紫杉酚(Taxol)、水飞蓟宾(Silybin)等[65]。
最近发展的 HSP90 抑制剂以复合物的形式破坏 HSP90 与辅助分子伴侣的相互作用,如雷公藤红素

(Celastrol)衍生物可以阻碍 Cdc37 与 HSP90 的结合[80]。 然而遗憾的是,由于这些抑制剂在应用时会产

生一些不良反应,目前还没有抑制剂批准进入临床使用。

5摇 HSP90 的定性定量分析方法

目前,HSP90 的定性定量分析方法主要以免疫法为主,包括免疫印迹法和酶联免疫吸附法(Enzyme
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linked immunosorbent assay, ELISA)。 免疫印迹法主要用于 HSP90 定性分析,通过抗原抗体反应或基于

蛋白标签的免疫反应显示 HSP90 条带。 但是,该方法可能存在假阳性及背景干扰等问题,影响 HSP90
定性分析[52,72]。 ELISA 法是目前应用最广泛的 HSP90 定量分析方法,El鄄Shemi 等[81]在大鼠结直肠癌研

究中,采用 ELISA 的方法定量分析结肠组织中 HSP90、VEGF 等蛋白的表达水平;研究 HSP90琢 在肿瘤侵

袭过程中的分泌及功能时,Wang 等[72]采用 ELISA 法定量分析血浆中 HSP90琢 蛋白水平,发现 HSP90琢 表

达量与肿瘤的恶性程度相关。 然而,由于 ELISA 法无法获得蛋白质翻译后修饰以及相互作用蛋白的信息,
因此迫切需要发展更快速、高效的 HSP90 分离方法,以及更精准的定性与定量分析方法。

6摇 结语与展望

HSP90 作为一种重要的分子伴侣,其表面的亲水结构、疏水结构及带电结构等为不同类型蛋白的结

合提供了大量相互作用位点。 从转录水平、蛋白质翻译后修饰水平到辅助分子伴侣以及底物蛋白,
HSP90 受到了多种系统不同程度的调节,进而影响 HSP90 的构象转变、ATP 酶活性变化及与其它蛋白

的相互作用,最终参与了众多底物蛋白的折叠和成熟,形成了一个巨大而复杂的多功能调控网络。 与

HSP90 相关的肿瘤生物学研究已成为当前热点。
Verba 等[82]最近揭示了人 HSP90、Cdc37 和细胞周期蛋白依赖性激酶(Cyclin dependent kinase 4,

Cdk4)复合物的原子分辨率结构,其中 Cdc37 通过楔入 Cdk4 的 N 端半段结构和 C 端半段结构稳定其开

放的激酶构象,使 N 端半段结构和 C 端半段结构完全分开,最后 HSP90 夹住未折叠的 茁5 股并与暴露的

N 端半段结构和 C 端半段结构相互作用,维持 Cdk4 未折叠状态。 该研究进一步解释了 HSP90 与蛋白

激酶的相互作用,具有重要的生物学意义。 然而,目前仍然有一些问题亟待解决,如 HSP90 的全长结构

解析以及 HSP90 与底物蛋白的动态构象变化;HSP90 识别底物蛋白的具体机制以及其对底物蛋白的调

控过程;HSP90 与每种辅助分子伴侣相互作用的决定因素、结合位点以及结合能力;在细胞外,是否存在

HSP90 的新底物蛋白等。 此外,HSP90 的表达水平与多种肿瘤的恶性程度相关[72],目前 HSP90 的定性

与定量检测方法主要以酶联免疫吸附法为主,然而该方法仍存在一些不足,因此发展快速、稳定的

HSP90 检测方法具有极其重要的临床价值。 这些关于 HSP90 问题的解决必会带来新的观点和认知,让
人们更加全面地了解 HSP90 参与的生命活动的发展规律,进而针对性地发展 HSP90 抑制剂,以期在不

同的调控水平或生理环境中针对靶点进行精准定位与治疗。
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Abstract摇 Heat shock protein 90 (HSP90) is a member of genetically conserved heat shock protein family.
As an important molecular chaperone in eukaryotic cells, HSP90 plays a key regulatory role in maintaining
cellular protein homeostasis. HSP90 clients encompass a wide range of proteins, thus HSP90 is involved in
diverse biological process. With the deeper study, it is found that HSP90 takes an important part in the
development and metastasis of cancer, and has become a promising target for the study of anticancer biology.
We review the progress of HSP90 as molecular chaperone and its relationship with cancer.
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自动电位滴定仪的“前世冶

摇 摇 滴定分析法的历史可追溯到 18 世纪晚期。 19 世纪上半叶,法国化学家 Joseph Louis Gay鄄Lussac 命名了这一化学分

析方法,因此常被认为是滴定法的发明者。 如今,滴定法成为最重要的化学分析技术之一,这种方法应用广、速度快、成
本低且可自动化。 自动电位滴定法在 20 世纪中期开始流行,Metrohm 公司是这一领域的先锋。 1949 年,Metrohm 迈出了

自动电位滴定的第一步,推出第一台自动电位滴定仪 Titriskop。 这是一款为滴定用户特别设计的酸度仪。
迈向自动化的第一步

每一位化学学生和大部分的自然科学学生都曾经用玻璃滴定管操作过手工滴定。 这个实验现在仍然用于解释滴定

原理。 但是,如果要在短时间内得到准确、可重复的分析结果,那自动化是必要手段。 自动进行滴定和样品处理,能得到

最好的分析结果。
自动配液和记录数据

1949 年,Metrohm 推出了一款自动电位滴定仪 Titriskop,这是专门为滴定设计的酸度仪。 它可以通过增强等当量点

pH 值的分辨率使分析者得到更精确的结果。 那时,滴定曲线(如 pH 值和滴定剂体积所形成的曲线)仍然只能手工

绘制。
1957 年,Metrohm 用第一支活塞滴定管取代了玻璃滴定管,大大改善了滴定加液的简易度和精度。
1961 年,第一台能够自动记录滴定曲线的自动电位滴定仪 Potentiograph 诞生,标志着又一新的里程碑出现。 仪器右

侧的显示屏显示出 Potentiograph 绘制的滴定曲线。
1971 年,由于 Titroprint 475 可以与计算机联用,自动电位滴定仪不但能自动记录滴定曲线,还能对其进行评估。 自

动电位滴定仪通过集成微处理器具有计算分析能力。 这是高性能电位滴定法的开端。
1978 年,推出的自动电位滴定仪 Titroprocessor 636,将微处理技术和动态滴定结合,这就是说越接近滴定终点加液体

积越小,在缩短分析时间的同时增强精度。
滴定法征服了过程分析领域

随着科技的发展,自动电位滴定仪在其适用的地方普遍运用起来。 第二次世界大战后的过程分析工业化,意味着自

动电位滴定仪需要坚固的外壳来耐受恶劣分析环境的考验。 1961 年,Metrohm 在德国的勒沃库森市(Leverkusen)的拜耳

公司(Bayer AG)安装了首台机器人自动电位滴定仪(Robot鄄Titrator)。 这款仪器演化成为后来的多功能自动电位滴定仪

440(1966 年生产)。 之后,过程分析类自动电位滴定仪也集成了微处理技术。
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