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高内涵技术的新突破

热休克蛋白（HSPs）是所有的有机体内非常重要的一类蛋白。尤其当遭遇到各种外界压迫
时，HSP 对细胞的生理平衡和乃至生存都起到至关重要的作用，此外在信号传导、细胞增殖和
凋亡以及蛋白质动力学方面，HSP 都发挥着重要的功能。HSPs 主要有 5 大类：小 HSPs 、
Hsp60 或者伴侣、Hsp70、Hsp90 以及 Hsp110。Thermo 公司开发了一系列 Cellomics® 高内
涵筛选试剂盒，对不同的 HSPs 进行基于细胞的高内涵分析，可以用来快速准确地评估细胞的
应激反应。这些试剂盒及检测方法可以对细胞内各类 HSPs 进行荧光标记、细胞成像和定量检
测：(1) Hsp27 和 phospho-Hsp27, (2) Hsp60 和 Hsp90beta, (3) Hsp70 和 Hsp90alpha, 
以及 (4) FKBP52 (Hsp59)。为了验证这些试剂盒的性能，我们使用两种具有代表性的肿瘤细
胞——A549 和 U2OS。使用不同的化合物处理这两种细胞后，经过固定染色，成像等步骤的前
期准备后，运用高内涵分析系统可以加以数据统计分析，能够快速精确地判断和评估有毒化合
物对细胞产生的刺激。这些数据都经过其他独立的毒性测试（如 BrdU cell proliferation, p38 
MAPK 和 cell loss）所验证。HSPs 引起的细胞应激反应往往先于动物毒性（可通过 LD50 来确
定的），因此这些数据不仅提供了药物的细胞毒性指示，并且可能获得意料之外的各类细胞反
应。总的来说，使用基于细胞的自动化高内涵分析来监测 HSPs，是对细胞应激分析的一种行之
有效的策略。

细胞里的线粒体特异性应激反应诱导出来。在
心脏和肌肉细胞发生局部缺血性损伤后，它能
够保护线粒体的功能，并抑制细胞死亡。Hsp90 
是真核细胞中一种大量存在的蛋白，它有两种
单独的异构体：a 和 b。Hsp90 和许多其它辅
助伴侣蛋白一起，表现出了伴侣蛋白的活性，在
各种信号途径相关的特异性蛋白折叠中发挥着
重要的作用。Hsp70 不仅能够防止蛋白聚集，帮
助蛋白折叠，而且能够引导蛋白穿过细胞器官
的膜结构，分解寡聚蛋白质的结构，促进不稳定
蛋白质的水解，控制折叠蛋白的生物学活性。
Hsp70 的核定位与细胞刺激和细胞生长有关。
FKBP52(HSP59) 是一种大的亲免蛋白，能够与
免抑制疫力药物 FK506 结合，在神经系统中具
有神经营养活性。FKBP52 含有 3 个 TPR 结构域，
能够介导和 HSP90 之间的蛋白 - 蛋白相互作
用，C 末端区域还含有一个钙调蛋白的结合位
点。因为热休克蛋白的伴侣蛋白功能与许多人
类疾病，包括癌症，神经退行性疾病，心血管疾
病等有关，因此这些伴侣蛋白已经成为药物开
发的新靶点。

背景介绍
热休克蛋白最主要的功能是作为分子伴侣

促进蛋白质的折叠和合成。然而，热休克蛋白的
角色已经扩大到了细胞信号，细胞生存，蛋白质
降解，蛋白质寻靶和运输，以及转录因子的调控
中。热激、氧化、细胞因子、重金属、化疗试剂和
激 素 等 细 胞 刺 激 都 是 通 过 HSF-1, STAT1, 
ATF3 ，c-Jun 等细胞因子进行转录调控来提高
细胞中热休克蛋白的表达水平，这种细胞应激
反应对于维持细胞的动态平衡十分重要。热休
克蛋白的诱导与加入细胞中物质的细胞毒性和
亲脂性密切相关。也有报道提到，小热休克蛋白
的表达水平与许多人类疾病，包括白内障，癌
症，神经退行性疾病，心血管疾病等有关。一种
小热休克蛋白 HSP27 能够与细胞凋亡过程中
的多种蛋白相互作用，并且帮助保持细胞中结
构完整性和膜稳定性。Hsp27 的 15 位、78 位和
82 位色氨酸能够被磷酸化修饰，分别在 Akt、
p38 和 MAPKAPK-2 的信号传导过程中扮演
着重要的作用。Hsp60 有一些免疫学作用，如在
一些骨髓和血管细胞中诱导前炎性细胞因子的
分泌。Hsp60 除了热刺激外，还能伴随哺乳动物

原著：Suk J. Hong, Richik N. Ghosh   编译：王珏 Isaac

摘要

实验室自动化
及细胞成像

使用热休克蛋白和细胞周期进行细胞毒性预测

HSP 的功能

细胞凋亡

蛋白合成

蛋白翻译

折叠

蛋白降解

信号传导

先天免疫

后天免疫

………

图1：各类HSP的功能
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图 2：(A, B) 用 Cellomics HCS 试剂盒对 A549 细胞进行染色，显示细胞中的 Hsp27、磷酸化 Hsp27、Hsp70、
Hsp90 和 FKBP52 在 CuSO4 处理 24 小时后的表达水平得到提高，并且 HSPs 都在细胞核内聚集。用 3 mM CuSO4
处理 24 小时后，线粒体中的 Hsp60 得到增多。(C) 用 Hsp90 的特异性抑制剂 17-AAG 处理，结果抑制 Hsp90 介导
的蛋白降解，提高了 Hsp27 和 Hsp70 的表达水平。
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Figure 2. Embryos were treated two days 
post-fertilization (2 dpf) with three different 
compounds to elicit morphological change 
due to toxicity
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2. CuSO4刺激HSP的剂量依赖

3．HSP蛋白的药物特性（体外HCS调节和动物毒性分析LD50比较）

图 3：(A, B) 细胞质中的 HSPs 含量首先提高，然后 CuSO4 处理使得 HSPs 转移到细胞核内。cyto: 细胞质，nuc: 细胞核，
cyt nuc diff: 细胞质和细胞核中的荧光强度差。注意在高浓度下 HSPs 没有诱导。

紫杉醇 Paclitaxel–Rat LD50=32.5 mg/kg                          鱼藤酮 .Rotenone–Rat LD50 = 132 – 1500 mg/kg 
Cisplatin  Rat LD50 = 32.7 mg/kg                                           Staurosporine Mouse LD50 i.p. = 6.6 mg/kg 
缬氨霉素 Valinomycin Rat LD50 = 4 mg/kg

1. 紫杉醇Paclitaxel

2. 鱼藤酮.Rotenone

Cells Vulnerable to Cell Stress

Two Cell responses: Vulnerable/Toxic
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3.Cisplatin 5.缬氨霉素Valinomycin

Different Drug Phases: Acute Cytoxicity/2nd Cell Stress Phase Drug Induces Cell Stress

4.Staurosporine
图 4：Hsp27, phospho-Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ，p38 MAPK 以及 phospho-Histone H3 都使用 HCS 进行细胞内

定量测量。结合 BrdU 进行细胞增殖，细胞核的大小和细胞数量都进行了测量，作为细胞毒性对照（Cellomics Cell Cycle I HCS
试剂盒）。(A) 五种具有不同毒性机理的化学药品对 A549（肺癌）和 U2OS（骨肉瘤）两种细胞株进行了测试； (B). 紫杉醇处理在高
剂量时降低了各种细胞类型的 HSP 含量 ，并且使得细胞对于刺激更加敏感。(C) 鱼藤酮在低浓度时抑制了 BrdU 的结合，并且增
加了核的大小和细胞数目，同时也降低了所有的 HSPs 和 p38。在高剂量时，鱼藤酮激活了 HSPs, p38 和 phospho-Histone H3，
显示出对各种细胞类型都具有细胞毒性。BrdU 结合对于鱼藤酮引起的刺激具有很强的敏感性，但是不能指示出高剂量鱼藤酮下
的继发作用，而 HSP 检测能够发现所有的细胞反应。

热休克蛋白是对于细胞应激反应的极好的指示剂。
细胞周期标记物也是细胞生长，细胞应激以及细胞死亡的高质量的指示剂。
利用细胞周期标记物和热休克蛋白的 HCS 检测，给细胞生理学和细胞在各种药物治疗环境下的应激反应提供了更好的图片。
这将引导人们去发现药物治疗产生的细胞反应。
在 HCS 检测中，合适的目标组合和目标选择对于评价特异的细胞刺激尤为重要。Thermo Scientific Cellomics HCS 反应试
剂盒提供了解决办法。

结论
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