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摘　要：为了揭示热休克蛋白９０基因（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０，ＨＳＰ９０）在细胞冷应激反应过程中的时空表达特性。

以东北野猪成纤维细胞为研究对象，采用实时荧光定量ＰＣＲ技术分析了４、１５、２５和３２℃不同强度冷应激条件下

细胞内犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录变化规律。结果表明，在低温处理过程中，犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量在各温度均未见显著

增加（犘＞０．０５）；在冷应激的复温培养过程中，犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量在４和１５℃处理４ｈ后复温培养８ｈ内显著

增加（犘＜０．０５），峰值出现在６ｈ，在２５和３２℃处理４ｈ后复温培养８ｈ内均未见显著增加；细胞在４和１５℃处理

２、４、６和８ｈ后，复温培养４ｈ，犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量随处理温度的降低和时间的延长而增加，在２５和３２℃处理

２、４、６和８ｈ后，复温培养未能显著诱导 犎犛犘９０ｍＲＮＡ的转录。结果提示，冷应激诱导东北野猪成纤维细胞内

犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量的增加，不是发生在低温处理的应激阶段，而是发生在复温后的细胞应激阶段，温和冷应激

（２５～３２℃）未能诱导复温后犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量的显著增加，强度冷应激（４～１５℃）诱导复温后 犎犛犘９０ｍＲ

ＮＡ转录量的显著增加，且与冷应激的强度和时间成正比。
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　　细胞应激反应在生物界是普遍存在的，热、冷、

缺氧、低渗等应激因素均可打破细胞代谢的相对平

衡，可引发细胞内一系列复杂的基因表达和生理适

应性反应过程。热休克蛋白（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＨＳＰｓ）是细胞抵抗不良环境影响的重要保护性蛋

白，多种应激均能诱导ＨＳＰｓ的表达
［１４］。热休克蛋

白９０（ＨＳＰ９０）是真核细胞生存必不可少的一种高

度保守的蛋白质，它在细胞胞浆中的含量占总蛋白

含量的１％，在维持细胞稳态方面发挥重要作用。

ＨＳＰ９０表达增加可诱导细胞保护作用，在细胞发生

应激反应时，ＨＳＰ９０可以和那些由于环境刺激而使

自身构象发生改变的蛋白相互作用，保证蛋白进行

适当的折叠并防止蛋白非特异性聚集，从而维持细

胞的正常活性。应激状态下产生的 ＨＳＰ９０发挥分

子伴侣作用，维持蛋白原的构象和功能，促进错误蛋

白质降解，并将蛋白质移位至线粒体、内质网或叶绿

体内发挥作用［５６］。另外，ＨＳＰ９０可以与各种类固

醇激素受体结合而调节激素的活性［７８］。

细胞冷应激反应是一个复杂的过程，它包括低

温本身的应激阶段和复温后的应激阶段，在这２个

阶段细胞所处环境不同，犎犛犘９０基因表达是否有所

不同，决定着 犎犛犘９０基因在细胞冷应激过程的作

用，通过定量分析细胞在冷应激过程中及不同强度

冷应激下犎犛犘９０基因的表达变化规律，则可揭示

冷应激诱导ＨＳＰ９０合成的机制，为进一步揭示其生

物学功能提供理论依据，同时确定ＨＳＰ９０参与细胞

冷应激反应的阶段，明确能够显著诱导 犎犛犘９０基

因表达的作用条件，为进一步建立细胞冷应激模型

提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物

黑龙江省庆安县双峰特种猪养殖场３０日龄纯

种东北野猪。

１．２　东北野猪成纤维细胞培养

原代培养采用组织块法［９］，培养液为含有２０％

胎牛血清、１００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ
－１链

霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｇｉｂｃｏ）。细胞汇合率达到

８０％～９０％后，消化传代培养，消化液为０．２５％胰

蛋白酶（含０．０１％ＥＤＴＡ），培养液为含有１０％胎牛

血清、１００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ
－１链霉素

的ＤＭＥＭ／Ｆ１２，视细胞生长和代谢物情况换液，传

代培养后每隔３～５ｄ视细胞生长情况再次传代，将

传至３～５代的细胞用于试验。

１．３　试验分组

取对数期细胞用于试验，在试验前２４ｈ给细胞

换液。将３８℃正常培养的细胞分别置于４、１５、２５

和３２℃冷处理２、４、６和８ｈ；同时将各温度冷处理

的细胞复温培养４ｈ；各低温处理４ｈ后，恢复３８℃

培养２、４、６和８ｈ；对照组为３８℃正常培养的细胞，

收集各处理组和复温组各时间点细胞用于试验。

１．４　总犚犖犃的提取和犮犇犖犃合成

按Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法提取细胞总ＲＮＡ。通

过普通琼脂糖凝胶电泳检测总ＲＮＡ完整性，并测

定ＲＮＡ的ＯＤ２６０ｎｍ和ＯＤ２８０ｎｍ，计算出ＲＮＡ含量，

将各总ＲＮＡ样品用无ＲＮＡ酶的双蒸水调整浓度

至１μｇ·μＬ
－１，－８０℃保存待用。按照ＡＢＩ公司

的反转录试剂盒（ＨｉｇｈＣａｐａｃｉｔｙｃＤＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔｓ）要求进行反转录。反应体系为
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２０μＬ：１０×ＲＴＢｕｆｆｅｒ２μＬ，２５×ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ

（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０．８μＬ，１０×ＲＴＲａｎｄｏｍＰｒｉｍ

ｅｒｓ２μＬ，ＭｕｌｔｉＳｃｒｉｂｅＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１μＬ，

ＮｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ４．２μＬ，ＲＮＡ１０μＬ。反应条件

为Ｓｔｅｐ１：２５ ℃ １０ ｍｉｎ；Ｓｔｅｐ２：３７ ℃ １２０ ｍｉｎ，

Ｓｔｅｐ３：８５℃５ｍｉｎ，ｓｔｅｐ４，４℃ ∞。

１．５　引物的设计和合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中猪犎犛犘９０基因（ＮＭ＿２１３９７３．１）

和内参基因犌犃犘犇犎（ＸＭ＿００３１２６５３４．１）序列，应

用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计合成２对高特异性

引物。犎犛犘９０基因上游引物为５′ＧＡＧＧＡＡＡＣ

ＣＣＡＧＡＣＣＣＡＡ３′，下 游 引 物 为 ５′ＡＧＡＡＧＣ

ＣＧＡＣＡＣＣＧＡＡＣＴ３′，扩增片段为４０９ｂｐ；犌犃犘

犇犎 基因上游引物为５′ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ

ＧＡＡＣＧ３′，下 游 引 物 为 ５′ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧ

ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３′，扩增片段为２４５ｂｐ。引物由上

海生工生物技术有限公司合成。

１．６　实时荧光定量犘犆犚检测

以反转录后的ｃＤＮＡ为模板，按照ＡＢＩ公司的

荧光定量ＰＣＲ 试剂盒（ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲＮＡ

ｔｏＣＴＴＭ１ＳｔｅｐＫｉｔ）进行荧光定量ＰＣＲ反应，反应

体系为２０μＬ：１０μＬＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒｍｉｘ（试

剂盒提供），上、下游引物各０．８μＬ，ｃＤＮＡ产物０．８

μＬ，灭菌超纯水７．６μＬ。混合样品，使其不产生气

泡。反应条件为 Ｓｅｇｍｅｎｔ１：９５ ℃ １０ ｍｉｎ；Ｓｅｇ

ｍｅｎｔ２：９５ ℃ ３０ｓ，６０ ℃ １ｍｉｎ，４０个循环；Ｓｅｇ

ｍｅｎｔ３：９５℃１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，９５℃３０ｓ。对照组

为３８℃条件下培养细胞的ｃＤＮＡ。不同温度处理

各组表达试验在同一批进行，每个样品重复３次。

１．７　数据统计分析

犌犃犘犇犎 基因在动物体内表达相当恒定，因此

选其作为内参进行实时荧光定量ＰＣＲ分析。Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ反应结束后，获得每个样品的Ｃｔ值，采用

２－ΔΔＣｔ
［１０］方法计算目的基因的相对表达量。试验数

据用“Ｍｅａｎ±ＳＥ”表示，用ＳＰＳＳＶ１３．０统计软件进

行分析，用单因素方差分析进行差异显著性分析，当

犘＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　东北野猪成纤维细胞原代与传代培养

原代培养接种第５天，组织块边缘开始游离出

单个细胞，大多数为上皮样细胞及一些颗粒物质，只

有少部分为成纤维细胞；到第１０天，组织块周围成

纤维细胞数明显增加，已成优势生长状态，但仍有大

量上皮样细胞；到第１３天，成纤维细胞生长旺盛，组

织块间隙消失，细胞汇合连生，满铺瓶底（图１）。原

代培养成纤维细胞见图１所示。原代培养上皮样细

胞与成纤维样细胞混杂生长，经２～３次传代后，应用

胰酶消化法和差速贴壁法，即可排除上皮样细胞。传

代后成纤维细胞迅速贴壁生长，生长状态良好（图２）。

图１　东北野猪耳皮组织原代细胞（５０×）

犉犻犵．１　犜犺犲犵狉狅狑狋犺犪狀犱犲犿犻犵狉犪狋犻狅狀狅犳犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊（５０×）

图２　分离和纯化的东北野猪成纤维细胞（５０×）

犉犻犵．２　犉犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊犻狊狅犾犪狋犲犱犪狀犱狆狌狉犻犳犻犲犱犮狌犾狋狌狉犲（５０×）

２．２　熔解曲线分析

对犎犛犘９０和犌犃犘犇犎 的熔解曲线（图３、图４）

进行分析发现，犎犛犘９０和犌犃犘犇犎 基因ＰＣＲ产物

的Ｔｍ值都非常均一，均呈较为锐利的单一峰，表明

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ过程中，荧光强度均来于特异性的

扩增产物，排除了形成引物二聚体和非特异产物对

结果的影响，同时说明设计的引物有很好的特异性。

２．３　不同低温处理过程中犎犛犘９０基因 犿犚犖犃转

录情况

　　细胞在３２、２５、１５和４ ℃低温处理过程中

犎犛犘９０ｍＲＮＡ的转录情况见图５，细胞在３２和２５

℃培养２和４ｈ时，犎犛犘９０ｍＲＮＡ表达量有所增

加，最大增加量分别为对照组的１．４７和１．３９倍，但

与对照组比较差异不显著，以后逐渐减少，到８ｈ时

少于对照组。细胞在１５和４℃培养，犎犛犘９０ｍＲＮＡ
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表达量随着培养时间延长逐渐减少，到８ｈ表达量显

著低于对照组，分别为对照组的０．４５和０．４２倍。

图３　犎犛犘９０基因的熔解曲线

犉犻犵．３　犕犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狅犳犎犛犘９０犵犲狀犲

图４　犌犃犘犇犎基因的熔解曲线

犉犻犵．４　犕犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狅犳犌犃犘犇犎犵犲狀犲

同组内标注相同字母表示差异不显著（犘＞０．０５）；同组

内标注不相同字母表示差异显著（犘＜０．０５）。下图同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｓａｍｅｌｅｔ

ｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ
图５　不同低温培养对犎犛犘９０犿犚犖犃转录的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犎犛犘９０犿犚犖犃

狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犻狀狋犺犲犖狅狉狋犺犲犪狊狋犠犻犾犱犫狅犪狉犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊

２．４　复温培养后犎犛犘９０基因犿犚犖犃转录情况

不同温度处理４ｈ后，复温培养过程中犎犛犘９０

基因ｍＲＮＡ转录情况见图６，细胞在３２和２５℃低

温处理后，复温培养细胞内 犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录量

在４～６ｈ有所增加，最大增加量分别为对照组的

１．７５和１．８４倍，与对照组没有统计学差异。细胞在

１５和４℃处理后，复温培养细胞内犎犛犘９０ｍＲＮＡ

转录量在恢复培养的４ｈ开始显著增加，６ｈ出现最

高表达峰，分别为对照组的２．９５和３．７０倍，８ｈ开

始有所降低。

不同温度处理２、４、６、８ｈ后，复温培养４ｈ，

犎犛犘９０基因ｍＲＮＡ转录情况见图７，细胞在２５和

３２℃下培养２、４、６和８ｈ后，恢复培养４ｈ，犎犛犘９０

基因ｍＲＮＡ转录量随着低温处理时间的延长有所

增加，但与对照组没有统计学差异。细胞在１５和４

℃培养２、４、６和８ｈ后，恢复培养４ｈ，犎犛犘９０基因

ｍＲＮＡ转录量随着冷应激时间的延长逐渐增加，４、

６和８ｈ与对照组差异均显著，最大增加量分别为

对照组的３．３６和４．１３倍。

图６　不同低温处理４犺复温过程中犎犛犘９０犿犚犖犃转录

情况

犉犻犵．６　犎犛犘９０犿犚犖犃狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲狑犪狉犿犻狀犵

狆狉狅犮犲狊狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犳狅狉４犺

不同温度处理４ｈ，复温培养４ｈ，犎犛犘９０基因

ｍＲＮＡ转录情况见图８，细胞犎犛犘９０基因ｍＲＮＡ转

录量随着低温强度的增强而增加，１５和４℃转录量

显著高于对照组，分别为对照组的２．５７和３．３２倍。

这些结果说明，温和低温处理（２５～３２℃）未能

刺激复温后细胞 犎犛犘９０ｍＲＮＡ的转录，强度低温

处理（４～１５℃）刺激复温后细胞犎犛犘９０ｍＲＮＡ的

转录，且与细胞应激强度和作用时间成正比。
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图７　不同低温处理后复温培养４犺犎犛犘９０犿犚犖犃转录

情况

犉犻犵．７　犎犛犘９０犿犚犖犃狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲狑犪狉犿犻狀犵４犺

犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

图８　不同低温处理４犺后复温培养４犺犎犛犘９０犿犚犖犃
转录情况

犉犻犵．８　犎犛犘９０犿犚犖犃狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲狑犪狉犿犻狀犵４犺

犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狅狑狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犳狅狉４犺

３　讨　论

ＨＳＰｓ最早被发现高表达于受热应激刺激的细

胞中，故称为热休克蛋白。研究发现其他应激条件

下，如缺氧、寒冷、重金属、组织创伤、微生物感染等亦

可诱导细胞内 ＨＳＰｓ的产生，因此又称应激蛋白

（Ｓｔｒｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＰ）。ＨＳＰ９０是 ＨＳＰｓ家族中重要的

成员之一，在细胞生理及病理状态下均起着至关重要

的作用 。在生理学上，ＨＳＰ９０可以与许多细胞中的

蛋白质相结合，在达到适当的细胞内位置或接收到正

确的活动信号时，才会被激活［１１］。故 ＨＳＰ９０是影响

基质蛋白质成熟的关键因子［１２］。在病理学上ＨＳＰ９０

在多种肿瘤细胞中呈高表达［１３１６］，参与调节肿瘤细胞

生长、发育及各种恶性生物学行为的激酶分子与转录

因子结合形成复合物，并调节这些底物蛋白的稳定性

和功能，在肿瘤的发生、发展及恶化过程中发挥重要

的作用［１７２１］。ＨＳＰ９０在应激条件下的高表达可维持

细胞必需的蛋白质空间构象，保护细胞的功能、生存

和对应激原的耐受，是细胞的一种保护机制，应激能

诱导细胞内 ＨＳＰ９０的合成显著增加，ＨＳＰ９０对防止

应激引起的细胞损害及使受损的细胞恢复方面起着

重要作用［２２］。多种细胞在持续热应激和应激后恢复

的初期阶段，ＨＳＰ９０的水平显著升高，保护应激适

应通路上的重要分子，使细胞获得热耐受［２３２６］。并帮

助受损蛋白转运、折叠，防止聚集并回复正常构象，保

护细胞减少应激损伤［２７］。

本研究利用荧光定量ＰＣＲ技术实时监测细胞

冷应激反应过程中 犎犛犘９０ｍＲＮＡ的动态变化规

律。结果显示，细胞在冷应激的持续低温处理过程

中，犎犛犘９０ｍＲＮＡ表达量在各温度均未见显著表

达，说明低温未能诱导 ＨＳＰ９０的表达，在冷应激的

低温应激阶段ＨＳＰ９０没有发挥保护细胞的作用；细

胞在冷应激后的复温培养过程中，温和冷应激（２５～

３２℃）后诱导 犎犛犘９０ｍＲＮＡ有所增加，但与对照

组比差异不显著；强度冷应激（４～１５℃）诱导复温

后犎犛犘９０ｍＲＮＡ显著表达，且表达量的增加在一

定范围内与冷应激的强度和时间成正相关，这说明

ＨＳＰ９０对复温应激阶段的细胞损伤有保护作用，能

提高细胞的自我保护功能。在应激状态下，细胞内

出现大量变性和错误折叠的蛋白质与热休克因子

（ＨＳＦ１），它们竞争结合 ＨＳＰ９０，由于分子伴侣

ＨＳＰ９０与错误蛋白的亲和力高于 ＨＳＦ１，使 ＨＳＦ１

游离出来，ＨＳＦ便形成三聚体形式，转入细胞核，与

（热休克原件）ＨＳＥ结合，启动 ＨＳＰ９０的转录
［２８］。

犎犛犘９０ｍＲＮＡ被迅速合成，随着应答过程的进行，

犎犛犘９０ｍＲＮＡ 大量转录并高效翻译，又可影响

ＨＳＦ１的构象，使ＨＳＰ９０转录减弱直至恢复到正常

状态。试验结果显示，犎犛犘９０ｍＲＮＡ表达量在细

胞复温培养４ｈ表达量开始显著增加，６ｈ出现最高

表达峰，８ｈ开始有所降低，细胞慢慢恢复正常。虽

然目前有一些对哺乳动物细胞 犎犛犘狊基因表达调

控机制的研究报道，但犎犛犘狊基因表达在不同冷应

激强度和时间为何有种类及程度的区别都还没有解

释明了，同时 ＨＳＰｓ的主要作用机制还未明确
［２９］。

本研究只是对东北野猪的成纤维细胞冷应激反应

犎犛犘９０基因表达研究的初探，下一步将扩大基因种

类，在应激强度和时间上对其他种类 犎犛犘狊基因

ｍＲＮＡ的表达进行细致的研究，并从蛋白质水平进

一步研究验证，掌握 ＨＳＰｓ表达变化情况与应激程

度之间的相关关系，以期进一步阐明哺乳动物细胞

冷应激发生机制。

４　结　论

冷应激诱导东北野猪成纤维细胞内犎犛犘９０表

２８９１



　１２期 李忠秋等：冷应激对东北野猪成纤维细胞犎犛犘９０ｍＲＮＡ转录水平的影响

达量的增加，不是发生在低温处理的应激阶段，而是

发生在复温后的细胞应激阶段，温和冷应激（２５～３２

℃）未能诱导复温后犎犛犘９０表达量的显著增加，强

度冷应激（４～１５℃）诱导复温后犎犛犘９０表达量的

显著增加，且与冷应激的强度和时间成正比。
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