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热休克蛋白90对人肝癌细胞自噬相关转录因子EB的调控机制

汪梦楠，刘利霞，邓耀棠，陈雪梅
*
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摘  要：本文旨在研究热休克蛋白90 (heat shock protein 90, Hsp90)对肝癌细胞自噬相关转录因子EB (transcription factor EB, 
TFEB)的调控机制。体外培养人肝癌细胞株HepG2，分别用Hsp90的N端抑制剂STA9090和C端抑制剂Novobiocin处理，用

Western blot和RT-PCR检测TFEB和自噬相关蛋白的表达情况，用染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipitation, ChIP)实验

检测Hsp90与TFEB近启动子区的结合情况，用双荧光素酶报告基因实验检测Hsp90对TFEB启动子活性的影响。结果显示，

低氧诱导HepG2细胞TFEB蛋白和mRNA表达水平上调。在常氧及低氧条件下，用STA9090和Novobiocin分别处理HepG2细胞

后，TFEB和LC3、P62蛋白表达水平均显著下降。转染Hsp90α表达质粒可上调野生型和Hsp90α敲除的HepG2细胞TFEB蛋白

表达水平。Hsp90可结合于TFEB近启动子区，参与调控其转录过程，而STA9090和Novobiocin均可抑制Hsp90与TFEB近启动

子区的结合能力，降低TFEB启动子活性。以上结果提示，Hsp90通过与人肝癌细胞TFEB近启动子区的结合促进TFEB转录，

从而上调自噬相关蛋白LC3、P62表达水平。
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Regulatory mechanism of heat shock protein 90 on autophagy-related transcription 
factor EB in human hepatocellular carcinoma cells
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Abstract: This study was aimed to investigate the regulatory mechanism of heat shock protein 90 (Hsp90) on transcription factor EB 
(TFEB) during autophagy in liver cancer cells. Human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was treated with Hsp90 N- and 
C-terminal inhibitors (STA9090 and Novobiocin), respectively. Western blot and RT-PCR were used to detect the expression levels of 
TFEB and autophagy-related proteins. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay was used to observe the ability of Hsp90α binding 
to the TFEB proximal promoter region. The double-luciferase gene reporter experiment was used to determine the activity of TFEB 
promoter. The results showed that hypoxia induced up-regulation of TFEB protein and mRNA expression levels in the HepG2 cells. 
The protein expression levels of TFEB, LC3 and P62 were down-regulated significantly by either STA9090 or Novobiocin, under both 
normoxic and hypoxic conditions. Transfection of Hsp90α-overexpressing plasmids up-regulated TFEB protein levels in either 
wild-type or Hsp90α knockout HepG2 cells. Hsp90 bound to the TFEB proximal promoter region and was involved in regulating 
TFEB transcriptional process. Whereas both STA9090 and Novobiocin inhibited Hsp90 to bind to the TFEB proximal promoter 
region, and decreased the activity of TFEB promoter. These results suggest that Hsp90 promotes TFEB transcription in human hepato-
cellular carcinoma cells by binding to the proximal promoter region, thereby up-regulating the expression levels of autophagy-related 
proteins.
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肝细胞癌简称肝癌，是我国常见的恶性肿瘤。

因肝癌细胞具有很强的侵袭与转移能力，多数肝癌

患者确诊时已发生转移，严重影响其生存及预后 [1]。

因此，亟需进一步阐明肝癌细胞侵袭与转移的机制，

为肝癌防治工作提供理论依据。

热休克蛋白 (heat shock protein, Hsp) 家族是一

类重要的分子伴侣，真核生物 Hsp 家族中的 Hsp90
是 ATP 依赖蛋白，Hsp90 的表达水平在多种肿瘤中

均显著上调 [2]。肿瘤细胞利用 Hsp90 蛋白的分子伴

侣功能维持与肿瘤生存、增殖、迁移密切相关的底

物蛋白构象稳定，提高肿瘤细胞的生存机会，维持

其恶性表型 [3]。Hsp90α 在应激状态下及在肿瘤细胞

中高表达且主要处于活化态，而在正常细胞中则处

于静默态 [4, 5]。研究显示，多种 Hsp90 的底物蛋白

质是肿瘤发病通路中的原癌基因表达产物或重要的

信号转导因子，与肿瘤的发生、发展关系密切 [6]。

Hsp90 在维持肝细胞癌稳定和致癌底物蛋白活化状

态方面发挥着重要的作用 [7]。众多研究表明，Hsp90
抑制剂有可能成为一类杀伤多种肿瘤细胞的有效药

物。特异性的 Hsp90 小分子抑制剂被证实具有抗肿

瘤活性，如 STA9090、PF-4470296 和 PF-3823863 等 [8]。

肝脏是机体主要的代谢器官，由于其血流的特

殊性，肝脏内氧分压明显低于标准大气压，且呈梯

度代谢现象 [9, 10]，同时，肝癌作为实体肿瘤，瘤体

内部亦存在低氧应激 [11]。已知低氧应激是细胞自噬

诱导因素。自噬是进化过程中高度保守的分解代谢

机制 [12]，发生在营养缺乏或者多种氧化应激 ( 如环

境毒物、高温、低氧、紫外线、电离辐射等 ) 过程

中 [13]。在肿瘤发生、发展过程中，自噬具有双重作

用：一方面，自噬促进肿瘤细胞的清除；另一方面，

自噬的激活为肿瘤细胞提供营养，同时通过提供代

谢中间体维持线粒体代谢，促进细胞存活和肿瘤生

长。此外，自噬在肿瘤发展过程中，还可通过改善

受损蛋白质和细胞器的降解，减少活性氧 (reactive 
oxygen species, ROS) 的产生和基因组不稳定性 [14]。

转录因子 EB (transcription factor EB, TFEB) 属
于亮氨酸拉链类转录因子中的 MiTF/TFE (microph-
thalmia-transcription fator E) 家族成员，可正向调控

溶酶体表达调控网络中的基因，进而调节细胞自噬

和溶酶体功能。TFEB 通常定位于细胞质，但在饥

饿条件下或溶酶体功能受损时会发生细胞核转位，

发挥其调控因子功能，促进其下游自噬相关基因的

转录反应 [15–18]。已有文献报道，Hsp90 通过调节信

号蛋白的稳定性和活性在自噬中发挥作用 [17]，但

Hsp90 是否通过调控 TFEB 发挥其对自噬通路的调

节作用，值得进一步深入探究。

本研究以人肝细胞癌细胞株 HepG2 为研究对

象，通过染色质免疫共沉淀 (chromatin immunopre-
cipitation, ChIP) 及双荧光素酶报告基因实验，初步

探讨了低氧情况下 Hsp90 对 TFEB 的转录以及自噬

相关蛋白表达的作用，以期进一步阐明肝癌细胞侵

袭与转移的机制。

1  材料与方法

1.1  材料　　HepG2 细胞株购自中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心；DMEM 基础培养基

购自 Thermo Scientific Forma 公司；胎牛血清购自

Gibco 公司；0.25% 胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液 /PBS
购自吉泰公司；Lipofectamine 3000 购自 Invitrogen
公司；G418 购自 MDBio 公司；MTT 试剂盒购自

碧云天公司；羊抗 TFEB 抗体 (ab2636) 购自英国

Abcam 公司 ( 用于 ChIP 实验 ) ；小鼠抗 Hsp90α 抗

体购自瑞士 Enzo Life Sciences 公司；兔抗 TFEB 抗

体 (4240) 购自美国 Cell Signaling Technology 抗体

公司 ( 用于 Western blot 实验 ) ；兔抗 Hsp90α、兔抗

P62、LC3A/B 抗体购自美国 Cell Signaling Technology
抗体公司；小鼠抗低氧诱导因子 1α (hypoxia inducible 
factor 1α, HIF-1α) 抗体 (ab263460) 购自英国 Abcam
公司；抗Akt抗体 (60203-2-Ig)购自 Proteintech公司；

小鼠抗 β-actin 抗体购自广州威佳科技有限公司；抗

小鼠、抗兔荧光标记二抗购自美国 Odyssey 有限

公司。全蛋白提取试剂盒购自凯基公司 ；PVDF 膜

购自 Millipore 公司；Hsp90 的 N 端抑制剂 STA9090、
蛋白酶体抑制剂 MG132 购自 Selleck 公司；Hsp90
的 C 端抑制剂 Novobiocin 购自 MCE 公司；放线菌

酮 (cycloheximide, CHX) 购自 Sigma 公司。pGL4.10 
(luc2) 和 pGL4.84 (hRluc) 购自 Promega 公司；双荧

光素酶报告基因检测试剂盒购自碧云天公司；限制

性内切酶 KpnI、HindIII 和 DNA 连接酶购自 New 
England Biolabs公司；琼脂糖粉末购自Biowest公司；

蛋白 A/G 琼脂糖珠购自 Millipore 公司；蛋白酶 K
购自 Merck 公司；Chelex100 购自 Bio-Rad 公司；

Premix Taq PCR 反应试剂盒购自 TaKaRa 公司 ；蛋

白酶和磷酸酶抑制剂购自 Merck 公司。

1.2  细胞培养　　HepG2 细胞培养采用含 10% 胎牛

血清的 DMEM 基础培养基，在 37 °C、5% CO2 条
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件下进行培养，待细胞覆盖率达到 80%~90% 时，

用 PBS 清洗 2 遍后，加入 0.25% 胰蛋白酶消化，

按 1:3~1:5 的比例传代。

1.3  MTT 法检测细胞活力　　取对数生长期的

HepG2 细胞，以每孔 5 000 个接种于 96 孔板，培

养 24 h。分别加入含有不同浓度 STA9090 和 Novo-
biocin 的培养液，同时每组设 3 个平行孔，并设不

含细胞只加入培养液的空白组，继续培养 24 h 后，

每孔加入 10 μL MTT 溶液 (5 mg /mL)，继续孵育 4 h
后终止培养。弃每孔上清，随后往每孔中滴加

150 μL DMSO，96 孔板置振荡器上均匀、缓慢振

荡 10 min，酶标仪测定各孔波长 490 nm 处的吸光

值 (A490)。细胞存活率 = ( 实验组 A490 − 空白组 A490)/ 
( 对照组 A490 − 空白组 A490)。
1.4  细胞低氧模型构建与分组　　取处于对数生长

期的 HepG2 细胞，以 3 × 106 个 / 皿接种于 10 cm
培养皿中，24 h 细胞贴壁后进行处理。低氧模型构

建 ：细胞置于低氧孵箱 (94% N2, 5% CO2) 中培养

24 h，细胞培养液均须事先于低氧培养箱内平衡

30 min，低氧处理时迅速置换培养液。常氧处理的

细胞置于常氧孵箱 (21% O2, 5% CO2) 中培养。进行

低氧或常氧孵育时，上述细胞用 STA9090 或 Novo-
biocin 孵育 24 h，对照组不加抑制剂处理，仅加入

等量 DMSO，处理完毕后进行 Western blot 和 RT-PCR
检测。

1.5  Western blot 检测蛋白水平　　使用全蛋白提

取试剂盒提取细胞总蛋白，用 BCA 法在酶标仪上

测定蛋白质浓度。取约 20 μg 蛋白样品进行 SDS-
PAGE 电泳并转移至 PVDF 膜，5% BSA 溶液室温

摇床上封闭 1.5 h，依次加入一抗 ( 抗 TFEB、LC3A/B、
P62、HIF-1α 抗体均 1:1 000 稀释，抗 Akt 抗体、抗

β-actin 抗体 1: 2 000 稀释 )，4 °C 孵育过夜，TBST 
洗膜 3 次，每次 5 min，荧光二抗用 TBST 稀释至 1: 
20 000，室温避光孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，每次

5 min，Odyssey 红外荧光扫描系统进行扫膜。扫描

后的结果保存到电脑，用 Image J 软件进行分析，

以目标蛋白与内参 β-actin 条带的灰度比值作为目

标蛋白的相对表达水平。

1.6  RT-PCR检测mRNA水平　　使用TRIzol (TaKaRa)
提取试剂盒，根据说明书提取细胞的总 RNA，取

1 μg 总 RNA 进行逆转录，产物作为后续 qPCR 实

验模板，反应参数为：37 °C，15 min ；85 °C，5 s ；
4 °C，3 min。取适量 cDNA 模板进行 qPCR，反应

条件为：95 °C 预变性 30 s ；95 °C 变性 5 s，55 °C
退火 30 s，72 °C 延伸 30 s，40 个循环。TFEB 引物：

上游：5’- ATGACAGCAAGCTCAGGCTGG-3’，下游：

5’- GGAAGTGGACGGGGGTATTG -3’，产物长度为

220 bp。内参 β-actin 引物：上游：5’-CTCCATCCT-
GGCCTCGCTGT-3’，下游：5’-GCTGTCACCTTCAC-
CGTTCC-3’，产物长度为 268 bp。以 2−ΔΔCt 法计算目

的基因转录的 mRNA 水平。

1.7  质粒瞬时转染　　敲除 Hsp90α 基因的 HepG2
细胞 (HepG2 KO)[19] 和野生型 HepG2 细胞 (HepG2 
WT) 接种后，贴壁生长 24 h 后细胞融合度达到 40%
左右，用 Lipofectamine 3000 转染 Flag-Hsp90α 质粒

( 德国海德堡大学 Matthias Mayer 教授馈赠 )，培养

24 h，用 Western blot 检测 TFEB 蛋白表达水平。

1.8  ChIP 实验　　取处于对数生长期的 HepG2 细

胞，以 3 × 106 个 / 皿接种于 10 cm 培养皿中，24 h
细胞贴壁后，分别加入 STA9090和Novobiocin处理，

对照组为不加抑制剂处理、仅加入等量 DMSO 的

HepG2 细胞。处理 24 h 后在培养液中加入终浓度

为 1.42% 的甲醛进行交联 15 min，加入甘氨酸以终

止交联。用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 IP 缓冲液

收集细胞，冰浴低温超声 (250 W，15 次，8 个循环 )
剪切染色质 DNA，纯化 DNA 后以琼脂糖凝胶电泳

实验检测染色质 DNA 片段长度，主要分布在

200~1 000 bp。取 200 μL 纯化的染色质 DNA，加

入 5 μL 抗 Hsp90α 抗体 (1:40 稀释 )，4 °C 旋转摇床

上孵育 4 h。加入蛋白 A/G 琼脂糖珠和 Chelex100
分离并纯化与 Hsp90 结合的染色质 DNA。TFEB
近启动子区 (−179~−57) 引物序列为：上游引物：

5’-AGGGAAGACAGTGGTAGCG-3’，下游引物：

5’-CAGGGATGAAGTCCAAAGG-3’。 使 用 Premix 
Taq PCR 反应试剂盒进行 PCR 实验。将 PCR 反应

产物在 2% 琼脂糖凝胶上行凝胶电泳，Bio-Rad 凝

胶成像仪器成像后，以 input DNA 作为参考，统计

分析各组的灰度值。

1.9  TFEB 启动子区荧光素酶报告基因质粒的构建

　　启动子区荧光素酶报告基因实验以带海肾荧光

的 pGL4.84 (hRluc) 质粒作为定量对照。实验所需质

粒构建方法如下：选取 TFEB 转录起始位点 (tran-
scription start site, TSS) 的 −1500~0 作为该基因的启

动子区，使用 KpnI 和 HindIII 限制性内切酶暴露

pGL4.10 (luc2) 质粒上的匹配位点，然后在 DNA 连接

酶作用下把 TFEB 启动子区不同克隆片段 (−1 500~0、
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−1 500~ −500、−1500~−1 000) 与质粒连接 ( 图 1A、B)。
经纯化及克隆后，使用 KpnI 和 HindIII 限制性内切

酶把荧光素酶报告基因分成载体片段和克隆片段，

琼脂糖凝胶检测两片段的长度，验证插入片段的纯

度及准确性，如图 1C 所示，插入 −1 500~0 克隆片

段的质粒酶解后的片段主要分布在 4 000 bp 和 1 500 
bp ；插入 −1 500~−500 克隆片段的质粒酶解后的片

段主要分布在 4 000 bp 和 1 000 bp ；插入 −1 500~ 
−1000 克隆片段的质粒酶解后的片段主要分布在

4 000 bp 和 500 bp。酶解后片段长度与预期片段长

度相符，表明启动子区荧光素酶报告基因质粒构建

成功。

1.10  双荧光素酶报告基因实验　　取处于对数生长

期的 HepG2 细胞，融合度为 80% 左右，用 0.25%
胰蛋白酶消化 2 min 后，用含 10% FBS 的培养基终

止消化、离心、去上清。重悬细胞后计数，以 2 × 
103 个 / 孔密度接种于 96 孔板，每组均设 3 个复孔。

对照组细胞转染插入 −1 500~0 克隆片段的萤火虫

荧光质粒和海肾荧光质粒，另取两组细胞转染插入

−1 500~0 克隆片段的萤火虫荧光质粒和海肾荧光

质粒，再分别用 0.1 μmol/L STA9090 和 0.5 mmol/L 
Novobiocin 处理 24 h，每组均设 3 个复孔。边缘孔

用 PBS 填充以防止边缘效应。细胞处理后弃去培养

液，PBS 清洗后，加入 20 μL 报告基因裂解液室温

振荡 20 min 以充分裂解细胞。收集裂解液，10 000 g
离心 5 min，取上清液检测萤火虫荧光值和海肾荧

光值，计算萤火虫荧光值 / 海肾荧光值比值，以反

映 TFEB 启动子活性。

1.11  统计分析方法　　实验数据以 mean ± SD 表

示，采用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析。满足正

图   1. TFEB启动子区荧光素酶报告基因质粒的构建及鉴定

Fig. 1. Construction and identification of luciferase reporter plasmid with TFEB promoter. A: Schematic diagram of pGL4.10[luc2] 
vector. B: Schematic diagram of three promoter DNA fragments. The numbers represent the length of the fragment from the transcription 
start site (TSS). C: Indentification of luciferase reporter plasmid. The red arrows indicate the size of the fragments after DNA 
restriction digestion and agarose gel electrophoresis.
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态分布且方差齐的两组间比较用 t 检验，多组间比

较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA)，组间两

两比较采用 Dunnett 法检验。所有统计分析均为双

侧检验。P < 0.05 时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  Hsp90抑制剂对HepG2细胞活力的影响

MTT 法检测结果显示，与对照组相比，STA9090
和 Novobiocin 处理 24 h 的细胞活力显著下降 (P < 
0.05)，且随着 STA9090 和 Novobiocin 剂量的增加，

细胞活力呈逐渐下降的趋势 ( 图 2)，二者的 IC50 分

别为 0.1 μmol/L 和 0.5 mmol/L。
2.2  低氧模型建立及Hsp90抑制剂效果评价

Western blot 检测结果显示，和对照组相比，低

氧处理的HepG2细胞中Hsp90α、HIF-1α和Akt (Hsp90
经典底物蛋白 ) 表达显著上调，而 Hsp90 抑制剂

STA9090、Novobiocin 均能显著抑制 Akt 蛋白和

HIF-1α 的表达水平上调 (P < 0.05)，但对 Hsp90α 蛋

白有进一步上调作用 ( 图 3)。以上结果提示，已成

功建立 HepG2 细胞低氧模型，Hsp90 抑制剂 STA9090

图   2. Hsp90抑制剂对HepG2细胞活力的影响

Fig. 2. The effects of Hsp90 inhibitors on HepG2 cell viability detected by MTT method. A: Effect of STA9090. B: Effect of Novobiocin. 
Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control group.

图   3. Hsp90抑制剂对HepG2细胞Hsp90α、HIF-1α和Akt蛋白表达的作用

Fig. 3. Effect of Hsp90 inhibitors on Hsp90α, HIF-1α and Akt protein expression levels detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. 
*P < 0.05 vs control group, #P < 0.05 vs hypoxia group. NB, Novobiocin.
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和 Novobiocin 作用良好。

2.3  低氧促进TFEB及自噬相关调控蛋白LC3、P62
表达水平升高，Hsp90抑制剂下调TFEB及自噬相

关调控蛋白LC3、P62表达水平

结果显示，和对照组相比，低氧组 TFEB 及自

噬相关调控蛋白 LC3、P62 蛋白表达水平均显著上

调 (P < 0.05) ；在常氧和低氧下，和对照组相比，

Hsp90 抑制剂 STA9090 和 Novobiocin 均可显著下

调 TFEB 及自噬相关调控蛋白 LC3、P62 表达水平

(P < 0.05)( 图 4)。
2.4  Hsp90抑制剂STA9090下调TFEB蛋白水平

为确证 Hsp90 N 端抑制剂 STA9090 抑制 Hsp90
对 TFEB 蛋白稳定性的影响，在常氧和低氧条件下，

用不同浓度 STA9090 处理 HepG2 细胞 24 h，Western 

blot 结果显示，无论是在常氧还是低氧条件下，和

对照组相比，STA9090 抑制剂处理的 HepG2 细胞

TFEB 蛋白表达水平均显著降低 (P < 0.05)( 图 5)。
2.5  Hsp90正向调控TFEB转录

为证明 Hsp90 对 TFEB 水平的调控作用，将

Flag-Hsp90α 突变质粒瞬时转染入 HepG2 WT 和敲

除 Hsp90α 基因的 HepG2 KO 细胞，仅转染脂质体

的组为NC组。Western blot结果显示，和NC组相比，

HepG2 WT 和 HepG2 KO 细胞中转染 Flag-Hsp90α 质

粒后，TFEB蛋白表达水平均显著上调 (P < 0.05)(图6)。
2.6  Hsp90 抑剂剂 STA9090 导致 TFEB 合成减少

为探讨 Hsp90 抑剂 STA9090 下调 TFEB 蛋白表

达是因为 STA9090 抑制 TFEB 的合成途径，还是促

进经泛素 - 蛋白酶体途径降解，本研究进行了此部

图   4. Hsp90抑制剂在低氧条件下调转录因子EB (TFEB)及自噬相关调控蛋白LC3、P62水平

Fig. 4. Hsp90 inhibitor decreases the protein expression levels of transcription factor EB (TFEB), LC3 and P62 under hypoxia. The 
protein expression level was detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control group, #P < 0.01 vs hypoxia group. NB: 
Novobiocin.

图   5. Hsp90抑制剂STA9090对转录因子EB (TFEB)蛋白水平的影响

Fig. 5. Effect of Hsp90 inhibitor STA9090 on transcription factor EB (TFEB) protein levels detected by Western blot. Mean ± SD, n = 
3. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs hypoxia group.
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STA9090，继续处理 24 h，观察 TFEB 蛋白表达情况；

MG132 是蛋白酶体的特异性抑制剂，HepG2 细胞

用 0.1 μmol/L STA9090 处理 20 h 后，再给予 10 μmol/L 
MG132，继续处理 4 h，观察 TFEB 蛋白表达情况。

Westen blot 结果显示，和对照组相比，STA9090 下

调 HepG2 细胞 TFEB 蛋白表达水平 (P < 0.05)，MG132
的加入不能逆转 Hsp90 抑制剂引起的 TFEB 蛋白减

少，而 CHX 的加入使 TFEB 蛋白水平进一步显著

下降 (P < 0.05)( 图 7)，上述结果提示 Hsp90 抑制剂

导致的 TFEB 表达下调可能是由于合成过程被抑制，

而非促进 TFEB 蛋白降解过程。

2.7  Hsp90抑制剂STA9090对TFEB转录水平的影响

为确定 Hsp90 抑制剂 STA9090 下调 TFEB 蛋白

表达水平是否由于 STA9090 影响 TFEB mRNA 表

达水平，本研究应用RT-PCR检测TFEB mRNA水平。

结果显示，无论是在常氧还是低氧条件下，与对照

组相比，给予 0、0.05、0.1 和 0.25 μmol/L STA9090
处理 HepG2 细胞 24 h，各剂量组 TFEB mRNA 水

平均显著下调 ( 均 P < 0.05)( 图 8)。

图  6. 转染Flag-Hsp90α质粒对转录因子EB (TFEB)蛋白表达

水平的作用

Fig. 6. Effects of Flag-Hsp90α vector transfection on transcrip-
tion factor EB (TFEB) protein expression level in wild-type (WT) 
and Hsp90α knockout (KO) HepG2 cells detected by Western 
blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs normal control (NC) group.

图   7. Hsp90抑制剂STA9090对转录因子EB (TFEB)蛋白合成的影响

Fig. 7. Effects of Hsp90 inhibitor STA9090 on the synthesis of transcription factor EB (TFEB). Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control 
group; #P < 0.05 vs STA9090 group. CHX: cycloheximide.

图   8. Hsp90抑制剂STA9090对转录因子EB (TFEB) mRNA水

平的影响

Fig. 8. Effects of Hsp90 inhibitor STA9090 on transcription fac-
tor EB (TFEB) mRNA expression level. Mean ± SD, n = 3. *P < 
0.05 vs control group. #P < 0.05 vs hypoxia group.

2.8  Hsp90 抑制剂降低 Hsp90 与 TFEB 近启动子区

的结合能力

为了验证 Hsp90 参与 TFEB 的转录调控，本研

究取转录起始位点的 −179~−57 区域作为 TFEB 近

启动子区 ( 图 9A)，用 ChIP 实验检测 Hsp90 能否作为

转录辅助因子结合在该区域。结果显示，和对照组相

比，Hsp90 抑制剂 STA9090 (0.1 μmol/L) 或 Novobiocin 
(0.5 mmol/L) 处理使 DNA 条带灰度值显著下降 ( 图
9B)，表明与 Hsp90 结合在 TFEB 近启动子区上的

能力下降。以上结果提示，Hsp90 可结合在 TFEB
近启动子区 (−179~−57 区域 ) 上，Hsp90 抑制剂降

低其结合能力。

分的实验。CHX 是一种蛋白合成抑制剂，HepG2 细

胞用 5 μmol/L CHX 预处理 2 h 后，再给予 0.1 μmol/L 
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2.9  Hsp90抑制剂降低TFEB启动子活性

双荧光素酶报告基因实验结果显示，以 pGL4.10
空载体作为参照 (Control)，转染含 −1 500~0、−1 500~ 
−500、−1 500~−1 000 启动子区 pGL4.10 质粒的细胞

相对荧光值显著提高，其中转染含 −1 500~0 启动子

区质粒的细胞相对荧光值提高最为明显 ( 图 10A)。

和对照组相比，STA9090 和 Novobiocin 处理组

细胞的相对荧光比值均显著降低 (P < 0.05)( 图 10B)，
表明 STA9090 和 Novobiocin 可下调 TFEB 启动子

区报告基因的转录，提示 Hsp90 可调控 TFEB 的启

动子 −1 500~0 区域活性。

3  讨论

Hsp90 单体由保守的 25 kDa 的 N 端和 55 kDa
的 C 端通过中间连接区相连而成，N 端附近存在高

度保守的 ATPase 结构域，C 端是二聚体相互作用

以及 Hsp90 与免疫亲和素和 p60Hop 相结合的主要

区域，中间连接区存在核定位信号和底物蛋白结合

位点 [20]。Hsp90 抑制剂根据其与蛋白结合位点的不

同主要分为 N 端抑制剂、C 端抑制剂和中间域抑

制剂 [21]。STA9090 是 Hsp90 的 N 端抑制剂，能阻

断 N 端 ATP/ADP 结合位点与蛋白的相互作用，从

而导致底物蛋白降解 [22]。Novobiocin 可特异性地结

合 C 端而抑制 Hsp90 的功能 [23]。本研究结果结果

显示，STA9090、Novobiocin 处理后 HepG2 细胞活

力下降。此外，STA9090 上调 Hsp90 蛋白表达水平，

这可能是由于 STA9090 激活热休克转录因子 1 (heat 
shock transcription factor 1, HSF1) 导致的。HSF1 可

以被热应激、氧化应激、化学应激和生理应激等激

活，作为转录因子促进 Hsp 基因的转录和表达，肿

瘤细胞比其他细胞更依赖其功能 [24]。虽然本研究结

果显示 Hsp90 抑制剂处理导致 Hsp90 蛋白表达水平

图   9. STA9090和Novobiocin对Hsp90在转录因子EB (TFEB)
近启动子区上结合能力的影响

Fig. 9. Effects of STA9090 and Novobiocin on the ability of 
Hsp90 binding to transcription factor EB (TFEB) proximal 
promoter region detected by ChIP assay. A: TFEB proximal 
promoter region. B: Result of ChIP assay. Data are presented as 
mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control group.

图    10. Hsp90抑制剂对转录因子EB (TFEB)启动子活性的作用

Fig. 10. Effects of Hsp90 inhibitors on the activity of transcription factor EB (TFEB) promoter detected by luciferase reporter assay. A: 
The luciferase activities of three plasmids group. pGL4.10 vector plasmid was used as a control. B: The luciferase activity of −1 500 – 0 
plasmid group treated by Hsp90 inhibitors. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control group.
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升高，但是由于 Hsp90 抑制剂抑制了 Hsp90 的功能，

所以整体上表现为其底物蛋白 Akt、HIF-1α 的蛋白

水平下调。

Guévin 等研究显示，自噬基因 Atg5 的缺失可

导致小鼠肝脏毒性、感染以及恶性肝肿瘤的生成 [25]。

而肿瘤细胞可通过 TFEB 调控自噬因子和溶酶体的

生成，进一步促进肿瘤进展。LC3 被 Atg7 激活断

裂为 LC3-I，LC3-I 与磷脂酰乙醇胺通过酶的级联

反应共轭连接形成 LC3-II，并定位于隔离膜的内膜

和外膜 [26]，而 LC3-II 常被用作自噬体的标记物和

指示物 [27]。P62作为自噬特异性反应底物，可被自噬 -
溶酶体通路降解，其降解是通过与 LC3 相互作用实

现的。P62 与 LC3 的相互作用定位于自噬吞噬体，

可不断地被自噬溶酶体系统降解，自噬功能的缺失

会导致 P62 聚集，形成 P62 阳性包涵体 [28]。LC3
与 P62 均为 TFEB 的下游靶基因 [29]。本研究结果显

示，Hsp90 抑制剂可下调 TFEB 及其下游自噬相关

调控蛋白 LC3、P62 蛋白表达水平，提示 Hsp90 可

通过调控转录因子 TFEB 调控自噬过程。

为阐明 Hsp90 对 TFEB 的调控机制，我们将

Flag-Hsp90α 质粒转染入野生型 HepG2 细胞和敲除

Hsp90α 基因的 HepG2 细胞，结果显示，转染 Flag-
Hsp90α 可显著上调 TFEB 蛋白表达水平，提示 Hsp90
可正向调控 TFEB 水平。另外，本研究结果显示，

Hsp90 抑制剂可下调 TFEB 蛋白表达，但 Hsp90 抑

制剂是如何影响 TFEB 蛋白表达？是抑制蛋白合成

过程，还是促进蛋白降解途径的发生？本研究结果

显示，Hsp90 抑制剂 STA9090 可下调 TFEB 蛋白水

平，而蛋白酶体抑制剂 MG132 不能逆转 Hsp90 抑

制剂引起的 TFEB 蛋白减少，但蛋白合成抑制剂

CHX 处理却进一步下调 TFEB 蛋白水平，提示 Hsp90
抑制剂对 TFEB 蛋白表达的下调可能是通过抑制蛋

白合成过程，而非促进 TFEB 蛋白降解过程。

此外，Hsp90 抑制剂 STA9090 导致 TFEB mRNA
表达水平下降，提示 TFEB mRNA 表达水平可能受

Hsp90 的调控。因此，我们设计了 ChIP 实验，检

测 Hsp90 抑制剂对 Hsp90 与 TFEB 近启动子区结合

能力的影响，结果显示 Hsp90 抑制剂可降低 Hsp90
与 TFEB 近启动子区的结合能力。同时，为了进一

步佐证 Hsp90 对 TFEB 近启动子区的活性调控，我

们设计了双荧光素酶报告基因实验，构建三种包含

不同位点 TFEB 启动子区的质粒，结果显示包含

TFEB启动子区 −1 500~0质粒的荧光素酶活性最强，

是其他质粒组的几千倍，说明转录因子与 TFEB 启

动子的结合位点主要在 −1 500~0 区域，这一区域

包含 −179~−57，与 ChIP 实验结果一致；而 Hsp90
抑制剂处理可显著降低 TFEB 启动子区 −1 500~0 活

性，这也与 ChIP 实验结果一致。综上可以推断，

TFEB 近启动子区 −179~−57 区域是 Hsp90 与 TFEB
的结合位点，Hsp90 抑制剂可抑制 Hsp90 与 TFEB
近启动子区的结合，降低 TFEB 启动子活性，下调

自噬相关蛋白 LC3、P62 表达水平，提示 Hsp90 可

通过与人肝癌细胞 TFEB 近启动子区的结合促进

TFEB 转录，从而上调自噬相关蛋白 LC3、P62 表

达水平。但 Hsp90 对 TFEB 转录的调控是通过直接

作用，还是通过中间蛋白质 / 蛋白质复合物的间接

作用？ Hsp90 是否会影响 TFEB 的磷酸化状态，改

变 TFEB 核转位？是否涉及自噬通路共调控分子的

失活？这些问题有待进一步探讨和阐明。
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