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[摘 要] 目的：探索抗HSP90单克隆抗体28C10通过靶向肿瘤干细胞促进顺铂（cisplatin，DDP）对人胃癌细胞PAMC82恶性生物学

行为的抑制效果及其可能的作用机制。方法: 28C10单独或与DDP联合处理人胃癌细胞PAMC82，采用不同实验方法检测该细胞的

无血清成球能力、迁移和侵袭能力与克隆形成能力，CCK-8法检测28C10对PAMC82细胞恶性生物学行为和协同DDP抗癌能力的影

响。采用细胞免疫荧光及流式细胞术检测PAMC82细胞中HSP90及eHSP90（extracellular HSP90）的表达、定位、eHSP90+亚群比例，以

及28C10处理后对ALDH+、CD44+、eHSP90+细胞亚群的影响。采用WB实验检测28C10作用后PAMC82细胞中HSP90、干性相关蛋白

以及PI3K/AKT/mTOR信号通路蛋白表达的变化。结果：胃癌细胞PAMC82膜表面表达eHSP90，具有2%~3%的eHSP90+细胞亚群，

且eHSP90+细胞多为与ALDH+或CD44+共阳性细胞。28C10处理能显著抑制PAMC82细胞的成球、克隆形成、增殖、耐药、迁移及侵袭

能力，而且和DDP联用的效果更明显（P<0.05或P<0.01）。流式细胞术分析发现28C10处理显著抑制PAMC82细胞的 eHSP90+、

ALDH+和CD44+亚群数量（均P<0.01）。免疫荧光实验发现28C10作用后eHSP90发生内吞，WB实验结果显示eHSP90、CD44、ALDH

和干性相关蛋白OCT4、SOX2表达量均降低（P<0.05或P<0.01）。结论：抗HSP90单克隆抗体28C10可靶向胃癌PAMC82细胞的

ALDH+、CD44+肿瘤干细胞相关亚群、内化eHSP90且降低细胞总HSP90的水平、抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路，从而有效地抑制

PAMC82细胞的干性、耐药和其他恶性生物学行为，协同DDP显著提高抗癌效果。
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Anti-HSP90 antibody promotes the anticancer effect of cisplatin by inhibiting
human gastric cancer stem cells through internalizing eHSP90

SUN Xin，ZHANG Huiwen,SUN Lixin，LIU Jun, YU Long,SUN Lichao, RAN Yuliang (State Key Laboratory of Molecular Oncology,

National Cancer Center/National Cancer Clinical Medical Research Center/Cancer Hospital，Chinese Academy of Medical Sciences and

Peking Union Medical College, Beijing 100021, China)

[Abstract] Objective: To explore the promotive effect of anti-HSP90 monoclonal antibody mAb 28C10 on Cisplatin (DDP) inhibiting

malignant biological behavior of human gastric cancer PAMC82 cells by targeting tumor stem cells and the possible mechanisms of

action. Methods: Human gastric cancer PAMC82 cells were treated with 28C10 alone or in combination with DDP. Then, the serum-

free pellet-forming ability, clone-forming ability, migration and invasion ability of PAMC82 cells were detected by different

experiments, and the effects of 28C10 on the malignant biological behaviors of PAMC82 cells and the synergistic anti-cancer effect of

28C10 and DDP were detected by CCK-8 method. The expression, localization, eHSP90+ subgroup ratio of HSP90 and eHSP90

(extracellular HSP90) in PAMC82 cells and the effects of 28C10 on ALDH+ , CD44+ , eHSP90+ subgroups of PAMC82 cells were

detected by cellular immunofluorescence and flow cytometry. The changes in HSP90, stemness-related proteins and PI3K/AKT/mTOR

signaling pathway in PAMC82 cells treated with 28C10 were detected by WB. Results: eHSP90 was expressed on the membrane

surface of gastric cancer PAMC82 cells, and there were about 2%-3% of eHSP90+ subgroup cells. eHSP90+ cells were mostly

co-positive with ALDH+ or CD44+ cells. 28C10 significantly inhibited the ability of pellet formation, clone formation, proliferation,

drug resistance, migration and invasion of PAMC82 cells; moreover, the effect was more obvious when combined with DDP (all P<0.05

or P<0.01). Flow cytometry analysis showed that 28C10 treatment significantly inhibited the number of eHSP90+, ALDH+ and CD44+

subgroups of PAMC82 cells (all P<0.01). Immunofluorescence assay showed that endocytosis of eHSP90 occurred after 28C10

treatment. WB results showed that the expression levels of eHSP90, CD44, ALDH and the expression of stemness-related proteins
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OCT4 and SOX2 were decreased (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: 28C10 can target ALDH+ and CD44+ tumor stem cell-related

subgroups of gastric cancer PAMC82 cells, internalize eHSP90, reduce the level of total HSP90, and inhibit PI3K/AKT/mTOR

signaling pathway, thereby effectively inhibiting stemness, drug resistance and other malignant biological behaviors of PAMC82 cells

and synergistically improving the anticancer effect of DDP.
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胃癌的发病率位居世界第五，为第三大致命癌

症[1]；全球每年约有 100 万新增病例和 60 万病死病

例[2-3]。由于胃癌具有较强的转移性、侵袭性、化疗耐

药性，导致胃癌患者的 5年生存率不到 30%[4]。胃癌

干细胞是肿瘤发生转移和复发的关键因素之一[5]。

TAKAISH等[6]在2009年首次在胃癌细胞系中成功分

离并鉴定出胃上皮细胞来源的胃癌干细胞。随后的

一系列研究表明，胃癌干细胞具有不断自我更新和

多向分化的潜能，与胃癌的发生发展密切相关[7]，更

是引起胃癌细胞侵袭性、耐药性和转移性的关键原

因[8-11]。因此，针对胃癌干细胞进行的靶向治疗对胃

癌患者的临床治疗具有重要意义。据已有的研究结

果[12-14]表明，在肿瘤的发生发展过程中，不同亚群的

肿瘤干细胞在各自的恶性表型中发挥作用，且肿瘤

干细胞的不同亚群之间具有可塑性，不同的肿瘤干

细胞亚群可进行相互转化从而降低其受到的药物抑

制效果，因此，针对胃癌干细胞进行靶向治疗需要同

时关注不同亚群胃癌干细胞在治疗前后的变化和影

响，才能更有效地通过抑制胃癌干细胞来达到协同

化疗提高胃癌治疗效果的目的。

HSP90是一种高度保守的应激性分子伴侣蛋白，

其在多种肿瘤中高表达，可存在于细胞内、细胞外及

胞膜上，且在肿瘤的发生发展中发挥着重要作

用[15-18]。多项研究结果显示，肿瘤患者血清中HSP90

的表达显著上升，并与不良预后相关，显示血清

HSP90 的含量可以作为肿瘤诊断中的一个参考指

标[19-21]；并同时提示了 eHSP90可能在肿瘤的转移、复

发、抵抗化疗中发挥了关键的促进作用[22-24]。在乳腺

癌[25]、前列腺癌[24-26]、胶质母细胞瘤[27]中的研究均提示

处理 eHSP90+细胞有显著的干细胞特性。eHSP90可

能具有作为胃癌治疗中针对胃癌干细胞靶向治疗的

新靶点的巨大潜力，但目前特异靶向 eHSP90的研究

较少，相关机制还不清楚。因此本研究将尝试通过

前期制备的一株HSP90单克隆抗体 28C10靶向处理

eHSP90，探讨其对胃癌干细胞的作用和机制，以期该

抗体能协同化疗显著提高疗效，从而探索胃癌精准

靶向联合治疗的新策略。

1 材料与方法

1.1 材料

人胃癌PAMC82细胞由中国医学科学院肿瘤医

院细胞及分子生物学实验室保存，抗HSP90抗体为

本课题组实验筛选得到的特异性识别HSP90的杂

交瘤单抗28C10。AldefluorTM 检测试剂盒购于加拿

大Stem cell Technologies 公司，FITC-CD44抗体购于

eBioscience 公司，抗体 ab13492、ab115641、ab51037

均购于 Abcam 公司 ，抗体 2890S、4900S、4249S、

4228S、2920S、4060S、2983S、5536S 均购于 CST 公

司。抗体 10162R购于博奥森公司，基质胶购于美国

BD 公司，Transwell 小室购于美国 Millipore 公司，

0.1%结晶紫溶液购于北京索莱宝科技有限公司，甲

基纤维素购于 Sigma 公司，CCK-8 试剂购于日本同

仁化学所，bFGF、B27、EGF均购于 Invitrogen公司。

1.2 流式细胞术与免疫荧光共聚焦显微镜检测

HSP90在PAMC82细胞中的表达

将对数生长期 PAMC82细胞制成单细胞悬液，

调整细胞密度至 1×106个/mL，将 1 µg一抗 ab115641

加入1 mL细胞悬液中，室温避光处理30 min，离心清

洗3次，以500 µL PBS重悬，流式细胞仪分析细胞。

取对数生长期 PAMC82 细胞制成单细胞悬液，

调整细胞密度至 7.5×104个/mL，以 200 µL/孔接种于

铺好爬片的24孔板（1.5×104个/孔），实验组、对照组各

一板，于 37 ℃、5% CO2 孵箱中培养 24 h。实验组加

200 µL/孔的一抗 ab13492（1∶200 稀释），置于 37 ℃、

5% CO2 孵箱中2 h。对照组加200 µL/孔的PBS，置于

4 ℃冰箱中 2 h。加入 5% BSA 37 ℃处理 30 min，加

入甲醛（提前拿到室温）200 µL/孔，室温固定 15min，

PBS洗涤3 min×3次，0.2% TritonX-100（现配：200 µL+

100 mL PBS）200 µL/孔透化 15 min，PBS 洗涤3 min×

3 次，羊抗鼠荧光二抗 488（1∶200 稀释）200 µL/孔

室温避光 40 min，PBST洗涤 3 min×3 次（现配），PBS

洗涤 3 min×3 次，DIPA 封片，室温放置 10 min，共

聚焦显微镜观察并拍照。活细胞免疫荧光eHSP90染

色在细胞固定打孔前完成。

1.3 流式细胞术检测PAMC82细胞中 eHSP90+分别

与ALDH+、CD44+亚群共染情况

取对数生长期 PAMC82细胞制成单细胞悬液，

调密度至 1×106个/mL，对细胞悬液进行ALDH+亚群

和 eHSP90+亚群共染、CD44+亚群和 eHSP90+亚群共

染，流式细胞仪分析细胞。
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1.4 无血清成球实验检测28C10对PAMC82细胞自

我更新能力的影响

2 mL 0.8%甲基纤维素培养基加入低黏附 24孔

板，实验设 DDP（0.5 µg/mL）组、28C10（40 µg/mL）

组、DDP（0.5 µg/mL）+28C10（40 µg/mL）组和 PBS对

照组，各自作用4 d后，细胞均调为 5×104个（10 µL）/孔

的无血清单细胞悬液，37 ℃、5% CO2培养7 d 后观察

计数成球情况，并在倒置荧光显微镜下拍照。

1.5 Transwell实验检测28C10对PAMC82细胞迁移

和侵袭能力的影响

4组细胞药物作用 4 d后，将细胞制成无血清单

细胞悬液，调密度至2.5×105个/mL。迁移实验上室加

200 µL 无血清单细胞悬液，下室加 650 µL 相应的

10%完全培养基。侵袭实验提前将基质胶于 4 ℃溶

化，将枪头、Transwell小室于-20 ℃预冷后在每小室

上室加入100 µL 10%基质胶（基质胶∶无双抗培养

基为 1∶9），37 ℃、5% CO2放置 1~2 h，吸出多余基质

胶晾干，其余操作同迁移实验。于 37 ℃、5% CO2孵

箱中迁移实验放置24 h、侵袭实验放置30 h后固定细

胞并染色，切下小室于载玻片上用中性树脂封片，显

微镜下观察计数并拍照。

1.6 克隆形成实验检测28C10对PAMC82细胞克隆

形成能力的影响

4组细胞药物各自作用 4 d后，将细胞制成无血

清单细胞悬液，调密度至 5×10４个/mL，100 mm培养

皿中加入 10 µL（500 个细胞）细胞悬液，于 37 ℃、

5% CO2孵箱中培养 2~3周后出现肉眼可见单克隆，

加入2 mL 4% 多聚甲醛固定细胞 30 min ，PBS洗

2次，加入 2 mL 0.1% 晶紫染色 30 min ，蒸馏水洗

2次，晾干，统计每组细胞克隆数并拍照。

1.7 CCK-8实验检测28C10和DDP单独与联合处理

对PAMC82细胞存活率及增殖能力的影响

取对数生长期 PAMC82细胞制成单细胞悬液，

调密度至2.5×104/mL，按200 µL/孔接种于96孔板，上

述4组每组设3个平行孔。取4组分别在药物作用的

0、24、48、72 h时间点加入CCK-8试剂，2 h后在波长

450 nm处测定光密度（D）值。设定对照组的存活率

为100%，计算其他3组细胞在各时间点存活率，分析

28C10对DDP的协同化疗作用，绘制不同组别的协

同抑制细胞生长曲线。

1.8 CCK-8实验检测28C10和DDP单独与联合处理

对PAMC82细胞恶性潜能的抑制

同1.7方法接种细胞至96孔板，每组设3个平行孔，

各组药物处理72 h,加CCK-8试剂2 h后分别测处理0、

24、48、72、96 h时细胞在波长450 nm下的D值。

1.9 CCK-8实验检测PAMC82细胞经28C10处理后

对顺铂耐药性变化

同1.7方法接种细胞至96孔板中，于37℃、5% CO2

孵箱中培养12 h，分别设0.05、0.1、0.5、1、5 µg/mL DDP

单独组及与28C10（40 µg/mL）联合组，每组设5个复孔，

于37 ℃、5% CO2孵箱中培养细胞至80%汇合度时，吸

出原培养基，加入10% CCK-8试剂（100 µL/孔），2 h后

在波长450 nm下测定D值，绘制各组细胞的耐药曲线

并计算DDP的 IC50值。

1.10 流式细胞术检测 28C10对 PAMC82细胞干性

表型的影响

28C10处理 4 d后，取对数生长期的 PAMC82细

胞制成 2×105 个/mL 单细胞悬液，每组两管分别为

“CON”、“test”。将细胞悬液 1 mL加到“test”管，加

5 µL DEAB试剂到“CON”管中，立即盖盖。在“test”

管中加入 5 µL 活化的 ALDEFLUORTM试剂，混匀后

立即将 500 µL 混合物转移至“CON”管中。将

“CON”、“test”管放入 37 ℃、5% CO2孵箱中 45 min，

取出两试管离心 5 min，弃上清，用分析缓冲液 500

µL重悬，使用流式细胞仪分析细胞。

1.11 WB法检测28C10对PAMC82细胞中干细胞相

关蛋白表达的影响

取 28C10 处 理 4 d 后 的 PAMC82 细 胞 ，对

PAMC82细胞进行无血清低黏附培养，收集富含肿瘤

干细胞的细胞球 ，将其细胞裂解并提取总蛋白，

用SDS-PAGE分离蛋白，转膜后次日TBST 洗膜4次，

每次 8 min。分别加入一抗（OCT4 单抗 2890S以

1∶1 000 稀释；SOX2 单抗 4900S 以 1∶1 000 稀释；

ALDH 单 抗 10162R 以 1∶300 稀 释 ；CD44 单 抗

ab51037 以 1∶1 000 稀释）及其对应的二抗 [SOX2、

ALDH：过氧化物酶结合亲和纯山羊抗小鼠 IgG Fc以

1∶5 000稀释；CD44、OCT4：过氧化物酶结合亲和纯

山羊抗兔 IgG（H+L）以 1∶5 000稀释]，室温放置 1 h，

TBST洗膜 4次、每次 8 min，显色。信号通路WB检

测同上，一抗 PI3K单抗4249S以1∶1 000稀释，p-PI3K

单抗 4228S 以 1∶1 000 稀释 ，AKT 单抗 2920S 以

1∶2 000 稀释，p-AKT 单抗 4060S 以 1∶2 000 稀释，

mTOR单抗2983S以1∶1 000稀释，p-mTor单抗5536S

以 1∶1 000稀释；对应的二抗为AKT：过氧化物酶结

合亲和纯山羊抗小鼠 IgG Fc以 1∶5 000稀释，PI3K、

p-PI3K、p-AKT、mTOR、p-mTOR过氧化物酶结合亲

和纯山羊抗兔 IgG（H+L）以1∶5 000稀释。

1.12 免疫荧光法检测28C10作用前后 eHSP90亚细

胞定位变化

取对数生长期 PAMC82细胞制成 7.5×104个/mL

单细胞悬液，24孔板中提前放入匹配的爬片，每孔加

入 200 µL细胞悬液。实验组加入 28C10（40 µg/mL）
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后，37 ℃、5% CO2培养 2 h；对照组加等量 PBS 后，

4 ℃培养 2 h。后续操作同 1.2中固定细胞免疫荧光

实验。

1.13 统计学处理

1.2~1.11实验均独立重复 3次。采用 SPSS 19.0

统计学软件，正态分布的计量资料采用 x̄±s 表示，组

间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用F检

验；计数资料以百分率表示，组间比较采用 χ2检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 胃癌细胞PAMC82中HSP90的表达情况

流式细胞术检测结果（图1A）显示，在PAMC82细

胞中有（2.502±0.013）％的eHSP90+亚群细胞。固定细

胞免疫荧光显示，PAMC82细胞膜上可见微量HSP90，

而胞质中有大量HSP90染色且染色均匀，呈正常的胞

质蛋白染色特征（图 1B）；活细胞免疫荧光（图1C）显

示，PAMC82 细胞膜上及邻近膜局部有呈颗粒状的

HSP90染色，呈绕核分布状态，也可见少量靠核染色，呈

膜蛋白初步内化后的染色特征，但染色特征依然与

固定细胞胞质蛋白染色的特征模式（图 1B）有明显

差别，表明PAMC82细胞膜上确实存在eHSP90。

2.2 PAMC82细胞中ALDH+、CD44+亚群的比例及其

各自与HSP90+共阳性细胞比例

流式细胞术结果（图 2）显示，PAMC82细胞中有

（3.08±0.07）% ALDH+细胞（图 2A），有（4.84±0.07）%

CD44+细胞（图2B）。ALDH+与HSP90+共染细胞比例

为（31.24±0.62）%，即HSP90+细胞中约有31% ALDH+

细胞；CD44+与HSP90+共染比例为（46.68±0.89）%，即

HSP90+细胞中约有 47% CD44+细胞（图 2C）。由于

ALDH+、CD44+细胞被认为代表两种不同的胃癌肿瘤

干细胞亚群，而ALDH+、CD44+又分别可与HSP90+细

胞共染，所以上述结果证明细胞膜上高表达的

eHSP90可能也可作为肿瘤干性相关标志物。

A：PAMC82细胞中eHSP90+亚群比例；B：PAMC82细胞中固

定细胞染色 HSP90 表达情况（细胞质中表达显著，比例尺：

30 μm）；C:PAMC82细胞中活细胞染色eHSP90表达情况（细

胞膜上表达显著，比例尺：30 μm）

图1 PAMC82细胞中HSP90的表达情况

A:PAMC82细胞中ALDH+亚群比例；B:PAMC82细胞中CD44+亚群比例；

C:PAMC82细胞中ALDH+与eHSP90+共染情况及CD44+与eHSP90+共染情况

图2 PAMC82细胞中ALDH+、CD44+及其两者分别与HSP90共阳性细胞的比例
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2.3 28C10明显抑制PAMC82细胞的干性及相关特

性并提高DDP的抑癌效果

经28C10处理后，PAMC82细胞成球能力明显减

少（P<0.01，图 3A），与DDP联合处理后减少更明显

（P<0.01,图3A）；PAMC82细胞的迁移、侵袭和克隆形

成能力在28C10处理后明显降低（P<0.01，图3B、C），

在 28C10和DDP联合处理后降低更为明显（P<0.01，

图 3B、C）。结果表明，28C10 可显著抑制胃癌细胞

PAMC82的自我更新、迁移侵袭和增殖能力，与DDP

联合后显著协同抑制PAMC82的自我更新和增殖潜

能。将两药联合直接持续处理 PAMC82 细胞时发

现，DDP＋28C10联合治疗能显著抑制细胞增殖能力

（P<0.05或P<0.01，图 3D）。进一步采用两药联合处

理 72 h后撤药，发现DDP+28C10联合治疗显著抑制

细胞增殖潜能的时间持续至 96 h（P<0.05或P<0.01，

图 3E）。以上结果表明，28C10可以使PAMC82细胞

干性相关功能下降，不仅可协同DDP抑制胃癌细胞

增殖，还可在停药后持续地抑制细胞的恶性增殖

潜能。

2.4 28C10 与 DDP 协同处理显著提高胃癌细胞

PAMC82对DDP的敏感性

连续用药48 h后检测细胞生长曲线，以CON组存

活率为100%作为参照，DDP组存活率为（83.8±1.26）%、

28C10 组存活率为（91.60±0.56）%；DDP+28C10 组存

活率为（68.50±0.84）%（P<0.05 或 P<0.01，图 4A）。

药敏曲线显示，28C10（40 µg/mL）的协同作用可将

DDP 对 PAMC82 细胞的 IC50 由 0.470 µg/mL大幅下降

至0.049 µg/mL（P<0.05，图4B）。结果表明，28C10可显

著增敏化疗，协同DDP提高治疗效果。

2.5 28C10处理后胃癌细胞PAMC82干性相关蛋白

表达和干性表型细胞数量均下降

28C10（40 µg/mL）作用4 d后，将对PAMC82细胞

进行无血清低黏附培养,收集富含肿瘤干细胞的细胞球，

提取蛋白后进行WB 分析，结果显示，与对照组相比，

细胞中干性相关蛋白 OCT4、SOX2 表达量明显下降

（P<0.05或P<0.01，图5A），干性标志物ALDH、CD44表

达量也明显下降（P<0.05或P<0.01，图5B）。28C10作

用4 d后对PAMC82 细胞进行流式细胞术检测，结果

显示，ALDH+细胞[CON组为（3.08±0.073）%，28C10组

为（1.40±0.017）% ；P<0.01]、CD44+ 细胞 [CON 组为

（4.84±0.067）%，28C10组为（1.37±0.032）%；P<0.01]数

量均显著下降（图5C）。结果说明，28C10可同时靶向

抑制PAMC82细胞ALDH+、CD44+胃癌干细胞亚群，抗

eHSP90处理可以使PAMC82细胞干性相关蛋白表达下

降、干性表型细胞数量也下降。

2.6 28C10 作用后 PAMC82 细胞的 eHSP90+表型变

化及其内化情况

28C10（40 µg/mL）作用 PAMC82 细胞 4 d 后，

流式细胞术检测结果（图 6A）显示，eHSP90+细胞

比例显著下降 [CON 组为（2.96±0.49）%，28C10组为

（1.36±0.55）%；P<0.01]，与ALDH+、CD44+细胞亚群比

例的变化一致，提示28C10可能通过影响 eHSP90+细

胞而导致ALDH+、CD44+亚群变化。在 28C10作用

2 h后，使用免疫荧光染色共聚焦实验检测PAMC82

细胞膜上 eHSP90是否内化，结果可观察到活细胞状

态下加入28C10，一开始仅结合细胞膜上的 eHSP90，

在作用一段时间后可与溶酶体标志物LAMP在细胞

质中共定位，表明 eHSP90与 28C10结合后可发生内

化（图6B）。WB法检测结果进一步显示，PAMC82富

含干细胞的亚群中总 HSP90 表达量也相应地明显

下降，相对表达量由（0.45±0.09）降至（0.27±0.06）

（P<0.01，图6C）。结合前述免疫荧光检测结果，提示

28C10作用导致内化的 eHSP90可能已被降解，从而

使 PAMC82细胞中总HSP90表达量和 eHSP90+细胞

亚群均下降。

2.7 28C10 通过抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路影响

PAMC82细胞的干性

28C10（40 µg/mL）作用 4 d 后，将 PAMC82 细胞

进行无血清低黏附培养,收集富含肿瘤干细胞的细胞

球并提取蛋白进行WB分析，发现 28C10作用后，与

对照组相比，p-PI3K、p-AKT、p-mTOR表达量显著下

降（图7A），尤其是p-mTOR表达量降低最甚（P<0.05

或P<0.01，图 7B）。以上结果提示，28C10可能是通

过抑制 PI3K/AKT/mTOR信号通路进而影响肿瘤细

胞PAMC82的干性。

3 讨 论

胃癌是一种受幽门螺杆菌感染、不良饮食、遗传

等多种因素影响的胃黏膜癌变，有较高的发病率和

病死率。由于其早期临床症状和良性胃病并无显著

差异，致使多数患者就诊时处于胃癌的中晚期，错过

最佳治疗时机[28]。手术治疗是针对具体特定病灶的

切除，对出现转移的中晚期胃癌患者来说手术效果

并不理想，而且还有可能成为复发的根源。因此，对

于中晚期胃癌患者，必要的辅助治疗十分重要。化

疗作为一种恶性肿瘤的常规辅助疗法，对中晚期癌

症患者进行治疗的目的是抑制肿瘤细胞的增殖和扩

散，从而达到有效延长患者生存期的目的。但是，越

来越多的研究结果[29]发现，传统化疗方式都出现了明

显耐药现象，使得中晚期胃癌患者的治疗再次陷入

窘境。同时也发现在肿瘤化疗耐药过程中，肿瘤干

细胞起着重要作用[30]。因此随着对肿瘤干细胞亚群
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研究的不断深入，对其进行靶向治疗必将逐步发展

并应用于临床。本研究通过HSP90单抗对胃癌细胞

PAMC82不同干细胞亚群进行靶向治疗和协同DDP

联合治疗，观察治疗效果并初步探索其靶向治疗可

能涉及的分子机制。

与CON组比较，*P<0.05，**P<0.01；与28C10组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01

A:不同处理组PAMC82细胞的无血清甲基纤维素成球实验（200个细胞/孔×50）；B:不同处理组PAMC82细胞的迁移和侵袭实验

（×20）；C:不同处理组PAMC82细胞克隆形成实验；D：不同处理组PAMC82细胞生长能力抑制曲线（药物处理72 h）；E：不同处理

组PAMC82细胞生长潜能抑制曲线（药物处理72 h后撤药并观察至96 h）

图3 28C10和DDP单独或两者联合处理对PAMC82细胞干性功能的影响
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与CON组比较，**P<0.01；与28C10组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与DDP组比较，△P<0.05

A:不同处理组PAMC82细胞的存活曲线；B:不同处理组的 IC50

图4 28C10与DDP联合处理提高胃癌细胞PAMC82对DDP的敏感性

与CON组比较，*P<0.05，**P<0.01

A：28C10处理4 d后PAMC82细胞中干性相关蛋白表达变化；B：28C10处理4 d后PAMC82细胞中ALDH、CD44表达变化；

C：28C10处理4 d后PAMC82细胞中ALDH +、CD44+亚群数量变化情况

图5 28C10处理对PAMC82干性相关蛋白表达和细胞干性表型的影响

多项研究发现 eHSP90在肿瘤干细胞的生物学

活动中发挥着重要作用，但其对不同肿瘤干细胞亚

群的作用及相关机制仍未明确。在前列腺癌中，

eHSP90参与重要的EMT过程，而这一过程又在肿瘤

干细胞的适应并耐受恶性生存环境中发挥着重要作

用，EMT可使得上皮型、间质型肿瘤干细胞在面对危

机时互相转化以适应环境、抵抗治疗，进而促使肿瘤

的转移复发。eHSP90和 epha2在配体依赖情况下显

示出分子协同效应，进而调控细胞形态和细胞骨架

运动[23]。 eHSP90 在大分子的穿膜运输中发挥作

用[31]。本研究首先发现在 PAMC82细胞中，eHSP90+

细胞亚群与ALDH+细胞亚群和CD44+细胞亚群均存

在显著共染色重叠。在胃癌中ALDH+、CD44+细胞被

认为代表两种不同的肿瘤干细胞亚群[32-37]，而HSP90+

细胞又多为ALDH+或CD44+细胞，所以膜 eHSP90也

可作为胃癌细胞干性相关的潜在标志物，通过靶向

eHSP90+细胞亚群可以有效地靶向胃癌肿瘤干细胞。

本研究进一步证实，28C10 处理后可显著抑制

PMAC82细胞的自我更新成球能力、增殖能力、迁移

和侵袭能力，同时显著抑制ALDH+、CD44+、eHSP90+

亚群细胞，大幅提高了 PAMC82细胞对DDP的敏感

性。通过相关作用机制研究，结果显示 28C10作用
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后，原本位于胃癌细胞膜上的一部分 eHSP90发生了

内化，并因此导致了这些细胞的总HSP90量显著下

降，这可能是 28C10发挥作用的主要机制之一。另

外，本研究将 28C10作用 4 d后的PAMC82细胞进行

低黏附培养,收集富含肿瘤干细胞的细胞球并提取蛋

白进行WB分析，结果显示，肿瘤干细胞中的干性相关

蛋白OCT4、SOX2表达量显著下降，PI3K/AKT/mTOR

信号通路相关关键蛋白 p-PI3K、p-AKT、p-mTOR 表

达量显著下降，PI3K/AKT/mTOR 通路受到显著抑

制。综上说明，在胃癌PAMC82细胞中，有部分细胞

表面有 eHSP90；eHSP90可作为PAMC82细胞的一种

潜在的肿瘤干细胞相关标志物，以 eHSP90为靶点，

抗 HSP90 单抗 28C10 可靶向 eHSP90+细胞，通过使

eHSP90内化而下调HSP90的总量，使 eHSP90+细胞

及ALDH+、CD44+细胞数量下降，进而影响 PAMC82

细胞的肿瘤干性、干细胞比例和增殖、耐药等恶性潜

能，显著增强DDP的抗癌效果。本研究首次报道了

28C10靶向HSP90后可以增敏DDP化疗效果的联合

治疗新策略，其机制可能与导致ALDH+、CD44+亚群

细胞比例下降，影响 PI3K/AKT/mTOR信号通路，进

而影响干性基因有关。

与CON组比较，**P<0.01

A: 28C10处理4 d后PAMC82细胞中eHSP90+亚群比例变化情况；B：28C10处理2 h后PAMC82细胞中

eHSP90亚细胞定位变化情况；C：28C10处理4 d后PAMC82细胞中HSP90表达量变化情况

图6 28C10作用后PAMC82细胞的eHSP90+细胞数量变化及eHSP90内化情况

与CON组比较，*P<0.05，**P<0.01

A：28C10处理4 d后PAMC82细胞中干性相关信号蛋白PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、mTOR、p-mTOR表达的WB分析；

B：28C10处理4 d后PAMC82细胞中干细胞PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、mTOR、p-mTOR表达量的变化

图7 28C10作用4 d后信号通路蛋白p-PI3K、p-AKT、p-mTOR的表达量明显下降

因此，eHSP90可作为一个有潜力的胃癌干细胞

治疗特异的新靶点，通过单抗药物特异靶向 eHSP90+

亚群细胞进行治疗，可能比现有的靶向所有细胞的

HSP90治疗策略具有更好的安全性。据研究结果[38-39]

显示，eHSP90 通过低密度脂蛋白受体相关蛋白 1

（low-density lipoprotein-receptor-related protein 1，
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LRP1）向AKT通路发出信号，在淋巴管形成过程中

上调CXC18的表达和分泌。药物抑制AKT可显著

延缓对ganetespib（一种HSP90小分子抑制剂）的获得

性抵抗。本课题组在今后的工作中，将结合上述线

索进一步探讨并确定膜 eHSP90在胃癌中发挥作用

的具体分子机制。
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