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∙论著∙

热休克蛋白90抑制剂17-AAG对HUT-102
细胞株 JAK3/STAT5信号通路的影响
杨清清 谭获 付志萍 马强 宋金龙

【摘要】 目的 通过体外实验探索成人T细胞白血病（ATL）细胞内 JAK/STAT信号通路的异常持

续激活与HSP90蛋白的相关性。方法 使用不同浓度17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-AAG）作

用于HTLV-1感染ATL细胞株HUT-102，CCK8法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，RT-PCR

检测 JAK3 基因 mRNA 表达，Western blot 检测 JAK3、STAT5、p-STAT5、HSP90 蛋白表达。结果

HUT-102细胞株内HSP90蛋白表达量显著高于正常人外周血单个核细胞（P<0.05）。17-AAG能显著

抑制HUT-102细胞增殖，17-AAG的浓度在 0~2 000 nmol/L时，细胞存活率随着给药浓度的提高逐渐

下降，17-AAG浓度在 2 000~8 000 nmol/L范围时，细胞存活率差异无统计学意义（P>0.05）。细胞凋亡

实验中，未刺激组细胞凋亡率为（9.23±0.67）%，刺激组凋亡率随着 17-AAG浓度增加而显著增加，浓

度 2 000 nmol/L时凋亡率达到（87.82±2.46）%；但在不同浓度（0、250、500、1 000 nmol/L）抑制剂刺激

HUT-102细胞24 h后，JAK3 mRNA的表达无明显变化。结论 HTLV感染的ATL细胞株HUT-102细

胞中，JAK3激酶作为HSP90的客体蛋白被异常活化，导致其下游信号蛋白p-STAT5异常持续性激活。

17-AAG能显著下调 JAK3、p-STAT5蛋白表达，抑制HUT-102细胞增殖、诱导凋亡。
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【Abstract】 Objective To analyze whether heat- shock protein 90（HSP90） be involved in a
permanently abnormal activated JAK/STAT signaling in ATL cells in vitro. Methods The effect of
17-AAG on proliferation of ATL cell lines HUT-102 was assessed using CCK8 at different time points. Cell
apoptosis was measured by flow cytometry. The specific proteins HSP90, STAT5, p-STAT5 and JAK3 were
detected by Western blotting. Results Overexpression of HSP90 in HUT-102 cell lines was disclosed（P<
0.05）, and constitutive activation of JAK3/STAT5 signaling was observed in HTLV-1-infected T-cell lines
but not in normal PBMCs; Treatment of ATL cell lines with 17-AAG led to reduced cell proliferation, but
there was no significant change in terms of cell proliferation when the concentration of 17-AAG between
2 000-8 000 nmol/L（P>0.05）. 17-AAG induced cell apoptosis in different time-points and concentrations.
17-AAG don’t affect the expression of JAK3 gene. Conclusion This study indicated that JAK3 as HSP90
client protein was aberrantly activated in HTLV-1-infected T-cell lines, leading to constitutive activation of
p-STAT5 in JAK/STAT signal pathway, which demonstrated that HSP90-inhibitors 17-AAG inhibited the
growth of HTLV-1-infected T-cell lines by reducing cell proliferation and inducing cell apoptosis.
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成人T细胞白血病（adult T-cell leukemia，ATL） 是一种与人T细胞白血病病毒Ⅰ（HTLV-Ⅰ）感染直

接相关、发生于成人的特殊类型淋巴系统恶性克隆

增殖性疾病。急性期ATL侵袭性极强，其中位生存

期为6~13个月，目前尚无标准治疗方案［1］。ATL细

胞内存在多条信号通路的异常激活［2-3］，其中包括对
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细胞增殖和凋亡起到非常重要作用的 JAK/STAT通

路［4］。有研究指出，导致 ATL 细胞中 JAK/STAT 通

路的异常持续性激活的因素并非来自胞外配体［5］。

热休克蛋白（HSP）广泛存在于各种生物体细胞胞质

内，参与翻译后初始多肽类的折叠与包装使之形成

功能性蛋白，与细胞中一些功能蛋白如蛋白酶、类

固醇激素受体等形成复合物并维持细胞内蛋白构

象稳定与功能正常，帮助细胞在应激环境刺激下正

常生长，参与细胞免疫和信号转导等一系列生命过

程［6-8］。研究表明，ATL细胞内多条信号转导通路相

关蛋白均为HSP90的客体蛋白，并通过与HSP90结

合被异常激活［9- 12］。本研究中，我们使用特异性

HSP90抑制剂17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-

AAG）探究ATL细胞内 JAK/STAT信号通路的异常

持续激活与HSP90蛋白的相关性。

材料与方法

1. 主要试剂：17-AAG购自瑞士Alexis公司，以

DMSO配成1 μmol/ml母液；RPMI 1640培养基和胎

牛血清购自美国 Gibco 公司；兔抗酪氨酸激酶

JAK3、信号传导及转录激活因子5（STAT5）、磷酸化

STAT5（p-STAT5）、HSP90一抗购自美国CST公司，

羊抗兔二抗购自美国KPL公司；CCK-8试剂盒购自

日本同仁化学研究所；Annexin Ⅴ-FITC细胞凋亡检

测试剂盒、TRIzol试剂、逆转录试剂盒均购自美国

Invitrogen 公司；引物由 Invitrogen 公司合成，分装

后-20 ℃保存；RIPA蛋白提取液购自上海申能博彩

公司；碘化丙锭（PI）、蛋白酶抑制剂 cocktail购自美

国Sigma公司。

2. 细胞培养：选用 HTLV-1 感染 ATL 细胞株

HUT-102购自中国典型培养物保藏中心，普通人T

淋巴细胞白血病细胞株 Jurkat购自美国典藏物保存

中心（ATCC）。正常人外周血单个核细胞（PBMC）

提取自健康志愿者外周血标本。细胞重悬于含

10%胎牛血清的完全培养基内，置于 37 ℃、5%CO2

培养箱培养。每2~3 d更换培养基。

3. CCK-8法检测不同浓度17-AAG对HUT-102

细胞的增殖抑制作用：以不同浓度17-AAG（0、500、

1 000、2 000、4 000、5 000、8 000 nmol/L）作用于对

数生长期HUT-102细胞，分别于 12、24、48、72 h后

加入CCK-8试剂10 μl，在培养箱内继续孵育4 h，用

酶标仪检测450 nm处各孔的吸光度（A）值。

4. 流式细胞术检测不同浓度 17-AAG对HUT-

102细胞凋亡的影响：取对数生长期HUT-102细胞，

分别将 0、250、500、1 000、2 000 nmol/L 17-AAG 加

入细胞悬液内，并设置空白对照组，培养 48 h后取

出，收集各孔内细胞，使用AnnexinⅤ-PI试剂盒进行

流式细胞术检测。

5. Western blot法检测细胞内蛋白表达：收集各

组培养细胞，用含 1 mmol/L 苯甲基磺酰氟的 RIPA

裂解液裂解细胞，提取总蛋白，BCA 试剂盒测总

蛋白浓度，-80 ℃保存。等量蛋白通过SDS-PAGE

2 h后电转移至聚偏氟乙烯（PVDF）膜，50 g/L脱脂

奶粉溶液封闭1 h后加入一抗单抗、二抗多抗，用增

强化学发光（ECL）试剂盒显色，扫描。

6. RT-PCR法检测细胞JAK3 mRNA表达：0、125、

250、500、1000 nmol/L 17-AAG 刺激 HUT-102 细胞

24 h后，TRIzol法提取细胞总RNA，测定样品浓度

及纯度。反应体系：5×reaction buffer 4 μl，RNase

inhibitor 1 μl，10 mmol/L dNTPmix 2 μl，逆转录酶 1

μl。反应条件：42 ℃ 60 min，70 ℃灭活 5 min。

JAK3 引 物 ：上 游 5′- CAGCTGGGCAAGGGCAA

CTTT-3′，下游 5′-ACACCA CGATACTTGACAATG-

3′；GAPDH引物：上游 5′-GCCAGCCGAGCCACAT-

3′，下游 5′- CTTTACCAGAGTTAAAAGCAGCCC-

3′，反应体系：Taq mix 12.5 μl，cDNA 2 μl，上游引物

1 μl，下游引物 1 μl，双蒸水 8.5 μl。反应条件：98 ℃
变性 10 s，63 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40 次循

环。扩增产物行 20 g/L琼脂糖凝胶电泳（120 V，30

min）。于凝胶成像分析仪器上成像分析。

7. JAK3 抑 制 剂 CP690550 联 合 17- AAG 对

HUT-102 细胞株 JAK3 蛋白表达的影响：分别设立

无刺激组、17- AAG + CP690550 组、17- AAG 组、

CP690550组，作用于对数生长期HUT-102细胞24 h

后收集细胞并提取总蛋白，Western blot检测 JAK3

蛋白表达情况。

8. 统计学处理：实验数据利用SPSS13.0统计软

件进行单因素方差分析，所有实验均重复3次以上，

计量资料采用 x±s表示，两组均数比较先进行方差

齐性检验，方差齐者用 t检验，方差不齐者用 t ′检验，

P<0.05认为差异有统计学意义。

结 果

1. Western blot 检测 HSP90、JAK3、STAT5 蛋白

在正常人PBMC及HUT-102、Jurkat细胞中的表达：

HUT-102 以及 Jurkat 细胞株内 HSP90 蛋白以及总



·712· 中华血液学杂志2017年8月第38卷第8期 Chin J Hematol，August 2017，Vol. 38，No. 8

STAT5 蛋白表达量显著高于正常人 PBMC（P<

0.05）。JAK3与p-STAT5表达情况有所不同，HUT-

102 细胞高表达 JAK3 与 p-STAT5 蛋白，而正常人

PBMC以及 Jurkat 细胞几乎不表达（图 1）。后续

实验均选用高表达 JAK3/p-STAT5 的 HUT-102 细

胞株。

图 1 Western blot检测HUT-102、Jurkat细胞及正常人单个核细胞

（PBMC）JAK3、HSP90、STAT5、p-STAT5蛋白表达

2. CCK8方法检测 17-AAG对 HUT-102细胞的

增殖抑制作用：17-AAG对HUT-102细胞的增殖抑

制作用在一定范围内呈剂量与时间相关性（表 1）。

相 同 作 用 时 间 下 ，HUT-102 细 胞 增 殖 活 性 随

17-AAG浓度递增而逐渐下降,当17-AAG浓度达到

2 000 nmol/L 时细胞增殖活性差异无统计学意义

（P>0.05）。当 17-AAG浓度相同时，逐渐延长作用

时间，细胞增殖活性亦逐渐下降，但 48 h细胞增殖

活性与 72 h相比，差异无统计学意义（P>0.05）。详

见表1。

3. 17-AAG对HUT-102细胞凋亡的影响：为了

验证HSP90蛋白异常高表达对细胞凋亡的影响，设

定0、250、500、1 000、2 000 nmol/L 5个17-AAG浓度

组，分别作用于 HUT-102 细胞株 48 h 后检测细胞

凋亡（同时设置空白对照）。未刺激组（0 nmol/L

17-AAG）细胞凋亡率为（9.23±0.67）%，刺激组凋亡

率随着 17-AAG 浓度增加而显著增加，浓度 2 000

nmol/L 时凋亡率达到（87.82±2.46）%，高于未刺激

组（P<0.05）。

4. Western blot 检 测 不 同 浓 度 17- AAG 对

HUT-102 细胞 JAK3/STAT5 蛋白表达的抑制作用：

125、250、500、1 000、2 000 nmol/L 17-AAG 分别作

用 24、48 h后，HUT-102细胞 JAK3与 p-STAT5蛋白

表达均低于未刺激组（0 nmol/L 17-AAG）（图 2）。

500、1 000、2 000 nmol/L浓度组作用 24 h的蛋白表

达水平低于未刺激组。在作用 48 h时，p-STAT5蛋

白表达低于未刺激组（P<0.01）。相同条件下，同一

作用时间各浓度组之间总 STAT5蛋白表达差异无

统计学意义（P>0.05）。

5. Western blot检测 17-AAG作用不同时间对

A：17-AAG作用 24 h；B：17-AAG作用 48 h；1~6分别为 0、125、250、

500、1 000、2 000 nmol/L 17-AAG组

图 2 Western blot检测不同浓度 17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素

（17-AAG）对HUT-102细胞株 JAK3/STAT5蛋白表达的影响

表1 17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-AAG）对HUT-102细胞增殖活性的影响（吸光度值，x±s）

组别

空白对照

DMSO

0 nmol/L 17-AAG

500 nmol/L 17-AAG

1 000 nmol/L17-AAG

2 000 nmol/L 17-AAG

4 000 nmol/L 17-AAG

6 000 nmol/L 17-AAG

8 000 nmol/L 17-AAG

12 h

0.121±0.003

1.068±0.002

1.031±0.003

0.856±0.002a

0.764±0.002a

0.687±0.003a

0.711±0.003a

0.693±0.003a

0.703±0.003a

24 h

0.118±0.002

1.454±0.003

1.472±0.002

0.658±0.001a

0.542±0.004a

0.519±0.003a

0.514±0.005a

0.533±0.004a

0.541±0.003a

48 h

0.134±0.003

1.749±0.002

1.582±0.005

0.481±0.004a

0.327±0.003a

0.233±0.002a

0.221±0.002a

0.238±0.001a

0.237±0.001a

72 h

0.124±0.002

1.513±0.001

1.337±0.004

0.324±0.005a

0.271±0.001a

0.223±0.004a

0.212±0.001a

0.243±0.001a

0.244±0.003a

注：与DMSO组比较，a P＜0.05
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HUT-102细胞 JAK3/STAT5 蛋白表达的抑制作用：

1 000 nmol/L 17-AAG 作用 0、3、6、9、12、24 h 后，

HUT-102 细胞蛋白表达均下调。随着作用时间延

长，JAK3蛋白表达水平逐渐降低，各组间差异有统

计学意义（P＜0.05）。在 17-AAG 作用≥3 h 后

p-STAT5蛋白均无明显表达，但总STAT5蛋白表达

差异无统计学意义（P＞0.05）。详见图3。

图3 1 000 nmol/L 17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-AAG）作用

不同时间对HUT-102细胞 JAK3/STAT5蛋白表达的影响

6. 17-AAG对HUT-102细胞 JAK3 mRNA表达

的影响：0、250、500、1 000 nmol/L 17- AAG 刺激

HUT- 102 细胞 24 h 后，各组 HUT- 102 细胞 JAK3

mRNA表达与未加抑制剂组比较差异无统计学意

义（图4），说明17-AAG未影响 JAK3基因表达。

7. JAK3 抑 制 剂 CP690550 联 合 17- AAG 对

HUT-102 细胞株 JAK3 蛋白表达的影响：如图 5 所

示，17-AAG对 JAK3蛋白抑制作用强于CP690550，

17-AAG+CP690550 共同刺激组细胞 JAK3 蛋白

表达受抑明显强于单独刺激组，说明 CP690550 与

17-AAG对HUT-102细胞 JAK3蛋白表达的抑制可

能存在协同作用。

1、2、3、4分别为0、250、500、1 000 nmol/L 17-AAG组

图4 不同浓度17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-AAG）对HUT-

102细胞 JAK3 mRNA表达的影响

图5 JAK3抑制剂CP690550联合17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素

（17-AAG）对HUT-102细胞株 JAK3蛋白表达的影响

讨 论

实验证明，HSP90对肿瘤的发生发展起到十分

重要作用，HSP90与客体蛋白形成的超级分子伴侣

结构被认为是HSP90发挥促肿瘤形成的关键。特

异性抑制HSP90在肿瘤细胞内的表达能显著诱导

细胞凋亡、抑制细胞增殖，并且同时亦显著抑制众

多细胞信号转导通路的异常激活［9, 12-18］。

Bcr-Abl、FLT-3、c-KIT、c-Raf、AKT等已被证实

为HSP90的客体蛋白［17, 19-21］。有实验证明，通过抑

制HSP90对客体蛋白的负调控作用强于直接抑制

客体蛋白的表达［22］。在实体瘤以及髓性白血病体

外实验中证明，JAK/STAT通路的异常持续性激活

也与HSP90相关［23］。17-AAG与HSP90 N末端结构

域 ATP/ADP 结合位点特异性竞争结合，抑制

HSP90活性，并使超级分子伴侣复合物结构解体，

使被 HSP90 异常持续活化的客体蛋白表达恢复

正常［21］。

本实验以HTLV-1感染ATL细胞株HUT-102为

研究对象，选择 ATL 细胞表达水平最高的 JAK3、

STAT5蛋白作为 JAK/STAT信号通路的代表信号转

导分子进行一系列体外实验研究，试图进一步了解

HSP90与 JAK/STAT通路之间的作用关系。

本研究中，我们利用Western blot技术对HTLV

（+）T细胞株HUT-102、HTLV（-）细胞株 Jurkat以及

正常人PBMC进行细胞蛋白表达分析，结果显示正

常人HSP90蛋白表达量显著低于两种T淋巴肿瘤细

胞株，JAK3/STAT5蛋白几乎不表达。而与 Jurkat细

胞相比，HUT-102细胞内HSP90、JAK3、STAT5以及

p-STAT5蛋白表达显著上调。提示恶性淋巴瘤细胞

株内HSP90蛋白水平异常增加，HTLV（+）ATL细胞

株内 JAK3/STAT5通路异常持续性活化。HAP90特

异性抑制剂 17-AAG能显著抑制细胞增殖，诱导细

胞凋亡，并且在一定范围内呈时间、剂量相关性。

在上述实验中我们证明了HUT-102细胞内与增殖

及凋亡密切相关的 JAK3/STAT5 通路异常活化，

那么 17-AAG 对细胞增殖及凋亡的影响是否与

JAK3/STAT5通路有关？首先我们我们以不同浓度

17-AAG作用于HUT-102细胞不同时间并检测胞内

JAK3/STAT5蛋白水平，结果发现17-AAG可以显著

降低细胞内 JAK3 以及 p-STAT5 蛋白水平的表达，

并且在一定浓度范围内（≤2 000 nmol/L），JAK3/

p-STAT5 蛋白水平随 17-AAG 浓度增加而逐渐下

降。同样实验也证明了 17-AAG 对 JAK3/p-STAT5

蛋白水平的负调控呈时间相关性。在一定范围内

随着时间的延长，17-AAG 的作用强度逐渐增加。

因此我们推测 JAK3/STAT5通路的异常持续活化与
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HSP90的过高表达有一定的关系。在本研究中，我

们还发现，无论 17-AAG的浓度以及作用时间如何

变化，细胞总 STAT5蛋白表达水平变化不大，提示

17- AAG 只抑制 p- STAT5 蛋白表达。而由 JAK/

STAT通路的信号转导机制可知，由于 JAK3激酶的

激活，催化其下游 STAT5 蛋白磷酸化修饰，形成

p-STAT5进一步在核内完成信号转导过程。由此可

见，17-AAG 对 p-STAT5 的抑制作用是通过抑制其

上游的 JAK3激酶来实现的，说明被17-AAG特异性

抑制的HSP90蛋白与 JAK3激酶之间存在某种相互

作用。HSP90 是通过影响其一种或多种客体蛋白

进而影响 JAK3 蛋白的表达还是 JAK3 本身作为

HSP90客体蛋白被异常激活，我们目前正在继续进

行相关研究。

此前大多数的研究均表明，17-AAG通过直接

作用于HSP90蛋白的ATP结合位点抑制HSP90的

活性，并促使HSP90蛋白自身降解，从而下调肿瘤

细胞HSP90蛋白的异常表达［24-28］。根据 17-AAG的

作用机制，我们利用不同浓度17-AAG刺激细胞，并

检测细胞内 JAK3 mRNA表达。结果显示，不同浓

度刺激下的细胞 JAK3 mRNA 表达水平无显著差

异，说明 17-AAG JAK3的转录水平没有影响，也进

一步证明HSP90与 JAK3之间的关系可能存在于蛋

白水平。

随后，我们进行 JAK3特异性抑制剂CP690550

与 17-AAG共抑制实验，在 17-AAG与CP690550共

刺激作用下，JAK3蛋白表达量较两种抑制剂分别

单独刺激下的 JAK3表达量有所下降，提示这两种

抑制剂在HUT-102细胞中可能存在协同作用。单

独刺激下，17-AAG 作用明显强于 CP690550，可能

的原因是在HUT-102细胞内存在多种HSP90客体

蛋白的异常激活，抑制HSP90后除 JAK3/STAT5通

路出现负调控外，多种与HSP90客体蛋白相关的信

号通路出现负调控所致［12］。这也进一步说明

HSP90对ATL肿瘤发生发展的重要性。

本研究证明了在 HTLV 感染的 ATL 细胞株

HUT-102 细胞中，JAK3 激酶作为 HSP90 的客体蛋

白被异常活化，导致其下游信号蛋白 p-STAT5异常

持续性的激活。同时证明HSP90抑制剂17-AAG能

显著下调 JAK3、p-STAT5蛋白表达，抑制HUT-102

细胞的增殖，诱导细胞的凋亡，并进一步证明 JAK3

特异性抑制剂与 17-AAG之间可能存在协同作用，

为今后开发多种靶向药物联合治疗提供了实验依

据。HSP90与 JAK3的关系尚需进行深入研究。
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