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Stanford A型主动脉夹层血管壁及外周血中
热休克蛋白 90的表达及意义 *
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摘要 目的：探索热休克蛋白 90（Heat shock protein 90, HSP90）在 Stanford A型主动脉夹层（Aortic dissection, AD）血管壁组织中的

表达及其与平滑肌细胞（Smooth muscle cells, SMCs）表型标志物的相关性。方法：收集本院急性 Stanford A型主动脉夹层患者病

变主动脉壁组织和外周血标本（AD组，20例），心脏移植供体等来源的正常主动脉壁组织和外周血标本（正常组，10例）；ELISA

法检测血浆 HSP90含量；免疫组化染色检测 HSP90的表达差异及定位；Western blot检测组织标本中蛋白的表达差异；应用

Spearman分析 HSP90和 SMCs表型标志物表达的相关性。结果：AD患者血浆中 HSP90的含量显著高于正常组 (142.38依40.16
ng/mL vs. 54.99依24.46 ng/mL，P<0.01）。相对于正常主动脉壁组织，主动脉夹层血管壁组织中 HSP90表达明显升高，且主要分布在

血管壁中层细胞的胞浆中，分泌型 SMCs标志物 OPN的表达明显增多，而收缩型标志物 琢-SMA表达则显著减少。HSP90和

琢-SMA的蛋白表达呈负相关（R2 =0.677，P<0.01），和 OPN呈正相关（R2 =0.572，P<0.01）。结论：主动脉夹层患者的血管壁组织及外
周血中的 HSP90含量明显升高，参与了主动脉夹层的发生发展。
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Expression and Significance of Heat Shock Protein 90 in the Aortic Wall
and Peripheral Blood of Stanford Type A Aortic Dissection*

To investigate the expression of heat shock protein 90 (HSP90) in the aortic wall of Stanford type A aortic

dissection (AD) and its relationship with the expressions of phenotype markers of smooth muscle cells (SMCs). The aortic wall

tissue and peripheral blood samples from patients with Stanford Type A aortic dissection (AD group, 20) and donors for heart transplant

(normal group, 10) were collected. Plasma HSP90 was detected by Elisa; Immunohistochemical staining was used to detect the difference

of HSP90 expression in paraffin sections of the above tissue specimens. The protein expression levels were detected by Western blot.

Spearman analysis was used to analyze the correlation between HSP90 expression and SMCs phenotype makers. The plasma

level of HSP90 in patients with AD was significantly higher than that in the normal group (142.38依40.16 ng/mL vs 54.99依24.46 ng/mL，
P<0.01）. Compared with normal aortic walls, the protein expression level of HSP90 in the aortic wall tissue of AD was significantly

increased and mainly concentrated in the cytoplasm of SMCs in the medial wall. OPN, marker of synthetic SMCs, was also increased,

whereas 琢-SMA, marker of contractile SMCs, was significantly decreased. There was a negative correlation between the protein

expressions of HSP90 and 琢-SMA (R2 =0.677, P<0.01), and positive correlation between HSP90 and OPN (R2 =0.572, P<0.01).
The expression of HSP90 in the aortic wall of AD and the level of HSP90 in the patient's blood were significantly increased,

and was involved in the occurrence and development of AD.
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前言

Stanford A型主动脉夹层（aortic dissection，AD）是破口位

于升主动脉的 AD，具有超高的致死率[1]。深入研究主动脉夹层

的发病机制，探索疾病的预防、早期诊断和药物治疗手段，可有

效提高疾病整体的治疗效率。热休克蛋白 90（Heat shock pro-

tein 90, HSP90）是热休克蛋白家族的重要成员，高度保守，在正

常组织中通常处于相对静默状态，而在肿瘤组织中高度活化，
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AD (n=20) Normal (n=10) P Value

Age (Year) 52.8依11.4 46.9依8.1 0.618

Gender (Male (%)) 17 (85.0%) 6 (60.0%) 0.367

Smoking History (%) 12 (60.0%) 5 (50.0%) 0.952

Systolic Arterial Pressure (mmHg) 147.7依22.2 121.1依5.2 0.001**

Diastolic Arterial Pressure (mmHg) 89.1依13.6 79.0依4.6 0.591

Fasting Blood Glucose (mmol/L) 6.98依1.96 7.01依1.21 0.645

White Blood Cells (伊109/L) 10.75依3.43 7.34依2.01 0.109

Neutrophilic Granulocyte

Percentage (%)
75.3依11.3 69.1依7.7 0.593

Low Density Lipoprotein (mmol/L) 4.21依1.57 3.07依0.74 0.055

表 1 AD组及对照组一般资料统计

Table 1 Data of AD Patients and Normal Groups

以分子伴侣的形式参与多种蛋白的调节[2]，其中很多是原癌基

因的表达产物或肿瘤发病通路中的重要信号因子。目前多种

HSP90抑制剂已进入临床研究阶段[3，4]，有望作为抗肿瘤药物投

入使用。近来研究表明，HSP90在冠心病等多种心血管疾病中

表达增多[5，6]，且有研究认为，HSP90通过调控血管 SMCs的生

长周期参与调节细胞增殖过程 [7]。研究表明平滑肌细胞

（Smooth muscle cells, SMCs）由收缩表型向分泌表型转化，使得

细胞的分泌、增殖和迁移能力增高，而收缩功能下降，导致主动

脉壁中层结构薄弱，是 AD发生发展的重要病理基础[8]。分化成

熟的收缩型 SMCs高表达 琢平滑肌肌动蛋白（琢-Smooth muscle
actin, 琢-SMA），而去分化的分泌型 SMCs 高表达骨桥蛋白

（Osteopontin, OPN）[9，10]。然而 HSP90、SMCs表型标志物于主动

脉夹层中的表达及发生作用的具体机制尚未阐明。本研究通过

对 HSP90与 SMCs表型标志物表达变化的研究，探索 HSP90

与 SMCs表型转化的关系，以及在主动脉夹层中可能发挥作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂、仪器

BCA蛋白浓度测定试剂、快速高敏显影液盒购自上海碧

云天公司。HSP90 抗体购自武汉 Boster公司，琢-SMA 抗体、

OPN抗体购自英国 Abcam公司，羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗购自

美国 Earthox公司。PVDF膜购自英国Whatman公司。免疫组

化染色试剂盒购自福州迈新公司。人 HSP90的 Elisa试剂盒购

自美国 Sigma 公司。实时荧光定量 PCR扩增系统购自瑞士

Roche公司。酶标仪购自美国 Bio-Tek公司。

1.2 血管壁组织和外周血标本的获取和处理

取用 2018-2019年于长海医院心血管外科行手术治疗的

急性 Stanford A型主动脉夹层患者的主动脉夹层血管壁组织

和外周血，排除马凡氏综合征、大动脉炎等疾患，对照组选取同

期心脏移植供体主动脉壁组织和外周血，标本的收集使用均经

患方知情同意并签字。血管壁标本取下并清理留取中层组织，

一部分液氮内冻存备用，余下部分多聚甲醛固定，脱水后常规

石蜡包埋，5 滋m切片后备用；外周血标本于术前采集至 EDTA

管内，2000伊g速度离心 10 min，吸取上清液装入 1.5 mL无菌

EP管中，超低温冰箱保存备用。

1.3 Western Blot检测蛋白的表达

从血管壁组织中提取总蛋白，BCA法测定各样本蛋白浓

度，调整上样量，加入上样缓冲液，沸水浴 10 min。凝胶电泳分

离蛋白，湿转法将蛋白转到 PVDF膜上，5 %脱脂奶粉封闭 1 h，

HSP90 抗体（1：500）、琢-SMA 抗体（1：2000）、OPN 抗体（1：

1000）及 GAPDH抗体（1：5000）4℃孵育过夜，充分清洗后相应

二抗室温下孵育 1 h，显影。利用 Image J软件测定所得蛋白印

记灰度值，以目的蛋白与对应内参蛋白灰度值的比值，作为目

的蛋白相对表达量进行分析。

1.4 血管壁组织的免疫组织化学染色

切片脱蜡至水，0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲溶液中，95℃左右

水浴抗原修复，自然冷却后阻断内源性过氧化物酶，非免疫性

动物血清封闭后，滴加用 PBS稀释的 HSP90抗体（1:100）覆盖

组织，湿盒内 4℃过夜，生物素标记的二抗、链霉菌抗生物素蛋

白 -过氧化酶先后孵育，DAB溶液着色，镜下观察控制反应时

间，苏木精溶液中复染、盐酸分化、稀碳酸锂反蓝；脱水并封片

后，镜下观察、拍照。

1.5 Elisa检测血浆中 HSP90的含量

按试剂盒说明获得标准曲线（检测范围为 0.5-40 ng/mL）。

各样本用样品稀释液稀释 5倍，加入待测孔，空白对照孔只加

入等量显色液和终止液，读取 450 nm波长处各孔的吸光度

(OD)值，按标准曲线计算各样本的检测浓度，再分别乘以稀释

倍数得出各标本 HSP90的实际浓度；对于检测结果超出范围

的样本，稀释合适倍数后再次检测。

1.6 统计学分析

采用 SPSS22.0软件进行统计学分析，计量资料以均值依标
准差表示，分组间比较采用 one-way ANOVA分析，两组独立

数据的相关性采用 Spearman分析法，P<0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 入选病例的一般资料

AD组及对照组（Normal）患者的一般资料统计如表 1，可

以看出，两组间的各项指标中，仅收缩压的差别具有统计学意

义（P<0.01）。
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图 1 AD患者与对照组血浆 HSP90水平

Fig. 1 Plasma HSP90 levels in AD patients and normal group

注：** P＜0.01 vs对照组。

Note: ** P<0.01 vs normal group.

图 2主动脉壁组织石蜡切片 HSP90免疫组织化学染色

正常血管壁中层组织中（A伊100，B伊200）几乎没有阳性染色，而 AD血管壁中层组织中（C伊100，D伊200）可见胞浆内大量阳性染色
Fig.2 Immunohistochemical of HSP90 staining in paraffin sections of aortic wall tissue

Almost no positive staining was observed in the medial wall of normal aorta (A伊100, B伊200),
while plenty of positive staining could be seen in the cytoplasm in AD (C伊100, D伊200)

2.2 血浆 HSP90变化

AD患者血浆中 HSP90含量为 142.38依40.16 ng/mL，显著
高于对照组（54.99依24.46 ng/mL），差别具有统计学意义（P<0.
01）（图 1）。

2.3 HSP90的组织表达及定位

主动脉壁 HSP90 免疫组织化学染色结果如图 2 所示。

HSP90在正常主动脉壁中层组织中几乎不表达，而在 AD血管

壁组织中的表达显著增多，且主要定位于中层细胞的胞浆。

2.4 血管壁组织中 HSP90及 SMCs表型标志物的表达差异

相对正常主动脉壁组织，AD 血管壁组织中，HSP90 和

OPN蛋白表达明显增多，而 琢-SMA的表达则减少，如图 3A。

经 Image J软件进行灰度分析表明，AD组 HSP90（0.74 依 0.10
vs 0.25 依 0.13，P<0.01）及 OPN（0.62 依 0.14 vs 0.22 依 0.11 P<0.
01）显著高于正常组；而 琢-SMA低于正常组（0.77 依 0.23 vs
0.20 依 0.11，P<0.01），如图 3B。

2.5 HSP90与 SMCs表型标志物的相关性

Spearman相关性分析表明，HSP90和 OPN在蛋白表达水

平上呈正相关，R2=0.677，P<0.01，如图 4A；而和 琢-SMA呈负相

关，R2=0.572，P<0.01，如图 4B。

3 讨论

HSP90作为热休克蛋白家族的重要成员，参与细胞的增

殖、分化、凋亡等重要细胞活动以及信号转导、免疫反应等多种

生理活动，当出现物理、化学、生物以及疾病状态等各种刺激

时，HSP90表达显著升高，而当 HSP90过度表达时，与某些疾

病的发生密切相关，如恶性肿瘤、炎症性疾病、神经退行性疾病

等[11]。HSP90主要通过分子伴侣功能参与上述过程，其底物蛋

白种类众多，当与底物蛋白分子结合后，通过改变底物蛋白稳

定性，调节该蛋白的合成、折叠运输及降解等，进而调控细胞的

功能状态[11，12]。在心血管系统中，既往研究发现在动脉粥样硬

化、动脉瘤及肺动脉高压等疾病的病变组织中，HSP90表达显

著增多[5，6，13-15]。另有研究发现，HSP90与高血压关系密切[16]，妊

娠期高血压患者的血浆及胎盘组织中 HSP90显著增高[17]，门静

脉高压大鼠的肠系膜动脉的血管平滑肌细胞中 HSP90的表达

显著增高[18]。而高血压被认为是 AD的一个重要危险因素，约

有 70-80%的 AD患者同时患有高血压[19]。以上提示 HSP90可

能通过多种机制参与了 AD的发生发展。本研究中我们发现
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图 3主动脉壁组织中，HSP90、琢-SMA和 OPN的相对表达量

Fig. 3 Relative expression levels of HSP90, 琢-SMA and OPN in aortic wall tissue

注：** P＜0.01 vs对照组。

Note: **P<0.01 vs normal group.

图 4 HSP90和 OPN（A）、琢-SMA（B）蛋白表达的 Spearman相关性分析

Fig.4 Spearman correlation analysis of protein expressions of HSP90 and OPN (A), 琢-SMA(B)

AD病人的血浆及病变血管的平滑肌细胞中 HSP90较对照组

显著增多，说明 HSP90可能参与了 AD的病理过程。同时本研

究还发现，主动脉夹层患者血浆 HSP90的水平较对照组显著

升高，在后续实验证实 HSP90在主动脉夹层中的具体作用机

制后，该蛋白有望为主动脉夹层的早期筛查和疾病预防提供切

入点。

研究发现 SMCs由收缩型向分泌型的转化是 AD发生发

展的重要机制[20]。SMCs来自中胚层，分化成熟的 SMCs为收缩

型，含大量肌丝，合成细胞器较少，几乎无增殖、迁移和合成基

质的能力，正常人动脉中层以收缩型为主，具有维持血管弹性

和收缩血管的功能；SMCs的另一种表型是分泌型，主要存在

于胚胎中期和病理性血管中，合成细胞器较多，具有较强的合

成和分泌基质的能力以及增殖和迁移的能力 [20，21]。研究发现

HSP90可以通过提高 SMCs的增殖能力和炎症反应促进动脉

粥样硬化的进程[5，6]，还可以通过增强 SMCs的迁移能力来参与

动脉瘤的病理过程[13，14]，而增殖和迁移能力是分泌型 SMCs的

特点。由此可见 HSP90对 SMCs表型转化起到重要作用。在本

研究中，AD病人的病变血管壁组织 HSP90表达显著增高的同

时，OPN表达亦较对照组显著增多。因此，我们认为 HSP90可

能通过 SMCs的表型转化，参与了 AD的病变过程中。

既往研究发现 MAPK、PI3K、cAMP等多条信号通路参与

了 SMCs的表型转化，而这些通路中的多种重要分子，如 EGF、

MAPK、P38、JNK、ERK、AKT、PKC、mTOR等，都是 HSP90的

底物分子[11]，因此，我们推测，HSP90很可能是通过调控这些信

号通路中分子的功能状态进而参与 SMCs的表型转化。另外，

HSP90还可以通过 AKT等相关信号通路促进基质金属蛋白酶

9（matrix metalloproteinase 9，MMP-9）的生成[22]，而后者能够促

进细胞外基质的降解，利于 SMCs的迁移，降低血管中膜的稳

定性，在 AD的形成过程中起到重要作用[23]。

总之，本研究结果表明 HSP90在主动脉夹层疾病过程中

的高表达，并与 SMCs表型转化标志物的表达高度相关，推测

可能 HSP90通过调节 SMCs的表型转化而参与到 AD的疾病

过程。后续研究我们将对这一过程的机制深入研究，以期找到

可能的药物作用靶点，为 AD的非手术治疗和疾病风险的控制

提供依据。
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