热休克蛋白与肺癌相关性的研究进展
刘海玲1,2，李 旦2，孙  帅3 （1. 同济大学生命科学与技术学院生物信息系，上海200092；2. 同济大学附属上海市肺科医院临床医学转化中心，上海200433；3. 广州万正药业有限公司新药研发中心，广东 广州 510663）
摘要：热休克蛋白作为细胞抵抗外界刺激的产物，能够快速清除异常或变性蛋白而保护细胞免受损伤。近年研究发现肿瘤细胞中热休克蛋白的水平高于正常细胞，过度表达的热休克蛋白在肿瘤的发生发展过程中起重要作用，且影响肿瘤的治疗效果。本文概述了热休克蛋白与肺癌相关性的研究，总结用于肺癌治疗的热休克蛋白抑制剂的研究现状，并探讨了从中药中筛选高效低毒热休克蛋白抑制剂的可行性，为研究肺癌发病机理及开发高效肺癌药物提供相关参考。
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Abstract：Heat shock proteins (HSPs), produced during the cells suffering external stimulation, can protect cells from being damaged by eliminating the abnormal or denatured proteins. Level of HSPs in cancer cells was found higher than those in normal ones in recent years, and the overexpressed HSPs played critical roles in the oncogenesis and the metastasis processes of cancer. The existence of excess HSPs was also an unfavorable factor for cancer therapy. This paper summarized recent studies referring to the correlation of HSPs and lung cancer and the application of HSP inhibitors in lung cancer therapy, and analyzed the feasibility of screening high efficient HSP inhibitors from Traditional Chinese Medicine. Our work may provide reference for studying the pathogenesis of lung cancer and developing high efficient drugs used for lung cancer.
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热休克蛋白 (Heat shock protein, HSP) 又被称作热应激蛋白，广泛存在于原核和真核生物中，是生物进化的过程中具有高度保守性的一类蛋白，作为分子伴侣参与调控、维持细胞内多种蛋白的构象和功能，以帮助细胞在应激环境刺激下正常生长。大量研究发现，HSP在癌症发展的过程中起关键性作用，本文就近年来HSP在肺癌发展过程中的作用做一概述，并探讨其抑制剂的应用前景。
1 HSP及其功能

HSP最早发现于果蝇中，当正常果蝇幼体突然暴露于高温环境中时，某些蛋白的合成会增加，这种现象叫做热休克反应（heat shock response, HSR）[1]。 Tissiéres A等[2]继而发现当温度升高某些蛋白合成增加的同时，一些正常蛋白的合成会受到抑制，这些新合成的蛋白质就叫做HSP。后来科学家们证实[3]，所有生物细胞在温度升高或受到其他刺激如饥饿、创伤、感染、缺氧、缺血等，均可合成这样一类蛋白质。根据分子量的不同，HSP主要分为6个家族：HSP110 (104~170 KD)，HSP90 (83~90 KD)，HSP70 (66~78 KD)，HSP60 (58~65 KD)，HSP40 (32~47 KD)，sHSP (small HSP) (10~28 KD)[4]。HSP在生物进化过程中具有高度的保守性[5-8]，以HSP70为例，原核生物与真核生物有40%~60%的同源性；不同来源的真核生物其同源性为60%~78%。

HSP在正常细胞中约占5%~10%，主要有帮助新生肽链折叠的功能。当细胞受到外界刺激如热刺激、pH变化、紫外照射、激素刺激、病原感染、炎症等时，效应蛋白与分子伴侣结合并释放出热休克因子 (heat shock factor，HSF)。热休克因子作为转录因子与热休克元件 (heat shock element，HSE) 相结合，诱导细胞内HSP浓度增加。游离HSP浓度的降低可以激活热休克因子，而高浓度的HSP能抑制热休克因子的活性，从而实现对HSP的双重调节作用。在应激反应中，HSP原有的分子伴侣功能被放大，与变性蛋白或异常蛋白结合，并修复错误的折叠或者加速其降解，保持细胞的稳定而减少细胞受到的损伤。
2 HSP与肺癌相关性
随着人类工业化和城市化进程，生存环境逐年恶化已是不争的事实，肺癌死亡率位列恶性肿瘤之首。近年来，诸多研究显示HSP与肺癌的发生发展过程息息相关。早在1994年，Bonay M等[9]利用单克隆抗体联合免疫组化和电泳技术考察了4种HSP (90，73，72，63) 在肺癌患者组织中的分布情况，结果发现，15名患者中14名高表达至少一种HSP，13名患者HSP90阳性，9名患者HSP72阳性；另一项大样本病例研究[10]亦显示肺癌组和健康组的血浆HSP90水平存在显著性差异，并且该水平随着癌症的进展而逐步升高。随后，Costa M等[11]对21位肺癌患者进行支气管粘膜活检，利用Western blot技术发现有17位患者可检出HSP70，其中9位患者高表达，并推断HSP70参与了肿瘤的发生过程。Suzuki K等[12]通过大量肺癌样本的病例-对照研究发现，血清HSP70水平在男性中优势比 (Odds ratio) 第一四分位数为1.30，说明高血清HSP70水平可能意味着高患癌风险。2005年，Huang Q等[13]研究了60例非小细胞肺癌组织样本中HSP70和HSP27的免疫反应性，结果发现分别有47 (78.3%) 例和43 (71.7%) 例为阳性，此2种蛋白的过度表达具有相关性。进一步研究发现，组织病理分化、淋巴转移、临床分期和吸烟史与HSP70的表达具有相关性，而与HSP27无关。结果认为HSP70可作为非小细胞肺癌的预后指标。Wang Y等[14]基于对159位肺癌患者和202例对照的HSP70的基因多态性的非条件logistic分析，评价了肺癌的患病风险，结果发现HSP70-1G+190C位点的多态性可能与肺癌的易感性相关，其中C/C基因型可提高患癌风险。Oka M等[15]进行的另外一项研究发现，肺癌组织和癌细胞均过度表达HSP40，而正常肺组织中并无此现象。Zhang S等[16]最近进行的一项体外研究则显示，HSP27能够促进肿瘤细胞的增殖，敲除HSP27基因会抑制细胞的增殖，说明HSP27可能也在这肿瘤的发展过程中起了促进作用。Cherneva R等[17]研究了在2004~2005年间手术后的146例非小细胞肺癌患者，利用Cox比例风险回归模型分析了包括年龄、组织学、性别和分期多变量对预后的影响，结果发现除了临床分期，sHSP alpha-B-crystallin也是一独立的不利生存因素，说明sHSP可能参与了非小细胞肺癌的发展过程。
Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中起着非常重要的作用。作为关键的执行分子，caspase-3在凋亡信号转导的许多途径中发挥功能。Sakamoto H等[18]报道HSP27可以抑制细胞色素-C依赖的caspase-3的激活，从而阻断细胞的凋亡。另外一项研究[19]也显示出HSP27和caspase-3呈负相关性，说明HSP27可能与癌细胞逃避凋亡的机制密切相关。Chen S等[20]利用BALB/c小鼠造肺癌模型，腹腔注射重组HSPB6后发现，与对照组相比，HSPB6可以促进肿瘤的血管生成、转移并抑制肿瘤细胞凋亡。
HSP被认为是细胞应激后的一个缓冲系统，可以促进肿瘤细胞更好的生长[21-22]。然而Szondy K等[23]研究表明，小细胞肺癌患者的HSP70的低表达却是一个不良的预后因素。Park TS等[24]进行的另一项研究亦显示，对于接受过手术切除治疗并接受铂辅助化疗的非小细胞肺癌患者来说，HSP70反而是一个积极的预后指标，HSP70阳性的肿瘤患者具有较低肿瘤复发率和死亡率。Trieb K等[25]也证实过患者HSP70的高表达对于辅助化疗的响应较好。
HSP看似也是一把双刃剑，一方面，可以促进肿瘤细胞的生长，导致病情恶化，另一方面，亦可对肿瘤的治疗起到积极的作用，它们在肿瘤的发展过程中扮演何种角色可能与其在细胞中的位置密切相关[26]。细胞内的HSP具有细胞保护作用，能够抑制肿瘤细胞的衰老和凋亡，而胞外的和与细胞膜结合的HSP则可能介导了某些抗肿瘤的免疫反应。
3 针对HSP靶点的肺癌治疗

目前HSP抑制剂的研究主要有HSP90和HSP70两类，又以HPS90抑制剂研究为主，下面主要介绍下这两类抑制剂在肺癌治疗中的应用。

3.1 HSP90抑制剂在肺癌中的应用  HSP90抑制剂包括针对其N末端的格尔德霉素及其衍生物、根赤壳菌素类化合物、嘌呤类化合物和针对其C末端的香豆素类及其衍生物等[27]。格尔德霉素 (Geldanamycin, GA) 是最早被发现的HSP90的抑制剂，虽然格尔德霉素具有较强的抗肿瘤活性，但是较强的脂溶性对肝脏的损伤作用较大。研究者通过结构改造等方法，基于格尔德霉素设计出更为高效低毒的HSP90抑制剂，如17-AAG (Tanespimycin)，17-DMAG (Alvespimycin) 等，其中17-AAG是第一个进入临床试验的HSP90抑制剂。Graham B等[28]发现AT13387 (Onalespib) 作为HSP90抑制剂，虽然在血中被快速消除，但在肿瘤中的停留时间较长，并能够持续发挥抗肿瘤的效果。目前，AT13387仍处于临床试验阶段。Sequist LV等[29]证实另一HSP90抑制剂——IPI-504对于晚期非小细胞肺癌患者具有一定疗效，尤其是针对间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 基因重排的患者。

肿瘤细胞中许多蛋白构象的转换和稳定依赖于HSP90分子伴侣功能，这些蛋白在细胞信号转导和增殖中发挥重要作用[30]。HSP90的客户蛋白包括：Her-2、EGFR、CDK4、cyclin D、Akt、mutated p53、Raf-1等[31]。HSP90抑制剂的应用可导致客户蛋白构象的破坏而引起泛素化降解，从而作用于肿瘤发生发展的多个通路，阻断肿瘤发展进程。这在一定程度上可以缓解选择性致癌基因通路抑制剂或其他单一疗法产生的耐药性或抵抗性问题。抑制剂CUDC-305可以与埃罗替尼耐药肺癌细胞来源的HSP90牢牢结合[32]，对多种肿瘤蛋白产生持续的抑制作用，从而导致耐药肺癌细胞的凋亡。此外，放疗产生的HSP90能够提高肺癌细胞中HIF-1α和VEGF蛋白的水平[33]，从而产生放疗抗性并提高肿瘤细胞的血管生成能力。应用HSP90抑制剂deregulin/17AAG可以起到放疗增敏的作用。HSP90抑制剂STA-9090 (ganetespib) 与阿霉素联用[34]对于体内和体外抑制小细胞肺癌的生长，均显示出较好的协同抑制作用。

到目前为止，ClinicalTrials.gov网站[35]公布了5个HSP90抑制剂用于治疗肺癌的共14个临床试验，见表1，抑制剂的分子结构见图1。
表1 HSP90抑制剂治疗肺癌的临床试验

Table 1 Clinical trials of HSP inhibitor used for lung cancer  
	药品
	给药方式
	肺癌类型
	临床阶段
	研究编号及现状

	IPI-504
	静脉（联合）
	NSCLC
	二期
	NCT01362400：已完成

	
	静脉（联合）
	KRAS突变型NSCLC
	一期
	NCT01427946：已完成

	SNX-5422
	口服（联合）
	LA（对EGFR产生耐药性）
	一期
	NCT01851096：进行中

	STA-9090
	静脉（单独）
	SCLC
	二期
	NCT01173523：未知

	
	静脉（单独）
	NSCLC
	二期
	NCT01031225：已完成

	AT13387
	静脉(单独和联合）
	NSCLC
	一期
	NCT01712217：未知

	AUY922
	静脉（单独）


	NSCLC（EGFR20号外显子插入突变）
	二期


	NCT01854034：招募受试者



	
	静脉（单独）
	晚期NSCLC（EGFR突变）
	二期
	NCT01646125：进行中

	
	静脉（单独）


	复发性NSCLC、LSCC、IV期NSCLC
	一期


	NCT01784640：招募受试者



	
	静脉（联合）
	ALK重排NSCLC
	一期
	NCT01772797：进行中

	
	静脉（联合）
	IIIB-IV期NSCLC
	一期
	NCT01259089：进行中

	
	静脉（单独）
	ALK阳性NSCLC
	二期
	NCT01752400：招募受试者

	
	静脉（单独）
	IV期NSCLC
	二期
	NCT01922583：招募受试者

	
	静脉（单独）
	晚期NSCLC（接受过至少2次化疗）
	二期
	NCT01124864：已完成


注：EGFR：表皮生长因子受体；SCLC：小细胞肺癌；NSCLC：非小细胞肺癌；LA：肺腺癌；LSCC：肺鳞癌。
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图 1 HSP90抑制剂的分子结构

Figure 1 Molecular structures of HSP90 inhibitors

3.2 HSP70抑制剂在肺癌中的应用  肺癌细胞被表达反义HSP70的腺病毒感染后会死亡[36]，表明HSP70对于肺癌细胞的存活是至关重要的。HSP70在非小细胞肺癌的细胞增殖过程中亦起关键的调节作用[37]，VER-155008作为特异性的HSP70抑制剂，可以显著的抑制非小细胞肺癌细胞的增殖和细胞周期进程。另一种HSP70抑制剂PES（2-phenylethyenesulfonamide）则可以通过损伤肿瘤细胞的两种蛋白降解系统而引起肿瘤细胞的凋亡[38]，两种抑制剂的分子结构如图2所示。Endo H等[39]证实布洛芬可以通过降低HSF1的表达导致HSP70合成的减少，从而提高顺铂的抗肿瘤活性，缓解大剂量化疗药物带来的毒副作用和耐药性问题。
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图2  2种HSP70抑制剂的分子结构

Figure 2  Molecular structures of two HSP 70 inhibitors

HSP90蛋白与HSP70蛋白密切协作，可以维持起客户蛋白结构和功能的稳定。单独使用HSP90抑制剂可能会引起HSP70水平的升高[40-41]。联合HSP70抑制剂使用可能会带来更好的临床效果，如17-AAD与VER-155008联用对于抑制癌细胞增殖，具有良好的协同作用[37]。但目前尚无HSP70抑制剂用于癌症治疗临床试验的报道。
4 小结与展望

HSP在肺癌的发病及恶化的过程中发挥着至关重要的作用。HSP抑制剂可以引起异常蛋白在肿瘤细胞中累积，从而导致细胞凋亡，辅以其他疗法可获得更好的疗效。目前，HSP抑制剂的研究主要针对HSP90和HSP70，其中又以HSP90抑制剂为研究热点，成为肺癌治疗的新靶位。HSP90抑制剂的优势在于可以阻断肿瘤细胞生长和转移信号通路中的多个靶点，不易产生单一通路阻断后的耐药性。由于HSP90与HSP70在维持客户蛋白构象和功能稳定方面的密切关系，这两种HSP抑制剂联用亦可能会产生较好的效果。
中医药作为中华民族的瑰宝，在肺癌治疗中的作用已经非常明确[42]。中药的成分极为复杂，且结构多样，与现有HSP抑制剂结构相近的化合物极多，为筛选理想的HSP抑制剂提供了巨大的资源库。崔庆新[43]利用连接有牛蒡子苷元的聚赖氨酸荧光纳米自组装纳米球以及空白纳米球，对细胞中的靶蛋白进行了捕获研究，得到的19种阳性蛋白，进一步利用Auto Dock 4.0进行对接分析，结果显示牛蒡子苷元与HSP70具有较强的结合力。现有抑制剂虽然在临床上显示出较强的抗肿瘤活性，但仍然存在较多不足之处，如水溶性差、肝毒性等。因此，从中药中筛选高效低毒的HSP抑制剂不仅具有较高的可行性，将成为时下肿瘤治疗研究的热点之一。
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