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ДВОЙНОЕ МЕЧЕНИЕ И СИНХРОННОЕ НАБЛЮДЕНИЕ ЗА 
ЛОКАЛИЗАЦИЕЙ Hsp70 И Hsf-1 В ЛИНИИ КЛЕТОК SCC-25, 
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Плоскоклеточный рак полости рта (OSCC) – основная причина смертности, связанной с опухоля-
ми ротовой полости. Потенциальными биомаркерами OSCC могут служить Hsf-1 и Hsp70. Разрабо-
тана система мультиплексной визуализации на основе квантовых точек для синхронного наблюде-
ния за Hsf-1 и Hsp70 после теплового шока и оценки степени инактивации Hsf-1 при комбинирова-
нии химиотерапии с лейциндепривационной терапией. Клетки линии SCC-25 растили в условиях
голодания по лейцину в течение 0, 1, 2, 3 и 4 суток, после чего подвергали тепловому шоку при 42°C
в течение 30 мин. Через 6 ч после действия теплового шока в клетках, не получавших лейцин в те-
чение 0, 1 и 2 суток, наблюдали активацию Hsf-1 и его транслокацию в ядро; при этом уровень экс-
прессии Hsp70 и Hsf-1 достигал максимума и оба белка аккумулировались в ядре. Однако в клетках,
не получавших лейцин в течение 3 или 4 суток, синтез и активность Hsf-1 и Hsp70 значительно сни-
жались. Таким образом, отсутствие лейцина в питательной среде в течение минимум трех суток, по-
видимому, приводит к инактивации Hsf-1 и тем самым к снижению синтеза Hsp70 в клетках. Сле-
довательно, комбинация химиотерапии и лейциндепривации может стать эффективным подходом
в терапии опухолей ротовой полости.
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ВВЕДЕНИЕ
По всему миру, плоскоклеточный рак полости

рта (OSCC) один из наиболее распространенных
типов опухоли ротовой полости и челюстно-ли-
цевой области. OSCC – основная причина смерт-
ности, связанной с опухолями ротовой полости
[1–6]. В инициации и развитии OSCC участвуют
транскрипционный фактор теплового шока 1
(Hsf-1) и белок теплового шока 70 (Hsp70). Акти-
вация Hsf-1 и синтез Hsp70 ассоциированы со
многими процессами, ведущими к развитию опу-
холи. Таким образом, эта система служит потен-

циальным биомаркером в онкологических иссле-
дованиях [7–16].

Метаболизм аминокислот выполняет важную
роль в физиологических реакциях организма.
Концентрация аминокислот вносит весомый
вклад в регуляцию экспрессии генов на таких
уровнях, как транскрипция, стабильность мРНК
и трансляция [17]. Лейцин – одна из восьми неза-
менимых аминокислот, недостаток которой ха-
рактерен для современного рациона питания; од-
нако внутриклеточные регуляторные механизмы
лейцина до сих пор плохо изучены.

1 Текст представлен на английском языке
2 Эти авторы внесли равный вклад. 

Сокращения: Hsf-1 (heat shock transcription factor 1) – транскрипционный фактор теплового шока 1; Hsp70 (heat shock pro-
tein 70) – белок теплового шока 70; OSCC (oral squamous cell carcinoma) – плоскоклеточный рак полости рта; QDs (quantum
dots) – квантовые точки.
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Квантовые точки (QDs) – это полупроводнико-
вые нанокристаллы диаметром от 2 до 10 наномет-
ров, обладающие уникальными фотофизическими
свойствами, такими как контролируемая флуорес-
ценция, высокий квантовый выход, устойчивость
к фотовыцветанию [18–25]. Благодаря этим уни-
кальным оптическим свойствам, квантовые точ-
ки имеют большой потенциал применения в
многочисленных приложениях, таких как на-
блюдение за адресной доставкой лекарственных
средств и мультиплексная оптическая визуали-
зация [26–36].

В работе применена технология мультиплекс-
ного мечения QDs для исследования уровней и
паттернов совместной локализации белков Hsp70
и Hsf-1 в клетках линии SCC-25 после теплового
шока. На основании полученных результатов об-
суждается возможность применения комбинации
термотерапии и лейциндепривации для подавле-
ния активности Hsf-1 у больных с опухолями ро-
товой полости.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Первичные мышиные антитела
против Hsp70 человека и первичные кроличьи ан-
титела против Hsf-1 человека приобретены у ком-
пании “Abcam” (Великобритания). Вторичные
антитела против мышиного QD525nm-IgG и кро-
личьего QD655nm-IgG приобретены у компании
“Invitrogen” (США). Среда DMEM/F12 с добав-
лением или без лейцина приобретена у компании
“Sigma” (США). Лазерная конфокальная микро-
скопия выполнена на приборе Leica TCS SP2
(“Leica Microsystems”, Германия)

Ведение клеточных культур. Клетки линии
SCC-25 (плоскоклеточной карциномы языка чело-
века) растили в среде DMEM/F12 с добавлением
лейцина в атмосфере 5% CO2 при 37°C. Через 3 су-
ток использовали 0.25%-ный раствор трипсина
для перевода клеток в суспензию с последующей
их культивацией на специальной посуде, совме-
стимой с конфокальной микроскопией, до плот-
ности 1 × 105 клеток/мл.

Выращивание клеток на среде без лейцина. Ро-
стовую среду меняли на DMEM/F12, не содержа-
щую лейцин. Культуры разделили на пять групп:
A, Б, B, Г и Д. Клетки SCC-25 в группе A культи-
вировали при нормальном уровне лейцина в тече-
ние 4 суток, в группе Б – при нормальном уровне
лейцина в течение 3 суток, затем в течение одних
суток при лейциновом голодании; в группе В –
при нормальном уровне лейцина в течение 2 су-
ток, затем в течение 2 суток при лейциновом го-
лодании; в группе Г – при нормальном уровне
лейцина в течение 1 суток, затем в течение 3 суток
при лейциновом голодании; в группе Д – в без-
лейциновой среде в течение 4 суток.

Тепловой шок. Клетки инкубировали при 42°C
в течение 30 мин и помещали в инкубатор при
37°C в течение 0 ч (группа I), 6 ч (группа II) и 10 ч
(группа III).

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Анализ
иммунофлуоресценции проводили во всех груп-
пах. Клетки SCC-25 выдерживали с Triton X-100 в
течение 10 мин, отмывали и инкубировали при
4°C в течение ночи с первичными мышиными ан-
тителами против Hsp70 человека или первичными
кроличьми антителами против Hsf-1 человека (в
разведении 1 : 100). После промывки TBS (0.02 M
Трис-HCl, pH 7.2, 0.15 M NaCl) клетки в этом же
буферном растворе на 10 мин помещали во влаж-
ную камеру с температурой 37°C, а затем добавля-
ли взятые в эквивалентных соотношениях козьи
антитела против IgG мыши, QD525nm-IgG, и
против IgG кролика, QD655nm-IgG (оба в разве-
дении 1 : 100), и инкубировали в течение 1 ч в той
же камере. После трехкратной промывки клеток
буфером TBST (TBS c 0.05% Tween-20) детектиро-
вали сигнал, соблюдая условия защиты от днев-
ного света. Каждый эксперимент повторяли 5 раз.

Сигнал детектировали методом лазерной кон-
фокальной микроскопии и анализировали с помо-
щью программного обеспечения Image-Pro Plus.
Данные представляли в виде среднее ± стандартное
отклонение (SD). Сравнение средних между груп-
пами проводили с помощью одностороннего теста
ANOVA. Отличия принимали статистически зна-
чимыми при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Hsp70 и Hsf-1 одновременно метили с помо-
щью QD525nm (зеленый цвет) и QD655nm (крас-
ный цвет), конъюгированных с соответствующи-
ми антителами (см. раздел “Экспериментальная
часть”).

На рис. 1а представлены результаты двухцвет-
ной иммунофлуоресцентной детекции этих бел-
ков методом конфокальной микроскопии. На
совмещенном изображении желтый цвет указы-
вает на колокализацию белков. Ядро окрашено
только зеленым цветом, что указывает на присут-
ствие в нем Hsp70, но не Hsf-1. Цитоплазма окра-
шена только красным цветом, что указывает на
присутствие в ней Hsf-1, но не Hsp70. На рис. 1б, в
представлены изображения, регистрируемые со-
ответственно в красном и зеленом монохромном
канале. QD525nm-меченый Hsp70 четко виден в
цитоплазме и ядре. QD655nm-меченый Hsf-1 в
основном детектируется в цитоплазме. На рис. 1г
представлено изображение клеток в световой мик-
роскоп. Изображения контрольной группы клеток,
полученные с помощью лазерного конфокального
микроскопа, представлены на рис. 1д–ж. На
рис. 1д видно, что Hsp70, меченный QD525nm,
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находится как в цитоплазме, так и в ядре (зеленая
флуоресценция); а на рис. 1е видно, что Hsf-1, ме-
ченный QD655nm, локализуется преимуществен-
но в цитоплазме (красная флуоресценция). На
рис. 1ж представлен полученный от контрольной
группы клеток темный фон (без флуоресценции).

Зависимость распределения Hsf-1 и Hsp70
в культуре клеток от длительности недостатка 

лейцина в питательной среде

Ранее показано, что кратковременный недо-
статок лейцина приводит к инактивации Hsf-1,
что ведет к незначительному накоплению Hsp70,
который, однако, не локализуется в ядре в течение
6 ч после одночасового теплового шока. С целью
оценить влияние кратковременного недостатка
лейцина клеточную линию SCC-25 культивирова-
ли с ограничением по лейцину в течение 1, 2, 3 или
4 суток. Согласно результатам конфокальной
микроскопии, желтая флуоресценция имеет тен-
денцию накапливаться в ядре (рис. 2б, д и з). Это
указывает на то, что в клетках, лишенных источ-
ника лейцина в течение 0, 1 или 2 суток, белки
Hsp70 и Hsf-1 имеют тенденцию собираться в яд-
ре. Но при более длительном недостатке лейцина

(3 и 4 суток), как видно из рис. 2л, о, в ядрах кле-
ток детектируется только зеленый сигнал, а жел-
тый исчезает, что указывает на отсутствие в них
Hsf-1. Процесс активации Hsf-1 включает в себя
тримеризацию, транспорт в ядро, посттрансля-
ционные модификации и связывание с промо-
торными областями генов HSP посредством
ДНК-связывающего домена. На основании полу-
ченных результатов можно сделать вывод о том,
что недостаток лейцина в течение 3 и 4 суток ве-
дет к инактивации Hsf-1.

Полуколичественное определение Hsp70 и Hsf-1
в клетках в период восстановления

после теплового шока

С целью оценить различия в активности Hsf-1
между группами Г и Д (клетки, выращенные при
недостатке лейцина в течение 3 или 4 суток) и
группами A–В (клетки, выращенные при недо-
статке лейцина в течение 0, 1 или 2 суток) провели
полуколичественный анализ уровней содержа-
ния Hsp70 и Hsf-1. Детекцию Hsp70 и Hsf-1 по-
вторяли 5 раз для каждой из групп клеток и полу-
ченные 65 фотофлуорограмм анализировали с по-
мощью программного обеспечения Image-Pro Plus.

Рис. 1. Двухцветное иммунофлуоресцентное окрашивание Hsp70 и Hsf-1, меченных соответственно QD525nm и
QD655nm. а–г – Флуоресцентное окрашивание клеток, регистрируемое в четырех каналах. Клетки инкубировали со
смесью первичных антител против Hsp70 и Hsf-1, затем со смесью вторичных антител: к IgG мыши (QD525nm-IgG,)
и IgG кролика (QD655nm-IgG). Регистрировали три флуоресцентных сигнала: красный, зеленый и желтый. Желтый
сигнал получен совмещением красной и зеленой флуоресценции, что указывает на одновременное присутствие целе-
вых белков в тех или иных компартментах клетки. д и е – Клетки инкубировали с равным количеством первичных ан-
тител либо против Hsp70, либо против Hsf-1 и затем со смесью вторичных антител. Только зеленую или только крас-
ную флуоресценцию наблюдали в этих контрольных клетках. ж – Клетки инкубировали с TBS в течение ночи. Флуо-
ресцентный сигнал не регистрировали в этой контрольной группе.

a б в г

д е ж
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Результаты представлены в виде среднего с разбро-
сом по стандартному отклонению (mean ± SD). Как
следует из результатов, представленных в табл. 1 и
на рис. 3, уровень синтеза Hsp70 в клетках, выра-
щенные при недостатке лейцина в течение 0
(группа A), 1 (группа Б) или 2 (группа В) суток,

значительно повышался через 6 ч после теплового
шока, но к 10 ч снижался до наблюдаемого в 0 ч.
Уровень Hsp70 в клетках, которые растили в без-
лейциновой среде 3 (группа Г) или 4 (группа Д)
суток, увеличивался незначительно в течение
всего периода восстановления после теплового

Рис. 2. Внутриклеточное распределение белков Hsp70 и Hsf-1 в клетках, выращенных при кратковременном недостат-
ке лейцина (0, 1, 2, 3 или 4 суток) после действия теплового шока через 0 ч (а, г, ж, к, н), 6 ч (б, д, з, л, о) и 10 ч (в, е, и,
м, п). Максимальный уровень Hsp70 и Hsf-1 наблюдали через 6 ч после теплового шока в клетках, выращенных при
недостатке лейцина в течение 0 (б), 1 (д) и 2 (з) суток, белки локализовались преимущественно в ядре. Однако в клет-
ках, выращенных при недостатке лейцина в течение 3 (л) и 4 (о) суток, значительного увеличения количества Hsp70 и
колокализации его с Hsf-1 в ядре не наблюдали.

а б в

г д е

ж з и

к л м

н о п

0 6 10
Время, ч

Группа Д

Группа Г

Группа В

Группа Б

Группа А
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шока (P > 0.05). На основании этих результатов
можно предполагать, что отсутствие лейцина в
среде культивирования клеток SSC-25 в течение
3–4 суток приводит к инактивации Hsf-1, в то
время как при лейциновом голодании в течение
2 суток (группы А, Б и В) активность Hsf-1 не из-
меняется статистически значимо.

В то же время, в соответствии с результатами,
представленными в табл. 2 и на рис. 4, содержа-
ние Hsf-1 в клетках, выращенных при недостатке
лейцина в течение 0, 1, 2, 3 и 4 суток, значительно
повышалось к 6 ч (P < 0.05), а к 10 ч снижалось до ис-
ходного уровня. Из этого следует, что значительное
накопление Hsf-1 еще не означает его активации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Системе HSF/HSP придается большое значе-
ние в диагностике OSCC и в противоопухолевой
терапии [37–47]. В отсутствие точного количе-
ственного анализа и оценки совместной локализа-
ции Hsf-1 и Hsp70, патологам сложно классифици-
ровать OSCC, а клиницистам принять решение о
назначении стратегии лечения, например, термо-
терапии. Термотерапия используется при лечении
пациентов с OSCC, и ее эффективность доказана.
Однако действие термотерапии нейтрализуется ак-
тивацией Hsf-1 и сверхэкспрессией Hsp70, поэто-
му ингибирование Hsf-1 и Hsp70 потенциально
повысит эффективность термотерапии.

Лейцин – незаменимая аминокислота, кото-
рая не синтезируется в организме человека, а по-
ступает в него с пищей. Ранее показано [24], что
недостаток лейцина приводит к инактивации
Hsf-1 и подавлению синтеза Hsp70. Совет по про-
довольствию и питанию Института медицины
США (The Food and Nutrition Board of the U.S. Insti-
tute of Medicine, США) установил рекомендуемую
суточную норму потребления лейцина для взрос-
лых (19 лет и старше) на уровне 42 мг/кг массы тела.

С целью оценить влияние кратковременного
дефицита лейцина на активность Hsp70 клетки
линии SCC-25 культивировали в условиях лейци-

нового голодания в течение 1, 2, 3 или 4 суток. Со-
гласно полученным результатам (табл. 1 и рис. 3),
значительное увеличение содержания Hsp70 на-
блюдали через 6 ч после теплового шока, но толь-
ко в клетках, выращенных в условиях недостатка
лейцина в течение 0–2 суток. В то же время лей-
циновое голодание в течение 3 или 4 суток вызы-
вало лишь незначительное увеличение содержа-
ния Hsp70 в течение всего 10-часового периода

Таблица 1. Уровень Hsp70 в культуре клеток, выращенных в условиях кратковременного недостатка лейцина

Группа клеток
Интенсивность флуоресценции, мВт

0 ч 6 ч 10 ч

А 0.0927703 ± 0.00190486 0.1910320 ± 0.00076952 0.0930388 ± 0.00580913

Б 0.0895062 ± 0.00029818 0.1840492 ± 0.00227693 0.0895329 ± 0.00029220

В 0.0874923 ± 0.00144838 0.1771308 ± 0.00406705 0.0875726 ± 0.00139283

Г 0.0863863 ± 0.00176738 0.0861982 ± 0.00171748 0.0861598 ± 0.00171873

Д 0.0837646 ± 0.00204716 0.0832943 ± 0.00207270 0.0842418 ± 0.00195760

Рис. 3. Полуколичественное определение содержа-
ния Hsp70 в культуре клеток, выращенной при крат-
ковременном недостатке лейцина в 10-часовой пери-
од восстановления после теплового шока. Уровень
Hsp70 в клетках, выращенных при недостатке лейци-
на в течение 0 (группа A), 1 (группа Б) или 2 (группа В)
суток, значительно увеличивался к 6 ч, а к 10 ч сни-
жался до исходного. Содержание Hsp70 в клетках,
выращенных в условиях недостатка лейцина в тече-
ние 3 (группа Г) или 4 (группа Д) суток, лишь незна-
чительно увеличивалось в течение всего периода вос-
становления после теплового шока.
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восстановления после теплового шока. На осно-
вании полученных результатов можно предполо-
жить, что недостаток лейцина в течение 3 суток и
более приводит к инактивации Hsp70. Однако
точные механизмы, лежащие в основе инактива-
ции Hsp70 при низких концентраций лейцина, не
известны.

С целью прояснить эти механизмы мы проана-
лизировали уровни и паттерны локализации
Hsp70 и Hsf-1 с помощью QD. Белок Hsf-1 чело-
века состоит из нескольких доменов, которые ре-
гулируют его связывание и активность: ДНК-свя-
зывающий домен, домен олигомеризации (пред-
ставлен лейциновой молнией), регуляторный
домен и трансактиваторный домен. В физиологи-

ческих условиях Hsf-1 существует в виде неактив-
ного мономера. Активность мономерной формы
Hsf-1 репрессирована белковым комплексом,
включающим Hsp70 и Hsp90. Активация Hsf-1
опосредуется последовательной реализацией не-
скольких механизмов, включающих диссоциа-
цию Hsf-1 из репрессорного комплекса, тримери-
зацию мономеров Hsf-1, накопление в ядре и пост-
трансляционные модификации.

В результате проведенного исследования вы-
явлено статистически значимое увеличение со-
держания Hsf-1 в клетках, выращенных при недо-
статке лейцина в течение 0, 1, 2, 3 и 4 суток, тогда
как Hsf-1 в ядрах аккумулируется только при лей-
циновом голодании в течение 0, 1 и 2 суток (табл. 2

Таблица 2. Уровень Hsf-1 в культуре клеток, выращенных в условиях кратковременного недостатка лейцина

Группа клеток
Интенсивность флуоресценции, мВт

0 ч 6 ч 10 ч

А 0.0434678 ± 0.00180207 0.0608726 ± 0.00048379 0.0433454 ± 0.00166846

Б 0.0427669 ± 0.0012037 0.0608477 ± 0.00050051 0.0431758 ± 0.00181496

В 0.0431982 ± 0.00207794 0.0607594 ± 0.00049496 0.0429011 ± 0.00098606

Г 0.0430145 ± 0.00184044 0.0604994 ± 0.00030535 0.0435094 ± 0.00198057

Д 0.0431882 ± 0.00172385 0.0606791 ± 0.00039471 0.0431186 ± 0.00196393

Рис. 4. Полуколичественное определение содержания Hsf-1 в культуре клеток, выращенной при кратковременном не-
достатке лейцина в течение 10-часового периода восстановления после теплового шока. Содержание Hsf-1 в клетках,
выращенных в условиях недостатка лейцина в течение 0, 1, 2, 3 и 4 суток (граппы А, Б, В, Г и Д соответственно) воз-
растало к 6 ч, а к 10 ч снижалось до исходного.
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и рис. 3, 4). Таким образом, лейциндепривация в
течение 3 суток и более приводит к инактивации
Hsf-1, что, скорее всего, связано с подавлением
накопления Hsf-1 в ядре, чем с диссоциацией
Hsf-1 из репрессорного комплекса. Диссоциация
Hsf-1 из репрессорного комплекса, как таковая,
видимо, не приводит к полноценной активации
Hsf-1, а скорее лишь запускает этот процесс.

В заключение можно сделать вывод о том, что
система HSF/HSP вовлечена в ответ клеток OSCC
на противоопухолевую терапию. Исследование
кинетики Hsf-1/HSP с помощью QD позволит
выяснить механизм действия и оценить эффек-
тивность сочетанного применения термотерапии
и лейциндепривационной терапии у пациентов с
опухолями ротовой полости. Лейциновое голода-
ние в течение не менее 3 суток, возможно, будет
блокировать побочные эффекты термотерапии
OSCC, связанные с активацией Hsf-1 и сверхэкс-
прессией Hsp70. Сочетание термотерапии и крат-
ковременного дефицита лейцина – для инактива-
ции Hsf-1 – может стать новым подходом в тера-
пии опухолей ротовой полости.

Работа выполнена при поддержке гранта Сто-
матологического колледжа Южного медицинского
университета (Stomatological Hospital of Southern
Medical University Project no. PY2017010), Китай.

Конфликт интересов: Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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DOUBLE LABELING AND SIMULTANEOUS MONITORING FOR Hsp70
AND Hsf-1 KINETICS IN SCC-25 CELLS WITH A SHORT-TERM DIETARY 

RESTRICTION OF LEUCINE FOLLOWING HEAT SHOCK
Z. Luo1, W. Fang1, C. L. Wang2, 3, 4, *, and W. Q. Ma1, **
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To develop a quantum-dot-based multiplexed imaging system for the simultaneous monitoring of Hsf-1/Hsp70
after heat shock, and to evaluate the effects of combined thermotherapy and leucine deprivation therapy on
Hsf-1 inactivation. SCC-25 cells were leucine starved for 0, 1, 2, 3 or 4 days following which the cells under-
went heat shock at 42°C for 30 min. At 6 h after heat shock, Hsf-1 activation and translocation to the nucleus
was observed in cells that were leucine starved for 0, 1 and 2 days, and the synthesis of Hsp70 and Hsf-1
reached their maximum values and had a tendency to gather in the nucleus. However, in cells that were leu-
cine starved for 3 and 4 days, Hsf-1 activity and Hsp70 synthesis level was dramatically decreased. Dietary
restriction of leucine for at least three days could result in the inactivation of Hsf-1, leading to a reduction in
Hsp70 synthesis. The combination of thermotherapy and short-term leucine deprivation therapy may be-
come effective approach for the treatment of oral tumors.

Keywords: oral squamous cell carcinoma, Hsp70, Hsf-1, heat shock
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