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【摘要】背景与目的：研究非甾体药物 )+N5(8对人肝癌细胞株T,-L/细胞组蛋白 T5 乙酰化水平的调节作用及对细胞周期素依赖
性激酶抑制 -/’PWV’ Y FZ[’ 表达的影响。 材料与方法：用不同浓度 6 ’00、/00、500、\00!<$% Y X9的 )+N5(8处理 T,-L/细胞 !以四甲基
偶氮唑蓝 6]::9 法测定肿瘤细胞增殖抑制率 ! 流式细胞仪 6VF]9 检测细胞周期的改变及凋亡百分率的变化 ! 应用 )+N5(8分别作用
T,-L/细胞 \、8、’/、/\、\8 M! 非药物作用组作为对照，提取细胞的总 ^)W 和总蛋白 !采用 ^:N[F^ 技术检测 -/’PWV’ YFZ[’ <^)W 表
达情况 ! 并用免疫印迹技术 6P,H.,GB _%$. 9 观察组蛋白T5 的乙酰化水平变化及 -/’PWV’ YFZ[’蛋白的表达水平。 结果：)+N5(8抑制
T,-L/细胞增殖，且呈剂量依赖性 !并诱导其凋亡。且呈浓度依赖性改变细胞周期的分布 !一方面增高 L0 Y L’期细胞比例，另一方面降

低 +期和 L/ Y]期细胞比例 !与对照组相比差异具有统计学意义 6 D ‘ 0& 0*9。)+N5(8对组蛋白 T5 乙酰化作用随时间改变而变化 !可引
起组蛋白 T5的乙酰化。)+N5(8 对 -/’PWV’ Y FZ[’ <^)W和 -/’PWV’ Y FZ[’蛋白表达的影响呈时间依赖性。 结论：)+N5(8明显上调
T,-L/细胞组蛋白 T5的乙酰化水平 !促进细胞周期依赖性激酶抑制剂 -/’PWV’ YFZ[’的表达。

【关键词】%+,-./0 组蛋白乙酰化 0 1234"53 6!$730 891:2细胞
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-/’PWV’ Y FZ[’ _c )+N5(8 >B T,-L/ E,%%H & )"’(#$"@+ "%= )(’8&=+? :M, ,bb,E. $b )+N5(8 $B .M, -G$%>b,G=.>$B $b
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-G$.,>BH =BI <^)W ?,G, ,d.G=E.,I bG$< T,-L/ E,%%H .G,=.,I ?>.M $G ?>.M$@. )+N5(8 ?>.M ZF*0 /00!<$% Y X =. a=G>$@H
.><, -$>B.H 6 \! 8! ’/! /\! \8 M9 &ec @H>BC P,H.,GB _%$. ! .M, %,a,%H $b =E,.c%=.,I M>H.$B, T5 =BI -/’PWV’ YFZ[’ -G$.,>B
,d-G,HH>$B ?,G, =HH=c,I & ^:N[F^ ?=H @H,I .$ I,.,E. .M, ,d-G,HH>$B %,a,% $b -/’PWV’ Y FZ[’ <^)W& #(+*@’+? )+N5(8
>BM>_>.,I E,%% -G$%>b,G=.>$B =BI >BI@E,I =-$-.$H>H >B T,-L/ >B = E$BE,B.G=.>$BNI,-,BI,B. <=BB,G & 7)W -%$>Ic =B=%cH>H
HM$?,I .M=. + -M=H, E,%%H ?,G, H>CB>b>E=B.%c I,EG,=H,I ?>.M >BEG,=H>BC )+N5(8 E$BE,B.G=.>$B &T>H.$B, T5 =E,.c%=.>$B ?=H
$_a>$@H%c >BEG,=H,I _c )+N5(8 >B = .><,NI,-,BI,B. <=BB,G & :M, ,d-G,HH>$B %,a,%H $b -/’PWV’ YFZ[’ <^)W =BI -G$.,>B
?,G, @-NG,C@%=.,I >B = .><,N=BI I$H,NI,-,BI,B. <=BB,G & !&%!@*+$&%? :M, %,a,% $b =E,.c%=.,I M>H.$B, T5 ?=H
@-NG,C@%=.,I _c )+N5(8! =BI .M, ,d-G,HH>$B $b -/’PWV’ YFZ[’ ?=H >BEG,=H,I =. .M, H=<, .><, &
【 ’() *+%,#】)+N5(83 M>H.$B, =E,.c%=.>$B 3 -/’PWV’ Y FZ[’3T,-L/ E,%%

真核细胞的染色体由 7)W和组蛋白等包裹而成 !
7)W甲基化和组蛋白乙酰化是基因表达调节的两大主
要方式 ! 其中组蛋白乙酰化是由乙酰化酶 6 M>H.$B,

=E,.c%=. G=BHb,G=H, ! TW:H9 和去乙酰化酶 6 M>H.$B,
I,=E,.c%=H, ! T7WFH9 作用的可逆过程。组蛋白乙酰化部
位的染色体呈开放状态 !利于基因转录 f’ g。近年研究表
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明 ! 异常的组蛋白乙酰化可以导致肿瘤发生 ! 乙酰化可
能是一个重要的细胞调控过程 ! 有研究表明 &’()#在
多种肿瘤中表达 *+ ,- .。但 &’()#在肝癌细胞中相关研
究则尚未见报道 ! 本研究应用非甾体药物 /012$3作用
于肝癌细胞株 &456+ 细胞 !观察 &456+细胞组蛋白 &2
的乙酰化变化及细胞周期依赖性激酶 7)’89 抑制剂
5+#:(;# < )=># ?@/(和蛋白表达 ! 探讨 /012$3抗肿瘤
作用机制。

! 材料与方法
!" ! 试剂 /012$3购自晶美公司 !乙酰化组蛋白

&2 抗体 ! 5+#:(;# <)=># 抗体均购自 0ABCA )DEF 公司 !
前者为兔抗人多抗、后者为鼠抗人单抗 ! 羊抗兔和羊抗
鼠二抗和 G)( 蛋白定量试剂盒购自晶美生物制品公
司。@>H= #I-J 为 6KLMN 公司产品 ! ODKFNP 试剂购自
=BQKCDNR4B 公司 !胎牛血清购自天津生物技术公司。

!" # 细胞培养 肝癌细胞株购自上海科学院细
胞中心。细胞培养采用含 #JS胎牛血清、#JJ T <?P青霉
素、#JJ T < ?P链霉素的 @>H= #I-J 培养基 ! 在 2U V !
%S的 )W+!饱和湿度下培养 !每 -3 X换液传代 #次。取
生长良好 ! 细胞活性大于 $3 S的细胞进行实验。根据
HOO 法测得的 /012$3 对 &456+ 细胞作用的 =)%J7 +JJ
!?NP < Y9 !并用 +JJ!?NP < Y作用 &456+细胞 -、3、#+、+-、
-3 X ! 检测组蛋白 &2乙酰化水平和 5+#:(;# < )=>#蛋
白及 ?@/(的变化 !非药物作用组作为对照。

!" $ %&& 法检测 ’()$*+对 ,-./# 细胞增殖的
影响 制备 &456+ 单细胞悬液。以每孔 % Z #J%个细胞

接种于 $I孔培养板 ! 加入不同浓度 /012$3使其终浓度
分别为 7 #JJ、+JJ、2JJ、-JJ!?NP < Y9 ! 作用于不同时间
7 J、+-、-3、U+ X9 设不接种细胞的空白对照和只含 #[
’H0W的阴性对照组。每种浓度平行 2个复孔 ! 继续培
养。U+ X后每孔加入 HOO 溶液 7 % R < Y9 +J!P !继续孵育
- X !终止培养。吸弃孔中的培养上清 !每孔加入 #%J!P
’H0W! 振荡 #J ?KB ! 在酶联免疫检测分析仪测定各孔
吸光度值 7(9 !按下列公式计算抑制率：
抑制率 7 S 9 \ 7 # ,实验组平均 (值 < 对照组平均 (值 9 Z

#JJS。

!" 0 流式细胞术检测细胞周期分析及凋亡百分
率测定 &456+ 细胞离心换液后 ! 加入不同浓度
/012$3!使其终浓度分别为 #JJ、+JJ、2JJ、-JJ!?NP < Y。设
不进行药物干预的细胞为对照组。培养 +- X后 ! 收集
# Z #JI细胞 !经冷 >G0洗 +次 !加入 #] % ?P乙醇 UJS固
定 ! - V放置 +- X !加 @/(酶 7 #J R < Y9 #JJ!P ! 2U V置
#% ^ +J ?KB。加含 ODKCNB_1#JJ碘化丙锭 7 % ?R < Y9 %JJ!P !

- V置 2J ?KB !上机检测 !用 )‘YYaT‘0O 2] Pb软件分析
获取 ’/(直方图 ! HTYO=)cY‘ #] J ’/(专用分析软件
分析获得数据。

!" 1 组蛋白 ,$的提取 组蛋白 &2 的提取方法
参照文献 * %. !并进行适当改良。收获各药物处理组细胞
7 # Z #JI < ?P 9 !离心去上清 !用冷 >G0 洗 +次 !弃尽 >G0!
直接加入 #JJ !P煮沸的 YA4??PK 7含 #J S的 +1巯基乙
醇 !不含溴酚蓝 9裂解缓冲液。混匀后 ! 加入 # ?NP < Y的
盐酸 #J!P !混匀后以 #+ JJJ D <?KB离心 #J ?KB !取上清
液进行蛋白质定量。直接进行蛋白质印迹实验。

!" 2 .#!345! 6 789! 蛋白提取 参照文献 * I. 进
行。收获培养 - ^ -3 X的细胞 ! #JJJ D <?KB离心 % ?KB!吸
去上清 ! 用冷的 >G0 洗涤 + 次 ! 去尽洗涤缓冲液 ! 加入
裂解缓冲液 7 +J ??NP < Y ODKd1&)P ! 5&U] -! #%J ??NP < Y
/A)P ! # ??NP < Y ‘’O(! # ??NP < Y ‘6O( ! #S />1-J!
# ??NP < Y /A2eW-! # ??NP < Y >H0;! %!R < ?P亮肽霉素 !
%!R <?P抑肽酶 ! %!R < ?P凝乳蛋白酶素 9 ! 冰上放置
2J ?KB。然后在低温 ! #+ JJJ D <?KB!离心 #% ?KB 取上清
液用 G)( 法进行蛋白定量 !等量分装后 , 3J V冻存。

!" : .#!345! 6789! ;<’4 提取和 <&)97< 扩增
用 ODKFNP法提取细胞总 @/( ! 参照说明书进行。提取
的 ?@/( 用紫外分光光度计检测纯度 ! 并对 ?@/( 进
行定量和完整性测定。取 +!R ?@/(为模板 !应用通用
引物逆转录合成 M’/( f 以 M’/(为模板进行 >)@扩
增。引物序列为 g 正义链 %h 1RRACRCMMRCMARAAMMMA12h !反义
链 %h 1MARRCMMAMACRRCMCCMM12h ! 反应条件为 g $- V 2J d !
%3 V -J d ! U+ V %J d ! 共 2%个循环。扩增产物 2$$
L5。"1AMCKB 作为内参照 g 正义链 %i1MRMCRMRMCRRCMRCMRAMA12!
反义链 %i1RCMAMRMAMRACCCMMMRMC12i! 扩增产物 I#$ L5。>)@
产物在 #] %S的琼脂糖凝胶上电泳 ! 电泳结果用英国
Te>公司 6’0 3JJJ 型全自动图像分析系统处理。

!" + 乙酰化组蛋白 ,$ 和 .#!345! 6 789!蛋白表
达水平的检测 采用:4dC4DB LPNC 分析。蛋白提取物经
定量后 ! 取 +J!R 在 0’0 >(6‘凝胶上电泳。然后电转
到硝酸纤维素膜上 !丽春红染色观察转膜情况。转膜成
功后 !用 % S的脱脂奶粉封闭 + X。加一抗 7乙酰化 &2
抗体 ! 5+#:(;# < )=>#抗体 9 在 - V条件下过夜或在
2U V孵育 # ^ + X! 充分用 >G0漂洗 2次 ! 每次 #J ?KB !
再用二抗 7 # j + JJJ9 7稀释的辣根过氧化物酶标记的羊
抗兔 !羊抗鼠 =R69振荡孵育 + X。洗去未结合的二抗 !滴
加 ‘)Y化学发光剂 ! _光片曝光显影。扫描 _光片 !计
算机软件处理 !进行密度分析 !计算灰度值 !以灰度值大
小间接反映检测蛋白含量。本实验重复 2次。

!" * 统计学分析 采用 0>00##] %统计软件包处

! " # $
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图 + %,-+./作用 01234细胞后 2456"75 8!$95表达情况
7:;<=1 + ’>1 1?2=1@@:AB C1D1C AE 9456"75 8!$95 :B 01234 F1CC@ G=1HG1I
J:G> %,-+./ I1G1FG1I KL J1@G1=B KCAG

图 4 %,-+./作用 01234细胞后组蛋白 0+的乙酰化变化
7:;<=1 4 ’>1 HF1GLCHG:AB C1D1C@ AE >:@GAB1 0+ :B 01234 F1CC@ HEG1=
I:EE1=1BG G=1HGM1BG@ I1G1FG1I KL 61@G1=B KCAG

! " # $

理数据，采用 & 检验进行分析。

! 结 果
!" # $%&’()对 *+,-!细胞增殖的影响 不同浓

度的 )+/0(1处理 2,-34细胞 54 6后 ! 788法测定吸光
度值 9:; !结果显示 )+/0(1对 2,-34细胞的抑制作用呈
剂量 /时间依赖性 ! 随着浓度的增大 ! 吸光度值明显变
小 !分别为 < ’==!>$% ? @时 =& 01 A =& =(B 4==!>$% ? @时
=& *( A =& =CB 0==!>$% ? @时 =& 5’ A =& =DB D==!>$% ? @时
=& 5* A =& =0! 但在 0==!>$% ? @与 D==!>$% ? @浓度时吸
光度值改变无显著不同 ! 表明 0==!>$% ? @时这种抑制
效应已达到平台期。

!" ! $%&’() 对 *+,-!细胞周期的影响 以 ’==、
4==、0==、D==!>$% ? @ )+/0(1处理 2,-34细胞 4D 6后 !
在低浓度范围内 3= ? 3’期及 + 期细胞无明显变化
9 ’ E =& =*; !在 4==、0==、D==!>$% ? @浓度时 ! 3= ? 3’期细

胞明显多于对照组 9 ’ F =& =*! ’ F =& =’; !而 +期细胞减
少 9 ’ F =& =*! ’ F =& =’; !见图 ’。

!" ’ $%&’()对 *+,-!细胞凋亡的影响 ’==、
4==、0==、D==!>$% ? @ )+/0(1处理 2,-34细胞 4D 6后 !
凋亡百分率分别为 9 ’C& D5 A 4& ’*; G、9 4(& ’4 A 0& *=; G、
9 D5& *1 A 0& (4; G、9 CD& ’C A D& ’4; G ! 与对照组 9 4& D1 A
=& ’*; G比较，差异具有统计学意义 9 ’ F =& =’; ! 且呈浓
度依赖性。

!" . $%&’()对 *+,-!细胞组蛋白 *’的乙酰化
作用 在 4==!>$% ? @的浓度下 !随着时间的改变 !组蛋
白 20的乙酰化水平随之变化。如图 4所见 !在 D 6时组
蛋白 20的乙酰化水平 9 ’=D& 0 A ’5& 4; 和非药物作用组
9 ’(& C A ’=& 0; 相比灰度均值增加了 *& D 倍 ! ’4 6 时
9 11& * A ’=& 0; 为对照组的 D& ’倍 ! 4D 6时 9 *(& 5 A ’’4;
为对照组的 0& =倍，可见乙酰化水平逐渐降低。

!" / $%&’()对 ,!#012# 3 456#蛋白表达的作用
在 4==!>$% ? @的浓度下 ! -4’H:I’ ? JKL’蛋白表达

D 6 后升高 ! ’4 6 时 9 ’41& * A D’& 1; 和对照组
9 D(& 0 A 0=& ’;相比增加了 4& D倍 ! 4D 69 4=’& 1 A *=& *;增
加了 *& ’倍，达高峰 ! D1 6 有所下降 ! 9见图 0; !在各浓
度作用 4D 6时 !呈浓度依赖性。

!" 7 $%&’()对 ,!#012# 3 456# 89$1转录的影
响 M8/LJM 产物在 ’& *G的琼脂糖凝胶上电泳后 ! 凝
胶成像系统扫描分析 ! "/NO.PQ 吸光度定为 ’。
4==!>$% ? @的 )+/0(1作用 2,-34细胞，-4’H:I’ ? JKL’
>M):表达在 D 6时已见到升高 ! 持续 4D 6后有所降
低，’4 6稳定表达 ! 4D 6时与内参照的比值比 D 6升高
0& C 倍 ! 与对照组相比增加 *& 4 倍。结果类似于
-4’H:I’ ?JKL’蛋白的表达。
图 D结果显示 ! )+/0(1作用 D 6 可见 -4’H:I’ ?

JKL’ >M): 的表达产物升高。

’ 讨 论
组蛋白乙酰化 ?去乙酰化修饰是基因转录调控的关

键机制之一 ! 而这种修饰作用由组蛋白 2:8R 和

图 5 %,-+./对 01234细胞增殖的影响
7:;<=1 5 (EE1FG@ AE %,-+./ AB G>1 2=AC:E1=HG:AB AE 01234 F1CC@ N !" O # P
$ Q +R P FAM2H=1IJ:G> FABG=AC P !% S TU TV

图 W %,-+./作用后 2456"75 8!$95 M#%" 表达情况
7:;<=1 W ’>1 1?2=1@@:AB AE 9456"75 8 !$95 M#%" :B 01234 F1CC@
G=1HG1I J:G> %,-+./ I1G1FG1I KL #’-9!#
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! " # "

&’()*所调控 ! 所以 &(+* , &’()* 间接调节基因的转
录和沉寂。&(+* , &’()* 这对酶的平衡紊乱则会使基
因表达失控 !导致肿瘤发生。抑制 &’()*活性 !阻止组
蛋白的去乙酰化 ! 就可以诱导组蛋白的高乙酰化状态 !
将高度有序的染色体打开呈松弛状态 !促进转录因子与
’-( 结合 !受抑基因得到表达 !从而发挥治疗肿瘤的作
用。-./0$1是一种酸性磺酰胺类二环化合物 !是选择性
的环氧合酶 2抑制剂 ! 具有抗人肿瘤细胞的增殖活性 !
诱导肿瘤细胞凋亡的作用 34 5! 近来研究发现 ! 在长期服
用非甾体类药物 6-.(7’8 的患者中恶性肿瘤的发病率
明显下降。体外实验还发现该类药物可诱导多种肿瘤细

胞凋亡 31 5。在本实验中 !我们研究了 -./0$1对 &9:;2细
胞组蛋白 &0乙酰化水平的影响及组蛋白乙酰化改变
后 &’()*+( , -%.( 基因表达的情况 ! 结果发现 ! 在
#<<!=>? , @浓度时 -./0$1对组蛋白 &0就有明显作用 A
在 0<<!=>? , @的情况下 !组蛋白 &0的水平在 B C时已
升高 %D B倍 ! #2 C以后逐渐下降 !说明 -./0$1的作用是
可逆的。用 2<<!=>? , @的 -./0$1处理 &9:;2细胞 !随着
时间增加 :2#E(F# , )7G#水平逐渐升高 ! B C见上升 !
2B C达高峰 !和对照组相比 #2 C和 2B C增加了 2D B和
%D #倍 !同时检测 :2#E(F# , )7G# =H-(的转录情况 !发
现 :2#E(F# , )7G#=H-( 的合成也呈时间依赖性 ! 类似
于 :2#E(F# , )7G#蛋白的表达 ! 说明 -./0$1不仅抑制
&’()* 活性 ! 促进 &0 的高度乙酰化 ! 也同时促进
&’()*+( , -%.(基因转录的启动。证明 -./0$1是一种新
的具有抗肿瘤活性的制剂 !通过抑制 &’()*活性 !诱导
细胞内乙酰化 &0的大量积聚 !使核小体结构松散 ! ’-(
链上受抑的基因启动位点暴露 ! 有利于转录因子结合 !
启动转录。细胞周期依赖性激酶抑制剂 :2#E(F# , )7G#
的水平升高就是一个有力证据。细胞周期是由细胞周期

依赖性激酶 6)’I8 序贯性激活和失活所控制 !
:2#E(F# , )7G#是一种广谱的 )’I抑制剂 !它的表达分
为 G%0依赖和非依赖性两种 !通常在肿瘤细胞是低表达
或缺失的 !其主要原因可能是 &’()*+( , -%.(基因启动
子区域 ’-( 的高度甲基化或组蛋白的低乙酰化。有研
究表明 ! :2#E(F# , )7G#启动子位点可能也是 &’()*
抑制剂丁酸盐、+.( 等的天然靶基因 3$ 5。本实验也发现 !
在 -./0$1诱导组蛋白 &0乙酰化水平升高的同时也促
进 :2#E(F# , )7G# =H-(合成 ! 上调 :2#E(F# , )7G#蛋
白表达 ! 说明 &’()*+( , -%.(基因存在乙酰化 , 去乙酰
化作用的调控 ! -./0$1提高 &9:;2细胞 &’()*+( , -%.(
基因启动子位点的组蛋白 &0的乙酰化水平 ! 促进了

&’()*+( , -%.(基因转录 ! 使 :2#E(F# , )7G#的表达水
平升高 ! 影响细胞周期进程 ! 从而发挥抗肿瘤细胞增殖
作用。也间接说明 &9:;2细胞存在组蛋白乙酰化 ,去乙
酰化功能紊乱或缺陷。本项研究也提示 ! :2#E(F# ,)7G#
可能是 &’()* 抑制剂的重要靶分子之一。
在本研究中 ! 我们发现 -./0$1在抑制 &’()*活性

诱导&0乙酰化升高的同时，:2#E(F# ,)7G#的蛋白表达
水平也升高 ! 说明 -./0$1是通过多种途径抑制肿瘤细
胞增殖 ! 诱导分化和凋亡的。结合文献分析表明抑制
&’()*活性是抗肿瘤治疗的新的分子靶点。
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