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Abstract
AIM: T o c o n s t r u c t t h e H D A C 1 s p e c i f i c 
recombinant plasmid vector and investigate its 
effects on the apoptosis, proliferation and cell 
cycle distribution of colorectal cancer cells.  

METHODS: HDAC1 specific short hairpin 
RNA (shRNA) plasmid vector was construct-
ed and then transfected into the cultured 
SW480 cell l ine with l ipofectamine 2000. 
Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and Western blot were used 
to detect the expression of HDAC1 mRNA 
and protein, respectively, and p21/WAF-1/CIP-1, 
CdK2, and Cyclin E proteins were detected 
by Western blot, too. The growth inhibition 
of SW480 cells was evaluated by MTT as-
say. Cell apoptosis and cell cycle distribution 
were determined by flow cytometry. 

RESULTS: The levels of HDAC1 mRNA and 

protein in HDAC1-shRNA group were sig-
nificantly lower than those in negative control 
group (30.4% ± 4.5% vs 64.6% ± 4.4%, P < 0.01; 
27.4% ± 4.5% vs 58.1% ± 3.3%; both P < 0.01). 
In comparison with negative control group, 
HDAC1 silence led to a significant increase of 
p21/WAF-1/CIP-1 protein (97.4% ± 2.6% vs 62.6% ± 
3.4%, P < 0.01) and decrease of CdK2 and Cyclin 
E protein (27.7% ± 6.0% vs 42.6% ± 4.1%, P < 0.01; 
42.0% ± 8.5 % vs 82.8% ± 3.7%, P < 0.01). MTT as-
say revealed that transfection of HDAC1-shRNA 
inhibited the growth of SW480 cells, and the 
inhibitory rates were markedly higher at 24, 48, 
72, and 96 h time points than those in negative 
control group (24 h: 35.9% ± 4.9% vs 1.2% ± 0.6%, 
P < 0.01; 48 h: 47.5% ± 7.0% vs 1.3% ± 0.6%, P < 
0.01; 72 h: 45.7% ± 6.2% vs 1.0% ± 0.5%, P < 0.01; 
96 h: 48.2% ± 4.7% vs 1.2% ± 0.7%, P < 0.01). The 
percentage of apoptosis cells in HDAC1-shRNA 
group was significantly higher than that in nega-
tive control group (31.3% ± 2.8% vs 3.9% ± 0.7%, 
P < 0.01) and the cells were increased at G0/G1 
and G2/M phase (G0/G1: 64.5% ± 0.9% vs 57.8% 
± 1.8%, P < 0.01; G2/M: 17.4% ± 1.3% vs 14.5% ± 
0.6%, P < 0.05), but decreased at S phase (17.5% 
± 1.0% vs 27.7% ± 1.5%, P < 0.01). 

CONCLUSION: HDAC1 silence by shRNA 
can inhibit the growth of colorectal cancer cells 
through inducing apoptosis and cell cycle arrest. 

Key Words: HDAC1; Short hairpin RNA; Colorectal 
cancer; Apoptosis; Proliferation; Reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction
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摘要
目的: 研究下调HDAC1的表达对大肠癌细胞
增殖、凋亡和细胞周期的影响. 

方法: 设计合成HDAC1的特异性shRNA, 将
其插入至p S i l e n c e r载体中, 并将重组后的
pSilencer质粒载体经脂质体包裹转染SW480
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■背景资料
肿瘤的发生是多
因素、多阶段和
多种基因改变协
同作用的过程. 在
这个过程中, 涉及
许多癌基因的激
活和/或抑癌基因
的失活. 而在基因
的表达调控中, 表
观遗传修饰有着
重要的作用, 其中
组蛋白乙酰化是
修饰的主要方式
之一. 当某些组蛋
白去乙酰化酶分
子过度表达时, 组
蛋白乙酰化水平
降低, 染色质结构
发生改变, 抑制某
些抑癌基因的转
录, 可导致癌症的
发生. 因此组蛋白
去乙酰化酶已经
成为人们抗肿瘤
治疗的一个新靶
点.

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科



细胞株. 用RT-PCR和Western blot检测shRNA
对细胞内HDAC1基因表达的影响, 同时采用
Western blot对细胞周期相关基因进行检测. 
采用MTT法检测生长抑制作用. 运用流式细
胞术检测细胞的凋亡情况和细胞周期分布.
 
结果: 成功构建和筛选出H D A C1特异性的
shRNA质粒载体, 与空白对照组相比, 转染
HDAC1-shRNA的大肠癌细胞HDAC1 mRNA
蛋白质表达水平明显下降(30.4%±4.5% vs  
64.6%±4.4%, P <0.01; 27.4%±4.5% vs  58.1%
±3.3%, P <0.01), p21/WAF-1/CIP-1表达增加(97.4%
±2.6% vs  62.6%±3.4%, P <0.01), CdK2和
Cyclin E蛋白下降(CdK2: 27.7%±6.0% vs  
42.6%±4.1%, P <0.01; Cyclin E: 42.0%±8.5% 
vs  82.8%±3.7%, P <0.01), 细胞生长抑制率增
加(24 h: 35.9%±4.9% vs  1.2%±0.6%, P <0.01; 
48 h: 47.5%±7.0% vs  1.3%±0.6%, P <0.01; 72 
h: 45.7%±6.2% vs  1.0%±0.5%, P <0.01; 96 
h: 48.2%±4.7% vs  1.2%±0.7%, P <0.01), 凋
亡率明显增加(31.3%±2.8% vs  3.9%±0.7%, 
P <0.01), G0/G1期和G2/M期细胞比例增加(G0/
G1: 64.5%±0.9% vs  57.8%±1.8%, P <0.01; G2/
M: 17.4%±1.3% vs  14.5%±0.6%, P <0.05), S
期细胞比例相应下降(17.5%±1.0% vs  27.7%
±1.5%, P <0.01).  

结论: HDAC1特异的shRNA能够有效下调
HDAC1基因, 诱导大肠癌细胞发生凋亡和细
胞周期阻滞, 从而抑制细胞的增殖.

关键词: HDAC1基因; 短发卡状RNA; 大肠癌; 凋亡; 

增殖; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

在真核细胞中 ,  乙酰化和去乙酰化之间的平

衡对基因转录和不同蛋白质的功能发挥重要

的作用 .  组蛋白乙酰化水平由组蛋白乙酰化

酶(histone acetylase, HAT)和组蛋白去乙酰化

酶(histone deacetylase, HDAC)共同调节. 根
据他们与酵母蛋白的同源性 ,  将H D A C分为

4类, 每类又包括若干H D A C分子 [1-2]. 当某些

HDAC分子过度表达时, 组蛋白乙酰化水平降

低, 染色质结构发生改变, 抑制某些抑癌基因

的转录, 导致癌症的发生. 组蛋白去乙酰酶抑
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制剂(histone deacetylase inhibitor, HDACI)作
为新一代的抗肿瘤药物, 在国外已成为研究热 
点[3-4]. 研究表明, HDACI可通过细胞周期阻滞、

诱导分化和凋亡等机制对血液系统肿瘤[5-6]和一

些实体肿瘤[7-9]有明显抑制作用. 但目前常用的

HDAC抑制剂选择性差, 效能较低, 将会被具有

更高选择性的HDAC抑制剂所取代[10]. 许多研究

表明, 不同的类型的肿瘤可能具有不同的HDAC
靶点[11], 因此明确某一肿瘤的HDAC靶点是发展

高选择性HDAC抑制剂的关键. RNA干扰技术

为此提供了最好的研究工具. 我们运用RNA干

扰技术使人大肠癌细胞SW480中HDAC1基因沉

默, 来研究HDAC1对大肠癌细胞凋亡、增殖、

细胞周期分布的影响及其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 pSilencerTM2.0-U6质粒(Ambion公司)
含氨苄青霉素Ampr抗性基因和人U6启动子. 质
粒在埃希菌DH5α菌株(Gibco)中扩增. T4 DNA
连接酶购自Ambion公司; Lipofectamine 2000
脂质体为Invitrogen公司产品. DNA片段由上海

生工生物工程公司合成. 根据GenBank中报道

的HDAC1 cDNA(accession no.NM_004964)完
整序列, 参考siRNA的设计策略, 利用Ambion
公司提供的在线工具 ,  设计一对s h R N A序列

的模板DNA和不针对任何mRNA的模板DNA
作为对照, 序列如下: HDAC1-shRNA: 正义

链: 5'-GATCCG CTAATGAGCTTCCATACAA 
TTCAAGAGA TTGTATGGAAGCTCATTAGTT  
TTTTGGAAA-3'; 反义链: 5'-AGCTTTTCCAAAA  
A A C T A A T G A G C T T C C A T A C A A 
TCTCTTGAA TTGTATGGAAGCTCATTAG  
CG-3'. control-shRNA: 正义链: 5'-GATCCG 
CCGGATGTCGAGAACTTCA TTCAAGAGA 
T G A A G T T C T C G A C A T C C G G T T  
TTTTGGAAA-3'; 反义链: 5'-AGCTTTTCCAAAA  
AACCGGATGTCGAGAACTTCA TCTCTTGAA 
TGAAGTTCTCGACATCCGG CG-3'. 以上模板

序列包括Bam HⅠ酶切位点、19 nt正义序列、9 
nt loop接头序列、19 nt反义序列、RNA PolⅢ终

止子和Hin dⅢ酶切位点.
1.2 方法 取1 g/L正义和反义shRNA模板DNA各

2 μL以及退火缓冲液(DNA annealing solution)46 
μL充分混匀, 加热至90℃, 3 min后自然冷却至室

温. 每条正义链分别与其反义链退火后, 可形成

一个限制性核酸内切酶Bam HⅠ及Hin dⅢ的黏性

www.wjgnet.com

■研发前沿
组蛋白去乙酰酶
抑制剂作为新一
代的抗肿瘤药物, 
在国外已成为研
究热点.
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末端. pSilencer 2.0-U6表达质粒由供应商分别以

BamHⅠ及HindⅢ酶切处理, 形成线性化片段, 并
除去酶切下来的小片段而纯化, 不会发生自身连

接. 按照说明, 应用T4 DNA连接酶将退火后的双

链核苷酸片段插入线性化的载体: 退火DNA片段

(8 mg/µL)1 µL+PsilencerTM2.0-U6载体1 µL+10
×T4 DNA Ligase Buffer 1 µL+T4 DNA Ligase 1 
µL+ Nuclease-free water 6 µL充分混匀, 室温16℃
水浴反应过夜. 各取连接产物5 µL转化感受态细

胞DH5α, 涂布于含Ampr抗性(终浓度100 mg/L)
的LB平板上, 37℃恒温培养过夜. 从每个培养皿

上各挑取4个单克隆菌落接种于含Ampr抗性(终
浓度100 mg/L)的LB培养液3 mL中, 37℃恒温摇

床培养过夜. 挑选阳性克隆送上海博亚生物技

术有限公司进行DNA测序分析加以确认. 构建

的重组质粒命名为pshRNA-HDAC1和pshRNA-
control. 
1.2.1  HDAC1 mRNA的表达: 大肠癌细胞SW480
购自中国典型培养物保藏中心 ,  采用含100 
mL/L小牛血清的RPMI 1640(Gibco)培养液, 在
37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中培养. 调整细胞浓

度, 接种无菌6孔板, 每孔约1×106个细胞. 待
其生长至80%-90%融合时, 按照Lipofectamine 
2000脂质体转染试剂盒说明书进行转染操作, 
同时设立空白对照孔. 细胞转染48 h后收集细

胞, 按TRIzol试剂说明书操作提取细胞总RNA, 
用于扩增人HDAC1 cDNA. PCR引物(上海生

工生物工程公司合成)序列如下: HDAC1上游

序列: 5'-GAATCCGCATGACTCATAAT-3', 下
游序列: 5'-GCTGTGGTACTTGGTCATCT-3'. 
同时以人GAPDH为内参照, 引物的上游序列: 
5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3', 下游序列: 
5'-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3'. PCR扩增

条件如下: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 60℃
退火30 s, 72℃延伸60 s, 35个循环; 72℃延伸10 
min. HDAC1和GAPDH的PCR片段大小为107 bp
和250 bp. PCR产物采用图象扫描仪拍照并进行

条带灰度分析, 以HDAC1/GAPDH的比值代表

其相对含量. 
1.2.2 HDAC1、p21、Cdk2及Cyclin E蛋白检测: 
细胞转染48 h后收集各孔细胞, 加入细胞裂解

液, 提取细胞总蛋白, 用BCA试剂盒(美国Bio-
Rad)检测蛋白质浓度, 灌制100 g/L SDS-PAGE 
凝胶, 每孔上样50 μg, 经电泳, 转膜, 封闭, 加
入HDAC1(Santa Cruz)、P21/WAF-1/CIP-1、Cdk2和
Cyclin E(晶美公司)一抗, 工作液浓度为1∶500, 

加入辣根过氧化物酶标记的二抗(Santa Cruz), 
工作液浓度1∶1000, 化学发光法(ECL)曝光显

影, 冲洗胶片, 用紫外分光光度计扫描条带灰度

值反应蛋白质表达水平. β-actin为内参. 
1.2.3 MTT法: 收集转染后不同时间段的各组细

胞, 调整细胞密度至1×108/L, 每孔100 μL接种

于96孔培养板内, 每组各设3个复孔. 每孔加入5 
g/L的MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 离心后小心

吸弃孔内培养液, 再加200 μL DMS0, 酶标仪测

定490 nm波长处吸光度值(A ). 以空白对照调零, 
计算: 肿瘤细胞生长抑制率(%) = (1-实验组A /对
照组A )×100%. 
1.2.4 细胞凋亡及细胞周期的检测: 细胞转染48 
h后收集各孔细胞, 按AnnexinV-FITC凋亡检测

试剂盒(晶美公司)说明书操作, 简要步骤如下: 
将细胞悬浮在结合缓冲液中, 调整细胞密度为

1×109/L, 取细胞100 μL加入FITC标记Annexin 
V 5 μL和PI 10 μL混合, 室温避光孵育15 min后
FACSsort流式细胞仪检测, CellQuest软件(BD公

司)获取并分析数据. 另细胞转染48 h后收集各

孔细胞, 经胰酶消化, 制成单细胞悬液, 冰乙醇

固定, 加入终浓度为100 mg/L的Rnase A 10 μL, 
37℃水浴30 min后移入冰浴中停止酶反应, 再加

入终浓度为5 mg/L的PI染色剂10 μL, 4℃避光保

存, 孵育过夜, 用流式细胞仪检测细胞周期分布.
统计学处理 采用SPSS10.0软件进行t检验, 

数据以mean±SD表示, P<0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 SW480细胞HDAC1 mRNA的表达 在空白对

照组和pshRNA-control组均可见明显的HDAC1
目的DNA条带, 2组间HDAC1 mRNA的表达丰

度差异无显著性(64.6%±4.4% vs  58.3%±4.6%, 
P >0.05). pshRNA-HDAC1转染SW480细胞后,  
HDAC1基因mRNA水平较空白对照组明显下调

(图1), 两组间差异有统计学意义(30.4%±4.5% 
vs  64.6%±4.4%, P <0.01). 
2.2 HDAC1、p21/WAF-1/CIP-1、Cdk2和Cyclin E蛋

白的表达 Western blot检测结果显示, HDAC1,  
p21/WAF-1/CIP-1, Cdk2和Cyclin E蛋白的表达在空白

对照组和pshRNA-control组之间差异无统计学

意义(58.1%±3.3% vs  55.2%±3.8%, 62.6%±

3.4% vs  58.5%±1.7%, 42.6%±4.1% vs  44.2%±

1.9%, 82.8%±3.7% vs  89.9%±5.95%, P >0.05, 
图2). p s h R N A-H D A C1转染S W480细胞后 , 
HDAC1基因表达明显被抑制, p21/WAF-1/CIP-1明显

■相关报道
Archer et al 研究
表明HDAC抑制
剂丁酸钠能够以
p21/CIP1/WAF1依赖方
式抑制HT-29细胞
Cyclin B1的表达
水平, 从而导致肿
瘤细胞的生长抑
制.
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响 流式细胞术检测检测结果显示, p shRNA-
HDAC1转染SW480细胞48 h后, G0/G1期和G2/M
期细胞比例增加, S期细胞比例相应下降, 差异

有统计学意义, 而pshRNA-control组和空白对照

组细胞的细胞周期分布差异无统计学意义(表2). 

3  讨论

染色质核心组蛋白的乙酰化和去乙酰化与基因

表达调控密切相关, 调节组蛋白乙酰化状态有两

种酶, 即HAT和HDAC. HAT将乙酰辅酶A上的疏

水乙酰基转移到组蛋白N端赖氨酸残基, 中和掉

一个正电荷, 使DNA与组蛋白之间的静电引力和

空间位阻增大, 二者之间的相互作用减弱, 染色

表 1 转染不同时间SW480细胞生长抑制率 (%, mean±SD)

     
分组                                      24 h                    48 h                   72 h                   96 h

空白对照组                   1.2±0.6           1.3±0.6           1.0±0.5           1.2±0.7 

pshRNA-control组       1.3±0.8           1.1±0.5            1.2±0.6            1.2±0.7 

pshRNA-HDAC1组    35.9±4.9b        47.5±7.0b        45.7±6.2b        48.2±4.7b

bP<0.01 vs  空白对照组, pshRNA-control组.

M           1              2             3

GAPDH (250 bp) 

HDAC1 (107 bp) 

图 1 癌细胞CXCR4 mRNA表达(RT-PCR). M: marker; 1: 空白

对照组; 2: pshRNA-control组; 3: pshRNA-HDAC1组. 

上调, CDK2和Cyclin E蛋白则明显下调. 与空

白对照相比差异有统计学意义(27.4%±4.5% vs  
58.1%±3.3%, 97.4%±2.6% vs  62.6%±3.4%, 
27.7%±6.0% vs  42.6%±4.1%, 42.0%±8.5% vs  
82.8%±3.7%, P <0.01). 
2.3 HDAC1基因沉默抑制SW480细胞生长和凋

亡的影响 MTT检测结果显示, pshRNA-HDAC1
转染SW480细胞24 h后及就已经出现明显的生

长抑制, 48 h后达到抑制高峰, 维持至96 h细胞

抑制作用未出现下降趋势(表1). 通过AnnexinV-
FITC和PI双重标记后上流式细胞仪检测结果显

示, pshRNA-HDAC1转染细胞48 h后出现大量

的凋亡细胞, 较空白对照组明显增加, 差异有显

著性(31.3%±2.8% vs  3.9%±0.7%, P <0.01), 而
pshRNA-control组和空白对照组细胞凋亡率差

异无统计学意义(图3).
2.4 HDAC1基因沉默对SW480细胞周期的影

表 2 转染48 h后细胞周期的分布 (%, mean±SD)

     
分组                       G0/G1                S                 G2/M

空白对照组              57.8±1.8   27.7±1.5     14.5±0.6

pshRNA-control组   56.1±0.2    28.6±0.5     15.0±0.6

pshRNA-HDAC1组  64.5±0.9b   17.5±1.0b    17.4±1.3a

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组, pshRNA-control组.

蛋
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图 2 癌细胞HDAC1, p21/WAF-1/CIP-1, Cdk2, Cyclin E蛋白表达
(Western blot).
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■创新盘点
本文通过设计合
成HDAC1的特异
性shRNA, 将其插
入至pSilencer载
体中, 并将重组后
的pSilencer质粒
载体经脂质体包
裹转染SW480细
胞株, 特异性抑制
HDAC1基因表达, 
研究HDAC1对大
肠癌细胞凋亡、

增殖、细胞周期
分布的影响及其
可能机制. 
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质呈转录活性结构, DNA易于解聚、舒展, 有利

于转录因子与DNA模板的结合, 激活转录. 相反, 
HDAC在组蛋白N端赖氨酸的εNH3+上引入乙酰

基, 通过组蛋白N端的去乙酰化, 使组蛋白带正

电荷, 从而与带负电荷的DNA紧密结合, 染色质

呈致密卷曲的阻抑结构, 抑制转录[12]. 组蛋白去

乙酰酶作为调控基因的关键蛋白酶, 其功能异常

被证实与肿瘤的发生和发展密切相关[13]. 目前发

现在哺乳动物中, HDAC家族至少有HDAC 7种, 
他们之间具有高度的同源性, 其中HDAC1与癌

症的关系最具代表性. HDAC抑制剂对多种肿瘤

具有抗瘤活性, 其中包括淋巴瘤、肺癌、肝癌、

前列腺癌及乳腺癌等[14-18]. 目前认为, 大肠癌的

发生是多因素、多阶段和多种基因改变协同作

用的过程. 在这个过程中, 涉及许多癌基因的激

活和/或抑癌基因的失活. 而在基因的表达调控

中, 表观遗传修饰有着重要的作用, 其中组蛋白

乙酰化是修饰的主要方式之一. 研究表明, 多种

HDAC抑制剂能够诱导大肠癌细胞凋亡和细胞

周期阻滞, 抑制肿瘤细胞的生长[19-20]. 但选择性

抑制某种特定的HDAC对大肠癌细胞的影响却

少有报道. RNA干扰技术为此提供了最好的研究

工具. 
RNA干扰是最近发展起来的一种基因调控

技术, 能够特异性地降解相应序列的mRNA[21-22], 
为哺乳动物基因功能的研究提供了强大的工具, 
在功能基因组学研究领域得到越来越多的重视. 
许多研究表明shRNA在哺乳动物细胞中可以显

著抑制内源性基因和外源性基因表达[23-24]. 本研

究设计并构建HDAC1特异的shRNA真核表达质

粒载体. 将重组载体转染大肠癌细胞系SW480, 
在转染H D A C1 s h R N A后分别检测H D A C1 
mRNA和蛋白质水平, 发现HDAC1的表达明显

受抑. SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 24 
h后就已经出现明显的生长抑制, 48 h后达到抑

制高峰, 维持至96 h细胞抑制作用未出现下降

趋势. 本文主要从细胞凋亡和细胞周期阻滞角

度对其作用机制方面进行探讨. 流式细胞仪检

测结果显示HDAC1转染48 h后, SW480细胞发

生G0/G1和G2/M期阻滞, 其中以G0/G1期阻滞更

为明显. 真核细胞的细胞周期行进受细胞周期

依赖性蛋白激酶亚单位和周期素调节亚单位调

控, 时相性激活是细胞周期调控机制的核心, 在
细胞周期行进的不同时期, 由不同Cyclin蛋白的

表达驱动[25]. Cdk2与Cyclin E结合是S期启动的

必要条件. Cyclin E/Cdk2复合体使Rb磷酸化, 释
放核转录因子E2F, 激活Cyclin转录, 加速细胞周

期跨过G1/S检查点, 进入S期. p21/WAF-1/CIP-1作为

细胞增殖的重要调节因子, 是细胞周期内通用

性抑制物, 他能与多种CDK/cyclin复合物直接结

合, 抑制CDK的激活, 阻滞G1/S的过渡. 现认为

p21/CIP1/WAF1在肿瘤细胞中的沉默机制可能由其

染色质的表观遗传修饰所致, 其表达可被组蛋

白的乙酰化水平所调节[26-29]. 
为进一步探讨HDAC1基因沉默引起G0/G1

期细胞周期阻滞的机制, 我们检测了可能涉及

细胞周期调控的几个关键基因的表达. 结果发

现, SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 48 h
后HDAC1基因的mRNA和蛋白质水平的下降

与p21/WAF-1/CIP-1蛋白质水平的升高相一致. 相反, 
Cdk2与Cyclin E蛋白表达水平上调. 结合以上

分析结果, 认为HDAC1 shRNA可能通过上调

p21/WAF-1/CIP-1的表达抑制Cdk2与Cyclin E的表达

达到阻止细胞周期进程, 影响细胞增殖的目的. 
细胞凋亡是由内在基因精确调节的一种程序性

死亡, 他同坏死有着本质的区别[30]. 细胞发生凋

亡时, 细胞膜的改变之一是磷脂酰丝氨酸从细

胞膜的内侧转移到细胞膜的外侧, Annexin V可

以特异性结合于细胞膜表面的磷脂酰丝氨酸. 
PI为膜非通透性核酸嵌入型染料, 不能穿过完
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图 3 AnnexinV、PI双标流式细胞术检测细胞凋亡. A: 空白对照组; B: pshRNA-control组; C: pshRNA-HDAC1组. 
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■应用要点
s h R N A 介 导 的
HDAC1基因沉默
能够阻滞大肠癌
细胞SW480于细
胞周期的G0/G1期, 
诱导细胞凋亡的
发生, 从而显著抑
制细胞的增殖, 为
开发HDAC1高选
择性HDAC抑制
剂应用于大肠癌
治疗提供理论依
据. 
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整的细胞膜, 仅穿过死细胞膜, 从而使之染色, 
AnnexinV、PI双标可以区分凋亡和坏死的细胞. 
我们采用AnnexinV、PI双标经流式细胞术检

测发现, SW480大肠癌细胞转染HDAC1 shRNA 
48 h后出现大量凋亡细胞(AnnexinV+PI-). 说明

HDAC1基因沉默可能通过细胞凋亡而非直接的

细胞毒作用产生抗肿瘤活性. 
我们通过转染HDAC1 shRNA体外作用于

大肠癌细胞SW480, 初步发现HDAC1基因沉默

可以阻滞大肠癌细胞SW480于细胞周期的G0/G1

期, 诱导细胞凋亡的发生, 从而抑制细胞的增殖, 
为开发HDAC1高选择性HDAC抑制剂应用于大

肠癌治疗提供理论依据.
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