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PXD101对人乳腺癌细胞MCF-7增殖及凋亡影响的

机制探讨*

李媛媛 张 斌 赵洪猛 冯炜红 张 月 刘博文 陈祖锦 曹旭晨

摘要 目的：探讨组蛋白去乙酰化酶抑制剂PXD101对人乳腺癌细胞MCF-7增殖、细胞周期及凋亡的影响及分子机制研

究。方法：应用不同浓度PXD101处理培养的乳腺癌细胞株MCF-7，通过赛唑蓝比色（MTT）法和平板克隆形成实验检测药物对细

胞增殖的影响；Hoechst33342荧光染色法观察细胞形态变化；流式细胞仪PI染色法检测细胞周期变化以及Annexin V-FITC/PI双
染法检测细胞凋亡情况；Westen blot检测p21、CyclinB1、PARP、Bcl-2以及Bax的蛋白表达。结果：PXD101以剂量时间依赖性抑制

MCF-7细胞的增殖；荧光显微镜观察发现细胞核碎裂，出现凋亡小体；0、0.1、1、10 μmol/L PXD101作用24 h后，G2/M期细胞比例

增加，分别为（12.66±1.55）%、（20.63±1.32）%、（23.20±1.82）%、（32.19±2.37）%（P<0.05），凋亡细胞也增加（P<0.05）；p21表达增多，

CyclinB1表达减少，PARP剪切明显增加，Bcl-2表达减少，Bax表达增加。结论：PXD101在体外条件下能够明显抑制乳腺癌

MCF-7细胞的增殖，诱导细胞周期阻滞及凋亡，并呈剂量依赖性。
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Abstract Objective: This work aims to investigate the effect of PXD101, a novel potent histone deacetylase inhibitor, on the

cell proliferation, cycle arrest and apoptosis of human breast cancer cell line MCF-7 and to preliminarily explore its molecular mecha-

nism. Methods: MCF-7 cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovin serum and were treated with

PXD101 at varying concentrations. The methyl thiazolyl tetrazolium ( MTT ) assay and clonogenic assay were used to measure cell pro-

liferation. Morphological changes of cells were observed by fluorescent microscope after staining by Hoechst33342. Flow cytometer

was used to analyze the cell cycle arrest rates ( PI staining ) and the cell apoptotic rates ( AnnexinV-FITC/PI double- staining ). The pro-

tein expressions of p21, CyclinB1, PARP, Bcl-2 and Bax were detected by Western blot. Results: PXD101 was used to inhibit the prolif-

eration of the MCF-7 cell line in a dose and time-dependent manner. Fluorescence microscope showed there were nuclear fragmenta-

tion and apoptosis bodies in the cells. Flow cytometric analysis indicated that PXD101 induced MCF-7 cells in G2/M phase were signifi-

cantly increased. After MCF-7 cells exposed to different concentrations of PXD101, i.e., 0, 0.1,1 and 10μmol/L, for 24 h, the ratio of G2/

M-phase cells was ( 12.66±1.55 ) %, (20.63±1.32 ) %, ( 23.20±1.82 ) % and ( 32.19±2.37 ) % respectively ( P < 0.05 ). The rates of

apoptotic cells were also significantly increased, compared with the control group ( P < 0.05 ). PXD101 could up-regulate the protein

expression of p21 and down-regulate the expression of CyclinB1. The cleavage of PARP and the expression of pro-apoptosis protein

Bax were increased while the anti-apoptosis protein Bcl-2 was decreased. Conclusion: PXD101 in vitro can significantly inhibit the pro-

liferation and can induce cell cycle arrest and apoptosis on human breast cancer MCF-7 cell line in a dose-dependent manner. PXD101

may become a new anti-tumor drug for human breast cancer.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，近年来，

其发病率呈明显上升的趋势。组蛋白去乙酰化酶

（Histone Deacetylace，HDAC）抑制剂是一种新型抗肿

瘤药物，研究表明，它们可以抑制肿瘤细胞生长、诱
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导细胞分化和促进凋亡，而对正常细胞几乎没有影

响［1］。PXD101属于新型羟肟酸类HDAC抑制剂，研

究发现其对卵巢癌、膀胱癌等有抑制作用［2］，但应用

于乳腺癌的研究较少。本实验主要研究 PXD101对

乳腺癌MCF-7细胞增殖、细胞周期及凋亡的影响，并

对相关机制进行初步探讨，为将来应用于乳腺癌临

床试验提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人乳腺癌细胞株MCF-7由天津医科大学附属肿

瘤医院中心实验室提供。p21等蛋白一抗购于CST
公司，Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒购于BD公司，

荧光染料Hoechst33342购于 Invitrogen公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7细胞株常规培养于RPMI
1640培养液中，内含 10%胎牛血清、1%双抗（青霉素

100 U/mL和链霉素 100 μg/mL），于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养。待细胞长满瓶底 80%～90%时用

0.25%胰蛋白酶消化传代，取对数生长期的细胞进行

实验。

1.2.2 MTT 将细胞按 3×104个/孔浓度接种于 96孔

板内。24 h后置换为不同浓度的PXD101 200 μL，设
计浓度分别为 0.01、0.1、1、10、100 μmol/L；对照组加

入等量培养液，每组设置3个复孔。加药24 h、48 h后每

孔加入20 μL MTT（5 g/L），避光孵育4 h后，1 000RPM
离心 5 min 弃上清液，加入 DMSO 200 μL/孔，震荡

10 min，用酶标仪检测各孔 570 nm 处吸光度（OD
值）。细胞增殖抑制率（%）=（1-实验组OD值/对照孔

OD值）×100％。

1.2.3 平板克隆形成实验 制备单细胞悬液，按每

孔300个接种于6孔板，每组接种3孔。细胞贴壁后，

置换成不同浓度的PXD101（终浓度分别为 0、0.1、1、
10 μmol/L）2 mL。6 h后，换成普通培养液，2W后，终

止培养，预冷PBS漂洗，纯甲醇固定15min，结晶紫染

色 15 min，PBS洗去染液，空气干燥。显微镜下记数

克隆数（50个细胞以上者记为一个克隆），计算每组

平均值。

1.2.4 Western blot 检 测 Acetyl-H3、H3、p21、Cy⁃
clinB1、PARP、Bcl-2、Bax的蛋白表达 以2×105个/孔
密度将细胞接种于 6 孔板内，每孔 2 mL。设计

PXD101浓度分别为 0、0.1、1、10 μmol/L。加药 24 h
后，提取蛋白，BCA法测蛋白浓度。按50 μg/孔上样，

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，37 mA恒流 1h将蛋白电

转移至醋酸纤维素膜上，5%脱脂牛奶于 37℃温箱内

封闭膜 0.5 h，一抗封闭 4 ℃过夜，第 2天与加入HRP
标记的二抗室温孵育1 h后，ECL显影，暗室曝光。

1.2.5 Hoechst33342荧光染色法 以适当浓度将细

胞接种于 6孔板内。细胞贴壁后置换为不同浓度的

PXD101（0、0.1、1、10 μmol/L），处理细胞24 h后，加入

Hoechst 33342（5 g/L）10 μL，培养箱孵育30 min后，倒

置荧光显微镜下观察细胞形态变化。

1.2.6 PI 单标记流式细胞仪检测细胞周期的变

化 以1×106个/孔密度将细胞接种于6孔板中，药物

浓度设计与上述相同，作用 24 h后收集细胞，1 000
RPM离心 5 min，预冷 PBS重悬，再次离心，弃上清，

500 μL PBS重悬，加入 2 mL无水乙醇，4 ℃固定过

夜。转天离心收集沉淀细胞，加入500 μL PI染液（含

RNase），避光孵育30 min，上机检测，重复3次。

1.2.7 Annexin-V/PI双标记流式细胞仪检测细胞凋

亡 细胞铺板和药物浓度设计与上述相同，加药24 h
后收集细胞，预冷PBS洗涤2次，重悬于结合缓冲液，

调整细胞密度为1×106个/mL。按细胞凋亡检测试剂

盒说明书操作，取 100 μL细胞悬液至 5 mL流式管

中，分别加5 μL Annexin V-FITC和5 μL PI（5 mg/L），

混匀，室温避光孵育 15 min后，加 400 μL Buffer缓冲

液，于1 h内上机检测，重复3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 16.0软件进行单因素方差分析，实验

数据以均数±标准差（x±s）表示，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 MTT法检测细胞增殖抑制率

PXD101对MCF-7细胞增殖抑制具有剂量和时

间依赖性。MTT结果显示PXD101对MCF-7细胞的

抑制率随药物浓度和时间增加而增加（图1），0.1 μmol/L
组、1 μmol/L组、10 μmol/L组24 h和48 h抑制率的差

异均有统计学意义（P<0.05），24 h IC50 为（4.221±
0.38）μmol/L，48 h IC50为（0.716±0.28）μmol/L。

图1 不同浓度PXD101作用于MCF-7细胞24 h和48 h后的抑制率

曲线

Figure 1 Inhibition ratio of PXD101 on MCF-7 cells at varying concen-

trations and in different treatment durations（24h，48h）
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A：0 μmol/L；B：10 μmol/L
红箭头示G2/M期，绿箭头示 subG1峰

图3 PXD101作用于MCF-7细胞后的周期变化

Figure 3 Effect of PXD101 on cell cycle distribution of MCF-7. The

green arrow shows the subG1 peak

表1 PXD101处理MCF-7细胞24h后细胞周期百分比

（n=3，x±s，%）

Table 1 Cell-cycle distribution of MCF-7 cells at 24h after PXD101

treatment

1：0 μmol/L；2：0.1 μmol/L；3：1 μmol/L；4：10 μmol/L

图4 PXD101作用于MCF-7细胞后Acetyl-H3、H3、CyclinB1及p21蛋

白的表达

Figure 4 Effects of PXD101 on the protein expression of Acetyl-H3, H3,

Cyclin B1, and p21 in MCF-7 cells
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2.2 平板克隆形成实验

0、0.1、1和10 μmol/L PXD101处理组克隆形成数

目分别为（51.3±8.2）个、（25.7±3.7）个、（12.6±2.9）个

和（0.8 ± 0.24）个（图 2），差异有统计学意义（P<
0.05）。提示PXD101对单个癌细胞的增殖能力有明

显的抑制作用。

2.3 细胞周期分析

随药物浓度增加，G2/M期细胞比例明显增加，subG1
峰也显著增多，提示细胞凋亡（图3，表1）。加药组与未

加药组比较，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.4 Western blot检测Acetyl-H3及细胞周期相关蛋

白表达水平

结果显示随药物浓度增加，Acetyl-H3也明显增

加，而组蛋白H3变化不大（图 4），表明PXD101可以

明显增加MCF-7细胞的乙酰化组蛋白表达水平。随

药物浓度增加，周期相关蛋白 p21表达增多而 Cy⁃
clinB1表达减少（图 4），提示 PXD101作用后引起细

胞G2/M期阻滞，这可能与其诱导 p21表达增多且Cy⁃
clinB1表达减少有关。

A：0 μmol/L；B：0.1 μmol/L；C：1 μmol/L；D：10 μmol/L

图2 PXD101作用于MCF-7细胞平板克隆的形成

Figure 2 Clonogenic assay of PXD101 on MCF-7 cells
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2.5 细胞形态学改变

药物处理细胞 24 h后，可观察到典型的凋亡细

胞的形态学变化：细胞核固缩，核碎裂，并且出现大

小不等、不规则的碎片，而且随药物浓度增加，这种

细胞数量也增多（图5）。
2.6 细胞凋亡率

0.1、1、10 μmol/L PXD101作用MCF-7细胞 24h
后，细胞的凋亡率分别为（4.5 ± 0.92）%、（15.1 ±
0.68）%、（32.4±0.67）%（图6），与对照组（2.04±0.73）%
比较，差异有统计学意义（P<0.05）。
2.7 Western blot检测凋亡相关蛋白表达水平

PARP的剪切是细胞凋亡的标志之一。本实验观

察到PARP剪切带随药物浓度增加而增加，抗凋亡指

标Bcl-2表达减少，而促凋亡指标Bax表达增多（图7）。
A：0 μmol/L；B：10 μmol/L；箭头示核碎裂

图5 PXD101作用于MCF-7细胞后细胞形态变化

Figure 5 Morphological changes of MCF-7 cells after PXD101 treatment

1：0 μmol/L；2：0.1 μmol/L；3：1 μmol/L；4：10 μmol/L

图7 PXD101作用于MCF-7细胞后PARP、Bcl-2及Bax蛋白的表达

Figure 7 Effects of PXD101 on the protein expression of PARP，Bcl-2

and Bax in MCF-7 cells

3 讨论

近年来，随着对表观遗传学的研究逐步深入，人

们发现组蛋白乙酰化和去乙酰化修饰在基因的转录

调控中起重要作用，并与肿瘤的发生密切相关。多

项研究表明，HDAC抑制剂对多种实体瘤和血液系统

肿瘤具有显著抑制作用，但具体的分子机制尚不十

分明确［3］。尽管HDAC抑制剂用于乳腺癌的研究较

少，但研究表明，组蛋白去乙酰化/乙酰化水平异常与

乳腺癌密切相关［4］。Krusehe等［5］研究 600例乳腺癌

标本后发现，分别有39.8％和43.9％的乳腺癌标本高

表达HDAC1与HDAC3。因此，本组研究新型HDAC
抑制剂 PXD101 对乳腺癌 MCF-7 细胞是否有抑制

作用。

本研究结果显示，PXD101可以增加MCF-7细胞

的组蛋白乙酰化水平，并且在体外可以显著抑制

MCF-7细胞的增殖，呈现一定的量效关系。为了研

究PXD101抑制乳腺癌的可能机制，本组用流式细胞

仪检测了其对细胞周期的影响。HDAC抑制剂诱导

细胞周期阻滞的作用与药物种类和肿瘤细胞有关。

有研究发现，HDAC抑制剂可以引起肿瘤细胞G1期阻

滞，这可能与p53依赖的p21途径有关，和（或）HDAC
抑制剂引起CyclinD、CyclinA蛋白表达减少阻碍 S期
进程有关［6］。但是，本研究结果发现PXD101诱导乳

腺癌MCF-7细胞发生G2/M期阻滞。p21是细胞周期

激酶抑制因子，它与细胞周期阻滞和凋亡密切相关，

而且与乳腺癌的预后有关［7］。近期研究表明，

PXD101可以诱导前列腺癌［8］、肝癌［9］等肿瘤细胞的
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图6 PXD101作用于MCF-7细胞后的细胞凋亡情况

Figure 6 Apoptosis of MCF-7 cells after PXD101 treatment
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p21蛋白表达增加。另一方面，CyclinB1是细胞G2期

到M期重要的周期蛋白，研究表明，CyclinB1表达降

低，可能是HDAC抑制剂诱导肿瘤细胞G2/M期阻滞

的重要机制之一［10］。本研究发现，PXD101可以引起

p21蛋白表达增加，CyclinB1表达降低，并有一定的量

效关系。因此，PXD101可能通过诱导 p21的蛋白表

达，降低CyclinB1的表达，进而引起了细胞周期G2/M
期阻滞，从而抑制肿瘤细胞的增殖。

细胞凋亡程序的异常与恶性肿瘤的发生密切相

关［11］，临床上许多抗癌药物均是通过诱导细胞凋亡

从而达到抑制肿瘤生长的目的。PXD101 作用于

MCF-7细胞后，本研究通过Hoechst33342荧光染色

观察到典型的凋亡细胞形态学变化；PARP剪切增

加；凋亡细胞增多，并呈一定的量效关系，这些均表

明PXD101能够诱导MCF-7细胞发生凋亡。Bcl-2家
族是调节细胞凋亡最重要的因子，包括抗凋亡因子

Bcl-2、Bcl-XL、和Mcl-1等和促凋亡因子Bax、Bim和

Bax等。其中最重要的是Bcl-2和Bax。有研究发现，

HDAC抑制剂可以通过调控Bcl-2家族蛋白的表达和

亚细胞定位，活化线粒体凋亡信号通路，进而诱导肿

瘤细胞凋亡［12］。本研究发现，随 PXD101浓度增高，

Bcl-2表达减少，而Bax表达增多。因此，PXD101抑

制细胞增殖的另一方面是诱导细胞凋亡，这可能与

其调控Bcl-2、Bax表达有关。

本研究结果发现HDAC抑制剂 PXD101对乳腺

癌MCF-7细胞有抑制增殖、诱导周期停滞和促进细

胞凋亡的作用，并呈一定的剂量依赖性。但具体的

分子生物学机制还有待于进一步研究。
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