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"摘 要# 背景与目的!组蛋白去乙酰化酶抑制剂$@5.3+0- 1-62-3G96.- 50@5H53+,.&
IJK*5%是一类具有抗肿瘤活性的新型药物&主要通过诱导细胞凋亡发挥作用’本
实验研究 IJK*5$7L>’&)%对人骨髓瘤细胞系 M’;; 细胞增殖和凋亡的影响及其
与 LB,N5N50 表达的关系’ 方法!将不同浓度的 7L>’&) 作用于 M’;; 细胞不同时间
后&用台盼蓝拒染法观察药物对细胞活力的影响(通过瑞氏>姬姆萨染色观察药物
作用后细胞形态学的变化 ( 用流式细胞仪分析细胞周期( 用 O-.3-,0 H9+3 检测
LB,N5N50)P’! 和 *1QE 等的蛋白表达&以及凋亡信号通路中 *6./6.->% 活化及蛋白
聚 KJP 核糖聚合酶 !/+9G $KJP>,5H+.-% /+9G?-,6.-&PKRP"的裂解情况 ’ 结果 !

7L>’&) 呈时间和剂量依赖性抑制 M’;; 细胞增殖 & 阻断细胞周期于 S# T S! 期 ’

7L>’&) 作用 M’;; 细胞 E( @ 时的 U*)$ 为 !:%< !?+9 T V(’ !?+9 T V 的 7L>’&) 作用
M’;; 细胞 ’E @ 后 &S$ T S! 期细胞占 ;;:%<W&%; @ 后 S$ T S! 期细胞占 (<:($W’ 瑞

氏>姬姆萨染色显示细胞形态发生明显变化’ O-.3-,0 H9+3 检测结果显示&7L>’&)
作用 M’;; 细胞后 &LB,N5N50 和 *1QE 表达下降 &P’! 表达增加 &*6./6.-% 被裂解活

组蛋白去乙酰化酶抑制剂 4<=>?@诱导骨髓瘤
细胞株 A>BB凋亡过程中 <,%3232-的表达
马 健 !! 赵 名 ’! 于晓妉 ’! 王志红 !
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马 健!等! 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 "#$%&’ 诱导骨髓瘤细胞株 (%)) 凋亡过程中 #*+,-,-. 的表达

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!与癌症的发生密切相关 "0#$组
蛋 白 去 乙 酰 化 酶 抑 制 剂 %1-234.5 6578539:725
-.1-;-34+2!<=>?-& 是一类具有抗肿瘤活性的新型
药物$研究表明!<=>?- 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和一些实

体瘤产生明显抑制作用!其抗肿瘤作用具有广泛
性 " % # $ "#$%&’ 属苯甲酰胺类强效 <=>? 抑制
剂 ! 对多种人类肿瘤细胞系具有强大的抗肿瘤
作用 !并具有高效 ’低毒和耐受性好的特点 !有
很强的特异性和选择性 "@ #$ 本实验将这种新的
<=>?- 类 药 物 "#$%&’ 作 用 于 人 骨 髓 瘤 细 胞
(%))!探讨 "#$%&’ 对 (%)) 细胞增殖 ’凋亡的影
响以及与 #*+,-,-. 表达之间的关系 !为进一步探
明骨髓瘤细胞恶性增殖的相关机制提供一定的

依据$

! 材料与方法

!"! 主要试剂及其来源
"#$%&’ 由美国科罗拉多大学医学科学中心

A4:-. B-* 教授提供! 瑞氏染色液和姬姆萨染色液
购自北京赛驰生物科技有限公司!CD725 >’EF 购
自 #-GH7 公司!一抗 E>CE’>8539:$<-234.5 <@ 以及
二抗 >.3-$"4*25 I C7;;-3 FGJ %<CE – :-.K56&均购
于 ?5:: #-G.7:-.G 公 司 !E%0 购 自 #7.37 ?+*L
A-43581.4:4G9 公 司 !A?>M" E+435-. >2279 N-3’
?15H-:*H-.5285.3 #*;23+735 购 自 EFOC?O 公 司 !
B75HH:- #7HP:5 A*QQ5+ 购自 AFR$C>= 公司!CE"F$
0)ST 干粉培养基购自美国 J-;84 公司$
!"# 细胞来源及培养
人骨髓瘤细胞 (%)) 细胞系由军事医学科学

院放射医学研究所王立生教授馈赠! 常规培养于
含 0TU灭活胎牛血清及 0TT * I HB 青霉素和 0TT
!G I HB 链霉素的 CE"F$0)ST 培养液! 置于 @&V’
’U ?R%的培养箱中培养$ 实验时细胞处于对数生
长期!活细胞数达 W’UX0TTU$

!"$ 细胞活性测定
取对数生长期的 (%)) 细胞 !0 ’TT!" 离心 ’

H-.以收集细胞!将细胞密度调整为 %Y0T’ 个 I HB!
以不同浓度的 "#$%&’ %T’TZ’’0’%’’’0T !H4: I B&
处理细胞!在药物分别作用 %S 1 和 S[ 1 后!采用
台盼蓝拒染法计算各组细胞的活细胞和死细胞

数!并计算细胞存活率$ 细胞存活率\"活细胞数 I
%活细胞数]死细胞数&#Y0TTU$
!"% 瑞氏&姬姆萨染色
取对数生长期的 (%)) 细胞!离心后 !将细胞

密度调整为 %Y0T’个 / HB! 用 % !H4: / B 的 "#$%&’
分别处理细胞 0[ 1 和 @) 1 后!吸取少量细胞悬液
%0Y0T) 个 / HB& 进行细胞甩片! 甲醇固定 0T H-.
后! 先用姬姆萨染色 0’ H-.! 用蒸馏水轻柔冲洗
后!再用瑞氏染色液作用 @T H-.!在显微镜下观察
细胞的形态学变化$
!"’ 细胞周期分析
取对数生长期 (%)) 细胞接种于 ) 孔板 !用

"#$%&’ %% !H4: / B& 处理 0%’%S’@) 1 后!0 ’TTY"
离心 ’ H-.(用 EA# 洗涤 !沉淀 !离心 !收集于 0Z’
HB OE 管中!然后以 &TU的冷乙醇%用含 @U 胎牛
血清的 EA# 配制&固定过夜! ^%TV冰箱保存$ 次
日常温下 % TTT Y" 离心 @ H-.! 以 EA# 洗细胞沉
淀两次$ 以含 CD725 >%终浓度 0 HG / HB&的 EA#
TZ0 HB 重悬细胞沉淀!@&V水浴 @T H-.$离心去掉
CD> 酶$向试管内加入 EF 染液%终浓度为 0TT !G /
HB&!室温下避光反应 %T H-. 后!上流式细胞仪检
测$
!"( )*+,*-. /01, 检测
收集正常培养的 (%)) 细胞和经 "#$%&’ %%

!H4: / B&处理 0%’%S’@) 1 的 (%)) 细胞!0T TTTY"
离心 ’ H-.!用 B75HH:- #7HP:5 A*QQ5+ 裂解!置热混
匀仪上 WWV加热 [ H-.!冰水浴冷却!然后 STV 条
件下 0T TTTY" 离心 0T H-.$ 转移上清至另一无菌
OE 管内!取适量样品!应用 A?> 试剂盒测量蛋白
浓度%具体步骤见试剂说明书&$ 配制 #=# 聚丙烯
酰胺凝胶!上样前加入 ’U " 巯基乙醇!每个样品
上样 ’T !G 蛋白$ [T _ 电压电泳 % 1!至溴酚蓝到
达凝胶底部$ 转移蛋白至 E_=‘ 膜![T _ 电压电泳
% 1! 用含 ’U 脱脂奶粉的 MA#M 封闭 0 1!MA#]
Ma55. 洗膜 @Y’ H-.$加入 ’U脱脂牛奶或 ’U A#>
稀释的一抗封闭膜!置 STV摇床过夜$ 洗膜后再
分别与相应的二抗%’U脱脂牛奶稀释&室温孵育
0 1!洗膜 @ 次$ 将等体积混合的 O?B 化学发光底

化!其底物蛋白 E>CE 发生剪切$ 结论!"#$%&’ 抑制人多发
性骨髓瘤细胞系 (%)) 增殖并诱导细胞凋亡! 可能与下调

#*+,-,-. 蛋白的表达有关$
关键词 ! 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 ( "#$%&’( 人骨髓瘤 (

(%)) 细胞( #*+,-,-.( 细胞凋亡
中图分类号!C&@@Z@ 文献标识码!>
文章编号!0TTT^S)&b%%TTW&T’^TS))^T)
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! "

物 !!" 液均匀加在 #$%& 膜上"显色 ’ ()*"+ 光片
曝光后"将 + 光片依次进行显影和定影# 用 !,-./)*
作为内参对照$
!"# 统计学处理
细胞存活率以均数0标准差表示$ 利用1!1234

软件对细胞存活率进行单因素方差分析$ 比较各
药物浓度处理组与对照组的差异"!5464’ 为有统
计学意义$

$ 结 果

$"! %&’$#( 对 )$** 细胞的体外杀伤作用
台盼蓝拒染法测定细胞活力实验结果%图 7&显

示" 不同浓度 81,9:’均以时间,剂量依赖性方式抑
制 ;922 细胞增殖" 在分别作用细胞 9< = 和 <> =
后" 细胞的存活率随药物浓度的增加而逐渐降低"
各浓度组之间的差异具有统计学意义 %!54647&’同
时"药物对细胞的杀伤作用也有时间依赖性"各时
间点之间的差异也具有统计学意义%!54647&"其中
药物作用 <> =的 ?@’4为 76AB "(CD E F$ 9 "(CD E F的
81,9:’ 作用细胞 9< = 后"细胞的存活率为 B76<G’
药物作用 <> = 后"细胞的存活率仅为 9<69G"二者
之间的差异具有统计学意义%!54647&$ 在后续的实

验中采用浓度为 9 "(CD E F的 81,9:’$
$"$ %&’$#( 处理 )$** 细胞后细胞的形态变化

9 "(CD E F 的 81,9:’ 作用细胞 A2 = 后"瑞氏,
姬姆萨染色显示细胞的形态发生明显的改变"细
胞核收缩"完整的胞膜不再整齐排列%图 9&$

图 7 不同浓度 81,9:’ 作用 ;922 细胞不同时间对细胞
活力的影响

&)HIJK 7 @KDD L)-M)D)/N CO ;922 /JK-/KP Q)/= P)OOKJK*/
.C*.K*/J-/)C*R CO 81,9:’ -/ P)OOKJK*/ /)(K SC)*/R

!DD JKRID/R -JK SJKRK*/KP -R (K-*R T1% CO /=JKK )*PKSK*PK*/
KUSKJ)(K*/R6

图 9 81,9:’ 作用细胞 A2 = 后 ;922 细胞形态的变化 !瑞氏V姬姆萨染色 W<44"
&)HIJK 9 8CJS=CDCH).-D .=-*HK )* ;922 .KDDR -O/KJ /=K /JK-/(K*/ Q)/= 81,9:’ OCJ A2 = %W<44&

!( ;922 .KDDR’ "( ;922 .KDDR /JK-/KP Q)/= 81,9:’6

$"+ %&’$#( 对 )$** 细胞周期的影响
流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 "81,9:’ %9

"(CD E F& 分别作用 ;922 细胞 79 =!9< =!A2 =
后 "细胞周期被明显地阻滞于 X4 E X7 期 "药物处
理时间越长 "对细胞周期的阻滞效应越明显 $ 在

药物分别作用 9< =!A2 = 后 "X4 E X7 期细胞比例

由 对 照 组 的 <B64:G 分 别 增 加 到 226ABG !
>B6>4G ’同时 " 1 期细胞数目显著减少 "1 期细
胞百分比从 A:6:AG分别减少为 7267<G !762AG
%图 A&$

马 健!等6 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 81,9:’ 诱导骨髓瘤细胞株 ;922 凋亡过程中 1IJL)L)* 的表达!"#
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图 ! "#$%&’ 对人骨髓瘤细胞系 (%)) 细胞周期的影响
*+,-./ ! 0/11 2321/ 45 (%)) 2/116 758/. 89/ 8./78:/;8 <+89 "#$%&’

=! (%)) 2/116" >! (%)) 2/116 8./78/? <+89 "#$%&’ 54. @% 9" 0! (%)) 2/116 8./78/? <+89 "#$%&’ 54. %A 9" B! (%)) 2/116 8./78/? <+89 "#$
%&’ 54. !) 9C

图 A "#$%&’ 作用后 (%)) 细胞中 #-.D+D+;!E%@ 和 0BFA
蛋白的表达

*+,-./ A E.48/+; /GH./66+4; 45 6-.D+D+; # H%@ 7;? 0?IA +;
(%)) 2/116 758/. 89/ 8./78:/;8 <+89 "#$%&’
@! (%)) 2/116" %! (%)) 2/116 8./78/? <+89 "#$%&’ 54. @% 9" !!

(%)) 2/116 8./78/? <+89 "#$%&’ 54. %A 9" A! (%)) 2/116 8./78/? <+89
"#$%&’ 54. !) 9C

马 健!等C 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 "#$%&’ 诱导骨髓瘤细胞株 (%)) 凋亡过程中 #-.D+D+; 的表达

!"# $%&!’( 对 )!** 细胞凋亡相关蛋白表达的
影响

J/68/.; K148结果显示#"#$%&’ 可明显上调 E%@
的表达水平# 同时降低 #-.D+D+; 和 0BFA 的表达水
平$图 A%& "#$%&’ 分别作用 @% 9’%A 9 和 !) 9 后#
(%)) 细胞均出现 076H76/! 的活化和 E=LE 剪切后
的条带#而且随着时间延长条带越来越明显$图 ’%&
!"( $%&!’( 对 )!** 细胞组蛋白 +, 的乙酰化
作用

(%)) 细胞经 "#$%&’ 处理后#作为 MB=0@ 和
MB=0% 底物的组蛋白 M! 的乙酰化明显增强#而
且随着时间的延长#"#$%&’ 对 M! 的乙酰化作用
更加明显$图 )%&
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图 ! "#$%&’ 对 (%!! 细胞中组蛋白 )* 的乙酰化作用
+,-./0 ! 1/230,4 056/077,24 28 9:03;<930= >,73240 )* ,4

(%!! :0<<7 9830/ 3>0 3/093?043 @,3> "#$%&A
B! (C!! :0<<7" %! (%!! :0<<7 3/0930= @,3> "#$%&A 82/ B% >" *!

(%!! :0<<7 3/0930= @,3> "#$%&A 82/ %D >" D!(%!! :0<<7 3/0930= @,3>
"#$%&A 82/ *! >E

图 ’ "#$C&’ 作用后 (C!! 细胞中 F976970$* 和
:<09G0=$1HI1 的表达

+,-./0 A 1/230,4 056/077,24 28 :976970$* 94= :<09G0=$1HI1
,4 (%!! :0<<7 9830/ 3>0 3/093?043 @,3> "#$%&A
J! (C!! :0<<7" C! (C!! :0<<7 3/0930= @,3> "#$C&’ 82/ KL >" *!

(%!! :0<<7 3/0930= @,3> "#$%&A 82/ %D >" D!(%!! :0<<7 @0/0 3/0930=
@,3> "#$%&A 82/ *! >E

马 健!等E 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 "#$%&A 诱导骨髓瘤细胞株 (%!! 凋亡过程中 #./G,G,4 的表达

! 讨 论

组蛋白乙酰转移酶 #>,73240 9:03;<3/94780/970$
)HM%和组蛋白去乙酰化酶 #>,73240 =09:03;<970&
)NHF%是调节组蛋白乙酰化状态的一组酶 ’K() 在
正常生理状态下&这两类酶对组蛋白乙酰化作用
的调控处于平衡状态)而细胞在发生转化的状态
下&)NHF 的活性明显增强 & 使得原有的基因表
达平衡状态被打破&导致一些影响细胞增殖和调
控细胞周期的分子表达失衡 & 进而导致细胞恶
变) 近年来&)NHF, 被证实具有抑制肿瘤细胞增
殖 *细胞周期阻滞 *诱导细胞分化及促进细胞凋
亡的作用) )NHF, 抗肿瘤作用具有广泛性&体内
外实验的结果均提示 )NHF, 具有良好的临床应
用前景 ’L() "#$L&A 属苯甲酰胺类强效 )NHF,&为
小分子化合物 &分子量为 *&!OD&对多种人类肿
瘤细胞系具有强大的抗肿瘤作用 &并具有高效 *
低毒和耐受性好的特点 & 具有很强的特异性和
选择性 ’* () 引人注意的是 &"#$%&A 可以使正常
组织细胞及肿瘤细胞的生长停滞 & 但是它们仅

诱导肿瘤细胞的快速死亡&而正常细胞不会出现
这些改变 ’D()

#./G,G,4 基因属于 PH1 家族&近年研究中发现
其在正常组织中不表达&而在多种肿瘤中高表达&
对肿瘤细胞的凋亡抑制和异常增殖起着重要作

用)已有研究表明 #./G,G,4 与肿瘤细胞增殖呈正相
关&与肿瘤细胞凋亡呈负相关 ’A() 肿瘤患者癌组织
中 #./G,G,4 高表达往往提示预后不良)目前的研究
表明&#./G,G,4 抑制凋亡* 促进增殖的机制主要与
抑制凋亡蛋白 F976970 的活化有关) F976970 被认
为是凋亡过程的中心环节 & 在凋亡的过程中伴
随着一系列的 F976970 蛋白有序的活化 ’!() #./G,G,4
与 F9769707 特 异 性 结 合 后 & 抑 制 F976970**
F976970& 的活性&阻断细胞凋亡)#./G,G,4 也可以通
过 6%B 间接地抑制 F976970 的活性) #./G,G,4 与细
胞周期调控因子 FNQD 结合形成 #./G,G,4$FNQD 复
合物&使得 6%B@98< 从 6%B@98<$FNQD的复合物中释放出来

而与 F976970 * 结合并抑制 F976970 * 的活性 ’A()本
研究表明&"#$%&A 在处理细胞 B% >*%D > 和 *! >
后&能明显下调 #./G,G,4 蛋白水平) 同时凋亡效应
蛋白 F976970 也发生了活化 & 导致其底物蛋白
1HI1 发生剪切& 这个过程可能与 #./G,G,4 的蛋白
下调有关)
有关 #./G,G,4 在肿瘤细胞中信号转导通路上

游的调控机制&尤其是信号转导通路的调控机制
目前研究甚少) RHQ$#MHM 信号转导通路最先在
干扰素+P+S,信号转导研究中发现) 这是一条极
其快速的从细胞外到细胞核的信号转导通路)信
号转导和转录活化因子 +7,-49< 3/947=.:0/7 94=
9:3,G932/7 28 3/947:/,63,24&#MHM7, 家族是一种存在
于胞浆并在激活后能够转入核内与 NSH 结合的
蛋白家族 & 具有转导和转录调控双重作用 ) 在
#MHM7 家族中&#MHM* 与肿瘤的关系最为密切&参
与了多种细胞因子的信号转导过程) 在多种肿瘤
细胞中均发现有持续性过度激活 &#MHM* 被过度
激活后&可以通过各种途径促进细胞增殖*恶性转
化*阻碍细胞凋亡&表现出致癌作用 ’&&T()有文献报
道在某些肿瘤中 RHQ$#MHM* 的激活和 #./G,G,4
高表达关系密切& 均提示 #./G,G,4 基因为 #MHM*
的靶基因 ’U&BV() HWDUV 可以选择性阻断 RHQ&从而
阻断RHQ$#MHM* 的信号转导&如多发性骨髓瘤*前
列腺癌以及肝癌等肿瘤通过抑制 #MHM* 的激活
而抑制肿瘤生长 ’BB() HWDUV 还可以抑制 #MHM* 和
NSH 结合的活性&导致 (%!! 细胞的生长抑制 ’B%()
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余畅等 !!""利用 #$%&’ 来抑制 (#) 酶活性 #观察
(#) 酶被抑制前后乳腺癌细胞内 *+#+" 活化情况
的变化和 *,-././0 表达的改变以及乳腺癌细胞凋
亡的变化# 发现在 #$%&’ 作用后#1*+#+" 的表达
明显下降#*,-././0 234# 和蛋白质表达均显著降
低# 同时出现了肿瘤细胞的增殖被抑制和凋亡增
加# 提示 (#)5*+#+" 的激活和 *,-././0 的表达之
间有一定的关系$
综上所述#通过干扰 (#)5*+#+ 信号转导通路

的某些环节#从而减少 *,-././0 的表达#可能可使
肿瘤细胞的恶性增殖得到抑制$但 (#)5*+#+ 信号
转导通路中各环节的分子机制尚有待进一步的探

讨$
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