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【摘要】背景与目的：研究 <?2%$A对 643-B细胞组蛋白 6%和非组蛋白 C&%的乙酰化和细胞增殖的作用，并探讨 <?2%$A的抗肿瘤
机制。 材料与方法：应用不同浓度 E G! #GG! BGG! %GG! FGG!I1J D =H的 <?2%$A作用 643-B细胞不同时间 E G! #B! BF! %K! FA 8H后 !采用 LMM
法测定 <?2%$A对 643-B细胞增殖的影响，用’4NO4>+ PJ1O法检测乙酰化组蛋白 6%和乙酰化 C&%的水平。 结果：<?2%$A可抑制 643-B
细胞的增殖 ! 且呈时间和剂量依赖性，在 BF 8、%K 8和 FA 8的 Q7&G值分别为 %GG!I1J D =、BGG!I1J D =和 #&G!I1J D =；<?2%$A能明显上
调组蛋白 6%的乙酰化水平 ! 促进 C&%的表达和 C&%的乙酰化。 结论：<?2%$A具有去乙酰化酶抑制剂作用，能上调组蛋白 6%乙酰化
水平 !促进肿瘤抑制因子 C&%表达和活化，抑制肿瘤细胞增殖。
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【 ’() *+%,#】 <?2%$A\ 6*NO1+4 6%\ C&%\ 643-B 94JJ

通过对组蛋白赖氨酸末端的乙酰化修饰而改变染色

体的结构 !是基因转录调控的重要调节方式之一。这种调
节方式由组蛋白乙酰化酶 E6;MNH 和组蛋白去乙酰化酶
E6];7NHB类酶的活性决定。有研究表明恶性肿瘤细胞肿
瘤抑制基因的转录沉寂与该部位组蛋白乙酰化水平降低

密切相关。因此 !对组蛋白乙酰化酶和组蛋白去乙酰化酶

状态的研究也成为近年来抗肿瘤研究的热点。

<?2%$A是近年发现的一种高度选择性的非甾体类
抗炎药，在体内外可抑制肿瘤细胞的生长，阻止肿瘤细

胞周期的进行，诱导细胞凋亡。我们通过研究 <?2%$A对
人肝肿瘤细胞株 643-B细胞信号分子组蛋白乙酰化的
组蛋白 6%E;926*NO1+%H 的影响，观察蛋白质 C&%和组蛋
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白 .-的乙酰化水平变化，从一个全新的角度探讨其抑
制肝肿瘤细胞的作用机制。

! 材料与方法
!" ! 主要试剂 ,/0-+1分子式 2*-.*1,345/ ，相

对分子质量 -*6& 6，纯度!+17，购自 /89:$公司。用二
甲基亚砜 ;<#/4=溶解，浓度为 5 > *?-!:() @ A，等量分
装，B 3? C保存。乙酰化 D5-抗体、乙酰化组蛋白 .-抗
体、D5-抗体均购自 /$EF$ 2GHI公司，前 3种抗体为兔抗
人多抗，后者为鼠抗人单抗，羊抗兔和羊抗鼠二抗购自

晶美生物技术公司 ! J2A发光试剂盒购自 D8KGL公司。
!" # 细胞培养 人肝肿瘤细胞株 .KMN3购自上

海科学院细胞中心。细胞培养采用含 *?7胎牛血清、
*?? O @ :)青霉素、*?? O @:)链霉素的 PD#Q *R6?培养
基，在 -S C ! 57 243、饱和湿度下培养，每 61 T换液传
代 *次。取生长良好、活性大于 +17的细胞进行实验。

!" $ %&&法检测 ’()$*+对 ,-./#细胞增殖的作
用 将各组细胞密度调整到 * > *?5 @:)，接种于 +R孔培
养板中 !每孔加细胞 3??!) !设 -个平行孔。分别加入不
同浓度 ,/0-+1!使 ,/0-+1 工作浓度为 ?、*??、3??、-??、
6??!:() @ A，培养 ?、*3、36、-R和 61 T，同时分别设
PD#Q *R6?组和等量 <#/4组为阴性对照。培养结束每
孔加入 3?!) #UU;5 :9 @ :) =继续孵育 6 T，终止培养 !
弃去孔内的培养液 ! 每孔加人 *5?!) <#/4，振荡溶解

细胞后，于 6+? E: 波长酶标仪测定各孔光密度值
;4<=。按下式计算细胞的生长抑制率：
细胞的生长抑制率 V ; * B实验组平均 W值 @ 对照组平均 W

值 = > *??7

!" 0 细胞总蛋白提取和免疫印迹实验 收集细
胞 !调整细胞浓度为 * > *?S @ :) !参照文献 X *Y方法提取
不同处理组细胞的总蛋白。抗体均用 57的脱脂奶粉
;UZ/U配制 = * [ * ???稀释常规制胶、上样、电泳 !转膜，
蛋白质转膜后 ! 先用 57的脱脂奶粉 ;UZ/U配制 = -S C
封闭 3 T。加稀释好的一抗 ;乙酰化 D5-抗体，乙酰化 .-
抗体和 D5-抗体 = 6 C过夜 ! 用 DZ/;加入终浓度为
?& ?37的 U\KKE03? =充分漂洗 -次，每次 *? :8E，再用二
抗 ; * [ 3 ???稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔、羊
抗鼠 Q9N=振荡孵育 3 T。洗去未结合的二抗，滴加增强
化学发生法 ;J2A= 化学发光剂，]片曝光显影。扫描 ]
片，用凝胶成像分析系统 ;英国 O’D=进行图象分析，计
算灰度值，实验至少重复 -次。

!" 1 统计分析 采用 /D//**& 5统计软件包进行
& 检验。

# 结 果
#" ! ’()$*+对 ,-./# 细胞增殖的作用 ,/0-+1

在低于 *??!:() @ A时对 .KMN3细胞增殖影响很小，和
阴性对照组 ;PD#Q *R6?组和 <#/4组 =比较，差异无统
计学意义，PD#Q *R6?组和 <#/4组相比，差异亦无统
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计学意义。随着浓度增加和时间延长，,/0-+1对细胞增
殖抑制作用明显增强，36! -R和 61 T的 Q25?值分别为

-??! 3??和 *5?!:() @ A。,/0-+1以时间和浓度依赖方式
抑制 .KMN3细胞增殖 ;图 *=。

#" # ’()$*+ 对 21$ 和 21$ 乙酰化的作用
^KLFKGE _)(F结果表明，,/0-+1能增加 D5-蛋白的表达，
36 T实验组 ; 3RS& 6* ‘ 5& 3-=和对照组 ; SR& 51 ‘ *& 56=相
比，差异有统计学意义 ; ’ a ?& ?*= !,/0-+1作用后乙酰化
D5-的水平 ; *13& RS ‘ 3& *3=和对照组 ; *S& 3*士 3& 6=相比
明显升高 ; ’ a ?& ?*=。

#" $ ’()$*+对组蛋白 ,$的乙酰化作用 -??

NG(HM
36 T -R T 61 T

W_L(G_$EbK c$)HK QET8_8F8(E G$FK ; 7 = W_L(G_$EbK c$)HK QET8_8F8(E G$FK ; 7 = W_L(G_$EbK c$)HK QET8_8F8(E G$FK ; 7 =
2(EFG()

,/0-+1 *??!:() @A
3??!:() @A
-??!:() @A
6??!:() @A

*& 116 ‘ ?& *3
*& 65S ‘ ?& ?5
*& 36R ‘ ?& *5
?& 163 ‘ ?& ?R
?& 65? ‘ ?& ?3

*& 35 ‘ ?& *3
33& -6 ‘ 1& 33
--& R3 ‘ +& R+"

65& ?- ‘ R& 3?""

R3& ?R ‘ *& 5*""

*& S-5R ‘ ?& **
*& -3R? ‘ ?& *?
*& ?56S ‘ ?& ?1
?& R+RS ‘ ?& ?1
?& -633 ‘ ?& ?*

-& *6 ‘ ?& *3
-?& 6S ‘ 1& 5?
6R& 5R ‘ ?& +5"

R3& *3 ‘ *& +5""

S?& 3+ ‘ *& 56""

*& R?+ ‘ ?& ?-
*& 5S? ‘ ?& *R
?& R+S ‘ ?& ?6
?& 5*+ ‘ ?& ?R
?& *55 ‘ ?& ?3

5& -3 ‘ ?& 6*
65& ?S ‘ +& 1R
5+& -5 ‘ 3& -R""

R1& R? ‘ -& SS""

16& +6 ‘ *& 31""

表 + 不同浓度%,-./0作用12345细胞不同时间对细胞增殖的影响
’6782 + (992:;< =9 %,-./0 => ;?2 3@=8A92@6;A=> =9 12345 :288<B !" C # D $ E .FG

2(:M$GKd \8FT b(EFG() ! "’ a ?& ?5e ""’ a ?& ?*&

图 5 H2<;2@> 78=; 分析 %,-./0作用 12345细胞 5I ?后，JK.蛋白
及乙酰化 JK.蛋白的变化
LAMN@2 5 (O3@2<<A=> =9 JK. 6>P 6:2;Q86;2P JK. A> 12345 :288< 69;2@
;@26;2P RA;? %,-./0 9=@ 5I ?D P2;2:;2P 7Q H2<;2@> 78=; S
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图 + ,-./-01 234/ 分析 %56+78作用 9-:;<细胞 => ?后 @组蛋白 9+的
乙酰化作用影响

ABCD0- + (E:0-..B41 4F GH-/I3G/-J ?B./41- 9+ B1 9-:;< H-33. GF/-0
/0-G/-J KB/? %56+78 F40 => ?@J-/-H/-J 2I K-./-01 234/ L
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!’() * + ,-.%$/作用 01234细胞 #5 6后乙酰化组蛋白
0%水平 7 ##&8 &9 : ##8 9; 和对照组相比 ! 明显升高
7 & < 58 5#;。

! 讨 论
最近研究表明肿瘤细胞 0=>? * 0@=A?的功能紊乱，

组蛋白的乙酰化作用障碍，细胞分化成熟基因转录沉

寂，转录抑制因子表达增高 !这类 0@=A?均与肿瘤的发
生有关 B4 C 9 D。,-.%$/是一种磺胺类制剂的衍生物 ! 是
AEF.4 选择性抑制剂。研究表明 ! ,-.%$/ 通过抑制
AEF.4!从而抑制其产物 G3H4的合成 !使细胞停滞在 3#
期 ! 特异性上调细胞周期依赖激酶 7A@I; 的抑制因子
24J7KL2) ;的表达 B& D，并且在结直肠癌的防治方面有重要

作用 BM D。我们在 ,-.%$/对 01234细胞的增殖影响实验
中发现，在大于 #55!’() * +浓度时随着时间延长和剂
量增加，,-.%$/对 01234细胞的增殖具有明显抑制作
用。我们采用 N1?O1PQ R)(O检测了 ,-.%$/对 01234细胞
的组蛋白 0%的乙酰化调节作用，发现 ,-.%$/ 作用
#5 6明显上调 0%的乙酰化水平，和非药物作用组相比
增加了 48 &倍，差异具有统计学意义 7 & < 58 5#;。并且发
现 ,-.%$/明显促进 01234细胞 G&%表达，作用 49 6使
G&%表达增加了 %8 &倍，而乙酰化 G&%的水平则增加更
多，分别达 #58 M倍。说明 ,-.%$/具有 0@=A?抑制剂的
作用。最近研究发现 BJ D，G&%被乙酰化修饰而活化，反式
作用于 @,=，启动包括 !’(()*+ ,(,-+ &-./’0% 1 2345
等靶基因的转录，诱导细胞生长抑制和凋亡。G&%的乙
酰化作用，伴随有 0=>? 7G%55 *ASG!3A,&等 ;募集到核
小体，引起乙酰化 G&%反式激活基因位点的组蛋白
70%! 09; 乙酰化，染色体变构松弛打开，促进该位点的
基因转录。G&%乙酰化作用使 G&%和 0=>间的结合，更

稳定了 G&%的活性 B/ D。有文献报道，0@=A#和 T@T4形
成0@=A#.T@T4复合物介导 G&%的去乙酰化作用，加速
G&%的降解 B$ D。这也证明了 ,-.%$/抑制去乙酰化酶活
性，也就抑制了 G&%的去乙酰化作用，从而稳定了 G&%
的作用，从另一个侧面解释了 0@=A?抑制剂介导肿瘤
细胞凋亡和细胞周期阻滞的机制。

我们的实验结果证明 ! ,-.%$/以时间和剂量依赖方
式抑制 01234细胞增殖，同时提高组蛋白 0%的乙酰化
水平 !在诱导肿瘤抑制因子 G&%表达的同时使其乙酰化
水平升高，活性增强。调节蛋白质的乙酰化作用可能是

,-.%$/的抗肿瘤细胞增殖的机制之一。
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