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【摘) 要】目的：研究组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古菌素 P
（.IP）和全反式维甲酸（P.NP）对 RSTU#NPN!阳性细胞的作
用- 方法：稳定转染 RSTU#NPN! 基因的 K&(% 细胞（K&(% V
RSTU）经 .IP，P.NP作用一段时间后，X?4C6@#Y4/283 染色观
察细胞形态，F..法检测细胞生长和增殖状态，流式细胞仪检
测细胞周期和细胞表面分化抗原 H=!!Q，H=*,，H=!, 等的表
达，荧光免疫细胞化学染色检测融合蛋白表达，细胞化学染色

和硝基蓝四氮唑（[\.）还原试验观察细胞功能分化情况- 结
果：K&(% V RSTU细胞在去除四环素条件培养后，RSTU#NPN!
表达明显增加- .IP（(" "C V S）联合 P.NP（! "2<0 V S）使
K&(% V RSTU细胞核质比缩小，生长增殖受抑，I 期细胞减少，
H=!!Q表达增高，RSTU#NPN! 蛋白表达减弱，分布以胞核弥
漫细小颗粒为主，细胞功能上的分化可能尚不成熟- 结论：组
蛋白去乙酰化酶抑制剂 .IP 联合 P.NP 可使 K&(% V RSTU 细
胞发生部分分化-
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LM 引言
!&^" 年代中期，我国学者率先应用全反式维甲
酸（P.NP）诱导分化治疗急性早幼粒细胞白血病
（35:@/ >?<29/0<59@45 0/:]/243，PRS），缓解率高达
^’_ ‘&"_ - 但是仍有一部分患者对 P.NP 不敏感，
预后较差- 研究发现，约 !_ PRS 患者携带 @（!!；
!%）（a$(；a$!），表达 RSTU#NPN! 融合蛋白，对化疗
不敏感，单用 P.NP不能诱导缓解，已知 RSTU#NPN!
的 RSTU 端能与包括组蛋白去乙酰化酶（ 648@<7/
G/35/@9038/，E=PH）在内的转录共抑制复合物紧密结
合-我们以 RSTU#NPN!转染细胞为模型，研究了 E=PH
抑制剂（E=PH4）曲古菌素 P（ @?456<8@3@47 P，.IP）联合
P.NP对 RSTU#NPN!阳性白血病细胞的作用-

NM 材料和方法
N- NM 材料M K&(% 细胞和稳定转染 RSTU#NPN! 基因
的 K&(% 细胞（K&(% V RSTU）系保存细胞株［!］，后者培
养液中维持添加 "- ’ 2C V S嘌呤霉素（>:?<29547，I4C#

!"#$ 第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）!445，!6（$"）7 +**8：9 9 :’()2;.< =>>(< /0(< ?2



!"），#$ % !& ’ (四环素（ )*)+",-,./0*，1/&!"）和 % & ’ (
23%4（1/&!"）$ 实验前撤去四环素，以诱导 5(678
9:9!蛋白表达$ 细胞离心涂片，;+/&<)82/*!=" 染色
观察细胞形态$ >1:（1/&!"）溶解于无水乙醇，配成 %
& ’ (储存液，用时以培养液稀释成 %# !& ’ ( 工作液$
:>9:（1/&!"）溶解于无水乙醇，配成 %# !!?. ’ ( 储
存液，用时以培养液稀释成 %## "!?. ’ (工作液$
!$ "# 方法
%$ @$ %A B>>法检测细胞生长A 按照文献［@］方法操
作，CD# 0! 处测 ! 值$ 细胞生长抑制率 E（% F处理
组平均 !值 ’对照组平均 !值）G %##H $ 重复 I 次取
平均值$
%$ @$ @A 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡A 取约 % G
%#J 细胞，冷乙醇固定，90"=*（终浓度 @## !& ’ (）消
化，@# !& ’ (碘化丙啶（5K）染色 I# !/0，用流式细胞
仪（L*,M!?08N?O.)*+）检测细胞不同 PQ: 含量分布，
经 BO.)/,-,.*软件分析细胞周期和凋亡细胞$
%$ @$ I A 检测细胞表面分化抗原 A 取细胞悬液 %##
"(（约含 C G %#C 细胞），加入 7K>N或 5R标记的鼠抗
人 NP%%S，NPJ3，NP%3 !:S和相应的同型抗体（同种
荧光标记的非特异性鼠抗人 K&2%，K&2@!）（均购自

N?O.)*+8K!!O0?)*,<，7+"0,*），室温下避光孵育 I#
!/0，5L1清洗，重悬细胞，立即进行流式细胞仪检测$
%$ @$ 3A 检测融合蛋白表达A 细胞涂片，F @#T预冷
甲醇 ’丙酮（%U%）固定液浸泡固定 C V %# !/0，5L1 浸
洗，I# & ’ ( L1: 封闭，一抗（ &?") "0)/85(67，1"0)"
N+OW）室温孵育 % <，5L1 洗 C !/0 G C 次，二抗（7K>N8
+"SS/) "0)/8&?") K&2）室温孵育 % <，5L1 洗 C !/0 G C
次，5K复染，封片，激光共聚焦显微镜下观察$
%$ @$ CA 细胞化学染色A 氯乙酸 :18P 萘酚酯酶染色
（NR），醋酸 :18P萘酚酯酶染色（:R），过碘酸8席夫
试验（糖原染色，5:1），过氧化物酶染色（5XY），按
照常用方法进行$
%$ @$ JA 硝基蓝四氮唑还原试验A 取约 % G %#J 细胞，

5L1清洗后加入硝基蓝四氮唑（QL>）反应液，IDT孵
育 I# !/0，混悬细胞，离心（C## + ’ !/0 GC !/0）涂片，光
镜下计数阳性细胞率，每个视野至少计数 @##个细胞$

"# 结果
Z[ID ’ 5(67细胞在添加 #$ C !& ’ (嘌呤霉素（\O8

+?!-,/0），#$ % !& ’ ( 四环素（ )*)+",-,./0*）和 % & ’ (
23%4 培养液中维持培养，5(6789:9! 呈低水平表
达$ 撤去四环素后，5(6789:9!的表达明显增加$
"$ !# 细胞形态学变化 # 单独使用 >1:（I# "& ’ (）或
:>9:（% "!?. ’ (）处理表达 5(6789:9!的 Z[ID ’ 5(67

细胞，@3 VD@ <形态变化不甚明显；当二者合用时，细胞
核质比明显缩小，核仁减少但未完全消失（图 %）$

图 %A Z[ID ’ 5(67细胞形态学变化A 光镜 G %###

"$ "# %&’ 和 ’%(’ 抑制 )*+, - ./01 细胞的生长
# %# V I# "& ’ ( >1:对 Z[ID 细胞的增殖几乎没有抑
制作用，但对 Z[ID ’ 5(67细胞的增殖有抑制作用，此
作用呈现时间剂量的依赖性$ % "!?. ’ ( :>9: 对
Z[ID ’ 5(67 细胞增殖的抑制作用较弱，I "!?. ’ (
:>9:的抑制作用则明显增强$ >1:和 :>9:合用可
以明显抑制 Z[ID ’ 5(67细胞增殖（表 %）$ 另外，我们
还发现另一种组蛋白去乙酰化酶抑制剂 5L对 Z[ID ’
5(67细胞作用较弱（低于 @#H），与 :>9:合用后抑
制作用也有增强$

表 %A >1:或 >1:合用 % "!?. ’ ( :>9:对 Z[ID ’ 5(67细胞的
生长的抑制率 （H）

药物 " ’ < # %# "& ’ ( @# "& ’ ( I# "& ’ (

>1: @3 F %%$ [ %@$ C %3$ C

34 F %3$ I @4$ I 3C$ D

D@ F @# I4$ % C[$ J

>1: ] :>9: @3 %J$ % @I @J I#$ D

34 I3 3J$ D CC$ J J#$ J

D@ IJ$ I JI$ 4 D%$ % D3$ C

"$ +# 细胞周期和表面抗原的变化 # >1: 作用后，
Z[ID ’ 5(67细胞周期阻滞在 2% 期，1 期细胞明显减
少$ % "!?. ’ ( :>9:也能使 1 ] 2@ 期细胞明显减少，
并出现亚二倍体（1OS82%）峰$ % "!?. ’ ( :>9: 作用
后，Z[ID ’ 5(67细胞的 NP%%S表达略有增高，I# "& ’
( >1:使其表达增高的程度明显强于 :>9:，二者合
用有较弱的协同作用$ 同时可见，NPJ3 表达的变化
不明显$ NP%3 在 Z[ID ’ 5(67细胞表达量极低，加药
处理后未看到明显变化$ 未诱导表达 5(6789:9! 的
Z[ID ’ 5(67 细胞经过 % "!?. ’ ( :>9: 或者 %# V I#
"& ’ ( >1:处理后，细胞表面 NP%%S 表达增高；而在
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诱导 !"#$%&’&! 高表达后，其对 ’(&’ 处理的反应
性减弱，对 ()’处理反应性明显增强* 结合前面观察
到的 +, - ., "/ 0 " ()’对 12.3 细胞的增殖几乎没有
抑制作用但对 12.3 0 !"#$ 细胞有抑制作用，说明
!"#$%&’&!的表达可以增强细胞对 ()’的敏感性*
!" #$ %&’( 蛋白的变化$ 培养液中撤除四环素后，
12.3 0 !"#$细胞的 !"#$%&’&! 表达增强，但分布似
以胞质为主，胞核内弥漫细小颗粒分布* ()’ 合用
’(&’处理后，!"#$%&’&! 表达减弱，分布以胞核弥
漫细小颗粒为主*
!* )$ 细胞化学染色$ 药物作用 4 5 后进行细胞的化
学染色，粒细胞特异性酯酶（67）未出现阳性，表明细
胞仍以单核系为主，&’或 ()’ 8 &’处理组 ’7 的氟
化钠（9:$）抑制率有所下降（表 ;），提示 12.3 0 !"#$
细胞有向粒系分化的趋势，但这种趋势很弱*
!" *$ +,-还原试验$ 对照组阳性细胞率低于 +<，
药物处理后阳性率有所增高，最高可达 +,<左右* 提
示细胞功能上的分化可能尚不成熟*

表 ;= 12.3 0 !"#$细胞经 ., "/ 0 " ()’和 + ">?@ 0 " ’(&’处
理 4 5后细胞化学染色 （<）

组别 !AB !’) 67 ’7 ’7 8 9:$ 抑制率

对照 （ C）（ 8）24 （ C） （!）D （ 8）+,, EE* +
（!）E （"）2D

()’ （ C）（ 8）2F （ C） （!）; （ 8）+,, EE* 4
（!）; （"）2F

&’ （ C）（ 8）4 （ C） （!）. （ 8）FE E+* E
（!）.; （"）23 （!）+4
（"）E4

()’ 8 &’（ C）（ 8）E+ （ C） （!）D （ 8）2, E;* 3
（!）.. （"）2D （!）+,
（"）E

.$ 讨论
组蛋白的乙酰化和去乙酰化与基因调控的研究

为人们提供了一个基于染色质靶向治疗肿瘤的新思

路，即通过抑制 GH’6活性抑制肿瘤* 目前人们已经
研究发现了多种 GH’6I［.］，如：正丁酸，丙戊酸，()’，
JK:L?MIN（(!B），)’G’，已知 ()’对各种实体瘤和白
血病细胞均有明显的抗癌作用［4］，可以加强维甲酸

诱导 !"#$%&’&! ’!" 细胞分化的作用［D］* 我们发
现，!"#$%&’&! 阳性 12.3 细胞对维甲酸不敏感，而
联合应用 ()’ 和维甲酸后，细胞的生长增殖受到抑
制，核浆比例缩小，细胞表面 6H++O 表达增高，表明
细胞发生了分化的趋向，这提示 ()’ 加强了维甲酸
的诱导分化作用*
组蛋白乙酰化是转录的一个重要步骤，可以使组

蛋白%H9’ 结合松解，而使得各种因子容易接近
H9’* 许多转录的抑制子和共抑制物都可以募集
GH’6复合物到启动子区* J（++；+3）（P;.；P;+）’!"
涉及的 !"#$及 &’&!信号通路参与了生物发育，细
胞的增生，分化及凋亡等多种生物学功能* !"#$ 通
过 Q(Q 0 !A# 募集 )R’(，9%6?&，GH’6 等核共抑制
复合物，构成了一个调节造血细胞正常发育和参与白

血病发生的网络* 有报道 !"#$是 &’&!转录活性的
负性调控子［E］* &’&! 信号通路所调控的基因失调
是 ’!"发生的共同点* &’&S 通过与共抑制子 0共激
活物相互作用来调控基因的转录，在调节造血细胞成

熟尤其是髓系分化中起重要作用* !"#$%&’&: 融合
蛋白来源于 !"#$的 !A#功能域和前 ; 或 . 个锌指，
以及 &’&:基因的大部分功能域（Q - $功能域）* 与
!R"%&’&!相似，!"#$%&’&! 能以同二聚体的方式
结合到 &’&7 上，或经 !A# 功能域与 !"#$ 或经
&’&!部分与 &B&形成异二聚体，改变 H9’结合和
转录活性，干扰正常的 !"#$ 蛋白功能以及 &’&!%
&B&%&’途径* 药理浓度 ’(&’ 仅能诱导 &’&! 部
分的 7区与 96?&解离，而 !"#$部分的 !A#结构域
仍与 6?& 紧密结合，转录依然受到抑制* 再加用
GH’6I 如 ()’ 等，可直接消除 !A# 位点上结合的
96?&复合物，使核小体组蛋白解除去乙酰化作用，
其下游基因的转录作用得以恢复正常*
在本研究中，12.3 0 !"#$ 细胞有向粒系分化的

趋势，这种趋势很弱* 细胞核仁减少但是并未完全消
失，提示细胞的分化还不是很完全* 这有待于延长加
药时间重复实验并借助于其它细胞功能分化标志进

行判断*
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