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曲古抑菌素Ａ对细胞ＰＡＮＣ１株凋亡和肿瘤转移相关基因表达的影响
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（温州医学院附属第一医院 １．肝胆胰外科；２．消化内科；３．外科实验室，浙江 温州 ３２５０００）

　　摘要：目的　探讨曲古抑菌素 Ａ（ＴＳＡ）诱导胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１细胞凋亡机制。方法　ＴＳＡ０．１～
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１培养ＰＡＮＣ１细胞０～４８ｈ，ＭＴＴ法检测细胞存活率并计算 ＩＣ５０。ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ

－１ＰＡＮＣ１
培养０～４８ｈ，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞核形态变化。ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＮＣ１培养０～１２ｈ，检测胱天
蛋白酶３活性。ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１与ＰＡＮＣ１培养２４ｈ，实时定量 ＰＣＲ检测ｃｍｙｃ，ｐ５３，Ｂｃｌ２，Ｂａｘ，存活素，
基质金属蛋白酶１（ＭＭＰ１）和基质金属蛋白酶１组织抑制剂（ＴＩＭＰ１）和 Ｎｏｔｃｈ１基因的表达。ＴＳＡ０．４和
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１与ＰＡＮＣ１培养２４ｈ，细胞免疫化学方法检测Ｎｏｔｃｈ１蛋白的胞内活性形式 ＮＩＣＤ表达。结果
ＴＳＡ可以明显抑制ＰＡＮＣ１细胞增殖，１２，２４和４８ｈ的ＩＣ５０值分别为０．４２，０．３２和０．１９μｍｏｌ·Ｌ

－１，具有量效

（ｒ＝０．６４０，Ｐ＝０．０１）和时效（ｒ＝０．７６８，Ｐ＝０．００２）关系。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果表明，ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１

增加ＰＡＮＣ１细胞核的蓝色荧光并出现凋亡特征。ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１作用４，８和１２ｈ后，胱天蛋白酶３的
活性分别为正常对照组的１．６２±０．１２，２．６８±０．１７和（３．９２±０．２３）倍。ＰＣＲ结果显示，ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１

作用２４ｈ后，ｐ５３，ｃｍｙｃ和存活素 ｍＲＮＡ表达下降，分别为对照组的（１８．３±５．１）％，（２４．２±０．９）％和
（１５．８±１．０）％，Ｂｃｌ２和 Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ未见明显变化，而 Ｂａｘ，ＭＭＰ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ升高（Ｐ＜０．０５），
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值降低到正常对照组的（１３．０±２．８）％。Ｎｏｔｃｈ１活性分子 ＮＩＣＤ明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论
ＴＳＡ可通过线粒体途径诱导胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞凋亡，而且使Ｎｏｔｃｈ１激活，促进转移相关基因表达。
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　　胰腺癌的临床治疗效果一直不理想，临床常用
的化疗药物不能显著延长胰腺癌患者的生存率，其

５年生存率仅为３％。近年研究显示，影响表观遗
传的化学药物具有抗肿瘤作用，除 ＤＮＡ甲基化外，
组蛋白乙酰化也是表观遗传修饰的重要内容［１］。

组蛋白去乙酰化酶 （ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）催
化的乙酰化反应在真核基因的表达调控中起重要作

用，可通过对核心组蛋白的可逆修饰来调节组蛋白

的乙酰化水平，从而调控转录的起始和延伸。

ＨＤＡＣ抑制剂能够抑制 ＨＤＡＣ的活性，改变组蛋白
和非组蛋白的乙酰化水平，从而可以选择性地调控

部分肿瘤相关基因［２］。研究表明，ＨＤＡＣ抑制剂
可通过改变组蛋白的乙酰化状态调控肿瘤相关基因
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的表达、阻碍细胞周期、抑制肿瘤血管生成以及改变

热激蛋白９０的乙酰化状态等机制［３－６］，在体外诱导

多种肿瘤细胞的生长停滞、分化或凋亡。曲古抑菌

素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）是一种得到广泛关注的
ＨＤＡＣ抑制剂，本研究主要通过 ＴＳＡ体外处理胰腺
癌细胞，检测肿瘤增殖、凋亡和转移的相关基因表

达，探讨ＴＳＡ诱导胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞凋亡机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
ＴＳＡ购自Ｓｉｇｍａ公司（美国），用二甲亚砜（ＤＭ

ＳＯ，Ｓｉｇｍａ）溶解至１０μｍｏｌ·Ｌ－１，使用前用培养基稀
释至工作浓度。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、Ｔｒｉｚｏｌ购
自ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８购自Ｓｉｇｍａ公司。
逆转录试剂盒和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量试剂盒购自
东洋纺（上海）生物科技有限公司，荧光ＰＣＲ所用引
物由周蒙滔教授馈赠（引物序列见表１）。Ｎｏｔｃｈ受
体胞内区（Ｎｏｔｃｈｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ，ＮＩＣＤ）兔抗人
一抗以及辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗购
于Ａｂｃａｍ生物公司。胱天蛋白酶３活性检测试剂
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Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｎｓｅ（５′－３′） Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ（５′－３′）

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ＡＧＡＡＣＴＧＧＣＣＣＴＴＣＴＴＧＧＡＧＧ ＣＴＴＴＴＴＡＴＧＴＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＧＧＴＣ

ｐ５３ ＡＧＡＧＴＣＴＡＴＡＧＧＣＣＣＡＣＣＣＣ ＧＣＴＣＧＡＣＧＣＴＡＧＧＡＴＣＴＧＡＣ

Ｃｍｙｃ ＣＡＧＣＧＡＧＧＡＴＡＴＣＴＧＧＡＡＧＡ ＣＴＣＴＧＧＴＴＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＣＣ

Ｂｃｌ２ ＡＴＣＧＣＣＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧ ＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧ

Ｂａｘ ＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＴＧＧ ＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡＡＧＧＧＣＧＡＣＡＡＣ

ＴＩＭＰ１ ＴＣＡＴＣＡＧＧＧＣＣＡＡＧＴＴＣＧＴＧ ＧＡＡＡＣＴＣＣＴＣＧＣＴＧＣＧＧＴＴＧＴ

ＭＭＰ１ ＧＡＴＧＡＡＧＴＣＣＧＧＴＴＴＴＴＣＡＡＡＧ ＧＧＧＧＴＡＴＣＣＧＴＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴ

ＧＡＰＤＨ ＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧ ＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣＣＣ

ＴＩＭＰ１：ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１；ＭＭＰ１：ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１．

盒购自上海碧云天生物技术有限公司。酶标仪为

ＥＬＸ８００（ＢｉｏＴｅｋ）产品，荧光 ＰＣＲ仪为 ＡＢＩ７５００
（ＡＢＩ）。
１．２　细胞培养

ＰＡＮＣ１培养在含 １０％胎牛血清、链霉素
１００ｇ·Ｌ－１、青霉素１００ｇ·Ｌ－１的ＤＭＥＭ培养液里，于
３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养。取对数生长期的细胞
处理后分组，ＴＡＳ组加入 ＴＡＳ０．１，０．２，０．４和
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１，正常对照组加入等量的培养液共同
培养。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞存活
取对数生长期 ＰＡＮＣ１细胞，用０．２５％的胰酶

消化，收集并调整细胞密度为５×１０７Ｌ－１，接种于９６
孔细胞培养板中，每孔１００μｌ，待细胞贴壁后弃去培
养基，分别加入１００μｌ终浓度为０．１，０．２，０．４和
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１的ＴＳＡ，分别作用０，１２，２４和４８ｈ，正
常对照组不加ＴＳＡ，同时设置空白调零组〔不加细胞
仅加入等量的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）〕。培养结束前
４ｈ每孔加入２０μｌＭＴＴ（５ｇ·Ｌ－１），继续培养４ｈ后
弃去上清液，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ左
右，使结晶充分溶解后，立即于酶标仪４９０ｎｍ处测
定吸光度值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ４９０ｎｍ）。计算肿瘤细胞增
殖抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ，ＩＲ），ＩＲ（％）＝１－（实验
组Ａ４９０ｎｍ－空白组 Ａ４９０ｎｍ）／（正常对照组 Ａ４９０ｎｍ－空
白组Ａ４９０ｎｍ）×１００％。每个浓度设６个平行孔。
１．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色法观察细胞凋亡

ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理０，１２，２４，４８ｈ后，移去
培养基，用冷ＰＢＳ洗２次，４％甲醛液固定１０ｍｉｎ，弃
固定液，双蒸水冲洗２次，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（５ｍｇ·Ｌ－１）
避光染色５ｍｉｎ，然后用双蒸水冲洗２次，室温下凉干
后于荧光（激发波长３６０ｎｍ，发射波长４５０ｎｍ）显微
镜下观察，并随机选取位置进行拍照。

１．５　胱天蛋白酶３活性的测定
将 ＰＡＮＣ１细 胞 接 种 在 １２孔 板 后，ＴＳＡ

０．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理细胞０，４，８和１２ｈ后，按照胱天
蛋白酶３活性测定试剂盒操作说明进行。实验重复
３次，结果取平均值。
１．６　实时定量ＰＣＲ方法检测靶基因表达

取ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理２４ｈ和正常对照组
细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取两组细胞的总ＲＮＡ，每组
吸取２μｇＲＮＡ样本在１０μｌ体系中进行逆转录反
应，参照逆转录试剂盒说明书进行。取逆转录产物

１μｌ进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增体系：５μｌ２×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ荧光定量试剂、２μｌ引物（上、下游各１μｌ，终
浓度２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）、２μｌ反应缓冲液、１μｌｃＤＮＡ。
检测靶基因包括：存活素、ｐ５３、ｃｍｙｃ、Ｂｃｌ２，Ｂａｘ、
金属蛋白酶１组织抑制剂（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ１）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ
ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＭＭＰ１）以及 Ｎｏｔｃｈ通路关键分子
Ｎｏｔｃｈ１。扩增程序为：９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，
６２℃ １０ｓ，４０个循环。得到的 Ｃｔ值用２－△△Ｃｔ法计
算ｍＲＮＡ表达。
１．７　细胞免疫化学检测ＮＩＣＤ蛋白的表达

将细胞经胰酶消化收集后，分别以２×１０５个细
胞接种于含载玻片的６孔板中，常规培养。培养细
胞至 ８０％ ～９０％融合后，分别用 ＴＳＡ０，０．４和
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１处理２４ｈ，弃去培养基，ＰＢＳ清洗细胞
３次，用４％多聚甲醛固定６０ｍｉｎ。５％ ～１０％正常
山羊血清（ＰＢＳ稀释）封闭，在各细胞爬片上滴加一抗
工作液抗ＮＩＣＤ，３７℃孵育ｌｈ，ＰＢＳ冲洗３次，滴加生
物素标记二抗工作液，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗
３次。二氨基联苯胺显色，细胞胞质和胞核呈棕黄色
为阳性着色，苏木精复染后常规脱水、透明、封片。每

组取３张片，每张片子取８个高倍视野（２００×），运用
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ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析ＮＩＣＤ染色的平均吸光度值。
１．８　统计学分析

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用Ｓｐｓｓ１２统计软件进
行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＳＡ对ＰＡＮＣ１细胞存活的影响
图１结果显示，ＴＳＡ对 ＰＡＮＣ１细胞存活有显

著的抑制作用，且抑制作用具有较好的量效（ｒ＝
０．６４０，Ｐ＝０．０１）和时效（ｒ＝０．７６８，Ｐ＝０．００２）关
系。作图法求出 ＴＳＡ的半数抑制浓度为 １２ｈ：
ＩＣ５０＝０．４２μｍｏｌ·Ｌ

－１；２４ｈ：ＩＣ５０＝０．３２μｍｏｌ·Ｌ
－１；

４８ｈ：ＩＣ５０＝０．１９μｍｏｌ·Ｌ
－１。

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（ＴＳＡ）ｏｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｐｏｒ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＭＴＴ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．

２．２　ＴＳＡ诱导ＰＡＮＣ１细胞凋亡
ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１分别处理０，１２，２４和４８ｈ，

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色发现，未经ＴＳＡ处理的正常细胞
核染色较淡（图２Ａ），早期凋亡细胞核由于染色体
发生皱缩而染成亮蓝色容易与正常细胞区分。随着

药物作用时间延长，细胞核亮蓝色染色比例明显增

加，ＴＳＡ作用４８ｈＰＡＮＣ１细胞核染成亮蓝色数目
最多（图２Ｂ，Ｃ，Ｄ）。
２．３　ＴＳＡ对 ＰＡＮＣ１细胞胱天蛋白酶 ３活性的
影响

图３结果示，ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理０，４，８和
１２ｈ后，ＰＡＮＣ１细胞内激活的胱天蛋白酶３随时间
的增加活性增强，分别为正常对照组的（１．６２±
０．１２）倍，（２．６８±０．１７）倍和（３．９２±０．２３）倍（Ｆ＝
９７．８，Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ．
ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ０，４，８ａｎｄ
１２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ
（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

２．４　ＴＳＡ对ＰＡＮＣ１细胞凋亡和肿瘤转移相关基
因表达的影响

表 ４结果显示，与正常对照组相比，ＴＳＡ
０．４μｍｏｌ·Ｌ－１作用ＰＡＮＣ１细胞２４ｈ后凋亡相关基
因存活素，ｃｍｙｃ和 ｐ５３ｍＲＮＡ表达均明显下降，
Ｂａｘ表达明显上升，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ未见明显变化，但
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值降低明显，仅为对照组的１４％。肿瘤转
移相关基因 ＭＭＰ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表达显著升
高（Ｆ＝３９．２，Ｐ＝０．００３；Ｆ＝９．５，Ｐ＝０．０３９）。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）．Ａ－Ｄ：ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅａｔｅｄ
ＰＡＮＣ１ｆｏｒ０，１２，２４ａｎｄ４８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗａｐｏｐｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．
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Ｔａｂ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣＮＡ１

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（２－ΔΔＣｔ）

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｃｍｙｃ ｐ５３ Ｂｃｌ２
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．１４ １．００±０．１６ １．００±０．１３ １．００±０．１７
ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．１５±０．０４ ０．２４±０．０２ ０．１６±０．０６ ０．９７±０．２２

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（２－ΔΔＣｔ）

Ｂａｘ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ ＭＰＰ１ ＴＩＭＰ１
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．２４ １．００±０．０７ １．００±０．１６ １．００±０．０８
ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ ６．６４±０．３３ ０．１３±０．０３ ２．０２±０．５４ ２．０９±０．６８

ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（０μｍｏｌ·Ｌ－１）ｇｒｏｕｐ．

２．５　ＴＳＡ对ＰＡＮＣ１细胞Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ及其活
化分子ＮＩＣＤ表达的影响

ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理 ＰＡＮＣ１细胞２４ｈ后，
Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ表达与正常对照组相比变化不明显，
无统计学意义（Ｆ＝６．８７，Ｐ＞０．０５）。细胞免疫化
学检测Ｎｏｔｃｈ１的活化分子ＮＩＣＤ发现，正常对照组
仅显示苏木素蓝染的细胞核（图４Ａ），而ＴＳＡ０．４和
０．６μｍｏｌ·Ｌ－１作用２４ｈ均有棕黄色 ＮＩＣＤ染色阳性
细胞，并随药物浓度增加阳性细胞棕黄色逐渐加深

（图４Ｂ，Ｃ）。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件定量分析结果显示，
ＴＳＡ０．４和０．６μｍｏｌ·Ｌ－１组ＮＩＣＤ蛋白的相对表达分
别为０．１４３±０．００９和０．２６４±０．０１３，与正常对照组
０．０７２±０．００９相比有明显差异（Ｆ＝１３１．１，Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｏｔｃｈｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｏｍａｉｎ（ＮＩＣＤ）ｉｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
（×２００）．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＴＳＡ０．４μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ；Ｃ：
ＴＳＡ０．６μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．

３　讨论

组蛋白乙酰化是调节基因表达的表观遗传修饰

的一种，调节组蛋白乙酰化程度主要有组蛋白乙酰

化酶和ＨＤＡＣ的相互协调来完成。组蛋白乙酰化
紊乱可能会导致染色体结构变化，调节细胞周期、分

化以及凋亡的基因转录水平的失调，进而影响细胞

的生长导致凋亡［７］。由于大多数肿瘤细胞中都呈

高度乙酰化状态［８］，因此具有抑制 ＨＤＡＣ的活性的
化疗药物成为抗癌治疗的研究热点。ＴＳＡ是一种去
乙酰化酶抑制剂，能够有效地抑制 ＨＤＡＣ的活性，
促进组蛋白和非组蛋白的乙酰化修饰，在转录和翻

译水平调控肿瘤生长、增殖以及凋亡相关蛋白的表

达和降解，活化凋亡信号通路［９］。本研究发现，ＴＳＡ
可以抑制 ＰＣＮＡ１的生长导致其凋亡，并通过 ＭＴＴ
法、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８核染色和胱天蛋白酶３的激活情
况得以证实。虽然 ＴＳＡ并不影响 Ｎｏｔｃｈ１的表达，
但是ＮＩＣＤ表达增加，提示 Ｎｏｔｃｈ通路激活。并且
ＴＳＡ可上调凋亡基因的表达如 Ｂａｘ，下调抗凋亡基
因ｃｍｙｃ，存活素和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达。在本实验
中ＴＳＡ诱导胰腺癌细胞出现了明显的凋亡特性，同
时伴随着凋亡相关基因的改变。

研究发现，ＴＳＡ能通过它的氧肟酸螯合 ＨＤＡＣ
活化位点上的锌离子而抑制Ⅰ型和Ⅱ型 ＨＤＡＣ的
活性，达到调控基因表达的作用，从而改变肿瘤细胞

内重要的生长通路促进其凋亡［１０］。目前已有文献

证明ＴＳＡ可以诱导多种肿瘤细胞的凋亡，而细胞凋
亡的启动和发展受到多种蛋白酶的控制，控制凋亡

的途径主要有两条：死亡受体途径和线粒体途径。

线粒体途径是细胞凋亡的经典途径，在凋亡的过程

中胱天蛋白酶３被激活而发挥功能。实验结果表
明，胱天蛋白酶３活性随着 ＴＳＡ作用时间的延长而
增强，与Ｓａｔｏ等［１１］研究结果相一致，可见 ＭＴＴ方法
检测到的细胞增殖抑制是通过ＴＳＡ诱导ＰＡＮＣ１细
胞凋亡的结果，在这一过程中大量胱天蛋白酶３被
激活；同时Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色也证实了大量细
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胞发生了凋亡。

Ｐ５３可调控凋亡途径中的多种蛋白如 Ｂａｘ和
Ａｐａｆ１，但ＰＡＮＣ１表达的可能为突变的Ｐ５３［１２］，ＴＳＡ
下调突变ｐ５３ｍＲＮＡ的表达促进其凋亡。存活素作
为凋亡抑制蛋白家族之一，在正常组织中不表达，而

在肿瘤组织中有较高的表达，是目前为止发现的最

强的凋亡抑制因子，可直接作用于细胞凋亡途径中

胱天蛋白酶３，胱天蛋白酶７抑制细胞凋亡，其抑制
凋亡的效果远远大于Ｂｃｌ２家族［１３］。本实验结果表

明，ＴＳＡ处理细胞导致存活素 ｍＲＮＡ表达明显下
降，可通过减除对胱天蛋白酶３的抑制而促进细胞
凋亡。Ｂｃｌ２家族蛋白调控细胞凋亡，其中促凋亡基
因Ｂａｘ、抑凋亡基因Ｂｃｌ２在细胞凋亡中发挥着重要
的作用。尤其是Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白比率的降低被认为
是凋亡过程中一个重要因素。二者在线粒体膜上形

成二聚体，调控着线粒体膜的通透性。当其比值降

低时，线粒体膜通透性升高，细胞色素 ｃ大量释放，
进而激活胱天蛋白酶３导致细胞凋亡。本实验结果
显示，ＴＳＡ对Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达无影响，但显著升高
ＢａｘｍＲＮＡ表达，导致 Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ比率降低。
表明线粒体通路参与了ＴＳＡ诱导细胞凋亡的过程。

Ｎｏｔｃｈ通路在肿瘤细胞生长、增殖、分化过程中起
重要作用，因而成为治疗肿瘤的重要靶点。但研究者

对Ｎｏｔｃｈ通路激活影响细胞凋亡的意见却不尽一致，
Ｗａｎｇ等［１４］发现通过抑制肿瘤细胞 Ｎｏｔｃｈ通路可抑
制胰腺癌细胞的生长并促进肿瘤细胞的凋亡，而

Ｇｒｅｅｎｂｌａｔ等［１５］则发现在髓质型甲状腺癌中，Ｎｏｔｃｈ通
路的激活可以诱导癌细胞发生凋亡。由此可见可能

是由于肿瘤性质不同，具体机制还需进一步研究。在

本研究中，ＴＳＡ并不影响 Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ表达，但对
Ｎｏｔｃｈ通路有激活作用，活化分子 ＮＩＣＤ蛋白入核现
象明显。同样ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１也具有一定的抗凋亡
作用。在诱导凋亡的模型中，广谱ＭＭＰ１抑制剂会增
加胱天蛋白酶３活性和ＤＮＡ片段出现的时间［１６］，推

测ＭＭＰ１具有抑制肿瘤细胞凋亡的作用。研究结果
显示，ＴＳＡ使 ＰＡＮＣ１细胞 ＭＭＰ１和 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ
表达明显升高，其凋亡机制可能激活 Ｎｏｔｃｈ通路、
ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１通路有关。
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