
第１６卷第６期
２００７年６月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１６　Ｎｏ．６
Ｊｕｎ．　２００７

　　文章编号：１００５－６９４７（２００７）０６－０５７４－０３
·基础研究·

曲古菌素Ａ对结肠癌Ｌｏｖｏ细胞增殖抑制的研究
张波，刘科，陈道达

（华中科技大学附属协和医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　研究组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古菌素 Ａ（ＴＳＡ）对结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞增殖活性的抑
制作用。方法　采用不同浓度的 ＴＳＡ处理结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞。ＭＴＴ法检测药物作用前后的细胞增殖情
况。流式细胞仪检测 ＴＳＡ处理前后细胞周期的变化。结果　ＴＳＡ在５００ｎｇ／ｍＬ浓度以上才能明显抑制
结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞的增殖，抑制率由第 ２天至第 ５天显著增加（５７．２１％至 ８２．７６％）细胞周期检测发现
２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ即可导致细胞 Ｇ１期阻滞，但没有诱导明显的细胞凋亡；≥１００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ可诱导明显的
细胞凋亡。结论　ＴＳＡ可以抑制体外结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞的生长，可能通过细胞周期 Ｇ１期阻滞及诱导细
胞凋亡发挥抑癌作用。ＴＳＡ可能是结肠癌治疗的潜在靶点。
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　　结肠癌是全球第三大恶性疾病，其发病率在
３５～５０／１０万人左右，在发达国家尤其显著，发病
率平均每年增长 ４．２％。常见的高危因素有：低
纤维、高脂肪饮食，家族史，肥胖和炎性结直肠疾

病等［１］。曲古菌素 Ａ（ＴｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）是一种

　　收稿日期：２００６－０４－１７；　修订日期：２００７－０５－３１。

　　作者简介：张波，女，山东荣成人，华中科技大学附属协和医院

主治医师，主要从事肿瘤标志物和早期诊断方面的研究。

　　通讯作者：陈道达 　Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｄａｏｄａ２００６＠１２６．ｃｏｍ

抗真菌药物，也是强大的组蛋白去乙酰化酶抑制

剂，研 究 显 示 它 可 以 抑 制 一 些 肿 瘤 细 胞 的 生

长［２－３］。本文探讨 ＴＳＡ调节结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞增殖
的机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和药物浓度
Ｌｏｖｏ细胞（协和医院普外科实验室惠赠）于含

１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００ｍｇ／ｍＬ链霉
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素的 ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）中，置含５％ＣＯ２，
３７℃的培养箱。细胞贴壁后再加药物处理。ＴＳＡ
（Ｓｉｇｍａ公司）溶解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），配制成
１×１０４ｎｇ／ｍＬ的储存液，在培养基中稀释成终浓度为
５，２０，１００和５００ｎｇ／ｍＬ的工作液。
１．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性

以每孔 １×１０３个细胞接种于 ９６孔板，各组
设 ６个复孔。对照组细胞以常规 ＤＭＥＭ培养，药
物作用 组 将 细 胞 分 别 置 入 含 有 ５，２０，１００和
５００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ的 ＤＭＥＭ中培养。待细胞贴壁后，
每 ２４ｈ测量 １次。每孔加入浓度 ５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ
２０μＬ，置培养箱内温育 ４ｈ，小心吸去培养基，加
入 ＤＳＭＯ１５０μＬ，３７℃水平摇床振摇 １５ｍｉｎ，待晶
体充分溶解后，置全自动酶标仪于 ４９０ｎｍ波长处
读取吸光度（ＯＤ）。细胞增殖能力以平均吸光度
（ＯＤ）值分析，以 ＯＤ值为纵坐标，时间（ｄ）为横
坐标，绘 制 生 长 曲 线。细 胞 生 长 抑 制 率％ ＝
（１－实 验 组 平 均 ＯＤ 值／对 照 组 平 均 ＯＤ 值）
１００％，以抑制率％为纵坐标，时间（ｄ）为横坐标，
绘制抑制率曲线。

１．３　细胞周期的检测
２０ｎｇ／ｍＬ和 １００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用的细胞及对

照组细胞均以 １×１０６个接种于 ６０ｍｍ培养皿中，
各组设平行实验 ３个。３６ｈ后用胰蛋白酶消化分
别收集对照组和处理组细胞，ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，

７０％乙醇固定。检测前离心弃乙醇，ＰＩ溶液（含
１．５ｍｇ／ｍＬ碘化丙锭，１０ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ）于 ３７℃
避光染色 ３ｈ，以流式细胞仪（ＢＤ公司）进行细胞
周期检测。

２　结　果

２．１　ＴＳＡ对 Ｌｏｖｏ细胞增殖的影响
５ｎｇ／ｍＬ和 ２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用结肠癌 Ｌｏｖｏ细

胞 ５ｄ后，与对照组比较细胞生长速度差异无显著
性（Ｐ＞０．０５）；１００ｎｇ／ｍＬ组的抑制率在第 ２天到
第 ５天 分 别 为 １６．２６％，３２．２２％，２８．２１％，
３７．６０％（Ｐ＞０．０５），而 ５００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用 ２ｄ后
即明显抑制了细胞的生长（Ｐ＜０．０５）（图 １），抑
制率分别为 ５３．２１％，７２．６５％，７８．０９％，８２．７６％
（图２）。表明 ５００ｎｇ／ｍＬ以上浓度的 ＴＳＡ才能有
效的抑制 Ｌｏｖｏ细胞的生长。
２．２　ＴＳＡ对 Ｌｏｖｏ细胞周期的影响

ＴＳＡ作用前结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞处于 Ｇ０／Ｇ１，Ｓ和
Ｇ２／Ｍ期的百分比分别为 ４３．１６％，４０．７４％和
１６．１０％；２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用 ３６ｈ后，处于 Ｇ０／Ｇ１，
Ｓ和 Ｇ２／Ｍ期的百分比分别为 ５６．６９％，３２．２８％
和 １１．０３％；１００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用 ３６ｈ后，处 于
Ｇ０／Ｇ１，Ｓ和 Ｇ２／Ｍ期的百分比分别为 ５０．０３％，
１９．６６％和 ３０．３１％，表明 ２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ即可使
结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞周期出现 Ｇ１期的阻滞（图 ３）。
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　　图１　不同浓度ＴＳＡ对结肠癌Ｌｏｖｏ细胞增殖的影响
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２．３　ＴＳＡ对Ｌｏｖｏ细胞凋亡的影响
２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用 ３６ｈ后，细胞凋亡比例为

２．１２％，而１００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ作用３６ｈ后，细胞凋亡
比例为 ５．５％。表明 １００ｎｇ／ｍＬＴＳＡ可显著的诱
导 Ｌｏｖｏ细胞的凋亡（图 ３）。

３　讨　论

Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ证实的遗传突变累积学说是公认的
结直肠癌发病的主要机制，即前癌基因的激活和

肿瘤抑制基因的失活所累积的遗传缺陷，使结直

肠腺瘤向结直肠癌进展的过程［４］。然而，这些被

证实的遗传缺陷不足以解释绝大多数的散发型

结直肠癌的发病机理。

近 ２０年的研究发现，表观遗传机制是调节一
些重要基因功能的关键机制。表观遗传通过

ＤＮＡ自身化学修饰方式从转录水平影响基因表
达，但不存在 ＤＮＡ序列改变的遗传改变。表观遗
传修饰包含 ３个方面：即组蛋白修饰，ＤＮＡ甲基
化和小 ＲＮＡ干扰［５－６］。也就是说，细胞可以只有

一种遗传密码，但由于表观遗传修饰的存在使蛋

白质表达多种多样，因而呈现出细胞分化后的不

同形态。

核小体是人类染色体的基本组成单位，由

１４６个碱基对环绕组蛋白的十聚体构成。组蛋白
的共价修饰可以改变染色体的构象由紧密型变

为松弛型，包括乙酰化、甲基化、磷酸化和泛素

化。这些可逆性的共价修饰使得基因的表达受

到严 格 控 制。核 小 体 中 心 组 蛋 白 的 乙 酰 化

（Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ）和去乙酰化（Ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ）是调节染
色体结构和基因转录的重要修饰［７－８］。具有转录

活性的基因其中心组蛋白的乙酰化程度非常高，

相反转录抑制的基因则乙酰化程度很低。组蛋

白乙酰转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）和组
蛋白去乙酰酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）是调节
染色体结构和基因表达的关键激酶。ＨＡＴ通过
组蛋白乙酰化提高一些转录因子的活性，以协助

启动子区域进入转录复合体；ＨＤＡＣ则起着相反
的作用。组蛋白去乙酰化酶（Ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，
ＨＤＡＣｓ）通过调节核小体的构象改变，在调节基因
表达方面起着重要的作用。在多种肿瘤中 ＨＤＡＣｓ
与细胞周期、细胞分化的调控密切相关［９－１０］。

本研究发现，ＨＤＡＣ抑制剂 －曲古菌素 Ａ在
体外可以抑制结直肠癌 Ｌｏｖｏ细胞的增殖，但在
５００ｎｇ／ｍＬ浓度以上才表现出明显的生长抑制作
用。笔者既往的研究显示 １００ｎｇ／ｍＬ以上浓度的
ＴＳＡ就可以抑制多种肿瘤细胞（如乳腺癌 ＭＤＡ

ＭＢ４３５Ｓ细胞和结肠癌 Ｃａｃｏ２细胞等）的生长，
在 ５００ｎｇ／ｍＬ浓度时细胞就出现明显的死亡趋
势。这说明 ＴＳＡ的抑制作用在结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞
需要有明显高的剂量。

为了探讨 ＴＳＡ抑癌作用的可能机制，笔者用
流式细胞仪检测了不同浓度的 ＴＳＡ对细胞周期
的影响，结果发现 ２０ｎｇ／ｍＬＴＳＡ使 Ｌｏｖｏ细胞出现
Ｇ１期阻滞，而 １００ｎｇ／ｍＬ浓度时诱导了细胞凋亡
（５．５％）。这提示低浓度的 ＴＳＡ的主要通过调节
Ｇ１／Ｓ期转移的相关蛋白发挥抑癌作用，而较高浓
度的 ＴＳＡ主要通过诱导细胞凋亡抑制结肠癌Ｌｏｖｏ
细胞的增殖。

Ｏｕ等［１１］最新的研究发现，ＴＳＡ可以广泛的诱
导特定基因去甲基化并重新表达，并证实组蛋白

乙酰化和 ＤＮＡ去甲基化之间通过甲基结合蛋白
（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＢＤｓ）实现相互作
用。因此，寻找和筛选 ＴＳＡ的调节靶蛋白是深入
研究其抑癌机制的方向，并可为结肠癌的治疗提

供新的靶点。
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