
作者简介"黄晴#女#主治医师#主要从事中西医结合表观遗传学方面的研究*

!

&

!

通信作者#

L)3AE@

!

:=G

'

=9>

#

$+.*983

*

!论
!!

著!

M!O)#,"&$

抑制上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞

V:=

%

*

)9A=?:E:

信号通路的研究

黄
!

晴$

!汤春辉#

&

"

$*

南通大学附属吴江医院妇产科!江苏苏州
#$/#%%

*

#*

南通大学附属第一医院妇产科!江苏南通
##+%%%

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究组蛋白去乙酰化酶抑制剂"

d̂6!E(

#

M!O)#,"&$

对上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞增殖'迁移及
V:=

)

*

)9A=?)

:E:

信号通路的影响$方法
!

采用
\!L55E

4

?:9?[7!6

检测
N]SY).

细胞的增殖与迁移!流式细胞仪
d!â )d6

探针检测细胞

内活性氧"

[SN

#的生成情况!免疫蛋白印迹法"

V?(=?C:B@8=

#检测
69)̂ .

'

69)̂ ,

'

*

)9A=?:E:

'

M/.

的表达$结果
!

M!O)#,"&$

对上

皮性卵巢癌
N]SY).

细胞呈剂量
)

时间依赖性抑制细胞增殖!差异有统计学意义"

O

#

%*%/

#!其
,&>

的半数有效抑制水平"

O!

/%

#值

为
%*$1.%

"

38@

)

5

$

M!O)#,"&$

对上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞迁移影响不明显!各组
!?@@O:;?\

差异无统计学意义"

O

'

%*%/

#$

M!O)#,"&$

可提高细胞内
[SN

水平"

O

#

%*%/

#!且高水平组的
M!O)#,"&$

提高细胞内
[SN

水平更明显增加$

V?(=?C:B@8=

检测

可见随
M!O)#,"&$

水平升高!

*

)9A=?:E:

表达水平减弱'

69)̂ .

'

69)̂ ,

'

M/.

表达水平增强$结论
!

M!O)#,"&$

可增加细胞内
[SN

水平!上调组蛋白乙酰化水平!促进抑癌基因
M/.

表达!抑制经典
V:=

)

*

)9A=?:E:

信号通路!从而抑制细胞增殖!产生抗肿瘤作用$

关键词"组蛋白去乙酰化酶抑制剂*

!

上皮性卵巢癌*

!

细胞增殖*

!

活性氧*

!

V:=

)

*

)9A=?:E:

信号通路

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&/%&%'2

文献标志码"

6

文章编号"

$+"#)1,//

"

#%$"

#

#%).%+1)%,

#-F+@+>+7-7-]->

"

!

0:9>4-+-,+

C

-9<+-

CK

9>FI9

A

+-4

K

+>F4<+9<7;95+9-:9-:45:4<<<+-4LH"Y0.@

A

3B#0#,"&$

%&*+,2).

/

$

#

M*+,<5D.5D)

#

&

$

$L7(

8

1#96(.9:

;

,

@

.1(>:=:

/@

1.Q4?E9(9#)>E

#

'D

B

)1.

/

%:E

8

)91=*

;;

)=)19(Q9:+1.9:.

/

&.)R(#E)9

@

#

FDS5:D

#

-)1.

/

ED#$/#%%

#

<5).1

&

#L7(

8

1#96(.9:

;

,

@

.1(>:=:

/@

1.Q4?E9(9#)>E:

;

95(P)#E9

*

;;

)=)19(Q%:E

8

)91=:

;

+1.9:.

/

&.)R(#E)9

@

#

+1.9:.

/

#

-)1.

/

ED##+%%%

#

<5).1

%

D@,>59:>

!

"@

*

4:>+;4

!

78(=<;

'

=>?A:=E=<38C?GG?9=(8G Ê(=8:?;?A9?=
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上皮性卵巢癌$
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%的特点是同源重组
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修复的基

因成员出现频繁的遗传和表观遗传变异(
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*表观遗传学的改

变包括组蛋白修饰'
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甲基化和
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的表达*其中

异常组蛋白尾部修饰在基因调控中的核心作用已引起人们的

关注*如乙酰化与肿瘤进展密切相关#不规则的组蛋白乙酰化

模式已被假定为人类癌细胞中沉默的肿瘤抑制基因(
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基因公司开发的一种广谱的组

蛋白去乙酰化酶$
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%抑制剂$
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%#属于苯基异羟肟

酸类#抑制所有的
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类和
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类
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亚型#低水平下对多种

实体瘤便具有广泛的抗肿瘤活性(
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*本实验通过多功能实时

无标记细胞分析仪$
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对上皮性卵巢癌
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细胞抗肿瘤细胞活性的评估#提供动态实验数据#讨

论其作用机制#探讨作为表观基因的靶向治疗#组蛋白修饰类

药物用于治疗上皮性卵巢癌的价值*
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统计

分析软件进行处理#采用重复测量资料的方差及单因素方差分

析*计量资料以
G È

表示#组间比较采用
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对上皮性卵巢癌
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细胞增殖的影响
!
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在连续时间内处理上皮性卵巢癌
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细胞#
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多功能实时无标记细胞分

析仪检测结果提示!在此水平范围内可明显抑制细胞增殖#且

该作用呈现剂量
)

时间依赖性关系*各水平剂量组与对照组比

较#细胞抑制明显#差异有统计学意义$

O

#

%*%/

%*高水平组

抑制作用更为明显#具有时间交互作用*见图
$
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统计算出各时间点
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值为
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*见表
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对上皮性卵巢癌
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细胞迁移的影响
!
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在连续时间内处理
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细胞#
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多功能实时无标记细胞分析仪检测结

果提示对细胞迁移作用不明显*各水平组与对照组比较#差异

无统计学意义$
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*
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注!
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为
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多功能实时无标记细胞分析仪检测不同水平
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处理
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细胞$
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分别对应
%*%%

'

%*#/

'

%*/%

'

%*"/

'

$*%%

"

38@

"

5M!O)#,"&$
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对
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细胞抑制增殖曲线

图
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对上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞增殖的影响

表
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作用后各时间点的
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指标
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不同水平
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N]SY).

细胞
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后对细胞内
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的影响
!

实验提示
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可明显提

高上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞内
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水平#其增加程度呈现

水平依赖性的关系*与较低水平组及中水平组相比#高水平组

的
M!O)#,"&$

提高细胞
[SN

水平更为明显#波峰明显右移*

见表
#

*

/*1

!

M!O)#,"&$

处理上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞
,&>

后
*

)

9A=?:E:

蛋白的表达下调#

69)̂ .

'

69)̂ ,

'

M/.

蛋白的表达上调

不同水平
M!O#,"&$

作用
N]SY).

细胞
,&>

后#

V?(=?C:B@8=

检测细胞内的
*

)9A=?:E:

'

69)̂ .

'

69)̂ ,

'

M/.

蛋白的表达情况*

实验提示细胞内
*

)9A=?:E:

蛋白的表达量随剂量的升高逐渐下

降#

69)̂ .

'

69)̂ ,

'

M/.

蛋白的表达量随剂量的升高逐渐上升*

其中低水平组与对照组相比#差异无统计学意义$

O

'

%*%/

%#

高水平组变化更为明显#与对照组对比差异有统计学意

-

%"%.

-

检验医学与临床
#%$"

年
$%

月第
$,

卷第
#%

期
!

5ABX?;!@E:

!

S9=8B?C#%$"

!

Y8@*$,

!

Z8*#%



义$

O

#

%*%/

%*见图
.

*

!!

注!

6

为
[7!6

多功能实时无标记细胞分析仪检测不同水平
M!O)

#,"&$

处理
N]SY).

细胞$

%

!

"%>

%后的迁移情况#加药点为
.>

&

Q

'

!

为
M!O)#,"&$

对
N]SY).

细胞抑制迁移曲线

图
#

!!

M!O)#,"&$

对上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞迁移的影响

表
#

!!

不同水平
M!O)#,"&$

对
N]SY).

细胞处理
,&>

!

后细胞内
[SN

水平的影响#

G È

$

.0.

&

组别 药物水平$

"

38@

"

5

%

N]SY).

细胞内
[SN

水平

对照组
%*%% &*.̀ %*/

低水平组
%*#/ ++"*%̀ ,*+

"

中水平组
%*/% ".+*%̀ $*"

"

高水平组
$*%% #.%$*%̀ +*#

"

!!

注!与对照组相比#

"

O

#

%*%/

图
.

!!

不同水平
M!OP#,"&$

对
N]SY).

细胞相关蛋白

表达水平变化的影响

'

!

讨
!!

论

!!

组蛋白乙酰化酶$

^67(

%和
d̂6!(

拮抗地调节组蛋白的

乙酰化水平从而实现了对染色质功能的调节*在哺乳系人类#

d̂6!(

分为四类!

$

类
d̂6!(

$

d̂6!$

'

#

'

.

'

&

%为核酶#主要

负责蛋白质翻译后修饰#在不同类型的组织中广泛表达&

(

类

d̂6!(

$

d̂6!,

'

/

'

+

'

"

'

1

'

$%

%和
)

类
d̂6!(

$

d̂6!$$

%#主

要位于细胞质内#具有明显的组织特异性&

&

类
d̂6!(

$

NO[7$)&

%#

Z6d

2依赖性酶#在不同的亚细胞定位#包括组蛋

白
.̂]1

'

>$F#+

#

,̂]$+

#具有底物特异性*

d̂6!(

除了脱乙

酰组蛋白#也能脱乙酰非组蛋白#包括
H

/.

#转录因子
N767.

'

bb$

'

U676$

'

L#a$

和
(̂

H

1%

*

d̂6!(

的生物作用具有特殊

复杂性#影响着蛋白质的稳定性#

dZ6

的转录活性*

d̂6!(

介导的转录功能异常能导致癌变#在肿瘤样本中
d̂6!(

的异

常表达已被报道(

,

)

*

M!O)#,"&$

是一种广谱
d̂6!E(

#靶向作

用于
d̂6!$

#对
d̂6!(#

'

.

'

+

'

$%

有适中的抑制性#推荐用

于实体瘤治疗*目前治疗肉瘤和淋巴瘤进入
$

"

(

期临床试

验#但对于实体瘤如上皮性卵巢癌等的抗肿瘤效果及相关数据

稀少(

/

)

*

本研究
[7!6

的检测结果提示
M!O)#,"&$

可明显抑制上

皮性卵巢癌
N]SY).

细胞的增殖#且增殖抑制作用具有剂量'

时间依赖性的特点*其中
,&>

的
O!

/%

为
%*$1.%

"

38@

"

5

#符

合目前文献
O!

/%

分布范围*提示
M!O)#,"&$

在较低水平即可

产生较明显的抑制肿瘤作用*但本研究显示
M!O)#,"&$

对于

细胞迁移的作用影响不明显#差异无统计学意义$

O

'

%*%/

%*

推测可能原因有
V:=

信号通路激活可能是导致肿瘤发生的早

期事件#

L)9A;>?CE:

介导的黏附功能失调#细胞之间的连接破

坏肿瘤细胞从原发部位脱落#可能是肿瘤的晚期事件*此外

d̂6!E(

对
d̂6!(

抑制作用较短#缺乏持续作用及观察的可

能(

+

)

*本研究通过流式细胞仪的检测结果可以看出
M!O)

#,"&$

可明显提高细胞内
[SN

水平#其增加程度呈现水平依

赖性的关系*横向分析各组间#与低水平组及中水平组相比#

高水平组的
M!O)#,"&$

提高细胞内
[SN

水平更为明显*本实

验提示
M!O)#,"&$

具有明显的抗肿瘤活性作用#抑制增殖'诱

导
[SN

生成是其抗肿瘤一个重要作用机制*说明
d̂6!E(

的

一个潜在的重要作用是诱导
[SN

包括超氧阴离子#导致氧化

应激的增加和细胞凋亡*

[SN

介导调控细胞分化'生命进程

与其不同水平有关#少量的
[SN

保持细胞正常活力#

[SN

水

平升高与增殖抑制'细胞周期阻滞有关#急剧大幅度升高则可

引发毒性氧化细胞损害及坏死*目前有相关实验研究
[SN

作

为第二信号机制参与调节经典
V:=

"

*

)9A=?:E:

信号通路(

")&

)

*

推测
[SN

作为复杂的时空调控信号分子#上调或下调
V:=

活

性依赖于其胞膜水平和定位#具有细胞膜脂筏依赖性#产生双

重作用*

V?(=?C:B@8=

结果显示#经
M!O)#,"&$

处理细胞后#

*

)9A=?)

:E:

蛋白表达水平明显下降*

*

)9A=?:E:

在卵巢浆液性癌等上皮

性卵巢癌组织对比正常卵巢组织间差异有统计学意义$

O

#

%*%/

%#可能造成肿瘤的发生'发展'侵袭及转移#可以作为评价

其转移复发的有效指标之一(

1

)

*

*

)9A=?:E:

是
V:=

信号中枢介

质#动态分布在多个亚细胞位置*

*

)9A=?:E:

蛋白中端
[.)$%

区

域与
L)9A;>?CE:

形成复合物#调节细胞黏附作用#在细胞质中

与支架蛋白
6\E:

'抑癌基因
6M!

'糖原合成激酶
UN].

*

形成

复合物*当经典
V:=

信号通路的活化#游离的
*

)9A=?:E:

可进

入细胞核结合
7

细胞合成因子$

7!a

%#激活或抑制下游组基

因的启动子*

*

)9A=?:E:

蛋白
Z

端包括丝氨酸
(?C,/

#酪蛋白激

酶
$

%

磷酸化位点和赖氨酸
5

'

(,1

#是乙酰化的乙酰转移酶

H

.%%

"

!QM

相关因子$

M!6a

%*

Z

端的磷酸化'泛素化'乙酰化

调节其稳定性和对下游信号的传导*其他多种因素包括炎性

反应'缺氧也可影响
*

)9A=?:E:

蛋白游离水平和转录程序#而卵

巢癌与炎性反应相关#低氧也是卵巢癌存在的重要的微环境*

在本研究的
V?(=?C:B@8=

实验中
M!O)#,"&$

下调
*

)9A=?)

:E:

蛋白表达同时升高组蛋白乙酰化
.̂

'

,̂

'抑癌基因
H

/.

水

平#提示
d̂6!E(

的另一个潜在的重要作用是可以调控异常

的组蛋白乙酰化水平#调节非组蛋白#抑制细胞中
V:=

"

*

)9A=?)

-

$"%.

-

检验医学与临床
#%$"

年
$%

月第
$,

卷第
#%

期
!

5ABX?;!@E:

!

S9=8B?C#%$"

!

Y8@*$,

!

Z8*#%



:E:

信号传导通路#从而控制转录过程#抑制肿瘤增殖*抑癌基

因
H

/.

蛋白定位于细胞核#是一种
dZ6

结合和转录激活域#

也可伴随负调节蛋白
XdX#

'

L.

泛素连接酶转移细胞质#通

过翻译后修饰的差异激活磷酸化和乙酰化#抑制肿瘤生长*

!>?:

等(

$%

)的实验研究提示
d̂6!$

介导
H

/.

蛋白去乙酰化降

解#输尿管细胞实验中
d̂6!$

和
d̂6!#

的缺失导致
H

/.

乙

酰化增加#提示
d̂6!$

"

#

抑制
H

/.

乙酰化和活化#从而在细

胞增殖中起着重要的作用*

d̂6!$

"

#

可能通过与
*

)9A=?:E:

竞争作用于
7!a

蛋白#调节
V:=

"

*

)9A=?:E:

信号通路*当
V:=

处于激活状态#

d̂6!

从阻遏蛋白复合物解离*一旦
d̂6!

的抑制被解除#

*

)9A=?:E:

结合并激活
5La

#启动
V:=

信号下游

靶基因(

$$

)

*同时#

*

)9A=?:E:

也是
d̂6!+

底物#

d̂6!+

与
*

)

9A=?:E:

结合后#

*

)9A=?:E:

去乙酰化#表皮生长因子$

LUa

%诱导

d̂6!+

异位#导致
*

)9A=?:E:

入核#激活经典
V:=

信号通路的

活化#结合并启动下游
7!a

"

5La

"

9)3

'

9

通路#利于肿瘤增殖*

d̂6!E(

对
d̂6!+

的调控#也利于抑制
V:=

信号通路#对肿

瘤生长实现调控*因此
d̂6!E(

在
d̂6!(

相互作用'反馈#

使
V:=

信号恢复平静状态#保持靶基因低乙酰化水平#抑制下

游基因转录(

$#

)

*

综上所述#细胞的生长和增殖受由多个著名通路的调控#

通过多个信号通路相互调节以最终达到一定的生物现象的精

细调节*

d̂6!E(

通过多种途径抑制经典
V:=

"

*

)9A=?:E:

信号

通路#对上皮性卵巢癌
N]SY).

细胞发挥抑制细胞增殖的抗

肿瘤作用*
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统计资料类型

统计资料共有三种类型!计量资料'计数资料和等级资料*按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料*

定量资料又称计量资料#指通过度量衡的方法#测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小#得到的一系列数据资

料#其特点为具有度量衡单位'多为连续性资料'可通过测量得到#如身高'红细胞计数'某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料*

定性资料分为计数资料和等级资料*计数资料为将全体观测单位$受试对象%按某种性质或特征分组#然后分别清点各

组观察单位$受试对象%的个数#其特点是没有度量衡单位#多为间断性资料#如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组#男性组有
"#

例#女性组有
"%

例#即为计数资料*等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料#可通过

半定量的方法测量#其特点是每一个观察单位$受试对象%没有确切值#各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同#如根据

某种药物的治疗效果#将患者分为治愈'好转'无效或死亡*
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