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　　摘要:目的　研究曲古菌素 A(TSA)诱导髓系白血病细胞株 U937细胞凋亡的分子途径。方法　不同浓度(50、100、200、300、

400 nmol/L)的TSA在不同时间范围(12、24、36、48和60 h)作用于 U937 细胞。用流式细胞仪检测细胞的凋亡率和 Fas抗原(CD95)

的表达,用Western blot法检测凋亡蛋白 caspase 6、caspase 8和 caspase 9的蛋白表达。结果　TSA 诱导髓系白血病细胞株 U937细

胞的凋亡 ,并呈时间 、剂量依赖性。在 IC50浓度(300 nmol/ L)作用24 h 凋亡细胞超过 50%;100～ 300 nmol/L TSA作用 24 h , U937细

胞Fas 抗原表达也明显升高(P<0.01)。TSA作用凋亡蛋白 caspase 6、caspase 8和 caspase 9 24 h后 ,蛋白表达明显增高(P<0.05)。

结论　TSA诱导白血病细胞系U937凋亡涉及死亡受体参与的外源性途径和线粒体参与的内源性途径。
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A study on molecular pathway of apoptosis of U937 cells in myelocytic leukemia cell lines induced by trichostatin A
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Abstract:Objective　To investigate the molecular pathway of apoptosis of U937 cells in myelocytic leukemia cell lines induced by

trichostatin A (TSA).Method　Cultured U937 cells were treated with TSA at different concentration of (50 , 100, 200 , 300 and 400)nmol/

L and 300 nmol/ L for varied times (12, 24 , 36 , 48 and 60 h).Flow cytometer was used to determine the rate of apoptosis of cells and the

expression of Fas antigen (CD95) and Western blot was performed to determine the expression of caspase 6 , caspase 8 and caspase 9.Rusult

　The apoptosis induced by the effect of TSA on U937 cells showed a time and dose dependent manner , with more than 50% of apoptosis at IC50

of TSA for 24 h.The expression of Fas elevated significantly with 300 nmol/ L TSA for 24 h (P<0.01).The expression of proteins increased

significantly treated with 300 nmol/ L of TSA for 24 h on apoptosis proteins caspase 6 , caspase 8 and caspase 9 (P<0.05).Conclusion　Both

TSA and endogenous mitochondria were involved in molecular pathway of apoptosis of U937 cells in myelocytic leukemia cell lines.
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　　曲古菌素 A (trichostatin A , TSA)来源于链霉素的

代谢产物 , 是组蛋白去乙酰化的抑制剂 (histone

deaacetylase inhibitors , DAIS)药物之一。近年来研究结

果表明 , TSA对各种实体瘤和白血病细胞均有明显的抗

癌作用 , 能抑制癌细胞的增殖 , 调控细胞周期进程 , 诱

导癌细胞凋亡。国外有学者报道 , 在胃癌和口腔癌细胞

系的研究中发现 , TSA可通过上调 PWAF1/CIPI
21 , Cyclin E ,

Cyclin A , 下调E2F-4和高磷酸化 RB蛋白来实现肿瘤细

胞增殖抑制
[ 1]
。在乳腺癌动物模型中 , TSA可明显抑制

移植肿瘤细胞的生长 , 而对小鼠无明显毒作用[2] 。Clara

Nervi等发现 , TSA在调节转录的剂量水平对孕鼠无毒

性 , 也不干扰胎鼠发育 , 无致畸作用[ 3] 。TSA 能够从
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分子水平和蛋白表达水平影响细胞周期进程和诱导细胞

凋亡 , 但诱导细胞凋亡的启动环节和凋亡途径尚不清

楚。本文研究TSA诱导细胞凋亡的分子途径 , 探讨死亡

受体 、半胱氨酸蛋白激酶 (caspase)在 TSA诱导髓系白

血病细胞系U937细胞凋亡中的机制 , 为 TSA的临床应

用提供理论根据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与材料

曲古菌素A(Sigma USA),纯度>99%,溶解于二甲基

亚砜(DMSO),分装备用;溴化二甲噻唑二苯四氮唑(MTT ,

Sigma ,USA);培养基 RPMI-1640(Gibco ,USA);胎牛血清(北

京中山公司),CD95单克隆抗体和 caspase 6、caspase 8、

caspase 9单克隆抗体购自SANTA CRUZ 公司 ,兔抗鼠二抗

及Annexin-V-FITC试剂盒和 BCA蛋白定量试剂盒购自晶

美生物制品公司。TC3123型二氧化碳培养箱(Sheldon ,

USA);酶标仪(NOVAPTH-MIPEADER型 ,荷兰 BIO-RAD)。

1.2　细胞培养
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白血病细胞系U937细胞株购自武汉大学细胞典藏

中心。在含有10%的胎牛血清、青霉素100U/ml及链霉

素100 mg/ml的RPMI-1640培养基中 37 ℃、 5%CO2 条件

下培养。每 48 h换液传代一次。取生长良好 , 活性大于

98%的细胞进行实验。根据溴化二甲噻唑二苯四氮唑

(MTT)法测得的 TSA 对U937细胞的 IC50 (300 nmol/L)

值 , 用 IC50浓度的 TSA作用 24 h , 收集细胞进行实验。

1.3　细胞体外生长活性检测

采用MTT比色法检测不同浓度TSA (50 ～ 400 nmol/

L)和不同时间 (12 、 24 、 36 、 48和60 h)对 U937作用

后细胞的吸光度 (A)值。细胞计数并调整细胞密度为

5×105个/ml , 同时以未加TSA的为对照组。置 96孔板 ,

每孔200μl , 设3个平行孔 , 每孔加MTT 20μl ,5%CO2培

养箱中放置4 ～ 6 h , 1 000 r/min 离心 5 min去上清 , 每

孔加二甲基亚砜 (DMSO)50μl , 充分溶解。选择490 nm

波长 , 酶联免疫检测仪上测定各孔 A值。肿瘤细胞的生

长抑制率=(1-实验组平均A值/对照组平均 A值)×

100%。

1.4　流式细胞仪检测细胞凋亡

用Annexin-V-FITC及PI双标流式细胞仪检测细胞凋

亡 , 分为实验组和对照组。取指数生长期细胞用含 10%

的小牛血清的 RPMI1640培养液将细胞配成 5×106/ml ,

取24孔板 , 每孔加入稀释好的细胞悬液5μl , 分别加入

终浓度为 100 nmol/L 、 200 nmol/L 、 300 nmol/L的TSA 95

μl , 37 ℃作用 24 h , 用70%乙醇 4 ℃固定 24 h , PBS 缓

冲液洗去固定液 , 离心去上清。用缓冲液37 ℃孵育 60

min , 195μl细胞悬液加 5 μl Annexin-V-FITC , 混匀 , 室

温温浴(26 ℃)10min。用缓冲液洗涤细胞1次 , 在190μl

缓冲液重悬 , 然后再加10μl 20μg 碘化丙啶。上流式细

胞仪检测。Annexin-V-FITC 和 PI 双阴性为活细胞 ,

Annexin-V-FITC 阳性而 PI 阴性为早期凋亡细胞 ,

Annexin-V-FITC和PI 双阳性为晚期凋亡细胞 , Annexin-

V-FITC阴性而PI阳性为坏死细胞。

1.5　TSA对U937细胞 Fas蛋白表达的作用

细胞收集和调整浓度的方法同上 , 取 100μl细胞悬

液加入 5μl荧光标记的 Fas单抗 , 室温孵育 30 min , 直

接上流式细胞仪检测细胞表面Fas蛋白表达情况。

1.6　caspase 6 、 caspase 8、 caspase 9蛋白提取和Western

blot分析

1.6.1　caspase 6、 caspase 8、 caspase 9细胞核蛋白提取

参照文献 [ 4] 进行。分别取姜黄素作用后的细胞 ,

1 000 r/min , 离心5 min;弃上清加入冷却的PBS , 悬起

细胞 , 1 000 r/min , 离心5min;重复洗涤一次。尽量吸

净管内的PBS , 加入细胞裂解缓冲液 (50 mmol/L Tris-

HCl , pH 7.6 , 150 mmol/L NaCl , 5 mmol/L MgCl2 , 0.1%

NP-40 , 1 mmol/L DTT , 0.1 mmol/L Na3VO4 , 10 mmol/L

NaF , 1 mmol/L PMSF , 10 μg/ml leupetin , 10 μg/ml

aprotinin , 10μg/ml chynostatin), 轻悬细胞 , 放置冰上 30

min。然后在低温下 , 12 000 r/min离心 10 min , 取上清

用BCA法进行蛋白定量 , 等量分装后-80 ℃冻存。

1.6.2　SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳。按每条泳道加核蛋白

60μg进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-

PAGE), 经电转印转移到硝酸纤维滤膜上。丽春红染色 ,

观察蛋白是否转到膜上 , 用 5%的脱脂奶粉37 ℃摇床震

荡1 h , 加入一抗 caspase 6 、 caspase 8、 caspase 9单克隆

抗体 (美国Santa cruz公司)及 β-actin抗体。稀释度为1

∶2 000 , 4 ℃封闭过夜;用 TBS 漂洗 3次 , 每次 10 min ,

再用二抗 (1∶5 000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

IgG)封闭震荡 2 h , 洗去未结合的二抗 , 然后经化学发

光法 , X线曝光显影。用蛋白图像分析仪测定各条带的

吸光度 (A)值作定量分析。

1.7　统计学方法

采用方差分析和 t 检验 , SPSS11.5统计软件进行。

2　结果

2.1　TSA对U937细胞的抑制作用

对照组 U937细胞体外生长活跃 , 经 50、 100、 200、

300、 400 nmol/L 的TSA处理12 ～ 60 h后 , U937细胞生长

均不同程度的减慢 , 并呈时间 、浓度依赖性。与对照组

相比 , 各浓度 U937 作用60 h后 U937 细胞抑制率为

52.83%～ 88.46%, 不同浓度 TSA与不同时间组之间差

异均有显著性 (P<0.01)。

2.2　TSA诱导U937细胞凋亡的动态变化

U937细胞经100～ 300 nmol/L TSA分别作用24 h后 ,

凋亡率分别是 14.38%、 21.60%和 61.18%, 与对照组相

比 P<0.05。见图1。

2.3　TSA作用 24 h后 , Fas抗原表达水平明显升高 , 作

用前后Fas抗原表达水平有明显差异 (P <0.01)。见表

1。

2.4　Western blot分析结果表明 , TSA IC50 (300 nmol/L)

作用 24 h , caspase 6 、 caspase 8、 caspase 9蛋白表达 , 在

药物作用后明显升高 , 与对照组相比 , 差异有显著性

(P <0.05), 但在加药组之间差异无显著意义 (P >

0.05), 见图2。
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图 1　流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况

表1　不同浓度TSA作用24 h Fas 抗原表达比较 (x±s) %

组　别　　 caspase 6 caspase 8 caspase 9

对照组 1.14±0.13 1.32±0.18 1.25±0.20

100 nmol/ L(A组) 11.86±0.10＊ 16.12±0.17＊ 19.91±0.16＊

200 nmol/ L(B组) 32.77±0.19＊★ 40.23±0.12＊★ 37.52±0.22＊★

300 nmol/ L(C组) 54.31±0.16＊★◇ 60.17±0.11＊★◇ 59.98±0.15＊★◇

　　各组与对照组比较＊P<0.01;B、 C组与 A组比较★P<0.01;C组

与 B组比较◇P<0.01

图 2　IC50条件下作用 24 h U937细胞的3种蛋白表达

3　讨论

曲古菌素A具有抗肿瘤作用 , 可诱导很多培养的转

化细胞的生长停滞 、分化或细胞凋亡 , 包括神经细胞

瘤、黑色素瘤 、 白血病细胞以及来自乳腺 、 前列腺 、

肺、卵巢和结肠的癌细胞
[ 1]
。TSA不仅导致组蛋白的乙

酰化 , 而且可使转录因子 (如 p53 , GATA-1)等乙酰化。

体外研究表明 , TSA抑制癌细胞增殖和诱导凋亡的作用

靶点可以从DNA 、 mRNA到蛋白质水平[5] 。有报道 , 在

人类神经胶质瘤细胞系中 , TSA可通过上调 PWAF1/CIPI21 表

达 , 抑制G1-S期转换
[ 6] 。也可在肾癌细胞ACHN系中上

调 P27 蛋白水平 , 下调 CDK4 、 CDK6、 CyclinD1 和

CyclinA蛋白水平 , 并显著增加 P27和CDK2 、CDK4的结

合 , 使CDK2、 CDK4、 CDK6相关激酶活性下降并上调低

磷酸化的 RB蛋白使细胞停滞于G1期
[ 7] 。细胞凋亡的信

息通路包括线粒体参加的内源性路径和死亡受体介导的

外源性路径 , 最终汇集到 caspase激活的共同路径。参与

细胞凋亡的 caspase分为两大类[ 8] , 一类为启动酶 , 可以

在死亡受体水平 、线粒体水平或内质网水平启动 caspase

的级联反应 , 在死亡信号传导的上游发挥作用 , 包括

caspase 8、 caspase 9、 caspase 2、 caspase 10等 , 另一类为

效应酶 , 在死亡信号传导的下游起作用 , 包括 caspase 3、

caspase 6、 caspase 7等 , 是细胞凋亡的执行者。

本研究结果证明 , TSA能抑制 U937增殖并诱导细

胞凋亡 , 300 nmol/L TSA 作用 24 h , 凋亡率分别为

14.38%、 21.60%和 61.18%, 与对照组相比差异具有显

著性 (P<0.05), 并呈浓度依赖性。在TSA处理后 , 死

亡受体Fas的表达水平明显升高。Western blot分析结果

表明 , 300 nmol/L TSA处理 24 h , caspase 8 、 caspase 9、

caspase 6的蛋白水平明显升高 , 说明 TSA可能诱导了髓

系白血病细胞株U937细胞死亡受体Fas的表达增强 , 引

起胞内段FADD (Fas-associated death domain)聚集结构的

改变 , 连接 caspase 8的 DED区域。激活 caspase 8启动

caspase的级联反应。caspase 8是死亡受体途径最重要的

起始因子之一 , 该酶启动后 , 既可以直接激活效应

caspase级联反应 , 诱导 caspase 3、 caspase 6活化[ 9] , 也

可能作用于Bid (Bcl-2家族促凋亡成员)。剪切后的Bid

转位至线粒体内 , 诱导线粒体膜电位的丧失和细胞色素

C的释放 , 后者与Apaf-1 (apoptosis associated factor-1)和

caspase 9形成凋亡小体 , 启动线粒体下游 caspase 效应的

激活 , 最终诱导细胞凋亡。Western blot分析结果显示效

应酶 caspase 6水平明显升高 , 有力地说明了这一点。

总之 , 本实验首次证明了 TSA诱导的U937细胞凋

亡中 , 半胱氨酸蛋白酶 (caspase)细胞凋亡的内外信号

途径均参与了TSA诱导的细胞凋亡 , 而TSA对早期U937

细胞的增殖和凋亡无影响 , 随着时间的延长TSA则抑制

U937细胞的增殖并促进其凋亡 , 且呈一定的剂量依赖

性、时间相关性和选择性。

参考文献:
[ 1] Suzuki T , Yokozaki H , Kuniyasu H , et al.Effect of trichostatin A on cell

grouth and expression of cell cycle-and apoptosis-related molecules in human

gastric and oral carcinoma cell lines [ J] .Int J Cancer , 2000, 88:992-997.
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我们对广东珠海地区接触性皮炎患者的斑贴试验分

析表明 , 硫酸镍是最常见的接触变应原 , 其斑贴试验阳

性率达 35.5%, 明显高于北京[ 2 ,12] 、南京[6] 、沈阳[ 13]等

地区 (14.0%～ 23.2%)。本组中约半数镍敏感患者在珠

海生活 1年后出现皮炎症状 , 而既往接触同样含镍物品

后并未出现过皮肤损害 , 更证明了镍皮炎易在湿热环境

中因长期接触含镍物品 , 且在体液或汗液作用下金属离

子被激活而导致缓慢发病。本组镍皮炎患者大多因日常

接触电镀物品而发病 , 少数与职业环境有关。目前镍过

敏与手湿疹相关性的研究尚有争议。李林峰报告[14]手湿

疹斑贴试验总阳性率为 46.7%, 其中对镍过敏者占

9.6%, 故对所有慢性手部湿疹进行斑贴试验寻找可能的

发病原因是值得提倡的。除了传统的皮肤耳穿刺外 , 目

前流行的大多数金属制品如珠宝饰物以及含镍化合物的

日常生活用品是镍暴露的主要危险因素[7] , 手湿疹或汗

疱疹患者对硫酸镍呈阳性反应者也与体内合金义齿及含

镍物质有关 , 故提醒人们长期接触金属类物品时应注意

对其安全性的防护 , 必要时先行斑贴试验排除金属过敏

的可能。

金属镍引起皮肤的改变是过敏还是毒性刺激反应至

今尚有争议。以往对接触性皮炎的组织学资料多数是通

过大鼠或小鼠实验而获得 , 而在病理条件下取材会受到

一定限制 , 因而国内尚缺乏系统的镍过敏或毒性的皮肤

病理学资料。本研究对13例镍皮炎患者不同时相硫酸镍

阳性反应的组织病理观察结果表明 , 镍皮炎病理学符合

变应性接触性皮炎的特征。斑贴试验24 h时主要以表皮

海绵变性为主 , 48 ～ 72 h表皮和真皮炎症达高峰 , 变性

表皮处细胞外渗 , CD45RO+T细胞和 CD68+巨噬细胞分

布于炎症表皮及真皮血管周围 , 并可见散在少数嗜中性

粒细胞或嗜酸性粒细胞。96 h ～ 5 d表皮棘层细胞增厚 ,

CD68+巨噬细胞逐渐减少。由此可见 , 多种细胞成分参

与硫酸镍诱导的皮肤致敏过程 , 表皮角质形成细胞和巨

噬细胞很可能在其中具有重要的免疫作用。进一步了解

镍过敏的发病机制 , 对预防和治疗变应性接触性皮炎均

有重要的经济和社会意义。
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