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　　［摘要］　目的　研究乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖、细胞周期转化及凋亡抑制的影响及

机制。方法　应用ＣＣＫ８法检测Ｇａｒｃｉｎｏｌ对１７β雌二醇（１７βＥ２）促 ＭＣＦ７细胞增殖的影响；流式细胞术检测细胞周期和细

胞凋亡情况；细胞免疫荧光检测ＮＦκＢ／ｐ６５核转运情况；ＲＴＰＣＲ检测犮狔犮犾犻狀犇１、犅犮犾２、犅犮犾狓犔 ｍＲＮＡ水平；蛋白质印迹分析

检测乙酰化（ａｃ）Ｈ３、ａｃＨ４、ＮＦκＢ／ａｃｐ６５、ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ蛋白的表达水平。结果　Ｇａｒｃｉｎｏｌ能抑制１７βＥ２促细胞增

殖作用，使细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，细胞凋亡率增加（犘＜０．０１）；１７βＥ２促进 ＭＣＦ７细胞ａｃＨ３、ａｃＨ４、ＮＦκＢ／ａｃｐ６５表达

水平（犘＜０．０１，犘＜０．０５，犘＜０．０１），Ｇａｒｃｉｎｏｌ能抑制１７βＥ２对ａｃＨ３、ＮＦκＢ／ａｃｐ６５的表达促进作用（犘＜０．０１），对ａｃＨ４影

响无统计学意义；１７βＥ２促进ＮＦκＢ／ｐ６５核转运相应受到Ｇａｒｃｉｎｏｌ抑制（犘＜０．０１）；１７βＥ２促进ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ的 ｍＲ

ＮＡ转录和蛋白表达水平的作用受到Ｇａｒｃｉｎｏｌ抑制（犘＜０．０５）。结论　１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖和凋亡抑制作用与组蛋白

和非组蛋白ＮＦκＢ／ｐ６５乙酰化水平增高有关，乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ通过降低乙酰化水平对雌激素促乳腺癌细胞增殖具有

明显抑制作用，降低ＮＦκＢ通路的ａｃｐ６５蛋白水平，从而下调ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ可能是其重要机制。
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第７期．叶　霞，等．乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖的作用与机制 ·７１５　　 ·

ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃｙｃｌｉｎＤ１，Ｂｃｌ２，ａｎｄＢｃｌｘＬ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｇａｒｃｉｎｏｌ；ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ；ｈｉｓｔｏｎｅｓ；ＮＦκＢ；ｂｒｅａｓｔｎｅｏｐｌａｓｍｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（７）：７１４７２１］

　　 组蛋白乙酰基转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）和 组 蛋 白 去 乙 酰 基 酶 （ｈｉｓｔｏｎｅ

ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）在调节真核生物基因转录过程

中起着重要作用，高乙酰化标志活跃转录而低乙酰

化则与转录抑制相关。包括乳腺癌在内的许多恶性

肿瘤的发生发展中，其癌基因和抑癌基因的表达失

调与组蛋白乙酰化修饰失衡密切相关，一些非组蛋

白异常乙酰化修饰在肿瘤发生发展中也具有重要地

位［１２］。

　　雌激素是促进雌激素受体（ＥＲ）阳性乳腺癌增

殖的重要因素，目前研究提示其作用机制与乙酰化

异常改变有关［３］。雌激素可能影响癌基因组蛋白或

非组蛋白乙酰化水平，由此促进癌基因表达及促进

肿瘤细胞转化、增殖增强和凋亡抑制。细胞周期素

Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）是雌激素可能影响的重要细胞周期调

控蛋白之一，其表达是促进肿瘤细胞增殖的重要基

础。雌激素亦能激活抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ，下调

促凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｂａｄ、ＢｃｌｘＳ的表达，从而抑制细胞

凋亡［４］。除经典的雌激素反应元件（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＥＲＥ）途径外，雌激素还可通过与其

他转录因子如激活蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ

１）、刺激蛋白１（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＰ１）、核因子

κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）等相互作用调

节基因转录。有研究表明，ＮＦκＢ的活化在雌激素

促肿瘤细胞增殖中有重要意义［５］。雌激素可能通过

Ｐ３００／ＣＢＰ对 ＮＦκＢ的乙酰化发挥重要作用，ＮＦ

κＢ／ｐ６５不同赖氨酸位点的乙酰化具有不同功能，

ｐ６５赖氨酸３１０位点乙酰化可增强其转录活性
［６］，促

进有关靶基因表达［７］。

　　本研究以ＥＲ阳性人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７为实

验对象，采用乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ，观察其对雌

激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖、抑制凋亡的影响，

检测组蛋白Ｈ３、Ｈ４和非组蛋白ＮＦκＢ／ｐ６５乙酰化

水平，以及ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ表达，探讨乙酰化

酶抑制剂 Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７

增殖的作用与机制。

１　材料和方法

１．１　材料　乳腺癌细胞 ＭＣＦ７由重庆医科大学基

础医学院病理生理学教研室提供。无酚红ＤＭＥＭ

干粉培养基（美国ＳＡＦＣＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），新生牛

血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）。乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ

（美国ＥｎｚｏＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司），１７β雌二醇（１７βＥ２，

美国Ｃａｙｍａｎ公司）。乙酰化（ａｃ）Ｈ３、ａｃＨ４兔抗人

单克隆抗体，ＮＦκＢ／ａｃｐ６５兔抗人单克隆抗体（美

国Ａｂｃａｍ公司），Ｈ３兔抗人单克隆抗体（美国Ｂｉｏ

Ｌｅｇｅｎｄ公司），ＮＦκＢ／ｐ６５兔抗人多克隆抗体（北京

信路威科技股份有限公司），ｃｙｃｌｉｎＤ１兔抗人单克隆

抗体（美国Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司），ＢｃｌｘＬ兔抗人多克隆抗

体（北京博奥森生物技术有限公司），Ｂｃｌ２兔抗人多

克隆抗体、βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体、ＨＲＰ标记山

羊抗小鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金

桥生物技术有限公司），ＦＩＴＣ羊抗兔ＩｇＧ（武汉博士

德生物工程有限公司）。ＣＣＫ８试剂盒（碧云天生物

技术研究所），ＲＴＰＣＲ试剂盒（北京百泰克生物技

术有限公司）。自动酶标仪、ＰＡＧＥ凝胶电泳仪、垂

直电泳槽、ＰＣＲ仪、电泳凝胶图像分析系统（美国

ＢｉｏＲａｄ公司），ＦＡＣＳｃａｎ型流式细胞仪（美国 Ｂｅｃ

ｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司），ＬｅｉｃａＳｐ２激光共聚焦显微镜

（德国Ｌｅｉｃａ公司）。去雌激素新生牛血清按文献
［８］

方法制备。

１．２　细胞培养　乳腺癌细胞 ＭＣＦ７常规复苏，培

养于含１０％去雌激素新生牛血清、１×１０５Ｕ／Ｌ青霉

素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的无酚红高糖ＤＭＥＭ 培养液

中。置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的孵箱中培养。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　取对数生长期的

ＭＣＦ７细胞，调整细胞密度为２×１０４个／ｍＬ，接种

于３块９６孔培养板中，每孔２００μＬ。本课题组在前

期工作中完成１７βＥ２促 ＭＣＦ７细胞增殖的最佳有

效浓度测定［９］。设置试剂对照组、未处理细胞组、

１７βＥ２（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组、１７βＥ２（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）

联合Ｇａｒｃｉｎｏｌ处理组（１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ５个

浓度），每组设５个平行孔。细胞接种２４ｈ后加药，

置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的孵箱内培养。药物

分别作用２４、４８、７２ｈ后，按照ＣＣＫ８试剂盒说明书

每孔加入２０μＬＣＣＫ８试剂，继续在培养箱中培养

２ｈ后用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测光密度（犇４５０）
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值。实验重复３次。Ｇａｒｃｉｎｏｌ对１７βＥ２促细胞增殖

的抑 制 率 （％）＝ ［１－（１７βＥ２ 联 合 Ｇａｒｃｉｎｏｌ组

犇４５０－未处理细胞组犇４５０）／（１７βＥ２组犇４５０－未处理

细胞组犇４５０）］×１００％。根据抑制率求取半效抑制

浓度，确定后续实验处理细胞的浓度和时间。

１．４　流式细胞术检测细胞周期　实验分为未处理

细胞组、１７βＥ２（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组、１７βＥ２（１００

ｎｍｏｌ／Ｌ）联合Ｇａｒｃｉｎｏｌ（３５μｍｏｌ／Ｌ）处理组。细胞接

种２４ｈ后加药，培养４８ｈ，收集各组细胞，经预冷的

ＰＢＳ离心洗涤２次，以－２０℃预冷的７０％乙醇固定，

４℃冰箱放置２４ｈ，ＰＢＳ洗涤１次，然后加２０ｍｇ／Ｌ

核糖核酸酶 Ａ（ＲＮａｓｅＡ），３７℃水浴１ｈ，再加１００

ｍｇ／Ｌ碘化丙啶（ＰＩ），４℃避光染色３０ｍｉｎ，流式细胞

仪测定荧光强度（激发光波长为 ４８８ｎｍ）。采用

ＭｏｄＦｉｔ２．０分析软件进行细胞周期 ＤＮＡ 含量分

析。实验重复３次。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡　细胞分组及处理

同１．４项，用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集各组细胞，

调整细胞密度为１×１０６个／ｍＬ，取１ｍＬ细胞悬液用

预冷ＰＢＳ离心洗涤２次。加入５００μＬ的结合缓冲

液悬浮细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ混匀后，

加入５μＬＰＩ，混匀，室温、避光反应５～１５ｍｉｎ。立

即上流式细胞仪检测。实验重复３次。

１．６　细胞免疫荧光术检测 ＮＦκＢ／ｐ６５核转运情

况　细胞分组和处理同１．４项，取对数生长期的细

胞，调整细胞密度为５×１０３个／ｍＬ进行爬片，细胞

接种２４ｈ后加药，培养４８ｈ。ＰＢＳ漂洗３次，每次

５ｍｉｎ，用４％多聚甲醛室温固定细胞３０ｍｉｎ，ＰＢＳ同

上漂洗后加０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ打孔３０ｍｉｎ，ＰＢＳ同上漂

洗，正常封闭用山羊血清封闭１ｈ，滴加１５０的兔

抗人多克隆 ＮＦκＢ／ｐ６５抗体，４℃避光孵育过夜，

ＰＢＳ同上漂洗后加１４０的ＦＩＴＣ标记的羊抗兔

ＩｇＧ，３７℃避光孵育１ｈ，ＰＢＳ同上漂洗后加１１０００

的ＰＩ室温染色３０ｓ，抗荧光淬灭封片液封片，激光

共聚焦显微镜半定量分析荧光强度。实验重复３次。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测犮狔犮犾犻狀犇１、犅犮犾２、犅犮犾狓犔ｍＲＮＡ

表达　细胞分组和处理同１．４项，按照高纯总ＲＮＡ

快速提取试剂盒（离心柱型）说明书操作步骤提取各

组 ＭＣＦ７细胞总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ纯度与浓度，按

反转录试剂盒说明书先反转录合成第１条ｃＤＮＡ，

再以等量的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应。犆狔犮犾犻狀

犇１引物：上游５′ＧＣＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＡＧＴＧＣＧ

３′，下游５′ＴＧＧＡＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＴＡＧＡＴＧＣ

３′，扩增产物长度为１９２ｂｐ。犅犮犾２引物：上游５′

ＡＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣ３′，下游５′

ＡＧＡＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣ３′，扩增

产物长度为２２１ｂｐ。犅犮犾狓犔引物：上游５′ＣＣＡＣＴＴ

ＡＣＣＴＧＡ ＡＴＧ ＡＣＣＡＣＣＴＡ３′，下游５′ＴＧＴ

ＴＣＣＣＡＴＡＧＡＧＴＴＣＣＡＣＡＡＡ３′，扩增产物长

度为 ３７６ｂｐ。β犪犮狋犻狀 引物：上游 ５′ＣＴＧ ＧＧＡ

ＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡ ＡＡ３′，下游５′ＡＡＧＧＡＡ

ＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＣ３′，扩增产物长度为５６４

ｂｐ。反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ后，９５℃ ５０ｓ、

５９．５℃４５ｓ、７２℃４０ｓ共３５个循环，最后７２℃延伸

１０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物行１．５％琼脂糖凝胶电

泳，ＧｏｏｄＶｉｅｗ显色，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析各扩增

产物的表达量。实验重复３次。

１．８　蛋白质印迹分析检测ａｃＨ３、ａｃＨ４、ＮＦκＢ／

ａｃｐ６５、ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ蛋白表达　细胞分组

和处理同１．４项。收集各组细胞到１．５ｍＬＥＰ管

中，按１×１０６个细胞加１ｍＬＲＩＰＡ和１０μＬ苯甲基

磺酰氟（ＰＭＳＦ）。置于冰上裂解３０ｍｉｎ，每间隔１０

ｍｉｎ在涡旋振荡器上充分震荡裂解。２４００×犵４℃

离心１５ｍｉｎ，取上清于－８０℃保存。ＢＣＡ法测定蛋

白浓度。行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ），转移至

ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ后加一抗，４℃

孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜后加二抗，３７℃孵育２ｈ，ＥＣＬ

显色，用ＢｉｏＲａｄ图像分析系统拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件分析蛋白相对表达量。实验重复３次。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件，数据以

珔狓±狊表示，两组间比较采用狋检验，多组间比较采用

单因素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促 ＭＣＦ７细胞增殖的影

响　１００ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２联合不同浓度 Ｇａｒｃｉｎｏｌ分

别作用 ＭＣＦ７细胞２４、４８、７２ｈ，随作用时间延长和

剂量增加，细胞增殖抑制率升高（犘＜０．０１，图１），说

明Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促 ＭＣＦ７细胞增殖有抑制作

用。根据抑制率求取半效抑制浓度，以３５μｍｏｌ／Ｌ

Ｇａｒｃｉｎｏｌ作用４８ｈ用于后续实验。
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图１　犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素促 犕犆犉７细胞增殖的抑制作用

犉犻犵１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾犪犵犪犻狀狊狋狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀

狅犳犕犆犉７犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾

犘＜０．０１ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｉｍｅｇｒｏｕｐｓ；

狀＝１５，珔狓±狊

２．２　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素所致细胞周期转化的影

响　结果（图２）显示，与未处理细胞组比较，１００

ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２作用ＭＣＦ７细胞４８ｈ，Ｇ０／Ｇ１期细胞

比例降低，Ｇ２／Ｍ 期比例增加（犘＜０．０１）；１７βＥ２联

合Ｇａｒｃｉｎｏｌ（３５μｍｏｌ／Ｌ）处理后 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例

增加，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期比例降低（犘＜０．０１）。

２．３　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素抑制细胞凋亡的影响　与

未处理细胞组［（４．３０±０．１１）％］比较，１００ｎｍｏｌ／Ｌ

１７βＥ２作用ＭＣＦ７细胞４８ｈ，细胞凋亡率降至［（２．１０±

０．２０）％］，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；１７βＥ２联

合Ｇａｒｃｉｎｏｌ（３５μｍｏｌ／Ｌ）处理后，细胞凋亡率升至

［（１６．３５±０．２２）％，犘＜０．０１］。

图２　 犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素处理的 犕犆犉７细胞周期的影响

图２　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾狅狀犕犆犉７犮犲犾犾犮狔犮犾犲

犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾（１７β犈２）

犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

２．４　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素处理后细胞ａｃＨ３、ａｃＨ４、

ＮＦκＢ／ａｃｐ６５蛋白表达的影响　结果（图３）显示，

未处理细胞组中ａｃＨ４的基础表达较ａｃＨ３偏低，

１００ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２处理 ＭＣＦ７细胞４８ｈ，ａｃＨ３

（犘＜０．０１）、ａｃＨ４（犘＜０．０５）、ａｃｐ６５蛋白表达升高

（犘＜０．０１）；１７βＥ２联合使用 Ｇａｒｃｉｎｏｌ（３５μｍｏｌ／Ｌ）

后，ａｃＨ３、ａｃｐ６５的表达水平降低（犘＜０．０１），但

ａｃＨ４变化无统计学意义（犘＞０．０５）。

图３　犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素处理的 犕犆犉７细胞犪犮犎３、犪犮犎４、犖犉κ犅／犪犮狆６５蛋白表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾狅狀狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪犮犎３，

犪犮犎４犪狀犱犖犉κ犅／犪犮狆６５犻狀犕犆犉７犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾（１７β犈２）

犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊
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２．５　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素处理后细胞ＮＦκＢ／ｐ６５核

转运的影响　结果见图４。与未处理细胞（４３．４６±

１．４８）比较，１００ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２处理ＭＣＦ７细胞

４８ｈ，ｐ６５从胞质到胞核的核转运增强（７２．６９±

２．３５，犘＜０．０１）；联合使用 Ｇａｒｃｉｎｏｌ（３５μｍｏｌ／Ｌ），

ｐ６５核转运受到抑制（３４．８３±１．３３，犘＜０．０１）。

图４　免疫荧光检测犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素处理的 犕犆犉７细胞犖犉κ犅／狆６５核转运的影响

犉犻犵４　犐犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾犪犳犳犲犮狋犻狀犵狀狌犮犾犲犪狉狋狉犪狀狊犾狅犮犪狋犻狅狀狅犳犖犉κ犅／狆６５犻狀

犕犆犉７犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾

２．６　Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素处理后细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ

２、ＢｃｌｘＬ表达的影响　结果（图５、图６）显示，与未处

理细胞比较，１００ｎｍｏｌ／Ｌ１７βＥ２处理 ＭＣＦ７细胞

４８ｈ，ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ和蛋白表达增

强 （犘＜０．０５，犘＜０．０１）； 联 合 使 用 Ｇａｒｃｉｎｏｌ

（３５μｍｏｌ／Ｌ）后，三者表达均降低（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。

图５　犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素处理的 犕犆犉７细胞犮狔犮犾犻狀犇１（犃）、犅犮犾２（犅）、犅犮犾狓犔（犆）犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犮狔犮犾犻狀犇１（犃），犅犮犾２（犅）犪狀犱犅犮犾狓犔（犆）犿犚犖犃

犻狀犕犆犉７犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾（１７β犈２）

犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊
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第７期．叶　霞，等．乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖的作用与机制 ·７１９　　 ·

图６　犌犪狉犮犻狀狅犾对雌激素处理的 犕犆犉７细胞犮狔犮犾犻狀犇１、犅犮犾２、犅犮犾狓犔蛋白表达的影响

犉犻犵６　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犪狉犮犻狀狅犾狅狀狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犮狔犮犾犻狀犇１，

犅犮犾２，犪狀犱犅犮犾狓犔犻狀犕犆犉７犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺１７β犲狊狋狉犪犱犻狅犾（１７β犈２）

犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

　　由乙酰化酶ＨＡＴ导致的高乙酰化是癌基因激

活的重要方式［１０］。四类主要的 ＨＡＴ包括：Ｇｃｎ５／

ＰＣＡＦ、ＭＹＳＴ （Ｈｂｏ１，ＭＯＺ，Ｙｂｆ２／Ｓａｓ３，Ｓａｓ２，

Ｔｉｐ６０）、ｐ３００／ＣＢＰ、Ｒｔｔ１０９，每一类显示不同的组蛋

白底物特殊性［１１］。在雌激素促乳腺癌的发生发展

中，乙酰化修饰异常可能具有重要作用。研究表明，

核受体辅激活因子通常具有 ＨＡＴ活性，随着细胞

信号通路活化，激素可诱导核受体［ＥＲ、糖皮质激素

受体（ＧＲ）、维 Ａ 酸受体（ＲＡＲ）、维生素 Ｄ 受体

（ＶＤＲ）］靶基因组蛋白乙酰化水平升高、基因转录

活化［１２］。转录结合因子的基因组分析发现，雌激素

调节基因启动子区聚合酶Ⅱ（ＰｏｌⅡ）募集与组蛋白

乙酰化水平正相关［３］。Ｋｕｔａｎｚｉ等
［１３］构建雌激素诱

导的（ＡＣＩ）大鼠乳腺癌模型，鉴定高雌激素水平与

乳腺组织的形态学和表观变化的关系，发现其过增

生改变与表观失调相一致，认为雌激素引起的组蛋

白残基高乙酰化表观改变在早期乳腺癌进展中有重

要意义。研究发现，ｐ３００／ＣＢＰ和ＰＣＡＦ介导了雌

激素诱导的 ＭＣＦ７细胞 Ｈ３、Ｈ４高乙酰化及受体

靶基因转录激活，ＰＣＡＦ主要乙酰化 Ｈ３
［１２，１４１５］。本

课题组前期工作亦已证实，１７βＥ２可促进 ＭＣＦ７细

胞的ＰＣＡＦ基因转录和蛋白水平表达
［１６１７］。本研究

结果显示，雌激素处理对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖有

较强的促进作用，细胞周期转化增强，细胞有丝分裂

增强，细胞凋亡率降低；同时蛋白质印迹分析显示，

细胞组蛋白ａｃＨ３、ａｃＨ４、非组蛋白 ＮＦκＢ／ａｃｐ６５

表达水平明显增高。联合乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ

处理后，可抑制雌激素促 ＭＣＦ７细胞增殖作用，使

细胞周期转化阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，细胞凋亡率增加；相

应可见，组蛋白ａｃＨ３和非组蛋白ＮＦκＢ／ａｃｐ６５的

表达水平降低，但ａｃＨ４未见明显变化。本研究结

果表明，雌激素促 ＭＣＦ７细胞增殖、凋亡抑制效应

与组蛋白和非组蛋白 ＮＦκＢ／ｐ６５的乙酰化水平增

高有关，Ｇａｒｃｉｎｏｌ可通过抑制乙酰化水平对雌激素

促乳腺癌增殖产生抑制作用。

　　Ｇａｒｃｉｎｏｌ是从生长在印度热带地区藤黄属果皮

中提取的一种苯甲酮，分子式为Ｃ３８Ｈ５０Ｏ６，相对分

子质量为６０２，其抗肿瘤活性与化学结构式中双羟

基石碳酸及β二酮基有关
［１８］。Ｇａｒｃｉｎｏｌ可通过其结

构中邻苯二酚上Ｃ１３、Ｃ１４位的ＯＨ 基团与 ＨＡＴ上

的乙酰ＣｏＡ 结合位点结合，抑制乙酰化作用
［１９］。

Ｇａｒｃｉｎｏｌ具有较好的细胞渗透性，体外研究发现能

有效抑制ｐ３００／ＣＢＰ和ＰＣＡＦ的活性和功能
［２０］，实

验中作为乙酰化酶抑制剂应用。组蛋白 Ｈ４的乙酰

化主要通过 ＨＡＴ（ＭＹＳＴ／Ｈｂｏ１）完成
［２１］，本研究

中Ｇａｒｃｉｎｏｌ对雌激素促ａｃＨ４表达无抑制作用可能

与此有关。Ｇａｒｃｉｎｏｌ可能通过抑制 ＨＡＴ、降低乙酰

化水平抑制癌基因激活，发挥抗肿瘤作用，这对抑制
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雌激素促癌发生发展可能具有重要的作用。

　　ＮＦκＢ参与细胞增殖调控和凋亡过程，研究显

示ＮＦκＢ活性失控对乳腺癌发生有重要意义
［２２２３］。

ｐ３００／ＣＢＰ是 ＮＦκＢ的辅激活因子，雌激素可能通

过ｐ３００／ＣＢＰ对 ＮＦκＢ／ｐ６５的乙酰化表观修饰增

强其转录活性［２４］。ＥＲ通过与 ＮＦκＢ蛋白形成复

合体，进而与靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１启动子远端的κＢ元

件结合，控制ｃｙｃｌｉｎＤ１表达，ＮＦκＢ／ｐ６５的活化对

雌激素诱导增殖时的ｃｙｃｌｉｎＤ１ 表达是必需的
［５］。

ＣｙｃｌｉｎＤ１是调控细胞周期转化的重要周期素蛋白，

主要能够促进细胞由 Ｇ０期进入Ｇ１期，使处于有丝

分裂期的细胞百分数增加。此外，活化的 ＮＦκＢ／

ｐ６５亦调节犅犮犾２、犅犮犾狓Ｌ等抗凋亡靶基因的表达
［７］，

ＮＦκＢ对于ＥＲ被募集到抗凋亡基因启动子的ＥＲＥ

有必要作用［２４］。增强 ＮＦκＢ转录活性需要ｐ３００／

ＣＢＰ和ＰＣＡＦ参与，但这些不同的辅激活蛋白怎样

被募集到ＮＦκＢ靶基因启动子区以及与 ＮＦκＢ协

同的时空作用方式尚不清楚［２５］。ＮＦκＢ／ｐ６５依赖

的反式激活在多个水平受乙酰化依赖的调节，主要

包括：（１）ＮＦκＢ／ｐ６５依赖的组蛋白乙酰化增加，使

ＮＦκＢ／ｐ６５依赖的基因，如ＥＲＥ容易接近；（２）直接

乙酰化ＮＦκＢ亚单位ｐ６５、ｐ５０，调节ＮＦκＢ不同功

能，乙酰化ｐ６５与转录激活、ＤＮＡ结合亲和性有关，

乙酰化ｐ５０增强其与ＤＮＡ结合活性
［２６］。

　　本研究结果显示，雌激素促进乳腺癌 ＭＣＦ７细

胞增殖和凋亡抑制效应与 ＮＦκＢ／ｐ６５乙酰化水平

增高表现一致，可见ｐ６５核转运相应加强；ＮＦκＢ的

活化与ｃｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ基因转录和蛋白表达

水平升高一致；乙酰化酶抑制剂Ｇａｒｃｉｎｏｌ对此效应

产生抑制作用。我们认为，降低ＮＦκＢ／ｐ６５乙酰化

水平，抑制 ＮＦκＢ通路活性，从而下调ｃｙｃｌｉｎＤ１、

Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ表达可能是 Ｇａｒｃｉｎｏｌ抑制雌激素促乳

腺癌细胞增殖的重要机制；在乳腺癌表观遗传机制

中，组蛋白与非组蛋白 ＮＦκＢ的乙酰化修饰异常，

在导致基因转录异常、肿瘤发生发展的作用中可能

存在密切关系，二者均值得高度关注。
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