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去乙酰化酶抑制剂 TSA介导 Ku70乙酰化对结肠癌 HT29细胞
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摘要 目的：探讨不同浓度组蛋白去乙酰化酶抑制剂 TSA对结肠癌 HT29细胞的增殖、凋亡和自噬影响及其机制研究。方法：取对

数生长期人结肠癌 HT29细胞，采用 MTT法检测不同浓度 TSA处理对其细胞活力影响，并根据 IC50值确定适宜给药浓度；采用

流式细胞术检测不同浓度 TSA处理后结肠癌 HT29细胞的凋亡情况；Western blot验证空白对照组与 TSA给药处理组中凋亡标

志蛋白 Ku70、acetrl-Ku70、Caspase3、Bax、Bcl-2和自噬标志蛋白 LC3和 Beclin1的表达。结果：MTT法实验结果表明 TSA对结肠

癌 HT29细胞具有时间和浓度依赖性抑制作用，根据 IC50=1.12 滋M，本研究中 TSA的给药浓度为 0.5 滋M和 1 滋M；流式细胞凋亡
检测结果表明 TSA能够显著促进结肠癌 HT29细胞凋亡，且其促凋亡作用存在浓度依赖性；此外，Western blot检测结果证实，与

空白对照组相比，TSA给药处理可显著上调上述细胞中 acetrl-Ku70以及促凋亡蛋白 Caspase3、Bax和自噬标志蛋白 LC3和 Be-

clin1的表达，下调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达（P<0.05）。结论：组蛋白去乙酰化酶抑制剂（TSA）的体外抗结肠癌细胞的增殖、促进细
胞凋亡和自噬作用与其上调 Ku70蛋白乙酰化密切相关，有望成为临床潜在抗癌靶点。
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Effect of TSA - mediated Ku70 Acetylation on Apoptosis and Autophagy of
Colon Cancer HT29 Cells*

To investigate the effect and mechanism of different concentrations of histone deacetylase inhibitor TSA on

proliferation, apoptosis and autophagy in colon cancer HT29 cells. Human colon cancer HT29 cells in logarithmic growth

phase were collected and the effect of TSA treatment at different concentrations on cell viability was determined by MTT assay, and the

appropriate concentration was determined according to IC50 value. Flow cytometry was used to detect the apoptosis of colon cancer HT29

cells treated with different concentrations of TSA. Western blot was used to verify the expression of acetyl-Ku70 and apoptotic proteins

Caspase3, Bax, Bcl-2 and autophagy proteins LC3 and Beclin1 in both control group and TSA treatment group. The result of

MTT assay showed that TSA could inhibit the viability of colon cancer HT29 cells in a time- and concentration-dependent manner. Ac-

cording to IC50=1.12 滋M, the concentration of TSA used in this study were 0.5 滋M and 1 滋M respectively. Flow cytometry result showed

that TSA could significantly promote the apoptosis of colon cancer HT29 cells in a concentration-dependent manner. In addition, West-

ern blot analysis confirmed that compared with the control group, TSA treatment could significantly up-regulate the expression of

acetyl-Ku70 and apoptotic proteins Caspase3 and Bax and autophagy proteins LC3 and Beclin1, and down-regulate the expression of an-

ti-apoptotic protein Bcl-2 (P<0.05). The effect of histone deacetylase inhibitor (TSA) on the proliferation, apoptosis and au-

tophagy of colon cancer cells in vitro is closely related to the up-regulation of Ku70 acetylation, which is expected to be a potential clini-

cal anticancer target.
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前言

结肠癌是一种常见的高发性于中老年人群的恶性消化道

肿瘤，尽管临床上靶向结肠癌的治疗方法不断创新，但较强的

细胞增殖及抗凋亡能力往往导致治疗失败及高致死率。因此，

寻找高效低毒的抗癌治疗方法及药物是临床迫切解决的难

题 [1]。Ku70是经典的 DNA损伤修复和凋亡调控分子，最新研

究报道在结肠癌和肝癌中，Ku70蛋白表达水平与肿瘤增殖及

抗凋亡能力呈正相关，而与患者生存期呈负相关[2,3]。其中 Ku70

蛋白乙酰化已被证明是多种药物诱导凋亡及细胞自噬的重要

机制之一，包括组蛋白去乙酰化酶抑制剂[4]、强效的表皮生长因

子酪氨酸激酶选择性抑制剂吉非替尼 Gefitinib等 [5]，胞浆中

Ku70 被乙酰化后可释放出结合的前凋亡蛋白 Caspase3 和

Bax，二者向线粒体转位而触发细胞凋亡及自噬过程，提示

Ku70可作为患者临床预后指标以及抗肿瘤治疗潜在靶点[7]。尽

管 Ku70的生物学活性在肿瘤中日益凸显，然而其乙酰化修饰

对结肠癌细胞凋亡及自噬的影响尚未报道。因此，本研究以人

结肠癌 HT29细胞为研究对象，探讨组蛋白去乙酰化酶抑制剂

曲古霉素 A（TrichostatinA, TSA）是否通过上调 Ku70乙酰化水

平发挥促结肠癌细胞凋亡及自噬的作用，为临床抗结肠癌治疗

提供新的作用靶点和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人结肠癌 HT29细胞由德国合作实验室馈赠；胎牛血清、

蛋白酶抑制剂和细胞裂解液购自美国 Thermo Fisher 生物公

司；高糖 DMEM培养基、青链霉素混合液和胰蛋白酶消化液购

自西安壮志生物公司）；Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒

购自赛默飞世尔生物公司；SDS-PAGE蛋白凝胶试剂盒、BCA

蛋白定量试剂盒和 ECL化学发光试剂盒均购自西安碧云天科

技生物公司；Ku70、acetyl-Ku70、Caspase3、Bax、Bcl-2、LC3 和

Beclin1 抗体分别购自英国 Abcam 生物公司和美国 Cell Sig-

naling Technology（CST）生物公司；山羊抗兔 /鼠二抗、MTT和

4%多聚甲醛溶液购自西安科昊生物公司；TSA购自上海顺元

生物公司。

1.2 细胞培养

37℃水浴速溶人结肠癌 HT29细胞，无菌操作台内采用微

量移液器将细胞转入 15 mL高压灭菌离心管中，加入 5-6 mL

含 10%FBS高糖 DMEM完全培养液轻轻吸打混匀，常温离心

3 min，1000 rpm；弃上清，加入 10 mL 含 10% FBS 的高糖

DMEM 完全培养液吸打混匀后转入 25 cm2细胞培养瓶中，

37℃、5% CO2恒温培养箱中培养并密切观察细胞生长状态。

1.3 MTT法检测 TSA对细胞活力的影响

取对数生长期上述培养细胞，采用 0.25%胰蛋白酶消化、

中和、离心后重悬于含 10% FBS高糖 DMEM完全培养基，以

3× 104/200 滋L/ 孔密度接种于 96 孔培养板中置于 37℃、5%

CO2孵箱中培养。次日，弃上清分别给予 0 滋M，0.3 滋M，1 滋M，
3 滋M和 10 滋M的 TSA终浓度处理，37℃、5% CO2孵箱中继续

培养 24h。取出培养板，每孔加入 20滋L的 5mg/mLMTT溶液继

续孵育 4 h。弃上清，每孔加入 150 滋L的DMSO充分振荡 10min

以促使结晶溶解，酶联免疫检测仪 570 nm检测 OD值。

1.4 流式细胞凋亡检测

取对数生长期结肠癌 HT29细胞，消化重悬后以 5× 105/2

mL/孔密度个接种于 6孔培养板中，37℃、5%CO2孵箱培养 24 h。

设空白对照组及不同浓度 TSA（1 滋M、3 滋M）给药处理组，给药
时间为 24 h，每组各设置 3个复孔；随后采用 0.25%的胰蛋白

酶消化收集上述对照组及 TSA给药处理组细胞，1000 rpm常

温离心 3 min后弃上清；加入 4℃预冷的 PBS清洗 3次后重悬

于 200 滋L结合缓冲液中；加入 10 滋L AnnexinⅤ-FITC和 5 滋L
PI，混匀后 4℃避光反应 30 min；加入 300 滋L结合缓冲液；400
目筛网过滤，流式细胞仪检测细胞凋亡率，获取并分析数据。

1.5 Western blot检测蛋白表达

对数生长期结肠癌 HT29细胞，消化重悬后以 6× 105/2 mL/

孔密度接种于 6 孔培养板中，37℃、5% CO2孵箱内培养 24 h

待。设空白对照组及不同浓度 TSA（1 滋M、3 滋M）给药处理组
24 h，每组设置 3个复孔；随后采用 0.25%胰蛋白酶消化收集上

述对照组及 TSA 给药处理组细胞，1000 rpm 常温离心 3 min

后弃上清。根据所得细胞团大小加入含适量蛋白酶抑制剂的细

胞裂解液冰上裂解 30 min，4℃离心机 16,000 rpm离心 20 min。

采用 BCA试剂盒进行蛋白定量，并计算 30 滋g/孔蛋白样品上
样体积。加入 5× Loading buffer混匀，沸水浴煮 7 min使蛋白

变性。采用 SDS-PAGE凝胶试剂盒进行蛋白电泳，NC膜转膜，

5%丽春红染液染色后裁剪目的条带并用 PBST洗脱；5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h，5% BSA 稀释液 1:1000 稀释的兔 / 鼠抗

Caspase3、Bax、Bcl-2、LC3和 Beclin1抗体 4℃孵育过夜。次日，

PBST清洗目的条带，山羊抗兔 /鼠二抗 1∶5000稀释后室温

孵育 1 h。ECL显色后化学发光仪检测目的蛋白的表达情况，拍

照，统计数据。

1.6 统计学方法

本实验所有计量数据以均数± 标准差（x± s）表示，两组间
比较采用 t检验。实验数据均采用 SPSS 19.0软件进行统计分

析，所有统计检验均为双侧检验，*P<0.05和 **P<0.01表示差
异具有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT法观察 TSA对结肠癌 HT29细胞活力的影响

采用不同终浓度 TSA处理结肠癌 HT29 细胞结果发现，

TSA可浓度依赖性抑制上述细胞的活力，并经计算其 IC50=1.12

滋M，差异有统计学意义（*P<0.05，**P<0.01），见图 1。

2.2 MTT法观察 TSA对结肠癌 HT29细胞增殖能力的影响

依据 TSA对结肠癌细胞的 IC50值为 1.12 滋M，因此本研究
选取的 TSA实际处理浓度应当低于该 IC50值。选取 0.5 滋M和
1 滋M两个不同终浓度观察 TSA的抑制作用是否呈浓度和时

间依赖性，采用MTT法观察其对结肠癌 HT29细胞增殖能力的

影响，结果表明 TSA对结肠癌 HT29细胞的增殖能力呈时间和

浓度依赖性抑制，差异有显著统计学意义（*P<0.05，**P<0.01），
见图 2。
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图 1 MTT法检测 TSA对结肠癌 HT29细胞活力的影响

Fig.1 Effect of TSA on the viability of colon cancer HT29 cells by MTT

assay

2.3 流式细胞术检测 TSA对结肠癌 HT29细胞凋亡的影响

采用流式细胞术观察 TSA对结肠癌 HT29细胞凋亡的影

响，结果表明较对照组细胞相比，TSA能够显著促进结肠癌

HT29细胞的凋亡，且其促凋亡作用呈浓度依赖性，差异有统计

学意义（*P<0.05，**P<0.01），见图 3。

图 2 MTT法观察 TSA对结肠癌 HT29细胞增殖能力的影响

Fig.2 Effect of TSA on the proliferation of colon cancer HT29 cells by

MTT assay

图 3 流式细胞术观察不同浓度 TSA对结肠癌 HT29细胞凋亡的影响

Fig.3 Flow cytometry to observe the effect of different concentrations of TSA on apoptosis of colon cancer HT29 cells

2.4 Western blot检测 TSA对结肠癌 HT29细胞凋亡和自噬相

关蛋白表达的影响

为进一步研究 TSA对结肠癌 HT29细胞凋亡和自噬的影

响，采用Western blot检测上述对照组及不同浓度 TSA处理组

细胞中凋亡和自噬相关蛋白的表达。结果表明，与对照组相比，

TSA处理能够显著上调结肠癌 HT29细胞中 Ku70的乙酰化水

平和促凋亡和自噬蛋白 Caspase3、Bax、LC3和 Beclin1的表达，

并下调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达。差异有统计学意义（*P<0.05，
**P<0.01），见图 4。

3 讨论

结直肠癌是全球最常见的高发于中老年人群的恶性肿瘤

之一[8,9]。最新研究报道近年来我国结肠癌发病率和死亡率逐年

上升，严重威胁人民健康，其中生活方式、吸烟、饮酒、缺乏体育

锻炼、家族病史、慢性炎症和微生物群体紊乱或功能异常是导

致结直肠癌发生的重要危险因素。目前，临床上针对结直肠癌

的治疗手段主要为手术切除结合放化疗[10-12]。然而，由于肿瘤细

胞较高的侵袭转移性能、个体差异以及药物靶向性较差等综合
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因素，导致临床上患者出现较高的放化疗耐受，严重降低患者

的有效治愈率并缩短患者生存期。因此，寻找靶向结肠癌的治

疗策略和靶点是临床上有效降低患者死亡率，延长其生存期的

重要难题[13]。

近年来组蛋白去乙酰化酶（Histone Deacetyla, HDAC）抑制

剂对恶性肿瘤的治疗作用在体内、外研究中均得到证实[14]。研

究表明 HDACI能够促进中枢神经系统肿瘤、乳腺癌、肺癌、卵

巢癌和膀胱癌等多种恶性肿瘤细胞的凋亡、抑制细胞增殖并导

致周期阻滞。新型 HDAC抑制剂在小剂量、低浓度情况下可诱

导肿瘤细胞分化、选择性凋亡，对正常细胞无毒性，且其抗肿瘤

谱广，具有较大的临床抗癌潜力[15-18]。曲古霉素 A（Trichostati-

nA, TSA）是由抗真菌药物衍生而来的一种活性作用强的

（HDAC）非竞争性抑制剂，可作用于第 I、Ⅱ类 HDA，属于广谱

HDACI。近年来大量研究证实它对多种组织来源的恶性肿瘤细

胞均表现出较强的抗癌活性[19,20]。Ku70是经典的 DNA损伤修

复和抗凋亡分子，既参与 DNA 双链断链（DSBs）损伤修复过

程，同时能够结合促凋亡蛋白 BAX形成 Ku70-BAX异二聚

体，抑制其从胞质向线粒体的转位，从而发挥抗凋亡作用[21-24]。

研究报道 Ku70介导的肿瘤细胞 DNA修复功能的增强可导致

其对放化疗抵抗而影响疗效，而其抗凋亡作用可以通过降低肿

瘤细胞对放化疗的敏感性而导致治疗失败[25,26]。此外，研究发现

Ku70蛋白乙酰化已被证实是多种药物诱导凋亡的机制之一，

包括 HDACI和强效的表皮生长因子酪氨酸激酶选择性抑制剂

吉非替尼 Gefitinib等[27]。Ku70含有多个带正电的赖氨酸位点，

能够被乙酰转移酶乙酰化释放出结合的前凋亡蛋白 Bax进而

诱导细胞凋亡和自噬[28-30]，提示 Ku70有望成为临床抗肿瘤治

疗的潜在靶点。然而尽管 Ku70在肿瘤发生发展进程中的生物

学获悉和功能日益凸显，但目前关于 Ku70对结肠癌细胞增

殖、凋亡及自噬能力的影响及其作用机制尚未见报道。深入研

究 Ku70与结肠癌发生发展的关系，探究上调其乙酰化水平对

结肠癌细胞活力、增殖能力以及凋亡和自噬的影响，为临床翻

译后修饰角度揭示靶向 Ku70发挥抗结肠癌治疗的新路径和

新靶点。

本研究通过采用 TSA处理结肠癌 HT29细胞，观察 TSA

处理对上述结肠癌 HT29细胞中 Ku70蛋白的乙酰化修饰水平

以及细胞活力、增殖能力、凋亡和自噬能力的影响。结果表明

TSA可显著抑制结肠癌 HT29细胞的活力和增殖能力，且其抑

制作用呈时间和浓度依赖性；采用流式细胞术观察 TSA对结

肠癌 HT29细胞凋亡的影响，结果表明 TSA可明显促进结肠癌

HT29细胞的凋亡，且其促凋亡作用呈浓度依赖性。此外，采用

Western blot进一步证实 TSA可显著上调结肠癌 HT29细胞中

Ku70蛋白的乙酰化水平，并上调促凋亡蛋白和自噬相关蛋白

Caspase3、Bax、LC3和 Beclin1的表达，同时下调抗凋亡蛋白

Bcl-2的表达。上述研究结果表明，组蛋白去乙酰化酶抑制剂

TSA通过上调结肠癌 HT29细胞中 Ku70的乙酰化水平进而抑

制细胞活力和增殖能力，同时大大促进细胞发生凋亡和自噬，

进而发挥较强的抑癌作用，为从翻译后修饰角度阐明并解释其

抑癌作用和机制提供了重要的理论基础和实验依据，同时为临

床结肠癌治疗提供潜在的治疗靶点。
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