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增殖和凋亡的作用及其机制
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摘要      观察曲古抑菌素A(TSA)对骨肉瘤细胞株143B增殖及凋亡的作用, 并探讨其机制。

TSA与p38抑制剂(SB203580, 3 μmol/L)及JNK抑制剂(SP600125, 0.5 μmol/L)单独或同时处理143B
细胞, 分别以MTT、台盼蓝染色、流式细胞术和JC-1(测定线粒体跨膜电位)法检测TSA对143B细
胞的增殖、存活、周期以及凋亡的影响。应用RT-PCR、Western blot检测Bax、Bcl-2、p38/JNK表达。

结果显示，TSA能够以时间和剂量依赖方式抑制143B细胞增殖, 使细胞周期阻滞于G0/G1与G2/M期, 
并能诱导143B细胞凋亡, 引起线粒体膜电位降低, 促凋亡蛋白Bax表达上调, 抑凋亡蛋白Bcl-2表达

下调, 同时使p38/JNK活化增加。p38/JNK抑制剂则能逆转TSA对Bax/Bcl-2的上调及抑制作用。研

究结果揭示，TSA可以时间剂量依赖方式抑制143B细胞增殖, 阻滞细胞周期, 诱导细胞凋亡; 其诱

导细胞凋亡的机制可能与活化MAPK通路中p38和JNK的活性从而激发线粒体凋亡通路有关。
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Abstract       This paper studied the effects of Trichostatin A (TSA) on the proliferation and apoptosis of os-
teosarcoma cell line143B and its potential mechanisms. 143B cells were treated with indicated doses of TSA in the 
presence or absence of p38 inhibitor (SB203580, 3 μmol/L) and JNK inhibitor (SP600125, 0.5 μmol/L), and then 
the proliferation activity of cell line was determined with MTT assay and trypan blue staining. Cell apoptotic and 
cell cycle were observed by flow cytometry. The mitochondrial membrane potential detection was observed with 
JC-1 assay. The expression levels of Bax, Bcl-2, p38/JNK were determined by RT-PCR and Western blot. The re-
sults showed that TSA could significantly suppress the proliferation of 143B in a time- and dose-dependent manner 
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with MTT/trypan blue staining analysis. The apoptotic rate was increased with TSA treatment, and the cell cycle 
arrest was observed (staying in G0/G1 and G2/M), and the decrease of mitochondrial membrane potential detection 
was also visible. RT-PCR and Western blot showed that the expressions of Bax, Bcl-2 and p38/JNK were increased. 
p38/JNK inhibitors could reverse the effects of TSA on the expression level of Bax/Bcl-2. These data demonstrated 
that TSA could inhibit the proliferation of 143B cell in a time- and dose-dependent manner. TSA cloud also induce 
apoptosis and cell cycle arrest of 143B with different concentrations. The mechanisms of TSA induced apoptosis 
may attribute to the stimulation of mitochondrial apoptosis pathway by activating p38/MAPK and JNK/MAPK 
pathways.
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骨肉瘤是最常见的恶性成骨性肿瘤之一。近

年来, 随着外科手术以及辅助化疗技术的进步和

发展, 骨肉瘤的治疗效果取得了不少进步, 但其预

后仍然较差, 有超过一半以上的病人发生转移且转

移病人的5年生存率<50%[1]。同其他恶性肿瘤一

样, 表观遗传学修饰在骨肉瘤的发生发展中发挥着

重要的作用。组蛋白的乙酰化修饰可以通过影响

DNA-组蛋白间的相互作用来改变染色质的结构, 
与基因的活化与沉默关系密切[2]。组蛋白的乙酰化

水平通过乙酰化转移酶(HATs)和去乙酰化转移酶

(HDACs)的可逆性调节维持着动态平衡, 精确地调

控着基因的转录和表达[3]。研究发现, 组蛋白的乙

酰化与细胞生长密切相关, 而组蛋白的低乙酰化出

现于结直肠癌、乳腺癌、卵巢癌等多种恶性肿瘤中, 
并且与转录抑制、细胞生长紊乱、细胞分化和凋亡

关系紧密[4]。

20世纪90年代以来, 越来越多的组蛋白去乙酰

化抑制剂(HDACIs)被发现和验证, 这些抑制剂可

用于逆转组蛋白乙酰化的促癌作用。曲古抑菌素

A(Trichostatin A, TSA), 是四大类组蛋白去乙酰化抑

制剂代表药物之一, 主要通过下调HDAC4表达来特

异性抑制HDAC的活性, 通过在纳摩尔的浓度水平

抑制组蛋白的乙酰化来阻断异常基因的募集, 从而

达到抗肿瘤的效应[5-6]。TSA的抗肿瘤效应在多种恶

性肿瘤中都得到了验证, 然而对骨肉瘤细胞的作用

国内外的研究却甚少。因此在本研究中, 旨在研究

和观察TSA对人类骨肉瘤细胞143B的增殖及其凋亡

的作用, 并探讨其机制。

1   材料与方法
1.1   材料及分组

1.1.1   药品和主要试剂      DMEM/高糖培养基(美国

Hyclone公司), 胎牛血清(美国Gibco公司), 曲古抑菌

素A(TSA, 美国Sigma公司), MTT试剂、DMSO(北京

Solarbio公司), RT-PCR及PCR相关试剂(大连TaKaRa
公司), 抗p-JNK、JNK、p-p38、p38、Bax、Bcl-2单
克隆抗体(美国Santa Cruz公司), Trizol(美国Invitro-
gen公司), 台盼蓝试剂盒、线粒体膜电位(JC-1)检测

试剂盒、p38/JNK抑制剂(江苏碧云天生物公司)。
1.1.2   实验分组      实验分25 ng/mL对照组(1组)、
25 ng/mL TSA实验组(2组)、50 ng/mL对照组(3组)
和50 ng/mL TSA实验组(4组)。1、3组为加入与相应

TSA实验组所用溶剂等量的DMSO。每次实验重复

3次。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人骨肉瘤细胞143B细胞(本实验

室保存), 以含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素/链霉

素的DMEM/高糖培养基, 于37 °C、5% CO2培养箱培

养。取生长良好的对数生长期细胞用于实验。

1.2.2   MTT法分析细胞增殖能力      取对数生长期

的143B细胞, 以2.5×104/mL接种于96孔细胞培养板中, 
培养6 h后, 改用加入不同浓度的TSA(10, 12.5, 25, 50, 
100, 200, 1 000, 2 000 ng/mL)的无血清培养基(空白组

仅加入相同体积的无血清培养基), 作用24, 48, 72 h。
每孔加入20 μL 5 mg/mL MTT, 继续培养4 h。每孔加

入150 μL DMSO溶液, 吹打混匀, 于酶标仪492 nm波

长处测吸光度值。按下列公式计算细胞生长抑制率

和IC50值: 
细胞生长抑制率=(1–实验组平均D值/空白组平

均D值)×100%
1.2.3   台盼蓝染色法分析细胞存活率      收集对照

组和处理组细胞(1、2、3、4组处理24 h), 用适量细

胞重悬液重悬细胞。吸取100 μL重悬细胞加入100 μL
台盼蓝染色液(2×), 轻轻混匀, 染色5 min, 注入血细
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胞计数板计数。每组计数500个细胞, 数出蓝色细胞

和细胞总数。按下列公式计算细胞存活率: 细胞存

活率=(细胞总数–蓝色细胞数)/细胞总数×100%。

1.2.4   流式细胞仪分析TSA对细胞周期和细胞凋亡

的影响       (1)细胞凋亡的检测。收集对照组和处

理组细胞(1、2、3、4组处理24 h), 重悬于Binding 
buffer中, 加荧光标记的Annexin V和PI染液, 室温、

避光孵育5 min。流式细胞仪进行结果检测。(2)细
胞周期的检测。收集细胞之后, 以70%冰无水乙醇/
PBS固定过夜, PBS洗涤一次, 加入400 μL溴化乙锭, 
100 μL RNase A, 4 °C避光孵育30 min。流式细胞仪

进行结果检测。

1.2.5   JC-1分析线粒体跨膜电位变化      JC-1是一种

广泛用于检测线粒体跨膜电位ΔΨm的理想荧光探

针。线粒体跨膜电位较高时, JC-1聚集在线粒体基

质中, 形成聚合物(J-aggregates), 产生红色荧光; 线
粒体跨膜电位较低时, JC-1不能聚集在线粒体的基

质中, 则产生绿色荧光。通过JC-1从红色荧光到绿

色荧光的转变可检测到细胞跨膜电位的下降, 并可

作为细胞凋亡的检测指标。按1、2、3、4组于六孔

培养板培养并处理细胞24 h后, 清洗两次, 加入1 mL细
胞培养液及1 mL JC-1染色工作液, 充分混匀, 放置于

细胞培养箱中, 37 °C孵育20 min。孵育结束后, 吸除

上清, 用JC-1染色缓冲液(1×)洗涤2次, 加入2 mL细
胞培养液。荧光显微镜或激光共聚焦显微镜下观察。

1.2.6   RT-PCR检测凋亡相关基因      细胞培养及药

物处理同前, 用Trizol试剂收集细胞总RNA, 抽提总

RNA之后, 逆转录(反应条件: 70 °C 1 h, 37 °C 5 min)
以合成cDNA。PCR反应扩增Bax、Bcl-2基因产物, 
反应条件: 95 °C预变性5 min; 95 °C变性30 s, (Bcl-2: 
53 °C; Bax: 52 °C; GADPH: 53 °C)退火30 s, 72 °C延
伸1 min, 循环30次。引物序列参照表1。扩增产物

进行2%琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像仪成像。

1.2.7   Western印迹法检测Bax、Bcl-2、p-p38、p38、
p-JNK、JNK      收集前述方法培养并处理的细胞, 

加入200 μL细胞裂解液(含磷酸化及蛋白酶抑制剂)。
冰上放置30 min。4 °C 12 000 r/min 离心25 min。取

上清液, 按4:1加入5×loading buffer, 沸水中煮8 min
使其变性, 经10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 湿
转, 37 °C封闭2 h, 用Bax(1:3 000)、Bcl-2(1:3 000)、
p38(1:500)、JNK(1:500)、p-p38(1:500)、p-JNK(1:500)、
β-actin(1:1 000)单克隆抗体于4 °C孵育过夜。TBST
洗膜3次, 再以相应二抗抗体37 °C孵育1 h, 电化学发

光法显影。

1.2.8   统计学分析      组间比较采用t检验, 以P<0.05
或P<0.01为差异有显著性。

2   结果
2.1   不同浓度TSA可抑制143B细胞的增殖及存活

通过MTT法检测TSA对143B细胞的增殖作用, 结
果显示: 143B细胞经不同浓度TSA作用24, 48, 72 h后, 
与空白组相比, TSA处理组以时间和剂量依赖方式抑

制143B细胞增殖(图1A)。通过台盼蓝染色法检测TSA
对143B细胞存活率的影响, 结果显示: 不同浓度的

TSA作用24 h后, 处理组细胞存活率与空白组相比有

明显的降低(图1B, P<0.05), IC50值=50 ng/mL。
2.2   不同浓度TSA可阻滞细胞周期转化进程并诱

导细胞凋亡

不同浓度TSA(25, 50 ng/mL)作用24 h后, 与其

相应对照组相比, 实验组中G0/G1期与G2/M期均有显

著的积累。因此, TSA不仅阻滞细胞周期由G0/G1期

向S期转化, 并且同时作用于G2/M期, 从而共同阻滞

细胞周期转化进程, 导致143B细胞周期的停止(图
2A、表2)。对其细胞凋亡的影响则表现在实验组中

细胞凋亡的数目明显增多(图2B, P<0.05)。
2.3   TSA可明显降低143B细胞线粒体跨膜电位

(ΔΨm)
实验结果显示, 不同浓度TSA(25, 50 ng/mL)作

用24 h后, 实验组中线粒体跨膜电位降低的细胞(绿
色荧光)明显多于对照组(图3), 说明TSA能够促进线

表1  引物序列

Table 1  Primer sequences
基因

Gene
上游序列(5′→3′)
Foword sequence (5′→3′)

下游序列(5′→3′)
Reverse sequence (5′→3′)

长度

Length

Bax CCC TTT TGC TTC AGG GTT TC TGT TAC TGT CCA GTT CGT CC 150 Kb

Bcl-2 GAG ACA GCC AGG AGA ATC A CCT GTG GAT GAC TGA GTA CC 128 Kb

GADPH CAG CGA CAC CCA CTC CTC TGA GGT CCA CCA CCC TGT 122 Kb
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表2  不同浓度TSA对143B细胞周期的影响(x
_
±s, n=3)

Table 2  Effects of TSA on 143B cell cycle in different concentrations (x
_
±s, n=3)

分组

Groups
G0/G1期(%)
G0/G1 (%)

G2/M期(%)
G2/M (%)

S期(%)
S (%)

1 31.74±3.22 3.35±3.36 65.29±3.40

2 39.93±2.72a 10.37±2.78a 56.29±2.28a

3 29.46±2.21 4.38±2.53 65.44±2.87

4 40.43±2.76a 19.08±2.19a 40.86±2.18a

aP<0.05, 与对照相比。
aP<0.05 compared with control group.

1: 25 ng/mL对照组; 2: 25 ng/mL TSA实验组; 3: 50 ng/mL对照组; 4: 50 ng/mL TSA实验组。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

1: 25 ng/mL control group; 2: 25 ng/mL TSA group; 3: 50 ng/mL control group; 4: 50 ng/mL TSA group. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.
图2  流式细胞仪检测不同浓度TSA对143B周期和凋亡的影响

Fig.2  Effects of TSA on cell cycle and apoptopic of 143B in different concentrations
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图1  TSA对143B的增殖及细胞存活的抑制作用

Fig.1  Inhibition of TSA on 143B cell proliferation and viability
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1: 25 ng/mL对照组; 2: 25 ng/mL TSA实验组; 3: 50 ng/mL对照组; 4: 50 ng/mL TSA实验组。

1: 25 ng/mL control group; 2: 25 ng/mL TSA group; 3: 50 ng/mL control group; 4: 50 ng/mL TSA group.
图3  TSA对线粒体膜电位的作用

Fig.3  Effects of TSA on mitochondrial membrane potential
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图4  TSA对Bax/Bcl-2的表达水平的影响

Fig.4  Effects of TSA on expression level of Bax/Bcl-2
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粒体跨膜电位的降低, 使细胞通过线粒体凋亡通路

进入凋亡进程。

2.4   TSA能够改变凋亡相关基因的表达水平

不同浓度TSA(25, 50 ng/mL)作用24 h后, 凋亡

相关基因的表达改变如下: 促凋亡基因Bax表达明

显上调, 而抑调亡基因Bcl-2则明显受到抑制(图4A, 

P<0.05)。Western blot法检测其蛋白水平表达变化, 
结果显示: 促凋亡蛋白Bax表达明显上调, 而抑调亡

蛋白Bcl-2表达则明显受到抑制(图4B, P<0.05)。
2.5   TSA能够上调143B细胞内p38/JNK表达水平

及其磷酸化水平

Western印迹法检测p38/JNK表达水平及其p38/

A: p38/JNK的蛋白表达水平; B: p-p38/p-JNK的蛋白表达水平。1: 25 ng/mL对照组; 2: 25 ng/mL TSA实验组; 3: 50 ng/mL对照组; 4: 50 ng/mL 
TSA实验组。*P<0.05, 与对照组相比。 
A: the protein expression level of p38/JNK; B: the protein expression level of p-p38/p-JNK;1: 25 ng/mL control group; 2: 25 ng/mL TSA group; 3: 50 ng/mL 
control group; 4: 50 ng/mL TSA group. *P<0.05 compared with control group.

图5  TSA对p38/p-p38以及JNK/p-JNK的表达水平的影响

Fig.5  Effects of TSA on expression levels of p38/p-p38 and JNK/p-JNK
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A: the protein expression level of Bax/Bcl-2 by TSA (25 mg/mL) cotreated with p38/JNK inhibitors; B: the protein expression level of Bax/Bcl-2 by 
TSA (50 mg/mL) cotreated with p38/JNK inhibitors. *P<0.05 compared with control group.

图6  p38/JNK抑制剂对TSA作用下Bax/Bcl-2表达水平的影响

Fig.6  Effects of TSA cotreated with p38/JNK inhibitors on expression level of Bax/Bcl-2
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JNK磷酸化水平变化, 结果显示: 与对照组相比, 经
不同浓度TSA处理24 h后, 实验组总p38及p-p38、总

JNK及p-JNK均有明显增加(图5, P<0.05), 说明TSA
对143B细胞的抑制增殖和诱导凋亡的作用有可能是

通过调节p38/MAPK及JNK/MAPK信号通路实现的。

2.6   p38及JNK抑制剂能够反转TSA所改变的凋

亡相关基因的表达水平

Western印迹法检测经p38抑制剂(SB203580, 
3 μmol/L)及JNK抑制剂(SB203580, 0.5 μmol/L)处理

后的Bax及Bcl-2表达水平变化, 结果显示: 经TSA与

SB203580及SB203580共同处理24 h后, 与未加抑制

剂处理的实验组相比, 其Bax及Bcl-2表达水平呈相

反变化(图6, P<0.05), 说明p38抑制剂及JNK抑制剂

能够逆转TSA对Bax/Bcl-2的上调及抑制作用, 反向

验证了TSA对143B细胞的抑制增殖和诱导凋亡的作

用有可能是通过调节p38/MAPK及JNK/MAPK信号

通路实现的。

3   讨论
染色质和核小体结构的改变在基因转录调控

中发挥着极为重要的作用。核小体中核心组蛋白的

N-端赖氨酸残基通过进行可逆的乙酰化修饰来削弱

/增强DNA与其的接触, 改变核小体与转录因子的结

合活性, 最终影响核小体的结构[7]。组蛋白的乙酰化

水平取决于乙酰化转移酶(HATs)和去乙酰化转移酶

(HDACs)的共同作用[8]。组蛋白的乙酰化和去乙酰

化通过改变染色质的结构来调节基因转录水平的活

性, 由于转录异常所导致的许多癌基因和抑癌基因

的异常表达则可导致肿瘤的发生, 因此推测组蛋白的

乙酰化可能与肿瘤的发生发展密切相关[9]。许多研

究表明, 编码乙酰化转移酶和去乙酰化转移酶的基因

的表达的改变与癌变相关, 并且去乙酰化转移酶的异

常募集与多种肿瘤的恶性程度联系密切[10], 因此去乙

酰化抑制剂(HDACIs)可以通过抑制HDACs活性, 提
高组蛋白乙酰化水平, 调节基因转录活性, 从而发挥

抗癌的作用[11]。

曲古抑菌素A(TSA)是HDACIs的代表药物, 源
自于链霉菌代谢产物, 最初作为抗真菌药物广泛

使用。后续研究发现, TSA可以其氧肟酸基团与

HDACs的锌离子相结合, 使HDACs失活[12]。TSA可

以提高多种抑癌转录因子的乙酰化水平, 也有许多

研究证明TSA能够抑制多种肿瘤细胞的生长并诱导

其凋亡[13], 但TSA对骨肉瘤细胞的抑癌效应的报道

仍较少。本研究首先通过MTT和台盼蓝染色法发现

TSA能够以时间、剂量依赖关系明显抑制骨肉瘤细

胞143B的增殖, 同时降低143B的24 h细胞存活率, 并
以此为依据确定了后续实验的药物浓度。由于细胞

凋亡程度与药物抗肿瘤的效应相关[14], 于是采用了

流式细胞仪对TSA诱导143B细胞的凋亡活性进行检

测, 结果证明TSA能够显著诱导其凋亡。同时, 观察

细胞周期的变化时发现, TSA作用后的143B细胞周期

G1/S期与G2/M期发生紊乱, 细胞周期被阻滞于G0/G1

期与G2/M期。G2期是细胞进行有丝分裂前的重要

准备间隙, 而G1期中晚期则是调节细胞周期得以正

确执行的重要时期, 也是药物等其他因素作用时的

关键点[15], 因此, TSA抑制细胞周期可能与其发挥抗

癌效应的机制相关。

许多研究表明, HDACIs能够通过线粒体通路诱

导肿瘤细胞的凋亡, 而其可能的机制是由于HDACIs
能够上调促凋亡基因并下调抑凋亡基因的表达, 从
而逆转细胞凋亡的平衡[16]。当某些凋亡诱导因素(如
促凋亡基因Bax)作用于线粒体跨膜电位并使之变化

时, 可导致线粒体膜通透性增大, 使细胞凋亡的启动

因子从线粒体内释放出来, 激活caspase-3, 导致细胞

凋亡[17]。而细胞内的Bax与Bcl-2往往成比例存在, 
Bax表达上调能够拮抗Bcl-2的抑凋亡效应[18]。亦有

研究证实p38/MAPK、JNK/MAPK与线粒体凋亡通

路相关[19], 活化的p38/MAPK、JNK/MAPK能够诱

导Bcl-2磷酸化, 使Bax表达上调, 激活线粒体凋亡

通路, 促使细胞凋亡[20-21]。本研究证实了以上说法: 
TSA通过活化p38/MAPK、JNK/MAPK信号通路, 使
Bax/Bcl-2分别受到上调及抑制, 作用于线粒体, 使线

粒体跨膜电位发生明显改变, 触发线粒体凋亡通路, 
从而诱导细胞凋亡, 并利用p38抑制剂(SB203580, 
3 μmol/L)及JNK抑制剂(SB203580, 0.5 μmol/L)对该

结论进行反向验证, 发现p38/JNK抑制剂能够逆转

TSA对Bax/Bcl-2的上调及抑制, 进一步说明TSA是

通过活化p38/MAPK、JNK/MAPK信号通路, 使Bax/
Bcl-2分别受到上调或抑制, 从而诱导细胞凋亡。

本研究发现了TSA对骨肉瘤细胞143B的抑制

增殖、诱导凋亡及阻滞细胞周期等抗肿瘤作用, 并
发现TSA诱导骨肉瘤细胞凋亡的机制与活化p38/
MAPK、JNK/MAPK信号通路有关, 使其可能成

为骨肉瘤临床治疗的新方向。然而需要指出的是, 
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TSA作为一种小分子化合物, 可能直接作用肿瘤细

胞异常激活的信号通路, 也可能作为去乙酰化酶抑

制剂通过调节组蛋白或其他蛋白的乙酰化状态, 间
接地改变肿瘤细胞中的异常信号通路。因此, TSA
对骨肉瘤抗癌作用的机制还需进一步研究和探讨。
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