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NDGA 上调宫颈癌 SiHa 细胞 p27 和 p53 的表达
高 鹏管 蕾 霍斐郑杰 *

(东南大学医学院病理与病理生理学系，南京 2 10009)
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去甲二氢愈创木酸(nordihydroguaiaretic acid , 

NDGA)是脂氧合酶非特异性抑制剂，近年来发现NDGA

及其衍生物具有抗病毒和抗肿瘤作用 [1-3 ] 。 我们先前

发现NDGA 能通过促进组蛋白 H3 乙酌化上调 p21 表

达的方式将宫颈癌 SiHa 细胞抑制于 G 1 期间 。 在此基

础上，我们进一步探索了 NDGA对其他调节 G/S 期转

换关键因素 : p27 和 p53 的影响 。

NDGA 贮存液:取适量 NDGA ( Sigma)溶于

DMSO， 至终浓度为 50 mmol/L，这样可以保证添加

到培养基后的 DMSO 含量不超过 0.2%。溶液装于

棕色玻璃瓶中于 4 .C保存，整个操作注意避光。

~ 细胞培养:人乳头瘤病毒 -16(human papillo-

mavirus-16, HPV-16)阳性宫颈癌 SiHa 细胞用含 10%

小牛血清、 100 U/ml 青霉素和 100 mg/l 链霉素的

DMEM 高糖培养基(lnvitrogen)于 37 .C 、 5% CO2 培
养箱中培养。

RT-PCR: 用RNAiso Plus(TaKaRa)提取不同浓度

药物作用 72h后的 SiHa细胞的总 RNA， 以此RNA逆

转录得到的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增， 引物序列

见表 I ， GAPDH 为内参，所有引物由南京金斯瑞公司

合成 。 三种基因的扩增体系及程序相同 ， 按 以下程

序扩增 30 个循环: 94 .C , 40 s; 56 .C ,40 s; 72 .C , 40 s 。

取适量 PCR 产物于 1.5% 琼脂糖凝胶上电泳，电泳后

在扫胶仪上拍照。 用 Gel-Pro4 软件对电泳条带光密

度值进行半定量分析 。

蛋白质免疫印迹法: 设四组，分别为 20μmollL 、

60μmol/L 和 100μmol/L NDGA 处理组和不加药的

对照组。 培养 72h 后提取总核蛋白 ， BCA 法进行蛋

白定量。 取 40μg 核蛋白于 10% SDS-PAGE 胶上电

泳， 将蛋白转至 PVDF膜，封闭液[含 1% 牛血清白蛋

白的 TBST(1 0 mmol/L Tris-HCI pH7.5, 150 mmol/L 

NaCl, 0.05% Tween-20)]室温封闭 4h 后加入 1: 1000 

稀释的兔抗人 p53 (Phospho-Ser33 )或兔抗人 p27Kip l

(Phospho-Thr 187)(SAB), 4 .C反应过夜。 0.1 % TBST 

漂洗 3 次，每次 15 min 。 加入 O.I% TBST稀释(1 :5000)

的羊抗兔 IgG-HRP(Santa Cruz) ， 室温作用 2h， 0 . 1 %

TBST 充分漂洗 3 次，每次 15 min 。 加 ECL 显色液，

于柯达活体成像仪中曝光 5 min 后拍照 。 目的蛋 白

的表达强度以目的条带 /ß-actin 亮度比值表示。

染色质免疫沉淀(chromatin immunoprecipitation, 

ChIP) : 设三组，分别为 80μmollL NDGA 处理组， 300

μmollL 曲古菌素 A(trichostatin A , TSA)(Sigma)处理

组和不加药的对照组。 TSA 是常用的组蛋白去乙酷

化酶抑制剂(histone deacetylase inhibitor, HDACi) ， 能

显著促进组蛋白的乙酌化，作为阳性对照。 细胞培

养 72h 后加 1% 甲醒交联蛋白质和 DNA，提取基因

组 DNA，超声处理将 DNA 断裂成约 600 bp 的片段，

用兔抗人 Ac-Histone H3 (Lys 9114)(Santa Cruz)沉淀，

后续步骤参照 ChIP 试剂盒(碧云天) 。 用于 PCR 的

上下游引物(5'→3' )分别为TGG AGA AGC ACT GCA 

GAGAC 和] GCG TGT CCT CAG AGT TAG CC。同

时， 以超声断裂但未沉淀的 DNA(lnput DNA)检测

ChIP 效率，正常兔血清处理组为阴性对照。以所得

DNA 为模板按以下程序扩增 30个循环 : 94.C , 1 rnin; 

56 .C , 1 rnin; 72 .C , 1 min o 取适量产物于 1. 5% 琼脂

糖凝胶上电泳，电泳后在扫胶仪上拍照 。

统计学方法:数据结果用(王土s)表示，全部数据用

SPSSI6.0统计软件分析，组间均数比较采用单因素方

差分析， P<0 . 05 为差异有显著性 。
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Table 1 

Product length(bp) 

165 

130 

Primer seq uences and product sizes 

Primer sequences (5' • 3') 

Forward: CCG ACG ATT CTT CTA CTC 

Reverse: CTG A T A AAC AAG GAA ACA T A 

Forward:GAC CCA GAA AGT T AC CAC AG 

Reverse: CA T AAA TCC CGA AAA GCA AAG 

Forward: ACC ACA GTC CA T GCC A TC AC 

Reverse: TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA 

Genes 

p27 

HPV- J6 E6 

450 GAPDH 

p27 

ß-actil1 

(B) 
p27 

GAPDH 
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Input DNA Ac-histone H3 (Lys 9/ 14) Normal rabbi t serum 

Fig.l E ffects of NDGA on expression of p27 and histone H3 acetylation within p27 promoter 

A: effect of NDGA on p27 mRNA by RT-PCR. The relative levels of mRNA were normali zed with GAPDH; B: effect of NDGA on p27 protein 

by Western blot. The re lative levels of protein were norma li zed with ß-act in ; C: effect of NDGA on histone H3 acetylation with in p27 

promoter by ChIP-PCR. *P<0.05 , relat ive to contro l. 

TSA 

NDGA及其衍生物是有潜力的抗肿瘤药物， 然而

这类药物的作用机制并未完全搞清楚。 NDGA 处理

细胞的一个典型特征就是 G 1 期阻滞，我们先前发现
NDGA通过促进启动子区域组蛋白H3乙酷化上调p21

的表达是其潜在的效应机制[41 。 在本研究中，我们发

现 NDGA 对另外两个关键的细胞周期调节蛋白 p27

和 p53 的蛋白水平均有上调效应， 提示NDGA介导的

SiHa 细胞 G 1 期阻滞是多种因素共同作用的结果 。

与通过促进启动子区域组蛋白H3的乙酷化水平

上调 p2 1 表达不同， NDGA 对 p27 没有该作用，这表

明其他机制可能参与了 NDGA 介导的 p27 转录上

调 。 值得注意的是， NDGA 对 p27 蛋白水平的上调

效应要比转录显著的多，这暗示NDGA可能通过抑制

p27 的降解来上调 p27 蛋白水平 。 文献[5 ]报道 ， p 2 7 

的蛋白水平主要由蛋白酶体介导的降解控制，在该过

N副主A对 p27表达及其启动子区域组蛋白H3的影晌

NDGA 处理能上调 p27 的转录水平(图 lA)和蛋

白水平(图 lB) 。 然而，相对于转录， NDGA 对 p27 蛋

白水平的上调效应更显著且呈剂量依赖性。 ChIP

结果表明 NDGA对 p27 启动子区域组蛋白 H3 的乙眈

化水平几乎没有影响(图 lC) 。 与此同时，我们也排

除了 NDGA对 p27 启动子中段及远端区域组蛋白 H3

乙酌化的影响(结果未显示) 。

NDGA 对 p53 和 HPV-16 E6 水平的影响

NDGA处理能上调SiHa细胞中p53 的蛋白水平(图

2A)，呈浓度依赖'性。 与阳性对照 AS203(5 阳nol/L)类似
(图2C)， NDGA处理也显著抑制HPV-16 E6的转录(图2B，

图 2C)，且呈浓度依赖性。 然而， TSA(300 nmol/L)没有

该效应(图 2C) 。
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Fig.2 Effects of NDGA on expression of p53 and HPV -16 E6 

A: effec t of NDGA on p27 protein by Western bl ot. The rel ative levels of protein were normali zed with ß-actin ; B: effect of NDGA on HPV-

16 E6 mRNA by RT-PCR; C: e ffec t of di ffe rent drugs on HPV-1 6 E6 mRNA by RT-PCR. *P<0 .05 , relati ve to contro l. 

程中细胞周期素依赖性激酶2(cyclin-dependent kinase 

2 , CDK2)介导 p27 在 Thr1 87 位点的磷酸、化，磷酸化

的 p27 随后与泛素连接酶 Skp2(S-phase kinase- a s so­

ciated protein 勾结合，而 Skp2 过表达是 p27 在肿瘤中

蛋白水平低的重要原因[71 ， NDGA 是否对 Skp2 以及

CDK2 介导的磷酸化有抑制效应仍有待研究。

p53 是重要的细胞周期调节蛋白 ， 超过 50% 的人

类肿瘤中发现有 p5 3 功能失活 。 p53 功能失活的方

式有多种，例如 p53 基因突变失活、被 DNA 肿瘤病

毒蛋白失活 、 被 Mdm2 蛋白抑制和 p53 蛋白的误位

等 。 SiHa 细胞是 p53 野生型细胞， 它的 p53 失活是

通过 SiHa 细胞表达的 HPV-16 E6 所致[8] 0 以往的文

献川显示NDGA衍生物， 如 3-0-Methyl-NDGA能通过

抑制HPV-16 E6来稳定p53 。 我们发现NDGA对HPV-

16 E6 也具有该效应。 实验中，我们用 As20) 作为阳

性对照，因为 As20) 能显著抑制 HPV-16 癌基因的表

达[9] 0 我们也发现 300 nmol/L 的 TSA 对 HPV-16 E6 

转录几乎没有影响，这提示 NDGA 对 HPV-16 E6 的

抑制效应与其对组蛋白的乙酌化调节无关，具体机制

有待研究 。

终上所述， NDGA可通过上调p27和p53阻滞SiHa

的细胞周期于 G1 期，而 p53 的上调可能与 NDGA抑制

HPV-16 E6转录有关。
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NDGA Up-regulates the Expression of p27 and p53 in Cervical Cancer 

SiHa Cells 

Peng Gao, Lei Guan, Fei Zhai, Jie Zheng* 

(Department of Pathology and Pathophysiology, School of Medical Science, Southeast Universi秒" Nanjing 210009, China) 

Abstract Our previous study showed that nordihydroguaiaretic acid (NDGA) treatment leads to cell cycle 

arrest at G, for elevated p21 which is mediated by elevated level of histone H3 acetylation in cervical cancer SiHa 

cells. Here, we further detected the effect of NDGA on two other cell cycle regulators: p27 and p53. Results showed 

that NDGA could up-regulate p27 both at transcription and protein levels , however, NDGA had no effect on acety­

lation level of histone H3 associated with p27 promoter. NDGA also up-regulated p53 protein level by inhibiting 

transcription of HPV-16 E6. These results suggest that NDGA can arrest cervical cancer cells at G, relating to up­

regulating p27 and p53 levels, and the latter is associated with the inhibitory e旺'ect of NDGA on HPV-16 E6. 

Key words nordihydroguaiaretic acid (NDGA); cervical cancer; p27; p53 ; HPV 
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