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组蛋白乙酷化在二烯丙基二硫诱导

MGC803 细胞分化中的作用

向妹霖肖晓岚苏琦*赵洁黄琛解娜周秀田董琳

(南华大学肿瘤研究所，衡阳 421001)

摘要 探讨二烯丙基二硫(DADS)诱导人胃癌MGC803细胞分化过程中纽蛋白乙眈化状态的

改变情况。运用形态学方法及成瘤实验观察 DADS 诱导 MGC803 细胞分化，应用 Western 印边观

察DADS诱导MGC803 细胞分化与其调控细胞组蛋白乙眈化水平和相关 p21WAF1 的关系。形态学观

察结果显示 ， 30 mg/L DADS 处理 MGC803 细胞 24h后，细胞异型性明显减少，且经裸鼠成瘤实

验证实，处理后的细胞均未在裸鼠体内形成肿瘤， Western 印迹显示， 30 mg/L DADS 处理细胞

12 h 后，其组蛋白 H3 乙眈化程度明显升高，与未处理组比较增加了 38 % (P<O.05); H4 乙眈化程
度元明显改变。用 15 、 30 、 60 mg/L DADS 处理细胞 12 、 24 h 后， p21 WAFl 均较对照纽升高，以

30mg且 DADS 处理 24 h 升高最显著。研究结果表明， DADS 可诱导 MGC803 细胞分化，其作用

可能与增加核组蛋白乙眈化水平及 p21WAF1 表达有关。

关键词 二烯丙基二硫;胃肿瘤 ; MGC803 细胞:组蛋白乙酷化; p21 wAF1 

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，尤其在我国的

发病率和死亡率仍居首位[IJ 。并且，传统的手术治

疗、放射治疗、化疗治疗等疗效较差， 5 年生存

率很低。发育生物学的观点认为，细胞增殖失控、

分化障碍和|凋亡受阻是肿瘤细胞重要的生物学特

征。通过民导肿瘤细胞向良性或正常细胞分化，从

而达到治疗肿瘤的目的，己经成为肿瘤生物学研究

中的前沿热门课题。口前，大蒜及其烯丙基硫化物

抗癌作用的研究日益被受关注[2J。实验证明，二烯

内基二二硫(dially1 disu1fide, DADS)作为大蒜的主要有

效成分烯丙基硫化物之一，对各种化学致癌物诱发

的乳腺癌、结肠店、肺癌、膀肮癌、肝癌、前列

腺癌及白血病有明显的抑制作用[3J 0 本实验室先前的

研究表明， DADS pJ在体外抑制人胃癌 MGC803 细

胞的增殖，通过抑制 ERK1~性，下调癌基因 c-fos

和 c-jun 表达水平，从而抑制 ERK/ AP-1 通路，并

可阻滞细胞周期在 G/M 期，与增强 p38 激酶活性，

F调 Cdc25C 磷酸酶的表达[时]。研究证实， DADS 

作为平中天然高效低毒的治疗药物可通过增加组蛋

白乙酷化诱导鼠肝细胞癌和鼠红臼血病DS19细胞分

化[8.9J 。本文在先前研究的基础上，观察 DADS 处

理人胃癌 MGC803 细胞后，其形态学的改变、成

瘤性及组蛋白乙眈化水平和 p21 WAF1 的表达情况，进

'步探讨 DADS 对体外生长的 MGC803 细胞抑制和

诱导分化的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1药品及试剂 DADS 为Fluka 公司产品，药

物配置见参考文献[71 0 r酸饷购白美国 Sigma 公司。

RPMI1640 培养液均为 Gibco 公司产品。 SDS- 聚丙

烯酷肢凝胶电泳低分子量标准蛋白质、 p21 WAF1 鼠单

克隆抗体购于丽欣生物技术有限公司。乙眈化 H3 ，

H4 兔多克隆抗体、 ECL 发光检测试剂盒、 BCA 蛋

白定量试剂盒分别购白美国 Upstate Biotechno1ogy公

司、 Santa Cruz 公司和 Pierce 公司，相应抗煎及抗

兔的二抗、 PVDF 膜及新生牛血清分别购自深圳晶

美和杭州四季青生物工程公司。

1.1.2 肿瘤细胞株和实验动物 MGC803 细胞(山

东师范大学生物系建系，为人胃低分化敬液腺癌，

从中南大学细胞中心引进)用含 10% 新生牛血清的

RPMI-1640 培养液(加青霉素 1x105 U/L 和链霉素

收稿口期: 2005-06-15 接受日期 2006-08-11
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lx105 U/L) ，在 37 'C ，含 5% 的 COz 恒温培养箱内

培养。 8 只 BALB/C 裸鼠购自中科院上海实验动物

中心，雄性， 3-4 周，体重 13-16 g ，动物质量

合格证号为 SCXK(护)2003-0003。裸鼠在层流架内

带盖鼠盒中饲养(符合 SPF 环境)，购回饲养 I 周后

用于实验。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及分纽 细胞分为未处理对照组，

DADS 分 15 mg/L 、 30 mg/L 和 60 mg/L 三个浓度

组， 5 mmol/L丁酸铀组及 30 mglL DADS 加 5 mmoll 

L 丁酸铀共同处理组。

1.2.2 形态学观察 倒置显微镜对活细胞接触处理

因素前后细胞形态学及生长状况的变化进行动态观

察。 6 孔培养板中预先放入洗净消毒的盖玻片，取

对数生长期 MGC803 细胞， 0.25% Ð夷蛋白酶消化制

成单细胞悬液，调整细胞浓度接种于培养板中，细

胞贴壁 6h 后加入处理因素并设未处理对照、丁酸

铀阳性对照和 DADS 处理组，继续培养 24 h。取

出长有细胞的盖玻片， PBS 洗 3 次， 95% 乙醇固定

30 min , PBS 洗 3 次， HE 染色于镜下观察细胞形

态学的改变。

1.2.3 裸鼠成瘤实验 分别取对数生长期的未经药

物处理和经DADS 处理 24h 的 MGC803 细胞， 0.25% 

膜蛋白酶消化制成单细胞悬液，台盼蓝拒染法记数

活细胞数占 95 %以上，将细胞密度调至 lxl07 个/

ml , 8 只裸鼠分成两组，对照组接种未经 DADS 处

理的 MGC803 细胞，处理组接种经 30 mg/L DADS 

处理 24 h 后的 MGC803 细胞，每只裸鼠取 0.2ml 细

胞悬液接种于右大腿背侧皮下，观察移植瘤形成的

时间及大小，接种后 35 天结束实验。

1.2.4细胞蛋白提取 收集细胞时，先用离心法

收集悬浮在培养基中的细胞，贴在瓶壁的细胞先以

预冷的 PBS 洗 3 次，尽量吸尽残留的 PBS ，再加

入适量的去污裂解缓冲液(0.01 mol/L NaCl 、 0.01

mol/L Tris-HCl pH 7.6 、 0.001 mollL EDTA pH 8.0 、

1μg/ml 抑蛋白酶肤、 100μg/ml PMSF)于 4 'C裂解

30 min，用细胞刮匙刮下巳裂解细胞，转移到相对

应己收集有培养基中悬汗细胞的 eppendorf管中，再

于 4 'C裂解 30 min , 12 000 r/min 离心 10 min，吸

出上清液，即为细胞总蛋白。

1.2.5 SDS-PAGE 按常规配置分离胶为 12 %，积

层胶为 5 %，交联度 2.6 %，胶厚度为 1 mmo BCA 

蛋白定量试剂盒将各组蛋白质进行蛋白质定量，调

·研究论文·

节每份样品浓度，以每孔 30μg 的蛋白质量 t样，

样品加入1/4 体积的 5xSDS 加样缓冲液， I弗水煮沸

8 min，将低分子量标准蛋白质和各组不同样本蛋白

质→起上样。应用不连续缓冲系统进行垂直板电

泳，待澳芬指示剂距胶底部约 1 cm 处，电泳完

毕。电泳后的胶作考马斯亮蓝 R-250 染色 2 h ，然

后用脱色液褪至胶的本底无色为止。胶染完色用凝

胶照相软件 UVIMAP 扫描。

1.2.6 Wes tern 印迹分析 观察丁酸铀与不同浓度

DADS 处理 MGC803 细胞 3 h 、 6 h 、 12 h 、 24 h 

后，组蛋白 H3 ， H4 乙酷化程度及 p21 WAFl 改变情

况，实验重复 3 次。各组样本蛋白质经 12% SDS

PAGE 后(过程同前)，将蛋白质转到 PVDF膜上，膜

用 5% 脱脂牛奶封闭，随后加入相应的-抗、二抗

温育，用 ECL 发光法检测不同蛋白质表达，薄层

扫描仪(日本岛津制作所，型号 CS-930)测定印迹区

带的光密度值。

1.2.7 统计学处理 SPSSI0.0统计软件包进行数据

处理，数据比较采用 t 检验，率的比较采用 χ2 检

验，确定 P<0.05 为差异有显著性。

2 结果

2.1 DADS 处理人胃癌 MGC803 细胞的形态学

变化

倒置和光学显微镜观察发现，未处理 MGC803

细胞呈多角型、圆型，边缘不清:细胞体积大，

胞浆相对少，细胞饱满而透亮:细胞核大且染色

深，核仁明显，有多个核仁:细胞紧贴瓶底密集

生长，甚至可叠层生长(图 lA)o 30 mg/L DADS 处

理 24 h 的细胞先发生皱缩，体积变小，随后部分

细胞变圈，浮起，余下贴壁的细胞与对照组相比，

胞浆更加丰富，细胞核变小，染色变淡，核仁数

量明显减少，核浆比例下降，细胞散在分布生长

(图 lB) 。

2.2 SDS-PAGE 

分别收集各组药物处理后的细胞蛋白，经BCA

蛋白定量后与 SDS-PAGE低分子量标准蛋白质一起

t样。经 SDS-PAGE (分离胶浓度为 12%) 示，

10-21 kDa 处均有明显的条带，而实验所需日的蛋

白 p21 WAF1 (21 kDa)、组蛋白 H3 ， H4 (分别为 17

kDa 、 10 kDa) ，均在此范围内。

2.3 裸鼠成瘤实验

整个实验过程中无小鼠逃逸，裸鼠饮水、进
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成瘤性，未经 DADS 处理的 MGC803 细胞接种至裸

鼠皮 F后，均在 7 天内形成肉眼可见的移植瘤且移

植瘤生长迅速， I而体外经 DADS 处理的 MGC803 细

胞接种至裸鼠皮下后，未见皮 F移植瘤形成。结果

提示， DADS 作为号种天然高效低毒的诱导分化剂

对人目低分化有液腺癌 MGC803 细胞具有明显的诱

导分化作用。

研究表明，染色质重塑在基因转录调控中起着

重要作用，而j组蛋白乙酌化、去乙酷化修饰是影响

染色质重塑的重要国素。 Allfrey 等[14J 早在 1964 年就

发现，核心组蛋白乙航化与基因转录活性呈正相

关。组蛋白乙酌化状态取决于组蛋白L毗基转移酶

(histone acetyl-transferase, HAT)与组蛋白去乙酷化酶

(histone deacetylase, HDAC)之间的活性竞争[15] 0 核

小体核心组蛋白，主要是 H3 和 H4 碱性N端的多个

赖氨酸残基，是民l 逆乙酷化参与调节基因转录的靶

位点。 HDAC 可移去组蛋白 H3 ， H4 赖氨酸残基上

的乙酷基， f吏带'正电荷的赖氨酸残基暴露，带正电

荷的赖氨酸残基与DNA之间的相互作用可限制核小

体在 DNA 仁的移动，使启动子不易接近转录调控元

件。因此，抑制转录 HDAC 异常结合到特定的启

动子匠，从而抑制正常功能基因的转录可能是恶性

肿瘤发生的机制之 4。近年来， HDAC 抑制剂的发

现如 J酸(BA)及其同类，为恶性肿瘤提供了新的治

疗途径。

许多的昕究证实了组蛋白乙酷化状态与胃肠道

肿瘤的发生密切相关。 Choi 等[16]通过对人胃癌组织

和正常组织 HDAC-l 表达水平的对照研究发现，

HDAC-I 在目暗的发生中可能具有耳主要作用，类似

的研究支持以上观点[17、 18]。我们在研究 DADS 体外

民导人目癌 MGC803 细胞分化时也发现，当 30 mg/L 

DADS 处理细胞 12 h 后，其乙酷化 H3 组蛋白的效

果与 5 mmol/L 丁酸讷相似，是未处理对照组的

1. 38 倍:相对_Lj H3 来说，细胞细蛋白 H4 乙眈化

程度在加入 DADS 处理因素后，仅在 DADS 浓度为

60 mg/L 处理 12 h 时有硝增加。本实验j正发现，

DADSr可增强HDAC抑制剂丁酸铀乙酌化MGC803细

胞组蛋白的作用，表现为两药合用时组蛋白 H3 ，

H4 乙酷化水平分别比单用丁酸饷时增加了 18% 和

5% 。

m蛋白乙毗化是大部分细胞系中 p21 WAF1基因调

节的主要机制。 Shin 等l凹 I Hl HDAC 抑制剂I酸盐豆豆

TSA 分别下预 8 种胃癌细胞系JrillE实了组蛋白去乙

默化是胃癌细胞系中 p21 WAF1 失活的主要机制。关于

组蛋白乙酌化与 p21WAF1 基休|表达的关系，许多研究

涉及到HDAC抑制剂可诱导 p21 WAF1 墓因转习生活性增

加[肌叫。本研究结果证实，不同浓度 DADS 处理细

胞 12 、 24 h 后， p21 wAF1 的表达与未处理对照组比

较都有升高，这种升高程度在 DADS 浓度为 30 mg/L 

时最明显，分别比未处理对照组增加了 34.6% 和

60.8%; 提高 DADS 浓度至 60 mg/L fl寸， p21 wAF1 的

表达非但没有升高反而开始 F降，只比空白对照组

增加了 20.3% 和 42.4%。

p21 WAF1 是 p53 的一个 t，'游基因，属 CDKl 族，

可抑制 cyclin/CDK 复合物洁性阻滞细胞周期。近年

来许多研究表明 p21 WAF1 参与了 GiM 期的调控[2阳l 。

本实验宰先前的研究证实了 DADS 时将体外培养的

MGC803 细胞阻滞在 G2/M 期 l坷，这与本研究结果

DADS 明显增加 MGC803 细胞 p21 WAFI 表达一致。

综上所述， DADS 岗导 MGC803 细胞分化的分

子机制可能是通过增加细胞核组蛋白乙酷化水平，

引起 p21WAFl表达仁调，从而将细胞阻滞在周期 GiM

期未完成的。
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Role of Histone Acetylation in the Differentiation Induced by 
Diallyl Disulfide in Gastr:ic Cancer 岛1GC803 Cells 

Shu-Lin Xiang, Xiao-Lan Xiao, Qi Su飞 Jie Zhao, Chen Huang, Na Xie, Xiu-Tian Zhou, Lin Dong 
(Cancer Research lnstitute, Nanhua University, Hengyang, 421001 , China) 

Abstract We previously reported that diallyl disulfide (DADS) could significantly induce the differentiation 

in human gastric cancer MGC803 cells. In this study, we further investigated the change of histone acetylation level 

and the expression of p21 WAFI in the differentiation induced by DADS in MGC803 cells in vitro. Experiment were 

divided into six groups: untreated group, treated group with 5 mmoVL sodium butyrate, treated groups with 15 , 30, 

60 mglL DADS and treated group with 5 mmollL SB+30 mglL DADS. After treated with 30 mglL DADS for 24h in 

vitro, 0.2 ml including 1 x 107 MGC803 cells were implanted into subcutaneous side in BALB/C nude mice. Mo叩ho

logical changes were examined under light microscopy. Expression of acetylated histone H3 , H4 and p21 WAFI were 

detected by Western blo t. The results showed that MGC803 cells after 24 h treated with 30 mg/L DADS were 

fusiform multiplication, volume shrink, enlarged cytoplasm, dirninished nucleus, descend karyoplasmic ratio, karyotin 

thinningz, decreased nucleoli and atypia reduced. The formation of xenograft tumor was not found. The acetylation 

level of histone H3 in MGC803 cells was elevated after treated by 30 mglL DADS for 12 h, and the effect was higher 

38 % than untreated cells (P<O.O日， and acetylation H4 did not changed. At the same time, the expression ofp21 WAFI 

also was increaser after treated by 15 , 30, 60 mglL DADS , and treated by 30 mg/L DADS was higher 34.6% and 

60.8% than untreated at 12 h and 24 h, respectively. It is suggested that the differentiation of MGC803 cells induced 

by DADS possibly involved in increase of histone acetylation and expression of p21 WAFI. 

Key words diallyl disulfide; gastric cancer; 岛1GC803 cells; histone acetylation; p21 WAFI 
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