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摘要：目的　研究组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素（ＴＳＡ）诱导结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６发生上皮间质转化（ＥＭＴ）的潜在
分子机制。方法　ＴＳＡ处理结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６，观察细胞形态变化；划痕实验观察细胞迁移侵袭能力的变化。实时定量
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＴ１１６细胞ＥＭＴ标志物以及Ｓｌｕｇ的表达情况。ｓｉＲＮＡ敲除Ｓｌｕｇ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＴ１１６细胞
ＥＭＴ标志物表达变化，以及细胞形态变化。结果　ＴＳＡ可以促进结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６的迁移能力，诱导 ＨＣＴ１１６细胞发生
ＥＭＴ转化，包括细胞形态改变，ＥＭＴ标志物表达变化。ＴＳＡ可以促进 ＥＭＴ关键转录因子 Ｓｌｕｇ的表达，包括蛋白和 ｍＲＮＡ水
平；敲除Ｓｌｕｇ表达可以抑制ＴＳＡ诱导的ＥＭＴ转化过程。结论　组蛋白去乙酰化酶抑制剂ＴＳＡ通过上调Ｓｌｕｇ的表达促进结直
肠癌细胞ＨＣＴ１１６发生ＥＭＴ转化，从而提高其迁移能力。
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　　结直肠癌多年来一直是严重威胁世界人民身
体健康的恶性肿瘤之一。结直肠癌的转移是临床

治疗失败的主要原因。因此，更好的理解结直肠癌

侵袭转移的机制对成功治疗结直肠癌来说具有重

大的临床意义。上皮间质转化（ＥＭＴ）是指在特定
的生理和病理情况下，上皮细胞失去极性，失去与

基底膜的连接等上皮表型，向间质细胞转化，获得

了侵袭和迁移等运动能力的生物学过程［１］。ＥＭＴ
被认为是肿瘤发生侵袭转移的重要起始步骤。细

胞发生 ＥＭＴ转化时，细胞由规则的椭圆形态转变
为梭长形态，同时上皮型标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减
少，间质型标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达增多［２］。ＥＭＴ转

化过程受到一些转录因子的调控，其中转录因子

Ｓｌｕｇ被认为是重要的 ＥＭＴ调控者，Ｓｌｕｇ蛋白可以
直接与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的启动子上 Ｅｂｏｘ（５’ＣＡＧ
ＧＴＧ３’）作用元件结合而抑制其表达［３４］。Ｓｌｕｇ被
报道参与了许多肿瘤的 ＥＭＴ调控过程，包括结直
肠癌［５］。

组蛋白去乙酰化酶抑制剂（ＨＤＡＣｉ）是一类新
型的抗肿瘤药物，目前已经发现了多种结构类型的

组蛋白去乙酰化酶抑制剂，其中小分子氧肟酸类受

到了广泛的关注［６］，其中曲古抑菌素（ＴＳＡ）是小分
子氧肟酸类 ＨＤＡＣｉ。ＴＳＡ可在多种体内癌症模型
中发挥抗肿瘤活性［７］。本研究中发现 ＴＳＡ可以促
进结直肠癌细胞发生ＥＭＴ转化，并对其中潜在的分
子机制进行了探讨，以期为临床上ＨＤＡＣｉ的合理使
用提供一些有益的实验依据和线索。
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１　材料与方法
１．１　细胞培养　结直肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６购自上
海细胞库。培养于含１０％胎牛血清的 ＭｃＣｏｙ′ｓ５ａ
培养基中，置３７℃，５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中
培养，每２～３ｄ用０．２５％的胰酶消化传代。
１．２　主要试剂　ＴＳＡ购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；单
克隆抗体Ｓｌｕｇ购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
单克隆抗体 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αｔｕｂｕｌｉｎ抗体购
自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＨＲＰ标记的羊抗兔和羊抗小鼠
ＩｇＧ购自鼎国生物技术有限公司；荧光定量ＰＣＲ试
剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。
１．３　细胞划痕实验　取处于对数生长期的
ＨＣＴ１１６细胞，制备为单细胞悬液，细胞计数，预先
在６孔细胞培养板后用记号笔画５条平行线，细胞
以７×１０９Ｌ－１密度接种于培养板，置培养箱中培养，
待细胞长成单层后弃去培养液，用灭菌枪头在培养

板底部垂直于板底平行线划出划痕，ＰＢＳ洗去死细
胞，挑选５个视野下拍照。细胞在无血清条件下，
用ＴＳＡ（２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）和同体积的二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）分别处理４８ｈ后，在显微镜下选相同视野
拍照，实验重复３次。ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ软件分别测量
处理前后细胞划痕边界的距离，计算出细胞迁移距

离，计算并用统计软件分析。

１．４　蛋白质印迹 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　细胞经预冷
ＰＢＳ洗涤后，用蛋白裂解液裂解，离心后收集上清
液，测定蛋白浓度；等量蛋白样品经过 ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分离后，转印至 ＰＶＤＦ膜上，封闭液室温孵育
２ｈ，抗体 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｌｕｇ和 αｔｕｂｕｌｉｎ均
以１∶１０００孵育过夜，经 ＰＢＳＴ洗涤后，加入二抗以
１∶５０００室温孵育１．５ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次，最后用ＥＣＬ
化学发光试剂对Ｘ光片显影。
１．５　荧光定量 ＰＣＲ实验　按照 ＴＲＩｚｏｌ说明书方
法提取细胞ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ作为
内参。引物序列如下：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，正义链 ５’
ＴＡＣＡＣＴＧＣＣＣＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡ３’，反义链 ５’ＴＧ
ＧＣＡＣＣＡＧＴＧＴＣＣＧＧＡＴＴＡ３’；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，正义链５’
ＴＧＡＧＴＡＣＣＧＧＡＧＡＣＡＧＧＴＧＣＡＧ３’，反义链 ５’
ＴＡＧＣＡＧＣＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＡＡＧＴＴＣ３’；Ｓｌｕｇ，正义链
５’ＴＴＣＧＧＡＣＣＣＡＣＡＣＡＴＴＡＣＣＴ３’，反 义 链 ５’
ＧＣＡＧＴＧＡＧＧＧＣＡＡＧＡＡＡＡＡＧ３’；ＧＡＰＤＨ，正义链
５’ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３’，反义链 ５’
ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３’。ＰＣＲ反应条件：
９４℃预变性３０ｓ，９４℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ
共４０个循环。２－ΔΔＣＴ法计算ｃｍｅｔｍＲＮＡ的相对表
达量。每个实验组重复３次。

１．６　ｓｉＲＮＡ干扰实验　将 ＨＣＴ１１６细胞以７×１０８

Ｌ－１的密度接种至６孔培养板中，培养过夜。转染以每
孔为例：取５μＬ浓度为２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ｓｉＲＮＡ储存液
与２５０ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基混合均匀成Ａ液；取Ｌｉ
ｐｏ２０００５μＬ与２５０ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基混合均匀成Ｂ
液，分别室温放置５ｍｉｎ后，将Ａ液和Ｂ液混合，室温
放置２０ｍｉｎ，将混合液加入６孔板中，每孔补无血清培
养基至２ｍＬ，培养箱中孵育６ｈ后，更换成完全培养
基，按照实验要求处理细胞，进行进一步的实验。

１．７　统计学方法　全部数据用 ｘ±ｓ表示，应用
ＳＰＳＳ１０．０统计学软件处理。组间比较采用独立样本
双侧ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＴＳＡ诱导 ＨＣＴ１１６细胞发生 ＥＭＴ转化　用
ＴＳＡ（２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）处理ＨＣＴ１１６细胞时，我们发现
ＨＣＴ１１６细胞由规则的椭圆形态变为梭长形态（图
１Ａ），这种形态变化让我们联想到ＥＭＴ过程，为了对
这一假设进行验证，我们进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和荧光
定量 ＰＣＲ实验。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 １Ｂ），与
对照组ＤＭＳＯ处理组对比，ＴＳＡ处理２４ｈ后，ＨＣＴ１１６
细胞中上皮型标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显减少，间质
型标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达明显增多。荧光定量 ＰＣＲ
（图１Ｃ）的结果发现了同样的现象，这些结果证明了
ＴＳＡ可以诱导ＨＣＴ１１６细胞发生ＥＭＴ转化。

　　注：与ＤＭＳＯ相比，ａＰ＜０．０５。
图１　ＴＳＡ诱导ＨＣＴ１１６细胞发生ＥＭＴ转化
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２．２　ＴＳＡ促进ＨＣＴ１１６细胞的迁移能力　ＥＭＴ转
化是肿瘤细胞发生迁移的早期过程，ＴＳＡ能够诱导
ＥＭＴ转化，可能会影响 ＨＣＴ１１６细胞的迁移能力，
因此，我们进行了细胞划痕实验来检测 ＴＳＡ对对
ＨＣＴ１１６细胞迁移能力的影响，结果显示，与 ＤＭＳＯ
处理组相比，ＴＳＡ对处理４８ｈ后，ＨＣＴ１１６细胞的迁
移距离明显增加，迁移能力明显增强（图 ２Ａ）。对
迁移距离进行统计分析，发现 ＴＳＡ对可以提高
ＨＣＴ１１６细胞的迁移能力７倍之多（图 ２Ｂ）。

　　注：与ＤＭＳＯ相比，ａＰ＜０．０５。
图２　ＴＳＡ对促进ＨＣＴ１１６细胞的迁移能力

２．３　ＴＳＡ促进Ｓｌｕｇ的表达　为了进一步研究ＴＳＡ
对诱导ＨＣＴ１１６细胞发生ＥＭＴ转化的机制，我们检
测了ＥＭＴ重要转录因子 Ｓｌｕｇ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示（图 ３Ａ），ＴＳＡ可以明显增加Ｓｌｕｇ的表达；
荧光定量 ＰＣＲ的结果进一步证实了 ＴＳＡ对促进
Ｓｌｕｇ的ｍＲＮＡ表达水平（图 ３Ｂ）。这些结果表明，
Ｓｌｕｇ蛋白可能在 ＴＳＡ对诱导的 ＥＭＴ转化过程中发
挥重要作用。

２．４　Ｓｌｕｇ在ＴＳＡ介导的ＥＭＴ转化中至关重要　
为了进一步研究 Ｓｌｕｇ在 ＴＳＡ介导的结直肠癌细胞
ＥＭＴ转化过程中的作用，我们对 Ｓｌｕｇ蛋白进行了
ｓｉＲＮＡ干扰。如图 ４Ａ所示，与阴性对照组相比，干
扰Ｓｌｕｇ后，Ｓｌｕｇ的ｍＲＮＡ表达下降到４２．３％。干扰

　　注：与ＤＭＳＯ相比，ａＰ＜０．０５。
图３　ＴＳＡ诱导ＨＣＴ１１６细胞中Ｓｌｕｇ表达

Ｓｌｕｇ表达后可以显著抑制 ＴＳＡ引起的 ＥＭＴ样形态
改变，细胞由梭长的形态变得椭圆（图４Ｂ）。进一
步的我们进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验来检测ＥＭＴ标志
物的表达变化，结果显示（图４Ｃ），与阴性对照组相
比，ｓｉＲＮＡ抑制Ｓｌｕｇ表达后，上皮细胞标志物Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达增加，间质细胞标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达减
少。这些结果表明，Ｓｌｕｇ在 ＴＳＡ介导的结直肠癌细
胞ＨＣＴ１１６的ＥＭＴ转化过程中发挥了至关重要的
作用。

３　讨论
ＨＤＡＣｉ是一类新型的抗肿瘤药物，主要通过抑

制机体内组蛋白去乙酰化酶而发挥活性，ＨＤＡＣｉ包
括脂肪酸类、小分子氧肟酸类、亲电子甲酮类、环形

肽类、苯酰胺类和其它类化合物，其中研究的最为

广泛的是小分子氧肟酸类组蛋白去乙酰化酶抑制

剂ＴＳＡ，ＴＳＡ在多种肿瘤模型中发挥了显著的抗肿
瘤活性，其抗肿瘤机制包括：诱导肿瘤细胞凋亡、抑

制细胞周期、诱导细胞分化、诱导细胞发生自噬性

死亡、抗肿瘤免疫以及抑制血管形成等［８］。然而，

我们的研究发现 ＴＳＡ可以促进结直肠癌细胞发生
ＥＭＴ转化，并促进细胞的迁移能力。ＨＣＴ１１６细胞
经过ＴＳＡ处理后，细胞形态发生 ＥＭＴ样改变，由椭
圆形态变为梭长状形态，同时上皮型标志物 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达减少，而间质型标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达
增多。
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图４　干扰Ｓｌｕｇ表达抑制ＴＳＡ诱导的ＥＭＴ转化

　　ＥＭＴ是肿瘤发生侵袭转移的重要起始步骤。
ＥＭＴ转化过程受到一些转录因子的调控，如 Ｓｎａｉｌ、
Ｓｌｕｇ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１等，这些转录因子通过直接或者间
接作用于ＥＭＴ重要分子标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，抑制其
表达，减少细胞极性，增加细胞运动能力，从而促进

肿瘤的侵袭转移［３］。黄庆等［９］发现 ＨＤＡＣｉ可以通
过上调转录因子 Ｓｎａｉｌ的表达诱导肝卵圆细胞 ＷＢ
Ｆ３４４发生ＥＭＴ转化，提高细胞迁移能力，抑制肝纤
维化的发生；相似地，Ｊｉａｎｇ等［１０］研究发现 ＨＤＡＣｉ
可以促进 Ｓｎａｉｌ的转录活性而提高其蛋白表达，并

促进其发生核转位，从而诱导鼻咽癌细胞发生 ＥＭＴ
转化提高其侵袭转移能力。此外，有研究报道，

ＨＤＡＣｉ可以诱导前列腺癌细胞发生 ＥＭＴ转化并提
高转录因子 ＺＥＢ１的表达［１１］。我们的研究发现，

ＴＳＡ可以提高 Ｓｌｕｇ蛋白的表达，ＴＳＡ也可以促进
Ｓｌｕｇ的ｍＲＮＡ表达水平，促进其转录。Ｓｌｕｇ蛋白被
认为是ＥＭＴ转化过程的重要调控因子，Ｓｌｕｇ入核后
通过直接结合Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的启动子序列而抑制其表
达，启动 ＥＭＴ进程。Ｓｌｕｇ被报道在多种肿瘤细胞
ＥＭＴ转化过程中发挥着重要的调节作用，包括结直
肠癌细胞［５］。为了验证 Ｓｌｕｇ蛋白在 ＴＳＡ诱导结直
肠癌细胞ＥＭＴ转化中的作用，我们对 Ｓｌｕｇ进行了
ｓｉＲＮＡ干扰。我们发现，干扰 Ｓｌｕｇ表达抑制了 ＴＳＡ
引起的ＥＭＴ样形态改变，细胞发生了 ＭＥＴ样形态
改变，即由梭长状向圆石状转化，更重要的是，抑制

Ｓｌｕｇ表达逆转了 ＴＳＡ引起的 ＥＭＴ标志物的表达变
化，上调了Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，减少了Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达。表明Ｓｌｕｇ在ＴＳＡ介导的结直肠癌ＥＭＴ转化中
至关重要。

总之，我们发现了ＨＤＡＣｉＴＳＡ可以诱导结直肠
癌细胞发生ＥＭＴ转化，促进其迁移能力，并对其机
制进行了探讨，发现Ｓｌｕｇ蛋白在其中发挥了重要作
用，这可能为结直肠癌的临床化学治疗提供有效的

指导并为ＨＤＡＣｉ的临床合理用药提供有益的实验
依据。
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