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摘　要　探讨３种新型靶向组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）抑制剂Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９的抗肿瘤活性作用及其抑制人宫颈癌细
胞增殖的机制。ＭＴＴ法检测Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对ＭＣＦ７、ＨＣＴ１１６、Ａ５４９、ＨｅＬａ以及Ｋ５６２的增殖抑制作用；测定Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９
对ＨＤＡＣ及其ＨＤＡＣ１的酶活抑制作用；流式细胞术观察Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对ＨｅＬａ细胞周期及凋亡诱导作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测
定Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对ＨｅＬａ细胞中乙酰化组蛋白Ｈ３（ＡｃＨ３），ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的蛋白表达影响。结果显示，Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９明显抑制
多种肿瘤细胞株的增殖，有效抑制ＨＤＡＣ及其ＨＤＡＣ１的活性，其效果优于阳性对照药Ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ（ＳＡＨＡ），并诱导ＨｅＬａ细
胞产生Ｇ１期细胞周期阻滞及凋亡，ＡｃＨ３及ｐ２１

ｃｉｐ／ＷＡＦ的蛋白水平明显上升。Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９具有一定的抗肿瘤活性，其机
制与诱导细胞周期阻滞和凋亡产生，促进ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的蛋白表达有关。

关键词　组蛋白去乙酰化酶抑制剂；ＨＤＡＣ１；咔啉骨架；乙酰化组蛋白Ｈ３；ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ；抗肿瘤
中图分类号　Ｒ７３４　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１３）０４－０３５２－０５

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１３０４１３

ＡｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｎｏｖｅｌｓｅｌｅｃｔｉｖｅＨＤＡＣｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｘｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅＬａｃｅｌｌｓ
ＪＩＮＨｕｉ１牞２牞ＬＩＵＬｉｆｅｎｇ２牞ＤＥＮＧＷｅｉｐｉｎｇ２牞ＬＩＵＪｉａｎｗｅｎ２
１ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ牞ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００９３牷２ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｉｏｒｅａｃｔｏｒＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ＆
ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ牞ＥａｓｔＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ牞Ｓｈａｎｇｈａｉ２００２３７牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｅｘａｍｉｎｅｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｎｅｗｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ牗ＨＤＡＣ牘ａｎｄＨＤＡＣ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｗｉｔｈ
ｔｈｅｃａｒｂｏｌｉｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｎａｍｅｄＤ１６牞Ｄ２２牞Ｄ２９ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇＴｈｅａｎｔｉｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙｓｉｎＭＣＦ７牞ＨＣＴ１１６牞Ａ５４９牞ＨｅＬａａｎｄＫ５６２ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎＨＤＡＣ
ａｎｄＨＤＡＣ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｃｅｔｙｌａｔｅｄＨ３ａｎｄｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇＤ１６牞Ｄ２２牞ａｎｄＤ２９ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｔｍｕｃｈｌｏｗｅｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｔｈａｎＳＡＨＡｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙＤ１６牞Ｄ２２牞Ｄ２９ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＤＡＣａｎｄ
ＨＤＡＣ１牷Ｄ１６牞Ｄ２２ａｎｄＤ２９ｉｎｄｕｃｅｄＧ１ｐｈａｓｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｈｉｌｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆｈｉｓｔｏｎｅＨ３ａｎｄｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＤ１６牞Ｄ２２ａｎｄＤ２９ｗｅｒｅｐｏｔｅｎｔａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ａｇｅｎｔｓｗｉｔｈｔｈｅｉｒｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｓＴｈｅｍｏｌｅｃｕａｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｗｅｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆａｃｅｔｙｌａｔｅｄＨ３ａｎｄｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ牷ＨＤＡＣ１牷ｃａｒｂｏｌｉｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ牷ａｃｅｔｙｌａｔｅｄＨ３牷ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ牷ａｎｔｉｔｕｍｏｒ

ＴｈｉｓｗｏｒｋｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＣｈｉｎａＰｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ牗Ｎｏ．２０１３Ｍ５３１２２１牘ａｎｄｔｈｅＳｈａｎｇｈａｉＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＢａｓｉｃＫｅｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔ牗Ｎｏ．０９ＪＣ１４０４５００牘

　　组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）抑制剂是基于表
观遗传学理论发现的一类新型抗肿瘤药物，其治疗

肿瘤效果良好，是当今抗肿瘤新药开发的热点，具

有良好的应用前景［１－２］。此类药物以 ＨＤＡＣ为靶
标，通过抑制ＨＤＡＣ活性，调节组蛋白的乙酰化状
态，促进抗肿瘤转录因子的转录和表达，调控相关
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信号通路，发挥抗肿瘤的生物效应［３］。研究显示，

ＨＤＡＣ抑制剂能通过促进细胞分化，阻滞细胞周
期，诱导细胞凋亡，上调肿瘤抑制基因如 ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ

的表达等作用，发挥抗肿瘤效应［４－８］。

ＨＤＡＣ１是发现的首个哺乳动物的 ＨＤＡＣ亚
型，以催化亚单位的形式直接参与多种蛋白质复合

物的形成和多种生物化学过程。研究发现，在多种

肿瘤（如，肺癌、乳腺癌、前列腺癌和胃肠道癌等）

中，ＨＤＡＣ１的表达明显偏高［９］。抑制 ＨＤＡＣ１表
达能直接引起组蛋白 Ｈ３乙酰化［１０－１１］。这些研究

表明，ＨＤＡＣ１具有特殊的生物学功能和作用，如
能有效抑制ＨＤＡＣ１的活性，可提高抗肿瘤作用效
果，降低不良反应，这些结论对 ＨＤＡＣ抑制剂的设
计和研究具有启示性意义。近年来出现的新型

ＨＤＡＣ抑制剂 ＦＫ２２８（ｒｏｍｉｄｅｐｓｉｎ，商品名：Ｉｓｔｏｄａｘ，
Ｇｌｏｕｃｅｓｔｅｒ制药公司），ＭＧＣＤ０１０３（ｍｏｃｅｔｉｎｏｓｔａｔ，２
期临床试验中），均能有效抑制 ＨＤＡＣ１活
性［１２－１４］。但目前能有效抑制 ＨＤＡＣ１的先导化合
物尚不多见。

本研究针对所获得的 ＨＤＡＣ抑制剂小分子化
合物Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９（专利号：ＣＮ１０２１５３５４９Ａ，结构见
图 １），以阳性药物 Ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ（ＳＡＨＡ，商品名：
Ｚｏｌｉｎｚａ，用于治疗加重、持续和复发或用两种全身性
治疗药物无效的皮肤 Ｔ细胞淋巴癌）为对照，采用
ＭＴＴ法，对来自实体瘤或血液瘤的多株肿瘤细胞株
进行了抗肿瘤活性测试；同时进行了 ＨＤＡＣ和
ＨＤＡＣ１酶水平活性筛选，并对其抑制ＨｅＬａ细胞增
殖的作用和机制进行了研究，初步从抑制肿瘤细胞

增殖活性、周期阻滞和凋亡诱导３个方面，探讨了化
合物结构和抑制活性之间的关系，为后期结构优化

和新药开发的研究提供理论基础和实验依据。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ（ＨＤＡＣ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓＤ１６，
Ｄ２２ａｎｄＤ２９

!

　材　料

１１　试药及试剂
ＨＤＡＣ抑制剂化合物 Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９及 ＳＡＨＡ

由华东理工大学邓卫平教授课题组合成并提供，经

核磁共振及红外光谱确定结构，经高效液相色谱检

测，纯度大于９９％。
ＡｃＨ３，ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；

ＭＴＴ、Ｈｏｅｃｈｓｔ、ＰＩ染料（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＦＩＴＣ试剂盒（上海美季生物公司），其余试剂均
为国产市售分析纯。荧光底物法采用组蛋白去乙

酰化酶（ＨＤＡＣｓ）抑制活性检测试剂盒组蛋白去
乙酰化酶荧光检测试剂盒（ＡＫ５００，品牌：Ｂｉｏｍｏｌ）
和组蛋白去乙酰化酶１（ＨＤＡＣ１）抑制活性检测试
剂盒组蛋白去乙酰化酶 １荧光检测试剂盒（ＡＫ
５１１，品牌：Ｂｉｏｍｏｌ），以荧光底物（ＦｌｕｒｏｒｄｅｌｙｓＴＭ）为
底物，分别检测本研究中化合物对 ＨＤＡＣｓ和
ＨＤＡＣ１半数抑制浓度（ＩＣ５０）。
１２　细胞及培养

人乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７）、人结肠癌细胞株
（ＨＣＴ１１６）、人肺癌细胞株（Ａ５４９）、人宫颈癌细胞
株（ＨｅＬａ）以及人白血病细胞株（Ｋ５６２）均购自中
国科学院上海生科院细胞资源中心。ＭＣＦ７培养
于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的改良型完全培养基
（ＤＭＥＭ培养基）中，Ａ５４９培养于含 １０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭＦ１２（１∶１）培养基中，ＨＣＴ１１６、ＨｅＬａ和
Ｋ５６２培养于含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，
各培养基均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，并含有终浓度为
１００Ｕ／ｍＬ的青霉素和１００Ｕ／ｍＬ的链霉素。

"

　方法及结果

２１　ＭＴＴ法检测 Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对各肿瘤细胞株
的生长抑制作用

按照文献［１５］进行 ＭＴＴ法操作，以阴性对照
组为参照，Ｏｒｉｇｉｎ软件做图分析，并计算化合物对
肿瘤细胞株的半数抑制浓度ＩＣ５０。

如图 ２所示，Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对 ＭＣＦ７、ＨＣＴ
１１６、Ａ５４９、ＨｅＬａ以及 Ｋ５６２细胞株均具有良好的
增殖抑制作用，且随剂量增大，呈现出一定的剂量

依赖性。
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　　如表１所示，其中，Ｄ２２对Ｋ５６２的ＩＣ５０为００６５
μｍｏｌ／Ｌ，Ｄ２９对ＨＣＴ１１６的ＩＣ５０为０１５２μｍｏｌ／Ｌ，较
阳性对照药物ＳＡＨＡ明显偏小。以Ｄ１６为例，其对
ＭＣＦ７的 ＩＣ５０为１８５３μｍｏｌ／Ｌ，而 ＳＡＨＡ的 ＩＣ５０为
７９４１μｍｏｌ／Ｌ，达 Ｄ１６的 ＩＣ５０的 ６倍之多；Ｄ１６对
Ｋ５６２细胞的ＩＣ５０为０５５２μｍｏｌ／Ｌ，明显低于ＳＡＨＡ

对这株细胞的ＩＣ５０（４４３８μｍｏｌ／Ｌ），活性较其强达
１０倍左右；Ｄ１６对ＨｅＬａ、Ａ５４９和ＨＣＴ１１６也具有较
好的增殖抑制作用，ＩＣ５０分别为 ０７３１、４１９１和
２８１５μｍｏｌ／Ｌ，均明显低于 ＳＡＨＡ对这３株细胞的
ＩＣ５０（２１２４、５５１１和４７３２μｍｏｌ／Ｌ），提示这些化合
物具有良好的抑制肿瘤细胞增殖的作用。

Ｔａｂｌｅ１　ＩＣ５０ｏｆＤ１６，Ｄ２２，Ｄ２９ａｎｄｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ（ＳＡＨＡ）ｉｎｖａｒｉｏｕｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＳＡＨＡ Ｄ１６ Ｄ２２ Ｄ２９
ＭＣＦ７ ７９４１±０３５ １８５３±０１１ １５２３±０５７ ３１４５±０２５
ＨＣＴ１１６ ４７３２±０１７ ２８１５±０２４ ０８６５±００５ ０１５２±０１８
Ａ５４９ ５５１１±０３２ ４１９１±０３１ ３２１６±０１８ ２４６３±０３９
ＨｅＬａ ２１２４±０２１ ０７３１±０５２ ０４０４±０３７ ０４６１±００８
Ｋ５６２ ４４３８±０１５ ０５５２±０４６ ００６５±０１９ ０３６４±００９

２２　荧光底物法测定Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对ＨＤＡＣｓ和
ＨＤＡＣ１酶的抑制作用

采用ＨＤＡＣ及ＨＤＡＣ１荧光底物试剂盒测定
各化合物对ＨＤＡＣ和ＨＤＡＣ１的抑制作用，按照试
剂盒的说明进行酶活测定。向每孔中加入表中所

示反应液，室温下反应２ｈ后，加入反应终止液，采
用荧光酶标仪记录荧光值，激发波长为３８０ｎｍ，检
测波长为４８０ｎｍ；采用 ＰｒｉｓｍＧｒａｐｈｐａｄ５０进行
非线形曲线拟合，并计算ＩＣ５０。

　　通过拟合计算，如表２所示，其中Ｄ２２对ＨＤＡＣ
抑制ＩＣ５０＝００４８μｍｏｌ／Ｌ，Ｄ２９对ＨＤＡＣ抑制ＩＣ５０＝
００６３μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ２２和 Ｄ２９对 ＨＤＡＣ１抑制分别为
００８３和００２１μｍｏｌ／Ｌ；提示这些化合物对ＨＤＡＣ１
具有良好的抑制作用。

Ｔａｂｌｅ２　ＩＣ５０ｏｆＤ１６，Ｄ２２，Ｄ２９ａｎｄＳＡＨＡｉｎｉｎＨＤＡＣｓ＆ＨＤＡＣ１

Ｅｎｚｙｍｅ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＳＡＨＡ Ｄ１６ Ｄ２２ Ｄ２９
ＨＤＡＣ ００６５ ０１１７ ００４８ ００６３
ＨＤＡＣ１ ００４１ ００２６ ００８３ ００２１

４５３
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２３　流式细胞术检测Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对ＨｅＬａ的细
胞周期及细胞凋亡诱导作用

按照文献［１５］进行细胞周期影响及凋亡诱导
作用检测。细胞与化合物作用４８ｈ后，收集细胞
并用ＰＢＳ清洗两遍。采用７０％乙醇固定，４℃过
夜。弃去乙醇，悬浮于碘化丙吡（ＰＩ）５００μＬ及
ＲＮａｓｅＡ中孵育后用 ＦＡＣＳ流式细胞仪检测，采用
ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（Ｂｅｃｔｏｎ）及Ｍｏｄｉｆｉｔ软件分析细胞周
期数据；采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法细胞凋亡
检测试剂盒进行凋亡诱导检测。将作用后的细胞，

重悬于 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液中，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ５μＬ，室温（２０～２５℃）避光孵育１０ｍｉｎ，加
入ＦＩＴＣ结合液１９５μＬ轻轻重悬细胞，加入 ＰＩ染
色液１０μＬ，轻轻混匀，冰浴中避光放置１０ｍｉｎ；用

ＦＡＣＳ流式细胞仪检测样品，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件及
Ｍｏｄｉｆｉｔ软件并分析凋亡诱导数据。

如表 ３显示，在 １２５μｍｏｌ／Ｌ作用浓度下，
Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９引起阻滞于Ｇ１期ＨｅＬａ细胞的比例
分别为 ６９２８％、６６０９％和 ５９２１％。这些结果，
提示这些化合物能将细胞周期阻滞于 Ｇ１期，从而
影响ＨｅＬａ细胞中 ＤＮＡ合成过程，Ｇ１期阻滞程度
呈现出一定的剂量依赖性。如表３显示，在１２５
μｍｏｌ／Ｌ作用浓度下，Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９引起 ＨｅＬａ细
胞中产生的总凋亡率分别为 ２９７２％、１８２４％和
９１１％，其中，Ｄ１６的总凋亡率最高。这些结果提
示，这些化合物能引起 ＨｅＬａ细胞中产生凋亡，总
凋亡率随浓度增大而增加，呈现出一定的剂量依

赖性。

Ｔａｂｌｅ３　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓｂｙＤ１６，Ｄ２２，Ｄ２９ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／％
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎａ

Ｔｏｔａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ／％
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６７９１±２６２ ２３０２±１５８ １００７±１１９ ３９７±１６５
Ｄ１６ ６９２８±１０９ １８８６±０９９ １１８５±２３４ ２９７２±１０７
Ｄ２２ ６６０９±１３５ １６５５±１０４ １７３６±２７５ １８２４±１３７

Ｄ２９ ５９２１±２２６ ２８４１±２０７ １２３８±１３９ ９１１±１２８

ａ：ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｂｌｏｃｋａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓｂｙＤ１６，Ｄ２２，Ｄ２９ｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９对 ＨｅＬａ
细胞中ＡｃＨ３，ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ蛋白表达影响

按照文献［１５］给药后弃去培养基，采用细胞
刮片收集细胞，并提取蛋白。蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，转至硝酸纤维膜。加入抗体后采用 ＨＲＰ
系统显色，记录结果并进行光密度值扫描分析，除

以βａｃｔｉｎ光密度值所得的比值，并进行统计学
分析。

如图３显示，Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９能明显引起 ＨｅＬａ
细胞中ＡｃＨ３的表达，条带颜色随浓度增大而加深，
提示这３个化合物均能上调 ＡｃＨ３的表达，提示
Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９能有效抑制ＨＤＡＣ，从而上调Ｈ３的乙
酰化，呈现出一定的剂量依赖性。同时，抑癌基因

ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的表达随Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９浓度的增加，而呈
现出明显的上调，呈现出一定的剂量依赖性，提示

Ｄ１６，Ｄ２２，Ｄ２９引起细胞周期阻滞，诱导细胞凋亡的
作用，与ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的激活有一定的相关性。

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ：Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙｏｆｔｈｅｂａｎｄｓ
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤ１６，Ｄ２２，Ｄ２９ｏｎａｃｅｔｙｌａｔｅｄＨ３（ＡｃＨ３），
ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ

５５３
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　讨　论

２０１０年Ｂｕｔｌｅｒ等［１６］报道了将咔啉环用于表面

识别区的结构基团进行组蛋白去乙酰化酶抑制剂

的设计，结果显示该类化合物对 ＨＤＡＣ具有良好
的抑制效果，同时还具有一定的 ＨＤＡＣ亚型选
择性。

本实验酶抑制活性测试结果显示，所合成的咔

啉系列化合物 Ｄ１６，Ｄ２２和 Ｄ２９对于 ＨＤＡＣｓ和
ＨＤＡＣ１的抑制活性与ＳＡＨＡ相当或略低于ＳＡＨＡ，
以Ｄ２９为例，其对ＨＤＡＣｓ的ＩＣ５０达到６３ｎｍｏｌ／Ｌ，对
于ＨＤＡＣ１的ＩＣ５０达到２１ｎｍｏｌ／Ｌ。在细胞水平上，
本研究发现Ｄ１６，Ｄ２２和Ｄ２９对于以上多种肿瘤细
胞的ＩＣ５０明显优于ＳＡＨＡ。

在对Ｄ１６，Ｄ２２和Ｄ２９的抗肿瘤分子作用机制
的研究中，流式细胞术结果显示，Ｄ１６，Ｄ２２和Ｄ２９引
起ＨｅＬａ细胞细胞周期阻滞，诱导细胞凋亡，呈现出
一定的浓度依赖性。Ｄ１６，Ｄ２２和Ｄ２９对ＨｅＬａ细胞
的中ＡｃＨ３的影响的进一步研究结果显示，Ｄ１６，
Ｄ２２和Ｄ２９均能促进 ＨｅＬａ细胞中 ＡｃＨ３的表达，
并呈现出一定的剂量依赖性。同时，Ｄ１６，Ｄ２２和
Ｄ２９３个化合物还能增强重要的抑癌基因ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ

的表达，其蛋白表达随化合物浓度的增加而上调，呈

现出一定的剂量依赖性，提示Ｄ１６，Ｄ２２和Ｄ２９引起
细胞周期阻滞，诱导细胞凋亡的作用，可能与

ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的 激 活 有 关。前 期 研 究 显 示，Ｄ１６
（ＤＷＰ００１６）还能有效抑制神经胶质瘤细胞Ｕ２５１的
增殖，诱导 Ｕ２５１细胞周期阻滞和凋亡，同时上调
Ｕ２５１细胞中 ｐ２１的表达［１５］，这些结果提示，Ｄ１６，
Ｄ２２和Ｄ２９具有一定的抗肿瘤潜力和开发前景。

研究结果发现，尽管取代基为丙基（Ｄ２９）时，能
获得较好的酶抑制活性，但浓度上升时，细胞出现

Ｇ２／Ｍ周期抑制，且其诱导凋亡的作用不强，而Ｄ２２
中引入了细胞毒性药物结构中常见的硝基结构，提

示其可能对正常细胞会有一定的毒性。这些先导化

合物的抗肿瘤活性仍需要进一步研究。综合考虑，

将咔啉环作为链接区进行组蛋白去乙酰化酶抑制剂

的设计合成具有一定的可行性。此骨架化合物能较

好抑制ＨＤＡＣ和ＨＤＡＣ１，有效抑制多种细胞增殖，
并能阻滞ＨｅＬａ细胞周期，诱导细胞凋亡，其作用机
制与抑癌因子ｐ２１ｃｉｐ／ＷＡＦ的激活有关，具有一定的开
发潜力和应用前景。
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