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化!组蛋白乙酰化和 !"# 干扰等" 在转录调控上#
表观遗传起着极为重要的作用# 组蛋白高乙酰化
和 $"% 低甲基化可促进基因表达$ 而组蛋白去
乙酰化和 &"% 高甲基化可抑制基因表达 " 组蛋
白乙酰化和 &"% 甲基化这两种分子机制互相协
调#实现对基因表达的精确调控" 蛋白质的乙酰
化 作 用 是 由 组 蛋 白 乙 酰 化 转 移 酶 %’()*+,-
./-*01.*2.,)3-2.)-# 4%5& 和去乙酰化酶 %’()*+,-
6-./-*01.)-)#4&#7&共同调节的" 4#5) 和 4&#7)
不仅调节组蛋白乙酰化水平#而且也参与细胞的
增殖 !分化和发育 ’8 (" 近年研究发现 #4%5) 和
4&%9) 的功能紊乱与血液系统的肿瘤发生密切相
关 ’:(#与淋巴瘤细胞的增殖分化相关 ’;(#这可能都
与细胞周期调控蛋白基因的沉寂有关" 激活沉寂
的肿瘤抑制基因表达是一种新的抗癌机制" 本实
验旨在研究姜黄素对 !.<( 细胞组蛋白 4; 的乙酰
化调节和细胞周期调节机制# 观察姜黄素的表观
遗传修饰作用#探讨姜黄素抗淋巴瘤的作用机制"

! 材料与方法

!"! 主要试剂与抗体
姜黄素 %/=2/=>(,&#分子式 7:84:?@A#分子量

;ABCD#纯度大于 EFG#购自 H(I>. 公司$用二甲基
亚砜稀释成 FJ8?; !>+1 K L# 等量分装#M:?N保存"
乙酰化 4; 抗体!O:8P%Q8 K9RS8 抗体均购自 H.,*. 72=T
公司" 前者为兔抗人多抗#后者为鼠抗人单抗" 羊
抗兔和羊抗鼠二抗以及 U7# 蛋白定量试剂盒均购
自晶美生物制品公司" !SVRW8AD? 为 X(Y/+ 公司产
品" 胎牛血清购自天津生物技术公司"
!"# 细胞培养与药物处理
淋巴瘤 !.<( 细胞购自上海生物细胞研究所"

细胞培养采用含 8?G胎牛血清!8?? = K >1 青霉素!
8?? !I K >1 链霉素的 !SVRW8AD? 培养基#在 ;ZN!
FG 7@:!饱和湿度培养箱中培养#每 DB ’ 换液传
代一次" 取生长良好!细胞活性大于 EBG的细胞进
行实验" 根据 V55 法测得的姜黄素对 !.<( 细胞作
用 :D ’ 的 R7F?%:F !>+1 K L&值#用 R7F? 浓度的姜黄

素作用 !.<( 细胞# 检测组蛋白 4; 乙酰化水平 !
O:8P%Q8 K7RS8 >!"% 和 S:8P%Q8 K7RS8 蛋白变化以及细胞

周期改变" 并用曲古菌素 %%*2(/’+)*.*(, %#5H%&作
用组%8F? ,>+1 K L&作为蛋白质乙酰化作用的阳性
对照 ’D(# 未处理组作为阴性对照"
!"$ 细胞总蛋白提取
8C;C8 组蛋白 4; 的提取 组蛋白 4; 的提取参

照文献’F(进行" 两组细胞%8[8?A K >1&分别用 5H#
和姜黄素处理 8? ’# 离心去上清# 用冷 S\H 洗两
次#直接加入 8?? !1 煮沸的 L.->>1(%含 8?G的 :W
巯基乙醇#不含溴酚蓝& 裂解缓冲液"混匀后#加入
8 >+1 K L 的盐酸 8? !1#冰上放置 ;? >(,#8: ??? 2 K
>(, 离心 8? >(,#取上清进行蛋白质定量" 直接进
行蛋白质印迹实验"
8C;C: S:8P%Q8 K7RS8蛋白的提取 参照文献’A(进行"
用 :F !>+1 K L 姜黄素处理细胞分别于 D!B!8:!:D!
DB ’收获细胞#8 ??? 2 K >(, 离心 F >(,# 吸去上清#
用冷 S\H 洗涤 : 次# 加入裂解缓冲液 %:? >>+1 K L
52()W471#O4ZCD#8F? >>+1 K L ".71#8 >>+1 K L ]&5%#
8 >>+1 K L ]X5%# 8G "SWD?# 8 >>+1 K L ".;^@D# 8
>>+1 K L SVHQ# F !I K>1 1-=O-*(,# F !I K>1 .O2+*(,(,#
F !I K>1 /’0,+)*.*(,&# 冰上放置 ;? >(," DN!8: ???
2 K >(, 离心 8F >(,# 取上清用 U7% 法进行蛋白定
量#等量分装后MB?N 冻存"
!"% &’()*& 检测 +#!,-.! /*0)!转录水平

应用 5!RT+1 试剂盒#按其说明书操作#提取细
胞总 !"%" 每 8[8?Z细胞加入 8 >1 5!RT+1#吹打裂
解细胞#室温放置 F >(,#加入 ?C: >1 氯仿#振荡#
DN! 8: ??? 2 K >(, 离心 8F >(,#把上层水相转移
至新的 ]S 管中"加入 ?CF >1 异丙醇#充分混匀#室
温放置 8? >(," DN!8? ??? 2 K >(, 离心 8F >(,#弃
上清" 加入 ZFG乙醇 %用 ?C?8G &]S7 水配制&8
>1# 悬起沉淀物#DN!Z F?? 2 K >(, 离心 8? >(,#去
上清#室温干燥" 加适量 !"% 酶抑制剂和去离子
水溶解# 取 8_: !1 稀释后测定 !"% 的纯度和浓
度" 调整浓度至终浓度为 F_8? !I K!1# 进行 !5W
S7!" 用通用引物进行逆转录反应 # 反应产物
/&"% 进行 S7! 扩增 # 引物设计为 F‘WXX#5X57
7X57#X##777#W;‘%正义链&#F‘W7#XX577#7#5
XX575577W;‘%反义链&"反应条件为 EFa F>(,#以
后 EDa F? )!FFa F? )!Z:a 8 >(, ;F 个循环 #
Z:a F >(, 结束反应" 扩增产物长度 ;EE YO" 同时
以 "W./*(, 作为内参 # 引物序列为 ) 正义链 F‘ W
9X95X9X95XX59X59X%9%W;‘# 反义链 F‘WX59%
9X9%9X%555999XW;‘ " 扩增产物长度 A8E YO"
S9! 产物在 :G的琼脂糖凝胶上电泳#]U 染色" 用
凝胶成像分析仪摄像分析#S9! 产物量以光密度
R"5J面积表示#计算与内参的比值"
!"1 ,234256 7894 分析乙酰化 :$!)#!,-.! /*0)! 蛋

白及内参照 !(;<4=6 的表达水平
蛋白提取物经定量后#取 ;? !I 在 H$HWS%X]
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凝胶上电泳! 然后电转膜到醋酸纤维素膜上"丽春
红染色观察转膜情况! 转膜成功后"用 !"的脱脂
奶粉封闭 # $! 加一抗#乙酰化 %& 抗体"’()*+,) -./0)

抗体" 内参照 !123456 抗体$ 在 78条件下过夜或
&98孵育 :;( $% 充分用 0<= 漂洗 & 次" 每次 )>
?56"再用二抗#)@( AAA 稀释的辣根过氧化物酶标
记的羊抗兔"羊抗鼠 /BC$振荡孵育 ( $& 洗去未结
合的二抗"滴加 D.E 化学发光试剂"F 线片曝光显
影&扫描 F 光片"计算机软件处理"进行密度分析"
计算灰度值& 本实验重复 & 次&
!"# 染色体免疫沉淀分析 $%!&’(! )*+,! 启动子基因

位点乙酰化状态

染色体免疫沉淀分析参照文献’9(进行"适当
改良& 两组细胞#)G)AH - ?I$分别用 J=+#)!> 6?KI -
E$和姜黄素#(! "?KI - E$处理 )> $"离心去除培养
基后"加入 )L的甲醛溶液#用 0<= 配制$室温作用
)! ?56"用冷 0<= 洗 ( 次"加入含有蛋白酶抑制剂
的裂解液 )AA "I #)L =M=")A ??KI - E DMJ+"!A
??KI - E JN5O1%.I"’% PQ)$&细胞裂解物用超声破碎
机作用 )A 次"每次 )A O"产生大约 !AAR) AAA S’
的染色体片段#电泳证实$%将裂解物 )7 AAA N - ?56
离心 )! ?56& 取上清用稀释缓冲液 #AQA)L =M="
)Q)L JN54K6 F1)AA")Q( ??KI - E DMJ+")HQ9 ??KI - E
JN5O1%.I" ’% PQ)" )H9 ??KI - E T2.I$稀释 )A 倍"
取 )AA "I 上清提取 MT+" 作为乙酰化 %& 沉淀时
取等量样本定量& 其余上清分两等份加入 HA "I
!AL的蛋白 + 琼脂糖浆#内含鲑鱼精子 MT+ 约 &A
"B$"78振荡 &A ?56"! AAA N - ?56 离心 ( ?56"上
清转移到一个新的 D0 管& 将每个样本上清分两等
份分别加入 & "B 抗乙酰化 %& 抗体和正常兔血清
#阴性对照$"78震荡过夜&再加入 HA "I 含鲑鱼精
子 MT+ 的 !AL的蛋白 + 琼脂糖浆"78 震荡 ) $"
)A AAA N - ?56 离心 )A ?56 收集免疫沉淀复合物"
将免疫沉淀复合物用冷的低盐洗涤缓冲液#AQ)L
=M=")L JN54K6 F1)AA" ( ??KI - E DMJ+"(A ??KI -
E JN5O1%.I ’% PQ)")!A ??KI - E T2.I$)高盐洗涤缓
冲液#AQ)L =M=")L JN54K6 F1)AA" ( ??KI - E DMJ+"
(A ??KI - E JN5O1%.I"’% PQ)" !AA ??KI - E T2.I$)
氯化锂洗涤缓冲液#AQ(! ?KI - E E5.I" )L T017A"
)L脱氧胆酸" ) ??KI -E DMJ+" )A ??KI -E JN5O1%.I"
’%PQ)$)JN5O1DMJ+ 缓冲液 #)A ??KI - E JN5O1%.I"
) ??KI - E DMJ+" ’% PQA$依次洗涤离心& 将沉淀
物溶在 )AA "I 洗脱缓冲液 #)L =M="AQ) ?KI - E
T2%.U&$ 中" 室温下放置 &A ?56" 加入 (AA "I !

?KI - E T2.I H!8 过夜"逆转组蛋白和 MT+ 的交联
作用& 然后用基因组 MT+ 小量制备试剂盒提取
MT+#杭州维特洁生化技术有限公司 $"进行 0.V
扩增& ’()*+,) -./0)启动子基因扩增的引物序列为*正
义链 !W1..+C.. .JJJCC+JCCJJJ1&W"反义链 !W1
C..J..JJJ.J CJC.. JC+1&W% 反应条件为 X!8
&! O)H)8 7A O)9(8 !A O" 扩增片段长度 7(A S’&
初始变性和反应结束时的延伸适当延长时间&0.V
反应产物用 (L的琼脂糖凝胶电泳"D< 染色& MT+
的扩增产物用凝胶成像分析仪摄像分析&
!-. 细胞周期分析
取生长良好的细胞" 用无血清培养基培养 (7

$后"改用含血清培养基培养"并用 (! "?KI - E 姜
黄素分别处理 (7 $ 和 &H $"收集细胞"0<= 洗涤后
用 9AL乙醇固定过夜 #78 $" 离心洗涤后加入
VT2OY + &98作用 &A ?56"加入 0/" 78避光作用
&A ?56 后用流式细胞仪检测" .YII ?KZ5[54 软件分
析&
!-/ 统计学处理
数据用 !\ O 表示"采用 =0== )AQ! 软件包进行

统计学分析&

% 结 果

%-! 姜黄素阻滞 0123 细胞周期进程
用 (! "?KI - E 姜黄素分别作用 (7 $ 和 &H $

后" 细胞周期各期分布分别为* C) - CA 期#()QPA\
!Q7&$L " #&!Q9) \7Q9X$L %= 期 #!AQ7& \7Q)P$L "
#7XQP&\HQ(7$L%C( - ] 期 #(9Q9H\(Q7!$L "#)7Q7H\
&QH($L& (7 $ 时细胞主要阻滞在 C( - ] 期" 但在
&H $ 时 C) - CA期细胞数增加"显示阻滞在 = 期前&
%-% 姜黄素对组蛋白 45 乙酰化的影响
姜黄素和 J=+ 作用 V2^5 细胞 )> $" 均上调组

蛋白 %& 的乙酰化水平" 与未用药物处理组相比"
分别增加了 )Q9 倍 #灰度值 77Q(\XQH _O (!QP\9Q($
和 &Q) 倍#灰度值 9XQ7\)(Q! _O (!QP\9Q($& !123456
的表达未见明显变化 #灰度值 (H7Q! \&)QP _O
(9HQ)\(9Q&$& #见图 )$
%-5 姜黄素对 $%!&’(! )*+,! 607’ 合成和蛋白表
达的作用

(! "?KI - E 的姜黄素作用 V2^5 细胞"’()*+,) -./0)

?VT+ 表达在 P $ 时升高"持续 (7 $ 后有所降低"
(7 $ 时与内参照的比值比 )( $ 升高 (QH 倍" 与阴
性对照组相比增加了 7Q( 倍%0()*+,) -./0) 蛋白表达

有相同结果")( $ 时和对照组相比增加了 (Q7 倍
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图 ! "#$%#&’ ()*% 分析姜黄素和 +,- 对 ./01 细胞
组蛋白 23 的乙酰化作用影响

4156&# 7 +8# /9#%:)/%1*’ )#;#)$ *< 81$%*’# 2= 1’ ./01 9#))$
/<%#& >1<<#&#’% %&#/%?#’%$ >#%#9%#> (: "#$%#&’ ()*%

@/’# 7! 9*’%&*) ./01 9#))$" )/’# A! ./01 9#))$ %&#/%#> B1%8 96&96?1’"

)/’# =! ./01 9#))$ %&#/%#> B1%8 %&198*$%/%1’ - #+,-$C

图 A "#$%#&’ ()*% 分析姜黄素!AD !?*) E @"对
./01细胞 FAG"-47 HIJFG 表达的影响

4156&# A +8# #KL&#$$1*’ *< FAG"-4G HIJFG 1’ ./01 9#))$
/<%#& %&#/%?#’% B1%8 96&96?1’ %AD !?*) H @& >#%#9%#>

(: "#$%#&’ ()*%
@/’#$ GMN! ./01 9#))$ %&#/%#> B1%8 96&96?1’ <*& O’ P’ Q’ GA’ AP’
/’> PQ 8’ &#$L#9%1;#):R

图 3 .+MFI. 分析姜黄素对 LAG"-4G HIJFG ?.S- 表达的影响
4156&# 3 +8# #KL&#$$1*’ *< LAG"-4G HIJFG ?.S- 1’ ./01

9#))$ /<%#& %&#/%?#’% B1%8 96&96?1’ >#%#9%#> (:
&#;#&$# %&/’$9&1L%1*’ML*):?#&/$# 98/1’ &#/9%1*’ %.+MFI.&

@/’# T! ?/&U#&" )/’#$ GMN! ./01 9#))$ %&#/%#> B1%8 96&96?1’ <*& O’
P’ Q’ GA’ AP’ /’> PQ 8’ &#$L#9%1;#):C

图 P I2JF 分析姜黄素和 +,- 对 LAG 启动子基因位点
组蛋白 23 乙酰化水平的影响

4156&# P +8# /9#%:)/%1*’ *< 81$%*’# 23 /% %8# $1%# *< LAG
L&*?*%#& 5#’# 1’ ./01 9#))$ /<%#& %&#/%?#’% B1%8 96&96?1’ *&

+,- >#%#9%#> (: 98&*?/%1’ 1??6’*L&#91L1%/%1*’ /$$/:
@/’# T! ?/&U#&" )/’# G! ’#5/%1;# 9*’%&*)" )/’# A! ./01 9#))$
%&#/%#> B1%8 96&96?1’" )/’# 3! ./01 9#))$ %&#/%#> B1%8 +,-" )/’#$ PM
N! ’*’M-(" )/’#$ VMW! ’*&?/) &/((1% $#&6?C
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%GAQCDXPGRQ ;$ PWR3X3ORG&’AP 8 时增加了 DRG 倍
%AOGRQXDORD ;$ PWR3X3ORG&( "M/9%1’ 的表达未见明
显变化%灰度值 GQPRVXAORQ ;$ GNNRQXGVRP&( %见图
A’图 3&

!"# 姜黄素对 $!%&’(% )*+,%启动子基因位点乙酰化

组蛋白 -. 的影响
染色质免疫沉淀分析发现’ 姜黄素和 +,- 免

疫沉淀组 YS- 扩增后’其 YS- 产量分析显示与对
照组相比增加了 GRW 倍和 3RD 倍’证明在 ./01 细胞
LAG"-4G EIJFG 启动子基因位点乙酰化组蛋白 23 水平
分别增加了 GRW 倍和 3RD 倍’说明姜黄素和 +,- 对
./01 细胞 LAG"-4G EIJFG启动子基因位点乙酰化组蛋白

23 有选择性作用( %见图 P&

. 讨 论

姜黄素是中药姜黄的有效活性成分 ’ 是近
年来发现的预防肿瘤化学新药 ’在体内外有明
显的抗肿瘤作用 (姜黄素能上调 Z[I=OP 细胞的
L\G"-4G E IJFG)L\V]JFG 和 LD=’抑制细胞周期进程 *N+"能
够促进野生型 LD= 的表达及 LD= 下游靶蛋白 ^/K
的水平升高’ 诱导人乳腺癌细胞 TI4MV 凋亡*Q+"能
够下调 #5&MG)9M?:9)(9)MK@) S4M#^ 和 LD= 的基因
表达’ 抑制 ^ 细胞淋巴瘤细胞的生长和促进细胞
凋亡 *W+"抑制 9:9)1’ Y= 表达和促进 LAV]JFG 表达’阻
滞 2@MNO 细胞在 _O H _G 及 _A H T 期 ’ 诱导 2@MNO
细胞凋亡 *GO+"改变大肠癌细胞表面的粘附分子表
达’诱导细胞凋亡和阻止细胞粘附’防止浸润和转
移 *GG+(
表观遗传修饰是基因表达的主要修饰方式’

包括 YS- 甲基化)组蛋白乙酰化和 .S- 干扰等(
正常体细胞中启动子和 D‘调节区附近的胞嘧啶M
鸟嘌呤二磷酸核苷%IL_&岛通常是未甲基化的’而
在肿瘤转化期间’ 常染色体基因发生 IL_ 岛广泛
甲基化’并导致基因沉默( 组蛋白高乙酰化使染色

!"!
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李新刚!等+ 姜黄素对人淋巴瘤 ,-./ 细胞组蛋白 0# 乙酰化作用的影响

质呈开放状态#是转录活化所必需的$ 一般来说#
染色质高乙酰化区域是转录活跃的# 而低乙酰化
区域则是沉默的$ 近几年研究表明#表观遗传改变
在肿瘤发生中扮演一个重要角色# 肿瘤发生的主
要表观遗传改变是抑制肿瘤生长的基因发生 123
过甲基化和染色质中的组蛋白去乙酰化修饰%并
发现甲基化转移酶抑制剂和去乙酰化酶抑制剂可

以抑制肿瘤细胞增殖#诱导分化和凋亡$ 最近有学
者报道# 用组蛋白去乙酰化酶抑制剂诱导治疗耐
药复发的白血病患者#取得完全的临床缓解 !!""$ 这
说明 0345 6 01375 功能紊乱是白血病发生或耐药
的一个重要机制#调节 0345 6 01375 的平衡#促进
蛋白质的正常乙酰化# 可能是治疗白血病及其它
恶性肿瘤的新途径$ 笔者在最近的研究中发现#姜
黄素能抑制 89:;<<=5 淋巴瘤细胞系 ,-./ 的 0137!
活性# 抑制 ,-./ 细胞增殖和诱导细胞凋亡 &待发
表’$本实验中发现#"% !>?@ A B 姜黄素处理 ,-./ 细
胞 !* C#明显上调组蛋白 0# 的乙酰化作用#使组蛋
白 0# 的乙酰化水平增加 !+’ 倍# 并且使 D"!E3F! A7GH!

启动子位点组蛋白 0# 乙酰化水平提高 # 促进
H"!E3F! A7GH! 蛋白表达#提示姜黄素抑制 ,-./ 细胞增
殖与组蛋白 0# 的乙酰化有关$
细胞周期是由细胞周期依赖性激酶&IJ;’序贯

性激活和失活所控制$ D"!E3F! A7GH! 是一种广谱 IJ;
抑制剂#通常在肿瘤细胞中低表达或表达缺失#其
主 要 原 因 可 能 是 D"!E3F! A7GH! 基 因 启 动 子 区 域

123 的高度甲基化或组蛋白的低乙酰化 $ 有研
究表明 # D"!E3F! A7GH! 启动子位点可能也是 01375
抑制剂天然靶基因 !!#"$抑制 01375 的活性#提高
D"!E3F! A7GH!启动子位点组蛋白乙酰化水平# 有可能
促进的 D"!E3F! A7GH!基因转录$ 本实验应用染色质免
疫沉淀分析发现# 姜黄素作用 ,-./ 细胞 ( C 后#
D"!E3F! A7GH! 启动子位点组蛋白 0# 乙酰化水平增加
了 !+) 倍 #"$ C 时 D"!E3F! A7GH! >,23 合成增加了
$+" 倍#H"!E3F! A7GH! 蛋白表达增加 %+! 倍% 细胞周期
分析也证实#"$ C 主要阻滞在 K" A L 期##& C K* A K!

期细胞数增加#显示阻滞在 M 期前$ 说明姜黄素是
通过调节组蛋白 0# 的乙酰化作用#提高细胞周期
依赖性激酶抑制剂 D"!E3F! A7GH!的表达而阻止了 ,-./
细胞的周期进程$
综合上述分析# 姜黄素作为新型的化学性肿

瘤治疗药物#具有组蛋白乙酰化调节作用#能提高
,-./ 细胞 D"!E3F! A7GH! 启动子位点组蛋白 0# 乙酰化
水平# 促进细胞周期素依赖性激酶抑制剂的表达

和阻滞细胞周期进程$ 姜黄素对 ,-./ 细胞的表观
遗传修饰作用可能是其抗淋巴瘤的机制之一$
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