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Ⅰ型去乙酰化酶抑制剂ＭＳ２７５对间充质干细胞Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２成脂分化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨Ⅰ型去乙酰化酶抑制剂（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＨＤＡＣｉ）ＭＳ２７５对间充质干细胞（ｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）成脂分化的影响。方法　 利用噻唑蓝（ＭＴＴ）和碘化乙啶（ＰＩ）染色结合流式细胞术（ＦＣＭ）分别检
测不同浓度ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞活性和细胞周期的影响；油红Ｏ染色分析ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞成脂分化
能力的影响；同时应用实时定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测ＭＳ２７５对成脂分化标志物：脂结合蛋白（ａＰ２）、围脂素（ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ）、
脂联素（Ａｄｉｐｏｑ），以及成脂分化关键转录因子：过氧化物酶体增殖物激活受体γ２（ＰＰＡＲγ２）ｍＲＮＡ转录水平的影响。
结果 　 随着ＭＳ２７５浓度升高，其对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的抑制率也随着增高，ＩＣ５０约为８μｍｏｌ／Ｌ（Ｐ＜０．０５）；流式结果表
明，ＭＳ２７５将Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞周期阻滞在Ｇ０／Ｇ１期；０．５μｍｏｌ／Ｌ的ＭＳ２７５明显减少Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的脂滴积累；同时
成脂分化标志物ａＰ２、ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ、Ａｄｉｐｏｑ及成脂关键转录因子ＰＰＡＲγ２的转录水平也显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＭＳ２７５
减弱了间充质干细胞成脂分化的能力，表明抑制Ⅰ型ＨＤＡＣｓ的活性可部分抑制ＭＳＣｓ向成脂分化。
　　［关键词］　 间充质干细胞；成脂分化；ＭＳ２７５；组蛋白去乙酰化酶
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　　脂肪形成（ａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ）的异常与肥胖、骨质疏
松、心血管疾病、Ⅱ型糖尿病等疾病密切相关［１－２］。已

知脂肪形成是由 Ｃ／ＥＢＰ、ＳＲＥＢＰｓ、和 ＰＰＡＲγ等一系
列成脂相关转录因子调控，通过改变基因的表达，进而

调节脂质生成、转运、存储的复杂过程［３］。近年研究

发现，组蛋白乙酰化引致的染色质重构是转录调节的

关键环节。组蛋白乙酰化是由组蛋白乙酰化酶

（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＨＡＴｓ）和组蛋白去乙酰化
酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣｓ）两大酶家族共同调控
的动态过程：ＨＡＴｓ通过乙酰化组蛋白赖氨酸残基，激
活基因转录；ＨＤＡＣｓ则使组蛋白去乙酰化，而抑制基
因转录［４］。根据ＨＤＡＣｓ的结构、功能、亚细胞定位以
及表达模式，ＨＤＡＣｓ可被分为４种类型：Ⅰ型 ＨＤＡＣｓ
（ＨＤＡＣ１，２，３和８）广泛表达，有效地使组蛋白去乙酰
化；Ⅱａ型ＨＤＡＣｓ（ＨＤＡＣ４，５，７和９）在肌肉与神经组
织中特异性表达，催化活性小；Ⅱｂ型 ＨＤＡＣｓ（ＨＤＡＣ６
和１０）是细胞质中的主要去乙酰化酶；而目前对于Ⅳ
型ＨＤＡＣ（ＨＤＡＣ１１）的认识较少［４］。

　　ＨＤＡＣｉ可通过抑制 ＨＤＡＣｓ的活性，进而增加蛋
白质的乙酰化［５］，它阻滞细胞周期、引起细胞凋亡，被

认为是一种新型的抗肿瘤药物［６］。ＨＤＡＣｉ也影响细
胞分化的进程，近来的研究发现，成脂分化的关键转录

因子ＰＰＡＲγ与ＨＡＴｓ和ＨＤＡＣｓ可相互作用并影响成
脂分化的进程［７－８］。但目前对于不同类型的 ＨＤＡＣｓ
在成脂分化过程中如何发挥作用仍然缺乏了解。ＭＳ
２７５，属于苯甲酰胺类衍生物，是一种新型的 ＨＤＡＣｉ，
可特异性地抑制Ⅰ型 ＨＤＡＣｓ的活性［９］。因此本研究

建立了Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２的成脂分化模型，并以ＭＳ２７５作
用于该模型，探讨其对ＭＳＣｓ增殖及成脂分化的影响。

１　材料与方法

１．１　实验细胞
　　Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２ｃｌｏｎｅ８细胞系购自美国模式培养物典藏馆
（ＡＴＣＣ）。
１．２　主要试剂
　　ＭＳ２７５购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ，低糖 ＤＭＥＭ培养基、高糖 ＤＭＥＭ培
养基购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，３异丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）、地塞
米松、吲哚美辛、油红 Ｏ、碘化乙啶（ＰＩ）购自 Ｓｉｇｍａ，Ｔｒｉｚｏｌ购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ｃＤＮＡ第１链合成试剂盒购自 ＴａＫａＲａ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自Ｔｉａｎｇｅｎ。
１．３　Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的培养
　　用完全培养基（含体积分数为 １０％ 胎牛血清的低糖

ＤＭＥＭ），在体积分数为 ５％ ＣＯ２，３７℃的培养箱中进行培养。
细胞在培养过程中要及时传代，保持汇合度在７０％以下，按１∶４
的比例传代。

１．４　Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的成脂分化
　　以５．０×１０３／ｃｍ２的细胞密度，接种于１２孔板，直至细胞
单层融合 ７５％ ～８０％后，换为含有 ０．５μｍｏｌ／Ｌ地塞米松、

０．５μｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛、５０μｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ、１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ
高糖培养基（成脂分化培养基：ａｄｉｐｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉａ，
ＡＤＭ），诱导细胞分化，３～４ｄ更换１次培养基，分化１２ｄ。阴
性对照组仅用完全培养基维持。

１．５　油红Ｏ染色及半定量分析
　　预冷ＰＢＳ清洗细胞３次，４％多聚甲醛４℃下固定１０ｍｉｎ，
油红Ｏ室温染色３０ｍｉｎ，蒸馏水清洗非特异性染料，镜检拍照；
随后加入无水异丙醇（每孔３００μｌ）溶解与脂滴结合的油红Ｏ，
酶标仪５００ｎｍ下测定光密度值［Ｄ（５００）］。
１．６　细胞活性检测
　　取对数生长期的细胞，以５．０×１０３／ｃｍ２的细胞密度，接种
于９６孔培养板，每孔２００μｌ完全培养基。２４ｈ后换为含有不
同浓度ＭＳ２７５的完全培养基２００μｌ，继续培养４８ｈ后，镜下观
察细胞形态后每孔加入２０μｌ０．５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液。３７℃孵育
４ｈ，吸掉上清，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μｌ，轻度振荡。酶标仪
４９０ｎｍ下测定光密度值［Ｄ（４９０）］，并估算ＩＣ５０。
１．７　细胞周期分析
　　取对数生长期的细胞，以５．０×１０３／ｃｍ２的细胞密度，培养
于６孔板，每孔１ｍｌ的完全培养基。２４ｈ后，换含有０、０．２５、
０５、１μｍｏｌ／ＬＭＳ２７５的完全培养基，继续培养４８ｈ后，收集细
胞。加入３０μｇ／ｍｌ的ＲＮＡａｓｅ，３０μｇ／ｍｌ的ＰＩ各２５０μｌ，３７℃
避光反应６０ｍｉｎ。筛网过滤，上机检测，Ｍｏｄｆｉｔ软件分析结果。
１．８　实时定量ＰＣＲ检测成脂分化标志物与成脂关键

转录因子

　　以 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，ｃＤＮＡ第 １链合成参照
ＴａＫａＲａ试剂盒步骤进行。实时定量 ＰＣＲ反应体系包括 ｃＤＮＡ
（１∶５稀释），ＰＣＲ上游引物，ＰＣＲ下游引物，２．５×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，
去离子水。反应条件：９５℃热启动 １０ｍｉｎ；９４℃变性 １５ｓ，
６０℃ 退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，７２℃采集荧光，共４０个循环；
退火反应，５５～９５℃每上升０．５℃采集１次荧光。用２－△△ＣＴ

法分析实验结果，实时定量ＰＣＲ引物：１８ｓＲＮＡ作为内参，上游
５′ＣＣＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡ３′，下游 ５′ＧＣＧＧＣＧＣＡＡＴＡＣ
ＧＡＡＴＧＣＣＧＣ３′；Ａｄｉｐｏｑ上游 ５′ＧＡＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧＧＣＡＣＴＣＣ
３′，下游 ５′ＣＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＧＣＣＧＴＣＡＴ３′；ａＰ２上游 ５′ＡＡＧＡ
ＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＡＡＧＧＴＴ３′，下游 ５′ＴＧＡＣＣＡＡＴＣＧＣＣＡＴＡＴ
ＡＣＧＣ３′；ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ上游５′ＧＧＴＧＧＣＧＧＴＣＴＧＣＴＧＣＡＣＧ３′，下游
５′ＣＣＡＧＧＣＣＴＣＴＧＣＡＧＧＣＣＡＡＣ３′；ＰＰＡＲγ２上游 ５′ＧＧＴＧＣ
ＣＴＴＣＧＣＴＧＡＴＧＣＡＣＴＧ３′，下 游 ５′ＡＴＣＧＣＧＣＴＣＧＣＣＴＴＧＧＣＴ
ＡＴＧ３′。
１．９　统计学分析
　　采用 Ｅｘｃｅｌ进行数据处理，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，进行配
对ｔ检验。

２　结果

２．１　ＭＳ２７５改变 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的形态并抑制其
增殖活性

　　正常培养的Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞呈多角形；ＭＳ２７５处理细胞
４８ｈ后，细胞形态发生明显改变，呈扁平形状，突起变长，体积较
大，且随着浓度升高，形态改变越明显（图１）。ＭＴＴ结果显示
ＭＳ２７５降低了Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的增殖活性，并呈剂量依赖关
系。浓度＜０．５μｍｏｌ／Ｌ时，对细胞的增殖影响轻微（Ｐ＜００５）；
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浓度处于１～１６μｍｏｌ／Ｌ时，明显抑制了细胞的增殖，ＩＣ５０约为
８μｍｏｌ／Ｌ（Ｐ＜０．０５）（图 ２），因此选择 ０．２５、０．５μｍｏｌ／Ｌ和
１μｍｏｌ／Ｌ浓度进行后续实验。
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Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：０．２５μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：０．５μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：１μｍｏｌ／Ｌ
图１　不同浓度ＭＳ２７５改变Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞形态　

（倒置显微镜 ×２５０）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ比较
图２　ＭＳ２７５降低了Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的增殖活性

２．２　ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞周期的影响
　　流式细胞术检测不同浓度的 ＭＳ２７５处理对 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２
细胞周期分布的影响。随着ＭＳ２７５浓度升高，与０μｍｏｌ／Ｌ相
比，细胞出现明显的Ｇ０／Ｇ１期阻滞，所占比率从６３．０９％增加到
７８．８１％，而Ｓ期细胞的比率则从３４．２０％下降到１６．１１％。此
外所选取的ＭＳ２７５浓度不引起细胞的凋亡（图３）。

２．３　ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞成脂分化的影响
　　倒置显微镜下可见分化成熟的脂肪细胞的细胞质内充满
了脂滴（图４Ａ、Ｂ）。以含不同浓度ＭＳ２７５的成脂分化培养基处
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ａ：Ｐ＜００５，与０μｍｏｌ／Ｌ比较
图３　不同浓度ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞周期的影响

理Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞 １２ｄ，油红 Ｏ染色分析 ＭＳ２７５对 Ｃ３Ｈ／
１０Ｔ１／２细胞成脂分化的影响。０．２５μｍｏｌ／Ｌ的 ＭＳ２７５对脂滴
形成的影响轻微（图 ４Ｃ），随着浓度升高（０．５μｍｏｌ／Ｌ和
１μｍｏｌ／Ｌ），ＭＳ２７５抑制脂滴形成效果越明显（图４Ｄ、Ｅ），向脂
肪分化的细胞与细胞内脂滴数量明显减少，脂滴体积变小，单

室脂滴完全消失，但并不能完全抑制小脂滴的形成。为了量化

ＭＳ２７５对成脂分化的影响，油红 Ｏ半定量分析的结果与染色
结果相一致，随着浓度的增加抑制效果越明显。１μｍｏｌ／ＬＭＳ
２７５处理组的Ｄ（５００）值为ＡＤＭ组的０．４７倍，但仍为阴性对照
组的（２．４２±０．０５）倍（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ＭＳ２７５对 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２成脂关键转录因子及成
脂分化标志物的影响

　　以ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２成脂分化过
程中的关键转录因子ＰＰＡＲγ２、成脂分化标志物ａＰ２、ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ、
ＡｄｉｐｏｑｍＲＮＡ转录水平的影响。如表１所示，ＡＤＭ组的４个基
因的表达量均远远高于阴性对照（Ｐ＜０．０５）；随着 ＭＳ２７５浓
度的增加，４个基因的转录水平逐渐降低，但仍高于阴性对照组
（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析ＭＳ２７５对ＰＰＡＲγ２、ａＰ２、ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ、
ＡｄｉｐｏｑｍＲＮＡ相对表达量的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＰＡＲγ２ ａＰ２ ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ Ａｄｉｐｏｑ〗

阴性对照 １ １ １ １

ＡＤＭ组 ６３８．７１±８５．８５ａ３５３．１７±３８．０１ａ ２１５０．６０±１９４．５９ａ１９０３６．２８±１２１２．１１ａ

ＡＤＭ＋０．２５μｍｏｌ／Ｌ

ＭＳ２７５组
５４４．２５±７９．５４ａ２６３．３７±７６．３６ １６７６．６７±２０３．１９ａ１６９７１．９７±８３１．５２ａ

ＡＤＭ＋０．５μｍｏｌ／Ｌ

ＭＳ２７５组
４３２．４８±１０２．５０ａ１６９．３１±５４．６２ １１７４．６７±９７．１１ｂ １４２３１．３３±１９４６．９４ａ

ＡＤＭ＋１μｍｏｌ／Ｌ

ＭＳ２７５组
２３３．５０±３６．０６ｂ１１９．３１±２９．６３ａ ６２６．５９±１９４．５９ａ ９７４１．１２±２２７０．８１

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照比较
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Ａ：阴性对照；Ｂ：ＡＤＭ组；Ｃ：ＡＤＭ＋０．２５μｍｏｌ／ＬＭＳ２７５；Ｄ：ＡＤＭ＋０．５μｍｏｌ／ＬＭＳ２７５；Ｅ：ＡＤＭ＋１μｍｏｌ／ＬＭＳ２７５
图４　油红Ｏ染色检测ＭＳ２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞成脂分化的影响（倒置显微镜 ×２５０）
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３　讨论

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓＭＳＣｓ）主
要存在于骨髓、脂肪组织和脐血中，具有自我更新和多

向分化潜能，被认为是理想的组织工程种子细胞，也是

研究包括成脂分化在内的间充质干细胞多向分化机制

的良好模型［１０－１１］。组蛋白乙酰化修饰是一种表观遗

传调控的重要机制，组蛋白翻译后修饰所引起的染色

质结构重塑在真核生物基因表达调控中发挥着重要的

作用，近年来的研究发现蛋白质的乙酰化修饰参与调

节多种细胞生物学功能，如增殖、分化和凋亡［１２］。

　　ＭＳ２７５是一种特异性的Ⅰ型ＨＤＡＣｉ，为了探讨Ⅰ
型ＨＤＡＣｓ对ＭＳＣｓ增殖与成脂分化的影响，我们建立
了Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞的成脂分化模型，并检测了 ＭＳ
２７５对Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２细胞增殖和成脂分化的影响。结
果表明ＭＳ２７５改变了细胞的形态，抑制 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２
细胞的活性并将其阻滞在Ｇ０／Ｇ１期。该结果与已有报
道不尽相同，已有的研究显示两种泛组蛋白去乙酰化

酶抑制剂，ＶＰＡ与ＮａＢｕ，可将来源于人脐血与脂肪组
织的 ＭＳＣｓ阻滞在 Ｇ２／Ｍ期

［１３］。此外，与诱导肿瘤细

胞凋亡不同，本研究并未观察到凋亡的发生。上述这

些差异提示不同类型的 ＨＤＡＣｉ对不同类型细胞的周
期抑制作用具有不同的作用，其机制值得进一步研究。

　　最近，Ｈａｂｅｒｌａｎｄ等［１４］报道了在３Ｔ３Ｌ１成脂模型
中，敲除 ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２能有效地抑制脂滴的积
累。与 Ｈａｂｅｒｌａｎｄ等的报道类似，本研究结果也显示
Ⅰ型 ＨＤＡＣｉＭＳ２７５可明显降低 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞的
成脂分化，且其抑制作用呈现剂量依赖性，表明Ⅰ型
ＨＤＡＣｓ参与成脂分化进程的调节。但与多种泛ＨＤＡ
Ｃｉ相比，如 ＴＳＡ和 ＳＡＨＡ，ＭＳ２７５对 ＭＳＣｓ成脂分化
的抑制作用较弱。油红Ｏ染色显示 ＭＳ２７５可以抑制
单室脂肪细胞的出现，但并不能使小脂滴全部消失；其

对ＰＰＡＲγ２、ａＰ２、ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ、Ａｄｉｐｏｑ的转录水平的影响
也说明了 ＭＳ２７５只可部分抑制 ＭＳＣｓ的成脂分化。
这可能与低浓度的ＭＳ２７５仅可特异性地抑制ＨＤＡＣ１
与３［９］，而其他泛 ＨＤＡＣｉ则对多种 ＨＤＡＣｓ具有广泛
的抑制作用相关，提示除了Ⅰ型 ＨＤＡＣｓ外，多种其他
类型的ＨＤＡＣｓ也参与了 ＭＳＣｓ的成脂分化的调节过
程，比如，最近就有研究发现 ＨＤＡＣ４［１５］和 ＨＤＡＣ９［１６］

都有可能是成脂分化调节的关键因子。此外，除了通

过上述的转录水平影响成脂分化的进程外，还可能存

在着其他的途径，近来的研究还发现除组蛋白外，细胞

内还存在着大量乙酰化修饰的非组蛋白，这些蛋白的

乙酰化修饰可影响细胞内物质与能量的代谢［１２］。因

此，对参与成脂分化过程中ＨＤＡＣｓ的种类和作用的具
体机制还有待的进一步研究，这也将有助于发展特异

性更强、抑制效果更好的ＨＤＡＣｉ应用到肥胖症等疾病
的治疗中。
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