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二氯乙酸盐通过促进Ｍｃｌ１降解诱导宫颈癌细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨二氯乙酸盐（ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＡ）对宫颈癌细胞增殖、凋亡的影响及其可能
机制。方法　采用ＣＣＫ８法检测ＤＣＡ对宫颈癌ＨｅＬａ细胞增殖的影响；流式细胞仪检测 ＤＣＡ对 ＨｅＬａ
细胞凋亡的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＤＣＡ对ＨｅＬａ细胞凋亡相关蛋白ＰＡＲＰ（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）
和Ｍｃｌ１（ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ１）水平的影响。结果　与对照组比较，ＤＣＡ处理可显著抑制ＨｅＬａ细胞
增殖（Ｐ＜０．０１）、促进细胞凋亡（Ｐ＜０．０１）、升高剪切型ＰＡＲＰ（ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ）蛋白的水平、下调凋亡抑
制蛋白Ｍｃｌ１的表达。ＤＣＡ对ＨｅＬａ细胞 Ｍｃｌ１蛋白的下调作用可被蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２所抑制，
但不能被蛋白翻译抑制剂放线菌酮（ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ，ＣＨＸ）所抑制。结论　ＤＣＡ促进宫颈癌细胞凋亡的
作用可能与其促进蛋白酶体降解Ｍｃｌ１有关。
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　　宫颈癌是严重威胁女性生命健康的恶性肿瘤，除
手术和放疗外，化疗（主要针对晚期及复发的宫颈癌）

也是一种重要的治疗措施。目前，以顺铂为基础的联

合化疗方案应用最为广泛，但其副作用较大，效果也尚

不理想。因此，亟待探索有效且毒副作用小的治疗措

施。近年研究表明：肿瘤也是一种代谢异常疾病，通过

调节代谢抗肿瘤已成为肿瘤治疗领域中的新研究热点

之一［１－２］。在诸多通过调节代谢而抗肿瘤的药物中，

二氯乙酸盐（ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＡ）显示出良好的抗肿
瘤前景，其可抑制多种肿瘤细胞的生长，但对正常细胞

无影响［２－１０］。本研究以 ＨｅＬａ细胞为模型，观察了
ＤＣＡ对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响，并初步探讨了

３９６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）



可能机制，为探索宫颈癌治疗新策略提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞及主要试剂
　　人宫颈癌ＨｅＬａ细胞由第三军医大学基础医学部
生物化学与分子生物学教研室保存。ＤＣＡ购自美国
Ｓａｎｔａ公司，ＣＣＫ８试剂盒购自 ＤｏｊｉｎＤｏ公司，兔抗人
ＰＡＲＰ抗体和兔抗人 Ｍｃｌ１抗体均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｔｕｂｌｉｎ抗体、ＭＧ１３２、放线菌酮（ｃｙｃｌｏｈｅｘｉ
ｍｉｄｅ，ＣＨＸ）、青霉素链霉素均购自碧云天生物科技公
司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡双染试剂盒购自美国
ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
ＩｇＧ和山羊抗小鼠 ＩｇＧ均购自中杉金桥公司，ＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　细胞培养及实验分组
　　采用ＤＭＥＭ培养基＋１０％胎牛血清 ＋１％双抗在
３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中进行细胞培养。当细胞密度达
培养瓶底面积 ９０％左右时进行传代培养。实验分
２组：对照组，ＤＣＡ组（４０ｍｍｏｌ／ＬＤＣＡ）。
１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　将对数生长期的 ＨｅＬａ细胞消化成单细胞悬液，
按５０００／孔接种于９６孔板中，于３７℃、５％ＣＯ２细胞培
养箱中培养过夜后处理细胞，实验组加入４０ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＤＣＡ，对照组加入等体积 ＰＢＳ，每组设 ３个复孔，
２４ｈ后加入ＣＣＫ８检测试剂，每孔１０μＬ，３７℃避光
孵育３０ｍｉｎ后使用全波长酶标仪于４５０ｎｍ处测量每
孔的光密度值，计算细胞存活率。

１．４　细胞凋亡检测
１．４．１　流式细胞仪检测细胞凋亡　　对数生长期
ＨｅＬａ细胞消化成单细胞悬液后接种于 ６孔板中，于
３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养，待细胞贴壁后，用
４０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＣＡ进行处理，对照组加入等体积的
ＰＢＳ溶液，２０ｈ后收集２组细胞，离心，用预冷ＰＢＳ清
洗２～３次，重悬，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ进行染色，
室温避光染色１５ｍｉｎ后，流式细胞仪进行检测，计算
机处理分析。

１．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白 ＰＡＲＰ表达　
　对数生长期 ＨｅＬａ细胞铺于６孔板中，细胞贴壁后，
用４０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＡ进行处理，对照组加入等体积的
ＰＢＳ溶液，２０ｈ后收取细胞，提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ
法进行蛋白定量后，１０％的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，
兔抗人ＰＡＲＰ抗体 （１∶１０００稀释）、鼠抗人 Ｔｕｂｌｉｎ抗
体（１∶５０００稀释）４℃孵育过夜，次日用 ＰＢＳＴ洗膜

３次、每次１５ｍｉｎ后，分别用辣根过氧化物酶标记的山羊
抗兔ＩｇＧ（１∶１００００稀释）、山羊抗鼠ＩｇＧ二抗（１∶１００００
稀释）室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜后用 ＥＣＬ发光试剂盒
进行显影成像。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍｃｌ１蛋白表达
　　Ｍｃｌ１是重要的抗凋亡分子，为探讨 ＤＣＡ促进
ＨｅＬａ细胞凋亡是否与调节 Ｍｃｌ１的蛋白表达有关，我
们采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分析 ＤＣＡ对细胞中 Ｍｃｌ１蛋
白的表达。设置对照组、ＤＣＡ组，按１．４．２方式处理。
为探讨ＤＣＡ下调 Ｍｃｌ１蛋白表达的机制，分别加入蛋
白翻译抑制剂 ＣＨＸ或蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２，检测
ＤＣＡ对Ｍｃｌ１蛋白表达的影响。其中为明确 ＤＣＡ对
Ｍｃｌ１蛋白表达是否受 ＣＨＸ的影响，设置对照组、ＤＣＡ
组、ＣＨＸ组、ＤＣＡ＋ＣＨＸ组，ＤＣＡ＋ＣＨＸ组先用４０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＡ进行处理１８ｈ后，加入１０μｍｏｌ／ＬＣＨＸ处理２ｈ；
为研究ＤＣＡ对Ｍｃｌ１蛋白表达是否受Ｍｇ１３２的影响，
设置对照组、ＤＣＡ组、Ｍｇ１３２组（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＣＡ＋
Ｍｇ１３２组（４０ｍｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＣＡ＋Ｍｇ１３２组
用１０μｍｏｌ／ＬＭｇ１３２预处理 ２ｈ后加入 ４０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＡ处理２０ｈ。收集细胞，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法
进行蛋白定量，检测Ｍｃｌ１蛋白的表达，１２％聚丙烯酰
胺凝胶进行电泳，其中兔抗人Ｍｃｌ１抗体按１∶１０００稀
释后使用，按１．４．２步骤进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。ＥＣＬ
发光试剂盒进行显影成像。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，数据录入及统计分析均采用
ＳＰＳＳ１８．０统计软件，２组数据以ｔｔｅｓｔ进行组间比较，
多组数据间均数比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＤＣＡ可抑制ＨｅＬａ细胞增殖
　　ＤＣＡ组［（５５．８２±３．６２）％］的细胞存活率明显低
于对照组［（１００．００±４．３１）％］（Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＤＣＡ可促进ＨｅＬａ细胞凋亡
　　流式细胞仪检测结果显示：ＤＣＡ组［（１８．７４±
２６５）％］的细胞凋亡率明显高于对照组［（６．７４±
２７４）％］（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示：与对照组比较，ＤＣＡ处理可明显增加剪切型 ＰＡＲＰ
（ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ）蛋白的表达（图１Ｂ）。上述两个结果
均表明ＤＣＡ可以促进宫颈癌ＨｅＬａ细胞凋亡。
２．３　ＤＣＡ可下调ＨｅＬａ细胞中Ｍｃｌ１蛋白的表达
　　与对照组比较，ＤＣＡ处理可显著下调 ＨｅＬａ细胞

４９６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



中Ｍｃｌ１蛋白的表达（１．００±０．３４ｖｓ０．３６±０．０６，
Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ：流式细胞仪检测；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
图１　ＤＣＡ对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＤＣＡ对ＨｅＬａ细胞中Ｍｃｌ１蛋白
表达的影响

２．４　ＤＣＡ对 Ｍｃｌ１蛋白的下调作用可被蛋白酶体抑
制剂所缓解

　　ＤＣＡ对 Ｍｃｌ１蛋白的下调作用不能被 ＣＨＸ所抑
制（图３），但可被ＭＧ１３２所抑制（图４）。这些结果提
示：ＤＣＡ下调 Ｍｃｌ１蛋白的水平可能是由于其促进了
蛋白酶体活性，进而加速了Ｍｃｌ１蛋白降解所致。
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１：对照组；２：ＤＣＡ组；３：ＣＨＸ组；４：ＤＣＡ＋ＣＨＸ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＨＸ组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＨＸ对ＤＣＡ下调ＨｅＬａ细胞中

Ｍｃｌ１蛋白表达的影响
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１：对照组；２：：ＤＣＡ组；３：ＭＧ１３２组；４：ＤＣＡ＋ＭＧ１３２组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＣＡ组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＧ１３２对ＤＣＡ下调ＨｅＬａ细胞中

Ｍｃｌ１蛋白表达的影响

３　讨论

　　据全世界范围内统计，每年约有５２９０００例宫颈
癌新发病例，其中 ８５％的新发病例出现在发展中国
家［１１］。我国约占全世界的１／４，严重危害着女性的生
命健康安全。尽管宫颈癌的诊断和治疗方法都已得到

了极大地提高，但其治疗效果仍不满意。ＤＣＡ作为一
种通过调节代谢而发挥抗肿瘤效应的小分子化合物，

其在抗肿瘤方面的作用正在不断地被发掘。在本研究

中发现ＤＣＡ可抑制宫颈癌 ＨｅＬａ细胞增殖、促进其凋
亡，这种抗癌作用可能与ＤＣＡ促进宫颈癌细胞蛋白酶
体降解Ｍｃｌ１蛋白，进而使 Ｍｃｌ１蛋白水平下降有关。
本研究的发现丰富了宫颈癌的治疗方法，同时也可抵

消某些其他抗肿瘤药物在抗肿瘤时，因诱导Ｍｃｌ１上调
而削弱其自身的抗瘤效应［１２］，使得ＤＣＡ可以增敏此类
药物的抗癌效应，为肿瘤的临床治疗提供新的策略。

　　近年研究显示：ＤＣＡ可以抑制多种肿瘤细胞的生
长，包括前列腺癌、结肠癌、乳腺癌、非小细胞肺癌、卵

巢上皮癌、胶质母细胞瘤、口腔鳞癌等多种肿瘤细

胞［２－１０］；此外还发现 ＤＣＡ可以逆转肿瘤细胞对索拉
非尼、５氟尿嘧啶、顺铂等化疗药物产生的抗药
性［１３－１５］，从而增敏化疗药物的疗效。关于 ＤＣＡ抗肿
瘤机制有多个，其中主要的包括：①ＤＣＡ作为线粒体
丙酮酸脱氢酶激酶 （ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅ，
ＰＤＫ）的抑制剂，导致丙酮酸脱氢酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＰＤＨ）激活，从而促使更多的丙酮酸进入线粒
体，抑制糖酵解，减少乳酸堆积，使微环境不利于肿瘤

生存；②ＤＣＡ通过提高肿瘤细胞Ｈ２Ｏ２水平及ｐＨ值而
使线粒体膜电位降低，从而增加凋亡蛋白的表达，促进
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细胞凋亡；③ＤＣＡ通过调节葡萄糖代谢方式逆转肿瘤
细胞对化疗药物产生的耐药性，从而增敏化疗药物的

疗效。本研究中，我们发现 ＤＣＡ可通过下调 Ｍｃｌ１蛋
白的水平而促进宫颈癌细胞凋亡，从而丰富了ＤＣＡ的
抗肿瘤机制。

　　Ｍｃｌ１（ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ１）是Ｂｃｌ２家族的成
员之一，其具有重要的抗凋亡功能。近年研究发现，

Ｍｃｌ１与肿瘤的发生、发展密切相关，而且在包括宫颈
癌在内的多种恶性肿瘤中广泛高表达，其已成为肿瘤

治疗的一个重要靶标。因此，设法下调肿瘤细胞中

Ｍｃｌ１的表达水平，无疑有助于提高肿瘤的治疗效果。
目前已有关于通过靶向降低 Ｍｃｌ１的表达水平而增加
肿瘤化疗敏感性的报道［１６］。

　　关于Ｍｃｌ１的表达调控机制复杂多样，特别是有
关其降解调控的研究近年来倍受关注。本研究发现

ＤＣＡ处理后可显著下调 Ｍｃｌ１蛋白的水平，而且这种
下调作用可被蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２所抑制，但不能
被翻译抑制剂 ＣＨＸ所抑制，提示 ＤＣＡ对 Ｍｃｌ１蛋白
的下调作用可能是通过促进蛋白酶体活性而加速

Ｍｃｌ１蛋白降解来实现的。在结肠癌细胞的研究中发
现ＤＣＡ通过促进蛋白酶体的降解降低 Ｍｃｌ１的蛋白
表达水平，暗示其可能与蛋白酶体的稳定性有关［７］。

　　本研究丰富了 ＤＣＡ的抗肿瘤机制，为以 ＤＣＡ为
基础的抗宫颈癌新策略的研究提供了新的科学依据。

但ＤＣＡ对宫颈癌ＨｅＬａ细胞中Ｍｃｌ１的表达调控的详
细机制还有待进一步研究。
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［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２０１３，１０８（１）：７２－８１．ＤＯＩ：１０．
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［１６］ＤｉｎｇＱ，ＨｕｏＬ，ＹａｎｇＪＹ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｙｅ
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