
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０９１２３

ＴＳＡ可能通过抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能增强顺铂的肺腺癌细胞毒性

张志敏，杨镇洲　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所肿瘤中心）

　　［摘要］　目的　探讨曲古抑菌素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）对顺铂诱导的细胞毒性的影响。方法　给
予０、２５０、５００ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ预处理Ａ５４９细胞２４ｈ后，分别联合０、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理Ａ５４９细胞
２４ｈ后，通过０、０．５、１、２μｍｏｌ／ＬＡＰＥ１ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ调控ＡＰＥ１ＢＥＲ功能，应用ＣＣＫ８方法检测细胞增殖
率，ＡＰ内切酶活性实验检测 ＡＰＥ１ＢＥＲ功能，通过流式细胞仪检测细胞凋亡水平，ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ检测 γ
Ｈ２ＡＸ表达水平。结果 　ＴＳＡ联合顺铂处理 Ａ５４９细胞明显增强顺铂的细胞增殖抑制，并促进顺铂诱
导的细胞凋亡；随着 ＴＳＡ浓度的升高 ＡＰＥ１内切酶活性逐渐减弱，ＴＳＡ联合顺铂促进顺铂诱导的 γ
Ｈ２ＡＸ表达；利用ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ抑制ＡＰＥ１内切酶活性，促进顺铂诱导细胞增殖抑制和凋亡水平。结论　
ＴＳＡ可能通过抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能增强顺铂诱导的细胞毒性反应。
　　［关键词］　ＴＳＡ；顺铂；ＡＰ核酸内切酶活性；ＤＮＡ损伤
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（ＴＳＡ）ｏｎｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＡｆｔｅｒｔｈｅＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＳＡａｔ０，
２５０ａｎｄ５００ｎｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎａｔ０，５，１０ａｎｄ１５μｍｏｌ／Ｌｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ２４ｈ．
ＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ＡＰｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ（ＡＰＥ１）ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ （０，０．５，１ａｎｄ２μｍｏｌ／Ｌ）ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＡＰｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ（ＢＥＲ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆγＨ２ＡＸｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴＳＡｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＷｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｆＴＳＡｄｏｓｅ，ｔｈｅＢＥＲａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＰＥ１ｗａｓｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
ＴＳＡａｌｓｏｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆγＨ２ＡＸｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎ．ＡＰＥ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＳＡ
ｅｎｈａｎｃｅｓｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｓｐｏｎｓｅｃａｕｓｅｄｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＢＥＲａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＰＥ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ＡＰｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ；ＤＮＡｄａｍａｇｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７２４９９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹａｎｇＺｈｅｎｚｈｏｕ，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｚｚ１９７０＠
１６３．ｃｏｍ

　　非小细胞肺癌占肺癌总数的８０％ ～８５％［１］，最近

发现，顺铂为基础的化疗方案比非铂类为基础的化疗

方案有更好的生存期［２］。但是顺铂抵抗的出现及顺

铂自身的毒副反应限制着顺铂的临床应用。曲古抑菌

素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ），组蛋白去乙酰化抑制剂，与

去乙酰化酶相互作用抑制其活性。ＴＳＡ在很多肿瘤中
有很强的抗增殖和诱导凋亡的能力［３］。也有学者提

出，去乙酰化酶抑制剂通过靶向于ＤＮＡ提高抗癌药的
细胞毒性［４］。还有研究认为，Ｂｃｌ２抗凋亡蛋白也是
ＴＳＡ增强顺铂细胞毒性的靶点［５］。ＴＳＡ促进顺铂细胞
毒性的机制可能是抑制 ＢＥＲ功能抑制 ＤＮＡ损伤修
复，促进ＤＮＡ损伤。因此，本研究利用荧光探针的方
法检测ＡＰ内切酶活性，发现 ＴＳＡ抑制 ＡＰＥ１ＢＥＲ功
能，利用ＡＰＥ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ抑制ＡＰＥ１内切酶活性，并检

３１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



测对细胞增殖、凋亡的影响，探讨 ＡＰＥ１ＢＥＲ功能在
ＴＳＡ促进顺铂细胞毒性的作用，为ＴＳＡ作为减少顺铂治
疗剂量及毒副反应的辅助药提供进一步的理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人肺腺癌Ａ５４９细胞由第三军医大学大坪医院野
战外科研究所胸外科实验室惠赠，大坪医院肿瘤中心

实验室传代保存。胞浆胞核蛋白分离试剂、Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、ＣＣＫ８试剂盒购买于碧
云天公司，鼠抗人 γＨ２ＡＸ抗体购买用于 ＣＳＴ公司。
ＡＰＥ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ（ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，德国），ＡＰＥ１
纯化蛋白本实验自制。ＡＰ位点的 ＤＮＡ探针序列：５′
ＧＴＧＧＡＴＣＣＧＴＡＣＴＣＴＧＦＧＴＡＣＧＴＧＴＣＡＡＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡ
３′，Ｆ代表ＡＰ位点；其互补序列：５′ＴＣＧＡＡＴＴＣＧＴＧＴＴ
ＧＡＣＡＣＧＴＡＣＣＣＡＧＡＧＴＡＣＧＧＡＴＣＣＡＣ３′，由 ＴａＫａＲａ公
司（大连）合成；含 ＡＰ位点的探针５′端由 ＩＲ７００标记
（美国 ＩＤＴ公司专利）；１０×ＴＢＥ（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公
司，美国），ＴＳＡ，ＡＰＳ，ＴＥＭＥＤ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，
美国）。

１．２　ＣＣＫ８实验
　　接种处于对数生长期Ａ５４９细胞９６孔板，给予０、
２５０、５００ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ或０、０．５、１、２μｍｏｌ／ＬＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ
预处理Ａ５４９细胞２４ｈ后，分别联合０、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ
顺铂处理２４ｈ后，ＣＣＫ８试剂染色后酶标仪检测。重
复实验３次。
１．３　凋亡检测
　　接种处于对数生长期 Ａ５４９细胞 ６孔板，给予
２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ预处理 Ａ５４９细胞 ２４ｈ后，联合
５μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理２４ｈ后，凋亡检测试剂盒染色后流
式细胞仪检测。重复实验３次。
１．４　荧光探针法ＡＰ内切酶活性检测
　　１０μＬ反应体积（等量的、胞浆胞核蛋白分离试剂
分离的细胞核蛋白），含（１０～１０００ｐｇ）ＡＰＥ１纯化蛋
白，１ｐｍｏｌ荧光标记底物和ＡＰ反应缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳＮａＯＨｐＨ７．５，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２）；３７℃１０ｍｉｎ，加２×ＳｔｏｐＢｕｆｆｅｒ甲酰胺终止反
应９５℃ ５ｍｉｎ，１５％变性聚丙烯酰胺凝胶，预电泳
３０ｍｉｎ，电泳 ３００Ｖ７０ｍｉｎ，荧光扫描凝胶（ＬＩＣＯＲ
ＯＤＹＳＳＥＹ红外线双色扫描激光成像系统）［６］。
１．５　Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ检测
　　上样缓冲液稀释蛋白，电泳，ＮＣ膜湿法转印，单克
隆抗体及 ＨＲＰ偶联二抗孵育，ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ
ＣｈｅｍＩｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ化学发光，胶片显影。重
复实验３次［７］。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，不同药物处理后 Ａ５４９
细胞增值率以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析比较多
组间均数。

２　结果

２．１　ＴＳＡ增强顺铂诱导的细胞毒性
　　ＣＣＫ８结果显示：ＴＳＡ增强顺铂的细胞增殖抑制
水平 （图 １Ａ）；结果显示，２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ联合
５μｍｏｌ／Ｌ顺铂对Ａ５４９细胞达到良好的抑制效果，故
使用５μｍｏｌ／Ｌ顺铂作为Ａ５４９细胞处理浓度。流式细
胞仪检测发现，ＴＳＡ联合顺铂处理 Ａ５４９细胞，明显增
强顺铂诱导的细胞凋亡水平（图１Ｂ）；提示 ＴＳＡ明显
增强顺铂诱导的细胞毒，增强其疗效，可作为增强顺铂

疗效、减少顺铂剂量及其毒副反应的辅助药。
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Ａ：ＣＣＫ８实验检测预处理０、２５０、５００ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ后，分别
联合０、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理 Ａ５４９细胞２４ｈ后细胞
存活率；Ｂ：流式细胞仪检测预处理２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ联合
５μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理Ａ５４９细胞２４ｈ后细胞凋亡情况

图１　ＴＳＡ促进ｃｉｓｐｌａｔｉｎ细胞毒性

４１４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　ＴＳＡ抑制 ＡＰＥ１ＢＥＲ功能促进顺铂诱导的 ＤＮＡ
损伤

　　ＴＳＡ随着剂量的增加而抑制 ＡＰＥ１的酶切活性
（图２Ａ）；结果发现２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ对ＡＰＥ１内切酶活
性达到良好的抑制效果，故使用２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ作为
Ａ５４９细胞处理浓度；Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ结果显示，联合顺铂
和ＴＳＡ诱导ＤＮＡ双链断裂的标志蛋白 γＨ２ＡＸ的表
达，明显高于单独顺铂的作用（图２Ｂ）；表明 ＴＳＡ抑制
ＡＰＥ１内切酶活性，即ＢＥＲ功能，明显增强顺铂诱导的
γＨ２ＡＸ表达，即增强ＤＮＡ损伤。
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Ａ：荧光探针法检测预处理 Ａ５４９细胞不同浓度 ＴＳＡ
２４ｈ后ＡＰ内切酶活性　１：０ｎｍｏｌ／Ｌ；２：１２５ｎｍｏｌ／Ｌ；
３：２５０ｎｍｏｌ／Ｌ；４：５００ｎｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测预处
理 Ａ５４９细胞 ２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ联合 ５μｍｏｌ／Ｌ顺铂
２４ｈ后γＨ２ＡＸ的表达　１：对照组；２：ＴＳＡ组；３：ｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎ组；４：ＴＳＡ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎ组
图２　ＴＳＡ抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能，增强ｃｉｓｐｌａｔｉｎ诱导的

ＤＮＡｄａｍａｇｅ

２．３　抑制ＡＰＥ１内切酶活性增强顺铂诱导的细胞毒性
　　ＣＣＫ８结果ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ显示明显增强顺铂诱导的
增殖抑制（图３Ｂ）；结果显示：１μｍｏｌ／Ｌ的ＡＰＥ１Ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒⅢ ２４ｈ处理后达到良好的抑制效果，因此我们使
用１μｍｏｌ／Ｌ的ＡＰＥ１ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ２４ｈ处理Ａ５４９细胞；
ＡＰ内切酶活性实验发现，ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ抑制 ＡＰＥ１内切
酶活性，增强ＴＳＡ对 ＡＰ内切酶活性的抑制（图３Ａ）；
流式细胞仪检测示，ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ同样增强顺铂诱导的细
胞凋亡（图３Ｃ）。因此，抑制ＡＰＥ１内切酶活性增强顺
铂诱导的细胞毒性效应。

３　讨论

　　ＴＳＡ不仅本身具有抗肿瘤活性［８］，还能明显改善

肺癌肿瘤化学治疗的疗效，增强顺铂对肿瘤细胞的杀

伤效应并抑制顺铂耐药［９］。与我们的结果类似，通过

联合ＴＳＡ和顺铂处理 Ａ５４９细胞，明显增强顺铂诱导
的细胞增殖抑制和凋亡水平。顺铂杀伤肿瘤细胞的机

制类似于烷化剂类抗肿瘤药，烷化剂通过使细胞内的

生物大分子蛋白失去活性或是ＤＡＮ链断裂，导致细胞
死亡。烷化剂诱导ＤＮＡ损伤多能被ＤＮＡ损伤修复系
统所逆转，烷化剂诱导的 ＤＮＡ损伤修复系统，即碱基
切除修复（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒＢＥＲ）发挥主要的作用。
ＢＥＲ过程重要的限速酶，ＡＰＥ１（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１），具有碱基切除活性和氧化还原活性
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Ａ：荧光探针法检测预处理Ａ５４９细胞１μｍｏｌ／Ｌ的ＡＰＥ１ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ或和２５０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ处理２４ｈ后 ＡＰ内切酶
活性　１：对照组；２：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ组；３：ＴＳＡ２５０ｎｍｏｌ／Ｌ组；４：ＴＳＡ＋ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ组；Ｂ：ＣＣＫ８实验检测预处理 ０、０．５、
１．０、２．０μｍｏｌ／ＬＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ分别联合０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理Ａ５４９细胞２４ｈ后细胞存活率；Ｃ：流式细胞仪检测
预处理１μｍｏｌ／Ｌ的ＡＰＥ１ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ联合５μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理Ａ５４９细胞２４ｈ后细胞凋亡情况

图３　抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能增强ｃｉｓｐｌａｔｉｎ细胞毒性

５１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（５）



（ＡＰＥ１又称ｒｅｆ１ｒｅｄｏｘｅｆｆｅｃｔｏｒｆａｃｔｏｒ１）。ＡＰＥ１过表达
与顺铂耐药存在密切的关系，抑制Ａ５４９细胞ＡＰＥ１表
达增强顺铂的活性［１０］，通过 ＡＰＥ１小分子抑制剂抑制
ＡＰＥ１双功能，明显提高肿瘤细胞对顺铂的敏感性［１１］。

本研究结果发现，ＴＳＡ增强顺铂诱导的细胞增殖抑制
和凋亡水平，是通过抑制 ＡＰＥ１的 ＡＰ内切酶活性，影
响ＢＥＲ进程，促进顺铂诱导的ＤＮＡ损伤，增强细胞杀
伤效应。表明ＴＳＡ能够抑制细胞核内ＡＰＥ１内切酶活
性，我们认为 ＡＰＥ１的 ＡＰ内切酶活性可能是 ＴＳＡ增
强顺铂细胞毒性的原因之一。

　　有研究显示，ＴＳＡ调节ＡＰＥ１细胞内外重新分布促进
细胞凋亡的诱导［１２］，而且ＴＳＡ通过改变ＯＧＧ１的翻译后
修饰状态抑制ＢＥＲ功能［１３］。我们利用ＡＰＥ１ＢＥＲ功能
特异抑制剂调控抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能，发现 ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ
增强ＴＳＡ对ＡＰ内切酶活性的抑制。以上结果表明，
ＴＳＡ通过抑制ＡＰＥ１ＢＥＲ功能，联合顺铂增强 ＤＮＡ损
伤的诱导，及其对肿瘤细胞的增殖抑制和凋亡水平。

　　总之，本研究虽然仅仅用 ＡＰＥ１ＢＥＲ功能特异抑
制剂 ＩｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ调控 ＡＰＥ１内切酶活性，但足以提示
ＴＳＡ增强顺铂肿瘤细胞杀伤效应的机制与细胞核内
ＡＰＥ１存在密切关系。现已明确 ＴＳＡ对 ＡＰＥ１乙酰化
水平具有调控功能，ＴＳＡ也调控 ＡＰＥ１细胞外的分
泌［１２，１４］，但ＴＳＡ对ＡＰＥ１不同功能的影响是否与顺铂
杀伤活性存在直接的关系有待进一步研究。
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