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Abstract
AIM: To detect the effect of sodium butyrate on the expres-
sion of cathepsins D(Cath-D) in HT-29 colon carcinoma cell.

METHODS: MTT assay, light microscopy and immunocy-
tochemistry were used to observe the growth, apoptosis
and expression of Cath-D in HT-29 cell line after treated
by sodium butyrate

RESULTS: Sodium butyrate inhibited the growth of HT-29
cell lines, induced apoptosis and increased the expression
of Cath-D in HT-29 cell line.

CONCLUSION: Sodium butyrate can affect the expressoon
of Cath-D and may play an important role in apoptosis of
HT-29 cell line.
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摘要

目的: 观察丁酸钠对结肠癌细胞株HT-29的组织蛋白酶D

(Cath-D)表达水平的影响.

方法: 运用细胞增生抑制实验(MTT法) 光镜观察 免疫

细胞化学技术观察丁酸钠对HT-29细胞株的生长 凋亡和

对Cath-D表达水平的影响.

结果: 丁酸钠能抑制HT-29 细胞株增生 诱导凋亡 并

促进Cath-D表达.

结论: 丁酸钠能够影响Cath-D 的表达水平 这暗示了

Cath-D在丁酸钠诱导的凋亡中可能伴有重要角色.
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0   引言

丁酸钠是由结肠共生细菌通过发酵肠道内食物纤维所

产生的一种四碳短链脂肪酸 他对体外培养细胞的基

因表达调节 细胞生长及蛋白质和酶的产生均有重要

影响 能够抑制多种肿瘤细胞的生长 诱导细胞分

化 同时丁酸钠还能通过许多途径诱导肿瘤细胞发生

凋亡[1-5]. 组织蛋白质酶D (Cath-D)则是一种普遍存在的

天冬氨酸蛋白质 主要分布于溶酶体中 有研究表明

Cath-D可能参与肿瘤细胞的凋亡过程 其在细胞质内

的含量上升可能诱导细胞的凋亡. 他也可以促进某些肿

瘤细胞如乳腺癌细胞的侵袭生长[6, 7]. 结肠HT-29细胞保

留了肠腺多能干细胞的特点 能被诱导分化成杯状细

胞样或肠吸收上皮样细胞 是用于研究的一种重要的

结肠癌细胞株. 我们运用MTT法 光镜观察 免疫细

胞化学技术探讨丁酸钠对结肠癌细胞株HT-29抑制作

用和对Cath-D表达水平影响.

1   材料和方法

1.1 材料  HT-29细胞系来自湘雅医院肿瘤研究所 丁

酸钠 四甲基偶氮唑盐(MTT) 二甲基桠枫为 Sigma

产品 小牛血清为国产三利公司产品 RPMI1640 培

养基为Hyclone公司产品 Cath-DmAb (1 50)为 ADI

公司产品 SP 试剂盒为北京中山生物有限公司产品.

1.2 方法  HT-29 细胞株于含 100 ml/L 的小牛血清

100 KU/L青霉素 100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养

基中 在37 50 ml/L CO2 饱和湿度条件下培养

增生 传代 扩增以备用. HT-29细胞在丁酸钠处理后

在倒置显微镜下观察细胞变化. 将对数生长期HT-29细

胞配成2.0 ×107/L 的单细胞悬液 接种于96 孔培养板
中 每孔200 µL 于 37 50 ml/L CO2的培养箱中
培养48 h后 分别加入1.0 mol/L 3.0 mol/L. 5.0 mol/L丁

酸钠 对照组为不含丁酸钠的培养液 每种剂量的药物

设4个复孔 继续培养到12 h 24 h 36 h 48 h时 每

组往一孔中加入5 g/LM TT 20 µL 孵育4 h 再加入



二甲基亚砜100 µL 微振荡 使紫兰色沉淀完全溶解
用酶标仪测490 nm处的吸光度. 细胞抑制率=(1-试验孔

A/对照孔A)×100 %. 将 15×15 mm盖玻片裁成6×6 mm大
小放置于24孔培养板中 将3.0 ×108 /L 单细胞悬液接
种于24 孔培养板中 上述条件下培养 48 h 待细胞

长成单层后 更换培养液 分别加入不同溶度的丁酸

钠 使丁酸钠溶度为1.0 mol/L 3.0 mol/L 5.0 mol/L.

对照组为不含丁酸钠的培养液 每组设4个复孔 继

续培养到24 h 48 h 72 h 时 分别从各组中取出

一块盖玻片 固定后 对细胞切片进行组织蛋白酶D免

疫细胞化学染色 染色结果用计算机图像分析系统处

理 自动记录吸光度值(A值) 每张切片取5个视野

取A均值.

        统计学处理  采用SPSS9.0 统计软件包进行分析. 计

量资料用均数 标准差表示 组间比较用方差分析.

2   结果

对照组细胞增生旺盛 加入1 mmoL /L丁酸钠作用12 h

24 h 36 h 48 h 后 细胞生长抑制率由7.4 %上升

至51.9 % 2 mmoL/L使HT-29细胞生长抑制率由18.3 %

上升至63.3 % 5 mmol/L丁酸钠则使细胞生长抑制率由

27.6 %上升至72.8 % 表明丁酸钠对人结肠癌HT-29

细胞生长抑制作用随浓度时间延长而增加 呈时间 剂

量依赖性. 低分化的人结肠癌HT-29细胞呈多边形 部

分细胞为圆形 不规则 丁酸钠处理的细胞24 h后 凋

亡细胞已明显增多 每高倍视野下凋亡细胞为平均为

10.4个 对照组只有2.0个. 总之 丁酸钠处理的细胞与

未加干预相比 可见漂浮凋亡细胞明显增多 以及细胞

固缩变小等凋亡变化. 免疫细胞化学染色表明丁酸钠可

以促进组织蛋白酶D表达 组织蛋白酶D在未分化的

HT-29 细胞株中染色较浅 在经过丁酸钠干预后

Cath-D在细胞内含量上升(图1 2) 但无明显时间剂

量依赖(表1 ).

表1  丁酸钠对HT-29细胞Cath-D表达的影响(A)值

        丁酸钠处理组(mmol/L)
t /h 对照组

   1                  2         5

24 0.095±0.007   0.127±0.018a  0.123±0.009a   0.145±0.021a

48 0.107±0.013   0.148±0.020a  0.150±0.018a   0.188±0.017a

72 0.101±0.011   0.158±0.014a  0.142±0.011a   0.153±0.025a

aP <0.05 vs 对照组.

图1  对照组HT-29细胞染色浅 免疫细胞化学染色 400.                           图 2  丁酸钠干预组HT-29细胞染色加深 免疫细胞化学染色 400.

3   讨论

丁酸钠是可抑制癌细胞株的生长 促进癌细胞的分

化 成熟. 通过多种途径诱导肿瘤细胞发生凋亡 如通

过Fas H2O2诱导凋亡[8-10]. Cath-D在限制性蛋白水解中

伴有最重要角色[11-13]. 剔除 Cath-D 基因的实验证明

Cath-D又是小肠发育的关键酶.乳腺癌中 Cath-D表达上

升 并参与溶解基底膜 细胞外基质及结缔组织 促进

肿瘤细胞侵袭 [6, 7]. Cath-D 的表达水平是否与大肠癌

Dakes分期有关存在争议 而Cath-D在大肠癌细胞中的

分布方式特点更能够反映出大肠肿瘤的潜在侵袭性[14, 15].

Cath-D与肿瘤细胞凋亡的关系也十分密切 可参与线

粒体介导的凋亡. 本实验表明丁酸钠能够抑制结肠癌细

胞株HT-29 的生长和诱导细胞凋亡. 同时还能够促进

Cath-D在HT-29细胞内的表达. 此结果与Tan et al [16]用

Western blot分析测得丁酸钠作用HT-29细胞后Cath-D

的表达明显上升的结论相一致. 从细胞增生抑制实验结

果可以看出 丁酸钠明显抑制HT-29的生长 且这种

生长抑制作用随时间 浓度的增加而加强 呈时间 剂

量依赖性.丁酸钠抑制肿瘤细胞生长的机制非常复杂

至今仍不明确 研究表明可能是丁酸钠通过组蛋白的

超乙酰化激活一些转录因子 并通过这些转录因子激

活某些特定基因 最终抑制细胞生长 同时还有可能通

过DNA甲基化 组蛋白磷酸化等许多其他途径来发挥

抑制作用[1, 17-22].

        我们还通过光镜观察和免疫细胞化学技术表明丁酸

钠处理的细胞与对照相比凋亡细胞明显增多 而且同

时伴随着Cath-D的表达上升 提示Cath-D的表达增高

可能与凋亡有关. 丁酸钠促进细胞凋亡的机制研究有很

多 可通过多种途径发挥其诱导凋亡的作用 如丁酸钠

可能通过产生H2O2来诱导凋亡. Giardina et al [10]发现丁
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酸钠处理HT-29 细胞后  H2O2在细胞内含量明显上

升 且这种上升是持续的 超过24 h. Roberg et al [23]

的 研究表明H2O2则可以诱导溶酶体失稳定 从而促使

Cath-D 从溶酶体中释放到细胞质中. 而Cath-D与细胞

凋亡密切相关 Cath-D能够调节干扰素 和肿瘤坏死

因子介导的细胞程序性死亡 如PepstatinA (Cath-D抑

制剂) 可以抑制某些细胞株的细胞凋亡 干扰肿瘤

坏死因子 诱导的程序性细胞死亡 Cath-D 在 P53介

导的凋亡中也伴有重要角色[24-26]. 此外 一些诱导凋亡

物质也可以通过Cath-D来诱导溶酶体介导的凋亡 如

CD437 -TOS等. 这些物质能促使Cath-D从溶酶体

中释放到细胞质中 这一事件伴随着细胞色素C的释放

和线粒体膜的潜在性破坏 最终引起凋亡[26, 27]. 通过以

往研究和本实验结果可以推测丁酸钠可能存在着一种

诱导凋亡的新机制 即丁酸钠通过H2O2诱导Cath-D表

达上升和从溶酶体中释放到细胞质中来诱导凋亡.
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