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Abstract
AIM: To investigate the effects of trichostatin 
A (TSA) on cell proliferation and cell cycle 
progression in esophageal carcinoma cell 
line EC1, and explore potential mechanisms 
involved.

METHODS: EC1 cells in logarithmic growth 
phase were incubated with TSA at concentra-
tions of 0.3, 0.5 and 1.0 μmol/L for 24 and 48 
hours, respectively. The proliferation of EC1 
cells was measured by methyl thiazolyl tetra-
zolium (MTT) assay. The effects of TSA on cell 
cycle distribution was detected by flow cytom-
etry (FCM). The expression of p21WAF1/CIP1 was 
investigated by Western blot.

RESULTS: TSA at concentrations of 0.5 and 1.0 

μmol/L inhibited the growth of EC1 cells. In 
comparison with the control group, the percent-
age of cells in G0/G1 phase increased, while the 
percentage of cells in S phase decreased (74.56% 
± 1.34% vs 62.12 ± 0.52 and 14.52% ± 1.81% vs 
27.50 ± 0.66, respectively; both P < 0.05) in EC1 
cells treated with TSA at a concentration of 0.5 
μmol/L. TSA induced G0/G1 phase arrest in a 
dose-dependent manner. Western blot analysis 
indicated that the expression of p21WAF1/CIP1 was 
upregulated in EC1 cells treated with TSA at 
concentrations of 0.5 or 1.0 μmol/L TSA for 24 
hours (both P < 0.05).

CONCLUSION: TSA is able to inhibit cell 
proliferation and induce G0/G1 arrest in hu-
man esophageal carcinoma cell line EC1 partly 
through upregulation of the p21WAF1/CIP1.
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carcinoma; p21 WAF1/CIP1
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摘要
目的: 探讨不同浓度曲古菌素A对食管癌细胞
系EC1细胞增殖、细胞周期的影响及其对细
胞周期调控基因p21 WAF1/CIP1表达的影响. 

方法: 用0.3, 0.5, 1.0 μmol/L的TSA处理EC1
细胞, MTT检测TSA作用24、48 h对EC1细
胞的抑制作用, 流式细胞仪检测0.3, 0.5, 1.0 
μmol/L的TSA作用24 h后EC1细胞周期的改
变, Western blot法检测p21 WAF1/CIP1变化. 

结果: TSA在0.5 μmol/L以上时对EC1细胞有
抑制作用; 0.3 μmol/L TSA处理细胞后细胞
周期与对照组相比, 无明显变化; 0.5 μmol/L 
TSA处理EC1细胞后, G0/G1期细胞较对照组明
显增加, S期细胞较对照组明显减少(74.56% 
±1.34% vs  62.12%±0.52%; 14.52%±1.81% 
vs  27.50%±0.66%, 均P <0.05); 0.5, 1.0 μmol/L 

®

■背景资料
曲古菌素A(TSA)
既是一种抗真菌
药物, 同时也是强
大的组蛋白去乙
酰酶(HDAC)抑制
剂, 其生物学效应
主要包括诱导细
胞凋亡, 阻滞细胞
周期和诱导肿瘤
细 胞 分 化 .  不 同
结构的HDAC抑
制剂对不同的细
胞系的作用及机
制不同, 本实验探
讨TSA对食管癌
EC1细胞增殖和
细胞周期的影响.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科
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TSA处理细胞后p21 WAF1/CIP1表达明显增加(均
P <0.05).

结论: 一定浓度的TSA对人食管癌细胞EC具
有的增殖抑制作用, 引起EC1细胞发生G0/G1

期阻滞, 其部分机制与p21 WAF1/CIP1上调有关.

关键词: 曲古菌素A; 细胞周期; 食管癌; p21 WAF1/CIP1
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0  引言

食管癌是一种常见的消化系恶性肿瘤, 发病分

布具有鲜明的地理区域特点, 高发地区为包括

我国北部、中部在内的“亚洲食管癌高发带”. 
近年来, 以外科手术为主, 辅以术前或术后放、

化疗的综合治疗模式已成为是食管癌治疗的标

准模式. 然而, 目前食管癌诊疗的整体形势仍不

容乐观, 我国食管癌术后5年生存率仅30%. 因
此, 探索和开发新型的更为有效的诊疗技术和

手段也成为医学工作者和药物企业共同的重

要目标. 曲古菌素A(trichostatin A, TSA)源自链

霉菌代谢产物, 是一种抗真菌药物使用, 同时也

是强大的组蛋白去乙酰酶(histone deacetylase 
inhibi tor, HDAC)抑制剂, 是目前广泛使用的

HDAC之一, 其生物学效应主要包括诱导细胞凋

亡, 阻滞细胞周期, 和诱导肿瘤细胞分化[1]. 但是, 
不同结构的HDAC抑制剂对不同的细胞系的作

用机制不同, 即使同一种细胞对不同的HDAC抑
制剂的反应也不相同[2-4]. 人食管癌细胞系EC1为
低分化鳞癌, 目前, 在国内外TSA对EC1细胞研

究甚少, TSA对EC1细胞增殖、细胞周期的影响

尚未见报道. 本文主要探讨TSA对食管癌EC1细
胞增殖和细胞周期的影响以及对细胞周期调控

基因p21 WAF1/CIP1的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640(美国Gibco公司), 胎牛血清

(天津TBD生物有限公司), Trichostatin A(美国

Sigma公司)溶解于二甲基亚砜, 配成2.5 mmol/L
的贮存液. 二甲基亚砜DMSO(美国Sigma公司),
细胞周期试剂盒(美国BD公司), 碘化吡啶PI(美
国Sigma公司), p21 WAF1/CIP1鼠抗人单抗(美国Santa 
Cruz), RPMI 1640培养液(美国Gibco公司产品), 
食管鳞癌EC1细胞由本室保存.

1.2 方法 
1.2.1 MTT检测TSA对EC1的抑制率: 食管鳞癌

细胞EC1在含100 mL/L的胎牛血清1640完全培

养基培养至对数生长期, 消化接种于96孔板, 接
种细胞数每孔约5×103个, 将96孔板放于37℃、

50 mL/L CO2培养箱中培养24 h, 随机分成TSA处

理组和空白对照组. TSA处理组分为含0.3, 0.5, 
1.0 μmol/L TSA, 对照组换为等浓度的DMSO, 同
时设仅加培养基的阴性对照组和空白组, 每组

设5个复孔, 在培养24和48 h后, 加入20 μL 5 g/L
的MTT溶液, 继续培养4 h准备收集细胞, 吸去上

清, 加入200 μL DMSO, 室温下振荡10 min使紫

色结晶全部溶解, 在96孔酶标仪上以空白对照

孔调零、570 nm处读取吸光度值A 570. 并按下面

公式计算不同浓度的TSA对EC1细胞的增殖活

力的抑制, 细胞存活率 = (实验孔平均A值/对照

孔平均A值)×100%.  
1.2.2 流式细胞仪检测周期: 将各组细胞用0.05%
胰蛋白酶消化, 2000 r/min离心8 min, 弃去上清; 
用PBS洗2遍, 离心后弃上清, 加入700 mL/L冰乙

醇固定, 4℃过夜; 上机前, 2000 r/min离心8 min, 
弃去乙醇, PBS洗2遍; 加入1 mL PBS制成细胞

悬液, 加RNaseA(终浓度50 mg/L), 室温放置1 h; 
调整细胞浓度为1×106/管, 加1 mL PI(50 mg/L), 
避光30 min, 上机检测细胞周期, 每个样本检测

10 000个细胞. 
1.2.3 Western blot法检测p21 WAF1/CIP1蛋白的表达: 
按照细胞总蛋白试剂盒提取总蛋白, Bradford
法检测蛋白质的含量, 50 µg上样量分别用12% 
SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电泳分离, 转移

至PVDF膜上, 用含50 g/L牛血清白蛋白(bovine 
serum albumin, BSA)封闭3 h, 加入p21 WAF1/CIP1一

抗, 4℃过夜. 将膜放于TBST稀释的二抗中, 室温

轻摇2 h, 用TBST洗涤3次, 使用辣根过氧化物酶

HRP-ECL发光法进行显影, 结果用以Gel-Doc图
像分析软件进行分析.

统计学处理 统计学多样本均数采用单因素

方差分析, SPSS10.0统计软件处理. 以P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 不同浓度TSA对EC1细胞增殖的影响 EC1细
胞经不同浓度的TSA处理24和48 h后, MTT法检

测细胞增殖变化, 各处理组细胞在TSA的作用下

细胞的A值较对照组下降, EC1细胞的存活率降

低, 增殖受到抑制, 其中0.3 μmol/L TSA组作用24

■研发前沿
核 小 体 中 心 组
蛋 白 的 乙 酰 化
( a c e t y l a t i o n )
和 去 乙 酰 化
(deacetylation)是
调节染色体结构
和基因转录的重
要 修 饰 .  细 胞 及
有机体内组蛋白
的乙酰化和去乙
酰化之间存在动
态 平 衡 ,  从 而 控
制染色质的结构
和调节基因的表
达 .  诸 多 研 究 表
明, 当HDAC过度
表达时, 既可导致
某些特定基因的
非正常抑制, 引起
肿瘤的发生, 因此
HDAC抑制剂成
为肿瘤治疗的新
热点.
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和48 h A值与对照组相比无统计学差异(与对照组相比无统计学差异(P>0.05), 
0.5、1.0 μmol/L TSA组和对照组24和48 h A值与与

对照组均有统计学差异(均均P<0.05, 表1).
2.2 TSA对EC1细胞周期的影响 0.3 μmol/L TSA 
处理细胞后细胞周期与对照组相比, 无明显变

化. 随TSA浓度增加, G0/G1期细胞百分比逐渐

增大 ,  而S期细胞百分比降低 ,  且呈浓度依赖

关系, 与溶剂对照组相比差异均有统计学意义

(P <0.05), 表明细胞被阻滞于G0/G1期(表2, 图1).
2.3 Western blot法检测TSA EC1细胞法检测TSA EC1细胞检测TSA EC1细胞p21 WAF1/CIP1

表达 为了探讨TSA对EC1细胞周期阻滞的分子

机制, 我们检测了细胞周期蛋白p21 WAF1/CIP1, TSA
处理EC1细胞, Western blot检测0.3 μmol/L TSA
引起的p21 WAF1/CIP1的改变和对照组相比无统计学

■应用要点
本研究发现, 一定
浓度的TSA可通
过引起细胞周期
抑制基因p21 WAF1/

CIP1的表达增强导
致食管癌EC1细
胞发生细胞增殖
抑制和细胞周期
G0/G1阻滞 ,  为进
一步探索HDAC
抑制剂对食管癌
治疗奠定了理论
基础.

表  1  不同浓度TSA处理EC1 24和48 h细胞的增殖 (mean±SD)

     
分组

			              24 h		                   48 h

		               A 值	  存活率(%)	   	    A 值	         存活率(%)

对照组       	     1.289±0.01           100.00	            1.489±0.04           100.00

TSA(μmol/L)

    0.3		      1.267±1.22             98.29	            1.460±0.06             98.05

    0.5		      1.107±0.98a            85.88	            1.115±0.06             74.88      

    1.0		      0.878±0.44a            68.11	            0.784±0.03             52.65

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  不同浓度TSA处理EC1细胞的周期 (%, mean±SD)

     分组                        G0/G1                   G2/M                       S   

对照组	      62.12±0.52     10.38±0.93      27.50±0.66

TSA(μmol/L)

    0.3	      62.13±1.33      10.01±1.25     27.86±1.40

    0.5	      74.56±1.34a     10.92±1.17     14.52±1.81a

    1.0	      77.69±1.87a     11.93±1.85     10.38±2.12a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  不同浓度TSA处理EC1细胞
的周期. A: 对照组; B-D分别为

TSA 0.3, 0.5及1.0 μmol/L.
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图  2  不同浓度的TSA作用于EC1细胞p21 WAF1/CIP1表达. 1: 对照

组; 2-4分别为TSA 0.3, 0.5及1.0 μmol/L. P<0.05 vs  对照组.
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差异, 0.5、1.0、1.01.0 μmol/L TSA组较对照组p21 WAF1/CIP1

明显增加(均均P <0.05, 图2), 提示TSA对细胞周期

的抑制至少部分是由于p21 WAF1/CIP1上调引起的.

3  讨论

核小体是最基本的染色体结构 .  核小体中

心组蛋白的乙酰化(a c e t y l a t i o n)和去乙酰化

(deacetylation)是调节染色体结构和基因转录的

重要修饰. 组蛋白乙酰转移酶(histone acetylase, 
HAT)和HDAC是调节染色体结等构和基因表

达的关键激酶. 通过翻译后修饰改变染色体结

构, 尤其是对位于核心组蛋白N-端的赖氨酸的

乙酰化修饰可以改变染色体结构和功能. 一般

情况下, 细胞及有机体内组蛋白的乙酰化和去

乙酰化之间存在动态平衡, 从而控制染色质的

结构和调节基因的表达. 研究表明肿瘤的发病

与组蛋白的乙酰化和去乙酰化这对平衡的紊乱

有着密切关系. HAT可以增加组蛋白的乙酰化

中和组蛋白电荷, 使RNA合成酶、转录因子、

调节因子复合物接近DNA, 使基因更容易表达. 
与之相反, HDAC的去乙酰化作用则由于恢复了

组蛋白正电荷, 从而增加DNA与组蛋白之间的引

力, 使松弛的核小体变得十分紧密, 不利于特定基

因的表达, 包括一些肿瘤抑制基因. 曲古菌素A作

为HDAC抑制剂, 通过改变核小体组蛋白乙酰化

水平来改变染色体的结构, 从而调控了基因的表 
达[5-7]. 诸多研究表明, 当HDAC过度表达时, 既可

导致某些特定基因的非正常抑制, 引起肿瘤的发

生, 因此HDAC抑制剂成为肿瘤治疗的新热点.
本研究发现0.3 μmo/L TSA处理细胞后细胞

周期与对照组相比, 无明显变化. 随TSA浓度增

加, G0/G1期细胞百分比逐渐增大, 而S期细胞百

分比降低. TSA可以使食管癌细胞EC1发生G0/G1

期阻滞从而抑制肿瘤细胞的增殖. 我们又探讨

了TSA引起胞EC1发生G0/G1期阻滞的机制. 利用

Western blot分析当TSA作用于EC1细胞时细胞

周期抑制基因p21 WAF1/CIP1的表达增强且随着药物

浓度增加而增加. 
细胞周期是指细胞从一次分裂结束到下一

次分裂终了的过程, 细胞周期分为G1期, S期, G2 

期和M期, 其中最关键的是S期, 此期细胞进行

DNA倍增和染色体复制, 是增殖的关键时期. 若
发生G1期阻滞, 则细胞无法增殖. 细胞周期的进

程受到一系列周期素依赖激酶(CDK), 周期素依

赖激酶抑制剂(CDKI), 周期素(cyclin)精密的调

控[8-9]. 其中, p21可以和所有的细胞周期蛋白依

赖性激酶(CDK2、4、6)复合物相结合, 是一种

通用的细胞周期依赖性激酶抑制剂, 控制细胞

周期G1/S调控点, 抑制细胞增殖, 在肿瘤的发生

发展发挥重要作用TSA作用于EC1细胞时细胞

周期抑制基因p21 WAF1/CIP1的表达增强, 从而抑制

细胞增殖[10-11]. 由此我们可以看出TSA抑制EC1
增殖的机制之一是由于引起细胞周期抑制基因

p21的表达上调而引起的G1期阻滞.
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■同行评价
本研究探讨了曲
古 菌 素 A 对 食 管
癌EC1细胞增殖
和细胞周期的影
响及其分子机制, 
有一定新颖性, 结
论有一定参考价
值.


