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MS蛳275 对胃腺癌细胞抑制作用及其机制研究

王 栋， 宫卫东， 黄 辞， 李中华， 刘振堂， 吴智群

·实验研究 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ·

【摘要】 目的 采用分子靶向药物治疗胃癌是近年研究热点。探讨组蛋白去乙酰化酶抑制因子
MS蛳

275

通过多种途径选择性杀伤人胃低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

的机制。 方法
10～100 μmol/L

药物浓

度梯度的
MS蛳275

分别与
SGC蛳7901

、人正常胃黏膜上皮细胞株
GES蛳1

共培养
24 h

后，采用
WST蛳1

法检

测
SGC蛳7901

及
GES蛳1

细胞存活率， 流式细胞仪检测分析
SGC蛳7901

细胞线粒体膜电位变化，

Western

blot

、实时荧光定量聚合酶链反应（

RTQ蛳PCR

）分别检测处理后胃癌细胞中
p21

、

p27

、

p57

、

cyclin B1

、

cyclin

D1

基因及相应蛋白表达情况。结果
MS蛳275

可使
SGC蛳7901

细胞存活率降低（

P＜0.05

），其作用随药物浓

度增大更明显， 对
GES蛳1

细胞无显著影响；

MS蛳275

可降低
SGC蛳7901

细胞线粒体膜电位（

P＜0.05

）；

MS蛳

275

显著提升
p21

、

p27

、

p57

基因及相应蛋白相对含量， 同时降低
cyclin B1

、

cyclin D1

基因及其蛋白相对

含量（

P＜0.05

）。 结论
MS蛳275

可选择性杀伤胃腺癌细胞
SGC蛳7901

，这一作用可能是通过线粒体凋亡途

径及调控细胞周期相关基因和蛋白表达实现的。

【关键词】

MS蛳275

； 胃腺癌；

SGC蛳7901

； 线粒体凋亡； 细胞周期阻滞
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【

Abstract

】

Objective The use of targeting therapy for the treatment of gastric glandular cancer has

been a hot topic in recent years. This study aims to clarify that through what ways the histone deacetylase

inhibitor MS蛳275 completes its selectively killing effect on gastric glandular cancer cell line SGC蛳7901. Methods

SGC蛳7901 cells and GES蛳1 cells were respectively cultured for 24h

，

with

（

10-100

）

μmol/L concentrations of

MS蛳275.

（

1

）

The survival rate of SGC蛳7901 cells

，

GES蛳1 cells and the normal cells were analyzed by WST蛳

1

； （

2

）

The change of the mitochondrial membrane potential in SGC蛳7901 was estimated by flow cytometry

；

（

3

）

The expression levels of p21

，

p27

，

p57

，

cyclinB1

，

cyclinD1 were determined by Western blot and PCR

methods. Results

（

1

）

MS蛳275 could decrease the survival rate of SGC蛳7901 cells

，

the effect was significantly

enhanced with the increasing of the concentration

（

P<0.05

），

but MS蛳275 showed no obvious effect on normal

gastric mucosa epithelial cells GES蛳1

； （

2

）

MS蛳 275 treatment could decreased the mitochondrial membrane

potential of SGC蛳7901 cells

（

P<0.05

）； （

3

）

MS蛳275 treatment could increase the relative contents of p21

，

p27

，

p57 genes and their protein and

，

at the same time

，

decrease the relative contents of CyclinB1 and

CyclinD1

（

P<0.05

）

. Conclusion MS蛳 275 treatment can selectively kill gastric glandular cancer cells SGC蛳

7901 through several possible ways

，

such as inducing mitochondrial apoptosis and regulating the expression

levels of cell cycle蛳 related genes and proteins.

（
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胃癌是消化系统常见恶性肿瘤，在全球范围内

的发病率很高［

1

］

。胃癌发病机制复杂，涉及多种因素、

多个病理过程。 研究表明，胃癌发生与核小体核心

组蛋白
N

端赖氨酸残基乙酰化和去乙酰化失衡有着

密切关系［

2

］

。 组蛋白去乙酰化酶抑制因子（

HDACi

）

通过调节组蛋白乙酰化和去乙酰化，发挥抑制肿瘤

细胞生长、促进肿瘤细胞凋亡的作用，并且对正常

组织的不良反应较小［

3蛳5

］

。

MS蛳275

系人工合成的苯

甲酰胺类
HDACi

，前期研究表明其对胃腺癌细胞具

有选择性杀伤作用，但具体机制尚不十分清楚 ［

6蛳7

］

。

本研究旨在前期研究基础上， 深入探究
MS蛳275

对

人胃低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

选择性杀伤的作

用机制，为临床治疗提供理论依据。

1

材料与方法

1.1

实验材料

人胃低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

和人正常胃

黏膜上皮细胞株
GES蛳 1

由第四军医大学细胞生物

中心提供 ，

MS 蛳 275

购自德国
Merck

公司 ，

RPMI 蛳

1640

培养基、

DMEM

高糖培养基、 胰蛋白酶及胎

牛血清 （

FBS

）购自美国
Gibco

公司 ，二甲基亚砜

（

DMSO

）购自美国
Sigma

公司，

WST蛳1

试剂盒及
ROS

检测试剂盒购自上海碧云天生物技术公司，

JC蛳1

线

粒体膜电位检测试剂盒购自北京泛博生物技术公

司，所用
PCR

引物购自北京奥科鼎盛生物科技有限

公司。

1.2 SGC蛳7901

、

GES蛳1

细胞培养

SGC蛳 7901

细胞在含
10%

胎牛血清、

100 mg/ml

链霉素、

100 U/ml

青霉素的
RPMI蛳1640

培养基中培

养，

GES蛳1

细胞在含
10%

胎牛血清、

100 mg/ml

链霉

素、

100 U/ml

青霉素的
DMEM

高糖培养基中培养；

所有细胞均在
37℃

、

5%CO

2

培养箱中培养。 每
2～3

天换液
1

次， 铺满培养瓶底面积
85%

以上即可传

代， 传代时
PBS

缓冲液洗涤
3

次，

0.25%

胰酶消化

1 min

，一般按
1 ∶ 3

传代。

1.3

细胞存活率检测

分别取对数生长期
GES蛳 1

和
SGC蛳 7901

细胞，

用胰酶消化后吹打成单细胞悬液，以
1 × 10

5

/ml

细

胞浓度接种于
96

孔板（每孔
100 μl

，实验组），以不

含细胞的培养基为空白对照（对照组），培养过夜。

待细胞充分贴壁，加入
MS蛳275

，终浓度分别设置为

10

、

20

、

40

、

60

、

80 μmol/L

， 每个浓度
3

个平行孔；对

照组不加
MS蛳 275

。 培养
24 h

后取出， 每孔加入

10 μl WST蛳 1

检测液，

37℃

温箱中温育
4 h

后酶标

仪
450 nm

测定吸光值（

D

），空白对照孔调零后根据

吸光值结果计算肿瘤细胞存活率：肿瘤细胞存活率

（

%

）

=D 实验组/D 对照组×100%。

1.4

线粒体膜电位检测

分别取
SGC蛳7901

细胞和
GES蛳1

细胞， 用
20～

80 μmol/L MS蛳275

作用
24 h

，

PBS

缓冲液洗涤
2

次

后， 按照
JC蛳1

线粒体膜电位检测试剂盒说明书操

作。 用流式细胞仪进行分析，

JC蛳1

单体和聚合物荧

光信号分别在
FL1

和
FL2

探测器上获得，

FL1蛳H

、

FL2蛳H

分别代表绿色荧光强度和红色荧光强度。

1.5 Western blot

检测
p21

、

p27

等蛋白表达

用三去污试剂从
SGC蛳 7901

细胞中提取总蛋

白， 分别采用十二烷基磺酸钠
-

聚丙烯酰胺凝胶电

泳（

SDS蛳PAGE

）对
p21

、

p27

、

p57

、

cyclin B1

、

cyclin D1

进行分离，然后转至聚偏二氟乙烯（

PVDF

）膜上，

5％

牛奶室温下摇动封闭后加入一抗，

4℃

过夜； 室温下

洗膜后加入二抗，用
ECL Plus

超敏发光液显影。

1.6

实时荧光定量聚合酶链反应检测

采用
Trizol

试剂提取细胞总
RNA

，反转录获得

cDNA

，然后作实时荧光定量聚合酶链反应（

RTQ蛳

PCR

）检测，并分析检测结果；对待测样品目的基因

进行定量，并用管家基因
GAPDH

进行校正。基因扩

增引物及条件见表
1

。

1.7

统计学分析

应用
SPSS13.0

统计软件进行统计学分析。数据

用均数
±

标准差表示， 多组间两两比较用单向方差

分析，

P＜0.05

为差异有统计学意义。

2

结果

2.1 MS蛳275

可选择性降低
SGC蛳7901

细胞存活率

WST蛳1

检测结果显示， 实验组
HDACi MS蛳275

能够明显降低人胃低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

存

活率，且这种作用具有浓度依赖性，与空白对照组

基因

名称
引物序列

碱基

数

扩增产

物长度

退火

温度

p27 F 5′蛳GATCCTCCTCCAAGACAAAC蛳 3′ 20 93 60℃

R 5′蛳GCATTCAGAGCGGGATTAT蛳 3′ 19

p57 F 5′蛳CTGCACTATCTCTCCATGTTC蛳 3′ 21 95 60℃

R 5′蛳GCGATCTCACACTTGTTCA蛳 3′ 19

p21 F 5′蛳GTCACTGTCTTGTACCCTTG蛳 3′ 20 127 60℃

R 5′蛳GCGTTTGGAGTGGTAGAAA蛳 3′ 19

cyclin D F 5′蛳GCATCTACACCGACAACTC蛳 3′ 20 128 60℃

R 5′蛳TTTGGAGAGGAAGTGTTCAAT蛳 3′ 22

cyclin B F 5′蛳CTTTCGCCTGAGCCTATTT蛳 3′ 19 136 60℃

R 5′蛳CTTCTGCATCCACATCATTTAC蛳 3′ 22

表
1

基因扩增引物及条件
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图
3 MS蛳 275

处理
24 h

后
SGC蛳 7901

细胞中肿

瘤相关蛋白表达变化

相比，差异有统计学意义（

P＜0.05

）。 然而，在相同条

件下，人正常胃黏膜上皮细胞株
GES蛳1

存活率并未

随
MS蛳275

浓度升高出现明显降低（

P＞0.05

）（图
1

）。

MS蛳 275

对
SGC蛳 7901

细胞作用
24 h

的
IC50

约为

80 μmol/L

。

2.2 MS蛳275

可降低
SGC蛳7901

细胞线粒体膜电位

线粒体膜电位变化用流式细胞仪和
JC蛳 1

试剂

盒进行检测。

JC蛳1

是一种广泛用于检测线粒体膜电

位（

Δψm

）的理想荧光探针。 线粒体膜电位较高时，

JC蛳 1

聚集在线粒体基质中，形成聚合物，可产生红

色荧光；线粒体膜电位较低时，

JC蛳1

不能聚集在线粒

体基质中，此时
JC蛳1

为单体，可产生绿色荧光。 由图

2

可看出， 实验组红色荧光强度与绿色荧光强度比

值较对照组降低，且具有浓度依赖性，说明
MS蛳 275

降低了
SGC蛳7901

细胞的线粒体膜电位； 但在
MS蛳

275

浓度为
80μmol/L

时，线粒体膜电位出现升高。

2.3 MS蛳275

对
SGC蛳7901

细胞周期的影响

Western blot

检测显示，

MS蛳 275

能不同程度地

上调
SGC蛳 7901

细胞周期
p21

、

p27

、

p57

蛋白表达，

同时下调
cyclin B1

、

cyclin D1

蛋白表达（图
3

）。

2.4 MS蛳275

对肿瘤相关基因
mRNA

水平的影响

随着
MS蛳 275

作用浓度增高 ，

p21

、

p27

及
p57

相对含量逐渐升高，

cyclin B1

、

cyclin D1

相对含量

逐渐降低 （图
4

），各数据间均有显著性差异 （

P＜

0.05

）。

3

讨论

MS 蛳 275

作为一种人工合成的苯甲酰胺类

HDACi

，可通过抑制组蛋白去乙酰化酶活性，使靶细

胞内组蛋白高度乙酰化，从而使细胞核内染色质结

构疏松，并通过影响多种特异性基因表达调控细胞

凋亡途径，发挥肿瘤杀伤作用［

8蛳9

］

。 前期大量实验证

明，

MS蛳 275

的肿瘤杀伤作用具有选择性， 即它可

以显著抑制肿瘤细胞生长， 而对正常细胞没有影

①

对照组；

②20 μmol/L

处理组；

③40 μmol/L

处理组；

④80 μmol/L

处理组；

⑤

数据用均数
±

标准差表示，

P＜0.05

图
2

流式细胞仪分析
MS蛳275

对
SGC蛳7901

细胞体膜电位的影响

图
1 MS蛳275

对不同细胞生存率的影响
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图
4 MS蛳275

对
SGC蛳7901

细胞中肿瘤相关基因表达的影响

响 ［

10蛳11

］

。

我们课题组前期研究证实，

MS蛳 275

可明显抑

制人胃低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

增殖， 并具有

时间及剂量依赖性，但对人正常胃黏膜上皮细胞株

GES蛳 l

和张氏肝细胞株却没有致凋亡作用， 即
MS蛳

275

对胃癌细胞具有选择性杀伤作用 ［

6

］

；实验结果

显示，

MS蛳275

浓度在
1～8 μmol/L

范围内作用
24 h

，

胃癌细胞存活率虽有下降，但并不具有显著性差异；

细胞存活率实验证明，将
MS蛳275

浓度调至
10 μmol/

L

作用
24 h

，胃癌细胞存活率为
64.50%

，出现明显

的细胞增殖抑制效应， 随着药物浓度逐渐增高，细

胞存活率不断下降， 在
80 μmol/L

时细胞存活率降

至
49.79%

， 说明
MS蛳275

对
SGC蛳7901

细胞的增殖

抑制效应不断增强。 为此， 我们在本研究中将
MS蛳

275

浓度范围提升至
10～100 μmol/L

。

我们通过检测
MS蛳275

作用前后线粒体膜电位

变化发现，

MS蛳275

可使
SGC蛳7901

细胞线粒体膜电

位下降，且这种作用具有浓度依赖性，提示
MS蛳 275

经由线粒体途径诱导
SGC蛳 7901

细胞凋亡。 这与

Meng

等 ［

12

］报道
HDACi

制滴菌素
A

（

trichostatin A

，

TSA

）对结肠直肠癌的作用 ，

Rosato

等 ［

13

］报道
MS蛳

275

对白血病细胞的作用相一致。 但
MS蛳 275

在作

用浓度为
80 μmol/L

时，线粒体膜电位出现了升高，

这可能与高浓度
MS蛳 275

对
SGC蛳 7901

的直接毒性

作用有关。

我们前期研究表明，

MS蛳 275

具有阻滞细胞周

期的作用，可诱导
SGC蛳7901

细胞停滞于
G1/S

期［

6

］

。

本研究进一步发现，

MS蛳 275

能显著增加
SGC蛳 7901

细胞内
p21

、

p27

及
p57

蛋白量 ， 同时降低
cyclin

B1

、

cyclin D1

蛋白量；

RTQ蛳 PCR

检测显示
MS蛳 275

提高了
p21

、

p27

及
p57

基因的相对含量，同时降低

了
cyclin B1

、

cyclin D1

的相对含量， 且作用均具有

浓度依赖性。

p21

、

p27

、

p57

、

cyclin B1

及
cyclin D1

是重要的细胞周期调控蛋白，参与细胞生长、分化、

衰老及死亡过程，同时与肿瘤发生密切相关。

p21

、

p27

及
p57

同属于细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因

子（

CDKI

），可通过抑制
cyclin-

细胞周期蛋白依赖

性激酶（

CDK

）活性来调控细胞周期，并可直接结合

增殖细胞核抗原（

PCNA

）抑制细胞
DNA

合成，导致

细胞停滞在
G1

期，阻止细胞周期分裂［

14

］

。

cyclin B1

、

cyclin D1

基因是重要的原癌基因，它们的蛋白产物

分别在
G2/M

期和
G1

早期发挥促细胞增殖的正向

调控作用 ［

15

］

。

MS蛳 275

作用后
p21

、

p27

、

p57

基因及

它们的蛋白表达产物相对含量提高， 提示
MS蛳 275

通过上调
CDKI

使
SGC蛳 7901

细胞停滞于
G1/S

期，

从而发挥杀伤作用 。 同时 ，

MS 蛳 275

可通过下调

cyclin B1

、

cyclin D1

抑制
SGC蛳7901

细胞增殖。 这与

Zhou

等［

16

］报道
HDACi

辛二酰苯胺异羟肟酸（

SAHA

）

及丁酸钠（

SB

）对成熟神经干细胞的作用，吴伟琪

等［

17

］报道
HDACi TSA

对胃癌细胞的作用相一致。

综上所述，

MS蛳 275

可通过线粒体凋亡途径及

调控细胞周期相关基因和蛋白的表达发挥对人胃

低分化腺癌细胞株
SGC蛳7901

的生长抑制作用及选

择性杀伤作用。

MS蛳275

对人胃低分化腺癌细胞的
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介入放射学杂志
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年
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期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１5

，

Ｖｏｌ．２4

，

Ｎｏ．4

作用机制复杂，尚需进行后续实验深入研究。 进一

步揭示
MS蛳275

抗胃癌机制， 有利于为胃癌治疗提

供新途径。
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