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NDRG2对胶质瘤 U87-MG细胞组蛋白乙酰化的影响及机制研究 *
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摘要 目的：探讨 NDRG2对胶质瘤 U87-MG细胞组蛋白乙酰化的影响，从代谢组学角度明确其抑癌机制，为胶质瘤治疗提供新

思路。方法：利用慢病毒介导的外源性 NDRG2基因在胶质瘤 U87-MG细胞株中过表达，并采用MTT检测其对胶质瘤 U87-MG

细胞增殖的影响，采用Western blot技术研究其对胶质瘤 U87-MG细胞组蛋白乙酰化及 AKT-ACLY通路磷酸化状态的影响，并

使用酶联反应检测胞内乙酰辅酶 A的水平。结果：NDRG2在胶质瘤 U87-MG细胞中外源过表达可降低 AKT及下游分子 ACLY

的磷酸化水平，减少胞内乙酰辅酶 A的合成，抑制组蛋白乙酰化。结论：NDRG2可能通过抑制 AKT通路，减少组蛋白乙酰化，进

而抑制胶质瘤 U87-MG细胞增殖。
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The Effect and Mechanism of NDRG2 on the Histone Acetylation of Glioma
U87-MG Cells*

To explore the effect and mechanism of NDRG2 on the histone acetylation in U87-MG cells and provide

new ideas for the treatment of glioma. NDRG2 overexpression was mediated by lentivirus, and the level of histone acetylation

was measured by Western blot using acetylation antibodies in U87-MG cells. ELISA was used to evaluated the effect on acetyl-CoA

metabolism of NDRG2 overexpression. The AKT-ACLY pathway was detected to illustrated this mechanism. The phosphoryla-

tion of AKT and ACLY in U87MG cell were significantly down-regulated with the overexpression of NDRG2, resulting in change of

acetyl-CoA/CoA ratio. The histone acetylation level was down-regulated, which had an effect on the proliferation of glioma cells.

NDRG2 might participate in the metabolism of acetyl-CoA and regulate the histone acetylation, which could further suppress

the proliferation of U87-MG glioma cell.
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前言

胶质瘤是起源于神经系统胶质细胞的恶性肿瘤，约占神经

系统肿瘤的 46 %，至今仍居于颅内原发性肿瘤发病率和病死

率的首位，其中位生存时间仅为 1.5年[1]。胶质瘤在颅内呈浸润

性生长，手术难以全部切除，临床对高级别胶质瘤患者推荐术

后接受放射治疗和替莫唑胺(temozolomide，TMZ)化疗，但患者

生存情况并无明显改善。目前，探索胶质瘤新治疗靶点及耐药

机制为研究热点。

NDRG2(N-Myc Downstream-Regulated Gene 2)是我们团队

在 1999年利用消减杂交技术发现的新基因[2]，因其在神经胶质

细胞、唾液腺等终末分化组织中呈高表达，在多种肿瘤和肿瘤

细胞系中呈低表达，故被作为抑癌候选基因被广泛研究。我们

前期研究已明确NDRG2的抑癌表型，但对具体机制仍不清楚[3]。

根据生物信息学分析，NDRG2 含有一酰基携带(Acyl-carrier

protein，ACP)样结构域，提示其可参与乙酰基代谢调节过程。近

年代谢组学研究表明乙酰辅酶 A代谢可直接参与调控组蛋白

乙酰化，并影响肿瘤细胞增殖[4]。故本研究从代谢组学入手，通

过观察 NDRG2对细胞内乙酰辅酶 A代谢的调控作用，探讨

NDRG2的抑癌机制。

1 材料和方法

1.1 材料

U87-MG胶质瘤细胞购自上海中科院细胞库；DMEM 高

糖培养液及胎牛血清购自 Hyclone公司；过表达 NDRG2的慢

病毒 Lenti-NDRG2及对照组病毒(Lenti-Cherry)均由第四军医
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大学生化教研室提供；兔抗人 AKT 抗体、兔抗人 p-AKT

(Ser473)抗体、组蛋白 H3、H4及乙酰化购自 Cell signaling tech-

nology公司，兔抗人 ACLY、兔抗人 p-ACLY(Ser455)购自 Ab-

cam公司，兔抗人茁-actin抗体购自博士德公司，HRP标记的山
羊抗兔 IgG和山羊抗鼠 IgG购自 Abbkine公司，乙酰辅酶 A

检测试剂盒购自 Sigma公司，化学底物发光试剂盒购自晶彩公

司，SDS-PAGE凝胶配置试剂盒及电泳相关试剂购自碧云天公

司，硝酸纤维素膜购自Millpore公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 U87-MG 细胞培养于含 10 %胎牛血清的

DMEM培养基中。细胞培养于含 5 % CO2的 37℃恒温孵育箱

中。细胞传代使用 0.25 %胰酶消化。检测蛋白磷酸化前预使用

无血清 DMEM 12 h同步化处理，收集细胞样本于 1.5 mL EP

管 -80℃备用。

1.2.2 Western blot实验 细胞样本收集于 1.5 mL EP管，每管

内加入含蛋白酶磷酸酶抑制剂的 RIPA裂解液 100 滋L，冰上裂
解 30 min，使用 BCA法测相对蛋白浓度，稀释成等浓度后加入

5× loading buffer，煮沸 5 min。配置 SDS-PAGE凝胶，于各孔分

别上样品及蛋白 marker，蛋白上样量为 20 滋g。连结电极，恒压
电泳分离蛋白样品(浓缩胶 120 V，分离胶 160 V)，待蛋白分离

至合适程度时停止电泳，使用湿转法恒流 300 mA 2 h转膜于

NC膜上。根据目的蛋白大小将 NC膜裁至合适大小，5 %脱脂

牛奶封闭 1 h。TBST洗膜后，使用相应比例稀释的一抗缓冲液

4℃孵育过夜。经 TBST洗膜 10 min× 3次，相应比例二抗缓冲

液常温孵育 1 h，再经 TBST洗膜 10 min× 3次后行底物发光

检测。

1.2.3 MTT法检测细胞增殖能力 将 20 mg MTT粉末溶于 4

mL PBS中，配置成 MTT溶液，过滤除菌后 4℃避光保存。将

处于对数生长期 U87-MG 亲本、U87-MG-vector、U87-MG-

NDRG2细胞接种于六块 96孔板，每种细胞每板设置 6个复

孔，每孔接种 2000个细胞于 200 滋L高糖 DMEM培养液。从第

二天起每天收取一 96孔板，每孔加入 20 滋L MTT溶液，37℃

培养 4 h后吸尽培养液，加入 150 滋L DMSO溶解紫色结晶物。

使用酶联反应仪在 490 nm波长上测定吸光度值。

1.2.4 过表达细胞系构建 预先将 U87-MG细胞接种至六孔

板，每组细胞接种三个孔，分别设为空白组，对照组 (感染

Lenti-cherry)，实验组(感染 Lenti-NDRG2)。待细胞生长至 70 %

密度时，吸尽培养基，按照 MOI值≈ 50的病毒细胞比加入无血

清 DMEM稀释后的病毒液，空白组加入无血清 DMEM。感染

24 h后，使用荧光显微镜检测转染效率。传代生长后使用含有

3 滋g/mL杀稻瘟菌素(blasticidin)的新鲜 DMEM培养基培养细

胞，筛选 2周后收取适量细胞通过Western blot检测蛋白表达。

1.2.5 乙酰辅酶 A检测 根据偶联酶促反应原理，使用 Sigma

Acetyl-Coenzyme A Assay Kit检测细胞内乙酰辅酶 A含量。标

准品经倍比稀释后绘制 OD值 /乙酰辅酶 A浓度标准曲线。细

胞样品经高氯酸处理后脱去蛋白质，经超声裂解后 13000 rpm

离心 10 min，将上清转移至新 EP管内，样品中乙酰辅酶 A与

荧光探针结合，于 580 nm波长检测发光值，与标准曲线回归得

到样品内乙酰辅酶 A含量。

1.3 统计学分析

每组实验至少重复 3次，每组实验组内至少设置 3个复

孔。统计分析使用 SPSS19.0软件。计量资料结果使用均数± 标

准差(x± s)表示，采用两独立样本 t检验，以 妆<0.05为差异具
有统计学意义。

2 结果

2.1 NDRG2过表达细胞系的构建及对胶质瘤 U87-MG细胞增

殖的影响

使用同期包装有 pLenti6.3-Cherry荧光蛋白基因和 pLen-

ti6.3-NDRG2的慢病毒转染 U87-MG细胞，无血清 DMEM培

养细胞感染 24小时后使用荧光显微镜检测转染效率 (图 1A)，

其转染效率可达 83 %。以 10 ng/滋L杀稻瘟菌素(blasticidin)筛

选稳转细胞。筛选两周后使用Western blot检测细胞内 NDRG2

表达水平 (图 1B)，NDRG2在 U87MG亲本及对照组呈极低表

达，经慢病毒介导后呈明显高表达。

为验证 NDRG2对胶质瘤 U87-MG细胞增殖水平的抑制，

对亲本 U87-MG 细胞与稳转有 Cherry 和 NDRG2 细胞进行

MTT试验检测增殖情况。结果显示 NDRG2过表达可明显抑制

U87-MG细胞增殖(图 1C)。

2.2 NDRG2对胶质瘤 U87-MG细胞组蛋白乙酰化及胞质内乙

酰辅酶 A水平的影响

既往研究证实细胞内乙酰辅酶 A/辅酶 A比值升高有利

于细胞增殖并减少凋亡，主要通过增加相关增殖基因组蛋白乙

酰化水平来调控细胞增殖能力[4-6]。为此，我们检测了 NDRG2

过表达对组蛋白乙酰化的调控作用。与对照组相比，NDRG2过

表达显著抑制胶质瘤 U87-MG细胞组蛋白 H3Lys9、H4Lys8的

乙酰化(图 2A、2B、2C)。

近年代谢组学研究提示组蛋白乙酰化水平与胞内乙酰辅

酶 A含量呈正相关[4,7]。为此，我们使用试剂盒检测细胞内乙酰

辅酶 A含量。在低糖培养下，肿瘤处于低增殖状态，NDRG2对

乙酰辅酶 A代谢没有明显影响。在高糖培养下，NDRG2可抑

制胞内乙酰辅酶 A含量(图 2D)，提示 NDRG2抑制细胞增殖状

态可能通过降低乙酰辅酶 A含量以降低组蛋白乙酰化实现。

2.3 NDRG2通过调控 ACLY磷酸化水平调节组蛋白乙酰化

柠檬酸裂解酶(ATP-Citric acid lysis，ACLY)可将胞质中柠

檬酸裂解为乙酰辅酶 A和草酰乙酸，该途径是胞质内乙酰辅

酶 A的主要来源 [8,9]。ACLY在肿瘤细胞中受 AKT磷酸化其

455位 Ser活化其功能，为细胞增殖产生必要的乙酰辅酶 A，以

增加组蛋白乙酰化水平 [10]。既往研究证实 NDRG2 可通过

PP2A抑制 AKT通路活化发挥抑癌作用[11]。为验证 NDRG2对

ACLY功能影响，我们采用Western blot技术检测 NDRG2过

表达对 U87-MG细胞 AKT及 ACLY磷酸化水平的影响。

正常情况下，NDRG2 过表达的 U87-MG 细胞中磷酸化

AKT、ACLY表达均较对照组明显降低(P<0.05)。使用 EGF(10

ng/mL) 刺激 U87MG 细胞，结果显示 NDRG2 过表达的

U87-MG细胞中磷酸化 AKT、ACLY表达均较对照组明显降低

(P<0.05)，而乙酰辅酶 A合成增加，NDRG2过表达组与对照组

比较无明显差异(P>0.05)，提示 NDRG2对细胞内乙酰辅酶 A/

辅酶 A比值的调控作用可能与抑制 AKT通路有关。
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图 1 A.免疫荧光检测慢病毒感染效率(× 400)；B.Western blot检测 NDRG2过表达水平；C.MTT试验检测 NDRG2过表达后对 U87MG细胞增殖

能力的抑制(**p<0.01)

Fig.1 A.Quantize the transfection efficiency using immunofluorescence (× 400). B. The expression levels of NDRG2 in U87MG cell line with the

overexpression of NDRG2. C. The proliferation of U87MG cell is detected by MTT assay (**p<0.01)

图 2 ABC.Western blot检测 NDRG2过表达后对组蛋白 H3(lys9)(A)H4(lys8)(B)乙酰化水平调控；D.NDRG2过表达在高糖培养下可降低细胞内乙

酰辅酶 A水平(*P<0.05)

Fig.2 ABCThe expression of Ac-H3(lys9)(A) Ac-H4(lys8) (B) in U87MG cell line with the overexpression of NDRG2 using Western blot. D. The

acetyl-CoA concentration is lower than control with the overexpression of NDRG2 in high glucose (*P<0.05)

3 讨论

组蛋白乙酰化是组蛋白表观遗传修饰的主要形式，对基因

转录起到重要调控作用。近年随肿瘤代谢组学发展，大量研究

证实细胞内代谢物乙酰辅酶 A含量对组蛋白乙酰化水平有直

接影响[12]。处于高度增殖状态的恶性肿瘤通过摄取高糖满足代

谢需要，线粒体中产生的大量乙酰辅酶 A以柠檬酸形式穿梭

进入胞质，再经柠檬酸裂解酶生成草酰乙酸和乙酰辅酶 A[13]。

该途径是胞质中乙酰辅酶 A的主要来源，柠檬酸裂解酶作为

该过程的核心酶一直是肿瘤代谢研究热点。目前研究显示 A-

CLY在肿瘤细胞中呈高表达，干扰其表达和功能可抑制组蛋

白乙酰化水平并抑制肿瘤细胞增殖[8,14-17]，已有多种抑制剂进入

基础及临床研究[18]。

NDRG2 是我们研究组自主发现的抑癌候选基因，与
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图 3 A B. NDRG2过表达可抑制 AKT-ACLY通路活化，降低P-AKT和 P-ACLY水平；B.EGF刺激细胞后可纠正 NDRG2对乙酰辅酶 A合成的抑

制作用(*P<0.05, **P<0.01)

Fig.3 A B. The relative expression of P-ACLY and P-AKT is lower with the overexpression of NDRG2. C. The suppression of acetyl-CoA with NDRG2

is rectified by adding EGF (*P<0.05, **P<0.01)

NDRG1、NDRG3、NDRG4同属于 NDRG家族成员，属于 琢/茁
水解酶超家族。近年围绕其表达及抑癌机制进行广泛研究，已

证实其在肿瘤细胞中存在多种调控作用 [3]。NDRG2 全长

2024bp，含有 357个氨基酸，经过生物信息学分析，其内含有一

ACP携带结构域，可与酰基存在相互作用，提示其可能参与乙

酰基代谢过程。根据既往文献，NDRG2可参与胰岛素代谢中，

作为 AKT 和 PKC 下游分子调控下游代谢环路 [19]。此外，

NDRG2可通过活化 PTEN蛋白抑制 AKT通路活性发挥抑癌

作用[11]。这些研究提示 NDRG2具有代谢调控可能性。2015年，

Xu等研究证实，NDRG2通过调控 C-Myc 可抑制多种糖酵解

过程代谢酶表达，从代谢组角度解释了 NDRG2具有广泛抑癌

作用的可能[20]。

本研究结果表明 NDRG2可通过抑制 AKT-ACLY通路的

活化减少细胞内乙酰辅酶 A水平，以抑制组蛋白乙酰化。通过

对乙酰辅酶 A代谢通路的抑制，NDRG2可存在更广泛的抑癌

作用。乙酰辅酶 A作为代谢核心中间产物，联系三大代谢途

径，其合成和代谢对肿瘤细胞具有重要作用。除了作为乙酰化

过程的供体，乙酰辅酶 A可参与脂肪酸、胆固醇合成，可满足

细胞增殖中对磷脂等膜分子的需要。故针对 NDRG2对乙酰辅

酶 A的研究仍可进一步明确其机制，并为进行其他代谢疾病

的研究提供了可能。

目前，NDRG2的抑癌作用已基本明确，但其具体功能和参

与的细胞生物学过程中仍不清楚，其结构及相互作用蛋白仍需

要生物信息学和更深入功能机制研究探明。此外，体外细胞学

实验无法还原在体肿瘤发生发展及干预过程，故进一步研究中

仍需要基因修饰小鼠或其他在体模型以验证假说，为肿瘤治疗

应用提供更多的依据。
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