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大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因启动子Ⅰ区组蛋白高乙酰化
可能参与了其高转录调控过程 *
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摘要 目的：探讨大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因高转录与其启动子Ⅰ区组蛋白乙酰化的关系。方法：应用 Real-time PCR和
ChIP-PCR技术分别检测了大鼠正常星形胶质细胞和 C6胶质瘤细胞中 基因 mRNA的表达水平以及其启动子Ⅰ区组蛋白
H3K9的乙酰化程度；利用 Real-time PCR技术，检测了不同浓度的组蛋白乙酰基转移酶抑制剂姜黄素（Curcumin）或去乙酰化酶
抑制剂曲古抑菌素 A（TSA）处理对 C6胶质瘤细胞中 基因 mRNA表达的影响。结果：较之正常星形胶质细胞，C6胶质瘤细
胞中 基因 mRNA的表达量极显著增高（P<0.01），并且其启动子Ⅰ区 H3K9的乙酰化水平也显著升高（P<0.05）。C6胶质瘤细
胞经 Curcumin处理 24 h后， 基因 mRNA的表达量随药物浓度的升高而降低，且 100 滋mol/L作用浓度时其表达量下降了
74.17 %（P<0.001）；相反，TSA 处理后 基因 mRNA 的表达量呈上升趋势，且 200nmol/L 组其表达量约上升 145.35 %
（P<0.05）。结论：在大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因启动子Ⅰ区 H3K9发生了高乙酰化修饰，这种修饰可能是其高转录的原因。
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Histone Hyperacetylation of Promoter RegionⅠMay be Involved in its
High Expression in Rat C6 Glioma Cells*

To investigate the relationship between mRNA expression and histone acetylation of the promoter re-
gionⅠ in rat C6 glioma cells. Real-time PCR and ChIP-PCR techniques were used respectively to detect the expression level of

mRNA and acetylation status of histone H3K9 in the promoter regionⅠ in normal rat astrocytes and C6 glioma cells; After treating
with varying concentrations of histone acetyltransferase inhibitor Curcumin or deacetylase inhibitor trichostatin A (TSA) in C6 glioma
cells, the expression of mRNA was detected by real-time PCR. Compared with that in the normal astrocytes, the gdnf mRNA
expression increased significantly in C6 glioma cells (P<0.01), and the acetylation of H3K9 also enhanced in promoterⅠ region signifi-
cantly (P<0.05). At 24 h after treatment with Curcumin, the expression of mRNA decreased in concentration-dependent manner in
C6 glioma cells, and about 74.17% decreased was observed in 100 滋mol/L group (P<0.001); In contrary, mRNA expression rase after
TSA treatment, and a near-maximum increase of 145.35 % was observed in 200 nmol/L group (P<0.05). H3K9 hyperacety-
lation occurred in promoter regionⅠ , which may be the cause of high gdnf transcription in rat C6 glioma cells.
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前言

胶质细胞系源性神经营养因子（glial cell line-derived neu-

rotrophic factor，GDNF）是胶质瘤细胞的重要促生长因子，在原

发性胶质瘤组织和多种胶质瘤细胞系中转录异常升高[1]。目前，

有关 基因高转录对胶质瘤细胞恶性增殖与迁移机制的研

究已经很多[2, 3]，然而鲜见对其高转录发生机制的报道。本课题

组前期的研究发现， 基因的高转录与基因突变无关，推测

基于非 DNA序列改变的表观遗传修饰可能参与其高转录调控
过程[1]。近来的研究表明，翻译后组蛋白的乙酰化修饰在调节基

因转录过程中发挥了重要作用[4]。在胶质瘤细胞中，基因启动子

区组蛋白的异常乙酰化，导致了多种抑癌基因的表达失调[5, 6]。

为了明确 基因高转录与启动子Ⅰ区组蛋白乙酰化修饰的

关系，本研究检测了大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因 mRNA
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表达及其启动子Ⅰ区组蛋白 H3K9的乙酰化修饰状态，并使用

组蛋白乙酰基转移酶抑制剂姜黄素（Curcumin）或组蛋白去乙
酰化酶抑制剂曲古抑菌素 A（TSA）处理 C6 胶质瘤细胞，以验

证两者之间的关系。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

大鼠 C6 胶质瘤细胞株购自中国科学院细胞库，
DMEM/F12培养基、胎牛血清购自美国 Gibco公司，抗 acH3K9

抗体、EZ-ChIP试剂盒购自 Millipore公司，二甲基亚砜（DM-

SO）、Curcumin 及 TSA 均购自 Sigma-Aldrich 公司，TRIzol 购

自 Invitrogen 公司，Prime ScriptTM II 逆转录试剂盒、SYBR Pre-
mix Ex TaqTM II试剂盒购自大连 TaKaRa公司。
1.2 细胞培养及药物处理

大鼠星形胶质细胞的原代培养参照文献 [7] 报道的方法进

行。取出生 48 h内的 SD大鼠的双侧大脑皮质，剪碎并用 PBS

冲洗数次，加入 0.25 %胰酶 37 ℃消化 5 min。收集细胞培养于

含有 10 %胎牛血清的 DMEM/F12培养液，每周换液两次。在

原代培养 7-9天后，将培养瓶置于恒温摇床 37 ℃，200 rpm，20

h震荡纯化，以去除小胶质细胞及少突胶质细胞。经 GFAP免

疫荧光鉴定阳性的细胞视为成熟的星形胶质细胞。取第 4代的

处于对数生长期的细胞用于实验研究。

大鼠 C6胶质瘤细胞株用含 10 %胎牛血清、100 U/ml青霉
素，100 U/ml链霉素的 DMEM/F12培养基，置于 37 ℃，5% CO2

培养箱中培养。取对数生长期细胞培养 24 h同步化后进行药
物处理，分别加入终浓度为 100、200、500 nmol/ L的 TSA 或
25、50、100 滋mol/ L的 Curcumin继续培养 24 h。其中对照组添

加等体积的溶剂 DMSO。
1.3 Real-time PCR

采用 TRIzol一步法从细胞中提取总 RNA，取 RNA模板
2滋g 用 Prime ScriptTM II逆转录试剂盒行逆转录反应合成 cD-

NA第一链，再以逆转录反应液 1 滋l作为模板，加入相应引物

进行 PCR扩增。引物序列见表 1。反应条件设置如下：95℃预

变性 30 s；95 ℃变性 20 S，60 ℃退火 15 s; 72 ℃延伸 15 s，扩增
40个循环。通过溶解曲线分析 PCR产物特异性。每个样品以
GAPDH 基因的 mRNA表达作为内参照，通过相对定量 (2-△

△CT)法计算目的基因在各样品中相对 mRNA的表达水平。
1.4 ChIP-PCR

大鼠星形胶质细胞和 C6胶质瘤细胞分别以 106细胞密度

接种于 10 cm培养皿，按 EZ-ChIP试剂盒说明书的步骤操作。

甲醛交联组蛋白和 DNA，超声破碎细胞和剪切 DNA，加入抗
acH3K9抗体沉淀，蛋白 G 琼脂糖珠收集抗体绑定的组蛋白

表 1 Real-time PCR引物序列

Table 1 Primer sequence for Real-time PCR

Gene name GenBank number Primer sequence Annealing temperature (℃ ) Primer length (bp)

NM_017008

NM_019139

F:5'TCCCTCAAGATTGTCAGCAA3'

R:5'AGATCCACAACGGATACATT3'

F:5'GACTTGGGTTTGGGCTACGA3'

R:5'TGGTAAACCAGGCTGTCGTC3'

60

60

308

209

-DNA复合物，逆转组蛋白 -DNA 交联，用蛋白酶 K处理和纯

化 DNA。ChIP实验后，用 real-time PCR方法检测目的抗体免

疫沉淀下来的 DNA。设计 启动子Ⅰ区的引物，F:5'CTC-

CGCTGGGATGAGTTGAT3'，R:5'GGGAGTGCGT CTTTCTG-

GAT3'。同时，以超声断裂并纯化后的染色质片段(Input DNA)

检测 ChIP效率。PCR 反应体系为：12.5 滋l rTaq 或 SYBR Pre-
mix Ex TaqTM II；上下游引物（10 滋mol/l）各 1 滋l以及 DNA模板
3 滋l；加灭菌消毒的双蒸水补充至总体积 25 滋l。扩增条件：95℃

15 s，60℃ 30 s，72℃ 20 s，共 40个循环。PCR产物大小为 278

bp。以%Input的形式计算结果：%Input =2 (CtInput-CtChIP)×
Input dilution factor× 100。
1.5 统计学分析

所有数据均采用统计软件 SPSS16.0进行处理，计量资料

以均数± 标准差表示。其中，两样本均数比较采用独立样本 t

检验，多个样本均数的比较采用单因素方差分析(ANOVA)。取
P＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因 mRNA的表达水平
Real-time PCR结果显示，大鼠 C6胶质瘤细胞中 基

因 mRNA的表达水平明显升高，与正常星形胶质细胞相比差

异极显著（P<0.01）（图 1）。

图 1 正常星形胶质细胞和 C6胶质瘤细胞中 基因 mRNA的表达

情况:与星形胶质细胞比较 **表示 P<0.01

Fig.1 mRNA levels in astrocytes and C6 glioma cells. ** P<0.01 as

compared with astrocytes

2.2 超声断裂染色质后 DNA的电泳结果
大鼠正常星形胶质细胞和 C6胶质瘤细胞经超声破碎染色

质后各取 25 滋L直接进行解交联和纯化。2 %琼脂糖凝胶电泳
显示：切割后的 DNA片段主要分布在 200-1000 bp之间(图 2)。
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图 4 HAT抑制剂 Curcumin对 C6细胞中 gdnf基因 mRNA表达的影

响:1：DMSO对照组；2：25 滋mol/L Curcumin；3：50 滋mol/L Curcumin；

4：100 滋mol/L Curcumin；与 DMSO对照组比较，*表示 P<0.05；***表

示 P<0.001

Fig.4 The impact of HAT inhibitor Curcumin on mRNA expression of

gene in C6 cells:1: DMSO control group; 2: 25 滋mol/L Curcumin;

3: 50 滋mol/L Curcumin; 4: 100 滋mol/L Curcumin; *P<0.05,

*** P<0.001 as compared with control group

图 2 超声波切割染色质后DNA的电泳图:M：DL2,000 Marker；泳道 1-4：

正常星形胶质细胞切割后的DNA；泳道 5-9：大鼠 C6细胞切割后的DNA；

Fig.2 electrophoresis of chromatin DNA after ultrasonic cutting:M: DL2,

000 Marker; Lanes 1-4: DNA of astrocytes after cutting; Lanes 5-9: DNA

of rat C6 cells after cutting;

2.3 大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因启动子Ⅰ区组蛋白 H3K9

乙酰化状态

大鼠 C6胶质瘤细胞中 基因启动子Ⅰ区 H3K9的乙

酰化水平为 0.4363± 0.0871，高于正常星形胶质细胞（0.1937±
0.0821），组间比较差异显著（P<0.05）（图 3）。

图 3 正常星形胶质细胞和 C6胶质瘤细胞中 基因启动子Ⅰ区

H3K9乙酰化状态与星形胶质细胞比较 *表示 P<0.05
Fig.3 H3K9 acetylation status of gdnf promoter regionⅠ in astrocytes and

C6 glioma cells. *P<0.05 as compared with astrocytes

2.4 HAT 抑制剂 Curcumin 对 C6 胶质瘤细胞中 基因

mRNA表达的影响
C6胶质瘤细胞经 Curcumin处理 24 h后 基因 mRNA

的相对表达量明显下调，并随药物浓度的升高而降低，其中

100 滋mol/L curcumin处理组的 gdnf基因表达量下降了 74.17%，

与对照组比较具有显著性差异（P<0.001）（图 4）。

2.5 HDAC抑制剂 TSA对 C6细胞中 基因 mRNA表达的

影响

Real-time PCR结果显示： 基因 mRNA相对表达量随

着 TSA浓度的升高呈上升趋势，使用 200 nmol/L的 TSA处理
24 h后 C6细胞的 基因 mRNA表达量上升 145.35 %，与

对照组相比差异具有统计学意义（P<0.05）（图 5）。

图 5 HDAC抑制剂 TSA对 C6细胞中 基因 mRNA表达的影响:

1：DMSO对照组；2：100 nmol/L TSA；3：200 nmol/L TSA；4：500 nmol/L

TSA；与 DMSO对照组比较，*表示 P<0.05

Fig.5 The impact of HDAC inhibitor Curcumin on mRNA expression of

gene in C6 cells:1: DMSO control group; 2: 100 nmol/L TSA; 3: 100

nmol/L TSA; 4: 100 nmol/L TSA; * P<0.05, ***P<0.001 as compared

with control group

3 讨论

GNDF是转化生长因子 -茁（TGF-茁）超家族成员的远亲，位
于人染色体 5p12-p13.1，含有 2个启动子和 5个外显子[8]。最初

的研究认为，GDNF仅能作为神经营养因子特异性地维持中脑
多巴胺能神经元的存活和分化[9]。随着研究的深入，发现 GDNF

对其它神经元，包括脊髓运动神经元、交感神经元及感觉神经

元等同样具有营养和保护作用[10]。近年来研究发现GDNF还是

胶质瘤细胞强有力的促增殖因子[2]，能通过改变小胶质细胞的

趋化反应促进胶质瘤生长[11]。同时，GDNF还能通过活化 JNK，
ERK-1/2，p38 MAPK 等信号通路以及上调金属基质蛋白 -13

促进胶质瘤细胞迁移[3, 12]。

目前，尽管对胶质瘤细胞中 基因的生物学功能已有

广泛研究，但对其高转录机制的研究尚少。为了明确 基因

高转录与其启动子区组蛋白 H3K9乙酰化之间的关系，我们首

先利用 real-time PCR和 ChIP-PCR的方法检测了大鼠 C6胶质

瘤细胞中 基因转录水平及该基因启动子 I 区组蛋白
H3K9乙酰化状态。结果表明， 基因在 C6胶质瘤细胞中转

录水平显著升高，与 Wiesenhofer [13]等报道的 GDNF蛋白水平
变化趋势相一致。并且发现， 基因启动子 I区的组蛋白
H3K9也发生了高乙酰化修饰。

组蛋白乙酰化修饰是基因表观转录调控的重要方式。正常

生理状态下，组蛋白乙酰化在组蛋白乙酰基转移酶（HATs）和

组蛋白去乙酰化酶（HDACs）共同作用下处于动态平衡状态，这

种平衡有助于维持基因稳态表达以及正常的细胞功能[14, 15]。然

而，在 基因高转录的胶质瘤细胞中，组蛋白乙酰化的动态

平衡遭到破坏，第Ⅱ、Ⅳ类组蛋白去乙酰化酶 mRNA表达下
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降，并导致组蛋白 H3乙酰化水平显著升高[16]。由于在组蛋白

H3已知的 5种高度保守的乙酰化修饰位点中，处于赖氨酸 9

位点（H3K9）上的乙酰化修饰对于基因转录的激活最为重要[17]。

本研究发现大鼠 C6胶质瘤细胞的 基因启动子Ⅰ区组蛋

白 H3K9乙酰化水平明显高于正常星形胶质细胞。由此推测启

动子 I区的组蛋白 H3K9高乙酰化可能参与了 基因在 C6

胶质瘤细胞中的高转录。

为验证以上假说，本研究分别使用 HAT抑制剂 Curcumin

和组蛋白去乙酰化酶 HDAC 抑制剂 TSA 处理 C6 胶质瘤细

胞，分析组蛋白乙酰化修饰改变后对 基因转录的影响。在

真核细胞中，组蛋白的乙酰化修饰受两类关键酶调节，其中

HATs使组蛋白尾巴乙酰化，形成“开放”的染色质结构，有利于

基因的表达；相反，HDACs可诱导组蛋白发生去乙酰化，使染

色质形成“封闭”结构，抑制基因转录[18]。HAT和 HDAC特异的

抑制剂能够通过调节可逆性的乙酰化修饰调控基因的转录[19,20]。

本试验结果显示，在体外培养的 C6胶质瘤细胞中，Curcumin

的去乙酰化作用能够以剂量依赖的方式下调 gdnf基因 mRNA

的表达量，当药物浓度达到 100 滋mol/L时，抑制效果最佳。相

反，HDAC抑制剂 TSA诱导的乙酰化作用可进一步上调 C6胶

质瘤细胞中 基因 mRNA的表达水平，然而其表达量仅轻

微增加，这与另一种 HDAC 抑制剂 Valproic acid (VPA)的作

用[21]一致，推测可能是由于胶质瘤细胞中内源性 基因本身

已处于高转录状态所致。以上结果表明组蛋白乙酰化修饰很可能

参与了 C6胶质瘤细胞中 基因的转录调控。

综上所述，本研究发现在大鼠 C6胶质瘤细胞中， 基

因 mRNA 的表达水平显著升高，并且其启动子Ⅰ区组蛋白
H3K9也发生了高乙酰化修饰。去乙酰化处理可有效抑制 C6

细胞 基因 mRNA的表达，而乙酰化处理使其表达进一步

上调，表明 启动子Ⅰ区组蛋白 H3K9高乙酰化可能是胶

质瘤细胞中该基因高转录的原因，为进一步研究胶质瘤细胞中

异常高转录的机制提供了新的线索。
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