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PXD101对口腔鳞癌 HN-6细胞增殖及凋亡的初步研究 *
郭 峰 郭福林△ 李国林 马 杰 王小龙
（哈尔滨医科大学附属口腔医院 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：本实验探讨组蛋白去乙酰化酶抑制剂 PXD101对口腔鳞癌 HN-6细胞的增殖、细胞凋亡及细胞周期的影响。方法：
PXD101对口腔鳞癌 HN-6细胞进行干预，倒置相差显微镜观察细胞形态学改变；MTT法检测 PXD101对 HN-6细胞的增殖影

响；Annexin-V-FITC/PI双染流式细胞仪定量检测细胞凋亡；流式细胞仪分析细胞周期。结果：PXD101可明显抑制 HN-6细胞的

生长（P＜ 0.05）,呈时间剂量依赖性。倒置相差显微镜下观察对照组细胞贴壁，形态呈多边形，生长活跃；实验组细胞脱壁，变小，细

胞核皱缩。绘制细胞生长曲线示，随着 PXD101的浓度和作用时间的增加，HN-6细胞生长明显受到抑制，各实验组细胞生长抑制

率与对照组比较，P<0.05差别有统计学意义。1 滋mol/LPXD101作用 24 h,48 h细胞总凋亡率分别为 20.9 ％、38.6 ％，与对照组相
比有统计学意义（P<0.05）；HN-6细胞周期阻滞于 G0 /G1期，与对照组相比，P<0.05差别有统计学意义。结论：PXD101体外实验

能显著抑制人口腔舌癌 HN-6的细胞增殖，诱导细胞凋亡。

关键词：HN-6；PXD101；细胞凋亡；细胞周期

中图分类号：R739；R86 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）16-3021-04

Research on the Apoptosis of Oral Squamous Cell Carcinoma HN-6 Induced
by Histone Deacetylase Inhibitor PXD101*

This study was purposed to explore the effect of PXD101 on the cell proliferation , cycle arrest and apoptosis of

oral squamous cell carcinoma (HN-6) . The oral squamous cell carcinoma HN-6 cells cultured in medium were
intervened PXD101 and were observed by the inverted phase contrast microscope. The effect of PXD101 on Proliferative activity of

HN-6 cells was detected by MTT method. The cell apoptotic rates were determined by flow cytometry through Annexin -V-FITC/PI

staining.cell cycle arrest rates were analyzed by flow cytometry. PXD101 can obviously inhibit the growth of HN-6 cells

(P＜ 0.05) and show time dose dependent. Under the inverted phase contrast microscope, Control cell morphology has not changed, with

cells polygonal, adherent and active. However, the morphology of the cells treated by PXD101 has changed. The groups form a smaller

and shrivel, cells with the increase of concentration and action time of PXD101, cell growth is restrained obviously, the growth inhibition
of the cells compared with control group, P＜ 0.05, differences have statistical significance. Cell apoptosis rate were 20.9% , 38.6% ,

respectively with 1 滋mol/L PXD101treatment for 24 h, 48 h compared with the control group was statistically significant (P＜ 0.05).

HN-6 block cell cycle in G0/G1 phase, compared with the control group, P＜ 0.05, differences have statistical significance.

PXD101 experiment can significantly inhibit people HN-6 oral squamous carcinoma cell proliferation and induce apoptosis.
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前言

口腔鳞状上皮细胞癌是颌面部恶性肿瘤，严重影响病人的

生命、生理功能及美观。口腔鳞状细胞癌对传统的治疗方法如

化疗、放疗、免疫治疗具有耐受性，手术治疗又具有局限性，因

此寻找一种理想有效的治疗口腔鳞状细胞药物成为国内外学

者的研究热点。组蛋白乙酰化在控制基因的表达方面起着重要

的作用，影响许多基因的转录控制,包括肿瘤抑制基因。HDAC

抑制剂作为新一代潜在靶向抗肿瘤药物，研究发现，这种药物

可以有效的抑制肿瘤细胞的生长和促进肿瘤细胞凋亡。

PXD101是一种新型的羟肟酸类 HDAC抑制剂，它在针对血液

学和一些固体恶性肿瘤研究方面，已经进行了一期和二期临床
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研究评估[1, 2]，目前经研究发现能抑制子宫颈、肺、乳腺、前列腺

癌细胞的组蛋白脱乙酰酶活性[3]，但对口腔鳞状细胞癌的研究

却鲜有相关报道。本实验目的在于通过 HDAC抑制剂 PXD101

作用 HN-6细胞来初步探讨其相关作用效果。

1 材料和方法

1.1 试剂
PXD101(美国 Selleck公司)。口腔鳞状癌细胞 HN-6(上海

交大赠送)。胎牛血清（BISCO公司）。DMSO（美国 Sigma）。
MTT(Sigma)。DMEM( Gibco公司)。细胞周期检测试剂盒购自
（凯基生物）。AnnexinV-FITC/PI检测试剂盒（北京宝赛生物技

术有限公司）。

1.2 方法和步骤
1.2.1 细胞培养 HN-6细胞放于含有 10%的胎牛血清，1%双

抗（青霉素 100 U/mL和链霉 100 滋g/mL）的 DMEM培养液中

进行培养，置于 37℃ , 5%CO2培养箱中孵育。每日镜下观察，待

细胞长满瓶底的 80%-90%用胰酶消化传代一次。
1.2.2 细胞形态学观察 将 HN-6 细胞每孔 1× 105个接种于

96 孔板中，设 PXD101 药液浓度分别为 0.01 滋mol/L、0.1

滋mol/L、0.5 滋mol/L、1 滋mol/L、10 滋mol/L。每组设 6个复孔，设

阴性对照孔，分别在 24 h、48 h、72 h倒置相差显微镜下观察细
胞形态、大小、数量及贴壁等情况，并进行拍照。

1.2.3 MTT法检测 PXD101对 HN-6细胞的增殖抑制率 将对

数生长期的细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 将其调整为
6.0× 104个 /mL的密度接种于 3块 96孔板，置于 37℃，CO2培

养箱中进行孵育 24 h。用 DMSO 将药物的浓度梯度调整为
0.01、0.1、0.5、1、10 滋mol/L，共设置 5个药物处理组及一个阴

性对照组，每组设 6个复孔，并设置阴性对照组，每板每个浓度

设 6个复孔，置入 37℃，CO2培养箱中分别孵育 24、48、72 h

后加入 MTT 液 20滋L/ 孔，避光孵育 4 h 后弃去上清后加入
DMSO200 滋L/孔，震荡 10min，将酶标仪波长设置为 490nm，

进行检测并读取吸光度。细胞增殖抑制率 =对照组吸光度－实
验组吸光度 /对照组吸光度× 100%。
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率 将对数生长期的细胞的密

度调整为 2× 105个 /mL后接种于培养瓶中，置入 37 ℃，CO2

培养箱中继续培养。24 h后取出培养瓶，弃去旧培养液，对照组
不加药，加入 PXD101进行干预，设药物浓度分别为 1 滋mol/L，
置于 37 ℃，CO2培养箱中分别孵育 24、48 h，取出培养瓶收集
细胞，调整细胞密度为 10× 105，1000转离心 10 min，弃除上清
液，加入 1 mL预冷的 PBS洗涤 2次，将细胞重悬于 200 滋L
BindingBuffer，再加入 10 滋L Annexin V- FITC轻轻混匀，避光
室温反应 15分钟，加入 300 滋L Binding Buffer，200目筛网过
滤，加入 5 滋L PI避光染色 15 min，流式细胞仪上测定每个样品
的凋亡细胞比率。

1.2.5 细胞周期分析 将对数生长期的 HN-6细胞调整密度为
2× 105个 /mL后接种于细胞培养瓶中，置入 37℃ ，CO2培养箱

中孵育 24 h后取出培养瓶，弃去旧培养液，加入 PXD101进行
干预，药物浓度分别为 0.1、1、10 滋mol/L，37 ℃ 、CO2培养箱

中继续培养。孵育 24小时后收集细胞，调整细胞数量为 1× 106

个 /mL，1000转离心 10 min，弃去上清液，预冷 PBS洗涤两次，
加入 2 mL 70%乙醇，4℃固定 24 h后收集细胞，加入 500 滋L
PI染液（含 RNase)，避光孵育 30 min，上机检测，重复 3次。
1.3 统计学分析

应用 SPSS 17.0统计学软件对实验数据进行统计学分析，
各实验组均数采用单因素方差分析，实际数据以 x± s表示，
P＜ 0.05存在统计学意义。

2 结果

2.1 细胞形态学观察
未加药细胞生长状态良好，贴瓶壁生长，形态呈现不规则多

边形且折光度较高（图 1 A)。经 PXD101作用后，随着药物浓度
的增加和时间的延长，细胞变形皱缩，折光度逐渐减弱，大量的

细胞悬浮，最后裂解（图 1 B、C、D）。

图 1 倒置显微镜下观察药物作用 HN-6细胞后的形态变化(× 100倍)

Fig. 1 Morphological changes of HN-6 cells after drug effects were observed under inverted microscope(× 100)

2.2 MTT法检测细胞增殖抑制率实验结果
PXD101对 HN-6细胞作用后的细胞生长情况，结果显示

HN-6细胞经过 PXD101作用后其生长受到显著地抑制，各实

验组随着药物浓度和处理时间的增加，细胞的生长抑制率也逐

渐的提高，具有剂量和时间的依赖性（见图 2）。各实验组吸光

度和抑制率与对照组相比差异均具有统计学意义（P＜ 0.05)。
2.3 Annexin V- FITC试剂盒检测细胞凋亡

经药物浓度 1 滋mol/L PXD101 作用 HN-6 细胞 24 h、48 h

后，检测结果显示，晚期凋亡率分别为 15.5％、37.8％（图 3 B C)

与对照组 0.2％ (图 3 A)比较，差异有统计学意义（P＜ 0.05)，细

胞的总凋亡率分别为 21.9%、46.5%（图 3 B C)，与对照组 1％ (图 3
A)比较，差异有统计学意义（P＜ 0.05)，上述实验结果显示，同一

药物浓度处理后的时间越长，HN-6细胞总凋亡率随之增加,晚

期凋亡率逐渐增多。
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2.4 细胞周期分析

通过流式细胞仪检测结果显示，在 PXD101药物浓度不断
增加后，HN-6细胞周期 G0/G1细胞比例明显增加，表明细胞

发生凋亡(图 4)。实验组与对照组进行比较差异具有统计学意
义(P＜ 0.05)。

3 讨论

肿瘤的发生是一个极其复杂的过程，其中细胞凋亡被抑制

是导致肿瘤产生的一个重要因素[4]。随着人类对肿瘤复杂的发

病过程不断的深入研究，表观遗传学越来越受到学者们的重

视，并有相关研究发现，表观遗传学在探索癌症的发生机制中

起着重要的作用。其中表观遗传学里就包含着重要的组蛋白乙

酰化方面，其影响着基因转录调节。组蛋白乙酰化酶和组蛋白

去乙酰化酶决定组蛋白乙酰化状态[5]，组蛋白乙酰化和去乙酰

化的功能状态发生紊乱将会导致多种恶性肿瘤的发生即：组蛋

图 2 不同浓度的 PXD101作用于 HN-6细胞 24 h、48 h、72 h后的抑

制率曲线

Fig. 2 Inhibition ratio curve of PXD101 on HN-6 cells at varying

concentrations and in different treatment durations(24 h,48 h,72 h)

图 3 PXD101对 HN-6细胞的凋亡影响

Fig. 3 The apoptosis in HN-6 cells induced by PXD101

白乙酰化作用发生障碍和乙酰化水平降低，基因转录受抑制，

肿瘤抑制基因沉默[ 6, 7]。因此在寻求理想的新型抗肿瘤药物方

面组蛋白去乙酰化酶抑制剂就受到众多学者的高度重视。近来

已有大量相关实验证实几种组蛋白去乙酰化酶抑制剂能起到

强有力地抗肿瘤作用[8-10]，组蛋白去乙酰化酶抑制剂通过改变

组蛋白乙酰化状态来调节基因的表达和调控染色质结构。

HDAC抑制剂能够有效的使多种肿瘤细胞发生凋亡[11,12]，而对

正常细胞几乎无毒副作用 [13]。而 PXD101 作为一种新型的
HDAC抑制剂，对于口腔鳞癌的研究，国内外却少有报道。

本实验结果显示，PXD101能够有效地抑制 HN-6细胞的

增殖并诱导其凋亡。经倒置显微镜观察发现，对照组细胞生长

活跃，贴壁，形态呈多边形，通过药物对 HN-6细胞作用后，存

活率降低，脱壁，体积变小，折光率减弱，大量裂解。实验表明，

HN-6 细胞经过不同浓度（0.01 、0.1 、0.5 、1 、10 滋mol/L）的
PXD101 作用后，MTT 法检测显示，HN-6 细胞经 PXD101 作

用 24小时后其抑制率由 (16.9± 0.96) %逐渐增加到 (50.30±
0.93) %，作用 48小时后其抑制率由(19.39± 1.05) %逐渐增加
到(83.46± 0.93) %，作用 72 小时后其抑制率由(32.55± 1.22)

%逐渐增加到(91.31± 0.91) %，这一结果表明，相同药物浓度

组随着时间的增加，HN-6细胞的增长抑制率呈时间和剂量依

懒性。目前相关报道显示 HDAC抑制剂不仅在体外实验可诱

导肿瘤细胞的凋亡，体内试验可以有效的抑制肿瘤组织内的血

管生成 [ 14, 15]。组蛋白乙酰化的产生可以通过 HDAC抑制剂产

生，从而阻碍肿瘤细胞的有丝分裂影响其细胞周期过程[ 16]。笔

图 4 HN-6细胞经 PXD101 24小时作用后产生的细胞周期变化

Fig.4 Effect of PXD101 on cell cycle distribution of HN-6 after 24 hours
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者又通过 Annexin-V-FITC/PI 检测细胞凋亡率，1 滋mol/L 的
PXD101作用 HN-6细胞 24、48 h后，结果显示，晚期凋亡率分

别为 15.5%、37.8%；细胞的总凋亡率分别为 21.9%、46.5%。表

明药物作用时间的延长，HN-6细胞总凋亡率明显提高,晚期凋
亡率逐渐增多。经过细胞周期检测结果看到，在 PXD101药物

浓度的逐步递增条件下，HN-6细胞对照组及实验组（0、0.1、1、
10滋mol/L）G0/G1期所占百分比由 47.15%渐增到 76.52%，同时
S期及 G2/M期细胞比例逐渐减少，这一结果说明 PXD101可

阻滞 HN-6 细胞周期在 G0/G1 期。已有相关学者实验发现

PXD101能够激发细胞周期对 p21cipl/waf1产生依赖性导致细胞周

期阻滞在 G0/G1期[17]，笔者实验结果与之相符。细胞周期蛋白依

赖激酶 p21Cip1/Waf1在参与细胞周期调解过程中起到关键的作用，

HDAC抑制剂通过提高 p21Cip1/Waf1启动因子周围的组蛋白乙酰

化作用来激活 p21Cip1/Waf1的表达[18]。目前已有报道，PXD101作

用肝癌、前列腺癌的肿瘤细胞后可引起其 p21蛋白的高表达[19]。

PXD101 和其它种类的 HDAC 抑制剂在胰腺癌能够诱导
p21Cip1/Waf1上调已经得到了相关实验的证实[20, 21]。

综上所述，PXD101对 HN-6细胞具有抑制其增殖，阻滞细

胞周期，诱导凋亡的生物活性。本实验为 PXD101以后在口腔

鳞癌的临床用药可能性提供了实用的参考依据。从而使其有望

成为临床上治疗口腔鳞癌的新型化疗药物。PXD101 诱导
HN-6细胞凋亡的具体生物机制还有待进一步研究。
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