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丙戊酸协同顺铂抑制乳腺癌和结直肠癌细胞生长 *
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摘要 目的：探究丙戊酸（Valproic acid, VPA）协同顺铂抑制乳腺癌和结直肠癌细胞增殖。方法：首先使用Western blot检测 VPA对

Acetyl-Histone H3蛋白水平的影响，使用 Cell Counting Kit-8（CCK-8）法检测 VPA对乳腺癌和结直肠癌细胞的细胞活力的影响。

其次单药顺铂、VPA和联合用药处理乳腺癌细胞MDA-MB-231和结直肠癌细胞 HCT-15，使用 IncuCyte动态检测细胞生长过程

和生长终点。结果：发现 VPA可抑制组蛋白去乙酰化酶的功能，升高 Acetyl-Histone H3的蛋白水平，VPA可抑制乳腺癌细胞和结

直肠癌细胞增殖，且对 VPA的药物敏感性相似；顺铂和 VPA连用后可显著抑制乳腺癌和结直肠癌细胞增殖和活力。结论：本文

发现 VPA抑制组蛋白去乙酰化酶发挥抑制乳腺癌和结直肠癌细胞生长的新机制，并可以与顺铂连用提高抗肿瘤效果和药物敏

感性，为同时患有癫痫和肿瘤的人群提供新的治疗思路。
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Valproic Acid and Cisplatin Inhibit the Growth of Breast Cancer
and Colorectal Cancer Cells*

To explore the inhibitory effect of Valproic acid (VPA) and cisplatin on the proliferation of breast cancer

and colorectal cancer cells. Firstly, Western blot was used to detect the effects of VPA on Acetyl-Histone H3 protein levels, and

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to detect the effects of VPA on the cell viability of breast cancer and colorectal cancer cells. Sec-

ondly, breast cancer cells MDA-MB-231 and colorectal cancer cells HCT-15 were treated with single drug cisplatin, VPA and a combi-

nation of drugs. IncuCyte was used to dynamically detect the cell growth process and growth endpoint. It was found that VPA

could inhibit the function of histone deacetylase and increase the Acetyl-Histone H3 protein level. VPA could inhibit the proliferation of

breast cancer cells and colorectal cancer cells, and the drug sensitivity to VPA was similar. The combination of cisplatin and VPA can

significantly inhibit the proliferation and viability of breast cancer and colorectal cancer cells. This study found that VPA

inhibits histone deacetylase to play a new role in inhibiting the growth of breast cancer and colorectal cancer cells, and can be combined

with cisplatin to improve the antitumor effect and drug sensitivity, providing a new therapeutic idea for patients with epilepsy and tumor.
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前言

乳腺癌和结肠癌的发病和死亡人数居世界前列[1]。乳腺癌

目前是全球女性中最常见的恶性肿瘤[2]且死亡率居世界第一的

恶性肿瘤[3]，严重危害着全球女性的身心健康。结直肠癌在女

性中是诊断出的第二恶性肿瘤，在男性中排第三[4]。在女性中，

结直肠癌的发病率和死亡率比男性低 25%[5]。

顺铂（cisplatin，DDP）是目前临床一线广谱抗肿瘤药物，对

于一般化疗药物不敏感和实体瘤效果显著[6]。顺铂可干扰肿瘤

细胞中 DNA复制，导致 DNA损伤，激活多种信号转导，最终

导致细胞凋亡[7]；顺铂还可与血液中某些成分如血浆白蛋白、转

运蛋白、半胱氨酸等结合，最终导致癌细胞失活死亡[8]。虽然顺

铂的抗肿瘤效果十分显著，但也不可避免的出现耐药，同时还

伴随肾毒性、肝毒性、心血管系统异常等毒副作用[9]。有研究表

明顺铂的不良反应与和个体差异显著相关，抗肿瘤药物与顺铂

具有协同治疗效果，无交叉耐药性，可提高顺铂的治疗效果[10]。
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因此寻找具有前景的抗肿瘤药物与顺铂联合治疗成为目前临

床亟待解决的难题。

癌症的发生发展十分复杂，与许多因素有关[11]。组蛋白去

乙酰化酶（HDACs）在癌细胞中过量表达，使得正常基因的乙

酰化平衡状态被打破，导致肿瘤发生[12]。组蛋白去乙酰化酶抑

制剂 (histone deacetylase inhibitors, HDACi)是一类特征良好的

癌症治疗药物，患者在耐受性良好的情况下对血液肿瘤和实体

瘤具有有很好的临床活性[13]。有文献报道 HDACi通过改变组

蛋白蛋白的泛素化和蛋白酶体降解而产生不稳定效应 [14]。

HDACi可增加肿瘤细胞中组蛋白的乙酰化水平，重新激活沉

默的抑癌基因，促进肿瘤细胞凋亡[15]。近年来开发 HDACi成为

抗肿瘤药物领域的热门方法，具有很好的治疗前景[15]。

经课题组前期筛选，筛选出一种 HDACi -- 丙戊酸（val-

proic acid, VPA）可以抑制肿瘤生长。VPA是衍生自戊酸的支链

短链脂肪酸。目前临床应用的抗癫痫药，还可治疗双相情感障

碍和精神分裂症[16]。 1997年起开始有文献报道 VPA有抗癌作

用，可增强化疗药物的效果，例如可以穿过血脑屏障，有效清除

患者大脑中的转移性乳腺癌细胞，诱导细胞凋亡并抑制细胞周

期[17]。VPA作为一种广泛应用于临床的药物，生物利用率高[18]，

临床稳定性十分可靠[19]，可作为与顺铂连用的潜在药物。本研

究将围绕 VPA是否影响组蛋白去乙酰化水平展开，并深入探

究 VPA协同顺铂影响乳腺癌和结直肠癌细胞的增殖效果，我

们通过免疫印迹法检测 Acetyl-Histone H3 的蛋白表达情况，

Cell Counting Kit-8（CCK-8）法检测药物处理后的细胞活力，In

cuCyte动态实时检测细胞生长过程，为临床寻找新的治疗策略。

1 材料与方法

1.1 细胞系与试剂

细胞系：人乳腺癌细胞系MDA-MB-231和人结直肠癌细

胞系 HCT15均在上海交通大学药理系与化学生物学系保存并

使用。

试剂：RPMI 1640 培养基、DMEM 培养基、ECL 显色液、

BCA定量试剂盒购自 Thermo Fisher Scientific（美国）公司；胎

牛血清购自 Gemini（美国）公司；0.25%胰蛋白酶、磷酸缓冲盐

溶液、青霉素 -链霉素（双抗）溶液及谷氨酰胺溶液购自上海源

培生物科技股份有限公司；预染蛋白分子量 marker、细胞冻存

液、快速封闭液均购自苏州新赛美生物科技有限公司；

Acetyl-Histone H3、Histone H3抗体购自 Abcam（英国）；茁-actin
抗体购自 Santa Cruz Biotechnology （美国）公司；CCK-8试剂

盒、丙戊酸和环己酰亚胺（Cycloheximide,CHX）购自 Med-

Chemexpress（美国）公司；无菌无酶吸头、丙烯酰胺 /甲叉双丙

烯酰胺 30%溶液、磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂。

1.2 实验仪器

IncuCyte Zoom活细胞成像系统购自 Essen Bioscience（美

国）公司；生物安全柜，37℃、CO2细胞培养箱购自 Thermo Fisher

Scientific（美国）公司；蛋白电泳及转印系统、多功能酶标仪购

自 Bio-Rad（美国）公司；制冰机购自 Scotsman（美国）公司；超

纯水系统购自Millipore（美国）公司；Odyssey双色红外成像系

统购自 LI-COR（美国）公司；荧光定量 PCR仪购自 Roche（瑞

士）公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养及传代 配制 RMPI 1640 完全培养基（10%

胎牛血清，1%青霉素 -链霉素，1%谷氨酰胺）。提前 37℃水浴

加热 PBS和 0.25%胰蛋白酶。待 25 cm3培养瓶中的细胞汇合

度约 80%左右时传代，用干净的无菌无酶的吸头吸去原培养

基，用 1 mL PBS缓冲液清洗，加入 500 滋L 0.25%胰蛋白酶，消

化 2分钟，轻轻拍打，使用新鲜完全培养基终止消化。1:3传代，

观察细胞状态。

1.3.2 免疫印迹法（Western Blot） 清洗并烘干玻璃板和梳

子，装进灌胶架。按比例分别配置 10%或 12%分离胶和浓缩胶，

先加入双蒸水检漏，再将分离胶倒入玻璃板间隙，等待 40分

钟，再倒入浓缩胶插入梳子等待 40分钟。上样完成后，将电压

调为 60 V跑电泳 1小时后将电压调至 90 V至蛋白样品跑至

分离胶底部，关闭机器。使用甲醇活化 PVDF膜 3分钟。取出凝

胶板，弃去浓缩胶。转膜夹黑色夹板链接负极，白色夹板连接正

极，按照从下到上黑色夹板 -海绵 -滤纸 -凝胶 -PVDF膜 -滤

纸 -海绵 -白色夹板的顺序装入转膜夹。于 4℃冷库或冰浴中

0.22 A恒流转膜 2小时；5%脱脂牛奶室温水平摇床封闭 1.5小

时；弃去封闭液加入一抗，于室温慢摇 2 h或冷库水平摇床过

夜孵育 10-12小时；室温兔 /鼠二抗孵育 1.5小时；用 ECL显

影液显影。

1.3.3 IncuCyte活细胞实时动态成像分析 待培养瓶中的细

胞汇合度约 80%左右时传代，用干净的无菌无酶吸头吸去原培

养基，用 1 mL PBS缓冲液清洗 1-2遍，加入 500 滋L 0.25%胰蛋

白酶，消化 2分钟，摇晃细胞培养瓶使胰蛋白酶溶液铺满整个

瓶底；将培养瓶放入温度为 37℃、CO2浓度为 5%的恒温培养

箱消化 2 min后取出，轻轻拍打瓶身，使细胞从瓶底脱离，肉眼

可见为流沙状。并于显微镜下观察细胞完全脱落，细胞形态变

为高亮圆球状，加入胰蛋白酶体积 3-4 倍新鲜完全培养基

1500 滋L-2000 滋L终止消化；轻柔缓慢吹打细胞悬液，避免吹打
过程中产生气泡。使用细胞计数仪进行细胞计数，根据实验需

要吸去新鲜完全培养基稀释细胞悬液至 3000-5000 个细胞

/100 滋L浓度；在 96孔板靠近外圈孔内试种 100 滋L细胞悬液，
等待 3-5 min待细胞下沉后显微镜下观察细胞密度，密度适中

则将细胞悬液按照 100 滋L/孔接种于 96孔板中。注意每行接

种完要上下颠倒重新摇匀细胞悬液，以防止细胞沉降导致细胞

悬液浓度改变造成孔间细胞数不均一。最外侧孔内加入

200 滋L PBS，防止培养基蒸发导致细胞干燥死亡。在 96孔板表

面标记好细胞种类、细胞来源、细胞代数及接种日期，放于

37℃，5% CO2恒温培养箱中预培养 24 h；根据实验要求用新鲜

完全培养基稀释药物母液，配置所需药物浓度。向 96孔培养板

加入梯度稀释浓度的待测药物，每孔加入 100 滋L药物溶液。注
意计算药物浓度时不要忽略孔内原有 100 滋L体积，加入药物
浓度应为实验要求浓度的 2倍且现配现用。将 96孔板转移至

IncuCyte实时动态细胞成像分析仪中继续培养，先短时 2 min

扫描孔板位置是否对齐后，在设置拍摄程序，每隔 4 h拍照一

次。加药后 72-96 h 后，观察到对照组细胞汇合度达到 80%

-100%时停止培养，取出 96孔板进行 CCK-8实验或直接丢弃；

用 IncuCyte 实时动态细胞成像分析仪自带的 IncuCyte2016A

软件分析每个时间点每个孔内的细胞数和细胞汇合数并导出，
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使用 GraphPad Prism8.0软件绘制生长曲线。

1.3.4 统计学分析 实验结果采用 mean ± SD表示，两组间

比较采用 Student's T检验，多组间比较采用单因素方差分析，

使用 GraphPad Prism 8.0软件作图。P＜0.05表示有显著性差异

（其中 P＜0.05用 "*"表示，P＜0.01用 "**"表示，P＜0.001用

"***"表示，P＜0.0001用 "****"表示）。

2 结果

2.1 VPA可升高乙酰化组蛋白的表达水平

肿瘤的发生和进展与组蛋白乙酰化紊乱相关，组蛋白去乙

酰化酶是肿瘤中过度表达的蛋白酶，常被认为是抑制肿瘤的重

要靶点[20]。为了探究 VPA对乙酰化组蛋白的影响，根据体外细

胞实验结果发现 VPA作用于肿瘤细胞时浓度为 1.5 mM效果

较好 ，于是 我们 选用浓 度为 1.5 mM 的 VPA 处 理

MDA-MB-231 细胞和 HCT-15 细胞 72 h, Western Blot 检测

Acetyl-Histone H3 和 Histone H3 蛋白水平。实验结果显示 ,

VPA可抑制组蛋白去乙酰化酶的功能，升高 Acetyl-Histone H3

的蛋白水平；且总蛋白 Histone H3未变（图 1）。

表 1 VPA可提高乙酰化组蛋白的表达水平

Fig.1 VPA can increase the expression level of acetylated histone

Note: A. Breast cancer cells; B. Colorectal cancer cells;

Protein levels of Acetyl-Histone H3 and Histone H3 after VPA drug treatment by western blot.

2.2 VPA 抑制携带突变体 p53 乳腺癌细胞和结直肠癌细胞

增殖

为了探究乳腺癌细胞 MDA-MB-231 和结直肠癌细胞

HCT-15对 VPA是否敏感，我们采用最高浓度为 15 mM VPA，

三倍稀释至 9 个浓度梯度，作用于 MDA-MB-231 细胞和

HCT-15细胞 72 h,使用 CCK-8法检测细胞活力，计算药物敏感

性（图 2），结果显示，VPA抑制携带突变体 p53乳腺癌细胞和

结直肠癌细胞增殖，且 MDA-MB-231细胞和 HCT-15细胞对

VPA敏感性相似，IC50均在 5 mM左右。

图 2 VPA抑制携带突变体 p53乳腺癌细胞和结直肠癌细胞增殖

Fig.2 VPA inhibits the proliferation of breast cancer cells and colorectal cancer cells carrying mutant p53

Note: A. Breast cancer cells; B. Colorectal cancer cells; Cell activity inhibition of VPA was tested by CCK-8 assay.
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2.3 VPA协同顺铂增加乳腺癌细胞和结直肠癌细胞对顺铂敏

感性

顺铂（Cisplatin）是一种非特异性化疗药物，具有广谱抗肿

瘤作用。虽然顺铂的抗肿瘤效果显著，然而不可避免出现肾毒

性的毒副作用和耐药问题。经多项研究发现，顺铂与抗肿瘤药

物连用具有协同作用，且无交叉耐药性[9]。我们选择单药 1.5 mM

VPA，0.5 滋M Cisplatin处理乳腺癌细胞 MDA-MB-231；1.5 mM

VPA，3 滋M Cisplatin 处理结直肠癌细胞 HCT-15，IncuCyte 动

态检测细胞生长，发现单药效果不是十分显著。分别联合用药

后，显著增加了 MDA-MB-231细胞和 HCT-15细胞对顺铂的

敏感性。（图 3）。

图 3 VPA协同顺铂增加乳腺癌细胞和结直肠癌细胞对顺铂敏感性

Fig.3 VPA synergistically increases cisplatin sensitivity of breast cancer cells and colorectal cancer cells

Note: A. Breast cancer cells; B. Colorectal cancer cells; Phase Object Confluence was tested by IncuCyte.

2.4 VPA协同顺铂抑制乳腺癌细胞和结直肠癌细胞生长

为了探究单药 VPA、顺铂与联合用药对乳腺癌细胞和结

直肠细胞生长的影响，我们选择单药 1.5 mM VPA，0.5 滋M Cis-

platin处理乳腺癌细胞 MDA-MB-231；1.5 mM VPA，3 滋M Cis-

platin处理结直肠癌细胞 HCT-15，药物处理时间为 72 h，对时

间终点的细胞汇合度进行分析统计。我们发现单药处理仅能微

弱的抑制乳腺癌细胞和结直肠癌细胞生长，联合用药后可显著

抑制癌细胞生长（图 4），与图 2结果相符。

图 4 VPA协同顺铂抑制乳腺癌细胞和结直肠癌细胞生长

Fig.4 VPA cooperates with cisplatin to inhibit the growth of breast cancer cells and colorectal cancer cells

Note: A. Breast cancer cells; B. Colorectal cancer cells; Cell of growth was tested by IncuCyte.

3 讨论

肿瘤的发生发展与异常的基因表达相关，随着基因研究的

不断深入，人们发现表观遗传与肿瘤恶性进展密不可分，表观

修饰药物成为热点[21]。表观遗传是指 DNA序列不改变的情况

下，基因功能产生可遗传的变异，最终导致生物表型改变的现

象[22]。目前表观遗传修饰研究多集中于甲基化修饰和乙酰化修

饰，因此 DNA 甲基转移酶和组蛋白去乙酰化酶 (histone

deacetylases, HDACs)成为热门靶点[23]。在癌细胞中组蛋白去乙

酰化酶过度表达，通过去除组蛋白的乙酰基使染色质结构更加

紧密，抑制某些抑癌基因正常转录，导致肿瘤发生发展[24]。抑制

组蛋白去乙酰化酶的酶活不仅可以影响细胞凋亡、细胞分化等

细胞进程，还可以抑制血管生成[25]。因此抑制组蛋白去乙酰化

酶是一种潜在的治疗方法。
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由于原研药研发成本大，风险高，周期长，因此老药新用成

为肿瘤领域研究的热点[26]。课题组前期通过生信数据库分析，

筛选到组蛋白去乙酰化酶抑制剂 VPA具有潜在抗肿瘤的作

用。VPA作为临床使用多年的广谱抗癫痫药，药物安全性十分

可靠[16,27]。根据体外细胞实验结果发现 VPA作用于肿瘤细胞时

浓度为 1.5 mM较好，我们在体外使用浓度为 1.5 mM的 VPA

处理乳腺癌细胞MDA-MB-231和结直肠癌细胞 HCT-15 72 h。

通过Western blot检测，我们发现 VPA可抑制组蛋白去乙酰化

酶的功能，升高 Acetyl-Histone H3的蛋白水平，发挥抑制乳腺

癌细胞MDA-MB-231和结直肠癌细胞 HCT-15增殖的功能。

顺铂是目前临床使用最为广泛的抗肿瘤药物，自 1978年

美国批准上市后被广泛用于多种实体肿瘤的治疗中[7]，但在治

疗过程中不可避免出现了药物耐药和肿瘤复发的问题[28]。联合

用药能抑制肿瘤细胞不同的代谢途径，有效逆转肿瘤细胞的耐

药性，提高抗肿瘤作用[29]。我们猜想 VPA能否与顺铂连用从而

提高抑制乳腺癌细胞和结直肠癌细胞生长的作用呢？于是我们

我们使用单药 VPA、顺铂和联合使用处理乳腺癌细胞

MDA-MB-231和结直肠癌细胞 HCT-15，我们发现联合用药后

显著抑制了肿瘤细胞的增殖。已有研究表明，贝伐单抗与顺铂

连用治疗非小细胞肺癌，连用后可降低顺铂剂量以减少不良反

应的发生，并增强疗效[30]。我们的研究为顺铂联合用药治疗乳

腺癌和结直肠癌提供了新的治疗思路。

综上所述，本研究显示抗癫痫药物 VPA是极具潜力的多

靶点小分子抗癌药，VPA通过抑制组蛋白去乙酰化酶来发挥

抗肿瘤作用，首次发现 VPA与顺铂连用可协同增加肿瘤细胞

对顺铂敏感性，抑制乳腺癌细胞和结直肠癌细胞生长。本研究

通过表观遗传与传统治疗相结合的方式，为治疗恶性肿瘤提供

新的治疗思路和策略，对同时患有癫痫和肿瘤的患者少数患者

带来了福音。
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