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丙戊酸通过上皮钙黏蛋白的核移位诱导结肠癌细胞EMT的作用

金武男 a，吉美瑛 b（延边大学附属医院 a. 放疗科；b.中心实验室，吉林延吉 133000）

[摘 要] 目的:探讨组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）抑制剂丙戊酸（valproic acid，VPA）对结肠癌细胞上皮-间质转

化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）的作用。方法：以结肠癌细胞系 DLD-1、HCT116、SW480 和 HT29 为研究对象，用

MTT法检测不同浓度（0.5、5 mmol/L) VPA对结肠癌细胞增殖的影响，用Western blotting检测细胞EMT相关蛋白上皮钙黏蛋白

（E-cadherin）和波形蛋白（vimentin）的表达水平，免疫荧光染色法检测上皮钙黏蛋白和波形蛋白表型的变化，划痕愈合与Tran-

swell侵袭实验检测结肠癌细胞的迁移与侵袭能力。结果：不同浓度VPA作用4种结肠癌细胞48 h，低浓度VPA（0.5 mmol/L）对

4种结肠癌细胞增殖几乎无影响，取0.5 mmol/L为实验浓度。0.5 mmol/L VPA作用后，结肠癌细胞上皮钙黏蛋白表达水平显著下

降（P<0.05）但波形蛋白表达水平显著升高（P<0.05）；0.5 mmol/L VPA处理组细胞的上皮钙黏蛋白出现膜衰减和核移位，以及波形

蛋白含量显著增加，上述反应在6 h后开始且可维持24 h；0.05 mmol/L的VPA处理可增强结肠癌细胞的迁移和侵袭能力。结论：
低浓度VPA可通过上皮钙黏蛋白的核移位诱导结肠癌细胞EMT的发生且明显增强细胞的迁移侵袭能力，因此在结肠癌中选择

HDAC抑制剂作为一个新型抗癌药物之前应谨慎。
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VPApromotes EMT in colon carcinoma cells via nuclear translocation of E-cadherin

JIN Wunana, JI Meiyingb (a. Department of Radiotherapy; b. Department of Research Center, Affilited Hospital of Yanbian University，

Yanji 133000, Jilin，China）

[Abstract] Objective: To explore the effect of histone deacetylase (HDAC) inhibitor valproic acid (VPA) on the epithelial-mesenchy-

mal transition (EMT) of colon cancer. Methods: With four colon carcinoma cell lines (DLD-1, HCT116, SW480 and HT29) as study

subjects, the effect of different concentrations of VPA (0.5，5 mmol/L) on cell proliferation was detected by MTT assay. The expression

level of EMT-related proteins (E-cadherin and vimentin) was detected by Western blotting; Phenotypic changes of E-cadherin and vi-

mentin were detected by immunofluorescence staining; Cell migration and invasion ability was detected by wound healing and Tran-

swell invasion assay, respectively. Results: After treated with different concentrations of VPA for 48 h, low concentration of VPA mere-

ly exerted any effect on the cell proliferation rate of four colon cancer cell lines, and thus was chosen as the experiment concentration;

The results of Western blotting showed that the expression of E-cadherin was reduced (P<0.05) and vimentin was increased (P<0.05) in

colon carcinoma cells by VPA treatment (0.5 mmol/L); Immunofluorescence staining revealed membranous attenuation or nuclear trans-

location of E-cadherin and enhanced expression of vimentin after VPA treatment (0.5 mmol/L), and these responses occurred after 6 h

and sustained until 24 h; Wound healing and Transwell invasion assay showed increased migration and invasion ability following VPA

treatment (0.5 mmol/L). Conclusion: Low concentration VPA could induce the development of EMT in colon cancer cells by nuclear

translocation of E-cadherin, and obviously enhance the migration and invasion ability of colon cancer cells; Thus, HDAC inhibitors, as

a new type anti-cancer option, shall be carefully considered before their application in colon cancer.
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结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病

率占胃肠道肿瘤的第3位[1]。近年来发病率和病死率

呈加速上升趋势，且手术难度大、易转移[2]。组蛋白

去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）是一类可以

调控基因表达的蛋白酶[3-4]。组蛋白修饰已被证明在

上皮 -间质转化（epithelial - mesenchymal transition，

EMT）控制过程中发挥关键作用。许多研究[5-6]表明，
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各种 HDAC 抑制剂通过上调上皮钙黏蛋白（E-cad-

herin）在不同实体肿瘤中逆转或减轻EMT。然而，最

近的研究[7-9]认为HDAC抑制剂诱导前列腺癌、头颈

部鳞状细胞癌和鼻咽癌的EMT，可增强肿瘤细胞的

转移和侵袭能力。目前，HDAC 抑制剂在结肠癌

EMT中的作用机制尚未明了。丙戊酸（valproic acid,

VPA）是一种含有 8个碳原子的短链脂肪酸，在临床

上是被用作抗惊厥和稳定情绪的药物。研究[10]发现，

VPA在抗癫痫有效治疗浓度时表现出抑制HDAC的

活性。本研究通过用HDAC抑制剂VPA处理结肠癌

细胞，观察对结肠癌细胞EMT相关上皮钙黏蛋白和

波形蛋白（vimentin）及基因的表达，以及细胞增殖、

迁移和侵袭的影响，旨在探讨VPA诱导结肠癌细胞

EMT的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

结肠癌细胞系DLD-1、HT29、HCT116和 SW480

购自韩国细胞株银行。VPA、波形蛋白抗体购自美国

Sigma公司，上皮钙黏蛋白、Alexa-488 anti-rabbit IgG

(H+L)、Alexa-568 goat anti-mouse IgG（H+L）抗体购

自美国 Invitrogen公司，DAPI购自无锡碧云天生物技

术有限公司，β-actin 抗体购自美国 GeneTex 公司，

MTT购自美国Amresco公司。

1.2 细胞培养

将4种结肠癌细胞置于含10%胎牛血清、100 U/

ml青霉素和100 μg/ml链霉素的DMEM培养基中，于

37 ℃、5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。用0.25%

胰蛋白酶消化，每3~4 d传代。

1.3 MTT法检测VPA对结肠癌细胞增殖的影响

将对数生长期的结肠癌细胞接种于96孔细胞培

养板中，调整细胞密度为5×103个/孔，次日给药，将细

胞分成对照组、不同沈度VPA组（终浓度依次为 0.5

和5.0 mmol/L），48 h后每孔加入5.0 mg/ml的MTT溶

液 20 µl，继续孵育 4 h，终止培养。吸弃上清液加入

150 µl DMSO，震荡 10 min，于酶标仪上检测波长

490 nm处的光密度（D）值，绘制细胞增殖曲线。每组

设6个复孔，实验重复3次。

1.4 Western blotting检测VPA对结肠癌细胞上皮钙

黏蛋白和波形蛋白表达的影响

VPA给药处理后收集对数生长期的细胞，用含

蛋白酶抑制剂的RIPA细胞裂解液裂解，提取蛋白并

定量。取 15~20 µl 对照组和 VPA 组的蛋白制作样

本，经电泳、转膜、封闭，室温下静置30~60 min。一抗

（稀释比例1∶1 000）处理4 ℃过夜，二抗（稀释比例1∶

3 000）室温孵育1h。显色液显色后，利用凝胶成像系

统进行拍照和结果分析。实验重复3次。

1.5 免疫荧光法检测VPA对结肠癌细胞上皮钙黏蛋

白和波表蛋白表型的影响

将细胞接种于铺有盖玻片的6孔板中，次日VPA

（0.5 mmol/L）给药 48 h之后进行免疫荧光染色。用

4% 多聚甲醛固定 20 min，0.1% Triton X-100 渗透，

5% BSA封闭，一抗（稀释比例 1∶1 000）4 ℃过夜，二

抗（稀释比例 1∶1 000）避光室温 1 h，DAPI 反应 10

min。清洗 10 min，重复 3次，滴抗荧光淬灭封片液，

封片。在激光共聚焦显微镜下观察、拍照并分析。

1.6 细胞迁移及侵袭实验检测VPA对结肠癌细胞迁

移和侵袭的影响

将对数生长期的结肠癌细胞接种于 6孔细胞培

养板中，常规培养，直至形成单层细胞，在用无血清

培养基中培养 4 h后，用 200 µl枪头沿着培养板底部

呈“一”字形划痕，PBS冲洗3次，分别加入含1%血清

的处理组和对照组的结肠癌细胞，培养48 h后取样、

拍照。

收集对数生长期细胞，经胰酶消化后加入培养

液制成单细胞悬液（细胞密度为2×105/ml）加入24孔

细胞培养板上室孔中，等细胞稳定帖壁之后把上室

培养液换成含 1%血清的VPA（0.5 mmol/L）处理液，

下室加入含10%血清的DMEM培养液，培养48 h，细

胞培养板下室中的迁移细胞用苏木精-曙红染色、计

数并分析。

1.7 统计学处理

用SPSS 16.0软件对数据进行统计学分析，计量数

据采用 x̄±s表示，组间比较采用 t检验，多组间比较采用

方差分析；计数资料以绝对值表示，采用χ2检验进行分

析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 低浓度VPA（0.5 mmol/L）对结肠癌细胞增殖无

影响

MTT法检测结果显示，5.0 mmol/L VPA处理 48

h后，DLD-1、HCT116、SW480和HT29细胞增殖显著

下降 [（1.55 ± 0.17）vs（3.05 ± 0.08）、（1.22 ± 0.24）vs

（2.93 ± 0.13）、（0.83 ± 0.07）vs（2.66 ± 0.04）、（2.89 ±

0.17）vs（3.42±0.12），均P<0.01）]；0.5 mmol/L VPA处

理 48 h后，除对SW480细胞增殖有轻微的抑制作用

[（2.11±0.15）vs（2.66±0.04），P<0.05]外，对 DLD-1、

HCT116和HT29细胞增殖均无明显抑制作用[（3.05±

0.08）vs（3.07±0.37）、（2.93±0.13）vs（3.23±0.32）、

（3.42±0.12）vs（3.46±0.13），均P>0.05]，所以后续实

验选用0.5 mmol/L VPA处理组的结肠癌细胞。

2.2 低浓度VPA下调结肠癌细胞上皮钙黏蛋白和上
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调波形蛋白的表达

Western blotting检测结果（图 1）显示，0.5 mmol/

L VPA处理后，DLD-1、HCT116、SW480和HT29细胞

中上皮钙黏蛋白水平下降 [（0.88±0.13）vs（1.07±

0.12）、（0.39 ± 0.16）vs（1.04 ± 0.14）、（0.87 ± 0.13）vs

（1.23±0.25）、（0.72±0.10）vs（1.05±0.12），均P<0.05]，

而间质标志物波形蛋白的表达水平升高 [（1.11 ±

0.19）vs（0.92±0.12）、（1.40±0.17）vs（1.22±0.23）、

（1.07±0.12）vs（0.85±0.09）、（1.27±0.08）vs（1.05±

0.13），均P<0.05]。

2.3 低浓度VPA改变结肠癌细胞上皮钙黏蛋白和波

形蛋白的表型

0.5 mmol/L的VPA处理4种结肠癌细胞后，免疫组

化染色、共聚焦显微镜观察结果（图2）显示：上皮钙黏

蛋白的膜衰减和核转移，波形蛋白增加；HT29细胞钙黏

蛋白的核转移从6 h后开始且可维持24 h（图3）。

2.4 低浓度VPA增强结肠癌细胞的迁移及侵袭能力

划痕实验结果（图4A）显示，VPA（0.5 mmol/L）处

理 48 h后，DLD-1和SW480细胞划痕愈合率明显强

于对照组细胞[（63.8±3.2）% vs（33.6±2.4）%、（57.23±

0.90）% vs（31.7±2.2）%，P<0.05）]。侵袭实验结果

（图4B）显示，VPA处理后DLD-1和SW480细胞的侵

袭数目显著高于对照组[（8 361±321.5）vs（4 933±

305.5）、（2 033±152.8）vs（1 533±152.8），P<0.05）]。

结果表明，0.05 mmol/L VPA可诱导结肠癌细胞EMT

的发生。

图1 VPA对结肠癌细胞上皮钙黏蛋白和波形蛋白表达的影响

Fig.1 Effects of VPA on the expression of E-cadherin and

vimentin in colon cancinoma cells

图2 0.5 mmol/L VPA处理组结肠癌细胞中上皮钙黏蛋白的定位及波形蛋白的增加（×630）

Fig.2 Confocal microscopy revealed the nuclear localization of E-cadherin and increased expression of

vimentin in the colon cancinoma cells treated with 0.5 mmol/L VPA (×630)

3 讨 论

EMT是一基本的病理生理现象，与肿瘤细胞的

转移密切相关[11]。发生EMT的上皮细胞经过短暂的

结构改变，与周围细胞和基底层接触减少，细胞的迁

移和运动能力增强。EMT的特征是上皮表型相关的

蛋白丢失（如上皮钙黏蛋白、ZO-1等），以及间质表型

蛋白的获得。HDAC抑制剂通过上调上皮钙黏蛋白

在不同实体肿瘤中逆转或减轻EMT的发生，HDAC

抑制剂可能是通过抑制EMT途径在实体瘤和纤维化

疾病中发挥治疗作用。

最近一些研究报道HDAC抑制剂能诱导EMT的

相反结果。WANG等[12]研究发现，HDAC抑制剂伏立

诺他（vorinostat）激活转录因子 Slug 诱导肺癌细胞

EMT的发生。JIANG等[9]研究表明，用HDAC抑制剂

丁酸钠（NaB）或SAHA治疗鼻咽癌细胞时细胞呈现
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出成纤维细胞样形态，并下调上皮钙黏蛋白、上调波

形蛋白的表达。WU 等[13]研究报道 HDAC 抑制剂

VPA通过激活NF-kB和AKT/GSK-3β，从而上调转录

因子Snail来促进肝癌细胞的EMT。本研究Western

blotting结果显示，HDAC抑制剂VPA通过上调波形

蛋白、下调上皮钙黏蛋白的表达，诱导结肠癌细胞

EMT的发生，与上述研究报道相一致。

另有研究[14-15]报道，在结肠癌中发现上皮钙黏蛋

白从细胞膜转移到细胞质或细胞核现象，这与肿瘤

的转移和预后不良有关。ROBERTSON等[16]研究显

示，SAHA可诱导乳腺癌细胞上皮钙黏蛋白从细胞表

面转移至细胞质，但上皮钙黏蛋白含量不变。然而，

这些关于肿瘤中上皮钙黏蛋白的定位报道只涉及免

疫组化的研究，上皮钙黏蛋白核转移的机制尚不明

确[17]。本研究将VPA的浓度固定在 0.5 mmol/L进行

所有实验，这是人类使用VPA低毒性范围内的极限

浓度[18]。免疫荧光实验结果显示，VPA可诱导上皮钙

黏蛋白含量不变或减少，但在4种结肠癌细胞中均发

生核转移。因此笔者认为，在EMT过程中重要的是

上皮钙黏蛋白的膜衰减和核转移，而不是mRNA或

蛋白量的变化。

图3 0.5 mmol/L VPA处理的HT29细胞上皮钙黏蛋白

出现膜衰减和核移位(×630)

Fig.3 Membranous attenuation or nuclear translocation of E-

cadherin in the HT29 cells treated with 0.5 mmol/L VPA(×630)

*P<0.05 vs Control group

图4 0.5 mmol/L VPA处理可增加DLD-1和SW480细胞的迁移（A）及侵袭（B）能力

Fig.4 Migration(A) and invasive(B) abilities increase following VPA (0.5 mmol/L) treatment in the DLD-1 and SW480 cells

在结肠癌细胞中，HDAC抑制剂可提高其响应

率，并与常规化疗药物的疗效和耐受细胞毒性潜力

有相似作用。许多研究[19]已经显示，HDAC抑制剂联

合放疗或靶向治疗对结肠癌细胞具有协同作用。然

而，本研究结果表明HDAC抑制剂VPA诱导结肠癌

细胞EMT的发生。因此，在结肠癌中选择HDAC抑

制剂作为一个新型抗癌药物单独或联合其他化疗药

物时应考虑EMT发生等结果，需要慎用。
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