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过表达组蛋白去乙酰化酶 ４ 抑制人结直肠癌细胞系的增殖及侵袭

刘获晞＃， 黄柏添＃， 赵云焘， 张家洋， 吴文梅∗

广东药科大学 生命科学与生物制药学院， 广东 广州 ５１０００６

摘要：目的 研究过表达组蛋白去乙酰化酶 ４（ＨＤＡＣ４）对人结直肠癌细胞系的增殖和侵袭影响。 方法 基于

ＴＣＧＡ、ＧＴＥｘ 和 ＨＰＡ 公共数据库分析 ＨＤＡＣ４ 在人结直肠癌中的表达水平及其与患者预后的相关性；慢病毒感

染技术构建稳定过表达组蛋白去乙酰化酶 ４ 的人结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 验证感染效率；ＣＣＫ⁃８、ＥｄＵ、细胞集落形成和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 等检测过表达 ＨＤＡＣ４ 对人结直肠癌细胞系的增殖和

侵袭作用。 结果 数据库分析显示 ＨＤＡＣ４ 在人结直肠癌组织中显著低表达，与患者不良预后密切相关，且 ＨＰＡ
临床免疫组化样本验证进一步证实 ＨＤＡＣ４ 在结直肠癌组织中的表达水平显著低于正常结直肠组织；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示成功构建稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的人结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６；过表达

ＨＤＡＣ４ 降低人结直肠癌细胞的活力（Ｐ＜０􀆰 ００１）、阳性细胞数（Ｐ＜０􀆰 ０１）、集落形成数（Ｐ＜０􀆰 ００１）；增殖相关基因

ＰＣＮＡ（Ｐ＜０􀆰 ０１）和 ＭＫ１６７（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）显著下调；此外，过表达 ＨＤＡＣ４ 使人结直肠癌细胞系的侵袭能力减弱

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 结论 过表达 ＨＤＡＣ４ 能够抑制人结直肠癌细胞系的增殖和侵袭，为人结直肠癌的精准治疗提供了

新的理论支持和实验依据。

关键词： 人结直肠癌；组蛋白去乙酰化酶 ４；细胞增殖和侵袭；生物标记物

中图分类号：Ｒ７３５􀆰 ３　 　 文献标志码：Ａ
ＤＯＩ：１０．１６３５２ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃６３２５．２０２６．０８．１０５１

Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ４
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

ＬＩＵ Ｈｕｏｘｉ＃， ＨＵＡＮＧ Ｂｏｔｉａｎ＃， ＺＨＡＯ Ｙｕｎｔａｏ， ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｙａｎｇ， ＷＵ Ｗｅｎｍｅｉ∗

Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ４（ＨＤＡＣ４） ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ （ＣＲＣ） ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｉｎ
ＣＲＣ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＴＣＧＡ， ＧＴＥｘ， ａｎｄ ＨＰＡ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ （ＳＷ４８０ ａｎｄ ＨＣＴ１１６）， ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ⁃８， ＥｄＵ， ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐａｔｉｅｎｔ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＨＰＡ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＳＷ４８０ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ． ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ
ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＥｄＵ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＰＣＮＡ（Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ＭＫ１６７（Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ４； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｂｉｏｍａｒｋｅｒ

　 　 组蛋白去乙酰化酶 ４ （ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ ４，
ＨＤＡＣ４），作为 ＨＤＡＣ ＩＩａ 亚家族的成员，是一种重

要的表观遗传调控因子，参与细胞周期、凋亡、自噬

等多种生物学过程［１⁃２］。 近年来研究表明，ＨＤＡＣ４
在不同类型的肿瘤中表现出抑制 ／促进肿瘤生长和

细胞转移的潜力［３⁃５］。 如 ＨＤＡＣ４ 可通过激活丝裂原

活化蛋白激酶激酶 ３ 的自噬过程促进胃癌细胞的增

殖和转移［４］。 对非小细胞肺癌的研究发现，敲低

ＨＤＡＣ４ 可抑制其细胞增殖［５］，然而，对乳腺癌的研

究中发现，过表达 ＨＤＡＣ４ 诱导细胞凋亡，抑制细胞

的增殖和侵袭［６］。 同时，ＨＤＡＣ４ 还可以通过翻译后

修饰，如去乙酰化修饰作用调节组蛋白及非组蛋白，
影响肿瘤的细胞增殖、迁移及侵袭等过程［７］。 对肺

癌的研究中发现，ＨＤＡＣ４ 使谷氨酰胺酶的 Ｋ３１１ 位

点发生去乙酰化，促进肿瘤发生［８］。 然而在乳腺癌

中，ＨＤＡＣ４ 使丝氨酰 ｔＲＮＡ 合成酶发生去乙酰化，
抑制细胞增殖和小鼠乳腺癌异种移植瘤的生长［９］。
因此，ＨＤＡＣ４ 被认为是一种具有较高的开发和应用

价值的新型生物标志物，在肿瘤抑制中的作用逐渐

受到广泛关注。 尽管已有研究证实了 ＨＤＡＣ４ 在多

种肿瘤中的功能，但其在人结直肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）中的具体作用尚待进一步研究证实。
人 ＣＲＣ 的细胞增殖、迁移、侵袭和耐药性等仍是临

床治疗的关键问题［１０］。 ＨＤＡＣ４ 在人 ＣＲＣ 中作用的

分子机制值得进一步探讨，特别是在抑制细胞增殖、
侵袭以及迁移等方面的潜力。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

人来源 ＣＲＣ 细胞系 ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６（中国医学

科学院细胞资源中心）；慢病毒过表达 ＨＤＡＣ４ 载体

的构建及包装 （广州艾基生物技术有限公司）；
ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｏｃｏ 公司）；Ｈｉｓ 抗

体和 ＧＡＰＤＨ 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；
山羊抗免 ／鼠 ＩｇＧ 抗体（上海碧云天生物技术有限公

司）；全蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、ＥＣＬ
化学发光液、反转录试剂盒、ＣＣＫ⁃８、ＥｄＵ 等细胞检

测相关试剂盒（上海翌圣生物科技有限公司）；ＲＮＡ
纯化试剂盒（普洛麦格生物技术有限公司）；实验所

需引物均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基于网络数据库分析 ＨＤＡＣ４ 在人 ＣＲＣ 中

的表达水平：利用 ｇｇｐｌｏｔ２ 软件包整合 ＴＣＧＡ⁃ＣＯＡＤ
肿瘤样本 （ ｎ ＝ ２７４） 和 ＧＴＥｘ 正常肠粘膜组织

（ｎ＝ ３７５）转录组数据，分析人来源 ＣＲＣ 和正常人结

直肠组织中 ＨＤＡＣ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 采用人类

蛋白质图谱数据库（Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ，ＨＰＡ），在
线获取 ＣＲＣ 组织芯片的免疫组织化学染色样本，分
析 ＨＤＡＣ４ 蛋白表达水平差异。 生存预后分析通过

ＯｎｃｏＬｎｃ 在线网站的结直肠癌队列，以 ＨＤＡＣ４ 中位

表达值为临界值进行二分法分组，执行对数秩检验

计算风险比及其 ９５％置信区间，运用 Ｒ⁃ｓｕｒｖｉｖａｌ 包
构建 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存函数曲线。 所有统计分析显

著性阈值设定为双侧 Ｐ＜０􀆰 ０５。
１􀆰 ２􀆰 ２　 慢病毒构建稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的人 ＣＲＣ
细胞系：将人 ＣＲＣ 细胞 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 接种到培

养皿中，等细胞汇合密度为（３０±１０）％时，加入适量

包装好的 ＨＤＡＣ４ 载体病毒液，并加入终浓度为

５ ｍｇ ／ Ｌ的 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ。 随后置细胞培养箱中培养
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２４～４８ ｈ，感染 ７２ ｈ 后更换含 ２ ｍｇ ／ Ｌ 嘌呤霉素的选

择培养基，持续筛选 ２０ ｄ 后获得稳定感染单克隆细

胞群体。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＰＣＮＡ 和 ＭＫ１６７ 的 ｍＲＮＡ 表

达水平：提取 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 的总 ＲＮＡ，ＲＮＡ 提

取和反转录合成 ｃＤＮＡ 步骤均按照试剂盒说明书执

行。 通过 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量法检测 ＰＣＮＡ 和

ＭＫ１６７ 的 ｍＲＮＡ 水平，１０ μＬ 的反应体系中包含５ μＬ
的 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｔａｑ Ｍｉｘ、０􀆰 ２ μＬ 的上游和

下游引物、４􀆰 ６ μＬ 的用 ＤＥＰＣ 水稀释后的 ｃＤＮＡ。 引

物 序 列 如 下： ＰＣＮＡ⁃Ｆ： ５′⁃ＡＣＣＡＴＡＧＡＧＡＴＧＡＡ
ＴＧＡＡＣＣＡ⁃３′，ＰＣＮＡ⁃Ｒ： ５′⁃ＧＴＧＴＣＡＣＣＧＴＴＧＡＡＧＡＧ
Ａ⁃３′， ＭＫ１６７⁃Ｆ： ５′⁃ＣＣＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＣＣＴＣＴＣ⁃３′，
ＭＫ１６７⁃Ｒ： ５′⁃ＴＴＣＴＧＡＡＣＣＴＧＡＣＴＣＴＴＧＴ⁃３′，ＨＤＡＣ４⁃Ｆ：
５′⁃ＧＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＧＣＡＡＣＡＡ⁃３′， ＨＤＡＣ４⁃Ｒ： ５′⁃ＧＴ
ＡＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＡＣＴＴＣＴＧＴ⁃３′； ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ： ５′⁃ＴＧＡ
ＣＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴ⁃３′， ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ： ５′⁃ＧＡＧＴＣＣＴ
ＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣ⁃３′。 实验设计中每组样本设置 ３ 个

重复孔，通过荧光信号监测系统获取各反应孔 Ｃｔ
（ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值，最终采用 ２－△△Ｃｔ法计算目的基

因表达量的相对定量分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 ＨＤＡＣ４
蛋白的表达：将稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的 ＳＷ４８０ 和

ＨＣＴ１１６ 细胞珠接种于 ６ 孔培养板中，每孔接种

１×１０５个细胞数。 当细胞汇合达到 ９０％以上，收集

细胞通过细胞裂解后离心取上清，定量蛋白浓度并

煮沸变性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验步骤和孵育抗体的浓

度按照说明书执行。 利用 ＩｍａｇｅＪ 在线软件分析灰

度值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖活力：将处于指数增殖

期的 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞稳转株接种至 ９６ 孔板

内中，每孔以 ５×１０３ 个细胞进行接种，并加入１００ μＬ
完全培养基。 实验过程中，各时间点（０、６、１８、２４、
４８ ｈ）分别加入 １０ μＬ 细胞计数试剂 ＣＣＫ⁃８，混匀后

３７℃孵育 １ ｈ，随后使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测

定吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值。 细胞增殖率（％）按公

式（处理组 Ａ 值－空白组 Ａ 值） ／ （对照组 Ａ 值－空白组

Ａ 值）×１００％计算。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥｄＵ 检测细胞增殖活性：将处于指数增殖期

的 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞稳转株接种至 ２４ 孔板

中，每孔接种约 ３×１０４ 个细胞，加入完全培养基，置

于细胞培养箱中培养 ２４ ｈ。 更换为含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

５⁃乙炔基⁃２′⁃脱氧尿苷 （ ５⁃Ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，
ＥｄＵ）的培养基，继续培养 ２ ｈ，随后细胞处理步骤按

照说明书执行。 使用倒置荧光显微镜分别于蓝色

（Ｈｏｅｃｈｓｔ，细胞核）和红色（ＥｄＵ，增殖细胞）通道采

集图像，通过 ＩｍａｇｅＪ 软件计算 ＥｄＵ 阳性细胞占比

（ＥｄＵ ／ Ｈｏｅｃｈｓｔ×１００％）以定量细胞增殖率。
１􀆰 ２􀆰 ７　 集落形成实验检测细胞集落形成能力：将处

于指数增殖期的 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 稳转株接种于

６ 孔板，每孔接种 １×１０３ 个细胞，置于细胞培养箱中

培养 １４ ｄ。 随后，加入 ４％的多聚甲醛溶液固定

２０ ｍｉｎ；用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍；接着在避光条件下

加入 ２􀆰 ５％结晶紫染液染色 ３０ ｍｉｎ；随后用磷酸盐缓

冲盐水充分清洗细胞后，将孔板晾干。 通过显微镜

随机选择并记录包含超过 ５０ 个细胞的细胞团，
ＩｍａｇｅＪ 软件进行细胞集落的计数。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测细胞侵袭：将人来源

ＣＲＣ 细 胞 系 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 悬 液 接 种 至

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上层，置于 ６ 孔板中培养 ２４ ｈ 后，按
说明书进行后续侵袭实验。 最后在显微镜下观察

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室并拍摄照片，使用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析细

胞穿越小室的数量。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 １ 软件进行统计学分

析，计量用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。 经 Ｌｅｖｅｎｅ 方差

齐性和 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 正态性检验确认数据符合参数

检验条件后，采用独立样本 ｔ 检验进行组间比较。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＤＡＣ４ 表达在人 ＣＲＣ 中异常下调

使用 ＴＣＧＡ 和 ＧＴＥｘ 生信数据库分析 ＣＲＣ 中

ＨＤＡＣ４ 的 ｍＲＮＡ 水平，结果显示 ＨＤＡＣ４ 的 ｍＲＮＡ
水平 在 人 ＣＲＣ 明 显 低 于 人 正 常 结 直 肠 组 织

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １Ａ）。 此外，还分析了 ＨＰＡ 数据库中

ＨＤＡＣ４ 的免疫组织化学染色结果，同样地，结果显

示 ＨＤＡＣ４ 在人 ＣＲＣ 中低表达（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＨＤＡＣ４ 表达与结直肠癌患者的预后显著相关

将 ＯｎｃｏＬｎｃ 网站数据中所有结直肠癌组织样本

中 ＨＤＡＣ４ ｍＲＮＡ 表达量较高的 ５０％设为 ＨＤＡＣ４
高表达组（ｎ＝ ２２０），表达量较低的 ５０％设为 ＨＤＡＣ４
低表达组（ｎ＝ ２２０）， 累积生存率通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ
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Ａ􀆰 ＨＤＡＣ４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ （ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）；Ｂ􀆰 ＨＤＡＣ４ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ （ＨＰＡ ｄａｔａｓｅｔ ａｎａｌｙｓｉｓ）；∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 １　 正常结直肠组织和 ＣＲＣ 中 ＨＤＡＣ４ 的相对表达水平比较

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

曲线计算。 结果显示，随着时间推移，ＨＤＡＣ４ 高表

达组生存率明显高于 ＨＤＡＣ４ 低表达组（Ｐ＜０􀆰 ００１），
至随访结束时高表达组的风险比低表达组低 ２６％
（图 ２）。 以上结果表明 ＨＤＡＣ４ 表达和 ＣＲＣ 患者预

后之间显著关联。

图 ２　 ＨＤＡＣ４ 的 ｍＲＮＡ 表达与人 ＣＲＣ 患者

　 　 预后的关系

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＤＡＣ４ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２􀆰 ３　 构建稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的 ＣＲＣ 细胞株

通 过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实 验 检 测

ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞株 ＨＤＡＣ４ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白水平。 相对于对照组空载体，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显

示 ＨＤＡＣ４ 过表达组 ＨＤＡＣ４ ｍＲＮＡ 的表达水平

明显升高（Ｐ＜０􀆰 ００１） （图 ３Ａ，Ｂ） 。 同时，与对照

组空载 体 相 比，蛋 白 免 疫 印 迹 实 验 结 果 显 示

ＨＤＡＣ４ 过表达组其蛋白表达水平明显升高（ Ｐ＜
０􀆰 １） （图 ３Ｃ，Ｄ） 。

２􀆰 ４　 过表达 ＨＤＡＣ４ 抑制人 ＣＲＣ 的细胞活力

通过慢病毒构建稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的结直肠

癌细胞 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６，采用 ＣＣＫ⁃８ 分别检测 ０、
６、１８、２４ 和 ４８ ｈ 时细胞的 Ａ 值。 与对照组空载体相

比，过表达 ＨＤＡＣ４ 能使 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 的细胞活

力显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ４）。
２􀆰 ５　 过表达 ＨＤＡＣ４ 使人 ＣＲＣ 细胞增殖能力显著

降低

为了进一步探究过表达 ＨＤＡＣ４ 对结直肠癌

ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞增殖的影响，采用 ＥｄＵ 实验

检测细胞增殖情况。 与对照组相比，过表达 ＨＤＡＣ４
的 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞 ＥｄＵ 阳性细胞比例显著

下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５）。
２􀆰 ６　 过表达 ＨＤＡＣ４ 抑制人 ＣＲＣ 细胞的集落形成

能力

本实验利用细胞集落形成实验检测过表达

ＨＤＡＣ４ 对人 ＣＲＣ 细胞增殖的影响。 实验发现，与
空载体对照组相比（图 ６），过表达 ＨＤＡＣ４ 组细胞集

落数量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ００１）。
２􀆰 ７　 过表达 ＨＤＡＣ４ 抑制细胞增殖相关基因

ＰＣＮＡ 和 ＭＫ１６７ 的表达

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示过表达 ＨＤＡＣ４ 能够显著降

低结直肠癌细胞系 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 中与细胞增

殖相关基因 ＰＣＮＡ（Ｐ＜０􀆰 ０１）和 ＭＫ１６７（Ｐ＜０􀆰 ０５）的
ｍＲＮＡ 水平（图 ７）。
２􀆰 ８　 过表达 ＨＤＡＣ４ 抑制人 ＣＲＣ 细胞的侵袭能力

为了进一步探究过表达 ＨＤＡＣ４ 对人结直肠癌
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Ａ􀆰 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ；Ｂ􀆰 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ；
Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ； Ｄ􀆰 ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 稳定过表达 ＨＤＡＣ４ 的 ＣＲＣ 细胞株的鉴定

Ｆｉｇ ３ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ􀆰 ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； Ｂ􀆰 ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 过表达 ＨＤＡＣ４ 对 ＣＲＣ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

细胞系 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 侵袭的影响，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测过表达 ＨＤＡＣ４ 后人 ＣＲＣ 细胞的侵袭能力。
与对照组相比，过表达 ＨＤＡＣ４ 的 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６
细胞侵袭数量显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ８）。

３　 讨论

结直肠癌作为全球范围内常见且致命的肿瘤之

一，早期发现和精准治疗仍是其治疗的主要挑战［１１⁃１２］。
目前有手术治疗、 化学治疗和靶向治疗等手段，但对于

晚期结直肠癌的患者而言，效果仍然有限［１３］。 ＨＤＡＣ４
的过表达可能成为一种新的治疗策略，它通过表观遗

传修饰途径干预肿瘤细胞的生物学行为，在多种肿瘤

中表现出抑制肿瘤增殖和侵袭的潜力，为肿瘤的精准

治疗提供了新的理论依据和实验支持［１４⁃１５］。
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Ａ􀆰 ＥｄＵ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ；Ｂ􀆰 ＥｄＵ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ；∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 过表达 ＨＤＡＣ４ 对 ＣＲＣ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

Ａ􀆰 ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ；Ｂ􀆰 ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ．

图 ６　 过表达 ＨＤＡＣ４ 对 ＣＲＣ 细胞集落形成能力的影响

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ
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刘获晞　 过表达组蛋白去乙酰化酶 ４ 抑制人结直肠癌细胞系的增殖及侵袭

Ａ􀆰 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ＰＣＮＡ ａｎｄ ＭＫ１６７ ｉｎ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ；Ｂ􀆰 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＰＣＮＡ ａｎｄ ＭＫ１６７ ｉｎ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ．

图 ７　 过表达 ＨＤＡＣ４ 对细胞增殖相关基因 ＰＣＮＡ 和 ＭＫ１６７ 的影响

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＰＣＮＡ ａｎｄ ＭＫ１６７（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ａ􀆰 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ；∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ．

图 ８　 过表达 ＨＤＡＣ４ 对人 ＣＲＣ 细胞侵袭的影响

Ｆｉｇ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＤＡＣ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 本研究通过生物信息学分析和体外细胞实验，初
步探讨了 ＨＤＡＣ４ 在人 ＣＲＣ 增殖和侵袭中的作用。
生物信息学结果显示，ＨＤＡＣ４ 在结直肠癌组织中显

著低表达，且低表达的 ＨＤＡＣ４ 与患者的不良预后密

切相关，提示 ＨＤＡＣ４ 可能在 ＣＲＣ 的发生和进展中发

挥重要作用，表明 ＨＤＡＣ４ 可作为潜在的肿瘤抑制因

子。 通过慢病毒感染方法在 ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ１１６ 结直

肠癌细胞中成功构建了 ＨＤＡＣ４ 过表达模型，并通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证 ＨＤＡＣ４ 过表达组

的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平显著高于空载体对照组。
ＣＣＫ⁃８实验结果显示 ＨＤＡＣ４ 过表达降低了人 ＣＲＣ 的

细胞增殖活性，表明 ＨＤＡＣ４ 可能通过抑制细胞增殖

来抑制肿瘤生长。 ＥｄＵ 实验显示 ＨＤＡＣ４ 过表达组

ＥｄＵ 阳性细胞数减少，表明 ＨＤＡＣ４ 能够减少细胞的
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ＤＮＡ 合成，抑制细胞周期的进展。 细胞集落形成实

验证实 ＨＤＡＣ４ 过表达组的细胞集落数显著减少，进
一步支持了 ＨＤＡＣ４ 对 ＣＲＣ 增殖的抑制作用。 此外，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验表明 ＨＤＡＣ４ 过表达显著减弱了人 ＣＲＣ
的细胞侵袭能力。 这一结果提示 ＨＤＡＣ４ 可能通过调

控细胞外基质的降解、改变细胞⁃基质的相互作用，从
而抑制 ＣＲＣ 的侵袭。

综上所述，本研究表明 ＨＤＡＣ４ 作为一种潜在的

肿瘤抑制因子，能够有效抑制人 ＣＲＣ 细胞的增殖和

侵袭，为 ＨＤＡＣ４ 在人 ＣＲＣ 治疗中的应用提供了实

验支持和理论依据。 然而，ＨＤＡＣ４ 具体通过哪些分

子调控肿瘤细胞的增殖和侵袭仍需进一步研究，未
来可以深入探讨 ＨＤＡＣ４ 与其他分子信号通路的交

互作用，以及 ＨＤＡＣ４ 在 ＣＲＣ 免疫微环境中的作用。
此外，ＨＤＡＣ４ 的临床转化研究也应成为未来的重

点，以验证其在临床治疗中的潜力。
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