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摘要  利用流式细胞仪及荧光定量 PCR 技术，分别检测细胞凋亡率和 DNA 损伤修复相关基因 mRNA 表达变

化，以探讨曲古菌素 A（Trichostatin A , TSA）能否在体外增强食管癌细胞对 X 射线的敏感性。结果显示，辐

射前 TSA 的处理显著提高了 X 射线引起的细胞凋亡率（P<0.05）；X 射线的单独处理显著上调了基因 ATM、

XRCC2 和 Lig4(8Gy 除外)的 mRNA 水平（P<0.05），TSA 单独和 TSA 联合 X 射线都下调了 ATM、XRCC2 和

Lig4 的 mRNA 水平。提示 TSA 很可能通过下调 ATM、Lig4 和 XRCC2 mRNA 水平使食管癌细胞对 X 射线敏

感。 
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TSA (Trichostatin A)属于氧肟酸类，它是链霉

素代谢产物，是一种以纳摩尔浓度特异抑制组蛋白

去乙酰基酶（HDACs）的抑制剂。在几种类型的白

血病和实体瘤中，研究者发现辐射前 TSA 的处理能

显著增强肿瘤细胞对辐射的敏感性[1]。最近一些研

究[2]共同指出参与 DNA 损伤修复通路相关基因及

其相应的蛋白产物，是癌症治疗的十分有潜力的靶

分子，通过下调它们的表达或抑制它们的活性和功

能，能增强肿瘤对化疗和放疗敏感性。本研究探讨

了 TSA在体外是否增强食管癌细胞 EC9706 对 X射

线的敏感度。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

RPMI1640（GIBCO 公司产品），胎牛血清

（Hyclone, USA），曲古菌素 A 即 TSA（Trichostatin 

A）（Sigma, USA）溶于二甲基亚砜（dimethyl 

sulfoxide, DMSO）， 浓度为 50 μm/L， -20℃保存。

细胞凋亡检测试剂盒（北京宝赛生物技术有限公

司），TRIzol Reagent（Invitrogen, USA），Real-time 

Quantitative PCR 试剂盒（大连 TaKaRa）。 

人食管癌细胞系 EC9706（esophagealcancer cell 

line）购自上海细胞库。将 EC9706 以适当的浓度接

种于含有 10%的胎牛血清培养基中，在 37℃、5%

的 CO2 饱和湿度培养箱中贴壁培养，每 3~4 d 传代

1 次，取对数生长期的细胞进行实验。 

1.2 实验方法 

1.2.1  TSA的预处理和X射线辐射  将处于对数生

长期的 EC9706 以 2×105/mL 的浓度接种于六孔板，

共接 13 个板。细胞培养 36 h 后，将所接种的细胞

随机分成实验与对照两组。实验组，细胞的培养基

分别换成含 50 nmol/L 和 150 nmol/L 的 TSA 的新鲜

培养基；对照组的细胞培养基换为新鲜培养基（不

含 TSA），继续培养 24 h。TSA 作用 24 h 后，除

去所有组的培养基，并用无菌 PBS 清洗两遍，换上

新鲜培养基（不含 TSA）。用能量为 6 MV 的 X 射

线辐照这些细胞，辐照剂量为：0、2、5 和 8 Gy，

剂量率为 2 Gy ⁄ min，照射面积为 40 cm × 40 cm ，

德国 SIEMENS 加速器（郑州大学一附院放射治疗

科提供）。整个实验设 12 个处理，每个处理设 3 个
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重复。未辐照的细胞被同时放置在室温，以尽可能

保证相同条件下的可比性。辐照完毕后，立即将细

胞放回培养箱继续培养。 细胞培养 24 h 后，收集

细胞分别进行流式细胞仪分析和总 RNA 的提取。 

1.2.2  流式细胞仪分析细胞凋亡  用 0.25% 的胰

酶分别消化对照组和处理组细胞，然后依据细胞凋

亡检测试剂盒说明书，调整待测细胞的浓度为

5×105~1×106／mL；取 1 mL 细胞，4℃离心 10 min，

弃上清，接着进行两次 PBS 洗涤，最后加入 10 μL

的 AnnexinV-FITC 和 5 μL的 PI 对细胞进行荧光染

色。 染色结束后，加入 300 μL的 Binding Buffer，

立即将样品用 FACSVantage SE 型流式细胞仪

（Becton Dickinson, USA）在 488 nm 处进行检测。

荧光信号由 CellQuest 软件收集并分析。 

1.2.3  细胞总 RNA 的提取和实时荧光定量 PCR

（Real time quantitative PCR）分析  参照 TRIzol 

Reagent 的说明书提取细胞总 RNA，提取的总 RNA

融解于无 RNase 的灭菌双蒸水中；在确保所提 RNA

有较好的纯度和完整性之后，按照 TaKaRa 的反转

录试剂盒对 RNA 样品进行反转录。PCR 反应所用

的引物由 TaKaRa 设计并合成，引物序列见表 1。 

Table 1  Primer sequences 

Primers sequences  Gene 

Forward (5’to 3’) Reverse (5’to 3’) 

RPL13A 
ATM 
XRCC2 
Lig4 

CCTGGTGCTTGATGGTCGAG 
ACTATCCCAATACACTGCTGGAGA 
GGGCGATGTGTAGTGCCTTC 
CAGTATGTTTCGACGCCACACC 

AAATGTTGATGCCTTCACAGCGTA 
TTTGAGCAACTGACTGGCAAAC 
GCTGTTAGGTGATAAAGCATTTCTG 
TGCTCCATGAAACCGAAGCTC 

 

Real Time PCR 反应选用 ABI 7500 Real-Time 

PCR System 进行。每个样品的 PCR 反应均重复 3

次。本实验选用 RPL13A（Homo sapiens ribosomal 

protein L13a）基因作为实验的内参[3]，内参和目的

基因在不同的反应管中进行反应。 

PCR 反应液（20 μL）按照 TaKaRa 的 Real Time 

qPCR 试剂盒的说明配制，反应条件：⑴ 95℃，20s

进行 1 个循环；(2) 95℃反应 10 s，60℃反应 40 s，

共进行 40 个循环。SYBR Green I 只有与双链结合

后才能发出荧光，通过检测反应液中 SYBR Green I

的荧光强度，达到监控 PCR 产物扩增的目的。 

1.2.4  统计分析  实验中的每个处理均设 3 个重

复，每个样品重复 PCR 4 次，所有实验数据均以

mean ± SD 表示。统计分析采用 SPSS 13.0 统计软

件，细胞凋亡结果采用多因素方差分析，不同处理

样品的同一基因的 mRNA 水平的比较采用 t 检验，

P<0.05 认为有统计学意义。 

2 结果与分析        

2.1 TSA 的预处理联合 X 射线对食管癌细胞

EC9706 凋亡率的影响 

食管癌细胞 EC9706 经不同方式处理后，用流

式细胞仪检测细胞凋亡率，显著性分析是与未处理

对照样品进行比对。细胞凋亡率结果分析（见图 1）

显示：单因素 TSA、X 射线的单独作用对细胞凋亡

率的影响显著(P<0.05)，而 TSA 和 X 射线的联合作

用对细胞凋亡率的影响极显著（P<0.01）；辐射前

TSA的处理显著提高了X射线引起的食管癌细胞的

凋亡率，而且当 X 射线的剂量大于或等于 2 Gy 时，

50 nmol/L TSA 的预处理引起的细胞凋亡率大于

150 nmol/L TSA 的。细胞凋亡率是评价肿瘤细胞对

治疗手段是否敏感的一个重要标志，凋亡率越高就

越敏感；因此，由本研究结果可知：较低浓度

（50nmol/L）TSA 预处理的肿瘤细胞对辐射更加敏

感，这和 Flatmark 等[4]研究得出的结论相一致。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  Apoptosis rates of TSA Pre-treated EC9706 cells 
associated with different X ray doses (n=3 , x ±s) 

 

2.2 TSA 的预处理联合 X 射线对食管癌细胞

Ec9706 的 DNA 损伤修复相关基因表达的影响 

根据 Livak 推荐的方法[5]，来计算每个未知样

品的基因表达水平；这一方法用到的公式 Fold 
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change =2−ΔΔCT 中的 ΔΔCT ＝[ GI CT (未知样品)

－CT RPL13A（未知样品）]－[CT GI(对照样品)－CT 

RPL13A(对照样品) ]，其中 GI 指的是目的基因，对

于未经处理的对照组，ΔΔCT = 0，20= 1。不同处理

组的相关基因表达量见图 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  Quantitative RT-PCR analysis of XRCC2、Lig4 and  
ATM genes following trichostatin A (TSA) and X ray 
treatment individually or in combination in EC9706 
cells (n=4, x ±s) 

 

2.2.1  人类 X 射线交叉互补修复基因 XRCC2  

mRNA 表达量变化  与对照相比，X 射线辐射

极显著地上调了基因 XRCC2 mRNA 水平（P<0.01），

其中 8 Gy 的 X 射线上调 mRNA 水平的幅度最大。

无论是单一的 TSA，还是 TSA 联合 X 射线都下调

了基因 XRCC2 mRNA 水平。相比于对照，150nmol/L 

的 TSA 联合 8 Gy 的 X 射线的下调作用是显著的

（P<0.05），且是下调幅度最大的。与 X 射线的单

独处理相比，TSA 联合 X 射线都极显著地下调了基

因 XRCC2 mRNA 水平（P<0.01）。               

2.2.2  共济失调毛细血管扩张症突变基因 ATM 

mRNA 表达量变化   X 射线的单独处理都上调

了 ATM 基因的 mRNA 水平，其中 8 Gy 的 X 射线

的上调作用极显著（P<0.01）。与对照相比，TSA

的单独处理下调了 ATM 基因的 mRNA 水平。与 X

射线的单独处理相比， TSA 联合 X 射线极显著下

调了基因 ATM 的 mRNA 水平（P<0.01），其中

50nmol/L 的TSA联合 8 Gy的 X射线下调基因 ATM 

mRNA 水平的幅度最大，为未处理样品的 0.27 倍。 

3.2.3  DNA 双链断裂非同源性末端连接酶基因

Lig4 mRNA 表达量变化  相比于对照，TSA 的单独

处理下调了 Lig4 mRNA 的水平；Lig4 mRNA 水平

被 2 Gy 和 5 Gy 的 X 射线的单独处理极显著上调了

（P<0.01），被 8 Gy 的 X 射线轻微下调了；与 X

射线的单独处理相比，TSA 联合 X 射线极显著下调

了 Lig4 基因的 mRNA 水平（P<0.01），50 nmol/L

的 TSA 联合 8 Gy 的 X 射线下调 Lig4 mRNA 水平

的幅度最大，为未处理样品的 0.54 倍。 

3 讨论 

大量的研究表明细胞的 DNA 损伤修复能力是

细胞辐射敏感性的主要决定因素[6]。DNA 是电离辐

射作用的主要“靶”之一，辐射产生的高活性化学自

由基造成碱基及糖的损伤，进而导致 DNA 单链断

裂 (Single-strand breaks, SSBs)和双链断裂 ( Dou-

ble-strand breaks, DSBs)。在 DNA 发生损伤的同时，

通过信号分子对损伤信号的传递，细胞内 DNA 损

伤的修复系统立即启动。细胞放射敏感性的增加与

不易修复的 DNA 损伤密切相关。 

DNA 损伤修复有两种途径 [7]：同源重组

（Homologous recombination, HR）和非同源性末端

连接（Nonhomologous end joining, NHEJ），两种途

径在高等真核生物中都具有重要的意义并存在重

叠。XRCC2 基因编码的蛋白是同源重组修复的重

要元件, Lig4 基因在 NHEJ 修复通路中起关键作用。

Lig4 或 XRCC2 功能缺陷的细胞对辐射高度敏感[8]。 

ATM 缺陷或功能低下的细胞因其在 DNA双链断裂

修复方面的缺陷而表现出对辐射的高度敏感[9]。因

此，检测 TSA、X 射线单独或联合处理对这几个基

因表达的影响，具有重要意义。 

辐射前 TSA 的处理提高辐射引起凋亡率的主

要原因很可能是：TSA 通过促使组蛋白乙酰化，而

使染色质结构由致密变得疏松，使 DNA 更易受到

辐射的损伤，从而增强了单位剂量引起的损伤；由
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于细胞自身的修复能力是有限的，当 DNA 损伤过

多时，必然会使这些损伤不能得到及时、完整的修

复，这终将导致细胞的突变或凋亡。 

HDACI 改变染色质的构型，同参与 DNA 损伤

应答通路的关键信号转导蛋白相互作用，并调节

DNA DSBs 修复通路关键基因的转录，从而促使肿

瘤细胞对辐射和其它一些化疗药物敏感[1]。在本研

究中，TSA 下调了基因 XRCC2、ATM 和 Lig4 的 

mRNA 水平，这很可能与 TSA 通过核心组蛋白的

乙酰化来改变染色质的构型，调节 DNA DSBs 修复

通路关键基因的转录密切相关；同时 TSA 也很可能

在一定程度上削弱了这些基因的 DNA 损伤修复能

力，放慢了 DNA 的修复速率。 

 ATM基因编码的ATM激酶是DNA DSBs的感

应分子，在 DNA 损伤传导通路中起中枢调控作用，

它启动 DNA 损伤反应信号级联，并能调节在 DNA

损伤修复应答中起关键作用基因的转录[10,11]。本研

究中，很可能是单纯的 X 射线辐射引起的 DNA 

DSBs 刺激了 ATM 表达的上调，并激活下游参与

DNA DSBs 应答通路的因子，启动 DNA 损伤反应

信号级联，进一步调节 XRCC2 和 Lig4 的表达量，

但基因表达量与辐射剂量之间不成线性依赖关系；

8Gy 的 X 射线上调基因 ATM 和 XRCC2 mRNA 水

平的幅度最大，这提示：8 Gy 很可能是一个影响细

胞辐射敏感性的关键剂量点，它引起的染色体结构

的改变更加刺激了 XRCC2 和 ATM 基因表达的上

调。从另一个角度来看，肿瘤细胞可能主要利用这

些基因的修复功能来抵抗 X 射线的损伤。此外，与

基因 ATM 和 XRCC2 不同，Lig4 的 mRNA 水平被

8 Gy 的 X 射线轻微下调，这是一个特别的现象，其

中的机理有待研究。 

本研究结果表明，与 X 射线的单独处理相比，

无论是单纯的 TSA 还是 TSA 联合 X 射线都极显著

下调了基因 XRCC2、Lig4 和 ATM mRNA 水平；而

且，从对这些基因的 mRNA 水平下调的幅度上来

看，这两种处理方式差异很小。其中的原因很可能

是：辐射前 TSA 的处理通过乙酰化组蛋白，进而改

变染色质的构型抑制了这几个基因的表达，而且显

著削弱了由X射线辐射引起的这几个基因表达的上

调；同时，主要是 TSA 而不是 X 射线对这几个基

因 mRNA 水平的下调起决定作用。本研究中，

50nmol/L、150 nmol/L 的 TSA 分别联合 8 Gy 的 X

射线，下调相应 DNA 损伤修复基因 mRNA 水平的

幅度最大；此外，这两种处理方式所引起的食管癌

细胞的凋亡率，也是在各自的处理组中最高的；将

基因表达和细胞凋亡结合起来可以推测：与其它处

理方式相比，这两种处理方式下的食管癌细胞的修

复能力很可能是最弱的。 

Munshi 等[12]的研究结果表明，一种 HDAC 酶

抑制剂 NaB 通过下调包括 XRCC2、Lig4 和 ATM 在

内的 DNA 损伤修复基因的 mRNA 水平，进而削弱

其 DNA 损伤修复能力，使两种恶性黑色素瘤细胞

对辐射敏感。与以上研究结果相似，本研究中，TSA

的辐射前处理显著提高了X射线引起的食管癌细胞

的凋亡率，同时 TSA 的辐射前处理显著降低了由 X

射线辐射显著上调的基因 XRCC2、Lig4 和 ATM 的

mRNA 水平；由此，可以推测 TSA 是通过下调这

些基因的表达水平，来抑制它们的 DNA 损伤修复

能力，进而导致一部分 DNA 损伤不能得到及时有

效的修复而引发细胞凋亡。 

本研究结果提示：TSA很可能通过抑制EC9706 

细胞的 DNA 修复能力使其对 X 射线敏感，并且再

次证明两种 DNA 损伤修复途径存在重叠。本研究

为提高临床 X 射线治疗肿瘤效果提供了一些线索。 
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Radio-sensitization of esophageal cancer EC9706 cells to  

X ray by histone deacetylase inhibiter Trichostatin A 

LIN Xiaoli1  FANG Huasheng2  ZHANG Fengqiu2  YA Huiyuan3  QIN Guangyong1 
1(Henan Province Key Laboratory of Ion Beam Bioengineering, Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China) 

2(College of Physical Science and Technology, Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China) 
3(College of Life Sciences, Luoyang Normal University, Luoyang 471022, China) 

ABSTRACT  Cell apoptosis and the expression of DNA damage repair-related genes XRCC2, ATM and Lig4 were 

detected separately by flow cytometry analysis and real-time fluorescence quantitative (RT-PCR), in order to investi-

gate the effect of Trichostatin A(TSA)pre-treatment on the radiosensitivity of esophageal cancer EC9706 cells to X 

ray in vitro. The results indicate that pre-irradiation exposure to TSA enhances cell apoptotic rate by X ray markedly 

(P＜0.05) and the mRNA levels of XRCC2, ATM and Lig4(except 8Gy)are up-regulated by X ray individu-

ally(P<0.05). TSA alone and TSA in combination with X ray all reduce mRNA levels of XRCC2, ATM and Lig4. In 

conclusions, TSA may radio-sensitize EC9706 cells to X ray by reducing mRNA levels of XRCC2, ATM and Lig4. 

KEYWORDS  Trichostatin A (TSA), Esophagealcancer cell, X ray, Radio-sensitivity, Apoptosis 

CLC  Q279, Q691, R73-3, R735.1 

 


