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摘要　 目的 　 探讨组蛋白甲基化酶 ＳＥＴ 结构域分支型 １
（ＳＥＴＤＢ１）对结肠癌细胞衰老与增殖影响。 方法　 利用多柔

比星（ＤＯＸ）诱导结肠癌细胞衰老，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实 ＳＥＴＤＢ１
在衰老细胞中的蛋白表达量。 利用 ＳＥＴＤＢ１ 的 ｓｈＲＮＡ
（ｓｈＳＥＴＤＢ１＃１ 和 ｓｈＳＥＴＤＢ１＃２）和过表达质粒分别构建低表

达和过表达 ＳＥＴＤＢ１ 的结肠癌细胞模型，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ＳＥＴＤＢ１ 表达程度；用 ＣＣＫ８ 法和 β⁃半乳糖苷酶染色法分

别检测细胞增殖能力及衰老细胞的百分比，ｐ５３ 和 ｐ２１ 的变

化由 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测；针对 ｐ５３ 过表达质粒行逆转实验。
结果　 ＤＯＸ 诱导细胞衰老后 ＳＥＴＤＢ１ 的蛋白表达量可降低。
低表达 ＳＥＴＤＢ１ 后结肠癌细胞的增殖能力下降，衰老细胞比

例由（２２. ００ ± ４. ３５）％ 升至（５４. ００ ± ５. ５６）％ 和（５３. ３３ ±
４. ９３）％ （Ｐ ＜ ０. ００１）；过表达 ＳＥＴＤＢ１ 后结肠癌细胞增殖能

力升高，衰老细胞比例从（４３. ３３ ± ６. １１）％ 降低至（２１. ３３ ±
３. ５１）％ （Ｐ ＜ ０. ０１）；通过 ＧＳＥ５６４９６ 数据富集分析发现 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 与 ｐ５３ 信号通路有关，沉默 ＳＥＴＤＢ１ 可增高 ｐ５３ 和 ｐ２１
蛋白水平，而过表达 ＳＥＴＤＢ１ 可降低 ｐ５３ 和 ｐ２１ 蛋白水平；
过表达 ｐ５３ 可逆转过表达 ＳＥＴＤＢ１ 引起的细胞衰老减少现

象。 结论　 ＳＥＴＤＢ１ 通过下调 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路抑制结肠癌

细胞衰老。
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　 　 结肠癌在我国的发病率与死亡率分别居于第 ３
位和第 ５ 位［１］。 目前，针对结肠癌的靶向治疗研究

在临床上受到越来越多的重视［２ － ３］，关于结肠癌发

病机制的研究得到广泛关注。 研究［４］ 显示，在部分

相关肿瘤的发生及发展中，细胞衰老扮演着重要角

色。 结肠癌细胞中存在一种属于组蛋白赖氨酸 Ｎ
端甲基转移酶的组蛋白甲基化酶 ＳＥＴ 结构域分支

型 １ （ ＳＥＴ ｄｏｍａｉｎ ｂｉｆｕｒｃａｔｅｄ ｈｉｓｔｏｎｅ ｌｙｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １，ＳＥＴＤＢ１），其编码基因的位置在人类染

色体 １ｑ２１ 上，其过度表达和下调广泛存在于多种

恶性肿瘤中［５ － ７］，但具体机制仍有待进一步的研究。
鉴于课题组前期研究发现 ＳＥＴＤＢ１ 可以影响细胞衰

老［８］，遂以结肠癌细胞为研究对象，拟进一步探讨

ＳＥＴＤＢ１ 在结肠癌发生发展中的作用，为进一步阐

明结肠癌发病机制和开发新的靶向治疗策略提供思

路。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 结肠癌细胞 ＨＴ２９、ＳＷ４８０ 由石河子大

学医学院第一附属医院病理科提供；多柔比星

（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）购于德国 Ｓｉｇｍａ 公司；衰老 β⁃半
乳糖苷酶染色（ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ）试剂盒、ＣＣＫ８ 试剂盒购

于上海碧云天生物技术有限公司；转染试剂购于赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；ｐ５３ 和 ｐ２１ 抗体、
ＳＥＴＤＢ１ 和 ＧＡＰＤＨ 购于美国圣克鲁斯生物技术（上
海）有限公司；针对 ＳＥＴＤＢ１ 的 ｓｈＲＮＡ、过表达质粒

与 ｐ５３ 质粒购于上海吉凯基因化学技术有限公司；
高糖培养基及嘌呤霉素等购于武汉启动子生物有限

公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 稳转细胞系的建立　 ｓｈＲＮＡ 慢病毒用于感

染预铺在 ６ 孔板中的 ＳＷ４８０ 细胞（每孔约 ５ × １０４

个细胞），首先 ５ μｇ ／ ｍｌ 慢病毒感染细胞 １２ ｈ，其次

将培养基更换成高糖培养基。 感染 ７２ ｈ 后，再将培

养基更换为含 ２ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素的培养基。 之后每

２ ｄ 更换含嘌呤霉素的培养基，直到对照细胞完全

死亡。 使用 ＭＤ２⁃Ｇ、ＰＡＸ、ｐＬＫＯ⁃ＳＥＴＤＢ１ 三包系统

进行高表达病毒包装，包装好的慢病毒立即感染

ＨＴ２９ 细胞系。
１． ２． ２ 　 细胞衰老 β⁃半乳糖苷酶染色 　 将高表达

ＳＥＴＤＢ１ 的 ＨＴ２９ 细胞及对照组细胞、低表达 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 的 ＳＷ４８０ 细胞及对照组细胞预铺在 ６ 孔板中
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（每孔约 ５ × １０４ 个细胞），用 ＤＯＸ ０. ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 诱

导不同组别的 ＨＴ２９ 细胞或 ＳＷ４８０ 细胞，加 β⁃半乳

糖苷酶染色固定液 １ ｍｌ，２５ ℃静置 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲

洗 ３ 次。 每孔均加 １ ｍｌ 染色工作液，封口胶封闭 ６
孔板保存在无 ＣＯ２ 的 ３７ ℃温箱中 １５ ｍｉｎ，于显微镜

下观察拍照。
１． ２． ３　 ＣＣＫ８ 检测 　 将 ＤＯＸ 预处理的 ＨＴ２９ 细胞

及 ＤＭＳＯ 处理的对照组细胞、高表达 ＳＥＴＤＢ１ 的

ＨＴ２９ 细胞及对照组细胞、低表达 ＳＥＴＤＢ１ 的 ＳＷ４８０
细胞及对照组细胞铺在 ９６ 孔板中（每孔 ３ ０００ 个细

胞），设复孔 ３ 个。 待细胞贴壁，分别于 ０、２４、４８、７２
ｈ 后，将混有 １０ μｌ ＣＣＫ８ 的培养基 １００ μｌ 加入每孔

当中，孵育 ２ ｈ 后，酶标仪检测后绘制各时间点细胞

生长曲线，比较细胞生长情况。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 用蛋白裂解液提取不同

处理组的细胞蛋白，计算好蛋白样品浓度及上样量。
加样以 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶电泳分离蛋白，湿转至 ＰＶＤＦ
膜，封闭孵育一抗 １ ｈ，４ ℃ ７ ｈ，第 ２ 天孵育对应的

二抗 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗 ３０ ｍｉｎ，利用 ＥＣＬ 发光剂在曝光

机下拍照。
１． ２． ５　 细胞周期检测　 将 ＤＯＸ 预处理的 ＨＴ２９ 细

胞及 ＤＭＳＯ 处理的对照组细胞分别用胰酶消化后，

低速离心弃上清液，在 ４ ℃环境下每管加入预冷的

８０％乙醇固定细胞 ７ ｈ，低速离心洗涤弃上清液，分
别将 ２００ μｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、５ μｌ ＰＩ 和 ５ μｌ ＲＮａｓｅ 加

入，吹打均匀后常温避光静置 ３０ ｍｉｎ 后上流式细胞

仪进行分析。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 版统计软件进

行数据分析，重复实验 ３ 次，各组数据以 �ｘ ± ｓ 表示，
两组间比较采用 ｔ 检验，多组间比较采用方差分析。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＥＴＤＢ１ 在 ＤＯＸ 诱导的结肠癌细胞衰老模

型中表达　 于 ＨＴ２９ 细胞中加入 ＤＯＸ ０. ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ
诱导 ２ ｄ，细胞衰老现象明显增加，以此确认 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 是否参与了结肠癌细胞衰老（图 １Ａ）。 诱导组

细胞增殖活性呈显著降低趋势 （ ｔ ＝ １０. ２４２，Ｐ ＜
０. ００１，图 １Ｂ）。 同时诱导组细胞发生了 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻

滞，证明 ＤＯＸ 诱导结肠癌细胞的衰老模型构建成功

（图 １Ｃ、Ｄ）。 另收集细胞行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 的蛋白表达量，结果诱导组中 ＳＥＴＤＢ１ 蛋白表

达量较对照组明显下降，提示结肠癌细胞衰老过程

中或许有 ＳＥＴＤＢ１ 蛋白参与（图 １Ｅ）。

图 １　 ＳＥＴＤＢ１ 在 ＤＯＸ 诱导的结肠癌衰老模型中的表达

　 　 Ａ：ＤＯＸ 诱导 ＨＴ２９ 细胞衰老后经 β⁃半乳糖苷酶染色在显微镜下的染色情况 × ４００；Ｂ：ＣＣＫ８ 法酶标检测仪检测细胞生长曲线；Ｃ、Ｄ：不同

处理组的细胞周期变化；与 ＤＭＳＯ 处理的对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＥＴＤＢ１ 的蛋白表达
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图 ２　 ＳＥＴＤＢ１ 对结肠癌细胞增殖情况的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＥＴＤＢ１ 在 ＳＷ４８０ 细胞系和 ＨＴ２９ 细胞系中表达；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测经慢病毒转染技术分别建立稳定低表达 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 的 ＳＷ４８０ 细胞系和高表达 ＨＴ２９ 细胞系；Ｄ、Ｅ：ＣＣＫ８ 法定量检测不同细胞系细胞增殖；ａ：ｓｈＮＣ 组；ｂ：ｓｈＳＥＴＤＢ１＃１ 组；ｃ：ｓｈＳＥＴＤＢ１＃２ 组；ｄ：
Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｅ：高表达 ＳＥＴＤＢ１＃１ 组；与 ｓｈＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＳＥＴＤＢ１ 对结肠癌细胞增殖的影响　 ＳＥＴＤＢ１
在 ＳＷ４８０ 细胞系和 ＨＴ２９ 细胞系均有表达，但表达

差异有统计学意义（图 ２Ａ）。 利用慢病毒转染技术

分别建立稳定低表达 ＳＥＴＤＢ１ 的 ＳＷ４８０ 细胞系和

高表达 ＨＴ２９ 细胞系，并经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测证实

（图 ２Ｂ、Ｃ）。 在 ９６ 孔板中接种不同组细胞，ＣＣＫ８
法检测不同组细胞在 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 时的增殖情

况，结果发现低表达 ＳＥＴＤＢ１ 抑制结肠癌细胞增殖

（Ｆ ＝ ２５. ５２７，Ｐ ＜ ０. ００１，图 ２Ｄ），而高表达 ＳＥＴＤＢ１
可促进结肠癌细胞的增殖（ ｔ ＝ － ６. ３２８，Ｐ ＜ ０. ０１，图
２Ｅ）。
２． ３　 ＳＥＴＤＢ１ 对结肠癌细胞衰老的影响　 利用 β⁃
半乳糖苷酶染色法对用 ＤＯＸ 诱导后的稳定低表达

ＳＥＴＤＢ１ 的 ＳＷ４８０ 细胞和稳定高表达 ＳＥＴＤＢ１ 的

ＨＴ２９ 细胞进行染色，观察不同组细胞中染色情况。
结肠癌细胞的增殖能力在 ＳＴＥＤＢ１ 低表达后下降，
衰老细胞占比从（２２. ００ ± ４. ３５）％增加至（５４. ００ ±
５. ５６）％ 和 （ ５３. ３３ ± ４. ９３ ）％ （ Ｆ ＝ ４０. ４８４， Ｐ ＜
０. ００１，图 ３Ａ、Ｂ）；结肠癌细胞的增殖能力在过表达

ＳＴＥＤＢ１ 后上升，衰老细胞比例从（４３. ３３ ± ６. １１）％
降低至（２１. ３３ ± ３. ５１）％ （ ｔ ＝ ５. ４０７，Ｐ ＜ ０. ０１，图
３Ｃ、Ｄ）。
２． ４　 ＳＥＴＤＢ１ 可对 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路进行调控 　 ＧＥＯ

数据库分析发现 ＳＥＴＤＢ１ 的表达与 Ｐ５３ 信号通路相

关（图 ４Ａ），由 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实 ｐ５３ 及 ｐ２１ 的蛋白

水平在低表达 ＳＥＴＤＢ１ 组细胞明显增高（图 ４Ｂ），反
之，过表达 ＳＥＴＤＢ１ 可抑制 ｐ５３ 及 ｐ２１ 的蛋白表达

（图 ４Ｃ），提示改变 ＳＥＴＤＢ１ 的表达可调节 ｐ５３ ／ ｐ２１
信号通路。 进一步检测 Ｖｅｃｔｏｒ、ＳＥＴＤＢ１ 及 ＳＥＴＤＢ１
＋ ｐ５３ 组细胞衰老水平，过表达 ＳＥＴＤＢ１ 后结肠癌

细胞衰老比例从（５２. ３３ ± ５. ５１）％ 降至（２１. ６７ ±
５. ０３）％ （ ｔ ＝ ７. １１９，Ｐ ＜ ０. ０１，图 ４Ｄ），经过 ｐ５３ 质粒

转染， 衰 老 细 胞 的 占 比 则 再 次 升 至 （ ４０. ６７ ±
４. ０４）％ （ ｔ ＝ － ５. ０９８，Ｐ ＜ ０. ０１，图 ４Ｅ），由此证明过

表达 ｐ５３ 可以逆转高表达 ＳＥＴＤＢ１ 引起的细胞衰老

减少，说明结肠癌的细胞衰老可能是由 ＳＥＴＤＢ１ 影

响 ｐ５３ ／ ｐ２１ 信号通路调控来影响肿瘤的增殖。

３　 讨论

　 　 近年来，组蛋白相关功能的研究逐渐被医学界

所重视。 组蛋白甲基化由 ２７ 种不同的甲基转移酶

共同完成，这些甲基转移酶在特定的点起作用，发挥

不同的生物学功能。 当甲基转移酶 ＳＥＴＤＢ１ 进入细

胞质发挥非组蛋白的功能，可修饰 ｐ５３ 细胞衰

老［９ － １１］。 目前参与细胞衰老调控的信号通路主要

有 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路、Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路，其中 ｐ５３ ／ ｐ２１
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图 ３　 ＳＥＴＤＢ１ 对结肠癌细胞衰老的影响

　 　 Ａ：ＤＯＸ 诱导后 ＳＷ４８０ 细胞经 β⁃半乳糖苷酶染色法后的染色情况 × ４００；Ｂ：β⁃半乳糖苷酶染色法对低表达 ＳＥＴＤＢ１ 的结肠癌细胞衰老的

定量分析，与 ｓｈＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；Ｃ：ＤＯＸ 诱导后 ＨＴ２９ 组细胞经 β⁃半乳糖苷酶染色法后的染色情况 × ４００；Ｄ：β⁃半乳糖苷酶染色法

对高表达 ＳＥＴＤＢ１ 的结肠癌细胞衰老的定量分析，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；ａ：ｓｈＮＣ 组；ｂ：ｓｈＳＥＴＤＢ１＃１ 组；ｃ：ｓｈＳＥＴＤＢ１＃２ 组；ｄ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｅ：
高表达 ＳＥＴＤＢ１＃１ 组

图 ４　 ＳＥＴＤＢ１ 通过 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路调控结肠癌细胞衰老

　 　 Ａ：ＧＥＯ 数据库富集分析；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同细胞系的相关蛋白表水平；Ｄ：不同处理的细胞系经 β⁃半乳糖苷酶染色法后的染色情

况 × ４００；Ｅ：β⁃半乳糖苷酶染色法对结肠癌细胞衰老的定量分析；ａ：ｓｈＮＣ 组；ｂ：高表达 ＳＥＴＤＢ１ 组；ｃ：同时高表达 ＳＥＴＤＢ１ 与 ｐ５３ 组；ｄ： Ｖｅｃｔｏｒ
组；ｅ：高表达 ＳＥＴＤＢ１ 组；ｆ：同时高表达 ＳＥＴＤＢ１ 与 ｐ５３ 组；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与高表达 ＳＥＴＤＢ１ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

通路最为重要［１２ － １３］。 研究［１４］表明，ＳＥＴＤＢ１ 是参与

ｐ５３ 稳定性调节的重要调节器之一。 为确定 ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ 是否会直接影响 ｐ５３，利用 ＧＥＯ 数据测序分析

富集后呈现结果为低表达 ＳＥＴＤＢ１ 时 ｐ５３ 表达上
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调。
　 　 结肠癌是致人死亡的主要疾病之一。 如何抑制

结肠癌生长和转移的方式既是临床工作重点，也是

基础科研的主攻方向。 ＳＥＴＤＢ１ 或许在结肠癌中起

了癌基因的作用，但其作用机制未完全阐明，需要进

一步的研究来探索其分子机制。 课题组在前期研

究［８］中所建立的细胞衰老模型中发现，升高或降低

ＳＥＴＤＢ１ 的表达量可以影响细胞衰老。 近来临床研

究［１５］证实，细胞衰老在抗肿瘤和促进肿瘤发生特性

的调节中 ＳＥＴＤＢ１ 起到核心作用。 有研究发现［１２］，
ＳＥＴＤＢ１ 在非小细胞肺癌患者中反复扩增和高表

达。 靶向 ＳＥＴＤＢ１ 的抑制剂可能使过表达 ＳＥＴＤＢ１
的非小细胞肺癌患者受益。 本研究发现，在肿瘤细

胞衰老的过程中，ＳＥＴＤＢ１ 蛋白表达水平明显下降，
提示肿瘤衰老的过程有 ＳＥＴＤＢ１ 参与。 并且进一步

通过慢病毒转染稳定低表达 ＲＮＡ 构建了低表达

ＳＥＴＤＢ１ 的结肠癌细胞模型以此来阐明 ＳＥＴＤＢ１ 可

否调节结肠肿瘤的衰老。 通过 β⁃半乳糖苷酶染色

提示 ＳＥＴＤＢ１ 低表达确实可促进结肠癌细胞的衰

老，其低表达可抑制结肠癌细胞增殖由 ＣＣＫ８ 实验

来进一步揭示。 以上证据证明，ＳＥＴＤＢ１ 通过 ｐ５３ ／
ｐ２１ 通路影响结肠癌细胞衰老进而影响肿瘤细胞的

生长方式，对肿瘤起到调控作用。 综上所述，本研究

为 ＳＥＴＤＢ１ 通过激活 ｐ５３ ／ ｐ２１ 通路参与结肠癌细胞

衰老过程提供了依据。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃ⁃
ｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＥＴＤＢ１ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｈＲＮＡ （ｓｈＳＥＴＤＢ１＃１ ａｎｄ ｓｈＳＥＴＤＢ１＃２） ｏｆ ＳＥＴ⁃
ＤＢ１ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１，ｔｈｅ ＣＣＫ８
　 　 　 　 　 （下转第 １４５２ 页）

·６４４１· 安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｇｕｔ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ，２０２０，１１（６）：１７７４ － ８９．
［９］ 　 Ｄｅ Ｌａ Ｆｕｅｎｔｅ⁃Ｎｕｎｅｚ Ｃ，Ｍｅｎｅｇｕｅｔｔｉ Ｂ Ｔ，Ｆｒａｎｃｏ Ｏ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕ⁃

ｒｏｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ：ｈｏｗ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ［ Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｃｈｅｍ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０１８，９（２）：１４１ － ５０．

［１０］ Ｐｏｗｅｌｌ Ｎ，Ｗａｌｋｅｒ Ｍ Ｍ，Ｔａｌｌｅｙ Ｎ Ｊ． Ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ：
ｍａｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｇｕｔ⁃ｂｒａｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌ，２０１７，１４（３）：１４３ － ５９．

［１１］ Ｌｅｅ Ｋ Ｅ，Ｋｉｍ Ｊ Ｋ，Ｋｉｍ Ｄ Ｈ． Ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｖａｎｃｏ⁃
ｍｙｃｉｎ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｃａｕｓｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｇｕｔ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ

ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｇｌｏｂａｌ ｆｏｒｅｂｒａｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ｏｌ，２０２０，１１：５６４２７１．

［１２］ Ｆｅｒｇｕｓｏｎ Ｊ Ｆ，Ａｄｅｎ Ｌ Ａ，Ｂａｒｂａｒｏ Ｎ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ｄｉｅｔａｒｙ ｓａｌｔ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］ ． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ，２０１９，５（１３）：ｅ１２６２４１．

［１３］ Ｄｉｎａｎ Ｔ Ｇ，Ｃｒｙａｎ Ｊ Ｆ，Ｓｔａｎｔｏｎ Ｃ． Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ｈａｖｅ ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１８，８３
（２）：９７ － ９．

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ
Ｌｉ Ｙａｎｌｉ１，Ｙａｎｇ Ｘｉａｏｒｏｎｇ２，Ｚｈａｎｇ Ｃｅ２，Ｇｕｏ Ｊｕｎｈｏｎｇ１

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉcａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｙｕａｎ　 ０３０００１； ２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕcａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉcａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉｙｕａｎ　 ０３０００１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｂｒｏａｄ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｔｉｂｉ⁃
ｏｔｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ （ＡＴ）
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＡＴ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｃｋｔａｉｌ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，ａｎｃｏｍｙｃｉｎ，ｍｅｔｒｏｎ⁃
ｉｄａｚｏｌｅ ａｎｄ ｉｍｉｐｅｎｅｍ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ，ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ． Ｏｎ ｔｈｅ ４ｔｈ
ｄａｙ （２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ） ａｎｄ ２ ｍｏｎｔｈｓ，ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；Ａｔ ２ ｍｏｎｔｈｓ，ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｐｅｒａｎｔ⁃ｂａｓｅｄ ｄｅｌａｙｅｄ
ｍａｔｃｈｉｎｇ ｔｏ ｐｏｓｉｔｉｏｎ （ＤＭＴＰ） ｔａｓｋ ａｎｄ Ｙ ｍａｚｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｏｎ ｄａｙ ４，ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ＡＴ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｉｎ⁃
ｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｐ ＜ ０. ０００ １），ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ （Ｐ ＜ ０. ０００ １） ａｎｄ Ｆｉｒｍｉ⁃
cｕｔｅｓ （Ｐ ＝ ０. ０００ １），ａｎｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａcｔｅｒｉａ （Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ａｆｔｅｒ ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，ｔｈｅ ｍｉ⁃
ｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｒｅｃｏｖｅｒ，ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２ ｍｏｎｔｈｓ． Ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＴ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｂｒｏａｄ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ｃａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｓ ｔｅｍｐｏｒａｒｙ． Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｒｅｔｕｒｎｓ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ａｔ ２
ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ． Ａｎｄ ｉｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ；ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ；ＤＭＴＰ；Ｙ ｍａｚｅ

（上接第 １４４６ 页）
ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｈｉｌｅ ａ Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ β⁃Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ｐ２１． Ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃａｒ⁃
ｒｉｅｄ ｏｕｔ ｗｉｔｈ ｐ５３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｅｖｏｋｅｄ ｂｙ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｃｏｕｌｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１． Ａｆｔｅｒ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１，ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ （２２. ００ ± ４. ３５）％ ｔｏ （５４. ００ ± ５. ５６）％ ａｎｄ （５３. ３３
± ４. ９３）％ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＥＤＢ１，ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ （４３. ３３ ± ６. １１）％ ｔｏ （２１. ３３ ± ３. ５１）％ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｒｏｕｇｈ
ＧＳＥ５６４９６ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ，ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＳＥＴＤＢ１ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐ５３ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ，ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＥＴＤＢ１
ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｈｉｌｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＴＤＢ１ ｃｏｕｌｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ５３
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