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摘要 目的 探讨组蛋白去乙酰化酶 3 ( HDAC3 ) 在大鼠
H9C2 心肌细胞缺血再灌注损伤中的表达及其部分机制研
究。方法 将 H9C2 细胞分为以下 3 组: 正常对照组、缺血 /

再灌注( I /Ｒ) 组、I /Ｒ +曲古霉素( TSA) 组。MTT 法检测细
胞增殖活力; 检测培养液中乳酸脱氢酶( LDH) 水平; Western
blot法测定细胞内 HDAC3 蛋白表达水平; 实时荧光定量
PCＲ检测 HDAC3 mＲNA 表达情况。结果 MTT 法检测结
果显示: 与正常对照组比较，I /Ｒ 组、I /Ｒ + TSA 组抑制率均
显著提高，并且 I /Ｒ 组显著高于 I /Ｒ + TSA 组; I /Ｒ 组 LDH

活性明显高于正常对照组，I /Ｒ + TSA 组显著低于 I /Ｒ 组;
Western blot检测显示: I /Ｒ 组、I /Ｒ + TSA 组 HDAC3 的表达
明显高于正常对照组，I /Ｒ + TSA组显著低于 I /Ｒ组; 实时荧
光定量 PCＲ检测 I /Ｒ 组、I /Ｒ + TSA 组 HDAC3 的 mＲNA 表
达明显高于正常对照组，I /Ｒ + TSA 组显著低于 I /Ｒ 组。结
论 HDAC3 表达上调可能在 H9C2 细胞缺血再灌注损伤中
起到重要作用。
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心肌缺血 /再灌注损伤 ( myocardial ischemia
reperfusion injury，MIＲI) 是心肌组织在缺血一定时
间的基础上又恢复灌流后，心肌损伤较缺血时更严

重，心功能进一步恶化的现象［1］，其临床治疗成果

很难达到预期效果。表观遗传学是目前遗传学研究
的热点［2］，表观遗传修饰中组蛋白去乙酰化酶( his-
tone deacetylases，HDACs) 可调控染色质结构和基因
表达，使组蛋白去乙酰化，与带负电荷的 DNA 紧密
结合，染色质致密卷曲，基因的转录受到抑制。组蛋

白去乙酰化酶抑制剂( histone deacetylase inhibitor，
HDACi) 通过控制 DNA缠绕于组蛋白的松紧程度来
发挥作用。曲古霉素( trichostatin A，TSA) 是被发现
的第 1 个能抑制 HDAC 活性的化合物。近来有研
究［3］显示组蛋白修饰及 TSA 干预调节参与多种器
官如肾脏、肺脏及心脏组织纤维化形成。HDACs 是
一类蛋白酶，对染色体的结构修饰和基因表达调控

发挥重要作用。该研究通过 HDAC3 在大鼠 H9C2
心肌细胞缺血再灌注损伤中的表达分析来揭示 MI-
ＲI发生的分子机制，为临床治疗提供新的思路和研
究途径。

1 材料与方法

1． 1 细胞 实验细胞: H9C2 细胞株( SD大鼠) ，购
自美国 ATCC细胞库。
1． 2 药品与试剂 DMEM 培养液和新生牛血清
( 美国 Gibco BＲL公司) ; 一抗 HDAC3 ( 英国 Abcam
公司) ; β-actin ( 武汉博士德生物工程有限公司) ;
乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase，LDH) 检测试剂
盒、DMSO、噻唑蓝 MTT ( 美国 Sigma 公司) ; 辣根酶
标记山羊抗小鼠 IgG、辣根酶标记山羊抗兔 IgG( 北
京中杉金桥生物技术有限公司) ; Taq 酶、Primer
Script ＲT逆转试剂盒、SYBＲ-GreenⅠ酶( 日本 Taka-
ra公司) ; HDAC3、β-actin 引物( 上海生工生物工程
股份有限公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 细胞分组及模型建立 将 H9C2 细胞株置
于正常培养箱中培养，选择对数生长期细胞，用胰酶

细胞消化液制成细胞悬液，后将细胞接种到 96 孔板
中，分为以下 3 组: 正常对照组、缺血 /再灌注( I /Ｒ)
组、I /Ｒ + TSA 组; 参阅相关文献［4］，模拟心肌细胞
缺血 /再灌注过程，进行以下实验。
1． 3． 2 MTT 法测定细胞增殖活性 根据以上分
组，每组各设 6 个复孔。将 H9C2 心肌细胞以 1 ×
104 /孔的密度接种于 96 孔板，待细胞贴壁 3 h 后吸
出培养液，正常对照组、I /Ｒ 组、I /Ｒ + TSA 组每孔各
加入 200 μl DMEM细胞培养液，各组细胞经处理后
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继续培养。于 12、24 和 48 h 后，每孔加入 20 μl
MTT( 5 g /L) ，继续培养 4 h，吸取培养上清液，每孔
加入 200 μl DMSO，振荡 10 min，使蓝紫色结晶充分
溶解，在酶标仪上测定各孔波长 490 nm 处吸光度
值。
1． 3． 3 LDH 检测 实验时需无细胞的培养液孔
( 背景空白对照孔) 进行对照，余按照上述处理后，

请提前配置好所有试剂，试剂或样品稀释时，均需混

匀，按照试剂盒步骤加入试剂后反复吹打数次混匀，

使 LDH释放试剂与细胞充分混匀，然后继续在培养
箱中孵育至预测定时间。到达预定时间后，将细胞
培养板置入多孔板离心机离心后，分别取各孔的上

清液 120 μl加入到一新的 96 孔板中用多功能微孔
板检测系统检测吸光度值。
1． 3． 4 Western blot 法测定 HDAC3 蛋白表达水平
心肌总蛋白提取: 取心肌组织匀浆、裂解、离心，即
得总蛋白提取液，应用 BCA 法进行蛋白定量，变性
后 － 80 ℃冰箱保存备用。采用 SDS-PAGE 电泳、转
膜，PVDF膜封闭，一抗工作液 HDAC3 ( 1 ∶ 500 ) ，4
℃摇床过夜。洗膜，二抗工作液，37 ℃孵育 1 h，洗
膜，ECL发光法显色。以 GAPDH 作为内参照，实验
重复 3 次。
1． 3． 5 qＲT-PCＲ 检测 HDAC3 mＲNA 表达 取心
肌组织加入 1 ml TＲIzol，按照操作说明提取细胞总
ＲNA，并测定 ＲNA浓度。以 1 μg ＲNA为模板，按照
逆转试剂盒操作说明合成 cDNA。取 2 μl cDNA 在
SYBＲ-Green Ⅰ酶作用下进行 PCＲ 反应。反应条件
为: 95 ℃变性 30 s，95 ℃退火 5 s，60℃延伸 30 s，40
个循环。引物序列如下: HDAC3 上游: 5'-CCTG-
GCATTGACTCATAG-3'，下游: 5'-ATTAAGGCTCTTG-
GTGAAA-3'; β-actin 上游: 5'-GGAGATTACTGCCCT-
GGCTCCTA-3'，下 游: 5'-GACTCATCGTAC TCCT-
GCTTGCTG-3'。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 11. 5 软件进行统计
学处理，数据以珋x ± s表示，组间比较采取两样本 t检
验，多组均数比较应采用方差分析，检验水准 P ＜
0. 05 差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MTT 结果显示 与正常对照组相比，I /Ｒ 组
细胞增殖活性明显降低( t = 4. 38，P ＜ 0. 05 ) ，I /Ｒ +
TSA组增殖活性明显低于正常对照组( t = 3. 84，P ＜

0. 05) ，但高于 I /Ｒ 组，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见图 1。
2． 2 LDH 含量检测 与正常对照组( 24. 52 ±
2. 34) 相比，I /Ｒ组( 75. 13 ± 5. 22 ) 细胞培养液 LDH
含量明显增高( t = 6. 35，P ＜ 0. 05 ) ，I /Ｒ + TSA 组明
显低于 I /Ｒ组( 53. 23 ± 3. 86) ( t = 3. 76，P ＜ 0. 05 ) ，
差异有统计学意义。见图 2。

图 1 MTT法检测细胞活性

1: 正常对照组; 2: I /Ｒ组; 3: I /Ｒ + TSA 组; 与正常对照组: * P ＜

0. 05; 与 I /Ｒ组比较: #P ＜ 0. 05

图 2 细胞 LDH活性检测

1: 正常对照组; 2: I /Ｒ组; 3: I /Ｒ + TSA 组; 与正常对照组: * P ＜

0. 05; 与 I /Ｒ组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 Western blot检测结果 与正常对照组相比，
I /Ｒ组细胞 HDAC3 蛋白表达显著升高( t = 6. 23，P
＜ 0. 05) ，I /Ｒ + TSA组明显低于 I /Ｒ 组( t = 5. 06，P
＜ 0. 05) ，差异有统计学意义。见图 3。
2． 4 qＲT-PCＲ 检测 HDAC3 mＲNA 的表达 与
正常对照组比较，I /Ｒ组中 HDAC3 mＲNA表达明显
增加( t = 10. 13，P ＜ 0. 05 ) ，而 I /Ｒ 组中 HDAC3 蛋
白表达高于 I /Ｒ + TSA组( t = 7. 85，P ＜ 0. 05) ，差异
有统计学意义。见图 4。

3 讨论

本研究通过检测心肌细胞增殖活性、细胞外
LDH含量证实了缺血再灌注对心肌细胞活力的影
响。结果显示 I /Ｒ组、I /Ｒ + TSA组细胞增殖活力明
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图 3 Western blot检测 HDAC3 蛋白表达

1: 正常对照组; 2: I /Ｒ组; 3: I /Ｒ + TSA 组; 与正常对照组: * P ＜

0. 05; 与 I /Ｒ组比较: #P ＜ 0. 05

图 4 qＲT-PCＲ检测 HDAC3 mＲNA表达

1: 正常对照组; 2: I /Ｒ组; 3: I /Ｒ + TSA 组; 与正常对照组: * P ＜

0. 05; 与 I /Ｒ组比较: #P ＜ 0. 05

显低于正常对照组，但 I /Ｒ + TSA 组仍高于 I /Ｒ 组，
说明抑制 HDACs后，可以减轻缺血再灌注对心肌细
胞的损伤。

HDACs是一类蛋白酶，对染色体的结构修饰和
基因表达调控发挥重要的作用，HDAC3 属于Ⅰ类
HDACs，其在心脏疾病中广泛表达。乙酰化是最常
见的翻译后修饰，蛋白的乙酰化和去乙酰化的实现

是通过组蛋白乙酰转移酶和 HDACs 发挥作用［5］。
组蛋白乙酰化可将基因的表达激活，去乙酰化则在

转录阻遏过程中起作用，因此，两者之间的相互动态

平衡直接参与到调控基因表达的过程中，影响染色

质的结构，其功能紊乱会导致各种疾病的发生。目
前研究［6］中，已经显示 18 种 HDACs的亚型，根据细
胞定位以及同源性分析等，将其分为 5 大类，其中 I
类 HDACs存在于细胞核，包括 HDAC1、2、3 和 8，而
且需要 Zn2 +参与活化过程，属于经典分型的一种。

根据研究［7］表明，在大鼠肝脏缺血再灌注模型

中，可以通过调节 HDACs 改变损伤的程度，研究［8］

显示 HDAC1 和 HDAC2 在心肌细胞生长及心肌纤
维化的形成过程中发挥重要的调控作用。研究［9］

表明，在转基因的大鼠模型当中，HDAC3 在心肌细
胞增殖的过程中起到调控作用，不同种亚型的

HDACs发挥不同的功能作用，HDAC3 在缺血再灌
注损伤中是否发挥作用，目前鲜有报道。
本试验表明，与正常对照组比较，I /Ｒ 组、I /Ｒ +

TSA组中 HDAC3 mＲNA 以及蛋白表达明显增加。
从转录以及翻译水平可以看出，心肌细胞缺血再灌

注损伤可能与组蛋白去乙酰化有关。初步探讨组蛋
白去乙酰化可能在心肌细胞缺血再灌注损伤过程中

发挥作用，但是，HDAC3 在心肌细胞缺血再灌注损
伤过程中如何具体发挥作用，机制尚不明确，有待于

进一步探究。
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Ｒole of HDAC3 in H9C2 cell ischemia-reperfusion
injury and intervention mechanism

Zhan Hongying，Tao Hui，Xu Shengsong，et al
( Dept of Cardio-Thoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

Cardiovascular Disease Ｒesearch Center of Anhui Medical University，Hefei 230601)
Abstract Objective To investigate the expression and the role of histone deacetylase 3( HDAC3) on H9C2 cell
ischemia reperfusion injury． Methods H9C2 myocardial cells were divided into 3 groups randomly: control group，
I /Ｒ group，I /Ｒ + TSA group． The cell viability was detected by MTT． Lactate dehydrogenase( LDH) level was de-
tected in culture． The protein expression of HDAC3 was tested by Western blot． The mＲNA expression of HDAC3
was examined by qＲT-PCＲ． Ｒesults MTT assay showed that cell viability decreased significantly in I /Ｒ group
compared with the control group，increased significantly in I /Ｒ + TSA group compared with I /Ｒ group． The content
of LDH in cell activity increased significantly in I /Ｒ group compared with the control group，decreased significantly
in I /Ｒ + TSA group compared with I /Ｒ group． Western blot indicated that the protein expression of HDAC3 in I /Ｒ
group was higher than the control group，the expression of HDAC3 in I /Ｒ + TSA group was lower than I /Ｒ group．
qＲT-PCＲ indicated that the mＲNA expression of HDAC3 in I /Ｒ group was higher than the control group，the ex-
pression of HDAC3 in I /Ｒ + TSA group was lower than that in I /Ｒ group． Conclusion Upregulated HDAC3 plays
an important role in H9C2 cell ischemia reperfusion injury．
Key words ischemia reperfusion injury; HDAC3; myocardial cell
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他莫昔芬与辛伐他汀
对人乳腺癌细胞 MCF-7 的协同效应及机制

金 伟1，袁 媛2，汤继春1，彭 佳3，沈园园1，潘跃银1

摘要 目的 探究他莫昔芬( TAM) 与辛伐他汀( SIV) 对人
乳腺癌细胞株( MCF-7) 的增殖抑制作用及其潜在的作用机
制。方法 MTT检测 TAM、SIV单独以及联合使用对 MCF-7
细胞株的增殖抑制作用，计算 TAM 与 SIV 单独作用时 IC50

值以及联合使用时对细胞作用的联合指数( CI) ，评价两药
之间的相互作用。荧光显微镜下观察并拍摄各组中的细胞
凋亡形态学变化。流式细胞术检测 TAM 组、SIV 组、TAM +
SIV组药物处理后的 MCF-7 细胞凋亡情况。Western blot 法
检测各组细胞 Bcl-2、Bax的表达情况。结果 MTT 法表明，
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TAM与 SIV 单药对 MCF-7 有增殖抑制作用，联合作用时抑
制更为明显，且呈协同作用; 荧光显微镜及流式细胞术显示

TAM与 SIV 单药对 MCF-7 有诱导凋亡作用，联合时作用增
强;Western blot 法表明 TAM + SIV组中 Bcl-2 表达量较细胞
对照组及 TAM组、SIV 组下降而 Bax 表达量增加且更加明
显。结论 TAM与 SIV联合使用时可显著抑制 MCF-7 细胞
株的增殖，同时可明显诱导 MCF-7 细胞株凋亡，提示两药联
合使用时，乳腺癌患者可能有更好的获益。
关键词 他莫昔芬; 辛伐他汀; 协同; 乳腺癌
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在美国女性恶性肿瘤诊断中，乳腺癌占据比例

最大，且预后不佳［1］，目前中国女性乳腺癌发病率

与欧美类似，在各种恶性肿瘤中位居第一。雌激素
受体与乳腺癌密切相关，有文献［2］指出有雌激素受

体( estrogen receptor，EＲ) 表达的乳腺癌患者约占乳
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