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摘要: 组蛋白乙酰化是表观遗传修饰的一种重要方式。肿瘤细胞的组蛋白大部分呈现低乙酰化状态，而组蛋

白去乙酰化酶抑制剂 (histone deacetylase inhibitor，HDACi)可以增加肿瘤细胞的乙酰化水平，诱导细胞周

期阻滞及凋亡。曲古菌素A(trichostatin A，TSA)是组蛋白去乙酰化酶抑制剂的代表药物之一，能够提高肿

瘤细胞组蛋白和非组蛋白的乙酰化水平。傅里叶变换红外 (Fourier Transform Infrared，FTIR)光谱可以对

无染色、无标记的生物样品进行无损检测，具有特征性明显、快速、分辨率高、重复性好等优点，已被广泛

用于细胞的微观生物过程的研究。本文利用红外光谱技术结合免疫荧光技术的手段，研究TSA处理细胞后的

乙酰化作用效果，发现红外光谱中甲基与亚甲基的伸缩振动强度之比能够表征细胞内的乙酰化水平变化，然

后基于红外光谱的分析结果预测了乙酰化状态不同的细胞辐射敏感性的变化。结果表明，乙酰化细胞的辐射

损伤效应可以通过甲基与亚甲基的伸缩振动强度之比进行评价，且该比值与细胞的辐射敏感性呈正相关，表

明红外光谱技术可以辅助预测细胞的辐射敏感性，并进行细胞表观遗传学特征与辐射效应关系的研究。
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1 引言

放射治疗是肿瘤治疗的主要手段之一，即采用电

离辐射 (ionizing radiation，IR)杀死肿瘤细胞。然而，

由于肿瘤细胞对辐射的不敏感使得放射治疗无法有效

的根治癌症
[1]
。另外，过高剂量的辐射可能超出正常

细胞的耐受范围，不可避免地对正常细胞造成伤害
[2]
。

基于上述原因，研究人员尝试利用各种辐射增敏剂

来提高放疗效果。最近几年，组蛋白去乙酰化酶抑制

剂 (histone deacetylase inhibitor，HDACi)成为了潜在

的辐射增敏试剂，受到广泛关注。目前发现HDACi类

化合物对各种肿瘤细胞均具有放射增敏的作用
[3–7]
。曲

古菌素A(trichostatin A，TSA)作为HDACi的典型代

表，能够增加组蛋白和非组蛋白的乙酰化水平
[8–10]

，抑

制肿瘤细胞的增殖。研究表明，TSA能够提高肿瘤细胞

的辐射敏感性
[11, 12]

。

因为HDACi的主要作用是增加细胞的乙酰化水平，

又因为HDACi作用下细胞的辐射敏感性增加，说明乙

酰化在肿瘤细胞辐射敏感性中的作用至关重要
[13]
，另

外因为治疗时间及治疗的精确性将直接影响患者的预后

效果，所以在制定个性化放疗方案前如何简单、快速、

精确判定细胞的乙酰化水平尤为重要。

目前，乙酰化测量方法主要依赖免疫荧光或Wes-

tern blot的方法进行
[14, 15]

，而上述方法因所用试剂费

用昂贵、操作步骤繁琐、技术水平要求高等因素极大地

限制了大批量样品的快速检测。红外光谱法具有非破

坏性、不用试剂和高度自动化等优点，其样品制备相对

简单，目前已成为抗肿瘤药物效应研究的重要工具之

一
[16]
。本课题组研究已经证明，细胞经TSA处理后乙

酰化水平变化可以通过红外光谱技术进行表征
[17]
。本

研究中，作者进一步采用红外光谱表征细胞乙酰化的方

法，预测乙酰化细胞的辐射敏感性变化，期望通过这项

工作为将来的肿瘤放疗方法研究提供有益的参考。

2 材料与方法

2.1 实验材料

HeLa 细胞由中国科学院强磁场中心馈赠；高

糖DMEM 培养基购自北京索莱宝科技有限公司；

TSA购自Sigma公司；乙酰化-α-微管蛋白单克隆抗体
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购自美国CST公司；Alexa Flour 488标记驴抗兔 IgG

购自碧云天生物技术研究所；胎牛血清购自杭州四季青

生物工程材料有限公司；KBr购自国药集团化学试剂有

限公司；吉姆萨染料购自生工生物工程 (上海)股份有限

公司。

2.2 实验方法

2.2.1 TSA配制

TSA溶于DMSO，浓度为 200 µmol/L，−20 ℃保
存备用。实验中将TSA稀释到培养液中至所需浓度。

2.2.2 乙酰化水平分析

将HeLa细胞接种在已灭菌盖玻片上培养过夜，更

换含不同浓度TSA的培养液，继续培养至所需时间，

弃培养液，用磷酸盐缓冲液 (PBS)冲洗 3次。加入 4%

多聚甲醛，室温固定细胞 30 min，PBS缓冲液洗 3次，

然后加入 0.1% TritonX-100，在室温下孵育 30 min，

PBS缓冲液洗 3次后加入 1% BSA室温封闭 1 h (或 4 ℃
过夜)，加入兔抗乙酰化α-微管蛋白单克隆抗体 (1:400

稀释)，4 ℃条件下湿盒中孵育过夜。PBS缓冲液洗 3

次，继续加入Alexa Flour 488标记的驴抗兔 IgG (1:100

稀释)，湿盒中 37 ℃孵育 2 h，PBS缓冲液洗 3次，激

光共聚焦下观察并拍照。

2.2.3 红外光谱分析

胰酶消化TSA处理后的HeLa细胞，收集细胞，

用PBS 缓冲液洗涤 2 次，1%甲醛固定细胞 30 min，

离心弃甲醛溶液，洗涤细胞后再离心，自然干燥，采

用KBr压片法制备红外光谱分析的细胞样品，每个压

片样品含细胞约为 107个。每个处理重复 20次，制备 20

个KBr压片。光谱采集条件如下：光谱范围 900∼4000

cm−1，分辨率 2 cm−1，扫描 128次。

2.2.4 单细胞凝胶电泳检测

消化收集细胞，用PBS调整细胞浓度为 104个/mL

左右。配制 0.7%正常熔点的琼脂糖凝胶，立即倒入盛

有磨砂载玻片的器皿中，盖上盖玻片，4 ℃冰箱中冷
却 10 min后移去盖玻片。配制浓度为 0.5%的低熔点

琼脂糖凝胶，置于 37 ℃水浴锅中保温，将细胞悬液
与 0.5%低熔点琼脂糖凝胶混合，吸取该混合液滴加到

第一层胶上，盖上干净盖玻片，置于 4 ℃冰箱 10 min

后取下盖玻片，将含有细胞的载玻片放入细胞裂解液

中，4 ℃条件下裂解 2.5 h，以纯水小心缓慢漂洗 2次，

再将载玻片放入水平电泳槽，使DNA在碱性介质中解

旋 25 min，25 V条件下电泳 25 min后浸没在中和液

中 5 min，PI (10 µg/mL)染色 10 min，荧光显微镜下

观察拍照。

2.2.5 平板克隆形成试验

细胞计数，接种到Φ 60 mm培养皿中 (每个处理

重复 3次)。每皿细胞接种量依次为 400, 400, 500，600,

800个，对应的辐射剂量分别为 0, 1, 2, 4, 6 Gy。

待细胞贴壁后加入TSA (浓度依次为 0, 25和 200

nmol/L)预处理培养 24 h，吸掉含TSA的培养液，进

行γ 射线辐照，辐照剂量依次为 0, 1, 2, 4, 6 Gy，

辐照后添加新鲜无TSA的培养液，培养箱中继续培

养 2周后，肉眼可见明显的细胞克隆，吸掉细胞培养

液，Giemsa染色，计数大于 50个细胞的克隆数。分

别计算 0，25和 200 nmol/L TSA处理的细胞克隆效

率 (plating efficiency, PE)，然后根据各自的PE值统

计经不同剂量TSA预处理后再进行辐照的细胞存活分

数 (survival fraction，SF)。

3 结果与分析

3.1 细胞乙酰化水平分析

之前的研究发现当TSA处理细胞 24 h，乙酰化水

平变化程度较小
[17]
。因此本研究采用 200 nmol/L TSA

和更低剂量的 25 nmol/L TSA分别处理HeLa细胞 24

h，采用免疫荧光技术和红外光谱技术分析细胞的乙酰

化水平，并进行两种方法的比较分析，目的是观察乙酰

化水平增加较少时对细胞辐射敏感性的影响，以及红外

光谱是否能够表征较低的乙酰化水平。

因为TSA能够增加组蛋白和非组蛋白的乙酰化水

平
[8–10]

，图 1的微管乙酰化水平分析代表了细胞的乙酰

化水平变化趋势。分析中所用的一抗为兔抗乙酰化α-微

管蛋白单克隆抗体，二抗为Alex Flour 488标记的驴

抗兔 IgG，因此乙酰化微管呈现绿色荧光。研究中特别

采用PI (10 µg/mL)染色细胞核，使其红色荧光衬托乙

酰化微管的绿色荧光。激光共聚焦显微镜观察发现 25

nmol/L TSA处理的细胞微管乙酰化水平与对照细胞相

比有微弱荧光增强 (图 1(b))，说明 25 nmol/L TSA处

理 24 h后的乙酰化增加量较小。图 1(c)中 200 nmol/L

TSA处理的细胞乙酰化水平与对照细胞相比有较明显

增加，说明乙酰化增加量较大。

3.2 不同剂量TSA处理细胞后的辐射敏感性光谱

预测

图 2为细胞经过TSA处理后的红外光谱。表面看

上去 25和 200 nmol/L TSA处理后的细胞红外光谱与

对照细胞没有明显的区别。根据蛋白质乙酰化的化学反

应，赖氨酸残基上会增加乙酰化基团，结果会增加CH3

基团的含量，因此有必要对C-H振动区域进行进一步地
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图 1 (在线彩图)TSA处理HeLa细胞 24 h后的微管乙酰化水平分析
一抗为兔抗乙酰化α-微管蛋白单克隆抗体，二抗为Alex Flour 488标记的驴抗兔 IgG；a：Control；b：25 nmol/L；

c：200 nmol/L。

分析。红外光谱中的C-H 伸缩振动区域位于 2800∼
3000 cm−1，直接观察只有 3 个峰位 (图 2)，分别

是 2960, 2924 和 2853 cm−1，然而该谱带包含潜在

的成分
[18, 19]

，将 2800∼3000 cm−1 区域进行光谱

拟合，结果∼2960 cm−1 归属于CH3 反对称伸缩振

动，∼2874和∼2937 cm−1 归属于CH3 对称伸缩振

动，∼2924 cm−1归属于CH2反对称伸缩振动，∼2853

cm−1归属于CH2对称伸缩振动 (图 3(a))。本课题组已

经采用A(CH3)/A(CH2)值，即甲基与亚甲基伸缩振动

强度比成功的表征了细胞经TSA处理后的乙酰化变化

过程和效果
[17]
，在本研究中继续利用该表征方法，期

望可以分析较低的乙酰化水平变化。
图 2 (在线彩图)HeLa细胞经过TSA处理后的典型

红外光谱
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图 3 (在线彩图)TSA处理HeLa细胞 24 h的红外光谱CH3和CH2伸缩振动强度变化
(a)细胞红外光谱C-H振动区域曲线拟合结果；(b)统计不同处理下细胞CH3和CH2伸缩振动强度之比；

* 代表具有显著性差异 (P <0.05)。

图 3(b)显示当 200 nmol/L TSA处理细胞 24 h，

A(CH3)/A(CH2)值相对于对照细胞有所增加，具有

显著性差异。然而当 25 nmol/L TSA 处理细胞 24

h，A(CH3)/A(CH2)值增加不明显，不具有显著性

差异。说明红外光谱与免疫荧光的分析结果相同，

A(CH3)/A(CH2)方法能够精确表征细胞中较低的乙

酰化水平变化。

3.3 不同剂量TSA处理细胞后的辐射敏感性分析

因为HDACi的主要作用是增加细胞的乙酰化水平，
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又因为HDACi作用下细胞的辐射敏感性增加，说明乙

酰化在肿瘤细胞辐射敏感性中的作用至关重要
[13]
，因

此预测红外光谱分析中的A(CH3)/A(CH2)值增大时，

细胞的辐射敏感性也将有所增加。那么细胞分别经过 25

nmol/L和 200 nmol/L TSA预处理 24 h，再进行辐射

的实际损伤效应是否和预测的结果相一致呢？

本研究中γ射线的辐照剂量依次为 0, 1, 2, 4, 6 Gy。

单细胞凝胶电泳 (彗星电泳)是检测细胞辐射损伤的经典

方法之一，通常用于分析细胞内DNA的损伤断裂程度。

图 4显示 200 nmol/L TSA预处理 24 h后，伴随γ射线

辐照剂量的逐渐增加，DNA链损伤断裂程度越来越严

重。

图 4 (在线彩图)单细胞凝胶电泳 (彗星电泳)分析γ射

线辐照后的DNA损伤断裂程度

进一步采用CASP彗星图像分析软件对图 4中辐

照 4和 6 Gy的细胞进行分析，统计了彗星尾部DNA百

分含量 (Tail DNA%)和Olive尾矩 (Olive tail moment，

OTM)值的变化 (图 5)。Tail DNA%是衡量DNA损伤

程度的重要指标，值越大，损伤越强；而OTM是综

合评价DNA损伤的另一重要指标，该值越大，损伤

也越强。图 5(a)显示当 0，25和 200 nmol/L TSA预

处理细胞后进行 4 Gy辐照，Tail DNA%以及OTM值

呈现上升的趋势，特别当 200 nmol/L TSA预处理细

胞 24 h，4 Gy辐照后，Tail DNA%以及OTM值与 0

及 25 nmol/L预处理再进行辐照的细胞相比均差异非

常显著。说明在较大剂量 (200 nmol/L)TSA预处理下，

辐照具有明显的增敏作用。进一步研究发现，随着辐

射剂量的增加，TSA增敏作用更加明显。图 5(b)显示

当 0，25和 200 nmol/L TSA预处理细胞后进行 6 Gy

辐照，Tail DNA%以及OTM值均呈现上升的趋势，特

别当 200 nmol/L TSA预处理细胞 24 h，6 Gy辐照后，

Tail DNA%以及OTM值与 0及 25 nmol/L预处理再

进行 6 Gy辐照的细胞相比均差异很显著，而 0及 25

nmol/L预处理再进行 6 Gy辐照的细胞间虽有一些差

异，但是与大剂量TSA处理相比，25 nmol/L TSA预

处理对于 6 Gy的辐照增敏作用要低于 200 nmol/L TSA

的预处理。

以上结果说明，TSA预处理后，细胞在较大剂量的

辐照条件下，DNA链损伤断裂程度增加，并且TSA用
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图 5 (在线彩图)彗星尾部DNA含量和彗星Olive尾矩分析

(a)不同预处理后辐照 4 Gy的彗星分析；(b)不同预处理后辐照 6 Gy的彗星分析；

* 代表差异显著 (P <0.05)；** 代表差异极显著 (P <0.01)。

量越大效果越明显，25 nmol/L TSA预处理后细胞

DNA链损伤断裂程度低于 200 nmol/L TSA预处理的

细胞，也即 200 nmol/L TSA预处理 24 h的细胞辐射

敏感性高于 25 nmol/L TSA预处理的细胞。这与我们

用A (CH3)/A (CH2)值判断TSA作用下的细胞乙酰化

程度，进而预测辐射敏感性的结果相一致。

本研究还采用平板克隆形成试验，进一步验证细胞

的辐射敏感性变化，即：大剂量TSA预处理显著提高
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细胞的辐射敏感性。图 6 统计了 0，25和 200 nmol/L

TSA处理后的细胞克隆效率 (PE =克隆数/细胞接种

数)。结果显示：200 nmol/L TSA显著降低细胞的克隆

效率，说明 200 nmol/L TSA对细胞的存活影响较大。

因此，可以根据不同剂量TSA处理后的PE值统计细

胞辐照后的存活分数 (SF)，该 SF值反映了细胞辐射敏

感性的变化。图 7显示了 SF值随TSA剂量及辐射剂量

的变化而发生的改变。图 7(a)表明 200 nmol/L TSA预

处理 24 h，细胞辐照后的存活分数低于未经TSA预处

理直接进行辐照的对照细胞。因为图 4显示 25 nmol/L

预处理 24 h后，辐射剂量在 4 Gy和 6 Gy才出现明显

的DNA断裂损伤，所以进一步采用 25和 200 nmol/L

的TSA预处理细胞 24 h，分别辐照 4 Gy和 6 Gy后统

计细胞存活分数。图 7(b)显示 200 nmol/L TSA预处

理 24 h的细胞存活分数明显低于 25 nmol/L TSA预处

理的细胞，说明 200 nmol/L TSA预处理后细胞的辐射

敏感性大于 25 nmol/L TSA预处理后的细胞，进一步

验证了之前的预测，即乙酰化细胞中，红外光谱的A

(CH3)/A (CH2)值增大，细胞的辐射敏感性可能也

增高。

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

P
E

 /
%

0 25 200

TSA/(nmol/L)

图 6 不同剂量TSA处理HeLa细胞24 h的平板克隆效

率 (PE)

** 代表差异极显著 (P<0.01)。

图 7 (在线彩图)HeLa细胞经过TSA预处理 24 h再进行γ射线辐照的存活分数

综合上述的实验结果，表明红外光谱成功表征了细

胞的乙酰化水平，可以用做细胞辐射敏感性的辅助预测

手段。

4 讨论

乙酰化水平的增加又是如何增强了细胞的辐射敏感

性呢？目前普遍认为如果DNA被蛋白质所包绕或结构

比较致密的情况下，受到自由基攻击的程度就会减轻，

相应引起的损伤就会减少
[20]
。实验也已证明染色质聚

缩状态下可以保护DNA，防止γ射线辐射所引起的双

链断裂损伤
[21, 22]

。Takata等
[23]
进一步实验发现，电

离辐射后，疏松伸展状态的DNA双链断裂的频率竟然

是聚缩状态DNA的 5∼50倍。所以在恶性肿瘤中，过

度的组蛋白去乙酰化导致染色体聚缩凝聚在一起，对放

射线具有很强的抵抗作用。而组蛋白的乙酰化作用，中

和了组蛋白上的部分正电荷，削弱了DNA与组蛋白间

的静电吸引作用，有利于DNA构象展开，原本聚缩的

染色质将变得疏松
[24, 25]

，从而增加了DNA链的损伤

断裂程度。

此外大量的研究证据显示，HDACi在抑制肿瘤

细胞增殖的同时，也抑制了细胞内DNA损伤断裂修

复通路上部分基因的表达，造成DNA双链断裂不能

有效及时地被修复，使肿瘤细胞内的DNA损伤蓄积，

显著增强了肿瘤细胞对放、化疗敏感性
[26, 27]

，其具

体影响机制也越来越受到学者们的关注。目前一致

认为真核细胞内DNA双链断裂修复主要依赖两条途

径：同源重组 (homologous recombination，HR)和非

同源末端连接 (nonhomologous end joining，NHEJ)。

Rad51及DNA-PKcs被认为是DNA损伤修复通路的

效应器，分别在HR和NHEJ修复途径中起着至关重

要的调控作用。通常辐照可诱导这两种基因表达上

调，而Chinnaiyan发现，SAHA处理前列腺癌和胶质
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瘤细胞，将抑制修复蛋白的表达
[28]
，Valproic acid

(VPA)处理食管癌细胞后，Rad51蛋白表达水平显著

下调
[29]
，丁酸钠处理黑色素瘤细胞，NHEJ修复途径

中关键蛋白因子表达水平均下降，说明HDACi通过抑

制修复通路中相关因子的表达，从而影响DNA双链

断裂的修复。此外Soutoglou等
[30]
提出，核心组蛋白

去乙酰化的过程是DNA双链断裂修复所必须的，认为

当DNA断裂发生，大量组蛋白去乙酰化酶聚集到DNA

双链断裂处，使DNA链断裂附近的组蛋白发生去乙

酰化，使得染色质结构进一步被压缩，缩短DNA链断

端的物理距离，使断裂更易于修复。Miller等
[31]
的研

究也认为，大量HDACs将迅速定位于DNA双链断裂

处，而HDACi的加入使组蛋白的乙酰化程度增加，加

大了DNA链两断端的距离，从而使DNA链断裂的损

伤灶暴露，阻碍了正常的损伤修复过程。

5 结论

组蛋白的乙酰化作用可能通过使紧缩的核小体变

得松弛来增强肿瘤细胞的辐射敏感性，如果能够通过

乙酰化水平的分析提前预测乙酰化细胞的辐射敏感性

变化对于肿瘤的临床放射治疗具有重要的意义。本研

究采用红外光谱技术表征细胞内的较低乙酰化水平，

实验结果与免疫荧光的方法相同。说明红外光谱可以

灵敏地探测到细胞内的乙酰化水平变化，通过光谱分

析A(CH3)/A(CH2)值的变化来预测乙酰化细胞的辐射

敏感性变化，并进行实验验证该预测。结果表明，细

胞经过TSA预处理后会增加A (CH3)/A (CH2)值，比

值增加得越多，DNA链断裂就越多，细胞存活分数也

就越低，说明TSA的预处理增加了细胞的辐射敏感性，

也进一步说明红外光谱技术可以用作乙酰化处理后细胞

辐射敏感性的辅助预测手段。
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Prediction of Radiosensitivity of Acetylated Cell Through
FTIR Spectroscopy
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Abstract: Histone acetylation is one of important epigenetic modifications, and histone in most of tumor cells

shows low acetylation state. However, histone deacetylase inhibitor (HDACi) can correct abnormal acetylation sta-

tus, induce cell cycle arrest and apoptosis. Trichostatin A (TSA) is one of the representatives of histone deacetylase

inhibitors, which can inhibit histone deacetylase, increase the acetylation level of histone and nonhistone in cell.

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy is a powerful analytical tool which can detect nondestructively,

quatitatively and quantitatively biological samples without bio-tagging and bio-labeling. FTIR spectroscopy tech-

nology has multiple advantages, including finger-print characteristics, rapid analysis, high resolution and good

repeatability. Therefore, it has been widely used in the research of biological processes. This work applied FTIR

spectroscopy to study the changes in cells treated with TSA, compared the acetylation level according to FTIR

intensity ratio of methyl to methylene stretching vibration, and based on the FTIR analysis predicted the ra-

diosensitivity of the cells with different acetylation levels. As a result, we have verified that the damage caused by

radiation in acetylated cells can be evaluated by the ratio of methyl and methylene intensity which is positively

correlated with cellular radiosensitivity. Therefore, this work demonstrates that FTIR spectroscopy can be useful

for the prediction of radiosensitivity and may also open a door for the study of relationship between epigenetics

and radiation bio-effects.
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