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丁酸钠通过下调细胞干扰素调节因子１抑制鼻咽癌细胞

ＣＮＥ２吲哚胺吡咯２，３双加氧酶的表达
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　　摘　要：目的　研究丁酸钠（ＮａＢ）抑制鼻咽癌细胞ＣＮＥ２吲哚胺吡咯２，３双加氧酶（ＩＤＯ）表达从而解除肿瘤免疫耐受的分

子机制。方法　体外培养人鼻咽癌上皮细胞ＣＮＥ２，采用ＮａＢ和（或）ＩＦＮγ处理ＣＮＥ２细胞；免疫印迹检测ＣＮＥ２细胞ＩＤＯ的表

达情况；ＲＴＰＣＲ检测ＪＡＫ／ＳＴＡＴ的细胞因子信号抑制因子１（ＳＯＣＳ１）和ＳＯＣＳ３的转录水平；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＣＮＥ２细胞干

扰素调节因子１（ＩＲＦ１）的转录情况。结果　在ＮａＢ作用下，ＣＮＥ２细胞内ＩＤＯ的表达减少，并且ＩＦＮγ诱导的ＩＤＯ表达也被显

著抑制；ＳＯＣＳ１和ＳＯＣＳ３的转录水平未见改变；而ＩＦＮγ诱导的ＩＲＦ１转录受到 ＮａＢ的显著抑制。结论　ＮａＢ抑制ＩＦＮγ诱导

的ＩＤＯ表达，不是通过增加ＳＯＣＳ１和ＳＯＣＳ３的转录，而可能是通过下调ＩＲＦ１，抑制ＩＦＮγ诱导的ＩＤＯ表达。
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　　研究表明，吲哚胺吡咯２，３双加氧酶（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅｐｙｒ

ｒｏｌｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）在肿瘤逃避免疫监视、肿瘤发生、发

展中起着重要作用［１２］。多种人肿瘤细胞和原发性肿瘤组织表

达ＩＤＯ，其抑制抗原特异性Ｔ淋巴细胞的增生，使肿瘤逃避机

体的免疫攻击［３４］。研究发现，抑制ＩＤＯ表达可以抑制自发性

肿瘤的生长［５］，丁酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ，ＮａＢ）也能抑制ＩＤＯ

的表达，但机制不明确。本研究主要探讨 ＮａＢ抑制鼻咽癌细

胞ＣＮＥ２内ＩＤＯ表达的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　ＣＮＥ２细胞株为人鼻咽癌上皮细胞，由中山

大学肿瘤医院基础部赠送。

１．１．２　试剂　试剂Ｓｏｕｄｉｍｂｕｔｙｒａｄｅ，购自Ｓｉｇｍａ公司；注射用

重组人干扰素γ（ＩＦＮγ），海雷泰，国药准字Ｓ１９９９００５９；兔抗ＩＤＯ

抗体（中山大学微生物与生化制药研究室制作）；β肌动蛋白抗

体（βａｃｔｉｎ）购自北京博奥森生物技术有限公司；辣根过氧化物酶

（ＨＰＲ）标记的羊抗兔ＩｇＧ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ

检测试剂盒购自Ｔｏｙｏｂｏ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基粉末购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司；新生牛血清购自北京晨曦勇创公司。

１．２　细胞培养　ＣＮＥ２细胞用含１０％新生牛血清的 ＲＰＭＩ

１６４０培养基，３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培养，以每孔３×１０
５ 个接种

６孔板，待细胞覆盖率达６０％～７０％，加入ＮａＢ和（或）ＩＦＮγ处

理细胞。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹检测ＩＤＯ的表达　取上述培养的

细胞，加入２ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ处理ＣＮＥ２细胞０、６、１２、２４ｈ后，加

入１００Ｕ／ｍＬＩＦＮγ刺激２４ｈ后裂解细胞，进行蛋白定量，每

孔２０μｇ蛋白上样，１２０Ｖ电压进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离，在１００Ｖ，９０ｍｉｎ的条件下电转，５％脱脂

奶粉（ＴＢＳＴ配制）封闭１．５ｈ后，ＩＤＯ抗体按１∶１０００的比例

与封闭液混合，４℃过夜孵育电转膜，ＴＢＳＴ洗涤３次后，加入

ＨＰＲ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗（１∶２０００），室温摇床振荡１ｈ，

ＴＢＳＴ洗涤３次，加入ＥＣＬ发光液后用Ｘ光片曝光。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测细胞因子信号抑制因子（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｆｃｙｔｏ

ｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＳＯＣＳ）的转录　采用２ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ和１００Ｕ／

ｍＬＩＦＮγ同时处理ＣＮＥ２细胞６ｈ，Ｔｒｉｚｏｌ抽提总ＲＮＡ；４２℃

６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ进行逆转录；以逆转录的ｃＤＮＡ为模板，９４

℃变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，ＳＯＣＳ１４４℃、ＳＯＣＳ３５１℃ 退火

３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，终止

反应，进行ＰＣＲ反应（表１）。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测干扰素调节因子１（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＩＲＦ１）的转录水平　取２ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ，１００Ｕ／

ｍＬＩＦＮγ单独或同时处理ＣＮＥ２细胞６ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ抽提总
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ＲＮＡ；４２℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ进行逆转录；用２５μＬ标准

ＰＣＲ反应体系检测ＩＲＦ１的转录，２５μＬ标准ＰＣＲ反应体系：

２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１２．５μＬ，ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１

μＬ，ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＤＮＡ 模板 １～５

μＬ，加 Ｈ２Ｏ到２５μＬ。采用两步法进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应：

步骤１：９５℃３０ｓ，步骤２：９５℃５１０ｓ，６０℃４０ｓ４０个循环，

反应结束后分析ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的扩增曲线、融解曲线和标准

曲线。ＩＲＦ１引物Ｆ：ＡＴＧＧＣＴＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＧ，

Ｒ：ＣＡＴＧＧＣＡＣＡＧＣＧＡＡＡＧＴＴＧＧ。

表１　　检测ＳＯＣＳ１和ＳＯＣＳ３转录的引物

转录基因 寡核甘酸序列（５′３′）
产物大小

（ｂｐ）

ＳＯＣＳ１ Ｆ：ＡＧＧＧＡＧＣＧＧＡＴＧＧＧＴＧＴＡＧ ３００ｂｐ

Ｒ：ＧＡＧＧＴＡＧＧＡＧＧＴＧＣＧＡＧＴＴＣＡＧ

ＳＯＣＳ３ Ｆ：ＴＣＴＡＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＣＣＴＧＡＣＴＡＴＧ ５８０ｂｐ

Ｒ：ＧＴＡＴＧＴＧＧＣＴＴＴＣＣＴＡＴＧＣＴＧＧ

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧＣＴＣＣＣ ５４０ｂｐ

Ｒ：ＡＴＡＣＣＣＣＴＣＧＴＡＧＡＴＡＡＡＣＡＣＡ

２　结　　果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ检测 ＮａＢ对 ＣＮＥ２细胞ＩＤＯ、

ＳＯＣＳ１、ＳＯＣＳ３转录的影响（图１～３）。结果显示ＳＯＣＳ１和

ＳＯＣＳ３的转录没有显著变化。提示两者未参与ＮａＢ抑制ＩＤＯ

表达的信号传导。ＮａＢ抑制ＩＲＦ１的转录，间接影响ＩＤＯ的

表达，见图４。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果ＮａＢ对ＣＮＥ２细胞

ＩＤＯ表达的影响

图２　　ＲＴＰＣＲ检测ＮａＢ及ＩＦＮγ对ＣＮＥ２细胞内

ＳＯＣＳ１转录的影响

图３　　ＲＴＰＣＲ检测ＮａＢ及ＩＦＮγ对ＣＮＥ２细胞内

ＳＯＣＳ３转录的影响

图４　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＮａＢ及ＩＦＮγ对ＣＮＥ２

细胞内ＩＲＦ１转录的影响

３　讨　　论

ＮａＢ是由厌氧菌分解发酵结肠中未经小肠消化的食物中

的糖类（主要是纤维和蛋白）产生的，是结肠上皮细胞主要的能

量来源，能刺激结肠肽或生长因子的释放，调节结肠黏膜血供，

促进上皮细胞的增殖［６］。近来发现 ＮａＢ能有效抑制肿瘤细胞

增殖、诱导分化、促进凋亡的作用。ＮａＢ通过抑制组蛋白去乙

酰化酶活性，导致组蛋白（非 Ｈ１ 组蛋白 Ｈ３、Ｈ４）高乙酰化，使

组蛋白与相邻 ＤＮＡ的接触受抑制，改变了染色质的紧密结

合，有利于转录因子激活特异性的基因，细胞分裂周期被阻滞

于Ｇ１ 期，而达到ＮａＢ抗肿瘤的作用
［７８］。本研究发现 ＮａＢ抑

制ＩＦＮγ诱导的ＩＤＯ的表达。

ＩＦＮγ调节基因的转录主要是通过ＪａｋＳＴＡＴ信号通路，

其中有５０多种细胞调节因子参与
［９１０］。在ＩＦＮγ未结合其受

体时，ＩＦＮγＲ１和ＩＦＮγＲ２可能没有密切的联系。然而，最

近研究发现在配体结合之前，ＩＦＮγＲ１和ＩＦＮγＲ２是装配好

的。当ＩＦＮγ与其受体结合后，受体的胞内区开放，Ｊａｋ２自身

磷酸化，然后磷酸化激活Ｊａｋ１，两个Ｊａｋ１可以形成一个招募

ＳＴＡＴ１同源二聚体的槽，ＳＴＡＴ１二聚体接着被Ｊａｋ２磷酸化，

磷酸化后的ＳＴＡＴ１二聚体从受体上脱离下来。ＩＦＮγ激活其

受体到ＳＴＡＴ１二聚体从受体上脱离这一过程只需要１ｍｉｎ就

完成了。ＳＴＡＴ１二聚体进入核内结合启动子，诱导或抑制

ＩＦＮγ调节的基因。ＳＴＡＴ１结合的元件有 ＧＡＳ和ＩＳＲＥ。

ＩＦＮγ诱导的第一批基因转录发生在１５～３０ｍｉｎ之内。许多

ＩＦＮγ诱导基因是细胞内的转录因子，它们由ＩＦＮγ诱导转

录，接着调节下一批基因的转录［１１１２］。

细胞因子是一类由细胞分泌的调节细胞生长、分化、增殖

的多肽小分子，它们不能直接进入细胞内发挥作用，而是通过

细胞因子受体介导，经相应信号传导途径发挥其生物学效应。

ＳＯＣＳ是信号传导通路ＪＡＫ／ＳＴＡＴ（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ

ｄｕｃｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）的一个负性调控分子家

族。ＳＯＣＳ家族有８个成员，每个成员都有一个中央ＳＨ２域，

除了通常的蛋白质降解的泛素化机制，ＳＯＣＳ１和ＳＯＣＳ３能直

接抑制ＪＡＫ的酪氨酸激酶活性。

干扰素调节因子１（ＩＲＦ１）是ＩＦＮγ调节ＩＤＯ表达通路上

的关键因子，ＩＲＦ１通过ＩＲＦＥ位调节靶基因的表达，ＩＲＦＥ

位的序列重叠于ＩＳＲＥ的序列，此序列被ＩＳＧＦ３识别，其被Ⅰ

型、Ⅱ型ＩＦＮγ诱导
［１３］。在本研究采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测了

ＮａＢ和（或）ＩＦＮγ作用下ＩＲＦ１的转录水平，发现ＩＦＮγ作用

下ＩＲＦ１的转录水平显著增高，而 ＮａＢ有效阻断了ＩＲＦ１的

转录，结果提示ＮａＢ对ＩＦＮγ调节ＩＤＯ表达抑制，可能是通过

抑制ＩＦＮγ的下游信号通路来实现的。

本研究证明了 ＮａＢ通过抑制ＩＲＦ１的转录，从而抑制
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ＩＤＯ表达的细胞内信号通路，为其在鼻咽癌治疗的应用中提供

了实验依据，为以ＩＤＯ为靶点的鼻咽癌的免疫治疗提供一种

新的策略。
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［１２］ＰｅｒｋＪ，ＩａｖａｒｏｎｅＡ，ＢｅｎｅｚｒａＲ．Ｉｄｆａｍｉｌｙｏｆｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２００５，５（８）：６０３６１４．

［１３］ＨｕａＨ，ＳａｒｖｅｔｎｉｃｋＮ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｄ１ｉｎａｄｕｌｔ，ｒｅｇｅｎｅｒ

ａｔｉｎｇａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｐａｎｃｒｅａｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ，２００７，３２

（３）：２８０２８６．

［１４］ＬｉｎｇＭＴ，ＷａｎｇＸ，ＯｕｙａｎｇＸＳ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒＩｄ１ｉｎｄｕｃｅｄｓｅｒｕｍｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００２，２１

（５５）：８４９８８５０９．

［１５］ＮｉｓｈｉｙａｍａＫ，ＴａｋａｊｉＫ，ＫａｔａｏｋａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｄ１ｇｅｎｅｔｒａｎｓ

ｆｅｒｃｏｎｆｅｒｓａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｙｏｎｆｕｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００５，１１２（１８）：２８４０２８５０．

（收稿日期：２０１２１０２１　修回日期：２０１２１１１５）

２５８ 重庆医学２０１３年３月第４２卷第８期




