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摘要 目的：探讨组蛋白去乙酰化酶（HDAC）抑制剂伏立诺他（SAHA）与溴结构域蛋白4（BRD4）抑制剂 JQ1

联合用药在动物模型水平治疗脑胶质瘤的疗效。方法：采用MTT法测试SAHA、JQ1及二者联合用药对体外

培养的U87、U251、U373MG和C6这4种胶质瘤细胞的抑制活性。选择抑制活性最强的胶质瘤细胞构建皮下

荷瘤鼠模型，并将其随机分为空白对照组、SAHA组、JQ1组及SAHA和 JQ1联合用药组，连续灌胃给药18 d。

每隔2天测量肿瘤体积、小鼠的体质量，计算小鼠体质量变化率；治疗18 d后，取下肿瘤称重，计算各组的抑瘤

率。结果：体外抗肿瘤活性表明，联合用药对U87细胞抑制活性最强；选择U87细胞建模并给予相应药物治

疗。联合用药能够显著地抑制U87肿瘤体积及重量的增长，优于单一使用SAHA和 JQ1治疗；联合用药组的

抑瘤率显著高于其他2组。结论：SAHA和 JQ1联合用药能够有效的抑制脑胶质瘤的生长，其效果强于单一

使用SAHA或 JQ1治疗。
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Abstract Objective: To explore the effect of histone deacetylase inhibitor vorinostat (SAHA) combined with

bromine domain protein 4 inhibitor JQ1 against glioblastoma in animal model. Methods: The antiproliferative ac-

tivity of SAHA combined with JQ1 on U87, U251, U373MG and C6 was assessed by MTS assay. Subcutaneously,

tumor models of U87 were established in nude mice, which were randomly divided into blank control group,

SAHA group, JQ1 group and combination treatment group by continuous intragastric administration for 18 days.

The tumor volume and body weight of mice were measured every 2 days. After 18 days of treatment, the tumors

were removed and weighed to calculate the tumor inhibition rates. Results: In vitro anti-proliferative results sug-

gested that the combination of SAHA and JQ1 showed significant anti-proliferative effect on U87, U251, U373MG

and C6, especially against U87. In vivo anti-tumor results exhibited that the combination of SAHA and JQ1 could

significantly inhibit the growth of U87 tumors in mice, which is better than the single use of SAHA and JQ1 treat-

ment. The tumor inhibition rate of the combination group was significantly higher than the other 2 groups. Conclu⁃
sion: The combination of SAHA and JQ1 can effectively inhibit the growth of glioblastoma, and its effect is better

than that of SAHA or JQ1 alone.

Key words histone deacetylase inhibitor; bromine domain protein 4 inhibitor; drug combination therapy; glio-

blastoma

脑胶质瘤是中枢神经系统恶性肿瘤，目

前临床主要以手术治疗为主，但预后差，5年

生存率不足5%[1,2]。胶质瘤多呈浸润性生长，

单靠手术难以根治，联合放、化疗治疗效果也

不佳[3]。探索新的治疗策略是脑胶质瘤研究

的重、难点。

组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，

HDAC）在脑胶质瘤的发生、发展中有重要作

用[4]，HDAC抑制剂能显著抑制脑胶质瘤细胞

增殖，并诱导其凋亡[5]。HDAC被认为是治疗

脑胶质瘤的有效靶点之一。但单一药物治疗

胶质瘤的效果并不理想 [6]，联合用药更具有

优势。比如，研究报道白藜芦醇与替莫唑胺

联用比单一用药对脑胶质瘤的疗效更好 [7]。

溴结构域是一种保守的蛋白结构域，能与组

蛋白中的乙酰化赖氨酸相结合。溴结构域蛋

白 4（BRD4）有致癌功能，其小分子抑制剂

JQ1则对脑胶质瘤有良好治疗效果[8]。研究
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拟通过动物模型研究，观察 HDAC 抑制剂伏立诺他

（SAHA）和 JQ1联合用药对脑胶质瘤的疗效。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

1.1.1 实验动物 SPF 级 BALB/c 裸鼠 16 只，4～5 周

龄，雌雄各半，体质量16～24 g，平均（21.2±3.8）g；购自

成都达硕实验动物有限公司，动物许可证号 SCXK

（川）2015-030。

1.1.2 主要试剂和仪器 SAHA（纯度> 99%，货号：

A68075）和 JQ1（纯度> 98%，货号：BD229144）购于北

京伊诺凯科技有限公司；DMEM 培养基（货号：

PM150210）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；胎牛

血清（货号：C0232）购自美国 Gibco 公司。U87 和

U373MG胶质瘤细胞购自国家生物医学实验室细胞资

源库；U251和C6胶质瘤细胞购自中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库，由本实验室冻存使用。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 U87、U251、U373MG 和 C6 细胞用

含有 10%胎牛血清的 DMEM 培养基进行培养，于

37℃，5%CO2培养箱中培养，每2天全量换液1次。

1.2.2 体外抗增殖活性试验 取对数生长期的细胞用

胰酶消化后接种到96孔板中，1×104个/孔，于37℃，5%

CO2培养箱中孵育12 h；弃去培养基，每孔加入200 µL

不同浓度（100, 50, 25, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 μmol/L）的

SAHA、JQ1 及 SAHA 和 JQ1 混合物（按 1 ∶1 摩尔比混

合），空白组加入等体积的培养基，继续孵育3 d；弃去培

养液，每孔加入 20 μL 5 mg/mL的MTT溶液和 100 μL

培养基，继续孵育4 h；弃去培养液，每孔加入150 μL的

DMSO，在摇床上震荡15 min，使结晶物成分溶解。最

后，在波长为 490 nm 处用酶标仪测定每孔吸光度

（OD）值，计算半数抑制浓度（IC50）值。

1.2.3 构建肿瘤模型 根据体外抗增殖活性试验，选

取对药物最敏感的胶质瘤细胞进行后续试验。取对数

生长期的胶质瘤细胞用胰酶消化后与Matrigel基质胶

混匀为 5×107个/mL 浓度，接种到裸鼠左侧肩部皮下

（100 µL/只，5×106细胞）。约3周后肿瘤体积长至90 mm3

可以开展后续试验。

1.2.4 动物分组及给药方式 采用随机数字表法将荷

瘤小鼠分为空白对照组、SAHA组、JQ1组和联合用药

组，每组 4 只。将 SAHA、JQ1 及 SAHA 和 JQ1 混合物

溶于聚乙烯蓖麻油∶DMSO∶PBS (1∶1∶8)溶剂。分别给各

组小鼠进行灌胃给药 18 d，给药剂量均为 20 mg/kg/d，

空白对照组则给予等体积的溶剂。每隔 2 天，采用游

标卡尺测量肿瘤的长、宽，计算肿瘤体积(mm3)：V=a×

b2/2（a 为肿瘤的最长径，b 为肿瘤最短径）；采用分析

天平称量小鼠的体质量，计算小鼠体质量变化率(%)=

M0/Mn×100%（M0为给药治疗前小鼠的体质量，Mn为给

药 n天后小鼠的体质量）。治疗 18 d后，处死小鼠，取

下肿瘤称重，计算抑瘤率(%)= (W 空白对照组-W 实验组)/W 空白对

照组×100%（W为肿瘤重量）。

1.3 统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，符合正态

分布以及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，多组间比

较采用单因素方差分析和重复测量设计的方差分析，

组间多重比较行LSD-t检验，P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组用药的抗肿瘤细胞增殖活性比较

通过MTT法筛选SAHA、JQ1及联合用药对U87、

U251、U373MG 和 C6 这 4 种胶质瘤细胞的抗增殖活

性，结果显示，3组用药对肿瘤细胞均有显著的抑制活

性，其 IC50 值均＜10 μmol/L。联合用药组抑制 U87、

U251、C6更有效，尤其对U87的抑制活性最强，见表1。

2.2 各组用药抑制肿瘤体积的增长比较

根据表 1结果，选择U87细胞建模。给药前，4组

小鼠肿瘤体积差异无统计学意义（P＞0.05）；给药后，4

组小鼠的肿瘤体积均随着治疗时间的延长而逐渐增加

（均 P＜0.05），但联合用药组肿瘤体积的增长幅度最

小；用药 6、12和 18 d时，联合用药组的肿瘤体积均小

于 JQ1组（均P＜0.05），用药 12和 18 d时，联合用药组

组别

SAHA组

JQ1组

联合用药组

例数

3

3

3

IC50

U87

1.3±0.1

1.6±0.2

0.6±0.1①②

U251

1.8±0.2

2.2±0.3

1.2±0.2①②

U373MG

4.6±0.3

2.9±0.4①

5.3±0.3

C6

6.8±0.5

7.3±0.6

3.9±0.5①②

表1 各组用药的抗增殖活性（μmol/L, x±s）

注：与SAHA组比较，①P<0.05；与 JQ1组比较，②P<0.05
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的肿瘤体积均小于SAHA组（均P＜0.05），见表2。

2.3 各组用药抑制肿瘤生长的效率比较

治疗18 d后，空白对照组、SAHA组、JQ1组和联合

用药组的肿瘤质量分别为（1561.8±78.4）mg、（617.3±

37.2）mg、（629.4±45.8）mg 和（296.8±20.7）mg，联合用

药组显著低于其他 3组（均 P＜0.05）；3组的抑瘤率分

别为（60.9±4.3）%，（59.5±5.1）%和（80.6±2.8）% ，联合

用药组的抑瘤率高于其他2组（均P＜0.05）。

2.4 各组用药对实验小鼠体质量的影响比较

各组小鼠的体质随着时间延长均出现出增加的趋

势，到 12 d时空白对照组的体质量变化率开始高于给

药0 d时（均P＜0.05），而SAHA组和 JQ1组在给药18 d

时的体质量变化率才开始高于给药 0 d 时（均 P＜

0.05）；3组间小鼠体质量变化率差异均无统计学意义

（P＞0.05）。联合用药组小鼠所有时间点的体质量变

化率与给药 0 d时差异均无统计学意义（P＞0.05），在

给药18 d时联合用药组小鼠体质量变化率低于空白对

照组（P＜0.05），见表3。

3 讨论

HDAC 是表观遗传家族中一类重要的蛋白酶家

族，其介导核小体结构的改变、调控基因表达、影响蛋

白质的稳定和结合作用 [9]。参与调控细胞分化、增殖

等 [10]。研究表明 [11,12]，HDAC 与肿瘤的发生、发展密切

相关，多种肿瘤组织中均发现HDAC的过度表达，是肿

瘤治疗的有效靶点之一。HDAC抑制剂能通过多条途

径（如抑制肿瘤血管形成、诱导肿瘤细胞凋亡、自噬等）

有效抑制肿瘤的生长 [13]。现已有 SAHA、罗米地辛

（Romidepsin, FK 228）、贝利司他（Belinostat, PDX-101）、

帕比司他（Panobinistat, LBH-589）及西本达胺被美国

或中国食品药品监督管理局批准用于治疗各种肿

瘤 [14]。有报道HDAC抑制剂MS-275可通过阻滞肿瘤

细胞周期来抑制胶质瘤干细胞的增殖[15]。因癌症是多

基因、多信号通路的疾病，研究人员常将HDAC抑制剂

与其他靶向药物联合用药，从多条途径来治疗癌症。

2019 年 Meng 等 [16]将 HDAC 抑制剂帕比司他与 PI3K/

mTOR 抑制剂BEZ235联合用药对胶质瘤的治疗效果

要强于单独使用帕比司他和BEZ235。

BRD4 也是表观遗家族蛋白酶成员中的一员，其

通过募集染色质修饰蛋白或者转录调节因子来调控基

因表达和转录，具有促进癌基因表达的功能[17]。在组

蛋白的乙酰化过程中，首先需要“乙酰化阅读蛋白”识

别，然后才能进行后续基因转录、蛋白表达等过程，而

BRD4 正是介导组蛋白乙酰化过程所需的“乙酰化阅

读蛋白”[18]，是表观遗传基因读取和调控的关键靶点。

HDAC 与 BRD4 对肿瘤的发生、发展也起着协同作

用。将HDAC抑制剂与BRD4抑制剂联用能够发挥协

同抗癌作用，其抗癌效果也要强于单一HDAC抑制剂

或BRD4抑制剂[19,20]。

本研究将这HDAC抑制剂与BRD4抑制剂联合用

药，观察其对胶质瘤靶向治疗的效果。结果显示，

HDAC抑制剂SAHA与BRD4抑制剂 JQ1联合用药对

U87、U251、U373MG和C6均有较强的抑制活性，尤其

对U87展现出了最强的抑制活性；体内抗肿瘤研究表

明，SAHA 与 JQ1 联合用药能够显著地抑制 U87 肿瘤

体积及重量的增长，强于单一使用 SAHA 和 JQ1 药

物。其中联合用药组的抑制肿瘤的效率显著高于单用

SAHA和 JQ1。

组别

空白对照组

SAHA组

JQ1组

联合用药组

只数

4

4

4

4

0 d

90.8±6.9

92.4±7.5

91.3±8.6

90.9±7.2

6 d

301.9±34.8①

187.3±20.4①④

208.4±24.8①④

142.5±13.5①④⑥

12 d

650.9±110.7①②

299.4±55.2①②④

355.9±61.7①②④

220.5±21.7①②④⑤⑥

18 d

1145.2±178.5①②③

552.7±68.4①②③④

589.2±63.3①②③④

354.8±39.7①②③④⑤⑥

表2 各组小鼠的肿瘤体积随时间的变化（mm3, x±s）

注：与0 d比较，①P<0.05；与6 d比较，②P<0.05，与12 d比较，③P<0.05；与空白对照组比较，④P<0.05；与SAHA组比较，⑤P<0.05；与

JQ1组比较，⑥P<0.05

组别

空白对照组

SAHA组

JQ1组

联合用药组

只数

4

4

4

4

0 d

100±2.7

100±2.1

100±1.8

100±2.4

6 d

103.2±3.3

102.2±3.4

103.1±2.8

103.2±2.5

12 d

106.3±4.0①②

103.9±1.8

104.2±1.9

103.8±2.8

18 d

108.4±3.4①②

105.7±2.7①

106.4±2.3①

105.1±2.1③

表3 各组小鼠给药前后的体质量变化率比较（%, x±s）

注：与0 d比较，①P<0.05；与6 d比较，②P<0.05，与空白对照组比较，③P<0.05
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综上所述，SAHA 与 JQ1 联合用药是一种胶质瘤

治疗的有效方法，其效果优于单独使用其中一种。后

续本课题组将对其机制进行深入探索。
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