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摘要 坦螺旋霉素(tanespimycin)作为分子伴侣Hsp90(Heat
 

shock
 

protein)的一种抑制剂,因其单药及联

合用药的作用机制尚未完全明确,因此其在肺癌治疗中的临床应用受到限制。本研究证实,tanespimycin能

够有效诱导非小细胞肺癌A549细胞凋亡。蛋白质印迹实验显示,tanespimycin单药处理A549细胞可诱导

凋亡相关蛋白(含Caspase-8、Caspase-9、Caspase-3和PARP)的切割活化、线粒体膜蛋白VDAC及Bax表达

上调,同时提升乙酰化微管蛋白α-tubulin(Ac-α-tubulin)与蛋白激酶AMPK的表达水平,并诱导细胞周期

G1/S阻滞。通过Acetyl-CoA
 

ELISA试剂盒定量检测发现,tanespimycin能以剂量和时间依赖的方式增加

细胞内乙酰辅酶A含量。Tanespimycin与mTOR抑制剂雷帕霉素(Rapamycin)、自噬抑制剂3-甲基腺嘌

呤(3-mA)及凋亡抑制剂(Z-vad)的联合实验证实,Ac-α-tubulin表达水平与细胞凋亡程度呈正相关。组蛋白

去乙酰化酶HDAC6抑制剂曲古抑菌素A(TSA)与tanespimycin联合,尽管能增强Ac-α-tubulin表达水平

和降低细胞活力,但却会削弱tanespimycin诱导的Caspases活化。本研究为探索tanespimycin与特定小分

子药物联合促进肺癌细胞凋亡提供了实验依据。
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Abstract The
 

clinical
 

application
 

of
 

tanespimycin,
 

a
 

molecular
 

chaperone
 

Hsp90
 

(Heat
 

shock
 

protein
 

90)
 

inhibitor,
 

to
 

lung
 

cancer
 

has
 

been
 

limited
 

by
 

an
 

incomplete
 

understanding
 

of
 

its
 

pharmacological
 

efficacy,
 

both
 

as
 

monotherapy
 

and
 

in
 

combination
 

regimens.
 

In
 

this
 

study,
 

we
 

demonstrated
 

that
 

tanespimycin
 

effectively
 

induced
 

apoptosis
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

A549
 

cells.
 

Western
 

blot
 

analysis
 

showed
 

that
 

tanespimycin
 

monotherapy
 

upregulated
 

apoptotic
 

proteins
 

(including
 

Caspase-8,
 

Caspase-9,
 

Caspase-3
 

and
 

PARP),
 

mitochondrial
 

outer
 

membrane
 

protein
 

VDAC,
 

and
 

Bax,
 

while
 

also
 

elevating
 

levels
 

of
 

acetylated
 

α-tubulin
 

(Ac-α-tubulin)
 

and
 

AMPK,
 

and
 

inducing
 

G1/S-phase
 

cell-cycle
 

arrest.
 

Furthermore,
 

Acetyl-
CoA

 

ELISA
 

quantification
 

revealed
 

that
 

tanespimycin
 

increases
 

intracellular
 

acetyl-CoA
 

content
 

in
 

a
 

dose-
 

and
 

time-dependent
 

manner.
 

Combination
 

studies
 

with
 

the
 

mTOR
 

inhibitor
 

Rapamycin,
 

the
 

autophagy
 

inhibitor
 

3-mA,
 

and
 

the
 

pan-Caspase
 

inhibitor
 

Z-vad
 

revealed
 

a
 

positive
 

correlation
 

between
 

Ac-α-tubulin
 

expression
 

and
 

the
 

extent
 

of
 

apoptosis.
 

Intriguingly,
 

although
 

the
 

HDAC6
 

inhibitor
 

trichostatin
 

A
 

(TSA)
 

enhanced
 

Ac-α-tubulin
 

expression
 

and
 

reduced
 

cell
 

viability,
 

it
 

attenuated
 

tanespimycin-induced
 

Caspases
 

activation.
 

Collectively,
 

these
 

findings
 

provide
 

a
 

mechanistic
 

rationale
 

for
 

exploring
 

tanespimycin
 

in
 

com-
bination

 

with
 

selected
 

small
 

molecules
 

to
 

promote
 

apoptosis
 

in
 

lung
 

cancer
 

cells.
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0 引言

Tanespimycin作为格尔德霉素的半合成衍生物,是热休克蛋白90(Hsp90)的一种特异性抑制剂。相较

于其母体化合物,tanespimycin的肝毒性显著降低,并已进入临床I期或II期试验阶段[1]。尽管在临床试验

中观察到其生物利用度低、溶解性差等问题,但临床前及临床研究证实其能有效诱导癌症细胞的凋亡并抑制

肿瘤进展[2-6]。这些证据为持续开发新型的Hsp90抑制剂及其联合治疗方案提供了依据。

Hsp90是一种ATP依赖性分子伴侣,在正常生理条件下稳定表达;在细胞应激及恶性细胞中进一步表

达上调[7-8]。Hsp90主要通过协助多种客户蛋白的折叠、稳定与激活,维持细胞内蛋白质稳态、信号传导以

及应激反应等。Hsp90的客户蛋白主要包括转录因子、调控激酶及一些信号分子,因此靶向Hsp90成为抗

肿瘤药物研发的一个重要方向[9-12,6]。
作为Hsp90的一种有效抑制剂,tanespimycin可破坏Hsp90与客户蛋白的相互作用,导致如HER2、

EGFR、Bcr-Abl、Akt和p53等致癌客户蛋白的降解[13-14]。在H466细胞中tanespimycin可诱导G1/S期细

胞周期阻滞,并伴随Cyclin
 

D1和Cyclin
 

E等关键周期蛋白的降解[14]。Kamal
 

A等人证实,tanespimycin对

肿瘤细胞中Hsp90的亲和力约为正常细胞的100倍[15],表明该药物在体内对肿瘤细胞的有效选择。近来研

究表明,tanespimycin单独用药或者与其它药物联合,对多种癌症包括促肾上腺皮质激素垂体腺瘤、甲状腺

乳头状癌和神经胶质瘤都具有较好的疗效[16-20]。研究进一步证实,tanespimycin能诱导肿瘤细胞发生凋亡

和自噬[21-23]。在三阴性乳腺癌模型中,tanespimycin与多种抗肿瘤药物均显示出协同作用[24-28]。然而,

tanespimycin与去乙酰化酶HDAC6的抑制剂曲古抑菌素A(TSA)联合应用,对非小细胞肺癌A549细胞凋

亡诱导的效应及其分子机制还不是很清楚。

HDAC6是 Hsp90的一种客户蛋白,两者共同构成细胞质复合物,对维持蛋白质稳态至关重要[29]。

HDAC6-Hsp90的相互作用在恶性肿瘤中的重要作用,一直备受关注,表明开发针对这两种蛋白的双靶点或

协同抑制剂具有很大的潜力。前期的研究发现,在Calu-1肺癌细胞中,单独使用tanespimycin抑制Hsp90
或者与TSA联用,均能降低HDAC6的表达并显著提高乙酰化微管蛋白α-tubulin(Ac-α-tubulin)的表达水

平,并且Ac-α-tubulin的表达水平与凋亡诱导呈正相关[23]。这表明tanespimycin在Calu-1肺癌细胞中具有

双重的抑制作用。A549作为一种重要的肺癌细胞,用tanespimycin处理是否会产生相似抑制效果需要进

一步证明。
微管蛋白α-tubulin作为微管的主要组成成分,参与维持细胞形态、细胞内运输及信号传导等多种细胞
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功能。研究表明,微管蛋白α-tubulin乙酰化的表达上调,可影响细胞的凋亡和自噬等过程[30-33]。微管蛋白

α-tubulin的乙酰化状态受去乙酰化酶HDAC6、乙酰转移酶TAT1的动态调控,并以乙酰辅酶A作为乙酰

基的供体[23]。另外,HDAC6作为一种细胞质去乙酰化酶,也可以进一步调节Hsp90、α-tubulin等相关蛋白

的乙酰化状态,进一步调控癌细胞的凋亡和自噬过程[34-35]。
肺癌是全球最常见且致死率最高的恶性肿瘤之一[36]。A549细胞系是广泛使用的人类非小细胞肺癌细

胞模型,被大量应用于药物筛选、信号传导研究及抗肿瘤免疫治疗研究[37-41]。本研究旨在探讨tanespimycin
单用及联合雷帕霉素Rapamycin、3-mA和TSA等其他小分子药物对A549细胞的凋亡效应及其分子机制。

1 实验材料与方法

1.1 试剂

Tanespimycin购自LC
 

Laboratories。MG132、TSA、Rapamycin、3-mA和Z-vad分别购自Sigma(圣路

易斯,密苏里州)和Cell
 

Signaling
 

Technology(丹弗斯,马萨诸塞州)。所有化合物均用二甲基亚砜配制成一

定浓度的溶液,然后分装后于-20
 

℃保存。使用前立即将储备液稀释至所需终浓度。CCK-8试剂盒和Ac-
etyl-CoA(乙酰辅酶A)ELISA试剂盒购自Vazyme

 

Biotech
 

Co.,Ltd。

1.2 抗体

使用的抗体包括:caspase-8抗体、
 

caspase-9抗体、VDAC1抗体、PARP抗体、Ac-α-tubulin抗体、

AMPK抗体、cyclin
 

D1抗体、cyclin
 

E抗体(均购自Cell
 

Signaling
 

Technology);caspase-3抗体(Imgenex);

β-actin抗体(Santa
 

Cruz
 

Biotechnology)。

1.3 细胞系与细胞培养

人非小细胞肺癌A549细胞购自美国模式培养物集存库(ATCC;马纳萨斯,弗吉尼亚州,美国)。细胞

在含10%
 

胎牛血清的RPMI-1640培养基培养,培养条件为温度37
 

℃、5%
 

CO2和95%
 

空气的湿润环境。

1.4 CCK-8检测

采用Cell
 

Counting
 

Kit-8检测细胞活力。将A549细胞以每孔9
 

000个细胞的密度接种于96孔板,每
孔100

 

꤀L培养基。孵育24
 

h,然后用tanespimycin(0、0.25、0.5、1.0、2.0
 

꤀mol/L)单独或者与TSA(200
 

nmol/L)联合处理细胞,每孔终体积为200
 

꤀L。在标准培养条件(37
 

℃、5%
 

CO2)下处理48
 

h,每孔加入10
 

꤀L
 

CCK-8试剂,37
 

℃孵育4
 

h。随后使用酶标仪在450
 

nm波长处测定吸光度。

1.5 蛋白质印迹分析

全细胞蛋白裂解液制备及蛋白质印迹分析参照文献[42-43]进行。使用RIPA裂解液制备全细胞裂解液,
并通过Bio-Rad

 

Bradford法测定蛋白质浓度。每一样品取40
 

꤀g总蛋白进行10%
 

SDS-PAGE分离,并转印

至聚偏二氟乙烯膜(PVDF膜)。膜在室温下用5
 

%
 

脱脂牛奶封闭1小时,随后于4
 

℃与一抗孵育过夜。洗

涤后,室温下与辣根过氧化物酶标记的二抗孵育1
 

h。使用增强化学发光试剂显示蛋白质条带,并通过Am-
ersham

 

Imager
 

600成像。以β-actin作为上样内参,条带灰度通过ImageJ软件定量分析。

1.6 Acetyl-CoA
 

ELISA试剂盒检测

使用Acetyl-CoA
 

ELISA试剂盒定量乙酰辅酶A水平。步骤如下:将A549细胞以每孔2×105 个细胞

的密度接种于6孔板,每孔400
 

꤀L培养基。过夜贴壁后,用不同浓度tanespimycin处理细胞。处理结束后,
在37

 

℃、5
 

%
 

CO2培养条件下分别孵育12、24、48
 

h。收集细胞并用裂解液于冰上裂解30
 

min,离心后取上

清。严格按照ELISA试剂盒说明书检测上清液中乙酰辅酶A的含量。

1.7 siRNA干扰

所有siRNA均由GenePharma
 

(上海,中国)化学合成。使用HiPerFect转染试剂,将细胞以适当密度

接种于6孔板并培养过夜。次日进行siRNA转染:将siRNA稀释于无血清培养基中,与转染试剂混合后滴

加入6孔板。孵育后更换新鲜完全培养基,继续培养后按指定时间用tanespimycin处理细胞,收集并进行蛋

白质印迹分析。本研究使用的siRNA序列如下:对照组siRNA:5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3';

Hsp90αsiRNA:5'-GUUUGAGAACCUCUGCAAA-3';Hsp90βsiRNA:5'-CGACAAGAAUGAUAAGGCA-3'
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1.8 统计分析

使用GraphPad
 

Prism
 

8软件进行统计分析。细胞活力实验数据及凋亡相关蛋白表达水平通过双因素

或单因素方差分析处理。所有数据均以三次独立实验(细胞活力实验用四次重复实验)的平均值±标准差表

示,以 P<0.05为具有统计学意义。

2 实验结果

2.1 Tanespimycin诱导A549细胞微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增加并激活Caspase级联反应

作为分子伴侣Hsp90的一种有效抑制剂,tanespimycin(另一英文名称17-AAG)已被报道通过下调c-
FLIPL和上调微管蛋白α-tubulin乙酰化(Ac-α-tubulin)诱导肺癌Calu-1细胞凋亡[23,41]。然而,其在A549
细胞中的凋亡诱导效应尚不明确。

实验中用1.0
 

꤀mol/L的tanespimycin处理A549细胞,可诱导Ac-α-tubulin表达水平呈时间依赖性上

调,如图1;并且Ac-α-tubulin的表达上调早于细胞凋亡蛋白的激活。Ac-α-tubulin的表达上调在第24
 

h就

非常明显,而凋亡蛋白Caspases(Caspase-8,
 

Caspase-9,
 

Caspase-3和
 

PARP)的切割激活,在第48
 

h才开始

出现,见图1(a)。同时,线粒体外膜促凋亡蛋白VDAC1和Bax的表达也升高,表明内源性凋亡通路也参与

tanespimycin诱导的细胞凋亡。上述研究结果显示,tanespimycin可通过外源性与内源性通路诱导A549细

胞凋亡,并且与微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增加正相关。

  注:(a)用1.0
 

꤀mol/L
 

的tanespimycin分别处理A549细胞一定时间(0,4,8,12,24,48
 

h),然后通过蛋白质印迹分析图示蛋白质的表

达。(b)对Ac-α-tubulin表达水平进行定量分析,重复3次独立实验。数据以均值±标准差(SD)表示;采用单因素方差分析进行统计学检

验(ns:无显著性差异; P<0.001, P<0.000
 

1,与对照组比较)。

图1 Tanespimycin通过外源性与内源性通路诱导A549细胞凋亡和微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增加

Fig.1 Tanespimycin
 

triggers
 

apoptosis
 

via
 

extrinsic
 

and
 

intrinsic
 

pathways
 

and
 

upregulates
 

α-tubulin
 

acetylation
 

in
 

A549
 

cells

2.2 tanespimycin诱导A549细胞内乙酰辅酶A水平升高

前期的研究表明,在Calu-1细胞中乙酰化微管蛋白α-tubulin的表达水平与细胞凋亡程度呈正相关[23]。
乙酰辅酶A是α-tubulin乙酰化的直接供体,为了进一步探究肺癌A549细胞内tanespimycin诱导的微管蛋

白α-tubulin乙酰化表达水平上调是否与细胞内乙酰辅酶A水平的变化相关,在实验中用不同浓度的

tanespimycin(0、0.25、0.5、1.0
 

꤀mol/L)分别处理A549细胞,然后通过Acetyl-CoA
 

ELISA试剂盒定量细

胞内乙酰辅酶A水平。

  图2的实验结果显示,用tanespimycin处理A549细胞12
 

h,细胞内乙酰辅酶A水平呈浓度依赖性升

高;处理24
 

h,0.5꤀mol/L和1.0꤀mol/L处理组乙酰辅酶A水平显著增加;处理48
 

h所有处理组均呈现更

显著的上升趋势。这些数据表明,tanespimycin以剂量和时间依赖的方式提高A549细胞内乙酰辅酶A水

平,该变化与观察到的Ac-α-tubulin水平上调正相关,进一步证实了tanespimycin诱导的代谢改变(如乙酰

辅酶A水平变化)与微管蛋白α-tubulin乙酰化之间的联系。
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  注:用一定浓度(0,0.25,
 

0.5和1.0
 

꤀mol/L)的tanespimycin分别处理A549
 

细胞一定时间(12、24、48
 

h),采用Acetyl-CoA
 

ELISA试

剂盒测定(a)12
 

h、(b)24
 

h和(c)48
 

h的细胞内乙酰辅酶A含量。数据为三次重复测定的均值±标准差;采用单因素方差分析进行比较(ns:

无显著性差异; P<0.01, P<0.001, P<
 

0.000
 

1,与对照组比较)。

图2 Tanespimycin
 

诱导A549细胞内乙酰辅酶A水平升高

Fig.2 Tanespimycin
 

increases
 

intracellular
 

acetyl-CoA
 

levels
 

in
 

A549
 

cells

2.3 tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化与A549细胞凋亡相关

为了进一步探究微管蛋白α-tubulin乙酰化与细胞凋亡的关系,用tanespimycin单独处理或与mTOR
抑制剂雷帕霉素(Rapamycin)联合处理A549细胞。蛋白质印迹分析显示,雷帕霉素Rapamycin降低了

tanespimycin诱导的Ac-α-tubulin水平和Caspases激活,同时提高LC3B-II/LC3B-I比值,表明自噬增强,
如图3。这些结果表明在A549细胞内,雷帕霉素Rapamycin减弱tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin
乙酰化水平和细胞凋亡,同时刺激自噬流;进一步证明Ac-α-tubulin水平与细胞凋亡程度正相关,与在Calu-
1细胞中的实验结果相一致[23]。

  注:(a)单独用tanespimycin或者与Rapamycin(50
 

nmol/L)联合处理A549细胞48
 

h,对图示蛋白质进行蛋白质印迹分析。(b、c)对Ac-

α-tubulin水平及LC3B-II/LC3B-I比值进行定量分析(均值±标准差),三次重复实验。采用单因素方差分析进行统计学检验(ns:无显著性差

异; P
 

<
 

0.01, P
 

<
 

0.000
 

1,与对照组比较)。

图3 Rapamycin减弱tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化与凋亡

Fig.3 Rapamycin
 

attenuates
 

tanespimycin-induced
 

α-tubulin
 

acetylation
 

and
 

apoptosis

进一步用tanespimycin与自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤(3-mA)联合处理A549细胞发现,3-mA可增强

Ac-α-tubulin表达并增强细胞凋亡,同时适度降低LC3B-II/LC3B-I的比值,如图4。该实验结果表明,抑制

自噬能增强tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化和细胞凋亡。
为了进一步明确微管蛋白α-tubulin乙酰化是否为tanespimycin诱导凋亡的上游事件,用泛Caspase抑

制剂Z-vad(1.0
 

꤀mol/L)与tanespimycin(0,
 

0.5和1.0
 

꤀mol/L)
 

联合处理A549细胞。尽管Z-vad部分抑

制了tanespimycin
 

诱导的Caspase-3激活,Ac-α-tubulin水平仍保持一定程度的升高,如图5,表明微管蛋白

α-tubulin乙酰化发生于Caspase依赖性凋亡执行之前。
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  注(a)单独使用tanespimycin(0,
 

0.5和1.0
 

꤀mol/L)或者与3-mA(3
 

mmol/L)联合处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析图示蛋

白质。(b、c)对Ac-α-tubulin水平及LC3B-II/LC3B-I比值的定量分析(均值±标准差),三次重复实验。采用单因素方差分析进行统计学比

较(ns:无显著性差异; P<0.01, P<0.000
 

1,与对照组比较)。

图4 3-mA增强tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化与细胞凋亡

Fig.4 3-mA
 

enhances
 

tanespimycin-induced
 

α-tubulin
 

acetylation
 

and
 

apoptosis

  注:(a)单独使用tanespimycin
 

(0,
 

0.5和1.0
 

꤀mol/L)
 

或者与Z-vad
 

(10
 

꤀mol/L)
 

联合处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析图

示蛋白质水平。(b)对Ac-α-tubulin表达水平进行定量分析(均值±标准差),3次重复实验。采用单因素方差分析确定统计学显著性(ns:

无显著性差异; P<0.000
 

1,与对照组比较)。

图5 Z-vad抑制tanespimycin诱导的细胞凋亡

Fig.5 Z-vad
 

inhibits
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

tanespimycin

综上所述,在A549细胞中tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化水平与细胞凋亡密切相关,
可能受自噬调节,并且发生于细胞凋亡蛋白Caspases激活的上游。

2.4 TSA增强tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化

微管蛋白α-tubulin和Hsp90是去乙酰化酶HDAC6的底物,而HDAC6本身也是Hsp90的客户蛋

白[44]。因此,抑制Hsp90可间接影响HDAC6活性,进而改变微管蛋白α-tubulin的乙酰化状态。为了进一

步探究HDAC6在tanespimycin诱导的细胞凋亡中的作用,用tanespimycin与HDAC6抑制剂TSA联合处

理A549细胞。实验结果表明,TSA增强了tanespimycin诱导的Ac-α-tubulin水平,却降低了Caspase-8、

Caspase-9和PARP的切割活化;LC3B-II/LC3B-I的比值也下降,如图6(a~c),表明自噬受到抑制。尽管

TSA减弱了tanespimycin诱导的Caspases活化,与tanespimycin联用却显著降低了细胞活力,见图6(d)。
上述实验数据表明,在A549细胞中,TSA促进微管蛋白α-tubulin的乙酰化与经典的Caspase依赖性细胞

凋亡解耦联,同时降低了自噬流。
为了进一步检测tanespimycin处理A549细胞活力降低的原因,用一定浓度的tanespimycin处理A549

细胞。蛋白质印迹实验发现,随着微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增加,腺苷酸蛋白激酶AMPK表达增加,
如图7(a,

 

c,d);细胞周期蛋白Cyclin
 

E和Cyclin
 

D1表达也降低,G1/S细胞周期阻滞,如图7(b,e,f)。为

108第5期  朱鲁杰,等:Tanespimycin与小分子化合物联合调控微管蛋白α-tubulin乙酰化诱导A549细胞凋亡研究  



  注:(a)用tanespimycin(0,
 

0.5和1.0
 

꤀mol/L)或联合TSA(200
 

nmol/L)处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析图示蛋白质水

平。(b、c)对Ac-α-tubulin的表达水平及LC3B-II/LC3B-I比值进行定量分析(均值±标准差),3次重复实验。(d)使用CCK-8法检测

tanespimycin单独或联合TSA处理A549细胞48
 

h的存活率。数据以均值±标准差表示;采用单因素或双因素方差分析进行统计学检验

(ns:无显著性差异;P<0.05, P
 

<
 

0.000
 

1,与对照组比较)。
图6 TSA增强微管蛋白α-tubulin乙酰化但减弱tanespimycin诱导的凋亡。

Fig.6 TSA
 

enhances
 

α-tubulin
 

acetylation
 

but
 

attenuates
 

tanespimycin-induced
 

apoptosis

  注:(a)用tanespimycin(0,
 

1.0和2.0
 

꤀mol/L)处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析Ac-α-tubulin、AMPK蛋白质表达。(b)用
tanespimycin(0,

 

0.125、0.25、0.5、1.0、2.0
 

꤀mol/L)处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析Cyclin
 

E、Cyclin
 

D1的表达水平。(c-f)分
别对Ac-α-tubulin、AMPK、Cyclin

 

E、Cyclin
 

D1的表达水平进行定量分析(均值±标准差),3次重复实验。数据以均值±标准差表示;采用

单因素或双因素方差分析进行统计学检验(ns:无显著性差异;P<0.05, P<0.001, P<0.000
 

1,与对照组比较)。
图7 Tanespimycin增加AMPK表达并诱导A549细胞G1/S细胞周期阻滞

Fig.7 Tanespimycin
 

increases
 

AMPK
 

expression
 

and
 

induces
 

G1/S-phase
 

cell
 

cycle
 

arrest
 

in
 

A549
 

cells
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了进一步检测Hsp90对Ac-α-tubulin表达水平的调控,通过siRNA干扰抑制Hsp90α、Hsp90β表达。
实验发现干扰Hsp90α(而非Hsp90β)显著降低Ac-α-tubulin水平,如图8(a-f),表明Hsp90α特异性调控

A549细胞中微管蛋白α-tubulin乙酰化水平,如图8(a、c、d)。

  注:(a)
 

在A549内用siRNA干扰Hsp90α;(b)
 

在A549内用siRNA干扰Hsp90β。siRNA干扰24
 

h,用1.0
 

꤀mol/L的tanespimycin
 

处理A549细胞48
 

h,通过蛋白质印迹分析Hsp90α、Hsp90β及Ac-α-tubulin表达水平。(c~f)
 

分别对Hsp90α、Ac-α-tubulin和Hsp90β、Ac-

α-tubulin的表达水平进行定量分析(均值±标准差),3次重复实验。数据以均值±标准差表示;采用单因素或双因素方差分析进行统计学检

验(ns:无显著性差异;P<0.05, P<0.000
 

1,与对照组比较)。

图8 siRNA介导的Hsp90敲低降低微管蛋白α-tubulin乙酰化

Fig.8 siRNA-mediated
 

knockdown
 

of
 

Hsp90
 

reduces
 

α-tubulin
 

acetylation

综上所述,在A549细胞内,tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化水平与凋亡程度及细胞周期

阻滞密切相关;但TSA介导的去乙酰化酶HDAC6抑制,尽管诱导微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增强,却
与凋亡蛋白Caspases的激活解离。TSA处理使微管蛋白α-tubulin高度乙酰化,与凋亡蛋白Caspases的切

割激活过程解离,表明该过程可能启动了替代性细胞凋亡途径。Hsp90α的特异性参与进一步强调了该背

景下微管蛋白α-tubulin乙酰化所呈现的亚型选择性调控特征。

3 讨论

分子伴侣Hsp90是一种高度保守且含量比较丰富的蛋白质,在生理条件下约占细胞总蛋白的1~2%。

Hsp90可维持400多种客户蛋白的稳定与功能,其中多种客户蛋白在癌症细胞内过表达或突变,驱动肿瘤

的发生与进展[45]。因此,Hsp90是一个非常有前景的药物作用靶点。
该实验证实了在非小细胞肺癌A549细胞中,tanespimycin上调微管蛋白α-tubulin乙酰化水平。这种

微管蛋白α-tubulin乙酰化表达上调与凋亡诱导正相关,tanespimycin与自噬激活剂Rapamycin、自噬抑制

剂3-mA的联合实验进一步证明了该实验现象,同时拓展了在肺癌Calu-1细胞中的实验发现[46]。与凋亡蛋

白Caspase抑制剂Z-vad的联合实验及时间梯度实验表明,微管蛋白α-tubulin乙酰化表达增加,早于凋亡

蛋白Caspases(含Caspase-8、Caspase-9、Caspase-3和PARP)的切割激活,证实了α-tubulin乙酰化作为细胞

凋亡上游驱动因素而非凋亡后果。
乙酰辅酶A是微管蛋白α-tubulin乙酰化的直接供体。实验通过Acetyl-CoA

 

ELISA试剂盒检测了细
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胞内乙酰辅酶A的水平,发现tanespimycin以剂量和时间依赖性方式提升细胞内乙酰辅酶A水平,并与微

管蛋白α-tubulin乙酰化水平升高正相关。AMPK作为细胞内与能量代谢有关的一种重要激酶,其表达也

相应增加,表明AMPK、乙酰辅酶A可利用度与微管蛋白α-tubulin乙酰化之间可能存在调控关系,这一关

系需要进一步研究探讨。
有趣的是,tanespimycin与HDAC6抑制剂TSA联合,在A549细胞中产生了与Calu-1细胞内不同的

结果。TSA增强tanespimycin诱导的微管蛋白α-tubulin乙酰化水平增加,却减弱了tanespimycin诱导的

凋亡蛋白Caspases激活和细胞自噬。这种微管蛋白α-tubulin乙酰化大量增加与凋亡的解耦联,可能归因

于TSA的多靶点特性(同时抑制I类HDAC和HDAC6)以及细胞类型的特异性因素[47]。在A549细胞中,
高水平内源性tau蛋白已被证明可结合并抑制HDAC6,可能限制了外源TSA对HDAC6活性的影响[48]。
在此条件下,仅升高微管蛋白α-tubulin乙酰化水平可能不足以触发细胞凋亡[49-50],强调微管蛋白α-tubulin
乙酰化仅是影响细胞凋亡的多个因素之一。

图9 tanespimycin诱导A549细胞凋亡及与TSA作用的模式图

Fig.9 Schematic
 

model
 

of
 

tanespimycin-induced
 

apoptosis
 

in
 

A549
 

cells
 

and
 

its
 

modulation
 

by
 

TSA

Hsp90和微管蛋白α-tubulin均是 HDAC6
的底物,且HDAC6本身是Hsp90的客户蛋白。
尽管同时抑制Hsp90和HDAC6进一步增加了

微管蛋白α-tubulin乙酰化水平,但凋亡蛋白

Caspases的切割激活并未增强,提示Hsp90或其

他TSA敏感靶点的过度乙酰化,可能在A549细

胞中以不同方式调节细胞凋亡效应。在两种不

同的肺癌细胞中导致这种差异的具体机制,有待

于进一步深入研究。

4 结论

通过外源性与内源性双重通路,tanespimy-
cin诱导A549细胞凋亡。该凋亡反应与微管蛋

白α-tubulin乙酰化、G1/S期细胞周期阻滞及细

胞内乙酰辅酶A水平升高正相关,并可能受AMPK和Hsp90α调节。TSA增强tanespimycin诱导的微管

蛋白α-tubulin乙酰化,减弱Caspases依赖性的细胞凋亡(图9),凸显了乙酰化与细胞命运之间的情境依赖

性关系。这些发现为tanespimycin与其它小分子化合物联合在肺癌治疗中的潜力提供了实验依据,同时强

调了细胞特异性在治疗决策中的重要性。
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