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组蛋白去乙酰化酶抑制剂 CUDC-101对前列腺癌 DU145细胞

DNA损伤、迁移和上皮-间质转化的影响
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［［摘 要］］   目的目的：探讨泛素化组蛋白 （H2AX） 在前列腺癌 （PCa） 和癌旁良性前列腺组织中的表达

及与其 PCa 患者临床病理参数之间的关系，阐明新型组蛋白去乙酰化酶抑制剂 （HDACi） CUDC-101
对 PCa 的 DNA 损伤、迁移及上皮-间质转化 （EMT） 的影响。方法方法：肿瘤基因组谱 （TCGA） 数据库

和 UALCAN 数据库检索各种癌症组织中 H2AX mRNA 的表达情况及其在 PCa 与正常前列腺组织中的

表达差异，分析其表达与 PCa 患者临床预后的关系；采用免疫组织化学染色法检测在 PCa 组织和癌旁

良性前列腺组织中 H2AX 蛋白的表达情况，分析 H2AX 蛋白表达与 PCa 患者临床病理参数的关系；体

外培养 DU145 细胞，分为对照组、5% FBS 组、5% FBS+100 μmol·L-1 CUDC-101 组和 5% FBS+
200 μ mol·L-1 CUDC-101 组，采用细胞划痕实验和 Transwell 小室实验检测 CUDC-101 处理前后

PCa DU145 细胞的细胞划痕面积及迁移细胞数；免疫荧光染色法检测 CUDC-101 处理后 PCa DU145
细胞中上皮细胞标志物 E 钙黏蛋白 （E-cadherin） 和 磷 酸 化 组 蛋 白 γ -H2AX 表 达 情 况 ； Western 
blotting 法检测 CUDC-101 处理后 EMT 相关蛋白、γ-H2AX 和磷酸化蛋白激酶 B （p-AKT） 表达情况。

结果结果：TCGA 数据库和 UALCAN 数据库分析，H2AX mRNA 在 PCa 组织中高表达，并且 H2AX 低表

达组患者的无病生存期 （DFS） 明显高于 H2AX mRNA 高表达组 （P<0. 001）；免疫组织化学染色，

在 PCa 组织中 H2AX 蛋白强阳性表达率高于在癌旁良性前列腺组织 （64. 34% vs 14. 29%），其过表达

与 PCa 的 T 分期 （P=0. 001） 和世界卫生组织/国际泌尿科病理学会 （WHO/ISUP） 预后分级分组

（P=0. 004） 有关，但与 PCa 患者的年龄、Gleason 评分、淋巴结转移、神经和脉管浸润无关 （P>
0. 05）；免疫荧光染色法检测，与对照组和 EMT 诱导组比较， CUDC-101 处理组 E-cadherin 和

γ-H2AX 蛋白的荧光表达增强；细胞划痕实验和 Transwell 小室实验检测，与对照组比较，CUDC-101
处理组 DU145 细胞愈合面积和迁移细胞数明显下调；Western blotting 法检测，与 EMT 诱导组比较，

CUDC-101 处 理 组 E-cadherin 和 γ -H2AX 蛋 白 表 达 水 平 升 高 P<0. 05 或 P<0. 01）， 波 形 蛋 白

（Vimentin） 和 p-AKT 蛋白表达水平降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。结论结论：H2AX 蛋白过表达与 PCa 患

者的不良预后密切关联。新型 HDACi抑制剂 CUDC-101 可调控 H2AX 和 AKT 的磷酸化，抑制 PCa 细

胞 EMT 过程。
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Effect of histone deacetylase inhibitor CUDC-101 on DNA 
damage, migration, and epithelial-mesenchymal transition of 

prostate cancer DU145 cells

NA Buqi1,2, QUAN Chunji1, ZHAO Fang1, YANG Fan1, XIAO Ru1, JIN Xuemei1, LI Zhenling1

（1. Department of Pathology， Affiliated Hospital，Yanbian University， Yanji 133000， China；
2. Department of Pathology， Tiemei General Hospital of Health Industry Group， 

Diaobingshan 112700，China）

ABSTRACT  Objective： To discuss the expression of ubiquitinated histone （H2AX） in the prostate cancer 
（PCa） and adjacent benign prostate tissues， and its relationship with the clinicopathological parameters of 
the PCa patients，and to clarify the effect of the novel histone deacetylase inhibitor （HDACi） CUDC-101 on 
the DNA damage， migration， and epithelial-mesenchymal transition （EMT） in PCa.  Methods： The 
expression levels of H2AX mRNA in various cancer tissues were retrieved from The Cancer Genome Atlas 
（TCGA） and UALCAN Databases to analyze the expression differences between PCa and normal prostate 
tissues and its connection with the clinical prognosis of the patients with PCa； immunohistochemistry 
method was used to detect the expression of H2AX protein in PCa tissue and adjacent benign prostate 
tissue， and its relationship with the clinicopathological parameters of the PCa patients was analyzed.  
The DU145 cells were cultured in vitro and divided into control group， 5% FBS group， 5% FBS+
100 μmol·L-1 CUDC-101 group， and 5% FBS+200 μmol·L-1 CUDC-101 group. Cell scratch assay and 
Transwell chamber assay were used to detect the scratch area of the cells and the number of migration cells 
in the PCa DU145 cells before and after treated with CUDC-101； immunofluorescence staining was used 
to detect the expressions of epithelial cell marker E-cadherin （E-cadherin） and phosphorylated histone 
γ -H2AX in the PCa DU145 cells after treated with CUDC-101； Western blotting method was used to 
detect the expression levels of  EMT-related  protein ，  γ -H2AX ，  and phosphorylated protein kinase B 
（p-AKT） in the PCa DU145 cells after treated with CUDC-101. Results： The TCGA Database and 
UALCAN Database analysis results showed that H2AX mRNA was highly expressed in the PCa tissue， 
and the disease-free survival （DFS） of the patients with low expression of  H2AX  was longer  than  those  
patients with high  expression  of  H2AX  mRNA （P<0. 001）；  the immunohistochemistry results showed 
that compared with adjacent benign prostate tissue，the rate of strong positive expression of H2AX protein in 
PCa tissue was increased （64. 34% vs 14. 29%）， and its over-expression was associated with the T stage of 
PCa （P=0. 001） and World Health Organization（WHO）/International Society of Urological Pathology
（ISUP） prognostic grapde group（GG） （P=0. 004）， but was not associated with the patients’ age， 
Gleason score， lymphnode metastasis， or nerve and vascular invasion （P>0. 05）； the immunofluorescence 
staining results showed that the compared with control and EMT induction groups，the fluorescence 
expressions of E-cadherin and γ -H2AX proteins in CUDC-101 treatment group were increased； the cell 
scratch assay and Transwell chamber assay results showed that compared with control group， the scratch 
healing area and number of migration DU145 cells in CUDC-101 treatment group was significantly 
decreased； the Western blotting results showed that compared with EMT induction group， the expression 
levels  of  E-cadherin  and  γ -H2AX  proteins  in  the  cells  in  CUDC-101  treatment  group  were  
increased （P<0. 05 or P<0. 01）， while the expression levels of Vimentin and p-AKT proteins were 
decreased （P<0. 05 or P<0. 01）. Conclusion：Over-expression of H2AX protein is closely associated with 
poor prognosis of the patients with PCa.  The novel HDACi inhibitor CUDC-101 can regulate the 
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phosphorylations of H2AX and AKT and inhibit the EMT process in the  PCa cells.
KEYWORDS CUDC-101； Histone H2A family member X； Prostate neoplasm； Epithelial-
mesenchymal transition；DNA damage

前列腺癌 （prostate cancer，PCa） 是男性泌尿

生殖系统常见的恶性肿瘤之一，约占男性恶性肿瘤

的 30%。随着我国人口老龄化和生活方式的西方

化，PCa 发病率和死亡率也呈上升趋势［1］。虽然

PCa 的治疗方法不断完善，但肿瘤的远处转移、复

发以及化疗耐药仍是亟待解决的问题。上皮 -间质

转化 （epithelial-mesenchymal transition，EMT） 是

上皮细胞来源的肿瘤细胞获取迁移和侵袭能力的重

要过程，促进肿瘤细胞向周围组织或远端器官的转

移［2-3］。因此，寻找肿瘤细胞演进过程中 EMT 发生

的分子机制，抑制 EMT 的发生，在一定程度上减

少 肿 瘤 细 胞 发 生 侵 袭 和 转 移 。 泛 素 化 组 蛋 白

（histone H2A family member X，H2AX） 是组蛋白

H2A 家族的变体分子，  在  DNA 双链结构断裂

（DNA double-strand breaks，DSBs） 发生时，使丝

氨酸 -谷氨酰胺 -谷氨酸 （Ser-Gln-Glu，SQE） 结构

域 的  139Ser 发 生 磷 酸 化， 形 成 磷 酸 化 组 蛋 白

γ -H2AX ，参与 DNA 损伤修复，调节肺癌、乳腺

癌、宫颈癌和白血病等肿瘤细胞的增殖、凋亡及

EMT 的发生［4-5］。  CUDC-101 作为新型的组蛋白去

乙 酰 化 酶 抑 制 剂 （histone deacetylase inhibitor，
HDACi），同时抑制表皮生长因子受体 （epidermal 
growth factor receptor，EGFR） 和人表皮生长因子

受体 2 （human epidermal growth factor receptor 2，
HER-2），  并且对非小细胞肺癌、  甲状腺癌和胰腺

癌细胞具有抑制增殖及迁移的作用［6-7］，但对 DNA
损伤修复的影响尚未见相关报道。本研究通过数据

库分析和免疫组织化学染色检测，探讨 H2AX 在

PCa 组织中的表达，分析其强阳性表达与患者临床

病理参数之间的关联；进一步通过体外实验探讨

CUDC-101 抑制 PCa 细胞 EMT 过程中 γ -H2AX 的

表达，为 PCa 患者的预后评估、临床靶向药物的使

用以及治疗方案的选择提供理论基础。

1 资料与方法  

1. 1　　 数 据 库 检 索数 据 库 检 索　　 利 用 肿 瘤 基 因 组 谱 （The 
Cancer Genome Atlas，TCGA） 数据库获取 H2AX 
mRNA 在多种肿瘤中的表达情况。UALCAN 数据

库检索并分析 H2AX 蛋白在 PCa 组织和正常前列腺

组织中的表达水平以及与患者年龄、肿瘤分期、

Gleason 评分、淋巴结转移和临床预后的关系。

1. 2　　临床资料临床资料　　回顾性收集  2015 年 3 月—2020 年

9 月于延边大学附属医院病理科确诊并存档的 PCa
手术标本 129 例，其中 42 例标本包含癌旁良性前

列腺组织。将收集的病理切片由高年资医师重新

阅片并整理临床资料。患者术前均未接受过化疗、

放疗、激素及免疫抑制等治疗。本研究通过延边

大 学 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 （批 准 号 ：

2022296 号）。

1. 3　　临床分组临床分组　　对所有 PCa 组织切片，依据患者

年龄、肿瘤 T 分期、Gleason 评分 （Gleason score，
GS）、世界卫生组织 （World Health Organization，
WHO） /国 际 泌 尿 科 病 理 学 会 （International 
Society of Urological Pathology， ISUP） 分级分组

（grade group，GG） 系统、淋巴结转移、神经浸润

和脉管浸润进行分组。根据患者年龄分为≤65 岁

组 （23 例） 和>65 岁组 （106 例）；根据肿瘤 T 分

期分为 T1-T2 组 （48 例） 和 T3-T4 组 （81 例）；根

据 GS 分为≤7 分组 （78 例） 和>7 分组 （51 例）；

根据  WHO/ISUP GG 系统分为 GG 1 组 （14 例）、

GG 2 组  （34 例）、  GG 3 组  （30 例）、  GG 4 组
（22 例） 和 GG 5 组 （29 例）；根据有无淋巴结转移

分为有淋巴结转移组 （18 例） 和无淋巴结转移组

（111 例）；根据有无神经浸润分为有神经浸润组

（57 例） 和无神经浸润组 （72 例）；根据有无脉管

浸润分为有脉管浸润组 （6 例） 和无脉管浸润组

（123 例）。

1. 4　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　人 PCa DU145 细胞

由延边大学附属医院中心实验室提供；CUDC-101
购自美国 MedCham Express 生物科技公司；胎牛血

清、 RPMI-1640、青霉素 -链霉素和 0. 25% 胰酶 - 
EDTA 均 购 自 美 国 Gibco 公 司 ， 兔 抗 波 形 蛋 白

（Vimentin） 抗体、鼠抗Ｅ -钙黏蛋白 （E-cadherin）
抗体、兔抗蛋白激酶 B （protein kinase B，AKT）

抗 体 、 兔 抗 磷 酸 化 AKT （phosphorylated AKT，

p-AKT） 抗体、兔抗 γ-H2AX 抗体和鼠抗 β-actin 抗

体均购自美国 Cell Signaling Technology 公司，兔

抗 H2AX 抗体购自江苏 Affinity Biosciences 公司，

Western blotting 荧光抗兔二抗和荧光抗鼠二抗购自

美国 LI-COR 公司，免疫荧光抗兔二抗和抗鼠二抗
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购自美国 APExBIO 公司；CO2 恒温培养箱购自美

国 Thermo 公司，Odyssey CLX 成像系统购自美国

LI-COR 公司，ECHO 荧光显微镜购自美国 ECHO
公司。

1. 5　　免疫组织化学染色检测免疫组织化学染色检测 PCa 组织中组织中 H2AX 蛋蛋

白表达情况白表达情况　　所有标本经 10% 甲醛溶液固定后进

行取材，常规石蜡包埋、连续切片，经 EDTA 液

高压高温抗原修复，过氧化物酶孵育后，H2AX 一

抗 4 ℃孵育过夜，二抗 37 ℃孵育后，DAB 显色剂

显色。显色结束后，常规酒精脱水，二甲苯透明，

中性树胶封闭固定，显微镜下观察、摄片。阴性对

照 组 的 一 抗 为 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffer 
saline，PBS）。免疫组织化学染色判定标准：①着

色细胞数。当阳性细胞所占百分率<10% 判定为

0 分，阳性细胞所占百分率 10%~50% 判定为 1 分，

阳性细胞所占百分率>50% 判定为 2 分。②着色程

度。无着色视为阴性判定为 0 分，着淡黄色判定为

1 分，着棕黄色判定为 2 分。取着色细胞数和着色

程度积分的乘积，作为本次实验的结果：0 分为阴

性表达 （-），1 分为弱阳性表达 （+），2 分为中

等强度阳性表达 （􀳥），4 分为强阳性表达 （􀳦）。

将表达 （􀳥~􀳦） 划分为强阳性组，即高表达组。

1. 6　　细胞培养细胞培养　　 DU145 细胞培养于含  10% FBS 
和  1% 青霉素-链霉素的 DMEM 完全培养液中，置

于  5% CO2、37 ℃细胞培养箱中培养。

1. 7　　免疫荧光染色检测各组免疫荧光染色检测各组 PCa 细胞中细胞中 γ-H2AX

和和 E-cadherin 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　取对数生长期 PCa 
DU145 细胞，进行消化、离心、重悬后，接种到

已铺盖 玻 片 的 6 孔 细 胞 培 养 板 中，每孔中加入

2 mL 培养基，置于培养箱中培养。待细胞生长至

30%~40%，分为对照组、 5% FBS 组和 CUDC-

101 组。对照组：无血清细胞培养液；5% FBS 组：

含 5% FBS 的细胞培养液；CUDC-101 组：含 5% 
FBS的细胞培养液中加入 200 nmol·L-1 CUDC-101。
干预 48 h后进行实验。PBS缓冲液冲洗 2次后，甲醛

固定 15 min，PBS 缓冲液冲洗 3 次，每次 3 min。滴

加1∶100稀释的一抗溶液（γ-H2AX、E-cadherin和鬼

笔环肽），4 ℃冰箱过夜。次日，1×PBS缓冲液冲洗

3次，每次 3 min，再滴加相应的荧光二抗。4'，6-二

脒基 -2-苯基吲哚 （4'， 6-diamidino-2-phenylindole，
DAPI）染色液核染色，抗荧光衰减封片剂封片后，

ECHO 荧光显微镜下观察各组细胞的荧光染色强

度，并摄像。

1. 8　　 细 胞 划 痕 实 验 检 测 各 组 细 胞 的 划 痕 面 积细 胞 划 痕 实 验 检 测 各 组 细 胞 的 划 痕 面 积　　  

  取生长状态良好的对数生长期细胞，将细胞密

度调整为 2×105 mL－1，分别接种至 6 孔细胞培养板

内，待细胞融合约 70% 时，用 200 μL 的移液枪枪

头垂直于孔板表面均匀划痕，弃培养液后加入不同

浓度 （100 和 200 nmol·L－1） CUDC-101，分别在

0、24 和 48 h 时用显微镜拍照并分析划痕的修复程

度，实验分为对照组、 100  nmol·L－1 CUDC-101
组和 200 nmol·L－1 CUDC-101 组。采用 Image J 软

件测量各组的面积，GraphPad Prism 8. 0 进行统计

分析和统计图绘制，实验重复 3 次。

1. 9　　Transwell 小室实验检测各组细胞的迁移细胞小室实验检测各组细胞的迁移细胞

数数　　进行常规细胞消化、离心后，将细胞密度调整

为  1×104 mL－1，取  100 μL 接种在小室上室培养箱

孵育 24 h，待细胞贴壁后，吸出上室的培养液，加

入 适 量 浓 度 CUDC-101 （含 1% FBS）  100 μL，

24 孔细胞培养板下室加入完全培养基 （含  20% 
FBS）  750 μL ，继续孵育 16~20 h。轻拿取小室

用 PBS 缓冲液清洗，甲醛固定 15 min，0. 1% 结晶

紫溶液染色后，棉棒小心擦掉残留于小室内的细

胞，显微镜下观察并随机选取  5 个高倍镜视野进行

拍 照 。 采 用 Image J 软 件 进 行 各 组 细 胞 计 数 ，

GraphPad Prism 8. 0 进行统计分析和统计图绘制。

1. 10　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 EMT 相相

关蛋白关蛋白、、γ-H2AX 和和 p-AKT 蛋白表达水平蛋白表达水平　　采用高

效蛋白裂解液提取药物处理前后 PCa DU145 细胞

的总蛋白，利用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒检测提

取蛋白的浓度，取 30 μg 蛋白经 6%~12% SDS-

PAGE 胶分离，转膜后 5% 脱脂奶粉封闭，分别加

入兔抗 Vimentin 抗体 （1∶1 000）、鼠抗 E-cadherin
抗体 （1∶1 000）、兔抗 γ-H2AX 抗体 （1∶1 000）、

兔抗 p-AKT 抗体 （1∶ 1 000） 和鼠抗 β -actin 抗体

（1∶ 1 000），置于摇床上， 4 ℃ 抗体孵育过夜，

TBS-T 缓冲液漂洗，二抗 （1∶10 000） 孵育 2 h 后

置于成像系统中曝光，图像采集并分析。目的蛋白

表达水平=目的蛋白条带灰度值/内参 β-actin 蛋白

条带灰度值，磷酸化目的蛋白表达水平=磷酸化蛋

白条带灰度值/总蛋白条带灰度值。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用  SPSS 25. 0 统计软件进

行统计学分析， GraphPad Prism 8. 0 软件进行绘

图。计数资料以 n （%） 表示，H2AX 蛋白表达强

度与 PCa 患者临床病理参数的关系采用 χ2 检验或

Fisher’s 确切概率法；各组细胞迁移率，EMT 相
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关蛋白表达水平，p-AKT 和 γ-H2AX 蛋白表达水平

均以 x±s 表示，多组间样本均数比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　数据库检索结果数据库检索结果　　TCGA 数据库检索结果显

示：H2AX mRNA 在结肠癌、胃癌、食管癌和卵

巢 癌 等 多 种 肿 瘤 组 织 中 表 达 水 平 较 高 （图 1）。

UALCAN 数据库分析结果显示：在 PCa 组织中

H2AX mRNA 表达水平明显高于正常前列腺组织

（P<0. 001， 图  2A）； 与 正 常 前 列 腺 组 织 比 较 ，

Gleason 评分为 6、7、8 和 9 分的 PCa 组织中 H2AX 
mRNA 表达水平明显升高 （图  2B）；PCa 无淋巴结

转移 （N0） 组和有淋巴结转移 （N1） PCa 组织中

H2AX mRNA 表达水平均高于正常前列腺组织 （图  
2C）。预后生存曲线分析结果显示：H2AX mRNA
低表达组患者的无病生存期 （disease free survival，
DFS） 显 著 优 于 H2AX mRNA 高 表 达 组 （P<
0. 001），而 2 组患者的总生存期 （overall survival，
OS） 比较差异无统计学意义 （P=0. 074）（图  3）。

2. 2　　PCa 组织中组织中 H2AX 蛋白的表达水平蛋白的表达水平　　免疫组

织化学染色检测结果显示：H2AX 蛋白染色主要定

位于细胞质，在癌旁良性组织中呈阴性或弱阳性表

达，而在 PCa组织中呈阳性或强阳性表达。见图 4。
PCa 组织中 H2AX 蛋白强阳性表达率明显高于癌旁

良性组织 （64. 34% vs 14. 29%）（P<0. 01）。见

表  1。 H2AX 强阳性表达与 PCa 的 T 分期 （P<
0. 001） 和 WHO/ISUP GG （P=0. 004） 有关联，

而 H2AX 强阳性表达与患者年龄、Gleason 评分、

淋巴结转移和神经脉管浸润无关联 （P>0. 05）。

见表 2。在 8 例 PCa 组织中 H2AX 蛋白表达定位于

细胞核 （图 4B 中箭头所示），其中 T2 期 5 例，T3
期 3 例；Gleason 评分≤7 分 4 例，Gleason 评分>
7 分 4 例；ISUP GG：GG 1 组 1 例、GG 2 组 1 例、

GG 3 组 2 例、GG 4 组 1 例、GG 5 组 3 例。

2. 3　　各组各组 PCa DU145细胞中细胞中 γ-H2AX和和 E-cadherin

蛋白表达蛋白表达　　免疫荧光染色法检测结果显示：与对照

组比较，EMT 诱导 （5% FBS 处理） 组中红色荧

光表达减弱，表明 E-cadherin 蛋白表达水平降低；

与对照组和 EMT 诱导 （5% FBS 处理） 组比较，

CUDC-101 组的绿色和红色荧光表达均升高，表

明 γ -H2AX 和 E-cadherin 蛋 白 表 达 水 平 升 高 。

见图 5。
2. 4　　各组各组 PCa DU145 细胞的划痕面积和迁移细胞细胞的划痕面积和迁移细胞

数数　　细胞划痕实验检测结果显示：与对照组比较，

100 和 200 nmol·L－1 CUDC-101 处理组 PCa DU145
细胞的划痕面积增加 （P<0. 05 或 P<0. 001）。见

图 6 和 7。Transwell 小室实验检测结果显示：与对

图图 1　在不同肿瘤组织中　在不同肿瘤组织中 H2AX mRNA 的表达情况的表达情况

Fig. 1　　Expression of H2AX mRNA in different kinds of tumor tissues
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照 组 比 较 ， 200 nmol·L－ 1 CUDC-101 处 理 组 的

PCa DU145 细胞迁移数明显减少 （P<0. 05）。见

图 8 和 9。

2. 5　　各组细胞中各组细胞中 E-cadherin、、Vimentin、、γ-H2AX 和和

p-AKT 蛋白表达水平蛋白表达水平　　 Western blotting 法检测结

果显示：  与对照组和  5% FBS 处理组比较，  5% 
FBS+100 nmol·L－1 和 5% FBS+200 nmol·L－1 
CUDC-101 处理组的 E-cadherin 和 γ -H2AX 蛋白表

达水平升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）， Vimentin 和

p-AKT 蛋白表达水平降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。

见图 10。

3 讨  论  

H2AX 是染色质核小体组蛋白 （包括 H2A1、
H2A2、 H2AZ 和 H2AX） 的 核 心 成 员 之 一 ， 在

DSBs 发生时，位于 DSBs 周围的磷脂酰肌醇 3-激

酶 （phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K） 家族成员

迅速移向 DNA 断裂部位，使 SQE 结构域的 139Ser
发生磷酸化，形成 γ-H2AX，成为 DNA 损伤的早

期生物学标志物［8］。为了探讨 H2AX 蛋白对 PCa 发

生发展的影响，本研究首先检索 TCGA 数据库和

UALCAN 数据库中 H2AX 的表达谱数据，结果显

示：H2AX mRNA 在大部分包括 PCa 的实性肿瘤

中表达水平升高，在 PCa 组织中 H2AX mRNA 的

表达水平高于正常组织，且其表达水平与 Gleason
评分、淋巴结转移和患者无病生存率存在密切关

联，提示 H2AX 可能参与 PCa 的发生发展，认为

H2AX 可作为 PCa 诊断和评判预后的重要指标。本

研究对 129 例 PCa 样本中 H2AX 蛋白表达水平与患

者临床病理参数的关系进行分析，结果显示：PCa
组织中 H2AX 蛋白阳性表达率明显高于在癌旁良性

组织，其表达与 PCa 患者的肿瘤 T 分期和 WHO/
ISUP GG 有关，与数据库检索结果基本一致。本

研究中，8 例 PCa 组织中 H2AX 蛋白的表达定位于

细胞核，其中 WHO/ISUP GG 为 1 级 1 例、 2 级
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A： Expression  of  H2AX  mRNA  in  PRAD  based  on 
sample types； B： Expression of H2AX mRNA in PRAD 
based on patient’s Gleason scores； C： Expression of H2AX 
mRNA  in  PRAD  based  on  lymphode  metastasis status. 
*P<0.01 compared with normal group.
图图 2　　在不同临床病理参数在不同临床病理参数 PCa 患者癌组织中患者癌组织中 H2AX 

mRNA 的表达情况的表达情况

Fig. 2　　Expression of  H2AX  mRNA  in cancer tissue 

of  PCa  patients  with  different  clinicopathological 

factors 

A： DFS； B： OS.
图图 3　　H2AX 表达与表达与 PCa 患者临床预后的关系患者临床预后的关系

Fig. 3　　 Relationship between H2AX expression and 

clinical prognosis of PCa patients
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表表 1　　H2AX 蛋白在蛋白在 PCa 组织及癌旁良性组织中的表达情况组织及癌旁良性组织中的表达情况

TabTab..   11　　Expression of HExpression of H22AX protein in PCa tissue and adjacent benign tissueAX protein in PCa tissue and adjacent benign tissue

Group

Adjacent benign tissue
PCa tissue

n

  42
129

H2AX expression
－

9
10

+
27
36

􀳥
6

51

􀳦
0

32

Strong positive rate（η/%）

14.29
64.34

χ2

31.808

P

<0.01

表表 2　　H2AX 蛋白表达与蛋白表达与 PCa 患者临床病理特征的关系患者临床病理特征的关系

TabTab..   22　　Relationships between expression of HRelationships between expression of H22AX protein and clinicopathological characteristics of PCa patientsAX protein and clinicopathological characteristics of PCa patients

Clinicapathological characteristic

Age (year)
  ≤65
  >65
Tumor stage
  T1-T2
  T3-T4
Gleason score
  ≤7
  >7
WHO/ISUP
  GG1
  GG2
  GG3
  GG4
  GG5
Lympnode metastasis
  Yes
  No
Perineural invasion
  Yes
  No
Vascular invasion
  Yes
  No

n

  23
106

  48
  81

  78
  51

  14
  34
  30
  22
  29

  19
110

  57
  72

    6
123

H2AX protein expression
－－+

11
35

26
20

32
14

  9
18
  5
  6
  8

  7
39

16
30

  2
44

􀳥－􀳦

12
71

22
61

46
37

  5
16
25
16
21

12
71

41
42

  4
79

Strong positive rate（η/%）

52.1
66.9

45.8
75.3

58.9
72.5

35.7
47.0
83.3
72.7
72.4

63.1
64.5

71.9
58.3

66.7
64.2

χ2

1.806

11.413

2.477

15.641

0.014

2.563

0.015

P

0.179

0.001

0.116

0.004

0.907

0.109

0.636

A： BPH tissue；  B-D： PCa tissue；  B： Nucleus and cytoplasm location；  C： Positive expression；  D： Strongly positive expression. Arrow：

H2AX protein.
图图 4　　H2AX 蛋白在蛋白在 PCa 组织及癌旁良性组织中的表达组织及癌旁良性组织中的表达  (免疫组织化学免疫组织化学，，×200)

Fig. 4　　Expression of H2AX proteins in PCa and adjacent benign tissues (Immunohistochemistry, ×200)
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1 例、3 级 2 例、4 级 1 例和 5 级 3 例，表明 H2AX 蛋

白的细胞核表达与 PCa 的恶性程度和不良临床预后

有密切关联，但因例数较少未进行统计学分析。研

究［9］ 显示：接受 ［177Lu］ 前列腺特异性膜抗原

（prostate-specific membrane antigen，PSMA） 放射

性配体治疗 （radioligand therapy，RLT） 的转移性

趋势抵抗性 PCa 患者的外周血淋巴细胞中 γ-H2AX
的低表达预示患者的不良预后。γ-H2AX 是癌细胞

暴 露 于 辐 照 后 DNA 损 伤 反 应 （DNA-damage 
respone，DDR） 的基础，也是监测肿瘤放疗敏感

性的标志物。研究［10］ 显示：漆树酸可调控 H2AX
和 γ -H2AX 的表达，增加细胞凋亡，减少细胞侵

袭，增加 PCa 的化疗敏感性；组蛋白去甲基化酶

JMJD1A 通过调节 DDR 相关基因 （γ-H2AX） 的表

达，促进 DSB 修复，增加 PCa 细胞的放疗敏感

性［11］。另有研究［12］显示：黄夹次甙乙 （Neriifolin）
可诱导 DNA 损伤和 DSB，通过增加 γ-H2AX 表达

来抑制 PCa 细胞的增殖，诱导细胞凋亡。因此，

DDR 和 DSB 修复是抗肿瘤治疗的新靶标，但在

PCa 靶向治疗中的具体作用尚未完全阐明。

CUDC-101 作为新型的多靶点抑制剂，其抗肿

瘤能力明显优于单靶点 EGFR、Her-2 和 HDAC 抑

制剂，在多种肿瘤中展现出其多靶点的优势。研

究［13］ 显示：在转移性未分化甲状腺癌中 CUDC-

101 有效抑制肿瘤细胞的生长和转移；CUDC-101
可增强吉西他滨对胰腺癌细胞的抗肿瘤能力，抑制

细胞的增殖及迁移［14］。肿瘤细胞迁移和侵袭是评

价肿瘤预后的重要标志，而 EMT 作为肿瘤侵袭转

移的关键步骤涉及多个信号通路和复杂的分子机

制，如 PI3K/AKT 信号通路、组蛋白修饰、微环

5% FBS 5% FBS + CUDC--101Control

图图 5　各组　各组 PCa DU145 细胞中细胞中 γ-H2AX 和和 E-cadherin 蛋白表达蛋白表达  (免疫荧光免疫荧光，，×400)

Fig. 5　　Expressions of γ-H2AX and E-cadherin protein in DU145 cells in various groups (Immunofluorescence, ×400)
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境和细胞代谢等。研究［15-17］ 显示：丝裂原活化蛋

白 激 酶 （mitogen-activated protein kinases，
MAPK） 和 PI3K/AKT/mTOR 信号通路参与调节

TGF-β 介导 Vimentin 的表达，诱导 EMT 的发生，

影响 PCa 细胞的迁移。另有研究［18-20］显示：在 PCa
组织样本中，其原发灶和转移灶中均可检测到

EMT 相关基因的表达，认为 E-cadherin 表达与 PCa
预后呈正相关关系，而 Vimentin 表达与 PCa 患者短

期内的生化复发、骨转移及肿瘤低分化密切关联。

研究［21-22］ 显示：FBS 可导致细胞形态和功能发生

改变，诱导细胞的 EMT。本研究中，免疫荧光染

色法和 Western blotting 法检测结果显示：DU145
细胞经 5% FBS 处理后上皮细胞标志物 E-cadherin
蛋白明显减少，5% FBS 可诱导细胞的 EMT 过程。

本研究结果显示：CUDC-101 下调 PCa DU145 细

胞的迁移能力，抑制 EMT 过程，并且 CUDC-101
处理后 p-AKT 蛋白的表达也随之下调，表现存在

浓度依赖性，其可能机制为 CUDC-101 通过抑制

AKT 的磷酸化抑制 PCa 细胞迁移和 EMT 过程。

组蛋白翻译后修饰主要有乙酰化、磷酸化、甲

基化、泛素化以及 ADP 核糖基化等。单个组蛋白

的修饰往往不能单独发挥作用，单个或多个组蛋白

残基的不同修饰递次发挥作用或组合在一起，形成

一个修饰级联，通过相互协同或拮抗来共同发挥作

用［23］。组蛋白的磷酸化与乙酰化修饰密切相关，

HDACi 可通过去乙酰化反应来干扰组蛋白的磷酸

化 。 本 研 究 结 果 显 示 ： CUDC-101 处 理 后 PCa 
DU145 细胞中 γ -H2AX 蛋白表达上调，认为抑制

HDAC 活性可促进 H2AX 的磷酸化，使 DNA 损伤

图图 6　各组　各组 PCa DU145 细胞的迁移情况细胞的迁移情况  (×100)

Fig. 6　　 Migration of PCa DU145 cells in various 

groups (×100)
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*P<0.05， **P<0.001 compared with control group.
图图 7　各组　各组 PCa DU145 细胞划痕面积细胞划痕面积

Fig. 7　　Scratch areas  of  PCa  DU145  cells in various 

groups

A： Control group； B： CUDC-101 group.
图图 8　　2 组组 PCa DU145 细胞的迁移情况细胞的迁移情况  (结晶紫结晶紫，，×40)

Fig. 8　　 Migration of PCa DU145 cells in two groups 

(Crystal violet, ×40)

*P<0.05 compared with control group.
图图 9　　2 组组 PCa DU145 细胞的迁移细胞数细胞的迁移细胞数

Fig. 9　　Numbers of migration PCa DU145 cells in two 

groups
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修复能力增加，提高 PCa DU145 细胞对 HDACi 抑
制剂治疗的敏感性。然而，组蛋白在 CUDC-101 抑

制肿瘤细胞迁移和 EMT 过程中的具体作用及其机

制尚待进一步研究。

综上所述，H2AX 与 PCa 的发生发展、恶性程

度和不良预后密切关联。 HDACi 抑制剂 CUDC-

101 有效抑制 PCa 细胞 DNA 损伤、迁移和 EMT 的

发生。本研究为 PCa 的早期诊断、临床治疗和预后

评估提供了新的理论依据，但具体调节机制及相关

信号通路有待进一步研究。
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