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摘要: 组蛋白去乙酰化酶(Histone deacetylases, HDACs)催化组蛋白去乙酰化，与细胞增殖、分化及凋亡等诸

多过程密切相关。HDAC 抑制剂(HADC inhibitors, HADCIs)具有潜在的抗肿瘤作用，是近年药物筛查的热点

之一。近期研究提示 HDAC2 可通过影响细胞代谢过程发挥抗肿瘤作用，但各类 HDACIs 调控代谢过程的机

制尚待研究。本研究以肝细胞系(HepG2)为研究对象，整合比较了两种 HDACIs(TSA 和 SAHA)的表达谱数据。

在 TSA 处理组中，筛查到 380 个差异表达基因(DEGs)及 35 个 DEGs 富集的 KEGG 通路；SAHA 处理组的表

达分析印证了大多数 DEGs(177/380)和富集通路(23/35)。比较分析发现，在这两类 HDACIs 共同影响的通路中，

近一半通路(9/23)与代谢有关；近 1/3 共享 DEGs(66/177)参与代谢过程。通过 HDAC2 siRNA 细胞实验证实了

TSA 和 SAHA 对代谢基因的影响。本研究结果显示 HDACIs 在治疗肿瘤等代谢性疾病方面具有潜在的应用  

价值。 
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Abstract:  Histone deacetylases (HDACs) are responsible for catalyzing the deacetylation of histones, 
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which closely related to many biological processes such as cell proliferation, differentiation and apoptosis. In recent 
years, HDAC inhibitors (HADCIs), with the anti-tumor potential, have been hot-spots of drug screening. Although the 
latest studies suggested that HDAC2 might influence the metabolism, the mechanism of HDACIs in metabolic regu-
lation is still unclear. Here, we integrated the gene expression profiling of HDACIs (TSA and SAHA) in hepatocellu-
lar carcinoma cell (HepG2). The results showed 380 differentially expressed genes (DEGs) and 35 KEGG pathways 
enriched by DEGs in TSA-treatment group. Most of DEGs (177/380) and KEGG pathways (23/35) from 
TSA-treatment groups were confirmed by SAHA-treatment. About half of KEGG pathways (9/23) were related to 
metabolism ,and nearly one third of common DEGs (66/177) were involved in metabolic process. Moreover, HDAC2 
siRNA experiment verified the effect of HDACIs on metabolic genes, suggesting that HDACIs potentially present a 
practical value to prevent tumor and other metabolism-related diseases. 

Keywords: HDACIs; metabolism; gene expression 

组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 (Histone deacetylases, 
HDACs)催化组蛋白去乙酰化，维系组蛋白乙酰化与
去乙酰化的平衡状态，与癌基因转录表达、细胞增

殖分化及细胞凋亡等诸多过程密切相关。到目前为

止，在哺乳动物细胞中共发现 18个 HDAC的亚型，
根据与酵母菌 HDAC 序列的相似性，可分为 4 类：
第Ⅰ类包括 HDAC1、HDAC2、HDAC3和 HDAC8，
与酵母菌 pd3 蛋白相似；第Ⅱ 类包括 HDAC4、
HDAC5、HDAC6、HDAC7、HDAC9 和 HDAC10，
与酵母菌 Hda1蛋白相似；第Ⅲ类与酵母菌的转录抑
制因子 Sir2序列相近，可分为 SIRT1~ SIRT7；第Ⅳ
类只含 HDAC11[1]。在细胞核内，组蛋白 N 端赖氨
酸乙酰化后，会中和赖氨酸所带的正电荷，从而减

弱组蛋白和 DNA负电荷间的相互作用。染色质的解
聚能够促进 RNA 聚合酶和转录因子与启动子的结
合，增强 DNA转录。 
组蛋白去乙酰化酶对肿瘤的发生具有重要作用。

研究表明[2~4]，组蛋白的去乙酰化可促进肿瘤的发生。

由此目前发展出了一系列 HDAC 抑制剂 (HADC 
inhibitors, HADCIs)类抗肿瘤药物。曲古抑菌霉素
A(Trichostatin A, TSA)是最早被研究的羟肟酸类
HDAC抑制剂的代表化合物之一，随后以 TSA为先
导化合物进一步优化结构得到 SAHA (Suberoylani-
lide Hydroxamic Acid)。TSA和 SAHA对第 I类和第
II类 HDACs都有较高的抑制活性，是广谱的 HDAC
抑制剂。多项报道提示 TSA对胃癌[5~7]、肝癌[8]、鼻

咽癌[9]、宫颈癌[10]、淋巴细胞白血病[11]等恶性肿瘤

具有潜在的治疗作用。Xiong等[12]报道 USP22的过
表达可促进多种癌细胞的发生，而 TSA 可负调控
USP22的表达。以上研究结果均显示 TSA可能作为

一种潜在的广谱抗肿瘤药物。 
组蛋白去乙酰化酶对细胞代谢过程也存在潜在

的作用。研究显示[13]，肝癌细胞中 HDAC2 的沉默
可明显抑制 PPARr信号通路，影响糖酵解和脂质合
成过程。而针对 HDAC的广谱抑制剂 TSA的研究也
印证了 HADCIs对代谢产生影响[14]。在 F9小鼠胚胎
性癌细胞中，TSA 下调低密度脂蛋白合成通路中相
应 9种基因(Hmgcr、Mvk、Mvd、Idi1、Fdft1、Sqle、
Lss、Sc4mol 和 Nsdhl)的水平(P < 0.05)，从而影响
脂质代谢。另有研究报道了胆固醇代谢与 TSA的关
联[15~17]。虽然目前仍缺少其他 HADCIs(如 SAHA)
对代谢影响的文献，现有结果均提示 HDACIs 可能
是潜在调节代谢的药物，但其具体的分子作用机制

尚待深入探讨。 
本研究通过整合 TSA及其新一代类似药 SAHA

处理后的肝细胞系(HepG2)细胞的表达谱数据，从转
录组水平分析 TSA、SAHA 调节代谢的机制，并结
合 HDAC2 siRNA 细胞学实验来验证 HDACIs 潜在
的调节代谢作用。 

1  材料和方法 

1.1  数据收集及差异表达基因筛选 

从 Gene Expression Omnibus 数据库下载有关
HADCIs的表达谱数据，包括 TSA表达谱数据(GSE4465，
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=G
SE4465) 和 SAHA 表 达 谱 数 据 (GSE52232 ，
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=G
SE52232)。两个研究采用的芯片分别为 GPL570 
(Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array)和
GPL6883(Illumina HumanRef-8 v3.0 expression bead-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25323692�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL570�
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chip)，以 P < 0.01为 t检验阈值，筛选差异表达的基
因[13,18]。 

1.2  软件分析 

1.2.1  WebGestalt 

采用网络版软件WebGestalt (http://www.webgestalt. 
org/)[19]对两组数据的差异表达基因进行功能富集分

析(KEGG)，校正后 P值小于 0.01。 

1.2.2  GSEA 

采用基因集富集分析 (Gene Set Enrichment 
Analysis, GSEA)软件进行基因集富集分析[20]，评价

两组数据集之间是否具有重复性，并从整体上评价

两组数据之间的联系。GSEA 具体参数：设置 TSA
处理组为表达数据集(Expression dataset), SAHA 处
理组为功能基因集(Gene sets database)，随机组合次
数(Number of permutations)选为 1000，其他选项默
认为初始值。 

1.3  HDAC2 siRNA细胞实验 

HepG2细胞用 DMEM 培养基常规培养，待细
胞生长状态良好时转染[21]。细胞在 10 cm细胞培养
皿中融合度大于 90%，约 1 × 107个细胞。转染前 2 h
正常换液。取数个 0.4 cm的电转杯，每个电转杯中
移入 200 µL细胞浓度为 1 × 107个/mL的培养基，
向电转杯中加入 100 pmol HDAC2 siRNA(上海生工
生物工程技术服务有限公司)，轻柔弹匀，电转条件
为矩形波，一个脉冲，270 V，20 ms。转移细胞至
已 37℃预热含 20% FBS的培养基中，轻轻晃匀，至
37℃培养箱中培养。电转后 8 h正常换液，48 h后
采集用于下一步实验。 

1.4  qRT-PCR 

用  Trizol 法提取各培养条件 HepG2 细胞总 
RNA[22]。取 1 µL RNA 用 Nano 2000进行定量及纯
度 OD260nm/OD280nm 的值应为 1.9～2.0。RNA 完整
度用  Agilent 2100 Bioanalyzer 检测。合格后进
行 cDNA 合成，每个样本取相同量 RNA(5 ug)进行
逆转。用软件 Primer Premier 5.0设计 qRT-PCR 引
物，β-actin 作为内参。 

1.5  统计学分析 

本研究中所有的统计学分析均在 Matlab 7.0 

(The Mathworks, Natick, MA)中进行，统计学显著性
精确到 0.01。 

2  结果与分析 

2.1  HDACIs对基因表达的影响 

在 TSA、SAHA 处理组中，表达芯片分别检测
到 21652、15806个基因表达，其中差异表达的基因
(DEGs，adjust-P value < 0.01)数目分别为 380个和
3475个。共有 177个基因同时在两种药物处理中呈
现差异表达(图 1A)。根据统计学模拟确证，共差异
表达基因数值(177 个)是预期值(84 个)的 2.1 倍，显
著高于理论的预期(χ2 = 4047.9, df = 1, P < 0.0001)，
提示两个研究具有可比性。 
为进一步评价两个数据集之间的可比性，本研

究根据 GSEA 方案的原理，以 SAHA 处理组中的
15806 个基因的差异表达程度(|log10(P value)|)为背
景，针对 TSA筛查所确定的 380个 DEGs集合进行
富集分析(图 1B)。在 TSA研究中候选基因集合倾向
于呈现同 SAHA 性状的关联性 (即富集于 |log10(P 
value)|大的区域 )，比较获得的 ES 值 (Enrichment 
Score)为 0.68，该数值显著大于模拟数据的 ES数值
(GESA-P < 10-3)。结果证明了两个研究之间的重复
性，说明 TSA、SAHA 研究中差异表达基因具有相
似的生物功能背景。 

2.2  差异表达基因功能背景分析 

为深入揭示 HDACIs 处理组表达数据的生物学
功能，本研究利用 WebGestalt 分别对 TSA、SAHA
处理组的差异表达基因进行功能富集分析。在 TSA
处理组中确定了 35个富集 DEG的 KEGG通路，而
SAHA 处理组中发现 131 个富集通路。其中，TSA
处理组所发现的大多数富集通路 (23/35)得到了
SAHA 研究的证实，表明两个 HDACIs 处理所筛选
出的差异表达基因具有相似的功能背景。表 1所示，
23个共享的 KEGG通路中包括了多种肿瘤表型相关
的功能(如癌症通路、p53 信号通路、细胞凋亡、细
胞周期和 DNA 的复制等)，同时也包括一些与代谢
相关的通路也明显富集(如代谢通路、不饱和脂肪酸
的生物合成、脂肪酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢和

药物代谢酶等)。 



 

第 9期 曹继红等: 组蛋白去乙酰化酶抑制剂影响的代谢相关基因的组学筛查及验证 921 

 

    

 

 
 

图 1  TSA、SAHA 组基因表达差异分析                            
A：TSA、SAHA处理组差异表达的基因；B：以 SAHA处理组的 15806个基因的差异表达程度为背景，TSA处理组 DEGs集合 GSEA
富集分析结果。 
 
表 1  TSA、SAHA 共享 KEGG 通路及对应 |log10 (P)| 值 

TSA SAHA KEGG ID KEGG 通路 

34.06 96.51 map01100 代谢通路  

11.65 4.11 map00980 
通过细胞色素 P450的外源性化学物质代谢 

10.39 4.03 map05322 
系统性红斑狼疮 

7.47 5.52 br08901 
药物代谢酶 

7.09 3.3 map00514 
其他类型的 O-聚糖的生物合成 

6.81 3.7 map01040 
不饱和脂肪酸的生物合成 

6.47 32.32 map04110 
细胞周期 

6.29 14.18 map04115 
p53信号通路 

5.86 15.46 map04142 
溶酶体 

5.73 25.34 map05200 
癌症通路 

5.45 7.24 map00330 
精氨酸和脯氨酸代谢 

5.43 5.96 map05145 
弓形体病 

5.34 15.61 map04145 
吞噬 

5.34 7.03 map03320 
PPAR信号通路 

5 18.22 map03030 
DNA的复制 

4.5 5.27 map05416 
病毒性心肌炎 

3.7 9.29 map04210 
细胞凋亡 

3.52 10.03 map01212 
脂肪酸代谢 

3.52 6.35 map00670 
叶酸一碳单位库 

3.52 3.1 map00380 
色氨酸代谢 

3.52 24.95 map03040 
剪接体 

3.4 3.7 map00250 
丙氨酸，天门冬氨酸和谷氨酸代谢 

3.3 4.22 map04964 近端小管碳酸氢盐的再生 

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?map00980�
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通路富集分析表明，HDACIs 处理后显著影响
肝细胞的代谢。TSA和 SAHA处理组共享了多个代
谢相关的通路(包括代谢通路、脂肪酸代谢、不饱和
脂肪酸的生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢、色氨酸

代谢、丙氨酸，天门冬氨酸和谷氨酸代谢、叶酸一

碳单位库、P450 的外源性化学物质代谢、药物代   
谢酶)。 
为了进一步理解 HDACIs 与代谢的关系，本研

究将参与代谢通路的差异表达基因进行了总结，共

发现 66个受两种药物共同影响的代谢相关基因。后
续的功能诠释提示这类基因主要影响了氨基酸和脂

类代谢(图 2)。 

2.3  HDAC2 siRNA细胞学验证 

为进一步探讨 HDACIs 是否通过抑制 HDAC2
发挥代谢调控作用，在 HepG2 细胞模型中采用
HDAC2 siRNA实验验证 HDAC2对代谢基因的影响。
本研究从 66个与 HDACIs相关的代谢基因中选取 8
个进行了 qRT-PCR 验证。扩增产物片段大小为
80~120 bp，GC 含量为 40%~60%。结果表明(表 2)，
6个基因(EHHADH、ARG2、PLD1、NME4、ALPL 和
SHMT2)在 HDAC2 siRNA状态下表达变化与HDACIs  

 

 
 

图 2  TSA、SAHA 共享的 66 个代谢关联基因 KEGG 通路富集分析结果 
圆形表示基因，方形表示 KEGG通路 ID代号。 
 

表 2  部分代谢相关基因的 qRT-PCR 引物及结果 

基因 
qRT-PCR引物(5'→3') 芯片差异表达倍数(1og2值) qPCR 差异

表 达 倍 数

log2(FC)  
上游引物 下游引物 TSA SAHA 

ATP6V1D TCCCTTTAAACGAGCCTTCA GACCCGAGCCGAAAAGTTAT -1.39 -0.7 1.63 

EHHADH CTGAATTGGCTTGTTGCAGA CTCAGACCCGGTTGAAGAAG 1.23 1.39 1.11 

ARG2 GATCATCTTTGGGGACTGGA CTGCCATAAGAGAAGCTGGC -0.68 -1.35 -0.82 

PLD1 AGGTTTCCTTCGAGCTCTGC CAGAACCATGTGCAGAGGAG 1.67 1.73 1.5 

NME4 GCCTCTCAAAGCGCTGG AGCCTGCTAGTGCGCCA 1.44 1.74 0.97 

ALPL GCTGGCAGTGGTCAGATGTT CTATCCTGGCTCCGTGCTC -1.68 -6.12 -1.39 

ADH4 CACCTCCTAGGCCAAAGACA GTCTGCTTGGATGTGGGTTT -0.98 -1.98 0.9 

SHMT2 TTTGCTTCCCCAGTCTGAGT TTCTCTTTGTTTTGGGCGG 0.72 0.82 0.68 
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处理组芯片表达数据一致(图 2)。其中 3 个基因

(EHHADH、PLD1 和 ALPL)差异表达大于 2 倍。以上

结果表明HDACIs通过影响HDAC2功能发挥潜在的

调节代谢作用。 

3  讨  论 

TSA和 SAHA都属于异羟肟酸类化合物，是目
前研究较为广泛的一类 HDACs抑制剂。近年来国内
外研究均提示 TSA 可影响代谢过程。Milagre 等[17]

发现 TSA 可通过激活 CYP46A1 影响大脑胆固醇的
代谢；Nunes 等[23]的研究显示，在神经元细胞内，

TSA 可在转录水平上调节胆固醇的代谢，推测
HDAC 抑制剂可作为治疗胆固醇代谢受损相关的神
经退行性疾病的潜在药物；在 F9小鼠胚胎癌细胞和
人 HepG2细胞中，Chittur等[24]发现 TSA可影响胆固
醇代谢相关基因的转录水平。但因缺乏其他

HADCIs(如 SAHA)对代谢影响的研究，目前尚需证
明 TSA 对代谢过程的影响是否是 HADCIs 的共有   
过程。 
本研究在转录组水平分析了 TSA 和 SAHA 对

HepG2 细胞的作用，以期阐释此类药物影响代谢的
共同作用机制。通过整合比较 TSA 和 SAHA 处理的

2 组 HepG2 细胞表达谱数据，论证了两组数据的可

比性。首先，两组数据共有差异表达基因χ2检验的

P 值小于 0.0001；其次，两组数据集 GSEA 比较结果

显示，TSA 数据集中的 380 个差异基因在 SAHA 整

体表达数据中显著富集，且富集的 ES 值显著大于对

应的模拟数据值。再次，差异表达基因的 KEGG 通

路分析显示，两组数据共享了 23条功能通路。以上
这些结果表明两种 HADCIs 具有相似的功能学影响。
进一步分析显示，在所有的共有通路中，富集了多

条代谢通路。如表 1所示，TSA和 SAHA所影响的
基因富集在不饱和脂肪酸的生物合成、脂肪酸代谢、

药物代谢酶、P450的外源性化学物质代谢、精氨酸
和脯氨酸代谢、丙氨酸、天门冬氨酸和谷氨酸代谢

等多条代谢通路中。这一结果表明，在转录组的水

平上 TSA 和 SAHA 对 HepG2 细胞的代谢过程产生
了较大的影响。 
在分子机制方面，目前认为 HDACIs 主要是通

过抑制组蛋白 N-端的赖氨酸残基的乙酰化过程，激

活或抑制基因转录，从而发挥控制肿瘤细胞生长，

诱导肿瘤细胞凋亡的作用 [25]。虽然前期研究显示，

抑制肝细胞中的 HDAC2可影响脂质合成[13]、储存[26]

过程，但是 HDAC2 影响代谢的机制尚未有过详细
报道，而 HDACIs是否通过影响 HDAC功能发挥代
谢调控作用尚待探讨。在本研究中，为了验证

HDACIs 是否通过 HDAC 发挥代谢调控作用，我们
用 HepG2细胞进行了 HDAC2 siRNA实验，并从 66
个 HDACIs 有关的代谢基因中选取 8 个进行了
qRT-PCR验证。6个基因(EHHADH、ARG2、PLD1、
NME4、ALPL 和 SHMT2)表达变化与芯片表达数据
一致，其中，3 个基因(EHHADH、PLD1 和 ALPL)
差异表达显著。这一结果证实 HDAC2 的沉默对代
谢相关基因的影响。 
目前已有多项研究阐述了 HDACIs影响的有关

基因在代谢过程中的机制。据报道 [27]，过氧化物酶

体 (EHHADH)可通过琥珀酸脱氢酶 -黄素蛋白与
CoQ之间的电子传递链影响脂肪酸的氧化过程，临
床上导致 Zellweger 肝脑肾综合征，患者缺乏过氧
化物酶，发生琥珀酸脱氢酶-黄素蛋白与 CoQ 之间
的电子传递异常，影响脂肪酸氧化过程，造成肝功

能严重障碍。同时， EHHADH还参与线粒体能量
代谢，与先天性肾 Fanconi’syndrome 的发生有关[28]。

在骨髓间充质干细胞 (BMMSCs)成骨分化过程中[29]，

ALPL基因对 BMMSCs成骨分化具有促进作用，负
向调控 β2 肾上腺素受体(ADRB2)。ADRB2 通过肾
上腺素受体介导激活交感神经系统，负向调控骨代

谢，促进骨吸收。Akp2+/-小鼠在骨骼发育上存在缺

陷，骨形成异常，提示 ALPL基因突变对骨代谢的
影响。PLD1 广泛分布于高尔基体、内体、溶酶体
及其分泌囊泡 ,催化水解磷脂酰胆碱分子中的磷酸
和有机碱羟基为磷脂酸和胆碱[30]。化学药剂破坏小

鼠肝脏细胞中 PLD1 的活性后 ,小鼠肝脏细胞中
VLDL的合成减少，提示 PLD1与脂质代谢有关 [31]。

进一步报道显示 VLDL 的合成是通过磷脂的去乙
酰化发挥作用。综上所述，本研究由此推测 TSA、
SAHA 可能通过对 HDAC2 的调控改变 EHHADH、
PLD1、ALPL 等基因的表达，继而影响细胞代谢，
从基因层面的整合分析将为后续功能学研究提供

方向。 
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