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[摘  要]  目的：探究组蛋白去乙酰化酶（HDAC）抑制剂帕比司他对黑色素瘤生长和免疫性的影响及其机制。方法：常规培养

黑色素瘤细胞B16F0，用不同浓度的帕比司他处理细胞，WB法检测帕比司他对B16F0细胞中HDAC表达的影响，CCK-8法、划痕

愈合实验、Transwell实验和流式细胞术分别检测帕比司他对B16F0细胞增殖、迁移和侵袭能力，以及细胞凋亡和周期的影响。转

录组学检测帕比司他对B16F0细胞基因表达的影响，用qPCR法加以验证。流式细胞术检测帕比司他对B16F0细胞表面MHC Ⅰ/Ⅱ类

分子表达的影响，B16F0与骨髓来源树突状细胞（BMDC）共培养检测帕比司他对BMDC细胞表达CD11c、CD80和CD86的影响，

B16F0细胞移植瘤实验检测帕比司他对移植瘤生长和裸鼠免疫功能的影响。结果：帕比司他促进B16F0细胞中组蛋白3（H3）和

α-微管蛋白（α-TUB）蛋白乙酰化（P < 0.01或P < 0.001或P < 0.000 1），抑制B16F0细胞增殖、迁移和侵袭能力，促进其凋亡，并使

细胞周期阻滞于G1期（P < 0.05或P < 0.001或P < 0.000 1），促进B16F0细胞表面表达MHC Ⅰ/Ⅱ类分子表达并促进共培养BMDC

成熟（均 P < 0.01）。转录组学检测结果显示，帕比司他促进 B16F0 细胞中 E-cadherin 和抗原提呈相关基因的表达，抑制 N-

cadherin、vimentin、c-Myc和CDK1的表达，qPCR法验证了这些结果。帕比司他抑制裸鼠移植瘤的生长并增强荷瘤裸鼠的免疫功

能（P < 0.05, P < 0.000 1）。结论：帕比司他可抑制B16F0细胞的恶性生物学行为，促进其凋亡，调控其免疫性，增强荷瘤裸鼠的

免疫功能。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of the histone deacetylase (HDAC) inhibitor panobinostat on melanoma growth, tumor 

immunity, and the underlying mechanisms. Methods: B16F0 melanoma cells were cultured and treated with different concentrations of 

panobinostat. The effect of panobinostat on HDAC expression in B16F0 cells was detected by WB. The effects of panobinostat on the 

proliferation, migration, invasion, apoptosis and cell cycle of B16F0 cells were detected by CCK-8 assay, wound-healing assay, 

Transwell assay and flow cytometry, respectively. The effect of panobinostat on gene expression in B16F0 cells was detected using 

transcriptome analysis and verified by qPCR. Flow cytometry was used to detect the effect of panobinostat on the expression of MHC 

Ⅰ/Ⅱ in B16F0 cells. B16F0 cells and bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) were co-cultured to assess the effects of 

panobinostat on the expression of CD11c, CD80 and CD86 in BMDC cells. A xenograft mouse model was used to evaluate the effects 

of panobinostat on tumor growth and host immune function. Results: panobinostat promoted the acetylation of H3 and α-tubulin 

proteins in B16F0 cells (P < 0.01 or P < 0.001 or P < 0.000 1), inhibited cell proliferation, migration, and invasion, promoted apoptosis, 

and induced G1-phase cell cycle arrest (P < 0.05 or P < 0.001 or P < 0.000 1). Additionally, panobinostat enhanced surface expression 

of MHC Ⅰ/Ⅱ on B16F0 cells and promoted BMDC maturation (all P < 0.01). Transcriptomic analysis showed that panobinostat 
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upregulated the expression of E-cadherin and antigen presentation related genes in B16F0 cells, and inhibited the expression of N-cadherin, 

vimentin, c-Myc and CDK1, which was confirmed by qPCR. In vivo, panobinostat suppressed xenograft tumor growth and enhanced 

immune function in tumor-bearing nude mice (P < 0.05, P < 0.000 1). Conclusion: panobinostat can inhibit the malignant biological 

behavior of B16F0 cells, promote apoptosis, regulate tumor immunity, and enhance immune function of tumor-bearing nude mice.

[Key words]  melanoma; panobinostat; major histocompatibility complex Ⅰ/Ⅱ; tumor immunity
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恶性黑素瘤（metastatic melanoma）是一种起源于

黑色素细胞的恶性肿瘤[1-2]，其发病率持续上升[3]。由

于黑色素瘤具有高度的肿瘤异质性，对大部分的放

化疗药物具有耐药性，导致患者复发率和病死率均

高[4]。尽管针对晚期黑色素瘤的治疗开发了许多新

兴的治疗方式，包括针对突变位点的靶向疗法和免

疫疗法等，但黑色素瘤的耐药性极大地限制了这些

疗法的应用[4-5]。近年来的研究[6-7]认为，表观遗传变

化是黑色素瘤高度异质性的主要原因，也是黑色素

瘤耐药性出现的关键因素。尽管表观遗传学机制涉

及面广泛，如DNA甲基化、组蛋白乙酰化、染色质重

塑及RNA干扰，但组蛋白乙酰化具有较高的临床意

义，成药性较高。临床数据[7-10]显示，黑色素瘤的组蛋

白去乙酰化水平升高，且与患者的生存率显著相关。

组蛋白过度去乙酰化与多种细胞过程，如增殖、凋

亡、代谢和免疫原性相关[7,11]。因此，组蛋白乙酰化被

认为是改善黑色素瘤耐药性最有希望的治疗方法之

一[12-14]。帕比司他（panobinostat, LBH589）是一种广

谱组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase, HDAC）抑

制剂，具有抗肿瘤活性，是获批治疗多发性骨髓瘤的

首款HDAC抑制剂，并且已经在临床上投入使用[15]。

目前，帕比司他在多发性骨髓瘤[16]、肺癌[17]、淋巴瘤[18]

等多种恶性肿瘤中均有应用。然而，帕比司他对黑

色素瘤的疗效尚未明晰。本研究旨在探讨帕比司他

对黑色素瘤生长和免疫性调节的影响及其机制。

1  材料与方法

1.1  动物、细胞与主要试剂

20只 SPF级 6~8周龄、雄性C57BL/6小鼠，体质

量约 20 g，购自川北医学院动物实验中心[卫生许可

证号：SYXK（川）2023-0076]，本实验所有实验方案均

经川北医学院动物实验伦理委员会批准（动物伦理

编号：2024073），并符合实验动物福利与伦理规范。

黑色素瘤细胞B16F0购自中国科学院细胞库，胎

牛血清（FBS）购自美国 Thermo 公司，RPMI 1640 培

养基、0.25 %胰酶购自普诺赛公司，CCK-8试剂盒、细

胞周期检测试剂盒购自凯基生物公司，Transwell小

室购自美国Corning公司，RNase A溶液购自biosharp

公司，Matrigel基质胶购自美国BD Biosciences公司，

Annexin Ⅴ/PI凋亡试剂盒、RNA提取试剂盒、逆转录

试剂盒和PCR扩增试剂盒均购自南京诺唯赞有限公

司，RT-qPCR引物购自擎科生物公司，IL-4购自近岸

蛋白质公司，GM-CSF购自美国R&D Systems，乙酰

化组蛋白3（acetylated histone 3，Ac-H3）一抗、乙酰化

α微管蛋白（acetylated α-tubulin, Ac-α-TUB）一抗购自

Affinity Biosciences公司，H3一抗购自华安生物有限

公司，α-TUB一抗、辣根过氧化物酶（HRP）羊抗兔/鼠

二抗均购自菲恩公司，细胞核蛋白与细胞质蛋白抽

提试剂盒购自碧云天公司，帕比司他购自美国MCE

公司，DAPI、CD3、CD4、CD8、NK1.1、CD11c、CD80、

CD86、MHC Ⅰ、MHC Ⅱ流式抗体、LEGENDplexTM多

因子试剂盒均购自美国BioLegend公司。流式细胞

仪（FACS Calibur）购自美国 BD 公司，流式细胞仪

（NovoCyte）购自美国Agilent公司，酶标仪（ST-360）

购自中国上海科华生物工程股份有限公司，实时荧

光定量PCR仪（MA-6000）购自中国圣湘生物科技股

份有限公司，紫外可见光分光光度计（Nanordrop 

One）购自中国赛默飞世尔科技有限公司，96孔梯度

PCR仪（T100）购自美国Bio-Rad公司。

1.2  WB法检测帕比司他对B16F0细胞中HDAC表

达的影响

B16F0细胞用含10% FBS的1640培养基，37 ℃、

5% CO2培养箱中培养，当细胞汇合度达 80%～90 %

时进行传代。取对数生长期的B16F0细胞以5 × 105/

孔接种于 6孔板中，细胞贴壁后，用不同浓度的帕比

司他（0、0.01、0.05 和 0.10 μmol/L）处理细胞，培养

24 h后收集细胞，用RIPA裂解液裂解细胞，提取总蛋

白。按照细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒说明

书提取核蛋白。BCA法分别测定总蛋白和核蛋白浓

度，蛋白样品经 SDS-PAGE 分离后转膜至 PVDF

膜，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h ，孵育 α -TUB一抗

（1∶20 000）、Ac- α -TUB 一抗（1∶1 000）、H3 一抗

（1∶10 000）、Ac-H3 一抗（1∶500），在 4 ℃下处理过

夜。在HRP标记二抗中室温下处理1 h，ECL显色液

显影X光胶片，α-TUB和H3为内参，ImageJ软件分析

Ac-α-TUB蛋白和Ac-H3蛋白的相对表达量。

1.3  CCK-8法检测帕比司他对B16F0细胞增殖能力

的影响

取对数生长期的B16F0细胞以 104个/孔接种于

96孔板中，细胞贴壁后按 1.2节中的方法处理细胞。
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每组 5个复孔。分别在 24、48和 72 h用CCK-8法试

剂盒说明书步骤检测各组细胞的存活率。

1.4  划痕愈合实验检测帕比司他对B16F0细胞迁移

能力的影响

取对数生长期的B16F0细胞以5 × 105个/孔接种

于在6孔板中，待细胞汇合度达80%时用200 μL的吸

头划线，用生理盐水洗涤 2 次，对照组用无 FBS 的

1640 培养基培养，帕比司他组用含 0.05 μmol/L帕

比司他的无FBS培养基培养，分别在 0 和 24 h 进行

观察拍照，用 ImageJ 软件计算细胞迁移率，细胞迁

移率 = （0 h 划痕面积–24 h 划痕面积）/ 0 h 划痕

面积 × 100%。

1.5  Transwell实验检测帕比司他对B16F0细胞侵袭

能力的影响

将Matrigel基质胶和无血清培养基按1∶5体积比

混合，加入Transwell小室1 h使其硬化成膜。实验分

为对照组和帕比司他组。将对数生长期的B16F0稀

释成密度为 105 个/mL 的单细胞悬液，上室中加入

200 μL 单细胞悬液，对照组下室中加入 600 μL 含

0.05 μmol/L帕比司他的 20% FBS的 1640培养基，培

养48 h后，用棉签去除上室中未侵袭性细胞，将穿膜

的细胞用4%多聚甲醛固定30 min，0.1 %结晶紫染色

10 min，用PBS清洗后，在光学显微镜下观察统计各

组侵袭细胞数。

1.6  流式细胞术检测帕比司他对B16F0细胞凋亡和

细胞周期的影响

取对数生长期的B16F0细胞，以 5 × 105个/孔接

种于 6孔板中，按 1.3节中方法处理细胞。培养 24 h

后，用 Annexin Ⅴ/PI凋亡试剂盒进行染色 ；或用

1 mL 70%冷乙醇固定，4 ℃下处理过夜，加入500 μL 

PI/RNase A 染色工作液（50 μg/mL PI，100 μg/mL 

RNase A）室温下避光处理 30～60 min。流式细胞仪

检测各组细胞的凋亡或细胞周期，以拟合软件Mod 

Fit分析各组细胞周期。

1.7  转录组学检测帕比司他对B16F0细胞基因表达

的影响

取对数生长期的B16F0细胞，以 5 × 105个/孔接

种于 6孔板中，按 1.3节中方法处理细胞。24 h后收

集细胞，每 106个细胞加入 1 mL TRIzol试剂，使其与

细胞充分接触，至细胞充分裂解至溶液清亮，将溶液

转移至 1.5 mL无RNase的离心管中，送海普洛斯基

因组中心进行mRNA转录组测序。

1.8  qPCR法验证转录组学测序结果

取对数生长期的B16F0细胞，以 5 × 105个/孔接

种于 6孔板中，按 1.3节中方法处理细胞。24 h后收

集细胞，用 RNA 提取试剂盒提取各组细胞中总

RNA，用逆转录试剂盒将其逆转录为 cDNA。根据

SYBR qPCR Master Mix 的说明书将 cDNA 进行扩

增。qPCR 引物序列见表 1。以 GAPDH 为内参，用

2-ΔΔCt方法计算出目标基因的相对表达水平。

表1    qPCR引物序列（5'-3'）

基因名称

CIITA

H2-Aa

H2-Eb1

H2-D1

CD74

CDK1

c-Myc

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

GAPDH

正向序列

AGCGCCACAGATACTCCCTATTT

TCCCTTCTGACGATGACATTTATGA

GAAAGCACAATCCACATCTGCAC

TTCTGGGTGTCCTTGGAGCTATG

AACCATGAACAGTTGCCCATACT

CGAGAACGGCTTGGATTTGC

AAATCCTGTACCTCGTCCGATTC

ACTTTGGTGTGGGTCAGGAAATC

GGAGGAGAAGAAGACCAGGACTA

CGAGAGAAATTGCAGGAGGAGAT

CAGTGGCAAAGTGGAGATTGTTG

反向序列

GCAGTCACCTACAGTCACATTCT

TTCCAGGGTGTGACTCATAAAGG

TCCTTCCTTCAGCCTTGTTACTT

GAGAGACCTGAACACATCGTCTG

GCTCACAGGTTTGGCAGATTTC

GACCAGCAGACAGGGACATC

TCTCCACAGACACCACATCAATT

TGGCGATGATGAGAGCTACATATG

AGCAGCTTTAAGGCCCTCATTAA

CTGGACATGCTGTTCCTGAATCT

TCGCTCCTGGAAGATGGTGAT

1.9  流式细胞术检测帕比司他对 B16F0 细胞表面

MHC Ⅰ/Ⅱ表达的影响

取对数生长期B16F0细胞，以 105个/孔接于 6孔

板中，贴壁后按1.3节中方法处理细胞，培养24、48 和

72 h，收集细胞 ，用 PE/Cyanine7-MHC Ⅰ ，Pacific 

Blue-MHC Ⅱ抗体染色30 min后，用流式细胞仪进行

检测分析。

1.10  B16F0 细胞与骨髓来源的树突状细胞（bone 

marrow-derived dendritic cell, BMDC）共培养检测帕

比司他对BMDC细胞CD11c、CD80和CD86表达的

影响

选取6~8周龄的雄性C57BL/6小鼠，取其腿骨并

剪去骨两端，在生理盐水中用注射器冲洗骨髓腔获

得骨髓悬液，裂解红细胞后获得小鼠骨髓细胞。铺
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板细胞数为1 × 106/孔，加入GM-CSF 20 ng/ mL、IL-4 

20 ng/ mL进行诱导，第3天时换液补充细胞因子，后

续每2 d换液1次。第7天收集成熟BMDC细胞。收

集对照组B16F0细胞和帕比司他处理 72 h的 B16F0

细胞，B16F0细胞和BMDC细胞按照1∶5比例进行铺

板（B16F0 细胞为 104个/孔）培养，培养 48 h 后收集

DC 进行相关指标染色，包括 FITC-CD11c、APC-

CD80、PE-CD86，用流式细胞仪进行检测分析。

1.11  B16F0细胞移植瘤实验检测帕比司他对移植

瘤生长和裸鼠免疫功能的影响

制备对数生长期的 B16F0 细胞悬液，密度为

1 × 106/100 μL，将 100 μL的细胞悬液注射至小鼠右

肩皮下。待移植瘤体积达 50~100 mm3时，按随机数

字表法随机将小鼠分为对照组和帕比司他组，每组

10只。帕比司他组每隔 2 d 腹腔给药，药物剂量为

15 mg/kg，100 μL/只，对照组注射等体积的生理盐水。

每隔1 d测量1次小鼠移植瘤体积，以“长径 × 短径 ×

短径/2”计算移植瘤体积。当对照组移植瘤平均体

积达到1 300 mm3时进行安乐死，完整剥离移植瘤组

织块，进行大体拍照。小鼠安乐死之前内眦取血，离

心后获得血清，采用LEGENDplexTM多因子试剂盒利

用荧光微球技术进行炎性因子检测。随后，小鼠部

分肿瘤组织、心、肝、脾、肺和肾用 4%多聚甲醛溶液

固定，石蜡包埋切片后进行H-E染色。小鼠脾和淋巴

结制备成单细胞悬液，进行 T 细胞相关指标（APC-

CD3、FITC-CD4、PerCP-CD8）染色及NK细胞的相关

指标（APC-CD3、PE-NK1.1）染色（染色30 min），用流

式细胞仪进行检测分析。

1.12  统计学处理

用统计软件Graphpad Prism 9处理分析实验数据。

两组间比较用 t检验，多组间比较用单因素方差分析。

以P < 0.05或 P <0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  帕比司他促进B16F0细胞中H3和α-TUB乙酰化

WB法检测结果（图1）显示，与对照组比较，帕比

司他组B16F0细胞中Ac-H3、Ac-α-TUB表达水平均

明显升高（P < 0.01 或 0.001或 0.000 1）。实验结果

表明，帕比司他可促进 B16F0 细胞中 H3和 α-TUB

乙酰化，α-TUB乙酰化程度的增加也证明帕比司他具

有使染色质松弛，促进基因转录的作用。

* *P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图1    WB法检测不同浓度帕比司他处理对B16F0细胞中Ac-H3及α-TUB表达的影响

2.2  帕比司他抑制B16F0细胞增殖、迁移和侵袭能

力，促进其凋亡，并使细胞周期阻滞于G1期

CCK-8 法检测结果（图 2A）显示，与对照组比

较，0.01和 0.05 μmol/L帕比司他组B16F0细胞存活

率在48和72 h均明显下降（均P < 0.05），并且呈剂量

依赖性。划痕愈合实验和 Transwell 实验检测结果

（图 2B、C）显示，与对照组比较，0.05 μmol/L帕比

司他组 B16F0 细胞迁移和侵袭能力均明显下降

（均P < 0.001）。流式细胞术检测结果（图 2D、E）显

示，与对照组比较，0.05 μmol/L帕比司他组B16F0细

胞的凋亡率明显升高（P < 0.05），细胞周期阻滞于

G1期。实验结果表明，帕比司他抑制B16F0细胞的

增殖、迁移和侵袭能力，促进其凋亡，并且使细胞周

期阻滞于G1期。

2.3  帕比司他促进B16F0细胞表面MHC Ⅰ/Ⅱ类分

子表达并促进共培养BMDC成熟

流式细胞术检测结果（图 3）显示，与对照组比

较，帕比司他组B16F0细胞表面MHC Ⅰ和Ⅱ类分子

表达均明显升高（均P < 0.01）。进一步将帕比司他

处理后的B16F0细胞与BMDC共培养，实验结果显

示，与对照组比较，帕比司他处理后的 B16F0 细

胞可显著地刺激 BMDC 细胞成熟，B16F0细胞与

BMDC 共培养 48 h，CD80+/86+细胞比例明显升高

（P < 0.05）。实验结果说明，帕比司他能促进B16F0

细胞表面MHC Ⅰ/Ⅱ分子的表达和BMDC成熟，有

利于向T细胞提呈特异性抗原信号，激活T细胞杀伤

肿瘤细胞，帕比司他处理能显著改善B16F0细胞的免

疫性。
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A：CCK-8法检测帕比司他处理后B16F0细胞的增殖情况；B：帕比司他处理后B16F0细胞的迁移情况（标尺 = 100 μm）；C：帕比司

他处理后B16F0细胞的侵袭情况（标尺 = 100 μm）；D：帕比司他处理后B16F0细胞凋亡情况；E：帕比司他处理后B16F0细胞周期

分布。与对照组比较，*P < 0.05，***P < 0.001， ****P < 0.000 1。

图2    帕比司他对B16F0细胞增殖、迁移、侵袭与细胞周期的影响

A：0.05 μmol/L帕比司他处理后B16F0细胞中MHC Ⅰ/Ⅱ分子表达；B：B16F0细胞与BMDC共培养后BMDC中CD80+/86+ 表达

情况。与对照组比较，**P < 0.01。

图3    帕比司他处理后的B16F0细胞促进BMDC成熟

·· 961



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(9)

2.4  帕比司他促进B16F0细胞中E-cadherin和抗原

提呈基因的表达，抑制N-cadherin、vimentin、c-Myc和

CDK1的表达

转录组测序结果（图 4A、B）显示，帕比司他处

理后的B16F0 细胞，5 267 个基因表达上调，2 199

个基因表达下调。如，上皮间质转化相关基因

（E-cadherin、N-cadherin 和 vimentin）[19] 中 E-cadherin

基 因 表 达 明 显 升 高（P < 0.001），N-cadherin 和

vimentin基因表达均明显降低（图 5A~C，P < 0.01或

P < 0.001）；与促进细胞增殖、抑制细胞凋亡等有关的

c-Myc基因[20]表达显著降低（图 5D，P < 0.01）。细胞

周期调控 因 子 CDK1[21-22] 表 达 显 著 降 低（图 5E，

P < 0.01）。其次，大量与抗原提呈相关的基因

（CIITA、H2-Aa、H2-Eb1、H2-D1、CD74）表达明显升

高（图 4C, P < 0.05）。qPCR法验证结果（图 5F~J）显

示，与对照组比较，帕比司他处理后 B16F0细胞中

上述基因表达明显升高（P < 0.05 或 P < 0.01 或

P < 0.001），与转录组测序的结果完全一致。

IFN-γ：interferon-γ(干扰素-γ)；TNF：tumor necrosis factor（肿瘤坏死因子）；Psme1：proteasome activator subunit 1（蛋白酶体激活亚

基1）；CanX：calnexin（钙网蛋白）；H2-D1：histocompatibility 2, D region locus 1（组织相容性2, D区域基因座1）；Pdia3：protein 

disulfide isomerase associated 3（蛋白质二硫键异构酶相关3）；Calr4：calreticulin 4（钙网蛋白4）；HSPa1b：heat shock protein 1B（热

休克蛋白1B）；B2m： β-2 microglobulin（β-2微球蛋白）；IFi30： interferon gamma inducible protein 30（干扰素γ诱导蛋白30）；Lgmn：

legumain（天冬酰胺内肽酶）；Ctsb：cathepsin B（胰蛋白酶B）；Ciita：class Ⅱ transactivator（二类转活化因子）；Rfxank：regulatory 

factor X-associated ankyrin-containing protein（增强子结合因子X相关的含锚蛋白蛋白）；creb1：cAMP responsive element binding 

protein 1（cAMP响应元件结合蛋白1）；Nfyb：nuclear transcription factor-Y beta（核转录因子-Yβ）。

A：GO数据库差异基因的火山图；B：差异基因GO功能富集图；C：KEGG数据库显著富集的MHC Ⅰ/Ⅱ分子通路图。

图4    帕比司他处理后的B16F0细胞mRNA测序结果分析
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A~C：侵袭、迁移相关基因的相对表达量；D：c-Myc的相对表达量；E：周期蛋白激酶CDK1的相对表达量；F~J：MHC Ⅰ/Ⅱ分子的

相对表达量。* P < 0.05， **P < 0.01，***P < 0.001。

图5    帕比司他处理后B16F0细胞基因的表达量变化

2.5  帕比司他抑制裸鼠移植瘤的生长增强荷瘤裸鼠

的免疫功能

裸鼠移植瘤实验检测结果（图6A~C）显示，与对

照组比较，帕比司他组移植瘤的体积和质量明显减

少（P < 0.05 或P < 0.000 1）。H-E染色检测结果（图

6D）显示，与对照组比较，帕比司他组小鼠主要器官

心、肝、脾、肺、肾均无明显异常，结果提示，帕比司他

对小鼠主要器官没有明显的影响。

流式细胞术检测结果（图 7）显示，与对照组比

较，帕比司他组裸鼠淋巴结中CD8+ T细胞、CD4+ T细

胞和脾组织中CD8+ T细胞、CD4+ T细胞和NK细胞

比例均显著升高（P < 0.05或P < 0.000 1）。

利用荧光微球技术的多因子检测结果（图 8）显

示，与对照组相比，帕比司他组荷瘤裸鼠血清中白介

素-1α（IL-1α）含量明显升高（P < 0.05），单核细胞趋

化因子-1（MCP-1）含量明显降低（P < 0.01）。

A：移植瘤大体图；B：各组移植瘤生长曲线；C：第24天各组移植瘤的质量； D：各组小鼠重要器官和移植瘤组织的H-E染色（标

尺 = 100 μm），箭头所示为坏死部位。与对照组比较，* P < 0.05 ，**** P < 0.000 1。

图6    帕比司他对裸鼠移植瘤生长及主要脏器的影响

3  讨  论

尽管目前有部分HDAC抑制剂药物对黑色素瘤的

治疗进入到了临床试验阶段，如伏立诺他和帕比司

他[6,23]。但这些HDAC抑制剂药物主要是通过与免疫检

查点联用的方式进行，虽然结果显示HDAC抑制剂药

物显著提高了免疫检查点药物的疗效，但并未进行深

入的机制探索[7]。在本研究选择了目前常用的帕比司

他，探索了其对黑色素瘤生长和免疫功能的影响，并进

一步通过转录组测序和qPCR法验证探究帕比司他对

黑色素瘤细胞基因表达的影响，试图探索帕比司他影

响黑色素瘤细胞的生长和免疫功能的机制。
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A：淋巴结中CD3+CD4+ T细胞代表性的流式细胞图；B：淋巴结中CD3+CD8+ T细胞代表性的流式细胞图；C：脾中CD3+CD4+ T细

胞代表性的流式细胞图；D：脾脏中CD3+CD8+ T细胞代表性的流式细胞图；E：脾中CD3-NK1.1+ NK细胞代表性的流式细胞图。
*P < 0.05，****P < 0.000 1。

图7    帕比司他对荷瘤裸鼠淋巴结和脾组织中的免疫细胞比例的影响

A：荷瘤裸鼠血清中 IL-1α表达的变化；B：荷瘤裸鼠血清中

MCP-1表达的变化。* P < 0.05，** P < 0.01。

图8    荷瘤裸鼠血清中 IL-1α和MCP-1的表达

首先，本研究用WB法证明帕比司他剂量依赖性

地促进B16F0细胞中组H3和 α-TUB乙酰化程度增

高，这表明黑色素瘤细胞B16F0细胞对帕比司他敏

感。实验结果还表明，帕比司他抑制B16F0细胞的增

殖、迁移和侵袭能力，并促进其凋亡。MYC基因编码

的转录因子家族是肿瘤中最常见的活化癌蛋白，可

促进细胞增殖、抑制细胞凋亡，已证明在小鼠模型中

抑制MYC基因可触发肿瘤消退[24,25]。本研究发现，帕

比司他抑制B16F0细胞 c-Myc基因的表达，这可能是

帕比司他抑制B16F0恶性生物学行为，促进其凋亡的

机制。上皮间质转化（EMT）是促进肿瘤发生发展和

广泛转移的关键机制，高转移性4T1乳腺癌模型表现

为EMT杂交表型[26]。E-cadherin表达减少或缺失被

认为是EMT的标志[19]，而N-cadherin[27]和 vimentin过

表达 [28]则可提高肿瘤细胞的侵袭能力。本实验

发现，帕比司他促进E-cadherin表达，抑制N-cadherin

和vimentin的基因表达，表明帕比司他可抑制B16F0

细胞的EMT进程，从而抑制B16F0细胞恶性生物学

行为。周期蛋白依赖性激酶（cyclin-dependent kinase, 

CDK）是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，与细胞周期蛋白形

成复合体，CDK在调控细胞周期、转录和剪接中起着

至关重要的作用[22,29]。本研究发现，帕比司他能抑制

B16F0细胞中CDK1表达，细胞周期阻滞于G1期。

尽管免疫疗法在黑色素瘤治疗中应用较多，但

由于原发性耐受或继发性免疫耐受的原因，约 40%

的黑色素瘤患者对联合免疫疗法无应答，约 30%的

患者初次应答后出现肿瘤复发或进展[30]。因此，改善

黑色素瘤的免疫原性，提高免疫治疗的应答率将有

助于更多黑色素瘤患者从免疫疗法中获益。本研究

通过测序结果发现，帕比司他能激活B16F0细胞中的

MHC Ⅰ/Ⅱ信号通路。MHC Ⅰ/Ⅱ是重要的抗原提

呈途径，分别介导了 CD8+ T 和 CD4+ T 细胞的激

活[31,32]。本研究发现，帕比司他能显著促进B16F0细

胞中大量与MHC Ⅰ/Ⅱ相关基因（CIITA、H2-Aa、H2-

Eb1、H2-D1、CD74）的表达。流式细胞术检测结果也

证实，帕比司他促进 B16F0 细胞表面的 MHC Ⅰ和

MHC Ⅱ的表达。文献报道[33]，MHC Ⅰ/Ⅱ抗原提呈

减少的原因之一是HDAC功能的失调，它们从组蛋

白中移除乙酰基，导致染色质结构更加封闭，从而阻

止 MHC Ⅰ/Ⅱ的基因转录，而帕比司他能够调控

HDAC，使组蛋白乙酰化程度增高，染色质结构松弛
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进而促进基因转录。其中，H2-D1基因编码的蛋白质

是 MHC Ⅰ类分子的一部分，其具有抗原提呈功

能[34-35]。帕比司他使 H2-D1 基因表达增加，有利于

MHC Ⅰ类分子将抗原提呈给CD8+ T细胞触发免疫

应答。在过去很长一段时间，关于肿瘤抗原的临床

研究主要集中在MHC Ⅰ类分子上。然而，随着对肿

瘤免疫认识的深入，以及基础和临床研究数据的积

累，MHC Ⅱ类分子限制性抗原肽在肿瘤免疫中的作

用受到了越来越多的关注[36-37]。一般认为，肿瘤表面

的MHC Ⅱ表达与具有抗肿瘤效应的CD4+ T细胞的

激活有关。本研究mRNA测序和 qPCR法检测结果

都显示，帕比司他促进与MHC Ⅱ相关的H2-Aa、H2-

Eb1、CD74的表达。H2-Aa、H2-Eb1基因编码的蛋白

质作为MHC Ⅱ类分子，在抗原加工和MHC Ⅱ类提

呈外源肽抗原的上游或内部发挥作用，并对T细胞分

化具有正向调节作用，而CD74则辅助MHC Ⅱ类分

子提呈外源性抗原肽，启动特异性体液免疫应答[38]。

CIITA作为Ⅱ类反式激活因子，可调控MHC Ⅱ类基

因的转录[39-40]。帕比司他促进H2-Aa、H2-Eb1、CD74、

CIITA基因的表达，有利于MHC Ⅱ分子将抗原提呈

给CD4+ T细胞触发免疫应答。

总的来说，帕比司他促进B16F0细胞的MHC Ⅰ/

Ⅱ相关基因表达，增强B16F0细胞表面MHCⅠ/Ⅱ分

子表达，从而改善B16F0细胞免疫性。B16F0细胞和

BMDC共培养的实验结果显示，帕比司他处理后的

B16F0细胞促进BMDC成熟的能力更强，与体内动

物免疫激活实验结果相符。体内的动物实验结果显

示，淋巴结和脾中CD8+ T、CD4+ T细胞的比例显著升

高。值得注意的是，虽然CD4+ T细胞的亚型中还有

免疫抑制细胞，如 Treg细胞[41]。但根据前文中提到

MHC Ⅱ主要激活具有抗肿瘤效应的CD4+ T细胞的

理论；动物实验中肿瘤生长受到抑制，免疫反应被激

活的结果来看，更趋向认为是具有抗肿瘤能力的

CD4+ T细胞数增加，但增加的CD4+ T细胞的具体分

型，尚需要进一步的研究。

尽管有Ⅰ期临床试验表明，帕比司他作为单药

使用于晚期黑色素瘤患者效果欠佳且毒性较大[23,42]。

但黑色素瘤作为一种突变负荷高、异质性高的肿瘤，

多种治疗方案联合应用是临床上公认的能使患者从

中获益的治疗方案。事实上，目前大部分HDAC抑

制剂单药在黑色素瘤的临床试验中均存在毒性较

大[7,43]。目前，大部分的HDAC抑制剂在黑色素瘤临

床试验中均需与其他疗法联合应用。伏立诺他和蛋

白酶体抑制剂马里佐米（marizomib）联用治疗黑色素

瘤的临床试验数据显示，在 2个治疗周期后，50%的

患者病情稳定[43]。同样，帕比司他与其他治疗方案联

用也可以起到明显的增效减毒的作用。1项已经完

成的Ⅰ期临床试验评估了帕比司他与地西他滨和替

莫唑胺（NCT00925132）联合使用的耐受性和疗效[44]。

该研究涉及 20例患有Ⅲ期或Ⅳ期皮肤、眼部或黏膜

黑色素瘤的患者。联用后显示，1例黏膜黑色素瘤患

者 8个月完全缓解，5例患者病情稳定。本研究结果

显示，帕比司他对黑色素瘤细胞的增殖、迁移、侵袭、

细胞周期、凋亡和免疫性均具有影响，表明帕比司他

与其他黑色素瘤疗法联合应用的良好前景。

综上所述，帕比司他可显著地增强B16F0细胞中

的组蛋白乙酰化程度，抑制黑色素瘤细胞的增殖、迁

移和侵袭能力，促进其凋亡并使其细胞周期阻滞于

G1期。帕比司他通过抑制移植瘤的增殖迁移和侵

袭，以及调节肿瘤细胞的免疫性有效地抑制黑色素

瘤的生长，为帕比司他在临床上与其他方法的联用

提供了理论依据。
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