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英文缩略对照表
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MDM2 Mouse double minute 2

P-TEFb Positive transcription elongation factor b
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DSIF DRB-sensitivity inducing factor
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摘 要

Brd4是 BET家族的成员，它在哺乳动物细胞中分布广泛，能够调控细胞周

期和基因转录等，与肿瘤的发生也有密切关系。在静息细胞中绝大多数的 Brd4

通过其溴结构域识别乙酰化的组蛋白结合在染色质上。前期研究发现在一些外界

刺激（如 UV照射，DOX处理）下，细胞中的 Brd4与染色质解离形成有活性的

Brd4，游离的 Brd4 能够募集有活性的转录因子 P-TEFb 到基因的启动子区，促

进基因转录延伸。DOX是一种广谱性的抗肿瘤抗生素，能够通过引起 DNA损伤

等手段杀伤肿瘤细胞，但同时它具有很强的心肌毒性。JQ1是 BET 家族的抑制

剂，可以和乙酰化的组蛋白竞争结合 BET 家族的溴结构域（BD），能抑制 Brd4

募集 P-TEFb到基因的启动子区，从而抑制转录。JQ1可以有效治疗白血病、结

肠癌、前列腺癌等，因此 JQ1被认为是临床上治疗癌症的潜在有效药物。

我们的研究发现，DOX诱导 Brd4的应激活化是细胞用来抵抗 DOX杀伤作

用的一种手段，当用抑制剂 JQ1阻断 Brd4 的应激活化时，与 DOX 共处理会引

起细胞凋亡程度极大的增加。本文围绕着 JQ1与 DOX协同诱导细胞凋亡的机制

进行了研究，我们发现：DOX能够激活 p53，并促进其入核，而且 JQ1与 DOX

协同诱导细胞凋亡是 p53依赖性的，只在 p53野生型的 HCT116细胞中发生显著

凋亡。同时，我们还发现，在 JQ1和 DOX共处理下，p53依赖性的促凋亡基因

PUMA显著增加，而抗凋亡基因 Bcl-XL和 Bcl-2显著下降，两者协同作用导致

了 HCT116细胞凋亡。我们的研究结果显示，JQ1可以增加 DOX 对肿瘤细胞的

杀伤力，因此 JQ1与低剂量的 DOX联用就能达到很强的杀伤肿瘤细胞的效果，

有利于 DOX在临床上更好的发挥作用。我们的研究结果为癌症的治疗提供了理

论依据和新的思路，JQ1与 DOX的联合用药对于癌症的治疗具有广阔前景和深

远意义。

关键词：JQ1；DOX；细胞凋亡
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Abstract

Brd4 is a member of the BET family, which is widely distributed in mammalian

cells and capable of regulating cell cycle and gene transcription. The vast majority of

Brd4 binds acetylated histones through its bromodomains in untreated cells. Previous

studies have found that Brd4 is activated when dissociates from chromatin under

some external stimulation (such as UV, DOX).Activated Brd4 recruits positive

transcription factor P-TEFb to the promoter region , promotes gene transcription and

elongation.DOX is a widely used anti-tumor antibiotic, but has a strong cardiac

toxicity. JQ1 is an inhibitor of the BET family and competes with the acetylated

histone for binding to the bromodomains (BDs) of the BET family, thereby inhibits

the process of Brd4 recruiting P-TEFb to promoter region .Many experiments have

found that JQ1 is a promsing drug for treating leukemia, colon cancer, prostate cancer

and so on.

Our study found that the activation of Brd4 under DOX treatment is a means by

which cell resist DOX . When Brd4 activation was blocked by JQ1, co-treatment with

DOX lead to apoptosis. This paper explored the mechanism of JQ1 and DOX

co-treatment induced apoptosis. The results showed that DOX activates p53 and

promotes its nuclear translocation.In addition, JQ1 and DOX co-treatment induces

significant apoptosis which only occurs in p53 wild-type HCT116 cells.In other words,

JQ1 and DOX co-treatment induced apoptosis is p53-dependent. Furthermore, the

expression of pro-apoptotic gene PUMA is significantly increased under co-treatment

of JQ1 and DOX, and the anti-apoptotic gene Bcl-XL and Bcl-2 are greatly decreased.

Their synergistic effect results in apoptosis. In conclusion, JQ1 increases the lethality

of DOX on tumor cells, so JQ1 combines with low dose of DOX is able to kill

massive tumor cells. Therefore, our research provides a new therapy for tumor, JQ1

and DOX co-treatment has broad prospects for the cure of tumor.

Keywords: JQ1;DOX;cell apoptosis
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第一章 前言

癌症，目前仍是亟待攻克的世界性医学难题，在我国，癌症是危害健康的第

一杀手。目前癌症的治疗还面临很多问题，例如治愈率低，复发率和死亡率高，

预后差等。化疗药物 Doxorubicin（以下简称 DOX）在临床上应用广泛，可以通

过引起 DNA损伤等手段杀伤癌细胞，但其本身具有很强的心肌毒性，长期使用

会引发心肌病和充血性心力衰竭[1]。DOX能够促进细胞中的 Brd4应激活化，进

而募集正性转录因子 P-TEFb到基因的启动子区促进基因转录[2]。Brd4与肿瘤的

发生关系密切，可以促进肿瘤相关基因的转录[3]。Brd4 的抑制剂 JQ1 是治疗癌

症的潜在小分子药物[4]，鉴于 DOX，Brd4以及其抑制剂 JQ1之间的关系，我们

希望探索新的联合用药方式，用于治疗肿瘤疾病。本文着力研究 JQ1与 DOX联

用对细胞凋亡的影响和机制，开创一种新的联合用药手段，能够降低 DOX的临

床用量而且不影响其疗效，减少它的毒副作用，这对于癌症的治疗意义重大。

1.1 癌症的治疗现状和困境

1.1.1 癌症的危害和治疗手段

2015年，赫捷院士、陈万青教授等人发表了中国癌症统计数据[5]，显示 2015

年我国大约有 429.2万个癌症新发病例以及 281.4万癌症死亡病例。肺癌、肝癌、

胃癌、食管癌和结直肠癌等在我国的发病率和死亡率很高[5]。

癌症的治疗手段主要包括：手术治疗、放射治疗、化学治疗传统的三大模式，

以及新兴生物免疫疗法，热疗等[6]。化学治疗（简称化疗）是一个快速发展的领

域，已经普遍用于临床治疗恶性肿瘤。单用化疗药物可以治愈某些肿瘤，例如小

儿急淋白血病、绒毛膜上皮细胞癌等[7]。此外，很多恶性肿瘤如卵巢癌、骨肉瘤、

乳腺癌等的治疗也都需要有化疗参与。临床使用的化疗药物都有不同程度的毒副

作用，除了杀伤肿瘤细胞外，还会杀伤正常组织细胞，特别是对生长速度较快的

骨髓细胞、淋巴细胞等造成巨大伤害，导致免疫系统受损、脱发及呕吐等不良反

应[8]。
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1.1.2 化疗药物分类及作用机制

根据结构和来源，通常将化疗药物分成以下五大类：1）烷化剂：（如氮芥

类）；2）周期特异性抗代谢物（如胸苷酸合成酶抑制剂）；3）抗肿瘤抗生素（如

蒽环类抗生素）；4）植物类抗癌药（如长春花生物碱类）；5）其它药物（铂类、

激素等）[9]。

这些化疗药物的作用机制各不相同，烷化剂中的活泼烷基可以与 DNA、RNA

和蛋白质中的亲核基团发生烷化反应，造成交叉联结或脱嘌呤，最终导致 DNA

链断裂。抗代谢药能干扰 DNA 和 RNA的合成，其自身结构与体内核酸代谢的

必需物质比如嘌呤、嘧啶等相似，竞争性的参与核酸代谢的过程，从而阻断核酸

的合成[10]。抗肿瘤抗生素，通过抑制 DNA、RNA及蛋白质的合成，影响细胞分

裂，导致细胞死亡[11]。植物类抗癌药是植物碱和天然产品，能够抑制微管蛋白的

聚合，从而抑制有丝分裂[12]。铂类，包括顺铂（DDP）、奥沙利铂（L-OHP）、

卡铂（CBP）等，能和 DNA的碱基结合，使 DNA分子交叉连接失去复制功能[13]。

1.1.3 化疗药物 Doxorubicin对于癌症的治疗和细胞毒性

1.1.3.1 化疗药物 Doxorubicin治疗癌症的机制

化疗药物 Doxorubicin（以下简称 DOX），中文名称阿霉素，是一种广谱性

抗肿瘤药物，属于蒽环类抗生素[1]。关于 DOX 抗癌的作用机理，已有几种假说

被提出：氧自由基的形成；嵌合于 DNA 相邻的碱基对之间造成 DNA 损伤，抑

制 DNA 和 RNA的合成；抑制拓扑异构酶Ⅱ的活性；激活 p53基因促进细胞凋

亡[14]。阿霉素类药物是普遍应用的抗肿瘤药，临床上常用于治疗多种恶性血液病

和固体肿瘤例如白血病、乳腺癌、淋巴癌和肉瘤、卵巢癌等[15]。阿霉素在治疗癌

症中发挥重要作用，尽管已经被应用了 30多年，但仍然是一线的抗癌药物[14]。

1.1.3.2 化疗药物 Doxorubicin的心肌毒性

DOX具有细胞毒性，其急性副作用在患者服药几分钟内便会产生，包括恶

心、呕吐、骨髓抑制和心律失常。而慢性副作用需要几周或几个月才会表现，导

致心脏、肝脏、大脑和肾脏损伤。其中最严重毒性是心脏毒性，能引发心肌病和

充血性心力衰竭。DOX高剂量的用药以及体内积累，会造成严重的不可逆的心
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肌损伤[16]。线粒体是 DOX的重要靶点，在其心脏毒性中发挥关键作用。心脏富

含线粒体，DOX产生的自由基会对生物膜的结构功能进行修饰，主要发生在线

粒体水平，影响线粒体的正常功能，造成心肌细胞损伤以及凋亡[17]。

DOX的细胞毒性限制了它在临床上的应用，当前有以下几种方法来降 DOX

毒副反应：1）限制用药剂量，密切监测心脏状况[18]。2）寻找新的具有良好化疗

功能和低细胞毒性的蒽环霉素类似物[19]。例如 4’-阿霉素，与阿霉素相比，它具

有相似的抗癌疗效，以及较低细胞毒性[20]。3）脂质体包膜，即用双脂层包裹药

物，根据相似相溶原理，双脂层与生物膜结构类似，增加药物对细胞的亲和力。

肿瘤中的微管系统通常都是间断的且有大小约(100–780nm)的孔径，脂质体可以

通过这些孔径从血液中移动到肿瘤细胞周围[21]。这种改变有助于减少 DOX在心

肌细胞中的分布，进而降低其心肌毒性[22]。4）联合用药。DOX可以与一些抗氧

化剂联用，例如与维生素 E、辅酶 Q等联用[23]，利用抗氧化剂来降低阿霉素的

毒副作用。DOX与其他药物联合用药，不仅能起到杀伤肿瘤的作用，而且还能

降低 DOX对心脏的损害，在临床治疗上有重要意义。

1.2 基因转录的调控机制

1.2.1 转录因子 P-TEFb功能概述

P-TEFb是由催化亚基 CDK9和调节亚基 Cyclin T（主要是 Cyclin T1）组成

的异二聚体，具有激酶活性。它是正性转录因子，在转录过程中，能够磷酸化

RNA聚合酶 II C端结构域（CTD）ser2，从而促进转录延伸。近期研究发现 P-TEFb

的 CDK9还可以磷酸化负性延伸因子 DSIF和 NELF，从而解除这两个因子造成

的转录暂停，使转录延伸得以继续下去[24]。P-TEFb不仅对于大多数真核基因转

录至关重要，而且对于艾滋病毒（HIV-1）转录复制过程也是不可或缺的重要因

子。HIV-1的 Tat蛋白可以与 P-TEFb的 Cyclin T1结合，同时 Tat还能与 HIV-1

的转录新生产物 TAR (transactivation response)茎环结构结合，从而将 P-TEFb募

集到 HIV-1的转录复合物上，进而促进 HIV-1高效转录[25, 26]。同时有文章报道，

P-TEFb与心肌肥大[27]，肿瘤形成以及维持胚胎细胞干性也有关系[28]。

1.2.2 P-TEFb的活性调控
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