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［摘要］　目的：通过体外实验观察ＤＮＡ甲基化转移酶抑制剂５氮２′脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａｄＣ）对人肺腺癌

细胞增殖、凋亡及相关基因表达的影响，初步探讨其在治疗肺部肿瘤的作用及可能机制。方法：分别以０．５、２．０、１０．０μｍｏｌ／Ｌ
的５ａｚａｄＣ处理人肺腺癌Ａ５４９细胞，用 ＭＴＴ法测定药物干预７２ｈ后的光密度值，计算抑制率，流式细胞仪检测５ａｚａｄＣ对

肺癌细胞株细胞周期及凋亡的影响，实时定量ＰＣＲ检测相关基因ｐ２１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达。结果：５ａｚａ

ｄＣ能抑制人肺癌细胞株Ａ５４９的增殖，且呈浓度依赖性；Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例下降，Ｓ期及Ｇ２／Ｍ期细胞比例明显高于对照组，

出现Ｇ２／Ｍ细胞周期阻滞；同时，５ａｚａｄＣ能诱导Ａ５４９细胞凋亡；与对照组比较，各药物干预组ｐ２１ｍＲＮＡ表达升高（均Ｐ＜
０．０１），而ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达无明显变化（Ｐ＞０．０５）；与对照组比较，各药物干预组Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达均明显降低（均

Ｐ＜０．０１），且Ｂａｘ／Ｂｃｌ２增高。结论：５ａｚａｄＣ能抑制肺癌细胞株的增殖、引起Ｇ２／Ｍ细胞周期阻滞，并促进凋亡，其机制可能

与ｐ２１基因的上调及Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值改变有关。
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　　近年来，肺癌的发病率及病死率都呈明显的上升趋势。

在过去的研究中，大多数学者认为表观遗传学（ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ）

发生改变是肿瘤发生的重要机制，表观遗传现象包括ＤＮＡ
甲基化及组蛋白去乙酰化等［１３］。ＤＮＡ甲基化最重要的调

控因素是ＤＮＡ甲基化转移酶 （ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮ

ＭＴ）。在哺乳动物细胞中，已经发现４种ＤＮＭＴ：ＤＮＭＴ１、

ＤＮＭＴ２、ＤＮＭＴ３ａ和ＤＮＭＴ３ｂ。ＤＮＭＴ１主要起维持甲基

化酶的作用，其在Ｓ期不同阶段的调控作用是ＤＮＡ复制异

常的重要因素之一，也是恶性肿瘤发生的重要环节［４］。ＤＮＡ
甲基化转移酶抑制剂（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，

ＤＮＭＴｉ）被证明对多种肿瘤具有治疗作用。５氮２′脱氧胞

苷（５ａｚａｄＣ）是一种甲基化转移酶抑制剂，它可以诱导细胞

分化，促进凋亡，抑制细胞增殖。目前对于这类药物在肺癌

治疗方面的研究尚少，相关抑制肿瘤的详细机制仍未明确。

本研究通过５ａｚａｄＣ干预肺癌细胞株 Ａ５４９，观察其对细胞

增殖、细胞周期及凋亡的影响，同时检测细胞周期及凋亡相

关基因的表达，初步探讨５ａｚａｄＣ在治疗肺癌方面的作用及

可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和５ａｚａｄＣ干预　人肺腺癌 Ａ５４９细胞株购

自中国科学院上海生命科学院细胞所。胎牛血清、双抗及

ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。Ａ５４９细胞常规培养

于含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｎｇ／ｍｌ链霉素的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２的湿润无菌环境中培

养。实验分为４组：对照组、５ａｚａｄＣ０．５μｍｏｌ／Ｌ组、５ａｚａ

ｄＣ２．０μｍｏｌ／Ｌ组和５ａｚａｄＣ１０．０μｍｏｌ／Ｌ组。在细胞接种

的７２ｈ中，各组每２４ｈ更换含有５ａｚａｄＣ（Ｓｉｇｍａ公司）的培

养液，对照组的ＤＭＥＭ培养液中加入等量的二甲基亚砜溶

剂（ＤＭＳＯ，上海增建生物公司）。

１．２　ＭＴＴ法测定细胞存活率　收集对数生长期的 Ａ５４９
细胞，按５×１０３个／孔接种于９６孔培养板，每组设６个复孔。

５ａｚａｄＣ干预７２ｈ后，每孔加入１０μｌ浓度为５ｍｇ／ｍｌ的

ＭＴＴ溶液（Ｓｉｇｍａ公司），再继续培养４ｈ，小心吸弃孔内培

养液，每孔加１５０μｌＤＭＳＯ，避光轻微震荡５ｍｉｎ使结晶充分

溶解，酶联免疫检测仪测定光密度（Ｄ）值，检测波长５７０ｎｍ。

１．３　流式细胞术检测细胞周期　收集处于对数生长期的

Ａ５４９细胞，按３×１０５个／孔接种于６孔培养板，每组设３个

复孔。５ａｚａｄＣ干预７２ｈ后，收集各组细胞，预冷ＰＢＳ洗涤

２次，加入预冷７０％乙醇固定，４℃过夜。加入浓度为１００

μｇ／ｍｌ的ＲＮａｓｅ１０μｌ，浓度为５０μｇ／ｍｌ的碘化丙啶（ＰＩ，Ｓｉｇ

ｍａ公司）缓冲液３００μｌ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，上流式细胞仪

（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）检测细胞周期。

１．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡　收集处于对数

生长期的Ａ５４９细胞，按３×１０５个／孔接种于６孔培养板，每

组设３个复孔。常规培养，５ａｚａｄＣ干预７２ｈ后，收集细胞，
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ＰＢＳ洗涤后制成细胞悬液，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和１０

μｌ２０μｇ／ｍｌ的ＰＩ（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ流式细胞凋亡检测试剂

盒，购自南京凯基生物科技发展有限公司），常温避光孵育３０

ｍｉｎ后，流式细胞仪检测。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测５ａｚａｄＣ对相关基因 ｍＲＮＡ表达

水平的影响　５ａｚａｄＣ干预７２ｈ后，ＴＲＩｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）法提取各组细胞的总 ＲＮＡ。将抽取的 ＲＮＡ溶于去

ＲＮＡ酶水，紫外分光光度法检测ＲＮＡ浓度和纯度。取５００

ｎｇＲＮＡ按试剂盒说明书反转录成ｃＤＮＡ后，以ｃＤＮＡ产物

为模板，用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测ｐ２１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ及Ｂｃｌ

２ｍＲＮＡ表达情况，以ＧＡＰＤＨ为内参照。引物由上海生工

生物工程服务有限公司合成。ＰＣＲ仪为 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｙｓｔｅｍｓ

７５００型（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。反转录试剂盒及

ＳＹＲＢｒｅａｌｔｉｍｅ试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司。ｐ２１引物：上

游５′ＴＴＡＧＣＡＧＣＧＧＡＡＣＡＡＧＧＡＧＴ３′，下游５′ＡＧＡ

ＡＡＣＧＧＧＡＡＣＣＡＧＧＡＣＡＣ３′；产物长度２５２ｂｐ，退火温

度５８℃。ＣｙｃｌｉｎＤ１引物：上游 ５′ＧＡＡ ＣＡＣ ＧＧＣ ＴＣＡ

ＣＧＣＴＴＡＣＣ３′，下游５′ＧＣＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＧＡＣＴＴ

ＧＣ３′；产物长度２０４ｂｐ，退火温度６１℃。Ｂａｘ引物：上游５′

ＴＧＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴＣＣＣＣＴＴＣＣ３′，下游５′ＡＣＣＴＴＧ

ＡＧＣＡＣＣＡＧＴＴＴＧＣＴ３′；产物长度３０１ｂｐ，退火温度

６０℃。Ｂｃｌ２引物：上游５′ＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＴＧＧＡＣＡＡＣ

ＣＡ３′，下游５′ＣＴＣＣＡＣＣＡＧＴＧＴＴＣＣＣＡＴＣＴ３′；产物

长度２０３ｂｐ，退火温度６０℃。ＧＡＰＤＨ 引物：上游５′ＧＣＡ

ＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′，下游５′ＡＴＧＧＴＧＧＴＧ

ＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ３′；产物长度１４２ｂｐ，退火温度６０℃。

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

６０℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。实验

重复３次。以 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６０００ＳｅｒｉｅｓＳｏｆｔｗａｒｅ１．７分析结

果，目的基因的相对表达量（ＲＱ）＝２－ΔΔＣＴ，以对照组目的基

因ｍＲＮＡ的均数为１，计算其他各组ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．６　统计学处理　实验数据用珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１３．０
统计软件进行数据处理，多组比较采用单因素方差分析，两

两比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　５ａｚａｄＣ对 Ａ５４９细胞增殖的影响　５ａｚａｄＣ１０．０

μｍｏｌ／Ｌ组的细胞存活率［（５５．６８±７．７７）％］低于对照组

（１００％）和５ａｚａｄＣ０．５μｍｏｌ／Ｌ组［（９６．０８±５．１９）％］及

２．０μｍｏｌ／Ｌ组［（９３．７７±３．４２）％，Ｐ＜０．０１］，５ａｚａｄＣ０．５

μｍｏｌ／Ｌ组与２．０μｍｏｌ／Ｌ组两组间比较无统计学差异，表明

高浓度５ａｚａｄＣ对Ａ５４９细胞增殖有明显抑制作用。

２．２　５ａｚａｄＣ对 Ａ５４９细胞周期的影响　５ａｚａｄＣ干预

Ａ５４９细胞７２ｈ后检测细胞周期，５ａｚａｄＣ０．５、２．０及１０．０

μｍｏｌ／Ｌ组Ｇ０／Ｇ１期比例明显低于对照组 （Ｐ＜０．０１）；Ｇ２／Ｍ
期比例明显高于对照组 （Ｐ＜０．０１）；Ｓ期比例高于对照组

（Ｐ＜０．０５）；５ａｚａｄＣ１０．０μｍｏｌ／Ｌ组Ｇ２／Ｍ 期比例明显高

于其他各组（表１），说明细胞周期阻滞于Ｇ２／Ｍ期。

２．３　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡结果　经过０．５、

２．０及１０．０μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣ处理７２ｈ后，Ａ５４９细胞凋亡率增

高且呈浓度依赖性，与对照组相比具有统计学差异（Ｐ＜
０．０１），但０．５μｍｏｌ／Ｌ与２．０μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣ处理组相比，凋

亡率无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

表１　５ａｚａｄＣ干预Ａ５４９细胞７２ｈ后

对细胞周期细胞比例的影响

（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

分组 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ７０．６５±１．３１ ２２．４５±０．５７ ６．９０±１．１０

５ａｚａｄＣｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１

　 ０．５ ５２．２２±１．７９ ２９．０３±０．７６ １８．７５±１．１１

　 ２．０ ５２．８７±２．１４ ２６．６１±１．４３ ２０．５３±２．０１

　１０．０ ３０．３４±３．６８ ２８．８６±３．６９ ４０．７９±１．８７

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较

２．４　５ａｚａｄＣ对ｐ２１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂａｘ及Ｂｃｌ２基因表达的影

响　５ａｚａｄＣ干预 Ａ５４９细胞７２ｈ后，与对照组比较，ｐ２１

ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０１）；而ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达则略

降低，但无统计学差异。与对照组比较，Ｂａｘ及Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
表达各组均显著降低 （Ｐ＜０．０１，表２）。

３　讨　论

　　近年的研究发现，表观遗传学是通过ＤＮＡ自身化学修

饰方式从转录水平影响基因表达，但不存在ＤＮＡ序列变更

的遗传改变。表观遗传修饰包括组蛋白乙酰化修饰、ＤＮＡ
甲基化等。现已发现在某些肿瘤中原本未发生甲基化的一

些抑癌基因部分或全部发生了甲基化，从而导致抑癌基因在

ｍＲＮＡ水平及蛋白水平的表达缺失或减少。ＤＮＡ甲基化是

由ＤＮＡ甲基转移酶催化完成的，有人认为５ａｚａｄＣ和胞苷

结构类似，能与甲基转移酶共价结合，降低该酶生物活性而

导致低甲基化的ＤＮＡ合成，从而消除肿瘤中抑癌基因的异

常甲基化状态，打破抑癌基因的沉默［５７］。

　　细胞周期是由细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎ）、细胞周期依赖性激

酶（ＣＤＫ）等序贯性激活和失活所调控。ｐ２１是一种周期依

赖激酶的抑制剂，在 ＤＮＡ损伤时由ｐ５３诱导产生，可以与

ＣＤＫ结合使之失活，导致Ｒｂ、ｐ１０７、ｐ１３０的低磷酸化而影响

细胞周期。许多实验均表明５ａｚａｄＣ可以再活化因甲基化

失活的ｐ２１基因表达，从而抑制肿瘤细胞生长，这种改变是

可遗传的［１］。本研究结果发现，５ａｚａｄＣ可抑制肺癌 Ａ５４９
细胞株的增殖，出现Ｇ２／Ｍ细胞周期阻滞并导致细胞生长阻

滞，与此同时，与细胞周期密切相关的ｐ２１基因也明显上调。

与文献中报道的５ａｚａｄＣ可能通过激活ｐ５３／ｐ２１途径以抑

制肿瘤细胞增殖结果一致［８］。

　　细胞凋亡是不同于细胞坏死的另一种细胞死亡形式，其

过程受一系列相关基因的调控，其中Ｂｃｌ２家族在凋亡调控

基因中处于重要地位。Ｂｃｌ２蛋白的主要生理功能是抑制细

胞凋亡、延长细胞寿命；Ｂａｘ蛋白是Ｂｃｌ２的同源蛋白，具有

促进细胞凋亡的作用，并抑制Ｂｃｌ２的效应。研究发现［９］，

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值的高低可能决定细胞在受到凋亡信号刺激后

是趋向于存活还是凋亡。若Ｂａｘ高表达，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值高，



·５９０　　 · 第二军医大学学报　２００９年５月，第３０卷

细胞凋亡率随之增高；反之，Ｂｃｌ２高表达，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值相

对较低，细胞凋亡率有所下降。本研究发现，５ａｚａｄＣ干预细

胞后Ｂａｘ及Ｂｃｌ２基因的 ｍＲＮＡ表达均降低，但Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
比值增高，提示细胞凋亡增加，与流式细胞术检测的结果一

致。这一结果提示，５ａｚａｄＣ可引起人肺腺癌 Ａ５４９细胞内

的凋亡调控系统失衡，从而促进细胞凋亡。５ａｚａｄＣ作用于

Ａ５４９细胞产生凋亡的分子调节机制可能是：不通过Ｂａｘ与

Ｂｃｌ２形成同源的蛋白二聚体来发挥促凋亡作用；虽然Ｂａｘ
与Ｂｃｌ２总量均降低，但Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值仍较高，从而使细

胞凋亡率增高。

表２　５ａｚａｄＣ对各基因 ｍＲＮＡ表达的影响
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

分组 ｐ２１
Ｃｔ值

ｐ２１
ＲＱ值

ＣｙｃｌｉｎＤ１
Ｃｔ值

ＣｙｃｌｉｎＤ１
ＲＱ值

Ｂａｘ
Ｃｔ值

Ｂａｘ
ＲＱ值

Ｂｃｌ２
Ｃｔ值

Ｂｃｌ２
ＲＱ值

对照组 ２７．１３４±
０．０６６

１．０００±
０．０３４

２９．０２２±
０．０３７

１．０００±
０．０３７

２９．９３１±
０．１５９

１．００２±
０．０９９

２９．１３３±
０．０１８

０．９９９±
０．００１

５ａｚａｄＣｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１

　　０．５ ２１．３０８±
０．０３９

６．７７５±
０．１２８

２５．１７３±
０．２０４

１．１７８±
０．２１９

２８．３２７±
０．３５８

０．３６７±
０．０７４

２７．８５５±
０．０４８

０．２９０±
０．０１６

　　２．０ ２０．８６６±
０．０２２

８．３８２±
０．４３１

２５．８５９±
０．３７８

０．９８６±
０．２２１

２８．６２９±
０．２８３

０．２７２±
０．０６２

２９．８５８±
０．１１９

０．０１７±
０．００１

　　１０．０ １９．９７４±
０．０６３

２７．０５４±
０．５９７

２５．７８０±
０．３７６

１．８１４±
０．４３０

２９．５６７±
０．１８６

０．２４５±
０．０３７

３２．５９９±
０．０６０

０．００３±
０．０００

　Ｐ＜０．０１与对照组比较

　　５ａｚａｄＣ与传统的细胞毒性药物治疗机制完全不同，它

通过解除ＤＮＡ甲基化状态在体内发挥较大的抗肿瘤作用。

由于此类药物是通过降低基因异常高甲基化而重新激活错

误关闭的基因，因此副作用相对小，目前这类药物临床上已

用于白血病的治疗［１０１１］，但在其他肿瘤的治疗方面仍受到许

多限制［１２］，如何开发其他ＤＮＡ甲基化特异性调节物用于逆

转癌细胞的恶性表型是有待深入研究的问题。
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