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［摘要］　目的：观察ＤＮＡ去甲基化药物５杂氮２′脱氧胞苷（５ａｚａＣｄＲ）对前列腺癌细胞株ＰＣ３抑癌基因ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ转录

改变以及细胞增殖活性的影响。方法：用不同浓度５ａｚａＣｄＲ（２、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）处理前列腺癌细胞株ＰＣ３，利用甲基化特异性ＰＣＲ
（ＭＳＰ）法检测用药前ＰＣ３细胞株ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子甲基化状态；采用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ法检测用药过程中ＧＳＴＰ１和

ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ转录改变；用ＭＴＴ法和流式细胞术检测用药前后ＰＣ３肿瘤细胞增殖活性改变。结果：ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子

区域出现甲基化现象。与对照组相比，药物组培养２４ｈ后ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ表达未发生明显改变；培养４８ｈ后５、１０μｍｏｌ／

Ｌ药物组ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ表达出现上调；７２ｈ后各浓度药物组均检测出两基因ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０５）。药物组培养

２４和４８ｈ未出现明显的细胞增殖抑制现象和细胞周期改变；培养７２ｈ后，药物组细胞增殖抑制显著（Ｐ＜０．０５），细胞周期改变明显

（Ｐ＜０．０５），阻滞于Ｇ０／Ｇ１期。结论：ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ基因在ＰＣ３前列腺癌细胞系中的失表达可能与其启动子ＣｐＧ岛高甲基化

有关；５ａｚａＣｄＲ能在一定程度上抑制ＰＣ３细胞增殖，干扰细胞周期，提高ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ的转录水平。

［关键词］　５杂氮２′脱氧胞苷；ＧＳＴＰ１基因；ＲＡＳＳＦ１Ａ基因；ＤＮＡ甲基化；前列腺肿瘤；细胞增殖；细胞凋亡
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第３期．翁文浩，等．５杂氮２′脱氧胞苷对前列腺癌ＰＣ３细胞系生长以及抑癌基因ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ转录的影响 ·２５７　　 ·

　　前列腺癌的发生与其他恶性肿瘤一样是多基
因、多阶段变异累积形成的病理过程。近年来在前
列腺癌中发现多个由于ＤＮＡ过甲基化造成失活的
抑癌基因。谷胱甘肽Ｓ转移酶Ｐ１（ＧＳＴＰ１）基因和

ＲＡＳ相关区域家族１基因（ＲＡＳＳＦ１Ａ）启动子区甲
基化改变在前列腺癌中最为频繁。Ｙａｍａｎａｋａ等［１］

报道８８％的前列腺癌（１０９例）和３０％的前列腺上皮
瘤（２０例）样本中 ＧＳＴＰ１发生甲基化改变，而在正
常前列腺和前列腺增生组织（ＢＰＨ）中很少发生。

Ｋａｗａｍｏｔｏ等［２］在前列腺癌组织中检出 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因甲基化率高达７４％，并且甲基化水平与临床分
期和肿瘤分级显著相关。

　　胞苷类似物５杂氮２′脱氧胞苷（５ａｚａＣｄＲ）是
目前表观遗传学研究中使用最广泛的一类ＤＮＡ去
甲基化药物，关于该药对ＰＣ３前列腺癌细胞株中抑
癌基因 ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ可逆作用的研究报道较
少。本研究运用甲基化特异性ＰＣＲ法（ＭＳＰ）检测
前列 腺 癌 细 胞 株 ＰＣ３ 抑 癌 基 因 ＧＳＴＰ１ 和

ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子甲基化状态，使用５ａｚａＣｄＲ对前
列腺 癌 细 胞 株 ＰＣ３ 进 行 处 理，观 察 用 药 前 后

ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ转录改变及ＰＣ３细胞生物学特
性改变，探讨５ａｚａＣｄＲ对前列腺肿瘤细胞ＰＣ３抑
癌基因 ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ表达及细胞增殖的影
响，从而为前列腺的靶向治疗提供一定依据。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　ＰＣ３细胞株由同济大学医学院组
织胚胎学教研室惠赠。细胞贴壁生长于ＲＰＭＩ１６４０
培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司）中，内含１０％小牛血清（杭
州四季青生物工程材料有限公司）；青、链霉素１００
Ｕ／ｍｌ，置于３７℃、５％ ＣＯ２、１００％饱和湿度的孵箱
内培养。每３～４ｄ用０．２５％胰酶消化传代１次。

１．２　ＭＳＰ检测　取对数生长期的 ＰＣ３细胞，用

０．２５％胰酶消化处理，按 ＰｒｏｍｅｇａＷｉｚａｒｄ基因组

ＤＮＡ 纯化试剂盒说明抽提 ＤＮＡ。ＭＳＰ测定按

ＣｐＧｅｎｏｍｅＴＭＤＮＡｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司）说
明书进行。ＧＳＴＰ１的甲基化引物［３］：５′ＴＴＣＧＧＧ
ＧＴＧＴＡＧ ＣＧＧ ＴＣＧ ＴＣ３′（上游），５′ＧＣＣＣＡＡ
ＴＡＣＴＡＡ ＡＴＣ ＡＣＧＡＣＧ３′（下游），扩增产物９１
ｂｐ；未甲基化引物：５′ＧＡＴ ＧＴＴＴＧＧＧＧＴＧＴＡ
ＧＴＧＧＴＴＧＴＴ３′（上游），５′ＣＣＡＣＣＣＣＡＡＴＡＣ
ＴＡＡ ＡＴＣ ＡＣＡ ＡＣＡ３′（下游），扩增产物９７ｂｐ。

ＲＡＳＳＦ１Ａ的甲基化引物［４］：５′ＧＴＧＴＴＡ ＡＣＧＣＧＴ
ＴＧＣＧＴＡ ＴＣ３′（上游），５′ＡＡＣＣＣＣＧＣＧ ＡＡＣ
ＴＡＡＡＡＡＣＧＡ５′（下游），扩增产物９３ｂｐ；未甲基化

引物：５′ＴＴＴＧＧＴＴＧＧＡＧＴＧＴＧＴＴＡ ＡＴＧ ＴＧ
５′（上游），５′ＣＡＡＡＣＣＣＣＡＣＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＣ
ＡＡ３′（下游），扩增产物１０５ｂｐ。反应条件：预变性

９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５９℃（ＲＡＳＳＦ１Ａ为５５℃）３０ｓ、

７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取５

μｌ扩增产物于２．５％琼脂糖凝胶电泳，在凝胶图像成
像仪下观察结果。

１．３　药物作用观察　新鲜传代的ＰＣ３细胞株，用

ＲＭＰＩ１６４０调整细胞密度至５×１０５／ｍｌ，加入细胞
培养板内。实验组分别加入终浓度为２．５、５、１０

μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ（Ｓｉｇｍａ公司）混合培养液。对
照组加入等量ＰＢＳ。将培养板放入 ＣＯ２ 孵箱，在

３７℃、５％ＣＯ２下继续培养，于２４、４８和７２ｈ各时间
点收集细胞，用于各项检测。

１．３．１　实时定量 ＲＴＰＣＲ检测　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）抽提细胞总ＲＮＡ。按ＴａＫａＲａ公司
的ＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂盒说明书进行逆
转录和实时荧光ＰＣＲ。（１）逆转录反应：３０μｌ反应体
系含５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ缓冲液６μｌ、１．５μｌＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ逆转录酶混合液Ⅰ、１．５μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）引物（５０μｍｏｌ／

Ｌ）、１．５μｌ随机引物（１００μｍｏｌ／Ｌ）、１．５μｌＲＮＡ模板、

１８μｌ去ＲＮａｓｅ蒸馏水；逆转录反应３７℃１５ｍｉｎ，逆
转录酶失活８５℃５ｍｉｎ。（２）实时荧光ＰＣＲ：引物设
计通过ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件完成。ＧＳＴＰ１（ＮＭ＿

０００８５２）：５′ＡＡＣＴＡＴ ＧＡＧＧＣＧＧＧＣＡＡＧＧ３′
（上游），５′ＴＧＧＴＣＴＣＣＣＡＣＡＡＴＧ ＡＡＧＧＴＣ３′
（下游）。ＲＡＳＳＦ１Ａ（ＮＭ＿００７１８２）：５′ＧＣＡＣＴＴＣＣＴ
ＴＴＴＡＣＣＴＧＣＣＣＡＡ３′（上游），５′ＡＴＣＣＡＣＣＡＣ
ＣＡＡＧＡＡ ＣＴＴ ＴＣＧ Ｃ３′（下游）。βａｃｔｉｎ（ＮＭ＿

００１１０１）：５′ＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＣＧＧＴＴ
３′（上游）、５′ＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧ
Ａ３′（下游）。２０μｌ反应体系含１０μｌＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥＸＴａｑＴＭ（２×）、１μｌ引物（４μｍｏｌ／Ｌ））、２μｌｃＤＮＡ、

７μｌ重蒸水。反应条件为９５℃１０ｓ预变性，９５℃５ｓ、

５５℃１５ｓ、７２℃１０ｓ共４０个循环。扩增完毕后进行
熔解曲线分析。全自动荧光定量ＰＣＲ仪为Ｒｏｃｈｅ公
司产品。相对定量结果用２－ΔΔＣｔ表示。２－ΔΔＣｔ表示实
验组目的基因相对对照组原始模板浓度的倍数差异。

１．３．２　ＭＴＴ法测定细胞存活率　在２４、４８和７２ｈ
各时间点分别取培养的ＰＣ３细胞进行检测。检测
时，加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ （Ｓｉｇｍａ公司）２０μｌ／孔，
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养４ｈ，弃原培养液，
加入ＤＭＳＯ１５０μｌ／孔，置振荡器上振荡１０ｍｉｎ，立
即于酶标仪在４９０ｎｍ波长处读取各孔光密度（Ｄ）
值。细胞存活率＝实验组平均Ｄ 值／对照组平均Ｄ
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值，细胞抑制率＝（１－细胞存活率）×１００％。

１．３．３　细胞周期检测　于２４、４８和７２ｈ各时间点
回收细胞，制成单细胞悬液，碘化丙啶（ＰＩ）染色，用

ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司的ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞
仪检测，计数１５０００个细胞，用 ＭｏｄｉｆｉｔＬＴｆｏｒＭａｃ
Ｖ３．０软件统计细胞周期各时相的百分率。按下列
公式计算增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）：ＰＩ＝
（Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０软件包对实验
数据进行统计分析，实验数据以珚ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　ＰＣ３细胞株ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＧＳＴＰ１基因启动子区
甲基化状态分析　用ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＧＳＴＰ１甲基化特
异性引物扩增出现预期条带，扩增产物大小分别为

９３、９１ｂｐ，而未甲基化引物未扩增出相应条带（图１）。

图１　ＰＣ３细胞株ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＧＳＴＰ１
基因启动子区甲基化状态分析

Ｆｉｇ１　Ｓｔａｔｕｓｏｆ５′ＣｐＧｉｓｌａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆ

ＲＡＳＳＦ１ＡａｎｄＧＳＴＰ１ｇｅｎｅｓｉｎＰＣ３ｃｅｌｌｌｉｎｅ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰｒｅｓｅｎｃｅｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＲＡＳＳＦ１Ａｇｅｎｅ；２：Ａｂｓｅｎｃｅ

ｏｆｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＲＡＳＳＦ１Ａｇｅｎｅ；３：ＰｒｅｓｅｎｃｅｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＧＳＴＰ１

ｇｅｎｅ；４：ＡｂｓｅｎｃｅｏｆｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＧＳＴＰ１ｇｅｎｅ

２．２　５ａｚａＣｄＲ对ＲＡＳＳＦ１Ａ和 ＧＳＴＰ１转录变化
的影响　细胞培养２４ｈ后两者 ｍＲＮＡ无显著性变
化，循环域值（Ｃｔ值）都＞３１，表明两基因发生转录沉
默。ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＧＳＴＰ１ｍＲＮＡ在药物处理４８ｈ
后即开始明显升高，其中５、１０μｍｏｌ／Ｌ药物组与对
照组相比有显著差异（Ｐ＜０．０５），各浓度药物处理

７２ｈ 后，两者 ｍＲＮＡ 都显著上调，为对照组的

６～７倍 （Ｐ＜０．０５，图２）。

２．３　５ａｚａＣｄＲ对ＰＣ３细胞增殖的影响　药物处理

２４和４８ｈ后，药物组与对照组相比细胞增殖无明显
变化。药物处理７２ｈ后，２．５、５和１０μｍｏｌ／Ｌ组Ｄ值
明显低于对照组，细胞抑制明显（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．４　细胞周期检测　细胞经５ａｚａＣｄＲ作用２４和

４８ｈ未出现明显的细胞周期改变；但作用７２ｈ后发
生了明显的细胞周期改变，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞明显增多，
增殖指数也明显下降（Ｐ＜０．０５，表２）。

图２　不同药物浓度下ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ（Ａ）和

ＧＳＴＰ１ｍＲＮＡ（Ｂ）随时间的改变

Ｆｉｇ２　ＲＡＳＳＦ１Ａ（Ａ）ａｎｄＧＳＴＰ１（Ｂ）ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ２．５，５，ａｎｄ

１０μｍｏｌ／Ｌｏｆ５ａｚａＣｄＲ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｈ）；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

表１　不同浓度５ａｚａＣｄＲ作用７２ｈ后对

ＰＣ３前列腺癌细胞株增殖的影响

Ｔａｂ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ
５ａｚａＣｄＲｏｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＰＣ３７２ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
５ａｚａＣｄＲ

ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１
Ｄ

（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｗｔｈ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ／％

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ０．９０３±０．０９９ －
２．５ ０．７５５±０．０６７ １７
５ ０．７１３±０．０４６ ２１
１０ ０．６６８±０．０９３ ２６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　我们在前期研究［５８］中发现膀胱癌、肾癌组织中
存在ＲＡＳＳＦ１Ａ、Ｅｃａｄｅｒｉｎ、ＢＬＵ和ｈＭＬＨ１抑癌基因

ＤＮＡ过甲基化现象。本次研究我们探讨ＤＮＡ去甲
基化药物５ａｚａＣｄＲ对ＰＣ３前列腺癌细胞株抑癌基因

ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ的可逆作用以及对细胞增殖的影
响，旨在为前列腺癌的分子治疗提供一定帮助。

　　ＧＳＴＰ１基因定位于染色体的１１ｑ１３，基因全长３
ｋｂ，包括６个内含子和７个外显子，是ＧＳＴｓ超基因
家族中π家族成员。ＧＳＴＰ１的主要作用是参与解
毒反应，阻止环境中致癌因子对细胞的毒性作用，其
失活能使 ＤＮＡ 更容易发生嘌呤突变。最近有文
献［１０１１］报道前列腺患者外周血和尿液中 ＧＳＴＰ１启
动子甲基化明显高于对照组，提示该基因甲基化极
可能成为肿瘤早期诊断的有效指标。
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表２　不同浓度５ａｚａＣｄＲ作用７２ｈ后对ＰＣ３细胞周期的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５ａｚａＣｄＲｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＰＣ３７２ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ５ａｚａＣｄＲ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ４９．５３±１．４６ １７．１８±２．８７ ３２．１０±３．６１ ４９．８８±１．０８
２．５ ５４．２９±１．６７ １２．６１±０．６０ ３０．０３±１．８０ ４３．９７±２．１２

５ ５６．５４±０．５３ １２．１５±１．９４ ２９．６３±１．６９ ４２．４９±０．４１

１０ ５８．９２±１．４９ １１．３３±１．１６ ２７．７５±０．２３ ３９．８７±１．２１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　ＲＡＳＳＦ１Ａ位于３ｐ２１．３，基因全长１２０ｋｂ，其
产物能直接参与细胞周期调控，在体内和体外抑制
细胞生长。已经发现ＲＡＳＳＦ１Ａ在前列腺癌组织和
患者血液中甲基化率显著升高，并与前列腺癌发展、
演进关系甚为密切［１１１２］。

　　本研究证实ＰＣ３前列腺癌细胞株中存在抑癌
基因ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子区ＣｐＧ岛甲基化
现象，发现未用药对照组细胞ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ
都发生转录沉默现象，说明在ＰＣ３前列腺癌细胞中
抑癌基因ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ５′核心启动子甲基化
很可能是导致其转录沉默的主要原因。

　　５ａｚａＣｄＲ能够与ＤＮＡ甲基转移酶共价结合，
降低ＤＮＡ甲基转移酶的生物活性，从而实现逆转

ＤＮＡ甲基化效应，包括防止甲基化ＣｐＧ岛的突变，
重新激活因甲基化而失表达的基因。最新研究［１３］

发现５ａｚａＣｄＲ还能增强组蛋白去乙酰化酶抑制剂
（ＴＳＡ）对组蛋白 Ｈ３Ｋ９的乙酰化作用，促进基因转
录。本实验利用较为敏感的实时荧光定量ＰＣＲ法
监测用药过程中抑癌基因ＧＳＴＰ１和ＲＡＳＳＦ１Ａ的
转录改变，发现该药能不同程度地逆转 ＧＳＴＰ１和

ＲＡＳＳＦ１Ａ的转录水平，在药物处理细胞４８ｈ后，５、

１０μｍｏｌ／Ｌ药物浓度有差异，ＧＳＴＰ１和 ＲＡＳＳＦ１Ａ
ｍＲＮＡ开始出现表达上调，７２ｈ后各药物浓度组都
出现了转录升高。细胞增殖抑制实验和细胞周期实
验发现药物作用７２ｈ后细胞生长抑制率显著升高，
细胞周期明显改变，出现Ｇ０／Ｇ１ 期阻滞。同时我们
也发现随着５ａｚａＣｄＲ药物浓度的提高，该药物对
细胞抑制作用和ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ转录上调作用
也更加显著。
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