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　　［摘要］　目的　研究雷公藤甲素（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰ）对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞系增殖的影响及其与Ｐ５３、Ｐ７３基因表达和甲基
化状态的关系。方法　用不同浓度（１０、２０、４０ｎｇ／ｍｌ）ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞，采用 ＭＴＴ法检测ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞增殖的作
用；ＲＴＰＣＲ检测 ＭＣＦ７细胞甲基转移酶１（ＤＮＭＴ１）、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ的表达；甲基特异性ＰＣＲ检测 ＴＰ对

ＭＣＦ７细胞Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化的影响；蛋白质印迹分析检测 ＭＣＦ７细胞中Ｐ５３、Ｐ７３蛋白的表达。结果　ＴＰ剂量依赖
性地抑制 ＭＣＦ７细胞的增殖（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其半数抑制浓度（ＩＣ５０）约为２０ｎｇ／ｍｌ，高浓度（４０ｎｇ／ｍｌ）时抑制率达

（７０．１±３．５２）％。ＴＰ可明显抑制 ＭＣＦ７细胞中ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＴＰ处理

ＭＣＦ７细胞后Ｐ５３启动子区的甲基化降低，ＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）处理后Ｐ５３ｍＲＮＡ的表达升高，而在高浓度（４０ｎｇ／ｍｌ）ＴＰ作用下

表达明显上调（Ｐ＜０．０１）；ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞后 Ｐ７３基因启动子区的甲基化则明显降低，且 ＴＰ（１０ｎｇ／ｍｌ）处理后

Ｐ７３ｍＲＮＡ的表达亦明显增强（Ｐ＜０．０５），并呈剂量依赖性。蛋白质印迹分析检测ＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）处理 ＭＣＦ７细胞后，Ｐ５３、

Ｐ７３蛋白的表达均增强。结论　ＴＰ可通过抑制甲基转移酶活性和抑制Ｐ５３特别是Ｐ７３基因启动子区甲基化促进Ｐ５３、Ｐ７３
的表达，并且能够抑制 ＭＣＦ７细胞的增殖。

　　［关键词］　雷公藤内酯醇；甲基化；甲基转移酶类；Ｐ５３基因；Ｐ７３基因；乳腺肿瘤

　　［中图分类号］　Ｒ７３７．９　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０４０３８００５

ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅｏｎＰ５３／Ｐ７３ｇｅｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔ
ｃａｒｃｉｎｏｍａＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

ＭＥＩＹｉ１，ＳＨＩＹｏｎｇｚｈａｏ２，ＦＥＮＧＷｅｎ１，ＹＩＮＱｉｎｇｚｈａｎｇ２，ＬＩＦａｎｇｍｉｎｇ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＰｕｔｕｏＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ

２０００６２，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＦｉｆｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００２４０，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０２０２　　　　［接受日期］　２０１２０３１５
［基金项目］　国家自然科学基金（８１０７２９５６）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７２９５６）．
［作者简介］　梅　怡，硕士生，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｍｅｉｙｉ７６＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６２４１２５８８，Ｅｍａｉｌ：ｓ３ｃ２ｓ３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（ＴＰ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ７ａｎｄ

ｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈＰ５３／Ｐ７３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＴＰ（１０ｎｇ／ｍｌ，２０ｎｇ／ｍｌ，ａｎｄ４０ｎｇ／ｍｌ），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａａｎｄＤＮＭＴ３ｂ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲｉｎ ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ，

Ｐ５３／Ｐ７３ｇｅｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３／Ｐ７３ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓ

ｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴＰｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１），ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｂｅｉｎｇ（７０．１±３．５２）％ａｔ４０ｎｇ／ｍｌＴＰ，ａｎｄｔｈｅＩＣ５０ｏｆＴＰｗａｓ２０ｎｇ／ｍｌ．ＴＰ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ，ａｎｄＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｔａｌｓｏ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＰ５３ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ．ＴＰｉｎｃｒｅａｓｅｄＰ５３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ２０ｎｇ／ｍｌａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ４０ｎｇ／ｍｌ（Ｐ＜０．０１）．ＴＰｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＰ７３ｇｅｎｅｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ；ｉｔａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ

Ｐ７３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ１０ｎｇ／ｍｌ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｗａｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ５３ａｎｄＰ７３ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＰｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ５３ａｎｄＰ７３ｇｅｎｅｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｅｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ．



第４期．梅　怡，等．雷公藤甲素对乳腺癌细胞Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化的影响以及对细胞增殖的抑制作用 ·３８１　　 ·
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（４）：３８０３８４］

　　表观遗传修饰特别是ＤＮＡ甲基化在细胞增殖、
分化过程中发挥重要的作用［１２］。近年来发现，乳腺
癌相关的抑癌基因启动子区域的ＣｐＧ岛甲基化在
乳腺癌的发生、发展过程中起着重要的作用［３５］。雷
公藤甲素（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰ；又称雷公藤内酯醇）是从雷
公藤根中分离出的二萜类化合物，不但在抗炎和免
疫抑制等方面具有较好的疗效［６７］，也具有较强的抑
制白血病等恶性肿瘤生长的作用，能与多种化疗药
物协同增强化疗效果或逆转肿瘤细胞耐药［７１０］。因
此，雷公藤的抗炎、免疫抑制和抗肿瘤作用在乳腺癌
发病后的临床治疗中具有重要的意义，备受医学界
的关注，但ＴＰ对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的作用以及
是否通过ＤＮＡ甲基化发挥抗肿瘤作用，目前国内外
鲜有报道。

　　本实验通过研究ＴＰ对ＭＣＦ７细胞生长的影响
及其与Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化的关系，为临床乳腺癌
的治疗及肿瘤复发的防治提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和细胞株　ＴＰ购自美国Ｓｉｇｍａ公司
（纯度 ＞９８％），以二甲亚砜配制成质量浓度为

１ｍｇ／ｍｌ的储存液，－２０℃保存，使用时用培养液稀
释并直接加入培养细胞中。胎牛血清 （ＦＢＳ）、

ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ培养液均为美国Ｇｉｂｃｏ公司产
品；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂、ＤＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ
标准参照物和ＰＣＲ试剂盒均为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品，反转录试剂盒为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，

Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ试剂盒为美国Ｑｉａｇｅｎ公司产品，ＤＮＡ甲基
化试剂盒（ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＫｉｔ）为美国ＺＹＭＯ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司产品。引物合成由上海生工生物工程
技术服务有限公司完成。

　　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７由本实验室保存。

ＭＣＦ７细胞培养于含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液
中，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，２～４ｄ更
换培养液一次，常规传代培养，取对数生长期细胞进
行实验。

１．２　ＭＴＴ法检测 ＭＣＦ７细胞的增殖　取对数生
长期的 ＭＣＦ７细胞，按２×１０５／ｍｌ密度接种于９６
孔培养板。实验设阴性对照组、ＴＰ不同浓度（根据
预实验结果，选定１０、２０、４０ｎｇ／ｍｌ）处理组，另以培
养液作为空白对照，每组设３个平行孔。３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，４８ｈ后，每孔加入１０μｌ
ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ，Ｓｉｇｍａ公司），３７℃条件下继续培

养４ｈ，每孔加入１００μｌＤＭＳＯ，酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ，美
国）检测每个实验组的光密度（Ｄ）值。细胞增殖抑制
率（％）＝（阴性对照组Ｄ 值－ＴＰ处理组Ｄ 值）／阴
性对照组Ｄ值×１００％。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测甲基转移酶 ｍＲＮＡ的表达　用

ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取不同质量浓度 ＴＰ作用４８ｈ后
的 ＭＣＦ７细胞以及正常淋巴细胞（本院血库提供）
的ＲＮＡ。紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ浓度与纯
度，于－７０℃保存备用。用反转录所得ｃＤＮＡ进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ引物序列：甲基转移酶１［ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，ＤＮＭＴ１］上 游 为 ５′ ＡＧＧ
ＣＧＧＣＴＣ ＡＡＡ ＧＡＴ ＴＴＧ ＧＡＡ３′，下游为５′
ＧＣＡＧＡＡＡＴＴＣＧＴＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＣ３′；ＤＮ
ＭＴ３ａ上游为５′ＣＣＧＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＣＡＡＧＡ
ＡＴ３′，下游为５′ＣＣＣＧＴＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＣ
ＡＣ３′；ＤＮＭＴ３ｂ上游为５′ＡＧＧＧＡＡＧＡＣＴＣＧ
ＡＴＣ ＣＴＣ ＧＴＣ３′，下 游 为 ５′ＧＴＧ ＴＧＴ ＡＧＣ
ＴＴＡＧＣＡＧＡＣＴＧＧ３′。βａｃｔｉｎ上游为５′ＡＡＡ
ＧＡＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣ３′，下游为５′ＧＴＣ
ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴ３′。ＲＴＰＣＲ参
照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ说明书设定：９５℃１０ｓ变性，９５℃
５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环；设定熔解曲线程序：９５℃
１ｍｉｎ，６５℃ １５ｓ，６５℃ １０ｓ，从６５℃缓慢升温至

９５℃，每升高０．５℃检测一次荧光信号值，反应结束
后仪器自动生成Ｃｔ值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅｓ）以及熔解
曲线图。

１．４　基因组ＤＮＡ的提取、修饰与纯化　ＭＣＦ７细
胞系基因组ＤＮＡ的提取：按常规方法复苏人乳腺
癌 ＭＣＦ７细胞系，使用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养
液培养，０．２５％胰蛋白酶消化传代收集细胞，并以
酚氯仿抽提法提取基因组ＤＮＡ。测定Ｄ２６０／Ｄ２８０比
值并定量后，－８０℃保存备用。

　　ＤＮＡ亚硫酸盐修饰与纯化：肿瘤细胞的基因组

ＤＮＡ经过亚硫酸氢钠修饰，ＣｐＧ中未甲基化的胞嘧
啶被转变为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶则不发生变
化。用ＤＮＡ甲基化试剂盒修饰与纯化已提取的基
因组 ＤＮＡ，修饰后使用 ＰｒｏｍｅｇａＷｉｚａｒｄＣｌｅａｎｕｐ
ＤＮＡ纯化回收系统纯化修饰后的基因组ＤＮＡ。

１．５　巢式甲基化特异性ＰＣＲ检测Ｐ５３、Ｐ７３基因甲
基化水平　用甲基化特异性ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅ
ｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）检测Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化水平［１１］，
自行设计３对引物即ＣｐＧ区扩增引物、甲基化引物
（Ｍ）以及非甲基化引物（Ｕ），序列见表１。
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表１　ＣｐＧ区扩增引物、甲基化引物以及非甲基化引物

Ｔａｂ１　ＣｐＧａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ，ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒａｎｄｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
θ／℃

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ
（ｂｐ）

Ｐ７３Ｃ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＡＧＧＴＣＧＡＡＧＴＡＧＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧＧ ５２℃ ３２３
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＣＡＣＴＧＡＧＴＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＣＧＧ

Ｐ７３Ｍ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＡＣＧＴＡＧＣＧＡＡＡＴＣＧＧＧＧＴＴＣ ６０℃ １５１
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＣＣＣＣＧＡＡＣＡＴＣＧＡＣＧＴＣＣＧ

Ｐ７３Ｕ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＧＧＧＡＴＧＴＡＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＴＴＴ ６０℃ １５９
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＴＣＡＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＡＴＣＡＡＣＡＴＣＣＡ

Ｐ５３Ｃ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＴＴＧＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＣＣＴ ５５℃ ４２０
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＴＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＣＴＣＣＣＡＧ

Ｐ５３Ｍ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＡＣＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＧＡＣＡＣ ６０℃ １６２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＡＡＡＧＧＡＡＡＴＧＧＡＧＴＴＧＧ

Ｐ５３Ｕ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＧＧＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＡＴＴＴＧＡＴＡＴ ６０℃ １６６
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＡＡＡＧＧＡＡＡＴＧＧＡＧＴＴＧＧ

　Ｃ：ＣｐＧａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；Ｕ：Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　反应步骤如下：外侧ＰＣＲ循环参数为９９℃１０
ｍｉｎ，１个循环；９９℃变性３０ｓ，按表１中所注明温度
退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃５ｍｉｎ。
第二轮ＰＣＲ用甲基化和非甲基化内侧引物分别扩
增，循环参数为９９℃１０ｍｉｎ，１个循环；９９℃变性３０
ｓ，按表１中所注明温度退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，循
环３５次，７２℃延伸１０ｍｉｎ。同时，以正常人外周血
淋巴细胞（本院血库提供）为阴性对照，水作空白对
照。最后，取 ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，在

Ｔａｎｏｎ４２００凝胶图像分析仪（上海天能生物科技有
限公司）上观察并照相。

１．６　蛋白质印迹法检测 ＭＣＦ７细胞中Ｐ５３、Ｐ７３蛋
白的表达　ＴＰ作用 ＭＣＦ７细胞后４８ｈ，按１×１０６个
细胞／１００μｌ裂解液＋１μｌ酶抑制剂的比例裂解细胞，
抽提蛋白，并测定蛋白浓度，行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离
蛋白，转膜，分别加入１１０００稀释的ａｎｔｉＰ５３或

Ｐ７３抗体（Ｒ＆Ｄ公司）孵育２ｈ后，用ＴＢＳＴ洗涤２
次，再加入１１０００稀释的辣根过氧化物酶标记的二
抗（Ｒ＆Ｄ公司）孵育１ｈ，最后显影并曝光。

１．７　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１１．０软件进行单因素方差分析，检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞增殖的抑制作用　ＭＣＦ７
细胞与不同剂量的ＴＰ（１０、２０、４０ｎｇ／ｍｌ）共同培养

４８ｈ后，用 ＭＴＴ法检测细胞的增殖，结果显示，不
同浓度ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞增殖有明显的抑制作用，
抑制率分别为（２８．９±５．１２）％、（４９．７±４．６３）％、
（７０．１±３．５２）％ （Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＴＰ处理组
的细胞增殖抑制率随浓度增加而升高，呈剂量依赖

性，其半数抑制浓度（ＩＣ５０）约为２０ｎｇ／ｍｌ。

２．２　ＴＰ 对 ＭＣＦ７细胞 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ及

ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ表达的影响　ＴＰ处理 ＭＣＦ７细
胞４８ｈ后，测定 ＭＣＦ７细胞ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ及

ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ的表达，结果（图１）发现，ＭＣＦ７
细胞的ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ及ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ表
达较正常淋巴细胞增高；不同浓度 ＴＰ（１０、２０、４０
ｎｇ／ｍｌ）处理组 ＭＣＦ７细胞的 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ
及ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ表达均下调，其中ＤＮＭＴ３ｂ下
调最显著，且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

图１　ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞后ＤＮＭＴｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＤＮＭＴ１／３ａ／３ｂｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（ＴＰ）
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（ＭＣＦ７）；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞Ｐ５３、Ｐ７３基因启动子区甲
基化的作用　在 ＴＰ未处理组中，Ｐ５３Ｍ、Ｐ５３Ｕ和

Ｐ７３Ｍ、Ｐ７３Ｕ均呈阳性，而Ｐ５３Ｍ与Ｐ７３Ｍ在淋巴
细胞中未出现扩增，即在 ＭＣＦ７乳腺癌细胞系中，

Ｐ５３与Ｐ７３启动子区皆出现了高甲基化。２０ｎｇ／ｍｌ
的ＴＰ明显抑制了 ＭＣＦ７细胞中Ｐ７３Ｍ的表达，且
轻度抑制了Ｐ５３Ｍ 的表达，即 ＴＰ处理后可抑制

ＭＣＦ７细胞系Ｐ５３、Ｐ７３基因的甲基化。见图２。
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图２　ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化的作用

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（ＴＰ）ｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＰ５３ａｎｄＰ７３ｇｅｎｅｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｕ：Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；Ｍ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

２．４　ＴＰ对 ＭＣＦ７细胞Ｐ５３、Ｐ７３ｍＲＮＡ及蛋白表
达的影响　进一步分析ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞４８ｈ
后Ｐ５３与Ｐ７３ｍＲＮＡ的表达。结果发现，正常淋巴
细胞高表达Ｐ５３ｍＲＮＡ，未经ＴＰ处理的 ＭＣＦ７细
胞低表达Ｐ５３ｍＲＮＡ，但经高浓度（４０ｎｇ／ｍｌ）ＴＰ
处理后 ＭＣＦ７细胞Ｐ５３ｍＲＮＡ 的表达明显上调

（Ｐ＜０．０１，图３Ａ）；未经ＴＰ处理的 ＭＣＦ７细胞也
低表达Ｐ７３ｍＲＮＡ，经 ＴＰ（１０ｎｇ／ｍｌ）处理后Ｐ７３
ｍＲＮＡ的表达明显增强，并随ＴＰ浓度增加而增强
（图３Ｂ），可见 ＴＰ能够促进 ＭＣＦ７细胞Ｐ７３ｍＲ
ＮＡ的表达。

图３　ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞后Ｐ５３、Ｐ７３ｍＲＮＡ和蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰ５３ａｎｄＰ７３ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（ＴＰ）

Ａ：Ｐ５３ｍＲＮＡ；Ｂ：Ｐ７３ｍＲＮＡ；Ｃ：Ｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｄ：Ｐ７３ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（ＭＣＦ７）；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　蛋白质印迹分析测定 ＭＣＦ７细胞中Ｐ５３、Ｐ７３
蛋白的表达水平，结果发现，ＴＰ未处理组 ＭＣＦ７细
胞中几乎不表达Ｐ７３蛋白，Ｐ５３蛋白呈低表达，而经

ＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）处理后Ｐ５３、Ｐ７３蛋白表达均增强（图

３Ｃ、３Ｄ）。提示ＴＰ能促进Ｐ７３、Ｐ５３蛋白的表达。

３　讨　论

　　雷公藤（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｚｆｏｒｄｉｉＨｏｏｋ．ｆ．）系
卫矛科雷公藤属木质藤本植物，为我国传统驱风、杀
虫、解毒中药。２０世纪７０年代从雷公藤中分离出

ＴＰ、雷公藤内酯酮（ｔｒｉｐｔｏｎｉｄｅ）和雷公藤内酯二醇
（ｔｒｉｐｄｉｏｌｉｄｅ）３个活性二萜类化合物［９］，其中ＴＰ的
生物活性最强。近年来的研究证实，ＴＰ具有广谱抗
肿瘤作用，对人Ｔ淋巴细胞瘤细胞株Ｊｕｒｋａｔ及人前
骨髓白血病细胞株 ＨＬ６０均有明显的抑制作用［１２］。
研究显示，ＴＰ除直接抑制肿瘤细胞的生长外，主要

通过诱导细胞凋亡发挥其抗肿瘤作用［１３］。其可能的
机制是ＴＰ影响凋亡通路中重要的上游信号分子的
功能，特别是ＴＰ可影响抑癌基因Ｐ５３的表达，在调
节细胞周期和引发细胞凋亡中发挥关键作用。

Ｃｈａｎｇ等［１４］的实验表明，ＴＰ可上调肝癌细胞内Ｐ５３
的表达，从而上调Ｐ５３下游基因Ｐ２１的表达，因此可
阻断多柔比星引起的Ｐ２１上调及Ｐ２１介导的Ｇ０／Ｍ
期阻滞，引起肿瘤细胞凋亡，从而增强肿瘤细胞对多
柔比星的敏感性。但ＴＰ是否抑制乳腺癌细胞的增
殖以及通过何种机制发挥作用尚不清楚。

　　Ｐ７３基因是近年来肿瘤学研究的热点之一，该基
因作用于Ｐ５３通路，是Ｐ５３的稳定因子，可以与Ｐ５３
协同作用触发细胞凋亡，而且在多种恶性肿瘤中发
现，Ｐ７３基因由于启动子区超甲基化而导致该基因的
表达受到抑制［１５１６］，与肿瘤的发生发展密切相关。

ＴＰ是否通过降低Ｐ５３或Ｐ７３启动子区甲基化发挥
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抗肿瘤作用是值得研究的问题。本研究发现，ＴＰ可
明显抑制 ＭＣＦ７细胞的增殖，且呈剂量依赖性。采
用甲基化特异性ＰＣＲ检测Ｐ５３、Ｐ７３基因甲基化水
平，发现ＴＰ处理 ＭＣＦ７细胞后Ｐ５３启动子区的甲
基化降低，ＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）处理后Ｐ５３ｍＲＮＡ的表达
升高，在高浓度（４０ｎｇ／ｍｌ）ＴＰ作用下表达明显上调
（Ｐ＜０．０１）；ＴＰ处理ＭＣＦ７细胞后Ｐ７３基因启动子
区的甲基化降低较Ｐ５３显著，且在２０ｎｇ／ｍｌ处理后

Ｐ７３ｍＲＮＡ的表达亦明显增强（Ｐ＜０．０１）；蛋白质
印迹检测ＴＰ（２０ｎｇ／ｍｌ）处理 ＭＣＦ７细胞后，Ｐ５３、

Ｐ７３蛋白的表达明显增强。本研究结果提示ＴＰ可
通过抑制Ｐ５３特别是Ｐ７３基因启动子区甲基化促进

Ｐ５３、Ｐ７３的表达，并且能够抑制 ＭＣＦ７细胞的增
殖。

　　虽然乳腺癌细胞发生甲基化异常的模式目前仍
不清楚，但 ＤＮＭＴｓ，包括 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ和

ＤＮＭＴ３ｂ等已被证实在乳腺癌细胞内存在表达异
常［１７１８］。其中ＤＮＭＴ１在正常细胞Ｓ期复制过程中
具有维持甲基化的功能，多数表现为散在的Ｃ被甲
基化，而 ＣｐＧ 岛未被甲基化。ＤＮＭＴ１高表达是

ＣｐＧ岛甲基化紊乱的重要因素之一。本研究发现

ＭＣＦ７细胞高表达ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ及ＤＮＭＴ３ｂ
ｍＲＮＡ，不同浓度（１０、２０、４０ｎｇ／ｍｌ）ＴＰ处理后，

ＭＣＦ７细胞中ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａｍＲＮＡ的表达均
明显降低，提示抑制ＤＮＭＴｓ表达可能是ＴＰ作用的
机制之一。因此，雷公藤的抗肿瘤作用是否可作为
乳腺癌发病后临床治疗以及防治肿瘤复发的待选药

物，值得进一步的研究。
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