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腺癌细胞
&,-.,/0.

信号通路的活化并抑制其增殖"

这可能与其
&,-.,/0.

信号通路负性调节因子
&&'(

基因恢复表达相关&

主题词!非小细胞肺癌*甲基化*

&,-.,/0.

通路*

&&'(

基因
中图分类号!

<+2MJ!

文献标识码!

3

文章编号!

1N+1O1+"P

"

!"1$

#

"$O"+N$O"%

-0:

!

1"J11+2%QRJ:AA;J#N+#O#+LPJ!L#$JL$JSLL#

TUU,89 0U &&'( V,;, D,>,9/7=59:0; 0; &,-.,/0. H:.;5=:;.

(59/W57 5;- (B0=:U,B59:0; 0U XY;. 3-,;085B8:;0>5 &))*!+

),==A

PZ [:;.

!

\&3EV H/Y

!

P'3] \/0;.

!

@3EV &5:"950

!

)3' ^,;.

)

!"#"$%& '"()*"

+

+ ,(+)-%.* (/ !&.$0&.- 1$-#"2+-%3 (/ 456

"

!&.$0&.- !LL12+

"

5&-$.

(

!"#$%&'$

,$

]CR,89:_,

%

G0 :;_,A9:.59, 9/, ,UU,89 0U &&'( .,;, -,>,9/7=59:0; 0; &,-.,/0. A:.;5="

:;. `59/W57 5;- `B0=:U,B59:0; 0U =Y;. 5-,;085B8:;0>5 &))*!+ 8,==Aa

$

b,9/0-A

%

&))*!+ 8,==A

W:9/ /:./ ,6`B,AA:0; 0U &&'( W,B, 0C95:;,- C7 8,== 9B5;AU,89:0; 9,8/;:?Y,

"

5;- 9/, &))*!+ 8,==A

W,B, -:_:-,- :;90 80;9B0= .B0Y`

"

0_,B,6`B,AA,- 9B5;AU,89:0; .B0Y` 5;- %"345"!$ "-,"067879:-:;, c%"

345")-<d9B,59>,;9 .B0Y`J S7 YA:;. >,9/7=59:0;"A`,8:U:8 `0=7>,B5A, 8/5:; B,589:0;cbH(e 5;- AY=U:9,

A,?Y,;8:;. ()< cSH(e 9,8/;:?Y,A

"

>,9/7=59:0; A959YA 0U &&'( .,;, `B0>09,B B,.:0; :; &))*!+

8,==A C,U0B, 5;- 5U9,B %"345")-< 9B,59>,;9 W5A 5;5=74,-a G/, ?<Gf()< 5;- @,A9,B; C=09 >,9/"

0-A W,B, YA,- 90 -,9,89 9/, ><E3 5;- `B09,:; ,6`B,AA:0; =,_,=A 0U &,-.,/0. A:.;5=:;. `59/W57

B,=59,- .,;,A 5;- 878=:; D!c))ED!e :; ,58/ .B0Y`g G/, 8/5;.,A 0U 8,== `B0=:U,B59:0; W,B, 5;5"

=74,- C7 ))F*J

$

<,AY=9A

%

3U9,B &&'( .,;, -,>,9/7=59:0; 0B 0_,B,6`B,AA:0; `=5A>:- 9B5;AU,89:0;

"

9/, ,6`B,AA:0; 0U &&'( .,;, W5A A:.;:U:85;9=7 Y`"B,.Y=59,-

"

5;- 9/, ,6`B,AA:0; 0U (G)&

"

H&&

.,;,A :; &,-.,/0. A:.;5=:;. .,;,A W,B, A:.;:U:85;9=7 -0W;"B,.Y=59,-

"

))ED ! ,6`B,AA:0; W5A Y`"

B,.Y=59,- c( I"J"1e

"

&))*!+ `B0=:U,B59:0; 5C:=:97 W5A -,8B,5A,- c( I"J"1eJ

$

)0;8=YA:0;

%

G/,

-,>,9/7=59:0; 0U &&'( .,;, :;/:C:9A 9/, 589:_59:0; 0U &,-.,/0. A:.;5=:;. `59/W57 5;- `B0=:U,B5"

9:0; 0U :; =Y;. 5-,;085B8:;0>5 &))*!+ 8,==A

"

W/:8/ >57 C, B,=59,- 90 9/, B,",6`B,AA:0; 0U 9/,

;,.59:_, B,.Y=590B7 U5890B &&'( .,;, :; 9/, &,-.,/0. A:.;5=:;. `59/W57J

()"*+'$ ,-%.#

,

;0;"A>5== 8,== =Y;. 85;8,B

*

>,9/7=59:0;

*

&,-.,/0. `59/W57

*

&&'( .,;,

基金项目!上海市浦东新区科技发展基金项目"

(F[!"1%fh1!

#

通信作者!许靖!主任助理!主治医师!硕士研究生$上海市中医药大

学附属第七人民医院呼吸内科! 上海市浦东新区大同路

2%*

号%

!""12+

&$

T">5:=

'

6YR:;.211i1N2J80>

收稿日期!

!"1*f"%f!%

$修回日期!

!"1$f"Mf"*

研究表明异常激活
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%"FN+".DH
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基因启动子区的高甲基化以逆转肿瘤恶性表型 "

Q
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本研究以
%"FN+".DH

处理肺腺癌
@..R!S

细胞株&

同时设置过表达
@@A=

基因质粒转染组作为对照&

通过
HE"?=.H

及
T12P1)*"U,'P

方法对
@1D51/'5

通

路重要抑制因子
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基因及下游
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等基因及细胞周期素
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进行
>H;F

及蛋白

水平进行检测& 并检测干预前后
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细胞增殖

能力& 探讨高甲基化的
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基因去甲基化后对肺

腺癌
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细胞
@1D51/'5

信号通路及增殖的影
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材料与方法
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细胞培养和
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干预

人肺癌
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细胞株由上海诺百生物科技有

限公司保存(培养(传代&实验选用对数生长期的细

胞$ 收集对数生长期细胞& 计数并在细胞培养板铺

孔& 在倒置显微镜下观察每孔细胞生长情况$ 培养
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后&培养板加入
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浓度
%"FN+ ".DH

&同时设空

白调零孔%未接种细胞'&在倒置显微镜下观察每孔

细胞生长情况&常规培养
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$
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基因过表达载体构建及慢病毒包装
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8!,

&采用甲基化
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%,"F<EF<E

b<<<EF<EEEb<<FFEE"G%

及
%%"<<EEEF<EFEEE"

Eb<F<<E E<<E"G%

& 反向序列均为
%%".FF..F"

.FFFEFEE.F.EEFE.."G%

&将扩增后产物提交给上

海生工生物有限公司进行测序$
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基
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取样品采用
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法测浓度& 上样
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聚丙烯
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跑胶& 再将电压升至
!^^9

直到电泳

结束$恒压
8^^9

转膜
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后恒流&

=XJE

洗涤
L

次&

每次
%>0*
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GS- 8/

&用封

闭液稀释一抗&并在一抗稀释液中
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过夜$ 膜取出

后用
=XJE

洗膜
L

次&每次
%>0*

&用含
%`
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闭液稀释二抗&
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反应
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L
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后
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分析细胞增殖的变化

细胞按照检测的时间点铺孔&适当铺板量铺板&

边缘
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补充&
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&
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&过夜培养$药物处理待
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统计学处理

采用
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统计软件进行

数据分析! 计量资料以均数
!

标准

差"

!!"

#进行表示!两组独立样本比

较采用
1

检验! 多组间比较采用单

因素方差分析!

>;?

法比较组内差

异$
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为差异有统计学意义$
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结 果

GFE &&A<

过表达慢病毒载体构建

三组细胞
&&A<

的
3BCD

基

因表达存在差异 "

EF=G!:=H

!

<I

J:""=

%$ 过表达载体转染靶细胞

&KKL!M%&&A<

相对
3BCD

相对表达量明显高于靶

细胞
&KKL!M%NO

& 空质粒转染靶细胞
&KKL!M%CK

"
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值均
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%! 提示
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过表达慢病毒侵染肺癌细胞
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!可成功上调
&&A<

基因
3BCD
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!
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基因启动子区经
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处理
K.T

岛甲基化状态
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细胞于
%!R %%DS%K7B

处理前经
?CD

亚硫酸氢盐测序! 可见
&&A<

基因其启动子区部分

位点甲基化 "

E+Q2,- U

%! 经
%!R %%DS%K7B

处理后

M!4

再次通过
?CD

亚硫酸氢盐测序结果提示其启

动子区少部分位点甲基化"

E+Q2,- G
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,F' %%DS%K7B

去甲基化及过表达
&&A<

基因对

&-7Q-4'Q

通路的影响
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去甲基化或过表达质粒转染后!

U

组细胞的
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"
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!
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细胞
L1U51/'5
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及
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基因表达均较空白对

照组明显下调#

NTG:G#

"!三组细胞的

细胞周期素
>!

#

..;>!

"

QR;I

表达

存在组间差异#

PX#E$:@A

!

NTG:G#

"!

%#

IJ#.UR

去甲基化或过表达质粒转染

后!

L..A!B

细胞的
QR;I

表达均明

显升高#

NTG:G#

"#

P05()1 %

"$

9[6 LL

通路基因表达变化

经
%#IJ#.UR

去甲基化 #

IJ+

"或

过表达质粒转染#

LLMN

"后!

L1U51/'5

信号通路中的
NW.L

%

VLL

%

<OM#

基因

表达均较对照组
L..A!B

细胞#

CD

"下

调!

..;>!

基因表达上调
SP05()1 FY

$

9[=

细胞增殖变化

L..A!B

细胞经过
%#IJ#.UR

去

甲基化或过表达质粒转染后!分别于

!@/

%

@A/

%

B!/

分别使用
..CA

检测细

胞
3>

值! 结果发现
E

组间在
!@/

%

@A/

%

B!/

的
3>

值均有差异$ 对照组

#

CD

"%

%#IJ#.UR

#

CDHIJ+

"处理组及

过表达质粒转染组 #

LLMN O9@$E

"

E

个时间点的
3>

值存在组间差异#

N

均
TG:G8

"&进一步组间比较发现!过表

达质粒转染组及
%#IJ#.UR

去甲基化

组的
3>

值在
E

个时间点均小于对照

组#

NTG:G8

"!提示去甲基化或过表达

LLMN

后!

L..A!B

细胞增殖能力出现

下降
SW+Z,1 !

!

P05()1 BY

$

E

讨 论

研究表明
L1U51/'5

通路持续或

异常激活与多种肿瘤的发生发展密切

相关 ! 曾有学者推测有
![E

肿瘤与

L1U51/'5

通路的异常激活密切相关'

B

(

$

甲基化是
>;I

表观遗传修饰的一种

方式!是指在
>;I

甲基转移酶#

>;I
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!

>;]WV
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
$

期

在胞嘧啶!

&

"

%

位碳原子上加入甲基基团#使之变成

%!

甲基胞嘧啶!

%!'&

"的化学反应#这种反应主要发

生在
&()

二核苷酸的胞嘧啶上$哺乳类动物基因组

中约
%"#*+"

基因存在
&()

# 其中
,""#-""

为

'&()

$

&()

二核苷酸的聚集称
&()

岛 !

&() ./!

0123

"#

&()

岛大部分位于异染色质区内# 呈高度甲

基化#其余则散布在基因组中#基因组中有近一半的

基因调控区存在
&()

岛%

-4$

&

$

去甲基化药物通过抑制
5678

活性#可使因高

甲基化转录失活的抑癌基因发生去甲基化# 恢复基

因表达#从而逆转肿瘤细胞生物学特性#成为一条新

的治疗途径%

#+

&

$ 研究表明去甲基化药物对结肠癌细

胞的生长有抑制作用%

##

&

$经典的甲基化抑制剂
%!9:!

&3;

是目前体内外用于抑制甲基化最常用且作用

最强的药物#

%!9:!&3;

是一种嘧啶核苷类似物# 可以

与
5668

结合形成一种共价复合物#特异性抑制
56!

78

的活性#逆转基因
&()

岛甲基化#重新激活由于

高甲基化而失活的抑癌基因# 恢复抑癌基因的功能#

抑制肿瘤细胞生长#且异常甲基化所致失活的基因对

569

甲基转移酶抑制剂非常敏感#易重新活化%

<

#

#!

&

$

本研究对肺腺癌
=&&-!,

细胞株进行培养传代

后# 结果发现
=&&-!,

细胞的
==>?

基因启动子区

出现部分位点甲基化# 甲基化后的
==>?

基因表达

痕量# 而
=@3A@BCA

通路中的其他基因如
D==

及

?8&=

则明显表达# 与对照组比较后发现
=&&-!,

细胞株的
=@3A@BCA

通路则明显活化#予甲基化转移

酶抑制剂
%!9:!&3;

处理后发现原先甲基化的

==>?

基因启动子区明显去甲基化# 进一步通过采

用
;8!E?&;

及
F@/G@H2!I0CG

方法对
==>?

基因及

=@3A@BCA

通路下游因子
?8&=

'

D==

'

)J>*

等基因

进行检测# 同时设置过表达
==>?

基因质粒转染组

作为对照#结果显示#肺癌
=&&-!,

细胞
==>?

基因

去甲基化后# 其
==>?

基因及细胞周期素
5!

!

&&!

65!

"

';69

及蛋白表达水平明显较对照组肺癌

=&&-!,

细胞表达升高#同时其
=@3A@BCA

通路下游

基因表达明显下降# 肺癌
=&&-!,

细胞的增殖能力

出现下调# 提示去甲基化可重新激活肺癌
=&&-!,

细胞中
==>?

基因的表达# 可能与其基因启动子区

域去甲基化后#恢复其基因表达功能有关#促进肿瘤

细胞的负调控机制# 其抑癌基因作用得到一定程度

的激活 # 导致肺癌
=&&-!,

细胞其异常活化的

=@3A@BCA

通路得到抑制#从而抑制肿瘤增殖及发展$

研究表明在多种恶性肿瘤中明显甲基化的抑癌

基因如
;I

'

K=!J

'

(*<

'

(*%

等去甲基化可使抑癌基

因重新表达#导致恶性肿瘤的表型出现逆转%

*L

&

$有研

究报道应用
%!9:!&3;

可使得脑胶质瘤生长得到抑

制%

*M

&

$ 本研究也证实去甲基化后的
==>?

基因重新

表达$ 逆转抑癌基因的甲基化可能是一条有希望的

肿瘤治疗途径#但肿瘤发生是一个多因素'多阶段的

复杂过程#

569

甲基化如何与其他致癌因素协同作

用促进肿瘤发生发展#以及
569

异常甲基化在肿瘤

发生中涉及多种蛋白因子有待更深入研究$
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