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５氮杂２脱氧胞苷去除 ｐ１４启动子甲基化
对人肺癌细胞生物学功能的影响

贾炳阳　田凯华△

（青岛大学附属医院，青岛２６６００３）

　　摘　要　目的　探讨５氮杂２脱氧胞苷（５ａｚａ２＇ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，ＤＡＣ）去除ｐ１４ＡＲＦ基因启动子异常甲基化
状态对人肺癌细胞生物学功能的影响。方法　利用巢式甲基化特异性ＰＣＲ（ＮＭＳＰ）检测ｓｐｃａ１细胞系及ｂｅａｓ２ｂ
细胞系ｐ１４ＡＲＦ启动子区域甲基化情况，根据细胞类型及是否进行 ＤＡＣ处理将细胞分为４组：ｓｐｃａ１ＤＡＣ处理
组 、ｓｐｃａ１对照组、ｂｅａｓ２ｂＤＡＣ处理组、ｂｅａｓ２ｂ对照组，每组设置６个复孔，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｐ１４ＡＲＦ蛋白表
达情况，流式细胞术进行细胞凋亡检测。结果　ＮＭＳＰ检测到 ｓｐｃａ１细胞 ｐ１４启动子区域存在异常的甲基化状
态，使用ＤＡＣ去除ｐ１４启动子区异常甲基化ｓｐｃａ１细胞中ＡＲＦ蛋白的表达恢复，细胞凋亡率ｓｐｃａ１ＤＡＣ处理组
（２０．６９±１．０３）％显著高于ｓｐｃａ１对照组（１０．６３±０．８２）％（ｔ＝１３．１７，Ｐ＜０．０５）；而在ｂｅａｓ２ｂ细胞系以上结果均
无明显差异，其中细胞凋亡率ｂｅａｓ２ｂＤＡＣ处理组（７．３８±０．３６）％与ｂｅａｓ２ｂ对照组（６．９８±０．４２）％无显著差异
（ｔ＝１．２５，Ｐ＞０．０５）。结论　ＤＡＣ去除ｐ１４ＡＲＦ启动子区域异常甲基化后ＡＲＦ蛋白表达恢复，诱导ｓｐｃａ１细胞
凋亡，对肺癌发生起到抑制作用。
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　　目前，肺癌是最常见的呼吸系统恶性肿瘤，研
究发现肺癌拥有所有癌症中最高的死亡率，其死亡

人数约占所有癌症的２６％［１］。随着科学技术的不

断进步，越来越多的治疗手段应用于肺癌，从化疗

到靶向治疗再到免疫治疗［２］。虽然治疗方法在不

断丰富，但医务工作者依然在努力寻找肺癌早期的

诊断及治疗标志，从而完全攻克癌症。随着对表观

遗传学的深入研究，我们发现表观遗传学的改变对

于肺癌的发生起到不可替代的作用［３］。ｐ１４在细
胞生长过程中起到抑癌基因的作用［４］，而 ｐ１４ＡＲＦ
基因启动子区域异常甲基化在肺癌与癌旁组织存

在明显差异，提示ｐ１４ＡＲＦ基因启动子区域异常甲
基化与肺癌的发生发展有着密切的关系［５］。本实

验利用巢式甲基化特异性ＰＣＲ（ＮＭＳＰ）对ｓｐｃａ１细
胞系进行甲基化分析，并通过 ＤＡＣ去除 ｐ１４ＡＲＦ
基因启动子区域异常甲基化，检测其对 ＡＲＦ蛋白
表达及肿瘤细胞凋亡的影响，由此得出ｐ１４启动子
区异常甲基化对肺癌生物学功能的影响，初步研究

去除 ｐ１４ＡＲＦ基因启动子区域异常甲基化对肺癌
生物学功能的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞系及主要试剂
人肺癌细胞系ｓｐｃａ１、人支气管上皮细胞系ｂｅ

ａｓ２ｂ购自中科院上海细胞库；ＲＰＭＩ１６４０培养基、
胎牛血清购自 ＢＩ公司；胰蛋白酶、双抗、ＡＮＮＥＸＩＮ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒及ｃｃｋ８试剂盒购自Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏ公司；５氮杂２脱氧胞苷购自 ＭＣＥ公司；兔
抗人 ｐ１４ＡＲＦ、兔抗人 βａｃｔｉｎ抗体、羊抗兔 ＩｇＧ、
ＲＩＰＡ蛋白裂解液等试剂均购自 Ａｂｃａｍ公司；ＤＮＡ
提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ、重亚硫酸
修饰试剂盒、甲基化ｐｃｒ试剂盒购自北京天根生化
公司。

１．２　细胞培养
ｓｐｃａ１培养于含有１０％ 胎牛血清与１％青链

霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，ｂｅａｓ２ｂ细胞培养于
ＢＥＧＭ培养基中。培养箱条件为：５％ ＣＯ２、３７℃、
饱和湿度。

１．３　ＤＮＡ提取与修饰
按ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ试剂盒说明提

取细胞ＤＮＡ，并测纯度在１．８～２．０，用重亚硫酸盐
修饰试剂盒对提取的基因组ＤＮＡ进行修饰。将所
有经亚硫酸氢盐转化的ＤＮＡ样品储存在－２０℃直
至后续ＰＣＲ。

１．４　ＤＡＣ处理
根据细胞类型及是否进行去甲基化处理将细

胞分为４组，ｓｐｃａ１ＤＡＣ处理组 、ｓｐｃａ１对照组、ｂｅ
ａｓ２ｂＤＡＣ处理组、ｂｅａｓ２ｂ对照组，每组设置６个复
孔，其中各处理组用 １０μＭＤＡＣ处理４ｄ。每天更
换培养基和ＤＡＣ。
１．５　ＮＭＳＰ

ＮＭＰＣＲ引物由文献中查得［５］。ｐ１４ＡＲＦ外部
引物是 ５＇ＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＴＴＴＧＴＡＧＴＴＡＡ３＇（正向）
和５＇ＣＴＣＣＴＣＡＡＴＡＡＣＡＴＣＡＡＣＡＣ３＇（反向）。甲基
化特异性 ｐ１４ＡＲＦ引物是 ５＇ＴＴＴＴＴＧＧＴＧＴＴＡ
ＡＡＧＧＧＴＧＧＴＧＴＡＧＴ３＇（未甲基化正向），５＇ＡＣＣＡ
ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＡＡＴＣＣＡ３＇（未甲基化反向），５＇
ＧＴＧＴＴＡＡＡＧＧＧＣＧＧＣＧＴＡＧＣ３＇（甲基化正向）和５
＇ＣＧＣＧＡＣＧＡＡＣＣＧＣＡＣＧＣＧＣＧ３＇（甲基化反向）。
对于亚硫酸氢钠修饰后的基因组 ＤＮＡ进行三轮
ＰＣＲ，第一轮产物使用外部引物，产物包含目的基
因，再将第一轮产物进行第二轮 ＰＣＲ，实验步骤按
照实验说明进行。最后得到的产物采用２％琼脂
糖凝胶进行电泳。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
用细胞刮擦除去细胞，并加入含有１％苯基甲

磺酰氟（ＰＭＳＦ）的放射免疫沉淀测定（ＲＩＰＡ）裂解
缓冲液。然后，将生产物在冰上孵育３０ｍｉｎ，并离
心以除去细胞碎片。通过蛋白质定量试剂盒测定

蛋白质浓度。在１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）上将５０μｇ蛋白质以２５０ｍＡ
转移至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜。将膜在含有０．
０５％ＴＢＳＴ和５％脱脂奶粉的ＴＢＳ中在室温下封闭
２ｈ，然后加入１∶５００抗ＡＲＦ抗体，１∶１０００β肌动蛋
白抗体，在４℃保持过夜，用ＴＢＳＴ洗涤。将膜孵育
３次，然后与辣根过氧化物酶缀合的山羊抗兔二抗
在３７℃下孵育 １ｈ。使用 ＥＣＬ检测目的蛋白质。
通过ＩｍａｇｅＪ软件定量条带的密度测定，实验重复
３次。
１．７　流式细胞

为了评估细胞凋亡，将４组细胞分别消化并调
节密度为 １×１０６／ｍｌ，用冷 ＰＢＳ洗涤两次并加入
１ｍｌｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ以在离心后打浆，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ和碘化丙啶（ＰＩ）对细胞进行荧光染色，由
ＦＣＭ检测细胞凋亡，实验重复３次。
１．８　统计学方法

用ＳＰＳＳ进行统计学分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ
表示。通过Ｓｔｕｄｅｎｔ＇ｓｔ检验分析两个独立组之间的
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差异。检验水准为α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｐ１４启动子区域甲基化状态
通过 ＮＭＳＰ对 ｓｐｃａ１及 ｂｅａｓ２ｂ细胞系进行

ｐ１４基因启动子区甲基化状态进行检测，结果显示
ｓｐｃａ１细胞系 ｐ１４基因启动子区呈甲基化状态，而
ｂｅａｓ２ｂ此区域无甲基化。见图１。

注：Ｍａｋｅｒ，分子量标记物；Ｍ，ｐ１４启动子甲基化；
　 Ｕ，ｐ１４启动子非甲基化

图１　各组细胞ｐ１４基因启动子甲基化情况

２．２　ＤＡＣ处理对细胞ＡＲＦ蛋白表达的影响
我们用ＤＡＣ使细胞ｓｐｃａ１及ｂｅａｓ２ｂ细胞中的

ｐ１４基因启动子区去甲基化，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＡＲＦ蛋白表达，结果显示 ＤＡＣ处理的 ｓｐｃａ１细
胞恢复了ＡＲＦ蛋白的表达，而ｂｅａｓ２ｂ细胞ＤＡＣ处
理组与ｂｅａｓ２ｂ对照组表达无明显差异。这些结果
表明去除ｐ１４启动子区域甲基化，可以使该蛋白重
新表达。见图２。

图２　各组ｐ１４ＡＲＦ蛋白表达情况

２．３　ＤＡＣ去甲基化处理对细胞凋亡的影响
应用１０μｍＤＡＣ处理细胞９６ｈ后，经流式细胞

检测，结果显示ｓｐｃａ１ＤＡＣ处理组细胞凋亡率（２０．
６９±１．０３）％显著高于 ｓｐｃａ１对照组（１０．６３±０．
８２）％，差异有统计学意义（ｔ＝１３．１７，Ｐ＜０．０５）；
而 ｂｅａｓ２ｂＤＡＣ处理组细胞凋亡率（７．３８±０．
３６）％与ｂｅａｓ２ｂ对照组（６．９８±０．４２）％无显著差
异，差异无统计学意义（ｔ＝１．２５，Ｐ＞０．０５）。该结
果显示ｐ１４基因的去甲基化诱导 ｓｐｃａ１细胞的凋
亡。见图３。

注：①ｓｐｃａ１对照组；②ｓｐｃａ１ＤＡＣ处理组；

　 ③ｂｅａｓ２ｂ对照组；④ｂｅａｓ２ｂＤＡＣ处理组

图３　各组细胞凋亡情况

３　讨论

随着对表观遗传学的不断深入研究发现，ＤＮＡ
甲基化作为表观遗传学的一部分，对于细胞正常的

功能及癌症的发生发展都起到很重要的作用［６］。

已有研究证明 ｐ１４ＡＲＦ在细胞中起到很多作用，
ｐ１４作为抑癌基因主要通过中和 Ｅ３泛素连接酶
ｈＭｄｍ２对癌细胞的抑制作用来稳定和激活ｐ５３［７］，
也有证据表明它可以通过 ｐ５３非依赖途径来起到
促使细胞周期停滞或凋亡，从而起到抑癌的作

用［８９］。导致ｐ１４基因的失活的因素有很多，本文
主要针对ｐ１４基因启动子区域甲基化进行研究，验
证其对ｐ１４表达的影响。

本文首先通过 ＮＭＳＰＣＲ检测发现，肺癌肿瘤
细胞系ｓｐｃａ１中ｐ１４ＡＲＦ启动子区域存在异常甲基
化状态，而人正常支气管上皮细胞系 ｂｅａｓ２ｂ此基
因并未表现出异常甲基化，因此可以说明此区域甲

基化对于肺癌的发展具有一定影响，这与它在肝

癌、膀胱癌、肠癌等癌症中的发现结果一致［１０］。已

经有研究证明，ＡＲＦ的表达可以起到抑制癌症发
生的作用［１１］。本文结果显示 ｓｐｃａ１细胞系无 ＡＲＦ
蛋白表达而 ｂｅａｓ２ｂ细胞系此蛋白正常表达，证明
ｐ１４ＡＲＦ启动子区域甲基化抑制其蛋白的表达。

有研究表明，ＤＡＣ通过抑制 ＤＮＡ甲基转移酶
Ⅰ从而起到去甲基化的作用，从而可以恢复基因的
作用［１２］。因此，本文通过应用 ＤＡＣ处理 ｓｐｃａ１细
胞系，使启动子异常甲基化的 ｐ１４基因去除甲基

·３·
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化，恢复ｐ１４基因的表达。根据 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果，验证了 ＤＡＣ可恢复 ＡＲＦ蛋白表达的猜测。
现有的研究表明，细胞凋亡是调控细胞正常生长与

增值的重要因素［１３］，而在癌细胞中细胞凋亡异常

往往会导致癌细胞的异常增殖［１４］。进而我们针对

ＡＲＦ恢复表达后对细胞凋亡的影响进行了检测，
通过流式细胞凋亡检测显示 ＤＡＣ处理后 ｓｐｃａ１细
胞系凋亡增加，而对于正常的 ｂｅａｓ２ｂ细胞系以上
检测结果均无明显差异。由此我们分析，这种差异

的原因可能是恢复表达后的 ｐ１４基因通过两条抑
癌途径［１５］，促进肺腺癌细胞凋亡，因此，可以得出

ｐ１４ＡＲＦ基因启动子区域异常甲基化可以抑制
ＡＲＦ蛋白的合成从而抑制肺癌细胞凋亡，使肺癌
细胞异常增值。

综上所述，本文结果表明去除肺癌ｐ１４ＡＲＦ启
动异常甲基化对肺癌生物学功能存在影响，可以将

其作为一种肺癌治疗靶点，或者影响其他抗癌药物

的敏感性，为后续药物的研究提供一个研究方向。
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