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二氢杨梅素通过抑制甲基转移酶诱导人乳腺癌ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮ基因去甲基化

白　倩，谢　琦，彭晓莉，常　徽，朱俊东，糜漫天　　（４０００３８重庆，第三军医大学军事预防医学院营养与食品安全研究中
心，重庆市营养与食品安全重点实验室）

　　［摘要］　目的　观察二氢杨梅素对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞中第１０号染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源基因（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）甲基化及其表达的影响，并探讨相关作用机制。方法　 以
ＣＣＫ８法检测细胞活力，ｑＲＴＰＣＲ检测 ＰＴＥＮ和 ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴ）ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、
ＤＮＭＴ３ｂ的ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＴＥＮ的蛋白表达，荧光法检测细胞 ＤＮＡ甲基转移酶总活性，甲基化特异性
ＰＣＲ法（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）检测ＰＴＥＮ基因甲基化水平。结果　 细胞活力检测结果表明，二氢杨梅素可剂量
依赖性降低乳腺癌ＭＣＦ７细胞活力（Ｐ＜０．０５）；ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，二氢杨梅素可显著上调 ＰＴＥＮ的
表达（Ｐ＜０．０５），并呈现剂量效应关系；ＭＳＰ检测结果显示，二氢杨梅素可显著诱导 ＭＣＦ７细胞 ＰＴＥＮ基因去甲基化；
ｑＲＴＰＣＲ和荧光法检测结果显示，二氢杨梅素可显著降低ＭＣＦ７细胞ＤＮＭＴ１表达和ＤＮＭＴ活性（Ｐ＜０．０５）。结论　 二
氢杨梅素显著诱导乳腺癌细胞ＰＴＥＮ基因去甲基化，促进其表达，其机制可能主要涉及对ＤＮＭＴ１表达和活性的抑制。
　　［关键词］　 二氢杨梅素；乳腺癌细胞；ＰＴＥＮ；去甲基化；ＤＮＡ甲基转移酶
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率占
各种恶性肿瘤的７％～１０％，每年约５０万人死于乳腺
癌［１］。乳腺癌与膳食因素密切相关，积极探讨从天然

膳食成分中寻找抑癌活性化合物具有重要的意义［２］。

植物黄酮是一大类天然多酚化合物，广泛分布于蔬菜、

水果、谷类等各种植物性食物中，具有抗氧化、抗炎症

等生物学活性，特别是对于肿瘤及心血管疾病的防治

作用一直备受关注［３］。二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，
ＤＭＹ）是从藤茶等植物茎叶中提取的一种二氢黄酮醇
类化合物［４］，具有抗氧化、保肝、抗肿瘤等多种生物活

性，但其抗癌作用机制尚不明确，尤其是对乳腺癌的作

用尚少见研究报道。乳腺癌中抑癌基因 ＰＴＥＮ表达异
常较为常见，ＰＴＥＮ基因失活与乳腺癌的发病，浸润转
移，恶性转化，无限制生长及临床预后均有密切关系。

本研究旨在观察二氢杨梅素对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞
抑癌基因ＰＴＥＮ甲基化及其表达的影响，并探讨其相
关作用机制。

１　材料与方法

１．１　细胞与试剂
　　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７细胞购于上海细胞库。ＤＭＥＭ培
养基、胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。二氢杨梅素购自成都
曼斯特生物科技公司（纯度为９８％）。ＲＮＡ提取用Ｂｉｏｚｏｌ购于
日本Ｂｉｏｆｌｕｘ公司。ｃＤＮＡ转录试剂盒、实时定量ＰＣＲ试剂盒均
购于日本博日科技公司。组织／细胞基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
购自 Ａｉｄｌａｂ公司。甲基化修饰试剂盒购于美国 ＺＹＭＯ公司。
细胞核蛋白提取试剂盒购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司。ＤＮＭＴ酶活性
检测试剂盒购于美国Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司。琼脂糖购于美国 Ｉｎｔｒｏｖｉ
ｇｅｎ公司。ＰＴＥＮ一抗为羊抗单克隆抗体，购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公
司。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自 Ｓｉｇｍａ公司。化
学发光试剂盒购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及处理　　人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞置于含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养。待细胞至对数生长期，采用不同浓度（１０、２０、４０、
８０μｍｏｌ／Ｌ）的二氢杨梅素处理４８ｈ，以 ＤＭＳＯ代替二氢杨梅
素处理细胞作为空白对照组。

１．２．２　ＣＣＫ８比色法检测细胞增殖　　取对数生长期的细
胞，以５×１０４／ｍＬ接种于 ９６孔板，每孔 ９０μＬ。待细胞贴壁
（１０ｈ以上）后，以不同浓度０、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅
素处理细胞４８ｈ，每孔终体积为１００μＬ，每组３个平行。干预
结束后，于每孔加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，继续培养１ｈ，待孔内液
体颜色变黄，取出在４９０ｎｍ波长处测定光密度值［Ｄ（４９０）］。
以对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素处理组）细胞活力为１００％，各
处理组细胞活力按公式计算。

　　细胞活力＝［处理组Ｄ（４９０）／对照组Ｄ（４９０）］×１００％

１．２．３　ＭＳＰ法检测ＰＴＥＮ基因甲基化水平　　取１μｇ基因组
ＤＮＡ，用亚硫酸氢钠试剂盒 ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ，按照
操作手册进行亚硫酸氢钠的转化。其原理是亚硫酸氢盐通过

两次加热变性反应使未甲基化的胞嘧啶发生脱氨基反应而转

化为尿嘧啶，通过柱层析完成 ＤＮＡ的纯化和脱硫。配制 ＰＣＲ
反应体系：模板ＤＮＡ１．５μＬ，上下游引物（表１）各１．５μＬ，Ｔａｑ
酶Ｍｉｘ１２．５μＬ，水８μＬ。先将 ＰＣＲ仪预热至９４℃，然后把
ＰＣＲ管放进预热的 ＰＣＲ仪，按以下条件进行循环反应：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ反应产物、１μＬ的６×上
样缓冲液和 ０．５μＬ染料于 ２．０％琼脂糖凝胶上电泳 ８０Ｖ，
６０ｍｉｎ，凝胶成像系统分析仪进行摄像分析。

表１　甲基化特异性ＰＣＲ基因引物序列

基因 引物序列
产物大小

（ｂｐ）

退火温度

（℃）

ＰＴＥＮＭ
　上游：５′ＧＴＴＴＧＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＣ３′

　下游：５′ＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＡＣＧＣＣＧＣＧ３′
１７８ ６０

ＰＴＥＮＵ
　上游：５′ＡＴＴＡＧＴＴＴＧＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＴ３′

　下游：５′ＣＣＣＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＡＣＡＣＣＡＣＡ３′
１８６ ６０

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达水平　　以不同浓度（１０、
２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）的二氢杨梅素处理人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７细
胞４８ｈ后，收集细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ提取各组细胞总ＲＮＡ，核酸蛋白
仪测定总ＲＮＡ的浓度及纯度。分别取总 ＲＮＡ２μｇ，按反转录
试剂盒说明书操作，逆转录反应合成 ｃＤＮＡ。以反应所得ｃＤＮＡ
在ＭｙｉＱ实时定量ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ反应，每个基因各做３个
平行组。分别绘制目的基因和内参照基因 ＧＡＰＤＨ、βａｃｔｉｎ的
溶解曲线和标准曲线，检测各基因的反应特异性和扩增效率。

以ＩＱ５．０软件对ＰＣＲ数据进行统计学分析，以各组的目的基
因表达水平与内参的比值为该基因的校正表达水平（Ｎｏｒｍａｌ
ｉｚｅｄＦｏｌｄＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）。引物序列见表２。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ各基因引物序列

基因 引物序列

ＤＮＭＴ１
上游：５′ＧＧＡＧＧＧＣＴＡＣＣＴＧＧＣＴＡＡ３′

下游：５′ＣＧＧＧＣＴＴＣＡＣＴＴＣＴＴＧＣＴ３′

ＤＮＭＴ３ａ
上游：５′ＴＡＴＴＧＡＴＧＡＧＣＧＣＡＣＡＡＧＡＧＡＧＣ３′

下游：５′ＧＧＧＴＧＴＴＣＣＡＧＧＧＴＡＡＣＡＴＴＧＡＧ３′

ＤＮＭＴ３ｂ
上游：５′ＣＧＧＴＴＣＣＴＧＧＡＧＴＧＴＡＡＴ３′

下游：５′ＧＡＡＡＧＣＣＡＡＡＧＡＴＣＣＴＧＴＴ３′

ＰＴＥＮ
上游：５′ＣＡＡＴＧＴＴＣＡＧＴＧＧＣＧＧＡＡＣＴＴＧ３′

下游：５′ＧＡＡＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣＣＧＴＣＧＴＧＴＧ３′

βａｃｔｉｎ
上游：５′ＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡ３′

下游：５′ＡＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡ３′

ＧＡＰＤＨ
上游：５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ３′

下游：５′ＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ３′

１．２．５　ＤＮＭＴ酶活性检测　　收集不同浓度二氢杨梅素处理
后的细胞，按照Ｐｉｅｒｃｅ核蛋白提取试剂盒操作手册提取细胞核
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蛋白。根据ＥｐｉＱｕｉｋＤＮＭＴ酶活性／抑制检测试剂盒说明，被甲
基化的ＤＮＡ通过类酶联免疫吸附反应被５甲基胞嘧啶抗体所
识别，甲基化ＤＮＡ的生成量与酶活性呈线性关系，然后通过荧
光检测法测定。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＴＥＮ蛋白表达　　收集二氢杨梅素
处理后的细胞，按每１×１０６个细胞加入裂解液１００μＬ和酶抑
制剂１μＬ的比例冰上裂解 １５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ于 ４℃离心
１５ｍｉｎ，收集上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量。加上样缓冲液混
匀，９０℃５ｍｉｎ使蛋白变性。于ＳＤＳＰＡＧＥ胶中以８０Ｖ／２０ｍｉｎ，
１２０Ｖ／９０ｍｉｎ进行电泳分离。湿式转膜法２２０ｍＡ恒流电２ｈ
将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）。
室温下摇床封闭 １ｈ，加入用 ＴＢＳ１∶１０００稀释的 ＰＴＥＮ抗体，
４℃ 过夜，ＴＢＳＴ洗膜后分别加入用 ＴＢＳ按１∶１００００稀释的辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，室温下摇床作用 １ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜后化学发光法显色，Ｖｉｌｂｅｒ多功能成像仪成像，以 βａｃｔｉｎ
为内参照。成像图片用Ｑｕａｌｉｔｙｏｎｅ对各条带进行灰度值分析。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件分析。常规进
行方差齐性检验和正态性检验。多组资料之间的比较采用单

因素方差分析。

２　结果

２．１　二氢杨梅素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞活力的影响
　　以１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的二氢杨梅素作用于乳腺癌ＭＣＦ７
细胞４８ｈ，采用ＣＣＫ８法检测细胞活力，结果显示（图１），随着
二氢杨梅素处理浓度的增高，ＭＣＦ７细胞活力显著降低（Ｐ＜
００５），表明二氢杨梅素具有体外抗乳腺癌作用。
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图１　不同浓度二氢杨梅素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞活力的影响

２．２　二氢杨梅素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ＰＴＥＮ基因表
达的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ结果（图２）显示，经１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的二氢
杨梅素处理４８ｈ后，ＰＴＥＮ基因 ｍＲＮＡ的表达水平呈剂量依赖
性显著升高。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果证实（图３），二氢杨
梅素可显著上调ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮ基因的蛋白表达水平。
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图２　不同浓度二氢杨梅素对ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达的影响
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度二氢杨梅素对ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮ

蛋白表达的影响

２．３　二氢杨梅素对 ＭＣＦ７细胞 ＰＴＥＮ基因甲基化的
影响

　　采用ＭＳＰ检测二氢杨梅素对 ＭＣＦ７细胞 ＰＴＥＮ基因甲基
化的影响，结果见图４。对照组 ＰＣＲ扩增后可见高亮度甲基化
条带（Ｍ条带），而非甲基化基因扩增条带（Ｕ条带）较暗，提示
ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮ基因有一定程度的甲基化。二氢杨梅素作
用４８ｈ后，随着作用剂量的增加，ＰＴＥＮ基因甲基化 Ｍ条带亮
度逐渐减弱，而非甲基化 Ｕ条带亮度逐渐增强。结果表明，二
氢杨梅素可显著诱导ＭＣＦ７细胞ＰＴＥＮ基因去甲基化。

! " ! " ! " ! " ! "

# $ % & '

Ｕ：ＰＴＥＮ基因非甲基化条带（１８６ｂｐ）；Ｍ：ＰＴＥＮ基因甲基化条带

（１７８ｂｐ）；１：对照组；２：１０μｍｏｌ／Ｌ；３：２０μｍｏｌ／Ｌ；４：４０μｍｏｌ／Ｌ；

５：８０μｍｏｌ／Ｌ

图４　不同浓度二氢杨梅素对ＰＴＥＮ基因甲基化的影响
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２．４　二氢杨梅素对ＤＮＭＴ活性的影响
　　采用类酶联免疫吸附反应的 ＤＮＭＴ活性检测结果见图５，
二氢杨梅素可显著抑制ＤＮＭＴ的活性，并显示出剂量依赖性效
应关系。
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图５　不同浓度二氢杨梅素对ＭＣＦ７细胞ＤＮＭＴ活性的影响

２．５　二氢杨梅素对ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂ表达
的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示（图６），２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨
梅素作用于ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ的表达水平明
显下降（Ｐ＜０．０５），而 ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂｍＲＮＡ的相对表达量
在不同浓度二氢杨梅素的作用下均无明显改变。

３　讨论

　　ＤＮＡ甲基化是指生物体在ＤＮＭＴ的催化下，以Ｓ
腺苷甲硫氨酸（ＳＡＭ）作为甲基供体，将ＣｐＧ二核苷酸
胞嘧啶５位碳原子甲基化［５］。ＣｐＧ岛是幼体突变及
肿瘤抑制基因失活性突变中非常重要的发生位点。基

因启动子区的 ＣｐＧ岛高甲基化导致的抑癌基因转录
沉默与肿瘤的发生发展有着密切的关系［６－７］。通过对

ＤＮＡ甲基化模式的研究，人们发现肿瘤细胞中存在异
常的 ＤＮＡ甲基化状态：基因组整体甲基化水平降低，
导致遗传不稳定性增加；组织特异性基因的启动子区

域出现从头甲基化；癌基因多为不充分甲基化，导致重

新开放或异常表达［８－９］；而抑癌基因多为过度甲基化，

导致表达受抑制［１０］，这些作用共同调控着癌症的发生

发展。ＰＴＥＮ基因是继 ｐ５３之后，另一个在多种肿瘤
细胞中突变与缺失较为常见，并与细胞的生长及凋亡

关系密切的重要抑癌基因。基因失活除了突变、缺失

的原因外，异常甲基化是其又一重要机制［１１］。国内外

研究结果显示，ＰＴＥＮ基因 ５′ＣｐＧ岛甲基化是乳腺癌
等肿瘤患者常见的分子事件［１２－１４］。因此，调控乳腺癌

细胞中包括ＰＴＥＮ在内的抑癌基因甲基化状态，增加
其表达水平可能对抑制乳腺癌生长具有重要意义。

　　在过去的几年中，膳食植物化学物通过表观遗传
学机制发挥抗肿瘤作用已经成为营养与肿瘤防治研究

的一个新领域［１５－１６］。二氢杨梅素作为一种具有抗肿

瘤作用的植物化合物，在体外内研究中发现该化合物

可以通过抑制肿瘤血管生长、调节增强细胞免疫功能

等作用达到抑制肿瘤的效果，在白血病、鼻咽癌和胃癌

等肿瘤模型实验研究中都显示有明显的抑瘤作

用［１７－１８］。但是，关于二氢杨梅素诱导抑癌基因去甲基

化作用还少见报道。近年有研究显示，儿茶素、染料木

素、番茄红素等植物化学物可以通过抑制ＤＮＡ甲基转
移酶的活性改变癌细胞中ＤＮＡ甲基化状态，从而使甲
基化沉默的肿瘤抑制基因恢复表达［１９－２２］。由此推测

同样具有黄酮类生物活性的二氢杨梅素可能也有类似

的抗癌作用机制。

　　本研究使用不同浓度的二氢杨梅素处理乳腺癌
ＭＣＦ７细胞，发现其对ＭＣＦ７细胞的活力有明显抑制
作用，并具有剂量效应关系。抑癌基因 ＰＴＥＮ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平也随二氢杨梅素作用剂量的增
加而显著升高。与上述结果相对应，ＭＳＰ结果显示二
氢杨梅素作用于 ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，ＰＴＥＮ基因呈剂
量依赖性去甲基化，提示二氢杨梅素诱导乳腺癌ＭＣＦ７
细胞 ＰＴＥＮ基因表达增加的机制可能是通过影响
ＰＴＥＮ基因甲基化的程度。甲基化程度往往与基因表
达水平呈负相关，肿瘤的发生过程中常伴有抑癌基因
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的高甲基化或癌基因的低甲基化，这种异常的甲基化

状态进而引起抑癌基因的表达减弱或缺失及癌基因的

表达增强。ＤＮＡ甲基化过程中发挥重要作用 ＤＮＭＴｓ
的转录表达增加和活性增强是导致抑癌基因高甲基化

而引发肿瘤发生的重要机制，也是肿瘤的重要生物学

特征之一。为探讨二氢杨梅素诱导 ＰＴＥＮ基因去甲基
化的机制，我们进一步研究了ＤＮＭＴｓ的活性及表达变
化，结果显示二氢杨梅素能够在一定程度上降低

ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ的表达水平，并抑制ＤＮＭＴ的活性。国
内外大量研究发现，各种去甲基化药物可通过与

ＤＮＭＴｓ共价结合，抑制酶的生物活性，使 ＤＮＡ的甲基
化程度随着细胞分裂进行性减低，从而逆转甲基化效

应，重新激活因异常甲基化而沉默的基因［２３］。本研究

结果表明二氢杨梅素可通过抑制 ＤＮＭＴ（主要是
ＤＮＭＴ１）的转录表达及其活性，介导ＰＴＥＮ基因去甲基
化作用的发生。

　　综上所述，本研究结果表明二氢杨梅素可以通过
去甲基化作用增加抑癌基因 ＰＴＥＮ的表达，从而发挥
体外抗乳腺癌的作用。但二氢杨梅素是否还能够改变

其他抑癌基因或癌基因的甲基化状态，还有待于进一

步深入研究。
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