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５氮杂２脱氧胞苷和曲古抑菌素Ａ对胃癌ＭＧＭＴ基因表达及ＮＦκＢ活性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨５氮杂２脱氧胞苷（５Ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａｄＣ）和曲古抑菌素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）对不
同分化程度的人胃癌ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞系增殖、凋亡，抑癌基因 Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基转移酶（Ｏ６Ｍｅｔｈｙｌｇｕａ
ｎｉｎｅＤＮＡＭｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＧＭＴ）甲基化水平及其核转录因子 ＮＦκＢ磷酸化程度影响。方法　 利用 ＣＣＫ８、流式细胞
术、ＭＳＰ、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测５ＡｚａｄＣ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＳＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）单独或联合刺激后，ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３
细胞增殖、凋亡，ＭＧＭＴ甲基化、ｍＲＮＡ、蛋白表达水平及 ＮＦκＢｐ６５蛋白的磷酸化程度。结果　 ①５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独或
联合使用均可抑制ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞的生长，与单药组相比，联合用药组抑制作用更明显（Ｐ＜０．０５）；②５ＡｚａｄＣ
及ＴＳＡ均可促进ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞的凋亡，联合用药组凋亡率［（８．４３±１．８０）％和（２１．７５±３．０６）％］均明显高于
５Ａｚａｄｃ组［（７．３３±１．１８）％ 、（１５．２２±１．０３）％］和ＴＳＡ组［（３．５３±１．１８）％ 、（１２．６６±１．１０）％］（Ｐ＜０．０５）；③５Ａｚａ
ｄＣ、ＴＳＡ单独或联合刺激均可逆转 ＭＧＭＴ基因甲基化，使其 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平上调，联合用药作用更加明显（Ｐ＜
００５）；④ＮＦκＢ活性高表达的 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３经５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ处理后细胞的 ＮＦκＢ活性降低，且联合用药组
［（１２．８１±４．１８）％和（９．０８±２．６６）％］抑制程度较５Ａｚａｄｃ组［（３９．１３±３．３８）％、（３４．９０±４．８９）％］和ＴＳＡ组［（２７．５５±
５００）％、（２２．１１±３．０７）％］更加明显（Ｐ＜０．０５）。结论　 ５ＡｚａｄＣ与ＴＳＡ均可抑制胃癌细胞生长和促进细胞凋亡，逆转
ＭＧＭＴ基因甲基化反应，提高基因表达和抑制ＮＦκＢ的活性，二药联合作用提示效果更加明显。
　　［关键词］　 胃癌；５氮杂２脱氧胞苷；曲古抑菌素Ａ；ＭＧＭＴ基因；核转录因子κＢ
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ５Ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ（５ＡｚａｄＣ）ａｎｄｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ
Ａ（ＴＳＡ）ａｌｏｎｅ，ｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＯ６ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅ
ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＭＧＭＴ）ａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｉｎｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ（ＭＫＮ４５ａｎｄＭＧＣ８０３）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＡｆｔｅｒＭＫＮ４５ａｎｄＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙ５ＡｚａｄＣ，ＴＳＡａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＣＣＫ８ｋｉｔ，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｂｙＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭＧＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ（ＭＳＰ），ａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＭＧＭＴ，ＮＦκＢｐ６５ａｎｄｐＮＦκＢｐ６５ｉｎｔｈｅ２ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ５ＡｚａｄＣｏｒＴＳＡｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎａｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｉｎＭＫＮ４５ａｎｄＭＧＣ８０３
ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｏｔｈｉｍｐｒｏｖｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ［（８．４３±１．８０）％ａｎｄ（２１．７５±
１０６）％］ｈａｄｈｉｇｈｅｒａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｔｈａｎｔｈｅ５ＡｚａｄＣ［（７．３３±１．１８）％ ａｎｄ（１５．２２±１０３）％］ａｎｄＴＳＡ
［（３．５３±１．１８）％ ａｎｄ（１２．６６±１．１０）％］ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｌｌｒｅｖｅｒｓｅｄＭＧＭＴｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｔｓｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ，ｂｕｔｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢｐ６５ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅＭＫＮ４５ａｎｄＭＧＣ８０３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｉｅｓａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄ
ｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ［（１２．８１±４．１８）％ ａｎｄ（９．０８±２．６６）％］ｓｈｏｗｅｄｓｔｒｏｎｇｅｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｔｈａｎ
ｔｈｅ５ＡｚａｄＣ［（３９．１３±３．３８）％ ａｎｄ（３４．９０±４．８９）％］ａｎｄＴＳＡ［（２７．５５±５．００）％ ａｎｄ（２２１１±
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ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＮＦκＢ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７１８０８），ｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ
（１３０３０６３０１７），ｔｈｅＴａｃｋｌｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１２０１０４０２１２６）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｈ１６１０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕＳｈｉｌｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｓｈｉｌｉａｎ＠１２６．ｃｏｍ

　　流行病学研究表明，全球每年胃癌新发病例约有
９３万人［１］，由于早期临床症状不典型，多数胃癌患者

确诊时已处于晚期，预后差，病死率高，５年生存率低
于２０％［２］。目前，化疗是临床上晚期胃癌治疗的常用

方案，然而，常规化疗药物治疗效果欠佳，并有严重的

不良反应和化疗耐受性。研究证明，ＤＮＡ甲基化转移
酶（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴＳ）和组蛋白脱乙酰化酶
（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）的高表达与抑癌基因异
常甲基化有关［３］，抑癌基因启动子区异常甲基化与肿

瘤的发生、发展关系密切。Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基
转移酶（Ｏ６ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＧＭＴ）
作为普遍存在的 ＤＮＡ修复酶，在正常组织、癌旁组织
及肿瘤组织中表达呈递减趋势［４－５］；ＮＦκＢ在许多恶
性肿瘤中异常活化［６－７］，是肿瘤发生的高危因素之

一［８］，亦是肿瘤发生、发展中的关键环节之一。利用

甲基转移酶抑制剂５ＡｚａｄＣ和组蛋白去乙酰化酶抑
制剂ＴＳＡ处理不同分化程度胃癌细胞，检测抑癌基因
ＭＧＭＴ表达水平及核转录因子 ＮＦκＢ活性的变化情
况，探讨两药的抗肿瘤作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及材料
１．１．１　细胞株、培养基及药物　　人胃癌细胞株 ＭＫＮ４５和
ＭＧＣ８０３细胞购自北京肿瘤研究所，ＲＰＭＩ１６４０培养液及胎牛
血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶、青霉素链霉素购自碧云
天公司，５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．２　细胞增殖及凋亡试剂　　细胞增殖实验试剂盒（ＣＣＫ８）
购自日本同仁化学研究所，ＡｎｎｅｘｉｎＶ、ＰＩ染料购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　总ＤＮＡ、ＲＮＡ提取，ＭＳＰ及ＲＴＰＣＲ试剂及核酸电泳试
剂　　Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂盒购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，异丙醇、
氯仿、无水乙醇等分析纯试剂购自国药集团化学试剂有限公

司，焦碳酸二乙酸钠（ＤＥＰＣ）购自 ＢＩＯＢＡＳＩＣ（ＢＢＩ）公司，ｄＮＴ
Ｐｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＯｌｉｇｄＴ１８、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自上海生工生

物工程有限公司，ＭＭＧＭＴ（８３ｂｐ）上游引物：５′ＴＴＴＣＧＡＣＧＴ
ＴＣＧＴＡＧＧＴＴＴＴＣＧＣ３′，下游引物：５′ＧＣＡＣＴＣＴＴＣＣＧＡＡＡＡ
ＣＧＡＡＡＣＧ３′；ＵＭＧＭＴ（９１ｂｐ）上游引物：５′ＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴ
ＧＡＴＧＴＴＴＧＴＡＧＧＴＴＴＴＴＧＴ３′，下游引物：５′ＡＡＣＴＣＣＡＣＡＣＴ
ＣＴＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＡＡＣＡ３′；ＭＧＭＴ（１０７ｂｐ）上游引物：５′
ＴＧＡＡＴＧＣＣＴＡＴＴＴＣＣＡＣＣ３′，下游引物：５′ＣＴＴＣＣＡＴＡＡＣＡＣＣＴ
ＧＴＣＴ３′；βａｃｔｉｎ（１８６ｂｐ）上游引物：５′ＴＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴ
ＧＧＧＴＣＡ３′，下游引物：５′ＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′。上
述引物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．１．４　总蛋白的提取及蛋白质免疫印迹电泳检测试剂　　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ／ＰＩ裂解液、彩色预染分子量标准购自碧云天公司，
ａｎｔｉＭＧＭＴ、ａｎｔｉβａｃｔｉｎ抗体、山羊抗鼠及山羊抗兔二抗抗体等
均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ａｎｔｉＮＦκＢｐ６５抗体及其磷酸化抗体均
购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　药物的配制　　使用 ＤＭＳＯ分别将５ＡｚａｄＣ及 ＴＳＡ
溶解成１ｍｇ／ｍＬ的贮存液，使用ＲＰＭＩ１６４０完全培养基稀释成
所需的浓度后，处理细胞。

１．２．２　增殖实验　　收集处于对数生长期的 ＭＫＮ４５和
ＭＧＣ８０３细胞，计数并调整浓度为 １×１０４／ｍＬ，接种于 ９６孔
板，２００μＬ／孔，每组设３个复孔，培养２４ｈ后，待细胞完全贴壁
后弃去培养基，加入含不同药物的培养基，２００μＬ／孔，同时设
立对照组；５ＡｚａｄＣ及ＴＳＡ分别设置低、中、高３个浓度，分别
是２、１０、５０μｍｏｌ／Ｌ和０．２、１、５μｍｏｌ／Ｌ，时间依赖性分别选择
中间浓度即１０μｍｏｌ／Ｌ和１μｍｏｌ／Ｌ，分别于２４、４８、７２ｈ时间点
各取１板，每孔加入１０μＬ的 ＣＣＫ８反应试剂，孵育１ｈ，测定
波长４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］，计算各组细胞存活情况。
１．２．３　细胞凋亡的检测　　收集处于对数生长期的 ＭＫＮ４５
和ＭＧＣ８０３细胞，计数并调整细胞数为 １×１０４／ｍＬ，接种于
６孔板，３ｍＬ／孔，实验为４组：①对照组（ＲＰＭＩ１６４０培养基）；
②５ＡｚａｄＣ组（１０μｍｏｌ／Ｌ）；③ＴＳＡ组（１μｍｏｌ／Ｌ）；④５ＡｚａｄＣ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＴＳＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）组，培养 ４８ｈ后，使用不含
ＥＤＴＡ的胰酶消化，收集细胞，并使用４℃预冷的 ＰＢＳ洗涤细
胞２次（１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），调整细胞数为１×１０６个／ｍＬ，
使用２００μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，转管，每管加入５μＬ
的ＡｎｎｅｘｉｎＶ，室温避光孵育３０ｍｉｎ，每管加入５μＬ１０ｍｇ／ｍＬ
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的ＰＩ，室温，避光，孵育 １０ｍｉｎ，使用 ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡＦｌｏｗ
Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ流式细胞仪检测凋亡情况，每组实验重复３次。Ｗｉｎｍｄｉ
２．８软件分析实验数据。
１．２．４　甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）及
ＲＴＰＣＲ反应　　收集处于对数生长期的ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３
细胞，计数并调整细胞数为１×１０５／ｍＬ，接种于５０ｍｍ的培养
皿，终体积为１５ｍＬ。实验分组：①对照组（ＲＰＭＩ１６４０培养基）；
②５ＡｚａｄＣ组（１０μｍｏｌ／Ｌ），培养７２ｈ；③ＴＳＡ组（１μｍｏｌ／Ｌ），培养
４８ｈ；④５ＡｚａｄＣ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＴＳＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）组，５ＡｚａｄＣ
处理２４ｈ后给予 ＴＳＡ继续培养４８ｈ。收集细胞，ＭＳＰ方法：
ＤＮＡ提取试剂盒提取总的 ＤＮＡ，用琼脂糖凝胶电泳检测并用
紫外分光光度计检测 ＤＮＡ的纯度和浓度。采用 ＭＳＰ法检测，
ＭＧＭＴ甲基化与非甲基化引物均由ＴａＫａＲａ公司合成。在ＰＣＲ
仪上进行扩增，反应条件进行扩增：９５℃预变１０ｍｉｎ后（９５℃
３０ｓ、６５／６６℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ），重复３５个循环，７２℃，延伸
１０ｍｉｎ，扩增片段分别是甲基化为８１ｂｐ，非甲基化为９３ｂｐ。取
８μＬ的ＰＣＲ产物于 １．５％琼脂糖凝胶上进行 ＤＮＡ电泳，用
ＵＶＩ凝胶成像及图像分析系统（ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件）进行拍照和
图像分析。ＲＴＰＣＲ：使用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ，之后进行
逆转录，２μｇ的总ＲＮＡ，２０μＬ反应体系。以ｃＤＮＡ作为模版，
按如下反应条件进行扩增：９５℃，３ｍｉｎ（９５℃３０ｓ、５６℃３０ｓ、
７２℃ ３０ｓ），重复３０个循环，７２℃，延伸１０ｍｉｎ，产物进行电泳
分析，用 ＵＶＩ凝胶成像系统进行拍照、ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析
图像。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＭＧＭＴ蛋白表达水平检测的细胞

同ＲＴＰＣＲ方法处理，ＮＦκＢｐ６５蛋白和 ＮＦκＢｐ６５的磷酸化
水平检测的细胞同细胞凋亡检测的方法共处理６ｈ，收集各组
细胞并按Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ／ＰＩ裂解液方法提取蛋白，采用ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，每孔上样量为 ４μｇ，用 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，封闭，加入一抗（１∶１０００稀释），
４℃ 孵育，过夜，ＴＢＳＴ漂洗ＰＶＤＦ膜７ｍｉｎ×５次，加入二抗稀
释液（１∶２０００）３７℃孵育，１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 ＰＶＤＦ膜 ７ｍｉｎ×
５次。加入辣根过氧化物酶，ＨＲＰＥＣＬ发光法曝光，使用Ｉｍａｇｅ
Ｊ凝胶图像处理系统分析结果。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分
析，各组间差异显著性使用方差分析。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８法检测５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独及联合应用对
胃癌ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞增殖的影响

　　５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独或联合处理 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３细胞
２４、４８、７２ｈ后，细胞存活率降低（图１），表明５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ
均可抑制细胞增殖。与单独用药相比，联合用药组细胞生长抑

制率更明显（Ｐ＜０．０５），５ＡｚａｄＣ与 ＴＳＡ对 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ
８０３细胞的抑制作用存在时间与剂量依赖性，５ＡｚａｄＣ联合
ＴＳＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａｄＣ＋５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ）处理７２ｈ，ＭＫＮ４５
细胞抑制率最高为６９．２％，而分化程度较高的 ＭＧＣ８０３细胞
的增殖抑制程度更加敏感为８７８％。
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１、５、９：对照组；２、３、４：分别为２、１０、５０μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａｄＣ组；６、７、８：分别为０．２、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ组；１０、１１、１２：分别为２、１０、５０μｍｏｌ／Ｌ
５ＡｚａｄＣ与０．２、１、５μｍｏｌ／ＬＴＳＡ联用组；ａ：Ｐ＜０．０５与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与５ＡｚａｄＣ组和ＴＳＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与５
ＡｚａｄＣ（２μｍｏｌ／Ｌ）和／或ＴＳＡ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与５ＡｚａｄＣ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和／或ＴＳＡ（１μｍｏｌ／Ｌ）组比较

Ａ、Ｃ：不同时间药物处理后细胞存活情况；Ｂ、Ｄ：不同剂量药物处理后细胞存活情况
图１　ＣＣＫ８法检测各组ＭＫＮ４５细胞（Ａ、Ｂ）和ＭＧＣ８０３细胞（Ｃ、Ｄ）的存活情况
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Ａ～Ｄ：ＭＫＮ４５细胞；Ｅ～Ｈ：ＭＧＣ８０３细胞；Ａ、Ｅ：对照组；Ｂ、Ｆ：５ＡｚａｄＣ组；Ｃ、Ｇ：ＴＳＡ组；Ｄ、Ｈ：５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组
图２　流式细胞仪检测５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独或联合应用对ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞凋亡的影响

２．２　流式细胞仪检测５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独及联合应用
对胃癌细胞ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞凋亡的影响

　　５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独处理４８ｈ后，ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３细胞凋
亡增多，与对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），两药联合
处理组细胞凋亡率较单独用药组细胞凋亡更加明显，且ＭＧＣ８０３
细胞的凋亡率远远高于ＭＫＮ４５细胞 （Ｐ＜０．０５，图２、表１）。

表１　５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独或联合应用对ＭＫＮ４５和ＭＧＣ８０３
细胞凋亡的影响［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

细胞 组别 早期凋亡 晚期凋亡 总凋亡

ＭＫＮ４５ 对照组 ０．６１±０．１２ ０．１９±０．２１ ０．８０±０．１５
５ＡｚａｄＣ组 １．６６±０．２３ ５．６７±０．５４ ７．３３±１．１８ａ

ＴＳＡ组 １．２９±０．１３ ２．２４±０．４６ ３．５３±１．１８ａ

５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组 ０．１５±０．１３ ８．２８±１．５４ ８．４３±１．８０ｂ

ＭＧＣ８０３对照组 １．６０±０．１９ １．５５±０．２４ ３．１５±０．７１
５ＡｚａｄＣ组 ４．７６±０．６０ １０．４６±０．２８ １５．２２±１．０３ａ

ＴＳＡ组 ５．７３±０．４０ ６．９３±０．３１ １２．６６±１．１０ａ

５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组 ９．６７±０．７２ １２．０８±１．０１ ２１．７５±３．０６ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与５ＡｚａｄＣ组、ＴＳＡ组比较

２．３　ＭＳＰ及ＲＴＰＣＲ检测５ＡｚａｄＣ和ＴＳＡ单独及联
合应用对胃癌 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３细胞 ＭＧＭＴ
基因表达的影响

　　用ＭＳＰ检测ＭＧＭＴ基因启动子区甲基化水平，发现在５
ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ单独或联合处理的 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３细胞
中，ＭＧＭＴ基因甲基化水平与空白对照组相比较明显降低，同
时非甲基化产物增多，其中联合处理组比单药处理组变化更为

明显（Ｐ＜０．０５，图３）。
　　ＲＴＰＣＲ检测药物处理后抑癌基因 ＭＧＭＴｍＲＮＡ表达量，
与对照组相比，各实验组抑癌基因ＭＧＭＴｍＲＮＡ表达量均明显
升高（Ｐ＜０．０５），两药联合处理后表达量升高更显著（Ｐ＜
００５，图４），ＭＧＣ８０３细胞 ＭＧＭＴ基因 ｍＲＮＡ升高更加明显。
抑癌基因ＭＧＭＴ蛋白表达情况与 ｍＲＮＡ水平趋势相同，各实
验组ＭＧＭＴ蛋白表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，图 ５）。与
ＭＫＮ４５细胞经相同药物处理后相比，ＭＧＣ８０３细胞 ＭＧＭＴ基
因升高更加明显。
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１：对照组；２：５ＡｚａｄＣ组；３：ＴＳＡ组；４：５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组
Ａ：ＭＫＮ４５细胞；Ｂ：ＭＧＣ８０３细胞

图３　ＭＳＰ检测各组ＭＫＮ４５和ＳＧＣ８０３细胞ＭＧＭＴ基因的甲基化水平
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１：对照组；２：５ＡｚａｄＣ组；３：ＴＳＡ组；４：５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组
Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｃ、Ｄ：ＭＧＭＴ基因 ｍＲＮＡ相对表达量　
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单药组比较

图４　ＲＴＰＣＲ检测各组ＭＫＮ４５细胞（Ａ、Ｃ）和ＭＧＣ８０３细胞（Ｂ、Ｄ）
ＭＧＭＴ基因ｍＲＮＡ的表达
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１：对照组；２：５ＡｚａｄＣ组；３：ＴＳＡ组；４：５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，

与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单药组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭＫＮ４５细胞（Ａ、Ｃ）和ＭＧＣ８０３

细胞（Ｂ、Ｄ）ＭＧＭＴ蛋白的表达

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测５ＡｚａｄＣ、ＴＳＡ单独或联合处
理对胃癌 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３细胞 ＮＦκＢｐ６５
蛋白表达及其磷酸化程度的影响

　　以βａｃｔｉｎ的蛋白水平为参照，５ＡｚａｄＣ和ＴＳＡ处理 ＭＫＮ４５
和ＭＧＣ８０３细胞 ６ｈ后，发现ＮＦκＢｐ６５磷酸化蛋白表达水平
均降低，与对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），联合
用药组磷酸化水平降低更加明显，并且高分化程度 ＭＧＣ８０３
细胞的ＮＦκＢｐ６５磷酸化蛋白抑制更加明显（Ｐ＜０．０５，图６）。

３　讨论

　　遗传和表观遗传机制在胃癌的发生、发展中起着
重要作用［９］，具体形式包含甲基化和组蛋白去乙酰

化［７］，这种异常修饰可抑制基因转录，导致表达沉默。

５ＡｚａｄＣ是研究最多的甲基转移酶抑制剂，能与 ＤＮＡ
甲基转移酶共价结合，降低ＤＮＡ甲基转移酶的生物活
性，进而改变多个抑癌基因启动子的甲基化状态［１０］；

除了ＤＮＡ甲基化，染色质重塑在基因转录调控中同样
起着重要作用，ＨＤＡＣ可以移去组蛋白Ｈ３、Ｈ４赖氨酸
残基上的乙酰基，将带正电荷的赖氨酸残基暴露，吸引

到带负电荷的ＤＮＡ中进而产生紧密的染色质结构，使
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１：对照组；２：５ＡｚａｄＣ组；３：ＴＳＡ组；４：５ＡｚａｄＣ＋ＴＳＡ组

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与

对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单药组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭＫＮ４５细胞（Ａ、Ｃ）及ＭＧＣ８０３

细胞（Ｂ、Ｄ）ＮＦκＢｐ６５蛋白表达及其磷酸化的变化

启动子不易接近转录调控元件，从而抑制转录［１１］，

ＴＳＡ作为ＨＤＡＣ转移酶抑制剂，可以逆转这些基因的
沉默，并且有研究证实组蛋白乙酰化和ＤＮＡ去甲基化
之间通过甲基结合蛋白（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＭＢＤｓ）实现相互协同抗肿瘤作用［１２］。

　　体外增殖实验我们发现，５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ均能抑
制不同分化程度胃癌细胞的生长，表现出明显的时间

与剂量依赖性，联合用药抑制作用更强，同时，发现对

高分化型的胃癌细胞ＭＧＣ８０３的细胞毒性更加敏感；
凋亡实验提示：５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ均能促进细胞凋亡，
联合作用效果更明显（Ｐ＜０．０５），ＭＧＣ８０３细胞凋亡
更明显，这与一些文献［１３－１４］报道是一致的。ＭＧＭＴ
基因作为一种普遍存在的ＤＮＡ修复酶，能保护细胞免
受烷化剂造成的ＤＮＡ损伤［１５］，发挥抗肿瘤机制，ＭＧＭＴ
表达沉默或缺失会增加突变和癌变的风险［１６］。本实

验结果显示抑癌基因 ＭＧＭＴ表达水平的升高与 ５
ＡｚａｄＣ和ＴＳＡ逆转了其甲基化有关，并且二药联合作
用具有明显的协同作用，即逆转 ＭＧＭＴ基因的甲基化
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程度更加明显，基因的表达水平更高，并且 ＭＧＣ８０３
细胞ＭＧＭＴ表达水平升高更加明显。
　　ＮＦκＢ作为与肿瘤密切相关的核转录因子，常常
以Ｐ５０／Ｐ６５二聚体的形式存在于胞质中，当被多种分
子和受体刺激活化，可进一步在基因水平调节 Ｂｃｌ２
家族、ＩＬ８、ＩＡＰＳ、ＣＯＸ２、ｈＴＥＲＴ的表达，参与胃癌的
发生、发展［１７］，由于ＮＦκＢ在胃癌组织中的高活性，常
常通过抑制其活性发挥抗肿瘤作用［１８－１９］。我们进一

步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＦκＢ的活性表达，发现胃
癌细胞株 ＭＫＮ４５和 ＭＧＣ８０３的 ＮＦκＢ活性均高表
达，经５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ处理后细胞的 ＮＦκＢ活性降
低，联合用药作用更加明显，且分化程度较高的 ＭＧＣ
８０３抑制程度更加明显。
　　综上所述，我们推测 ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂５
ＡｚａｄＣ和组蛋白去乙酰化转移酶抑制剂 ＴＳＡ可能是
通过逆转ＭＧＭＴ的甲基化和抑制 ＮＦκＢ的活性进而
行使抗肿瘤的作用，二者联合应用效果更加明显；同

时，我们发现分化程度不同的胃腺癌细胞株 ＭＫＮ４５
和ＭＧＣ８０３对５ＡｚａｄＣ和 ＴＳＡ处理的敏感性不同，
这２种细胞的 ＭＧＭＴ甲基化变化和表达受药物诱导
发生的变化也不同，提示二药抗肿瘤作用可能与肿瘤

的恶性程度有关。ＭＧＭＴ和 ＮＦκＢ共同参与了胃癌
的发生，目前，虽然对二者之间关系尚不清楚，但随着

研究的不断深入，可以预测５ＡｚａｄＣ和ＴＳＡ具有临床
潜在抗肿瘤作用，本研究也为进一步探讨 ＭＧＭＴ和
ＮＦκＢ之间关系提供实验依据。
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