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　　［摘要］　目的　探讨腺苷干预人结直肠癌ＳＷ４８０细胞ＲＥＣＫ基因甲基化及其机制。方法　 分别
用０、３．０ｍｍｏｌ／Ｌ的腺苷干预ＳＷ４８０细胞７２ｈ后，亚硫酸氢盐测序法（ＢＳＰ）检测 ＲＥＣＫ基因启动子区
ＣｐＧ岛甲基化情况；逆转录ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、流式细胞仪检测腺苷处理前后ＲＥＣＫ基因ｍＲＮＡ和蛋白
的表达、甲基转移酶（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ）蛋白表达及细胞凋亡的变化。结果　 腺苷干
预后ＲＥＣＫ基因甲基化程度明显低于对照组［（４９．１４±２．３８）％ ｖｓ（７４８４±２．３８）％，Ｐ＜０．０１］；腺苷
干预后ＲＥＣＫ基因ｍＲＮＡ转录及蛋白表达、细胞凋亡均明显高于对照组［０．３３５３±０．３５０２ｖｓ０．０８００±
０．００３６，０．６０３０±０．０１７８ｖｓ０．０９００±０．００３０；（２７．９０±２．３２）％ ｖｓ（５．０９±０．３０）％，Ｐ＜０．０１］；甲基转移
酶（ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ）蛋白表达均明显低于对照组（０．１４１３±０．００２１ｖｓ０．６４５０±０．００９２，０．１３００±
０００４６ｖｓ０．５２６７±０．００９５，Ｐ＜０．０１）。结论　 腺苷通过抑制甲基转移酶的活性，降低 ＲＥＣＫ基因
ＤＮＡ启动子区域的甲基化水平，使ＲＥＣＫ基因ｍＲＮＡ及蛋白表达水平增加，促使ＳＷ４８０细胞凋亡。
　　［关键词］　 结直肠肿瘤；ＲＥＣＫ基因；腺苷；甲基转移酶；细胞凋亡
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　　结直肠癌是全球高发的恶性肿瘤之一，随着国人
生活水平的提高和饮食结构的变化，其发病率不断上

升［１］。近年来，随着肿瘤表观遗传学的发展，ＤＮＡ甲
基化异常在结直肠癌的发生、发展中扮演着重要角

色［２］。而有关抑癌基因的失活分子机制主要有三种：

即缺失、突变、表观遗传学修饰（主要是启动子区甲基

化修饰）。ＲＥＣＫ基因抑制肿瘤转移已在多种肿瘤中
被证实［３］，而ＲＥＣＫ基因表达下降与ＤＮＡ启动子区异
常甲基化有关［４－５］，已有研究证实腺苷在治疗癫痫过

程中的机制与降低、逆转异常甲基化有关。针对肿瘤

ＤＮＡ甲基化异常的去甲基化和靶向甲基化已成为目
前抗肿瘤治疗中探索的热点［６］，但该领域的现有研究

仍缺乏突破。本研究使用腺苷处理结直肠癌 ＳＷ４８０
细胞，观察其生长增殖影响，探讨其抗肿瘤效应及可能

的机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料及仪器
　　腺苷购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；人结直肠癌细胞
（ＳＷ４８０）株由重庆医科大学生命科学研究院保存；胎
牛血清、兔 ＲＰＭＩ１６４０培养基来源于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司；抗人 ｈＭＬＨ１单抗来源于美国 Ｅｐｔｏｍｉｃ公司；ＤＮＡ
提取试剂盒、逆转录ＰＣＲ试剂盒来源于日本 ＴａＫａＲａ
公司；９７００基因扩增仪来源于美国 ＡＢＩ公司；凝胶成
像系统来源于美国 ＢｉｏＲａｄ公司；山羊抗兔二抗购于
北京中杉金桥公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将人结直肠癌 ＳＷ４８０细胞株用
含１０％胎牛血清、１％青链霉素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基于５％ＣＯ２饱和湿度、３７℃条件下培养。将对数
生长期的 ＳＷ４８０细胞取出，用３．０ｍｍｏｌ／Ｌ的腺苷干
预细胞，每２４小时更换药物培养基，对照组以相同体
积不含药物的培养基培养，将干预后的细胞收集进行

实验。

１．２．２　流式细胞仪检测细胞凋亡率　　使用

３．０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度腺苷干预 ＳＷ４８０细胞７２ｈ后，使用
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）将其洗涤３次，将２００μＬ结合缓
冲液重悬于流式管中，加入５μＬ膜联蛋白 Ｖ异硫氰
酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）和５μＬ碘化丙锭（ＰＩ）与
１００μＬ细胞悬液混匀后，避光孵育１５ｍｉｎ后，上机检
测。各组实验重复３次。
１．２．３　硫酸氢盐测序（ＢＳＰ）法检测 ＲＥＣＫ基因启动
子区甲基化　　按１．２．１方法处理ＳＷ４８０细胞后，使
用提取试剂盒提取 ＤＮＡ，紫外分光光度计测定 ＤＮＡ
浓度，将亚硫酸盐处理后的 ＤＮＡ进行扩增，扩增引物
上游：５′ＡＧＴＴＧＧＧＴＴＡＴＡＡＴＡＡＡＧＡＧＴＴＴＴＧＧ３′，扩
增长度为５８ｂｐ；引物下游：５′ＴＡＡＡＣＣＡＡＡＣＣＣＣＣＴＡ
ＣＣＡＣ３′，扩增长度为３１４ｂｐ，于９４℃４５ｓ，６６℃４５ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ环境中扩增，共 ２０个循环，再修复延伸
７２℃ ８ｍｉｎ。产物行琼脂糖电泳，回收扩增产物连接
载体，提取质粒后分别选取５个克隆位点进行甲基化
测序，检测其甲基化状态。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ法检测 ＲＥＣＫ基因 ｍＲＮＡ的表达　
　按１．２．１方法处理ＳＷ４８０细胞后，将腺苷干预前后
细胞总 ＲＮＡ采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取，逆转录反应得到
ｃＤＮＡ；将新合成的 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。
ＲＥＣＫ扩增引物上游序列 ５′ＣＣＡＧＡＴＴＡＴＴＧＣＣＣＡ
ＧＡＧＡＣＡ３′；ＲＥＣＫ扩增引物下游序列：５′ＡＧＣＣＡＧＴ
ＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＣＴＡ３′，扩增长度为１１４ｂｐ。使用内参
β肌动蛋白扩增上游序列：５′ＣＣＡＣＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＡＴ
ＧＧＡＣ３′，β肌动蛋白扩增下游序列：５′ＧＣＧＧＡＴＧＴＣ
ＣＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴ３′，扩增产物长度为４２３ｂｐ。设置反
应参数：９４℃３０ｓ，６４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ环境中扩增，
共３８个循环，再７２℃，５ｍｉｎ做终延伸。将ＰＣＲ产物
以５％琼脂糖凝胶电泳分离，胶成像系统成像。以目
的基因与β肌动蛋白条带的吸光度比值进行目的基
因ｍＲＮＡ表达量半定量分析，重复实验３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＥＣＫ基因及 ＤＮＭＴｓ蛋白
的表达　　ＳＷ４８０细胞处理同１．２．１，ＢＣＡ测定蛋白
浓度，取等量蛋白进行电泳，电转至转膜至聚偏氟乙烯
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（ＰＤＶＦ）膜，５％脱脂牛奶的ＴＢＳＴ室温封闭２ｈ。将稀
释的兔抗人单克隆一抗（ＲＥＣＫ按 １∶３００稀释；
ＤＮＭＴ１按１∶１０００稀释；ＤＮＭＴ３ａ按 １∶１０００稀释；
βａｃｔｉｎ按 １∶２００００稀释）置于 ４℃环境孵育过夜，
ＰＢＳＴ洗膜３次，ＰＢＳＴ洗膜后以暗室化学发光法凝胶
成像系统显影。以目的蛋白／βａｃｔｉｎ光密度比值进行
蛋白表达量半定量分析。重复实验３次。
１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件
进行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　腺苷对ＲＥＣＫ基因甲基化状态的影响
　　ＲＥＣＫ基因 ＢＳＰ扩增片段包括 ３５个 ＣｐＧ岛，
ＲＥＣＫ基因克隆测序结果显示（图１），３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺
苷组的ＣｐＧ岛的甲基化程度明显降低，甲基化频率为
（４９．１４±２．３８）％，低于对照组［（７４．８４±２．３８）％，
Ｐ＜０．０１］。

!
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Ａ：对照组；Ｂ：３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷组　●：甲基化；○：非甲基化
图１　ＢＳＰ法检测各组细胞ＲＥＣＫ基因甲基化状态

２．２　腺苷对ＲＥＣＫ基因 ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ结果显示（图 ２），３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷组
ｍＲＮＡ表达量为０．３３５３±０．３５０２，明显高于对照组
（０．０８００±０．００３６，Ｐ＜０．０１）。
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Ｍ：标准；１：对照组；２：３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷组

图２　ＲＴＰＣＲ检测腺苷干预后ＲＥＣＫ基因ｍＲＮＡ的表达

２．３　腺苷对ＲＥＣＫ蛋白、甲基转移酶ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ
蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测腺苷对ＲＥＣＫ蛋白、甲基转移

酶ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ蛋白的影响，每组均有蛋白表达，
同时可见灰度一致的相对分子质量４３０００的β肌动蛋
白内参条带（图３）。腺苷干预后甲基转移酶（ＤＮＭＴ１、
ＤＮＭＴ３ａ）蛋白表达均明显低于对照组（０１４１３±
０００２１ｖｓ０．６４５０±０．００９２，０．１３００±０．００４６ｖｓ
０５２６７±０．００９５，Ｐ＜０．０１）；ＲＥＣＫ基因蛋白表达水
平明显高于对照组（０．６０３０±０．０１７８ｖｓ０．０９００±
０００３０，Ｐ＜０．０１）。
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１：对照组；２：３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷组
图３　蛋白印迹法检测腺苷干预ＳＷ４８０细胞后蛋白表达情况

２．４　腺苷对各组细胞凋亡的影响
　　流式细胞仪检测结果显示（图４），３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺
苷组细胞凋亡率为（２７．９０±２．３２）％，明显高于对照
组［（５．０９±０．３０）％，Ｐ＜０．０１］。
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Ａ：对照组；Ｂ：３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷组
图４　流式细胞仪检测各组细胞凋亡率

３　讨论

　　结直肠癌是发生于结直肠部位常见的消化道恶性
肿瘤，发生率与病死率居第二位［７］，目前主要以手术

治疗为主，再辅以化疗、免疫治疗等综合治疗。表观遗

传学修饰ＤＮＡ甲基化目前已成为肿瘤分子生物学研
究的热点之一［８］。已有研究证实腺苷通过减低或逆

转异常甲基化从而起到治疗癫痫的作用［９］，该领域的

研究可能对提高结直肠癌整体治疗具有重要作用。
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　　ＤＮＡ甲基化是一种常见的表观遗传学修饰，其由
ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴｓ）催化并以 Ｓ腺苷甲硫氨酸
（ＳＡＭ）作为甲基供体，将 ＳＡＭ转换成 Ｓ高半胱氨酸
（ＳＡＨ），同时使ＤＮＡ相应片段甲基化。与在３′端的鸟
嘌呤形成甲基化的 ＣｐＧ，于双链中对称出现。人类基
因组中，胞嘧啶（Ｃ）与鸟嘌呤（Ｇ）的总和超过四种碱
基的总和的５０％，这种ＣｐＧ序列称为 ＣｐＧ岛，基因调
控存在于此，其甲基化水平将影响基因的表达［１０－１２］。

ＤＮＡ甲基化与基因表达调控关系密切，研究表明维持
甲基化模式酶的调节失控和正常非甲基化 ＣｐＧ岛的
高甲基化状态是人类肿瘤中存在的普遍现象［１３］，对于

结直肠癌ＤＮＡ甲基化方面的研究已成为目前结直肠
癌的前沿研究热点。

　　腺苷广泛存在于全身组织细胞中，是腺嘌呤核苷
酸的前体又是其代谢产物，可由甲基化环节中的 Ｓ高
半胱氨酸水解后产生，即由ＳＡＨ水解酶水解生成腺苷
和高半胱氨酸［２］。腺苷也通过底物效应及通过反馈

抑制调节影响关键酶的活性来对甲基化过程产生逆向

调节［１４］。值得注意的是腺苷也能由能量代谢中 ＡＴＰ
逐级脱磷酸生成ＡＭＰ，ＡＭＰ大部分在５核苷酸酶作用
下生成腺苷，并在脉管系统增生和高代谢状态的肿瘤

组织中相对聚集，故而肿瘤组织细胞对腺苷调节环节

更为敏感，这为腺苷干预抗癌效应提供了可能性。

　　ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴｓ）是ＤＮＡ甲基化过程中
的关键酶，催化ＤＮＡ甲基化的主要有三种酶：ＤＮＭＴ１、
ＤＮＭＴ２、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂ以及它们的亚型。ＤＮＭＴ１
的功能是从头和维持甲基化的功能，广泛存在于哺乳

动物中，且在哺乳动物中与 Ｘ染色体失活及基因组印
迹中发挥着重要作用［１５］，使半甲基化的双链 ＤＮＡ变
成完全甲基化的双链 ＤＮＡ。ＤＮＭＴ１与 ＤＮＡ的复制
直接相关，甲基化的重要因素之一即是其过表达，与正

常组织相比，ＤＮＭＴ１会影响肿瘤组织，使其在肿瘤组
织中稳定性增强、半衰期延迟、产生突变，最显著的改

变是其量的剧增，已有研究证实在胃癌、卵巢癌、肝癌

等肿瘤组织中均显示 ＤＮＭＴ１高表达［１６］。ＤＮＭＴ３ａ和
ＤＮＭＴ３ｂ则主要是参与ＤＮＡ的从头甲基化，催化非甲
基化ＤＮＡ成为甲基化状态的 ＤＮＡ；ＤＮＭＴ２具有催化
区域，可与 ＤＮＡ上的特异位点结合，但其没有完整调
节区域，而不具备甲基转移酶的活性［１７］。有研究发现

ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ在肿瘤组织中表达水平明显升高，这
提示ＤＮＭＴ３ａ与肿瘤的异常甲基化有关，并参与肿瘤
的发生、发展；ＤＮＭＴ３ａ在结直肠癌中也明显高于正常
黏膜和腺瘤［１８－１９］。现已有文献报道在多种肿瘤临床

样本中均检测到 ＤＮＭＴ１高表达：胃癌、肺癌、肝癌、卵
巢癌和结直肠癌组织中 ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ表达水平上
调［２０－２１］。本研究中测量到腺苷干预后，甲基化过程中

的关键酶 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ均明显低于对照组，这说
明腺苷抑制了关键酶的表达，从而一定程度的逆转异

常甲基化过程。

　　ＲＥＣＫ基因是最近发现的基质金属蛋白酶（Ｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）抑制基因，在肿瘤组织中低表达，与
肿瘤的侵袭转移能力有关，在乳腺癌［２２］、肺癌［２３］、肝

癌［２４］等肿瘤中已得到证实。恶性肿瘤的侵袭与转移

与肿瘤新生血管基底膜的降解有关，金属蛋白酶参与

此过程，ＲＥＣＫ基因编码一个膜糖蛋白，能够负性调节
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的活性，抑制肿瘤血管的生成和转
移［２５］。有研究证实 ＲＥＣＫ基因的序列在肠道、前列
腺、卵巢、睾丸中最为丰富，且在进化上高度保守和组

织上广泛分布，说明该基因有着重要生物学功能［２５］。

本研究中腺苷干预ＳＷ４８０细胞后，其ＲＥＣＫ基因甲基
化程度明显降低，ＲＥＣＫ基因的蛋白表达恢复，进而恢
复对细胞的控制，促进细胞凋亡，抑制肿瘤生长。

　　本研究通过 ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ腺苷干预 ＳＷ４８０细胞
后，ＤＮＭＴ１及 ＤＮＭＴ３ａ蛋白表达降低，ＲＥＣＫ基因
ＤＮＡ启动子区甲基化水平降低，ＲＥＣＫ基因 ｍＲＮＡ及
蛋白表达增强，通过流式细胞仪检测细胞凋亡发现腺

苷干预后ＳＷ４８０细胞凋亡率明显增加。且本课题组
在先前实验中已证实腺苷可逆转 ＳＷ４８０细胞 ｈＭＬＨ１
基因启动子区异常甲基化状态，使该基因 ｍＲＮＡ及其
蛋白表达增加，促进细胞凋亡［２６］。基于上述结果我们

得出结论：腺苷干预ＳＷ４８０细胞后，抑制ＤＮＭＴｓ的活
性，使 ＤＮＭＴｓ蛋白表达降低，并在一定程度上逆转异
常甲基化状态，使 ＲＥＣＫ基因的表达逐渐恢复，ＲＥＣＫ
基因 ｍＲＮＡ及蛋白恢复表达从而促使 ＳＷ４８０细胞凋
亡，抑制肿瘤细胞的侵袭与转移。腺苷能使甲基转移

酶活性降低，逆转启动子区异常甲基化从而使因甲基

化而失活的抑癌基因重新激活，进而抑制肿瘤细胞的

生长。本研究为肿瘤治疗的研究提供了新的思路和理

论依据，对结直肠癌药物治疗方面有一定的指导作用，

但肿瘤甲基化异常涉及许多基因，哪些基因起主导作

用，逆转这些基因能否达到抑制肿瘤生长等问题有待

进一步研究。
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