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DNMT1靶向RNAi重组体对胃癌细胞周期的影响 

陈道荣 ，王丕龙 ，黄爱龙 

(1．重庆医科大学临床学院消化内科 ，重庆 400016：2．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：本研究利用RNA干扰(RNA interfering，R )技术，以DNMT1(DNA methyltransferase 1)为靶基因，设计构建 

重组体，研究其对胃癌细胞周期的影响。方法：设计有小发夹结构的两条 DNA序列，经退火成互补双链，再克隆至载体 

pTZU6+1中构建重组体，经鉴定正确后，转染胃癌细胞AGS，最后使用流式细胞仪分析细胞周期。结果：转染后的胃癌细胞 

的 S期细胞较前有明显减少 ，G2一M期细胞明显增多。结论：DNMT1靶向 RNA干扰重组体转染到胃癌细胞中后促使 S期 

细胞进入 G2一M期 ，最后衰老死亡。从而为肿瘤的治疗开辟了新途径。 
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RNA interfering on the cel I cycle of gastric cancer by the recombinant 

plasmid affecting DNMT1 gene expression 

CHEN Daorong，et al 

(Department of Gastroenterology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To clone the recombinant plasmid affecting gene DNMT1 expression by RNA interfering and transfect it into 

AGS in order to further search its effects on the cell cycle of gastric cancer AGS．Methods：Two DNA sequences containing short hair 

pin structure was designed and synthesized．The complement form was obtained by annealing and inserted into vector pTZU6+1． Fhe 

recombinant plasmid was transfected into AGS．Finally the cell cycle was evaluated through flow cytometer．Resttlts：The S cycle cells 

of the transfected AGS dropped dramatically．And the G2一M cycle cells increased significantly．Corn‘lusion：Succexsful cloning and 

transfecting the recombinant make it possible to search new gene therapy for the tumors． 
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胃癌是我国最常见的消化道肿瘤，其死亡率居 

各种恶性肿瘤之首ll J。随着细胞生物学与分子生 

物学的发展，越来越多的研究表明部分基因启动子 

区域的超甲基化状态严重影响了该基因的表达，尤 

其是一些抑癌基因的失活在肿瘤的发生中起着极其 

关键的作用，这已得到了国内外学者的公认 。而 

特异性 DNA甲基转移酶就负责往 DNA启动子区 

域的特定胞嘧啶残基上添加甲基。因此本实验准备 

通过抑制 DNA甲基转移酶基 因的表达，减少启动 

子区域甲基化 ，观察其对胃癌细胞株 AGS的细胞周 

期的影响，从而为胃癌及其他类型的肿瘤寻找新的 

治疗途径。 

作者介绍：陈道荣(1973 )，女，博士生 

主要研究方向：消化系统疾病： 

l 材料与方法 

1．1 菌株 、细胞株和载体 

克隆用大肠杆菌 Jml09和载体 pTZU6+1由重庆医科 

大学第二临床学院病毒性肝炎研究所保存。胃癌细胞 AGS 

购 自于中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库。 

1．2 主要 试 剂 

1．2．1 短发夹 RNA(short hairpin RNA，shRNA)-n构 DNA 

序列 

根据 Genbank中报 道 的 DNMT1的核苷 酸序 列 (No 

NM001379)，参考小干扰 RNA(short interfering RNA，siR— 

NA)的设计策略，设计 shRNA序列如下(d-义链带有 Sal I 

的酶切位点，反义链带有 XbaI的酶 位点)： 

正义链 ：5’ TCGACCGT(；AA I、( A(、( 1’(、TA( ACC 

AC(v】]]、CTAGACGTCC rFCAC1vTvI T( A 一3’ 

反义链 ：5’一CI'AGTCAAAAAGTGAATGGACGTCTA 
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图 I Il、 1lI靶向 f‘、 重组体对胃癌 、1， 刍田胞周期的影响 

^ 未转染重组体．】’重组体转染后241．r重组体转染后 f】重组体转染后 f 
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将转染前 、转染后 24h、48h、72h的各组细胞用胰酶消 

化下来后 ，PBS洗 3次，再用 70％乙醇重悬细胞 ，4C保存 ，送 

流式细胞仪室检查。 

1．5 统计学分析 

本实验所得的数据使用 SP 10．0软件中的 t检验来 

观察有无统计学意义。 

2 结 果 

2．1 重组载体的构建和分析 

见文献[3]。 

2．2 重组体对细胞周期的影响 

DNMTI干扰重组体转染到胃癌细胞 AGS后 

引起了细胞周期的明显变化。见图 1和表 1(表中 

的百分比均为8例样本的平均值)。 

表 1 转染前后 AGS细胞周期的改变 

对 Ca)一G1期细胞而言，转染前和转染后 24h 

之间有显著性差异(P=0．004)。转染后 24h与 

48h、72h相比也有显著性差异(P值分别为 0．027 

和 0．035)。而转染前和转染后 48h、72h无显著性 

差异(P值分别为 0．479和0．46)。 

对 S期细胞而言，转染前与转染后 24h无显著 

性差异(P=0．787)。其余的各项间均有显著性差 

异(P<0．05)。 

对 G2一M 期细胞而言，转染前后有明显的差 

别(P值分别为 0．006，0．009，0．0000)。转染后 24h 

与48h相比无显著差异(P值为 0．826)。转染后 24h 

或48h与72h相比均有显著差异(P值分别为0．035， 

0．012)。 

3 讨 论 

RNA干扰法(RNA interfering，RNAi)也称为基 

因沉寂疗法(Gene Silencing)，是 Andrew和 Craig 

等_4 J在 1998年研究 Caenorhabditis elegans基 因组 

计划时，发现并命名的新技术，其主要利用双链 

RNA诱发对宿主细胞特异性 RNA转录的抑制，从 

而抑制特异目的基因的表达。随后此技术在全球得 

以广泛的开展和应用，特别是 Elbashir等-5_5在{Na— 

ture》上发表文章证实在哺乳动物细胞中可以应用 

RNAi技术高效阻断某个特定基因的表达，揭开了 

RNAi应用于哺乳动物细胞研究的新篇章。它与正 

义 、反义 RNA基因干涉相比，具有效果最强；持续 

时间长，甚至可持续到下一代；具有基因序列特异性 

等优点。因此，应用 RNAi抑制 目的基因表达将成 

为疾病治疗的新热点。 

RNAi技术 的应用起初比较局限，主要是 siR— 

NA合成成本高，花费大。近年来已有许多科学家 

成功构建了应用 DNA片断进行体内转录的载体。 

他们利用人工合成的正 向和反 向 19～21nt单链 

DNA，中间碱基与 目的基因不互补 ，退火后和转录 

载体相连，建立含与 目的基因 mRNA互补的载体， 

转染宿主后，在 U6或 或 HI等转录启动子的作 

用下 ，转录成 mRNA而自身形成茎环结构 ，这样就 

可与宿主内的 Dice结合，发挥抑制 目的 mRNA的 

翻译的作用。研究表明其抑制 目的 mRNA的表达 

效果与合成的 RNA进行直接导入细胞的相似，但 

费用却大大降低了，因此这为 RNAi推广和应用提 

供了有力的保障l6j。 

细胞周期是细胞生命活动的基本过程。正常情 

况下，细胞在周期时相的变迁中进入增殖 、分化、衰 

老和死亡等生理状态。如果细胞周期调控异常，细 

胞将进入病理状态，如细胞转化 、癌变。最近研究表 

明DNMT1对 GO期细胞无明显作用，但可以急剧 

促使细胞进入 S期 ，同时抑制肿瘤抑制基因的转 

录l 。因此 DNMT1在肿瘤的发生中起着极其关键 

的作用。 

本试验通过 RNAi干扰 的方法，抑制 DNMT1 

在胃癌细胞 中的表达，观察它对细胞周期的影响。 

结果表明在转染早期，GO ～G1期细胞出现一过性 

下降，随即很快恢复原有水平。而 S期细胞呈持续 

下降的趋势，在转染后 48h已比较明显。而 ( 2～M 

期细胞呈持续上升趋势 ，在转染后 72h最显著。该 

结果说明胃癌细胞 AGS在经过靶向 DNMT1重组 

干扰体作用后引起了细胞周期的改变，促使细胞由 

S期进入 G2～M期 ，在进入衰老死亡 ，从而达到了 

治疗胃癌细胞 AGS的作用。 

DNMT1靶向 RNA干扰重组体调节 胃癌细胞 

周期的机制目前还不太清楚，可能与 DNMT1基因 

直接和绒 问接地影响细胞周期调控因子的表达有 

关。在肿瘤细胞中，部分细胞周期凋亡调节基因启 

动子区域的 CpG岛出现超甲基化现象，抑制了这些 
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基因的表达，从而引起细胞周期的改变。这些基因 

包括：pl6、p15、p21、14—3—3一a、BRCA1和 Rb 

等E8～ 。但具体的作用途径和调节方式仍有待于 

进一步的研究，从而为恶性肿瘤的治疗开辟新途径。 
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(_Y-&gg 737页)胞免疫应答，但是免疫的机制并不清 

楚，分泌性抗原与胞内表达抗原对于免疫应答的种 

类和强度是否也遵循免疫的普遍规律呢?AFP为 

分泌性蛋白，本研究中所用 AFP基因包括了信号肽 

序列，pSecTag2B—AFP加上了小鼠免疫球蛋白K轻 

链 V—J2一C区的信号肽序列 ，其表达的分泌性 

AFP高于其他载体。我们拟选用跟人AFP分泌规 

律相近似的小鼠为实验动物对象，研究含 AFP基因 

的DNA疫苗能否克服免疫耐受 ，激发针对 AFP的 

特异性体液和细胞免疫，对于 HCC的治疗有补充作 

用。 
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