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人 DNA MTase反义基因转染对诱导肝癌 SMMC-7721细胞凋亡的影响
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　　提　要:目的　观察人 DNA MTase 反义基因转染对肝癌细胞系 SMMC-7721 凋亡的影响。方法　采用脂质体法将构建的包含正、
反义 DNA MTase 基因片段的真核表达载体转染入肝癌细胞系SMMC-7721;采用MTT法绘制生长曲线;流式细胞法和原位末端标记法检
测细胞凋亡改变。结果　PCR法扩增外源性 NeoR基因证实用脂质体法成功将重组载体转染入细胞;生长曲线显示转染反义 DNA

MTase 基因片段的 SMMC-7721细胞增殖速度减慢;流式细胞法测得其凋亡率由3.1%增加到13.5%。末端标记法也显示其凋亡指数增
加。结论　人 DNA MTase 反义基因转染可诱导肝癌细胞系 SMMC-7721 凋亡。凋亡基因功能被恢复可能是主要原因之一。
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Apoptosis of hepatocarcinoma SMMC-7721 cells induced by the transfected human anti-
sense DNA MTase gene
ZHANG Hong , XIAO Wen-hua , LIANG Hou-jie , FANG Dian-chun , YANG Shi-ming , LUO Yuan-hui (Department of Oncology and Hematology , South-

west Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the change of the apoptosis of the human hepatocarcinoma cell line SMMC-7721 transfected by antisense

human DNA MTase gene fragment.Methods　The constructed sense and antisense DNA MTase gene eukaryotic expression vectors were transfected

into the hepatocarcinoma cell line SMMC-7721 with liposome DOTAP , growth speed was observed by MTT assay and the change of the apoptosis of

SMMC-7721 cell line by flow cytometry and TUNEL method.Results　The sense and antisense eukaryotic expression vectors were successfully con-
structed and affirmed by restriction endonuclease analyzing and sequencing.The constructed recombinant plasmids were successfully transfected into

SMMC-7721 cell line with liposome DOTAP and affirmed by amplifying the ectogenetic NeoR gene with PCR.The growth curve showed lower growth

speed in the SMMC-7721 cell line transfected with antisense DNA MTase gene fragment.The apoptosis rate increased from 3.1% to 13.5% and

apoptosis index also increased.Conclusion　Transfection of human antisense DNA MTase gene can induce the apoptosis of the SMMC-7721 cell.
Recovery of the function of the apoptosis genes may be one of the main causes.
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　　近年来 ,由于肿瘤分子遗传学和分子生物学的迅
速发展 ,对肝癌发病机制的认识也不断深入 。肝癌的
发生同其它肿瘤一样 ,与基因异常有密切关系 ,其中基
因的 DNA甲基化异常起着重要的作用 ,将 DNA 甲基

化作为治疗靶具有潜在的临床应用价值 。本实验将构
建的正反义 DNA(5-胞嘧啶)甲基转移酶[ DNA(Cyto-
sine-5)-Methylatransferase ,DNA MTase]基因片段真核表
达载体

[ 1]
转染入肝癌细胞 SMMC-7721中 ,发现转染反

义DNA MTase 基因的细胞增殖速度减慢 ,凋亡增加。
目前尚无这方面的报道。

1　材料与方法

1.1　材料

　　人肝癌细胞系 SMMC-7721、大肠杆菌菌株 JM109 由第三军

医大学西南医院全军消化专科中心保存;DOTAP脂质体 、G418、
原位末端标记试剂盒为 Roche 公司产品;真核表达质粒载体
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pCl-neo为 Promega公司产品;低熔点琼脂糖为 Gibco公司产品;
RPMI1640、新生小牛血清为Hyclone公司产品。

1.2　方法

1.2.1　DNA MTase基因片段真核表达载体的构建　　参见文
献[ 1] 。
1.2.2　细胞培养　　SMMC-7721 细胞在含 10%小牛血清的
1640培养基中 , 于 37℃, 5%CO2 , 饱和湿度下培养。
1.2.3　正 、反义重组质粒的转染和鉴定　　参见文献[ 3] 。

1.2.4　MTT 法绘制生长曲线　　将 7721、7721-S、7721-AS 按 3×
103/孔(0.2 ml)接种于 96 孔培养板上 , 每 3 孔为一组 ,共接种 7

板。每日取出一板 , 弃去培养液, 生理盐水漂洗一遍 , 每孔加
MTT(5μg/μl)20μl ,继续培养 4 h ,弃上清 ,生理盐水漂洗两遍 , 加
二甲基亚砜150μl/孔 ,振荡器振荡10 min ,使紫色结晶充分溶解,
置酶联免疫检测仪上测定波长 490 nm 下的 A 值。然后以 A 值

为纵坐标(以 x±s表示),以时间(d)为横坐标绘制生长曲线。
1.2.5　流式细胞(FCM)法检测细胞凋亡率　　FCM 基本原理

是:经荧光染色的细胞从高速喷嘴喷出 ,通过聚焦的光源 ,用光
敏元件测量细胞的散射光及荧光 ,经计算机分析和处理得到细
胞内生物大分子如 DNA、蛋白质等物质含量。标本制作:待

7721、7721-S 、7721-AS 细胞长至指数生长期时 , 用消化液分别消
化3 种细胞 , 尽量吹打成单细胞悬液 , 用 0.01 mol/ L的 PBS(pH
7.4)洗涤后 , 70%冷乙醇 4℃下固定 24 h以上送检。
1.2.6　肝癌细胞凋亡的检测(TUNEL法)　　TUNEL 法是用于
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单细胞水平的原位检测凋亡细胞方法 , 其原理为:脱氧核糖核
酸末端转移酶以模板依赖方式催化结合了荧光素的 dUTP与游

离的3′-OH DNA末端发生聚合反应 , 掺入的荧光素与结合了辣
根过氧化物酶(POD)的荧光素抗体作用 ,在阻断了内源性 POD

底物后加入外源性 POD底物进行显色反应 ,着色的细胞可在光
镜下观察。凋亡细胞的判断根据细胞核呈棕褐色染色并在形
态学上符合凋亡细胞的特征 ,包括染色体浓缩 、边集和核裂解。
每组 5张玻片 , 每张玻片取 5个高倍视野 , 计数 100 个细胞中凋

亡细胞所占的比率(%), 即凋亡指数(Apoptotic index , AI), 5 张
玻片的平均值代表该组凋亡指数。标本制作:24 孔培养板孔底
置0.5 cm×0.5 cm 干净玻片 , 接种分散均匀的单细胞悬液 , 细
胞贴壁生长 72 h后 , 捞出玻片 , 4%多聚甲醛固定 , 胰蛋白酶消
化 , 3%过氧化氢灭活内源性过氧化物酶。 将玻片用 PBS 缓冲

液洗 5 min×3 次 ,含 TDT 酶(1∶20)的标记混和液加到切片上 ,
37℃温育 2 h , 洗涤 , 加 TUNEL液 , 37℃温育 30 min , 洗涤后用
DAB 显色。中性树胶封片。
1.2.7　统计学处理　　数据以 x±s表示 , 采用SPSS 统计软件

对相关数据进行方差分析。

2　结果

2.1　正 、反义真核表达酶切鉴定和测序

　　参见文献[ 1] 。

2.2　细胞转染鉴定

　　参见文献[ 2] 。

2.3　生长曲线的测定

　　从生长曲线的趋势可以看出 , 3 种细胞在前 3 d A 值基本

接近 ,从第 4 天开始 7721-AS A值与 7721和 7721-S 相比减低 ,

7721-S 和 7721 A 值增加速度始终接近 , 说明在对数生长期
7721-AS 较 7721增殖速度减慢。第7 天后3 种细胞 A 值不再增

加 ,可能是细胞增殖后出现接触抑制 , 见图 1。

图 1　细胞生长曲线

Fig 1　Growth curve of cell

2.4　细胞凋亡率测定

　　FCM 结果显示 , 凋亡率 7721-AS 较 7721 由 3.1%增高到
13.5%, 7721-AS 亚二倍体峰值较 7721 增高 ,见图 2。
2.5　TUNEL凋亡检测结果

　　3 种标本中都可检测到凋亡的细胞 , 凋亡细胞为染色质浓
缩 、边集和核裂解 , 呈棕褐色染色 , 见图 3。 7721、7721-S、7721-
AS AI( x±s)分别为 5.2±1.4 、6.4±2.1、16.4±2.1 , 7721-AS 与
7721比较差异显著(P <0.01), 见图 4。

图 2　FCM检测结果 7721-AS的亚二倍体峰较 7721增高

Fig 2　Analysis of apoptosis by FCM　The peak of hypodiploid was higher in 7721-AS than 7721

图 3　7721-AS TUNEL凋亡检测结果

Fig 3　Determination of apoptosis of 7721 by TUNEL method

图 4　TUNEL法检测细胞凋亡指数

Fig 4　Determination of apoptosis index by TUNEL method
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3　讨论

　　肿瘤细胞中 DNA MTase 活性增强和表达增高被

认为在 DNA甲基化紊乱中起主要作用[ 3 , 4] 。多种基因

因启动子区域高甲基化而失活。大量的研究显示
DNAMTase过表达先于高甲基化异常 ,是肿瘤细胞一

个具有特征性的早期分子改变 。因此 ,近年来 DNA

MTase 已被作为肿瘤预防和治疗的新靶点。目前国内
外研究中应用较多的是 5-脱氧杂氮胞苷[ 5～ 8] 。Cote

等[ 9]应用全反式维甲酸和 5-脱氧杂氮胞苷协同作用 ,
有效地抑制了大肠癌细胞系DLD-1的生长。但5-脱氧

杂氮胞苷有较强的细胞毒性等副作用 。Macledod

等[ 10]应用反义技术对肾上腺皮质肿瘤细胞系 Y1的

DNA MTase 表达进行阻抑 ,导致 Y1细胞总甲基化减

低 ,细胞恶性表型发生逆转 ,细胞生长受抑制 ,凋亡增

加。本研究以构建的 DNA MTase 反义基因片段真核

表达载体转染肝癌细胞系 SMMC-7721 ,以正义表达载

体作为阴性对照 ,对细胞增殖及凋亡状况进行了检测。
发现转染反义基因的细胞系对数生长期增殖减缓 ,

FCM检测发现其亚二倍体峰值较 7721增高 ,AI增高 ,
提示凋亡增加 。以上实验结果显示 SMMC-7721 细胞
中凋亡基因可能因高甲基化而失活 ,而 DNA MTase 反

义基因有可能通过减低 DNA MTase 活性使被高甲基

化的凋亡基因恢复活性 。因此有可能将 DNA MTase

作为肝癌治疗的靶位点。
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食管癌 PF方案化疗发生频发室性早搏 1例

A case report of frequent premature ventricular beats in treating esophageal carcinoma

with PF regime chemotherapy

朱宇熹 ,陈绪元　　(重庆医科大学附一院肿瘤科 , 重庆 400016)

　　患者 , 男 , 47 岁 , 因进行性吞咽困难 3 月于 2001 年 11 月 5

日入院。既往无心脏及肺病史。查体:KPS 评分 80 分 , 浅表淋

巴结未扪及肿大。纤维胃镜发现食管新生物 , 活检诊为鳞癌。

心电图及常规检查无手术禁忌 , 2001 年 11 月 9 日行食管癌切

除术 , 术后病检发现切缘阳性 , 3 周后行放射治疗 , 总剂量 50

Gy ,常规分割 , 出院休息。于 2002 年 3月 4 日再次入院 ,检查无

化疗禁忌 , 予辅助化疗 , PF+CF 方案(第 1～ 5 天):顺铂 (DDP)

20 mg;氟尿嘧啶(5-Fu)750 mg;亚叶酸钙(CF)200 mg 。化疗中

出现轻度心悸 、乏力 , 心电图发现偶发早搏 , 化疗后予心肌营养
药物治疗约 1周后症状及心电图好转。第 2、3 次化疗时又出

　　作者简介:朱宇熹(1973-),男 ,重庆市人 ,硕士 ,医师 ,主要从事肿瘤放射治
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现类似症状和心电图改变 , 相同治疗后好转 , 但第 3 次化疗结

束后 ,随访心电图发现偶发早搏未消失。第 4 次化疗时症状加

重 ,高枕卧位。双肺呼吸音清晰 ,无口罗音 ,心率 90 次/ min ,律不

齐 ,心电图提示频发室性早搏 , 二联律 , S-T段及 T、Q 波正常 , 心
肌酶谱正常 ,电解质正常 , 心脏彩色多谱勒检查 , 发现心脏左室

射血功能下降。停化疗 ,采用利多卡因 、心脏营养和扩状血管

冠药物治疗 3周后痊愈。

讨论

　　5-Fu 的心脏毒性发生率较低 ,容易被忽视 ,一组 1 083例的

报道中其发生率为 1.6%, DDP 和 CF 对 5-Fu 心脏毒性的影响
不大[ 1] 。根本原因尚未完全清楚 , 研究发现了一些可能的机
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