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5-脱氧杂氮胞苷诱导肝癌细胞株 p16基因高表达

刘丽华1 ,肖文华1 ,刘为纹2　　(第三军医大学附属西南医院:1肿瘤科;2消化内科;重庆 400038)

　　提　要:目的　研究 5-脱氧杂氮胞苷对肝癌细胞株 p16 基因表达的影响及其机制。方法　肝癌细胞株

SMMC-7221、HePG2用 5-脱氧杂氮胞苷处理 , 处理前后采用 RT-PCR和免疫组织化学染色法观察和分析其

mRNA和蛋白表达变化。结果　经 5-脱氧杂氮胞苷处理的肝癌细胞株 mRNA和蛋白表达均明显增强。结论

　5-脱氧杂氮胞苷可使 p16 基因在转录水平和翻译水平表达增高 , 其机制可能是通过去甲基化使 p16 基因表

达恢复。
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Over-expression of p16 gene induced by 5-Aza-cdR in hepatocellular carcino-
ma cell lines
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　　Abstract:Objective　To study the effect and mechanism of 5-Aza-cdR on p16 expression in hepa-

tocellular carcinoma cell lines.Methods　The expressions of p16 mRNA and protein in hepatocellular

carcinoma cell SMMC-7721 and HePG2 before and after the treatment of 5-Aza-cdR were analyzed with

reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)and immunohistochemical methods.Results　

The expressions of p16 mRNA and protein after 5-Aza-cdR treatment were increased distinctively.Con-

clusion　5-Aza-cdR can elevate the transcription and translation levels of p16 gene probably by its

demethylation restoring p16 expression.
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　　肝细胞癌是人类肿瘤中最常见的恶性肿瘤之一 ,

尽管其发生的确切机制尚不明确 ,但与其相关的一系

列基因改变正逐渐被人们所认识[ 1] ,其中 ,细胞周期调

控基因 p16抑癌基因与肝癌的发生发展密切相关[ 2] 。

p16基因失活的一重要原因是其启动子区域异常甲基

化[ 2 ,3] ,目前在人类许多肿瘤中都存在 p16基因高甲基

化而致表达缺失或下降[ 3 ,4] 。但是 ,到目前为止 ,就

p16基因甲基化与肝细胞癌相关性的报道甚少 ,且存

在分歧。本实验用甲基转移酶抑制剂5-脱氧杂氮胞苷

(5-Aza-2' -deoxycytidine , 5-Aza-cdR)处理肝癌细胞株 ,

对比分析处理前后其 mRNA 、蛋白的表达变化 ,以初步

了解肝癌细胞株中 p16基因甲基化情况 。
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1　材料与方法

1.1　细胞培养
　　人肝癌细胞株SMMC-7721、HePG2 来源于本院消化内科实验

室,培养于含 10%小牛血清 , 100 U/ml青霉素 , 100 U/ml链霉素

的 RPMI-1640培养液中 ,培养条件为 37 ℃,饱和湿度, 5%CO2。

1.2　5-脱氧杂氮胞苷处理
　　两细胞株按3×105 个/瓶接种, 24 h 后 ,用 5×10-7mol/ L的

5-脱氧杂氮胞苷(Sigma公司)处理 , 24 h后弃去药液 , 换新鲜培养

液,继续培养 9 d , 然后用 Tripure 提取液(Bochringer Mannheim 公
司)提取 RNA。未用药物处理的细胞做为对照。

1.3　RT-PCR
　　RT-PCR采用一步一管法(Acces RT-PCR system ,Promega公司)。

p16引物用于扩增位于外显子 2 基因片段 ,引物(上海生物工程公
司合成, PAG 纯化)为 P1:5′-AGCCTTCGGCTGACTGGCTGG-3′, P2:

5′-CTGCCCATCATCATGACCTGGA-3′;扩增片段长度为 428 bp。反应

体系为:总体积 25 μl , dNTP 0.2 mmol/ L, 上下游引物各 1 mmol/ L ,

MgSO4 1 mmol/ L, AMV逆转录酶0.1 U/ml ,Tf1DNA聚合酶0.1 U/ml ,

10×反应缓冲液 2.5μl , RNA模板 100 ng ,扩增条件为94 ℃, 2 min※
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94 ℃,30 s;60 ℃, 45 s , 68 ℃,90 s;40 cycles※68 ℃, 7 min。取3μl扩

增产物行 2%琼脂糖凝胶电泳 ,紫外灯下观察并拍照。

1.4　免疫组织化学染色
　　药理处理前后的肝癌细胞SMMC-7721、HePG2 按1×106个/

孔接种于 6孔培养板 , 接种前孔底置 10 mm×10 mm 盖玻片 , 24

h 后细胞爬行 , 伸延 , 捞出玻片 , 4%多聚甲醛室温下固定 30

min ,磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗 3次 , 每次 3 min , 3%过氧化氢甲

醇液室温下 10 min , 以阻断内源性氧化物酶 , 正常羊血清 1∶10

稀释后封闭 30 min ,加 p16 小鼠抗人多克隆抗体(中山公司)(即

用型), 37 ℃孵育 1 h;1∶100 生物素化羊抗小鼠 IgG 血清及 1∶

100 SABC 试剂(中山公司)均孵育 1 h , DAB 显色 10 min。设有

阴性 、阳性对照。光镜下观察 p16 表达的变化 , 同时进行图像

分析。采用德国 Leica MD20 真彩色图像分析仪进行细胞染色

强度的半定量分析。每张随机取5 个视野 , 共分析124 个细胞 ,

求平均积分光密度(IOD), 以 x±s表示。

1.5　统计学处理
　　采用 t检验。

2　结果

2.1　5-脱氧杂氮胞苷对 p16 mRNA表达的影响
　　SMMC-7721和 HePG2 细胞经 5-脱氧杂氮胞苷处理后 p16

mRNA表达增多 , 见图 1。

图 1　5-脱氧杂氮胞苷处理前后 SMMC-7721和 HePG2细胞 p16 mRNA表达变化

Fig 1　Alteration of p16 mRNA expression in SMMC-7721 and HePG2 cell line after treatment with 5-Azc-cdR

M:PCR Marker;U:Untreated;T:Treated;A:SMMC-7721;B:HePG2

2.2　5-脱氧杂氮胞苷对 P16蛋白表达的影响

　　经药物处理的细胞 , 胞核显示明显的黄褐色染色 , 而未经

药物处理的细胞则呈阴性或淡染 , 见图 2。图像分析半定量结

果为:SMMC-7721 和 HePG2 两株肝癌细胞经 5-Azc-cdR处理后 ,

其 IOD值分别为 582.34±46.23 和 495.89±52.12 ,与未处理组

(172.3±35.19 , 212.81±62.56)比较差异显著(P <0.05)。

图 2　5-脱氧杂氮胞苷处理前 、后 HePG2 p16 蛋白表达　(SABC×200)

Fig 2　Expression of p16 protein in HePG2 cell line after treated with 5-Azc-cdR　(SABC×200)

A:Untreated;B:Treated

3　讨论

　　肝细胞癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一 ,其

发生过程与多种抑癌基因异常有关[ 1] 。p16基因异常

改变作为恶性肿瘤的一种发病机制受到愈来愈多的研

究者重视 , 目前研究发现 5′-CpG区甲基化所引起的

1034　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 22卷



p16基因失活是人类肿瘤中最频繁发生的基因改变。

国内外对 p16基因在肝癌中的表达及基因改变研究甚

少。Sun等
[ 6]
发现原发性肝细胞癌和肝癌细胞系中普

遍存在甲基转移酶明显增高 ,但未对其相关基因的甲

基化状态进行分析 。Wong 等[ 7]研究发现原发性肝细

胞癌中 p16基因呈高甲基化 。Hui等[ 8]在研究中发现

6个肝癌细胞系中只有一个 p16 mRNA未表达 ,在排除

了突变与杂合缺后 ,推测与甲基化异常相关 ,而其余 5

个细胞系有不同程度的 p16 mRNA 表达 。Heish 等[ 9]

研究进一步证实基因转录抑制与基因启动子区域 CpG

甲基化的密度相关 , 低密度的 CpG 岛甲基化只能使

67%到 90%的转录被抑制 ,只有 CpG 岛呈高度的甲基

化修饰时 ,才表现为基因转录的完全抑制。然而 ,这种

抑制作用是可逆的 ,已有大量实验研究证明甲基转移

酶抑制剂 5-脱氧杂氮胞苷通过 DNA去甲基化机制可

以恢复多种抑癌基因的表达。

　　本实验中 SMMC-7721 、HePG2 两肝癌细胞系中都

存在 p16 mRNA 和蛋白微弱表达 ,但是经甲基转移酶

抑制剂5-脱氧杂氮胞处理后 ,p16mRNA和蛋白表达水

平均明显增强 ,说明 5-Azc-cdR可明显诱导 p16基因高

表达 。由于5-Azc-cdR的特殊作用机制-DNA去甲基化

作用 ,本研究提示:SMMC-7721和 HePG2 肝癌细胞株可

能存在p16基因 CpG岛部分甲基化 ,经 5-Azc-cdR处理

后 ,p16基因进一步去甲基化 ,其转录和蛋白表达也明

显增强 。p16基因编码的 P16蛋白属于细胞周期依赖

性激酶的抑制蛋白 ,调节G1/S期细胞的转化 ,因此 ,我

们认为 p16的复活可能会引起这两株肝癌细胞的生长

行为发生改变;5-Azc-cdR有可能在未来肝癌的治疗中

发挥较大的作用 。
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　　(上接 1032页)
确定为α1-ACT 杂合缺失;哮喘组 α1-ACT 杂合缺失频率为

4.4%, 比健康儿童对照组(0)及成人对照组(0.5%)明显增高

(P<0.05)。哮喘组α1-ACT杂合缺失的基因频率为 0.022 , 成

人对照组α1-ACT杂合缺失的基因频率为 0.003 , 哮喘组较成人

对照组增高(P<0.05)。

　　α1-ACT表型分析:在蛋白水平存在遗传多态性。

　　基因分析:未发现 Bonn-1 和 Bochum-1变异体。

　　临床资料分析:α1-ACT 杂合缺失患者哮喘初发年龄早 , 哮

喘住院次数多;RAST阳性率显著增高。

3　讨论

　　以上结果提示α1-ACT杂合缺失增加了儿童患哮喘的危险

性 ,并在一定程度上影响儿童哮喘的严重性 , 血浆α1-ACT检测

可望为儿童哮喘临床治疗提供一项有价值指标。α1-ACT 遗传

多态性的发现提示α1-ACT 有希望成为新的遗传标记。 虽然

Bonn-1 和 Bochum-1变异体与所研究的 90 例汉族儿童哮喘发病

无关 ,但由测定血浆含量确定的α1-ACT杂合缺失与该基因分析

的不平行现象提示可能存在本筛查范围外的基因突变 ,这为进

一步研究α1-ACT与疾病的相互关系拓宽了视野。

　　关键词:儿童哮喘;α1-抗糜蛋白酶;遗传

　　中图法分类号:R562.250.2　　　文献标识码:B
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