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探讨甲基化酶抑制剂
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氮杂
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脱氧胞苷$
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%对胰腺癌细胞系
4,(3)!

中抑癌基因

组织因子途径抑制物
)(

$

AL4#)(

%甲基化水平及基因表达的影响(方法
!

用不同浓度
')@J,)C8

处理胰

腺癌细胞系
4,(3)!

(用甲基化特异性
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$

7:)486

%&反转录聚合酶链$

6A)486

%及蛋白印迹实验

$

?<'B<E(G-0B

%检测药物处理前后
4,(3)!

细胞
AL4#)(

基因的甲基化状态&

+6I@

及蛋白表达的改变(

结果
!

7:4

检测
4,(3)!

细胞
AL4#)(

基因药物作用后异常甲基化得到逆转&

6A)486

检测到不同浓度
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处理后
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基因
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检测
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基因蛋白重新表达&相对表达量分别为$
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*%'/"$"))

%&$

!$!#(/"$!()

%&以上作用呈时间)剂量依赖性$
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%&差异具有统计学意义(结论
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胰腺癌细胞系
4,(3)!

中抑癌基因
AL4#)(

启动子高甲基化可能是导致该基因表达下调甚至失活的主要

原因(

')@J,)C8

能够较成功的逆转胰腺癌细胞
4,(3)!

中
AL4#)(

基因的高甲基化状态&并能恢复
AL)

4#)(

基因的
+6I@

及蛋白重新表达(
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引言

胰腺癌是恶性程度最高的肿瘤之一&其存活率

在过去的
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年中几乎没有任何改善&

'

年生存率仅

#N

*

!

+

(它的发生发展涉及到多个抑癌基因的异常

改变&而抑癌基因的失活又涉及多种途径(其中&抑

癌基因启动子区
8

F

5

岛的高甲基化逐渐受到当今

医学研究的重视&并认为其可能是导致抑癌基因表

达沉默甚至失活的主要原因之一*

(

+

(本实验通过研

究甲基化酶抑制剂
')@J,)C8

对
4,(3)!

细胞作用后

AL4#)(

基因的甲基化状态及该基因
+6I@

及蛋白

表达的改变&&来探讨肿瘤发生发展过程中某些抑癌

基因失活的可能机制及药物恢复抑癌基因表达的可

能性&以期探求胰腺癌治疗的新靶点及临床治疗的

可能性(
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材料和方法
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胰腺癌
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细胞系购自南京凯基生物公司&
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提取试剂盒购自天根公司&
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修饰试剂盒

购自
*4#5*IA*Q
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聚合酶)
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均购自
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公司&
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抽提试剂
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司&单克隆抗鼠
AL4#)(

抗体购自
:,(B,8E2J

公司&
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相关试剂购自碧云天公司(
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细胞培养及药物处理分组
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甲基化特异性
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抽提试剂盒说明提取上述四组细胞
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&用紫外分光光度仪测
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使用
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修饰试剂盒进行亚硫酸氢盐修饰&

按照试剂盒说明书操作&
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处理的
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6A)
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处理的
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细胞

和正常胰腺组织作为阳性和阴性对照&用无菌双蒸

水作为空白对照(
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琼脂糖凝胶电泳&于凝胶成像

系统上成像并摄像&以目的基因条带吸光度$
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%值作为
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分析
4,(3)!

细胞
AL4#)(

基因

蛋白的表达情况

在上述四组细胞每瓶细胞中加入
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$
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裂解液和
'
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蛋白酶抑制剂
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的混合液于冰

上裂解
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离心&
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后

取上清液提取总蛋白&

KE,C;0EC

法蛋白定量(总蛋

白
$$Z

变性
!"+&(

后&配置浓度为
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的
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凝胶&进行蛋白质电泳&蛋白电泳分离后经

电转移槽转移至
4S!L

膜(

'N

脱脂牛奶室温封闭

!1

后&
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膜置于
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稀释的
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单克隆

抗体稀释液中
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稀释的
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培养
*"+&(

&
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后加人
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发光液显色曝光(用未经
')@J,)C8

处

理的
4,(3)!

细胞和正常胰腺组织作为阳性和阴性

对照&用无菌双蒸水作为空白对照(凝胶成像系统

摄像并分析各条带吸光度值&以目的基因条带吸光

度$
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蛋

白的相对表达强度(
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甲基化特异性
486

检测
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例胰腺肿瘤患者

肿瘤组织
AL4#)(

基因甲基化状态

选取
("!"

年
!

月至
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年
!(

月安徽医科大

学附属省立医院胰腺癌患者肿瘤切除标本
)'

例&

及距癌组织
'3+

的相应癌旁组织
)'

例&
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例为

男性$

**$*%N

%&
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例为女性$

##$##N

%&平均年

龄为$

'%$%*/$$$"

%岁(

&

例正常胰腺组织取自外

伤剖腹探查患者及因胰腺囊肿行手术切除的患

者(所有标本切取后立即置于液氮罐中保存&所

有病例术前均未经放疗)化疗&且均经病理确诊(

用组织
!I@

提取试剂盒提取
!I@

后按上述
7:4

方法进行检测(判定标准!完全甲基化!甲基化特

异性引物扩增出条带&非甲基化特异性引物未扩

增出条带#不完全甲基化!甲基化和非甲基化特异

性引物均扩增出条带&可能是因为肿瘤细胞的一

个等位基因发生了甲基化而另一个没有发生甲基
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化造成的&此种情况也定义为甲基化阳性#非甲基

化!甲基化和非甲基化特异性引物均未扩增出

条带(
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统计学方法

应用
:4::!#$"

统计软件分析&数据以'

I/7

表示&进行方差分析和
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检验及其他统计处理&
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表示两组差异有统计学意义(
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结果
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Y

的
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处

理的
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细胞只有非甲基化特异性引物扩增出

条带&为非甲基化&见图
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不同浓度
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对
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细胞

DG!L1H

基因甲基化状态的影响
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4,(3)!

细胞
AL4#)(

基因
+6I@

表达情况

未经
')@J,)C8

作用前&

4,(3)!

细胞
AL4#)(

基

因
+6I@

未见表达&而经不同浓度的
')@J,)C8

处

理后&均可见
4,(3)!

细胞
AL4#)(

基因
+6I@

产物

条带的表达(三种浓度作用后其相对值分别为
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"+(!!/"$"&%
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"$#(%/"$"*&
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%&经统计学分析&
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浓度组与
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浓度组比较&
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浓度组
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浓度组比较&差异具有统计学意义
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%&见图
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蛋白的表达(可见在相对分子质量为
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例胰腺肿瘤组织及癌旁组织
AL4#)(

基因

甲基化状态

)'

例胰腺癌患者中
AL4#)(

基因甲基化阳性化

率达到
%!$!!N

$

#(

"

)'

%$包括完全甲基化和不完全

甲基化%&明显高于癌旁组织的
#!$!N

$

!)

"

)'

%&差

异具有统计学意义$

J

"

"$"!

%(

&

例正常胰腺组织

中无一例发生甲基化(

$

!

讨论

人类组织因子途径抑制物
)(

$

AL4#)(

%&又名胎

盘蛋白
)'

&是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂(它能够抑

制细胞外基质$

*87

%的降解&抑制肿瘤细胞的增

殖&从而在抑制肿瘤细胞的浸润和转移等一系列生

理病理过程中发挥重要的作用*

#))

+

(已经有研究证

实&在胃癌)神经胶质瘤)乳腺癌等多种肿瘤中*

')!"

+

&

AL4#)(

基因的表达明显减弱&甚至失活&而导致该

基因失活的主要原因可能正是因为该基因启动子区

,

('!
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出现了异常的高甲基化(我们对
)'

例胰腺癌患者

AL4#)(

基因甲基化状态的研究后发现&肿瘤组织

AL4#)(

基因的甲基化阳性率明显高于癌旁正常组

织和正常胰腺组织&而胰腺肿瘤组织中
AL4#)(

基

因低表达我们也已经在前期的实验中得到证实*

!!

+

&

我们考虑&异常甲基化可能是导致
AL4#)(

基因失

活的主要原因&那么使因异常甲基化而失活的抑癌

基因去甲基化以恢复活性就可能成为一条治疗胰腺

肿瘤的新的思路(

')@J,)C8

作为一种甲基化酶抑

制剂&能与
!I@

甲基化酶共价结合&抑制该酶的甲

基化转移活性&从而逆转抑癌基因的高甲基化状态&

恢复该基因的
+6I@

转录活性和蛋白表达*

!(

+

(我

们希望通过实验来研究是否可以通过甲基化酶抑制

剂
')@J,)C8

的去甲基化作用来恢复胰腺癌
4,(3)!

细胞中
AL4#)(

基因的活性&使之重新表达以及去

甲基化的作用与
')@J,)C8

剂量之间的关系(

本研究发现&随着
')@J,)C8

作用浓度的升高&

AL4#)(

基因的异常甲基化状态逐步得到逆转&相应

的
+6I@

及蛋白也逐步得到表达&并且作用效果呈

剂量依赖性(由此可见&甲基化酶抑制剂
')@J,)C8

可通过使因启动子区高甲基化而失活的
AL4#)(

基

因的异常甲基化状态得到逆转&而使该抑癌基因恢

复其转录活性&以使该基因在肿瘤的发生发展中发

挥可能的抑制肿瘤的作用(肿瘤的发生发展涉及多

种途径和多种基因的改变&其中表观遗传学的变化

逐渐受到医学研究的重视(异常甲基化是表观遗传

学研究的一个重要内容&往往是导致抑癌基因失活

的主要原因(我们希望能通过对
')@J,)C8

的进一

步研究&来寻求胰腺肿瘤治疗的新靶点(
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