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· 基 础 医 学 · 

5一氮杂一2 一脱氧胞苷对胃癌细胞中 HLA—C表达的影响 

吴守伟，付倩琦，汤必奎，黄银久，赵 莉 

[摘要]目的：研究 5一氮杂一2 一脱氧胞忤(5-Aza—CdR)对胃痛细胞中人 白细胞抗 C(HLA—C)表达的影响及其与 DNA 某转移 

酶 1(DNMTI)的关系 方法：J{j终浓度为 10 txmol／L的 5-Aza—CdR处理培养 胃癌细胞 (实验组)，以木处理细胞作为对．『!}{； 

HLA—C l币【l DNMT1荩 的转录丧达使川半定 RT—PCR检测；HI A—C的 基化状态使用甲基化特异性 PCR(MSP)榆测。结 

果：5一Aza—CdR处 降低了 BGC823细胞中 DNM H 基l大l 转录水平的表达；HLA—C CpG岛的 基化水 平降低；HLA—C mRNA 

表达量明 上心，对电泳条带的 定量分析显示实验组_币『『对照组之间的差异有统计学意义(P<0．()1)。结论：5-Aza—CdR通过 

抑制 DNMTI的表达，改变胃癌 胞中 HLA—C皋 的异常甲基化状态，进 上调 HT|A—c的表达。 
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Effect of 5-Aza-2'-deoxycytidine on human leukocyte antigen C 

expression in gastric cancer cells 

wu Sl1llu—wei，FU Qian—qi，TAN( Bi—kuj，HUANG Yin—jiu，ZHAO Li 

(Det>artment of Bio．science，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China) 

[Abstract]objective：To investigate the effect of 5-Aza一2 r_deoxycy!!dine(5-Aza—CdR)on humar1 leukocyte antigen C(HLA—C) 

expresslon an(】the Telationship with DNA methyltrans[~rase 1(DNMT1)in gastric cancer cells．Methods：The gashic caI1(：er cells 

BCG823 cuhured in mediura cnntaining 10~mol／1 5-Aza—CdR(final concentration)were as experiment group．The H1flreate()gash’ic 

(~anGer cell were as control group．The transcripts of HI A—C and DNMT1 genes were detected by semi—quanlitative revelse[rans('l‘il)!ion— 

PCR(RT—PCR)． Fhe methylation level of HLA—C was analyzed by methylation—specific PCR(MSP)．Results：The expressi(m ot’DNMT1 

mRNA in BC,C823(：ells treale(J with 5一Aza—CdR were o1)vious 1ess than in untreate(1 cells．The DNA Ilypermeth'~1ali【)n in CI)G islall(]()f 

HI A—C gene was reversed and leaded to up一-iegulation of'tti A—C transel’ipts．There was the statistical significan<'e bctwe,en the(·【)r̈ro] 

and experiment group in the expl’essinn of HI A—C tuRNA analyzed by Gel—Pro Analyze!(P<0．01)．Conclusions：5-Aza—CdR h'eatmen[ 

call lead L【)DNA demelhylati(，n ot’H1 A—C through inhibiling the expression of DNMTI．and then up—regulating the expiession ot HLA—C 

i'llRNA． 

[Key words]gastric neoplasms；5一Aza一2 一deoxycyti(1ine；1)NA n1ethyltrans rase；human leukoeyte antigen C 

人 白细胞抗 原 (human leukoeyte antigen，HLA— 

C)l类分子在人类多种肿瘤巾广泛存在失表达或 

低表达现象，体现了肿瘤细胞针对HI 分子具有向T 
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细胞递呈免疫原性多肽这一作J1j而选择的一种逃避 

机制。肿瘤细胞中 HLA l类分子低表达的机制有 

多种：HLA I类分于完仝失表达、等位基 选择性失 

表达 、多位点低表达_币I1等位基 l大]选择性低表达 j。 

除 r遗传基冈的改变，为数不多的研究 。 发现一 

些肿瘤巾 HLA基因也存在表遗传的改变。本研究 

}=} 明确 胃癌 BGC823细胞 巾 HLA—C丛冈的甲基 

化状况，并观察 甲丛化试剂处理对乡f̈胞 生 K及 

HLA—C表达的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 胃癌细胞株 BGC823购于巾围科学院 

细胞生物化学研究所；5一氮杂一2 一脱氧胞苷(5一Aza一 

2 deoxyeytidine，5一Aza—CdR)和 p一肌 动 蛋 白 (p— 

actin)(Sigma)，dNTP和 MgC12(Promega)，Taq DNA 

聚合酶(TaKaRa)，Trizol(Invitrogen)，RNase抑制剂 

(TaKaRa)，M—MI V逆转录酶(Promega)。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养及5-Aza—CdR处理 胃癌 BGC823 

细胞复苏和培养，取汇合率 80％左右的细胞，胰酶 

消化，按照每瓶 3×10 细胞分 3瓶，培养 24 h使其 

贴壁，更换含5一Aza—CdR终浓度为 10 Ixmol／L培养 

液。每24 h换液 1次，药物浓度不变，共换 4次，即 

药液处理达 96 h。之后更换含血清、不含 5-Aza— 

CdR的培养液，继续孵育48 h，恢复对数期生长后收 

获细胞(实验组)。对照组细胞使用不含 5-Aza—CdR 

的培养液培养。处理过程巾传代依常规方法进行。 

1．2．2 RT—PCR检测 DNA甲基转移酶 1(DNMT1) 

及 HLA—C的表达 用 Trizol法提取培养细胞总 

RNA，DU70紫外分光光度计检测 RNA浓度及纯度。 

纯化后的总 RNA经 M—MLV逆转录酶合成 cDNA第 

1链，对目的基因HLA—C和内参基冈 B—aetin同时扩 

增。所 f=}』HLA—C的 RT—PCR引物序列为，F：5 一CGC 

CGC GAG TCC RAG AGG一3 ．R：5 一GTG TCC GCS 

CGG TCC AG一3 ，扩增片段大小 301 bp。B—aetin，F： 

5 一CAC GAT GGA GGG GCC GGA CTC ATC一3 ，R： 

5 一TAA AGA CCT CTA TGC CAA CAC AGT一3 ，扩增 

片段长度 240 bp。50 l体系中包括 150 Ixmol／L 

dNTP，1．5 mmol／L MgC1，，10～25 pmol上、下游引 

物，5 U Taq DNA聚合酶和5Ixl DNA模板。95℃预 

变性 5 rain后进 人循环 ；94℃ 30 S，54 oC 30 S， 

72 oC 1 min，28个循环，在剩余 17个循环时加入 B— 

actin引物，72℃延伸l0 rain。对 DNMTI扩增所用 

引物序列为，F：5 一CCG AGT TGG TGA TGG TGT 

GTA C一3 ．R：5 一AGG TTG ATG TCT GCG TGG TAG 

C-3 ，扩增片段长度 324 bp；采用 25 反应体系。 

PCR参数参照前述 ，取 57℃退火 40 S，72 oC延伸 90 

S，28个循环。PCR产物经2％琼脂糖凝胶电泳后由 

EB染色。以Gel—Pro Analyzer 3．2软件分析条带强 

度灰度比，HlA C和 DNMTI的强度与陔样本的内 

埘照 B—actin的强度 比值作为此样本 HLA—C和 

DNMT1表达的相对强度。以未经 5-Aza—CdR处理 

BGC823细胞为对照。 

1．2．3 q1基化特异性 PCR(MSP)检测 HLA—C基冈 

启动子区甲基化状态 DNA的亚硫酸氢盐修饰和 

J Bengbu Med Coll，July 2010，Vo1．35，No．7 

纯化采用常规方法。HLA—C甲基化引物，F：5 TFG 

GGT GTC GGG ．rJlYr TAG AG一3 ，R：5 一ACT CCC CGA 

ATC CTA CGC一3 ，扩增片段长度 256 bp；非甲基化 

引物，F：5 一TI'G GGT GTT GGG 丫r TAG AG一3 ，R： 

5 一AAC TCC CCA AAT CCq、ACA C一3 ，预扩增片段 

长度 256 bp。采用 25 txl MSP反应体系，反应时间 

和温度：94℃变性5 min后加入Taq酶0．5 1(热肩 

动)，94℃变性 30 S，甲基化引物在 56℃退火30 S， 

72℃延伸 50 S，35个循环，最后72℃延伸10 min。 

5 jxl PCR反应产物在 2％琼脂糖凝胶电泳，紫外观 

察仪观察，凝胶成像处理系统扫描。 

1．3 统计学方法 采用 t检验。 

2 结果 

2．1 5一Aza—CdR处理 BGC823细胞的生长及形态 

5一Aza CdR处理可以改变 BGC823细胞的生长速度 

和形态。肿瘤细胞呈上皮型贴壁生长，呈多角彤，形 

态不规则，轮廓清楚 ，细胞问结构紧密，细胞生长旺 

盛( 图1)；经5-Aza—CdR处理后的细胞皱缩，多角 

形形态趋于规则，密度降低，细胞问接触变松，部分 

细胞体积缩小，折光性及贴擘能力减弱，增殖减慢 

(见图 2) 
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l 5-Aza—CdR处理 BGC823纠胞的形态及牛 【 状况 

2 未经 5 Aza CdR处理 BGC823细胞的彤态及 j长状况 

2．2 5-Aza—CdR 处 理 BGC823细 胞 中 HI A—C 的 甲 

基化状态 甲基化特异性 PCR显示 5一Aza—CdR对 

胃癌细胞 HLA—C甲基化状态的影响( 网 3)。对 

照组 BGC823细胞使用甲基化引物可扩增 明显的 

256 bp HLA—C条带，非甲基化引物未扩增 相应的 

条带，表明其处于甲基化状态；实验组使朋甲基化引 

物扩增不ffI 256 bp条带，相反使用非甲摹化引物扩 

增的条带则非常明 ，显示 BGC823细胞巾 HI A—C 

基 的甲基化状态发生_r改变。 

2．3 5 Aza—CdR处理 BGC823细胞对 HLA—C tuRNA 

表达的影响 以 I3一actin为内参分析 HIA—C mRNA 

的表达，5-Aza CdR处理可侄一定程度上上渊其表 

达(301 bp)水平(见图4)。( el-Pro Analyzer半定量 

分析 示，HLA—C mRNA在正常培养 BGC823细胞 

和 5一Aza—CdR处理 BGC823细胞 中的相对表达强度 

分别为 0．33-4-0．04和 0．52-4-0．08(t=3．68，P< 
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0．05)。 

2．4 5-Aza—CdR 处 理 BGC823 细 胞 中 DNMT1 

mRNA的表 达 以 B—actin为 内参分 析 DNMT1 

mRNA的表达水平，可见5-Aza—CdR处理明显降低 

DNMT1 mRNA(324 bp)的表达 (见 冈 5)。Gel—Pro 

3 讨论 

250 bp 

100 bp 

2 00()bD } 
25t)bp 

100 bp 

66l 

Analyzer 3．2软件对琼脂糖凝胶电泳图的半定量分 

析显示，DNMT1 mRNA在正常培养 BGC823细胞和 

5-Aza—CdR处理 BGC823细胞中的相对表达强度分 

别为0．63±0．03和 0．17±0．02(t=22．10，P< 

0．01)。 

2 000bp 

1 000bp 

750bp 

50()bp 

25()bp 

1()()bp 

M：DNA marker(DL2000)；l：对照组；2：实验组；u：非甲基化扩增；m：q J基化扩增 

3 5--aza CdR处理BGC823细胞L}J IILA—C基凶启动 甲尽化状态 图 4 5 Aza—CdR处理 BGC823细胞 
lII．A—c mRNA的表达 图 5 实验组利对照组中 DNMT1 mRNA的表达 

ⅢA I类分 子在内源性抗原被递呈给 CTL细 

胞供其杀伤途径巾发挥至关重要的作用，因此肿瘤 

抗原递呈也依赖于 HLA I类分子的正常表达。但 

是在肾癌、前列腺癌、胃癌、结肠癌和睾丸癌等癌中 

人们发现 HLA I类分子存在低表达或失表达 ，这 

种异常表达可发生 基因水平 、转录水平或转录后 

水平，并与肿瘤的浸润和转移相关联。 

遗传学和表遗传学改变均可引起原癌基因活化 

和抑癌基因失活。基『大】启动子区域 CpG岛的甲基 

化将导致该基因沉默，这在肿瘤基因表达的涮控中 

非常普遍，但这是否与HLA—I类分子的表达受抑有 

关尚不清楚。有实验观察到 HLA位点表现m高甲 

基化，这种高甲基化不仅与HLA—1分子表达下渊相 
一 致，且具有位点特异性。本研究利片{MSP技术对 

BGC823细胞rf1 HLA—c位点启动子 域甲基化状态 

进行了分析，结果显示该位点存在 CpG岛甲基化， 

并且这种甲基化可被去甲基化药物5-Aza—CdR处理 

所逆 转。 日前 已 知 参 与 DNA 甲基 化 的 酶 有 

DNMT1、DNMT3a、DNMT3b。DNMT1主要是维持基 

组中 DNA的甲基化状态 ，DNMT3a和 I)NMT3b主 

要参与未甲基化 DNA重新甲基化 。RT—PCR的 

结果显示，5-aza—CdR处理 BGC823细胞后，对 甲基 

化起主要作州的 DNMT1表达显著被抑制，表明上 

述过程可能是借助 5一Aza—CdR抑制 DNMTs活性而 

实现。 

5-Aza—CdR作为一种去 甲基化试剂，可以改变 

DNA巾胞嘧啶的甲基化状态 。5一Aza—CdR处理一 

个食管癌细胞系可以使其 HLA—B基 去甲基化并 

重新表达，表 明 DNA 甲基化导致 了该 细胞 系中 

mRNA的失活。在人类黑素瘤中 DNA去甲基化试 

剂 5-Aza—CdR可以显 著增 强 HLA I类抗原 的表 

达 。为验证 MSP的结果，本研究也利用 5一Aza— 

CdR处理 BGC823细胞抑制 DNMTs活性，观察其对 

HLA—C mRNA表达的影响，结果显示处理细胞 的 

HLA—C mRNA表达较未处理细胞强，与前人 研究 
一 致。但未处理细胞 中HLA—C mRNA也并非失表 

达，DNA甲基化在这其中的调控机制尚不明了。 

并不是所有实验都支持甲基化导致 HLA基 

失活的假设。使黑素瘤 DNA低甲基化从而其激活 

HLA I类抗原表达上调的分子机制并不具有 HI A— 

I位点特异性 。 I类分子基冈的一个基础水平 

的甲基化可能是维持基冈转录活性所必需的。对神 

经母细胞瘤的研究 发现，一个可修正 HlJA基因甲 

基化的MEMO一1位点的丢失会导致 HLA—I部分位 

点的低甲基化，并使这些基【大]的表达水平降低，暗示 

过低或过高的甲基化水平都会导致 HLA—I基 表 

达的抑制，这似乎可解释用 5一Aza—CdR处理 MSR3一 

reel细胞后，HLA—I类分子所恢复到的表达水平并 

非希望的那么高。从另一角度看，HLA位点的高甲 

基化和基冈表达受抑也可能体现肿瘤细胞在其发展 

过程中为对抗 CTL的抗肿瘤反应而采取的一种便 

利途径。 

细胞表面 HLA I类抗原复合物的表达受许多 

因素的控制 ，包括相关基l大]的正常转录、翻译，复合 

体各组分正常组装 、运送，加1二分子正常行使其功能 

等 ，任何一个环节异常都可造成该复合物表达的异 

㈨ ㈨ 
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安迪粉针剂诱导慢性粒细胞白血病 

K562细胞凋亡的细胞学研究 

李 妍 ，李 锋 ，王四旺 ，许 晖 

· 基础 医学 · 

[摘要]目的：探讨安迪注射剂(Andi injection，Adi)对慢性粒细胞白 病 K562细胞株凋亡的影响。方法：流式细胞仪技术检测 

细胞凋亡变化；使用荧光显微镜和透射电镜观察细胞形态学改变；评价 Adi对 K562细胞株凋亡的影响。结果：流式细胞仪检 

测绡果显 10、20 ml Adi处理绀 K562细胞的凋 率分别为50％和39％，明显高于对照组的10％(P<0．05)；荧光 微镜 

和电镜下叮见 K562细胞呈典型凋亡样改变。结论：Adi能明显抑制 K562细胞增殖 ，促进细胞凋亡。 

[关键词]白 病；安迪注射剂；K562细胞；细胞凋亡 

[中国图书资料分类法分类号]R 733 [文献标识码]A 

Study on the apoptosis of erythroleukemia K562 cells induced by Andi injection 
L1 Yan ，LI Feng ~，WANG Si—wang ，XU Hul 

(1．Department of Food and Biology Technology，Bengbu Col~e，Bengbu Anhui 233030； 

2．DepartmfJ，J￡ Hemotology，Na ng Military Region Na ng General舶 z，Nanking jiangsu 2 1 0002； 

3．Institate Material Medical，Pharmacy Detmrtment，Fourth MilhaW Medical University， fI『l Shanxi 7 10032，China) 

[Abstract]Ohieetive：To study tl1e apoptosis of K562 calls induced by Andi injection(Adi)．Methods：How cytometer was used to 

detect t}1e apoptosis of K562 cells after the action 0{Adi．and the morphdogieal changes w'ere obselwed by fluorescence microscopy and 

Heelron microseopy．The eft~cts of Adi on the prolii}eration and apoptosis of 14562 cells were evaluated．Results：The apoplosis rates were 

50％ attd 39％ in the cells that had been lreated with lO and 20 lnl Adi，respectively，which was significantly higher than the 10％ 

in the control group(P<0．05)；Abnom~al morphdogieal changes of／(562 cells were observed in Acfi group by~]uoresoenee,nh：roseopy 

and e]eclron micrnseopy．Conclusions：Adli can oJwiouslY inhibit the proliferation of anti-．1eukemic cells an({induce the apoptcosis of 

K562 cells． 

[Key words]erythroleukemia；Andi injection；IC562 cell；apoptosis 
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蟾酥为常用巾药之一，性味H辛、温、有毒。一 

些基础和临床实验结果表明，蟾酥具有解毒、消肿、 

醒神、开窍、强心和止痛等作用。蟾酥化学成分含有 

蟾毒灵(bufalin，BL)，BL为中药蟾酥rf1的活性成分。 

文献报道 。。 ，BlJ对白血病细胞具有诱导分化的作 
圭 { 壬％  { {平{代 、 壬幸 代  ： {半{代 、 ： ： {代  K  专 {譬 K  代  { 亡 比  {≮ 

常。加之肿瘤细胞具有异质性 J，虽已证实DNA甲 

基化是调控基冈转录的 要机制之一，但对 HLA I 

类基冈异常表达的渊控途径可能是多样化的。 
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