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５氮２′脱氧胞苷对人膀胱癌细胞系Ｔ２４细胞

及其Ａｐａｆ１、ＡＰＣ基因甲基化状况的影响
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　　摘　要：目的　观察５氮２′脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）对人膀胱癌 Ｔ２４细胞增殖、凋亡的影响及其对凋亡蛋白酶活化因子１

（Ａｐａｆ１）、结肠腺瘤性息肉病（ＡＰＣ）基因甲基化表达状况的影响。方法　应用不同浓度的５ＡｚａＣｄＲ处理人膀胱癌Ｔ２４细胞，四

甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测细胞生长抑制率；流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞周期和凋亡的变化情况；以甲基化特异性ＰＣＲ方

法（ＭＳＰ法）检测膀胱癌Ｔ２４细胞株中Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因的甲基化状态。结果　膀胱癌Ｔ２４细胞中 Ａｐａｆ１、ＡＰＣ基因分别呈半

甲基化及高甲基化，５ＡｚａＣｄＲ作用后Ｔ２４细胞中Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因启动子区域均呈去甲基化状态；Ｔ２４细胞的生长受到明显抑

制，０．５０、１．００、２．５０、５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用Ｔ２４细胞７２ｈ后，细胞生长抑制率分别为０．５０％、５．４０％、２０．４０％、２３．００％，组

间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），呈剂量和时间依赖关系。７２ｈ后Ｇ０／Ｇ１ 期的比例增加，Ｓ期比例明显减少，细胞凋亡率明

显增加，５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ组凋亡率为（４０．３５±３．６３）％，对照组为（８．１７±１．５２）％，组间比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。结论　５ＡｚａＣｄＲ能逆转膀胱癌Ｔ２４细胞中的Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因甲基化，恢复该基因的表达，诱导膀胱癌Ｔ２４细胞凋亡。
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ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＡｐａｆ１ａｎｄＡＰＣｇｅｎｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｕｒｉｎａｒｙｂｌａｄｄｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ；５ＡｚａＣｄＲ

　　有研究发现，在膀胱癌组织中人凋亡蛋白酶活化因子１

（Ａｐａｆ１）及结肠腺瘤性息肉病（ＡＰＣ）基因的启动子区域存在

高频率的异常甲基化，为进一步揭示Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因与膀

胱癌的关系，本研究采用ＤＮＡ甲基转移酶的抑制剂５氮２′

脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）对膀胱癌细胞株 Ｔ２４进行处理，检测其

Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因的甲基化表达，并分析肿瘤细胞的生物学

行为改变，以探讨膀胱癌的发生机制并寻求新的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｔ２４人膀胱癌细胞系购于中国科学院上海生物细

胞研究所，５ＡｚａＣｄＲ为Ｓｉｇｍａ产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｔ２４人膀胱癌细胞培养于含１０％胎牛血

清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００ｍｇ／ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培

养基。在３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下生长传代，实验时取

对数生长期的细胞。

１．２．２　药物处理及分组　５ＡｚａＣｄＲ按说明书配置溶液。实

验分组：（１）阴性对照组；（２）实验组再分成４个组，即实验１

组、实验２组、实验３组、实验４组，待细胞接种２４ｈ后，分别

加入０．５０、１．００、２．５０、５．００μｍｏｌ／Ｌ的５ＡｚａＣｄＲ。

１．２．３　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法测定５ＡｚａＣｄＲ对细
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胞系增殖活性的影响　取对数生长期，台盼蓝检测活力大于

９５．００％的Ｔ２４细胞，以１０
４／孔密度接种于９６孔细胞培养板，

每孔体积２００μＬ，细胞贴壁后以无血清培养基静止２４ｈ，各组

均设３个复孔。置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养，于７２ｈ进

行处理，每孔加入ＭＴＴ２０μＬ，３７℃、５％ＣＯ２ 继续孵育４ｈ，小

心吸弃上清液，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，充分混

匀，于ＢｉｏＴｅｋ酶标仪分析４９０ｎｍ处吸光度（ＯＤ）值。计算抑

制率的公式为：抑制率（％）＝（１－实验组ＯＤ值÷对照组ＯＤ

值）×１００％。

１．２．４　流式细胞术（ＦＣＭ）检测Ｔ２４细胞周期及凋亡　细胞同

期培养７２ｈ后用不含乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰蛋白酶收集

处理后的细胞，８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀采用３００μＬ磷酸

盐缓冲溶液（ＰＢＳ）重悬，逐滴加入７００μＬ预冷的无水乙醇中，

乙醇终浓度为７０．００％，４℃避光固定过夜。离心去上清液。

ＰＢＳ洗 涤 ２ 次。重 悬 细 胞 于 ５００μＬ 含 １００ｕｎｉｔ／ｍＬ 的

ＲＮａｓｅＡ的ＰＢＳ中，避光，３７℃孵育３０ｍｉｎ。加２．００ｍｇ／ｍＬ

碘化丙啶（ＰＩ）至终浓度５０．００μｇ／ｍＬ，避光孵育３０ｍｉｎ。ＦＣＭ

检测细胞周期和凋亡率。

１．２．５　引物设计　Ａｐａｆ１的甲基化引物：５′ＡＧＧＡＡＡＴＴＴ

ＡＡＡＴＴＴＴＣＧＧＧＣ３′（Ｆ），５′ＣＧＣＧＡＡＣＧＡＡＡＣＧＴＡ

ＡＣＴＡ３′（Ｒ）；非甲基化引物：５′ＧＡＧＧＡＡＡＴＴＴＡＡＡＴＴ

ＴＴＴＧＧＧＴ３′（Ｆ），５′ＣＣＡＣＡＡＡＣＡＡＡＡＣＡＴＡＡＣＴＡ

３′（Ｒ）。ＡＰＣ的甲基化的引物：５′ＴＧＴＴＴＴＡＴＴＧＣＧＧＡＧ

ＴＧＣ３′（Ｆ），５′ＡＡＣＣＡＣＡＴＡＴＣＧＡＴＣＡＣＧＴＡＣ３′（Ｒ）；

非甲基化引物：５′ＴＴＧＴＧＴＴＴＴＡＴＴＧＴＧＧＡＧＴＧＴ３′

（Ｆ），５′ＡＡＣＣＡＣＡＴＡＴＣＡＡＴＣＡＣＡＴＡＣＡＣＣ３′（Ｒ）。

引物设计采用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计专门软件，由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司鉴定合成。

１．２．６　甲基化特异性ＰＣＲ方法（ＭＳＰ法）检测膀胱癌Ｔ２４细

胞株中Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因的甲基化状态　取对数生长期的

Ｔ２４细胞，用０．２５％胰酶消化处理，用ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

Ｋｉｔ试剂盒按说明提取基因组ＤＮＡ，提取的总ＤＮＡ经紫外分

光度计检验ＤＮＡ的浓度和纯度。将２．００μｇＤＮＡ加入１．５０

ｍＬＥＰ管中并用ＤＤＷ稀释至５０μＬ，加５．５０μＬ新鲜配制的

３．００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，４２℃水浴３０ｍｉｎ使ＤＮＡ变性；加入新

鲜配制的１０．００ｍｍｏｌ／Ｌ氢醌３０μＬ及３．６０ｍｏｌ／Ｌ亚硫酸氢

钠５２０μＬ；５０℃避光水浴１６ｈ。ＤＮＡ经甲基化修饰处理后纯

化、回收，－２０℃保存。反应体系包括１０×ＰＣＲ缓冲液２．５０

ｍＬ，ｄＮＴＰ０．５０μＬ，上、下游引物各１．００μＬ，ＤＮＡ１．００μＬ及

２．５０Ｕ／μＬ的ＴａｑＨＳ聚合酶０．４０μＬ，加入ｄｄＨ２Ｏ至终体积

２５．００μＬ。反应条件如下：９４℃预变性３ｍｉｎ、９４℃变性３０ｓ、

５７℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环，最后７２℃延伸５

ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物进行２．５０％琼脂糖凝胶电泳。结果判断

标准：仅出现甲基化条带为高甲基化，同时出现甲基化和非甲

基化条带为半甲基化，仅出现非甲基化条带为非甲基化，实验

重复３次。

１．３　统计学处理　所有数据均由ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，

用狓±狊表示，多样本比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　５ＡｚａＣｄＲ对细胞增殖的影响　ＭＴＴ实验可见５Ａｚａ

ＣｄＲ对Ｔ２４细胞生长、增殖活性具有明显的抑制作用。０．５０、

１．００、２．５０、５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用Ｔ２４细胞７２ｈ后，细胞

生长抑制率分别为０．５０％、５．４０％、２０．４０％ 和２３．００％，组间比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５），且呈明显的剂量依赖关系。

２．２　５ＡｚａＣｄＲ对细胞周期及凋亡的影响　与对照组比较，

在１．００、２．５０、５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用下Ｔ２４细胞Ｇ０／Ｇ１

期的细胞比例明显增加，Ｓ期细胞比例减少（犘＜０．０５），且随５

ＡｚａＣｄＲ浓度的增加，阻滞效果更为明显。实验组Ｔ２４细胞凋

亡增加，５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ 组 凋 亡 率 为 （４０．３５±

３．６３）％，与对照组（８．１７±１．５２）％比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１），见表１。

表１　　５ＡｚａＣｄＲ对膀胱癌Ｔ２４细胞周期和细胞

　　　凋亡的影响（狓±狊）

组别
细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
凋亡率（％）

阴性对照组 ７１．３０±１．１５ ２５．５３±０．２５ ３．１３±１．３６ ８．１７±１．５２

实验１组 ６７．１３±０．７４ ２３．８７±１．５４ ９．００±２．２９ １５．７０±２．７２

实验２组 ７１．６０±１．４０ １９．４０±１．３２ ９．００±０．４４ ２４．８３±３．１４

实验３组 ７３．８０±１．５０ １８．１３±１．０５ ８．０３±０．４０ ３７．１７±１．７１

实验４组 ７７．４３±０．８０ １５．２０±０．６１ ７．３３±０．５１ ４０．３５±３．６３

　　：犘＜０．０５，与阴性对照组比较。

２．３　膀胱癌Ｔ２４细胞系中 Ａｐａｆ１及 ＡＰＣ基因甲基化状态　

ＭＳＰ结果显示对照组细胞Ａｐａｆ１基因呈半甲基化状态，同时

出现甲基化和非甲基化条带，ＡＰＣ基因仅出现甲基化条带，且

呈高甲基化状态；而经５．００μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ 处理后的

Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因均呈去甲基化状态，见图１、２。

　　Ｍａ：标记物；Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；１：阴性对照组；２：实验１组；

３：实验２组；４：实验３组；５：实验４组；６：空白对照。

图１　　不同浓度５ＡｚａＣｄＲ处理Ｔ２４细胞后

Ａｐａｆ１基因甲基化检测结果

　　Ｍａ：标记物；Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；１：阴性对照组；２：实验１组；

３：实验２组；４：实验３组；５：实验４组；６：空白对照。

图２　　不同浓度５ＡｚａＣｄＲ处理Ｔ２４细胞后

ＡＰＣ基因甲基化检测结果

３　讨　　论

近年来研究发现，以ＤＮＡ甲基化为代表的表观遗传学改

变在肿瘤的发生过程中起着重要作用，基因启动子区ＣｐＧ岛

高甲基化是导致许多基因去表达和基因印迹的重要途径［１２］。

Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因是近年来发现的重要的多重抑癌基因，

Ａｐａｆ１是ｃｍｙｃ诱导肿瘤细胞凋亡中Ｐ５３的下游成分，它参

与线粒体介导的凋亡途径，细胞色素ｃ／Ａｐａｆ１／ｃａｓｐａｓｅ９途径

的激活依赖于 Ａｐａｆ１
［３］。有研究表明，在多种恶性肿瘤中

Ａｐａｆ１基因转录和翻译水平下调，而启动子甲基化是引起该基

因“静默”的主要原因［４６］。ＡＰＣ是 Ｗｎｔ信号的下游抑制因子，

ＡＰＣ失活后则会导致βｃａｔｅｎｉｎ突变而与之解离，细胞质βｃａｔｅ

ｎｉｎ转移到细胞核与Ｔｃｆ４结合，活化靶基因刺激肿瘤生长
［７］。

本课题的前期研究已证实Ａｐａｆ１、ＡＰＣ基因启动子区ＣｐＧ岛高

甲基化在膀胱癌发生、发展过程中所起的重要作用［８９］。

本实验应用不同浓度的５ＡｚａＣｄＲ作用于Ｔ２４细胞系后
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检测细胞的增殖与凋亡，结果显示５ＡｚａＣｄＲ可以明显抑制

细胞增殖，诱导细胞周期阻滞和凋亡，细胞凋亡率明显提高。

０．５μｍｏｌ／Ｌ的５ＡｚａＣｄＲ对Ｔ２４细胞生长已有抑制作用，且随

着药物浓度的增加，抑制作用逐渐增强，５．０μｍｏｌ／Ｌ５Ａｚａ

ＣｄＲ作用Ｔ２４细胞７２ｈ后，细胞的生长抑制率达到２３．０％。

ＦＣＭ检测结果显示５ＡｚａＣｄＲ处理的Ｔ２４细胞Ｇ０／Ｇ１ 期细胞

明显增加，Ｓ期细胞减少，凋亡率达到（４０．３５±３．６３）％。细胞

凋亡受众多凋亡相关基因调控，具有两条独立的途径：死亡受

体途径和线粒体介导的凋亡途径，抑癌基因的表达状况是癌细

胞凋亡的重要调节因素。本研究发现在人膀胱癌 Ｔ２４细胞系

中Ａｐａｆ１呈半甲基化状态，ＡＰＣ基因的启动子呈高甲基化状

态，而５ＡｚａＣｄＲ作用后的Ａｐａｆ１及ＡＰＣ基因均呈去甲基化

状态。基因启动子高甲基化或半甲基化可导致基因表达沉默

或降低，是肿瘤发生的早期事件，而ＤＮＡ甲基化是由ＤＮＡ甲

基转移酶催化的，５ＡｚａＣｄＲ抑制肿瘤细胞生长、诱导其凋亡

的作用机制并非其本身的药物毒性直接所致，而是其去甲基化

的间接作用［１０］。５ＡｚａＣｄＲ通过与 ＤＮＡ 甲基转移酶共价结

合，降低 ＤＮＡ甲基转移酶的生物活性，在ＤＮＡ复制过程中可

逆转基因ＣｐＧ岛甲基化，调节基因表达，从而降低甲基化水

平，因而被作为去甲基化制剂［１１１２］。已经证实５ＡｚａＣｄＲ在

多种肿瘤中具有抑制细胞增殖和促凋亡作用［１３１５］。本实验中

发现，５ＡｚａＣｄＲ能成功逆转两基因启动子的甲基化状态，使

因甲基化失活的Ａｐａｆ１及 ＡＰＣ基因去甲基化而重新表达的

同时，膀胱癌细胞出现增殖受限，凋亡明显增加，这进一步说明

了Ａｐａｆ１、ＡＰＣ基因表达上调可能是５ＡｚａＣｄＲ诱导Ｔ２４细胞

凋亡和抑制细胞生长的重要机制之一。

通过本实验证实，５ＡｚａＣｄＲ可在体外诱导膀胱癌细胞凋

亡和抑制细胞增殖，提示表观遗传学调控可能成为膀胱癌治疗

新的靶点。恶性肿瘤中因基因突变、缺失等遗传学改变导致的

基因失活难以逆转，而启动子甲基化所致的基因沉默是可逆

的，可通过相应药物逆转表遗传学的改变，恢复抑癌基因的功

能，促进肿瘤细胞凋亡，达到治疗肿瘤的目的。目前，５Ａｚａ

ＣｄＲ已经用于白血病、骨髓增生异常综合征的临床治疗。因

此，如能将５ＡｚａＣｄＲ与其他干预药物联合用药，可能为膀胱

癌的治疗提供了新的思路。
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２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｉｓａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｖｉｖｏａｎｄｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｕｍｏｒ

ｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１０，９（５）：１４４３１４５０．

［１３］孟春风，彭过，戴冬秋，等．５氮杂２′脱氧胞苷诱导胃癌

细胞系中ｐ１６和 ＭＧＭＴ基因去甲基化并激活其表达

［Ｊ］．中国医科大学学报，２００８，３７（４）：５１９５２１．

［１４］ＩｓｓａＪＪ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｓａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎＣａｎｃ

ｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，１３（６）：１６３４１６３７．

［１５］ＭｏｍｐａｒｌｅｒＲＬ．ＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｔｈｅｒａｐｙｏｆＣａｎｃｅｒｗｉｔｈ５Ａｚａ

２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ（ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ）［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＯｎｃｏｌ，２００５，３２

（５）：４４３４５１．

（收稿日期：２０１２０９０８　修回日期：２０１２１２２２）
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［９］ ＫａｂａｃｏｆｆＲＩ．Ｒｉｎａｃｔｉｏｎ［Ｍ］．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＭａｎｎｉｎｇＰｕｂｌｉ

ｃａｔｉｏｎｓＣｏ，２００９．

［１０］ＲｉｃｈａｒｄｓｏｎＷＣ，ＡｖｏｎｄｏｌｉｏＤ，ＳｃｈｒａｇｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ

ＪａｖａＪＤＫ［Ｍ］．６ｅｄ．ＮｅｗＪｅｒｓｅｙ：Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ，

２００７．

［１１］张俐，张维玺．改进的ＪＤＢＣ框架在数据持久层的应用

［Ｊ］．计算机工程与设计，２０１０，３１（８）：１７４６１７４９．

［１２］李贤华，彭真．基于ＪＤＢＣＯＤＢＣ的数据库访问方法的设

计与实现［Ｊ］．计算机与现代化，２００８（５）：２８３１．

［１３］胡海峰，鲍福廷，魏瀚，等．固体火箭发动机试验数据分析

［Ｊ］．弹箭与制导学报，２０１１，３１（１）：１３１１３４．

［１４］陈甫，余朋，李力．成都双流机场历年主导能见度数据的

统计分析及Ｒ实现［Ｊ］．电脑知识与技术，２０１２，８（２７）：

６４２８６４３３．

（收稿日期：２０１２０９１８　修回日期：２０１３０１２６）
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