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Abstract
AIM: To investigate effects of 5-Aza-2'-deoxy-
citydine (5-Aza-dC) and trichostatin A (TSA) 
on the expression and methylation of p16 and 
hMLH-1 gene in gastric carcinoma cells. 

METHODS: Human gastric cancer cell lines 
MKN-45 and MGC-803 were cultured in vitro in 
RPMI 1640 and then treated with different con-
centrations of 5-Aza-dC and TSA. The methyla-

tion of p16 and of hMLH-1 gene in the two kind 
of cell lines was detected using methylation-spe-
cific-polymerase chain reaction (MSP), and the 
expression levels of p16 and hMLH-1 gene were 
detected using reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Reexpression or raised expressions 
of p16 and hMLH-1 mRNA was detected in 
MGC-803 and MKN-45 gastric cancer cell lines 
after treatment with 5-Aza-dC alone, or in com-
bination with TSA, or with TSA alone. The two 
cell lines showed a characteristic DNA methyla-
tion status in each promoter region of p16 gene 
and hMLH-1 gene. p16 gene was hypermethyl-
ated in MGC-803 and MKN-45; hMLH-1 gene 
was hypermethylated in MGC-803, but hemi-
methylated in MKN-45. The methylation of p16 
and hMLH-1 gene in MKN-45 and MGC-803 
cells was reversed after either 5-Aza-dC  treat-
ment or TSA treatment. 

CONCLUSION: Aberrant methylation of p16 
and hMLH-1 gene is a common event in the oc-
currence and progression of gastric cancer. The 
methylation of promoter region in CPG island 
is a main cause for p16 and hMLH-1 gene tran-
scriptional inactivation. Siginificantly raised 
reexpression of methylated tumor suppressor 
genes was detected after either treatment with 
5-Aza-dC  alone or in combination with TSA. 
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摘要
目的: 探讨5-Aza-dC及TSA对胃癌细胞系中抑
癌基因p16 和hMLH-1 基因甲基化水平和基因
表达的影响. 
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■背景资料
胃癌是一种严重
威胁人类健康的
恶性肿瘤, 在我国
死亡率居恶性肿
瘤的首位, 约50%
的胃癌患者确诊
时 已 属 晚 期 ,  癌
细胞的转移是影
响疗效的主要因
素. 国内外大量的
资料显示, 胃癌的
发生与其他恶性
肿瘤一样是多基
因、多阶段变异
累积形成的病理
过程. 近来, 在肿
瘤学研究发现启
动子区高甲基化
异常是导致许多
肿瘤抑制基因表
达异常的内在机
制 ,  癌 基 因 的 激
活和抑癌基因的
失活为其中两个
重要的分子事件. 
目 前 ,  普 遍 认 为
DNA甲基化除缺
失与突变之外导
致基因失活的第
三种机制, 在肿瘤
的发生发展起着
不可忽视的作用. 
由于高甲基化而
不表达的抑癌基
因, 如果能应用去
甲基化制剂逆转
甲基化异常状态, 
使之重新表达, 理
论上即可发挥起
抑制肿瘤生长的
功能.

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科 



方法:  5 -A z a -d C及T S A处理体外培养的
MKN-45细胞和MGC-803细胞, 应用逆转录
PCR(RT-PCR)法及甲基化特异性PCR(MSP)法
分别检测两株细胞药物干预前后抑癌基因p16
和hMLH-1的表达及甲基化情况. 

结果: MKN-45和MGC-803细胞系经TSA, 
5-Aza-dC及联合作用后使原来不表达或有弱
表达的抑癌基因p16 和hMLH-1 重新表达或表
达增强. 胃癌细胞系MKN-45和MGC-803均显
示p16、hMLH-1基因启动子区存在高甲基化, 
其中p16基因在两种胃癌细胞系中均表现为甲
基化, hMLH-1基因在胃癌细胞系MGC-803中
表现为甲基化而在胃癌细胞系MKN-45中表
现为半甲基化. 在5-Aza-dC及TSA的作用下, 
MKN-45和MGC-803细胞系中p16 及hMLH-1
基因的甲基化状态得到逆转. 

结论: 胃癌细胞系中抑癌基因p16 和hMLH-1
基因启动子甲基化可能是导致其基因失活的
主要原因, 5-Aza-dC单独作用和5-Aza-dC及
TSA联合应用效果相似, 均能显著增强甲基化
的肿瘤抑制基因的重新表达.

关键词: 胃癌; DNA甲基化; 5-氮杂-2'-脱氧胞苷; 

Trichostatin A; p16 基因; hMLH-1 基因
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0  引言

胃癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤, 国
内外大量资料显示, 胃癌的发生与其他恶性肿

瘤一样是多基因多阶段变异累积形成的病理过

程[1-5]. 抑癌基因启动子内CpG岛出现异常甲基

化常导致其表达丧失或减少, 从而诱导肿瘤发

生. p16及hMLH-1是已经确认的抑癌基因, 在细

胞凋亡过程中起着重要作用[6-9]. 我们通过此二

基因在MKN-45细胞系及MGC-803细胞系中药

物干预前后的表达以及甲基化的状态探讨该抑

癌基因的表达与其甲基化状态的相关性, 并分

析肿瘤细胞的生物学行为改变, 以探讨胃癌的

发生机制并寻求新的治疗靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 MKN-45细胞系、MGC-803细胞系

来自中国医科大学细胞生物教研室 ,  5-氮杂

-2'-脱氧胞苷(5-Aza-dC)及Trichostatin A(TSA)
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为S i g m a产品, 总R N A抽提试剂T R I z o l购自

Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自Promega
公司, RPMI 1640培养基为Hyclone产品, Taq酶
及dNTP均为TaKaRa产品, Wizard DNA Clean-
up(Promega公司).
1.2 方法 细胞接种于含10 mL/L小牛血清(56℃
灭活30 min)、100×103 U/L青霉素及100×103 
U/L链霉素的pH7.2的RPMI 1640培养液中, 在
37℃、含50 mL/L CO2的湿润空气的恒温密闭式

培养箱中培养. 实验时细胞处于对数生长期, 活
细胞数达95%-100%. 对照组为同期培养不加药

的胃癌细胞; 实验组: (1)5-Aza-dC组: 加5 μmol/L 
5-Aza-dC培养72 h;  (2)TSA组: 加TSA 300 nmol/
L培养24 h; (3)联合组: 加5 μmol/L 5-Aza-dC 培
养48 h后加TSA 300 nmol/L继续培养24 h. 
1.2.1 RT-PCR分析p16 及hMLH-1 基因MRNA
的表达: 用T R I z o l试剂提取各组M K N-45细
胞及M G C-803细胞总R N A, 用逆转录酶和

Oliga(dT)20引物合成cDNA.  p16及hMLH-1基因

引物由上海博亚生物公司合成(表1), 以GAPDH
为内参. PCR反应条件: 94℃ 3 min预变性后开始

35个循环: 94℃ 30 s、54℃ 30 s, 72℃ 45 s, 最后

于72℃延伸10 min. 扩增完毕在20 g/L琼脂糖凝

胶上电泳分离, EB染色, 使用凝胶成像分析系统

检测积分吸光度值, 将各基因与GAPDH吸光度

比值作为其mRNA水平的相对值. 每种细胞每个

基因至少重复实验3次, mRNA表达水平取其平

均值进行统计分析. 
1 .2 .2  甲基化特异性P C R(M S P)分析p16 及

hMLH-1基因甲基化: 蛋白酶K-苯酚抽取法从细

胞中抽取总DNA, 紫外分光光度计检测DNA量

和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 稀释

2 μg DNA于50 μL水中, 加入NaOH, 42℃变性

30 min后, 加入新鲜配置的亚硫酸氢钠和氢醌

及石蜡油覆盖均匀, 55℃水浴16 h. 用DNA纯化

试剂盒纯化(按说明书步骤)后将DNA重悬于50  
μL水中, 再加入NaOH, 37℃水浴15 min, 然后用

NaAc、无水乙醇沉淀回收DNA, 干燥, 并重悬

于50 μL水中, -20℃用箔包裹保存. 采用甲基化

特异性PCR扩增的方法, PCR反应条件(以p16
为例): 94℃ 5 min预变性后开始35个循环: 95℃
30 s、57℃ 30 s、72℃ 60 s, 最后于72℃延伸10 
min. 扩增完毕在20 g/L琼脂糖凝胶电泳分离, EB
染色, 使用凝胶成像分析系统分析电泳结果. p16
及hMLH-1基因甲基化及非甲基化引物序列及

产物大小(表2).

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的发生常常
涉及多个抑癌基
因的失活, 针对单
一基因的治疗不
足以抑制肿瘤生
长, 去乙酰化酶或
甲基化抑制剂针
对于整个基因组
而不是特定的基
因, 可同时恢复多
个抑癌基因的表
达, 并降低基因突
变的发生率, 提高
基因组稳定性, 可
成为药物开发提
供新的靶点, 将表
遗传学药物与基
因药物联用将为
肿瘤治疗的治疗
开辟新的领域. 

■创新盘点
胃癌相关抑制基
因启动子CPG岛
DNA甲基化与肿
瘤抑癌基因沉默
关系的研究, 揭示
了胃癌相关抑癌
基因失活的表遗
传学机制, 此为国
际生物学研究的
热 点 之 一 .  体 外
研究5-Aza-dC及
TSA调控和恢复
沉默的胃癌相关
抑制基因表达的
情况, 为恶性肿瘤
的防治提供新的
靶点, 为两药物的
胃癌的临床应用
提供实验依据.
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2  结果

2.1 RT-PCR结果 p16基因在MGC-803细胞中无

表达, 经TSA作用后无表达, 5-Aza-dC 及联合

作用后有较强表达(相对值为0.413, 0.546); 在
M K N-45细胞中有很弱表达(相对值0.16), 经
TSA, 5-Aza-dC 及联合作用后有不同程度表达

(相对值为0.174, 0.876, 0.858).     
hMLH-1基因在MGC-803中无表达, 经TSA

作用后仍无表达, 5-Aza-dC及联合作用后有较强

表(相对值为0.89, 0.91); 在MKN-45细胞中有很

弱表达(相对值1.21), 经TSA, 5-Aza-dC及联合作

用后有不同程度表达(相对值为1.1, 1.22, 1.23). 
总之, p16基因及hMLH-1基因在MGC-803

中不表达, 而在MKN-45细胞中弱表达. 5-Aza-

dC能使MGC-803和MKN-45细胞中沉默的p16
基因的重新表达, TSA对基因表达无明显影响, 
5-Aza-dC及TSA联合应用与5-Aza-dC单独效果

相似. 对于hMLH-1基因在MGC-803细胞中TSA
对基因表达无影响, 5-Aza-dC及联合作用后能

使其重新表达. 但是, 在MKN-45细胞中TSA、

5-Aza-dC及联合作用均对hMLH-1基因的表达

无影响(图1).
2.2 胃癌细胞系经5-Aza-dC和TSA处理前后的

p16、hMLH-1 基因启动子甲基化分析 以研究

对象基因组DNA模板, 经MSP扩增后, 无甲基化

条带而出现非甲基化条带, 判定为非甲基化; 无
非甲基化条带而出现甲基化条带, 判定为甲基

化; 甲基化条带和非甲基化条带同时出现, 判定

为半甲基化(图2). (1)在MGC-803和MKN-45细
胞中, p16基因启动子区CpG岛表现为甲基化, 

表  1  p16 及hMLH-1 基因RT-PCR引物序列

     
基因                       正向引物顺序(5'-3')                              反向引物顺序(5'-3')           产物大小(bp)   退火温度(℃)    循环次数 

p16           CAACGCACCGAATAGTTACGG           GCGCAGTTGGGCTCCG                       105                   55                  38

hMLH-1  AGTGGCTGGACAGAGGAAGA             GATCAGGCAGGTTAGCAAGC             463                   55                  38

GAPDH    CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA   GCCAGTAGAGCAGGGATGATG          251                   55                  38

表  2  p16 及hMLH-1 基因甲基化及非甲基化引物序列

     
基因                       正向引物顺序(5'-3')                              反向引物顺序(5'-3')                     产物大小(bp)    退火温度(℃)    循环次数 

p16            M   TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC  GACCCCGAACCGCGACCGTAA                 150                     60                  35

                  U    TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT    CAACCCCAAACCACAACCATAA                151                    60                   35 

hMLH-1  M   GATAGCGATTTTTAACGC                    TCTATAAATTACTAAATCTCTTCG                74                      52                  35 

                  U    AGAGTGGATAGTGATTTTTAATGT      ACTCTATAAATTACTAAATCTCTTCA         115                     52                  35

■应用要点
检测特定基因甲
基化状态可为胃
癌早期筛查、发
现残余病灶、判
断是否转移及预
后 提 供 帮 助 .  目
前, 去甲基化诊断
治疗成为全世界
肿瘤研究的热点, 
为攻克肿瘤这一
顽疾提供新的思
路 ,  但迄今为止 , 
用于胃癌甲基化
标记物的基因还
很少, 某些机制尚
未明确, 仍需进一
步研究. 

图  1  胃癌细胞系5-Aza-dC和TSA处理前后p16 、hMLH-1
基因mRNA表达. A: MGC-803; B: MKN-45. m: marker 

DL2000; 1: 对照组; 2: TSA组; 3: 5-Aza-dC组; 4: 联合组. 

m       1       2       3       4

250 bp

100 bp

500 bp

250 bp

GAPDH

p16

hMLH-1
GAPDH

m       1       2       3       4

250 bp

100 bp

500 bp

250 bp

GAPDH

p16

hMLH-1

GAPDH

A

B

250 bp

100 bp
p16

hMLH-1

m     M   U    M   U    M   U     M    U
Ctrl        1          2           3

250 bp
100 bp

p16

hMLH-1

m    M   U    M    U    M    U    M    U
Ctrl        1          2           3

250 bp

100 bp

250 bp
100 bp

A

B

图  2  胃癌细胞系5-Aza-dC和TSA处理前后的p16 、
hMLH-1 基因启动子甲基化表达. A: MGC-803; B: MKN-45. 
m: marker DL2000; Ctrl: 对照组; 1: TSA组; 2: 5-Aza-dC组; 

3: 联合组.
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在MGC-803和MKN-45细胞中, 应用5-Aza-dC
能使hMLH-1基因启动子区CpG岛发生去甲基

化. 联合给予5-Aza-dC及TSA的作用和单独给

予5-Aza-dC相似, 而TSA不影响p16基因DNA甲

基化. (2)在MGC-803细胞中, hMLH-1基因启动

子区CpG岛表现为甲基化(仅出现甲基化条带), 
在MKN-45细胞中表现为半甲基化(同时出现甲

基化和非甲基化条带). 在MGC-803细胞中, 应
用5-Aza-dC能使hMLH-1基因启动子区CpG岛

发生半甲基化(出现甲基化及非甲基化条带). 在
MKN-45中, 药物对DNA甲基化无影响.

3  讨论

近几年, 表遗传学改变的研究取得了长足进展, 
成为胃肠癌临床基础研究的一个热点领域. 表
遗传学是研究非DNA序列变化引起的, 可遗传

的基因表达的改变. 表遗传学的研究对象不是

基因组核苷酸序列所携带的遗传信息, 而是研

究基因表达在时间和空间上的调控问题, 包括

DNA甲基化、组蛋白修饰、基因组印迹、染色

体重塑、基因表达重新编程及X染色体失活等, 
其中最主要的两个研究内容是DNA甲基化和组

蛋白乙酰化[10]. 
DNA甲基化修饰是脊椎动物唯一的DNA 

自然修饰方式, DNA甲基化是指在DNA甲基转

移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)的作用下, 以
S-腺苷甲硫氨酸(SAM)为甲基供体, 将甲基基

团转移到胞嘧啶和鸟嘌呤(CpG)二核苷酸的胞

嘧啶中5位碳原子上并与其3'端的鸟嘌呤形成

mCpG, 且在双链对称出现. 癌基因多为不充分

甲基化, 导致重新开放或异常表达; 抑癌基因多

为过度甲基化, 从而表达受抑制[11]. 
组蛋白乙酰化及其逆过程, 分别由组蛋白

乙酰基转移酶(HAT)及去乙酰化转移酶(HDAC)
催化的, HAT可将乙酰辅酶A的乙酰基部分转移

到核心组蛋白氨基末端特定的赖氨酸残基, 中
和其正电荷, 使核小体DNA易于接近转录因子. 
许多研究已证实了组蛋白高/低乙酰化在肿瘤发

生中起重要作用: 组蛋白的乙酰化促进基因转

录, 而去乙酰化抑制基因转录[12]. 
本实验证实胃癌细胞株 M G C - 8 0 3 及

MKN-45中导致p16基因和hMLH-1基因沉默得

主要原因为DNA甲基化, 应用5-Aza-dC作用于

MSP方法证实p16 , hMLH-1基因存在甲基化的

MGC-803细胞和MKN-45细胞, 发现该药物能成

功逆转两基因启动子得甲基化状态, 使该基因

得以重新表达, TSA组效果较差, 联合用药组得

效果与5-Aza-dC效果相似. 
本实验应用的干预药物5-Aza-dC是一种嘧

啶类药物, 应用与治疗复发性, 顽固性白血病和

慢性髓性白血病危象有明显疗效, 但在实体瘤

中作用尚不清楚. 制滴霉素A(TSA)是一种非特

异性HDAC抑制剂, Suzuki et al [13]应用TSA(500 
μ g/L)加入到八个胃癌细胞系中, 发现T S A可

以明显抑制全部胃癌细胞系的生长, 并且可以

诱导胃癌细胞的凋亡. Cameron et al [14]在结肠

癌细胞系的研究中显示: 对p16 , TIMP-3, p15
和hMLH-1基因启动子过度甲基化的结肠癌细

胞, 单用HDAC抑制剂无法使失活的基因重新

表达, 但如果先用小剂量的DNA甲基化抑制剂

处理使基因获得轻度的重新表达, 再用HDAC
抑制剂处理后, 则可使结肠癌细胞基因重新表

达显著增强, 提示组蛋白的脱乙酰化和DNA的

高甲基化共存于基因失活的过程之中. Shaker  
et al [15]将HDAC的抑制剂与5-Aza-dC连用, 降低

剂量来减少5-Aza-dC的毒副作用, 并达到协同增

效作用. 但DNA的高甲基化在导致这些基因失

活中可能扮演主导作用. 
总之, 肿瘤发病机制不仅体现在基因突变

或缺失而导致的遗传学改变, 还体现在以DNA
甲基化为代表的表遗传学改变, 深入研究DNA
甲基化与基因表达的关系及作用机制为胃癌的

早期诊断及去甲基化治疗提供了新的思路.
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中华医学会第八次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2008-10-09/12在西安市召开第八次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下:

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. 根据以下分类请在论文摘要右下角标明: 功能性胃肠疾病

及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); 幽门螺杆菌及其相关疾病; 胰腺疾病; 肝胆疾病; 胃肠道肿瘤; 炎症

性肠病; 胃肠激素;  消化疾病介入治疗; 青年委员会专场(全部用英文交流). 

2      征文要求

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、单

位及邮编. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下(1963-11后出生). (2)凡

已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不予受理. (3)报送的论文要求电脑打印稿, 经

所在单位审查盖章, 通过本次会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议将不再接受书面投稿. (4)截稿日期: 

2008-07-15(以当地邮戳为准), 文责自负. 会议网址: http://www.csgd.org.cn. 

希望各省、自治区、直辖市医学会消化病学分会委员积极、认真组织所在地区的相关医生踊跃投稿并

参会.


