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■背景资料
胃癌是全球发病
率最高的癌症之
一, 每年新发病例
近 百 万 ,  其 中 约
2/3的患者来自发
展中国家, 仅中国
就占到42%, 目前
普遍认为表观遗
传学改变是继遗
传学改变之外, 与
胃癌的发生发展
和治疗具有密切
关系的另一重要
机制. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of 5-Aza-2'-deoxy-
citydine (5-Aza-dC) and trichostatin A (TSA) 
on the methylation and expression of the Runx3 

gene in human gastric cancer cell line SGC-7901. 

METHODS: After cultured SGC-7901 cells were 
treated with 5-Aza-dC and TSA, the methylation 
levels of the promoter region of the Runx3 gene 
were detected by quantitative real-time methyl-
ation-specific polymerase chain reaction (QMSP), 
and Runx3 mRNA and protein expression was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blotting, 
respectively.

RESULTS: Treatment with 5-Aza-dC or TSA 
alone reduced the methylation levels of the 
promoter region of the Runx3 gene (70%, 63% 
vs 100%) and increased Runx3 mRNA (0.29 ± 
0.01, 0.28 ± 0.03 vs 0.14 ± 0.03, both P < 0.05) 
and protein expression levels (0.35 ± 0.02, 0.37 
± 0.02 vs 0.09 ± 0.01, P < 0.05) compared to con-
trol cells. Treatment with 5-Aza-dC in combina-
tion with TSA could more significantly reduce 
Runx3 gene promoter methylation levels (37%) 
and increase Runx3 mRNA (0.45 ± 0.02) and 
protein expression levels (0.50 ± 0.01) compared 
to cells treated with 5-Aza-dC or TSA alone (all 
P < 0.05).

CONCLUSION: 5-Aza-dC and TSA can syner-
gistically reverse Runx3 gene methylation and 
recover Runx3 mRNA and protein expression 
in SGC-7901 cells.

Key Words: Gastric carcinoma; Methylation; 5-Aza-
2'-deoxycytidine; Trichostatin A; Runx3
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摘要

目的: 探讨5-Aza-dC及TSA对人胃癌细胞系
SGC-7901中抑癌基因Runx3启动子区甲基
化、mRNA及蛋白表达水平的影响.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科 
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■研发前沿
随着人类对胃癌
个体化治疗认识
的深入, 抑癌基因
甲基化与肿瘤病
人对化疗药物敏
感性之间的机制
研究逐渐成为肿
瘤患者个体化治
疗领域研究的热
点之一, 甲基化水
平的监测和逆转
为进一步探索靶
向及个体化治疗
提供了一个新的
可能的突破点.

方法: 单独或联合应用5-Aza-dC及TSA处理
体外培养的SGC-7901细胞, 提取各组细胞的
DNA、RNA及蛋白质, 应用甲基化特异性定
量PCR法(QMSP)检测Runx3基因启动子区甲
基化状态, 逆转录PCR法(RT-PCR)检测Runx3 
mRNA的表达, 免疫印迹法(Western blotting)
法检测Runx3蛋白表达水平.

结果: 5-Aza-dC和TSA均能降低Runx3基因启
动子区的甲基化水平(5-Aza-dC组及TSA组分
别为对照组的0.70倍、0.63倍), 提高mRNA表
达水平(0.29±0.01、0.28±0.03 vs  0.14±0.03, 
P <0.05)及蛋白表达水平(0.35±0.02、0.37±
0.02 vs  0.09±0.01, P<0.05); 与单独使用5-Aza-
dC和TSA相比, 两药联合组Runx3基因启动子
区甲基化水平(对照组的0.37倍)及mRNA表达
水平(0.45±0.02)和蛋白表达水平(0.50±0.01)
均较单药组效果更明显(P<0.05).

结论: 5-A z a-d C和T S A均能逆转胃癌细胞
SGC-7901 Runx3基因的甲基化水平, 恢复
其mRNA和蛋白表达, 且具有协同作用, 为
5-Aza-dC和TSA应用于胃癌的临床治疗提供
了试验依据.

关键词: 胃癌; 甲基化; 5-氮杂-2'-脱氧胞苷; 曲古

抑菌素A; Runx3 
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0  引言

流行病学调查显示胃癌是全球发病率最高的恶

性肿瘤之一, 且是第2大癌症致死病因[1,2]. 在我

国每年有40万新发胃癌患者, 每3 min就有1人
死于胃癌, 其患病率和死亡率均高于世界平均

水平, 严重危害我国人民的身体健康[3]. 目前针

对胃癌患者的治疗手段主要有手术治疗和化疗

药物治疗: 大部分患者发现时已处于胃癌中晚

期, 手术效果欠佳; 常规化疗药物也只对部分患

者有效, 仍有相当比例患者对其不敏感, 且具有

严重的不良反应. 大量相关研究证明DNA甲基

化在胃癌的发生发展过程中起到重要作用, 其
中抑癌基因启动子区异常甲基化导致的抑癌基

因失活参与了胃癌的发生发展[4-8], 由于抑癌基

因的异常甲基化具有可逆性[25-27], 因此应用相

关药物逆转抑癌基因的异常甲基化状态, 使其

重新表达从而发挥抑癌基因的作用具有重要的

临床意义. 我们通过研究药物干预对胃癌细胞

系SGC-7901中Runx3基因启动子区甲基化状态

及其mRNA和蛋白表达水平的影响, 探讨去甲

基化药物5-氮杂-2'-脱氧胞苷(5-Aza-2'-deoxy-
citydine, 5-Aza-dC)和组蛋白去乙酰化酶抑制剂

曲古抑菌素A(Trichostatin A, TSA)在胃癌细胞系

SGC7901中对Runx3基因甲基化、mRNA及蛋

白表达水平的影响, 为5-Aza-dC和TSA应用于胃

癌的临床治疗提供试验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞系SGC-7901由安徽医科大学

分子生物学实验室赠予, RPMI1640培养基和胎

牛血清为GIBCO公司产品, 5-Aza-dC及TSA为

Sigma产品, DNA提取试剂盒购自TIANGEN公

司, DNA修饰试剂盒(BisulFlash DNA Modifica-
tion Kit)为GEPIGENTEK公司产品, QMSP所
需的Real Time PCR试剂为TAKARA公司产品, 
RNA抽提试剂TRIzol为Invitrogen公司产品, RT-
PCR试剂盒为Promega公司产品, Taq酶及dNTP
均为Fermentas公司产品, 引物及探针的合成由

TAKARA公司完成, Runx3兔抗人多克隆抗体购

自博奥森生物技术有限公司, β-Actin一抗、二

抗为北京中杉金桥公司产品.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物干预: 将胃癌细胞SGC-7901
接种于含100 mL/L的胎牛血清的RPMI 1640
培养基中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2的培养箱中培

养. 取对数生长期细胞分为以下4组: (1)对照

组: 不加药; (2)5-Aza-dC组: 在5-Aza-dC浓度

为5 µmol/L的培养基中培养72 h; (3)TSA组: 在
TSA浓度为300 nmol/L的培养基中培养24 h; 
(4)5-Aza-dC+TSA组: 在5-Aza-dC浓度为5 µmol/L
的培养基中培养48 h后再加TSA 300 nmol/L培
养24 h.
1.2.2 甲基化特异性定量PCR法分析各组细胞中

Runx3基因甲基化状态: 按DNA提取试剂盒说

明书提取各组细胞的DNA, 用紫外分光光度计

检测DNA的纯度和浓度, 并用琼脂糖凝胶电泳

检测; 用BisulFlash DNA Modification Kit对DNA
进行修饰, 引物和探针(表1), 在ABI 7500定量

PCR仪上扩增, 扩增条件为: 95 ℃ 30 s, 然后

95 ℃ 5 s、60 ℃ 34 s扩增50个循环, 各组细胞的

目的基因和内参基因分别做3个复孔, 用相对定

量法中的△△Ct法对各组细胞中Runx3基因甲
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■相关报道
有 研 究 证 实
decitabine能够逆
转胃癌细胞系中
RASSF1A 基因的
甲基化水平, 并且
HDACs抑制剂与
decitabine联用能
协同逆转RASS-
F1A基因的甲基
化状态和mRNA
表达水平, 较单一
应用decitabine的
作用显著增强.

基化水平进行分析(甲基化水平的平均相对含量 
= 加药组/对照组 = 2-△△Ct).
1.2.3 逆转录PCR法分析各组细胞中Runx3基因

mRNA的表达: 按TRIzol试剂盒说明书方法提取

各组细胞的总RNA, 用PROMEGA试剂盒将其

逆转录为cDNA, Runx3及β-Actin基因的引物由

TAKARA公司合成(表2), 按反应条件进行扩增: 
95 ℃预变性5 min后, 95 ℃ 30 s、52 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s扩增35个循环, 再72 ℃延伸5 min, 结
束后用琼脂糖凝胶电泳验证试验结果, 并使用

Quantity One软件分析Runx3基因与β-Actin基因

目的条带灰度值的比值, 重复实验3次并计算各

组灰度值比值的mean±SD作为Runx3 mRNA表

达水平的结果.
1.2.4 免疫印迹法分析各组细胞中Runx3基因蛋

白的表达: 收集各组细胞按方法提取蛋白, 采用

BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度. 取调节

后的蛋白加上样缓冲液煮沸5 min使其充分变性. 
用15%SDS-PAGE凝胶电泳, 恒压15 V半干转膜

30 min后, 将凝胶上的蛋白转移至PVDF膜上. 用
50 g/L脱脂奶粉室温封闭PVDF膜1 h, 加入一抗

稀释液(1∶500稀释)4 ℃孵育过夜, 第2天用TBST
漂洗PVDF膜8 min×4次, 加入二抗稀释液(1∶
5 000) 37 ℃孵育1 h, 第2天用TBST漂洗PVDF膜8 
min×4次. 采用辣根过氧化物酶HRP-ECL发光法

曝光. 使用Bio-Rad凝胶图像处理系统分析结果, 
以Runx3蛋白与β-Actin蛋白条带灰度值比值作为

Runx3蛋白的相对表达水平. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, mRNA及蛋白表达结果以mean±SD的形式

表示, 2组均数的比较采用t检验, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 各组细胞中Runx3基因启动子甲基化状态 
以对照组的甲基化水平作为1, 其他3组加药

细胞的甲基化水平的平均相对含量与对照组

比较: 5-A z a-d C组的甲基化水平为对照组的

0.70倍, TSA组的甲基化水平为对照组的0.63
倍, 5-Aza-dC+TSA组的甲基化水平为对照组的

0.37倍(图1, 表3).
2.2 各组细胞中Runx3基因mRNA表达 各组细

胞中Runx3基因mRNA相对表达量分别为: 对
照组: 0.14±0.03; 5-Aza-dC组: 0.29±0.01; TSA
组: 0.28±0.03; 5-Aza-dC+TSA组: 0.45±0.02. 
5-Aza-dC组、TSA组、5-Aza-dC+TSA组相对表

达量与对照组相对表达量比较, 差异有统计学

意义(P <0.05); 5-Aza-dC组、TSA组相对表达量

与5-Aza-dC+TSA组相对表达量比较差异有统计

学意义(P <0.05, 图2, 3).
2.3 各组细胞中Runx3基因蛋白表达 对照组、

5-Aza-dC组、TSA组及5-Aza-dC+TSA组细胞的

蛋白表达水平分别为0.09±0.01、0.35±0.02、
0.37±0.02、0.50±0.01, 对照组蛋白表达水平

与其他3组蛋白表达水平比较差异都有统计学

意义(P <0.05), 5-Aza-dC+TSA组蛋白表达水平分

别与5-Aza-dC组及TSA组蛋白水平比较差异都

有统计学意义(P <0.05, 图4, 5).

3  讨论

现代肿瘤学理论认为, 遗传基因缺陷以及基因

表观遗传学改变会导致恶性肿瘤的发生. 基因

表  1  QMSP所需的引物和探针序列

     基因                   QMSP所需引物及探针序列 (5'-3')

Runx3[9] Forward Primer CGTTCGATGGTGGACGTGT

Reverse Primer GACGAACAACGTCTTATTACAACGC

Probe FAM-CGCACGAACTCGCCTACGTAATCCG-TAMRA

β-Actin[10] Forward Primer TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

Reverse Primer AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

Probe FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-TAMRA

表  2  Runx3及β-Actin基因RT-PCR所需引物序列及反应条件

     基因        Forward Primer(5'-3')          Reverse Primer(5'-3') 产物大小(bp) 退火温度(℃) 循环数

Runx3[11] CAGAAGCTGGAGGACCAGAC TCGGAGAATGGGTTCAGTTC      179      52     35

β-Actin[12] TGGCACCCAGCACAATGAA CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA      186      52     35
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缺陷如突变、缺失会破坏编码区结构和功能; 
表观遗传学改变通过DNA甲基化或组蛋白乙酰

化/去乙酰化等自身化学修饰方式的改变来影响

转录水平, 进而影响基因表达, 从而调控DNA功

能[13-15]. 胃癌的发生发展是一个多因素参与的过

程, 其中涉及表观遗传学改变, 已有大量研究证

据表明胃癌的发生与抑癌基因启动子区异常甲

基化有关[16-19]. Runx3是2000年发现的与胃癌等

肿瘤密切相关的抑癌基因, 在胃黏膜上皮生长

调控过程中起重要作用, 研究显示Runx3基因在

胃癌患者中目前发现的杂合性缺失、高甲基化

和点突变等机制均参与了Runx3基因在胃癌中

的表达缺失或下调, 其中的Runx3基因启动子区

域CpG岛的异常甲基化是导致其在胃癌中失活

的主要机制[20-22]. 
本课题组前期研究显示Runx3基因启动子

区的异常甲基化及蛋白表达与胃癌的分化程

度、大小、浸润深度相关[23,24], 由于抑癌基因

的异常甲基化具有可逆性[25-27], 可以通过相关

药物逆转其甲基化状态, 使其恢复表达, 重新发

挥抑癌基因作用[28,29]. 目前去甲化疗法的药物

主要有DNA甲基化转移酶抑制剂5-Aza-dC和组
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图  1  QMSP法Runx3及β-Actin基因扩增曲线.

表  3  各组细胞甲基化水平的相对定量结果

     分组 Ct(Runx3) Ct(β-Actin) △Ct △△Ct 2-△△Ct

对照组 31.28±0.18 30.40±0.20 0.88 0 1

5-Aza-dC组 31.35±0.23 29.96±0.14 1.39 0.51 0.70

TSA组 31.68±0.12 30.13±0.25 1.55 0.67 0.63

5-Aza-dC + TSA组 31.63±0.27 29.31±0.19 2.32 1.44 0.37

    1           2          3          4
β-Actin

Runx3 

图  4  各组细胞Runx3蛋白表达结果. 1: 对照组; 2: 5-Aza-

dC组; 3: TSA组; 4: 5-Aza-dC+TSA组.

200 bp
150 bp

β-Actin
Runx3 

M        1        2       3        4

图  2  各组细胞Runx3基因mRNA的表达. M: Marker; 1: 对

照组; 2: 5-Aza-dC组; 3: TSA组; 4: 5-Aza-dC + TSA组.

图  5  各组细胞Runx3蛋白的相对表达量.
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图  3  各组细胞Runx3基因mRNA的相对表达量.
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■创新盘点
本研究通过QMSP
方法检测基因甲
基 化 状 态 ,  使 各
组细胞Runx3基
因的甲基化水平
得到直观的展现, 
目前此方法在国
内研究中尚较少
使用.
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蛋白去乙酰基酶抑制剂TSA, 本研究结果显示

经5-Aza-dC和TSA单独或联合干预后的细胞中

Runx3的甲基化水平均显著降低, 且联合用药组

降低更明显, 表明两药联用较单药去甲基化作

用强, 具有协同作用, 可能与DNA去甲基化和组

蛋白乙酰化通过甲基结合蛋白相互作用有关[30]. 
mRNA表达水平结果显示5-Aza-dC和TSA均能

增加Runx3基因mRNA表达水平, 两药联合较单

药作用明显, 表明Runx3 mRNA表达水平与其

启动子区甲基化水平相关, 5-Aza-dC和TSA能

逆转Runx3基因启动子区的异常甲基化状态, 使
Runx3基因重新表达, 从而使Runx3基因重新起

到抑癌基因的作用, 与国内外研究结果一致[30,31]. 
Runx3蛋白表达水平结果显示各加药组mRNA
表达水平越高其蛋白表达水平越高, 进一步验

证了实验结果的可靠性, 并且从蛋白表达水平

证明了5-Aza-dC和TSA的药效以及两药联合的

协调作用. 
本研究中QMSP法是目前国际上检测DNA

甲基化的较新颖的方法, 能够定量检测出Runx3
的甲基化水平, 使各加药组甲基化状态与mRNA
和蛋白表达水平的关系得到直观展现 ;  同时

mRNA和蛋白的表达水平随甲基化水平改变而

改变, 联合用药组较单药组mRNA和蛋白表达水

平高, 甲基化水平较低组的mRNA和蛋白表达水

平越高, 表明Runx3基因启动子区甲基化水平与

其mRNA和蛋白表达水平相关, 进一步验证了

Runx3基因异常甲基化是导致该基因失活的机

制[20-22]之一.
总之, 5-Aza-dC和TSA均能逆转胃癌细胞

系中Runx3基因启动子区异常甲基化水平, 提高

Runx3基因的mRNA和蛋白表达水平, 同时两药

联合起到协同作用, 增强了单药药效, 提示抑癌

基因Runx3启动子区异常甲基化是导致该基因

失活的重要原因之一, 同时为5-Aza-dC和TSA应

用于胃癌的临床治疗提供了试验依据.

志谢 感谢唐杨琛、刘林青、吴蕾、靳松、沈
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■同行评价
本研究创新性一
般, 但实验设计合
理 ,  研 究 方 法 可
靠, 结果和结论可
信, 具有一定的科
学意义.
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