
许春伟, 葛畅, 王鲁平, 方园, 张玉萍, 中国人民解放军北京
军区总医院病理科 北京市 100700
许春伟, 助理研究员, 主要从事胃肠道肿瘤的临床与基础研究.
首都卫生发展科研专项基金资助项目, No. 2011-5021-02
作者贡献分布: 主要实验、资料分析、统计及文章撰写由许春
伟完成; 研究设计、文章修改及审阅由王鲁平完成; 资料分析、
样本处理及生物信息学分析由葛畅、方园及张玉萍完成.
通讯作者:  王鲁平, 教授, 研究员, 主任医师, 博士生导师, 
100700, 北京市东城区东四十条南门仓5号, 中国人民解放军北
京军区总医院病理科. bzwlp@yahoo.com
收稿日期: 2014-01-27   修回日期: 2014-02-21
接受日期: 2014-02-28   在线出版日期: 2014-04-08

Effect of 5’-Aza-2’
-deoxycytidine on methylation, 
mRNA and protein expression 
of CDX2 gene in colorectal 
cancer HT-29 and LoVo cells 

Chun-Wei Xu, Chang Ge, Lu-Ping Wang, Yuan Fang, 
Yu-Ping Zhang

Chun-Wei Xu, Chang Ge, Lu-Ping Wang, Yuan Fang, 
Yu-Ping Zhang, Department of Pathology, the Military 
General Hospital of Beijing PLA, Beijing 100700, China 
Supported by: the Capital Health Development Research 
Fund, No. 2011-5021-02
Correspondence to: Lu-Ping Wang, Professor, Researcher, 
Chief Physician, Department of Pathology, the Military 
General Hospital of Beijing PLA, 5 Nanmencang, Dong-
sishitiao Street, Dongcheng District, Beijing 100700, 
China. bzwlp@yahoo.com
Received: 2014-01-27    Revised: 2014-02-21
Accepted: 2014-02-28    Published online: 2014-04-08

Abstract
AIM: To investigate the effect of 5’-Aza-2’-deox-
ycytidine (5’-Aza-CdR), a methylation inhibitor, 
on the methylation, mRNA and protein expres-
sion of the CDX2 gene in colorectal ancer cell 
lines HT-29 and LoVo. 

METHODS: HT-29 and LoVo cells were treated 
with different dosages of 5’-Aza-CdR. After 
treatment, CDX2 gene methylation was deter-
mined by Methylight assay, and CDX2 mRNA 
and protein expression was detected by real-
time PCR and Western blot, respectively. 
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5'-Aza-CdR对HT-29和LoVo结直肠癌细胞株中CDX2基
因甲基化状态、mRNA表达及蛋白表达的影响

许春伟, 葛 畅, 王鲁平, 方 园, 张玉萍

®

■背景资料
C D X 2 基 因 的 表
达随结直肠癌的
进 展 而 下 降 ,  尤
其是在肿瘤广泛
浸润至转移的过
程中, 但CDX2 基
因在结直肠癌细
胞株的甲基化情
况目前尚缺乏系
统 研 究 .  本 研 究
拟选用甲基化酶
抑制剂5'-氮杂-2'-
脱氧胞苷(5'-Aza-
2'-deoxycytidine, 
5 ' - A z a - C d R ) 检
测其对结直肠癌
细胞株H T- 2 9和
LoVo中CDX2 基
因甲基化水平及
蛋白表达的影响
并在DNA层面、
mRNA层面和蛋
白3个层面探讨了
肿瘤发生发展过
程中CDX2基因失
活的甲基化机制
及药物恢复CDX2
基因表达的可能
性, 结果表明结直
肠癌细胞株HT-29
和LoVo中CDX2
基因mRNA和蛋
白表达不受DNA
甲基化的表观遗
传修饰调控. 

RESULTS: Methylight assay showed that CDX2 
gene methylation was not reversed by 5’-Aza-
CdR. The expression levels of CDX2 mRNA 
were increased in both HT-29 (1.000 ± 0.000, 
0.973 ± 0.024, 1.014 ± 0.019 and 1.094 ± 0.020, 
respectively) and LoVo cells (1.000 ± 0.000, 0.966 
± 0.038, 1.050 ± 0.029 and 1.007 ± 0.019, respec-
tively) cells treated with 5’-Aza-CdR for differ-
ent durations. Western blot analysis indicated 
that 5’-Aza-CdR treatment could recover the 
CDX2 protein expression in both HT-29 (0.454 
± 0.049, 0.501 ± 0.041, 0.340 ± 0.050 and 0.531 ± 
0.046, respectively) and LoVo (0.527 ± 0.037, 0.415 
± 0.037, 0.432 ± 0.040 and 0.626 ± 0.046, respec-
tively) cells. The effect of 5’-Aza-CdR on CDX2 
mRNA and protein expression was not dose- 
or time-dependent, but the expression levels of 
CDX2 mRNA and protein differed significantly 
in HT-29 (mRNA: F = 25.146, P = 0.000; protein: 
F = 9.700, P = 0.005) and LoVo cells (mRNA: F = 
5.470, P = 0.024; protein: F = 17.701, P = 0.001). 

CONCLUSION: CDX2 mRNA and protein ex-
pression is not affected by DNA methylation in 
HT-29 and LoVo cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要 
目的: 探讨甲基化酶抑制剂5'-氮杂-2'-脱氧胞
苷(5'-Aza-2'-deoxycytidine, 5'-Aza-CdR)对结
直肠癌细胞株HT-29和LoVo中CDX2基因甲基
化水平、mRNA及蛋白表达的影响.  

■同行评议者
李正荣,  副教授, 
副主任医师,南昌
大学附属第一医
院胃肠外科(普六
病区); 卢宁, 副主
任医师 ,   兰州军
区乌鲁木齐总医
院肿瘤科
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■研发前沿
国内王鲁平教授
团队在结直肠锯
齿状病变组织研
究中发现组织中
C D X 2 基 因 启 动
子中上游区域甲
基化状态比较复
杂 ,  极 少 部 分 甲
基化状态可能有
诱 导 C D X 2 蛋 白
表 达 下 调 ,  在 锯
齿状通路的发生
发展中影响作用
也 甚 微 ;  大 部 分
甲基化可能随着
年龄增加而逐渐
增加.

方法: 用不同浓度5'-Aza-CdR处理结直肠癌
细胞株HT-29和LoVo. 应用TaqMan探针为基
础的实时定量PCR(Methylight)方法、SYBR 
Green PCR方法及蛋白印迹实验(Western blot)
检测药物处理前后HT-29和LoVo细胞中CDX2
基因的甲基化状态、mRNA和蛋白表达.  

结果: Methylight检测HT-29和LoVo细胞中
C D X2蛋白在药物作用异常甲基化未得到
逆转; 实时荧光定量PCR和Western blot检测
到0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR处理后
CDX2 基因mRNA和蛋白重新表达, 实时荧
光定量PCR检测对照组和不同浓度实验组在
HT-29细胞株mRNA相对表达量分别为1.000
±0.000、0.973±0.024、1.014±0.019和1.094
±0.020; 在LoVo细胞株相对表达量分别为
1.000±0.000、0.966±0.038、1.050±0.029
和1.007±0.019. Western blot检测CDX2蛋白
在对照组和不同浓度实验组中HT-29细胞株
相对表达量分别为0.454±0.049、0.501±
0.041、0.340±0.050和0.531±0.046; LoVo
细胞株相对表达量分别为0.527±0.037、
0.415±0.037、0.432±0.040和0.626±0.046. 
以上作用无时间、剂量依赖性, 但CDX2 基
因mRNA在HT-29细胞株表达(F  = 25.146, P  
= 0.000)和LoVo细胞株表达(F  = 5.470, P  = 
0.024)具有统计学差异, C D X2蛋白表达在
HT-29细胞株表达(F  = 9.700, P  = 0.005)和
LoVo细胞株表达(F  = 17.701, P  = 0.001)亦具
有统计学差异.  

结论: 结直肠癌细胞株HT-29和LoVo中CDX2
基因mRNA和蛋白表达不受中DNA甲基化的
表观遗传修饰的调控.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 提示不同组织肿瘤中CDX2(cauda l 
type homeobox transcription factor 2)表达有异质

性, CDX2在CRC中与食管癌和胃癌中的沉默机

制不同, 结直肠癌细胞株HT-29和LoVo中CDX2基

因mRNA和蛋白表达不受中DNA甲基化的表观

遗传修饰的调控.
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)作为最常见恶

性肿瘤之一, 其发病率仅位于肺癌和前列腺癌

(女性为乳腺癌)之后, 居第3位, 而每年CRC病死

率约占全部恶性肿瘤死亡总人数的8%, 在恶性

肿瘤死因中居第4位[1]. CRC的发生与发展与癌

基因和抑癌基因的缺失、扩增或突变有关. 有
些基因在染色质水平上发生表型遗传修饰改变

也会导致表达下调. 表型遗传修饰最多见的是

CpG岛(CpG island)的甲基化改变. CDX2(caudal 
type homeobox transcription factor 2)是胃肠胚胎

遗传通路中的一种特异性的核转录因子, 基因

定位于人类染色体13q12-13, 全长22-23 kb, 由3
个外显子和2个内含子构成, 与之对应的CDX2
蛋白包含311个单氨基酸, 通过螺旋环-螺旋的

方式结合于DNA的相应区域, 以转录因子的形

式调节DNA的表达. CDX2基因对维持肠道细胞

的正常发育、调节肠道细胞增殖、分化和凋亡

起重要作用[2]. CDX2基因的表达随CRC的进展

而下降, 尤其是在肿瘤广泛浸润至转移的过程

中[3]. 研究表明CDX2表达下调并不是由于染色

体的缺失或基因突变引起[4,5], CDX2表达可抑制

CRC细胞的浸润和播散, 近年来被认为是肿瘤

抑制基因[6,7]. 本实验通过研究5'-氮杂-2'-脱氧胞

苷(5'-Aza-2'-deoxycytidine, 5'-Aza-CdR)对HT-29
和LoVo细胞株作用后CDX2基因的DNA层面、

mRNA层面和蛋白层面的改变进行初步探究, 探
讨肿瘤发生发展过程中CDX2基因失活的甲基

化机制及药物恢复CDX2基因表达的可能性, 以
期寻找CRC的肿瘤标志物及新的治疗靶点.  

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌细胞株HT-29和LoVo(北大医

学部107实验室); DNA提取试剂盒(德国QIA-
GEN公司); 核酸蛋白质浓度测量仪B-500(上
海创萌生物科技有限公司), DNA甲基化修饰

试剂盒及甲基化阳性/阴性对照(美国ZYMO公

司); qPCR反应试剂ROX(TaKaRa公司); Mix(上
海辉睿生物科技有限公司); Mx3000P定量PCR
扩增仪(美国St ra tagene公司); 引物由生工生

物工程(上海)有限公司合成; 5'-Aza-CdR(美国

Sigma公司), 以DMSO溶剂充分溶解后配制成0.1 
μmol/L的母液, 分装后-80 ℃保存; CDX2和内参

β-actin(英国Abcam公司), Western blot相关试剂



许春伟, 等. 5'-Aza-CdR对HT-29和LoVo结直肠癌细胞株中CDX2基因甲基化状态、mRNA表达及蛋白表达的影响          1425

■相关报道
自本世纪初, 国内
王鲁平教授团队
在结直肠锯齿状
病变研究方面一
直处于领先水平. 
其团队率先描述
了锯齿状病变形
态学特点、免疫
组化特征以及分
子生物学改变, 并
在国内外 :  (1)首
先报告了锯齿状
病变中Runx3 基
因rs2236851位点
基因型检测及蛋
白表达 ;  (2)首次
提出CDX2 基因甲
基化主要与年龄
因素有关, 年龄越
大, 甲基化频率越
高, 其可能是一个
年龄相关性甲基
化基因.目前王鲁
平教授团队在锯
齿状病变研究方
面发表中英文论
文80余篇.

(北京索莱宝科技有限公司).
1.2 方法  
1.2.1 细胞培养和干预: 结直肠癌细胞株HT-29
和LoVo置于10%胎牛血清和100 μmol/mL青霉

素、链霉素的RPMI 1640的培养基中常规培养, 
胰酶消化传代. 取贴壁生长良好的细胞以RPMI 
1640调整细胞密度至2×106/mL, 接种于六孔培

养板. 干预的LoVo和HT-29细胞分别加入0.5、
1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR混合培养液, 每24 
h更换新鲜培养基, 连续作用72 h; 以HT-29和
LoVo分别加入等量DMSO溶剂培养作为对照.  
1.2.2 Methylight: 取对数生长期的HT-29和LoVo
细胞株, 胰酶消化后抽提D N A. 抽提D N A按

DNA提取试剂盒(德国QIAGEN公司)说明提取

上述两种细胞不同浓度梯度的细胞D N A, 用
紫外分光光度仪(上海创萌生物科技有限公司)
测DNA浓度, 以DNA浓度在25 ng/μL为最低

浓度 ,  使用D N A修饰试剂盒进行亚硫酸氢盐

修饰, 按照试剂盒说明书操作, C D X2 基因甲

基化引物按文献设计[8], 上游引物: 5'-AAAC-
TACGCACTACTCTAAACGAAA-3'; 下游引

物: 5'-GTAGTTATAGTTTGGCGGGGTTTG-3'; 
探针: FAM 5'-CGACAACCTACGCCTAACC-
GACCTC-3' BHQ1, 内参β-actin基因甲基化引物

按文献设计[9], 上游引物: 5'-TGGTCATCCAG-
GTTTAGTAACT-3', 下游引物: 5'-AACCAATA-
AACCTACTCCTCCCTTAA-3', 探针: FAM 
5'-ACCACCACCCAACACACAATAACAAA-
CACA-3' BHQ1. PCR反应总体系为20 μL, 2×
Taq PCR Master Mix 10 μL; 修饰后的DNA模板

2 μL; 上、下游引物各1 μL(10 pmol); 探针FAM 
0.4 μL(10 pmol); ROX 0.3 μL. 反应条件: 94 ℃
预变性5 min; 94 ℃ 30 s, 56 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 
共50个循环; 72 ℃延伸5 min, 4 ℃冷却5 min.  经
亚硫酸氢盐修饰的Human Methylated & Non-
methylated DNA Set作为阳性、阴性对照, 水为

空白对照.  
1.2.3 实时荧光定量PCR分析结直肠癌细胞株

HT-29和LoVo中CDX2 基因mRNA的表达情况: 
取对数生长期的HT-29和LoVo细胞, 胰酶消化后

抽提细胞总RNA, 逆转录合成cDNA, 行实时荧

光定量PCR. CDX2基因引物按文献设计[10], 上
游引物: 5'-GAACCTGTGCGAGTGGATG-3', 下
游引物: 5'-CGGATGGTGATGTAGCGAC-3'; 内
参基因GAPDH上游引物: 5'-GGCTGCTTTTA-

ACTCTGG-3', 下游引物: 5'-GGAGGGATCTC-
GCTCC-3'. 20 μL PCR反应体系含10 μL SYBR 
Premix Ex Taq™(2×)、上、下游引物(10 μmol/
L)各0.4 μL、0.4 ROX Reference Dye(50×)、2.0 
μL DNA模板、6.8 μL dH2O. 反应条件为95 ℃预

变性5 min; 95 ℃ 10 s, 55 ℃ 40 s, 72 ℃ 45 s, 共
40个循环; 72 ℃延伸1 min, 70 ℃延伸30 s, 95 ℃
延伸30 s. 实验重复3次, 取均值. 扩增完毕后分

析熔解曲线, 采用2-∆∆Ct法分析CDX2 mRNA表

达. ∆∆Ct = (Ct处理组目的基因-Ct处理组内参基

因)-(Ct对照组目的基因-Ct对照组内参基因).  
1.2.4 Western blot分析结直肠癌细胞株HT-29和

LoVo中CDX2蛋白的表达情况: 取对数生长期的

HT-29和LoVo细胞, 在上述两种细胞株各个浓度

梯度的每管细胞中加入80 μL蛋白裂解和1 μL
蛋白酶抑制剂PMSF液于冰上裂解30 min. 15000 
r/min 37 ℃离心, 10 min后取上清液提取总蛋白, 
BCA法蛋白定量. 总蛋白100 ℃变性5 min后, 配
置浓度为12%的SDS-PAGE凝胶, 进行蛋白质电

泳, 蛋白电泳分离后经电转移槽转移至PVDF
膜. BSA室温封闭2 h后, PVDF膜置于1∶500稀
释的CDX2单克隆抗体稀释液中4 ℃冰箱内培

养过夜, TBST洗膜3次, 每次10 min, 再置于1∶
20000稀释的HRP标记的小鼠抗山羊IgG稀释液

中37 ℃培养2 h, TBST洗膜4次, 每次10 min, 然
后加入ECL发光液显影, 采集并分析处理图像.  
凝胶成像系统摄像并分析各条带吸光度值, 以
0.5 μmol/L 5'-Aza-CdR条带吸光度(A )值/β-actin
条带A值为基准, 设置为1. 以目的基因条带A值

/β-actin条带A值作为CDX2蛋白的相对表达强

度. 实验重复3次, 取均值.  
1.2.5 结果判断标准: Methylight结果判断标准[11]: 
同时扩增目的基因(CDX2 )和内参基因(β-actin ), 
根据标准曲线得到两者的原始拷贝数, 计算标

准甲基化指数(normalized index of methylation, 
NIM)其定义为: NIM = [(CDX2 sample/CDX2 
positive)/(β-actin sample/β-actin positive)]×100, 
其中CDX2 sample指样本中甲基化CDX2基因

的拷贝数, CDX2 positive指阳性对照中甲基化

CDX2基因的拷贝数, β-actin sample和β-actin 
positive与上述相同. NIM≥4为甲基化, NIM<4为
非甲基化.  

统计学处理 所有数据采用SPSS19.0统计软

件, 数据以mean±SD表示, 组间比较采用单因素

方差分析(One-way ANOVA), 对照组与实验组比
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■创新盘点
首次选用一组与
结直肠癌甲基化
有 关 的 基 因 ,  用
于检测结直肠癌
细胞株甲基化状
况, 从中筛选出结
直肠癌细胞株相
关甲基化基因, 为
结直肠癌的诊断
及分子分型提供
有力的生物标记
物, 为锯齿状甲基
化癌变机制及靶
向治疗提供理论
依据. CDX2是胃
肠胚胎遗传通路
中一种新发现的
特异性的核转录
因子, 是尾型同源
框基因家族中的
一员. 本研究发现
结直肠癌细胞株
HT-29和LoVo中
CDX2 基因mRNA
和蛋白表达不受
DNA甲基化的表
观遗传修饰调控.

较采用配对t检验, 检验水准α = 0.05, 并设定P值
为双侧分布, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 结直肠癌细胞株HT-29和LoVo中CDX2基因

甲基化状况 将阳性对照按10的倍数稀释成1-1

×10-67个浓度梯度制作标准曲线(其拷贝数为

103-109/mL). 各浓度梯度反应均做复孔. Methy-
light的线性范围为104-108拷贝/mL, R2为0.942. 
实时荧光定量PCR得出数据按Methylight结果判

断标准, 在DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 
5'-Aza-CdR实验组中HT-29和LoVo细胞株中

CDX2基因甲基化状态分均为甲基化状态(表1, 
图1).   
2.2 结直肠癌细胞株LoVo和HT-29中CDX2 基因

mRNA表达状况 实时荧光定量PCR得出的数据

检验扩增效率(E)通过公式E = 2-1/斜率-1计算, 
CDX2基因mRNA为0.941, GAPDH基因mRNA
为0.977, 两个基因的扩增效率相差<5%, 符合用

2-∆∆Ct法相对定量分析条件. 经2-∆∆Ct法分析并以对

照组、各不同浓度实验分组为横坐标, 将测出

相应的平均相对定量比值为纵坐标绘出柱状图

后发现0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR作用后, 
HT-29细胞株中CDX2基因的mRNA表达水平较

对照组有统计学差异, 但无时间、药物浓度依

赖性(F  = 25.146, P  = 0.000), 与对照组DMSO组

比较1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(t  = 8.156, P  = 
0.015); LoVo细胞株中CDX2基因的mRNA表达

水平较对照组有统计学差异, 但无时间、药物

浓度依赖性(F  = 5.470, P  = 0.024), 组间比较各实

验组与对照组均无统计学差异(P >0.05)(表2, 图
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图  1  DNA甲基化扩增曲线图. A: 

DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/

L5'-Aza-CdR实验组中HT-29细胞

株CDX2 基因DNA甲基化扩增曲线

图; B: DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 

μmol/L 5'-Aza-CdR实验组中LoVo

细胞株CDX2 基因DNA甲基化扩增

曲线图.

表  2  HT-29和LoVo细胞株中CDX2 基因mRNA表达状况

     5'-Aza-CdR

浓度(μmol/L)   

细胞株

HT-29 LoVo

0.0 1.000±0.000 1.000±0.000

0.5 0.973±0.024 0.966±0.038

1.0 1.014±0.019 1.050±0.029

1.5  1.094±0.020a 1.007±0.019

F值和P值 F = 25.146, P  = 0.000 F  = 5.470, P  = 0.024

aP<0.05 vs  对照组. 5'-Aza-CdR: 5'-氮杂-2'-脱氧胞苷.

     

表  1  HT-29和LoVo细胞株中CDX2 基因甲基化状况

5'-Aza-CdR浓度(μmol/L)   
细胞株

HT-29 LoVo

0.0 甲基化 甲基化

0.5 甲基化 甲基化

1.0 甲基化 甲基化

1.5 甲基化 甲基化

5'-Aza-CdR: 5'-氮杂-2'-脱氧胞苷.
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■应用要点
本 实 验 通 过 研
究5'-Aza-CdR对
HT-29和LoVo细
胞株作用后CDX2
基 因 的 D N A 层
面、mRNA层面
和蛋白层面的改
变进行初步探究, 
探讨肿瘤发生发
展过程中CDX2 基
因失活的甲基化
机制及药物恢复
CDX2 基因表达的
可能性, 以期寻找
结直肠癌(colorec-
tal cancer)的肿瘤
标志物及新的治
疗靶点.
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图   2   m R N A 扩 增 曲 线 图 .  A: 

DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 

μmol/L 5'-Aza-CdR实验组中

HT-29细胞株CDX2基因mRNA

扩增曲线图; B: DMSO对照组、

0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR

实验组中LoVo细胞株CDX2 基

因mRNA扩增曲线图; C: DMSO

对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 

5'-Aza-CdR实验组中HT-29细

胞株CDX2 基因mRNA熔解曲线

图; D: DMSO对照组、0.5、1.0、

1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组

中LoVo细胞株CDX2基因mRNA

熔解曲线图; E: DMSO对照组、

0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR

实验组中HT-29细胞株CDX2基

因mRNA柱状图; F: DMSO对照

组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-

CdR实验组中LoVo细胞株CDX2
基因mRNA柱状图.
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2).   
2.3 结直肠癌细胞株HT-29和LoVo中CDX2蛋白

表达状况 Western blot结果运用Image J软件进

行条带图像分析, 获得HT-29和LoVo细胞株各

条带光密度值, 并计算出两种细胞在各组中的

平均光密度比值, 进行半定量分析及统计学分

析, 并以各实验分组为横坐标, 将测出相应的

平均光密度比值为纵坐标绘出柱状图后发现

0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR作用后, HT-29
细胞株中CDX2蛋白表达水平较对照组有统计

学差异, 但无时间、药物浓度依赖性(F = 0.438, 
P = 0.732), 与对照组DMSO组比较0.5 μmol/L 
5'-Aza-CdR实验组(t = 5.150, P = 0.036)、1.5 
μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(t = 30.597, P = 0.001); 
L o Vo细胞株中C D X2蛋白表达水平较对照组

有统计学差异, 但无时间、药物浓度依赖性(F 

= 1.370, P = 0.320), 与对照组DMSO组比较0.5 
μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(t = -60.527, P = 0.000) 
(表3, 图3).    

3  讨论

CRC是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 每年全

球新发病例达123万, 病死率约为发病率的1/2. 
我国CRC发病率虽低于西方发达国家, 但近20
年来CRC的发病率仍在逐渐上升, 同时, 其发

病年龄有增高趋势. 近年研究表明CRC的发病

是多因素、多阶段、多基因连续累积发生的过

程, 除遗传学改变外, 表观遗传学改变亦参与

CRC的发生、发展过程. 表观遗传学是指不涉

及DNA序列改变, 但基因表达却发生可遗传的

改变, DNA甲基化、组蛋白修饰、microRNA
等是表观遗传学的主要形式. 与肿瘤发生关系

最密切的是DNA甲基化修饰异常, 其中包括基

因组去甲基化及部分区域高度甲基化两种形

式. DNA甲基化可以导致癌相关基因沉默, 病变

迅速进展为癌. CRC有若干高度甲基化基因, 若
能认识CRC中基因异常DNA甲基化, 将可能获

得CRC诊断的肿瘤标记物及新的治疗靶点[12-14].   
本实验研究中我们采用去甲基化药物5'-A z a-
C d R处理两个结直肠癌细胞株:  M S S细胞株

HT-29和MSI细胞株LoVo后通过实时荧光定量

PCR检测, 我们发现DNA层面上DMSO溶剂对

照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组

■同行评价
本文内容客观, 实
验方法成熟, 观点
新颖, 具有一定的
科学意义.
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表  3  HT-29和LoVo细胞株中CDX2蛋白表达状况

5'-Aza-CdR

浓度(μmol/L)  

细胞株

HT-29 LoVo

0.0 0.454±0.049 0.527±0.037

0.5  0.501±0.041a  0.415±0.037a

1.0 0.340±0.050 0.432±0.040

1.5  0.531±0.046a 0.626±0.046

F值和P值 F = 9.700, P = 0.005 F  = 17.701, P = 0.001

aP<0.05 vs  对照组. 5'-Aza-CdR: 5'-氮杂-2'-脱氧胞苷.
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图  3  蛋白表达情况. A: DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(左→右)中HT-29细胞株CDX2蛋白

Western blot条带图; B: DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组中HT-29细胞株CDX2蛋白柱状图; C: 

DMSO对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(左→右)中LoVo细胞株CDX2蛋白Western blot条带图; D: DMSO

对照组、0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组中LoVo细胞株CDX2蛋白柱状图.
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中HT-29和LoVo细胞株中CDX2基因甲基化状

态分均为甲基化, 说明去甲基化药物5'-Aza-CdR
不能逆转CDX2基因甲基化状态, 同时在mRNA
层面上我们发现在0.5、1.0、1.5 μmol/L 5'-Aza-
CdR作用后, 虽然HT-29细胞株中CDX2 mRNA
表达水平较对照组有统计学差异, 但无时间、

药物浓度依赖性(F = 25.146, P = 0.000), 与对照

组DMSO组比较1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组

(t = 8.156, P = 0.015); LoVo细胞株中CDX2基因

的mRNA表达水平较对照组有统计学差异, 但
无时间、药物浓度依赖性(F = 5.470, P = 0.024), 
组间比较各实验组与对照组也均无统计学差

异(P >0.05); 最后通过Western blot在蛋白层面

上发现HT-29细胞株中CDX2蛋白表达水平较

对照组有统计学差异, 但无时间、药物浓度依

赖性(F = 9.700, P = 0.005), 与对照组DMSO组

比较0.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(t = 5.150, 
P = 0.036)、1.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验组(t = 
30.597, P = 0.001); LoVo细胞株中CDX2蛋白

表达水平较对照组无统计学差异, 并且也无时

间、药物浓度依赖性(F = 17.701, P = 0.001), 与
对照组DMSO组比较0.5 μmol/L 5'-Aza-CdR实验

组(t = -60.527, P = 0.000).  
本实验研究显示去甲基化药物5'-Aza-CdR

不能改变CDX2基因mRNA或CDX2蛋白表达, 
即CDX2的表达不受DNA甲基化的调控. 这与之

前的研究结果相符, 即CDX2在CRC表达沉默可

能受转录后调控因子影响[15]. 近年来的研究显示

CDX2在食管癌和胃癌中异位表达. 此时, CDX2
基因启动子发生甲基化, 并与CDX2基因mRNA
表达水平呈负相关[16-18]. 提示不同组织肿瘤中

CDX2表达有异质性, CDX2在CRC中与食管癌

和胃癌中的沉默机制不同.  
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊以

其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (《世界华人

消化杂志》编辑部)


