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丁酸钠与 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷协同诱导 U266 细胞 p16 基因重新表达
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摘要院目的 探讨脱乙酰化酶抑制剂丁酸钠渊SB冤与去甲基化制剂 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷渊5-Aza-CdR冤联合处理经骨髓瘤

细胞系 U266 诱导高甲基化失活的 p16 基因重新表达的可能性及其对细胞生长的影响遥方法 用不同浓度药物处理

U266 细胞后测定细胞生长曲线曰流式细胞术分析细胞周期曰RT-PCR 和 Westernblotting 检测 p16 基因 mRNA 及其蛋

白的表达水平遥结果 单用 5-Aza-CdR 或 SB 均抑制细胞生长袁联合用药对细胞的抑制作用明显增强曰单用 5-Aza-CdR
或 SB 对细胞 G1 期无影响袁SB 与 5-Aza-CdR 联合作用发生显著的 G1 期阻滞曰单用 0.1 滋mol/L5-Aza-CdR 即可诱导

U266 细胞 p16 基因重新表达袁随着 5-Aza-CdR 浓度的增高袁p16 表达增加袁单用 SB 只能诱导 p16 基因的弱表达袁联合

用药明显增强 p16 基因表达遥结论 脱乙酰化酶抑制剂 SB 与去甲基化制剂 5-Aza-CdR 协同可显著诱导人骨髓瘤细胞

U266 因高甲基化失活的 p16 基因重新表达袁细胞生长受抑袁并使细胞阻滞在 G1 期遥
关键词院人骨髓瘤细胞系 U266曰p16 基因曰丁酸钠曰5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷曰基因表达曰药物协同作用
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Re-expression of p16 gene in the myeloma cell line U266 induced by synergy of sodium bu鄄
tyrate and 5-Aza-2'-deoxycytidine
DUHong-ling1,RENLi-min1,CHENHua1,ZHUYan1,QIYu 2

1Department ofHematology, 2CentralLaboratory,FirstHospitalofPekingUniversity,Beijing100034,China

Abstract: Objective Tounderstandthesynergiceffectofhistonedeacetylaseinhibitorsodiumbutyrate(SB)anddemethylat-
ingagent5-Aza-2'-deoxycytidine(5-Aza-CdR)oncellgrowthandtoexplorethepossibilityofre-expressionofthehyperme-
thylatedandsilenced p16geneinthemyelomacelllineU266. Methods U266cellswereculturedinRPMI1640inthepres-
enceofvarieddosesofSBand5-Aza-CdR, andthegrowthcurvewasobtainedbytrypan-blueexclusionassayandcellcount.
ThecellcyclewasanalyzedbyflowcytometryandtheexpressionlevelofmRNAandproteinof p16geneweredetectedby
reversetranscriptase-PCRandWesternblotting,respectively. Results Thecellgrowthwasarrestedbytreatmentwith5-Aza-CdR
aloneorSBalone. IncreasedinhibitioneffectwasshowninsynergictreratmentofSBand5-Aza-CdR. T h e G1 phaseofcell
cyclewasarrestedby5-Aza-CdRcombinedwithSB,which,however,didnotoccurwhenSBor5-Aza-CdRwasusedalone.
5-Aza-CdRaloneinducedtheexpressionofp16geneinaconcentration-dependentmanner,whereasSBaloneonlyinducedits
low-levelexpression.TheexpressionlevelofbothmRNAandproteinof p16genewasincreasedsignificantlybysynergicap-
plicationofSBand5-Aza-CdR. Conclusions Hypermethylatedandsilenced p16geneinU266celllinecanbemarkedlyreac-
tivatedbysynergictreatmentwithdemethylatingagent5-Aza-CdRandhistonedeacetylaseinhibitorSB, andthecellgrowth
canbeinhibitedandcellcyclearrestedatG1 phase.
Key words: humanmyelomacelllineU266; p16gene;sodiumbutyrate;5-Aza-2'-deoxycytidine;geneexpression;drugsynergism

参与细胞周期调控的抑癌基因 p16 因高甲基化

失活与多种肿瘤 渊包括多发性骨髓瘤等血液系统肿

瘤冤的发生密切相关咱1~4暂遥研究发现袁高甲基化所致基

因表达受抑可能受 DNA 甲基化与组蛋白脱乙酰化

两种途径的协同作用调控咱5~8暂遥为了探讨甲基化失表

达的抑癌基因能否重新表达并发挥抑制肿瘤细胞生

长的功能袁本研究采用脱乙酰化酶 渊histonedeacety-
lase, HDA冤抑制剂丁酸钠渊sodiumbutyrate, SB冤和去

甲基化制剂 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷渊5-Aza-2'-deoxycy-

tidine, 5-Aza-CdR冤联合处理骨髓瘤细胞系 U266袁观

察其诱导 p16 基因重新表达的可能性及其对细胞生

长的影响遥

1 材料和方法

1.1 药物和试剂

5-Aza-CdR 和 SB 购自 Sigma 公司遥5-Aza-CdR
用含氯化钠的磷酸缓冲液渊pH 6 . 8冤配制成贮存液袁
-70 益保存曰SB 用 dH2O 配制成贮存液袁-20 益保存遥
鼠抗人 p16 单抗及碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 IgG 均

为 SantaCruz 产品遥
1.2 细胞培养及实验分组

人骨髓瘤细胞系 U266渊ATCC 产品冤按常规培养

于含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液遥实验时细
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Group G1 S G2

Control 43.05依0.21 47.85依2.19 9.15依2.33
SB+5-Aza-CdR(0.1 滋mol/L) 54.70依3.10 36.10依4.67 7.30依5.09
SB+5-Aza-CdR(0.5 滋mol/L) 59.10依4.24 32.15依1.91 8.75依6.15
SB+5-Aza-CdR(1.0 滋mol/L) 70.25依1.91* 26.55依5.16 3.20依3.11

表 1 联合使用 5-Aza-CdR 和 SB 对 U266 细胞周期的影

响 渊%, x依s冤
Tab.1 Effect of combined application of 5-Aza-CdR

and SB on U266 cell cycle (%, Mean依SD)

*P<0.05vs Control

胞处于对数生长期袁活细胞数达 95%~100%遥
实验分为以下 4 组袁即对照组院同期培养不加药曰

5-Aza-CdR 组院加不同浓度 5-Aza-CdR渊0.1尧0.5 和 1.0
滋mol/L冤培养 3 d袁去药后继续培养 4 d曰SB 组院加 1
mmol/LSB 培养 5 d袁去药后继续培养 2 d曰联合用药

组院加 5-Aza-CdR 培养 2 d 后袁换用 SB 培养 5 d遥
1.3 细胞生长曲线测定

收集对数生长期 U266 细胞袁按 2.3伊105 个 /ml
的浓度接种袁从实验第一天开始袁锥虫蓝拒染法每天

计数活细胞数袁绘制生长曲线遥
1.4 细胞周期分析

收集培养细胞袁生理盐水洗两次袁调整细胞浓度

为 1 伊106 个 /ml袁70% 冷 乙 醇 -20 益固 定 24 h袁加

RNaseA至终浓度 1mg/ml袁37 益温育 30min袁加入

碘化丙啶至终浓度 50 滋g/ml袁1 h 内测定遥以流式细胞

仪渊Beckmancoulter冤进行细胞周期分析遥
1.5 RT-PCR 检测 p16 基因 mRNA 表达

采用用 TRIZOL 试剂渊GIbco 产品冤袁一步法提取

总 RNA袁以 OligodT 为引物逆转录袁以 p16 特异引物

进行 PCR 扩增袁以 GAPDH 为内对照遥
p16 引 物 序 列 为院5'-GCCCAACGCACCGAAT

AGT-3' 和 5'-CGATGGCCCAGCTCCTCAG-3'袁扩增

片段为 261bp遥GAPDH 引物序列为院5'-ACCACAG
TCCATGCCATCAC-3' 和 5'-TCCACCACCCTGTTG
CTGTA-3'袁扩增片段为 400bp遥反应条件院94 益变性

6 0 s袁58 益退火 6 0 s袁72 益延伸 9 0 s袁共 35 个循环遥结

果经激光密度扫描仪 渊PharmaciaLKBUltroscan冤测

定袁以 p16 与 GAPDH 光密度比值相对定量遥以正常

表达 p16 基因的白血病细胞系 KG1a 为阳性对照遥
1.6 Westernblotting 检测 p16 蛋白表达

收集约 1伊106 个细胞袁PBS 洗两次袁用 1伊SDS 凝

胶加样缓冲液裂解细胞袁100 益水浴 10min袁超声粉

碎 3 0 s袁离心去上清遥Bradford 法测蛋白浓度遥取 100
滋g 蛋白进行 SDS-PAGE 电泳遥电转移至硝酸纤维素

膜袁加鼠抗人 p16 单抗渊1颐100冤室温孵育 2 h袁碱性磷

酸酶标记的羊抗鼠 IgG渊1颐500冤室温孵育 2 h袁显色遥以

KG1a 细胞为阳性对照遥
1.7 统计学处理

全部数据采用 SPSS10.0进行统计分析遥数据以

均值依标准差表示袁采用方差分析遥

2 结果

2.1 细胞生长抑制作用

细胞生长曲线示袁单用 1 滋mol/L5-Aza-CdR 或 1
mmol/LSB 均有抑制 U266 细胞生长的作用袁与对照

组有显著差异渊P<0.05冤袁见图 1遥

0.1尧0.5 和 1.0 滋mol/L 的 5-Aza-CdR 与 1.0mmol/L
SB 联合作用 7 天后袁细胞计数分别为 渊8.57依0.20冤伊
105/ml尧渊8.20依0.12冤伊105/ml 和渊7.76依0.31冤伊105/ml袁抑

制作用增强袁与对照组有显著差异渊P<0.05冤遥
2.2 细胞周期结果

与对照组相比袁单独使用 5-Aza-CdR 或 SB 时袁
G1 期无明显改变曰联合用药组则有显著的 G1 期阻滞

渊P<0.05冤渊表 1冤遥

2.3 RT-PCR 结果

单 用 5-Aza-CdR 可 诱 导 U266 细 胞 p16 基 因

mRNA 表达袁且呈剂量依赖性曰SB 也可诱导 U266 细

胞 p16 基因 mRNA 微弱表达曰5-Aza-CdR 与 SB 联用

可见明显的协同作用渊图 2冤遥
2.4 Westernblotting 结果

单用 5-Aza-CdR 可诱导 U266 细胞 p16 蛋白表

达曰SB 也可诱导 U266 细胞 p16 蛋白微弱表达曰两药

联用可见明显的协同作用渊图 3冤遥

3 讨论

DNA 甲基化与组蛋白脱乙酰化对基因转录均有

抑制作用遥近年研究发现袁二者对基因表达的调控作

用有密切联系遥DNA 甲基化可诱导局部组蛋白脱乙

酰化袁使染色质乙酰化水平降低咱5暂袁且甲基化的序列

可募集甲基 CpG 结合蛋白渊MeCP冤与组蛋白脱乙酰

图 1 细胞生长曲线

Fig.1 Cell growth curve
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图 3 5-Aza-CdR 和 / 或 SB 诱导 p16 蛋白的表达

Fig.3 The protein expression of p16 induced by
5-Aza-CdR and/or SB

Lane1-3:0.1,0.5and1.0 滋mol/L5-Aza-CdR;Lane4-6:Com-
binationof0.1,0.5 ,1.0 滋mol/L5-Aza-CdRand1.0 滋mol/LSB; Lane
7:1.0 滋mol/LSB;Lane8:Negativecontrol;Lane9:Positivecontrol

p16

1 2 3 4 5 6 7 8 9

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 准

GAPDH
p16

图 2 5-Aza-CdR 和 / 或 SB 诱导 p16 基因 mRNA 的表达

Fig.2 mRNA expression of p16 gene induced by
5-Aza-CdR and/or SB

M:Marker;Lane1:Negativecontrol;Lane2:Positivecontrol;
Lane3:1.0 滋mol/LSB渊p16/GAPDH:0.15冤;Lane4-6:0.1,0.5
and1.0 滋mol/L5-Aza-CdR; Lane7-9:Combinationof0.1,0.5,

1.0 滋mol/L5-Aza-CdRand1.0mmol/lSB; 准:Blankcontrol

化酶渊HDA冤复合物渊MeCP-HDA冤袁发挥对基因表达

的抑制作用咱6~8暂遥
抑癌基因高甲基化失活与多种肿瘤密切相关袁那

么袁失活的抑癌基因能否通过去甲基化制剂或 / 和

HDA 抑制剂的作用重新表达钥本实验选用 p16 基因

高甲基化失表达的 U266 细胞为研究对象咱9袁10暂袁观察

了 SB 与 5-Aza-CdR 对 U266 细胞生长和细胞周期的

影响以及诱导 p16 基因重新表达的可能性遥
HDA 抑制剂 SB 是丁酸类化合物袁丁酸及其衍

生物在体外可抑制肿瘤细胞增殖及诱导分化咱11暂遥本研

究发现袁单用 SB 可诱导 U266 细胞重新表达 p16 基

因袁但不及去甲基化制剂 5-Aza-CdR 的作用强遥当

SB 浓度增至 5 mmol/L 时袁p16 表达并未见显著增

高遥低浓度去甲基化制剂 5-Aza-CdR 即可诱导 U266
细胞重新表达 p16 基因遥两药联用则使 p16 基因表达

显著高于各单独用药组袁且其水平接近能正常表达

p16 基因的 KG1a 细胞的表达水平遥HDA 抑制剂对去

甲基化制剂的这种协同作用提示 HDA 可能也参与

了甲基化抑制 p16 基因表达的过程遥组蛋白脱乙酰化

可通过改变染色质结构参与基因表达的调控袁抑制肿

瘤细胞增殖袁诱导分化咱12~15暂遥但曾有文献报道 HDA 抑

制剂 TSA 不能上调高甲基化的 MLH1尧TIMP3 等基

因的表达咱16暂袁
本研究以对 SB 的观察又一次证明袁通过改变组

蛋白乙酰化状态袁进而开放染色质结构可能不是高甲

基化失表达基因重新表达的主要途径遥SB 与 5-Aza-
CdR 的协同作用提示袁HDA 参与对 p16 基因的抑制

可能是通过与高甲基化有关的途径袁即去甲基化制剂

改变基因的高甲基化状态袁影响 MeCP-HDA 在启动

子区的结合遥HDA 抑制剂则作用于 MeCP-HDA 复

合物袁抑制其活性袁从而恢复基因表达咱17~19暂遥5-Aza-CdR
可诱导 p16 基因表达袁SB 虽仅能诱导 p16 的弱表达袁
但它能加强 5-Aza-CdR 的作用袁提示更有效恢复 p16
基因的表达需要两类药物的联合作用遥p16 基因可有

效调控细胞周期袁抑制肿瘤生长袁与细胞周期素 D
渊cyclin D冤竞争结合 CDK4袁抑制后者的活性袁阻止细

胞从 G1 期进入 S 期袁从而抑制细胞增殖遥
本研究对各用药组细胞的生长情况及细胞周

期的观察结果显示袁单用 SB 可抑制细胞生长袁但较

5-Aza-CdR 组作用弱袁对细胞周期无明显阻滞遥单用

5-Aza-CdR 有生长抑制作用袁但即使在高浓度时也未

见明显 G1 期阻滞袁这与文献报道一致咱20暂遥而联合使用

SB 后袁抑制细胞生长的作用增强袁发生 G1 期阻滞袁且

这种阻滞与 p16 表达量有关遥结果提示 U266 细胞中

p16 表达到一定水平时袁才能发挥其对细胞周期的调

控作用遥
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消化道吻合器在食管胃超胸顶吻合中的作用

俞星火渊河南省新乡市第二人民医院心胸外科袁河南 新乡 453002冤

摘要院目的 总结分析机械吻合用于食管胃胸内超胸顶吻合的临床意义遥方法 使用管状吻合器对 98 例食管癌行食管胃

超胸顶吻合遥结果 所有病例吻合均一次完成袁无手术死亡袁亦无吻合口漏及喉返神经胸导管损伤袁吻合口狭窄发生率为

2.04%渊2/98冤袁切除端癌残留率 1.02%(1/98)遥结论 胸内食管胃超胸顶机械吻合术可扩大食管癌切除范围袁近似颈部吻

合袁吻合简便尧省时尧可靠尧安全遥
关键词院食管癌 / 外科学曰吻合器

中图分类号院R608 文献标识码院B 文章编号院1000-2588渊2002冤11-0984-02

Application of digestive tract anastomotic device in super-cupula pleurae anastomosis of the
esophagus and stomach
YUXing-huo
DepatmentofCardio-thoracicSurgery,SecondPeople'sHospitalofXinxiang,Xinxiang453002,China

Abstract: Objective Toevaluatetheclinicalvalueofmechanicalanastomosisinsuper-cupulapleuraeanastomosis(usingme-
chanicalanastomosisconnectingesophagusandstomachabovethediaphragm) oftheesophagusandstomachwithinthetho-
raciccavity. Method Atotalof98casesofesophagealcarcinomaweretreatedsurgicallybysuper-cupulapleuraeanastomosis
oftheesophagusandstomachbyanastomotictube.Result Allanastomoseswerecompletedinsingleattemptwithoutmortali-
tyamongthepatients, whodidnotshowsignsoffistulaofanastomosisorinjurytorecurrentlaryngealnerveandductustho-
racicus.Theincidenceofanastomosisstricturewas2.04%(2/98),withtumorremnantrateoftheresectedendof1.02%(1/98).
Conclusion Mechanicalesophagusandstomachanastomosisofsuper-cupulapleuraeinthethoracic cavitycanexpandthe
scopeeligibleforresectioninesophagealcarcinoma,resemblingneckanastomosisthatissimple,quick,dependableandsafe.
Key words: anastomat;carcinoma,theesophagus;surgicalresection

自 1996 年 6 月至 2000 年 6 月我们应用国产 GF-1 型管

状消化道吻合器渊下简称吻合器冤对 98 例食管癌患者行食管胃
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