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·实验研究·

５ＡｚａＣｄＲ对乳腺癌细胞增殖及 Ｍａｓｐｉｎ
基因表达的影响

张 波　刘科　陈剑英　王国斌

　　【摘要】　目的　研究 ５氮２’脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ
４３５Ｓ细胞增殖及抑癌基因 Ｍａｓｐｉｎ表达的影响。方法　用特异性甲基转移酶抑
制剂５ＡｚａＣｄＲ处理乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ８ｄ后，采用四唑盐（ＭＴＴ）比
色法观察细胞在药物处理前后的生长活性，应用流式细胞仪进行细胞周期的检

测，ＲＴＰＣＲ检测细胞处理前后 ＭａｓｐｉｎｍＲＮＡ的表达。结果　５μｍｏｌ／Ｌ５Ａｚａ
ＣｄＲ处理乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ８ｄ后，与对照组比较能明显抑制肿瘤细
胞的生长。流式细胞仪检测发现５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用７２ｈ后可导致 ＭＤＡ
ＭＢ４３５Ｓ细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞，减少进入有丝分裂期的细胞百分比。ＲＴＰＣＲ显示
ＭａｓｐｉｎｍＲＮＡ在５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用７２ｈ后重新表达。结论　在人乳腺癌
ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞中，Ｍａｓｐｉｎ基因可能因高甲基化而导致转录失活，经特异性甲
基转移酶抑制剂５ＡｚａＣｄＲ处理可使 Ｍａｓｐｉｎ基因重新表达，后者能导致该肿瘤
细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞，并抑制细胞生长。
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　　乳腺癌的发病率在逐年升高。早期诊断和早期治疗是提高无病生存率的关
键。癌基因的激活和抑癌基因的失活是肿瘤形成和进展的关键机制。抑癌基因

失活的主要方式有基因的突变、缺失和启动子区域的高甲基化等［１，２］。５氮２’
脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）是一种ＤＮＡ甲基转移酶的抑制剂。它通过去甲基化作用
能使多种ＣｐＧ岛过甲基化的抑癌基因重新表达，而恢复抑癌功能［３］。Ｍａｓｐｉｎ基
因是近十年发现的抑癌基因，对乳腺癌细胞的生长具有明显的抑制作用［４］。本
研究通过５ＡｚａＣｄＲ处理人乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ，分析肿瘤细胞的生物
学改变，以探讨乳腺癌治疗的新靶点。

１　材料与方法
１．１　细胞培养和药物处理
　　ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞培养于含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／ｍｌ链霉
素的ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）。５ＡｚａＣｄＲ（Ｓｉｇｍａ公司）配制成０．２５ｍｇ／ｍｌ
（１．１ｍｍｏｌ／Ｌ）的储存液，在培养基中稀释成终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ的工作液。
１．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性
　　以每孔１×１０３个细胞接种于９６孔板，各组设６个复孔。对照组细胞以常规
ＲＰＭＩ１６４０培养，药物处理组以含有５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ的ＲＰＭＩ１６４０培养。待
细胞贴壁后，每隔２４ｈ测量１次。每孔加入质量浓度５ｇ／Ｌ的ＭＴＴ２０μｌ，置培养
箱内温育４ｈ，小心吸去培养基，加入１５０μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），３７℃水平摇床
振摇１５ｍｉｎ，待晶体充分溶解后，置全自动酶标仪于４９０ｎｍ波长处读取吸光度
（ＯＤ）。细胞增殖能力以平均ＯＤ值分析，以ＯＤ值为纵坐标，时间（ｄ）为横坐标，
绘制生长曲线。细胞生长抑制率％ ＝（１－实验组平均 ＯＤ值／对照组平均 ＯＤ
值）×１００％。以抑制率％为纵坐标，时间（ｄ）为横坐标，绘制抑制率曲线。
１．３　细胞周期的检测
　　５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ处理的细胞及对照组细胞均以１×１０６个接种于８个
６０ｍｍ培养皿中，每２４ｈ用胰蛋白酶消化分别收集对照组和处理组细胞，ＰＢＳ洗
涤细胞２次，７０％乙醇固定。细胞检测前离心弃乙醇，置于ＰＩ溶液（含１．５ｍｇ／ｍｌ
碘化丙锭，１０ｍｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ）３７℃避光染色３ｈ，以流式细胞仪（ＢＤ公司）进行
细胞周期检测。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｍａｓｐｉｎ基因的表达
　　细胞总ＲＮＡ的提取参照 ＲＮＡｉｓｏ试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司）操作。１０μｌ逆转录
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反应体系含５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１０ＵＲＮａｓｅ抑制剂，２．５ＵＡＭＶ逆
转录酶，２５ｐｍｏｌ随机引物及样本 ＲＮＡ。逆转录反应条件：３０℃ １０ｍｉｎ，４２℃
３０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ。５０μｌＰＣＲ反应体系含１．２５ＵＴａｑ酶，特异性上下游引物各
２５ｐｍｏｌ。Ｍａｓｐｉｎ基因 ＰＣＲ反应条件：９５℃ １５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５９℃ １ｍｉｎ，
７２℃ １ｍｉｎ，５个循环；再将退火温度降至 ５７℃进行 ３２个循环。扩增产物于
２．５％琼脂糖凝胶电泳分离。目的基因 ｍａｓｐｉｎ及内对照 βａｃｔｉｎ的引物由
Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件自行设计，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。引物序列如下：ｍａｓｐｉｎ５′
ＧＣＴＴＴＴＧＣＣＧＴＴＧＡＴＣＴＧＴＴＣ３′，５′ＧＡＴＣＴＧＡＣＣＴＴＴＣＧＴＴＴＣＴＴＣＣＡ３′，产物片段
长度３６９ｂｐ。βａｃｔｉｎ５′ＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣＡ３′，５′ＣＧＧＡＣＴＣＧＴ
ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴ３′，产物片段长度２７２ｂｐ［５］。
１．５　统计学处理
　　多样本均数比较采用单因素方差分析，ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行处理，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ处理前后ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞生长曲线和抑制率曲线
　　图１的生长曲线显示５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ处理后４ｄ内，与对照组比较细胞
生长速度无显著性差异（Ｐ＞００５），而从第５天开始５ＡｚａＣｄＲ明显抑制了细胞
的生长。图 ２的细胞抑制率曲线显示第 ５～８天的抑制率分别为３５．４２％、
４７．１４％、６０．５３％和７１．２９％（Ｐ＜００５）。

图１　５ＡｚａＣｄＲ处理乳腺癌ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞前后的生长曲线

图２　５ＡｚａＣｄＲ处理乳腺癌ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞后的生长抑制率曲线
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２．２　５ＡｚａＣｄＲ对ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞周期的影响
　　５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ处理２４、３２和７２ｈ后，ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞处于 Ｇ０／Ｇ１
期的细胞百分比分别为 ５３．１９％、５０．５０％和 ５１．５６％，对照组为６７．３４％；处于
Ｇ２／Ｍ期的细胞百分比分别为２６．３２％、３６．５８％和３３．７２％，对照组为２１．７１％，即
细胞周期出现了Ｇ２／Ｍ期的阻滞（图３）。

图３　５ＡｚａＣｄＲ处理乳腺癌ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞２４～７２ｈ后细胞周期变化

２．３　ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞ｍａｓｐｉｎｍＲＮＡ的表达
　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示：对照组细胞 ｍａｓｐｉｎ基因的 ｍＲＮＡ表达很弱，而
５μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ作用７２ｈ后ｍａｓｐｉｎ基因的ｍＲＮＡ表达明显增强，即５ＡｚａＣｄＲ
诱导了ｍａｓｐｉｎ基因的重新表达；βａｃｔｉｎ的表达水平在５ＡｚａＣｄＲ作用前后无显著
改变（图４）。

Ｍ：标记条带；ａ：对照；ｂ：５ＡｚａＣｄＲ

图４　５ＡｚａＣｄＲ处理乳腺癌ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞７２ｈ后Ｍａｓｐｉｎ基因的表达

３　讨论
　　乳腺癌和其他恶性肿瘤一样，其发生和发展是一个多基因、多步骤的过程。
恶性肿瘤的生物学特征主要表现为浸润性生长和转移，其发生机制在于细胞内部

基因结构和功能发生了异常改变，即由遗传基因缺陷以及表观遗传改变而引起

的［６，７］。表观遗传通过 ＤＮＡ自身化学修饰方式从转录水平影响基因表达，但不
存在ＤＮＡ序列改变的遗传改变。ＤＮＡ甲基化是表观遗传修饰的重要方面，这种
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修饰反应主要发生在 ＣｐＧ二核苷酸的胞嘧啶。ＣｐＧ岛是以非甲基化形式存在
的，而启动子非甲基化状态是相关基因特别是肿瘤抑制基因转录的先决条件，当

这些启动子区域的ＣｐＧ岛被异常甲基化或发生了新的甲基化时，可导致稳定遗
传基因的转录沉默［８，９］。因此，ＤＮＡ甲基化在基因表达调控、细胞增殖、分化、发
育和基因组印迹等方面起着重要的作用。幸运的是，这种异常的甲基化可以通过

ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂（５ＡｚａＣｄＲ）来逆转。
　　Ｍａｓｐｉｎ基因是一种丝氨酸家族蛋白酶抑制剂。它可以抑制乳腺癌细胞的迁
徙、侵犯和转移，被认为是抑癌基因。在乳腺癌患者中ｍａｓｐｉｎ基因常常表达缺失，
并表现为肿瘤细胞侵袭能力增强和转移扩散，同时研究发现该基因的表达缺失与基

因重排和丢失无关，而与该基因启动子区域异常甲基化有关［１０－１２］。

　　本研究结果显示：人乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ中ｍａｓｐｉｎ基因ｍＲＮＡ的表
达非常微弱，而经过５ＡｚａＣｄＲ处理后的细胞 ｍａｓｐｉｎ基因 ｍＲＮＡ的表达显著增
强，提示在乳腺癌细胞中ｍａｓｐｉｎ的表达减弱可能是由于启动子区域的 ＣｐＧ岛高
甲基化所致。５ＡｚａＣｄＲ是一种脱氧胞苷类似物，在ＤＮＡ复制过程中与 ＤＮＡ分
子相结合，并与ＤＮＡ甲基转移酶１（ＤＮＭＴ１）形成共价复合物，抑制该酶的甲基转
移活性，生成低甲基化子链，从而实现去甲基化功能。本研究发现，ＭＤＡＭＢ
４３５Ｓ细胞经５ＡｚａＣｄＲ处理后细胞的增殖明显受到抑制，其抑制率自第５天后从
３５．４２％增至７１．２９％，说明５ＡｚａＣｄＲ有明显的抑制肿瘤细胞增殖的作用。由于
５ＡｚａＣｄＲ可通过去甲基化作用使一些因启动子区域高甲基化沉默的基因重新
表达，使一些肿瘤抑制基因的功能得以恢复，因此本研究检测了一些乳腺癌相关

肿瘤抑制基因。结果显示只有ｍａｓｐｉｎ基因ｍＲＮＡ的表达在药物作用前后差异明
显，说明５ＡｚａＣｄＲ抑制ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞的增殖作用与ｍａｓｐｉｎ基因的功能恢
复密切相关。

　　ＭＤＡＭＢ４３５Ｓ细胞是一种转移性乳腺癌建立的细胞系。其恶性程度相当高，
细胞形态已失去上皮细胞特征。如果能有效的控制该细胞的生长，对于研究乳腺癌

转移的机制、控制乳腺癌的转移具有重要意义。Ｍａｓｐｉｎ基因的功能失活与启动子
区域高甲基化相关，而５ＡｚａＣｄＲ可以逆转高甲基化状态并恢复该基因的功能，这
将为转移性乳腺癌提供新的生物学标志和治疗的靶点。值得讨论的是，ｍａｓｐｉｎ基
因的作用机制是否与其他癌基因和／或抑癌基因存在相互作用关系还不十分清楚，
有待于进一步研究［１３，１４］。

　　总之，抑癌基因启动子 ＤＮＡ高甲基化沉默是其功能失活的表观遗传机制。
ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂５ＡｚａＣｄＲ能够有效的逆转 ＤＮＡ高甲基化沉默的抑癌
基因重新表达。这为乳腺癌的诊断和治疗提供了新的途径［１５］。
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