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甲基转移酶"
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B:-56:

对人肺癌
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细胞内抑癌基因
MCD

抑制因子
3$

"

dT_3$

%基因启动

子高甲基化的影响&方法
!

利用
H

9:;<CP<K'($3,Z#C<?

载体!通过
B:-56:

表达载体法制备
45Z8$B:-56:

&将
45Z8$B:-3

56:

转染肺癌
6)'@

细胞!采用
-83+,-

和
d<BD<KCL;?D

检测观察转染前后肺癌
6)'@

细胞
45Z8$

内
45Z8$

基因的表达改

变!并利用甲基化
+,-

!直接测序法检测
dT_3$

基因启动子甲基化水平&结果
!

构建的
45Z8$B:-56:

转染肺癌
6)'@

细胞后!

明显抑制
45Z8$

基因的表达!

O-56

表达下降
1)2

!蛋白表达下调
.%2

$同时!

dT_3$

基因启动子序列较转染前甲基化水平明

显降低&结论
!

靶向
45Z8$

的
B:-56:

可明显下调靶基因
45Z8$

的表达!并逆转
dT_3$

基因启动子高甲基化水平&
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肺癌是世界范围内发病率与病死率均居首位的恶性肿瘤#

其中非小细胞肺癌$
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&占
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(肺癌的发生是

多步骤'多因素参与的复杂的生物学过程#涉及遗传学$
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&与表观遗传 $
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&的改变+
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456

甲基化是最重要

的表观遗传修饰方式#高甲基化所致基因转录失活与胚胎发育

和肿瘤密切相关+

&

,

(表观遗传学的研究表明#肿瘤的形成往往

伴随着多种抑癌基因的启动子区域
,

H

Q

岛的异常甲基化修

饰+
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(本研究拟探讨肺癌中高表达的
456

甲基转移酶
$

$

456O<DG

F

;DKICBN<KIB<$

#

45Z8$

&对肺癌细胞内抑癌基因

dT_3$

启动子高甲基化中的作用#以便更加深入的了解肺癌内

抑癌基因启动子高甲基化的机制(
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材料与方法
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材料
!

肺癌
6)'@

细胞系由本实验室传代保存$购自美

国
68,,

&(

-+ZT3$/'*

培养基'胎牛血清'青霉素"链霉素双

抗购自
Q:L<P?

公司%

H

9:;<CP<K8Z'($3,Z#C<?b:D

购自美国

6OL:?C

公司#

7:

H

?N<PDIO:C<%***
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D:3ZUZT

培养基购自美

国
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提取试剂盒购自天根生化科技

公司#

456

硫化处理试剂盒
Uc456O<DG
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;ID:?C :̂D

购自
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3
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$美国&#

+,-

相关产品购自
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%

45Z8$

一抗购自

9ICDI,KEa

公司#辣根过氧化物酶标价
$%)

的山羊抗兔二抗购

自中山金桥生物公司#其余
d<BD<KC

相关产品购自碧云天生物

试剂公司(
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方法
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载体
45Z8$B:-56:

构建
!

使用
6"

$

6

HH
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BD<O

&公司的在线
-56:

设计软件
B:-3

56:DIK

=

<DN:C><K

#根据
Q<C<LIĈ

中人
45Z8$

基因
O-56

序列$

5Z

0

**$&1@

&#按照
8EBPG;

设计原则#选出符合条件针对

45Z8$%$CDB:-56:

(根据
H
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说明书组

成长度为
))CD

的寡核苷酸链(

B:-56:

正义链!

)e3Q68,,8

,6QQ66,Q,Q,6,8Q66688,66Q6Q6888,6Q

8Q,Q,Q 88,,8Q 68863&

%反义链!

)e36Q,886 68,

6QQ66,Q,Q,6,8Q6668,8,88Q66888,6Q8

Q,Q,Q88,,8Q6Q3&e

(该寡核苷酸链
)e

和
&e

端分别含

有
"IO!

'

与
!:C>

(

的酶切位点#

)e

端
$@CD

编码
B:-56:

正

义链即靶序列#中间
@CD

$中间部分&转录后形成茎环结构#

&e

端
$@CD

与
)e

端
$@CD

反向重复'编码
B:-56:

反义链#

&e

末端

88

为转录终止信号$图
$

&(按说明书寡核苷酸退火后形成双

链#并插入到
H

9:;<CP<K'($,Z#

的
%

个酶切点
"IO!

'

'

!:C>

(

之间转化入感受态大肠杆菌#穿刺菌液接种于
7"

固体培养

基#抽提质粒备用(

图
$
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45Z8$B:-56:

体外化学合成序列示意图
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细胞培养及转染方法
!

肺癌
6)'@

细胞用含体积分数

$*2

胎牛血清的
-+ZT$/'*

培养基#于
&1W

'体积分数为
)2

,X

%

条件下培养(转染前
$>

#取对数生长期的
6)'@

细胞配

制细胞悬液#用
*(%)2

胰蛋白酶消化细胞并计数#在含血清#

//%$

重庆医学
%*$$

年
)

月第
'*

卷第
$&

期



不含抗生素的培养基中培养
$>

(次日#用
X

H

D:3ZUZ

'

培养

基分别稀释质粒和
7:

H

?N<PDIO:C<%***

试剂#

)O:C

后将两者混

合(混合物室温保温
%*O:C

(在加入复合物前先移去培养基#

替换无血清培养基#将复合物加入细胞中(在
&1 W

'

)2

的

,X

%

中培养
'G

后加入血清(继续培养
%'

!

1%G

#隔天换培养

基#检测各指标(实验分为
&

组#对照组!只加脂质体%阴性对

照组!转染
H

9:;<CP<K'($,Z#3C?CB

H

<P:N:P

质粒$由
6OL:?C

公

司提供&%

45Z8$B:-56:

组!转染靶向
45Z8$

基因的
B:-3

56:

$

B:-56:j

脂质体
]$j%

&(

@(A(B

!

半定量
-83+,-

方法检测转染前后细胞中
45Z8$

O-56

表达情况
!

按照
8K:

H

EK<

说明书提取各组细胞总

-56

#取
&

$

=

总
-56

按照
-83+,-

试剂盒说明书进行
-83

+,-

反应(取
$

$

;P456

产物进行
+,-

反应#

45Z8$

正义链

)e38Q888,6,Q,,,6,8QQ88,8Q3&e

#反义链
)e3Q,8

Q,,888Q68Q86Q8,QQ6Q868883&e

#反应条件!

@'

W&O:C

#

@'W&*B

#

)@W&*B

#

1%W$O:C

#

1%W%O:C

#

&)

个循环#扩增产物为
)1.L

H

%内参
Q6+4!

$甘油醛磷酸脱氢

酶&正义链
)e3,QQQ666,8Q8QQ,Q8Q63&e

#反义链
)e3

,666QQ8QQ6QQ6Q8QQQ3&e

#反应条件!

@'W&O:C

#

@'W&*B

#

)/()W&*B

#

1%W$O:C

#

1%W%O:C

#

&)

个循环扩

增产物为
&$$L

H

(将
+,-

扩增产物在
%*

=

"
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琼脂糖凝胶上

进行电泳并照相#然后应用图像分析软件对条带进行灰度计

算(检测各组
45Z8$

基因
+,-

产物和与其对应的内参

Q6+4!

基因
+,-

产物的灰度值#计算出
45Z8$

"

Q6+4!

值#依据各组的比值初步估计该
45Z8B:-56:

对细胞中
453

Z8$O-56

表达量的影响(

@(A(C

!

d<BD<KCL;?D

检测有效
45Z8$B:-56:

转染后
6)'@

细胞中
45Z8$

蛋白的表达
!

转染
45Z8$B:-56:1%G

后用

*(*$O?;

"

7

磷酸盐缓冲液$

+"9

&反复冲洗细胞
&

次#离心收集

细胞#用
-T+6LENN<K

提取蛋白#用
",6

法测蛋白浓度(每个

孔上样蛋白量为
$**

$

=

#经
9493+6QU

电泳分离后#将蛋白转

移到
+#4_

膜 上(用
)2

胎 牛 血 清 $

"96

&$

8"9

#

*($2

8M<<C%%*

&封闭
$G

#加
45Z8$

多克隆抗体$

$j$***

&和

Q6+4!

抗体$

$j$***

&#

'W

孵育过夜#次日用含有吐温的三

羟甲基氨基甲烷盐溶液$

8"98

&

*($28M<<C%%*8"9

漂洗
&

次#加辣根过氧化物酶$

!-+

&标记的
)

抗$

$j%***

&室温孵育

$G

#

U,7

发光底物作用后#压片
$O:C

#曝光(

@(A(D

!

甲基化
+,-

!

使用天根
456

提取试剂盒#每孔细胞

加入
$O7

细胞裂解液充分混匀(常规方法提取细胞
456

#紫

外分光光度计检测
456

纯度及含量#将所得样品溶于少量含

有乙二胺四乙酸的三羟甲基氨基甲烷盐溶液$

8U

&中#

'W

贮

存(取
%*

$

=

456

#参照
Uc456 Z<DG

F

;ID:?CQ?;>b:D

说明

书对基因组
456

行亚硫酸氢盐修饰(以亚硫酸氢盐修饰后

456

为模板#使用甲基化扩增试剂盒分别用甲基化引物和非

甲基化引物进行
+,-

扩增#所有
+,-

扩增均使用
%)

$

7

反应

体系(

dT_3$

基因启动子区域甲基化引物为!

)e3QQQ,Q8

888688 QQQ ,Q8 683&e

$上游&与
)e3666 ,,6 6,6

68,66,Q66,3&e

$下游&(非甲基化引物为!

)e3QQQ8Q8

888688 QQQ 8Q8 683&e

$上游&和
)e3666 ,,6 6,6

68,66,666 6,3&e

$下游&

+,-

反应条件!

@)W

变性
$*

O:C

#

@'W

变性
&*B

#

/%W

退火
')B

#

1%W

延伸
/*B

#共
&.

个循

环后#

1%W

延伸
)O:C

%

+,-

扩增产物于
$)

=

"

7

琼脂糖凝胶

电泳#观察表达量(

@(A(P

!

启动子
+,-

产物测序
!

使用天根
456

提取试剂盒#

每孔细胞加入
$O7

细胞裂解液充分混匀(常规方法提取细

胞
456

#紫外分光光度计检测
456

纯度及含量#将所得样品

溶于少量
8U

中#

' W

贮存(取
%*

$

=

456

#参照
Uc456

Z<DG

F

;ID:?CQ?;>b:D

说明书对基因组
456

行亚硫酸氢盐修

饰(以亚硫酸氢盐修饰后
456

为模板#使用针对
dT_3$

启动

子
V)))

!

V$'*L

H

的引物$第
$

个
68Q

设定为
*

&!

)e3Q6Q

8Q68Q8 888 6QQ QQ8 883&e

$上游&和
)e3,,8 666

86,,666666,,86,3&e

$下游&#以及针对
dT_3$

启动子

V$/$

!

0$$.

的引物!

)e3Q86 QQ8 888 88Q Q86 888

6QQ3&

$上游&和
)e38,,6866686,666,8,8,,8,3

&e

$下游&

(

由于引物设计为了适应甲基化和未甲基化的模板#

因此使用降落
+,-

进行扩增#

+,-

条件为!

@)W

变性
$*O:C

#

@'W

变性
&*B

#

/'W

退火
')B

$每个循环降低
*()W

&#

1%W

延

伸
/*B

#共
'*

个循环(

+,-

扩增产物于
$)

=

"

7

琼脂糖凝胶电

泳#将反应产物相应大小的琼脂糖凝胶切下#使用
c

F

O?

公司

的
Q<;456K<P?J<K

F

b:D8Z

将产物送上海生工生物公司进行

测序(

,

H

Q

岛甲基化分析使用在线软件
,

H

QTB;IC>9<IKPG<K

(

@B

!

统计学方法
!

采用
9+99$&(*

统计软件进行分析#计量资

料用
0f+

表示#多组间比较采用单因素方差分析#两组间比较

采用
4

检验#

!

%

*(*)

为差异有统计学意义(

A

!

结
!!

果

A(@

!

45Z8$B:-56:

对肺癌细胞
6)'@

中
45Z8$O-56

水平的影响
!

45Z8B:-56:

转染
6)'@

细胞
1%G

后#

-83

+,-

结果显示
45Z8$O-56

表达较对照组降低
1)2

$图

%

&#而脂质体对照组和阴性对照组对
45Z8$O-56

表达没

有影响(

!!

$

!

6)'@

细胞%

%

!脂质体对照 组%

&

!阴 性 对 照 组%

'

!

45Z8

B:-56:

组(

图
%

!!

转染后
6)'@

细胞
45Z8$O-56-83+,-

检测

A(A

!

45Z8$B:-56:

对肺癌细胞
6)'@

中
45Z8$

蛋白水平

的影响
!

45Z8B:-56:

转染
6)'@

细胞
1%G

后#

d<BD<KCL;?D

结果显示
45Z8$

蛋白表达较对照组降低
.%2

$图
&

&#而脂质

体对照组和阴性对照组对
45Z8$

蛋白表达没有影响(

!!

$

!

6)'@

细胞%

%

!脂质体对照 组%

&

!阴 性 对 照 组%

'

!

45Z8

B:-56:

组(

图
&

!!

转染后
6)'@

细胞
45Z8$

蛋白
d<BD<KCL;?D

检测

A(B

!

45Z8$B:-56:

对
dT_3$

启动子甲基化的影响
!

453

Z8B:-56:

转染
6)'@

细胞
1%G

后#

dT_3$

启动子区域甲基

化水平明显降低(

Z9+

结果显示#经过
45Z8$B:-56:

处理

前后#未甲基化的
dT_3$

引物扩增出的
+,-

产物含量增加#而

1/%$

重庆医学
%*$$

年
)

月第
'*

卷第
$&

期



甲基化的
dT_3$

引物扩增出的
+,-

产物含量降低$图
'

&(通

过测序的结果显示#

45Z8$B:-56:

处理前#

dT_3$

启动子
/'

个
,

H

Q

岛中甲基化的比例占到
.$(%)2

#而
45Z8$B:-56:

处理后#

dT_3$

启动子
,

H

Q

岛中甲基化的比例明显降低为

&&(.)2

(

!!

S

!未甲基化引物扩增出的
+,-

产物%

Z

!甲基化引物扩增出的

+,-

产物(

图
'

!!

45Z8B:-56:

转染后
dT_3$

启动子

甲基化
+,-

检测

B

!

讨
!!

论

肺癌的发生是多步骤'多因素参与的复杂的生物学过程#涉

及遗传学与表观遗传学的改变(

456

甲基化是最重要的表观

遗传修饰方式#高甲基化所致抑癌基因转录失活与肿瘤密切相

关(抑癌基因
)e3,

H

Q

岛甲基化是肺癌发生发展中较频繁的早

期事件#超过
'*

种基因在
456

甲基化状态方面出现某种程度

的改变#包括
6+,

'

H

$/

'

4b+b$

'

ZQZ8

'

-699_$6

等+

)3@

,

(

dT_3$

是
dCD

信号通路上的拮抗物之一#可以阻断
dCD

的经典通路+

$*

,

(

dT_3$

基因定位于人染色体
$%

`

$'(&

#其编码

产物为
dT_3$

蛋白#在人的前列腺'肺和脑中含量丰富(近年

来的许多研究显示#人类多种肿瘤中
dT_3$

蛋白表达减少甚

至缺失#均与其启动子的甲基化关系密切+

$$3$&

,

(研究发现人

肺癌细胞内
dCD

信号途径呈异常激活#检测发现
dT_3$

基因

表达降低甚至不表达+

$'

,

(同时有研究发现#

.&2

肺癌组织中

dT_3$

蛋白表达减少#亦与其启动子的甲基化关系密切+

$)

,

#还

有研究表明抑癌基因
dT_3$

$

dCD:CG:L:D?K

F

NIPD?K3$

&启动子

高甲基化可作为
'

期
59,7,

的独立诊断标志+

$/

,

(本研究发

现#在肺癌细胞系
6)'@

中也存在着
dT_3$

启动子高甲基化#

由于
456

甲基化是靠
45Z8

来维持#而
45Z8$

又在肺癌

中高表达#因此设想
dT_3$

启动子高甲基化可能与
45Z8$

的表达有密切的关系(通过抑制肺癌细胞内
45Z8$

的表达#

可能逆转
dT_3$

启动子高甲基化状态(

-56

干扰是生物体细胞内沉默特定基因表达的一种现

象#当外源性或内源性的
>B-56

进入细胞后在相关酶的作用

下引起与其同源基因的
O-56

特异性降解#导致基因转录障

碍和表达抑制#因这一过程发生在转录后水平#故也称为转录

后基因沉默+

$1

,

(为了达到对靶基因稳定而持久的抑制效果#

本实验使用
H

9:;<CP<K'($3,Z#C<?

作为载体#构建了
45Z8$

B:-56:

#将此
45Z8$B:-56:

转染入
6)'@

细胞后#有效抑制

6)'@

细胞内
45Z8$

基因表达(同时作者检测了
6)'@

细胞

内
dT_3$

启动子的甲基化状态#发现原来高甲基化的
dT_3$

启动子出现了明显的去甲基化#甲基化的
,

H

Q

岛含量由原来

的
.$(%)2

下降到
&&(.)2

#提示
45Z8$

在维持
dT_3$

启动

子甲基化中的重要作用#下调
45Z8$

表达能逆转
dT_3$

启

动子甲基化水平(
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