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  [摘要] 目的 探讨甲基胞嘧啶双加氧酶2(TET2)抑制剂衣康酸对乳腺癌细胞株MDA-MB-231增殖、迁
移的影响及机制。方法 人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231分别采用二甲基亚砜(DMSO)和1、5

 

μmol/L衣康酸

处理24
 

h,流式细胞术检测细胞凋亡确定可用的衣康酸浓度,免疫荧光实验检测衣康酸对细胞5-羟甲基胞嘧啶

(5hmC)表达水平的抑制作用,细胞计数、MTS检测衣康酸对细胞增殖和活性的影响,Transwell实验检测衣康

酸对细胞迁移能力的影响,甲基化特异性实时荧光定量PCR(qPCR)检测衣康酸处理对细胞增殖、迁移相关基

因启动子区甲基化的影响,qPCR检测衣康酸对细胞增殖、迁移相关基因表达的影响。结果 5
 

μmol/L衣康酸

处理细胞对细胞凋亡均无明显影响,且可抑制5hmC表达水平(P<0.05)。细胞计数和 MTS结果表明,衣康

酸促进细胞增殖(增加约58%,P<0.05),增强细胞活性(增加约42%,P<0.05);Transwell实验结果表明,衣

康酸增强细胞迁移(增加约55%,P<0.05)。甲基化特异性qPCR结果表明,衣康酸处理明显促进p21和

PTEN启动子甲基化(P<0.05)。qPCR结果表明,衣康酸明显抑制p21和PTEN表达水平(P<0.05)。结论 
衣康酸通过抑制p21和PTEN的5hmC水平降低其表达,促进 MDA-MB-231乳腺癌细胞的增殖、迁移。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

and
 

mechanism
 

of
 

TET2
 

inhibitor
 

itaconate
 

in
 

prolifer-
ation

 

and
 

migration
 

of
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

MDA-MB-231.Methods The
 

MDA-MB-231
 

cells
 

were
 

treated
 

for
 

24
 

h
 

with
 

dimethyl
 

sulfoxide
 

(DMSO)
 

and
 

1,5
 

μmol/L
 

itaconate
 

respectively.The
 

cellular
 

apoptosis
 

was
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry
 

to
 

determine
 

the
 

available
 

itaconic
 

acid
 

concentration.The
 

immunofluorescence
 

was
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

inhibiting
 

effect
 

of
 

itaconate
 

on
 

hydroxymethylcytosine
 

(5hmC)
 

expression
 

level.The
 

cell
 

counting
 

and
 

MTS
 

were
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

effect
 

of
 

itaconate
 

on
 

cell
 

proliferation
 

and
 

activity.The
 

Transwell
 

experiment
 

was
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

effect
 

of
 

itaconate
 

on
 

cell
 

transfer
 

ability.
The

 

methylation-specific
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

ita-
conic

 

acid
 

treatment
 

on
 

the
 

methylation
 

of
 

promoter
 

regions
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

cell
 

proliferation
 

and
 

migra-
tion.qPCR

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

itaconate
 

on
 

the
 

cellular
 

proliferation,migration
 

related
 

genes
 

ex-
pression.Results 5

 

μmol/L
 

itaconate
 

treating
 

the
 

cells
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

cellular
 

apoptosis,mo-
reover

 

could
 

inhibit
 

5hmC
 

expression
 

level.The
 

cell
 

count
 

and
 

MTS
 

results
 

showed
 

that
 

itaconate
 

could
 

pro-
mote

 

the
 

cell
 

proliferation
 

(increase
 

by
 

about
 

58%,P<0.05)
 

and
 

increase
 

the
 

cell
 

activity
 

(increase
 

by
 

42%,
P<0.05).The

 

Transwell
 

experiment
 

results
 

showed
 

that
 

itaconate
 

increased
 

the
 

cell
 

migration
 

(increase
 

by
 

55%,P<0.05).The
 

methylation-specific
 

qPCR
 

showed
 

that
 

the
 

itaconate
 

treatment
 

significantly
 

promoted
  

the
 

methyaltion
 

of
 

the
 

promoters
 

p21
 

and
 

PTEN.The
 

qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

itaconate
 

significantly
 

inhibi-
ted

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p21
 

and
 

PTEN
 

(P<0.05).Conclusion Itaconate
 

promotes
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

through
 

inhibiting
  

5hmC
 

level
 

of
 

p21
 

and
 

PTEN
 

and
 

decrease
 

its
 

expression.
[Key

 

words] breast
 

cancer;itaconate;DNA
 

methylation;proliferation;migration;5hmC

6652 重庆医学2024年9月第53卷第17期



  乳腺癌是女性群体中最常见的肿瘤。研究指出,
中国女性乳腺癌发病率及病死率呈逐年上升趋势[1]。
同时,乳腺癌也是美国女性中最常见的恶性肿瘤,且
病死率高居所有癌症的第二位[2]。遗传、激素水平异

常及抽烟酗酒等不健康的生活方式是其重要的致病

因素[3]。目前,临床主要通过放疗、化疗结合手术治

疗乳腺癌,但仍存在治疗无效的难题[4]。进一步阐明

乳腺癌发生、发展机制,找到新治疗靶点和药物,是解

决上述问题的关键。
表观遗传是在不改变 DNA 序列的前提下,对

DNA及其周围的组蛋白进行化学基团修饰,从而改

变基因表达。DNA甲基化/羟甲基化、组蛋白修饰、
非编码RNA调控等方式会对基因表达和功能进行调

控[5],从而影响肿瘤的发生、发展。DNA甲基化/羟

甲基化作为表观遗传学修饰的主要机制之一,已成为

表观遗传修饰研究领域的热点问题。5-羟甲基胞嘧啶

(5hmC)是一种新兴且稳定的表观遗传学标志物[6],
它不但是DNA去甲基化的中间产物,也与基因表达

的抑制相关,同时在很多生物学行为和个体生长发育

当中发挥重要作用[7],因此得到广大研究者的重视,
并已经在肿瘤检测中得到初步应用[8]。

研究表明,表观遗传与乳腺癌发生、发展密切相

关[9-10],而DNA的甲基化与乳腺癌发生、发展的关系

更受到广泛关注[11-12]。已知 DNA甲基转移酶 DN-
MT1主要介导DNA甲基化[13],而甲基胞嘧啶双加

氧酶2(TET2)则介导其去甲基化[14]。大多数情况

下,TET2 能 够 通 过 将 DNA 上 的 5-甲 基 胞 嘧 啶

(5mC)转化为5hmC从而介导DNA的去甲基化[15],
从而在转录水平上调控基因表达。然而,TET2突变

或被抑制而导致其丧失去甲基化活性,被认为是某些

肿瘤形成的起始步骤[16]。
有关研究指出,巨噬细胞特异性代谢产物衣康酸

通过与TET2竞争结合α-酮戊二酸抑制TET2,从而

调控细胞的DNA甲基化、基因表达和功能[17]。体外

细胞和体内动物实验表明,衣康酸可以通过抑制

TET2的酶活性降低巨噬细胞和炎症小鼠的炎症反

应[18],从而减弱对细胞和炎症小鼠的损伤。考虑巨噬

细胞是乳腺癌肿瘤微环境的重要组分[19],而衣康酸对

乳腺癌细胞的影响还罕有报道,因此阐明衣康酸对乳

腺癌细胞的影响有可能揭示肿瘤免疫微环境促进肿

瘤进展的新机制,从而为乳腺癌治疗提供新靶点[20]。
已知乳腺癌中抑癌基因p21和PTEN的甲基化和表达

降低与乳腺癌发生、发展有关[21-22]。因此,本研究旨在

探讨DNA去甲基化酶TET2抑制剂衣康酸对乳腺癌

细胞增殖和迁移的影响及相关机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231购自上海瑞鹿生

物技术有限公司。MTS检测试剂盒购自上海尚宝生

物科技有限公司,DMEM和胎牛血清购自美国Gibco
公司,0.25%胰酶细胞消化液购自上海碧云天生物技

术有限公司,衣康酸购自美国 MCE公司,凋亡检测试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司,DNA纯化

试剂盒购自中国北京天根生化科技有限公司,兔抗人

5hmC抗体购自美国Abcam公司,驴抗兔免疫荧光二

抗购自武汉三鹰生物技术有限公司,RNA逆转录试

剂盒和实时荧光定量PCR(qPCR)试剂盒购自北京全

式金生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

DMEM完全培养基(含10%血清及1%青链霉素)
用于MDA-MB-231细胞培养,37

 

℃、5%
 

CO2 恒温孵箱

培养。细胞密度达到90%以上传代,磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤细胞3次,0.25%胰酶消化30
 

s并用完全培

养基终止消化,移液枪轻轻吹打混匀后传至培养瓶。

1.2.2 细胞处理及分组

待传代细胞密度达80%后换为基础培养基,分别

进行二甲基亚砜(DMSO)和衣康酸处理,加入相应试

剂处理24
 

h,收集细胞进行免疫荧光染色。4%多聚

甲醛溶液室温固定细胞15
 

min,1×PBS洗涤细胞3
次,-20

 

℃预冷甲醇透膜处理15
 

min,1×PBS洗涤

细胞3次,1.5
 

mol/L
 

HCl溶液变性处理1
 

h后,1×
PBS洗涤细胞3次,1%

 

BSA室温封闭1
 

h。1∶400
稀释5hmC抗体,4

 

℃过夜孵育,1×PBS洗涤细胞3
次,1∶200稀释二抗并室温孵育2

 

h。1×PBS洗涤细

胞3次,DAPI封片剂封片拍照。

1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡

接种细胞后24
 

h向培养液添加不同浓度衣康酸,

37
 

℃培养48
 

h后消化细胞,取1×105 个细胞离心弃

上清液,加入1×PBS洗涤,按照凋亡检测试剂盒说明

进行染色并上机检测。

1.2.4 细胞增殖计数

消化细胞后,用DMSO和衣康酸处理细胞,每孔

接种2×105 个细胞,24
 

h后消化细胞,用血球计数板

在显微镜下对细胞进行计数。

1.2.5 MTS检测细胞活性

消化细胞并计数,按每孔5×104 的细胞数进行

铺板和处理,37
 

℃培养48
 

h并加入20
 

μL
 

MTS试

剂,继续培养2
 

h后,酶标仪检测上清液在490
 

nm的

吸光度。

1.2.6 Transwell实验检测细胞迁移

把细胞均匀接种在6孔板,24
 

h后基础培养基饥

饿细胞过夜并进行相应处理。37
 

℃培养48
 

h,消化细

胞并离心,200
 

μL无血清DMEM 重悬细胞。在放置
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Transwell小室的孔板中加入500
 

μL完全培养基,小
室置于孔板中,将处理好的细胞以2×104 接种,37

 

℃
孵育4

 

h。取出小室,1×PBS洗涤3次,4%多聚甲醛

溶液中固定30
 

min,棉签去除上层残留细胞,DAPI染

色后用倒置荧光显微镜拍照计数。
1.2.7 细胞总RNA抽提及qPCR

细胞进行相应处理后,用1×PBS洗涤细胞,加入

1
 

mL
 

TRIzol试剂裂解细胞。13
 

000
 

r/min离心15
 

min,取 透 明 层 并 加 入 等 体 积 异 丙 醇 沉 淀 RNA。
13

 

000
 

r/min离心5
 

min后,75%乙醇洗涤沉淀2次,
弃上清液,风干后加入ddH2O重悬 RNA并检测浓

度。使用逆转录试剂盒和qPCR试剂进行逆转录和

qPCR检测:GAPDH 正向3'-GTC
 

TCC
 

TCT
 

GAC
 

TTC
 

AAC
 

AGC
 

G-5',反向3'-ACC
 

ACC
 

CTG
 

TTG
 

CTG
 

TAG
 

CCA
 

A-5';p21正向3'-AGG
 

TGG
 

ACC
 

TGG
 

AGA
 

CTC
 

TCA
 

G-5',反向3'-AGG
 

TGG
 

ACC
 

TGG
 

AGA
 

CTC
 

TCA
 

G-5';PTEN 正 向 3'-TGA
 

GTT
 

CCC
 

TCA
 

GCC
 

GTT
 

ACC
 

T-5',反向3'-GAG
 

GTT
 

TCC
 

TCT
 

GGT
 

CCT
 

GGT
 

A-5'。
1.2.8 细胞DNA的重亚硫酸钠处理及qPCR

0.2
 

mol/L
 

NaOH溶液在37
 

℃处理1
 

μg基因组

DNA
 

8~10
 

min,然后加入10
 

mmol/L对苯二酚和3
 

mol/L的重亚硫酸钠(pH
 

5.0)并混匀,50
 

℃孵育16
 

h,DNA纯化试剂盒纯化所得DNA,取2~4
 

μL
 

DNA
进行PCR扩增分析。启动子甲基化引物序列:p21正

向3'-TTG
 

GGC
 

GCG
 

GAT
 

TCG
 

TC-5',反 向3'-
CTA

 

AAC
 

CGC
 

CGA
 

CCC
 

GA-5';PTEN 正向3'-
TTC

 

GTT
 

CGT
 

CGT
 

CGT
 

CGT
 

ATT
 

T-5',反向3'-
GCC

 

GCT
 

TAA
 

CTC
 

TAA
 

ACC
 

GCA
 

ACC
 

G-5'。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 5
 

μmol/L以 内 的 衣 康 酸 对 细 胞 凋 亡 无 明 显

影响

DMSO、1
 

μmol/L衣康酸和5
 

μmol/L衣康酸处

理细胞对细胞凋亡均无明显影响,见图1。说明5
 

μmol/L衣康酸处理细胞安全,后续使用5
 

μmol/L衣

康酸进行研究。
2.2 衣康酸可明显降低乳腺癌细胞5hmC水平

5
 

μmol/L衣康酸处理细胞24
 

h能明显降低细胞

5hmC水平,5
 

μmol/L衣康酸荧光强度低于DMSO,
差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

图1  流式细胞术检测结果

  A:免疫荧光检测结果(40×);B:荧光强度比较;a:P<0.05。

图2  免疫荧光检测结果

2.3 5hmC促进乳腺癌细胞增殖 5
 

μmol/L衣康酸处理细胞后,细胞数目增加约
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58%,细胞活性增加约42%,二者均高于DMSO,差
异有统计学意义(P<0.05),见图3。
2.4 衣康酸促进乳腺癌细胞迁移

5
 

μmol/L衣康酸处理细胞48
 

h后,细胞迁移率

增加约55%,高于DMSO,差异有统计学意义(P<
0.05),见图4。
2.5 衣康酸抑制乳腺细胞p21和PTEN启动子去甲

基化并抑制其表达

5
 

μmol/L 衣 康 酸 明 显 促 进 抑 癌 基 因 p21 和

PTEN启动子甲基化,并抑制p21和PTEN表达水

平,差异有统计学意义(P<0.05),见图5。

  A:细胞计数比较;B:细胞活性比较;a:P<0.05。

图3  细胞计数和 MTS细胞活性检测结果

  A:Transwell实验检测结果(10×);B:细胞迁移率比较;a:P<0.05。

图4  Transwell实验检测细胞迁移结果

  A:启动子甲基化qPCR结果;B:qPCR检测结果;a:P<0.05。
图5  qPCR实验结果

3 讨  论

DNA甲基化是一类非常重要的表观遗传学修
饰。通过甲基化启动子区CpG岛上的胞嘧啶实现抑
制目的基因表达的目的,与众多生理和病理过程有
关。DNA甲基转移酶是机体催化DNA甲基化的主
要酶类,通过将S-腺苷-L-甲硫氨酸上的甲基基团催

化转移至甲基化底物实现对 DNA 的 甲 基 化。与

DNA甲基转移酶作用相反,TET2是介导DNA去甲
基化的主要酶。通过催化甲基化胞嘧啶向羟甲基化
胞嘧啶的转化,接着再进行相关转化后可实现DNA
的去甲基化。已知DNA甲基化与乳腺癌发生、发展

密切相关,而作为重要的DNA去甲基化酶,TET2在
乳腺癌中的作用已有相关报道。最近,CHEN等[17]

研究报道了巨噬细胞的天然代谢产物衣康酸是TET2
的天然抑制剂,而巨噬细胞又是组成乳腺癌细胞抑制

性肿瘤微环境的重要细胞,因此,阐明衣康酸对乳腺

癌细胞的影响和机制,对于后续衣康酸是否影响及如

何介导肿瘤微环境对乳腺癌细胞的调控具有重要

意义。
为研究衣康酸对乳腺癌细胞的作用,本研究分别

检测了衣康酸对乳腺癌细胞增殖和迁移的影响及其

机制,并证明衣康酸可以促进乳腺癌细胞的增殖和迁

移,其机制与p21和PTEN启动子甲基化增加和表达

降低有关。
p21和PTEN是重要的肿瘤抑制蛋白,其启动子

甲基化异常与乳腺癌的发生、发展密切相关。研究指

出,PSMD2(一种细胞周期网络中心的蛋白酶体亚基

编码基因)直接和p21蛋白相互作用并使其蛋白酶体

降解,从而促进乳腺癌细胞增殖[23]。PTEN除了与乳

腺癌细胞增殖、凋亡有关,还可调控其迁移[24]。本研究

发现,通过靶向抑制DNA去甲基化酶TET2能明显促

进p21和PTEN基因的启动子甲基化,从而抑制其表

达,使肿瘤细胞增殖和迁移。考虑衣康酸是巨噬细胞的

特异性代谢产物,而巨噬细胞是乳腺癌肿瘤微环境的重

要细胞,因此,肿瘤微环境中的巨噬细胞可能通过分泌

衣康酸促进乳腺癌进展,本研究初步验证了衣康酸通过

抑制TET2促进肿瘤细胞增殖和迁移的现象,而探寻其

中可能涉及的信号通路则是后继研究的内容。
综上所述,DNA去甲基化酶TET2的抑制剂衣

康酸促进肿瘤细胞的增殖和迁移,其机制是通过抑制

抑癌基因p21和PTEN启动子去甲基化和表达而实

现,可作为乳腺癌肿瘤微环境促进乳腺癌进展的潜在
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治疗靶点。
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