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摘要：目的 探讨去甲基化药物5-氮杂-2’-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）对人肝癌细胞株SMMC-7721中死

亡相关蛋白激酶（DAPK）基因启动子CpG岛甲基化的影响。方法 不同浓度（0.5 μmol/L、5.0 μmol/L、5.0 μ μmol/L、μmol/L、μ
50.0 μmol/L）5-Aza-CdR处理人肝癌细胞株SMMC-7721 72小时后，用焦磷酸测序法检测处理前后

DAPK基因启动子CpG岛甲基化水平。以未经处理的人肝癌细胞株SMMC-7721作为对照组。结果 未
经5-Aza-CdR处理的肝癌细胞SMMC-7721细胞株DAPK基因启动子高度甲基化，平均水平为76.71%。

经3种不同浓度药物处理72小时后，各组间甲基化平均水平分别为78.29%、77.57%和66.00%，各组间

甲基化水平差异均有统计学意义（F = 39.71，F = 39.71，F P ＜ 0.01）。其中，50.0 μmol/L处理组细胞甲基化水平

最低，与其他各组差异均有统计学意义（P ＜ 0.01）。结论 SMMC-7721细胞株DAPK基因启动子区

呈高度甲基化状态；5-Aza-CdR能够逆转人肝癌细胞SMMC-7721 DAPK基因启动子区域的甲基化状态。
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Abstract: Objective To investigate the effect of DNA methylation inhibitor 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-
CdR) on the level of promoter methylation in human hepatoma cell line SMMC-7721 cells. Methods Human 
hepatoma cell line SMMC-7721 cells were treated with different concentrations (0.5 μmol/L, 5.0 μmol/L, 50.0 μmol/L) 
of 5-Aza-CdR for 72 hours, with the untreated human hepatoma cell line SMMC-7721 cells as control group. 
The application of pyrosequencing was used to detect the average level of promoter methylation. Results
DAPK gene promoter was highly methylated in human hepatoma cell line SMMC-7721 cells, with the 
average methylation level as 76.71%. When the cells were treated with different concentrations（0.5 μmol/L, 
5.0 μmol/L, 50.0 μmol/L）of 5-Aza-CdR for 72 hours, the average methylation level of DAPK gene for each 
treatment group was 78.29%, 77.57% and 66.00%, respectively, and statistically signifi cant difference was 
found among different treatment groups (F = 39.71F = 39.71F ，P ＜ 0.01). The average methylation level of DAPK 
gene in the 50.0 μmol/L treatment group was lowest, compared with other groups (Pgene in the 50.0 μmol/L treatment group was lowest, compared with other groups (Pgene in the 50.0 μmol/L treatment group was lowest, compared with other groups ( ＜ 0.01). Conclusions
5-Aza-CdR can reverse the status of DAPK gene promoter methylation and induce the mRNA expresseion of 
DAPK in SMMC-7721 cells.
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肝癌是威胁人类健康的恶性肿瘤之一，尽管

早期肝癌治疗有了很大的进步，但其5年生存率并

无明显提高[1]。肝癌的发生发展与抑癌基因的异

常改变密切相关，而近年来的研究表明，基因启

动子CPG岛甲基化是抑癌基因表达下调甚至失活
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的一个重要机制。死亡相关蛋白激酶基因（death-

associated protein kinase，DAPK）位于人染色体

9P34.1，是新近发现的一种抑癌基因，可促进肿瘤

细胞的分化并抑制肿瘤的转移，参与细胞凋亡[2]。

5-氮杂-2’-脱氧胞苷（5-Aza-2’-deo-xycytidine，

5-Aza-CdR）是一种甲基化转移酶抑制剂，其可

以通过逆转抑癌基因甲基化状态诱导基因重新表

达，从而恢复抑癌基因抑癌作用[3]。本研究通过检

测人肝癌细胞株SMMC-7721DAPK基因在5-Aza-

CdR干预前后甲基化状态，为探索肝癌的发生发展

机制及治疗方法提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和仪器  人肝癌细胞株 

SMMC-7721来源于广西医科大学中心实验室；

5-Aza-CdR（编号：A3656-5mg）购自美国Sigma

公司；RPMI1640培养基购自美国Gibco公司；小

牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；

5-Aza-CdR和溶剂二甲基亚砜  DMSO购自美国

Sigma公司；焦磷酸测序及测序前PCR引物均由

上海生工生物工程有限公司合成；AxyPrep 基因

组DNA小量制备试剂盒购自北京益奥柏科贸有限

公司；DNA重亚硫酸盐处理试剂盒EpiTect Plus 

DNA Bisulfite Kit、焦磷酸测序分析中优化的模板

DNA的PCR扩增试剂盒PyroMark PCR Kit和焦磷酸测

序试剂盒PyroMark Gold Q96 SQA Reagents均购自德国

Qiagen公司。12孔、96孔无菌培养板购自广州洁特生

物过滤制品有限公司。主要仪器有：超净工作台、

电子天平、低速离心机、0.22微米微型过滤器、梯度

PCR仪、电泳仪、移液器、4 ℃、－20 ℃及－80 ℃

冰箱、凝胶成像分析仪Alphalmager 2200、二氧化

碳恒温培养箱、荧光倒置显微镜、台式高速低温

离心机、600型三用水浴箱、恒温烤箱、NanoDrop

超微量高精度紫外/可见分光光度计、PyroMark 

Q96 MD焦磷酸测序仪。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物处理  配制含10%小牛血清、

100 U/ml青霉素及100 U/ml链霉素的RPMI 1640培

养液。用PBS溶解药物5-Aza-CdR，配制含5-Aza-

CdR浓度分别0.5 μmol/L、5.0 μmol/L、50.0 μmol/L

的3种RPMI 1640培养液，将分别培养于该3种含

不同浓度药物5-Aza-CdR的RPMI 1640培养液的肝

癌SMMC-7721细胞作为实验组。将同期置于不含

5-Aza-CdR的RPMI 1640培养液并在5% CO2、37 ℃

饱和温度和湿度条件下培养的SMMC-7721细胞作为

对照组。

1.2.2 焦磷酸测序法检测5-Aza-CdR处理前后肝癌

SMMC-7721细胞株DAPK基因启动子区甲基化水

平  取对照组和药物处理72小时后的各组细胞，用

AxyPrep 基因组DNA小量制备试剂盒提取肝癌细

胞基因组DNA，紫外分光光度仪检测DNA浓度及

纯度。每份标本取0.4 μg DNA，采用德国Qiagen

公司的试剂盒EpiTect Plus DNA Bisulfite Kit进行

重亚硫酸盐处理。采用PyroMark Assay design 2.0

针对DAPK基因启动子CpG岛设计PCR引物和测序

引物，设计结果见表1。依照德国Qiagen公司的焦

磷酸测序前PCR试剂盒PyroMark PCR Kit说明书

进行PCR扩增。反应体系均为：mix 12.5 μl，去

离子水6 μl，上游引物2 μl，下游引物2 μl，Coral 

Load Concentrate 2.5 μl，共25 μl。反应条件95 ℃

预变性15分钟；94 ℃变性30秒，56 ℃退火30秒，

72 ℃延伸30秒，循环45次后，72 ℃延伸10分钟，

4 ℃暂时保存。取5 μl PCR扩增产物，2%琼脂糖

凝胶电泳，用凝胶成像系统摄像并分析观察结

果。依照焦磷酸测序试剂盒PyroMark Gold Q96 

SQA Reagents说明书，在焦磷酸测序仪PyroMark 

Q96 MD上运用CpG甲基化分析软件PyroMark CpG 

表 1 DAPK启动子甲基化焦磷酸测序引物设计结果

引物 ID 序列 Nt Tm，ºC %GC

     PCR F1 5’-GGATATGGGATTTTTGTGTAGATTAGTA-3’ 28 59.6 32.1

PCR R1 5’-ACCAAAATAATCTCCATCTCTTAAC-3’ 25 58.1 32.0

测序 S1 5’-TTTTAGTGGTTATTTTTTAAAAAG-3’ 24 42.7 16.7

    注： 表示下游引物5’-端添加生物素，扩增产物长度200 bp，由上海生工生物有限公司合成

     PCR
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图 1 基因组DNA重亚硫酸盐转化后扩增电泳图

    注：M为100 bp Marker；1为对照组；2为0.5 μmol/L组；3为

5.0 μmol/L组；4为50.0 μmol/L组

Assays对PCR扩增产物进行测序。

1.3 统计学处理  实验数据采用均数±标准差

（x- ± s）表示，采用随机区组设计方差分析分析

不同实验组细胞DAPK基因启动子甲基化水平。数

据统一采用SPSS 18.0统计软件包进行统计分析，所

有统计学检验均为双侧检验，检验水准α = 0.05。α = 0.05。α

2 结果

不同浓度5-Aza-CdR对肝癌SMMC-7721细胞株

DAPK基因启动子区甲基化水平的影响，成功对DNA

进行重亚硫酸处理并进行PCR，电泳结果见图1。对

各组细胞DNA中的DAPK基因启动子CpG岛甲基化状

态重复测序3次，结果显示肝癌细胞DAPK基因启动

子区7个相邻的CpG位点高度甲基化，见图2。经3种

不同浓度（0.5 μmol/L、5.0 μmol/L、5.0 μ μmol/L、50.0 μmol/L、50.0 μ μmol/L）去μmol/L）去μ

甲基化药物5-Aza-CdR处理72小时后，0.5 μmol/L组和μmol/L组和μ

5.0 μmol/L组甲基化频率无明显变化，而50.0 μmol/L组甲基化频率无明显变化，而50.0 μ μmol/Lμmol/Lμ

组甲基化频率明显低于对照组，见图3、4、5。经

随机区组设计方差分析得出组间差异有统计学意

义（F = 39.71，F = 39.71，F P ＜0.01）。经两两比较发现，

50.0 μmol/L组DAPK基因启动子CpG岛甲基化频

率与其他组均有差异且差异有统计学意义（P 均= 

0.000）。0.5 μmol/L组、5.0 μmol/L组、5.0 μ μmol/L组及对照组中，μmol/L组及对照组中，μ

任意两组间DAPK基因启动子CpG岛甲基化频率差

异均无统计学意义，P ＞ 0.05，见图6及表2。

图 2 对照组DAPK基因启动子甲基化频率

图 4 5.0 μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μ

图 6 不同浓度5-Aza-CdR处理组及对照组DAPK基因启动子
组基因甲基化频率

表 2 不同浓度5-Aza-CdR处理组及对照组DAPK基因启动子甲基化频率

分组 甲基化频率（x-± s，%）

0.5 μmol/L组 78 .29 ± 6.9

5.0 μmol/L组 77.57 ± 6.4

50.0 μmol/L组   66.00 ± 6.0a

对照组 76.71 ± 7.7

    注：经随机区组设计方差分析，组间F = 39.71，F = 39.71，F P = 0.000，P = 0.000，P a与其他组两两比较P与其他组两两比较P与其他组两两比较 均＜ 0.05

图 3 0.5 μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μ

图 5 50.0 μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μmol/L组5-Aza-CdR处理组DAPK基因启动子甲基化频率μ
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3 讨论

DNA甲基化是以S-腺苷-L-甲硫氨酸为甲基

供体，在DNA甲基化转移酶的作用下，将甲基转

移到胞嘧啶的5位碳原子上生成5-甲基胞嘧啶的过

程，其特征是不改变遗传密码和DNA序列且具有

可逆性，在基因转录过程中扮有重要角色 [4]。基

因启动子区的CpG岛一般在正常状态下为非甲基

化，当其发生甲基化时，常导致基因转录沉寂，

使肿瘤相关基因如抑癌基因、DNA修复基因等丧

失功能[5]。越来越多的证据显示，DNA甲基化是

一个早期的分子事件，其可能加速肿瘤的进展[6]。

因DNA甲基化而导致失活的基因对甲基化抑制剂

非常敏感，易重新活化。目前研究较多的甲基化

抑制剂为胞苷类似物5-Aza-CdR，其作用机制是与

DNA甲基转移酶共价结合，通过降低DNA甲基转

移酶的生物活性，逆转抑癌基因启动子的甲基化

状态，使不同的抑癌基因得以开放，进而有效地

抑制肿瘤的发展[7]。

DAPK是钙调蛋白调节的丝氨酸 /苏氨酸激

酶，是肿瘤细胞凋亡的正性调节因子，与肿瘤的

发生、发展和转移密切相关[8]。已有研究[9-18]报道

在胃癌、膀胱癌、宫颈癌、口腔鳞状细胞癌、乳

腺癌、前列腺癌、食管癌、肝癌等各种恶性肿瘤

均发现 DAPK基因CPG 岛存在不同程度的异常甲

基化，其中5-Aza-CdR可使人胃癌、膀胱癌、宫颈

癌等细胞株细胞甲基化的DAPK基因去除甲基化

修饰，重新表达或表达上调，同时细胞增殖受到

抑制。笔者在前期研究中发现，肝癌SMMC-7721

细胞中DAPK基因mRNA表达水平很弱，5-Aza-

CdR可诱导该细胞 DAPK mRNA表达[19]，且5-Aza-

CdR对肝癌SMMC-7721细胞的增殖存在明显抑制

作用。本研究结果显示，肝癌细胞SMMC-7721经

5-Aza-CdR处理前，DAPK基因启动子区CPG的7个

位点均有不同程度甲基化。经药物处理后，DAPK

基因的启动子区域高甲基化状态得到逆转。结合

笔者前期研究的结果[19]，提示DAPK基因mRNA表

达下调可能由于DAPK基因的启动子区域高甲基化

所致，DAPK基因mRNA的表达上调可能是5-Aza-

CdR抑制肝癌细胞SMMC-7721增殖的重要原因。

5-Aza-CdR可在一定程度上逆转SMMC-7721细胞

DAPK基因启动子的甲基化状态，使DAPK基因被

重新激活，其转录活性得到恢复，从而发挥抑制

肝癌细胞增殖和促进肝癌细胞凋亡的作用。

综上所述，肝癌细胞DAPK基因mRNA表达失

活与该基因的启动子区域高甲基化有关。5-Aza-

CdR可以通过逆转肝癌细胞SMMC-7721 DAPK

基因启动子区域高甲基化状态来恢复其mRNA表

达，从而恢复肿瘤抑制功能。针对 DNA甲基转移

酶活性和 DNA 甲基化模式改变探索肿瘤防治策略

已成为一种新的思路[1]。本研究为肝癌的发生发展

机制和临床治疗提供了一种新的理论依据，该领

域值得进一步研究。
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●消息●

医学论文写作中的注意事项

论文的写作前言主要概述研究的背景、目的、研究思路、理论依据等。有些研究还说明该研究开始

的具体时间。前言必须开门见山、简要、清楚、切忌套话、空话、牵涉面过宽、详述历史过程或复习文

献过多等。不要涉及本研究中的数据或结论。不要与摘要雷同。未经检索，前言中不可写“国内外未曾

报道”等字样，也不可自我评价达到“XX水平”或“填补XX空白”等。前言通常不需要标题。论著文稿

的前言一般不超过250字；比较短的论文可以只用小段文字起前言作用。

方法主要介绍对象（人或实验动物，包括对照组）的选择及其基本情况，以及研究所采用的方法及

观察指标。常用标题有“材料与方法”、“对象与方法”、“资料与方法”等。

临床研究需交代病例和对照者的来源、选择标准及研究对象的年龄、性别和其他重要特征等，并应

注明参与研究者是否知情同意。临床随机对照组研究应交代干预方法的设计（随机方法）和所采用的盲

法。实验研究需注明动物的名称、种系、等级、数量、来源、性别、年龄、体重、饲养条件和健康状况

等。

个人创造的方法应详细说明“方法”的细节，以备他人重复。改进的方法详述改进之处，并以引用

文献的方式给出原方法出处。原封不动使用他人方法，应以引用文献的方式给出方法的出处，无需展开

描述。

药品、试剂应使用化学名，并注明剂量、单位、纯度、批号、生产单位和生产时间。仪器、设备应

注明名称、型号、规格、生产单位、精密度或误差范围。无须描述其工作原理。

统计学处理项应说明统计分析方法及其选择依据。

结果的叙述应客观真实、简洁明了、重点突出、层次分明、合乎逻辑，不应与讨论内容混淆。若文

稿设有图表，则正文不需重述其全数据，只需摘述其主要发现或数据。若使用文字描述，内容冗长繁锁

不易读懂，则应改用图或表来表达数据，以收到一目了然的效果。应认真核对正文和图表的数据，达到

准确、统一。统计学分析应交代统计方法、统计值，仅有P值不能体现重要的定量信息。

讨论应着重讨论研究中的新发现及从中得出的结论，包括发现的意义及其限度，以及对进一步研究

的启示。若不能导出结论，也可以进行必要的讨论，提示建议、设想、改进的意见或待解决的问题。应

将研究结果与其他有关的研究相联系，并将本研究的结论与目的相关联。不必重述已在前言和结果部分

详述过的数据或资料。不要过多罗列文献。避免做不成熟的主观推断。讨论中一般不应设置图或表。
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