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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的 摇 探讨 5鄄氮杂鄄2忆鄄脱氧胞苷酸 (5鄄aza鄄2忆鄄deoxycitydine,5鄄Aza鄄CdR) 诱导人乳腺癌

MCF鄄7 细胞凋亡及对人类 Runt 相关转录因子 3 (Runt鄄related transcription factor 3,RUNX3) 基因表达的

影响。 方法摇 以 0郾 4、1郾 6、6郾 4、25郾 6、102郾 4 滋mol / L 的 5鄄Aza鄄CdR 分别处理 MCF鄄7 细胞,以同体积培养液

处理 MCF鄄7 细胞作为对照组。 MTT 法测定不同浓度、不同时间对 MCF鄄7 细胞增殖的抑制作用,流式细

胞仪检测细胞凋亡,RT鄄PCR 和 Western blot 法分别检测 RUNX3 基因 mRNA 和蛋白的表达,计量资料采

用方差分析 SNK 检验。 结果摇 5鄄Aza鄄CdR 可抑制 MCF鄄7 细胞的生长,其抑制率与药物浓度、作用时间呈

依赖关系;5鄄Aza鄄CdR 作用 48 h 后,流式细胞仪检测 0郾 4 ~ 102郾 4 滋mol / L 5鄄Aza鄄CdR 实验组细胞凋亡率分

别为 15郾 33%、25郾 35%、27郾 95%、32郾 39%、39郾 27%,与对照组相比差异有统计学意义(P<0郾 05,0郾 4 滋mol / L
组除外);RT鄄PCR 和 Western鄄blot 检测可见 RUNX3 mRNA 及 RUNX3 蛋白表达均增加。 结论 摇 5鄄Aza鄄
CdR 诱导人乳腺癌 MCF鄄7 细胞凋亡,可能与 5鄄Aza鄄CdR 去甲基化,促进 RUNX3 基因及蛋白表达有关。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effects of 5鄄aza鄄2忆鄄deoxycitydine (5鄄Aza鄄CdR) on apoptosis

and expression of Runt鄄related transcription factor 3 (RUNX3) in breast cancer MCF鄄7 cell line. Methods摇
MCF鄄7 cells were cultured with different concentrations (0郾 4、1郾 6、6郾 4、25郾 6、102郾 4 滋mol / L) of 5鄄Aza鄄CdR in
vitro. MCF鄄7 cells cultured with no 5鄄Aza鄄cdR served as control. MTT assay was used for analyzing the growth
inhibitory effect of 5鄄Aza鄄CdR in MCF鄄7 cells. The apoptosis rate was detected by flow cytometric analysis. The
RUNX3 mRNA and protein levels were measured by reverse transcription鄄polymerase chain reaction (RT鄄PCR)
and Western blot analysis. Data were analyzed with Student Newman Keuls (SNK) test of one鄄way analysis of
variance (ANOVA) using SPSS 13郾 0 software. Results 摇 5鄄Aza鄄CdR effectively inhibited MCF鄄7 cells in a
dose鄄 and time鄄dependent manner. Flow cytometric analysis showed that the apoptosis ratio was 15郾 33% ,
25郾 35% , 27郾 95% , 32郾 39% , 39郾 27% in the experimental groups with different concentrations of 0郾 4 -
102郾 4 滋mol / L 5鄄Aza鄄CdR respectively after 48 h treatment. Except 0郾 4 滋mol / L group, the apoptosis ratio in
other experiment groups was higher than that in control group(P<0郾 05). RT鄄PCR and Western鄄blot results
showed that the expressions of RUNX3 on both mRNA and protein levels were increased. Conclusion摇 5鄄Aza鄄
CdR can induce the apoptosis of breast cancer MCF鄄7 cells, which may be due to that 5鄄Aza鄄CdR can promote
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the demethylation and the expressions of RUNX3 mRNA and protein.
揖Key words铱摇 breast neoplasms; apoptosis; 5鄄Aza鄄CdR;RUNX3; MCF鄄7 cells

摇 摇 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤,据统计乳

腺癌的发病率占癌症发病总数的 23% ,病死率占

癌症死亡的 14% ,已成为严重威胁女性健康的疾

病之一[1]。 近年来,随着乳腺癌分子生物学研究

的不断深入,学者们对乳腺癌发病分子机制及相

关治疗有了全新的认识,以基因为靶点的分子靶向

治疗已作为一种全新的治疗手段广泛应用于临床。
人类 Runt 相关转录因子鄄3(Runt鄄related transcription
factor 3,RUNX3)是 RUNX 基因家族进化中高度

保守的一个亚型,位于人类染色体 1p36,其转录

产物是转化生长因子鄄茁(transforming growth factor鄄
茁,TGF鄄茁)信号通路中的主要效应物质之一,参与

癌症的发生、侵袭及转移[2]。 研究表明早期乳腺

癌的发生与 RUNX3 基因启动子甲基化的失活和

蛋白错位表达密切相关[3]。 而 5鄄氮杂鄄2忆鄄脱氧胞

苷酸(5鄄aza鄄2忆鄄deoxycitydine,5鄄Aza鄄CdR)作为一种

特异性 DNA 甲基化转移酶抑制剂,可有效逆转

DNA 甲基化,促进相关基因的表达,目前主要应

用于骨髓增生异常综合征和白血病的治疗,在实

体肿瘤治疗中的研究尚不多见。 笔者通过研究

5鄄Aza鄄CdR 对乳腺癌 MCF鄄7 细胞的影响,进一步

探讨 5鄄Aza鄄CdR 与乳腺癌 RUNX3 基因表达的关

系及内在机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要材料和试剂

人乳腺癌 MCF鄄7 细胞株购自第四军医大学

实验中心,新生牛血清(Gibco, USA),RPMI1640 培

养基(Gibco, USA),碘化丙啶(propidium iodide,
PI,Sigma, USA),MTT( Sigma, USA),5鄄Aza鄄CdR
(Sigma, USA),Annexin V鄄FITC 细胞凋亡检测试

剂盒(珠海健康元生物医药公司),PCR Mix(陕
西润德生物公司), Cocktail 蛋白酶抑制剂(Roche
公司 ), 丙 烯 酰 胺 ( Acrylamide )、 双 丙 烯 酰 胺

(Bisacrylamide)、溴酚蓝、Tris 碱、四甲基乙二胺

(tetramethylethylenediamine,TEMED)、十二烷基硫

酸钠 (sodium dodecyl sulphate,SDS)、腺苷酰硫酸

(adenosine phosphosulfate, APS )、 二 硫 苏 糖 醇

( dithiothreitol, DTT, Amresco 公 司 ), 鼠 抗 人

RUNX3 单克隆抗体(美国 ABCAM 公司),鼠抗人

茁鄄actin 单克隆抗体(Santa Cruz 公司),过氧化酶

标山 羊 抗 鼠 二 抗 ( PIONEER 公 司 ), EnlightTM

Western 特异发光检测试剂盒(北京英格恩生物

公司)。
1郾 2摇 细胞培养和传代

人乳腺癌细胞株 MCF鄄7 用含 10%小牛血清、
100 U / ml 青霉素和 100 mg / L 链霉素的 RPMI1640
培养液,放置于 37 益、5% CO2 的饱和湿度孵箱中

培养。 当细胞生长至 80% ~ 90% 汇合时,胰酶消

化,以 1 颐 2 的比例传代,4 ~ 5 d 传代一次。
1郾 3摇 MTT 检测细胞增殖抑制率

取对数生长期的 MCF鄄7 细胞,经胰酶消化

后,调整细胞数为每孔 5伊103 个(每孔 100 滋l),接
种于 96 孔培养板内,置于 37 益、5% CO2孵箱中

培养。 待细胞贴壁后,将细胞进行同步化处理并

分组,实验组分别加入终浓度为 0郾 4、1郾 6、6郾 4、
25郾 6、102郾 4 滋mol / L 5鄄Aza鄄CdR,对照组加入同体

积的培养液,每组 5 个复孔。 将其放置于培养箱

中培养 24、48、72 h,于培养结束前 4 h,取出培养

板,每孔加入MTT 20 滋l(5 mg / ml),继续培养 4 h 后

弃培养液,加入 150 滋l DMSO,在平板摇床摇 10 min,
用酶标仪测 490 nm 波长处每孔的吸光度(D 值)。
细胞生长抑制率(% )= (1-实验组 D 值 /对照组

D 值)伊100% 。
1郾 4摇 AnnexinV鄄FITC / PI 双标记染色检测细胞凋亡

取对数生长期细胞,经消化后制成单细胞悬

液,按 1伊105 个 / ml 细胞浓度接种于 6 孔板中,细
胞贴壁后分别加入含有终浓度为 0郾 4、1郾 6、6郾 4、
25郾 6、102郾 4 滋mol / L 的 5鄄Aza鄄CdR 培养液,培养

48 h 后离心收集细胞。 按 AnnexinV鄄FITC / PI 细

胞凋亡检测说明书进行操作,收集细胞,离心后加

入 500 滋l 的 1 伊连接缓冲液,再依次加入 5 滋l
Annexin V鄄FITC、10 滋l PI 染色液,轻轻混匀,室温

(20 ~ 25 益)避光孵育 10 min,流式细胞仪检测细

胞凋亡率。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测 RUNX3 mRNA 表达

收集对照组和实验组(5鄄Aza鄄CdR 浓度分别

为 0郾 4、1郾 6、6郾 4、25郾 6、102郾 4 滋mol / L)处理 72 h
后的 MCF鄄7 细胞,用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA,
并进行纯度检测和定量。 按 Fermentas 反转录试
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剂盒说明书操作合成 cDNA。 依次加入引物等放

置于 PCR 仪中进行扩增,反应条件:94 益 5 min,
预变性;94 益 30 s,55 益 30 s,72 益 1 min, 35 个

循环;72 益 5 min 后结束扩增反应。 以 茁鄄actin 作

为内参照。 各引物序列分别为:RUNX3:5忆鄄GGTA
CGGTGGTGACTGTGATGG鄄3忆;5忆鄄CTTGATGGCTCG
GTGGTAGGT C鄄3忆,扩增产物为 204 bp;茁鄄actin:5忆鄄
ATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAG 鄄3忆; 5忆鄄AGGA
AGGAAGGCTGGAAGAGTG鄄3忆,扩增产物为 179 bp。
扩增产物用 2% 的琼脂凝胶电泳,自动凝胶成像

系统拍照。
1郾 6摇 Western blot 检测 RUNX3 蛋白的表达

收集不同浓度 5鄄Aza鄄CdR 处理 48 h 后的实验

组与对照组细胞,分别加入 200 滋l 放射免疫沉淀

测定 (radioimmune precipitation assay, RIPA)裂解

液, 30 滋l 蛋白酶抑制剂,置于冰上裂解 30 min。
离心后提取总蛋白并进行浓度和纯度鉴定,加入

1 / 4 体积的 5伊蛋白上样缓冲液,混匀后煮沸 5 min,
即得所需的蛋白样品。 配制 10% SDS鄄聚丙烯酰

胺凝胶,电泳分离蛋白,用半干转法转膜后封闭

2 h;再用含一抗的封闭液进行孵育,4 益过夜;洗
膜后用含二抗的封闭液室温孵育 2 h;再次洗膜,
用 EnlightTM Western 特异发光试剂显色,曝光显影。
1. 7摇 统计分析

应用 SPSS 13郾 0 统计软件,数据以 軃x依s 表示,
进行方差分析 SNK 检验,显著性检验水平为 琢 =
0郾 05。

2摇 结果

2郾 1摇 MTT 法检测结果

不同浓度的 5鄄Aza鄄CdR 分别作用 MCF鄄7 细胞

24、48、72 h 后,0郾 4 滋mol / L 组、1郾 6 滋mol / L 组、
6郾 4 滋mol / L 组、25郾 6 滋mol / L 组和 102郾 4 滋mol / L
组对乳腺癌MCF鄄7 细胞均有不同程度的抑制作用。
与对照组相比,各浓度药物处理组差异具有统计学

意义(P<0郾 05),且随着药物作用时间的延长而增

强,呈现剂量鄄时效关系(图 1),其中作用 72 h 后,
6郾 4 滋mol / L 组、25郾 6 滋mol / L 组和 102郾 4 滋mol / L
组差异有统计学意义(P<0郾 01)。
2郾 2摇 细胞凋亡检测结果

处理 48 h 后,经流式细胞仪检测 0郾 4 滋mol / L
组、1郾 6 滋mol / L 组、6郾 4 滋mol / L 组、25郾 6 滋mol / L
组和 102郾 4 滋mol / L 组的凋亡率分别为 15郾 33% 、

25郾 35% 、27郾 95% 、 32郾 39% 、 39郾 27% , 与对照组

(11郾 22% )相比, 除 0郾 4 滋mol / L 组外,其他实验

组细胞凋亡率差异有统计学意义(P<0郾 05,图 2)。

图 1摇 不同浓度 5鄄Aza鄄CdR 对 MCF鄄7 细胞的增殖抑制作用

a:P<0郾 05,与对照组相比,差异有统计学意义

图 2摇 流式细胞仪检测 5鄄Aza鄄CdR 作用 48 h 后 MCF鄄7 细

胞凋亡

2郾 3摇 RT鄄PCR 检测结果

收集不同浓度药物处理 72 h 后的 MCF鄄7 细

胞,PCR 扩增结果显示: 5鄄Aza鄄CdR 作用的各实验

组均有 RUNX3 基因 mRNA 的表达,其表达水平

随着药物浓度的提高而增加,并呈药物浓度依赖

性。 与对照组相比,不同浓度 5鄄Aza鄄CdR 实验组

差异具有统计学意义(P<0郾 05),而各组间差异无

统计学意义 (P>0郾 05,图 3)。

1:对照组;2:0郾 4 滋mol / L 组;3:1郾 6 滋mol / L 组;4:6郾 4 滋mol / L 组;
5:25郾 6 滋mol / L 组;6:102郾 4 滋mol / L 组

图 3摇 RT鄄PCR 检测 5鄄Aza鄄CdR 诱导 MCF鄄7 细胞 RUNX3
mRNA 表达情况
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2郾 4摇 Western blot 检测结果

各实验组的内参照 GADPH 表达一致,实验

组各组 RUNX3 蛋白的表达随 5鄄Aza鄄CdR 浓度的

增高而升高,其中 102郾 4 滋mol / L 组 RUNX3 蛋白

表达最强,与对照组相比,不同浓度 5鄄Aza鄄CdR 实

验组差异具有统计学意义(P<0郾 05),而各组间差

异无统计学意义 (P>0郾 05,图 4)。

1:对照组; 2:0郾 4 滋mol / L 组; 3:1郾 6 滋mol / L 组; 4:6郾 4 滋mol / L 组;

5:25郾 6 滋mol / L 组; 6:102郾 4 滋mol / L 组

图 4摇 5鄄Aza鄄CdR 对 RUNX3 蛋白表达的影响

3摇 讨论

肿瘤的发生是一个涉及多基因之间调控失

衡、异常表达的过程。 目前研究发现,遗传缺陷或

表观遗传学改变导致某些基因的结构和功能异常

是肿瘤发生的主要机制[4]。 RUNX3 基因是一种

肿瘤抑制基因,其活性状态及表达与肿瘤的发生

密切相关。 在多种肿瘤发生过程中,RUNX3 基因

表达呈缺失状态,而甲基化的 RUNX3 或定位错误

的 RUNX3 蛋白以表观失活的形式广泛存在于上

皮性癌及癌前病变[5] 和间叶肿瘤组织中[6]。 Lau
等[7]发现在乳腺原发肿瘤和乳腺癌细胞系中

RUNX3 基因通常以甲基化的 RUNX3 或定位错误

的 RUNX3 蛋白的形式表达于细胞中,而这种频繁

的蛋白质错误定位和甲基化使 RUNX3 基因作为

早期乳腺癌风险评估的重要指标。 同时,在乳腺

导管原位癌和浸润性导管癌的研究中发现乳腺导

管上皮柱状细胞恶变可能与 RUNX3 基因启动子

区域的甲基化和蛋白的错误表达有关[8]。
5鄄Aza鄄CdR 作为一种天然核苷 2鄄脱氧胞嘧啶

类似物,可抑制 DNA 甲基化转移酶活性,逆转基

因 CpG 岛甲基化,激活肿瘤细胞沉默失活的抑癌

基因,恢复其表达及功能,进而抑制肿瘤细胞的生

长。 在乳腺癌的治疗方面,5鄄Aza鄄CdR 的研究大

多集中在实验研究阶段,唐波等[9] 通过 5鄄Aza鄄
CdR 作用于体外培养 MDA鄄MB鄄231 和 MDA鄄MB鄄
435 细胞,结果发现 5鄄Aza鄄CdR 能诱导其细胞表达

ER琢 mRNA,恢复 MDA鄄MB鄄231 和 MDA鄄MB鄄435
细胞对他莫西芬的敏感性,提示 5鄄Aza鄄CdR 可与

他莫西芬联合治疗三阴性乳腺癌。 还有研究发现

5鄄Aza鄄CdR 可以去除 Ras 相关结构域蛋白家族 1A
(Ras association domain protein family 1A,RASSF
1A)启动子甲基化状态,恢复 RASSFlA 的表达,从
而抑制乳腺癌 MCF鄄7 细胞增殖,促进其凋亡[10]。
这些研究表明 5鄄Aza鄄CdR 对乳腺癌细胞株具有明

显的去甲基化、逆转相关基因表达的作用,为 5鄄
Aza鄄CdR 进一步用于乳腺癌的临床治疗提供了实

验依据。
本实验通过甲基转移酶抑制剂 5鄄Aza鄄CdR 对

人乳腺癌 MCF鄄7 细胞的作用,探索 5鄄Aza鄄CdR 对

RUNX3 基因在乳腺癌 MCF鄄7 细胞中表达的影响。
结果显示,5鄄Aza鄄CdR 对乳腺癌 MCF鄄7 细胞具有

明显的增殖抑制作用,RUNX3 基因在未处理组

MCF鄄7 细胞中仅有少量的 mRNA 表达,但未检测

到 RUNX3 蛋白表达,这说明 RUNX3 蛋白的表达

缺失可能是转录后抑制性修饰的结果,进而抑制

了 RUNX3 蛋白在细胞中的表达。 而与对照组相

比,不同浓度 5鄄Aza鄄CdR 处理的 MCF鄄7 细胞中均

有 RUNX3 基因的 mRNA 及蛋白表达,其表达量

与药物浓度在一定范围内具有相关性,这表明

5鄄Aza鄄CdR 可恢复抑癌基因 RUNX3 的功能,激活

RUNX3 基因的 mRNA 和蛋白表达,从而有效逆转

RUNX3 基因在修饰过程中的表达缺失,促进抑癌

基因 RUNX3 的表达,发挥抗肿瘤活性。 Huang
等[11] 研究发现在乳腺癌细胞系、乳腺癌组织中

RUNX3 的表达与 ER琢 的表达呈负相关,可以通

过降低 ER琢 的表达稳定性抑制 ER琢 依赖的基因

转录,进而调控 ER琢 的表达水平,因此,RUNX3
可作为一种新的抑癌基因用于乳腺癌的治疗。

综上所述,5鄄Aza鄄CdR 甲基转移酶抑制剂有

望成为一种有效的基因治疗手段,在激活 RUNX3
抑癌基因表达、发挥抗肿瘤活性方面具有广阔的

应用前景,可应用于包括乳腺癌在内的多种肿瘤

的治疗,但其相关机制还有待于进一步研究。
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