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zebularine 对人胃癌 SGC-7901 细胞株抑癌基因 p16 表达

的影响
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摘   要	 目的：观察甲基化转移酶抑制剂 zebularine 对人胃癌 SGC-7901 细胞株抑癌基因 p16 表达的影响。

方法：采用 MTT 法和划痕实验检测 zebularine 对人胃癌 SGC-7901 细胞株的抑制率及其细胞迁移率的

影响，采用 real-time PCR 检测作用前后抑癌基因 p16 表达的变化。

结果：⑴ 终浓度 100 μmol/L 的 zebularine 作用 24 h 能显著抑制 SGC-7901 细胞株的增殖率和迁移率。

MTT 法对照组吸光度为 0.50±0.01，实验组为 0.45±0.02，两组间差异有统计学意义（P<0.05）；对

照组划痕愈合率为（47.45±10.05）% 低于实验组的（88.23±5.45）%（P<0.05）。⑵ zebularine 作

用 24 h 能显著增加抑癌基因 p16 mRNA 的表达 , 实验组为 5.21±0.67 显著高于对照组的 1.04±0.09

（P<0.05）。

结论：甲基化转移酶抑制剂 zebularine 可以有效抑制 SGC-7901 细胞株的增殖和迁移并提高抑癌基因

p16 mRNA 的表达。
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p 1 6 是 公 认 的 抑 癌 基 因 , 该 基 因 的 失 活 在 肿 瘤

细胞异常增生过程中起重要作用,有研究[1]表明p16

基 因 启 动 子 区 域 高 甲 基 化 是 其 失 活 的 主 要 机 制 。

由于DNA甲基化是一个可逆的过程，多项研究 [2-3]

表 明 ， 去 甲 基 化 干 预 可 以 恢 复 抑 癌 基 因 的 功 能 ，

从 而 有 效 控 制 肿 瘤 的 发 生 和 发 展 。 本 研 究 旨 在 探

讨 甲 基 化 转 移 酶 抑 制 剂 z e b u l a r i n e 对 人 胃 癌 S G C -
7901细胞株增殖、迁移及p16基因表达的影响。

1　材料与方法

1.1  材料 

 人胃癌细胞株SGC-7901购自ATCC（American 

Tissue Culture Collection）。zebularine购自Merck-

Calbiochem公司，货号为3690-10-6，用PBS溶解

配成10 mmol/L的储液分装，冻存在-20 ℃备用。

R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 、 P B S 缓 冲 液 、 胰 酶 消 化 液 、

胎 牛 血 清 均 购 自 美 国 G i b c o 公 司 。 M T T 购 自 美 国

Sigma 公司，使用Bio-Rad紫外分光光度计比色。

RNA 提取液 Trizol和反转录试剂盒购自Invitrogen 

公司。引物由上海生工生物工程公司合成。Real -
t ime PCR使用ABI ViiA7 实时荧光定量PCR 仪。

其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  细胞培养

SGC -7901使用含10% 胎牛血清的RPMI1640 

培 养 基 （ 完 全 培 养 基 ） 培 养 ， 在 3 7 ℃ ， 饱 和 湿

度, 5% CO 2 中开放培养。细胞每2~3 d 传代1次, 

所 有 实 验 均 取 对 数 生 长 期 的 细 胞 进 行 。 实 验 分 为

实 验 组 和 对 照 组 ， 实 验 组 为 完 全 培 养 基 中 加 入

zebularine（终浓度为100 μmol/L），对照组为不

含zebularine的完全培养基。

1.3  MTT 实验

取对数生长期的SGC-7901细胞按2.5×104个/mL

的密度接种于96孔板(200 μL/孔)。待24 h细胞贴
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壁 后 ， 吸 除 原 有 培 养 基 ， 对 照 组 使 用 完 全 培 养

基 培 养 ， 实 验 组 为 完 全 培 养 基 中 加 入 z e b u l a r i n e

（ 终 浓 度 为 1 0 0  μm o l / L ） , 各 孔 的 液 体 体 积 均 为 

2 0 0  μL ， 每 组 重 复 1 0 孔 ， 培 养 2 4  h 后 ， 每 孔 加

入5 mg/mL的MTT 20 μL，晃匀，37 ℃培养箱温

育 4  h 后 弃 上 清 ， 每 孔 加 入 1 5 0  μL  D M S O ， 震 荡 

1 5  m i n ， 待 结 晶 完 全 溶 解 后 于 酶 标 仪 上 检 测 

490 nm波长的吸光度（A）值。实验重复3次。按

以下公式计算zebularine对细胞的抑制率。抑制率

（%）= 1-（实验组A值- 空白对照孔A值）/（对

照组A值-空白对照孔A值）×100%。

1.4  划痕实验

SGC-7901细胞按2.5×104个/mL的密度接种于

6孔板中, 每孔加入2 mL完全培养基, 细胞融合度

达到80%~90%时，用200 μL的枪头沿着孔中间的

线做出划痕，PBS洗2次,  为了排除增殖对迁移实

验的影响，对照组使用不含血清的RPMI1640 培养

基培养，实验组为同样的培养基中加入zebularine

（终浓度为100 μmol/L）, 每孔2 mL，每组设3个

复孔。倒置显微镜下观察照相, 此时记为0 h。置培

养箱中继续培养24 h后取出6孔板, 在同一观察点

处观察划痕愈合情况。比较各组细胞的愈合情况, 

通过测量多个点划痕宽度, 计算平均划痕愈合率。

实验重复3次。划痕愈合率（%）=（0 h划痕宽度- 

24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。

1.5  Real-time PCR

S G C - 7 9 0 1 细 胞 按 2 . 5 × 1 0 4 个 / m L 的 密 度 接

种 于 6 孔 板 中 ,  每 孔 加 入 2  m L 完 全 培 养 基 ,  细 胞

融 合 度 达 到 8 0 % ~ 9 0 % 时 ， 吸 除 原 有 培 养 基 。 对

照 组 换 用 完 全 培 养 基 培 养 ， 实 验 组 为 完 全 培 养

基 中 加 入 z e b u l a r i n e （ 终 浓 度 为 1 0 0  μm o l / L ） ,

各 孔 的 液 体 体 积 均 为 2  m L ， 每 组 重 复 3 孔 ， 培

养24 h后，每孔加入1 mL Tr i zo l  （inv i t rogen公

司 ） ， 按 照 说 明 书 提 取 总 R N A ， 溶 解 于 D E P C

水 中 ， 储 存 于 - 8 0 ℃ 。 N a n o d r o p 微 量 紫 外 分 光

光 度 仪 检 测 Ｒ N A  的 浓 度 和 纯 度 。 将 提 取 的 总

R N A 稀 释 到 浓 度 为 1  μ g /μL ， 进 行 反 转 录 。 使 用

Superscript®  III试剂盒，随机引物，合成cDNA。

Real-time PCR 使用384孔板，SYBR®  Green PCR

试 剂 盒 ， 反 应 体 系 为 2 0  μL 。 p 1 6 的 上 游 引 物 序

列 为 5 ' - A T G G A G C C T T C G G C T G A C T G - 3 ' ， 下 游

引 物 序 列 5 ' - C G G G C A T G G T T A C T G C T C T - 3 ' 。

内 参 为 G A P D H ， 其 上 游 引 物 序 列 为

5'-GACAGTCAGCCGCATCTTCT -3'，下游引物序

列为5'-  ACATGTAAACCATGTAGTTGAGGT-3'。

实 验 重 复 3 次 。 用 2 - △ △ c t 法 计 算 目 的 基 因 相 对 于

GAPDH的比值。

1.6  统计学处理

使用SPSS 13.0统计软件分析，两组间均数比

较采用t检验。

2　结　果

2.1  zebularine 对人胃癌细胞系 SGC-7901 增殖

和迁移的影响

 M T T 实 验 显 示 终 浓 度 为 1 0 0  μ m o l / L 的

zebularine作用24 h能明显抑制人胃癌细胞系SGC-
7901的增殖,对照组吸光度为0.50±0.01，实验组

吸光度为0.45±0.02，两组比较（P<0.05）。划痕

愈合实验显示，终浓度为100 μmol/L的zebularine

作用24 h能明显抑制人胃癌细胞系SGC -7901的迁

移,对照组划痕愈合率为（47.45±10.05）%，实

验组划痕愈合率为（88.23±5.45）%，对照组明

显低于实验组（P<0.05）。

2.2  zebularine 对 SGC-7901 细 胞 p16 mRNA

表达的影响

Real-time PCR结果显示，终浓度为100 μmol/L

的zebular ine作用24 h可以明显提高p16 mRNA的

表 达 。 对 照 组 相 对 表 达 量 为 1 . 0 4 ± 0 . 0 9 ， 实 验 组

为5.21±0.67,实验组明显高于对照组（P<0.05）

（图1）。
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图 1　zebularine 对人胃癌细胞株 SGC-7901 p16 mRNA 表

达的影响　　注：1）与对照组比较，P<0.05

1)

3　讨　论

D N A 甲 基 化 过 程 通 常 是 在 基 因 组 中 C p G 岛

的 胞 嘧 啶 环 上 第 5 位 碳 原 子 发 生 甲 基 化 ， 为 可

遗 传 、 可 逆 的 过 程 。 通 过 逆 转 甲 基 化 过 程 ， 沉
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默 的 抑 癌 基 因 可 能 重 新 表 达 ， 这 可 能 是 胃 癌 治

疗 的 新 的 有 效 途 径 [ 4 ] 。 D N A 甲 基 转 移 酶 （ D N A 

methyltransferase，DNMT）是DNA发生并维持甲

基化的关键酶。目前已证明DNMT过度表达参与胃

癌的发生 [5]，以DNMT为靶点治疗胃癌的探索是目

前研究的热点。

D N M T 抑 制 剂 在 胃 癌 的 治 疗 中 研 究 最 多 的 是

5-杂氮胞嘧啶核苷（5 -azac i t id ine，5 -aza -C）和

5-脱氧杂氮胞嘧啶核苷（5 -aza -2' -deoxycytidine，

5 -aza -dC），已有多个实验验证了其有效性。随着

研 究 的 深 入 ， 这 两 种 D N M T 抑 制 剂 的 缺 点 也 日 益

显现，它们水溶液中不稳定且具有毒性,应用过程

中与DNA结合形成的不可逆的共价复合物可能会

引起远期的并发症，包括由于DNA突变引起肿瘤

再发的可能性，因此在临床应用中存在局限性[6]。

z e b u l a r i n e 是 可 溶 性 的 第 二 代 甲 基 化 转 移 酶 抑 制

剂 ， 口 服 生 物 利 用 度 高 ， 具 有 很 高 的 稳 定 性 ， 在

体内试验和体外实验中均表现出很好的安全性[7]。

本 实 验 结 果 显 示 z e b u l a r i n e 作 用 2 4  h 可 明 显

抑制人胃癌细胞系SGC-7901的增殖和迁移，证明

zebularine在体外能够较好地发挥抗癌效果。为了

初步研究zebularine抑制肿瘤细胞增殖和迁移的机

制，本研究检测了终浓度为100 μM 的zebular ine

作用24 h后SGC-7901 p16 mRNA的表达量，实验

证实24 h后p16 mRNA的表达明显提高。

p16基因又叫MTS（multiple tumor suppressor）

基因，是1994年美国冷泉实验室发现的新抗癌基

因。p16基因定位于人染色体9p21，由2个内含子

和3个外显子组成，p16基因是细胞周期中的一种

基 本 基 因 ， 其 表 达 产 物 直 接 参 予 细 胞 增 殖 的 负 调

节，当p16基因发生突变和缺失，就会丧失对细胞分

裂的调控，导致细胞的异常增殖，最终形成肿瘤。

2000年，Shim等 [8]用甲基化特异性PCR研究

了58例散发性胃癌，p16基因的甲基化率为42%且

与p16蛋白表达呈负相关。国内研究发现，原发性

胃癌p16基因的甲基化率为60.19%，对存在有p16

基 因 启 动 子 甲 基 化 并 表 达 沉 默 的 肿 瘤 细 胞 系 ， 用

5-aza-dC治疗，使肿瘤细胞重新恢复了p16蛋白的

表达,并呈现出生长抑制。进一步说明在胃癌中p16

基因甲基化导致了p16表达沉默 [9]。通过实验，笔

者推测zebular ine可能是通过促进SGC -7901 抑癌

基因p16 mRNA表达，进而发挥了抑制胃癌细胞增

殖和迁移的作用。

2013年，有学者[10]发现zebularine可以在体内

和 体 外 诱 导 胃 癌 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 ， 总 之 ， 基 于 其

良 好 的 有 效 性 、 稳 定 性 、 生 物 利 用 度 和 安 全 性 ，

zebularine有可能应用于胃癌的长期持续治疗，但

尚需进一步的临床试验验证。
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