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反义调控 ＤＮＡ甲基转移酶３ｂ基因对人胆管癌
细胞 ＱＢＣ９３９生长的影响
左石１，邹声泉１，陈勇军１，陈波１，唐启彬２

（１．华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３０；２．中山大学附属第二医院 普通外
科，广东 广州 ５１０１２０）

　　摘要：目的　 观察转染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质粒对人胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９生长的影响，

初步探讨 ＤＮＭＴ３ｂ基因在胆管癌发生中的作用。方法　构建反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质粒，用脂

质体介导法将其转入人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染前后 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白表达的变化；

ＭＴＴ法和软琼脂克隆形成试验观察细胞的生长增殖能力；流式细胞术观察细胞生长周期及凋亡率的

变化。结果　转染反义基因能使 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白表达水平降低；转染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因不能抑制

ＱＢＣ９３９的生长曲线，对其软琼脂克隆形成率亦无影响（Ｐ ＝０．７１７）；转染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因不能改

变 ＱＢＣ９３９的细胞周期和促进细胞凋亡（Ｐ＝０．０８９）。结论　转染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质粒

可下调 ＤＮＭＴ３ｂ在 ＱＢＣ９３９细胞中的表达水平，但对 ＱＢＣ９３９的生长和增殖无影响，也不能改变

ＱＢＣ９３９的细胞周期和促进细胞凋亡的发生。
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　　研究表明，ＤＮＡ甲基化是许多抑癌基因表达缺

失的表 遗 传 学 原 因，与 肿 瘤 的 发 生 发 展 密 切 相

关［１－３］。ＤＮＡ甲基化是由 ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡ

ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴｓ）催化发生的［４］。ＤＮＡ甲基

转移 酶 ３ｂ（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ３ｂ，ＤＮＭＴ３ｂ）是

ＤＮＭＴｓ家族成员之一，其功能主要是参与从头甲基

化 （ｄｅ ｎｏｖｏ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）。 许 多 研 究 显 示［５－８］，

ＤＮＭＴ３ｂ在多种肿瘤细胞和组织中存在不同程度的

高表达，且与抑癌基因启动子高甲基化状态有明显

关系。本课题组在前期研究中应用甲基转移酶抑

制剂 ５－氮 －２－脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，

５ＡｚａＣｄＲ）对胆 管 癌 细 胞 的 生 长 周 期 进 行 了 观

察［９－１０］，发现 ５ＡｚａＣｄＲ可以在体内外抑制胆管癌

细胞的增殖，并促进其凋亡。说明 ＤＮＭＴｓ在胆管癌

的发生、发展中扮演着重要角色。为了进一步研究

ＤＮＭＴ３ｂ基因在胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９中的表遗传学

机制，笔者通过构建反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质

粒，用脂质体转染入人胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９中，观

察其对 ＱＢＣ９３９细胞生长和增殖能力、生长周期和

凋亡率的影响，初步探讨 ＤＮＭＴ３ｂ基因在胆管癌发

生发展中的作用，为胆管癌的基因治疗提供新的理

论依据。

１　资料和方法

１．１　材料

胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由第三军医大学王曙光

教授惠赠。真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）由同济医

学院黄保军博士和徐军发博士惠赠。ＲＰＭＩ１６４０培

养基和胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；质粒抽提试剂

盒购自上海博亚生物技术公司；脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００ＴＭ，Ｇ４１８和 Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；限制性

内切酶购自 ＮＥＢ公司；逆转录试剂盒和聚合酶链式

反应试剂盒购自 ＭＢＩ公司；鼠抗人 ＤＮＭＴ３ｂ单克隆

抗体购自 ＩＭＧＥＮＥＸ公司；ＨＲＰ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ

购自北京中山公司（Ｐｉｅｒｃｅ产品）。所有引物均由上

海生工生物工程公司合成。

１．２　实验方法

１．２．１　反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质粒的构建与

鉴定　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＤＮＭＴ３ｂ基因（收录号：ＮＭ－
００６８９２）的 ｃＤＮＡ序列设计引物。上游引物为 ５′

ＧＡＡＡＴＣＴＡＧＡＧＴＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＣＴＣＴＣＴＴ３′；

下游 引 物 为 ５′ＡＡＡ ＴＧＧ ＴＡＣＣＴＡ ＣＣＴＴＴＡ ＴＧＣ

ＣＣＡＡＣＴＣ３′，扩增片段长度为 ４８５ｂｐ（１６４１～

２１２５ｂｐ）。划线部分分别为 ＸｂａＩ和 ＫｐｎＩ酶切位

点。通过 ＲＴＰＣＲ获得目的 ＤＮＡ片段，将其反向插

入真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的 ＫｐｎＩ和 ＸｂａＩ

多克隆位点中进行构建，并通过酶切鉴定和 ＤＮＡ测

序鉴定。将构建好的反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达

质粒命名为 ｐｃＤＮＡＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）。

１．２．２　细胞转染与转染后鉴定　按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００ＴＭ说明书进行转染，并用 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空质

粒作为实验对照，未转染组为空白对照。转染后

７２ｈ，用 ８００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８进行筛选直至出现阳性

集 落。 挑 取 单 个 细 胞 克 隆 进 行 传 代 培 养，用

２００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８维持。将转染 ｐｃＤＮＡＤＮＭＴ３ｂ

（ＡＳ）的 ＱＢＣ９３９细胞命名为 ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ），

转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空质粒的 ＱＢＣ９３９细胞命名为

ＱＢＣｐｃＤＮＡ。通过 ＰＣＲ检测外源性新霉素抗性基

因（ｎｅｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ｎｅｏＲ）在转染细胞基因组

中是否表达，以确定转染是否成功。ｎｅｏＲ基因引物

序列和反应条件参见文献［１１］。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（免疫印迹）检测 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白

表 达 的 变 化 　 分 别 提 取 ＱＢＣ９３９，ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ

（ＡＳ）和 ＱＢＣｐｃＤＮＡ细胞的总蛋白，经 ８％ＳＤＳ－聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离后，电转移至 ＰＶＤＦ膜上，然

后用 ５％ 脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 ２ｈ；漂 洗 后 与 一 抗

（１∶２００）４℃ 缓 慢 摇 动 过 夜；用 ＴＢＳＴ洗 脱 后 与

ＨＲＰ标记的二抗（１∶１０００）室温孵育 ２～３ｈ；再用

化学发光试剂显色、曝光检测各组细胞中 ＤＮＭＴ３ｂ

蛋白的表达情况，同时以 βａｃｔｉｎ作为内参照。

１．２．４　ＭＴＴ（四甲基偶氮唑盐）法绘制细胞生长曲

线　将各组细胞按 ５×１０３／孔（０．２ｍＬ）接种于 ９６

孔板上，每组设 ３个复孔，共接种 ７板。每日取出 １
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板，弃去培养液，生理盐水漂洗 １遍；每孔加入 ＭＴＴ

（５μｇ／μＬ）２０μＬ，继续培养 ４ｈ；弃上清，生理盐水

漂洗 ２遍，加 ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，振荡 １０ｍｉｎ，使紫色

结晶充分溶解；用酶联免疫检测仪测定波长 ４９０ｎｍ

下的光吸收值（Ａ值）。然后以 Ａ值为纵坐标，以时

间（ｄ）为横坐标绘制细胞生长曲线。

１．２．５　软琼脂克隆形成试验测定细胞增殖能力　

通过软琼脂克隆形成试验计数克隆形成率，可对细

胞的增殖潜力作相对定量分析。实验步骤按照参

考 文 献［１２］进 行。待 细 胞 生 长 至 ８０％ 融 合，用

０．２５％胰酶消化后进行细胞计数。将 １×１０３个细

胞悬浮在含 ０．３％琼脂及 １０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０

中，然后铺在底层是 ０．５％琼脂的 １２孔培养板中，

３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度下培养 ２周后，置于倒置显

微镜下计数含有 ５０个细胞以上的克隆。按以下公

式计算克隆形成率。克隆形成率（％）＝（平均克

隆数／接种细胞数）×１００％。

１．２．６　流式细胞术检测细胞周期和凋亡　将各组

细胞分别传代 ２×１０５个细胞至 ６孔培养板培养

７２ｈ，制成细胞悬液。各取细胞约 １×１０６个，用磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（ｐＨ７．４）洗涤离心后，７５％冷乙

醇 ２ｍＬ混匀，４℃固定过夜。ＰＢＳ洗涤后，加入含有

ＲＮａｓｅ的碘化丙啶（ＰＩ）（５０ｍｇ／Ｌ）３００μＬ染色，室

温避光孵育 ３０ｍｉｎ。用流式细胞仪（美国 ＢＤ公司

产品，型号为 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）分析细胞周期和检测细

胞凋亡率。

１．３　统计学分析

各组实验数据以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１２．０软

件统计包进行多均数之间两两比较的方差分析。

２　结　果

２．１　各组细胞中 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白的变化

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结 果 显 示 （图 １），与 未 转 染 的

ＱＢＣ９３９细 胞 相 比，ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）细 胞 中 的

ＤＮＭＴ３ｂ蛋白 条带 明显变 细，亮 度 减 弱，而 ＱＢＣ

ｐｃＤＮＡ细胞中的 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白的表达未发生明显改

变。说明转染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真核表达质粒能

使 ＱＢＣ９３９细胞中内源性 ＤＮＭＴ３ｂ蛋白表达水平下

调，转染空质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）对其表达水平无明

显影响。

２．２　细胞生长曲线的变化

与未转 染组 细胞 ＱＢＣ９３９相比，ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ

（ＡＳ）细胞和 ＱＢＣｐｃＤＮＡ细胞与之生长趋于一致

（图 ２）。说 明 转 染 ｐｃＤＮＡＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）和 ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）对 ＱＢＣ９３９细胞的生长曲线无影响。

　　１：ＱＢＣ９３９；２：ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）；３：ＱＢＣｐｃＤＮＡ

图 １　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＤＮＭＴ３ｂ蛋白表达的变化 图 ２　各组细胞的生长曲线

２．３　细胞增殖能力的变化

ＱＢＣ９３９的克隆形成率为（３８．０２０±４．１２０）％，

ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）为 （３６．８００±５．５４９）％，ＱＢＣ

ｐｃＤＮＡ为（３６．１００±７．０６９）％。分别与 ＱＢＣ９３９

细胞相比，ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）转染组（Ｐ＝０．７１７）

和 ＱＢＣｐｃＤＮＡ转染组（Ｐ ＝０．５６９）的差异均无显

著性。

２．４　对细胞周期和细胞凋亡率的影响

ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）转染组和 ＱＢＣｐｃＤＮＡ转染

组的细胞周期和凋亡发生率与 ＱＢＣ９３９细胞相比，

其间的差异均无显著性（Ｐ ＞０．０５）。说明通过转

染反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因下调其表达水平对 ＱＢＣ９３９的

细胞周期的影响不大，也不能促进细胞凋亡的发生

（表 １）。
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表 １　各组细胞的细胞周期和凋亡率（％）

细胞周期
ＱＢＣ９３９对照组

ｘ±ｓ

ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）转染组

ｘ±ｓ Ｐ值

ＱＢＣｐｃＤＮＡ转染组

ｘ±ｓ Ｐ值

Ｇ０／Ｇ１期 ４６．２２±３．８０ ４９．３９±４．１８ ０．１６２ ４８．３５±３．６６ ０．３４２

Ｓ期 ３３．１８±２．８１ ３０．６１±２．４６ ０．１１４ ３２．０５±２．４１ ０．４８０

Ｇ２／Ｍ期 ２０．６０±５．０１ ２０．００±３．０５ ０．７９７ １９．６０±３．６２ ０．６６８

凋亡率 １．６３±０．２７ ２．２４±０．３９ ０．０８９ ２．１９±０．４２ ０．１１８

　　　　注：分别与ＱＢＣＤＮＭＴ３ｂ（ＡＳ）转染组、ＱＢＣｐｃＤＮＡ转染组各项相应指标比较，均为Ｐ＞０．０５

３　讨　论

大量表遗传学研究表明，肿瘤细胞的甲基化模

式发生了异常改变，主要表现为基因组的整体低

甲基化和特殊部位的高甲基化，并认为这种正常

甲基化模式的破坏是肿瘤细胞的重要特征；这些

异常甲基化可通过肿瘤抑制基因的沉默和原癌基

因的活化参与细胞的癌变过程，并在肿瘤相关基

因的表达调控中具有重要作用［１－３］。

ＤＮＡ甲基化是在 ＤＮＭＴｓ的催化下发生的。目

前发现的该家族成员包括 ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ２，ＤＮＭＴ３ａ

和 ＤＮＭＴ３ｂ４个 基 因［４］。 其 中 ＤＮＭＴ３ｂ定 位 于

２０ｑ１１．２，ｃＤＮＡ全长 ４１９５ｂｐ，编码 ８５９个氨基酸

的蛋白，其 Ｃ端区域含有 ５个高度保留的 ＤＮＡ甲

基转移酶基序，Ｎ端含有一个富含半胱氨酸的区

域。ＤＮＭＴ３ｂ基因的功能主要是参与从头甲基化

（ｄｅｎｏｖｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ），即在没有甲基化的 ＤＮＡ双链

上进行甲基化的过程，在哺乳动物的胚胎植入和

发育过程中发挥着重要作用。该基因在未分化的

胚胎干细胞和睾丸组织中高表达，但在分化细胞

和 发 育 成 熟 的 组 织 中 几 乎 不 表 达。 研 究 表

明［５－８］，ＤＮＭＴ３ｂ在多种肿瘤细胞和组织中都存在

不同程度的高表达，并可能通过抑癌基因启动子

高甲基化和促使突变的不同机制参与肿瘤的发

生。Ｂｅａｕｌｉｅｕ等［８］通过反义寡核苷酸降低 ＤＮＭＴ３ｂ

在 Ａ５４９和 ＭＤＡＭＢ２３１等人类肿瘤细胞中表达

水平的研究结果发现，ＤＮＭＴ３ｂ缺失可诱导抑癌基

因 ＲＡＳＳＦ１Ａ的启动子去甲基化并使之重新表达，

同时可抑制这些肿瘤细胞的生长，阻滞细胞周期

和促进细胞凋亡的发生。Ｌｅｕ等［１３］利 用 ＲＮＡｉ对

卵巢癌细胞 ＣＰ７０中的 ＤＮＭＴ１和 ＤＮＭＴ３ｂ进行干

预，结 果 显 示 单 独 下 调 ＤＮＭＴ３ｂ表 达 对 ＴＷＩＳＴ，

ＲＡＳＳＦ１Ａ和 ＨＩＮ１等基因启动子的去甲基化效果

和诱导这些基因重新表达的效果明显低于单独下

调 ＤＮＭＴ１表达或联合下调 ＤＮＭＴ１和 ＤＮＭＴ３ｂ，且

对 ＣＰ７０细胞生长的影响甚微。提示 ＤＮＭＴ３ｂ在

ＣＰ７０细胞中扮演着次要角色。以上研究结果提

示，ＤＮＭＴ３ｂ作为从头甲基化酶之一，在不同肿瘤

组织和细胞中的作用尚需进一步探讨。

胆管癌是危害人类健康的恶性肿瘤，其发生与

ｐ１６和 ＰＴＥＮ等 抑 癌 基 因 的 表 达 降 低 和 失 活 有

关［１４－１５］，而启动子区高甲基化是这些抑癌基因缺

失的原因之一。在本课题组前期研究［９－１０］中，笔

者应用甲基转移酶抑制剂 ５ＡｚａＣｄＲ作用于胆管

癌细胞 ＱＢＣ９３９并观察其生长周期变化，发现 ５

ＡｚａＣｄＲ可在体内外抑制胆管癌细胞的增殖，促进

细胞凋亡。说明 ＤＮＭＴｓ在 ＱＢＣ９３９中扮演着重要

的角色。但究竟是 ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ３ａ或 ＤＮＭＴ３ｂ何

者发挥主要作用，还是三者之间相互协同作用，目

前尚无充分的实验依据。为此，本课题组进行了

后续研究。本实验通过构建反义 ＤＮＭＴ３ｂ基因真

核表达质粒，用脂质体介导将其转染到胆管癌细

胞株 ＱＢＣ９３９中，观察反义调控 ＤＮＭＴ３ｂ表达对其

生物学特性的影响，初步探讨该基因在ＱＢＣ９３９中

的作用。结果显示转染反义基因能调控 ＤＮＭＴ３ｂ

的表达，使之降低。说明反义核酸技术作为一种

基因下向调节作用方法，在抑制有关基因的表达

上是有效的。在转染后的效应检测中，发现反义
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调控 ＤＮＭＴ３ｂ基因对 ＱＢＣ９３９的生长和增殖没有

影响，也不能改变 ＱＢＣ９３９的细胞周期和促进细胞

凋亡的发生。其原因可能与细胞系有关，说明 ＤＮ

ＭＴ３ｂ基因在 ＱＢＣ９３９细胞的生长和增殖中作用

甚微，同时也说明肿瘤的发生是一个多基因、多因

素参与的过程。结合前期研究结果［９－１０］，提示甲

基转移酶抑制剂 ５ＡｚａＣｄＲ体内外抑制 ＱＢＣ９３９

的增殖和促进 其凋亡 的 主 要 机 制 可 能 与 ５Ａｚａ

ＣｄＲ抑 制 ＤＮＭＴ３ｂ基因 的 活 性 无 关，也 提 示 ＤＮ

ＭＴ３ｂ基因在 ＤＮＭＴｓ介导胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞恶

变过程中可能起着协同作用。本研究为初步探讨

ＤＮＭＴ３ｂ在人胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９中的表遗传学

作用提供了实验依据，但有关 ＤＮＭＴ３ｂ在 ＤＮＡ甲

基化中的作用以及与其他 ＤＮＭＴｓ成员的相互关系

尚待进一步的实验研究。
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