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甲基化抑制剂对 ＣＥＭ细胞 ＥｐｈＢ４基因表达及
细胞增殖与凋亡的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨甲基化抑制剂５氮杂２′脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａＣｄＲ）对人急性淋巴细
胞白血病细胞株ＣＥＭ中抑癌基因ＥｐｈＢ４的转录调控作用及对ＣＥＭ细胞增殖凋亡的生物学影响，为寻找肿瘤治疗
新靶点提供实验依据。方法　采用亚硫酸氢盐修饰后测序法检测 ＥｐｈＢ４基因甲基化水平，荧光定量 ＰＣＲ法（Ｑ
ＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测５ａｚａＣｄＲ处理前后ＥｐｈＢ４基因ｍＲＮＡ及蛋白表达水平；ＭＴＳ法检测不同剂量（１．０、
２．５、５．０μｍｏｌ／Ｌ）的５ａｚａＣｄＲ作用于ＣＥＭ细胞０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ对ＣＥＭ细胞存活率的影响，流式细胞仪
分析５ａｚａＣｄＲ作用９６ｈ对ＣＥＭ细胞周期及凋亡的影响。结果　ＣＥＭ细胞中存在ＥｐｈＢ４基因的甲基化，甲基化
水平为３１．４％；不同浓度５ａｚａＣｄＲ作用后ＣＥＭ细胞甲基化水平均下降。５ａｚａＣｄＲ作用使ＣＥＭ细胞中ＥｐｈＢ４基
因的ｍＲＮＡ和蛋白表达上升；５ａｚａＣｄＲ明显抑制ＣＥＭ细胞增殖，并与药物浓度及作用时间呈正相关。５ａｚａＣｄＲ
处理 ９６ｈ后，早期凋亡由４．１％上升为２４．８％。用药９６ｈ后，ＣＥＭ细胞 Ｇ１期由６２．４％ 降至４６．８％，Ｇ２期由
２．１％升至１６．２％，细胞阻滞于 Ｇ２期。结论　特异性甲基化转移酶抑制剂５ａｚａＣｄＲ能使 ＣＥＭ细胞中沉默的
ＥｐｈＢ４基因重新表达，并可抑制白血病细胞增殖和诱导其凋亡。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（３）：２０５－２０９］
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　　抑癌基因启动子 ＣｐＧ岛的异常甲基化与白血
病发病关系密切，异常甲基化导致基因沉默，促进了

肿瘤的发生［１］。红细胞生成素生成人肝细胞癌细

胞系（ｅｒｙｔｈｒｏｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ
ｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，Ｅｐｈ）基因家族是酪氨酸蛋白激酶受体
家族（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ）中最大的一个亚群，
迄今为止，Ｅｐｈ基因家族已有１６个成员，ＥｐｈＢ４是
其重要成员。有研究显示 Ｅｐｈ受体是肿瘤抑制因
子［２３］。人类实体瘤的研究发现，结肠直肠癌和乳腺

癌的 ＥｐｈＢ２、ＥｐｈＢ４和 ＥｐｈＢ６基因发生了甲基
化［４５］。然而对于血液系统恶性肿瘤，Ｅｐｈ受体和配
体的高甲基化及表观遗传学调节还没有被详细研

究。本研究从分子细胞水平检测人急性淋巴细胞白

血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）ＣＥＭ细胞
中ＥｐｈＢ４基因ｍＲＮＡ和蛋白表达水平；研究 ＥｐｈＢ４
基因启动子区甲基化状态及其对ＣＥＭ细胞增殖、凋
亡的影响；探讨ＥｐｈＢ４基因甲基化状态在ＡＬＬ发病
的作用及其发生发展过程中的生物学意义，为寻找

肿瘤治疗的新靶点提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
人ＡＬＬＣＥＭ细胞株购自 ＡＴＣＣ，并为本实验室

长期保存。新生胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基和青
霉素 ＋链霉素双抗均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。５氮
杂２′脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａＣｄＲ）
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。ＥｐｈＢ４抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，亚硫酸氢盐修饰试剂盒购
自德国ＱＩＡＧＥＮ公司。ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自
北京东胜创新公司。ｐＭＤ１９Ｔ载体试剂盒购自日
本ＴＡＫＡＲＡ公司。ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。ＭＴＳ／ＰＭＳ检测试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒购自南
京凯基生物科技发展有限公司。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自日本 ＴＯＹＯＢＯ公
司。ＡＢＩ７５００型ＦＱＰＣＲ扩增仪：美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ公司。Ｃａｌｉｂｅｒ流式细胞仪：美国 ＢＤ公司。
ＭｕｌｔｉｓｃａｎＭＫ３全自动酶标仪：美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及药物处理　　用 ＲＰＭＩ１６４０培
养基加 １０％ 胎牛血清培养，３７℃、饱和湿度、５％
ＣＯ２正常传代培养人 ＡＬＬＣＥＭ细胞株。隔天传代，

保持实验所用细胞处于对数生长期。用１．０、２．５及
５．０μｍｏｌ／Ｌ的 ５ａｚａＣｄＲ分别处理细胞并于 ０ｈ、
２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后检测。
１．２．２　基因组 ＤＮＡ抽提、亚硫酸氢盐修饰　　样
品抽提使用ＰｒｏｍｅｇａｗｉｚａｒｄｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｋｉｔ。亚硫酸氢盐修饰使用 ＱＩＡＧＥＮ公司的 ＥｐｉＴｅｃｔ
ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＫｉｔ。将搜集的修饰后的 ＤＮＡ于 －２０℃ 保
存备用。

１．２．３　ＢＳＰ法检测 ＥｐｈＢ４基因甲基化水平　　将
修饰后的 ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，检测序列片段长度２５１
ｂｐ。设计的引物 ＢｓｐＥＰＨＢ４Ｆ１：５′ＧＡＡＧＴＧＴＴＴＧＧ
ＧＡＴＴＧＴＡＧＴＧＴＴ３′；ＢｓｐＥＰＨＢ４Ｒ１：５′ＣＡＡＡＡＡＡＡＡＴ
ＣＡＡＡＣＣＴＡＡＡＡＡＡＡＣ３′。反应体系：ＤＮＡ１．０μＬ，上
游引物０．５μＬ，下游引物０．５μＬ，２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，ｄＨ２Ｏ８．０μＬ，总体积２０μＬ。反应条件：
９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火 １５ｓ，
７２℃ 延伸３０ｓ，共４０个循环。使用 ＤＮＡ凝胶回收
试剂盒进行 ＰＣＲ产物回收。将目的片段与载体连
接：向０．２ｍＬＥＰ管中加入酶切回收的 ＰＣＲ产物
２．２μＬ，ｐＭＤ１９Ｔ载体 ０．８μＬ，ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ３．０μＬ，
１６℃连接２ｈ。连接产物的转化：冰浴中将６．０μＬ
连接产物分别加入至３０μＬＤＨ５α感受态细胞中，
轻轻旋转混匀，冰浴３０ｍｉｎ；４２℃水浴热休克９０ｓ；
快速将管转移至冰浴中，冰浴 ２ｍｉｎ；分别加入
２００μＬＬＢ培养基，混匀，３７℃、２００ｒｐｍ振荡培养
１ｈ；将菌液涂布于含氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）、
ＸＧａｌ、ＩＰＴＧ的ＬＢ平板表面，室温下放置，至液体吸
收；倒置平板，转移入 ３７℃生化培养箱过夜培养。
质粒酶切鉴定及阳性克隆：从平板上面各接５个菌
落于３．０ｍＬＬＢ管中摇床过夜培养，提取其质粒；酶
切鉴定所提取质粒；经克隆后送到华大公司测序。

设对照组（未用 ５ａｚａＣｄＲ处理的 ＣＥＭ细胞）及
处理组（用１．０μｍｏｌ／Ｌ、２．５μｍｏｌ／Ｌ、５．０μｍｏｌ／Ｌ的
５ａｚａＣｄＲ分别处理ＣＥＭ细胞９６ｈ），进行ＢＳＰ测序。
１．２．４　ＱＰＣＲ验证基因表达情况　　收集０ｈ、
２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ用５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ
处理的细胞。每个时间点均设３个复孔。Ｔｒｉｚｏｌ一
步法分别抽提细胞总 ＲＮＡ。在光度计上测定 ＯＤ
值，检测纯度。取ＲＮＡ样品１．０μＬ，１％ 琼脂糖凝
胶电泳８０Ｖ×２０ｍｉｎ，检测完整性。逆转录体系含
５×逆转录缓冲液 ４．０μＬ，随机引物０．５μＬ，
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，Ｒｎａｓｅ抑制剂 ０．５μＬ，
ＭＭＬＶ０．５μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）０．５μＬ，ＲＮＡ１．０μＬ。
将上述２０μＬ反应溶液３０℃ 保温１０ｍｉｎ；４２℃保温
５０ｍｉｎ；７２℃ 保温 １０ｍｉｎ。ＱＰＣＲ：内参片段为 １８
·６０２·



第１４卷第３期
２０１２年３月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０１２

ＳｒＲＮＡ，片段长度１１２ｂｐ；目的片段为 ＥｐｈＢ４，片段
长度２０２ｂｐ。设计的引物 ＥｐｈＢ４Ｆ１：５′ＧＣＣＴＣＡＣ
ＴＡＣＴＣＡＧＣＴＴＴＴＧＧ３′；ＥｐｈＢ４Ｒ１：５′ＧＧＡＣＴＴＣＡＴ
ＧＴＧＣＴＧＧＡＣＡＣＴ３′。反应体系：ｃＤＮＡ（１∶２０稀释）
５．０μＬ，上游引物 ０．５μＬ，下游引物 ０．５μＬ，２×
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｄＨ２Ｏ４．０μＬ，
总体积２０μＬ。反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃
变性１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃ 延伸３２ｓ，共４０个循
环。融解曲线分析：温度６０℃～９５℃。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥｐｈＢ４蛋白表达水平　　
设对照组（未用５ａｚａＣｄＲ处理的 ＣＥＭ细胞）及处
理组（分别用１．０、２．５和５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ
处理ＣＥＭ细胞７２ｈ），每组均设３个复孔。分别收
集对照组及处理组的细胞约 １×１０７个。细胞样品
经１０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，弃培养液，ＰＢＳ清洗２次；
加入提取缓冲液，４℃ 轻摇 １５ｍｉｎ；收集裂解液到
ＥＰ管中，１４０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ；取上清到新的 ＥＰ
管中，ＢＣＡ法测量蛋白浓度。将提取好的蛋白溶液
和上样缓冲液按 ２∶１混合，煮沸 ５ｍｉｎ；混合液行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：８０Ｖ恒压５０ｍｉｎ，１２０Ｖ恒压电泳
至溴酚蓝刚出胶底部止；将分离的条带电转移至

ＰＶＤＦ膜上。取出杂交膜，５％ 脱脂奶粉溶液室温封
闭１ｈ或４℃过夜；将稀释浓度适宜的一抗４℃ 过夜
或 ３７℃ 孵育２ｈ，ＦａｃｔｏｒⅨ和 ＦａｃｔｏｒⅧ稀释比例
为１∶１０００。相应二抗稀释液３７℃ 孵育１ｈ。蒸馏
水漂洗膜２ｍｉｎ，弃去液体，共洗３次。将化学荧光
发光底物加到膜的表面５ｍｉｎ，放至暗盒，显影。扫
描仪扫描蛋白质条带，Ｉｍａｇａｑｕｅｎｔ５．１软件定量分
析蛋白质条带灰度值，以 ＧＡＰＤＨ条带作为参照。
取目的蛋白条带与ＧＡＰＤＨ相对灰度比值进行动态
比较。

１．２．６　ＭＴＳ法测定５ａｚａＣｄＲ对细胞增殖的影响
　　将５ａｚａＣｄＲ溶于含１０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液中，浓度分别为１．０、２．５和５．０μｍｏｌ／Ｌ。
实验设５组，分别为１．０μｍｏｌ／Ｌ处理组、２．５μｍｏｌ／Ｌ
处理组、５．０μｍｏｌ／Ｌ处理组、对照组（仅有培养液、
细胞，无药物）和空白组（仅有培养液，无细胞和药

物），每组设３个复孔。细胞传代培养后，调整细胞
浓度为 １×１０５ 个／ｍＬ，接种于 ９６孔板，每孔
１００μＬ，即每孔细胞为１×１０４个，处理组每孔加入
１００μＬ含不同浓度 ５ａｚａＣｄＲ的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基，对照组和空白组加入 １００μＬ培养液，分别于
０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ加入细胞增殖检测试剂
１０μＬ，孵育４ｈ后，用全自动酶标仪于４９０ｎｍ处检
测光密度（Ａ）。实验抑制率 ＝（对照组平均 ＯＤ值

－实验组 ＯＤ值）／对照组平均 ＯＤ值 ×１００％。以
此Ａ值为纵坐标，时间为横坐标绘制生长曲线。
１．２．７　流式细胞仪检测５ａｚａＣｄＲ对细胞凋亡的
影响　　分别收集 ０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ用
５．０μｍｏｌ／Ｌ的 ５ａｚａＣｄＲ处理的 ＣＥＭ细胞。每个
时间点均设３个复孔。０ｈ设为对照组，即未用５
ａｚａＣｄＲ处理组。用 ＰＢＳ洗涤细胞 ２次（２０００ｒｐｍ
离心５ｍｉｎ）后收集５～１０×１０５个细胞；加入５００μＬ
的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞；先加入５．０μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ混匀后，再加入５．０μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染色
液，混匀；室温、避光、染色５～１５ｍｉｎ；用流式细胞仪
进行检测。

１．２．８　流式细胞仪检测５ａｚａＣｄＲ对细胞周期的
影响　　分别收集 ０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ用
５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ处理的 ＣＥＭ细胞。每个
时间点均设３个复孔。０ｈ设为对照组，即未用５
ａｚａＣｄＲ处理组。用 ＰＢＳ洗涤细胞２次（２０００ｒｐｍ
离心５ｍｉｎ）后收集５～１０×１０５个细胞。细胞固定：
离心收集细胞，弃上清，用预冷 ＰＢＳ洗细胞２次，加
入预冷７０％乙醇，于４℃固定过夜或－２０℃下保存。
细胞染色：离心收集细胞，以 １ｍＬ的 ＰＢＳ洗细胞
１次，加入１００μｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ于３７℃孵育３０ｍｉｎ，
然后加入５００μＬＰＩ染色液４℃ 避光孵育３０ｍｉｎ。
流式分析：以标准程序用流式细胞仪检测，一般计数

２～３万个细胞，结果用细胞周期拟和软件 ＭｏｄＦｉｔ分
析。

１．３　统计学分析
所有数据用 ＳＰＳＳ１６．５统计学软件进行处理。

计量资料结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组均
数间的比较采用单因素方差分析，两样本均数间的

比较采用ｔ检验，率的比较采用 χ２检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　５ａｚａＣｄＲ对ＣＥＭ细胞ＥｐｈＢ４基因甲基化、
ｍＲＮＡ表达及蛋白表达的影响

对照组ＣＥＭ细胞ＥｐｈＢ４基因启动子ＣｐＧ岛甲
基化水平为３１．４％，提示 ＣＥＭ细胞存在 ＥｐｈＢ４基
因的甲基化。１．０、２．５和５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ
处理ＣＥＭ细胞９６ｈ后甲基化水平分别为１２．９％、
１２．９％、１１．４％，处理前后甲基化水平差异均有统计
学意义 （分别χ２＝７．００、７．００、８．３２，均 Ｐ＜０．０１）；
不同浓度５ａｚａＣｄＲ处理后 ＣＥＭ细胞甲基化水平
之间差异无统计学意义 （χ２＝０．０９，Ｐ＝０．０５７）。见
·７０２·



第１４卷第３期
２０１２年３月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０１２

图１Ａ。
对照组 ＣＥＭ细胞中有少量 ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ表

达，５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ作用于 ＣＥＭ细胞，随
着药物作用时间的延长，ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ表达水平呈
现上升趋势 （Ｆ＝１６．９５，Ｐ＝０．００１），其中２４ｈ与
４８ｈ之间的ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义，
７２ｈ与２４ｈ、４８ｈ之间的表达差异有统计学意义。
见图１Ｂ。

对照组即未加入 ５ａｚａＣｄＲ的 ＣＥＭ细胞中有
少量 ＥｐｈＢ４蛋白表达。对照组、１．０μｍｏｌ／Ｌ处理
组、２．５μｍｏｌ／Ｌ处理组、５．０μｍｏｌ／Ｌ处理组 ＥｐｈＢ４
蛋白表达水平分别为 ０．２０９±０．０４１、０．３５４±
０．０４６、０．７５６±０．０５２、０．９４４±０．０９１。ＥｐｈＢ４蛋
白表达随着 ５ａｚａＣｄＲ作用浓度的增加而增加，
差异有统计学意义 （Ｆ＝９５．４８，Ｐ＜０．００１），见
图 １Ｃ。
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　　图 １　５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ 细胞 ＥｐｈＢ４基因甲基化、
ｍＲＮＡ表达及蛋白表达的影响 　Ａ：５ａｚａＣｄＲ处理前后ＥｐｈＢ４
基因甲基化的改变。○是非甲基化的ＣｐＧ位点；●是甲基化的ＣｐＧ
位点。Ｂ：５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ作用于 ＣＥＭ细胞后不同时间
ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ的表达。ａ：与０ｈ相比，Ｐ＜０．０５；ｂ：与２４ｈ相比，
Ｐ＜０．０５；ｃ：与 ４８ｈ相比，Ｐ＜０．０５。Ｃ：不同浓度 ５ａｚａＣｄＲ作
用于 ＣＥＭ细胞７２ｈ后 ＥｐｈＢ４基因的蛋白表达。

２．２　５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ细胞增殖的影响
用１．０、２．５及５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ处理细

胞，分别在０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后检测对 ＣＥＭ
细胞增殖的影响。结果发现，各浓度的 ５ａｚａＣｄＲ
均可以抑制细胞生长。经５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ
作用的 ＣＥＭ细胞增殖明显减弱。５ａｚａＣｄＲ作用
２４ｈ，对照组和处理组的细胞增殖差异无统计学意
义 （ｔ＝０．０００，Ｐ＝１．０００）；作用４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ，两
组的细胞增殖差异有统计学意义（分别 ｔ＝４．３３０、
９．６４９、４．５４１，Ｐ＜０．０５），见图２。
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　　图２　５．０μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａＣｄＲ对ＣＥＭ细胞增殖的影响
　ａ：与对照组同时间点比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ 细胞凋亡及细胞周期的
影响

５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ处理 ＣＥＭ细胞９６ｈ
后，早期凋亡细胞由原来的４．１％（均数为０．０３６±
０．００５）上升到２４．８％（均数为０．２０３±０．０４１），差
异有统计学意义 （ｔ＝－７．０６，Ｐ＝０．００２）；ＣＥＭ细
胞Ｇ１期由６２．４％ 降至４６．８％，Ｇ２期由２．１％ 升
至１６．２％，细胞阻滞于Ｇ２期，见图３～４。
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　　图３　５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ细胞凋亡的
影响
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　　图４　５．０μｍｏｌ／Ｌ的５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ细胞周期的
影响

３　讨论

Ｅｐｈ受体和其配体间的相互作用参与了胚胎发
·８０２·



第１４卷第３期
２０１２年３月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０１２

育模式的许多过程，在神经轴突导向、血管发生、造

血细胞的生成和肿瘤形成等方面具有重要作用。有

研究发现，某些肿瘤 Ｅｐｈ受体有明显的表达丢失，
如Ａｌａｚｚｏｕｚｉ等［４］报道结肠直肠癌的 ＥｐｈＢ２表达丢
失，Ｄａｖａｌｏｓ等［５］报道结肠直肠癌的 ＥｐｈＢ４表达丢
失，Ｆｏｘ等［６］报道乳腺癌的 ＥｐｈＢ６表达丢失。剔除
鼠的 ＥｐｈＢ２、ＥｐｈＢ３或 ＥｐｈＡ２基因，会促使鼠患结
肠直肠癌和皮肤癌［２，７］。另外，在结肠直肠癌及前

列腺癌中发现体细胞的ＥｐｈＢ２基因突变［８］。

Ｅｐｈ受体（作为肿瘤抑制因子）表达丢失，可能
的机制很多，其中一个原因是 Ｅｐｈ基因启动子 ＣｐＧ
岛发生异常的甲基化。异常的 ＣｐＧ岛甲基化能导
致肿瘤抑癌基因沉默。最近研究人员对 ＡＬＬ样本
全基因组ＣｐＧ岛的甲基化情况进行筛查，发现几个
Ｅｐｈ／Ｅｐｈｒｉｎ基因ＣｐＧ岛发生了甲基化［９］。

ＤＮＡ甲基化抑制剂是胞嘧啶核苷类似物，能参
与快速增长的肿瘤细胞 ＤＮＡ合成，通过占有、消耗
ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴｓ）特异性地抑制 ＤＮＡ甲基
化［１０］。５ａｚａＣｄＲ已经被 ＦＤＡ批准用于治疗骨髓
增生异常综合征，并且对于其他血液系统恶性肿瘤

也有效，如急性髓性白血病和慢性髓性白血病［１１］。

人ＡＬＬＣＥＭ细胞是研究儿童 ＡＬＬ的理想模
型。本研究证实 ＣＥＭ细胞 ＥｐｈＢ４基因的启动子
ＣｐＧ岛存在甲基化，甲基化水平为３１．４％，白血病
ＣＥＭ细胞中仅有少量ＥｐｈＢ４ｍＲＮＡ和蛋白表达，甲
基化抑制了ＥｐｈＢ４基因的表达，考虑在ＡＬＬ发病过
程中 ＥｐｈＢ４基因所起的作用可能是由于 ＥｐｈＢ４基
因在白血病细胞中表达水平上的改变引起的，可能

导致肿瘤细胞增殖，与国外文献报道相符［１２］。本研

究还表明甲基化抑制剂 ５ａｚａＣｄＲ可以降低 ＣＥＭ
细胞 ＥｐｈＢ４基因甲基化水平，并且下降程度明显。
根据国外文献启动子 ＣｐＧ岛甲基化位点 ＜１５％为
非甲基化状态［１２］，所以，经过５ａｚａＣｄＲ去甲基化处
理后，ＣＥＭ细胞ＥｐｈＢ４基因由甲基化状态恢复到非
甲基化状态。同时研究证实，去甲基化的 ＥｐｈＢ４基
因恢复了表达；肿瘤细胞增殖受到抑制；诱导了肿瘤

细胞凋亡，早期凋亡细胞由原来的 ４．１％上升到
２４．８％；肿瘤细胞阻滞于 Ｇ２期，Ｇ１期由６２．４％降
至４６．８％，Ｇ２期由２．１％升至１６．２％。因此，本研
究提示ＥｐｈＢ４基因甲基化导致的基因沉默可能促
进ＡＬＬ发生，５ａｚａＣｄＲ对 ＣＥＭ细胞株抑癌基因的

去甲基化作用为去甲基化药物治疗肿瘤提供了一种

新思路。白血病的发生同其他恶性肿瘤一样，也是

有多因素参与，并经历多阶段演变过程，涉及到多种

癌基因（ｏｎｃｏｇｅｎｅ）的激活和肿瘤抑制基因 （ｔｕｍｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ）的失活。本实验仅研究了ＥｐｈＢ４基
因的甲基化情况，对于 Ｅｐｈ基因家族其他成员的甲
基化状态及对 ＡＬＬ的发生及预后的影响有待进一
步的研究。
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