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·基础研究·
DNA甲基转移酶基因干扰对 K562细胞癌 -睾丸抗原表达的影响 *
梁 伟 徐 兰 杨荣秉 初 明 连 觅 朱蕴兰 余培峰 徐碧荷 王月丹△

（北京大学基础医学院免疫学系 北京 100191）

摘要目的：探讨抑制甲基转移酶(DNMT)对 K562细胞中癌 -睾丸抗原表达的影响及其机制。方法：分别采用针对 DNMT家族不
同成员的 siRNA转染 K562细胞,，采用 RT-PCR检测细胞中 DNMT及癌 -睾丸抗原的水平表达，并采用甲基化特异 PCR(MSP)
检测部分癌 -睾丸抗原基因启动子的甲基化状态。结果：经 siRNA干扰后，K562细胞中 DNMT1、DNMT3a和 DNMT3b的表达量
均明显降低，癌 -睾丸抗原 CT10的启动子区序列发生了去甲基化，但处于非甲基化状态的 MAGE-A1启动子区没有发生任何改
变。干扰 DNMT组的 K562细胞，再表达癌 -睾丸抗原 CT10、PRAME和 CT9，而MAGE-A1、SSX-1的表达上调，但是 NY-ESO-1、
HCA587和 HCA661的表达状况均没有任何影响。结论：在 K562细胞中,干扰 DNMT可使部分癌 -睾丸抗原基因的启动子区发
生去甲基化，从而导致相应的癌 -睾丸抗原分子的再表达或表达增加。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects and the underlying mechanisms of inhibiting three kinds of DNA methyltr-

ansferases (DNMT1, DNMT3a and DNMT3b) on the expression of cancer/ testis antigen (CTA) in K562 cell. Methods: Transient
transfection of K562 cell with siRNA was targeted against different members of DNMT family. RT-PCR was used to detect the
expressions of DNMTs and CTAsm, and the promoter methylation of partial CTA genes was detected with methylation specific PCR
(MSP). Results: The expressions of DNMT1, DNMT3a and DNMT3b declined significantly after siRNA interference in K562 cells.
Demethylation occurred in the promoter region of CT10, while the promoter region of MAGE-A1 was in a state of unmethylation. CT10,
PRAME and CT9, re-expressed in all transfected cells group; The expressions of MAGE-A1and ssx-1 were up-regulated in transfected
cells group; There was not expression of NY-ESO-1 HCA587 and HCA661 in all cells. Conclusions: In K562 cells, DNMT can
up-regulate the expression of CTA by demethylated the promoter.
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前言

髓性白血病是一种源自髓系造血细胞的恶性血液系统增

殖性疾病，预后较差。骨髓造血干细胞移植是治疗该病的有效
方法，诱导移植后的移植物抗白血病（GVL）是预防白血病复发
的重要手段之一[1]。癌 -睾丸抗原(cancer-testis antigen ,CTA)是
目前肿瘤免疫应答中，研究的热点问题之一。通常情况下，正常
人的外周血细胞和骨髓细胞均不表达 CTA，但是，在髓性白血
病细胞中可以有不同程度及不同种类 CTA的表达。通过提高
肿瘤细胞的 CTA表达，有利于机体免疫细胞对肿瘤的识别，有
利于诱导 GVL等抗白血病现象的发生[2-3]。本研究通过 RNA干

扰技术抑制髓性白血病细胞株 K562细胞内甲基转移酶(DNA
methyltransferase，DNMT)的表达，观察其对髓性白血病细胞中
多种 CTA基因表达的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂
髓性白血病细胞系 K562购自协和医科大学细胞中心。EZ

DNA Methylation KIT (ZYMO RESEARCH CORP) ,Li-pofec-
tamine 2000TM (博奥生物公司) ;5-杂氮脱氧胞嘧啶(5-Aza-dC,
美国 Sigma) ;Trizol RNA 提取试剂 (美国 invitrogen) ;EZgene
DNA kit (Biomiga);cDNA Synthesis Kit(fermentas)、2×Taq PCR
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表 1三种 DNMT的 siRNA序列
Table 1 Sequence of siRNA targeted against DNMT

Master Mix（美国 Biomiga）DNA marker (博奥生物公司)，三种
DNMT (DNMT1、DNMT3a、DNMT3b)的 siRNA序列由上海吉

玛公司合成（见表 1）。

GENE SEQUENCE

DNMT1 FORWARD5′GCACCUCAUUUGCCGAAUATT3

REVERSE5'UAUUCGGCAAAUGAGGUGCTT3′

DNMT3a FORWARD5′CGAGGUCAAACUCCAUAAATT3′

REVERSE5′UUUAUGGAGUUUGACCUCGTT3′

DNMT3b FORWARD5′GCAACGAUCUCUCAAAUGUTT3′

REVERSE5′ ACAUUUGAGAGAUCGUUGCTT3′

1.2 siRNA转染 K562细胞
收集对数生长期的 K562细胞按每孔 2×106个细胞接种
至至六孔板中。并分别进行如下处理：1）阳性对照组。使用终浓
度 5mg/m L的 5-Aza-dC培养 6h , 更换无血清培养液培养至
48h；2）DNMT1 + 3a + 3b 组。采用针对 DNMT1、DNMT3a 和
DNMT3b的 siRNA转染细胞,转染后培养 6h，更换无血清培养
基后继续培养至 48h。3）DNMT1 + 3a组采用针对 DNMT1和
DNMT3a的 siRNA转染细胞,转染后培养 6h，更换无血清培养
基后继续培养至 48h。4）DNMT1+ 3b组采用针对 DNMT1和
DNMT3b的 siRNA转染细胞,转染后培养 6h，更换无血清培养
基后继续培养至 48h。5）DNMT3a + 3b组采用针对 DNMT3a
和 DNMT3b的 siRNA转染细胞,转染后培养 6h，更换无血清培
养基后继续培养至 48h。6）阴性对照组采用阴性对照 siRAN转
染细胞，转染后培养 6h，更换无血清培养基后继续培养至
48h 。以上各组中脂质体浓度均为 2ul/ml。细胞转染步骤按
Li-pofectamine 2000TM脂质体转染试剂说明书进行。
1.3 RT-PCR检测 DNMT和 CTA相关基因表达

实验分组同转染分组, 转染后 48h采用 Trizol提取上述各
组细胞总 RNA，按 fermentas kit的说明书反转录制备 cDNA。
在 GeneBank中检索 DNMT1 (NM_001130823.1)、DNMT3a (
(NM_175629.1)、DNMT3b(NM_175848.1) 、CT10 (NM_016249)
、MAGE-A1 (NM_004988.4) 、PRAME (NM_206955.1 )、SP17
(NM-001009738.1)、NY-ESO-1(NM-001327.2)、HCA587(AF-151
378.1)、HCA661(NM-016521.2)和 SSX1 (NM_005635.2)等 CTA
的 cDNA序列，利用 PREMIER6软件设计对应的扩增引物，并
由北京鼎国公司合成 (表 2)。引物工作液浓度为 10μmol/ L ,
20μl反应体系中进行 PCR(反应条件见表 2)。收集 PCR产物，
在 2.0%琼脂糖凝胶中进行分离电泳，GOLDENVIEW（上海雷
浩信息科技有限公司）显色，凝胶成像仪 (北京六一仪器厂
WD-9413B)照相记录结果。
1.4 甲基化特异性 PCR(MSP)检测 CT10和 MAGE1启动子区
的甲基化状态

分组及处理同以上转染组。用 DNA提取试剂盒，按说明书
的操作提取各组细胞的基因组 DNA，并用 EZ DNA甲基化试

表 2 PCR引物序列、条件及产物长度
Table 2 Sequence, condition and size of product of RT-PCR

GENE SEQUENCE Tm/CYCLE SIZE OF PRODUCT

DNMT1 F5'CCGTCACCCCTGTTTCTG3' 54℃/30 254 bp

R5' GTCTTAATTTCCACTCATACAGTGG3'

DNMT3a F 5' CATGTCCCTTACACACAAGCAA3' 56℃/35 216bp

R5'AGACCAGCATTTCCCTGTCTTC3'

DNMT3b F5' TGAAACAAGGCACAGTTTTTT3' 50℃/30 170 bp

R5' TGGTGCTATTTTGTAGAATAAGGA3'

CT10 F5'AAAGAGCAATACATGTGCGAC3' 50℃/32 139bp

R5' CTTTGCATTTCTGTCCCATATG3'

HCA587 F5' CACAGATGAGGAAGAGGAGGAA3' 54℃/30 104bp

R 5' GACCACCAAGAATCAGAGAAGAG3'

HCA661 F 5' CGGCAGGTTCCAGGTCTAAT3' 55℃/30 167bp

R5' GAGGTCGTCATCGTTGTTGTC3'

MAGE-A1 F 5' ATGAGTTGCAGCCAAGGC3' 50℃/30 222bp

R5' CAACCATCCCTTAAAAAAAAACA3'
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图 2 荧光显微镜观察转染的暗场细胞
Fig. 2 Transfected cells in the dark field with fluorescence microscope

2 结果

2.1 siRNA对 DNMT的干扰效果及鉴定

荧光显微镜观察转染效率，采用 Li-pofectamine 2000TM
脂质体转染 K562细胞，其转染效率（转染成功的细胞数 /转染
后总存活的细胞数）可以达到 80%以上（见图 1和图 2）。

GENE SEQUENCE

CT10(M,273bp) F5′GGAAG GACGGTGATTTTTTAATAC3′

R5′TAATTATC CAAAACTAACGCAACG3′

CT10( U , 272bp) F5GGAAGGATGGTGATTTTTTAATATG3′

R5AATTATCCAAAACTAACACAACATC3′

MAGE-A1(M,260bp) F5′GTTAGGAAATATTCGGGTGTTC3′

R5′CTAAATCAAATTCCTTCGACCG3′

MAGE-A1(U ,261bp) F5′GTTAGGAAATATTTGGGTGTTTGG3′

R5′CCTAAATCAAATTCCTTCAACCA 3′

表 3 CT10及MAGE1的甲基化和非甲基化引物
Table 3 Methylated primers and unmethylated primers OF CT10，MAGE-A1

CT9 F 5' GCTCGGACACAGGAACTCA3' 55℃/30 176bp

R5' GCTTCTGATGACTGCTGATGTT3'

NY-ESO-1 F 5' CGCCTGCTTGAGTTCTACCT3' 55℃/30 158bp

R5' GTCAGTCGGATAGTCAGTATGTTG3'

PRAME F 5' AAGCAGCCACAGTTTCAG3' 50℃/35 218bp

R5' GTACTTCCCAAGCCAGAATC3'

SSX-1 F 5' GTTTCAAAGTCACCCTCCC 3' 53℃/33 203bp

R5' TGCTTCTGACACTCCCTTC 3'

剂盒对基因组 DNA进行亚硫酸钠修饰和纯化，产物进行 PCR
扩增。CT10和 MAGE1的甲基化及非甲基化引物序列（见表
三）[4]。MSP反应总体系 20μl,甲基化引物或同基因的非甲基
化引物各 1μl ,MASTER MIX 10μl，模板 1μl。反应条件为[5]：

95℃30s ,60℃45s ,72℃30s, 30～35个循环;延伸 5min。收集
PCR产物，2.0 %琼脂糖凝胶电泳，GOLDENVIEW显色,凝胶成
像仪记录结果。

图 1 荧光显微镜观察转染的明场细胞
Fig. 1 Transfected cells in the bright field with fluorescence microscope

以上二图反应的是明场下和暗场下转染细胞的状况，计数

200个细胞判断转染效率，效率约为 80%。
2.2 RT-PCR检测 DNMT mRNA的表达结果

DNMT1 + 3a + 3b 组、DNMT1 + 3a 组、DNMT1 + 3b 组、
DNMT3a + 3b组中,受相应 siRNA干扰,DNMT的表达均降低;

在阳性对照组中 DNMT的表达明显降低、阴性对照组中 DN-
MT的表达较强 (图 3)。
2.3 siRNA对 K562细胞表达的 CTA水平的调节作用

RT-PCR 检 测 CT10、SSX-1、MAGE-A1、CT9、HCA587、
HCA661、NY-ESO-1、PRAME mRNA 表达结果（见图 4 和图
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图 3 RT-PCR检测 K562细胞的 DNMT基因的表达,0为 marker ;1 - 6

依次为阴性对照组、阳性对照组、DNMT1 + 3a + 3b组、DNMT1 + 3a

组、DNMT1 + 3b组、DNMT3a + 3b组
Fig.3 Expressions of DNMT genes in K562 detected by PCR，0 is

marker,1-6 is respectively negative control, positive control, DNMT1 + 3a

+ 3b group, DNMT1 + 3a group, DNMT1 + 3b group, DNMT3a + 3b

group

图 4 CT10、CT9和 PRAME的 mRNA表达：0 - 6依次为MARKER,阴

性对照、阳性对照、DNMT1 + 3a + 3b组、DNMT1 + 3a组、DNMT1 + 3b

组、DNMT3a+ 3b组
Fig. 4 Expressions of ssx-1 and MAGE-A1 mRNA: 0 is mark er,1-6 is

respectively negative control，positive control，DNMT1 + 3a+ 3b grou，
DNMT1 + 3a group，DNMT1 + 3b group，DNMT3a + 3b group.

图 5 ssx-1和MAGE-A1的 mRNA表达：0 - 6依次为MARKER,阴性对

照、阳性对照、DNMT1 + 3a + 3b组、DNMT1 + 3a组、DNMT1 + 3b组、
DNMT3a+ 3b组

Fig. 5 Expressions of ssx-1 and MAGE-A1 mRNA: 0 is marker,1-6 is
respectively negative control、positive control、DNMT1 + 3a + 3b group、
DNMT1 + 3a group、DNMT1 + 3b group、 DNMT3a + 3b group.

图 6 各组启动子区甲基化状态:U-非甲基化;M-甲基化;0 -Marker ;1
- 6依次为阴性对照组、阳性对照组、DNMT1+ 3a + 3b组、DNMT1 + 3a

组、DNMT1 + 3b组、DNMT3a + 3b组
Fig. 6 Methylation status of the promoters ;U- Unmethylated；

M-methylated; 0 is marker,1-6 is respectively negative control、positive
control, DNMT1 + 3a + 3b group, DNMT1 + 3a group, DNMT1 + 3b

group, DNMT3a + 3b group.

5）：CT10、CT9 和 PRAME 三个基因在阴性对照组均无表达,
而在阳性对照组再表达，干扰组中均呈现再表达；SSX-1 和
MAGE-A1在各组中均有表达，并且阳性对照中表达上调，干
扰组中表达上调；HCA587，HCA661和 NY-ESO-1对照组中均
无表达，干扰也不能改变其表达。

2.4 MSP检测 CT10及MAGE1启动子区甲基化状态
由图 6可见阴性对照组的 CT10启动子区处于甲基化状

态,其余各组均可检测到不同程度的 CT10非甲基化条带;另外
各组 CT10 的启动子区均可检测到明显的甲基化条带。
MAGE-A1的启动子区只检测到非甲基化条带,无甲基化条带。

3 讨论

CTA只特异性表达于人肿瘤细胞和睾丸的精原细胞中，
由于精原细胞无人白细胞抗原 (human leukocyte antigen ,HLA)
Ⅰ类分子的表达，因此，使用以 CTA表位作为抗肿瘤的 T细胞
特异性疫苗，针对性强且不会导致自身免疫反应。因此，CTA
成为了极具临床应用前景的肿瘤抗原。CTA 包括 MAGE、
CT10、NY-ESO-1和 SSX等 44个家族成员。髓性白血病细胞
中，MAGE-A1等 CT抗原的表达率很高，但在髓性白血病患者
中却少见明显的抗白血病免疫应答。目前认为，CTA的表达率
不高及异质性的表达是导致其在白血病免疫应答中效果的主

要原因。所以，诱导 CTA的上调性表达，可能是克服机体对白
血病细胞免疫耐受和免疫逃匿的策略之一[6]。
本研究结果表明，K562细胞表达 CT抗原 MAGE-A1和

SSX-1,但不表达 CT10和 CT9、PRAME,经过 DNMT siRNA的
干扰后 , 可以检测到 CT10 和 CT9、PRAMEmRNA 的表达。
MSP证实，原来 CT10的启动子区处于甲基化状态，siRNA干
扰 DNMT和 5-Aza-dC处理后，该启动子发生去甲基化，从而
导致了 CT10的表达。DNA甲基化是一个可逆的过程,由 DN-
MT，催化甲基化反应，其中 DNMT3a、DNMT3b主要参与甲基
化形成，DNMT1主要参与甲基化的维持。三种酶在时间或空间
方面以特异、有序的方式，相互协调维持 DNA甲基化谱。Coral
等采用 5-Aza-dC处理黑色素瘤移植模型小鼠,发现 CTAs发生
再表达,而且与该基因启动子的去甲基化情况同步[7]。在移植瘤
模型小鼠中，P1A(一种小鼠的 CTA)阴性的癌细胞可发生肺转
移,而采用 5-Aza-dC处理可以使 P1A发生再表达,从而诱导小
鼠体内产生特异性 CTL细胞，有效地抑制癌细胞的转移。因
此，通过抑制 DNMT诱导去甲基化的发生，促进 CTA等基因
表达，促进机体对白细胞细胞的免疫识别和免疫杀伤。
本研究通过 RNA干扰的方法，在 mRNA水平抑制了相应

DNMT的表达,使得 CT10等 CTA基因在 K562细胞中再表达
或表达上调,有助于增强机体抗白血病细胞的免疫应答，对于
清楚化疗后残存白血病细胞及诱导骨髓造血干细胞移植后的

GVL反应均具有潜在的应用前景。
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