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5-脱氧杂氮胞苷对人肝癌细胞 HepG2增殖及 beclin1表达的影响

谈 高 曾 斌△ 熊 丹 阳 琼 薛义炯 廖罗罡睿
(南华大学附属第一医院消化科 湖南衡阳 421001)

摘要 目的：观察 5-脱氧杂氮胞苷(5-aza-CdR)对 HepG2细胞生长抑制及 beclin1表达的影响,以探讨其抗肿瘤发生的潜在机制。
方法：采用四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测 5-aza-CdR对 HepG2细胞的生长抑制；用相差显微镜观察不同药物浓度下不同时间段

的肝癌细胞形态学改变；采用 RT-PCR法和Western blot法检测 5-Aza-CdR对抑癌基因 beclin1的 mRNA和蛋白表达的影响。结
果：5-aza-CdR可抑制 HepG2细胞生长,呈剂量依赖性，并上调 beclin1的 mRNA和蛋白的表达。结果：显示 102.4umol/L5-aza-C-
dR作用 72小时细胞增殖抑制率最高，可达(84.3±3.31)%,beclin1的 mRNA和蛋白表达上调最明显，与对照组相比差异有统计学
意义。结论：5-aza-CdR可抑制 HepG2细胞增殖,其机制可能是通过恢复某些抑癌基因的表达,上调 beclin1的 mRNA和蛋白表
达。
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of 5-aza-2'-deoxycitydine on cell growth of HepG2 and the expression of beclin1,and

to investigate the potential mechanism of its anti tumorigenesis. Methods: Cell growth inhibition was assayed by MTT method; Morphol-

ogical changes of HepG2 were observed by phase contrast microscopy under different drug concentrations in different time periods; To

detect the effect of 5-aza-CdR on expression of mRNA and protein in tumor suppressor gene beclin1 by RT-PCR and Western blot.

Results: 5-aza-2'-deoxycitydine could inhibit HepG2 cell growth in a concentration-dependent manner, and increased beclin1 expression

of mRNA and protein. The results showed that after 72 hours in 102.4umol/L5-aza-CdR intervention the rate of cell proliferation

inhibition reached its maximum, up to (84.3±3.31)%, beclin1 expression of mRNA and protein increased most significantly. Difference
was statistically significant compared with the control group. Conclusions: 5-aza-2'-deoxycitydine can inhibit the proliferation of HepG2

cells, and the mechanism may be that 5-aza-2'-deoxycitydine restores some tumor suppressor genes expression and increases the expressi-

on of beclin1.
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在肿瘤的发生发展过程中抑癌基因被沉默起着重要作用，

而近年来 DNA甲基化这种沉默基因表达的调控方式受到了越

来越多的重视，它与抑癌基因的失活关系密切,主要在转录水

平抑制抑癌基因的表达[1-6]。5-脱氧杂氮胞苷(5-aza-2，-deoxyc-
ytidine,5-aza-CdR)是一种 DNA甲基化酶抑制剂,可使抑癌基因

CpG岛去甲基化而恢复其表达。本实验观察了 5-aza-CdR对肝
癌细胞 HepG2的增殖抑制作用以及对调节 beclin1的 mRNA

及蛋白表达的影响。

1 材料和方法

1.1 试剂

培养基 RPMIl640为美国 Gibco公司产品，胎牛血清购自

杭州四季青生物工程材料有限公司，胰蛋白酶(trypsin)、噻唑蓝
(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)购自美国 Amresco公司。5-aza-CdR

购于美国 Sigma 公司，用磷酸盐稀释液 (PBS) 溶解稀释成

21.9mmol/L的母液，-70℃保存，使用时用 1640稀释成合适浓
度的工作液。5-氟尿嘧啶（5-FU）为上海旭东海普药业有限公司
产品。RT-PCR检测试剂盒购自北京天根生化科技有限公司。
Beclin1鼠抗人单克隆抗体、兔抗鼠二抗均购自美国 Santa Cruz

公司，Beclin1引物由上海生工生物技术有限公司合成。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人肝癌细胞株 HepG2购于中国典型培养物中

心 (China Center for Type Culture Collection，CCTCC)，用含

10%胎牛血清的 RPMIl640培养基在 37℃、5%CO2、充分湿度
饱和的条件下培养，细胞呈单层贴壁生成，每 2-3天传代 1次，

传代时用 0.25%胰蛋白酶消化 3-5分钟，取对数生长期细胞用

于实验。
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1.2.2细胞增殖抑制率（MTT）分析 用 MTT法检测 5-aza-CdR

对 HepG2细胞的生长抑制，将对数生长期细胞以每孔 10000

个接种于 3块 96孔培养板，培养 6小时，待细胞贴壁后加入不

同浓度 5-aza-CdR 20μl，使其终浓度分别为 0.4μmol/L、l.
6μmol/L、6.4μmol/L、25.6μmol/L、102.4μmol/L，未加药物组为
阴性对照组，加 5-FU(100μmol/L)干预组为阳性对照组，每组设
6个复孔，37℃、5% CO2条件下培养，每隔 24h取样 1次,连续
3次。每次取样时移去培养液，每孔加入 5g/L的MTT液 20μl，
继续培养 4h 后移去上清液，每孔加入 DMSO150μl，震荡
10min使紫蓝色沉淀充分溶解，用酶标仪(Ex-800)在 570nm波

长测吸光度值(A值)。按公式 IR(%)=(1-实验组 A均值 /对照
组 A均值)×100%，计算出相对增殖抑制率(IR)。以上实验重复
3次。培养过程中用相差显微镜观察细胞形态变化。
1.2.3 采用 RT-PCR 法检测 beclin1 基因 mRNA 表达的情况

按 Trizol试剂盒说明书采用一步法提取经 5-aza-CdR处理和

未处理的细胞总 RNA，以 DNA/RNA测定仪测定 RNA的纯度

和浓度。按逆转录合成试剂盒说明书合成 cDNA。以 Beclin1及
GAPDH 的引物进行 PCR 反应，反应条件：95℃预热
5min，95℃变性 1min，60℃退火 30s，72℃延伸 l min，共 30个
循环，最后 72℃延伸 5min，扩增产物于 20g/L琼脂糖凝胶电泳,
凝胶成像系统下观察并拍照,实验重复 3次。其中 GAPDH作
为内参对照，引物序列 Sense：5'ACCACAGTCCATGCCATCA-

C3',Anti-sense: 5'TCCACCACCCTGTTGCTGTA3',片段大小为

485bp；Beclin1引物序列：Sense：5'CTAAGTCGTCCAACAAC-

AGCAC3'，Anti-sense：5'CGATGTCAAAAAGGTCCC3'，片段大

小：360bp。结果用 Image J分析，以阳性条带的光密度值与内参
对照条带的光密度值的比值作为阳性条带的相对表达量。
1.2.4 采用 Western blot 法检测 beclin1 基因蛋白表达的情况

用 200μl RIPA buffer裂解细胞后,采用考马斯亮蓝法进行蛋白
定量, 在常规电泳、转印和封闭后, 加入鼠抗人单克隆抗体抗
-Beclin1(1:1000)4℃孵育过夜，兔抗鼠二抗(1:3000)室温孵育
4h,最后用碱性磷酸酶染色 5min后进行曝光显影，结果用 Image

J分析，GAPDH为内参对照，以阳性条带的光密度值与内参对

照条带的光密度值的比值作为阳性条带的相对表达量。
1.2.5 统计学分析 应用 SPSS13.0统计软件，各实验数据用均

数±标准差表示，多样本均数行单因素方差分析，组间两两比
较采用 LSD-t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 5-aza-CdR对 HepG2细胞的生长抑制作用

MTT法检测结果显示 5-aza-CdR对 HepG2细胞有显著的

生长抑制作用，且抑制率呈浓度依赖性，在 102.4μmol/L处理
72h 时，5-aza-CdR 对 HepG2 细胞的抑制率最明显，高达

(84.3±3.31)%，接近阳性对照组 5-FU对细胞的增殖抑制率，抑
制率数值用均数±标准差表示，N=3, P<0.05, 与阴性对照组比
较差异有显著性（图 1）。

图 1 5-aza-CdR对人肝癌细胞 HepG2增殖活性的抑制作用

Fig.1 The growth inhibition effete of 5-aza-CdR on human hepatoma cells HepG2

2.2 细胞形态学变化

在相差显微镜下观察 5-aza-CdR 处理前后人肝癌细胞

HepG2形态学的变化，可见阴性对照组细胞生长良好，而药物

处理组细胞体积较大，形状较圆，大小不均匀，密度减小且不

匀，随着药物浓度增加及作用时间的延长，上述变化越明显。如
图 2，代表不同药物浓度处理 72h时的细胞形态。
2.3 5-aza-CdR处理后 beclin1基因表达上调

RT-PCR和Western blot结果显示，5-aza-CdR处理后 bec-

lin1表达 mRNA和蛋白的量增加，呈浓度依赖性，从 25.6μmol/
L起表达量明显增加，其中在 102.4μmol/L时作用效果最明显，
且有一定的时间依赖性，表现在同种浓度药物作用时间越长表

达量越多。其中在 25.6μmol/L、102.4μmol/L两种浓度的 5-aza-
CdR处理 24h、48h、72h后，beclin1 mRNA相对表达量分别是：

13.512±2.254、22.041±1.355；15.241±1.101、23.354±0.954；
16.558±0.720、23.902±0.4910，与阴性组比较差异有统计学意
义 (P<0.0 5) (图 3B)；在 0.4μmol/L 1.6μmol /L、6.4μmol/L、
25.6μmol/L、102.4μmol/L五种浓度的 5-aza-CdR处理 72h 后，
Beclin1 蛋白的相对表达量分别是：1.453±0.095、2.749±
0.182、3.563±0.212、4.347±0.069、4.938±0.112，与阴性组比
较差异有统计学意义 (P<0.05) (图 4B) ；在 102.4μmol/L
5-aza-CdR处理 72h后，beclin1表达 mRNA(图 3A)和蛋白的量

(图 4A)最显著。
采用Western blot法检测 beclin1基因蛋白表达的情况

3 讨论

beclin1基因也称 BECN1基因，位于人染色体 17q21，编码
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相对分子量约 60 000的蛋白，其定位于高尔基体，参与 PI3K

复合物的组成和自噬体的形成[7]。beclin1是参与自噬调控的非
常重要的基因，可以通过提高细胞自噬抑制肿瘤的生长，也是

候选的肿瘤抑制基因之一，它在多种肿瘤细胞株中呈低表达水

平[8,9]。据报道在 75%的人类卵巢癌[10,11]、50%乳腺癌[12]和 40%前
列腺癌[13]细胞存在 beclin1单等位基因缺失突变,其表达量不同

程度下降[14]，表明基因缺失是多种肿瘤细胞株中 beclin1基因

低表达的调控机制之一。那么其是否也是肝癌细胞中 beclin1
基因表达调控的机制呢？曾有文章报道，beclin1等位基因敲除

的小鼠发生自发性恶性变（包括乳腺肿瘤、肺癌、肝癌等）几率
增加，但这只表明在肝癌细胞中敲除 beclin1基因有利于肝癌

发生，至于肝癌中是否存在 beclin1基因的单等位缺失以及此

图 2 5-aza-CdR对人肝癌细胞 HepG2细胞形态学的影响

Fig.2 The Morphological effete of 5-aza-CdR on human hepatoma cells HepG2

图 3 5-aza-CdR对人肝癌细胞 HepG2 beclin1基因 mRNA表达的作用。A(M: marker、1: 0μmol/L、2: 0.4μmol/L、3:l.6μmol/L、4:6.4μmol/L、
5:25.6μmol/L、6:102.4μmol/L)，在不同浓度 5-aza-CdR处理 72h后，RT-PCR检测 mRNA的表达，此图是三个独立实验其中之一的结果图。B，此

图为 beclin1 mRNA条带定量后的标准化相对比值图。数值用均数±标准差表示(N=3；*P<0.05、◆P<0.05、■P<0.05)，GAPDH作为内参对照，
0μmol/L组数值作为标准化指标

Fig.3 The effect of 5-aza-CdR on the expression of beclin1 gene in human hepatoma cells HepG2 detected by RT-PCR. A(M: marker, 1: 0μmol/L,

2: 0.4μmol/L, 3:l.6μmol/L, 4:6.4μmol/L, 5:25.6μmol/L, 6:102.4μmol/L), after the cells were treated with various concentrations for 72h, RT-PCR

detected the expression of beclin1 mRNA, this is representative of three independent experiments. B, this picture showed the adjusted relative density ratio

of quantification of the beclin-1 mRNA bands. Data represent mean± S.D. (N=3;*P<0.05,◆P<0.05,■P<0.05). GAPDH was used as a loading control,

and the values of 0μmol/L group were used as a standardized indicators
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种缺失突变是否导致其表达的下调都需要进一步的研究。通常
基因表达的调控机制主要表现在点突变、杂合子缺失和 DNA
甲基化修饰三个方面。那么，在肝癌细胞中是否存在 beclin1基
因表达的下调呢？如果存在其表达的下调，其表达调控的机制

又是什么呢？有研究报道肝癌细胞中 beclin1表达和自体吞噬

是下调的，其下调程度可能和肿瘤恶性度和分型相关[15]；然而，

也有研究表明肝癌组织中 beclin1 的表达和自体吞噬是上调

的，其原因可能和 HBV感染相关[16]，但具体机制尚不清楚。目
前，在肝癌细胞中，关于 beclin1的表达和自体吞噬情况的研究

尚无定论。但本研究结果显示，经过甲基转移酶抑制剂 5-Aza-
CdR处理后，肝癌细胞 HepG2的 beclin1基因表达 mRNA以

及蛋白量均增加，且呈浓度依赖性，这表明在肝癌细胞中 becli-

n1基因的表达受到抑制，而 DNA异常甲基化是导致其表达下

调的机制之一。我们知道在肿瘤的发生过程中,基因表达的调
控程序经常被打破,那么在肝癌的发生过程中，针对 beclin1基

因是否还有其它的表达调控机制以及 beclin1基因启动子区域

的甲基化是通过何种机制对自身行使沉默作用的还有待进一

步的研究。
总之，我们发现 beclin1基因在肝癌细胞中是下调表达的，

而 DNA甲基化是其表达调控的一个原因，由于 beclin1是细胞

自噬的一个关键基因，而细胞自噬同细胞凋亡的关系非常密

切，以及作为一种新型的抑癌基因它在肿瘤的发生发展中又起

到了重要的作用，那么它的表观遗传学的研究可能会为肿瘤的

基因治疗提供新的靶点。
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