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·实验室研究·

叶酸对DNMTl和MeCP2在宫颈癌细胞中
表达调节的实验研究

王金桃吴婷婷 白兰 丁玲郝敏王云

【摘要】 目的探讨宫颈癌细胞中叶酸对DNA甲基转移酶1(DNMTl)和甲基化CpG岛结

合蛋白2(MeCP2)表达的调节作用。方法采用体外实验研究方法，对宫颈癌细胞casl【i(HPVl6

阳性)和C33A(HPV阴性)进行不同浓度(10、50、100、500、750、1000 I．tg／m1)叶酸干预，分别采用

Western blot和real—time PCR方法检测两种细胞中DNMTl和MeCP2蛋白的表达量和mRNA水

平。结果随着叶酸水平的升高，两种细胞的生长抑制率(C33A：r=0．984，P<O．001；Caski：r=

0．978，P=0．002)和凋亡率(C33A：r=0．989，P<0．001；Caski：r=0．994，P<O．001)均逐渐上升，

DNMTl蛋白表达(C33A：r=一0．914，P<O．001；Caski：r=一0．859，P=0．003)及MeCP2蛋白表达

(C33A：r=一0．830，P=O．005；Caski：r=一0．981，P<0．001)均呈逐渐降低趋势，而DNMTl和

MeCP2 mRNA的D比值在两种细胞中的变化均无统计学意义(P>O．05)。相同叶酸浓度下，

DNMTl蛋白和mRNA表达水平在Caski细胞均较C33A细胞为高，而MeCP2蛋白和mRNA表达

水平则在C33A细胞较Caski细胞普遍为高。结论补充叶酸可有效抑制宫颈癌细胞的增殖，促

进凋亡，逆转DNMTl和MeCP2蛋白的异常表达；HPVl6感染与DNMTl功能异常对宫颈癌的发

生可能有协同效应。
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【Abstract】 objective To explore the eriects of folate on the expression of DNA

memyltransferase 1(DNMTl)and methyl．CpG．bingding protein 2(MeCP2)in cervical cancer eell

lines．Methods Experimental study was carried out in vitro．Human cervical cancer cell lines，

including C33A eell with HPV negative and Caski eell with HPV 1 6 positive，were treated witll

different concentration of folate．The expression of DNMTl and MeCP2 protein(bv Westem blot)

and mRNA(by real．time PCR)were then detected in the two eell lines．Results It was found that

supplement offolate was able to reduce the eell proliferation in C33A eell(r=0．984，P<0．001)and

Caski eell(r=0．978，P=0．002)，as well as induced the eell apoptosis(C33A：r=0．989，P<0．001；

Caski：r=0．994．P<0．001)．Results showed that the expression levels of DNMTl protein(C33A：

r=一0．914，P<0．001；Caski：r=一0．859，P=0．003)andMeCP2 protein(C33A：r=一0．830，P=0．005；

Caski：r=一0．98l，P<0．001)decreased gradually with the increase of folate concentrations，but the

expression of DNMTl and MeCP2 mRNA was not observed in Caski or C33A cell．When at the same

levels of folate．the expression of DNMTl protein or mRNA was higher in Caski eell than in C33A

cell．However．the expression of MeCP2 protein or mRNA was higher in C33A eell than in Caski cell．
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Conclusion Our finding indicated that adequate foleta could effectively inhibit the proliferation of

cervicaI cancer cells and facilitate their apoptosis in vitro．thus would reverse the aberration protein

expression ofDNMTl and MeCP2．That there might be a synergistic action between HPVl6 iIlfection

and parafunction ofDNMTl in cervical cancer．being noticed．

【Key words】 Folate；Cervical cancer cell lines；DNA methyltransferase 1(DNMTl)；

Methyl．CpG．bingding protein 2(MeCP2)

表观遗传改变是肿瘤形成的关键早期事件。

DNA甲基化作为表观遗传的核心内容，是哺乳动物

细胞DNA最普遍的修饰方式，参与基因突变与表达

调控，细胞增殖与分化等生物学机制，在多种肿瘤的

发生发展中扮演着重要角色n1。DNA甲基转移酶1

(DNA methyltransferase 1，DNMTl)作为DNMT的

主要成员，对维持和调节肿瘤细胞全基因组和局部

区域甲基化起着核心作用。DNMTl功能紊乱，可引

起基因DNA的甲基化异常，特别是抑癌基因的高甲

基化，继而造成相关基因表达沉默，导致细胞的恶性

生长陵]。研究显示，DNMTl活性升高是癌细胞一个

特征性的早期分子改变b1，因而成为DNA去甲基化

恢复抑癌基因功能的热点靶分子H]。基因的转录一

方面受到甲基化程度的影响，另一方面与DNA甲基

化CpG岛结合蛋白家族(MBD)关系密切，甲基化

CpG岛结合蛋白2(MeCP2)为MBD的主要成员，可

与甲基化的DNA特异性结合，在DNA甲基化和组

蛋白修饰之间起着桥梁作用b 3，在肿瘤形成的过程

中起着至关重要的作用№]。但目前MeCP2与宫颈癌

关系的研究国内外未见相关报道。叶酸具有参与和

调节DNA甲基化的生物学功能n]。本研究前期基

于人群的研究显示，叶酸缺乏和DNMTl表达异常

在宫颈癌变中均有重要作用随1，但其机制尚不清

楚。为此提出叶酸可通过调控DNMTl和MeCP2的

转录或蛋白表达对宫颈癌变发生作用的假设，并通

过体外细胞实验，探讨叶酸对DNMTl和MeCP2在

宫颈癌细胞中表达的影响，以及叶酸缺乏一DNA甲

基化在宫颈癌变中可能的表观遗传机制。

材料与方法

1．细胞系的选择：选择人乳头瘤病毒16型

(HPVl6)阳性宫颈癌细胞Caski和HPV阴性宫颈癌

细胞C33A为研究对象(均购自中国医学科学院基

础研究所)，分别置RPMI一1640和MEM．EBSS培养

基中进行培养、传代。

2．叶酸干预：取对数生长期的Caski和C33A细

胞培养24 h后，转入不同浓度叶酸培养基中进行分

组培养。依据MTT法在获得细胞生长相对抑制率

的基础上计算细胞的半抑制浓度(IC，。)，以此确定叶

酸(Sigma公司产品)干预的6个浓度(10、50、100、

500、750、1000}tg／m1)，同时以0．1 gg／ml为叶酸缺乏

组、1．0 gg／ml为对照组，进行不同叶酸浓度下

DNMTl和MeCP2转录和表达水平的检测。

3．实验方法：

(1)细胞活性和功能测定：采用常规MTT法，获

得不同叶酸浓度下的细胞生长抑制率。

(2)细胞凋亡检测：收集不同叶酸浓度下的宫颈

癌细胞，采用流式细胞仪，严格按照FCM操作步骤

检测两种细胞的细胞周期时相变化和凋亡情况。

(3)Western blot法检测宫颈癌细胞中DNMTl

和MeCP2蛋白的表达：用超声细胞破碎仪破碎宫颈

癌细胞(1×106／m1)，离心，取上清30 gl(约含蛋白质

30嵋)，参照本组建立的方法№1，在43、190和52 KD

处分别获得内参蛋白13-actin及DNMTl和MeCP2特

异性抗体结合蛋白条带(图1)。利用Quantity One

软件分析各条带的光密度值，将目的条带与内参

B-actin条带的光密度值的比值作为DNMTl及

MeCP2蛋白的相对表达量。
二 3 4 5 二 3 4 5

2；¨⋯一_·---f3“olinKI)43 KD·----J1’_●■-- ’’’---

D。NMTI--·_。一．～I。(1I’二●-●-●●—●●19()KD--●_。”一 52 KD●●—————●’。’’

注：1～3为叶酸浓度1 gg／ml；4，5为叶酸浓度100099／ml

图1 DNMTl和MeCP2蛋白在官颈癌细胞中的表达

(4)real．time PCR法检测宫颈癌细胞中DNMTl

和MeCP2 mRNA水平：取1×l&／ml密度的宫颈癌

细胞，充分破碎、裂解，采用Trizol试剂提取总RNA，

用紫外分光光度计对RNA样品行纯度测定，获得样

本RNA浓度，按照标准荧光定量PCR引物设计原

则，确定DNMTl(F：5’一GCC AAC GAG TCT GGC

TTT GAG一3’．R：5 7一GTG TCG ATG GGA CAC

AGG TGA一3’)和MeCP2(F：5’一TGT TCC GCC

CAG TGGATT C一3’。R：5’一GCA CGG GAT GGT

GGTAATAAT CTC一3’)的引物序列以及管家基因

(13-actin)的弓l物序歹U(F：5’一TGG CAC CCA GCA

CAA TGA A一3’，R：5’一CTA AGT CAT AGT CCG

CCTAGAAGC A一3’)。根据PrimeScriptTM RT-PCR

Kit(TaKaRa)提供的说明书分别进行反转录反应和
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PCR反应，获得DNMTl和MeCP2的特异性扩增曲

线和溶解曲线。以每个样品的Q值与各自对应的

p-actin的Q值的比值代表目的DNMTl和MeCP2

mRNA表达水平。Q比值越小，说明达到设定阈值

所需的循环数越多，对应的mRNA表达水平越高。

4．统计学分析：利用SPSS 16．0软件，进行资料

的t检验、方差分析、相关分析等。

结 果

1．叶酸对Caski和C33A细胞增殖及凋亡的影

响：不同叶酸浓度对两种细胞的增殖均有抑制作用，

随着叶酸浓度的增加，叶酸对细胞增殖的抑制作用

增强，呈正相关(C33A：r=0．984，P<0．001；Caski：

r=0．978，P=0．002)，见图2。不同叶酸水平对Caski

和C33A细胞凋亡的影响基本一致，除叶酸缺乏组

和10 gg／ml干预组外，其他各叶酸干预组与对照组

比较，细胞凋亡率的差别均有统计学意义，两种细胞

的凋亡率均随着叶酸浓度增加呈上升趋势(图3)，

具有明显线性关系(C33A：r=0．989，P<0．001；

Caski：r=0．994．P<0．001)。
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图3 叶酸对C33A和Caski细胞凋亡的影响

2．叶酸对宫颈癌细胞中DNMTl蛋白和mRNA

表达的影响：不同叶酸浓度下，两种细胞中DNMTl

蛋白表达水平总体比较差异均有统计学意义

(C33A：F=73．67，P<0．001；Caski：F=32．21，P<

0．001)，DNMTl mRNA的Q比值在Caski细胞有差

别(F=30．63，P<0．001)，但在C33A细胞其差异无

统计学意义(F=1．13，P=0．395)。随着叶酸水平的

增加，DNMTl蛋白的表达水平逐渐降低，呈负相关

(C33A：r=一0．914，P<0．001；Caski：r=一0．859，P=

0．003)，而DNMTl mRNA的Q比值在两细胞中的变

化无统计学意义(C33A：r=0．433，P=0．159；Caski：

r=一0．297，P=O．341)。相同叶酸浓度下，DNMTl蛋

白和mRNA表达水平在Caski细胞均较C33A细胞

为高，特别是当叶酸浓度为50、500、750、1000 gg／ml

时，DNMTl蛋白表达水平的差异均有统计学意义，

而DNMTl mRNA的Q比值除在750“g／ml外其余

各叶酸浓度水平差异均有统计学意义(图4、5)
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图4不同叶峻水平C33A和Caski细胞DNMTl蛋h表达量
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图5不同叶酸水平C33A和Caski细胞

DNMTl mRNA表达(Q比值)

3．叶酸对宫颈癌细胞中MeCP2蛋白和mRNA

表达的影响：不同叶酸水平两种细胞中MeCP2蛋白

相对表达量的差异(C33A：F=40．59，P<0．001；

Caski：F=37．81，P<0．001)及MeCP2 mRNA的Q比

值差异(C33A：F=177．36，P<0．001；Caski：F=

125．49，P<0．001)均有统计学意义。随着叶酸浓度

的增加，MeCP2蛋白表达量呈逐渐降低趋势(C33A：
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r=一0．830，P=0．005；Caski：r=一0．981，P<O．001)，

而MeCP2 mRNA的Q比值变化无统计学意义

(C33A：r=O．195，P=0．621；Caski：r=0．209，P=

0．533)。相同叶酸浓度下，MeCP2蛋白和mRNA表

达水平在C33A细胞较Caski细胞普遍为高，在叶

酸浓度为0．1、1．0、750“g／ml时，MeCP2蛋白表达水

平差异有统计学意义，而mRNA的Q比值在除

100¨g／ml外的其余各叶酸浓度水平中的差异均有

统计学意义(图6、7)。

0．1 1．0 10 50 100 500 750 1000

叶酸浓度(斗g，m1J

图6不同叶酸水平C33A和Caski细胞MeCP2蛋门表达量
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图7不同叶酸水平C33A和Caski细胞

MeCP2 mRNA表达(Q比值)

讨 论

叶酸具有参与DNA合成及甲基化的两大生物

学功能，叶酸水平的改变与肿瘤的发生紧密关联。

国外学者及本组前期人群研究结果提示，低叶酸水

平可增加罹患宫颈癌的风险n·8|。近年来，多数研究

倾向于补充适量叶酸可预防癌变的发生口]，但叶酸

对癌变后的转归及对癌细胞增殖与凋亡的影响目前

报道不尽一致，Novakovic等n叫的研究提示，叶酸对

结肠癌细胞的生长可能有促进作用，而有研究显示

随着叶酸浓度的增加卵巢癌n“、宫颈癌n21细胞的生

长抑制率亦增加。本研究结果显示，随着叶酸浓度

的增加，HPV阳性和阴性宫颈癌细胞的生长抑制率

和凋亡率均逐渐上升，呈正相关关系，提示补充叶酸

对宫颈癌细胞的增殖有抑制作用。当然，体外实验

结果与人群研究的结果不可等同，对于叶酸补给的

具体剂量尚需在人群研究中探讨和确定。

DNA甲基化已经成为当前进行肿瘤表观遗传

研究的主要内容。在肿瘤细胞中基因组甲基化模式

常常发生改变，出现整体的低甲基化伴随特定区域

CpG岛的高甲基化n’3|，DNMT转录和蛋白表达增高

往往先于甲基化的变化n“，在许多肿瘤中呈高表

达b'141。在哺乳动物中，叶酸作为甲基的主要供体参

与了DNA甲基化过程，而DNMT的主要功能是催化

甲基基团与胞嘧啶环结合维持和调节DNA甲基化，

两者间生物学功能的联系提示叶酸对宫颈癌发生发

展的影响可能与DNMT的活性和功能有关n’151。本

组和其他学者的研究均表明，叶酸可以影响

DNMTl的表达[8，161，且与多种肿瘤相关基因CpG岛
高甲基化密切相关，补充叶酸可以改善其甲基化状

态使基因恢复表达¨7|。基于动物研究的资料显示，

叶酸缺乏组较对照组DNMTl的表达水平为高(P<

0．001)n 8|。本研究结果显示，叶酸缺乏情况下，宫颈

癌细胞DNMTl蛋白和mRNA的表达量均较高，随

着叶酸干预浓度的加大，DNMTl蛋白表达量呈下降

趋势，而mRNA的变化无相同趋势，提示补充叶酸

可以逆转DNMTl蛋白的异常高表达，而对DNMTl

转录水平的作用不明显。

基因的转录一方面受到甲基化程度的影响，另

一方面与MeCP2和特定区域CpG岛的结合量密切

相关。MeCP2是第一个被发现的具有可以特异性

识别DNA甲基化的家族成员，一旦MeCP2结合到

甲基化的DNA上，它就招募组蛋白、组蛋白去乙酰

化酶和其他蛋白，通过甲基化结合区(methyl．

CpG—domain MBD)与甲基化的DNA和甲基转移酶

相结合，阻碍转录因子的结合而抑制基因表达E5-19]，

这是许多抑癌基因和肿瘤相关基因转录失活的原

因。MeCP2的过量表达可以增加机体细胞恶变的

危险性哺]，小鼠叶酸和甲基缺乏性饮食诱导的肝癌

模型研究发现，在癌变早期即出现了MeCP2蛋白表

达增加¨8|。本研究显示叶酸可影响MeCP2在宫颈

癌细胞中的表达，随着叶酸浓度升高，MeCP2蛋白

和mRNA的表达均逐渐降低，尤其是对蛋白表达的

影响具有统计学意义，提示叶酸变化可能影响到基

因组的甲基化状态，间接影响MeCP2蛋白表达，同

样发现，叶酸水平与MeCP2 mRNA之间的相关性不
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明显，推测叶酸对MeCP2在转录水平的影响较弱。

应予注意的是，本研究发现，在相同叶酸水平，

HPVl6阳性的Caski细胞较HPV阴性的C33A细胞

DNMTl蛋白及mRNA表达水平普遍为高，而

MeCP2蛋白和mRNA表达水平则在C33A细胞较

高。提示高危型HPVl 6感染和DNMTl活性异常可

能对宫颈癌的发生具有协同作用，而HPVl6感染对

MeCP2的异常转录或蛋白表达可能具有抑制作用，

其详细机制有待深入探讨。
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