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·实验室研究·

叶酸对脆性组氨酸三联体基因表达的影响
及对宫颈癌细胞增殖凋亡的作用

高晨菲 康慧杰 白丽霞 丁玲 许娟 吴婷婷 白兰 王金桃

【摘要】 目的 探讨叶酸对脆性组氨酸三联体（FHIT）基因DNA甲基化、mRNA与蛋白表

达以及宫颈癌细胞增殖、凋亡的影响。方法 采取体外细胞实验方法，对两种宫颈癌细胞C33A

（HPV阴性）与CaSki（HPV16阳性）进行不同浓度叶酸干预，用活细胞计数和流式细胞术分别测

定宫颈癌细胞的增殖和凋亡情况，采用甲基化特异性 PCR（MSP）法测定 FHIT 基因启动子区

CpG甲基化状态，利用Western blot和Real-time PCR方法分别检测FHIT基因蛋白和mRNA的表

达水平。结果 不同浓度叶酸对两种宫颈癌细胞具有抑制增殖和促进凋亡的作用。随着叶酸

浓度增加，抑制增殖率逐渐上升（C33A：r＝0.98，P＜0.001；CaSki：r＝0.98，P＜0.001），细胞凋亡

率升高（C33A：r＝0.98，P＜0.001；CaSki：r＝0.99，P＜0.001）。C33A与CaSki两种细胞在叶酸浓

度为 1 μg/ml和 10 μg/ml时均呈现FHIT基因DNA甲基化阳性，100 μg/ml和 250 μg/ml显示为部

分阳性，500 μg/ml和 1 000 μg/ml时均呈甲基化阴性。不同叶酸浓度组与对照组相比，两种细胞

FHIT基因的mRNA和蛋白相对表达量的差异均有统计学意义，随叶酸浓度的升高，FHIT mRNA

（C33A：r＝0.96，P＜0.001；CaSki：r＝0.94，P＜0.001）及蛋白（C33A：r＝0.96，P＜0.001；CaSki：r＝
0.97，P＜0.001）的表达量均呈上升趋势。结论 较高浓度叶酸可降低FHIT抑癌基因的DNA甲

基化水平，逆转其在转录和功能水平的异常表达，对抑制宫颈癌细胞增殖、促进凋亡具有不可忽

视的作用。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of folate on cell proliferation and apoptosis as
well as on DNA methylation，expression of mRNA and protein of fragile histidine triad（FHIT）gene
in cervical cancer cells. Methods Cervical cancer cell lines including CaSki（HPV16-positive）and
C33A（HPV-negative）were cultured in vitro with different folate concentrations. Cell proliferation
and apoptosis were determined by viable cell counting and flow cytometry while FHIT gene DNA
methylation was used with methylation specific PCR（MSP）. Both gene expression of FHIT protein
and mRNA were detected by Western blot and Real-time PCR，respectively. Results Folate could
inhibit the proliferation and promote the apoptosis in two kinds of cervical cancer cells. The number
of viable cells decreased（C33A：r＝0.98，P＜0.001；CaSki：r＝0.98，P＜0.001）and the apoptosis
rate increased（C33A：r＝0.98，P＜0.001；CaSki：r＝0.99，P＜0.001）along with the increase of folate
concentration. FHIT gene DNA methylation showed all positive at the folate concentration levels of
1 μg/ml and 10 μg/ml，partially positive at 100 μg/ml and 250 μg/ml，but negative at 500 μg/ml and
1 000 μg/ml in both C33A and CaSki cells. Comparing with the control group，the mRNA or protein
relative expression levels of FHIT gene in different folate concentrations were statistically significant
in two kinds of cells，and showing that the FHIT gene mRNA expression（C33A：r＝0.96，P＜0.001；
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CaSki：r＝0.94，P＜0.001）and protein expression（C33A：r＝0.96，P＜0.001；CaSki：r＝0.97，P＜
0.001）both increased along with the increase of folate concentration. Conclusion Our findings
indicated that adequate folate seemed to be able to effectively inhibit the proliferation of cervical
cancer cells and facilitate their apoptosis in vitro，so would reverse the aberration mRNA and protein
expression of FHIT gene.

【Key words】 Cervical cancer cells；Folate；Fragile histidine triad gene；Expression

叶酸以5-甲基叶酸形式存在于机体，作为甲基

供体参与DNA甲基化过程，其适宜水平被认为是维

持 DNA 正常甲基化的重要因素［1］。脆性组氨酸三

联体（FHIT）是位于人类3号染色体（3p14.2）上的抑

癌基因，多项研究提示其功能失活与肿瘤的发生发

展密切相关［2］。在FHIT基因失活的众多机制中，基

因启动子区 CpG 岛的高甲基化使其自身表达水平

下降或缺失是一重要原因［3］。目前研究显示，叶酸

缺乏和FHIT 基因异常甲基化均与宫颈癌的发生发

展关系密切［3，4］，但目前国内外均未见叶酸是否对

FHIT 基因的表达产生影响以及对宫颈癌细胞的生

物学功能发挥作用的报道。为此本研究采用体外实

验方法，探讨不同浓度叶酸干预对FHIT基因甲基化

与表达的影响，以及对宫颈癌细胞增殖凋亡的作用。

材料与方法

1. 细胞株及其分组：选择HPV16阳性宫颈癌细

胞CaSki和阴性宫颈癌细胞C33A，分别用含 10%小

牛血清的RP MI1640和MEM.EBSS培养液培养、传

代，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液中培养。以浓度1 μg/ml为

对照组，以浓度10、100、250、500、1 000 μg/ml为5个

叶酸干预组。

2. 实验方法：

（1）判断宫颈癌细胞增殖：采用活细胞计数法。

取对数生长期的C33A和CaSki细胞，将细胞密度调

整为1×105/ml，接种于含不同浓度叶酸的培养液中

培养 48 h，弃去培养液，用PBS洗涤后每孔用 0.25%

的胰蛋白酶液消化，加入培养液，吹打制成待测细胞

悬液。取细胞悬液及0.4%台盼蓝染液1 ∶ 1混匀，沿

边缘缓缓滴入血球计数板，在显微镜（4×10）下进行

细胞计数（每孔重复 3次）。按公式计算抑制率：抑

制率＝（对照组细胞总数－干预组细胞总数）/对照

组细胞总数。

（2）判断宫颈癌细胞凋亡：采用流式细胞术

（FCM）检测。取对数生长期的C33A和CaSki细胞，

分别用不同浓度叶酸处理（每个浓度 3个平行孔），

培养 48 h，用 0.05%胰蛋白酶（不含 EDTA）1 ml 消

化。收集细胞，离心，弃上清，使细胞悬浮后用PBS

液洗涤、离心（12 000 r/min，5 min）2 次，PE 染色

（AnnexinⅤ -PE 凋亡试剂盒）15 min，加入 150 μ l

binding buffer，于流式细胞仪检测，获得两种宫颈癌

细胞的凋亡率。

（3）检测宫颈癌细胞FHIT基因CpG岛甲基化：

采用甲基化特异PCR（MSP）。取对数生长期C33A

和CaSki细胞接种于 24孔板中，施加不同浓度叶酸

干预，培养48 h收集细胞。采用酚-氯仿抽提法提取

细胞的总 DNA。取 20 μl DNA 水溶液加入 5.5 μl

3 mol/L的NaOH对DNA甲基化修饰，37 ℃孵育，依

次加入 10 mol/L的对苯二酚及 3 mol/L的NaHSO3，

混匀后覆盖石蜡油，56 ℃避光孵育过夜。用Wizard

DNA purification System 试剂盒对 DNA 纯化，在

PTC200-PCR仪上扩增。FHIT基因的甲基化引物：

上游 5′-TTG GGG CGC GGG TTT GGG TTT TTA

CGC-3′，下游 5′-CGT AAA CGA CGC CGA CCC

CAC TA-3′；非甲基化引物：上游 5′-TTG GGG

TGT GGG TTT GGG TTT TTA TG-3′，下 游 ：

5′-CAT AAA CAA CAC CAA CCC CAC TA-3′，产

物长度均为 74 bp。反应体系均为 50 μl，扩增条件：

95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 45 s，

72 ℃延伸30 s，40个循环，72 ℃延伸7 min。对扩增

产物行 2%琼脂糖凝胶电泳，在 VILBER CV-A50C

凝胶成像仪下观察、拍照，分别获得FHIT基因甲基

化和未甲基化的目的条带。

（4）检测FHIT基因mRNA水平：用实时荧光定

量PCR法。按照荧光定量PCR引物设计原则，确定

引物序列，FHIT：上游 5′-GCA GCT CTG CGG

GTC TAC TTT C-3′，下游 5′-TCT TCA AAC TGG

TTG GCA ATA GCT C-3′；β-actin：上游 5′-TGG

CAC CCA GCA CAA TGA A-3′，下游 5′-CTA AGT

CAT AGT CCG CCT AGA AGC A-3′。参照本研究

以往建立的方法［5］，获得FHIT的特异性扩增曲线和

熔解曲线。以 2-△△Ct代表目的 FHIT mRNA 表达水

平，其值越大，所对应的mRNA表达水平越高。

（5）检测FHIT基因蛋白表达：采用Western blot

法。参照本研究以往建立的方法检测FHIT基因蛋

白表达水平［4］。一抗为 1 ∶ 800 兔抗人FHIT单克隆

抗体，在相对分子质量 43 KD 和 16.8 KD 处分别获
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得内参照蛋白β-actin和FHIT特异性抗体结合蛋白

条带。利用Quantity One软件分析条带的A值，以目

的条带与内参β-actin 条带的 A 值之比作为 FHIT 蛋

白的相对表达量（图1）。

3. 质量控制：①细胞培养过程保证无菌操作；②

规范操作，每项操作都由已熟练掌握相关技术的固

定人员独立完成；③校准仪器设备，在恒定的环境条

件下（温度、湿度等）使用；④进行预实验，保证结果

稳定。

4. 统计学分析：使用SPSS 17.0软件对数据进行

统计分析。组间比较采用 t检验，多组间数据比较采

用方差分析，与对照组比较采用Dunnett-t法。采用

Spearman秩相关分析进行各变量间的相关性分析。

结 果

1. 叶酸对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响：两种

细胞的不同叶酸干预组与对照组相比，抑制率

（C33A：F＝148.09，P＜0.001；CaSki：F＝168.93，P＜
0.001）及凋亡率（C33A：F＝55.51，P＜0.001；CaSki：

F＝157.13，P＜0.001）的差异均有统计学意义。各

干预组与对照组比较显示，C33A细胞各组间抑制率

和凋亡率的差异均有统计学意义（P＜0.05）；CaSki

细胞，除 10 μg/ml组与对照组抑制率差异无统计学

意义外，其余各组抑制率和凋亡率差异均有统计学

意义（P＜0.05）。相关性检验显示，随着叶酸浓度升

高，抑制率逐渐上升（C33A：r＝0.98，P＜0.001；

CaSki：r＝0.98，P＜0.001），凋 亡 率 也 逐 渐 升 高

（C33A：r＝0.98，P＜0.001；CaSki：r＝0.99，P＜
0.001），均呈正相关。相同浓度叶酸对于C33A增殖

的抑制作用均高于CaSki细胞，差异均有统计学意义

（P＜0.001），两者凋亡率间差异无统计学意义（图2）。

2. 叶酸对宫颈癌细胞 FHIT 基因甲基化的影

响：应用 MSP 检测 FHIT 基因的甲基化状态（图

3）。结果显示，随着叶酸水平的升高，FHIT基因甲

基化程度逐渐减弱。C33A 和 CaSki 两种细胞在叶

酸浓度为1 μg/ml和10 μg/ml时均呈现甲基化阳性，

100 μg/ml 和 250 μg/ml 显示为部分阳性，500 μg/ml

和1 000 μg/ml时均呈甲基化阴性。

3. 叶酸对 FHIT 基因 mRNA 表达的影响：不同

叶酸浓度下，两种细胞 FHIT 的 mRNA 相对表达量

差异均有统计学意义（C33A：F＝24.74，P＜0.001；

CaSki：F＝20.97，P＜0.001），见表 1。进一步的多重

比较显示，除10 μg/ml组外，两种细胞的各干预组与

对照组相比差异均有统计学意义。相同叶酸浓度下

两种细胞 FHIT mRNA 表达的差异无统计学意义。

Pearson 相关性检验显示，叶酸浓度与 FHIT 基因

mRNA 的表达呈正相关（C33A：r＝0.96，P＜0.001；

CaSki：r＝0.94，P＜0.001），随着叶酸水平的升高，两

种细胞的FHIT基因mRNA相对表达量随之增加。

4. 叶酸对FHIT基因蛋白表达的影响：随着叶酸

浓度的增加，两种细胞的FHIT蛋白表达量逐渐增加，

呈正相关（C33A：r＝0.96，P＜0.001，CaSki：r＝0.97，

P＜0.001），见表2。两种细胞中，除10 μg/ml组外，各

叶酸干预组与对照组FHIT基因蛋白表达量差异均有

统计学意义（P＜0.001）。C33A与CaSki细胞在同一

叶酸浓度的FHIT蛋白表达的差异均无统计学意义。

讨 论

宫颈癌有85%的新发病例与死亡病例出现在发

展中国家［6］。高危型HPV的持续感染是导致宫颈癌

发生的主要病因，但个人卫生习惯、服用避孕药、膳食

注：叶酸浓度1～4分别为1、100、500、1 000 μg/ml

图1 不同浓度叶酸C33A与CaSki宫颈癌细胞的

FHIT蛋白表达 图2 不同浓度叶酸对两种宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响

注：M：Marker；1～6：叶酸浓度（μg/ml）分别为 1、10、100、250、
500、1 000

图3 不同浓度叶酸对两种宫颈癌细胞
FHIT基因甲基化的影响

··571



中华流行病学杂志2014年5月第35卷第5期 Chin J Epidemiol，May 2014，Vol. 35，No. 5

等因素与宫颈癌的发生发展过程也有密切关系［7］。

近年已有研究显示叶酸缺乏可增加乳腺癌、结肠癌、

胃癌等肿瘤的发病风险［8-10］。本组前期基于人群的研

究也显示，血清叶酸水平低是导致宫颈癌和癌前病变

发生的危险因素［4］。本次研究结果表明，叶酸干预对

两种宫颈癌细胞均有抑制增殖与促进凋亡的作用，

且随叶酸浓度的提高致使增殖抑制和凋亡水平均呈

增加趋势。本研究发现，当叶酸浓素＜500 μg/ml

时，相同叶酸水平对于HPV阴性的C33A增殖抑制作

用强于HPV16阳性的CaSki细胞，差异均有统计学意

义；当叶酸浓度为500 μg/ml时，该差异不复存在。提

示HPV对宫颈癌细胞的增殖具有促进作用，但随叶

酸水平的增加，该作用逐渐减弱。表明补充叶酸不仅

可有效抑制宫颈癌细胞的生长，且在控制HPV致癌

作用方面也可能具有重要作用。

叶酸为 DNA 甲基化提供一碳单位，参与 DNA

合成与甲基化过程。FHIT基因的失活与CpG岛甲

基化密切相关，而DNA甲基化是一种表观遗传学上

的重要改变［2］。有研究表明宫颈癌组织中 FHIT基

因异常高甲基化与 FHIT蛋白的失活有关；FHIT蛋

白在FHIT基因异常高甲基化的组织中表达降低，而

在正常组织中表达正常［11］。研究显示，FHIT基因在

正常宫颈组织中均为阳性表达，在宫颈癌及不同等

级的宫颈上皮内瘤样病变组中均有阴性表达，鳞状

细胞癌组中 FHIT 的阴性率高达 67.50%［12］，提示

FHIT基因的表达缺失在宫颈癌的发生中起重要作

用。本研究采用不同浓度叶酸对宫颈癌细胞干预

后，同时检测了 FHIT 基因的 DNA 甲基化状态及

mRNA和蛋白表达水平。结果显示，随着叶酸浓度

的增加，FHIT基因DNA甲基化由阳性渐变为阴性，

而mRNA和蛋白表达水平则呈逐渐增高之态势，提

示FHIT基因DNA的异常高甲基化可引起mRNA和

蛋白表达降低，进而导致其功能降低或失活，与多数

研究报道一致［2，3］。本研究进一步提示叶酸可降低

FHIT抑癌基因的DNA甲基化水平，逆转其在转录

和功能水平的异常表达。本研究还发现，在相同叶

酸水平，HPV16 阳性和 HPV 阴性宫颈癌细胞 FHIT

基因的 mRNA 与蛋白表达水平差异均无统计学意

义，提示叶酸对 FHIT 基因表达的作用可能不受

HPV 感染的影响。结合本研究获得的叶酸对宫颈

癌细胞具有抑制增殖和促进凋亡作用的结果，提示

叶酸在宫颈癌的预防和治疗中可能具有重要作用，

但其实际意义尚待在人群研究中加以验证。
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表1 不同浓度叶酸对两种宫颈癌细胞
FHIT基因mRNA表达的影响

叶酸(μg/ml)

1

10

100

250

500

1 000

注：a与对照组相比，P＜0.05

C33A细胞
4.58±3.24

11.58±2.94

29.56±3.37a

49.17±8.86a

52.94±14.28a

97.59±22.84a

F＝24.74，P＜0.001

CaSki细胞
3.39±2.38

8.68±4.24

24.57±6.40a

35.09±11.46a

48.17±17.48a

73.14±8.87a

F＝20.97，P＜0.001

t值
0.51

0.97

1.20

1.68

0.37

1.73

P值
0.637

0.386

0.298

0.168

0.733

0.159

表2 不同浓度叶酸对两种宫颈癌细胞
FHIT基因蛋白表达的影响

叶酸(μg/ml)

1

10

100

250

500

1 000

注：a同表1

C33A细胞
1.44±0.04

1.48±0.06

1.62±0.05a

1.78±0.04a

1.83±0.25a

1.92±0.03a

F＝68.77，P＜0.001

CaSki细胞
1.38±0.05

1.43±0.04

1.60±0.03a

1.73±0.04a

1.85±0.05a

1.91±0.03a

F＝103.05，P＜0.001

t值
1.77

1.23

0.73

1.61

-0.89

0.57

P值
0.151

0.287

0.504

0.183

0.422

0.598

··572


