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Abstract
AIM: T o e x p l o r e t h e e f f e c t s o f 5 - a z a - 2 -
deoxycytidine (5-Aza-CdR) and trichostatin A 
(TSA) on biological behavior in MGC-803 Cells.

METHODS: MGC-803 cells were cultured in 
RPMI 1640 culture medium containing 100 g/L 
fetal calf serum. The cells in experiment were 
at logarithmic phase, and the number of vi-
able cells was 95%-98%. The trial consisted of 
five groups. (1) Blank control group: there was 
only culture medium and no cells or drugs; (2) 
Negative control group: there were cells, culture 
medium and no drugs; (3) 5-Aza-CdR group: 24 
h after inoculation, MGC-803 cells were treated 
with 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR; (4) TSA group: 24 
h after inoculation, MGC-803 cells were treated 
with 300 μg/L TSA;. (5) 5-Aza-CdR+TSA group: 
24 h after inoculation, MGC-803 cells were 
treated with 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, and then 

treated with 300 μg/L TSA after 24 h. After 
MGC-803 cells were treated with different con-
centrations of 5-Aza-CdR and TSA for different 
cultural time, the expression of Runx3 mRNA 
in different groups for 72 h was detected by 
RT-PCR, and the cell proliferation in different 
groups for 24, 48, 72 h was determined using 
MTT colorimetry.

RESULTS: When MGC-803 cells were treated 
with 5-Aza-CdR and TSA alone for 72 h, the rel-
ative expression of Runx3 mRNA was increased. 
It was significantly increased in combination 
group, and compared with 5-Aza-CdR group 
and TSA group (0.883 ± 0.025 vs 0.760 ± 0.286, 
0.735 ± 0.018, both P < 0.05). The cell growth 
inhibition rate increased with the time prolong-
ing in the same group and there was a positive 
relationship (r = 0.738, P < 0.05). The cell growth 
inhibition rate increased more significantly in 
combination group compared with 5-Aza-CdR 
group and TSA group in the same time (24 h: 
57.3% vs 40.4%, 39.0%; 48 h: 70.0% vs 56.0%, 
51.3%; 72 h: 86.3% vs 68.0%, 65.8%, all P < 0.05). 
There were significant differences between drug 
group and control group in relative expression 
of Runx3 mRNA and cell growth inhibition rate 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Compared with 5-Aza-CdR or 
TSA alone, combination of the two drugs can 
significantly induce Runx3 mRNA expression 
and inhibit cell proliferation.
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摘要
目的: 探讨5-氮-2-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)和曲
古抑菌素A(TSA)对人胃癌细胞系MGC-803生
物学行为的影响. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胃癌在我国恶性
肿瘤的发病率和
死亡率中都居于
前列, 患者由于早
期临床症状不典
型, 就诊时多已到
中晚期, 增加了手
术难度, 术后5年
生存率较低, 甚至
失去了手术意义. 
随着人们对胃癌
发生发展过程的
精确解析, 越来越
多的证据表明基
因遗传信息的紊
乱以及基因转录
表达调控的紊乱
是其发生的关键
因素. 因此寻找有
效的药物来恢复
基因正常表达对
胃癌治疗有着重
要的意义.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科



方法: 人胃癌细胞系MGC-803按常规培养于
含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培养液中. 
实验分为5组: (1)空白对照组: 不含细胞的培
养液; (2)阴性对照组: 细胞只换液, 不加药物; 
(3) 5-Aza-CdR组: 细胞接种24 h后, 加入10.0 
μmol/L的5-Aza-CdR; (4)TSA组: 细胞接种24 h
后, 加入300 μg/L TSA; (5) 5-Aza-CdR+TSA组: 
细胞接种24 h后, 加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, 
24 h后再加入300 μg/L TSA. 应用RT-PCR检测
各组细胞培养72 h后细胞Runx3 mRNA的表
达, MTT比色法测定各组细胞分别培养24、
48、72 h后细胞增殖. 

结果: 单独应用5-A z a-C d R和T S A作用于
MGC-803细胞72 h后, Runx3 mRNA相对表
达量增加, 联合用药组分别与5-Aza-CdR组及
TSA组相比, 差异有统计学意义(0.883±0.025 
vs  0.760±0.286, 0.735±0.018, 均P <0.05). 细
胞生长抑制率在同一组别随着药物作用时
间的延长而增加, 并且呈正相关(r  = 0.738, 
P <0.05); 而在同一时间不同组别比较联合用
药组细胞生长抑制率较单用药物组明显增加
(24 h: 57.3% vs  40.4%, 39.0%; 48 h: 70.0% vs  
56.0%, 51.3%; 72 h: 86.3% vs  68.0%, 65.8%, 
均P <0.05). 细胞Runx3 mRNA的相对表达量及
生长抑制率在药物组与对照组间比较, 差异均
有统计学意义(P <0.05).

结论: 与单用5-Aza-CdR或TSA相比, 联合应
用2种药物更显著的增强Runx3 mRNA的表达, 
抑制细胞的增殖.

关键词: 5-氮-2-脱氧胞苷; 曲古抑菌素A; 胃癌细

胞; Runx3; 甲基化
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0  引言

Runx3(PEBP2aC/CBFA3/AML2)是新发现的

一种抑癌基因, 在胃癌中主要以基因纯合或杂

合缺失以及甲基化方式失活, 其中甲基化是表

达下调的重要机制[1]. 为研究抑癌基因Runx3
去甲基化后对胃癌细胞生物学行为的影响, 我
们应用5-氮-2-脱氧胞苷(5-aza-2-deoxycytidine, 
5-Aza-CdR)和曲古抑菌素A(trichostatin A, TSA)
对胃癌细胞系MGC-803进行处理, 观察抑癌基

因Runx3的转录表达及细胞增殖的改变. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系MGC-803为上海亚培生

物科技有限公司产品. 5-Aza-CdR和TSA购于

Sigma公司. 含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培
养液为美国Gibco公司产品. 总RNA提取试剂盒

(TRIzol法)及AMV第一链cDNA合成试剂盒均购

于上海捷瑞生物工程有限公司. MTT试剂盒购

于碧云天生物技术研究所.
1.2 方法 
1.2.1 试剂配置: 5-Aza-CdR和TSA以RPMI 1640
培养液(含100 g/L小牛血清)和DMSO(0.5%)溶
解, 分别配成浓度为10-3 mol/L和10-4 mol/L工
作母液, 用微孔滤膜除菌, -20℃保存, 使用时用

RPMI 1640稀释成工作浓度. 
1.2.2 细胞培养、分组及处理: 人胃癌细胞系

MGC-803按常规培养于含100 g/L小牛血清的 
RPMI 1640培养液中. 实验细胞处于对数生长期, 
活细胞数达95%-98%. 实验分为5组: (1)空白对

照组: 不含细胞的培养液; (2)阴性对照组: 细胞

只换液, 不加药物; (3)5-Aza-CdR组: 细胞接种24 
h后, 加入10.0 μmol/L的5-Aza-CdR; (4)TSA组: 
细胞接种24 h后, 加入300 µg/L TSA; (5)5-Aza-
CdR+TSA组: 细胞接种24 h后, 加入10.0 μmol/L 
5-Aza-CdR, 24 h后再加入300 μg/L TSA. 
1.2.3 RT-P C R检测药物处理后细胞的R u n x3 
mRNA的表达: 接种细胞于培养瓶, 实验分组

如前述. 培养72 h后收集细胞, 应用TRIzol法提

取总RNA, 紫外分光光度仪测纯度和浓度, 以
DNaseⅠ处理, 去除基因组DNA, 采用AMV法

进行反转录cDNA第一链合成. 取cDNA进行

PCR扩增, 引物序列及PCR产物长度序列如下. 
Runx3引物序列, 上游: 5'-AGG CAT TGC GCA 
GCT CAG CGG AGT-3', 下游: 5'-TCT GCT CCG 
TGC TGC CCT CGC ACT-3', 扩增长度156 bp; 
内参照GAPDH引物序列, 上游: 5'-CCA TGT 
TCG TCA TGG GTG TGA ACC-3', 下游: 5'-GCC 
AGT AGA GGC AGG GAT GAT GTT-3', 扩增长

度307 bp. 目的基因Runx3及内参照GAPDH的引

物均由Primer5.0软件设计. 在50 μL反应体系中, 
加入3.0 μL cDNA, 上游及下游引物各1.0 μL, 2 
mmol/L dNTPs 1.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 5.0 μL, 
10×Buffer 5 μL, Taq酶0.5 μL, 94℃预变性4 min
后, 进行PCR反应: 94℃, 59℃, 72℃各45 s, 共35
个循环, 72℃延伸7 min后终止反应. 以 GAPDH
作为内参照, 将产物进行琼脂糖凝胶电泳, 凝胶

成像分析系统测得各组条带的平均灰度值, 重

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌基因表达调
控中表基因水平
的甲基化和去乙
酰化改变起着非
常重要的作用, 而
且两者在导致基
因转录抑制方面
具有协同作用. 针
对这2种机制, 联
合应用药物对其
治疗已成为近年
来研究的热点.
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复3次. 计算Runx3与GAPDH的灰度比值, 以其

比值代表Runx3 mRNA的相对量. 
1.2.4 M T T法检测药物作用后细胞增殖 :  取
70%-80%汇合的细胞, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化单

层培养细胞MGC-803, 制备成单细胞悬液, 镜下

见细胞团小于5%. 以每孔5×103个细胞接种于

96孔培养板(每孔200 μL), 37℃, 50 mL/L CO2及

饱和湿度的培养箱培养24 h后分为用药组及对

照组(分组同前), 每孔设3个复孔, 单用药组中分

别加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 μg/L TSA, 
联合用药组加入10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 
ng/mL TSA, 阴性对照组只加等量培养液, 试剂

及培养液每24 h更换1次. 每隔24 h取样1次, 连续

3 d. 每次取样时移去培养液, 每孔加入MTT液(5 
g/L)20 μL, 37℃培养4 h后弃去上清液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 轻轻振荡10 min, 使结晶物充分

溶解, 在570 nm波长酶联免疫检测仪上测定各

孔吸光度值(A ). 取平均值计算抑制率: 细胞生长

抑制率(%) = (对照组A -实验组A )/(对照组A -空
白组A )×100%.

统计学处理 采用 SPSS13.0统计软件进行分

析, 结果用mean±SD表示, 各组间变量比较采用单

因素方差分析, 以P<0.05作为差异有统计学意义.

2  结果

2.1  5-A z a-C d R及T S A对人胃癌细胞R u n x3 
m R N A表达的影响  阴性对照组细胞R u n x3 
mRNA表达很低, 药物处理组细胞Runx3 mRNA
重新表达, 10.0 μmol/L 5-Aza-CdR, 300 μg/L 
T S A及联合应用2种药物处理细胞72 h后, 细
胞Runx3 mRNA的相对表达量分别为0.760±
0.286、0.735±0.018、0.883±0.025(图1-2). 经
单因素方差分析细胞Runx3 mRNA表达在实验

各组之间差异有统计学意义(P <0.05), 联合用药

组分别与5-Aza-CdR组及TSA组相比, 差异有统

计学意义(P <0.05), 而5-Aza-CdR组与TSA组比

较, 差异无统计学意义.
2.2 各组细胞的增殖 MTT比色法显示单独应用

5-Aza-CdR作用MGC-803细胞24、48、72 h后A
值分别为0.261±0.011、0.204±0.009、0.163±
0.012, 细胞生长抑制率分别为40.4%、56.0%、

68.0%; 单独应用TSA作用MGC-803细胞24、
48、72 h后A值分别为0.267±0.004、0.226±
0.017、0.175±0.009, 细胞生长抑制率分别为

39.0%、51.3%、65.8%; 而联合应用药物作用

MGC-803细胞24、48、72 h后A值分别为0.187
±0.011、0.139±0.006、0.070±0.027, 细胞生

长抑制率分别为57.3%、70.0%、86.3%. 经方

差分析在同一时间点不同药物组之间的细胞生

长抑制率差异有统计学意义(P <0.05), 联合用药

组分别与单用药组间比较差异也有统计学意义

(P <0.05), 而单用药组间比较差异无统计学意义; 
而细胞生长抑制率在同一组别不同时间之间差

异也有统计学意义(P <0.05), 在一定范围内随时

间的延长而增加, 呈正相关(r  = 0.738, P <0.05). 
不同实验组细胞生长抑制率与药物作用时间的

关系(图3).

■相关报道
目前已有较多文
献报道Runx3甲
基 化 与 胃 癌 发
生 的 关 系 以 及
5-Aza-CdR与TSA
恢复肿瘤抑癌基
因表达, 抑制肿瘤
细胞生长的作用.
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图  2  实验各组细胞Runx3 mRNA的相对量. 1: 阴性对照组; 

2: TSA组; 3: 5-Aza-CdR组; 4: 联合用药组.
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图  3  不同实验组细胞生长抑制率与作用时间的关系.

■创新盘点
本文主要以甲基
化和去乙酰化作
为治疗靶点, 联合
应用5-Aza-CdR与
TSA逆转抑癌基
因Runx3甲基化 , 
恢复其活性, 发挥
抑癌作用.
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3  讨论

表型遗传修饰是基因表达调控的重要形式, 包
含甲基化和组蛋白去乙酰化[2]. 这种异常修饰抑

制基因转录, 使抑癌基因丧失功能. 甲基转移酶

抑制剂和去乙酰化酶抑制剂能够恢复组蛋白乙

酰化, 去除异常的甲基化修饰, 激活抑癌基因, 
发挥抑癌作用[3]. Runx3为新近克隆的一种候选

抑癌基因, 位于染色体1p36.1, 是Runx家族中最

小也是迄今对其研究最少的基因, 全长67 kb, 含
有6个外显子和p1、p2 2个启动子, 2个启动子富

含GC, p2启动子GC含量达到64%, 易发生甲基

化[4]. 该基因在人类多种肿瘤中存在CpG区异常

甲基化[5-8], 在胃癌发生过程中较为明显[1]. 当启

动过程点甲基化后, 转录停止, Runx3失活, 可
影响到TGF-β的凋亡通路, 导致凋亡抑制, 胃黏

膜细胞的正常生长和凋亡失去平衡, 最终发生

胃癌[9].
D N A甲基化是一种发生在C p G二核苷酸

上对胞嘧啶的共价修饰物 ,  由S-腺苷蛋氨酸

提供甲基 ,  在细胞内D N A甲基转移酶(D N A 
methyltransferase, DNMT)催化作用下, 于DNA
复制后形成5-甲基胞嘧啶的反应[10]. 其中CpG
岛甲基化抑制基因表达的机制有二[11]: 一是甲

基化后直接抑制转录因子与模板的结合, 但这

一抑制作用是有限的, 因为有一些转录因子对

甲基化并不十分敏感, 甚至有许多转录因子的

识别位点根本就不在CpG岛内; 二是发现一种

甲基结合蛋白家族能够特异性地与甲基化位点

结合, 然后与组蛋白去乙酰化酶和具有染色体

变形活性的sin3a, mi-2或ski蛋白或蛋白家族形

成大分子复合物, 使组蛋白脱酰基, 染色体结构

变得更加紧密, 基因不能转录, 因此组蛋白去乙

酰化亦可导致基因沉默. 这为组蛋白去乙酰化

酶抑制剂通过抑制组蛋白脱酰基, 逆转转录抑

制引起的基因沉默, 提供了广阔的舞台. 5-Aza-
CdR为一种嘧啶核苷类似物, 其可以与DNMT结
合形成一种共价复合物, 特异性抑制其活性, 逆
转基因CpG岛甲基化, 重新激活由于高甲基化

而失活的抑癌基因, 恢复抑癌基因的功能, 抑制

肿瘤细胞的生长, 而且甲基化异常所致灭活的

基因对DNA甲基化抑制剂非常敏感, 易重新活 
化[12]. TSA源自链霉菌代谢产物, 最先作为抗

真菌药物使用. 近来研究表明TSA有组蛋白去

乙酰化酶抑制剂(histone deacetylases inhibitor, 
HDACI)的特征, 可逆抑制哺乳动物组蛋白去乙

酰化酶活性, 诱导肿瘤细胞周期阻滞、分化及

凋亡, 抑制肿瘤细胞的生长[13]. Ou et al [14]研究表

明, TSA可以广泛的诱导特定基因去甲基化并

重新表达, 并证实组蛋白乙酰化和DNA去甲基

化之间通过甲基结合蛋白(methyl-CpG binding 
proteins, MBDs)实现相互作用. 基于DNA去甲基

化和组蛋白乙酰化之间存在相互作用, 我们可

以通过联合应用5-Aza-CdR与TSA, 在降低各自

药物浓度, 减低其不良反应的基础上, 使其充分

发挥协同作用, 从而改善基因启动子区域的甲

基化状态, 使沉寂的肿瘤抑癌基因重新表达, 达
到治疗肿瘤的目的. 

本研究基于甲基化和组蛋白去乙酰化会导

致基因沉默, 抑制转录和表达, 选择甲基转移酶

和去乙酰化酶作为治疗靶点. 实验中我们分别

应用10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和300 μg/L TSA作

用于MGC-803细胞72 h后, 细胞Runx3 mRNA
重新表达, 其相对量分别为0.760±0.286, 0.735
±0.018; 联合应用10.0 μmol/L 5-Aza-CdR和

300 μg/L TSA作用于MGC-803细胞72 h后, 细胞

Runx3 mRNA表达明显增加, 其相对量为0.883
±0.025, 与单用药组比较差异均有统计学意

义(P <0.05). MTT法显示细胞生长抑制率在同

一组别随着药物作用时间的延长而增加, 而在

同一时间不同组别内联合用药组细胞生长抑

制率较单用药物组明显增加, 以联合药物作用

MGC-803细胞72 h后最高, 为86.3%. 以上结果说

明药物作用于MGC-803细胞后, 抑癌基因Runx3
重新表达, 发挥抑癌作用, 从而抑制肿瘤细胞的

生长, 而且联合用药组效果明显好于单用药物

组. 依据药物作用机制及本实验结果, 我们可以

认为联合用药组Runx3 mRNA表达及细胞生长

抑制率较单用药组明显升高是去甲基化和组蛋

白乙酰化协同作用的结果; 也就是说药物作用

后, 原来Runx3 CpG区的高甲基化状态被可逆性

消除, 而且联合用药能发挥协同作用, 使得原来

被封闭的肿瘤抑癌基因重新表达, 发挥抑癌作

用, 从而抑制肿瘤细胞的生长, 达到治疗肿瘤的

目的, 这与国外学者的研究结果一致[14]. 
DNA甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR和组蛋

白去乙酰化转移酶抑制剂TSA均能使胃癌细胞

抑癌基因Runx3重新表达, 抑制细胞增殖, 并且

具有良好的协同作用, 二者联合应用可使得胃

癌细胞Runx3 mRNA及生长抑制率较单用药组

明显增加. 因此我们可以在不影响治疗效果的

前提下, 联合应用这两种药物, 减少各自的药物

剂量, 从而减少药物不良反应的发生, 这为进一

■应用要点
5-Aza-CdR与TSA
联合应用能够发
挥协同作用, 明显
逆转基因甲基化, 
使得沉寂的抑癌
基因重新发挥功
能, 并且具有较低
的药物毒性作用, 
在胃癌治疗上有
着很好的前景.
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步研究胃癌的治疗提供了新的思路. 目前我们

的实验研究只是药物作用于体外细胞, 而对于

这2种药物在动物实验甚至临床实验的研究, 还
需要我们进一步努力. 
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