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消痰散结方对胃癌细胞系 P16基因甲基化的影响
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(中国人民解放军第二军医大学附属长征医院中医科 ,上海市黄浦区凤阳路 415号 , 200003)

[摘　要 ]　目的　研究消痰散结方含药血清对胃癌细胞系基因甲基化的影响 ,探讨该方抗癌作用机制。 方法　培养胃癌细胞系

M KN45、 BGC823,制备消痰散结方药物血清。细胞分为空白对照组、空白血清组 (无药大鼠血清 )、药物血清组 (消痰散结方药物血

清 )、 5-Aza-Cd R组 ( 5-Aza-Cd R)。CCK-8测定细胞活力 , RT-PCR法测定 P16基因表达 , Methy light法测定基因 P16甲基化水平。 结

果　 5-Aza-Cd R和消痰散结方含药血清给药后 72h后细胞增殖受到明显抑制 ,在 MKN45细胞系中经过 5-Aza-CdR和消痰散结方含

药血清给药后 72h后细胞增殖分别降低为 76. 14%和 83. 15% ,在 BGC823细胞系中经过 5-Aza-Cd R和消痰散结方含药血清给药后

72h后细胞增殖分别降低为 76. 17%和 83. 44% ,且消痰散结方药物血清组细胞增殖率明显低于 5-Aza-Cd R组。5-Aza-Cd R和消痰散

结方药物血清均能逆转 P16基因甲基化 ,增加 P16 m RN A表达 ,与空白对照组比较有统计学差异 (P < 0. 05)。 结论　消痰散结方可

以有效抑制胃癌细胞生长 ,逆转 P16基因甲基化可能是其作用机制之一。
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ABSTRACT　 Object ive　 This study aimed to evalua te the effect of Xiao tan Sanjie Fo rmula-contained serum on DN A methyla tion of

P16 in gastric cancer cell lines to study its mechanism o f anticancer. Methods　 Human gastric cancer cell lines, MKN45 and BGC823

w ere cultured and Xiaotan Sanjie Form ula-containing serum was prepa red. Cells w er e divided into four g roups, i. e. blank contro l

g roup, blank serum g roup, Xiaotan Sanjie Formula-containing serum g roup and 5-Aza-Cd R g roup. Cell viability w as determined by

CCK8. The expression of P16 gene was detected by using RT-PCR. DNA methylation level of P16 gene was detected by Meth ylight

method. Resul t　 Cell proliferation was obv iously inhibited 72 hours after 5-Aza-Cd R o r Xiao tan Sanjie Fo rmula-containing serum ad-

ministered. In the MKN45 cell line, cell pr olifera tion rate w as decr ease to 76. 14% and 83. 15% af ter trea ted with 5-Aza-Cd R and Xi-

aotan Sanjie Formula-containig serum respectiv ely; in th e BGC823 cell line, the above indices w ere 76. 17% and 83. 44% respec tiv ely.

The cell proliferation rate of Xia otan Sanjie Fo rmula-containing serum g roup was obv iously low er than tha t of the 5-Aza-Cd R g roup.

Bo th drug containing serum could reverse methylation of P16 gene and increa se expression of P16 m RN A. There was significant differ-

ence as compared with the blank control g roup (P < 0. 05). Concl usion　 Xiaotan Sanjie Fo rmula could suppress g astric cancer cell pr o-

lifera tion by rever sing DNA methy lation of P16 gene.

Key Words　 Gastric cancer; Cancer cell line; Tumo r suppressor gene; DNA methy lation; Xiao tan Sanjie Formula; Drug containing

serum

　　 DNA甲基化是目前研究较多的一种表观遗传机

制 ,在胃癌发生、发展中起重要作用
[ 1]
。现已证实 DNA

甲基化是基因突变及缺失之外抑癌基因失活的第 3种

机制 ,在某些情况下是其失活的唯一机制 [2 ]。P16是公

认的抑癌基因 ,在胃癌中 P16基因启动子区发生甲基

化引起表达缺失 ,进而促进肿瘤的发生
[3 ]
。去甲基化剂

5-氮杂 -2-脱氧胞苷 ( 5-Aza-CdR)可以逆转基因高甲基

化而抑制肿瘤 ,但其毒性较大 ,且对于胃癌等实体瘤疗

效不确切 ,尚需进一步探索。有报道消痰散结方治疗胃

癌效果较好
[4 ]
。为进一步探讨其作用机理 ,本课题从表

观遗传学角度着手 ,研究消痰散结方对胃癌细胞系

MKN 45、 BGC823中 P16基因甲基化的影响。

1　材料与方法

1. 1　药物与试剂

消痰散结方由半夏、天南星、全蝎、蜈蚣、白花蛇舌

草、鸡内金、重楼、地龙、甘草组成 ,由第二军医大学附

属长征医院药材科提供 ,产地明确 ,经第二军医大学药

学院生药教研室鉴定 ,旋转蒸发仪煎煮成水煎剂 ,按人

与大鼠换算比计算出剂量 (含生药量 2. 51g /ml )。5-

Aza-CdR为 Sigma公司产品。RPM I-1640培养液及胎

牛血清购自 Gibco公司。细胞活性计数试剂盒 CCK-8

( cell counting kit 8)同仁公司产品 (批号 NN 0152)。

RNA提取试剂盒 (批号 D9108A)、 DNA提取试剂盒

(批号 D305A)、 RT-PCR试剂盒 (批号 DR001A)购于

Takara公司 , M ethy light试剂盒 (批号 GMS2002401)
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购于上海杰美基因医药公司。

1. 2　动物

6周龄 SD雄性大鼠 10只 ,体重 ( 350± 20) g , SPF

级 ,购自中国科学院上海实验动物中心 ,动物许可证

号: SCXK(沪 ) 2007-0005。

1. 3　细胞株

细胞系 MKN45、 BGC823由上海市普陀区中心医

院李琦副教授馈赠。细胞生长液为含 10%胎牛血清、

100IU /m l青霉素 100μg /ml链霉素的 RM I1640溶液。

1. 4　药物血清制备

SD大鼠随机分成空白对照组、中药组 ,每组 5只。

中药组给予消痰散结方水煎剂 (含生药量 2. 51g /m l) ,

空白对照组给予生理盐水。每次灌胃 2m l,每日 2次 ,连

续给药 4天。第 5天早晨一次性灌服 4ml,给药后 1h股动

脉活体取血。全血静置 3h, 2200r /min离心 10min。收集

血清 , 56℃水浴灭活补体 30min, 0. 22μm滤膜过滤灭

菌 , - 70℃保存备用。

1. 5　细胞培养及分组

人胃癌细胞系 MKN45、 BGC823置 37℃ , 5% CO2

培养箱中培养至对数生长期后 ,胰酶消化 2min,收集细

胞。将细胞调整计数为 1× 104 /ml,以每孔 100μl接种于

96孔板中 ,加入无血清的 RPM I1640培养基饥饿 12h

后 ,改用正常培养液培养 ,细胞随机分成 4组 ,①药物血

清组 ,每孔加入消痰散结方药物血清 20μl;② 5-Aza-

CdR组:每孔加 5-Aza-CdR 20μl,药物浓度为 5μmol /L;

③空白血清组 ,每孔加入无药血清 20μl;④空白对照

组 ,不加任何药物。每组设 5个复孔 ,培养 72h。

1. 6　 CCK-8检测细胞活力

分别加入药物血清培养 24h、 48h、 72h, PBS反复洗

涤后 ,每孔加入 CCK-8 10μl, 4h后 ,酶标仪 450nm测各

孔吸光度。另设空白调零组 ,不含细胞 ,加入同等浓度

的 CCK-8及培养液 ,实验重复 3次。

1. 7　 RT-PCR测定 P16基因 mRNA表达

分别收集药物作用前和药物作用 72h后的细胞 ,

提取总 RNA,紫外分光光度仪测纯度和浓度 ,按试剂

盒说明书进行反转录合成 cDN A,然后进行 PCR扩

增。反应体系: cDN A 2μl, 10× PCR缓冲液 2. 5μl,

dN TP 1μl, Taq酶 0. 2μl,双蒸水 17. 3μl,引物各 1μl,总

体积 25μl。引物由上海生工生物技术公司合成 ,反应条

件为: 94℃ 30S、 54℃ 30S, 72℃ 1min, 35循环引物序列见

表 1。实验重复 3次。

1. 8　 Methylight法测定 P16基因甲基化改变

1. 8. 1　 DNA提取及亚硫酸盐修饰　收集药物作用前

后的细胞 ,用 QIAampDNAMini kit试剂盒抽提细胞

表 1　 RT-PCR引物及反应条件

基因名称 序列 产物长度

P16 正义链 5 'CAACGCACCGAATAGTT ACGG3 '

反义链 5 'GCGCAGTTGGGCTCCG3 '

105bp

GAPDH 正义链 5 'AAGATCTGCCGT CCAGTCCA3 '

反义链 5 'TCCACCACCCTGT TGCTGT A3 '

247bp

表 2　 Meth ylight引物及反应条件

基因名称 序列 探针序列

P16 正义链: 5 'CCGGAGGCT GGCAT TGAT

AAG3 '
反义链: 5 'AACAACGTCCGCACCTCC

T3 '

ACCCGACCC-

CGAACCGCG

ALU 正义链: 5 'GGT TAGGT ATAGTGGTT T

ATAT TTGT AATT TT AGT A3 '

反义链: 5 'ATT AACTAAACTAATCT T

AAACTCCT AACCTCA3 '

CCT ACCT-

TAACCTCCC

DNA。按照文献 [5 ]方法进行重亚硫酸盐处理 ,应用

Wizard DN A Cleanup System纯化 DNA。

1. 8. 2　 M. SssI处理　人外周血白细胞 ( PBL) DNA

( 0. 05mg /ml)用 M. SssI( 0. 05U /ml)和 0. 16mM的腺

苷甲硫氨酸 ( AdoMet ) 37℃培养过夜。第 2天再加入

AdoM et (到 0. 20mM )和 M. SssI(到 0. 065U /ml)。样品

保存在 4℃ , DN A按照前面描述的方法行亚硫酸盐

处理。

1. 8. 3　 P16基因甲基化定量 PCR测定　反应体系: 总

体积 30ml, 200mM dN T Ps, 0. 3mM引物 , 0. 1mM探

针 , 3. 5mM MgCl2 , 0. 01% Tween-20, 0. 05%明胶以及

0. 1U Taq酶。PCR反应条件: 95℃ , 10min; 95℃ , 15s;

60℃ , 1min。50循环。扩增样品用 ABI PRISM7700检测

系统和软件进行分析。引物序列见表 2。与普通实时定

量 PCR不同的是本实验采用 ALU作为内参 ,确定输

入基因的量。用 M. SssI处理后的人外周血淋巴细胞

( PBL) DN A作为参照 ,以确定甲基化基因的比例。甲

基化水平用甲基化率 ( PMR)来表示 ,计算公式为 PMR

= P16: ALU(待测样品 )× 100 /P16: ALU( M. SssI处

理 PBLDNA) , PMR> 4判定为基因有明显甲基化 [6 ]。

实验重复 3次。

1. 9　统计学方法

采用 SPSS 12. 0统计分析软件。计量数据以均数

±标准差 (x-± s )表示 ,多组间比较用单因素方差分析 ,

组间两两比较用 LSD-t检验。

2　结果

2. 1　各组胃癌细胞系治疗前后细胞增殖率比较

表 3示 CCK-8比色实验的结果 ,空白血清组和空白

对照组相比较无明显差别 ;与空白对照组相比 ,药物
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表 3　各组胃癌细胞系治疗前后细胞增殖率比较 ( x-± s)

细胞 组别
24h

OD值 增殖率%
48h

OD值 增殖率%
72h

OD值 增殖率%

M KN45 空白对照组 0. 111± 0. 004 100 0. 119± 0. 004 100 0. 163± 0. 005 100

空白血清组 0. 110± 0. 003 99. 10 0. 118± 0. 004 99. 16 0. 161± 0. 006 99. 26

药物血清组 0. 104± 0. 004 94. 22 0. 11± 0. 004 93. 59 0. 124± 0. 003 76. 14△*

5-Aza-CdR组 0. 105± 0. 005 95. 13 0. 112± 0. 004 94. 77 0. 135± 0. 003 83. 15△

BGC823 空白对照组 0. 177± 0. 007 100 0. 240± 0. 002 100 0. 308± 0. 011 100

空白血清组 0. 174± 0. 010 98. 75 0. 237± 0. 004 98. 75 0. 305± 0. 008 99. 26

药物血清组 0. 173± 0. 004 97. 85 0. 204± 0. 002 84. 86 0. 235± 0. 004 76. 17△*

5-Aza-CdR组 0. 174± 0. 006 98. 53 0. 217± 0. 003 88. 02 0. 257± 0. 003 83. 44△

　　注:与 5-Aza-CdR组比较 ,* P < 0. 05;与空白对照组比较 ,△ P < 0. 05

表 4　各组胃癌细胞系 M KN45、 BGC823中

　　 P16基因甲基化水平比较 (x-± s)

组别 细胞数 M KN 45 BGC823

空白对照组 3 77. 67± 1. 53 57. 67± 1. 15

无药血清组 3 77. 33± 2. 52 59. 33± 1. 52

含药血清组 3 45. 67± 2. 08△* 40. 12± 3. 11△*

5-Aza-CdR组 3 - 6. 33± 1. 52△

　　注:与 5-Aza-CdR组比较 , * P < 0. 05;与空白对照组比较 ,△ P <

0. 05

血清干预后 ,含药血清和 5-Aza-CdR均可抑制胃癌细

胞株 MKN-45及 BGC823细胞增殖 ,药物血清组抑瘤

率高于 5-Aza-CdR组。含药血清作用 72h后抑瘤作用

最强 ,细胞生长降低为 75% 。

2. 2　 RT-PCR测定 P16基因 mRNA表达

图 1示 ,胃癌细胞系 MKN 45、 BGC823中 P16基因

弱表达 ,通过含药血清以及 5-Aza-CdR作用 72h后 ,

P16基因表达明显升高。5-Aza-CdR组 P16基因表达量

高于药物血清组。

图 1　 MKN45和 BGC823 PCR条带图

( M: Maker , 1. 5-Aza-Cd R组 ; 2.药物血清组 ; 3.空白血清组 ; 4.

空白对照组 )

2. 3　胃癌细胞系 MKN45、 BGC823中 P16基因甲基化

水平比较

表 4示 ,胃癌细胞系 MKN 45、 BGC823中 P16基因

启动子明显甲基化 ( PMR> 4) ,经过通过含药血清以

及 5-Aza-CdR作用 72h后 , P16基因甲基化水平均明显

降低 ,与空白对照组比较 ( P < 0. 05)。5-Aza-CdR组

P16基因甲基化水平明显低于药物血清组 ( P < 0. 05)。

在 MKN 45细胞中 ,经 5-Aza-CdR作用 72h后 ,无 P16

基因甲基化条带扩增。

3　讨论

在胃癌发生的分子机制中 , DN A甲基化起着重要

的作用 ,研究胃癌特异性甲基化基因 ,有望为胃癌诊断

以及治疗和预后判断提供有效证据 [7 ]。去甲基化剂 5-

azacy tidine和 5-Aza-CdR虽然均可通过逆转基因甲基

化而抑制肿瘤细胞生长 [8 ] ,但是这两种药物应用范围

局限 ,目前临床尚未用于胃肠道实体瘤的治疗。因此 ,

进一步研究和探索逆转基因甲基化的有效药物是目前

的科研热点。基于此 ,本课题从基因甲基化的角度探索

中医药治疗胃癌的作用机理。

中医药对于胃肠道肿瘤的治疗作用早有报道 ,与

化疗药物相比 ,中医药毒副作用较少 ,同时可以通过整

体调节作用达到改善患者生存质量、延长生存期的作

用。我们通过多年经验提出胃癌“痰证理论”学说 [9 ] ,拟

定消痰散结方 ,作为院内制剂临床应用多年。方中君药

半夏、天南星化痰散结 ,全蝎、蜈蚣搜风通络、散结止

痛 ,辅助君药以消痰散结 ,再配伍白花蛇舌草、鸡内金

等药共奏消痰散结、逐瘀通络之功。有研究表明 ,半夏、

天南星均有明显的抗肿瘤作用 [10- 11 ]。半夏能有效控制

胃癌生长 ,抑制肿瘤坏死因子α产生的活性成分 [12 ] ,

天南星对体外培养人胃癌、肺癌及肝癌细胞有杀伤和

抑制作用 [13 ] ,全蝎、蜈蚣均有明显抗癌作用 [14- 15 ] ,这些

研究为消痰散结方提供了药理学支持。

P16是已经确认的抑癌基因 ,该基因的失活在肿

瘤细胞增生过程中起着重要作用
[16 ]
。P16基因的失活

与胃癌、卵巢癌、肺癌等多种肿瘤密切相关 ,在胃癌中

已被证实 P16基因启动子区域异常甲基化是其失活的

主要机制
[3 ]
。本实验证实在胃癌细胞系 MKN45和
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BGC823中 , P16基因启动子发生高甲基化是其失活的

主要原因 ,这与朱新江等 [ 17]的研究相一致。

目前 ,关于中医药影响肿瘤基因甲基化的报道很

少 ,本研究表明 , 5-Aza-CdR与消痰散结方均能降低胃

癌细胞系 MKN 45、 BGC823中 P16基因甲基化水平。空

白血清组中抑瘤率和 P16基因表达与空白对照组比较

均无明显差异 ,提示无药大鼠血清对肿瘤增殖以及

P16基因表达无影响 ,表明含药血清对胃癌肿瘤细胞

的生长抑制作用是通过本方发挥的 ,本方可以通过逆

转抑癌基因甲基化而发挥抗肿瘤作用。消痰散结方药

物血清可降低 P16基因甲基化水平 ,其作用虽然弱于

5-Aza-CdR( P < 0. 05) ,但消痰散结方药物血清能明显

抑制胃癌细胞系的生长 ,其抑瘤作用明显优于 5-Aza-

CdR( P < 0. 05)。提示消痰散结方可影响甲基化水平 ,

另外还通过其他方面的作用抑制胃癌的生长。

综上所述 ,消痰散结方可以抑制肿瘤细胞生长 ,其

机理可能与逆转抑癌基因 P16甲基化状态 ,提高 P16

基因表达有关。胃癌发生涉及到多个基因的改变 ,本方

对其他相关基因的干预机制有待进一步研究。
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第十二次全国特色医疗名医学术交流暨肿瘤白血病痛风论坛
　　为了交流推广中医药在治疗各种肿瘤、白血病、痛风等难治病和常见多发病方面的特色优势和经验 ,本次会议由北京聚医杰医药科学研究院等单位主办 ,

定于 2010年 11月下旬在广西桂林召开 ,特邀请各级中医、中西医结合医、乡村中医、民间中医中的特色医疗名医参会交流。

1.会议内容: ( 1)邀请中医肿瘤、白血病、痛风等方面的专家到会作专题学术讲座 ; ( 2)代表交流在中医药治疗常见病多发病及肿瘤、白血病、痛风等难治病

方面的经验 ; ( 3)评选表彰一批中医药治疗肿瘤、白血病、痛风病等难治病方面的特色医疗名医 ; ( 4)组织部分代表参加“中国特色医疗名医考察团”去越南首都

河内市等地参观考察。2.征文要求:中医药、中西医结合及民间疗法治疗肿瘤、白血病、痛风、风湿病、肝病、肾病、糖尿病等难治病方面的经验均可 ,题材不限 ,论

文须打印、附 200字以内作者简介。论文经评审入选后将安排在有关杂志发表 ,并颁发“优秀论文证书”或“特色医疗学术成果证书”。3.会议颁发: ( 1)继续教育学

分证书 ; ( 2)优秀论文或特色医疗学术成果证书 ; ( 3)优秀者授予“聚医杰中医肿瘤病特色医疗名医”等荣誉称号 ; ( 4)资料及纪念品等。四、会议费用:每位代表须

交报名费 200元 ,会务费 750元 ,食宿、参观统一安排 ,费用自理。有论文发表者另交版面费 350元。去越南考察者另需交费 2800元 (请提前在当地公安局办好护

照 )。5.报名方法: 请将论文 (无论文者也可报名 )作者 1寸像片 4张 (反面写上姓名 )报名费 200元在 11月 10日前寄北京市 100036- 98信箱会务组江玲收 ,邮编

100036,或发 Email: 100036- 98@ 163. com,详情登录 www. zgtsyl. com,联系电话: 010- 63772051、 13366005273。
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