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DZNep通过上调miR-200c表达延缓MGC-803胃癌细胞侵袭和

迁移过程
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摘  要：本文旨在研究组蛋白甲基化修饰调控对胃癌细胞miR-200c的表达调节以及对癌细胞的侵袭和迁移的作用。组蛋白甲

基转移酶抑制剂DZNep (2.5 μmol/L)处理MGC-803胃癌细胞系，用实时定量PCR (qRT-PCR)检测细胞miR-200c的表达变化，用

Western blot检测上皮间质转化相关蛋白、EZH2、EED、SUZ12、H3K27me3及MMP9的蛋白表达变化，用细胞划痕实验和

Transwell法检测细胞迁移和侵袭。结果显示，与对照(DMSO处理)组相比，DZNep (2.5 μmol/L)处理的MGC-803肿瘤细胞

miR-200c基因的表达显著提高，ZEB1、ZEB2、N-cadherin的表达显著下调，E-cadherin的表达上调，EZH2、EED、SUZ12、
H3K27me3及MMP9的表达均显著降低，细胞迁移、侵袭能力均减弱。以上结果提示，DZNep通过上调miR-200c的表达延缓

胃癌细胞侵袭、迁移过程，其机制涉及对上皮间质转化相关蛋白和PRC2 (polycomb repressive complex 2)的表达调节。
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DZNep raises miR-200c expression to delay the invasion and migration of MGC-803 
gastric carcinoma cells
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the regulatory effects of histone methylation modifications on the expres-
sion of miR-200c, as well as invasion and migration of gastric carcinoma cells. Gastric carcinoma cell line, MGC-803, were treated by 
2.5 μmol/L histone methyltransferase inhibitor, DZNep. The expression of miR-200c was detected by real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR). The epithelial-mesenchymal transition (EMT) indicators (ZEB1/2 and E/N-cadherin), EZH2, EED, SUZ12 and 
H3K27me3 expressions were detected by Western blot. Cell migration and invasion abilities were detected by Transwell and scratch 
tests. The result showed that, compared with DMSO (control) group, DZNep significantly increased the expression of miR-200c to 
about 2.1 times, inhibited ZEB1, ZEB2, and N-cadherin expressions, and activated E-cadherin expression; Also, DZNep decreased the 
protein expressions of EZH2, EED, SUZ12 and H3K27me3; Moreover, DZNep could inhibit MGC-803 cell invasive and migrative 
abilities, as well as MMP9 expression. These results suggest DZNep raises miR-200c expression to delay the invasion and migration 
of gastric carcinoma cells, and the underlying mechanisms involve the regulations of EMT-related proteins and polycomb repressive 
complex 2. 
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胃癌是最常见的消化道肿瘤 [1]，其发病机制和

治疗方法一直是近年来重要的研究课题。近年来，

一些与肿瘤发病相关的重要 miRNA 相继被发现，

其中 miR-200 家族与胃癌的发生、发展关系密切，

miR-200 的异常表达参与肿瘤细胞增殖、侵袭、转

移等多个过程 [2]。miRNA 是具有调控作用的非编

码小 RNA，通过与互补的 mRNA 选择性的结合而

抑制其特定目的基因的表达 [3]。与 mRNA 配对的

miRNA 主要通过两种机制负向调控基因表达 ：当

miRNA 与目的 mRNA 完全互补或几乎完全互补时，

目的 mRNA 降解；当不完全互补时，则阻碍蛋白

质翻译而对靶基因 mRNA 无影响。miRNA 与癌症

的关系主要表现为：miRNA 基因定位于癌基因不

稳定区域；miRNA 在正常细胞和肿瘤细胞中表达

不同；miRNA 的异常表达与特定肿瘤相关，参与

肿瘤细胞增殖、侵袭、凋亡、转移和血管形成等多

个过程。miR-200c 的异常表达已经在乳腺癌，前列

腺癌及恶性胶质瘤中报道 [4–6]。表观遗传学是指非

DNA 序列改变但导致可遗传基因表达的变化，主

要涉及 DNA 甲基化和染色质组蛋白的修饰，包括

组蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化和泛素化。随着肿

瘤研究的深入，学者们发现表观遗传学信息的改变，

如抑癌基因启动子区甲基化水平的异常增加，在肿

瘤的发生和发展过程中也起到了不容忽视的作

用 [7]。因为表观遗传修饰对于肿瘤形成和发展具有

重要的推动作用 [8]，靶向表观遗传修饰药物，包括

DNA 甲基转移酶抑制剂、组蛋白甲基转移酶抑制

剂及甲基化组蛋白结合蛋白的抑制剂等对肿瘤的治

疗越来越受到关注 [9,10]。

随着胃癌发病率逐年升高，侵袭转移导致治疗

失败引起的死亡越来越受到人们的重视 [11]。近年来

上皮间质转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)，
成为肿瘤研究的热点，E-cadherin 表达的上调和间

质标记物如 N-cadherin、波形蛋白表达下调诱导

EMT 的发生，在肿瘤细胞侵袭和转移中发挥重要

作用 [12]。人们对表观遗传学已有足够的认识，然而

靶向表观遗传学药物 DZNep 对于 miRNA 的调控进

而对细胞 EMT 的影响研究甚少。因此，本研究用

组蛋白甲基转移酶抑制剂 DZNep处理胃癌细胞，

研究其对 miR-200c 表达的调控作用，并分析 miR-
200c 对细胞 EMT 的影响。

1  材料和方法

1.1  实验材料　　dNTP mixture、反转录酶 (MMLV)、

RNase 抑制剂购自大连 Takara 公司，DZNep 购自

Cayman Chemical 公司。兔抗人 EZH2、SUZ12 及

E-cadherin 抗体购自 CST 公司，兔抗人 H3K27me3
抗体购自 Millipore 公司。兔抗人 EED 抗体购自

Abcam 公司。小鼠抗人 N-cadherin、ZEB1、ZEB2、
MMP9 抗体购自 Santa Cruz 公司。小鼠抗人 GAPDH
抗体购自北京中杉金桥公司。TRIzol 试剂购自美国

Invitrogen 公司。荧光定量 miRNA PCR 试剂盒购自

Roche 公司。

1.2  细胞培养　　人胃癌细胞系 MGC-803 和正常

胃粘膜上皮细胞 GES-1 购自中国科学院上海生命科

学研究院，细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 培养基，37 °C、
5% CO2 的标准环境中培养。

1.3  MTT 法　　确定 DZNep 作用于 MGC-803 的

IC50。运用不同浓度梯度的 DZNep (0, 1.25, 2.5, 5, 
10, 20 μmol/L) 作用于 MGC-803 细胞，48 h 后 MTT
检测细胞存活率，计算得 IC50 为 2.5 μmol/L。
1.4  实时定量 PCR (qRT-PCR)　　应用 TRIzol 试
剂，按照 RNA 提取步骤将总的 RNA 从 MGC-803
胃癌细胞系和正常胃粘膜上皮细胞 GES-1 中提取出

来，应用 miR-200c 特异性逆转录、PCR 引物行

qRT-PCR 检测来比较两种细胞中 miR-200c 的表达

水平。其中 U6 (内参 )、miR-200c 的反转录及 qRT-
PCR 使用的引物由苏州吉玛公司合成。miRNA 逆

转录条件：26 °C 30 min，42 °C 30 min，85 °C 5 min。
所得逆转录产物 cDNA行 qRT-PCR检测。反应条件：

95 °C 10 min ；95 °C 15 s，65 °C 30 s，72 °C 30 s，
共 40 个循环。与 GES-1 相比较，MGC-803 胃癌细

胞系中 miR-200c 表达量低，因此用于后续实验。

MGC-803 细胞分为 DZNep 组和 DMSO 组，分别用

DZNep 和溶剂 (DMSO) 处理 24 h，用 qRT-PCR 检

测 miR-200c 的变化。

1.5  Western blot 检测　　常规培养对数期 MGC-803
细胞，DZNep 或 DMSO 处理 24 h 后弃培养基。细

胞裂解液 RIPA 裂解细胞以提取总蛋白，蛋白质根

据其各自分子量的大小在 SDS-PAGE 凝胶电泳时被

分离，转膜，加一抗 (1︰1 000 稀释 )，4 °C 孵育过

夜。PBST 洗涤，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG-HRP、山羊抗小鼠 IgG-HRP 二抗 ( 北京中杉金

桥公司 )(1︰1 000 稀释 ) 室温孵育 1 h，将化学发光

底物 (Pierce 公司 ) 加于 PVDF 膜上，置凝胶于凝胶

成像分析系统中采集成像。

1.6  Transwell 实验　　两组细胞制备成单细胞悬
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液，取细胞悬液 100 µL 加入有基质胶的 Transwell
小室 (Corning 公司 )，常规培养 48 h，用棉签擦去

基质胶和上室内的细胞，下室采用 0.1% 结晶紫染

色，采用荧光相差倒置显微镜 (×100) 进行观察和拍

照，随机选取 3 个视野，统计穿过膜的细胞数。

1.7  细胞划痕实验　　参照已发表文献 [13]，两组细

胞接种于六孔板中过夜，第二天用 200 μL 微量移

液枪头在 6 孔板内垂直及平行划痕，用 PBS 洗细胞

3 次，加入无血清培养基，放入 37 °C、5% CO2 培

养箱培养。划痕后 0、12、24、48 h 在倒置显微镜

下观察拍照。

1.8  统计学方法　　计量资料采用 mean ± SD 表示，

用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行分析，采用 t 检
验分析实验结果。P < 0.05 时认为差异具有显著性。

2  结果

2.1  DZNep作用于MGC-803后miR-200c的表达

qRT-PCR 检测结果显示，DZNep 组的 MGC-803
细胞中 miR-200c 的表达升高至 DMSO 组的 2.1 倍，

两组之间的差异具有统计学意义 (P < 0.05)( 图 1)。
2.2  DZNep抑制胃癌细胞EMT 

Western blot 结果显示，相对 DMSO 组，DZNep
组 ZEB1、ZEB2 和 N-cadherin 蛋白表达水平均显著

降低 ( 均 P < 0.05)，而 E-cadherin 蛋白水平表达则

显著提高 (P < 0.05)( 图 2)，表明 DZNep 抑制胃癌

细胞 EMT。
2.3  DZNep抑制胃癌细胞组蛋白甲基化相关蛋白的表达

Western blot 结果显示，相对 DMSO 组，DZNep
组甲基化复合物PRC2 (polycomb repressive complex 2,
包括 EZH2、SUZ12 和 EED) 和 H3K27me3 的蛋白

表达均显著降低 ( 均 P < 0.05)( 图 3)，表明 DZNep
抑制胃癌细胞组蛋白甲基化相关蛋白的表达。

2.4  DNZep抑制MGC-803细胞系的侵袭和迁移能力

Transwell 和细胞划痕实验结果显示，相对

DMSO 组，DZNep 组穿膜细胞数和 48 h 细胞迁移

率均显著下降 ( 均 P < 0.05)( 图 4，表 1)，表明 DNZep
抑制 MGC-803 细胞系的侵袭和迁移能力。

Western blot 结果显示，相对 DMSO 组，DZNep
组与侵袭、转移相关 MMP9 的蛋白表达水平也显

著降低 ( 图 5)。

3  讨论

胃癌的发生、发展与抑癌基因的转录失活有着

密切关系。最近研究证实 EMT 与肿瘤细胞的侵袭

图   1. DZNep对MGC-803细胞系中miR-200c表达的作用

Fig. 1. Effect of DZNep on the expression of miR-200c in MGC-
803 cells detected by qRT-PCR. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05.

图   2. DZNep对MGC-803细胞上皮间质转化相关蛋白表达的影响

Fig. 2. Effects of DZNep on EMT-related protein expressions in MGC-803 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05.
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图   4. DZNep对MGC-803细胞侵袭、迁移能力的影响

Fig. 4. Effects of DZNep on migration and invasion abilities of MGC-803 cells detected by Transwell (A) and scratch (B) tests. Mean ± 
SD, n = 3. *P < 0.05. Scale bars in A, 100 μm; Scale bars in B, 50 μm.

图   3. DZNep对MGC-803细胞甲基化水平相关蛋白表达的影响

Fig. 3. Effects of DZNep on methylation-related proteins expressions in MGC-803 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05.
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和转移有着密切的关系。EMT 以上皮细胞极性的

丧失获得间质特性为重要特点。ZEB1 和 ZEB2 基

因抑制 miR-200 的表达而促进 EMT 过程，而过表

达 miR-200 抑制 ZEB1/ZEB2 的表达从而抑制肿瘤

细胞的侵袭、转移 [13,14] ，导致 EMT 过程被延缓 [15–17]。

本文研究显示 DZNep 显著下调 ZEB1 和 ZEB2 的表

达水平。EMT 的一个重要标志是 E-cadherin 表达的

下调，而 miR-200 家族已经证实通过调节 E-cadherin
的表达抑制 EMT [4]。与正常组织相比，胃癌组织

E-cadherin 的表达显著降低 [18]。与此同时 miR-200
表达的变化降低了肿瘤侵袭、迁移能力 [19]。我们对

DZNep 抑制胃癌的 EMT 机制进行了初步研究，结

果显示，DZNep 可以上调 E-cadherin，同时 DZNep
可以下调 EMT 相关蛋白的表达，如 N-cadherin 的

表达，此外本实验利用细胞划痕和 Transwell 实验

检测细胞侵袭和迁移情况，证实 DZNep 可以降低

胃癌细胞的迁移和侵袭能力。

为了进一步研究 DZNep 抑制 EMT 的机制，我

们观察 DZNep 作用于胃癌细胞系 MGC-803 后

miR-200c 的变化情况，结果显示 DZNep 作用后

miR-200c 的表达显著上调，进而上调 E-cadherin 的

表达。本文研究结果还显示 DZNep 抑制 EZH2、
SUZ12 和 EED 的表达及 H3K27me3 的表达。PRC2 
是一组通过染色体修饰调控基因表达介导基因转录

抑制的蛋白复合体。PRC2 由 EZH2、SUZ12 和

EED 组成，作用于 H3K27 的甲基化调控过程影响

调节相应基因的表达 [20]。EZH2 是 PRC2 的重要组

成部分，具有组蛋白甲基转移酶的活性，在催化

H3 赖氨酸 27 位三甲基化中起重要作用。在多种人

类恶性肿瘤中 EZH2 的表达显著增加，包括乳腺癌，

前列腺癌，卵巢癌等，其异常表达与肿瘤的生长、

转移以及预后密切相关 [21–23]。Guo 等 [24] 在胃癌中

也发现了 EZH2 的异常表达。DZNep 作为一种 S-
腺苷 -L- 半胱氨酸水解酶抑制剂，是组蛋白甲基化

酶抑制剂，能有效减少 EZH2、SUZ12 和 EED 的表

达并且抑制 H3 赖氨酸 27 位三甲基化 [25]，以前的

研究已经证实EZH2结合在抑癌基因的启动子区域，

DZNep 可激活相应基因的表达。同时 DZNep 能上

调 E-cadherin 的表达 [26]。PRC2 介导的组蛋白甲基

化在肿瘤基因异常沉默中起到重要作用，成为癌症

治疗的潜在靶点。而 DZNep 是一个崭新的作用于

表观遗传调控的化合物，是潜在的抗肿瘤治疗药物。

DZNep 导致的 EZH2 的沉默激活 E-cadherin 的表达，

可抑制肿瘤的迁移和侵袭 [26]。EZH2 的抑制可增加

E-cadherin 的表达，从而抑制 EMT[27]。miR-200c 通

过与特定的靶基因 mRNA 结合，抑制 EMT，这些

基因包括 E-cadherin、N-cadherin、ZEB1和 ZEB2。
miR-200c 的表达在多种肿瘤中普遍下调，提示其是

重要的抑癌基因，是 EMT 的有效抑制因子 [28]。

综上所述，DZNep 可以上调 miR-200c 的表达，

并进一步验证了 DZNep 对于 EMT 的调控作用是

通过调节 miR-200c 的表达实现的。这为研究和治

疗胃癌转移提供了新的思路。为了进一步明确

DZNep 在胃癌转移中的作用，还需要在动物体内

得以验证。

表1. 两组细胞侵袭能力及迁移率比较

Table 1. Comparisons of the invasive capability and migrating 
rates in 48 h between DMSO and DZNep groups
Group	             No. of migrated cells          Migrating rates (%)
DMSO	   20.34 ± 5.67	 41.67 ± 2.87
DZNep  	   12.84 ± 4.96*	 16.67 ± 3.56*

Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs DMSO group.

图   5. DZNep对MGC-803细胞MMP9蛋白表达的作用

Fig. 5. Effect of DZNep on the expression of MMP9 in MGC-
803 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05.
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