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摘要： 目的 探究地西他滨对胃癌AGS细胞增殖和侵袭的影响及其作用机制。方法 本研究时间为 2017年 10月至 2018
年 12月，采用地西他滨处理购自于中国科学院细胞库的胃癌AGS细胞，应用MTT法检测细胞增殖率，亚硫酸氢钠转化测序

法检测APC基因启动子的甲基化程度，实时荧光定量 PCR法检测APC基因mRNA的表达，Western blotting检测APC蛋白表

达，细胞锚定非依赖性生长分析法和 Transwell细胞侵袭法检测细胞的增殖和侵袭能力。结果 AGS细胞中，APC基因启动

子高度甲基化（（85.7±5.4）%）；地西他滨处理AGS细胞后，细胞活力受到抑制，且呈浓度和时间依赖性。APC基因启动子去

甲基化，mRNA和蛋白表达水平均升高（P<0.05），5 µM升高（2.3±0.1）倍，10 µM升高（3.6±0.2）倍，25 µM升高（4.1±0.1）倍，

50 µM升高（3.9±0.2）倍），增殖和侵袭能力均减弱（P<0.05），AGS组（290.3±5.7）个细胞，5 µM为（213.2±6.7）个细胞，10 µM
为（160.4±7.3）个细胞，25 µM为（145.8±6.2）个细胞，50 µM为（119.2±8.6）个细胞）。结论 地西他滨可以抑制AGS细胞的增

殖和侵袭，表现出抗肿瘤活性，其相关机制可能为去除AGS细胞中APC基因的甲基化，恢复APC基因的表达。

关键词： 胃肿瘤； 基因，肿瘤抑制； 地西他滨； APC基因； 甲基化； 增殖； 侵袭
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Abstract： Objective To investigate the effect and mechanisms of decitabine on the proliferation and invasion of gastric cancer
AGS cells.Methods The study time was from October 2017 to December 2018. The AGS cells which purchased from the Cell Bank of
the Chinese Academy of Sciences were treated with decitabine and the cell proliferation rate was detected by MTT assay. The methyla‑
tion status of the APC gene promoter was detected by bisulfite sequencing. The APC mRNA levels were measured by qRT-PCR, and the
protein levels were detected by western blot. The proliferation and invasion ability of the AGS cells were detected by anchorage-indepen‑
dent growth assay and Transwell invasion assay.Results The APC gene promoter was hypermethylated in AGS cells [(85.7±5.4)%]. Af‑
ter decitabine treating the AGS cells, the cell viability was inhibited in a concentration and time-dependent manner, and the APC gene
promoter was demethylated. The APC mRNA and protein expression levels were increased [5 µM increased (2.3±0.1) times, 10 µM in‑
creased (3.6±0.2) times, 25 µM increased (4.1±0.1) times, 50 µM increased (3.9±0.2) times] (P<0.05). And the proliferation and inva‑
sion ability of AGS cells were weakened [AGS group: (290.3±5.7) cells, 5 µM: (213.2±6.7) cells, 10 µM: (160.4±7.3) cells, 25 µM:
(145.8±6.2) cells, 50 µM: (119.2±8.6) cells] (P<0.05).Conclusion Decitabine can inhibit the proliferation and invasion of AGS cells
and exert its anticancer effects, the related mechanism may be to remove the methylation of the APC gene and restore its expression.
Key words： Stomach neoplasms; Genes, tumor suppressor; Decitabine; APC gene; Methylation; Proliferation; Invasion

胃癌（Gastric cancer，GC），是继肺癌之后，死亡

率最高的常见恶性肿瘤［1-2］，已成为全世界主要的健

康负担。中国的胃癌发病例数每年近 40万，约占全

球的 42.6%，死亡率高达 45%［3-4］，因此我国面临着

十分严峻的抗击胃癌形势。DNA甲基化是表观遗

传途径的基本调控方式，抑癌基因、DNA修复基因

启动子的异常甲基化，会抑制基因的转录，导致功

能丧失，与肿瘤的发生和发展相关［5-6］，已有报道肿

瘤抑制基因 APC在多种肿瘤中高度甲基化的情

况［7-9］。地西他滨（Decitabine，DAC）是一种天然 2′-
脱氧胞苷酸的腺苷类似物，通过抑制DNA甲基转移

酶，减少DNA的甲基化，为目前已知最强的DNA甲

基化特异性抑制剂［10-11］。地西他滨作为抗肿瘤新

药，在实体瘤中的作用报道较少。本研究以胃癌

AGS细胞为研究对象，探究地西他滨对AGS细胞增

殖和侵袭的影响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 DMEM/F12培养液、RPMI1640培养

液、胎牛血清和胰蛋白酶购买于美国HyClone公司；

TRIzol试剂购买于美国 Invitrogen公司；基因组DNA
提取试剂盒、琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购买于天根

生化科技（北京）有限公司；RNA反转录试剂盒（Ad‑
vantage RT-for-PCR）、实时荧光定量PCR试剂盒（Pre‑
mix Taq™ Version 2.0）购买于宝日医生物技术（北京）

有限公司；T-A克隆载体（pGEM-T载体系统）购买于

上海普洛麦格生物产品有限公司；亚硫酸氢钠转化试

剂盒（EpiTect Fast Bisulfite Conversion Kits）购买于德

国QIAGEN公司；APC一抗（兔来源）、二抗购买于美

国Cell Signaling Technology公司；MTT细胞增殖及细

胞毒性检测试剂盒购买于碧云天；DH5α化学感受态

细胞购买于南京诺唯赞生物科技有限公司；PCR引物

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；Transwell
小室购买于Chemicon公司；地西他滨（5-Aza-2′-deox‑

ycytidine）购买于美国Sigma公司。

1.2 实验方法

1.2.1 胃癌细胞系培养 本研究时间为 2017年 10
月至 2018年 12月。人胃黏膜细胞系GES-1、胃癌细

胞系AGS购买于中国科学院细胞库。AGS使用含

有 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养液培养，GES-1
使用含有 10%胎牛血清的RPMI1640培养液培养，

培养条件为 37 ℃、5%二氧化碳，两天换一次培养

基，细胞汇合度达到85%以上时进行传代培养。

1.2.2 地西他滨（DAC）处理胃癌细胞 AGS细胞分

为空白对照组和实验组，空白对照组在培养液中添

加相应体积的 PBS缓冲液；实验组培养液中添加 10
µM的DAC，隔天弃掉旧培养基，添加新鲜的培养基

和 10 µM的DAC，连续用DAC处理 3 d，然后进行后

续的实验探究。

1.2.3 MTT法检测细胞活力 MTT比色法，是一种

检测细胞存活和生长的方法。取对数生长期的

AGS细胞，使用胰酶消化吹散成细胞悬液，稀释成

5×104个/mL，然后取 100 µL细胞悬液（即 0.5×104个
细胞）铺于 96孔板，常规培养。待细胞贴壁后，更换

分别含有 5 µM、10 µM、25 µM、50 µM DAC的培养

基 100 µL，分别培养 24 h、48 h、72 h和 96 h。分别

在对应的时间点，于培养的细胞中加入 20 µL 5 mg/
mL的 MTT，继续培养 4 h。然后每孔细胞再加入

150 µL的二甲基亚砜，于摇床上轻轻摇晃 10 min，
再于酶标仪下检测 490 nm波长下的吸光值。以增

殖率为纵坐标，处理时间为横坐标，绘制曲线，每组

处理分别设置3个重复。

1.2.4 亚硫酸氢钠转化基因组DNA 收集细胞，5
000 r/min离心 5 min，弃上清，加入 200 µL PBS缓冲

液重悬细胞，使用基因组DNA提取试剂盒，根据说

明书操作提取基因组DNA，然后使用亚硫酸氢钠转

化试剂盒进行转化修饰。
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1.2.5 亚硫酸氢盐测序 APC基因启动子亚硫酸氢盐

测序的扩增引物［8］见表1，该引物可扩增出APC基因启动

的部分序列，长261 bp，覆盖21个CpG位点，序列如下：5-

ACTGCCATCAACTTCCTTGCTTGCTGGGGACTGGG
GCCGCGAGGGCATACCCCCGAGGGGTACGGGGCT
AGGGCTAGGCAGGCTGTGCGGTTGGGCGGGGCCC
TGTGCCCCACTGCGGAGTGCGGGTCGGGAAGCGG
AGAGAGAAGCAGCTGTGTAATCCGCTGGATGCGG
ACCAGGGCGCTCCCCATTCCCGTCGGGAGCCCGCC
GATTGGCTGGGTGTGGGCGCACGTGACCGACAT‑
GTGGCTGTATTGGTGCAGCCCG-3＇。

PCR的扩增条件为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃
30 s，62 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，扩增 35个循环；72 ℃延

伸 5 min。扩增后的PCR产物经 2.5%的琼脂糖凝胶

电泳后，使用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒进行纯化

回收，回收后的产物与 pGEM-T质粒载体进行连接，

重组的质粒再转化DH5α感受态细胞，涂氨苄平板，

挑取10个菌落进行测序。

1.2.6 实时荧光定量 PCR检测（qRT-PCR） 使用

TRIzol提取处理后的细胞总RNA，然后使用TaKaRa的
RNA反转录试剂盒将RNA反转录成cDNA，用β-actin
作为内参进行实时荧光定量PCR扩增分析，每组包含3
个重复。相关引物信息见表2。扩增条件为：95 ℃预变

性30 s；95 ℃ 5 s，56 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，40个循环；72 ℃
延伸5 min。根据扩增的循环数Ct值，使用相对定量

2-∆∆Ct法来对比相关基因mRNA的表达情况。

1.2.7 Western blot 收集细胞，提取总蛋白质，进

行 BCA蛋白质定量，使用总量 40 µg的蛋白质进行

常规的电泳，半干法将蛋白电转至 PVDF膜上。用

5%的牛血清白蛋白溶液封闭转好的 PVDF膜 2 h，
TBST缓冲液漂洗 3次，然后敷育一抗，一抗的稀释

比例为 1∶1 000，4 ℃摇床过夜。TBST充分漂洗

PVDF膜 3次，然后加入荧光标记的二抗孵育，避光

37 ℃摇床 2 h。再经 TBST漂洗 3次后，于 BIO-RAD
的凝胶成像系统上进行扫描成像分析。

1.2.8 锚定非依赖性生长分析 经 10 µM DAC处

理 72 h后的 AGS细胞，用胰酶消化吹散成细胞悬

液，取 1 mL细胞悬液（包含 2×105个细胞）与 1 mL
1%琼脂糖溶液混合，铺于 6孔板中，每周覆盖新鲜

的软琼脂培养液，培养 4周，然后观察细胞的克隆情

况，并拍照进行计数分析。

1.2.9 Transwell细胞侵袭实验分析 将Transwell小
室放入培养板中，在上室中加入 300 µL无血清

DMEM/F12培养基，在 37 ℃培养箱中孵育 30 min，弃
去培养基。然后将经过不同浓度DAC处理后的AGS
细胞（1×105个细胞）重悬于100 µL无血清DMEM/F12
培养基中，然后加入小室的上室，下室则加入200 µL
含 10% FBS的DMEN/F12培养基，于 37 ℃培养 24 h。
之后取出上室，用棉签刮去上室内侧细胞，再用甲醇

固定侵袭的细胞，使用苏木素染色，然后使用倒置显

微镜进行计数。随机选择3个视野，对通过基质层侵

袭进入的细胞进行计数，每次测定重复三次。

1.3 统计学方法 实验数据采用 SPSS 19.0软件进

行统计分析，实验结果采用 x̄ ± s进行表示，组计量

资料对比采用独立样本 t检验，组间差异采用单因

素方差分析，事后比较采用 LSD法，P＜0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 地西他滨对胃癌AGS细胞活力的影响 首先为

了验证去甲基化药物地西他滨（DAC）对于胃癌AGS
细胞的活力是否有影响，以及为了筛选合适的药物处

理浓度和处理时间，我们分别使用 5 µM、10 µM、25
µM和 50 µM的DAC处理AGS细胞，并于 24 h、48 h、
72 h和96 h后使用MTT比色法检测细胞的增殖情况。

实验结果表明，DAC对于胃癌AGS细胞的增殖

具有抑制作用，且呈剂量和时间依赖性（图 1）。当

使用 10 µM的DAC处理 72 h后，AGS细胞的活力仍

在 60%以上（63.2%），而当使用更高的浓度或者更

长的时间处理时，对细胞活力的影响比较大，且细

胞形态也不好。所以，我们选择 10 µM、72 h作为

DAC处理AGS细胞的基本条件。

2.2 地西他滨对APC基因启动子甲基化的影响 亚

硫酸氢钠转化测序法是目前检测DNA甲基化最经典

的方法［12-13］，首先，我们检测了胃癌AGS细胞系，发现

APC基因启动子高度甲基化（（85.7±5.4）%）。作为对

比，我们也检测了胃黏膜细胞系 GES-1的情况，其

APC基因启动子无甲基化（0%）。然后AGS细胞经10
µM DAC处理72 h后，APC基因启动子的甲基化程度

表1 亚硫酸氢钠转化测序引物

基因

APC

引物名

称

APC-F
APC-R

引物序列（5’→3’）
ATTGTTATTAATTTTTTTGTTTGTTGGG
CGAACTACACCAATACAACCACATATC

退火

温度

62 ℃

产物大

小

261 bp

表2 qRT-PCR引物

基因

APC

β-actin

引物名

称

正向

方向

正向

方向

引物序列（5’→3’）
TCCTCCGCAATGTGTCCAG
AGGCTGTGCGAAGTCAGATG
TTTTGGCTATACCCTACTGGCA
CTGCACAGTCGTCAGCATATC

退火

温度

56 ℃

56 ℃

产物

大小

109 bp

109 bp
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降低（（33.3±2.5）%）（n=20，t=13.051，P＜0.001）。以

上结果表明，在胃癌AGS细胞中，APC基因启动子高

度甲基化，而DAC有良好的去甲基化作用。

2.3 地西他滨对APC基因mRNA及蛋白质表达的

影响 我们检测了AGS细胞经DAC处理后，APC基

因mRNA的表达情况。实验结果表明，经 5 µM、10
µM、25 µM、50 µM DAC处理72 h后，APC基因mRNA
的表达量分别增加了（2.3±0.1）倍（n=15，P＜0.001）、

（3.6±0.2）倍（n=15，P＜0.001）、（4.1±0.1）倍（n=15，P＜
0.001）和（3.9±0.2）倍（n=15，P＜0.001），与未经处理的

AGS组对比，表达水平均升高。蛋白质的表达情况与

mRNA大致相同，经DAC处理后，APC蛋白的表达提

高（图2）。以上结果表明，AGS细胞中APC基因的表

达被抑制了，而DAC可以恢复APC基因的表达。

2.4 地西他滨对 AGS 细胞增殖和侵袭的影响

APC基因表达的缺失会引起一系列的级联反应，最

终导致细胞分裂的加速［14］。为了研究 APC基因去

甲基化重新表达后对胃癌细胞增殖和侵袭的影响，

我们进行了细胞锚定非依赖性生长实验分析和

Transwell细胞侵袭分析。实验结果表明，在软琼脂

中，AGS细胞能形成大量的细胞克隆，且克隆簇大

而清晰，说明AGS细胞在悬浮状态下增殖良好（图3）。
而经过10 µM DAC处理72 h后，AGS在软琼脂中并无

明显克隆簇形成，细胞克隆数显著下降（图3，n=6，t=
13.404，P＜0.001）。Transwell细胞侵袭实验结果显

示，AGS细胞侵袭的最多，大约（290.3±5.7）个细胞，经

5 µM、10 µM、25 µM、50 µM DAC处理 72 h后的细胞

侵 袭 数 分 别 为（213.2±6.7）个（n=15，P＜0.001）、

（160.4±7.3）个（n=15，P＜0.001）、（145.8±6.2）个（n=
15，P＜0.001）和（119.2±8.6）个（n=15，P＜0.001），与

AGS组比较，侵袭能力均逐渐下降。以上结果表明经

过DAC处理后，AGS细胞的增殖和侵袭能力降低。

3 讨论

胃癌是亚洲常见的恶性肿瘤，也是我国发病率

和死亡率最高的恶性肿瘤之一，发病率和死亡率分

别位列全球第 5和第 6位［15］，且近几年来随着现代

生活的发展，受不良生活习惯及环境污染的影响，

胃癌出现了年轻化的趋势。通常胃癌的预后不佳，

平均五年生存率低于 20%［16］，因为胃癌的确诊往往

已经到了晚期，早期胃癌没有明显症状［17］。因此，

我国胃癌防治任重道远。

APC基因为肿瘤抑制基因，位于染色体的5q21，
其编码的肿瘤抑制蛋白为Wnt信号通路的拮抗剂，

同时还涉及其他的生理过程，包括细胞迁移和粘附、

转录激活和凋亡［14］，该基因的缺陷会导致家族性腺

瘤性息肉病（FAP）［18］，这是一种常染色体显性的恶性

疾病，通常会发展为恶性肿瘤。APC基因与结直肠

癌的发生发展密切相关，有报道 85%的结肠癌中存

在 APC基因缺失或失活的情况［19］。除了基因突变，

DNA异常甲基化也会影响基因的表达。DNA甲基化

作为表观遗传学的基本修饰方式，近年来也成为肿

瘤研究的焦点，DNA甲基化程度和模式的改变是肿

瘤发生和发展一个重要因素。在肺癌尤其是非小细

胞肺癌中，APC基因存在过甲基化的情况［8］，在消化

道肿瘤当中，APC基因是失活的抑癌基因之一［20］。

在本研究中，我们通过亚硫酸氢钠转化测序

法，观察到胃癌AGS细胞系中，APC基因启动子CpG
位点胞嘧啶存在异常高度甲基化的情况，而作为对

比，正常的胃黏膜细胞系GES-1中则不存在甲基化。

APC基因启动子甲基化之后，mRNA和蛋白表达减

少，功能失活，可能与胃癌的发生发展及侵袭等

相关。

DNA甲基转移酶是DNA甲基化过程中的关键

因素，地西他滨作为去甲基化药物，可以被整合到
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图3 细胞侵袭能力分析：A为AGS细胞；B为10µMDAC处理后的AGS细胞
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复制的DNA中并与DNA甲基转移酶的活性位点形

成不可逆的共价键，从而抑制DNA甲基转移酶，达

到去甲基化的作用，重新活化DNA［21］。已有研究表

明，地西他滨在多种血液疾病中具有良好的疗效，

包括骨髓增生异常综合征（MDS）、急性髓性白血病

（AML）、慢性髓性白血病（CML）和镰状细胞性贫血

等［10，22-23］，而对于实体瘤的疗效还需进一步研究［24］。

在本研究中，我们观察到地西他滨对于胃癌AGS细
胞活力也有抑制作用，且地西他滨浓度越高、处理

时间越长，抑制作用越明显。亚硫酸氢钠转化测序

实验也表明，地西他滨可以去除AGS细胞中APC基

因启动子上的甲基化，随后的 qRT-PCR和 western
blot实验也表明，地西他滨可以恢复 APC基因的表

达。细胞锚定非依赖性生长实验和 Transwell细胞

侵袭实验可观察肿瘤细胞的增殖侵袭情况，在软琼

脂糖中培养的悬浮状态下，AGS细胞依旧可以很好

地生长增殖及侵袭，形成多克隆簇，而经地西他滨

处理后的AGS细胞增殖能力减弱，Transwell实验也

表明经地西他滨处理后的AGS细胞侵袭能力减弱。

由此表明地西他滨可以抑制胃癌细胞的增殖和侵

袭，其机制可能为通过逆转APC基因的甲基化。

综上，胃癌AGS细胞中存在异常高程度的 APC
基因启动子甲基化，导致基因失活，这对胃癌细胞的

增殖和侵袭具有重要意义。地西他滨具有抑制AGS
细胞增殖和侵袭的能力，其机制可能与逆转 APC基

因启动子的甲基化、恢复 APC基因的表达相关。本

研究探讨了地西他滨对于胃癌细胞的影响，并初步

阐明了地西他滨抑制胃癌AGS细胞的作用机制，可

对地西他滨用于胃癌治疗提供一定的理论依据。
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