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ＡＤＨ１Ｂ 基因甲基化对卵巢癌细胞增殖及凋亡的影响
季维雪１，２，孙　 磊２， 江　 玉２， 陈　 颍２， 李泽莲２， 李　 敏２， 肖　 兰１，２

摘要　 目的　 探讨乙醇脱氢酶 １Ｂ （ＡＤＨ１Ｂ）基因甲基化对

卵巢癌（ＯＣ）细胞增殖及凋亡的影响。 方法　 生物信息学方

法比较 ＡＤＨ１Ｂ 在卵巢癌与正常卵巢上皮组织中表达情况，
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测卵巢癌与正常卵巢组织

中 ＡＤＨ１Ｂ 相对表达量，对比两种研究结果的一致性。 两株

卵巢癌细胞 ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ 经不同浓度甲基化抑制剂 ５⁃氮
杂⁃２′⁃脱氧胞苷（５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ）干预 ４８ ｈ，ＣＣＫ⁃８ 法检测 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ
对两株细胞增殖的影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色检测细胞凋亡

形态学改变；甲基化特异性 ＰＣＲ （ＭＳＰ）、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测药物作用前后两株细胞株中 ＡＤＨ１Ｂ 甲

基化状态、ＡＤＨ１Ｂ 在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平表达。 结果 　 生物

信息学分析及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果均显示卵巢癌中 ＡＤＨ１Ｂ 表达

量明显均低于正常卵巢组织；中、高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 作用 ４８ ｈ
后，两株细胞增殖受到抑制（Ｐ ＜ ０. ０１）；高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 作

用后，两株细胞均出现典型细胞凋亡形态学改变；ＡＤＨ１Ｂ 在

两株细胞中均呈完全甲基化，高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 处理后，
ＡＤＨ１Ｂ 甲基化被部分逆转，两株细胞 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达均增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 可下调卵巢癌细

胞中 ＡＤＨ１Ｂ 启动子区甲基化水平，使 ＡＤＨ１Ｂ 基因重新表

达，从而抑制卵巢癌细胞增殖与促进细胞凋亡。
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　 　 卵巢癌是女性生殖系统常见三大恶性肿瘤之

一，病死率居首位，化疗耐药是导致卵巢癌疗效不佳

的重要因素之一［１］。 越来越多研究［２］ 显示卵巢癌

发生、发展及耐药与表观遗传学改变密切相关。 表

观遗传修饰包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰等，其中

ＤＮＡ 甲基化异常在卵巢癌耐药形成中起着重要作

用。 文献［３］ 报道，通过 ＤＮＡ 甲基化抑制剂逆转

ＤＮＡ 甲基化状态，为靶向治疗卵巢癌提供了一个新

的靶点。 酒精脱氢酶（ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＡＤＨ）
是一种多态性酶，乙醇脱氢酶 １Ｂ （ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ １Ｂ， ＡＤＨ１Ｂ）也称为 ＡＤＨ２，目前 ＡＤＨ１Ｂ 与

癌症的联系主要集中在酒精代谢和饮酒行为等方

面［４］。 新近研究［５］ 表明甲基化下调的 ＡＤＨ２ 与乳

腺癌不良预后相关，人肿瘤细胞中 ＡＤＨ２ 基因亦受

表观遗传机制调控，提示 ＡＤＨ２ 基因有望成为潜在

肿瘤个体化治疗靶点。 该研究拟体外观察 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ
对卵巢癌细胞增殖和凋亡的影响，旨在探讨 ＡＤＨ１Ｂ
基因甲基化与卵巢癌发生发展的关系。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂 　 细胞株：卵巢癌细胞 Ｃ１３Ｋ 及

ＯＶ２００８ 为本室保存；组织样本选取 ２０１９ 年 １ 月—
２０２１ 年 ５ 月就诊于医院妇产科且均经病理学诊断

卵巢癌患者 ５５ 例，ＦＩＧＯ 分期：Ⅰ ～ Ⅱ期 １８ 例，Ⅲ ～
Ⅳ期 ３７ 例。 同期因子宫肌瘤需手术患者 ２１ 例（留

·４７２１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



取正常卵巢上皮）。 卵巢癌组患者的平均年龄

（５０. ４ ± ９. ６）岁，对照组平均年龄（４４. ６ ± ７. ３）岁。
排除自身免疫病及其他系统肿瘤，术前均未接受新

辅助化疗、免疫及靶向治疗，经手术切除的新鲜组织

标本均在 ３０ ｍｉｎ 内。 研究对象均签署知情同意书，
并通过医院伦理委员会审查。 ＤＮＡ 纯化试剂盒购

自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；去甲基化制剂 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＰＲＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ １６４０ 培养基、小牛血

清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＡＤＨ１Ｂ 兔多克隆抗体购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液购自上海

碧云天公司；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；逆
转录试剂盒及 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自日本

ＴａＫａＲａ 公司；ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒购自上海碧云天公

司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 生物信息学分析 　 生物信息学分析网站

ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ． ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ． ｃｎ ／ ）分析 ＡＤＨ１Ｂ
在卵巢癌的表达，数据来源于癌症和肿瘤基因图谱

（ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）。
１． ２． ２　 细胞培养及干预分组　 Ｃ１３Ｋ 和 ＯＶ２００８ 细

胞于含 １５％ 小牛血清 １６４０ 培养液，置 ３７℃、５％
ＣＯ２ 培养箱培养。 当细胞融合度达（７０ ～ ８０）％ 时，
０. ２５％胰蛋白酶消化传代，取对数生长期细胞进行

实验。 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 设低、中及高 ３ 个浓度组，分别为

０. ５、２. ５ 及 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，分别干预 ４８ ｈ。
１． ２． ３　 去甲基化药物对卵巢癌细胞毒性作用　 各

组细胞按 １ × １０４ 细胞 ／孔浓度种至 ９６ 孔板，继续培

养 ２４ ｈ。 细 胞 增 殖： ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ （ ０. ５、 ２. ５ 及 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）干预 ４８ ｈ，加 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，继续培养

４ ｈ，４５０ ｎｍ 波长处各孔吸光度值。 实验均重复 ３
次，取平均值。
１． ２． ４ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色法观察细胞形态变化 　
两株细胞以 ２ × １０５ 细胞 ／孔浓度接种于 ６ 孔培养

板，细胞贴壁后加高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）继续

培养 ４８ ｈ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，４％ 多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８（５ ｍｇ ／ Ｌ）在
室温下染色 １０ ｍｉｎ 后弃去染色液，ＰＢＳ 洗 ２ 遍，荧
光显微镜下观察，拍照。 正常细胞核 Ｈｏｅｃｈｓｔ 着色

形态呈圆形，淡蓝色；凋亡细胞核浓集固缩而呈亮蓝

色。
１． ２． ５ 　 甲基化特异性 ＰＣＲ （ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＰＣＲ， ＭＳＰ） 　 采用 ＤＮＡ 甲基化修饰试剂盒对基因

组 ＤＮＡ 进行甲基化修饰，具体操作按试剂盒说明书

进行。 ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃预变性 １２ ｍｉｎ；９４ ℃变

性 ３０ ｓ，退火温度 ５８ ℃，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，４５ 个循环；
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增后产物用 ２％琼脂糖凝胶电

泳，凝胶成像系统观察分析。 ＡＤＨ１Ｂ ＭＳＰ 甲基化引

物序 列 Ｆ： ５′⁃ＣＣＡＧＧＧＡＴＴＡＧＧＡＧＴＧＧＡＣＣ⁃３′， Ｒ：
５′⁃ＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＴＴＧＴＣ⁃３′； 未甲基化引物

序列， ＵＦ： ５′⁃ＣＡＧＴＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＣＡＧＡＧ⁃３′； ＵＲ：
５′⁃ＧＴＧＡＣＣＴＴＧＧＣＡＡＣＧＴＴＡ⁃３′。 ＭＳＰ 结果判定：仅
扩增出甲基化条带者为完全甲基化；同时出现甲基

化条带和非甲基化条带者为部分甲基化； 仅出现非

甲基化条带者为未甲基化。
１． ２． ６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＡＤＨ１ＢｍＲＮＡ 水平　 收集组

织标本及 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（０. ５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用两组细胞，
将组织样本置液氮中研磨成匀浆，ＴＲＩｚｏｌ 法提取组

织和细胞 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ 引物序列，
ＡＤＨ１Ｂ， Ｆ： ５′⁃ＧＴＧＧＣＡＣＡＡＧＣＧＴＣＡＴＣＧＴＡＧＧ⁃３′，
Ｒ： ５′⁃ＴＴＣＣＡＧＧＴＧＣＧＴＣＣＡＧＴＣＡＧＴＡＧ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ，
Ｆ： ５′⁃ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ⁃３′， Ｒ： ５′⁃
ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ⁃３′。 ２ －△△Ｃｔ 法计算各

组细胞中 ＡＤＨ１Ｂ 基因 ｍＲＮＡ 相对表达量，实验重

复 ３ 次。
１． ２． ７　 免疫印迹检测 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白水平　 ３０ μｇ 蛋

白质样品行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，湿转至硝酸纤维膜上；
５％ ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈ，０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＴＢＳ 缓冲

液（ＴＢＳＴ）漂洗，１０ ｍｉｎ × ３ 次；加入 ＡＤＨ１Ｂ（１ ∶ １
０００）一抗，ｂ⁃ａｃｔｉｎ 一抗（１ ∶ ５ ０００），４ ℃ 过夜，１ ×
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 遍，对应辣根过氧化物酶标记二抗

（１ ∶ ５ ０００），３７ ℃摇床温育 ２ ｈ，ＥＣＬ 显色曝光，采
集照片。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 统计软件，实验

结果数据均采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用配对资料

ｔ 检验和单因素方差分析。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＡＤＨ１Ｂ 在卵巢癌中表达被抑制 　 为明确

ＡＤＨ１Ｂ 在 ＯＣ 中表达情况， 根据 ＴＣＧＡ 数据中

ＡＤＨ１Ｂ 在 ４２６ 例 ＯＣ 患者样本和 ８８ 例正常样本表

达的差异结果显示，ＡＤＨ１Ｂ 在肿瘤样本中比正常样

本低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５） ， 见图 １。
２． ２　 组织及两株细胞中 ＡＤＨ１Ｂ 基因表达 　 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 证实，正常卵巢上皮组织中 ＡＤＨ１Ｂ 表达水平

为（６. ７２ ± １. ４１），高于卵巢癌组织（１. １５ ± ０. ６７），
差异有统计学意义（ ｔ ＝ － ５. ７４２，Ｐ ＜ ０. ０１）；ＯＶ２００８
细胞 ＡＤＨ１Ｂ 基因表达为 Ｃ１３Ｋ 细胞 ５. ８２ 倍，差异
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有统计学意义（ ｔ ＝ － ７. ３１３，Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 ＡＤＨ１Ｂ 在卵巢癌及正常卵巢上皮组织中相对表达量

与正常卵巢上皮组织比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 对细胞存活率比较 　 低浓度 ５⁃Ａｚａ⁃
ｄｃ（０. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）对两株卵巢癌细胞生长无明显抑

制作用（Ｐ ＞ ０. ０５）；中浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）
对两株卵巢癌细胞生长有一定抑制作用（ ｔ ＝ ９. ２３４，
Ｐ ＜０. ０１；ｔ ＝１５. ４１６，Ｐ ＜ ０. ０１），当 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 增至高浓

度 １０μｍｏｌ ／ Ｌ 时，两株细胞生长抑制差异显著（Ｆ ＝
４０. ０８２，Ｐ ＜０. ００１；Ｆ ＝８０. ３８４，Ｐ ＜０. ００１）（表 １）。

表 １　 各组细胞存活率比较（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ，％ ）

分组 细胞存活率

ＯＶ２００８ 对照 ９７． １２ ± １． ２２
ＯＶ２００８ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ９６． ２４ ± ０． ９８
ＯＶ２００８ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（２． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ７９． ０６ ± １． ８４∗

ＯＶ２００８ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ６０． ８５ ± １． ７９∗

Ｃ１３Ｋ 对照 ９８． ４０ ± ０． ８７
Ｃ１３Ｋ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ９５． ５０ ± ２． １６
Ｃ１３Ｋ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（２． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ７２． ５２ ± １． ６１＃

Ｃ１３Ｋ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ５０． ３９ ± ２． ３５＃

　 　 与 ＯＶ２００８ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃ１３Ｋ 对照

组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 细胞凋亡形态学的变化　 荧光显微镜下，经高

浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ４８ ｈ 后，ＯＶ２００８ 及

Ｃ１３Ｋ 细胞均出现典型细胞凋亡形态学改变，表现

为核染色质浓缩、碎裂，而未加药两株对照细胞核均

呈均匀蓝色荧光，见图 ２。

图 ２　 两株细胞细胞凋亡 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染色 × ２００
Ａ：ＯＶ２００８ ；Ｂ：ＯＶ２００８ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ；Ｃ：Ｃ１３Ｋ；Ｄ：

Ｃ１３Ｋ ＋ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）；白色箭头指示典型细胞凋亡的细胞核

浓集固缩，核呈亮蓝色

２． ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 对 ＡＤＨ１Ｂ 启动子甲基化影响　 结

果显示：ＡＤＨ１Ｂ 基因启动子区在 ＯＶ２００８ 及 ＳＫＯＶ３
细胞株中呈完全甲基化； 高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ４８ ｈ 后，可见 ＡＤＨ１Ｂ 基因启动子区

出现 Ｕ 带，Ｍ 带未完全消失，提示 ＡＤＨ１Ｂ 启动子区

甲基化被部分逆转，见图 ３。

图 ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 处理前后两株细胞 ＡＤＨ１Ｂ 基因启动子甲基化

１：ＯＶ２００８ 对照组；２：５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 作用 ＯＶ２００８ （４８ ｈ）；３：Ｃ１３Ｋ 对

照组；４：５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 作用 Ｃ１３Ｋ （４８ ｈ）；Ｕ：非甲基化；Ｍ：甲基化

２． ６ 　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 对 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 表达影响 　
ＯＶ２００８ 细胞中 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 表达高于 Ｃ１３Ｋ 细

胞；５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ（０. ５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ４８ ｈ 后，ＯＶ２００８
及 Ｃ１３Ｋ 细胞 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 均有所升高，尤以高浓

度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理后 ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ
细胞 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 升高差异显著（Ｆ ＝ ８. ０９３，Ｐ ＜
０. ０１；Ｆ ＝ ２１. ９２８，Ｐ ＜ ０. ０１），图 ４。

图 ４　 细胞中 ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 表达水平比较

与 ＯＶ２００８ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃ１３Ｋ 对照

组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ７　 免疫印迹检测 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白水平　 结果显示，
无 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 作用，ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ 细胞中 ＡＤＨ１Ｂ
蛋白呈较低表达状态，且 Ｃ１３Ｋ 中表达较之 ＯＶ２００８
更低； 低 浓 度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ （ ０. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 未 引 起

ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ 细胞中 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白改变，而高浓

度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）使 ＯＶ２００８ 及 Ｃ１３Ｋ 细胞

中 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白均表达增加，见图 ５Ａ。 ＡＤＨ１Ｂ ／ ｂ⁃
ａｃｔｉｎ 对蛋白图像扫描半定量统计结果表明，低浓度

５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ（０. ５μｍｏｌ ／ Ｌ）处理后，两株细胞 ＡＤＨ１Ｂ 蛋

白表达无明显改变 （Ｐ ＞ ０. ０５）；高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理使 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白表达较两株对照

组及低浓度组升高，差异有显著性（Ｆ ＝ １２. ０５９，Ｐ ＜
０. ０１；Ｆ ＝ ３０. ３８４，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５Ｂ。

图 ５　 各组细胞 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白表达

Ａ：ＯＶ２００８ 细胞在不同分组中 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白表达；Ｂ：Ｃ１３Ｋ 细胞

在不同分组中 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白表达；Ｃ：各组细胞 ＡＤＨ１Ｂ 蛋白相对表达

比较； １： 对照组； ２： ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ （ ０. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组； ３： ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）组；与 ＯＶ２００８ 对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃ１３Ｋ 对照组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 ＡＤＨ１Ｂ 基因编码 Ｉ 类 ＡＤＨ 的 β 亚基，定位于

染色体 ４ｑ２３。 Ｇｈａｒｐｕｒｅ ｅｔ ａｌ［６］ 发现 ＡＤＨ１Ｂ 异常表

达使卵巢癌细胞分泌金属基质蛋白酶 ７、白细胞分

化抗原 ２６ 和组织蛋白酶从而促进肿瘤进展。
ＡＤＨ１Ｂ 在鼻咽癌细胞中表达下调，鼻咽癌细胞过表

达 ＡＤＨ１Ｂ 后可抑制鼻咽癌细胞的增殖和迁移能

力，逆转细胞的恶性程度［７］。 另有研究［８］ 指出

ＡＤＨ１Ｂ 可能为卵巢癌细胞化疗耐药的候选基因之

一。 本研究 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果及卵巢癌 ＴＣＧＡ 数据分

析均提示 ＡＤＨ１Ｂ 在 ＯＣ 患者样本中低表达，据此课

题组推测 ＡＤＨ１Ｂ 基因可能作为抑癌基因参与了卵

巢癌的发生发展，但其具体调控机制目前尚未明确，
有必要进行深入探讨。

肿瘤细胞 ＤＮＡ 异常甲基化是一种常见表观遗

传学改变，这种异常修饰可抑制基因转录，使抑癌基

因丧失功能［９ － １０］。 基因启动子区 ＤＮＡ 甲基化是导

致基因失活的重要原因之一，而基因启动子甲基化

的潜在可逆性为新型抗癌药物的开发提供了机会，
这些药物可重新激活沉默的肿瘤抑制基因［１１］。 以

５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 为代表的类核苷甲基转移酶抑制剂，通过

与 ＤＮＡ 甲基转移酶共价结合抑制其活性，降低基因

甲基化水平，已广泛应用于逆转肿瘤细胞的异常甲

基化，诱导因甲基化而沉默的抑癌基因重新表达，抑
制肿瘤细胞生长，从而达到杀伤肿瘤细胞的效

应［１２ － １３］。 为探讨 ＡＤＨ１Ｂ 基因甲基化与卵巢癌发

生发展的关系，本研究将 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 作用于两株卵巢

癌细胞株，通过 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 对人卵巢癌

细胞生长的影响，结果表明，５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 对两株卵巢癌

细胞增殖均有抑制作用，且该作用与 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 浓度

呈正相关；同时，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染色结果显示，
高浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 处理后，细胞核染色质浓缩或碎

裂，出现典型细胞凋亡形态，表明 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 诱导卵

巢癌细胞发生凋亡；ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＡＤＨ１Ｂ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达与启动子区甲基化程度密切相关，在完全

甲基化两株卵巢癌细胞中，ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ 表达较

低，而 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 作用 ４８ ｈ 后，两株细胞 ＡＤＨ１Ｂ 甲

基化均被部分逆转，ＡＤＨ１Ｂ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平

表达均显著提高，该结果提示 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ 可能通过沉

默 ＤＮＡ 甲基转移酶而降低抑癌基因 ＡＤＨ１Ｂ 启动

子区域的甲基化水平诱导其重新表达。
综上所述，ＡＤＨ１Ｂ 基因甲基化在 ＯＣ 发生发展

中发挥重要作用，５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 可部分逆转卵巢癌细胞

启动子区 ＡＤＨ１Ｂ 甲基化，诱导 ＡＤＨ１Ｂ 基因重新表

达，抑制肿瘤生长，促进细胞凋亡，从而发挥抗肿瘤

效应。 本研究也为将 ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ 应用于卵巢癌临床

治疗提供一定的理论依据。

参考文献

［１］ 　 Ｆａｎｇ Ｆ， Ｃａｒｄｅｎａｓ Ｈ， Ｈｕａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｌａｔｉ⁃
ｎｕｍ ｄｒｕｇｓ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１８，７８（３）：６３１ － ４４．

［２］ 　 Ｊａｅｎｉｓｃｈ Ｒ， Ｂｉｒｄ Ａ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｈｏｗ
ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｓ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｉｇｎａｌｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｇｅｎｅｔ， ２００３，３３ Ｓｕｐｐｌ：２４５ － ５４．

［３］ 　 Ｇｏｎｇ Ｇ， Ｌｉｎ Ｔ， Ｙｕａｎ Ｙ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

·７７２１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｏｖａｒｉａｎ
Ｒｅｓ， ２０２０，１３（１）：３０．

［４］ 　 Ｐｏｌｉｍａｎｔｉ Ｒ， Ｇｅｌｅｒｎｔｅｒ Ｊ． ＡＤＨ１Ｂ ： Ｆｒｏｍ ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ， ｎａｔｕｒａｌ ｓｅ⁃
ｌｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｐｈｅｎｏｍｅ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｍｅｄ Ｇｅｎｅｔ
Ｂ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒ Ｇｅｎｅｔ， ２０１８，１７７（２）：１１３ － ２５．

［５］ 　 Ｗｕ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＤＨ２ ｉｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｙ⁃
ｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｂｒｅａｓｔ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ， ２０２１，５１（１）：１２ － ２１．

［６］ 　 Ｇｈａｒｐｕｒｅ Ｋ Ｍ， Ｌａｒａ Ｏ Ｄ， Ｗｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＤＨ１Ｂ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｓｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１８，９（３８）：２５１１５ － ２６．

［７］ 　 吴梦鸽， 张　 睿， 刘芮吟， 等． ＡＤＨ１Ｂ 对鼻咽癌细胞的增殖

及迁移能力的影响［Ｊ］ ． 肿瘤预防与治疗， ２０１９，３２（６）：４８０ －
５．

［８］ 　 Ｌｉｕ Ｘ， Ｇａｏ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ⁃ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ，

２０１５，４６（６）：２４６７ － ７８．
［９］ 　 Ｅｂｒａｈｉｍｉ Ｖ， Ｓｏｌｅｉｍａｎｉａｎ Ａ， Ｅｂｒａｈｉｍｉ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉ⁃

ｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ： Ｆｏｃｕｓ ｏｎ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ，
２０２０，７４２：１４４５７７．

［１０］ Ｋｅｌｌｙ Ａ Ｄ， Ｉｓｓａ Ｊ Ｊ， Ｋｅｌｌｙ Ａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｍｉｓｅ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ： ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｅｐｉｇｅｎｏｍｅ ａｎｄｒｅｗ ｄ ｋｅｌｌｙ ａｎｄ
ｊｅａｎ⁃ｐｉｅｒｒｅ ｊ ｉｓｓａ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｇｅｎｅｔ Ｄｅｖ， ２０１７，４２： ６８ － ７７．

［１１］ Ｚｈｏｕ Ｚ， Ｌｉ Ｈ Ｑ， Ｌｉｕ Ｆ． ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｔｏｐ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ， ２０１８， １８
（２８）： ２４４８ － ５７．

［１２］ Ｍｏｒｏ Ｈ， Ｈａｔｔｏｒｉ Ｎ， Ｎａｋａｍｕｒａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｉｍｉｎｇ ｓｅｎｓｉ⁃
ｔｉｚｅｓ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｉｒｉｎｏｔｅｃａｎ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｂｙ ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｉｃ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２０，２３（１）：１０５ － １５．

［１３］ Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｗｅｉ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＲＵＮＸ３ ｇｅｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｐ⁃
ｉｔｈｅｌｉａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ［ Ｊ］ ．
ＯＭＩＣＳ， ２００９，１３（４）：３０７ － １１．

Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １Ｂ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ

Ｊｉ Ｗｅｉｘｕｅ１，２， Ｓｕｎ Ｌｅｉ２， Ｊｉａｎｇ Ｙｕ２， Ｃｈｅｎ Ｙｉｎｇ２， Ｌｉ Ｚｅｌｉａｎ２， Ｌｉ Ｍｉｎ２，Ｘｉａｏ Ｌａｎ１，２

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ ａｎｄ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，Ｆｕｙａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｕｙａｎｇ　 ２３６１１２；
２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ ａｎｄ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＤＨ１Ｂ ｇｅｎｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ （ＯＣ） ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＤＨ１Ｂ ｉｎ ＯＣ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＯＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｒ ｃｅｌｌｓ， ｏｖａｒｙ ｎｏｒｍａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｒ ｃｅｌｌｓ． Ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ ｆｏｒ ４８ｈ， ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤＨ１Ｂ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＤＨ１Ｂ ｉｎ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ （ＭＳＰ）， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＤＨ１Ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯＣ ｗａｓ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒ⁃
ａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ｄｃ， ｍａｒｋｅｄ ｍｏｒｐｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ． ＡＤＨ１Ｂ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ． ＡＤＨ１Ｂ
ｗａｓ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ， ａｎｄ ＡＤＨ１Ｂ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｏｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｂｙ ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ ｉｎ ｔｗｏ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ ｃａｎ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｕｍｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ＡＤＨ１Ｂ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｍａｋｅ ｉｔ ｒｅ⁃ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｕｓ ｅｘｅｒｔ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １Ｂ； ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ； ５⁃ａｚａ２′⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ； ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ

·８７２１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）


