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摘要 目的 分析普鲁卡因( PCA) 对 Septin9 甲基化状态和

表达水平的影响，探讨 PCA 抑制结肠癌 DLD-1、HCT116 细

胞增殖的分子机制。方法 不同浓度 PCA 对结肠癌细胞处

理不同时间，MTS 法检测细胞增殖活性; 流式细胞术、Tran-
swell 实验检测 PCA 对细胞周期、凋亡和迁移能力的影响;

BGS 法、qＲT-PCＲ 检测 PCA 作用前后 Septin9 甲基化状态和

表达水平。结果 PCA 对结肠癌细胞增殖抑制呈浓度和时

间依赖效应( P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，PCA 处理后将细胞

生长阻滞在 G2 /M 期、显著诱导凋亡且抑制细胞的迁移( P ＜
0. 05) 。PCA 处理后 Septin9 甲基化程度下降，Septin9 mＲNA
表达量上升，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 PCA
可以通过逆转 Septin9 甲基化，抑制结肠癌细胞的增殖、迁

移。
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结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率近年来均保持上升趋势，严重威胁人类

健康［1 － 2］。DNA 甲基化是表观遗传学分子机制之

一，在结肠癌的发生、发展中发挥关键作用［3 － 4］。肿

瘤抑制基因启动子区域 CpG 岛高甲基化导致其转

录沉默已被认为是肿瘤发生的一个共同特征［5 － 6］，

由此通过去甲基化药物使抑癌基因重新表达为肿瘤

治疗提供了新的思路和途径。普鲁卡因( procaine，

PCA) 作为一种新型去甲基化剂，在人乳腺癌细胞系

MCF-7［7］、胃癌细胞系 SGC-7901［8］中具有生长抑制

的作用。然而，PCA 对结肠癌细胞 DNA 甲基化调节

以及生物学功能的影响鲜见报道，该研究以人结肠

癌 DLD-1、HCT116 细胞作为研究对象，探讨 PCA 对

Septin9 基因甲基化状态和表达水平的影响及其抑

制细胞增殖的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 主要材料与试剂 人结肠癌细胞株 DLD-1 购

于武汉普诺赛生命科技有限公司; 人结肠癌细胞株

HCT116 购于石家庄华沃科瑞生物科技有限公司;

ＲPMI-1640、DMEM 培养基购于美国 Gibco 公司; 血

清购于美国 BI 公司; MTS 试剂盒购于美国 Promega
公司; 重亚硫酸盐 DNA 甲基化试剂盒购于德国 Qia-
gen 公司; 总 ＲNA 提取试剂盒购于美国 Omega 公

司; 逆转录、荧光定量 PCＲ 试剂盒购于日本 TaKaＲa
公司; 引物设计及合成由上海生物工程有限公司完

成。
1． 2 主要仪器与设备 全波长酶标仪 ( 型号: Ep-
och) 购于美国 Bio Tek 公司; 流式细胞仪( 型号: Cyt-
oFLEX) 购于美国 BECKMAN 公司; 倒置相差显微镜

( 型号: ECLIPSE Ts2 ) 购于日本 Nicon 公司; 热循环

仪( 型号: Veriti) 、荧光定量 PCＲ 仪( 型号: 7300 ) 购

于美国 BioSystems 公司。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 细胞培养 结肠癌 DLD-1 细胞用含 10% 血

清和 1% 双 抗 的 ＲPMI-1640 培 养 基 于 37 ℃、5%
CO2 的培养箱中培养。结肠癌 HCT116 细胞用含

10%血清和 1% 双抗的 DMEM 培养基于 37 ℃、5%
CO2 的培养箱中培养。
1． 3． 2 MTS 检测细胞增殖活力 取处于对数生长

期的 DLD-1、HCT116 细胞，每孔按 5 × 103 个接种至

96 孔板，每孔体积约 100 μl，培养箱内培养过夜; 待

细胞密度生长至 70% 以上，加处理因素; 分别设对

照组和 PCA 处理组，处理组药物浓度设为 1. 0、1. 5、
2. 0、2. 5 mmol /L 4 个浓度，每组设 4 个复孔; 在培养

24、48、72 h 时加入 MTS 液 20 μl /孔，继续培养 1 ～ 4
h，于酶标仪上读取 490 nm 吸光度值，计算细胞生长

抑制率。
1． 3． 3 形态学观察 胰蛋白酶消化并收集 DLD-1、
HCT116 细胞，以 2 × 105 个 /孔的密度接种于 6 孔

板，培养箱内培养过夜; 待细胞贴壁后分别设对照组
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和 PCA 处理组，处理组药物终浓度为 2 mmol /L，继

续培养 48 h; 倒置显微镜下观察 DLD-1、HCT116 细

胞形态变化。
1． 3． 4 流式细胞术检测细胞周期及凋亡 调整

DLD-1、HCT116 细胞密度至 2 × 105 个 /孔接种于 6
孔板，每孔体积约 4 ml，DLD-1、HCT116 细胞 PCA 终

浓度为 2 mmol /L，每组设 3 个复孔，同时设不加药

对照孔，置于培养箱内，培养 48 h 后收集细胞以进

行染色，流式细胞仪上机检测。
1． 3． 5 Transwell 实验检测细胞迁移 无血清培养

基重悬 DLD-1、HCT116 细胞浓度至 2． 5 × 105 个 /
ml; 在 24 孔板中预先加入 800 μl 含 10% 血清的培

养基并放入 Transwell 小室，1 h 后在上室分别接入

200 μl 细胞悬液，培养箱内培养 24 h; 取出小室，擦

去上 层 细 胞，PBS 清 洗 后 70% 冰 乙 醇 固 定 1 h;

0. 5%结晶紫染液染色 20 min，倒置显微镜下观察拍

照。
1． 3． 6 BGS 检测 Septin9 甲基化状态 甲基化 Sep-
tin9 上游引物为 5’-GGATGAATAGTGGGGAATAG-
TATTG-3'，下 游 引 物 为 5'-CAAAAAAAACCCTA-
AAAAATCACC-3'，扩增片段 234 bp。根据制造商的

说明书，用细胞 DNA 提取试剂盒从 DLD-1、HCT116
细胞中提取总 DNA，用重亚硫酸盐 DNA 甲基化试

剂盒进行 DNA 甲基化检测。
1． 3． 7 qＲT-PCＲ 检测 Septin9 表达水平 Septin9
上游引物为 5'-ACTGCTGCCTCTACTTCA-3'，下游引

物为 5'-CTGGTGATGTCCTTGATGT-3'，扩增片段 300
bp。β-actin 上 游 引 物 为 5'-CGGGAAATCGTGCGT-
GAC-3'，下 游 引 物 为 5'-TGGAAGGTGGACAGCGA
GG-3'，扩增片段 550 bp。根据 Omega 试剂盒说明

书，提取 DLD-1、HCT116 细胞总 ＲNA，cDNA 逆转录

和目的片段扩增按照 TaKaＲa 试剂盒说明书进行操

作，记录 Ct 值进行分析。
1． 4 统计学方法 所得数据均用 SPSS19. 0 软件进

行统计分析，定量资料以珋x ± s 表示，3 组及 3 组以上

的比较采用单因素方差分析( ANOVA) 或非参数检

验( Kruskal-Wallis H) 进行统计，两组之间的比较采

用独立样本的 t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 PCA 抑制 DLD-1、HCT116 细胞增殖 MTS
检测结果显示，不同时间点上，PCA 处理后，DLD-1、
HCT116 细胞的抑制率随着 PCA 浓度的增加( 1. 0、
1. 5、2. 0 和 2. 5 mmol /L) 呈上升趋势，高浓度 ( 2. 5
mmol /L) 对细胞的增殖抑制最明显。见图 1A、B。
且 PCA 对 DLD-1、HCT116 细胞的生长抑制有浓度

依赖性和时间依赖性。见表 1、2。结果表明药物作

用的最佳浓度为 2. 0 mmol /L，最佳时间为 48 h。与

此同时，倒置显微镜观察显示，DLD-1 细胞生长密度

下降，细胞体积缩小; HCT116 细胞皱缩成团，出现

空泡现象并从它们生长的表面回缩。见图 1C。

图 1 PCA 抑制 DLD-1、HCT116 细胞的增殖

A: PCA 对 DLD-1 细胞的浓度和时间依赖性; B: PCA 对 HCT116 细胞的浓度和时间依赖性; C: 倒置显微镜下 DLD-1、HCT116 细胞形态变化

× 100
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表 1 不同浓度 PCA 作用不同时间 DLD-1 细胞生长抑制率比较( % ，n = 3，珋x ± s)

PCA 浓度( mmol /L) 24 h 48 h 72 h F /H 值 P 值
1． 0 10． 80 ± 1． 32 16． 27 ± 1． 19▼ 20． 90 ± 1． 35▼▲ 45． 978 ＜ 0． 001
1． 5 15． 63 ± 1． 02* 22． 53 ± 1． 59▼ 30． 97 ± 1． 46▼▲ 92． 953 ＜ 0． 001
2． 0 21． 03 ± 2． 34* # 42． 57 ± 5． 65▼* # 52． 13 ± 9． 31▼* # 18． 393 0． 003
2． 5 27． 37 ± 3． 46* #＆ 44． 87 ± 4． 35▼* # 60． 67 ± 7． 34▼▲＊# 29． 462 0． 001
F /H 值 30． 127 44． 727 28． 099
P 值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与 24 h 比较: ▼ P ＜ 0. 05; 与 48 h 比较: ▲P ＜ 0. 05; 与 1． 0 mmol /L PCA 比较: * P ＜ 0. 05; 与 1. 5 mmol /L PCA 比较: #P ＜ 0. 05; 与 2. 0 mmol /

L PCA 比较: ＆P ＜ 0. 05

表 2 不同浓度 PCA 作用不同时间 HCT116 细胞生长抑制率比较( % ，n = 3，珋x ± s)

PCA 浓度 ( mmol /L) 24 h 48 h 72 h F /H 值 P 值
1． 0 8． 73 ± 0． 81 19． 00 ± 1． 49▼ 25． 90 ± 1． 35▼▲ 142． 180 ＜ 0． 001
1． 5 14． 63 ± 1． 12* 20． 97 ± 1． 81▼ 30． 17 ± 1． 45▼▲ 82． 689 ＜ 0． 001
2． 0 21． 97 ± 2． 08* # 41． 53 ± 4． 01▼* # 55． 73 ± 7． 28▼▲＊# 35． 274 0． 001
2． 5 28． 50 ± 1． 75* #＆ 47． 83 ± 1． 29▼* #＆ 60． 90 ± 9． 59▼▲＊# 24． 727 0． 001
F /H 值 95． 634 108． 802 25． 241
P 值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与 24 h 比较: ▼ P ＜ 0. 05; 与 48 h 比较: ▲P ＜ 0. 05; 与 1. 0 mmol /L PCA 比较: * P ＜ 0. 05; 与 1. 5 mmol /L PCA 比较: #P ＜ 0. 05; 与 2. 0 mmol /

L PCA 比较: ＆P ＜ 0. 05

2． 2 PCA 阻滞 DLD-1、HCT116 细胞于 G2 /M 期

流式细胞仪检测结果显示，PCA 处理后，DLD-1 细

胞 S 期细胞比例( 37. 81 ± 3. 36 ) % 和 G2 /M 期细胞

比例( 26. 89 ± 3. 98 ) % 高于对照组 S 期细胞比例

( 33. 29 ± 4. 52 ) % 和 G2 /M 期 细 胞 比 例 ( 17. 94 ±
3. 00) % ; HCT116 细胞 G2 /M 期细胞比例( 43. 64 ±
7. 53) % 高于对照组 G2 /M 期细胞比例 ( 28. 92 ±
4. 68) % ; 两者处理前后比较，G2 /M 期细胞比例差

异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 PCA 促进 DLD-1、HCT116 细胞凋亡 流式

细胞仪检测结果显示，PCA 处理后，DLD-1 细胞总凋

亡率为( 11. 15 ± 0. 64) %，明显高于对照组( 4. 32 ±
0. 07 ) % ; HCT116 细 胞 总 凋 亡 率 为 ( 11. 93 ±
1. 16) %，明显高于对照组( 4. 65 ± 1. 30 ) % ; 两者处

理前后比较，总凋亡率差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见图 3。

图 2 PCA 处理前后 DLD-1、HCT116 细胞周期

A: DLD-1 细胞; B: HCT116 细胞; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 3 PCA 处理前后 DLD-1、HCT116 细胞凋亡率

A: DLD-1 细胞; B: HCT116 细胞; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 PCA 抑制 DLD-1、HCT116 细胞迁移 结晶

紫染色结果显示，PCA 处理前后，DLD-1 细胞跨膜数

分别为( 34. 00 ± 7. 55) 、( 16. 60 ± 5. 24 ) 个; HCT116
细胞跨膜数分别为( 34. 33 ± 7. 77 ) 、( 13. 53 ± 5. 64 )

个; 两者处理前后比较差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见图 4。
2． 5 PCA 逆转 Septin9 高甲基化状态 亚硫酸氢

钠测序结果显示，PCA 作用于 DLD-1、HCT116 细胞

后，Septin9 启动子区域 CpG 位点甲基化平均水平分

别为 ( 45. 20 ± 2. 48 ) %、( 48. 63 ± 1. 24 ) %，均低于

对照组 ( 63. 50 ± 2. 76 ) %、( 68. 24 ± 2. 34 ) %，两者

比较差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 5。

2． 6 PCA 上调 Septin9 表达水平 qＲT-PCＲ 检测

结果显示，PCA 处理后，DLD-1 细胞 Septin9 mＲNA
相对 表 达 量 为 ( 6. 43 ± 0. 54 ) ，明 显 高 于 对 照 组

( 1. 00 ± 0. 19) ; HCT116 细胞 Septin9 mＲNA 相对表

达量为 ( 8. 60 ± 1. 00 ) ，明 显 高 于 对 照 组 ( 1. 00 ±
0. 17) 。两者比较差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
见图 6。

3 讨论

结肠癌的发生是一个多因素、多阶段的复杂过

程，涉及一系列经典遗传学和表观遗传学事件的积

累。根据KNUDSON提出经典的肿瘤发生的“二次

图 4 PCA 处理前后 DLD-1、HCT116 细胞迁移 × 200

A: DLD-1 细胞; B: HCT116 细胞; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 5 PCA 处理前后 DLD-1、HCT116 细胞 Septin9 甲基化状态

A: DLD-1 细胞; B: HCT116 细胞; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 黑色和空白的圈代表甲基化和非甲基化的 CpG 位点，共有 11 个甲基化位点，

每条线代表一次单独的克隆，共有 10 个克隆

图 6 PCA 处理前后 DLD-1、HCT116 细胞 Septin9 mＲNA 表达量

A: DLD-1 细胞; B: HCT116 细胞; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

打击理论”，表观遗传异常改变在结肠癌发生过程

中发挥着更重要的作用。Septin9 是抑癌基因家族

成员之一，其高甲基化会导致自身表达异常，从而失

去正常的抑癌作用。研究［9］表明 Septin9 基因高甲

基化及转录缺失见于多种肿瘤。
DNA 甲 基 化 是 指 在 DNA 甲 基 转 移 酶 ( DNA

methyltransferases，DNMTs) 催化下，以 S-腺苷甲硫氨

酸( SAM) 为甲基供体，将甲基转移到胞嘧啶的 5 位

碳原子上。由于 DNA 甲基化不同于经典遗传学改

变，具有可逆性的特点，因此可以应用 DNMTs 抑制

剂逆转 DNA 甲基化，使得抑癌基因重新被激活，发

挥抑制肿瘤生长的作用，这对于肿瘤治疗来说是十

分有意义的［10］。PCA 是临床常用的局部麻醉药物，

也是常见的非核苷类 DNMTs 抑制剂之一，能够逆转

多种实体肿瘤的恶性生物学行为。Xuan et al［7］研

究发现 PCA 对人乳腺癌细胞具有生长抑制作用，其

对乳腺癌细胞 DNA 甲基化的抑制作用是通过抑癌

基因的 活 化 发 挥 的。Li et al［8］ 在 对 人 胃 癌 SGC-
7901 细胞的研究中发现，PCA 可以通过上调抑癌基

因 CDKN2A 和 ＲAＲβ 的表达来抑制胃癌细胞的增

殖并且促进其凋亡。方洁 等［11］ 通过对人膀胱癌

T24 细胞的研究发现，PCA 可以抑制膀胱癌细胞的

增殖，诱导其凋亡，将肿瘤细胞阻滞于 G0 /G1 期。
Ying et al［12］ 通过研究发现 PCA 能抑制人骨肉瘤

MG63 细胞增殖和迁移，同时通过上调肿瘤抑制基

因 MiＲ-133b 促进骨肉瘤细胞的凋亡。在非小细胞

肺癌 A549、NCI-H1975 细胞株和其他的一些肿瘤模

型中，PCA 也表现出了潜在的治疗作用［13］。本研究

发现，PCA 抑制结肠癌 DLD-1、HCT116 细胞的增殖

和迁移能力，并且对其生长抑制有浓度依赖和时间

依赖效应; PCA 能显著诱导结肠癌 DLD-1、HCT116
细胞凋亡，并且主要将细胞阻滞在 G2 /M 期。未经

PCA 处理的结肠癌 DLD-1、HCT116 细胞，其 Septin9
基因 5’端启动子区域 CpG 岛出现不同程度的甲基

化，而使用去甲基化药物 PCA 处理后，Septin9 基因

的甲基化程度明显下降。进一步通过 qＲT-PCＲ 检

测 Septin9 基因的表达水平，结果显示，PCA 处理后

Septin9 mＲNA 的表达量明显增加。以上结果表明，

PCA 能够通过逆转 Septin9 甲基化，上调其表达水

平，从而抑制结肠癌 DLD-1、HCT116 细胞的增殖。
目前已报道的 DNMTs 抑制剂主要分为核苷类

抑制剂和非核苷类抑制剂。地西他滨在几种核苷类
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抑制剂中具有最强的去甲基化作用，并且被用于初

治及难治复发 MDS 等恶性血液病患者的治疗［14］，

但由于常导致患者出现严重的胃肠道反应和表现出

骨髓毒性而限制了其广泛的临床应用［15］。可能是

由于核苷类抑制剂通过在 DNA 复制过程中掺入新

合成的 DNA 分子发挥作用。而非核苷类抑制剂

PCA 由于其毒副作用小、价格便宜、特异性强等优

点，具有更广阔的临床应用前景，未来有望成为基于

表观遗传学结肠癌治疗的安全候选药物。
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Procaine inhibits the proliferation and DNA
methylation in human colon cancer cells

Zhu Bo，Xie Shuang，Zhang Siying，et al
( Dept of Gastrointestinal Surgery，The Affiliated Hospital of Hebei University，Baoding 071000)

Abstract Objective To analyze the effect of procaine ( PCA) on the methylation status and expression level of
Septin9，and to explore the molecular mechanism of PCA inhibiting the proliferation of colon cancer DLD-1 and
HCT116 cells． Methods Different concentrations of PCA treated colon cancer cells at different times，and MTS
method was used to detect cell proliferation activity． Flow cytometry and Transwell experiments were used to detect
the effects of PCA on cell cycle，apoptosis and migration ability; BGS method and qＲT-PCＲ were used to detect
the methylation status and expression level of Septin9 before and after PCA treatment． Ｒesults PCA inhibited the
proliferation of DLD-1 and HCT116 cells in a concentration- and time-dependent manner ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared
with the control group，PCA treatment blocked cell growth in G2 /M phase，significantly induced apoptosis and in-
hibited cell migration ( P ＜ 0. 05) ． After PCA treatment，the degree of Septin9 methylation decreased，the expres-
sion of Septin9 mＲNA increased，and the differences were statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion PCA
can inhibit the proliferation and migration of colon cancer cells by reversing Septin9 methylation．
Key words colon cancer; procaine; Septin9; DNA methylation
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