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摘要　 目的　 研究 ＤＮＡ 去甲基化药物联合组蛋白去乙酰化

酶抑制剂对人口腔癌细胞脆性 Ｘ 智障基因 １ 邻近蛋白

（ＦＭＲ１ＮＢ） 表达及其启动子甲基化的影响， 探寻改善

ＦＭＲ１ＮＢ 表达异质性的方法和策略。 方法　 ＤＮＡ 甲基化转

移酶抑制剂地西他滨（ＤＡＣ）联合组蛋白去乙酰化酶抑制剂

曲古抑菌素 Ａ（ＴＳＡ）和丙戊酸（ＶＰＡ）干预人舌鳞癌细胞株

Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９ 后，采用逆转录 － 聚合酶链式反应 （ ＲＴ⁃
ＰＣＲ）、实时定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）和蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）检测干预前后 ＦＭＲ１ＮＢ 的表达变化；焦磷酸测序法检

测干预前后 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子甲基化的变化。 结果　 与空白

对照组相比，ＤＡＣ 及其与 ＴＳＡ 和 ＶＰＡ 联合组均能显著诱导

Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９ 中 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。 与 ＤＡＣ
单独组比较，Ｃａｌ２７ 中各联合用药组的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达

水平均显著升高，但 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白表达无明显变化；而 ＳＣＣ⁃
９ 中除 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ 联合组不能明显提升 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表

达水平之外，其余各组均能引起 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 和蛋白水

平的显著升高。 此外，两株细胞中 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达在三药联合组和各两药联合组之间差异均无统计学意

义。 进一步甲基化测定显示：除 ＳＣＣ⁃９ 的三药联合组之外，
其余各给药组在两株细胞中 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区的整体甲基

化水平和所测各 ＣｐＧ 位点的甲基化水平均有不同程度地降

低。 结论 　 ＤＡＣ 及其 ＴＳＡ 和 ＶＰＡ 联合组普遍可介导

ＦＭＲ１ＮＢ 启动子去甲基化而增强 ＦＭＲ１ＮＢ 表达，其中两药

联合组的增强表达作用更强。
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　 　 口腔癌是头颈部常见的恶性肿瘤，患者预后差，
５ 年生存率约 ６４％ ［１］，需研发新的辅助治疗方法。
基于肿瘤抗原的免疫治疗是一种全新的肿瘤治疗方

法。 癌 － 睾丸抗原（ｃａｎｃｅｒ ｔｅｓｔｉｓ ａｎｔｉｇｅｎ，ＣＴＡ）是一

类被视为肿瘤免疫治疗理想靶点的肿瘤抗原［２］，但
许多 ＣＴＡ 抗原在肿瘤中的表达存在异质性［３ － ４］，这
将影响肿瘤免疫治疗的效果。 脆性 Ｘ 智障基因 １
邻近蛋白 （ ｆｒａｇｉｌｅ Ｘ ｍｅｎｔａｌ ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ １ ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＦＭＲ１ＮＢ）属于 ＣＴＡ 家族成员，研究［５ － ６］ 显

示 ＦＭＲ１ＮＢ 在多种肿瘤中有表达，且其启动子的高

甲基化可导致 ＦＭＲ１ＮＢ 的转录沉默［６］。 鉴于前期

研究结果 ＦＭＲ１ＮＢ 在肿瘤组织的表达存在异质

性［５］，故该研究拟运用表观遗传学药物 ＤＮＡ 甲基化

转移酶抑制剂地西他滨（ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ，ＤＡＣ）联合组蛋

白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素 Ａ （ ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ Ａ，
ＴＳＡ）和丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ，ＶＰＡ）对口腔癌细胞进

行诱导，然后检测药物诱导前后 ＦＭＲ１ＮＢ 的表达及

启动子甲基化的变化。 该研究将有助于探讨

ＦＭＲ１ＮＢ 的表达调控机制，为探寻改善 ＣＴＡ 异质性

表达，提高口腔癌免疫治疗效果的策略提供实验依

据。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养基及胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＡＣ（货号

Ａ３６５６）、 ＴＳＡ （ 货 号： Ｖ９００９３１ ） 及 ＶＰＡ （ 货 号：
ＰＨＲ１０６１）均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；引物由

上海生物工程公司合成；ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：
ＲＣ１０１）、ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
（货号：Ｒ３２３）、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒（货号：Ｑ７１１）均购

自南京诺唯赞生物科技有限公司；蛋白抽提试剂盒

（货号：ＢＣ３７１０） 购自北京索莱宝科技有限公司；
ＦＭＲ１ＮＢ 多克隆抗体（货号：ａｂ１２１３３９）（稀释度 １∶
１００）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；基因组 ＤＮＡ 抽提试剂

盒（货号：ＤＰ３０４）购自北京天根生化科技有限公司；
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ＥＺ ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔｓ 试剂盒（货号：Ｄ５００２）购自

美国 Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司公司；荧光定量 ＰＣＲ 仪（型
号： ＡＢＩ７５００） 购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；凝
胶成像系统（型号：ＸＲＳ ＋ １７０８２６５）购自美国 Ｂｉｏｒａｄ
公司。
１． ２　 细胞培养　 人口腔鳞癌细胞株 Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９
来自广西医科大学口腔医学院的馈赠。 Ｃａｌ２７ 采用

含 １０％胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基进行培养；ＳＣＣ⁃９ 则培养于含 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 的培养基中。 将细胞置于含 ５％ ＣＯ２

的 ３７ ℃恒温培养箱中培养。
１． ３　 细胞给药与分组　 取对数生长期的细胞，消化

后将细胞分为 ５ 份，以相同密度和体积接种于 ６ 孔

板中，２４ ｈ 后将药物加入培养基中，每 ２４ ｈ 换药 １
次，给药期间注意用锡箔纸包裹孔板避光培养。
　 　 分组：① 空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）：完全培养基

连续培养 ５ ｄ；② ＤＡＣ 组：含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＣ 的完全

培养基连续培养 ５ ｄ；③ ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组：含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＡＣ 的培养基连续培养 ５ ｄ，其中第 ５ 天培养基中

同时加入 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＳＡ；④ ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组： 含 １
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＣ 和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＶＰＡ 的培养基连续培养 ５
ｄ；⑤ ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组：含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＣ 和 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＶＰＡ 的完全培养基连续培养 ５ ｄ，其中第 ５
天培养基中同时加入 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＳＡ。
１． ４　 逆转录 －聚合酶链式反应 （ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＲＴ⁃ＰＣＲ ） 　 按

ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ，将所得

ＲＮＡ 进行浓度和纯度测定及完整性鉴定后，取 １ μｇ
总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，具体操作按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ
１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（诺唯赞）说明书进行。
扩增内参 ＧＡＰＤＨ 以检测 ｃＤＮＡ 质量，将合格的 ｃＤ⁃
ＮＡ 用于扩增目的基因 ＦＭＲ１ＮＢ。 引物序列见表 １。
反应体系： Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２. ５ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ９. ５ μｌ，引物

各 １. ０ μｌ，ｃＤＮＡ １. ０ μｌ。 反应条件： ９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸

３０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 最后取

扩增产物 ５ μｌ 进行琼脂糖凝胶电泳。
１． ５ 　 实时定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 　 细胞总 ＲＮＡ 的提取和逆转录

同上。 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料法，通过荧光定量

ＰＣＲ 仪进行扩增。 反应体系： Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １０ μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ ７. ２ μｌ，引物各 ０. ４ μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ。 反应条

件：９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 １０ ｓ，６０ ℃退火和延

伸３０ ｓ，共４０个循环。引物序列见表１ 。每个样本

表 １　 引物列表

用途 基因 引物序列（５′⁃３′）
ＲＴ⁃ＰＣＲ ＦＭＲ１ＮＢ Ｆ：ＣＴＴＧＧＴＧＣＧＡＴＣＡＧＣＣＴＴＡＴ

Ｒ：ＴＴＧＡＴＧＣＡＴＧＡＡＡＡＣＡＧＡＡＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ

Ｒ：ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＦＭＲ１ＮＢ Ｆ：ＣＴＴＧＧＴＧＣＧＡＴＣＡＧＣＣＴＴＡＴ

Ｒ：ＴＴＧＡＴＧＣＡＴＧＡＡＡＡＣＡＧＡＡＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ
Ｐｙｒｏｓｅｑｅｎｃｉｎｇ ＦＭＲ１ＮＢ Ｆ：ＧＧＴＴＡＴＡＡＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＴＧＧＡ

Ｒ：ＡＡＣＴＴＣＴＣＣＴＡＴＴＣＣＴＣＣＣＣＴＴＣ
测序：ＧＴＴＴＧＴＧＧＡＡＴＧＡＡＧＴＡＧＡ

设置 ３ 个复孔并重复 ３ 次实验。 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参，２ － ΔΔＣＴ法计算目的基因的表达量。
１． ６　 蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 　 采用蛋白抽提

试剂盒提取细胞总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，将
蛋白变性后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，然后转印至

ＰＶＤＦ 膜 上， ５％ 脱 脂 奶 粉 对 膜 封 闭 ２ ｈ， 加 入

ＦＭＲ１ＮＢ 多克隆抗体（稀释度 １ ∶ １００）４ ℃孵育过

夜；洗膜后加入二抗室温孵育 １ ｈ， 最后加入 ＥＣＬ 发

光液显色，利用凝胶成像系统进行曝光拍照，结果以

目的 条 带 与 内 参 ＧＡＰＤＨ 条 带 的 灰 度 值 衡 量

ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白的相对表达量。
１． ７　 焦磷酸测序实验（Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） 　 使用基

因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒进行 ＤＮＡ 提取，然后采用 ＥＺ
ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔｓ 试剂盒对 ＤＮＡ 进行亚硫酸氢

钠修饰后，进行 ＰＣＲ 扩增和测序。 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子

区扩增引物序列和测序引物见表 １。 反应条件：５ ×
ｂｕｆｆｅｒ １０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ３４. ８ μｌ，ｄＮＴＰ １. ０ μｌ，引物各

１. ０ μｌ， Ｔａｑ 酶 ０. ２ μｌ； ＤＮＡ ２. ０ μｌ。 反应条件：
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍ，共 ４０ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。
最后进行 Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 测序，由中科普瑞生物技

术有限公司完成。 根据测序结果，计算启动子各

ＣｐＧ 位点甲基化和总体甲基化水平。
１． ８　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 统计学软件进

行统计分析。 计量资料表示为 �ｘ ± ｓ，两组均数分析

采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 表观遗传学药物联用对 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表

达的影响　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示：ＤＡＣ 组、ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ
组、ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组及 ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组均能显著

诱导 Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９ 细胞中 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 的表

达，见图 １。 进一步 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 证实：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相
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比，Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９ 中 ＤＡＣ 组 （ ｔ ＝ １２. ８８０， Ｐ ＜
０. ００１； ｔ ＝ ８. １８４， Ｐ ＜ ０. ０１ ）、 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组 （ ｔ ＝
２０. ５２０，Ｐ ＜ ０. ００１；ｔ ＝ ５. ６３８，Ｐ ＜ ０. ０１）、ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ
组（ ｔ ＝ ２８. １００，Ｐ ＜ ０. ００１；ｔ ＝ １０. １３０，Ｐ ＜ ０. ００１）及

ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组（ ｔ ＝ ６. ４４４，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ８. ８６８，
Ｐ ＜ ０. ００１）的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达水平均显著升

高。 与 ＤＡＣ 组相比，Ｃａｌ２７ 中 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组 （ ｔ ＝
９. ８２３，Ｐ ＜ ０. ００１）、ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝ １１. ５１０，Ｐ ＜
０. ００１） 及 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组 （ ｔ ＝ ３. ３９８， Ｐ ＜
０. ０５）的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高；ＳＣＣ⁃９
细胞中除 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组之外，ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝
７. １７６，Ｐ ＜ ０. ０１）和 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝ ６. ９４５，
Ｐ ＜ ０. ０１）的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达水平也显著高于

ＤＡＣ 组。 分别与 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组和 ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组比

较，ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达水

平在所测两株细胞中均未见明显差异，见图 ２。

图 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ、ＶＰＡ 联用

干预口腔癌细胞前后 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 的表达变化

Ａ：Ｃａｌ２７ 细胞；Ｂ：ＳＣＣ⁃９ 细胞

２． ２　 表观遗传学药物联用对 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白表达

的影响　 ｍＲＮＡ 表达水平不一定与蛋白表达水平一

致，因此进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测了口腔癌细

胞给药前后 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白的表达情况，结果如图 ３
所示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｃａｌ２７ 和 ＳＣＣ⁃９ 中 ＤＡＣ 组

（ ｔ ＝ １７５. ００，Ｐ ＜ ０. ００１；ｔ ＝ １５２. ８０，Ｐ ＜ ０. ００１）、ＤＡＣ
＋ ＴＳＡ 组 （ ｔ ＝ ７１. ３１， Ｐ ＜ ０. ００１； ｔ ＝ ２０２. ８０， Ｐ ＜
０. ００１） 、ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ组（ ｔ ＝ １２０. ００，Ｐ ＜ ０. ００１；ｔ ＝

图 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ、ＶＰＡ 联用

干预口腔癌细胞前后 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 表达水平的变化

　 　 Ａ：Ｃａｌ２７ 细胞 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ 的表达；Ｂ：ＳＣＣ⁃９ 细胞 ＦＭＲ１ＮＢ
ｍＲＮＡ 的表达；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＤＡＣ 组；ｃ：ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组；ｄ：ＤＡＣ ＋

ＶＰＡ 组； ｅ： ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组； 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 比 较：∗∗ Ｐ ＜

０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＤＡＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃ Ｐ ＜
０. ００１

１９８. ２０，Ｐ ＜ ０. ００１） 及 ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组 （ ｔ ＝
１５８. ８０， Ｐ ＜ ０. ００１； ｔ ＝ １６９. １０， Ｐ ＜ ０. ００１ ） 的

ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白表达显著升高；与 ＤＡＣ 组相比，仅
ＳＣＣ⁃９ 细胞中 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组（ ｔ ＝ ９２. ４３，Ｐ ＜ ０. ００１）、
ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝ ４９. ８８，Ｐ ＜ ０. ００１）及 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ
＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝ ６４. ７７，Ｐ ＜ ０. ００１）的 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白表

达显著升高；而 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组的 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋

白表达在所测两株细胞中均与 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组和

ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组无显著差异。
２． ３　 表观遗传学药物联用对 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子甲

基化的影响 　 为 了 解 表 观 遗 传 学 药 物 增 强

ＦＭＲ１ＮＢ 表达的机制，进一步通过焦磷酸测序法分

析 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子的甲基化情况。 所检测的启动

子区域和 ＣｐＧ 位点见图 ４。 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
相比，除 ＳＣＣ⁃９ 细胞中 ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组之外，
Ｃａｌ２７ 的 ＤＡＣ 组（ ｔ ＝ ３９. ８６，Ｐ ＜ ０. ００１）、ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ
组（ ｔ ＝ ３６. ６５，Ｐ ＜ ０. ００１）、ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组（ ｔ ＝ ４４. ２９，
Ｐ ＜ ０. ００１）和 ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组（ ｔ ＝ ３４. １６，Ｐ ＜
０. ００１）与ＳＣＣ⁃９的ＤＡＣ组（ ｔ ＝ １０. ８６，Ｐ ＜ ０. ００１） 、
ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ组（ ｔ ＝ １２. ０３，Ｐ ＜ ０. ００１）和ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ
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图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ 和 ＶＰＡ 联用干预口腔癌细胞前后 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白表达变化

　 　 Ａ：Ｃａｌ２７ 细胞 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白相对表达量；Ｂ：ＳＣＣ⁃９ 细胞 ＦＭＲ１ＮＢ 蛋白相对表达量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＤＡＣ 组；ｃ：ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组；ｄ：ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ
组；ｅ：ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＤＡＣ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 法检测 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ 和 ＶＰＡ 联用干预口腔癌细胞前后 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区甲基化水平变化

　 　 Ａ：ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区 ＣｐＧ 岛及所测甲基化位点模式图；Ｂ：ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区的整体甲基化水平变化；Ｃ：ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区各 ＣｐＧ 位点

的甲基化水平变化；１：Ｃａｌ２７ 细胞；２：ＳＣＣ⁃９ 细胞；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＤＡＣ 组；ｃ：ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组；ｄ：ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组；ｅ：ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ ＋ ＶＰＡ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

组（ ｔ ＝ １６. １２，Ｐ ＜ ０. ００１）的 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区整体

甲基化水平均显著下降，但 ＤＡＣ 组、ＤＡＣ ＋ ＴＳＡ 组、
ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ 组和 ＤＡＣ ＋ ＶＰＡ ＋ ＴＳＡ 组 之 间 的

ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区整体甲基化水平差异均无统计学

意义，见图 ４Ｂ。 进一步分析所检测的 ＦＭＲ１ＮＢ 启动

子区的 ６ 个 ＣｐＧ 位点，发现大部分 ＣｐＧ 位点在各组

中的变化趋势与上述整体甲基化水平的变化基本一

致，见图 ４Ｃ。
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３　 讨论

　 　 ＣＴＡ 抗原的表达特性使其成为肿瘤免疫治疗

的理想靶点，目前一些 ＣＴＡ 已进入临床试验并取得

一定的疗效［７］。 然而，许多 ＣＴＡ 表达的异质性使其

在肿瘤免疫治疗中的应用面临挑战，因为 ＣＴＡ 表达

阳性的肿瘤组织中所混杂的阴性或低表达瘤细胞，
将会产生免疫逃脱，影响治疗效果。 因此，诱导这些

阴性 ／低表达的瘤细胞重新表达 ／高表达 ＣＴＡ 可能

是克服肿瘤免疫逃匿的一种策略，而采用表观遗传

学药物可能是改善 ＣＴＡ 表达异质性，提高肿瘤免疫

治疗效果的一种有效策略［３ － ４］。
　 　 表观遗传学在基因表达调控中发挥重要作用。
ＤＮＡ 甲基化和组蛋白乙酰化是两种主要表观遗传

修饰形式。 研究［８］ 表明 ＤＮＡ 甲基化通过干扰转录

因子与基因启动子结合而致基因沉默；组蛋白乙酰

化则通过染色质重塑而增强转录。 也有文献［９ － １０］

报道甲基化 ＤＮＡ 可通过甲基化 ＣｐＧ 结合蛋白（ＭＢ⁃
Ｐｓ）募集组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣｓ），提示 ＤＮＡ 甲

基化和组蛋白去乙酰化具有协同作用。
　 　 目前已发现许多 ＣＴＡ 表达与表观遗传学调控

有关［１１ － １２］。 如 ＳＴＫ３１ 受甲基化调控，促进胰腺癌

的发展［１１］；表观遗传学药物可上调肝癌 ＡＣＲＢＰ 的

表达，增强肝癌免疫效果［１３］。 ＦＭＲ１ＮＢ 属于 ＣＴＡ，
具有用于肿瘤免疫治疗的潜质。 但该课题组前期发

现其在肿瘤存在异质性表达，加之 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子

区存在 ＣｐＧ 岛，且其高甲基化可致 ＦＭＲ１ＮＢ 转录沉

默［６］。 故推测 ＦＭＲ１ＮＢ 表达与甲基化调控有关。
　 　 已知 ＤＡＣ 是一种常见的去甲基化药物，对肿瘤

相关基因的诱导作用明显，但对正常细胞基因通常

无影响［１４］；目前 ＤＡＣ 用于肿瘤临床治疗，已显示出

一定的临床疗效［１３］，故该研究选择 ＤＡＣ 来诱导口

腔癌细胞。 而鉴于 ＤＮＡ 甲基化和组蛋白去乙酰化

具有协同效应，故将 ＤＡＣ 与 ＴＳＡ、ＶＰＡ 联用。 ＴＳＡ
和 ＶＰＡ 是组蛋白去乙酰化酶抑制剂，同样在临床也

有一定应用，将这些“老药新用”，具有更好的安全

性和可靠性。
　 　 该研究结果显示所有给药组都能不同程度地诱

导所检测的口腔癌细胞 ＦＭＲ１ＮＢ 表达，且联合用药

组的诱导作用普遍优于 ＤＡＣ 单独组，提示药物联用

更能改善 ＦＭＲ１ＮＢ 表达异质性。 而为何三药联用

与两药联用对 ＦＭＲ１ＮＢ 的诱导无差异，可能与 ＴＳＡ
和 ＶＰＡ 的作用相似，其靶向的组蛋白乙酰化位点相

同有关。 该研究表明某些分组的 ＦＭＲ１ＮＢ ｍＲＮＡ

和蛋白水平表达显著不一致，如 Ｃａｌ２７ 中 ＤＡＣ 与

ＴＳＡ 或 ／和 ＶＰＡ 联用能在 ｍＲＮＡ 水平表现出优于

ＤＡＣ 单独组的诱导效应，但在蛋白水平无明显效

应，这可能与转录后水平的调控有关。 此外，结果显

示 ＤＡＣ 及其与 ＴＳＡ、ＶＰＡ 联用组多能不同程度地降

低 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子区的甲基化水平，说明这些联用

组对 ＦＭＲ１ＮＢ 的表达增强作用与 ＤＮＡ 甲基化相

关；其可能的机制为 ＤＡＣ 诱导 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子去

甲基化后，一些转录因子结合促进了 ＦＭＲ１ＮＢ 的转

录；也有可能为 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子的低甲基化，阻碍

了 ＭＢＰｓ 的结合，不能募集 ＨＤＡＣｓ，加之 ＴＳＡ 和

ＶＰＡ 的共同作用，促使组蛋白乙酰化，从而促进

ＦＭＲ１ＮＢ 的转录表达。
　 　 综上所述，该研究说明表观遗传学药物联用在

一定程度上能改善口腔癌 ＦＭＲ１ＮＢ 的表达异质性。
但也存在一些不足：① 所检测的 ＦＭＲ１ＮＢ 启动子

ＣｐＧ 位点较少；② 没有检测用药后组蛋白乙酰化水

平的变化；③ 没有进行 ＦＭＲ１ＮＢ 表达异质性改善

后，肿瘤免疫治疗效果的检测等。 今后将针对以上

不足深入探讨，为将来将 ＦＭＲ１ＮＢ 应用于口腔癌免

疫治疗提供参考资料。
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