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DLC-1 基因在 MCF-7 人乳腺癌细胞系中低表达的机制探究 *
马小娟 覃君慧 信 波 王雪莹 李 颖 闫庆国 师建国 王瑞安△

（第四军医大学西京医院病理科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：探究 DLC-1 基因在 MCF-7 人乳腺癌细胞系中低表达的机制。方法：应用甲基化特异性 PCR(MSP)检测人乳腺癌细胞

MCF-7 的 DLC-1 基因甲基化状态，不同浓度的 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞嘧啶(5-Aza-CdR)处理人乳腺癌细胞 MCF-7, RT-PCR 及

Real-time PCR 定量检测用药前后细胞中 DLC-1 基因 mRNA 表达水平变化。结果：DLC-1 基因启动子区 CpG 岛呈甲基化状态，经

过 5-Aza-CdR 处理后, DLC-1 基因启动子区呈去甲基化状态,并且其 mRNA 恢复表达。结论：抑癌基因 DLC-1 CpG 岛甲基化是导

致该基因低表达的原因之一, 5-Aza-CdR 能逆转 DLC-1 基因甲基化状态。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of low expression of tumor suppressor gene dlc-1 in human breast cancer cell

line. Methods: Methylation-specific PCP (MSP) was used to examine the methylation status of DLC-1 promoter. MCF-7 cells were treated
by different concentrations of 5-Aza-CdR. DLC-1 mRNA levels were examined by RT-PCR and Real-time PCR before and after treatment
with 5-Aza-CdR. Results: There was methylation in DLC-1 promoter. The expression of DLC-1 mRNA in MCF-7 increased after treated
by by 5-Aza-CdR. Conclusion: Methylation of DLC-1 promoter might be the main reason of the low expression of DLC-1 in MCF-7 human
breast cancer cells, and the 5-Aza-CdR can inhibit this methylation.
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前言

乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一，资料显示其发病率

以惊人的速度上升。尽管在乳腺癌的早期诊断和治疗等方面取

得了进展，但全球每年仍有约 50 万妇女死于乳腺癌，乳腺癌发

病率位居女性恶性肿瘤首位[1]。在我国乳腺癌的发病率也呈逐

年上升趋势。Yuan BZ 等发现定位于人类染色体 8p21.3-22 的

DLC-1 基因，在多种恶性肿瘤组织中常低表达或表达缺失，如

肝癌、乳腺癌、结直肠癌等[2-4]。有研究认为 DLC-1 可能作为抑

癌基因，起到抑制细胞增殖和抗肿瘤作用, 它的失活将引起生

物过程的改变并导致恶性表型[5]。一些研究证实,DLC-1 的低表

达与其启动子的高甲基化有关。启动子区域的 CpG 岛甲基化

可能是基因表达下调或缺失的重要机制[6]。
本实验通过甲基化特异性 PCR（MSP）法检测在乳腺癌细

胞 MCF-7 中是否存在 DLC-1 基因启动子的甲基化，RT-PCR
定量分析系统检测 DLC-1 基因的低表达是否能被甲基转移酶

抑制剂 5-Aza-CdR 逆转。

1 材料与方法

1.1 试剂

5-Aza-CdR (Sigma 公司产品)；二甲基亚砜 DMSO(Amer-
sco 公司产品)；DMEM (Gibco 公司产品)；标准胎牛血清(杭州

四季青公司)；RNA 提取试剂 Trizol(Invitrogen 公司)；逆转录试

剂盒 (TaRaKa 公司)；SYBR誖Green Realtime PCR Master Mix
试剂盒 (TaRaKa 公司)；Ultra-Sep誖Gel Extraction Kit 试剂盒

(Omega 公司)；寡核苷酸引物由北京奥科公司合成

1.2 细胞培养

人乳腺癌细胞株 MCF-7 第四军医大学病理与病理生理学

教研室保存。用含 10％的胎牛血清的 DMEM 培养基于 37℃、
5％ CO2 的饱和湿度培养箱中培养，每 2～3 天换液传代一次。
实验用细胞为对数生长期细胞。
1.3 试验方法
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1.3.1 甲基化特异性 PCR(MSP)分析 DLC-1 基因启动子甲基化

状 态 取 对 数 生 长 期 MCF-7 细 胞 进 行 5-Aza-CdR 处 理 ，

5-Aza-CdR 浓度分为 3 组:0μmol/ L (对照组)、5μmol/L 组和

10μmol/L 组，每组设 3 孔。分别采用含 5-Aza-CdR 的 DMEM
培养液培养细胞,24 h 后换新的含相同药物浓度培养液。药物

作用 3 天后,收集细胞,提取基因组 DNA。DNA 亚硫酸氢钠修

饰参照文献[7],纯化步骤应用 OMEGA 公司 Ultra-Sep誖 Gel Ex-
traction Kit 试剂盒进行。PCR 选择 TaRaKa 反应体系，引物序

列：Unmethylated reactions（U from-56 to+122）：5'-AAACCCAA-
CAAAAAAACCCAACTAACA-3' (sense)，5'-TTTTTTAAAGA-
TTGAAATGAGGGAGTG-3'(antisense)；Methylated reactions (M
from-53 to+119)：5'-CCCAACGAAAAAACCCGACTAACG-3'
(sense)，5'-TTTAAAGATCGAAACGAGGGAGCG-3'(antisense)[8]。
扩增产物用 1.5 %的琼脂糖进行电泳鉴定。
1.3.2 RT-PCR 检测 MCF-7 细胞 DLC-1mRNA 表达 取 0、5、10
μmol/L 的 5-Aza-CdR 处理各组细胞,提取总 RNA。RT-PCR 反

应按试剂盒说明进行, 根据 Genebank 登录号 AF035119 设计

引物序列 DLC-1: 5'-TTGAAGCCAAGGAAGCTTGT-3'(sense)，
5'-TTCATCACCGCACATTTGTT-3' (antisense)；β-actin：5'-AG-
CAAGAGAGGCATCCTCAC-3'(sense)，5'-AGCTCGTAGCTCT-
TCTTCAG-3'(antisense)。PCR 条件:94℃预变性 3 min ,94℃变

性 30 s,58℃退火 30 s,72℃延伸 30 s,共 35 个循环,72℃延伸 7
min。扩增产物用 1.5 %的琼脂糖进行电泳鉴定。
1.3.3 Real-time PCR 检测 MCF-7 细胞 DLC-1mRNA 表达定量

Real-time PCR 采 用 TaRaKa 的 SYBR誖Green Realtime PCR
Master Mix，该 Mix 里含有 SYBR誖Green I，可用于未标记引物

的掺入法 Real time 定量 PCR。引物序列：DLC-1：5'AAGTG-
GCAATTGGTTTGTCT3'(sense)，5'AGGAAATTGGAGTGCAG-
TGT-3' (antisense)；18S：5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3'
(sense)，5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'(antisense)。反应体系

（25 μL）：Primer 1 0.5 μL，Primer 2 0.5 μL，cDNA 3.0 μL，

SYBR誖Green Realtime PCR Master Mix 12.5 μL，ddH2O 8.5
μL。混匀离心后在 Bio-Rad 公司的 iQ5 Real-time PCR Detec-
tion System 上进行反应：94.0 ℃ 03:00 1 个循环；94.0 ℃ 00:
30，58.0℃ 00:30，72.0℃ 00:30 45 个循环；72.0℃ 07:00。
1.3.4 Real-time PCR 相对量计算及数据分析 用△△CT 法计

算目的基因的相对表达量。相对定量方法是比较经过处理的样

品和未经处理的样品目标转录本之间的表达差异。2-△△CT
方法是实时定量 PCR 实验中分析基因表达相对变化的方法，

CT 值是通过 PCR 信号的对数值和循环数来确定，计算出

DLC-1 和 18S 的平均 CT 值以及△CT 值，通过 cDNA 浓度梯

度的 log 值对△CT 值作图，如果所得直线斜率绝对值接近于

0，说明目标基因和内标基因的扩增效率相同，就可以通过△
△CT 方法进行相对定量，Relative Quantity（dR）=2-△△CT[9]。

2 结果

2.1 DLC-1 基因启动子甲基化状态

甲基化特异性 PCR（MSP）扩增产物用 1.5 %的琼脂糖进行

电泳，可见 U 泳道未见阳性条带，M 泳道可见明显阳性条带，

且与甲基化阳性对照产物条带大小一致，说明通过 MSP 法验

证了 DLC-1 基因在人乳腺癌细胞株 MCF-7 中确实存在启动子

区甲基化(图 1)。

2.2 5-Aza-CdR 对 MCF-7 细胞 DLC-1mRNA 表达的影响

5-Aza-CdR 处 理 前 人 乳 腺 癌 细 胞 株 MCF-7 中 检 测 到

DLC-1 基 因 mRNA 低 表 达 ， 经 5 μmol/L，10 μmol/L 的

5-Aza-CdR 处理后，DLC-1 的 mRNA 表达量明显提高，并随剂

量的增加表达增强（图 2）。通过 Gen Genius 全自动数码凝胶图

像分析系统对各个条带分析光密度，以β-actin 的表达量为对

照 ， 计 算 并 比 较 各 组 5-Aza-CdR 处 理 后 的 MCF-7 中

DLC-1mRNA 的相对表达量，以 5-Aza-CdR 处理前的 MCF-7
中 DLC-1 基因 mRNA 表达条带强度与相应的β-actin 的 mR-
NA 表达条带强度的比值作为标准值 1，5μmol/L、10μmol/L
用 药 处 理 组 相 应 的 比 值 分 别 为 1.85 和 2.96， 分 析 显 示

5-Aza-CdR 处理后 DLC-1 的 mRNA 表达量明显提高，并呈一

定的浓度依赖性。Real-time PCR 的结果同样支持上述结论，

5-Aza-CdR 作用于 MCF-7 乳腺癌细胞株 72 h 以后,MCF-7 细

胞的 DLC-1 基因 mRNA 由低表达转为高表达（图 3）

3 讨论

DLC-1 基因的失活不仅在肝癌[10]、肺癌[11]等恶性肿瘤中存

在，而且也有文献报道在胃癌、乳腺癌、前列腺癌的恶性肿瘤中

的低表达或表达缺失，致使其恶性表型 [12-14]，这说明了 DLC-1
基因确实发挥着抑癌基因的功能。抑癌基因 DLC-1 与肿瘤的

发生、发展以及肿瘤细胞的侵袭及转移密切相关,在恶性肿瘤

图.1 MSP 分析 DLC-1 基因启动子甲基化状态。M：MCF-7 的 DLC-1

基因的启动子出现甲基化修饰。U：非甲基化产物（178bp)；M：甲基化

产物(172 bp)；U Control 及 MControl 分别为非甲基化和甲基化的阳性

对照。
Fig.1 Methylation status of DLC-1 from genomic of MCF-7 cells was

determined by methylation-specific polymerase chain reaction(MSP).

M:The methylation levels of DLC-1 gene were detected by MSP. U,

Unmethylated PCR production(178bp)；M, Methylated PCR production

(172 bp); U Control&M Control:Positive control of unmethylated and

methylated.
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图 2 不同浓度 5-Aza-CdR 处理乳腺癌细胞株 MCF-7，RT-PCR 检测

MCF-7 细胞 DLC-1mRNA 表达量。DLC-1mRNA 的表达比未经药物

处理的 MCF-7 细胞明显增强。Control：0μmol/L，5μM：

5μmol/L5-Aza-CdR 组，10μM：10μmol/L 5-Aza-CdR 组。
Fig.2 MCF-7 cells were treated with 5-Aza-CdR and the expression of

DLC-1 was detected by RT-PCR. The expression of DLC-1 mRNA was

significantly up-regulated by treatment with 5-Aza-CdR.Control:

0μmol/L,5μM:5μmol/L 5-Aza-CdR,10μM:10μmol/L 5-Aza-CdR.

图 3 不同浓度 5-Aza-CdR 处理乳腺癌细胞株 MCF-7，Real-time PCR

检测 MCF-7 细胞 DLC-1mRNA 表达量。DLC-1mRNA 的表达比未经

药物处理的 MCF-7 细胞明显增强。Control：0μmol/L，5μM：

5μmol/L5-Aza-CdR 组，10μM：10μmol/L 5-Aza-CdR 组。
Fig.3 MCF-7 cells were treated with 5-Aza-CdR and the expression of

DLC-1 was detected by real-time polymerase chain reaction(Real-Time

PCR).The expression of DLC-1 mRNA was significantly up-regulated by

treatment with 5-Aza-CdR.Control:0μmol/L,5μM:5μmol/L

5-Aza-CdR,10μM:10μmol/L 5-Aza-CdR.

的发展过程中起重要作用。DLC-1 蛋白主要包含 SAM（sterile
alpha motif）、RhoGAP（RhoGTP activating protein） 和 START

（steroidogenic acute regulatory -related lipid transfer） 三个功能

域。大量的研究表明，参与调节细胞增殖和转移的生物学活性

是通过调控 Rho 蛋白的活性而发挥作用的[15-17]。己知 Rho 蛋白

最重要的功能就是通过影响肌动蛋白聚合、肌球蛋白收缩、细
胞粘附和微管动力学来调控细胞形态、极性和运动，从而影响

细胞的迁移，诱导肿瘤细胞转移。在几乎所有已研究的肿瘤细

胞中，RhoGAP 结构域在 DLC-1 的肿瘤抑制功能中发挥重要作

用[18]。有 RhoGAP 结构域的参与 DLC-1 才会引起细胞形状改

变，黏着斑蛋白去磷酸化，并导致应力纤维和黏着斑的解聚，

这一过程提示 DLC-1 可能会干扰细胞骨架的形成。因此，

RhoGAP 起着 Rho 家族蛋白负调控因子的作用。另有研究证

实，SAM 结构域能稳定 RhoGAP 的作用并与其共同参与 Rho
蛋白活性的调控，从而参与细胞内多种信号的传导与调控[19]。
Rho 家族信号通路的改变, 如 DLC-1 基因失活可使 Rho 蛋白

过度表达，从而向细胞内持续传递生长信号, 这可能是肿瘤发

病的主要机制之一。

甲基化是表遗传学研究的重要内容,甲基化与基因的表达

调控、细胞增殖及分化等方面的联系十分密切, 在肿瘤的发生、
发展中起着重要的作用[20]。目前的研究认为,某些抑癌基因的失

活大多是由于启动子区域高甲基化所致[21]。这种失活不是基因

序列发生缺失或突变,而只是部分碱基发生甲基化修饰。DLC-1
在多种肿瘤细胞中常呈低表达或不表达，本实验通过 MSP 法

验证了在乳腺癌细胞系 MCF-7 中确实存在 DLC-1 基因启动

子的甲基化，这可能是 DLC-1 基因 mRNA 的表达下调的原因

之一。随后我们并选用去甲基化药物 5-Aza-CdR 处理乳腺癌细

胞 MCF-7, 5-Aza-CdR 可抑制 DNA 甲基转移酶Ⅰ (DNMTⅠ)
的活性从而起到去甲基化的作用, 应用 RT-PCR 和 Real-time
PCR 方法检测 DLC-1mRNA 的表达量，实验表明应用去甲基

化药物组的细胞比未经药物处理的 MCF-7 细胞 DLC-1mRNA
的表达量明显增强，且 10μmol/L 剂量组的表达强度最高。

DLC-1 做为抑癌基因,其与肿瘤的发生、发展以及肿瘤细

胞的侵袭及转移密切相关,在恶性肿瘤的发展过程中起重要作

用。DLC-1 在多种肿瘤细胞中常呈低表达或不表达，本实验证

实了在人乳腺癌细胞株 MCF-7 中存在启动子甲基化，但是否

存在其他致使其低表达的机理，如某些蛋白磷酸化 DLC-1 致

使其失活、miRNA 的异常调节等，以及 DLC-1 在肿瘤发生、发
展及复发转移中的作用及其涉及的信号转导通路尚未完全明

了,值得进一步深入的研究。
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