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紫杉醇对 Caski 细胞增殖及 APC、DKK鄄3 基因表达的影响

唐群华,孙晓红*

(南华大学附属南华医院妇产科,湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 研究紫杉醇对 Caski 细胞增殖及 APC、DKK鄄3 基因表达的影响。 摇 方法摇 用 MTT 法、RT鄄PCR
法及甲基化特异性 PCR 分别检测紫杉醇对人宫颈癌 Caski 细胞株增殖的影响、APC 与 DKK鄄3 mRNA 表达水平、
APC 与 DKK鄄3 启动子甲基化水平。 摇 结果摇 逸1 滋mol / L 紫杉醇能明显抑制人宫颈癌 Caski 细胞株的增殖 (P <
0郾 05);从 5 滋mol / L 开始,随着紫杉醇给药剂量的增大,Caski 细胞 APC、DKK鄄3 mRNA 表达水平明显增加 (P <
0郾 05),而 Caski 细胞 APC 、DKK鄄3 启动子甲基化水平显著降低 (P < 0. 05)。 摇 结论摇 紫杉醇能呈剂量依赖性的抑

制 Caski 细胞的增殖并上调 APC、DKK鄄3 mRNA 的表达,这可能与其诱导 APC、DKK鄄3 启动子的去甲基化有关。
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Effects of Paclitaxel on Cell Proliferation and Expression of APC and
DKK鄄3 in Human Cervical Cancer Caski Cells

TANG Qunhua,SUN Xiaohong
(Obstetrics and Gynecology Department,the Affiliated Nanhua Hospital,University of South China,

Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To study the effect of paclitaxel on the proliferation of Caski cells and the expression of APC,
DKK鄄3 gene. 摇 Methods摇 MTT colorimetric method,RT鄄PCR method and methylation specific PCR were used to detect the
proliferation effects,the mRNA expression level of APC and DKK鄄3,APC and DKK鄄3 promoter methylation level induced by
paclitaxel on human cervical carcinoma Caski cell line,respectively. 摇 Results摇 Paclitaxel significantly inhibited the prolif鄄
eration of Caski cervical cancer cell line when the concentration of Paclitaxel was more than 1 滋mol / L (P < 0郾 05);Starting
from concentration of 5 滋mol / L,with increasing of paclitaxel dosage,APC and DKK鄄3 mRNA expression level increased sig鄄
nificantly (P < 0. 05),while APC and DKK鄄3 promoter methylation level significantly decreased (P < 0郾 05). 摇 Conclu鄄
tion摇 Paclitaxel could dose鄄dependently inhibit the proliferation of Caski cells through increasing APC and DKK鄄3 mRNA
expression,which may be related with the inhibition of APC and DKK鄄3 promoter methylation.
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摇 摇 转移和复发是导致宫颈癌患者死亡的主要原

因,以顺铂为基础的化疗是转移性和复发性宫颈癌

的治疗标准方案,紫杉醇常与顺铂等铂类抗肿瘤药

物联合使用并发挥了重要的作用[1]。 但紫杉醇是

通过何种信号途径启动抗肿瘤效应的,目前还不十

分清楚。 最近研究发现,紫杉醇能通过降低乳腺癌

MCF鄄7、MDA鄄MB鄄231 细胞株中 PTPRO 基因启动子

甲基化水平促进其表达,抑制乳腺癌细胞的增

殖[2]。 肿瘤抑制基因 APC 及 DKK鄄3 是 wnt / 茁鄄cate鄄
nin 信号通路的关键组成部分,APC 与 茁鄄catenin 的

交互作用与宫颈鳞状细胞癌的发生相关,肼屈嗪能

够通过 APC 的去甲基化和重表达而抑制宫颈癌细

胞的增殖[3]。 关于紫杉醇是否通过影响 APC 及

DKK鄄3 基因启动子甲基化及其表达来抑制宫颈癌

肿瘤细胞,目前未见相关报道。 本研究通过不同浓

度的紫杉醇处理人宫颈癌 Caski 细胞株后,测定细

胞增殖活性的改变,同时检测 APC、DKK鄄3 基因表
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达水平及其启动子甲基化水平的变化,分析表观遗

传学修饰在紫杉醇治疗宫颈癌的作用机制,为宫颈

癌的防治提供科学的实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1 摇 宫颈癌细胞株及其培养 摇 摇 人宫颈上皮癌

Caski 细胞系购自武汉大学细胞保藏中心,保存于南

华大学肿瘤实验研究所 - 80 益冰箱。 将 Caski 细胞

复苏后置于 37 益、5%CO2、饱和湿度环境的培养箱

内,用含 10% 胎牛血清的 RPMI鄄1640 培养基培养该

细胞,每隔 24 h 换液 1 次,每隔 48 ~ 72 h 传代 1 次,
显微镜下观察其生长情况。
1. 2摇 主要试剂摇 摇 紫杉醇粉剂(生物专用)购自于

三维生物科技有限公司;RPMI 1640 培养基购自于

上海博升生物科技有限公司;噻唑蓝购自于福州迈

新生物制品公司;TRIzol 购自于美国 Invitrogen 公

司;PBL DNA 购自于美国 Promega 公司;RNase A 购

自于美国 Sigma 公司;蛋白酶 K 购自于美国罗氏诊

断;所用引物及探针均由 Invitrogen 公司合成。
1. 3摇 MTT 比色法检测不同浓度紫杉醇对人宫颈癌

Caski 细胞抑制率的影响摇 摇 细胞用不同浓度的紫杉

醇 (0、1、5、10、20、40、80、160、 320 滋mol / L ) 连续处理

72 h,每个处理剂量设置6 个复孔,每隔24 h 换1 次液。
分别在 0 h、24 h、48 h 和 72 h 加入MTT,在酶联免疫检

测仪 570 nm 波长处测定吸光度值 (OD)。 按下面的公

式计算:细胞抑制率 (%) = [(A570对照组 - A570实验组) /
A570对照组] 伊 100%。
1. 4摇 RT鄄PCR 法测定 APC、DKK鄄3 mRNA 表达水平

摇 摇 选取处于对数生长期的 Caski 细胞,按每10 cm2

培养面积加 1 mL TRIzol 裂解细胞,提取细胞 RNA,
用 OD260 / OD280 比值来衡量 RNA 的纯度。 引物

如下:APC鄄上游:5忆鄄GAG ACA GAA TGG AGG TGC
TGC鄄3忆;APC鄄下游:5忆鄄GTA AGA TGA TTG GAA TTA
TCT TCT鄄3忆; DKK鄄3鄄上游: 5忆鄄GTA AGT TTC CCC
TCT GGC TTG鄄3忆; DKK鄄3鄄下游:5忆鄄AAG CAC CAG
ACT GTG AAG CCT鄄3忆;GAPDH鄄上游:5忆鄄AAC GGA
TTT GGT CGT ATT GGG鄄3忆; GAPDH鄄下游:5忆鄄TTG
ATT TTG GAG GGA TCT CGC鄄3忆。 APC 反应条件:
95 益 5 min,35 个 PCR 循环 (95 益 30 s、56 益
60 s、72 益 60 s),72 益 延伸 7 min;DKK鄄3 反应条

件:95 益 5 min,35 个 PCR 循环 (94 益 30 s、58 益
30 s、72 益 30 s),72 益延伸 7 min。 反应产物经琼

脂糖凝胶电泳后,进行成像分析,计算目的基因 mR鄄
NA 与内参 GAPDH mRNA 的光密度比值。
1. 5摇 APC、DKK鄄3 启动子甲基化分析摇 摇 收集处于

对数生长期的 Caski 细胞,加入 2 mL 预热的裂解缓

冲液,用等体积的酚 /氯仿 /异戊醇 (1 颐 1 颐 0. 04) 提

取基因组 DNA。 50 益 处理 16 h 后,DNA 与 5. 5 滋L
3 mol / L NaOH 在 37 益 一起孵育 10 min,随后加入

30 滋L新鲜配制的 10 mmol / L 对苯二酚和 520 滋L
新鲜配制的 3. 6 mol / L 的亚硫酸氢钠 ( pH 5. 0)。
脱盐等处理后应用 MethyLight quantitative PCR 进行

扩增并用 7500 / 7500 快速实时 PCR 系统进行荧光

定量检测。 引物如下[4鄄6]:
APC鄄sense:5忆鄄 GAA CCA AAA CGC TCC CCAT 鄄

3忆;APC 鄄antisense: 5忆鄄 TTA TAT GTC GGT TAC GTG
CGT TTA TAT 鄄3忆;probe:5忆鄄 CCC GTC GAA AAC CCG
CCG ATT A 鄄3忆;Dkk鄄3鄄sense:5忆鄄 GTA AGT TTC CCC
TCT GGC TTG鄄3忆;Dkk鄄3鄄antisense:5忆鄄 AAG CAC CAG
ACT GTG AAG CCT鄄3忆;probe:5忆鄄 AGG TGT TGT GCA
TTT GTT C AG CTC CC 鄄3忆;ALU鄄C4鄄sense:5忆鄄GGT
TAG GTA TAG TGG TTT ATA TTT GTA ATT TTA
GTA 鄄3忆;ALU鄄C4 鄄antisense: 5忆鄄 ATT AAC TAA ACT
AAT CTT AAA CTC CTA ACC TCA 鄄3;probe:5忆鄄 CCT
ACC TTA ACC TCC C 鄄3忆。 经过初始变性 (95 益,
10 min)、45 个变性循环 (95 益,10 min) 以及最后的

退火 /延伸循环 (60 益,1 min)。 甲基化比率通过绝

对化的 qPCR 定量来测定。 在待测样本中靶基因的

扩增量被用 Alu鄄C4 进行标准化,经 M. SssI 处理的

DNA 作为甲基化的参考。 在特殊位点的甲基化 DNA
的量或甲基化参考比例 (PMR)是通过划分基因来计

算的:Alu鄄C4 的比例为 M. SssI 处理的人类基因组

DNA 的 Alu鄄C4 的比例 (假定完全甲基化) 乘以 100,
即(样本基因 /样本 Alu鄄C4) / (SssI 处理的样本基因 /
SssI 处理的样本 Alu鄄C4) 伊100。
1. 6摇 统计学分析摇 摇 实验中数据均使用 SPSS18. 0
统计软件进行分析,所得数据以 x 依 s 来表示。 组间

数据差异比较采用单因素方差分析法 ( one way
ANOVA),P < 0. 05 即表示有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 不同浓度紫杉醇对宫颈癌 Caski 细胞株活性

的影响摇 摇 分别检测紫杉醇作用 24 h、48 h 及 72 h
后对 Caski 细胞的抑制率,如表 1 所示,用 1 滋mol / L
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的紫杉醇作用时,24 h、48 h 及 72 h 时点 Caski 细胞

抑制率没有明显的变化 (P > 0. 05);从 5 滋mol / L 开

始,随着紫杉醇给药剂量的增大及紫杉醇处理时间

的延长,Caski 细胞的抑制率显著增大 (P < 0. 05);
各个剂量组均在 72 h 处显示对 Caski 细胞的最大抑

制率,其中 320 滋mol / L 紫杉醇在 72 h 时对 Caski 细
胞的抑制率达到最大(P < 0. 05)。

表 1摇 不同浓度紫杉醇(滋mol / L)对宫颈癌 Caski 细胞作用

不同时间的抑制率(% )

紫杉醇浓度 24 h 48 h 72 h

0 0 0 0
1 7. 32 依 2. 44a 7. 41 依 3. 05a 8. 01 依 2. 78ab

5 30. 78 依 2. 34a 32. 13 依 2. 34ab 35. 48 依 2. 89ab

10 32. 15 依 3. 02a 35. 78 依 3. 14ab 40. 18 依 2. 73ab

20 33. 51 依 2. 73a 37. 55 依 2. 71ab 43. 43 依 2. 85ab

40 34. 83 依 2. 08a 41. 43 依 2. 66ab 47. 68 依 2. 74ab

80 36. 46 依 2. 71a 48. 61 依 2. 59ab 51. 68 依 2. 99ab

160 38. 02 依 3. 00a 49. 27 依 2. 77ab 55. 34 依 2. 17ab

320 40. 68 依 2. 80a 56. 85 依 2. 61ab 62. 27 依 3. 15ab

摇 摇 a:与同时点的前一个剂量组比较,P < 0. 05;b:与同一剂量组的

前一个时点比较,P < 0. 05

2. 2摇 紫杉醇对 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 mRNA 表达

的影响 摇 摇 检测紫杉醇作用 72 h 后 APC、DKK鄄3
mRNA 的表达水平,发现用 1 滋mol / L 的紫杉醇作用

时,Caski 细胞 APC、DKK鄄3 mRNA 表达水平没有明

显的变化 (P > 0. 05);从 5 滋mol / L 开始,随着紫杉

醇给药剂量的增大,Caski 细胞 APC、DKK鄄3 mRNA
表达水平明显增加 (P < 0. 05),其中,320 滋mol / L
紫杉醇处理组 APC、DKK鄄3 mRNA 水平最高(图 1)。

图 1摇 RT鄄PCR 检测紫杉醇对 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 mR鄄
NA 表达水平的影响. 摇 1 ~ 9 分别为 0、1、5、10、20、40、80、160、
320 滋mol / L 紫杉醇处理组. 摇 与前一个剂量组比较,*:P < 0. 05

2. 3摇 紫杉醇对 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 启动子甲基

化水平的影响摇 摇 分别检测紫杉醇作用 24 h、48 h 及

72 h 后对 Caski 细胞 APC 、DKK鄄3 启动子甲基化水平

的影响,如表 2 所示,用 1 滋mol / L 的紫杉醇作用时,
24 h、48 h 及 72 h 时点 Caski 细胞 APC 启动子甲基化

水平没有明显的变化 (P >0. 05),而 48 h 和 72 h 时点

DKK鄄3 启动子甲基化水平明显低于24 h时点的 DKK鄄3
启动子甲基化水平 (P <0. 05),48 h 和 72 h 时点间没

有明显的差异 (P >0. 05);从5 滋mol / L 开始,随着紫杉

醇给药剂量的增大及紫杉醇处理时间的延长,Caski 细
胞 APC、DKK鄄3 启动子甲基化水平显著降低 (P <
0郾 05);各个剂量组 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 启动子甲基

化水平均在 72 h 处显示最低 (P <0. 05)。

表 2摇 不同浓度紫杉醇(滋mol / L)对宫颈癌 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 启动子甲基化的影响

紫杉醇浓度
APC 启动子甲基化水平

24 h 48 h 72 h
DKK鄄3 启动子甲基化水平

24 h 48h 72h

0 125 依 3. 2 128 依 6. 8 127 依 7. 1 159 依 2. 6 155 依 5. 1 157 依 6. 6

1 120 依 2. 8a 119 依 8. 0a 121 依 8. 7a 147 依 8. 2a 127 依 2. 5ac 125 依 6. 6ac

5 90 依 8. 6a 80 依 7. 2ab 60 依 7. 5ab 129 依 5. 7a 128 依 8. 0 114 依 8. 7ab

10 80 依 6. 8a 60 依 5. 6ab 40 依 4. 4ab 110 依 5. 8a 105 依 7. 3a 95 依 5. 4ab

20 70 依 7. 9a 55 依 8. 8ab 35 依 5. 4ab 87 依 8. 2a 95 依 7. 1a 75 依 7. 7ab

40 60 依 8. 9a 45 依 9. 2ab 30 依 4. 0ab 70 依 5. 7a 65 依 4. 9ab 50 依 3. 9ab

80 50 依 6. 7a 40 依 6. 6ab 25 依 4. 2ab 51 依 6. 7a 47 依 9. 0a 40 依 7. 1ab

160 40 依 8. 2a 30 依 9. 1ab 20 依 8. 8ab 43 依 4. 2a 36 依 4. 6ab 38 依 7. 1

320 35 依 6. 3a 20 依 7. 8ab 10 依 5. 5ab 35 依 4. 9a 21 依 3. 7ab 15 依 4. 5ab

摇 摇 与同时点的前一个剂量组比较,a:P < 0. 05;与同一剂量组的前一个时点比较,b:P < 0. 05;与 24 h 比较,c:P < 0. 05
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3摇 讨摇 摇 论

全球每年有 50 多万女性罹患宫颈癌,国内宫颈

癌每年有 13. 2 万新发病例,占世界总数 28% [7]。
对于宫颈癌患者,目前临床化疗方案以铂类为主,但
铂类药物对患者的毒性作用,尤其是肾毒性以及肿

瘤细胞的耐药性日益突出。 因此,寻找新的毒性及

耐药性弱的化疗药物,对于宫颈癌患者的治疗具有

重要的现实意义。 紫杉醇是一线的抗肿瘤药物。 紫

杉醇对卵巢癌和乳腺癌细胞有明显的杀伤作

用[8鄄9],在体外有明显的放射增敏作用[10]。 紫杉醇

可在肺癌细胞中通过下调 let鄄7f 的水平而上调血小

板反应蛋白鄄1 (TSP鄄1)的水平,从而达到抗肿瘤效

应[11]。 Wen 等[12]研究发现,紫杉醇脉冲式的治疗

有助于克服乳腺癌细胞对于紫杉醇的赖药性,其主

要的机制可能与降低肿瘤细胞对已经破坏的线粒体

的修复作用有关[12]。 有研究发现,通过下调 wnt 信
号通路的 LEF1 /磷酸化 茁鄄catenin 的表达,能改善紫

杉醇对肾细胞癌的治疗效果。 近年来,将紫杉醇与

铂类药物联合用于宫颈癌的治疗,取得了较好的效

果。 但紫杉醇抑制宫颈癌细胞的具体机制还不是十

分清楚。
药物对细胞活性的影响是药效学评价最常用的

手段。 MTT 法是测定细胞活性的最经典的实验之

一。 活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性

MTT 还 原 为 不 溶 于 水 的 蓝 紫 色 结 晶 甲 瓒

(Formazan)并沉积在细胞中,细胞沉积的甲瓒越多,
则表示细胞的活力就越强。 因此甲瓒生成的多少代

表细胞活力的强弱。 在本研究中,用 1 滋mol / L 的紫

杉醇作用时,24 h、48 h 及 72 h 时点 Caski 细胞抑制

率没有明显的变化;从 5 滋mol / L 开始,随着紫杉醇

给药剂量的增大及紫杉醇处理时间的延长,Caski 细
胞的抑制率显著增大;各个剂量组均在 72 h 处显示

对 Caski 细胞的抑制率大于处理 24 h、48 h 的抑制

率,其中 320 滋mol / L 紫杉醇在 72 h 时点对 Caski 细
胞的抑制率达到最大,表明紫杉醇能够对人宫颈癌

Caski 细胞产生明显的剂量依赖和时间依赖的抑制

效应,这种现象在其它抗肿瘤药物实验中也被观

察到[3]。
甲基化是研究最为广泛的表观遗传学形式,基

于 Taqman 探针的甲基化特异性 PCR 是较敏感的甲

基化检测方法。 APC 是一种广泛表达的多功能蛋

白,能够与细胞内多种蛋白相互作用,研究最彻底的

是其能诱导 茁鄄catenin 的降解,后者为钙粘合蛋白复

合体的亚基及 wnt 信号通路的关键效应器。 当绑定

到 茁鄄catenin 后,APC 促进了高保守的丝氨酸和苏氨

酸残基的磷酸化而激活蛋白酶体系统来降解 茁鄄
catenin[13鄄14]。 DKK鄄3 是新近发现的抑癌基因,参与

细胞周期的调控,与肿瘤的发生、进展和转归有密切

的关系[15]。 DKK鄄3 在肝癌、宫颈癌、急性淋巴细胞

白血病、胰腺癌和髓母细胞瘤等恶性肿瘤中表达减

少[16],而且这种减少与 DKK鄄3 的高甲基化状态

有关[15]。
肿瘤细胞总体基因组水平的超甲基化能够影响

肿瘤细胞对紫杉醇治疗的敏感性[17]。 研究显示,
APC 启动子区域 CpG 位点的甲基化改变与细胞异

常及恶化有关[18鄄19]。 DKK鄄3 基因启动子甲基化及

基因表达下降已经在膀胱癌、肺癌等多种肿瘤细胞

中发现[20鄄21]。 APC 和 DKK鄄3 基因均与肿瘤细胞的

生长与增殖显著相关,主要是因为 APC 和 DKK鄄3 基

因启动子的超甲基化导致 APC 和 DKK鄄3 基因表达

缺失引起[22鄄23]。 在宫颈癌中还未发现 APC、DKK鄄3
基因启动子甲基化的相关报道。

在本研究中,用 1 滋mol / L 紫杉醇作用时,24 h、
48 h 及 72 h 时点 Caski 细胞 APC 启动子甲基化水

平没有明显的变化;而 48 h 和 72 h 时点 Caski 细胞

DKK鄄3 启动子甲基化水平明显低于 24 h 时点的

DKK鄄3 启动子甲基化水平,48 h 和 72 h 时点间没有

明显的差异。 从 5 滋mol / L 开始,随着紫杉醇给药剂

量的增大及紫杉醇处理时间的延长, Caski 细胞

APC、DKK鄄3 启动子甲基化水平显著降低而随着紫

杉醇给药剂量的增高,APC、DKK鄄3 mRNA 表达水平

显著升高;各个剂量组 Caski 细胞 APC、DKK鄄3 启动

子甲基化水平均在 72 h 处低于处理 24 h、48 h 的水

平,其中 320 滋mol / L 紫杉醇组处理 Caski 细胞 72 h
时 APC、DKK鄄3 启动子的甲基化水平最低,而 APC、
DKK鄄3 mRNA 表达水平最高,表明紫杉醇能够促进

APC、DKK鄄3 基因的表达,这种现象可能与其能够呈

剂量依赖性的降低宫颈癌 Caski 细胞 APC、DKK鄄3
基因启动子的甲基化水平有关,但其具体机制还需

进一步研究。
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