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醋酸棉酚对人腺样囊性癌 ACC-M细胞 P16基因甲基化及mRNA表达
的影响及其意义

岳万远，陈文飞，付 帅，吴 勇

（昆明医科大学附属口腔医院口腔颌面外科， 云南昆明 650031）

［摘要］目的 研究醋酸棉酚（gossypol acetic acid，GAA）对体外培养的人腺样囊性癌 ACC-M细胞 P16基因

甲基化及 mRNA表达的影响，初步探讨醋酸棉酚的抗肿瘤作用机制．方法（1）应用甲基化特异性 PCR（MSP）

检测 ACC-M 细胞在 GAA 作用 48、72 h 后 P16 基因甲基化状态的改变情况； （2） 应用实时荧光定量法

（RFQ-PCR）检测 ACC-M细胞在 GAA作用 48、72 h后 P16基因 mRNA的表达变化．结果（1） MSP检测结果显

示：分别以 19、10 滋mol/L 的 GAA 作用 ACC-M 细胞 48、72 h 后，P16 甲基化条带的平均灰度值低于对照组

（＜0.05）；（2） RFQ-PCR检测显示：分别以 19、10 滋mol/L的 GAA作用 ACC-M细胞 48、72 h后细胞中 P16

mRNA 的表达水平高于对照组 （ ＜0.05） ．结论 GAA 可降低 P16 基因的甲基化水平，且能增强 P16 基因

mRNA表达，这可能是 GAA抗肿瘤作用的机制之一．
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［Abstract］ Objective To study the effects of gossypol acetic acid （GAA） on methylation level and mRNA

expression of p16 gene in human adenoid cystic carcinoma ACC-M cells in vitro， and investigate the antitumor

mechanism of GAA. Methods（1） Methylation specific PCR （MS-PCR） was used to detect methylation level

changing of the p16 in ACC-M cells treated by GAA for 48 h and 72 h. （2） Real-time fluorescence quantitative

PCR（RFQ-PCR） was used to detect mRNA expression level changing of the p16 in ACC-M cells treated by GAA

for 48 h and 72 h. Results （1） Compared with the control group， MS-PCR showed the hypermethylation of CpG

island in gene promoter of p16 was partly reversed after GAA treatment（19 滋mol/L GAA for 48 h and 10 滋mol/L for

72 h， < 0.05） . （2） The results of RFQ-PCR showed that mRNA expression of p16 in ACC-M cells was

significantly higher than that in the control group after GAA treatment （19 滋mol/L GAA for 48 h and 10 滋mol/L for

72 h， < 0.05） . Conclusion GAA can reduce the p16 gene methylation level and increase p16 gene mRNA

expression， which might be one of the mechanisms of GAA antitumor activity.

［Key words］ Human adenoid cystic carcinoma；Gossypol acetic acid；p16；DNA methylation

［基金项目］国家自然科学基金资助项目（81160326）；云南省科技计划资助项目（2009CD207）
［作者简介］岳万远（1986～），男，云南昭通市人，医学硕士，住院医师，主要从事口腔颌面外科临床及研究工作.
［通讯作者］吴勇．E-mail: wy72205@gmail.com

腺样囊性癌 （adenoid cystic carcinoma，ACC）

是涎腺组织来源的常见的恶性肿瘤之一，生长较

为缓慢但侵袭性强，常沿神经、血管生长，易复

发和转移，加之对化疗、放疗不敏感，给临床治疗

带来较大的困难．研究证实[1，2 ]，与正常腺体组织

相比在 ACC中有大量抑癌基因发生了高甲基化．
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DNA甲基化能使抑癌基因沉默或功能缺失，而去

甲基化后使之活化恢复表达．通过应用去甲基化

制剂诱导因高甲基化而失活或低表达的抑癌基因的

再表达，可恢复机体对细胞正常生长的调控功能，

有可能达到治疗癌症的目的[3]．P16基因又称周期

素依赖性激酶抑制蛋白编码基因，直接参与细胞周

期的调控，负调节细胞增殖及分裂，阻止细胞进入
S期，从而抑制细胞的增殖，被认为是最重要的抑

癌基因之一．棉酚（gossypol，GP） 又称棉子醇，

是从棉籽油里提取的一种成分，醋酸棉酚

（Gossypol acetic acid）是棉酚的药用形式，较棉酚

稳定．本课题研究已表明[4，5]，GAA具有抑制肿瘤

生长的作用，能抑制体外培养的人舌鳞癌 Tca8113

细胞及腺样囊性癌 ACC-M细胞生长，但具体机制

尚不明确．本研究旨在了解 GAA 对体外培养的

ACC-M细胞 P16基因启动子区 DNA甲基化状态及

mRNA表达的影响，初步探讨 GAA的抗肿瘤作用

机制．

1 材料与方法

1.1 主要材料

人肺高转移性腺样囊性癌 ACC-M细胞株（购

自上海沪峰生物科技有限公司），GAA（购自美国

Sigma 公司），RPMI1640 培养液及灭活胎牛血清

（购自 HyClone 公司），甲基化修饰试剂盒（购自

ZYMO RESEARCH公司）、细胞基因组提取试剂盒

和 TRIzol试剂（购自 TIANGEN生物公司），SYBR

Green PCR Master Mix（购 自 INVITROGEN 公

司）．

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 ACC-M细胞用含 10%灭活胎牛

血清、100 U/mL 青霉素 G、100 U/mL 链霉素的

RPMI 1640 培养液，置于 37℃、CO2 体积分数为
5%的饱和湿度培养箱中培养，每 2～3 d传代 1次.

1.2.2 甲基化特异性 PCR（MSP） 方法检测

ACC-M 细胞在 GAA 分别作用 48、72 h 后 P16

基因甲基化水平的改变 取对数生长期的 ACC-M

细胞，调整细胞密度为 2×104～4×104个 /mL，接

种于 25 cm2培养瓶中，置于培养箱中培养 36 h后，

至细胞单层铺满瓶底约 60%～70%，弃瓶内旧培养

基，分别加入含 19、10 滋mol/L GAA（前期实验得

出的 48、72 h 时间段的 IC50 值） 的 10%的 RPMI

1640培养液 4 mL分别作用 48、72 h，对照组培养

基中为 0.2%DMSO 的 RPMI 1640培养液．分别收

集细胞，提取基因组 DNA，亚硫酸氢钠修饰，收

集纯化 DNA．以修饰后的 DNA作为模板进行 PCR

扩增．引物由应用 MS-PCR 引物设计软件 （http:

//www.urogene.org/methprimer）并参考文献设计，由

INVITROGEN 公司合成： 甲基化引物： 5'-

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'（ forward），

5'-CCACCTAAATCGACCTCCGACCG-3'（reverse），

扩 增 片 段 为 234 bp． 非 甲 基 化 引 物 ： 5'-
TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'（ forward），

5'-CCACCTAAATCAACCTCCAACCA-3'（reverse），

扩增片段为 234 bp．25 滋L反应体系：样品 DNA 2

滋L，上下游引物各 1 滋L，HotMasterTaq 1 滋L，

dNTP Mixture 2 滋L，10×HotMasterTaq Buffer 2.5 滋L

，双蒸水 15.5 滋L．PCR反应条件：94.5℃预变性

3 min；94℃变性 20 s，55℃退火 2 s，70℃延伸 1

min，反复 30个循环，70℃延伸 6 min，扩增产物

4℃保存．PCR扩增时以等量灭菌 ddH2O代替模

板 DNA作阴性对照．

1.2.3 实时荧光定量 PCR（RFQ-PCR） 检测

GAA 对 ACC-M 细胞 P16 基因 mRNA 表达的影

响 细胞培养及 GAA处理同前．TRIzol法提取各

组细胞的总 RNA，按反转录试剂盒说明书提供的

方法将其进行反转录，以此反转录产物为模板，加

入 Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG，在

ABI 7000荧光定量 PCR仪上进行 PCR反应及荧光
信号检测．引物由由 INVITROGEN公司设计合成，

P16上游引物序列为 5' -GATGCGGGAAGGGAAA-

GG -3'，下游引物序列为 5'- GAAAGCGGGGTGG-
GTTGT -3'；β-actin（内参照） 上游引物序列为

5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3'，下游引物序

列为 5'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3'．PCR 反

应条件：95℃预变性 5 min；95℃变性 20 s、60℃

退火 45 s、72℃延伸 35 s，共 45个循环；72℃复

性 8 min．熔解曲线从 70℃～90℃，每 0.3℃读取

荧光信号 1次，持续 0.1 s．取 P16及 β-actin的

平均 Ct值，以 2-△△Ct表示 P16 mRNA 表达的差异

倍数，△△Ct ＝△Ct 实验组-△Ct 对照组＝（Ct 实验组P16

－Ct 实验组β-actin）-（Ct 对照组P16－Ct 对照组β-actin）．2-△△CT＞

l表示表示目的基因表达上调，2-△△CT＜ 1表示目

的基因表达下调．实验重复 3次．

1.3 统计学处理

实验数据以表示，通过 ImageJ图片软件分析

基因甲基化条带平均光度值．应用 SPSS 统计软

件，对数据进行单因素方差（One-Way ANOVA）

分 析 ， 利 用 Games －Howell 法 或 Student －

Newman－Keuls法行两两比较， ＜0.05为差异有

统计学意义．

http://www.urogene.org/methprimer


图 2 GAA作用 48、72 h后 P16基因 mRNA的 2-△△CT值
Fig 2 The 2-ΔΔCT value of p16 mRNA expression

treated by GAA for 48 h and 72 h
与 0μmol/L组相比，* ＜0.05.

3 讨论

许多研究[6-8]证实，棉酚可通过直接损伤线粒

体抑制细胞能量代谢、抑制 DNA聚合酶、拓扑异

构酶Ⅱ的活性、抑制端粒酶的活性、干预信号传导

2 结果

2.1 GAA作用后 ACC-M细胞 P16基因甲基化水

平

结果显示以终浓度 19 滋mol/L GAA作用 48 h、
10 滋mol/L GAA作用 72 h后 P16基因的甲基化条带

亮度均比对照组低，同时非甲基化条带均明显增亮

（图 1）．应用ImageJ软件测量各个条带灰度值，结果

显示甲基化条带及非甲基化条带平均灰度值与对照

组比较均具有统计学差异（ ＜0.05，表1）． 提示

GAA能有效地降低P16基因该位点的甲基化水平.

2.2 GAA 作用后 ACC-M 细胞 P16 基因 mRNA

表达

图 1 GAA作用前后 ACC-M细胞中 P16基因甲基化状态
变化情况

Fig 1 P16 methylation status of ACC-M cell lines
before and after treatment by GAA

M:甲基化产物片段 234 bp；U：非甲基化产物片段 234 bp.

RFQ-PCR结果表明（图 2）：经 GAA处理 48、

72 h 后，与对照组相比，实验组 ACC-M 细胞中

P16基因的 mRNA相对表达量均出现表达上调，具

有显著性差异（ ＜0.05），但 19 滋mol/L GAA作用

48 h组与 10 滋mol/L GAA作用 72 h组间无明显差
异（＞0.05），见表 2．

表 2 GAA作用 48、72h后各组细胞 P16、β-actin基因表达 Ct值［（x±s），n＝3］

Tab. 2 The mRNA expression of P16 in ACC-M cells treatment by GAA for 48 h and 72 h［（x±s），n＝3］

组 别 p16 Ct值 β-actin Ct值 2-△△CT值

0 滋mol/L GAA处理 72 h 29.86±0.10 20.34±0.28 1

19 滋mol/L GAA作用 48 h组 32.80±0.76 23.89±0.22 4.02±0.52△

10 滋mol/L GAA作用 72 h组 31.96±1.10 23.19±0.78 4.43±0.73△

表 1 GAA作用前后 ACC-M细胞中 P16基因电泳条带平均灰度值［（x±s），n＝3］
Tab. 1 Average gray value of P16 DNA electrophoretic band in ACC-M cells before and after treatment by GAA

［（x±s），n＝3］

组 别 甲基化条带平均灰度 未甲基化条带平均灰度

0 滋mol/L GAA处理 72 h 191.79±1.24 40.57±2.60

19 滋mol/L GAA作用 48 h组 117.78±2.18△ 92.42±5.23*

10 滋mol/L GAA作用 72 h组 91.76±7.61△▲ 460.28±5.21*＃

与 0 滋mol/L组甲基化条带相比，△ ＜0.05；与 19 滋mol/L组甲基化条带相比，▲ ＜0.05；与 0 滋mol/L组未甲基化条带相比，*

＜0.05；与 19 滋mol/L组未甲基化条带相比，＃ ＜0.05.

与 0 滋mol/L组 2-△△CT值比较，△ ＜0.05.

19第 5期 岳万远，等．醋酸棉酚对人腺样囊性癌 ACC-M细胞 P16基因甲基化及 mRNA表达的影响及其意义

通路以及抑制 Bcl-2蛋白的过度表达等途径来抑制

肿瘤细胞生长和 DNA的合成及诱导肿瘤细胞的凋

亡，从而达到抗肿瘤的效果．将左旋棉酚和地塞

米松联合应用，发现左旋棉酚能和地塞米松发生协

同作用诱导人骨髓瘤细胞系包括耐药细胞株和原多

发性骨髓瘤患者细胞的凋亡[9]．也有研究[10]将化疗

药物如紫杉醇、吉西他滨、卡铂联合棉酚作用于膀

胱肿瘤细胞结果显示棉酚能作为一种致敏剂提高肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性．本课题已有研究结果

证实醋酸棉酚能对人舌鳞癌细胞系中存在的高甲基

化基因有一定的去甲基化作用[4，11]，并能使 hMLH1

（错配修复蛋白 1）、MGMT（O6- 甲基鸟嘌呤
-DNA甲基转移酶） 基因的蛋白及 mRNA 表达增

高，同时DNA甲基转移酶1的mRNA表达下调，这可

能是GAA去甲基化的作用机制.



P16基因又称周期素依赖性激酶抑制蛋白编码

基因，直接参与细胞周期的调控，负调节细胞增殖

及分裂，其编码的蛋白是一种重要的细胞周期负调

控蛋白，通过与细胞周期蛋白依赖激酶 CDK4和

CDK6结合而抑制蛋白激酶活性，阻止细胞进入 S

期，从而抑制细胞的增殖，被认为是最重要的抑癌

基因之一．研究表明[12，13]P16基因 CpG岛甲基化可

导致 P16表达缺失，是该基因失活的重要原因．

Maruya 等 [14]对 22 例 ACC 临床标本的研究表明，

P16基因启动子区的甲基化发生率为 21％，其他研

究表明在口腔鳞癌组织中可检测到较高的 P16启动

子高甲基化，并且与肿瘤的侵袭、预后及患者年龄

有关[15]．对口腔黏膜白斑的 P16甲基化进行检测，

发现其甲基化发生率为 25.6%（21/82），提示其可
能与口腔肿瘤的早期发生有关 [16]．在基因表达方

面，史宏男等[17]研究表明 P16蛋白在 ACC-M中表

达缺失，而在腺样囊性癌细胞株 ACC-2中表达阳

性，提示 Pp16可能与腺样囊性癌的转移有关，对

腺样囊性癌的组织标本的研究发现 P16蛋白无表达

或弱表达率为 52.2%（12/23） [18]，一些临床调查研

究也认为 P16蛋白表达阳性的口腔鳞癌患者有更高

的术后生存率[19]，同时 P16高表达而 EGFR（表皮

生长因子受体）低表达的口咽部鳞癌术后患者有更

高的术后生存率和较低的术后复发率[20]．

本实验通过甲基化特异性 PCR（MSP）方法检

测 ACC-M细胞在 GAA分别作用 48、72 h后 P16

基因甲基化水平的改变，结果表明：GAA作用后

ACC-M 细胞 P16 基因甲基化水平降低 （ ＜

0.05）．应用实时荧光定量 PCR（RFQ-PCR）检测

GAA对 ACC-M细胞 P16基因 mRNA表达的影响，

结果表明：GAA 作用后 ACC-M 细胞 P16 基因
mRNA表达水平升高．笔者可以推断 GAA在一定

的浓度范围内，可以让 P16基因维持低甲基化状

态，从而使基因恢复表达．因此，对 P16基因去甲

基化治疗可以作为涎腺腺样囊性癌基因治疗的一个

潜在靶点．通过恢复因高甲基化而失活或低表达的

而未发生突变或丢失的抑癌基因的再表达，可恢复

机体对细胞正常生长的调控功能，有可能达到治疗

癌症的目的．

DNA去甲基化通路在疾病治疗中是一个极具

潜力而又新颖的表观遗传治疗干预的关键，参与

DNA去甲基化过程的酶将作为一个重要的药物分

子靶标．笔者预测棉酚可能会成为一种新型去甲基

化型抗肿瘤药物，其作用机制仍需要进一步研究．

（下转第 23页）
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本实验对云南某大学云南籍新生入学体检血

清进行莱姆病和恙虫病 IgG抗体的检测，进一步证

实云南省存在莱姆病和恙虫病感染．但这两种虫

媒传染病在临床上容易误诊，借助分子生物学诊

断和血清学诊断等可以对其进行鉴别．关于莱姆

病和恙虫病在云南的流行特征以及疫源地性质等，

有待进一步研究．

云南地处中国的西南部，典型的热带和亚热带

气候、漫长的国境线、与东南亚地区频繁的经济

贸易和国际旅游往来，使之成为各种虫媒传染病

的高发区．对于类似莱姆病和恙虫病的新发和再

发热带虫媒传染病，必须加强其病例监测，做好

预防和控制，防止疫情暴发流行．
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