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RG108调控TFPI-2甲基化/TMPRSS4表达对NSCLC细胞增殖和凋亡

的影响

胡军，罗毅，谢勇，高文奎（南华大学附属第二医院 心胸外科，湖南 衡阳 421001）

[摘 要] 目的：探讨RG108对人非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）A549和H1299细胞增殖、凋亡的影响及其

可能的作用机制。方法：体外培养A549和H1299细胞，经不同浓度RG108处理后，采用MTT法、流式细胞术分别检测细胞增殖

率、细胞周期和凋亡水平；qPCR和Western blotting（WB）法检测细胞内TFPI-2 mRNA和蛋白的表达及TMPRSS4的表达量，以甲

基化特异性PCR和比色法检测细胞中TFPI-2启动子区域甲基化的状态和程度；分别采用 siRNA-TFPI-2和pcDNA3.0-TMPRSS4

质粒敲减TFPI-2或过表达TMPRSS4，然后检测细胞增殖率及凋亡率的变化。结果：RG108处理后，A549和H1299细胞的增殖

率显著降低（均P<0.05）、细胞周期阻滞于G1/S期（均P<0.05）而凋亡率显著增加（均P<0.01），细胞中TFPI-2 mRNA及蛋白表达水

平均显著升高（P<0.01和P<0.05），同时细胞中TFPI-2启动子区域甲基化程度显著降低（均P<0.05）、TMPRSS4的表达也明显减少

（P<0.05）。沉默TFPI-2表达后，A549和H1299细胞的增殖水平显著增加（均P<0.05），而转染pcDNA3.0-TMPRSS4质粒则显著降

低细胞的凋亡率（均P<0.05）。结论：RG108能够通过抑制TFPI-2甲基化负向调控TMPRSS4表达进而抑制A549和H1299细胞

的增殖，并促进其凋亡。
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RG108 affects the proliferation and apoptosis of NSCLC cells by regulating TFPI-2
methylation and TMPRSS4 expression
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of RG108 on the proliferation and apoptosis of human non-small cell lung cancer

(NSCLC) cell lines (A549, H1299) and explore its molecular mechanism. Methods: A549 and H1299 cells were cultured in vitro and

treated with different concentrations of RG108. The cell proliferation, cell cycle and apoptosis were detected by MTT assay and Flow

cytometry, respectively. qPCR and Western blotting (WB) were used to detect the TFPI-2 mRNA and protein expressions as well as the

expression of TMPRSS4 in cells. Meanwhile, the methylation status and degree of TFPI-2 promoter in cells were detected with

Methylation-specific PCR (MSP) and colorimetry. Finally, siRNA-TFPI-2 and pcDNA3.0-TMPRSS4 plasmids were used to silence

TFPI-2 or overexpress TMPRSS4, and then the changes in cell proliferation and apoptosis were detected. Results: After treatment with

RG108, the proliferation rate of A549 and H1299 cells were significantly decreased (all P<0.05), while the apoptosis rate were

significantly increased(P<0.05), the cell cycle were arrested in G1/S phase (P<0.05), and the intracellular mRNA and protein

expressions of TFPI-2 were significantly increased (P<0.01 or P<0.05). Meanwhile, the methylase degree in TFPI-2 promoter region

and the expression of TMPRSS4 in cells were all significanly decreased ( all P<0.05). After TFPI-2 silence, the proliferation levels of

A549 and H1299 cells were significantly increased(all P<0.05); however, the apoptosis rate of A549 and H1299 cells were significantly

reduced after transfection with pcDNA3.0-TMPRSS4(all P<0.05). Conclusion: RG108 can inhibit proliferation of A549 and H1299

cells and promote apoptosis by inhibiting the methylation of TFPI-2 and negatively regulates the expression of TMPRSS4.
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肺癌是全世界癌症死亡的主要原因之一，虽然

化疗和放疗等标准治疗能够有效提高人非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）患者的生活质

量，但其5年生存率仍然较低[1]。DNA甲基化作为人

类表观遗传调控机制之一，其在肿瘤相关基因的表

达调控上发挥着关键作用。通过调节甲基转移酶的

活性可以改变甲基化状态，进而恢复细胞正常功

能[2]。因此，针对肿瘤细胞采取去甲基化治疗已成为

目前肿瘤治疗的新方向。RG108是目前已知的一种

小分子的甲基化转移酶抑制剂，其能高效地抑制

DNA甲基化，且无细胞毒性[3]。目前RG108已广泛

应用于结肠癌与白血病的研究[4]。

穿膜丝氨酸蛋白酶 4（transmembrane protease

serine 4，TMPRSS4）属于Ⅱ型穿膜丝氨酸蛋白酶家族

成员，已有研究[5]通过用 cDNA 微阵列筛选了 90 例

NSCLC患者的手术切除组织标本，确认TMPRSS4是

一个新颖的药物治疗的基因靶点。此外，组织因子途

径抑制物-2（tissue factor pathway inhibitor-2，TFPI-2）

作为一种丝氨酸蛋白酶抑制剂对胰蛋白酶、糜蛋白

酶、纤溶酶、血浆激肽释放酶的活性均有较强的抑制

作用[6]；且目前已有研究[7]证实TFPI-2还是一个可直

接调节TMPRSS4表达的调控基因。考虑到TFPI-2、

TMPRSS4与NSCLC的发生发展均存在密切关系，本

研究拟通过探讨RG108对NSCLC细胞株增殖和凋

亡的影响，以及其与TFPI-2、TMPRSS4之间关系，以

期为临床治疗NSCLC患者提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人非小细胞肺癌细胞株A549、H1299购自中科

院细胞库，DNA 甲基转移酶抑制剂 RG108 购自

CSNpharm公司，TRIzol试剂盒、逆转录试剂盒均购

自美国 Invitrogen 公司，pcDNA3.0-TMPRSS4 质粒

和 siRNA-TFPI-2 由上海生物工程有限公司构建，

荧光素酶报告基因 pGL4.10-TMPRSS4 由汉恒生物

科技有限公司构建，MTT试剂购自北京索莱宝科技

有 限 公 司 ，兔 源 性 TFPI-2 一 抗 抗 体 、兔 源 性

TMPRSS4一抗抗体、β-actin抗体购自Cell Signaling

公司，HRP标记的羊抗兔二抗抗体购自美国CST公

司，Annexin Ⅴ-FITC凋亡试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司，Epiquik甲基化分析（比色法）试剂

盒、甲基化特异性 PCR（methylation-specific PCR,

MSP）试剂盒均购自北京百奥莱博科技有限公司。

1.2 细胞培养与处理

在A549、H1299细胞中加入含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基中，随后将细胞置于37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h，待细胞生长汇合度为 80%左右

时 ,采用浓度为 0、20、40 μmol/L RG108 分别处理

A549和H1299细胞，48 h后收集细胞待用。

1.3 MTT法检测A549、H1299细胞的增殖能力

收集RG108处理后的A549、H1299细胞，分别加

入至 96孔板中（细胞密度为 5×104/ml，每孔 100 μl）。

按照上述条件以RG108处理细胞，并设置 3个复孔，

细胞继续培养 24 h。随后在各孔中分别加入 10 μl

MTT试剂，继续培养 4 h后加入 150 μl DMSO，待其

充分混匀，用酶标仪于 490 nm波长处检测各组细胞

的光密度（D）值，并计算细胞增殖率，计算公式为：细

胞增殖率=[（D处理组-D空白组）/（D未处理组-D空白组）]×100%。

1.4 qPCR 法检测 A549 和 H1299 细胞中 TFPI-2、

TMPRSS4 mRNA的表达

取处理后的A549、H1299细胞，提取细胞总RNA，

并用TaqMan逆转录试剂将其逆转录为cDNA，随后进

行引物扩增。PCR反应条件：95 ℃ 5 min、95 ℃ 30 s、

55 ℃ 20 s、72℃ 20 s，40个循环。引物设计如下：TFPI-2

上下游引物为 5′-GGGCAACGCCAACAATTTC-3′、

5′-TTTCTTTGGTGCGCAGAAGC-3′，TMPRSS4上下

游引物为 5′-CCGATGTGTTCAACTGGAAG-3′、5′-

CCCATCCAAT GATCCAGAGT-3′，GAPDH上下游引

物 为 5′-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3′ 、5′-GAA

GATGGTGATGGGATTTC-3′。扩增完毕后，采用2-△△Ct

法计算TFPI-2和TMPRSS4 mRNA的相对表达量。

1.5 WB 法检测 A549 和 H1299 细胞中 TFPI-2 和

TMPRSS4蛋白的表达

收集RG108处理后的A549、H1299细胞并提取

细胞总蛋白，用BCA法检测蛋白浓度。在蛋白样本

中加入上样缓冲液后进行 SDS-PAGE。随后进行转

膜，并将膜置于5%脱脂奶粉中封闭2 h。加入TFPI-2

一抗抗体以及 TMPRSS4 一抗抗体（均以 1∶1 000

稀释）4 ℃孵育过夜，再加 HRP 标记羊抗兔二抗

（1∶5 000稀释）后室温孵育2 h。最后在膜上滴加ECL

发光液后置于显影仪中避光显影，并通过 Image J2X

软件进行灰度值扫描，并计算各蛋白的相对表达量。

1.6 siRNA敲减A549、H1299细胞中TFPI-2表达

将对数生长期的A549、H1299细胞加入至6孔板

中培养，随后将稀释好的 siRNA-TFPI-2 及 siRNA-

control分别加入至 6孔板中，孵育 20 h后弃去上清，

并加入新的完全培养基继续培养72 h进行传代。干

扰完成后通过 WB 法检测细胞内 TFPI-2 的表达水

平，以评估RNA干扰效果。

1.7 流式细胞术检测A549、H1299细胞周期与凋亡

收集经过RG108处理后的A549、H1299细胞，用

PBS缓冲液清洗细胞2～3次，随后800×g离心5 min，弃
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上清并用100 μl Binding缓冲液重悬混匀细胞。随后加

入10 μl Annexin-V FITC和10 μl的PI溶液（细胞凋亡检

测）或加入2 μl RNA酶和10 μl PI溶液（细胞周期检测），

37 ℃避光反应20 min后于流式细胞仪上进行检测。

1.8 MSP法检测A549、H1299 细胞内TFPI-2启动子

区域甲基化状态

提取上述细胞DNA并用亚硫酸氢钠处理，DNA

纯化后按照试剂盒说明书以10 μl反应体系进行扩增

（5 μl PCR Mix、2 μl引物、2 μl DNA、1 μl ddH2O），反

应条件如下：95 ℃ 10 min，随后以 95 ℃ 30 s、56 ℃

22 s、58 ℃ 32 s、72 ℃ 30 s反应40个循环。将PCR产

物在 2%琼脂糖凝胶上进行电泳，用溴化乙锭染色，

凝胶成像系统拍照并分析。

1.9 比色法检测A549、H1299细胞中TFPI-2启动子

区域甲基化程度

收集RG108处理后的A549、H1299细胞，提取总

蛋白，并用BCA法检测蛋白浓度。使用Epiquik甲基

化分析试剂盒进行以下操作：将15 μg细胞总蛋白加

入到含有胞嘧啶DNA的样品孔中，按照试剂盒的说

明先后加入捕获抗体与显色剂，并使用酶标仪于450 nm

波长处读取各孔的光密度（D）值。细胞中TFPI-2启

动子区域甲基化程度=（处理组D值/对照组D值）×

100%。

1.10 荧光素酶实验检测 A549、H1299 细胞中

TMPRSS4的转录活性

采用转染试剂将构建好的 pGL4.10-TMPRSS4

荧光质粒分别转染至 A549 和 H1299 细胞中，并以

pGL4.10荧光质粒作为对照，继续培养48 h。随后在

上述细胞中加入裂解液，室温孵育 15 min，孵育完成

后 9 000×g 离心 10 min，取上清进行 TMPRSS4 荧光

素酶活性测定，结果以相对光单位（relative light

units，RLU）表示。计算公式：RLU=萤火虫荧光素酶

荧光强度/内参海肾荧光素酶荧光强度。

1.11 统计学处理

所有数据均取自3次独立实验。采用SPSS 18.0

统计学软件进行分析。计数资料以百分率表示，两

组间率的比较采用 χ2检验；正态分布的计量数据以

x̄±s表示，两组均数间比较采用双侧 t检验，多组间两

两比较采用单因素方差分析后再进行 LSD-t 检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 RG108抑制肺癌细胞的增殖和诱导周期阻滞并

促进其凋亡

采用10、20、40 μmol/L RG108处理A549或H1299

细胞后，MTT法检测结果（图1A）显示，RG108在一定

程度上抑制细胞增殖，其中40 μmol/L RG108处理后细

胞增值率降低最为明显，分别为对照组的（58±2.35）%

和（65±1.67）%（均P<0.05）。流式细胞术检测结果（图

1B，表1）显示，RG108处理后能诱导A549、H1299细胞

周期阻滞，主要表现为G1和S期细胞增多，其中40 μmol/

L RG108 处理 A549、H1299 细胞后 G1、S 期细胞为

（80.81±1.64）%和（14.14±0.97）% 、（78.97±2.13）%和

（19.45±1.17）%（均P<0.05）。此外，RG108也能促进

A549、H1299细胞凋亡，且随着RG108浓度的递增，凋

亡率逐渐增高（图1C），其中40 μmol/L RG108处理后凋

亡率可达（34.35±2.41）%和（36.78±3.07）%（均P<0.05）。

2.2 RG108 显著上调 A549、H1299 细胞中 TFPI-2

mRNA和蛋白的表达

qPCR检测结果（图2A）显示，A549或H1299细胞

中 TFPI-2 mRNA 表达水平较低，而采用不同浓度

RG108 处理后，TFPI-2 mRNA 表达水平逐渐增高。

WB检测结果（图 2B）也显示，RG108处理后可显著

上调细胞内TFPI-2蛋白的表达水平。

2.3 RG108明显抑制A549、H1299细胞内TFPI-2启

动子区域甲基化

MSP法检测结果（图 3A）显示，不同浓度RG108

处理细胞后，能有效减少TFPI-2的甲基化，而非甲基

化的 TFPI-2逐渐增多。比色法检测结果（图 3B）显

示，不同浓度 RG108 处理后，A549 或 H1299 细胞内

TFPI-2 甲基化程度均有所降低，其中 40 μmol/L

RG108处理后，A549 和 H1299 细胞中甲基化程度

较对照组均降低了（44.6±2.78）%和（53.4±3.01）%

（均P<0.05）。

2.4 RG108抑制肺癌细胞中TMPRSS4表达

采用10、20、40 μmol/L RG108处理A549和H1299

细胞后，WB检测结果（图4A）显示，胞内TMPRSS4蛋

白表达水平随着RG108浓度的递增而降低。荧光素酶

报告实验检测结果（图4B）显示，经RG108处理后，A549

和H1299细胞内TMPRSS4报告基因活性显著降低（均

P<0.05）。以上实验结果提示，RG108能从基因转录活

性和蛋白表达水平上抑制TMPRSS4表达。

2.5 沉 默 TFPI-2 或 过 表 达 TMPRSS4 显 著 减 轻

RG108对A549和H1299细胞的增殖抑制作用并降低

凋亡率

采用 siRNA沉默TFPI-2表达后，再用 40 μmol/L

RG108处理48 h，MMT法检测结果（图5A、B）显示，沉

默TFPI-2表达后可显著减轻RG108对A549和H1299

细胞增殖的抑制作用（均P<0.05）。同时，qPCR法检测

结果（图5C）显示，沉默TFPI-2也能明显削弱RG108对

TMPRSS4 mRNA表达的抑制作用（P<0.05）。此外，WB

法检测结果也显示，转染pcDNA3.0-TMPRSS4质粒后，
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细胞内TMPRSS4蛋白的表达水平显著上升（图5D），

A549和H1299 细胞凋亡率均显著降低（均 P<0.05，

图5E）。以上结果提示，RG108通过TFPI-2/TMPRSS4

轴而影响A549和H1299细胞的增殖和凋亡。

*P<0.05，**P<0.01 vs 0 μmol/L group

图1 不同浓度RG108对A549或H1299细胞增殖（A）、周期（B）和凋亡（C）的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of RG108 on proliferation (A), cell cycle (B) and apoptosis (C) of A549 or H1299 cells

表1 RG108对A549或H1299细胞周期的影响（%）

Tab.1 Effect of RG108 on cell cycle of A549 or H1299 cells (%)

RF108

（cB/μmol·L-1）

0

10

20

40

F

P

A549

G1

59.95±2.12

67.15±0.83

74.25±1.54

80.81±0.89

4.71

<0.05

G2

10.16±1.08

5.38±1.22

7.48±1.45

5.05±0.23

3.62

<0.05

S

29.9±1.32

27.47±0.72

18.27±0.25

14.14±0.79

5.71

<0.05

H1299

G1

56.89±2.05

64.16±1.63

72.79±1.18

78.97±1.76

4.58

<0.05

G2

11.31±0.76

7.47±0.56

6.37±1.04

1.58±0.21

6.12

<0.05

S

31.80±1.65

28.37±1.07

20.84±1.98

19.45±1.88

3.92

<0.05

*P<0.05，**P<0.01 vs 0 μmol/L group

图2 RG108对A549或H1299细胞中TFPI-2 mRNA（（A））以及蛋白（（B））表达的影响

Fig.2 Effect of RG108 on TFPI-2 mRNA (A) and protein (B) expressions in A549 or H1299 cells
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*P<0.05 vs 0 μmol/L group

图3 RG108对细胞中TFPI-2启动子区域甲基化状态（A）

和程度（B）的影响

Fig.3 Effects of RG108 on methylation status (A)

and degree (B) of TFPI-2 promoter region in cells

3 讨 论

NSCLC约占所有肺癌类型的 80%，与小细胞癌

相比，其癌细胞生长分裂较慢，扩散转移相对较晚。

目前NSCLC确切发病机制尚不清楚，可能与生活方

式、遗传因素等均存在关系[8]。有研究[9]表明，RG108

可使RASSF1A基因启动子区域去甲基化，进而抑制

肺癌A549细胞增殖。本研究采用RG108处理A549、

H1299细胞后，进一步证实RG108能够抑制肺癌细胞

增殖并促进其凋亡。笔者推测可能是由于RG108具

有特异性较高的抑制作用，通过抑制肿瘤细胞中胞

嘧啶的甲基化水平而发挥抑制肿瘤的作用。

TFPI-2是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，广泛存在

于人体内的多个组织中。研究[6]显示，TFPI-2的表达

与肿瘤的发生发展密切相关，其可能通过抑制胰蛋

白酶、纤溶酶等多种酶的活性而发挥促进肿瘤细胞

凋亡的作用。在肝癌细胞中过表达TFPI-2可显著抑

制肝癌细胞增殖，表明TFPI-2可作为一种抑癌基因

来调控肝癌细胞增殖[10]。本研究发现，RG108处理肺

癌细胞能够促进TFPI-2表达进而抑制细胞增殖，而

采用 siRNA 沉默 TFPI-2 表达则会减轻 RG108 对

A549、H1299细胞增殖的抑制作用。说明TFPI-2参

与了RG108对肺癌细胞的调控作用，RG108可能通

过TFPI-2来抑制肺癌细胞中某些胰蛋白酶以及溶解

酶的活性，从而抑制肿瘤细胞增殖。

*P<0.05 vs 0 μmol/L group

图4 RG108对TMPRSS4蛋白表达（A）及其基因转录活性（B）的影响

Fig.4 Effects of RG108 on TMPRSS4 protein expression (A) and gene transcriptional activity (B)

研究[11-13]表明，在结肠癌、乳腺癌等恶性肿瘤组

织中，TFPI-2表达水平变化可能是由于TFPI-2启动

子甲基化改变引起的。相关研究[14]证实，在NSCLC

患者体内TFPI-2的甲基化程度与肿瘤发展的恶性程

度呈负相关。本研究中，经RG108处理后的肺癌细

胞中 TFPI-2 启动子区域甲基化程度显著减轻。

RG108处理A549、H1299细胞后能够抑制细胞增殖

可能就是通过降低TFPI-2的甲基化水平进而发挥作

用。本实验进一步证实了TFPI-2能够参与RG108对

肺癌A549、H1299细胞增殖与凋亡的调控作用。

TMPRSS4作为一种穿膜丝氨酸蛋白酶，具有丝

氨酸蛋白酶保守结构域，能够参与多种细胞生理过

程，包括细胞周期、增殖、凋亡等[15]。如TMPRSS4表

达功能出现异常将直接影响肿瘤的发生发展。研

究[16]显示，TMPRSS4在结肠癌中呈高表达，而干扰细

胞中TMPRSS4的表达可显著抑制癌细胞的增殖与

迁移。此外，TMPRSS4基因还可有效抑制人乳腺癌

细胞凋亡，并促进癌细胞增殖[17]。本研究在 RG108

处理的A549、H1299细胞中发现TMPRSS4的表达水

平显著降低，而转染 pcDNA3.0-TMPRSS4 质粒后，

A549、H1299 细胞凋亡率也出现了降低 ，提示

TMPRSS4与肺癌的发生发展也存在密切关系。由于

TMPRSS4可与其他因子相互作用激活相关蛋白酶进

而促进肿瘤细胞增殖，因此本研究中 RG108 处理

A549、H1299细胞后，主要通过调控 TMPRSS4表达

来发挥抑制癌细胞增殖的作用。
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*P<0.05 vs 0 μmol/L group; △P<0.05 vs Control group or pcDNA3.0 group

A, B: Effect of silencing TFPI-2 on cell proliferation; C: Effect of silencing TFPI-2 on intracellular expression of TMPRSS4; D: The level

of intracellular TMPRSS4 after transfection with pcDNA3.0-TMPRSS4 plasmid; E: Effect of TMPRSS4 overexpression on the apoptosis

图5 沉默TFPI-2或过表达TMPRSS4对细胞增殖与凋亡的影响

Fig.5 Effects of TFPI-2 silencing or TMPRSS4 overexpression on cell proliferation and apoptosis

综上，本研究初步证实 RG108 能够通过抑制

TFPI-2 甲基化负向调控 TMPRSS4 表达进而抑制

A549以及H1299细胞增殖，并促进其发生凋亡。但

RG108在调控肺癌细胞增殖与凋亡过程中是否还存

在其他机制目前尚不清楚，有待进一步探讨，本研究

结果为临床NSCLC的治疗提供了新的思路。
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