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摘要 目的：探讨与研究 DACT2 基因启动子甲基化与宫颈癌细胞化疗敏感性的相关性。方法：人宫颈癌顺铂耐药细胞系

SIHA/DDP 根据实验目的分为三组 - 对照组、DACT 1 组与 DACT 2 组，组分别加入含 0.0 滋mol/L、1.0 滋mol/L、10.0 滋mol/L
DACT2基因启动子甲基化抑制剂 -5-aza-dC进行治疗，采用 MTT法检测细胞增殖指数，流失细胞法检测细胞凋亡指数，PCR法

检测甲基化水平，流式细胞仪检测胞周期，Western Blot检测Wnt蛋白与 TGF-茁1蛋白表达情况。结果：治疗后 24 h、36 h的

DACT 1组与 DACT 2组 DACT2基因启动子甲基化相对水平低于对照组(P<0.05)，DACT 2组低于 DACT 1组(P<0.05)。治疗后
24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组细胞增殖指数低于对照组(P<0.05)，细胞凋亡指数高于对照组(P<0.05)，DACT 2组与 DACT

1组对比差异都有统计学意义 (P<0.05)。治疗后 24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组 G2/M期细胞比例高于对照组(P<0.05)，
G0/G1期细胞比例低于对照组(P<0.05)，DACT 1组与 DACT 2组对比差异有统计学意义(P<0.05)。治疗后 24 h、36 h的 DACT 1

组与 DACT 2组的Wnt蛋白与 TGF-茁1蛋白相对表达水平低于对照组(P<0.05)，DACT 2组低于 DACT 1组(P<0.05)。结论：抑制
DACT2基因启动子甲基化能抑制宫颈癌细胞的Wnt/TGF-茁1信号通路的激活，能调节宫颈癌细胞周期平衡，能抑制顺铂耐药性
宫颈癌细胞增殖，促进细胞凋亡，并增强化疗敏感性，且在本研究设置范围内，作用剂量越高，效果越显著。
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The Relationship between DACT2 Gene Promoter Methylation
and Chemotherapy Sensitivity of Cervical Cancer Cells*

To explore and study the correlation of Homo sapiens dapper，antagonist of beta-catenin (DACT)2 gene

promoter methylation and chemotherapy sensitivity of cervical cancer cells. The cisplatin-resistant human cervical cancer cell

line SIHA/DDP was divided into three groups according to the experimental purpose-control group, DACT 1 group and DACT 2 group.

Submethylation inhibitor-5-aza-dC were used for treatment. MTT method were used to detect cell proliferation index, loss cell method to

detect cell apoptosis index, PCR method to detect methylation level, flow cytometry to detect cell cycle, Western Blot The expression of

Wnt protein and TGF-茁1 protein were detected. At 24h and 36h after treatment, the relative levels of DACT2 gene promoter

methylation in DACT 1 and DACT 2 groups were lower than those in the control group (P<0.05), and the DACT 2 group were lower

than that in the DACT 1 group (P<0.05). The cell proliferation index in DACT 1 group and DACT 2 group were lower than that in the

control group (P<0.05), and the apoptosis index were higher than that in the control group (P<0.05). There were also statistical

significance compared between the DACT 2 group and the DACT 1 group (P<0.05). At 24h and 36h after treatment, the proportion of
cells in G2/M phase in DACT 1 group and DACT 2 group were higher than that in control group (P<0.05), and the proportion of cells in
G0/G1 phase were lower than that in control group (P<0.05). There were also statistical significance compared between the DACT 2

group and the DACT 1 group(P<0.05). The relative expression levels of Wnt protein and TGF-茁1 protein in DACT 1 group and DACT 2

group at 24h and 36h after treatment were lower than those in control group (P<0.05), and DACT 2 group were lower than DACT 1

group (P<0.05). Inhibition of DACT2 gene promoter methylation can inhibit the activation of Wnt/TGF-茁1 signaling
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前言

宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，在部分地区长期位

居妇科恶性肿瘤的首位。手术切除、化疗、放疗、内分泌药物是

宫颈癌的主要治疗手段，但是因复发或耐药等问题导致宫颈癌

患者的死亡率一直居高不下[1，2]。根治性放射治疗具有比较好的

效果，但会引起泌尿和肠道系统副作用及性功能障碍等并发

症[3，4]。同时宫颈癌对于化疗的耐药性一直是治疗失败的主要原

因，且化疗也存在个体差异性，为此在临床上需寻找增加化疗

敏感性的方法。宫颈癌的发生、进展的过程是复杂的，与基因与

蛋白表达的改变都有显著关联性 [5，6]。DACT 是可参与调节

Wnt/TGF-茁1信号通路的调控因子，从而对肿瘤的增殖与侵袭
具有抑制调控作用，DACT2为 DACT家族的主要成员，在多个

恶性肿瘤组织中都有所表达[7，8]。如果 DACT2启动子区域发生

甲基化可导致 DACT2基因失活，则 DACT2蛋白不能正常表

达，导致 Wnt/TGF茁 信号通路失常，从而抑癌作用会有所降
低[9，10]。5-氮杂 -2'-脱氧胞苷简称为 aza-dC，是 DNA甲基转移

酶Ⅰ(DNA methyltransferase I，DNMTⅠ)的抑制剂，它主要通过

共价键与 DNMTI结合后可逆转 DNA的甲基化，从而促进相

关沉默基因的重新表达[11，12]。本文探讨与分析了 DACT2基因

启动子甲基化与宫颈癌细胞化疗敏感性的相关性，希望为宫颈

癌的去甲基化治疗提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人宫颈癌顺铂耐药细胞系 SIHA/DDP购自协和医学院基

础所，培养在含 10 % FBS的 1640培养基中，培养条件：5.0 %

二氧化碳、相对湿度 95.0 %、37℃细胞专用培养箱，48 h更换

一次培养基。MTT检测试剂盒购自上海生工公司，5-aza-dC购

自美国 sigma公司，抗 Wnt抗体、抗 TGF-茁1抗体购自武汉三
鹰公司，凋亡试剂盒购自上海碧云天生物公司。

1.2 细胞分组与干预

将 SIHA/DDP 细胞按照实验设置分为三组 - 对照组、

DACT 1组与 DACT 2组，SIHA/DDP细胞细胞稀释至密度 5伊
104/mL，接种于 96孔板，每孔 100 滋L。将 5-aza-dC稀释为 3个

浓度梯度 -0.0 滋mol/L、1.0 滋mol/L、10.0 滋mol/L，每次浓度设 3

个复孔。上述细胞贴壁后弃原培养液，对照组、DACT 1组与

DACT 2 组分别加入含 0.0 滋mol/L、1.0 滋mol/L、10.0 滋mol/L
5-aza-dC的培养基，培养 24 h与 36 h后加入常规培养基 100 滋L
进行常规培养。

1.3 MTT法检测细胞增殖指数

将各时间点治疗后的细胞加入 10 滋L MTT溶液，继续培

养 4 h，去掉上清后加入 150 滋L二甲基亚砜，震荡摇匀 10 min，

溶解结晶物，酶联检测仪测量 570 nm处各孔吸光值，计算细胞

增殖指数。

1.4 流失细胞法检测细胞凋亡指数

将各时间点治疗后的细胞转移入标记好的离心管中，采用

预冷的 PBS洗涤细胞 2次。采用BindingBuffer重悬细胞，调整细

胞密度。分装到流式管中，向每个流式管中加入 5 滋L Annexin

V-PE和 5 滋L Annexin V-FITC，避光孵育 15 min，然后在流式

细胞仪检测细胞凋亡指数。

1.5 PCR法检测甲基化水平

将各时间点治疗后的细胞提取核酸后，设计 DACT2基因

启动子区域的引物，逆转录后 PCR反应条件：95 ℃ 5 min；

95 ℃ 45 s，56℃ 45 s，40个循环，Ct值≤ 38判断为 DACT2基

因启动子甲基化，计算 DACT2基因启动子甲基化的相对水平。

1.6 流式细胞仪检测胞周期

将各时间点治疗后的细胞调整浓度为 1伊106个 /mL，使用

70 %乙醇 4℃重悬固定，磷酸盐缓冲液离心沉淀去除固定液。

用碘化丙啶染液重悬细胞(每 1伊106个细胞加 1 mL PI染液)，室

温避光孵育 30 min。过滤细胞悬液后进行上流式细胞仪分析，

检测与计算各个细胞周期的比例。

1.7 Western Blot检测Wnt蛋白与 TGF-茁1蛋白表达情况
收集将各时间点治疗后的细胞，提取细胞总蛋白，

SDS-PAGE电泳、转膜后，4 ℃孵育一抗(抗 Wnt抗体、抗 TGF-

茁1抗体，稀释度均 1：1000)过夜，洗涤后后室温下孵育二抗至

工作浓度(1：1000)，孵育 1 h，洗涤后进行显色扫描。

1.8 统计学方法

本次研究分析实验数据通过 SPSS24.00软件。通过均数依
标准差表示计量资料，通过 t-test进行两组间对比，通过单因素

方差分析进行多组间对比，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 DACT2基因启动子甲基化情况

治疗后 24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组 DACT2基

因启动子甲基化相对水平低于对照组(P<0.05)，DACT 2组低于

DACT 1组(P<0.05)。见表 1。

2.2 细胞增殖与凋亡指数对比

治疗后 24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组细胞增殖指

数低于对照组 (P<0.05)，细胞凋亡指数高于对照组(P<0.05)，
DACT 2组与 DACT 1组对比差异都有统计学意义(P<0.05)。见
表 2。

2.3 细胞周期比例对比

治疗后 24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组 G2/M期细

胞比例高于高于对照组 (P<0.05)，G0/G1期细胞比例低于对照
组 (P<0.05)，DACT 1组与 DACT 2组对比差异有统计学意义

pathway in cervical cancer cells, regulate the balance of cervical cancer cell cycle, inhibit the proliferation of cisplatin-resistant cervical

cancer cells, and promote cell apoptosis, thereby increasing chemosensitivity. And within the setting range of this study, the higher the

dose, the more significant the effect.

Chemosensitivity; DACT2 gene; Promoter; Methylation; Cervical cancer; Cell proliferation; Cell cycle; Apoptosis
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Groups n 24 h 36 h

DACT 2 group 3 0.56依0.06① ② 0.43依0.03① ②

DACT 1 group 3 1.49依0.11① 1.11依0.09①

Control group 3 2.74依0.14 2.75依0.26

F 12.833 17.482

P ＜0.001 ＜0.001

Note: Compared with the control group, ① P<0.05; compared with the DACT 1 group, ② P<0.05. The same below.

表 1三组治疗后不同时间点的 DACT2基因启动子甲基化相对水平对比

Table 1 Comparison of the relative promoter methylation levels of DACT2 gene promoters at different time points after treatment in the three groups

表 2三组治疗后不同时间点的细胞增殖与凋亡指数对比(%)

Table 2 Comparison of cell proliferation and apoptosis index at different time points after treatment in three groups(%)

Groups n
Cell proliferation index Apoptotic index

24 h 36 h 24 h 36 h

DACT 2 group 3 22.99依3.12① ② 28.44依2.67① ② 18.09依3.11① ② 24.21依2.22① ②

DACT 1 group 3 34.22依4.20① 43.90依4.44① 11.29依3.85① 17.02依1.01①

Control group 3 41.89依3.22 67.48依3.99 8.44依4.22 11.30依0.98

F 17.103 24.103 25.024 27.858

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 3三组治疗后不同时间点的细胞周期比例对比(%)

Table 3 Comparison of cell cycle ratios at different time points after treatment for the three groups (%)

Groups n
24 h 36 h

Phase G2/M Phase G0/G1 Phase S Phase G2/M Phase G0/G1 Phase S

DACT 2 group 3 24.67依2.98① ② 51.43依4.13① ② 24.22依2.49 28.33依3.02① ② 47.98依3.29① ② 25.01依2.74

DACT 1 group 3 22.42依3.13① 62.00依3.87① 24.99依2.84 25.09依2.10① 60.20依2.48① 25.98依3.10

Control group 3 19.29依3.09 66.49依4.09 25.22依3.10 19.26依2.22 66.20依3.02 25.20依2.84

F 9.991 10.293 0.533 11.949 14.509 0.483

P ＜0.001 ＜0.001 0.510 ＜0.001 ＜0.001 0.615

表 4三组治疗后不同时间点的Wnt蛋白与 TGF-茁1蛋白相对表达水平对比
Table 4 Comparison of the relative expression levels of Wnt protein and TGF-1 protein at different time points after treatment in the three groups

Groups n
Wnt TGF-茁1

24 h 36 h 24 h 36 h

DACT 2 group 3 1.02± 0.22① ② 0.78依0.05① ② 1.23依0.24① ② 1.00依0.14① ②

DACT 1 group 3 2.83± 0.21① 2.34依0.09① 3.10依0.32① 2.87依0.16①

Control group 3 4.29± 0.22 4.27依0.13 5.10依0.17 5.09依0.22

F 28.193 32.488 29.993 35.052

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

(P<0.05)。见表 3。

2.4 Wnt蛋白与 TGF-茁1蛋白相对表达水平对比
治疗后 24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组的Wnt蛋白

与 TGF-茁1蛋白相对表达水平低于对照组(P<0.05)，DACT 2组

低于 DACT 1组(P<0.05)。见表 4。

3 讨论

宫颈癌为女性的常见恶性肿瘤，随着诊断技术的发展，越

来越多的人被检测出患有宫颈癌，目前手术为宫颈癌的主要治

疗方法[13]。若发展为难治性宫颈癌，往往需要放疗或化疗，通常

中晚期患者可行姑息性放疗可改善症状，延长生存期[14]。目前
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宫颈癌化疗药物最主要的一种就是顺铂，该要去进入细胞后能

优先结合茁-微管蛋白，破坏细胞的正常有丝分裂，细胞在
G2/M期后就不再分裂，直至细胞凋亡。但是随着顺铂的广泛使

用，其耐药性越来越高[15，16]。

DNA甲基化属于表观遗传学的一种，许多恶性肿瘤的发

生也已被证实与 DNA甲基化密切相关[17]。其中，DACT2基因

表达异常可导致细胞迁移发生变化，促进细胞增殖[18]。有研究

显示：DACT2基因启动子区甲基化可能参与恶性肿瘤的发生，

该基因表达可使恶性肿瘤细胞停滞于分裂期的 G0/G1期，并

抑制Wnt通路信号的转导进而抑制恶性肿瘤的发展[19]。本研究

显示治疗后 24h、36h的 DACT 1组与 DACT 2组 DACT2基因

启动子甲基化相对水平低于对照组 (P<0.05)，DACT 2组低于

DACT 1组(P<0.05)，表明 5-aza-dC能有效抑制 DACT2基因启

动子甲基化水平。

铂类仍为癌正治疗的一线用药，但其耐药性极大地影响了

宫颈癌的化疗效果，甚或长期进行顺铂治疗还可引起肿瘤的复

发、转移甚至死亡，有研究显示当铂类药物进入体内后，可与肿

瘤细胞核内的 DNA形成多种复合物，这可能是耐药性发生的

机制之一 [20，21]。本研究显示治疗后 24h、36h的 DACT 1组与

DACT 2组细胞增殖指数低于对照组(P<0.05)，细胞凋亡指数
高于对照组(P<0.05)，DACT 2组与 DACT 1组对比差异都有统

计学意义(P<0.05)，表明抑制 DACT2 基因启动子甲基化能抑

制顺铂耐药性宫颈癌细胞增殖，促进细胞凋亡。结合相关研究

分析：在恶性肿瘤中，DACT2启动子区发生高度甲基化，因此

该基因表达下调或缺失，这也是多种恶性肿瘤发生和转移的机

制之一[22，23]。DNA甲基化是表型遗传修饰的主要内容之一，是

在 DNA甲基转移酶催化下，可使得异常甲基化的抑癌基因表

达沉默，从而导致恶性肿瘤患者病情恶化[24]。5-Aza-CdR为一种

胞苷类似物，也为甲基化抑制剂，可通过与 DNA甲基化酶共价

结合，降低酶的生物学活性而发挥作用[25]。本研究显示治疗后

24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组 G2/M期细胞比例高于

高于对照组 (P<0.05)，G0/G1期细胞比例低于对照组(P<0.05)，
DACT 1组与 DACT 2组对比差异有统计学意义(P<0.05)，表明
抑制 DACT2基因启动子甲基化能调节宫颈癌细胞周期平衡，

结合上述研究从机制上分析，抑制 DACT2基因启动子甲基化

可使异常甲基化的 DACT2基因重新表达，则 DACT2蛋白可

恢复活性，影响细胞周期状况，可以抑制肿瘤细胞增殖。

现代研究表明恶性肿瘤的发生是内在和外界多种因素共

同作用下，使肿瘤细胞在基因水平上丧失了正常的生长调控功

能，导致细胞的异常生长及分化，其中 Wnt/TGF-茁1信号通路
发挥了重要的作用[26，27]。有研究显示与基因突变或缺失不同，异

常的 DNA甲基化是可以逆转的，DNA甲基转移酶抑制剂的应

用可能通过去甲基化作用使异常甲基化的 DACT2 蛋基因重

新表达，则 DACT2蛋白可恢复活性，使得Wnt/TGF-茁1为信号
传导被抑制，从而抑制肿瘤细胞增殖[28]。本研究显示治疗后

24 h、36 h的 DACT 1组与 DACT 2组的 Wnt蛋白与 TGF-茁1
蛋白相对表达水平低于对照组(P<0.05)，DACT 2组低于 DACT

1组 (P<0.05)，结合相关研究分析：DACT2 的甲基化可使得
DACT2失活，其失活主要机制之一为 DACT2基因 CpG岛的

异常甲基化修饰，抑制 DACT2 基因启动子甲基化能抑制

Wnt/TGF-茁1信号通路的激活 [29，30]。本研究也有一定的不足，

DACT2的具体作用机制还不明确，其在宫颈癌中的明确靶基

因还不清楚，将在后续研究中深入分析。

总之，抑制 DACT2基因启动子甲基化能抑制宫颈癌细胞

的 Wnt/TGF-茁1信号通路的激活，能调节宫颈癌细胞周期平
衡，能抑制顺铂耐药性宫颈癌细胞增殖，促进细胞凋亡，从而增

强化疗敏感性，且在本研究设置范围内，作用剂量越高，效果越

显著。
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