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组蛋白甲基转移酶 EZH2 抑制剂联合抗癌药物对
膀胱癌细胞功能影响的研究

孟旭英，李珍瑾，郭剑超
（天津医科大学第二医院内分泌科 , 天津 300211）

摘要 目的：探究组蛋白甲基化酶 EZH2 特异性抑制剂 UNC1999 与针对 DNA 的化疗药物丝裂霉素 C（MMC）对膀胱癌 T24 细
胞的抑制效应。 方法：组蛋白甲基化酶 EZH2特异性抑制剂 UNC1999和化疗药物 MMC 单独使用或者联和使用处理 T24细胞，
Q-PCR 法检测 EZH2 基因的表达水平， 用 Western blot 法检测 EZH2 以及下游 H3K27me3 蛋白的表达水平，MTT 法测定 T24
细胞的增殖，划痕实验检测细胞的迁移，流式细胞仪检测细胞凋亡。 结果：UNC1999 与 MMC 单独使用以及联合用药都能引起
EZH2 表达水平的下调，同时引起 T24 细胞增殖能力降低, 迁移能力下降，凋亡水平上调，两者联合使用效果更加明显。 结论：
UNC1999 以及 MMC 均可引起膀胱癌细胞 EZH2表达水平的下调， 同时联合使用效果最大, 可明显降低细胞的增殖侵袭能力，
上调凋亡水平,为膀胱癌的化疗治疗、用药方法以及后续的机制研究提供了参考。
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Effect of histone methyltransferase EZH2 inhibitor combined with anticancer drugs on migration and
proliferation of bladder cancer cells
MENG Xu-ying, LI Zhen-jin, GUO Jian-chao
（Department of Endocrinology ,The Second Hospital ，Tianjin Medical University, Tianjin 300211, China）
Abstract Objective: To investigate the inhibitory effect of combination of histone methylation enzyme EZH2 specific inhibitor UNC1999
and mitomycin C against bladder cancer T24 cells.Methods: The expression level of EZH2 gene was detected by Q-PCR. The expression
of EZH2 gene was detected by Western blot. The expressions of EZH2 and H3K27me3 were detected by Western blot. The cell proliferation
was detected by MTT assay. The cell migration of T24 cells was detected by scratch test. Cell apoptosis was detected by flow cytometry.
Results: The level of EZH2 expression was down-regulated by UNC1999 and mitomycin C alone and the combined using of mitomycin C
could decrease the expression of EZH2, the migration ability of T24 cells was decreased, the migration ability was decreased and the
apoptosis level was up-regulated.Conclusion: Both UNC1999 and MMC can down-regulate the expression of EZH2 in bladder cancer cells,
and the combining effect is themarked, which can significantly reduce the proliferation and invasion of cells, up-regulate the level of apoptosis,
which provides a reference for the treatment of bladder cancer, the method of administration and the follow-up mechanism research.
Key words histone methylation; UNC1999; mitomycin C; epigenetics; bladder cancer

膀胱癌是泌尿系统最严重肿瘤之一，排在十大

常见肿瘤的第 9 位，几乎可以发生在任何年龄，儿

童中也时有发生[1]。年龄越大，膀胱癌的发病率也越

高，以 50～70 岁为最高，其中男性发病率高于女性

3～4 倍，在三大泌尿系肿瘤疾病中，中国人群发病率

最高[2]。随着科技的发展，技术的提高，多数膀胱癌

可以得到准确的诊断和有针对性的治疗，然而，随

之而来，诊断和治疗的局限性也日趋凸显，需要新

的理念以及治疗方法来改善。 EZH2 属于核心酶

PRC2 的一个亚基，通过对组蛋白 H3 的第 27 位赖

氨酸进行三甲基化，从而促进转录沉默[3-6]。 相关证

据表明 EZH2 的甲基化功能不仅仅是主要的表观遗

传阻遏物，而且通过不同途径激活基因表达在表观

遗传学癌症的治疗中也具有临床意义[7]，目前许多

可以专门抑制 EZH2 酶活性的小分子抑制剂已经开

发出来[8-9]。组蛋白甲基化修饰与肿瘤的发生发展密

切相关[10]。本实验采用 MTT 、划痕实验以及流式检

测细胞凋亡法研究组蛋白甲基化酶 EZH2 的特异性

抑制剂与针对 DNA 的化疗药物丝裂霉素 C ( MMC)
的单独使用以及联合使用对膀胱癌 T24 细胞株功

能的影响，探讨该抑制剂与药物联合使用以及应用

于临床的可行性。

1 材料和方法
1.1 材料 人膀胱癌 T24细胞系购自美国ATCC 细

胞库。鼠源 β-actin 单克隆抗体、兔源 EZH2 单克隆

抗体、兔源 H3 单克隆抗体、兔源 H3K27me3 单克隆
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抗体（密理博有限公司）、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗

（美国 Cell signing 公司），胎牛血清（上海玉博生物

科技有限公司），SYBR誖Green Master Mix（诺唯赞

生物科技有限公司），高糖 DMEM 培养基（上海玉博

生物科技有限公司），胰蛋白酶（上海生工生物工程

有限公司），ECL 发光液（碧云天生物技术有限公

司），EZH2 特异性抑制剂 UNC1999（美国 Selleck
Chemicals公司），丝裂霉素C（日本KyowaHakko公司）。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养与给药方法 T24 细胞无菌培养于

含 10%的胎牛血清、1%双抗的 DMEM 高糖培养基,
37 ℃、5% CO2 条件下培养以及传代。给药时保证

UNC1999 的终浓度为 10 μmol/L，作用 48 h；MMC
的终浓度 为 0.1 mg/L，作用 48 h。
1.2.2 实时荧光定量 PCR法检测 EZH2的表达 分

为（1）对照组；（2）MMC 组；（3）UNC1999 组；（4）
MMC+UNC1999 组。各组分别用药物处理，到达时间

后收集细胞，Trizol 法提取总的 RNA，之后取出 1 μg
RNA 逆转录，Q-PCR 法扩增 cDNA 片段，序列如

下：EZH2 上游 5′gttggcggaagcgtgtaaagactin 3′，下游

5′ gtatccttcgctgcttccattc3′；β -actin 上 游 5′ TTGCT－
GACAGGATGCAGAAG 3′，下游 5′ATCCACATCT－
GCTGGAAGGT 3′。Q-PCR 反应体系：Mix 10 μL，
primer F 0.4 μL，primer R 0.4 μL，Rox 0.4 μL，CDNA
2μL，ddH2O 6.8μL。反应条件：94℃ 5 min；94℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，共循环 40 次，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，
95 ℃ 30 s，60 ℃ 15 s。
1.2.3 Western blot 检测 EZH2 以及 H3K27me3 蛋

白的表达 各组细胞经不同的药物处理方案处理，

胰酶消化，收集细胞于 1.5 mL 离心管中，1 200 r/min
离心 5min，弃上清，加入 1mLPBS清洗 2次，1200r/min
离心5 min，弃去上清，加入 RIPA 裂解液，漩涡震荡,
充分混匀，冰浴 30min，4℃，12 000 r/min，离心 15min，
将上清转移到 1.5 mL 离心管中，BCA 法对蛋白质进

行定量。加入 6 × Lodding buffer，混匀，100 ℃，煮沸

5 min，保证蛋白质充分变性。配置聚丙烯酰胺凝

胶，按定量的结果，取 50 μg 上样量，80 V 待

Marker 分开，接着 120 V 至溴酚蓝到达凝胶底部，

转膜，300 mA 1.5 h，之后用含 5 %脱脂牛奶的

TBST封闭 2 h，兔单抗 EZH2（1 ∶2 000），H3K27me3
（1∶1 000），H3（1∶3 000），鼠单抗 β-actin（1∶1 000），
4 ℃过夜，之后用 TBST于摇床上洗 3次，每次 5 min，
羊抗兔和羊抗鼠二抗（1∶3 000）室温孵育 1.5 h，用
TBST 洗 3 次，每次 5 min，ECl 化学发光液显色，

Tanon 4500 全自动化学发光图像分析仪扫描。

1.2.4 MTT 法检测细胞的增殖能力 正常培养的

T24 细胞，待细胞密度汇集到 80%以上对细胞进行

传代，调整浓度为 5×104/mL，接种于 96 孔培养板,
每孔 150 μL，待细胞贴壁良好后,开始稀释药品，按

照之前的分组与给药方式处理细胞。另外正常组加

入等量的不含药物的培养基作为阴性对照, 不加细

胞的培养液作空白对照。各组均设 6 个复孔。MTT
法测定药物的细胞毒作用, 药物作用完成后，每孔

加入 5 g/L的 MTT溶液 10 μL，再培养 3 h，期间观

察，之后小心用移液枪吸弃培养液，于每孔加 150 μL
的DMSO，酶标仪选择 490 nm 波长测定吸光度, 用
空白对照调零。计算细胞抑制率（％）。

1.2.5 划痕实验检测细胞迁移能力 处于对数生

长期的细胞，相同的浓度接种于 6 孔板中，按照方

案用药物处理，待作用时间到达后方可弃去培养

基，用 PBS 洗 3 次，弃去，加入相同的无药物的培

养，接着用 10 μL 枪头在 6 孔板孔中部划线，待 48 h
后进行拍摄，比较各组细胞的迁移情况。

1.2.6 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡 取

对数生长期的细胞，按照分组接种于 6 孔板中，分

别用药物处理，到达时间后收集细胞，PBS洗涤 2次，

取3 × 105 个细胞，加入 195 μL 结合液重悬细胞，之

后加入 5 μL AnnexinV-FITC，混匀，常温避光孵育

10 min，离心，弃上清。加入 200 μL 结合液轻轻重悬

细胞，加入 20 μL PI 混匀，将样品用锡纸包裹，1 h
内上流式细胞仪进行检测。

2 结果
2.1 Q-PCR 法检测 EZH2 基因的表达量 结果见

图 1 。 UNC1999 组、丝裂霉素 C 组与对照组相比

EZH2 表达水平明显下调，而 UNC1999 和 MMC 组

为最低，结果具有统计学意义（P<0.001、P<0.01），说
明 MMC 以及 UNC1999 均引起 EZH2 表达水平的

下调。

图 1 各组 EZH2基因表达比例柱形图
Fig 1 Comparison of the expression levels of EZH2 gene in each

treatment group
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2.2 Western 法检测 EZH2 以及下游 H3K27me3 蛋
白的表达水平 结果见图 2。 UNC1999 以及丝裂

霉素 C 单独作用于 T24 细胞均引起 EZH2 蛋白水

平的降低，而两者联合作用为最低，同时下游

H3K27me3 表达水平与 EZH2 改变相同。

2.3 MTT 法检测 4 组 T24 细胞的增殖能力 图 3
示，UNC1999 抑制剂组以及丝裂霉素 C 组与对照

组相比，T24细胞的增殖能力均降低，而两者联合作

用为最低，此结果具有统计学意义（P<0.001，P<0.01）。

2.4 划痕实验检测 4 组 T24 细胞的迁移 图 4 示，

UNC1999 以及丝裂霉素 C 单独作用于 T24 细胞均

引起 T24 细胞迁移能力的下降，而两者联合作用为

最低，此结果具有统计学意义。

2.5 流式细胞仪检测细胞的凋亡 图 5 示，

UNC1999 以及丝裂霉素 C 单独作用于 T24 细胞均

引起 T24 细胞的凋亡水平上调，而两者联合作用为

最大。

3 讨论
人类癌症基因组测序显示编码染色质的各种

组蛋白修饰基因的变异与癌症[11-13]的发生发展密切

相关。近些年发现的证据表明组蛋白甲基化修饰基

因 EZH2 与许多癌症存在密切关系[14-18]。EZH2 是主

要的组蛋白甲基转移酶，能对组蛋白第 27 位赖氨

酸进行三甲基化，对相关基因进行调控，参与多种

癌症的发生发展，其中包括前列腺，肺和膀胱癌。它

不仅与癌细胞增殖相关，同时与癌细胞干细胞以及

转移也密切相关。另外，EZH2 也参与了前列腺癌和

图 2 各处理组 EZH2蛋白表达水平(A)以及 H3K27me3蛋白表达
水平(B)

Fig 2 EZH2 protein expression level (A) and H3K27me3 protein
expression level (B)

A

B

图 3 各处理组 T24细胞增殖比例柱形图
Fig 3 Proliferation ratio of T24 cells in each treatment group

图 4 药物处理后 4组细胞的迁移情况
Fig 4 Migration of four groups after drug treatments

图 5 药物处理后 4组细胞的凋亡水平
Fig 5 Apoptosis of four groups after drug treatments
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乳腺癌的发展，可以作为侵略性癌症类型的标志物

预测临床结果[19]。EZH2 转基因小鼠通过促进乳腺肿

瘤病毒引起肿瘤的发生[20]。除此之外，胰腺以及乳腺

癌干细胞的维持也需要 EZH2 表达[21]。因此，EZH2
是一种有希望的癌症治疗靶点。

MMC属于针对膀胱癌的主要的化疗药物之一[22]，

属于细胞周期的非特异性药物, 主要作用部位位于

细胞核, 通过破坏 DNA 的结构与功能来抑制或杀

灭癌细胞。从理论上来说，单一用药对于清除由异

源细胞群体发育而来的肿瘤块难度很大[23]，而且单

一用药会引起药物毒性, 特别在大剂量的应用时负

面情况更加明显。

当前，对于膀胱癌的治疗主要采用单一的化疗

药物处理，治疗难度大，后期容易引起毒性，目前研

究组蛋白甲基化修饰与相应的癌症的发生发展是

研究的热点，但是关于组蛋白甲基化修饰基因抑制

剂与膀胱癌化疗药物联合使用的相关研究比较少，

在这项研究中，我们通过采用 EZH2 的特异性抑制

剂 UNC1999 以及化疗药物 MMC 处理 T24 膀胱癌

细胞，探讨单独用药以及联合用药对细胞的增殖迁

移以及凋亡能力的影响，不单从基因角度阐明甲基

化修饰对于膀胱癌细胞的发生发展的重要性，也将

特异性的组蛋白甲基化修饰基因 EZH2 的小分子抑

制剂与抗癌药物的使用联合起来，评估二者联合使

用以及单独使用的效果，为后面针对膀胱癌治疗的

用药方案提供参考。
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