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传世逆甲片对肿瘤早筛基因甲基化的抑制作用 
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摘  要：目的  探讨以多酚类天然产物为组方的传世逆甲片对肿瘤早筛基因甲基化的干预调控作用特点。方法  采用甲基

化特异性定量聚合酶链式反应（qMSP），针对从文献中筛选得到的肿瘤早筛基因波形蛋白（VIM）、前列腺素 E 受体 4

（PTGER4）、矮小同源盒基因（SHOX2）、骨形态发生蛋白 3（BMP3）、胞裂蛋白 9（SEPT9）基因，设计甲基化特异性引物。

选取肺癌 NCI-H446 细胞作为研究对象，分别经 20 μg/mL 的姜黄素、茶多酚、茶色素、传世逆甲片和 2 μmol/L 5-氮杂胞苷

作用后，提取全基因组 DNA，得到其基因的启动子区的甲基化相对值。结果  多酚类天然产物姜黄素和 5-氮杂胞苷对

PTGER4、SHOX2、SEPT9 的启动子甲基化具有抑制作用，而茶色素对 PTGER4、BMP3、SHOX2、SEPT9 基因启动子的甲

基化具有促进作用，传世逆甲片对 SHOX2 和 SEPT9 甲基化抑制作用最强。结论  传世逆甲片及其含有的多酚类物质能够

抑制肿瘤早期筛查基因甲基化水平，干预调控肿瘤早筛基因甲基化作用。 
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Inhibitory effect of polyphenolic agents and Nijia (TRANS-ME) Recipe on 

methylation of early tumor screening genes 
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Abstract: Objective  To investigate the inhibitory effect of Nijia (TRANS-ME) Recipe, which is grouped with polyphenolic natural 

products, on methylation of early tumor screening genes, and to provide an experimental basis for the study of natural polyphenols in 

tumor prevention. Methods  Quantitative methylation-specific polymerase chain reaction (qMSP) was used. Methylation-specific 

primers were designed for the early tumor screening genes VIM, PTGER4, SHOX2, BMP3, and SEPT9 genes obtained from literature 

screening. Lung cancer NCI-H446 cells were selected for the study, after being treated with 20 μg/mL curcumin, tea polyphenol, tea 

pigment, Nijia (TRANS-ME) Recipe, and 2 μmol/L 5-azocytoside, whole genomic DNA was extracted, and then the relative 

methylation values of the promoter regions of their genes were obtained. Results  Curcumin and 5-azocytoside inhibit the promoter 

methylation of PTGER4, SHOX2 and SEPT9, while tea pigment promotes the promoter methylation of PTGER4, BMP3, SHOX2, and 

SEPT9. The methylation inhibition of Nijia (TRANS-ME) Recipe of SHOX2 and SEPT9 was strongest. Conclusion  Nijia (TRANS-

ME) Recipe and the polyphenols contained in them can inhibit the methylation level of tumor early screening genes and regulate the 

methylation of tumor early screening genes. 
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癌症成为造成人类死亡的第二大原因，乳腺

癌、结直肠癌、肺癌等每年造成的死亡人数逐年增

加[1]。癌症晚期患者的死亡率明显高于早期诊断的

患者，随着全民健康意识的普及，肿瘤早筛技术逐  
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渐兴起。现如今，无创或微创的肿瘤早筛产品逐渐

步入市场。波形蛋白（VIM）、前列腺素 E 受体 4

（PTGER4）、矮小同源盒基因（SHOX2）、骨形态发

生蛋白 3（BMP3）、胞裂蛋白 9（SEPT9）等基因在

无创和微创的肿瘤早筛检测中发挥重要作用，血液

或粪便中上述基因启动子的甲基化成为癌症早期

发展的重要标志物[2]。 

传世逆甲片是由茶叶等植物浓缩提取得到的

多酚类混合物 [ 表没食子儿茶素没食子酸酯

（EGCG）＞15%]。内含的多种多酚类物质均被报道

具有潜在的干预调控肿瘤发生发展的作用。多酚被

定义为具有至少 1 个芳香环和 1 个或多个羟基官能

团的化合物，而天然多酚是指一类从小分子到高聚

合化合物的植物次生代谢产物[3]。天然多酚的抗癌

功效在很大程度上归因于其强大的抗氧化和抗炎

活性以及调节分子靶标和信号通路的能力[4]，这些

功能可以进一步影响细胞生存、增殖、分化、迁移、

血管形成、激素活性、解毒酶活性以及微环境中的

免疫反应等[5-6]。为此本研究以传世逆甲片与已报道

的姜黄素、茶多酚、茶色素等单体多酚成分，以及

临床用药 5-氮杂胞苷对照为研究对象，通过其对

VIM、PTGER4、SHOX2、BMP3、SEPT9 这 5 个肿

瘤早筛基因甲基化的干预调控程度判断其预防肿

瘤的可能作用，为多酚类物质预防癌症发生发展的

研究提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  细胞株 

人小细胞肺癌细胞系 NCI-H446 购自美国模式

培养物集存库。 

1.2  试剂和仪器 

传世逆甲片（茶叶等浓缩提取物 EGCG 质量分

数≥15%，天津药食同源健康产业有限公司，生产

批号：20210919-01），姜黄素（质量分数 95%，无

锡市世纪生物工程有限公司，生产批号 211001），

茶多酚（质量分数 98%，无锡市世纪生物工程有限

公司，生产批号 211201），茶色素（无锡市世纪生

物工程有限公司，生产批号 CSS20211101），5-氮杂

胞苷（美国 MCE，生产批号 HY-10586）。 

血液 /细胞 /组织基因组 DNA 提取试剂盒

（TIANGEN 公司，批号 DP304），Methylamp™ DNA 

Modification 试剂盒（美国 Epigentek 公司，批号 P-

1001），Methylamp™ MS-qPCR 试剂盒（美国 

Epigentek 公司，批号 P-1028），RPMI-1640 培养液

（美国 Gibco 公司，批号 8121716），磷酸盐缓冲液

（美国 Gibco 公司，批号 8121586)，胎牛血清（美国

Gibco 公司，批号 2059458CP），0.25%胰酶（美国

Gibco 公司，批号 2323661），青霉素-链霉素（美国

Gibco 公司，批号 15140163），二甲基亚砜（美国

Sigma 公司，批号 D2650），qMSP 反应引物（上海

生工生物工程技术服务有限公司）。 

qPCR 仪（美国 Bio Rad 公司），细胞培养箱（美

国 Thermo Scientific 公司），高速低温离心机（美国

Thermo Scientific 公司），分析天平（德国 Sartorius

公司），可调式移液器（美国 Thermo Scientific 公

司），细胞冻存盒（美国 Nalgene 公司），纯水仪（德

国 Millipore 公司），−80 ℃冰箱（美国 Thermo 

Scientific 公司），液氮生物容器（成都金凤公司），

水浴锅（德国 Julabo 公司），超净工作台（美国

Thermo Scientific 公司），NanoDrop™2000 分光光度

计（美国 Thermo Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养及给药 

将人肺癌 NCI-H446 细胞培养在 37 ℃、饱和

湿度、含 5% CO2培养箱中，1640 培养基中含 10%

胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100 U/mL 链霉素，

每 2～3 天换液 1 次。待细胞生长至 70%融合时传

代培养，取第 4～7 代对数生长期细胞，待细胞生长

至 40%融合时加入终质量浓度为 20 μg/mL 姜黄素、

茶多酚、茶色素、传世逆甲片和终浓度为 2 μmol/L

的 5-氮杂胞苷，作用 48 h。 

2.2  基因组 DNA 的提取   

采用 DNA 提取试剂盒。贴壁细胞处理成细胞

悬液，10 000 r/min 离心 1 min，吸去上清，加入 200 

μL 悬浮缓冲液，震荡或用移液枪吹至悬浮。之后加

入 20 μL 蛋白酶 K，混匀，之后加入 200 μL 缓冲液

GB，充分颠倒混匀，70 ℃放置 10 min，离心。加

入 200 μL 无水乙醇，充分震荡混匀 15 s，离心去除

内壁水珠。将上述所得溶液加进吸附柱 CB3 中，

12 000 r/min 离心 30 s，倒掉废液。向柱 CB3 中加

入 500 μL 缓冲液柱清洗缓冲液，12 000 r/min 离心

30 s，倒掉废液。向吸附柱 CB3 中加入 600 μL 漂洗

液，12 000 r/min 离心 30 s，倒掉废液。将吸附柱

CB3 置于室温放置一段时间，目的是将吸附材料中

残余的漂洗液晾干。转移吸附柱 CB3 至干净的离心

管，加入 50～200 μL 洗脱缓冲液 TE，室温放置 2～

5 min，12 000 r/min 离心 2 min，将溶液收集到离心
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管中。所得基因组 DNA 用 NANODROP 分光光度

计测得浓度，为后续研究做准备。 

2.3  亚硫酸氢盐转化 

采 用 Epigentek 公 司 Methylamp™ DNA 

Modification Kit 进行亚硫酸氢盐转化。向 1 瓶亚硫

酸氢盐粉末中加入 1.1 mL 缓冲溶液。涡旋，直到溶

液清澈或饱和（约 2 min）。向该溶液中加入 40 μL 

DNA 保护试剂，轻轻涡旋。将以上混合溶液备用。

将 2.2 中所得的基因组 DNA 样品和蒸馏水加入到

1.5 mL 管中，总体积为 24 μL，混合均匀，37 ℃孵

育 10 min。将之前的混合溶液 125 μL 加入到样品

中，涡旋。在 65 ℃孵育 90 min。孵育完成后，将

离心柱放入 2 mL 的收集管中。样品中加入 300 μL

的 DNA 捕获试剂，混合，转移到柱中。12 000 r/min

离心 15 s，丢弃液体。向离心柱中加入 200 μL 的柱

清洗试剂，12 000 r/min 离心 15 s。将 10 μL DNA 保

护试剂加入到装有 1.1 mL 90%乙醇的离心管中，混

匀。将混合的 R1–乙醇溶液 50 μL 加入柱中；室温

下静置 8 min，12 000 r/min 离心 15 s。 

向柱中加入 200 μL 90%的乙醇，12 000 r/min

离心 15 s 柱，丢弃液体。将柱子重新放在收集管中，

另外加入 200 μL 90%乙醇到柱中，12 000 r/min 离

心 35 s。将柱放入 1 个 1.5 mL 的新离心管中，加入

8～18 μL DNA 洗脱试剂，12 000 r/min 离心 20 s，

洗脱修饰后的 DNA。修饰后的 DNA 现可进行甲基

化扩增或在−20 ℃保存 2 个月。 

2.4  甲基化特性 

结合文献筛选到 VIM、SEPTIN9、PTGER4、

SHOX2、BMP3 肿瘤早筛相关基因，根据 qMSP 引

物设计原则和方法[7]，应用 MethPrimer 网页工具

（http://www.urogene.org/ methprimer/）设计好相应的

引物，见表 1。qMSP 反应体系及程序见表 2，反应

程序为：95 ℃、7 min，循环：95 ℃、5 min→55 ℃、

5 min→72 ℃、8 min，延伸：72 ℃、1 min。 

2.5  统计方法 

qPCR 实验得到原始△Cq 值，经根据 2−△△Cq 值

计算相对表达量数值（relative expression）。以未加

药组为空白为对照组，5-氮杂胞苷为阳性药物，采

用 R 语言（4.1.3 版本）作层次聚类分析获得热图。 

3  结果 

3.1  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因

PTGER4 甲基化的作用 

与对照组相比，除茶色素外，5-氮杂胞苷、姜 

表 1  qMSP 引物序列 

Table 1  qMSP primer sequences 

引物名称 序列（5’→3’） 

VIM_MSP_M-F GGCGGGGATTTTGTAAGAAAAATTTTTTC 

VIM_MSP_M-R TCTACAACCTTTAAAAAAACGCCATACGTA 

SEPT9_MSP_M-F TTATTATGTCGGATTTCGCGGTTAAC 

SEPT9_MSP_M-R 

BMP3_MSP_M-F 

AAAATCCTCTCCAACACGTCCG 

TTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTC 

BMP3_MSP_M-R CGCGACCGAATACAACGAAATAACGA 

PTGER4_MSP_M-F AGTTGGGGATTAAGGTTTCG 

PTGER4_MSP_M-R AACTTTACAATACCCGCCGAT 

SHOX2_MSP_M-F CGTACGAGTATAGGCGTTTACG 

SHOX2_MSP_M-R AAAACGATTACTTTCGCCCG 

表 2  qMSP 反应体系 

Table 2  qMSP reaction system 

成分 溶液体积/μL 终浓度 

甲基化 PCR 预混液(2×) 10 1× 

前引物 1 0.4～0.5 μmol·L−1 

后引物 1 0.4～0.5 μmol·L−1 

DNA 模板 1～2 50 pg～0.1 μg 

无酶水 6～7 — 

总体积 20 — 

 

黄素、茶多酚、传世逆甲片对 PTGER4 启动子的甲

基化均具有抑制作用（P＜0.05），见图 1。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 1  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因 PTGER4

甲基化的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 1  Effects of transmitted Nijia（TRANS-ME）Recipe and 

polyphenols on the DNA methylation of tumor early 

screening gene PTGER4 (x ± s, n = 3 ) 

3.2  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因

VIM 甲基化的作用 

与对照组相比，茶色素、茶多酚、姜黄素、传

世逆甲片对 VIM 启动子甲基化具有显著的抑制作

用（P＜0.05），见图 2。 
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与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

图 2  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因 VIM 甲基

化的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 2  Effects of transmitted Nijia（TRANS-ME）Recipe 

and polyphenols on the DNA methylation of tumor 

early screening gene VIM (x ± s, n = 3 ) 

3.3  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因

BMP3 甲基化的作用 

与对照组相比，5-氮杂胞苷、姜黄素、茶色素

对 BMP3 甲基化具有促进作用（P＜0.05、0.01）。

茶多酚和传世逆甲片对BMP3甲基化具有显著抑制

作用（P＜0.05），见图 3。 

3.4  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因

PTGER4 甲基化的作用 

与对照组相比，5-氮杂胞苷、姜黄素、茶多酚、 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 3  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因 BMP3 甲

基化的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Effects of transmitted Nijia（TRANS-ME）Recipe 

and polyphenols on the DNA methylation of tumor 

early screening gene BMP3 (x ± s, n = 3 ) 

传世逆甲片对 SHOX2 和 SEPT9 甲基化均具有显著

抑制作用（P＜0.05、0.01）；而茶色素对 SHOX2 和

SEPT9 甲基化均具有促进作用（P＜0.05、0.01），见

图 4。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 4  传世逆甲片及多酚类物质对肿瘤早筛基因 SHOX2 和

SEPT9 表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Effects of transmitted Nijia（TRANS-ME）Recipe and 

polyphenols on the DNA methylation of tumor early 

screening gene SHOX2 and SEPT9 (x ± s, n = 3 ) 

3.5  传世逆甲片及多酚类物质对 5 个肿瘤早筛基

因甲基化作用的聚类分析结果 

根据层次聚类的结果显示，茶多酚对 5 个肿瘤

早筛基因的甲基化抑制模式与传世逆甲片最相似，

都具有明显抑制作用。姜黄素和 5-氮杂胞苷对部分

早筛基因（PTGER4、SHOX2、SEPT9）的启动子甲

基化具有抑制作用，而茶色素对 PTGER4、BMP3、

SHOX2、SEPT9 基因启动子的甲基化具有促进作

用，见图 5。 

4  讨论 

癌症是威胁人类生命健康的重要因素，早期癌

症筛查能够有效降低患者的死亡率，提高其生活质

量，降低家庭负担。近年来，随着对肿瘤表观遗传 
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图 5  传世逆甲片及多酚类物质处理后肿瘤早筛基因甲基

化水平层次聚类分析热图 

Fig. 5  Heat map for hierarchical clustering analysis of gene 

methylation levels in early screening of tumor after 

treatment with transmitted inverse Nijia（TRANS-

ME）Recipe and polyphenols 

学的深入认知，研究人员已开发出多种肿瘤相关基

因甲基化试剂盒应用于肿瘤早筛，对于肿瘤的早期

诊断发挥重要作用。然而，对于这些肿瘤早筛基因

如何干预至今报道还很少。因为肿瘤早筛基因往往

具有一定的生物学功能，对这些基因的早期干预方

式的研究对于肿瘤的预防可能具有一定的作用。传

世逆甲片是多酚类物质的混合成分，主要是茶叶提

取物，与姜黄素、茶多酚、茶色素等常见多酚类物

质比较，对肿瘤早筛基因有较强的抑制作用，其机

制可能与药物对人体内 DNA 甲基转移酶的抑制作

用有关。探索多酚类物质对肿瘤早筛基因启动子甲

基化的作用，有利于发现癌症早期预防的有效措

施，为天然产物的癌症早期预防作用提供一定理论

基础。 

DNA 甲基转移酶包括 DNMT3A、DNMT3B、

DNMT1 等，细胞在不同模式下基因的启动子甲基

化与 DNA 甲基转移酶的活性功能密切相关。基因

启动子的甲基化程度升高，往往伴随该基因表达量

的下降。研究证明，多酚类物质姜黄素等可以通过

调控表观调控 DNMT3A、DNMT3B，影响 mTOR

等促癌基因启动子的甲基化水平，使 mTOR 的表达

降低，影响细胞自噬等肿瘤生物学特性[8-10]，这说明

多酚类物质可能具有调控肿瘤早筛基因甲基化的

作用。为此，本研究探索了传世逆甲片及几种多酚

类物质对于肿瘤早筛基因甲基化水平的影响。研究

选择了作为早诊试剂盒中的相关基因，包括 VIM、

PTGER4、SHOX2、BMP3、SEPT9。PTGER4 作为

一种 G 蛋白耦连受体在多种癌症早期发展中发挥

作用，能够介导细胞中多个 G 蛋白耦连受体信号通

路。VIM 起到支持细胞形态的作用，在癌症早期常

作为肿瘤筛查标记物在血液中被检出。BMP3 能够

抑制成骨细胞分化，负向调节骨密度，也是肿瘤早

筛的重要标志物之一。SHOX2 和 SEPT9 在肺癌和

结肠癌的早期筛查中发挥重要作用，分别调控器官

发育和细胞的周期进程。这些基因在功能机制上与

肿瘤的发生发展具有一定关系[11-15]。 

本研究发现姜黄素、茶多酚对 5 种肿瘤早筛基

因甲基化均具有抑制作用，但抑制强度较弱。茶色

素对 VIM 甲基化具有抑制作用。传世逆甲片对 5 种

肿瘤早筛基因中的 PTGER4、SHOX2、BMP3、

SEPT9 甲基化具有显著的抑制作用，对 SHOX2 和

SEPT9 甲基化抑制作用最强。结果说明，多酚类物

质在调控肿瘤早筛基因甲基化方面具有相似性。 

在癌症发展不同阶段，肿瘤细胞的 DNA 甲基

化模式不同，意味着甲基化下游影响的基因表达量

可能具有差异，差异基因在癌症的发生发展过程中

所起到的作用也会有所变化[16]。多酚类物质能够抑

制癌症早期阶段相应基因的 DNA 甲基化，意味其

对癌症早期的发生发展具有潜在的预防和治疗价

值。随着癌症早筛基因的生物学功能的深入研究，

天然产物在抗癌领域的发展将会进入新的阶段。 
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