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摘　要　以鸡马立克氏病脾脏淋巴瘤继代细胞系 MDCC2MB1 (MSB1)为研究对象 ,用 southern和 northern斑点分

子杂交放射自显影等方法 ,证明了 52氮胞苷可以阻断 MSB1细胞 DNA的甲基化 ,且去甲基化的 DNA转录区和部

分非转录区有特异增幅的转录产物 mRNA ,说明这些区基因转录活性上升。用 52氮胞苷处理 MSB1细胞使其去甲

基化后 ,该细胞 DNA的内切酶 B am HⅠ区域对 DNaseI敏感性增高 ,该片段区的基因表达活性也增高。以上结果提

示 ,DNA的去甲基化可以提高 MDV的基因表达 ,进一步说明 MDV DNA的甲基化在抑制 MDV基因表达 ,维持

MDV在淋巴瘤细胞株中潜伏感染状态可能起着重要作用。
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Abstract　A variety of Marek’s dis eas e virus (MDV) lymphoblas toid cell lines have been established. The MDV lym2
phobls toid cell line , MDCC2MB1 (MSB1) were treated with 52azacytidine (52AZC) and res ulted in demethylation of MDV

DNA and the increas e in mRNA from certain portions of the MDV DNA When MDV DNA was diges ted with Dnas eI , new

bands app eared and the increas es in mRNA from thes e portions of the MDV DNA were detected by using s outhern and

northern blotting hybridization. Thes e res ults s uggest MDV DNA trans crip tional activity was increas ed by demethyla2
tion , and the methylation of MDV DNA app ears to be one of the factors ass ociated with the repression of thans crip tion of

MDV DNA in the lymphoblas toid cell line , MSB1 .
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　　鸡马立克病 (Marek’s disease ,MD)是由马立克

氏病病毒 ( Marek’s disease herpesvirus ,MDV)引起

的一种以恶性淋巴肿瘤为特征的鸡传染病[1 ] ,也是

迄今为止所有物种中唯一可以利用病毒疫苗 ( Ⅲ型

疫苗是用火鸡疱疹病毒制作的)进行有效控制的病

毒性肿瘤疾病。作为研究病毒性肿瘤疾病的理想模

型 , MDV 在医学界、兽医学界都得到了广泛

重视[2 ]。

细胞 DNA 的甲基化是在甲基化酶的作用下 ,

在核酸碱基胞嘧啶的六元杂环化合物 5位的—H由

—CH3基取代 ,形成 52甲基胞嘧啶。DNA甲基化部

位多在核酸碱基序列 5′2CC GG23′的第 2个 C进行。

高等生物 DNA 的甲基化多发生在幼稚细胞 ,如胚

胎早期细胞等。在某些癌细胞中 DNA也见有 DNA

和 RNA的甲基化现象。甲基化的基因区多为基因

表达的抑制区[3 ]。由此可见 ,基因特定区域的甲基

化现象与抑制基因表达有关。

细胞的 DNA 特定部位存在着甲基化现象 ,同

时也存在着脱甲基化的可能[4 ]。52氮胞苷 (52AZC)

是一种常用的 DNA 甲基化阻断剂。52AZC的分子

结构与胞嘧啶相似 ,只是胞嘧啶杂环 5 位的碳原子

被氮原子取代 ,而取代后氮原子不能与—CH3 基结

合 ,故甲基化不能发生。

MD的肿瘤状态实际上是一种 MDV 潜伏感染
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状态[3 ]。这种潜伏感染状态的维持是否与 MDV

DNA特定区域甲基化有关是值得探讨的问题。如

果基因特定区域的甲基化抑制了基因表达 ,阻断基

因特定区的甲基化应该提高该区的基因表达频率。

本实验以鸡马立克氏病脾脏淋巴瘤继代细胞系

MDCC2MB1 ( MSB1)为主要研究对象 ,用 southern

和 northern斑点分子杂交放射自显影等方法为主要

手段 ,研究 DNA 去甲基化对 MDV 基因表达的影

响 ,探讨提高基因表达频率的途经。同时 ,进一步阐

明甲基化在维持潜伏感染状态、维持病毒性肿瘤状

态上的意义。

1　材料与方法

111　细胞培养

主要使用了鸡马立克病脾脏淋巴瘤细胞株

MDCC2MSB21 下称 MSB1[1 ]。将 MSB 用 RPM12
1640培养基培养 ,在 100 mL 该培养基中加入 10

mL犊牛血清和 50 000 U·L - 1的青霉素 ,体积分数

为 5 %的 CO2 ,37 ℃条件下培养 ,参照 Hitchner等人

的方法[5 ]。

112　细胞的 52AZC处理

在细胞对数生长期的培养基内加入 52AZC 30

μg·mL - 1 ,处理 3 d后将细胞用 PBS液洗涤 ,去除 52
AZC ,加入新的培养基继续培养 2 d后供试验用。

113　southern及 norhern斑点转移及分子杂交放射

自显影

操作依照 southern[6 ]方法进行。

114　细胞 RNA的制备

将约 5×108 个细胞 3 000 r·min - 1 5 min离心

沉淀 ,然后把沉淀的细胞用 PBS液洗涤 ,将细胞用

含有质量分数为 015 %的 NP240的 TN液 10 mL 悬

浊 ,在冰中静止 5 min将细胞破坏。然后在 10 000 r·

min - 1 ,4 ℃条件下离心 10 min ,收集上清液 ,在 10

mL 上清液中加入质量分数为 10 %的 SDS 1 mL 及

10 mg·mL - 1蛋白酶 100μL ,55 ℃反应 30 min。加

入等量酚氯仿异戊醇剧烈振荡后 ,10 000 r·min - 1

4 ℃离心 10 min。如此抽提重返 2 次。加入 1/ 10

容量的 3 mol·L - 1醋酸钠和 215倍容量的乙醇 , - 70

℃放置 30 min。10 000 r·min - 1 ,4 ℃离心 10 min ,沉

淀 ,RNA供试。

115　Poly( A) + RNA的制备

依照 Aviv H. et al. [7 ]方法进行。

116　cD NA探针的合成

将 5μg Poly (A) + RNA 溶于蒸馏水中。加入

0101μg Oligo dT和 5μL 1 mol·L - 1 Tris2HCL ,90 ℃

加热 50 min ,42 ℃静置 2 h ,使 Poly (A) +和 Oligo dT

结合。将 5μL dXTP 混合液 (4 mmol·L - 1 dTTP ,

dA TP ,d GTP和 014 mmmol·L - 1 dCTP) 、2μL 011

mmol·L - 1 D TT、5μL〔α232P〕2dCTP和 60 U 的反

转录酶一起 42 ℃加热 2 h合成 cDNA。将其作为探

针供试。

2　结　果

211　用 52AZC处理后潜伏状态 MDV基因转录活

性的变化

由于淋巴瘤细胞 (如 MSB1) 中潜伏状态的

MDV基因存在着高度甲基化现象 ,用甲基化阻断

剂处理淋巴瘤细胞后 ,MDV 基因转录活性应该有

变化。为此 ,从未做任何处理的 MSB1 及用 52AZC

处理的 MSB1 中抽提出 Poly (A) + RNA ,并合成了

cDNA。将其作为探针对MDV2B am HⅠ区域的所有

片段进行分子杂交放射自显影。如图 1所示 ,MSB1

基因转录区B am HⅠ2A ,2D ,2H ,2I2和2L 增加了转录

活性 ;非转录区 B am HⅠ2B ,2G ,2I1 也表现出了转录

活性。并且斑点的分子杂交强度增强。表明用甲基

化阻断剂 52AZC处理后 ,去甲基化的 DNA 的转录

区和部分非转录区基因转录活性上升。

212　用 52AZC处理 MSB1 后 MDV基因转录产物

mRNA的变化

　　52AZC处理 MSB1后基因转录活性上升区域转

录产物是否真的增加 ? 对此用 northern斑点分子杂

交放射自显影方法进行了探讨 (图 2) 。用 52AZC处

理后 ,增加了转录活性的转录区 B am HⅠ2A ,2D ,

2H ,2I2 ,2L 区域及增加了转录活性的非转录区的

B am H2B区域的转录产物都有所增加 ,尤其在

B am H2B ,2D ,2H区域转录产物增加显著。然而在

转录活性上升的非转录区 B am H2G ,2I1区域未检出

转录产物。在 B am HⅠ2A领域的 215 kb转录产物、

B am HⅠ2H领域的 118 kb转录产物及B am HⅠ2I2领

域的 118 kb转录产物增幅十分明显。在图 2 中的

1 ,3 ,5 ,7 ,9 和 11 带为从没做任何处理的 MSB1 抽

提的 Poly (A) + RNA ;2 ,4 ,6 ,8 ,10和 12带为从用 52
AZC处理的 MSB1 抽提的 Poly (A) + RNA ,两者等

量电泳后 ,用 cDNA 做探针进行分子杂交放射自

显影。
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a为将 MDV DNA用Bam HⅠ切断后电泳分离的所

有片段 ;b为从 52AZC处理的 MSB1 中抽提出 Poly

(A) + RNA ,并合成了 cDNA 作为探针 ,对 MSB1

Bam HⅠ区域所有片断进行分子杂交放射自显影 ;c

为 MDV DNA Bam HⅠ区域结构及内切酶位点图。
图 1　用 52AZC处理 MSB1后 MDV基因
转录活性的变化

Fig. 1　Southem blotting analysis of 52AZC
MDV with cDNA as probe

1 ,3 ,5 ,7 ,9 ,11带 :从没做任何处理 MSB1 中抽提的 Poly (A) + RNA 5μg电泳 ; 2 ,4 ,6 ,8 ,10 ,12 带 :从用 52AZC处

理 MSB1 中抽提的 Poly (A) + RNA 5μg电泳。用Bam HⅠ2A ,2B ,2D ,2H ,2I2 ,2L 片段作为探针进行分子杂交放射自

显影。下段的 2个斑点是在同一滤膜杂交后 ,用作为内标记的β肌动蛋白 cDNA为探针进行再杂交放射自显影

图 2　用 52AZC处理 MSB1后 MDV基因由来的转录产物的变化

Fig. 2　Northern blotting analysis of 52AZC MDV DNA with B am HⅠsequence as plobe
　

213　用 52AZC处理后 MSB1 细胞核对 D NaeseI敏

感性的改变

对用 52AZC 处理后 MSB1 细胞核对 DNaeseI

敏感性的改变进行了探讨 ,结果如图 3 所示。从未

加处理的 MSB1 细胞和用 52AZC处理的 MSB1 细

胞中抽提的细胞核分别加入 DNaeseI 0 , 015 ,110 ,

210 ,510 ,1010 ,2010和 4010μg·mL - 1进行处理 ,然

后抽提出 DNA ,再用内切酶B am HⅠ2H片段做探针

进行分子杂交放射自显影 ,在未加处理的 MSB1 细

胞核 ,DNaese I的作用从 10μg·mL - 1开始明显 ,来

3
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对未加处理的 MSB1细胞和用 52AZC处理 MSB1细胞抽提的细胞核分别加入 DNaeseI 0～40

μg·mL - 1进行处理 ,然后抽提出 DNA ,用Bam HⅠ切断 ,再用 Bam2H片段做探针进行分子杂

交放射自显影

图 3　用 52AZC处理后 MSB1 细胞核对 DNaeseI敏感性的变化

Fig. 3　Results of 52AZC MSB1 cells treated with DNaeseI
　

源于B am HⅠ2H片段的斑点 (514 kb)和来源于与 H

片段含有相同碱基的 D片段的斑点 (1114 kb)几乎

消失。在 52AZC处理的 MSB1 的细胞 ,DNaese I质

量浓度在 015～10μg·mL - 1之间出现了 2条新的斑

点 (215和 219 kb) 。

3　讨　论

1)用甲基化阻断剂 52AZC进行处理 ,可以使鸡

马立克淋巴瘤继代细胞系 MSB1细胞中 MDV 基因

部分地去甲基化 [3 ]。本研究证明 , MSB1 细胞中

MDV基因去甲基化同时 ,MDV DNA 部分区域 ,即

处于潜伏感染状态的 MDV 基因的转录区全区域

(在倒置反复排列中存在的区域)和部分 MDV 基因

非转录区的转录活性上升。

2)作为转录产物 mRNA 的 Poly (A) + RNA 的

量明显增加 (图 1) 。本研究进一步证实了 MDV 基

因组倒置反复排列中能产生转录产物 mRNA 的报

道[8 ]。由于 52AZC的作用 ,基因倒置反复排列区的

转录活性上升。这说明 ,在马立克淋巴瘤细胞基因

表达的领域由于甲基化的作用 ,部分基因的表达受

到了抑制。由 northern斑点分子杂交的结果可见 ,

从 MDV 基因倒置反复排列区转录的 mRNA 斑点

强度及斑点形式都发生了变化 (图 2) 。上述这些结

果显示 ,基因去甲基化使马立克淋巴瘤细胞中

MDV基因表达的 mRNA转录量增大。

3)由于 52AZC的作用 ,在 MDV 基因非转录区

的B am HⅠ2B ,2G及 I1 区域转录活性都有所增加

(图 1) 。然而 ,在 northern 斑点分子杂交放射自显

影验证转录产物的实验结果中 ,只在B am HⅠ2B区

域发现了转录产物 ,其他 B am HⅠ2G和 B am HⅠ2I1

区域未见有转录产物产生。由此可以推论 ,用 52
AZC进行处理后 ,只有部分增加转录活性的区域实

际发生了表达 ,这是由于潜伏感染状态的 MDV 基

因组没有完全去甲基化 ,或是还有其他转录抑制因

素参与了基因表达的抑制。笔者以前的研究工作已

经证实 ,在人工感染 MDV 的鸡胚成纤维细胞

(CEF)中的 MDV 基因多数表现出转录活性[4 ] ;然

而在马立克淋巴瘤细胞 MDV 基因 ,即使经 52AZC

进行处理也依然存在着不能表达的区域。由此可

见 ,用52AZC进行处理后确使一部分 MDV DNA 提

高了转录活性 ,然而尚未达到复制 MDV 病毒粒子

的程度。不过依然可以认为 ,用 52AZC进行处理确

实可以特异地增加部分转录产物 ,说明甲基化与抑

制这些基因表达关系十分密切。因此有必要对控制

这些遗传基因表达的甲基化和去甲基化进行详细的

研究。另外 ,在淋巴瘤细胞株 MDV DNA中还存在

着没有甲基化的序列 ,对这部分序列的存在意义和

作用有必要深入探讨。DNA 甲基化抑制基因表达

的分子机理目前尚不十分明了 ,但是甲基化影响

DNA高级构造可能是重要的因素之一。在基因表

达活跃区域 DNA 未甲基化 ,核酸以活化染色体构

造方式存在 ;而表达抑制区域 DNA被甲基化 ,通过

特定的蛋白质媒介使核酸凝集形成不活化染色体构

造 ,使 RNA 合成酶等与转录有关的因子不能与

DNA结合 ,对 DNaseI等酶的敏感性方面 ,活化染色

体构也造高于不活化染色体构造 ,在转录活性区域 ,
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特别是调控基因表达的部位对 DNaseI的敏感性很

高[9 ]。

4) 从图 3 可见 ,用 52AZC 处理 MSB1 后 ,其

MDV DNA B am HⅠ2H区域出现 215和 219 kb 2条

斑点 ,这 2条斑点相加为 514 kb ,恰好与B am HⅠ2H

片段大小相同。52AZC使 MSB1 DNA去甲基化 ,同

时 MDV DNA 的 B am HⅠ2H区域高级构造变为转

录活性更高的染色体构造 ,并出现对 DNaseI高敏感

性的位点。由于染色体构造的变化 ,转录促进因子

更容易作用于 MDV 基因。这可能是 MDV 转录活

性增高的一个原因。

5)处于复制阶段向潜伏状态移行的 MDV 基因

受到甲基化的修饰 ,其分子机理尚不明了。因此 ,

MDV基因是由于甲基化使基因表达受到抑制 ,还

是抑制了基因表达后产生甲基化尚不清楚 ; MDV

基因的甲基化以及与此相伴的 MDV 高级构造的变

化是抑制 MDV 基因表达的直接原因 ,还是甲基化

是保持基因安定状态的间接因子 ,目前尚难判断。

总之 ,本研究的结果表明 ,甲基化与处于潜伏感染状

态的鸡马立克淋巴瘤继代细胞 MDV 基因表达的抑

制机制密切相关。
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