
精准医学杂志2026年10月第41卷第5期 JPrecisMed,October2026,Vol.41,No.5
doi:10.13362/j.jpmed.202641073  文章编号:2096-529X(2026)05-0395-06

[收稿日期]2025-12-29; [修订日期]2026-04-17
[基金项目]青岛大学附属医院临床医学+X科研项目

面上项目(QDFY202441)
[通信作者]李静,Email:qdjingl@163.com

DNA甲基转移酶DNMT1和DNMT3A对人胃癌
细胞自噬的调控作用

李静 孔文钰 刘雨 李静
(青岛大学附属医院检验科,山东 青岛 266075)

[摘要] 目的 探讨DNA甲基转移酶1(DNMT1)和DNMT3A对胃癌细胞自噬的调控作用。方法 采用

Westernblot方法检测人胃黏膜上皮GES-1细胞和人胃癌细胞 AGS-EBV中DNMT1、DNMT3A、DNMT3B蛋白

的表达水平。按照实验要求将AGS-EBV细胞分为A~D组,将人胃癌细胞GT38细胞分为a~d组,A/a组和B/b
组细胞分别转染siNC、siDNMT1,C/c组和D/d组细胞分别转染siNC、siDNMT3A。采用 Westernblot方法检测

A~D组、a~d组细胞中DNMT1或DNMT3A、p62表达水平及LC3Ⅱ/Ⅰ比值;通过免疫荧光技术检测 A~D组

细胞中LC3自噬小体数量;通过透射电镜分析检测A~D组细胞中自噬溶酶体数量。结果 Westernblot方法检

测结果显示,AGS-EBV细胞当中 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B蛋白相对表达水平显著高于 GES-1细胞(t=
2.947~6.695,P<0.05);B组与A组、b组与a组相比,细胞中DNMT1蛋白相对表达水平显著降低,p62蛋白相对

表达水平及LC3Ⅱ/Ⅰ比值显著升高(t=2.828~126.800,P<0.05);D组与C组、d组与c组相比,细胞中DN-
MT3A和p62蛋白相对表达水平显著降低,LC3Ⅱ/Ⅰ比值显著升高(t=3.215~96.110,P<0.05)。免疫荧光及透

射电子显微镜观察结果显示,B组细胞中LC3自噬小体数量和自噬溶酶体数量均显著高于 A组,D组显著高于C
组(t=3.200~5.701,P<0.05)。结论 与GES-1细胞相比,胃癌细胞中DNMT1和DNMT3A的表达水平显著上

调,胃癌细胞可能处于高甲基化状态;抑制胃癌细胞DNMT1、DNMT3A表达可增强细胞自噬水平。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheregulatoryeffectofDNA methyltransferase1(DNMT1)andDNA methyl-

transferase3A(DNMT3A)onautophagyofgastriccancercells. Methods Westernblotwasusedtomeasuretheproteinex-

pressionlevelsofDNMT1,DNMT3A,andDNAmethyltransferase3B(DNMT3B)inhumangastricmucosalepithelialcellline

GES-1andgastriccancercelllineAGS-EBV.Accordingtoexperimentalrequirements,AGS-EBVcellsweredividedintogroups

A-D,andhumangastriccancerGT38cellsweredividedintogroupsa-d.ThecellsingroupsA/aandgroupsB/bweretransfec-

tedwithsiNCandsiDNMT1,respectively,andthoseingroupsC/candgroupsD/dweretransfectedwithsiNCandsiDNMT3A,

respectively.WesternblotwasusedtomeasuretheexpressionlevelsofDNMT1/DNMT3Aandp62andLC3Ⅱ/Ⅰratioingroups

A-Dandgroupsa-d;immunofluorescenceassaywasusedtomeasurethenumberofLC3autophagosomesingroupsA-D;

transmissionelectronmicroscopywasusedtomeasurethenumberofautolysosomesingroupsA-D. Results Westernblot

showedthattherelativeproteinexpressionlevelsofDNMT1,DNMT3A,andDNMT3BinAGS-EBVcellsweresignificantlyhig-

herthanthoseinGES-1cells(t=2.947-6.695,P<0.05).ComparedwithgroupsAanda,groupsBandbhadasignificantreduc-

tionintherelativeproteinexpressionlevelofDNMT1andsignificantincreasesintherelativeproteinexpressionlevelofp62protein

andLC3Ⅱ/Ⅰratio(t=2.828-126.800,P<0.05).ComparedwithgroupsCandc,groupsDanddhadsignificantreductionsin

therelativeproteinexpressionlevelsofDNMT3Aandp62andasignificantincreaseinLC3Ⅱ/Ⅰ (t=3.215-96.110,P<0.05).

ImmunofluorescenceassayandtransmissionelectronmicroscopyshowedthatgroupBhadsignificantlyhighernumbersofLC3au-

tophagosomesandautolysosomesthangroupA,andgroupDhadsignificantlyhighernumbersthangroupC(t=3.200-5.701,

P<0.05). Conclusion TheexpressionlevelsofDNMT1andDNMT3Aingastriccancercellsaresignificantlyupregulatedcom-

paredwiththoseinhumangastricmucosalepithelialcelllineGES-1,suggestingthatgastriccancercellsmayexhibitahypermethy-

lationstate,andinhibitionofDNMT1/DNMT3Aexpressioningastriccancercellscanenhancethelevelofautophagy.
[KEYWORDS] Stomachneoplasms;DNA (Cytosine-5-)-methyltransferase1;DNA methyltransferase3A;Autophagy;

Geneexpressionregulation,neoplastic

  胃癌是人群中死亡率居前位的恶性肿瘤,晚期

患者的预后普遍较差,肿瘤耐药和复发是治疗失败
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的主要原因[1-3]。因此,阐明胃癌发生发展的分子机

制,挖掘新的治疗靶点,对改善患者预后至关重要。
自噬是细胞内的一种自我降解过程,可通过清除受

损细胞器、降解异常蛋白质维持细胞内环境稳态,其
功能紊乱与肿瘤的发生与发展密切相关[4-6]。胃癌

细胞的自噬具有双重作用,既可发挥抑癌作用,也可

表现为促癌效应,两种作用的发挥与肿瘤类型及微

环境密切相关[7]。DNA甲基化是表观遗传调控的

重要方式之一[8]。DNA甲基转移酶(DNMTs)家族

是调控DNA甲基化的关键酶类,在维持基因组稳

定性、介导细胞表观遗传图谱重塑中发挥着重要作

用[9]。正常生理状态下,DNMTs的表达与活性受

到精准调控,以此维持基因组甲基化稳态;一旦该稳

态失衡,将引发广泛的基因表达紊乱,进而诱发包括

癌症在内的多种疾病,其中癌症是与DNMTs功能

异常关联最为紧密的疾病类型之一[10-12]。有研究发

现,DNMTs在胃癌组织中呈高表达状态,可通过沉

默抑癌基因的表达加速肿瘤进展[13]。然而,DN-
MT1和DNMT3A在胃癌细胞自噬过程中的具体

调控作用及其具体分子机制,目前尚缺乏系统性研

究[14]。基于上述背景,本研究通过探讨 DNMT1、

DNMT3A对胃癌细胞自噬的具体调控作用,旨在

为胃癌的表观遗传学靶向治疗提供新的理论依据与

潜在靶点。

1 材料和方法

1.1 主要材料与试剂

siDNMT1、siDNMT3A及siNC委托上海吉玛

制药技术有限公司合成,其中siDNMT1的正义链

为5'-GGAUGAGUCCAUCAAGGAATT-3',反义

链为5'-UUCCUUGAUGGACUCAUCCTT-3';si-
DNMT3A的正义链为5'-GAGGACAUCUUAUG-
GUGCACUGAAA-3',反义链为5'-UUUCAGUG-
CACCAUAAGAUGUCCUC-3';siNC的正义链为

5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3',反 义 链

为5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。DN-
MT1、DNMT3A、β-actin抗体购自杭州华安生物技

术有限公司,LC3抗体和荧光标记二抗购自美国

CST公司,p62抗体购自上海优宁维生物科技股份

有限公司,兔抗单克隆抗体、小鼠抗单克隆抗体、抗
体稀释液、QuickBlockTM封闭液(TBSTw)、抗荧光

淬灭封片液(P0126)及 Hoechst33258细胞染色液

(C1017)购自南京碧云天生物技术有限公司,PVDF
膜购自德国 MerckMillipore公司。

1.2 细胞的培养

人胃黏膜上皮细胞系 GES-1细胞购买于武汉

普诺赛生物科技有限公司,人胃癌细胞系GT38细

胞由日本鸟取大学医学实验室惠赠,人胃癌细胞系

AGS-EBV细胞由中山大学医学实验室惠赠。所有

细胞均使用DMEM完全培养基(含10%胎牛血清、

1%青霉素-链霉素混合液),置于37℃、含体积分数

0.05CO2、饱和湿度的细胞培养箱中进行培养。

1.3 AGS-EBV、GT38细胞的转染

选取生长状态良好的对数生长期 AGS-EBV、

GT38细胞接种于6孔板中,调整细胞密度,使转染

时细胞汇合度达60%左右。将 AGS-EBV细胞分

为A~D组,将GT38细胞分为a~d组,A/a组和

B/b组细胞分别转染siNC、siDNMT1,C/c组和D/

d组细胞分别转染siNC、siDNMT3A。具体转染过

程如下:取100μL无血清DMEM 培养基与5μL
Lipofectamine2000转染试剂加入EP管(A管)中
混合;另取100μL无血清 DMEM 培养基分别与

5μLsiNC、siDNMT1、siDNMT3AsiRNA加入EP
管(B管)中混合,室温静置5min,将A管液体加入

对应B管混匀,室温静置20min,形成转染复合物。
将转染复合物逐滴加入AGS-EBV、GT38细胞的6
孔板中转染8h后,吸弃孔内培养基,加入DMEM
完全培养基,再继续转染48h,收集转染成功后的

两种细胞用于后续实验。

1.4 Westernblot方法检测细胞中DNMT1、p62
蛋白表达水平及LC3Ⅱ/Ⅰ比值

取生长状态良好的对数生长期 GES-1、AGS-
EBV细胞,以及处理结束的A~D组和a~d组细

胞,加入细胞裂解液提取总蛋白。取等量蛋白进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳,将蛋白转移至PVDF膜上。
使用QuickBlockTM封闭液于室温封闭20min后,分
别于 GES-1、AGS-EBV细胞当中加入稀释以后的

DNMT1、DNMT3A、DNMT3B一抗,分别于A~D
组和a~d组细胞中加入稀释后的p62、LC3一抗,
分别于A、B、a、b组细胞中加入稀释后的DNMT1
一抗,分别于C、D、c、d组细胞中加入稀释后的DN-
MT3A一抗,然后4℃孵育过夜。次日,用 TBST
浸洗PVDF膜后,分别在相应组别中加入相应种属

来源的HRP标记的二抗,置于室温下继续孵育2h;
再次以TBST浸洗PVDF膜,使用ECL化学发光

试剂盒显影。最后采用ImageJ软件分析目的条带

的灰度值,并计算目的蛋白的相对表达水平以及

LC3Ⅱ/Ⅰ比值。
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1.5 免疫荧光染色法检测 AGS-EBV细胞中LC3
自噬小体数量

将处理结束的A~D组细胞接种于预置细胞爬

片的24孔板中,待细胞贴壁后,用PBST洗涤细胞,
加入100μL预冷甲醇固定10min,PBST浸洗后滴

加blockingbuffer,室温孵育1h,弃去封闭液,直接

滴加已稀释的 LC3一抗,4℃下孵育过夜。次日

PBST浸洗爬片,避光条件下滴加已稀释的荧光标

记的二抗,室温避光孵育1h,PBST浸洗后避光滴

加Hoechst33258染液,室温孵育5min进行核复

染。PBST浸洗后吸净多余的液体,滴加抗荧光淬

灭剂进行封片,于共聚焦显微镜下观察并采集图像,
采用ImageJ软件分析LC3荧光斑点数量,即LC3
自噬小体数量。

1.6 透射电镜观察 AGS-EBV细胞中的自噬溶酶

体数量

取处理结束的A~D组细胞,PBS洗涤2次后

刮取至离心管,1000r/min离心5min,PBS重悬洗

涤1次。弃上清后加1mL2.5%戊二醛,4℃固定

过夜;次日经0.1mol/L磷酸漂洗液漂洗3次(每次

15min),1%锇酸固定1h,再漂洗3次。梯度丙酮

脱水:50%、70%、90%丙酮各15min,100%丙酮

20min。环氧树脂梯度包埋:丙酮与包埋液2∶1
(室温0.5h)、1∶2(37℃1.5h)及纯包埋液(37℃
2~3h)。依次于37℃、45℃、60℃各固化24h
后,制备成70nm厚的超薄切片,再使用醋酸铀和

柠檬酸铅分别进行染色15min。采用日本电子

JEM1200型透射电镜观察,采集自噬溶酶体典型区

域图像并进行数量分析。

1.7 统计学处理

使用GraphPadPrism5软件对数据进行统计

学分析。所有实验均独立重复3次,结果以􀭺x±s
表示,两组间比较采用Student’st检验。以P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 GES-1、AGS-EBV细胞中DNMTs蛋白表达

水平比较

Westernblot方法检测结果显示,AGS-EBV细

胞当中DNMT1、DNMT3A、DNMT3B蛋白的相对

表达水平显著高于GES-1细胞(t=2.947~6.695,

P<0.05)。见图1、表1。

2.2 沉默DNMT1 对胃癌细胞自噬的影响

Westernblot检测结果显示,B组与A组、b组

与a组相比,细胞中DNMT1蛋白的相对表达水平

显著下降,p62蛋白的相对表达水平及LC3Ⅱ/Ⅰ比

值显著上升(t=2.828~126.800,P<0.05)。见图

2、表2。免疫荧光及透射电子显微镜观察结果显

示,A、B组细胞中LC3自噬小体数量分别为3.67±
0.94、9.00±2.16,自噬溶酶体的数量分别为0.67±
0.75、3.33±0.75,与 A组相比,B组细胞中LC3自

噬小体数量和自噬溶酶体数量显著增加(t=3.200、

5.657,P<0.05)。见图3、4。

A:GES-1细胞,B:AGS-EBV细胞

图1 GES-1、AGS-EBV细胞中DNMTs相关蛋白表达水平比较

表1 GES-1、AGS-EBV细胞中 DNMTs蛋白的相对表

达水平比较(n=3,􀭵x±s)

细胞类型 DNMT1 DNMT3A DNMT3B

GES-1细胞 0.67±0.23 1.12±0.54 0.60±0.17
AGS-EBV细胞 1.42±0.43 1.65±0.56 1.18±0.56

图2 A、B组及a、b组细胞中自噬相关蛋白表达水平比较

表2 胃癌细胞中DNMT1、p62蛋白的相对表达水平及

LC3Ⅱ/Ⅰ比值比较(n=3,􀭵x±s)

分组 DNMT1 p62 LC3Ⅱ/Ⅰ比值

A组 1.59±0.09 0.62±0.05 1.07±0.23
B组 0.04±0.00 0.94±0.10 1.52±0.36
a组 1.79±0.37 1.46±0.39 0.47±0.03
b组 0.56±0.13 1.83±0.56 0.93±0.29

2.3 沉默DNMT3A 对胃癌细胞自噬的影响

Westernblot方法检测结果显示,D组与C组、

d组与c组相比,细胞中DNMT3A和p62蛋白的相

对表达水平显著下降,LC3Ⅱ/Ⅰ比值显著上调(t=
3.215~96.110,P<0.05)。见图5、表3。免疫荧光

以及透射电子显微镜观察结果显示,C、D组细胞中

LC3自噬小体数量分别为4.67±0.47、10.67±1.70,
自噬溶酶体数量分别为0.67±0.75、5.00±1.53,与

C组相比,D组细胞中LC3自噬小体数量和自噬溶

酶体数量均显著增加(t=4.811、5.701,P<0.05)。
见图6、7。
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图3 A、B组细胞中LC3自噬小体数量比较(免疫荧光LC3单

染,放大630倍)

铀铅双染色;下排为上排选中区域的局部放大,上排放大10000
倍,下图放大30000倍

图4 A、B组细胞中自噬溶酶体数量比较

图5 C、D组及c、d组细胞中自噬相关蛋白表达水平比较

表3 胃癌细胞中DNMT3A、p62蛋白的相对表达水平

及LC3Ⅱ/Ⅰ比值比较(n=3,􀭵x±s)

分组 DNMT3A p62 LC3Ⅱ/Ⅰ比值

C组 2.29±0.41 1.81±0.37 0.36±0.06
D组 0.18±0.06 1.27±0.27 0.54±0.09
c组 1.37±0.35 1.77±0.22 0.74±0.12
d组 1.11±0.21 1.38±0.06 1.10±0.16

3 讨  论

胃癌是起源于胃黏膜上皮细胞的恶性肿瘤,全

图6 C、D组细胞中LC3自噬小体数量比较(免疫荧光LC3单

染,放大630倍)

铀铅双染色;下排为上排选中区域的局部放大,上排放大10000
倍,下排放大30000倍

图7 C、D组细胞中自噬溶酶体数量比较

球范围内其发病率和死亡率均长期位居前列,对公

众健康构成严重威胁。由于早期症状隐匿,多数患

者确诊 时已处于中晚期,肿瘤常伴有深部浸润或远

处转移。尽管综合治疗手段不断进步,部分中晚期

患者的生存时间得到了一定程度的延长,但胃癌固

有的高侵袭性和高复发风险仍是临床治疗的重大挑

战。因此,患者的总体预后仍不理想[15-17]。

DNMTs是DNA甲基化这一过程的关键酶类,
主要包括DNMT1、DNMT3A和DNMT3B[18]。其

中DNMT1的核心功能是维持DNA甲基化状态,
在细胞分裂过程当中确保甲基化模式的稳定遗传;

DNMT3A和DNMT3B主要负责“从头甲基化”,即
对未甲基化的CpG岛进行甲基化修饰[18-20]。DN-
MTs的表达异常可导致基因表达紊乱,诱发癌症等

疾病[10-12]。基于此,本研究选取人正常胃黏膜上皮

细胞系GES-1细胞以及人胃癌细胞系 AGS-EBV、
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GT38细胞为研究对象,首先检测 GES-1与 AGS-
EBV细胞中DNMTs家族蛋白的表达水平;随后在

AGS-EBV和GT38细胞中转染siRNA,分别抑制

DNMT1/DNMT3A的表达以后,再观察DNMT1/

DNMT3A对胃癌细胞自噬的具体调控作用。
本研究结果显示,胃癌细胞 AGS-EBV中DN-

MT1、DNMT3A、DNMT3B蛋白相对表达水平显著

高于正常胃黏膜上皮细胞GES-1,提示胃癌细胞可

能处于高甲基化状态。
细胞自噬中,LC3蛋白有两种形式,游离于细

胞质的LC3-Ⅰ和结合在自噬小体膜上的LC3-Ⅱ。
自噬激活时,LC3-Ⅰ向LC3-Ⅱ转化增多,LC3-Ⅱ/

Ⅰ比值升高,同时自噬小体大量形成,最终与溶酶体

融合为自噬溶酶体,降解底物并循环利用[21]。本研

究结果显示,抑制胃癌细胞AGS-EBV的DNMT1、

DNMT3A表达后,LC3Ⅱ/Ⅰ比值升高,自噬小体聚

集增多,自噬溶酶体数量增加,表明干扰DNMT1、

DNMT3A均能增强 AGS-EBV 细胞的自噬水平。
抑制GT38细胞的DNMT1、DNMT3A表达以后,

LC3Ⅱ/Ⅰ比值升高,与 AGS-EBV细胞中LC3Ⅱ/

Ⅰ比值上升趋势一致,提示DNMT1或DNMT3A
对自噬的调控在不同细胞系可能具有普遍性。

本研究结果显示,抑制 AGS-EBV、GT38细胞

中DNMT1表达后,细胞内自噬底物p62蛋白相对

表达水平显著升高,而抑制 AGS-EBV、GT38细胞

中DNMT3A表达后,p62蛋白相对表达水平则显

著降低。已有研究表明,p62积累通常与自噬流受

阻密切相关,其表达下调可能提示细胞自噬水平增

强[22-24]。本研究中,沉默 AGS-EBV 细胞中 DN-
MT3A 表达后,细胞自噬小体与自噬溶酶体数量增

加,自噬水平升高,p62表达下降,与上述研究结论

一致;而沉默 AGS-EBV细胞中 DNMT1 表达后,
自噬小体与自噬溶酶体数量同样增加,自噬水平升

高,但p62表达却呈上升趋势。我们推测,这一差异

可能与 DNMT1的表观遗传调控功能有关:DN-
MT1可维持p62 基因启动子区的高甲基化状态,
抑制其转录表达。当DNMT1表达受抑时,p62 基

因启动子区高甲基化状态被解除,转录水平显著上

升,这一效应抵消甚至超过了自噬增强导致的p62
降解作用,最终导致p62蛋白积累。这一结果与

LEE等[25]在头颈癌中的研究结论一致:DNMT1介

导头颈癌细胞 HN9-R中p62 启动子区CpG岛高

甲基化,导致p62 表达沉默;使用DNMT1抑制剂

处理后,p62 启动子区去甲基化,表达恢复,且该恢

复并非源于自噬降解受阻。综上,DNMT1与DN-
MT3A可能在自噬调控中存在不同作用机制:DN-
MT3A可能主要靶向自噬底物降解相关基因,干扰

其表达可促进自噬流,导致p62降解增加[26];而
DNMT1则兼具双重作用,一方面通过甲基化p62
启动子区直接调控其转录,另一方面可直接靶向自

噬相关通路。沉默DNMT1 表达后,p62 转录激活

的效应强于自噬增强导致的降解效应,最终表现为

p62蛋白表达升高[27]。但两者调控自噬的具体下

游靶点及分子通路,还仍需进一步实验验证。
综上所述,胃癌细胞当中DNMT1、DNMT3A、

DNMT3B蛋白相对表达水平显著高于人胃黏膜上

皮细胞,胃癌细胞可能处于高甲基化状态。在胃癌

细胞中抑制DNMT1、DNMT3A的表达,可显著增

强其自噬水平,DNMT1和DNMT3A在胃癌细胞

中可能为自噬的负向调控因子。本研究为胃癌治疗

提供新方向:可通过特异性DNMT1、DNMT3A抑

制剂恢复细胞自噬活性,促进肿瘤细胞凋亡,改善疗

效。未来或可结合全基因组甲基化与转录组测序,
筛选DNMT1和 DNMT3A 调控自噬的关键靶基

因,探索其与其他表观遗传调控因子的协同作用。
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作者书写结构式摘要须知

为便于进行国际间的学术交流和计算机索引,本刊论著部分论文所附的中英文摘要,将采用国际通用的结构式摘要。中文摘要以350字

左右为宜,英文摘要与中文摘要对应。结构式摘要的内容分为:①目的、②方法、③结果和④结论4部分,格式可连续书写不分段落,但要列出

上述标题。现将各部分的撰写要求分述如下。①目的(Objective):简要说明研究的目的,说明提出问题的缘由,表明研究的范围和重要性。

②方法(Methods):简要说明研究课题的基本设计,使用了什么材料和方法,如何分组对照,研究范围及精确程度,数据是如何取得的,经何种

统计学方法处理。③结果(Results):简要列出研究的主要结果和数据,有什么新发现,说明其价值及局限。并给出结果的置信值,统计学显著

性检验的确切值。④结论(Conclusion):简要说明经验、论证取得的正确观点及其理论价值或应用价值,是否可推荐或推广等。在英文摘要内

容前必须附英文文题,作者署名与第1作者单位(包括邮政编码),与原文相同。
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