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Zebularine通过SFRP2/Dkk3去甲基化调控Wnt/β-catenin信号通路

诱导食管癌细胞凋亡
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摘要: 研究去甲基化药物 zebularine对食管癌细胞凋亡的影响及其作用机制。采用不同浓度 (25、50、100、200

和400 μmol·L-1) zebularine处理食管癌ECA109和KYSE170细胞, CCK-8法检测细胞活力。选用浓度为100 μmol·L-1

zebularine处理细胞, 流式细胞术检测凋亡率, Western blot检测凋亡蛋白 (Bcl-2蛋白、Bax蛋白、cleaved-caspase-3蛋

白和 cleaved-PARP 蛋白) 和 Wnt (wingless-related integration site) 信号通路分子 (β-catenin 蛋白、cyclin D1 蛋白和

c-Myc 蛋白) 的表达量 , 实时荧光定量 PCR 检测 Wnt 信号通路上游负调控基因表达水平 , 甲基化特异性 PCR

(methylation specific PCR, MSP) 法检测人分泌型卷曲相关蛋白 2 (secreted frizzled related protein 2, SFRP2) 和Dkk3

(dickkopf 3) 基因的甲基化状态。敲低 SFRP2和Dkk3观察对 zebularine诱导凋亡的影响。结果显示, zebularine能抑

制ECA109和KYSE170细胞的活力, 呈剂量和时间依赖性; zebularine可诱导细胞凋亡, 下调Bcl-2蛋白, 上调Bax、

cleaved-caspase-3和 cleaved-PARP蛋白的表达, 并抑制 β-catenin、cyclin D1和 c-Myc蛋白表达, 与阴性对照组比较,

差异均具有统计学意义 (P < 0.05); zebularine作用后, Dkk3和 SFRP2的mRNA表达水平明显升高, SFRP2和Dkk3启

动子甲基化水平降低; 敲低 SFRP2和Dkk3可降低 zebularine诱导的细胞凋亡。综上所述, zebularine降低 SFRP2和

Dkk3基因启动子甲基化水平, 促进 SFRP2和Dkk3基因表达, 进而通过抑制Wnt/β-catenin信号通路诱导食管癌细胞

凋亡。
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Abstract: To explore the effect and mechanisms of demethylation drug zebularine on esophageal cancer cells

apoptosis, ECA109 cells and KYSE170 cells were treated with zebularine at different concentrations (25, 50, 100,

200, and 400 μmol·L-1). The cell viability was measured by CCK-8. Flow cytometry was used to detect the cell

apoptosis rate, Western blot was performed to determine the expression of apoptosis protein (Bcl-2, Bax, cleaved-

caspase-3, and cleaved-PARP) and Wnt signal pathway molecules (β -catenin, cyclin D1, and c-Myc), real-time
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quantitative PCR was used to detect the expression level of negative regulatory genes of Wnt signaling pathway,

methylation specific PCR (MSP) was used to detect the methylation status of secreted frizzled related protein 2

(SFRP2) and dickkopf 3 (Dkk3) genes. After knockdown of SFRP2 and Dkk3, the effect of zebularine on apoptosis

was detected. The studies showed that zebularine could inhibit the activity of ECA109 and KYSE170 cells in a

dose-dependent and time-dependent manner; zebularine could induce cell apoptosis, down-regulate the expression

of Bcl-2 protein, up-regulate the expression of Bax, cleaved-caspase-3, and cleaved-PARP protein, and inhibit the

expression of β-catenin, cyclin D1, and c-Myc protein (P < 0.05); the mRNA expression levels of Dkk3 and SFRP2

were significantly up-regulated by zebularine, while the methylation levels of SFRP2 and Dkk3 promoters were

decreased; knockdown of SFRP2 and Dkk3 could reduce the apoptosis induced by zebularine. In summary, zebularine

could reduce the methylation level of SFRP2 and Dkk3 gene promoter, promote the expression of SFRP2 and Dkk3

gene, and then induce the apoptosis of esophageal cancer cells by inhibiting Wnt/β-catenin signaling pathway.
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食管癌是严重危害人类健康的消化道恶性肿瘤之

一, 其发病率和病死率位居世界癌症发病率和病死率

的第 8位和第 6位[1]。全世界每年食管癌新发病例超

过 60万, 其中大多数发生在中国[2]。目前, 治疗食管癌

的主要方法包括手术切除和化疗。然而, 对于复发或转

移的患者, 手术切除有很大的局限性, 术后化疗的效果

也不能满足所有患者的需要。此外, 耐药表型的频繁获

得和“继发性恶性肿瘤”的发生往往与化疗有关[3]。因

此, 选择合适、有效的化疗药物是一个难点。近年来, 基

于表观遗传学方法的去甲基化药物在抗肿瘤方面展现

了良好的前景, 目前临床常用的去甲基化药物是地西

他滨和阿扎胞苷, 它们主要用于血液系统肿瘤, 但对实

体瘤效果不佳。Zebularine [1-(β-D-核呋喃糖基)-1,2-

二氢嘧啶-2-酮] 是第二代去甲基化药物, 目前尚处于

临床前研究阶段, 与传统去甲基化药物相比, 具有稳定

性和低毒性[4]。研究发现, zebularine具有更广谱的抗

肿瘤效果, 可抑制多种肿瘤细胞生长, 在膀胱癌、前列

腺癌、肺癌、结肠癌和胰腺癌细胞系中均发现, 其对癌

细胞有较高的靶向作用[5]。Zebularine还可通过去甲

基化上调抑癌基因的表达[6], 进而诱导肿瘤凋亡途径

的激活, 而且是同类药物中第一种能够通过口服给药

来激活表观遗传沉默基因的药物。到目前为止, 关于

zebularine对人食管癌的抗肿瘤作用, 尚未见相关报道。

本实验通过研究 zebularine对食管癌细胞活性和凋亡

机制的影响, 为食管癌的治疗提供新的思路和依据。

材料与方法

细胞系 人食管癌细胞系 ECA109 和 KYSE170

购自 ATCC。细胞复苏后 , 加入含 10% 胎牛血清的

RPMI1640培养基中, 置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中

培养, 2～3天更换 1次培养液。当细胞生长至 70%以

上进行消化传代, 以进行后续实验。

试剂 Zebularine (Selleck公司); Annexin V/FITC-

PI (BD 公司); 反转录试剂盒和实时定量 PCR 试剂盒

(Thermo公司); 细胞蛋白提取试剂盒 (北京索莱宝公

司); CCK-8 试剂盒 , 抗 β-catenin、cyclinD1 和 c-Myc抗

体 (Abcam公司); siRNA (上海生工公司); DNA甲基化

试剂盒 (美国ZYMO Research公司)。

CCK-8法检测细胞活力 收集对数期的ECA109

和KYSE170细胞, 胰蛋白酶消化配成单细胞悬液, 以

每孔 1×104个细胞均匀接种到 96孔板。细胞贴壁后更

换培养基, 分别加入 0、25、50、100、200和 400 μmol·L-1

zebularine。每组设置 3 个复孔 , 作用 72 h 后 , 加入含

CCK-8质量分数为10%的新鲜培养基100 μL, 孵育4 h,

通过酶标仪检测各孔在波长 450 nm 处的吸光度值

(A), 以对照组调零, 绘制曲线。然后选用 100 μmol·L-1

zebularine作用细胞, 在0、12、24、48和72 h不同时间点

分别测吸光度值。细胞存活率 (%) = (A实验组 - A空白组) /

(A对照组 - A空白组)×100%。

流式细胞术检测细胞凋亡 食管癌细胞以每

孔1×106 个细胞数接种于 6 孔板中 , 经 100 μmol·L-1

zebularine 处理 48 h, 收集细胞 , PBS 溶液洗涤 2 次 ,

1 000 r·min-1离心 5 min, 然后用结合缓冲液 500 μL溶

液重悬管中细胞 , 每管加入 5 μL Annexin V-FITC 染

液, 室温避光孵育 10 min, 再加入 PI染液 5 μL, 轻轻混

匀后继续孵育10 min, 经流式细胞仪检测分析。

Western blot检测蛋白表达 收集细胞 , BCA 法

检测蛋白含量。取等量蛋白 (40 μg), 经 10%～12%

SDS-PAGE 电泳 1.5 h, 电转膜 2 h, 3% 脱脂奶粉封闭

2 h, 加 入 一 抗 ( 抗 Bax、Bcl-2、cleaved-caspase-3、

cleaved-PARP、β-catenin、cyclin D1和c-Myc) 和GAPDH

(1∶1 000抗体), 4 ℃过夜, PBS漂洗 3次, 加 HRP标记

二抗 (1∶200), 37 ℃孵育 1 h, 显色。凝胶成像分析系

统测定光密度, 进行蛋白表达定量分析。
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实时荧光定量 PCR 检测 Wnt 信号通路上游

负调控基因表达水平 收集对照组和 zebularine

(100 μmol·L-1) 作用 48 h 后的 ECA109 和 KYSE170 细

胞, Trizol试剂一步法提取细胞总RNA并鉴定RNA的

完整性。以 RNA 为模板逆转录合成 cDNA。实时荧

光定量 PCR仪进行 PCR扩增, 引物序列见表 1。反应

条件: 95 ℃ 1 min, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 1 min, 40 个循环。

结果采用 2-ΔΔCt法进行相对定量分析, 以GAPDH为内

参照。

MSP 检测 SFRP2 和 Dkk3 基因的甲基化状态

Zebularine 作用 48 h 后 , 分别收集对照组和处理组细

胞, 常规酚-氯仿法提取细胞基因组DNA, 用亚硫氢盐

修饰试剂盒修饰纯化DNA。取 3 μL修饰后的DNA为

模板进行 PCR 扩增 , 反应条件 : 95 ℃预变性 4 min,

92 ℃变性 45 s, 60 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 共 35个

循环, 72 ℃再延伸 10 min。PCR产物进行琼脂糖凝胶

电泳, 并在凝胶图像分析仪上分析成像。实验重复 3

次。根据 SFRP2和 Dkk3启动子设计 MSP引物, 引物

序列见表1。

SFRP2 和 Dkk3 siRNA 转染对 zebularine 诱导

凋亡的影响 根据GenBank上 SFRP2和Dkk3基因序

列 , 参照 siRNA 设计原则设计合成 SFRP2-siRNA、

Dkk3-siRNA 和 Ctrl-siRNA, 序列如下 : SFRP2-siRNA:

5'-GAGGAUGACAACGACAUAATT-3', anti-sense: 5'-

UUAUGUCGUUGUCAUCCUCTT-3'; Dkk3-siRNA: 5'-

AAUGGUCUGGUACUUAUUCCdGdC-3', anti-sense: 5'-

GGAAUAAGUACCAGACCAUUGdCd-3'; Ctrl-siRNA: 5'-

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3', anti-sense: 5'-ACG

UGACACGUUCGGAGAATT-3'。 采 用 Lipofectamine

3000脂质体进行转染,实验分组为Ctrl-siRNA组、SFRP2-

siRNA组、Dkk3-siRNA组、zebularine + Ctrl-siRNA组、

zebularine+SFRP2-siRNA组和zebularine+Dkk3-siRNA

组 , 收集各组细胞 , 流式细胞仪检测凋亡率 , Western

blot检测β-catenin、cyclin D1和 c-Myc蛋白表达变化。

统计学分析 实验数据采用 SPSS 21.0软件进行

分析。计量资料用均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 多组间

数据比较采用单因素方差分析, 两两比较采用 SNK-q

检验, 以P < 0.05表示差异有统计学意义。

Table 1 Primer sequences. DACT: Dishevelled-binding antagonist of beta-catenin; SFRP: Secreted frizzled related protein; Dkk: Dick‐

kopf; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Name

DACT1

DACT2

DACT3

SFRP1

SFRP2

SFRP4

SFRP5

Dkk1

Dkk2

Dkk3

GAPDH

Methylated SFRP2

Unmethylated SFRP2

Methylated Dkk3

Unmethylated Dkk3

Sequence of primer

Forward: 5'-GGAAGAGGACAGGCTTGGAAAC-3'

Reverse: 5'-GTCCCATTGTTCAGAGAAGGTATC-3'
Forward: 5'-ACGCAGGGACAGTGGTCTCAT-3'

Reverse: 5'-GCAGGAAACAGATGAGCCGG-3'
Forward: 5'-CTCCCCAGCGTCGTCTGCTTTA-3'

Reverse: 5'-ATTCGCTCTCCCCGTAACCC-3'
Forward: 5'-CCGAGCCCTACGGTGCCT-3'

Reverse: 5'-GGAATCGCTGTCGTTGAAA-3'
Forward: 5'-ATCGGTGCTGTCGCTCAA-3'

Reverse: 5'-CATCAGGATGCCGGGACT-3'
Forward: 5'-CCAAAGTCAAAGGGAAGGCC -3'

Reverse: 5'-GCAAGTGGTATGTGGCCTTC-3'
Forward: 5'-TCTTCCTCTGCTCGCTCTTC-3'

Reverse: 5'-GGGCTCCAATCAACTTTCG-3'
Forward: 5'-TATCACACCAAAGGGCAAGAAG -3'

Reverse: 5'-TGATGGTGATCTTTCTGTATCC-3'
Forward: 5'-CGACACACCATGCAGGCCGA-3'

Reverse: 5'-CCTGGTCAGGCCGCCAATCG-3'
Forward: 5'-GCAGGGGGACAGCAAT-3'

Reverse: 5'-GGAAGCTGTCTATGAGTTCG-3'
Forward: 5'-CGCTAACATCAAATGGGGTG-3'

Reverse: 5'-TGGTGAAGACGAAAGTGGA-3'
Forward: 5'-GGCTCGGAGTTTTTCGAGTTGTGT-3'

Reverse: 5'-CCGCTCTCTTCGCTAAATACGACTCG-3'
Forward: 5'-TTTTGGTTGGAGTTTTTTGGAGTTCTCT-3'

Reverse: 5'-AACCCACTCTCTTCACTAAATACAACTCA-3'
Forward: 5'-GTTTCGGTTGGTTAATGGTC-3'

Reverse: 5'-GCCGAACTACGAATCAAATACG-3'
Forward: 5'-TTTGGTTGGTTAATGGTTGG-3'

Reverse: 5'-CACCAACTACAAATACATACAA-3'
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结果

1 Zebularine对食管癌ECA109和KYSE170 细胞活

力的影响

为了研究 zebularine对食管癌细胞活力的影响, 使

用 25、50、100、200和 400 μmol·L-1 zebularine作用细胞

72 h, 结果显示 50～400 μmol·L-1 zebularine 均能抑制

细胞活力 (P < 0.05), 其中在100 μmol·L-1时细胞活力降

低较明显 (图 1A)。选用 100 μmol·L-1 zebularine, 再以

时间为横坐标, 对细胞存活率为纵坐标绘制曲线 (图

1B), 可见在 24～72 h 内, zebularine作用组的细胞活力

低于对照组 (P < 0.05), 其中在 48 h细胞活力降低较明

显。选用抑制率为 50%左右的 zebularine作用的浓度

和时间 (分别为100 μmol·L-1和48 h) 用于后续实验。

2 Zebularine对食管癌ECA109和KYSE170细胞凋

亡的影响

为了确定 zebularine对食管癌细胞凋亡的影响, 用

100 μmol·L-1 zebularine处理ECA109和KYSE170细胞

48 h, 经流式检测各组细胞凋亡情况。如图 2A 所示,

zebularine组中 ECA109和 KYSE170细胞的凋亡率分

别为 29.68%和 23.41%, 与对照组的凋亡率 (10.64%和

12.13%) 相比, 差异有统计学意义 (P < 0.01, P < 0.05)。

Western blot结果显示, zebularine可影响凋亡相关蛋白

的表达, 与对照组相比, zebularine可显著下调Bcl-2蛋

白表达 (P < 0.05),上调Bax、cleaved-caspase-3和cleaved-

Figure 1 The effect of zebularine on the viability change in esophageal cancer cells. A: ECA109 and KYSE170 cells were treated with

zebularine (25, 50, 100, 200, and 400 μmol·L-1) for 72 h; B: ECA109 and KYSE170 cells were treated with 100 μmol·L-1 zebularine for 0,

12, 24, 48, and 72 h. The cell viability was detected by CCK-8. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group

Figure 2 The effect of zebularine on the apoptosis of ECA109 and KYSE170 cells. A: The apoptosis was analyzed by flow cytometry; B:

The protein expression levels of Bcl-2, Bax, cleaved-caspase-3, and cleaved-PARP were analyzed by Western blot. *P < 0.05, **P < 0.01 vs

control group
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PARP蛋白的表达 (P < 0.05), 见图2B。

3 Zebularine对Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白的

影响

Western blot结果显示, zebularine作用ECA109和

KYSE170细胞后, β-catenin、cyclin D1和 c-Myc蛋白表

达水平明显降低 , 与对照组比较差异有统计学意义

(P < 0.05) (图 3), 提示 zebularine可抑制 Wnt/β-catenin

信号通路。

4 Zebularine 对 SFRP2 和 Dkk3 的 mRNA 表达和启

动子甲基化状态的影响

为了明确 zebularine如何影响 Wnt/β-catenin信号

通路, 采用实时定量 PCR检测Wnt/β-catenin信号通路

上游主要负调控基因: 包括DACT家族基因 (DACT1、

2和 3)、Dkk家族基因 (Dkk1、2和 3) 和 SFRP家族基因

(SFRP1、2、4和 5) 的表达情况。结果发现 , zebularine

作用后, SFRP2和Dkk3基因表达水平均明显升高, 与

对照组相比差异有统计学意义 (图 4A)。同时, MSP结

果显示 , zebularine作用后 SFRP2和 Dkk3启动子的甲

基化水平降低, 非甲基化水平增加 (图 4B)。以上结果

提示, 在食管癌细胞中, zebularine上调 SFRP2和Dkk3

基因的表达是通过降低启动子甲基化状态实现的。

5 沉默SFRP2和Dkk3对 zebularine诱导的食管癌细

胞凋亡的影响

为了进一步验证 zebularine促进细胞凋亡的机制,

用 SFRP2-siRNA 和 Dkk3-siRNA 分别转染 ECA109 和

KYSE170 细胞 , 观察 zebularine 作用后细胞凋亡变化

和Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达的变化。结果

显示, 沉默 SFRP2和 Dkk3后的细胞再经 zebularine作

用后 , 较未沉默 SFRP2 和 Dkk3 的细胞凋亡率明显降

低 (P < 0.05) (图 5A), β-catenin、cyclin D1 和 c-Myc 蛋

白表达水平升高 (P < 0.05) (图 5B), 表明沉默 SFRP2

和Dkk3可降低 zebularine对Wnt/β-catenin信号通路的

抑制作用, 同时降低 zebularine诱导的细胞凋亡。

讨论

表观遗传变化在致癌过程中起着重要作用, 研究

报道表观遗传是治疗癌症的有效途径之一[7,8]。DNA

甲基化[9]是最重要的表观遗传修饰之一, 在抗肿瘤中

越来越受关注。目前, 一些DNA甲基化抑制药物正在

进行临床试验用于治疗多种癌症。Zebularine最初是

作为胞苷脱氨酶抑制剂合成的, 然而, 越来越多的研究

报道了它作为胞苷类似物的其他作用, 即抑制DNA甲

基化和抗肿瘤增殖作用。国内外研究发现, zebularine

可通过H2AX磷酸化诱导骨髓瘤细胞凋亡[10], 通过抑

制ARHI甲基化增强骨肉瘤细胞的凋亡[11], 通过细胞周

期停滞和细胞凋亡抑制肺癌细胞[12]、宫颈癌细胞[13]和

恶性间皮瘤细胞[14]的生长。Zebularine还可诱导线粒体

Figure 3 The effect of zebularine on the expression of Wnt/β -

catenin signaling pathway related proteins in ECA109 and KYSE170

cells. After treatment with zebularine (100 μmol·L-1) for 48 h, β -

catenin, cyclin D1, and c-Myc protein were detected by Western

blot. *P < 0.05 vs control group

Figure 4 The effect of zebularine on the mRNA expression of

negative regulatory genes of Wnt/β-catenin signaling pathway, and

the demethylation of SFRP2 and Dkk3 gene in ECA109 and

KYSE170 cells. A: The mRNA expression of negative regulatory

genes of Wnt signaling pathway was detected by real-time quanti‐

tative PCR; B: The methylation status of SFRP2 and Dkk3 genes

was detected by methylation specific PCR (MSP), M represents

products amplified by methylated primers, U represents products

amplified by unmethylated primers. **P < 0.01 vs control group

·· 1388



张凤霞等: Zebularine通过SFRP2/Dkk3去甲基化调控Wnt/β-catenin信号通路诱导食管癌细胞凋亡

介导的胃癌细胞凋亡[15]。这些研究表明, zebularine可

抑制多种肿瘤细胞增殖诱导凋亡, 并且在不同的肿瘤

中 zebularine抑制肿瘤的机制是不同的, 然而 zebularine

对食管癌的作用目前尚不清楚。本研究发现, zebularine

可抑制食管癌细胞ECA109和KYSE170的活力, 随着

浓度增大、作用时间延长, 对细胞抑制效果增强, 同时

还发现 zebularine可诱导 ECA109和KYSE170细胞凋

亡。今后, 本课题组还将对 zebularine诱导食管癌细胞

凋亡的机制进行深入探讨。

Wnt/β-catenin信号通路在肿瘤的发生发展和转移

中发挥重要作用。Nakamura等[16]发现zebularine可通过

DNMT1-Wnt轴促进胆管癌细胞死亡, 提示 zebularine

可调控 Wnt/β-catenin信号通路, 然而, zebularine是否

能通过调节Wnt/β-catenin信号通路促进食管癌的凋亡

尚不清楚。因此, 本研究进一步探讨 zebularine和Wnt/

β-catenin信号通路在食管癌细胞凋亡中的作用机制。

结果发现 , 食管癌细胞经 zebularine 处理后 , Wnt/β -

catenin信号通路的下游靶分子 β-catenin、cyclin D1和

c-Myc表达降低, 提示 zebularine可抑制Wnt/β-catenin

信号通路。

接下来进一步深入研究 zebularine 如何作用于

Wnt/β-catenin信号通路, 典型的 Wnt/β-catenin信号从

分泌的Wnt配体结合到Frizzled家族受体开始, 然后触

发 β-catenin信号级联反应[17]。这一途径受上游主要负

调控基因调节, 包括DACT家族分子、Dkk家族分子和

SFRP家族分子等。据报道, 这些Wnt/β-catenin信号通

Figure 5 Effect of knockdown of SFRP2 and Dkk3 on zebularine induced apoptosis of esophageal cancer cells. A: The apoptosis was

analyzed by flow cytometry; B: The protein expression levels of β-catenin, cyclin D1 and c-Myc were analyzed by Western blot. *P < 0.05

vs Ctrl-siRNA + Zebularine group
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路上游主要负调控基因的表达水平在各种肿瘤中均不

同程度地降低, 并且与疾病进展和不良预后相关[17]。

本研究检测了 zebularine对DACT家族基因 (DACT1、

2 和 3), Dkk 家族基因 (DKK1、2 和 3) 和 SFRP 家族基

因 (SFRP1、2、4和 5) 表达的影响, 发现 zebularine能显

著上调 SFRP2和 Dkk3基因表达, 提示 SFRP2和 Dkk3

基因参与了 zebularine所诱导细胞凋亡。抑癌基因的

甲基化是调节基因表达的重要机制[18,19]。为了明确

zebularine对 SFRP2和Dkk3基因的调节是否与启动子

区域甲基化水平有关, 本研究检测了启动子区域的甲基

化水平, 发现ECA109和KYSE170细胞经过 zebularine

处理后, 细胞内 SFRP2和Dkk3基因启动子甲基化水平

降低, 非甲基化水平增加。这说明 SFRP2和Dkk3启动

子的甲基化在 zebularine上调SFRP2和Dkk3表达中起

重要作用 , 结合 PCR 结果表明 , zebularine 通过影响

SFRP2和Dkk3基因甲基化水平, 调节基因表达。最后

为了进一步确定SFRP2和Dkk3在 zebularine诱导的细

胞凋亡中的作用, 应用 siRNA敲低 SFRP2和Dkk3, 发

现沉默 SFRP2和 Dkk3后 , zebularine对细胞凋亡的诱

导效应明显降低, 对Wnt/β-catenin信号通路的抑制作

用也降低, 表明 SFRP2和Dkk3在 zebularine诱导的食

管癌细胞凋亡中起到关键的调节作用。

综上所述 , zebularine 可以抑制食管癌细胞的生

长 , 其具体机制主要涉及 zebularine 降低 SFRP2 和

Dkk3基因启动子甲基化水平, 诱导 SFRP2和 Dkk3基

因表达, 进而通过抑制Wnt/β-catenin信号通路诱导食

管癌细胞凋亡。本实验可为研究 zebularine在食管癌

中的作用机制提供实验依据。
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