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基因启动子去甲基化的研究
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摘要      利用5-杂氮-2′-脱氧胞苷(5-aza-2′-deoxycytidine, 5-aza-CdR)处理体外培养的鼻咽癌细

胞株CNE-1、CNE-2及永生化非癌性人鼻咽上皮细胞株NP-69, 采用BS-PCR、Q-RT-PCR及Western 
blot方法分别检测经5 μmol/L的5-aza-CdR处理前后, 各细胞株中Syk基因启动子甲基化状况及Syk 
mRNA和蛋白质表达情况。探讨去甲基化药物5-杂氮-2′-脱氧胞苷(5-aza-CdR)对鼻咽癌细胞株中脾

酪氨酸激酶(spleen tyrosine kinase, Syk)启动子甲基化水平及其表达的影响。结果显示, Syk基因启

动子甲基化水平与鼻咽癌细胞分化程度呈负相关, 两种鼻咽癌细胞株的Syk mRNA和蛋白质表达

水平显著低于NP-69细胞(P<0.01); 经5-aza-CdR处理后两种鼻咽癌细胞株的Syk基因启动子甲基化

水平降低, Syk mRNA及蛋白质表达升高(P<0.05); 高分化鼻咽癌细胞株对药物敏感性高于低分化

鼻咽癌细胞株(P<0.01)。由此可见, 两种鼻咽癌细胞株中存在不同程度的Syk基因启动子甲基化状

态, 5-aza-CdR能有效逆转鼻咽癌细胞株Syk基因启动子的甲基化状态, 升高Syk mRNA及蛋白质表

达, 同时鼻咽癌细胞分化程度越高恢复Syk基因表达的比率越高。
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脾酪氨酸激酶(spleen tyrosine kinase, Syk)是一

种非受体酪氨酸激酶, 其编码基因为Syk, 位于人类

染色体9q22, 蛋白质分子量为72×103 kDa, 由629个
氨基酸组成。它的表达与多种细胞功能及恶性肿

瘤播散、发病机制密切相关, 是控制细胞生理功能

的关键分子[1], 近年来, 大量研究表明, Syk基因在多

种恶性肿瘤中存在表达减少或者缺失, 启动子甲基

化能抑制Syk基因表达从而导致肿瘤的发生[2-3], 在
胃癌[4]、宫颈癌[5]及肺癌[6]等中发现, Syk基因启动子

CpG岛中存在甲基化, 由此推断Syk基因启动子的甲

基化有可能是其基因沉默的一种机制。

虽然DNA甲基化在功能上与DNA突变一样

可导致基因功能失活。但不同于基因突变或缺失, 
DNA甲基化修饰是可逆的, 应用甲基转移酶抑制剂

5-杂 氮-2′-脱 氧 胞 苷(5-aza-2′-deoxycytidine, 5-aza-
CdR)可逆转DNA甲基化, 使甲基化沉默的基因重

新表达[7]。5-aza-CdR是一种DNA甲基转移酶(DNA 
methyltransferase, DNMT)抑制剂, 与DNA结合后抑

制DNMT活性, 从而降低甲基化水平, 使因启动子甲

基化而沉默的基因重新表达[8-9], 在治疗肿瘤中起到

重要作用。它也是第一个被美国FDA批准上市治疗

恶性肿瘤的去甲基化药物, 在发达国家已被广泛应

用于临床[10]。5-aza-CdR运用在乳腺癌、肺癌、膀

胱癌等体外培养的肿瘤细胞系中, 逆转了Rb、VHL、
p15、p16、E-cadherin和APC等多个抑癌基因启动

子的甲基化状态, 使不同的抑癌基因得以重新表达, 
进而有效地抑制了肿瘤的进展。

本研究通过去甲基化药物5-aza-CdR处理的永

生化非癌性人鼻咽上皮细胞株NP-69-SV40T(简称

NP-69)及其他鼻咽癌细胞株, 观察经去甲基化处理

后各细胞株Syk基因启动子CpG岛的甲基化状态及

其与Syk mRNA和蛋白质表达水平之间的关系, 探
讨去甲基化处理对NP-69和鼻咽癌细胞株Syk基因表

达的影响及意义。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　细胞株        高分化鼻咽癌细胞株CNE-1、低
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分化鼻咽癌细胞株CNE-2及NP-69由赢润生物科技

有限公司从ATCC公司代购。

1.1.2　试剂        5-aza-CdR购自Sigma公司; 核糖核酸

(ribonucleic acid, RNA)抽提试剂盒Trizol和keratino-
cyte-sfm培养基购自Invitrogen公司; 兔抗人Syk多克

隆抗体、兔抗人β-actin单克隆抗体购自Cell Signal-
ing公司; EZ DNA Methylation-GoldTM Kit购自ZYMO 
Research公司; 2×Taq PCR MasterMix购自Tiangen公司; 
DL 2 000 DNA Marker和pMD19-T购自TaKaRa公司; 
质粒提取试剂盒购自Axygen公司; Q-RT-PCR试剂盒

购自碧云天生物技术研究所; 小牛血清和RPMI-1640
培养基、DNA抽提试剂盒(Genomic DNA purification 
kit)及DNA纯化试剂盒、辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔IgG二抗、蛋白质含量测定试剂盒均购自南京

凯基生物科技发展有限公司。

1.2  方法

1.2.1　细胞培养与药物处理　　NP-69细胞接种于不

含血清的keratinocyte-sfm培养液中, 鼻咽癌细胞株接

种于含10 mL/L小牛血清、1×105 U/L青霉素及1×105 U/L
链霉素的RPMI1640培养液中(pH7.2), 在37 ºC、含5% 
CO2、湿润空气的恒温密闭式培养箱中培养, 经胰

蛋白酶消化后按每瓶3×104接种于25 cm2培养瓶中, 
待细胞贴壁后在培养液中加入5-aza-CdR, 终浓度为

5 μmol/L, 每24 h更换培养液, 72 h后收集细胞。

1.2.2　重亚硫酸氢盐测序PCR(bisulfite sequencing 
PCR, BS-PCR)检测Syk基因启动子甲基化状态　　在

GenBank检索人类Syk基因序列, 以转录起始点上游

1 000 bp为启动子区域, 延伸至转录起始点下游200 bp
为研究对象, 采用MethPrimer设计BS-PCR引物: 上游

引物为: 5′-AGT TTG TTG GTT TGG TGA TTA A-3′, 
下游引物为: 5′-CCC ATA AAC CCR AAA CTA AA-3′, 
扩增产物长度为331 bp, 含有25个CG位点。按照试

剂盒说明提取总DNA, 重亚硫酸盐将未甲基化胞嘧

啶(cytosine, C)转化为胸腺嘧啶(thymine, T)。BS-PCR
总反应体系为50 μL, 甲基化修饰后的DNA 5 μL。BS-
PCR反应条件: 95 ºC预变性5 min; 95 ºC变性30 s, 57 ºC

退火30 s, 72 ºC延伸30 s, 循环42个周期后72 ºC延伸

10 min结束。BS-PCR产物采用TA克隆方法连接到

pMD19-T质粒, 连接体系为: pMD19-T 1 μL、PCR回收

产物4 μL、Solution I 5 μL。将连接产物转化至DH5α
感受态细胞, 挑选10个阳性克隆测序, 每个样本重复

三次, 测序结果采用BiQ Analyzer分析。

1.2.3　实时荧光定量PCR(quantitative real time fluo-
rescence polymerase chain reaction, Q-RT-PCR)检测

Syk mRNA的表达        按Trizol说明书中步骤提取各

实验细胞株的总RNA, 取得的RNA在紫外分光光度

计下测D260/D280, 比值在1.8~2.1, 符合纯度要求。利

用琼脂糖凝胶电泳测18S和28S, 检测其完整性; 反
转录反应(20 μL反应体系): 分别取各细胞株2 μL 
RNA, 各加10×RT mix、Oligo-dT15和dNTP混合液

2 μL及Quant Reverse Transcriptase 1 μL, 再加RNase 
Free ddH2O至终体积20 μL, 于37 ºC孵育60 min; 
采用SYBR Green荧光染料, 参照试剂盒说明完

成Q-RT-PCR, 20 μL反应体系包括: 2.5×Real Master 
Mix/20×SYBR solution混合反应液9 μL、cDNA溶液

2 μL、上下游引物(100 nmol/L)各2 μL, 再加ddH2O
至终体积20 μL, 每个样本重复10次。记录各个细胞

株CT值, 取平均值。结果采用相对定量(comparative 
delta-delta Ct)法计算, 引物序列见表1。
1.2.4　Western blot检测Syk蛋白的表达        将培养

的细胞用预冷的PBS漂洗两次后加入200 μL预冷的

RIPA裂解液, 4 ºC放置10 min, 然后在4 ºC下12 000 r/min
离心15 min, 取上清, 用BCA法测蛋白质浓度。将样

品(含40 μg蛋白)加入4×SDS凝胶加样缓冲液, 100 ºC
变性10 min, 顺序加样, 十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰

胺凝胶电泳(10%分离胶, 5%浓缩胶)分离后转移至

PVDF膜(正电荷尼龙膜)上, 经5%脱脂奶粉室温封闭

1 h, 一抗4 ºC孵育过夜, 二抗室温孵育1 h, 经增强发

光法发光, X线胶片显影。每个样本重复3次。实验

中检测β-actin蛋白表达水平作为内参照, 利用图像

分析软件Gel-Pro Analyzer 4.0对X线胶片上的条带

进行吸光度值分析, 以Syk蛋白条带与β-actin蛋白条

表1　Syk和β-actin基因引物序列

Table 1　The primer sequences of Syk and β-actin

基因 上游引物 下游引物 产物长度 退火条件

Gene name          Forward primer Reverse primer Product size Annealing condition     
Syk 5′-GGA ACT GTG AAA AAG GGC TA-3′  5′-CTG TGC ACA AAA TTG CTC TC-3′ 332 bp 59 ºC, 60 s              
β-actin 5′-GCT CCG GCA TGT GCA A-3′ 5′-AGG ATC TTC ATG AGG TAG T-3′ 537 bp 58 ºC, 60 s        
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带吸光度值的比值作为Syk蛋白表达的相对强度。

1.3  统计学分析 
采用SPSS17软件进行统计学分析, 计量资料以

均数±标准差(x－ ±s)表示, 两样本均数比较采用配对t
检验; 多样本均数比较采用单因素方差分析; 不同细

胞对药物的敏感性比较采用析因设计的方差分析, 
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1  5-aza-CdR对各细胞株Syk基因启动子甲基化

的影响

经5 μmol/L的5-aza-CdR处理后的细胞株作为

处理组, 未经5-aza-CdR处理的细胞株作为对照组。

BS-PCR检测结果见图1, 对照组和处理组细胞的

Syk基因启动子甲基化率CNE-1分别为31.2%±1.2%
和 16.8%±2.3%、CNE-2分别为 52.8%±1.6%和

36.4%±1.9%, 各鼻咽癌处理组细胞的Syk基因启动子

甲基化率与对照组相比存在显著差异(P<0.01)。而

NP-69细胞在5-aza-CdR处理前后均未检测到Syk基
因启动子的甲基化。

2.2  5-aza-CdR对各细胞株Syk mRNA表达的影响

各细胞株经5-aza-CdR处理前后Syk基因及内参

照基因β-actin的扩增曲线和熔解曲线见图2, 它们的

PCR扩增效率恒定, 且均已达到平台期, 相应的阈值

循环数(cycle threshold, CT)稳定, 重现性好; 它们的

熔解曲线均为单峰特异, 引物的特异性好且无引物

二聚体产生, 结果可靠, 故可以使用该体系对目的

基因Syk进行检测, 结果采用相对定量方法2–△△CT计

算。各细胞株经5-aza-CdR处理前后的Syk基因和内

参照β-actin基因的阈值循环数(CT)见表2。Q-RT-PCR
检测结果见图3, NP-69细胞的Syk mRNA的表达水平

(NP-69的Syk mRNA按100%计算)明显高于两种鼻咽

癌细胞株(P<0.01), 并且高分化的鼻咽癌细胞(CNE-1)
Syk mRNA表达水平也明显高于低分化的鼻咽癌细胞

(CNE-2)(P<0.01); 两种鼻咽癌细胞株经5-aza-CdR处
理后Syk mRNA表达量与加药处理前相比显著提高

(P<0.05), 而在NP-69细胞株中Syk mRNA表达量的变

每一个圆圈代表一个CG, 黑色圆圈代表甲基化, 白色圆圈代表未甲基化。A: NP-69; B: NP-69经5-aza-CdR处理后; C: CNE-1; D: CNE-1经5-aza-
CdR处理后; E: CNE-2; F: CNE-2经5-aza-CdR处理后。

Each circle represents a CG, black circles represent the methylation, white circles represent the unmethylation. A: NP-69 group; B: NP-69 treated with 
5-aza-CdR; C: CNE-1 group; D: CNE-1 treated with 5-aza-CdR; E: CNE-2 group; F: CNE-2 treated with 5-aza-CdR.  

图1　5-aza-CdR对鼻咽癌细胞株及NP-69细胞株的Syk基因启动子甲基化的影响

Fig.1　The effect of 5-aza-CdR on Syk promoter methylation in nasopharyngeal carcinoma and NP-69 cell lines
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化无明显差异(P>0.05)。同时结果显示, 与对照组相

比, 处理组CNE-1和CNE-2细胞的Syk mRNA表达水

平分别升高25.8%±3.2%和9.7%±2.1%, 5-aza-CdR对
提高高分化鼻咽癌细胞株Syk mRNA表达的影响大

于低分化鼻咽癌细胞株(P<0.01)。
2.3  5-aza-CdR对各细胞株Syk蛋白表达的影响

两种鼻咽癌细胞株和NP-69细胞株用5 μmol/L 
5-aza-CdR处理72 h作为各自处理组, 未经药物处

理的细胞株作为对照组。Western blot检测结果见

图4, 两种鼻咽癌细胞的Syk蛋白表达水平明显低于

NP-69细胞(P<0.01); 低分化的鼻咽癌细胞Syk蛋白

表达明显低于高分化的细胞(P<0.01); NP-69细胞株

处理组与对照组相比, Syk蛋白表达量无明显变化

(P>0.05), 两种鼻咽癌细胞处理组与各自对照组相比, 
Syk蛋白表达量显著提高(P<0.01); 与对照组相比, 
处理组CNE-1和CNE-2细胞的Syk蛋白表达水平分

别升高21.7%±5.1%和12.7%±1.5%, 5-aza-CdR对提高

高分化鼻咽癌细胞Syk蛋白表达的影响大于低分化

A: Syk熔解曲线; B: β-actin熔解曲线; C: Syk扩增曲线; D: β-actin扩增曲线。

A: Syk melting curves; B: β-actin melting curves; C: Syk amplification curves; D: β-actin amplification curves.
图2　鼻咽癌细胞株及NP-69细胞株经5-aza-CdR处理前后Syk和β-actin基因的熔解曲线和扩增曲线

Fig.2　Syk and β-actin melting and amplification curves of NP-69 and nasopharyngeal carcinoma cell lines before and after 
treatment with 5-aza-CdR

表2　鼻咽癌细胞株及NP-69细胞株经5-aza-CdR处理前后Syk和β-actin基因的CT值(x－±s, n=10)
Table 2　Syk and β-actin CT values of NP-69 and nasopharyngeal carcinoma cell lines before and 

after treatment with 5-aza-CdR(x－±s, n=10)

细胞株
                              Syk基因	 	 																					β-actin基因

Cell lines                              Syk                                           β-actin     
         0 μmol/L 5 μmol/L 0 μmol/L 5 μmol/L          
NP-69 26.38±0.04 26.41±0.01 21.29±0.01 21.31±0.02         
CNE-1 28.44±0.03 26.70±0.04 22.35±0.04 21.21±0.07          
CNE-2 29.89±0.06 27.51±0.02 23.17±0.06 21.17±0.03          
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表达减少或者缺失。Bailet的研究认为, Syk基因的

表达产物可通过促进细胞凋亡而抑制肿瘤生长, Syk
基因在肿瘤中表达降低或缺失与肿瘤的发生、发

展、侵袭迁移能力增加密切相关[1]。Nakashima等[4]

研究发现, 早期胃癌中Syk基因的表达高于进展期

胃癌, 有淋巴结转移组Syk基因表达低于无淋巴结

转移者, Syk基因阳性患者的5年生存率明显高于Syk
基因阴性者, 提示Syk蛋白表达缺失可能与胃癌的

浸润和转移有关, 其表达缺失增加了胃癌的侵袭能

力。Murphy等[11]研究发现, 剔除小鼠的Syk基因将导

致小鼠胰腺组织的增生、恶变。当Syk基因缺失的

胰腺癌细胞株导入野生型Syk基因后, 胰腺癌细胞株

在裸鼠中的生长和转移可明显受到抑制, 揭示了Syk
基因可能是抑制肿瘤发生的调控子。而Syk基因启

动子区域CpG岛的异常甲基化与基因转录抑制密切

相关, 异常的DNA甲基化导致Syk基因表达缺失[12], 
Toyama等[13]研究发现, 在正常乳腺上皮细胞中Syk
基因高表达, 但是由于Syk基因启动子的甲基化使超

过30%的乳腺癌组织中Syk基因表达降低, 将野生型

Syk基因转染Syk基因阴性的乳腺癌细胞株, 发现Syk
基因可以明显抑制无胸腺小鼠株抑制瘤的生长和转

移。Ogane等[14]研究显示, 大多数由于Syk基因启动

子甲基化而导致Syk基因表达缺失的肿瘤有淋巴转

移, 而没有转移的肿瘤Syk基因启动子甲基化水平较

低。Syk基因的表达水平较高, 提示肿瘤的恶性程度

与Syk基因启动子甲基化水平有关, Schuhe-Merker
等[15]和Zhang等[16]的研究也证明了这一点。本实验

经BS-PCR研究显示, 低分化的鼻咽癌细胞Syk基因

启动子的甲基化水平高于高分化的鼻咽癌细胞, 由
此推断在鼻咽癌细胞中, 其分化程度可能与Syk基因

甲基化水平呈负相关。

DNA甲基化由DNMT催化完成, DNMT分为三

类: DNMT1、DNMT3a和DNMT3b。其中, DNMT1
参与DNA复制阶段对新生链相应位置进行甲基化

修饰。5-aza-CdR是一种DNMT1抑制剂, 在DNA复

制过程中与DNA分子相结合, 并与DNMT1形成共价

复合物, 抑制该酶的甲基转移活性, 生成低甲基化子

链, 使许多抑癌基因启动子CpG岛去甲基化, 从而恢

复其表达[17]。Lo等[18]率先报道5-aza-CdR能使鼻咽

癌细胞株沉默的内皮素B型受体基因重新表达, Yi
等[19]报道, 5-aza-CdR能恢复CNE-1细胞连接蛋白43
基因的表达。他们的研究结果均发现, 5-aza-CdR

*P<0.01, **P<0.05, 与0 μmol/L 5-aza-CdR相比。

*P<0.01, **P<0.05 compared with 0 μmol/L 5-aza-CdR.
图3　5-aza-CdR对各细胞株Syk mRNA表达的影响(x－±s, 

n=10)
Fig.3　The effect of 5-aza-CdR on the expression of Syk 

mRNA in various cell lines(x－±s, n=10)

*P<0.01, 与0 μmol/L 5-aza-CdR相比。A: 蛋白质印迹实验检测Syk蛋
白的表达水平; B: 经5-aza-CdR处理前后Syk蛋白的相对表达量。

*P<0.01 compared with 0 μmol/L 5-aza-CdR. A: Western blot analysis 
for detection of the Syk protein level; B: the relative expression of Syk 
protein before and after treatment with 5-aza-CdR.
图4　5-aza-CdR对各细胞株Syk蛋白表达的影响(x－±s, n=3)

Fig.4　The effect of 5-aza-CdR on the expression of Syk 
protein in various cell lines(x－±s, n=3)

鼻咽癌细胞株(P<0.01)。

3   讨论
大量研究表明, Syk基因在多种恶性肿瘤中存在
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能使CNE-1细胞阻滞于G0/G1期从而出现生长抑制。

Dong等[20]发现, 3种肺癌细胞株的Syk基因5′调控区

CpG岛过度甲基化, 而且异常甲基化与Syk基因表达

缺失密切相关, 同时发现16例肺癌组织中都存在Syk
基因过甲基化, 而相连的正常肺癌组织无甲基化修

饰, 用去甲基化药物5-aza-CdR处理后, Syk基因重新

表达。Ogane等[14]通过对体外培养的口腔鳞状细胞

癌细胞系和正常口腔角化细胞的研究发现, 癌细胞

的Syk mRNA和蛋白质表达量要明显低于正常口腔

角化细胞, 同时研究发现5-aza-CdR可提高这些癌细

胞的Syk mRNA和蛋白质的表达量, 从而对肿瘤的

发生发展起到抑制作用。

本研究用BS-PCR检测经5-aza-CdR处理前后的

各细胞株的甲基化水平, 结果显示对照组和处理组

NP-69细胞Syk启动子均无甲基化, 各处理组鼻咽癌

细胞株的Syk启动子甲基化率与对照组相比存在显

著差异(P<0.01)。提示, 5-aza-CdR能有效逆转鼻咽

癌细胞株Syk启动子的甲基化状态, Syk基因启动子

甲基化可能是导致鼻咽癌发生发展的原因之一。Q-
RT-PCR和Western blot检测结果显示, 5-aza-CdR在
逆转鼻咽癌细胞Syk启动子甲基化状态的同时能够

上调其mRNA和蛋白质的表达水平(P<0.05), 从而证

实了启动子甲基化导致鼻咽癌细胞株Syk表达降低

或缺失。5-aza-CdR通过重新激活因甲基化处于沉

默状态的Syk基因的转录活性, 恢复Syk基因的表达, 
提示可以把Syk基因启动子甲基化作为鼻咽癌监测

的标记, 从而为评估肿瘤风险、制定预防策略、获

得早期诊断和跟踪肿瘤预后提供指导; 并且为Syk基
因成为鼻咽癌基因治疗的新靶点提供实验依据, 从
而进一步用诱导沉默的Syk基因重新表达的方法对

鼻咽癌进行基因治疗奠定理论基础。与鼻咽癌细

胞株不同的是, NP-69细胞在5-aza-CdR处理前后Syk 
mRNA和蛋白的表达均无明显变化, 表明5-aza-CdR
在逆转鼻咽癌细胞Syk基因启动子甲基化恢复其表

达的同时, 其本身存在的细胞毒性对正常的鼻咽上

皮细胞Syk基因的转录活性没有影响。本研究结果

还显示, 甲基化程度较低的CNE-1细胞对5-aza-CdR
的敏感性明显高于甲基化程度较高的CNE-2细胞

(P<0.01), 提示5-aza-CdR逆转鼻咽癌细胞Syk启动子

甲基化状态与细胞分化程度有关, 细胞分化程度越

高逆转启动子甲基化后恢复Syk基因表达的比率越

高, 从而在评估鼻咽癌去甲基化治疗的可行性和潜

在价值时还需要考虑肿瘤的分化程度。本研究从生

物学角度观察了5-aza-CdR对鼻咽癌细胞株的影响, 
肯定了其逆转Syk启动子甲基化恢复Syk基因表达的

作用, 为鼻咽癌的临床诊疗提供了新的思路, 同时对

该领域的进一步探讨将有利于阐明鼻咽癌发生发展

的确切分子机制。
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Study on 5-aza-2’-deoxycytidine Induces Syk Gene Promoter Demethylation
   in Nasopharyngeal Carcinoma Cell Lines

Jin Qiaozhi1, Yan Chong1, Tao Baohong2, Li Zhihai2, Cai Zhiyi*
(1The	First	Affiliated	Hospital,Wenzhou	Medical	College,	Wenzhou	325000,	China; 2Department	of	Otolaryngology,	Zhejiang	Taizhou	

Municipal	Hospital,	Taizhou,	318000, China)

Abstract        The nasopharyngeal carcinoma cell lines, CNE-1, CNE-2 and the non-cancerous immortalized 
nasopharyngeal epithelial cell lines NP-69 were treated with 5 μmol/L 5-aza-2'-deoxycytidine (5-aza-CdR) in	vitro. 
BS-PCR, Q-RT-PCR, Western blot were used to detect Syk promoter methylation and the level of Syk mRNA and 
protein. This study purposed to investigate the effect of 5-aza-CdR on the degree of promoter methylation and the 
expression of spleen tyrosine kinase (Syk) in nasopharyngeal carcinoma cell lines. It suggests that the mRNA and 
protein level of Syk in the two nasopharyngeal carcinoma cell lines were significantly lower than in NP-69 cell 
line (P<0.01), and shows negative relation with the methylation level of Syk promoter. The promoter methylation 
level of Syk gene was significantly decreased and the expression of Syk mRNA and protein were up-regulated 
(P<0.05) after treatment with 5-aza-CdR in the cell lines of CNE-1 and CNE-2, which was not observed in NP-
69 cell line (P>0.05). Compared with poorly differentiated nasopharyngeal carcinoma cell line, well-differentiated 
nasopharyngeal carcinoma cell line was more sensitive to 5-aza-CdR (P<0.01). Taken together, Syk promoter 
methylation directly leads to the decreased expression of Syk in nasopharyngeal carcinoma cell lines. 5-aza-CdR 
induces the demethylation of the Syk promoter, restores the expression of Syk both in mRNA and protein levels. 
Meanwhile, the cytotoxicity of 5-aza-CdR did not affect the transcriptional activity of Syk gene in nasopharyngeal 
epithelial cells. Moreover, the different sensitivity of nasopharyngeal carcinoma cell lines to 5-aza-CdR was related 
with the methylation of Syk promoter.

Key  words        nasopharyngeal carcinoma; demethylation; 5-aza-2'-deoxycytidine; Syk gene
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