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甲基化抑制剂 5-氮杂 2′-脱氧胞苷对三维培养

A549细胞辐射敏感性的影响
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摘要: 为探讨DNA去甲基化试剂 5-氮杂-2′-脱氧胞苷 (5-aza-2′-deoxycytidine，5-Aza-CdR)对三维 (3D)

培养模式下的肺腺癌细胞A549辐射敏感性的作用,开展了系列实验。使用不同浓度 5-Aza-CdR处理单

层 (2D)A549细胞 72 h后，MTT法检测其对A549细胞的增殖抑制作用。选取低浓度 (2，5 µmol/L)

5-Aza-CdR预处理 2D和 3D培养的A549细胞 72 h，X射线分别辐照 1，2，4，6 Gy，检测微核形成

率和克隆存活。实验结果显示，不同浓度的5-Aza-CdR 均能抑制 2D的A549细胞增殖，且呈剂量依

赖性。5 µmol/L 药物预处理 2D与 3D细胞并联合辐照后诱导的细胞微核形成率均显著高于相应的对

照组，并且细胞存活率显著降低。不过，较低浓度 5-Aza-CdR(2 µmol/L)预处理的 3D培养A549细

胞 4，6 Gy辐照后微核数目较未用药处理组显著增加，克隆存活率较未用药组显著降低(P < 0.05)，而

在 2D培养A549细胞中未观测到上述现象。研究结果表明，5-Aza-CdR能抑制A549细胞增殖，3D培

养A549细胞药物预处理更能增加其辐射敏感性。结果暗示，为减少对正常细胞的毒性作用，在临床放

疗中，可低剂量使用 5-Aza-CdR，实现肿瘤的有效靶向治疗。
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1 引言

利用单层 (2D)培养细胞系统进行的生命科学研

究极大地促进了对生命现象的认识和临床医学的

发展，但 2D细胞培养系统与生命有机体细胞生长

环境相比还有较大的差别。细胞在体内时同它的三

维 (3D)生长环境，例如相互接触的周围细胞、细胞

外基质 (extra cellular matrix，ECM)、可溶性的化学

分子以及作用在细胞上的机械力之间都有相互作用，

直接影响着细胞的应激反应行为。而细胞进行2D培

养时，细胞之间以及细胞与胞外基质间的相互作用，

与真实的 3D生理环境相比，存在较大差异[1−4]。使

用动物模型进行的生命科学基础研究，是一种生理

状态下的体内实验，促进了生命医学科学的发展。不

过，由于人类生理与动物生理常有显著的区别，使

利用动物模型得到的实验结论有时不能适用到人体

上。例如人类的肿瘤发生、药物生理效应、自身免疫

性疾病及干细胞分化等与动物模型的体内过程均具有

差别[5−6]。

人工提取合成的凝胶状蛋白混合物目前已商品

化，且广泛应用于 3D细胞模型的构建。作为一种新

型的细胞体外实验平台，3D细胞培养模式能够很好

地克服细胞单层培养与实验动物模型的缺点，为细胞
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生理研究及药物筛选提供更可靠和便捷的研究工具。

5-氮杂-2′-脱氧胞苷 (5-Aza-CdR)为一种嘧啶核

苷类似物，在DNA 复制过程中能够与甲基转移

酶 (DNMTs)结合成共价复合物，不影响DNMTs表

达但能够明显抑制该酶的甲基转移活性，从而去甲基

化，使多种因甲基化而失活的抑癌基因重新表达，抑

制肿瘤细胞的生长[7]。在临床上 5-Aza-CdR目前主要

应用在治疗复发性和顽固性急性白血病和慢性髓性白

血病危象, 但由于缺乏特异的细胞杀伤靶向性及大剂

量 5-Aza-CdR诱发的细胞毒副反应，使其作为抗癌药

物的应用受限[8]。因此探究具有相对靶向性的放射治

疗和该药物的协同作用效果，期望实现在临床上同时

降低放射和药物使用剂量，具有很重要的指导意义。

我们的实验旨在观察与人体生理环境近似的 3D

培养人肺腺癌细胞 (A549)，经受 5-Aza-CdR 处理并

联合X射线辐照后诱导的损伤情况，比较与 2D培养

细胞的药物的敏感差异性，为 5-Aza-CdR预处理联合

辐射进行肿瘤临床治疗提供进一步的借鉴。

2 实验材料和方法

2.1 试剂及仪器

A549细胞为中国科学院近代物理研究所空间辐

射生物实验室保存，胎牛血清、RPMI1640培养基

购自美国Hyclone公司。3D培养基质胶溶液购自美

国BD公司。 5-氮杂-2′-脱氧胞、四唑氮蓝 (MTT)购

自美国 Sigma公司。Infinite M200多功能酶标仪购自

于瑞士Tecan公司，细胞遗传学显微镜购自德国Carl

Zeiss公司，X射线照射采用Faxitron RX-650型X-

ray生物辐照系统。

2.2 单层细胞培养

A549细胞用含有 10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素、 100 U/mL 链霉素的RPMI1640培养液，置

于37◦、CO2体积分数为 5％的饱和湿度培养箱中培

养，每 2 d进行传代培养，传代前D-Hanks平衡液漂

洗，0.25%胰酶消化。

2.3 三维细胞培养

取对数生长期A549细胞，调整细胞密度至 3×
106，每孔 20 µmol/L细胞悬液与 250 µL基质胶混合

接种于 12孔板中，置于 37 ℃培养箱 30 min，使胶体

固化后，添加含 10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、

100 U/mL链霉素的RPMI1640培养液，置于 37 ℃、

CO2体积分数为 5%的饱和湿度培养箱中培养，每 2

d更换培养基。

2.4 药物对2D培养A549细胞增值的影响

取对数生长期A549细胞，调整细胞密度后接种

于 96孔无菌培养板中，每孔 5×103个细胞，培养 24

h后，分别加入含有不同浓度 (0，1，2，5，10，20

µmol/L)的 5-Aza-CdR (DMSO 溶解) 的RPMI1640

培养基至 100 µL，每 24 h后PBS洗涤并更换新鲜

药物和培养基，共处理 72 h，0 µmol/L药物组加

入含有 0.2% DMSO的等体积培养基 (最大药物浓度

含有的DMSO量)作为对照。每个浓度设 5个平行

孔 (重复 2次)，每孔加入终浓度为 5 mg/ml的MTT

溶液 10 µL，37 ℃避光作用 4 h，弃上清液，加入 150

µL DMSO，振荡 10 min至结晶紫完全溶解后上机检

测。酶标检测仪 570 nm 波长检测吸光度 (OD)。计

算细胞生长抑制率 [细胞抑制率 (%)=(1-实验组OD

值/空白组OD值)×100%]。最后以抑制率为纵坐标，

以药物浓度 (µmol/L)为横坐标，绘制生长曲线。

2.5 微核形成率检测

2D细胞培养取对数生长期A549细胞，按实验方

法 1.2所述培养，1×105细胞/皿接种于 60 mm培养

皿 24 h。3D细胞培养取对数生长期A549细胞，按方

法 1.3所述培养 4 d。两种培养模式细胞经 2 µmol/L

和 5 µmol/L的 5-Aza-CdR处理，0 µmol/L药物组加

入含有 0.05% DMSO的等体积培养基 (5 µmol/L药

物浓度含有的DMSO量)作为对照，每 24 h更换含

新鲜药物的培养基，作用 72 h后更换成常规培养液。

按照实验分组接受 1，2，4，6 Gy的X射线照射 (100

kV)，剂量率为 1.2 Gy/min。接受辐照 2 h后，2D细

胞常规消化制成单细胞悬液。接种于基质胶中的 3D

细胞与基质胶液化恢复液 (Recovery solution)混合，

冰浴处理 30 min使胶体液化，离心弃上清，加培养

液制成单细胞悬液，按 1×105接种于 35 mm培养皿

中，每个实验组设置 3个平行。培养 48 h后，用PBS

轻轻洗细胞 1次，用甲醇：冰乙酸= 3:1的固定液固

定 20 min，吸除固定液后空气干燥，用 0.1 µg/mL吖

啶橙染色 1 min。参照Fenech 等[9]对微核的判定标

准(小于等于主核的三分之一)，荧光显微镜下至少镜
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检 1 000个细胞，统计其中含有微核的细胞数量，计

算微核形成率。微核形成率 (%)=(含微核细胞数/总

细胞数)×100%。实验共进行 3次独立重复。

2.6 克隆形成实验

2D和 3D细胞按 2.5节所述方法经前期药物处

理和X射线辐照 2 h后，2D细胞常规消化制成单

细胞悬液，3D细胞由 recovery solution液化后经常

规消化制成单细胞悬液，按一定数量接种于 100

mm培养皿中 (200 ∼ 2000个细胞/皿，根据剂量大

小决定),连续培养 10 d，结晶紫溶液染色，计数大

于或等于 50个细胞的克隆。每个实验组设置 3个

平行。植板率 (plating efficiency，PE)=(克隆数/接

种细胞数)×100%。细胞存活分数 (survival fraction，

SF) =照射组PE/对照组PE。实验共进行 3次独立重

复。通过Origin分析软件拟合存活曲线。

2.7 统计学方法

多个样本均数间的比较采用 t检验，P < 0.05认

为统计学上具有显著性差异，P < 0.01认为统计学上

具有极显著差异。

3 实验结果

3.1 药物对 2D培养A549细胞的增值的影响

在实验组细胞的培养液中加入不同浓度的 5-

Aza-CdR(1，2，5，10，20 µmol/L)，培养 72 h后采

用MTT法检测 570 nm的吸光度。结果发现，5-Aza-

CdR可以抑制细胞生长，在低剂量组，表现为浓度依

赖性，与阴性对照相比均具有显著性差异 (P < 0.05)。

当 5-Aza-CdR浓度增加到 10 µmol/L以上时，对细

胞的增殖抑制效应有钝化现象(图 1)。相关文献报

道显示，2 µmol/L浓度 5-Aza-CdR单独处理卵巢癌

细胞和人早幼粒白血病细胞即可引起细胞增殖明显

下降，部分基因甲基化程度及蛋白表达发生明显改

变[10−11]，5 µmol/L以上浓度 5-Aza-CdR对多发性

骨髓瘤细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用与 5 µmol/L

处理组相比已无明显增加[12]。为探讨低剂量药物处

理是否能够增强 2D与 3D细胞的辐射敏感性，为临

床放疗结合化疗提供借鉴，结合文献报道和当前的细

胞增殖抑制实验，我们选择较低细胞毒性剂量 (2和 5

µmol/L)作为后续辐照实验的药物干预浓度。

图 1 5-Aza-CdR处理对 2D细胞增殖的影响

不同浓度的 5-Aza-CdR处理细胞 72 h后发现，均可不同

程度地抑制A549细胞增殖，与阴性对照相比存在显著性

差异(P < 0.05)。

3.2 药物预处理联合辐照对 2D和 3D培养细胞

微核形成的影响

2D 和 3D 培 养 的 实 验 组 细 胞 分 别 以 2， 5

µmol/L浓度的 5-Aza-CdR预处理 72 h后，进行X射

线照射 (1，2，4，6 Gy)，培养 48 h后固定染色并

镜下检测微核形成。结果发现，单纯 5-Aza-CdR

药物处理即能导致 2D与 3D细胞的微核率显著增

加(P < 0.05，图 2(a)，2(b))。5-Aza-CdR预处理联

合X 射线辐照后发现，5 µmol/L药物预处理 2D

与 3D培养A549细胞 72 h并联合辐照后诱导的细

胞微核形成率均显著高于相应的对照组 (P < 0.05，

图 2(a)与 2(b))，较低浓度 5-Aza-CdR(2 µmol/L)预

处理的 3D培养A549细胞 4，6 Gy辐照后微核数目较

未用药处理组显著增加 (P < 0.05，图 2(b))，而在 2D

培养A549细胞中未观测到上述现象 (图 2(a))。我们

的结果表明，一定浓度的 5-Aza-CdR预处理增加了辐

照的敏感性，低浓度 (2 µmol/L)5-Aza-CdR预处理

结合较高剂量辐照即可显著增加 3D培养A549的微核

形成率，诱导更多的DNA损伤，2D培养A549细胞

达到同样辐射增敏效果对药物的需求浓度要高一些 (5

µmol/L)。
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图 2 5-Aza-CdR预处理联合辐照对 2D(a)与 3D(b)细胞微核形成率的影响

5 µmol/L药物预处理 2D与 3D培养A549细胞 72 h并联合辐照后诱导的细胞微核形成率均显著高于相应的对照组 (P < 0.05，

(a)，(b))，较低浓度 5-Aza-CdR(2 µmol/L)预处理的 3D培养A549细胞 4，6 Gy辐照后微核数目较未用药处理组显著增

加 (P < 0.05，(b))，而在 2D培养A549细胞中未观测到上述现象 (a)。

3.3 药物预处理联合辐照对 2D和 3D培养细胞

克隆存活的影响

2D 和 3D 培 养 的A549 细 胞 分 别 以2， 5

µmol/L浓度 5-Aza-CdR预处理 72 h后，进行X射线

照射 (0，1，2，4，6 Gy)，照射后 2 h，酶解细胞进行

克隆形成实验。计数克隆细胞发现，2，5 µmol/L浓

度 5-Aza-CdR预处理对 2D与 3D细胞植板率无明显

影响，不过，2D培养细胞植板率明显高于 3D培养细

胞 (P < 0.05，图 3)。我们的结果表明，低浓度 (2，5

µmol/L)5-Aza-CdR对细胞的杀伤作用有限，仅能抑

制细胞的增殖 (图 1)，当 5-Aza-CdR预处理后酶解进

行后面的克隆培养时，因无持续的药物作用，细胞的

增殖活力逐步恢复，依然能够形成克隆，体现在植板

率上为低浓度 5-Aza-CdR预处理 2D与 3D细胞对植

板率无明显影响。3D细胞的植板率低，这可能与文献

图 3 5-Aza-CdR预处理对 2D和 3D培养A549细胞植板

率的影响

5-Aza-CdR预处理对 2D与 3D细胞植板率无明显影响，但

是 2D培养细胞植板率明显高于 3D培养细胞。

中报道的 3D细胞群体中处于细胞周期静息期的比例

高于 2D细胞群体，细胞贴壁能力较差有关[13]。

2，5 µmol/L浓度 5-Aza-CdR预处理的两种培养

模式细胞存活率随照射剂量的增加而减少，呈照射剂

量依赖性(图 4(a)、4(b))。其中，3D培养细胞非药物

图 4 5-Aza-CdR预处理联合辐照对 2D和 3D培养细胞存

活的影响

5 µmol/L药物预处理 2D与 3D培养A549细胞 72 h并联合

辐照后细胞克隆存活率均显著低于相应的对照组 ((a)，(b))，

且较低浓度 5-Aza-CdR(2 µmol/L)预处理的 3D培养A549

细胞 2，4，6 Gy辐照后克隆存活率较未用药处理组显著降

低 (b)，而在 2D培养A549细胞中未观测到上述现象 (a)。
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处理组 1 ∼4 Gy 照射后，细胞存活呈剂量依赖

性减少，单独 4 Gy 辐照的 3D 培养A549 细胞存

活 (17.61%) 与 2 Gy 辐照的 2D 培养A549 细胞存

活 (约22.13%)相当，6 Gy辐照的 3D培养A549细胞

存活 (13.61%)显著高于 6 Gy辐照的 2D培养A549

细胞存活 (0.021%)，且 4 Gy与 6 Gy辐照的 3D培

养A549细胞存活无明显差异性 (4 Gy：17.66%，6

Gy：13.61%)，此与 Storch等[14]报道的 3D细胞相

对于 2D 细胞具有较高辐射抗性相一致(图 4(b))。

5 µmol/L 5-Aza-CdR预处理联合X射线辐照后发

现，其诱导的 2D 与 3D 培养A549 细胞克隆存活

率，均显著低于相应的对照组 (P < 0.05，图 4(a)，

4(b))，较低浓度 5-Aza-CdR(2 µmol/L)预处理的 3D

培养A549细胞 2，4，6 Gy辐照后细胞克隆存活率较

未用药处理组显著降低 (P < 0.05，图 4(b))，而在 2D

培养A549细胞中未观测到上述现象 (图 4(a))。我们

的结果表明，2 µmol/L浓度 5-Aza-CdR能够显著降

低 3D培养A549细胞辐照后克隆存活率，增加辐射敏

感性 (图 4(b))，此为肿瘤临床治疗提供了借鉴意义。

4 讨论

体外培养细胞在具备支持材料和细胞分化培养液

生长的微环境情况下，以空间立体方式生长，可形成

类似有机体内组织结构。比起 2D培养细胞模型，体

外人体细胞的 3D培养是一个更理想的用来研究人体

内基因功能及药物筛选的模型系统[15]。三维细胞培

养技术既能保留体内细胞微环境的物质及结构基础,

又能展现细胞培养的直观性及条件可控性的优势，填

补了单层细胞培养和动物实验的鸿沟。美国BD公司

生产的一种由鼠肉瘤细胞分泌物提取的凝胶状蛋白混

合物Engelbreth Holm Swarm (EHS)的Matrigel (商

品名)，目前已广泛应用于3D的构建，其主要含有

的ECM成分，不仅给细胞提供了向空间发展的支架，

而且其含有的ECM，在调控细胞的形态，发育、迁

移和代谢功能方面也发挥着作用。因此，越来越多的

研究者将这种三维细胞培养模型作为自己进一步研究

基因功能或药物生理学作用的研究平台[16]。

目前已经有多篇文献报道，5-Aza-CdR并不影

响DNMTs表达，但能够通过与DNMTs结合成共

价复合物抑制该酶的活性，降低某些抑癌基因启

动子的甲基化程度从而使基因激活，能够增加结

肠癌、乳腺癌及鳞状细胞癌等单层培养细胞系的

辐射敏感性[17−19]。为更好地促进 5-Aza-CdR在临

床上的应用，我们比较了 5-Aza-CdR对 2D与 3D培

养A549 细胞的辐射增敏作用，观测到相较于 2D

培养A549 细胞，低浓度的 5-Aza-CdR(2 µmol/L)

对 3D培养A549细胞有更为明显的辐射增敏作用。

我们近期的以及其他研究者的研究表明，人胚肺

细胞接种于基质胶中，经一定培养时间成熟分化后，

形成具有人肺囊器官样结构的 3D组织模型，其接受

离子辐射后引起的残留未修复DNA损伤高于具有相

同遗传背景的同型 2D培养细胞[13]，辐照后的 3D培

养A549、Utscc15细胞细胞存活也高于相同遗传背景

的同型2D培养细胞[14]，具体由何种机制导致的这种

辐射损伤差异性目前还不完全清楚。我们的初步蛋白

表达检测发现，3D结构细胞的DNMT3b(DNA甲基

转移酶 3b亚型)表达总是明显高于 2D培养细胞 (未发

表的结果)。DNMT3b是甲基转移酶家族中的一种，

它具有使DNA的胞嘧啶甲基化的功能[20]。因此我们

推断，3D细胞中DNMT3b表达量较高可能引起两种

培养模式的细胞在甲基化调控机制存在差异性，从而

导致低浓度 5-Aza-CdR对两种培养模式下的细胞的

辐射敏感性影响不同。甲基化某些抑癌基因启动子

可导致抑癌基因表达受到抑制，在肿瘤发生等过程

当中发挥重要作用[21]，也有大量文献证明DNA甲基

化对细胞辐射后DNA损伤修复及存活存在重要的影

响[22]。因此，我们希望以 5-Aza-CdR作为DNA甲基

化抑制手段，研究某些基因启动子甲基化在 2D和 3D

细胞辐射损伤差异性中是否发挥重要作用。

Kim等[23]在肺癌细胞系中检测了多种DNMTs

抑制剂对细胞的辐射敏感性影响，发现Psammaplin

A，5-Aza-CdR，Zebularine都对细胞具有辐射增

敏作用，并且低浓度 5-Aza-CdR (0.3 µmol/L) 已

对A549细胞达到半数抑制作用。但是我们的实验

结果及已发表文献[12,24−26]均没有发现其具有如此高

的细胞增殖抑制作用，因此对于其仅 0.3 µmol/L浓度

就能够促进肿瘤细胞辐射敏感性我们持保留态度。但

可以确信的是，5-Aza-CdR对 3D培养A549细胞的

辐射增敏作用更明显，暗示在人体中，低剂量的药物

浓度即可达到干预抑制效果，结合放疗的相对靶向

性，可以有效降低对正常组织细胞的毒性。
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5 结论与展望

我们的研究表明，相对于 2D培养肺癌细胞，低

剂量 5-Aza-CdR更能够降低 3D培养肺癌细胞的辐射

抗性，其在癌症临床治疗方法学上具有一定的指导意

义，暗示低剂量的 5-Aza-CdR预处理结合放疗的靶向

针对性，可以更好地杀伤肿瘤细胞，同时可避免高剂

量药物对正常体细胞的毒性作用。而作为一种更接近

人体生理环境的研究模型，以 3D细胞培养平台进行

的体外细胞信号通路研究可以更好地反映人体内生理

反应特征，是一个可以更好地筛选适合人体使用的新

型药物的理想模型。

同时，我们的实验结果也从侧面表明，关键基因

的甲基化可能是导致 3D细胞辐射抗性较高的重要原

因之一，这种表观遗传调控机制在 3D与 2D细胞之

间的辐射损伤差异性中扮演重要角色。因此，我们今

后的工作将从基因启动子甲基化角度，研究多个基因

功能失活或激活后对DNA损伤的影响，及 2D和 3D

细胞中相关信号通路的调控机制差异性，以期发现导

致 2D与 3D细胞辐射损伤差异的内在机理。
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Effect of DNA Methyltransferase Inhibitor

5-aza-2′-deoxycytidine on Radiosensitivity

of the Human Lung Cancer Cells

in Three-dimensional Culture

PAN Dong1, 2, 3，CHEN Yaxiong1, 2，XUE Gang1, 2, 3，LI Xiaoman1, 2, 3，

REN Zhenxin1, 2，DU Yarong1, 2，HU Burong1, 2

( 1. Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

2. Key Laboratory of Heavy Ion Radiation Biology and Medicine of Chinese

Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China )

Abstract: 5-Aza-CdR is a specific inhibitor of DNMTs which could suppress tumor growth by demethylation

of genomic DNA. There have only few studies thus far concerning it as radiosensitizers in three-dimensional

(3D) cells. The principal aim of this study is to evaluate the effects of 5-Aza-CdR on the radiosensitivity of

A549 cells in monolayer (2D) and 3D cultures in an attempt to find out a new combination treatments with

radiotherapy. The cell proliferation was detected by MTT assay after pretreated with different doses of 5-Aza-

CdR for 72 h. A549 cells were treated with or without 5-Aza-CdR (2, 5 µmol/L) for 72 h before be exposed

to X-rays of 1, 2, 4, 6 Gy, respectively. The DNA damage was evaluated by micronucleus assay and clonogenic

assays. Pretreatment with 5-Aza-CdR inhibited the A549 cell proliferation significantly. More micronucleus

were observed after irradiation in 3D cells pretreated with 2 and 5 µmol/L concentration of drug than those

without treatment. The survival fractions of cells pretreated by both 2 and 5 µmol/L drug reduced significantly

in 3D cultures after irradiation. These significances, however, were found in 2D cells pretreated by only 5 µmol/L

drug. Our results suggest that 5-Aza-CdR can inhibit the A549 cells proliferation and apparently enhance the

radiosensitivity of cells in 3D cultures. Using of the low dose 5-Aza-CdR in clinical radiotherapy may reduce

side effects and enhance effectively the cancer target therapy.
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