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Abstract
AIM: To explore the effect of demethylating agent 
5-Aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-CdR) on the growth 
of human colonic carcinoma cell line SW48, and to 
investigate the possibility of its application in clinical 
treatment.

METHODS: Human colonic carcinoma SW48 cells 
were treated with 0.4, 1.6, 6.4, 25.8, and 102.4 
µmol/L 5-Aza-CdR, respectively. Then the growth of 
the cells was observed by MTT assay. The cell cycle 
and apoptosis were analyzed by flow cytometry. The 
expression of the tumor suppressor gene RASSF1A 
mRNA was detected by reverse t ranscr ip t ion 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: 5-Aza-CdR inhibited the proliferation of 
SW48 cells in a time- and concentration-dependent 
manner (1-5 d, 0.4-102.4 µmol/L). After 5-Aza-CdR 
treatment, the number of G0/G1 cells was increased, 
and 5-Aza-CdR blocked the cell cycle at G1 phase. 
The apoptotic rate was also increased significantly. 

RASSF1A gene was reactivated by 5-Aza-CdR in 
SW48 cells not expressing RASSF1A. 

CONCLUSION: 5-Aza-CdR can inhibit the growth, and 
promote the apoptosis of SW48 cells by eliminating the 
methylation status of RASSF1A promoter.
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摘要
目的：研究去甲基化5-氮杂2'-脱氧胞苷(5-A z a-
CdR)对SW48结肠腺癌细胞株生长周期及凋亡的影
响，探讨其临床治疗的可能性.

方法：分别使用浓度为0.4，1.6，6.4，25.6，102.4 
μmol/L特异型DNA甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR处
理大肠腺癌细胞株.通过MTT来检测5-Aza-CdR对大
肠癌细胞株存活率的影响. 应用流式细胞检测甲基化
5-Aza-CdR对SW48结肠腺癌细胞株生长周期及凋亡
的影响. RT-PCR检测处理前后抑癌基因RASSF1A 
mRNA表达的改变.

结果：5-氮杂2'-脱氧胞苷在1.6 μmol/L就可以明显
的抑制SW48结肠腺癌细胞的增殖，细胞周期中处于
G0/G1期的细胞明显的增多，阻滞于G1期，凋亡率增
高，而且以上作用与药物作用浓度，时间在一定范围
内呈正相关. 5-Aza-CdR处理后，无RASSF1A表达的
SW48结肠腺癌细胞株可检测出基因RASSF1A的重新
表达.

结论：5-氮杂2'-脱氧胞苷可消除某些抑癌基因启动
子甲基化状态，使其重新表达而抑制SW48结肠腺癌
细胞株的生长，并促进其凋亡.
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0  引言

大肠癌的发生发展中DNA甲基化调节基因表达与某些

抑癌基因高甲基化失活已得到广泛证实[1-4].在癌变过

程中,使异常甲基化逆转,特别是癌变早期的转变对肿

瘤的防治尤为重要. 体外实验已证实甲基转移酶抑制

剂5-氮杂2′-脱氧胞苷(5-Aza-2'-deoxycytidine)通

过去甲基化作用可使多种CpG 岛高甲基化的抑癌基因

重新表达，从而恢复抑癌功能. RASSF1A是2000年报

道从3号染色体短臂克隆出来的肺癌新型候选抑癌基

因[5,6],我们采用MTT,及流式细胞仪来分别观察甲基转

移酶抑制剂5-氮杂-2′-脱氧胞苷对人结肠腺癌细胞

的成活率，及细胞周期、凋亡率的影响.并对RASSF1A

转录本的表达情况进行了研究，探讨5-氮杂-2'-脱氧

胞苷应用于结肠癌临床治疗的可能性.

 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株SW48由华中科技大学同

济医学院附属协和医院普外科惠赠，用含100 m L/L

小牛血清、100 kU/L链霉素和青霉素的RPMI1640培

养基，在37℃,50 m L/L的C O2,湿度饱和的条件下培

养.5-Aza-CdR(Sigma，USA)用三蒸水充分溶解成储

存液，-70℃保存.取对数生长期的结肠腺癌细胞,用

2.5 g/L胰蛋白酶消化癌细胞成单细胞悬液，于显

微镜下记数，按2×106/L培养传代，24 h后分别用

0.4,1.6,6.4,25.6,102.4 µmol/L（实验组1-5）浓度

的特异型DNA甲基转移酶抑制剂5-氮杂-2′-脱氧胞苷

(5-Aza-CdR)处理，24 h后弃去药液并重新更换含新

鲜培养液的药液，浓度同前，连续作用3 d后弃去药

液，用完全培养液继续培养4 d后进行实验，以同体

积的不含药液的培养液处理的细胞作对照组.培养过

程中用相差显微镜观察细胞形态变化.

1.2 方法 

1.2.1 MTT法绘制生长曲线 药液处理前后的细胞继续

培养4 d，按每孔3×103个细胞接种于96孔板，每孔

200 µL，每4个孔为一组，共接种5个板，阴性对照组

只换液，不加药.空白对照组是不含细胞的.放入培养

箱中继续培养，每天取出一板，每孔加入5 g/L MTT

溶液20 µL，37℃作用4 h后弃去，用PBS漂洗2次,加

入DMSO 150 µL，振荡器振荡15 min充分溶解结晶,

置酶标免役检测仪上测定波长为570 n m下的A值(O D

值)，最后以细胞生存率为纵坐标，以时间(d)为横坐

标，绘制不同浓度的5-Aza-CdR作用下的生长曲线.按

以下公式计算细胞生存率.细胞生存率(％)＝(试验

组A值－空白对照组A值)/(阴性对照组－空白对照

组)×100%.

1.2.2 细胞周期和凋亡率检测 收集经药物处理前后培

养的细胞，PBS漂洗2次，调整细胞密度为每1×109/L

个细胞，700 mL/L的冰已醇5 mL-20℃固定24 h以上,

加入RNaseA至终浓度为1 g/L，37℃温育30 min，加

入碘化丙啶(PI)至终浓度50 mg/L，1 h内测定，以流

式细胞仪进行细胞周期和凋亡率的分析.

1.2.3 RT-PCR检测用药前后RASSF1A基因mRNA

表达 用TRI Z O L试剂一步法提取经5-Aa z-C d R处理

和未经处理细胞的总RNA,以Oligo d T为引物逆转录

(Promega,USA),取2 µg总RNA进行纯化:1 µL 10×
reaction Buffer with MgCl2,1 µL DNaseI,DEPC水加

到10 µL，37℃ 30 min,1 µL l2.5 mmol/L EDTA,65℃
10 min,1 µL OligodT18轻混，70℃孵育5 min,离

心，收集到管底，置冰上依次加入5×M-MLV Buffer 

5 µL,dNTPmix 1.25 µL,M-MLV 1 µL,RNasin 0.5 

µL,DEPC水至25 µL, 42℃ 60 min,72℃孵育15 min. 

25 µL的PCR体系:10×PCR Buffer 2.5 µL,dNTPmix 
0.5 µL,MBI TaqDNA polymerase 0.625 µL,灭菌蒸馏

水至20.5 µL,primer1(10 µmol/L)1 µL,primer2(10 

µmol/L)1 µL,MgCl2 1.5 µL,cDNA 1 µL.以RASSF1A

特异引物进行P C R扩增,因为G A P D H在组织中稳定

表达[7],所以以GA P D H为内参照.R A S S F1A引物序列

参考[8]:5'-GGCGTCGTGCGCAAAGGCC-3'(sense)和

5'-GGGTGGCTTCTTGCTGGAGGG-3'(antisense).扩增片

断为329 bp,内参照GAPDH的上游引物序列为:5'-ACCA

CAGTCCATGCCATCAC-3'；下游引物序列为:5'-TCCACCA

CCCTGTTGCTGTA-3'；产物长度452 bp，反应条件:在

95℃变性5 min后,按94℃变性30 s,56℃退火30 s,72℃

延伸60 s,共35个循环.最后72℃延伸5 min. 扩增产

物于20 g/L 琼脂糖凝胶电泳,观察. 

       统计学处理  试验数据分析采用SPSS软件对相关数

据行F检验，及t检验.

2  结果

2.1 结肠腺癌细胞形态及生长速度的变化 在倒置显微

镜下观察5-AZA-CDR处理前后癌细胞的变化，可见癌

细胞体积缩小，死亡，细胞密度减少.经MTT检测,发

现5-Aza-CdR对SW48腺癌细胞增殖的抑制作用呈剂量

和时间依赖性，经方差分析同一作用时间的不同

药物浓度组之间的细胞生存率差异均有显著性意义

(P<0.01);同一药物浓度的不同作用时间组之间的细

胞生存率差异也有显著性意义(P<0.01).在一定范围

内随着剂量的增高和作用时间的延长，对SW48结肠腺

癌细胞增殖的抑制作用越明显(表1).

2.2 5-AZA-CDR使细胞生长停滞在G0/G1期，增高癌细胞

凋亡的发生率，以上作用呈剂量依赖性，经流式细胞

仪检测分析，对照组0 µmol/L的凋亡率为1.78%, 而
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6.4 µmol/L5-AZA-CDR处理组的凋亡率为49.25%, 两

者间有明显的统计学差异(P<0.05)(表2).当浓度达到

102.4 µmol/L时，更多的细胞表现为细胞坏死而不是

凋亡，因为成活细胞过少未能做流式细胞术检测. 

2.3 结肠癌细胞SW48 RASSF1A基因mRNA的表达  

经5-AZA-CDR处理培养后，没有RASSF1A mRNA表达的

SW48大肠癌细胞株可检测到RASSF1A mRNA的重新表达

(图1).

3  讨论

5-AZA-CDR治疗复发性和顽固性急性白血病和慢性髓

性白血病危象具明显疗效,在实体瘤中的作用尚不清

楚[9].肿瘤中基因组甲基化改变常见两种方式:一方面

DNA广泛性低甲基化导致染色体不稳定性,从而引起

基因突变;另一方面,位于抑癌基因启动子区CPG岛高

甲基化异常,引起基因表达沉默,细胞异常增殖导致恶

化.同时基因甲基化异常可通过一种凋亡途径对化疗

药物产生耐受,作用机制可能为甲基化腺嘌呤影响蛋

白质-DNA相互作用而抑制基因转录.由于DNA的甲基

化不涉及DNA序列本身的改变，所以这种改变是可逆

的，因此可以通过消除基因启动子区域的甲基化状

态，使被封闭的基因尤其是肿瘤抑制基因重新表达,

从而抑制肿瘤生长，达到治疗肿瘤的目的[10,14].我们选

用去甲基化制剂处理结肠癌细胞株，结果显:5-Aza-

CdR在浓度为0.4 µmol/L时即可抑制结肠癌细胞增

殖，随着浓度的提高其抑制作用也增高(P<0.01),同

一浓度5-Aza-CdR随着作用时间的延长，其生长抑制

作用也越明显（P<0.01).倒置显微镜下观察,可见癌

细胞体积缩小，死亡，细胞密度减少.近一步研究发

现，5-Aza-CdR使细胞生长停滞在G0/G1期，增高癌细

胞凋亡的发生率，以上作用呈剂量依赖性，在浓度达

到6.4 µmol/L时效果最明显,倒置显微镜下观察,可

见当浓度102.4 µmol/L时，更多的细胞表现为破碎,

形态不完整，呈坏死的表现,这和其他的化疗药物相

似，即在低浓度时引起细胞的凋亡，而高浓度引起细

胞的坏死.无RASSF1A基因mRNA表达的大肠癌细胞使用

5-Aza-CdR处理后，均检出基因的重新表达.并连续培

养5代以上仍可检测出RASSF1A基因mRNA的表达,究其

原因，5-Aza-CdR具有诱发因高甲基化封闭的基因重

获表达的去甲基化功能，从而导致其抑制肠癌细胞生

长的作用.不可否认，药物本身如存在细胞毒效应也

可产生抑制作用.为确切证实5-AZA-CdR抑制细胞生长

的内在机制，Bender et al [15,17]应用具有同等细胞

毒性作用的药物Ara-C(无去甲基化作用)作用于膀胱

癌细胞,结果并未显示出抑制肿瘤细胞生长的可遗传

性，细胞毒效应均存在着时效性，因而提示5-Aza-

CdR抑制肿瘤细胞生长并非由于其本身的毒性作用.   

   RASSF1A作为抑癌基因的具体机制还不大清楚, 

Dammann et al [18,22]目前已证实，Ras-GTPase是调节

增殖与凋亡的分子开关超家族一员，它的不同功能取

决于细胞外信号分子的不同，由此活化的Ras可能因

与一系列不同的下游效应分子相互作用而发挥2种截

然不同的功能：即可以促进细胞生长和分化，又可通

过诱发细胞休眠，诱导终末分化和凋亡来抑制细胞

生长.Lee et al [23,24]用甲基化特定PCR方法，检测正

常结肠组织（n = 24），结肠腺瘤（n = 95）,结直

肠癌（n = 149）,结果发现RASSF1A CpG岛甲基化在

结直肠癌灶很频繁，远比癌灶旁及癌远隔部位的甲基

化概率高.KurokiT et al [25,26]和Byun et al [27,29]先

后用甲基化特定的PCR对22个食管癌细胞株、47列食

管癌组织标本、对15个胃癌细胞株、90例原发性胃癌

组织以及膀胱癌细胞株进行分析后发现RASSF1A明显

甲基化(有统计学意义)，并且甲基化程度与临床分期

表 1  5-Aza-CdR对SW48结肠腺癌细胞生存率的影响(％)

药物溶度(µmol/L) 1  d 2  d 3  d 4  d 5  d

0.4 98 95 93 92 91

1.6 90 84 75 66 53
6.4 80 74 69 56 40

25.8 72 43 30 12 6

102.4 49 40 9 8 5
                

bP<0.01,不同药物溶度 F = 44.079,不同作用时间度 F =12.250. 

表 2  5-AZA-CDR对SW48结肠腺癌细胞周期及细胞凋亡率的影响(%)

药物溶度(µmol/L) Sub-G1期 G1期 S期 G2期

0 1.78 57.26 22.10 15.27

0.4 19.64 57.21 15.99 8.94
1.6 38.71 46.27 9.89 7.56
6.4 49.25a 38.46 9.35 5.09

25.6 38.27 45.68 6.74 3.85

t = 3.98, aP<0.05 vs  0 µmol/L.

500 bp→  
300 bp→
400 bp→ →

452 bp→
329 bp

M        1        2        3        4        5          

图 1  不同浓度的5-Aza-CdR对RASSF1A mRNA 表达水平的影响.

Mark: DNA分子量标准; 1: GAPDH内参照及阴性(无5-Aza-CdR作用)

2: 0.4μmol/L 5-Aza-CdR; 3: 1.6μmol/L 5-Aza－CdR; 4: 6.4μmol/L 

5-AzaCdR; 5: 25.6μmol/L 5-Aza-CdR.
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显著相关，进一步表明RASSF1A的表达失活部分是由

RASSF1A启动子区CpG岛的高甲基化所引起的．

大量研究表明RASSF1A表达缺失和启动子高甲基

化有着广泛的肿瘤谱，Muller et al [30]在研究乳腺

癌患者血清中DNA异常甲基化的意义时，发现有血清

RASSF1A DNA异常甲基化或APC血清DNA异常甲基化的

患者预后很差，并指出该基因有望在多种肿瘤的早

期诊断、预后指标评估中发挥重大作用.针对肿瘤细

胞中区域性高甲基化存在的广泛性，去甲基化制剂

5-AZA-CDR具有广阔的抗肿瘤治疗前景.
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