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Abstract
AIM: To investigate the effects of 5-Aza-2'-
deoxycytidine (5-Aza-CdR) on the proliferation 
and apoptosis of Lovo cells and the expression 
of tumor suppressor gene RUNX3.

METHODS: Human colonic cancer cell line 
Lovo was treated with 5-Aza-CdR (0.4, 4, 40 
μmol/L), a specific demethylating agent, for 3 d, 
and then cultured in RPMI 1640 medium for 5 d. 
The growth of Lovo cells was observed by MTT 
assay before and after 5-Aza-CdR treatment, 
respectively. The expression of RUNX3 mRNA 
was observed by semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). The apoptosis of Love cells was analyzed 
by flow cytometry�.

RESULTS: Lovo cells treated with 5-Aza-CdR 
displayed a slowed growth in comparison with 
the control cells, and the growth rate decreased 
accordingly with the increase of 5-Aza-CdR 
concentration. RUNX3 mRNA was expressed in 
Lovo cells after 5-Aza-CdR treatment, but it was 
undetectable before the treatment. After 0.4, 4, 
and 40 μmol/L 5-Aza-CdR treatment, the level 
of RUNX3 mRNA expression was 0.46 ± 0.06, 0.71 
± 0.06, and 0.84 ± 0.07, respectively, and it was 
significantly correlated with the concentration 
of 5-Aza-CdR (F = 168.4, P < 0.01). The apop-
totic rate of Lovo cells treated with 0.4, 4, and 40 
μmol/L 5-Aza-CdR was 10.95% ± 2.09%, 17.61% 
± 1.51%, and 26.60% ± 1.89%, respectively, which 
was markedly higher than that of the controls 
(2.92% ± 0.93%)(P < 0.01). The apoptosis was 
also notably correlated with 5-Aza-CdR concen-
tration (F = 145.7, P < 0.01)�.

CONCLUSION: 5-Aza-CdR can inhibit the proli-
feration and partly induce the apoptosis of Lovo 
cells by inducing the re-expression of RUNX3 
gene�.
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摘要
目的: 研究抑癌基因R U N X3在人结肠癌
细胞中的表达情况 ,  探讨5-氮-2'-脱氧胞苷
(5-Aza-CdR)对人结肠癌Lovo细胞增殖凋亡及
RUNX3表达的影响. 

方法: 用特异性甲基转移酶抑制剂5-Aza-CdR 
0.4, 4, 40 μmol/L处理人结肠癌细胞株Lovo 
3 d, 继续常规培养5 d后, 采用四唑盐(MTT)
比色观察细胞经药物处理前后的生长活性, 以
半定量RT-PCR检测细胞处理前后抑癌基因
RUNX3 mRNA的表达, 应用流式细胞仪进行
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■背景资料
R U N X 3 是 一 种
新发现的定位于
1p36.1的抑癌基
因, 他是RUNT基
因家族成员之一. 
R U N T家族是一
组高度保守的基
因序列, 他们在细
胞的生长发育的
过程中起着重要
的作用. 近来多项
研究发现RUNX3
与人类多种消化
系肿瘤发生有着
密切的相关性.
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细胞凋亡率的检测. 

结果: 人结肠癌细胞Lovo经处理后, 与对照
组比较, 5-Aza-CdR 0.4, 4, 40 μmol/L均能明
显抑制肿瘤细胞生长, 随5-Aza-CdR浓度增
加, 细胞生长速率下降; 对照组Lovo细胞未见
RUNX3 mRNA表达, 经药物处理后的细胞均
检出该种mRNA的重新表达, 其mRNA的表
达相对量分别为0.46±0.06, 0.71±0.06, 0.84
±0.07, 与药物存在剂量依赖性(F = 168.4, 
P <0.01); 对照组细胞凋亡率为2.92%±0.93%, 
5-Aza-CdR 0.4, 4, 40  μmol/L处理后Lovo细
胞凋亡率分别为10.95%±2.09%, 17.61%±

1.51%, 26.60%±1.89%, 与对照组相比较均有
统计学意义(P <0.01), 且凋亡率与5-Aza-CdR
剂量呈正相关(F = 145.7, P <0.01).

结 论 :  在 人 结 肠 癌 细 胞 株 L o v o 中 ,  基 因
R U N X3可能因过甲基化而导致转录失活 , 
RUNX3基因重新表达能抑制细胞生长, 并能
诱导部分细胞凋亡. 

关键词: RUNX3基因; 甲基化; 5-氮-2'-脱氧胞苷; 

结肠癌; 凋亡
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0  引言

肿瘤的发生和发展过程中, 抑癌基因的失活是

关键因素之一. 目前研究表明, 抑癌基因失活的

主要方式有基因的缺失、突变和启动子区域的

过甲基化等[1-4]. 5-氮-2'-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)
是一种DNA甲基转移酶的抑制剂, 很多体外研

究证实, 5-Aza-CdR通过去甲基化作用能使多种

CpG岛过甲基化的抑癌基因重新表达, 而恢复

抑癌功能[5-8]. RUNX3是一种新发现的抑癌基因, 
研究证实对胃癌细胞的生长具有明显的抑制作

用, 启动子区域CpG岛的过甲基化可能是其失活

的方式[4,9]. 结肠癌中该基因的表达研究尚少. 我
们采用5-Aza-CdR对肠癌细胞株进行处理, 检测

RUNX3基因表达, 并分析肿瘤细胞的生物学行

为改变, 以探讨肠癌的发生机制并寻求新的治

疗靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 小牛血清, RPMI 1640培养基(Gibco公

司); 5-Aza-CdR, MTT, DMSO, RNA酶A(RNase 
A)及碘化嘧啶(PI)(Sigma公司); RT-PCR试剂

盒(大连宝生物公司); Tr i z o l(M R C公司). 目
的基因RUNX3及内参照GAPDH的引物均由

Primer5.0软件自行设计, 由上海生工公司合成, 
引物序列如下: RUNX3上游引物: 5'-CAGCC
AAATCTTGCGACTC-3', 下游引物: 5'-ACCA 
GAAGGACTGCCTAACC-3', 产物片段长度

852 bp; GAPDH上游引物: 5'-CCATGTTCGT 
C AT G G G T G T G A A C C A - 3 ' ,  下游引物 : 
5'-GCCAGTAGAG GCAGGGATGATGTTC-3', 
产物片段长度251 bp. 人结肠癌细胞株Lovo为
华中科技大学同济医学院附属协和医院惠赠, 
用含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养基培

养(37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度), 隔日换液, 细
胞长满培养瓶壁80％-90％后, 按1∶2-1∶4传代, 
取对数生长期细胞进行实验.
1.2 方法 将细胞以适宜密度接种, 加入含5-Aza-
CdR的RPMI 1640培养基, 使其药物终浓度分别

为0.4, 4, 40  μmol/L, 每24 h更换为新鲜药液, 浓
度同前, 连续作用3 d后弃去药液, 以含100 mL/
L小牛血清的RPMI 1640培养基继续培养5 d. 以
未经药物干预的Lovo细胞作为对照组.
1.2.1 药物作用前后Lovo细胞增殖活性 上述经

药物处理后的细胞及对照组细胞, 以每孔3×103

个细胞接种于96孔板, 各组设5个复孔, 共接种

6板. 待细胞6 h贴壁后, 及其后每隔24 h取出1
板, 每孔加入浓度5 g/L的MTT 20  μL, 置培养

箱内孵育4 h后, 小心吸去培养液, 加入150  μL 
DMSO, 37℃恒温水平摇床振摇15 min, 待晶体

充分溶解后, 置全自动酶标仪于570 nm波长处

读取吸光度(A ), 上述实验均重复3次. 细胞增殖

能力以平均吸光度(A )值分析, 以A值为纵坐标, 
时间(d)为横坐标, 绘制生长曲线. 
1.2.2 用药后RUNX3 mRNA的表达 上述经药物

处理后的细胞及对照组细胞, 按Trizol试剂说明

书一步法提取总RNA. 通过紫外分光光度计检

测RNA的260 nm与280 nm吸光度, 计算出RNA
浓度. 1  μg RNA加入逆转录反应体系, 以随机引

物Random 9mers为引物进行逆转录反应, 逆转

录反应条件参照试剂盒说明. 取2  μg逆转录反

应产物, 按试剂盒说明书比例配成25  μL的PCR
反应体系. PCR反应条件: 94℃变性4 min, 1个循

环; 94℃变性45 s, 57℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 
共35个循环; 再以72℃延伸7 min. 扩增产物于

15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 用凝胶成像系统进行半

■创新盘点
国内未见结肠癌
与RUNX3表达的
相关性研究报道, 
本文初步探讨了
RUNX3在结肠癌
细胞Lovo中的表
达情况及其可能
失 活 机 制 ,  发 现
RUNX3可能因过
甲基化而导致转
录失活 ,  RUNX3
基因重新表达能
抑制细胞生长, 并
能诱导部分细胞
凋亡.
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定量分析, RUNX3的相对表达水平 = RUNX3基
因的RT-PCR产物电泳条带的密度/GAPDH基因

的RT-PCR产物电泳条带的密度.
1.2.3 细胞凋亡的检测 上述经药物处理后的细

胞及对照组细胞均以每孔2×105个接种于六孔

板上, 以含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培
养基培养4 d. 按常规方法消化收集细胞, 以PBS
洗涤2次, 以-20℃预冷的800 g/L乙醇固定, 充分

振摇均匀, 置-20℃冰箱保存24 h以上. 检测前

离心(1 500 r/min, 10 min), 弃乙醇, 以PBS洗涤2
次, 以PBS调节细胞密度至1×109/L, 洗涤后加入

由50 mmol/L磷酸钠和25 mmol/L枸橼酸按体积

比9∶1组成的PC缓冲液(pH 7.8)50  μL, 室温放

置15 min, 加PBS 0.5 mL, PI 50  μL(100 mg/L)
和RNaseA 10  μL(5 mg/L)于室温、暗处放置染

色30 min, 以流式细胞仪(BD公司)进行细胞凋

亡率检测. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多

样本均数比较采用单因素方差分析, 两组均数

比较采用t检验, 所有数据均由SPSS 12.0统计软

件进行处理, P<0.05为统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 Lovo细胞形态及生长速度 光镜下观察结肠

癌细胞Lovo, 于5-Aza-CdR处理前为多角形, 形
态不规则; 药物处理3 d后, 可见细胞皱缩, 多角

形形态趋于规则. 继续培养5 d后, 可见细胞密

度低, 部分细胞体积缩小, 死亡细胞数多. 细胞

经3种不同浓度5-Aza-CdR处理后, 细胞的生长

速度受到不同程度的抑制, 随着药物浓度的增

加抑制作用增强(图1).
2.2 Lovo细胞RUNX3 mRNA的表达 RT-PCR检
测对照组细胞未见RUNX3基因的mRNA表达, 
5-Aza-CdR处理后的细胞RUNX3基因的mRNA
重新表达(图2), 分别用浓度0.4, 4, 40  μmol/L的
5-Aza-CdR处理细胞后, 细胞RUNX3 mRNA的

相对表达量分别为0.46±0.06, 0.71±0.06, 0.84
±0.07, 且具有剂量依赖关系(F = 168.4, P <0.01).
2.3 5-Aza-CdR对Lovo细胞凋亡率的影响 经流

式细胞仪检测分析, 对照组细胞凋亡率为2.92%
±0.93%, 经5-Aza-CdR 0.4, 4, 40  μmol/L处理后

在细胞周期G1峰前出现明显的凋亡峰, 细胞凋

亡率逐渐增高, 凋亡率分别为10.95%±2.09%, 
17.61%±1.51%, 26.60%±1.89%, 与对照组相比

较有统计学意义(P <0.01), 细胞凋亡率与5-Aza-
C d R浓度水平具有剂量依赖关系(F  = 145.7, 
P <0.01)..

3  讨论

结肠癌和其他肿瘤一样, 其发生和发展是一个

多基因、多步骤的过程, 癌基因的激活和/或抑

癌基因的失活是其分子学基础. 肿瘤学研究表

明, DNA甲基化在基因表达调控、细胞增殖、

分化、发育及基因组印迹等方面起着重要的

作用, 并与肿瘤的发生发展关系密切[10-12]. DNA
的过甲基化是引起抑癌基因失活的重要方式. 
DNA过甲基化并不是基因序列发生改变, 而只

是部分碱基对发生甲基化修饰, 这种异常的甲

基化模式是可以逆转的[13,14]. 
RUNX3是一种新发现的定位于1p36.1的

抑癌基因, 广泛表达于消化道上皮细胞、间叶

细胞、血液细胞及神经细胞等[15-17]. RUNX3是
RUNT基因家族的成员之一, RUNT基因家族是

由RUNX1、RUNX2、RUNX3等三个成员组成, 
其编码蛋白是一组D N A结合转录因子 ,  在细

胞的生长、发育及凋亡过程中起着重要的作

用[18-21]. 许多研究发现, RUNX3-/-的胃黏膜上皮

细胞的过度增生和凋亡减少与细胞对TGF-β诱
导凋亡的敏感性降低有关, TGF-β作为诱导抑制

增生因子其诱导凋亡的作用在RUNX3-/-的胃黏

图  1  Lovo细胞经5-Aza-CdR处理后的生长曲线. 

图  2  5-Aza-CdR处理Lovo细胞后RUNX3 mRNA的表达. 1: 

Marker; 2: 对照组; 3-5: 0.4, 4, 40 μmol/L 5-Aza-CdR. 
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■应用要点
RUNX3作为一个
新发现的抑癌基
因, 在调控细胞的
生长发育和细胞
凋亡的过程中发
挥着重要而复杂
的转录调节作用. 
RUNX3可能成为
一个消化系恶性
肿瘤的生物学标
志和肿瘤基因治
疗的靶点, 为消化
系恶性肿瘤的诊
断和治疗提供了
一条新途径.
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膜上皮细胞中完全失活, 结果提示, RUNX3可能

是TGF-β信号传导途径的关键作用靶点[4,22]. 进
一步研究证实, 在TGF-β信号传导过程中, TGF-β
与被激活的Smad形成的复合物由胞质转入胞核

内后需在RUNX3蛋白的指导下与核内特异性的

靶点相结合, 并增强其结合力, 共同调节相关靶

基因的转录. RUNX3表达沉默可导致TGF-β信
号途径紊乱, 引起TGF-β信号失活, 进而引发细

胞的凋亡障碍, 导致肿瘤的发生[22-24]. 
本研究结果显示, 人结肠癌细胞株Lovo不

表达RUNX3基因的mRNA, 而经过5-Aza-CdR处
理后的细胞重新表达RUNX3的mRNA, 提示在

结肠癌细胞中RUNX3表达失活可能是由于启动

子区域的CpG岛过甲基化所致. 5-Aza-CdR是一

种DNA甲基转移酶1(DNMT1)抑制剂, 他是一种

脱氧胞苷类似物, 在DNA复制过程中与DNA分

子相结合, 并与DNMT1形成一共价复合物, 抑制

该酶的甲基转移活性, 生成低甲基化子链, 从而

实现去甲基化功能[25-27]. 我们发现, Lovo细胞经

过5-Aza-CdR处理后, MTT检测的细胞生长曲线

及流式细胞仪检测的细胞凋亡率可以看出细胞

的增殖不同程度受到抑制, 细胞凋亡率明显提

高. 上述结果提示, 5-Aza-CdR可能使因甲基化

失活的RUNX3基因去甲基化而重新表达, 恢复

其抑癌功能, 从而导致抑制结肠癌细胞生长并

诱导其凋亡的作用. 当然, 若5-Aza-CdR本身存

在细胞毒性也可以产生类似作用. 目前研究表

明, 有细胞毒性作用的药物其细胞毒效应均存

在着时效性, 而未发现抑制肿瘤细胞生长的可

遗传性[28]. 在本研究中, 实验所用均是药物作用

后并继续培养5 d以上的细胞, 因而提示5-Aza-
C d R抑制肿瘤细胞生长、诱导其凋亡并非其

本身的药物毒性直接所致, 而是其去甲基化的

间接作用. RUNX3的mRNA重新表达后, 随着

mRNA表达增强, 结肠癌细胞生长明显减慢, 提
示RUNX3可能直接或间接参与调控细胞DNA
的复制合成. 

RUNX3作为一种新发现的抑癌基因, 其表

达可通过TGF-β信号途径抑制细胞的过度增殖

并诱导凋亡. RUNX3可能成为结肠癌的一个新

的生物学标志和基因治疗的靶点, 为结肠癌的

诊断和治疗提供一条新的途径. 但有关RUNX3
基因的表达调节、RUNX3转录因子的作用机制

及是否与其他癌基因和/或抑癌基因存在相互关

联作用还不十分清楚, 有待进一步研究. 
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