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甲基化抑制剂 5一氮杂胞苷对HL一60细胞增殖及凋亡的影响 
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【摘 要】目的：观察5一氮杂胞苷对髓系白血病细胞系HL一60的增殖抑制作用，探讨其对细胞周期、细胞凋亡的影响。方法：常 

规方法培养 HL一60细胞，加人不同浓度的5一氮杂胞苷，以MTF法测定对 HL一60的抑制作用，计算细胞生长抑制率；流式细胞 

术检测小剂量 5一氮杂胞苷处理 HL一60细胞后 48 h的细胞凋亡率及细胞周期分布特点。结果：不同浓度 5一氮杂胞苷均可以不 

同程度的抑制细胞生长，且表现为时间、浓度依赖性。在IJ,~iJ量浓度 5一氮杂胞苷处理 HL一60细胞 48 h后，随着 5一氮杂胞苷浓 

度的．t~Dll，凋亡细胞百分比逐渐增多(P<0．05)；G，期细胞逐渐增多，s期细胞减少，GJM期细胞相对增多，细胞阻滞在 G 期。结 

论：5一氮杂胞苷对髓系白细胞细胞系 HL一60的生长抑制表现为浓度和时间依赖性，一定剂量的 5一氮杂胞苷诱导细胞凋亡，使 

细胞阻滞在 G 期。 
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and apoptosis of human promyelocytic cell line HL60．Methods： 

The human promyelocytic cell line HL一60 was cultured in RPMI 

1640 medium．3-(4，5-Dimethyhhiazol一2一y1)一2，5-diphenyhe 

trazolium (MTY)reduction by cells was used to assess drug— 

induced cell growth inhibition．Cells were treated with 0．25， 

而导致认知功能的损害。 

关于 AngIV改善糖尿病大鼠认知功能的机制 目前仍不 

清楚 ，推测可能与其易化海马的长时程增强(Long—term po— 

tentiation， P)效应、刺激一氧化氮的合成和分泌，增加中枢 

血流改善脑灌注、增加海马胆碱乙酰转移酶表达水平 ，促进 

乙酰胆碱的合成有关。我们的实验证实 ，AngIV干预组的糖尿 

病大鼠在认知功能改善的同时，其海马神经元凋亡明显减 

少，而且 Bcl—xl表达水平明显上升，因此我们认为，Ang1V上 

调海马 Bcl—xl表达 ，从而减少海马神经元凋亡 ，可能是其改 

善糖尿病大鼠观察认知功能的又一重要途径。 
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0．5，1，2．5 IX mol／L of freshly prepared 5-aza—cytidine for 48 hours before they were harvested for analyzing distribution of cell cycle phases 

and apoptosis by flow cytometer．Results：5-aza—cytidine inhibited HL60 cell proliferation in a time— and concentration—dependent 

manner．Apoptosis was induced as detected by flow cytometry．Determination of the cell cycle distribution by flow cytometry revealed an 

accumulation of cells in GI phase．Conclusion：DNA methylation inhibitor 5-aza—cytidine has effects on proliferation of human 

promyelocytic cell line HL60．Possible mechanism of this inhibition is induction of apoptosis． 

【Key words】Gene methylation；5-aza-Cytidine；Leukemia；Cell cycle；Apoptosis 

基因甲基化在肿瘤包括白血病的发生、发展中起着重要 

的作用。在肿瘤细胞中，DNA的异常甲基化表现为 DNA广 

泛的低甲基化和抑癌基因启动子区域 CpG岛的高甲基化， 

白血病细胞抑癌基因的高甲基化也得到了广泛的证实。肿瘤 

相关基因的异常甲基化可以通过临床的治疗来逆转 ，使其恢 

复正常状态_l_。因此 ，抑癌基因的去甲基化成为临床治疗肿瘤 

的一个新的途径。作为特异性甲基转移酶抑制剂，5一氮杂胞 

苷(5-azacitydine，5-Aza)~使 甲基化沉默的基因重新表达， 

恢复其正常功能 。在血液肿瘤性疾病的应用方面，5一杂氮 

胞苷 目前主要应用于骨髓增生异常综合征(Myelodysplastic 

syndrome，MDS)的治疗。但是该药对髓系白血病细胞的作用 

及其相关机制尚不清楚，为此，本研究采用 5-aza—C处理AML 

细胞系 HL一60细胞 ，观察 5-aza—C对白血病细胞系的抑制 

作用及其对 HL一60细胞凋亡的影响，为髓系白血病的药物 

选择提供初步实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人 AML细胞系 HL一60购 自中国科学院上海细胞生物 

研究所；小牛血清、RPMI1640培养基购自Gibico BRL公司； 

5一杂氮胞苷 、四唑氮蓝(Mrrr)购 自Sigma公司；全 自动酶标 

仪为美国的 Bio—Rad Model 550。凋亡检测试剂盒购自上海生 

工生物科技公司。膜联蛋白V(Annexin V)试剂盒购自北京宝 

赛公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养和药物处理 HL-60细胞以5×10 个 ，IJ的 

密度接种于含 10％小牛血清 、青霉素(100 U／m1)和链霉素 

(100 g／nil)的RPMI1640培养液中，于 37cC、5％CO2和饱和 

湿度的培养箱中培养，每 2 d换液传代。实验采用对数生长 

期的细胞 ，用不同浓度(0．1、O．25、0．5、1．0、2．5、5．0、10．0、25．0、 

50．0、100 mol／L)的 5--aza—Cytidine分别处理细胞 24、48、72 

h，以不加药物组作为对照，收集细胞并洗涤，进行相关检测。 

1．2．2 细胞生长的(MTF法 )测定 取对数生长期 HL一60细 

胞 ，调整细胞密度为 5 X 10 个／ml，接种于 96孔无菌培养板 

中，每孑L 200 l。根据不同浓度分为 11组(包括空白对照 

组 )，每组为 3孔(重复 3次)，共接种 3张板 ，每天各取出 1 

张板进行试验，每孔加入 5 g几的 MTF溶液 20 l，37cC作用 

4 h，PBS洗涤2次，加入 150 l的DMSO，振荡器振荡 10 min 

以充分融解结晶，置酶联免疫检测仪下 490 nm波长测吸光 

度(A)值，打印并记录数据。计算平均吸光度值，按照公式 ：细 

胞抑制率 =(1-A ／A )×100％，计算细胞生长抑制率， 

并计算半数抑制浓度 Ic 值。最后以抑制率为纵坐标，以药 

物浓度( mol／L)为横坐标，绘制生长曲线。 

1．2-3 细胞凋亡和细胞周期的检测 取经不同药物浓度处 

理48 h的HL一60细胞，对照组不加任何药物，用 PBS(pH 7．2) 

液洗 2遍，调整细胞密度为 1 X 106个／ml，取 lml细胞，400× 

g，4℃离心 10min，弃上清，加入 1 ml冷 PBS，轻轻振荡使细 

胞悬浮，重复 2次，将细胞重悬于 200 l binding buffer，加入 

1O l Annexin V—FITC和 5 l PI，轻轻混匀 ，避光室温反应 

15 min，加入 300 1 binding buffer，1 h内上流式细胞仪检测。 

取经不同药物浓度处理 48 h的HL一60细胞，用 PBS(pH 

7．2)液洗 2遍，调整细胞密度为 1×10 个／ml，加入预冷的 

70％乙醇固定，用于细胞周期检测，测定前用 PBS洗去乙醇， 

加入 1 mlPI染液，37℃避光染色 30rain后，流式细胞仪上采 

用 Muticycle DNA Cycle Analysis Software进行细胞周期分析。 

细胞周期和凋亡的检测各重复 3次。 

1．3 统计 学处理 

计量数据以均数 ±标准差( ±S)表示，组间比较采用配 

对 t检验，数据处理均用 SPSSI7．0软件包完成，以 P≤0．05为 

差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 5一氮杂胞苷对 HL一60细胞的增殖的影响 

在实验组细胞的培养液中加入不同浓度的 5一氮杂胞苷， 

培养 24、48、72h后测490 nm的吸光度。结果发现，各浓度 5一 

氮杂胞苷均可以不同程度的抑制细胞生长，且表现为时间、浓 

度依赖性。以0．1、0．25、0．5、1．0、2．5、5．0、10．0、25．0、50．0、100．0 

mol／L的5一氮杂胞苷分别处理 HL一60细胞 24、48、72 h后， 

1．0 mol／L及以上浓度的不同时间点检测的抑制率比较均有 

显著性差异(P<0．05 o在同一时间点，不同浓度下的抑制率之 

间有明显差异(P<0．05)，说明随着浓度的增加 ，5一氮杂胞苷 

的增殖抑制效应逐渐增强(图 1)。根据抑制率结果计算出作用 

24、48、72 h的 IC 为 56．76、5．22、1．78 mol／L。 

2．2 5-氮杂胞苷对HL一60细胞的细胞调亡的影响 

5一氮杂胞苷使 HL-60细胞发生凋亡，在小剂量浓度范围 

内处理 48 h后，随着 5一氮杂胞苷浓度的增加 ，凋亡细胞百 
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分比逐渐增多，除 0．25 mol／L组外 ，0．5 mo]／L、1 mol／L、 

2．5 mol／L 5一氮杂胞苷处理 HL一60细胞后调亡细胞 比例较 

对照组以及四种浓度之间的比较均有显著差异(表 1及图2)。 

2．3 5-氮杂胞苷对 HL～60细胞的周期的影响 

与空白对照组相比，0．25 mol／L、0．5 txmol／L、1 mol／L、 

2．5 mol／L浓度的 5一氮杂胞苷处理 HL一60细胞 48 h后，各 

浓度组的细胞周期分布与对照组或不同浓度组间的比较均 

无统计学差异(P>0．05)，但可见 G，期细胞逐渐增多，s期细 

胞减少，G／M期细胞相对增多，细胞阻滞在 G．／S期，且随着 

药物浓度的增加，这种阻滞趋势更明显(表 2及图 3)。 

3 讨 论 

5一氮杂胞苷(Azacytidine)是一种胞嘧啶核苷类似物，由 

Piskala等f 在 1964年首次合成。5一氮杂胞苷对真核细胞的 

作用表现出剂量相关的双重机制，高浓度时具有细胞毒作用， 

表 1 不同浓度的 5一氮杂胞苷处理 HL一6O细胞后的凋亡细胞比例 

鱼 

鱼 

一c 

C 

低浓度时通过非竞争性地结合到真核生物 DNA上甲基转移 

酶的结合位点 ，并阻断甲基转移酶的活性而发挥脱甲基作用l圳。 

1971年美国国立癌症研究院首先证明 5一氮杂胞苷具有抗 

肿瘤活性I 。1991年证实／J,~lJ量 5一氮杂胞苷对 MDS患者有 

效 。此后临床研究显示，5一氮杂胞苷对 MDS的完全缓解率为 

10％，部分缓解率为 1％，血液学进步 36％，总有效率为48％t~， 

因而使 5一氮杂胞苷成为 目前 FDA核准的第一个利用 DNA 

去甲基化作用治疗 MDS的抗肿瘤注射药物 。此外，5一氮杂 

胞苷可能通过诱导 caspase一8表达 ，激活 caspase依赖途径， 

使阿霉素诱导神经母细胞瘤细胞凋亡的作用放大，从而可以 

提高阿霉素对神经母细胞瘤细胞的敏感性【 。有报道 5一氮杂 

胞苷在复发性和顽固性急性白血病和慢性髓性 白血病危象 

时具有明显疗效 。本研究也证实 ，不同浓度的 5一氮杂胞苷 

对髓系白血病细胞系具有增殖抑制活性 ，作用 24、48、72 h的 

IC 分别为 56．76、5．22、1．78 mol／L，并且存在一定的量效 、时 

效关系，提示 5一氮杂胞苷有广谱抗瘤作用。 
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图2 不同浓度的5一氦杂胞苷处理 HL一6O细胞48 h后的凋亡情况 

表2 不同浓度的5一氮杂胞苷处理 HL一6O细胞后细胞周期分布 

u u 
u氓 
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图3 不同浓度的5一氦杂胞苷处理 HL一6O细胞 48 h后的细胞周期检测 

体外实验表明，5一氮杂胞苷是一种浓度依赖性细胞毒药 

物 ，2～8 mol／L时干扰 RNA代谢 ，16 mol／L以上既干扰 

RNA代谢又抑制 DNA的复制，用 2～6 mol／L作用 8 h，白血 

病细胞集落减少4％～69％，大量的细胞被阻止于G 期，当5一 

氮杂胞苷浓度为 160 mol／L作用 12 h，白血病细胞集落减少 

>95％t 01。本研究通过流式细胞术检测发现 HL一60细胞在 5一 

氮杂胞苷处理 48 h后，大多数细胞被阻滞于 G。期，与前述报 

道一致。 

由于表观遗传学异常在肿瘤的发生发展中的作用受到了 

广泛的证实，基因甲基化是表观遗传异常的主要表现 ，推测 

5一氮杂胞苷作用于肿瘤细胞的主要机制可能是 5一氮杂胞苷 

重新激活那些由于DNA过度甲基化而失活的基因，从而使细 

胞向终末分化、凋亡或衰老。也有研究表明5一氮杂胞苷能干 

扰核酸代谢而直接对异常增生的造血干细胞产生细胞毒性作 

用，此活性直接影响细胞周期的 DNA合成期(S phase)_IIl。本 

研究在对 5一氮杂胞苷作用后的 HL一60细胞凋亡检测后发 

现，经过药物处理后凋亡细胞比例较对照组显著增加，提示 5一 

氮杂胞苷的抗肿瘤’活．『生主要通过诱导细胞凋亡途径实现。 

总之，5一氮杂胞苷作为一种基因甲基化抑制剂 ，对人类 

急性早幼粒细胞系 HL一60细胞的作用是多方面的，诸如可 

抑制细胞增殖 、诱导细胞周期阻滞及凋亡。表观遗传学异常 

是肿瘤性疾病发生的重要原因之一 ，随着基因甲基化抑制剂 

对肿瘤细胞作用机制的深入研究，将进一步扩大 5一氮杂胞 

苷这类药物在肿瘤临床治疗上的应用。 
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