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Abstract  
AIM: To examine the impact of DNA methyl-
transferase inhibitor 5-aza-2′-deoxycytidine 
(5-Aza-CdR) on gastric cancer cells and to un-
veile the interaction between 5-Aza-CdR and 
conventional chemotherapeutic agent 5-fluoro-
uracil (5-Fu).    

METHODS: Gastric cell lines expressing either 
wild-type P53 (AGS) or mutant-type P53 (BGC-823) 
were treated with 2.5 µmol/L of 5-Aza-CdR and/
or 5-Fu for 0-96 h. Cell viability and proliferation 
were determined by 3-(4,5)-dimethylthiahiazo(-z-
y1)-3,5-di-phenytetrazoliumromide (MTT) assay. 
Cell apoptosis was detected by annexin V staining. 
The activity of caspases was determined, and  ex-
pression of downstream molecules was detected 
by Western blot.

RESULTS: Compared to untreated AGS and 
BGC-823 cells, treatment with 5-Aza-CdR signifi-
cantly suppressed cell proliferation and viability 
in both cell lines in a time-dependent manner 
(both P < 0.01). In addition, 5-Aza-CdR induced 
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■背景资料
胃癌作为一种常
见 的 恶 性 肿 瘤 , 
虽然在过去数年
其治疗较以前有
了较大程度地提
高, 但5年生存率
仍低于25%, 这一
现状驱使科研工驱使科研工科研工
作者不断寻求更
多新型并且行之
有效的治疗手段. 
5-氮杂-2'脱氧胞
苷酸(5-Aza-CdR; 
D A C ) 作 为 一 种
DNA甲基化抑制
剂, 可通过脱甲基
化作用使沉默的
抑癌基因重新表
达, 因此已逐渐受
到国内外学者的
广泛关注.

marked apoptosis of AGS and BGC-823 cells in a 
time-dependent manner. However, the stimula-
tion of distinct apoptotic pathways was largely 
dependent on P53 status. In AGS cells, 5-Aza-
CdR-induced apoptosis was mediated by intrinsic 
apoptotic pathway which was modified dramati-
cally by caspase 9. In BGC-823 cells expressing 
mutant P53, 5-Aza-CdR-induced apoptosis was 
dependent on caspase-independent apoptotic 
signaling due to the fact that we failed to observe 
elevated caspase activity or expression. 5-Aza-
CdR in combination with 5-FU showed signifi-
cant synergistic effects in both AGS  and BGC-823 
cells, implying that 5-Aza-CdR could efficaciously 
sensitize the responses of both cell lines to 5-Fu.    

CONCLUSION: Our findings strongly demon-
strate that 5-Aza-CdR is a potential anti-gastric 
cancer candidate. 5-Aza-CdR and 5-Fu have 
significant synergistic effects in human gastric 
cancer cells.   

Key Words: 5-Aza-2'-deoxycytidine; Apoptosis; Cas-
pases; P53; 5-Fu
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摘要
目的: 观察甲基转移酶抑制剂5-氮杂-2'-脱氧
胞苷(5-Aza-2'-Deoxycytidine, 5-Aza-CdR)对胃
癌细胞的作用, 并进一步明确他与传统化疗药
5-氟尿嘧啶(5-Fu)之间的相互关系.   

方法: 选取野生型P53的胃癌AGS和突变型
P53的BGC-823细胞用2.5 µmol/L 5-Aza-CdR
分别处理0-96 h, MTT检测5-Aza-CdR处理前
后细胞活力的变化. 为了进一步探讨5-Aza-
CdR的抗胃癌作用机制, 我们用Annexin Ⅴ检
测细胞早期凋亡、caspases活性检测凋亡诱导
通路及Western blot检测下游相关蛋白的表达. 

结果: 与未用5-Aza-CdR处理的空白对照组细
胞相比, 5-Aza-CdR时间依赖性地抑制了胃癌
AGS和BGC-823细胞的生长活性(P<0.01). 在探
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■研发前沿
目前, 5-Aza-CdR
( D A C ) 已 通 过
F D A 的认证 ,  逐
渐取代了传统的
化疗药物而在临
床上广泛用于造
血系统恶性疾病
的 治 疗 .  但 他 对
实体肿瘤例如消
化系统的恶性肿
瘤 ,  仍 然 处 于 初
级探索阶段.探索阶段.

讨其作用机制时我们发现, 5-Aza-CdR的抗胃
癌毒性作用是通过诱导肿瘤细胞凋亡实现的. 
但细胞的不同P53状态可触发不同的细胞凋亡
路径: 在野生型AGS细胞中, 5-Aza-CdR的凋亡
机制是通过内源性的凋亡通路(caspase 9)所介
导的; 但在BGC-823细胞中, 5-Aza-CdR的促凋
亡效应是独立于caspase凋亡路径的, 因为我们
并未观察到5-Aza-CdR处理后细胞caspases活
性及蛋白表达水平的增加. 尤为有意义的是, 
当5-Aza-CdR与5-Fu联合应用后, 他显著增加
了AGS和BGC-823细胞对5-Fu的敏感性. 

结论: 以上数据明显证明5-Aza-CdR可作为一
种卓有成效的抗胃癌药, 特别是他与传统化疗
药的协同抗癌效应, 将对5-Aza-CdR未来在临
床上的应用提供实践指导意义. 

关键词: 5-氮杂-2'-脱氧胞苷; 凋亡; Caspases; P53; 
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0  引言

据统计, ��每年约有900 000�被诊断为胃癌,被诊断为胃癌,诊断为胃癌, 
而其中以东亚、南美洲安第斯区域以及东欧的

发病率为最高. 在中国, 胃癌作为一种常见的恶

性肿瘤, 其发病率及其死亡率总体上仍呈上升

趋势. 尽管在过去数年中, 胃癌的治疗较以前有

了较大的提高, 但5年生存率仍低于25%, 这一

现状驱使科研工作者不断寻求更多新型并且行驱使科研工作者不断寻求更多新型并且行科研工作者不断寻求更多新型并且行

之有效的治疗手段[1]. 肿瘤学研究发现, 启动子

区高甲基�异常是导致许多肿瘤抑制基因表达

异常的内在机制. 正是由于DNA甲基�在肿瘤

发生发展中的调控作用, 使DNA去甲基�治疗

成为抗肿瘤研究领域的热点[2]. 目前, 在DNA甲

基�抑制剂, 尤以核苷类似物5-氮�-2'脱氧胞

苷酸(5-Aza-CdR; DAC)的去甲基�作用最为引

�关注. 随着基础实验和临床研究的不断深入, 
5-Aza-CdR(DAC)通过了FDA的认证, 已逐渐取

代传统的�疗药物在临床上得到广泛使用[3]. 尤
其是他在治疗造血系统的恶性疾病如: 急性、

慢性骨髓性白血病、脊髓发育不良等方面疗效

尤为显著[4-7]. 但对实体肿瘤特别是他与传统�

疗药物之间的关系, 目前尚处于初级探索阶段级探索阶段探索阶段
[8,9]. 因此, 我们此次的课题是研究5-Aza-CdR对
胃癌细胞的作用及其他的确切作用机制; 更为

重要的是, 我们期望检测当5-Aza-CdR与传统�

疗药联合应用时, 他们之间是否具有协同效用. 
通过对上述两方面进行透彻分析, 以期为未来

胃癌的治疗提供强有力的理论和现实依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 �胃癌细胞株AGS和BGC-823(中国典

型物培养中心; CCTCC); 5-氮�-2'-脱氧胞苷酸

(5-Aza-CdR); 5-Fu(Sigma公司); DMEM培养基

(Gibco公司); 抗体(Santa cruz; Cell signaling). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理: 将野生型P53胃癌细胞

株AGS和突变型BGC-823细胞以适宜密度接种

于DMEM培养基中, 分别给予2.5 µmol/L 5-Aza-
CdR处理0-96 h. 鉴于5-Aza-CdR药物的不稳定

性, 因此每24 h更换新鲜药液1次. 
1.2.2 MTT法检测细胞活力: 细胞按每孔1×103

细胞密度接种于96孔板, 5-Aza-CdR处理后, 每
孔加入终浓度为5 g/L的MTT溶液20 µL, PBS漂
洗2次后加入DMSO 150 µL振荡溶解, 置酶标免

役检测仪上测定570 nm下的吸光度(A )值. 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%. 
1.2.3 Annexin Ⅴ/PI双染实验:双染实验:: 收集经过药物分

别处理的胃癌AGS和BGC-823细胞, 用冷的PBSAGS和BGC-823细胞, 用冷的PBS和BGC-823细胞, 用冷的PBSBGC-823细胞, 用冷的PBS细胞, 用冷的PBS, 用冷的PBS用冷的PBSPBS
洗涤2次后, 依据试剂盒明书处理细胞, 上流式2次后, 依据试剂盒明书处理细胞, 上流式次后, 依据试剂盒明书处理细胞, 上流式, 依据试剂盒明书处理细胞, 上流式依据试剂盒明书处理细胞, 上流式, 上流式上流式

细胞仪检测.. 
1.2.4 caspases活性检测: caspase-3、8和9活性

检测是基于他们分别可以催�底物Ac-DEVD-
pNA、Ac-IETD-pNA以及Ac-LEHD-pNA产生黄

色的pNA, 从而可以通过测定A值来检测caspase来检测caspase
活性. pNA在405 nm附近有强吸收. 具体步骤参

照试剂盒说明书(碧云天生物技术公司). 
1.2.5 Western blot检测基因蛋白表达: 将5-Aza-
CdR处理的细胞用冰PBS洗2次, 加500 µL的裂

解液冰上裂解细胞30 min(50 mmon/L NaCl, 50 
mmon/L Tris (pH 8.0), 5 mmon/L EDTA, 1% (v/v) 
NP-40, 1 mmon/L PMSF, 20 µg/mL aprotinin, 25 
µg/mL leupeptin). 取50 µg蛋白变性5 min后, 分
别行PA G E电泳分离、转膜、封闭、抗体�

交、ECL显影及曝光. 
统计学处理 实验数据用均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SPSS11.5统计

软件进行处理, P <0.01为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 5-Aza-CdR抑制胃癌细胞的生长活性 在本
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■相关报道
在有关实体肿瘤
研究方面, 研究者
指出5-Aza-CdR
可 显 著 抑 制 肺
癌、前列腺癌及
肝癌细胞的生长
转移, 其作用机制
与5-Aza-CdR的
脱甲基化作用及
促凋亡作用密切
相关. 但在不同类
型的肿瘤细胞中, 
5-Aza-CdR的抗癌
效应及其作用机
制则不尽相同.

次实验中, 我们选取了2种不同P53状态的胃癌

细胞株(野生型AGS、突变型BGC-823), 分别用

2.5 µmol/L 5-Aza-CdR处理12、24、48、72及、24、48、72及24、48、72及、48、72及48、72及、72及72及
96 h. 我们发现, 在AGS细胞中, 随着药物处理时

间的不断延长, 愈来愈多的胃癌AGS细胞死亡

(P <0.01). 在突变型P53的BGC-823细胞中, 虽然

我们仍可检测到细胞生长的抑制率呈现出时间

递增效应, 但仅在5-Aza-CdR处理细胞48 h后才

较为显著. 9 h后, 细胞存活率表现为79.1%, 与同

时间的野生型AGS胃癌细胞存活率38.2%相比

差异有显著性(P <0.01, 图1). 
2.2 5-A z a-C d R诱导胃癌细胞发生凋亡 随着

5-Aza-CdR处理时间的延长, AGS细胞凋亡率从

2.4%显著增加至63.4%(图2A). 在突变型P53的
BGC-823细胞中, 我们亦检测到类似的时间依赖

效应(图2B). 有趣的是, BGC-823的凋亡高峰仅

为49.6%, 比AGS胃癌细胞63.4%相比明显减低. 
这一数据与MTT结果相似, 进一步证明了野生

型P53的AGS对5-Aza-CdR的敏感性显著强于突

变型P53的BGC-823细胞. 
2.3 5-Aza-CdR对caspase信号通路的影响 上述的

实验结果证明5-Aza-CdR抑制胃癌细胞的作用

是通过诱导细胞凋亡而实现的, 但他与caspase
通路之间的关系是我们下一步研究的目标. 在
AGS细胞中, 我们观察到caspase-3的活性在48
和96 h的5-Aza-CdR处理后显著提高, 但12 h和
空白对照组的caspase-3活性无明显区别. 而在

胃癌BGC-823细胞, 5-Aza-CdR的处理并未活�

caspase-3. 
目前所知, 凋亡路径分为caspase-8介导的

死亡受体通路以及caspase-9介导的线粒体凋

亡通路. 为了进一步明确5-Aza-CdR所诱导的

AGS细胞凋亡路径, 我们分别检测了caspase-8和
caspase-9的活性. 从实验结果来看, 无论是在胃

癌AGS或是BGC-823细胞中, caspase-8在5-Aza-
CdR处理前后均不受影响. 关于caspase-9的活力, 
AGS细胞在暴露于5-Aza-CdR 48及96 h后, 其
活性显著增加(P <0.01). 与caspase-3活性检测结

果相一致, 5-Aza-CdR并未激活BGC-823细胞的

caspase-9活性(P >0.05). Western blot的结果验证验证

了上述结论(图3). 
在A G S细胞中既然验证到c a s p a s e-3和

9的激活 ,  下一步的实验我们应用Z-I E T D-
FMK(caspase-8抑制剂)和Z-LEHD-FMK(caspase-9
抑制剂), 进一步明确5-Aza-CdR所促发的AGS
细胞凋亡是由caspase-9调控的. 如图3E所示, 
Z-IETD-FMK对AGS细胞caspase-3活性无显著影

响(P>0.05), 但Z-LEHD-FMK(caspase-9抑制剂)使
AGS细胞caspase-3活性降低了1-2倍. 
2.4 5-Aza-CdR 与传统�疗药5-Fu的协同抗癌

效应单独用5-Fu(对照组)处理胃癌AGS细胞其

早期细胞凋亡率为36%, 当5-Fu与2.5 μmol/L 
5-Aza-CdR联合应用后(5-Aza-CdR +5-Fu), 凋
亡率显著增加至64.1%. 在BGC-823细胞, 其An-
nexinⅤ阳性细胞百分率从对照组(单独5-Fu)作
用时的21.3%提升至实验组(5-Aza-CdR +5-Fu)
的58.5%.

3  讨论

细胞凋亡(apoptosis), 即细胞程序�死亡(pro-
grammed cell death, PCD)是一种参与了生物体许

多过程的细胞去除机制, 是由基因编程调控的细

胞主动自杀过程. 目前对凋亡机制的研究发现, 
细胞凋亡分为caspase依赖和非caspase依赖两部

分. 而caspase依赖性凋亡包括由caspases-8介导

的外源性(死亡受体)信号通路以及由caspases-9
启动的内源性(线粒体)标准凋亡路径[10,11]. 5-Aza-
CdR时间依赖性地促进了AGS及BGC-823细胞凋

亡, 但两者的凋亡通路存在差异. AGS细胞凋亡

是由caspases-9所启动, 从而激活了下游caspase-3
的活性. 而在BGC-823细胞中, 5-Aza-CdR可能是

通过激活凋亡诱导因子[12,13]而启动caspase非依

赖性的凋亡信号通路. 
    从我们的实验数据分析, 5-Aza-CdR有效地抑

制了胃癌细胞的生长, 但在不同的肿瘤细胞株

中, 其抗癌活性有所差异. 鉴于5-Aza-CdR的抑

制AGS细胞生长活力及诱导凋亡作用方面明显

强于BGC-823细胞, 我们有理由相信在胃癌细

胞中, 不同细胞株的p53基因表型可决定5-Aza-
CdR对肿瘤细胞的敏感性, 即野生型P53细胞株
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■创新盘点
本文证明5-Aza-
CdR可显著抑制
胃癌细胞的生长
活性. 同时, 在野
生型P53的肿瘤细
胞中, 5-Aza-CdR
的抗癌机制是通
过caspase依赖性
的凋亡通路实现
的, 但在突变型的
P53胃癌细胞中其
作用机制是独立
于caspase凋亡路
径的.

AGS优于P53突变细胞株BGC-823细胞. 与我们

本次研究结果相悖, 在突变型p53基因的鼠成纤

维细胞株中, 研究者们观察到5-Aza-CdR诱导

了更多的细胞发生凋亡[14]. 但Valdez等[15]的实

验结论表明, p53基因的抑制可显著影响野生型

P53白血病细胞对5-Aza-CdR的敏感性, 这一结

论与我们的实验数据不谋而合. 因此, 我们认为

在AGS细胞中, 5-Aza-CdR有效地募集了P53蛋
白的乙酰�及磷酸�, 进一步启动下游信号通

路如细胞周期蛋白P21、P16及P73等, 从而破坏、P16及P73等, 从而破坏P16及P73等, 从而破坏
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细胞DNA修复机制而诱导细胞发生凋亡. 随着

5-Aza-CdR抗癌机制研究的日益深入, 国内外研

究者们发现, 除了其促凋亡机制外, 5-Aza-CdR
可掺入细胞DNA中与DNA甲基转移酶之间形成

共价内收. 这种内收最终导致DNA甲基转移酶

的耗尽, 使高甲基�沉默的基因恢复表达[16]. 因
此, 在突变型BGC-823细胞中, 5-Aza-CdR的抑

癌活性可能涉及细胞DNA的损伤及对甲基转移

酶(DNMTs)的抑制. P53状态的改变(p53基因突

变)、DNA损伤以及DNA甲基转移酶在5-Aza-
CdR的抗胃癌细胞毒性中所扮演的角色将是我

们下一步实验研究的重点. 
值得一提的是, 5-Aza-CdR与5-Fu联合应用

时, 其凋亡作用较单独作用显著增强, 这一发现

与既往相关文献相符. 我们相信, 上述协同作用

机制与5-Aza-CdR脱甲基�作用恢复某些抑癌

基因如MMR、RUNX3等的表达密切相关, 但具

体机制仍有待深入. 
总之, 一方面, 5-Aza-CdR通过诱导胃癌细

胞凋亡而抑制肿瘤细胞的生长增殖, 而细胞的

P53状态可直接影响他对肿瘤细胞的反应性. 另
一方面, 在5-Aza-CdR与5-Fu联合应用时, 两者

可表现出显著的协同抗癌效应. 上述的实验结

论将为胃癌的临床基因治疗开辟新的思路. 
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■同行评价
5-Aza-CdR与5-Fu
联合应用, 增加了
抗肿瘤的作用, 对
临床上开展新的
化疗方案或新的
抗肿瘤药物研究
有意义.
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