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DNMT3a表达上调与A549细胞对

顺铂耐受关系的实验探究
吴艳凤  侯玉磊  薛成军  李德涛  郑  倩  陈  辉*

(重庆医科大学附属第一医院检验科, 重庆 400016)

摘要    基因甲基化状态改变是肿瘤获得性耐药产生的重要途径之一。DNMTs是基因甲基化

的重要调节因子。为了寻找预测肺腺癌A549细胞对顺铂敏感性的生物标志, 该研究以A549细胞和

对顺铂耐受的同源A549细胞(A549-DDP)为研究对象, 利用质粒转染技术上调A549细胞DNMT3a
表达, 通过RT-PCR检测转染前后DNMT3a在mRNA水平的表达情况。在不同浓度顺铂作用下, 通
过MTT法、克隆形成实验检测转染前后细胞增殖率并计算IC50和计数细胞克隆形成数。在相同

顺铂浓度作用下, 流式细胞仪检测转染前后细胞凋亡分数的改变。结果显示: 顺铂作用24 h后, 转
染DNMT3a表达质粒的A549细胞对顺铂IC50明显高于A549细胞[(9.19±0.91) µmol/L vs (4.96±0.58) 
µmol/L, P=0.000], 转染后的细胞凋亡率明显低于未转染细胞[(1.33±0.38)% vs (5.22±0.67)%, 
P=0.039]; 不同浓度顺铂连续作用5 d后, 转染DNMT3a表达质粒的A549细胞形成的克隆数均明显高

于A549细胞组。结果提示, DNMT3a表达上调是肺腺癌A549细胞对顺铂获得性耐受的重要原因之

一。检测肺癌患者血清DNMT3a水平作为预测肺癌患者对顺铂敏感性的生物标志值得进一步研究。
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The Up-regulation Expression of DNMT3a Resensitizes A549 Cell to Cisplatin

Wu Yanfeng, Hou Yulei, Xue Chengjun, Li Detao, Zheng Qian, Chen Hui*

(Clinical Laboratories, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract   The change of gene methylation status is a main cause for acquired chemo resistance of cancer. 
DNMTs plays an indispensable role in methylation regulations. In order to find a biomarker predicting chemo 
sensitivity of A549 cell to cisplatin, human lung adenocarcinoma A549 cells were chosen and transfected with a 
DNMT3a plasmid to enhance the expression of DNMT3a. Semi-quantitative RT-PCR was performed to confirm the 
expression of DNMT3a mRNA before and after plasmid transfect. Exposing to different concentrations of cispaltin, 
MTT assays were used to evaluate cell viability and calculate the IC50 value to cisplatin before and after plasmid 
transfect respectively; clone formation assay were detected to evaluate the clone forming ability before and after cell 
transfect. Exposing to the same concentration of cisplatin, flow cytometric analysis was used to assess apoptosis rate 
before and after plasmid transfect. The results indicated: exposing to cisplatin 24 h, IC50 value to cisplatin increased 
greatly in A549 cell with exogenous expression of DNMT3a than that in A549 cell [(9.19±0.91) µmol/L vs (4.96±0.58) 
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1.1.2  主要试剂        RPMI-1640培养基与新生小牛血

清购自美国Hyclon公司, 顺铂、MTT购自美国Sigma
公司, RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒和TaqDNA聚

合酶购自TaKaRa公司, pcDNA3-DNMT3a表达质粒

购自美国Addgene公司, 转染试剂(X-TremeGENEHp 
DNA Transfection Regent)购自美国Roche公司, 质粒

小量提取试剂盒购自Omega公司。 
1.2  方法

1.2.1  DNMT3a表达质粒的提取        向无菌的玻璃

试管中添加5 mL含100 µg/mL氨苄西林的经高温灭菌

的LB培养基, 用无菌接种环挑取适量含有DNMT3a表
达质粒的DH5α菌液于试管中, 37 °C、200 r/min, 振摇

12~16 h, 按质粒小量提取试剂盒说明书进行质粒提

取, 用分光光度计检测DNMT3a表达质粒浓度和纯

度。

1.2.2  细胞培养        用含10%小牛血清的RPMI-1640
完全培养基37 °C、5% CO2条件下常规培养A549细
胞24 h, 0.25%胰酶消化贴壁A549细胞, 新鲜RPMI-
1640完全培养基中和胰酶并收集细胞, 室温500 r/min
离心5 min, 弃上清, RPMI-1640完全培养基重悬细

胞, 用牛鲍氏计数板计数, 按照每孔3×105细胞铺6孔
板, 37 °C、5% CO2培养24 h。
1.2.3  pcDNA3-DNMT3a表达质粒转染A549细胞    
选择对数生长期的A549细胞株, 常规细胞换液, 严格

按照转染试剂说明书将2 µL转染试剂+1 µg DNA分

别转染pcDNA3-DNMT3a和pcDNA3空载体, 37 °C、
5% CO2培养24 h。
1.2.4  总RNA提取和RT-PCR检测转染前后DNMT3a 
mRNA水平        用Trizol法提取各组总RNA, 分光光

度法检测RNA浓度。参照文献[8,10]设计引物, 其中

以GAPDH为内参基因。取500 ng总RNA按逆转录试

剂盒说明书合成cDNA序列, 然后进行PCR反应, 条
件如下: 95 °C预变性5 min; 94 °C变性30 s, 58 °C退火

30 s, 72 °C延伸30 s, 共35个循环; 72 °C延伸10 min。

µmol/L, P=0.000]. After exposing to cisplatin for 5 days, the clone number of A549 with exogenous expression 
of DNMT3a was significantly increased than that of A549; with the same concentration of cisplatin, the apoptosis 
percentage decreased greatly in A549 with exogenous expression of DNMT3a than that of A549 [(1.33±0.38)% vs 
(5.22±0.67)%, P=0.039]. The results suggest that the up-regulation expression of DNMT3a may be a vital cause for 
acquired chemo resistance of lung cancer and it needs deeply study about serum DNMT3a acts as biomarker and a 
predictive factor for chemosensitivity of lung cancer patients in clinic. 

Key words   DNMT3a; NSCLC; A549 cell line; cisplatin; chemo resistance

肺癌是临床上常见的发病率和致死率极高的

恶性肿瘤之一[1-2], 其中80%~85%均为非小细胞肺癌

(non-small lung cancer, NSCLC)[3], 由于其发病隐匿, 
有三分之二的肺癌病人在初诊时已经发生转移, 丧
失了手术治疗的机会。以顺铂为基础的联合化疗

已成为延缓病情进展、提高病人生存率的重要手

段, 在临床上广泛使用[4], 但随之出现的耐药对肺癌

病人来说是雪上加霜, 既加重了病情, 又可因药物毒

副作用产生新的痛苦, 甚至加速死亡。因此, 寻找

预测顺铂敏感性的实验室指标迫在眉睫。甲基化

表观修饰是肿瘤发生发展的重要因素, 并与肿瘤的

耐药、生存期等密切相关。DNA甲基转移酶(DNA 
methyltransferases, DNMTs)是调节基因甲基化的关

键酶之一, 是基因表达的重要调控因子[5], 但其在肿

瘤中的异常表达常与肿瘤分化、分期、转移、凋

亡密切相关。DNMTs与肿瘤对顺铂敏感性的关系

已在胃癌、前列腺癌、食管癌中报道[6-8]。DNMT3a
是DNMTs中的重要成员之一, 在新形成甲基化时

发挥关键作用。来自神经母细胞瘤的研究证实, 
DNMT3a与顺铂耐受密切相关[9], 但尚未见肺癌中的

相关报道。本课题组在前期研究中发现, DNMT3a
在顺铂耐受的同源A549细胞(DDP-A549)中的表达

水平明显高于亲本A549细胞中的表达, 基于此, 本
研究拟通过质粒转染上调A549细胞DNMT3a的表达

来探究DNMT3a表达与A549细胞对顺铂耐受产生的

关系。

1  材料与方法
1.1  材料

1.1.1  细胞株        肺腺癌A549细胞株由重庆医科大

学附属第一医院邱峰教授惠赠, A549-DDP是在人肺

腺癌细胞A549的基础上, 以顺铂作为诱导药物, 采
用逐步递增浓度的方法诱导获得, 在常规培养中使

用2 µg/mL的顺铂维持其耐药性状。
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GAPDH以相同条件反应35个循环。PCR产物在2%
琼脂糖凝胶中电泳30 min。
1.2.5  MTT法检测细胞活力并计算IC50        选择转

染后24 h的A549细胞, 按照每孔4 000个细胞的密度

铺96孔板, 每个浓度设5个平行孔, 培养24 h, 给予不

同浓度顺铂, 顺铂浓度如下: 0, 1.25, 2.5, 3.75, 7.5, 
10 µmol/L。37 °C、5% CO2培养至20 h时, 每孔加入

MTT(5 mg/mL)试剂20 µL, 继续培养4 h, 然后弃去

细胞培养液, 每孔加入150 µL DMSO, 摇床避光摇

10 min, 然后用酶标仪在490 nm处比色, 计算IC50。

1.2.6   细胞克隆形成实验        选择转染后24 h的
A549细胞, 按照每孔1×105细胞的密度铺12孔板, 培
养24 h, 不同浓度顺铂处理(0, 2.5, 5 µmol/L)。连续

培养5 d, 弃去细胞培养液, 用PBS洗涤2次, 然后用甲

醇固定15 min, 弃去甲醇并用流水轻轻冲洗两次, 结
晶紫染色5 min, 用流水轻轻冲去染液。自然干燥后

计数细胞克隆形成数。

1.2.7  流式细胞术检测细胞凋亡情况        选择转染

后的A549细胞, 按照每孔3×105细胞的密度铺6孔板, 
培养24 h后, 给予顺铂(终浓度2.5 µmol/L), 继续培养

24 h, 收集细胞, 用冷的PBS洗涤细胞3次, 2 000 r/min, 
离心5 min, 收集细胞。加入500 µL的Binding Buffer
悬浮细胞并加入5 µL Annexin V-EGFP混匀后, 再加

入5 µL Propidium Iodide, 混匀; 室温、避光、反应

15 min后, 用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.3   统计学处理

所有的实验至少重复3次, 实验数据用x
_
±s表示, 

不同实验组之间的比较用F检验, 所有的统计学分析

均在统计学软件Spss17.0上进行, P<0.05认为有统计

学意义。

2  结果
2.1  RT-PCR检测转染前后DNMT3a在mRNA水

平的变化

转 染pcDNA3-DNMT3a的A549细 胞DNMT3a 
mRNA水平明显升高, 转染pcDNA3空质粒的A549
细胞和正常A549细胞, DNMT3a mRNA变化不大(图
1A)。经计算DNMT3a与GAPDH灰度比值发现, 转
染pcDNA3-DNMT3a的A549细 胞DNMT3a/GAPDH
在mRNA水平大于转染pcDNA3组和阴性对照组

(P=0.015; P=0.021)(图1B)。
2.2  DNMT3a质粒转染前后A549细胞活力及IC50

的改变

转染pcDNA3-DNMT3a表达质粒24 h后, A549
细胞在含不同浓度的顺铂培养液中, 其活力明显均

高于转染pcDNA3空质粒组和未转染的阴性对照组, 
但转染pcDNA3空质粒的A549细胞和正常A549细胞

活力无显著差异(图2)。
不同浓度顺铂作用24 h后, pcDNA3-DNMT3a转

染组、pcDNA3组和A549组的IC50分别为(9.19±0.91) 
µmol/L、(4.30±0.30) µmol/L、(4.96±0.58) µmol/L, 
其中, pcDNA3-DNMT3a转染后的A549细胞对顺铂

的IC50明显高于转染pcDNA3空质粒组(P=0.000)和
A549组(P=0.001), 而转染pcDNA3空质粒的A549细
胞和A549细胞对顺铂的IC50无明显差异(P=0.173)
(图3)。
2.3  pcDNA3-DNMT3a质粒转染前后A549细胞克

隆形成能力的改变

不同浓度顺铂作用下, 转染pcDNA3-DNMT3a

A: 转染前后DNMT3a在mRNA水平的变化; B: 在mRNA水平, DNMT3a
与GAPDH的灰度比值。

A: RT-PCR analysis for DNMT3a mRNA; B: quantification of DNMT3a 
mRNA levels relative to GAPDH.

图1  转染前后DNMT3a在mRNA水平的变化

Fig.1  Changes of DNMT3a mRNA levels in A549 before and 
after transfecting DNMT3a plasmid
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转染组、pcDNA3转染组和A549细胞组凋亡分数分

别 为: (1.33±0.38)%、(4.22±0.74)%、(5.22±0.67)%, 
如图4所示, pcDNA3-DNMT3a转染组的细胞凋亡

分数显著低于pcDNA3转染组(P=0.039)和A549组
(P=0.019), 而转染pcDNA3空质粒的A549细胞和正

常A549细胞凋亡分数无显著差异(P=0.292)。

质粒的A549细胞形成的克隆数明显多于转染空质

粒组和阴性对照组, 差异具有明显的统计学意义(表
1)。
2.4  pcDNA3-DNMT3a质粒转染前后各组细胞在

相同浓度顺铂作用下凋亡的比较

2.5 µmol/L顺铂作用24 h后,  pcDNA3-DNMT3a

图2  不同浓度顺铂作用后各组细胞活力变化情况

Fig.2  Changes of cell viability among different groups

图3  不同浓度顺铂作用24 h后各组IC50的变化

Fig.3  Changes of IC50 among different groups with 
different concentrations of cisplatin for 24 h
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图4  流式细胞仪检测顺铂作用24 h后各组的细胞凋亡变化情况

    Fig.4  Changes of apoptosis among different groups after exposing A549 cell to cisplatin for 24 h
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3  讨论
以顺铂为基础的联合化疗是临床治疗晚期肺

癌的首选方式, 但近年来肺癌对顺铂耐受日益突出, 
成为晚期肺癌化疗难以突破的瓶颈, 因此目前研究

肺癌对顺铂耐受的机制成为一个新的热点。顺铂是

多种实体肿瘤的基础化疗药, 在临床广泛使用, 其主

要作用机制是诱导细胞凋亡[11]。肿瘤细胞往往通过

启动子异常甲基化的表观修饰途径引起抗凋亡途径

异常激活, 降低化疗药物对肿瘤细胞促凋亡的能力, 
引起肿瘤细胞对化疗药物的耐受[12]。

甲基化是表观遗传修饰的重要方式之一, 
DNMTs是甲基化调节的关键酶, 在哺乳动物细胞

中, 具有催化活性的DNMTs有三个亚型, 分别为

DNMT1、DNMT3a和DNMT3b, 其 中, DNMT3a和
DNMT3b在哺乳动物的发育和形成甲基化阶段发

挥重要作用, DNMT1则在DNA复制时, 维持甲基化

由母链向子链的传递[13-14]。在正常情况下DNMTs
对维持染色体结构的稳定、基因组的完整、胚胎

发育、细胞分化和个体成长等过程发挥着重要的

作用[15], 而DNMTs在肿瘤中的异常表达则与肿瘤发

生、分期、分化程度及转移密切相关。新近研究

发现, DNMTs在DNA的损伤修复中发挥了重要作

用[16], 顺铂所致的DNA损伤通过多种途径被修复是

其耐受产生的重要原因, 同时DNMTs过表达还可

使hMLH1发生异常甲基化而表达沉默, 而hMLH1
不仅是DNA错配修复过程中最重要的基因之一, 也
参与肿瘤细胞增殖凋亡的调控[17-18]和耐药突变体的

产生, 可通过多种机制参与肿瘤的化疗耐药。此外, 
DNMTs的异常表达还可激活STAT3[7], 而STAT3可通

过激活的靶基因(Bcl-2、Bcl-X等)延长细胞的生存周

期, STAT3还可与c-Jun协同抑制Fas的表达, 抑制肿

瘤细胞凋亡[19]。Chang等[20]运用DNMTs抑制剂5′-氮

组别
Groups

                                                             细胞克隆形成数

                                                             Clone numbers of cells

0 2.5 μmol/L cisplatin 5 μmol/L cisplatin

NC 2491.3±599.9 983.7±60.6 14.0±4.6

pcDNA3 2551.6±644.8 958.7±111.2 13.3±7.8

pcDNA3-DNMT3a 2109.3±374.2*# 1439.3±98.8*# 63.3±8.5*#

*P<0.05, 与NC组比较; #P<0.05, 与pcDNA3组比较。

*P<0.05 vs NC group, #P<0.05 vs pcDNA3 group.

表1  不同浓度顺铂作用下各组细胞克隆形成数(x
_
±s)

Table 1  Clone numbers among different groups with different concentrations of cisplatin(x
_
±s)

杂-脱氧胞苷(5-aza-2′-deoxycytidine, 5-aza-dC)处理

三组对顺铂敏感(口腔上皮癌细胞株、肝癌细胞株、

上皮癌细胞株)及其同源的耐受细胞株后, 耐受细胞

株对顺铂的敏感性大大增加。。Chen等[7]研究发现, 
高表达DNMT3b的食道癌患者对放疗和化疗的反应

性降低, 总体存活率下降, 并且在CE81T食管鳞癌细

胞株中沉默DNMT3b, 有效提高其对放射治疗和顺

铂化疗的敏感性; Mutze等[6]通过RNA干扰技术敲除

胃癌细胞株AGS的DNMT1, 大大提高AGS对顺铂的

敏感性。这些临床研究和细胞水平的研究均证实, 
DNMTs及其调控的多基因异常甲基化所致肿瘤细

胞抗凋亡途径激活是影响放疗和化疗敏感性的重要

因素。 
以甲基化为主的表观遗传学修饰是肿瘤获得

性耐药的重要机制[20], 本研究成功利用质粒转染技

术将DNMT3a表达质粒转入A549细胞, 转染后A549
细胞对顺铂的IC50显著提高, 并促进了A549细胞在

含顺铂培养基中的凋亡和死亡, 表明DNMT3a的表

达在A549对顺铂耐受中发挥了较重要的作用。Qiu
等[9]转染DNMT3a至顺铂敏感的鼠成纤维母细胞, 降
低了该细胞对顺铂的敏感性, 5-aza-CdR处理后, 其
对顺铂的敏感性恢复。我们在肺癌细胞中验证了

DNMT3a与顺铂耐受的关系, 在细胞水平上首次证

实了DNMT3a的表达上调是A549细胞对顺铂获得性

耐受的重要原因之一, 这有望为肺癌新化疗药物的

研发设计提供关键的靶点, 也可为临床预测肺癌对

顺铂敏感性提供潜在的实验室标志, 为肺癌的个体

化治疗提供新的循证医学证据。
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