
三维细胞培养(three-dimensional cell culture,
TDCC)是肿瘤研究的一项重大突破,因为它可以模
拟原发性肿瘤的三维(three-dimensional, 3D)结构。
传统的二维(two-dimensional, 2D)单层细胞培养模
型反映体内肿瘤发生机制的能力有限, TDCC模
型有助于人们更好地概括体内肿瘤的一些生物学

和分子特征, 例如:肿瘤细胞异质性、细胞-细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)相互作用、缺氧微
环境、信号通路活动、药物反应以及特定的基因表

达和表观遗传模式[1]。TDCC技术为识别肿瘤细胞
的生物学特性提供了一个有用的平台, 特别是在
转化医学的药物敏感性领域[2], 它有望成为传统
2D细胞培养和动物实验之间的桥梁, 对肿瘤生物
学的进一步研究具有重要意义。
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摘 要:相比于传统的单层细胞培养,三维细胞培养(three-dimensional cell culture, TDCC)可以更准确地模拟体
内细胞的生长环境,近年来被越来越多地应用于生物基础研究。表观遗传修饰与细胞癌变等许多细胞过程联
系紧密。辐射是肿瘤放射治疗的主要手段之一,肿瘤放射治疗过程常常伴随着细胞表观遗传的动态变化,它会
诱导机体产生包括 DNA甲基化、染色质重塑、组蛋白修饰和非编码 RNA调控在内的表观遗传的改变。基于
TDCC模型探究辐射诱导表观遗传调控发生的机制,对于肿瘤患者的治疗和防护具有重要意义。
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Research Progress of Radiation-induced Epigenetic Changes Based
on Three-dimensional Culture Model
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Abstract: Compared with the traditional monolayer culture, three-dimensional cell culture (TDCC) can more
accurately simulate the growth environment of cells in vivo. In recent years, TDCC has been increasingly
used in basic biological research. Epigenetic modification is closely linked to many cellular processes such
as cell canceration. Radiation is one of the main means of tumor radiotherapy, the process of which is often
accompanied by dynamic epigenetic changes, leading to DNA methylation, chromatin remodeling, histone
modification and regulation of non-coding RNA. Exploring the mechanism of radiation-induced epigenetic
regulation based on TDCC model is of great significance for treatment and protection of cancer patients.
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表观遗传改变是通过调节基因组的结构和功

能而形成的基因表达可遗传的改变, 它不是由
DNA序列本身变化引起的, 它包括一系列分子修
饰, 如 DNA甲基化、染色质重塑、组蛋白修饰和
非编码 RNA调节等[3]。表观遗传调控与恶性肿瘤、
神经系统疾病、代谢性疾病等众多疾病不可分割[4],
参与从基因表达到细胞增殖的许多生物过程, 细
胞的表观遗传状态异常会导致癌变[5]。放射疗法是
治疗肿瘤的主要方法之一, 它通过电离辐射(ioni-
zing radiation, IR)诱导 DNA双链断裂(double-strand
breakage, DSB), 从而杀死肿瘤细胞, 这是最致命
的 DNA损伤, 会改变细胞表观遗传。表观遗传调
控可能在辐射与细胞反应之间起重要作用。有学

者证明, 辐射后基因组 DNA甲基化的变化与细
胞反应之间存在潜在相关性[6-8]。相关研究显示,与
2D细胞相比, 3D结构细胞具有更高的辐射抗性,
其相关机理还有待进一步探究[9]。在本综述中, 我
们将讨论基于 TDCC模型的辐射诱导发生的表观
遗传修饰, 主要包括 DNA甲基化、染色质重塑、组
蛋白修饰和非编码 RNA调控, 为肿瘤临床放疗
和增敏研究提供坚实的理论基础。

1 三维培养模型概述

自 20世纪 40年代以来, 肿瘤学研究都是基
于传统的 2D单层培养, 细胞黏附在特殊设计的
玻璃或塑料培养皿底部[10], 形成扁平的单层细胞,
无限制地暴露于营养、氧气以及药物中, 缺乏细
胞-细胞和细胞-细胞外基质相互作用、肿瘤微环
境是这类培养模式的局限性[11-12]。此外, 2D培养的
细胞会改变细胞形态, 并导致细胞骨架重排, 获
得人工极性,进而导致基因和蛋白质表达异常[13-14]。
与 2D培养不同, 3D培养形成立体的细胞团, 很
好地保持了细胞的形态和极性, 促进了细胞-细
胞和细胞-细胞外基质的相互作用[15], 重现了体内
肿瘤细胞的微环境, 可以更好地反映肿瘤细胞的
特征,因而成为肿瘤细胞行为研究的理想模型[16-17]。
在肿瘤生物学研究中, TDCC能够更好地反映组
织结构和细胞微环境, 能有效缩小 2D细胞、动物
模型和临床研究之间的差距[18]。

TDCC模型为基础研究和医学应用开辟了新
的方向。目前, TDCC模型主要包括: 球体模型、器
官模型和类器官模型。球体是生长于悬浮液的细

胞聚集体。在低黏附性塑料板或惰性基质(如琼脂
糖)中, 球体模型在不存在基质胶的情况下通过连

续搅拌的方式形成[19]。有学者使用超低附着板或
涂有惰性基质(如琼脂糖或聚甲基丙烯酸 2-羟乙
酯)的标准塑料板来降低细胞黏附水平, 使细胞聚
集形成球体[20],以研究肿瘤细胞对放射治疗的反应。

在器官模型中, 细胞培养在含有细胞外基质
的基质胶上, 该基质胶提供模拟体内肿瘤微环境
某些特征的半固体支持物, 能够激活细胞信号转
导的相互作用[21-22]。器官模型中的培养物会根据细
胞的固有性质和培养条件显示出不同的形态, 例
如: 乳腺癌细胞经培养可形成圆形、块状、葡萄状
和星状 4种不同的形态[23]。

类器官模型的形成主要分为两种方式。1) 分
化的多能干细胞衍生细胞用于衍生类器官。经诱

导性多能干细胞建立的类器官始于从原发性或转

移性肿瘤样本中分离和培养恶性细胞[24-25], 然后借
助逆转录病毒或慢病毒, 通过 SOX2 [sex determi-
ning region Y (SRY)-box transcription factor 2]、KLF4
(Kr俟ppel-like factor 4)、c-MYC和 OCT4 (octamer-
binding transcription factor)等转录因子的基因转移
进行重编程[26],最后这些细胞分化成初始肿瘤起源
的细胞类型。2) 活检后收集肿瘤组织以构建由癌
组织衍生的类器官, 它们通常培养在模拟细胞外
基质的基质胶中[27]。该系统保留了原始肿瘤组织
结构, 包括肿瘤微环境的细胞和非细胞成分以及
细胞-细胞相互作用, 但是由于肿瘤具有异质性
而难以重复[17, 28]。

2 辐射诱导三维培养模型产生的表观遗

传变化

2.1 DNA甲基化
DNA甲基化是表观遗传调控最常见的机制

之一, 是将甲基(-CH3)基团添加到 DNA分子的过
程, 该过程不改变 DNA 序列而通过基因沉默的
方式来调控基因表达[29]。DNA甲基转移酶(DNA
methyltransferase, DNMT)可以参与 DNA中胞嘧啶
和腺嘌呤核苷的甲基化过程[30], 在该过程中, DNA
分子的活性很容易发生改变,但其序列不会中断[31]。
DNA甲基化可以直接改变染色质结构并阻止转
录因子结合, 参与胚胎发育、染色体稳定性维持
和 X染色体失活等众多生物过程, 同时在调节转
录、染色体复制等方面起着重要作用[32]。
有文献报道, 在小鼠模型系统中, 电离辐射

暴露对全基因组 DNA低甲基化具有剂量依赖性、
性别和组织特异性影响[7]。Sowa等[33]直接比较了
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人乳腺上皮组织模型暴露于低传能线密度(linear
energy transfer, LET)的电离辐射下, 不同培养条件
对辐射诱导细胞毒性的影响, 发现 3D培养对照
射后的细胞活性具有保护作用, 能够显著降低人
乳腺上皮细胞经辐射诱导产生的细胞毒性, 并且
认为这是由于细胞生长环境的性质使得 3D结构
具有保护作用, 而不是由于细胞外基质的存在或
辐射诱导的细胞周期延迟。

辐射后的 DNA损伤和基因组不稳定性表现
为生殖细胞死亡、连续传代效率降低、凋亡增加和

染色体畸变的比例增加。Wang等[34]发现, 敲低自
噬相关基因(Beclin 1和 A TG7)可以增加 3D培养
细胞的放射敏感性, 细胞在经受辐射后多发生非
凋亡性死亡; 该研究还发现电离辐射可能改变细
胞表型和细胞因子的形成, 而且自噬机制也可能
在这些过程中发挥作用。

2.2 组蛋白修饰

组蛋白修饰包括组蛋白的乙酰化、甲基化、磷

酸化、泛素化等多种修饰方式, 其中乙酰化修饰
和甲基化修饰的研究最为广泛[35]。放射治疗造成
DSB, 而 DSB修复与表观遗传修饰水平的动态变
化密切相关, 组蛋白甲基化水平的升高是调控
DSB修复的关键, 该变化可招募 DNA修复蛋白,
从而改变局部染色质结构并促进修复。Le Beyec
等[36]报道, 在乳腺上皮细胞中, 与单层细胞相比,
3D生长减少了组蛋白 H3、H4的乙酰化以及基因
的表达, 引起染色质的高度凝集。Paullin等[37]研究
了经转化生长因子-茁 (transforming growth factor-
茁, TGF-茁)诱导向间充质转化的球形和单层卵巢癌
细胞中基因表达的变化, 经分析发现 3D 生长体
系中的上皮间质转化因子、压力效应以及表观遗

传过程都发生显著的变化, 且 DNA 甲基化和组
蛋白乙酰化在 3D培养体系中都是增加的。Pei-
tzsch等[38]发现, 经辐射刺激后, 肿瘤干细胞启动
子处发生组蛋白 H3甲基化, 刺激其基因转录; 若
抑制其甲基化, 将引发细胞凋亡, 促进放射增敏,
并降低具有放射抗性的前列腺癌细胞的成瘤性。

此外, Rath等[39]发现, 抑制组蛋白 H3K27去甲基
化酶 UTX (ubiquitously transcribed tetratricopeptide
repeat on chromosome X)的表达, 可增强肿瘤细胞
的放射敏感性, 并且 H3K27去甲基化酶抑制剂
GSKJ4在治疗胶质瘤小鼠时可显著抑制肿瘤细胞
的生长。以上研究结果表明, 特异性组蛋白甲基
转移酶抑制剂与放射治疗结合能够增加肿瘤的放

射敏感性,这为肿瘤的放射治疗提供了新的途径。
2.3 染色质重塑

染色质重塑涉及基因表达、DNA 复制和修
复、染色体凝聚、分离和细胞凋亡等多种生物学过

程[40]。在 DNA包装过程中, DNA甲基化和染色质
修饰具有强烈依赖性。在染色质的转录过程中,
组蛋白修饰和 DNA甲基化存在密切互作。肿瘤细
胞中 DNA高甲基化调控的沉默基因, 可以作为
模型来检验染色质对基因表达的调控[41-42]。此外,
转录的表观遗传沉默可通过翻译后组蛋白修饰、

染色质重塑和基因核定位的改变而发生[40],这些和
其他染色质过程的失调均与肿瘤的发展有关[43]。
肿瘤的放射治疗依赖于导致肿瘤细胞毒性的

DSB的持续存在, 通过靶向修复蛋白阻断肿瘤细
胞中的 DSB修复, 可以使肿瘤细胞对电离辐射敏
感并提高放疗效果[44]。Storch等[45]报道, 3D细胞通
过染色质密度修饰增加辐射抗性。Yang等[46]的研
究结果表明, 染色质重塑基因 ARID1A (AT-rich
interaction domain 1A)表达的缺失通过抑制细胞凋
亡、损害 G2-M期检查点阻滞以及激活 PI3K/Akt
信号通路来增强胰腺癌的放射抗性。Kwon等[44, 47]

的研究结果显示, 染色质重塑酶 BRG1 (Brahma-
related gene 1)通过溴结构域(bromodomain, BRD)
与 DSB 上的乙酰化组蛋白结合, 促进 酌-H2AX
(酌-H2A histone family member X)的形成, 进而辅
助 DSB修复; BRG1-BRD的异位表达会破坏 酌-
H2AX及其下游 53BP1 (p53-binding protein 1)途
径, 导致 DNA修复效率低下、G2-M检查点缺陷
和细胞凋亡增加, 从而提高包括 HT29结肠癌细
胞在内的多种肿瘤细胞的放射敏感性。这些研究

均证实, 染色质重塑与辐射敏感性之间存在密切
联系, 为染色质重塑作为改善肿瘤放射疗法的靶
标提供了实例。

2.4 非编码 RNA
近年来, 针对哺乳动物的转录组研究发现,

非编码 RNA (non-coding RNA, ncRNA)分子在细
胞表达的转录物中占据了很大比例。人类基因组

90%以上参与编码 ncRNA[48], 它们与 DNA、RNA、
蛋白质和脂质之间的相互作用可以解释其在细胞

生长、迁移、自噬、凋亡和分化等多种生物学机制

中的作用。除此之外, ncRNA还参与调控肿瘤、心
血管疾病和神经疾病等[49]。根据长度, ncRNA分
为短链非编码 RNA和长链非编码 RNA (long non-
coding RNA, lncRNA)。其中, 短链非编码 RNA主
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要包括微 RNA (microRNA, miRNA)和干扰小RNA
(small interfering RNA, siRNA)等[50]。lncRNA和mi-
RNA在表观遗传调控中发挥的作用尤为关键[51-52]。

lncRNA是指长度超过 200 nt 的 RNA, 尽管
lncRNA 几乎不编码蛋白质 , 但它们可以通过
RNA 干扰、基因共抑制、基因沉默、基因印迹和
DNA去甲基化等途径调控基因表达[53-54]。Liu等[55]

建立了一种新的恶性神经胶质瘤人脑类器官模

型, 人神经胶质瘤细胞在这些 3D组织中侵袭性
生长, 研究结果显示, 靶向 lncGRS-1的反义寡核
苷酸能够有选择性地抑制肿瘤生长, 同时增强神
经胶质瘤细胞的放射治疗敏感性, 表明 lncGRS-1
可作为治疗神经胶质瘤的特异性靶点, 这为快速
识别庞大的非编码基因组中的新治疗靶点建立了

一种可推广的方法。有证据支持, 大部分癌症基
质由肿瘤相关成纤维细胞(tumour-associated fibro-
blast, TAF)构成, 这些细胞通过促进肿瘤起始、血
管生成、侵袭和转移等方面影响肿瘤微环境,在乳
腺癌中, 肿瘤微环境作为主要调节因子发挥着重
要作用[56]。Basak等[57]通过构建 3D类器官和具有
低传代 TAF的 2D共培养物评估 lncRNA H19表
达对细胞活力和内分泌治疗耐药(endocrine therapy
resistance, ETR)的影响, 发现在 TAF存在的情况
下, 使用药物抑制剂阻断 Notch和 c-MET (cellu-
lar-mesenchymal epithelial transition factor)受体信
号转导, 可以显著降低 lncRNA H19的表达水平,
同时有助于乳腺癌细胞克服对氟维司群和他莫昔

芬的耐药性。

miRNA是一类参与基因表达调控的内源性
非编码小分子 RNA, 通过与信使 RNA中的特定
序列结合来调节基因表达[58], 参与包括细胞增殖、
凋亡、发育和癌变在内的许多生理和病理过程[59]。
近年来, miRNA因其在调节基因表达方面对放疗
具有重要作用而备受关注, 深入了解 miRNA 的
调控功能对于改善当前的肿瘤治疗至关重要。Pan
等[60]针对肺癌和乳腺癌的研究显示, miR-29b-3p
过表达通过干扰 DNA损伤修复的动力学过程和
抑制癌基因(RBL1、PIK3R1、Akt2、Bcl-2), 降低 3D
培养细胞及体内肿瘤的辐射抗性, 敲低 miR-29b-
3p会增强癌细胞的侵袭和迁移能力。Arabkari等[61]

分析发现,一些 miRNA在 2D和 3D培养的CD34+
细胞中呈现差异表达, 培养在纳米纤维支架上的
CD34+细胞中的一些下调 miRNA, 其靶基因参与
细胞迁移、细胞-细胞和细胞-基质的相互作用。例

如, miR-3941是一种下调最明显的 miRNA, 靶向
细胞骨架蛋白———黏着斑蛋白(vinculin), 该蛋白质
在控制细胞形状、力学和运动方面发挥作用[62]。

3 展望

与 2D细胞相比, 3D细胞更接近机体内细胞
真实的生长状态, 是药物学与生物效应研究的理
想模型。3D细胞培养在很大程度上弥补了 2D细
胞培养的不足, 基于其更加接近活体细胞生活微
环境的优势, 该模型在肿瘤治疗研究领域受到越
来越多的重视。通过探究 2D与 3D生长的肿瘤细
胞之间辐射敏感性差异的机理, 可以得到更接近
于活体细胞的辐射应答机制。而表观遗传调控可

在不改变 DNA 序列的情况下, 通过改变基因转
录的条件, 调控基因表达, 进而改变细胞的表型
和其对外界刺激的响应能力。同时, 表观遗传调
控与细胞的辐射应答也有着密切的关联。因此,
研究表观遗传调控可为肿瘤治疗以及新药的研发

提供新思路。

随着生命科学的不断发展, TDCC俨然已经
成为一种新兴的细胞培养技术。从最简单的球体

模型到 3D生物打印, TDCC在基础研究和临床医
学中扮演的角色愈发重要, 不仅被应用于乳腺
癌、膀胱癌、前列腺癌等不同类型肿瘤的治疗, 在
细胞毒性等方面也得到广泛应用, 比如: 在辅助
药物评价体外肝细胞毒性的研究中, 研究人员建
立了三明治培养肝细胞模型、肝细胞球以及微流

控肝芯片等多种 TDCC模型[63]; 在 3D支架中生长
的神经球可用来实现神经毒性的复合测试[64]。此
外, 通过添加计算机建模, 研究者可以为 3D模型
创造更系统的环境[65]。总的来讲, TDCC系统通过
建立复杂的多细胞模型, 为将来的肿瘤治疗和靶
向药物研发等提供了便利。从表观遗传调控角度

探讨 2D与 3D培养的肿瘤细胞之间的辐射敏感
性差异, 寻找引起 3D生长的肿瘤细胞辐射抗性
的内在原因, 可为肿瘤临床辐射治疗增敏药物的
研发提供充足的理论依据。
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