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摘要 　目的 :研究三氧化二砷 (A s2 O3 )对人胃癌细胞的诱导凋亡作用及对 LRP、C2myc基因表达的影响。方

法 :选用人胃癌 BGC2823细胞株 ,运用体外细胞培养法 ,MTT法 ,流式细胞术检测 A s2 O3 对人胃癌的诱导凋

亡作用 ;用逆转录 2聚合酶链反应 ( RT2PCR )方法检测 LRP、C2myc mRNA 的表达。结果 : A s2 O3 对人胃癌

BGC2823细胞具有抑制作用 ,其抑制率呈时间 -剂量依赖关系。不同浓度的 A s2O3 均可诱导凋亡。1. 0、2. 0

μmol/L的 A s2 O3 可下调 LRP、C2myc的表达。结论 : A s2 O3 具有抗肿瘤作用 ,主要是通过诱导细胞凋亡实现

的 ,其机制与下调 LRP、C2myc表达有密切关系。
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ABSTRACT　O bjective: To study the apop tosis and mechanism of arsenicals on human gastric carcinoma cells. M ethods: MTT,

FCM and RT2PCR tests were used to investigate of apop tosis levels induced by arsenic trioxide and the effect on LRP、C2myc exp res2
sion. Results: 1. 0μmol/L and 2. 0μmol/L arsenic trioxide can decrease LRP、C2myc exp ression. Conclusion s:Low concentrations

may imp rove apop tosis of gastric cancer by decreasing LRP、C2myc exp ression. A s2O3 may be used to treat gastric cancer but the results

are no better than cisp latin.
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　　三氧化二砷 (A s2 O3 )治疗急性早幼粒细胞白血

病的报道引起人们对 A s2O3 治疗其它实体肿瘤的兴

趣 [ 1 ]。已有研究表明 , A s2 O3 可诱导小细胞肺癌的

凋亡 ,也可诱导肺癌 ,淋巴瘤 ,胃癌等细胞凋亡 [ 2 ]
,

有学者通过动物实验和体外实验表明 A s2 O3 对胃癌

有明显的抑制作用 [ 3, 4 ]
,但其机制尚不完全明了。

耐药基因 (LRP、C2myc)等是近年发现的肿瘤耐药相

关基因 ,在肿瘤耐药过程中起一定作用。我们选择

胃癌 BGC2823细胞株 ,观察 A s2 O3 对其生长 ,凋亡

及 LRP、C2myc基因水平的影响 ,探讨 A s2 O3 诱导肿

瘤细胞凋亡的机理及临床应用前景。

1　材料与方法

1. 1　材料 　胃癌细胞株 BGC2823由哈尔滨医科大

学遗传教研室提供 ,传代培养于含 10%小牛血清的

1640培养液中 ,培养条件为 37 ℃, 5% CO2 ,于细胞

处于对数生长期时使用。

A s2 O3 注射液 (哈尔滨伊达药业有限公司 ,国药

准字 X19990191,批号 20000705)溶解配成 50 mg/

mL原液 ,应用时用 1640培养液稀释成工作浓度 ;注

射用顺铂 (锦州九泰药业有限责任公司 ,辽卫药准

字 (1996)第 001796号 ,批号 020406) ;四甲基偶氮

唑蓝 (MTT) ( Sigma公司 ) ; RT2PCR试剂盒 ( Invitro2
gen公司 )按试剂盒说明书流程操作。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞生长抑制作用检测 　采用 MTT法 ,将生

长活力良好的 BGC2823细胞以每孔 1 ×10
5 的数目加

入 96孔板 ,待细胞贴壁后 ,实验组每孔加入 1. 0

μmol/L (A组 ) , 2. 0μmol/L (B 组 ) , 4. 0μmol/L (C

组 ) , 6. 0μmol/L (D组 )的 A s2O3 ,每组设 4个复孔 ,同

时设空白组 (仅加培养液 )及 0. 2μg/mL顺铂对照组

( E组 ) ,分别培养 24、48、72 h后 ,每孔分别加入

MTT20μL (5 mg/mL ) ,在上述条件下孵育 4 h,每孔
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再加入二甲基亚枫 (DMSO) 200μL,打匀后在酶标仪

492 nm处读取吸光度 A值 ,然后计算抑制率。

抑制率 ( % ) = [ (对照孔 A值 - 实验孔 A值 ) /

对照孔 A值 ] ×100%

1. 2. 2　细胞凋亡的检测　采用流式细胞仪 ( FCM )分

析 ,经 A s2O3 处理后的细胞用 0. 25%的胰蛋白酶消化

成单个细胞 ,用 75%乙醇固定 24 h后 ,加入 RNA酶

及碘化丙啶 ,用流式细胞仪 (BECTON D ICKINSON公

司 )进行 DNA含量分析 ,所用软件为 MODFIT。

1. 2. 3　BGC2823细胞 LRP的表达情况的检测 　采

用 RT2PCR方法 ,用异硫氰酸胍 2酚 2氯仿 ( Trizol)法

提取 RNA ,用紫外分光光度计检测 RNA纯度及含

量 ,按说明书进行 RT2PCR。LRP的 PCR条件为 94

℃预变性 5 m in; 94 ℃ 30 s, 64 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in,

共 29个循环 , 72 ℃延伸 10 m in,扩增产物大小为

221 bp;比较用 2. 5%的琼脂糖凝胶电泳 ,扩增产物

辉度扫描 ,靶基因 A 值 /β2actin A 值即为靶基因

mRNA相对量。

1. 2. 4　C2myc基因表达测定 　利用酶链亲和素生

物素 ( SABC)法 ,取对数生长期细胞加 A s2 O3 使细胞

培养液终浓度分别为 0 μmol/L (未加药组 ) , 0. 5

μmol/L , 1. 0μmol/L , 2. 0μmol/L , 培养 72 h ,收集

细胞 , 4%多聚甲醛固定 48 h,酒精逐级脱水 ,石蜡包

埋 ,切片 ,光镜下观察。基因表达阳性为细胞浆与细

胞膜褐黄染色。取 10个高倍视野 ( ×400)作为观

察区 ,求标记指数 (Labelling index L I)的平均值 , L I

= (阳性细胞数 /记数细胞总数 ) ×100%。

1. 2. 5　统计学分析 　实验数据以 �x ±s表示 ,采用

SPSS软件包处理数据 ,多组间比较方差齐时应用 F

检验 ,方差不齐时用秩和检验。

2　结果

2. 1　MTT法检测 A s2 O3 对胃癌细胞株的抑制率的

影响 　MTT法显示各浓度 A s2O3 对 BGC2823细胞

均有一定的抑制作用 ,抑制作用具有时间 2浓度依赖

性。结果见表 1。

表 1　A s2O3 及顺铂对 BGC2823细胞的生长抑制率 ( % , �x ±s)

顺铂组 A组 B组 C组 D组

2 4h 6. 16 ±1. 9 24. 88 ±3. 9 9. 33 ±3. 1 15. 73 ±4. 7 18. 32 ±1. 6

48 h 8. 71 ±1. 8 27. 78 ±2. 4 10. 67 ±2. 5 19. 26 ±1. 31 25. 59 ±2. 6

72 h 9. 96 ±0. 791) 45. 23 ±2. 8 20. 67 ±3. 61) 31. 55 ±3. 71) 38. 17 ±4. 31)

1) P < 0. 05,与顺铂组比较。

2. 2　A s2 O3 对 BGC2823细胞凋亡的影响 　A s2 O3

对胃癌细胞株 BGC2823的凋亡诱导率随浓度及时

间的增加而增加 ,作用 72 h,各实验组与空白组比较

均有显著差别 ,各浓度组 A s2 O3 的凋亡诱导率均明

显低于顺铂组 ,差别显著。结果见表 2。

2. 3　A s2 O3 对 LRP基因表达的影响 　BGC2823细

胞经 A s2 O3 作用 72 h,琼脂糖凝胶电泳图显示 1. 0

μmol/L的 A s2 O3 使 LRP mRNA表达明显减弱 , 6. 0

μmol/L的 A s2 O3 使 LRP mRNA表达明显增强。结

果见表 3。

表 2　A s2O3 及顺铂对 BGC2823细胞凋亡诱导率的影响 ( % , �x ±s)

空白组 顺铂组 A组 B组 C组 D组

24 h 2. 67 ±0. 11 10. 56 ±0. 14 3. 15 ±0. 13 4. 24 ±0. 13 5. 14 ±0. 17 9. 11 ±0. 17

48 h 3. 25 ±0. 33 12. 38 ±0. 43 4. 43 ±0. 23 6. 25 ±0. 21 6. 23 ±0. 11 10. 41 ±0. 31

72 h 3. 83 ±0. 27 16. 44 ±0. 341) 6. 53 ±0. 201) 2) 12. 85 ±0. 51) 2) 13. 48 ±0. 291) 2) 14. 57 ±0. 181) 2)

1) P < 0. 05,与空白对照组比较 ; 2) P < 0. 05,与顺铂组比较

表 3　A s2O3 及顺铂对细胞 LRP的影响 ( % , �x ±s)

空白组 顺铂组 A组 B组 C组 D组

24h 0. 96 ±0. 03 1. 16 ±0. 05 0. 46 ±0. 008 0. 95 ±0. 06 1. 16 ±0. 04 1. 36 ±0. 04

48h 0. 97 ±0. 05 0. 77 ±0. 03 0. 55 ±0. 03 1. 04 ±0. 05 0. 91 ±0. 05 1. 15 ±0. 07

72h 0. 96 ±0. 04 1. 18 ±0. 121) 0. 36 ±0. 021) 2) 0. 86 ±0. 031) 2) 1. 06 ±0. 051) 2) 1. 15 ±0. 051)

1) P < 0. 05,与空白对照组比较 ; 2) P < 0. 05,与顺铂组比较

2. 4　A s2 O3 对 C2myc基因表达情况 　BGC2823细

胞经 A s2 O3 作用 72 h,琼脂糖凝胶电泳图显示 110

μmol/L 的 A s2 O3 使 C2myc 表达明显减弱 , 610

μmol/L 的 A s2 O3 使 C2myc 表达明显减弱 , 610
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μmol/L的 A s2 O3 使 C2myc表达明显增强。结果见 表 4。

表 4　A s2O3 及顺铂对细胞 C2myc基因蛋白表达情况

空白组 顺铂组 A组 B组 C组 D组

24 h 0. 37 ±0. 01 0. 23 ±0. 01 0. 12 ±0. 01 0. 12 ±0. 03 0. 34 ±0. 03 0. 35 ±0. 04

48 h 0. 36 ±0. 01 0. 17 ±0. 02 0. 23 ±0. 03 0. 43 ±0. 03 0. 36 ±0. 03 0. 49 ±0. 02

72 h 0. 36 ±0. 01 0. 41 ±0. 031) 0. 26 ±0. 021) 2) 0. 28 ±0. 021) 2) 0. 37 ±0. 011) 1. 04 ±0. 071)

1) P < 0. 05,与空白对照组比较 ; 2) P < 0. 05,与顺铂组比较

3　讨论

细胞凋亡是新陈代谢过程中调节细胞数和生命

活动的重要环节 ,凋亡受阻将导致细胞代谢的紊乱

及肿瘤的发生发展。多数学者认为 ,治疗肿瘤最有

效的途径是直接诱导肿瘤细胞凋亡。近年来 ,化疗

方案不断改进 ,化疗的疗效得以稳定地提高 ,但是肿

瘤细胞的耐药性 ,特别是多药耐药 (MDR )导致的化

疗失败仍然是大多数癌症患者治疗上的一个主要问

题 [ 5 ]。LRP基因位于 16号染色体短臂上 ,其相对分

子量为 110 ×10
3

,由 896个氨基酸组成 ,不属于 ATP

结合盒式转运蛋白超家族成员 ,主要分布于具有分

泌功能的上皮 ,它能阻止药物进入细胞核 ,并能以胞

吐的方式将胞浆内的药物排出细胞外。

我们的实验结果表明 , A s2 O3 对细胞 BGC2823

具有抑制作用 ,其抑制作用随浓度和作用时间增强 ;

浓度从 1. 0～6. 0μmol/L的 A s2 O3 抗肿瘤作用明显

增强 ,但与顺铂相比 , 6. 0μmol/L的砷剂效果 ,仍不

如顺铂。经干预后 ,细胞中的 LRP、C2myc的基因表

达水平有双相调节功能 ,在浓度为 1. 0、2. 0μmol/L

时可以抑制 LRP、C2myc水平的表达 ;而 4. 0μmol/L

时 , LRP、C2myc表达有增高趋势 , 6. 0μmol/L时显

示 LRP、C2myc表达明显增强。因此 ,从抑制 LRP、

C2myc表达角度来看 ,低浓度的 A s2 O3 较高浓度有

一定优势。顺铂虽抑癌作用较 A s2O3 强 ,但诱导

LRP, C2myc表达也明显较 A s2 O3 高。这表明顺铂抗

癌治疗中有诱导耐药的可能性。从而提示 ,顺铂联

用低浓度 A s2 O3 ,在增强抗肿瘤效果 ,预防抗癌药物

耐药方面 ,将可能有独特的作用。而且 ,副作用小 ,

安全性好 ,在治疗胃腺癌等实体瘤中 ,将会有较好的

应用前景。
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