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　　［摘要］　目的　观察低浓度三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）在不同氧环境下对肺癌 Ａ５４９细胞增殖抑制、细胞周期阻滞、细胞凋亡
的诱导作用。方法　分别在常氧（２１％ Ｏ２）、低氧（５％ Ｏ２）、厌氧（０％ Ｏ２）环境利用０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３（空白对照组）、１μｍｏｌ／Ｌ
Ａｓ２Ｏ３、１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６体外诱导培养肺癌Ａ５４９细胞２４ｈ，通过甲基噻唑基四唑（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法测细

胞增殖抑制率，通过碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色、流式细胞仪检测细胞周期，通过 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色法检测细胞

凋亡。结果　１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组Ａ５４９细胞增殖抑制率及Ｇ０／Ｇ１期细胞比例随缺氧加重而增加；厌氧环境下该组细胞增殖抑
制率及Ｇ０／Ｇ１期细胞比例均高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），但其细胞凋亡率较空白对照组降低（Ｐ＜０．０５）；与３种相应氧环境下

ＶＰ１６组相比较，Ａｓ２Ｏ３组Ａ５４９细胞增殖抑制率、Ｇ０／Ｇ１期细胞比例、Ｇ２／Ｍ 期细胞比例、细胞凋亡率均减少（Ｐ＜０．０５）。结

论　１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３对Ａ５４９细胞无明显诱导凋亡作用，厌氧环境下该剂量Ａｓ２Ｏ３可以通过Ｇ１期阻滞抑制Ａ５４９细胞增殖。
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　　三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）药用历史已久，１９９７年Ｓｈｅｎ等［１］

报道Ａｓ２Ｏ３可以诱导 ＡＰＬ细胞分化成为成熟粒细胞，使部

分全反式维甲酸治疗失败的 ＡＰＬ患者达到完全缓解，其抗

实体肿瘤细胞的作用也得到了进一步证实［２］。李怀臣等［３］

报道低浓度Ａｓ２Ｏ３在体外常氧环境对肺癌细胞增殖的抑制

作用虽然较高浓度Ａｓ２Ｏ３减弱，但能够通过阻滞细胞周期于

Ｇ１期增加肺癌细胞对化疗的敏感性；而低氧本身也可以促进

细胞Ｇ１期阻滞。肺癌实体瘤内部多为低氧环境，因此我们

推测低浓度Ａｓ２Ｏ３对瘤体内肺癌细胞 Ｇ１期阻滞作用更强；

而目前国内外尚未见这方面的报道。为验证这一假设，我们

通过厌氧袋发生法模拟了肺癌内部低氧环境，观察了１

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３在３种氧环境下对肺癌 Ａ５４９细胞增殖抑制、

细胞周期及细胞凋亡作用的特点，初步探索低浓度 Ａｓ２Ｏ３在

体内通过细胞周期阻滞治疗肺癌的可能性。

１　材料和方法

１．１　实验材料　人肺腺癌 Ａ５４９细胞株购自中国科学院上

海细胞生物研究所；小牛血清（杭州四季青生物制品公司生

产）和 ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司生产）；三氧化二砷

（Ａｓ２Ｏ３，亚砷酸）注射液为哈尔滨伊达药业有限公司生产；甲

基噻唑基四唑（ＭＴＴ）和二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自华美生物工

程公司。低氧发生装置（ＧｅｎｂａｇＭｉｃｒｏａｅｒ）法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ

公司生产。流式细胞仪（型号为ＢｅｃｋＭａｎＣｏｕｌｔｅｒＣｙｔｏｍｉｃｓ

Ｆｃ５００）为美国ＢＥＣＫＭＥＮ公司生产。

１．２　实验方法

１．２．１　肺腺癌Ａ５４９细胞的体外培养及药物配制　Ａ５４９细

胞接种在ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液中，培养液的配制方法为：

每８９ｍｌＲＰＭＩ１６４０培养液中加１０ｍｌ灭活小牛血清、１ｍｌ

双抗（青霉素１００万Ｕ，链霉素１００万 Ｕ加入三蒸水１００ｍｌ

中混匀制成），于３７℃、５％ＣＯ２无菌培养箱中孵育培养传代，

０．２５％胰蛋白酶消化，待细胞生长活力良好，处于对数生长

期时应用。采用ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司的 ＧｅｎｂａｇＭｉｃｒｏａｅｒ低氧

培养袋和厌氧培养袋发生法构建低氧环境（５％ Ｏ２）及厌氧

环境（０％ Ｏ２）。取１０ｍｇ／１０ｍｌＡｓ２Ｏ３１０μｌ溶于１２．５ｍｌ细

胞培养液中，制成４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３，然后进行倍比稀释，配制

成１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３；取２０ｇ／Ｌ的依托泊苷１μｌ溶于３４ｍｌ

培养液中制成１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６。

１．２．２　ＭＴＴ比色法检测Ａ５４９细胞增殖及增殖抑制率　取

对数生长期Ａ５４９细胞，按１×１０５／孔接种于９６孔培养板，每

孔加液量２００μｌ。２４ｈ后换液，设空白调零组，不加细胞；实

验组细胞分为：空白对照（０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３）组，不加药物；１

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组，加入 Ａｓ２Ｏ３使其终浓度达到１μｍｏｌ／Ｌ；

１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６组，加入 ＶＰ１６，使其终浓度达到１μｍｏｌ／

Ｌ；每组设１２个复孔。培养２４ｈ后加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）２０
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μｌ，继续培养４ｈ后吸出培养液，每孔加ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡

溶解１０ｍｉｎ，待结晶完全溶解后，在 ＥＬＸ８００酶标仪（美国

ＢｉｏＴｅｋ公司）上选择波长４９０ｎｍ，空白组调零，测定各孔光

密度（Ｄ）值，计算细胞生长抑制率。抑制率（％）＝［１－（实验

组Ｄ 平均值－空白调零组Ｄ 平均值）／（空白对照组Ｄ 平均

值－空白调零组Ｄ 平均值）］×１００％。

１．２．３　ＰＩ染色流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞周期　将对数

生长期的细胞消化后接种于２４孔板，细胞密度约为３×１０５

个／孔，待细胞贴壁后吸尽上清，编号后将实验细胞随机分为

３组：空白对照组，不加药物；１μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｓ２Ｏ３组，加入

Ａｓ２Ｏ３使其终浓度达到１μｍｏｌ／Ｌ；１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６组，加入

ＶＰ１６，使其终浓度达到１μｍｏｌ／Ｌ；每组设８个复孔；再将２４
孔板分别放于低氧培养袋或厌氧培养袋中，然后放于３７℃、

５％ＣＯ２无菌培养箱中孵育；或直接将加药后的２４孔板放于

３７℃、５％ＣＯ２无菌培养箱中孵育。３种氧环境下诱导培养２４

ｈ后，用含０．２５％胰蛋白酶的消化液消化各组细胞，收集、离

心、弃上清后ＰＢＳ洗涤，然后再离心、弃上清２次，加入７０％
冰乙醇固定，４℃过夜。固定过夜后的细胞，加入ＰＢＳ振荡洗

涤后离心弃上清，加入１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅ３７℃消化、碘化丙

啶（ＰＩ）５０μｇ／ｍｌ染色，室温避光孵育３０ｍｉｎ后进行流式细

胞仪检测；每个流式细胞管检测细胞数不低于８０００个。以

上各部分实验共重复３次。采用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行细胞周

期分析，并计算出各期细胞比例。

１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色法流式细胞仪检测细胞凋亡

　细胞分组及处理同上；培养相应时间后用含０．２５％胰蛋白

酶消化液消化各组细胞，收集、离心、弃上清后ＰＢＳ洗涤，离

心弃上清后控干，加入２００μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤ标记缓冲液及５μｌ

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ，室温避光孵育１５ｍｉｎ，离心弃上清后加入２５０μｌ

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ标记缓冲液，然后加入５μｌＰＩ，混匀后上机检测细

胞凋亡。实验重复２次。

１．３　 统计学处理　本实验设计为两因素析因设计，实验数

据为计量资料，均采用珚ｘ±ｓ表示；利用ＳＰＳＳ１１．０统计软件

对数据进行统计学分析：对不同药物在不同氧境下对各期细

胞比例的影响采用两因素方差分析，方差齐性采用ＬＳＤ检

验，方差不齐采用 Ｔａｍｈａｎｅ检验。采用二元回归分析法分

析药物与缺氧对细胞周期及细胞凋亡率影响的相关性大小。

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同氧环境下 Ａｓ２Ｏ３对肺癌 Ａ５４９细胞增殖活性的影

响　结果见表１。Ａｓ２Ｏ３组Ａ５４９细胞的增殖抑制作用较弱，

但随着缺氧程度加重，增殖抑制率增加，以厌氧环境最大，较

同一环境空白对照组明显增加（Ｐ＜０．０５）；但在３种氧环境

下均较同一浓度ＶＰ１６组降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　不同氧环境下Ａｓ２Ｏ３对肺癌Ａ５４９细胞的增殖抑制情况
（ｎ＝３）

氧环境 空白对照组
Ｄ值

１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组

Ｄ值 抑制率（％）
１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６组

Ｄ值 抑制率（％）
常氧（２１％ Ｏ２） １．０３７±０．０４５ １．００４±０．０３９ ３．９ ０．９５４ ±０．０３１△ ９．０９
低氧（５％ Ｏ２） １．０１０±０．０３５ ０．９５６±０．０３８ ５．３ ０．９０９ ±０．０２９△ ９．０１
厌氧（０％ Ｏ２） ０．９５５±０．０４１ ０．８８３±０．０４１▲□ ７．５ ０．８０８１±０．０３５▲□ １５．１７

　Ｐ＜０．０５与空白对照组比较；△Ｐ＜０．０５与１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组比较；▲Ｐ＜０．０５与常氧组比较；□Ｐ＜０．０５与低氧组比较

２．２　不同氧环境下 Ａｓ２Ｏ３对肺癌 Ａ５４９细胞周期的作

用　Ａｓ２Ｏ３组Ｇ１期细胞比例随缺氧加重而升高，厌氧环境下

Ｇ０／Ｇ１期细胞比例最高（４８．０３％），高于常氧和低氧环境

（Ｐ＜０．０５）；厌氧环境下Ａｓ２Ｏ３组较空白对照组Ｇ０／Ｇ１期细胞

比例明显升高（Ｐ＜０．０５）；低氧环境及常氧环境下Ａｓ２Ｏ３组与

空白对照组Ｇ０／Ｇ１期细胞无明显差异；Ｓ期细胞比例均随缺氧

加重而相应降低，且３种氧环境下均较空白对照组降低

（Ｐ＜０．０５）；Ａｓ２Ｏ３组Ｇ２／Ｍ期细胞比例随缺氧加重而升高，但

厌氧环境、常氧环境Ｇ２／Ｍ期细胞比例与空白对照组无明显差

异，低氧环境明显低于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。ＶＰ１６组在３
种氧环境下Ｇ０／Ｇ１期细胞比例、Ｇ２／Ｍ期细胞比例均高于同种

氧环境空白对照组、Ａｓ２Ｏ３组相应细胞比例，Ｓ期细胞比例则相

应降低，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。二元回归分析发现，１

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３不及缺氧对于Ｇ１期的阻滞作用强。详见表２。

表２　不同氧环境下各组细胞的细胞周期分布
（％，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

氧环境
空白对照组

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６组

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

常氧（２１％ Ｏ２） ２７．９±
１．８８

７０．０４±
２．０４

２．１３±
０．２４

２９．６７±
２．７３

７１．０５±
２．７８

１．１２±
０．３５

３７．７±
０．９５△

４３．７８±
５．６３△

８．４４±
０．２１△

低氧（５％ Ｏ２） ３４．７８±
４．３６▲

６１．６３±
４．２９▲

３．６０±
０．４９▲

３８．１９±
２．６０▲

６０．２２±
２．８３▲

１．５６±
０．２７▲

５８．７７±
２．２４▲

２８．０３±
１．７１△▲

１３．５４±
２．６９△▲

厌氧（０％ Ｏ２） ３７．９５±
４．４１▲

５１．５３±
３．７８▲□

１０．５２±
２．２７▲□

４８．０３±
２．０３▲□

４０．４７±
１．５２▲□

１１．４７±
０．６３▲□

５９．３３±
１．０６△▲

２０．７３±
０．８６△▲□

１９．９３±
０．２５△▲□

　Ｐ＜０．０５与空白对照组比较；△Ｐ＜０．０５与１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组比较；▲Ｐ＜０．０５与常氧组比较；□Ｐ＜０．０５与低氧组比较
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２．３　不同氧环境下Ａｓ２Ｏ３对细胞凋亡的作用　各组细胞以

晚期凋亡为主，未见明显早期凋亡细胞；常氧和低氧环境下

Ａｓ２Ｏ３组细胞凋亡率与空白对照组之间无统计学差异；厌氧

环境下Ａｓ２Ｏ３组细胞凋亡率较空白对照组降低 （Ｐ＜０．０５）；

与ＶＰ１６组相比，Ａｓ２Ｏ３组３种氧环境下细胞凋亡率均明显

降低（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　不同氧环境下各组细胞的凋亡率
（％，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

氧环境 空白对照组 １μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组 １μｍｏｌ／ＬＶＰ１６组

常氧（２１％ Ｏ２） ４．３９±０．２１ ４．４８±０．３７ ５．７０±０．３５△

低氧（５％ Ｏ２） ２．５５±０．２３▲ ２．３６±０．１５▲ ５．０９±０．９１△

厌氧（０％ Ｏ２） ５．５１±０．６３▲□ ４．３６±０．２８▲□ ７．７２±０．８７△▲□

　Ｐ＜０．０５与空白对照组比较；△Ｐ＜０．０５与１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３组比较；▲Ｐ＜０．０５与常氧组比较；□Ｐ＜０．０５与低氧组比较

３　讨　论

　　正常组织的氧耗与氧供平衡，而肿瘤组织的氧耗大于氧

供。通常 正 常 组 织 氧 分 压 平 均 值 介 于 ４０～６０ ｍｍＨｇ
（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）之间，而肿瘤组织氧分压明显降低，

半数肿瘤的氧分压平均值低于１０ｍｍＨｇ。肿瘤低氧可以引

起多种基因表达异常，从而抑制肿瘤细胞凋亡、上调耐药基

因，使肿瘤细胞对多种化疗药物和放疗的敏感性下降，降低

患者的生存期［４５］。相关研究显示 Ａｓ２Ｏ３在低氧状态下对胃

癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞仍具有较强的生长抑制作用，显

示了较为独特的细胞毒作用［６７］。

　　本实验采用体外低氧及厌氧培养细胞技术，模拟了实体

肿瘤组织的低氧环境，为探讨 Ａｓ２Ｏ３在肺癌组织中的生长抑

制作用提供了一定的借鉴。实验结果表明：Ａｓ２Ｏ３诱导培养

Ａ５４９细胞２４ｈ，随着缺氧程度的加重，其对细胞Ｇ０／Ｇ１期的

阻滞作用逐渐增强，对肿瘤细胞增殖抑制作用也逐渐增强；

由此可见，低氧尤其是厌氧加强 Ａｓ２Ｏ３对细胞Ｇ０／Ｇ１期的阻

滞作用；而Ｇ０／Ｇ１期阻滞有可能使细胞走向分化。

　　本实验也表明，缺氧本身可以使 Ａ５４９细胞 Ｇ１期阻滞，

阻止细胞由Ｇ１期向Ｓ期转化，使细胞停留在Ｇ１期，从而增加

细胞分化的可能性。据报道，间歇性低氧能够显著延长移植

的白血病小鼠生存时间，并且抑制白血病细胞浸润并诱导其

分化，其分子机制可能为低氧刺激细胞产生低氧诱导因子

（ＨＩＦ１α），而ＨＩＦ１α能够选择性刺激诱导Ａｓ２Ｏ３对ＡＰＬ细胞

生长抑制及细胞分化［８］；这与我们的实验结果相一致。但是

经二元回归分析发现：１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３不及缺氧对于Ｇ１期

的阻滞作用强。

　　我们也发现其细胞周期特异性阻滞作用不及 ＶＰ１６强，

１μｍｏｌ／ＬＶＰ１６在低氧环境下对细胞 Ｇ０／Ｇ１期也有明显的

阻滞作用，且强于相应环境下Ａｓ２Ｏ３；但ＶＰ１６对Ａ５４９细胞

Ｇ２／Ｍ期阻滞作用更加明显，而且在低氧环境对细胞 Ｇ２／Ｍ

期阻滞作用较常氧环境有所增加。经二元回归分析发现，

ＶＰ１６对Ｇ２／Ｍ期阻滞作用要强于缺氧对于 Ｇ２／Ｍ 期细胞

比例的影响；这也正说明其为 Ｇ２／Ｍ 期阻滞作用特异性药

物，与Ｇｏｒｚｙｃａ等［９］的报道相一致。

　　本实验结果也表明：低浓度 Ａｓ２Ｏ３对细胞的凋亡作用不

及相应浓度ＶＰ１６对细胞凋亡的诱导作用。只有较高浓度

的Ａｓ２Ｏ３才能诱导细胞凋亡：Ｋｉｍ 等［１０］报道２．５μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３对肺癌ＮＣＩＨ１５７细胞的生长抑制非常有限，他们认

为至少需要２５μｍｏｌ／Ｌ的Ａｓ２Ｏ３才能对非 ＡＰＬ的肿瘤细胞

起到治疗作用；Ｌｉｎｇ等［１１］报道１０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３作用７２ｈ

后才能使非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中的 Ｈ５２０、Ｈ３２２、Ｈ４６０发

生５０％以上凋亡，其凋亡的半数抑制浓度（ＩＣ５０）＞１０μｍｏｌ／

Ｌ；Ｍｉａｏ等［１２］也报道 Ａｓ２Ｏ３对 Ａ５４９细胞凋亡的ＩＣ５０约为

１００μｍｏｌ／Ｌ。而１０μｍｏｌ／Ｌ的Ａｓ２Ｏ３会诱导骨髓间充质干细

胞凋亡从而导致心脏毒性［１３］，因此，通过诱导肺癌细胞凋亡

来治疗肺癌的可行性不大。

　　值得欣喜的是，李怀臣等［３］报道１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３能够在

体外通过阻滞细胞周期于Ｇ１期抑制肺癌细胞增殖并增加肺

癌细胞对化疗的敏感性，Ｂａｊ等［１４］也报道低浓度 Ａｓ２Ｏ３对乳

腺癌细胞仍然具有明显的生长抑制作用，他们通过实验证明

０．５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３能使人乳腺癌细胞中标志乳腺上皮分化

的ＣＤ５４分子上调，从而诱导细胞分化。本实验结果表明：低

浓度Ａｓ２Ｏ３在缺氧状态下是通过Ｇ１期阻滞作用而不是通过

诱导凋亡对其增殖产生抑制作用；缺氧尤其是厌氧加强

Ａｓ２Ｏ３的Ｇ１期阻滞作用，从而有利于促进肺癌细胞分化；因

此有必要更加深入地研究低浓度的 Ａｓ２Ｏ３对体内低氧状态

肺癌实体瘤的诱导分化作用及其分子机制，从而为其应用于

临床治疗肺癌提供理论依据。
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