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三氧化二砷对恶性黑色素瘤 A375细胞株凋亡的诱导作用

马　佳 ,陈素莲 ,陈治文

[ 摘要] 目的:研究三氧化二砷(As2O 3)对人恶性黑色素瘤 A375细胞株凋亡的诱导作用。方法:采用流式细胞术(FCM)检测不

同浓度的三氧化二砷诱导 A 375细胞的早期凋亡率和晚期凋亡率。结果:As2O 3 浓度分别为 5 μmol/ L、10 μmol/ L 、20 μmol/ L

时 , A375细胞的早期凋亡率分别为 9.75%、50.9%和 43.7%, 晚期凋亡率分别为 2.10%、4.61%和 11.2%,总凋亡率分别为

11.85%、55.51%和 54.9%。结论:As2O3 可诱导 A375细胞早期凋亡和晚期凋亡 , 10 μmol/ L 和 20 μmol/ L的 As2O 3 可明显增

加 A375细胞总凋亡率 。
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Effect of arsenic trioxide on induction of apoptosis of melanoma A375 cells
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[ Abstract] Objective:To study the effect of arsenic trioxide on induction of apoptosis o f melanoma A375 cell line.Methods:Early

apoptosis rate and la te apoptosis rate in A 375 cells were analysed by flow cy tometry.Results:Af ter pretreated with arsenic trioxide o f 5

μmol/ L , 10 μmol/ L , and 20μmol/ L , the early apoptosis rate in A375 cells were 9.75%, 50.9%, and 43.7%, respectively.The late

apoptosis rate in A375 cells w ere 2.10%, 4.61%, and 11.2%, respectiv ely.The to tle apoptosis rate were 11.85%, 55.51%, and

54.9%, respectively.Conclusions:The early and the late apopto sis rate in A 375 cells w ere induced by arsenic trioxide.
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　　三氧化二砷(As2O3)是我国传统中药的主要成

分 ,长期以来 ,砷及其化合物一直被认为是剧毒物

质 ,随着医学的发展 ,砷的毒理 、药理研究也有了进

展 。近年来国内外学者应用其治疗以急性早幼粒细

胞白血病为主的恶性血液病和某些实体瘤 , 疗效显

作的重点。本实验通过设定阳性 、阴性及空白对照

减少了系统误差 ,提高了实验的特异性 。目前 ,免疫

组化的方法测定的 ER蛋白状态只是测定了 ERα,

随着 ERβ单克隆抗体的开发及应用 ,常规测定 ERβ

的蛋白表达将成为可能 ,这对完善乳腺癌内分泌治

疗的纳入标准和开发应用 ER亚型的调节剂具有重

要意义。
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著。砷与含巯基的酶结合 , 可抑制酶的活性;与

DNA聚合酶结合 ,影响 DNA的合成与修复;砷还可

诱导哺乳动物细胞的染色体畸变。本研究采用人恶

性黑色素瘤 A375细胞株作为实验模型 ,观察砷及其

化合物对 A375细胞凋亡的诱导作用 ,以期为恶性黑

色素瘤治疗提供新的理论和实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂 　人恶性黑色素瘤细胞株

A375(中科院细胞所);RPM I 1640 培养基和胰蛋白

酶(GIBCO 公司);As2O3 和二甲亚砜(DMSO)

(SIGMA公司);四氮唑蓝(珠海丽宝公司);Annexin

V-FITC 试剂盒(美国 COULTER);新生小牛血清

(杭州四季青生物材料有限公司)。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　人恶性黑色素瘤细胞株 A375细

胞贴壁培养于含 10%新生小牛血清的 RPMI 1640

培养液中 ,置于 37℃、5%CO2 、饱和湿度培养箱中培

养 ,3 ～ 4天传代一次。

1.2.2　流式细胞术(FCM)检测细胞凋亡　将 5×

108/L 的 A375在培养瓶中培养 3 天 ,弃去培养液 ,分

别加入含 As2O3 的新鲜培养液(As2O3 用 NaOH 滴

定至溶解 ,配制成 pH 7.2的 1 mmol/ L 储存备用 ,

终浓度为 5 mmol/L 、10 mmol/ L 、20 mmol/L)。同

时设不加药物的对照组。24 h 后收集细胞 ,用冷

PBS 洗涤细胞 ,去除上清液后按 Annexin V-FITC

试剂盒操作;用冷的连接缓冲液调整细胞数目为

105 ～ 106/ml ,加入 5 μl Annexin V-FITC 和 2.5 μl

PI(碘化丙啶), 1 h 内用流式细胞仪(COULTER

型 ,美国产)检测细胞的凋亡。

2　结果

　　FCM 检测结果显示:As2O3 浓度分别为

0μmol/L 、5μmol/L 、10 μmol/ L 、20 μmol/L 时 ,A375

细胞的早期凋亡率分别为 1.72%、9.75%、50.9%、

43.7%, 晚期凋亡率分别为 0.60%、2.10%、

4.61%、11.2%,总凋亡率分别为 2.32%、11.85%、

55.51%、54.9%,10 μmol/L 和 20 μmol/ L 的As2O3

可明显增加A375细胞总凋亡率(见图 1)。

3　讨论

　　恶性黑色素瘤可发生于机体全身的皮肤组织 ,

是一种恶性程度很高的皮肤癌 ,易发生转移 , 5年生

存率极低。恶性黑色素瘤的化疗效果很差 ,有效率

低于 25%[ 1] ,国外主要是免疫治疗和基因治疗[ 2 ,3] 。

众所周知 ,砷是人体所必需的一种微量元素 ,但所用

剂量到一定浓度则为毒性物质 ,正常人体内砷的含

量约 14 ～ 21 mg ,砷进入人体后 95%以上与红细胞

的血红蛋白结合 。适量的砷能刺激机体造血功能 ,

图 1　流式细胞术分析As2O3 诱导的 A375细胞凋亡

促进细胞的生长繁殖。近年来 ,砷剂用于恶性肿瘤

治疗的研究 ,已得到越来越多的报道 。体内外研究

发现 ,As2O3 抗肿瘤的主要细胞学和分子学机理涉

及到:(1)诱导细胞凋亡和促进部分分化;(2)降解

PML-RARα蛋白异性融合蛋白[ 4] ;(3)下调 Bcl-2蛋

白的表达;(4)下调线粒体跨膜电位■Χm;(5)活化

半胱氨酸蛋白酶Caspases等[ 4] 。砷剂用于血液系统

恶性肿瘤的临床治疗 ,已取得较好的疗效[ 5] 。还有

研究结果显示 ,As2O3 对恶性黑色素瘤 A375细胞的

增殖有浓度依赖性抑制作用 ,并可诱导体内产生

nm23蛋白 ,对抑制肿瘤的转移和复发及判断预后

有重要意义
[ 6]
。As2O3 可明显抑制 MG-63 骨肉瘤

细胞的增殖 , 1μmol/L 以上浓度的 As2O3 对 MG-63

骨肉瘤细胞的抑制率可达 70%,As2O3 抑制 MG-63

骨肉瘤细胞的增殖主要通过诱导细胞凋亡实现
[ 7]
。

砷剂应用于恶性黑色素瘤的治疗 ,国内外尚无报道。

本研究显示了As2O3 对恶性黑色素瘤凋亡的诱导作

用 ,为砷及其化合物为恶性黑色素瘤治疗提供新的
理论和实验依据。
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