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As2 03对乳腺癌细胞的生长及端粒酶活性的影响

胡博1。陈正徐1。夏俊2。王东萍1。高绪峰1

[摘要】目的：探讨不同浓度As：O，对人乳腺癌细胞株MDA·MB-231端粒酶及其亚单位hTERT．mRNA活性表达的影响，为临床

治疗乳腺癌提供理论和实验依据。方法：将不同浓度的As：0，与MDA-MB-231细胞共培养不同时间后，MTr比色法检测

As：O，对MDA．MB-231细胞的生长抑制作用；TRAP—PAGE·银染法检测As203作用后细胞端粒酶活性的改变；RT-PCR法测定

MDA．MB-231细胞hTERT-mRNA的表达。结果：As203可显著抑制MDA-MB-231细胞生长，且存在浓度、时间效应关系，其

24 h IC50为24．73弘moVL，48 h IC50为6．99 Ixmol／L；用终浓度分别为10、20、40 pmoL／L的As203与MDA-MB-231细胞作用24

h,48 h。银染条带显示出端粒酶活性显著下降；RT．PeR产物电泳条带显示出hTERT-mRNA的表达明显下降。结论：As：O，在

体外可显著抑制MDA—MB-231细胞的生长，具有较明显的细胞毒作用；As20，能显著抑制MDA—MB-231细胞端粒酶及其亚单

位端粒酶逆转录酶的活性，且抑制作用具有明显的时间和浓度依赖关系。
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Influence of arsenic trioxide on breast cancer cell and telomerase activity
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(1．Research Center ofNinical Laboratory Science，2．Department ofBiochemistry and Molecular Biology，

Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

[Abstract]Objective：To investigate the inhibitary effect of different concentrations of arsenic trioxide(As护3)on breast cancer cells

MDA—MB-231 and on the activity of telomerase hTERT—mRNA 8,O as to provide theoretical and experimental basis for the treatment of

breast cancer．Methods：MDA．MB-23 l cells were cultured with As，01 diflefint cokcenfrations．The growth inhibition was analyzed by

MTr assay：the telomerase activity Was determined by TRAP-PAGE-SILVER staining；the hTERT—mRNA expression Was examined by

RT．PeR assay．Results：As，01 could obviously inhibit the growth of MDA．MB-23 1 cells，which Was related with the concentrations of

As203 and time of culture．Its 24一hour inhibitory concentration(IC50)wag 24．73 v．moVL and 48·hour inhibitory concentration(IC50)

wag 6．99 I．Lmol／L．Treated with As203(10—40 i出mol／L)for 24—48 h，the telomerase activity and hTERT-mRNA expression of MDA·

MB-231 cells were greatly inhibited．Conclusions：As203 can inhibit the growth of MDA·MB-231 ceHs significantly．Treated with

As2 03，the activity of telomerase and telomerase hTERT—mRNA Can be inhibited remarkably，and the effects ale dependent on the

concentrations and time of culture．
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三氧化二砷(As：O，)是中药砒霜的主要成分，

自(SCIENCE)>杂志报道As：0，成功治愈急性早幼

粒细胞白血病(acute promyelocytic leukemia，APL)

的成果以来，对As：O，的药理作用的探索引起了世

界医学界的重视。研究表明¨．2
J
As：O，不仅对血液

肿瘤，而且对于多种实体瘤如食管癌、肝癌，以及恶

性黑素瘤细胞的生长等均具有凋亡和(或)抑制生

长的作用旧一』，但对于As：O，影响乳腺癌细胞生长

的报道较少。为此，本实验选择人乳腺癌细胞株
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MDA—MB．23l为研究模型，探讨不同浓度的As：O，

对乳腺癌细胞凋亡、端粒酶及其亚单位hTERT—

mRNA活性表达的影响。以初步探讨As：O，抑制乳

腺癌细胞生长的作用机制，为进一步开展体内实验

奠定基础，也为砷剂能否用于乳腺癌的临床治疗提

供理论和实验依据。

1材料与方法

1．1材料As：O，、硝酸银、M1Tr购自美国Sigma公

司；丙烯酰胺、N，N’亚甲基丙烯酰胺、TEMED购自

华美公司；RT-PeR试剂盒购自MBI Fermentas公

司；Trizol试剂购自Invitrogen公司；端粒酶活性检测

试剂盒Roche公司。

1．2方法

1．2．1 细胞培养人乳腺癌细胞株MDA—MB-231

细胞(购于American Type Culture Collection)o将其
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接种于含体积分数为10％灭活小牛血清的新鲜

RPMI 1640培养液中，置37℃饱和湿度5％C02培

养箱中。2—3天传代1次。所有实验操作均采用

对数生长期的细胞。

1．2．2 M，IrI'比色MDA—MB-231细胞经胰酶消化，

接种于96孔培养板，每孔100“l培养液含2 000个

细胞，培养24 h后弃培养液，每孔加入As：O，终浓

度分别为1、5、10、20、40斗mol／L的培养液50灿l，对

照组不加药，另加空白组(只加培养液，无细胞)，每

组8个复孔，重复4个批次，分别于培养后的24 h、
48 h加入MTr(5斗g／m1)10斗l，4 h后每孑L加入

DMSO 100止，避光震荡摇匀，以空白孔调零，在酶

标仪上检测570 nm处的吸光度值(A，为)，肿瘤细胞

生长抑制率(％)=(1一实验组A，，。值／对照组A”。

值)x100％。

1．2．3诱导接种细胞于24孑L培养板中，每孑L接

种量为1．0 mlj细胞密度为1．5 X 108／L，加入As203

共同培养，As：0，终浓度分别为10、20、40 I-Lmol／L，

并以未加As：O，组作为对照。培养24 h、48 h后收

集细胞，用于端粒酶活性测定及端粒酶hTERT表达

的检测。

1．2．4端粒酶活性的测定(TRAP-PAGE一银染法)

收集细胞(1．5×105)，4 oC，6 500 r／rain离心

5 rain以形成细胞团。去除上清，用PBS重悬细胞并

重复离心步骤。加入200¨1裂解液重悬细胞小团，

冰上预冷并充分混匀，于冰上孵育30 rain。4℃，

15 000 r／rain离心20 rain，小心将上清(约175 Ixl)

移至另一洁净的Eppendorf管中，一80℃保存备用

或即用。取上述提取液l～3斗1加入25 pl扩增液，

用无菌焦碳酸二乙酯(DEPC)水补足体积至50山，

加40仙l石蜡油覆盖，在PCR扩增仪上运行：25℃

30 rain引物延伸；94℃5 rain端粒酶灭活；扩增反

应：94℃30 s，50 oC 30 s，72℃90 s，循环30次；

72℃平衡10 rain。

取PCR反应产物10斗1，进行12％非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳，电压180 V，l h左右，银染。当出

现相隔6个bp的梯形条带为端粒酶活性阳性。采

用Smart view生物电泳图像分析系统(上海复日科

技有限公司产品)扫描存储图像并进行分析。

1．2．5 tiT—PCR检测端粒酶hTERT—MRNA的表达

(1)总RNA抽提：用不含小牛血清的RPMI 1640

培养液洗涤收集的MDA—MB-231细胞2次，计数4

×106细胞，加入Eppendorf管，离心沉淀后加Trizol

试剂1 ml，抽提总RNA。(2)eDNA链合成：按逆转

录试剂盒说明书操作。终体积20斗l，其中总RNA

4斗1，随机引物1斗l，5×buffer 4¨l，核糖核酸酶抑

制剂(RNasin)1灿l，10 mmol／L dNTP 2斗l，鼠自血

病病毒逆转录酶(M-MuLVRT)l¨l，ddH20 7 pl。

PCR扩增仪上运行：25℃10 rain。42℃60 rain，

70℃10 min；4 cc保存。(3)引物：hTERT和p．aetin

引物由上海Sangon合成。引物序列及反应条件见
表1。

裹1引物序列殛反应条件

引物
、

序列 扩增长度 反应条件

PCR反应体系终体积为25斗l，含10×buffer

2．5¨l，M92+1．5斗l，dNTPs 0．5斗l，eDNA l斗l，上下

游引物各l斗l(20 I-Lmol／L)，Taq酶l¨l。取5斗l

扩增产物2％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下用Smart
view凝胶图像软件分析。

1．3统计学方法采用方差分析和9检验、t检验

和等级相关分析。

2 结果

2．1 As203对MDA—MB-231细胞生长的抑制作用

以As：0，不同浓度和肿瘤细胞生长抑制率分析显

示，作用24 h，rJ=1．000，P<0．01；作用48 h，■=

1．000，P<0．Ol。表明As203与MDA-MB-231细胞
生长抑制率之间有显著的浓度、时间依赖关系，24 h

IC50为24．73 I山mol／L，48 h IC50为6．99斗mol／L(见
表2)。

表2 As：03对MDA-MB-231细胞的生长抑制作用(啊一

4；i±s)

As，03 24 h 48 h(孟五)—i—]丽—焉—]丽‘P

  



2．2 AS203对MDA,-MB-231细胞端粒酶活性的影

响取不同浓度的As．：O，与MDA-MB．-231细胞共培

养不同时间后的PER扩增产物进行非变性PAGE，

银染后可见间隔6个bp的梯状条带(见图1、2)。

As：O，作用不同浓度、不同时间后，细胞端粒酶活性
不同，表现为间隔6个bp的梯状条带的灰度不同，

电泳图谱经Smart view图像软件分析，用各泳道灰

度减阴性对照的灰度后与对照组的灰度比值作为端

粒酶活性的相对值。结果显示，在相同的作用时间

内，随着As：O，浓度的增加，端粒酶活性的银染条带

逐渐减弱直至消失；同一浓度的As：O。和细胞作用

不同的时间，随着共培养时间的延长，端粒酶活性的

17

银染条带也逐渐减弱直至消失。表明MDA—MB-231

细胞端粒酶活性抑制与As：．O，的作用浓度和时间有

依赖关系(见表3)。

幽l A82U3作JI}j MUA—MB一-231细．
胞2,t h的TRAP-PAGE图谱

表3 As203对MDA-MB-231细胞端粒酶活性(相对活性％l的影响(n；=4；i±sl

q检验：与对照组比较··P<0．0l

2．3 As2,03对MDA—MB-231细胞hTERT．-mRNA的

影响 凝胶成像可见MDA．MB-231细胞hTERT．

mRNA随As：O，浓度的升高及作用时间的延长而减

弱(见图3、4)。电泳图谱经Smart view图像软件分

析，将各泳道灰度减去阴性对照后与B．actin条带灰

度的比值作为hTERT．mRNA的相对活性值。结果

显示，相同的作用时间，10斗mol／L As．：O，作用细胞

后，11TERT．-mRNA的表达较对照组减弱，两者差异

3讨论

有统计学意义(P<0．01)；在相同的浓度10 pmol／L

As203作用下，48 h组的hTERT--mRNA表达较24 h

组减弱，两者差异有统计学意义(P<0．01)；

20斗mol／L的As203作用24 h，10斗mol／L的As2,03

作用48 h后，hTERT—mRNA的活性几乎被完全抑

制。表明As,203对MDA．MB-231细胞hTERT,．

mRNA表达的抑制作用呈浓度和时间依赖关系(见

表4)。

N：negative contI|ol；c：contr01；M：胧咄％l～3：As2q 10、20、40 V mzl／L

图2 As203作用MDA-一MB一：231细胞48 h的TRAP-PAGE图 图3 As203诱导MDA—MB一231细胞24 h后
hTEFT--mRNA的表达 图4 As203诱导MDA．--MB．．-231细胞48 h后hTERT-mRNA的表达

本实验从细胞毒性、端粒酶活性、端粒酶逆转录

酶hTERT,-mRNA活性的表达等方面对As：,O，抑制

人乳腺癌细胞MDA—MB-231增殖及诱导其凋亡的

机制进行了初步研究，以探讨AS：O，抗乳腺癌的作

用机制，旨在为临床治疗乳腺癌提供理论和实验

依据。
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表4 As203对MDA·MB-231细胞hTERT-mRNA活性(相对活性％)的影响(／'t，=4；i±s)

q检验：与对照组比较}·P<0．01

MIT法采用细胞培养技术，根据活细胞线粒体

在代谢过程中使可溶性的黄色M1Tr还原为不可溶

性的蓝色甲瓒结晶的原理，运用比色法测出活细胞

与死细胞的比值，从而得出肿瘤细胞对化疗药物是

否敏感的结论。该法现已在恶性肿瘤化疗药物的筛

选方面得到较为广泛的应用”冉J。本实验采用M1Tr

法检测As20，在体外对MDA．MB-231细胞生长的抑

制作用，结果显示As：0，对MDA—MB-231细胞的生

长抑制作用具有时间一浓度依赖性，随As：O，浓度

的递增、时间的延长而增强。As：O，对MDA-MB·

231细胞作用24 h IC50为24．73 pmol／L，作用48 h

IC50为6．99 p,mol／L。

端粒是真核生物线性染色体末端的特殊结构，

它有重要的生物学功能，可维持染色体的稳定和

DNA的完整复制，防止染色体互相融合、重组，保证

细胞的正常分化和增殖，而端粒的合成又依赖于端

粒酶。目前认为恶性肿瘤增殖失控的关键在于端粒

酶的激活，端粒长度的维持；王丽等⋯研究表明，砷

剂诱导肿瘤细胞凋亡、抑制细胞核酸合成与端粒酶

活性有关，砷剂还能诱导抑癌基因的表达；章尧

等哺。已证实，As：0，可抑制HL击0细胞端粒酶的活

性，且呈时间一浓度的依赖性。本研究表明，随着

As：O，作用浓度的递增与诱导时间的延长，对人乳

腺癌细胞MDA—MB-231端粒酶活性的抑制作用表

现的更加突出：终浓度为10、20、40 pmol／L的As203

作用24 h的端粒酶表达的相对活性为88．62％、

60．18％、33．12％；作用48 h的端粒酶表达的相对

活性为72．16％、26．11％、9．62％。说明As，0，可

引起端粒酶活性明显下降，提示As：0，可作为一种

有效的端粒酶活性抑制剂，端粒酶活性的下降与其

浓度与诱导时间呈一定的量效关系。

端粒酶逆转录酶(hTERT)作为端粒酶的催化亚

单位，目前认为与肿瘤细胞永生化关系最为密切。

本文应用RT—PCR方法检测出MDA—MB一231细胞中

端粒酶hTERT—mRNA的阳性表达，并进一步采用三

种浓度的As203处理MDA—MB-231细胞24、48 h

后，RT—PCR检测As：03对hTERTmRNA表达的影

响：终浓度为10、20、40 pmoL／L的As203作用24 h

的hTERT-mRNA表达的相对活性为40．28％、

1．14％、1．02％；作用48 h的hTERT mRNA表达的

相对活性为1．32％、1．12％、1．0l％。此结果表明

终浓度为20 wmol／L的As203作用24 h，10斗moL／L

的As203作用48 h后端粒酶hTERT．mRNA的活性

几乎被完全抑制，且其活性与浓度和时间之间的量

效关系与TRAP．PAGE．银染法所反映的端粒酶与浓

度和时间之间的量效关系有一定的相关性。表明

As203对MDA—MB-231细胞端粒酶hTERT·mRNA

的表达呈下调效应，并与诱导细胞凋亡的效应相对

应。推测As：O，可能通过抑制端粒酶活性及其亚单

位hTERT—mRNA表达并最终诱导MDA—MB-231细

胞凋亡。
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