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三氧化二砷对黑素瘤B，6细胞内活性氧自由基的影响

王东萍1，陈治文2，汤复根1，高绪峰

【摘要】目的：探讨三氧化二砷(As：O，)对黑素瘤B。。细胞增殖及细胞内活性氧自由基(ROS)水平的影响。方珐：30¨mol／L

As203与500斗moL／LN-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine，NAC)分别单独或联合作用于B16细胞，应用四甲基偶氮唑蓝(MYr)法

测定细胞生长抑制情况；流式细胞术检测ROS水平。结果：As：0，能明显抑制B。。细胞的增殖，NAC可部分拮抗As：03对黑素

瘤细胞的杀伤效应及诱导凋亡效应。As：0，作用1 h后的B。。细胞内ROS水平比对照组升高(P<0．01)，4 h达到高峰，24 h有

所下降，与对照组差异均有统计学意义(P<0．01)。ROS升高的趋势可被抗氧化物NAC部分阻断(P<0．05一P<0．01)。结

论：As：O，诱导B．。细胞凋亡与ROS水平改变有关，As：0，可通过提高细胞内ROS水平诱导细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用，这也

可能是As：0，抗黑素瘤的途径之一。

[关键词]黑素瘤，实验性；三氧化二砷；Bj6细胞株；凋亡；活性氧自由基
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Influence of As203 on the reactive oxygen species in melanoma B16 cells

WANG Dong·pin91，CHEN Zhi-wen2，TANG Fu-genl，GAO Xu-fen91

(1．Research Center of Clinical Laboratory Science；2．Department of Biochemistry and Molecular Biology，

Bengbu Medical College，Bengbu AMmi 233030，China)

[Abstract]Objective：To study the influence of As203 on the proliferation and the reactive oxygen species(ROS)levels in melanoma

B16 cells．Methods：B16 cells were treated with 30斗m彬L As203 alone or together with 500斗moVL N-acetylcysteine(NAC)．The effect

of As2 03 on B16 cells WaS determined by MTI"assay，and the intracellular ROS level was measured by flow c”ometry(FCM)．Results：

As203 could obviously inhibit the proliferation of B16 cells and NAC mi【ght partially antagonise the apoptosis effect induced by As203．

ROS level in B16 ceils started to rise after being incubated with 30 pmoVL As203 for I h(P<O．01)，and reached the peak point of at

4 h(P<0．01)，and the ROS expression levels decreased slishtly at 24 h．The difference Was all significant compared with the control

group(P<O．01)．The increasing of ROS misht be partially blocked by NAC(P<O．05 to P<0．01)．Conclmiom：B16 ceils apoptosis

induced by As203 is related to the increase of ROS level．As203 induces B16 cells apoptosis by accumulation of intracellular ROS level，

which may be one of the antitumor processes of As2 03．

[Key words]melanoma，experimental；As203；B16 cells；apoptosis；reactive oxygen species

三氧化二砷(As：O，)是一种具有抗肿瘤作用的

药物，目前已用于临床治疗急性早幼粒细胞白血病

(acute promyelocytic leukemia，APL)。研究表明，

As：O，对实体肿瘤也有一定的治疗作用，在体外诱导

B。。细胞凋亡，抑制小鼠黑素瘤生长，但其作用机制

不十分明确⋯。细胞内活性氧自由基(ROS)是细

胞线粒体内氧化还原代谢的产物，参与细胞内的信

号转导，与细胞生长和凋亡有密切关系。本研究在

前期研究基础上旧J，探讨As20，诱导细胞B。。凋亡是

否与ROS有关，为进一步阐明As：O，的抗肿瘤作用

机制提供实验依据。
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1材料与方法

1．1 材料 (1)细胞株：鼠黑素瘤B，。细胞为本实

验室冻存。(2)试剂：As20，、二甲亚砜(DMSO)、2’，

7’二氯氢化荧光素二酯(2’，7’·

chlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH·DA)、N-乙

酰半胱氨酸(N—acetylcysteine，NAC)(用PBS配制

成0．5 moVL浓缩液)购自美国Sigma公司；四甲基

偶氮唑蓝(MrITI’)为上海生工生物工程公司产品(用

PBS配制成O．5 mol／L浓缩液)；RPMI-1640培养基

和胰蛋白酶为GIBCO公司产品；小牛血清为杭州四

季青公司产品。其它试剂均为国产分析纯。(3)仪

器：CO：培养箱(日本科学株式会社)；CX-201超净

工作台(蚌埠净化设备厂)；FACSCalibur流式细胞

仪(FCM)(BECTON DICKINSON公司：美国)；
Multiskan Asent酶标仪(芬兰)；TS—l脱色摇床(海

门其林医用仪器厂)。 。一
．一

’

1．2细胞培养及分组B。。细胞用含10％小牛帆清

  



的RPMI一1640培养液，在37 oC、5％C02恒温培养箱

中培养，每隔2—3天传代1次。所有实验操作均采

用对数生长期细胞。实验分组为对照组、30 i山mol／L

As203组、30 I山mol／L As203+500 i山mol／L NAC组、

500 Ixmol／L NAC组。

1。3 细胞生长的抑制效应检测 MTr可透过细胞

膜进入细胞内，活细胞线粒体中的琥珀脱氢酶能使

外源性MTT还原为难溶于水的蓝紫色的针状结晶

并沉积在细胞中，结晶物能被DMSO溶解，用酶联

免疫检测仪在492 nm波长处测定其吸光度值(A

值)，可间接反映活细胞数量。B。。细胞经V·T(含
2．0 g／L胰酶和0．5 mmol／L EDTA)消化接种于96

孔板，每孔100一培养液含2 000个细胞，培养24 h

后弃培养液，加入预先配制好的100山含不同浓度

药物的培养基。培养24 h后，再加入10斗l MTr

(5∥L)继续培养4 h，然后吸掉上清，每孔加入

150斗l DMSO，置摇床上常温下避光低速振荡10

rain，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪492

nm处测量各孔的吸光值。每组均设5个复孔，重复

多次，取3次独立试验的平均值计算抑制率。

抑制率：!竖竺堕二苎垄些×100％。一～
对照A值

1．4 流式细胞仪检测ROS水平 细胞经V—T消

化，将细胞悬液调整为2 X 105／ml，接种于6孔培养

板，每孔2 ml，培养24 h后弃培养液，分别加入含不

同浓度药物的培养基，对照组不加药，分别培养l、

4、24 h后，2 p,l DCFH-DA(10 i山mol／L)加入培养液

中，37℃孵育15 rain，吸弃培养液消化细胞，冰PBS

重复洗2遍，弃去未反应的DCFH．DA。每管沉淀内

加入300斗l PBS重悬，避光置于冰上待检。流式细

胞仪检测10 000个细胞内的平均荧光强度，激发波

长488 nm，发射波长530 nm。由于DCFH—DA是一

种化学物质，通过细胞膜进入细胞内，在细胞内酯酶

的作用下，脱乙酰基变成DCFH，储存在细胞内

DCFH被细胞内产生的ROS氧化，变成发出绿色荧

光的荧光物质DCF'。因此根据细胞内DCF的荧光

强度，可以测定出细胞ROS产生量H J。

1．5统计学方法采用方差分析和q检验。

2结果

2．1 As203对B．6细胞抑制率的影响 M1fr检测结

果显示，当30 t上mol／L As203单独作用B16细胞24 h

凋亡率为(51．60±4．45)％，As：0，能有效地抑制

B．。细胞的恶性增殖，而NAC本身对癌细胞的生长

并没有显著的影响，但与As：0，一起作用细胞凋亡

26l

率为(30．99±4．34)％，NAC能部分拮抗As203对

癌细胞的杀伤效应，提示NAC提供的化学基团很可

能与As：0，对癌细胞的杀伤效应有密切的关系(见

陵l
} 一：』
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kh删

As203(30 I^mol／L) + 十 一

NAC(500 ImmoFL) 一 + +

图1 AB20，对B16细胞凋亡率的影响

咖试验制剂
一参比制剂

2．2 As203对细胞内ROS水平的影响用DCFH-

DA作为荧光探针测定细胞内ROS水平时，发现

As203能上调细胞内ROS水平(见图2)。30 iJ,mol／L

As203作用B．6细胞1 h、4 h和24 h细胞内ROS荧

光强度均较对照组明显升高(P<0．01)。NAC能部

分拮抗As203引起的ROS升高(P<0．05一P<

0．01)(见表1)。从流式图中可清楚地看到存在两

个峰值，表明活性氧的减少只发生在部分细胞中。

表1 As203对B。。细胞内ROS水平的影响(t／,。=3；互±s)

分组 I h 4 h

0删L As20掘995．59±76．52 1133．51+86．70 12．87±68．49

311删L如03组l 402．43±118．46‘‘l 921．85±215．115’‘179．39182．42’’

30 l珊0l／1．A如01+‘。

l 204．18±103．15△ l 504．57±111．嘴：^876．92±108．486
5∞luIl出LNAC组

。“

5∞ILml／1．NAC组l 067．13±101．19△6 92．08±98．27；△424．28±107．99三三

， 9．43 24．54 33．73

P <0．0l <O．01 <0．仇

M；组内 10 191．855 18 939．7鼯 8 728．422

q检验：与同一时间对照组比较·P<O．05，··P<O．01；与同一

时间30斗mol／L A8203组比较△P<0．05，A△P<O．0l

3讨论

关于As：0，诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制的报

道不尽相同。研究表明，As：O，主要通过诱导白血

病细胞凋亡过程中自由基的参与。As：O，诱导实体

肿瘤细胞凋亡与细胞内ROS的水平改变有关口’4 J。

ROS是真核细胞有氧呼吸时的产物，在线粒体电子

链传递过程中，一小部分氧不能被完全还原，生成了

单电子还原物超氧阴离子(Of·)，并可进一步演

化成过氧化氢(H：O：)、羟自由基(·OH)，这些产

物由于含有不成对的电子，因此具有较强的氧化能

力，统称为ROS。大量研究表明，ROS可介导细胞

∞∞∞∞∞∞∞

∞∞加如加m

0
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Negtive control 4 h 30 tunol／L AS203 1 h 30 p．md／L A5203+500 tLmol／L NAC 1 h

500 Immol／L NAC 1 h 30 pmoFL AS203 4 h 30 p,mol／L AS203+500 p．mol／L NAC 4 h 500 pmolFLNAC 4 h

图2 As如对B16细胞内ROS水平的影响

信号转鲁，激活转录因子，促使基因表达，调控缁麓

生长、增殖和凋亡，发挥重要生物学效应。当细胞内

ROS的生成和清除失衡及定位出现异常时，则会损

伤组织缀魏，甚至导致缎旎的死亡。线粒体氧亿应

激状态下能产生过多的ROS，过高的ROS对细胞生

存是不利的，它可以导致包括脂质过氧化、蛋白质氧

化和损伤DNA等有害变讫，其结果是弓|超细胞的损

伤口j。As：03使细胞内ROS生成增多是因为：(1)

开放线粒体通透性转运通道(MPT)。MPT是僚子

线粒俸内外簇之阀的多蛋巍复合体，通过调节线粒

体基质中Ca“、pH值和电荷，维持线粒体内环境稳

定，保证氧化磷酸化通路顺畅，对凋亡调控具有重要

作用。一旦麓雕开放，习导致簇质予转运异常，伴

有线粒体跨膜电位(A山M)下降，引起线粒体内高

渗状态，线粒体内氧化呼吸链受抑，ROS外漏。在

As：O；作用予K562、HL-60缩稳时，霹见AOM下

降，ROS增加∞t¨。(2)可通过活化黄素蛋白依赖的

超氧化物酶(如NADPH氧化酶)使H：O：增加。

嚣202可使线粒体释放CytC，活讫Caspase-3及裂解

多聚磷酸腺苷聚合酶(PARP)而介导细胞凋亡。

(3)As20，可降低还原性谷胱甘肽(GSH)的活性旧J，

矗s：O，霹直接与巯基形戒复合物矗s(GS)，，扶嚣阻

断由GPx作用下的H：O：还原为H20的过程，降低

其清除Ros的能力，间接地使ROS水平升高。Park

等一。诞实含巯基豹抗氧纯粼NAC可抑制矗s：O，诱

导的细脆凋亡，可爱逶过毒身糨邻巯基竞争性与

A820，形成复合物As(GS)，，并提高GSH水平，通
避抗氧化作用使ROS失活。

本实验观察30 p．mol／L As20s律焉予嚣撼缨魏

不同时间段ROS变化情况，As：0，可引起细胞内

ROS浓度的增加，ROS水平1 h即开始升高，4 h达

到高峰，虽塞翡显的霹闻依赖性，24 h有癀下降，与

对照组差异均有统计学意义(P《0．01)，24 h用药

组ROS水平有所下降，可能与一些细胞在药物作用

下已进入凋亡状态有关。ROS是细胞嚣亡中的第

二信使，细胞接受促凋亡信号后引起ROS的升高，

并可能由此激活相应的效应分予丽引发细胞凋亡，

裰应懿醚田结果提示药物处理缎胞24 h后出瑷瞬

最凋亡现象，提示ROS参与细胞凋亡的调控，可能

是凋亡途径中的早期事件。此外，实验中我们发现

雳挽氧诧刺500 pmol／L NAC处瑾细麓着麓明显降

低细胞内ROS水平。用500 ttmol／L NAC联合
30 tLmol／L As20，处理细胞后，细胞内ROS水平也

明显低手单独As：03处理维。MIT结果也髭示NAC

能抵抗As：0，诱导肿瘤细胞凋亡，更进一步说明

ROS在As20，诱导细胞凋亡途径巾的作用。
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结核分枝杆菌19 kDa脂蛋白诱导THP—l细胞凋亡的研究

韦莉，金齐力，刘勇，夏佩莹

[摘要]目的：观察结核分枝杆菌19 kDa脂蛋白(Mtb P19)对THP·l细胞凋亡的影响。方法：从培养的结核杆菌H37Ra制备

Mtb P19，以5、10、20彬ml Mtb P19作用于佛波醇酯(PMA)分化的THP一1细胞，37℃、5％C02孵箱孵育4 h。Wright—Giemsa

染色观察细胞形态变化；AnnexinV·FITC染色，用流式细胞仪检测细胞凋亡。结果：终浓度为5“g／“的Mtb P19即可诱导

THP．1细胞凋亡，且凋亡率随Mtb P19作用浓度的升高而增加(P<0．01)；Wright．Giemsa染色镜下可见部分细胞体积变小、圆

缩，核固缩，核断裂。佶论：结核分枝杆菌P19以剂量依赖方式诱导THP—l细胞凋亡。

[关键词]细胞凋亡；结核分枝杆菌19 kDa脂蛋白；THP一1细胞

[中国图书资料分类法分类号]R 329．25 【文献标识码]A

Study on apoptosis of THP-1 cells induced by Mycobacterium tuberculosis 19 kDa lipoprotein

WEI Li，J[N Qi-li，LIU Yong，XIA Pei-ying

(Departmem ofMicrobiology，Ben#u Medical College；

Anhui Key Laboratory ofInfection and Immunity m Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

[Abstract]OMective：To abserve the influence of Mycobacterium tuberculosis 19 kDa(Mtb P19)on the apoptosis of THP·1 ceHs．

Methods：Mtb P19 WR$prepared from cultured Mtb H37Ra．Phorbol m巾state acetate-differentiated THP-1 cells were incubated with

P19 at the concentrations from 5恤g／ml to 20“g／ml at 37℃，5％C02 for up to 4 hours．The change of cells was observed by Wright—

Giemsa stain，and the apoptosis rate was detected by nowcytometry．Results：Mtb P19 could induce THP-1 cells apoptosis at final

concentration of5 t蝎／ml，and the apopotosis rate increased with the concentration of P19(P<0．01)．Round shrinkage，pyknosis or

nuclear fragmentation were observed in some cells by Wright—Giemsa stain．Conclusions：Mtb P19 induces apoptosis in THP—l cells in a

dose·dependent manner．

[Key words]apoptosis；Mycobacterium tuberculosis 19-K．ilodahon；THP—l cell

结核病(tuberculosis)是由结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis，Mtb)引起的慢性传染

病‘11，至今仍严重威胁人们的生命健康。Mtb是兼

性胞内寄生菌，感染人体后主要被巨噬细胞吞噬，未
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被机体免疫系统清除而潜伏下来的Mtb也主要寄生

于巨噬细胞内。巨噬细胞的凋亡可以杀死寄生于其

内的Mtb，阻止体内播散，并激活临近未感染细胞，

增强机体对Mtb的杀伤能力。因此，巨噬细胞的凋

亡情况对于寄生于其内的Mtb的命运至关重要。由

于Mtb不产生内、外毒素，其致病与其菌体成分及机
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