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三氧化二砷对小鼠恶性黑素瘤抑制机制的探讨

黄桦1，陈治文1，陈正徐2，胡博2，王东萍2

·基础医学·

[摘要]目的：探讨三氧化二砷(As：0，)对小鼠B。。细胞实体瘤的生长抑制作用及对端粒酶活性表达的影响，旨在为临床治疗黑

素瘤提供理论和实验依据：方法：以不同浓度As：0，作用的鼠黑素瘤B．。细胞荷瘤小鼠，用TRAP—PAGE-银染法检测药物作用

后瘤体组织端粒酶活性的表达；通过测定荷瘤小鼠瘤体大小和肿瘤组织内微血管密度来反映不同剂量As：0，的抑瘤作用。结

果：As：O，能抑制鼠B．。细胞实体瘤的生长，破坏肿瘤组织微血管的形成(P<0．01)；As：O，能明显抑制鼠B。。细胞实体瘤端粒

酶的活性。结论：As：0，对于B。。细胞实体瘤的生长有显著的抑制作用，这可能与其抑制肿瘤组织内微血管的形成和端粒酶表

达活性有关。
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[Abstract]objec廿ve：To investjgate inhibitory e如cts of嬲enic trioxide(As203)on lhe growth ofBl6 cell solid tumou瑙in c57BL／6J

mice and telomer够e activity；and to pmvid experiment basis for treatment of malignant melanoma．MetIlods：Mouse melanoma B16 ceUs

were transplanted into c57BL／6J mice Ihat were treated访th diff．erent concent憎tions of As203．The weight of tumor and percent of

tumor development were examined．ne teIome鹏e acti“ty in mice tumours w黯detectedby TRAP·PAGE-silver staining．胁lllts：ne
tumor growth was significantly inhibited by As2 03．The microvessel density in tumor tissues was obviously reduced by As2 03(JP<

0．01)．Treated埘th As2 03，the telome啪e activity w髂obviously reduced．Cond吣io啮：As2 03 c锄inhibit fhe gro卅h and the

teIomerase activiy of B16 ceU solid tumours in C57 BI／J mice．

[Key wor凼]眦lanoma；嬲enic trioxide；telomerase；apopt08is；mice，inbred C57BL

文献报道，90．O％的原发性黑素瘤和100％转

移性黑素瘤端粒酶检测呈阳性，良性痣细胞表达率

为14．3％，而正常皮肤组织端粒酶活性均为阴

性。1|。B，。黑素瘤是1954年Jackson研究所饲养的

C57BMJ小鼠耳部皮肤自发的黑素瘤，具有生成黑
色素和转移的能力。Fu在1964年建立了体外培养

细胞株，将B，。细胞皮下接种于C57B肌J小鼠，成
瘤率100％旧J。应用砷剂治疗黑素瘤的实验研究国

内外文献报道较少。本研究选用黑素瘤鼠B。。细胞

荷瘤小鼠模型为研究对象，探讨不同剂量三氧化二

砷(As：O，)的抑制作用及对端粒酶活性的影响，旨

在为临床治疗黑素瘤提供理论和实验依据。

[收稿日期]2007J04．25

[基会项目J安徽省教育厅自然科学研究资助项目(2006kj35I B)

[作者单位]蚌埠医学院I．生物化学与分子生物学教研室，2．临床

检验诊断学实验中心，蚌埠安徽233030

[作者简介]黄桦(1980一)。男。硕士研究生．研究方向：肿瘤分子

事物学．

[通讯作者]陈治文，研究生导师。教授．

1材料与方法

1．1 主要材料和试剂 黑素瘤细胞株鼠B。。细胞

(购自中科院细胞所)；C57BL／6J小鼠[鼠龄4～6

周，体重18—22 g，雄性，中国医学科学院实验动物

研究所提供，合格证号：CzxK(京)2004—0001]；

As203(Sigma公司)；端粒酶活性检测试剂盒(Roche

公司)；丙烯酰胺、N，N’一亚甲基丙烯酰胺(华美公

司)；硝酸银、TEMED(上海生工)。

1．2 实验仪器 PCR扩增仪(日本PE公司，70l

型)；垂直电泳槽(美国BIO-RAD公司)；FR．200紫

外与可见分析装置(上海复日)；AHB—LB．2型生物

显微镜(日本Olympus)。

1．3 方法

1．3．1 细胞培养 鼠B．。细胞贴壁培养于RPMI

1640培养液(含10％新生小牛血清)，置37℃、5％

CO：、饱和湿度培养箱中培养。

1．3．2小鼠成瘤实验选用C57BL／6J小鼠建立

B，。细胞肿瘤模型，每组8只。试验组小鼠右腋皮下

注射l×109／L B．。细胞悬液0．1“(取培养4—5天

 



的对数生长期细胞，用含2．0 g／L胰酶和0．5 m啪l
／L EDTA的V-T消化)，每组于接种细胞次日起注

射药物。(1)As20，组：腹腔注射l mmoL／L的

As20，溶液(As：O，用NaOH滴定至溶解，配制成pH

7．2的l mmoL／L储存液备用)，连续给药10天后改

为隔天1次，给药浓度分别为3 mg·kg～·d。1(L

组)、6 mg·kg～·d。1(H组)。3周后处死，完整剥

离瘤组织，称重，计算抑瘤率[抑瘤率=(1一实验组

瘤重／对照组瘤重)×100％]。(2)阴性对照组(Ns

组)：腹腔注射生理盐水，每只每次注射o．1 rIll。

(3)阳性对照组(D组)：腹腔注射氮烯脒胺

(10 mg·kg～·d一)旧1。(4)正常组：不注射B。6细

胞及药物，正常喂养。

1．3．3瘤组织内微血管密度计数瘤组织经福尔

马林溶液固定，石蜡包埋，切片，HE染色，光镜下观

察微血管密度，计数lO个视野(400×)的平均微血

管数。

1．3．4 PCR取坏死区与生长交界处的瘤组织约

30 mg裂解，4℃，12 000 r／min，离心后取上清液，按

试剂盒说明书操作。

1．3．5 TRAP．PAGE．银染法 用PCR产物做PAGE

电泳：180 V 60 min。硝酸银染色：lO％乙醇浸泡

5 min，1．1％硝酸浸泡5 min，0．012 moL／L硝酸银染

色20 min，0．28 mo∥L碳酸钠、体积比为0．02％的

甲醛显色。阳性对照物同TRAP-ELISA。染色结果

显示端粒酶活性的梯形条带。结果用FR一200紫外

光与可见光分析装置拍摄并存储图像。

1．4统计学方法采用方差分析和q检验。

2结果

2．1 小鼠成瘤实验实验结果显示，NS组8只小

鼠全部成瘤；D组，5只成瘤；L组，6只成瘤；H组，3

只成瘤；各组间差异无统计学意义(皿=7．33，P>

0．05)，H组的瘤重较对照组明显减小(P<0．01)。

D组抑瘤率为37．22％，L组为59．74％，H组为

99．00％，高剂量As203抑制了肿瘤生长(P<0．05)

(见表1)。

2．2 肿瘤组织内微血管密度计数 HE染色显示

As：O，能显著抑制小鼠恶性黑素实体瘤组织中的血

管生长，使微血管密度降低(见图1)。NS组、D组、

L组、H组平均每个视野的微血管数分别是8．5l±

0．21、6．22±0．34、4．1±0．23、3．82±0．52，差异有

统计学意义(F=314．82，P<O．01，椰组内=0．121)。
除L组和H组差异无统计学意义(P>0．05)外，其

余各组间差异均有统计学意义(P<0．01)。

表1 As203对肿瘤生长的影响(茁±5)
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口检验：与NS组比较{}P<0．0l；与L组比较△P<0．05

^：l抖性z"ff讲：B：^s’U、曲利鲢纽

图l小鼠恶性黑素实体瘤组织(HE染色x200)

2．3 端粒酶活性的测定TRAP—PAGE一银染法的结

果显示，随着As：O，浓度的增高，端粒酶活性的梯形

条带逐渐减弱直至消失，说明H组和L组均可抑制

端粒酶的活性，且抑制作用强于D组(见图2)。

3讨论

砷属于微量元素，主要以硫化物和氧化物的形

式存在。砷与巯基有很强的亲和力，可影响体内

200多种酶的活性，特别是那些参与细胞能量途径

和DNA合成及修复的酶‘引。长久以来，砷作为一种

毒物为人们所熟知；但近年来，我国学者应用砷剂作

为抗肿瘤药物临床治疗白血病，特别是治疗急性早

幼粒细胞白血病，取得了较好疗效。研究报道，

A8203对人卵巢癌细胞株、膀胱癌BIU．87细胞的增

殖和转移及黑素瘤鼠B，。细胞、人A仍细胞的端粒酶
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l：}l组：2：IJ组；j．、，组；4：D组

图2 As20，作用鼠恶性黑素实体瘤

后TRAP—PAGE图谱

活性均有抑制作用，且抑制作用呈时间和剂量依赖

关系，并能诱导细胞凋亡L5棚J。最近，有研究报道，

将As：O，用于二期临床研究，以评价其对转移性黑

素瘤的毒性¨⋯。

细胞凋亡和端粒酶活性与肿瘤发生之间的关

系，是近年来肿瘤研究领域的热点。因此抑制肿瘤

细胞端粒酶活性，促进细胞凋亡已经成为肿瘤治疗

领域的新策略。启动凋亡的基因位于端粒结构附

近，完整的端粒结构可以抑制这些基因的表达。自

1978年Blackbum等报道四膜虫线粒体DNA末端

含有重复序列(TTGGGG)以来，人们相继测出各种

不同生物的端粒序列，并发现各种真核生物端粒

DNA序列均为一条5’_3’伸向染色体末端、富含G

的核苷酸链。正常人体细胞端粒随细胞分裂而进行

性缩短，与正常细胞相反，永生化细胞随着细胞分

裂，其端粒长度稳定不变，这是由于端粒酶被激活所

致。

端粒酶是维持端粒长度的逆转录酶，是一种自

带RNA模板的DNA聚合酶，能利用自身的hTR作

模板，由hTERT催化合成端粒DNA到染色体末端，

以补偿细胞分裂时染色体末端的缩短，从而维持端

粒长度，使细胞获得无限增殖的能力。端粒酶的活

化和端粒长度的维持对细胞永生化及无限增殖至关

重要。在人类胚胎早期发育阶段，很多组织都可以

检测到端粒酶活性，但随着组织和细胞的分化，端粒

酶活性迅速降低，到成人阶段仅有少数细胞(如生

殖细胞等)仍具有端粒酶活性，而在大多数体细胞

中已检测不到。

本实验结果表明，As：O，可明显抑制鼠恶性黑

色素实体瘤的端粒酶活性，至于端粒酶活性受到抑

制的原因，推测一方面可能是受凋亡基因的直接调

控；另一方面可能是端粒酶活性的维持依赖于细胞

核结构的完整性，在凋亡过程中由于内源性核酸内

切酶的活化致使细胞DNA断裂、细胞完整性受到破

坏，这可能影响到端粒酶的活性和表达。

血管生成在肿瘤的增殖中起着重要的作用，它

可为肿瘤的生长提供丰富的营养和血液供应，以满

足肿瘤细胞迅速生长的需要。一旦肿瘤组织血管生

成发生障碍，肿瘤细胞就会由于缺少营养和氧气供

应而生长变缓，甚至发生凋亡和坏死。本研究结果

提示，As：O，能够显著抑制小鼠B。。黑素瘤的生长，

其作用环节之一在于阻断肿瘤组织中新生血管的

形成‘⋯。

砷剂抗肿瘤作用的分子机制比较复杂，还有待

更深入的研究。本研究虽已建立动物实验模型，但

还很不完善。同时，还需利用手术切除的肿瘤标本

进一步研究砷剂抑制肿瘤生长的机制以及人体内抗

肿瘤作用的有效药物浓度，为临床治疗黑素瘤和开

发砷剂药物奠定理论和实验基础。
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