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三氧化二砷对鼠恶性黑素瘤 B16细胞凋亡的影响
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[摘要 ]目的:探讨三氧化二砷(As2O3 )对鼠恶性黑素瘤 B16细胞诱导凋亡的影响。 方法:采用流式细胞术(FCM)检测不同浓

度的 A s2O 3诱导 B16细胞的早期凋亡率 、晚期凋亡率和总凋亡率。 结果:As2O3浓度分别为 5 μm o l /L、10 μm o l /L 、 20 μmo l /L

时 , B16细胞的早期凋亡率分别为 7. 18%、 21. 1% 、3. 59%, 晚期凋亡率分别为 2. 63%、 5. 35%、 6. 34%, 总凋亡率分别为

9. 81%、26. 45%、9. 93%。结论:B16细胞的早期凋亡率和晚期凋亡率对 As2O3有浓度依赖关系 , 高浓度的 As2O3使 B16细胞出

现坏死。
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[ Abstract] Objective:To study the effect o f a rsenic triox ide on apoptosis o f m elanom a B16 ce lls. M ethods:Ea rly apoptosis rate, la te

apop to sis rate and to tal apoptosis ra te in m e lanom a B
16

ce lls w ere ana ly sed by flow cy tome try. R esu lts:A t the do ses o f arsenic trioxide

w ere 5 μm o l /L, 10 μm o l /L, o r 20 μm o l /L, the ea rly apoptosis ra te s in m e lanom a B16 ce lls w ere 7. 18%, 21. 1%, and 3. 59%,

re spec tive ly;the late apoptosis ra te s we re 2. 63%, 5. 35%, and 6. 34%, respec tive ly;the to ta l apopto sis ra te s w ere 9. 81%, 26. 45%,

and 9. 93%, respective ly. Conc lusions:The ea rly apop to sis rate and the la te apop to sis rate in m e lanom a B16 ce lls have dose-dependen t

re lationship w ith a rsenic trioxide.

[ Keyw ords] m e lanom a;a rsenic trioxide;apoptosis;ce ll line

　　三氧化二砷 (A s2O3 )是传统中药砒霜的主要成

分之一 ,低剂量的 A s2O 3早已载入我国中药史册 ,我

国医学家用 A s2O 3治疗早幼粒细胞白血病和慢性粒

细胞白血病已取得良好疗效 ,它可使异常粒细胞减
少或退化 ,诱导细胞凋亡 ,此外 ,有研究表明 A s2O3

对其他恶性肿瘤 ,如胃癌 、肺癌等也有良好疗效 。笔

者已证实 , A s2O 3具有促人恶性黑素瘤 A 375细胞凋亡

的作用
[ 1]

;本研究以鼠恶性黑素瘤 B16细胞作为工

作模型 ,观察 As2O 3对鼠恶性黑素瘤 B16细胞凋亡的

诱导作用。

1　材料与方法

1. 1　主要材料与试剂　鼠恶性黑素瘤细胞株 B16购

自中科院细胞所;RPM I 1640培养液和胰蛋白酶

(G ibco公司);As2O 3和二甲亚砜 (S igm a公司 );四

氮唑蓝 (珠海丽宝公司 );Annexin-V-FITC 试剂盒

(美国 Coulter公司);新生小牛血清(杭州四季青生
物材料有限公司 );FACS C alibur型流式细胞仪

(Becton D ickinson公司)。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养　鼠恶性黑素瘤 B16细胞贴壁培养

于 RPM I 1640培养液(含 10%新生小牛血清)中 ,置

37 ℃, 5% CO 2饱和湿度培养箱中培养 , 3 ～ 4天传

代一次。

1. 2. 2　流式细胞术检测 (FCM )　将 5 ×10
8
/L的

B16细胞在培养瓶中培养 3天 ,弃去培养液 ,分别加

入含 As2O3的新鲜培养液 (A s2O 3用 NaOH 滴定至

溶解 ,配制成 pH 7. 2的 1mmol /L储存备用 ,终浓度

为 5 μmo l /L、10 μmo l /L、20 μmo l /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 10
5

～ 10
6
/m l,加

入 Annex in-V和碘化吡锭 (PI), 1 h内用流式细胞仪

检测细胞的凋亡。

2　结果

　　A s2O3 浓度分别为 5 μmo l /L、 10 μmo l /L、 20
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μmo l /L时 ,作用鼠恶性黑素瘤 B16细胞 ,其早期凋亡

率分别为 7. 18%、21. 1%、3. 59%,晚期凋亡率分别

为 2. 63%、 5. 35%、 6. 34%, 总凋亡率分别为

9. 81%、26. 45%、 9. 93%。 B16细胞的凋亡率随着

A s2O 3浓度增加而增加 , A s2O3 浓度 ≤10 μmo l /L

时 ,以早期凋亡为主 ,但高浓度的砷 (20 μmo l /L)可

使 B16细胞出现坏死 (见图 1)。

3　讨论

　　细胞凋亡是一种有别于细胞坏死 ,主动 、程序化

的细胞死亡形式 ,它在胚胎发生 、器官发育 、变态反

应和保存机体自身稳定过程中发挥着重要的作

用
[ 2]

。正常情况下细胞的增殖和凋亡始终处于动

态平衡 ,是机体维持细胞动力学稳态的一种保护机

制 。这种平衡一旦被打破 ,肿瘤就会发生 。许多化

学结构不同 、作用靶点迥异的化疗药物均是通过诱

导细胞凋亡来杀伤肿瘤细胞。

体外研究发现药物诱导恶性黑素瘤细胞凋亡机

制涉及到以下几种途径:(1)肿瘤坏死因子相关的

凋亡诱导配体 (TRA IL)诱导凋亡 ,一是通过直接激

活 caspase-8,导致靶细胞走向凋亡。另外还可通过

线粒体途径激活 caspase-8,表现出线粒体膜电位改

变及线粒体在核周的聚集
[ 3]

。 (2)凋亡与细胞内氧

化还原状态相关 ,而且凋亡程度与线粒体膜电位呈

反相关
[ 4]

。 (3)p53是一种抑癌基因 ,它可以下调

抗凋亡蛋白 bcl-2和 P-糖蛋白表达而诱导凋亡
[ 5]

。

(4)黑素瘤分化相关基因 mda7 /IL-24诱导凋亡 ,

mda7促进黑素瘤细胞 DNA损伤和生长停止诱导因

子 (GADD)家族的表达 , 具有时间剂量依赖性 。

GADD家族包括 GADD34、GADD45-α、GADD45-β 、

GADDγ、GADD153 ,其中 GADD34被认为与细胞凋

亡有关 ,而其他几种则与转录过程有关。无论哪一

种 GADD基因的过度表达 ,都可抑制细胞生长或诱

导细胞凋亡 。另外 ,资料显示 mda7诱导 GADD家

族表达是通过 p38丝裂原活性蛋白激酶途径 (p38

MAPK pathw ay)产生 ,这一过程在 mda7诱导细胞凋

亡中起核心作用
[ 6 ～ 8]

。 (5)CD95 /Fas诱导凋亡途

径:其中 Bax /Bc l比率决定了人恶性黑素瘤细胞对

CD95 /Fas途径诱导凋亡的敏感程度
[ 9]

。

本课题已有研究发现:A s2O 3可显著抑制恶性

黑素瘤 B16细胞的核酸合成 , 10 μmo l /L的 A s2O3诱

导黑素瘤 B16细胞凋亡的作用具有时间依赖性
[ 10]

。

本实验还发现 A s2O 3对黑素瘤 B16细胞的诱导凋亡

作用具有浓度依赖性 ,而且 A s2O3 ≤10 μmo l /L时 ,

以诱导早期凋亡为主 ,但高浓度的砷 (20 μmo l /L)

对 B16细胞的细胞毒作用显著增加 。这一结果为

A s2O3应用于临床治疗恶性黑素瘤提供了新的理论

和实验依据。
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