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As203对肾癌细胞 786—0细胞周期的影响及其机制的研究 

王德林 t，米 粲z，陈在贤t，吴小候 ，苟 欣 

(1．重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016；2．重庆医科大学基础医学院病理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨三氧化二砷(As20，)对人肾癌细胞系786—0的细胞周期、周期素(Cyclin)~II周期素依赖性激酶抑制剂(DKI) 

的影响，探讨 As20 抗肾癌作用的机制。方法：采用细胞培养、流式细胞技术观察 As 0 作用786—0细胞后细胞周期的改变，以免 

疫细胞化学和 RT—PCR技术等检测 As20 致细胞 Cyclin蛋白和 CDKI基因的改变。结果：以 21xmol／L或 51xmol／L As20 作用 

786—0细胞 24h、48h、72h，使其细胞周期停滞于GJM和 GdG。期 ，并出现细胞凋亡，周期素蛋白 CyclinA、B。、D。、E表达均不同程 

度降低(P<O．05)，而其CDKI基因p16、p21 、p27~Pl表达升高(P<0．05)。结论：As 03通过降低CyclinA、Bl、Dl、E蛋白的表达和 

增强 p16、P21W~iCm,p27~0活性 ，将 786—0细胞阻滞于 G 和 GdG。期，达到其抑制增殖和诱导细胞凋亡的作用。 

【关键词】As 0 ；肾癌；786—0细胞；细胞周期；凋亡 
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Influences of arsenic trioxide On the colI cycle Of human renaI colI 

carcinoma 786—0 cells in vitro and its mechanisms 

A，vG Delin．et ol 

(Department of Urology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the influence of arsenic trioxide on cell cycle，cyclin and cyclin-dependent kinase inhibitor 

(CDKI)of human renal cell carcinoma 786—0 cells．Methods~The change of cell cycle was measured by flow cytometric assay 

(FCM)，and its mechanism was analyzed by immunocytochemistry and reverse transcription polymerase chain reaction．Results： 

Treatment with As2O3 of 21xmol／L or 51xmol／L for 24h，48h and 72h，notably induced a G2／M and GdGl cell cycle arrest in 

786-0 cells，decreased expression of cyclin A，Bt，DI，E (P<0．05)and increased expressions of CDKI genes pl6，P21w~’ and 

p27 (P<O．01)．Conclusions：As203 can inhibit the growth in 786—0 cells effectively by down—regulating expression of cyclinA， 

B‘，Dl，E and up-regulating expressions of pl6，P21Wm~：ln and p27 genes． 

【Kev words JArsenic trioxide；Renal cell careinoma；786—0 cells；Ce11 cvcle；ApoptOSis 

恶性肿瘤细胞不仅有多种基因功能和表达的 

异常，还存在广泛的细胞周期调节失控 ，导致细胞 

分化受阻，使肿瘤细胞呈过度增殖状态【l1。研究证实 

三氧化二砷(As20 )对肾癌 786—0细胞有显著的抑 

制作用【21，As：0 对 786—0细胞周期的影响及其机制 

尚不清楚。本实验采用流式细胞术(F1ow cytometric 

assay，FCM)研究 As：O 对人肾癌细胞系 786—0细胞 

周期的影响，以免疫细胞化学检测 As20 处理前后 

786—0细胞中周期素(Cyclin)和周期素依赖性激酶 
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抑制剂(Cyclin—dependent kinase inhibitor，CDKI)的 

改变，并以逆转录多聚酶链反应 Reverse transcrip— 

tion polymerase chain reaction．RT—PCR)检测 Egr一 

1(Early growth response一1，Egr一1)的变化，探讨 

As：O 对 786—0细胞周期的影响及其作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养121 

786—0细胞生长于含 10％ FCS的 RPMI 1640培养基 

(Gibco／BRL公司)中，在 37℃、5％ CO 、饱和湿度条件下常规 

培养。每周传代 1-2次，收集对数生长期细胞进行实验。以灭 

菌 PBS将 As O (Sigma公司)配成 |mmo1]L的储备液，使用时 

以 RPMI 1640培养基稀释至 2 mol／L和 5 mol／L，根据要 

求分别培养 0，5h、lh、2h、4h、12h、24h、48h、72h后中止。 
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表 I 、 )对78b J细胞中细胞周期蛋白表达的影响 

(平均光密度值 ) 
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降低为 0．04(P<O．01)、及 0．11降低为 0．05(P<O．O1 o 

结果提示 As O 可能通过降低 CyclinA和 CyclinB1 

蛋 白的表达使肾癌细胞停滞于 G ，并降低 Cy— 

clinD，和CyclinE蛋白的表达，诱导 G0／G 期阻滞。 

pl6基因位于人 9p21，是 CDK4抑制物，与 Cy— 

clinD1竞争结合 CDK4，抑制了CDK4激酶活性，阻 

滞细胞周期 G 期进程。P21WAFI／CIPI基因定位于人 6 

p21．1，是 CDK特异性抑制因子，与 CDK—CyclinB复 

合物紧密结合，抑制蛋白激酶的活性，阻滞细胞从 

G，期进入 S期，主要负向调节 G，期【n”21。研究发现 

As20 作用恶性胶质细胞瘤后，通过上调 p21 ŴF1脚 

使恶性胶质细胞瘤细胞阻滞于 Gl期[51。p27~p 基因 

位于人 12p12～12 p13．1，与 P21wsruc~基因具有一定 

的同源性，能与所有的CDK—Cyclin复合物结合，抑 

制蛋白激酶的活性，使细胞停滞于G，期。在本实验 

中，经过 21．~mol／L As20 处理 786—0细胞 72h后 ， 

p16、P2l 和 p27㈣ 的AOD分别由0．07升高为 

0．19(P<0．01)，0．04高为 0．09(P<O．05)和 0．06升高 

为 0．15(／)<0．05)。提示 As203通过增强 p16、P21w~v 

∞ 和p27 pl等的活性【埘，提高了它们与 CDK—Cyclin 

复合物结合能力，抑制蛋白激酶的活化，阻滞了 

786—0细胞的细胞周期。 

Egr一1是早期生长反应基因家族的一种，常在 

细胞受刺激后数分钟内启动表达 ，与细胞的生长和 

分化有关【 。研究证实肿瘤抑制剂 genistein作用人 

膀胱癌细胞 TCCSUP和 TSGH一8301，均可出现 Egr一 

1基因短暂的活性表达，但其机制尚不清楚131。本实 

验还观察到 ，在 2p,mo]／L As20 处理 786—0细胞 

0．5h后 ，开始检测到 Egr一1 mRNA的表达 ，并随时 

间延长而增加，在4 h达到高峰后下降，24h后消 

失。这一现象进一步证实 As20 能够迅速启动 786— 

0细胞内的相关基因，产生抗肾癌的作用。我们推 

测 ，As2O 作用 786—0细胞后迅速启动 Egr一1等早 

期反应基因的表达，与相关靶基因的启动子结合， 

进而激活相关基 因，调节 CyclinA、CyclinB1、Cv— 

clinD1、CyclinE、p16、P2l 和 p27唧等蛋白的表 

达，导致 786—0细胞发生相应的细胞周期阻滞 。 
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