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三氧化二砷与奥曲肽联用抑制人肝癌细胞株的 

增殖和诱导凋亡的作用 

张 霞 ，陶小红 ，汤为学。，谯 敏 

(1．重庆医科大学临床学院消化内科，重庆 400016；2．重庆医科大学基础医学院病生教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究三氧化二砷(As2O3)与奥曲肽(Octre0tide)联用对肝癌细胞生长增殖及细胞凋亡的作用，探讨其对肝癌的 

作用机制。方法：应用 ()3和 octreotide共同处理肝癌细胞株SMMC 7721，通过 MTT法检测细胞存活率；用流式细胞术检 

测细胞周期变化及细胞凋亡率；透射电镜观察细胞形态变化及细胞凋亡情况 结果：A 0=；与 OCt eotid。联用可明显抑制 

SMMC一7721的生长，两药合用的中效浓度分别为 2 0221／Lmol／L和 8．0881~mol／L，较两药单用时的中效浓度低 (As203单用 

为 3．707tmaol／L，octreotide单用为 22．637tanol／L)=且两药合用可将肝癌细胞阻滞于 S期并可诱导细胞凋亡。结论：As' 可 

与 Octreotide协同抑制人肝癌细胞株的增殖，又能诱导其凋亡。 
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Effects of combination of arsenic trioxide and octreotide on 

proliferation and cellular apoptosis in human hepatocellular carcinoma 

ZHANG Xia，et al 

(Department ofGastroenterology，College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of combination of arsenic trioxide and octreotide on the proliferation and apoptosis of hepa— 

tocellular carcinoma cells(HCC)，and tO explore the mechanism of their action on liver cancer．Methods：Heptocellular carcinoma cell 

SMMC一7721 was treated with arsenic trioxide and octreotide．Cell survival rate was determined by M1vr assay；cell cycle and the 

apoptosis index were detemfined by flow cytometry(FCM)；the morphological changes were observed by transmission electron micro— 

scope．Results：The combination of arsenic trioxide and octreotide significantly inhibited the growth of SMMC一772 1 and the concen— 

tration of each drug in combination is 2．022／tmol／L and 8 088／lmol／L that was less than single use of arsenic trioxide(3．707tmaol／ 

L)and octreotide(22．637tmlol／I )．The combination of two drugs can arrest HCC in S phases and induce apoptosis．Conclusion：Ar— 

senic trioxide can enhance the antiproliferative effect of(x'treotide tO human HCC and induce apoptosis． 

【Key words】Arsenic trioxide；Octreotide；Anticancer drug combination；Proliferation；Apoptosis；Hepatocellular carcinoma 

三氧化二砷(As2O3)是中药复方青黛、砒霜等的 

主要有效成分，20世纪 70年代将其用于维甲酸治 

疗失败的急性早幼粒细胞性白血病，取得了满意的 

临床效果，完全缓解率达到 90％以上。近来的研究 

发现 As2O3在体外对人的肝癌细胞株有抑制增殖、 

诱导凋亡的作用_l J。有研究证实As2O3较某些化疗 

药物具有更强的诱导肝癌细胞凋亡的效应_] 。As2 

O 与其他抗肿瘤药物杀伤肿瘤细胞的协同作用及 

作者介绍：张 霞(1962一 )，女，主治医师，硕士， 

主要研 究方向 ：消化道肿瘤的治疗 

其机制国内外尚未见文献报道。本文采用 MTT法 

观察 As2 03与 octreotide联用 对人肝癌 细胞株 

SMMC一7721的抗肿瘤活性，检测两药是否具有协 

同作用。用流式细胞术检测细胞周期变化，透射电 

镜观察细胞形态变化及细胞凋亡的情况，以探讨 

As2O3作为抗癌药物与 octreotide联合用药的特性 

和临床应用的可行性。 

1 材料与方法 

1．1 材料 
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人肝癌细胞株 SMMC一7721，由重庆医科大学肝研所 

惠赠：RPMI一1640培养液(美国 Hycalon公司)，小牛血清 

(杭州四季青生物制品有限公司) 噻唑蓝(MTT)、二甲基 

亚砜(DMS0)、碘化丙啶(PI)(美国Sigma公司)，自动酶标读 

数仪 550(日本 BIO —RAD公 司 ) 倒 置 显徽 镜 (口本 

NIOKO公司)，c02孵箱(日本株式会社)= (哈尔滨伊 

达药业有限公司)，奥曲肽(Octreotide)(瑞士诺华制药有限公 

司)，使用时用 RPMI—l640配成所需要的浓度 流式细胞 

仪(FACScml Becton Dickinson， SA) 透射电镜 (Hitachi一 

600型 ，Japan) 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养及四唑蓝快速比色法(MI ) 检测抑制 

率 将人肝癌细胞株 7721用含 10％小牛血清 RPMI一1640 

培养液，在 37℃CO2孵箱中培养?实验设试剂对照组 、肿瘤 

细胞对照组和各种不同浓度药物的实验组：采用 MTT法， 

用 0．1％胰蛋白酶处理对数生长期 的 772l细胞，调整细胞 

密度为 5×10 个／ml，以每孑L 2001tl接种于 96孔培养板中， 

24h细胞贴壁后弃去培养液，实验组加入含不同浓度 O3 

和octreotide的培养液 200t*l，使 A 的终浓度分别为0 5、 

l、2、4、8wnol／L，octreotide的终浓 度 分别 为 2、4、8、16、 

32wnol／L，两药合用比例为 l：l(每种单药剂量浓缩 l倍，各 

加 100,u1)。对照组则加等量相同不含药物的培养液：每个 

剂量 3个平行孑L。在 C02孵箱中培养 72h后，每孑L中加入 

0．5％MTT20／~I继续培养 4h，弃上清，加入 200／,1 I)MSO，微 

量振荡至 MTT完全溶解，于自动酶标读数仪 570rim处测定 

各孑L OD值。重复 3次 ，求平均值 并用下列公式计算药物 

对细胞抑制率。 

细胞抑制率 =1一实验组平均 OD值 照组平均 O13 

值 

l、2．2 药物联合作用的效应计算 对每一种药物，昕用的 

浓度不同，则有不同的作用效应即抑制率(f )=l一实验组 

平均 OD值俐 照组平均 OD值一 ：根据中效方程式 f ／f = 

(D／Dm)m ，两边取对数后呈直线关系式 Y=logf ／f X= 

logD．Y=bx+a(fa为效应，f =l— ，D为药物浓度，nl为斜 

率，D 为中效浓度。计算出两种药物单用及合用时各 自的 

中效浓度Dm(1ogDm=一a／b)，然后可计算出两药合用时在 

各种效应时的合用指数 CI。CI<l协同，CI=l相加，CI>l 

拮抗 = 

1．2．3 流式细胞仪 ( M)检测 收集经 10／*mol／L∞一 

treotide、2／maol／L As2( 以 及 4／,mol／L octreotide+l“mol／L 

As203作用的细胞和对照组细胞，用 0．1％胰蛋白酶消化，离 

心(1000r／rain，10min)，弃上清，PBS洗涤 2次(1000r／min， 

5min)，以去除细胞碎片 ，将等体积的细胞悬液和 PI染液混 

匀，4℃放置 30min，上机测定，并用 ModFit软件分析细胞周 

期分布及凋亡情况： 

1．2．4 透射电镜观察 收集经上述浓度药物作用的细胞和 

对照组 细胞，用 0．1％胰蛋 白酶消 化，离心 (1000r／min， 

10rain)，弃上清 ，PBS洗涤 2次(1000r／min，5min)，再用 3％ 

戊二醛前固定 ，10g／L锇酸后固定，梯度脱水，环氧树脂 6l8 

包埋 ，聚合，超薄切片，透射电镜观察摄片： 

2 结 果 

2．1 As203与 octreotide联 用对 7721细胞增殖的 

影 响 

由表 1可见 octreotide与 AS2o3联用时，随着两 

药各 自浓度的升高，抑制增殖的作用逐渐增强，效应 

逐渐增高。 

2．2 两药合用时，计算在不同效应时的合用指数 

CT，判断两药在不同效应时所需药物浓度之间的相 

互作用是协同、相加还是拮抗。结果表明，三氧化二 

砷联合奥曲肽在<0．3效应水平 CI>l，在>0．3效 

应(尤其是较高药物浓度)时 Cl<1，相互之间表现 

为协同作用，结果见图 1。 

2．3 octreotide与AseO3联用对细胞形态的影响 

透射电镜观察，1／,mol／L AS2o3与 4／~mol／L OC— 

treotide联合处理 7721细胞后，形成典型的凋亡肝 

癌细胞，细胞周边可见较多凋亡小体。细胞异染色 

质边聚，呈团块状，见图2。未用药物处理(对照组) 

的细胞核较大，核仁明显，常染色质丰富，核内有两 

个假性包涵物，细胞器较少，表面有短小的微绒毛， 

见图 3。 

表 1 As2()3与 octreotide单用及合用时对 7721细胞增殖的抑制【j±s，” 9) 

2 

4 

8 

l6 

0．15l±0．004 

0．I86±0．002 

0．300±0．002 

0．386±0．003 

n ‘1 A 4-n nn 

0．193±0．004 

0．341±0．003 

0．6l2±0．005 

0．87l±0．005 
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图 1 三氧化二砷与奥曲肽合用时效应与合用指数的关系 

图 2 1ttrnol／L As2
_ ()=；与 4／xmol／L cx'lreolide联合处理后的 

7721细胞(TEM×4000) 

图 3 未用药物处理 【对 照组 )的 7721细胞 【TEM×4000) 

2．4 As2O3与 octreotide联 用对细胞 周期的影响及 

诱导细胞调亡情况 

octreotide与 As203均可改变细胞周期的分布， 

单用 octreotide时 ) l、 一M期细胞比例减少，S 

期细胞比例增加；单用AS2o3时G(】 l、s期细胞比 

例增加，G，一M 期细胞比例减少；两药合用时 s期 

细胞比例明显增高， )／G1、G2一M 期细胞比例减 

少，主要表现为 S期阻滞作用，见表2。 

表 2 As2 与 octreotide对 7721细胞周期的 

影响及细胞凋亡率(％) 

3 讨 论 

As203是我国传统中药的一种，俗称砒霜，是近 

年新发现的细胞凋亡诱导物。有研究证实As，O3在 

体外对人的肝癌细胞株有抑制增殖、诱导凋亡的作 

用_1』。砷剂引起细胞凋亡的可能机理是：砷可直接 

与蛋白质的巯基结合，影响巯基酶的活性，使蛋白质 

灭活，引起细胞代谢异常，发生细胞凋亡[ ]；还能下 

调抑凋亡基因 bcl一2，增加促凋亡基因 bax的表达 

以及改变两者之间的比例，促使 Fas基因的表达增 

强，促进其凋亡E6 J。 

奥曲肽(商品名：善宁)是生长抑素八肽类似物， 

它不仅能抑制大多数神经内分泌肿瘤的增殖，对实 

体瘤诸如：胃癌、肝癌、结肠癌、胰腺癌等也有抑制作 

用。奥曲肽的抑瘤机制主要是通过与特异性的生长 

抑素受体(S R)结合，激活多条信号转导通路l7j而 

对肿瘤细胞的增殖产生抑制作用。其次通过抑制促 

肿瘤生长的激素、细胞因子的分泌_8 J，抑制肿瘤血管 

的生成减少其血供及对肿瘤生长的免疫调节l9j，从 

而抑制肿瘤细胞的增殖。 

本实验研究结果亦表明octreotide能抑制体外培 

养的人HCC株的增殖，而As2 不仅能抑制体外培养 

的人 HCC的增殖，而且具有诱导凋亡的作用。当OC— 

treoride与 03联合应用时后者能显著增强对人 

HCC株的抑制，两药合用具有明显的协同杀伤作用， 

尤其是在>0．3效应(较高的药物浓度)时协同作用更 

为显著。如表 1中 8tu-nol／I_,As2_O3与 32tm~l／Loc— 

treotide联合应用时，可使octreotide的抑制率由单用药 

时的0．614提高到合用时的0．871而且能减少 AS2 

的浓度(单用 AS2O3时，Dn =3．707／xmol／L，两药 

合用时 As203的 D =2．022t~mol／L，减少了 1．83 

倍)，降 低 其 毒 副 作 用。CaiX 等 报 道 用 As2 

0350／xmol／d治疗肝功能正常的急性早幼粒细胞白 
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血病复发患者47例，2周后 l／3的患者出现肝损害， 

7例表现为肝中毒llÏ。说明以 ，03治疗肝功能已 

受损的肝癌患者可能需要选择更小剂量： 

目前 As203与 octreotide协同抗癌作用的机制 

未见报道。本研究结果提示，两药合用时 A 03、既 

增强了octreotide抑制人 HCC的增殖能力，又能诱 

导其凋亡，这可能是两药联合产生明显协同效应的 

重要原因之一。从表 2对细胞周期分布的影响中见 

到，尽管 AS2()3组的凋亡率高于联用组，这是因为联 

用组 中 As 的浓度 为 lpm~ol／L，低于单 用时 

2ptmol／LAs，o 的浓度。从表 2中可知 As，() 与 OC— 

treotide联合应用时 S期阻滞作用明显高于两药单 

独应用时，说明 o3增强了 octreotide抑制人肝癌 

细胞的增殖。 

根据药物受体动力学规律，若两药在任何剂量 

条件下合用均不超过其中强药的最大反应，则两药 

可能作用于同一受体。本实验中As2O3与octreotide 

同时合用对人 HCC的抑制率均明显高于单独使用 

时：提示此两药可能通过作用于不同的受体对瘤细 

胞产生杀伤作用。这对进一步研究其作用机制提供 

了一定线索。 
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