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三氧化二砷体外诱导口腔鳞癌细胞凋亡的研究

陈黎明　　(贵阳市口腔医院口腔内科 ,贵阳 550002)

　　提　要:目的　探讨三氧化二砷(As2O3)对口腔鳞癌细胞的体外生物学作用及机制。方法　采用形态学 、MTT、克隆形

成试验 、DNA 梯度降解试验 、原位末端标记及流式细胞仪等方法 ,对 As2O3 在 Tca8113 细胞系中的作用进行体外研究。 结

果　As2O3对 Tca8113细胞产生明显的生长抑制作用 ,MTT 显示生长抑制率为 76.3%。 DNA梯度降解试验 、原位末端标记 、

流式细胞仪显示 As2O3 诱导了 Tca8113 细胞凋亡。流式细胞仪显示As2O3 的Tca8113细胞凋亡与细胞周期阻滞有关。结论

　As2O3对口腔鳞癌细胞具有显著的体外生长抑制及凋亡诱导作用。
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A study on the human oral squamous carcinoma cell apoptosis induced by arsenic triox-
ide in vitro
CHEN Li-ming (Department of Oral Medicine , Guiyang Stomatological Hospital , Guiyang 550002 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the biological effects of As2O3 and its mechanism on human oral squamous

carcinoma cell line in vitro.Methods　The effects of As2O3 on Tca8113 cell line were investigated in vitro with

morphological method , MTT , clone forming , DNA ladder , TUNEL assay and flow cytometry(FCM).Results　

As2O3 had marked suppressive effect on the growth of Tca8113 cell line.The growth suppression rate of the Tca8113

cells was 76.3% shown by MTT.DNA ladder , TUNEL and FCM showed As2O3 could induce the apoptosis of

Tca8113 which might be related to cell cycle arrest shown by FCM .Conclusion　As2O3 can inhibit the growth and

induce the apoptosis of oral squamous carcinoma cell in vitro.

　　Key words:arsenic trioxide(As2O3);oral squamous carcinoma;apoptosis

　　三氧化二砷(As2O3)是传统中药砒霜的主要成分。

目前的研究已经表明 As2O3能有效治疗急性早幼粒白

血病(APL), 诱导白血病细胞凋亡
[ 1～ 3]

。在其它类型

白血病及实体瘤的体内外研究也显示As2O3 具有诱导

肿瘤细胞凋亡及其治疗作用[ 4～ 7] 。口腔鳞癌为常见恶

性肿瘤 ,本研究 As2O3 对口腔鳞癌细胞的体外生物学

作用及机制 ,探索 As2O3 治疗口腔鳞癌的可行性 ,为

As2O3在临床口腔鳞癌中的应用提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　试剂
　　As2O3购自 Sigma公司 ,生理盐水配成 1 mmol/ L储存液 , 使

用前用细胞培养液稀释成所需浓度。
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1.2　细胞系
　　Tca8113细胞:为人舌鳞状细胞癌细胞系 , 购自中科院上海

细胞所。培养条件为M199 培养基 , 含 10%胎牛血清 , 37℃, 5%

CO2。

1.3　细胞生长曲线-MTT法

　　采用 96孔板 , 每孔接种细胞 5 000～ 8 000 个 , 37℃, CO2 孵

箱中培养12 ～ 24 h 后用不同浓度As2O3处理细胞。取不同时间

点 ,弃去培养基 , 每孔加入 MTT 溶液。 37℃孵育 3 ～ 4 h , 弃去

MTT溶液。每孔加入 DMSD ,将 96 孔板置水平摇床上摇动后以

酶标仪在 525 nm 波长下测定每孔 A值。

1.4　平板克隆形成实验
　　每组取1 个 35 mm 培养皿 , 接种细胞500×103/皿。采用不

同浓度As2O3 , 培养 24 h 后收获细胞。按 500 个/皿接种至新的

60 mm 平皿中 , 每种接种 3 个平皿。置 CO2 孵箱中培养 2 ～ 3

周。结晶紫染色 ,显微镜下计数大于 50 个细胞的克隆数。

1.5　细胞 DNA梯度降解(DNA ladder)的检测
　　分别收集As2O3处理组及对照组细胞。加裂解液 400μl混

匀 。离心收集上清 。加入SDS至终浓度1 %, 加RNA酶56℃
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作用 2 h。加入蛋白酶 K 37℃ 2 h。乙醇沉淀 DNA 。干燥后加

TE 20 μl溶解 DNA 沉淀。配制琼脂糖凝胶电泳 ,长波紫外灯下

观察并照相。

1.6　细胞凋亡原位检测(TUNEL试验)
　　将细胞悬液滴于用多聚赖氨酸处理过的玻片上 , 涂匀 , 干

燥后用多聚甲醇固定 30 min , 取出自然干燥后按以下步骤进

行:PBS 洗 3 次 ,每次 5 min。穿透液冰上 2 min。PBS 洗 3次 , 每

次5 min。加 10 μl TUNEL 反应混合液 , 置湿盒中 , 37℃, 1 h。

PBS洗 3次 , 每次 5 min。荧光显微镜下观察 ,摄片。PBS洗 3 次,

每次 5 min。AP覆盖液10 μl , 37℃ 1 h。 PBS 洗 3 次 ,每次 5 min。

底物缓冲液 50μl ,室温下 10～ 15 min ,苏木精复染 ,树脂封固。

1.7　流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋亡
　　PI染色法:As2O3处理细胞后分别于不同的时间点收集细

胞 , PBS 清洗一遍。注入 70%乙醇 , 固定18 h。离心弃乙醇后用

PBS洗一次。 加入 RNA 酶 37℃作用 1 ～ 2 h。 加入 PI(100

μg/ml)100 μl混匀置冰上 30 min 后在流式细胞仪上检测。

1.8　统计学分析
　　实验结果以 x±s表示 ,采用 Excel软件分析 , 组间差异用 t

检验。

2　结果

2.1　As2O3对 Tca8113细胞的形态学影响

　　以As2O3处理细胞 ,第 2～ 3 天细胞聚集 ,变圆 , 胞浆内空泡

增多 , 3～ 5 d后逐渐浮起悬浮于培养基中。对照组细胞形态无

明显变化。

2.2　As2O3对鳞癌细胞生长的抑制作用

2.2.1　MTT 试验　　用 MTT 法对 As2O3 处理的 Tca8113 细胞

生长情况进行检测 ,结果见表 1。As2O3 对 Tca8113 细胞生长具

有明显的抑制作用。当As2O3 为 5.0 μmol/L 时 Tca8113 细胞的

存活率仅为 19.3%。

表 1　As2O3 对 Tca8113细胞的生长抑制作用( x±s)

Tab 1　The growth suppression effect of As2O3 on Tca8113

cells(8 d)( x±s)

As2O3(μmol·L-1) As2O3[ Survival(%)] Contro l[ Survival(%)]

0.5 1.25±0.04(99.5±3.5) 1.32±0.07(99.0±8.0)

1.0 1.13±0.07(93.2±4.3) 1.29±0.09(98.1±6.9)

2.0 1.06±0.08(79.6±4.8)＊ 1.21±0.05(97.9±2.5)

5.0 0.74±0.06(19.3±5.1)＊ 1.31±0.07(98.6±6.4)

＊:P<0.01 vs Control

2.2.2　克隆形成试验　　按不同浓度 0 、0.5 、1.0 、2.0 、5.0

(mol/ L)的 As2O3处理 Tca8113 细胞 , 其克隆形成率分别为

100%, 96.6%, 92.3%, 58.6%, 40.5% 。说明As2O3 可以明显抑

制Tca8113细胞的克隆形成能力。

2.3　As2O3对 Tca8113细胞的诱导凋亡作用
2.3.1　DNA梯度降解试验(DNA Ladder)　　提取细胞染色体

DNA进行琼脂糖凝胶电泳结果显示 , Tca8113 细胞经As2O3 处理

2 d 后染色体 DNA 发生断裂 , 2、4、6 d 电泳可见 180 ～ 200 bp 不

同倍体梯状 DNA(DNA Ladder), DNA Ladder 的出现有一定的时

间效应 , 以 6 d 时明显 ,对照处理组染色体 DNA? 未见明显的

DNA Ladder。

2.3.2　细胞凋亡原位末端标记(TUNEL)　　细胞发生凋亡时,

染色体 DNA 在核小体之间发生断裂 , ? 形成以核小体为单位的

不同长度的 DNA片断 ,同时产生多个 3-OH 末端 ,使用末端转移

酶可将标记的dUTP连接在DNA 片段的 3-OH末端上 ,进行显色,

从而显示凋亡细胞。 TUNEL 技术检测法显示 As2O3 可以使

Tca8113细胞出现明显凋亡。对照组细胞未见凋亡 ,见图 1。

A:As2O 3;　 B:Control

图 1　As2O3 处理 Tca8113细胞的 TUNEL凋亡分析

Fig 1　TUNEL assay of Tca8113 cell treated with As2O3

2.3.3　流式细胞仪分析　　Tca8113 细胞分为 As2O3 及细胞对

照组 ,以不同浓度 As2O3处理 , 经 70%乙醇固定 , PI 染色等处理

后 ,经 FCM 检测显示:As2O3 组 12 h G1 期前出现明显的凋亡峰 ,

随着As2O3浓度的增加 , 凋亡细胞数量增多。 G2/M 期 Tca8113

细胞数较对照组明显增多 , 并随着 As2O3 浓度的增加而增加。

表明As2O3可以引起Tca8113细胞 G2/M 期阻滞 ,见表 2。
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表 2　As2O3 处理后 Tca8113细胞流式细胞仪分析( x±s)

Tab 2　Flow cytometry analysis of Tca8113 cell treated

with As2O3( x±s)

As2O3

(μmol·L-1)
G1(%) S(%) G2 M(%) Apoptotic(%)

Control 66.1±2.4 19.3±0.8 14.6±0.7 1.7±0.6

0.5 64.5±3.2 20.5±3.5 14.8±0.9 1.8±0.9

1.0 45.5±2.5 29.6±0.8 20.0±3.6＊ 5.5±0.6＊

2.0 38.4±4.5 27.3±2.2 25.1±2.9＊ 10.2±0.5＊

5.0 40.5±1.7 8.8±1.6 30.5±2.3＊ 22.7±1.4＊

＊:P<0.01 vs Control

3　讨论

　　本研究结果显示 ,As2O3对鳞癌 Tca8113细胞生长

有显著的生长抑制及凋亡诱导作用 。MTT 法显示

As2O3 为 5.0 μmol/L 时 Tca8113 细胞的存活率仅为

19.3%。克隆形成试验 5.0 μmol/L 的 As2O3处理

Tca8113细胞其克隆形成率为 40.5% 。Tca8113细胞

经As2O3处理 2 、4 、6 d电泳可见 180 ～ 200 bp不同倍体

梯状 DNA (DNA Ladder)。TUNEL 检测法显示As2O3可

以使 Tca8113 细胞出现明显凋亡 。FCM 检测显示

As2O3处理Tca8113细胞 12 h G1期前出现明显的凋亡

峰 ,并引起 G2/M 期阻滞。上述作用与在 APL 细胞中

观察到的As2O3 的诱导凋亡作用是一样的。

　　细胞凋亡是一个复杂的生命过程 。通过 DNA梯

度降解试验检测染色体 DNA的断裂 ,通过使用末端转

移酶标记的 dUTP连接在 DNA断裂片段的 3-OH 末端

上 , 进行显色 , 从而显示凋亡细胞。通过 FCM显示细

胞凋亡峰的变化 。As2O3 能有效治疗急性早幼粒白血

病(APL), 诱导白血病细胞凋亡 ,在其它类型白血病及

实体瘤的体内外研究中也显示As2O3 具有诱导肿瘤细

胞凋亡及其治疗作用[ 1～ 7] 。本实验证实 As2O3 能启动

鳞癌细胞凋亡。鳞癌为口腔临床中常见的恶性肿瘤 ,

鳞癌细胞凋亡与化疗药物的治疗作用密切相关[ 8 , 9 ] 。

实验结果表明 ,As2O3作为一种细胞凋亡诱导药物 ,用

于临床鳞癌等实体瘤的治疗具有诱人的应用前景 。

　　有关细胞凋亡与细胞周期的关系 ,已往的研究表

明各种药物均有其不同的倾向性。本实验显示 ,

Tca8113细胞经As2O3后发生明显的G2/M期阻滞和细

胞凋亡。其G2/M 期阻滞百分比显著高于对照组 ,表

明这种作用可能是不可逆的。这与金属抗癌药顺铂的

作用特点相似[ 10] 。本实验显示 Tca8113细胞G2/M期

阻滞在 24 h内开始 ,而此时尚不能检测出低于二倍体

的凋亡峰 。随着时间的延长 ,逐步出现了凋亡峰 ,表明

细胞凋亡滞后于细胞周期阻滞 。这说明是细胞周期阻

滞抑制细胞生长 ,从而引发了细胞凋亡 。这与一些药

物作用先导致细胞周期阻滞 ,而后引起细胞凋亡的过

程是一致的[ 10 ,11] 。

　　总之 ,As2O3 可以抑制鳞癌细胞生长 , 诱导其凋

亡 ,其作用是通过对鳞癌细胞的 G2/M 期阻滞实现的。

As2O3引起鳞癌细胞的 G2/M 期阻滞预示着 ,As2O3 可

能对处于增殖期的肿瘤细胞的杀伤作用大于处于静止

期的正常细胞 ,这为肿瘤治疗中与其它细胞周期阻滞

药物联合应用以及深入研究其作用机制提供了理论依

据 ,也为As2O3 进一步的临床应用积累了资料 。
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