
收稿日期 :2005206209 ;修回日期 :2005211201

作者单位 :1 . 400016 重庆医科大学附属第一医院普外

科 ;2 .重庆医科大学病理生理教研室

作者简介 :赵文韬 (19752) ,男 ,硕士 ,住院医师 ,主要从

事临床外科研究

亚砷酸钠对人胃癌细胞株 B GC2823的作用机制
赵文韬1 , 王严庆1 , 汤为学2

Antitumor Mechanism of Sodium Arsenic on Human Gastric Carcinoma Cell Line BGC2823

in Vitro
ZHAO Wen2tao1 , WAN G Yan2qing1 , TAN G Wei2xue2

1 . Department of General S urgery , T he Fi rst A f f i l iated Hos pi tal of Chongqing Universit y of Medi2
cal Science , Chongqing 400016 , China; 2 . Department of Pathop hysiology , Chongqing Universi t y of

Medical S cience

Abstract :Objective　 To investigate the antitumor mechanism of sodium arsenic on human gast ric carcino2
ma cell line B GC2823 in vit ro . Methods　M TT assay , light microscopy ,elect ron microscopy ,flow cytome2
t ry ,and immunocytochemical staining were used to detect the effect of sodium arsenic on biologic behavior

of B GC2823 cells. Results　Sodium arsenic inhibited the growth of B GC2823 cells in a time and concentra2
tion dependent fashion ,it s 50 % inhibitory concentration ( IC50 ) was 4 . 86μmol/ L . B GC2823 cells were ar2
rested significantly in G2 / M phase when treated with sodium arsenic. B GC2823 cells presented typical

morphologic feature of apoptosis and necrosis after exposure to sodium arsenic. Sodium arsenic up2regula2
ted Caspase23 protein expression in B GC2823 cells. Conclusion 　Sodium arsenite could obviously inhibit

the proliferation of B GC2823 cells : induce cell cycle arrest and apoptosis and necrosis of the cells. It s

mechanism is possibly associated with inhibition of elimination of ROS , and the up2regulated expression

of Caspase23 protein.
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摘　要 :目的　探讨亚砷酸钠对人胃癌细胞株 B GC2823的作用机制。方法　采用 M TT法、光镜、电镜、

流式细胞仪检测和免疫细胞化学法研究亚砷酸钠对 B GC2823 细胞生物学行为的影响。结果 　不同浓

度的亚砷酸钠均可有效抑制B GC2823细胞生长 ,且具有浓度和时间依赖性 ,其中效浓度为 4 . 86μmol/ L。

流式细胞仪检测发现亚砷酸钠作用不同时间后 ,细胞均出现 G2 / M期阻滞。形态学观察显示亚砷酸钠

作用 72h后 ,细胞出现典型的凋亡和坏死形态学改变。免疫细胞化学法发现亚砷酸钠能显著上调细胞

Caspase23蛋白的表达。结论　亚砷酸钠对 B GC2823细胞的生长有明显的抑制作用 ,并可诱导细胞周期

阻滞及细胞凋亡和坏死 ,其机制可能与其抑制 ROS的清除 ,上调 Caspase23蛋白的表达有关。
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0　引言

近年来我国学者应用三氧化二砷 (As2 O3 )作为

抗肿瘤药物临床治疗急性早幼粒细胞白血病 ,得到

了满意的疗效 ,表现出完全缓解率高 ,副作用小、无

骨髓抑制等特点[ 1 ]。本实验以体外培养的人胃癌细

胞株 B GC2823 为研究对象 ,观察亚砷酸钠对 B GC2
823细胞的生物学行为的影响 ,探讨其作用机制 ,以

期为亚砷酸钠可能的临床应用提供实验依据。

1　材料和方法

1 . 1　材料

人胃癌细胞株 B GC2823为低分化腺癌细胞株 ,

由重庆医科大学病理生理教研室提供。亚砷酸钠注

射液 (10ml :10mg (As2 O3 )及 90mg氯化钠)购于哈

尔滨伊达药业有限公司 (生产批号 : 011230 ) ; RP2
MI1640 购自 HyClone 公司 ; 四甲基偶氮唑蓝

(M T T) 、RNA酶 ( RNase) 、碘化丙啶 ( PI)购自 Sig2
ma 公司 ;鼠抗人 Caspase23 单克隆抗体为 Santa

Cruz公司产品。流式细胞仪 (型号 : FACScan )为

美国 BD公司产品 ;透射电子显微镜为日本 Hitachi

公司产品。

1 . 2　细胞培养

人胃癌细胞株 B GC2823 用含 10 %小牛血清的

RPMI1640 培养液 ,于 37 ℃, 5 % CO2 培养箱中培
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养。实验时选用对数生长期细胞。

1 . 3　M T T法检测

将BGC2823细胞密度调整为 5 . 0 ×104 / ml ,接种

于 96孔培养板中 ,每孔 200μl。实验设空白对照组、

细胞对照组和实验组。实验组加亚砷酸钠 ,浓度分别

为2 . 50、5 . 00、10 . 00、20 . 00、40 . 00μmol/ L。空白对照

加培养液 ,不加细胞。每组 5个复孔。分别培养 24h、

48h、72h后 ,吸去培养液 ,每孔加入无血清的培养液

200μl和 MTT(50mg/ ml) 20μl ,继续培养 4h后 ,吸去

培养液 ,每孔加入二甲基亚砜 200μl ,用酶标仪测定

570mm波长处吸光度 ( A)值。每组实验重复 3次 ,取

均值。参照文献[2 ]计算细胞抑制率。细胞抑制率

( %) = (1 - 实验组 A 值/细胞对照组 A 值) ×100 % ,

用直线回归法测定中效浓度 IC50值。

1 . 4　细胞周期分析

细胞以 5 . 0 ×104 / ml 接种于 100ml 培养瓶中。

加入 2 . 50μmol/ L 的亚砷酸钠 ,分别培养 24h、48h、

72h后收集细胞 , PBS洗涤 3 次 ,70 %冰乙醇固定 ,

PBS洗涤 3 次 ,加入 20μg/ ml 的 RNase 200μl 于

37 ℃水浴 30min ,加入 20μg/ ml 碘化丙啶 ( PI) 1ml

于 4℃染色 30min。上机用 Modifit L T2 . 0 软件分

析细胞周期分布。实验重复 3次。

1 . 5　细胞形态观察

光镜观察 :细胞以 5 . 0 ×104 / ml 接种于预置盖

玻片的 24孔板中 ,每孔 2ml。加入 2 . 50μmol/ L 的

亚砷酸钠 ,培养 72h后 , PBS洗涤 3 次 ,95 %的乙醇

室温固定 30min后 ,再用 PBS洗涤 3 次。取出盖玻

片 ,加 1ml瑞氏染液染色 10min后 ,光镜下观察。

电镜观察 :细胞以 5 . 0 ×104 / ml 接种于 100ml

培养瓶中。加入 5 . 00μmol/ L 的亚砷酸钠 ,培养 72h

后 ,胰酶消化 ,收集细胞 , PBS洗涤 3 次 ,4 %戊二醛

固定细胞团块 2h 后 , PBS洗涤 3 次 ,1 %锇酸固定

1h ,丙酮梯度脱水 ,618环氧树脂包埋 ,光镜定位 ,超

薄切片 ,醋酸铀及枸橼酸铅染色后透射电镜观察。

1 . 6　免疫细胞化学染色

细胞以 5 . 0 ×104 / ml 接种于预置盖玻片的 24

孔板中 ,每孔 2ml。加入 5 . 00μmol/ L 的亚砷酸钠 ,

培养 72h后 , PBS洗涤 3 次 ,95 %的乙醇室温固定

30min后 ,再用 PBS洗涤 3 次。取出盖玻片 ,常规

SP法免疫化学染色 ,DAB显色 ,苏木素复染 10 min

后光镜下观察。结果分析 :排除爬片边缘细胞 ,10 ×

10低倍镜下随机选取 10 个细胞均匀分布的视野 ,

10 ×20中倍镜下每个视野随机选 50 个细胞。按着

色强弱分为 4个等级 :无着色 0 分 ,淡黄色 1 分 ,棕

黄色 2分 ,棕褐色 3 分。按公式 HSCORE = ∑Pi (i

+ 1) ( I = 0 ,1 ,2 ,3 ; Pi表示评分为 i的比例)计算细

胞 HSCORE得分[ 3 ]。

1 . 7　数据分析

采用 SPSS10 . 0统计分析软件处理。采用单因

素方差分析 ,直线回归分析。

2　结果

2 . 1　细胞形态观察

光镜下正常对照 B GC2823细胞体积大 ,贴壁形

态为不规则的多角形 ,核大深染 ,核仁明显。可见巨

核细胞和多核细胞。亚砷酸钠作用后 ,细胞形态结

构变得模糊 ,细胞膜通透性改变 ,细胞间有着色。部

分细胞胞质浓缩 ,胞核聚集 ,部分细胞肿胀、碎裂 ,可

见细胞碎片。

亚砷酸钠作用 B GC2823细胞后 ,电镜下可见典

型的细胞凋亡和坏死形态学改变。部分细胞坏死表

现为细胞肿胀变大、变圆 ,微绒毛、内质网、线粒体等

细胞器肿胀扩张 ;胞膜、核膜不完整 ;核溶解、碎裂。

部分细胞凋亡表现为细胞皱缩 ,细胞密度增高 ,染色

质聚集 ,成新月形 ,核固缩 ;细胞边缘胞质突起呈芽

泡状 ,从细胞主体上脱离 ,有的含有染色质团块 ,形

成典型的凋亡小体 ,见图 1。

2 . 2　免疫细胞化学检测

亚砷酸钠作用后的B GC2823细胞 Caspase23蛋

白的表达较对照组细胞明显增加 ,对照组和亚砷酸

钠组细胞 Caspase23 蛋白表达的 HSCORE得分分

别为2 . 210 ±0 . 033、2 . 794 ±0 . 056 ,差异有显著性

( P < 0 . 01) ,见图 2。

2 . 3　M T T分析

不同浓度的亚砷酸钠作用不同时间对 B GC2
823细胞的抑制效应 ,见图 3 ,由图可见亚砷酸钠对

B GC2823细胞有明显的抑制作用 ,且呈浓度和时间

依赖性。细胞抑制率随药物浓度的升高和作用时间

的延长而提高 ,差异均有显著性 ( P < 0 . 01) 。亚砷

酸钠作用B GC2823细胞 72h的 IC50为4 . 86μmol/ L。

表 1　亚砷酸钠对 BGC2823细胞周期分布的影响( %, �x±s)

时间
对照

G0 / G1 S G2 / M

亚砷酸钠

G0 / G1 S G2 / M

24h 54 . 39±2 . 14 34 . 53±1 . 58 11 . 08±1 . 17 58 . 80±2 . 24 28 . 40±1 . 48 12 . 79±0 . 87

48h 60 . 53±1 . 79 29 . 48±1 . 57 9 . 99±0 . 47 3 59 . 33±1 . 98 28 . 35±1 . 74 12 . 32±0 . 59 3 3

72h 65 . 84±2 . 41 26 . 79±1 . 48 7 . 37±0 . 32 3 55 . 09±1 . 79 32 . 76±1 . 57 12 . 14±0 . 72 3 3

　　注 : 3 、3 3之间差异有显著性 ( P < 0 . 05) 。
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图 3　亚砷酸钠作用 BGC2823细胞的量效曲线

2 . 4　细胞周期分析

亚砷酸钠作用不同时间后 ,B GC2823 细胞的细

胞周期分布 ,见表 1 ,由表可见亚砷酸钠作用不同时

间后细胞均出现 G2 / M 期阻滞 ,即表现为 G2 / M 期

细胞比例逐渐增高 ,以 72h 时 G2 / M 期阻滞最明显

( P < 0 . 05)

3　讨论

本实验 MTT法结果显示不同浓度的亚砷酸钠

(2 . 50～40 . 00μmol/ L)均可有效抑制 BGC2823 细胞

的生长 ,且呈时间、浓度依赖性。Chen 等[4 ] 报道

(As2 O3 )治疗急性早幼粒细胞白血病 (APL)患者临床

血药浓度为0 . 5～3 . 0μmol/ L ,峰浓度为4 . 2～6 . 7

μmol/ L ,亚砷酸钠作用 B GC2823 细胞 72h的 IC50为

4 . 86μmol/ L ,与上述临床浓度相近。推测临床用于治

疗 APL所使用的浓度 ,可能对胃癌的治疗有效。

本实验流式细胞仪检测结果显示 ,亚砷酸钠作

用 B GC2823细胞后 ,细胞周期被阻滞于 G2 / M 期。

提示亚砷酸钠可通过使细胞阻滞于 G2 / M期改变细

胞周期进程 ,减少细胞分裂 ,抑制细胞生长或诱导细

胞凋亡。研究表明由于使用的细胞种类或药物浓度

不同 ,As2 O3 对细胞周期的影响也不完全相同。

As2 O3 可使不同种类细胞阻滞于 G1、S 或 G2 / M

期。而 As2 O3 是如何参与以细胞周期素 (cyclin)2细
胞周期依赖性蛋白激酶 ( CD K)为核心的细胞周期

调控机制 ,阻滞细胞周期进程还有待进一步研究阐

明。

近来研究显示砷剂抗肿瘤的机制与其抑制活性

氧 (reactive oxygen species , ROS)的清除有关。很

多证据表明 ROS的升高可能作为第二信使通过促

进线粒体通透性转运孔的开放 ,上调促凋亡蛋白

bax的表达 ,激活 Caspase 等作用诱导细胞凋亡。

ROS的清除主要依赖于谷胱甘肽还原系统。而砷

剂作用的生化基础就在于与谷胱甘肽还原系统化合

物的巯基结合 ,抑制巯基酶的活性 ,抑制 ROS的清

除[ 5 ]。同一种信号作用于细胞会因信号的强度、细

胞的种类不同有不同的反应 ,或凋亡、或耐受、或坏

死[ 6、7 ]。目前大多数研究证明 ,这种效应的强度和

细胞型别依赖性与 ROS有关。细胞固有 ROS水平

不同或产生的 ROS的量可不同 ,不同水平的 ROS

通过影响 Caspase激活、活性及 A TP水平决定细胞

命运 ,细胞可出现不同的死亡方式 ,低的发生凋亡 ,

高的发生坏死[ 8 ]。本实验光镜、电镜下形态学观察

显示亚砷酸钠不仅能诱导 B GC2823 细胞凋亡 ,也能

促使 B GC2823细胞坏死 ,提示亚砷酸钠可能通过抑

制 B GC2823细胞 ROS的清除 ,使 ROS含量增加 ,

由于细胞个体异质性 , ROS水平不同 ,细胞出现不

同的死亡方式。本实验免疫细胞化学检测显示亚砷

酸钠可上调 B GC2823 细胞 Caspase23 蛋白的表达。

Caspase23蛋白是凋亡信号传导途径中外源性和内

源性途径的共同的效应 Caspase 蛋白 ,是凋亡最重

要的执行分子[ 9 ]。Caspase23 蛋白表达的增加可能

与细胞的凋亡、坏死过程有关 ,但 Caspase23 蛋白表

达的上调是否与 ROS增加有关 ,还有待进一步的实

验研究。

(本文图 1、2见封 3)
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