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摘 要：【目的】本研究旨在探索三氧化二砷（ATO）对急性T淋巴细胞白血病（T-ALL）细胞中DNA转甲基酶 1
（DNMT1）表达的影响及其抗白血病作用机制。【方法】体外培养 T-ALL细胞株（Jurkat、CCRF-CEM、Molt-4），依据

不同ATO干预浓度，分为对照组（0 μmol/L）、低浓度组（3 μmol/L）、高浓度组（6 μmol/L），应用RT-qPCR和 western
blot研究 ATO（0、3、6 μmol/L）干预 24 h后细胞内DNMT1和 cleaved-caspase-3表达的变化；应用流式细胞术测定 T-
ALL细胞系（Jurkat、CCRF-CEM、MOLT-4）的细胞死亡率；在ATO的干预下，应用 Z-DEVD-FMK后检测DNMT1和

cleaved-caspase-3表达和细胞死亡率的变化；在ATO的干预下，过表达DNMT1检测 T-ALL细胞死亡率的变化。【结

果】随着ATO浓度的增加，T-ALL细胞DNMT1表达水平降低，cleaved-caspase-3蛋白表达水平增加，细胞死亡率增

加，差异具有统计学意义（P<0.05）；应用 Z-DEVD-FMK后可特异性抑制 cleaved-caspase-3，减弱ATO对DNMT1表

达的抑制作用，降低细胞死亡率，差异具有统计学意义（P<0.05）；在 T-ALL细胞中过表达DNMT1可显著降低ATO
处理后诱导的细胞死亡，差异具有统计学意义（P<0.05）。【结论】在一定浓度范围内，ATO可通过激活 caspase-3有

效抑制DNMT1的表达从而诱导T-ALL细胞死亡，为未来ATO作为去甲基化药物应用于提高T-ALL的临床治疗提

供了一定的理论依据。
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Abstract：【Objective】To explore the effect of arsenic trioxide（ATO）on the expression of DNA methyltransferase 1
（DNMT1）and its anti-leukemia mechanism in acute T-lymphocytic leukemia（T-ALL）cells.【Methods】T-ALL cell
lines（Jurkat，CCRF-CEM，Molt-4）were cultured in vitro and divided into control（0 μmol/L），low concentration（3
μmol/L）and high concentration（6 μmol/L）groups according to the dose of ATO，and the expression of DNMT1 and
cleaved-caspase-3 were investigated by RT-qPCR and western blot after ATO treatment for 24 h（0，3 and 6 μmol/L）in⁃
tervention；Flow cytometry was applied to detect cell death in T-ALL cell lines（Jurkat，CCRF-CEM，MOLT-4）；The ex⁃
pression of DNMT1 and cleaved-caspase-3 and cell death were detected after applying ATO and Z-DEVD-FMK（caspase-
3 specific inhibitor）；T-ALL cell death was detected after overexpressing DNMT1 under ATO intervention.【Results】With
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the dose of ATO increasing，the expression level of DNMT1 in T-ALL cells decreased，the expression level of cleaved-cas⁃
pase-3 protein increased，and the cell mortality increased（P<0.05）；The application of Z-DEVD-FMK specifically inhib⁃
ited cleaved-caspase-3，diminished the inhibitory effect of ATO on DNMT1 expression，and decreased the cell mortality
（P<0.05）；Overexpression of DNMT1 in T-ALL cells significantly reduced cell death induced by ATO treatment（P<0.05）.
【Conclusion】Within a certain concentration range，ATO effectively down-regulates the expression of DNMT1 via the acti⁃
vation of caspase-3 in a dose-dependent manner，thus inducing cell death in T-ALL cells，which provides a theoretical
basis for the future application of ATO as a demethylating drug to improve the clinical treatment of T-ALL.

Key words：acute leukemia；cell death；arsenic trioxide；DNA methyltransferase 1
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（3）：422-429］

急性淋巴细胞白血病是一种大量原始和幼稚

的淋巴细胞在骨髓异常增生的血液癌症，是儿童最

常见的恶性肿瘤。三氧化二砷（Arsenic trioxide，
ATO）用于急性早幼粒细胞白血病取得较好疗效，

有文献提示ATO在体外能诱导髓系、淋巴系和浆

细胞性白血病细胞株凋亡，且有研究发现ATO可

改善耐药性急性淋巴细胞白血病（Acute lympho⁃
cytic leukemia，ALL）对化疗药物的敏感性［1］。但目

前关于 ATO在急性 T淋巴细胞白血病（Acute T-
lymphocytic leukemia，T-ALL）中的应用研究较少，

其作用机制仍有待进一步探索。本研究主要选取

人类 T-ALL细胞株，探索 ATO对 T-ALL细胞中

DNMT1表达的影响及其抗白血病作用机制，现将

结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 试 剂

本实验所用的三氧化二砷（ATO）是由医院采

购部经广州市食品药品监督管理局审核后所购买。

ATO溶于PBS制备为1 mmol/L的储备液；Z-DEVD-
FMK（caspase-3抑制剂）购自Selleck（#S7312），按产

品说明书储存，使用浓度为25 μmol/L。
1.2 实验分组与处理

体外培养 T-ALL细胞系（Jurkat、CCRF-CEM、

Molt-4）至细胞状态良好，依据干预的ATO浓度的

不同，分为对照组、低浓度组、高浓度组，对照组用

DMSO（3 mL/L）处理 24 h，低浓度组和高浓度组分

别予以 3 μmol/L、6 μmol/L ATO处理 24 h后进行后

续实验；依据 ATO和 Z-DEVD-FMK干预的不同，

分为ATO组和ATO+DEVD组，ATO组予以6 μmol/L

ATO处理 24 h，ATO+DEVD组同时加入 6 μmol/L
ATO和 25 μmol/L Z-DEVD-FMK（caspase-3特异性

抑制剂）干预24 h后进行后续实验。

1.3 Annexin-V/PI流式细胞检测

T-ALL细胞经过 ATO或 Z-DEVD-FMK按特

定浓度处理后培养 24 h，分别收集不同ATO浓度处

理的细胞离心（400× g，10 min）。用 Annexin-V/PI
试剂盒（KeyGEN，#KGA108）按产品说明书检测并

统计Annexin-V+PI+染色阳性的细胞比例。

1.4 实时荧光定量PCR (RT-qPCR)

TRIzol 法提取 T-ALL细胞的总 RNA，20 μL
mRNA逆转录体系中加入 5×Prime Script RT Mas⁃
ter Mix 4 μL 以及 1 000 ng总 RNA 模板进行逆转

录，获得相应的 cDNA，以GAPDH为内参检测相关

基因 mRNA表达水平。利用BioRad CFX Quantita⁃
tive PCR System进行实时荧光定量 PCR 并分析所

得实验结果。计算2−ΔΔCt相应值，比较不同实验分组

间 DNMT1基因的表达水平。相应的引物序列列

于表1。
1.5 Western blot蛋白印迹检测

用RIPA裂解法提取细胞总蛋白，用BCA蛋白

浓度测定试剂盒（碧云天，#P0012S）按照产品说明

书测定蛋白浓度并进行热变性。将制成的蛋白进

行电泳（SDS-PAGE），根据蛋白大小选择合适的转

膜条件将蛋白转移到硝酸纤维素（NC）膜上，蛋白

条带加入一抗 4 ℃过夜孵育，二抗孵育 2 h。用增

强型化学发光法（ECL）检测确定目的蛋白的表达

强弱，GAPDH或β-actin作为内参。

1.6 DNMT1过表达质粒转染

将 T-ALL细胞接种于 12孔板，当细胞密度

70%~90%时，进行细胞 pECMV-DNMT1过表达质
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粒转染，对照组转染空载质粒。具体实验操作如

下：分别将 1.875 μL Lipofectamine™ 3000试剂用

62.5 μL Opti-MEM 培养基稀释成混合液A，2.5 μg
质粒用 62.5 μL Opti-MEM 培养基稀释，与 2.5 μL
P3000™ 试剂混合成混合液B。再将混合液B加入

混合液A中，室温孵育 15 min后，加入细胞培养皿

中。细胞在 37 ℃和 5 % CO2的培养箱中继续培养

48 h后，分别检测DNMT1的表达水平和用6 μmol/L
ATO处理 24 h后检测细胞死亡率。 过表达质粒序

列如下：pECMV-DNMT1：5’-AGGCGGCTCAAA⁃
GATTTGGAA-3’。
1.7 统计学分析

数据的统计分析用GraphPad Prism 8进行。两

组数据的比较采用成组 t检验进行分析。多组之间

的比较采用单因素方差分析或双因素方差分析。

P<0.05认为差异具有统计学意义。图表和误差条

代表独立生物实验的平均值±标准差。

2 结 果

2.1 不同浓度ATO干预对T-ALL细胞存活的影响

ATO以不同浓度（0、3、6 μmol/L）干预 24 h后
进行流式检测。对三个不同浓度组干预后的细胞

PI阳性率进行检测比较，经单因素方差分析，ATO
处理后 Jurkat细胞的三组间差异有统计学意义（F=
78.53，P<0.000 1），采用Bonferroni法进一步作两两

比较发现，对照组与低浓度组（3 μmol/L）比较差异

无统计学意义（P=0.321 3），而与高浓度组（6 μmol/
L）比较差异有统计学意义（P<0.000 1）；ATO处理

后CCRF-CEM细胞的三组间差异有统计学意义（F

=136.9，P<0.000 1），作两两比较，发现对照组与低

浓度组比较差异有统计学意义（P=0.000 2），与高

浓度组比较差异有统计学意义（P<0.000 1）；ATO
处理后MOLT-4细胞的三组间差异有统计学意义

（F=40.26，P=0.000 3），作两两比较，发现对照组与

低浓度组比较差异无统计学意义（P=0.133 4），与

高浓度组比较差异有统计学意义（P=0.000 3）。随

着 ATO干预浓度的增加，T-ALL细胞株 Jurkat、
CCRF-CEM、Molt-4的 PI阳性率增加，表明ATO对

T-ALL细胞具有杀伤作用，呈浓度依赖性（图1）。

2.2 不同浓度ATO干预对T-ALL细胞DNMT1和

cleaved-caspase-3表达的影响

ATO 以三个不同浓度干预后对 DNMT1 和

cleaved-caspase-3的表达水平进行检测比较。经方

差分析，用ATO处理后三组间DNMT1的mRNA表

达水平差异有统计学意义，（F=64.45，P<0.000 1；
图 2A），采用Bonferroni法进一步作两两比较，发现

Jurkat细胞低浓度组（3 μmol/L）的DNMT1的mRNA
表达水平与对照组相比显著降低（P=0.002），高浓

度 组（6 μmol/L）与 对 照 组 相 比 显 著 降 低（P=
0.000 3）；CCRF-CEM细胞低浓度组（3 μmol/L）与

对照组相比降低，但差异不具有统计学意义（P=
0.050 9），高浓度组（6 μmol/L）与对照组相比显著

降低（P<0.000 1）；MOLT-4细胞低浓度组与对照

组相比显著降低（P=0.013 9），高浓度组（6 μmol/L）
与对照组相比显著降低（P<0.000 1）；三组间 DN⁃

MT1的蛋白表达水平差异有统计学意义（F=3.557，
P=0.049 9；图 2B），采用Bonferroni法进一步作两两

比 较 ，发 现 Jurkat 细 胞 的 对 照 组 与 低 浓 度 组

（3 μmol/L）比较差异无统计学意义（P=0.171），与

高浓度组（6 μmol/L）比较差异有统计学意义（P=
0.0212）；CCRF-CEM细胞的对照组与低浓度组比

较差异无统计学意义（P=0.718 9），与高浓度组比

较差异有统计学意义（P=0.017 6）；MOLT-4细胞

表1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for PCR

Gene
DNMT1

GAPDH

Primer sequence（5’-3’）
F，CCTAGCCCCAGGATTACAAGG
R，ACTCATCCGATTTGGCTCTTTC
F，GAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
R，ATGGGTGGAATCATATTGGAAC
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的对照组与低浓度组比较差异无统计学意义（P=
0.264 3），与高浓度组比较差异有统计学意义（P=
0.003 1）。经方差分析，用 ATO 处理后三组间

cleaved-caspase-3蛋白表达水平差异有统计学意义

（F=4.758，P=0.021 9；图 3C），采用 Bonferroni法进

一步作两两比较，发现 Jurkat细胞的对照组与低浓

度 组（3 μmol/L）比 较 差 异 无 统 计 学 意 义（P=
0.294 0），高浓度组（6 μmol/L）与对照组相比显著

升高（P=0.013 0）；CCRF-CEM细胞的对照组与低

浓度组比较差异无统计学意义（P=0.232 4），高浓

度 组（6 μmol/L）与 对 照 组 相 比 显 著 升 高（P=
0.038 3）；MOLT-4细胞的对照组与低浓度组比较

差异无统计学意义（P=0.286 5），高浓度组（6 μmol/L）
与对照组相比显著升高（P=0.010 2）。由图 2可
见，随着ATO干预浓度的增加，T-ALL细胞株 Jur⁃
kat、CCRF-CEM、Molt-4中DNMT1的mRNA及蛋白

表达水平逐渐降低，cleaved-caspase-3的蛋白表达

水平逐渐增加，表明ATO可同时抑制 T-ALL细胞

的 DNMT1表达并激活 cleaved-caspase-3的蛋白表

达，呈浓度依赖性。

2.3 抑制 caspase-3 后 ATO 对 T-ALL 细胞中

DNMT1表达影响的变化

由图 3A可见，对 ATO组和 ATO+DEVD组的

DNMT1基因表达水平进行检测比较，经 t检验分

析，Jurkat细胞的两组间比较差异有统计学意义（t
=3.773，P=0.008 9），CCRF-CEM细胞的两组间比较

差异有统计学意义（t=3.709，P=0.008），MOLT-4细
胞的两组间比较差异有统计学意义（t=5.55，P=
0.000 4）；由图 3B可见，对ATO组或ATO+DEVD组

的DNMT1蛋白表达水平进行检测比较，经 t检验分

析，Jurkat细胞的两组间比较差异有统计学意义（t
=28.76，P<0.000 1），CCRF-CEM细胞的两组间比较

差异有统计学意义（t=15.71，P<0.000 1），MOLT-4
细胞的两组间比较差异有统计学意义（t=12.29，P=

Representative results of flow cytometry showed that after ATO (Arsenic trioxide) treatment (0,3,6 μmol/L) for 24 h, the percentages of PI+ cells in⁃
creased dose-dependently (6 μmol/L vs. the control or 3 μmol/L vs. the control, n=3).

图 1 Annexin-V/PI流式细胞检测急性T淋巴细胞白血病细胞株的细胞死亡率

Fig. 1 Annexin-V/PI flow cytometry showed the cellular mortality of acute T-lymphocytic leukemia cell lines.

425



第43卷中山大学学报（医学科学版）

The T-ALL (acute T-lymphocytic leukemia) cells in the ATO
group were treated with 6 μmol/L ATO, and those in the ATO+DEVD
group were treated with 6 μmol/L ATO and 25 μmol/L Z-DEVD-
FMK. A: RT-qPCR of DNMT1 mRNA level in T-All cells (ATO vs.
ATO+DEVD,n=3). B: Western blots of the protein expression levels of
DNMT1 and cleaved-caspase-3 in T-ALL cells of two groups. (ATO vs.
ATO+DEVD, n=3).
图 3 抑制 caspase-3后ATO对急性T淋巴细胞白血病细

胞DNMT1表达影响的改变

Fig. 3 Changes in the effect of ATO on DNMT1 expres⁃
sion in acute T-lymphocytic

leukemia cells after inhibition of caspase-3

The T-ALL (acute T-lymphocytic leukemia) cells in the ATO
group were treated with ATO (0, 3, 6 μmol/L) for 24 h. A: ATO treat⁃
ment significantly down-regulated the gene expression levels of DN⁃
MT1 dose-dependently (6 μmol/L vs. the control, n=3); B: ATO treat⁃
ment significantly down-regulated the protein expression levels of DN⁃
MT1 dose-dependently (6 μmol/L vs. the control, n=3); C: ATO treat⁃
ment significantly up-regulated the protein expression level of cleaved-
caspase-3 dose-dependently (6 μmol/L vs. the control or 3 μmol/L vs.
the control, n=3).
图 2 急性T淋巴细胞白血病细胞中DNMT1和 cleaved-

caspase-3的表达水平

Fig. 2 The expression levels of DNMT1 and cleaved-cas⁃
pase-3 in acute T-lymphocytic leukemia cells
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0.000 3）；对ATO组或ATO+DEVD组的 cleaved-cas⁃
pase-3蛋白表达水平进行检测比较，经 t检验分析，

Jurkat细胞的两组间比较差异有统计学意义（t=
51.04，P<0.000 1），CCRF-CEM细胞的两组间比较

差异有统计学意义（t=4.966，P=0.007 7），MOLT-4
细胞的两组间比较差异有统计学意义（t=5.069，P=
0.007 1）。结果表明应用 Z-DEVD-FMK（caspase-3
的特异性抑制剂）可有效抑制 cleaved-caspase-3的

表达水平，cleaved-caspase-3是 caspase-3的活化形

式，表明 Z-DEVD-FMK可有效抑制 caspase-3的活

化水平，ATO+DEVD组相对于ATO组的DNMT1基

因及蛋白表达水平均显著升高，说明抑制 caspase-3

的活化可解除ATO对DNMT1表达的抑制作用。

2.4 ATO通过活化caspase-3抑制DNMT1表达

对T-ALL细胞死亡的影响

由图 4A可见，对ATO组与ATO+DEVD组的细

胞PI阳性率进行检测比较，经 t检验分析，Jurkat细
胞的两组间比较差异有统计学意义（t=5.629，P=
0.004 9），CCRF-CEM细胞的两组间比较差异有统

计学意义（t=5.749，P=0.004 5），MOLT-4细胞的两

组间比较差异有统计学意义（t=16.79，P<0.000 1），

说明应用 Z-DEVD-FMK抑制 caspase-3可显著降

低 T-ALL细胞的死亡率，表明 ATO通过活化 cas⁃

pase-3发挥对 T-ALL细胞的杀伤作用；转染 pEC⁃
MV-DNMT1过表达质粒的T-ALL细胞与对照组相

比 DNMT1的表达水平显著上调（P<0.05；图 4B）；

将DNMT1过表达组与对照组的T-ALL细胞分别用

6 μmol/L ATO处理后用 Annexin-V/PI流式细胞术

检测PI阳性的细胞死亡率，经 t检验分析，Jurkat细
胞的两组间比较差异有统计学意义（t=7.64，P<
0.000 1），CCRF-CEM细胞的两组间比较差异有统

计学意义（t=17.72，P<0.000 1），MOLT-4细胞的两

组间比较差异有统计学意义（t=13.26，P<0.000 1），

说明ATO处理后DNMT1过表达组与对照组相比细

胞死亡率显著下降（P<0.05；图 4C，D），提示 ATO
通过抑制DNMT1表达诱导T-ALL细胞死亡。

3 讨 论

3.1 主要研究发现

为探索ATO对急性 T淋巴细胞白血病的去甲

基化作用和抗肿瘤作用机制，本研究检测了 ATO
对T-ALL细胞中DNMT1表达的影响及其潜在作用

机制。已有临床研究表明，ATO的临床血药浓度峰

值为 6~7 μmol/L，而后下降并维持在 1~2 μmol/L
内［2-3］，过往关于ATO的体外研究多数将作用浓度

设置在0~8 μmol/L范围内［4-6］。本实验在0-6 μmol/
L浓度范围内检测其药物作用，发现ATO在体外通

过激活 caspase-3显著抑制 DNMT1的表达从而诱

导T-ALL细胞死亡，这种作用呈剂量依赖性。

3.2 意义与应用

急性淋巴细胞白血病是大量原始和幼稚的淋

巴细胞在骨髓异常增生的血液癌症，是儿童最常见

的恶性肿瘤，占所有小儿癌症病例的近四分之

一［7］。根据免疫表型，ALL病例可大致分为急性 B
细胞淋巴细胞白血病、急性T细胞淋巴细胞白血病

（T-ALL）及混合型白血病，其中T-ALL占初诊患者

的 10％~15％。T-ALL是一种由未成熟 T 细胞前

体（T 淋巴细胞）引起的血液系统恶性肿瘤［8］。T-
ALL患者的预后较差，具有更高的复发风险［9］。T-
ALL的原始幼稚细胞对常规化疗药物更具抵抗力，

耐药是导致预后差的重要危险因素［10-11］。探索 T-
ALL的耐药机制，挖掘新型有效的临床药物是改善

预后的重要途径。

肿瘤化疗过程中的耐药与基因组高甲基化

水平密切相关，DNA转甲基酶 1（DNA methyltrans⁃
ferase 1，DNMT1）是人体内最重要的转甲基酶，在

白血病中呈高表达的状态［12-13］。近来有研究表

明，耐药的 T 细胞白血病-淋巴瘤细胞系中未呈

现出非耐药细胞对化疗药物的细胞反应，包括

DNMT1 的消耗和 DNA 低甲基化的状态［12］，而

DNA去甲基化治疗的表观遗传改变可恢复对化

疗耐药的人类恶性淋巴细胞对化疗药物的凋亡

反应［14］。这些研究提示可以通过将细胞暴露于

有 DNA 去甲基化作用的化合物来逆转 T-ALL的

耐药。但目前仍缺乏抑制 T-ALL中 DNMT1表达

的药物研究。目前已有关于 ATO对 T-ALL的药

物作用研究较少，尚不清楚 ATO是否可以降低

T-ALL中的DNMT1表达，本研究为这一领域的研

究作了补充。

ATO作为临床上已应用成熟的药物，其安全性

和疗效都较可靠，本研究的新发现完善了国内外关
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于ATO在 T-ALL中抗肿瘤作用机制的研究，有利

于进一步探索ATO去甲基化作用的具体机制，

有利于为难治性耐药性 T-ALL的治疗提供新

选择。然而，关于 ATO是否能通过抑制 DNMT1
逆 转 T-ALL 患 者 化 疗 耐 药 性 还 有 待 进 一 步

探索。

3.3 结论与展望

综上所述，在一定浓度范围内，ATO可通过激

活 caspase-3有效抑制 T-ALL细胞中的 DNMT1表
达从而诱导细胞死亡，为未来ATO作为去甲基化

药物应用于提高 T-ALL的临床治疗提供了一定的

理论依据。

The T-ALL (acute T-lymphocytic leukemia) cells were divided into DNMT1 over-expression group and the control group. Cells in DNMT1 over-
expression group were transfected with pECMV-DNMT1 overexpressing plasmid, and those in the control group were transfected with empty plasmid.
After 48 h, T-ALL cells in the two groups were treated with 6 μmol/L ATO. A: Annexin-V/PI flow cytometric analysis of cellular mortality of T-ALL
cells (ATO vs. ATO+DEVD, n=3). B: RT-qPCR assays of the gene expression of DNMT1 in T-ALL cells (DNMT1 over-expression vs. control, n=3). C,
D: Annexin-V/PI flow cytometric analysis of cellular mortality of T-ALL cells (ATO+ DNMT1 over-expression vs. ATO, n=3).

图 4 ATO抑制DNMT1表达对急性T淋巴细胞白血病细胞死亡的影响

Fig. 4 The effect of the inhibition of DNMT1 by ATO on the cell mortality in acute T-lymphocytic leukemia cells
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