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摘　要∶【目的】探讨细胞分化剂(CDA-Ⅱ)在三氧化二砷(As2O3)诱导肝癌细胞凋亡效应中的作用。【方法】应用 CDA-

Ⅱ和As2O 3共同处理肝癌细胞株 BEL-7402、HepG2 ,通过四唑蓝比色法检测细胞存活率;用活细胞荧光染色观测细胞凋亡及

形态学变化 、流式细胞术分析细胞周期变化及凋亡率。【结果】CDA-Ⅱ毒性作用很低 , 但可以显著增强 As2O 3 对肝癌细胞生

长的抑制作用 , 1.0 g/ L CDA-Ⅱ便可使 As2O 3对两株细胞的半数抑制浓度由 5.0 μmol/ L降低至 1.0 μmol/ L(P <0.01)。形

态学可观察到 CDA-Ⅱ明显加强了 As2O3 诱导的细胞凋亡 ,且与剂量有关;流式细胞术分析 , 低质量浓度的 CDA-Ⅱ(<2.0 g/

L)细胞生长阻滞于 G2期较对照组多 , 而随着剂量的增加则凋亡细胞和滞留于 G1 期的细胞增多 ,低剂量 CDA-Ⅱ与 As2O3 共

同处理肝癌细胞后 , 凋亡率明显高于单独用 As2O3。【结论】CDA-Ⅱ可增强As2O3诱导肝癌细胞的凋亡效应, 两药具有协同作用。
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Cell Differential Agent-Ⅱ Potentiate Arsenic Trioxide-induced Apoptosis in Hepatoma cells　LIU Jian-wei1 ,
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Abstract:【Objective】To illustrate the possible role of cell differential agent Ⅱ (CDA-Ⅱ)on the apoptosis of hepatoma cells in-

duced by arsenic trioxide(As2O3).【M ethods】Hepatoma cell lines BEL-7402 and HepG2 w ere treated w ith As2O3 together with

CDA-Ⅱ.Cell surviving fraction was determined by M TT assay;morphological changes w ere observed by immunofluorescence stain-

ing of Hoechst 33 258;cell cycle and the apoptosis index were determined by flow cy tometry(FCM).【Results】Cytotoxity of CDA-

Ⅱ is low.Never theless , CDA-Ⅱ could strongly potentiate arsenic trioxide-induced apoptosis.At 1.0 g/ L of CDA-Ⅱ , IC50 of As2O 3

on hepatoma cell lines was reduced from 5.0 μmol/ L to 1.0μmo l/ L(P <0.01).The potentia tion of apoptosis was dependent on

the dosage o f CDA-Ⅱ.FCM study indicated that in hepatoma cell g rowth w as inhibited by CDA-Ⅱ a t lower concentration(<2.0 g/

L)primarily by ar resting at S and G2 phase , and at higher concentrations(>2.0 g/ L)apoptotic cell and cell cycle arresting at G1

phase increased proportionally.The combination of tw o drugs led to much higher apoptotic rates , compared to separate usage of either

drug alone.【Conclusion】CDA-Ⅱ can strongly potentiate As2O3-induced apoptosis in hepatoma cells , and two drug s can produce a

significant synergic effect.
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　　三氧化二砷(As2O3)是近年新发现的凋亡诱导

物 ,有研究证实其较某些化疗药物具有更强的诱导

肝癌细胞凋亡效应 ,也有较强的细胞毒性和肿瘤细

胞耐药性问题[ 1] 。人尿提取物细胞分化剂(CDA-

Ⅱ)具有较强的诱导肿瘤细胞分化和逆转化疗药耐

药性的作用[ 2] ,临床治疗晚期肝癌发现肝功能好转 ,

症状明显改善有利于化疗
[ 3]
。我们应用CDA-Ⅱ和

As2O3 共同处理肝癌细胞 ,旨在探索细胞分化剂与

三氧化二砷在诱导肝癌细胞凋亡效应中的作用。

1　材料与方法

1.1　材　料

肝癌细胞株 HepG2 、BEL-7402 来源于中山大

学医学院细胞库;细胞分化剂(CDA-Ⅱ ,商品名:喜

滴克)由合肥永生制药有限公司提供;三氧化二砷

(As2O3 , M r=197.84)、四甲基偶氮唑蓝(M TT)和

Hoechst 33 258购自 Sigma公司;其他:PRM I 1640

(美国GIBCO)、琼脂糖 、蛋白酶-K 、(华美公司)、小牛

血清(杭州四季青)、DMSO(二甲基亚砜 ,进口分装)。
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1.2　分　组

根据预实验的结果 1.0 ～ 5.0μmol/L 的 As2O3

诱导肝癌细胞的凋亡率有差异性 , 1.0 ～ 5.0 g/L

的CDA-Ⅱ具有抑制肝癌细胞增殖及诱导分化的作

用。本实验分为 A 组:对照 ,只有细胞 ,不加药物;

B组:单纯加 As2O3 ,以 PRM I 1640液稀释 ,终浓度

1.0 ,2.0 , 3.0 , 4.0 , 5.0 μmol/L 5个浓度;C 组:单

纯加 CDA-Ⅱ ,以 PRM I 1640 液稀释 ,终浓度 1.0 ,

2.0 , 3.0 , 4.0 ,5.0 g/L 5个浓度;D组:A组各浓度

+1.0 g/L CDA-Ⅱ 。

1.3　方　法

1.3.1　细胞培养及四唑蓝快速比色法(M TT)检

测存活率 　细胞常规培养(37 ℃、体积分数 5%

CO2 饱和湿度),实验时用 PRM I 1640 液将细胞株

浓度调整至 1×10
6
/m L ,接种于 96孔培养板上培

养24 h ,按实验分组加入不同浓度药物 ,B 、C 组每

孔加 100 μL/ L培养液 ,100μL/L 药物 ,总体积 200

μL/L;D组两种药物各加 100 μL/L , 总体积 200

μL/L;对照组每孔加培养液 200 μL/L。每组浓度

均为 4 个复孔 , 培养 72 h 后 ,每孔加入 M T T 20

μL/L ,继续培养 4 h ,去上清 ,加 DMSO 200 μL/L ,

并于微型振荡器摇匀 15 min , 溶解形成的结晶 ,立

即比色 ,在主波长 570 nm ,参比波长 690 nm 处 ,用

酶标仪检测吸光度 A 值。取实验组 4孔 A 值平均

值/对照组 4孔 A 值平均值×100%。即为细胞存

活率 。每项实验至少重复 3次 。

1.1.2　活细胞荧光染色检测凋亡率　上述细胞加

药物培养后 ,加 Hochst33 258入细胞悬液 ,终质量

浓度为 1 mg/L ,避光染色 15 min ,滴片后在荧光显

微镜观察细胞核 DNA荧光。

1.3.3　流式细胞术分析细胞凋亡　收集经药物处

理 4 d的细胞 ,用磷酸缓冲盐溶液(PBS)洗涤 , 1×

106细胞乙醇固定 ,送中山医科大学附属第一医院

肾病实验室流式细胞仪(美国 BECKM AN -

COULPER)进行细胞周期分析 ,亚 G1 期 DNA 含

量的细胞为凋亡细胞 。

1.4　统计学处理

以SPSS 8.0软件 ,资料均行方差齐性检验 ,多

因素实验设计资料方差分析的析因分析 。

2　结　果

2.1　CDA-Ⅱ ,As2O3对肝癌细胞生长的影响

As2O3作用肝癌细胞后呈现明显的细胞毒性 ,

对细胞存活率的影响呈浓度依赖关系 ,两株细胞的

半数抑制浓度是 5.0 μmol/L。而 CDA-Ⅱ的细胞

毒性很低 , 在质量浓度 1.0 g/L 时 , HepG2 、Bel-

7402两株细胞存活率分别是 92%和 89%,质量浓

度 3.0 g/ L时分别是 70%和 65%,质量浓度<3.0

g/L 时与对照组比较无统计学意义(P >0.05);但

当将 CDA-Ⅱ与 As2O3 共同处理后却明显提高了

As2O3 对这两株肝癌细胞的毒性 ,统计学分析显示

两药有交互效应(P <0.05 ,表 1),联合用药对两

株细胞的半数抑制浓度是 1.0μmol/L As2O3+1.0

g/L CDA-Ⅱ。

表 1　各组药物作用肝癌细胞 HepG2 后的存活率

Table 1　Surviv al rate of hepatoma cell lines HepG2 treated with drugs ( x ±s , %)

Groups
cB ,B/(μmol·L-1)1)　　or　　ρB, C/(g·L-1)2)

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 4)

A(Controls) 100 100 100 100 100

B(As2O3 , cB)
5) 80.06±3.27 70.58±5.42 67.82±3.43 59.33±7.33 49.12±4.25

C(CDA-Ⅱ , ρB)
6) 92.41±4.25 81.22±7.34 70.23±2.32 68.22±4.56 67.12±9.23

D(B+C1.0)
3), 7)

50.67±3.56 47.88±6.42 47.34±4.25 45.54±8.22 41.55±3.75

　　1)cB, B/(μmol·L-1)is for group B(As2O 3 , cB);2)ρB, C/(g·L -1)is for group C(CDA-Ⅱ , ρB);3)Group D(B+C1.0)refers to every each

group B(As2O 3 , cB , B)plus ρB, C=1.0 g·L -1;4)Concentration grades ef fect:F=32.270 , sig.=0.000 , P <0.05;5)Main effect for group B

(As2O3 , cB):F =22.856 , sig.=0.000 , P <0.05;6)M ain ef fect for group C(CDA-Ⅱ , ρB):F =0.831 , sig.=0.059 , P >0.05;7)Interaction

effect for group D(B+C1.0):F =27.178 , sig.=0.000 , P <0.05

2.2　药物对细胞形态学的影响

在荧光显微镜下 ,对照组细胞核呈弥散均匀荧

光 ,两药共同处理的细胞出现大量凋亡细胞 ,其核

内见染色浓度改变的颗粒状荧光(图 1)。计算 500

个细胞的细胞凋亡率 。结果显示:单独使用 As2O3

随浓度的增加 ,肝癌细胞核 DNA 呈颗粒状染色的
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比例缓慢增加 , 1.0 μmol/ L 时与对照组差异无统

计学意义(P =0.063 ,表 2)。单独使用CDA-Ⅱ组

3.0 g/ L以上凋亡细胞与对照组差异有统计学意

义(P <0.05);而在 C组 ,当药物浓度很低时凋亡

细胞的比例就已经很高 , 1.0 g/L CDA-Ⅱ +1.0

μmol/L As2O3 时的凋亡率已接近单用 As2O3 5.0

μmol/L 时的水平。

2.3　流式细胞仪分析细胞周期及细胞凋亡

表 2　各组药物作用肝癌细胞 BEL-7402 后的凋亡率

Table 2　Apoptotic rate of hepatoma cell lines BEL-7402 treated with durgs ( x ±s , %)

Groups
cB, B/(μmol·L -1)　　o r　　ρB ,C/(g·L -1)

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

A(Controls) 　　 9.4±4.1 11.1±3.2 9.3±3.6 7.9±1.8 8.8±2.8

B(As2O3 , cB)
1) 13.1±2.3 33.6±1.8 39.2±2.0 44.0±3.1 50.4±1.7

C(CDA-Ⅱ , ρB)
2)

8.7±3.1 15.6±2.8 25.7±2.2 27.2±2.9 29.4±2.1

D(B+C1.0)
3) 42.1±2.2 51.0±2.8 59.3±3.5 61.4±4.3 66.8±6.1

　　1)Main ef fect for group B(As2O 3 , cB):F=0.387 , sig.=0.063 , P >0.05;2)Main effect for group C(CDA-Ⅱ , ρB):F =0.670 , sig.=

0.785 , P >0.05;3)Interaction effect for group D(B+C1.0):F =22.450 , sig.=0.000 , P <0.05

　　不同药物处理后 ,细胞周期及凋亡率呈现明显

不同 。As2O3 作用 4 d后 HepG2和 BEL-7402细胞

G1期前出现亚二倍体细胞(sub-G1),凋亡细胞数

与药物浓度成正比 ,药物浓度越高 ,凋亡发生率越

高 ,两株细胞单独应用 5.0 μmol/L As2O3 的凋亡

率分别是 46.7%和 53.1%。单独应用 CDA-Ⅱ组 ,

细胞的凋亡率与对照组并没有显著性的差异 ,但低

质量浓度(<2.0 g/ L)时细胞生长阻滞于 G2 期较

对照组多 ,而随浓度的增加则细胞滞留于 G1 期的

细胞相对增多(图 2)。 1.0 g/ L CDA-Ⅱ和 1.0

μmol/L As2O3 共同处理 HepG2细胞后 ,凋亡率较

单独应用 As2O3 或者CDA-Ⅱ的 11.3%或 8.7%显

著上升为 40.2%(图 3)。统计学分析表明联合用

药1.0μmol/ LAs2O3+1.0g/ LCDA-Ⅱ的细胞凋

图 2　药物处理 4 d后各组细胞 DNA分布

Fig.2　The comparison of dif ferent groups for DNA on 4 d

after treatment with drugs

1:Cont rols;2:1.0 g/ L CDA-Ⅱ;3:5.0 g/ L CDA-Ⅱ;4:1.0

μmol/ L As2O3;5:5.0μmol/ L As2O 3;6:1.0 g/ L CDA-Ⅱ +1.0

μmol/ L As2O 3. :compared w ith the controls , P <0.05

图 3　肝癌细胞经药物处理 4 d后的流式细胞图

Fig.3　Flow cytometry on day 4 after treatment with drugs

A:Control;B:1.0μmol/ L As2O 3;C:1.0 g/ L CDA-Ⅱ;D:

1.0μmol/ L As2O 3+1.0 g/ L CDA-Ⅱ

亡率相当于单独应用 5.0 μmol/ L As2O3 。

3　讨　论

细胞凋亡剂的细胞毒性和肿瘤的耐药性往往

是导致化疗失败的主要原因 。Cai X 等报道用

As2O3 10 m g/d治疗肝功能正常的急性早幼粒细胞

白血病复发患者 47 例 2周后 ,1/3的患者出现肝

损害 ,7例表现为肝中毒[ 4] 。说明以 As2O3 治疗肝

功能已受损的肝癌患者可能需要选择更小剂量。

然而 , 体外实验表明低浓度的 As2O3(0.25 ～ 2.0
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μmol/L)仅抑制肝癌细胞的增殖 ,而未进入实质凋

亡 ,高浓度才诱导肝癌细胞凋亡[ 5] 。根据抗癌药物

的敏感标准 ,药物的敏感性仅与凋亡发生率有关 ,

肿瘤细胞的凋亡阈值与化疗效果有着某种内在联

系[ 6] ,本实验中肝癌细胞对 As2O3 的敏感剂量(凋

亡阈值)是 5.0 μmol/L , 按公式:药物质量浓度

(μg/m L)=[(药物 mg ×体表面积)/体质量] ×

(100/60),临床用药的敏感剂量应是 20 mg/m2 ,显

然剂量偏大 。细胞分化剂是从健康人尿中分离提

纯的一组天然活性成分的非细胞毒抗肿瘤生物制

剂 ,其药靶是癌细胞的异常甲基转移复合酶 ,作为

甲基转移酶抑制剂能有效改善 DNA甲基化低水平

的状态[ 7] 。Shen等[ 8]在研究人肝癌时 DNA 甲基

化水平与临床病理指标的关系指出 , N-ras在肝癌

的表达阳性率高达 61%,而其甲基化降低 ,癌基因

的甲基化水平乃至整个 DNA 甲基化水平的低下在

肝癌中发挥了重要作用 ,甲基化水平越低 ,其肿瘤

渗透及转移的能力越强 。经美国 CMB 基金(95-

583)、国家自然科学基金(93670701)和国家“九五”

攻关基金(96-906-01-15)资助项目的研究提示

CDA-Ⅱ有明显抑制裸鼠人肝癌切除后的切缘复发

和肝内外转移 ,对原癌基因 c-myc 、N-ras 、c-jun 、c-

fos及 mmp-9基因的表达有明显的下调作用[ 9 ,10] 。

提示 CDA-Ⅱ的作用机理可能是下调 N-ras等原癌

基因的表达 ,改善 DNA甲基化水平。徐建业等
[ 2]

发现低浓度 CDA-Ⅱ能够明显逆转 KBV200(耐药

株)癌细胞的耐药性 ,与 VCR(长春新碱)合用可增

加 VC R诱导 KBV200细胞凋亡 。本实验结果可以

观测到 CDA-Ⅱ对肝癌细胞的直接凋亡效应并不明

显 ,但能增强 As2O3 诱发的细胞凋亡 ,细胞周期分

析发现低浓度的 CDA-Ⅱ使肝癌细胞滞留于 G2 或

S 期的数目增多 。此时只需增加小剂量的诱导凋

亡剂三氧化二砷便能极大地促进细胞凋亡的发生 ,

说明 CDA-Ⅱ可能降低了肝癌细胞的凋亡阈值 ,增

加肝癌细胞对 As2O3 敏感性。本实验 As2O3 合用

CDA-Ⅱ后凋亡阈值较单用时的 5.0 μmol/L 降低

至 1.0μmol/L 。临床用药As2O3只需 4 mg/m2 ,结

果有助于临床选择低剂量的 As2O3 并协同用 CDA-

Ⅱ ,以减少 As2O3对肝脏的毒副作用 ,提高疗效。
(本文图 1 见插页 2.Fig.1 shown in back coloured page

2)

(本课题实验数据的统计学处理得到中山大学公共卫

生学院统计学教研室凌莉副教授的热心指导 , 谨此致谢)
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