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三氧化二砷诱导骨髓增生异常综合征ＳＫＭ１细胞凋亡机制的研究
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　　摘　要：目的　探讨三氧化二砷（ＡＳ２Ｏ３）诱导骨髓增生异常综合征（ＭＤＳ）ＳＫＭ１细胞的凋亡机制。方法　将 ＡＳ２Ｏ３ 与

ＳＫＭ１细胞共育，采用形态学观察细胞生长，流式细胞术检测细胞凋亡，ＲＴＰＣＲ技术检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达。结

果　０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３对ＳＫＭ１细胞无明显促凋亡作用（犘＞０．０５），２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 对ＳＫＭ１细胞有

明显促凋亡作用，随着ＡＳ２Ｏ３ 浓度增加及作用时间延长，凋亡发生率增加（犘＜０．０１），抗凋亡基因Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达下降（Ρ＜

０．０１），促凋亡基因Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达增加（犘＜０．０１，犘＜０．０５）。结论　２、８、３２μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 对ＳＫＭ１细胞有促凋亡

作用，可能通过下调Ｂｃｌ２、上调Ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３基因表达参与其中。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＡＳ２Ｏ３ｉｎｄｕｃｉｎｇｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＭＤＳ）ｃｅｌｌ

ｌｉｎｅＳＫＭ１．犕犲狋犺狅犱狊　ＳＫＭ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＡＳ２Ｏ３，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ，ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ｃｏｕｌｄｎｏｔｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＳＫＭ１ｃｅｌｌｓ（犘＞０．０５）．Ｂｕｔ２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／Ｌｏｆ

ＡＳ２Ｏ３ｃｏｕｌｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＳＫＭ１ｃｅｌｌｓ．ＷｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅａｃｔｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＳ２Ｏ３，ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｏｏ（犘＜０．０１），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅＢｃｌ２ｍＲＮＡｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０１），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｏｆｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｅｎｅＢａｘａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０１，犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／Ｌｏｆ

ＡＳ２Ｏ３ｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＳＫＭ１ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｇｅｎｅａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢａｘａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｇｅｎｅｓ．
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　　骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓ，ＭＤＳ）

是一种造血干细胞异常克隆性与异质性疾病，其共同特征是骨

髓病态造血，伴有或不伴有原始细胞增多，以及无效造血，导致

外周血细胞减少，高风险时向急性白血病转化［１］。ＭＤＳ发病

率有逐年上升趋势［２］，因为本病的异质性较高，现国内外惟一

可能使疾病获得长期缓解的治疗是异基因造血干细胞移植［３］，

但由于绝大数患者发病年龄高、骨髓供体少，故只有少数患者

可以接受此治疗，且有较高的移植相关死亡率，故５年无病生

存率只有２９％
［３］。其他治疗常以支持和化疗为主，但疗效欠

佳［４］。三氧化二砷（ＡＳ２Ｏ３）系我国民间验方癌灵１号的主要

成分之一，已被发掘治疗急性早幼粒细胞性白血病（ＡＰＬ），临

床效果显著［５］。近年来研究发现 ＡＳ２Ｏ３ 对白血病细胞株

Ｋ５６２细胞有凋亡诱导作用
［６］，临床报道 ＡＳ２Ｏ３ 治疗 ＭＤＳ有

一定疗效，有效率为２０％～３０％
［７］。目前对细胞凋亡及增殖

的调节异常被认为是 ＭＤＳ发病机制中重要组成部分
［８］，本研

究以观察 ＡＳ２Ｏ３ 对 ＭＤＳＲＡＥＢ细胞株ＳＫＭ１细胞的作用，

探讨ＡＳ２Ｏ３ 治疗 ＭＤＳ的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和 ＡＳ２Ｏ３ 处理　ＭＤＳＲＡＥＢ细胞株ＳＫＭ１

细胞来源于日本ＪＣＲＢ细胞库（由华中科技大学附属同济医院

周剑峰教授惠赠），在３７℃、５％ ＣＯ２、含１０％胎牛血清、青霉

素（１００Ｕ／ｍＬ）及链霉素（１００μｇ／ｍＬ）的ＲＰＭＩ１６４０培养液

（Ｇｉｂｃｏ公司）培养细胞，每２～３天传代１次，实验所用细胞均

处于对数生长期，台盼蓝拒染法表明细胞活力大于９５％。实

验前以ＡＳ２Ｏ３（哈尔滨伊达药业有限公司）分设不同药物浓度

组：０．２５、０．５０、２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／Ｌ，实验中设对照组（未

经ＡＳ２Ｏ３ 处理）。

１．２　细胞形态观察　药物处理后２４、４８、７２ｈ，分别在不同时

间取对照组及不同药物浓度处理组的适量细胞，涂片凉干，进

行瑞氏姬姆萨染色：将瑞氏与姬姆萨两种染料滴加到涂片上，

均匀覆盖，染色２ｍｉｎ，滴加等量ＰＢＳ溶液，继续染色２ｍｉｎ，

ＰＢＳ缓慢冲片，阴凉处风干。涂片在光学显微镜油镜下观察细

胞形态。

１．３　流式细胞术检测细胞凋亡　在２４、４８、７２ｈ分别收集对
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照组及不同浓度处理组的细胞，用ＰＢＳ洗涤，加入５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎＶ和５μＬ碘化丙啶（ＰＩ），常温避光孵育１５ｍｉｎ，再加入

４００μＬ缓冲液，１ｈ内用ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国

ＢＤ公司）检测细胞凋亡。结果以ＡｎｎｅｘｉｎＶ及ＰＩ双标记阳性

细胞为凋亡细胞。

１．４　荧光定量 ＲＴＰＣＲ 检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ

表达

１．４．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列，用Ｐｒｅｍｉｅｒ３．０

软件设计引物序列（上海生工公司合成）。Ｂｃｌ２正向引物：５′

ＡＧＧＡＴＣＡＴＧＣＴＧＴＡＣＴＴＡ Ａ３′，反向引物：５′ＡＴＧ

ＡＧＧＣＡＣＧＴＴ ＡＴＴ ＡＴＴ ＡＧ３′；Ｂａｘ 正向引物：５′ＣＧＡ

ＡＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＴ３′，反向引物：５′ＣＴＣＧＧＡＡＡＡ

ＡＧＡＣＣＴＣＴＣ３′；ｃａｓｐａｓｅ３：正向引物：５′ＴＴＧＴＡＧＡＡＧ

ＴＣＴＡＡＣＴＧＧＡＡ３′；反向引物：５′ＣＣＡＴＧＴＣＡＴＣＡＴ

ＣＡＡＣＡＣ３′；ＡＢＬ（内参）：正向引物：５′ＧＡＴ ＡＣＧ ＡＡＧ

ＧＧＡＧＧＧ ＴＧＴ ＡＣＣ Ａ３′，反向引物：５′ＣＴＣ ＧＧＣＣＡＧ

ＧＧＴＧＴＴＧＡＡ３′。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ检测　用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ并逆转录合

成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增条件：５０℃预变性２ｍｉｎ后，９５℃变性１０

ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ并检测荧光，循环４５次。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件进行数据处

理，计量资料以狓±狊表示，对同一样本均数间比较采用单因素

方差分析；对均数两两比较，采用ＳＮＫ狇检验。以犘＜０．０５为

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＳ２Ｏ３ 诱导ＳＫＭ１细胞后形态学改变　镜下对照组及

０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理组细胞形态未见明显变化，

２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／Ｌ处理组见部分细胞的染色质浓缩、

边缘化、细胞核膜裂解、染色质分割成块状和凋亡小体等典型

凋亡形态，见图１。

　　Ａ：ＳＫＭ１细胞；Ｂ：ＳＫＭ１细胞核固缩；Ｃ：ＳＫＭ１细胞核固缩与凋亡；Ｄ：ＳＫＭ１细胞凋亡小体。

图１　不同浓度处理ＳＫＭ１细胞后形态学变化（瑞士吉姆萨染色×１０００）

　　Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ（对照组）；Ｂ：０．２５μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：０．５０μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：２．００μｍｏｌ／Ｌ；Ｅ：８．００μｍｏｌ／Ｌ；Ｆ：３２．００μｍｏｌ／Ｌ

图２　　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标记检测ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞４８ｈ后凋亡情况

２．２　ＡＳ２Ｏ３ 诱导ＳＫＭ１细胞凋亡　０、０．２５、０．５０、２．００、 ８．００、３２．００μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理ＳＫＭ１细胞，在２４、４８、７２ｈ
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表１　　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞２４、４８、７２ｈ后细胞凋亡率（狀＝５，％）

时间 ０（对照组） ０．２５μｍｏｌ／Ｌ ０．５０μｍｏｌ／Ｌ ２．００μｍｏｌ／Ｌ ８．００μｍｏｌ／Ｌ ３２．００μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ １．４６±０．４３ １．４２±０．４０ １．３６±０．３６ ３．６２±０．７８ａ ７．７４±３．８９ａ １１．１０±１．０７ａ

４８ｈ １．２８±０．４８ １．２２±０．３０ １．３２±０．２４ ４．９８±０．９０ｂ １１．９０±０．８７ｂ １６．５８±３．２９ｂ

７２ｈ １．３０±０．３５ １．３０±０．２６ １．４８±０．５３ １２．６０±１．０７ｂ ２８．８４±２．２２ｂ ３７．３８±１．３１ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，相同处理时间，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，相同处理浓度，与２４ｈ处理时间比较。

表２　　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞２４、４８、７２ｈ后Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达情况（狀＝５）

时间 ０（对照组） ０．２５μｍｏｌ／Ｌ ０．５０μｍｏｌ／Ｌ ２．００μｍｏｌ／Ｌ ８．００μｍｏｌ／Ｌ ３２．００μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ ０．６５４±０．０１７ ０．６５９±０．０２３ ０．６５４±０．０１５ ０．４１３±０．０１４ａ ０．３３３±０．０１６ａ ０．２６５±０．０１７ａ

４８ｈ ０．６５７±０．０１５ ０．６５３±０．０２５ ０．６５８±０．０３３ ０．３１０±０．０２９ｂ ０．２３６±０．０１５ｂ ０．１９５±０．０１５ｂ

７２ｈ ０．６６１±０．０２３ ０．６６０±０．０２７ ０．６６２±０．０３４ ０．１９９±０．０１０ｂ ０．１４４±０．０１９ｂ ０．０９１±０．０１２ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，相同处理时间，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，相同处理浓度，与２４ｈ处理时间比较。

表３　　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞２４、４８、７２ｈ后ＢａｘｍＲＮＡ表达（狀＝５）

时间 ０（对照组） ０．２５μｍｏｌ／Ｌ ０．５０μｍｏｌ／Ｌ ２．００μｍｏｌ／Ｌ ８．００μｍｏｌ／Ｌ ３２．００μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ ０．２８７±０．０１４ ０．２８４±０．０１４ ０．２８８±０．０１２ ０．５３５±０．０１６ａ ０．７４６±０．０２２ａ ０．９２６±０．０２０ａ

４８ｈ ０．２８７±０．０３８ ０．２９１±０．０３５ ０．２９５±０．０４３ ０．８３０±０．０４９ｂ １．２１２±０．０３７ｂ １．５３４±０．０２２ｂ

７２ｈ ０．２８８±０．０３３ ０．２８７±０．０３１ ０．２８９±０．０２０ １．１７０±０．０２２ｂ １．５８９±０．０２９ｂ １．９６３±０．０４ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，相同处理时间，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，相同处理浓度，与２４ｈ处理时间比较。

表４　　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达（狀＝５）

时间 ０（对照组） ０．２５μｍｏｌ／Ｌ ０．５０μｍｏｌ／Ｌ ２．００μｍｏｌ／Ｌ ８．００μｍｏｌ／Ｌ ３２．００μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ １．７２±０．２４ １．８５±０．４４ １．８６±０．２６ ３．７５±０．４３ａ ５．５４±０．３７ａ ７．１９±０．２３ａ

４８ｈ １．７０±０．３０ １．７０±０．３５ １．６８±０．２０ ５．５５±０．２８ｂ ７．２７±０．２５ｂ ９．４３±０．４８ｂ

７２ｈ １．７３±０．２４ １．７６±０．４７ １．７５±０．３４ ７．３２±０．４２ｂ ９．２８±０．５８ｂ １１．２５±１．４８ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，相同处理时间，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，相同处理浓度，与２４ｈ处理时间比较。

取细胞经ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标记后上流式细胞仪检测。与对照

组（０μｍｏｌ／Ｌ）比较，０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理组细胞凋

亡差异无统计学意义（犘＞０．０５），其他组均有统计学意义（犘＜

０．０１），且随着浓度增加及作用时间延长凋亡发生率逐渐增加

（犘＜０．０１），见图２、表１。

２．３　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞后Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ的表达　

０．２５、０．５０、２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理ＳＫＭ１细

胞，分别在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ时取细胞检测Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表

达。与对照组比较，０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理组Ｂｃｌ２、

ＢａｘｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），其他组差异均

有统计学意义（犘＜０．０１），且随着ＡＳ２Ｏ３ 浓度增加及作用时间

延长Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平逐渐下降（犘＜０．０１），见表２，Ｂａｘ

ｍＲＮＡ表达水平则逐渐上升（犘＜０．０１），见表３。

２．４　ＡＳ２Ｏ３ 作用ＳＫＭ１细胞后ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达　

０．２５、０．５０、２．００、８．００、３２．００μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理ＳＫＭ１细

胞，分别在２４、４８、７２ｈ时取细胞检测ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达。

与对照组比较，０．２５、０．５０μｍｏｌ／ＬＡＳ２Ｏ３ 处理组ｃａｓｐａｓｅ３

ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），其他组差异均有统

计学意义（犘＜０．０５），且随着ＡＳ２Ｏ３ 浓度增加及作用时间延长

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平逐渐上升 （犘＜０．０５），见表４。

３　讨　　论

ＭＤＳ作为恶性克隆性造血干细胞疾病，高危患者易向急

性白血病转化，其发病机制十分复杂。研究发现 ＭＤＳ早期可

见异常克隆和正常克隆并存，骨髓造血表现为高增殖及高凋

亡，到晚期则以异常克隆增殖为主，骨髓造血以高增殖低凋亡

为主要表现［９］。Ｂｃｌ２蛋白家族是凋亡的主要调节者，包括抗

凋亡的Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ及促凋亡的Ｂａｘ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ等两大亚家族，

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率是影响细胞凋亡的关键，Ｂａｘ／Ｂａｘ二聚体在体

内过量表达时，可促进细胞凋亡。ｃａｓｐａｓｅ３是ｃａｓｐａｓｅ家族中

的最重要的凋亡执行者之一，是细胞凋亡过程中的主要效应因

子，它的活化是凋亡进入不可逆阶段的标志［１０］。ＡＳ２Ｏ３ 对人

体有很强的毒性作用，属于剧毒物质，但该物质在祖国医药中

却可用来治疗牛皮癣、梅毒及风湿病等。近些年随着对中医理

论的研究，ＡＳ２Ｏ３ 更被用来治疗一些肿瘤疾病，特别是急性早

幼粒细胞性白血病［５］，发现它能通过下调Ｂｃｌ２、上调Ｂａｘ与

ｃａｓｐａｓｅ３基因来诱导其他非早幼粒细胞性白血病细胞及实体

肿瘤细胞凋亡［６，１１１３］。

本研究将不同浓度的 ＡＳ２Ｏ３ 与 ＭＤＳＲＡＥＢ 细胞株

ＳＫＭ１细胞其共育，观察细胞凋亡情况。研究发现除０．２５、

０．５０μｍｏｌ／Ｌ处理组与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），其他组（２．００μｍｏｌ／Ｌ及以上浓度 ＡＳ２Ｏ３ 组）均出现典

型细胞凋亡形态学的改变，且细胞凋亡发生率与对照组比较差

异有统计学意义（均犘＜０．０５），且处理组随着 ＡＳ２Ｏ３ 浓度增

加及作用时间延长凋亡发生率逐渐增加，说明２．００μｍｏｌ／Ｌ及
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以上浓度ＡＳ２Ｏ３ 均能诱导ＳＫＭ１细胞凋亡，抑制ＳＫＭ１细

胞生长，并呈剂量与时效关系；进一步检测了 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 表达，与对照组比较，三者在０．２５、０．５０

μｍｏｌ／Ｌ处理时差异无统计学意义（犘＞０．０５），而２．００μｍｏｌ／Ｌ

及以上浓度ＡＳ２Ｏ３ 组差异均有统计学意义（犘＞０．０５），且随着

ＡＳ２Ｏ３ 浓度增加及作用时间延长Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达逐渐下降，

而Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达则逐渐上升，说明２．００μｍｏｌ／Ｌ

及以上浓度 ＡＳ２Ｏ３ 即可通过下调 Ｂｃｌ２基因和上调 Ｂａｘ、

ｃａｓｐａｓｅ３基因表达来发挥诱导ＳＫＭ１细胞凋亡的作用。

综上所述，ＡＳ２Ｏ３ 抑制ＳＫＭ１细胞增殖主要通过促进细

胞凋亡来实现，具有效应浓度的ＡＳ２Ｏ３ 可能是通过下调Ｂｃｌ２

基因与上调Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３基因来发挥作用。下一步将继续深

入研究ＡＳ２Ｏ３ 在细胞凋亡途径中的具体作用及其对细胞周期

的影响，进一步探讨ＡＳ２Ｏ３ 诱导 ＭＤＳ细胞凋亡的具体机制。
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