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亚砷酸钠抑制肝癌细胞增殖与
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蛋白表达"

王
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"第三军医大学大坪医院野战外科研究所肝胆外科!重庆
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"摘要#

!

目的
!

研究亚砷酸钠抑制肝癌"

'==

$细胞增殖是否与早幼粒细胞白血病"

V@̂

$蛋白表达有关(方法
!

免疫组织

化学法%免疫荧光%蛋白免疫印迹法"

9J3KJI4SO/K

$和荧光定量
V=8

检测
'==

组织
V@̂

蛋白及基因表达(结果
!

免疫组织化学

分析显示随机选择
#(

例高分化%中度分化和低分化
'==

组织和细胞均不同程度表达
V@̂

蛋白(

9J3KJI4SO/K

分析发现
!*

例

'==

组织%

'F'5

%

'J

M

E!

%

'J

M

$%

%

:@@=655!#

和
"̂!

细胞均表达
V@̂

蛋白(免疫荧光提示
'F'5

%
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M
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%

'J

M

$%
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细胞核均有
V@̂

蛋白颗粒!其中
'F'5

和
'J

M

$%

细胞表达
V@̂

蛋白较
'J

M

E!

%

:@@=655!#

细胞多(

!*

例
'==

组织!

'J

M

$%

%

'J

M

E!
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:@==655!#

和
'F'5

细胞都表达
V@̂

基因(亚砷酸钠不仅可下调
'F'5

和原代
'==

细胞表达
V@̂

蛋白!而

且亚砷酸钠抑制
'F'5

!

'J

M

E!
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'J

M

$%

和
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细胞生长!随着暴露时间延长亚砷酸钠对
'==

细胞抑制作用增强(结论

!
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组织和细胞系普遍表达
V@̂

基因和蛋白!

V@̂

蛋白可能是砷剂直接靶向作用的分子基础(
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肝癌"

LJ

M

HK/NJOOFOHINHIN04/GH

%

'==

#发病率居世界恶性

肿瘤第
(

位%几乎
*(A

的
'==

病例源于中国%且与乙型和丙

型肝炎病毒感染有关'

#6!

(

$

!"

世纪
5"

年代%我国学者用三氧

化二砷"

&3

!

c

$

#治疗急性早幼粒细胞白血病"

HNFKJ

M

I/G

Q

JO/6

N

Q

K0NOJFUHJG0H

%

&V̂

#取得了世人瞩目的突破性进展)近年应

用
&3

!

c

$

治疗实体肿瘤的实验和临床研究受到广泛重视%显

示出其更为广范的应用前景'

$6*

(

$虽然
&3

!

c

$

明显抑制
'==

细胞增殖,诱导癌细胞凋亡%但
&3

!

c

$

对
'J

M

E!

和
:@==6

55!#

生长抑制分子机制仍不清楚$前期研究结果提示
&3

!

c

$

可下调
'F'5

细胞早幼粒细胞白血病"

M

I/G

Q

JO/N

Q

K0NOJFUJG06

H

%

V@̂

#蛋白表达%诱导
'==

干细胞分化'

(

(

)但是%仅仅知道

'F'5

细胞表达
V@̂

蛋白%

'==

组织是否普遍表达
V@̂

基

因及蛋白缺乏研究数据$砷剂治疗
'==

是否与
V@̂

表达有

关更不清楚%本文重点分析
'==

组织和细胞
V@̂

蛋白表达

及亚砷酸钠对
'==

细胞
V@̂

蛋白表达的调节作用%建立砷

剂治疗
'==

与
'==

细胞表达
V@̂

的联系$

!

!

资料与方法

!1!

!

一般资料
!

#5(

例
'==

组织于
!"#!

年
#

月至
!"#$

年
,

月取自西南医院,新桥医院和大坪医院
'==

切除的患者$

!1"

!

细胞与试剂
!

'F'5

,

'J

M

E!

,

'J

M

$%

,

"̂!

,

:@@=655!#

细胞系由第三军医大学西南医院肝胆科和病理科赠送%其中

"̂!

为正常肝细胞%其余
*

种为
'==

细胞%白血病细胞株

'̂ ,"

和
B%*

细胞由重庆医科大学生命科学研究院赠送$

>@Z@

和胎牛血清"

)%:

#为
'

Q

NO/4J

产品%

8V@C6#,*"

为

CD>

产品$总
8B&

提取试剂盒,

N>B&

逆转录试剂盒为

%0/)OFY

产品%

VI/GJ

P

HE/;H

aa

V=8 @H3KJI@0Y

为
VI/GJ

P

H

产品$

V@̂

抗体购自
&SNHG

和
:H4KH=IF?

公司$激光共聚

焦显微镜为
:̂@57"

$

!1#

!

细胞培养
!

'F'5

,

'J

M

E!

,

'J

M

$%

,

"̂!

和
:@==655!#

细胞在含
#"A )%:

的
>@Z@

培养液%

$5d

,

(A =c

!

,饱和湿

#+(#

重庆医学
!"#,

年
*

月第
*(

卷第
#!

期

"

基金项目$重庆市卫生和计划生育委员会局会中医药科技项目资助"

[b!"#$!"*5

#$

!

作者简介$王伟"

#+7#-

#%主治医师%本科%主要从

事肝胆外科疾病临床研究$

!

#

!

通讯作者%
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!
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P2

047!7

"

304H1N/G

$



度的培养箱孵育%细胞汇合度达到
5"A

!

7"A

时%

"1!(A

胰酶

消化细胞%收集细胞进行试验$

'̂ ,"

和
B%*

细胞在含
#"A

)%:

的
8V@C6#,*"

培养液%

$5d

,

(A =c

!

,饱和湿度的培养

箱孵育%收集细胞提取蛋白$

!1$

!

==_67

法分析
'==

生长抑制情况
!

'==

细胞接种于

+,

孔板%每孔加
#1"]#"

$ 个细胞%加入
#""

#

^#"A )%:

的

>@Z@

培养基"每
!

天换液#使其贴壁生长$次日细胞贴壁后

分别加入不同浓度亚砷酸钠"

"1#

,

"1!

,

"1*

,

"1,

,

"17

,

#1"

#

P

&

Ĝ

#每种浓度设
#!

个孔%设调零孔
#!

个"不加细胞#和细胞对

照孔
#!

个"不加药物#%在
$5d

,

(A =c

!

,饱和湿度的培养箱

中孵育
*7

,

5!

,

+,L

后吸出培养液$每孔分别加入
+"

#

^

>@Z@

培养基和
#"

#

^==_67

溶液%继续培养
!L

%在酶标仪

上测定
*("4G

吸光度值'

G

"

*("

#($

!1@

!

9J3KJI4SO/K

分析
'==

细胞和组织
V@̂

蛋白表达
!

提

取细胞和组织总蛋白$

9J3KJI4SO/K

检测
V@̂

蛋白表达!配

置
#"A

分离胶和
*A

积层胶$上样量为每泳道
+"

#

P

蛋白%体

积
!(

!

$"

#

^

$电泳%积层胶电压
7"D

%分离胶电压
#""

!

#!"

D

%电泳
!

!

$L

$切胶后聚偏氟乙烯"

VD>)

#膜向正极%胶在负

极%将滤纸,

VD>)

膜及凝胶整齐重叠后放在湿转槽,电流
#("

G&

转移
+"G04

$取下
VD>)

膜%

(A

脱脂奶粉封闭%室温震摇

#

!

!L

$将封闭的膜滴加一抗按"

#e#""

#%

*d

湿盒内过夜%

次日
V%:

漂洗
#(G04]#

次%

(G04]*

次%二抗按"

#e!(""

#%

!(d

振摇
#L

%

V%:

漂洗
#(G04]#

次%

(G04]*

次$混合等

体积
&

液和
%

液"各
(""

#

^

%共
# Ĝ

#%将显色剂滴加到

VD>)

膜正面%开始显色记录图像$

!1A

!

免疫组织化学检测
'==

组织
V@̂

蛋白表达
!

取低分

化,中分化和高分化
'==

组织标本各
(

例$石蜡包埋的肝组

织做超薄切片%切片脱蜡至水%

V%:

洗
(G04]!

次)甲醇
6

'

!

c

!

室温处理切片
!"G04

%

V%:

洗
(G04]$

次)枸橼酸缓冲

液微波中火修复
(G04

%

V%:

洗
(G04]$

次)滴加
V@̂

抗体%

*

d

过夜)

V%:

洗
(G04]$

次%滴加增敏剂%

$5d

孵育
$(G04

)

V%:

洗
(G04]$

次%滴加二抗%

$5 d

孵育
$(G04

)

V%:

洗
(

G04]$

次%

>&%

显色
#"G04

%镜下观察显色情况)水洗终止显

色后%苏木素衬染
#(

!

$"3

)脱水,封片$镜下观察照相$结果

判定!阴性对照不着色%

>&%

染色呈棕黄色颗粒为表达阳性$

!1B

!

免疫荧光分析
'F'5

,

'J

M

E!

,

'J

M

$%

,

:@@=655!#

细胞

V@̂

蛋白表达
!

'==

细胞普通培养在
#"GG

盖玻片上%待

细胞融合度达
,"A

!

7"A

时%用
$5d

预热
V%:

清洗
(G04]!

次%

*A

多聚甲醛室温固定
#(G04

%

V%:

洗
(G04]!

次%

"1(A

;I0K/46Y#""

的
V%:

室温下脱色摇床振摇
#(G04

%

V%:

洗
(

G04]$

次$取出盖玻片放至载玻片上%

#"A

山羊血清
$5d

封

闭
$"G04

%

V@̂

抗体湿盒内
* d

孵化过夜$

V%:

脱色洗

(G04]$

次%滴加荧光抗体%

$5d

避光孵育
,"G04

$

V%:

清洗

(G04]$

次,

'/JNL3K$$$*!

染色细胞核%

V%:

清洗
(G04]!

次%取出盖玻片%封片后激光共聚焦显微镜下观察记录细胞

V@̂

蛋白表达$

!1G

!

实时定量
V=8

分析
'==

细胞系和
'==

组织
V@̂

基

因表达
!

"

#

#用
;I0?/O

提取
'==

组织"自
#5(

例
'==

切除的

样本中随机取
!*

例%用于
V@̂

蛋白和基因表达分析#和细胞

总
8B&

%检测
8B&

含量后立即置
-#$"d

保存$"

!

#按
%0/6

_;N>B&=0I3K3KIH4.N

Q

4KLJ303_0K

使用说明设置
!"

#

^

体

系%在室温
#"G04

%

*!d*(G04

%

+(d(G04

%冰浴
(G04

的循

环条件进行反应$逆转录后检测
N>B&

含量%在
-!"d

保存$

"

$

#

E&V>'

引物!正向
(̀6;E= &&==EE E&&EE& &&;

E&6$̀

%反向
(̀6E===&& ;&= E&==&& &;= &E&6$̀

)

V@̂

引物!正向
(̀6EE=;=E&E&&EE&;E ;EE;=6$̀

%反

向
(̀6E&& E;E &EEE=;===&;& E=6$̀

$"

*

#荧光定量

V=8

!按
VI/GJ

P

HE/;H

aa

V=8@H3KJI@0Y_0K

说明%配制
!"

#

^

反应体系于
:;8&;&EBZ GY$"""V

荧光定量
V=8

仪进行反

应$反应条件!预变性
+(d*G04

)

+(d$"3

%

((d!"3

%

5!d

!"3

反应
*"

个循环$扩增产物经
$A

琼脂糖凝胶进行鉴定$

!1H

!

统计学处理
!

采用
:V::#$1"

软件进行统计学分析%计

量资料以
/\9

表示%比较采用单因素方差分析%以
<

$

"1"(

为

差异有统计学意义$

!!

#

!

(

!

(

例低分分化
'==

)

,

!

#"

!

(

例中分化
'==

)

##

!

#(

!

(

例高分化
'==

$

图
#

!!

高%中%低分化
'==

组织
V@̂

蛋白表达&免疫组织化学
]!""

'

!+(#

重庆医学
!"#,

年
*

月第
*(

卷第
#!

期
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结
!!

果

"1!

!

亚砷酸钠抑制
'==

细胞生长
!

本研究采用
==_67

法检

测
"1#

!

#1"

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠处理
'J

M

E!

,

'J

M

$%

,

:@==6

55!#

和
'F'5

细胞
*7

,

5!

,

+,L

生长抑制情况$结果显示
"1!

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠显著抑制
:@==655!#

细胞生长"

<

$

"1"(

#%

"1*

#

P

&

Ĝ

抑制其增殖能力更强"

<

$

"1"#

#$

"1*

#

P

&

Ĝ

亚

砷酸钠明显抑制
'J

M

E!

"

<

$

"1"#

#和
'J

M

$%

"

<

$

"1"#

#细胞

增殖$

"1#

!

"1*

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠刺激
'F'5

细胞增殖%但每

两浓度梯度组间差异无统计学意义"

<

%

"1"(

#)

"17

#

P

&

Ĝ

亚

砷酸钠抑制
'F'5

细胞增殖"

<

$

"1"#

#%低浓度亚砷酸钠刺激

'F'5

细胞增殖而高浓度抑制
'F'5

细胞增殖$亚砷酸钠抑

制
*

种
'==

细胞生长%随着暴露时间延长亚砷酸钠对
'==

细胞抑制作用增强%

"1*

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠可明显抑制
'J

M

E!

,

'J

M

$%

和
:@==655!#

细胞生长%

"17

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠明显抑

制
'F'5

细胞增殖%

'F'5

细胞耐受能力最强$

!!

&

!细胞)

%

!组织$

图
!

!!

'==

组织和细胞表达
V@̂

蛋白

!!

&

!

!*

例
'==

组织
V@̂

基因表达)

%

!

*

种
'==

细胞
V@̂

基因

表达$

图
$

!!

'F'5

%

'J

M

E!

%

'J

M

$%

%

:@@=655!#

和
'==

组织
V@̂

基因及蛋白表达

"1"

!

'==

组织表达
V@̂

蛋白
!

自免疫组织化学分析结果显

示%

'==

细胞核,细胞质有不同程度表达
V@̂

%细胞质分布不

均匀$低分化,中分化和高分化
'==

组织均表达
V@̂

蛋白

"图
#

#%而且不同分化程度
'==

组织
V@̂

蛋白表达差异无统

计学意义$

"1#

!

9J3KJI4SO/K

分析
'==

组织和细胞系
V@̂

蛋白结果
!

为了确定
'==

细胞是否表达
V@̂

蛋白%排除假阳性结果%用

白血病
B%*

和
'̂ ,"

细胞做阳性对照%人正常肝细胞系
"̂!

为正常对照%

9J3KJI4SO/K

分析
'==

组织及细胞
V@̂

蛋白表

达$结果显示
'F'5

%

'J

M

E!

%

'J

M

$%

%

:@@=655!#

和
"̂!

细

胞均表达
V@̂

蛋白%见图
!&

$

!*

例
'==

组织不同程度表达

V@̂

蛋白%见图
!%

$

图
*

!!

免疫荧光分析
*

种
'==

细胞
V@̂

蛋白表达

!!

&

!

9J3KJI4SO/K

)

%

!免疫荧光图"

]!""

#$

图
(

!!

亚砷酸钠下调
'F'5

和原代
'==

细胞
V@̂

蛋白表达

"1$

!

荧光定量
V=8

分析
'==

组织和细胞均有
V@̂

基因表

达
!

!*

例
'==

组织"图
$&

#%

'J

M

$%

%

'J

M

E!

%

:@==655!#

和

'F'5

细胞都表达
V@̂

基因"图
$%

#$

"1@

!

免疫荧光分析
'==

细胞系
V@̂

蛋白表达结果
!

'F'5

,

'J

M

E!

,

'J

M

$%

和
:@@=655!#

细胞核均有
V@̂

蛋白

颗粒%其中
'F'5

和
'J

M

$%

细胞荧光强度强于
'J

M

E!

,
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卷第
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细胞%见图
*

$

"1A

!

亚砷酸钠下调
'==

细胞
V@̂

蛋白表达
!

本研究用含

"1(

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠处理
'F'5

和原代
'==

细胞
(.

%检测

'==

细胞
V@̂

蛋白表达变化$

9J3KJI4SO/K

分析结果显示

亚砷酸钠处理后
'F'5

和原代
'==

细胞
V@̂

蛋白表达下调

"图
(&

#%免疫荧光分析发现
'F'5

细胞核
V@̂

蛋白荧光颗

粒明显减少"图
(%

#%提示亚砷酸钠直接下调
'F'5

和原代

'==

细胞
V@̂

蛋白表达$

#

!

讨
!!

论

!!

&3

!

c

$

是剧毒中药砒霜的主要成分%

&3

!

c

$

对急性早幼

粒细胞白血病"

&V̂

#的治愈率达到
+(A

$

[LH4

P

等'

,

(研究发

现
&V̂

细胞
V@̂ 68&8

融合蛋白和
V@̂

蛋白
8%==

锌指结

构域半胱氨酸残基与砷结合%使
V@̂

聚合后与
:W@c

和

W%=+

结合%导致
:W@c

泛素化增强和
V@̂

及
V@̂ 68&8

蛋

白降解%阐明了
&3

!

c

$

降解
V@̂ 68&8

和
V@̂

蛋白清除
&V̂

细胞的分子机制$研究显示%砷与邻近半胱氨酸结合%增加活

性氧"
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%

8c:

#产生%后者使
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分子间
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核体

"

V@̂ 64FNOJHIS/.

Q

3

%

V@̂ 6B%3

#有关的
V@̂

多聚体%进而多

聚体泛素化降解%

V@̂ 6B%3

随之解体%

V@̂ 6B%3

上的多种核

转录因子失去发挥功能平台%诱导
'==

干细胞分化'

56#"

(

$

@HI/F0

等'
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(研究证实
&3
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c

$

诱发细胞核
V@̂

蛋白降解%参

与了细胞增殖和分化$

前期结果显示
&3
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c

$

具有明显抑制
'==

增殖,细胞周期

阻滞和诱导癌细胞凋亡的作用%然而%其具体分子途径不清楚%

也未将
&3

!

c

$

与
V@̂

蛋白表达联系起来%尤其忽略了
&3

!

c

$

治疗
&V̂
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解后
&V̂
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治疗
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细胞转染
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基因%表达
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c

$

处理
'==

细胞'
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$为探索
&3

!

c

$

治疗

'==

的分子途径%在前期研究的基础上%作者假设
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组织

及细胞株可能普遍表达
V@̂

基因及蛋白$本组从
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例

'==

切除患者标本中随机选
#(

例
'==

组织"高分化
(

例,中

分化
(

例和低分化
(

例#进行免疫组织化学分析%结果发现
#(

例
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组织不同程度表达
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蛋白"图
#

#$

9J3KJI4SO/K

分

析
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例
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组织%结果
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例
'==

组织均不同程度表达

V@̂

蛋白%且各例
'==

的
V@̂

蛋白表达量不尽相同"图
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#$为了排除假阳性%用急性白血病细胞株
B%*

及
'̂ ,"

细

胞做阳性对照%

"̂!

细胞做正常对照%

9J3KJI4SO/K

分析显示%
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,
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均表达
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蛋白"图
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#$免疫荧光分析显示
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细胞核均有
V@̂

蛋白颗粒%其中
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和
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细胞表达

V@̂

蛋白较
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M

E!
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细胞多"图
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#$荧光定量

V=8

分析结果显示
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例
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组织%
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M

E!
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55!#

和
'F'5

细胞都表达
V@̂

基因%在
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细胞中
'J

M

$%

细胞
V@̂

基因表达较高$以上结果证实
'==

组织及细胞株

可能普遍表达
V@̂

基因及蛋白%否定此前实体癌细胞不表达

V@̂

蛋白的观点$而且%前期用
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#

P

&

Ĝ &3

!

c

$

处理

'F'5

细胞和本实验用
"1("

#

P

&

Ĝ

亚砷酸钠处理可直接下

调
'F'5

和原代
'==

细胞表达
V@̂

蛋白%这些结果首次证

实
'==

组织和细胞系普遍表达
V@̂

基因和蛋白%建立

&3

!

c

$

或亚砷酸钠治疗
'==

与
V@̂

蛋白表达的联系$

本研究结果显示亚砷酸钠总体抑制
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M
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,

'F'5

,
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等
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种
'==

细胞生长%随着暴露时间延

长亚砷酸钠对
'==

细胞抑制作用增强)但是%很低浓度亚砷

酸钠就可抑制
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,
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M
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细胞增殖%较高浓

度亚砷酸钠才可以抑制
'F'5

细胞增殖%

'F'5

细胞对亚砷

酸钠双向反应$随着亚砷酸钠处理时间延长%

'==

细胞
V@̂

蛋白逐渐减少%直至消失%

'==

细胞表现出生长抑制%本结果

提示亚砷酸钠对
'==

抑制与
V@̂

蛋白表达有关$前期研究

观察到%

&3

!

c

$

不仅显著下调
'F'5

细胞
V@̂

蛋白表达%而

且还可以增加对化学治疗药物的敏感性和抑制
'F'5

细胞形

成肿瘤球能力%

&3

!

c

$

可能诱导
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f

=>#$$

f

=̂:=3

分化%

清除
=̂:=3

%达到治愈
'==

的目的'

,

(

$依据砷剂治疗
&V̂

的分子机制和本组观察结果%作者认为
&3

!

c

$

或亚砷酸钠抑

制
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细胞增殖与
'==

细胞表达
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