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三氧化二砷对舌鳞癌细胞凋亡及
端粒酶逆转录酶基因的作用

姚 　华1 ,吴求亮1 ,王慧明1 ,范 　骏2
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[摘要 ] 　目的 　研究三氧化二砷 (As2O3 ) 对舌鳞癌细胞株 ( Tca8113) 增殖的影响及对端粒酶逆转录酶基因 (hTERT

mRNA)的作用 ,并初步探讨三氧化二砷的作用机制。方法 　以舌鳞癌细胞株 ( Tca8113) 为研究对象 ,采用噻唑蓝

(MTT) 、Annexin VΠ碘化丙锭 (PI)染色法检测细胞生长抑制率和细胞凋亡率 ;采用 Western blot 检测细胞 hTERT蛋白

的表达 ; 采用 RT- PCR法检测细胞 hTERT mRNA的表达情况。结果 　As2O3 能够明显抑制 Tca8113 细胞增殖 ,诱导

细胞凋亡 ,并有浓度、时间依赖性。5μmolΠL As2O3 组 72 h 细胞生长抑制率为 83140 % ±7131 % ,细胞凋亡率为

26140 % ±3142 %。As2O3 能抑制 hTERT mRNA的表达和翻译 ,随 As2O3 作用时间、浓度增加 ,细胞 hTERT mRNA和蛋

白表达减弱 ,各实验组与对照组比较差异有统计学意义 ( P < 0105) 。结论 　As2O3 可以明显抑制 Tca8113 细胞增殖 ,

诱导舌癌细胞凋亡 ,并抑制端粒酶催化亚基基因的表达 ,诱导细胞凋亡和抑制 hTERT转录和翻译可能是其作用机

制之一。
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[ Abstract ] 　Objective 　To study the effects and its mechanisms of arsenic trioxide (As2O3 ) on cell growth and human telomer2

ase reverse transcriptase (hTERT) of human tongue cancer cells (Tca8113 cell line) . Methods 　 The growth inhibition rates of

Tca8113 by various concentrations of As2O3 were detected by MTT method. Cell apoptosis was detected by FCM labeled with An2

nexin V- FITC. hTERT gene expression was detected by RT- PCR method. hTERT protein of Tca8113 cells was determined by

Western blot assay. Results 　The results showed that As2O3 could inhibit the growth of Tca8113 effectively and apoptotic rate of

Tca8113 cells was obviously increased in a dose and time- dependent manner. (83140 ±7131) % cells treated with 5μmolΠL

As2O3 were inhibited on 72 hour point , the early apoptosis rate reached on 26140 % ±3142 % at that time. Moreover hTERT mR2

NA and protein were decreased depended on the dose and time of As2O3 , mRNA expressions of hTERT in test groups were greatly

lower than that of control group on 72 hour point. Conclusion 　 It was suggested that As2O3 could significantly inhibit the growth

of Tca8113 cells by inducing causing cell apoptosis and down- regulating the expression of hTERT mRNA gene and protein which

might be one of its action mechanisms.
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　　三氧化二砷 (arsenic trioxide ,As2O3 ) 是一种有毒

制剂 ,近年来 ,人们有报道用其注射液治疗急性幼粒

性白血病 ,有效率为 9019 % ,复发和难治者有效率达

6412 % ,且副作用较小 ,与全反式维甲酸无交叉耐药 ,

但其作用机制尚在深入探讨之中。本研究通过观察

As2O3 对舌癌细胞株 Tca8113 的作用 ,并检测 As2O3

对 Tca8113 细胞端粒酶逆转录酶 (human telomerase re2
verse transcriptase , hTERT)蛋白和 mRNA 的影响 ,初步

探讨其影响舌鳞癌细胞增殖的作用机制。

1 　材料和方法

1. 1 　主要试剂

三氧化二砷 (As2O3 ) 注射液 (哈尔滨医达公司产

品) , RPMI1640 培养基、Trizol 试剂 ( Gibco 公司 ,美

国) ,10 %小牛血清 (杭州四季青生物工程公司) ,An2
nexin V- FITC ( Beckman Coulter Immunotech 公司 , 美
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国) ,MTT(噻唑蓝染色) (Sigma 公司 ,美国) ,蛋白预染

Marker、兔一抗和羊抗兔二抗 ( HRP-linked antibody)

(Cell Signaling 公司 ,美国) ,hTERT抗体 (Santa Cruz 公

司 ,美国) 。

1. 2 　细胞培养和实验分组

Tca8113 细胞购自上海第二医科大学口腔医学

院 ,采用含 10 %小牛血清的 RPMI1640 培养基在

37 ℃,95 %CO2 保湿孵箱中培养。3 d 换液传代一次。

取对数生长期的细胞接种于培养瓶或培养板内 ,随机

分成对照组 (培养基代替 As2O3 ) 和实验组 (As2O3 浓

度为 1、3、5μmolΠL )用于实验。

1. 3 　Tca8113 细胞生长抑制检测

采用 MTT 法检测 Tca8113 生长抑制率。将

Tca8113 细胞以每毫升 5 ×10
4 个浓度接种于 96 孔

板 ,每孔 200μl。第 2 天 ,分别按 As2O3 浓度 0 ,1 ,3 ,

5μmolΠL加入每孔 ,每组 3 孔。于加药后第 24、48、

72 h分别加入 5 gΠL MTT 溶液 20μl 培养 4 h ,加入

200μl DMSO ,置酶联检测仪检测波长 570 nm 的吸光

度OD 值 ,每孔测 3 次 ,计算各组均值。并按下列公

式计算生长抑制率 ,生长抑制率 = (未处理组 OD 值

- 处理组 OD 值)Π未处理组 OD 值 ×100 %。

1. 4 　Tca8113 细胞凋亡检测

采用流式细胞仪 Annexin V- FITC 和碘化丙锭染

色法检测细胞凋亡率。收集细胞 ,加入 5μl Annexin

V及 5μl 碘化丙锭 (250 mgΠL) ,混匀 ,置冰浴暗处

10 min ,PBS洗 2 次 ,上流式细胞仪检测。所有资料经

Cellquest 112 软件分析。

1. 5 　Tca8113 细胞 hTERT蛋白检测

采用 Western blot 检测 Tca8113 细胞 hTERT 蛋白

表达。同时检测β-actin 含量 ,以确保各蛋白加入量

相同。离心收集细胞 ,加入 100μl 预冷的蛋白裂解

液 ,冰上放置 30 min ,于 4 ℃条件下使细胞充分裂解 ,

12 000 g 4 ℃离心 2 min ,提取细胞总蛋白。Bradford

比色法测蛋白浓度。12 % SDS 聚丙烯酰胺凝胶电

泳 :积层胶电压 90 V ,分离胶电压 160 V。电泳结束

后转膜 2 h ,电流 200 mA。转膜结束后 ,硝酸纤维素

膜置入 TBST缓冲液中短暂漂洗后 ,放入封闭液中温

和振荡 2 h (4 ℃) 。把膜放入 1∶1 000 稀释的一抗中 ,

温和振荡 1 h (4 ℃)后置 4 ℃冰箱中过夜。温和振荡

(4 ℃) 2 h ,回收一抗后在 TBST 液中洗膜 30 min ,中

间更换 TBST液 2～3 次 ,分别把膜置于 1∶2 000 稀释

的二抗 (HRP 标记的抗兔 IgG) 中温和振荡 115 h。在

TBST中洗膜 30 min ,中间换液 2～3 次。曝光、显影及

定影 ,洗片 ,扫描。

1. 6 　Tca8113 细胞 hTERT mRNA 检测

采用逆转录 - 聚合酶链反应 (reverse transferation-

PCR , RT- PCR) 法检测 Tca8113 细胞 hTERT mRNA。

细胞总 RNA 提取按 Trizol 试剂盒说明操作步骤进行。

所得 RNA 用紫外分光光度仪测定纯度 ( OD260 nmΠ

OD280 nm > 118) ,同时进行 RNA 定量。取 RNA 2μg ,加

随机引物 3μl ,用双蒸水加至 11μl ,70 ℃孵育 5 min

后 ,冰上振荡 ,在冰上依次加入下列试剂 :5 ×reaction

buffer 5μl ,10 mmolΠL dNTP 混合物 2μl ,双蒸水加至

19μl ,加入 200 U (1μl) 逆转录酶 ,42 ℃处理 60 min ,

70 ℃处理 10 min ,停止反应 ,放置冰上。取上述逆转

录后的 cDNA 2μl 在冰上按下列顺序依次加入 : 双蒸

水1312μl ,MgCl2 2μl ,10 ×buffer 215μl ,dNTP 混合物

1μl ,上游引物 1μl ,下游引物 1μl ,cDNA 2μl ,Taq 聚

合酶013μl。PCR 反应 ,94 ℃60 s ,57 ℃45 s ,45 ℃

45 s ,72 ℃10 min ,4 ℃终止 ,hTERT共 36 个循环 ,内

参β-actin 24 个循环。hTERT(207 bp) :上游引物 5′-

GTCTGATTCCAATGCTTTGC-3′, 下游引物 5′- GGAGC2
CCAGGGGTTGGCTGT-3′。β-actin (531 bp) : 上游引物

5′- TGAAGTGTGACGTGGACATC-3′,下游引物 5′- TCAT2
AGTCCGCCTAGAAGCA-3′。取 4μl 扩增产物在 115 %

琼脂糖凝胶电泳 ,置凝胶成像仪中进行条带吸光度定

量分析 ,计算 hTERT 半定量值 ,每组重复实验 6 次。

引物由上海生物工程公司合成。

1. 7 　统计学处理

收集数据 ,所有资料以 �x ±s 表示 ,用 SPSS 1110

统计软件 ,各时间点比较采用单因素方差分析 ANO2
VA 检验 ,以 P < 0105 为差异有统计学意义。

2 　结果

2. 1 　As2O3 对 Tca8113 细胞生长的影响

As2O3 对 Tca8113 细胞生长的影响见图 1 ,由图 1

可见 ,As2O3 对 Tca8113 细胞有良好的生长抑制作用 ,

并且呈现出随剂量、时间增加 ,Tca8113 细胞生长抑制

率明显升高。As2O3 在 3μmolΠL 浓度作用 48 h 后细

胞生长抑制率达 43170 % ±5162 % ,达到临床化疗药

物敏感标准即 30 %以上。5μmolΠL 作用 72 h 后有

83140 % ±7131 %细胞生长受抑制。

图 1 　As2O3对 Tca8113 细胞增殖的抑制作用

Fig 1 　The inhibiting effect of As2O3 on proliferation of Tca8113 cell

lines
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2. 2 　As2O3 对 Tca8113 细胞凋亡的影响

随着 As2O3 作用浓度增加和时间延长 ,细胞出现

一系列形态学改变。倒置显微镜下对照组细胞伸展

性好 ,界限清楚 ,胞质均匀 ,核大而清楚 ,核仁清晰 ,贴

壁致密。1μmolΠL 细胞胞浆颗粒增多。5μmolΠL组细

胞大量浮起 ,出现明显的发泡现象 ,细胞间连接变为

松散 ,多孤立。Annexin V- FITC 流式细胞术检测到细

胞早期凋亡率逐渐升高 (表 1) 。但单用碘化丙锭法

在低浓度组 48 h 内未见亚 G1 峰 ,在高浓度组 48 h 后

可见到较明显的特征性凋亡峰。
表 1 　各组细胞在不同时间下细胞凋亡率比较 ( %,

�x ±s)

Tab 1 　Comparison of the apoptosis rate in each group in

different times( %, �x ±s)

作用
时间
(h)

药物浓度 (μmolΠL)

　0 　　　　　 1 　　　　　3 　　　　　 5 　

24 　1. 00 ±0. 31 3. 86 ±0. 25 4. 95 ±0. 91 3 8. 54 ±0. 05 3

48 1. 21 ±0. 08 5. 56 ±0. 65 3 7. 68 ±0. 89 3 17. 53 ±0. 26 3

72 2. 36 ±0. 21 7. 89 ±0. 94 3 15. 91 ±0. 17 3 26. 40 ±3. 42 3

注 :与相应对照组 (0μmolΠL)相比 , 3 P < 0105

2. 3 　As2O3 对 Tca8113 细胞 hTERT蛋白表达的影响

Western blot 检测各组 As2O3 作用 72 h 细胞

hTERT 蛋白表达见图 2 ,由图 2 可见 ,细胞经 As2O3 处

理 72 h 后 ,1μmolΠL、3μmolΠL 及 5μmolΠL 组 hTERT蛋

白表达呈逐渐下降趋势 ,明显弱于对照组 0μmolΠL 蛋

白表达量。

1 :0μmolΠL 组 ; 　2 :1μmolΠL 组 ; 　3 :3μmolΠL 组 ; 　4 :5μmolΠL 组

图 2 　Western blot 检测各组 As2O3 作用 72 h 细胞 hTERT 蛋白表达

Fig 2 　Detection of hTERT protein treated with As2O3 for 72 hours

2. 4 　As2O3 对 Tca8113 细胞 hTERT mRNA 的影响

RT- PCR 结果显示 ,As2O3 处理 48 h 开始 ,Tca8113

细胞 hTERT mRNA 出现表达减弱 ; As2O3 处理 72 h

后 ,0μmolΠL、1μmolΠL、3μmolΠL 及 5μmolΠL 组 hTERT

mRNA 与内参照比值分别为 0175 ±0108 ,0155 ±0105 ,

0138 ±0104 ,0126 ±0110 (图 3) 。经方差分析 ,5μmolΠ
L、3μmolΠL、1μmolΠL 组与对照组 (0μmolΠL) 差异均有

统计学意义 ( P < 0105) 。

M:DNA Marker ; 　1 : 5μmolΠL 组 ; 　2 :3μmolΠL 组 ;

3 :1μmolΠL 组 ; 　4 :0μmolΠL 组

图 3 　各组 As2O3 作用 72 h 细胞 hTERT mRNA 表达情况

Fig 3 　The expression of hTERT mRNA treated with As2O3 for 72 hours

3 　讨论

三氧化二砷是人类最早用于治疗恶性肿瘤的化

学药物之一。砷剂治疗血液及其他实体肿瘤取得了

实效 ,它是通过下调 bcl-2 基因、降解 PMLΠRABα蛋白

和 reactive oxygen species 诱导凋亡等途径实现的 1 ～3 。

端粒酶是细胞内一种特殊的核糖核蛋白复合体 ,与细

胞周期调控密切相关 ,端粒酶活性也受 bcl-2、c-myc

等转录子的作用。端粒酶催化亚基是端粒酶的三大

组分之一 ,并且是其活化的限速步骤 ,是细胞逃避凋

亡得以永生的动力 4 。端粒酶催化亚基无论作为肿

瘤的特异性标记 ,还是抗癌基因治疗的靶点 ,均是一

个具有应用前景的后选因子。本研究用 1、3、

5μmolΠL浓度 As2O3 作用于 Tca8113 细胞 ,结果表明 ,

抑制细胞增殖和诱导凋亡具有时间、浓度依赖性。这

同三氧化二砷对实体癌研究结果相同 5 。本研究还

发现 ,单用 PI 法只在 As2O3 作用 48 h 以后才检测到

细胞凋亡现象 ,但 AnnexinΠPI 法 24 h 开始就发现有

5 %以上细胞出现凋亡 ,较对照组升高。可能是因为

凋亡发生早期 ,细胞膜上磷酯酰丝胺酸从膜内转到膜

外 ,Annexin V 与暴露的磷酯酰丝胺酸结合 ,这时候 ,

DNA 断裂还没有发生。因此 , PI 法在药物作用第 3

天时才检测到凋亡标志峰亚 G1 峰 ,AnnexinΠPI 法更

敏感。

端粒酶参与了细胞凋亡已成为共识 ,由于端粒酶

催化亚基对端粒酶活化的重要性 ,能够抑制 hTERT

基因启动子的因子都可导致端粒酶的失活。研究证

实 6
,hTERT 下调先于端粒酶活性下降 ,一旦 hTERT

转录抑制 ,细胞端粒酶将得不到有效活化 ,细胞由

caspase 途径或 P21ΠP53 引发进入凋亡。As2O3 有效抑

制了白血病细胞端粒酶活性 ,可能是临床治疗急性早

幼粒细胞白血病的机制之一 4 。本研究发现 ,As2 O3

(下转第 448 页)
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度的靶向性 ;AUC 值是代表组织在某一段时间内吸

收药物程度的量化指标 ,本实验组中癌组织的 AUC

值是对照组的 10136 倍 ,这进一步证实了该隐形顺铂

纳米系统对口腔癌具有高度的靶向性。
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能下调 Tca8113 细胞中端粒酶催化亚基 mRNA 基因

的表达和翻译。端粒酶催化亚基 mRNA 和端粒酶在

Tca8113 细胞、口腔鳞癌中均高表达 ,正常口腔黏膜无

表达7 。由此 ,可以设想 ,诱导细胞凋亡、抑制口腔鳞

癌端粒酶催化亚基表达是 As2O3 作用于 Tca8113 细胞

的机制之一。有几种可能 : ①As2O3 直接抑制 hTERT

基因 ,hTERT下降参与细胞凋亡。②As2O3 通过抑制

细胞凋亡相关基因如 c-myc ,间接下调 hTERT ,因为 c-

myc 能与 hTERT 启动子结合 ,促进 hTERT 转录。③

在一些因素作用下 ,hTERT 下调与凋亡同时发生 ,加

速细胞衰竭 ,死亡 ,这还需进一步研究。

综上所述 ,本研究表明 ,As2O3 能抑制 Tca8113 细

胞增殖 ,诱导其凋亡 ,还能抑制端粒酶催化亚基基因

的转录和翻译。这也为针对端粒酶的肿瘤治疗提供

了实验资料。As2O3 不但能通过诱导细胞凋亡治疗

口腔肿瘤 ,还可作为针对 hTERT治疗肿瘤的药物。
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