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三氧化二砷对前列腺癌ＤＵ１４５细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的去甲基化作用

倪渐凤１，孙晓娟１，张伟杰１，赵培荣２，王留兴１　　（４５００５２郑州，郑州大学第一附属医院：肿瘤科１，肿瘤中心２）

　　［摘要］　目的　研究三氧化二砷（ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅ，Ａｓ２Ｏ３）对激素非依赖性前列腺癌 ＤＵ１４５细胞的生长抑制作用及
对ＲＡＳＳＦ１Ａ基因去甲基化和蛋白表达的影响。方法 　 应用 ＭＴＴ法检测不同浓度（０．５、１．０、２．０、４．０、６．０、１２．０、
２０．０μｍｏｌ／Ｌ）的Ａｓ２Ｏ３不同作用时间（２４、４８、７２ｈ）对ＤＵ１４５细胞的生长抑制作用；应用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｓ２Ｏ３对ＤＵ１４５细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化状态及蛋白表达的影响。结果　 Ａｓ２Ｏ３可抑制 ＤＵ１４５细胞的增
殖，在一定范围内随着药物浓度的增高，抑制作用逐渐增强（Ｆ＝８３８．０８９，Ｐ＜０．０５）；同一浓度作用时间越长，抑制率越高
（Ｆ＝８．８４９，Ｐ＜０．０５）；且Ａｓ２Ｏ３可使ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化逆转，蛋白重新表达。结论　 Ａｓ２Ｏ３可以逆转前列腺癌 ＤＵ１４５
细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子ＣｐＧ岛的异常甲基化，诱导该抑癌基因的重新表达，抑制前列腺癌ＤＵ１４５细胞的增殖。
　　［关键词］　 三氧化二砷；前列腺癌；甲基化；ＲＡＳＳＦ１Ａ基因
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　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男性泌尿生殖
系统最常见的恶性肿瘤之一。我国前列腺癌发病率近

年来迅速增长，且发现时大多已处于中晚期，因此对于

晚期前列腺癌的治疗是临床医师面临的巨大挑战。

ＲＡＳＳＦ１Ａ（Ｒａｓａｓｓｃｉａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙ１Ａ）属于Ｒａｓ相
关结构域家族，是新近发现的一个位于人染色体

３ｐ２１．３上的抑癌基因［１］，编码一组 ＲＡＳ效应蛋白。
ＲＡＳＳＦ１Ａ的功能分析显示该蛋白在凋亡的信号传导、
微管稳定性和细胞周期循环方面有潜在的作用［２］，在

多种恶性肿瘤的发生和诱导细胞凋亡的过程中发挥作

用。大量研究表明其在正常组织中可以表达，而在多

种实体肿瘤中却出现较高频率的表达缺失，其表达缺失

的机制有：ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子甲基化、纯合子缺失和杂合
子缺失，以启动子甲基化为主［１］。故对其去甲基化可以

使该基因重新表达。目前较常用的甲基化抑制剂为５
氮杂脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）等胞苷类似物，但因其细胞
毒性强和致突变效应限制了临床使用［３］。近几年的大

量研究表明三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）用于治疗复发和难治性
的急性粒细胞白血病，缓解率高达７２％以上，Ａｓ２Ｏ３治疗
实体瘤的疗效也处于临床研究中［４］。这些主要是研究

关于Ａｓ２Ｏ３的诱导细胞凋亡和细胞分化的作用，而对于
其去甲基化的作用研究却相对较少。本研究探讨 Ａｓ２
Ｏ３对前列腺癌 ＤＵ１４５细胞的 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因是否有去
甲基化作用，是否能诱导其重新表达。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　细胞系及药物　　非雄激素依赖性前列腺癌 ＤＵ１４５；
三氧化二砷购与北京双鹭药业股份有限公司（规格为１０ｍｇ）。
１．１．２　主要仪器及试剂　　动物组织基因组提取和ＰＣＲ试剂
盒购于北京康为世纪生物科技有限公司，甲基化 ＤＮＡ修饰试
剂盒购于艾美捷科有限公司，兔抗人 ＲＡＳＳＦ１Ａ单抗购自北京
博奥森生物技术有限公司，山羊抗兔二抗购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司。

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ测定及细胞增殖抑制率计算　　取处于对数生长
期的前列腺癌ＤＵ１４５细胞，用０．２５％的胰蛋白酶消化后，制成
浓度为４×１０４／ｍｌ单细胞悬液，接种到９６孔板中（１００μｌ／孔），
培养２４ｈ后，加入已配制的不同浓度的 Ａｓ２Ｏ３溶液（０．５、１．０、
２．０、４．０、６．０、１２．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）１００μｌ／孔，对照组只加１０％
胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０培养基。每组设６个平行孔，分别用药物处
理２４、４８、７２ｈ后，每孔加入ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，培养箱中继
续培养４ｈ，终止培养，小心移去孔内培养液，每孔加入１５０μｌ
ＤＭＳＯ溶液后，震荡１０ｍｉｎ，充分溶解结晶物。在酶标仪上选择
５７０ｎｍ波长，测定各孔的光密度值［Ｄ（５７０）］，并记录结果。实
验重复３次，取其平均值，计算其抑制率。
抑制率＝［１－实验组Ｄ（５７０）值／对照组Ｄ（５７０）值］×１００％
１．２．２　ＤＮＡ提取及甲基化ＰＣＲ检测　　用不同浓度的Ａｓ２Ｏ３
溶液（０．５，１．０，２．０，４．０μｍｏｌ／Ｌ）处理前列腺癌 ＤＵ１４５细胞株
７２ｈ后，离心收集悬浮细胞，按动物组织基因组提取试剂盒提
取ＤＮＡ，取２４μｌＤＮＡ样品，按甲基化ＤＮＡ修饰试剂盒进行甲
基化修饰。取修饰后ＤＮＡ１μｇ按２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染
料）试剂盒合成 ＤＮＡ，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因非甲基化引物上游：５′
ＧＡＧＡＧＴＧＴＧＴＴＴＡＧＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＧ３′，下 游：５′ＣＣＣＡＴＡＣＴ
ＴＣＡＣＴＡＡＣＴＴＴＡＡＡＣＡＣ３′，扩增产物为１８３ｂｐ，甲基化引物上
游：５′ＧＡＧＡＧＣＧＣＧＴＴＴＡＧＴＴＴＣＧＴＴＴＴＣ３′，下游：５′ＡＣＣＣＧ
ＴＡＣＴＴＣＧＣＴＡＡＣＴＴＴＡＡＡＣＧ３′，扩增产物为１８４ｂｐ，ＰＣＲ反应
条件如下：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环，反应产物经过２％琼脂糖凝胶电
泳后，观察其凝胶成像情况。

１．２．３　蛋白质提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用不同浓度的Ａｓ２Ｏ３
（０．５、１．０、２．０、４．０μｍｏｌ／Ｌ）处理前列腺癌 ＤＵ１４５细胞株 ７２ｈ
后，离心收集悬浮细胞，提取蛋白质。配胶、加样，以１００Ｖ恒
压进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳１００ｍｉｎ后，在１００Ｖ恒压进行转膜（湿
转）１．５ｈ。转膜结束后封闭１ｈ。加一抗或内参（ＴＢＳＴ１∶２００
稀释）于 ４℃过夜。ＴＢＳＴ震荡洗涤 ３次后加二抗 （ＴＢＳＴ
１∶１０００稀释）震荡１ｈ。ＴＢＳＴ洗涤３次。ＥＣＬ发光２ｍｉｎ，放入
Ｘ线片夹中曝光、显影、定影及拍照。用 Ｖｉｓｉｏｎｗｏｒｋｌｓ软件分析
目标条带的光密度值作为条带的强度指标，比较 Ａｓ２Ｏ３处理组
的蛋白条带强度与相应的 βａｃｔｉｎ（４８×１０３）条带强度的比值，
实验重复３次，取平均值进行统计分析。

１．３　统计学分析
　　计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学处理软件
进行统计学分析，统计学差异的比较采用非参数检验及方差分

析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ａｓ２Ｏ３对ＤＵ１４５细胞的增殖抑制作用
　　不同浓度的Ａｓ２Ｏ３对前列腺癌 ＤＵ１４５细胞增殖抑制的影

响结果见表１。同一药物浓度组作用２４、４８、７２ｈ３个时间点，
随时间的延长抑制率越高（Ｆ＝８．８４９，Ｐ＜０．０５），不同浓度组
作用ＤＵ１４５细胞随浓度的增高，抑制率越高（Ｆ＝８３８．０８９，Ｐ＜
０．０５）。

表１　不同浓度Ａｓ２Ｏ３不同作用时间对ＤＵ１４５细胞的
增殖抑制率［ｎ＝６，（珋ｘ±ｓ）％］

Ａｓ２Ｏ３浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．５ ４．８３４±２．０４７ １１．２７５±１．２５４ １９．５３１±４．８１９

１．０ １２．０５８±３．５５６ １７．９９２±３．３９９ ２６．４５３±４．８８４

２．０ １７．９９８±４．３５４ ２３．８０９±４．２４０ ３７．３２９±３．０２１

４．０ ２２．８９４±３．９１０ ３０．９３３±５．０８６ ４４．２８５±１０．６５４

６．０ ２７．１５０±４．３３７ ４３．３４８±１０．９０９ ５７．６９２±１０．０６４

１２．０ ４８．２７３±４．５２１ ６０．２０４±９．２３５ ７４．４００±７．８９４

２０．０ ７７．２２８±６．０９４ ８１．４１８±２．３５９ ９４．２４５±２．９２７

２．２　Ａｓ２Ｏ３作用ＤＵ１４５细胞后 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化
变化

　　不同浓度的Ａｓ２Ｏ３作用前列腺癌ＤＵ１４５细胞７２ｈ后，提取
ＤＮＡ并甲基化修饰后扩增，反应产物经过２％琼脂糖凝胶电泳
后，成像结果见图１，对照组ＤＵ１４５细胞 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因呈高甲
基化状态，０．５μｍｏｌ／Ｌ的Ａｓ２Ｏ３就可以使高甲基化的ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因去甲基化。

! !" # !" # !" # !" # !" #

$%% &'!

(%% &'!
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Ｍ：ＤＮＡ标准；Ｍ１：甲基化特异性扩增产物；Ｕ：非甲基化特异性扩
增产物；１：对照组，未经 Ａｓ２Ｏ３处理组；２：０．５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理
组；３：１．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组；４：２．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组；
５：４．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组
图１　不同浓度的Ａｓ２Ｏ３作用ＤＵ１４５细胞后ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化

结果

２．３　Ａｓ２Ｏ３作用ＤＵ１４５细胞后 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因表达的
变化

　　不同浓度的 Ａｓ２Ｏ３作用 ＤＵ１４５细胞７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＲＡＳＳＦ１Ａ基因蛋白表达结果见图２。未经 Ａｓ２Ｏ３处理组
无ＲＡＳＳＦ１Ａ基因蛋白的表达，浓度分别为 ０．５、１．０、２．０及
４．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理后，各组细胞在相对分子质量 ４０×１０

３

处均可见一条带，各条带的灰度不一。经计算机软件分析各组

面积积分光密度值，随 Ａｓ２Ｏ３浓度升高，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因蛋白表
达增加。经０．５、１．０、２．０、４．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理后 ＲＡＳＳＦ１Ａ
蛋白条带强度与相应的βａｃｔｉｎ条带强度的比值分别为：０４１４、
０４８０、０５６０、０５９５，随 Ａｓ２Ｏ３浓度升高，灰度比值升高（Ｚ＝
１０３８５，Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组，未经Ａｓ２Ｏ３处理组；２：０．５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组；３：１．０

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组；４：２．０μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理组；５：４．０μｍｏｌ／Ｌ
Ａｓ２Ｏ３处理组
图２　不同浓度的Ａｓ２Ｏ３作用ＤＵ１４５细胞后ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白的

表达

３　讨论

　　肿瘤发生是一个多因素、多阶段、多步骤的遗传学
和表观遗传学异常共同参与的复杂过程［５］。遗传学

是研究基因序列改变所致基因表达水平变化，如基因

突变、杂合缺失和微卫星不稳定等；而表观遗传学则研

究非基因序列改变所致基因表达水平变化［６］。表观

遗传学的分子机制包括 ＤＮＡ甲基化、基因印记、组蛋
白修饰、染色质重塑和ＲＮＡ干扰等，其中ＤＮＡ甲基化
是研究得最清楚的表观遗传学修饰形式［７］。肿瘤

ＤＮＡ甲基化模式的改变主要表现为基因组整体低甲
基化和启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化水平升高［５］。因此

肿瘤抑制基因失活与其启动子区域 ＣｐＧ岛高甲基化
状态直接关联。由于 ＤＮＡ甲基化等表观遗传学事件
的发生是可以逆转的，因而在恶性肿瘤中通过去甲基

化处理可以恢复某些关键性抑癌基因的功能而起到预

防及治疗肿瘤的作用，为肿瘤治疗开辟一条新途径。

　　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因是２０００年由 Ｄａｍｍａｎｎ等［８］确认

的一种新型抑癌基因，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因失活存在于多种
肿瘤发生、发展中，该基因表达失活主要机制是启动子

区的ＣｐＧ高甲基化［９］。有研究显示ＲＡＳＳＦ１Ａ启动子
ＣｐＧ岛甲基化在前列腺癌中发生率约为 ５３％，表明
ＲＡＳＳＦ１Ａ基因过甲基化是该基因发生转录沉寂的根
本原因［１０］。Ｋｕｚｍｉｎ等［１１］将缺失 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因表达
的前列腺癌细胞用人类乳头样病毒转染使其表达

ＲＡＳＳＦ１Ａ，在体外可抑制肿瘤细胞的生长。故
ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的重新表达，可以起到抗肿瘤的作用。
　　目前较常用的甲基化抑制剂为５氮杂脱氧胞苷
（５ＡｚａｄＣ）等胞苷类似物，但是由于５ＡｚａｄＣ有较强
的细胞毒性和致突变效应，使其临床使用受到限制。

Ａｓ２Ｏ３作为我国传统中药，在肿瘤的治疗中发挥一定的
作用，早在急性早幼粒细胞白血病、原发性肝癌等实体

肿瘤的治疗取得了显著的疗效，大多数研究显示Ａｓ２Ｏ３
抗肿瘤作用主要为诱导细胞凋亡和细胞分化，但是关

于Ａｓ２Ｏ３去甲基化作用报道很少
［１２］。Ａｓ２Ｏ３诱导

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因重新表达的作用机制可能为：Ａｓ２Ｏ３进

入人体后，竞争性利用 ＤＮＡ甲基化过程中甲基供体
Ｓ腺苷蛋氨酸，被还原发生甲基化，形成一甲胂酸或
二甲胂酸而导致细胞内缺甲基状态［１３］，而起到去甲基

化作用。

　　本实验通过选用激素非依赖性前列腺癌 ＤＵ１４５
细胞为研究对象，观察经过不同浓度 Ａｓ２Ｏ３处理后的
细胞增殖抑制作用和对 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因去甲基化及蛋
白表达的影响，以未经过Ａｓ２Ｏ３处理的细胞为对照，本
研究发现：适当浓度的 Ａｓ２Ｏ３可以使前列腺癌 ＤＵ１４５
细胞增殖抑制，同时可以逆转该细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启
动子ＣｐＧ岛的 ＤＮＡ的异常甲基化现象，诱导该抑癌
基因的重新表达。在研究中我们发现，Ａｓ２Ｏ３在体外浓
度为０．５μｍｏｌ／Ｌ时就对前列腺癌 ＤＵ１４５细胞有生长
抑制作用，并且随着浓度的增高，以及作用时间的延

长，其生长抑制作用也随之增强。为了进一步验证该

实验中Ａｓ２Ｏ３对前列腺癌ＤＵ１４５细胞的抑制作用是否
与ＲＡＳＳＦ１Ａ抑癌基因的蛋白重新表达有关，我们进一
步应用ＭＳＰ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测 Ａｓ２Ｏ３处理前
列腺癌ＤＵ１４５细胞，发现 Ａｓ２Ｏ３能成功逆转 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因启动子的甲基化状态，使蛋白恢复表达。由此可

证明，Ａｓ２Ｏ３可以使前列腺癌 ＤＵ１４５细胞因甲基化而
转录失活的ＲＡＳＳＦ１Ａ基因恢复其转录活性，得到重新
表达，从而能够发挥抑癌基因的肿瘤抑制作用，为晚期

内分泌治疗失败后激素非依赖性前列腺癌的治疗提供

新的治疗可能。刘志宇等［１４］研究发现２．０μｍｏｌ／Ｌ的
Ａｓ２Ｏ３作用ＤＵ１４５细胞２４ｈ后就具有增值抑制作用，
而８．０μｍｏｌ／Ｌ作用２４ｈ后即出现细胞凋亡的形态学
改变。因而，Ａｓ２Ｏ３对前列腺癌细胞具有增殖抑制作用
的同时对机体也有毒性作用，应采用合适的浓度及作

用时间。有关Ａｓ２Ｏ３治疗前列腺癌特别是激素非依赖
性前列腺癌的价值有待进一步的实验研究。
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　　我院心外科自１９９６年１０月至２０１１年５月，共收治了５例
连体儿（１例腹部连体、２例胸腹连体、１例颈胸腹连体、１例头
部连体）。５例连体儿出生时体质量在４．８～５．７ｋｇ范围内，体
质量偏低，存在轻度营养不良，现将第４例连体儿（颈胸腹连体
儿）的营养治疗经验总结如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　患儿双胎连体，体质量４．８ｋｇ，以“双胎连体２１ｄ，间断发
热１７ｄ，呼吸困难２ｄ”为主诉入住我院儿科治疗，积极给予抗
感染、化痰、吸氧、配方奶喂养等处理，期间行超声检查示姐妹

共用心脏及肝脏，存在循环相通。后患儿呼吸困难加重，呈点

头样呼吸及吸气性三凹征，血氧饱和度持续下降，并出现紫绀。

经全院大会诊后急转心外科行颈胸腹连体分离术。手术非常

成功，病情相对较轻的姐姐被保留而存活，而病情较重的妹妹

因心脏分离不得不舍弃而死亡。术后患儿持续呼吸机辅助呼

吸，生命体征相对平稳，对外刺激可，有明显吮吸动作；全身轻

度水肿，腹胀较明显；白色黏痰较多，呼吸音较粗；血常规白细

胞明显升高、血小板明显降低；肝功能转氨酶明显升高，存在胆

汁淤积（巩膜黄染）；肾功能急剧下降，无尿，考虑急性肾功能衰

竭而行血液透析；解少量墨绿色大便。

１．２　营养治疗
１．２．１　肠内营养　　患儿术后采取常规禁食，主要以输液补
液为主，儿科组为患儿制定了精确的补液方案（根据透析量调

整入量，主要是抗感染、化痰、保肝、补蛋白、补糖水及输成分血

等），患儿病情较重，腹胀一直较严重，尽管禁食期过后，肠道喂

养仍十分有限，开始以糖水为主，之后用配方奶加益生元喂养，

后借用产科乳母奶水喂养，但摄入量都较少，统计术后 ２８ｄ
（７３１～８．２７）的摄入量，最多的１ｄ只有７１ｍｌ，能量也只有
５７ｋｃａｌ，远远不能满足新生儿能量需求，因而需要肠外营养额
外来补充。

１．２．２　肠外营养　　患儿术后生命体征相对平稳后，即开始
静脉营养支持（８月４日），我科有新生儿及婴幼儿静脉营养治
疗经验，但对于此种疾病患儿经验不多，可供参考的国内外文

献也很少，故结合平时经验，同时也参照中华医学会肠内肠外

营养分会儿科组及在儿科领域闻名的上海新华医院儿科治疗

经验来进行，我们借鉴其新生儿营养素推荐标准［１－３］，同时结

合患儿相关检验指标如血糖、电解质、肝肾功、血常规等不断调

整静脉营养处方。

２　结果

　　经过２８ｄ的营养治疗，患儿营养状况得到明显改善，硬肿、
水肿明显减轻，蛋白水平上升也较明显。

　　患儿由于术后１周内生命体征相对不平稳，且腹胀严重，
主要以对症治疗静脉补液为主，未采用肠内营养及肠外营养，

故患儿血清蛋白水平有明显下降趋势；采取营养治疗后，虽然

这期间蛋白水平时有反复，但总体有明显上升趋势；随着透析

的进行，患儿肾功能也逐渐恢复接近正常。

３　讨论

　　本例营养治疗参考文献资料极少，我们接受患儿营养方面

（下转６５０页）
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