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Abstract :Objective　 To investigate the effect of arsenic t rioxide (As2 O3 ) on gast ric cancer cell SGC27901

during the normal and hypoxia. Methods　The environment of hypoxia was established by GasPak meth2
od. The effect of As2 O3 was determined by M TT , and FCM was used for studying the apoptosis of SGC2
7901 and cell cycle. Results　As2 O3 can inhibit significantly the growth of SGC27901 , and arrest the cell

in G2/ M and S phases. But this inhibitory effect was decreased significantly during hypoxia ( P < 0 . 01) ,

which was found by the lower percentage of apoptosis. Conclusion　As2 O3 can inhibit the growth of gas2
t ric cancer cell , but during hypoxia this inhibitory effect was decreased , so it may be limited to cure hy2
postatic neoplasm for only using As2 O3 .
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摘　要 :目的　常氧和微缺氧条件下三氧化二砷 (As2 O3 )注射液对人胃癌细胞株 SGC27901 生长抑制作

用的对比研究。方法　运用产气袋法 ( GasPa K)制造微缺氧条件 ,实验分为微缺氧组和对照组 ,用 M TT

法检测药物效应。流式细胞仪分析细胞周期和细胞凋亡。结果 　不同浓度 As2 O3对人胃癌细胞株

SGC27901生长有抑制作用 ,并呈剂量2效应关系。细胞滞留于 G2 / M及 S期。微缺氧条件下 As2 O3对

人胃癌细胞株 SGC27901生长抑制作用下降 ( P < 0 . 01)。凋亡细胞百分比下降。结论　As2 O3对人胃癌

细胞生长有抑制作用 ,但对缺氧胃癌细胞的抑制作用下降 ,单用 As2 O3治疗胃癌存在一定的局限性。
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0　引言

三氧化二砷 (As2 O3 ) ,经过多年的实验室研究

和临床应用 ,在抗肿瘤治疗方面取得了肯定的疗效 ,

其主要机制为诱导肿瘤细胞凋亡[ 1 ]。近年来许多研

究证实其对多种消化系肿瘤细胞株的生长有抑制作

用[ 2 ] ,并发现其对实体肿瘤有一定的治疗效果[ 3 ]。

但 As2 O3在微缺氧状态下对肿瘤细胞生长的抑制情

况尚未见报道。本实验研究通过比较常氧和微缺氧

条件下 As2 O3对人胃癌细胞株 SGC27901 生长抑制

率的变化 ,对 As2 O3在微缺氧状态下对肿瘤细胞生

长的抑制情况作初步的探讨。

1　材料与方法

1 . 1　材料

人胃癌细胞株 SGC27901 (重庆医科大学病理生

理教研室提供) 。三氧化二砷 (亚砷酸注射液 ,购于

伊达药业有限公司) ,使用时配成 (32、16、8、4、2 )

μmol/ L ;四甲基偶氮唑蓝 (M T T) (购于上海华舜生

物工程有限公司) 。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1　微缺氧条件的制造

运用产气袋法 ( GasPa K)制造微缺氧条件。通

过血气分析仪监测含小牛血清的 RPMI1640 培养

液中 PO2、PCO2和 p H 的变化 ,本装置在 48h 内

PO2、PCO2和 p H稳定 ,并能达到微缺氧细胞培养的

条件 (1 %～5 %氧、5 %二氧化碳及 90 %氮) [ 4 ]。

1 . 2 . 2　M T T法检测 As2 O3对不同氧状态下 SGC2
7901细胞的抑制作用

将对数生长期的人胃癌细胞 SGC27901 制成 5

×104个/ mL 的细胞悬液 ,每孔 200μL 加入两块 96

孔培养板内。实验设药物试验组及肿瘤细胞阴性对

照组 ,将三氧化二砷的 5个不同浓度分别加在 96孔

板内 ,每孔加药量 20μL ,每个剂量 3个平行孔 ,重复

7次。两块 96 孔培养板分为微缺氧组及常氧组。

常氧组在 CO2箱内培养 (20 %氧、5 %二氧化碳及
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75 %氮) 48h ,微缺氧组先入缺氧密封盒并放入 37 ℃

隔水式电热恒温烤箱孵育 16h ,取出后在 CO2箱内

继续培养 32h。两者同时取出离心后吸弃上清 ,每

孔加无血清 1640 200μL ,M T T20μL ,CO2箱孵育 4h

弃上清。每孔加二甲亚砜 (DMSO) 200μL ,用自动

酶标读数仪 (Bio2Rad2550 型 ,美国 ,波长 570nm)测

定每孔 A 值。药物作用效应即抑制率 (fa) = (12实
验组 A 值/对照组 A 值) ×100 %。根据中效方程式

fa/ f u = (D/ Dm) m (f u为 12fa ,D为药物浓度 ,m为斜

率 ,Dm为中效浓度 ,即 0 . 5 效应时的药物浓度) ,计

算 Dm值。

1 . 2 . 3 　流式细胞仪分析

用 As2 O3 常氧下中效浓度的 1/ 3 浓度 ( 5 . 6

μmol/ L)为处理浓度 ,取对数生长期的人胃癌细胞

SGC27901制成 5 ×104个/ mL 的细胞悬液 ,分为对

照组、As2 O3组、缺氧对照组、缺氧 As2 O3组各 20mL

细胞悬液入 100mL 培养瓶 ,As2 O3组和缺氧 As2 O3

组分别加入 5 . 6μmol/ L 的 As2 O3 2mL 处理 SGC2
7901细胞 ,缺氧对照组、缺氧 As2 O3组先入缺氧密

封盒并放入恒温水浴箱孵育 16h ,取出在 CO2箱内

培养 56h。对照组、As2 O3组在 CO2箱内培养。72h

后 0 . 1 %胰蛋白酶消化收集细胞 , PBS洗涤 ,70 %乙

醇固定 1h , PBS洗涤 2 次 ,将等体积的细胞悬液和

PI染液混合 ,4 ℃放置 30min ,将样品放入 FCM 的

样品室 ,以激发波长 488nm 测定细胞周期 ,并用

Modfit L T2 . 0软件分析。并重复 5次。

1 . 3　统计学处理

数据用 �x ±s表示 ,分析采用配对 t检验或方差

分析 ;数据均用统计软件包 SAS8 . 0分析。

2　结果

2 . 1　常氧和微缺氧状态下 As2 O3对人胃癌细胞株

SGC27901生长抑制作用的变化

不同浓度的 As2 O3在常氧状态下对 SGC27901

生长均有抑制作用 , 呈剂量2效应关系 [γ= 0 . 973 ,

Dm = (19 . 32 ±0 . 52)μmol/ L ]。在微缺氧状态下 ,

低浓度的 As2 O3 (2μmol/ L)对 SGC27901 生长没有

抑制作用 ,增高浓度后具有抑制作用 , 并呈剂量2效
应关系 [γ= 0 . 959 ,Dm = (34 . 56 ±0 . 31)μmol/ L ]。

但同常氧状态下 As2 O3对人胃癌细胞株 SGC27901

的抑制率比较 ,微缺氧状态下 , 各浓度的 As2 O3对

人胃癌细胞株 SGC27901 生长的抑制作用均有减

弱 , 抑制率明显下降 ( P < 0 . 01) ,见表 1。

2 . 2　流式细胞仪检测结果

在不同氧状态下相同浓度的 As2 O3作用 SGC2
7901 细胞 72h 后 , SGC27901 细胞产生明显的亚

　　 表 1　不同氧状态下 As2 O3对人胃癌细胞株

SGC27901的抑制率( �x±s)

组别
(μmol/ L)

常氧组

A值 抑制率 ( %)

微缺氧组

A值 抑制率 ( %)

细胞对照 0 . 402±0 . 042◆ - - 0 . 394±0 . 012 ◆ - -

2 0 . 356±0 . 036 11 . 44±1 . 03 ★ 0 . 412±0 . 025 - -

4 0 . 346±0 . 028 13 . 93±0 . 87 ★ 0 . 387±0 . 014 1 . 69 ±0 . 31▲

8 0 . 223±0 . 029 37 . 81±1 . 15 ★ 0 . 354±0 . 020 10 . 17±0 . 83 ▲

16 0 . 250±0 . 016 44 . 53±2 . 14 ★ 0 . 271±0 . 031 29 . 66±1 . 06 ▲

32 0 . 159±0 . 008 60 . 45±0 . 98 ★ 0 . 249±0 . 018 36 . 72±2 . 11 ▲

　　注 : P < 0 . 01 两组间相同各浓度抑制率比较 ; ★、▲ P <

0 . 01同各自细胞对照比较 ; ◆ P > 0 . 05两组间细胞对照比较

G1期峰 ,同未经处理的细胞对照组比较 G2 / M及 S

期细胞百分比上升 , G0 / G1细胞百分比下降 ,说明

细胞滞留于 G2 / M 及 S 期。常氧下凋亡细胞占

9 . 62 % ,而微缺氧组凋亡细胞占3 . 73 % ,即微缺氧组

As2 O3作用所诱导的凋亡率明显下降。未经 As2 O3

处理的常氧及微缺氧细胞对照组间流式细胞仪分析

结果无差异 ,见表 2。

表 2　不同氧状态下 As2 O3对 SGC27901细胞周期

分布及细胞凋亡率的影响( %) ( n = 5)

G0 / G1 S G2 / M 凋亡率

常氧对照组 69 . 98±1 . 23 25 . 06±1 . 93 4 . 96±0 . 44 - -

微缺氧对照组 66 . 95±0 . 91 27 . 67±1 . 30 5 . 37±0 . 32 - -

As2 O3组 50 . 88±0 . 78 31 . 93±0 . 77 17 . 19±0 . 92 9 . 62±0 . 35

As2 O3微缺氧组 43 . 71±1 . 33 30 . 51±1 . 53 25 . 78±1 . 27 3 . 73±0 . 12 #

　　注 : # P < 0 . 05同常氧下 As2 O3组比较有显著下降

3　讨论

近年来 ,多项研究发现低浓度 As2 O3能通过诱

导肿瘤细胞凋亡 ,达到抑制肿瘤细胞生长的作用。

有学者认为 As2 O3可能通过干扰巯基酶类的活

性[ 5 ] ,调控癌相关基因表达[ 6 ]以及通过阻抑癌细胞

周期进程[ 7 ]等途径来抑制癌细胞增殖 ,诱导癌细胞

分化及凋亡。本实验资料显示 ,As2 O3在不同氧状

态下均能够抑制胃癌细胞 SGC27901 增殖 ,呈剂量2
效应关系 ;其在常氧下对人胃癌细胞 SGC27901 生

长的抑制率同文献报道相近[ 2 ]。本实验资料还显

示 ,As2 O3在不同氧状态下均能使 G0 / G1期 SGC2
7901细胞减少 ,细胞滞留于 G2 / M 及 S期。凋亡

细胞百分比分别为 9 . 62 %和 3 . 73 %。其中常氧下

凋亡的百分比同报道相近[ 2 ]。表明 As2 O3对胃癌细

胞的抑制作用主要是通过阻抑细胞周期进程和诱导

凋亡而实现的。显示 As2 O3对胃癌有治疗作用 ,在

抗胃癌治疗中有应用的前景。

近年的研究表明 ,实质性肿瘤发生过程中 ,由于

血管生长的相对滞后和肿瘤细胞的快速增殖导致肿
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瘤细胞缺氧[ 8 ]。肿瘤的缺氧是肿瘤发生恶性转化甚

至转移的始动因素 ,以缺氧为显著特征的实质性肿

瘤微环境是肿瘤细胞遗传不稳定的基本始动因素 ,

缺氧介导肿瘤细胞的恶性筛选 ,对凋亡不敏感的以

及表达突变型 p53的肿瘤细胞在缺氧环境下具有明

显的生存优势。缺氧作为一种生理性的选择 ,使得

这些细胞筛选并存活下来 ,从而使肿瘤细胞对化疗

药物诱导的凋亡不敏感 ,导致缺氧肿瘤细胞对放、化

疗耐受性的增加。缺氧还可以使肿瘤细胞内参与解

毒和药物代谢的酶类表达增加 ,从而使进入细胞内

的化疗药迅速被代谢而丧失效应[ 9 ,10 ]。本实验资料

显示 , As2 O3对微缺氧处理的人胃癌细胞 SGC27901

生长有抑制作用 , 但同常氧下其对 SGC27901 的抑

制作用比较抑制率明显下降 ( P < 0 . 01) 。流式细胞

仪结果显示常氧下 As2 O3作用于 SGC27901 细胞 ,

诱导细胞凋亡 ,凋亡细胞占 9 . 62 %。而微缺氧环境

下同浓度等量的 As2 O3作用后凋亡细胞占3 . 73 %。

提示在微缺氧环境下 As2 O3的药物效应下降 ,诱导

细胞凋亡的能力下降。其原因可能同缺氧微环境导

致肿瘤细胞遗传不稳定 ,缺氧介导肿瘤细胞的恶性

筛选以及缺氧时肿瘤细胞内参与解毒和药物代谢的

酶类表达增加有关。

胃癌为实质性恶性肿瘤 ,存在有缺氧的肿瘤细

胞。乏氧肿瘤细胞的存在导致其对放、化疗抗拒性

增加 ,并可能导致 As2 O3在体内外对胃癌细胞抑制

作用的变化。本实验资料显示 As2 O3能够明显抑制

胃癌细胞 SGC27901增殖、诱导细胞凋亡 ,但在微缺

氧环境下 As2 O3的效应下降 ,诱导细胞凋亡的能力

下降。因此可以推测 As2 O3虽对胃癌实体肿瘤有一

定治疗效果 ,但对胃癌中乏氧肿瘤细胞作用较弱 ,单

用 As2 O3治疗胃癌实体肿瘤可能存在一定的局限

性。如何增强 As2 O3对乏氧肿瘤细胞抑制作用 ,从

而更好地发挥 As2 O3抗肿瘤作用 ,将是我们进一步

研究的方向。
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