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Abstract :Objective 　 The study was to research Fas expression and int racellular calcium content change

in human cervical carcinoma Hela cells t reated with arsenic t rioxide. Methods 　M TT method was used

to observe the growth inhibition. Apoptosis was detected with Annexin V2FITC + PI dual parameter. Fas

positive rate and int racellular calcium ions ( IECa2 + ) levels were measured by flow cytometry in Hela cells

t reated with As2 O3 . Results 　As2 O3 could inhibit the growth of Hela cells dramatically. There was obvi2
ous dosage2effect and time2effect correlations , it s half inhibitory concentration ( IC50 ) at 24h , 48h and 72h

were 8 . 62μmol/ L , 6 . 77μmol/ L and 4 . 89μmol/ L respectively. Apoptosis rate increased in Hela cells

t reated with As2 O3 . As2 O3 could increase Fas expression and IECa2 + levels in Hela cells ( P < 0 . 01) . Con2
clusion 　As2 O3 could inhibit the growth of Hela cells dramatically and induce apoptosis , we proposed that

it s mechanisms were probably associated with the improved Fas expression and IECa2 + levels.
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摘 　要 :目的 　研究人宫颈癌 Hela 细胞经三氧化二砷 (As2 O3 ) 处理后的 Fas 表达和钙含量变化。方法

利用 M TT 法观察 As2 O3对 Hela 细胞的生长抑制作用 ,Annexin V2FITC + PI双参数检测细胞凋亡。流

式细胞仪测定 As2 O3处理后 Hela 细胞 Fas 阳性百分率及胞内钙离子 ( IECa2 + ) 含量变化。结果 　(1)

As2 O3可显著抑制 Hela 细胞生长 ,且剂量2效应和时间2效应关系显著 ( P < 0 . 05) ,其 24h、48h 和 72h 的

IC50值分别为8 . 62μmol/ L 、6 . 77μmol/ L 和4 . 89μmol/ L 。(2) As2 O3 处理后 Hela 细胞凋亡率明显增加。

(3) As2 O3能显著增加 Fas 蛋白表达和 IECa2 + 含量 ( P < 0 . 01) 。结论 　As2 O3 在体外可显著抑制 Hela

细胞生长并引起凋亡 ,其机制可能与上调 Fas 表达和 IECa2 + 含量有关。
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0 　引言

三氧化二砷 (As2 O3 ) 应用于急性早幼粒白血病

(APL)的临床治疗已获满意疗效。研究发现 ,As2 O3

不仅对白血病细胞 ,而且对实体瘤如食管癌、鼻咽癌

等也有显著抑制效应[ 122 ] 。本实验在观察As2 O3 抑制

宫颈癌细胞生长的基础上 ,研究其诱导凋亡效应及对

Fas 表达及细胞内钙离子 ( IECa2 + ) 含量的影响 ,为

As2 O3可能的临床应用提供实验依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　细胞株、药品和试剂

人宫颈癌细胞株 Hela ,购自中科院上海细胞生

物学研究所。细胞培养按常规方法进行 ,实验时选

用对数生长期细胞。As2 O3 为 Sigma 公司产品 ,用

生理盐水配成0 . 5 mmol/ L 的储存液 ,220 ℃保存。

流式细胞术 (flow cytomet ry , FCM)用单抗 ( FITC2
conjugated mouse anti2human Fas monoclonal anti2
body and Ig G1 isotype cont rol)和 Annexin V2FITC

Apoptosis Detection Kit 均为美国 B2D Pharmingen

公司产品。钙离子荧光指示剂 fluo23/ AM (1mM) ,

购自 Molecular Probes 公司。

1 . 2 　生长抑制实验

采用 M T T 法。Hela 细胞以 1 ×104 / 孔接种于

96 孔板 ,培养 24h 后离心 (1 000 r/ min ,5min) 去除

原培养液 ,加入含 As2 O3 浓度分别为2 . 5μmol/ L 、

5 . 0μmol/ L 、7 . 5μmol/ L 、10 . 0μmol/ L 的 DM EM 培

养液 100μL ,对照组加生理盐水 ,空白组只有培养液
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不加细胞 ,每组 5 个复孔。分别于 24h、48h 和 72h

后加入 M T T 磷酸盐缓冲液 (5mg/ mL ) 20μL/ 孔 ,

继续培养 4h , 离心弃上清液 , 加入二甲基亚砜

150μL/ 孔溶解甲臢 ,于波长 570nm 处 ,用酶联免疫

检测仪测其吸光度 ( A ) 值 ,计算细胞生长抑制率

( IR) 。IR ( %) = [1 - (实验组 A 值 - 空白组 A 值) /

(对照组 A 值 - 空白组 A 值) ] ×100 %。

1 . 3 　FCM 检测凋亡及 Fas 蛋白表达和 IECa2 + 含

量

将 1 ×105 / mL 的单细胞悬液接种 6 孔板内 ,每

孔 2mL 。24h 后更换培养液 ,加入终浓度为 2 . 5

μmol/ L 、5 . 0μmol/ L 和 10μmol/ L 的 As2 O3 ,对照

组加生理盐水。每一浓度设 2 个复孔 ,分别于 24h、

48h 和 72h 收获细胞。

1 . 3 . 1 　细胞凋亡检测

细胞 4 ℃离心 ( 1 000 r/ min , 5min) 弃上清 ,冷

PBS 洗涤 2 次 ,将细胞悬浮于 100μL 1 ×Binding

Buffer 中 ,加 5μL Annexin V2FITC 和 20μL PI ,轻

轻混匀 ,避光室温反应 15min ,再加 150μL 1 ×Bind2
ing Buffer 到样品中 ,混匀后 1h 内上机检测。

1 . 3 . 2 　Fas 表达的样品制备

1 ×106 / mL 细胞悬液用 PBS 洗涤 2 次后均分

为 2 管 ,分别加入 Fas 单抗和同型对照各 20μL ,室

温避光反应 30min , PBS 漂洗后以 400μL PBS 液悬

浮 ,经 300 目尼龙网过滤上机检测。

1 . 3 . 3 　IECa2 + 含量测定[ 3 ]

细胞用无血清的 DM EM 培养液漂洗 2 次后等

分为两份。一份 (阳性管) 加入含 1μmol/ L fluo23/

AM 无血清的 DM EM 培养液 ,另一份 (阴性管) 仅

有细胞悬液 ,不加 fluo23/ AM 液 ,两者均 37 ℃孵育

40min ,PBS 洗涤后待检。

1 . 3 . 4 　流式细胞仪条件

应用美国 B2D 公司 FACS Calibur 型流式细胞

仪 ,Fas 表达以阳性细胞百分率表示 , IECa2 + 含量以

荧光强度 (平均道数值)表示。阳性细胞率 ( %) = 标

记阳性细胞数/ 受检细胞总数 ×100 % - 非特异标记

细胞 % ; IECa2 + 含量 (指数) = 受 fluo23/ AM 作用后

细胞荧光强度平均道数/ 无 fluo23/ AM 作用细胞荧

光强度平均道数 ×1 000 [ 3 ] 。

1 . 4 　统计学分析

用 SPSS(10 . 0) 统计软件处理。采用 t 检验及

相关分析。

2 　结果

2 . 1 　As2 O3对 Hela 细胞的生长抑制作用

As2 O3可显著抑制 Hela 细胞生长 (见图 1) ,且

抑制作用呈现量效依赖性和时间依赖性 ( P <

0 . 05) ,其 24h、48h 和 72h 的 IC50 值分别为 8 . 62

μmol/ L 、6 . 77μmol/ L 和4 . 89μmol/ L 。

图 1 　As2 O3对 Hela 细胞的生长抑制作用

2 . 2 　As2 O3对 Hela 细胞凋亡的影响

As2 O3作用 72h 后的 Hela 细胞凋亡率明显增

加 ,与对照组比较有显著性差异 ( P < 0 . 05 ,见图 2) 。

图 2 　As2 O3介导 Hela 细胞凋亡

A 对照组 ;B 10 . 0μmol/ L As2 O3组

2 . 3 　As2 O3对 Hela 细胞 Fas 蛋白表达的影响

Hela 细胞经 As2 O3 处理后 , Fas 蛋白表达明显

增加 ,与对照组比较具显著差异 ( P < 0 . 01) 。Fas 蛋

白上调以 5μmol/ L As2 O3 作用 48h 最明显 ,较对照

组相比增加了 67 %(见图 3) 。

表 1 　As2 O3对 Fas 表达的影响( %, �x ±s)

组别
剂量

(μmol/ L)
24h 48h 72h

cont rol 0 53 . 81 ±0 . 94 55 . 21 ±0 . 82 55 . 51 ±0 . 88

As2 O3 2 . 5 89 . 32 ±1 . 27 3 86 . 12 ±1 . 06 3 88 . 51 ±0 . 93 3
5 . 0 88 . 34 ±1 . 19 3 92 . 09 ±1 . 03 3 81 . 71 ±1 . 07 3

10 . 0 89 . 03 ±1 . 07 3 89 . 05 ±0 . 98 3 83 . 56 ±1 . 21 3

　　与对照组比较 , 3 P < 0 . 01

图 3 　Hela 细胞 Fas 表达

白色峰区为 Isotype cont rol ,黑色峰区为 Fas 表达 ,

M1 区为阳性表达细胞 A 对照组 ;B 5 . 0μmol/ L As2 O3组

·814· 肿瘤防治研究 2005 年第 32 卷第 7 期



2 . 4 　As2 O3对 Hela 细胞 IECa2 + 含量的影响

由表 2 可见 , As2 O3 可明显增加 Hela 细胞

IECa2 + 含量 ,与对照组比较差异显著 ( P < 0 . 01 ) 。

IECa2 + 含量增加以 10μmol/ L As2 O3 作用 48h 时最

显著 ,为对照组的2 . 77倍 (见图 4) 。

表 2 　As2 O3对 Hela 细胞 IECa2 + 含量的影响(指数 , �x ±s)

组别
剂量

(μmol/ L) 24h 48h 72h

对照组 0
26812 . 65 ±

896 . 42
24358 . 72 ±

846 . 37
25748 . 96 ±

1108 . 92

As2 O3组 2 . 5
42095 . 86 ±
1002 . 14 3

66255 . 27 ±
956 . 73 3

52527 . 88 ±
938 . 64 3

5 . 0
34052 . 07 ±

802 . 61 3
62358 . 32 ±

923 . 18 3
65917 . 34 ±

894 . 76 3

10 . 0
40312 . 92 ±

923 . 46 3
67423 . 29 ±

891 . 46 3
63754 . 28 ±
1031 . 82 3

　　与对照组比较 , 3 P < 0 . 01

图 4 　Hela 细胞 IE Ca2 + 含量

白色峰区为阴性管 IE Ca2 + 含量 ,黑色峰区为阳性管 IE Ca2 + 含量

A 对照组 ;B 5 . 0μmol/ L As2 O3组

3 　讨论

本实验利用 M T T 法观察到 As2 O3 可显著抑制

Hela 细胞生长 ,与 U slu 等[ 4 ] 观察 As2 O3 对卵巢癌

细胞和前列腺癌细胞的作用结果相似。应用 An2
nexin V 试剂检测发现 As2 O3 作用 Hela 细胞 72h

后凋亡率增高 ,显示 As2 O3对 Hela 细胞具诱导凋亡

效应。

Fas 基因是重要的凋亡相关基因。当 Fas 与其

配体结合后可向细胞内传递凋亡信号 ,使细胞 DNA

裂解而发生凋亡。本研究发现 As2 O3 可显著上调

Hela 细胞 Fas 表达 ,黄守国和 Zhu 等应用 As2 O3 分

别处理卵巢癌耐药细胞株 3AO/ cDDP 和白血病/ 淋

巴瘤细胞 HL260 和 RL 时也发现 Fas 被上调[ 5 ,6 ] 。

但 Zhu 等也发现 ,应用抗 CD95 抗体仅可部分阻断

As2 O3引起的 HL260 和 RL 凋亡 ,推测还有其他机

制参与凋亡。Fluo23/ AM 是继 Quin22、Fura22 等之

后出现的新一代 Ca2 + 敏感结合荧光染料 ,其与

Ca2 + 结合后的荧光强度是自由染料的 40 倍 ,声噪

比大[ 7 ] 。本研究应用 Fluo23/ AM 发现 As2 O3 可上

调 IECa2 + 含量 , Shen 等在用 As2 O3 处理食管癌细

胞时也发现其可增加胞内 Ca2 + 含量和一氧化氮水

平[ 8 ] 。目前认为 As2 O3 升高胞质 Ca2 + 浓度的机制

可能有 : ①通过抑制 bcl22 途径使 Ca2 + 通道开放 ; ②

降低线粒体跨膜电位使 Ca2 + 吸收逆转 ,导致 Ca2 +

由线粒体转移至胞质 ; ③升高细胞内活性氧类

(ROS)并直接作用于细胞内 Ca2 + 转位酶的巯基造

成胞内外 Ca2 + 平衡失控[ 9 ] 。As2 O3通过何种途径上

调 Hela 细胞 IECa2 + 含量还需进行相关研究后再下

结论。

本研究表明 ,As2 O3对 Hela 细胞具有抑制增殖

和促凋亡的双重效应 , 可上调 Fas 蛋白表达和

IECa2 + 含量。作为一种传统中药 ,As2 O3 有可能用

于宫颈癌的化疗。但其抗肿瘤的确切机制、是否引

起宫颈癌细胞耐药及临床应用剂量和疗效方面还需

深入研究。
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