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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheeffectofAs 2O3 onFas/FasLinhumannon 2M3 AMLandALLcells.

Methods　Weculturednon 2M3 AMLandALLcellswithdifferentdoseAs 2O3 togetherinvitro.Theeffectson

cellslivin gand growthwereevaluatedaccordin gtocellcountin ganddeterminin gofcelllivin g.Meanwhileflow

cytometr ywasusedtodetectthechan geofDNA,FasandFasL. Results　AsthedoseofAs 2O3 increasedfrom

0μmol/Lto2 μmol/L,theratesofinhibitionofnon 2M3 AMLandALLcell growthincreasefrom (10.6 ±

1.6 ) % to (29.36 ±2.6 ) %.Meanwhiletherateofa poptosisincreasedfrom (0.07 ±2.5 ) % to (5.04 ±

2.2 ) %.Fas,FasLex pressedas:[ (21.63 ±10.52 ) % and (19.39 ±8.93 ) %] (0μmol/LAs 2O3 group) ,

[ (32.67 ±16.35 ) % and (25.67 ±8.10 ) %] (1μmol/LAs 2O3 group) ,[ (44.09 ±21.23 ) % and (36.64 ±

11.50 ) %] (2μmol/LAs 2O3 group) . Conclusion　As2O3 caninhibitandaffectcellc ycle growthofnon 2M3

AMLandALLcellsdose 2depending.As 2O3 caninducenon 2M3 AMLandALLcellstoa poptosisaswellasu p2
regulateex pressionofFas,FasLonthosecellsindicatin gFas/FasLs ystemma yberelatedtoAs 2O3 induced

apoptosis.
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摘　要 :目的　了解 As2O3 对非 M3 的急性髓性白血病 (AML)及急性淋巴细胞性白血病 (ALL)细胞

Fas、FasL蛋白的影响。方法　将非 M3 的 AML 细胞和 ALL 细胞体外与不同浓度 As2O3 共同培养 ,通

过细胞计数、细胞活力的判定并利用流式细胞仪检测 DNA、Fas和 FasL蛋白的变化 ,来观察 As2O3 对上

述细胞的细胞活力、增殖周期及 Fas、FasL 蛋白的影响。结果 　随着 As2O3 浓度由 0μmol/L 增加至

2μmol/L, 细胞活力由 (91.1 ±2.3 ) %降至 (64.32 ±3.5 ) % ;细胞生长抑制率由 (10.6 ±1.6 ) %增至

(29.36 ±2.6 ) % ;细胞凋亡率由 (0.07 ±2.5 ) %增至 (5.04 ±2.2 ) % ;随着 As2O3 浓度增加 ,Fas、FasL的

阳性率也随之增加。结论　As2O3 以浓度依赖的方式抑制非 M3 的 AML及 ALL细胞的生长、活力及细

胞周期 ,使 G02G1 期细胞增多 ,As2O3 在诱导非 M3 的 AML及 ALL细胞发生凋亡的同时 ,可以上调 Fas、

FasL的表达 ,提示 Fas/FasL 系统可能参与了 As2O3 诱导的非 M3 的 AML及 ALL细胞的凋亡。
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0　引言

目前 ,三氧化二砷 (As2O3)治疗急性早幼粒细胞

白血病 (APL )以外的肿瘤如多发性骨髓瘤[1] ,骨髓

增生异常综合症[2]等取得了一定的疗效 ,但确切的

机制尚不明了。已知 As2O3介导细胞凋亡的机制呈

现多因素及细胞特异性的特征。本文为进一步探索

As2O3诱导细胞凋亡的机制 ,初步探讨了 As2O3 对

非 M3的 AML 及 ALL 细胞 Fas和 FasL 蛋白的影

响 ,为临床进一步应用As2O3治疗非M3的AML 及

ALL 患者 ,提供实验依据。

1　资料和方法

1.1 　资料

1.1.1 　病例来源 　2003 年 5 月至 8 月间 ,我院收

治的急性白血病患者共 8例 ,其中男性 6例 ,女性 2

例 ,年龄 6～60 岁 ,中位年龄 38 岁。急性白血病诊

断标准参照张之南主编《血液病诊断及疗效标准》第

2版 ,其中 ALL4 例 ,AML4 例 ;4 例 ALL 中 3例为

初诊 ,1例为复发病例 ;4 例 AML 病人均为复发病

例 ,2例为 M1 ,2例为 M2a。

1.1.2 　标本采集及有关试剂 　无菌条件下自病人

髂后 (前)上棘抽取 3～5ml骨髓液 ,置无菌试管中经

100U/ml 肝素抗凝 ,2h 内完成骨髓细胞的分离。

(1) As2O3液 :由哈尔滨依达药业公司惠赠 ,1mg/L 。

用 NS 稀释至浓度为 1mmol/L 保存 ,实验时稀释至
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所需的工作浓度。(2)鼠抗人 Fas单抗 ,鼠抗人 FasL

单抗 ,羊抗鼠二抗 IgM。RD 公司产品。(3) PI 染

液 :碘化丙锭 ,Sigma 公司产品。(4) RNaseA:Si g2
ma公司产品。(5)穿透固定液 :70%酒精。

1.2 　实验方法

1.2.1 　细胞分离及培养 　骨髓经淋巴细胞分离液

分离出单个核细胞 ,以 2 ×105/ml 浓度置于 RPMI

1640 培养液 (含 20% 胎牛血清、双抗青霉素

100U/L 、链霉素 100U/L ) ,加入不同浓度 As2O3 ,在

37℃、5%CO 2培养箱内培养。

1.2.2 　流式细胞仪

(1) 白血病细胞分子标志检测 :试管中加入相

应的荧光 McAb,每种 McAb各 5μl。将上述方法收

集的细胞 1×104 置各个试管中 ,混匀 ,放置避光处

室温孵育 20min, 1000 ～1200r pm离心 5min, 弃上

清液。加入 PBS2ml 悬浮细胞 ,800～1000r pm离心

5min, 弃上清液。悬浮细胞加入固定液 450μl混匀 ,

放置 2℃～8℃避光处 ,待上机分析。用 CellQuest

软件分析结果。

(2) DNA 含量分析 : 取待测细胞 1 ×104 , 加

入 PBS缓冲液 2ml, 800rpm,10min, 弃上清液 , 悬

浮细胞 , 加入体积分数 70% 的乙醇 2ml4 ℃固定

24h。1200r pm离心 10min, 弃上清液 , 悬浮细胞。

随后以 PBS清洗 , 加入0.5% RNaseA50 μl 混匀 ,

放置 30min。加入 450μlPI 溶液 , 放置 2℃～8℃避

光处 30min, 上机待测。用 ModFit 软件分析 DNA

数据。

(3) Fas,FasL 检测 :1 ×106 细胞用 1mlPBS 混

匀 ,加入设门所需单抗 ,以及鼠抗人 Fas,FasL 单抗

20μl,4 ℃ 30min,PBS 洗 2 次 ,加 FITC2抗鼠 IgM

20μl,4 ℃ 30min,PBS 清洗后以 PBS 0.5ml 悬浮细

胞 ,进行 FCM检测。以 FITC 标记的无关单抗作阴

性对照。

1.3 　统计学处理

在 SPSS10.0forwindow 统计软件支持下进

行 ,以 �x ±s表示 ,组间比较采用 LSD t 检验。

2　结果

2.1 　As2O3抑制非 M3的急性白血病细胞的活力

非 M3的急性白血病细胞与不同浓度的 As2O3

共同培养 24h 后判断细胞的活力。对照组为不加药

组 ,实验组分为 1μmol/L 及 2μmol/L 组。随着

As2O3浓度的增加 ,细胞活力下降 ,细胞生长抑制率

增加 ,表明 As2O3 对非 M3 的 AML 及 ALL 细胞均

可影响细胞的活力和增殖 ,并呈浓度依赖。

　　表 1As 2O3 对非 M3 的急性白血病

细胞生长活力的影响(%)

观察项目 对照组
1μmol/L
As2O3 组

2μmol/L
As2O3 组

细胞活力 91.1 ±2.3 81.5 ±2.0 64.38 ±3.5

生长抑制率 10.6 ±1.6 29.36 ±2.6

2.2 　As2O3对非 M3的急性白血病细胞细胞周期的

影响

实验发现 ,1μmol/LAs 2O3 组和 2μmol/LAs 2O3

组的 G0～G1期细胞较 0μmol/LAs 2O3 组增多 ,提示

As2O3可影响非 M3 的 AML 和 ALL 细胞的细胞周

期。另外 ,0μmol/LAs 2O3 组的凋亡率较用药前轻

度增加 ,结果见表 2。

　　表 2As 2O3 作用后各期细胞百分率

及凋亡率的变化(%)

用药前
0μmol/L

As2O3

1μmol/L
As2O3

2μmol/L
As2O3

G02G1期细胞 87.09 ±1.6 86 .97 ±2.3 89 .69 ±1.8 90 .85 ±2.4

G2/M 期细胞 3.99 ±2.7 5.16 ±1.8 4.34 ±2.0 3.45 ±2.1

凋亡率 0.07 ±2.5 1.85 ±2.1 2.04 ±2.6 5.04 ±2.2

　　3用药前组为未经培养、未经加药的新鲜骨髓细胞组

2.3 　As2O3 对非 M3 的 AML 和 ALL 细胞 Fas,

FasL蛋白的影响 ,见表 3。

　　表 3As 2O3 作用下非 M3 的 AML和

ALL细胞 Fas的表达

组　　别 Fas/FasL 阳性率% P( Fas/FasL )

用药前组 (15.93 ±5.98 ) / (11.13 ±4.64 )

0μmol/L (21 .63 ±10.52 ) / (19.39 ±8.93 ) P1 =0.445/0.066

1μmol/L (32 .67 ±16.35 ) / (25.67 ±8.10 ) P2 =0.031/0.002

2μmol/L (44 .09 ±21.23 ) / (36.64 ±11.50 ) P3 =0.001/0.000

　　注 :Fas表达值 F =5.743. P =0.003;FasL 表达值 F =

12.441, P =0.000 。P1 为 0μmol/L,As 2O3 组与用药前组比

较 , P2为 1μmol/LAs 2O3 组与用药前组比较 , P3 为 2μmol/L

As2O3组与用药前组比较

3　讨论

以往的研究证实砷剂治疗白血病的重要机制之

一是诱导肿瘤细胞发生凋亡 ,本实验的结果也显示

As2O3可以抑制非 M3 的 AML和 ALL细胞的活力 ,

并发现随着 As2O3 浓度的增加 ,凋亡细胞明显增加 ,

表明 As2O3可以诱导非M3的AML和ALL细胞发生

凋亡 ,并且呈浓度依赖。

Fas/FasL信号传导途径是一独特的凋亡途径。

通过Fas途径诱导免疫细胞凋亡 ,从而产生免疫逃
(下转第 350页)
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3.3 　PDGF在肿瘤生成的可能作用及临床意义

PDGF是否在肿瘤的发生及发展起重要的作

用 ,是值得关注的另一个问题。近年来 ,血管生成在

肿瘤的发生、发展和转移过程中发挥着重要作用。

PDGF 作为一个血管因子 ,毫无疑问与肿瘤的发生

有密切关系。我们的研究结果亦证实了 PDGF 能

促进体外白血病肿瘤细胞的生长增殖 ,并上调肿瘤

生长基因 c2fos。PDGF2β受体在该肿瘤细胞得到证
实 ,为临床应用 ST1571 治疗白血病提供了有价值

的线索。硌氨酸激酶抑制剂 ST1571 ( Gleevec,格列

卫)就是通过作用 PDGF2β受体 ,抑制细胞的硌氨酸

激酶磷酸化 ,从而对肿瘤细胞起治疗作用[7] 。

因此我们认为血小板源性生长因子 PDGF 和

其受体可能在白血病等肿瘤的发生发展及临床治疗

上有重要的价值。研究也支持了我们的假设 :血小

板的功能不仅是参与止血和血栓形成 ,而且在肿瘤

的发生发展也扮演着一个重要的角色。
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逸 ,与肿瘤的发生、发展、耐药、复发等有密切的关

系。Fas在造血系统多种肿瘤细胞上表达 ,如 :B 细

胞性白血病细胞、多发性骨髓瘤细胞、成人 T细胞

白血病细胞、毛细胞白血病细胞和急性髓性白血病

细胞。但 Fas阳性的细胞并非都对 Fas介导的凋亡

敏感。有研究表明在急性白血病无论 ( AML ) 或

ALL,Fas 受体表达的量低于正常的血液细胞 ,白血

病细胞从基因水平下调 Fas分子的表达[3] 。我们的

实验也发现未经治疗的急性白血病细胞表达 Fas,

但与正常细胞的表达水平有明显的差异 ,提示白血

病细胞 Fas的表达存在质和量的异常 ,从而逃避机

体 Fas/FasL 系统的监控 ,细胞凋亡受抑制 ,使得白

血病细胞可以大量存在并不断增殖。如果使肿瘤细

胞的 Fas表达上调 ,可恢复肿瘤细胞对 Fas/FasL 介

导的凋亡的敏感性。已有研究发现在实体瘤如胰腺

癌细胞 ,As2O3可诱导其凋亡 ,并出现 Fas、Fas2L 蛋

白的表达增加[4] 。本实验的结果初步显示As2O3可

以一定程度上调急性白血病细胞 Fas的表达 ,并呈

浓度依赖的方式。

本研究结果显示 ,非 M3 的急性白血病细胞

FasL表达率达11.13 ±4.46% ,进一步的观察发现 ,

体外加入 As2O3培养后 ,随着 As2O3浓度增加 ,凋亡

细胞增多的同时 ,FasL 的表达也呈现增多的趋势 ,

且依赖 As2O3 的浓度 ,提示 FasL 有可能参与了

As2O3诱导的非 M3急性白血病细胞的凋亡过程。
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