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Abstract :Objective 　 To evaluate the effect s of the arsenic t rioxide (As2 O3 ) on antagonizing invasion and

metastasis and to investigate the effect of As2 O3 on RhoC gene expression in Human Hepatocarcinoma

cell line Hep G2 . Methods 　Adherence ability ,Migration and invasion of Hep G2 cell inhibited by As2 O3

were assessed by M TT and transwell technique. Expression levels of RhoC2mRNA and protein in Hep G2

cell were determined by reverse t ranscription2polymerase chain reaction ( RT2PCR) and Western blot ,re2
spectively. Results 　The number of adhesion , migration and invasion of Hep G2 cells were significantly

lower in As2 O3 Group than in the control group ( P < 0 . 05) . A significant down - regulation of expression

of RhoC gene mRNA and protein levels were observed in Hep G2 cells when 0 . 25 mg/ L As2 O3 was given

after 4 ,6 and 8 days ( P < 0 . 05) . Relations between mRNA and protein expression level of RhoC gene in

Hep G2 were found close ( rA = 0 . 92 , P = 0 . 046) . Conclusion 　The adherence ,migration and invasion abil2
ity of Hep G2 cell is markedly inhibited by As2 O3 . As2 O3 is able to inhibit the invasion and metastasis of

Hep G2 cells by down2regulation of RhoC gene expression.
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摘 　要 :目的 　了解三氧化二砷 (As2 O3 ) 对肝癌 Hep G2 细胞体外黏附、侵袭和迁移的抑制作用及对转

移基因 RhoC 表达的影响 ,探讨 As2 O3抑制肝癌细胞转移的机制。方法 　分别采用 M TT 法、Transwell

检测 As2 O3对 Hep G2 细胞黏附、迁移、侵袭能力的影响 ; 采用 RT2PCR、Western blot 方法检测 As2 O3作

用前后 Hep G2 细胞中 RhoC 基因的表达及变化。结果 　As2 O3作用后 Hep G2 细胞黏附率、侵袭及侵袭

细胞数较对照组明显下降 ( P < 0 . 05) 。As2 O3 作用 4、6、8 天后 RhoC2mRNA 及蛋白表达水平逐渐下降

( P < 0 . 05) 。Hep G2 细胞中 RhoC2mRNA 表达和蛋白表达具有相关性 ( r = 0 . 92 , P = 0 . 046) 。结论 　

As2 O3可明显抑制 Hep G2 细胞细胞黏附、迁移和侵袭的能力 ;并可通过下调 RhoC 基因的表达而抑制其

侵袭转移。
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0 　引言

在肿瘤的侵袭和转移过程中有大量的分子介

入 ,其中一些关键的因子和机制还有待证实[ 1 ] 。已

有研究证实 , RhoC 基因的表达水平与癌细胞的侵

袭潜能密切相关[ 2 ] ,且 As2 O3 有一定的抗肝癌细胞

黏附和侵袭作用[ 3 ] ,但 As2 O3 抗肝癌侵袭转移的机

制尚不十分明了。本研究观察了 As2 O3 对 Hep G2

细胞体外侵袭、迁移的抑制作用及对转移基因

RhoC 表达的影响 ,旨在探讨 As2 O3 抑制肿瘤转移

的分子机制。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料

人肝癌细胞株 Hep G2 由华中科技大学同济医

学院附属同济医院胆胰外科实验室惠赠 ; 0 . 1 %

As2 O3 (10 mg/ 支) 为哈尔滨伊达药业有限公司产

品 ;带有 8μm 微孔聚碳酸酯膜的 Transwell 细胞培

养小室、Mat rigel 胶和羊抗人 RboC 多克隆抗体分
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别购于美国 Costar、BD 和 Santa Cruz 公司。自动

酶标读数仪 ,Bio2Rad2550 型 ,波长 492 nm ,美国。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　细胞培养 　Hep G2 细胞用含 10 %胎牛血

清的 DM EM 培养液常规培养 ,以0 . 25 %胰蛋白酶

常规消化 ,按所需浓度接种[ 4 ] 。

1 . 2 . 2 　M T T 法检测 As2 O3 对 Hep G2 细胞黏附能

力的影响 　取对数生长期 Hep G2 细胞配成浓度为

1 ×105 / ml 的细胞悬液 ,常规培养。参照文献[ 5 ] 以

M T T 法测定细胞黏附能力。实验组为0 . 25 mg/ L

As2 O3 ,对照组为含 10 %胎牛血清的 DM EM。各组

细胞分别在 30、60、90、120 min 时吸出悬浮的、未黏

附的细胞 ,测定每孔 OD 值。细胞黏附率 = (处理组

平均 OD 值/ 对照组平均 OD 值) ×100 %。黏附抑

制率 = [ 1 - (处理组平均 OD 值/ 对照组平均 OD

值) ] ×100 %。

1 . 2 . 3 　Transwell 检测 As2 O3 对 Hep G2 细胞迁

移、侵袭能力的影响 　Transwell 小室杯底由 8μm

孔径的聚碳酸脂微孔滤膜封闭。体外侵袭能力的测

定时侵袭小室的滤膜不用 Mat rigel 覆盖。实验参

照文献[ 5 ] 改良。下室加入0 . 5 ml含 20 %血清培养 ,

上室加入细胞悬液 (2 ×106 / ml ,200μl/ 每孔) ,各设

3 个复孔。实验组为0 . 25 mg/ L As2 O3 ,对照组为含

10 %胎牛血清的 DM EM。各组常规培养、孵育、4 %

多聚甲醛固定、苏木精染色 ,镜下随机计数 5 个视野

的穿膜细胞平均数 (400 ×) 。侵袭抑制率 = (1 -

As2 O3组侵袭细胞数/ 对照组侵袭细胞数) ×100 %

1 . 2 . 4 　RT2PCR 方法检测 Hep G2 细胞中 RhoCmR2
NA 的表达　收集0 . 25 mg/ L As2 O3 作用 4 d、6 d、8 d

后的细胞分别提取总 RNA ,行 RT2PCR 反应。参照

文献[6 ]设计引物 ,RhoC和内参照β2actin 分别为 183、

587 bp 产物用1 . 5 %琼脂糖凝胶电泳、凝胶成像系统

分析电泳条带灰度值。RhoC mRNA 表达相对强度

= RhoC条带灰度值/β2actin 条带灰度值。

1 . 2 . 5 　Western blot 检测 Hep G2 细胞中 RhoC 蛋

白的表达 　取上述培养细胞常规细胞裂解、蛋白变

性、聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,蛋白电泳、转膜。PVDF

膜先后置于 1∶500 稀释的一抗稀释液中 37 ℃孵育

1 h ,1∶1 000稀释的二抗稀释液中孵育 , PBST 洗膜

后加入 DAB 显色。

1 . 3 　统计学方法

采用 SPSS 13 . 0 统计软件 ,细胞生长抑制率用

F检验 ,计量资料的组间比较采用 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　As2 O3对 Hep G2 细胞黏附的影响

As2 O3 对 Hep G2 细胞黏附力的影响 ,见表 1。

实验组各时段的细胞黏附率均明显低于对照组 ( P

< 0 . 05) ,各时段黏附抑制率分别为33 . 6 %、23 . 7 %、

22 . 5 %和20 . 0 % ,各时间段之间差异无统计学意义

( P > 0 . 05) 。

表 1 　MTT法检测 As2 O3对 HepG2

细胞黏附率的影响 ( �x ±s %)

Tab 1 　The effects of As2 O3

on adhesion of HepG2 cells by MTT method in vit ro ( �x ±s %)

Groups 30 min 60 min 90 min 120 min

As2 O3 25 . 40 ±2 . 46 45 . 60 ±3 . 29 56 . 20 ±6 . 42 73 . 00 ±4 . 63

Cont rol 38 . 28 ±1 . 54 59 . 80 ±3 . 05 72 . 50 ±4 . 14 91 . 30 ±4 . 43

2 . 2 　As2 O3对 Hep G2 细胞迁移、侵袭的影响

As2 O3组迁移细胞数及侵袭细胞数均明显低于

对照组 ,迁移抑制率和侵袭抑制率分别为55 . 19 %和

58 . 21 % ,见表 2。对照组细胞轮廓清晰 ,活力旺盛 ,

As2 O3组细胞明显变圆 ,稀疏。

表 2 　As2 O3对 HepG2 细胞迁移力和侵袭力的影响 ( n = 4)

Tab 2 　The effects of As2 O3 on the

migrationand invasion of HepG2 cells in vit ro ( n = 4)

Group s Migration cell
Migration

inhibito ry rate

Invision

cell

Invisioninhibition

rate

As2 O3 99 . 33 ±3 . 51 55 . 19 % 65 . 33 ±6 . 66 58 . 21 %

Control 221 . 67 ±7 . 37 156 . 34 ±13 . 50

　　As2 O3组迁移细胞数及侵袭细胞数均明显低于对照组
( t迁移 = 25 . 7 , P迁移 = 0 . 0015 ; t侵袭 = 10 . 3 , P侵袭 = 0 . 0095)

2 . 3 　As2 O3 对肝癌 Hep G2 细胞中 RhoC 基因表达

的影响

As2 O3 作用前 RhoC mRNA 表达量为 (1 . 40 ±

0 . 44) ,0 . 25 mg/ L 的 As2 O3 作用 4 d、6 d、8 d 后 ,

RhoC2mRNA 表达量分别降为 (0 . 66 ±0 . 21) 、(0 . 50

±0 . 19)和 (0 . 38 ±0 . 13) ,各时间段表达水平均明显

低于药物作用前 ( P < 0 . 05) ;此外 ,As2 O3 作用前及

作用后 4、6、8 d , RhoC 蛋白量分别为 (2 . 40 ±

0 . 22) 、(1 . 64 ±0 . 31) 、(1 . 54 ±0 . 29) 和 (0 . 74 ±

0 . 17) ,各时段与用药前 RhoC 蛋白表达比较差异也

有统计学意义 ( F = 13 . 7 , P = 0 . 033) ,见图 1、2。

2 . 4 　Hep G2 细胞中 RhoC 基因 mRNA 和蛋白表

达的相关性分析

使用双变量相关分析统计 RhoC 基因 mRNA

和蛋白表达之间的关系发现 , Hep G2 细胞中 RhoC

基因 mRNA 的表达和蛋白含量存在正相关 ( r =

0 . 92 , P = 0 . 046) 。
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1 : Cont rol ;2 : After Hep G2 cells were t reated wit h 0 . 25 mg/ L
AS2 O3 for 4 days ; 3 : After Hep G2 cells were t reated wit h
0 . 25 mg/ L AS2 O3 for 6 days ;4 : After Hep G2 cells were t reated
wit h 0 . 25 mg/ L AS2 O3 for 8 days ;M : DL 600 Marker

图 1 　As2 O3对 RhoC2mRNA的表达的影响
Fig 1 　The effects of As2 O3 on the

expression of RhoC2mRNA in HepG2 cells

1 : Cont rol ; 2 : After Hep G2 cells were t reated wit h 0 . 25 mg/ L
AS2 O3 for 4 days ; 3 : After Hep G2 cells were t reated wit h
0 . 25 mg/ L AS2 O3 for 6 days ;4 : After Hep G2 cells were t reated
wit h 0 . 25 mg/ L AS2 O3 for 8 day

图 2 　AS2 O3作用 HepG2细胞后 RhoC蛋白表达
Fig 2 　The effects of As2 O3 on the

expression of RhoC protein in HepG2 cells

3 　讨论

肿瘤的侵袭及转移是较为复杂的动态过程 ,是疾

病进展的主要原因。Liotta[7 ]曾最早提出了侵袭转移

过程的“三步”假说 :黏附、降解与移动。本研究在对

肝癌细胞系 Hep G2 细胞的研究中发现 , Hep G2 细胞

黏附率在 120 min 时高达91 . 30 % ,迁移和侵袭细胞数

分别为 ( 221 . 67 ±7 . 37 和 (156 . 34 ±13 . 50 ) 。提示

Hep G2 细胞具有较强的黏附能力和较强的侵袭和转

移能力 ,表明本株肝癌细胞株具有转移倾向。As2 O3

可使其黏附抑制率明显下降 ,且随着时间的延长 ,黏

附能力无恢复迹象。同时As2 O3可使迁移细胞数及侵

袭细胞数分别下降为 (99 . 33 ±3 . 51 ) 和 (65 . 33 ±

6 . 66) ,其抑制率分别为55 . 19 %和58 . 21 % ,并可使细

胞形态发生明显的改变。提示 As2 O3 可降低肝癌

Hep G2 细胞异质黏附能力 ,阻止侵袭转移的发生 ,且

抑制作用具有不可逆性。此外 ,As2 O3 能通过穿过聚

碳酸脂膜的肝癌细胞数量减少 ,降低肝癌细胞的侵袭

和运动能力。因此 ,As2 O3除诱导肝癌细胞凋亡、抑制

增殖、抗肿瘤血管形成作用外 ,还具有抑制肝癌细胞

转移的作用。

肿瘤细胞的侵袭和转移能力是恶性肿瘤最基本

的特性 ,肝癌细胞的黏附和侵袭是肝癌发生转移的

重要步骤 ,抑制肝癌细胞的侵袭可能降低肝癌转移

的发生。本研究结果提示 As2 O3可能是很有前途的

抑制肿瘤转移复发的药物。这为 As2 O3在临床上用

于肝癌的治疗提供了新的思路。

现已明了 , RhoC 是小分子 G 蛋白超家族中

Rho 亚族的蛋白之一。近年来 ,诸多研究结果表

明[ 6 ,8 ] ,RhoC 基因的表达水平与癌细胞的侵袭潜能

相关。Rho2相关的细胞内信号决定着恶性肿瘤的

转移潜能[ 6 ,9 ] 。我们在本研究中观察到 As2 O3 作用

后 RhoC2mRNA 表达水平及蛋白水平均有不同程

度的下降 ,其下降呈时间依赖 ,且 As2 O3对 RhoC 基

因的调节作用在 RhoC 基因 mRNA 和蛋白水平上

有一致性 ,下调 RhoC 表达的同时伴随着肝癌细胞

迁移、侵袭的抑制。该结果提示 As2 O3 对高表达的

RhoC 基因均有不同程度的下调作用 ,下调 RhoC 的

表达可明显抑制肝癌细胞的迁移与侵袭。

已知 As2 O3是一种细胞毒药物 ,我们的前期研

究中观察到 ,As2 O3 能抑制细胞增殖、诱导凋亡、逆

转耐药[ 10 ] 。本实验中我们进一步观察到 ,As2 O3 还

具有抑制侵袭转移的作用 ,且其抑制侵袭转移的作

用与下调 RhoC 基因的表达有关。因此 , As2 O3 的

抗肿瘤作用可能是多途径的 ,针对 RhoC 基因的靶

向治疗可能是肝癌治疗的新思路。
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