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三氧化二砷与阿霉素对人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２
中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响
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　　摘要：目的　探讨三氧化二砷与阿霉素诱导肝癌细胞凋亡的可能机制。方法　用不同浓度的
Ａｓ２Ｏ３或／和 ＡＤＭ干预人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２不同时间，以免疫细胞化学和 ＲＴＰＣＲ方法检测 ＨｅｐＧ２细
胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的改变。结果　（１）未加药物干预之前，ＨｅｐＧ２细胞中可见 ｓｕｒｖｉｖｉｎ强烈表达；（２）
不同浓度的 Ａｓ２Ｏ３或 ＡＤＭ均可降低 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达程度，并且随药物浓度的增加或作用时
相的延长，降低程度更明显；浓度与时相之间存在交互作用；（３）ＡＤＭ降低 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的
作用比 Ａｓ２Ｏ３更明显，两者联用后，作用进一步增强。结论　（１）单用 Ａｓ２Ｏ３或 ＡＤＭ均可降低 ＨｅｐＧ２
细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，并呈浓度和时间依赖性；（２）相同浓度下，ＡＤＭ对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的
减弱作用较 Ａｓ２Ｏ３更强，但两者的联用较单用者能更显著降低 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达；（３）Ａｓ２Ｏ３和 ＡＤＭ可能
通过下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达而参与诱导癌细胞凋亡，从而发挥其抗癌作用；两者联用有叠加抗癌作用，从而
可降低各自的临床使用剂量。
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　　ｓｕｒｖｉｖｉｎ是最新鉴定的一种凋亡抑制蛋白，其在

凋亡过程中发挥重要作用。本研究在人肝癌细胞

株中检测三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）或／和阿霉素（ＡＤＭ）

干预后凋亡抑制蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，探讨其治疗

肝癌的分子作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料和设备

（１）人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２：中南大学湘雅医学

院肿瘤研究所提供。（２）三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）：伊

尔达亚砷酸注射液，１０ｍｇ／１０ｍＬ，哈尔滨伊达药

业有限公司。（３）阿霉素 （ＡＤＭ）：盐酸阿霉素，

１０ｍｇ，浙江海正药业股份有限公司。（４）兔多克隆

ｓｕｒｖｉｖｉｎ抗体：Ａｂｃａｍ公司。（５）羊抗兔抗体：ＬＡＢ

ＶＩＳＩＯＮ公司。（６）细胞裂解液：ＴＲＩＺＯＬ Ｒｅａｇｅｎｔ，

１００ｍＬ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ。（７）逆转录试剂

盒：ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥＳ。（８）Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ

ＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥＳ）。（９）ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物及 ＧＡＰＤＨ（内参

照）引物：华大基因上海鼎安生物科技有限公司。

（１０）ＣＯ２培养箱：ＴＡＢＡＩＥＳＰＥＣ公司。（１１）ＰＣＲ

仪：Ｅｐｅｎｄｏｒｆ公司。（１２）凝胶成像分析系统：Ｇｅｎｅ

公司。

１．２　研究方法步骤

１．２．１　细胞培养　采用人肝癌细胞株系 ＨｅｐＧ２，

以含体积分数 １０％新生小牛血清和青霉素、链霉

素各 １００Ｕ／ｍｌ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在 ３７℃、ＣＯ２
浓度 ５％、饱和湿度条件下培养，细胞贴壁生长，每

３～４ｄ传代 １次。

１．２．２　药物干预分组　（１）Ａｓ２Ｏ３组：按药物浓

度再分为 ５组［Ａ１组（０．２５μｇ／ｍＬ）、Ａ２组（０．５

μｇ／ｍＬ）、Ａ３组 （１．０μｇ／ｍＬ）、Ａ４组 （２．０μｇ／

ｍＬ）、Ａ５组（４．０μｇ／ｍＬ）］；（２）ＡＤＭ组：按药物浓

度再分为 ４组［Ｂ１组（０．２５μｇ／ｍＬ）、Ｂ２组（０．５μｇ

／ｍＬ）、Ｂ３组（１．０μｇ／ｍＬ）、Ｂ４组（２．０μｇ／ｍＬ）］；

（３）联合组：按药物浓度再分为 ２组［Ｃ１组（Ａｓ２Ｏ３
０．５μｇ／ｍＬ＋ＡＤＭ ０．２５μｇ／ｍＬ、Ｃ２组（Ａｓ２Ｏ３１．０

μｇ／ｍＬ＋ＡＤＭ ０．５μｇ／ｍＬ］；（４）空白对照组（Ｄ

组）。按照预定时间点（１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ）分批

收取细胞作进一步检测。

１．３　检测项目及方法

１．３．１　免疫细胞化学方法检测 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达

　按 ＬＡＢＶＩＳＩＯＮ公司 ＵｌｔｒａＶｉｓｉｏｎＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试

剂盒说明书操作步骤，并根据摸索所得条件稍作修

改后进行细胞免疫染色。结果判断：细胞染成棕黄

色为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性，依染色深浅分为：－（未染色）、

＋（弱 ）、＋＋（中）、＋＋＋（强），计 分 值 为：０

（－）、１（＋）、２（＋＋）、３（＋＋＋）。每份样本计

数 ２００个细胞，算出各个染色细胞的累积分计分；

各组样本 ５份，所有积分数值直接输入软件进行统

计分析。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ方法检测 ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达　按

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＴＲＩＺＯＬ试剂说明书操作步骤提取总

ＲＮＡ。按 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒说明书操作步骤进行 ｃＤＮＡ合

成。ＰＣＲ 扩 增 引 物：ｓｕｒｖｉｖｉｎ上 游 引 物：５′ＧＧＡ

ＣＴＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣＡ３′；下游引物：５′ＣＧＣ

ＡＣＴＴＴＣＴＴＴＧＣＡＧＴＴＴ３′；目 的 基 因：３５０ｂｐ。

ＧＡＰＤＨ 正 义 链：５′ＡＡＴＣＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ

ＣＡ３′；反 义 链：５′ＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＧＴ

ＴＧ３′；目的基因：５８０ｂｐ。５０μＬ反应体系中含 ｃＤ

ＮＡ模板 ５μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液 ５μＬ，ｓｕｒｖｉｖｉｎ上游和

下游引物各 ２．５μＬ（２０ｐｍｏｌ／ｍＬ）或 ＧＡＰＤＨ（内参

照）引物正义链和反义链各 ２．５μＬ（２０ｐｍｏｌ／ｍＬ），

ｄＮＴＰｓ５μＬ（２ｍｍｏｌ／Ｌ），ＭｇＣｌ２３．５μＬ（１．５ｍｍｏｌ／

Ｌ），Ｔａｑ酶 １μＬ（２Ｕ／μＬ）；消毒双蒸水补至 ５０μＬ。

热循 环 条 件：９５℃ 预 变 性 ３ｍｉｎ；９４℃ 变 性 ３０ｓ，

５４℃复性 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，４０个循环；７２℃再

延伸 １０ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产物 １０μＬ，在 １．０ｇ％琼脂糖

凝胶中于 ９０Ｖ电泳 ３０～４５ｍｉｎ。ＧｅｎｅＳｎａｐ４．００．００

扫描并照像，照片经 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓＶｅｒｓｉｏｎ３．００．２２软件

读取灰度值。计算 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的

比值，进行半定量分析，各标本 ４份，所有比值数值

直接输入软件进行统计分析。

１．４　统计学处理

各组之间、各作用时相之间的数据比较均采用

重复测量设计资料的方差分析，数据以 ＳＰＳＳ１１．０

统计软件处理分析。

２４４
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２　结　果

２．１　ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
２．１．１　ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达　未加药
物干预之前，ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白强表达，免
疫染色以“＋＋＋（强）”为主，阳性率为 １００％；而
且，核内表达比胞浆中表达更强。

２．１．２　Ａｓ２Ｏ３干预对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表
达的影响　Ａｓ２Ｏ３干预后，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ免疫
染色减弱，染色积分减少，阳性率降低，且与浓度和

时间呈反比相关性（图 １，２）。统计学上，不同干预
时相之间 ｓｕｒｖｉｖｉｎ免疫化学染色积分存在差别（Ｆ
＝１３０．６８７，Ｐ ＜０．０１）；不同干预浓度之间也存
在差别（Ｆ ＝１１０４．２６１，Ｐ ＜０．０１）；干预时相与
干预浓度之间存在交互作用（Ｆ ＝１６．３５６，Ｐ ＜
０．０１）（表 １）。两两比较，平行时相上，各 Ａｓ２Ｏ３浓
度组干预后，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白染色积分均低
于对照组（Ｐ＜０．０１）；随 Ａｓ２Ｏ３浓度递增，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

蛋白染色积分依次递减（Ｐ＜０．０１）。两两比较各
时相，随作用时相延长，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白染色积分依次
递减（Ｐ＜０．０１）。
２．１．３　ＡＤＭ干预对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
的影响　ＡＤＭ对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的
影响与 Ａｓ２Ｏ３相似：ＡＤＭ干预后，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ免疫染色减弱，染色积分减少，阳性率降低，亦
与浓度和时间呈反比相关性（图 ３，４）。统计学上，
不同干预时相之间 ｓｕｒｖｉｖｉｎ免疫化学染色积分存在
差别（Ｆ＝１０２．６８４，Ｐ＜０．０１）；不同干预浓度之
间也存在差别（Ｆ ＝２４３５．０９７，Ｐ ＜０．０１）；干预
时相与干预浓度之间存在交互作用（Ｆ＝１０．０１０，
Ｐ ＜０．０１）（表 ２）。两 两比 较，平 行时相上，各
ＡＤＭ浓度组干预后，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白染色
积分均低于对照组（Ｐ ＜０．０１）；随 ＡＤＭ 浓度递
增，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白染色积分依次递减（Ｐ ＜０．０１）。
两两比较各时相，随作用时相延长，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白染
色积分依次递减（Ｐ＜０．０１）。

表 １　不同浓度 Ａｓ２Ｏ３作用不同时间对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

组别 浓度（μｇ／ｍＬ） 样本数
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白免疫染色积分（ｘ±ｓ）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
Ｄ ０ ５ ５４７．６±１０．７ ５４５．４±１７．８ ５４８．８±１９．４ ５４０．０±１２．４
Ａ１ ０．２５ ５ ４４３．８±１０．６ ４２８．２±１８．３ ３９１．８±１１．５ ３２８．２±３０．２
Ａ２ ０．５ ５ ３７８．６±１７．３ ３３０．６±３３．６ ３０９．６±２０．３ ２９０．４±１９．３
Ａ３ １．０ ５ ３３７．６±１９．０ ２３０．６±１２．１ ２４８．４±１８．９ ２４６．０±２０．４
Ａ４ ２．０ ５ １４５．０±５．３ １２１．８±６．７ １１４．０±７．３ ８９．８±７．１
Ａ５ ４．０ ５ ８９．４±１１．１ ７９．２±６．８ ６５．８±７．７ ５７．０±８．６

　　　　注：各浓度组两两比较均为Ｐ＜０．０１

表２　不同浓度ＡＤＭ作用不同时间对ＨｅｐＧ２细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

组别 浓度（μｇ／ｍＬ） 样本数
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白免疫染色积分（ｘ±ｓ）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
Ｄ ０ ５ ５４７．６±１０．７ ５４５．４±１７．８ ５４８．８±１９．４ ５４０．０±１２．４
Ｂ１ ０．２５ ５ ３０２．４±５．９ ２８５．０±１０．３ ２６２．０±１５．１ ２１５．８±２４．０
Ｂ２ ０．５ ５ ２３７．４±１０．１ ２２１．４±１２．２ １９３．６±８．６ １５０．６±１９．４
Ｂ３ １．０ ５ １４６．６±９．２ １３９．８±１０．３ １１３．２±１１．０ １０５．２±１２．１
Ｂ４ ２．０ ５ ８２．４±７．０ ７３．８±７．７ ６２．４±６．２ ４８．８±６．５

　　　　注：各浓度组两两比较均为Ｐ＜０．０１

图１　０．２５μｇ／ｍＬＡｓ２Ｏ３干
预 ４８ｈ细胞 染 色 （×
４００）（细胞被染成棕
黄色，部分 ＋＋，整体
较对照组变浅）

图 ２　０．５μｇ／ｍＬＡｓ２Ｏ３ 干
预 ４８ｈ细胞染色（×
４００）（细胞被染成棕
黄色，＋＋为主）

图 ３　０．５μｇ／ｍＬＡＤＭ干预
４８ｈ细 胞 染 色 （×
４００）（细胞被染成棕
黄色，＋＋～＋＋＋）

图 ４　２．０μｇ／ｍＬＡＤＭ干预
４８ｈ细 胞 染 色 （×
４００）（细胞染色进一
步变浅，－～＋）

３４４
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２．１．４　相同浓度梯度下 Ａｓ２Ｏ３或 ＡＤＭ干预对 Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响　相同浓度梯度下，ｓｕｒｖｉｖｉｎ染

色减弱的程度在 ＡＤＭ干预后比在 Ａｓ２Ｏ３干预后更

明显，即 Ａ１组与 Ｂ１组、Ａ２组与 Ｂ２组、Ａ３组与 Ｂ３

组、Ａ４组 与 Ｂ４组 之 间 差 异 均 具 显 著 性 （Ｐ ＜

０．０１）。

２．１．５　联合药物干预对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

　Ａｓ２Ｏ３与 ＡＤＭ联合干预及与单用药物相同浓度

相比，不同时相之间 ｓｕｒｖｉｖｉｎ免疫化学染色积分存在

差别（Ｆ＝１１６．８０９，Ｐ＜０．０１）；不同干预浓度之

间也存在差别（Ｆ ＝１３８８．２４２，Ｐ ＜０．０１）；干预

时相与干预用药及浓度之间存在交互作用（Ｆ ＝

１４．８３６，Ｐ＜０．０１）（表 ３）。联合干预后，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

蛋白表达几乎被完全抑制（图 ５，６），可达两者各自

单用 ８倍剂量干预的效果（Ｆ＝３．７６６，Ｐ＞０．０５）

（表 ４）。

表 ３　Ａｓ２Ｏ３与 ＡＤＭ联用对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响（１）

组别
干预药物及浓度

Ａｓ２Ｏ３（μｇ／ｍＬ） ＡＤＭ（μｇ／ｍＬ）
样本数

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白免疫染色积分（ｘ±ｓ）
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｃ１ ０．５ ０．２５ ５ ６８．０±９．７ ６４．０±６．８ ６１．０±１２．４ ５２．８±５．７
Ｃ２ １．０ ０．５ ５ ３１．４±４．４ ２９．４±６．７ １６．６±４．８ １３．２±５．１
Ａ２ ０．５ － ５ ３７８．６±１７．３ ３３０．６±３３．６ ３０９．６±２０．３ ２９０．４±１９．３
Ａ３ １．０ － ５ ３３７．６±１９．０ ２３０．６±１２．１ ２４８．４±１８．９ ２４６．０±２０．４
Ｂ１ － ０．２５ ５ ３０２．４±５．９ ２８５．０±１０．３ ２６２．０±１５．１ ２１５．８±２４．０
Ｂ２ － ０．５ ５ ２３７．４±１０．１ ２２１．４±１２．２ １９３．６±８．６ １５０．６±１９．４

　　　　注：各组与Ｃ１、Ｃ２组及Ｃ２与Ｃ１组比较均为Ｐ＜０．０１

表４　Ａｓ２Ｏ３与ＡＤＭ联用对ＨｅｐＧ２细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响（２）

组别
干预药物及浓度

Ａｓ２Ｏ３（μｇ／ｍＬ） ＡＤＭ（μｇ／ｍＬ）
样本数

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白免疫染色积分（ｘ±ｓ）
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｃ１ ０．５ ０．２５ ５ ６８．０±９．７ ６４．０±６．８ ６１．０±１２．４ ５２．８±５．７
Ａ５ ４．０ － ５ ８９．４±１１．１ ７９．２±６．８ ６５．８±７．７ ５７．０±８．６
Ｂ４ － ２．０５ ８２．４±７．０ ７３．８±７．７ ６２．４±６．２ ４８．８±６．５

２．２　药物干预对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达

的影响

２．２．１　Ａｓ２Ｏ３干预对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响　

同一浓度 Ａｓ２Ｏ３的不同干预时相对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ 表 达 影 响 的 差 异 具 显 著 性 （Ｆ ＝

１０７．２３０，Ｐ＜０．０１），随着作用时间的延长，ＨｅｐＧ２

细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平逐渐下降；不同浓度的

Ａｓ２Ｏ３对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平的影响差异也有统

计学意义（Ｆ＝２７０．４３０，Ｐ ＜０．０１）；干预时相与

药物浓度间存在交互作用（Ｆ＝４．６５０，Ｐ＜０．０１）

（表 ５）。两两比较，平行时相上，各 Ａｓ２Ｏ３浓度组

干预后，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平均低于

对照组 （Ｐ ＜０．０１）；随 Ａｓ２Ｏ３ 浓度递增，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

ｍＲＮＡ表达水平依次递减（Ｐ ＜０．０１）（图 ７）。随

作用时相延长，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平依次递减（Ｐ

＜０．０１）。

表 ５　不同浓度 Ａｓ２Ｏ３作用不同时间对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响

组别 Ａｓ２Ｏ３浓度（μｇ／ｍＬ） 样本数
ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ灰度比值（ｘ±ｓ）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｄ ０ ４ ０．８０±０．０２ ０．７８±０．０６ ０．７８±０．０６ ０．７６±０．０７

Ａ１ ０．２５ ４ ０．７６±０．０２ ０．７０±０．０２ ０．６４±０．０２ ０．６０±０．０２

Ａ２ ０．５ ４ ０．６８±０．０２ ０．６０±０．０１ ０．５６±０．０３ ０．５０±０．０１

Ａ３ １．０ ４ ０．５９±０．０１ ０．５１±０．０２ ０．４７±０．０２ ０．４２±０．０３

Ａ４ ２．０ ４ ０．５２±０．０１ ０．４８±０．０１ ０．３６±０．０２ ０．３２±０．０１

　　　　注：各浓度组两两比较均为Ｐ＜０．０１

４４４
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２．２．２　ＡＤＭ干预对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响　

同一浓度 ＡＤＭ的不同干预时相对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达影响的差异具显著性（Ｆ ＝４７．９９８，

Ｐ＜０．０１），随着作用时间的延长，ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平逐渐下降；不同浓度的 ＡＤＭ对

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平的影响差异也有统计学意义

（Ｆ＝１０８．６２５，Ｐ＜０．０１）；干预时相与药物浓度

间存在交互作用（Ｆ ＝３．７９０，Ｐ ＜０．０１）（表 ６）。

两两 比 较，平行时 相 上，各 ＡＤＭ 浓 度 组 干 预 后，

ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平均低于对照组

（Ｐ＜０．０１）；随 ＡＤＭ浓度递增，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达

水平依次递减（Ｐ＜０．０１）。随作用时相延长，ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平依次递减（Ｐ＜０．０１）。

表 ６　不同浓度 ＡＤＭ作用不同时间对 ＨｅｐＧ２细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响

组别 ＡＤＭ浓度（μｇ／ｍＬ） 样本数
ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ灰度比值（ｘ±ｓ）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
Ｄ ０ ４ ０．８０±０．０２ ０．７８±０．０６ ０．７８±０．０６ ０．７６±０．０７
Ｂ１ ０．２５ ４ ０．７０±０．０２ ０．６２±０．０１ ０．５８±０．０１ ０．５２±０．０３
Ｂ２ ０．５ ４ ０．６３±０．０７ ０．５８±０．０３ ０．５２±０．０６ ０．４９±０．０３
Ｂ３ １．０ ４ ０．５３±０．０５ ０．５０±０．０１ ０．３９±０．０２ ０．３２±０．０１

　　　　注：各浓度组两两比较均为Ｐ＜０．０１

２．２．３　联合药物干预对 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响

　Ａｓ２Ｏ３与 ＡＤＭ联合干预后，ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ降低较

单用者更明显，显示 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达进一步受到

抑制。不同干预时相之间 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达存在差

别（Ｆ＝１１６．３２８，Ｐ＜０．０１）（图 ８）；不同干预浓

度之间也存在差别（Ｆ＝２０７．２０９，Ｐ ＜０．０１）；干

预时相与干预用药及浓度之间存在交互作用（Ｆ ＝

１．９１７，Ｐ＜０．０５）（表 ７）。

图５　Ａｓ２Ｏ３（０．５μｇ／ｍＬ）与

ＡＤＭ（０．２５μｇ／ｍＬ）联

合干预４８ｈ后细胞染色

（×４００）（细胞染色较

单用药物干预组变浅，

＋为主）

图６　Ａｓ２Ｏ３（１．０μｇ／ｍＬ）与

ＡＤＭ（０．５μｇ／ｍＬ）联合

干预 ４８ｈ后细胞染色

（×４００）（细胞染色进

一步变浅，－～＋）　　

　

图 ７　 各浓度 Ａｓ２Ｏ３ 干预

ＨｅｐＧ２细 胞 ２４ｈ后

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨ

ｍＲＮＡ电泳图　　　

　　　　　　　　　

　

图８　Ａｓ２Ｏ３０．５μｇ／ｍＬ＋０．２５

μｇ／ｍＬ干预不同时相后

ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨ

ｍＲＮＡ电泳图　　　　

　　　　　　　　

表７　Ａｓ２Ｏ３与ＡＤＭ联用对ＨｅｐＧ２细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的影响

组别
干预药物及浓度

Ａｓ２Ｏ３（μｇ／ｍＬ） ＡＤＭ（μｇ／ｍＬ）
样本数

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ灰度比值（ｘ±ｓ）
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｃ１ ０．５ ０．２５ ４ ０．４５±０．０４ ０．４０±０．０２ ０．３７±０．０３ ０．２９±０．０１
Ｃ２ １．０ ０．５ ４ ０．３６±０．０５ ０．３１±０．０２ ０．２６±０．０１ ０．２１±０．０１
Ａ２ ０．５ － ４ ０．６８±０．０２ ０．６０±０．０１ ０．５６±０．０３ ０．５０±０．０１
Ａ３ １．０ － ４ ０．５９±０．０１ ０．５１±０．０２ ０．４７±０．０２ ０．４２±０．０３
Ｂ１ － ０．２５ ４ ０．７０±０．０２ ０．６２±０．０１ ０．５８±０．０１ ０．５２±０．０３
Ｂ２ － ０．５ ４ ０．６３±０．０７ ０．５８±０．０３ ０．５２±０．０６ ０．４９±０．０３

　　　　注：各组与Ｃ１，Ｃ２组及Ｃ２与Ｃ１组比较均为Ｐ＜０．０１

５４４
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３　讨　论

凋亡的减弱或抑制为肿瘤细胞大量增殖提供

了良好土壤环境，与肿瘤的发生、发展及浸润和转

移能力密切相关。凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的新

成员 ｓｕｒｖｉｖｉｎ在细胞增殖与凋亡的联系上起着关键

作用［１，２］。其通过直接或间接方式对 ｃａｓｐａｓｅｓ具强

大抑制作用而抑制了细胞凋亡，控制着线粒体依

赖性凋亡途径———即所谓“体内”途径。ｓｕｒｖｉｖｉｎ普

遍表达于人类大部分的肿瘤细胞，但正常已分化

的细胞不表达［３］。本研究结果表明，ＨｅｐＧ２细胞

中存在 ｓｕｒｖｉｖｉｎ强表达，包括 ｍＲＮＡ和 蛋 白 水 平。

而且，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在 ＨｅｐＧ２核内表达比胞浆中更

强。这与 Ｆｏｒｔｕｇｎｏ［４］报 道在细胞分裂中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋

白核浆比率为 １∶６有差别。按照 Ｇｒａｂｏｗｓｋｉ［５］报道，

核内 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达比胞浆中表达更具肿瘤学意

义：其在食管鳞癌患者中发现，癌细胞核内表达 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ的患者平均生存期明显短于癌细胞核内无 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ表达者。

目前，化学治疗仍是抗肿瘤的一个基本而重要

的手段。而大多数化疗药物都是通过诱导肿瘤细

胞凋亡发挥其抗癌作用的［６～８］。由此，降低作用强

大的凋亡抑制蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达可能促进化疗药

物对肿瘤细胞凋亡的诱导而增强其抗癌作用。

近年来采用 Ａｓ２Ｏ３治疗 ＡＰＬ取得良好效果，其

作用 机 制 即 为 诱 导 早 幼 粒 细 胞 凋 亡 和 部 分 分

化［１０］。文献［１１～１４］报道 Ａｓ２Ｏ３对肝癌的治疗作用

在于诱导肝癌细胞凋亡，而且主要作用于细胞周期

的 Ｇ２／Ｍ期，本研究结果显示，Ａｓ２Ｏ３可以降低细胞

中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，并呈现时相与浓度依赖性。因为

ｓｕｒｖｉｖｉｎ是作用强大的 ＩＡＰ，ｓｕｒｖｉｖｉｎ能降低肿瘤细胞

对放、化疗的敏感性，其表达的增加与实体瘤、急性

白血病、淋巴瘤等患者的预后相关。本研究发现，

Ａｓ２Ｏ３可下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，因而可能会增加肿瘤细

胞对化疗药物的敏感性，进而促进肿瘤细胞的凋

亡。

ＡＤＭ是一种常用的抗肿瘤药物，也是肝癌治疗

的推荐化疗药物，但其临床疗效并不令人满意，以

ＡＤＭ为主的方案的部分缓解率仅为 １６％［１５］。研究

表明，ＡＤＭ亦可促进 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，并将细胞周

期阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期［１６～１８］。本研究结果显示，ＡＤＭ

亦可下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达。同样，将减弱癌细胞凋亡的

抑制而促进 ＨｅｐＧ２细胞凋亡。

本研究结果显示，Ａｓ２Ｏ３对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ表达的下调作用较 ＡＤＭ差。究其原因，ＡＤＭ

为一细胞周期非特异性抗肿瘤药物，可将细胞周期

进展阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，从而进展到 Ｇ２／Ｍ期的细胞

数目减少；而 Ａｓ２Ｏ３主要作用于细胞周期的 Ｇ２／Ｍ

期；故特异表达于 Ｇ２／Ｍ期的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ在 ＡＤＭ干预

后较 Ａｓ２Ｏ３干预后下降更显著。另外，ＡＤＭ直接嵌

入 ＤＮＡ核碱对之间，干扰转录过程，阻止 ｍＲＮＡ的

形成而起到抗肿瘤作用，同时抑制 ＤＮＡ和 ＲＮＡ的

合成，故可直接抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的合成。

本研究发现，Ａｓ２Ｏ３和 ＡＤＭ联用后，可以强化

各自对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的下调作用，可达

到单用其中一种药物 ８倍剂量的效果。两者通过

共同下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达增加了 ＨｅｐＧ２细胞对化疗

药物的敏感性，促进对 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡诱导作

用；临床上，两者联用可能会大大降低各自单独使

用的剂量而不降低临床疗效，同时可减低毒性；或

者在相应单用剂量下大大增加其效能，这将明显增

加化疗药物的有效性与安全性。

参考文献：

［１］　ＦｅｒｒｅｉｒａＣＧ，ＥｐｐｉｎｇＭ，ＫｒｕｙｔＦＡ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ：ｔａｒｇｅｔｏｆ
ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００２，８（７）：２０２４－
２０３４．

［２］　 ＫｒａｍｍｅｒＰＨ．ＣＤ９５′ｓｄｅａｄｌｙｍｉｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０７（６８０５）：７８９－７９５．

［３］　ＷａｎｇＸ．Ｔｈｅｅｘｐａｎｄｉｎｇｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．
ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２００１，１５（２２）：２９２２－２９３３．

［４］　 ＬｉＰ，ＮｉｊｈａｗａｎＤ，ＢｕｄｉｈａｒｄｊｏＩ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃａｎｄ
ｄＡＴＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡｐａｆ１／ｃａｓｐａｓｅ９ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｉｔｉａｔｅｓ
ａｎａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｃａｓｃａｄｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９７，９１（４）：４７９
－４８９．

［５］　ＤｕＣ，ＦａｎｇＭ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．Ｓｍａｃ，ａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｈａｔｐｒｏｍｏｔｅｓｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｅｌｉｍｉ
ｎａｔｉｎｇＩＡＰｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０００，１０２（１）：３３－４２．

［６］　ＢａｒｒｙＭＡ，ＢｅｈｎｋｅＣＡ，ＥａｓｔｍａｎＡ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）ｂｙｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｏｔｈｅｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓ，ｔｏｘ
ｉｎｓａｎｄｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，１９９０，４０
（１０）：２３５３－２３６２．

［７］　ＴｈｏｍｐｓｏｎＣＢ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９５，２６７（５２０３）：１４５６－１４６２．

［８］　ＨａｎｎｕｎＹＡ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｄｉｌｅｍｍａｏｆｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ

６４４



　第６期　　　 李志红，等：三氧化二砷与阿霉素对人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２中ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，１９９７，８９（６）：１８４５－１８５３．
［９］　魏亚明，欧剑锋，欧英贤，等．三氧化二砷对白血病细胞

凋亡和分化的双向诱导作用［Ｊ］．西北国防医学杂志，
２００２，２３（５）：３２４－３２６．

［１０］陈俊强，李绍森．三氧化二砷的抗肿瘤作用机制［Ｊ］．中
国普通外科杂志，２００２，１１（２）：２３６－２３８．

［１１］ 闻 勤 生，罗 俊 卿，焦 成 松．三 氧 化 二 砷 诱 导 肝 癌 细 胞
ＨｅｐＧ２凋亡作 用 ［Ｊ］．第 三 军 医 大 学 学 报，２００１，２３
（８）：９１３－９１４．

［１２］刘连新，姜洪池，朱安龙，等．三氧化二砷对肝癌细胞系
ＨＬＥ的影响［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００１，１０（４）：
１３４－１３８．

［１３］汤秀红，秦叔逵，陈惠英，等．三氧化二砷与顺铂合用抗
人肝癌细胞株 ＱＧＹ７７０１的实验研究［Ｊ］．肿瘤防治研
究，２００２，２９（５）：３６２－３６４．

［１４］刘建伟，唐毅，沈雁，等．三氧化二砷和细胞分化剂诱导
肝癌细胞凋亡的阈值［Ｊ］．中华实验外科杂志，２００３，
２０（２）：１１６－１１７．

［１５］ＲｏｌａｎｄＴ，ＳｋｅｅｌＭＤ．癌症化疗手册［Ｍ］．于世英主译．北
京：科学出版社，２００２．２８１－２８３．

［１６］李杰，刘玉琴，孙桂芝，等．阿霉素诱导人肝癌细胞 ＢＥＬ
７４０２凋亡的观察［Ｊ］．中国肿瘤临床与康复，１９９９，６
（６）：１４－１７．

［１７］薛妍，刘宝瑞，慕利梅．姜黄素和阿霉素联合应用对人肝
癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１抑制作用的研究［Ｊ］．肿瘤研究与临
床，２０００，１２（６）：３７２－３７４．

［１８］钟雪云，陈运贤，孙晓东．顺铂和阿霉素诱导肝细胞肝癌
细胞凋亡阈值研究［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０００，１
（６）：１９９－２０２．

　　文章编号：１００５－６９４７（２００５）０６－０４４７－０１
·病例报告·

原发性小肠恶性黑色素瘤１例
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　　患者　男，７６岁。因腹胀腹痛
半月入院。体查：腹饱满，无触痛，左

侧腹部扪及可疑包块，移动性浊音阴

性，肠 鸣 音 亢 进，未 闻 及 气 过 水 音。

ＣＥＡ０．９ｎｇ／ｍＬ。腹部 Ｂ超示左侧腹
部低回声占位；平片示：高位小肠梗

阻；结肠灌钡造影未见异常；小肠造

影：空肠占位性病变伴肠套叠，空肠不

完全性肠梗阻；ＣＴ示：左侧小肠占位
合并小肠套叠，伴高位小肠梗阻。行

剖腹 探 查 术，术 中 见 距 屈 氏 韧 带

１００ｃｍ处小肠套叠，复位后见小肠腔
内 ５ｃｍ×５ｃｍ×３ｃｍ肿瘤，呈灰褐色，
质硬。肠旁可见肿大淋巴结，肠系膜

根部及腹主动脉旁未及肿大淋巴结，

其他肠段未见异常。行小肠部分切除

　　收稿日期：２００４－１２－２１；

　　修订日期：２００５－０３－３１。
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２；Ｅｍａｉｌ：ｌｊｈ５４１２３＠１６３．ｃｏｍ。

（包括区域系膜整块切除）。病理报

告：小肠恶性黑色素瘤伴系膜淋巴结

转移（附图）。免疫组化：Ｖｉｎ（＋＋～
＋＋＋），Ｓ１００（＋＋＋），ＮＳＥ（＋＋
＋），ＨＭＢ４５（＋ ＋ ＋），ＥＭＡ（－），
ＣＤ３４（－）。检查皮肤、肛管、直肠、
眼、内耳未见黑色素瘤原发病灶。术

后拒绝放化疗，术后生存 １６个月。

附图　 小肠恶性黑色素瘤伴肠

系膜淋巴结转移

讨论　黑色素瘤的组织学起源为
黑色素细胞。人体许多组织含有黑色

素细 胞，如 皮 肤、直 肠、肛 门、阴 道、

胃、小肠、呼吸道、内耳、眼脉络膜、泌

尿道等。黑 色 素 细 胞 以 皮 肤 最 为 丰

富，９０％以上黑色素瘤起源于皮肤。
原发性小肠恶性黑色素瘤极为罕见，

国内外仅有个案报道，小肠黑色素瘤

多为转移性，半数以上皮肤黑色素瘤

并发小肠转移。而在小肠转移癌中，

半数以上为黑色素瘤。若临床上遇见

单发病变的小肠黑色素瘤而又找不到

原发病灶，可考虑为原发性。Ｓａｃｈｓ等
（ＳａｃｈｓＤＬ，ｅｔａｌ．Ｄｏｐｒｉｍａｒｙｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉ
ｎａｌｍｅｌａｎｏｍａｓｅｘｉｓｔ？Ｒｅｐｏｒｔｏｆａｃａｓｅ．Ｊ
Ａｍ ＡｃａｄＤｅｒｍａｔｏｌ，１９９９，４１：１０４２－
１０４４）提出 ３条诊断标准：（１）病灶
单发；（２）其他器官无原发灶，无引流
区域以外淋巴结肿大；（３）诊断以后
存活 １年 以 上。本 例 患 者 为 单 发 病
灶，其他器官未找到原发灶，无区域外

淋巴结转移，存活 １６个月，符合上述
诊断标准，可诊断为原发性小肠恶性

黑色素瘤。
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