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　　摘要：目的　探讨三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）对人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７细胞裸鼠背部皮下移植瘤生长
的抑制作用及其作用机制。方法　建立 ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠 ＭＣＦ７人乳腺癌皮下移植瘤模型，以不同
浓度的 Ａｓ２Ｏ３行腹腔内注射，与 ５氟脲尿嘧啶（５ＦＵ）治疗进行对比，观察移植瘤的瘤重及瘤重抑制
率。通过流式细胞仪检测移植瘤的凋亡情况，免疫组织化学法检测 ｂｃｌ２，Ｆａｓ基因表达水平的变化，并
进行血常规及骨髓涂片检查。结果　５ＦＵ（８ｍｇ／ｋｇ）组，Ａｓ２Ｏ３（４ｍｇ／ｋｇ）组，Ａｓ２Ｏ３（８ｍｇ／ｋｇ）组均能明

显抑制裸鼠皮下肿瘤的生长，抑瘤率分别为 ３８．３３％，５１．４２％和 ６２．４３％；Ａｓ２Ｏ３对移植瘤的生长抑

制作用明显强于５ＦＵ，差异有显著性 （Ｐ＜０．０１）。两种浓度 Ａｓ２Ｏ３组 ＭＣＦ７细胞凋亡率明显高于
５ＦＵ组。各实验组乳腺癌细胞存在 Ｇ２／Ｍ期阻滞，在 Ｇ１峰前出现明显的凋亡峰。移植瘤组织中 ｂｃｌ２

蛋白阳性细胞数明显减少，Ｆａｓ蛋白阳性细胞数明显增加。血常规及骨髓涂片计数显示 Ａｓ２Ｏ３实验组

未见造血系统功能受抑，与 ５ＦＵ组相比较，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　Ａｓ２Ｏ３可明显抑制乳腺

癌移植瘤的生长，诱导移植瘤 ＭＣＦ７细胞凋亡；其作用的机制可能是下调 ｂｃｌ２基因表达，上调 Ｆａｓ基
因表达。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１）：６５－６８］
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　　体外实验证明三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）对人乳腺

癌细胞株生长有明显的抑制作用，可诱导肿瘤细

胞凋亡［１，２］。本实验通过建立裸鼠乳腺癌皮下移

植瘤模型，观察 Ａｓ２Ｏ３对人乳腺癌裸鼠移植瘤生

长的抑制作用，并进一步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料

乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７购自本校附属肿瘤医院

肿瘤研究所。Ａｓ２Ｏ３（１ｇ／Ｌ）和 ５ＦＵ注射液购自

哈尔滨伊达药业有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基、

小牛血清、胰酶、免疫组织化学（免役组化）试剂

盒购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ无胸腺裸鼠

（６～８周龄，体重 １６～２０ｇ，雌性）３２只，购自上

海斯 莱 克 实 验 动 物 有 限 公 司，在 ＳＰＦ（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ

Ｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ）条件下饲养。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　ＭＣＦ７细胞在 ５％ＣＯ２孵箱

中培 养，培 养 基 为 含 １０％ 灭 活 小 牛 血 清 的

ＲＰＭＩ１６４０液，含 １％双抗（青霉素和链霉素）。细

胞为上皮样细胞，每 ３～４天传代 １次，取对数生

长期细胞用于实验。

１．２．２　裸鼠移植瘤模型的建立　在超净工作台

上建模。所有实验动物以碘伏常规消毒后，在其

背部皮下注射 ０．２ｍｌＭＣＦ７细胞悬液（含 １０６个

细胞），制成移植性荷瘤裸鼠模型。

１．２．３　实验分组　３２只荷瘤裸鼠随机分为（１）

阴性 对 照 组 （生 理 盐 水）；（２）阳 性 对 照 组

（５ＦＵ８ｍｇ／ｋｇ）；（３）低剂量 Ａｓ２Ｏ３组（４ｍｇ／ｋｇ）；

（４）高剂量 Ａｓ２Ｏ３组（８ｍｇ／ｋｇ）。每组 ８只。各组

荷瘤裸鼠于接种肿瘤细胞 ２周后开始腹腔内注射

给药。药物剂量按每鼠 ０．２ｍＬ配成不同浓度，每

天 １次，连续 １０ｄ。

１．２．４　观察指标

（１）瘤体生长　每日观察各组裸鼠的精神、

饮食、活动等一般情况。于停药后第 ２天处死动

物，完整切取皮下肿瘤，称重，计算瘤重抑制率。

瘤重抑制率 ＝（１－给药组平均瘤重／阴性对照组

平均瘤重）×１００％。

（２）流式细胞仪分析细胞周期及细胞凋亡情

况　组织切片／胃蛋白酶消化法获取肿瘤组织细

胞悬液，７０％酒精固定后过夜，用流式细胞仪进

行分析。

（３）免疫组化法检测 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ蛋白表达　

生理盐水组和两种浓度 Ａｓ２Ｏ３组各随机抽取移植

瘤标本 ５例，切片，常规脱蜡，入水，血清封闭，依

次加入抗 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ抗体，生物素标记的二抗，

过氧化物酶。ＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水，封

片，显微镜观察。每张切片在高倍镜下（×４００）

观察 １０００个乳腺癌细胞，计数阳性细胞数（胞浆

或胞膜着色为阳性），计算表达率。表达率 ＝（表

达阳性细胞数／总细胞数）×１００％。

（４）对造血功能影响的判定　通过血常规和骨

髓涂片计数以判定用药后对造血功能有无影响。

１．３　统计学处理

采用 ＰＥＭＳ统计软件包进行数据处理。行方

差分析及 ｑ检验。

２　结　果

２．１　用药后荷瘤裸鼠瘤重及瘤重抑瘤率

５ＦＵ（８ｍｇ／ｋｇ）组、Ａｓ２Ｏ３ （４ｍｇ／ｋｇ）组 和

Ａｓ２Ｏ３（８ｍｇ／ｋｇ）组均能明显抑制裸鼠皮下肿瘤的

生 长，抑 瘤 率 分 别 为 ３８．３３％，５１．４２％ 和

６２．４３％；Ａｓ２Ｏ３对移植瘤的生长抑制作用明显强

于 ５ＦＵ，差异有显著性 （Ｐ＜０．０１）（表 １）。

６６
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２．２　各组细胞凋亡情况

低剂量 Ａｓ２Ｏ３，高剂量 Ａｓ２Ｏ３和 ５ＦＵ组的肿

瘤标本均存在 Ｇ２／Ｍ期阻滞，且在 Ｇ１峰前出现明

显的凋亡峰。两种浓度 Ａｓ２Ｏ３组 ＭＣＦ７细胞凋亡

率明显高于 ５ＦＵ组，且随着用药浓度的增加，凋

亡率 随 之 增 加，差 异 有 显 著 性 （Ｐ＜０．０５）

（图１～４）。

表 １　药物作用后荷瘤裸鼠瘤重及瘤重抑瘤率（ｎ＝８）

组别 瘤重（ｇ，ｘ±ｓ） 瘤重抑瘤率（％）

生理盐水 ５．２７±０．３６ １．５６

５ＦＵ ３．２５±０．２３１） ３８．３３

低剂量Ａｓ２Ｏ３ ２．５６±０．２１１）２） ５１．４２

高剂量Ａｓ２Ｏ３ １．９８±０．１５１）２） ６２．４３

　　注：１）与生理盐水组比较，Ｐ＜０．０１；２）与５ＦＵ组比较，Ｐ＜０．０５
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图１　生理盐水组，ＭＣＦ７细胞凋亡率为０％
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图２　５ＦＵ组，ＭＣＦ７细胞凋亡率为８．５９％
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图３　高剂量Ａｓ２Ｏ３组，细胞凋亡率为１６．７２％
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图４　高剂量Ａｓ２Ｏ３组，细胞凋亡率为３６．０７％

２．３　移植瘤乳腺癌细胞ｂｃｌ２和Ｆａｓ蛋白表达情况

经 Ａｓ２Ｏ３作用后，移植瘤组织中 ｂｃｌ２蛋白阳

性细胞数明显减少，Ｆａｓ蛋白阳性细胞数明显增
加（表 ２）。

表 ２　移植瘤乳腺癌细胞 ｂｃｌ２和 Ｆａｓ蛋白表达情况
（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别 ｂｃｌ２阳性 Ｆａｓ阳性

生理盐水 ７７．５６±１５．２６ ３８．５６±５．２１

低剂量Ａｓ２Ｏ３ ４２．３８±５．２２１） ４７．２５±６．６７２）

高剂量Ａｓ２Ｏ３ ３５．９８±４．７５１）３） ５５．５７±５．１８２）３）

　　注：与生理盐水组比较，１）Ｐ＜０．０１，２）Ｐ＜０．０５；与低剂量
Ａｓ２Ｏ３组比较，３）Ｐ＞０．０５。

２．４　血常规及骨髓涂片结果
各组红细胞计数及血红蛋白含量差异均无显著

性；低、高剂量Ａｓ２Ｏ３组和生理盐水组之间的白细胞计

数差异无显著性，但与 ５ＦＵ组差异有显著 性

（Ｐ＜０．０５）（表３）；低、高剂量 Ａｓ２Ｏ３组和生理盐水组

骨髓涂片显示增生活跃，细胞形态正常；而５ＦＵ组骨

髓涂片显示增生减低，细胞有空泡变形改变。提示

Ａｓ２Ｏ３对裸鼠的造血系统功能影响不大。

表３　药物作用后白细胞计数

组别 白细胞计数（×１０９／Ｌ）

生理盐水 １３．１５±２．５９

５ＦＵ ８．２６±３．２４１）

低剂量Ａｓ２Ｏ３ １２．５９±２．２７２）

高剂量Ａｓ２Ｏ３ １１．８５±１．０８２）

　　注：１）与生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５；２）与５ＦＵ组比较，Ｐ＜０．０５
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３　讨　论

细胞凋亡是 Ａｓ２Ｏ３抗肿瘤的主要作用机制
［３，４］。

体外实验已证实 Ａｓ２Ｏ３可诱导乳腺癌细胞凋亡，抑制

乳腺癌细胞增殖［１，２］。本实验以 Ａｓ２Ｏ３作用于裸鼠乳
腺癌皮下移植瘤模型，观察 Ａｓ２Ｏ３在体内的抗肿瘤作
用，结果表明，Ａｓ２Ｏ３对裸鼠移植瘤的生长有明显抑制
作用，抑制率随药物剂量增大而升高，呈现一定的量效

关系。两种浓度的Ａｓ２Ｏ３对移植瘤的生长抑制作用均
明显强于５ＦＵ，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。流式细胞
术分析提示低剂量 Ａｓ２Ｏ３，高剂量 Ａｓ２Ｏ３和５ＦＵ组均
能诱导肿瘤细胞凋亡，瘤体标本均存在 Ｇ２／Ｍ期阻滞，
且在Ｇ１峰前出现明显的凋亡峰。两种浓度 Ａｓ２Ｏ３组
ＭＣＦ７细胞凋亡率明显高于５ＦＵ组。且随着用药浓
度的 增 加，凋 亡 率 随 之 增 加，差 异 有 显 著 性

（Ｐ＜０．０５）。
Ａｓ２Ｏ３诱导肿瘤细胞凋亡的分子机制比较复杂，

可能与下调ｂｃｌ２的表达有关［５］。ｂｃｌ２是在ｔ（１４，１８）
染色体异位断点处发现的一种原癌基因，具有阻断程

序化细胞死亡的作用。Ｆａｓ是细胞膜表面受体蛋白，属
于肿瘤坏死因子受体超家族，Ｆａｓ与Ｆａｓ配体（ＦａｓＬ）结
合可介导细胞凋亡［６］。Ｆａｓ基因表达下降或不表达，
是癌细胞逃逸机体免疫细胞监视和杀伤的重要机制之

一。利用Ｆａｓ介导的凋亡信号传递途径，调节癌细胞
中 Ｆａｓ基因表达，可诱导癌细胞凋亡。本实验表明，
Ａｓ２Ｏ３作用后移植瘤乳腺癌细胞 ｂｃｌ２的蛋白表达显
著下降，而Ｆａｓ的蛋白表达显著增强。本实验中选用
两种浓度Ａｓ２Ｏ３作用于裸鼠，剂量依赖性不明显。这
可能是当作用剂量已达到饱和而未达到中毒剂量之内

时，并不因为药物剂量的变化而影响蛋白表达的缘故。

本实验结果显示，生理盐水组裸鼠一般情况差，呆

滞少动，进食进水减少；５ＦＵ组裸鼠表现亦有不同程
度的反应迟钝，活动减少；而Ａｓ２Ｏ３组未见明显不良反
应。血象及骨髓涂片结果提示Ａｓ２Ｏ３对裸鼠的造血系
统功能影响不大。

综上所述，Ａｓ２Ｏ３对裸鼠乳腺癌移植瘤的生长有
明显抑制作用，可诱导移植瘤乳腺癌细胞凋亡；诱导凋

亡的分子机制可能与是下调 ｂｃｌ２基因表达，上调 Ｆａｓ
基因表达有关。
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