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三氧化二砷诱导人类胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞凋亡
的初步研究

周军，汤恢焕
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　　摘要：目的　研究三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）诱导人类胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞凋亡。方法　应用 ＭＴＴ法
检测 Ａｓ２Ｏ３对胆管癌细胞的抑制作用；采用光镜、荧光显微镜观察细胞形态变化；流式细胞术检测

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３染色并分析 ＤＮＡ含量及细胞周期。结果　１～１６μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３均能抑制人胆管癌细胞

ＱＢＣ９３９的生长，且抑制率具有浓度 －时间依赖性。４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３作用细胞后出现典型的凋亡形态

特征，可检测到亚二倍体凋亡峰，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３荧光强度降低。结论　Ａｓ２Ｏ３能诱导 ＱＢＣ９３９细胞发

生凋亡，其机制可能与线粒体膜电位去极化有关。
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　　原发性胆管癌是常见的肝胆系统恶性肿瘤，发

病率 为 １．２／１００，０００［１］，约 占 全 部 恶 性 肿 瘤 的

２％。胆管癌总的疗效目前仍难如人意。２０世纪

９０年代，发现三氧化二砷（ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅ，Ａｓ２Ｏ３）

　　基金项目：国家自然科学基金（２０３３５０２０）。

　　收稿日期：２００５－０１－３１；　修订日期：２００５－０３－２８。

　　作者简介：周军（１９７０－），男，湖南桃源人，中南大学湘雅医院主治

医师，主要从事肝胆胰外科方面的研究。
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能通 过 诱 导 凋 亡 抑 制 急 性 早 幼 粒 细 胞 白 血 病

（ＡＰＬ）细胞的生长，并取得满意疗效［２，３］。Ａｓ２Ｏ３
对肿瘤的作用成为近年来的研究热点，本实验的目

的在于探讨 Ａｓ２Ｏ３是否能诱导胆管癌细胞凋亡。

１　材料与方法

１．１　材料
人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞株由第三军医大学王

曙光建立［４］，北京大学人民医院外科肿瘤研究室

转赠。Ａｓ２Ｏ３（伊尔达，１０ｍｇ／１０ｍＬ，哈尔滨伊达



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１４卷

药业有限公司产品），用 ＲＰＭＩ１６４０培养基配制成

２０μｇ／ｍＬ（１００μｍｏｌ／Ｌ）的储存液，使用前用 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基稀释至所需浓度。０．２５％胰蛋白

酶加 ０．０２％ＥＤＴＡ溶液，Ｈａｎｋｓ液，１０％小牛血清

的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基，ＭＴＴ，ＲＮＡ酶，ＤＭＳＯ，Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，ＰＩ均购于北京鼎国生

物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　 ＱＢＣ９３９细胞在 ５％ＣＯ２培养

箱中 培 养，培 养 基 为 含 １０％ 小 牛 血 清 的 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液，３７℃条件下培养，细胞为上皮样

贴壁生长，每 ３～４日传代 １次，取对数生长期的

细胞用于实验。

１．２．２　四唑盐比色实验（ＭＴＴ）　ＱＢＣ９３９细胞

１００μＬ（１×１０４）接种于 ４块 ９６孔板，培养箱孵

育过夜，次 日 加 入 含 不 同 浓 度 Ａｓ２Ｏ３ 的 培 养 液

１００μＬ，使 Ａｓ２Ｏ３ 终 浓 度 分 别 为 １，２，４，８和

１６μｍｏｌ／Ｌ，每组设 ６个复孔。实验组加入含不同

浓度药物的培养液，阴性对照不加药，空白对照不

加培养液，加药后分别于 ２４，４８，７２，９６ｈ后加入

２０μＬＭＴＴ，继 续 孵 育 ４ｈ后 吸 出 培 养 液，加 入

１５０μＬＤＭＳＯ振荡溶解 １０ｍｉｎ，空白对照调零，酶

联免疫仪检测，波长 ５７０ｎｍ，测定各孔的吸光值，

计算抑制率。细胞生长抑制率 ＝（１－实验组 ＭＴＴ

值 ／对照组 ＭＴＴ值）×１００％。通过药物抑制浓度

计算软件（ＬＯＧＩＴ法）１．０计算 ＩＣ５０。

１．２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色　实验组为终浓度 ４μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３处理 ４８ｈ的 ＱＢＣ９３９细胞，对照组为未加药

干预 的 生 长 ４８ｈ细 胞。收 集 ２×１０６ 个 细 胞，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤 １次，１０００ｒ／ｍｉｎ

离心 ５ｍｉｎ去上清；７０％ 乙醇 １ｍｌ重悬细胞；ＰＢＳ

洗涤，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ去上清；用 １５μＬＨｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２重 悬 细 胞，终 浓 度 １６μｇ／ｍｌ，孵 育

１５ｍｉｎ；取 １０μＬ放在波片上，荧光显微镜下观察

照片。

１．２．４　流式细胞仪检测凋亡率及细胞周期　实

验组为终 浓度 ４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 处 理 ２４，４８，７２，

９６ｈ的 ＱＢＣ９３９细胞，对照组为未加药干预的同

时期生长细胞。收集 ２×１０６个细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ

离心 ５ｍｉｎ祛除培 养液；ＰＢＳ洗涤 １次，１０００ｒ／

ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ去上清；７０％预冷乙醇重悬细胞固

定，４℃ 过 夜；离 心 弃 去 固 定 液，３ｍＬＰＢＳ重 悬

５ｍｉｎ；４００目筛网过滤，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ去

上清；１ｍＬＰＩ（１００μｇ／ｍＬ）４℃避光染色 ３０ｍｉｎ；

流式细胞仪检测，激发波长为 ４８８ｎｍ，发射波长为

６３０ｎｍ。

１．２．５　线粒体膜通透性实验　实验组为终浓度

４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理 ４８ｈ的 ＱＢＣ９３９细胞，对照组

为未加药干预的生长 ４８ｈ细胞。收集 ２×１０６个

细胞，ＰＢＳ洗 涤，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３［５］（１０μｇ／ｍＬ）染

色，在 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３

次，流式细胞仪检测，激发光波长 ５０５ｎｍ，发射光

波长 ５３４ｎｍ。

１．３　统计学方法

计量资料描述以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，

各组间 数 据 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶ），数据以 ＳＰＳＳ１１．０统计软件处理分析。

２　结　果

２．１　ＭＴＴ检测结果

各浓度 Ａｓ２Ｏ３均对细胞生长有抑制作用。随

着 Ａｓ２Ｏ３浓度的增加，细胞生长抑制率增高，各浓

度间差异性存在显著性
$

均 Ｐ ＜０．０１
%

；随着

Ａｓ２Ｏ３干预时间的延长，细胞生长抑制率增加，各

干预时相组间存在显著性差异，（Ｐ ＜０．０１）。药

物干预第 ４天的 ＩＣ５０值为 ４．０１４μｍｏｌ／Ｌ（表 １）。

表 １　Ａｓ２Ｏ３对 ＱＢＣ９３９细胞生长抑制率的影响（％）

干预时间（ｈ） 例数（ｎ）
各浓度Ａｓ２Ｏ３对ＱＢＣ９３９细胞生长抑制率（％）

１μｍｏｌ／Ｌ ２μｍｏｌ／Ｌ ４μｍｏｌ／Ｌ ８μｍｏｌ／Ｌ １６μｍｏｌ／Ｌ

　　２４ ６ ４．８８±１．０６ ８．９７±１．７９ １５．８６±１．３８ ３２．４１±２．３７ ５４．８０±０．９２

　　４８ ６ ７．５９±１．１８ １５．８５±１．５４ ２６．３５±０．７１ ３６．９１±３．３２ ６１．３８±１．３６

　　７２ ６ １０．７８±２．９９ ２１．８０±１．４４ ２８．６６±１．３９ ５３．０５±０．９７ ７３．７８±１．０２

　　９６ ６ １３．０４±４．１０ ２８．１３±６．７８ ４５．８３±１．８１ ６５．６３±１．８５ ８４．３８±０．９２

　　Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２８２
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２．２　Ａｓ２Ｏ３干预后细胞形态学改变

４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ细胞后，２４ｈ即出现

细胞变小，高倍镜下可见颗粒，细胞增殖减缓。随

着时间的延长，漂浮细胞出现逐渐增多，９６ｈ大部

分细胞处于漂浮状态，细胞数明显减少。Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３３４２染色，荧光显微镜下见正常细胞的细胞核呈

弥散均匀荧光，Ａｓ２Ｏ３干预后凋亡细胞增多：细胞的

体积缩小，核固缩，表现为浓染致密的颗粒块状荧

光（图 １，２）。

２．３　流式细胞术检测凋亡率及细胞周期

４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ细胞后，凋亡率随着

时间的延长，凋亡率逐渐增高，各时相间存在显著

性差异
$

Ｐ ＜０．０１），（表 ２，图 ３）。Ａｓ２Ｏ３干预

后，Ｓ期细胞减少、Ｇ１期细胞增多，细胞被阻滞于

Ｇ１期（图 ４）。
表 ２　４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ９３９细胞凋亡率变化

分组
例数

（ｎ）

凋亡率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

对照组 ４ ０．９８±０．３２ １．０８±０．４６ １．７５±０．３８ ２．５１±０．７１

实验组 ４ ２．１２±０．５６ １２．２９±２．５２１５．１２±１．９１２１．７０±０．７８

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

图１　 正常ＱＢＣ９３９细胞Ｈｏｅｃｈｓｔ染色 图 ２　４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ９３９细胞

４８ｈＨｏｅｃｈｓｔ染色

图３　４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ９３９细胞凋

亡率的变化

ａ　 ｂ　 ｃ　

ｄ　 ｅ　

　　ａ：对照组；ｂ：Ａｓ２Ｏ３干预ＱＢＣ细胞２４ｈ；ｃ：Ａｓ２Ｏ３干预ＱＢＣ细胞４８ｈ；ｄ：Ａｓ２Ｏ３干预ＱＢＣ细胞７２ｈ；ｅ：Ａｓ２Ｏ３干预ＱＢＣ细胞９６ｈ．

图４　 ４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预ＱＢＣ细胞流式术检测到亚二倍体凋亡锋

３８２
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２．４　线粒体膜通透性实验

流式细胞仪检测实验组干预细胞 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３

荧光强度较对照组弱（图 ５）。

　　ａ：对照组细胞 ｒｈｏ１２３荧光强度 ｂ：４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 干预

ＱＢＣ细胞 ４８ｈ后 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３荧光强度

图 ５　 对照组及 ４μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 干预 ＱＢＣ细胞后 Ｒｈｏｄａ

ｍｉｎｅ１２３染色图

３　讨　论

２０世纪 ９０年代，发现 Ａｓ２Ｏ３可以通过诱导凋

亡和分化抑制急性早幼粒细胞白血病细胞的生

长，并应用于临床取得了良好的疗效［２，３］。进一步

的研究发现，Ａｓ２Ｏ３通过诱导凋亡对胃癌［６］、头颈

部肿瘤［７］、肝癌［８］、结肠癌［９］等实体瘤也有抑制

作用。本实验观察到不同浓度的 Ａｓ２Ｏ３对人胆管

癌细胞 ＱＢＣ９３９均有抑制作用，随着药物浓度的

提高，抑制率增高；随着药物作用时间的延长，抑

制率也增高。说明 Ａｓ２Ｏ３对 ＱＢＣ９３９细胞的抑制

作用，存在时间 －剂量依赖性。本研究证实 Ａｓ２Ｏ３
对 ＱＢＣ９３９细胞的抑制作用是通过诱导凋亡实现

的。其表现在：（１）Ａｓ２Ｏ３作用于细胞后，在光镜

和荧光显微镜下，可观察到典型的细胞凋亡的形

态学变化，如细胞核固缩，染色质凝集，边聚，核碎

裂，核固缩，凋亡小体形成等。（２）流式细胞术检

测发现 Ａｓ２Ｏ３ 干 预 后 出 现 典 型 的 亚 二 倍 体 凋 亡

峰，细胞凋亡率显著增高，实验组与对照组凋亡率

以及实 验 组 内 不 同 时 相 组 间 均 有 显 著 性 差 异。

（３）Ａｓ２Ｏ３能延长细胞周期，报道显示 Ａｓ２Ｏ３在有

些细胞阻滞细胞周期于 Ｇ１期，在有些细胞阻滞于

Ｇ２～Ｍ期［１０］。因此，Ａｓ２Ｏ３可能作用在 Ｇ１和 Ｇ２
～Ｍ期 ２个控制点，使整个细胞周期延长。其发

生的 具 体 机 制 还 不 清 楚。本 实 验 发 现 ４μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ９３９细胞后，随着时间的延长，Ｇ１
期细胞逐渐增多，细胞周期阻滞于 Ｇ１期。

线粒体膜电位的丧失是诱导细胞凋亡的重要

途径。细胞外的某些信号或细胞内 ＤＮＡ的损伤首

先引起促凋亡的 Ｂｃｌ２家族成员发生蛋白水解、脱

磷酸化等修饰而由无活性状态变为活性状态，从

而由胞浆向线粒体膜移位，使线粒体膜的通透性

转换孔（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＰＴＰ）开放或发生

其它变化，使细胞色素 Ｃ、凋亡诱导因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＡＩＦ）等凋亡信号分子进入胞浆，激

活 Ｃａｓｐａｓｅ９，再激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ３，引起细胞凋

亡［１１，１２］。Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３是一种阳离子荧光染料，

可以通过线粒体膜进入线粒体，并聚集于线粒体

内膜和基质。当线粒体膜电位去极化时，线粒体

通透性发生改变。正常细胞 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３荧光强

度高；凋亡细胞荧光强度减低；坏死细胞不能吸收

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，不发荧光。本实验观察到，４μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３干预 ＱＢＣ９３９细胞 ４８ｈ后，与对照组比较，

实验组荧光强度明显减弱。提示 Ａｓ２Ｏ３可以使线

粒体膜电位去极化。由此推测，Ａｓ２Ｏ３可能通过线

粒体途径诱导 ＱＢＣ９３９细胞凋亡。

本实验发现 Ａｓ２Ｏ３可以呈时间 －剂量依赖性

地抑制人类胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞 的生 长。Ａｓ２Ｏ３
抑制 细 胞 生 长 是 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 引 起 的。

Ａｓ２Ｏ３诱导 ＱＢＣ９３９细胞凋亡可能是通过线粒体

途径来实现的，但有关诱导凋亡的具体途径还有

待进一步实验来证实。
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·病例报告·

ＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｓ综合征合并结肠癌１例
刘薇，廖国庆，汤恢焕

（中南大学湘雅医学院 普外科，湖南 长沙 ４１０００８）

关键词：肠息肉病；结肠肿瘤／继发性；病例报告

中图分类号：Ｒ６５６．９　　　　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，３８岁。患者 ２０余年前

因腹痛在当地医院行剖腹探查术，术中

发现小肠结肠多发肠息肉，当时切除息

肉较多的一段小肠，术后症状缓解。５

年前在结肠镜下切除肠息肉，病理切片

证实为 Ｐｅｕｔｚ－Ｊｅｇｈｅｒｓ综合征。其后患

者仍反复发作腹痛腹泻，均经抗炎补液

对症处理后好转，本次因再度腹泻，黄

色水样便，约 １次／１５ｍｉｎ，经保守治疗

无好转入我院，既往有卵巢囊肿切除术

史。体查：贫血貌，手足、口唇及颊黏膜

可见散在黑斑，心、肺无异常发现，腹平

软，中下腹压痛，未扪及明显包块，肠鸣

　　收稿日期：２００５－０１－０７；

　　修订日期：２００５－０３－０７。

　　作者简介：刘薇（１９８１－），女，湖南娄底

人，中南大学湘雅医学院硕士研究生，主要从

事普通外科临床方面的研究。

　　通讯作者：刘薇　电话：１３７５５１０１９８９（手

机）。

音弱，四 肢 凹 陷 性 水 肿。 肛 查 （ＫＣ

位）：肛门括约肌松弛，距肛门约 ７ｃｍ

可扪及多个小息肉。实验室检查：红

细胞 ２．０４×１０１２／Ｌ；血 红 蛋 白 ７０ｇ／

Ｌ；白 蛋 白 １７．２ｇ／Ｌ；血 钾 ２．４ｍｍｏｌ／

Ｌ。全消化道钡餐检查：胃、小肠、结肠

可见多处充盈缺损，横结肠部分狭窄。

乙状结肠镜取息肉活检为：符合 Ｐｅｕｔｚ

Ｊｅｇｈｅｒｓ综合 征 息 肉，未 见 癌 变。经 输

血、补充白蛋白等培补治疗病情改善

后行剖腹探查，术中见胃、小肠、结肠

布满大小不等息肉，尤以回盲部最多，

乙状结肠处形成约 ６ｃｍ×７ｃｍ大小肿

物，切除回肠末端及乙状结肠并清扫

淋巴结，术后病检示：ＰＪ综合征，乙

状结肠肿块腺上皮重度非典型增生、

癌变且侵及浅肌层，肠旁淋巴结转移。

患者术后经全肠外营养支持等对症治

疗后逐渐恢复正常饮食，腹泻症状缓

解出院。

讨论 　 ＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｓ综 合 征，又 称

为黑斑息肉病，是常染色体显性遗传

性疾病，其与 ＳＴＫＩＩ基因突变有关。特

点是黏膜皮肤的色素沉着和胃肠道的

息肉病。息肉主要是错构瘤性息肉，

可混有腺瘤性成分，累及全消化道，最

常见的部位是小肠。

虽然错构瘤极少癌变，但不能排除

息肉中腺癌成分癌变或是错构瘤转变

成腺瘤甚至恶变的可能。本病不是癌

前病 变，但 Ｄｏｎｇ等 （ＣｈｉｎＪＤｉｇＤｉｓ，

２００４，５（４）：１６０－１６４．）提出本病发

生结肠癌的机会增加。本病累及全消

化道，手术治疗的目的仅为缓解症状，

有鉴于本病最可能发生的恶性肿瘤是

胃肠道癌及胰腺癌，应定期复查内镜、

Ｂ超及肿瘤标志物。

５８２




