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Abstract
AIM:To investigate the effect of arsenic trioxide  on expression of
telomerase and induction of apoptosis of hepatoma cells
in vitro.

METHODS:The human hepatoma cells were incubated with
variety concentration of arsenic trioxide. The cell growth
and proliferation were detected by MTT assay. DNA distribution
in cell was analyzed with flow cytometry. The expression of
telomerase was studied by in situ hybridization, and induction
of apoptosis was observed with terminal deoxynucleotidy
transferase nick and labeling (TUNEL).

RESULTS:Inhibitory rate of proliferation of hepatoma cell
with arsenic trioxide at 24, 48, 72 hours was 22.0 %, 25.7 %,
32.0 %, respectively (P <0.05). Flow cytometry study indicated
that ratio of G0/G1 phase cell was decreased and the portion
of S phase cell increased following treatment with arsenic
trioxide. The expression of telomerase was decreased and
the number of apoptotic cells increased with the increment
of arsenic trioxide dosage.

CONCLUSION:Arsenic trioxide may inhibit the proliferation
of hepatoma cells in a time-and concentration-dependent
manner, and suppress the expression of telomerase and
induce apoptosis of human hepatoma cells.
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摘要
目的:观察三氧化二砷对体外培养的人肝癌细胞株细胞端

粒酶表达和细胞生长抑制的影响及诱导细胞凋亡的作用，

探讨三氧化二砷的抗肿瘤作用及机制．

方法:采用噻唑蓝比色分析法(MTT法)，流式细胞分析，

原位杂交方法以及TUNEL原位末端标记法观察和检测了

不同浓度的三氧化二砷对人肝癌细胞株（SMMC-7721）

细胞的增生，细胞DNA含量的分布，细胞端粒酶表达的

影响及细胞凋亡的诱导作用．

结果: 20,  5 , 5 µmol/L三氧化二砷在24 ,  48 ,  72 h时抑制
率分别为 22.0 %，25.7 %，32.0 %，均能明显抑制人

肝癌细胞株细胞的增生(单侧置信区间为10.1，23.7，18.0,

P  < 0.05 )．流式细胞分析显示加药组G0/G1期细胞比例

减少，S期细胞所占比例增高．随着药物浓度的增加细胞

端粒酶的表达下降，而凋亡细胞数增加．

结论:三氧化二砷能抑制人肝癌细胞增生，其抑制作用具

有时间－计量效应关系，并能抑制肝癌细胞端粒酶的表达

及诱导肝癌细胞凋亡．
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0   引言

端粒参与DNA 复制，染色体定位和染色体稳定，在
控制细胞生长寿命等方面起重要作用[1,2]. 端粒酶是一种
能够维持端粒长度的酶，可不断合成端粒重复序列添
加至染色体末端，而使细胞具有永生化的生物学特性．
近来研究表明，端粒酶的激活及表达与恶性肿瘤的发
生，发展存在密切关系[3-6].  我们研究了三氧化二砷
（As2O3）对人肝癌细胞株（SMMC-7721）细胞端
粒酶表达和细胞生长的影响及诱导细胞凋亡的作用，
并探讨二者的关系．

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株SMMC-7721由成都华西医科大
学彭文珍老师惠赠. 细胞呈贴壁生长,常规培养于含
150 mL/L新生牛血清的RPMI1 640完全培养液中,置37 ℃,
50 mL/L CO2 孵箱中培养、传代，每2-3 d 传代 1次．
1 g/L As2O3 (哈尔滨医科大学附属第一医院) .噻唑蓝
(MTT，Fluka 公司). 端粒酶原位杂交检测试剂盒(北京



大学医学部病理系）. 原位细胞凋亡检测（TUNEL）
试剂盒（宝灵曼公司）. 流式细胞DNA试剂盒(DNA-Prep
Reagents kit )(Coulter公司).
1.2 方法   采用MTT法检测As2O3作用后对SMMC-7721
细胞增生的抑制作用. 收集对数生长期细胞，以1×104

细胞 /孔浓度种植于96孔板，加入不同浓度的As2O3，
对照组加入等量的培养液，每组设3个复孔，37 ℃，
50 mL/L CO2 培养 24，48，72 h，每孔加入 2 g /L
MTT 50 µL，继续孵育 4 h，加入 150 µ二甲基亚砜
（DMSO），振荡溶解 10 min，酶标仪以波长 570 nm
测A值. 对数生长期细胞以1×109细胞/ L浓度种植于培
养瓶，每瓶细胞数约200万，细胞贴壁后加入不同浓度
的As2O3，对照组加入等量培养液，继续培养 24 h．
收集细胞，PBS洗2次，滴片，室温下干燥，按试剂盒
说明书，采用原位杂交方法检测细胞端粒酶 mRNA的
表达. 以未加药者作阴性对照，以杂交稀释液代替生物
素探针杂交液作空白对照．计数300个细胞，计算阳性
细胞比率．细胞凋亡的检测采用TUNEL原位末端标记
法．收集经药物处理的细胞及对照组细胞，滴片，按试
剂盒说明书进行TUNEL原位末端标记，以未加药者作
阴性对照，以标记溶液代替TUNEL反应混合液作空白
对照，以人外周血淋巴细胞滴片作阳性对照，计数300
个细胞，计算凋亡指数（AI），AI=（凋亡细胞数 /
总细胞数）×100 ％．收集经不同浓度As2O3作用的细
胞和对照组细胞，取1×106 个细胞，冷PBS（pH7.2）
漂洗 2 次，过滤，加入DNA-prep Reagent，置 4 ℃
冰箱过夜，流式细胞仪（BI0-Rad 公司）检测，数
据由ModFit 软件分析．
        统计学处理  采用 t检验进行显著性检验.

2   结果

2.1 肝癌细胞的生长抑制  As2O3对人肝癌细胞株细胞有
显著的抑制增生作用，且抑制作用随药物浓度提高、作
用时间延长而增强(图1)．同阴性对照比较有统计学意
义(P <0.05,表 1).

图1 三氧化二砷对肝癌细胞增生的抑制作用

2.2 肝癌细胞端粒酶的表达  As2O3抑制肝癌细胞端粒酶
的表达,当浓度为5 µmol/L对端粒酶的表达即有明显抑

制作用，并随着浓度的提高抑制作用增强(表 1)．
2.3 TUNEL末端标记  As2O3诱导肝癌细胞的调亡,调亡
细胞数随药物浓度的升高而增多(表 1)．

表1  As2O3 对肝癌细胞的作用（% sx ± n=3）

As2O3 (μmol/L)
药物作用
      对照            1.00           5.00           10.00           20.00         50.00

增生抑制

      24 h                0.0          1.2±10.8      8.9±10.5     15.9±8.5        22.0±5.0a       27.3±7.8a

     48 h                0.0        10.6±5.8      25.7±0.9a      30.9±1.7b       36.9±2.0b       45.3±2.2

     72 h                0.0        14.4±12.6    32.0±5.9a      39.6±0.9b       45.4±2.6b      52.2±4.9b

凋亡指数       26.7±2.1    36.0±5.2      35.3±2.3       43.0±7.0a           47.7±8.5a       50.3±7.5b

端粒酶表达   96.3±0.6    73.0±14.9    72.7±8.7a      72.0±5.3b            64.3±7.5b       41.0±0.1c

 aP <0.05;bP <0.01;cP <0.001 vs对照

2.4 细胞－DNA含量的分布  As2O3使G0/G1期细胞比例
减少,S期细胞所占比例增高,并出现G2-M期细胞(图2)．

图2  三氧化二砷对肝癌细胞周期的影响

3   讨论

研究表明85-95 %的恶性肿瘤细胞端粒酶阳性[7,8]，而
正常的体细胞几乎阴性[9-11]，端粒酶的活化可能是各
种基因改变导致肿瘤细胞绕过无限增生的限制获得永
生化的共同通路，是肿瘤细胞克隆繁衍，使癌症得以
发展的重要因素[12,13]. 因此，如何调节端粒酶的活性成
为治疗肿瘤的一个新的探索途径，以限制端粒酶活性为
目标的肿瘤治疗可能具有更广阔的临床应用前景[14-18]. 而
细胞凋亡不仅在维护机体内环境稳定的方面起重要作
用，并与肿瘤的发生、发展、消退及转归有密切关系[19].
诱导肿瘤细胞凋亡已成为肿瘤治疗的新思路，可能是
寻找抗肿瘤药物的新靶点[20-22]．
        砷剂及其化合物是一种剧毒物,有致癌及致畸作用,
但砷剂也有其有益的生物学作用，与其他微量元素一
样，低浓度时对人体有益，并且有抗癌作用[23]. 我国
学者应用砷化合物(As2O3)治疗急性早幼粒白血病(APL)
获得满意疗效，进一步研究证明砷剂通过诱导APL细
胞凋亡而发挥作用．近年来As2O3在实体瘤的研究也逐
渐增多，砷剂的抗肿瘤作用与抑制细胞生长和诱导细
胞凋亡有关[24-27]. 由于端粒酶与肿瘤生长及发展关系密
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切，我们研究了As2O3 对肝癌端粒酶表达的作用，并
探讨与As2O3 其他抗肿瘤机制间的关系. 结果提示，
As2O3具有下调肝癌细胞端粒酶表达的作用. As2O3对体
外培养的肝癌细胞有显著的抑制增生作用,且有时间和
浓度依赖性,这与多位作者的研究报道是一致的[28,29]. 进
一步的研究表明，As2O3 在抑制肝癌细胞生长的同时，
肝癌细胞端粒酶的表达下降并与剂量有效应关系，因
此端粒酶可能是As2O3的作用靶点. 另方面据近来的研
究，As2O3有诱导肝癌细胞凋亡的作用，并认为诱导凋
亡是As2O3 抑制肝癌细胞增生，杀灭肝癌细胞的主要
机制，As2O3 可能通过改变bcl-2，Bax 的表达以及两
者之间的比率而诱导凋亡[30,31]. 细胞凋亡受到多种基因
的调控如P53，c-myc，bcl-2，Bax 等[19]，而 bcl-2 是
最早发现与凋亡有关的基因，是一种抗凋亡基因，Bax
是 bcl-2 家族成员但作用相反，Bax既可形成同聚体，
又可与bcl-2形成异二聚体，Bax蛋白与 bcl-2蛋白的
比值影响着细胞受到刺激后发生凋亡的比率，上调Bax
和bcl-2表达下降可诱发细胞凋亡[32-34]. Mandal  et al将
bcl-2基因转染Hela细胞和人结肠DiFi细胞系,发现转
染阳性的细胞端粒酶活性分别升高5-10倍和8-12倍，
说明bcl-2蛋白的过度表达是端粒酶激活的重要途径之
一. 而下调bcl-2，c-myc 基因的表达一方面增加凋亡
比率，另方面降低端粒酶活性[28,30]. 我们的研究也观察
到As2O3 在抑制细胞增生及端粒酶表达的同时，也诱
导细胞凋亡，但其引起端粒酶表达明显下调所需的浓
度低于引起调亡指数（AI）明显增高所需的浓度，提示
As2O3 抑制端粒酶表达可能出现在凋亡之前，而不是
凋亡的结果，是否为As2O3对端粒酶活性的抑制而启动
凋亡过程有待进一步探讨．
         As2O3作用的细胞周期动力学机制可能为周期特异
性药物[23,26,28]，本组实验结果亦显示As2O3改变肝癌细
胞的周期分布,使 S期细胞所占比例增高,并有G2-M期
细胞. 端粒酶活性的调节亦具有细胞周期依赖性[4] ,As2O3
对肝癌细胞周期的影响与下调端粒酶表达的关系有待
进一步研究. 以抑制端粒酶活性为靶点的研究，除了
反义核苷酸、肽核酸、核酶、苷核类似物外，细胞分化
诱导剂，细胞周期调节剂，其他细胞内外因子及药物，
如巯基酶及蛋白激酶抑制剂，DNA损伤因子等抑制剂
都呈现了抑制端粒酶活性的作用[35-37]. As2O3 具有干扰
DNA及RNA合成，抑制巯基酶，影响细胞周期分布，
诱导细胞分化等作用[23,38,39]，这些作用可能为诱导细
胞凋亡的机制，也可能通过这些机制抑制端粒酶的活
性. 总之As2O3 具有抑制肝癌细胞端粒酶活性及诱导细
胞凋亡的作用，其作用机制及其端粒酶活性抑制与凋
亡诱导间关系有待进一步研究．
       目前，干预端粒酶活性及诱导细胞凋亡均为肿瘤
治疗研究的热点. As2O3 等药物可能通过这些作用靶点
而发挥抗肿瘤作用，因此具有临床应用前景，值得进
一步研究．
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摘要
报告1例罕见的腹股沟斜疝手术后并发横结肠扭转，以期

引起同道们的注意，分析其可能的发生原因.全面汇报该例

患者病历资料及其诊疗过程，并附上典型的钡灌肠影像学

图片1张. Medline检索有无类似病例，分析发生的可能原

因.腹股沟疝手术后并发结肠扭转至今国内外未见报道，原

因不明，治疗上应尽量采用肠镜复位等保守的方法.

童卫东,刘宝华,张连阳,雷英,陆坷. 腹股沟斜疝术后横结肠扭转1例 . 世界华人

消化杂志  2003;11(3):267
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1   病例报告

患者男，45 岁，因发现右侧腹股沟区可复性包块 7 a
以“右侧腹股沟斜疝”收入院. 平素无腹痛、便秘等
不适，大便 1-2 次 /d. 查体：一般状况好，心肺(-)．
腹平，未见肠型，右腹股沟区可见6×7 cm大小隆起，
表面皮肤正常，界限清楚，质地软，无压痛，可还纳入
腹腔，还纳后压迫内环口咳嗽不再突出. 全腹无压痛，未
触及包块，肝脾未触及，移动性浊音(-)，肠鸣音正常．
血WBC5.0× 109/L，RBC4.62 × 1012/L，HGB139 g/L，
尿便常规正常，肝功能正常. 胸片及腹部B超正常. 经
术前准备择期行“右腹股沟斜疝修补术(Bassini 法)”.
术后第 3 天肛门不排气，诉腹痛、腹胀．听诊肠鸣音
4-5次 /min，无明显高调音. 予持续胃肠减压，口服大
承气汤，新斯的明肌注足三里等效果不明显，并出现

阵发性腹痛，查体见腹部膨隆，轻压痛，肠鸣音亢进，
有高调音．术后第5天检查腹部平片提示低位小肠梗阻，
钡灌肠见横结肠右段扭曲呈“鸟嘴样”形成狭窄，钡剂不
能通过，提示良性狭窄(图1). 急诊行肠镜检查，入50 cm，
见横结肠近肝曲处肠腔明显扭曲，肠腔闭塞不能通过镜
身，边充气边缓慢尝试前进，镜身穿过扭曲部位后见升结
肠腔明显扩张，吸出大量气体和液体，患者即刻感到腹胀
明显缓解. 继续进镜达回肠末段，观察全大肠未见器质性
疾病，诊断:横结肠扭转. 术后第7天痊愈出院．

2   讨论

查阅国内外文献，腹股沟疝术后发生结肠扭转未见报
道，本例实属罕见. 结肠扭转一般为沿系膜轴的顺时针或
逆时针扭转，但本例从钡灌肠图像(图1)看，扭转是沿肠管
纵轴的扭曲，而非通常所见的沿系膜轴扭转. 患者术后卧
床休息期间、无身体突然转动等诱发因素，且术前常规灌
肠，大肠处于空虚状态. 分析其发生的原因可能有以下几
点：(1)术前精神紧张、麻醉等因素造成结肠神经功能紊乱，
局部肠管的不协调运动导致肠管扭曲；(2)术中缝合结扎内
环口时腹膜牵拉过度，引起结肠反射性反常收缩．

图1  横结肠近肝曲处扭转(↑)
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