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Abstract
AIM: To explore the arsenic trioxide(As2O3)-induced 
inhibition of the proliferation of mouse hepatoma cells 
in vivo .

METHODS: The mice bearing H22 solid and ascetic 
h e p a t o m a c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h d i f f e r e n t 
concentrations of arsenic trioxide. The growth of the 
solid tumor and the survival of the ascetic tumor-bearing 
mice were observed. The expression of proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) and cyclinD1 of the tumor cells 
were examined by immunohistochemical methods. The 
changes of cell cycle were measured by flow cytometry. 
The ultra-structural changes of the cells were observed 
under electron microscope.

RESULTS: Both high and low concentration of As2O3 

inhibited the growth of the solid tumor and prolonged 
the survival time of ascetic-tumor-bearing mice, and the 
inhibitory rates were 39.1% and 45.7%, respectively. 
The life prolonging rates were 57.2% and 97.7%, 
respectively. The positive rates of PCNA and cyclinD1 
expression in the As2O3-treated groups were significantly 
decreased from 57.9±6.6% to 44.0±5.0%(P <0.01), and 
from 49.2±9.3% to 37.6±6.3% (P <0.01), respectively. 
Flow cytometry showed that the percentage of G0/G1 
phase cells was decreased and the percentage of 
G2/M phase cells was increased. Electron microscopy 
showed the typical characteristics of cell apoptosis.

CONCLUSION: As2O3 can significantly inhibit the 
proliferation of mouse hepatoma cells.
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摘要
目的：探讨三氧化二砷（As2O3）对小鼠H22肝癌细胞
增殖的抑制作用.

方法：建立小鼠H22肝癌实体型及腹水型移植瘤模
型，腹腔应用As2O3治疗后，通过瘤体生长及生存时
间的比较，PCNA及cyclinD1免疫组化检测，腹水细
胞周期的流式术检测，电镜观察等指标反映细胞增殖
改变.

结果：As2O3高剂量及低剂量组均有效地抑制实体瘤
组荷瘤鼠皮下肿瘤的生长，抑瘤率分别为39.1%和
45.7%，且明显延长腹水瘤组荷瘤鼠的生存时间，延
命率分别为57.2%和97.7%，其作用呈一定的量效关．
PCNA及cyc l i nD1阳性表达率均明显降低，分别由
57.9±6.6%降为44.0±5.0%（P <0.01），由49.2±9.3%
降为37.6±6.3%（P <0.01）.腹水流式细胞术可见细胞
周期发生明显变化，主要作用于G0/G1期及G2/M期，
电镜观察可见细胞发生典型的凋亡形态学改变，并可
见早期凋亡小体形成.

结论：As2O3对小鼠肝癌细胞的增殖具有明显的抑制
作用，具有治疗肝癌的潜在价值.
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0  引言

恶性肿瘤细胞具有无限增殖的特点，抑制肿瘤细胞生

长是治疗肿瘤的重要途径之一.砷剂是治疗恶性肿瘤

的化疗药物.近年来，As2O3在急性早幼粒细胞白血病

(APL)治疗的临床和基础研究上已取得很大进展[1-4].

国内体外研究证实，As2O3能抑制多种消化道肿瘤细胞

株增殖，诱导其凋亡[5-11]，其中对肝癌作用研究最广

泛[12-16]，但As2O3的体内抗癌抑癌作用研究尚少.我们

研究As2O3对小鼠肝癌的抑制作用，来探讨其用于消化

道肿瘤的治疗的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年昆明系小鼠，质量18-22 g，雌雄

兼用，由哈尔滨医科大学第一临床医学院动物室提

供；H22小鼠肝癌细胞株由黑龙江省肿瘤医院检验科宋

晓时老师惠赠；1 g/L As2O3溶液由哈尔滨医科大学第

一临床医学院提供；PCNA，cyclinD1mAb购于武汉博

士德生物工程公司.取H22小鼠肝癌细胞株(荷H22肝癌小

鼠腹水)，活瘤细胞>90%，调整细胞密度为1×1010个/L，

分别接种于小鼠前肢外侧皮下制成实体型荷瘤鼠模

型，接种于小鼠腹腔内制成腹水型荷瘤鼠模型.

1.2 方法 次日实验随机分为3组，分别腹腔注射.对照

组，生理盐水0.2 mL；低剂量给药组，As2O3 2 mg/kg

约0.2 mL；高剂量给药组，As2O3 4 mg/kg约0.2 mL.

每组10只，每天给药1次，连续10 d.实体瘤组于停药

后2 d处死，取瘤体，称质量，计算抑制率=(1-给药

组平均瘤质量/对照组平均瘤质量)×100%.腹水瘤给

药组与对照组小鼠比较生存时间，计算延命率=(给药

组平均存活时间/对照组平均存活时间-1)×100%.实

体瘤标本做石蜡切片，经二甲苯脱蜡，入水，血清封

闭，依次加入抗PCNA及抗cyclinD1抗体、生物素标记

的二抗、ABC试剂，DAB显色，苏木素复染，显微镜观

察.腹水瘤组于停药后2 d，分别自每组随机挑选小鼠

8只抽取腹水，离心，700 mL/L乙醇固定12 h以上，离

心，除去乙醇，加入10 g/L RNA酶溶液200 μL，37℃

水浴15 min，加入碘化丙啶(PI)染色，上流式细胞仪

(美国BD公司，型号FACSC alibur)检测细胞周期并用

Lysis软件分析.实体瘤标本用戊二醛固定，脱水，浸

透，环氧树脂812包埋，醋酸铀和柠檬酸铅双重染色，

超薄切片，透射电镜下观察瘤细胞超微结构变化.

统计学处理 结果用平均数±标准差(mean±SD)

表示，所有资料经LYSIS Ⅱ软件收集处理，采用两组

均数t检验.

2  结果

在实验过程中，对照组荷瘤鼠活动减少，步态不稳，

毛发稀疏，进食水少，形体消瘦呈恶病质，其中一

只在用药后5 d死亡，而治疗组小鼠活动基本正常，

饮食状况无明显改变，质量未见明显减轻.A s2O3低

剂量组及高剂量组平均瘤质量低于对照组平均瘤质

量，有显著性差异(1.93±0.36 g，1.72±0.42 g 

vs 3.17±0.75 g，P<0.01)，其抑瘤率分别为39.1%

和45.7%，说明As2O3能有效抑制肿瘤生长.但高剂量

组与低剂量组平均瘤重比较，无明显差异(P>0.05).

同样，腹水瘤治疗组平均生存时间明显长于对照组

(17.50±1.85 d，22.0±4.10 d vs 11.13±2.64 d， 

P<0.01)，延命率分别为57.2%和97.7%，但高剂量组

与低剂量组有显著性差异(P<0.05)，说明As2O3能明显

延长肝癌小鼠的生命，高剂量As2O3作用更明显.

2.1 PCNA及cyclinD1免疫组织化学结果 阳性细胞为

细胞核着棕黄色，染色深度与其表达量有相关性(图

1，图2).每张切片选染色最强、最集中的10个高倍

视野(×400)共计数4000个肿瘤细胞中的阳性细胞

数，得出阳性细胞的百分数(表1).治疗组肿瘤细胞

的PCNA阳性表达率及cyclinD1阳性表达率均低于对

图1 各组中PCNA表达(×40). A: 生理盐水对照组; B: 高剂量As2O3治疗组.

A B

A B

图2 各组中cyclinD1表达(×40). A: 生理盐水对照组; B: 高剂量As2O3治疗组.
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2.3 电镜观察结果 As2O3高剂量及低剂量组均可见细胞

变小，细胞间隙增宽，细胞表面微绒毛显著减少；细

胞核内染色质浓缩聚集，呈团块状或花瓣状，位于核

膜内侧；核中央可见低电子密度的染色质，部分细胞

可见核膜破裂，胞核崩解，形成早期凋亡小体；胞质

内线粒体轻微肿胀，部分空泡样变，其它细胞器结构

基本正常(图3).总的来说，以细胞核及线粒体的变化

为主，这种变化以高剂量组更明显.

3  讨论

三氧化二砷诱导人白血病细胞株及其它肿瘤细胞株

凋亡已有诸多报道[17].目前，人们已把重点转移到

As2O3在动物体内抗肿瘤作用的实验研究上[18-21].我

们用As2O3对小鼠H22肝癌进行体内抑癌研究，结果表

明，As2O3可有效地抑制实体瘤组荷瘤鼠皮下肿瘤的

生长，并明显延长腹水瘤组荷瘤鼠的生存时间，其作

用呈一定的量效关系.整个实验过程中，治疗组无质

照组(P<0.01)，有显著差异.说明As2O3能下调PCNA及

cyclinD1蛋白，抑制小鼠H22肝癌细胞的增殖.

2.2 腹水细胞周期分析结果(表1) 应用As2O3(高)后，

小鼠腹水细胞周期发生了明显变化，G0/G1期细胞从

35.8%下降到18.2%(P<0.05)，S期细胞从59.4%上升到

63.5%(P >0.05)，变化不明显，而G2/M期细胞由4.8%

上升到19.3%(P<0.05).(低剂量As2O3作用后，小鼠腹

水细胞周期没有明显变化)说明As2O3(高)主要作用于

G0/G1期及G2/M期，抑制细胞增殖作用.

图3  As2O3作用后电镜下细胞变化.  A: 低剂量; B，D: 高剂量; C: 治疗组.

A B C D

表 1   各 组 小 鼠 P C N A 及 c y c l i n D 1阳 性 表 达 率 和 细 胞 周 期 的 比 较                   

（mean±SD，n = 10）

aP＜0.05，bP<0.01 vs 对照组.

                                   肿瘤组织                                 腹水细胞周期

	    PCNA阳性           cyclinD1阳性          G0/G1          S         G2/M

对照组           

AS2O3低          

AS2O3高 

57.9±6.6              49.2±9.3             35.8        59.4        4.8

49.0±4.8b             42.8±9.0b            33.9        58.4        7.7

44.0±5.0b             37.6±6.3b            18.2a       63.5a     19.3a

分组

量变化等明显毒副作用.PCNA及cyclinD1在细胞周期

的调控中起关键作用[22]，肿瘤细胞增殖越活跃，其

表达越高，我们发现，对照组PCNA及cyclinD1阳性表

达率分别为57.9%和49.2%，而As2O3低剂量组二者的

阳性表达率下降，分别为49.0%和42.8%，As2O3高剂

量组二者的阳性表达率下降的更明显，分别为44.0%

和37.6%.结果表明，As2O3通过下调PCNA及cyclinD1蛋

白的表达，来抑制肿瘤细胞的增殖，从而达到治疗肿

瘤的目的.应用高剂量As2O3作用后，小鼠腹水细胞周

期变化明显，G0/G1期细胞从35.8%下降到18.2%，G2/M

期细胞则从4.8%上升到19.3%，说明AS2O3主要作用于

G0/G1期，使其比率下降，这种作用方式与众多S期抑

制药物不同.G1期是转录过程的开始，是细胞周期运

行的关键时刻，抑制这一时期，能明显抑制细胞周期

的正常运行.As2O3这种抑制G1期的作用方式，与Stephan 

et al[23]应用hexahydrocolupulone(HHC，25 mmol/l)

抑制乳腺癌细胞MCF-7所报道的作用方式一致.我们看

到，As2O3还作用于G2/M期，使细胞堆积于S期及G2/M

期，阻滞细胞由S期-G2期及G2-M期的进程，从而减慢

癌细胞的增殖生长速度.在实验中，由于腹水里可能

有一些吞噬细胞对肿瘤细胞有吞噬作用，又由于一些

坏死细胞在崩解之前难于与活的肿瘤细胞区别，因

此，FCM显示S期细胞比率比G0/G1期细胞比率高，这并

不能代表癌细胞的DNA合成总量增多.电镜观察下我们

发现As2O3主要作用于细胞核及线粒体，使其基本符合

细胞凋亡的形态学特征，且见到早期凋亡小体，说明

As2O3可诱导肝癌细胞凋亡.

本实验结果显示As2O3具有:(1)抑制实体型荷肝癌

小鼠皮下肿瘤的生长;(2)延长腹水型荷肝癌小鼠的生

存时间;(3)下调PCNA及cyclinD1蛋白的表达;(4)减少

细胞周期中G0/G1期百分率，提高G2/M期百分率;(5)形

成早期凋亡小体.这些方面均有力地证实了As2O3对体

内肝癌细胞的作用，为临床应用As2O3治疗肝癌提供了

可靠依据.至于As2O3这种体内抗肝癌作用的机制有待

于我们进一步研究.
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