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Abstract
AIM: To explore the effects of As2O3 on apoptosis 
and i ts inhibitory migrat ion in a human 
pancreatic carcinoma cell line. 

METHODS: The human pancreatic carcinoma 
PC-3 cell line was treated with As2O3. The rate 
of apoptosis and the growth cycle of the cell line 
were investigated by flow cytometry. The expres-
sion of gene proteins related to apoptosis (Fas, 
Fas-L, Bcl-2, and Bax) and metastasis (CD44 and 
nm23) were observed by immunohistochemistry.  

RESULTS: A visible apoptotic peak and block-
age of the S phase of the cell cycle (14.86%-63.66%) 
were shown by flow cytometry. Immunohisto-
chemical staining indicated that the expressions 
of Bcl-2 (+++~+) and CD44 (++++~+) were 
down regulated, while the expressions of Fas 

(+~+++), Fas-L (-~+++) and nm23 (+~+++) were 
up-regulated. 

CONCLUSION: Injections of As2O3 can induce 
human pancreatic carcinoma cell apoptosis and 
inhibit pancreatic carcinoma migration. The 
mechanism was thought to be that As2O3 regu-
lated the expression of Fax, Fax-L, Bcl-2, CD44 
and nm23. 
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摘要
目的: 探讨三氧化二砷(亚砷酸, As2O3)注射液诱
导人类胰腺癌细胞凋亡及其抑制转移的作用 
机制.  

方法: 用As2O3处理人胰腺癌细胞株PC-3, 通
过流式细胞仪观察细胞的凋亡率及生长周期
的变化; 用免疫组织化学的方法, 检测凋亡相
关基因蛋白Fas, Fas-L, Bcl-2和Bax及转移相
关基因蛋白CD44和nm23表达的变化. 

结 果 :  流 式 细 胞 仪 检 测 显 示 明 显 的 凋 亡
峰 出 现 ,  并 使 细 胞 周 期 主 要 被 阻 滞 在 S
期 ( 1 4 . 9 % - 6 3 . 7 % ) ;  免 疫 组 化 结 果 显 示 , 
Bcl-2(+++~+), CD44(++++~+)基因的表达下调,  
Fas(+~+++)、Fas-L(-~+++)及nm23(+~+++)基
因的表达上调. 

结论: As2O3注射液可诱导人类胰腺癌细胞株
PC-3凋亡并具有抑制转移作用, 这可能与调
节Bcl-2, Fas, Fas-L及CD44, nm23蛋白的表达
有关. 
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■背景资料
胰腺癌号称21世
纪最顽固的癌症
堡垒, 历来受到消
化科及肿瘤科医
生的广泛关注, 其
早期诊断困难, 外
科手术治疗虽经
过努力可以达到
“根治性”切除, 
但复发转移较快, 
因此其他辅助治
疗目前研究较多.
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0  引言

胰腺癌(pancreatic carcinoma)是胰腺的外分泌

性腺癌 ,  在引起人类死亡的十大恶性肿瘤中

占第8位, 全世界每年有22.7万人死于此病, 其
发生率在男性和女性分别为0.007%-0.009%和

0.0045%-0.006%[1-5]; 且胰腺癌预后极差, 是所有

常见恶性肿瘤中生存率最低的肿瘤, 据美国癌

症协会统计, 2004年美国有31 860例患者被诊断

为胰腺癌, 其中31 270例死亡[6]; 几十年来, 胰腺

癌的5 a生存率几乎没有变化, 仍然低于5%, 这
主要与其内在的生物侵袭性及临床发现较晚有

关[7]. 手术切除是可能治愈此病的唯一方法, 然
而只有10%左右的患者在就诊时获得切除机会, 
且切除后的5 a生存率仍然只有5%-20%[8]. 目前

的姑息性治疗, 包括放疗、化疗、姑息手术等, 
只能减轻症状, 不能显著延长生存期. 三氧化二

砷(arsenic trioxide, As2O3, 亚砷酸)注射液在胰腺

癌[9-14]的研究和临床应用上初步显示出良好的

前景, 但仍较肤浅, 我们课题组在预实验[15]中已

观察到As2O3对胰腺癌细胞有明显的诱导凋亡作

用, 本实验进一步观察其诱导凋亡及抗转移的

作用机制, 希望能为胰腺癌的临床治疗提供一

种新的有效药物以及确凿的治疗依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人类胰腺癌细胞株PC-3, 引种自北京协

和医科大学协和医院病理科. 将细胞接种于无

菌培养瓶中, 加入适量RPMI 1640培养液(含150 
mL/L的小牛血清、青霉素100 mg/L、链霉素

100 mg/L), 于37℃、50 mL/L CO2及饱和湿度的

培养箱中培养. 细胞呈单纯贴壁生长, 每3-5 d传
代1次. As2O3注射液: 哈尔滨伊达药业有限公司

上市药品.
1.2 方法 取1.0×106的活细胞接种于培养瓶中, 
待细胞贴壁后分别加入终浓度为2 mg/L的As2O3

溶液, 置培养箱中培养至预定时间. 消化, 离心, 
固定, 加入5 g/L的碘化丙啶(propidium iodide) 
1 mL进行染色, 过滤后, 存放在4℃冰箱内20 
min后上流式细胞仪检测. 使用软件CELL Quest
进行分析. 收集与As2O3(终浓度为2 mg/L)孵育 
48 h的PC-3细胞, 固定, 晾干. 按免疫组化试剂

盒所示方法(SP法)进行操作. 阳性判断: 以胞质

和/或胞膜呈棕黄色为阳性细胞, 油镜下观察200
个细胞, 计算阳性细胞百分率. 以阳性率<5%为

(-); 5%-25%为(+); 26%-50%为(++); >50%则为

(+++).
统计学处理 采用SPSS11软件进行相关资料

处理. 统计变量以mean±SD表示, P <0.05表示差

异具有显著性.

2  结果

2.1 流式细胞术(FCM)分析 2 mg/L As2O3注射液

分别作用12 h, 24 h及48 h后的胰腺癌PC-3细胞, 
经流式细胞仪检测, 结果显示对照组细胞的凋亡

率为0.21%; As2O3作用组细胞的凋亡率随作用时

间的延长而增加, 且随用药时间的延长, S期细胞

比例呈上升趋势, 而G0/G1期呈下降趋势(表1). 
2.2 PC-3细胞凋亡相关基因蛋白的表达 未加药

的对照组PC-3细胞, Bax基因表达强(+++), Bcl-2
基因表达强(+++), Fas基因表达弱(+), Fas-L基因

表达阴性(-); 经As2O3作用48 h后, Bax基因仍表

达较强(+++), Bcl-2基因表达弱(+), Fas基因表达

增强(+++), Fas-L基因表达增强(+++). 
2.3 PC-3细胞转移相关基因蛋白的表达 未加药

对照组的PC-3细胞, CD44基因表达呈强阳性

(++++), nm23基因表达弱(+); 经As2O3作用48 h
后, CD44基因表达减弱(+), nm23基因表达增强

(+++).

3  讨论

自1971年哈尔滨医科大学第一临床医学院率先

用As2O3治疗急性早幼粒细胞白血病(AML-M3

型, 简称APL)取得成功以后, 砷剂成为世界血

液、肿瘤界研究的新热点; 近年来的研究证实, 
As2O3对多种实体瘤均有效[16-19]. 对As2O3的作用

机制, 人们进行了较为广泛的研究, 发现As2O3除

诱导细胞凋亡和部分分化外, 还可调控细胞凋

亡相关基因的表达, 在诱导不同类型肿瘤细胞

凋亡时, 调控凋亡相关基因的表达也不完全相

同, 并可使线粒体内膜跨膜电位下降, 延长细胞

■应用要点
因前期研究已得
出: As2O3对胰腺
癌细胞有明显的
诱导凋亡作用, 本
文则进一步观察
了其诱导凋亡及
抗转移的作用机
制, 为临床治疗提
供更为可靠的治
疗依据.

表  1  As2O3对PC-3细胞凋亡及细胞周期的影响(%)

     
时间(h)	          凋亡	          G0/G1                S               G2/M

  0	          0.2	          60.9	             14.9            24.2

12	          3.8	          39.5	             23.9            36.6

24	        21.9	          38.6	             37.1            24.3

48	        27.4	          31.8	             63.7              4.6
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倍增时间或阻抑细胞周期进程. 
本实验中, FCM分析显示As2O3作用于胰腺

癌细胞48 h后, 细胞凋亡率一直随时间的延长而

持续上升; 细胞周期分析显示: S期细胞比例呈

上升趋势(14.9%-63.7%), 而G0/G1期呈下降趋势

(60.9%-31.8%). 说明As2O3诱导胰腺癌细胞凋亡

的机制之一为将细胞周期阻滞于S期, 从而阻抑

细胞的有丝分裂. 
Bcl-2基因家族在细胞凋亡的调控中起着重

要的作用, Bcl-2具有抑制细胞凋亡, 延长细胞生

命的功能, 其定位于细胞线粒体膜、核膜和内

质网, 在诸多凋亡相关基因中尤显重要, 被看做

是调控细胞凋亡的最后共同通路之一[20-21]; Bax
是Bcl-2家族的另一成员, 与Bcl-2作用相反, 具
有促进细胞凋亡的作用[22-24]. 这一基因家族的成

员通常以二聚体的形式发挥作用, 如Bcl-2/Bax. 
As2O3作用于胰腺癌细胞48 h后, Bax基因表达

无变化, 而Bcl-2基因表达明显减弱(+++~+), 使
Bcl-2/Bax的比值下调, 从而促进了细胞的凋亡. 
Fas基因也称APO-1或CD95, 是存在于人细胞表

面介导凋亡的蛋白质分子, 属于TNF受体和NGF
受体家族的成员, 通过与其配体(Fas-L)交联, 即
可诱导典型的细胞凋亡[25-27]. 本实验发现,  As2O3

作用于胰腺癌细胞48 h后, Fas及Fas-L基因表达

均明显增强(+~+++及-~+++). 
CD44属于黏附分子家族透明质酸受体类, 

是存在于细胞表面的跨膜糖蛋白, 主要配体为

透明质酸(HA), 其大量表达于癌前期病变和恶

性肿瘤[28-32]. 大量研究表明, 他的表达与胰腺癌

的浸润和转移有关. nm23定位于人17号染色体

长臂远端, 他可以抑制参与细胞转移连锁反应

中的蛋白质或直接作用于转移相关基因的RNA
或DNA[33-38]. nm23基因的低表达己经在多种高

转移性肿瘤中被证实, 通过分析乳腺癌、胰腺

癌、甲状腺癌、胃癌、肝癌、结肠癌等均发现, 
nm23基因缺乏及其产物低表达与疾病进展及高

转移潜力呈正相关, 且预后也差. 经As2O3作用 
48 h后的胰腺癌细胞, 转移相关基因蛋白CD44
表达减弱(++++~+), nm23表达增强(+~+++), 表
明As2O3抗胰腺癌转移的机制与调节这两种基因

蛋白的表达密切相关. 
本实验证实了As2O3长期以来被认为能抑制

细胞DNA合成, 干扰细胞代谢, 致染色体畸变或

损害细胞基因的作用; 尤其对生长活跃的肿瘤

细胞, As2O3可抑制在正常细胞表达少而在肿瘤

细胞表达活跃的基因[39-42]. 研究发现, As2O3通过

阻滞细胞周期的发展及以上基因主动参与的激

活过程而发挥抗胰腺癌的作用, 本实验为其治

疗胰腺癌的作用机制研究提供了新的思路, 为
胰腺癌的治疗提供了科学客观的实验依据. 
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