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Abstract
AIM: To investigate the effects of arsenic trioxide 
(As2O3) on apoptosis and migration of the 
human liver cancer cell BEL-7402 under normal 
and hypoxic conditions.

METHODS: A hypoxic environment was in-
duced by CoCl2. The effect of As2O3 was deter-
mined by MTT assay. Electron microscopy, laser 
scanning confocal microscopy and flow cytom-
etry (FCM) were used to study apoptosis of the 
human liver cancer cell BEL-7402. Expression of 
the multidrug resistance 1 (mdr1) and Hypoxia-
inducible-factor-1α (HIF-1α) genes was detected 
by reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion�.

RESULTS: Different concentrations of As2O3 

can inhibit growth and induce apoptosis of the 
human liver cancer cell BEL-7402 during hy-
poxia. After being induced by 4.0 μmol/L As2O3 
for 48 hours in hypoxia, the BEL-7402 cell had 
morphological features of apoptosis as observed 
by electron and laser scanning confocal micros-
copies. Concentrations of 0.5-4.0 μmol/L As2O3 
down-regulated the mRNA expression of HIF-
1a and mdr1 under hypoxic conditions, with 
the strongest effect being from 4.0 μmol/L. The 
mRNA contents of HIF-1a and mdr1 treated 
with 4.0 μmol/L As2O3 for 48 hours under hy-
poxic conditions were 0.60 ± 0.07 and 0.59 ± 0.09, 
respectively. This was significantly different 
compared with the hypoxia control group (P < 
0.01).

CONCLUSION: As2O3 inhibited growth and in-
duced apoptosis in the human liver cancer cell 
line BEL-7402 during hypoxia. The mechanism 
probably was related to the inhibition of the ex-
pressions of HIF-1a and mdr1.
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摘要
目的: 探讨不同浓度三氧化二砷(As2O3)对人肝
癌细胞株BEL-7402生长及凋亡的影响及机制. 

方法: 应用化学缺氧剂二氯化钴(CoCl2)诱导
人肝癌细胞BEL-7402缺氧. 不同浓度As2O3对
BEL-7402进行干预后, 应用MTT法测定缺氧
条件下的生长抑制作用; 应用电镜, 激光共聚
焦显微镜及流式细胞术观察其对细胞凋亡的
影响; 应用逆转录聚合酶链式反应检测缺氧
诱导因子HIF-1α, 耐药基因mdr1的表达水平. 

结果: As2O3具有抑制人肝癌细胞株BEL-7402
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■背景资料
我国是世界上原
发性肝癌发病率
最高的国家之一. 
原发性肝癌的大
多数病例在确诊
时已失去手术根
治机会, 诊断时不
能切除的病例占
80%以上. 缺氧作
为恶性实体瘤的
特征之一, 不仅改
变了肿瘤细胞的
生物学特性, 导致
肿瘤细胞的遗传
不稳定性及恶性
选择, 而且也是肿
瘤对放、化疗产
生抗性的主要原
因. 



缺氧条件下生长的作用, 并呈剂量-效应依赖
性; 4.0 μmol/L As2O3干预48 h后, 缺氧条件下
的细胞呈现典型的凋亡形态学特征; 缺氧时, 
0.5-4.0 μmol/L As2O3下调HIF-1a, mdr1基因表
达水平, 其中4.0 μmol/L As2O3组作用最强, 基
因相对表达量分别为HIF-1a 0.60±0.07, mdr1 
0.59±0.09, 各剂量组As2O3作用后与缺氧对照
组比较差异有显著性(P <0.01).

结论: 不同浓度的As2O3在由CoCl2诱导的化
学缺氧条件下能够抑制人肝癌细胞BEL-7402
的生长及诱导凋亡, 其机制可能与As2O3下调
HIF-1a, mdr1的基因表达水平有关.

关键词: 三氧化二砷; 缺氧; 凋亡; 缺氧诱导因子1α; 
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0  引言

三氧化二砷(As2O3)近年来在抗肿瘤治疗方面取

得了肯定的疗效, 其主要机制为诱导肿瘤细胞

凋亡. 许多研究证实其对多种消化系肿瘤细胞

的生长有抑制作用. 而实体肿瘤大多存在内部

缺氧的报道也被很多研究所证实. 究竟As2O3在

缺氧微环境下对实体肿瘤的生长有无抑制作用

还鲜有报道. 本实验将就As2O3在缺氧时对人肝

癌细胞的生长抑制、诱导凋亡及作用机制方面

作进一步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株BEL-7402由哈尔滨医科

大学附属一院刘连新教授惠赠. RPMI1640培养

基购自Gibco公司, As2O3, CoCl2, MTT购自美国

Sigma公司. Annexin V-FITC试剂盒购自深圳晶

美生物. TRIzol及ThermoScript RT-PCR试剂盒购

自美国Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养 肝癌细胞BEL-7402于含100 mL/L
胎牛血清及100 kU/L双抗的RPMI1640培养液中

培养. 化学缺氧剂CoCl2加入培养液的终浓度为

150 μmol/L[1], 用于模拟肿瘤内缺氧微环境.
1.2.2  MTT法测定常氧及缺氧条件下As2O3对

细胞增殖活性的影响 实验分常氧组及缺氧组; 
将处于对数生长期的细胞以5×107个/L浓度接
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种于96孔板中, 每孔200 μL, 在0.5-32 μmol/L的
As2O3作用下培养48 h, 每个药物浓度设3个复孔, 
培养终点前4 h每孔加入MTT(5 g/L) 20 μL, 继
续培养4 h, 吸出培养液, 每孔加入150 μL二甲基

亚枫, 震荡10 min酶标仪波长570 nm处测吸光值

(A值). 实验重复3次, 计算细胞增殖抑制率, 以
As2O3浓度对数为横轴, 细胞存活率为纵轴做图, 
并用作图法求出As2O3半数抑制浓度(IC50). 
1.2.3 透射电镜观察细胞凋亡形态学变化 取对

数生长期细胞接种于培养瓶中, 细胞贴壁后更

换为缺氧培养基并加入4.0 μmol/L As2O3培养

48 h后消化、离心, PBS洗涤, 2000 r/min离心10 
min, 弃上清, 0.3 g/L戊二醛固定, 送电镜室.
1.2.4 激光共聚焦显微镜观察细胞凋亡改变 取
对数生长期细胞接种于6孔板行细胞爬片, 细
胞贴壁后更换为缺氧培养基并加入4.0 μmol/L 
As2O3培养48 h. PBS洗涤, 按试剂盒说明, 行
Annexin-V染色, 激光共聚焦显微镜下观察结果.
1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡率 实验分为常

氧对照组、常氧As2O3(4.0 μmol/L)组、缺氧对

照组、缺氧A s2O3作用组. 各组细胞分别处理

48 h后, 2.5 g/L胰酶消化, 离心收集1×106个细

胞, 4℃ PBS洗2次后重悬, 按试剂盒说明, 进行

Annexin-V染色, 上流式细胞仪收集10 000个活

细胞检测细胞凋亡率, 凋亡率(%) = (Annexin-V+ 
P I+细胞数+Annex in-V+ P I-细胞数)/10 000×
100%. 其中Annexin-V+ PI+细胞为晚期凋亡细胞, 
Annexin-V+ PI-细胞数为早期凋亡细胞, 实验重

复3次.
1.2.6  RT-P C R半定量法检测H I F-1α及m d r1 
mRNA含量 实验分为常氧对照组、缺氧48 h
对照组、不同浓度A s 2O 3缺氧条件下处理

组. (1)T R I z o l法提取细胞内总R N A: 按试剂

操作说明书进行, 电泳检测RNA质量, 测A值; 
(2)cDNA合成: 在0.2 mL的PCR反应管中加入

10 pg-5 μg RNA, dNTPs并加入DEPC处理水

和1.0 μL oligo (dT)引物, 总体积为12 μL, 65℃
变性5 min; 置于冰上; 加入5×Reaction Buffer 
4.0 μL, DTT (0.1 mol) 1.0 μL,  RNaseOUTTM 1.0 
μL, ThermoScriptTM 1.0 μL, DEPC处理水1.0 μL, 
50℃反应60 min; 85℃加热5 min, 停止cDNA合

成反应; 加入1 μL RNase H, 37℃反应20 min, 
cDNA合成完成后, -20℃保存或立即用于PCR实
验; (3)PCR法检测HIF-1a和mdr1的mRNA含量: 
以逆转录所得cDNA为模板进行PCR扩增, 总体

积为25 μL. 反应体系为: 10×PCR Buffer Minus 
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■研发前沿
实体肿瘤的缺氧, 
已经成为影响肿
瘤化疗敏感性的
关键问题, HIF-1
则是肿瘤缺氧过
程中的关键影响
因 子 ,  并 成 为 目
前攻克肿瘤治疗
的重要分子靶点. 
国内外研究目前
主要集中于研究
HIF-1的调控、小
分子s iRNA的基
因治疗和HIF-1抑
制 剂 的 研 发 .  但
HIF-1的抑制剂多
具有较大毒性作
用, 使其临床应用
受到限制. 
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Mg 2.5 μL, 50 mmol/L MgCl2 1.0 μL, 10 μmol/L 
dNTP Mixture 0.5 μL, 10 μmol/L sense primer 1.0 
μL, 10 μmol/L antisense primer 1.0 μL, Taq DNA 
polymerase 0.2 μL, RT Products 2.0 μL, DEPC处
理水16.8 μL; 目的基因HIF-1a的扩增: 95℃ 2 
min, 94℃ 1 min, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 25个循环

后74℃延伸10 min; 目的基因mdr1的扩增: 95℃ 
2 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 45 s, 25个循

环后72℃延伸10 min; 内参b-actin的扩增: 95℃ 2 
min, 94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 74℃ 1 min, 25个循

环后74℃延伸10 min; 15 g/L琼脂糖电泳鉴定扩

增产物, 凝胶图像扫描分析系统观察条带位置, 
灰度, 扫描凝胶得到内参对照b-actin与目的基因

的电泳条带光密度, 通过目的基因/b-actin的光

密度比值做相对定量分析. 引物序列见表1.
统计学处理 数据均用统计软件包SAS11.5

分析, 配对组间比较采用t检验, 多组间比较采用

方差分析.

2  结果

2 . 1  常 氧 和 缺 氧 组 A s 2O 3对 人 肝 癌 细 胞 株

BEL-7402增殖活性的影响 不同浓度的As2O3在

常氧及缺氧条件下对BEL-7402的生长均有抑制

作用, 并呈剂量-效应关系, 常氧组和缺氧组不

同浓度As2O3对BEL-7402的生长抑制作用相似

(表2), 无统计学差异(P >0.05). 常氧和缺氧组48 h 
As2O3 IC50值分别为17.56 μmol/L和17.24 μmol/L, 
差异无显著性(P >0.05).
2.2 缺氧时As2O3对人肝癌细胞株BEL-7402凋亡

的影响 (1)透射电镜观察细胞凋亡形态学改变, 
未加药组细胞48 h电镜像显示胞膜完整, 表面微

绒毛丰富, 细胞器结构正常, 核仁较大, 染色质

均匀, 常染色质丰富. 经As2O3作用48 h后呈现典

型凋亡改变, 可见染色质边聚于核膜下, 细胞表

面伸出空泡样的质膜突起, 游离核糖体解聚, 凋
亡小体形成; 细胞核固缩, 细胞表面微绒毛减少, 

甚至消失(图1); (2)激光共聚焦显微镜Annexin-V
染色结果: 凋亡早期细胞仅细胞膜被染成绿色, 
中期以后胞膜胞质均为绿色, 凋亡小体形成, 绿质均为绿色, 凋亡小体形成, 绿均为绿色, 凋亡小体形成, 绿
红双染为凋亡晚期细胞, 红色单染为死亡细胞

(图2); (3)流式细胞术Annex inV标记染色结果: 
150 μmol/L CoCl2诱导的缺氧48 h细胞与正常细

胞对照相比, 无明显凋亡出现, 差异无显著性. 
常氧和缺氧条件下相同浓度As2O3 (4.0 μmol/L)
作用48 h后 ,  常氧组早期凋亡率为18 .46%±

4.69%, 晚期凋亡率为4.86%±2.24%, 总凋亡率

为23.33%±3.10%; 缺氧组早期凋亡率为14.56%
±2.82%, 晚期凋亡率为8.52%±4.29%, 总凋

亡率为22.74%±3.01%, 两组间总凋亡率比较, 
P >0.05, 差异无统计学意义.
2.3 半定量RT-PCR检测常氧、缺氧及不同浓度

As2O3作用后HIF-1α, mdr1 mRNA基因表达水

平的变化 常氧组HIF-1α, mdr1 mRNA基因表

达均为较低水平, 缺氧诱导48 h后, 两种基因表

达水平与常氧组比较都有显著升高,  两组之间

比较有统计学意义(HIF-1α: t  = 17.457, P <0.01) 
(mdr1: t = 12.742, P <0.01); 缺氧条件下应用不同

浓度As2O3作用48 h后HIF-1α及mdr1基因表达水

平与缺氧48 h对照组相比有明显下降, 有统计学

意义(P <0.01, 图3, 表3).

3  讨论

近年的研究表明, 实质性肿瘤发生过程中, 血管

生长的相对滞后和肿瘤细胞的快速增殖导致肿

瘤细胞缺氧[2]. 缺氧介导肿瘤细胞的恶性筛选, 
导致缺氧肿瘤细胞对放、化疗耐受性的增加[3]. 缺
氧还可以使肿瘤细胞内参与解毒和药物代谢的

酶类表达增加, 从而使进入细胞内的化疗药物

迅速被代谢而丧失效应[4-5]. Tan et al [6]研究发现, 
CoCl2诱导的体外缺氧可以减缓SW480细胞的生

长速度, 并降低SW480细胞对氟尿嘧啶的敏感

性, 其机制可能与HIF-1α及HO-1的表达上调有

■创新盘点
为了进一步探讨
As2O3抗实体瘤的
作 用 机 制 ,  本 实
验设计应用化学
诱导缺氧的条件
下应用As2O3对肝
癌细胞株进行干
预, 观察其对肝癌
细胞生长及凋亡
的 影 响 ,  检 测 与
缺氧及肿瘤化疗
敏感性相关的分
子指标, 发掘其于
传统抗肿瘤药物
相比的优势, 完善
As2O3抗肝癌治疗
的作用机制, 为临
床联合应用药物
提供科学的理论
基础. 此方面问题
国内外尚未见报
道.

表  1  HIF-1α, mdr1, b-actin引物

      
扩增基因        预期产物                                            引物                         　                       　 T

HIF-1α              459          上游引物   5'-TCAAAGTCGGACAGCCTC-3'   　　         58℃

                                          下游引物   5'-CCCTGCAGTAGGGTTTCTGCT-3'         

mdr1                  501          上游引物   5'-AGAGGCTCTATGACCCCACA-3' 　　      55℃

                                           下游引物   5'-CCACAATGACTCCATCATCG-3'

b-actin   　        500   　   上游引物   5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'  　　    58℃

                                          下游引物   5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'
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关. 而本实验研究结果显示, As2O3对由CoCl2诱

导的化学缺氧条件下的人肝癌细胞株BEL-7402
仍具有良好的生长抑制这用, 同常氧组比较差

异无显著性. 缺氧组应用小剂量As2O3处理后, 电
镜下观察人肝癌细胞株BEL-7402出现典型凋亡

形态学改变; 流式细胞术AnnexinV-FIFC染色提

示, As2O3在缺氧时仍能发挥较好的诱导肿瘤细

胞凋亡的作用, 与常氧组比较作用相近. 因此, 
同传统的化疗药物相比, As2O3缺氧时可能发挥

更好的抗肿瘤作用.
那么, As2O3在缺氧时是通过何种机制发挥

其抑制肿瘤细胞生长及诱导凋亡作用的? 宗建

春 et al [7]报道在缺氧时, As2O3明显抑制乳腺癌

细胞株MDA-MB-435S VEGF mRNA及VEGF
蛋白的表达, 且随As2O3浓度的增加其抑制作用

更明显. VEGF mRNA的表达下降提示As2O3的

作用靶点发生在VEGF的上游调控因子. Hideo  
et al [8]认为VEGF增强子区域存在数个转录因子

结合位点, 如AP-1, AP-2, SP-1和缺氧诱导因子-1 
(HIF-1). 常氧条件下VEGF的表达主要由SP-1蛋
白调节, 在缺氧条件下, 肿瘤细胞内AP-1, AP-2, 
SP-1蛋白水平相对常氧增高并不明显, 而HIF-1 
获得大量表达, 说明缺氧时肿瘤细胞内VEGF大
量表达主要是由HIF-1调控[9]. 因此, 我们推测, 

■应用要点
本 实 验 结 果 中 , 
A s 2O 3对 由 缺 氧
诱导的HIF-1α和
mdr1基因表达水
平的下调, 提示我
们小剂量As2O3具
有不易产生肿瘤
治疗中常出现的
多药耐药性的优
点. 因此在临床治
疗过程中, 可考虑
将小剂量As2O3与
常规化疗药物联
合应用, 提高实质
肿瘤细胞在缺氧
微环境下对化疗
药物的敏感性, 发
挥化疗药物的最
佳作用.

bP<0.01 vs  各自细胞对照组.

表  2  不同氧条件下As2O3对人肝癌细胞株BEL-7402细胞的抑制率

      
浓度                                   常氧组                                                       缺氧组

(μmol/L)                  A                         抑制率(%)                         A                         抑制率(%)

对照组        2.109±0.042                   -                  2.126±0.023                   -

  0.5            1.949±0.044           7.59±0.32b         1.953±0.092            8.14±1.03b

  1.0            1.814±0.063         13.99±0.93b         1.816±0.049          14.47±1.66b

  2.0            1.628±0.067         22.81±1.42b         1.657±0.065          21.85±2.33b

  4.0            1.443±0.058         31.58±2.06b         1.499±0.046          29.49±1.45b

  8.0            1.290±0.087         38.83±1.38b         1.320±0.048          37.91±2.32b

16.0            1.132±0.034         46.33±1.98b         1.105±0.042          47.93±2.88b

32.0            0.548±0.027         74.02±2.02b         0.516±0.081          75.70±1.64b

A B 图   1   缺 氧 条 件 下
As2O3作用48 h电镜
下观察. A: 早期凋亡

细胞, 核染色质边聚

(×5000); B: 细胞凋

亡小体形成(×8000).

A B

图  2  缺氧条件下As2O3作用48 h激光共聚焦显微镜Annexin-V染色. A: 绿色单染早、中期凋亡细胞(×

40); B: 红、绿色双染凋亡晚期细胞(×25).
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As2O3在缺氧时可能通过抑制HIF-1表达发挥其

抗肿瘤作用.
缺氧诱导因子HIF-1最先由Semenza et al [11]

在研究缺氧诱导的基因表达时发现. 他是缺氧

反应中的中心调控因子, 缺氧时与缺氧反应基

因的缺氧反应元件(HRE)上的HIF-1结合位点[12]

结合, 促进缺氧反应基因的转录, 引起细胞对缺

氧的一系列适应性反应. 目前已发现有60多个

基因受其调[13]. HIF-1由α和b两个亚基组成, 其
中α亚基是主要的功能亚基, 对HIF-1的转录活

性起关键作用. 大量研究资料表明, HIF-1α在缺

氧条件下对肿瘤细胞凋亡具有明显的影响. 应
用RNA干扰技术高效特异性地抑制人血管内皮

细胞上HIF-1的表达后, 在缺氧/复氧条件下培养

发现, 使用RNA干扰的人血管内皮细胞凋亡明

显比未用RNA干扰的多, 说明HIF-1有抗细胞凋

亡的作用[10]. Piret et al [14]也发现缺氧或CoCl2可

以诱导HIF-1α的表达, 进而抑制肝癌细胞凋亡. 
Zaman et al [15]的实验结果则为HIF-1抗细胞凋亡

的作用提供了直接证据, 他们证明铁离子螯合

剂能阻止氧化压力诱导的凋亡. Erler et al [17]发现

在结肠癌细胞, 肝癌细胞中, 缺氧条件下促凋亡

分子Bid呈HIF-1依赖性下调, 从而成为细胞存活

的原因.
H I F-1可诱导M D R1/P-g p的表达增加 [18].

md r1基因表达产物P-gp除从细胞内逆浓度梯

度排出一系列的疏水性抗癌药物, 降低细胞内

药物浓度, 无法构成对肿瘤细胞的有效杀伤而

引起耐药外, 还通过抑制Caspase-3和Caspase-8
的激活而抑制依赖Caspases激活途径的细胞凋 
亡[16,19]. Wei et al [20]采用0.5-5 μmol/L As2O3对阿

霉素耐药的慢性粒细胞白血病K562/A D M细

胞分别作用48和96 h, 证实As2O3逆转其耐药性

与抑制P-gp功能有关. 张亚莉 et al [21]研究发现, 
As2O3降低mdr1和Survivin基因表达, 进而解除

P-gp和Survivin对Caspases的抑制效应而促进细

胞凋亡.

本实验结果提示, 化学缺氧48 h对照组与常

氧对照组相比, HIF-1α和mdr1基因表达水平有

明显增加, 具有统计学意义. 说明缺氧可以诱导

HIF-1α和mdr1基因水平表达. 应用小剂量As2O3

后(0.5-4.0 mmol/L), HIF-1α和mdr1的基因表达

水平明显下调, 且在一定范围内随As2O3剂量的

增加下调更加明显, 与缺氧对照组相比具有统

计学意义, 这可能是As2O3在缺氧时仍能发挥其

对人肝癌细胞株BEL-7402的生长抑制和诱导细

胞凋亡的机制之一. HIF-1也是导致肿瘤细胞对

化疗药物耐受的重要因素, 降低化疗药物对肿

瘤细胞的杀伤作用; 缺氧时HIF-1可启动mdr1基
因的转录; 本实验结果中, As2O3对由缺氧诱导的

HIF-1α和mdr1基因表达水平的下调, 提示我们

小剂量As2O3具有不易产生肿瘤治疗中常出现的

多药耐药性的优点. 因此在临床治疗过程中, 可
考虑将小剂量As2O3与常规化疗药物联合应用, 
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图  3  不同氧条件不同浓度As2O3作用48 h后. A: HIF-1α基

因表达水平; B: mdr1基因表达水平; C: b-actin基因表达水

平.

■同行评价
本文研究了缺氧
时 三 氧 化 二 砷
对 肝 癌 细 胞 株
BEL-7402生长及
凋亡的影响, 对癌
细胞在缺氧情况
下, 药物的耐药性
及内科治疗的敏
感性都有临床指
导意义. 同时, 对
其中的机制也做
了初步研究, 具有
先 进 性 ,  值 得 参
考.

bP<0.01 vs  缺氧对照组HIF-1α基因水平; dP<0.01 vs  缺氧对照组mdr1基因水平.

表  3  缺氧48 h As2O3作用后人肝癌细胞株BEL-7402 HIF-1α和mdr1基因表达

      
                                                                          缺氧组(μmol/L)                                                               常氧对照组                 

                           对照                     0.5                        1.0                        2.0                       4.0                   (μmol/L)

HIF-1α       1.31±0.07       0.95±0.03b       0.86±0.09b       0.77±0.05b       0.60±0.07b       0.51±0.06

mdr1          1.19±0.06       0.84±0.09d       0.79±0.07d       0.65±0.06d       0.59±0.09d       0.40±0.04

基因
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提高实质肿瘤细胞在缺氧微环境下对化疗药物

的敏感性, 发挥化疗药物的最佳作用. 
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