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■背景资料
肝癌在我国的发
病率和死亡率居
高不下, 主要因为
除早期诊断的早
期癌能手术切除
外, 多数以非手术
全身化学为主要
方法, 但其对现化
疗方案很不明感, 
故寻求敏感的化
疗方案仍为热点
问题. 
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Abstract
AIM: To evaluate the impact of combined treat-
ment with arsenous acid and bortezomib on the 
growth and apoptosis of BEL-7402 cells.

METHODS: After BEL-7402 cells were treated 
with arsenous acid alone or in combination with 
bortezomib, cell morphology was observed by 
inverted microscopy; cell proliferation was ana-
lyzed by MTT assay; apoptosis was detected by 
flow cytometry; and NF-κB activity was detected 
by Western blot and electrophoretic mobility 
shift assay (EMSA).

RESULTS: Arsenous acid inhibited cell prolif-

eration in a time- and concentration-dependent 
manner, and promoted apoptosis in a time-
dependent manner (3-48 h: 5.23% ± 0.55%, 5.24% 
± 0.28%, 4.92% ± 0.91%, 4.73% ± 0.83%, 17.54% ± 
1.49%). Bortezomib enhanced arsenous acid-me-
diated growth inhibition and apoptosis induc-
tion (24 h: 8.41% ± 0.78%), and restrained NF-κB 
activity. 

CONCLUSION: Arsenous acid could obviously 
inhibit growth and promote apoptosis of BEL-
7402 cells. Bortezomib could enhance the sensi-
tivity of BEL-7402 cells to arsenous acid.

Key Words: NF-kappaB; Arsenous acid; Bortezomib; 
Chemotherapy; Drug resistance; Liver cancer
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摘要
目的: 探索亚砷酸(As2O3)对BEL-7402的作用, 
研究其与硼替佐米联合的化疗效果.

方法: As2O3不同浓度及作用时间处理细胞, 或
与硼替佐米联合作用, 倒置显微镜观察细胞
形态, MTT法检测增殖, 流式AnnexinⅤ-PI双
染法检测凋亡, Western blot及EMSA法检测
NF-κB活性.

结果: 细胞形态及生长抑制率随亚砷酸作用
时间及浓度变化而变化, 呈时间和浓度依赖
性, 细胞凋亡率随时间增加而提高(3-48 h: 
5.23%±0.55%, 5.24%±0.28%, 4.92%±0.91%, 
4.73%±0.83%, 17.54%±1.49%), 双药联合作
用时, NF-κB活性受到抑制, 细胞凋亡率也提
升(24 h: 8.41%±0.78%).

结论: As2O3对BEL-7402有明显抑制作用; 联
合硼替佐米作用, 可以增强肿瘤细胞对药物的
敏感性, 提高肿瘤治疗的效果. 

关键词: 核因子κB; 亚砷酸; 硼替佐米; 化疗; 耐药; 
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■研发前沿
As2O3及Bortezo-
mib已广泛被用于
血液系统肿瘤的
研究治疗, 且取得
相当可喜的治疗
效果, 但其对实体
瘤的作用仍未十
分明确.

肝癌
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0  引言

亚砷酸(As2O3)治疗急性早幼粒细胞白血病疗效

良好[1], 主要与其诱导细胞凋亡有关[2-5]. 许多研究

表明砷剂不仅对白血病细胞且对一些实体性肿

瘤细胞如胃癌、鼻咽癌等亦有诱导凋亡作用[6-8]. 
蛋白酶体抑制剂可通过抑制泛素-蛋白酶体通路

调节细胞周期, 促进细胞凋亡, 从而可能阻止或

延缓肿瘤进展[9-11], 因此, 硼替佐米作为一种蛋白

酶体抑制剂有潜在的抗肿瘤价值. 单用硼替佐米

即可诱导人多种白血病细胞系的凋亡[12-14], 越来

越多的研究致力于硼替佐米与常规化疗药物的

联合作用, 显示二者具有协同或叠加效应[15-17]. 肝
癌在我国的发病率和死亡率居高不下, 主要治疗

方法为手术切除. 由于其不易早期发现, 多数患

者确诊时已经失去手术治疗机会, 晚期肿瘤有局

部进展或转移, 因此非手术全身化学治疗成为主

要方法, 而肝癌对化疗很不明感, 所以寻求敏感

的化疗方案为亟待解决的问题. 本实验以人原发

肝癌细胞系BEL-7402为研究对象, 观察亚砷酸联

合硼替佐米对肝癌细胞系BEL-7402的化疗效果.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系BEL-7402购自中科院上

海细胞所细胞库, 亚砷酸氯化钠注射液(As2O3)
购于哈尔滨伊达药业有限公司, 硼替佐米(bort-
e z o m i b)购于西安杨森制药公司, D M E M(高
糖)培养基、胎牛血清购自美国HyClone公司; 
AnnexinⅤ-PI凋亡检测试剂盒于BD公司, BCA
试剂盒、细胞裂解液等均购于碧云天生物技术

研究所, 鼠抗人NF-κB p65抗体购于Santa Cruz生
物技术有限公司, 核蛋白抽提试剂盒、凝胶电

泳迁移率实验(EMSA)试剂盒等购于北京唯奥基

因科技发展有限公司.
1.2 方法 100 mL/L胎牛血清DMEM培养液, 含
1%青链霉素常规培养BEL-7402细胞, 0.25%胰

蛋白酶消化, 2-3 d传代1次.
1.2.1 MTT法检测细胞增殖: 接种96孔板, 每孔加

入100 μL细胞悬液约6×103个细胞, 次日细胞贴

壁后加药. 单药时, As2O3终浓度依次为1.25, 2.5, 
5, 10, 20 mg/L; bortezomib(nmol/L)终浓度依次

为25, 50, 100, 200, 400; 然后选择100 nmol/L bort-
ezomib与5 mg/L As2O3双药联合, 设5组: 第1组为

二者同时加注, 第2组为bortezomib先作用2 h后二

者共作用, 第3组为bortezomib先作用2 h后改为

单用As2O3, 第4组为As2O3先作用2 h后二者共作

用, 第5组为As2O3单独作用. 每次实验设5个复孔, 
并设调零孔、对照组, 于50 mL/L CO2、37 ℃培

养箱中孵育相应时间后, 倒置显微镜下观察记录

后, 每孔加入5 g/L MTT 20 μL, 继续培养4 h, 吸
弃培养液, 各孔加入150 μL二甲基亚砜, 充分溶

解结晶物, 490 nm波长测量吸光度(A值), 重复3
次. 抑制率 = (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 
1.2.2 流式AnnexinⅤ-PI双染法检测凋亡: 75 mL
培养瓶培养细胞, 5 mg/LAs2O3单独作用3 h、6 
h、12 h、24 h、48 h; 100 nmol/L bortezomib单
独作用24 h或二者联合作用24 h后, 0.125%胰蛋

白酶消化, 终止消化后PBS制备单细胞悬液, 按
BD公司流式说明书操作, 流式细胞仪分析. 
1.2.3 EMSA法检测NF-κB活性: 5 mg/L As2O3单

独作用3 h、6 h、12 h、24 h、48 h或100 nmol/L 
bortezomib联合作用24 h后收集约2×107个细胞, 
提核蛋白, 用BCA法检测其浓度符合要求后置

-80 ℃保存备用. NF-κB探针: 5'-AGT TGA GGG 
GAC TTT CCC AGG C-3', 按唯奥基因科技发展

有限公司提供的非放射性 EMSA试剂盒说明书

操作, 分析核蛋白的DNA结合活性. 每孔加入20 
μL样本, 凝胶电泳、转膜、交联、洗涤、底物

结合反应、成像.
1.2.4 Western blot检测NF-κB活性: 5 mg/L As2O3

单独作用3 h、6 h、12 h、24 h、48 h或100 
nmol/L bortezomib联合作用24 h后, 收集细胞, 
常规提取蛋白质样品, BCA法测蛋白浓度, 配制

10%的SDS-PAGE分离胶和5%的积层胶, 上样, 
于电泳缓冲液中, 恒压90 V电泳至样品进入分

离胶, 改为110 V至目的蛋白分离; PVDF膜半干

法转印, 牛奶封闭, 1∶200鼠抗人NF-κB p65抗
体4 ℃孵育过夜,  TBST洗膜, 1∶5 000 HRP二抗

37 ℃作用1 h, 重复洗膜, DAB显色. 并用密度扫

描仪(GIS全自动图像分析)测定差异条带面积和

灰度, 以二者之乘积与内参β-actin之比值进行半

定量分析.
统计学处理 数据结果用mean±SD表示, 配

对t检验.

2  结果

2.1 倒置显微镜观察细胞形态 BEL-7402细胞随



刘婷, 等. 亚砷酸联合硼替佐米对肝癌细胞系BEL-7402的作用						                    11

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文不仅研究了
As2O3及Bortezo-
m i b 单 独 作 用 于
BEL-7402的效果, 
且探索了二者联
合作用下的化疗
效果.

表  1  肝癌细胞BEL-7402的凋亡指数 (mean±SD, %)

     
药物

                     5 mg/L As2O3     双药

    联合

100 nmol/L 

Bortezomib

作用时间 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 24 h 24 h

凋亡率(%) 5.23±0.55 5.24±0.28 4.92±0.91 4.73±0.83 17.54±1.49 8.41±0.78 3.93±0.33

着As2O3作用时间的延长及浓度的提高, 细胞膜

逐渐变模糊、折光度变小, 接着细胞渐变圆变

小, 贴壁不良至死亡. Bortezomib单独作用时细

胞膜也变模糊, 二者双药联合是改变较单药明

显(图1).
2.2 MTT法检测抑制率 BEL-7402生长抑制率

随亚砷酸作用时间的延长及浓度的升高而逐

渐提高, 明显呈时间和浓度依赖, 除1.25 mg/
L与2.5 mg/L作用24 h组相比 P >0.05外, 余均

P <0.05(图2); 低浓度Bortezomib干预下, 细胞生

长抑制率未随作用时间的延长及浓度的升高而

明显改变(P >0.05, 图3); 100 nmol/L Bortezomib
与5 mg/L As2O3双药联合时, 细胞生长抑制率明

图  1  倒置显微镜下细胞形态变化. A: BEL-7402细胞常规生长; B-F: 5 mg/L As2O3单独作用3 h、6 h、12 h、24 h、48 h; G, 

H: 100 nmol/L Bortezomib单独作用24 h、二者联合作用24 h. 
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图  2  As2O3作用于肝癌.

120 

100

80

60

40

20

0

抑
制

率
(%

)

第1组         第2组         第3组         第4组         第5组

24 h
48 h

图  4  双药联合作用于肝癌.

16
14
12
10
8
6
4
2
0

抑
制

率
(%

)

25            50           100            200           400

12 h
24 h
48 h

浓度梯度(nmol/L)

图  3  硼替佐米作用于肝癌.
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■应用要点
本文参阅了近年
来 大 量 国 内 外
文献, 对As2O3及
Bortezom ib作用
于肝癌进行探索
性研究, 拓展了肝
癌的诊疗思路.

显高于单药作用, 但不同给药方式无明显差异

(图4).
2.3 AnnexinⅤ-PI法检测凋亡 每样本分4个流式

管, 1管不加染料为细胞浓度检测; 2管单加5 μL 
AnnexinⅤ, 3管单加5 μL PI, 二者用于调整象限; 
4管AnnexinⅤ-PI双染各5 μL为检测管. 如表1所
示, As2O3作用48 h时凋亡率急剧升高, 余无明显

变化, 无统计学意义.
2.4 EMSA法检测NF-κB活性 5 mg/L As2O3作用3 
h、6 h、12 h、24 h、48 h, P65表达先随作用时

间延长而活化核转移增多再随时间延长而减弱, 

6 h活化最多(图6A). 100 nmol/L Bortezomib单独

作用6 h、12 h、24 h, P65表达随作用时间延长

被抑制(图6B). 二者联合同时作用24 h, P65表达

较As2O3单独作用明显被抑制(图6C).
2.5 Western blot检测NF-κB活性 5 mg/L As2O3单

独作用NF-κB总蛋白表达先增加到48 h时减少, 
与100 nmol/L Bortezomib联合作用24 h时表达较

单药明显减少. 差异条带面积和灰度, 以二者之

乘积与内参β-actin之比值进行半定量分析(图7).

3  讨论

随着分子生物学的飞速发展, 抗癌药物的代谢

机制及其药物靶向性分子正在逐渐被人们所认

知, 但由于在治疗中存在着肿瘤细胞的耐药, 使
化疗效率仍不尽人意. As2O3最初用于急性早幼

粒细胞白血病的治疗, 取得了极高的临床缓解

率, 得到全世界的普遍认可. 近年来, 国内外学

者尝试将砷剂用于肝癌和结肠癌的治疗, 同样

取得了一定的效果[18-20].
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图  5  AnnexinⅤ-PI法检测凋亡. A: 

1管; B: 2管; C: 3管; D: 4管.

 1  2  3  4   5   6 1   2   3   4 1   2 3

NF-κB shift

free probes

CBA

图  6  EMSA法检测NF-κB活性. A: 1: 空白对照组, 2-6: 

As2O3单独作用3 h、6 h、12 h、24 h、48 h; B: 1: 空白对照

组, 2-4: 100 nmol/L Bortezomib单独作用6 h、12 h、24 h; C

组: 1: 空白对照组, 2: As2O3单独作用24 h, 3: 双药联合作用

24 h.

NF-κB
1       2      3      4      5      6      7      8
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图  7  Western blot检测NF-κB活性. 1: Marker; 2: 未加药组; 

3-7: 5 mg/L As2O3单独作用3 h、6 h、12 h、24 h、48 h; 8: 

双药联合作用24 h. 
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核转录因子NF-κB及相应调控因子明显参

与了恶性血液、固体瘤的细胞增殖、凋亡调

控、新血管生成、转移等, 化疗药物在杀灭肿

瘤细胞的同时又能激活NF-κB通路, 使肿瘤细胞

的死亡/生存平衡向着生方向倾斜, 从而影响肿

瘤治疗的效果, 抑制通路可增强化疗效果[21-26].
蛋白酶体抑制剂是NF-κB通路的抑制剂之

一. 在NF-κB信号通路中, IκB被IKK磷酸化后发

生多泛素化, 最终被26S蛋白酶体清除. 蛋白酶体

抑制剂可以稳定IκB, 从而抑制NF-κB的活化[27]. 
Bortezomib是进入临床研究的第1个蛋白酶体抑

制剂, 是细胞渗透性的小分子, 能选择性可逆性

地与蛋白酶体结合, 有强大的细胞毒活性并且毒

副作用非常小, 已被FDA和EMMA批准用来治疗

复发的多发性骨髓瘤, 为肿瘤的治疗开拓了新视

点. 作为一新兴的化疗药物, Bortezomib已被很多

研究学者关注并进行试验或临床研究. 其对多发

性骨髓瘤细胞有抑制细胞生长、诱导肿瘤细胞

凋亡、抑制细胞黏附、抑制肿瘤血管生成等作

用, 同时对血液系统其他恶性肿瘤具有显著的作

用[14], 单独作用或与常规化疗药联合作用可提高

化疗效果或逆转耐药性[15-17,28,29], 为逆转恶性肿瘤

耐药提供了一个新的途径.
本研究我们用A s2O3对B E L-7402进行干

预, 证实As2O3能够明显抑制肿瘤细胞生长, 5 
mg/L As2O3作用24 h、48 h、72 h对细胞的平均

抑制率分别达27.1%±19.1%、52.7%±7.7%、

65.0%±13.6%, 并随着药物作用浓度的提高, 抑
制作用增强.

在我们的前期研究中发现正常肝细胞HL-
7702中几乎没有NF-κB的活化, 而肝癌细胞系

BEL-7402存在NF-κB组成性活化和As2O3的诱导

性活化, 转染Ad-IκBαM可以明显抑制NF-κB活
化. 应用转染Ad-IκBαM基因治疗抑制NF-κB通路

和As2O3联合应用后凋亡细胞明显增多[30], 还发现

As2O3可以诱导胃癌细胞SCG-7901中NF-κB通

路活化, 感染Ad-IκBαM可以抑制NF-κB的活化. 
NF-κB通路的抑制能够显著增加胃癌细胞对化

疗药物的敏感性, 凋亡细胞明显增多[31]. 因而本

实验我们改用NF-κB通路的抑制剂Bortezomib
替代基因治疗联合As2O3治疗肝癌, 应用MTT
测增殖, 流式测凋亡, Western blot及EMSA法

检测NF-κB活性, 结果表明, Bortezomib在无毒

性、基本无细胞生长抑制的浓度下能有效抑制

NF-κB活化, 提高As2O3的化疗效果, 抑制率24 h
提高10%左右, 48 h提高20%以上, 并且与给药先

后顺序无关; 细胞凋亡率亦有提高. 证实了Bort-
ezomib与As2O3联合作用BEL-7402, 二者具有协

同效应. 然而应用Bortezomib联合As2O3治疗肝

癌的最佳联合浓度、最佳联合时机、是否在细

胞发生化疗耐药后联合会效果更佳及其对其他

细胞系的效果, 如何仍需我们进一步的探索、

实验.
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