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Abstract
AIM: To investigate the toxic effect of NaAsO2 
on rat bone marrow mesenchymal stem cells 
(MSCs) and to explore the possible mechanism 
involved. 

METHODS: Cultured rat bone MSCs were ex-
posed to different concentrations of NaAsO2 (10, 
20, 30, 40 and 50 μmol/L) for 24 h. MTT assay 
was used to evaluate cell viability. The level of 
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亚砷酸钠对大鼠骨髓间充质干细胞的过氧化损伤

吕海龙, 李思源, 慕晓玲, 姜玉峰

®

■背景资料
砷是一种公认的
毒物, 砷所引起的
氧化应激在多种
细胞中已被证实, 
骨髓间充质干细
胞是存在于体内
的正常细胞, 他具
有多向分化的潜
能. 但是亚砷酸钠
(sodiumarsenite, 
NaAsO2)对骨髓间
充质干细胞损伤
的确切机制目前
尚未阐明. 

reactive oxygen species (ROS) was detected by 
staining cells with DCFH-DA. The content of 
malondialdehyde (MDA) and activity of super-
oxide dismutase (SOD) in rat bone MSCs were 
also measured. 

RESULTS: Treatment with NaAsO2 significantly 
decreased cell viability, GSH content and SOD 
activity, increased ROS and MDA formation, 
and induced Caspase 3 activation in rat bone 
MSCs cells. 

CONCLUSION: Our findings suggest that Na-
AsO2-induced oxidative stress may cause MSC 
apoptosis via mitochondria-dependent signaling 
pathways.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探索亚砷酸钠(sodiumarsen i te, Na-
AsO 2)对原代培养的大鼠骨髓间充质干细胞
(mesenchymal stem cells, MSCs)的氧化应激作用.  

方法: 采集4周龄SD大鼠骨髓, 体外培养获得
大鼠骨髓MSCs, 取第3代大鼠骨髓MSCs, 将不
同浓度NaAsO2(10、20、30、40和50 μmol/L)
作用于大鼠骨髓MSCs, 进行染毒, 染毒时间
为24 h, 采用细胞毒性试验法观察NaAsO2对
大鼠MSCs的细胞毒性作用, 利用2',7'-二乙酰
二氯荧光素(2',7'-dichlorofluorescin diacetate, 
DCFH-DA)检测细胞内活性氧(reactive oxygen 
s p e c i e s, R O S)水平, 并测定细胞中丙二醛
(malondialdehyde, MDA)含量及超氧化物歧化
酶(superoxide dismutase, SOD)活力, 同时测定
细胞内还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, 
GSH)的含量, Caspase 3试剂盒检测Caspase 3
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■研发前沿
探究NaAsO2对大
鼠骨髓间充质干
细胞的毒性和氧
化应激作用, 可能
会成为砷毒性作
用研究的新热点.

酶活性.  

结果: 不同浓度的N a A s O2作用于大鼠骨髓
MSCs, 用MTS法进行细胞毒性检测显示, 当
NaAsO2浓度≥20 μmol/L时, 大鼠骨髓MSCs
吸光度值分别为1.98±0.09、1.45±0.12、
1.26±0.11和1.02±0.15, 与对照组比较明显
降低(P <0.01); 不同浓度NaAsO2作用于大鼠
骨髓MSCs, DCF荧光强度分别为1572±124, 
1998±97、2337±210、2878±154和3960±
135, 与对照组相比均明显增高(P <0.05); 不同
浓度NaAsO2作用于大鼠骨髓MSCs, MDA分
别为1.4 EU/mL±0.06 EU/mL、1.9 EU/mL±
0.12 EU/mL、2.3 EU/mL±0.08 EU/mL、2.6 
EU/mL±0.11 EU/mL和3.3 EU/mL±0.09 EU/
mL, 与对照组相比均明显增高(P <0.05); 不同
浓度NaAsO2作用于大鼠骨髓MSCs, SOD分别
为29 EU/mL±0.19 EU/mL、22 EU/mL±0.12 
EU/mL、17 EU/mL±0.06 EU/mL、12 EU/mL
±0.11 EU/mL和10 EU/mL±0.06 EU/mL, 与
对照组相比均明显降低(P <0.05); 当NaAsO2

浓度≥20 μmol/L时, 大鼠骨髓MSCs的GSH
分别为75 EU/mL±0.11 EU/mL、71 EU/mL
±0.8 EU/mL、62 EU/mL±0.12 EU/mL和54 
EU/mL±0.9 EU/mL, 与对照组相比均明显降
低(P <0.05). 

结论: NaAsO2可以诱导大鼠骨髓MSCs氧化损
伤增加, 提示氧化应激可能是NaAsO2致大鼠
骨髓MSCs细胞毒作用机制之一.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 亚砷酸钠(sodiumarsenite)降低细胞活

力, 还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)和
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase)水平, 增加

细胞内活性氧(reactive oxygen species), GSH和丙

二醛(malondialdehyde)含量.

吕海龙, 李思源, 慕晓玲, 姜玉峰. 亚砷酸钠对大鼠骨髓间充质干细

胞的过氧化损伤.  世界华人消化杂志  2013; 21(17): 1649-1653  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1649.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i17.1649

0  引言

砷是自然界存在的有毒类金属元素, 广泛分布

于岩石、土壤和水环境中[1]. 砷主要经呼吸道和

消化系途径进入机体, 长期摄入会在体内蓄积, 
引起慢性砷中毒, 新疆是地方性砷中毒危害较

严重的地区之一. 砷暴露所引起的健康损害不

仅包括急、慢性砷中毒, 还包括致癌、致畸和

致突变作用[2,3], 砷已被国际肿瘤研究中心(Inter-
national Agency for Research on Cancer, IARC)归
类为第一类致癌物[4].  

骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)是存在于体内的正常细胞, 他具有多向

分化的潜能, 可以分化为成骨细胞、成软骨细

胞、脂肪细胞、肌细胞和神经细胞等[5]. 有关砷

的致癌作用机制, 已经开展了一定的研究, 但是

砷暴露对干细胞损伤的确切机制目前并不明确, 
有关砷暴露对骨髓MSCs的实验研究也不多见. 
为了深入研究砷对体内正常干细胞毒性的作用, 
本研究采用体外培养的原代骨髓MSCs, 探讨

亚砷酸钠(sodiumarsenite, NaAsO2)对大鼠骨髓

MSCs细胞的毒性和氧化应激作用, 为进一步阐

明砷导致干细胞损伤作用机制提供依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 CO2培养箱(日本三洋公司); 低温离心

机(日本Sigma公司); 倒置相差显微镜(Olym-
pus); 全自动酶标仪(Bio-Tek); 全波长分光光度

计(Bio-Tek). NaAsO2(美国Sigma公司); 胰蛋白

酶(美国Sigma公司); DMEM培养基和胎牛血清

(美国Gibco公司); DCFH-DA(美国Sigma公司); 
Caspase 3酶活性试剂盒(碧云天公司); CellTiter 
96 Aqueous Non-Radioactive cell proliferation 
Assay试剂盒(美国Promega公司); 超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)试剂盒、丙二醛

(malondialdehyde, MDA)试剂盒、还原型谷胱甘

肽(reduced glutathione, GSH)(南京建成生物工程

研究所).  
1.2 方法 
1.2.1 大鼠骨髓MSCs的分离、扩增和纯化: 4周
龄SD大鼠引颈处死后置于750 mL/L乙醇浸泡约

1 min, 无菌条件下分离出大鼠的股骨和胫骨, 用
注射器冲出骨髓细胞后经4号针头吹打, 制成单

细胞悬液. 1000 r/min离心5 min, 弃去上清. 用加

有10%胎牛血清的DMEM重悬细胞, 接种于25 
cm2的培养瓶, 置37 ℃, 5%CO2培养箱中培养. 3 d
后更换培养液, 以后每3-4 d换液1次, 7-10 d细胞

生长融合. 经0.25%胰酶消化, 以1×105/mL密度

传代培养[6,7]. 最终获得排列呈旋涡状、贴壁生

长的长梭形大鼠骨髓MSCs. 取第3代大鼠细胞

用于染毒实验, 实验组分别加入新鲜配制的不

同浓度的NaAsO2, 对照组加入正常培养液.  

■相关报道
NaAsO2对体外培
养的神经元, 肝脏
细胞, 肾脏细胞等
细胞有细胞毒性
作用, 其作用机制
可能通过产生氧
化应激反应, 但目
前有关NaAsO2对
原代培养的骨髓
间充质干细胞的
作用, 尚未阐明.
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■创新盘点
采用贴壁分离方
法 ,  获 得 高 纯 度
的大鼠骨髓间充
质 干 细 胞 .  在 此
基 础 上 ,  进 行 了
NaAsO2毒性作用
实 验 ,  检 测 了 氧
化应激相关酶和
Caspase 3酶活性
水平.

1.2.2 细胞毒性试验法: 将大鼠骨髓MSCs以每

孔1×105/mL接种于96孔板, 待长至85%融合后, 
吸出原培养液, 以不同浓度浓度的NaAsO2(10、
20、30、40和50 μmol/L)作用于大鼠骨髓MSCs, 
37 ℃, 5%CO2培养24 h后, 每孔加20 mL MTS, 继
续培养4 h, 于490 nm波长处测定光密度(A )值. A
值的大小与活细胞数呈正比关系.  
1.2.3 ROS的检测: 利用荧光探DCFH-DA检测细

胞内ROS的形成. 大鼠骨髓MSCs用各浓度的Na-
AsO2作用24 h后, PBS洗2次, 加入含10 µmol/L 
DCFH-DA的DMEM培养液1 mL至各孔中, 37 ℃
孵育30 min, 用DMEM培养液洗去细胞外DCFH-
DA, 使用全波长分光光度计测定细胞内DCF荧
光强度(激发光485 nm, 发射光528 nm), 用BCA
方法进行蛋白定量.  
1.2.4 MDA、GSH含量和SOD活力的测定: 将大鼠

骨髓MSCs以1×105/mL密度接种于培养皿中, 加
入不同浓度浓度的NaAsO2(10、20、30、40和50 
µmol/L)处理24 h后收集细胞, 裂解, 12000 g离心

10 min, 取上清液. 采用相关试剂盒测定MDA、

GSH含量和SOD活力, 用BCA方法进行蛋白定

量, 本实验重复3次.  
1.2.5 Caspase 3酶活性检测: 以不同浓度的Na-
AsO2(10、20、30、40和50 µmol/L)处理大鼠骨

髓MSCs之后, 离心收集细胞, 加入裂解液, 冰上

孵育, 缓冲液Ac-DEVD-pNA孵育, 用BCA方法进

行蛋白定量. 用酶标仪405 nm波长测量A值.  
统计学处理 每组实验重复3次. 数据均以

mean±SD表示, 使用SPSS11.5统计软件进行显

著性t检验和单因素方差(ANOVA)统计分析.  

2  结果

2.1 细胞毒性试验 由图1可见, 用MTS法进行细

胞毒性检测显示, 不同浓度的亚砷酸钠处理大

鼠骨髓MSCs后, 与对照组比较, 各组间细胞活

性存在明显差异. 经t检验进行两两比较发现, 当
浓度≥20 μmol/L时, NaAsO2处理组的A值与对

照组比较明显降低(P <0.01), 说明接触染毒24 h
后, 大鼠骨髓MSCs活性明显降低. 提示一定浓

度的NaAsO2对大鼠骨髓MSCs具有明显的毒性

作用.  
2.2 NaAsO2对ROS含量的影响 以DCFH-DA的

转化产物二氯荧光素(2',7'-dichlorodihydrofluo-
rescin, DCF)的平均荧光强度代表ROS含量, 各
浓度NaAsO2作用于大鼠骨髓MSCs后DCF荧光

强度与对照组相比均明显增高, 且呈剂量-反应

趋势(P <0.05, 图2).  
2.3 NaAsO2对SOD活力、GSH和MDA含量的影

响 与对照组比较, 各浓度亚砷酸钠染毒组, 大鼠

骨髓MSCs细胞内MDA含量均显著升高, GSH
和SOD活力均显著下降(图3-5), 差异有统计学

2013-06-18|Volume 21|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  不同浓度NaAsO2对大鼠骨髓骨髓间充质干细胞的毒
性作用. bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  NaAsO2对大鼠骨髓间充质干细胞胞内细胞内活性氧
活性的影响. aP<0.05 vs  对照组.

图  3  NaAsO2对大鼠骨髓间充质干细胞胞内还原型谷胱甘
肽活性的影响. aP<0.05 vs  对照组.
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■应用要点
可应用于砷对机
体干细胞损伤及
毒性作用机制的
研究等方面.

意义(P <0.05), 且随着亚砷酸钠染毒浓度的升高, 
大鼠骨髓MSCs细胞内MDA均呈明显的上升趋

势, SOD活力和GSH含量呈明显的下降趋势, 差
异均有统计学意义(P <0.05).  
2.4 Caspase 3酶活性 不同浓度NaAsO2作用于大鼠

骨髓MSCs 24 h, 各浓度均激活Caspase 3酶活性, 
50 μmol/L时细胞Caspase 3酶活性最高(P<0.05), 
进一步表明凋亡可能是NaAsO2导致大鼠骨髓

MSCs毒性作用的原因之一(图6). 结果如图所示, 
与对照组相比, NaAsO2作用大鼠骨髓MSCs诱导

其凋亡, 且有明显剂量效应关系, 这个结果说明

NaAsO2可以诱导大鼠骨髓MSCs细胞凋亡.  

3  讨论

砷是一种公认的毒物, 砷所引起的氧化应激已

被不少研究所证实, 亚砷酸盐可以提高细胞超

氧阴离子自由基和羟自由基的生成, 砷诱导人

类上皮细胞ROS和活性氮族(reactive nitrogen 
species, RNS)的生成, 氧化应激被认为是砷毒理

学作用特别是致癌作用的重要机制[8,9]. 本实验

表明, NaAsO2能明显的抑制大鼠骨髓MSCs的增

殖, 并且随着NaAsO2浓度的升高, 其抑制作用越

显著, 说明这种效应存在浓度依赖性. 本实验也

证实砷可以引起大鼠骨髓MSCs细胞内ROS和
MDA含量均显著升高, GSH和SOD活力均显著

下降. 各浓度的NaAsO2作用大鼠骨髓MSCs 24 h
后, 均引起了细胞的凋亡, 并且诱导凋亡效应与

NaAsO2浓度也呈一定的依赖性.  
ROS是细胞氧代谢的产物, 他的产量增多

可能引起机体氧化和抗氧化的失衡, 从而影响

细胞凋亡. DCFH-DA是一种非极性荧光染料, 
可以自由通过细胞膜, 进入细胞后被细胞非特

异性内酯酶去酯形成DCFH, DCFH本身不发荧

光, 但若被过氧化氢等氧化后即可形成发荧光

的DCF, 通过DCF荧光强度的变化可检测细胞

内的ROS[10]. 本实验发现NaAsO2可引起大鼠骨

髓MSCs细胞ROS产生增多, 结果显示出NaAsO2

染毒浓度越大, 细胞内ROS增加趋势越明显, 砷
的细胞毒性也就越大. 究其原因, ROS可激活线

粒体膜通透性孔道(permeability transition pore, 
PTP)开放, 导致线粒体膜损伤, 进而引起细胞

色素c的释放, 激活Caspase 3, 诱导细胞凋亡. 因
此, 本研究将不同浓度NaAsO2作用于大鼠骨髓

MSCs, 研究证实, NaAsO2诱导大鼠骨髓MSCs
细胞激活Caspase 3, 激活Caspase 3的激活与Na-
AsO2的染毒浓度呈现剂量效应关系.  

砷可以在体内和体外诱导氧化应激的产生, 
通过多种机制发生生理和病理反应. GSH是一种

重要的抗氧化物, 可以清除过量产生的自由基, 
砷进入体内后与含巯基的酶结合, SH在砷的甲

基化过程中通过酶促和非酶促作用与砷形成砷-
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图  5  NaAsO2对大鼠骨髓间充质干细胞胞内超氧化物歧化
酶活性的影响. aP<0.05 vs  对照组.
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图  6  NaAsO2对大鼠骨髓间充质干细胞胞内Caspase 3酶
活性的影响. aP<0.05 vs  对照组.
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图  4  NaAsO2对大鼠骨髓间充质干细胞胞内丙二醛活性的
影响. aP<0.05 vs  对照组.
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硫复合物, 减少砷在体内的蓄积, 从而减轻砷的

毒性. 因此GSH可作为机体防止砷中毒的第一

道防线[11,12]. 细胞MDA含量反映细胞脂质过氧

化损伤程度, 而抗氧化酶SOD能清除细胞ROS, 
避免细胞过度氧化应激. SOD是存在于线粒体

内的抗氧化物酶, 与ROS结合, 并将其转换为过

氧化氢和氧, 在保护细胞免受氧化损伤中起关

键作用[13,14]. 在本研究中, 染毒组的SOD活力均

下降, 这可能是由于在正常状态下, SOD是维持

机体内ROS产生和清除动态平衡的重要抗氧化

酶之一, 但当外源性化学物质(如砷化物)进入机

体后, 其原形或中间活性产物均可破坏体内抗

氧化系统的平衡, 使SOD活力降低. 可见, 过量

的自由基一方面造成了过氧化物的增加, 另一

方面又会造成SOD和GSH的耗竭[15,16], 因此, 在
MDA、GSH、SOD的改变方面表现了剂量-效
应关系的一致性, 这与本试验研究结果相似.  

总之, 本研究中NaAsO2的暴露影响了大鼠

骨髓MSCs细胞抗氧化系统的平衡, 使SOD活力

下降, 进而导致由砷生成的ROS不能被及时清

除, 使ROS水平持续升高, 可见氧化应激可能是

NaAsO2致大鼠骨髓MSCs细胞毒性作用的机制

之一.  本研究从氧化应激角度探讨了砷所致大

鼠骨髓MSCs细胞损伤的可能机制, 为进一步深

入研究砷对机体干细胞毒性的机制提供了理论

依据.  
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