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三氧化二砷对 K562/A02细胞的凋亡及细胞周期的影响
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摘要目的：研究三氧化二砷对多药耐药急性白血病细胞株 K562/A02凋亡与细胞周期的影响及可能机制。方法：取阿霉素(Adr)的
耐药白血病细胞株分为未加药的对照组及加入不同浓度的三氧化二砷 (其终浓度为 4.0μmol/L、5.0μmol/L)组,流式细胞仪检测细
胞凋亡及细胞周期分布, Western blot方法检测不同浓度三氧化二砷对 K562/A02细胞核 NF-κBp65蛋白水平。结果：与对照组比
较,三氧化二砷可显著增加 Adr对 K562/A02细胞凋亡率,阻滞细胞于 G0/G1期,降低 K562/A02细胞胞核中 NF-kB p65的表达(P

均 <0.05)。结论：三氧化二砷可能是通过抑制 NF-kB的胞内活化转位,从而促进 K562/A02细胞凋亡及抑制细胞增殖。
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ABSTRACT Objective: To explore the effect of arsenic trioxide on cell cycle and apoptosis of K562/A02 cells and its possible

mechanism. Methods: Adriamycin (Adr) resistant K562/A02 were treated with arsenic trioxide (non-cytotoxic concentration at

4.0μmol/L, 5.0μmol/L) or without arsenic trioxide (control), flow cytometry was used to evaluate apoptosis and cell cycle distribution,
and change of the expression level of NF-κBp65 protein in nucleus was detected by western blot. Results: As compared with control
arsenic trioxide significantly increased the rate of apoptosis, arrested cells in G0/G1phase and reduced the levels of NF-κBp65 protein in
nucleus (allP<0.05). Conclusion: The underlying mechanism for arsenic trioxide to promote apoptosis of K562/A02 and suppress cell

proliferation lies in its impact on NF-κBp65 protein expression.
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近年来，白血病的发病率逐年增高，对化疗药物产生耐药

性是白血病治疗效果欠佳的重要原因。NF-κB参与的众多基
因转录调控，同肿瘤细胞的耐药和抗凋亡作用密切相关，其信

号通路的激活是肿瘤细胞抵抗抗肿瘤药物作用的重要机制[1-3]。
三氧化二砷( arsenic trioxide,As2O3 )最早成功应用于治疗急性

早幼粒细胞白血病[4-6]，对其他类型的恶性肿瘤也有效。有研究
表明[7]，三氧化二砷可抑制 NF-κB活性，促进肿瘤细胞凋亡。
本研究观察三氧化二砷能否增强阿霉素对多药耐药白血病细

胞株 K562/A02细胞的促凋亡能力，进而起到逆转耐药的作

用，并对其作用机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

阿霉素(Adramycin，Adr，盐酸多柔比星)为浙江海正药业公

司产品；HTC-鼠抗人单抗为 R＆D公司产品；NF-kBp65-抗为
SANT CRUZ公司产品，碱性磷酸酶标记羊抗鼠抗体为 Jackson

ImmunoResearch公司产品，注射用三氧化二砷为北京双鹭公

司生产。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 耐药细胞株 K562/A02为 Adr诱导 K562/S细

胞建立的 MDR细胞株，购自中国医学科学院、中国协和医科
大学血液学研究所，在含 1μg/ml Adr、10%小牛血清的 RP-
MI1640 培养液中稳定生长，实验前两周换用无 Adr 的 RP-

MI1640培养液培养。
1.2.2 Adr半数致死浓度 IC50的测定 用 MTT法检测，取对数

生长期细胞，调 K562/A02细胞终浓度为 2×108/L，接种于 96
孔板，每孔加入含 Adr的培养基 200μl，Adr的终浓度为 2.5、5、
10、20、30、40、50、60μg/ml, 在 37℃、5%CO2孵箱中培养 48小
时，加入 MTT 20μL（5mg/ml），继续培养 4小时，离心弃上清，
每孔加入二甲基亚砜（DMSO）200μL置振荡器上振荡 5分钟
后，用酶标仪(美国 Bi1-rad)测定 570nm波长的吸收值，校正波

长 630nm，波长的吸光值 A，计算 IC50值。
1.2.3 非细胞毒性三氧化二砷工作浓度的确定 用 MTT 法检

测，操作步骤同 1.1.2，每孔加入含三氧化二砷的培养基 200

μL，三氧化二砷的终浓度分别为 0、0.5μmol/L、1.0μmol/L、2.0
μmol/L、3.0 μmol/L、4.0 μmol/L、5.0 μmol/L、10 μmol/L、20
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μmol/L，计算三氧化二砷的 IC10。
1.2.4 PI单染色流式细胞仪检测细胞凋亡 流式细胞仪 PI单染

法检测 IC50浓度 Adr作用条件下凋亡细胞比率变化，实验组

加入三氧化二砷（4.0μmol/L、5.0μmol/L）工作液 100μL/孔，以
未加三氧化二砷组作为阴性对照，置 37℃、5%CO2、饱和湿度
条件下分别培养 24h，收集细胞数约（1-5）×106, 3mLPBS洗涤
1次。加入冰预冷的 70%乙醇固定 4℃，1-2小时。用 1mL PI染
液染色，4℃避光 30min。流式细胞仪检测，PI用氩离子激发荧
光，激发光波长为 488nm，发射波波长大于 630nm，产生红色荧

光，Modfit软件分析 PI荧光强度值，进行统计分析。
1.2.5 流式细胞仪检测细胞周期 实验组加入三氧化二砷（4.0

μmol/L、5.0μmol/L）工作液 100μL/孔，以未加三氧化二砷组作
为阴性对照，置 37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养 24h,收集
细胞数约（1-5）×106,具体操作步骤同 1.2.4。
1.2.6 Western blot检测 NF-kBp65蛋白表达 提取细胞核蛋白，

30μg蛋白在 10 %变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(恒压 60 V 1 h，90
V 2 h)，去除积层胶，分离胶和同等面积的 PVDF膜浸泡于转

移缓冲液平衡 30 min，叠放于半干转移仪上。电转法将蛋白质
从 SDS聚丙烯酰胺凝胶转移至 NC膜,转膜电压为 20V，时间

为 25 min。转膜结束后, 将 NC膜取出, 进行免疫印迹。加入
NF-kBp65-抗，1：100稀释，4℃过夜；洗膜，加入羊抗鼠抗体
(1∶100稀释)，室温 2 h，NBT/BCIP显色,将免疫印迹所得结果
经图像扫描分析,以灰度值为 NF-kB p65相对含量。
1.2.7 统计学处理 实验结果以表示,采用 SPSS13.0统计软件，

行方差分析及均数间多重比较( q检验)。

2 结果

2.1 非杀伤剂量三氧化二砷工作浓度（IC10）及 AdrIC50 的确

定

通过 MTT实验结果，确定 K562/A02细胞对三氧化二砷

IC10为 5.0μmol/L，本实验取 4.0μmol/L、5.0μmol/L两工作浓
度进行下一步实验。Adr-IC50为 15μg/ml。
2.2 三氧化二砷对 K562/A02细胞周期的影响

在非细胞毒性三氧化二砷作用条件下，K562/A02细胞周

期的分布有明显的变化，主要表现为 G0/G1期细胞比率显著

增加，S、G2/M期细胞比率减低，且存在剂量依赖性（P＜0.05）
（表 1）。

Note: Compared with K562/A02 group,* P＜0.05;compared with K562/A02+ATO4 group,# P＜0.05.

图 2 不同剂量三氧化二砷对细胞核内 NF-kBp65蛋白表达的影响

Fig. 2 The NF-kBp65 protein expression effects of Cell Nuclear treated by

different doses of Arsenic trioxide

Note: Compared with No Arsenic trioxide group,* P<0.05; compared with

No Arsenic trioxide group(4.0μmol/L),
# P<0.05

Group G0/G1 S G2/M

K562/A02 59.50±0.59 24.72±0.37 15.35±0.20

K562/A02+ ATO4 70.64±0.54* 21.05±1.80* 7.97±1.34 *

K562/A02+ATO5 83.15±1.01*# 14.59±1.11*# 2.53±1.16*#

表 1不同剂量三氧化二砷作用于 K562/A02 24h后对细胞周期的影响(n=3, x±s, %)

Table 1 The cell cycle change of K562/A02 cell treated by different doses of Arsenic trioxide

2.3 三氧化二砷增强 Adr诱导的 K562/A02细胞凋亡的作用

单用 Adr-IC50 K562/A02 对照组 24 小时细胞凋亡率为

（51.57±1.80）%，分别加入三氧化二砷 4.0μmol/L、5.0μmol/L
后，细胞凋亡比例显著增加，分别为：（66.90±1.59）%，（79.97±
1.38）%，且呈剂量依赖性（P＜0.05）。
2.4 三氧化二砷对细胞核内 NF-kBp65蛋白表达的影响

三氧化二砷(4.0μmol/L、5.0μmol/L)分别作用 24 后，观察
细胞核 NF-kBp65蛋白表达水平变化。实验结果发现，与对照
组相比，加入非杀伤剂量三氧化二砷可显著降低耐药细胞

K562/A02 核内 NF-kB p65 蛋白表达水平，且呈剂量依赖性

（P＜0.05）（图 2）。

3 讨论

白血病是一种常见的血液系统恶性疾病，化疗已成为综合

治疗中的关键措施之一，但相当一部分患者由于原发或继发耐

药的产生导致长期无病生存率减低[8-9]。目前虽出现多种耐药逆
转剂, 但临床应用效果均不容乐观, 有必要寻找新的耐药逆转

剂。国内外研究表明,三氧化二砷对一些耐药细胞株有诱导凋
亡及逆转耐药[10-15]的作用。本实验探讨非细胞毒性剂量三氧化
二砷在体外对 K562/A02是否具有逆转耐药作用，并对其可能

机制进行初步研究。
真核细胞周期分为 G0/G1,S,G2和M 4期，各期存在一系
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列关键的检测点，G1/S检测点在细胞周期进程中起关键作用，

决定细胞周期能否启动进行细胞增殖。Chovolou[7]等指出肿瘤
细胞对阿霉素产生耐药性可能与阿霉素诱导肿瘤细胞凋亡的

同时激活了 NF-κB，促进细胞周期由 G0/G1期向 S期转化，
诱发细胞增殖有关。将肿瘤细胞阻滞于 G0/G1期是阿霉素抗
肿瘤活性的重要形式之一。Miller[16]等研究表明三氧化二砷可
使肿瘤细胞周期阻滞于 G1/S。本研究采用流式细胞仪检测不
同剂量的三氧化二砷作用于 K562/A02对细胞周期影响，结果

证实三氧化二砷可以诱导 K562/A02细胞周期阻滞，表现为

G0/G1期比例增加，S、G2/M期比例减少，且呈剂量依赖性，与
Miller等研究结果相符。进一步研究中将不同剂量的三氧化二
砷联合 IC50Adr作用于 K562/A02细胞时，发现细胞凋亡比例

与单用 IC50 Adr时相比明显增加，提示三氧化二砷可能通过

将 K562/A02 细胞周期阻滞于 G0/G1 期，增强 Adr 对

K562/A02的细胞凋亡能力。
非活化状态的 NF-κB通常与其抑制物 IκB聚合形成三

聚体，存在于细胞浆中。在多种 NF-κB活化信号的刺激下，通
过 不 同 的 信 号 转 导 途 径 ， 激 活 NF-κB 诱 导 激 酶
(NF-κB-inducing kinase，NIK) 或活化途径中的其他激酶，使
IκB磷酸化、泛素化并降解，从而暴露 NF-κB的核定位信号，
转移至细胞核内与特定基因启动子结合，介导相关基因表达。
有研究表明在 G1期，NF-κB可以调节 cyclin D1表达水平和
活性，NF-κB活化加快了细胞周期进程，导致细胞增生，抑制
NF-κB 活化，降低 cyclin D1 表达，导致细胞周期阻滞于
G0/G1期，减少细胞分裂[17-21]。因此，NF-κB信号传导通路是细
胞周期调控的途径之一。本研究发现三氧化二砷可降低细胞
胞核中 NF-κB p65蛋白表达，药物浓度越高，NF-κB p65蛋
白表达下降更明显。证实三氧化二砷可抑制 K562/A02细胞中
的 NF-κB p65向核内转位。
综上所述，本研究结果提示三氧化二砷可以通过诱导细胞

周期阻滞，抑制细胞增殖，增强 Adr对 K562/A02的细胞凋亡

能力，起到逆转耐药的作用。其机制可能与其可抑制 NF-κB
的胞内活化转位有关。这为三氧化二砷作为一种新的耐药逆转
剂提供了实验依据。但三氧化二砷对 NF-κB信号通路中与细
胞周期密切相关的下游基因（如 cyclin D1、cyclin E等）表达的
影响仍需进一步研究。
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内瘤变（UC+IN）、结直肠癌（CRC）中Mc3和Mc5的表达情况，
结果发现，Mc3 和 Mc5 在 UC、UC+IN、CRC 组中的表达阳性
率呈逐渐上升，Mc3由 UC组的 30%，逐步上升到上皮内瘤变

组的 48%，在 CRC组的 91%，Mc5由 UC组的 29%，逐步上升

到上皮内瘤变组的 46%，在 CRC组的 89%，提示 Mc3、Mc5在
溃疡性结肠炎到结直肠癌的演变过程中可能发挥了重要作用。
经过 kappa检验分析显示Mc3和Mc5在各病变分组中的一致

性较好，显示了Mc3和Mc5在溃疡性结肠炎癌变过程中的较

好一致性，提示两种抗体同时进行检测时可以提高检测结果的

可靠性与准确性。
综上所述，溃疡性结肠炎的癌变是个复杂的过程，并不是

单因素调控的事件，一种蛋白不能说明其全部的机理，其癌变

监测缺乏特异性标志物。但本实验研究证实，Mc3和Mc5在溃
疡性结肠炎 -上皮内瘤变 -癌变这一过程中表达逐渐增加，提

示通过检测Mc3及Mc5的表达变化将有助于判断 UC癌变风

险。Mc3及Mc5在溃疡性结肠炎的癌变中起到了重要的作用，
同时为溃疡性结肠炎癌变风险早期预警提供了一个潜在的标

志物，可能作为新的靶点应用于 UC癌变的预防,而结合两种抗

体共同检测时可以提高检测的准确性与可靠性。
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