
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.17 JUN.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.17.002

三氧化二砷通过激活 Drp-1增加人白血病 HL-60细胞的放疗敏感性 *
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摘要 目的：研究三氧化二砷(Arsenic trioxide，ATO)对人白血病 HL-60细胞放疗敏感性的影响，并以动力相关蛋白 -1(dynamin-re-

lated protein 1, Drp-1)为靶点探讨其可能的机制。方法：1 滋g/mL浓度的 ATO处理 HL-60细胞后使用 20Gy强度进行放疗，采用

MTT法检测细胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡，通过线粒体钙离子缓冲能力检测线粒体钙离子代谢障碍，采用免疫印迹法检测

Drp-1蛋白表达，并通过 Drp-1阻滞剂 mdivi-1预处理的方法检测 Drp-1在实验中的作用。结果：1 滋g/mL浓度的 ATO对 HL-60

细胞活力无影响，但可显著增加 20Gy放疗所致的细胞活力下降、细胞凋亡和线粒体钙离子代谢障碍；1 滋g/mL浓度的 ATO可显

著增加 Drp-1蛋白表达，使用 mdivi-1预处理可部分逆转 ATO的放疗增敏作用。结论：一定剂量的 ATO可增加人白血病 HL-60

细胞的放疗敏感性，而这一作用可能是通过激活 Drp-1蛋白表达而实现。
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Arsenic Trioxide Renders Human Leukemia HL-60 Cells More Sensitive to
Radiation via Activating Drp-1*

To investigate the effect of arsenic trioxide (ATO) on radiation sensitivity in human leukemia HL-60 cells,

and also elucidate the potential mechanismwith focus on dynamin-related protein 1 (Drp-1). After treatment with 1滋g/mLATO,

HL-60 cells were exposed to radiation at 20 Gy. The cell viability was assayed by MTT method, apoptotic cell death was detected by

flow cytometry and mitochondrial calcium metabolism dysfunction was determined by measuring mitochondrial calcium buffering ca-

pacity. The expression of Drp-1 protein was detected by western blot, and the involvement of Drp-1 was investigated by pretreatment

with the Drp-1 inhibitor mdivi-1. ATO at the concentrations of 1 滋g/mL had no effect on cell viability in HL-60 cells, whereas

promoted the 20 Gy radiation-induced cell viability loss, apoptotic cell death and mitochondrial calcium metabolism dysfunction. ATO at

the concentrations of 1 滋g/mL increased the expression of Drp-1 protein, and pretreatment with mdivi-1 partially prevented the in-

creased radiation sensitivity induced by ATO. Arsenic trioxide renders human leukemia HL-60 Cells more sensitive to radi-

ation through activating Drp-1.
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前言

白血病是一种血液系统的恶性肿瘤，按起病的急缓可分为

急性白血病和慢性白血病，而按受累血液细胞类型又可分为淋

巴细胞白血病、髓细胞白血病和混合细胞白血病等[1]。近年来，

白血病的治疗在联合化疗和骨髓造血干细胞移植等方面取得

了许多进展，但其患者五年生存率仍不足 50%[2,3]。在中枢神经

系统，由于血脑屏障的存在，常规剂量的化疗药物很难达到有

效血药浓度，抗肿瘤效能降低，成为白血病复发的主要原因。局

部放疗是解决这一难题的重要方法，尤其是一些新型放疗增敏

药物的出现，使得放疗成为白血病综合治疗的重要方法之一[4]。

三氧化二砷(Arsenic trioxide，ATO)俗称砒霜，是一种剧毒的砷

类化合物，其单独使用或与全反式维甲酸的联合应用被证明对

急性早幼粒细胞白血病(Acute promyelocytic leukemia，APL)等

多种急性髓细胞白血病(Acute myeloid leukemia，AML)具有抑

制肿瘤细胞增殖的作用[5,6]。此外，近期研究表明，低浓度 ATO

可增加多种肿瘤细胞对放疗和化疗的敏感性[7,8]。但是，ATO对

白血病细胞放疗敏感性的作用和可能的分子机制尚不清楚。动

力相关蛋白 -1(dynamin-related protein 1, Drp-1)是一类重要线

粒体分裂蛋白，可通过膜转位、螺旋卷曲、膜变形等一系列改
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变，介导线粒体的分裂过程。Drp-1可与多种蛋白酶类发生相互

作用，参与调控线粒体相关性凋亡，其表达增高见于多种肿瘤

细胞[9]。因此，我们在本研究中观察了 ATO对人白血病 HL-60

细胞放疗敏感性的影响，并以动力相关蛋白 -1(dynamin-related

protein 1, Drp-1)为靶点探讨了 ATO放疗增敏作用的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人白血病 HL-60细胞、DMEM培养基及线粒体提取试剂

盒均购自美国 Sigma公司；三氧化二砷购自美国 Fischer公司；

流式细胞凋亡检测试剂盒及MTT细胞活力检测试剂盒购自美

国 Invitrogen公司；BCA蛋白定量试剂盒购自南京建成生物科

技公司；钙离子染料 Green 5N购自美国 Bioworld公司；抗人

Drp-1 抗体、抗人 茁-actin 抗体均及对应二抗购自美国 Santa

Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 配制含 10%胎牛血清、1%青霉素、1%链霉

素的 DMEM培养基，人白血病 HL-60细胞以 2× 105/mL密度

接种于培养皿或 96孔板中，在 37℃含 5% CO2的培养箱中常

规培养，培养基隔天换液。三氧化二砷及放疗处理后个时间点

收取细胞，进行各项检测。

1.2.2 MTT法检测细胞活力 细胞活力采用MTT法检测。将

HL-60细胞接种于 96孔板中，按实验设计的浓度及时间处理

细胞，弃去培养基后用 PBS溶液轻柔冲洗 3遍。每孔加入 20滋L
MTT溶液，在 37℃含 5% CO2的培养箱中继续培养 4 h，弃去

培养基后每孔加入 150 滋L二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10

min，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪 OD490 nm处测量

各孔的吸光值，根据标准曲线计算细胞活力，结果表示为对照

组吸光值的百分比值。

1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡 细胞凋亡采用流式细胞术

检测。三氧化二砷及 20 Gy放疗处理 24 h后，用 PBS轻柔洗涤

三遍，再用 0.25%胰酶消化收取细胞，重悬于流式检测试剂盒

缓冲液中。将含有 annexin V(AV)和碘化丙啶(PI)的染色液加入

细胞悬液中，在室温、避光条件下染色 20 min，用 PBS洗去染

色剂。各组样品在流式细胞仪下计数，分别统计早期凋亡

（AV+/PI-）、晚期凋亡（AV+/PI+）和坏死细胞（AV-/PI+）比率。

1.2.4 线粒体钙离子缓冲能力检测 线粒体钙离子缓冲能力

使用钙离子敏感的荧光染料 Green 5N进行检测。按实验设计

的浓度及时间处理 HL-60细胞，培养基中加入 1 滋M Green 5N

染料，其荧光强度反应线粒体外的钙离子浓度。使用线粒体分

离纯化试剂盒提纯线粒体，60 滋g线粒体中加入 30 nM 氯化

钙，在 532 nm处检测荧光强度的变化。

1.2.5 Western blot 检测 按实验设计的浓度及时间处理

HL-60细胞，提取蛋白并用 BCA试剂盒进行蛋白定量，按每电

泳泳道加入 60 滋L各样品蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳
结束后采用半干法将蛋白转移至硝酸纤维素膜上。脱脂奶粉封

闭非特异性结合位点，分别加入抗人 Drp-1抗体及抗人 茁-actin
抗体孵育过夜，PBS洗涤 3遍，对应二抗染色 1 h后，采用化学

发光法检测各蛋白表达。

1.3 统计学分析

数据结果表示为均数± 标准差，统计学分析采用单因素方

差分析及 Student's t检验进行，以 P<0.05作为组间差异有统计

学意义的标准。

2 结果

2.1 三氧化二砷增加人白血病 HL-60细胞的放疗敏感性

根据以往研究结果[10]，我们选取 1滋g/mL、5滋g/mL和 10滋g/
mL浓度的三氧化二砷进行试验。不同浓度三氧化二砷处理后

24 h采用MTT法检测 HL-60细胞活力。与 Control组比较，1

滋g/mL三氧化二砷处理组细胞活力未见明显降低 (P>0.05)，而

5 滋g/mL和 10 滋g/mL三氧化二砷处理组细胞活力率均明显降
低(P<0.05)。为了排除三氧化二砷本身毒性对 HL-60细胞放疗

敏感性的影响，我们选取无明显细胞毒性的 1 滋g/mL三氧化二
砷进行后续试验。1 滋g/mL三氧化二砷处理后使用不同强度射
线照射 HL-60细胞，与 Control组比较，1 滋g/mL三氧化二砷处
理后 10 Gy 放疗组细胞活力未见明显降低 (P>0.05)，而 1

滋g/mL三氧化二砷处理后 20 Gy、40 Gy和 60 Gy放疗组细胞

活力均明显降低(P<0.05)。1 滋g/mL三氧化二砷处理后使用 20

Gy射线照射 HL-60细胞，在不同时间点观察细胞活力变化。与

Control组比较，1 滋g/mL三氧化二砷处理组 12 h细胞活力未

见明显降低(P>0.05)，而 1 滋g/mL三氧化二砷处理组在 24 h、48

h和 72 h细胞活力均明显降低(P<0.05)，详见图 1。

图 1三氧化二砷增加人白血病 HL-60细胞的放疗敏感性

Fig.1 Arsenic Trioxide renders Human Leukemia HL-60 Cells more sensitive to radiation

Note: *P<0.05 vs. control group.
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2.2 三氧化二砷增加放疗后 HL-60细胞的凋亡

1 滋g/mL三氧化二砷处理后使用 20Gy射线照射 HL-60细

胞，48小时后采用流式细胞术检测细胞凋亡。Control组与 1

滋g/mL三氧化二砷处理组仅可见极少量细胞凋亡，与 Control

组比较，20 Gy放疗组早期细胞凋亡、晚期细胞凋亡、总细胞凋

亡率均明显增加(P<0.05)；与 20 Gy放疗组比较，1 滋g/mL三氧
化二砷联合 20 Gy放疗组早期细胞凋亡、晚期细胞凋亡、总细

胞凋亡率均明显增加(P<0.05)；各组间比较，HL-60细胞坏死数

均无明显差异(P>0.05)，详见图 2。

图 2 三氧化二砷增加放疗后 HL-60细胞的凋亡

Fig.2 Arsenic Trioxide increases radiation-induced apoptosis in HL-60 cells

Note: #P<0.05 vs. control group.*P<0.05 vs. 20 Gy group.

2.3 三氧化二砷增加放疗后 HL-60细胞线粒体钙离子代谢障碍

1 滋g/mL三氧化二砷处理后使用 20 Gy射线照射 HL-60

细胞，通过检测线粒体钙离子缓冲能力的方法观察线粒体钙离

子代谢障碍的变化。与 Control组比较，1 滋g/mL三氧化二砷处

理组线粒体钙离子缓冲能力未见明显降低(P>0.05)，而 20 Gy

放疗组线粒体钙离子缓冲能力明显降低(P<0.05)；与 20 Gy放

疗组比较，1 滋g/mL三氧化二砷联合 20 Gy放疗组线粒体钙离

子缓冲能力明显降低(P<0.05)，详见图 3。

图 3三氧化二砷增加放疗后 HL-60细胞线粒体钙离子代谢障碍

Fig.3 Arsenic Trioxide promotes radiation-induced mitochondrial calcium dysfunction in HL-60 cells

Note: *P<0.05.

2.4 三氧化二砷通过激活 Drp-1增加 HL-60细胞的放疗敏感性

1 滋g/mL三氧化二砷处理后使用 20 Gy射线照射 HL-60

细胞，采用 western blot的方法检测 Drp-1蛋白表达。与 Control

组比较，1 滋g/mL三氧化二砷处理组细胞 Drp-1表达明显增高

(P<0.05)；与 20 Gy放疗组比较，1 滋g/mL三氧化二砷联合 20

Gy放疗组 Drp-1表达明显增高(P<0.05)。为了明确 Drp-1在实

验中的作用，使用 Drp-1的阻滞剂 mdivi-1预处理 HL-60细胞，

采用MTT法检测细胞活力。与 1 滋g/mL三氧化二砷联合 20Gy

放疗组比较，mdivi-1预处理组细胞活力明显增高 (P<0.05)，详

见图 4。
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3 讨论

目前，放射治疗仍是肿瘤治疗的重要手段，研究表明放疗

被应用于世界范围内超过 50%肿瘤患者的治疗[11]。白血病是一

种血液系统的恶性肿瘤，其临床治疗效果尚不理想，局部放疗

作为重要的辅助治疗手段，在白血病（尤其是中枢神经系统白

血病）的综合治疗中发挥重要作用。但由于智力下降和第二肿

瘤发生等副作用的存在，放疗在白血病临床治疗中的应用受到

了极大的限制[12,13]。以往研究表明，中枢神经系统白血病的最佳

放疗剂量为 18 Gy，当头颅放疗剂量增大至 24 Gy时，其第二肿

瘤的发生率大幅增加[14]。因此，放疗增敏剂的研究成为近年来

肿瘤研究的热点问题。ATO是一种抗肿瘤药物，具有抑制白血

病细胞增殖的作用，多项研究表明 ATO也可以增加多种人类

肿瘤细胞对放化疗药物的敏感性[7,8]。本研究结果显示，小剂量

（1 滋g/mL）ATO处理对人白血病 HL-60细胞活力无影响，但可

明显增加 20 Gy放疗所致的细胞活力下降。流式细胞术结果提

示，ATO显著增加了放疗所致 HL-60细胞的早期凋亡和晚期

凋亡，对细胞坏死无明显影响。以上结果表明 ATO可能通过诱

导凋亡增加了人白血病 HL-60细胞的放疗敏感性，可能作为放

疗增敏剂应用于白血病的综合治疗。

凋亡又叫程序性细胞死亡，是由死亡受体途径或线粒体途

径介导的细胞主动死亡的方式，线粒体途径介导的细胞凋亡又

叫内源性细胞凋亡，是放疗杀死肿瘤细胞的重要机制之一[15]。

研究表明，低强度放疗可引起人白血病细胞发生 G2/M期阻

滞，而高强度放疗可致白血病细胞发生早期凋亡[16]。内源性凋

亡的特征性改变包括线粒体膜电位下降、线粒体内膜促凋亡分

子释放及 Caspase家族基因的激活，以往研究表明，ATO处理

人白血病 HL-60细胞，可提高氧化应激水平、促进细胞色素 C

（cytochrome c，Cyt c）释放、增加 Bax/Bcl-2比率，进而激活 Cas-

pase-3表达，导致细胞死亡[10]。因此，内源性凋亡是放疗和 ATO

对人白血病细胞发挥作用的共同机制，但二者是否具有协同作

用尚不清楚。为了验证这一问题，本实验使用 1 滋g/mLATO与
20 Gy射线分别处理 HL-60细胞，结果表明 20 Gy射线可以诱

导 HL-60细胞凋亡，1 滋g/mLATO对细胞活力及凋亡无明显影

响，但二者联合使用可显著增加细胞凋亡，具有协同作用。与内

质网一样，线粒体也是细胞内参与钙离子代谢的重要细胞器，

因此线粒体钙离子代谢紊乱是内源性凋亡的另一重要特征
[17,18]。线粒体通过摄取胞浆内的游离钙离子，可以缓冲应激状况

下的细胞内钙离子超载，发挥细胞保护作用；但当损伤因素强

度过大或持续时间过长时，线粒体的钙离子缓冲能力受损，氧

化应激水平上升，细胞发生凋亡 [19]。本实验结果显示，1

滋g/mLATO对 HL-60线粒体钙离子缓冲能力无明显影响，但

可显著增加放疗所致细胞线粒体钙离子缓冲能力的下降，进一

步提示 ATO通过内源性凋亡增加了人白血病 HL-60细胞的放

疗敏感性。

细胞内线粒体的形态与结构是动态变化的，其融合与分裂

的程度决定着线粒体的功能状态，线粒体融合与分裂蛋白功能

异常可见于包括血液系统肿瘤在内的多种人类疾病状态 [20]。

Drp-1是一类重要线粒体分裂蛋白，其表达增高所致的线粒体

分裂增加可见于多种肿瘤细胞。Drp-1可与促凋亡蛋白 Bax形

成分子复合体，增加线粒体外膜的通透性，进而增加细胞色素

C的释放[21]。以往研究表明，Drp-1表达增高可增加 Bax的活化

程度，使得线粒体途径所致细胞凋亡明显增加[22,23]。因此，我们

采用免疫印迹法检测了 HL-60细胞 Drp-1蛋白的表达，结果表

明 ATO与放疗均可增加 Drp-1的表达，且二者具有协同作用。

为了进一步验证 Drp-1的表达增高与 ATO的放疗增敏作用之

间的关系，我们使用 Drp-1的特异性阻滞剂 mdivi-1 预处理

HL-60细胞，再使用MTT法检测细胞活力。结果表明，ATO可

增加放疗所致 HL-60 细胞活力下降的程度，而这一作用被

mdivi-1部分逆转了。与之类似，一项在神经细胞离体状态下进

行的研究提示，下调 Drp-1可降低 Bax/Bcl-2的比率，减少 Cas-

pase-9和 Caspase-3的活化，进而减少细胞凋亡[24]。以上结果表

明，ATO对人白血病 HL-60细胞的放疗增敏作用部分依赖于

Drp-1的激活。

综上所述，本研究在人白血病 HL-60细胞系中证明了无细

胞毒性的小剂量 ATO具有放疗增敏作用，这一作用可能是通

过激活 Drp-1蛋白表达，进而增加细胞内源性凋亡实现的。

图 4 三氧化二砷通过激活 Drp-1增加 HL-60细胞的放疗敏感性

Fig.4 Arsenic Trioxide renders HL-60 Cells more sensitive to radiation via activating Drp-1

Note: *P<0.05.
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