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三氧化二砷对人脐静脉内皮细胞凋亡及 VCAM-1/ICAM-1

表达的影响
黄 杰 宋 宇 徐汇川 李凤玲 栾天竹△ 周立君
(哈尔滨医科大学附属第一医院心内科 黑龙江哈尔滨 150001)

摘要 目的：观察三氧化二砷（As2O3）对血管内皮细胞增殖、凋亡及 VCAM-1/ICAM-1表达的影响，探讨 As2O3对血管内皮细胞增
殖生长以及炎症反应的影响。方法：人脐静脉内皮细胞（HUVEC）体外培养，以不同 As2O3浓度及时间对其进行干预。采用 CCK-8

测定细胞增殖活性，流式细胞仪 AnnexinⅤ/PI双染法检测细胞的凋亡率，实时荧光定量 PCR检测 VCAM-1mRNA表达，酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测细胞间黏附分子（VCAM-1）及血管细胞黏附分子（ICAM-1）的表达情况。结果：当 As2O3浓度在 3 μmol·
L- 1时 HUVEC培养 24 h的的凋亡率为（0.134±0.03）%，48 h为（3.305±0.53）%，72 h为（3.748±0.84）%（P<0.05），凋亡率均在一
较低水平。当 As2O3浓度 >3 μmol·L-1时 HUVEC凋亡率明显增加（P<0.01）。不同浓度 As2O3作用 HUVEC48 h后检测上清液中
ICAM-1与 VCAM-1浓度时发现 1 μmol·L- 1时 VCAM-1表达即开始增加（123.32±3.78 mmol·L- 1，P<0.01）, 而 HUVEC表达
ICAM-1 含量与对照组相比差异并不明显 （38.94±2.59 mmol·L- 1，P>0.05），随着 As2O3 浓度的增加，HUVEC 表达
ICAM-1/VCAM-1的量均增加但敏感性不同。对照组及(1.0、2.0、3.0、4.0、5.0) μmol·L- 1 As2O3作用于 HUVEC 48 h实时荧光定量
PCR 法检测 VCAM-1mRNA 表达量明显增加，与对照组相比实验组的表达量分别为（1.657±0.287,1.858±0.241,2.321±
0.280,3.012±0.235,3.508±0.342）(P<0.01)。结论：As2O3可直接降低细胞活性，诱导细胞凋亡，并且呈一定的时间 -浓度依赖性。
在较低浓度时 VCAM-1/ICAM-1 的表达在一个相对较低的水平，随着 As2O3 浓度的逐渐升高，内皮细胞凋亡率增高，

VCAM-1/ICAM-1表达增加，并且 VCAM-1/ICAM-1对 As2O3的敏感性呈现一定的差异性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of arsenic trioxide (As2O3) on the proliferation and apoptosis of endothelial cells

and the influences of As2O3 on the expression of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1(VCAM-1)

in vitro. Methods: Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were incubated in medium with different concentration of As2O3.

The proliferation profile of HUVEC was determined by CCK8 Kit. The apoptosis of HUVEC was detected by microscopy and flow

cytometry (FCM). The expression of ICAM-1/VCAM-1 was detected by applying ELISA and Real-time PCR. Results: The apoptosis rate

of HUVEC was in a low level valued（0.134±0.03）%,（3.305±0.53）%,（3.748±0.84）%（P<0.05）when incubated in medium with 3

μmol·L-1 of As2O3 for 24 h, 48 h and 72 h. When the concentration of As2O3 was more than 3 μmol·L-1, the apoptosis rate of HUVEC
promoted significantly (P<0.01). The outcomes of ELISA showed that, compared with that in control group, the expression of VCAM-1

increased significantly (valued 123.32±3.78 mmol·L-1, P<0.01), while the expression of ICAM-1 did not change (P>0.05), when
incubated in medium with 1.0 μmol·L-1 of As2O3. With the increasing of the concentration of As2O3, the reaction of ICAM-1/VCAM-1 to
As2O3 was different. The expression of VCAM-1 mRNA (fold of change) were （1.657±0.287,1.858±0.241, 2.321±0.280, 3.012±
0.235, 3.508±0.342）(P<0.01) in 1.0, 2.0, 3.0 4.0 5.0 μmol·L-1 groups, respectively. Conclusion: Arsenic trioxide can promote the
apoptosis of HUVEC, increase the expression of VCAM-1/ICAM-1 in a dosage and time dependent manner.
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前言

在冠状动脉介入治疗（PCI）过程中，内皮细胞会受到来自

球囊扩张的机械损伤以及药物涂层支架上涂层药物的化学损

伤。内皮细胞受损后在多种有害因素的刺激下，释放大量的细
胞间黏附分子 -1（ICAM-1）、血管细胞黏附分子 -1（VCAM-1）、
组织因子（TF）、vWF(von Willebrand Factor)等炎症相关因子[1]，
这些因子的表达增强了内皮细胞黏附白细胞（以单核细胞为

主）以及其他炎症反应细胞的能力，单核细胞继之进入内皮下，

导致血管成形术局部发生炎症反应，成为术后再狭窄的始动因

素[2]。TF、vWF表达的增加促进了凝血过程，使支架内血栓形成
的几率增加。内皮细胞黏附性的变化，尤其是选择性黏附单核
细胞作用的黏附分子的异常表达是支架内再狭窄发生发展中

的最早期变化，对支架内再狭窄的启动具有决定意义。目前临
床上使用的涂层药物多为抗增殖类药物，这些药物对内皮细胞

均产生不同程度的损伤，造成局部的炎症反应、再内皮化的延
迟或缺失，最终导致支架内再狭窄[3]。因此遴选出一种对内皮细
胞影响相对较小的涂层药物在防止支架内再狭窄的发生中意

义重大。
三氧化二砷作为一种抗肿瘤剂其作用机制是通过改变细

胞正常染色体结构，抑制细胞所含的巯基酶活性，改变细胞线

粒体通透性，干扰细胞代谢，从而诱导肿瘤细胞凋亡[4, 5]。由于它
的疗效稳固，副作用少,而广泛应用于临床治疗白血病、胃癌及
子宫颈癌等恶性肿瘤。
As2O3涂层支架目前已进入动物实验阶段[6, 7]，但其对内皮

细胞影响的研究尚缺乏。本研究通过体外观察不同浓度 As2O3
对血管内皮细胞增殖、凋亡以及 VCAM-1/ICAM-1表达的影
响，探讨 As2O3对血管内皮细胞生长及炎症反应的影响。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

人脐静脉内皮细胞系（美国 ATCC-CRL2873），DMEM培

养基（美国 HYCLONE公司），As2O3购自哈尔滨伊达药业有限

公司，CCK-8试剂盒、AnnexinⅤ FITC和 PI试剂盒（北京宝赛
生物工程有限公司），ICAM-1、VCAM-1 酶联免疫吸附
（ELISA）试剂盒（武汉博士德生物技术公司），RNA提取试剂盒

（北京匹基生物有限公司），Trizol（美国 HYCLONE公司），Qua-

nt One Step qRt-PCR(SYBK Green 1)试剂盒（北京奥科生物有

限公司）。
1.2 人脐静脉内皮细胞培养及传代

将 HUVEC细胞株常规复苏后悬浮于 4 ml DMEM完全培

养基中，以 5×104 /ml细胞密度接种至含 5 mlDMEM完全培
养基的 12.5 cm2培养瓶中，置于 37℃、5% CO2培养箱中培养，
24 h内换液一次，以后根据培养基颜色及细胞生长情况 2-3 d

换液一次，当细胞融合 80%以上即传代。
1.3 实验分组

本实验分为 6组，分别为空白对照组（不加干预因素），以

及 1.0,2.0,3.0,4.0,5.0 μmol·L-1As2O3组（作用于 HUVEC的最终
浓度为 1.0，2.0，3.0，4.0，5.0 μmol·L- 1）。N=3，n=6(N:实验重复
次数，n每个实验组检测次数)

1.4 细胞增殖与毒性实验(CCK-8)

脐静脉内皮细胞以 5×103个 /孔接种于 96孔板中。培养
4-6 h待细胞完全贴壁后轻轻吸走培养液，在各孔中分别加入

含浓度为 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 μmol·L- 1 As2O3的培养基，培养
基总量为 200 μl，设正常培养基组为对照组。培养 48小时后弃
去原培养液，避光环境中加入 100 μl正常培养基和 10 μl cck-8
试剂（96孔板左上角第一孔设为调零孔），置于培养箱中反应 4

小时后，酶标仪 450 nm检测每个孔的吸光度（OD）值。每组设
6个重复孔。
1.5 细胞凋亡的流式细胞术（FCM）检测

不同浓度 As2O3对 HUVEC凋亡率的影响以流式细胞仪

（Beckman Coulter，FCM）检测。HUVEC接种于 6孔板内，4-6 h
待细胞贴壁后，加入不同浓度 As2O3组进行干预，不加药组设

为对照组加维持液，分别作用于 24 h、48 h、72 h，细胞消化收集
后调整细胞密度为 1×106 /ml，将其吹打成单细胞悬液，离心，
弃上清，采用 AnnexinⅤ FITC/PI试剂盒进行细胞双染，按试剂

盒说明书进行操作。
1.6 实时荧光定量 PCR检测 VCAM-1mRNA表达

（1）引物设计与合成：VCAM-1的 cDNA序列从 GeneBank

(GeneBank登录号：NM_001078)中获得并参照文献设计，引物

由上海生物有限公司合成。VCAM-1上游引物 5'-3': CATGA-
CCTGTTCCAGCGAGG，下游引物 3'-5': CATTCACGAGGCC-

ACCACTC。扩增片段长 381bp,采用 3-磷酸甘油醛脱氢酶（gl-
ycer aldehydes phosphate dehydrogenase, GAPDH）为内对照，上

游引物 5'-3': GTACGTCGTGGAGTCCACTG,下游引物 5'-3':T-

CCACCACCCTGTTGCTGTA，扩增片段长 698 bp。
（2）RNA提取与逆转录：用 Trizol一步法提取 RNA，于 6

孔板内每孔加入 1 ml Trizol，用加样器吹至液体澄清无细胞团

块，颠倒混匀，于室温内放置 5 min后，加入氯仿 0.2 ml，颠倒

混匀 15 s，4℃离心 15 min，取水相加入等体积的异丙醇混匀后
于 -20℃中 1 h，4℃离心 10 min，弃上清，加入预冷的 75%乙醇
1 ml，4℃离心 5分钟，弃上清，风干后溶于 DEPC水中待用，逆
转录按试剂盒说明书操作。
（3）SYBK Green实时定量 PCR：按 Quant One Step qRt-P-

CR（SYBK Green 1）Kit试剂盒说明书操作，取各组细胞总 mR-

NA 10 μl逆转录成 cDNA，再取 2 μl逆转录产物进行 PCR循
环。扩增条件：预变性 94℃2 min，进入循环，94℃ 15 s，55℃15
s，68℃31 s，40次循环后延伸 72℃5 min。在荧光定量 PCR分析
仪上（美国 TE公司 TE5700）进行扩增。
1.7 ELISA法检测 VCAM-I/ICAM-1的表达

HUVEC以 1×106 /ml接种于 96孔板内，4-6 h 待细胞贴
壁后，以不同浓度 As2O3干预 48 h（对照组加维持液），取细胞

上清液待用，严格按试剂盒说明操作。分别设空白孔、标准品孔
及待测样品孔。在酶标包被板上标准品孔中加入稀释好的标准
品 50 μl，在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释液 40
μl，然后再加待测样品 10 μl，轻轻晃动混匀，37℃温育 30 min。
弃去液体，甩干，每孔加满稀释液后洗涤，震荡 30 s，甩去洗涤

液，用吸水纸拍干，重复 5次，拍干后，每孔先加显色剂 A50 μl，
再加入显色剂 B50 μl，轻轻震荡混匀，37℃避光显色 10 min,取
出酶标板，每孔加终止液 50 μl，终止反应。测定：以空白孔调
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零，在 450 nm波长下测定各孔的吸光度值（OD值）。根据标准
品的浓度及对应的 OD值计算出标准曲线的直线回归方程，再

根据样品的 OD值在回归方程上计算出对应的样品浓度。
1.8 统计方法

采用 SPSS17.0统计软件，数据结果以均值±标准差表示。
各组间进行单因素方差分析（One-Way ANOVA）,组间两两比

较用 LSD法检验。以 P<0.05为差异标准，以 P<0.01为差异性
显著标准。

2 结果

2.1 细胞生长情况观察

倒置显微镜观察细胞生长形态。对照组细胞培养 2-3天融

合成单层细胞，密集处呈铺路石样或多角形外观，稀疏处呈圆

形或椭圆形，胞核清晰，细胞边缘光整，折光度好，细胞排列紧

密。当三氧化二砷浓度为 4.0,5.0 μmol·L-1作用于内皮细胞时，
逐渐细胞皱缩，变圆浮起，有多数细胞裂解为碎片，三氧化二砷

浓度低于 3.0 μmol·L-1时则对内皮细胞的形态无明显影响。
2.2 三氧化二砷对 HUVEC增殖活性的影响（CCK8）

通过观察发现 1 μmol·L- 1 As2O3与 HUVEC共同培养 24 h
后即可对 HUVEC 的增殖产生影响（P<0.05），其余各浓度

As2O3 组与对照组间的增殖差异也有统计学意义（P<0.05）。
HUVEC与 As2O3培养 48 h后增殖差异更加明显（P<0.01），并

且不同时间组间 HUVEC 增殖差异有统计学意义（P<0.05,），

As2O3以时间 -剂量依赖方式抑制 HUVEC的增殖（见表 1）。

表 1 As2O3对 HUVEC增殖活性的影响（CCK8）(OD值：x±s)

Table 1 The proliferation profile of HUVEC (CCK8) (OD value: x±s)

Group 24 h 48 h

Control 0.732±0.006 0.904±0.020

1.0 μmol·L-1 As2O3 0.718±0.011* 0.693±0.029△▲

2.0 μmol·L-1 As2O3 0.698±0.010* 0.687±0.043△▲

3.0 μmol·L-1 As2O3 0.681±0.008* 0.650±0.023△▲

4.0 μmol·L-1 As2O3 0.672±0.011* 0.626±0.050△▲

5.0 μmol·L-1 As2O3 0.661±0.015* 0.619±0.021△▲

注：与对照组比较，* P<0.05，△ P<0.01；与 24h比较，▲ P<0.05;

Note: * P<0.05，△ P<0.01 compared with control group；▲ P<0.05 compared with 24h group.

2.3 不同浓度 As2O3对 HUVEC凋亡的影响

AnnexinⅤ-FITC/PI双染后流式细胞仪检测结果显示，随

着 As2O3浓度的增加以及药物干预时间的延长 HUVEC的凋

亡率呈现时间 -浓度依赖性（如图）。

As2O3 Concentration(μmol/L)

图 1 As2O3对 HUVEC凋亡率的影响

Fig.1 Apoptosis rate of HUVEC(%)

2.4 不同浓度 As2O3对 HUVEC ICAM-1/VCAM-1表达的影响

（ELISA）

不同浓度 As2O3作用 HUVEC48 h后检测上清液中 ICAM-1

与 VCAM-1浓度时发现在正常情况下内皮细胞仅表达少量的

ICAM-1及 VCAM-1，当 As2O3浓度为 1μmol·L- 1时 VCAM-1
表达即开始增加（123.32±3.78 mmol·L- 1，P<0.01）,而 HUVEC
表达 ICAM-1含量与对照组相比差异并不明显（38.94±2.59
mmol·L-1，P>0.05），随着 As2O3浓度的增加，HUVEC表达 ICA-
M-1、VCAM-1的敏感性亦不同（如图 2）。

As2O3 Concentration(μmol/L)

图 2 As2O3作用 48h HUVEC表达 ICAM-1/VCAM-1(*P<0.05,**P<0.01)

Fig.2 Expression of ICAM-1/VCAM-1 when incubated with As2O3 for 48h

(*P<0.05,**P<0.01)
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2.5 As2O3对 HUVEC VCAM-1mRNA表达的影响

不同浓度 As2O3作用 HUVEC48h实时荧光定量 PCR检测

结果显示，与对照组相比各浓度组 VCAM-1mRNA表达逐渐增

加，差异具有统计学意义（P<0.01）（图 3）。

图 3 As2O3作用 48hHUVEC表达 VCAM-1 mRNA（P<0.01）

Fig.3 Expression of VCAM-1 mRNA when incubated with As2O3 for 48h

(fold of change)（P<0.01）

3 讨论

PCI术后支架内再狭窄的发生是一多因素、多基因调控的
复杂过程，其本质是机体对损伤的过度愈合反应。研究证实再
狭窄的病理基础为血管壁受到机械性扩张，以及涂层药物的化

学刺激，内皮受损继而大量炎性因子、黏附因子等物质释放，从
而引起血管平滑肌细胞的迁移和增殖、细胞外基质的增生，促
进再狭窄的发生和发展[8-10]。本课题组在先前的研究中发现论
三氧化二砷能够在体外促进人冠状动脉平滑肌（HCASMC）的

凋亡，降低 HCASMC转录因子 E2F-1 mRNA及基质 EMAP-Ⅱ

的表达，从而抑制 HCASMC的过度增殖、迁移和黏附[11-13]。目前
PCI术后血管内皮细胞的损伤、修复及功能改变在支架内再狭
窄形成过程中的作用受到越来越多的重视。多数学者认为再狭
窄的初始过程是内皮细胞受到支架的机械及化学刺激后而产

生的炎症反应[14]。
内皮细胞黏附分子在内皮细胞受损过程中起重要作用。在
正常情况下内皮细胞表面黏附分子呈现低表达或不表达，在某

些病理因素下如心脏缺血再灌注、心脏移植术后，以及 IL-8、
IL-6等炎性因子刺激下，内皮细胞黏附分子表达量可成倍增

加，他的高表达可引起一系列与心血管疾病相关的细胞因子的

释放，在再狭窄早期形成过程中有重要意义。
ICAM-1、VCAM-1属于免疫球蛋白超家族类，他们作为白

细胞表面黏附分子 -整合素的配体，在白细胞与内皮细胞的后

期牢固性黏附及穿越内皮细胞迁移的过程中起关键性作用[15]。
因此研究如何干预黏附分子 ICAM-1、VCAM-1的表达，及其
与炎症反应和组织器官功能之间的相互关系，并通过减轻或避

免内皮细胞损伤来改善局部炎症反应具有重要意义。
本实验观察了不同浓度及时间下 As2O3对内皮细胞增殖

与凋亡，ICAM-1、VCAM-1表达的影响，结果发现脐静脉内皮
细胞对三氧化二砷的反应呈现一种剂量—时间依赖性。当三氧

化二砷浓度较低时（1,2 ,3 μmol·L- 1）对脐静脉内皮细胞增殖及
凋亡的影响即有统计学意义，但是停留在一个较低的水平，IC-

AM-1、VCAM-1的表达亦在一较低的水平，随着药物浓度的加
大以及作用时间的延长，脐静脉内皮细胞的凋亡率增加，ICAM-

1、VCAM-1的表达亦增加。从中我们也发现当 As2O3浓度为 1
μmol·L-1时 ICAM-1的表达差异并无统计学意义，对 ICAM-1
表达的影响不明显，其原因可能为 As2O3与 ICAM-1之间的结

合位点不明确，从而对负性调节因素变的不敏感，妨碍了其作

用效果，也可能与 ICAM-1在 As2O3刺激 48 h时表达不明显，

未被上调到最大浓度有关。
三氧化二砷的药用价值正逐步得到开发，研究者正逐步将

其引入到心血管支架的应用领域，但其基础研究支持相对较为

薄弱，本研究为三氧化二砷支架的研发在一定程度上提供基础

理论支持。
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和 3个内含子组成，编码 305个氨基酸，是维持干细胞自我增

殖和多向分化的关键性基因。Nanog除了在胚胎发育早期和胚
胎干细胞表达外，有研究表明 Nanog基因在睾丸原位癌、胚胎
性癌和精原细胞瘤等[6]生殖细胞肿瘤中特异性表达，随后研究

表明 Nanog基因在乳腺癌、神经胶质瘤、膀胱癌等[7]实体肿瘤
中也可以表达，肿瘤级别越高，Nanog基因的表达越强，临床预

后越差，并且高级别肿瘤具有胚胎干细胞的特性。这与我们的
研究结果相符。因此探讨 Nanog在卵巢癌组织、普通的卵巢癌
细胞及卵巢癌干细胞中的表达与卵巢癌的发生、发展有重要的
意义。
目前研究[8]发现 Nanog基因具有 11 个假基因，与 Nanog

基因的 mRNA序列同源性很高，假基因是不转录的。本研究设
计的 Nanog基因及 hGAPDH引物均跨越内含子，但实验过程

中发现组织提取 RNA如不经过 DNA酶处理，PCR扩增结果

均为阳性表达，原因在于假基因的存在。因此实验中我们同时
应用 DNA酶处理，可以保证反转录不受基因组 DNA的干扰，

即不受假基因的干扰，保证结果的准确性。
本研究结果显示 Nanog mRNA和蛋白的表达在卵巢癌的

阳性表达率明显高于正常卵巢组织和良性卵巢肿瘤，并且其表

达强度随着临床分期和病理分级的增高而升高，分期越晚、级
别越高表达水平越强，表明 Nanog基因与卵巢癌的发生有关，

且在一定程度上影响着分化程度。同时 Nanog基因在卵巢癌组
织中的返祖性表达，表明其可能是与分化相关的重要调节因

子，可能引起正常细胞向相反方向演变，使肿瘤细胞维持低分

化或者未分化状态，为卵巢癌组织中肿瘤干细胞的存在提供理

论依据。
先期实验[9]已通过无血清培养法从卵巢癌细胞系 SKOV-3

中成功分离出悬浮生长的肿瘤细胞球，并且高表达 CD117的

肿瘤干细胞球较贴壁的 SKOV-3肿瘤细胞具有强侵袭力、耐药
性等多种肿瘤干细胞的特性，因此本研究采用流式细胞仪检测

悬浮细胞球中 CD117表达情况对肿瘤干细胞进行鉴定，对鉴

定后的细胞球和肿瘤细胞进行 Nanog基因的检测，结果显示

Nanog mRNA 和蛋白在卵巢癌细胞系 SKOV-3 和高表达

CD117的卵巢癌干细胞中均表达，且在悬浮细胞干细胞球中的

表达水平明显高于贴壁生长的 SKOV-3细胞。表明卵巢癌干细

胞球中高表达 Nanog基因，且具有强侵袭力及耐药性。因此
Nanog可能是卵巢癌干细胞的表面标志物，但尚不能说 Nanog

阳性细胞一定为肿瘤干细胞，尚需要进一步研究。
综上所述，Nanog基因在卵巢癌组织和 SKOV-3中均高表

达，且通过无血清悬浮培养富集的肿瘤干细胞表达水平显著高

于 SKOV-3肿瘤细胞，表明 Nanog基因在卵巢癌的发生和进展

中起到重要的作用，有望成为判定卵巢上皮性癌恶性程度的参

考指标，为研究卵巢癌的起源及生物学行为提供新途径。但是
Nanog基因如何决定肿瘤细胞的干细胞特性，其在卵巢癌组织

中的作用机制、分子信号传导通路等问题均未解决，尚需要进
一步研究。
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