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三氧化二砷诱导耐药和敏感白血病细胞凋亡机制的比较
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　　摘　要：目的　探讨三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）诱导耐药白血病细胞（Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞）凋亡的是否有异于对药物敏感的白血病细

胞（Ｋ５６２细胞）。方法　采用流式细胞术（ＦＣＭ）ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标检测细胞凋亡，通过电镜观察凋亡细胞内质网和线粒体形态

结构变化；ＦＣＭ测定细胞内Ｃａ２＋和Ｃａｓｐａｓｅ３活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８／Ｂｉｐ）的表达。结果　Ａｓ２Ｏ３ 诱

导Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞发生凋亡过程中，内质网明显扩张和脱颗粒，线粒体内、外膜融合，内膜扩张呈空泡样变，嵴紊乱、肿

胀，细胞质Ｃａ２＋浓度升高和Ｃａｓｐａｓｅ３活性明显增强，Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的变化更为明显。Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞ＧＲＰ７８表达增高，而

Ｋ５６２细胞并无明显变化。结论　Ａｓ２Ｏ３ 可诱导 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞发生内质网应激反应，使得该细胞通过内质网线粒体途径凋

亡。其诱导Ｋ５６２细胞凋亡的机制与之不同，是通过经典的线粒体途径导致细胞凋亡。
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　　凋亡抑制是白血病细胞发生耐药的主要机制之一。三氧

化二砷（Ａｓ２Ｏ３）在体内、外对白血病以及其他实体肿瘤均具有

较好的抗肿瘤效应，不良反应小且与常规化疗药物无交叉耐

药［１］。本课题组前期研究已证实，Ａｓ２Ｏ３ 可诱导对常规抗肿瘤

药物耐受的白血病多药耐药细胞的凋亡，并对多种耐药、凋亡

相关基因的表达具有调控作用［２４］。Ａｓ２Ｏ３ 诱导肿瘤细胞凋亡

的机制比较复杂，本研究旨在比较对常规化疗药物耐药和敏感

的白血病细胞，即 Ｋ５６２／ＡＤＭ 和 Ｋ５６２细胞在 Ａｓ２Ｏ３ 诱导其

凋亡时的机制，为肿瘤的治疗、多药耐药的逆转以及抗肿瘤药

物的研发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　使用的仪器包括流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ

ＣｏｕｌｔｅｒＥｐｉｃｓＸＬ，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）、ＣＯ２ 培养箱（ＨＥＲ

ＡＣＥＬＬ１５０，Ｈｅｒａｅｕｓ公司）、铀铅双重染色后用透射电镜

（ＪＥＭ１２３０，日本电子公司）、Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外激光成像系统

（美国ＬＩＣＯＲ公司）。Ａｓ２Ｏ３ 试剂为Ｓｉｇｍａ公司产品，用１．０

ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶解，调节ｐＨ值至７．０，配成１ｍｍｏｌ／Ｌ溶液

贮存备用；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂盒、ＦＩＴＣ 荧光标记的活性

Ｃａｓｐａｓｅ３抑制物ＤＥＶＤＦＭＫ均为Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司产品；阿霉

素（ＡＤＭ）为日本明治制药公司产品；钙离子荧光探针Ｆｌｕｏ３／

ＡＭ为Ｆｌｕｋａ公司产品；兔抗人葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８／

Ｂｉｐ）抗体为Ｓｐｒｉｎｇ公司产品；鼠抗人βａｃｔｉｎ抗体为Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ

公司产品；ＩＲＤｙｅ７００ＤＸ标记的羊抗兔和ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 标记的

羊抗鼠红外荧光ＩｇＧ抗体购自ＬＩＣＯＲ公司；１５％新生牛血清

来自杭州四季青公司、ＲＰＭＩ１６４０培养液购自美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ

公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞由兰州大学医学

实验中心保存。细胞接种于含１５％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养液中，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 且全湿的条件下培养。Ｋ５６２／

ＡＤＭ耐药细胞定期加入ＡＤＭ（３～６μｇ／ｍＬ）以刺激 ｍｄｒ１基

因编码的Ｐ糖蛋白（ｍｄｒ１／Ｐｇｐ）持续高表达。无ＡＤＭ培养基

继续培养２周后用于实验。Ａｓ２Ｏ３ 处理：Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ

细胞分别按２×１０５／ｍＬ接种，加入２μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３，置ＣＯ２ 培养箱培养１２～７２ｈ后，收集细胞用于后续实

验。对照细胞为未经Ａｓ２Ｏ３ 处理的Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞。
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１．２．２　流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡　收集待测细胞，采

用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标，使用流式细胞仪进行检测
［４］。

１．２．３　细胞的形态学观察　离心收集待观察的细胞，采用

３％戊二醛固定，经脱水、环氧树脂包埋后进行超薄切片，铀铅

双重染色后用透射电镜观察细胞内质网和线粒体等超微结构

的形态学特征。

１．２．４　细胞内Ｃａ
２＋浓度测定　细胞经ＰＢＳ洗涤后，加入荧光

探针附载剂ＰＦ１２３和Ｃａ２＋荧光探针Ｆｌｕｏ３／ＡＭ，３７℃孵育

３０ｍｉｎ，冷 ＰＢＳ洗涤２遍，５００μＬＰＢＳ重悬，采用 ＦＣＭ 检

测［５７］。

１．２．５　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　细胞ＰＢＳ洗涤后，加入ＦＩＴＣ

ＤＥＶＤＦＭＫ，３７℃孵育１ｈ，洗涤，ＦＣＭ 检测细胞内活化的

Ｃａｓｐａｓｅ３。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＲＰ７８的表达　根据文献［８］的方

法改进，收集对照细胞和 Ａｓ２Ｏ３ 处理２４ｈ的细胞，ＰＢＳ洗涤

后，加入细胞裂解液裂解。细胞裂解上清液用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测，使用的一抗为兔抗人 ＧＲＰ７８抗体和鼠抗人βａｃｔｉｎ抗

体，二抗为ＩＲＤｙｅ７００ＤＸ标记的羊抗兔和ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ 标记

的羊抗鼠红外荧光二抗，采用Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外激光成像系统

扫描和分析，以ＧＲＰ７８与βａｃｔｉｎ条带的光密度值之比表示该

蛋白的相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行数据分

析。组间比较采用狋检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　细胞凋亡的ＦＣＭ检测　见图１，Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细

胞经２μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 处理２４ｈ后，凋亡率明显

增高。Ｋ５６２细胞的凋亡率分别为４２．１６％和６４．６％（对照细

胞为２．２９％），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｋ５６２／ＡＤＭ 细

胞的凋亡率分别为５６．３７％和７２．２０％（对照细胞为５．９０％），

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ａｓ２Ｏ３ 能诱导Ｋ５６２及Ｋ５６２／

ＡＤＭ细胞凋亡。

　　Ａ：对照细胞；Ｂ：经２μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 处理２４ｈ的细胞；Ｃ：经５

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理２４ｈ的细胞。

图１　　ＦＣＭ检测细胞凋亡

２．２　凋亡细胞内质网和线粒体形态学改变　Ａｓ２Ｏ３ 处理２４～

７２ｈ，Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞均出现细胞核固缩、染色质浓

聚在核膜边缘及凋亡小体形成等典型凋亡形态学改变（图２Ａ、

Ｃ）。凋亡细胞内质网出现明显扩张、脱颗粒等形态结构改变；

线粒体内外膜融合，嵴减少且紊乱；部分线粒体肿胀，内膜扩

张，出现空泡样变（图２Ｂ、Ｄ）。Ａｓ２Ｏ３ 诱导的细胞凋亡过程中，

Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的内质网和线粒体形态结构均发生

了改变，以Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的变化更为明显。

　　Ａ：Ｋ５６２细胞胞核的形态；Ｂ：Ｋ５６２细胞内质网、线粒体的形态；Ｃ：

Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞胞核的形态；Ｄ：Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞内质网、线粒体的

形态。

图２　　Ａｓ２Ｏ３ 处理前后Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ

细胞的电镜观察

２．３　胞质Ｃａ
２＋浓度的检测　２μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 诱

导Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞２４ｈ后，Ｋ５６２胞质内Ｃａ２＋平均

荧光强度（ＭＦＩ）由２．４８增加到３．７７和４．００，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。Ｋ５６２／ＡＤＭ胞质内Ｃａ２＋平均荧光强度由３．１９

增加到３．３６和６．２８，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ａｓ２Ｏ３

可诱导内质网储存的Ｃａ２＋ 释放而增高胞质内Ｃａ２＋ 水平，以

Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的变化为甚。

　　Ａ：对照细胞；Ｂ：经２μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 处理２４ｈ的细胞；Ｃ：经５

μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３处理２４ｈ的细胞。

图３　　ＦＣＭ检测Ｃａ
２＋水平

２．４　细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活性的检测　经２μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ

Ａｓ２Ｏ３ 处理２４ｈ后，细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活性增高，Ｋ５６２细胞中

ｃａｓｐａｓｅ３激活的细胞比例由对照细胞的５４．１％增加至７２．７％

和６４．４％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞中

Ｃａｓｐａｓｅ３激活的细胞比例由对照细胞的 ３９．６％ 增加至

６４．９％和８６．９％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．５　ＧＲＰ７８蛋白水平的检测　ＧＲＰ７８／Ｂｉｐ为内质网分子伴

侣蛋白，是内质网应激反应的主要标志分子之一。２μｍｏｌ／Ｌ

和５μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３ 处理 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测显示，ＧＲＰ７８的表达明显增高，分别增高１４４．２％和

３９２．９％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），而Ｋ５６２细胞ＧＲＰ７８

表达无明显变化。

３　讨　　论

内质网应激反应性凋亡途径是不同于经典的死亡受体途

径和线粒体途径的细胞凋亡途径。内质网是细胞蛋白质合成、

修饰、运输以及Ｃａ２ 存储的场所，对细胞应激反应、细胞内Ｃａ２
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水平以及蛋白质合成、折叠和运输具有重要调节作用。当新合

成的蛋白质Ｎ末端糖基化、二硫键形成以及蛋白质由内质网

向高尔基体转运等过程受阻时，非折叠或非正确折叠的新合成

蛋白质在内质网中大量堆积而导致非折叠蛋白质反应

（ＵＰＲ）。同时，内质网调节细胞内Ｃａ２ 的存贮、摄取和释放，在

细胞内Ｃａ２＋稳态、细胞功能维持和细胞内信号传导等过程中

发挥重要作用。内质网 ＵＰＲ和Ｃａ２＋稳态的破坏均可导致内

质网应激，进一步发展可引起细胞凋亡，即内质网应激反应性

凋亡［９１０］。

白血病细胞对Ａｓ２Ｏ３ 和常规抗肿瘤药物不会产生交叉耐

药性，对化疗药物耐药的肿瘤细胞对Ａｓ２Ｏ３ 仍保持其敏感性，

并促使肿瘤细胞凋亡，这些优点使砷剂作为一种独特的抗肿瘤

药物而备受瞩目。Ａｓ２Ｏ３ 的抗肿瘤（白血病）机制比较复杂，包

括抑制肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细胞凋亡，诱导肿瘤细胞分化，

抑制肿瘤新生血管的形成，下调端粒酶活性和调控凋亡相关基

因等［１４］。目前普遍认为 Ａｓ２Ｏ３ 主要通过线粒体途径诱导肿

瘤（白血病）细胞凋亡，也有研究发现 Ａｓ２Ｏ３ 可上调Ｆａｓ的表

达而通过Ｆａｓ／ＦａｓＬ信号通路诱导肿瘤细胞凋亡
［１１］。本课题

组前期研究已经证实Ａｓ２Ｏ３ 可以抑制化疗敏感及对常规化疗

药物耐药的白血病细胞的增殖并诱导其凋亡，能上调Ｆａｓ蛋白

的表达，抑制Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达
［２，４］。本研究中２μｍｏｌ／Ｌ

和５μｍｏｌ／Ｌ的Ａｓ２Ｏ３ 能诱导化疗敏感及对常规化疗药物耐药

的白血病细胞发生明显的凋亡现象，细胞出现典型的凋亡形态

学改变，证实Ａｓ２Ｏ３ 主要通过诱导细胞凋亡的方式发挥作用。

白血病细胞发生多药耐药后生物学特性发生了很大变化，

凋亡抵抗现象是其重要特征。Ａｓ２Ｏ３ 诱导对常规化疗药物耐

药的白血病细胞凋亡的分子机制是否有异于化疗敏感的白血

病细胞，目前研究报道不多。本研究发现，Ｋ５６２和 Ｋ５６２／

ＡＤＭ细胞经Ａｓ２Ｏ３ 诱导发生凋亡时，内质网明显扩张、且有

脱颗粒现象，线粒体内外膜融合，嵴紊乱，肿胀，内膜扩张呈空

泡样变。胞质Ｃａ２ 水平明显升高，Ｃａｓｐａｓｅ３活性明显增强，提

示内质网和线粒体参与了白血病细胞凋亡过程。内质网应激

反应性凋亡是一种新的细胞凋亡通路［１０１１］，ＧＲＰ７８／Ｂｉｐ是内

质网应激反应的主要标志分子之一［９１０］。Ａｓ２Ｏ３ 诱导２４ｈ后，

对常规化疗药物耐药白血病细胞的ＧＲＰ７８表达增高约１．５～

４．０倍，表明Ａｓ２Ｏ３ 诱导Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞发生了内质网应激

反应，而化疗敏感白血病细胞的 ＧＲＰ７８表达并无明显变化。

已有研究证实内质网和线粒体在结构和功能上紧密联系，

Ｃａ２＋是二者发生联系的主要信号分子，也是内质网线粒体共

同作用引发细胞凋亡的分子基础。Ａｓ２Ｏ３ 可能与内质网膜上

的含巯基酶（如Ｃａ２ＡＴＰ酶）等作用诱发内质网应激，促使其

Ｃａ２ 大量释放入胞质，线粒体由于其膜电势梯度摄取Ｃａ２＋而

致钙超载，增加线粒体对凋亡的敏感性而使其膜通透性改变和

去极化，随后大量ＣｙｔＣ释放入胞质，参与形成ｃｙｔＣ／Ａｐａｆ１／

ｃａｓｐａｓｅ９凋亡体，引发ｃａｓｐａｓｅｓ级联反应，最终活化细胞凋亡

的执行者ｃａｓｐａｓｅ３而诱发细胞凋亡。

综上所述，Ａｓ２Ｏ３ 可诱导 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞经内质网应激

反应途径凋亡，而对于Ｋ５６２细胞而言，可以引起Ｃａ２＋释放入

胞质，但并未引起ＧＲＰ７８表达增高，未诱发内质网应激反应。

Ｋ５６２细胞是通过典型线粒体途径发生细胞凋亡。
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对 ＨＥＰ２细胞的增殖抑制作用［Ｊ］．山东医药，２００８，４８（３）：１８

２０．

［１３］ＨｏｌｖｏｅｔＳ，ＶｉｎｃｅｎｔＣ，ＳｃｈｍｉｔｔＤ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫ

ｐａｔｈｗａｙｉｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＮＦａｌｐｈａｉｎｈｕｍａｎｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，

２００３，２９０（１）：１０８１１９．

［１４］ＳａｎｃｅａｕＪ，ＴｒｕｃｈｅｔＳ，ＢａｕｖｏｉｓＢ．Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ｓｉ

ｌｅｎｃｉｎｇｂｙ ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｒｉｇｇｅｒｓｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｏｒｙａｄｈｅｓｉｖｅ

ｓｗｉｔｃｈｉｎＥｗｉｎｇ′ｓｓａｒｃｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００３，２７８（３８）：

３６５３７３６５４６．

（收稿日期：２０１３０４２５）
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