
作者简介：朱峰（１９７８～），主治医师，硕士，主要从事泌尿系肿瘤的病理生理学的研究。

·基础研究·

三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖及其ＰＩ３ＫＡｋｔ转导途径的影响

朱　峰
１，张　艳

２，何　岩
１，张会清１，张英杰１

（１．新乡医学院第一附属医院泌尿外科，河南新乡４５３１００；２．新乡医学院

基础医学院生理学教研室，河南新乡４５３００１）

　　摘　要：目的　评价三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖的影响，并探讨磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号途径

的变化情况。方法　９６孔板培养人肾癌细胞７８６Ｏ，并分成对照组和实验组，每组４５个孔。加入１μＭ 三氧化二砷和生理盐水

之后分别于０、１２、２４ｈ取出１５个孔的细胞，使用ＢｒｄＵ实验检测每孔细胞ＤＮＡ合成量，使用荧光定量聚合酶链反应检测ＰＩ３Ｋ

和Ａｋｔ相对ｍＲＮＡ表达量，使用免疫印迹法检测细胞内ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ的相对表达量。结果　三氧化二砷刺激１２、２４ｈ后，观察组

ＤＮＡ合成量逐渐低于０ｈ时的ＤＮＡ合成量，差异有统计学意义（犘＜０．０５），且均显著低于１２、２４ｈ的对照组ＤＮＡ合成量，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。在０、１２ｈ和２４ｈ时观察组细胞内ＰＩ３Ｋ和ＡｋｔｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量差异无统计学意义（犘＞

０．０５），而对照组细胞内ＰＩ３Ｋ和ＡｋｔｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量随着细胞增殖加快逐渐升高。结论　三氧化二砷可能通过抑制

ＰＩ３ＫＡｋｔ转导途径来抑制人肾癌细胞７８６Ｏ增殖，且具有治疗人肾癌的潜在临床价值。
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　　肾癌是肿瘤始发于泌尿小管上皮，逐渐进入肾盂、肾盏，甚

至输尿管，且主要以血尿、腰痛和腹部肿块等“肾癌三联征”为

主要临床特征的一类疾病。肾癌约是成人最常见的肾脏肿瘤。

男女比例约为２∶１，可见于各个年龄段，高发年龄５０～７０岁。

三氧化二砷可伤害神经系统、影响毛细血管通透性，对皮肤和

黏膜有刺激作用，被认为是最古老的毒物之一。然而该化合物

的药用价值最开始被张亭栋揭示出后，科研人员才开始关注

它。如今三氧化二砷已经被制成水剂，通过静脉注射给急性早

幼粒细胞白血病患者，总缓解率达到９０％。且大量研究证实，

三氧化二砷可抑制肝癌细胞、食管癌细胞、宫颈癌 Ｈｅｌａ和人口

腔鳞状癌细胞的增殖，对泌尿生殖系统和淋巴系统恶性肿瘤可

能有一定抑制作用［１４］。为了探讨三氧化二砷是否在肾癌中发

挥抗癌的效果，本研究选择了人肾癌细胞７８６Ｏ作为研究模

型，从细胞水平初步探讨三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖

的影响，并深入研究其相关信号转导途径，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　细胞培养　肾透明细胞癌细胞系７８６Ｏ从中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库购买，目录号ＴＣＨｕ１８６。将购买

的细胞接种于ＲＰＭＩ１６４０培养基（１０％胎牛血清和５０μｇ／ｍＬ

青链霉素），５％ＣＯ２，培养箱湿度为９０％，３７℃培养３ｄ。每培

养３ｄ传代１次，取对数生长期的细胞进行实验。

１．２　实验分组和设计　将对数生长期的细胞分别接种于９６

孔板中，并在５％ＣＯ２ 条件下培养。当９６孔底部的６０％面积

贴满细胞后，吸去培养基并更换新的ＲＰＭＩ１６４０培养基。５％

５４１３重庆医学２０１３年９月第４２卷第２６期



ＣＯ２，３７℃继续培养２４ｈ。最后将９０孔细胞分成对照组和实

验组，每组４５个孔。加入药物（０．５μＭ 或１．０μＭ 三氧化二

砷）和生理盐水之后分别于０、１２、２４ｈ取出１５个孔细胞，使用

ＢｒｄＵ实验检测每孔细胞ＤＮＡ合成量，使用荧光定量聚合酶

链反应（ＰＣＲ）检测磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）和蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）

相对ｍＲＮＡ表达量，使用免疫印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞

内ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ的相对表达量。

１．３　ＢｒｄＵ掺入实验　参考文献［５］介绍的方法，在收集待测

孔细胞进行检测前４ｈ时向每个孔中加入一定量ＢｒｄＵ母液至

ＢｒｄＵ终浓度为１００ｍＭ，５％ＣＯ２３７℃培养。培养结束后，胰

酶消化细胞，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗脱，１７００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，去上清液，加入１０ｍＬ７０％ ＥｔＯＨ 重悬。用洗涤缓冲

液（ＰＢＳ＋０．５％ＩＦＳ）洗涤。离心去上清液，以０．５ｍＬ２Ｍ

ＨＣｌ＋０．５％ＩＦＳ，室温孵育２０ｍｉｎ。加入１ｍＬ洗涤缓冲液洗

涤细胞。离心去上清液，以０．１Ｍ的四硼酸钠（Ｎａ２Ｂ４Ｏ７）重悬

细胞，室温孵育２ｍｉｎ。用１ｍＬ洗涤缓冲液洗涤细胞２次。

用５０μＬ洗涤缓冲液重悬细胞，加入ａｎｔｉＢｒｄＵ抗体，４℃孵育

２０ｍｉｎ。加入１．５ｍＬ洗涤缓冲液洗１次。用５０μＬ洗涤缓冲

液重悬细胞，加入用于ＦＩＴＣ结合Ｆｃ段的抗体，４℃孵育２０

ｍｉｎ。加入１．５ｍＬ洗涤缓冲液洗涤１次。在４５０ｎｍ的波长

处读取吸光值，用于定量每个孔内ＤＮＡ合成量。

１．４　荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　取出不同时间（０、

１２、２４ｈ）对照组和观察组３个孔的细胞，胰酶消化细胞，用

ＰＢＳ洗脱，１７００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，收集细胞。使用

ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂盒抽提细胞的总ｍＲＮＡ，并用ＤＥＰＣ水定

量至５μｇ／μＬ。使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ将总

ｍＲＮＡ拟转录成ｃＤＮＡ，并定量。特异性引物为 ＧＡＰＤＨＦ：

５′ＴＧＧＴＧＡ ＡＧＧ ＴＣＧ ＧＴＧ ＴＧＡ ＡＣ３′；ＧＡＰＤＨＲ：５′

ＧＣＴＣＣＴ ＧＧＡ ＡＧＡ ＴＧＧ ＴＧＡ ＴＧＧ３′；ＰＩ３ＫＦ：５′ＴＴＴ

ＣＴＣＡＴＧ ＧＣＴ ＧＴＣＣＴＴＣＡＧ３′，ＰＩ３ＫＲ：５′ＣＡＧ ＧＡＧ

ＡＡＴＣＴＡＡＣＧＧＡＴＧＣ３′；ＡｋｔＦ：５′ＣＡＴＣＡＣＡＴＣＴＧＧ

ＴＴＴＣＣＴ ＴＧＧ３′，ＡｋｔＲ：５′ＡＡＣ ＴＧＧ ＡＡＡ ＴＧＴ ＡＡＴ

ＴＴＴＧＧＧ３′，均为上海生工产品。以ＧＡＰＤＨ为内参，使用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲ试剂盒和使用伯乐的ＩＱ５ＰＣＲ系统扩

增ｃＤＮＡ中的组织因子基因片段和 ＧＡＰＤＨ 基因片段，反应

条件设置为：９５ ℃变性５ｍｉｎ，９４ ℃变性３０ｓ，５７ ℃退火

１ｍｉｎ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。计算每

个样品ＴＦ和ＧＡＰＤＨ的△Ｃｔ，并采用△△Ｃｔ法计算每个样品

中ＴＦ的ｍＲＮＡ转录倍数
［６］。

１．５　１．５　免疫印迹　取出不同时间（０、１２ｈ和２４ｈ）对照组

和观察组３个孔的细胞，胰酶消化细胞，用ＰＢＳ洗脱，４００×ｇ

或１７００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，用缓冲溶液［５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０，０．５％

去氧胆酸，０．１％十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ），５ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四

乙酸（ＥＤＴＡ），２ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ），２０ｇ／ｍＬ抑

肽酶，２０ｇ／ｍＬ亮抑肽酶，１０ｇ／ｍＬ胃蛋白酶抑制剂 Ａ，１５０

ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲脒］重悬细胞至５×１０１０个。抑肽酶破碎后１２

０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后取上清液进行电泳。使用５％浓缩胶

和１５％分离胶进行电泳分离，并使用电转将蛋白转至ＰＶＤＦ

膜上。１０％牛奶封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，３７℃孵育一抗１ｈ，然后

ＰＢＳＴ清洗３次，每次５ｍｉｎ，然后用３７°孵育二抗稀释液，并用

ＰＢＳＴ清洗３次，每次５ｍｉｎ。最后用ＥＣＬ＋ｐｌｕｓＴＭ 免疫印迹

系统试剂盒（Ａｍｅｒｓｈａｍ，ＵＳＡ）配置显光液，然后使用３４９０

Ｐｈｏｔｏ凝胶成像系统（Ｅｐｓｏｎ，Ｊａｐａｎ）拍照并记录，并用Ｉｍａｇｅ

ＰｒｏＰＬＵＳ软件分析每个蛋白与ＧＡＰＤＨ的相对量。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。所

有连续资料均采用狋检验，结果以狓±狊表示。所有离散资料

均采用卡方检验，统计结果以χ
２ 表示。以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖的影响　使用Ｂｒ

ｄＵ掺入实验来检测７８６Ｏ在三氧化二砷（观察组）和ＰＢＳ（对

照组）刺激下ＤＮＡ合成量，用以评价三氧化二砷对人肾癌细

胞７８６Ｏ增殖的影响。从表１和图１可知，０．５μＭ 和１μＭ三

氧化二砷刺激２４ｈ后，观察组ＤＮＡ合成量显著低于０ｈ时的

ＤＮＡ合成量，差异有统计学意义（犘＜０．０５），从表２和图２可

知，０．５μＭ 三氧化二砷刺激２４ｈ后且均显著低于０ｈ和１２ｈ

的对照组ＤＮＡ合成量，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结果

表明０．５μＭ 三氧化二砷刺激２４ｈ有效地抑制人肾癌细胞

７８６Ｏ增殖。

表１　　不同浓度Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ

　　　增殖的影响（狓±狊）

组别 ０μＭ ０．５μＭ １μＭ

对照组 １．６１５±０．２７５ ２．７１３±０．３１４ ３．０１４±０．２５２

观察组 １．５４３±０．２４３ ０．８２４±０．２７３ ０．５１３±０．２１４

表２　　不同时间Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ

　　　增殖的影响（狓±狊）

组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组 １．２３５±０．１２５ ２．４６３±０．２１４ ３．９５２±０．４１８

观察组 １．２７５±０．２４３ ０．９４６±０．１５３ ０．６４２±０．１１４

图１　　不同浓度Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖的影响

２．２　三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖中ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ

ｍＲＮＡ相对表达量的影响　使用ＲＴＰＣＲ来检测不同时间点

（０、１２和２４ｈ）观察组和对照组细胞内ＰＩ３Ｋ和ＡｋｔｍＲＮＡ相

对的表达量（表３、表４和图３）。结果显示，在０、１２和２４ｈ时

观察组细胞内ＰＩ３Ｋ和ＡｋｔｍＲＮＡ相对的表达量差异无统计

学意义（犘＞０．０５），而对照组细胞内ＰＩ３Ｋ和ＡｋｔｍＲＮＡ相对

的表达量随着细胞增殖加快逐渐升高。说明０．５μＭ 三氧化
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二砷有效地抑制人肾癌细胞７８６Ｏ增殖内ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ的转

录水平。

图２　　不同时间Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖的影响

表３　　ＰＩ３ＫｍＲＮＡ的相对ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的辉度结果

组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组 ０．６１３±０．１９３ ０．８１２±０．１２６ １．２１４±０．１１２

观察组 ０．６５８±０．１８４ ０．６１４±０．１１２ ０．７１９±０．０９１

表４　　ＡｋｔｍＲＮＡ的相对ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的辉度结果

组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组 ０．９１３±０．０９２ １．７４２±０．０９６ ２．０６１±０．０９２

观察组 ０．９５８±０．０８３ １．１２７±０．０８２ １．３７５±０．１１４

图３　　Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖中

ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ表达的影响

图４　　Ａｓ２Ｏ３ 对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖中ＰＩ３Ｋ和

Ａｋｔ蛋白表达的影响

２．３　三氧化二砷对人肾癌细胞７８６Ｏ增殖中ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ蛋

白表达的影响　使用免疫印迹法来检测不同时间点（０、１２和

２４ｈ）观察组和对照组细胞内ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ蛋白的表达量（表

５，表６和图４）。在０、１２和２４ｈ时观察组细胞内ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ

蛋白的表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５），而对照组细胞内

ＰＩ３Ｋ和 ＡｋｔｍＲＮＡ相对的表达量随着细胞增殖加快逐渐升

高。说明１μＭ 三氧化二砷有效地抑制人肾癌细胞７８６Ｏ增

殖内ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ的转录水平。说明０．５μＭ三氧化二砷有效

地抑制人肾癌细胞７８６Ｏ增殖内ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ的蛋白的表达

量。

表５　　ＰＩ３Ｋ蛋白表达的辉度结果

组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组ＰＩ３Ｋ ０．１０２±０．０２２ ０．２３７±０．０５６ ０．４１６±０．０５２

观察组ＰＩ３Ｋ ０．１１２±０．０３３ ０．１０１±０．０２２ ０．０９６±０．０３４

表６　　Ａｋｔ蛋白表达的辉度结果

组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照组 ０．８０２±０．１２２ １．２３７±０．１１６ １．４１６±０．１５２

观察组 ０．８１２±０．１３３ ０．７２１±０．０９２ ０．７９６±０．１３４

３　讨　　论

大量研究均表明了三氧化二砷抑制肿瘤细胞增殖、促进细

胞凋亡以及具有显著临床疗效。研究发现三氧化二砷可以抑

制诱导宫颈癌细胞凋亡、并通过与ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１８结合以及下

调ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达而发挥其作用
［７８］。同样，三氧化二

砷可抑制人淋巴细胞系Ｔ２的增殖，研究发现它可能通过调控

ＳＨＰ１启动子以及ＣｐＧ岛的功能，来干扰正常细胞或肿瘤细

胞的增殖［９］。另外三氧化二砷还可抑制肝癌细胞以及早幼粒

白血病细胞的增殖，其中，研究最深入的是其在抑制早幼粒白

血病细胞增殖、凋亡和死亡的研究［１０１１］。而且有很多报道发

现了该分子在治疗白血病的临床疗效，例如张德芳等［１２］采用

全反式视黄酸（ＡＴＲＡ）与三氧化二砷和化疗药物联合方案治

疗初诊急性早幼粒细胞白血病，总有效率达到９６．９％，且无严

重不良反应发生。另外，根据哈尔滨医学院的临床实践，瑞金

医院血液科针对早幼粒白血病采用三氧化二砷治疗，并进行了

一系列的研究，在国际上首先证实了三氧化二砷的应用可以特

异诱导ＡＰＬ细胞凋亡。使得复发难治白血病得了突破，犆犚率

可达到８０％～９０％，部分患者得以长期生存。从而开启了三

氧化二砷用于白血病以及其他肿瘤的基础和临床研究。

虽然如此，但三氧化二砷作为一种剧毒分子，对泌尿系统

具有严重的毒性作用，因此，有关三氧化二砷与肾癌的相关研

究较少［１３］。目前已经清楚的是，０．５～２μＭ 的三氧化二砷可

用于治疗早幼粒细胞白血病，且通过静脉注射注入人体后对机

体其他器官和系统的损伤较小。因此，本研究选择研究不同剂

量三氧化二砷作用不同时间对肾癌细胞的影响，以探讨在最低

有效浓度下三氧化二砷治疗肾癌的潜在临床价值。结果表明

０．５μＭ三氧化二砷刺激２４ｈ可显著抑制了人肾癌细胞７８６Ｏ

增殖。为了进一步探讨０．５μＭ 三氧化二砷抑制人肾癌细胞

７８６Ｏ增殖的作用机制，本研究选择研究该药物对ＰＩ３ＫＡｋｔ

细胞增殖信号转导途径的影响。ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导途径是调

控肿瘤细胞增殖的主要信号途径，由于抑制基因ＰＴＥＮ的低

表达从而诱导了ＰＩ３Ｋ的表达，进而促进了 Ａｋｔ分子的表达和

磷酸化，从而开启了细胞内蛋白合成和ＤＮＡ合成途径，以促

进肿瘤细胞大量增殖。同样人肾癌细胞７８６Ｏ的增殖同样受

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号途径调控。本课题组研究发现０．５μＭ 三氧化

二砷在抑制人肾癌细胞７８６Ｏ细胞增殖的同时，也抑制ＰＩ３Ｋ

的ｍＲＮＡ和蛋白的表达，进而阻碍了Ａｋｔ的表达。因此，可以

得出，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号途径参与了三氧化二砷抑制人肾癌细胞

７４１３重庆医学２０１３年９月第４２卷第２６期



增殖的过程，且更明确表明了三氧化二砷在治疗肾癌中的潜在

临床价值。

另外，三氧化二砷虽然可通过抑制ＰＩ３ＫＡｋｔ信号途径来

发挥抑制人肾癌细胞增殖，但本研究仅在细胞水平进行了研

究。有关三氧化二砷对肾癌的临床疗效，还需要通过动物实验

进行进一步证实，并要比较不同浓度下三氧化二砷的效果以及

对动物泌尿系统的毒性作用。
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