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!!&摘要'!目的!探讨微小/RX"TT!?+/2"TT"+3I3和.R.同源蛋白"!3X.4""+醌氧化还原酶"!Rc)""

和血红素氧合酶2"!4)2""在三氧化二砷!XI)"诱导细胞死亡过程中的变化规律#以及?+/2"TT和3X.4"可能的

调控关系#为增敏XI)治疗新靶点的发现奠定实验基础(方法!以不同浓度 XI)处理肺腺癌 XT$V细胞后#采

用 YII实验检测细胞的存活率或死亡率#试剂盒检测细胞的总抗氧化能力#17=>;?D@;>检测3X.4"+Rc)"和

4)2"蛋白的表达#实时荧光定量'./!L/I2'./"检测?+/2"TT的表达水平(?+/2"TT类似物!?+?+B"及其阴性对

照转染对数期XT$V细胞#并设未转染组为对照#L/I2'./检测 ?+/2"TT表达水平后#以W#%?;@-JXI)处理

W$6#再进行 YII及 17=>7<,D@;>检测(结果!"#&"##%?;@-J的XI)可降低细胞的存活率,与空白对照组相

比#"#+W#%?;@-J的XI)可减弱细胞的总抗氧化能力#激活3X.4"蛋白的表达#抑制 ?+/2"TT以及 Rc)"和

4)2"蛋白的表达,在转染?+/2"TT?+?+B后#W#%?;@-JXI)处理后的XT$V细胞死亡率低于未转染组和转染阴

性对照组#且XI)对3X.4"蛋白的激活作用减弱#Rc)"和 4)2"蛋白表达则高于后两组!'%#n#T"(结论!

XI)可通过抑制?+/2"TT的表达#激活3X.4"蛋白#抑制Rc)"和4)2"蛋白的表达#从而削弱细胞的总抗氧化

能力#最终诱导细胞死亡#提示?+/2"TT和3X.4"可作为XI)治疗肺癌过程中的增敏靶点(

&关键词'!三氧化二砷!总抗氧化能力!3I3和.R.同源蛋白"!微小/RX"TT

C#BQ1OO-T?8W1"#G('>#(GI';%M'@#(W&C'(R&(G?-,(9$'<$#(9C'8,>>[,';%S(-&$,-D@?<:,(#$X<#9E#-,!%2

1"-5$./#=)K+)8/05$9#?*4)9./05C@-#34,-/5$./0#()*+%(9/5Q"@/# >?@!.ABC@/B8DK/H-A8C@/B.#
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&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,!I;7E0@;<7>67B6:,-7=;F?+B<;/RX"TT !?+/2"TT"#3I3:,8.R.6;?;@;-;9=

0<;>7+,"!3X.4""#L9+,;,7;E+8;<789B>:=7"!Rc)"":,867?72;EH-7,:=72"!4)2""+,>670<;B7==;F:<=7,+B

><+;E+872+,89B78B7@@87:>6#:,8>;B@:<+FH>67<7@:>+;,=6+0D7>A77,?+/2"TT:,83X.4"#0<;G+8+,-7E07<+?7,>:@

D:=+=F;<>67=7,=+>+G+>H;F:<=7,+B><+;E+87!XI)"><7:>?7,>C+,;%9-:!49?:,@9,-:87,;B:<B+,;?:B7@@@+,7XT$V

B7@@=A7<7><7:>78A+>68+FF7<7,>B;,B7,><:>+;,=;FXI)CYII:==:H:,8>;>:@:,>+;E+8:,>B:0:B+>H87>7B>+;,N+>A7<7

9=78>;87>7<?+,7B7@@G+:D+@+>H:,8>;>:@:,>+;E+8:,>B:0:B+>H#<7=07B>+G7@HC3X.4"#Rc)":,8 4)2"0<;>7+,

7E0<7==+;,A7<70<;D78DH17=>7<,D@;>:,8<7:@2>+?7F@9;<7=B7,B7L9:,>+>:>+G7!L/I2'./"A:=9>+@+K78>;>7=>>67

?+/2"TT@7G7@CXT$VB7@@=A7<7><:,=F7B>78A+>6?+/2"TT?+?+B:,8+>=,7-:>+G7B;,><;@#>67,>677E0<7==+;,@7G7@;F

?+/2"TTA:=87>7B>78DHL/I2'./#:,8>67=7B7@@=A7<7><7:>78A+>6W#%?;@-JF;<W$6F;@@;A78DHYII:,8

17=>7<,D@;>87>7B>+;,CB,:&>;:!"#%?;@-JXI)=+-,+F+B:,>@H<789B78>67B7@@G+:D+@+>H+,XT$VB7@@=C"#%?;@-J

:,8W#%?;@-JXI)><7:>?7,>:B>+G:>783X.4"7E0<7==+;,:,8+,6+D+>78?+/2"TT#Rc)":,84)2"7E0<7==+;,#

@7:8+,->;87B<7:=78>;>:@:,>+;E+8:,>B:0:B+>HC5?0;<>:,>@H#>67B7@@87:>6+,89B78DHW#%?;@-J XI) A:=

=+-,+F+B:,>@H87B<7:=78+,?+/2"TT?+?+B><:,=F7B>+;,B7@@=+,B;?0:<+=;,A+>6,;,2><:,=F7B>78B7@@=:,8?+/2"TT

?+?+B,7-:>+G7B;,><;@><:,=F7B>78B7@@=CY;<7;G7<#6+-67E0<7==+;,;F?+/2"TT<789B783X.4":B>+G:>+;,:,8

+,B<7:=78Rc)":,84)2"7E0<7==+;,+,B7@@=><7:>78A+>6W#%?;@-JXI) !'%#n#T"C89($>&:#9(!/7=><:+,+,-
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!!三氧化二砷!XI)"是急性粒细胞白血病的一

线用药(近年研究发现#XI)对实体肿瘤也具有较

好的杀伤效果(参与XI)杀伤癌细胞的机制有氧

化损伤+ORX损伤+细胞自噬+细胞坏死以及凋亡

等#目前公认+同时也是研究最多的机制是XI)诱

导的细胞氧化损伤引起细胞死亡
)"*#但 XI)是如

何引起氧化损伤的细节还有待进一步探讨(

3I3和.R.同源蛋白"!3X.4""是一种细胞

核转录因子#可抑制抗氧化蛋白醌氧化还原酶"

!Rc)""和血红素氧合酶2"!4)2""的表达#进而降

低细胞的抗氧化能力
)W $*(研究表明#亚砷酸钠处

理正常细胞后#可引起3X.4"转运出细胞核#进而

激活Rc)"和4)2"等表达#增强细胞对氧化损伤

的防御
)T*#但当 XI)处理体外培养的癌细胞时#

XI)可抑制核因子 R<FW信号通路的活化#降低

Rc)"和4)2"等的表达#进而促进细胞死亡)!*,本

实验室前期的研究结果同样表明#"#%?;@-JXI)

处理肺腺癌 XT$V细胞#会引起 R<FW表达水平增

加
)U*#而更高浓度的 XI)处理 XT$V细胞#则会引

起谷胱甘肽!%(4"+过氧化物歧化酶!()O"等抗氧

化物质的耗竭#进而引起细胞死亡)P*#这些研究说明

XI)可能是通过削弱细胞的抗氧化能力进而诱导

癌细胞死亡(那么#在XI)诱导XT$V细胞死亡过

程中#作为抗氧化物质的Rc)"和 4)2"以及它们

的负调控因子3X.4"会有怎样的变化规律. 目前

尚不明确(

微小/RX"TT!?+/2"TT"是由人类W"号染色

体上I4=基因编码的一种小/RX#其异常表达可

促进肺部肿瘤细胞的生存+增殖+迁移和侵袭#并与

肺癌的预后密切相关
)V*(而 Rc)"和 4)2"的负

调控因子3X.4"的表达受?+/2"TT调控#是?+/2

"TT的靶基因之一
)"# ""*#更为重要的是?+/2"TT可

参与细胞内氧化还原稳态的维持
)"W*(那么#在

XI)杀死肿瘤细胞的过程中#氧化防御能力的改变

是否与?+/2"TT和3X.4"的水平有关. 二者又有

何种调控关系. 目前尚未见研究报道(本研究拟探

讨?+/2"TT+3X.4"+Rc)"和 4)2"等在XI)诱

导细胞死亡过程中的变化规律#并明确 ?+/2"TT和

3X.4"可能的调控关系#以期为XI)用于肺癌的

治疗提供理论依据#并为增敏 XI)治疗新靶点的

发现奠定实验基础(

1!材料与方法

1C1!试剂与仪器

XI)注射液!黑龙江哈尔滨医大药业有限公

司",OY*Y 高糖细胞培养液!%+DB;",小牛血清

!4HB@;,7",S2!$#T2二甲基噻唑2W"2W#T2二苯基四氮

唑溴盐!YII#X?<7=B;",总抗氧化能力检测试剂

盒!南京凯基生物科技发展有限公司",3X.4"抗

体!(:,>:.<9K",Rc)"和 4)2"抗体!武汉博士德

生物工程有限公司",+2:B>+,抗体和辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠及抗兔5-%!北京中杉金桥"(

?+/2"TT类似物!?+?+B"及其阴性对照 !3+;,77<

3+;>7B6",J+0;F7B>:?+,7 W### !5,G+><;-7,",

?+/B9>7?+/RX提取分离试剂盒+BORX第一链合

成试剂盒+荧光定量检测试剂盒+?+/2"TT引物序列

及合成物!北京天根生化科技有限公司"(人肺腺癌

XT$V细胞!购于华神集团成都基因治疗肿瘤药物工

程技术研究中心"(酶联免疫检测仪 !I67<?;

&+=67<(B+7,>+F+B",.67?+BO;E\/(凝胶成像系

统+R:,;8<;0!3+;2/:8",1&bUW##型可见分光光

度计!尤尼柯仪器有限公司"(

1C/!实验方法

1C/C1!细胞培养!XT$V细胞在饱和湿度+体积分

数T_ .)W+SU^条件下培养#细胞层覆盖培养瓶

底面积P#_&V#_时传代(其中培养液由V#_

OY*YQ"#_ 小牛血清Q双抗!终浓度$青霉素

"##5M-?J#链霉素"##%--?J"组成(

1C/C/!YII检测细胞存活率!XT$V细胞以每孔

"#$
接种于V!孔培养板(细胞贴壁后#以不同浓度

的XI)!#+T+"#+W#+$#+!#+P#和"##%?;@-J"处

理W$6后#弃去培养液#每孔加入"##%J!含 YII

#CT?--?J"培养液#SU^避光孵育$6#弃液后每

孔加入"##%J二甲基亚砜#室温震荡摇匀T?+,(

酶联免疫检测仪测定TU#,? 波长的吸光度值

!XTU#"(按常规计算细胞存活率或死亡率(

1C/C7!总抗氧化能力检测!使用细胞刮收集不同

浓度XI)!#+T+"#+W#%?;@-J"处理W$6的XT$V

细胞#用生理盐水于W###<-?+,离心S?+,洗涤两

次#弃尽上清#加入ST#%J生理盐水重悬细胞#于液

氮和SU^温水中反复冻融S次制备样品匀浆液#按

照总抗氧化能力检测试剂盒说明书#在测定管和对

照管中依次加入39FF7<X+39FF7<3和39FF7<.#测

定管中加"T#%J样品匀浆液#漩涡震荡混匀后#于

SU^水浴S#?+,(取出对照管和测定管#依次加入

39FF7<O和39FF7<*#对照管中加入"T#%J样品匀

浆液#漩涡震荡混匀#室温放置"#?+,#蒸馏水调

零#"B? 光径#TW#,?处测各管吸光度#按说明书

VWP
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给定的公式计算总抗氧化能力(

1C/C3!17=>7<,D@;>检测蛋白表达水平!收集不

同浓度 XI) !#+T+"#+W#%?;@-J"处理W$6的

XT$V细胞#加入提取全蛋白的细胞裂解液#冰浴裂

解S#?+,#"####<-?+,离心"#?+,#取上清#用

3.X蛋白定量法测蛋白浓度后置`P# ^储存备

用(制"W#--J(O(2聚丙酰胺凝胶#每条泳道上蛋

白样品T#%-#按实验室常规方法电泳+转膜+封闭(

一抗!3X.4"+Rc)"+4)2"和+2:B>+,#"gT##"

$^孵育过夜#相应二抗!"gT###"室温孵育"6#

用增强型化学发光试剂 !*.J"显色(.67?+BO;E

\/(凝胶成像系统曝光采集图像#并用5?:-7b软

件定量分析各蛋白条带的平均灰度值#以目的条带

和内参蛋白条带的平均灰度值之比反映目的蛋白的

相对表达量(

1C/CO!实时荧光定量'./!L/I2'./"检测 ?+/2

"TT水平!收集不同浓度 XI) !#+T+"#+W#%?;@-

J"处理W$6的 XT$V细胞#按 ?+/B9>7?+/RX提

取分离试剂盒说明书提取长度在W##,>以内的总

/RX#进行质控合格后!XW!#-WP#和 XW!#-WS#均大于

"nP"#按照 ?+/B9>7?+/RXBORX第一链合成试

剂盒说明书#取"%-总/RX进行逆转录(对逆转

录的BORX进行定量#以$##,-逆转录的BORX

作为模板#进行 ?+/RX荧光定量检测(反应条件

为$V$C#^W?+,,V$C#^W#=,!#C#^S$=,$#

个循环,熔解曲线的温度从!TC#^到VTC#^#每

T=升温#CT ^(以6=:22!作为内参基因#采用

W`''.>
的计算方法获得C-J2"TT的相对表达水平(

1C/C5!?+/2"TT?+?+B及其阴性对照的细胞转染

取对数生长期XT$V细胞#以不含双抗的培养液调

整细胞浓度至We"#T ?J`"#每孔"?J细胞悬液接

种于!孔培养板(细胞贴壁后#按 J+0;F7B>:?+,7

W### 使 用 说 明#用 OY*Y 配 制 终 浓 度 为

$#0?;@-?J的?+/2"TT?+?+B及其阴性对照转染

液#以每孔"?J加入!孔板中#孵育T6后#弃转染

液#并加入不含双抗的培养液继续孵育$P6(收集

细胞#用于后续实验(

1C/C2!?+/2"TT高表达对细胞死亡率及蛋白表达

的影响!将 XT$V细胞分为未转染组!B;,><;@"+

?+/2"TT?+?+B转染组!Y"和阴性对照转染组

!Y."#并按其分组及常规转染方法分别进行不转

染和转染(按前述L/I2'./检测 ?+/2"TT水平,

各组细胞均用W#%?;@-JXI)处理W$6后#按前

述 YII法检测细胞死亡率#17=>7<,D@;>检测各

组细胞3X.4"+Rc)"和 4)2"蛋白表达水平(

1C7!统计学方法

所有实验独立重复S次#数据采用&SoG表示(

对各组数据进行方差齐性检验#若方差齐#多组间的

比较采用单因素方差分析#两组间的比较用J(O检

验,方差不齐时则采用非参数秩和检验,"i#C#T(

/!结果

/N1!?XJ对细胞存活的影响

如图"所示#XI)浓度为T%?;@-J时#XT$V

细胞的存活率与对照组相比#差异无统计学意义(

当 XI) 浓度为"#+W#+$#+!#+P#和"##%?;@-J

时#细胞的存活率与对照组!#%?;@-JXI)"相比#

差异有统计学意义!'%#C#T"(

图1!?XJ对细胞存活率的影响

=#G1!8,>>*#'D#>#;@#(-#AA,<,(;$9($,(;<';#9(:9A?XJG<9&F:

"'%#C#T#G=C#%?;@-JXI)-<;90

/N/!?XJ对?O36细胞总抗氧化能力的影响

!!如图W所示#用#!对照组"+T+"#+W#%?;@-JXI)

处理XT$V细胞W$6#XI)"#%?;@-J和W#%?;@-J处

理组总抗氧化能力低于对照组!'%#n#T"(

图/!?XJ对总抗氧化能力的影响

=#G/!.AA,$;:9A?XJ9(;9;'>'(;#9E#-'(;$'F'$#;@

" '%#C#T#G=C#%?;@-JXI)-<;90

#SP
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/N7!?XJ对?O36细胞T?8W1+Y]J1和WJQ1蛋

白表达的影响

见图S(用#+T+"#+W#%?;@-JXI)处理细胞

W$6后#3X.4"蛋白的表达逐渐增加#而Rc)"和

4)2"蛋白的表达则逐渐降低#其中"#+W#%?;@-J

图7!?XJ对T?8W1+Y]J1和WJQ1蛋白表达的影响

=#G7!.AA,$;:9A?XJ9(F<9;,#(,EF<,::#9(:9AT?8W1#Y]J1'(-

WJQ1

" '%#C#T#G=C#%?;@-JXI)-<;90

XI)处理组与对照组相比#差异有统计学意义

!'%#n#T"(

/N3!?XJ对?O36细胞C#BQ1OO表达的影响

见图$(在T%?;@-JXI)处理XT$V细胞时#

?+/2"TT的表达为对照组的#CVW倍#在"#%?;@-J

和W#%?;@-JXI)处理时#?+/2"TT的表达分别为

对照组的#nUW倍和#nTW倍#低于对照组!'%

#n#T"(

图3!?XJ对C#BQ1OO水平的影响

=#G3!.AA,$;:9A?XJ9(C#BQ1OO>,*,>

" '%#C#T#G=C#%?;@-JXI)-<;9;0

/NO!C#BQ1OO高表达对?O36细胞死亡及蛋白表达

的影响

如图TX 所示#转染 ?+/2"TT?+?+B后#XT$V

细胞中?+/2"TT的表达水平是空白对照组的"CPT

图O!C#BQ1OO高表达!?"对细胞死亡率!T"及蛋白!8"表达的影响

=#GO!.AA,$;:9AC#BQ1OO9*,<,EF<,::#9(!?"9($,>>-,';%<';,!T"'(-F<9;,#(,EF<,::#9(!8"

Y$?+/2"TT?+?+B-<;90,Y.$?+/2"TT?+?+B,7-:>+G7B;,><;@-<;90,"'%#C#T#G=CB;,><;@-<;90:,8Y.-<;90,.'%#C#T#G=C

XI)-<;90:,8Y.QXI)-<;90

"SP



四川大学学报!医学版" 第$P卷

倍#是阴性对照组的"C!P倍#提示 ?+/2"TT的表达

水平在 ?+/2"TT ?+?+B转染组细胞中明显增加

!'%#C#T"(YII实验结果则表明转染 ?+/2"TT

?+?+B的细胞在W#%?;@-JXI)处理W$6后#细胞

死亡率低于未转染组和阴性对照组!图T3#'%

#n#T"(为了明确?+/2"TT对3X.4"及其下游蛋白

的作用#我们进一步采用 17=>7<,D@;>检测了

3X.4"+Rc)"和4)2"蛋白水平的变化#如图T.

所示#W#%?;@-JXI)处理W$6后#转染 ?+/2"TT

?+?+B!Y"的细胞与未转染和阴性对照转染!Y."

的细胞相比#3X.4"的表达水平降低#而Rc)"和

4)2"的表达水平增加!'%#C#T"(

7!讨论

XI)可诱导细胞产生超氧阴离子自由基+羟自

由基+过氧化自由基+一氧化氮自由基+单线态氧和

过氧化氢等#这些物质可直接造成ORX+蛋白质和

脂质的氧化损伤
)"*(为了应对这些氧化损伤#细胞

有一套自身的抗氧化防御系统#由 ()O+%(4+

Rc)"和4)2"等抗氧化物质和酶组成(当细胞的

抗氧化能力不足#难以抵抗外界毒物造成的氧化损

伤时#会引起细胞功能受损甚至死亡)"S*(我们实验

室的前期研究表明#随着 XI)剂量的增加#XT$V

细胞内的抗氧化物质如%(4+()O等的表达和活

性逐渐降低#而造成氧化损伤的主要物质活性氧逐

渐增多
)P*#提示降低总抗氧化能力可能是 XI)杀

死肿瘤细胞的重要手段(然而#同样作为抗氧化酶

的Rc)"和 4)2"#在XI)处理XT$V细胞后有何

种变化尚不明确(本研究结果表明#XI)浓度'

"#%?;@-J时#Rc)"和 4)2"的蛋白表达水平和

总抗氧化能力均逐渐下降#细胞死亡率随之增加#提

示高剂量的XI)也会通过抑制Rc)"和 4)2"的

表达#削弱细胞的抗氧化能力#诱导细胞死亡(那

么#XI)又是通过怎样的通路抑制Rc)"和 4)2"

表达. 有研究)$ T*
显示#3X.4"是+OP"和)P5"

基因转录的负调控因子#3X.4"高表达可抑制

Rc)"和4)2"蛋白的表达#进而减弱细胞的抗氧

化防御能力#那么#XI)对细胞抗氧化能力的削弱

是否与3X.4"有关. 目前尚未明确(本研究结果

显示#随着 XI)浓度的增加#3X.4"的表达水平

增加#而 Rc)"和 4)2"的表达水平则下降#细胞

的总抗氧化能力也随之下降#细胞死亡增多#说明

XI)可能是通过激活3X.4"#进而抑制Rc)"和

4)2"的表达#削弱细胞的总抗氧化能力#最终诱导

肺癌细胞死亡(

!!有研究显示#?+/2"TT是3X.4"表达水平的

负调控因子#可与I*=)"?/RX的多个区域互补

结合#抑制 ?/RX的翻译#从而减少3X.4"蛋白

的表达
)"# ""*(那么XI)是否会通过抑制?+/2"TT

的表达#从而增加3X.4"的表达. 本研究结果显

示#随着XI)浓度的增加#?+/2"TT的表达水平逐

渐降低#这与3X.4"蛋白表达水平逐渐增加截然

相反#提示3X.4"蛋白的变化可能由 ?+/2"TT调

控(为进一步明确这种调控关系#我们采用 ?+/2

"TT?+?+B转染 XT$V细胞#使 ?+/2"TT水平增加

后#再给予W#%?;@-JXI)处理#结果显示 ?+/2

"TT高表达的 Y组与?+/2"TT低表达的两组相比#

3X&4"蛋白表达水平降低#XI)对3X.4"蛋白

的激活作用减弱#这提示我们 XI) 可通过抑制

?+/2"TT的水平#从而上调3X.4"蛋白的表达(

早期研究显示#在肾细胞癌中抑制 ?+/2"TT水平可

上调3X.4"的表达水平#同时细胞的增殖和侵袭

能力下降#凋亡水平增加)""*#但 ?+/2"TT上调的

3X.4"是如何影响肿瘤细胞的存活能力. 是否与

受3X.4"调控的氧化还原平衡有关. 这些问题均

未明确(本研究结果显示#XI)抑制 ?+/2"TT水

平+增加3X.4"蛋白表达后#Rc)"和 4)2"蛋白

表达水平下降#细胞死亡率随之增加#而用?+/2"TT

?+?+B增加 ?+/2"TT表达水平后#XI)对3X.4"

蛋白的激活作用减弱#Rc)"和 4)2"蛋白表达水

平增加#细胞死亡率则呈下降趋势#这提示?+/2"TT

上调的3X.4"蛋白可通过调控抗氧化物质Rc)"

和4)2"蛋白的表达影响细胞的存活(

值得注意的是#在b5等
)"$*
的研究中#XI)处理

前列腺癌细胞后#?+/2"TT的表达水平升高#这与本

研究结果相反#可能的原因有$其一#?+/2"TT是一

种功能比较复杂的微小/RX#具有抑癌和促癌的双

重作用#如在肺癌细胞中#?+/2"TT可促进细胞增

殖+抑制细胞凋亡从而促进癌症的进展#而在前列腺

癌细胞中#?+/2"TT则能抑制细胞的迁徙和生长#从

而抑制癌症的进展#?+/2"TT的这种双重作用可能

导致了XI)处理肺癌和前列腺癌细胞后#?+/2"TT

的水平呈现截然相反的趋势,其二#XI)因剂量的

不同会呈现促生长和促凋亡两种截然相反的生物学

效应#在b5等
)"$*
的研究中#观察的是W%?;@-J

XI)对?+/2"TT水平的影响#而本研究中采用的

剂量为T+"#和W#%?;@-J等相对比较高的剂量对

?+/2"TT的影响#因此 XI)处理剂量的不同也可
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能会影响?+/2"TT的变化趋势(

综上所述#XI)可通过抑制 ?+/2"TT的表达

水平#激活3X.4"蛋白#抑制Rc)"和4)2"蛋白

的表达#从而削弱细胞的总抗氧化能力#最终诱导细

胞死亡(同时#本研究结果提示在将 XI)用于肺

癌的临床治疗时#可联合使用 ?+/2"TT的抑制剂#

削弱细胞抗氧化能力#从而增强 XI)杀伤肿瘤细

胞的作用(
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