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氧化二砷对人肝癌细胞黏附和侵袭
影响的实验研究

华海清1 秦叔逵2 王锦鸿3 陈惠英2

摘要 目的 探讨三氧化二砷(亚砷酸，AS203)注射液是否具有抗肝癌细胞黏附和侵袭的作用及其相关

机制。方法 选用人类肝癌细胞株SMMC一772l细胞及裸鼠人类肝癌转移模型为研究对象，通过细胞运动

迁移实验、细胞黏附实验和免疫组化方法观察As203对SMMC一772l细胞的运动迁移、与纤维粘连蛋白

(FN)、肉皮细胞黏附以及裸鼠人肝癌转移模型肝移植瘤表达CD44和MMP一2基因蛋白的影响。结果

As，o，注射液可显著抑制SMMC一772l细胞在FN上的迁移运动和SMMC一772l细胞与FN、内皮细胞的黏

附，并能降低裸鼠肝移植瘤CD44、MMP一2的表达。结论A8203具有抗肝癌细胞黏附和侵袭的作用，其机

制可能与As203能降低肝癌细胞表达CD44和MMP一2有关。

关键词 三氧化二砷；肝癌细胞；黏附；侵袭；CD44；MMP一2
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objective To explore that the arSenic trioxide injection(ATI)has the effect in antagonizing adhesion and

invasion of human heDatocarcinoma cells(Ha：)，and its relevant mechanism．Methods Human hepatocellular

carcinoma cell line SMMC一7721 and the high metastatic nude mice human HoC in situ transplantation model

was taken as the objects of study，the effects of ATI on the SMMC一772l cell movement and migration，its adhe—

sion with fibronectin(FN)and endothenal cell(EC)，as well as the CI)44 and MMP一2 gene protein expression

in transplanted tumor of the model mice were observed by means of cell movement and migration test，ceU adhe—

sion test and immunohistochemical method． Results ATI could significantly inhibit SMMC一772 1 ceU move—

ment and migration on FN，adhesion with FN and EC，also could lower CD44 and MMP一2 in cancer cells．Con-

clusion ATI has the effects of antagonizing hepatocarcinoma cell adhesion and inVasion，the mechanism may be

related with the action of ATI in 10wering CD44 and MMP一2 expression in cancer cells．

Key words arsenic trioxide；hepatocarcinoma cell；adhesion；invasion；CD44；MMP一2

肿瘤细胞的黏附和侵袭是肿瘤发生转移的重要步

骤，抑制肿瘤的黏附和侵袭可以控制或降低肿瘤转移

的发生。作为传统中药砒霜的主要成分，三氧化二砷

(亚砷酸，As20。)具有诱导肿瘤细胞分化、凋亡及细胞

毒作用，用于治疗急性早幼粒细胞白血病(APL)取得

了突出的疗效¨’2‘。通过一系列实验与临床研究，我们

发现该药对原发性肝癌亦有比较满意的疗效，并且有

一定的抗肝癌转移作用¨。。。为了阐明As，O，抗肿瘤

转移的作用机制，我们选用人类肝癌细胞株sMMC．
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7721细胞及裸鼠人类肝癌转移模型为研究对象，观察

了AS203对SMMC一7721细胞的运动迁移、与纤维粘

连蛋白(FN)和内皮细胞黏附以及裸鼠人肝癌转移模

型肝移植瘤表达CD44、MMP一2基因蛋白的影响，现将

研究结果报告如下。

材料与方法

1 材料 人类肝癌细胞株SMMC一7721细胞和

建株人脐静脉内皮细胞株(ECV304)，均引自中国科学

院上海细胞生物研究所。As：O，注射液(亚砷酸注射

液，10mg／10m1／支)为哈尔滨伊达药业有限公司产品

(国药准字号X19990191)。胰蛋白酶为美国Difco公

司产品。小牛血清系杭州四季青生物工程公司产品。
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MTT试剂为美国Fluka公司产品。鼠抗人CD44单

克隆抗体、鼠抗人MMP一2单克隆抗体、超敏SP(鼠)试

剂盒为美国Maxim Biotech Inc．产品。液体DAB酶底

物显色试剂盒为福建迈新生物技术开发公司产品。

2 方法

2．1 细胞培养 SMMC一772l细胞和ECV304

细胞接种于无菌培养瓶中，加入适量RPMI一1640培养

液(含l()％的小牛血清、青霉素100U／ml、链霉素

100『上g／n11)，于37℃、5％c02及饱和湿度的培养箱中

培养。细胞呈单纯贴壁生长，每3～5天传代1次。传

代时用0．25％胰蛋白酶消化2～3min，用培养液吹打

制成细胞悬液，按所需浓度接种。

2．2 SMMC一772l细胞迁移实验 参照文献方

法、6。，取120￡填／mI的FN包被6孔板，每孔加入

0．5ml，在超净台风干后放入4℃冰箱中备用。实验时

用6×105／ml的sMMC一772l细胞接种于6孔培养板

中，待细胞基本长满后，在底部划出一条lmm的无细

胞带，用PBS漂洗3次，除去悬浮的细胞，加入浓度为

2扯g／m1的As203 lml，对照组加入同等量的培养液继

续培养，分别予12h、24h、48h在光镜下观察细胞迁移

至无细胞带处的情况。每组做3复孔平行样。

2．3 SMMG772l细胞与FN的黏附实验 取

70肛g／ml的FN包装96孔板，每孔30弘l，在超净台风干

后放入4℃冰箱中备用。实验时取l×106／rnl的

SMMC7721细胞接种于已包被FN的96孔培养板中，

每孔100“l，设4复孔，待细胞贴壁后(4～5h)，加入浓度

分别为2pg／“、4ftg／rnl、8弘g／rnl的A爱03注射液100pI，

对照加入100Izl培养液，置于37℃、5％cQ的培养箱内

分别孵育20、40、60、120min，吸出培养液，每孔加入

5n堰倒的MTT 20弘l，继续培养4h，弃去全部上清，每孔

加入100肚l 0．04nlol／L盐酸异丙醇，微型振荡器振荡5～

10min，使结晶完全溶解，在酶联仪波长570nm处测出各

孔吸光度值(()D)，以oD值代表黏附细胞数，按下列公

式计算细胞黏附抑制率：抑制率(％)=[1一(加药孔平

均OD值一空白孔平均oD值)积寸照孔平均OD值一空

白孑L平均()D值)]×100％。

2．4 SMMC一772l细胞与ECV304细胞黏附

参照孙婧婧等∽3的方法，sMMC7721细胞传代后，

37℃、5％C02培养箱内孵育24h，更换为含3H．TdR 5肚

Ci／m1的培养液，标记36h。Hank’s液洗涤3次，

0．25％胰酶消化，制成细胞悬液供使用。将1×106／

ml内皮细胞每孔100肛l接种至96孔板中，设3复孔，

待细胞生长至融合，吸出培养液，每孔加入标记好的浓

度为2．5×10’／ml的SMMC一7721细胞100肛1，As203

组加入浓度分别为2pg／ml、4卜g／ml、8}tg／ml的As2u3

注射液每孑L 100pI，对照孔加入100弘l培养液，37℃、

5％CO，孵箱中分别孵育20、40、60和90min后，倾去

培养液，PBS漂洗3次，除去未黏附的细胞，胰酶消化，

将细胞吸到49#醋酸纤维滤纸上，晾干。wallac液体

闪烁计数仪测定闪烁值(cpm)。细胞黏附抑制率

(100％)=[1一(加药孔平均cpm值一空白孔cpm

值)／(对照孔平均cpm值一空白孔cpm)]×100％。

2．5免疫组化检测 将已构建的裸鼠人类肝癌

转移模型21只裸鼠，随机分为A8203高剂量治疗组

[AS，O，注射液3．5mg／(虹·d)组]、低剂量治疗组

[As，O，注射液2．0mg／(kg·d)组]和生理盐水对照组

各7只，于裸鼠肝移植瘤块后第ll天开始用药，均腹

腔注射，每天1次，连续3周，于停药后次日解剖裸鼠，

完整剥取肝移植瘤，10％甲醛固定，石蜡包埋，切片，二

甲苯中脱蜡，高温高压组织抗原修复，按说明滴加一抗

和二抗，DAB显色，苏木素复染，中性树胶封固，镜检。

采用已知阳性切片作阳性对照，用PBs代替一抗作阴

性对照，观察裸鼠人类肝癌转移模型肝移植瘤表达

cD44、MMP一2基因蛋白的情况。阳性判断标准㈦。：以

胞浆和(或)胞膜呈棕黄色为阳性细胞。表达情况根据

细胞染色强度(A)和染色细胞所占面积(B)两者积分

之积来判断。染色强度积分为：不染色=0，轻度染色

(浅黄色)=1，中度染色(棕黄色)=2，强染色(棕褐

色)=3；染色面积分为：<25％细胞染色=l，≥25％细

胞染色=2。若两种积分之积(A×B)>2，则为表达阳

性，≤2则为表达阴性。

3统计学方法应用SPSS 10．0统计软件进行

相关资料处理，采用方差分析和￡检验。

结 果

1 AS203对SMMC．7721细胞迁移能力的影响

见表1。As203对sMMc一7721细胞在FN基质上迁移

能力的测定结果表明，对照组无细胞带随着时间的推

移，细胞带逐渐变窄，至48h时已基本消失，迁入无细

胞带的细胞由12h的(52．0±3．6)个增加至48h的

(854．3±85．4)个，细胞轮廓清晰，活力旺盛；而As，O，

组细胞变圆，稀疏，细胞带仍较宽，12h、24h、48h 3个

时段迁移至无细胞带的数量较对照组明显减少，两组

间差异有显著性(IP均<0．01)。

2 As203对SMMC一772l细胞与FN黏附的影响

见表2。结果表明，As203有一定的抗SMMC一7721细

胞与FN黏附的作用，其作用强度随着药物作用时间

的延长而上升，相同浓度、不同时间各组差异均有显著
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表1 As203对SMMC一772l细胞迁移

能力的影响 (个，骨±s)

注：‘j对照组比较，”j’<【)01

性(P<0．01)，以120min 4pg／ml剂量组的黏附抑制

率最高，为37．53％；相同时间、不同浓度20min、

120min时段差异有显著性(P<0．05)，40min、60min

时段则差异不明显(P>0．05)。

表2 A&()，作用不同时间对SMMC一7721细胞

与FN黏附的抑制率 (％，j±s)

2 4 l 7．97±1．85 21．43±1．67 25．00±3．30 29．47±2．04

4 4 22 23±1．85 27．63±3．72 28．33±1 65 32．63±0．81

8 4 27．57±1．85 30．87±7．04 30．57±0．98 37．53±0．75

注：相同浓度、不同时间各组间两两比较，P<O．Ol；20min、120min

各浓度组间两两比较，P<0．05

3 As，O，对SMMC一772l细胞与ECV304细胞黏

附的影响 实验结果显示，As203对SMMC～7721细胞

与ECV304细胞的黏附有一定的抑制作用，并随着时

间的延长，抗黏附作用有增强的趋势，各浓度组20min

与40min、60min、90min时段相比，差异均较明显(P<

0．05)，即随着作用时间的延长，抑制作用亦相应增强，

但相同时段、不同浓度之间无明显差异(P>O．05)。

具体结果见表3。

表3 A∽()，作用不同时间对SMMc，7721细胞

与EcV304细胞的黏附抑制率 (％，j±j)

，? 20nllil 40nlill 60mln 90min—虫堡垒逊上—一————2 3 0．OO±0．00 15．15±9．41+20．93±5 33+ 27．7l±18．06+

4 3 lO．33±9．76 14．06±1．45”21．56±6．34+ 20 24±6．57“

8 3 23．7l±14．99 10 54+8．38*22．82+1n．84* 2q lR+8．3n*

往：与I闭浓度20min比较，”P<O．05

4 As203对裸鼠人肝癌转移模型肝移植瘤表达

CD44、MMP一2的影响 免疫组化实验结果表明，AS’Q

能抑制裸鼠肝移植瘤MMP．2、CD44的表达，经统计学

处理，高剂量组与对照组比较各项表达率差异均有显著

性(P<0．05)，低剂量组M脚一2与对照组比较差异有
显著性(P<0．05)，但CD44与对照组比较差异无显著

性(P>0．05)。具体结果见表4。

表4 As203对裸鼠肝移植瘤表达CD44、

MMP一2基因蛋白的影响 (只)

注：与生理盐水组比较，。P<0．05

讨 论

侵袭是贯穿肿瘤转移全过程的重要步骤。肿瘤转

移始于恶性侵袭，此后瘤细胞穿入、穿出血管或淋巴

管，侵入靶器官内都是侵袭行为的具体表现。Liotta”。

最早提出了侵袭过程的“三步”假说：黏附、降解与移

动；即肿瘤细胞侵袭时，胞体与基质成分黏附，瘤细胞

伸出伪足，并释放蛋白酶降解伪足前端的基质，伪足进

一步突入基质的缺损空间，肿瘤细胞与原基质脱黏附

并与前方新的基质结合，细胞的黏附与运动耦连，瘤细

胞便“履带式”的向前运动，由此而导致肿瘤发生侵袭

与转移。因此要控制肿瘤的转移，首先必须控制肿瘤

的侵袭，即必须抑制肿瘤细胞与基质或基底膜或宿主

细胞的黏附及对基质或基底膜的降解以及自身的

运动。

FN为基底膜及细胞外基质的重要成分，肿瘤细

胞从母体脱离后，侵袭基底膜及细胞外基质，通过膜表

面受体可黏附于FN上而产生运动与迁移，使肿瘤扩

散与转移。我们的实验结果表明，As，o。有抗SMMc一

7721细胞与FN及内皮细胞黏附的作用，并能抑制

sMMC一7721细胞在FN上的迁移能力，推测其作用可

能与As20。抑制了SMMC一7721细胞的侵袭活力及改

变了细胞膜表面FN受体的生化特性有关。

MMP一2、CD44均是与肿瘤侵袭与转移密切相关

的基因蛋白。MMP一2是能够降解Ⅳ胶原的一种特异

性蛋白水解酶。Ⅳ胶原是组成细胞外基质及基底膜的

主要结构蛋白，肿瘤细胞通过分泌MMP一2或激活某

些诱导因子诱导或刺激宿主组织分泌MMP一2来水解

Ⅳ胶原而突破基底膜，侵入血道或淋巴道向远端转移。

CD44是存在于细胞表面的跨膜糖蛋白，是介导转移

的主要黏附分子，主要参与细胞与细胞、细胞与基质之

间的特异性黏附¨州。为了进一步揭示As，O，对这些

基因蛋白表达的影响，以阐明As：03抗侵袭与转移的

作用机理，我们选择了汤钊猷等¨¨所构建的裸鼠人肝

癌高转移模型LCI—D20为研究对象，该模型转移率高

(100％)，表现为肝内播散、淋巴结和肺转移，类似于临

床肝癌患者，是目前研究人肝癌转移机理以及抗转移

治疗较为理想的转移模型。我们的实验结果表明，加

入As203后MMP一2、CD44的表达率低剂量、高剂量组

均下降，提示AS203还可能通过调节肿瘤组织某些基

因蛋白的表达而发挥抗黏附和侵袭作用。

As203是剧毒中药砒霜的主要成分，自发现本品

对APL有突出疗效后，围绕其抗癌机制进行了大量的

研究，特别是抗实体肿瘤的作用，目前仍是研究热点。
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本研究的结果提示，As203除了有抑制肝癌细胞的运

动与迁移作用外，还有抗肝癌细胞黏附和侵袭的作用，

这为临床As203抗肿瘤转移的治疗提供了理论依据，

值得今后进一步加强研究与探索。
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理论高深说理透彻临床实用 思路开阔
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