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Abstract
誗 AIM: To investigate the role of mitochondrial
membrane potential (吟鬃m) and Caspase 3 in the ACC-2
cell apoptosis induced by As2O3 .
誗METHODS:ACC - 2 cells were cultured. The As2 O3 of
different drug concentration gradients (0, 1. 0, 2. 0, 4. 0,
8. 0滋mol / L) were applied to ACC - 2 cells respectively.
The changes in 吟鬃m of ACC-2 cells before and after As2

O3 蒺s inducing (8. 0滋mol / L for 24h) were detected by flow
cytometry with Rh123 staining. Caspase 3 activity was
detected by the multifunctional microplate reader.
誗RESULTS: Rh123 fluorescence intensity in ACC-2 cells
was strongest in the control group, while it weakened in
ACC- 2 cells in 8. 0滋mol / L As2O3 treatment group. The
difference between two groups was significant (P<0. 05) .
With the increase of As2 O3 concentration (0, 1. 0, 2. 0,
4郾 0, 8. 0滋mol / L), Caspase 3 enzyme activity unit in ACC-2
cells gradually increased.

誗CONCLUSION: As2 O3 can induce apoptosis of ACC - 2
cells by reducing 吟鬃m. Caspase 3 enzyme activity unit of
ACC- 2 cells gradually increases with As2 O3 concentration
increases, which results in activation of the expression of
Caspase 3, and the cells蒺 irreversible apoptosis process
coming immediately.
誗KEYWORDS:arsenic trioxide; adenoid cystic carcinoma
ACC - 2 cells; apoptosis; mitochondrial membrane
potential (吟鬃m); Caspase 3
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摘要
目的:探讨线粒体膜电位(吟鬃m)、Caspase 3 在 As2 O3 诱
导 ACC-2 细胞凋亡中的作用。
方法:进行 ACC-2 细胞培养,将 As2O3建立不同药物浓度
梯度(0,1. 0,2. 0,4. 0,8. 0滋mol / L)分别作用于 ACC-2 细
胞,用 Rh123 染色,流式细胞仪检测 8. 0滋mol / L As2O3作
用前、后(24h),ACC-2 细胞的线粒体膜电位(吟鬃m)变
化;用多功能酶标仪进行 Caspase 3 活性检测。
结果:空白对照组 ACC-2 细胞内 Rh123 荧光强度最强,
8. 0滋mol / L As2O3处理组 ACC-2 细胞内 Rh123 荧光强度
减弱,其差异有显著性(P<0. 05);随着 As2O3药物浓度的
增高(0, 1, 2, 4, 8滋mol / L),ACC-2 细胞的 Caspase 3 酶
活力单位逐渐增加。
结论:As2O3作用于 ACC-2 细胞,可通过降低线粒体膜电
位从而引起细胞凋亡。 随着 As2O3药物浓度的增高,ACC-2
细胞的 Caspase 3 酶活力单位逐渐增加,Caspase 3 被激
活,细胞可发生不可逆转的凋亡过程。
关键词:三氧化二砷;腺样囊性癌 ACC-2 细胞;凋亡;线
粒体膜电位;半胱氨酸蛋白酶 3
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0 引言
摇 摇 腺样囊性癌(adenoid cystic carcinoma, ACC)为恶性
肿瘤,其特征为缓慢地局部浸润性生长,且很容易局部复
发与远处转移[1]。 ACC 恶性程度比较高,属上皮性肿瘤,
可发生于全身各处,常见的有涎腺[2-4]、肺[5]、气管[6] 等,
于眼眶部则好发于泪腺[7,8]。 泪腺 ACC 的平均发病年龄
为 40 岁左右,女性稍多见,其发病率在泪腺上皮性肿瘤
中仅次于多形性腺瘤而居于第 2 位,是泪腺恶性上皮性

232

国际眼科杂志摇 2014 年 2 月摇 第 14 卷摇 第 2 期摇 摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



肿瘤中最为常见并且恶性程度最高的肿瘤,占所有眼眶
肿瘤的 1. 6% [9],是一种浸润性极强预后很差的肿瘤,很
难根治,多数会局部复发,死亡率较高,其 15a 存活率不
到 20% [10]。
摇 摇 ACC 的临床治疗一直以来就是一个难点,报道的资
料显示,化学治疗的反应率不高,有针对性的靶向治疗可
能是一种选择[11]。 近年来,ACC 的化疗研究逐渐为人们
所重视,寻找新的更加有效的化疗药物成为临床基础研
究的当务之急。
摇 摇 三氧化二砷( arsenic trioxide, As2 O3 )是最古老的毒
物之一,无臭无味,外观为白色霜状粉末,故称砒霜。 作
为抗肿瘤药物,在治疗急性早幼粒细胞白血病方面已较
为成熟,尤其对于复发病例[12-14]。 另外,还可用于肝
癌[15]、肺癌[16]、胰腺癌[17]等的治疗。 对于 ACC 的治疗目
前仅限于实验室的研究中[18]。
摇 摇 本研究旨在探询 As2O3诱导腺样囊性癌 ACC-2 细胞
凋亡的分子机制,寻找有效的化疗药物来治疗 ACC,为临
床应用提供可靠的理论依据。 目前,关于这方面的研究
国内外尚未见相关报道。 近年来大量研究发现,线粒体
与细胞凋亡进程关系密切,在抗肿瘤药物诱导肿瘤细胞
凋亡的信号转导过程中,线粒体在促进凋亡信号和
Caspase 激活之间有着不可替代的作用[19-22]。 其中线粒
体跨膜电位(吟鬃m)的影响,是线粒体参与的促凋亡过程
中的重要环节[20-22]。 我们对 As2 O3 作用于 ACC-2 细胞
后,细胞吟鬃m 和半胱氨酸蛋白酶 3(Caspase 3)的变化进
行了研究,探讨其在 As2O3诱导腺样囊性癌 ACC-2 细胞
凋亡过程中的作用,为 As2O3治疗腺样囊性癌的临床应用
提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验标本摇 腺样囊性癌 ACC-2 细胞株由上海交
通大学医学院附属第九人民医院惠赠,经细胞复苏,
RPMI-1640+10%胎牛血清培养液常规细胞培养,2 ~ 3d
换液或传代一次,取指数生长期细胞用于实验。
1. 1. 2 主要试剂 摇 注射用三氧化二砷:北京双鹭药业股
份有限公司;Rhodamine 123(Rh123):美国 Sigma 公司;
Caspase 3 活性检测试剂盒:碧云天(Beyotime)生物技术
研究所。
1. 1. 3 主要实验仪器 摇 BD FACSCalibur 流式细胞仪:美
国 BD(Becton-Dickinson)公司;TECAN Safire域多功能酶
标仪:瑞士。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组摇 收集 1伊106个细胞,用 50mL(25cm2)培
养瓶培养 ACC-2 细胞,分为对照组和 8. 0滋mol / L As2O3

处理组,每组 4 瓶,分别培养 24h 后终止。
1. 2. 2 流式细胞仪检测 ACC-2 细胞线粒体跨膜电位
(吟鬃m)变化的具体实验步骤摇 (1)ACC-2 细胞已贴壁,
吸除培养液置 15mL 离心管,做好标记。 (2)2. 5g / L 胰蛋
白酶 1mL 消化 5min,吸除胰酶。 (3)原吸除到 15mL 离心
管的培养液回吸入培养瓶,吹打细胞,成细胞悬液;细胞
悬液吸入到刚才的 15mL 离心管,离心(1000 转,5min),
弃去上清液,PBS 洗 2 次(每离心管加 PBS 4mL,吹打成
细胞悬液,1000 转、5min 离心),弃去上清液。 (4)细胞
重悬于 1mL Rh123 染液,使终浓度为 10滋g / mL,室温避光
孵育 30min。 (5)离心(1000 转,5min),弃去上清,1mL
PBS 洗 2 次。 (6)重悬细胞,过滤网,入流式细胞仪测试
管,用流式细胞仪(BD FACSCalibur)检测 Rh123 的荧光

图 1摇 对照组的线粒体膜电位。

图 2摇 8. 0滋mol / L As2O3处理组(24h)的线粒体膜电位。

图3摇 检测样品(0, 1, 2, 4, 8滋mol / L As2O3作用 24h的 ACC-2
细胞)与标准曲线(10,20,50,100,200滋mol / L pNA 标准品)
的对照。

表 1摇 对照组与 As2O3处理组(8. 0滋mol / L 24h)的 ACC-2 细

胞线粒体膜电位 %
分组 1 2 3 4 軃x依s
对照组 94. 98 94. 64 91. 32 90. 52 92. 87依2. 27
As2O3组 86. 27 90. 09 80. 11 81. 05 84. 38依4. 67

强度(激发波长 488nm,发射波长 530nm)。 所有资料用
CellQuest Pro 软件收集、分析。
1. 2. 3 Caspase 3 活性检测的操作步骤摇 (1)实验分组:
用 50mL(25cm2)培养瓶培养 ACC-2 细胞,分为对照组和
1. 0,2. 0,4. 0,8. 0滋mol / L As2O3处理组,每组 1 瓶,分别培
养 24h 后终止。 (2) 测定 pNA 标准曲线,样品收集,
Caspase 3 酶活性的检测按试剂盒说明书进行操作。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计学软件处理数据。
数据用 軃x依s 表示,组间比较用 t 检验,标准曲线用线性回
归分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 ACC-2 细胞吟鬃m 结果 摇 实验结果表明,空白对照
组 ACC- 2 细胞内罗丹明 123 荧光强度最强 (图 1),
8郾 0滋mol / L As2O3处理组(24h)ACC-2 细胞内罗丹明 123
荧光强度减弱(图 2),其差异有统计学意义( t = 3. 27,P<
0. 05,表 1)。
2. 2 ACC-2 细胞 Caspase 3 活性检测结果摇 经过检测,
绘制 pNA 标准曲线(图 3)。 相关系数平方 R2 =0. 999,P =
0. 000,表明回归极显著。 标准曲线中所对应的 pNA 浓
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度分别为 10,20,50,100,200滋mol / L,其所对应的 Caspase 3
酶活力单位分别为 1,2,5,10,20 个。 检测样品(0, 1, 2,
4, 8滋mol / L As2O3作用 24h 的 ACC-2 细胞)的 A405 值及
其与标准曲线的对照见图 3。 对照标准曲线,检测样品
所对 应 的 Caspase 3 酶 活 力 单 位 分 别 为 0. 63913,
2郾 43478,4. 908696,9. 31739,12. 13478 个。
3 讨论
摇 摇 线粒体是细胞内的重要细胞器,与细胞呼吸、氧的代
谢、酶活性和能量供应有关,线粒体的主要功能是产生能
量,可为细胞提供 ATP,这些功能与线粒体膜的通透性和
跨膜电位差(吟鬃m)有关[19]。 用于检测吟鬃m 的荧光染
料有 Rh123、 JC - I 和 DiOC6 (3 ) 等[23]。 Rh123 是检测
吟鬃m 的常用染料之一,通常与 PI 双染检测线粒体功能。
在生理条件下吟鬃m 正常时,线粒体膜产生较高的跨膜负
电压,Rh123 带正电荷,能跨过线粒体膜,使荧光信号主
要集中于线粒体。 应用流式细胞术可以进行快速、高通
量、多参数的定量分析,更加有利于吟鬃m 的检测。 当
吟鬃m 下降,线粒体就产生了形态和功能的改变。 线粒体
荧光探针罗丹明 123 能确定细胞生活状态和细胞代谢状
态,能特异地和活细胞线粒体结合。 在各种刺激下,线粒
体罗丹明 123 荧光强度检测,可代表线粒体的量和线粒
体功能状态。 罗丹明 123 荧光强度的下降,说明线粒体
内膜两侧电位差下降,不能提供足够的电位梯度使标记
物被吸收和保留在线粒体中;电位差越小,线粒体吸收的
染料越少,荧光强度就越弱。 实验证实:线粒体在死亡信
号的诱导下,跨膜电位下降,线粒体膜通透性转运孔
(mitochondrial membrane permeability transition pore, MPTP)
开放是细胞凋亡的早期特征[24]。 吟鬃m 降低或丧失,线
粒体基质中释放出凋亡蛋白,使细胞凋亡[25]。 近年来陆
续有报道吟鬃m 的耗散是细胞凋亡级联反应过程中最早
发生的事件,而一旦吟鬃m 耗散,细胞就会进入不可逆的
凋亡过程[26]。 MPTP 是跨膜多蛋白孔,定位于线粒体内
外膜接触点,可能由电压依赖的阴离子通道(VDAC) -腺
苷酸移位酶-亲环蛋白 D 三联复合物构成,有开放与关
闭两种构象。 MPTP 孔道作为许多生理效应的感受器
(二价阳离子、ATP、ADP、NAD、吟鬃m、pH、巯基与多肽)
整合了电生理、氧化还原与细胞代谢状态的信息。 在正
常情况下,MPTP 只允许相对分子质量小于 1 500 的分子
通过,质子可自由通过线粒体膜形成稳定的线粒体膜电
位,如果 MPTP 开放,导致线粒体膜电位下降或缺失,且
MPTP 作用有自放大的效应。 如果能稳定线粒体膜电位
就能防止细胞凋亡或可阻止凋亡的进展。
摇 摇 本实验采用罗丹明 123 与 ACC-2 活细胞内线粒体
基质结合,对线粒体进行标记,并采用流式细胞仪系统检
测活细胞内的荧光强度,进行定量分析,以此反映细胞内
线粒体膜电位的相对变化。 实验结果表明,空白对照组
ACC-2 细胞内罗丹明 123 荧光强度最强,8. 0滋mol / L As2O3

处理组 ACC-2 细胞内罗丹明 123 荧光强度减弱,提示
As2O3作用于 ACC-2 细胞,可能通过降低线粒体膜电位
从而引起细胞凋亡。
摇 摇 目前已逐渐认识到线粒体是细胞凋亡的“关键执行
者冶 [27,28],某些与凋亡相关的基因产物(蛋白质和酶)均
可定位于线粒体。 在细胞凋亡的诱导期,线粒体的结构
和功能就开始发生一些特征性的变化[29]。 细胞色素 C
(Cytochrome C, Cyt C)作为一种信号物质,也在细胞凋亡

中发挥着重要的作用。 正常情况下,它存在于线粒体内
膜和外膜之间的膜间腔中,膜间腔内含有许多凋亡因子,
凋亡信号刺激使其从线粒体释放至细胞质。 Cyt C 一旦
释放可引起两种后果:(1) 与凋亡蛋白酶活化因子 1
(apoptotic protease activating factor -1, Apaf -1)结合,在
ATP / dATP 的介导下,使 Caspase -9 前体裂解为活化的
Caspase-9,活化的 Caspase-9 再激活 Caspase-3,引起细
胞凋亡。 (2)由于 Cyt C 释放入胞质,细胞内 Cyt C 减少
或缺失,可直接导致呼吸链电子传递中断,最后导致细胞
坏死[30]。 Cyt C 的释放是线粒体外膜通透性增高的结
果。 bcl-2 蛋白主要聚集在线粒体外膜,阻止 Cyt C 的释
放,使胞质内 Caspase 不能激活,细胞凋亡受阻。 Caspase-3
是最重要的凋亡执行者之一,激活的 Caspase-3 能降解
bcl-2 蛋白,阻止其抗凋亡作用。 Caspase-3 一旦被激活,
细胞凋亡的发生将不可逆转。 我们的研究结果发现,随
着 As2O3药物浓度的增高(0, 1, 2, 4, 8滋mol / L),ACC-2
细胞的 Caspase 3 酶活力单位逐渐增加,Caspase 3 被激
活,细胞可发生不可逆转的凋亡过程。 推测 As2O3可抑制
ACC-2 细胞的 bcl-2 蛋白表达,从而可造成线粒体外膜
通透性增高,促进 Cyt C 的释放。
摇 摇 对于药物诱导腺样囊性癌细胞凋亡的研究,目前还
不多,Chu 等[31]的研究发现,萝卜硫素可诱导涎腺腺样囊
性癌高转移细胞株 ACC-M 细胞凋亡,细胞阻滞于 G2 -M
期,bcl-2 表达下降,随后触发细胞色素 C 从线粒体释放
和 Caspase - 3 的活化,但在所有时间点,Fas 的水平和
Caspase-8 的活性仍然不变。 另外,细胞质和细胞核的核
因子-资B(NF-资B)和 p65 的水平也得到明显抑制。
摇 摇 关于 As2O3作为抗肿瘤药物,其抗肿瘤的机制研究,
目前只在白血病[32]、宫颈癌[33]、肝癌[34]、多发性骨髓
瘤[35]、淋巴瘤[36]、头颈部鳞状细胞癌[37] 等进行过。 其中
的作用机制也不尽相同,Yang 等[32]在人急性髓系白血病
细胞株 HL60 细胞上,探讨自噬机制对 As2 O3 诱导 HL60
细胞死亡的动态效果,发现 HL60 细胞对 As2O3的诱导反
应,仍是线粒体膜电位的崩溃,细胞色素 C 从线粒体释
放,进而激活 Caspase-3。 认为自噬在 As2 O3 诱导 HL60
细胞死亡过程中作用比较复杂,它在起始阶段抑制 As2O3

诱导凋亡,但如果坚持激活的话,它则放大 As2O3介导的

凋亡程序。 Yu 等[33] 的研究则探讨了 As2O3在体内和体
外,通过诱导宫颈癌细胞凋亡而发挥治疗作用。 他们研
究了 As2O3对不同的宫颈癌细胞的诱导凋亡,发现触发了
细胞凋亡的线粒体途径,并从 bax 和电压依赖阴离子通
道(voltage-dependent anion channels, VDAC)分离 bcl-2,
然后从 bax 和 VDAC 通道释放细胞色素 C,导致活化的
Caspase-9 和 Caspase-3。 bcl -2 的过度表达,抵消了的
As2O3介导的细胞凋亡。 As2 O3 也通过诱导微管聚合,增
加 M 期细胞周期分布。 两个独立的死亡信号途径在宫
颈癌细胞被激活,一个以 JNK / p38 / GADD45 为主,另一
个是 p53 信号途径。 进一步研究证实,As2O3也抑制体内
肿瘤的生长。 As2O3作为抑制剂,在体外和体内都能抑制
子宫颈癌扩散,表现出治疗子宫颈癌的临床应用前景。
摇 摇 综上所述,As2O3作用于 ACC-2 细胞,可通过降低线
粒体膜电位从而引起细胞凋亡。 随着 As2O3药物浓度的
增高,ACC-2 细胞的 Caspase 3 酶活力单位逐渐增加,
Caspase 3 被激活,细胞可发生不可逆转的凋亡过程。
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