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三氧化二砷诱导乳腺癌细胞凋亡的早期事件——凋亡性容量下降 
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摘要：目的  探讨凋亡性容量下降(apoptotic volume decrease，AVD)是否是三氧化二砷(arsenic trioxide，As2O3)诱导乳腺

癌 MCF-7 细胞凋亡的早期事件。方法  噻唑兰(MTT)法检测 As2O3 对 MCF-7 细胞存活率的影响；流式细胞技术检测 As2O3

能否引起 MCF-7 细胞凋亡；时滞显微摄影技术检测细胞容量；Caspase-3 试剂盒检测凋亡信号活性。结果  MTT 实验表

明 As2O3 使 MCF-7 细胞存活率下降并呈现剂量依赖的量效关系；流式细胞测定结果证实 As2O3 对乳腺癌细胞的致凋亡作

用；As2O3 作用 MCF-7 细胞在 2 h 内细胞出现 AVD，但 Caspase-3 的活性无明显变化，直到作用 MCF-7 细胞 6 h 后 Caspase-3

活性显著升高。结论  AVD 是 As2O3 诱导乳腺癌细胞凋亡的早期事件。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate whether the apoptotic volume decrease is the early event in arsenic trioxide 
induced apoptosis in breast cancer MCF-7 cells. METHODS  The effect of As2O3 on cell viability was assayed by 
methylthiazoletetrazolium(MTT). Apoptosis was analyzed by flow cytometry. Lag-time microphotography was employed to 
detect cell volume. The apoptotic signaling activity of Caspase-3 was detected by caspase assay kit. RESULTS  MTT result 
showed As2O3 reduced the viability of MCF-7 cells in a concentration-dependent manner. Flow cytometry assay confirmed 
apoptosis resulted in As2O3-treated MCF-7 cells. Apoptotic volume decrease was observed within 2 h in As2O3 treated MCF-7 
cells, but the caspase-3 activity had no significant change. The caspase-3 activity increased significantly until As2O3 treated 
MCF-7 cells for 6 h. CONCLUSION  Apoptotic volume decrease is the early event in arsenic trioxide induced apoptosis in 
breast cancer cells. 
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凋亡性容量下降(apoptotic volume decrease，

AVD)是指在等渗条件下发生的凋亡性细胞皱缩，

以往认为凋亡时这种细胞容量下降可能是凋亡的

“附属”现象，其产生是由于被激活的 Caspase-3

对细胞骨架系统如 F 肌动蛋白等的水解作用所致。

但目前发现即使在某些不发生明显细胞核片断化

的细胞也发现细胞容量下降，表明它可能是先于

Caspase-3 激活的上游事件。本研究采用人乳腺癌

MCF-7 细胞作为研究对象，探讨 AVD 是否是三氧

化二砷诱导乳腺癌 MCF-7 细胞凋亡的早期事件。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人乳腺癌 MCF-7 细胞株(上海麦莎生物科技

有限公司)；亚砷酸注射液[哈尔滨伊达药业有限公

司，规格：5 mg·(5 mL)1， 批号：H19990191]；

DMEM 培养基、新生胎牛血清购自美国 Giboc 公

司；噻唑兰(上海前尘生物科技有限公司，规格：

250 mg，编号：40201ES72)。CaspACETM 检测系

统(普洛麦格生物技术有限公司，规格：50 次，编

号：G7351)。 

1.2  细胞培养 

MCF-7 细胞接种于含有 10%FBS 的低糖

DMEM 培养液的培养瓶中，置于 37 ℃，5%CO2

培养箱中培养。细胞贴壁生长，当细胞融合至

70%~80%时的对数生长期时，开始传代培养，2~ 

3 d 传代 1 次。用于实验的细胞均处于对数生长期。 
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1.3  MTT 比色法   

将细胞按 104 个细胞·孔1 接种于 96 孔培养板

中培养 24 h，按剂量分组加入不同浓度的 As2O3，

对照组加等量的 PBS，药物作用 24 h 后每孔加

MTT 15 μL，培养 4 h 后弃上清液，每孔加入 DMSO 

150 μL，震荡摇匀，使孔内蓝紫色甲臜结晶充分溶

解，用酶联免疫检测仪(瑞士 Tecan 公司)在 490 nm

处测其光吸收值，可间接反映活细胞数量。在一

定细胞数范围内，该吸收值与活细胞数成正比，

样本重复 3 次统计结果。 

1.4  流式细胞术 

将细胞按 105 个细胞·孔1 接种于 6 孔培养板

中培养 24 h，按剂量分组加入不同浓度的 As2O3，

对照组加等量的 PBS，阴性对照组不加任何药品

处理，药物作用 24 h 后先用胰酶消化并制成单个

细胞悬液，再用 PBS 洗涤，使待测细胞的浓度为

5 × 105~1 × 106 个 ·mL1 。 取 1 mL 细 胞 ，

1 000 r·min1，4 ℃离心 10 min，弃上清。加入 1 mL

冷的 PBS，轻轻震荡使细胞悬浮，1 000 r·min1，

4 ℃离心 10 min 弃上清。重复上述清洗步骤 2 次。

将细胞重悬于 200 µL Binding Buffer 缓冲液中。加

入 10 µL Annexin V-FITC 和 5 µL PI 染料，轻轻混

匀，避光室温反应 15 min 或 4 ℃反应 30 min，加

入 300 µL Binding Buffer 缓冲液，在 1 h 内流式细

胞仪(美国 BD 公司)检测。样本重复 3 次统计结果。 

1.5  细胞容量检测  

MCF-7 接种在 35 mm 细胞培养皿中培养

24 h，按剂量分组加入不同浓度的 As2O3，对照组

加等量的 PBS，加入 As2O3 后培养皿被放在普通光

学显微镜(日本 OLYMPUS)下观察，固定焦距，采

用时滞摄影技术，每 5 min 采集 1 次细胞图像，采

集时间为 2 h。应用 Image-proplus 软件分析细胞图

像，计算细胞面积。细胞相对容量改变应用公式：

相对细胞容量(V/V0)=(S/S0)
3/2，S 表示在某一时间

点的细胞面积；S0 表示在实验开始时的细胞面积；

V 表示在某一时间点的细胞容量(体积)；V0 表示在

实验开始时的细胞容量(体积)，细胞容量检测实验

在室温下进行。每一张图片取 10 个细胞进行统计，

样本重复 3 次统计结果。 

1.6  Caspase-3 活性检测 

将细胞按 105 个细胞·孔1 接种于 6 孔培养板

中培养 24 h，实验组加入 8 μmol·L1 As2O3，对照

组加等量的 PBS，分别收集 As2O3 处理后的细胞与

对照组，离心并轻轻吸弃上清液。细胞加入细胞

裂解缓冲液，充分裂解后高速离心取上清液。用

BCA 法测定总蛋白质含量。检测标本加入 20 μL

细胞提取液，37 ℃孵育 30 min。然后加入 10 μL 

Caspase-3 催化底物 Ac-YVAD-AMC，37 ℃孵育

60 min。荧光分光光度计在 360/460 nm 波长检测

荧光强度，计算 Caspase-3 活性，样本重复 3 次统

计结果。 

1.7  统计学方法   

本实验中计量资料以 sx  表示。组间差异采

用双侧 t 检验，P<0.05 为具有显著性差异，P<0.01

为具有极显著性差异。 

2  结果 

2.1  As2O3 对 MCF-7 细胞活力的影响 

不同剂量 As2O3(2，4，8，10 μmol·L1)分别孵

育 MCF-7 细胞 24 h，MTT 结果显示 As2O3 可以降

低 MCF-7 细胞成活率，作用具有明显的浓度依赖

性。药物浓度在 2，4，8 和 10 μmol·L1 时，细胞

的活力分别为对照组的(87.63±4.90)%，(75.67±

4.46)%，(50.70±2.84)%和(42.41±2.66)%，差异有

统计学意义(P<0.05 或<0.01)。结果见图 1。 

 
图 1  As2O3 降低了 MCF-7 细胞的活力 
与 0 μmol·L1 As2O3 组相比，1)P<0.05，1)P<0.01。 

Fig. 1  As2O3 reduced viability of MCF-7 Cells 
Compared with 0 μmol·L1 As2O3 group, 1)P<0.05, 1)P<0.01. 

2.2  As2O3 诱导 MCF-7 细胞凋亡 

流式细胞试验结果，As2O3 8，16 μmol·L1 分

别孵育 MCF-7 细胞 24 h 之后，凋亡细胞显著增加。

8 μmol·L1 As2O3 处理细胞后，正常和早期凋亡细

胞分别为 (52.13 ± 6.14)% 和 (45.10± 5.19)%，

16 μmol·L1 As2O3 处理细胞后，正常和早期凋亡细

胞分别为(39.60±5.28)% 和(57.43±5.13)%。结果

见图 2。 
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图 2  As2O3 诱导 MCF-7 细胞凋亡 
A对照组；BAs2O3 8 μmol·L1；CAs2O316 μmol·L1；D阴性对照组 

Fig. 2  Apoptosis induced by As2O3   
Acontrol group; BAs2O3 8 μmol·L1; CAs2O3 16 μmol·L1; 

Dnegative control 

2.3  As2O3 介导的 AVD 

取对数生长期细胞传代培养，As2O3 处理后的

MCF-7 细胞应用时滞摄影技术每隔 5 min 获取一

次图像，软件分析计算细胞容量，观察 2 h 内细胞

容量随时间变化过程。与对照组相比，8 μmol·L1

和 16 μmol·L1 As2O3 均能使 MCF-7 细胞容量下

降，至 2 h 分别下降(23.24±0.08)%和(39.02±

0.09)%，差异有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)。结

果见图 3。 

 
图 3  As2O3 诱导了 AVD 
与对照组相比，1)P<0.05，1)P<0.01。 

Fig. 3  Apoptotic volume decrease was induced by As2O3 

Compared with control group, 1)P<0.05, 1)P<0.01. 

2.4  As2O3 对 MCF-7 细胞 Caspase-3 活性的影响 

为了进一步探讨 AVD 是否是凋亡的早期事

件，本实验检测了 Caspase-3 的活性。当细胞生长

融合密度约 80%给予 As2O3，分别在 2 h 和 6 h 后

提取细胞总蛋白测定 Caspase-3 活性。与对照组相

比，在加入 As2O3 2 h 时 Caspase-3 活性无明显变

化，而加入 As2O3 6 h 时 Caspase-3 的活性增强了

(55.67±0.12)%(P<0.01)。这表明 AVD 是凋亡的早

期事件，AVD 发生过程不依赖 Caspase-3 的激活，

先于 Caspase-3 激活。结果见图 4。 

 
图 4  As2O3 对 MCF-7 细胞 Caspase-3 活性的影响 

Fig. 4  Caspase-3 activation in As2O3 treatment group 

3  讨论 

As2O3 是存在自然界中一种砷化物，俗称砒

霜、亚砷酸等，为一种剧毒药，又是一种作用广

泛的药物，已经使用了 2 400 多年[1]。As2O3 对治

疗急性早幼粒细胞白血病具有很好的疗效。近年

来，As2O3 对乳腺癌的抑制作用得到了大量研究的

证实[2-7]。本实验进一步确定了 As2O3 对乳腺癌细

胞株 MCF-7 生长的抑制作用，这种抑制作用呈现

剂量的依赖关系，As2O3 抑制 50%的细胞活力所需

要的药物浓度为 8.2 μmol·L1。 

细胞凋亡是在一定的生理和病理条件下，通

过一定的信号传导途径激活的细胞“自杀”程序，

是在一系列基因调控下进行的程序化细胞死亡方

式。这被认为是抗白血病等恶性肿瘤的一个重要

机制[8-9]。为了明确 As2O3 这种抑制作用，笔者进

行了细胞凋亡的相关实验。流式细胞检测显示

Ca2+依赖性磷脂结合蛋白能与细胞凋亡过程中翻

转到膜外的磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine，PS)

特异性结合，揭示了细胞大部分处于早期凋亡阶

段。以上结果可以看出，As2O3 是通过诱导 MCF-7

细胞凋亡而降低细胞活力的。 

细胞皱缩或细胞容量下降是凋亡细胞重要的

形态学特征，最早的凋亡研究将其称为“皱缩性

坏死”以标志是一种特殊类型的细胞死亡方式[10]。

由于这种凋亡性细胞皱缩在等渗条件下发生，

Okada 等[11]首次将这一过程命名为凋亡性容量下

降(apoptotic volume decrease)，目前人们认识到

AVD 是细胞凋亡的关键事件，在大多数细胞类型

中能观察到凋亡细胞存在 AVD 过程， 但在 As2O3

诱导的 MCF-7 细胞凋亡中还没有相关报道。本研
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究结果显示，应用 As2O3 作用 MCF-7 细胞在 2 h

内细胞容量发生明显下降，但无明显的 Caspase-3

激活，As2O3 作用 MCF-7 细胞 6 h Caspase-3 活性

显著升高，表明 AVD 是 Caspase-3 激活的上游事

件，其发生先于 Caspase-3 被激活，因而是凋亡的

早期事件。类似的现象在 U937、HeLa、NG108-15、

PC12 细胞也被观察到，在这些细胞应用外源性或

内源性凋亡诱导剂(TNF-α，staurosporine)1 h 内

AVD 发生，而细胞色素 C 释放、Caspase-3 激活及

DNA 片断化发生在凋亡刺激 2~3 h 后[11]。 

对 AVD 过程的认识加深了人们对凋亡发生机

制的理解。在 AVD 和细胞凋亡关系研究中，有人

发现应用高渗细胞外液介导细胞皱缩时细胞出现

凋亡现象[12]，以后又发现应用细胞外高钾培养液、

钾通道阻滞剂抑制 AVD 发生时细胞凋亡也被抑制
[11]。这些研究充分证明 AVD 在细胞凋亡中具有重

要的调节作用， 

综上所述，本研究进一步证实了 As2O3 对乳腺

癌细胞致凋亡的作用，并发现 AVD 是 As2O3 诱导

乳腺癌细胞凋亡的早期事件。 
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石杉碱甲保护人脑微血管内皮细胞损伤的体外实验研究 
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(1.浙江省江山市第四人民医院，浙江 江山 324100；2.浙江大学医学院附属第二

医院，杭州 310009；3.浙江省江山市上余镇卫生院，浙江 江山 324123) 
 
摘要：目的  体外实验研究石杉碱甲对人脑微血管内皮细胞(human brain microvascular endothelial cells，HBMEC)损伤的保

护作用和机制。方法  在培养的 HBMEC 上，利用丙酮醛诱导细胞损伤，通过 MTT 检测细胞活力，LDH、SOD 活性试

剂盒及 caspase-3 活性试剂盒检测细胞损伤情况，观察石杉碱甲的作用和机制。结果  石杉碱甲呈浓度依赖地保护 MGO

诱导的细胞损伤，在 105 mol·L1 时呈最大保护作用。丙酮醛能诱导 HBMEC 的 SOD 活性下降，而石杉碱甲(106，105 

mol·L1)能逆转这种作用。进一步研究发现石杉碱甲能抑制丙酮醛诱导的 caspase-3 活性上升。结论  石杉碱甲对丙酮醛

诱导的 HBMEC 的损伤具有保护作用，这可能与其抗自由基和抗凋亡作用有关。 

关键词：石杉碱甲；脑微血管内皮细胞；丙酮醛；凋亡 
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