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长时间低浓度暴露亚砷酸钠促进人正常膀胱上皮细胞增殖
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%%摘要! 以不同浓度亚砷酸钠 "=/BMF&# "$% $7!% $7(%
!7$ ".91@C# 对人正常膀胱上皮细胞 "<S+V̀ ?+!# 进行长期
染毒$ 采用四甲基偶氮唑 "GEE# 比色法检测细胞活力* 未
经砷染毒的 <S+V̀ ?+!进行长期传代培养$ 细胞增殖活力没有
发生任何改变+ $7!% $7( ".91@C=/BMF& 处理 &$代后$ 细胞
增殖活性显著增高$ 并呈剂量+反应增高趋势 "Rp$7)'&% Go
$7$!$ Rp$7"'"% Go$7$!#$ 而 !7$ ".91@C=/BMF& 处理的细

胞其增殖活力未随染毒时间而发生变化 "Gt$7$(#* 提示长
时间低浓度暴露=/BMF& 可以促进 <S+V̀ ?+!增殖*
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砷是环境致癌物质$ 可通过消化道% 呼吸道和皮肤等途

径接触到砷化合物* 本研究采用慢性砷暴露的体外细胞模型$
对人正常膀胱上皮细胞 "<S+V̀ ?+!# 做长期砷染毒处理$ 探
究慢性砷暴露能否导致细胞增殖$ 为进一步了解低浓度长期
砷暴露所致人膀胱上皮细胞恶性转化的分子机制提供基础

数据*
12材料与方法
141%主要试剂和仪器

超净工作台$ 江苏苏净集团公司+ !($型二氧化碳恒温培
养箱$ 荷兰 VHR/HTM公司+ E< !$$ 型倒置荧光显微镜$ 日本
=0d9P公司+ GT1I0Md/P BM8HPI'(* 型酶标仪$ 芬兰 C/LM4MIH.M
公司* =/BMF& "分析纯#$ 美国 W1Td/公司+ W!&h培养基$
美国 <03./公司+ 胎牛血清 "W:<#$ 德国 :098QR9.公司+ 磷
酸盐缓冲液 "X:<#$ 美国 <03./公司+ 青霉素% 链霉素$ 美
国;P\0IR93HP公司+ 胰蛋白酶$ 美国 V4819PH公司+ 四甲基偶
氮唑 "GEE#% 二甲基亚砜 "]G<F#$ 美国 <03./公司*
143%细胞培养与染毒

<S+V̀ ?+!系人正常尿路上皮细胞株 "购自美国典型菌种

保藏中心 BE??$ 编号! ?AC+"(&$#$ 于 "(i空气% (i?F&%
',j条件下常规培养于W!&h完全培养基 "!$i胎牛血清$ !k
!$( @̀C青霉素$ !$$ .3@C链霉素#* 隔天换液$ 待细胞生长
至 #(iJ"$i融合后$ 以 $7&(i胰蛋白酶消化传代$ 一般以 !
m'传代培养* 细胞以 !k!$( 个@.1的密度在 &( 8.& 细胞培养

瓶中培养$ 待细胞生长铺满培养瓶底面 #$i后$ 换液$ 以
W!&h完全培养基配制不同浓度的 =/BMF& 溶液$ 进行细胞慢
性染毒*
145%细胞活力GEE法检测

将不同染砷浓度% 不同代数细胞接种于 ")孔培养板$ 并
设空白对照组"不含细胞的培养液#$于 (i?F&% ',j培养箱
中常规培养$ 待细胞贴壁正常生长$ 每孔加入 GEE溶液$ 孵
育 * Q$ 弃去含GEE的液体$ 加入]G<F显色$ 震荡 !$ .0P$
立即用酶标仪在 *"$ P.处测定各孔的光密度 "F]# 值* 细
胞活力用GEE还原率表示$ 活力越强$ GEE的还原率越高*
146%统计学分析

采用 <X<< !'7$ Y9R̂ 0PK9bM软件进行数据的统计分析*
采用单因素方差分析 "B=FSB# 比较各实验组与对照组间的
统计学差异$ 组间两两比较采用 C<]检验$ 以 Go$7$( 为差
异具有统计学意义*
32结果

对 <S+V̀ ?+!进行长期传代培养$ 细胞经 !$% &$% '$ 和
*$代培养后$ 细胞增殖活力没有发生任何改变* 选用 $7!%
$7(% !7$ ".91@C=/BMF& 对 <S+V̀ ?+!进行长期染毒$ 结果显
示 $7!% $7( ".91@C=/BMF& 处理细胞 &$代后$ 细胞增殖活性
显著升高$ 并随代数的增加活性呈现增高趋势 "Rp$7)'&$ G
o$7$!+ Rp$7"'"$ Go$7$!#$ 染毒 *$ 代的细胞增殖活性最
高$ 特别是 $7( ".91@C=/BMF& 处理的细胞在培养 *$ 代后其
活力是对照组的 &7,* 倍* !7$ ".91@C=/BMF& 处理的细胞其

增殖活力并未随染毒时间而增高$ 不同代数之间未见统计学
差异 "Gt$7$(#* 见表 !*

表12=/BMF& 长期染毒不同时间对 <S+V̀ ?+!细胞增殖能力的影响

组别 染毒前 第 !$代%% 第 &$代%% 第 '$代%% 第 *$代%%

对照组 !7$$n$7$' !7$'n$7$# !7$,n$7!$ !7$(n$7$,

$7! ".91@C染毒组 !7$$n$7&& !7$*n$7!* !7&,n$7&## !7&,n$7!## !7*,n$7&!##

$7( ".91@C染毒组 !7$$n$7!( !7!"n$7!, !7,&n$7!"## &7*#n$7&)## &7,(n$7''##

!7$ ".91@C染毒组 !7$$n$7!( !7$$n$7!( $7#!n$7$# !7!$n$7&( !7!)n$7!$

%%注! 与对照组比较$ #Go$7$($ ##Go$7$!* 52讨论
砷是国际癌症研究署 ";BA?# 确认的人类致癌物$ 可以

引起皮肤癌% 肺癌% 肝癌% 膀胱癌等$ 其致病机制目前仍不
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清楚* 大量研究表明砷及其甲基代谢产物作为助癌剂一定程
度上参与了信号转导通路的启动$ 促进细胞增殖% 减少抗增
殖信号及对细胞分裂检查位点的控制.!/ * 本研究发现未经砷
处理的 <S+V̀ ?+!增殖能力不随生长代数增长$ 即排除了细胞
代数增长对细胞增殖活力的影响* 染毒 $7!% $7( ".91@C
=/BMF& 处理细胞 &$ 代后$ 细胞增殖活性显著升高+ 染毒 *$
代的细胞增殖活性最高$ 说明长时间低浓度暴露亚砷酸钠可
以促进 <S+V̀ ?+!增殖* !7$ ".91@C=/BMF& 处理的细胞其增

殖活力并未随染毒时间而增高$ 说明长时间较高浓度暴露
=/BMF& 对 <S+V̀ ?+!无促进增殖作用* 近年来$ 低水平砷的
生物作用效应机制研究备受关注* 长期低剂量砷暴露促进人
和啮齿类动物细胞增殖.&/ $ 而国内外已有研究报道=/BMF& 对

细胞增殖具有双向效应* 研究表明$ 低浓度"$7!% $7( ".91@C#
的亚砷酸盐暴露可以促进细胞增殖$ 但高浓度 "(7$% !$7$
".91@C# 暴露则会抑制细胞增殖.'/ * CHH等.*/报道亚砷酸盐

和砷酸盐能增加细胞克隆形成数$ 呈倒 `形生长曲线$ 且畸
变率比对照低+ 孙鲜策等.(/报道 =/BMF& 在小于 !$7$ ".91@C
浓度时引起人皮肤永生化角质细胞增殖$ 当大于 !$7$ ".91@C
浓度时引起该细胞增殖力降低* 本实验观察引起 <S+V̀ ?+!细
胞明显增殖的=/BMF& 浓度曲线趋势与其他实验和流行病学研

究报道的曲线形态相近$ 说明低剂量 =/BMF& 在一定条件下利

于细胞生长$ 而达到较高浓度时$ 细胞增殖现象不明显*
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毒性作用研究*

亚砷酸钠对小胶质细胞增殖活力和 (,分泌的影响
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%%摘要! 分别用浓度 $% !% &% *% #% !$% &$ ".91@C的亚
砷酸钠 "=/BMF&# 处理小鼠小胶质细胞 ":S+&#$ &* Q 后四
甲基偶氮唑 "GEE# 法检测细胞增殖活力$ 硝酸还原酶法检
测培养液中=F含量* 结果显示$ :S+&细胞染毒 &* Q 后$ 所
有砷处理组的细胞增殖活力均显著降低$ 差异有统计学意义
"Go$7$(#* 各砷处理组的细胞培养液中 =F含量均显著低于
对照组$ Go$7$!* 提示砷可对小胶质细胞产生毒性作用*

关键词! 亚砷酸钠 "=/BMF&#+ 小胶质细胞+ 增殖活力+
一氧化氮 "=F#
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砷是国际癌症研究署 ";BA?# 确认的人类致癌物* 砷中

毒可累及多器官系统$ 如呼吸系统% 消化系统% 循环系统%
外周血管病变以及外周及中枢神经系统* 砷对中枢神经系统
的损害作用已受到众多学者的高度重视* 目前的研究主要集
中在砷对中枢神经递质的影响$ 对脑组织的氧化性损伤$ 以

及诱导细胞凋亡等*
小胶质细胞 ".08R9310/$ Gg# 属于单核吞噬细胞系

统.!/ $ 广泛分布在中枢神经系统$ 被称为神经系统的免疫细
胞$ 约占胶质细胞数目的 !$iJ&$i$ 在神经元的生理活动中
起着支持% 营养% 保护及修护等重要功能$ 具有提呈抗原%
分泌细胞因子% 吞噬病原体和坏死组织的作用$ 是神经系统
不可缺少的成分.&/ * 砷可通过血脑屏障进入中枢神经系统$
是否对小胶质细胞及其功能产生影响尚不清楚* 因此$ 本研
究对=/BMF& 对小胶质细胞的增殖活力和=F分泌情况进行了
检测*
12材料与方法
141%主要仪器与试剂

?F& 恒温培养箱 "荷兰 VHR/HTM公司#$ 倒置显微镜
"=0d9P 公 司 #$ GT1I0Md/P BM8HPI'(* 型 酶 标 仪 " 芬 兰
C/LM4MIH.M公司#$ =/BMF& "美国 W1Td/公司#$ 胎牛血清
"W:<$ 德 国 :098QR9. 公 司 #$ 青 霉 素% 链 霉 素 "美 国
;P\0IR93HP公司#$ 胰蛋白酶% GEE"美国 V4819PH公司#$ 一
氧化氮 "=F# 测试盒 "南京建成生物公司#*
143%细胞培养与分组

小鼠小胶质细胞 ":S+&# 由中国协和医科大学基础医学
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