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·实验研究·

亚砷酸钠及其代谢产物对 Ａ５４９细胞中环状基因表达的影响
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赵瑞欢， 周倩， 尹锦瑶， 谭婧文， 李舒婷， 蒋成兰， 何越峰

（昆明医科大学公共卫生学院， 云南 昆明 ６５０５００）

　 　 摘要： 分别用浓度为 ２０、 ４０、 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的亚砷酸钠

（ＮａＡｓＯ２） 溶液和无机砷的代谢产物一甲基胂酸 （ＭＭＡ）、 二

甲基胂酸 （ＤＭＡ） 对处于对数生长期的人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞处

理 ４８ ｈ， 提取 ＲＮＡ 并逆转录为 ｃＤＮＡ， 用聚合酶实时荧光定

量反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８、 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９３、
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００４１６、 ｃｉｒｃＲＥＬＢ、 ｃｉｒｃＦＯＸＮ２、 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ ６ 个环状

基因 （ｃｉｒｃＲＮＡｓ） 的相对表达量。 结果表明， 与对照组比较，
不同浓度的 ＮａＡｓＯ２ 溶液均可引起 Ａ５４９ 细胞中上述 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
表达量升高， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比

较， ＤＭＡ 仅使 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８ 和 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ 表达量升高， 差

异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 经 ＭＭＡ 染毒后， 上述 ６ 个ｃｉｒｃ⁃
ＲＮＡｓ 的相 对 表 达量 均 无 变化， 差 异 无统 计 学 意 义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 与 ＮａＡｓＯ２组比较， ＭＭＡ 组和 ＤＭＡ 组中 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
表达量均降低， 差异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

关键词： 亚砷酸钠 （ＮａＡｓＯ２）； 一甲基胂酸 （ＭＭＡ）； 二

甲基胂酸 （ＤＭＡ）； 环状基因 （ｃｉｒｃＲＮＡｓ）
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砷作为一种广泛存在的工业毒性金属元素， 多以

无机砷形态分布于各种矿物中， 应用于化工、 冶金等

行业。 职业性砷暴露主要经呼吸道或消化道摄入［１］，
其中无机砷通常以三氧化二砷、 亚砷酸盐和砷酸盐的

形式存在， 在体内通过还原 ／氧化反应代谢产生一甲

基胂酸 （ＭＭＡ）、 二甲基胂酸 （ＤＭＡ） ［２］， 导致急、
慢性砷中毒［３］。

环状 基 因 （ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ） 是 一 类 由 ｐｒｅ⁃ｍＲＮＡ
（ｍＲＮＡ 前体） 反向剪接产生的非编码 ＲＮＡ［４］， ｃｉｒｃ⁃
ＲＮＡｓ 可通过参与细胞周期、 细胞增殖和细胞死亡调

控多种疾病的发生和发展， 部分 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 可充当致

癌基因［５］。 其中 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８、 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９３
和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００４１６ 以癌基因 ＭＤＭ２ 为母基因。 有报

道称， 与上述同源的 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９１ 过高表达会导

致口腔鳞状细胞癌， 预后不佳［６］。 同时， ＲＥＬＢ 调控

细胞周期相关基因的表达， ＦＯＸＮ２ 表达上调可抑制

细胞迁移， 但是ｃｉｒｃＲＥＬＢ、 ｃｉｒｃＦＯＸＮ２ 的功能还有待

深入探究。 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２过高表达可以抑制脂肪基质细

胞增殖［７］。 因此， 上述 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的异常表达具

有一定的指示性， 其在砷致癌机制中发挥作用的可能

性不容忽视。 本研究以 Ａ５４９ 为实验细胞， 探讨亚砷

酸钠 （ ＮａＡｓＯ２ ） 及其代谢产物对 ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ＿ ０００４４４８、
ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ＿ ００２７４９３、 ｈｓａ＿ ｃｉｒｃ＿ ００００４１６、 ｃｉｒｃＲＥＬＢ、
ｃｉｒｃＦＯＸＮ２、 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响， 为

阐明砷致癌机制提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要仪器和试剂 　 人肺腺癌细胞系 （Ａ５４９ 细

胞）， 中国科学院动物研究中心； ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｅ 提取试

剂盒， 北京诺禾致源生物信息科技有限公司； 逆转录

试剂盒， 上海罗氏制药有限公司； Ｌｉｇｈｔｃｙｌｅｒ 实时荧

光定量聚合酶链式反应 （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 仪， 美国 ＡＢＩ 公
司； ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ 荧光定量试

剂盒， 上海罗氏诊断产品有限公司； ＮａＡｓＯ２ （纯度

≥９５􀆰 ０％）， 成都西亚试剂有限公司； ＭＭＡ、 ＤＭＡ
（纯度均≥９９􀆰 ０％）， 美国 Ａｃｃｕ Ｓｔａｎｄａｒｄ 公司。
１􀆰 ２　 细胞培养和传代 　 取 Ａ５４９ 细胞于 Ｔ２５ 细胞培

养瓶中， 加入 ７～８ ｍｌ １６４０ 完全培养液 （含 １０％胎牛

血清和 １％青链霉素混合液）， 置于 ３７℃、 ５％ＣＯ２恒

温培养箱中， 隔日观察细胞生长速度并根据细胞生长

状况进行处理， 待细胞增殖到对数生长期时， 用

０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化细胞。
１􀆰 ３　 细胞处理 　 取六孔板接种 ２􀆰 ５ × １０５个 ／孔， 放

置 ３７℃、 ５％ＣＯ２恒温培养箱中培养 ２２ ｈ， 分别用 ０、
２０、 ４０、 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＡｓＯ２ 溶液和 ＭＭＡ、 ＤＭＡ
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对其染毒， 每组设置 ３ 个平行样， 相同条件培养 ４８ ｈ
后， 用 ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｅ 试剂盒提取细胞内的 ＲＮＡ， 再将

所提取的 ＲＮＡ 逆转录得到 ｃＤＮＡ 作为反应模板。
１􀆰 ４　 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的相对表达量检测　 用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的相对表达量， 反应体系为每孔 １５ μｌ， 设

置模式为预变性 ９５℃ ５２０ ｓ， 变性 ９５℃ １０ ｓ， 退火

３７℃３０ ｓ， 延伸 ９５℃１０ ｓ， 共反应 ４０ 个循环。 以管家

基因 β⁃ａｃｔｉｎ （ＡＣＴＢ） 为内参基因， 用 ２－ΔΔ Ｃ ｔ法定量

分析， 每孔设置 ３ 个平行。 各引物序列见表 １。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

基因　 　 　 上游序列 下游序列 长度 （ｂｐ）

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００４１６ ５′⁃ＡＣＧＣＣＡＴＣＧＡＡＴＣＣＧＧＡＡＡＡＴ⁃３′ ５′⁃ＧＴＣＣＴＴＴＴＧＡＴＣＡＣＴＣＣＣＡＣＣ⁃３′ １３８

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８ ５′⁃ＧＣＡＡＴＴＡＧＴＧＡＧＡＣＡＧＧＡＡＡＡＴＡＴＡ⁃３′ ５′⁃ＧＴＣＣＴＴＴＴＧＡＴＣＡＣＴＣＣＣＡＣＣ⁃３′ １３８

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９３ ５′⁃ＣＣＧＴＣＴＡＴＧＡＣＡＡＧＡＴＴＴＴＡＡＣ⁃３′ ５′⁃ＣＡＧＧＧＡＣＣＣＡＧＣＧＴＴＧＴＡ⁃３′ １１９

ｃｉｒｃＦＯＸＮ２ ５′⁃ＣＡＣＣＡＡＣＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＴ⁃３′ ５′⁃ＣＣＴＣＴＧＣＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＴＣＴ⁃３′ １２５

ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ ５′⁃ＧＧＣＣＧＡＡＡＣＧＴＧＡＡＧＡＡＡＴＡ⁃３′ ５′⁃ＣＡＴＴＴＧＧＡＧＣＣＣＴＣＴＴＴＴＴＧ⁃３′ ２２３

ｃｉｒｃＲＥＬＢ ５′⁃ＣＡＡＴＴＡＧＴＧＡＧＡＣＡＧＡＡＴＣＡＴＣＧ⁃３′ ５′⁃ＧＴＣＣＴＴＴＴＧＡＴＣＡＣＴＣＣＣＡＣＣ⁃３′ １３９

β⁃ａｃｔｉｎ ５′⁃ＧＣＣＧＡＧＧＡＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＡＣ⁃３′ ５′⁃ＴＧＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧ⁃３′ ２１１

１􀆰 ５　 统计分析 　 数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件

进行处理， 以ｘ±ｓ 表示， 多组间比较采用方差齐性检

验和单因素方差分析 （Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 进一步组

间相 互 比 较， 方 差 齐 采 用 ＳＮＫ 检 验 （ Ｓｔｕｄｅｎｔ⁃
Ｎｅｗｍａｎ⁃Ｋｅｕｌｓ 法）； 方差不齐时采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 检
验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＮａＡｓＯ２染毒对 Ａ５４９ 细胞 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响

　 随着 ＮａＡｓＯ２染毒浓度的升高， ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８、

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９３、 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００４１６、 ｃｉｒｃＲＥＬＢ、 ｃｉｒｃ⁃
ＦＯＸＮ２ 和 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ 表达量均较对照组显著升高，
差异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １。
２􀆰 ２　 ＭＭＡ、 ＤＭＡ 染毒对 Ａ５４９ 细胞 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影

响　 与对照组比较， ＤＭＡ 染毒组 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８ 和

ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ 表达量升高， 差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； ＭＭＡ 染毒组 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达量差异均无

统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。与 ＮａＡｓＯ２组比较， ＭＭＡ 染

毒组和 ＤＭＡ 染毒组 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达量均降低， 差

异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ２。

注： 与对照组比较， ａ Ｐ＜０􀆰 ０５； ｂ Ｐ＜０􀆰 ０１； ｃ Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 不同浓度 ＮａＡｓＯ２对 Ａ５４９ 细胞 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达水平的影响
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表 ２　 ＭＭＡ、 ＤＭＡ、 ＮａＡｓＯ２对 Ａ５４９ 细胞 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达水平的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００４１６ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８ ｃｉｒｃＲＥＬＢ ｃｉｒｃＦＯＸＮ２ ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２７４９３

对照组 ４ １􀆰 １８１±０􀆰 ８１８ １􀆰 ２１２±０􀆰 ７３６ １􀆰 ２７７±０􀆰 ５２６ １􀆰 ４０２±０􀆰 ７８９ １􀆰 １３３±０􀆰 ８５９ １􀆰 ７５６±０􀆰 ５０１
ＭＭＡ 组 ４ １􀆰 ０８７±０􀆰 ７９６ｂ １􀆰 ２３８±０􀆰 ７４１ｂ １􀆰 １５１±０􀆰 ８８４ｂ １􀆰 ０６３±０􀆰 ８０５ｂ ０􀆰 ９９３±０􀆰 ８６５ｂ １􀆰 ９４９±１􀆰 ０５９ｂ

ＤＭＡ 组 ４ １􀆰 ０２１±０􀆰 ８１８ｂ １􀆰 ７２６±１􀆰 ３１７ａｂ ２􀆰 １０３±１􀆰 ４３６ｂ １􀆰 ２６４±１􀆰 ０５５ｂ １􀆰 ７５３±１􀆰 ２９２ａｂ ３􀆰 ６８７±１􀆰 ３４０ｂ

ＮａＡｓＯ２组 ４ ９􀆰 ３１８±５􀆰 ６５７ａ ９􀆰 １７４±５􀆰 ７６６ａ ２８􀆰 ３００±２０􀆰 ４３０ａ ３􀆰 ６４９±２􀆰 ９８５ａ ８􀆰 ６９４±５􀆰 ２７８ａ １５􀆰 ０６０±１１􀆰 ９８０ａ

　 　 注： ａ， 与对照组比较 Ｐ＜０􀆰 ０５； ｂ， 与 ＮａＡｓＯ２组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨　 论

无机砷已被国际癌症研究机构 （ＩＡＲＣ） 认定为 Ｉ
类致癌物， 肺为其主要靶器官之一， 砷及其化合物所

致肺癌已被列入我国 《职业病分类和目录》。 Ａ５４９ 细

胞作为人肺腺癌细胞系， 其细胞内 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的表达对

砷暴露具有一定的参考价值。 有研究表明， ＮａＡｓＯ２诱

导细胞周期加速的致癌过程中 ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２８４ 表达上

调［８］， ＮａＡｓＯ２介导的 ｃｉｒｃＤＨＸ３４ 上调促进了激素非依

赖性乳腺癌细胞的凋亡［９］， 每个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的功能不可

一概而论。
本研究采用 Ａ５４９ 细胞， 探讨 ＮａＡｓＯ２及其代谢产

物 ＭＭＡ 和 ＤＭＡ 对 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响。 结果显

示， ＮａＡｓＯ２染毒后 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 在 Ａ５４９细胞中的相

对表达量升高， 且与 ＮａＡｓＯ２染毒浓度存在剂量⁃反应关

系； ＭＭＡ 染毒后上述 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 相对表达量均无变

化， ＤＭＡ 染毒后仅有 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４４４８、 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２
相对表达量升高。 ＮａＡｓＯ２对细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的作用

较 ＭＭＡ、 ＤＭＡ 明显， 推测原因可能是 ＭＭＡ、 ＤＭＡ
的毒性低于 ＮａＡｓＯ２

［１０］。 Ｚｈｅｎｇ 等［６］研究发现 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿００２７４９１ 上调促进了口腔鳞状癌细胞的增殖， 且敲

低抑制了体内肿瘤的生长。
ＲＥＬＢ 通过 结 合 ｐ６５ 抑 制 炎 症 细 胞 的 增 殖，

ＲＥＬＢ 表达上调会抑制 ＨＥＲ２ 阳性乳腺癌细胞增

殖［１１］； ＦＯＸＮ２ 表达上调可抑制肝癌细胞的增殖和侵

袭［１２］， ｃｉｒｃＦＯＸＮ２ 表达下调也可作为预测早期肝功

能损伤的标志物［１３］； ＡＴＸＮ２ 可以调节细胞中 ｍＲＮＡ
翻译和营养代谢［１４］， 而 ｃｉｒｃＡＴＸＮ２ 也被证明会抑制

脂肪基质细胞增殖， ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达均与疾病发生

过程中生物调控机制相关。 本研究将 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
在不同剂量的砷暴露组中的差异性表达与其在癌组织

中的差异性表达协同考虑， 揭示了 ６ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 在

砷致癌中发挥功能的潜在可能性， 也为解决砷暴露职

业人群健康防治的相关问题提供了数据支持。
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