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摘要：目的　观察 LoVo 细胞株经 As2O3作用后细胞内钙离子浓度的改变并探讨其意义。方法　应用流式细

胞仪观察亚二倍体细胞峰并检测 LoVo 细胞内的钙离子浓度。应用光镜、电镜观察 As2O3对 LoVo 细胞生长的抑制
作用、凋亡细胞形态和线粒体形态。结果　①As2O3引起细胞内 Ca2＋浓度升高（ P ＜0．01）�呈剂量依赖关系（ P
＜0．01或0．05）�在2．0μmol／L 组 Ca2＋浓度最高；②在各时间段�对照组的 Ca2＋浓度无变化（ P ＞0．05）�而经
As2O3作用后 Ca2＋浓度出现变化（ P ＜0．01或0．05）�在20min时Ca2＋浓度均已增高�10h时增高最明显�至24h�
0．5μmol／L Ca2＋浓度回复到20min时的水平�1．0和2．0μmol／L组则低于20min时的浓度；③As2O3抑制 LoVo 细
胞生长；④LoVo 细胞经 As2O3作用后在光镜、电镜下出现细胞凋亡的形态学改变�并见线粒体肿大、嵴破坏或消
失。流式细胞仪检测发现高浓度组凋亡细胞数高于对照组和低浓度组（ P ＜0．01或0．05）。结论　As2O3作用于
LoVo 细胞引起细胞内钙离子浓度增高�可能通过引起线粒体功能的改变而诱导细胞凋亡。

关键词：氧化砷；LoVo 细胞株；钙离子；凋亡；线粒体
中图分类号：R735．35　　文献标识码：A　　文章编号：1000－2065（2003）04－0289－04

The increase of intracellular calcium induced by As2O3 in LoVo cells
and its therapeutical significance

LIU Hong�HUANG Jian�LI Zhi－gang
（Department of Pathology�Xuzhou Medical College�Xuzhou�Jiangsu221002�China）

Abstract：Objective　To study the change of intracellular calcium level induced by As2O3 in LoVo cells and its signifi-
cance．Methods　The hypodiploid cell peak and the intracellular calcium level were determined by flowcytometry．The growth
inhibition of LoVo cells and the morphology of apoptotic cells and mitochondria were studied under light microscope and electron
microscope．Results　（1）As2O3induced an increase of intracellular calcium （ P ＜0．01） in dose－dependent manner （ P ＜
0．01or0．05）�with the calcium level highest in the2．0μmol／L test group．（2）The calcium level in control group was steady
throughout the experiment．The As2O3－induced increase of calcium level was evident in20min�reached its peak at10h�and
declined after24hours�approximating the calcium level at20min in the0．5μmol／L group and a little bit lower than that in the
1．0and2．0μmol／L groups（ P ＜0．01or0．05）．（3）The growth of LoVo cells was inhibited by As2O3．（4）Microscopic stud-
ies showed As2O2induced apoptotic and mitochondrial changes．Flowcytometry showed the frequency of apoptotic cells was pro-
portional to the concentration of As2O3in the culture fluid （ P ＜0．01or0．05）．Conclusion　As2O3may cause the intracellu-
lar calcium to increase in LoVo cells�affect the mitochondrial functions and induce apoptosis of the cells．
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　　已有实验和临床资料证实三氧化二砷（As2O3）
能明显抑制肿瘤细胞生长�有效地治疗肿瘤�并从不
同的侧面探讨了其抑制肿瘤细胞生长的机制。Ca2＋

在癌细胞凋亡中的作用已有报道［1�2］�但经 As2O3作
用后肿瘤细胞内 Ca2＋的改变及意义则极少见报道。
我们观察了人结肠癌 LoVo 细胞株与 As2O3共同培
养后细胞内钙离子浓度的改变并探讨其意义。

1　材料和方法
1．1　材料　癌灵一号注射液（含1％As2O3）购自哈
尔滨医科大学附属第一医院�用1640培养液配成
100μmol／L的储备液�－20℃储存备用。RNase A、
溴化丙锭及 Fluo3－AM为 Sigma公司产品。LoVo 细
胞购自中科院上海细胞所。
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1．2　LoVo细胞培养及细胞悬液制备　LoVo 细胞培
养于37℃、5％ CO2培养箱�取对数生长期的细胞制
备成1×108个／L的细胞悬液。
1．3　光镜观察方法　取细胞悬液加入 As2O3储存
液�使其终浓度分别为0、0．1、0．25、0．5、1．0及2．0
μmol／L�将上述各组细胞悬液分装在置有小玻片的
10ml培养瓶中�每组7瓶；置37℃、5％ CO2培养箱
培养�于培养的第1～7天逐日取出各组1瓶细胞中
的玻片�10％中性甲醛固定�用苏木精－伊红及甲基
绿－派诺宁染色观察细胞形态。
1．4　电镜观察　将上述各组细胞悬液分装在100ml
培养瓶中�置37℃、5％ CO2培养箱�于培养的第4天
取细胞�制备单细胞悬液�离心500r／min�细胞团块常
规制备电镜标本�日本H－600电子显微镜观察。
1．5　流式细胞仪检测　待测细胞制备单细胞悬液�
70％乙醇固定�RNase A37℃孵育30min�溴化丙锭

染色4℃避光30min�置美国BD公司生产FACSCal-
ibur型流式细胞仪检测亚二倍体的凋亡细胞峰。分
别于20min、2h、10h及24h收集各组细胞�Fluo3－
AM、37℃避光负载30min 置流式细胞仪测 Ca2＋荧
光强度�反映 Ca2＋浓度。
1．6　统计学处理　各组数据均数以﹣x ± s表示�统
计方法选用 F检验及 q 检验。
2　结　果
2．1　As2O3引起细胞内 Ca2＋浓度升高　见表1。
2．1．1　As2O3浓度的影响　对照组细胞内的 Ca2＋

浓度与其他各组之间的差异均有显著性�经 As2O3
作用后细胞内 Ca2＋浓度增加；在2．0μmol／L 组细胞
内Ca2＋浓度最高�与其他各组的差异具有显著性；
各剂量组之间细胞内 Ca2＋浓度的差异亦有显著性�
显示出剂量依赖关系。

表1　As2O3引起细胞内 Ca2＋浓度变化（ ﹣x ± s ）

时　间 n
As2O3浓度（μmol／L）

0 0．5 1．0 2．0
　20min 10 8．73±1．541�2�3 13．10±1．291�2 19．96±2．091 29．54±3．75
　2h 10 7．88±1．501�2�3 12．68±1．431�2 21．87±1．721 25．95±3．19
　10h 10 8．97±1．171�2�3 17．92±2．251�2�① 　24．91±3．681�④ 30．58±4．22⑦

　24h 10 8．15±1．061�2�3 12．31±1．781�2 　 16．54±1．951�②�③ 　 21．28±2．52⑤�⑥

　　1：与2．0μmol／L组相比�P ＜0．01；2：与1．0μmol／L组相比�P ＜0．01；3：与0．5μmol／L组相比�P ＜0．01；
　　①：与20min、2h和24h时相比�P ＜0．01；②：与20min、2h和10h时相比�P ＜0．01；③：与20min时相比�P ＜0．05；
　　④：与20min时相比�P ＜0．01；⑤：与20min和10h时相比�P ＜0．01；⑥⑦：与2h时相比�P ＜0．05

2．1．2　As2O3作用时间的影响　在各时间段对照组
细胞内 Ca2＋浓度的差异无统计学意义；As2O3各浓
度组在20min时细胞内 Ca2＋浓度均已增高�10h增
高最明显�至24h�0．5μmol／L 组 Ca2＋浓度回复到
20min时的水平�1．0和2．0μmol／L组则低于20min
时的浓度�Ca2＋浓度的差异有显著性。
2．2　As2O3诱导 LoVo细胞凋亡
2．2．1　光镜观察　见图1、2。经 H－E 染色�在
As2O3作用组可见单个散在分布的细胞体及细胞核
固缩、深染或者细胞核染色质凝集成块状边集的凋
亡细胞�甲基绿－派诺宁染色细胞质红染�可区别于
坏死细胞�凋亡细胞在高浓度组较易见。台盼蓝染
色示各组活细胞均大于95％。
2．2．2　电镜观察　见图3。经 As2O3作用后�于电
镜下可见细胞核染色质凝集成块的凋亡细胞�细胞

器结构基本完好。
2．2．3　流式细胞仪检测凋亡细胞　见表2。高浓
度组（2．0及1．0μmol／L）与对照组及低浓度组之间
凋亡细胞数的差异有显著意义。

图1　经 As2O3作用组的 LoVo 细胞出现凋亡
（H－E�×20）
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图2　As2O3诱导 LoVo 细胞凋亡�核固缩
（甲基绿－派诺宁染色�×20）

图3　As2O3引起 LoVo 细胞凋亡�
核染色质凝集成块（EM�×6000）

表2　LoVo 细胞经不同浓度的 As2O3作用后
的凋亡细胞数（ ﹣x ± s ）

As2O3（μmol／L） n 凋亡细胞数（％）
0．00 8 0．31±0．291�2
0．10 8 0．50±0．353
0．25 8 0．64±0．354
0．50 8 0．90±0．55
1．00 8 1．79±1．29
2．00 8 4．64±2．34

　与2．0μmol／L组相比�1、3：P ＜0．01；4：P ＜0．05
　与1．0μmol／L组相比�2：P ＜0．01
　0．50μmol／L组与对照组相比�P ＝0．057；0．5μmol／L组与

2．0μmol／L组相比�P ＝0．053
2．3　As2O3引起线粒体病变　见图4、5。经As2O3作用
组线粒体肿胀、嵴破坏消失�对照组线粒体结构正常。

图4　对照组的线粒体（EM�×15000）

图5　As2O3引起线粒体肿胀�嵴消失（EM�×15000）

3　讨　论
As2O3是中药砒石的主要成分�我国应用它治

疗恶性肿瘤的历史久远。近年来�国内对 As2O3的
抗癌机制进行了研究�认为它可诱导肿瘤细胞凋
亡［3］。我们的实验也观察到类似结果�经不同浓度
的As2O3作用后的 LoVo 细胞生长受到不同程度的
抑制�形态学观察和流式细胞仪分析证实有细胞凋
亡［4］。为了进一步探讨细胞生长受抑制的可能机
制�本实验从信号转导分子 Ca2＋的改变着手进行研
究�发现 LoVo细胞与 As2O3共同培养后细胞内 Ca2＋

浓度增高�且表现出剂量和时间依赖关系。随着
As2O3浓度的增加�Ca2＋浓度逐渐增高�经 As2O3作
用20min时检测Ca2＋浓度已明显增高�至10h达高
峰�24h回复到或低于其20min时的水平�但仍然明
显高于对照组的浓度。线粒体是细胞的能量供应
站�同时也是细胞的钙库。线粒体在细胞凋亡中发
挥重要作用�在线粒体膜上有通透性转运孔（perme-
ability transition pore�PTP）�线粒体过量地吸取 Ca2＋

可导致 PTP病理性高通透性开放�进而导致线粒体
跨膜电位（ΔΨm）下降和促凋亡因子（如细胞色素 C
与凋亡诱导因子）自线粒体释放入胞质�并激活一些
凋亡效应分子�如半胱氨酸蛋白酶家族成员
（caspases）�从而诱导细胞的凋亡［5～7］。结果显示
LoVo细胞在与 As2O3共同培养后早期即出现 Ca2＋

浓度明显升高。由于 Ca2＋浓度的改变可能改变了
线粒体的功能�为 As2O3诱导细胞凋亡的机制之一�
线粒体膜通透性改变和跨膜电位改变使线粒体肿

胀。有研究发现食管癌细胞经 As2O3作用后早期出
现线粒体增生和肿胀�12及24h线粒体外形结构不
清［8］。我们也观察到经 As2O3作用后 LoVo 细胞的
线粒体肿胀、嵴破坏的现象。LoVo 细胞在与 As2O3
共同培养后出现的细胞内 Ca2＋浓度升高�至24h仍
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维持在高水平。细胞内 Ca2＋浓度持续增加能促发
内切酶的活性�也可导致细胞凋亡。因此�细胞内
Ca2＋浓度增高在细胞凋亡的发生中有重要意义。
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异种生物瓣膜组织宿主内皮细胞生长形态特征观察●

董红燕1�张中明2�于红丽1�王　婷1�徐夏红1

（1．徐州医学院神经生物学研究中心�江苏 徐州221002；2．徐州医学院附属医院心胸外科）

　　摘要：目的　观察血流切应力对植入的异种生物瓣膜组织宿主内皮细胞的生长形态和排列的影响。方法　
将戊二醛和 L－谷氨酸（L－G）处理的牛心包片进行体外内皮细胞种植培养�并同时将同样处理的牛心包片置入
猪的右心房近三尖瓣处�扫描电子电镜观察心包片宿主内皮细胞生长的形态学特征。结果　牛心包片体外内皮
细胞种植培养及猪右心房三尖瓣处移植后�心包片表面内皮细胞生长良好。体内移植牛心包片内皮细胞从缝合
端向游离端生长15天的过程中�细胞形态和排列随着血流机械应力的影响�细胞从近似圆形铺路石状逐渐向长
梭形变化。缝合端内皮细胞呈一致的长梭形�内皮细胞生长区中部细胞呈梭形、卵圆形、圆形混杂�内皮细胞生长
端细胞呈铺路石状�与培养板孔中培养的心包片表面连续单层内皮细胞（来源于人脐静脉内皮细胞）形态一致。
结论　在在体状态下�处于三尖瓣处的异种生物瓣膜上的内皮细胞经血流作用�变形为长梭形�排列方向趋向于
血流切应力作用的方向�内皮细胞生长的形态学时相改变与体外培养不同。

关键词：异种生物瓣膜；内皮细胞；形态；切应力；约克夏猪
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The morphometric features of the host’s endothelial cellson xenograft
DONG Hong－yan�ZHANG Zhong－ming�YU Hong－li�et al

（Centre of Neurobiological Research�Xuzhou Medical College�Xuzhou�Jiangsu221002�China）
Abstract：Objective　To investigate the influence of the hemodynamic force on the morphometric feature and arrangement

of host endothelial cells over the xenograft in vivo．Methods　Bovine pericardium flap treated with0．5％ gluaraldehyde and
8％ L－glutamic acid was implanted in the culture of human vascular endothelial cells harvested from umbilical vein in vitro．
Meanwhile�the pericardium flap treated the same way was implanted into the pig right atrium in vivo．The morphometric features
of the implanted bovine pericardium were studied under scanning electron microscopy 15days later．Results　Morphological
analysis demonstrated that the growth of endothelial cells over the bovine pericardium was good enough both in vitro and in vivo．
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