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维生素C对三氧化二砷抑制上皮性卵巢癌增殖的增敏效应研究
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【摘要】 目的 观察维生素C对三氧化二砷(AS2O3)抑制上皮性卵巢癌细胞株的化疗增敏效应并探讨其凋

亡蛋白相关机制。方法 以上皮性卵巢癌细胞株OVCAR-3为研究对象，以噻唑蓝(MTT)药敏试验、流式细胞仪

以及蛋白质印迹法检测维生素C对AS2O3化疗的增敏效应及其机制。结果 AS2O3和Vitamin C单药对上皮性卵

巢癌细胞株均具有剂量依赖性的生长抑制作用，IC50值分别为4.72 μmol/L和21.85 μmol/L。AS2O3联合Vitamin

C的实验中，OVCAR-3细胞株的增殖抑制率均大于同浓度AS2O3单药的抑制率，P值分别为0.001和0.012；两组

联合用药的 q值分别为2.71和1.63，均大于1.15，提示两药联合具有协同抑制效应。流式细胞检测显示，AS2O3联

合Vitamin C后S期阻滞效应明显，凋亡率增加。蛋白质印记法结果显示，两药联合作用后，Bcl-2表达明显下调，

Bax表达明显上调。结论 在上皮性卵巢癌细胞株，一定浓度范围的Vitamin C对AS2O3具有较好的化疗增敏效

应，AS2O3和Vitamin C的联合应用具有进一步研究的价值。
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【Abstract】 Objective To investigate the role of Vitamin C as a sensitizer for arsenic trioxide in epithelial

ovarian cancer cells and the apoptotic mechanisms. Methods In OVCAR-3 cells, the anti-cancer effects were ob-

served when Vitamin C or AS2O3 was given alone, and the sensitizing effects of Vitamin C were observed when it was

used in the combination with arsenic trioxide. MTT chemosensitivity test, Flow Cytometry for examination of apop-

tosis and cell cycle status and Western-blot were applied. Results Dose-dependent antiproliferative effect on epi-

thelial ovarian cancer cell lines was observed when Vitamin C or AS2O3 was applied as single agent, the IC50 value

was 4.72 μmol/L and 21.85μmol/L respectively. When the two agents were applied simultaneously, the growth inhibi-

tion rate was significantly higher than that of the group treated with AS2O3 alone, and the P value of the two combined

regimen experiments were 0.001, 0.012 respectively, the q value of the combined effects was 2.71, 1.63 respectively.

These results showed synergistic effect of the two agents. Flow Cytometry testing showed significant S phase block

and increased apoptosis rate in the combination treatment group. In Western-blot experiments, Bcl-2 expression of the

combination treatment group was down-regulated，and Bax expression was up-regulated compared with the group

treated by AS2O3 alone. Conclusion Vitamin C has sensitizing effect on arsenic trioxide in the treatment of epithelial

ovarian cancer cell lines, which should be promising in the further study.
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卵巢癌是死亡率最高的一类妇科恶性肿瘤，卵巢

癌的化疗及化疗研究在卵巢癌治疗和科研中占有非常

重要的地位。 三氧化二砷(AS2O3)是从血液病向实体

瘤扩展应用研究的一类凋亡诱导药物，目前在血液病

和包含卵巢癌在内的多种实体瘤均有研究报道[1-4]，同

时有研究证明维生素C对AS2O3具有良好的化疗增敏

效应，该效应可以使AS2O3的应用剂量降低从而减轻

其毒副作用，同时提高其药效，而该效应在卵巢癌鲜有

报道。因此，本研究拟在上皮性卵巢癌细胞株中观察

维生素C对AS2O3的化疗增敏效应，尝试在体外探讨

这两种药物相结合作为卵巢癌化疗方法的可行性。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂 人上皮性卵巢癌细胞

株OVCAR-3细胞株由中山大学肿瘤防治中心实验

研究部符立梧教授、梁永矩老师惠赠。RPMI-1640

培养液为美国GIBCO公司产品，优级胎牛血清(FBS)

为杭州四季青公司产品。亚砷酸注射液为伊达药业

有限公司惠赠。维生素C注射液为南京金陵药液有

限公司产品。胰蛋白酶、噻唑蓝(MTT)、二甲基亚砜

(DMSO)均为美国 Sigma 公司产品。酶标仪型号

BIO-TEK ELX800，流式细胞仪型号 Beckman-Coul-

terc ELITE。Bcl-2、Bax 抗体及辣根过氧化物酶标记

的二抗均购自美国SantaCruz公司。

1.2 细胞培养 上皮性卵巢癌细胞株OVCAR-3

于含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液中，在37℃、饱

和湿度、5% CO2培养箱中培养，细胞呈贴壁生长。

1.3 MTT 实验 取处于对数生长期的 OV-

CAR-3，以2.5×103/孔接种于96孔板，常规培养24 h，

更换含不同浓度的Vitamin C和AS2O3的培养液。实

验分为 Vitamin C 单药、AS2O3单药、AS2O3联合 Vita-

min C 剂量依赖和同一联合浓度时间依赖等 4 个部

分。 两种药物的单药实验均等比设置了 5个药物浓

度梯度，联合药物实验首先设置了 1.24 μmol/L 和

2.48 μmol/L的AS2O3均联合1.39 μmol/L 的Vitamin C

进行检测，再将固定浓度 2.48 μmol/L 的 AS2O3联合

1.39 μmol/L 的Vitamin C分别在 24 h、48 h和 72 h进

行时间依赖性细胞抑制观察。细胞培养 68 h后加入

MTT溶液(10 mg/ml) 10 μl，再放入培养箱反应4 h，加

入DMSO 振荡，上酶标仪测定OD值(A 570 nm)。实

验重复 3 次，取 3 次实验结果的平均值作为实验结

果。 肿瘤细胞增殖抑制率＝[1-(物处理组A值-空白

对照组A值)/(细胞对照组A值-空白对照组A值)]×

100%。按金氏公式[q= Ea+b/Ea +Eb-Ea×Eb]计算所得 q
值评价两种药物联合作用效果，式中Ea+b为联合用药

的有效率，Ea 和Eb分别为两种药物单药的有效率，q

值在0.85~1.15范围为两药合用呈单纯相加效应，q值
大于1.15为两药合用具有协同效应，q值小于0.85为

两药合用具有拮抗效应。

1.4 流式细胞仪检测 OVCAR-3 细胞培养

24 h 后以不同浓度的 AS2O3、Vitamin C 单药培养液

或不同浓度的 Vitamin C 联合 AS2O3 培养液处理细

胞 48 h (各处理组的药物浓度详见图1)。收集全部细

胞，磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤，冰预冷 70%乙醇固定，

1 500 r/min，离心半径 15 cm，离心 5 min，1% RNAase

和 PI染液处理，行流式细胞仪检测凋亡比率及细胞周

期。CELLQuest软件采集样本，ModFit LT软件分析结

果。观察浓度依赖性的凋亡情况和细胞周期的变化。

实验重复3次，实验结果以“均数±标准误”表示。

1.5 蛋白质印迹法检测检测凋亡相关蛋白的表

达 OVCAR-3细胞经2.48 μmol/L的AS2O3单药和分

别联合1.39 μmol/L、2.77 μmol/L Vitamin C作用12 h

后，按常规方法提取总蛋白，经蛋白定量后以

SDS-PAGE电泳分离蛋白，电转至硝酸纤维素膜，室

温下用 3%小牛血清封闭 1 h，随后加入 1.5%BSA 稀

释的一抗，轻摇过夜，TBST 缓冲液洗 4 次，于 1.5%

BSA稀释的二抗中孵育 1 h，TBST洗 4次，ECL化学

发光试剂反应2 min，照相、分析、保存。

1.6 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件，IC50

值的计算采用概率单位法。样本间均数的比较采用配

对资料t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AS2O3 和 Vitamin C 单药及联合对 OV-

CAR-3细胞株的生长抑制作用 MTT实验中，AS2O3

和Vitamin C对OVCAR-3细胞株均呈现药物浓度依

赖性的生长抑制作用，其抑制细胞增殖的 IC50值分

别为 4.72 μmol/L 和 21.85 μmol/L (图 1A、图 1B)。

AS2O3联合Vitamin C的实验中，OVCAR-3细胞株的

增殖抑制率均大于同浓度AS2O3单药的抑制率。将

联合用药的OD值与AS2O3单药的OD值进行 t检验，

结果显示，两组的P值分别为0.001和0.012 (图1 C)。

1.24 μmol/L AS2O3单药的抑制率为7.9%，2.48 μmol/L

AS2O3单药的抑制率为 24.6%，1.39 μmol/L的Vitamin

C的单药抑制率为3.0%，按金氏公式计算两联合用药

组的q值分别为2.71和1.63。 取2.48 μmol/L AS2O3联

合 1.39 μmol/L的Vitamin C 分别于 24 h、48 h 和 72 h

观察抑制率，三个时间点的联合作用 q 值分别为

1.49、1.52、1.63 (图 1 D)。以上浓度依赖和时间依赖

的联合实验P值均小于0.05，q值均大于1.15，提示一

定浓度的 Vitamin C对 AS2O3具有明显的化疗增敏效

应，并且两药联合具有协同效应。
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2.2 AS2O3联合 Vitamin C 对 OVCAR-3 细胞凋

亡及细胞周期的影响 流式细胞仪检测AS2O3联合

不同浓度Vitamin C实验结果显示，2.48 μmol/L AS2O3

单药以及与 1.39 μmol/L、2.77 μmol/L、5.54 μmol/L的

Vitamin C联合后，其诱导凋亡率逐步升高，各联合用

药的凋亡率与AS2O3单药组比较经统计学检验，差异

具有统计学意义(P<0.05)，见表 1、图 2。细胞周期结

果显示，在联合了Vitamin C之后，不仅细胞凋亡比率

增加，其S期的比率增加也较显著，而G2/M期的比例

较 AS2O3 单药组降低。各联合用药的 S 期比率与

AS2O3单药组比较差异具有统计学意义(P<0.05)，见

表1、图2。

2.3 AS2O3单药及联合不同浓度Vitamin C作用

后OVCAR-3细胞Bcl-2和Bax蛋白的表达 见图3，

OVCAR-3细胞经 AS2O3 单药及与不同浓度的 Vita-

min C联合作用，随着Vitamin C浓度的增加，凋亡抑

制蛋白Bcl-2的表达逐渐降低，凋亡促进蛋白Bax的

表达逐渐升高。

表1 AS2O3联合Vitamin C对OVCAR-3细胞凋亡及细胞周期的影响(药物作用48 h，x-±s)

组别

空白对照

AS2O3 2.48 μmol/L

AS2O3 2.48 μmol/L+Vit C 1.39 μmol/L

AS2O3 2.48 μmol/L+Vit C 2.77 μmol/L

AS2O3 2.48 μmol/L+Vit C 5.54 μmol/L

凋亡率

(%)

3.7±1.2

10.3±1.5

26.1±1.0a

31.5±1.8a

36.1±1.9a

细胞周期比率(%)

G1

68.8±2.2

28.4±1.1

37.3±1.0

32.8±1.2

28.0±0.6

S

24.7±2.5

25.7±0.5

32.9±0.9a

43.8±1.8a

47.0±1.5a

G2/M

6.5±1.8

45.9±0.8

29.7±1.1

23.6±1.0

25.0±1.3

图2 流式细胞仪检测AS2O3联合Vitamin C对OVCAR-3细胞株的诱导凋亡和细胞周期阻滞作用

注：A、F：空白对照；B、G：2.48 μmol/L AS2O3单药；C、H：2.48 μmol/L AS2O3+1.39 μmol/L Vitamin C；D、I：2.48 μmol/L AS2O3+2.77 μmol/L Vitamin C；

E、J：2.48 μmol/L AS2O3+ 5.54 μmol/L Vitamin C。

图1 AS2O3 和Vitamin C单药及联合对OVCAR-3细胞株均的生长抑制作用（药物作用72 h）
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图3 AS2O3 单药及联合不同浓度Vitamin C作用12 h后OVCAR-3
细胞Bcl-2和Bax蛋白的表达

注：1：空白对照；2：AS2O3 2.48 μmol/L；3：AS2O3 2.48 μmol/L+VitC

1.39 μmol/L；4：AS2O3 2.48 μmol/L+Vit C 2.77 μmol/L。

3 讨 论
AS2O3对以早幼粒细胞白血病(APL)为代表的血

液系统恶性疾病的疗效为全世界所公认，并且该药对
实体瘤治疗的有效性也得到了广泛的研究和认可。
研究证实，AS2O3对非耐药和耐药的卵巢癌细胞株均
有抑制作用[1，5]。具有双向氧化还原性质的维生素C，
利用其作为前氧化剂的特点，可降低细胞内GSH水
平，已证明对AS2O3具有较好的化疗增敏效应，在肺
癌、肝癌、结直肠癌等实体瘤方面已有报道[6-8]，但在卵
巢癌方面鲜有相关报道。因此，本研究以卵巢癌细
胞株OVCAR-3为研究对象，探讨Vitamin C对AS2O3

的增敏效应及其凋亡蛋白相关的分子机制。
本 研 究 显 示 ，AS2O3 和 Vitamin C 单 药 对

OVCAR-3细胞均具有剂量依赖性的抗肿瘤效应，二
者的 IC50 值分别为 4.72 μmol/L 和 21.85 μmol/L。
AS2O3联合Vitamin C的实验中，OVCAR-3细胞株的
增殖抑制率均大于同浓度AS2O3单药的抑制率，且P<
0.05，由此可见，一定浓度的 Vitamin C对 AS2O3具有
明显的化疗增敏效应。流式细胞仪的检测从细胞周
期和细胞凋亡角度进一步证实了Vitamin C对 AS2O3

具有明显的促进凋亡作用，并且联合作用后的S期阻
滞效应明显。应用蛋白质印迹法检测 Vitamin C 对
AS2O3的化疗增敏效应，可见凋亡抑制蛋白Bcl-2的
表达较 AS2O3单药作用明显降低，而凋亡促进蛋白
Bax表达进行性升高。

国内蒋碧佳等 [8]对肺腺癌进行细胞及裸鼠移植
瘤的系列研究，结果显示 AS2O3和 Vitamin C 联合用
药组在增殖抑制、诱导凋亡方面均高于单药用药组，
其机制与 Survivin 和 VEGF 的表达下调有关。本研
究的结果与以上肺癌的研究结论相一致，说明AS2O3

和Vitamin C这两种药物在包括肺癌、卵巢癌在内的
实体瘤方面均具有切实的联合用药效果。Caspase 和
Bcl-2两个蛋白家族都是凋亡通路中的重要蛋白，二
者既相互联系，作用机制又有区别。本研究在凋亡方
面将Bcl-2和Bax这两种Bcl-2家族蛋白作为研究对
象，结果显示出联合用药的Bcl-2表达下调和Bax的
表达上调均高于单药组，结合肺癌的研究结果，提示

包括Caspase 和Bcl-2等家族蛋白在内的不同的凋亡
通路和分子可能都参与了AS2O3和Vitamin C联合用
药的促凋亡机制，而 Galimberti等[9]的研究结果同样
证实了Bcl-2家族的参与。

有关 Vitamin C 对 AS2O3增敏作用的基础机制，
现有研究显示：AS2O3是直接作用于线粒体，增加线
粒体内活性氧簇(ROS)的生成，并使其氧化还原系统
丧失，而细胞内GSH水平是细胞对AS2O3诱导凋亡敏
感性的关键 [10-11]；在白血病细胞和肺成纤维细胞中
Vitamin C提高AS2O3疗效的主要机制是降低细胞内
GSH水平，从而提高AS2O3诱导的ROS水平，加剧线
粒体的氧化损伤促进凋亡进程[11-12]，在卵巢癌细胞中
维生素C的增敏机制是否与血液病相同呢？本课题
组下一步将对OVCAR-3细胞中维生素 C的氧化应
激调节的分子机制进一步求证，并开展相关动物实
验，以期为临床试验打下坚实的基础。
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