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Abstract 

·AlM ：To explore the effect of arsenic trioxide(ATO)on 

the growth of human SO—Rb50 tumor cells in rat anterior 

chamber and expression of NGF／VEGF． 

·METH0DS：The anterior chambers of one eye of ten 14． 

day—old SD rats were injected with 0．03mL of 5×100／L SO． 

Rb50 cells with 24p mol／L ATO．and the other eye were 

injected with the same quantity cells simply which was 

taken as the contrast。Then the tumor celI developing in 

the anterior chamber of those rats was observed by the 

slit lamp．20 days after injection，the tumor tissue was 

taken frOm the 20 rats’eyes and exam ined the NGF and 

VEGF content． The e仟ect of the ATO was anaIyzed 

statisticaIIv． 

·RESULTS：After injection of oncocvte suspension with 

24p mol／L ATO jnto the rats’anterior chambers．mean 

nepheloid time of anterior chambers was 6 days． 

Com pa red with the control group 2 days， there was 

significant difierence(T=9．487．P<0．01)．The mean time 

of anterior chamber ne0vascuIarization was 13．8 days． 

Compa red with the controI group 9．7 days．there was 

significant difference(T=5．212，P<0．01)；the average 

NGF content of the tumor tissues was 3．1 u g／L in ATO 

intervention group，which was more than the contrast of 

2．1 ug／L (T=3．544，P<0．05)，and the average VEGF 

content was 0．9ng／L in ATO intervention group．which 

was Iess than the contrast of 2．6vg／L(丁=27．8，P<0．01)． 

·CONCLUSION：ATO can prolong ne0vascu Ja rizatjOn and 

turbidity time of anterior chamber after injection of SO— 
Rb50 oncocvte suspension，promote the expression of 

NGF and restrain the expression of VEGF． 

· KEW VORDS： retinoblastoma； a rsenic trioxide； rat； 

VEGF：NGF 
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摘 要 

目的：了解三氧化二砷 (AT0)对人 SO—Rb50瘤细胞株在 

SD幼鼠前房内表达神经生长因子及血管内皮生长因子的 

影响。 

方法：出生 14d的 SD幼鼠10只，将含24~nol／L ATO的5× 

l0 ／L SO．Rb50瘤细胞悬液 0．03mL注射到任 l眼前房， 

另 1眼前房注射同量不含 ATO的瘤细胞悬液作为对照， 

每日裂隙灯观察前房肿瘤形成的情况 ；接种后 20d，分别 

取出鼠前房内生长的组织测定其神经生长因子(NGF)、血 

管内皮生长因子(VEGF)含量，并通过统计学分析 ATO的 

影响。 

结果：将含24／zmol／L ATO的瘤细胞悬液注射前房后 ，前 

房内出现混浊的时间平均为 6d(对照组为 2d)，明显延 

长(T=9．487，P<0．01)，前房 内新生血管形成时间平均 

为 13．8d(对照组为 9．7d)，也明显延长(T=5．212，P< 

0．01)；无 ATO干预组肿瘤组织 NGF平均含量为2．1 g／L， 

ATO干预组为 3．1 L，ATO干预组肿瘤组织 NGF含量 

增加(T=3．544，P<0．05)；无 ATO干预组肿 瘤组织 

VEGF平均含量为 2．6~xg／L，ATO干预组为0．9ng／L，ATO 

干预组肿瘤组织 VEGF含量显著降低(T=27．8，P<0．O1)。 

结论：ATO能够显著延长 SO．Rb50瘤细胞悬液注射后前 

房内出现混浊的时间及新生血管形成时间，促进肿瘤组织 

的 NGF表达，同时抑制肿瘤组织的 VEGF表达。 
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0引言 

三氧化二砷(ATO)在祖国医学中它曾被用于治疗恶 

性肿瘤等多种疾病。国内外用 ATO成功治愈急性早幼粒 

细胞白血病(A PI|)的成果报道以来，我 国采用治疗儿童 
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APL已经获得成功 ，同时 ATO对消化 、呼吸、生殖系统 的 

实体肿瘤的抑瘤作用的研究也 已经广泛开展。视网膜 

母细胞瘤 (retinoblastoma，RB)是婴幼儿最常见的眼内恶 

性肿瘤 ，是造成儿童死亡的重要原 因，即使摘除眼球可 

能也无法延长患儿生命。我们观察 ATO对植入动物前 

房内 SO—Rb50瘤细胞表达神经生长凶子(NGF)和血管 

生长因子(VEGF)的影响如下。 

1材料和方法 

1．1材料 出生 14d SD幼 鼠 10只(广东省动物 中心)， 

SO—Rb50瘤细胞株(中山大学眼科 中心病理科提供 )，三 

氧化二砷(Sigma)，RPMI 1 640培养基(Gibco)，胎牛血清 

(杭州四季青)，NGF ELISA试剂盒(USA RapidBio)，VEGF 

ELISA试剂盒(USCN Life)，酶标仪(Thalm MK3)。 

1．2方法 参照文献[1]以 RPMI 1 640完全培养液培养 

SO—Rb50瘤细胞株，置于 37℃，50mL／L CO，培养箱，充分 

扩增细胞 至对数生 长期，取培养 细胞置 于离心管 巾， 

1 000r／rain离心 5rain，弃上清 ，加入完全培养液 ，调整细胞 

浓度至 5×10 ／L，加入 ATO，使终浓度为 241．zmol／L。出生 

14d的SD幼鼠 10只，体质量 200±22g，用 20g／L戊 巴比 

妥钠，按照 2．3mL／kg肌注麻醉 ，任选 1眼前房内注射含 

ATO的细胞悬液0．03mL，另 1眼前房内注射无 ATO的细 

胞悬液0．03mL作为对照。每 日裂隙灯下观察幼鼠眼前 

房中灰白色混浊组织形成，以及新生血管形成情况。分析 

ATO影响 SO—Rb50瘤细胞在 SD幼鼠前房内引起的反应 

的时间的差异性。前房接种 RB瘤细胞后 20d，核瘤幼 鼠 

麻醉后 ，2组各完整取出 4眼球 ，中性福尔马林同定 24h 

后，常规脱水 ，石蜡包埋 ，切 片行 HE染色。眼前房接种 

SO—Rb50瘤细胞后 20d，按照接种 SO—Rb50细胞是否含 

ATO分为 2组，将 SD幼鼠麻醉后，每组各取 6眼，切开角 

膜 ，取出前房内的絮状混浊组织。将两组前房取出的组织 

分别置于玻璃匀浆器中，按照每 20mg组织加入 200~L组 

织匀浆 液，在 冰浴 中匀 浆后 ，在 4℃，12 000r／min离心 

10min，取上清用于酶活性及细胞因子含量的测定。 

1．2．1 NGF含量的测定 含4 000～31．25ng／L NGF的倍 

比稀释共 8个标准样品各 100~L分别加入酶标板反应孔 ， 

前房组织匀浆上清各 100 LLL加入反应孔 ，37℃反应 90rain 

后 ，弃去液体并每孔加入配制好的清洗缓冲液 350~L，清 

洗 5次后，每孑L加人 100 L Biotin抗 NGF抗体溶液，37cc 

反应 60min后再洗板 5次，甩 干后每孔加入 IO0~L HRP 

溶液 37qG反应 30rain，再次洗板 5次，甩干后依序每孔加 

入 100~L TMP染色溶液，37℃避光反应 15min后加入终 

止溶液 100~L终止反应，酶标仪检测各样品 A492nm值。 

按照倍 比稀释的8个标准品的 NGF浓度为横坐标，A值 

为纵坐标绘出标准曲线，计算 出直线回归方程式，根据细 

胞培养液样品的 A值计算出样品中的 NGF浓度。 

1．2．2 VEGF含量的测定 在酶标板上分别设定空白孔 ， 

含 1 000～15．6ng／L VEGF的倍 比稀释共 7个标准样 品 

孑L，样品空 白对照孔 ，以及两组前房组织匀浆上清样品孔 ， 

各孔分别加入相应的样 品溶液 100~L，37oC反应 120min 

后，弃去液体并在每孔加入 tO0~L检测溶液 A，37℃反应 

60min，之后洗板 3次，每次 2min，甩干后每孔加入 100 L 

检测溶液 B，37℃反应 60min，再次洗板 5次，每次2rain，甩 

干后依序每孔加入 90txL底物溶液，37o【=避光反应 20min 

后加入终 止溶液 501~L终止反应 ，酶标 仪 测 量各 样 品 

A450nm值。按照倍 比稀释的 7个标准 品的 VEGF浓度 

为横坐标 ，A值为纵坐标绘出标准曲线 ，计算出直线回归 

方程式 ，根据前房组织样品的 A值计算 出样品的 VEGF 

浓度。 

统计学分析：利用 SPSS 11．0统计软件分析 ATO对 

SO—Rb50瘤细胞在 SD幼 鼠前房 内生 长情 况及组织 中 

NGF，VEGF的影响。 

2结果 

2．1肿瘤细胞在幼鼠前房 内生长。无 ATO的 FIB瘤细胞 

接种眼 接种 1d后 3眼前房内可见混浊，3d后全部的眼 

前房内可见混浊，平均出现混浊时间为2±0．82d；接种 8d 

后 4眼前房混浊组织前方和／或角膜内表面 出现新生血 

管 ，12d全部的眼前房混浊组织和／或角膜 内表面出现新 

生血管，平 均出现新生血管 的时间为 9．7±1．8d。含 

24~mol／L ATO的 RB瘤细胞接种眼在 4d后开始有肿瘤 

生长的迹象，1眼前房内可见混浊，7d后全部的眼前房内 

可见混浊，平均出现混浊时间为 6±1．1d；12d起 3眼前房 

混浊，前房及角膜 内表面出现新生血管，16d全部的眼前 

房及角膜内表面出现新生血管，平均出现新生血管的时间 

为 13．8±1．7d。统计学 t检验分析，在 14d SD幼鼠的前 

房接种含有 24p~mol／L ATO的 SO—Rb50瘤细胞，比接种不 

含有 ATO的 SO-Rb50瘤 细胞成瘤时间明显延长 (T= 

9．487，P<0．01)，新生血 管形成 时 间明显延 长 (T= 

5．212，P<0．01)，适当浓度的 ATO对 SO—Rb50瘤细胞在 

SD幼鼠前房内生长具有显著的抑制作用。 

2．2 NGF含 量变化 8个倍 比浓度 的 NGF标准 品在 

492nm的 A值分别为 0．006，0．012，0．020，0．028，0．030， 

0．040，0．046和 0．063。经过统计学分析，标准品的浓度 

与相应的 A492呈线性正相关(r=0．914，F=30．35，P= 

0．002)，有统计学意义。经过线性 回归，拟合回归方程为： 

A492=0．O1833+1．235 X 10 浓度 ；残差标准差为0．004， 

经 t检验 T=5．007，P=0．02；回归系数标准差为 0．000， 

经过 t检验 T=5．509，P=0．02，均有统计学意义。反应样 

品测量的 A492nm值均数通过 回归方程计算出对应反应 

样品的 NGF浓度，根据稀释 比例计算 出各样品实际的 

NGF含量 ，无 ATO干预组 肿瘤组 织 NGF平均 含量 为 

2．1 g／L，ATO干预组为3．1 g／L，统计学 t检验分析，T= 

3．544，P<0．05，ATO干预组肿瘤组织 NGF含量增 加， 

ATO促进肿瘤组织的 NGF表达。 

2．3 VEGF含量变化 7个倍比浓度的 VEGF标准品与不 

含 VEGF的样 品在 450nm 的 A值分 别为 0．75，0．095， 

0．127．0．126，0．156，0．236，0．333和 0．744。经过统计学 

分析 ，标准品的浓度与相应的 A450nm呈线性正相关，r= 

0．991，P<0．01，有统计学意义。经过线性回归，拟合回归 

方程为：A450nm=0．08018+6．325 X 10 浓度；残差标准 

差为0．014，经 检验 t=5．779，P=0．01；回归系数标准 

差为 0．000，经过 t检验 T：18．610，P<0．0l，均有统计学 

意义。反应样品测量的 A450nm值均数通过回归方程计 

算出对应反应样品的 VEGF浓度 ，根据稀释比例计算出各 

样品实际的 NGF含量，无 ATO干预组肿瘤组织 VEGF平 

均含量为539ng／L，ATO干预组为 76ng／L，统计学 t检验 

分析 ，T=27．8，P<0．01，ATO干预组肿瘤组织 VEGF含量 

显著降低 ，ATO明显抑制 VEGF表达。 

2．4肿瘤组织变化 摘出的眼球中可见肿瘤组织位于前 

房 ，肿瘤细胞体积较小 ，核大 、深染 ，胞质少，可见肿瘤组织 

在晶状体内生长，并破坏晶状体组织，细胞可见坏死(图 1)； 

前房中的混浊絮状的肿瘤组织 ，位于品状体与角膜之间， 

1869 
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图 1 幼 鼠 眼 内肿 瘤 组 织 病 理 ( H E X 1 0 0 )

图 2 幼 鼠 眼 内混 浊 絮 状 组 织 病 理 ( H E × 4 0 )

瘤 细胞 体 积 较 小 ， 核 大 、 深 染 ， 胞 质 少 ， 可 见 纤 细 的 纤 维 组

织 及 新 生 血 管 分 布 在 肿 瘤 组 织 中 ( 图 2 ) 。

3 讨 论

A T O 是 中药 砒 霜 的 主 要 成 分 ，
2 0 世 纪 7 0 年 代 我 国 学

者 首 先 使 用 治 疗 复 发 性 和 难 治 性 A P L
， 并 取 得 了 5 2 ％ ～

9 2 ％ 的 完 全 缓 解 ， 目 前 砷 剂 已 成 功 地 应 用 于 A P L 的 治

疗
忆 J

。 近 年来 研 究 表 明 A T O 除 了 能 治 疗 J『Ⅱ液 系 统 疾 病 ，

对 多 种 恶 性 实 体 瘤 如 消 化 系统 的 胃癌 、 食 管 癌 、 肝 癌 、 结 肠

癌 、 胰 腺 癌 ， 呼 吸 系统 的肺 癌 、 鼻 咽 癌 、 口 腔 鳞 癌 ， 生 殖 系 统

的 卵巢 癌 、 宫 颈 癌 、 乳 腺 癌 、 前 列 腺 癌 以 及 恶 性 淋 巴 瘤 等 均

有 不 同程 度 的抗 肿 瘤 作 用 。 它 的 抗 肿 瘤 机 制 主 要 在 于 诱

导 肿 瘤 细 胞 凋 亡
。 “

、 同 时 诱 导 肿 瘤 细 胞 的 分 化
” ’

⋯

， 抑 制

肿 瘤 细 胞 增 殖
0 ’

。 。

、 转 移 ， 以 及 抑 制 肿 瘤 血 管 的 生 成 等 。 在

眼 科 学 研 究 中 发 现 ，

一 定 剂 量 的 A T O 直 接 作 用 于 裸 鼠 腋

下 皮 下 的 脉 络 膜 黑 色 素 瘤 移 植 瘤 ， 可 以 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡

及 直接 导 致 细 胞 坏 死 来 抑 制 肿 瘤 的 生 长
。⋯

。 大 多 数 的 恶

性 黑 色 素瘤 细 胞 中 端 粒 酶 的 活 性 高 表 达
““

， 而 良性 肿 瘤

和 正 常 组 织 中端 粒 酶 的 检 出率 仅 为 4 ％
⋯ 。

左 右 ，
A T O 可 以

抑制 A 3 7 5 黑 色 素 瘤 细 胞 的 端 粒 酶 活 性 ， 这 对 抑 制 恶 性 黑

色 素 瘤 细 胞 的 生 长 繁 殖 有 重 要 临 床 意 义 。 视 网 膜 母 细 胞

瘤 是 婴 幼 儿 最 常 见 的 眼 内恶 性 肿 瘤 ， 发 病 早 ， 可 侵 及 单 眼

和 双 眼 ， 对 视 力 的 损 害 极 大 ， 并 可 危 及 生 命 。 南 于 R B 多

发 于 3 岁 以 下 的 婴 幼 儿 ， 致 使 其 难 以 被 早 期 诊 断 发 现 ， 冈

此 ， 就 诊 的 患 儿 多 处 于 中 晚 期 ， 使 R B 治 疗 相 当棘 手 。 目

前 ， R B 的 治 疗 措 施 主 要 包 括 手 术摘 除 眼 球 、 放 疗 、 化 疗 等 ，

但这 些 治疗 措 施 都有 其 一 定 的 局 限 性 ， 因此 寻 找 新 的 药 物

治疗 手 段 成 为 临 床 工 作 的 当 务 之 急 。 在 相 关 的 体 外 杀 伤

实验 中我 们 发 现 ，
A T O 浓 度 > 2 4 m m o l ／L 时 ， 对 体 外 培 养 的

S O — R b 5 0 瘤 细 胞 的增 殖 有 明 显 的 抑 制 作 用 ， 且 抑 制 作用 与

1 8 7 0

A T O 的 浓 度 成 正 比 ， 在 小 于 该 浓 度 时 则 对 瘤 细 胞 的 增 殖

无 明显 作 用 。 根 据 这 一 结 果 ， 我 们 观 察 了 2 4 m m o l ／L 对 人

S O — R b 5 0 瘤 细 胞 在 出 生 2 w k 的 S D 幼 鼠前 房 内 的 生 长 性 的

影 响 。 根 据 文 献 提 示
” “

：S 0 一 R b 5 0 瘤 细 胞 与 晶 状 体 上 皮

细 胞 、 皮 质 纤 维 及 囊 膜 体 外共 同培 养 ，
R B 瘤 细 胞 改 变 悬 浮

生 长 方 式 ， 不 仅 附着 在 品状 体 上 皮 细 胞 上 贴 壁 生 长 ， 也 可

在 囊 膜 上 生 长 繁 殖 。 在 本 实 验 中 ， 我 们 可 以 看 到 S O — R b 5 0

瘤 细 胞 主 要 在 s D 幼 鼠 的 前 房 及 晶 状 体 内生 长 ， 肿 瘤 细 胞

的 生 长 形 成 前 房 内絮状 的 混 浊 物 ， 肿 瘤 在 晶状 体囊 膜 下 生

长 ，浸 润 上 皮 ， 引起 晶状 体 的混 浊 ， 并 且 造 成 前 房 及 角 膜 内面

大量 的新 生 血 管形成 ，但 A T O 显 然延 缓 了这 些 改变 的发 生 。

肿 瘤 血 管 生 成 是 肿 瘤 恶 性 生 长 、 浸 润 和 转 移 的形 态 学

基 础 且 与 预 后 密切 相 关 。 激 活 内 皮 细 胞 释 放 细 胞 因 子 能

刺 激 肿 瘤 细 胞 生 长 ， 而 肿 瘤 细 胞 释 放 内 皮 生 长 因 子 ( 如

V E G F ) 促 进 血 管 内皮 增 殖 生 长 ， 形 成 肿 瘤 血 管 。 研 究 表 明

A T O 对 人 乳 腺 癌裸 鼠移 植 瘤 组 织 中 的 V E G F 表 达 有 抑 制

作 用
” ⋯

， 用 A T O 处 理 白血 病 细 胞 株 H L E 能 使 其 V E G F 表

达 下 降
。” 。

。 本 研 究 的结 果 显 示 ，
A T O 明 显 降低 S D 幼 鼠 眼

内肿 瘤 组 织 中 的 V E G F 的 含 量 ， 这 与 肿 瘤 细 胞 生 长 引 起 的

前 房 及 角 膜 内表 面 出 现 新 生 血 管 时 间 延 迟 相 吻 合 ， 新 生 血

管 是 促 使 R B 肿 瘤 快 速 生 长 扩 增 的 重 要 冈 素 ， 抑 制 新 生 血

管 能够 有 效 的 抑 制 肿 瘤 生 长 。 研 究 同时 显 示 A T O 促 进 肿

瘤 组 织 中 N G F 含 量 明 显 上 升 ， 视 网 膜 母 细 胞 是 一 种 较 原

始 神 经 细 胞 ， 它 本 身 能 够 分 化 为 视 网 膜 的 神 经 细 胞 ， 并 产

生 神 经 生 长 因 子 及 神 经 营 养 冈 子 等 一 系 列 的 神 经 细 胞 因

子 ，
N G F 含 量 的上 升 有 可 能 预 示 着 肿 瘤 细 胞 的 分 化性 提 高 ，

对 肿 瘤 预 后 是 否 有 一 定 的 积 极 作用 尚有 待进 一 步 的研 究 。
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