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亚砷酸钠对 HaCat细胞活力及磷酸化蛋白激酶 B表达的影响
Effect of sodium arsenite on cell viability and phosphorylated protein kinase B expression in HaCat cells
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摘要: 为探讨亚砷酸钠 ( NaAsO2 ) 对人角质形成细胞

( HaCat) 活力及蛋白激酶 B ( PKB /Akt) 磷酸化活化的影响，
本研究以 Alamar Blue 还原法检测 NaAsO2 ( 0，5，10，25，
50，100 μmol /L) 作用于 HaCat细胞 6 h 后细胞的活力水平;
并以Western blot法检测 NaAsO2 ( 0，25，50 μmol /L) 作用于
HaCat细胞 6 h后细胞中磷酸化蛋白激酶 B ( p-Akt) 的蛋白表
达情况。结果表明，NaAsO2 作用 6 h，Alamar Blue 还原率随
NaAsO2 染毒剂量的升高而显著下降，具有显著的剂量-效应关
系; NaAsO2 染毒组细胞内 p-Akt 表达水平与对照组相比均显
著提高，提示砷性肿瘤的发生可能与 p-Akt蛋白表达水平增高
有关。
关键词: 亚砷酸钠 ( NaAsO2 ) ; HaCat细胞株; 蛋白激酶

B ( PKB /Akt)
中图分类号: R994. 6 文献标识码: B
文章编号: 1002 － 221X( 2011) 06 － 0449 － 03

砷是经国际癌症研究总署 ( IARC) 研究确定的人类致癌
物，长期接触可引起肺癌和皮肤癌。砷作为一种致癌物具有
其特殊性，它是 IARC确认致癌物中唯有的 2 种未能在动物中
复制出致癌模型的物质。因此，大多数探讨砷致肿瘤发生机

制的实验研究主要是从砷对培养细胞的影响入手。目前研究
认为，砷本身不具有致突变作用，而是通过影响细胞内某些

信号转导通路、诱导癌基因表达等途径发挥致癌效应［1，2］。
蛋白激酶 B ( PKB /Akt) 是一个参与细胞生长及代谢的重

要激酶，其磷酸化活化与多种肿瘤的发生关系密切。目前，
关于 PKB /Akt对于砷致皮肤癌发生过程中的作用方面尚缺乏
详细报道。因此，本研究利用正常人皮肤角质形成细胞 HaCat
细胞株进行研究，探讨 NaAsO2 对 HaCat细胞 PKB /Akt磷酸化
活化的影响。
1 材料与方法
1. 1 主要试剂和仪器

NaAsO2 ( 纯度≥99. 0%，美国 Fluka 公司) ; DEME 培养
基 ( 美国 Hyclone公司) ; 胰蛋白酶 ( 美国 Hyclone公司) ; 胎
牛血清 ( FBS，美国 Hyclone公司) ; Alamar Blue ( 美国 Sigma
公司) ; Bio-Rad 蛋白测定试剂盒 ( 美国 Bio-Rad 公司) ;
PVDF膜 ( 美国 Millipore公司) ; Akt ［( C-20) : sc-1618］、p-
Akt ［( ser473-R］: sc-7985-R) 及 β-actin ( I-19: sc-1616) 抗
体均购自美国 Santa Cruz公司; 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
IgG ( ZB-2301，中杉金桥公司) ; ECL显色剂 ( 美国 Pierce 生
物技术公司) ; 预染蛋白 marker ( 美国 Fermentas公司) 。
超净工作台 ( SW-CJ-1FD，中国苏净集团安泰公司) ;

CO2 恒温培养箱 ( Hera cell 150，荷兰 Heraeus公司) ; 全自动
酶标仪 ( Labsystems Multiskan Ascent 354，芬兰 Labsystems 公
司) ; Western bolt 装置 ( Mini，美国 Bio-Rad 公司) ; 电泳凝
胶成像分析仪 ( IMAGER 5500，美国 ALPHA公司) 。
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1. 2 细胞培养
HaCat细胞株购自中科院上海细胞库，细胞常规培养于

DMEM培养基 ( 10% FBS，100 U /ml 青链霉素) ，在 5% CO2、
37 ℃条件下培养。
1. 3 细胞活力测定
将 HaCat细胞以 1 × 105 个 /ml密度接种于 96 孔板，待细

胞进入对数生长期后，分别以不同浓度 NaAsO2 ( 0，5，10，
25，50，100 μmol /L) 作用于 Hacat 细胞 6 h，每个浓度设 7
个复孔。待染毒终点，弃去培养液。向含细胞孔中每孔加入
含 10%Alamar Blue的培养液 200 μl。无细胞的 6 个对照孔分
为两组，每组 3 孔。分别是 Alamar Blue +培养基对照组和单
纯培养基对照组。37 ℃、5% CO2 培养箱中继续孵育 4 h 后，
以酶标仪分别于 540 nm 和 620 nm 测定 OD 值，并计算还原
率。测定应用软件为 Ascent lab system。最终实验结果以各染
毒组 Alamar Blue还原率与对照组 Alamar Blue还原率的相对比
值表示。Alamar Blue还原率的计算公式如下:
还原率 ( % ) = ( A540 － A620 × R) × 100
R = ( AA540 － AR540 ) / ( AA620 － AR620 )

AA540 : 波长 540 nm Alamar Blue + DMEM培养基的吸光度;
AR540 : 波长 540 nm时 DMEM培养基的吸光度;
AA620 : 波长 620 nm Alamar Blue + DMEM培养基的吸光度;
AR620 : 波长 620 nm时 DMEM培养基的吸光度;
A540 : 波长 540 nm时的样品吸光度;
A620 : 波长 620 nm时样品吸光度。

1. 4 p-Akt蛋白表达水平测定
1. 4. 1 蛋白提取及浓度测定 HaCat 细胞株接种于 10 cm 培
养皿，待细胞进入对数生长期后以 NaAsO2 作用于细胞，终浓

度分别为 0、25、50 μmol /L，染毒时间 6 h。待染毒终点，弃
去含砷培养液，PBS清洗 3 次，最后一次吸净 PBS，加入细胞
裂解液 ( 100 μl /皿) ，冰上裂解 30 min 后，用细胞刮收集细
胞，离心 ( 4 ℃，12 000 × g，5 min) 后取上清蛋白，以 Bio-
Rad试剂盒法测定蛋白浓度。
1. 4. 2 Western blot蛋白检测 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳后
进行蛋白表达水平检测。特异性一次抗体为抗 Akt ( 1∶ 500 稀
释) 、p-Akt ( 1∶ 500 稀释) 及 β-actin 抗体( 1∶ 1 000稀释) 。特
异性二次抗体为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG ( 1∶ 5 000
稀释) 。以 ECL液显色后，立即用凝胶成像分析仪对其进行
曝光显像，并用凝胶成像分析系统进行蛋白灰度值分析，最

终结果以各实验组的平均灰度值与对照组的平均灰度值的相

对比值表示。
1. 5 统计学分析
用 SPSS 13. 0 统计软件进行统计分析，对照组与各染毒组

间差异的比较采用单因素方差分析法 ( ANOVA) ，并以 LSD
法进行两两比较，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 NaAsO2 对 HaCat细胞活力的影响
不同浓度 NaAsO2 作用于 HaCat 细胞6 h后，各染毒组

Alamar Blue还原率均显著低于对照组 ( P ＜ 0. 01) ，细胞活力

随染毒剂量增高而下降，详见表 1。
表 1 NaAsO2 染毒 6 h后 HaCat细胞活力 ( x ± s，n = 7)

NaAsO2 ( μmol /L) 细胞活力 ( % )

0 100. 00 ± 1. 13
5 96. 40 ± 1. 05*

10 94. 29 ± 2. 52*

25 87. 90 ± 1. 97*

50 79. 86 ± 2. 58*

100 70. 95 ± 2. 34*

注: 与 0 μmol /L组相比，* P ＜ 0. 01。

2. 2 NaAsO2 对 p-Akt蛋白表达水平的影响
由图 1 可见，25 及 50 μmol /L NaAsO2 作用于 HaCat 细胞

6 h后，染毒组细胞内 p-Akt蛋白表达水平均显著高于对照组。

图 1 NaAsO2 染毒 6 h对 p-Akt蛋白表达水平的影响
3 讨论
近年来的研究发现，p-Akt高表达现象普遍存在于多种肿

瘤发生的过程中。有少量报道指出，砷致肿瘤的发生可能也
与 PKB /Akt的磷酸化活化有关。Liu 等［3］研究发现，低浓度
砷 ( 0. 01 ～ 1 μmol /L) 作用于乳腺上皮 MCF10A细胞株 72 h，
可显著激活 PKB /Akt，促进细胞周期从 G1 期向 S /G2 期进展，

诱导细胞周期蛋白 cyclin D1 表达，促进细胞增殖，并具有剂
量-效应和时间-效应关系。Wen等［4］将小气道上皮 SAEC细胞
分别进行短期 ( 0. 5、2. 0 μg /ml，3 个月) 及长期 ( 0. 5 μg /
ml，1 年) 砷暴露后，均发现细胞中 PKB /Akt 的磷酸化表达
水平显著增高，细胞增殖率及非锚定依赖生长能力显著增强，

提示砷致肺癌的发生可能与 PKB /Akt 有关。Zhang 等［5］将小
鼠上皮 JB6 细胞株暴露于 2 μmol /L NaAsO216 周，发现磷酸化
PKB /Akt及其下游效应因子 p70S6K 的表达水平均显著增高，
同时细胞增殖及恶性转化水平增高。但到目前为止，关于
PKB /Akt在砷致肿瘤发生过程中作用的研究报道相对较少。

为探讨砷致皮肤癌的发生是否与 PKB /Akt 的磷酸化活化
有关，本研究以正常人皮肤角质形成细胞 HaCat 细胞株进行
研究，探讨 NaAsO2 对 HaCat细胞中 PKB /Akt磷酸化活化的影
响。结果发现: 25 及 50 μmol /L NaAsO2 作用于 HaCat细胞6 h
后，细胞内 p-Akt 的蛋白表达水平均显著高于对照组，提示
NaAsO2 能诱导 HaCat 细胞 p-Akt 蛋白的表达，说明砷致皮肤
癌的发生可能与 PKB /Akt 的磷酸化活化有关。但砷暴露下，

活化的 PKB /Akt如何通过调节其下游调控凋亡、调控细胞周
期的信号因子及转录因子参与砷性皮肤癌的发生过程还有待

进一步研究。
( 下转第 454 页)
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疗卫生机构取得了职业健康检查资质，并开展了相应的工作，

在扩大职业健康检查的范围和覆盖率、保护劳动者的健康等
方面取得了一定成绩。为了全面了解我市职业健康检查机构
的工作质量，2009 年 12 月市卫生局组织专家对 8 家职业健康
检查机构进行了督导检查，现报告如下。
1 调查方法
以调查表形式，对职业健康检查机构的工作量，仪器设

备情况，健康检查过程的质量控制，个体报告、总结报告的
规范性进行调查，并随机抽取了部分 X 线胸片，对职业病网
络直报进行了现场检查。
2 结果
2. 1 基本情况
被调查的 8家机构，有 1 家为综合医院，7 家为厂矿职工

医院，医院规模、专业技术人员数、专职职业病防治人员数、
仪器设备基本可满足体检需要，8家均未取得职业病诊断资质。
2. 2 存在的问题
2. 2. 1 超出批准范围进行了职业健康检查的有 4 家，项目包
括甲醇作业、电离辐射作业、锰作业、苯胺作业、氢氟酸作
业等。
2. 2. 2 对职业危害种类界定不清或错误的有 2 家，如体检时
将接害种类描述为酸碱作业、煤气作业、刺气作业、有害气
体、有机溶剂等; 还有的机动车驾驶员不按特种作业 ( 职业
机动车驾驶作业) 而按汽油作业体检; 电工作业按有机溶剂

体检项目体检; 电镀作业按镉作业检查，未按铬作业检查，

因此未作皮肤和鼻科检查; 电焊作业没有按锰接害因素检查，

而按铅作业检查。
2. 2. 3 体检表中的检查内容、个体结论、总结报告书写不够
规范的有 6 家，主要有不按规范中所确定的目前未见异常、
复查、疑似职业病、职业禁忌证、其他疾病或异常 5 种结论
出具体检报告，没有复查的建议，也没有复查的结论。有的
机构高温作业岗位的 2 级、3 级高血压患者既未建议复查，也
未列为职业禁忌证; 对噪声作业上岗前体检达到职业禁忌证

标准而未识别，还有的电测听结果计算方法错误，结论和电

测听图不符或不进行年龄修正就判定为感音性聋; 有的进行

苯、噪声、粉尘作业职业健康体检时依据的标准是修订前的
旧标准，有 1 家直接出具了噪声聋的结论。
2. 2. 4 X线胸片达不到尘肺诊断质量的有 6 家机构，主要是
所拍胸片灰雾度大，锐利度不佳，有 1 家的胸片无胸片号，
有异物影，还有 1 家医院的胸片均为废片。

2. 2. 5 电测听室的设计有缺陷，有 1 家体检机构测听室的墙
壁大部分使用了玻璃隔断，隔音效果达不到要求，还有的单

位用于体检的部分设备没有经过质量技术监督局的鉴定。
2. 2. 6 有 3 家职业健康检查机构不申请“健康危害因素监测
信息系统”网络直报的账户和密码，体检信息没有进行网络
直报。
3 结论和建议
通过调查发现，我市取得职业健康检查资质的 8 家非疾

控体系的医疗机构，仪器设备等条件与临床检查检验能力基

本能满足其申请的职业健康检查资质要求。存在的问题主要
是这些机构的专业技术人员在职业健康检查方面的业务能力

偏低，尤其是主检医师的专业水平。这些职业健康检查机构
中大多没有从事过职业病防治工作 3 年以上的中级以上职称
的专业人员 ( 8 家中仅有 1 家有专职的具有主治医师以上职
称的职业病医师) ，体检和出具体检报告的医师，大多为没有

经过专业培训的临床医师，对职业病防治有关的法律法规和

标准不熟悉，职业健康监护的目的不清楚，个别的将职业健

康体检混同于一般的健康检查，没有起到早期发现职业病、
职业健康损害和职业禁忌证的作用，更谈不上跟踪观察职业

病及职业健康损害的发生、发展规律及分布情况，尤其是不
能起到评价职业健康损害与作业环境中职业病危害因素的关

系及危害程度、识别新的职业病危害因素和高危人群的作用。
当前我国的职业危害形势仍然十分严峻，仅仅依靠疾控

体系来完成庞大的职业健康体检有困难，如何规范和管理非

疾控体系从事职业健康体检的医疗机构的理念和技术行为，

使他们在职业健康体检工作中真正起到 ( 1) 及时发现职业禁
忌证，筛选职业危害易感人群; ( 2) 及时发现职业性健康损
害，评价健康变化与职业危害因素的关系; ( 3 ) 及时发现、
诊断职业病，以利及时治疗或安置职业病人; ( 4) 为职业危
害评价、职业危害治理效果 ( 干预措施效果) 评价提供科学
依据; ( 5) 进行目标干预; ( 6) 为行政执法提供证据的作用
就彰显重要。建议卫生行政部门和监督部门制定定期培训、
考核和检查的长效机制，加强专业人员的职业道德和技术素

养建设，提高职业卫生服务的质量和效益，对检查考核中达

不到要求的要限期整改，仍无效的要取消其相应的资质，对

出具不正确体检结论的，尤其是对接害职工或用人单位造成

损失的责任医师和有关领导要给予相应的处罚。只有这样，
职业健康检查工作才能健康有序地发展，职业健康检查机构

才能真正成为工人健康的守护神

櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥櫥
。
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