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摘要 目的：研究三氧化二砷（As2O3）对人口腔鳞癌 A431细胞生长的抑制作用，探讨其抗肿瘤的机制。方法：合成特异性靶向到肿
瘤细胞表面表皮生长因子受体（EGFR）的近红外荧光分子对比剂 EGF-Cy5.5，验证试剂合成的靶向特异性。口腔鳞状细胞癌
A431细胞系暴露于浓度分别为 0 滋M，0.5 滋M，2.5 滋M和 5.0 滋M的三氧化二砷溶液中 0，24 h，48 h和 72 h。共聚焦显微镜、流式
细胞仪及免疫组化证实 EGFR的表达水平，上述实验均测量三次，结果取平均值。结果：EGF-Cy5.5靶向荧光对比剂的标记率为
68%~70 %。对比对照组，越高浓度的三氧化二砷处理的肿瘤细胞其获得的细胞荧光信号强度越小，这与药物浓度越高细胞表面表
达 EGFR的量越少相一致。流式细胞仪显示，在 72小时，作用于细胞的三氧化二砷药物浓度分别为 0.5 滋M，2.5 滋M，和 5.0 滋M，
其相对应获得的细胞 EGFR表达量分别为 57.28± 3.2 % (P<0.05), 29.91± 2.2 % (P<0.01)和 10.73± 2.4 % (P<0.01)，明显低于对照
组的细胞 EGFR表达量 74.42± 1.8 %,（P <0.05)。结论：本研究应用近红外荧光分子成像的方法体外检测口腔鳞状细胞癌 A431的
EGFR表达水平，实验证明三氧化二砷对其 EGFR具有明显的抑制作用，且抑制作用具有时间 -剂量依赖性。
关键词：三氧化二砷（As2O3）；口腔鳞状细胞癌（OSCC）；表皮生长因子受体（EGFR）；近红外光学成像（NIR）
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Effects of Arsenic Trioxide on EGFR Expression of Oral Squamous
Cell Carcinoma A431 Cell*

This study was to investigate the inhibitory effect and mechanism of Arsenic Trioxide (As2O3) on oral
squamous cell carcinoma A431 cell. EGF-Cy5.5 was synthesized according to our previous report and was used as a tumor
cellular EGFR specific imaging agent. A431 were exposed to 0 滋M, 0.5 滋M, 2.5 滋M, or 5 滋M of As2O3 for 0 h, 24 h, 48 h and
72 h. Confocal microscopy and flow cytometry and cell immunohistochemical staining confirmed EGFR expression. All the studies were
measured 3 times and the results were presented as mean. The labeling rate of targeted fluorescent contrast agent EGF-Cy5.5 was
68 % to 70 %. , less intense cellular fluorescence signal was observed in cells treated with higher concentration of As2O3 compared
with control cells, consistent with the lower levels of EGFR expression in treatment cells. Flow cytometry showed the cellular EGFR
expression was 57.28± 3.2 % (P<0.05), 29.91± 2.2 % (P<0.01), and 10.73± 2.4 % (P<0.01) in cells treated with 0.5 滋M, 2.5 滋M, and
5.0 滋M As2O3, respectively, which were significant lower than the control group (74.42± 1.8 %, P<0.05) at 72 hours. This
study assessed by NIR molecular imaging that the EGFR expression of OSCC A431 cell and demonstrates the inhibition effect of
OSCC response to As2O3 treatment in dose-dependent characteristics.

Arsenic Trioxide (As2O3); Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC); Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR); Near
Infrared Imaging (NIR)
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前言

口腔鳞状细胞癌（OSCC）是十大常见癌症之一 [1]，目前是

口腔中最常见的恶性肿瘤[2]。尽管在过去三十年中其诊断和治

疗得到发展，但口腔鳞状细胞癌的预后仍不尽人意，主要表现

在其复发率高，常见淋巴结转移。其五年的平均存活率不到 60%[3]。

目前，外科手术治疗是口腔鳞状细胞癌的主要治疗方式。然而，

仅有一小部分患者手术治疗后获得痊愈，因为大部分术后患者

易罹患局部晚期或转移性疾病，还有一些术后患者导致明显的

颜面毁容。有效的减积手术治疗或治疗口腔鳞状细胞的药物疗
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法是首选，特别适合应用在那些不适合外科手术切除的患者。

不幸的是，口腔鳞状细胞癌对大多数传统的化疗药物有耐药

性。

三氧化二砷(As2O3, TRISENOX)是被最广泛应用和研究的
砷剂抗癌药[4]，是一种可以有效治疗复发性或疑难性急性早幼

粒细胞白血病(APL)的化疗药[5-7]。大量的临床前实验已经证明

三氧化二砷也可以有效地治疗实体肿瘤，如：肝癌[8]、肺癌[9]、卵

巢癌[10]、消化系统[11]、前列腺癌[12]、鼻咽癌[13]及口腔癌[14]等。然而，

三氧化二砷抑制肿瘤细胞生长及诱导其凋亡的抗癌机制未完

全清楚[15]。本实验进一步从体外实验方面研究三氧化二砷对口

腔鳞状细胞癌细胞 A431的表皮生长因子受体的表达，并探讨

其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料
人类表皮样癌 A431细胞系由中国上海科学院生物化学

与细胞生物学研究所提供。三氧化二砷溶液（Sigma公司，美

国）。Dulbecco 改良的 Eagle 培养基（DMEM）（ Invitrogen 公

司，美国），胎牛血清（Gibco 公司，美国），N- 羟基琥珀酰亚胺

（NHS）酯（GE Healthcare，美国），人类表皮生长因子重组体
hEGF及 EGF（ ImClone系统，美国）。单克隆兔抗人表皮生长

因子受体抗体（Santa Cruz Biotechnology，美国），生物素化的山

羊抗兔 IgG（Southern Biotechnology Associates，美国），链霉素

过氧化物酶试剂（Histofine试剂盒；Nichirei公司，日本）。
1.2 方法
1.2.1 荧光探针合成 表皮生长因子受体的特异性靶向近红外

荧光剂，EGF- Cy5.5，通过单官能团的 N- 羟基琥珀酰亚胺

（NHS）酯（CY5.5），将人类表皮生长因子重组体 hEGF同 Cy5.

5荧光染料(Amersham Biosciences)进行标记，技术操作根据我

们以往报道的实验设计[16]。实验主要步骤，在 4℃的暗室内，将
EGF (35 mg, 233.45 nmol)与 Cy5.5-NHS (4.2 mg, 1242.5 nmol)

混合在 3 ml的水中 2小时，然后加入 5 %的乙酸（HOAc）3 ml

终止反应。制备成的 EGF-Cy5.5装在 PD-10一次性管内冻干、

重新悬浮在 1毫克 /毫升浓度的盐水溶液内，然后贮存在 -20 ℃

的暗室内备用。

1.2.2 体外细胞学实验 人类表皮样癌 A431 细胞高表达
EGFR [17],在 Dulbecco改良的 Eagle培养基（DMEM）中获得和

培养，并加入 10 %（V / V）胎牛血清。在这一系列实验中，所有

细胞都是在 37℃，空气 /二氧化碳（19:1）的湿度条件下进行

的。A431细胞接种于平底 24孔微量滴定板的盖玻片上，密度

为 1 × 105细胞 /孔。接种后 24小时，用磷酸盐缓冲盐水（PBS

，pH 值 7.2）冲洗细胞 3 次，然后用生理盐水稀释的三氧化二
砷溶液处理细胞 0 h, 24 h, 48 h,或 72 h，其三氧化二砷溶液浓

度分别为 0 滋M, 0.5 滋M, 2.5 滋M, 5.0 滋M。药物处理后，所有的

细胞用磷酸盐缓冲盐水冲洗 3次。
1.2.3 细胞免疫组化观察 细胞 EGFR的表达是通过免疫组织

化学法评价。简而言之，固定在 4 %的多聚甲醛中的细胞放入
4 ℃的磷酸盐缓冲溶液中 25分钟，然后再用磷酸盐缓冲溶液

冲洗三次。阻断 30分钟，以减少非特异性抗体结合后，单克隆

兔抗人表皮生长因子受体抗体（1:200，羧基末端）与细胞共同

培养在 37 ℃下 2 h，然后用磷酸盐缓冲溶液冲洗 3次除去未结

合的配体。接下来，用生物素化的山羊抗兔 IgG处理细胞，然后

加入链霉素过氧化物酶试剂。最后，加入作为色原体的二氨基

联苯胺（DAB）和 1 %的过氧化氢酶，并用苏木精复染细胞。用

配有尼康 DXM 1200数码相机的尼康 E800显微镜进行成像。

1.2.4 荧光显微镜检测 经处理后的细胞培养在暗室、37℃，
500 滋L的 EGF - Cy5.5溶液中（最终浓度为 20 nM）30分钟。培

养后，所有细胞用磷酸盐缓冲液冲洗 3次。肿瘤细胞的荧光显

微镜（近红外二极管光源和过滤器配备了奥林巴斯显微镜）检

测，通过视觉确认 EGF- Cy5.5的吸收。使用二脒基 -苯基 -吲

哚（DAPI）染色细胞核。在微观图像，EGF- Cy5.5 是伪红色

（680- 710 nm发射光谱），而 DAPI是伪蓝色（461 nm发射光

谱）。

1.2.5 流式细胞分析 与 A431细胞与 EGF- Cy5.5共同孵育 4

小时后，A431细胞加入胰蛋白酶溶液，用磷酸盐缓冲液离心淘

洗 2次使用流式细胞仪定量评估结合到 EGFR的 EGF - Cy5.5

的荧光强度。所有实验均重复 3次。
1.3 统计学分析

使用 SPSS18.0统计软件包对数据进行分析，时间和 As2O3

剂量对细胞 EGFR的表达效果采用析因设计的方差分析，数据

显示以均数± 标准差，P <0.05被认为有统计学意义。

2 结果

2.1 荧光探针的合成

人表皮生长因子是一种小分子多肽，其末端含有氨基

（NH2）基团，是一种碱性基团，可以同近红外靛青荧光素 Cy5.

5-NHS分子末端的酸性基团 n-羟基琥珀酰亚胺（NHS）基团发

生酰化反应，在催化剂的作用下合成本研究所需要的荧光探

针，合成后的化学结构式如图 1所示。

图 1 EGF-Cy5.5化学结构示意图

Fig. 1 Schematic diagram of EGF-Cy5.5 chemical constitution
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2.2 荧光探针的生物学活性判定的体外细胞学实验
2.2.1 细胞形态 在 100倍及 200倍倒置荧光显微镜下观察口

腔鳞状细胞癌 A431细胞的形态呈上皮型贴壁扁平生长，细胞

膜及细胞核显示清晰，细胞生长紧密旺盛。

2.2.2 流式细胞学检查测定 A431口腔鳞状细胞癌表皮生长因

子表达 图 2 显示通过流式细胞学方法检测 A431口腔鳞状
细胞癌 EGFR表达含量，其平均 EGFR阳性细胞表达百分比约

为 74.4± 1.8 %，即证实 A431细胞高表达 EGFR。

2.2.3 荧光探针结合 A431细胞 EGFR受体的特异性检测 图

3显示流式细胞学检测结果：按结合荧光探针的细胞所占受检

细胞的门控百分比技术，荧光标记的 A431百分比为（73.74 ±
2.45）%，（P < 0.05），证实 A431细胞可以结合 EGF-Cy5.5荧光

探针；而受体阻断竞争性抑制实验中，A431 细胞与过量的
C225充分孵育后，特异性封闭 EGFR受体，A431细胞内仅有

极微量的 EGF-Cy5.5荧光信号，表明 A431细胞对 EGF-Cy5.5

的摄取是依赖于细胞膜表面的 EGFR介导的。

图 2 A431口腔鳞状细胞癌细胞 EGFR表达流式细胞学检测

Fig. 2 The flow cytometry assay of EGFR expression of A431 OSCC cell line

图 4显示激光共聚焦显微镜直观成像 A431 细胞对荧光

探针的摄取，其中，由 DAPI标记的细胞核呈蓝色，近红外荧光

激发 /发射滤片选择 660/710 nm，发射荧光为红色（比例尺：A=

200微米；B=100微米）。与荧光探针共同孵育的 A431细胞内

见强烈的红色荧光信号，未孵育荧光探针的细胞内仅见蓝染的

细胞核，未见红色荧光信号。图像结果证实，EGF-Cy5.5荧光探

针是通过细胞膜表面表达的 EGFR特异性聚集在细胞浆内。
2.3 体外细胞学实验
2.3.1 细胞免疫组化和荧光显微镜检测结果 细胞用不同浓度

的三氧化二砷处理后 48小时，通过荧光显微镜肉眼观测 EGF-

Cy5.5的摄入量和细胞免疫组化法评估细胞 EGFR表达。图 5

中 A-D，代表不同组的荧光图像（比例尺 = 100微米），Cy5.5被

标记为红色，DAPI被标记为蓝色；E-H，代表细胞 EGFR细胞

免疫组化的图像（比例尺 = 100微米），二氨基联苯胺（DAB）表

现为棕褐色，代表 EGFR的表达，其中苏木显示为蓝色表示细

胞核。靶向到 A-431肿瘤细胞（图 5, A-D）的荧光显微镜显示探
针被摄入到细胞膜上和胞浆内。对比对照组细胞，三氧化二砷

治疗组的细胞均显示较低的荧光信号。并且，对比较低三氧化

二砷治疗浓度组的细胞（0.5 滋M），较高三氧化二砷治疗浓度组
的细胞（2.5 滋M或 5.0 滋M）其荧光信号强度降低。荧光信号强

度的变化反映了不同治疗组 EGFR的表达水平，同时，所得结

果被免疫组化显微镜所证实（图 5, E-H）。有趣的是，随着三氧

图 3 口腔鳞状细胞癌细胞同 EGF-Cy5.5特异性结合及受体阻断实验的流式细胞学检测

Fig. 3 The flow cytometry results for A431 OSCC cell lines incubation with EGF-Cy5.5 and block experiment

图 4口腔鳞状细胞癌细胞 A431同 EGF-Cy5.5特异性结合的激光共聚

焦成像

（比例尺: A= 200 滋m，B=100 滋m）

Fig.4 Fluorescence microscopy of probe-stained A431 OSCC cell line

( Scale bar: A= 200 滋m，B=100 滋m)
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化二砷 0 滋M到 5.0 滋M浓度的增加，在荧光和免疫染色图像

中细胞数目均减少，表明三氧化二砷抑制肿瘤细胞增殖的作用

呈剂量依赖性，如先前报道一致[18]。

2.3.2 流式细胞分析结果 不同浓度的三氧化二砷（0 滋M、0.5

滋M、2.5 滋M、5.0 滋M）对 A431 细胞作用 48 小时后，其流式细

胞检测结果平均分别为：75.07± 1.02 %、61.48± 2.5 %（P<0.

05）、41.81± 3.82 %（P<0.01）、19.27± 4.12 %（P<0.01），三氧化

二砷的治疗浓度越高，其可检测到的 A431细胞表面的 EGFR

表达越少（图 6）。不同浓度三氧化砷治疗前与治疗后 48小时，

肿瘤细胞表面 EGFR 表达量对比（图 7）（* P <0.05, **P <0.
01）。随时间变化，不同浓度的三氧化二砷（0 滋M、0.5 滋M、2.5

滋M、5.0 滋M）治疗后，流式细胞仪动态检测 EGFR细胞表达百

分比（* P <0.05，** P <0.01），所有的实验都重复进行三次，每

个数据代表平均值± 标准误。治疗前，三氧化二砷浓度为 0

滋M、0.5 滋M、2.5 滋M、5.0 滋M 的细胞 EGFR 的表达分别为
70.4± 1.3 %、73.4± 1.0 %、71.8± 1.5 %、70.9± 1.7 %，各组之间

没有明显差别（n=3, P>0.05）。随治疗时间（0 h、24 h、48 h、72 h）

的推移，治疗组 EGFR的表达逐渐减少，而对照组 EGFR的表

达却逐渐增加。进一步表明三氧化二砷抑制肿瘤细胞增殖的作

用呈剂量 -时间依赖性。

3 讨论

据我们所知，这是首次证明了用近红外光学成像的方法体

外监测三氧化二砷治疗口腔鳞状细胞癌，评价其对口腔鳞癌细

胞 EGFR表达的抑制作用。结果显示，在体外实验中，三氧化二

砷是抗口腔鳞癌 EGFR的有效药物，其药效呈剂量 -时间依赖

性，这与之前的研究结果相一致[19]。

虽然三氧化二砷最早是被批准作为治疗急性早幼粒细胞

白血病(APL)的有效化疗药，但促进三氧化二砷临床应用的热

情已经激发了将其应用在实体肿瘤的治疗中[20]。目前广泛接受

的三氧化二砷活性的抗癌机理是它可以诱导细胞凋亡，影响远

处信号传导通路，包括丝裂原活化蛋白激酶（MAPK），p53基

因，激活蛋白 -1和核因子 kappa B [21]。近期一些学者指出三氧

化二砷也可以抑制肿瘤细胞的 EGFR表达。用体外或离体的方

法，通过 EGFR -RAS- RAF -ERK1 / 2信号通路，激活 p21基

因，导致细胞死亡[19,22]。然而，通过近红外荧光成像的方法，检测

三氧化二砷治疗对口腔鳞状细胞癌 A431 细胞的作用及与
EGFR表达之间的关系，至今未见报道。

正如之前我们论证的：口腔鳞状细胞癌细胞摄取

EGF-Cy5.5是受 EGFR的调控，而荧光信号强度正与肿瘤细胞
EGFR的表达成比例[16]。相比对照组，三氧化二砷治疗组的细胞

荧光信号强度较低，荧光信号强度与三氧化二砷治疗的浓度呈

反比关系，这与免疫组织化学法所检测的治疗组肿瘤细胞的

EGFR表达情况相一致（图 1）。值得注意的是，随着三氧化二砷

浓度的增加（0 滋M到 5 滋M）肿瘤细胞数量减少，这在细胞荧光

图 5 细胞荧光成像及 EGFR免疫成像显示三氧化二砷对 A431

细胞 EGFR表达的影响

（比例尺 =100 滋m）

Fig. 5 Effects of As2O3 on A431 cell EGFR expression by cellular

fluorescent and immunostaining (Scale bar =100 滋m )

图 6 不同浓度三氧化二砷对A431细胞作用 48h的EGFR流式细胞检测

Fig. 6 The representative quantification of EGFR expression was assessed

using flow cytometry at 48 hours

图 7 三氧化二砷治疗前与治疗后 48h细胞 EGFR的表达对比

Fig. 7 48h post-treatment to pre-treatment cellular EGFR expression

comparison
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和免疫染色图像中均有体现，表明三氧化二砷对肿瘤细胞增殖

的抑制作用具有剂量依赖性，这与以前的报告相一致[23]。另外，

通过流式细胞学检测，三氧化二砷治疗组的细胞 EGFR表达呈

动态减少，表明三氧化二砷对 EGFR的抑制作用呈剂量 -时间
依赖模式（图 2）。

本实验结果具有一些临床意义。首先，近红外光学分子成

像 EGFR的表达，正如本实验阐述的，能够无创、敏感地检测口

腔咽部鳞状细胞癌，能被用于长时间地活体监测并指导三氧化

二砷的治疗。虽然近红外荧光探针的背景吸收率较低，但其诊

断价值常常受到组织穿透深度的挑战，而表浅肿瘤，如口腔鳞

状细胞癌正适合于原位病灶的诊断，这比活检和免疫组织化学

检测等传统方法早期诊断肿瘤并指导治疗的效果要好得多。其

次，直接光学分子成像根据活体 EGFR的时空表达，至少可以

提供半定量的信息。标准化 EGFR表达水平测量的机会，将会

适应改善的、循证的指导原则来评价和治疗口腔鳞状细胞癌。

特别是，当用传统细胞外对比剂成像检测时，肿瘤体积缩小通

常是对治疗有效的滞后性的反映，而此时应用针对 EGFR对治

疗的反应进行无创的靶向成像可以早期预测治疗的有效性与

否[24]。

本实验提出了一种论证 -理念，即，非创光学成像通过量

化 EGFR的表达，应用在评价三氧化二砷的治疗效果。三氧化

二砷抑制 EGFR 表达的机理可能是通过 EGFR -RAS- RAF

-ERK1 / 2信号通路，激活 p21基因，导致细胞死亡[19, 22]。然而，

肿瘤细胞 EGFR表达与三氧化二砷疗效之间的线性关系至今

不清，需要进一步实验证实。尽管初步临床前实验研究证实近

红外成像的有效性，但要想将这一技术真正转化到临床，可能

需要将原形 EGF-Cy5.5试剂进行修饰。选择 EGF受体拮抗剂

作为成像探针的靶向结合物会更好一些，这是因为 EGFR受体

拮抗剂可以避免激活 EGFR下游信号通路[25]。选择比荧光染料

Cy5.5波长更长的红外荧光染料有望增强荧光的组织穿透性，

如果能获得有关药品管理机构的批准将有助于加快临床实验[26]。

此外，今后的实验应考虑采用更加适当的数学分析模型来分析

成像数据，兼顾组织的非特异性结合和对比剂递送效率（如血

流、血管渗透率、血管密度和静脉压等）来改善活体受体成像数

据分析的准确率[27]。

近年来大量研究认为，三氧化二砷抗肿瘤的机制是通过多

靶点、多通路的联合作用。本实验研究应用 EGF-Cy5.5结合近

红外分子成像技术，在体外方面证实了三氧化二砷对口腔鳞状

细胞癌 A431细胞的抑制作用，并发现其作用机制可能与降低
EGFR的表达有关，但其具体机制及体内实验的验证还有待进
一步研究。
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