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摘要 ：

β
[背景] 砷是一种毒物，会影响细胞抗凋亡基因 BCL-2 及其蛋白质的表达，但砷对 BCL-2 不同
亚型转录本 BCL-2α 和 BCL-2 的影响尚无相关报道。

β
[目的] 研究砷及其代谢物一甲基胂酸（MMA）和二甲基胂酸（DMA）对人正常支气管上皮样细胞
（16HBE）和人肺腺癌细胞（A549）中 BCL-2 基因转录本 BCL-2α、BCL-2 及其总和 BCL-2T 的影响。

β

[方法] 将 16HBE 细胞和 A549 细胞经体外培养后随机分成 3 大组：等浓度的不同砷化合物
（MMA、DMA 和亚砷酸钠）单独染毒组（16HBE 细胞的处理浓度为 4.5 μmol·L–1

，A549 细胞为
60 μmol·L–1），不同浓度的亚砷酸钠单独染毒组（16HBE 细胞的处理浓度为 1.5、3.0、4.5 μmol·L–1

，

A549 细胞为 20、40、60 μmol·L–1）以及联合染毒组（即 MMA+亚砷酸钠、DMA+亚砷酸钠；
16HBE 细胞的染毒浓度分别均为 1.5 μmol·L–1 和均为 4.5 μmol·L–1

，A549 细胞的染毒浓度分别
均为 20 μmol·L–1 及 60 μmol·L–1），同时在各染毒组中均设立空白对照组。持续染毒 48 h
后采用实时荧光定量 PCR 检测两种细胞中 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的相对表达情况。

β

β

β

β

β β

β
β

β

β
β

[结果] 不同砷化合物单独染毒：16HBE 细胞在 4.5 μmol·L–1MMA 处理下，BCL-2α 和 BCL-2T 的
表达水平均低于对照组（q=3.27、2.93，均 P < 0.05），在 4.5 μmol·L–1 亚砷酸钠处理下 BCL-2α、
BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平均低于各自对照组（q=11.06、3.65、10.70，均 P < 0.05）。A549 细
胞在 60 μmol·L−1DMA�处理下 BCL-2T 的表达水平低于对照组（q=3.12，P < 0.05），在 60 μmol·L–1

亚砷酸钠处理下 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平均低于各自对照组（q=7.59、7.27、
8.06，均 P < 0.05）。亚砷酸钠单独染毒：16HBE 细胞在 1.5 μmol·L–1 亚砷酸钠处理下，BCL-
2α 的表达水平低于对照组，BCL-2 的表达水平高于对照组（q=6.06、11.92，均 P < 0.05）；在
3.0 μmol·L–1 亚砷酸钠处理下，BCL-2α 的表达水平低于对照组（q=12.72，P < 0.05）；在 4.5 μmol·L–1

亚砷酸钠处理下，BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平均低于各自对照组（q=15.72、6.79、
6.62，均 P < 0.05）。BCL-2α 的表达水平随亚砷酸钠浓度升高逐渐下降（Fα 趋势=144.80，P < 0.001），
BCL-2 和 BCL-2T 则在 1.5 ~ 4.5  μmol·L– 1 范围内呈剂量依赖性降低（F 趋势=135.40，FT 趋势=
38.24，均 P < 0.001）。在各浓度亚砷酸钠处理下 A549 细胞 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达
水平均低于各自对照组（均 P < 0.05）；且进一步趋势检验结果显示，BCL-2α、BCL-2 和 BCL-
2T 的表达水平均随亚砷酸钠浓度增加逐渐下降（Fα 趋势=31.97，F 趋势=�549.50，FT 趋势=252.40，均
P < 0.001）。联合染毒：在均为 60 μmol·L–1 的 MMA+亚砷酸钠处理下，A549 细胞 BCL-2α、BCL-
2 和 BCL-2T 的表达水平均高于对照组（q=6.37、14.91、5.33，均 P < 0.05）；在均为 60 μmol·L–1

的 DMA+亚砷酸钠处理下，A549 细胞 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平也均高于各自对
照组（q=8.60、17.29、6.91，均 P < 0.05）

β

β

[结论] 高浓度（16HBE：4.5 μmol·L–1；A549：60 μmol·L–1）的砷代谢产物单独染毒对 16HBE 及
A549 细胞的 BCL-2 转录本多无影响。低浓度（1.5  μmol·L–1）的亚砷酸钠单独染毒可降低
16HBE 细胞 BCL-2α 的表达水平，升高其 BCL-2 的表达水平；各浓度亚砷酸钠单独染毒可降
低 A549 细胞中所有转录本的表达水平。高浓度（60 μmol·L–1）的 MMA 与亚砷酸钠联合染毒
以及高浓度（60 μmol·L–1）的 DMA 与亚砷酸钠联合染毒均会升高 A549 细胞中 BCL-2α、BCL-2
和 BCL-2T 的表达水平，与单独染毒呈现的效应不同。
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Abstract:

β
[Background] Arsenic is a toxicant that can affect the expressions of the cellular anti-apoptotic gene BCL-2 and its protein, but the effects
of arsenic on BCL-2α and BCL-2  transcripts have not been reported.

β β
[Objective] To  investigate  the  potential  effects  of  arsenic  and  its  metabolites,  methylarsonic  acid  (MMA)  and  dimethylarsonic  acid
(DMA),  on BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T (total  of α and  transcripts)  in  human  bronchial  epithelial  cells  (16HBE)  and  human  lung
adenocarcinoma cells (A549).

β

[Methods] 16HBE  cells  and  A549  cells  were  randomly  divided  into  three  categories  of  exposure  after in  vitro culture:  single-selected
arsenic  compound  exposure  groups  with  isoconcentration  (16HBE  cells  were  treated  with  4.5  μmol·L−1 of  MMA,  DMA,  and  sodium
arsenite, respectively, while A549 cells were treated with 60 μmol·L−1 of MMA, DMA, and sodium arsenite, respectively), sodium arsenite
exposure groups with different concentrations (16HBE cells were treated with 1.5, 3.0, and 4.5 μmol·L−1 of sodium arsenite respectively,
while  A549  cells  were  treated  with  20,  40,  and  60  μmol·L−1 of  sodium  arsenite  respectively),  and  combined  exposure  groups  (i.e.
MMA+sodium  arsenite,  and  DMA+sodium  arsenite;  the  exposure  concentrations  of  16HBE  cells  were  both  1.5  μmol·L−1 and  both
4.5 μmol·L−1 respectively, and those of A549 cells were both 20 μmol·L−1 and both 60 μmol·L−1 respectively). Meanwhile, a blank control
group was also set up in each exposure category. After 48 h of continuous exposure, the relative expressions of BCL-2α, BCL-2 , and BCL-
2T in both cells were detected by real-time PCR.

β

β

β

β
β

β
β

β
β

[Results] Regarding the single-selected arsenic  compound exposure,  in  16HBE cells,  the expression levels  of BCL-2α and BCL-2T under
4.5  μmol·L−1 MMA treatment  were lower  than those in  their  control  groups  (q=3.27,  2.93,  both P < 0.05),  and the expression levels  of
BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T under 4.5 μmol·L−1 sodium arsenite were lower than those in their respective control groups (q=11.06, 3.65,
10.70, all P < 0.05). In A549 cells, the expression level of BCL-2T treated with 60 μmol·L−1 DMA was lower than that in the control group
(q=3.12, P < 0.05),  and the expression levels  of BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T treated with 60 μmol·L−1 sodium arsenite  were lower than
those in their  respective control  groups (q=7.59,  7.27,  8.06,  all P < 0.05).  Regarding the sodium arsenite exposure:  16HBE cells  treated
with  1.5  μmol·L−1 sodium arsenite  had a  lower  expression level  of BCL-2α and a  higher  expression level  of BCL-2  than those in  their
respective  control  groups  (q=6.06,  11.92,  both P < 0.05);  the  expression level  of BCL-2α under  3.0  μmol·L−1 sodium arsenite  was  lower
than  that  in  the  control  group  (q=12.72, P < 0.05);  and  under  4.5  μmol·L−1 sodium  arsenite  treatment,  the  expression  levels  of BCL-
2α, BCL-2 , and BCL-2T were lower than those in their respective control groups (q=15.72, 6.79, 6.62, all P < 0.05). The expression levels
of BCL-2α gradually  decreased  with  increasing  concentrations  of  sodium  arsenite  (Fα trend=144.80, P < 0.001),  while BCL-2  and BCL-2T
decreased in a dose-dependent manner in the range of 1.5-4.5 μmol·L−1 (F  trend=135.40, FT trend=38.24, both P < 0.001). In A549 cells, the
expression levels of BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T under each concentration of sodium arsenite treatments were lower than those in their
respective control  groups (all P < 0.05);  the results  of  further  trend tests  showed that  their  expression levels  gradually  decreased with
increasing  concentrations  of  sodium  arsenite  (Fα trend =31.97, F  trend=549.50, FT trend=252.40,  all P < 0.001).  Regarding  the  combined
exposure,  under  MMA+sodium  arsenite  treatment  at  both  60  μmol·L−1,  the  expression  levels  of BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T in  A549
cells were higher than those in their respective control groups (q=6.37, 14.91, 5.33, all P < 0.05); under DMA+sodium arsenite treatment
at  both 60 μmol·L−1,  their  expression levels  in  A549 cells  were also higher than those in their  respective control  group (q=8.60,  17.29,
6.91, all P < 0.05).

β

β

[Conclusion] Exposure to a high concentration (16HBE: 4.5 μmol·L−1,  A549: 60 μmol·L−1) of a single arsenic metabolite has no effect on
BCL-2 transcripts in 16HBE cells and A549 cells. Exposure to a low concentration (1.5 μmol·L−1) of sodium arsenite alone would decrease
the expression level of BCL-2α and increase the expression level of BCL-2  in 16HBE cells, and exposure to all designed concentrations of
sodium arsenite  alone would  decrease  the  expressions  of  all  transcripts  in  A549 cells.  The  combined exposure  to  high  concentrations
(both 60 μmol·L−1) of MMA plus sodium arsenite or high concentrations (both 60 μmol·L−1) of DMA plus sodium arsenite would increase
the expressions of BCL-2α, BCL-2 , and BCL-2T in A549 cells, which are different from the effects presented by single exposure.

Keywords: BCL-2; transcript; arsenic; MMA; DMA; A549 cells; 16HBE cells

 

 

砷是一种天然存在的非金属毒物，在自然界中主要
以氧化物、氢化物、盐类等形式分布。被人体吸收后，

砷可以经肝脏甲基化代谢为一甲基胂酸（methylarsonic

acid, MMA）和二甲基胂酸（dimethylarsonic acid, DMA）

等。砷在人体内具有双重生物学效应，既能增加多种
癌症的发病率[1–3]

，被国际癌症研究机构确定为Ⅰ类致
癌物；又能诱导包括肺癌细胞在内的多种癌细胞凋
亡，如三氧化二砷现 �被广泛应用于治疗急性早幼粒细
胞白血病等恶性肿瘤[4–5]

，有证据显示砷代谢产物可能
存在与砷不同的生物学效应[6]。关于砷致癌和治癌的

β

多种机制目前尚未完全阐明，但砷在调控细胞凋亡方
面的作用已引起研究者的广泛关注。BCL-2 是凋亡家
族中非常重要的抗凋亡基因[7]

，国内外已有大量研究证
实，砷对细胞凋亡的影响离不开对 BCL-2 的调控[8–10]。
转录本是由一种基因通过转录形成的一种或多种可
供编码蛋白质的成熟 mRNA。本课题组前期通过美国
国家生物技术信息中心（National Center for Biotechnology

Information, NCBI）查询发现 BCL-2 有两种不同亚型的
转录本 BCL-2α（6 881 bp）和 BCL-2 （1 595 bp），但关于两
种转录本在细胞凋亡过程中调控机制的异同以及砷和
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β

其代谢产物对两种转录本的影响鲜有详细报道。鉴于我国
西南地区非职业性砷暴露的主要途径为煤烟吸收入
肺[11]

，本研究选择人正常支气管上皮样细胞（16HBE）和
人肺腺癌细胞（A549 细胞）作为试验对象，针对两种
细胞的 BCL-2α、BCL-2 及其总和 BCL-2T，设计多组砷
染毒试验，旨在研究亚砷酸钠、MMA、DMA 以及亚砷
酸钠和代谢产物联合染毒对 BCL-2 不同转录本的影响，

为后续研究不同亚型转录本的功能机制提供思路。 

1    材料与方法 

1.1    实验耗材及仪器
A549 细胞、16HBE 细胞（中科院昆明动物研究所，

中国）。MCO-15 AC 型气套式 CO2 孵育箱（Sanyo，日
本），LC96 型 qPCR 基因扩增仪、SYBR Green I 荧光定
量试剂盒（Roche，瑞士）。RPMI-�1640 培养基、MEM 培
养基（Hyclone,美国)，胰蛋白酶（北京瑞达恒辉，中国），

青-链霉素混合抗体（北京索莱宝，中国），亚砷酸钠（纯
度≥99.0%，成都西亚试剂，中国），MMA、DMA（纯度≥

99.0%，Sigma，美国)，Trizol 转录本分离试剂（Invitrogen，
美国），胎牛血清（Gibco，美国）。 

1.2    细胞培养
从液氮中取出 A549 细胞、16HBE 细胞于 37℃ 溶

解离心，弃上清液后分别置于含 10.00%胎牛血清和
1.00%青-链霉素抗体的 RPMI-1640 和 MEM 培养基中
培育，在 37 ℃、5.00%CO2 的培育环境下根据细胞生长
状况适时换液传代。 

1.3    染毒方法
将每种细胞随机分成 3 大组：等浓度的不同砷

化合物单独染毒组、不同浓度的亚砷酸钠单独染毒
组和联合染毒组。依据课题组前期研究[12−13] 中细胞
增殖及毒性试验（MTs 法）结果确定染毒剂量。在不
同砷化合物单独染毒组中：16HBE 细胞分别予以
4.5 μmol·L−1 的 MMA、DMA、亚砷酸钠处理，A549 细胞
分别予以 60 μmol·L−1 的 MMA、DMA、亚砷酸钠处理；
在亚砷酸钠单独染毒组中：16HBE 细胞分别予以 1.5、
3.0、4.5 μmol·L−1 的亚砷酸钠处理，A549 细胞分别予
以 20、40、60 μmol·L−1 的亚砷酸钠处理；在联合染毒
组中：16HBE 细胞分别予以1.5 μmol·L−1MMA+1.5 μmol·L−1

亚砷酸钠、1.5  μmol·L−1DMA+1.5  μmol·L−1 亚砷酸钠、
4.5 μmol·L−1MMA+4.5 μmol·L−1 亚砷酸钠及 4.5 μmol·L−1

DMA+4.5 μmol·L−1 亚砷酸钠处理；A549 细胞分别予以
20 μmol·L−1MMA+20 μmol·L−1 亚砷酸钠、20 μmol·L−1DMA
+20 μmol·L−1 亚砷酸钠、60  μmol·L−1MMA+60 μmol·L−1

亚砷酸钠及 60 μmol·L−1DMA+60 μmol·L−1 亚砷酸钠处
理。同时，在 3 个染毒组中均设立空白对照组。同一种
处理设置 6 个平行孔，连续染毒 48 h 后吸液洗涤，收
获细胞。 

1.4    转录本提取和逆转录
选择 Trizol 法提取两种细胞中所有转录本，为确

保样品纯度能符合 PCR 要求，用核酸蛋白测定仪检测
其光密度，当比值（D260/D280）处在 1.8~2.0 之间时为合
格。以获得的转录本作为模板，参照试剂盒说明书步
骤逆转录合成两种细胞的 cDNA，待用。 

1.5    引物的设计与合成

β
根据从 NCBI 获得的 DNA 序列，用 Primer-BLAST

设计 BCL-2 和 -actin 引物序列，并委托 GenePharma
公司合成。相关基因序列见表 1。 

1.6     qRT-PCR 检 测 转 录 本 BCL-2α、 BCL-2β 和 BCL-
2T 的表达

β
β

依据试剂盒说明书构建整个反应体系，并添加至
96 孔的 PCR 板。同一剂量组设 3 个样品孔。设 qPCR
仪反应程序：先在 95 ℃ 下预热 520 s，再以 95、60 、72 ℃
各维持 10 s 为 1 次循环，重复扩增 40 次。导出数据，

用 2−ΔΔCt 代表转录本的相对表达量，ΔΔCt 为染毒组目
标基因与内参基因� -actin 的 Ct 值之差减去对照组目
标基因与内参基因 -actin 的 Ct 值之差。 

1.7    统计学方法

x̄ ± s

利用 GraphPad Prism 8.0 来完成数据分析，结果
使用 描述。多组资料比较时，假如其方差一致，选
择单因素方差分析；如若不一致，则选择 Kruskal-
Wallis 对其进行检验。两两比较时，假如方差一致，使
用 Tukey 或 Dunnett 法进行检验；假如不一致，则使
用 Games-Howell 进行检验。采用趋势性检验确定剂
量-反应关系。均采用双侧检验，检验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    砷化合物单独染毒后 BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T
的表达 

β2.1.1   16HBE 细胞　各组间 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的

 

β表 1   BCL-2 基因及 -actin 引物序列
βTable 1    BCL-2 genes and -actin primer sequences

 

引物 正向 反向
BCL-2α CCTGTGGATGACTGAGTACC GAGACAGCCAGGAGAAATCA

βBCL-2 CTTTGAGTTCGGTGGGGTCA CACCAAGTGCACCTACCCAG

BCL-2T CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC

β-actin ATTGCCGACAGGATGCAGAA GCTGATCCACATCTGCTGGAA
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β

方差分析结果分别为 F=48.11、8.88、55.12，均 P < 0.01。
如图 1A 所示，在 4.5 μmol·L−1MMA 处理下，BCL-2α 和
BCL-2T 的表达均低于各自对照组（q=3.27、2.93，均 P < 
0.05），但在 4.5 μmol·L−1DMA 处理下，各转录本表达与
对照组差异均无统计学意义。同时，经 4.5 μmol·L−1 亚
砷酸钠处理后，BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平
均低于各自对照组（q=11.06、3.65、10.70，均 P < 0.05）。 

β

β

β

2.1.2   A549 细胞　各组间 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的
方差分析结果分别为 F=32.52、20.97、25.86，均 P < 0.01。
如图 1B 所示 ，在 60  μmol·L−1MMA 处理后 ， BCL-2α、
BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平与对照组相比差异均无
统计学意义。在 60 μmol·L−1�DMA 处理后，仅有 BCL-2T
表达水平与对照组相比差异有统计学意义（q=3.12，
P < 0.05）。在 60  μmol·L−1 亚砷酸钠处理后 ，BCL-2α、
BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平均低于各自对照组（q=
7.59、7.27、8.06，均 P < 0.05）。 

2.2    亚砷酸钠单独染毒后 BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T
的表达 

β

β

2.2.1   16HBE 细胞　各组间 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T
的方差分析结果分别为 F=49.33、 61.50、 14.89，均
P < 0.01。如图 2A�所示，在 1.5 μmol·L−1 亚砷酸钠处理
下，BCL-2α 的表达水平低于对照组（q=6.06，P < 0.05），
BCL-2 的表达水平高于对照组（q=11.92，P < 0.05），而

β

β

β

β

BCL-2T 的表达水平与对照组相比差异无统计学意义
（q=2.00，P > 0.05）。在 3.0  μmol·L−1 亚砷酸钠处理下，

BCL-2α 的表达水平低于对照组 （q=12.72，P < 0.05），
BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平与对照组相比差异均无
统计学意义。在 4.5  μmol·L−1 亚砷酸钠处理下，BCL-
2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平均低于各对照组
（q=15.72、6.79、6.62，均 P < 0.05）。此外，BCL-2α 的表
达水平随亚砷酸钠浓度升高逐渐下降（Fα 趋势=144.80，
P < 0.001），BCL-2  和 BCL-2T 则在 1.5~4.5 μmol·L−1 范
围内呈剂量依赖性降低（F 趋势=135.40，FT 趋势=38.24，均
P < 0.001）。 

β

β
β

β

2.2.2   A549 细胞　各组间 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T
的方差分析结果分别为 F=12.80、194.70、95.81，均
P < 0.01。如图 2B�所示，在各浓度亚砷酸钠处理下，

BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 的表达均低于各自对照组
（P < 0.05）；趋势检验结果显示，BCL-2α、BCL-2 和 BCL-
2T 的表达水平均随亚砷酸钠浓度增加而逐渐下降
（Fα 趋势=31.97，F 趋势=549.50，FT 趋势=252.40，均 P < 0.001）。 

2.3    联合染毒后 BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T 的表达 

β2.3.1   16HBE 细胞　联合染毒后，各组间 BCL-2α、BCL-2
和 BCL-2T 的方差分析结果分别为 F=4.75、5.42、4.24，均
P < 0.05。如表 2 所示，与对照组比较，各处理组中 BCL-
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［注］ a：与空白对照组比较，P  <  0.05。

x̄ ± s
图 1   不同砷化合物单独染毒后 16HBE 细胞 (A) 和 A549 细
胞 (B) 中 BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T 的表达 （n=4， ） 

β

x̄ ± s

Figure 1   Expressions of BCL-2α, BCL-2  and BCL-2T in 16HBE
cells (A) and A549 cells (B) singly exposed to selected arsenic

compounds (n=4, )
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［注］ a：与空白对照组比较，P  <  0.05。两组间比较，**：P  <  0.01；

***：P  <  0.001。

x̄ ± s

图 2   不同浓度亚砷酸钠单独染毒后 16HBE 细胞 (A) 和
A549 细胞 (B) 中 BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T 的表达

(n=4， )
β

x̄ ± s

Figure 2   Expressions of BCL-2α, BCL-2  and BCL-2T in 16HBE
cells (A) and A549 cells (B) singly exposed to selected

concentrations of sodium arsenite (n=4, )
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β

β

2α、BCL-2 和BCL-2T 变化均无统计学意义。不同处理组间
比较，仅有 4.5 μmol·L−1DMA+4.5 μmol·L−1 亚砷酸钠组与
4.5 μmol·L−1MMA+4.5 μmol·L−1 亚砷酸钠组间 BCL-2α、
BCL-2 和 BCL-2T 的表达水平差异有统计学意义（均
P < 0.05）。 

β

β

β

2.3.2   A549 细胞　联合染毒后，各组间 BCL-2α、BCL-2
和 BCL-2T 的方差分析结果分别为：F=17.38、91.75、9.19，
均 P < 0.01。如表 3 所示，与对照组比较，均为 60 μmol·L−1

的 MMA+亚砷酸钠组和 DMA+亚砷酸钠组中 BCL-2α、
BCL-2  和BCL-2T 的表达水平�均升高（分别 q=6.37、14.91、
5.33，均 P < �0.05；q=8.60、17.29、6.91，均 P < 0.05）；其余
组变化均无统计学意义。不同浓度组比较，均为 60 μmol·L−1

的 MMA+亚砷酸钠组 BCL-2α�和 BCL-2 的表达水平均高
于均为 20 μmol·L−1 的 MMA+�亚砷酸钠组（均 P < 0.05），
均为 60 μmol·L−1 的 DMA+�亚砷酸钠组中所有转录本的
表达水平也均高于 20 μmol·L−1 的 DMA+亚砷酸钠组
（均 P < 0.05），其余处理组间差异均无统计学意义。 

3    讨论
通过本项研究发现，高浓度（16HBE：4.5 μmol·L−1；

A549：60 μmol·L−1）的砷代谢产物单独染毒对 16HBE

β

β

及 A549 细胞的 BCL-2 转录本多无影响。低浓度
（1.5 μmol·L−1）的亚砷酸钠单独染毒可降低 16HBE 细
胞 BCL-2α 的表达，升高其 BCL-2 的表达；各浓度亚砷
酸钠单独染毒可降低 A549 细胞中所有转录本的表
达。高浓度（60 μmol·L−1）的 MMA 与亚砷酸钠联合染
毒以及高浓度（60 μmol·L−1）的 DMA 与亚砷酸钠联合
染毒均会升高 A549 细胞中 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-
2T 的表达，且均与单独染毒呈现的效应不同。

β

β

BCL-2 自 20 世纪在其家族中被最先发现后[14]
，由

Tsujimoto 等 [15] 确定存在两种不同亚型的转录本 α
和 。BCL-2 基因由 3 个外显子组成，前 2 个外显子在
凋亡调控中编码有重要意义的 4 个 BCL-2 同源结构
（BCL-2 homology, BH）[16]。 由于缺少第 3 个外显子，编
码的蛋白相较于 α 缺少 1 个跨膜锚定的结构域，同时
多 1 段不同序列的羧基端[15]。在过去的几十年中 BCL-
2 蛋白所有能确定的结构和功能大多是基于对 α 蛋白
的研究，跨膜锚定结构使 α 蛋白主要被固定在细胞内
的膜结构上；而 β 蛋白往往被视为缺乏跨膜结构的
α 蛋白，其功能和分布鲜有人关注[17–19]。已有大量证据
证实，砷能在多种细胞中通过线粒体介导的内源性凋
亡途径抑制 BCL-2 表达，破坏 BCL-2/BAX 异二聚体结
构，进而实现对凋亡的诱导[20–21]。国内外不少研究认
为这是砷导致细胞异常状态的重要机制之一[8, 22–23]

，但
少有研究注意并细分砷对 BCL-2 不同异构体的作用。

β

本实验参考前期研究[12−13] 中的 MTs 结果，确定
16HBE 细胞在亚砷酸钠溶液中的 IC50 约为 6 μmol·L−1

，

A549 细胞在亚砷酸钠溶液中的 IC50 约为 70 μmol·L−1。
因此对 16HBE 细胞选择的亚砷酸钠染毒浓度为 1.5、
3、4.5  μmol·L−1

，对 A549 细胞选择的亚砷酸钠染毒
浓度为 20、40、60 μmol·L−1。经观察，代谢产物 MMA、
DMA 单独染毒后 ， 16HBE 细胞和 A549 细胞 BCL-α、
BCL-2 和 BCL-2T 表达水平变化多无统计学意义。三价
代谢产物（即 MMAIII 和 DMAIII）�往往比砷具有更强的
毒性[24−25]

，但本研究结果显示，亚砷酸钠对 BCL-2 表达
产生更明显的抑制作用，这可能与 3 种毒物在细胞中
的作用机制不同有关[26]。有报道表明 MMA 和 DMA
能在某些细胞中通过氧化应激、DNA 损伤等方式诱导
凋亡发生[25]

，而其中涉及的机制是否与 BCL-2 存在关
联仍有待进一步研究确定。

根据前述，砷通常会下调 BCL-2 的表达水平，这点
在本研究的高浓度（4.5 μmol·L−1 或 60 μmol·L−1）亚砷酸
钠处理组中也得到了印证，但在低浓度（1.5 μmol·L−1）

亚砷酸钠作用下，16HBE 细胞中出现 BCL-2α 表达降低

 

x̄ ± s
表 2   BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T 在联合染毒的 16HBE 细

胞中的表达 （n=4， ） 
β

x̄ ± s
Table 2    Expressions of BCL-2 α, BCL-2  and BCL-2T in 16HBE

cells under designed combined exposures (n=4, )
 

组别 BCL-2α βBCL-2 BCL-2T

空白对照 1.65±1.31 1.34±0.89 1.23±0.71

1.5 μmol·L−1MMA+1.5 μmol·L−1亚砷酸钠 0.98±0.50 1.13±0.37 0.98±0.55

1.5 μmol·L−1DMA+1.5 μmol·L−1亚砷酸钠 1.58±0.82 1.27±0.59 1.07±0.54

4.5 μmol·L−1MMA+4.5 μmol·L−1亚砷酸钠 0.25±0.10 0.23±0.08 0.18±0.04

4.5 μmol·L−1DMA+4.5 μmol·L−1亚砷酸钠 3.21±1.07d 2.15±0.16d 1.73±0.08d

[ 注 ] d：与 4.5 μmol·L−1MMA+4.5 μmol·L−1 亚砷酸钠组比较，P < 0.05。

 

x̄ ± s
表 3   BCL-2α、BCL-2β 和 BCL-2T 在联合染毒的 A549 细胞

中的表达 （n=4， ） 
β

x̄ ± s
Table 3    Expressions of BCL-2 α, BCL-2  and BCL-2T in A549 cells

under designed combined exposures (n=4, )
 

组别（Group） BCL-2α βBCL-2 BCL-2T

空白对照（Control） 1.02±0.20 1.01±0.15 1.00±0.06

20 μmol·L−1MMA+20 μmol·L−1亚砷酸钠 0.90±0.41 0.65±0.15 1.24±0.28

20 μmol·L−1DMA+20 μmol·L−1亚砷酸钠 1.18±0.21 0.98±0.16 1.12±0.11

60 μmol·L−1MMA+60 μmol·L−1亚砷酸钠 3.47±0.82a b 2.69±0.34a b 1.83±0.09a

60 μmol·L−1DMA+60 μmol·L−1亚砷酸钠 4.33±1.14a c 2.96±0.06a c 2.08±0.51a c

[ 注 ] a：与空白对照组比较，P < 0.05；b：与 20 μmol·L−1MMA+20 μmol·L−1

亚砷酸钠组比较，P < 0.05； c：与 20  μmol·L−1DMA+20  μmol·L−1

亚砷酸钠组比较，P < 0.05。
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β
β

β

和 BCL-2 表达升高的现象。这提示低浓度（1.5 μmol·L−1）

亚砷酸钠可能对 BCL-2α 和 BCL-2 存在不同效应。在
特定浓度的砷作用下，BCL-2 可能由于其结构或分布
不同被特异性上调，进而抑制细胞的程序性死亡，导
致癌变概率增加。Tang 等[27] 也于近期发现，2.0 μmol·L−1

的砷能通过丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated
protein kinase，MAPK）等通路上调人正常肺上皮细胞
（BEAS-2B）中 BCL-2 的表达，且证实了 BCL-2 蛋白能经
某种方式聚集在细胞核内诱导正常细胞的异常凋亡。
本研究的数据或许能为人群低浓度砷暴露致癌机制[28]

的解释提供更有益的线索。

β

为了能进一步反映砷及其代谢产物对 BCL-2 转
录本的影响，本研究还对两种细胞进行了亚砷酸钠
和代谢产物的联合染毒试验。相较于单独染毒，在
60  μmol·L−1MMA 联 合 60  μmol·L−1 亚 砷 酸 钠 以 及
60 μmol·L−1DMA 联合 60 μmol·L−1 亚砷酸钠作用下的
A549 细胞 BCL-2α、BCL-2 和 BCL-2T 均出现表达升高
的现象，这与转录本在单独染毒下呈现的情况并不一
致。由于砷联合染毒涉及的机制过于复杂，基于目前
的证据本研究尚不能对该结果做出合理的解释。

β

不同于其他关于 BCL-2 凋亡机制的研究，本课题
选择从鲜有关注的转录本异构体出发，首次针对 BCL-2α、
BCL-2 和 BCL-2T 设计砷染毒试验。不足之处在于：当
前研究停留在砷与转录本关系的初步探索，涉及机制
的探讨仍需要更多证据。

β

β

综上，本研究表明，高浓度（16HBE：4.5 μmol·L−1；
A549：60 μmol·L−1）的砷代谢物单独染毒对 2 种细胞
的 BCL-2 转录本多无影响。低浓度（1.5 μmol·L−1）的亚
砷酸钠单独染毒会降低 16HBE 细胞 BCL-2α 的表达，

升高其 BCL-2 的表达，提示 BCL-2 异构体可能对细胞
调控有着不同意义；各浓度亚砷酸钠单独染毒可降低
A549 细胞中所有转录本的表达。高浓度（60 μmol·L−1）

的砷代谢产物与亚砷酸钠联合染毒可能会对 A549 细
胞产生与单独染毒不同的效应。尽管本研究只进行了
表观效应的描述，但其结果为后续研究提供了许多新
的思路。为了能进一步探索转录本的功能机制，未来
课题组需针对低浓度亚砷酸钠导致 BCL-2α 和 表达相
反的现象，确定两种转录本在细胞中的具体转录情
况，为提出更多信号通路假设提供基础。
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　　　　《  》被 Scopus、DOAJ 数据库同时收录
 
       由上海市疾病预防控制中心主办的《  》杂志 （Journal  of  Environmental  and

Occupational Medicine, JEOM）被国际数据库 Scopus 和 DOAJ 同时收录！这是继本刊今年进入《世界期
刊影响力指数报告》和 EBSCO 数据库后的又一重要进展。
        《  》由上海市疾病预防控制中心主办，主要着眼于发表环境因素（自然、社会）、
职业因素与人群健康的流行病学、毒理学内容的重要研究，以刊登中文文献为主（含英文摘要），月刊。
所有被录用的稿件均经过同行专家评议。目前保持 CSCD（核心库）、北大核心、科技核心全收录。杂志
主页：www.jeom.org。
        作为中文期刊，《  》提供 700 字左右英文长摘要。被两大国际数据库 Scopus 和
DOAJ 同时收录，意味着本刊的期刊方针、声望、学术内容等获得了国际数据库的认可，促进了本刊国际
化传播的力度，提高论文在国内外的被引频次，提高作者、期刊、工作单位在国内外的学术地位和知名度。
        特别感谢支持《  》的各位专家、作者及读者，我们将不忘初心，砥砺前行！
 
        Scopus（https://www.scopus.com/）数据库是由全球最大的出版社——爱思唯尔（Elsevier）推出的科
研管理、学科规划数据库，是目前全球规模最大的文摘和引文数据库，具有严格的评审标准。期刊被
Scopus 数据库收录将有利于提升其国际知名度和影响力，打通与国际主流学术平台交流的通道，增强
国际学术话语权。
        DOAJ（https://doaj.org/about/）由瑞典隆德大学图书馆设立于 2003 年 5 月，收录经同行评审的开
放存取期刊，涵盖了科学、技术、医学、社会科学、艺术和人文的所有领域。DOAJ 的使命是在全球范围
内提高高质量、经同行评审的开放性学术研究期刊的知名度、可及性、声誉、使用率和影响力，不受学
科、地理或语言的限制。
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