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·基础研究·

三氧化二砷与传统及新型药物协同抑制皮肤T细

胞淋巴瘤细胞系增殖*

李婵娟 郭姗琦 夏 冰 晋 鑫 李晓武 屈福莲 张翼鷟

摘要 目的：探讨三氧化二砷（arsenic trioxide，As2O3）与传统药物地塞米松（Dexamethasone，DXM）、依托泊苷（Etoposide，
VP-16）、甲氨蝶呤（Methotrexate，MTX）和新型药物硼替佐米（Bortezomib，BTZ）、组蛋白去乙酰化酶抑制剂-辛二酰苯胺异羟肟酸

（suberoylanilide hydroxamic acid，SAHA）联合对人皮肤T细胞淋巴瘤（CTCL）细胞系Hut-78、Hut-102细胞的增殖抑制作用。方法：

不同浓度的 As2O3单药或与 DXM/VP-16/MTX/BTZ/SAHA 联合作用于 Hut-78、Hut-102 细胞 48 h 后，采用 MTT法检测细胞增殖抑

制率，应用联合指数分析两药是否具有协同效应。结果：As2O3、DXM、VP-16、MTX、BTZ、SAHA单药对Hut-78、Hut-102细胞的增

殖均具有显著的抑制作用，呈剂量依赖性，培养48h的半数抑制浓度分别为5 μmol/L、500 μg/L、2.5 μg/L、1 μg/L、10 μmol/L、2.5 μmol/L。

As2O3 与 DXM/VP-16/MTX/BTZ/SAHA 联合时具有协同效应，抗肿瘤作用更为显著。结论：As2O3 单药及其与 DXM/VP-16/MTX/
BTZ/SAHA 联合在体外可有效抑制 CTCL 细胞增殖。As2O3是一种很有前景的治疗 CTCL 的药物，As2O3与 DXM/VP-16/MTX/BTZ/
SAHA等传统或新型药物联合可为CTCL临床的治疗提供实验依据。
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Abstract Objective: To investigate the in vitro effect of arsenic trioxide (As2O3) alone and in combination with dexamethasone

(DXM), etoposide (VP-16), methotrexate (MTX), bortezomib (BTZ), and suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) on the growth of

human cutaneous T cell lymphoma (CTCL) cells Hut-78 and Hut-102. Methods: Hut-78 and Hut-102 cells were cultured with different

concentrations of As2O3, DXM, VP-16, MTX, BTZ, and SAHA alone and As2O3 in combination with DXM, VP-16, MTX, BTZ, or

SAHA for 48 h. The effects of the different samples on Hut-78 and Hut-102 cell proliferation were determined by MTT assay. Analyses

using CalcuSyn software were performed to determine whether the combination of As2O3 with DXM, VP-16, MTX, BTZ, or SAHA in-

duced synergistic cytoxicity. Results: As2O3, DXM, VP-16, MTX, BTZ, and SAHA alone significantly inhibited the growth of Hut-78

and Hut-102 cells in a dose-dependent manner, with a 50% inhibiting concentration of 5 μmol/L, 500 μg/mL, 2.5 μg/mL, 1 μg/mL, 10 μ

mol/L, and 2.5 μmol/L individually after 48 h of culture. As2O3 with DXM, VP-16, MTX, BTZ, or SAHA showed remarkable antitu-

mor efficacy compared with that of individual applications. Conclusion: As2O3 alone or combined with DXM, VP-16, MTX, BTZ, or

SAHA significantly inhibited Hut-78 and Hut-102 cell growth in vitro. This study demonstrated that As2O3 with DXM, VP-16, MTX,

BTZ, or SAHA presents synergistic antitumor effects on CTCL cells and may be an optimal regimen in clinical trials of CTCL.
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皮肤 T 细胞淋巴瘤（cutaneous T cell lymphoma，
CTCL）是一组淋巴细胞异常增殖性疾病，以皮肤损害

为初发和典型症状，其特征是皮肤异型淋巴细胞聚

集，蕈样肉芽肿（MF）和 Sézary 综合征（SS）是其中最
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常见的类型。近年来，其发病率和死亡率呈现上升

趋势，严重威胁人类健康，这类疾病大多恶性程度较

低，病情进展缓慢。但晚期由于全身免疫系统异常，

继发感染及罹患第二种肿瘤的概率明显增加［1］。

CTCL异质性明显，病理亚型多样，国内外对该类

疾病的治疗经验较少，联合化疗主要借鉴B细胞淋巴

瘤。在既往的传统治疗中，CTCL与侵袭性B细胞淋

巴瘤的一线化疗方案相同，多采用CHOP或CHOP样

方案，但目前已知CHOP或CHOP样方案对多数CT⁃
CL的疗效并不理想［2］。晚期MF/SS的不良预后，也迫

使研究者寻求新的有效治疗方法和治疗药物。三氧

化二砷（As2O3）是中药砒霜的主要有效成分，对急性

早幼粒细胞性白血病具有显著的疗效［3-4］。进一步研

究发现，As2O3可通过抑制肿瘤新生血管的生成及细

胞增殖，诱导肿瘤细胞分化、凋亡，下调端粒酶活性

等机制抑制肿瘤细胞的生长［5-7］。Tun-Kyi等［8］研究

发现 As2O3体外可促进 CTCL 细胞凋亡，体内可使小

鼠肿瘤体积明显缩小甚至消失。张学美等［9］研究证

实As2O3对CTCL细胞系Hut-78细胞的增殖抑制呈时

间剂量依耐性。钱正子等［10］研究表明硼替佐米与吡

喃阿霉素联合对Hut-78细胞具有协同抑制作用，提

示联合治疗可能成为CTCL治疗新选择，As2O3与某些

抗肿瘤药物联合应用具有协同作用［11］。本研究旨在

探讨As2O3对CTCL细胞系Hut-78、Hut-102细胞的体

外抗肿瘤效应，观察 As2O3 与化疗药物地塞米松

（DXM），依托泊苷（VP-16），甲氨蝶呤（MTX）和新型

药物硼替佐米（BTZ），组蛋白去乙酰化酶抑制剂-辛
二酰苯胺异羟肟酸（SAHA）是否可协同抑制CTCL细

胞系Hut-78、Hut-102细胞的增殖。

1 材料与方法

1.1 材料

As2O3购于哈尔滨伊达药业有限公司，溶于 0.01
mol/L磷酸盐缓冲液（pH7.4），配制成 100mmol/L的储

存液待用；DXM 购于上海通用药业股份有限公司

（5 mg/mL）；VP-16购于江苏恒瑞医药股份有限公司

（5 mL：100 mg）；MTX购于上海医药有限公司华联制

药厂（5 mg/支）；BTZ购于西安杨森制药有限公司，溶

于PBS中配制成浓度为10 μg/mL，4℃避光保存备用；

SAHA 购于美国 International Laboratory，溶于生理盐

水配成 4 μg/mL储存液，-20℃避光保存；RPMI 1640
和胎牛血清购自美国 Hyclone 公司，二甲基亚砜

（DMSO）、四甲基偶氮唑蓝（MTT）均购自美国 Sigma
公司。人皮肤T细胞淋巴瘤细胞系Hut-78、Hut-102
细胞，购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资

源中心。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 选用人皮肤T细胞淋巴瘤细胞系

Hut-78、Hut-102 细胞，于含有 10%热灭活胎牛血清

的RPMI 1640培养液中培养，在 37℃、5％CO2饱和湿

度条件下传代，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2 实验分组 Hut-78、Hut-102 细胞系处理：1）
空白对照组：未加任何药物处理；2）各单药组：As2O3
组：在5、4、3、2、1 μmol/L As2O3作用下培养48 h；DXM
组：在 500、400、300、200、100 μg/mL DXM 作用下培

养 48 h；VP-16 组：在 2.5、2、1.5、1、0.5 μg/mL VP-16
作用下培养48h；MTX组：在1、0.8、0.6、0.4、0.2 μg/mL
MTX作用下培养48 h；BTZ组：在10、8、6、4、2 μmol/L
BTZ 作用下培养 48 h；SAHA 组：在 2.5、2、1.5、1、
0.5 μmol/L SAHA作用下培养 48 h。3）联合用药组：

As203+DXM 组：5、4、3、2、1 μmol/L As203分别与 500、
400、300、200、100 μ g/mL DXM 作用下培养 48 h；
As203+VP-16组：上述浓度的As203分别与 2.5、2、1.5、
1、0.5 μg/mL VP-16 作用下培养 48h；As203+MTX 组：

上述浓度的 As203 分别与 1、0.8、0.6、0.4、0.2 μg/mL
MTX作用下培养48h；As203+BTZ组：上述浓度的As203
分别与 10、8、6、4、2 μmol/L BTZ 作用下培养 48h；
As203+SAHA 组：上述浓度的 As203分别与 2.5、2、1.5、
1、0.5 μmol/L SAHA作用下培养 48 h。每组设 3个复

孔，实验重复3次，取平均值为最终结果。

1.2.3 MTT法检测细胞增殖能力 采用MTT法测定

As2O3、DXM、VP-16、MTX、BTZ、SAHA单药及As2O3与

上述各药物联合对Hut-78、Hut-102细胞增殖的抑制

效应。将对数生长期的肿瘤细胞以 1×105个/孔接种

于96孔培养板中，每孔总体系0.2 mL，在不同浓度的

As2O3（1～5 μ mol/L）、DXM（100～500 μ g/mL）、

VP-16（0.5～2.5 μg/mL）、MTX（0.2～1 μg/mL）、BTZ
（2～10 μmol/L）、SAHA（0.5～2.5 μmol/L）作用下培

养48 h，然后每孔加入新鲜配置的MTT工作液20 μL
（终浓度0.5 mg/mL）继续培养4h，小心吸弃上清，每孔

加入DMSO 0.2 mL，振荡混匀。用酶标仪测定570 nm
波长处的吸光度（A）值，按下列公式计算细胞增殖抑

制率=［（阴性对照组A值－空白组A值）-（实验组A
值-空白组A值）］/（阴性对照组A值-空白组A值）×100%。

1.2.4 联合指数测定 应用 CalcuSyn software（Bio⁃
soft，Ferguson，MO，美国）软件分析协同指数（Combi⁃
nation index，CI）［12-13］，结果分别以CI<1代表具有协同

作用，≈1为相加作用，>1为拮抗作用。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行统计学分析，所有

体外实验重复3次，实验数据计量资料用x±s描述，两

样本均数的比较采用 t检验，P<0.05为差异有统计学

意义。
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2 结果

2.1 As2O3、DXM、VP-16、MTX、BTZ、SAHA 单药对

Hut-78、Hut-102细胞增殖的影响

Hut-78、Hut-102 细胞经不同浓度 As2O3、DXM、

VP-16、MTX、BTZ、SAHA 单药处理 48h 后，除 MTX、

BTZ外，其余4种药物细胞增殖抑制率均随药物浓度

的增加而显著增强（P<0.05）。表明 As2O3、DXM、

VP-16、MTX、BTZ、SAHA 单药对 Hut-78、Hut-102 细

胞的增殖抑制作用呈剂量依赖性，48 h 的半数抑制

浓度分别为 5 μmol/L、500 μg/L、2.5 μg/L、1 μg/L、
10 μmol/L、2.5 μmol/L（图1A）。
2.2 As2O3与DXM的协同作用

As2O3 与 DXM 联合时，对 Hut-78、Hut-102 细胞

的增殖抑制作用均强于各单药组（P<0.05，图 1A）。

当 fa（细胞增殖抑制率）>30%，CI值随着 fa的增大而

减小，表明协同效应更加显著（图1B）。
2.3 As2O3与VP-16的协同作用

As2O3与VP-16联合时，对Hut-78、Hut-102细胞

的增殖抑制作用强于各单药组（P<0.05，图 1A）。当

fa>50%时，CI>1，此时两药具有拮抗效应。提示As2O3
与 VP-16 联合用药，仅在细胞增殖抑制率较低（fa<
50%）时发挥协同作用（图1C）。
2.4 As2O3与MTX的协同作用

As2O3与MTX联合时，对Hut-78、Hut-102细胞的

增殖抑制作用强于各单药组（P<0.05，图 1A）。CI随
fa 的增大而增大，当 fa>80%时，CI>1，此时两药具有

拮抗效应（图1D）。
2.5 As2O3与BTZ的协同作用

As2O3与BTZ联合时，对Hut-78、Hut-102细胞的

增殖抑制作用均强于各单药组（P<0.05）（图1A）。对

于Hut-78细胞系，当 fa>70%时，CI>1，此时两药具有

拮抗效应；而对于Hut-102，fa>20%均有协同效应，fa
在60%左右，CI值最小，此时协同效应最显著（图1E）。
2.6 As2O3与SAHA的协同作用

As2O3与 SAHA联合时，对Hut-78细胞的增殖抑

制作用均强于各单药组（P<0.01，图 1A）。当 fa>20%
时，CI随着 fa的增大而减小，表明随着药物浓度的增

大，协同作用越显著（图1F）。

▶A: Growth inhibition curves of Hut-78 cultured in different concentrations of As2O3, DXM, VP-16, MTX, BTZ, SAHA and As2O3 with DXM, VP-16, MTX,

BTZ, or SAHA; B: Combination index (CI) for Hut-78 cultured in As2O3 with DXM; C: CI for Hut-78 cultured in As2O3 with VP-16; D: CI for Hut-78

cultured in As2O3 with MTX; E: CI for Hut-78 cultured in As2O3 with BTZ; F: CI for Hut-78 cultured in As2O3 with SAHA

图1 As2O3与DXM、VP-16、MTX、BTZ、SAHA单药及联合作用于Hut-78的抑制曲线及CI图
Figure 1 Growth inhibition curves of Hut-78 cells cultured in As2O3, DXM, VP-16, MTX, BTZ, SAHA, and As2O3 with DXM, VP-16, MTX, BTZ, or
SAHA. The CIs of As2O3 with other drugs were analyzed
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3 讨论

CTCL是一组淋巴细胞异常增殖性疾病，由于其

异质性明显，故缺乏标准化的治疗方案。早期患者

多以局部治疗为主，晚期患者则需要接受全身系统

治疗，包括全身化疗、分子靶向治疗及造血干细胞移

植等。随着组蛋白去乙酰化酶抑制剂（如Vorinostat［14］、

Romidepsin［15］）及单克隆抗体（如Brentuximab［16］）等应

用于晚期CTCL的治疗，患者的近期疗效稍有提高，

但远期疗效及预后并未得到明显改善，中位生存期

仅1.4～4.7年。晚期CTCL的不良预后迫使我们寻求

新的有效治疗方法和治疗药物。

As2O3治疗各类恶性肿瘤是近几年肿瘤研究的热

点，有关As2O3的研究不仅在血液病方面屡见不鲜，如

将其应用于淋巴瘤、多发性骨髓瘤的治疗等，其在实

体瘤方面的研究也多见报道，例如作用于胃癌［17］、卵

巢癌［18］等。虽然各实验中As2O3的有效药物浓度有较

大差异，但都显示出较好的临床应用前景。本实验

与 Tun-Kyi 等［8］结论一致，不同浓度的 As2O3作用于

Hut-78、Hut102细胞，均可见明显的细胞增殖抑制作

用，其 IC50为 5 μmol/L，且随药物浓度增加，抑制作用

增强。

传统化疗药物包括DXM、VP-16、MTX等用于治

疗CTCL已有较长的历史。CTCL早期常使用糖皮质

激素治疗，而单用此类药物治疗缓解期较短。Husse⁃
in等［19］及Hayashi［20］等报道As2O3与DXM合用，对MM
（多发性骨髓瘤）细胞有协同促凋亡作用。本实验中

As2O3与DXM联合有协同抑制细胞增殖作用，且随着

药物浓度增高，协同效应越显著。As2O3与DXM联合

应用有望在CTCL治疗中发挥作用。VP-16是治疗血

液系统恶性肿瘤的重要药物，本实验中 As2O3 与

VP-16 联合时，对 Hut-78、Hut-102 细胞的增殖抑制

作用强于各单药组（P<0.05）。当 fa>50%时，CI>1，此
时两药具有拮抗效应。提示 As2O3与 VP-16 联合用

药，仅在细胞增殖抑制率较低（fa<50%）时发挥协同

作用，其联合使用价值有待进一步证实。MTX对红

皮病型CTCL比较有效，本实验中As2O3、MTX单药均

可抑制CTCL细胞增殖，联合使用时，对细胞的增殖

抑制作用显著增强。CI值随 fa的增大而增大，当 fa>
80%时，CI>1，此时两药具有拮抗效应。此两药有望

联合使用，但其最佳联合浓度及剂量有待进一步摸索。

硼替佐米是一种新型抗肿瘤靶向治疗药物，

Zinzani等［21］报道了一项BTZ单药治疗复发或难治性

CTCL的Ⅱ期临床试验，该项研究表明BTZ耐受良好，

单药治疗CTCL显示出良好的效果。本实验As2O3与

BTZ 联合时，对 Hut-78、Hut-102 细胞的增殖抑制作

用均强于各单药组（P<0.05）；fa在 60%左右，CI值最

小，此时协同效应最显著。对于 Hut-78 细胞系，当

fa>70%时，CI>1，此时两药具有拮抗效应。提示两者

可联合使用，但关键在于探索有效剂量和浓度。

SAHA（Vorinostat）是第一个被 FDA 批准的组蛋

白去乙酰化酶抑制剂（histone deacetylases inhibitor，
HDACi）类药物［22］。其通过抑制HDAC活性，诱导靶

细胞中组蛋白高度乙酰化，从而改变组蛋白与DNA
链间结合状态，有利于转录因子与DNA链结合，启动

特异性基因表达，从而达到阻断肿瘤细胞生长的作

用［23］。基于Madeleine等［24］研究，FDA在2006年10月

6日批准SAHA用于治疗经过两种化疗方案治疗病情

仍持续恶化或复发的CTCL。SAHA在体外能有效抑

制肿瘤细胞的增殖，在体内可以抑制实体瘤的生长，

并能有效抑制肿瘤血管的形成［25］。本实验 SAHA单

药对 Hut-78 及 Hut-102 细胞系均有显著抑制作用，

呈浓度依赖性。As2O3与 SAHA联合时，对Hut-78细

胞的增殖抑制作用显著增强，且随着药物浓度的增

大，协同作用越显著。As2O3与SAHA联合有望在CT⁃
CL治疗中发挥积极作用。

综上所述，As2O3与DXM/BTZ/VP-16/MTX/SAHA
联合作用效果优于单药作用，低浓度（fa<50%）时，

As2O3与BTZ协同效果最佳；高浓度（fa>50%）时，其与

DXM 协同效果最显著。As2O3与上述药物在一定浓

度范围内有协同作用，其协同作用的具体作用机制

有待于进一步研究。此联合用药有望为CTCL的治

疗提供新选择，但两种药物联合时最佳剂量的选择

和理想治疗时间的确定还需要进一步的研究，以期

获得最大的治疗效果和最小的毒副作用，为CTCL的

临床治疗提供新思路和实验依据。
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