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两种砷化物诱导胰岛细胞的凋亡 
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文章亮点： 
1 砷作为一种常见的环境化学毒物，虽然有流行病学研究提示其与糖尿病发生可能具有剂量-反应关系，但人

们对于无机砷在细胞分子水平对糖尿病影响机制的深入研究却很少。 
2 无机砷和有机砷均可引起胰岛 β细胞凋亡，可能与砷所致活性氧水平增高有关。 
3 无机砷可诱导细胞核内 P53 表达上调，而有机砷对细胞核内 P53 未见显著影响。 
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摘要 
背景：近年有流行病学调查显示砷暴露与糖尿病发病相关。 
目的：实验从砷导致胰岛 β细胞凋亡的机制入手，阐明砷化物相关糖尿病的致病机制。 
方法：将砷酸氢二钠(Na2HAsO4·7H2O，iAs5+，50，100，200 µmol/L)和二甲基胂酸钠(C2H6AsNaO2·3H2O，

DMA5+，100，200，400 µmol/L)分别作用于大鼠胰岛细胞株(INS-1 细胞)24 h 或 48 h。通过 MTT 法检测砷

化物对胰岛细胞的毒性作用。用 Annexin V-FITC/PI 和 Hoechst 33258 染色法检测两种砷化物致细胞凋亡情

况。用 2’，7’-二氢二氯荧光素染色检测细胞内活性氧的含量，用 Western blot 检测细胞内 P53 的蛋白含量变

化。 
结果与结论：砷酸氢二钠(> 50 µmol/L)、二甲基胂酸钠(> 100 µmol/L)均降低大鼠胰岛 β细胞的细胞存活率   
(P < 0.05，P < 0.01)；砷酸氢二钠(50-200 µmol/L)和二甲基胂酸钠(100-400 µmol/L)作用于大鼠胰岛 β细胞

48 h 后，细胞发生凋亡。砷酸氢二钠、二甲基胂酸钠暴露 24 h 引起大鼠胰岛 β细胞内活性氧水平呈剂量依赖

性升高(P < 0.05，P < 0.01)。经砷酸氢二钠染毒的胰岛 β细胞的细胞核内 P53 蛋白表达增多(P < 0.05，P < 0.01)，
而经二甲基胂酸钠染毒的大鼠胰岛 β细胞的细胞核内 P53 蛋白表达差异无显著性意义。结果说明，两种砷化

物砷酸氢二钠、二甲基胂酸钠均可引起胰岛 β细胞凋亡，可能与砷所致活性氧水平增高有关。 
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Two arsenicals induce apoptosis of islet cells   
 
Yao Xiao-feng, Wang Fang-fang, Jiang Li-ping, Geng Cheng-yan, Zhong Lai-fu, Zheng Bai-lu, Yang Guang, 
Sun Xian-ce (Liaoning Natural Products Engineering Research Center for Anti-Degenerative Diseases, 
Department of Occupational and Environmental Health, Dalian Medical University, Dalian 116044, Liaoning 
Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: In recent years, epidemiological data show an association between arsenic exposure and 
diabetes mellitus. 
OBJECTIVE: To investigate the underlying mechanism of arsenic-induced apoptosis in pancreatic β cells to 
elucidate the pathogenesis of arsenic-related diabetes.  
METHODS: Rat pancreatic β cells (INS-1) were treated with sodium arsenate (iAs5+) (50, 100, 200 µmol/L) and 
dimethylarsinic acid (DMA5+) (100, 200, 400 µmol/L) for 24 or 48 hours. The cytotoxicity of arsenic was detected 
by MTT assay in INS-1 cells. The arsenic-induced apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI and 
Hoechst33258 staining. The intracellular reactive oxygen species level was detected by 2’,7’-dichlorofluorescein 
staining. The P53 expression level was detected by western blot.  
RESULTS AND CONCLUSION: iAs5+ (> 50 µmol/L), DMA5+ (> 100 µmol/L) reduced the INS-1 cell viability     
(P < 0.05, P < 0.01); after treating with iAs5+ (50-200 µmol/L) and DMA5+ (100-400 µmol/L) for 48 hours, both 
arsenic compounds induced apoptosis in INS-1 cells. The intracellular reactive oxygen species level increased in 
a concentration-dependent manner (P < 0.05, P < 0.01), after treating with iAs5+ and DMA5+ for 24 hours 
respectively; the nuclear expression level of P53 protein in INS-1 increased after treating with iAs5+(P < 0.05, 
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P < 0.01); however, DMA5+ did not increase the P53 level significantly. In summary, both iAs5+ and DMA5+ can induce 
apoptosis in INS-1 cells, which may be related with arsenic-induced rise in intracellular reactive oxygen species. 
 
Subject headings: tissue engineering; arsenic; apoptosis; flow cytometry 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 30972562; the Natural Science Foundation of Liaoning 
Province, No. 2014023050 
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0  引言  Introduction 
慢性砷中毒是一个全球性的公共卫生问题[1-2]。砷除了

引起癌症，还可导致皮肤角化、色素沉着、心血管病、神

经系统损伤和内分泌紊乱等[3-5]。全球有上亿人面临高砷污

染的威胁，而中国已成为受砷危害 为严重的国家之一。

近年来在孟加拉等地进行的流行病学研究表明，慢性砷暴

露是2型糖尿病的危险因素之一[6-8]。中国新疆高砷地区居

民血糖水平明显高于低砷地区居民血糖水平[9]。因此，地

方性砷中毒的防治面临巨大挑战，研究砷对糖尿病流行所

起的作用将是今后公共卫生研究的一个重点问题。 
砷作为一种常见的环境化学毒物，虽然有流行病学研

究提示其与糖尿病发生可能具有剂量-反应关系，但人们对

于无机砷在细胞分子水平对糖尿病影响机制的深入研究却

很少。糖尿病在全球范围内正以较为迅猛的速度发展，已

成为继肿瘤、心血管病后又一个严重危害人类健康的慢性

疾病[9]。糖尿病的病因和发病机制比较复杂，至今尚未完

全清楚。目前公认已知的危险因素包括特定的遗传多态性、

年龄、性别、肥胖、饮食、活动减少和压力[10-11]。近年来

高砷暴露被提出是2型糖尿病的危险因素之一[12]，而胰岛β
细胞凋亡导致其功能丧失是糖尿病发生的重要机制[13-14]。

实验希望从砷导致胰岛β细胞凋亡的机制入手，阐明砷对糖

尿病的致病机制。 
自然界中砷很少以自由状态出现，而是以无机化合物

和有机化合物结合的形式出现在环境中。砷化物的化学形

式分为无机砷和有机胂，无机砷化物比有机胂化物的毒性

大，而三价砷的毒性比五价砷大[15]。目前为止研究表明砷

的毒性是高度依赖于它的化学形式，不同形态的砷毒理学

性质差异巨大[16]。本课题组在以往的研究中发现亚砷酸钠

通过溶酶体-线粒体轴诱导胰岛β细胞凋亡[17]。但关于五价

有机砷砷酸氢二钠和有机砷二甲基胂酸钠能否诱导胰岛β
细胞凋亡及其机制的研究均未见报道。因此，实验分别研

究两种砷化合物诱导胰岛β细胞凋亡的可能机制。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：细胞学实验。 
时间及地点：于2012年5月至2013年5月在大连医科大

学辽宁省防治老年退行性疾病天然产物工程实验室完成。 
材料： 

细胞株：大鼠胰岛β细胞株(INS-1)，购于中国典型培

养物保藏中心(China Center for Type Culture Collection，
CCTCC)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

INS-1细胞培养及处理INS-1细胞：用含有体积分数10%
胎牛血清的MEM培养液，于37 ℃且含有体积分数5%CO2

的细胞培养箱中常规培养。参考以往文献的方法[18-19]，用50，
100，200 µmol/L砷酸氢二钠(Na2HAsO4·7H2O)或100，
200，400 µmol/L二甲基胂酸钠(C2H6AsNaO2·3H2O)分别

处理各组细胞。对照组为未经砷化物处理组细胞。 
MTT实验收集对数生长期的INS-1细胞，分别加入不同

剂量的砷酸氢二钠(50，100，200 µmol/L)和二甲基胂酸钠

(100，200，400 µmol/L)，于37 ℃作用48 h后，加入MTT
溶液，37 ℃孵育4 h，加入二甲基亚砜(DMSO)，37 ℃孵

育1 h，使结晶物充分溶解。用酶标仪在490 nm波长处测

量各孔的吸光度值，并计算细胞存活率[20]。 
细胞存活率=染毒组吸光度值 /对照组吸光度值× 

100%。 
Hoechst 33258染色检测INS-1细胞凋亡：砷酸氢二钠

(50，100，200 µmol/L)、二甲基胂酸钠(100，200，400 µmol/L)
分别作用于INS-1细胞48 h。弃去培养液，向培养板中加入

体积分数10%缓冲甲醛固定液，4 ℃固定细胞10 min。PBS

两种砷化物诱导胰岛细胞的凋亡实验相关试剂及仪器: 

试剂及仪器 来源 

砷酸氢二钠，二甲基胂酸钠，2’，7’-二乙酰

二氯荧光素 
Sigma公司 

核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒 南京凯基生物科技发展有限公司

BCA蛋白含量检测试剂盒，SDS-PAGE凝胶

配制试剂盒，Hoechst33258染色液 
碧云天生物有限公司 

PVDF膜 Millipore公司 

兔抗小鼠P53多克隆抗体 武汉三鹰生物技术有限公司 

兔抗小鼠β-actin多克隆抗体 SANTA CRUS公司 

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG Thermo公司 

Annexin V-FITC/PI双染凋亡检测试剂盒，

流式细胞仪 
BD公司 

CO2培养箱 FORMA公司 

荧光分光光度计 Hitachi公司 

荧光显微镜 OLYMPUS公司 

凝胶成像系统 UVP公司 
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冲洗3次，加入Hoechst 33258(碧云天生物有限公司)荧光

染料，室温下避光染色10 min。PBS冲洗3次，在荧光显微

镜下观察INS-1细胞核形态变化[21-22]。 
Annexin V-FITC/PI双染流式细胞仪检测INS-1细胞的

凋亡：砷酸氢二钠(50，100，200 µmol/L)和二甲基胂酸

钠(100，200，400 µmol/L)分别作用于INS-1细胞48 h，
收集细胞后，加入Annexin V-FITC(BD公司)室温下避光

孵育15 min，上机前加入PI溶液室温下避光孵育5 min，后

立即用流式细胞仪分析[23-24]。 
细胞内活性氧的测定：选用荧光探针DCFH-DA测定

INS-1细胞中活性氧水平[25]。砷酸氢二钠(50，100，200，
400 µmol/L)和二甲基胂酸钠(100，200，400 µmol/L)分别处

理INS-1细胞24 h。收集细胞后，调节细胞浓度为4×108 L-1，

离心收集细胞，然后加入终浓度为5 µmol/L的 DCFH-DA，
37 ℃作用 40 min后，将细胞和上清液一起用荧光分光光

度计测定荧光强度，激发波长485 nm，发射波长550 nm，

狭缝4 nm[26]。 
Western blot收集处理后的细胞：砷酸氢二钠(50，

100，200 µmol/L)和二甲基胂酸钠(100，200，400 µmol/L)
处理INS-1细胞48 h后，利用核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒

提取胞浆蛋白，利用BCA蛋白含量检测试剂盒检测胞浆蛋

白浓度。胞浆蛋白提取物进行SDS-PAGE凝胶电泳，转膜

后将PVDF膜放入封闭液中，37 ℃封闭1 h。1∶1 000稀释

兔抗小鼠P53，β-actin多克隆抗体，4 ℃孵育过夜。辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔IgG二抗37 ℃孵育1 h。ECL发光液

避光反应5 min，在凝胶成像系统中拍照，用凝胶图像处理

系统分析目标条带的灰度值。 
主要观察指标：MTT实验观察各组细胞存活率；

Hoechst 33258及AV/PI染色观察各组细胞凋亡情况；

DCFH染色观察各组细胞内活性氧水平；Western blot观察

各组细胞内P53蛋白表达情况。 
统计学分析：数据以x

_

±s表示，使用SPSS 17.0软件进

行数据分析，各组间均数比较采用单因素方差分析，检验

水准a =0.05。 
 

2  结果  Results  
2.1  两种砷化物对INS-1细胞生存率的影响  两种砷化物

处理INS-1细胞48 h后，与对照组比较，Na2HAsO4·7H2O 
(iAs5+)和C2H6AsNaO2·3H2O (DMA5+)引起INS-1细胞的

存活率降低(P < 0.05，P < 0.01)，且呈剂量依赖性下降

(表1)。 
2.2  两种砷化物对INS-1细胞凋亡的影响  两种砷化物处理

INS-1细胞48 h后，Hoechst 33258染色结果表明对照组

INS-1细胞核形态均一无边聚, 胞内染色均匀一致，形状规

则。而随着毒物剂量的增加，iAs5+和DMA5+各处理组细胞边

缘渐不平整，染色变深，染色质浓集，荧光增强，部分染色

质出现浓缩状态，高度凝聚、边缘化，出现凋亡小体(图1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Annexin V/PI染色结果显示，iAs5+和DMA5+暴露均引起

INS-1细胞凋亡。与对照组比较，200 µmol/L的iAs5+暴露组

凋亡细胞显著增多(P < 0.05)(图2A-E)。100 µmol/L的DMA5+

暴露组凋亡细胞减少(P < 0.05)；400 µmol/L的DMA5+暴露组

凋亡细胞显著增加(P < 0.01)(图2F-J)。 
2.3  两种砷化物对INS-1细胞内活性氧水平的影响  两种砷

化物处理INS-1细胞24 h后，细胞内DCF荧光强度见图3。
iAs5+和DMA5+作用INS-1细胞24 h后，细胞内活性氧水平显

著升高，并且与iAs5+浓度存在剂量依赖关系(P < 0.05，     
P < 0.01)。 
2.4  两种砷化物对INS-1细胞内P53蛋白表达的影响  iAs5+

作用INS-1细胞48 h后，Western blot检测核内P53蛋白表达，

结果显示随iAs5+剂量增加，P53的表达量逐渐增加(图4A)。
100，200 µmol/L iAs5+处理细胞后，核内P53蛋白呈剂量依

赖性增加(P < 0.05)。不同浓度DMA5+作用INS-1细胞48 h后，

与对照组比较，染毒组P53蛋白表达差异无显著性意义   
(图4B)。 
 
3  讨论  Discussion 

为探讨不同种类五价砷暴露可能引起INS-1细胞凋亡

从而引发糖尿病的机制[27-28]。实验分别观察了砷酸氢二钠

(iAs5+)和二甲基胂酸钠(DMA5+)暴露48 h对INS-1细胞的细

胞 毒 性 ， MTT 实 验 结 果 表 明 ， 高 剂 量 暴 露 iAs5+             

(>50 µmol/L)、DMA5+(>100 µmol/L)能够降低INS-1的细胞

生存率。其结果与以往研究检测各种形态砷对血管内皮细

胞和人胚肾细胞相对毒性的结果基本一致[29-30]。 
实验的结果表明高剂量的有机砷和无机砷均诱发了

INS-1细胞的凋亡。实验通过流式细胞术试验[31]，观察到

iAs5+(50-200 µmol/L)和DMA5+ (100-400 µmol/L)作用于

INS-1细胞48 h后， 高剂量暴露组均有凋亡细胞明显的增

多现象，这一实验结果提示高浓度的iAs5+和DMA5+暴露使

细胞发生凋亡。此外，实验采用了另一种检测细胞凋亡的

方法Hoechst 33258染色法，用荧光显微镜观察细胞形态，

进一步确定细胞凋亡[32]。结果显示，经过iAs5+和DMA5+作

用后的INS-1细胞和对照组相比，细胞形态存在显著差别。 

表 1  Na2HAsO4・7H2O 对 INS-1 细胞存活率的影响 
Table 1  The cell viability of INS-1 cells after the treatment with 
Na2HAsO4・7H2O                                 (x

_

±s, n=5)  

表注：与对照组(0 µmol/L 组)相比，aP < 0.05，bP < 0.01。 

砷化物 iAs5+ (µmol/L) 吸光度值 细胞生存率 

Na2HAsO4·7H2O 0 0.20±0.02 1.00±0.04 
 50 0.17±0.01 0.82±0.30a 
 100 0.13±0.02 0.62±0.50b 
 200 0.10±0.01 0.48±0.10b 
C2H6AsNaO2·3H2O 0 0.39±0.02 1.02±0.10 
 100 0.29±0.02 0.74±0.40b 
 200 0.25±0.02 0.65±0.60b 
 400 0.20±0.01 0.50±0.10b 
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图 1  Hoechst 33258 染色法观察 iAs5+
和 DMA5+

暴露对 INS-1 细胞凋亡的影响(×200) 
Figure 1  The apoptosis detected by Hoechst33258 staining in iAs5+- and DMA5+-treated INS-1 cells (×200) 
图注：图中 A-D 分别为对照组，50，100，200 µmol/L (iAs5+DMA5+)。图中 A1-D1 分别为对照组，100，200，400 µmol/L (DMA5+)。随着毒

物剂量的增加，iAs5+
和 DMA5+

各处理组细胞均染色逐渐变深，荧光增强，出现凋亡小体(箭头)。 
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图 2  流式细胞仪检测 iAs5+
和 DMA5+

对 INS-1 细胞凋亡的影响 
Figure 2  The apoptosis detected by flow cytometry in iAs5+- and DMA5+-treated INS-1 cells 
图注：图中 A-D，F-I 分别为对照组，50，100，200 µmol/L iAs5+

和 DMA5+
的流式细胞检测结果。E，J 为 iAs5+

和 DMA5+
干预后凋亡细胞计数

结果。与对照组(0 µmol/L 组)比较，
aP < 0.05，bP < 0.01。 
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图 3  iAs5+
和 DMA5+

对 INS-1 细胞内活性氧水平的影响 
Figure 3  The intracellular reactive oxygen species level in iAs5+- and DMA5+-treated INS-1 cells 
图注：图中 A，B 为 iAs5+

和 DMA5+
干预后 INS-1 细胞内活性氧水平的变化。与对照组(0 µmol/L 组)比较，

aP< 0.05，bP < 0.01。 
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随着药物剂量的增加，凋亡的细胞在紫外光激发下发射明

亮的蓝色荧光，细胞膜边缘不平整，细胞核固缩，不完整，

部分染色质出现浓缩状态，高度凝聚、边缘化，细胞核裂

解为碎块出现凋亡小体和核碎裂，并且随着剂量增加而愈

发明显。 
在众多机制研究中，砷诱发活性氧自由基产生并导致

氧化损伤的学说受到广泛关注，活性氧能够造成DNA损伤

并导致遗传毒性[33]。活性氧作为细胞调控中的一种信号分

子，可诱导细胞凋亡[34]。实验小组在前期研究发现亚砷酸

钠(iAs3+)可以诱发INS-1细胞内活性氧水平的显著升高[17]。

实验结果表明高剂量iAs5+和DMA5+暴露24 h均可以诱发

INS-1细胞内活性氧水平的显著升高。结果证实五价无机砷

及有机砷通过上调细胞内活性氧水平诱导INS-1细胞的凋

亡。二甲基胂能与氧分子反应生成二甲基胂自由基和超氧

阴离子自由基(O2
-)，之后加入另一个分子氧，从而产生二

甲基胂过氧自由基[35]。无机砷化合物本身发生氧化还原反

应能产生超氧阴离子(O2
-)、羟基自由基(OH)等活性氧[36]，

如亚砷酸盐氧化成砷酸盐的过程中会产生H2O2。现在普遍

被接受的砷的代谢途径是，无机砷经生物消化吸收后通过

一系列代谢过程被转化，iAs3+的氧化甲基化与iAs5+的还原

反应交替进行。iAs5+在还原酶的作用下被还原成相对应的

iAs3+，再由iAs3+甲基化为MMA和DMA形式排出。所以无

机砷诱发的INS-1细胞氧化应激是无机砷化合物本身还是

进一步甲基化代谢生成的活性物质诱发的氧化应激起主要

作用还有待进一步探讨。 
作为一个重要的抑癌基因，P53调控着细胞周期和凋

亡信号通路，与细胞凋亡的发生密切相关[37]。在实验中，

分别给予砷剂48 h后，用Western blot检测发现iAs5+作用

后的INS-1细胞核内P53蛋白表达增多，而DMA5+作用后的

INS-1细胞核内P53蛋白表达无明显变化。各种细胞应激如

DNA损伤、组织缺氧和氧化应激等使P53转录后通过乙酰

化，磷酸化和甲基化等被活化[38]。活性氧还可上调P53基
因的表达，使DNA的合成无法从G1期进入S期，抑制细胞

生长，如果细胞试图越过分裂障碍，则会激活自杀机制而

导致凋亡[39]。实验结果表明，iAs5+作用后产生活性氧，可

导致细胞DNA损伤，激活P53蛋白的表达，诱导细胞发生

凋亡；而DMA5+虽然诱导活性氧升高及凋亡，但并未影响

P53蛋白的表达，说明DMA5+可能通过其他凋亡因子来实

现对细胞凋亡的诱导。这一实验结果差异显示 iAs5+在

INS-1细胞内可能不是通过一般甲基化代谢为DMA而产生

活性氧，提示iAs5+与DMA5+在胰岛细胞中代谢不同，诱导

胰岛细胞凋亡的作用机制也不相同。 
大量的研究表明胰岛β细胞的损伤或凋亡对糖尿病的

发生起着至关重要的作用[40]，但砷导致胰岛β细胞凋亡机

制比较复杂，尚不明确。实验表明，五价无机砷和甲基化

胂都能诱发氧化应激，可见氧化应激是砷化物普遍存在的

致病机制。砷化合物的毒性大小主要取决于砷的价态、甲

基化程度、所带的电荷和与靶分子活性部位的相互作用等。

不同砷化物在体内代谢途径不同，其导致胰岛β细胞调亡的

途径也可能不同, 砷化物致胰岛细胞凋亡从而引起糖尿病

的机制仍有待于进一步研究。 
 
作者贡献：全部作者均参与了实验设计、实施和评估。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置应符合2009年《Ethical 
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学术术语：P53-作为一个重要的抑癌基因，调控着细胞周期

和凋亡信号通路。 
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图 4  iAs5+
和 DMA5+

对 INS-1 细胞核内 P53 蛋白表达的影响 
Figure 4  The expression of P53 protein in iAs5+- and DMA5+-treated INS-1 cells 
图注：图中 A，B 为 iAs5+

和 DMA5+
干预后 INS-1 细胞核内 P53 蛋白的表达。与对照组(0 µmol/L 组)比较，

aP < 0.05，bP < 0.01。 
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