
9121)值较对照组 (前者 18199±5116、后者 56171 ±8111)明

显升高 ( P < 0101 , P = 01014) ,低氧高二氧化碳组 VA/ TA

值 (32172 ±9120)较对照组 (43129 ±8111)明显降低 ( P =

01014) ;提示肺动脉内外两层弹力板之间管壁增厚 ,血管腔

明显狭窄。

31两组大鼠肺血管超微结构 :对照组大鼠肺中小肌型

动脉内皮细胞胞体扁平 ,平滑肌细胞胞体小。低氧高二氧化

碳组肺中小动脉内皮细胞数目增多 ,线粒体空泡变性 ,内质

网扩张 ,血管内皮细胞呈立方型 ,竖状突起 ,凸向管腔 ,基底

部变窄 ;平滑肌细胞胞体肥大 ,平滑肌间隙扩大 ,胶原纤维插

入 ,内弹力板高度扭曲。

41两组大鼠肺中小动脉 sGC mRNA表达及肺组织 sGC

酶活性的变化 :原位杂交显示 :低氧高二氧化碳组大鼠肺中

小动脉 sGCα1 亚基 mRNA免疫反应显色减弱 ;低氧高二氧

化碳组 sGCα1 mRNA在大鼠肺中小动脉上表达的平均吸光

度值 (01087±01014)显著皆低于对照组 (01160±01007) ,差

异有显著性意义 ( P < 01001)。酶动力学分析示 :大鼠肺组

织 sGC活性在低氧高二氧化碳组和对照组比较明显降低

(前者为 32103 ±7117、后者为 114176 ±18137 pmol c GMP·

mg prot - 1·min - 1) ,差异有显著性意义 ( P < 01001)。

三、讨论

sGC是 NO的细胞内关键受体 ,它的表达调控着细胞内

第二信使 c GMP的产生和血管对 NO等小分子物质的舒张

反应 ,参与血管张力调控 ,甚至影响细胞增殖、凋亡和细胞外

基质的产生。因此 ,sGC表达变化可能会改变肺动脉阻力并

导致血管结构的重建。我们发现在大鼠低氧高二氧化碳性

肺动脉高压的形成发展中 ,sGC基因表达下降 ,即转录减少 ,

酶动力学显示 sGC 酶活性随之削弱。长期低氧能提高

cAMP水平 ,而 sGCα1 基因的 5′上游区证实有 cAMP反应元

件 ,两者结合是 sGC基因转录抑制的可能原因[ 3 ]。

我们还发现低氧高二氧化碳诱使大鼠肺动脉压明显增

高 ,同时电镜及光镜结果显示 :肺血管中膜平滑肌增生 ,管壁

增厚、管腔狭窄。以上提示低氧高二氧化碳肺动脉高压大鼠

的肺血管结构发生了重建。低氧高二氧化碳肺血管结构重

建乃至肺动脉高压的形成机制至今尚未完全清楚。已有研

究表明 ,低氧时 sGC活性下降 ,是肺动脉平滑肌细胞 DNA

合成增多的原因之一[ 4 ]。大鼠颈动脉球囊损伤后 ,sGCα1、β1

亚基蛋白表达下降 ,对 NO的反应低下 ,细胞 c GMP水平降

低 ,进而胸腺嘧啶核苷整入增多 ,促进颈动脉内皮、平滑肌细

胞 DNA的合成 ,内膜增厚 ;基因重组转染 sGCα1、β1 cDNA能

逆转上述现象[ 5 ]。鉴于以上情况 ,我们将低氧高二氧化碳性

肺动脉高压大鼠肺血管结构改变与 sGC表达变化同步研

究。结果表明 ,低氧高二氧化碳肺血管结构发生重建 ,同时

肺组织 sGC基因表达减少、酶活性降低 ,合成 c GMP能力低

下。提示 sGC表达及其酶活性降低 ,可能参与肺血管结构

重建 ,从而促进低氧高二氧化碳性肺动脉高压的形成与发

展 ;若基因重组转染 sGC cDNA可能有助于缓解或逆转低氧

高二氧化碳性肺血管结构重建。
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有机硒对恶性转化人胚食管上皮永生化细胞系作用的实验研究

黄海花　苏敏　田东萍　沈忠英　郑志超

　　一、材料与方法

1.材料 : H5E973 细胞系[ 1 ]由本院沈忠英教授提供 ;亚

硒酸钠 (天津市化学试剂研究所) ,分析纯 ;硒2甲基硒代半胱
氨酸 (MSC) (美国 Sigma公司) ,分析纯。TUN EL试剂盒 (美

国 Promega公司)。

2.细胞形态学的观察 : MSC和亚硒酸钠作用的终浓度

分别为 0. 1、1、2、4和 8μg/ ml ,对照组加入生理盐水 ,培养 48

h后收取细胞爬片 ,HE染色 ,树胶封片后 ,光镜下观察。

3.细胞分裂指数 (MI) :细胞爬片经 Giemsa染色 ,高倍镜

下计数 1 000个细胞的分裂象数。

4.流式细胞仪检测 :分组同上 ,常规制样 ,用碘化丙啶
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50 mg/ L 染色 ,360 目尼龙网过滤 ,用 FACSort 流式细胞仪

(美国 B. D公司)检测 ,细胞周期分析使用 Cylchredl软件。

5.细胞凋亡检测 ( TUN EL 法) :按试剂盒说明步骤进

行。结果判定 :阳性细胞 ,核呈棕黄色。每张切片 ,随机选择

5个高倍视野 ,记数 500 个细胞 (每个视野 100 个) ,计算阳

性细胞数并以百分数表示 ,作为细胞凋亡指数 ( PI)。

二、结果

1.形态学观察 :对照组细胞密集 ,呈多边形 ,核大 ,核质

比例失调 ,核分裂象多见。011μg/ ml MSC和亚硒酸钠组 ,

细胞形态无明显改变。110μg/ ml MSC组 ,细胞密度轻度下

降 ,除见少量细胞呈凋亡形态学改变 ,即细胞体积缩小 ,胞质

浓缩 ,强嗜伊红 ,有的核染色质聚集深染 ,有的断裂为碎片或

形成凋亡小体 ,其余细胞形态无明显改变。随着 MSC浓度

增加 ,凋亡细胞增多 ,细胞密度进一步下降 ,但值得注意的是

即使 MSC浓度达 810μg/ ml ,细胞仍未见明显的毒性改变。

在 110μg/ ml 亚硒酸钠组 ,细胞密度下降 ,部分细胞出现肿

胀变圆、胞质空泡增多和细胞表面泡状突起等毒性改变细胞

肿胀变圆 ,胞质空泡增多 ,有时见散在的凋亡细胞 ,随着硒剂

量增加 ,细胞毒性改变更加明显 ,当浓度为 810μg/ ml时 ,大

部分细胞已坏死、崩解。

2.细胞分裂指数 (MI %) :除 810μg/ ml亚硒酸钠组 48 h

或 72 h后 ,大部分细胞坏死脱壁 ,无法计算分裂指数外 ,其

余各加硒组的分裂指数均显著低于其相应的对照组 ( P均 <

0101) ,并呈浓度和时间依赖性降低 ,剂量组或时间组间的差

异有显著性意义 (除 48 h亚硒酸钠浓度组的差别 P < 0105 ,

其余各浓度或时间组间的差别 P均 < 0101)。

31流式细胞仪检测 :细胞周期和凋亡细胞分析结果见

表 1 ,细胞培养 48 h后 ,不同浓度硒2甲基硒代半胱氨酸组与

表 1　不同浓度的 NaSeO3 和 MSC对 H5E973细胞

细胞周期和细胞凋亡的影响

组别
细胞周期百分率 ( %)

G0 G1期 S期 G2期
凋亡
指数

对照组 26. 48 65. 55 7. 98 0. 11

硒2甲基硒代半胱
氨酸 (μg/ ml)

　0. 1 29. 13 63. 57 7. 30 3. 88
　1. 0 28. 31 66. 03 5. 66 6. 26
　2. 0 31. 94 61. 68 6. 38 17. 20
　4. 0 42. 40 52. 45 5. 15 27. 76
　8. 0 55. 30 43. 90 0. 80 44. 13
亚硒酸钠 (μg/ ml)

　0. 1 24. 50 65. 49 10. 01 7. 68
　1. 0 21. 00 69. 05 9. 95 11. 60
　2. 0 16. 48 79. 48 4. 04 20. 24
　4. 0 12. 40 85. 20 2. 30 24. 67
　8. 0 - 3 - 3 - 3 - 3

　　注 : 3细胞大部分死亡 ,细胞数不够 ,无法测量

对照组相比 , G1 期及凋亡细胞百分率 ,都随其浓度的增加而

增多 ,S期的百分率却随之下降 ,而不同浓度亚硒酸钠组则

相反 , G1 期的百分率随着硒浓度的增加而下降 ,S期和凋亡

细胞百分率则随之增加。亚硒酸钠浓度为 810μg/ ml时 ,由

于大部分细胞已坏死 ,故该组没测。

4. TUN EL :硒化合物浓度与细胞凋亡指数 ( PI)的关系

(表 2)。有机硒组 TUN EL表达的阳性程度比相应的无机硒

组强。

表 2　细胞凋亡指数与 NaSeO3 和 MSC作用

浓度的关系

浓度 (μg/ ml)
凋亡指数 ( n = 5 , �x ±s)

亚硒酸钠组 MSC组

0 0. 32±0. 62 0. 32±0. 62

0. 1 4. 84±3. 13 9. 68±5. 17

1. 0 21. 87±0. 57 3 26. 29±3. 96 3

2. 0 36. 85±2. 41 3 37. 54±6. 56 3

　4. 0 24. 65±5. 47 3 42. 18±1. 29 3

8. 0 23. 81±3. 95 3 66. 96±1. 05 3

　　注 : 3与对照组 (0组)比 P < 0. 01

三、讨论

本实验结果提示 ,两种硒化合物对食管癌细胞系

H5E973均有生长抑制作用 ,但两者的作用方式有所差别。

亚硒酸钠的抑制作用比 MSC强 ,但亚硒酸钠在出现抑制作

用的同时 ,也出现了细胞毒性作用 ;而 MSC的作用较缓和 ,

在高剂量时 ,不但能抑制细胞的生长 ,而且细胞毒性不明显。

有实验证实 ,硒能显著影响细胞周期 ,使其阻滞于细胞周期

的不同时相。本实验结果显示 : MSC能明显降低 S期而增

加 G1 期细胞的比例 ,相反 ,亚硒酸钠明显增加 S期细胞而降

低 G1 期细胞的比例 ,两种硒化合物对细胞周期的影响具有

浓度依赖性 ,这与文献的报道相类似[ 2 ]。另外在实验中我们

发现硒2甲基硒代半胱氨酸能使部分细胞变小 ,伸出突起 ,互

相连接成网 ,这种现象到底是细胞变性的一种表现还是细胞

分化的结果 ,有待进一步的研究。
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