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[提要 ] 目的 : 探讨硒2甲基硒代半胱氨酸 (MSC)对人食管癌细胞系 EC109细胞增殖及 Bcl22ΠBax蛋白表达的影响。方法 : 用

荧光染色、免疫组化及免疫蛋白印迹等技术 , 在MSC的不同浓度 (0、1、2、4、8、16μgΠmL)与时间 (6、12、24、48h)的作用

下 , 观察其对 EC109细胞形态的影响以及细胞核增殖抗原 Ki267及凋亡相关蛋白 Bcl22ΠBax的表达。结果 : 细胞主要表现出

固缩 , 生长密度降低 , 凋亡小体形成并被吞噬等形态改变 , 未见明显细胞毒性作用。各实验组的 Ki267标记指数均明显低

于对照组 ( P < 0101) , Bcl22ΠBax表达比值降低 , 并呈明显的时间和浓度依赖性。结论 : MSC有抑制 EC109细胞系增殖及下

调 Bcl22ΠBax表达的作用。
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[ Abstract ] Objective : To investigate the effect of Se2Methylselenocysteine (MSC) on Ki267and Bcl22ΠBax protein ex2
pression in human esophageal carcinoma EC109 cell line1 Methods : Using fluorescence staining , immunohistochemistry

and Western blot , the expression of Ki267 and Bcl22ΠBax protein in human esophageal carcinoma EC109 cell line were

observed and analysed at different concentrations(0、1、2、4、8、16μgΠmL) and times (6、12、24、48hours) . Re2
sults : MSC exposure could cause cell shrinking with rugous membrane and nuclei condensed in morphology and apoptosis

body appeared in cytoplasm by Acridine Orange fluorescence staining1 The preceeding changes were conspicuously with

the increasing dosage and no obvious cytotoxicitic changes1 By immunohistochemistry and Western blot analyses , cell pro2
liferation was inhibited inducing by MSC associated with decreased expression of Ki267 labeling index and Bcl22ΠBax ratio

following by concentration and time dependent ( P< 0101) . Conclusion : MSC can decrease cell proliferation and Bcl22Π
Bax ratio in vitro 1
[ Key Words ] Esophageal Carcinoma ; Se2Methylselenocysteine ; Proliferation ; Apoptosis

　　硒是对人类健康有着重要影响的一种微量元素 [1 ]。硒

化合物具有多种生物学功能 , 如营养、毒性、解毒抗氧化

及抗肿瘤作用 , 尤其是甲基化硒 , 既有更强的抗肿瘤作用 ,

又有比无机硒酸盐更低的毒性。硒2甲基硒代半胱氨酸
(MSC)是甲基硒的重要前体物质 , 它具有抑制 EC109细胞增

殖的作用 [2 ] , 但其作用机制尚不清楚。本实验主要通过免

疫组化及Western blot技术观察MSC对食管癌 EC109细胞的

增殖指标 Ki267、和凋亡指标 Bcl22ΠBax蛋白表达的影响 , 探

讨硒化合物可能的抗肿瘤机制 , 为硒在肿瘤防治方面的应

用提供一些实验依据。

1　材料与方法

111　细胞系及其培养　人食管癌 EC109细胞系 , 是低分化

鳞状细胞癌细胞系 , 由中科院肿瘤防治研究所细胞生物室

建立。细胞常规培养于含 10 %灭活小牛血清的 DMEMΠF12

培养基中 , 置 37℃, 5 %CO2 孵箱中生长 , 2～3天传代 1次 ,

隔天换液。

112　主要试剂 　MSC (Sigma 公司 , 美国。批号 21K1171) ;

鼠源 Ki267、Bcl22、Bax , 二抗、DAB显色试剂盒 (Santa CruZ

公司 , 美国) ; 硝酸纤维素膜、低分子量蛋白标准 (Amer2
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sham2Pharmacia公司) ; 余试剂均购于 Amersico公司。

113　实验分组 　MSC 组 , 其浓度分别为对照 (0μgΠmL)、

MSC1(1μgΠmL)、MSC2(2μgΠmL)、MSC4 (4μgΠmL)、MSC8 (8μgΠ

mL)、MSC16(16μgΠmL) ; 并分别作用 6、12、24、48h。对照

组以 NS代替硒化合物。

114　吖啶橙 (AO)荧光染色 　取1×106处于对数生长期的

EC109细胞 , 待细胞达 70 %～80 %汇合后 , 加入 MSC(0、2、

4、8μgΠmL) , 作用 48h后 , 95 %酒精迅速固定 15min , 干燥 ;

1 %醋酸酸化 30s ; 0101 % AO 37℃避光作用 30min ; PBS

(pH418)洗 3次 ; 011molΠL CaCl2 分化 5min , PBS洗 3次 , 荧

光显微镜下观察 , 拍照。

115　免疫组化染色　采用盖玻片培养法 , 取 1×106 处于对

数生长期的 EC109细胞 , 接种于 24孔板中 , 待细胞达 70 %

～80 %汇合后 , 加入MSC(0、2、4、8μgΠmL)组 , 并分别作用

24、48h后 , 后纯丙酮固定。用 PBS替代一抗做阴性染色对

照 ; 用乳腺癌组织作阳性对照。爬片于室温 015 %TritonX2
100浸泡 30 min , 后染色步骤按说明书进行。采用 HPIAS2
1000P高清晰度彩色病理图文分析系统对 Ki267、Bcl22、Bax

阳性染色进行图像自动分析 , 在标准视野下 , 测量不同条

件下染色阳性细胞的平均灰度值。染色强度与其表达量相

关。选取背景无色或浅黄色的显色片子进行图像分析 , 每

张切片随机录入 5个视野图像 , 测定视野内阳性细胞 , 阳

性产物强度应用平均阳性物灰度值 (5个视野阳性灰度值的

平均)表示。本实验用平均阳性灰度值 (AGA)表示测得的灰

度值 : AGA =|平均阳性物灰度测量值2平均背景灰度测量值
| , AGA越大 , 阳性反应物的染色强度越大。

116　Western blot免疫印迹法检测蛋白表达　取 5×106 处于

对数生长期的 EC109细胞 , 分别加入 MSC (0、1、4、16μgΠ

mL)并分别作用 6、12、24h , 加入单去污剂细胞裂解液

(50mmolΠL Tris2Cl 、150mmolΠL NaCl、1 %TritonX2100、1μgΠmL

Aprotinin、100μgΠmL PMSF) , 静置冰上 20min , 细胞刮刀刮下

细胞 , 4℃12 000rΠmin离心 5min , 上清分装 , 用 Bradford法

测定蛋白浓度。取 50μg蛋白点样于 10 %SDS2PAGE , 电泳分

离蛋白质 , 电印迹半干转移法转至硝酸纤维素膜上 , 5 %脱

脂奶粉 TBST溶液 4℃冰箱封闭过夜 , 分别用一抗 (Bcl22 ;

Bax 1∶300稀释)与二抗孵育 , DAB显色 , 以图像处理系统

对膜进行扫描 , 测定其区带的感光密度 , 并进行积分处理。

117　统计学处理　所有试验数据采用 SPSS1010 for window统

计软件分析处理 , 数据以 �x±s表示 , 组内及组间比较采用

方差分析。

2　结果

211　倒置显微镜下活细胞观察　对照组 EC109细胞生长密

集 , 贴壁良好 , 相互连接成片 , 细胞呈多角形 , 胞浆透亮 ,

核分裂相多见。MSC 210μgΠmL 组 , 细胞密度降低 , 少部分

细胞固缩 , 偶见凋亡小体 , 随浓度增加 , 细胞固缩明显 ,

凋亡细胞增多 , 即使浓度达 810μgΠmL , 也未见明显的胞浆

空泡及颗粒状物质增多等毒性改变。

212　AO荧光染色 (图 1、2 , 封二) 　对照组细胞密集 , 多

角形 , 胞核呈亮绿色荧光。MSC 2μgΠmL 组细胞密度降低 ,

少见胞浆吞噬火红色的凋亡小体 , 随浓度增加 , 部分胞核

呈桔黄色荧光 , 可见大量被吞噬的凋亡小体 , 16μgΠmL组细

胞稀少 , 肿胀变圆 , 核膜破裂 , 偶见凋亡小体 , 少部分细

胞胞核呈火红色荧光。

213　MSC对人食管癌 EC109细胞增殖的影响 (图3) 　Ki267

标记指数 (LI) : Ki267阳性细胞为胞核着棕褐色 , MSC作用

后的各试验组LI均明显低于对照组 ( P < 0101) , 并呈浓度

和时间依赖性下降 , 各组间的差别有统计学意义 ( P <

0101)。

图 3　MSC对 EC109细胞 Ki267蛋白表达的比较

Fig13　Comparison of MSC on Ki267 protein expression in esopha2
geal carcinoma EC109 cell

214　MSC对 Bcl22及 Bax蛋白表达的影响　Western blot免疫

印迹灰度分析结果见图 4。免疫组化及 Western blot 结果均

显示 , MSC各浓度 (1、4、16μgΠmL)组的 Bcl22蛋白表达均低

于对照组 (图5) , 且随浓度增加而降低 ( P < 0101) ; Bax蛋

白表达均高于对照组 , 呈剂量依赖性增高 ( P < 0101) (图6) ;

各组 Bcl22ΠBax比值均呈浓度依赖性降低。

图 4　各浓度MSC作用 24h对人食管癌 EC109细胞 Bcl22及

Bax蛋白表达的影响

Fig14　The result of Bcl22 and Bax protein expression in human

esophageal carcinoma EC109 cell at 24h by MSC

图 5　Bcl22蛋白表达变化

Fig15　The result of the Bcl22 protein expression
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图 6　Bax蛋白表达变化

Fig16　The result of the Bax protein expression

3　讨论

大量的流行病学调查及实验动物研究表明硒有抗癌作

用 [6 ,7 ]。但硒并非对各种癌症有同样的抑制效率 , 而且不同

的硒化合物对癌的抑制作用也不近相同 [8 ]。不同硒化合物

的抗癌活性与其生物学效应和代谢途径密切相关 , 影响摄

入硒生物效应的关键是其化学形式和剂量 , 但其作用机理

尚不清楚 [9 ]。随着对微量元素硒的生物作用认识的不断深

入 , 有机硒化合物尤其是甲基化硒 , 既有更强的抗肿瘤作

用 , 又有比无机硒酸盐更低的毒性 [4 ,5 ] , 因此其作为药物的

研究开发越来越受到重视。本实验选用的MSC是富硒大蒜

的提取物 , 是甲基硒的重要前体物质 [10 ]。它对人早幼粒白

血病细胞系有较强的诱导凋亡能力和较低的细胞毒性 , 显

示出良好的发展前景 [13 ]。本实验中 , MSC作用较温和 , 在

表现出较强的生长抑制作用的同时 , 细胞毒性作用不明显 ,

即使浓度为 810μgΠmL , 作用 48h , 仍未见明显的细胞肿胀、

胞浆空泡增多等毒性改变。

细胞凋亡是由基因控制的程序性的细胞死亡 , 它可在

不同的细胞周期中被启动 , 引发细胞凋亡的因素有很多 ,

其中包括 : DNA损伤 , 来自细胞死亡受体的信号 [3 ] , 对细

胞生长因子受体信号传导途径的抑制 [11 ]等等。Bcl22基因定

位于 18q21 , 是一种凋亡抑制基因 , 它与 Bax基因作为一对

平衡体共同参与细胞凋亡的调控。硒可能通过抑制肿瘤的

增殖并诱导 Bax蛋白表达上调及 Bcl22蛋白下调 , 从而促使

癌细胞的凋亡。本实验 Western blot 结果显示 , 各加硒组

Bcl22蛋白的表达均比对照组低 , 而 Bax蛋白表达量增加 ,

且两者 Bcl22ΠBax比值降低 , 存在浓度和作用时间的依赖性。

这一结果同本课题组对 Bcl22及 Bax免疫化学染色图像分析

结果一致 [4 ]。提示 , MSC可能通过下调 Bcl22 基因和上调

Bax基因 , 影响两者的蛋白的表达和功能 , 使 Bcl22ΠBax蛋

白比例失调 , 促进细胞凋亡 , Bcl22和 Bax基因可能参与了

硒诱导细胞凋亡的调控。

综上所述 , MSC对体外培养的人食管癌 EC109细胞的

增殖有抑制作用 , 提示MSC可能是一更具发展前景的补硒

制剂。

[致谢 : 汕头大学医学院第二附属医院病理科郑志超主任 , 黄

海花主治医师协助免疫组化图像分析 ]
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