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摘要

目的: 进一步探讨促凋亡蛋白Bid在肝癌发生 发展过程

中的作用.

方法: 应用基因毒性化学剂二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine

DEN)制备肝癌动物模型 通过阻断肝细胞凋亡信号传导

途径 观察肝癌发生过程中肝细胞的增生指数(BrdU LI)与

凋亡比率(AI)及与肿瘤发生的关系.

结果: (1)在DEN用药后的第3 d和第10 d 野生型小鼠肝

细胞BrdU标记指数和凋亡细胞百分比分别明显高于Bid缺

陷小鼠(P <0.05). (2)在DEN用药后的第4 mo 野生型小

鼠肝内损伤性结节的数量和表面积明显多于Bid 缺陷小

鼠 二者间具有统计学意义(P <0.001).

结论: Bid缺陷小鼠对DEN诱导的肝癌具有明显的抵抗作

用 这一作用可能与早期肝细胞凋亡有关.
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0   引言

细胞增生和凋亡之间的失平衡是肿瘤发生最根本的原

因.细胞对任何包括化学 物理和生物的有害刺激的反

应是通过自身修复 死亡 再增生等方式使机体恢复自

身平衡 细胞在损伤修复过程中的错义修复导致基因

的突变使细胞获得了异常增生能力 便发生了肿瘤.实

际上 肿瘤组织内细胞增生和凋亡比率均较正常状态

的组织有明显增加 而增生比率高于凋亡. Bid是Bcl-

2 家族成员中一个促凋亡蛋白 通过死亡受体激活细

胞凋亡 尤其是肝细胞的凋亡过程.我们应用化学致癌

模型和Bid缺陷小鼠研究细胞凋亡在肝癌发生的早期作

用 设想是早期凋亡刺激细胞增生 发生基因变异的细

胞较正常细胞具有明显的增生优势 通过比较野生型

和Bid缺陷鼠对DEN诱导致癌损伤的反应和观察细胞

增生和凋亡的比率进一步探讨肝癌发生的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  C57BL/B6 小鼠 野生型和Bid 缺陷型各

14只 (由美国匹斯堡大学病理系荫博士提供) 分别分

为DEN组和对照组. DEN组小鼠出生后第14 d腹腔内

注射DEN 15 µg/g 对照组注射同体积的生理盐水 饲
养3 10 d 和 4及 8 mo分别杀鼠 在杀鼠前2 h腹腔

注射30 mg/kg BrdU (Sigma 美国) 收集肝组织标本

分别放置液氮中或制备石蜡切片.

1.2 方法

1.2.1 肝细胞凋亡和增生的检测  采用 TUNEL 试剂盒

(Roche 美国)检测肝细胞的凋亡 操作按照说明. 细

胞增生的检测应用抗BrdU单克隆抗体(Dako公司 美

国)进行免疫组化染色.

1.2.2 特殊酶学染色  葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)染色:

冰冻肝组织切片戊二醛固定后用2 g/L硝酸银和0.53 g/L

G-6-Pase共同孵育45 min 然后用75 g/L硫酸铵孵育

2 min 水洗后用戊二醛和冰醋酸按一定比例混合固

定 HE染色封片. GST-pi 染色: 采用兔抗鼠GST-pi 多

克隆抗体(StressGen 美国)进行免疫组化染色.

1.2.3 肝细胞损伤结节或肝肿瘤  HE染色的肝组织切片

在显微镜下观察和计数肝损伤或肝肿瘤结节的数量

应用SPOT软件计量结节的面积 求结节面积与全肝面

积的比值.

        统计学处理  细胞增生及凋亡指数和肝损伤结节的

数量及平均面积采用Student t检验 P值小于0.05 为
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有显著差异.

2   结果

2.1 肝损伤结节的形态学及酶学特点  在DEN暴露第4 mo

时显微镜下有4种不同改变: (1)嗜碱性结节 细胞体积

小于正常 核大 核 / 浆比率增加 糖原减少 核

糖体丰富. (2)空泡细胞 细胞肿胀 空泡变性 体积

稍大 有脂肪积累和糖原丢失. (3)嗜酸细胞 细胞内

富含糖原 浆内大量的嗜伊红染色. (4)储脂细胞 胞

质内较多脂滴. 此外 可在癌变前结节发现较多卵圆细

胞.除嗜伊红结节外 绝大部分结节呈GST-pi 染色阴

性 所有结节G-6-Pase染色呈阴性. 在DEN处理8 mo

后 大部分结节周边有明显边界 结节明显增大 形成

腺瘤样结构 部分结节内肝细胞核深染 可见有丝分裂

征象 细胞排列为多层结构 具备了肝癌的形态学特征.

在对照动物未发现肝损伤结节或肿瘤.

2.2 肝损伤结节面积及数量的测定  肝内结节的面积单

位为 µ2 全肝面积单位为mm2 分别将结节的数量及
所占全肝面积比率在相同处理时间不同基因表型间进

行统计学比较(表1). 在DEN处理4 mo后 肝内结节数

量及面积在野生鼠明显多于Bid 缺陷鼠(P <0.05) 但

8 mo 后 肝结节在基因表型间的差异消失.

表1  DEN体内诱导肝损伤结节的效果

基因表型          n   DEN暴露时间   平均结节面积 /          平均结节数

                                                      全肝面积(µ2/mm2)

野生型              10         4 mo       572 570.4±63 242.6a     3.6±2.065b

Bid缺陷型        12         4 mo         79 723.6±10 771.1      1.0±0.577

野生型              11         8 mo        6.29e+07±1.33e+0    10.27±7.52

Bid缺陷型        13         8 mo        2.14e+07± 2.14e+07   9.02±4.23

aP <0.05, bP <0.01 vs Bid缺陷型动物.

2.3 肝细胞增生及凋亡测定  DEN 处理后第3 10 d和

第 4 8 mo 肝组织标本分别进行BrdU和 TUNEL染

色 显微镜下计数每 1 000 个细胞中的阳性细胞数

得出细胞增生标记指数(BrdU LI)和凋亡比率(AI). 结果显

示 DEN暴露后3 d 野生鼠细胞凋亡数明显高于Bid

基因缺陷鼠; 但 BrdU标记指数在两组间无显著差异

均接近于对照组; 10 d后细胞凋亡在野生鼠仍明显高于

Bid 基因缺陷鼠 但与第 3 d 水平比较无明显改变

而在Bid基因缺陷鼠则有显著下降 接近对照组; 此时

BrdU 标记指数在野生鼠显著升高 而 Bid 基因缺陷

鼠仍接近对照组 组间差异明显. 提示DEN暴露后 肝

脏对损伤的反应是发生细胞凋亡 肝细胞数量的减少

继发细胞大量增生.在DEN处理后4和 8 mo再次检测

BrdU标记指数发现 野生鼠肝结节外BrdU标记指数仍

显著高于Bid缺陷型 而在8 mo肝结节内比较 两组

则无明显差异(表2).

表2  DEN肝细胞增生及凋亡指数的测定(mean±SD)

表型          n  DEN暴露时间    AI                     LI

Bid 缺陷型          3          3 d       11.04±2.97           33.5±8.89

野生型          3          3 d       19.83±3.21a             34±6.66

Bid 缺陷型          3        10 d        7.71±3.21            24.5±5.47

野生型          3         10 d       16.21±3.24a         54.06±11.99a

Bid 缺陷型        11        4 mo            n.d.                 1.42±0.55

野生型          7        4 mo            n.d.                 3.07±1.77a

Bid 缺陷型          8        8 mo             n.d.                 1.05±0.50(OF)

野生型           8       8 mo            n.d.                  1.97±0.47(OF)a

Bid缺陷型                  8       8 mo            n.d.                10.12±5.60(IF)

野生型                        8       8 mo            n.d.                11.61±4.77(IF)

aP <0.01 vs Bid缺陷型动物; n.d., 未测定; OF, 肝外结节; IF, 肝内结节.

3   讨论

普遍认为: 肿瘤的发生是异常细胞失去了对凋亡信号的

反应 使这部分细胞获得不死性或生存期明显延长 细

胞增生比例大于细胞死亡 二者之间失去平衡. Schulit-

Hermann et al少数人[1-3]近年提出了一些不同的观点

癌前病变的细胞对细胞凋亡信号刺激是有反应的 细

胞增生和凋亡相互间有联系 二者在肝肿瘤发生过程

中均有增高 二者间的比率调节着细胞向恶性变发展.

Grasl-Kraupp et al [3]报道肿瘤细胞较周围正常细胞的增

生和凋亡率分别高出24倍和7.5倍 在肿瘤发生过程中

伴有选择性细胞增生和死亡. 本文结果显示 在DEN

暴露的较早期 野生小鼠肝细胞凋亡指数和增生率均

高出Bid缺陷小鼠2倍; 在DEN暴露后4 mo 野生小鼠

肝内癌前损伤结节的平均数量和面积也较Bid缺陷小鼠

明显增多 从DEN暴露后4和8 mo的标本中可以观察

到癌前结节向癌变进展的质变过程. 对于DEN暴露8 mo

后 野生和Bid缺陷型小鼠在肝内癌前结节和肿瘤数量

及面积之间差异不再有明显区别的解释 目前尚无一

个客观明确的认识.根据肝细胞凋亡特点分析 在DEN

刺激下 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)受体首先被激活
导致Caspase 8的活化 后者水解Bid使之活化后诱导

一系列参与凋亡的酶学反应 最后发生肝细胞凋亡. 细

胞的凋亡诱导了细胞增生 而发生DNA损伤的肝细胞

较正常肝细胞具有更大的增生潜力 形成有遗传物质

改变的 生长力旺盛的细胞克隆 也就是癌前结节. 这

一解释受到Knight et al [4]研究结果的支持 他们发现

在TNF受体1缺乏的鼠暴露于肝脏的致癌剂后 肝脏

卵圆细胞 有人认为是具有增生潜力或癌变前的细胞

受到损伤 其致瘤性明显减弱. 因此他们认为TNF受体

途径参与肝癌发生过程中癌前卵圆细胞的增生.TNF受

体的作用是通过诱导凋亡还是其他机制有待于进一步

证实. 然而 在肝癌发生过程中由于细胞凋亡和增生均

有增加 因此他们之间的关系是十分复杂的 在癌发生
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的不同阶段他们之间的关系也可能会发生不同的改变.

我们的结果提示细胞凋亡对增生的刺激也许仅发生在

肝癌发生的早期 在肿瘤发展过程中其他因素参与

或同一种蛋白还有其他功能 如Bid 是否还参与细胞

周期的调节等 有可能使其在肿瘤发生过程中的作用

发生改变 需进一步进行研究.
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摘要

目的: 探讨硒蛋氨酸对食管癌细胞系EC9706增生的影响.

方法: 通过MTT比色法 细胞生长曲线描绘研究硒蛋氨酸

对食管癌细胞系EC9706增生的影响 采用流式细胞仪观

察硒蛋氨酸诱导EC9706细胞凋亡的作用及对细胞周期的

影响.

结果: 硒蛋氨酸呈时间 剂量依赖性方式抑制EC9706细

胞增生 改变细胞周期分布 增加G0/G1期细胞比例 诱

导细胞凋亡.

结论: 硒蛋氨酸可能通过影响细胞周期分布和诱导细胞凋

亡 来抑制EC9706细胞增生.硒蛋氨酸可能是预防和治疗

食管癌的一种新方法.

陈滋华, 吴清明, 谢国建, 王晓虎, 于皆平. 硒蛋氨酸对食管癌细胞株增生的影

响. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1215-1217
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0   引言

食管癌在我国是常见病 严重威胁着人类的生命健康

其发生 发展涉及多个基因及分子水平的变化 目前

无论是传统手术还是化疗及放疗都未能取得满意的疗

效[1-13]. 因此 有必要寻找新的防治方法. 大量流行病学

和临床研究发现 微量元素硒与肿瘤的发生呈负相关

性.硒是人体所必需的微量元素 在生命过程中发挥着

重要作用 本研究的目的在于观察硒蛋氨酸对体外培

养食管癌细胞系EC9706生长的影响 为探讨其对食管

癌防治作用提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  主要试剂: RPMI-1640培养基 小牛血清 胰

蛋白酶 蛋氨酸为Gibco公司产品; MTT DMSO 硒蛋氨

酸(selenomethionine)为sigma公司产品. 仪器设备: 恒温CO2
培养箱(SanyD日本) 倒置显微镜(OlympusIX-70) 酶联

免疫检测仪( 960 美国) 流式细胞仪(Epics  XL

Beckman coulter公司). 细胞系: 人食管癌细胞系EC9706由

中国医学科学院王明荣教授惠赠.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  食管癌细胞EC9706常规培养于含10%

小牛血清 100 U/mL青霉素及100 U/mL链霉素的RPMI-

1640培养基中 置于37  5% CO2培养箱内培养.

1.2.2 硒蛋氨酸对食管癌细胞EC9706生长的影响  取对数

生长期的食管癌细胞EC9706按每孔1 104个细胞/mL

接种于96 孔培养板中 24 h 后换液 加入不同浓度

硒蛋氨酸100 200 300 400 500 µmoL/mL设不接种
细胞的空白对照组和只加入等体积溶剂DMSO的对照

组. 每组浓度每个时间点设8个复孔 继续培养 于第

24 48 72 96 h每孔加入MTT溶液(5 mg/mL)10 µL
37 孵育4 h后弃去上清液 每孔加入100 µL DMSO
轻轻振荡10 min 使结晶物充分溶解 在490 nm 波
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