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Abstract
AIM: To analyze the effects of selenomethionine 
on the protein expression profile of human 
gastric carcinoma AGS cells.

METHODS: The effects of selenomethionine on 
AGS cell apoptosis were determined by Hoechst 
fluorescent staining and flow cytometry. The ef-
fects of selenomethionine on the protein expres-
sion profile of AGS cells were analyzed by two-
dimensional gel electrophoresis.

RESULTS: Apoptotic bodies were found in 
many AGS cells cultured for 5 d in medium 
containing selenomethionine. The proportion of 
apoptotic cells was significantly higher in AGS 
cells cultured in medium containing selenome-
thionine than those cultured in control medium 
(53.98% ± 9.88% vs 15.76% ± 9.03%, P < 0.01). A 

total of 12 differentially expressed proteins were 
identified by two-dimensional electrophoresis.

CONCLUSION: Selenomethionine can influence 
the protein expression of gastric carcinoma AGS 
cells. Differentially expressed proteins may be 
related to the apoptosis of AGS cells.
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摘要
目的: 分析硒代甲硫氨酸对胃癌AGS细胞蛋
白表达谱的影响. 

方法: 应用Hoechst荧光染色法及流式细胞术
观察硒代甲硫氨酸对胃癌AGS细胞凋亡的影
响; 应用双向凝胶电泳技术分析硒代甲硫氨
酸对胃癌AGS细胞蛋白表达的影响. 

结果: 胃癌AGS细胞在含硒代甲硫氨酸培养
液中培养5 d后, 部分细胞的细胞核内出现凋
亡小体, 含硒代甲硫氨酸培养液中AGS细胞
的凋亡率显著高于正常培养液组(53.98%±

9.88% vs  15.76%±9.03%, P <0.01). 双向电泳
技术筛选出12个表达差异的蛋白.

结论: 硒代甲硫氨酸可以影响胃癌AGS细胞
蛋白的表达. 这些差异表达的蛋白可能与胃癌
细胞凋亡有关.

关键词: 硒代甲硫氨酸; 胃癌细胞; 双向凝胶电泳
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0  引言

硒是人体所必需的一种微量元素, 硒代甲硫氨

酸是一种含硒的有机化合物, 有研究表明硒代
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■背景资料
硒是人体所必需
的一种微量元素, 
硒代甲硫氨酸是
一种含硒的有机
化合物, 有研究表
明硒代甲硫氨酸
具有抑制肿瘤生
长的作用. 以往的
研究虽然揭示了
一些硒代甲硫氨
酸抑制肿瘤细胞
生长的分子机制, 
但是这些研究多
数是针对肿瘤细
胞信号传导途径
中某个或某几个
基因. 硒代甲硫氨
酸抑制肿瘤细胞
生长的分子机制
远未阐明.

■同行评议者
肖 文 华 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军总医院第一附
属医院肿瘤科



甲硫氨酸具有抑制肿瘤生长的作用, 由于其毒

性较低, 并且与其他抗肿瘤药物存在协同作用, 
有望成为一种有效的化疗药物增敏剂[1]. 以往

的研究虽然揭示了一些硒代甲硫氨酸抑制肿

瘤细胞生长的分子机制, 但是这些研究多数是

针对肿瘤细胞信号传导途径中某个或某几个基 
因 [2,3].  硒代甲硫氨酸抑制肿瘤细胞生长的分

子机制远未阐明. 本实验拟通过双向凝胶电泳

(two-dimensional gel electrophoresis, 2-DE)技术

直接分析硒代甲硫氨酸诱导胃癌细胞凋亡后蛋

白质表达谱的变化, 为阐明硒代甲硫氨酸抑制

胃癌细胞生长的分子机制提供线索. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株AGS购自中国科学院上

海细胞生物研究所; PRMI 1640培养液(Gibco公
司); 小牛血清(杭州四季青生物工程公司); 硒
代甲硫氨酸、碘乙酰胺、二硫苏糖醇(DTT)、
牛血清白蛋白(BSA, Sigma公司); DMSO、尿

素、SDS、CHAPS、Tris、甘油、甘氨酸、溴

酚蓝、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸

铵、四甲基乙二胺(TEMED)、低分子质量蛋白

(Amreco公司); 固相pH梯度干胶条(pH5-8 17 cm 
BIO-RAD公司)、IPG Buffer、覆盖液、PMSF; 
Hoechst 33342染色液(Molecular Probes, 美国); 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection KitⅠ(Becton 
Dickinson, 美国); 其余试剂为国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将AGS细胞分别置于正常的RPMI 
1640培养液(对照组)和20 mmol/L含硒代甲硫氨

酸的RPMI 1640培养液(实验组)中培养. 
1.2.2 Hoechst染色法观测胃癌细胞的形态变化:  
将处于对数增殖期的胃癌AGS细胞用PBS洗2
次, 以终浓度1×104/mL接种于铺有盖玻片的六

孔板内, 再分别加入上述2种培养液培养5 d. 加
入Hoechst 33342染色液, 调节染液的终浓度为

10 mg/L, 37 ℃避光孵育10 min. PBS洗涤后, 放
在载玻片上用荧光显微镜观察细胞凋亡并摄片. 
1.2.3 流式细胞仪检测胃癌细胞的凋亡率: 将处

于对数增殖期的胃癌AGS细胞用PBS洗2次, 以
终浓度1×104/mL接种于培养瓶中, 再分别加入

上述2种培养液培养5 d. 每个样本设置3个复管. 
分别收集两组胃癌细胞, 将各待测样本中的细

胞数调至(1-2)×105, PBS洗涤离心, 弃上清. 同
时设3个仪器校正管, 加入与样本待测管等量的

相应细胞; 各样本中加入100 μL结合缓冲液, 混
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匀; 然后加入FITC标记的Annexin V和碘化丙啶

各5 μL, 其中第1个仪器校正管不加染液, 第2个
仪器校正管加入5 μL Annexin V, 第3个仪器校正

管加入5 μL PI; 混匀, 室温避光轻摇15 min; 最后

加入400 μL结合缓冲液, 混匀. 用FACs Calibur流
式细胞仪检测细胞凋亡率, 并用CellQuest软件

处理数据. 
1.2.4 双向凝胶电泳及银染显色: 分别收集实验

组和对照组培养液中连续培养5 d的胃癌AGS细
胞并离心, 预冷的PBS洗涤3次后离心收集于1.5 
mL EP管, 重悬于100 μL裂解液中(8 mol/L Urea, 
4% CHAPS, 40 mmol/L Tris, 1% DTT, 1 mmol/L 
PMSF, 0.5% IPG Buffer), 振荡裂解1 h, 4 ℃、

12 000 r/min离心15 min, 取上清, Bradford法
测定蛋白质含量. 分别取实验组和对照组胃癌

AGS细胞120 μg的总蛋白与水化缓冲液(8 mol/L
尿素、2% CHAPS、25 mmol/L DTT、0.2% Bio-
Lyte pH3-10、0.002%溴酚蓝)充分混合, 上样总体

积为320 μL, 选用线性、17 cm、pH5-8的IPG胶

条. 等电聚焦、平衡、SDS-PAGE电泳、银染[4].
1.2.5 图像采集和分析: 银染显色的凝胶经GS- 
800 calibrated densitometry凝胶图像扫描仪扫描

获取凝胶图像后, 用PDQuest7.1软件对图像进行

背景消减、斑点检测、匹配、量化.
统计学处理 采用SPSS10.0统计分析软件进

行t检验.

2  结果

2.1 胃癌细胞的形态变化 胃癌AGS细胞分别在

实验组和对照组培养液中连续培养5 d, Hoechst
荧光染色显示: 实验组培养液中大多数胃癌细

胞核内均出现高荧光亮度的凋亡小体, 而对照

组培养液中多数胃癌细胞胞膜完整, 核染色均

匀, 未见凋亡小体(图1). 
2.2 胃癌细胞的凋亡率 胃癌AGS细胞分别在实

验组和对照组培养液中培养5 d, 流式细胞仪检

测发现. 胃癌AGS细胞在实验组培养液中的凋

亡率显著高于对照组培养液组(53.98%±9.88% 
vs  15.76%±9.03%, P <0.01, 图2).
2.3 双向电泳分离蛋白的结果 采用GS-800 cali-
brated densitometry系统扫描银染的2-D胶, 利用

PDQuest软件分析, 在自动点检测、 背景消除、

均一化处理后, 对照组细胞检测到1 049±56个
蛋白点, 实验组细胞检测到1 011±45个蛋白点. 
所有步骤重复3次, 实验组和对照组分别获得3
块2D胶. 以平均胶为标准, 实验组内3块胶的匹

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前营养素在肿
瘤治疗方面的研
究逐步受到重视. 
硒与癌的关系是
微量元素硒研究
中最为关注的领
域之一. 营养素对
肿瘤影响的作用
机制, 特别是分子
机制目前成为亟
待研究的热点.

■相关报道
国外有学者用微
阵列技术分析了
硒代甲硫氨酸对
肿瘤细胞基因表
达谱的影响, 发现
硒代甲硫氨酸对
多种基因的表达
均具有调节作用.
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配率是90.5%, 对照组是88.4%, 说明组内各胶的

重复性好. 根据蛋白点有或无的判断标准, 应用

PDQuest 2-D分析软件, 比较对照组与实验组组

AGS细胞双向电泳图谱, 发现12个蛋白点差异

特别明显(差异蛋白点用箭头标出, 图3).

3  讨论

近年来, 随着肿瘤流行病学的深入研究和对肿

瘤发生机制的进一步探讨, 特别是发现不少食

物来源的化合物和食物微量成分可影响肿瘤的

发生的发展[5]. 目前营养与肿瘤关系主要集中在

流行病学资料的分析上, 营养素在肿瘤治疗方

面的研究尚未受到足够的重视, 营养素对肿瘤

影响的作用机制, 特别是分子机制了解不够. 硒
与癌的关系是微量元素硒研究中最为关注的领

域之一. 食物和补剂中的硒大多以有机物(硒代

甲硫氨酸、硒半胱氨酸)和无机物(亚硒酸钠或

硒酸钠)的形式存在, 与硒的无机盐相比, 硒代甲

硫氨酸不仅生物学活性高出许多, 而且更容易

被吸收, 从尿、粪中丢失得少, 在体内保留时间

长, 因此有机硒补剂形式代替无机硒补剂形式

是必然趋势[6-8]. 
近年来, 硒在肿瘤治疗中的作用及其机制引

起人们的重视, 取得了很大进展. 硒抗肿瘤作用

机制的研究有不少报道, 目前一般认为其抗癌

机制可能为以下几个方面: 通过激活P53、P38
信号通路, 诱导肿瘤细胞凋亡[9]; 通过抑制有丝

分裂细胞周期蛋白cyclin B表达和cdc2激酶活性

或增加丝氨酸/苏氨酸蛋白质磷酸酶活性来诱导

肿瘤细胞细胞凋亡、抑制细胞的生长[10,11]; 抑制

Akt基因的磷酸化诱导癌细胞凋亡[12]. 国内还有

学者报道硒代甲硫氨酸可抑制多药耐药基因编

码的糖蛋白的表达, 在一定程度上逆转了肿瘤

细胞耐药性[13]. 但总的来说, 其防癌、抗癌的机

A B
图  1  胃癌AGS细胞的形态变化(×
200). A: 对照组; B: 实验组.

图  2  胃癌AGS细胞的凋亡率. 
A: 对照组; B: 实验组.
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图  3  胃癌AGS细胞双向
电泳凝胶图谱. A: 对照组; 

B: 实验组.
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■创新盘点
本文采用双向电
泳技术分析硒代
甲硫氨酸抑制胃
癌细胞生长的分
子机制, 能够了解
硒代甲硫氨酸作
用下胃癌细胞蛋
白表达的整体变
化水平.
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制仍不十分清楚. 国外有学者用微阵列技术分

析了硒代甲硫氨酸对肿瘤细胞基因表达谱的影

响, 发现硒代甲硫氨酸对多种基因的表达均具

有调节作用[14,15]. 本研究应用蛋白质组学的技术

研究了硒代甲硫氨酸对胃癌AGS细胞蛋白表达

谱的影响. 蛋白质组学是继功能基因组学后兴

起的学科, 其目的是从整体角度分析细胞内动

态变化的蛋白质组成成分, 了解蛋白质之间的

相互作用和相互联系, 揭示蛋白质功能和生命

活动规律. 与以往的研究技术相比, 蛋白质组学

技术有着无法比拟的优越性. 生物体功能的主

要体现者或执行者是蛋白质, 蛋白质的表达水

平、存在方式和相互作用等直接与生物功能相

关, 因此研究蛋白质能直接达到阐明生命物质

功能机制的目的. 
目前蛋白质组学研究中蛋白质分离的核心

技术仍然是双向凝胶电泳. 本研究运用高分辨

率的双向电泳技术得到了重复性较好的含硒代

甲硫氨酸环境中胃癌细胞蛋白表达图谱, 通过

对对照组及实验组胃癌细胞蛋白表达图谱的分

析, 初步筛选出12个差异表达的蛋白质. 本实验

结果提示硒代甲硫氨酸在诱导胃癌细胞凋亡的

同时, 细胞中部分蛋白表达发生了明显变化, 这
些差异表达的蛋白质可能与细胞凋亡有关, 通
过对这些差异表达的蛋白进一步的分析鉴定, 
有望找出硒代甲硫氨酸诱导胃癌细胞凋亡的相

关蛋白, 为探讨硒代甲硫氨酸抑制胃癌细胞生

长的分子机制奠定基础.
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■同行评价
本研究选题新颖, 
设 计 合 理 ,  结 果
可 靠 ,  为 阐 明 有
机硒抗癌机制提
供了实验依据.


