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摘要　以人肺癌细胞 PG 和人胃癌细胞BGC2823 作为研究对象, 利用M T T 测定、3H 2T dR 参入、

流式细胞术、软琼脂培养、N o rthern b lo t、W stern b lo t 等实验方法, 观察了稀土化合物氯化亚鈰

(CeC l3) 抑癌作用. 结果表明, CeC l3 浓度为 0105 mm o löL , 011 mm o löL , 015 mm o löL 和 1 mm o löL
可抑制 PG 细胞的增殖; 浓度为 015 mm o löL 和 1 mm o löL 可抑制 PG 细胞DNA 的合成, 其 G1 期

细胞比例增加而 S 期细胞比例减少, 在软琼脂中的生长能力降低, 原癌基因 c2m yc 和 c2ras 表达降

低, p 16 蛋白质表达降低. 而同样浓度的 CeC l3 对BGC2823 细胞和正常细胞 2BS 未见影响. 提示:

稀土化合物抑制肺癌细胞 PG 的增殖以及降低其恶性度的作用机制可能与一些增殖相关的原癌基

因的表达和细胞周期的调控有关, 其确切的机理还需进一步的研究.
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The Effect of Cer ium Com pounds on Two Cell L ines: Human

L ung Cancer Cells and Human Ga str ic Carc inoma cells BGC-823
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Abstract　T he effect of CeC l3 on hum an lung cancer cells PG, hum an gastric carcinom a cells BGC2
823 and hum an dip lo id fib rob lasts 2BS w ere stud ied by u sing M T T assay, 3H 2T dR inco rpo ra t ion,
f low cytom etry, soft agar cu ltu re, N o rthern b lo t and W estern b lo t. T he resu lts ind ica ted tha t
CeC l3 inh ib ited PG cells p ro lifera t ion and 3H 2T dR inco rpo ra t ion; decreased the p ropo rt ion of PG
cells in S phase, w h ile increased the p ropo rt ion of PG cells in G1 phase: inh ib ited the grow th of
PG cells in soft agar and the exp ression of p ro to2oncogenes c2m yc, c2ras and p 16 p ro tein in PG
cells. Bu t CeC l3 had no effect on BGC2823 cells and 2BS cells. T he m echan ism , by w h ich the rare
earth com pound CeC l3 inh ib ited the p ro lifera t ion of PG cells’and decreased its m alignancy,m ay be
concerned w ith som e p ro to2oncogenes rela t ing to p ro lifera t ion and p ro tein exp ression and the reg2
u la t ion of cell cycle. Bu t fu rther stud ies are needed to learn the exact m echan ism.
Key words　CeC l3, Cell p ro lifera t ion, Cell cycle, Gene exp ression

　　稀土放射性同位素早已广泛应用于肿瘤的诊断

和治疗. 非放射性稀土化合物亦具有抗癌作用. 国外

从 50 年代起, 对稀土抗癌已有报道[ 1 ]. 我国从 80 年

代中期开始在稀土防癌方面开展了一些工作, 并从

抑癌机理方面进行了研究[ 2～ 3 ]. 为了进一步探讨稀



土化合物的抑癌作用及其作用机制, 我们观察了氯

化亚鈰 (CeC l3)对人肺癌细胞 PG、人胃癌细胞BGC2
823 的增殖、DNA 合成、细胞周期、软琼脂生长、原

癌基因及蛋白质的表达的影响, 同时观察其对正常

细胞 2BS 生长的影响.

1　材料与方法

111　材料

人肺癌细胞株 PG 由北京医科大学病理系赠

送, 人胚肺二倍体成纤维细胞株 2BS 购于卫生部生

物制品研究所, 人胃癌细胞BGC2823 由北京医科大

学第三临床医院赠送; 3H 2T dR: 上海原子能研究所;

Α232 P2dCT P: 北京亚辉生物技术公司; P rim er2Α2
Gene L abeling k it: 美国 P rom ega 公司; c2m yc 探

针: 购于北京市肿瘤研究所; c2ras 探针: 北京天象人

生物工程公司; 抗 p 16 多抗: 北京中山生物技术公

司. 其它试剂均为国产分析纯、优级纯产品.

112　细胞培养

PG 细胞、BGC2823 细胞培养于含 5% 胎牛血清

的 R PM I21640 培养液中, 2BS 细胞培养于含 10%

胎牛血清的DM EM 培养液中置 37℃, 5% CO 2 的培

养箱中培养, 隔天换液, 用胰酶öED TA 消化液分散

细胞进行传代培养.

113　M TT 测定

细胞以 115×104öm l 密度接种于 96 孔培养板,

每孔 200 Λl. 饥饿同步化处理后, 用 CeC l3 ( 0101

mm o löL , 0105 mm o löL , 011 mm o löL , 015 mm o löL ,

1 mm o löL ) 处理 48 h, 同时给予 52FU 012 mm o löL
作为阳性对照, 用M T T 比色法测D 570 nm.

114　3H-TdR 参入

细胞以 3×104öm l 密度接种于 24 孔培养板, 每

孔 1 m l, 饥饿同步化处理、药物浓度同 112, 处理 24

h, 加入3H 2T dR 1 ΛC i, 参入 8 h 后, 用液闪计数仪测

cpm 值.

115　流式细胞术

细胞以 1×105öm l 密度接种于细胞培养瓶, 每

瓶 10 m l, 饥饿同步化处理后, 用 CeC l3 (015 mm o lö

L , 1 mm o löL )处理 24 h, 单细胞以 1×106öm l 悬浮

于 1 m l PBS 中, 上机测试.

116　软琼脂培养

细胞密度、饥饿同步化处理、药物浓度同 115,

处理 14 d, 双层软琼脂培养 10 d, 观察细胞集落, 计

数, 照相.

117　Northem blot 分析

细胞密度、饥饿同步化处理、药物浓度同 115,

处理 2 h、6 h、12 h, 依文献 [4 ]提取总 RNA , 进行

N o rthern 杂交试验.

118　W estern blot 分析

细胞密度、饥饿同步化处理、药物浓度同 115,

处理 18 h, 依文献[5 ]提取总蛋白, 进行W estern 杂

交试验.

2　结　　果

211　M TT 测定

CeC l3 (0105 mm o löL , 011 mm o löL , 015 mm o lö

L , 1 mm o löL ) 与 PG 细胞作用 48 h, 可明显抑制细

胞的增殖, 见 T ab le 1; 而相同处理对BGC2823 细胞

和 2BS 细胞增殖未见明显影响, 52FU (012 mm o lö

L )作为阳性对照可抑制细胞增殖.

Table 1　T he effect of various concen trat ion of CeC l3 on the

cell p ro liferat ion in PG cells by M T T assay

Group
Do sage

ömmo l·L - 1

D 570 nm

(xθ±s)

V iab ility

(% )

Inh ib it ion

rate (% )

Contro l 01815±01021 100

52FU 012 01270±010223 3 3311 6619

CeC l3 0105 01760±010293 9313 617

011 01733±010103 3 8919 1011

015 01615±010293 3 7515 2415

1 01433±010223 3 5311 4619

　　3 : P < 0105, 3 3 : P < 0101, vs contro l by t test

212　3H-TdR 参入

CeC l3 (015 mm o löL , 1 mm o löL ) 处理 PG 细胞

24 h, 与对照组相比, 处理组3H 2T dB 参入明显减少,

见 T ab le 2; 而相同处理对BGC2823 细胞和 2BS 细

胞DNA 合成未见明显影响, 52FU (012 mm o löL ) 作

为阳性对照可抑制细胞DNA 合成.

Table 2　T he effect of various concen trat ion of CeC l3 on 3H 2
T dR inco rpo rat ion in PG cells

Group
Do sage

ömmo l·L - 1

cpm

(xθ±s)

Inh ib it ion rate

(% )

Contro l 3683±272

52FU 012 1988±1533 3 4610

CeC l3 015 2202±1423 3 4112

1 1658±1563 3 5510

　　3 3 P < 0101, vs contro l by t test
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213　流式细胞术

CeC l3 (015 mm o löL , 1 mm o löL ) 处理 PG 细胞

24 h, 与对照组相比, 处理组 G1 期细胞均有增加, 分

别增加了 3015% 和 3215% , 而 S 期细胞则分别减少

了 1213% 和 2716% , 见 T ab le 3, 而相同处理对

BGC2823 细胞未见明显影响.

Table 3　T he effect of various concen trat ion of CeC l3 on cell

cycle p rogression in PG cells

Group

Do sage

ömmo l

·L - 1

G1 S G2+ M

xθ±s

(% )

xθ±s

(% )

xθ±s

(% )

Contro l 37180±1105 49133±0168 12187±1170

CeC l3 015 43133±018633 43127±114733 13136±017633

1 50110±211533 35173±019033 1411±3110

　　33 P < 0101, vs contro l by t test

F ig. 1 　 T he effect of various concentration of CeC l3 on

grow th of PG cells in soft agar

(A ) num ber of focus; (B) cell focus
3 3 P < 0101, vs contro l by t test

F ig. 2　T he effect of various concentration of CeC l3 on c2m yc and c2ras mRNA exp ression in PG cells

(A ) T he effect of CeC l3 on c2m yc mRNA exp ression in PG cells;

(B) T he effect of CeC l3 on c2ras mRNA exp ression in PG cells

É : R igh t panel, au to radiogram of N o rthern b lo t hybridization; L eft panel, to tal RNA. Ê : D ensitom etric scanning

214　软琼脂培养

CeC l3 (015 mm o löL , 1 mm o löL )处理细胞 14 d,

与对照组比较, 处理组集落数减少, 且集落较小 (见

F ig. 1). 而相同处理对BGC2823 细胞未见明显影

响.

215　Northern blot 分析
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CeC l3 (015 mm o löL , 1 mm o löL ) 处理 PG 细胞

后, 与对照组相比, 2 h、6 h、12 h 时处理组的 c2m yc

表达下降, 6 h、12 h 时 c2ras 的表达下降, 见 F ig. 2.

216　W estern blot 分析

CeC l3 (015 mm o löL、1 mm o löL ) 处理 PG 细胞

18 h, 与对照组相比其 p 16 蛋白表达增加, 见 F ig. 3.

F ig. 3　T he effect of various concentration of CeC l3 on p16

p ro tein exp ression in PG cells

(A )W estern b lo t analysis; (B)D ensitom etric scanning

3　讨　　论

稀土元素的抗癌作用早有报道. 我们以 PG 细

胞和BGC2823 细胞作为研究对象, 观察了 CeC l3 的

抑癌作用, 同时观察了其对 2BS 细胞生长的影响.

本文的实验结果表明, CeC l3 对肿瘤细胞的增殖、

DNA 合成有抑制作用, 可影响其细胞周期, 但这种

抑制作用并不是针对所有肿瘤细胞, 这可能和细胞

对药物的敏感性不同有关. 本实验结果还提示, Ce2
C l3 对正常细胞的生长无影响. 软琼脂集落形成状况

是反映肿瘤细胞恶性程度的重要参数, 本实验结果

显示, CeC l3 不但能抑制细胞的增殖, 还能降低细胞

的恶性程度.

为了对其机制进行了探讨, 我们观察了 CeC l3

对 PG 细胞 c2m yc 和 c2ras 的 m RNA 表达. c2m yc

是具有促增殖作用的原癌基因, 其编码的蛋白质为

核内蛋白质, 是一种转录因子, c2m yc 在肿瘤中过量

表达, 可导致细胞的增殖失控. 本实验表明CeC l3 可

能通过抑制 c2m yc 的表达, 从而抑制细胞的增殖. 至

于它是如何影响 c2m yc 表达的, 具体机理还不清楚.

ras 基因编码的蛋白质 p 21ras位于膜内侧, 是生长信

号传导中非常重要的中介物质[ 6 ] , 本实验结果提示

CeC l3 可能通过抑制 c2ras 的表达来影响 R as→R af

→M A PK 的传递途径, 从而发挥其抑制增殖的作

用. p 16 是抑癌基因 p 16 IN K4编码的蛋白质, 通过影响

G1öS 的转换直接负向调控细胞增殖周期. p 16 蛋白

能与 cyclinD 1 竞争结合而使CD K 失活, 细胞不能进

入 S 期, 从而抑制细胞的增殖[ 7 ]. 本实验结果提示

CeC l3 可刺激 p 16 的表达, p 16 表达的增加使细胞不

能从 G1 期进 S 入期而停留在 G1 期, 流式细胞术也

证实在处理 24 h 时, 处理组 G1 期细胞增加.

综上所述, 稀土化合物 CeC l3 可抑制肺癌细胞

PG 的增殖, 降低细胞的恶性程度, 作用机制可能与

影响一些与增殖相关的原癌基因表达和细胞周期的

调控有关, 但其确切机理还需进一步研究.

References

1 　A ngh ileri L J. A ntitumo r activity of gallium and lan thanum:

Ro le of cation2cell m em brane in teraction. A nticancer R esearch ,

1987, 7: 1205～ 1208

2 　彭少华, 纪云晶, 王宗惠, 庞新民, 苏英. 混合硝酸稀土体内抗肿

瘤作用的实验研究. 卫生毒理学杂志 (Peng Shaohua, J i Yun2

jing,W ang Zonghui, Pang X inm ing, Su Ying. Study of the an ti2

cancer effect of rare earth n itrate m ix ture. J H ea lth T ox icol) ,

1994, 8 (3) : 218～ 219

3 　肖白, 纪云晶, 崔明珍, 赵素娟, 孙梅, 高崇峰, 李文梅, 林仲翔, 吕

有勇. 镧鈰对癌细胞恶性增殖抑制及相关基因表达的影响. 中华

预防医学杂志 (X iao Bai, J i Yunjing, Cui M ingzhen, Zhao Su2

juan, Sun M ei, Gao Chongfeng, L iW enm ei, L in Zhongxiang, L u

Youyong. Effect of lan thnum and cerrium on m alignant p ro lifer2

ation and exp ression of tumo r2related gene. Ch in J P rev M ed )

1997, 31 (4) : 228～ 230

4 　A usubel F M , B ren t R , Kingston R E,M oo re D D , Seidm an J G,

Sm ith J A , Struh l K. S hort P rocols in M olecu lar B iology , 2nd,

U. S. A. Gene Publish ing A ssociates and John W iley & Sons,

1992: 421～ 4228

5 　萨姆布鲁克 (美)等著, 金冬雁、黎孟枫等译. 分子克隆实验指南,

第 2 版. 北京: 科学出版社, (Sam brook J , F ritsch E F,M aniatis

T. M olecu lar C lon ing: A L abora tory M anua l, 2nd ed. N ew

Yo rk: Co ld Sp ring H arbo r L abo rato ry P ress, 1989) , 1992: 880～

898

6 　Ginell R , B row n J H. G2p ro tein2coup led recep to rs and signaling

pathw ays regulating grow th responses. FA S EB J , 1996, 10: 741

～ 749

7 　H engstsch lager M. T he ro le of p16 in the E2F2dpendent thym i2

dine k inase regulation. O ncog ene, 1996, 12: 1635～ 1643

456 中国生物化学与分子生物学报 15 卷


