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甲基硒酸对人高转移大细胞肺癌细胞株L9981
增殖和凋亡作用及其分子机制的初步研究

刘洁薇  钟晓蓉  周清华  Allen C. Gao  王艳萍  朱文  马力  张芷旋

=摘要>  背景与目的  已有的研究表明硒具有防癌作用和抑制乳腺癌、前列腺癌细胞株增殖的作用, 但

有关甲基硒酸(MSA)是否具有抗肺癌的作用目前尚不清楚。本研究的目的是探讨MSA 对人高转移大细胞

肺癌细胞株 L9981 是否具有生长抑制及诱导凋亡的作用, 并对其分子机制作初步探讨。方法  应用体外细

胞培养技术,以MSA 处理 L9981细胞株, 应用台盼蓝计数法、克隆形成实验和流式细胞术检测 MSA 处理

L9981细胞株前后细胞株体外增殖、克隆形成和凋亡水平的变化。应用流式细胞术检测 MSA 处理 L9981 细

胞株前后细胞周期、细胞周期相关蛋白和凋亡相关蛋白表达水平的变化。结果  ¹MSA 在大于 0. 5 Lmol/ L

的浓度时可显著抑制 L9981 细胞株的增殖(P < 0. 05) ,细胞被阻滞于 G0 / G1 期。ºMSA 浓度在 2. 5 Lmol/ L

时可诱导 L9981 细胞株进入凋亡(P < 0. 05)。»MSA 在 5 Lmol/ L 时可明显抑制 L9981 细胞株的克隆形成

能力( P< 0. 05)。¼MSA 能显著上调 P53、P21、Fas、FasL和 Bax 蛋白表达水平。结论  ¹MSA 可显著抑制

人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 的体外增殖和克隆形成能力, 并诱导细胞凋亡; ºMSA 的抗肺癌作用可

能与其调控肺癌细胞株 L9981 细胞周期和细胞凋亡相关基因表达有关。
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= Abstr act>  Background and objective It has been proved t hat selenium has r emarkable effects in the pre2

vention of cancer and proliferat ion inhibit ion for breast cancer and prostate cancer. Up to now, litt le is known,

however , if met hylseleninic acid (MSA) has the ant icancer effect on lung cancer or not. The objective of this

study is to detect the effect of MSA on proliferat ion inhibit ion and apoptotic induction for human high2meta2

static large cell lung cancer cell line L9981, and to explor e the molecular mechanisms. Methods T he changes

of prolifer ation, clone formation, apoptot ic level and cell cycles were detected in L9981 by t rypan blue stai2

ning, clone formation suppression t est, and flow cytometry befor e and after tr eating with differ ent concentra2

tion of MSA. T he expression level of proliferat ive2r elated and apoptotic2related genes was also determined in

L9981 by flow cytomet ry. Results ¹The prolifer at ion ability of L9981 was remarkably inhibited at the con2

centration of 0. 5 Lmol/ L of MSA (P < 0. 05) , and t he cells were ar rested at G0/ G1 phase after tr eat ing with

the same concentrat ion. ºApoptosis of L9981 was remarkably induced by MSA at the concentration of

2. 5 Lmol/ L ( P< 0. 05) . »The clone formation ability of L9981 was significant ly suppressed by MSA at the

concentration of 5. 0 Lmol/ L ( P < 0. 05) . ¼The expression levels of P53, P21, Fas, FasL and Bax were
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remarkably up2r egulated after tr eatment wit h MSA. Conclusion ¹MSA can significantly suppress the prolif2

er ation and clone formation ability of human high2metastatic large cell lung cancer cell line L9981, and also in2

duce apoptosis of L9981. ºThe anticancer effects of MSA might be relat ed to r egulate t he expression of cell

cycle2related genes and apoptot ic2related genes in the human high2metastat ic large cell lung cancer line L9981.

=Key words>  Methylseleninic acid   H uman high2metastat ic large cell lung cancer line L9981   

Growth inhibit ion   Apoptosis

  硒作为一种人体必需的微量元素, 以硒代半胱氨

酸形式掺入 12个以上的已知蛋白或酶,发挥着非常重

要的生理作用。硒的防癌抑癌作用是近年来人们关注

的焦点。Clark 等第一次在双盲随机对照试验中发现

硒酵母( 200 Lg/ d)能有效而安全地预防前列腺癌、肺

癌和结肠癌
[ 1]
。目前, 至少有 8个人体试验和 100多

个动物实验已证明, 高于生理需要量的硒摄取对包括

食道癌、胃癌、结直肠癌、肝癌、前列腺癌、乳腺癌、卵巢

癌及肺癌等
[ 2]
肿瘤的发生均有预防作用。Ip 等

[ 3]
合

成了甲基硒酸 ( CH 3 SeO2H, methylseleninic acid,

MSA) , 并证明体细胞可以不借助肝脏和肾脏的 B裂

解酶代谢途径, 而是通过谷胱甘肽和还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸( NADPH)的非酶途径将摄取的

MSA 还原为甲基硒( methyselenol)。这种单甲基化

形式的硒(methyselenol, CH 3 SeH)则是硒在体内参与

防癌抑癌的最佳活性化合物形式
[ 2、4、5]

。已有的研究

结果表明MSA 可能是一种很有潜力的抗肿瘤制剂,

体外实验已证实小剂量 MSA(5~ 10 Lmol/ L)对多种

人体肿瘤细胞株具有生长抑制和诱导凋亡的作

用[ 6~ 9]。迄今有关MSA 是否具有抗肺癌作用及其分

子机制人们尚知之甚少。本研究的目的旨在通过体外

实验探讨 MSA 是否对人高转移大细胞肺癌细胞株

L9981亦具有生长抑制和诱导凋亡作用, 并试图对其

分子机制作初步探讨。

1  材料和方法

1. 1  材料

1. 1. 1  肺癌细胞株  本研究所用人高转移大细胞肺

癌细胞株 L9981系由四川大学华西医院四川省肺癌

分子重点实验室筛选建立。人高转移大细胞肺癌细胞

株 L9981是应用单细胞克隆化技术从人大细胞肺癌

细胞株 WCQH29801 中分离构建, 该细胞株存在

nm232H1 等位基因杂合性缺失, 具有较强的体外增殖

能力、克隆形成率和体外侵袭力[ 10]。

1. 1. 2  试剂  本研究所用MSA 由美国纽约州立大

学 Allen C. Gao教授提供。MSA配为 10 mmol/ L溶

液, - 20 e 避光保存;顺铂购自云南个旧药业生物有限

公司; RPMI1640培养基购自美国 GIBCO 公司;新生

小牛血清购自成都哈里生物有限公司;胰蛋白酶购自

上海化学试剂供应站; EDTA 等其余试剂为国产分析

纯;所有溶液均用双蒸水配制。

1. 1. 3  设备材料  细胞培养 CO2 孵箱(法国 JOUAN

公司) ,超净台(AIR TECH 公司) , 倒置相差显微镜、

光学显微镜(日本 Olympus公司) , Epics2XLÒ型流式

细胞仪(美国 Beckman Coulter 公司) , 低速自动平衡

离心机 LD2522(北京医用离心机厂) , 12 孔板( Costar

公司) ,组织培养皿( 30 mm @10 mm, Falcon 公司) ,细

胞计数板(Neubauer Fein2Optik Jena)。

1. 2  方法

1. 2. 1  细胞培养及生长曲线的绘制  L9981细胞株

于RPMI21640培养液(含 10%小牛血清、100 u/ mL青

霉素、100 u/ mL 链霉素) , 37 e 、5% CO2 孵箱中培养至

对数生长期(细胞密度 80% ~ 90%)。0. 25%胰蛋白

酶消化 3~ 4 min, 终止反应, 吹打制备成单细胞悬液,

调节细胞浓度, 以 3. 8 @10
4
个/孔密度接种于 12 孔

板。培养 24 h细胞贴壁后, 弃原培养液, 分别加入终

浓度为 0. 5、2. 5、5. 0、7. 5 Lmol/ L 的MSA;同时设对

照组,仅加入等体积培养液;设阳性对照组, 加入终浓

度为 2. 5 mg/ L的 DDP。每组设 3个重复孔。分别于

药物作用后第 1、2、3、4、5天,每处理组取 3 孔细胞消

化, 4%台盼蓝染色, 光镜下细胞计数板测定 3孔活细

胞总数,取均值,以时间为横轴, 活细胞数为纵轴绘制

各处理组生长曲线。并根据对数生长期计算 L9981

细胞株群体倍增时间:群体培增时间= 生长时间/ log2

(细胞终浓度/初浓度)

1. 2. 2  平板法克隆形成实验  取对数生长期细胞消

化制成单细胞悬液, 以每皿 300个细胞的密度接种入

组织培养皿中。培养 24 h 细胞贴壁后, 分别加入

MSA 使其终浓度为 2. 5、5. 0、7. 5 Lmol/ L;同时设对

照组,加入等体积培养液;每组设 3个重复实验。药物

作用 24 h 后换为普通培养液于 37 e 、5% CO2 孵箱中

培养,倒置相差显微镜下观察至接种第 7日, 克隆已形
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成且未相互融合时, 终止实验。弃原培养液, PBS 洗

涤 2次,甲醇固定 30 min, Giemsa染色 15 min,铺网格

纸,肉眼计数可见蓝色克隆。由 2 人分别计数, 取均

值,并计算克隆形成率(克隆形成率= 克隆形成数/接

种细胞数@100%)。

1. 2. 3  细胞凋亡百分率和细胞周期时相分布图的测

定  取对数生长期细胞消化制成单细胞悬液, 以 1. 1

@106 密度接种 50 mL 培养瓶(底面积 24 cm2)中, 培

养 24 h细胞贴壁后(密度 70% ) , 弃原培养液,分别加

入终浓度为 2. 5和 5. 0 Lmol/ L 的MSA;同时设对照

组,加入等体积培养液。分别于药物作用后 6、12、24

和 36 h消化收集细胞悬液,离心( 1000 r/ min, 8 min) ,

PBS洗涤 2次, 70%冷乙醇固定。采用溴化已啶( EB)

染色法,于 Epics2XLÒ型流式细胞仪上机检测细胞凋

亡百分率, 用Muticycle AV 分析软件对 DNA 细胞周

期时相分布进行拟和分析。

1. 2. 4  流式细胞仪检测细胞周期和凋亡相关基因蛋

白表达量  药物处理和细胞收集方法同 1. 2. 3。取单

细胞悬液 1 @106 / mL, 加入鼠抗人单克隆抗体孵育

30 min, PBS 洗涤, 加入羊抗鼠 FITC2IgG 二抗孵育

30 min, PBS洗涤并离心弃上清, 于 Epics2XL Ò型流

式细胞仪上机测定蛋白免疫荧光标记物,应用 Expo32

AD进行免疫荧光数据分析。检测 FasL、Fas、Bax、

Cyclin D1、P53及 P21蛋白表达水平。

1. 2. 5  统计学方法  所有数据的统计分析均采用

SPSS13. 0及 Microsoft Excel 2000 软件。采用方差

分析和 V
2
检验,以 P< 0. 05为具有统计学意义。

2  结果

2. 1  不同组肺癌细胞株 L9981生长曲线的比较  各

组肺癌细胞株体外增殖能力, 除MSA 0. 5 Lmol/ L 组

在第 3天增殖情况与对照组比较无统计学差异外( P

> 0. 05) , 0. 5、2. 5、5. 0和 7. 5 Lmol/ L MSA在第 3、4、

5天与对照组比较均有显著性差异( P< 0. 05或 P <

0. 01)。但各 MSA 浓度组在不同时间段与 DDP 组

2. 5 mg/ L组间比较均无统计学差异( P > 0. 05) (图

1)。根据第 2天至第 4天对数生长期的增殖情况, 计

算对照组和MSA 组的群体倍增时间, 对照组的倍增

时间为 13. 5 h, 而 MSA 0. 5 Lmol/ L、2. 5 Lmol/ L、

5. 0 Lmol/ L、7. 5 Lmol/ L 组倍增时间分别 11. 8 h、

15. 3 h、75. 6 h 和173. 6 h, MSA 5. 0和 7. 5Lmol/ L组

倍增时间显著延长( P< 0. 01)。

图 1  不同处理组人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981生长曲线比较

Fig 1  T he growth curves of different human high2metas tat ic large cell

lu ng cancer cel l lin e L9981 groups, including con t rol , posit ive

con tr ol ( DDP 2. 5 mg/ L) , MSA group ( 0. 5Lmol/ L, 2. 5Lmol /

L, 5. 0Lmol/ L, 7. 5Lmol / L) ( T rypan b lue staining cell coun t2

ing)

2. 2  MSA 对肺癌细胞株 L9981克隆形成能力的影

响  不同浓度MSA组克隆形成率经方差分析有显著

性差异( P < 0. 05) ;两两比较: MSA 5. 0 Lmol/ L 和

7. 5 Lmol/ L组克隆形成率显著低于对照组 ( P <

0. 05) ,而MSA 2. 5Lmol/ L组与对照组间比较无显著

性差异 ( P > 0. 05 )。MSA 7. 5 Lmol/ L 与 MSA

5. 0 Lmol/ L和MSA 2. 5 Lmol/ L 组间比较均有显著

性差异(P < 0. 05或 P< 0. 01) ,但MSA 5. 0 Lmol/ L与

MSA 2. 5 Lmol/ L组间比较则无显著性差异(P> 0. 05)

(表1,图 2)。

表 1  MSA 对人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 克隆形成能力的影响 ( �x ? s)

Tab 1 Effect of MSA on clone formation in human high2metastatic

large cell lung cancer cell line L9981 ( �x ? s)

 Item
Group

Cont rol MSA 2. 5 Lmol/ L MSA 5. 0Lmol/ L MSA 7. 5 Lmol/ L

Clon e numbera 175. 50 ? 1. 80 156. 00 ? 22. 10 144. 17 ? 20. 46a 112. 83 ? 10. 32ab

Clon e rate ( % ) a 58. 50 ? 0. 60 51. 94 ? 7. 46 48. 00 ? 6. 89 37. 61 ? 3. 44

a: Sign ificant ly differen t compared with the correspondin g cont rol value ( P < 0. 05) ; b : Gr oup of MSA 7. 5 Lmol/ L

was significan tly different compar ed with groups of MSA 2. 5 Lmol/ L and MSA 5. 0Lmol / L ( P < 0. 05)
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图 2  不同处理组人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981克隆形成的大体照片

Fig 2  Clon e format ion for human high2metastat ic large cel l lung cancer cell L9981 t reated wi th different con cen trat ion of

MSA

2. 3  MSA 对肺癌细胞株 L9981 凋亡的影响  不同

浓度MSA组和不同时间组间肺癌细胞凋亡指数比较

有显著性差异( P< 0. 05) ;两两比较: MSA 2. 5 Lmol/

L 6 h、12 h、24 h和 36 h,以及MSA 5. 0 Lmol/ L 6 h和

12 h组与对照组不同时间组间比较均无显著性差异

(P> 0. 05) ;但MSA 5. 0 Lmol/ L 24 h和 36 h 组与对

照组和MSA 2. 5 Lmol/ L不同时间组间比较均有显著

性差异(P < 0. 05) (图 3)。

2. 4  MSA 对肺癌细胞株 L9981 细胞周期的影响  

MSA 2. 5 Lmol/ L 处 理 12 h、24 h 组和 MSA

5. 0 Lmol/ L处理 6 h、12 h、24 h、36 h 组的 G0 / G1 期细

胞显著高于对照组 (P < 0. 01) , 处理 6 h、12 h 时, 两

MSA 组间 G0 / G1 期细胞无统计学差异(P > 0. 05) ,而

处理 24 h、36 h 时, 两 MSA 组间有显著性差异( P <

0. 01) (表 2)。

图 3  不同处理组人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981凋亡百分率比较

Fig 3  Comparison of apoptosis rate in h uman high2metas tat ic larg e cell

lung cancer cell line t reated with different concent ration ofMSA and dif2

ferent time

表 2  MSA 对人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 细胞周期分布的影响( % )

Tab 2  The eff ects of MSA on the cell cycle in human high2metastat ic large cell lung cancer

cell line L9981 t reated with different concentr ation of MSA ( % )

Cycle phase
Cont rol

6 h 12 h 24 h 36 h

MSA 2. 5Lmol / L

6 h 12 h 24 h 36 h

MSA 5. 0 Lmol/ L( h)

6 h 12 h 24 h 36 h

G1/ G0 22. 6 25. 1 31. 4 32. 8 23. 3 29. 8 41. 1 32. 5 24. 9 29. 2 37. 5 61. 5

S 44. 2 37. 5 36. 9 37. 7 41. 9 17 23. 6 31. 9 29. 4 7. 37 2. 88 0

G2/ M 33. 2 37. 4 31. 7 29. 4 34. 8 53. 2 35. 3 35. 6 45. 8 63. 4 59. 6 38. 5

2. 5  MSA 对肺癌细胞株 L9981凋亡相关基因表达

水平的影响  MSA 2. 5 Lmol/ L 和 5. 0 Lmol/ L 处理

肺癌细胞株 12 h和 36 h 后, FasL、Fas、Bax 表达水平

较对照组相同时间组明显上调(P < 0. 05) (表 3)。

2. 6  MSA 对肺癌细胞株 L9981细胞周期相关基因

表达水平的影响  MSA 2. 5 Lmol/ L 和 5. 0 Lmol/ L

处理肺癌细胞株 36 h 后, Cydin D1、P53和 P21表达

水平均较对照组显著上调(P < 0. 05) (表 4)。

表 3 MSA 对人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981
凋亡相关基因表达水平的影响

Tab 3  The effect of MSA on the apoptosis2r elated gene
expression in human high2metastatic lung cancer

cell L9981 tr eat ed with MSA for 36 hour s

Gene Cont rol
MSA

2. 5Lmol/ L

MSA

5. 0 Lmol/ L
P value

Fas 38. 8 51. 3 56. 9 < 0. 05

FasL 40. 4 61. 3 59. 7 < 0. 05

Bax 47. 4 81. 6 181. 3 < 0. 05
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表 4 MSA 对人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981
细胞周期相关基因表达水平的影响

Tab 4 The effect of MSA on the cell cycle related2gene
expression in human high2metastatic lung cancer

cell line L9981 tr eated with MSA for 36 hours

Gene Cont rol
MSA

2. 5Lmol/ L

MSA

5. 0 Lmol/ L
P value

P21 65. 9 101. 4 153. 6 < 0. 05

P53 58. 7 64. 9 81. 2 < 0. 05

Cycl in D1 54. 8 66. 7 111. 9 < 0. 05

3  讨论

肺癌是发病率和死亡率增长最快, 对人类健康和

生命威胁最大的恶性肿瘤。研究和开发天然抗肺癌药

物是目前抗肿瘤药研发中的前沿和热点课题[ 9、11]。硒

是近年来被发现具有防癌和抑癌作用的天然微量元素

或/和天然防癌抑癌药物[ 12~ 25]。

硒是人体和哺乳动物必需的微量元素, 许多流行

病学资料和一些临床试验已初步证明硒具有防癌或/

和抑癌作用[ 1~ 5]。1996 年, 美国学者 Clark 等[ 1]在总

结 1312例应用硒预防皮肤癌的双盲随机对照试验结

果时意外地发现,服用硒可明显降低前列腺癌、结直肠

癌和肺癌的发生率。2000年, Liu 等报道硒可抑制肝

癌细胞株(H22)的体外增殖能力[ 22]。另外, 亦有研究

发现硒不但能抑制化学致癌剂
[ 23、24]

和病毒诱发肿瘤

的发生,而且在自发性和移植性肿瘤动物模型[ 25]中,

硒也有抑制肿瘤发生和生长的作用。

近年来,国外研究发现硒除了具有防癌作用外,硒

在体内外均有抗癌作用
[ 7、8, 15~ 20]

。2001年, Sinha 等
[ 7]

报道MSA能抑制鼠乳腺癌细胞株的增殖能力。2002

年, Zhu 等[ 8]发现 MSA 能使肿瘤细胞阻滞于 G0 / G1

期。本研究应用不同浓度的MSA 处理人高转移大细

胞肺癌细胞株 L9981后,观察到MSA 在 0. 5 Lmol/ L

浓度时就能明显抑制 L9981 的体外增殖能力, 而且

MSA 对 L9981体外增殖能力的抑制作用具有剂量和

时间依赖性。MSA 对 L9981肺癌细胞株的抑制作用

与抗肺癌经典化疗药物顺铂比较,无显著性差异(P >

0. 05) ,表明MSA 具有与 DDP 类似或/和相同的抗肺

癌效率。此外, 本研究还观察到 MSA 能显著延长

L9981细胞的倍增时间。本研究体外克隆形成抑制实

验结果显示, 2. 5 Lmol/ L 的MSA 可明显抑制 L9981

的克隆形成率。同样, MSA 抑制人高转移大细胞肺癌

细胞株 L9981克隆形成率的能力亦具有剂量和时间

依赖性。本研究流式细胞术结果显示, MSA 处理

L9981后, 大部分肺癌细胞被阻滞在 G0 / G1 期。上述

结果表明, MSA 具有明显的抗肺癌作用。

关于硒抗肿瘤作用的分子机制的研究已有一些报

道
[ 12~ 18]

。2001 年, Jiang 等
[ 12]
发现 MSA 通过影响

caspases信号传导通路,诱导前列腺癌细胞株 Du2145

凋亡。2004年, Dong等[ 15]发现硒通过破坏雄激素受

体信号传导,下调前列腺特异抗原( PSA)表达, 抑制前

列腺癌细胞增殖。2005年, Dong等[ 16]进一步发现雄

激素信号传导是前列腺癌细胞对硒的生长抑制作用敏

感性的关键因素。2005年, Lee 等
[ 18]
报道硒通过改变

人乳腺癌细胞株雌激素受体表达和配体与受体的结

合,破坏雌激素受体信号传导,从而抑制人乳腺癌细胞

株的增殖能力。本研究应用流式细胞术检测 MSA 处

理人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 前后细胞凋亡

和细胞周期相关基因蛋白表达水平的变化, 观察到

2. 5 Lmol/ L和 5. 0 Lmol/ L的MSA处理 L9981后,均

能显著上调 Fas、FasL、Bax、p21, p53 和 Cyclin D1基

因表达水平。上述结果与国外研究硒处理乳腺癌和前

列腺癌细胞株后得到的结果相似。

有关MSA诱导肿瘤细胞凋亡的分子机制不同作

者的研究结果不完全一致,但 MSA 诱导肿瘤细胞凋

亡主要是通过 caspase级联反应来实现的这一观点已

被大多数学者所接受[ 12 ~ 14]。较为公认的观点是:

MSA 在诱导 caspase级联的凋亡反应中, caspase28作

为凋亡反应的上游调控蛋白,起着最为关键和核心的

作用。 caspase28 的 活化 将激活 caspase29 或/和

caspase27, 二者又分别激活 caspase23, 并最终导致

PARP[poly ( ADP2r ibose) polymer ase]分裂和 DNA

断裂, 细胞进入凋亡程序。此外, caspase23的激活将

诱导线粒体中的细胞色素 C 释放, 从而正反馈促进

caspase28的进一步活化。本研究观察到MSA 可诱导

人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981细胞凋亡, 其部分

机制可能与MSA 上调 Fas和 FasL 表达有关。由于

Fas和 FasL 的结合是 caspase28活化的上游调控基

因,故推测MSA可能通过促进 Fas 和 FasL的表达和

结合,从而激活以 caspase28为核心的 caspase级联反

应, 进而诱导人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 凋

亡。此外,本研究还观察到 MSA 可上调 P53、Bax 和

P21的表达, 亦可以启动其它凋亡程序, 进一步促进肺

癌细胞凋亡。

综上所述, 本研究初步观察到 MSA 具有明显抑

制人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981的体外增殖、克

隆形成能力, 并能诱导其凋亡。此外, MSA 还能上调

人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 凋亡相关基因的

表达水平。但是, MSA抗人高转移大细胞肺癌细胞株

L9981的确切机制远未能完全明了,还必须进行更深
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入的研究加以阐明。
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