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摘要 目的 探讨硒-甲基硒代半胱氨酸 ( MSC) 对乳腺癌

MCF-7 细胞抑制及其诱导凋亡的作用机制。方法 采用不

同浓度( 12. 5、25、50、100、200 μmol /L) MSC 作用于 MCF-7

细胞，四甲基偶氮唑盐 ( MTT) 法测定 MSC 对细胞增殖的抑

制作用; Hoechst 染色法观察细胞凋亡形态; 氮蓝四唑( NBT)

显色法检测 MSC 对细胞超氧化物歧化酶 ( SOD) 活性的影

响; 硫代巴比妥酸法 ( TBA ) 法检测 MSC 对细胞内丙二醛

( MDA) 水平的影响; ＲT-PCＲ 法检测细胞 Survivin 基因的表

达。结果 MSC 对 MCF-7 细胞的增殖具有抑制作用，细胞

存活率随其浓度的增加而逐渐降低; 荧光染色可见，MSC 干

预组细胞变圆、胞核皱缩、染色质浓缩，与对照组比较差异有

统计学意义; MSC 降低 MCF-7 细胞内 SOD 的活性，升高细胞

内 MDA 水平( P ＜ 0. 01 ) ; 同时，MSC 能下调 Survivin mＲNA

的表达( P ＜ 0. 01) 。结论 MSC 可通过调节乳腺癌细胞内

氧化还原状态及 Survivin 基因的表达抑制乳腺癌细胞的体

外增值和诱导凋亡，MSC 作为一种新型营养强化剂有望开

发其预防和辅助乳腺癌治疗的新用途。
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硒-甲基硒代半胱氨酸( Se-methylselenocysteine，

MSC) 是一种广泛存在于多种植物中的天然有机硒

化物。我国卫生部于 2009 年批准 L-硒-甲基硒代半

胱氨酸为新型营养强化剂( 食品添加剂新品种 2009
年第 11 号公告) ，其具有抗氧化、抗衰老、抗肿瘤及

解毒重金属等作用。MSC 是一种有效的细胞生长

抑制剂，能有效抑制肿瘤细胞的增殖，诱导其凋亡，

并能抑制多种癌基因的表达［1 － 2］。目前，对 MSC 抗

癌作用的研究较多，但对于其与细胞凋亡相关机制

及氧化应激在细胞凋亡过程中发挥作用的研究较

少。该研究采用不同浓度 MSC 体外处理人乳腺癌

MCF-7 细胞，探讨 MSC 对人乳腺癌 MCF-7 细胞增

殖抑制的效果以及诱导 MCF-7 细胞凋亡的作用机

制，为进一步探讨 MSC 作为新型营养强化剂，在乳

腺癌的辅助化疗以及高危人群的营养预防新用途提

供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 人乳腺癌 MCF-7 细胞株由南京医科

大学营养与食品卫生教研室惠赠。
1． 2 主要试剂 MSC 购自美国 Sigma 公司，溶解于

双蒸水中配制成 100 mmol /L 的储存液，－ 20 ℃ 保

存; 四甲基偶氮唑盐( MTT) 购自 Amersco 公司; 细胞

凋亡-Hoechst 染 色 试 剂 盒、总 超 氧 化 物 歧 化 酶

( SOD) 活性检测试剂盒、脂质氧化 ( MDA) 检测试

剂盒、二辛可酸( BCA) 蛋白浓度测定试剂盒购自碧

云天生物技术研究所; Quant 一步法 ＲT-PCＲ 试剂盒

购自天根生化科技有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养与实验分组 MCF-7 细胞用含

10% 胎牛血清、1% 青-链霉素的 DMEM 完全培养

基，于 37 ℃、5%CO2 及饱和湿度培养箱中培养，3 d
传代 1 次。MSC 储存液使用前用 DMEM 完全培养

基倍比稀释成 200、100、50、25、12. 5 μmol /L 浓度梯

度溶液。实验分为对照组( 细胞培养体系中不加任

何干预试剂) 和试验组［细胞培养体系中加入不同

浓度的 MSC，分别记为 MSC ( 200、100、50、25、12. 5
μmol /L) 组］。
1． 2． 2 MTT 法检测细胞增殖活力 取对数生长期

细胞消化接种于 96 板中，培养 24 h 后，试验组分别

加入 MSC( 200、100、50、25、12. 5 μmol /L) 200 μl，对

照组加入等体积 DMEM 培养液，每组设 5 个复孔，

分别培养 24、36、48 h 后弃去各孔培养基，各孔加入

5 mg /ml 的 MTT 20 μl，置培养箱中继续孵育 4 h 后

弃上清液，再加入 DMSO 100 μl，振荡 10 min，用酶

标仪在 490 nm 处测定每孔吸光度( OD) 值。以空白

( PBS + 完全培养基) 无细胞组及完全培养基有细胞
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组作为对照。计算各组细胞在不同药物浓度下细胞

存活率，计算公式: 细胞存活率( % ) = 测定组 OD 值

－ 无细胞组 OD 值 /对照组 OD 值 － 无细胞组 OD 值

× 100%。
1． 2． 3 Hoechst33258 荧光染色观察细胞核形态

按 Hoechst 染色试剂盒说明书操作。荧光显微镜下

观察并拍摄图片，以细胞皱缩、胞核致密浓染、荧光

强度增强等作为细胞凋亡指标。
1． 2． 4 SOD 活性及 MDA 水平检测 用细胞裂解

液裂解细胞，4 ℃ 1 000 g 离心 5 min，取上清液作为

待测样品。BCA 法检测待测样品的蛋白浓度，按总

SOD 活性检测试剂盒［氮蓝四唑( NBT) 显色法］和

MDA 检测试剂盒［总硫代巴比妥酸( TBA) 法］说明

书的方法和操作要求，检测细胞总 SOD 活性和细胞

MDA 水平。
1． 2． 5 ＲT-PCＲ 法检测 Survivin 基因的表达 用

TＲNzol Ｒeagent 提取细胞总 ＲNA，核酸蛋白测定仪

测定 ＲNA 纯度和浓度。按 Quant 一步法 ＲT-PCＲ
试剂盒说明书操作进行扩增。引物由上海生工有限

公司合成。Survivin 基因上游: 5'-CCACCGCATCTC-
TACATTC-3'，下 游: 5'-CTTTCTCCGCAGTTTCCTC-
3'，产物长度 343 bp; β-actin 基因作为内参照，上游:

5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'，下游: 5'-
CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3'，产 物 长 度

300 bp。PCＲ 扩增反应条件为: 95 ℃ 初始变性 2
min，94 ℃变性 30 s，55 ℃ 退火 30 s，65 ℃ 延伸 1
min，进行 30 个循环，最后 1 个循环后 65 ℃延伸 10
min。PCＲ 产物用溴化乙锭( EB) 经 1. 5%琼脂糖凝

胶电泳，应用 Image J 软件统计分析各基因及对应组

别内参 β-actin 的灰度值，各基因 cDNA 的扩增倍数

用 β-actin 的表达量进行校正。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，定量资料以 珋x ± s 表示，单因素多组均数间比

较采用单因素方差分析，资料满足方差齐性时，多实

验组与同一对照组均数间两两比较采用 Dunnett’s t
检验，资料不满足方差齐性时，多实验组与同一对照

组均数间两两比较采用 Dunnett’s T3 检验。

2 结果

2． 1 MSC 对 MCF-7 细胞增殖的影响 MTT 结果

显示，各浓度 MSC 作用 MCF-7 细胞后有明显的增

殖抑制作用，处理 24、36、48 h，各试验组存活率与对

照组相比均降低，各试验组间差异有统计学意义

( F1 = 361. 72，F2 = 529. 41，F3 = 699. 09，P ＜

0. 05) 。在同一浓度下，随着处理时间的延长，细胞

存活率逐渐降低［MSC ( 100、200 μmol /L) 组］，200
μmol /L 浓度处理 48 h 后，细胞增殖抑制最明显，细

胞存活率最低。而 MSC( 12. 5、25、50 μmol /L) 组随

处理时间的延长，同一浓度下，细胞存活率变化不明

显，见表 1。

表 1 MSC 对 MCF-7 细胞存活率的影响( n = 5，% ，珋x ± s)

MSC 浓度

( μmol /L)

时间( h)

24 36 48
0 100． 00 ± 2． 33 100． 00 ± 1． 75 100． 00 ± 2． 23

12． 5 93． 80 ± 3． 16＊＊ 96． 29 ± 1． 99 96． 53 ± 1． 65
25 90． 92 ± 2． 09＊＊ 92． 22 ± 4． 00＊＊ 92． 59 ± 1． 31＊＊

50 71． 44 ± 1． 95＊＊ 71． 50 ± 3． 11＊＊ 70． 77 ± 1． 28＊＊

100 63． 55 ± 3． 17＊＊ 53． 61 ± 0． 82＊＊ 45． 02 ± 3． 40＊＊

200 42． 94 ± 2． 40＊＊ 35． 53 ± 2． 27＊＊ 23． 92 ± 4． 36＊＊

与对照组( 0 μmol /L MSC) 比较: ＊＊P ＜0． 01

2． 2 MSC 对 MCF-7 细胞凋亡染色的影响 对

MCF-7 细胞用不同浓度 MSC 处理后进行 Hoechst 染

色，于荧光显微镜下观察发现: 对照组细胞的细胞核

呈圆形或椭圆形，为弥散均匀的蓝色荧光，荧光强度

较弱。100、200 μmol /L MSC 处理细胞后，较多细胞

的细胞核呈致密浓染，出现核固缩，荧光强度较大，

颜色发白，与对照组比较差异明显。见图 1。

图 1 MSC 不同浓度干预 MCF-7 细胞 Hoechst 33258 染色情况 ×100
A: 对照组; B: MSC 12． 5 μmol /L 组; C: MSC 25 μmol /L 组; D:

MSC 50 μmol /L 组; E: MSC 100 μmol /L 组; F: MSC 200 μmol /L 组

2． 3 MSC 对 MCF-7 细胞内总 SOD 活性的影响

NBT 显色法结果显示，各浓度 MSC 处理细胞后，各
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处理组细胞总 SOD 活力均弱于对照组( F = 401. 15，

P ＜ 0. 01) 。随着试验组 MSC 浓度的增加，细胞总

SOD 活力逐渐降低，200 μmol /L MSC 处理细胞后

SOD 的活力最低，与对照组比较差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01) ，见表 2。

表 2 MSC 对 MCF-7 细胞总 SOD 活力的影响( n = 5，珋x ± s)

MSC 浓度( μmol /L) SOD 活力( U /mg)

0 65． 91 ± 4． 87
12． 5 40． 47 ± 2． 42＊＊

25 22． 64 ± 2． 23＊＊

50 17． 03 ± 1． 58＊＊

100 9． 38 ± 0． 55＊＊

200 7． 31 ± 0． 48＊＊

与对照组( 0 μmol /L MSC) 比较: ＊＊P ＜ 0． 01

2． 4 MSC 对 MCF-7 细胞内 MDA 的影响 TBA
法结果显示，与对照组相比，MSC 处理能增加 MCF-
7 细胞内 MDA 含量( F = 1 522，P ＜ 0. 01) 。随 MSC
浓度的提高，细胞 MDA 含量逐渐提高，MSC ( 200
μmol /L) 组 MDA 含量最高，与对照组相比差异有统

计学意义( P ＜ 0. 01) ，见表 3。

表 3 MSC 对 MCF-7 细胞 MDA 水平的影响( n = 5，珋x ± s)

MSC 浓度( μmol /L) MDA 含量( μmol /g)

0 2． 73 ± 0． 17
12． 5 3． 75 ± 0． 10＊＊
25 5． 00 ± 0． 16＊＊

50 6． 34 ± 0． 27＊＊

100 8． 90 ± 0． 24＊＊
200 11． 48 ± 0． 15＊＊

与对照组( 0 μmol /L MSC) 比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 MSC 对 MCF-7 细胞中 Survivin mＲNA 表达

的影响 经不同浓度 MSC 处理 24 h 后，ＲT-PCＲ 法

检测 Survivin mＲNA 表达，电泳条带结果见图 2，Im-
age J 灰度值分析，结果见图 3。结果可知，随 MSC
浓度的增加，Survivin mＲNA 表 达 水 平 逐 渐 降 低。
MSC( 200 μmol /L ) 组 Survivin mＲNA 表达水 平 最

低，MSC( 12. 5 μmol /L) 组虽低于对照组，但差异无

统计学意义。

3 讨论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，在我国

占全身各种恶性肿瘤的 7% ～ 10%，呈逐年上升趋

势，严重危害妇女的身心健康［3］。化疗作为全身性

治疗手段在乳腺癌综合治疗中占有重要地位［4］，但

化疗药物在杀伤癌细胞的同时对正常细胞也造成损

图 2 ＲT-PCＲ 法观察 MSC 对 MCF-7 细胞

Survivin mＲNA 表达的影响

M: Marker; 1: 对照组; 2: MSC 12． 5 μmol /L 组; 3: MSC 25 μmol /

L 组; 4: MSC 50 μmol /L 组; 5: MSC 100 μmol /L 组; 6: MSC 200

μmol /L 组

图 3 MSC 对 MCF-7 细胞 Survivin mＲNA 表达的影响

与对照组( 0 μmol /L MSC) 比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

伤，副作用较大，且容易产生耐药性。因此，寻找能

有效杀伤乳腺癌细胞而对正常组织、细胞毒副作用

小的天然活性物质并阐明其作用机制具有重要意

义。MSC 是一种广泛存在于多种植物中的天然含

硒氨基酸，具有防治癌症、抗氧化、抗衰老等多种生

物学活性。与亚硒酸钠和硒代蛋氨酸等现有补硒剂

相比，MSC 具有毒性小、补硒效果好、抗癌生物活性

强等优点，是一种较好的硒化物载体［5］。
细胞增殖与细胞凋亡的不平衡会导致肿瘤的发

生，细胞增殖异常和细胞死亡机制调节缺陷将导致

肿瘤细胞的恶性生长［6］。SOD 是重要的过氧化物

分解酶，是机体内唯一清除超氧阴离子的酶，防止超

氧阴离子对机体产生氧化损伤，是体内重要的抗氧

化防御物质。MDA 是一种生物体脂质氧化的天然

产物，当细胞发生氧化应激时，一些脂肪酸会氧化后

逐渐分解为一系列复杂的化合物，其中包括 SOD 和

MDA 常作为检测指标来反映机体的氧化应激状

态［7 － 8］。研究［9］表明，肿瘤细胞自身能够诱导氧化

应激，而较高的氧化应激能够诱导细胞凋亡。本研

究显示 MSC 对 MCF-7 细胞的增殖有抑制作用，具有

时间 －剂量效应; MSC 能降低 SOD 活性，升高胞内脂
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质代谢产物 MDA 水平，增高胞内氧化应激，引起细胞

的氧化损伤，从而诱导细胞凋亡的发生。
Survivin 基因是近年来发现的凋亡抑制因子家

族中的新成员，是迄今发现的最强的凋亡抑制因子。
研究［10 － 12］表明，Survivin 基因可以作为妇科恶性肿

瘤的一个预后指标，通过抑制 Survivin 基因的表达，

细胞凋亡会明显增加。本研究结果表明，MSC 处理

MCF-7 细胞后，各浓度处理组 Survivin 基因的表达

与对照组相比均下降，随着 MSC 浓度的增加 Sur-
vivin 基因表达逐渐下调，说明 MSC 可通过下调 Sur-
vivin 基因表达，进而导致 MCF-7 细胞凋亡的增多。

总之，MSC 能够通过增加人乳腺癌 MCF-7 细胞

的氧化应激，下调凋亡抑制基因 Survivin 的表达，抑

制肿瘤细胞的恶性生长，诱导凋亡。对 MSC 诱导乳

腺癌细胞凋亡机制的进一步研究可为其作为营养强

化剂，应用于乳腺癌高危人群的营养预防，以及乳腺

癌化疗辅助剂的应用提供理论基础，具有重要应用

意义。
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Effect of Se-methylselenoeystein on antioxidation and the gene
expression of Survivin in MCF-7 cells

Luo Yajie，Xu Lu，Shao Jihong，et al
( Dept of Public Health，Xuzhou Medical College，Xuzhou 221004)

Abstract Objective To investigate the effect of Se-methylselenoeystein( MSC) on the proliferation and apoptosis
in breast cancer cell line MCF-7． Methods The human breast cancer MCF-7 cells were treated with different con-
centrations MSC: 12. 5，25，50，100，200 μmol /L． The cell viability was examined by methyl thiazolyl tetrazolium
( MTT) assay，the apoptosis detected by Hoechst stain，the activity of superoxide dismutase( SOD) determined by
nitrotetrazolium blue chloride ( NBT ) ，and the level of malondialdehyde ( MDA ) detected by thiobarbituric acid
( TBA) ． The expression of survivin gene in MCF-7 cells was test by ＲT-PCＲ． Ｒesults The proliferation of MCF-
7 cells was inhibited by MSC，the cell viability reduced gradually with MSC concentration increased( P ＜ 0. 01) ． In
the MSC pretreatment group，it showed cell rounded，nuclear shrinkage，chromatin concentration by fluorescence
staning． MSC could decrease the activity of SOD，and increase the level of MDA( P ＜ 0. 01) ． The survivin gene ex-
pression in MSC pretreatment group was lower than that of control group( P ＜0. 01) ． Conclusion MSC can inhibit
the proliferation of MCF-7 cells through regulating oxidative statues and the expression of survivin gene． MSC，a kind
of new nutrition fortification，is being expected to be a new material to prevent and treat the breast cancer．
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