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　　Abstract:Ob jective 　Tostud ytheeffectsof genisteinonthe proliferationandtheiNOSex pressionofhu 2
man gastriccarcinomaSGC 27901cells. Methods 　Cellmitosistestwasusedtoinvesti gatetheeffectof genistein

oncell proliferation.WesternblotandRT 2PCRwereusedtoobservetheeffectsofGenoniNOS geneex pres2
sion. Results　Genisteininhibitedthe proliferationoftumorcellssi gnificantl yandincreasediNOSmRNAtran 2
scriptionand proteinex pressioninthedose 2dependentandtime 2dependentmanners. Conclusion 　Proliferator y

inhibitionofhuman gastriccarcinomacellsaftertreatedwith genisteinma ybeduetotheu p2regulationex pres2
sionofiNOS.
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　　摘 　要 : 目的　研究金雀异黄素 ( Genistein,Gen )对人胃腺癌细胞 SGC27901 增殖影响和对诱导型一氧

化氮合酶 (inducednitricoxides ynthase,iNOS )基因表达的影响。方法 　应用分裂指数法观察 Gen抑制癌细

胞生长 ,WesternBlot 及 RT2PCR 方法检测 iNOS 的表达情况。结果 　Gen 显著抑制了 SGC27901 细胞的增

殖 ,并可显著诱导 iNOSmRNA 转录、增加 iNOS 蛋白表达 , 呈剂量效应和时间效应关系。结论 　Gen抑制胃

癌细胞增殖的机制之一可能与其上调 iNOS 基因表达有关。
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0 　引言

　　目前从天然动、植物中寻找毒性低、疗效高的抗

癌活性成分仍是近年国内外科学工作者研究的热点

之一。金雀异黄素就是大豆中具有以上特点的一种

重要的非营养素抗癌成分。流行病学调查、动物实验

和体外实验研究资料显示 Gen 对多种肿瘤细胞具有

较好的抑制作用[1,2] ,但其抑癌机理尚未清楚阐明。

胃癌在我国高发 ,且其发病与饮食关系密切 ,故本研

究拟使用 SGC27901 细胞株 ,深入研究 Gen对肿瘤细

胞生长抑制的机理 ,并重点探讨 iNOS 在 Gen抑制肿

瘤细胞生长中的作用。

1 　材料与方法

1.1 　材料

　Genistein、胰蛋白酶、丙烯酰胺购自美国 Sigma 公

司 ;亚甲双丙烯酰胺、DAB 购自 aMRESCO 公司 ;RP 2
MI1640 培养基、Hepes、TrizolRea gent 购自美国 Gib2
co 公司 ;小鼠抗人单克隆抗体 iNOS 、山羊抗小鼠二

抗为美国 SantaCruz 生物技术公司产品 ,购自北京中

山生物技术有限公司。逆转录试剂盒、PCR 扩增试

剂盒、iNOS 及β2actin 引物、Oligo (dT ) 15购自宝生物

工程 (大连)有限公司。

　　SGC27901 细胞来自人胃低分化腺癌细胞系 ,引

自北京市肿瘤研究所。细胞常规培养于含 10% 小牛

血清的 RPMI1640 培养液中。二甲基亚砜 (DMSO)

溶解 Gen, 配制成 20mg/ml 的储备液 ,用培养液稀释

至所需浓度。DMSO 在各组培养液中的终浓度均为

0.1% 。

1.2 　实验方法

1.2.1 　分裂指数 　细胞接种于 24 孔板内 ,每孔 2 ×

104个细胞 ,每组 4 个平行孔 ,培养 24h 后更换分别含

0.0 、2.5 、5.0 、10.0 、20.0μg/mlGen 的培养液。加入

Gen培养 24h 、48h 后 ,甲醇固定 ,Giemsa 染色 ,计数
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2000 个细胞中含分裂相的细胞数 ,计算抑制率。

　　抑制率 ( %) = (12给 Gen组含分裂相细胞数/

对照组含分裂相细胞数) ×100%

1.2.2 　Westernblot 检测 　常规收集不同浓度 Gen

处理 24h 、48h 和 20.0μg/mlGen 处理不同时间的细

胞。按《分子生物学实验指南》方法[3] ,裂解细胞 ,考

马斯亮蓝法于 DU640 型核酸蛋白分析仪下测定样品

的蛋白含量。100μg 细胞总蛋白热变性后 ,经 6% 聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离 ,电泳装置为 Bio2Rad 公司的

Mini2PROTEAN 型电泳槽。30V 电压低温转膜过

夜 ,将硝酸纤维素膜分别于含 iNOS,GAPDH 一抗的

封闭液孵育 2h, 清洗后再分别于辣根过氧化物酶标

记的二抗封闭液中孵育 1h 。最后通过 DAB 显色 ,

ChemiIma ger TM4000 型数字成像仪记录结果 ,蛋白

峰面积灰度扫描分析。

1.2.3 　RT2PCR 检测 iNOSmRNA 　用 Trizol

Reagent 试剂盒提取细胞总 RNA, 以其为模板逆转录

合成 cDNA, 以 iNOS 的 antisence 、sence primer 作为

特异性引物[4] ,扩增产物长度为 352bp。PCR 扩增条

件 :变性 94°C,45s; 退火 60°C,45s; 延伸 72°C,1min;

循环 35 次。为相对定量检测表达量 ,以β2actin 作为

内参照[4] ,扩增产物长度为 532bp。PCR 扩增条件 :

变性 94°C,30s; 退火 55°C,30s; 延伸 72°C,45s; 循环

35 次。扩增产物以 2% 琼脂糖凝胶电泳 ,图像分析系

统进行光密度扫描 ,观察结果。

2 　结果

2.1 　分裂指数 Gen 各剂量组与对照组相比 ,对胃癌

细胞分裂指数均有抑制作用 ( P <0.05 ) ;且随剂量增

加 ,作用时间延长 ,抑制作用增加。10.0μg/ml 、20.

0μg/ml 剂量组与较低剂量组间均有显著差异 ( P <

0.05 ) 。当金雀异黄素剂量为 20.0μg/ml, 作用 48h,

抑制率达 79.5%, 见表 1。
　　表 1 　Gen对 SGC27901 细胞分裂指数的影响 ( n =4 )

剂量

(μg/ml )

分裂相细胞数 ( �x ±s)

24h 48h

抑制率 ( %)

24h 48h

0.0 124 ±7.8 120 ±6.4 — —

2.5 109 ±5.9 a 98 ±7.4 a 11.64 18.8

5.0 105 ±4.2 a 82 ±2.9 a,b 14.87 32.1

10.0 92 ±6.7 a,b,c 71 ±5.0 a,b,c 25.87 41.2

20.0 30 ±4.6 a,b,c,d 25 ±3.1 a,b,c,d 75.75 79.5

　　a: 与对照组相比 , P <0.05, 　b: 与 Gen2.5 μg/ml 组相

比 , P <0.05 　c: 与 Gen5.0 μg/ml 组相比 , P <0.05 　d: 与

Gen10.0 μg/ml 组相比 , P <0.05

2.2 　Westernblot 检测 iNOS 蛋白 　如图 1、2 所示 ,

在胃癌细胞中有 iNOS 蛋白表达 ,随着 Gen 剂量增

加 ,在 24h 、48h 组 iNOS 蛋白表达都呈增加趋势。凝

胶数字成像系统对上图进行光密度扫描 ,20.0μg/ml 2
Gen 处理组 iNOS 蛋白表达较对照组增加 2 倍以上。

各组看家基因 GAPDH 表达一致 ,保证了上样量一

致。

图 1 　不同剂量 Gen作用的 iNOS 蛋白表达情况

图 2 　凝胶数字成像系统光密度扫描的 iNOS 蛋白峰面积

　　对 20.0μg/mlGen 作用不同时间的 iNOS 的蛋白

结果如图 3、4。最初 Gen对 iNOS 蛋白表达无明显影

响 ,作用 12h 后 ,蛋白表达增加明显。

图 3 　20.0μg/mlGen 作用不同时间的 iNOS 蛋白表达情况

图 4 　凝胶数字成像系统光密度扫描的 iNOS 蛋白峰面积

2.3 　RT2PCR 结果

　　如图 5、6 所示 ,经 2% 琼脂糖凝胶电泳显示 ,人

胃腺癌 SGC27901 细胞中有 iNOSmRNA 表达。Gen

作用 SGC27901 细胞 48h 后 ,不同剂量的 Gen 组与未

经 Gen 处理组相比 ,iNOSmRNA 在 10.0 、20.0μg/

ml 组表达明显增高 ,较对照组增加 2 倍以上。各组

看家基因β2actin 表达一致 ,保证了上样量一致。

　　凝胶数字成像系统对上图进行光密度扫描 ,可见

Gen各剂量组对 iNOSmRNA 表达有增高趋势 ,呈现

剂量2效应关系。
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图 5 　不同剂量 Gen作用 48h 对 iNOSmRNA 表达的影响

图 6 　凝胶数字成像系统光密度扫描的 iNOSmRNA峰面积

7 　20.0μg/mlGen作用不同时间的 iNOSmRNA表达的影响

图 8 　凝胶数字成像系统光密度扫描的 iNOSmRNA峰面积

　　如图 7、8 所示 ,20.0μg/mlGen 组作用不同时间 ,

最初 Gen对 iNOSmRNA 表达无明显影响。12h 后 ,

则出现 iNOSmRNA 表达增加趋势。

3 　讨论

　　目前 ,国外关于 Gen 抑制癌细胞增殖作用机制

的研究报道较多 ,但尚未见到关于 Gen 抗肿瘤作用

与 NO 之间关系的报道。而自 80 年代人们开始研究

NO 以来 ,已有证据表明 ,高浓度 NO 显著抑制肿瘤

生长[5] 。可能有多种机制参与了 NO 的杀瘤过

程[629] :NO 作用于铁硫基团 ,导致肿瘤细胞能量代谢

障碍 ;NO 通过抑制核糖体复合物的形成 ,抑制肿瘤

细胞蛋白质合成 ;NO 通过基因毒性 ,抑制 DNA 合成

及其损伤修复 ;NO 诱导肿瘤细胞凋亡 ,并促进凋亡

的细胞死亡 ,从而起到抗肿瘤的作用。在生物体内 ,

高浓度

NO 主要是由诱导型一氧化氮合酶 (inducednitricox 2
ides ynthase,iNOS ) 催化生成的。因此 ,选择性诱导

肿瘤细胞 iNOS, 可能成为抗癌药物的作用靶点。

　　本实验中 ,随着 Gen 剂量增加、作用时间延长 ,

Gen对 SGC27901 细胞核分裂抑制作用增强 ,表明

Gen抑制了胃癌细胞增殖的旺盛程度。实验还发现

Gen处理组 iNOSmRNA 、iNOS 蛋白表达增加呈现

剂量效应及时间效应关系 ,给予 12h 后 iNOSmRNA 、

iNOS 蛋白表达显著增加 ,且两者增加程度相似。由

此推断 ,Gen 主要在转录水平上增强了 SGC27901 细

胞 iNOS 表达 ,这可能是其发挥抗癌作用的分子机制

之一。关于 Gen抗胃癌作用与 NO 之间关系的研究

未见报道 ,因此本研究为 Gen 抗癌作用机制研究开

辟了新思路 ,但究其增高的机制与生物学的作用等还

有待于进一步深入研究。
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