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大豆异黄酮诱导食管癌细胞凋亡作用研究
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【摘要】 目的 在体外实验中，探讨大豆异黄酮诱导食管癌细胞发生凋亡的可能性，揭示该凋亡

发生与!"#$%和!&’之间的关系。方法 采用())比色法测定大豆异黄酮对食管癌细胞的生长抑制

率；以透射电镜和)*+,-染色法，定性、定量地研究大豆异黄酮与食管癌细胞凋亡的关系；通过免疫

组织化学法和逆转录$聚合酶链反应（.)$/0.）检测凋亡相关基因!"#$%和!&’的表达。结果 大豆

异黄酮对食管癌细胞有明显抑制作用，随大豆异黄酮浓度增加和培养时间的延长而增强；透射电镜可

见食管癌细胞出现典型的凋亡细胞形态，如细胞核染色质致密浓缩，或聚集于核膜呈新月形小体；

)*+,-染色法可见，经大豆异黄酮处理%1、12、3%、456后，食管癌,0$4375细胞凋亡数明显随时间延

长而增加。免疫组织化学法发现经大豆异黄酮处理%1、12、3%、456后，食管癌,0$4375细胞的!"#$%蛋

白阳性率减少，!&’蛋白阳性率增加。经大豆异黄酮处理%1、12、3%、456后，经.)$/0.检测发现食管

癌,0$4375细胞!"#$%和!&’的8.+9表达阳性，并显示!"#$%8.+9条带密度随时间的延长而递减，

!&’8.+9条带密度随时间的延长而增强。结论 诱导食管癌细胞发生凋亡是大豆异黄酮抗食管癌

作用的机制之一，大豆异黄酮可能通过下调!"#$%的表达和上调!&’的表达而诱导食管癌细胞发生

凋亡。
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食物中非营养成分的抗癌作用研究是近年来肿

瘤预防研究的重要领域。大量资料表明大豆具有抗

癌作用，初步认为大豆中非营养成分大豆异黄酮可

能是其主要抗癌有效成分，但其作用机制尚不清

作者单位：%:77;%济南，山东大学公共卫生学院（马吉祥）；山东

省疾病预防控制中心（苏军英）；济南市疾病预防控制中心（马金

姝）；山东省医学科学院（李会庆）；潍坊市人民医院（颜云）

楚［;$O］。寻找有效的防癌、抗癌药物一直是肿瘤防

治研究的一个重要内容，本研究通过透射电镜和

)*+,-染色法，在体外定性、定量地研究大豆异黄

酮与食管癌细胞凋亡的关系；通过免疫组织化学法

和逆转录$聚合酶链反应（.)$/0.）检测凋亡相关基

因!"#$%和!&’的表达，研究大豆异黄酮诱导食管癌

细胞凋亡发生的可能机制。
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材料与方法

一、材料来源

大豆异黄酮购自山东临沂三维公司（二甲基亚

砜溶解）。食管癌细胞株!"#$%&’由中国医学科学

院王明荣教授提供。细胞凋亡原位检测试剂盒、

()*"试剂盒和+,-#.、+/0单抗，均为中山生物公司

产品。+,-#.、+/0和!#/,123引物序列由上海生物工

程公 司 合 成。45267-试 剂 盒 为 82-+,7公 司 产 品，

9:4;<、4/=>:)聚合酶均为华美生物工程公司产

品。

二、实验方法

?@A44比色法测定大豆异黄酮对食管癌细胞

的生长抑制率：将!"#$%&’细胞以?&B／C-浓度接种

于$’孔板，每孔?&&"-，.DE后更换培养液，试验组

分别加入含.&、D&、F&及?’&CG／H浓度的大豆异黄

酮，空白对照只加培养液，每组设I个复孔，将培养

板置I%J、BK"L.、饱和湿度下分别培养.D、DF、

%.、$’E，将 培 养 后 的$’孔 板 每 孔 加 入BG／H的

A44.&"-，继续放入培养箱孵育DE后，以?.&&5／

C23离心?&C23，小心吸出上清，每孔加入>A(L
?B&"-，微量振荡器振荡BC23后，在全自动酶标仪读

取试 验 波 长B%&3C，参 考 波 长’.&3C的 吸 光 度

（!），计算细胞生长抑制率。

抑制率M
（对照组!值N实验组!值）
（对照组!值N空白组!值）O?&&K

.@大豆异黄酮诱导食管癌细胞凋亡的研究：

（?）透射电镜观察：将!"#$%&’细胞以?&B／C-，

共IC-铺入培养瓶中，I%J孵育，待细胞贴壁生长。

另加 含 大 豆 异 黄 酮（F&CG／H）培 养 液IC-，孵 育

.DE。洗下瓶内细胞，?&&&5／C23离心?&C23，;*(
洗. 次，细 胞 沉 淀 用 DK 戊 二 醛 固 定 过 夜。

.&&&5／C23离心?&C23，加入.K琼脂糖搅匀，冷却

后切成?CCI小块，用?K四氧化锇固定IE，;*(充

分清洗，梯度乙醇脱水，包埋剂包埋，切片，醋酸双氧

铀———柠檬酸铅双重染色透射电镜观察。

（.）4P:!H染色法：置盖玻片于’孔细胞培养

板内，取 对 数 生 长 期 的!"#$%&’细 胞（细 胞 数 为

?&B／C-）&@DC-铺于盖玻片上。I%J孵育，待细胞贴

壁生长，各孔内另加含大豆异黄酮（F&CG／H）培养

液IC-，与细胞共育，时间分别为.D、DF、%.、$’E，每

个时间组均设;*(对照孔。倒去孔内培养液，?&K
甲醛固定，&@?CC7-／H;*(缓冲液洗涤，&@IK过氧

化氢#甲醇溶液及预冷的&@?K452173#Q?&&处理细

胞，以后步骤按中山生物公司4P:!H试剂盒操作

说明进行。最后>)*#R.L.显色，光镜下观测凋亡

细胞数（图?)）。

实验对照：阴性对照用去掉494酶的标记体系

处理标本；阳性对照用以4)"(核酶处理、蛋白酶消

化后的标本，人为导致>:)断裂，通过此方法使一

份标本上所有细胞均能低强度显弱棕黄色。

凋亡指数（)S）计算方法：染色后细胞核呈棕褐

色的细胞被判为凋亡细胞。随机选取B个高倍镜视

野（!?&&&个细胞），分别计数凋亡细胞数和总细胞

数。)S值按公式计算：)SM（凋亡细胞数T总细胞

数）O?&&K。

I@大豆异黄酮调节+,-#.和+/0表达的研究：

（?）免疫组织化学法检测+,-#.和+/0蛋白表

达：置盖玻片于’孔细胞培养板内，取对数生长期的

!"#$%&’细胞（细胞数为?&B／C-）&@DC-铺于盖玻片

上。I%J孵育，待细胞贴壁生长，各孔内另加含大豆

异黄酮（F&CG／H）培养液IC-，与细胞共育，时间分

别为.D、DF、%.、$’E，设;*(对照孔。倒去孔内培

养液，?&K甲醛固定。柠檬酸盐缓冲液洗涤后，微波

处理?&C23，以后步骤按中山生物公司()*"试剂

盒操作说明进行。最后>)*#R.L.显色，光镜下观

察（图?*，"）。

实验对照：#阳性对照，以已知阳性染色的大肠

癌组织做阳性对照，结果阳性；$阴性对照，以已知

阴性染色的大肠癌组织做阴性对照，结果阴性；%空

白对照，;*(代替一抗，结果阴性。

结果判定：+,-#.和+/0阳性反应为黄色到棕褐

色，定位于胞浆亦可见于胞膜和核膜。随机选取B
个高倍镜视野（!?&&&个细胞），分别计数阳性细胞

数和总细胞数。阳性细胞指数按公式计算：阳性细

胞指数M（凋亡细胞数T总细胞数）O?&&K。

（.）U4#;"U检测+,-#.和+/0的CU:)表达：

取对数生长期的!"#$%&’细胞（细胞数为?&B／C-）

&@DC-置于’孔细胞培养板内。I%J孵育，待细胞

贴壁生长。各孔内另加含大豆异黄酮（F&CG／H）培

养液IC-，与细胞共育，时间分别为.D、DF、%.、$’E，

收集细胞。

总U:)的提取：用45267-试剂盒按说明书操

作。

,>:)合成：?"G总U:)加入B&VC7-／H反义

链引物，%&J水浴?&C23，冰上骤冷后加入BOU4缓
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冲液!!"，#$$%"／&’()*+!"，,(-./0!12及

33&4逆转录酶+112，加去离子水至+1!"，!+5
反应61$/0，7858$/0。

*9,：+8!"反应体系中含模板:;(-+!"，正义

-<)2(=&染色法检测食管癌=9>7?16细胞凋亡，细胞核染色

为棕褐色者为阳性细胞（@+11）；A<免疫组织化学法检测食管癌

=9>7?16细胞B:">+蛋白表达，细胞浆染色为棕褐色者为阳性细胞

（@+11）；9<免疫组织化学法检测食管癌=9>7?16细胞BCD蛋白表

达，细胞浆染色为棕褐色者为阳性细胞（@+11）

图! 食管癌=9>7?16细胞凋亡与表达

链和 反 义 链 引 物 各+8E$%"／&，#1$$%"／&’()*
#!"，)CF;(-聚合酶#2。B:">+和;(-分子量标

准的 热 循 环 条 件：7!5预 变 性?$/0，然 后7!5
#$/0，?+5#$/0，G1个循环后，?+5再延伸?$/0。

BCD的 热 循 环 条 件：7!5 #$/0，615 !8.，?+5
!8.，G8个循环。取#1!"*9,扩增产物，经+H琼

脂糖凝胶电泳。紫外透射分析仪下观察结果并拍

照，照片经薄层扫描求得每个待测产物与">C:I/0的

产物吸光度（!）之比，进行半定量分析。

!<统计学分析：两因素方差分析、"检验。

结 果

一、大豆异黄酮对食管癌细胞的生长抑制作用

+1、!1、J1及#61$K／&浓度的大豆异黄酮对食

管癌细胞均有明显抑制作用，与对照组相比差异有

非常显著性（#!1<1#），随大豆异黄酮浓度增加和

培养时间的延长，抑制作用逐渐增强（表#）。

表! 大豆异黄酮对食管癌=9>7?16细胞的

生长抑制作用

时间
（L）

,*3M>#6!1
（对照组）

抑 制 率 （H）

+1$K／& !1$K／& J1$K／&#61$K／&
+! 1<1 ?<J" #7<!"" +!<J"" GG<G""

!J 1<1 #J<+"" +!<#"" GJ<!"" !6<J""

?+ 1<1 +8<G"" GJ<6"" !J<8"" 87<8""

76 1<1 G6<6"" !8<J"" 87<6"" J8<#""

注：与对照组比较，"#!1<1#，""#!1<11#

二、大豆异黄酮诱导食管癌细胞凋亡的研究

#<透射电镜观察：经大豆异黄酮（J1$K／&）处

理+!L后，部分食管癌细胞出现典型的凋亡细胞形

态，如细胞核染色质致密浓缩，或聚集于核膜呈新月

形小体（图#）。

+<)2(=&染色法：光镜下检查可见，经大豆异

黄酮（J1$K／&）处理+!、!J、?+、76L后，食管癌=9>
7?16细胞凋亡数明显增加。棕褐色染色颗粒定位

于细胞核内。染色阳性的食管癌细胞出现细胞核碎

裂，核质固缩，细胞膜突出形成质膜小泡等凋亡细胞

形态学变化（图#-）。

大豆 异 黄 酮 未 处 理 组 的 细 胞 凋 亡 指 数 为

#<#8HN#<1!H，大豆异黄酮处理+!L组、!JL组、

?+L组和76L组的细胞凋亡指数分别为6<7!HN
+<#?H、#J<!6HN#<?JH、+7<!7HNG<+GH 和

GJ<6?HNG<6?H。"检验结果显示，各处理组与未

处理组差异均有显著性（#!1<18）。
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三、大豆异黄酮调节!"#$%和!&’表达的研究

()免疫组织化学法检测!"#$%和!&’蛋白表达：

大豆异黄酮未处理组的!"#$%蛋白阳性细胞指数为

*+),*-.*)/,-，大豆异黄酮处理%,0组、,10组、

+%0组和230组的阳性细胞指数分别为%()/+-.
%)%/-、(%)+3-.%)%*-、3)(%-.()%/- 和

*)4,-.()42-。!检验结果显示，各处理组与未

处理组相比差异均有显著性（"!4)4/），表明大豆

异黄酮能使!"#$%蛋白产物表达减少。

大豆异黄酮未处理组的!&’蛋白阳性细胞指数

为1),*-.%)(%-，大豆异黄酮处理%,0组、,10
组、+%0组 和230组 的 阳 性 细 胞 指 数 分 别 为

(1)1+-.%)/,-、*()33-.*)%1-、,/)13-.
3)%/-、3*)/2-./)3*-。!检验结果显示，各处

理组与未处理组相比差异均有显著性（"!4)4/），

表明大豆异黄酮能使!&’蛋白产物表达显著增加。

%)56$785检测!"#$%和!&’的95:;表达：经

大豆异黄酮（149<／=）处理%,、,1、+%、230后，再经

56$785检测发现食管癌>8$2+43细胞!"#$%和!&’
的95:;表达阳性，并显示!"#$%95:;条带密度

随时间的延长而递减（"!4)4/），!&’95:;条带

密度随时间的延长而增强（"!4)4/），表明大豆异

黄酮 可 下 调!"#$%的 95:; 表 达，上 调!&’的

95:;表达。

讨 论

研究发现%4、,4、14及(349<／=浓度的大豆异

黄酮对食管癌细胞均有明显抑制作用，抑制率与对

照组相比差异均有显著性（"!4)4(），且随大豆异

黄酮浓度增加和培养时间的延长，抑制作用增强。

经大豆异黄酮（149<／=）处理%,0后，部分食管癌

>8$2+43细胞的超微结构出现典型的凋亡细胞形

态，证实大豆异黄酮（149<／=）对食管癌细胞具有

诱导凋亡作用。大豆异黄酮处理%,、,1、+%、230
后，6?:>=染色法发现食管癌>8$2+43细胞凋亡

数量随着时间的延长明显增加，进一步证实诱导细

胞凋亡是大豆异黄酮杀伤食管癌细胞的作用机制之

一。因此，探讨大豆异黄酮诱导食管癌细胞凋亡的

分子机制具有重要意义。本研究采用免疫组织化学

法检测!"#$%和!&’蛋白表达而且还利用56$785检

测!"#$%和!&’的95:;表达。为了避免5:;加

样提取、"@:;合成及785反应过程中的系统误差

和人为误差，而较准确地确定!"#$%和!&’的95:;
表达水平，选用!$&"ABC基因作为内参照。人!"#$%基

因是从D细胞淋巴瘤染色体A（(,E(1）易位断点上

发现的。在生理和病理状态下，!"#$%基因及其蛋白

产物都是重要的凋亡调节因素。!"#$%倾向于分布

在生长细胞，增殖细胞。体外实验表明，当去除了细

胞因子后，正常细胞便逐渐转向凋亡；而当!"#$%过

度表达时，这一凋亡现象便被抑制了。由此可见，

!"#$%通过抑制诱导凋亡而使细胞寿命延长，细胞堆

积，在肿瘤的发生中起始动作用。!&’基因则倾向

于分布在终末分化细胞，退化细胞，在凋亡旺盛的细

胞中表达更强，在功能上与!"#$%相反，其过度表达

则触发凋亡。=B等［,］提出!"#$%和!&’的比率决定

了细胞凋亡的发生与否。至于大豆异黄酮诱导食管

癌细胞凋亡，本研究结果表明，大豆异黄酮可使食管

癌>8$2+43细胞!"#$%的95:;表达水平和蛋白表

达水平下调，并随着时间的延长下调更加明显，而对

!&’则上调其95:;表达水平和蛋白表达水平，从

而使!"#$%／!&’比值下降。这可能是大豆异黄酮诱

导食管癌>8$2+43细胞凋亡的分子机制之一，即通

过介导!"#$%的表达下调和上调!&’的表达而实现

的。

总之，本研究证实，在体外实验条件下，大豆异

黄酮可在95:;水平和蛋白水平下调食管癌>8$
2+43细胞!"#$%基因的表达而上调!&’基因的表达，

然后食管癌>8$2+43细胞即发生凋亡。这为阐明大

豆异黄酮诱导食管癌细胞凋亡的分子机制提供了初

步的实验依据，有关大豆异黄酮诱导食管癌细胞凋

亡的确切机制，有待进一步探讨。
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