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缺锌对经 MNNG诱导的HEEC氧化应激和甲基化的影响*
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  [摘 要] 目的 探讨缺锌对经 N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍(MNNG)诱导的人正常食管上皮细胞

(HEEC)氧化应激和甲基化的影响。方法 将细胞分为正常对照组、富锌组、阳性对照组和缺锌组,并分别干预

12、24、48
 

h。比较各组丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)水平,以及O6-
甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(MGMT)、MLH1基因甲基化状态及 MGMT蛋白表达水平。结果 TPEN对

HEEC的半数抑制浓度为1.0
 

μmol/L。4组各时间点 MDA、GSH-Px水平比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。4组12

 

h时SOD水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。4组 MGMT、MLH1基因呈现部分甲基化

状态。4组24
 

h时 MGMT蛋白表达水平比较,差异有统计学意义(P<0.05),而在12、48
 

h时比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。结论 缺锌会致使经 MNNG诱导的HEEC出现氧化应激、MGMT和 MLH1基因甲基

化和 MGMT蛋白异常表达。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

zinc
 

deficiency
 

on
 

oxidative
 

stress
 

and
 

methylation
 

of
 

hu-
man

 

normal
 

esophageal
 

epithelial
 

cells(HEEC)
 

induced
 

by
 

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG).
Methods The

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

zinc-rich
 

group,the
 

positive
 

control
 

group
 

and
 

the
 

zinc-deficient
 

group,and
 

intervened
 

for
 

12,24
 

and
 

48
 

hours
 

respectively.The
 

levels
 

of
 

malondialdehyde
(MDA),superoxide

 

dismutase(SOD),glutathione
 

peroxidase(GSH-Px),methylation
 

status
 

of
 

O6-methylgua-
nine-DNA

 

methyltransferase(MGMT)
 

and
 

MLH1
 

genes
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

MGMT
 

protein
 

were
 

com-
pared

 

in
 

each
 

group.Results The
 

median
 

inhibitory
 

concentration
 

of
 

TPEN
 

on
 

HEEC
 

was
 

1.0
 

μmol/L.The
 

levels
 

of
 

MDA
 

and
 

GSH-Px
 

in
 

the
 

four
 

groups
 

at
 

different
 

time
 

points
 

were
 

significantly
 

different(P<0.05).
The

 

level
 

of
 

SOD
 

in
 

the
 

four
 

groups
 

at
 

12
 

hours
 

was
 

significantly
 

different(P<0.05).MGMT
 

and
 

MLH1
 

genes
 

in
 

the
 

four
 

groups
 

showed
 

partial
 

methylation.The
 

expression
 

level
 

of
 

MGMT
 

protein
 

in
 

the
 

four
 

groups
 

was
 

significantly
 

different
 

at
 

24
 

hours(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

at
 

12
 

and
 

48
 

hours(P>0.05).Conclusion Zinc
 

deficiency
 

can
 

lead
 

to
 

oxidative
 

stress,methylation
 

of
 

MGMT
 

and
 

MLH1
 

genes
 

and
 

abnormal
 

expression
 

of
 

MGMT
 

protein
 

in
 

HEEC
 

induced
 

by
 

MNNG.
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  食管癌作为食管上皮来源的恶性肿瘤,是最为常

见的,其发生率和病死率在恶性肿瘤中分别占第8位

和第6位[1]。我国是世界上食管癌发生率和病死率

最高的国家。食管癌具有很明显的地区差异性,且

90%以上是食管鳞状细胞癌[2],其在早期不易被发

现,发展到中期后存在治疗难、预后差等问题,严重威

胁着人们的生命健康。食管癌的发生、发展涉及多种

复杂的机制和因素,且具有明显的家族遗传易感性,
这对于食管癌的临床治疗、干预和预后都是一个严峻

的挑战。因此,揭示食管癌的诱发、发生、发展规律,
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对其进行早期预防、早期诊断与治疗显得尤为重要。
锌是机体必需的微量元素之一,几乎每一个生理

生化过程都直接或间接需要锌。锌是机体中绝大多

数金属酶的组成部分,这些酶没有锌就不能发挥作

用。在细胞水平上,锌起着关键的催化、调节和结构

组成等作用,与机体抗氧化自由基、抗衰老、抗癌变等

生物过程密切相关[3]。目前已有大量研究表明,如果

机体长期处于缺锌状态,可导致细胞内信号转导发生

异常,干扰细胞跨膜转运,影响蛋白质生物合成和机

体抗氧化,从而引起机体氧化应激和致使细胞损伤修

复功能受损,其可能在肿瘤的发生、发展中起着重要

作用[4]。N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍(MNNG)作为

一种单功能烷化剂,被认为是环境中广泛存在的化学

诱变剂和化学致癌物,可直接靶定DNA作用的遗传

毒物导致点突变、细胞凋亡等,其中O6-甲基鸟嘌呤是

导致其突变的主要DNA损伤类型,而 O6-甲基鸟嘌

呤损伤与肿瘤的发生存在密切关联[5]。因此,本研究

采用体外细胞实验探讨了缺锌对经 MNNG诱导的人

正常食管上皮细胞(HEEC)氧化应激、甲基化和相关

基因表达等的影响,为食管癌早期检测及预测营养干

预在食管癌发生中的作用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与仪器 人正常食管上皮永生化细胞

系(广州华拓生物技术有限公司),ZnSO4·7H2O(上
海阿拉丁生化科技股份有限公司),MNNG(上海阿拉

丁生 化 科 技 股 份 有 限 公 司),四 吡 啶 甲 基 乙 二 胺

(TPEN,北京索莱宝公司),四氮唑蓝(MTT,25
 

mg,
北京索莱宝公司),磷酸盐缓冲溶液(北京索莱宝公

司),二甲基亚砜细胞培养液(北京索莱宝公司),青链

霉素溶液(北京索莱宝公司),RPMI1640培养液(美国

Gibco公司),胰蛋白酶-EDTA消化液(0.25%,不含

酚红,美国 Gibco公司),南美进口胎牛血清(美国

Gemini公司),超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒(南京

建成公司),谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)试剂盒

(南京建成公司),丙二醛(MDA)试剂盒(南京建成公

司),双辛可宁酸(BCA)蛋白定量试剂盒增强型(上海

碧云天公司),一抗、二抗稀释液及 O6-甲基鸟嘌呤-
DNA甲基转移酶(MGMT)抗体(上海碧云天公司)。

倒置荧光显微成像系统(日本Nikon公司),分析

天平(波兰RADWAG公司),紫外分光光度计(美国

Thermo公司),CO2 培养箱(美国Thermo公司),倒
置显微镜(德国Leica公司),离心机(德国Eppendorf
公司),电泳仪(上海天能科技有限公司),一体式化学

发光成像仪(上海勤翔科学仪器有限公司),高压蒸汽

灭菌器(日本SANYO公司)。

1.2 方法

1.2.1 染毒剂量确定 TPEN 水平的确定采用

MTT检测法[6]。测定前收集对数生长期融合大致达

到90%的对数生长期细胞,细胞悬浮液水平为4×
104~4×105/mL。配置7种不同水平TPEN(分别为

0.2、0.4、0.8、1.0、2.0、4.0、8.0
 

μmol/L)
[7-9]。绘制

细胞抑制曲线,采用改良寇氏法计算TPEN对HEEC
的半数抑制浓度。

1.2.2 分组及染毒处理 将细胞分为4组,即正常

对照组、富锌组、阳性对照组和缺锌组,各组分别干预

12、24、48
 

h[10-12]。观察细胞形态结构变化,染毒干预

结束后收集各组细胞进行相关指标检测。见表1。
表1  实验分组及染毒处理

组别 干预处理
MNNG染毒

(mol/L)

正常对照组 正常培养液 -

富锌组 50
 

μmol/L
 

ZnSO4·7H2O培养液 1.5×10-5

阳性对照组 正常培养液 1.5×10-5

缺锌组
 

1
 

μmol/L
 

TPEN培养液 1.5×10-5

  注:-表示无此项。

1.2.3 MDA、SOD、GSH-Px水平检测 各组细胞染

毒干预结束后,对实验细胞进行消化、超声波破碎等

常规检测前处理后,严格按照 MDA、SOD、GSH-Px
试剂盒的检测说明,定量检测细胞裂解液中 MDA、

SOD和GSH-Px水平,每项实验重复3次。

1.2.4 MGMT、MLH1基因甲基化状态检测 将染

毒干预后超低温冻存的 HEEC取出使用试剂盒对基

因组DNA进行提取。使用甲基化特异性聚合酶链式

反应(MSP)试剂盒将重亚硫酸盐转化处理后的基因

组DNA样本作为模板,扩增片段为400
 

bp,反应体系

为20
 

μL。聚合酶链式反应程序为:95
 

℃预变性3
 

min,94
 

℃变性20
 

s,60
 

℃复性30
 

s,72
 

℃延伸20
 

s,

35个循环,最后72
 

℃再延伸5
 

min后结束。对目片

段进行扩增,聚合酶链式反应产物进行电泳。MSP产

物判断:(1)仅扩增出非甲基化条带,判定为未甲基

化;(2)同时扩增出甲基化和非甲基化条带,判定为部

分甲基化;(3)仅扩增出甲基化条带,判定为完全甲基

化。引物序列见表2。

1.2.5 MGMT蛋白表达水平检测 蛋白质免疫印

迹技术作为细胞分子生物学研究中一项不可或缺的

技术,主要用于蛋白表达水平的测定。测定开始前将

染毒干预后超低温冻存的HEEC取出,速融离心处理

后以常规方法提取HEEC总蛋白。首先使用BCA试

剂盒测定各组相对应的蛋白水平,随后配置分离胶、
上样,依次电转、电泳、转膜、封闭、化学发光显影,检
测 MGMT蛋白表达水平。使用Image

 

J软件分析目
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标条带的灰度值,计算 MGMT蛋白相对表达量,其中

蛋白相 对 表 达 量=目 的 蛋 白 灰 度 值/内 参 蛋 白 灰

度值。
表2  引物序列

基因 扩增 基因序列(5'→3')
长度

(bp)

MGMT M F:TAT
 

TTT
 

TGT
 

GAT
 

AGG
 

AAA
 

AGG
 

TAC
 

G 191

R:TAA
 

AAC
 

AAT
 

CTA
 

CGC
 

ATC
 

CTC
 

G

U F:ATT
 

TTT
 

GTG
 

ATA
 

GGA
 

AAA
 

GGT
 

ATG
 

G 191

R:CTA
 

AAA
 

CAA
 

TCT
 

ACA
 

CAT
 

CCT
 

CAC
 

T

MLH1 M F:GAG
 

TAG
 

GGT
 

TAA
 

CGT
 

TAG
 

AAA
 

GGT
 

C 176

R:ATT
 

AAT
 

TCG
 

TTT
 

TTA
 

AAA
 

ACT
 

CGA
 

A

U F:GTA
 

GGG
 

TTA
 

ATG
 

TTA
 

GAA
 

AGG
 

TTG
 

T 174

R:ATT
 

AAT
 

TCA
 

TTT
 

TTA
 

AAA
 

ACT
 

CAA
 

A

  注:M为甲基化引物扩增;U为非甲基化引物扩增。

1.3 统计学处理 采用SPSS28.0软件对数据进行

分析处理,计量资料以x±s表示,2组间比较采用两

独立样本t检验,多组间比较采用方差分析,进一步

两两比较采用LSD 检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 细胞形态学观察 通过倒置显微成像系统观

察,HEEC大小较均匀,细胞核清晰,排列整齐。在25
 

cm2 培养瓶中,2~3
 

d可生长融合至70%~80%。见

图1。
 

图1  HEEC镜下形态图(400×)

2.2 不同水平TPEN对 HEEC抑制率影响 TPEN
水平越高,细胞中所含锌水平越低,其生长受到的抑

制越明显。见图2。改良寇氏法计算得出,TPEN对

HEEC作用的半数抑制浓度为1.0
 

μmol/L。

2.3 各组 MDA、SOD、GSH-Px水平比较 (1)2组

间比较:阳性对照组24、48
 

h时 MDA水平高于正常

对照组,差异有统计学 意 义(t24=-4.879,t48=
-9.211,P<0.05)。阳性对照组24、48

 

h时SOD水

平低于正常对照组,差异有统计学意义(t24=4.792,

t48=4.760,P<0.05)。阳性对照组各时间点GSH-
Px水平低于正常对照组,差异有统计学意义(t12=
3.574,t24=3.662,t48=3.827,P<0.05)。(2)多组

间比较及两两比较:4组各时间点 MDA水平比较,差
异有统计学意义(F12=10.087,F24=15.113,F48=
145.063,P<0.05)。进一步两两比较显示,富锌组与

阳性对照组各时间点比较,差异无统计学意义(P>
0.05);其余各组间各时间点差异有统计学意义(P<
0.05)。4组12

 

h时SOD水平比较,差异有统计学意

义(F12=25.261,P<0.05);而24、48
 

h时SOD水平

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。进一步两两比

较显示,富锌组与阳性对照组、缺锌组与阳性对照组

12
 

h时比较,差异有统计学意义(P<0.05);其余各

组间各时间点差异无统计学意义(P>0.05)。4组各

时间点GSH-Px水平比较,差异有统计学意义(F12=
77.498,F24=5.841,F48=14.604,P<0.05)。进一

步两两比较显示,缺锌组与阳性对照组12
 

h时、富锌

组与阳性对照组24
 

h时、缺锌组与阳性对照组24
 

h
时比较,差异无统计学意义(P>0.05);其余各组间各

时间点差异有统计学意义(P<0.05)。(3)组内比较:
阳性对照组、缺锌组中不同时间点MDA水平比较,差
异有 统 计 学 意 义 (F阳性对照组 =23.895,F缺锌组 =
19.469,P<0.05)。进一步两两比较显示,阳性对照

组中24
 

h时与48
 

h时比较,缺锌组中12
 

h时与24
 

h
时比较,差异无统计学意义(P>0.05);其余各组内各

时间点差异有统计学意义(P<0.05)。阳性对照组中

各时间点SOD、GSH-Px水平比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。富锌组、缺锌组中各时间点 SOD、

GSH-Px水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
进一步两两比较显示,富锌组、缺锌组中24

 

h时SOD
水平与48

 

h时比较,差异无统计学意义(P>0.05);
其余各组内各时间点差异有统计学意义(P<0.05)。
富锌组中12

 

h时GSH-Px水平分别与24、48
 

h时比

较,差异有统计学意义(P<0.05);缺锌组中12
 

h时

GSH-Px水平与48
 

h时比较,差异有统计学意义

(P<0.05);其余各组内各时间点差异无统计学意义

(P>0.05)。见表3。
 

图2  不同水平TPEN对细胞吸光度的影响

2.4 各组 MGMT、MLH1基因甲基化情况 各组
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MGMT、MLH1基因扩增产物电泳结果见图3。48
 

h
时,正常对照组与其余各组中均可见 MGMT基因甲

基化的特异性基因片段和非甲基化的特异性基因片

段。各组 MGMT基因呈现部分甲基化状态(图3A)。

48
 

h时,正常对照组仅出现 MLH1基因非甲基化的

特异性基因片段,24、48
 

h时阳性对照组出现 MLH1
基因非甲基化的特异性基因片段和甲基化的特异性

基因片段,其余各组均可见 MLH1基因甲基化的特

异性基因片段。各组 MLH1基因可呈现部分甲基化

和全甲基化状态(图3B)。

表3  各组 MDA、SOD、GSH-Px水平比较(x±s)

组别
MDA(nmol/mg)

12
 

h 24
 

h 48
 

h

SOD(U/mg)

12
 

h 24
 

h 48
 

h

GSH-Px(nmol/mg)

12
 

h 24
 

h 48
 

h

正常对照组 0.40±0.17 0.41±0.10 0.40±0.05 89.36±4.76 90.23±4.77 89.23±4.71 49.72±13.48 49.93±11.39 49.13±9.48

富锌组 0.43±0.16 0.47±0.01 0.63±0.15 102.46±1.86 52.66±16.23 46.79±0.14
 

98.48±12.41 38.37±13.96 29.49±4.87

阳性对照组 0.36±0.11 0.81±0.07 0.86±0.06 50.35±12.42 66.15±3.71 30.03±11.51 21.13±2.87 17.91±6.67 15.55±6.20

缺锌组 1.21±0.31 1.27±0.24 2.53±0.14 134.88±7.56 29.49±0.99 24.39±0.42 13.64±2.94 7.50±3.71 3.97±2.24

  注:A.MGMT基因扩增产物电泳图,B.MLH1基因扩增产物电泳图;1为正常对照组,2为阳性对照组,3为缺锌组,4为富锌组;X、Y、Z分别

为12、24、48
 

h。

图3  各组 MGMT、MLH1基因扩增产物电泳图

2.5 各组 MGMT蛋白表达水平比较 (1)2组间比

较:正常对照组与阳性对照组12、24
 

h时 MGMT蛋

白表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05),而在

48
 

h时比较,差异有统计学意义(P<0.05)。(2)多
组间比较及两两比较:4组24

 

h时 MGMT蛋白表达

水平比较,差异有统计学意义(P<0.05),而在12、48
 

h时比较,差异无统计学意义(P>0.05)。进一步两

两比较显示,富锌组与阳性对照组12
 

h时比较,差异

无统计学意义(P>0.05);其余各组间各时间点差异

有统计学意义(P<0.05)。(3)组内比较:富锌组、缺
锌组中各时间点 MGMT蛋白表达水平比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。阳性对照组中各时间点

MGMT蛋白表达水平比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。进一步两两比较显示,阳性对照组中12

 

h时

与24
 

h时比较,差异无统计学意义(P>0.05);其余

各组间各时间点差异有统计学意义(P<0.05)。见表

4、图4。

表4  各组 MGMT蛋白表达水平比较(x±s)

组别 12
 

h 24
 

h 48
 

h

正常对照组 1.02±0.11 1.02±0.11 1.02±0.11

富锌组 0.86±0.10 0.65±0.02 0.68±0.05

阳性对照组 0.87±0.03 0.81±0.05 0.60±0.06

缺锌组 0.68±0.16 0.83±0.06 0.57±0.04

  注:1为正常对照组,2为阳性对照组,3为缺锌组,4为富锌组;X、

Y、Z分别为12、24、48
 

h。

图4  各组 MGMT蛋白表达电泳图

3 讨  论

  癌症的发生是一种多基因相互调控、多因素相互

影响、多阶段进行的一个复杂过程。多数癌症因发病

初期临床症状不明显,不容易确诊,当出现较明显的
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临床症状时往往已处于癌症晚期[13]。癌症的发生涉

及多种复杂的机制和因素。大量研究发现,机体长期

处于锌缺乏状态时可能引起机体氧化应激和致使细

胞损伤修复功能受损,损害DNA而导致基因突变等,
其可能在大多数肿瘤(如肺癌、肝癌、乳腺癌、膀胱癌

和消化道肿瘤等)的发生、发展中起重要作用[4]。锌

在食管癌中起着重要的调控作用,与其发生存在着密

切联系。TPEN作为一种细胞内锌螯合剂,属于非环

氨基螯合物家族,在细胞和整个生物水平上有效,能
够自由穿越生物膜,高效螯合铜、铁、锌[14-16]。因此,
本研究利用TPEN对锌离子的螯合作用使 HEEC在

干预过程中达到一个缺锌状态。虽然TPEN常被用

作锌的螯合剂,但其对铜和锌也表现出螯合作用。已

有研究表明,TPEN对铜的螯合作用可选择性地杀死

结肠癌细胞,并在结肠癌细胞中高度富集[16]。同时,

TPEN螯合铜所生成的TPEN-Cu复合物具有氧化还

原活性,可导致癌细胞中活性氧物种(ROS)的增加并

具有细胞毒性[16]。
氧化应激作为判断机体内氧化与抗氧化程度的1

个指标,是指机体的抗氧化能力下降,ROS水平增加,
机体氧化与抗氧化平衡失调,从而破坏细胞膜脂质,
促使氧化应激产物 MDA形成,导致脂质过氧化。其

中,MDA作为氧化应激的最终产物,可加快生物膜损

伤的速度,SOD、GSH-Px作为抗氧化物质能够避免

与减缓脂质过氧化。MDA、SOD、GSH-Px水平能间

接反映生物膜系统受损的程度和细胞受自由基攻击

的程度。因此,这3个指标被认为是评估氧化应激的

良好指标[17]。本研究结果显示,在一定量 MNNG诱

导下,随着锌水平的降低和染毒时间的延长,HEEC
进入一个强氧化应激的状态。相比于降低锌水平后

通过补锌使细胞处于一个富锌状态,可促使 MDA水

平降低,SOD、GSH-Px水平升高,显著抑制经 MNNG
诱导的HEEC的氧化应激水平。其中,富锌组与阳性

对照组MDA(各时间点)、SOD(12
 

h时)、GSH-Px(24
 

h时)水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。其原

因可能是富锌组中存在保护因素锌,具有抑制氧化应

激的作用,短时间对细胞起到了保护作用,减缓了细

胞氧化应激的速度,缩短了肿瘤诱发的时间。由此可

预见,通过补锌这一营养干预方式可能会减缓食管癌

的发展速度。

DNA甲基化作为一种重要的表观遗传调控类型

和方式,能在不改变DNA序列的情况下,使基因表达

发生可遗传的改变,与肿瘤、衰老、老年痴呆等许多疾

病密切相关[18-19]。MGMT作为DNA的直接修复蛋

白,通过将受损DNA的O6-mG位的烷化基团转移到

自身的半胱氨酸残基上,将受损的DNA进行修复,从

而保护细胞免受烷化剂的诱变。与此同时,MGMT
自身也因接受了烷化基团而出现不可逆性失活。因

此,MGMT也被称为“自杀性蛋白”[20-21]。研究发现,
约30%的人类癌症存在 MGMT编码基因启动子甲

基化,其可导致该基因失活,促使 MGMT蛋白表达水

平下调,且食管癌中 MGMT编码基因启动子区的甲

基化程度与肿瘤进展呈正相关[20-23]。这意味着 MG-
MT基因甲基化程度越高,癌变的程度与速度愈加难

以控制。本研究结果显示,在一定量 MNNG诱导下

和经不同水平锌干预不同时间后,各组 MGMT基因

呈现出部分甲基化状态,与此同时,MGMT蛋白表达

出现下调。由此可预见,MGMT的低表达可能受启

动子区甲基化的调控。以上结果提示,MGMT基因

的异常甲基化与低表达或许可作为食管癌诊断的标

志物。

MLH1作为错配修复基因,是维持基因组完整性

的关键。MLH1基因启动子的甲基化被确定为包括

胶质母细胞瘤、结肠直肠癌、胃癌等在内的多种癌症

的预后标志物[20,24]。多种人类癌症都存在 MLH1基

因的失活,其失活的机制与遗传学和表观遗传学异常

存在一定关系。在食管癌中,MLH1编码基因启动子

区甲基化的发生率约为62%,并最终会出现 MLH1
蛋白表达下降[23]。此外,MGMT基因CpG岛启动子

甲基化可能是食管癌发生的常见事件[25]。以上研究

表明,基因的异常甲基化与基因表达很有可能存在着

一种相互调控的密切关系。
综上所述,缺锌会致使经 MNNG诱导的 HEEC

出现氧化应激、MGMT和 MLH1基因甲基化和 MG-
MT蛋白异常表达,其与食管癌的发生与发展密切相

关。本研究为食管癌早期检测及通过营养干预措施

干预癌变发展过程提供了一定理论依据。
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