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　　摘　要：目的　探讨二氧化硒（ＳｅＯ２）对宫颈癌细胞株 Ｈｅｌａ凋亡的诱导作用及其对凋亡相关蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３

（ｃａｓｐａｓｅ３）、Ｐ５３表达的影响。方法　用光学显微镜观察 Ｈｅｌａ细胞经过ＳｅＯ２ 处理２４ｈ后的形态学变化；用四甲基偶氮唑蓝

（ＭＴＴ）比色法检测ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞增殖及活力的影响；利用流式细胞术（ＦＣＭ）检测 Ｈｅｌａ细胞凋亡率；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｈｅｌａ细胞内ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ５３蛋白表达的变化。结果　光学显微镜下ＳｅＯ２ 可对 Ｈｅｌａ细胞生长形态产生明显影响，大量细胞变圆

皱缩，失去正常形态，贴壁细胞减少，增殖减慢；ＭＴＴ结果显示ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞的抑制作用呈量效依赖关系，其中７．５００、１５．

０００、３０．０００μｍｏｌ／Ｌ组与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；０、１．８７５、３．７５０、７．５００、１５．０００、３０．０００μｍｏｌ／ＬＳｅＯ２ 诱导 Ｈｅｌａ

细胞凋亡率分别为３．１２％、３０．５６％、３３．４２％、３７．５０％、４５．４３％、６９．３８％，呈明显上升趋势。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示ＳｅＯ２ 可上调

ｃａｓｐａｓｅ３与Ｐ５３蛋白水平，并于７．５００μｍｏｌ／Ｌ处达到峰值。结论　ＳｅＯ２ 可能通过上调ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ５３的表达诱导宫颈癌细胞凋亡。
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　　宫颈癌严重威胁妇女的生命健康。近年来对宫颈癌的早

期发现及治疗使得其死亡率明显下降［１］，化疗在对病情的缓解

中发挥了重要作用，化疗药物的开发也逐渐由人工合成的化学

药物拓展为天然存在的物质。硒元素是人体必需的微量元素

之一，自发现并命名以来曾一直被认为是一种有毒、致癌物质，

直至２０世纪中期其对人体不可或缺的生理学作用才逐步被发

现［２］。硒化合物包括无机硒和有机硒，不同形式的硒生理功

能、毒性各有不同，二氧化硒（ＳｅＯ２）溶于水后形成的亚硒酸是

无机硒主要的存在形式。有研究表明，ＳｅＯ２ 对多种肿瘤细胞

株有抑制作用，然而其对宫颈癌细胞株的效用和机制鲜见报

道。抑癌基因的调控与肿瘤的发生、发展密切相关，本文将从

诱导细胞凋亡、调控抑癌基因表达等方面就ＳｅＯ２ 对宫颈癌的

作用及其机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药品与仪器　ＳｅＯ２ 购自上海金山兴塔化学试剂厂（分

析纯）；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清购自

四季青公司；０．２５％ｔｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ购自ＧＩＢＣＯ公司；倒置显
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　　Ａ：对照组；Ｂ：１．８７５μｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：３．７５０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｄ：７．５００μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ：１５．０００μｍｏｌ／Ｌ组；Ｆ：３０．０００μｍｏｌ／Ｌ组。

图１　　不同浓度ＳｅＯ２ 刺激 Ｈｅｌａ细胞２４ｈ后形态变化（×２００）

微镜购自ＯＬＹＭＰＵＳＪＡＰＡＮ公司；四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ）、二

甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；兔抗人ｃｌｅａｖｅｄ半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）多克隆抗体、兔抗人ｐ５３多克隆

抗体、鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗

鼠ＩｇＧ抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ抗体均购于北

京中杉金桥生物技术有限公司；凋亡试剂盒为凯基 Ａｎｎｅｘｉｎ

ＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（Ｃａｔ：ＫＧＡ１０７），流式细胞仪为

ＧｕａｖａｅａｓｙＣｙｔｅＨＴ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ产品。

１．１．２　细胞株　人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株购自中科院上海生命

科学院细胞库。使用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％胎牛血清，

１００ＩＵ／ｍＬ青霉素，１００ＩＵ／ｍＬ链霉素），在３７℃、５％ＣＯ２ 培

养箱中培养至对数期后使用，实验组加入ＳｅＯ２ 使其终浓度分

别为１．８７５、３．７５０、７．５００、１５．０００、３０．０００、６０．０００、９０．０００

μｍｏｌ／Ｌ，对照组为不含ＳｅＯ２ 的无血清培养基，根据检测指标

需要取样待测。

１．２　方法

１．２．１　细胞形态学观察　将实验组及对照组细胞置于倒置显

微镜下观察并对比细胞形态变化。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞活力　将生长活力良好的细胞用

０．２５％胰蛋白酶消化后以１×１０５ 个／Ｌ密度接种于９６孔板

内，待细胞贴壁后给予ＳｅＯ２ 刺激，每个浓度设３个复孔，同时

设对照孔（仅加培养基）及调零孔。２４ｈ后弃培养基，各孔加

入 ＭＴＴ２０μＬ（５ｇ／Ｌ），继续培养４ｈ后小心弃去 ＭＴＴ，每孔

加入ＤＭＳＯ２００μＬ，摇床震荡１０ｍｉｎ后在酶标仪４９０ｎｍ处

测各孔吸光值（ＯＤ），细胞抑制率＝（对照组 ＯＤ值－实验组

ＯＤ值）／对照组ＯＤ值。

１．２．３　流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡　细胞传代生长约

７０％使用，对照组与实验组 Ｈｅｌａ细胞按试剂盒步骤用０．２５％

胰蛋白酶消化收集细胞，磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，收集细

胞，用ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞后分别加入两种染料孵育５～

１５ｍｉｎ，使用流式细胞仪进行检测，ｇｕａｖａＳｏｆｔｓｏｆｔｗａｒｅ，ｖｅｒ

ｓｉｏｎ２．２分析软件进行数据处理，通过曲线拟合求得半抑制浓

度（ＩＣ５０）。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ５３表达　对照组

与实验组细胞分别用细胞裂解液于冰上裂解１０ｍｉｎ后收集，

超声匀浆１０ｓ×３次，间隔期置于冰上冷却降温。等量样品以

１２％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离

蛋白质。以βａｃｔｉｎ为内参，电泳后将蛋白转印至硝酸纤维素

膜上，５％脱脂奶粉封闭后一抗过夜，再以辣根过氧化酶标记的

二抗封闭液孵育１ｈ，以ＥＣＬ化学发光试剂（增强化学发光）显

色检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示。满足方差齐性条件时，多组比较采用

ＡＮＯＶＡ法分析，多重两两比较采用ＬＳＤ法分析；以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态学变化　倒置显微镜下观察见对照组细胞贴壁

状态良好，轮廓清晰，折光性好，融合成片，细胞生长旺盛。

ＳｅＯ２ 作用后，大量细胞变圆皱缩，折光性与贴壁能力减弱，细

胞间距疏松，增殖明显减慢，高倍镜下可见细胞内颗粒增多。

随ＳｅＯ２ 浓度的增高可见明显漂浮泡沫状细胞，见图１。

２．２　ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞的生长抑制作用　低浓度组ＳｅＯ２

（１．８７５、３．７５０μｍｏｌ／Ｌ）刺激 Ｈｅｌａ细胞２４ｈ后细胞活力稍有

降低，抑制率尚无明显变化。随着ＳｅＯ２ 浓度的升高细胞生长

受到显著抑制，至３０．０００μｍｏｌ／Ｌ 处抑制作用最强，其中

７．５００、１５．０００、３０．０００μｍｏｌ／Ｌ组ＳｅＯ２ 刺激Ｈｅｌａ细胞２４ｈ与

对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），随着ＳｅＯ２ 浓度的

增加对 Ｈｅｌａ细胞的抑制作用呈现出浓度依赖关系，见表１。

２．３　ＦＣＭ 测定细胞凋亡　利用流式细胞仪测定不同浓度

ＳｅＯ２ 刺激 Ｈｅｌａ细胞２４ｈ后的凋亡率，与对照孔凋亡率

（３．１２％）相比较，实验组低浓度即可明显提高细胞凋亡率，且

随着ＳｅＯ２ 浓度升高凋亡率逐渐上升，在６０．０００μｍｏｌ／Ｌ左右

抑制作用达到平台期（图２）。软件计算求得ＩＣ５０值为２４．０００

μｍｏｌ／Ｌ。
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表１　　不同浓度ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞的生长抑制率比较

组别 ＯＤ值（狓±狊，狀＝３） 抑制率（％）

对照组 ０．４４８±０．０２０ ０

１．８７５μｍｏｌ／Ｌ组 ０．４４３±０．０２６ １．２２

３．７５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．３５８±０．０３４ ２０．２５

７．５００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．２５１±０．０１１ａ ３５．０３

１５．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．２５３±０．００５ａ ４３．５６

３０．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．１７６±０．０２０ａ ６０．７４

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

　　Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｂ：１．３７５μｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：３．７５０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｄ：

７．５００μｍｏｌ／Ｌ 组；Ｅ：１５．０００μｍｏｌ／Ｌ 组；Ｆ：３０．０００μｍｏｌ／Ｌ 组；Ｇ：

６０．０００μｍｏｌ／Ｌ组；Ｈ：９０．０００μｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　不同浓度ＳｅＯ２ 作用２４ｈ后对 Ｈｅｌａ

细胞诱导凋亡率比较

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达量变化　在２６×１０
３ 和５３×

１０３ 处可见相应相对分子质量大小的ｃａｓｐａｓｅ３和Ｐ５３蛋白条

带，二者在对照组表达量低，其中ｃａｓｐａｓｅ３未检测到明显条

带；实验组随着ＳｅＯ２ 浓度的升高，二者的表达趋势大致相同，

均由低浓度开始逐渐增强，即产生的Ｐ５３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

逐步增多，至７．５００μｍｏｌ／Ｌ浓度处表达量达高峰，而后随着浓

度继续升高，二者的表达量有所降低，见图３。

　　１：对照组；２：１．８７５μｍｏｌ／Ｌ组；３：３．７５０μｍｏｌ／Ｌ组；４：７．５００

μｍｏｌ／Ｌ组；５：１５．０００μｍｏｌ／Ｌ组；６：３０．０００μｍｏｌ／Ｌ组。

图３　　不同浓度ＳｅＯ２ 刺激 Ｈｅｌａ细胞２４ｈｃａｓｐａｓｅ３、

Ｐ５３蛋白表达比较

３　讨　　论

宫颈癌是女性第２常见的恶性肿瘤，且近年来呈现出明显

的发病年轻化趋势，尽管防癌筛查的广泛普及使得不少患者得

到早期诊断，但由于缺乏有效的治疗手段，其治疗效果仍然不

容乐观。硒元素因可通过谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）防止

氢过氧化物在细胞中堆积和保护细胞膜发挥保健作用［３］，而使

得富硒食品［４］的开发成为一大热点。同时，又有许多研究发

现，硒元素可诱导包括肺癌［５］、白血病［６］等多种不同肿瘤细胞

系发生凋亡，为硒作为抗癌药物的研究提供了广阔前景。本课

题组就ＳｅＯ２ 对宫颈癌细胞株的效用进行观察，同时进一步探

索了产生这一效用相关基因的调节机制。

ｃａｓｐａｓｅ家族在介导细胞凋亡的过程中起着非常重要的作

用，其中ｃａｓｐａｓｅ３为关键的执行分子，它通过自身裂解在凋亡

信号转导的许多途径中发挥功能，活化的ｃａｓｐａｓｅ３催化裂解

相应的细胞质细胞核底物，最终导致细胞凋亡。在实验组

ｃａｓｐａｓｅ３的表达量增高，在７．５００μｍｏｌ／Ｌ时达到峰值，提示

ｃａｓｐａｓｅ３参与了ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞凋亡的调节作用。而凋亡

这一复杂的生物学程序是通过一系列的信号转导通路来实现

的，Ｐ５３作为管理细胞周期和诱导凋亡的重要基因，在ＤＮＡ损

伤、癌变、缺氧、细胞成分丢失等应激情况下对保持基因组的完

整性发挥了关键的调控作用［７］。一方面它通过调节下游效应

基因ＣＩＰ／ＷＩＦ１、ＧＡＤＤ４５和 ＭＤＭ２的转录从而实现细胞周

期阻滞的功能，同时可以通过内源性和外源性通路活化诱导细

胞凋亡。本研究发现，在给予 Ｈｅｌａ细胞不同浓度ＳｅＯ２ 刺激

２４ｈ后，伴随细胞活力显著性降低、凋亡率呈现浓度依赖性增

加的同时，Ｐ５３与ｃａｓｐａｓｅ３表达量明显增高，二者之间存在正

相关性，诱导表达趋势相同，提示ＳｅＯ２ 对 Ｈｅｌａ细胞诱导凋亡

的作用可能是通过上调抑癌基因Ｐ５３的表达，进而活化裂解

ｃａｓｐａｓｅ３而协同发挥凋亡诱导作用。Ｌｕｏ等
［８］研究发现硒可

使宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞周期阻滞于Ｓ期，从而使细胞有丝分裂和

扩增停滞，这可能也与ｐ５３基因上调而发挥的细胞周期阻滞功

能有关。而在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞中外源性导入野生型ｐ５３基因

则可显著降低细胞的恶性生长［９］。同时还有研究报道，野生型

ｐ５３基因的导入可提高宫颈癌肿瘤抗原的免疫原性
［１０］，因此，

Ｐ５３蛋白可以作为肿瘤抗原成为肿瘤免疫治疗的靶标，明确

Ｐ５３蛋白在宫颈癌治疗中的调节机制也为进一步探讨宫颈癌

的疫苗研发提供了实验基础和理论依据。

硒对宫颈癌的诱导凋亡作用除通过调节上述凋亡相关蛋

白表达外，还有不少关于影响细胞内氧化还原状态的报道。

Ｆｕ等
［１１］通过蛋白组学研究发现，硒化合物对 Ｈｅｌａ细胞的抑

制作用机制涉及了对 ＲＯＳ介导的线粒体路径蛋白表达的调

控，Ｋｉｌ等
［１２］则研究发现硒可通过抑制异柠檬酸脱氢酶影响细

胞内氧化还原状态诱导肿瘤 Ｈｅｌａ细胞凋亡。这为硒对宫颈癌

的作用机制提供了新的思路。至于本实验中ＳｅＯ２ 高浓度组

（１５．０００、３０．０００μｍｏｌ／Ｌ）凋亡率明显升高，而作为凋亡执行者

的ｃａｓｐａｓｅ３及促凋亡蛋白Ｐ５３表达量较前低浓度反而有所下

降，可能是细胞整体功能衰退而导致。Ｓａｎｍａｒｔｉｎ等
［１３］在综述

硒化合物对肿瘤的抑制作用机制中亦提到自噬等其他细胞死

亡方式，可能也与这一现象有关，还有待进一步探索。如今越

来越多的动物及人体实验证明提高硒摄入量可降低肿瘤风险、

增强胸腺及甲状腺功能、减轻自身免疫性疾病病情、提高繁殖

能力［１４］，其对部分疾病的治疗作用现已进入临床试验阶

段［１５］。通过不同机制诱导宫颈癌细胞凋亡为硒作为宫颈癌治

疗药物的开发提供了重要依据，也对宫颈癌的治疗提供了新

思路。

综上所述，ｃａｓｐａｓｅ３和ｐ５３均为与凋亡关系密切的基因，

ＳｅＯ２ 对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞有促凋亡作用，其作用机制与凋亡相

关蛋白Ｐ５３、ｃａｓｐａｓｅ３上调有关，但二者引起细胞凋亡的确切

关系尚待进一步研究。
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