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大量的体内和体外研究表明，硒具有明显的抗

癌作用。多种硒化合物对一系列的肿瘤细胞和受试

动物的肿瘤生长起到抑制作用，同时可诱导一系列

肿瘤细胞凋亡 !" #$ %。

越来越多的研究证明 &’( 为一种新的第二信

使，可介导众多细胞凋亡 !) #* %。

目前，硒的抑瘤作用研究较多，但对硒抑瘤过程

中信号转导机制了解甚少，硒诱导细胞凋亡过程中

胞内 &’( 变化、来源及作用未见报道。为了阐明

+,-(.’/ 诱导 (0$*1 细胞凋亡的信号机制，我们以

结肠癌 (0$*1 细胞为模型，研究 +,-(.’/ 作用该

细胞时胞内 &’( 变化、来源及作用。

0 材料与方法
0 / 0 试剂

二甲亚砜（23 (’），-45 64 # 二氯荧光黄乙二脂

（-45 64 # 2789 # 2:），;<=>,?@A."-/，(’2，过氧化

氢酶购于 (@B?, 公司，&3CD"E$1 培养基，新生小

牛血清购于 FGD7’ 公司，其余试剂均为国产分析

纯。人结肠癌 (0$*1 细胞株来自武汉大学典型培

养物保藏中心。

0 / 5 细胞培养

将对数生长的 (0$*1 细胞接种于培养瓶内，用

含 "1H新生小牛血清，"11I J ?K 青霉素及 "11I J ?K
链霉素的 &3CD"E$1 培养基于 /6L，)H 7’- 培

养。

0 / 7 细胞凋亡检测 89 :

一定浓度的亚硒酸钠作用 (0$*1 细胞，光镜下

观察细胞形态变化并用 772 系统照相。同时将亚硒

酸钠作用一定时间的细胞用冷 61H乙醇处理，用流

式细胞仪（G.MN=A 2@MO@AP=A）定量测定细胞凋亡程

度。

0 / ; 细胞内 <&* 的检测 806，00 :

将对数生长的细胞，按 " Q "1) J ? K 接种于 -$ 孔

培养板内，-$ 小时后换上含 +,-(.’/ 的新鲜培养基

作用一定时间，用 2789 # 2:（-1!B J ?K）/6L孵育

")?@A，2789 # 2: 进入胞内，水解生成非荧光的

2789，在 &’( 氧化下生成发荧光的 278，胞内

&’( 变化通过 2789 # 2: 的荧光强度的变化反

映。将孵育后的细胞 9,AO4P 液洗涤 - 次，将其置于

多光子成像系统（GD’ # &:2 R(:）的倒置显微镜

上，以氩离子激光为光源，激发波长 $**A?，发射波

长为 )"1A?，对细胞成像，胞内荧光强度用 0@AS
T @.U /- 软件分析。

0 / = 细胞线粒体膜电位的检测 806 :

将对数生长的细胞 " Q "1) J ? K 接种于 -$ 孔板

内 -$ 小时后，用 9,AO4P 液洗涤 - 次，与 )!?=K J V
的 ;<=>,?@A."-/ 于 /6L 孵 育 细 胞 /1?@A， 再 用

9,AO4P 液洗涤 - 次，置于多光子成像系统的倒置显
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摘要 _ 为探讨亚硒酸钠诱导人结肠癌 (0$*1 细胞凋亡的机理。将荧光探针 -4 5 64 # 二氯荧光黄乙二脂（-4 5 64 #
2789 # 2:）、罗丹明 "-/（;<=>,?@A."-/）负载人结肠癌细胞，利用多光子成像系统测定胞内活性氧（&’(）、线粒体

跨膜电位（"#? ）的变化。结果发现（"）+,-(.’/ 作用 (0$*1 细胞，可导致细胞凋亡和胞内的 &’( 增加，(’2、过氧

化氢酶可降低凋亡率并抑制 &’( 的增加。（-）线粒体电子传递链抑制剂鱼藤酮及氰化钠可抑制 &’( 增加。（/）

+,-(.’/ 可导致线粒体的跨膜电位的下降。表明 +,-(.’/ 作用细胞可导致来源于线粒体的 &’( 增加，&’( 介导亚

硒酸钠诱导细胞凋亡。
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微镜上，加入含 ()*$+,- 的 .)/012 液，以氩离子激

光为光源，激发波长 &’’/3，发射波长为 #!"/3，对

细胞进行荧光动态扫描。

! " # 统计与分析

数据以4!5 $6 表示，样本均数比较用 7 检验，

! 8 "9 "# 为显著性差异。

$ 结 果
$ " ! %&$’()* 对细胞的影响

将 #"!3:; < = ()*$+,- 作用 $%&’" 细胞，相差

显微镜下观察到细胞的形态发生明显的变化。如图

!> 所示，（)）为对照，处理 *& 小时（?），少数细胞变

圆，&’ 小时细胞变圆的数目增多（@），作用 A* 小时，

多数细胞悬浮于培养基，出现凋亡特征（B）。流式细

胞仪检测 #"!3:; < = ()*$+,- 作用 $%&’" 细胞 A*

小时凋亡率约为 #& 9 ’C。如用 $,6（*#"D <3;）、过

氧化氢酶（#""D < 3;）预处理 E 小时，再与 ()*$+,-

共 孵 育 A* 小 时 ， 凋 亡 率 分 别 下 降 到 *E 9 !C 和

!’ 9 *C（图 !F）。

$ " $ %&$’()* 作用下胞内 +)’ 的变化

如图 *> 所示，#"!3:; < = ()*$+,- 作用细胞一

定时间。细胞内的 6GH 的荧光强度明显增强，即胞

内的 I,$ 的产物增加，当 ()*$+,- 刺激达 * 小时，

产生的 I,$ 量达到最大值，随作用时间的延长，

胞内 I,$ 的浓度逐渐下降恢复到其本底值 J 图

*F K。而细胞经 $,6（*#"D < 3;）或过氧化氢酶

（#""D < 3;）预处理 E 小时后（图 *G），可明显抑制

()*$+,- 诱导的胞内 I,$ 增加。

$ " * %&$’()* 作用下胞内 +)’ 的来源

为了确定 ()*$+,- 作用下胞内 I,$ 的来源，将

线粒体电子传递链的抑制剂鱼藤酮 !"!3:; < = 和氰

化纳 !33:; < = 与 ()*$+,- 共同作用细胞，图 - 显

示，6GH 的荧光强度明显下降。说明 ()*$+,- 作用

$%&’" 细胞产生的 I,$ 主要来源于线粒体。

$ " , %&$’()* 作用下线粒体膜电位的变化

如图 & 所示，随 ()*$+,- 刺激时间增加 LM:N
B)3O/+!*- 的荧光强度下降，说明线粒体的膜电位

下降，通透性增加。

* 讨 论
活性氧（I,$）包括过氧化氢（.*,*）、超氧阴离

子（,*
P ·）、羟自由基 J·,. K等。由于高活泼性，过量

的活性氧可引起细胞大分子的氧化损伤。但是，最

近的研究发现生理水平的 I,$ 在某些生理现象的

调控中发挥重要的作用，特别是在细胞内信号转导

方面。酶及转录因子的激活，基因的表达，凋亡等过

程的发生均与活性氧有一定关系 Q- R。因此，I,$ 被

认为是一种新的第二信使。众多的研究表明细胞内

I,$ 增加是某些细胞因子如 S(H P"，T= P ! 及化

学药物诱导细胞凋亡时的一种共同途径，因此 I,$
在细胞凋亡中的作用越来越引起人们的关注。>2*,-

作为抗白血病的一种有效药物，可诱导胞内 G>S
活性较低的 (F& 细胞的凋亡，但对细胞内含高活性

G>S 的 D U-A 白血病细胞作用却不明显 Q!* R，证实

I,$ 与细胞凋亡密切相关。亚硒酸钠可诱导 >!A*
V;O:3) 细胞凋亡 Q& R，该过程被过氧化氢酶抑制。本研

究结果表明 ()*$+,- 可诱发 $%&’" 细胞凋亡及胞

内的 I,$ 增加，$,6 和过氧化氢酶能抑制凋亡及

I,$ 产物增加，说明该凋亡过程为 I,$ 所调控。但

-./ " ! W:LXM:;:VO@); @M)/V+2 O/ $%&’" @+;;2 )/B B+N
7+@7 O:/ :Y )X:X7:2O2 )Y7+L +ZX:2[L+ 7: #"33:; < =
()*$+,- 9 > \ 3:LXM:;:VO@); :Y $%&’" [/B+L XM)2+
@:/7L)27 3 O@L:2@:X+ J ] *""K 9 F \ )X:X7:7 O@ L)7+ :Y
@+;;2 7L+)7+B ^ O7M ()*$+,- O/ 7M+ )?2+/@+ :L XL+2+/@+
:Y $,6 _ @)7);)2+ 9_ ‘ ! 8 "9 "! a2 @:/7L:; _ "! 8 "9 "# a2
$+ );:/+ 9 b);[+2 )L+ 7M+ 3+)/ 5 $6 J " c -K
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胞内 %&’ 来源于何处？最近研究发现，线粒体在细

胞凋亡过程中起到重要的作用，首先线粒体是胞内

活性氧的主要来源之一，由于线粒体消耗 (")的生

物利用的氧，其中的 $)由于呼吸链电子漏被单电

子还原成 %&’；再者线粒体作为胞内重要细胞器，

当其膜通透性增加，跨膜电位的下降，造成 %&’ 的

增加和细胞色素 * 的释放，从而导致凋亡的发生。在

我们的实验中，使用电子传递链的抑制剂鱼藤酮

（+,-./,/.）及氰化钠（0120）与 01$’.&3 共同作用

细胞时，可抑制 %&’ 增加，这表明 %&’ 主要来源于

线粒体，同时使用 01$’.&3 导致线粒体!!! 下降

也佐证 01$’.&3 诱导 %&’ 产物来源于线粒体。为何

01$’.&3 诱导 %&’ 产物来源于线粒体？我们用胞内

钙的荧光探针 456, 7 3 8 9: 检测到 01$’.&3 可诱导

胞内 ;21$ < = > 瞬时上升（结果另文发表），而线粒体的

21$ < 过载可导致线粒体的去极化，使胞内的 %&’ 量

!"# $ % ? >@. *,6+A. ,4 %&’ B+,C6*- >,/ 1/C .44.*- ,4 ’&D E *1-151A. ,/ %&’ B+,C6*- >,/ >/ 01$’.&3 7 A- >@651-.C
’FGH" *.55A I 9 J 2.55A K .+. .LB,A.C -, M""@,5 8 N 01$’.&3 4,+ >/C>*1-.C - >@. 1/C 5,1C.C K >-O D2PQ 7 D9 E
>@1R.A K .+. *,55.*-.C 14-.+ *.55A K .+. .LB,A.C -, 01$’.&3 4,+ "S1 T E !SU T E $S* T E 3SC T E GS. T E MO+ S 4 T I V J +.51W
- >X. 5.X.5A ,4 >/-+1*.55651+ D2P 456,+.A*./*. K .+. C.-.+@>/.C ,X.+ - >@. .LB,A.C -, M""@,5 8 N 01$’.&3 I 2：-+.1-.C
K >-O 01$’.&3 >/ -O. 1UA./*. ,+ B+.A./*. ,4 ’&D E *1-151A. I Y156.A 1+. -O. @.1/ Z ’D ,4 C.-.+@>/1- >,/A @1C. >/
-O+.. *65-6+.A S 3" [ G" *.55A B.+ *65-6+. T I \ " ] "I "! XA *,/-+,5 E !" ] "I "M XA ’. 15,/.

!"# $ & ? O. .44.*- ,4 @ >-,*O,/C+>15 .5.*-+,/ -+1/AW
B,+- >/O>U>- >,+A ,/ 01$’.&3 7 >/C6*.C D2P 456,+.AW
*./*. I 2.55A K .+. >/*6U1-.C K >-O .>-O.+ 0120 ,+
+,-./,/. >/ -O. 1UA./*. ,+ B+.A./*. ,4 01$’.&3 4,+
$O I !" ] "I "! XA 01$’.&3 15,/. E \ " ] "I "! XA *,/W
-+,5 I Y156.A 1+. -O. @.1/ Z ’D ,4 C.-.+@>/1- >,/A
@1C. >/ -O+.. *65-6+.A S 3" [ G" *.55A B.+ *65-6+. T
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!"# $ % ( )*+ ,-./0+ -1 23+ +11+,20 -1 456$+78 -9

!"! :)0/.;2 )-9 )9 $%&’" ,+<<0 = >+12 ? @+<<0 A +/+
+B;-0+: 2- C"!*-< D > 456$+78 1-/ )9:),52+: 2 )*+ 59:
<-5:+: A )23 /3-:5*)9+!68E )*5F+0 A +/+ ,-<<+,2+:
512+/ ,+<<0 A +/+ +B;-0+: 2- 456$+78 1-/ "G5 H E !GI H E
6G, H E 8G: H E &G+ H E C3/ G 1 H = J)F32 ? /+<52 )K+ <+K+<0 -1
)92/5,+<<.<5/ /3-:5*)9+!68 1<.-/+0,+9,+ A +/+ :+2+/L
*)9+: -K+/ 2 )*+ +B;-0+: 2- C"!*-< D > 456$+78 =
M5<.+0 5/+ 23+ *+59 N $O -1 :+2+/*)952 )-90 *5:+ )9
23/++ ,.<2./+ G 6" ,+<<0 ;+/ ,.<2./+ H

增多 P!& Q。因此，456$+78 诱导胞内 J7$ 的升高可能

途径是 P@56 R Q ) 升高导致线粒体钙过载，使""! 下

降，导致 J7$ 增加，但此过程须进一步被验证。

综上所述，细胞内 J7$ 在 456$+78 抗肿瘤过程

中可能发挥重要的第二信使作用，调控细胞凋亡。
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