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　　［摘要］　背景与目的：硒是人类生命活动中必不可少的微量元素之一，对人类健康的巨大作用是其他

物质无法替代的。硒的小分子化合物1,4-二(2-苄硒乙氧基)蒽{1,4-bis［2-(benzylselanyl)ethoxy］ anthracene，

BSEA}具有杀菌消炎的作用，但BSEA的抗癌作用尚未见报道。该研究旨在探讨BSEA诱导人喉癌Hep-2细胞凋

亡及其作用机制。方法：不同浓度的BSEA处理人喉癌Hep-2细胞24 h后，采用四甲基偶氮唑盐(methyl thiazolyl 

tetrazolium，MTT)法检测细胞生长抑制率；在荧光显微镜下观察细胞形态；Annexin Ⅴ-FITC法检测细胞凋亡；

JC-1检测线粒体膜电位；酶标分析仪检测caspase-3和caspase-8活性；实时荧光定量聚合酶链反应(real-time flu-

orescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western blot)分别检测Bax、XIAP 

mRNA和蛋白表达水平。结果：BSEA处理人喉癌Hep-2细胞24 h后，BSEA对其生长抑制呈剂量依赖性，IC50为

35.74 μmol/L；80 μmol/L BSEA处理的Hep-2细胞在荧光显微镜下可观察到明显的凋亡小体；磷脂酰丝氨酸外翻

加剧；线粒体膜电位开始下降；caspase-3活性的影响呈剂量依赖趋势，而caspase-8活性未见显著变化；Bax的

mRNA和蛋白表达水平上升，XIAP的mRNA和蛋白表达水平下降。结论：BSEA对人喉癌Hep-2细胞生长有明显

的抑制作用，并能通过线粒体途径诱导细胞凋亡。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Selenium is one of the essential trace elements for human activities, and 

plays an incomparable role in maintaining human health. It was reported that selenium compound 1,4-bis［2-(benzylse-

lanyl)ethoxy］ (BSEA) anthracene has antiseptic and antiphlogistic effects. However, the mechanisms underlying anti-

cancer effects of BSEA are rarely reported. BSEA-induced apoptosis in human laryngeal carcinoma Hep-2 cells and its 

mechanisms were studied. Methods: Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay was used to determine inhibition ratio of 

Hep-2 cells 24 hours after Hep-2 cells were treated with different concentrations of BSEA. Fluorescence microscope was 

used to observe the morphology change of apoptosis in Hep-2 cells. The apoptosis was detected by Annexin Ⅴ-FITC. Mi-

tochondrial membrane potential was assayed by JC-1. Microplate reader detected the activity of caspase-3 and caspase-8. 

The mRNA and protein levels of Bax and XIAP were measured by real-time fluorescent quantitative polymerase chain 
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　　喉癌是头颈部最主要的癌症之一［1］。近

期，Zheng等［2］统计分析25类主要癌症，我国

喉癌城市患者大概是农村的两倍，98.7%的年龄

在40岁以上，男性比女性多。喉癌会严重影响

患者的心理和生活质量，特别是沟通和饮食问

题［3］。硒是生命活动的必需微量元素之一，作

为“抗癌先锋”，其小分子化合药物已经用于

治疗前列腺癌［4-5］、肝癌［6］、黑色素瘤［7］和

结肠癌［8-9］等，给癌症患者带来了希望。将硒

与碳杂环以不同形式进行结合，发现碳杂环硒

化合物对肿瘤有抑制作用。而硒唑呋喃和依布

硒啉是生物活性高且毒性低的有机硒化合物，

使有机硒的杂环化合物成为研究热点［10］。1,4-

二(2-苄硒乙氧基)蒽{1,4-bis［2-(benzylselanyl)

ethoxy］ anthracene，BSEA}是一种新合成的碳

杂环硒化合物(图1)。但BSEA对喉癌的作用机理

尚未见报道。因此，本研究探讨BSEA对体外培

养的人喉癌Hep-2细胞凋亡机制，为小分子化合

物抗癌机理提供新的思路。

图 1　BSEA的化学结构式

Fig. 1    Chemical structure of BSEA

reaction (RTFQ-PCR) and Western blot. Results: The results showed that BSEA caused a dose-dependent inhibition 

of the growth of human laryngeal carcinoma cell line Hep-2 in vitro, and IC50 was 35.74 μmol/L. The apoptotic bodies 

were distinctly observed at a concentration of 80 μmol/L of BSEA by AO fluorescence staining. This study found that the 

eversion of phosphatidyl serine intensified, and mitochondrial membrane potential also began to decline. The activity of 

caspase-3 appeared the tendency of dependence on dosage, while the activity of caspase-8 did not change significantly. 

The mRNA and protein expression level of Bax increased, whereas the mRNA and protein expression level of XIAP de-

creased. Conclusion: Therefore, BSEA could obviously inhibit human laryngeal carcinoma Hep-2 cells proliferation and 

induce apoptosis via the mitochondrial pathway.
  　［Key words］ 1,4-bis［2-(benzylselanyl)ethoxy］ anthracene; Hep-2 cells; Apoptosis; Mitochondrial pathway

1　材料和方法

1.1　药品及试剂

　　BSEA由西华师范大学化学化工学院秦大

斌教授提供；RPMI-1640粉末购自美国Gibco

公司；Biozol RNA Kit(Biomiga EZgeneTM)购自美

国Biomiga公司；线粒体膜电位检测试剂盒、

Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒和Caspase

活性检测试剂盒均购自碧云天生物技术研究

所；PrimeScriptTMRT reagent Kit购自宝生物工程

(大连)有限公司；SsoFastTM Evagreen Supermix购

自美国Bio-Rad公司；其余试剂均为分析纯。

1.2　细胞培养

　　人喉癌细胞株Hep-2购自川北医学院生化

与分子免疫研究所；人喉癌Hep-2细胞用含有

10%灭活的胎牛血清(fetalbovine serum，FBS)、

100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的RPMI-

1640完全培养液(pH=7.4)于37 ℃、CO2体积分数

为5%的培养箱中培养。

1.3　BSEA的配制

　　BSEA用二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，

DMSO)配成100 mmol/L的母液，-20 ℃储存。使

用前，用含10%FBS的RPMI-1640培养液配成不

同浓度的工作液，DMSO的终浓度不超过0.1%。

1.4　检测细胞活性

　　取对数生长期的Hep-2细胞，加入不同浓

度的BSEA(0、10、20、40、80和100 μmol/L)，

培养24 h后，每孔各加入四甲基偶氮唑盐(methyl 

thiazolyl tetrazolium，MTT)10 μL，培养4 h后，每

孔再加150 μL的DMSO，振荡10 min，用酶标仪

测490 nm处的吸光度(D)值。按下式计算不同浓
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度的药品对细胞的生长抑制，抑制率=(1－给药

组平均D值/对照组平均D值)×100%。

1.5　观察细胞形态

　　取对数生长期的Hep-2细胞，在6孔板内

预先放置灭菌盖玻片，每孔加细胞悬液2 mL

进行培养；待细胞在盖玻片上贴壁良好后，

加入不同浓度的BSEA(0、10、20、40、80和 

100 μmol/L)，培养24 h后，取出玻片，避光滴

加吖啶橙(acridine orange，AO)染色液30 μL，用

PBS清洗盖玻片2次，室温避光温育1~2 min，在

荧光显微镜下观察细胞形态变化并拍照。

1.6　检测细胞凋亡

　　取对数生长期的Hep-2细胞接种于6孔板

中，加入不同浓度的BSEA(0、10、20、40、80

和100 μmol/L)，培养24 h后，收集各浓度实验

组与空白对照组细胞，100×g离心5min，去上

清，根据Annexin V-FITC试剂盒进行荧光观察

并拍照。

1.7　检测线粒体膜电位

　　取对数生长期的Hep-2细胞接种于6孔板

中，加入不同浓度的BSEA(0、10、20、40、80

和100 μmol/L)，培养24 h后，收集各浓度实验

组与空白对照组细胞，100×g离心5min，去上

清，根据JC-1线粒体膜电位检测试剂盒进行荧

光观察并拍照。

1.8　检测Caspase-3和Caspase-8的活性

　　不同浓度的BSEA(0、10、20、40、80和

100 μmol/L)处理Hep-2细胞24 h后，收集细胞，

根据caspase活力检测试剂盒的操作方法测定

caspase-3和caspase-8的活力。收集1×106个以

上细胞，加入500 μL细胞裂解液，冰水浴上放

置10 min，加入DTT和荧光标记底物IETD-AFC

或DEVD-AFC，37 ℃反应2 h，利用试剂盒中提

供的caspase-8催化产生的黄色产物pNA，作为

定量caspase酶活性的标准品，发现颜色变化明

显时即可用酶标仪测定405 nm处的D值。

1.9　检测细胞Bax和XIAP mRNA表达水平

　　总RNA的提取参照Biozol RNA Kit(Biomiga 

EZgeneTM)的试剂盒说明进行；反转录按照宝

生物工程(大连)有限公司的PrimeScriptTMRT 

reagent Kit说明进行，反转录结束后，将反转录

的cDNA置于-20 ℃冰箱中保存备用；由宝生物

工程(大连)有限公司设计合成引物，内参基因为

人的ACTB和GADPH，实时荧光定量聚合酶链

反应(real-time fluorescent quantitative polymerase 

chain reaction，RTFQ-PCR)在Bio-Rad CFX96 

RTFQ-PCR仪上进行。基因引物序列见表1。
表 1　基因引物序列

Tab. 1    Gene-specific primer sequence

Genes F/R The sequences of primers

ACTB F 5’-AAACTGGAACGGTGAAGGTGAC-3’

ACTB R 5’-GAAGTGGGGTGGCTTTTAGGAT-3’

GAPDH F 5’-CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG-3’

GAPDH R 5’-AAAGGTGGAGGAGTGGGTGTC-3’

Bax F 5’-CGATTCATCTACCCTGCTGACCT-3’

Bax R 5’-CTTGAGCAATTCCAGAGGCAGT-3’

XIAP F 5’-CCTGGACAAAAGGCAAAACC-3’

XIAP R 5’-CCCAGACTCAAGCGATCCTC-3’

1.10　检测Bax和XIAP蛋白表达水平

　　Hep-2细胞经不同浓度的BSEA(0、10、

20、40、80和100 μmol/L)处理24 h后，PBS洗2

次，细胞全蛋白质提取按照上海捷瑞生物工程

有限公司通用蛋白裂解抽提试剂盒说明书进行

提取，用10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，

将蛋白转移至PVDF膜上，丽春红染色，室温封

闭1.5 h，PBST洗膜，Bax、XIAP及内参GAPDH

一抗温育过夜，PBST洗膜，二抗室温轻摇温育

1~2 h，PBST洗膜，将膜置于凝胶成像系统下扫

描检测并分析处理。

1.11　统计学处理

　　用SPSS 16.0统计软件进行数据分析，实验

结果以x±s表示，用t检验比较各组间均数差异的

显著性，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　BSEA抑制Hep-2细胞生长

　 　 B S E A 在 浓 度 为 1 0 、 2 0 、 4 0 、 8 0 和 

100 μmol/L处理Hep-2细胞24 h后，用MTT法

检测细胞活性，得到细胞生长抑制率分别是
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28.27%、33.64%、51.64%、59.81%和77.34%，

BSEA对Hep-2细胞的IC50为35.74 μmol/L。BSEA

对Hep-2细胞的增殖具有明显的抑制作用，并呈

剂量依赖关系(图2)。

图 2　不同浓度的BSEA对Hep-2细胞的抑制作用

Fig. 2    Inhibitory effect on Hep-2 cells with different 

concentrations of BSEA

2.2　荧光显微镜下观察细胞形态变化

　　不同浓度的BSEA处理Hep-2细胞24 h后，

经 A O 染 色 后 ， 在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 ， 发 现

细胞均有不同程度的凋亡，甚至可以看到凋

亡小体。空白对照组的正常细胞贴壁生长，

多不规则形，细胞膜完整无缺损，胞体丰富

饱满，核膜完整，细胞呈绿色荧光(图3A)。

当BSEA浓度为10 μmol/L时，Hep-2细胞与对

照组相比，核有微弱松散的现象，但核膜仍

然完整，细胞呈黄绿色荧光(图3B)；当BSEA

浓度为20 μmol/L时，细胞核松散更加严重，

细胞膜开始变形(图3C)，随后开始出现晚期

凋亡细胞；当BSEA浓度为40 μmol/L时，细

胞 膜 破 裂 ， 细 胞 呈 橙 黄 色 ( 图 3 D ) ； 当 B S E A

浓度为80 μmol /L时，细胞膜大量破裂，开

始出现大量的凋亡细胞，可发现许多凋亡小

体的出现，此时细胞呈现出橙红色(图3E)。

随着BSEA浓度进一步增大，当为100 μmol/L 

时，细胞几乎全部死亡并且已经脱落，细胞结

构不完整，荧光染色观察时可见少数细胞碎

片，呈现红色荧光(图3F)。

2.3　BSEA对细胞凋亡的影响

　　Annexin V-FITC检测结果显示，随着BSEA

的浓度升高，多数细胞由发出的绿色荧光变成

红色荧光，可见细胞在低浓度药品下多数细胞

出现凋亡现象，随着浓度的增高，细胞死亡的

现象越加明显(图4)。

2.4　BSEA对线粒体膜电位的影响

　　经JC-1荧光探针检测，随着BSEA的浓度

增加，细胞凋亡数目的增加，细胞发出的荧光

也由橘红色变为绿色，即线粒体膜电位逐渐降

低。其中阳性对照组为线粒体膜电位完全丧失

而呈现绿色荧光(图5)。

2.5　BSEA对Caspase-3和Caspase-8活性的

影响

　　Caspase活性检测发现，caspase-3活性随着

药品浓度的增加而增加，而caspase-8活性随药

品浓度的增加未见显著变化(图6)。

图 3　不同浓度的BSEA对Hep-2细胞形态的影响

Fig. 3    Effects of BSEA with different concentrations on the morphology change of Hep-2 cells under fluorescence microscope

A: Control; B: BSEA (10 μmol/L); C: BSEA (20 μmol/L); D: BSEA (40 μmol/L); E: BSEA (80 μmol/L); F: BSEA (100 μmol/L)
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图 6　不同浓度BSEA对Hep-2细胞caspase-3和caspase-8活

性的影响

Fig. 6    Effects of BSEA with different concentrations on activity 

of caspase-3 and caspase-8 of Hep-2 cells

2.6　BSEA对Bax和XIAP基因在mRNA水平上

表达的影响

　　实验结果表明，随着BSEA浓度的提高，

Bax基因的mRNA表达量也随之升高，而XIAP基

因的mRNA表达量在降低(图7)。

2.7　BSEA对Bax和XIAP蛋白表达量的影响

　　根据BCA标准曲线，算出蛋白质上样量为

35 μg。与正常对照组相比，随着BSEA药物浓度

的增加，XIAP的蛋白表达量呈减少趋势，而Bax

图 4　不同浓度的BSEA对Hep-2细胞膜的影响

Fig. 4    Effects of BESA with different concentrations on Hep-2 cell membrane

A: Control; B: BSEA (10 μmol/L); C: BSEA (20 μmol/L); D: BSEA (40 μmol/L); E: BSEA (80 μmol/L); F: BSEA (100 μmol/L)

图 5　不同浓度BSEA对Hep-2细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 5    Effects of BSEA with different concentrations on mitochondrial membrane of Hep-2 cells

A: Positive control; B: Control; C: BSEA (10 μmol/L); D: BSEA (20 μmol/L); E: BSEA (40 μmol/L); F: BSEA (80 μmol/L); G: BSEA (100 μmol/L)
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的蛋白表达量呈增加趋势，并且具有一一对应

的关系，即具有正效应关系(图8)。

图 7　不同浓度的BSEA对Bax和XIAP基因表达量的影响

Fig. 7    Effects of expression of Bax and XIAP gene with different 

concentrations of BSEA on Hep-2 cells

图 8　Western blot检测Bax和XIAP蛋白表达变化

Fig. 8    The protein expression of Bax and XIAP detected by 

Western blot

3　讨　　论

　　硒具有明显的抗癌效果，其碳杂环化合物

的抗癌性类似于已经证明具有抗癌作用的一些

金属碳杂环化合物［11］。有研究发现，亚硒酸

钠通过超氧化物和p53依赖的线粒体途径诱导前

列腺癌细胞凋亡［12］。Chun等［13］提出，硒药抗

癌过程中survivin基因表达抑制。L-甲基-硒代

半胱氨酸作为核心蛋白的调节器，能上调核心

蛋白的药物毒性，通过TIEG1阻遏物结合位点来

发挥作用［14］。另有报道，CHEK-2是一种肿瘤

抑制基因，含硒药物对CHEK-2的磷酸化增加

更加明显［15］。此外，Steinbrenner等［16］认为，

硒药会引起胰岛素信号级联，导致Akt激活，

并伴有下游PI3K/Akt信号通路的活化。细胞死

亡有凋亡和坏死两种形式。本研究通过MTT实

验、荧光染色观察和Annexin V-FITC/PI等发

现，BSEA对Hep-2细胞有明显的生长抑制，并

诱导其发生细胞凋亡。细胞凋亡途径中死亡受

体途径和线粒体途径是主要诱导哺乳动物细胞

凋亡的途径。经各种刺激(如DNA损伤、氧化应

激、紫外线及生长因子缺乏等)诱导细胞凋亡

实验中发现线粒体膜的通透性会增加，释放出

其内的各种蛋白质(如Cyt-C)，线粒体膜电位降 

低［17］。Cyt-C释放活化caspase-9，再激活下

游的caspase-3，引起线粒体凋亡途径的级联

反应。JC-1检测和caspase活性检测结果提示，

BSEA可能通过线粒体途径诱导人喉癌Hep-2细

胞凋亡。细胞凋亡过程还涉及基因调控，本研

究主要考察Bax和XIAP基因的表达水平。Bax是

促进细胞色素c的释放关键因子之一，在凋亡信

号的刺激下Bax可从细胞质转位到线粒体膜上，

从而启动线粒体凋亡途径［18］。X连锁凋亡抑制

蛋白(X-linked inhibitor of apoptosis protein，XIAP)

是IAP家族中最强的凋亡抑制因子，在线粒体凋

亡途径中，XIAP能直接结合并抑制caspase-9、

caspase-3和caspase-7，而XIAP表达的降低可能

减少对caspase-9和caspase-3的抑制，最终导致

细胞凋亡［19］。本研究结果显示，BSEA可促进

Bax表达，抑制XIAP表达，从而促进细胞凋亡。

因此，BSEA诱导Hep-2细胞凋亡的作用机制主

要是线粒体途径。XIAP的表达对caspase-8的

激活无影响，但可阻止激活caspase-3而使凋

亡受体途径的信号传导中断［20］。另外也可抑

制caspase-3对caspase-8的正反馈激活使死亡

信号不能被放大，二者共同作用的结果是阻

断受体途径引起的细胞凋亡［21］。但本文检测

发现，XIAP的mRNA和蛋白表达水平下降，

caspase-3的活性升高，说明BSEA不是通过死

亡受体途径诱导细胞凋亡的。因此，化合物

BSEA诱导Hep-2细胞凋亡而造成细胞死亡的作

用机制主要是线粒体凋亡途径。近年来越来越

多的研究者证实，细胞凋亡与细胞自噬之间存

在复杂的串话。Lin等［22］研究发现，XIAP不

仅抑制细胞凋亡，也能通过上调Beclin 1表达，

再经NF-κB信号通路诱导细胞自噬的形成。因

此，推测100 μmol/L剂量组mRNA表达水平比

80 μmol/L剂量组高是由于有细胞自噬调控的

参与，而100 μmol/L剂量组蛋白质表达水平比 

80 μmol/L剂量组低可能是由于细胞凋亡和细

胞自噬相关蛋白之间相互作用。在本研究基础

上，有待进一步研究BSEA对细胞自噬的影响。

李　莎，等.　1,4-二(2-苄硒乙氧基)蒽诱导人喉癌Hep-2细胞凋亡的研究
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　　综上所述，人喉癌Hep-2细胞在BSEA的作

用下有不同程度的抑制，BSEA浓度越高其抑癌

作用越强，并且主要通过线粒体凋亡途径诱导

细胞凋亡，这为小分子化合物抗癌机理提供了

依据，也为其在临床癌症的治疗中的应用提供

了理论基础和实验依据。
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