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氯化镧经Ｃａｓｐａｓｅ３途径诱导子宫颈癌细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨氯化镧体外诱导人子宫颈癌细胞凋亡的作用和分子机制，为探索稀土化合物的药用价值提供理论
依据。方法　采用形态学观察、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法测定氯化镧对 ＨｅＬａ细胞的抑制率；流式细胞术分析细胞周期
和细胞凋亡率，蛋白质印迹技术分析Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的改变，并以分光光度法测定其活性。结果　形态学分析和 ＭＴＴ
法显示氯化镧能够抑制 ＨｅＬａ细胞生长并诱导其凋亡（Ｐ＜０．０５），其作用呈明显的量效关系。细胞周期实验结果说明，氯化镧

可令细胞大多阻滞于Ｇ１期，并呈一定的浓度依赖性；氯化镧诱导细胞凋亡亦有剂量依赖性，在５μｍｏｌ／Ｌ剂量下，细胞开始凋

亡，随着药物浓度的增加，凋亡率不断增高，各浓度与对照组相比差异都具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。蛋白质印迹实验显示氯

化镧亦可上调活化的Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平及活性且呈浓度依赖性。结论　一定浓度的氯化镧可抑制人子宫颈癌ＨｅＬａ细
胞的增殖并通过激活Ｃａｓｐａｓｅ途径诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡。
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　　镧是一种化学性质十分活跃的稀土金属，研究
证实稀土具有抗菌、促进创面愈合、调节细胞免疫功

能等作用［１５］。我们的前期研究工作证明稀土化合
物氯化镧对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）引起



·５４２　　 · 第二军医大学学报　２０１１年５月，第３２卷

的体内效应有明显的拮抗作用，且镧可抑制多种细
胞内ＮＦκＢ通路内部信号分子的表达及活化［６］。而

ＮＦκＢ是调控涉及癌症起始、进展、转移和化学抵抗
的通用转录因子，该信号通路控制着细胞增殖、炎症
反应、细胞转移、血管形成及抗凋亡等［７９］。因此，本
研究以子宫颈癌 ＨｅＬａ细胞为研究对象，观察氯化
镧对体外培养宫颈癌细胞生长的抑制和凋亡诱导作

用并探索可能的分子机制，为临床宫颈癌的防治提
供新思路，并为开发稀土的药用价值提供科学
依据。　　　　

１　材料和方法

１．１　材料　ＨｅＬａ细胞株为南昌大学第一附属医院
泌尿外科研究所保存，氯化镧（纯度９９．９％）、四甲基
偶氮唑盐（ＭＴＴ）液、４’６二脒基２苯基吲哚盐酸
（ＤＡＰＩ）染液购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养
液购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，新生小牛血清购自杭州
四季青生物工程材料有限公司，细胞周期检测试剂
盒及Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒购自南京凯基生物
科 技 发 展 有 限 公 司。兔 抗 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３
（Ａｓｐ７５）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，

ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　细胞培养和分组　ＨｅＬａ细胞培养于含１０％
新生小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于５％
ＣＯ２、３７℃恒温密闭孵箱中常规培养。取对数生长
期细胞，随机分为实验组和对照组：对照组培养液中
不含氯化镧和血清；实验组分别以含有５、５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ的氯化镧的无血清培养液孵育细胞。

１．３　细胞形态的观察　上述两组细胞在含１０％新
生小牛血清的ＲＭＰＩ１６４０培养液中孵育２４ｈ后，弃
培养上清，分别更换为含氯化镧 （０、５、５０、１００μｍｏｌ／

Ｌ）的培养液继续孵育２４ｈ，随即在倒置相差显微镜
下观察各组细胞的生长密度和一般形态学变化。细
胞核的形态变化的观察：以每孔１×１０５个细胞接种
于预先放置盖玻片的２４孔培养板中，每孔体积１
ｍｌ。孵育２４ｈ后，加入０、５、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ氯化
镧，２４ｈ后取出黏附了细胞的盖玻片，固定，行ＤＡＰＩ
染色并置于Ｚｅｉｓｓ７００型激光共聚焦显微镜（德国

Ｚｅｉｓｓ公司产品）下观察 ＨｅＬａ细胞核的形态变化。

１．４　ＭＴＴ比色法检测细胞的增殖情况　取对数生
长期的 ＨｅＬａ细胞，以每孔５×１０３个细胞接种于９６
孔培养板中，每孔体积２００μｌ。孵育２４ｈ后，加入

０、５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ氯化镧作用４８ｈ，每个浓度设３
个平行孔，同时设空白对照孔。随后加入 ＭＴＴ液（５
ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，３７℃继续孵育４ｈ，终止培养。小心吸
弃孔内培养上清液，加入１５０μｌ二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ），３７℃振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。置酶标
仪（芬兰 ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎＡｓｃｅｎｔ公司产品）于

４９０ｎｍ波长处测定各孔光密度（Ｄ）值，并计算细胞
抑制率（％）＝（１－Ｄ实验组／Ｄ对照组）×１００％。

１．５　细胞周期分析　参照试剂盒说明书操作。取
对数生长期细胞接种于６孔培养板内，每孔２ｍｌ，常
规培养细胞２４ｈ后，加入０、５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ氯化
镧作用４８ｈ，每个浓度设３个复孔；氯化镧作用４８ｈ
后，收集各孔细胞，ＰＢＳ漂洗２次。加入７０％的冷乙
醇，４℃冰箱固定过夜；弃乙醇，再以ＰＢＳ漂洗；１００
目筛网过滤；离心后加入ＲＮＡ酶消化３０ｍｉｎ，再以

ＰＩ工作液作用０．５ｍｌ室温避光孵育细胞３０ｍｉｎ，
上流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国ＢＤ公司）检测，
使用 ＭｏｄＦｉｔ软件分析结果。

１．６　蛋白质印迹技术检测细胞中截短式 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达　取对数生长期细胞接种于２５Ｔ培养瓶内，
常规培养细胞２４ｈ后，加入０、５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ氯
化镧作用４８ｈ后，分别提取上述各组细胞总蛋白３０

μｇ以１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转移至硝酸纤维素膜
上，在室温下，用含５％脱脂奶粉的 Ｔｒｉｓ缓冲液
（ＴＢＳ）封闭２ｈ，加入一抗（兔抗 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
多克隆抗体，１２００），４℃ 孵育过夜。洗涤后，加入
相应的 ＨＲＰ标记的二抗（抗兔ＩｇＧ，１４０００），室
温孵育１ｈ。洗涤后，用ＥＣＬ化学发光试剂盒检测
杂交信号。采用ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ３００型凝胶成像分析
系统（美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品）分析结果。

１．７　Ｃａｓｐａｓｅ３活性测定　采用分光光度法测定各
组细胞裂解液中Ｃａｓｐａｓｅ活性，按照Ｃａｓｐａｓｅ３活性
检测试剂盒说明书操作，用酶标仪于４０５ｎｍ处测定
反应产物Ｄ值。通过计算Ｄ实验组／Ｄ对照组比值确定各

组细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活化程度。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析。所有计量资料以珚ｘ±ｓ表示，多组均数比较
采用单因素方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察　倒置相差显微镜下可见对

照组细胞贴壁生长密集，形态清晰，胞质饱满，相邻

细胞生长融合成片（图１Ａ）；实验组细胞随着氯化镧

浓度的增高，细胞密度逐渐降低，细胞质内颗粒逐渐

增多，颜色加深，细胞间隙增大，少量细胞变圆漂浮，

脱落细胞也逐渐增多（图１Ｂ～１Ｄ）。激光共聚焦显

微镜下可见对照组胞核饱满，核膜完整；实验组见染

色质浓聚，边集，核体积变小，随着氯化镧浓度的升

高核染色质逐步崩解，核膜破裂，核碎裂（图２）。
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图１　不同浓度氯化镧对ＨｅＬａ细胞形态的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｄｏｓａｇｅｓｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎＨｅＬａｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＨｅＬａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝４０μｍ）．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｔｈｅｃｅｌｌｓ

ｇｒｅｗａｄｈｅｒｅｎｔｌｙ，ｗｉｔｈｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｐｌｕｍｐｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｂｅｃａｍｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｃｅｌｌｓ）；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（５μｍｏｌ／Ｌ

ｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｔｈｅｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｓｐａｃｅｗｉｄｅｎｅｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｅｐｉｎｃｏｌｏｒａｎｄｇｒａｎｕｌｅｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ）；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（５０

μｍｏｌ／Ｌｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｈａｄｍｏｒｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｇｒａｎｕｌｅｓａｎｄｌｏｗｅｒｅｄｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ，ｗｉｔｈｌｏｗｒｅｆｒａｃｔｉｏｎａｎｄｏｂｓｃｕｒｅｃｅｌｌｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ）；Ｄ：Ｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１００μｍｏｌ／Ｌｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｃｅｌｌｃｏｌｌａｐｓｅｄ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｇｒａｎｕｌｅｓａｎｄｏｂｓｃｕｒｅｃｅｌｌｂｏｕｎｄａｒｉｅｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ）

图２　氯化镧对ＨｅＬａ细胞核形态的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎｎｕｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ
Ｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＬＳＣＭ，ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ，ｓｃａｌｅｂａｒ＝１０μｍ ）．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ｐｌｕｍｐｎｕｃｌｅｉａｎｄｉｎｔａｃｔｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅｗｅｒｅｓｅｅｎ）；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（５μｍｏｌ／Ｌｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎｗａｓ
ｃｏｎｄｅｎｓｅｄａｎｄｍａｒｇｉｎａｔｅｄ，ｗｉｔｈｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｎｕｃｌｅａｒｄｅｃｒｅａｓｅｄ）；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（５０μｍｏｌ／Ｌｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｋａｒｙｏｒｒｈｅｘｉｓｗａｓ
ｓｅｅｎ）；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１００μｍｏｌ／Ｌｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｋａｒｙｏｒｒｈｅｘｉｓｗａｓｃｏｍｐｌｅｔｅ）

２．２　细胞增殖情况的变化　实验组细胞经不同浓度
（５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ）的氯化镧作用后，细胞生长的Ｄ
值分别为１．２６±０．１０、０．８４±０．０７和０．３７±０．０４，５

μｍｏｌ／Ｌ组低于对照组（１．６８±０．１３，Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）。可见随着氯化镧浓度的增加Ｄ值逐步降低；其对
应的细胞生长抑制率分别为２４％、５１％、７８％，高于对照
组（０，Ｐ＜０．０５），抑制效应呈剂量依赖关系。

２．３　细胞周期分析　结果如表１所示，随着氯化镧
浓度提高，Ｇ１期细胞明显增多，与对照组相比差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），Ｓ期细胞明显减少，５、５０、

１００μｍｏｌ／Ｌ浓度组与对照组相比差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。Ｇ２期细胞也明显减少，各浓
度组与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结果说明细胞大多阻滞于Ｇ１期，并呈一定的浓度依
赖性。氯化镧诱导细胞凋亡亦呈剂量依赖性，在５

μｍｏｌ／Ｌ剂量下，细胞凋亡率为（９．０３±２．１３）％，随
着药物浓度的增加，凋亡率不断增高，５０μｍｏｌ／Ｌ和

１００μｍｏｌ／Ｌ组的凋亡率分别为（１１．８３±３．３２）％和
（１９．８８±３．１８）％，３个浓度与对照组相比差异均具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　不同浓度的氯化镧处理对ＨｅＬａ细胞周期的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｄｏｓａｇｅｓｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ Ｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ４９．３３±５．２３ ４０．３５±２．１５ １０．３１±３．１８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ５ ６４．９６±６．０２ ２８．３０±３．４２ ６．７１±１．０５

５０ ６８．４５±５．９８ ２７．２５±２．６７ ５．３０±１．９７

１００ ６９．８２±６．３９ ２１．０９±２．１４ ６．３７±１．９６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　氯化镧对Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达及活性的影响　
蛋白质印迹实验结果如图３所示，５μｍｏｌ／Ｌ氯化镧

即可有效诱导活化型Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，随着氯化镧
浓度的升高，诱导作用呈浓度依赖效应。
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图３　氯化镧对ＨｅＬａ细胞Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达（Ａ）及活性（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｎｔｈａｎｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ）ａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０）ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　研究显示稀土镧对肿瘤具有较高的亲和性，能
够抑制小鼠腋下瘤株Ｓ１８０肉瘤和Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长，
同时体外实验也表明稀土化合物能够抑制人白血病

细胞Ｋ５６２和胃癌细胞ＰＡＭＶ８２的生长，但对正常
人羊膜细胞能够起促生长作用［１０］。刘玉荣等［１１］报

道氯化镧抗小鼠原位移植肝癌的效应；Ｈｅｆｆｅｔｅｒ
等［１２］的研究表明，低浓度稀土镧化合物ＫＰ７２２可通
过诱导肿瘤细胞凋亡或细胞周期停滞而产生抗肿瘤

作用。目前，稀土已成功地运用于烧伤、皮肤病、血
栓病等患者的临床治疗，美国ＦＤＡ已批准将碳酸镧
用于肾功能衰竭患者，有效地降低患者血中磷酸盐
水平，且没有明显的毒副反应［１３］。最近不少研究表
明柠檬酸镧可促进多种肿瘤细胞的凋亡，但其具体
机制尚有待探讨［１４１５］。

　　Ｃａｓｐａｓｅ家族在介导细胞凋亡的过程中起着非常
重要的作用［１６］，其中Ｃａｓｐａｓｅ３为关键的执行分子，它
在凋亡信号转导的许多途径中发挥功能。Ｃａｓｐａｓｅ３
正常以酶原（３２０００）的形式存在于胞质中，在凋亡的
早期阶段它被激活，活化的Ｃａｓｐａｓｅ３由２个大亚基
（１７０００）和２个小亚基（１２０００）组成，裂解相应的胞质
胞核底物，最终导致细胞凋亡。本研究通过观察氯化
镧处理后的 ＨｅＬａ细胞中相对分子质量为１７０００的

Ｃａｓｐａｓｅ３大亚基表达水平的改变，分析氯化镧诱导

ＨｅＬａ细胞凋亡的可能机制。本研究结果显示，氯化
镧可上调 ＨｅＬａ细胞Ｃａｓｐａｓｅ３大亚基表达水平及活
性，从而诱导细胞凋亡，且该效应呈剂量依赖性。

　　本研究发现，一定浓度的氯化镧可通过激活

Ｃａｓｐａｓｅ途径诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡，并抑制人子宫颈

癌ＨｅＬａ细胞的增殖，提示稀土镧在宫颈癌治疗领域
可能有良好的应用前景。
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