
第34卷 第2期

2015年 3月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.34 No.2

Mar.2015,78~85

收稿日期:2014-07-15
基金项目:国家自然科学基金项目(31101864);中央高校基本科研业务费专项(2012ZYTS053)
刘玉芝,硕士研究生.研究方向:犬乳腺癌防治.E-mail:Lyz20081135@qq.com
通信作者:邱昌伟,博士,副教授.研究方向:兽医临床学.E-mail:sdqiu2001@mail.hzau.edu.cn
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摘要 研究不同剂量、形式、配伍的含硒复合物对犬乳腺癌细胞CTM1211的影响,以探究硒抗癌的有效剂

量、形式和机制。用低、中、高剂量的CTX(环磷酰胺,1、2、4mg/mL)、SSE(亚硒酸钠,10、20、40μmol/L)、MSA
(甲亚硒酸,10、20、40μmol/L)、MSC(硒 代 半 胱 氨 酸,200、400、800μmol/L)、CTX+SSE(0.5mg/mL+
5μmol/L、1mg/mL+10μmol/L、2mg/mL+20μmol/L)、CTX+MSA(0.5mg/mL+5μmol/L、1mg/mL+10

μmol/L、2mg/mL+20μmol/L)、CTX+MSC(0.5mg/mL+100μmol/L、1mg/mL+200μmol/L、2mg/mL+
400μmol/L)分别作用CTM1211细胞24、48、72h,MTT法检测以上各组细胞存活率;用CTX(2mg/mL)、SSE
(40μmol/L)、MSA(20μmol/L)、MSC(400μmol/L)、CTX+MSA(2mg/mL+20μmol/L)分别作用CTM1211
细胞48h,流式细胞仪检测各组细胞凋亡率,免疫组化法及RT-qPCR法分别检测 VEGF-a(血管内皮生长因子

a)、PTEN(磷酸酯酶与张力蛋白同源物)、Ang-2(血管生成素2)、HIF-1a(缺氧诱导因子1a)蛋白和 mRNA的表

达。与对照组比较,各硒作用组的细胞存活率在48h/72h时显著降低(P<0.01或P<0.05)、凋亡率显著增高

(P<0.01),其中CTX+MSA组效果最显著;VEGF-a、Ang-2和 HIF-1a蛋白及 mRNA的表达在整体上被显著

下调,PTEN蛋白及 mRNA的表达在整体上被显著上调。结果表明,硒尤其是 MSA能显著抑制犬乳腺癌细胞

CTM1211,其作用机制与诱导凋亡和调节肿瘤血管生长相关因子VEGF-a、PTEN、Ang-2、HIF-1a有关。
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  硒对癌症、HIV、心血管疾病等有防治意义,其
中硒对癌症的防治最为引人关注,现已证明硒对前

列腺癌、胃肠癌、肺癌、乳腺癌等均有防治作用,其对

癌症的防治机制可体现在调节免疫系统、DNA修

复、抗血管生成等多个方面[1-3]。近年来的研究还发

现,SEPW1(硒蛋白 W)可磷酸化P53中的丝氨酸-
33,进而下调p21基因的表达,影响细胞周期从G1
期到S期的转变[4];灭活 U-2OS骨肉瘤细胞中的

WRN(沃纳综合征蛋白)可阻碍DNA氧化修复以

提高硒的抑癌作用[5];TF(转铁蛋白)作为配体,可
增强纳米硒的肿瘤细胞靶向性[6]。这些研究进一步

阐明了硒的抑癌机制和应用前景。硒蛋白是硒发挥

生物学功能的重要形式,现已发现的一百多种硒蛋

白中至少有一半的功能仍不为人知[1]。最初认为硒

主要通过抗氧化发挥抗癌活性[7],但越来越多的研

究表明,某些硒蛋白一方面可以预防癌症,而另一方

面当肿瘤恶化时又促进癌症发展[2],在饮食中添加

硒以预防癌症的动物实验表明,硒的浓度-功效之间

呈现U形曲线,过量补硒反而有害[8]。此外,证明

硒有抗癌活性的基本上都是临床前试验,而临床试

验(前列腺癌)的效果并不显著[1]。

近年来发现的某些硒蛋白在癌症中的双重角色

以及多数硒蛋白功能的未知、过量补硒反而促进癌

症恶化、硒抗癌临床试验的失败,均反映了人们对硒

抗癌分子机制的认识不足,以及在硒防治癌症的具

体作用机制、最佳剂量和最佳形式等方面的研究的

缺乏。本试验通过研究不同剂量、不同形式、不同配

伍的硒对犬乳腺癌细胞CTM1211的影响,探究硒

抗癌的有效剂量、形式和相关分子机制。
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1 材料与方法

1.1 材 料

1)细胞系。CTM1211细胞系由中国农业大学

动物医学院提供,置于37 ℃、5% CO2培养箱中

培养。

2)药 物。CTX(纯 度≥97%,相 对 分 子 质 量

297),SSE(纯度≥95%,相对分子质量173),MSA
(纯度≥95%,相对分子质量143),MSC(纯度≥
95%,相对分子质量219),均购于Sigma公司。

3)主要试剂。DMEM购自Gibco公司;胎牛血

清购于四季青生物工程材料有限公司;MTT(四唑

盐)购于Biosharp公司;AnnexinV-FITC细胞凋亡

检测试剂盒购于南京碧波生物科技有限公司;兔抗

犬VEGF-a、PTEN、Ang-2、HIF-1a多克隆抗体均

购于 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司;即 用 型

SABC-AP(兔IgG)免疫组化试剂盒及 DAB显色

试剂盒(蓝)购于武汉博士德生物工程有限公司;

cDNA合成试剂盒及PCR合成试剂盒购于Toyo-
bo公司。

4)主要仪器。HERACELL150i二氧化碳恒

温培养箱(Thermo),SW-CJ超净工作台(CIMO),

CKX41倒置相差显微镜(Olympus),RT-6000全自

动ELISA酶标仪分析仪(Rayto),FC500流式细胞

仪(BeckmanCoulter),FDQ48A荧光定量PCR仪

(AppliedBiosustems),UniersalHoodⅡ凝胶成像

分析系统(BIO-RAD)。
1.2 方 法

1)细胞培养。CTM1211细胞用含20%胎牛血

清(V/V)、100U/mL 双 抗、0.03% L-谷 氨 酰 胺

(m/V)的 DMEM 细胞培养液,培养于37℃、5%
CO2、饱和湿度的细胞培养箱中。

2)分 组 与 处 理。先 分 为 CTX、SSE、MSA、

MSC、CTX+SSE、CTX+MSA、CTX+MSC及对

照组8个组,每个组分别设低、中、高3个质量浓度,
每个质量浓度均分别作用于对数期细胞24、48、

72h。其 中,CTX 组 的 质 量 浓 度 设 为 1、2、4
mg/mL;SSE、MSA 组 的 浓 度 设 为 10、20、40

μmol/L;MSC 组 的 浓 度 设 为 200、400、800

μmol/L;CTX+SSE、CTX+MSA 组的浓度设为

0.5mg/mL+5μmol/L、1mg/mL+10μmol/L、

2mg/mL+20μmol/L;CTX+MSC组的浓度设为

0.5 mg/mL+100 μmol/L、1 mg/mL+200

μmol/L、2mg/mL+400μmol/L。经 MTT法筛选

后,设为CTX、SSE、MSA、MSC、CTX+MSA、对照

组6个组,前5组分别为2mg/mL、40μmol/L、20

μmol/L、400μmol/L、2mg/mL+20μmol/L,均作

用于对数期细胞48h。

3)MTT法检测肿瘤细胞存活率。96孔板内培

养细胞并经药物作用后,加入 MTT于培养箱内孵

育4h,加DMSO振荡10min后经酶标仪检测OD
值,计算细胞存活率。

4)流式细胞仪检测肿瘤细胞凋亡率。消化细胞

并收集后PBS润洗重悬,按AnnexinV-FITC细胞

凋亡检测试剂盒说明书的步骤进行操作,经流式细

胞仪检测后计算各组细胞凋亡率。

5)免疫组化法检测肿瘤细胞 VEGF-a、PTEN、

Ang-2、HIF-1a蛋白的表达。24孔板内制作细胞爬

片并经药物作用后,SABC法检测各组细胞VEGF-
a、PTEN、Ang-2、HIF-1a(一 抗 稀 释 倍 数 分 别 为

400、300、400、300)蛋白的表达,DAB镍增强显色法

显色,IPP6.0图像处理软件进行分析。

6)RT-qPCR法检测肿瘤细胞VEGF-a、PTEN、

Ang-2、HIF-1amRNA的表达。引物由南京金斯瑞

公司合成,Trizol一步法提取各组细胞总RNA后反

转录为cDNA,以GAPDH为内参,按PCR合成试剂

盒说 明 书 操 作,经 凝 胶 成 像 系 统 分 析 VEGF-a、

PTEN、Ang-2、HIF-1amRNA的表达结果。
1.3 统计学方法

应用SPSS19.0统计软件分析,多组间比较采

用单因素方差分析,单变量2组间比较采用t检验。
检验水平α=0.05。

2 结果与分析

2.1 含硒复合物对犬乳腺癌细胞的生长抑制作用

  用药后镜下观察细胞可见其逐渐变小变圆、透
光率降低,同时细胞间空隙增加,活细胞总数变少,
死细胞则渐渐增多(图1)。

与对照组相比,除24h时CTX+SSE组的细

胞生长抑制作用不显著,其余各组药在各作用浓度、
各作用时间下均对细胞生长有显著的抑制作用

(P<0.05或P<0.01)。MSA组对细胞的生长抑

制作用显然大于含相同物质的量的硒的SSE及含

10倍物质的量的硒的 MSC(P<0.01),且CTX与

MSA配伍后低、中浓度的CTX对细胞的生长抑制

作 用显著增强(P<0.01),而CTX与SSE、MSC配
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图1 药物作用细胞前后示例图(CTX、CTX+MSA)

Fig.1 Anexampleoftheeffectsdrugshaveoncellsfor48h(“CTX”、“CTX+MSA”)

伍后细胞抑制作用没有显著变化。随着各组药物作

用时间的增加,细胞存活率整体上呈下降趋势。除

MSA、MSC组外,细胞存活率也随着各组药物作用

浓度的增加而下降;在药物作用24、48h时,MSA
组细胞的存活率随 MSA浓度增加而下降,但差异

不显著,当作用时间达到72h时,该组细胞存活率

随药物浓度增加而增加,差异极显著(P<0.01);在
24、48、72h时,中浓度 MSC对细胞存活率的抑制

作用 均 大 于 低 浓 度 和 高 浓 度 MSC,差 异 显 著

(P<0.05)(图2)。

 A:24h;B:48h;C.72h;与空白对照组对比,差异显著用“*”表示,差异极显著用“**”表示。下图同。CTX:环磷酰胺;SSE:亚

硒酸钠;MSA:甲亚硒酸;MSC:硒代半胱氨酸;CTX+SSE:环磷酰胺+亚硒酸钠;CTX+MSA:环磷酰胺+甲亚硒酸;CTX+MSC:环

磷酰胺+硒代半胱氨酸。Comparedwith‘controlgroup’,‘*’denotessignificantdifference;‘**’denotesextremelysignificant

difference.Thesameasbelow.CTX:Cyclophosphamide;SSE:Selenite;MSA:Methylseleninicacid;MSC:Selenocysteine;CTX+SSE:

Cyclophosphamide+Selenite;CTX+MSA:Cyclophosphamide+Methylseleninicacid;CTX+MSC:Cyclophosphamide+Selenocys-
teine.

图2 MTT法测药物对细胞存活率的影响

Fig.2 MTTmeasuringtheeffectsofdrugsoncellviability

2.2 含硒复合物对犬乳腺癌细胞的凋亡诱导作用

用 药 后,各 组 细 胞 的 凋 亡 率 均 显 著 升 高

(P<0.01),CTX与MSA配伍后细胞凋亡率显著

高于单用药组(P<0.01)。MSA组细胞凋亡率与2
倍硒含量的SSE组相比没有显著差异,且显著高于

20倍硒含量的 MSC组(P<0.05)(图3)。
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 CTX:环磷酰胺,2mg/mL;SSE:亚硒酸钠,40μmol/L;MSA:

甲亚硒酸,20μmol/L;MSC:硒代半胱氨酸,400μmol/L;CTX+

MSA:环 磷 酰 胺 + 甲 亚 硒 酸,2 mg/mL+20μmol/L。下 同。

CTX:Cyclophosphamide,2mg/mL;SSE:Selenite,40μmol/L;

MSA:Methylseleninicacid,20μmol/L;MSC:Selenocysteine,400

μmol/L;CTX+MSA:Cyclophosphamide+Methylseleninicacid,

2mg/mL+20μmol/L.Thesameasbelow.

图3 流式细胞仪检测药物对细胞凋亡率的影响

Fig.3 Flowcytometrymeasuringtheeffects
ofdrugsoncellapoptosisrate

2.3 含硒复合物对犬乳腺癌细胞血管生成相关蛋

白表达的影响

  相比于对照组,除SSE组外,其余各组细胞在

药 物 作 用 后 VEGF-1a 蛋 白 的 表 达 均 下 降

(P<0.01);各组细胞的PTEN蛋白表达量均上升

(P<0.05),而Ang-2蛋白和HIF-1a蛋白的表达量

均下降(P<0.01)。CTX与 MSA配伍后,两者对

细胞 HIF-1a 蛋 白 表 达 量 的 下 调 作 用 均 减 弱

(P<0.01),配伍组与CTX、MSA单用药组其余蛋

白平均表达量之间的差异不显著。MSC组降低细

胞VEGF-1a蛋白表达量的作用显著高于SSE组

(P<0.05);MSA组提高细胞PTEN蛋白表达量的

作用显著高于SSE组和 MSC组(P<0.01);SSE
组降低细胞Ang-2蛋白、HIF-1a蛋白表达量的作用

显著低于 MSA组和 MAC组(P<0.05,P<0.01)
(图4)。免疫组化法测相关蛋白表达量的部分图像

结果见图5。

 VEGF-1a:血管内皮生长因子a;PTEN:磷酸酯酶与张力蛋白

同源物;Ang-2:血管生成素2;HIF-1a:缺氧诱导因子1a。下同。

VEGF-1a:Vascularendothelialgrowthfactora;PTEN:Phospha-
taseandtensinhomolog;Ang-2:Angiopoietin-2;HIF-1a:Hypox-
iainduciblefactor1a.Thesameasbelow.

图4 药物对肿瘤血管生成相关因子蛋白表达量的影响

Fig.4 Theeffectsofdrugsonproteinexpression
oftumorangiogenesis-relatedfactors

 DAB镍增强显色法,紫蓝色为阳性表达,黄褐色表示阴性。A:空白对照,不加药物、一抗及二抗;B:SSE组 HIF-1a蛋白表达;

C:MSC组Ang-2蛋白表达;D:阴性对照组PTEN蛋白表达;E:MSA组PTEN蛋白表达;F:CTX组 VEGF-a蛋白表达。Nickel-en-
hancedDAB,violetblueindicatespositive,whiletanindicatesnegative.A:Blank,withoutdrugsandantibody;B:SSE,HIF-1aprotein

expression;C:MSC,Ang-2proteinexpression;D:Negativecontrol,PTENproteinexpression;E:MSA,PTENproteinexpression;

F:CTX,VEGF-aproteinexpression.

图5 免疫组化法测血管生成相关因子蛋白表达示例图

Fig.5 Examplesofimmunohistochemistrymeasuringtheproteinexpressionoftumorangiogenesis-relatedfactors
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2.4 含硒复合物对犬乳腺癌细胞血管生成相关基

因表达的影响

  相比于对照组,各组细胞VEGF-1a基因的表

达均下降(P<0.01或P<0.05);除SSE组对细胞

PTEN 基因表达量的上调作用不显著外,其余含硒

组对PTEN 基因的表达量显著上调,而CTX组则

显著下调PTEN 基因表达量(P<0.01);各用药组

均显著下调 Ang-2基因的表达量(P<0.01);除
CTX+MSA配伍组外,各组细胞的 HIF-1a基因表

达量均下降(P<0.01)。

CTX与 MSA 配伍后,两者对细胞VEGF-1a
基因表达量的下调作用、对细胞PTEN 基因表达量

的上调作用均增强,但两者对 HIF-1a基因表达量

的下调作用均减弱(P<0.01)。MSC组对细胞

VEGF-1a基因表达量的下调作用、对细胞 PTEN
基因表达量的上调作用显著高于 MSA组(P<0.01
或P<0.05),且该两组的上述作用又显著高于SSE
组(P<0.01)。SSE组对细胞Ang-2基因表达量的

下调作用显著高于 MSC组,而 MSC组的上述作用

又显著高于 MSA组(P<0.01)。MSA组对细胞

HIF-1a基因表达量的下调作用显著高于SSE组,
而 SSE 组 的 上 述 作 用 又 显 著 高 于 MSC 组

(P<0.01)(图6)。

图6 药物对细胞肿瘤血管生成相关因子

mRNA表达量的影响

Fig.6 TheeffectsofdrugsonmRNAexpression

oftumorangiogenesis-relatedfactors

3 讨 论

硒缺乏会引起硒蛋白及相关基因表达水平的改

变,同时影响其他蛋白的活性,这些蛋白可共同参与

微环境的氧化平衡,例如SOD(超氧化物歧化酶)和

GPx1(谷胱甘肽过氧化物酶1)的不足会导致细胞

的氧化损伤,从而增加乳腺癌风险[7]。另一方面,缺
硒者摄入硒可以提高乳腺癌特异性生存率和总生存

率[9]。但越来越多的研究表明,硒可能是通过其促

氧化毒性作用而不是抗氧化作用抑制肿瘤的。报道

称亚硒酸钠可诱导DNA损伤[10];硒的过量摄取还

可导致H2O2的过量消除,从而对糖酵解、糖异生和

脂质合成过程的关键步骤产生影响[11]。纳米硒的

癌细胞毒性作用主要体现在诱导产生活性氧,使谷

胱甘肽和硫氧还蛋白系统受损[12];另外,纳米硒的

抗癌作用还与半胱氨酸蛋白酶介导的细胞凋亡有

关[13]。最为关键的是,硒引起的癌细胞氧化应激作

用,在正常细胞中大大衰减[14],硒对癌细胞和肝细

胞(硒富集组织)发挥细胞毒性作用的有效浓度相差

至少10倍[12]。可见,硒是通过诱导肿瘤细胞(而非

正常细胞)损伤、凋亡而发挥抗癌作用的[15]。
一方面,硒的抗氧化作用可用于癌症的预防;另

一方面,其促氧化作用涉及抗癌作用[16]。这可能是

由于硒的生物学功能与其浓度及所在环境有密切关

联,硒缺乏或硒过量,均会促进癌症发生发展。本试

验中,3种含硒复合物均可显著抑制细胞生长、诱导

细胞凋亡,且作用效果均为CTX+MSA>MSA>
SSE>MSC,表明硒的肿瘤细胞抑制作用在很大程

度上与硒促氧化诱导细胞凋亡有关。各组硒对细胞

的抑制作用有显著的时效关系,且SSE表现出量效

关系,但 MSA、MSC未表现出量效关系,表明硒浓

度的增加不一定导致抑癌作用的增加。CTX是细

胞周期非特异性细胞毒性抗癌药,具有毒副作用,硒
可经抗氧化作用减轻CTX对卵巢产生的退行性损

伤[17]。本试验结果中,配伍组CTX+MSA的抑制

作用最强而用药量最少,可见两者配伍既可以增强

抑癌作用,又可以从整体上减轻毒性作用。
各种硒复合物须先转换为甲基硒的形式才会具

有抗癌活性[18],这一转化过程与a、β–裂解酶的作

用有关[15]。本试验中 MSA的体外抑癌作用显著强

于10倍其硒含量的 MSC,这是因为:MSC可能直

接参与合成蛋氨酸[14],MSA可通过抑制β-连环蛋

白/TCF途径而抑制肿瘤细胞[19];最主要的原因是

体外环境中缺乏β-裂解酶[20],MSC在体外难以被

转化为甲基硒。硒抗癌的临床试验效果的失败,就
是因为人体内的该类裂解酶含量比啮齿类动物低

800倍[7]。另外,有机硒的毒性显著小于无机硒[21],
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可以推测,与无机硒 SSE 相比,有机硒 MSA 和

MSC在体内是更加安全有效的抗癌形式。
缺氧导致的氧化应激主要由ROS(活性氧)的

增多介导[22]。低、中水平的ROS是肿瘤存活的最

重要的机制(促进肿瘤细胞增殖、肿瘤血管生成和肿

瘤侵袭而诱导正常细胞坏死、凋亡),这与 HIF-1a
的上调密切相关[23];但更高水平的ROS则可能会

引起肿瘤细胞的氧化应激(包括DNA损伤和细胞

凋亡),从而产生治疗效果;ROS过量累积时,为阻

止ROS的累积同时保持肿瘤细胞对ROS的高耐受

性,肿瘤细胞会引发多种抗氧化系统。因此,ROS
及与之相关的抗氧化剂、促氧化剂对肿瘤细胞是发

挥促进作用还是抑制作用,与其作用剂量、作用时

间、细胞类型等密切相关。这或可解释为何添加过

量抗氧化剂反而导致癌症进一步恶化,以及为何硫

氧还蛋白还原酶1和硒蛋白15在癌症前中期对癌

症有抑制作用,却在癌症后期富集并促进癌症恶

化[2]。微环境氧平衡的关键在于 HIF-1a,肿瘤处于

相对缺氧的微环境,HIF-1a在肿瘤中的水平高于正

常组织[24]。低氧胁迫下,细胞会发生2种反应,诱
导适应性反应(导致糖酵解和血管生成增加)或者诱

导细胞坏死、凋亡。这种适应性反应或死亡性反应

的平衡取决于 HIF-1a稳定性的调节、转录活性的

调控、翻译后羟基化与否、对其他细胞因子(尤其是

生长因子、代谢产物)的反应性等[25]。为了掌控微

环境中的氧平衡,肿瘤细胞比正常细胞更加显著地

调控着相关因子的水平以获得有利于自身生长的微

环境[23]。试想,通过影响经 HIF-1a调控的相关信

号,把有利于肿瘤细胞的微环境调换为有利于正常

细胞的微环境,诱导肿瘤细胞的死亡性反应而促进

正常细胞的适应性反应,可为开发安全有效的抗癌

药提供可能。
抗氧化剂对肿瘤微环境的影响,主要体现在抑

制肿瘤血管生成,继而抑制肿瘤转移并提高化疗药

的药效[26],这一过程主要与 HIF-1a有关,而 HIF-
1a作为氧敏感性转录因子,受PI3K/PTEN/Akt/

mTOR信号通路的调控[27]。硒对多种蛋白激酶有

抑制作用,蛋白激酶在细胞生长和增殖中起重要作

用[10],其中的PI3K(磷脂酰肌醇3-激酶)参与影响

包括细胞生长、存活、蛋白合成在内的各种生理过

程,而 PTEN 作 为 一 种 抑 癌 基 因 可 拮 抗 PI3K。

PI3K诱导 HIF-1α的表达促进肿瘤生长和血管生

成[28],经 NFκB/HIF-1α 途 径 又 可 上 调 乳 腺 癌

VEGF[29]。已有研究证明,PTEN可以下调VEGF
的表达,从而抑制肿瘤血管生成[30]。Ang既能通过

刺激内皮细胞诱导血管生成,又能通过刺激肿瘤细

胞RNA转录促进其增殖[31]。肿瘤内皮细胞出芽形

成微血管及血管成熟,关键在于 VEGF-a和 Ang
(尤其是Ang-2)的调控;Ang和VEGF-a分别促进

内皮细胞出芽和血管生成,同时还可以激活基质降

解酶(MMPs和PAs)以促进内皮细胞的移行,为肿

瘤迁移减少阻碍[32]。在乳腺癌中就观察到,Ang参

与纤溶酶(PAs)形成,且阻断 Ang时,uPAR(尿激

酶受体)不再与uPA(尿激酶)作用[33]。Ang-1和

Ang-2共同平衡血管生成,但后者被证实是更佳的

干预对象[32]。在口腔癌中的试验发现,缺氧主要导

致Ang的上调,而 HIF-1a与VEGF之间没有显著

相关性。表明 Ang的上调至少部分是由缺氧导致

的HIF-1a上调所介导的,是Ang而不是VEGF主

要受缺氧诱导[31]。
本试验中各因子mRNA、蛋白的表达存在微差

异性,但总体上的变化方向是一致的,各组细胞

VEGF-a、Ang-2和 HIF-1a蛋白及 mRNA 的表达

量均下降,PTEN蛋白及 mRNA的表达量均上升,
表明3种硒复合物对这4种蛋白及 mRNA的表达

均有积极意义。值得注意的是,4种因子中PTEN、

Ang-2的变化最大,尤其是 Ang-2,MSC组的该变

化最为显著。此外,值得寻味的是,CTX和 MSA
都下调了 HIF-1a,但两者配伍后 HIF-1a蛋白和

mRNA的表达都没有显著下调,说明 CTX、MSA
下调 HIF-1a的机制是不同的,甚至可能是相反的。
同时CTX+MSA配伍组对 HIF-1a下调作用的减

弱并没有减弱该组的抑癌作用,该组细胞的抑制率

和凋亡率均高于其他各组,表明硒可能通过有效转

变CTM1211内的氧平衡,诱导肿瘤细胞由适应性

反应转变为死亡性反应。有文献[27]指出,CTX通

过提高氧化应激可导致 HIF-1a的上调,但本试验

中CTX下调了 HIF-1a,这与国内的研究结果一

致[34],却与国外的研究结果不一致[27],更加反映了

肿瘤细胞内微环境及其氧平衡的复杂性,微环境中

的氧平衡值得更加深远全面的研究。
综 上 所 述,3 种 硒 复 合 物 均 可 有 效 抑 制

CTM1211,其 中 有 机 硒 MSA 效 果 最 显 著,其 与

CTX配伍后更佳,但硒的抑癌作用不一定随其剂量

的增加而增强;硒可以有效诱导CTM1211细胞凋

亡,下调肿瘤血管生成相关因子 HIF-1a、VEGF-a
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和Ang-2,上调肿瘤血管生成相关因子PTEN,对抑

制肿瘤血管生成有积极意义;硒可能主要通过影响

肿瘤微环境中的氧平衡而起到防癌和抗癌作用,同
时导致血管生成抑制等功效。
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[10]LETAVAYOV′AL,VĽCKOV′AV,BROZMANOV′J.Sele-

nium:fromcancerpreventiontoDNAdamage[J].Toxicology,

2006,227:1-14.
[11]ZHOUJ,HUANGK,LEIX.Seleniumanddiabetes—evidence

fromanimalstudies[J].FreeRadicalBiologyand Medicine,

2013,65:1548-1556.
[12]WANGX,SUNK,TANY,etal.Efficacyandsafetyofseleni-

umnanoparticlesadministeredintraperitoneallyforthepreven-
tionofgrowthofcancercellsintheperitonealcavity[J].Free

RadicalBiologyandMedicine,2014,72:1-10.
[13]KONGL,YUANQ,ZHUH,etal.Thesuppressionofprostate

LNCaPcancercellsgrowthbyseleniumnanoparticlesthrough

Akt/Mdm2/ARcontrolledapoptosis[J].Biomaterials,2011,

32:6515-6522.
[14]POERSCHKER,FRANKLINM,MOOSP.Modulationofred-

oxstatusinhumanlungcelllinesbyorganoselenocompounds:

selenazolidines,selenomethionine,andmethylseleninicacid[J].

ToxicologyinVitro,2008,22:1761-1767.
[15 ]DRAKEE.Cancerchemoprevention:seleniumasaprooxi-

dant,notanantioxidant[J].MedicalHypotheses,2006,67:

318-322.
[16]STEINBRENNERH,SIESH.Protectionagainstreactiveoxy-

genspeciesbyselenoproteins[J].BiochimicaetBiophysicaAc-
ta,2009,1790:1478-1485.

[17]GÜLSSÜRGENE,ERDOD,etal.Chemoprotectiveeffectof

ascorbicacid,α-tocopherol,andseleniumoncyclophosphamide-
inducedtoxicityintheratovarium[J].Nutrition,2013,29:777-

784.
[18]ABDULAHR,MIYAZAKIK,NAKAZAWAM,etal.Chemi-

calformsofseleniumforcancerprevention[J].Journalof

TraceElementsinMedicineandBiology,2005,19:141-150.
[19]ZHANG W,YANS,LIU M,etal.β-Catenin/TCFpathway

playsavitalroleinseleniuminduced-growthinhibitionandap-
optosisinesophagealsquamouscellcarcinoma(ESCC)cells
[J].CancerLetters,2010,296:113-122.

[20]SUZUKIK,KURASAKIK,SUZUKIN.Selenocysteinebeta-
lyaseandmethylselenoldemethylaseinthemetabolismofse-
methylatedselenocompoundsintoselenide[J].Biochimicaet

BiophysicaActa,2007,1770(7):1053-1061.
[21]BENKO,NAGYG,TANCZOSB,etal.Subacutetoxicityof

nano-seleniumcomparedtootherseleniumspeciesinmice[J].

EnvironToxicolChem,2012,31(12):2812-2820.
[22]PIALOUXV,RÉMIM,ALLISOND,etal.Relationshipbe-

tweenoxidativestressandHIF-1αmRNAduringsustainedhy-

poxiainhumans[J].FreeRadicalBiology& Medicine,2009,

46:321-326.
[23]KARDEHS,SOHEILE,ALIZADEHA.Paradoxicalactionof

ractiveoxygenspeciesincreationandtherapyofcancer[J].Eu-
ropeanJournalofPharmacology,2014,735:150-168.

[24]SOSAV,MOLINÉT,SOMOZAR,etal.Oxidativestressand

cancer:anoverview[J].AgeingResearchReviews,2013,12:

376-390.
[25]LEEK,ROTHR,LAPRESJ.Hypoxia,drugtherapyandtox-

icity[J].Pharmacology&Therapeutics,2007,113:229-246.
[26]DENGP,HUC,XIONGZ,etal.TreatmentwithEGCGin

NSCLCleadstodecreasinginterstitialfluidpressureandhy-

poxiatoimprovechemotherapyefficacythroughrebalanceof

Ang-1andAng-2[J].ChineseJournalofNaturalMedicines,

2013,11(3):245-253.
[27]QINGZ,ZHONGY,GAO Y,etal.Treatingtriple-negative

breastcancerbyacombinationofrapamycinandcyclophos-

phamide:aninvivobioluminescenceimagingstudy[J].Euro-
peanJournalofCancer,2010,46:1132-1143.

[28]JIANGB,LIUL.PI3K/PTENsignalingintumorigenesisand

angiogenesis[J].BiochimicaetBiophysicaActa,2008,1784:

150-158.
[29]GONZALEZR,XUB,GUOS,etal.LeptinupregulatesVEGF

inbreastcancerviacanonicandnon-canonicalsignalingpath-

48



 第2期 刘玉芝 等:多种含硒复合物对犬乳腺癌细胞CTM1211的抑制作用及其机制  

waysand NFκB/HIF-1αactivation[J].CellularSignalling,

2010,22:1350-1362.
[30]MATSUOY,SHIBATAT,TSUBOIK.PTENdown-regulates

theVEGFexpressionandangiogenesisinpancreaticcancer[J].

Pancreatology,2013,13:17-23.
[31]KISHIMOTOK,YOSHIDAS,IBARAGIS,etal.Hypoxia-in-

ducedup-regulationofangiogenin,besidesVEGF,isrelatedto

progressionoforalcancer[J].OralOncology,2012,48:1120-

1127.

[32]FAGIANIE,CHRISTOFORIG.Angiopoietinsinangiogenesis
[J].CancerLetters,2013,328:18-26.

[33]DUTTAS,BANDYOPADHYAYC,BOTTEROV,etal.An-

giogenininteractswiththeplasminogenactivationsystemat

thecellsurfaceofbreastcancercellstoregulateplasminforma-
tionandcellmigration[J].MolecularOncology,2014,8:483-

507.
[34]吴秀丽.散结抗瘤方对S180荷瘤小鼠抑瘤作用和抗血管生成

的实验研究[D].广州:南方医科大学图书馆,2010.

Inhibitionandrelatedmechanismsofdifferentselenium
compoundsoncaninebreastcancercellsCTM1211

LIUYu-zhi LIWen-yu LICheng-ye LIUYu-zhu MU Wei-wei QIUChang-wei

CollegeofVeterinaryMedicine,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Toevaluatetheeffectofdifferentdoses,formsandcompatibilityofseleniumoncanine
breastcancercellsCTM1211andtoexploretherelatedmechanisms,CTM1211cellswereintervenedby
differentdosesofCTX(cyclophosphamide:1,2,4mg/mL),SSE(selenite:10,20,40μmol/L),MSA
(methylseleninicacid:10,20,40μmol/L),MSC(selenocysteine:200,400,800μmol/L),CTX+SSE(0.5
mg/mL+5μmol/L,1mg/mL+10μmol/L,2mg/mL+20μmol/L),CTX+MSA(0.5mg/mL+
5μmol/L,1mg/mL+10μmol/L,2mg/mL+20μmol/L)andCTX+MSC(0.5mg/mL+100μmol/L,

1mg/mL+200μmol/L,2mg/mL+400μmol/L)for24h,48hand72h,andthecellviabilityofeach
groupwasdeterminedbyMTT.WhilesimplifiedcellswereintervenedbyCTX(2mg/mL),SSE(40

μmol/L),MSA(20μmol/L),MSC(400μmol/L)andCTX+MSA(2mg/mL+20μmol/L)for48hand
thecellapoptosisratewasmeasuredbyflowcytometry,theproteinandmRNAexpressionofVEGF-a
(vascularendothelialgrowthfactora),PTEN(phosphataseandtensinhomolog),Ang-2(angiopoietin-2)

andHIF-1a(hypoxiainduciblefactor1a)weremeasuredbyimmunohistochemistryandRT-qPCR,re-
spectively.Thecellviabilityofeachgroupat48h/72hwassignificantlylower(P<0.01orP<0.05),

whiletheapoptosisratewassignificantlyhigherateachtimepoint(P<0.01)thanthatofthecontrol
group,andtheeffectofgroupCTX + MSA wasthemostsignificant.Generally,theexpressionof
VEGF-a,Ang-2andHIF-1aproteinandmRNAweresignificantlylow,whilethatofPTENweresignifi-
cantlyupregulated.Inconclusion,selenium,especiallyMSA,couldsignificantlyinhibitbreastcancercell
CTM1211,whichispartlyduetotheinductionofapoptosisandregulationoftumorangiogenesis-related
factorsVEGF-a,PTEN,Ang-2andHIF-1abyselenium.

Keywords selenium;caninebreastcancer;apoptosis;VEGF-a;PTEN;Ang-2;HIF-1a
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