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硒酸壳聚糖通过线粒体途径诱导 A549 细胞凋亡的 

初步研究 
 

张少净，刘安军，王鹏飞，郑国强 
（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：本文研究了硒酸壳聚糖（SC）对非小细胞肺癌 A549 增殖抑制及诱导凋亡作用，并进一步研究了 SC 对其凋亡前后蛋白

差异表达。采用 MTT 法检测了 SC 对 A549 细胞的增殖抑制作用；并用激光共聚焦分别观察了 Hoechst33342/PI 染色后 A549 细胞形

态的变化以及钙黄绿素染色后细胞线粒体 MPTP 的开放状况；流式细胞仪检测了 SC 对 A549 细胞线粒体跨膜电位的影响；利用 2-DE

结合 MALDI-TOF 质谱技术检测了细胞凋亡相关蛋白的差异表达。结果表明：SC 对 A549 细胞具有显著的增殖抑制作用，并在一定

范围内呈现时间和浓度依赖性；SC 可使 A549 细胞发生形态改变，使细胞变得不规则，染色质固缩和边集；经 SC 处理后，细胞的线

粒体膜通道逐渐开放；经 MALDI-TOF 鉴定发现了 2 个差异表达的蛋白，即抗增殖蛋白（prohibitin isoform 1），细胞内热休克蛋白（heat 

shock protein）。 
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Preliminary Study of Seleno-chitosan-induced Apoptosis in A549 Cells 

through a Mitochondrial Signaling Pathway 
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Abstract: The effects of seleno-chitosan (SC) on cell proliferation inhibition and apoptosis in human non-small-cell lung cancer A549 

cells were investigated, and the differential expression of proteins in SC-treated and untreated cells were determined. The 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay was employed to determine the inhibitory effect of SC on the 

proliferation of A549 cells. Morphological changes in the A549 cells after Hoechst 33342/PI staining and the opening of the mitochondrial 

permeability transition pore (MPTP) after calcein staining were observed by laser scanning confocal fluorescence microscopy. The effect of SC 

on mitochondrial membrane potential (ΔΨm) was analyzed by flow cytometry (FCM). Furthermore, two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 

combined with matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF) was used to identify the differential 

expression of apoptosis-related proteins. The results showed that SC could significantly suppress the proliferation of A549 cells in a time- and 

concentration-dependent manner. Morphological changes of A549 cells could be induced by SC; the cell shape became irregular and chromatin 

condensation and margination occurred. After SC treatment, the MPTP of A549 cells was gradually opened. Additionally, two differentially 

expressed proteins, prohibitin isoform 1 and heat shock protein, were identified by MALDI-TOF. 
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肺癌是全世界最常见的恶性肿瘤之一，已成为恶

性肿瘤中发病率和死亡率最高的肿瘤。其中非小细胞 
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肺癌（Non-small-cell lung cancer，NSCLC）占肺癌总

数的三分之二以上，但由于其早期症状不明显，发病

隐匿，诊断相对比较困难，已严重威胁到人类的生命

健康[1]。目前，放疗和化疗仍是癌症治疗的主要手段，

但由于其治疗方式副作用大且容易产生依赖性，因此，

寻找新的天然或者合成的抗肿瘤药物成为近几年的研

究热点。壳聚糖作为人体细胞活化因子，不仅能改善

人体酸碱平衡更具有多种生物活性，并且多项研究证
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实壳聚糖具有抗肿瘤的活性。Maeda 等[2]研究发现低

分子壳聚糖和壳寡糖能抑制小鼠 S180 肿瘤细胞的生

长，何学斌等[3]研究发现相对质量在 1×104 左右的壳

聚糖对 H22 细胞具有明显的杀伤作用，并且动物实验

发现水溶性壳聚糖不仅能提高小鼠的非特异性免疫并

可明显抑制小鼠 S180 肿瘤细胞的生长[4]。但是对硒酸

壳聚糖的抗肿瘤活性研究的报道并不多见。 
硒是生物体中一种必要的微量元素，硒的存在形

式分为无机硒和有机硒，都具有明显的抗衰老、抗肿

瘤及增强免疫力等功效，被誉为“抗癌之王”[5]。硒多

糖同时具有硒和多糖双重生物活性，与无机硒相比，

硒多糖不仅毒性低且更易于吸收。天然硒多糖广泛分

布于动植物和微生物体内，使人们对硒多糖的研究在

一定程度上受到了制约。所以，通过化学方式合成硒

多糖已成为研究热点。如硒酸软骨多糖能诱导 K562
细胞凋亡同时导致其细胞线粒体膜电位降低[6]。Hector 
Estevez 等[7]研究发现纳米级的硒化壳聚糖可诱导

HepG2 细胞凋亡，并导致细胞周期阻滞在 S-G2/M 期。

本文以人肺癌 A549 细胞作为研究对象，探究硒酸壳

聚糖对肺癌细胞的增长抑制作用及凋亡前后蛋白差异

表达，并初步研究其诱导 A549 细胞凋亡的机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  药品 
非小细胞肺癌 A549 细胞株，购自北京协和医院；

硒酸壳聚糖，本实验室自制；RPMI-1640 培养基，购

自 Gibco 公司；胎牛血清，购自杭州四季青生物工程

有限公司；Hoechst33342/PI，购自美国 Sigma 公司；

Fluo-3AM、MPTP 荧光检测试剂盒，购自上海碧云天

生物技术有限公司；IPG 干胶条（13 cm，pH 3~10），
美国 GE 公司。 
1.1.2  主要仪器设备 

Mco-18AIC(UV)CO2 培养箱，日本三洋；激光共

聚焦显微镜，日本 Nikon；流式细胞仪，美国 Becton 
Dicknson 公司；SE260 电泳槽，美国 GE 公司；Ettan 
IPGphor Ⅲ等电聚焦系统，美国 GE 公司；

MALDI-TOF/TOF，美国 Bruker 公司。 

1.2  硒酸壳聚糖的制备 

壳聚糖（脱乙酰度为 50%以上）溶解于 5%的乙

酸中，调节 pH 至 8.0，使壳聚糖成为絮状沉淀，将纤

维化的壳聚糖置于用6%过氧化氢配制的硒酸溶液中，

真空，45 ℃以下低温反应 24 h，之后向反应液中加入

80%乙醇沉淀絮状壳聚糖，通过离心、超滤后获得硒

酸壳聚糖。合成的硒酸壳聚糖是在壳聚糖的 C6-OH-
基团和 NH2-基团处共同导入性质稳定的硒酸根而制

成，分子量为 5 ku，硒酸程度为 0.1 g/g[8]。 

1.3  MTT法检测硒酸壳聚糖对A549细胞增殖

活性的影响 

取对数期生长细胞，以密度为 5×103 个/mL 接种

于 96 孔板中，每孔 100 μL。培养过夜后，加入硒酸

壳聚糖，使其终浓度分别为 50 μg/mL、100 μg/mL、
200 μg/mL、400 μg/mL 和 800 μg/mL。同时设置只加

空白培养基孔作为空白对照组及不加硒酸壳聚糖的细

胞作为阴性对照组。每组 5 个复孔，于 37 ℃，5% CO2

培养箱中分别培养 24 h、48 h 和 72 h 后，加入 20 μL、
5 mg/mL MTT 继续于 37 ℃培养箱中孵育 4 h。培养

结束后弃上清，每孔加入 150 mL DMSO 以溶解甲瓒

结晶。混匀后于波长为 570 nm 的酶标仪下测量其吸

光度。 
抑制率按如下公式计算： 
抑制率(%)=[(A 对照组-A 加药组)/A 对照组]×100% 

1.4   Hoechst 33342/PI染色观察细胞形态变化 

取对数生长期的 A549 细胞加入硒酸壳聚糖，使

其终浓度为 200 μg/mL，于培养箱中培养 48 h，同时

设空白对照组，培养结束后进行 Hoechst 33342/PI 常
规染色，利用激光共聚焦显微镜观察细胞形态的变化。 

1.5  硒酸壳聚糖诱导 A549 细胞线粒体膜通道

孔开放 

取对数生长期的 A549 细胞加入终浓度为 200 
μg/mL 的硒酸壳聚糖并培养 48 h，同时设空白对照组，

培养结束后离心收集细胞，参照线粒体分离试剂盒进

行细胞线粒体的提取，并按照线粒体膜通道孔

（MPTP）荧光检测试剂盒染色后，在激光共聚焦显

微镜下观察细胞 MPTP 的开放。 

1.6  Rhodamin-123 检测细胞线粒体跨膜电位

的变化 

将处于对数期的 A549 细胞中加入终浓度为 200 
μg/mL 硒酸壳聚糖并培养 48 h，设空白对照组。离心

收集细胞后以 PBS 调整细胞密度至 1×106 个/mL，取

500 μL细胞悬液加入终浓度为10 μg/mL的Rhodamin- 
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123，37 ℃避光孵育 30 min。PBS 清洗细胞三次后用

流式细胞仪检测 A549 细胞线粒体跨膜电位。 

1.7  双向凝胶电泳（2-DE）结合质谱鉴定细胞

凋亡前后蛋白差异表达 

1.7.1  细胞蛋白样品的制备 
离心收集空白对照组和 200 μg/mL 硒酸壳聚糖共

培养 48 h 的细胞，按照比例为 1×107个/mL 加入细胞

裂解，移液枪上下吹打 6 次后置于冰上裂解 30 min，
随后于液氮中反复冻融 3 次，4 ℃、14000 r/min 离心

15 min，收集上清液存放于-80 ℃，并根据 Bradford
法测定蛋白质浓度。 
1.7.2  第一向等电聚焦（isoelectric focusing，
IEF） 

取 0.5 mg 上述提取的蛋白样品，用水化上样缓冲

液分别调整蛋白样品体积至 250 μL 后，将蛋白样品加

入到 IPG-Box胶条槽中并将 IPG胶条覆盖至蛋白样品

中进行等电聚焦，等电聚焦程序如表 1。 
表1 等电聚焦程序设置 

Table 1 Program settings for isoelectric focusing 
Step Mold Voltage/V Time/h 

S1 Step and Hold 500 4 

S2 Gradient 1000 1 

S3 Gradient 8000 3 

S4 Step and Hold 8000 5 
S5 Step and Hold 500 0.5 

1.7.3  第二向 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 
配制 12%的丙烯酰胺分离胶，将平衡后的胶条放

置于分离胶上端，并用 0.5%的低熔点琼脂糖封胶后进

行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，设置起始电流 15 
mA/gel，当样品进入分离胶后改为 45 mA/gel，电泳结

束后利用考马斯亮蓝 R250 进行染色，脱色，固定。 
1.7.4  MALDI-TOF/TOF 质谱鉴定与数据库检

索 
使用 PDQuest 8.0.1 软件对图像进行分析，找到硒

酸壳聚糖处理前后蛋白差异表达点，扣取蛋白差异点

置于 Eppendorf 管中进行胶内酶解，并进行质谱分析。 

1.8  数据处理 

试验结果以⎯x±sd 表示，采用 SPSS 进行统计分

析，Origin 软件作图，p˂0.05 为显著性差异。 

2  结果与讨论 

 

2.1  硒酸壳聚糖对A549细胞增殖抑制作用 

 
图1 硒酸壳聚糖对A549细胞生长抑制 

Fig.1 Effect of seleno-chitosan on A549 cell viability 

采用MTT法检测硒酸壳聚糖对A549细胞的增殖

抑制作用，实验结果如图 1，硒酸壳聚糖对 A549 细胞

的抑制作用在一定范围内呈时间和浓度依赖性。当硒

酸壳聚糖的浓度较低时（50~100 μg/mL），细胞的存活

率仍高于 70%，说明低浓度的硒酸壳聚糖对 A549 细

胞的抑制作用较低。然而，随着硒酸壳聚糖浓度和培

养时间的增加，细胞存活率明显降低。200 μg/mL 的

硒酸壳聚糖培养细胞培养 48 h 后，细胞存活率仅为

23%左右。但值得注意的是当硒酸壳聚糖的浓度为200 
μg/mL 培养 48 h 时，其对 A549 细胞的增值抑制作用

与 400 μg/mL 及 800 μg/mL 的浓度并无明显差异，因

此，选择 200 μg/mL 的硒酸壳聚糖用于后期研究。 

2.2  Hoechst 33342/PI染色观察细胞凋亡情况 

  
图2 硒酸壳聚糖对A549细胞Hoechst33342/PI染色 

Fig.2 Hoechst33342/PI staining of A549 cells (200×) 

注：a 表示 0 h；b 表示 48 h。 

Hoechst 33342 常用于细胞凋亡检测，是一种蓝色

荧光染料，能够穿透细胞膜并且对细胞的毒性较低，

与细胞核内 DNA 结合可使活细胞呈现淡蓝色。而碘

化丙啶(Propidine Iodide，PI)不能穿透完整的细胞膜，

是一种核酸染料，但它能穿过凋亡细胞和死细胞的细

胞膜而将细胞核染红。Hoechst 33342与凋亡细胞DNA 
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结合后，凝聚的染色质会比正常细胞中的染色质染色

更深、更加明亮。PI 只能渗透进入死亡细胞，两种染

料结合使用，通过荧光显微镜检测就可以区分出正常

细胞，凋亡细胞和死亡细胞。图 2 可以看出，未加硒

酸壳聚糖的正常细胞，只被少量 Hoechst33342 染色，

因此呈现淡蓝色。但经硒酸壳聚糖处理 48 h 后，细胞

大部分出现亮蓝色和淡紫色，即同时被 Hoechst33342
和 PI 着色，并同时出现少量红色细胞，可见与硒酸壳

聚糖共培养 48 h 可以导致 A549 细胞凋亡，并有部分

细胞死亡。结果表明，硒酸壳聚糖能诱导细胞凋亡。 

2.3  硒酸壳聚糖诱导 A549 细胞线粒体膜通道

开放 

  
图3 硒酸壳聚糖导致A549细胞MPTP开放 

Fig.3 Effect of seleno-chitosan on MPTP (400×) 

注：a 表示 0 h；b 表示 48 h。 

由线粒体膜内外成分构成的线粒体膜通道

（mitochondrial permeability transition pore，MPTP）是
非特异性钙离子依赖性通道。在凋亡细胞或者死亡细

胞中，线粒体内容物可通过 MPTP 释放到胞浆中。线

粒体膜通道的持续开放可导致细胞色素C释放至细胞

浆中，并造成细胞线粒体跨膜电位的降低。钙黄绿素

-AM 是一种荧光探针，当探针进入线粒体后会被内酯

酶切离而被线粒体俘获，从而产生荧光较强的钙黄绿

素。然而存在于线粒体外的钙黄绿素可以通过离心或

者钴离子淬灭，所以，线粒体内钙黄绿素荧光强度可

以间接性表明 MPTP 开放程度。实验结果如图 3，在

未经硒酸壳聚糖处理的 A549 细胞中，钙黄绿素的荧

光强度较亮。但经硒酸壳聚糖培养 48 h 后，可以看到

线粒体内钙黄绿素的荧光强度明显减弱，表明硒酸壳

聚糖可导致线粒体膜通道开放，使部分钙黄绿素释放

出线粒体。 

2.4  Rhodamin-123检测细胞线粒体跨膜电位 

 
图4 硒酸壳聚糖对A549细胞线粒体跨膜电位的影响 

Fig.4 Effect of seleno-chitosan on the mitochondrial membrane 

potential of A549 cells 

注：a 表示 0 h；b 表示 48 h。 

表2 硒酸壳聚糖对A549细胞跨膜电位的影响 

Table 2 Effect of SC on the mitochondrial membrane potential 

of A549 cells 

组别 0 h 48 h 
线粒体跨膜电位/% 99.56±0.04 32.92±4.02** 

研究表明，诱导细胞凋亡的途径可分为死亡受体

途径、线粒体途径和内质网途径，当细胞受到凋亡信

号刺激，诱导细胞发生线粒体途径凋亡时，MPTP 的

不可逆开放可导致细胞线粒体跨膜电位（ΔΨm）的降

低，并进一步引起一系列联级反应导致细胞凋亡[9]。

为了进一步研究硒酸壳聚糖对 A549 细胞线粒体的影

响，Rhodamin-123 被用于检测硒酸壳聚糖作用细胞前

后细胞 ΔΨm 的变化。Rhodamin-123 作为一种线粒体

跨膜电位指示剂，在正常细胞中能依赖线粒体跨膜电

位而进入线粒体基质中，从而具有较强的荧光强度。

然而当线粒体膜遭到破坏后，线粒体膜通道的开放会

引起跨膜电位的崩溃，使 Rhodamin-123 重新释放进而

发出较弱的荧光，并通过流式细胞仪检测到。如图 4
所示，与 0 h 对照组相比，经硒酸壳聚糖处理 48 h 后，

A549 细胞荧光强度明显降低而导致峰往左移。由表 2
可以看出，与 0 h 对照组相比，200 μg/mL 的硒酸壳聚 
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糖处理细胞 48 h 后细胞线粒体膜电位由 99.56%下降

至 32.96%，差异显著。Fernandes 等[10]报道发现硒化

合物能通过降低细胞线粒体跨膜电位而诱导细胞凋

亡。由此表明，硒酸壳聚糖诱导的 A549 细胞凋亡与

细胞线粒体跨膜电位的降低相关。 

2.5  二维电泳结合质谱分析鉴定细胞凋亡前

后蛋白差异表达 

  
图5 A549全细胞蛋白凋亡2-DE图谱 

Fig.5 2-DE images of A549 cells 

注：a 表示 0 h；b 表示 48 h。 

 
图6 差异蛋白局部放大图 

Fig.6 Partially magnified images of the specific proteins 

采用二维电泳技术构建全细胞蛋白二维图谱，研 
究硒酸壳聚糖作用 A549 细胞前后蛋白差异表达，结

果见图 5。经过 PDQuest 8.0.1 软件分析，发现共有 14
个蛋白差异表达点在 1.5 倍以上，且具有统计学意义。

其中表达上调的蛋白点有 11 个，表达下调的蛋白点有

3 个。选取 2 个差异表达在 2 倍以上的蛋白点，这 2
个差异蛋白点局部放大图如图 6，使用辅助激光解吸

电离飞行时间谱（MADI-TOF-MS/MS）进行分析和鉴

定。结果表明，这 2 个蛋白点都有质谱信号，将肽量

指纹图在数据库进行检索对比，比对分子量与等电点，

成功鉴定蛋白结果见表 3。结果表明，1 号蛋白点与抗

增殖蛋白家族（prohibitin isoform 1）具有高度同源序

列，推测为抗增殖蛋白 prohibitin isoform 1，2 号蛋白

点与细胞内热休克蛋白家族（heat shock protein）高度

同源，推测为细胞内热休克蛋白 HSP。 
抗增殖蛋白(prohibitin，PHB)广泛存在于多种生

物细胞中，具有明显的抗细胞增殖作用，主要位于细

胞膜、线粒体内膜、细胞核中，分为抗增殖蛋白

1(prohibitin isoform 1) 和抗增殖蛋白 2(prohibitin 
isoform 2)两个同源亚型[11]。在人类细胞中，抗增殖蛋

白 1 与抗增殖蛋白 2 共定位于线粒体。G. Fusaro 等研

究发现，在调节细胞凋亡过程中，PHB 能够与 P53 结

合，进而激活 P53 凋亡途径，使 DNA 的复制被阻止，

进而促进细胞的凋亡[12]。在对 ROS 诱导细胞凋亡的

研究中，Schleicher M 等[13]发现抗增殖蛋白调节 Rac1
激活可通过 PI3K-Akt 途径使细胞衰老或凋亡。1 号蛋

白点的下调可能是由于硒酸壳聚糖对细胞产生刺激，

使细胞 ROS 增多，并导致线粒体膜的开放后，诱导细

胞发生内源性凋亡通道，进而降低了抗增殖蛋白表达。 
细胞内热休克蛋白 HSP(heat shock protein)是存在

于生物体内高度保守的蛋白质，具有抗肿瘤作用，当

机体产生肿瘤抗原时能将信息传递至细胞膜上，从而

诱导机体产生特异性的抗肿瘤免疫。吴伟忠等[14]研究

发现热休克蛋白 70-多肽复合物能诱导小鼠产生特异

性 CTL，具有特异性抑制小鼠肝癌 H22 细胞增殖的效

应。同时，对热休克蛋白 70 的研究报道发现其能促进

小鼠 C2C12 肌原细胞内 Bcl-2 的表达，从而抑制细胞

的凋亡[15]。经过硒酸壳聚糖处理 A549 细胞 48 h 后，

细胞内热休克蛋白出现显著性降低，可能是由于硒酸

壳聚糖诱导的细胞线粒体膜被破坏，使 Bcl-2 表达减

小，促进了细胞发生凋亡，进而导致内休克蛋白表达

量的下降。 
 

表3 差异蛋白点MADI-TOF-MS/MS质谱分析结果 

Table 3 Identification of differentially expressed proteins by MALDI-TOF-MS/MS 

编号 蛋白质名称 NCBI 登陆号 分子量/ku 等电点（pI） 得分 

1 prohibitin isoform 1 gi|4505773 29 5.57 113 
2 heat shock protein gi|395831992 11 8.91 133 

3  结论 

本文对硒酸壳聚糖诱导 A549 细胞的凋亡作用及

线粒体机制进行了初步研究。MTT 实验表明硒酸壳聚

糖能显著抑制 A549 细胞的增殖，且在一定范围内呈

现出时间和浓度依赖性。其次，Hoechst 33342/PI 染色

观察到硒酸壳聚糖可导致 A549 细胞发生典型的凋亡

特征。另外，硒酸壳聚糖可导致细胞线粒体膜通道孔

逐渐开放，并引起线粒体跨膜电位显著性降低。最后，

为了进一步研究硒酸壳聚糖对A549细胞的凋亡机制，

利用二维电泳技术构建了空白组和硒酸壳聚糖作用

48 h 细胞组的全细胞蛋白图谱，确定了细胞凋亡前后
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2个具有2倍差异表达的蛋白点，并通过MALDI-TOF- 
MS/MS 成功鉴定出这两个差异蛋白其中一种为抗增

殖蛋白（prohibitin isoform 1），推测其表达下调是由于

硒酸壳聚糖导致细胞体内 ROS 增多，诱导细胞产生内

源性凋亡引起的，另一种是内热休克蛋白（heat shock 
protein），推测其表达下降是由于硒酸壳聚糖导致细胞

线粒体膜的完整性被破坏，使 Bcl-2 表达降低所导致

的。本实验为深入研究硒酸壳聚糖诱导肺癌细胞凋亡

机制奠定了基础，并为硒酸壳聚糖的应用提供了理论

基础。 
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