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放射治疗（简称放疗）是治疗中晚期宫颈癌的主要

手段，可实现宫颈癌的局部控制。但在宫颈癌的治疗中，

耐放射治疗越来越受到重视，因其是放疗临床失败的原

因之一犤１犦。但这种肿瘤耐辐射的分子机制尚不完全清

楚。肿瘤细胞在细胞周期的 Ｇ２／Ｍ期对放射最敏感，在
Ｓ期对放射最耐受犤２犦。放疗可激活丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）和磷脂酰肌醇 ３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ
（ＡＫＴ），这些通路调节细胞的增殖和凋亡，抑制这些途

径可增强细胞的放射敏感性犤３犦。流行病学研究表明，经

常食用水果和蔬菜对癌症的发展具有抑制作用犤４犦。萝卜

硫素广泛存在于西兰花、卷心菜、花椰菜、甘蓝、萝卜、芥

菜等十字花科植物中，在体外可抑制包括人结肠癌、白

血病和前列腺癌细胞在内的几种癌细胞系的增殖，并增

加其凋亡犤５犦。萝卜硫素还可诱导 Ｇ２／Ｍ期细胞周期停
滞，降低 Ｓ期细胞的百分比，抑制体外癌细胞的组蛋白
去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）活性，并在体内延迟前列腺癌

萝卜硫素对宫颈癌ＨｅＬａ细胞凋亡及放射敏感性的影响
张亚芳，赵晓红，王德珠，张华凤，王小花

（海南省妇女儿童医学中心妇产科，海南 海口 ５７０２０６）
摘要：目的 探讨萝卜硫素对宫颈癌 ＨｅＬａ细胞凋亡及放射敏感性的影响。方法 体外培养宫颈癌ＨｅＬａ细胞，采用四氮唑比色（ＭＴＴ）法
确定萝卜硫素和放射线对 ＨｅＬａ细胞的干预剂量；采用克隆形成实验观察萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞的放射增敏作用；将 ＨｅＬａ细胞分为对
照组、联合组、萝卜硫素组和放射组，检测细胞凋亡和细胞周期变化，同时检测 ＨｅＬａ细胞中细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ１／２）、磷酸化
ＥＲＫ１／２（ｐ－ＥＲＫ１／２）、Ａｋｔ、磷酸化 Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ）、半胱氨酸蛋白酶 －３（Ｃａｓｐａｓｅ－３）蛋白表达。结果 随着萝卜硫素浓度和放射线剂量

的增加，ＨｅＬａ细胞抑制率增加，萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞的半数抑制浓度牗ＩＣ５０牘为（７６．２８±９．２７）μｍｏｌ／Ｌ，故选 ８０μｍｏｌ／Ｌ作为干预浓
度；放射线对ＨｅＬａ细胞的 ＩＣ５０为（２．１３±０．２７）Ｇｙ，故选 ２Ｇｙ作为半干预剂量；随着放射剂量的增加，放射组和联合组细胞存活率
均降低，联合组各放射剂量的细胞存活率均低于放射组（Ｐ＜０．０５），萝卜硫素能提高 ＨｅＬａ细胞放射敏感性，ＳＥＲＤ０和 ＳＥＲＤｑ分别为
１．５１７和２．０２４。各组 ＨｅＬａ细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞比例变化不显著（Ｐ＞０．０５）；与对照组比较，其余各组ＨｅＬａ细胞凋亡率、Ｇ２／Ｍ期细胞比
例、ＥＲＫ１／２、ｐ－ＥＲＫ１／２、Ａｋｔ、ｐ－Ａｋｔ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达增加，Ｓ期细胞比例降低，联合组作用最强，放射组次之，萝卜硫素组最弱
（Ｐ＜０．０５）。结论 萝卜硫素可通过 Ｇ２／Ｍ期阻滞诱导ＨｅＬａ细胞凋亡，并通过激活ＥＲＫ和Ａｋｔ，增强 ＨｅＬａ细胞的放射敏感性。
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·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

（ＰＣ－３）异种移植瘤的生长犤６犦。此外，萝卜硫素和其他药

物联用可进一步抑制细胞生长，从而使药物和放疗剂量

降低到比单用时更安全的水平，以确保更低的癌症发生

率和不良反应等级 犤７犦。本研究中观察了萝卜硫素对

ＨｅＬａ细胞凋亡及体外放射的增敏作用，为宫颈癌的临
床治疗提供参考。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：ＭＫ３型酶标仪（南京德铁实验设备有限公

司）；Ｃｌｉｎａｅ２３ＥＸ型直线加速器（美国 Ｖａｒｉａｎ公司）；
Ｔｉ－ｓ型倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＢＤ垂直电泳
仪，ＢＤ／ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪，均购自美国 ＢＤ公
司；Ｅ－ＧｅｌＩｍａｇｅｒ型凝胶成像仪（美国ＵＶＰ公司）。

试药：萝卜硫素（纯度大于 ９９％，上海研生生化试
剂有限公司）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基和胎牛血清（美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胰酶和青链霉素溶液（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司）；四氮唑（ＭＴＴ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；细胞凋亡检测
试剂盒和细胞周期检测试剂盒（美国 ＢＤ公司）；细胞蛋
白抽提试剂盒（碧云天生物技术研究所）；细胞外信号调

节激酶（ＥＲＫ１／２），磷酸化 ＥＲＫ１／２（ｐ－ＥＲＫ１／２），Ａｋｔ、
磷酸化 Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ），半胱氨酸蛋白酶－３（Ｃａｓｐａｓｅ－３），
β－ａｃｔｉｎ抗体，均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化
物酶 ＨＲＰ标记亲和纯化山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗（武汉艾
美捷科技有限公司）。

细胞：宫颈癌 ＨｅＬａ细胞（中国科学院典型培养物
保藏委员会细胞库）。

１．２ 细胞培养
用含胎牛血清（１０％）的ＲＰＭＩ－１６４０培养液在３７℃、

５％ＣＯ２条件下培养 ＨｅＬａ细胞，隔日换液，选择对数生
长期细胞进行试验。

１．３ ＭＴＴ法检测萝卜硫素和放射线的生长抑制作用
将 ＨｅＬａ细胞以 ５×１０３个／孔接种于 ９６孔板中

（每孔２００μＬ），用不同浓度萝卜硫素（０，１０，２０，４０，８０，
１６０，３２０μｍｏｌ／Ｌ）或不同剂量放射线（０，１，２，４，６，８Ｇｙ）
干预 ２４ｈ后加入 ＭＴＴ（每孔 ５０μＬ），继续培养 ４ｈ，离
心，弃上清液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），每孔 ２００μＬ，
振荡，用酶标仪在 ４５０ｎｍ波长处检定吸光度值（ＯＤ
值），计算细胞抑制率。细胞抑制率＝ＯＤ对照组－ＯＤ处理组 ／
ＯＤ对照组 ×１００％。
１．４ 克隆形成试验观察萝卜硫素的放射增敏作用

将 ＨｅＬａ细胞分为放射组和联合组。取对数生长期
的ＨｅＬａ细胞以１０３个／孔接种于６孔板中（每孔３ｍＬ），
待细胞贴壁后，联合组加入含有半数抑制浓度牗ＩＣ５０牘的
萝卜硫素，放射组不加萝卜硫素，同时用不同剂量放射

线（０，１，２，４，６，８Ｇｙ）照射 ２４ｈ后更换培养液，正常培

养１４ｄ，隔天换液。将细胞用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，
用甲醇固定，并用Ｇｉｅｍｓａ溶液染色。由２名研究人员独
立在显微镜下手动计数至少包含５０个细胞的菌落数。
计算细胞克隆形成率（ＰＥ）和存活分数（ＳＦ），ＰＥ＝菌落
形成数 ／接种数 ×１００％，ＳＦ＝ＰＥ测 试 组 ／ＰＥ对 照 组 ×
１００％。应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件 ５．０１，按照 ＳＦ＝１－
（１－ｅＤ／Ｄ０）Ｎ公式生成剂量 －生存曲线，并计算放射生
物学参数，包括平均致死剂量（Ｄ０）、准致死剂量阈值剂量
（Ｄｑ），临床实践中每日剂量 ２Ｇｙ（ＳＦ２），外推数（Ｎ），Ｄ０
时放射增敏比（ＳＥＲＤ０）＝Ｄ０对照组 ／Ｄ０实验组；Ｄｑ时放射
增敏比牗ＳＥＲＤｑ牘＝Ｄｑ对照组 ／Ｄ０实验组犤８犦。
１．５ 流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期

将 ＨｅＬａ细胞分为对照组、联合组、萝卜硫素组和
放射组。对照组不进行处理，联合组用含有 ＩＣ５０的萝卜
硫素和半数抑制剂量的放射线进行处理，萝卜硫素组用

含有 ＩＣ５０的萝卜硫素处理，放射组用半数抑制剂量的
放射线进行处理。将 ＨｅＬａ细胞以 ５×１０４个／孔接种于
６孔板内（每孔 ３ｍＬ），待细胞贴壁后，按上述分组分别
处理 ＨｅＬａ细胞 ２４ｈ，弃培养基，消化后转移至离心管
内，离心，弃上清液，根据试剂盒说明书，用流失细胞仪

检测细胞凋亡和细胞周期。

１．６ 蛋白质印迹（ＷＢ）法检测蛋白表达
以５×１０４／孔接种于６孔板内（每孔３ｍＬ），待细胞

融合加入，按 １．５项下方法分组，分别处理 ＨｅＬａ细胞
２４ｈ，收获细胞，根据细胞量加入细胞蛋白抽提液，进行
电泳，每孔上样量为 ２０μｇ，将印迹转移到聚偏氟乙烯
膜上，然后用５％脱脂牛奶在室温下封膜１ｈ，将膜与相
应抗体进行孵育，４℃过夜，用 ＴＢＳＴ缓冲液对膜进行２
次冲洗，将二抗（１∶５０００）在室温下孵育３０ｍｉｎ。用ＥＣＬ
法显色，采集图像进行分析。

１．７ 统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。试验结果采用

均数 ±标准差（Ｘ±ｓ）表示，分析前进行正态检验，用单
因素方差分析进行判断，组间两两比较用 ＳＮＫ－ｑ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞抑制作用的影响
随着萝卜硫素浓度的增加，ＨｅＬａ细胞抑制率增加，

与０μｍｏｌ／Ｌ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。萝卜
硫素对 ＨｅＬａ细胞的 ＩＣ５０为（７６．２８±９．２７）μｍｏｌ／Ｌ，故
选８０μｍｏｌ／Ｌ作为干预浓度。详见图１。
２．２ 放射线对ＨｅＬａ细胞抑制作用的影响

随着放射线剂量的增加，ＨｅＬａ细胞抑制率增加，与
０Ｇｙ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。放射线对
ＨｅＬａ细胞的半数抑菌剂量为（２．１３±０．２７）Ｇｙ，故选２Ｇｙ
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组别

对照组

萝卜硫素组

放射组

联合组

细胞凋亡率

１．９５±０．１３
３．１２±０．１８ａ

４．３５±０．４６ａｂ

６．３５±０．３７ａｂｃ

Ｇ０／Ｇ１
６２．５１±４．２８
６０．０７±４．５８
６０．３８±７．５９
６２．４８±６．７３

Ｓ
２５．９５±２．０６
２２．２９±３．１７ａ

２０．１４±５．３６ａｂ

１４．５０±４．８３ａｂｃ

Ｇ２／Ｍ
１１．５４±２．１７
１８．６４±０．２５ａ

１９．４８±３．５４ａｂ

２３．０２±４．９２ａｂｃ

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

注：与０μｍｏｌ／Ｌ相比，ａＰ＜０．０５。
图１ 萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞抑制作用的影响

抑制率 ／％

０ １０ ２０ ４０ ８０ １６０ ３２０

Ａ．对照组 Ｂ．萝卜硫素组 Ｃ．放射组 Ｄ．联合组
图４ 萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞凋亡的影响

１０２ １０３ １０４ １０５

１０５

１０４

１０３

１０２

１０２ １０３ １０４ １０５ １０２ １０３ １０４ １０５

１０５

１０４

１０３

１０２

１０２ １０３ １０４ １０５

１０５

１０４

１０３

１０２

１０５

１０４

１０３

１０２

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

ａ

ａ

ａ
ａ

萝卜硫素质量浓度 ／μｍｏｌ·Ｌ－１

注：与０Ｇｙ相比，ａＰ＜０．０５。
图２ 放射线对ＨｅＬａ细胞抑制作用的影响

抑制率 ／％
１２０

１００

８０

６０

４０

２０

０

－２０
０ １ ２ ４ ６ ８

放射线剂量 ／Ｇｙ

ａ

ａ

ａ
ａ ａ

存活率 ／％

ａ

ａ

０ ２ ４ ６ ８

１２０

１００

８０

６０

４０

２０

０

－２０

放射组

联合组

注：与放射组相比，ａＰ＜０．０５。

图３ 萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞放射敏感性的影响

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与萝卜硫素组比较，ｂＰ＜０．０５；
与放射组比较，ｃＰ＜０．０５。

表２ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞凋亡和细胞周期的影响（Ｘ±ｓ，％）

作为半干预剂量（Ｐ＜０．０５）。详见图２。
２．３ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞放射敏感性的影响

随着放射剂量的增加，放射组和联合组细胞存活率

均降低，且联合组各放射剂量的细胞存活率均低于放射

组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。萝卜硫素能提高
ＨｅＬａ细胞的放射敏感性，ＳＥＲＤ０和 ＳＥＲＤｑ分别为
１．５１７和２．０２４。详见表１和图３。

２．４ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞凋亡和细胞周期的影响
各组 ＨｅＬａ细胞 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例变化不显著，差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与对照组比较，其余各组
ＨｅＬａ细胞凋亡和Ｇ２／Ｍ期细胞比例增加，Ｓ期细胞比例

降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与萝卜硫素组和
放射组比较，联合组ＨｅＬａ细胞凋亡和Ｇ２／Ｍ期细胞比例
增加，Ｓ期细胞比例降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
详见表２和图４、图５。

２．５ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞中ＥＲＫ１／２，ｐ－ＥＲＫ１／２，
Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达的影响

与对照组比较，其余各组 ＨｅＬａ细胞中 ＥＲＫ１／２，
ｐ－ＥＲＫ１／２，Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与萝卜硫素组和放射组比较，
联合组 ＨｅＬａ细胞中 ＥＲＫ１／２，ｐ－ＥＲＫ１／２，Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ，
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
详见表３。
３ 讨论

萝卜硫素最早于 １９９２年在花椰菜芽中被发现，是
一种著名的抗癌化学预防剂，可抑制骨肉瘤细胞和其他

恶性肿瘤的生长，其肿瘤抑制作用已在临床试验中被评

估，包括前列腺癌患者的Ⅱ期试验犤９犦。虽然萝卜硫素的

表１ 剂量－生存曲线的放射生物学参数

注：－为无数据。

组别

放射组

联合组

Ｄ０
１．７５８
１．１５７

Ｄｑ
２．１７７
０．９８４

Ｎ
３．５４２
２．３４８

ＳＦ
０．５２９
０．３２４

ＳＥＲＤ０
－

１．５１７

ＳＥＲＤｑ
－

２．０２４

１２０

１００

８０

６０

４０

２０

０

－２０

ａ
ａ

８．５６ １２．５４
２４．９３

５３．０７

８１．００

０

０

１７．２６

４８．６２

７１．０８
８５．０７ ９０．６４

８８．４１

１００．００

５１．３８

２８．９２

９．３６

２．８５
放射线剂量 ／Ｇｙ

１４．９３

７．２０

４６．９３

３１．２６

１８．６２
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组别

对照组

萝卜硫素组

放射组

联合组

ＥＲＫ１／２
０．３２±０．０４
０．７６±０．０８ａ

０．９１±０．０５ａｂ

１．３８±０．２７ａｂｃ

ｐ－ＥＲＫ１／２
０．２８±０．０４
０．６２±０．０５ａ

０．７３±０．０７ａｂ

１．１７±０．２０ａｂｃ

Ａｋｔ
０．７５±０．０９
０．８１±０．１０ａ

１．０６±０．３７ａｂ

１．５４±０．４３ａｂｃ

ｐ－Ａｋｔ
０．２２±０．０３
０．２８±０．０２ａ

０．３６±０．０３ａｂ

０．５８±０．０９ａｂｃ

Ｃａｓｐａｓｅ－３
０．４３±０．０４
０．５２±０．０４ａ

０．６８±０．０５ａｂ

０．８２±０．０９ａｂｃ

·实验研究·
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Ａ．对照组 Ｂ．萝卜硫素组 Ｃ．放射组 Ｄ．联合组
图５ 萝卜硫素对 ＨｅＬａ细胞周期的影响

６００

４００

２００

０

细胞个数 ／个

０ ３０ ６０ ９０ １２０ １５０
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

细胞周期

频率 ／％

细胞个数 ／个

０ ３０ ６０ ９０ １２０ １５０

６００

４００

２００

０

细胞周期

频率 ／％

细胞个数 ／个

０ ３０ ６０ ９０ １２０ １５０

６００

４００

２００

０

细胞周期

频率 ／％

细胞个数 ／个

０ ３０ ６０ ９０ １２０ １５０

６００

４００

２００

０

细胞周期

频率 ／％

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与萝卜硫素组比较，ｂＰ＜０．０５；
与放射组比较，ｃＰ＜０．０５。

表３ 萝卜硫素对ＨｅＬａ细胞中 ＥＲＫ１／２，ｐ－ＥＲＫ１／２，Ａｋｔ，

ｐ－Ａｋｔ，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达的影响（Ｘ±ｓ）

抗癌作用已在众多研究中被报道，但其增强癌细胞放射

敏感性的作用至今未被研究。同时，相比于其他化学治

疗（简称化疗）药物的高毒性和多种不良反应，大鼠口服

有效剂量的萝卜硫素后，其最大血药浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，
但人类口服富含萝卜硫素的西兰花芽后，最大血药浓度

仅为２μｍｏｌ／Ｌ犤１０犦。本研究结果显示，萝卜硫素对体外培
养的 ＨｅＬａ细胞增殖有抑制作用，且呈浓度依赖性。在
克隆形成试验中，与未加萝卜硫素处理的细胞相比，萝

卜硫素处理细胞的放射敏感性呈剂量依赖性增加，表明

萝卜硫素可增强ＨｅＬａ细胞的放射敏感性。
细胞周期阻滞和凋亡被认为是萝卜硫素最重要的

作用机制犤１１犦。研究表明，在细胞周期中，Ｇ２／Ｍ期对放射
最敏感犤１２犦。因此，诱导细胞周期阻滞在 Ｇ２／Ｍ期的药物
在体内外都表现出了很强的放射敏感性。萝卜硫素在人

骨肉瘤Ｕ２ＯＳ细胞中诱导Ｇ２／Ｍ阻滞和凋亡犤１３犦，在人骨

肉瘤ＭＧ６３细胞中诱导生长阻滞，并以ｐ５３独立的方式
上调 ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１蛋白的表达犤１４犦。本研究中流式细

胞术结果显示，萝卜硫素或（和）萝卜硫素联合放射可抑

制Ｇ２／Ｍ期细胞周期进展，诱导ＨｅＬａ细胞凋亡。但萝卜
硫素和放射的确切协同作用机制目前尚不清楚。据报

道，激活 ＥＲＫ１／２和 Ａｋｔ激酶可使 Ｇ２／Ｍ期停止，增加
细胞对放射诱导的细胞死亡敏感。但辐射抵抗可能是由

于放射抑制 ＥＲＫ１／２和 Ａｋｔ，导致肿瘤细胞动态快速适
应，以维持生长和生存能力犤１５－１６犦。因此，ＥＲＫ１／２和Ａｋｔ
的激活可能增强肿瘤的放射敏感性。萝卜硫素通过引起

Ｇ２／Ｍ期阻滞来抑制ＬＭ８细胞的生长，表现为促进细胞

Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２的磷酸化，通过Ｃａｓｐａｓｅ－３的裂解和激
活，调节细胞凋亡和细胞增殖犤１７犦。在胰腺癌细胞中，萝

卜硫素通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＥＫ／ＥＲＫ通路诱导细
胞凋亡犤１８犦。本研究结果显示，萝卜硫素增强了放射诱导

的 ＥＲＫ１／２和 Ａｋｔ磷酸化，表明萝卜硫素可增强 ＨｅＬａ
细胞的放射敏感性。

综上所述，萝卜硫素通过 Ｇ２／Ｍ期阻滞诱导 ＨｅＬａ
细胞凋亡，并通过 ＥＲＫ和 Ａｋｔ的激活，增强了 ＨｅＬａ细
胞的放射敏感性。萝卜硫素联合放射可能有助于增强萝

卜硫素的抗肿瘤作用，提示萝卜硫素可能是一种有效的

放射增敏剂。
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