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Akt/HIF-1α信号通路在二氧化硒诱导

PC12细胞损伤中的作用 
李永金*  谢简明  张  谊  杨开勇  陈月芳  黄晓佳

(江苏大学医学院药理学教研室, 镇江 212013)

摘要      该文主要探讨Akt/HIF-1α(hypoxia inducible factor-1α)信号通路在二氧化硒(SeO2)
诱导大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤PC12细胞损伤中的作用。将PC12细胞暴露于不同浓度的SeO2(40、
80、160 μmol/L)24 h以诱导细胞发生损伤。采用噻唑蓝还原法和乳酸脱氢酶漏出率检测法测

定细胞损伤程度, 倒置显微镜观察细胞形态的变化, 用丙二醛(malonic dialdehyde, MDA)和超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)试剂盒检测细胞内活性氧类活性氧类(reactive oxygen 
species, ROS)水平, Hoechst 33342单荧光染色法观察细胞凋亡, 免疫印迹法检测细胞HIF-1α、磷

酸化Akt(phosphorylated Akt, p-Akt)、淋巴瘤/白血病-2(B cell lymphoma/leukemia-2, Bcl-2)、 Bcl-2
相关X蛋白(Bcl-2 associated X protein, Bax)、PI3k、p53和Caspase-3(cysteinyl aspartate specific 
proteinase-3)的表达。结果显示, 二氧化硒可呈剂量依赖性地诱导PC12细胞损伤, 导致细胞内ROS
增多和细胞凋亡, 引起细胞皱缩, 轴突变短。p-Akt、HIF-1α、p53、Caspase-3表达上调, Bax/Bcl-2
表达比例显著增加。由此说明, 二氧化硒诱导PC12细胞损伤, 导致细胞凋亡, 与其激活细胞Akt/
HIF-1α信号通路, 进而促进p53、Bax/Bcl-2、Caspase-3的表达及胞内ROS增加有关。
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Role of Akt/HIF-1α Signaling Pathway in PC12 Cell Injury 
Induced by Selenium Dioxide

Li Yongjin*, Xie Jianming, Zhang Yi, Yang Kaiyong, Chen Yuefang, Huang Xiaojia 
(Department of Pharmacology, Jiangsu University School of Medicine, Zhenjiang 212013, China)

Abstract       This article was to investigate the role of Akt/HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) signaling 
pathway in the injury of PC12 cells induced by selenium dioxide (SeO2) in rat adrenal pheochromocytoma. PC12 
cells were exposed to different concentrations of SeO2 (40, 80, 160 μmol/L) for 24 h to induce cell injury. The cell 
viability was measured by MTT assay. Morphological changes of cells were observed by inverted microscope. The 
degree of cell injury was measured by lactate dehydrogenase leakage detection. The intracellular production of 
reactive oxygen species (ROS) was measured by assessing superoxide dismutase (SOD) and malonic dialdehyde 
(MDA) levels, cell apoptosis was determined by Hoechst 33342 staining, and the levels of HIF-1α, p-Akt, Bcl-
2, Bax, PI3k, p53 and Caspase-3 were determined by Western blot. Selenium dioxide could induce the damage 
of PC12 cells in a dose-dependent manner, and potentiated oxygen radical production and cell apoptosis, causing 
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cell shrinkage and axonal shortening. The levels of p-Akt, HIF-1α, p53, Caspase-3 (cysteinyl aspartate specific 
proteinase-3) were up-regulated and the ratio of Bax/Bcl-2 expression was significantly increased by selenium 
dioxide in PC12 cells. These results indicated that the damage of PC12 cells causing cell apoptosis was induced by 
selenium dioxide, which was related to the activation of Akt/HIF-1α signaling pathway and the expression of p53, 
Bax/Bcl-2, Caspase-3 and intracellular free radicals.

Keywords       selenium dioxide; PC12 cells; cell apoptosis; HIF-1α; signaling pathway

1817年, Berzelius首次发现了新未知元素并命

名为硒(selenium, Se)。1957年, Schwarz等[1]证实了

硒为人体新陈代谢所必需的营养素, 随着研究的深

入, 人们渐渐认识到硒的特性及其特点。但硒的生

理剂量与中毒剂量范围较窄, 一旦摄入超出一定剂

量, 易引起中毒[2-3]。硒的毒性因类别的不同差异很

大, 不同行业有着不同的标准, 有的相差几倍甚至几

十倍[4]。目前对硒的研究多集中在与抗氧化、提高

免疫力以及降低心血管疾病、抗肿瘤等方面[5-6], 而
对硒的毒性的系统研究报道较少[7]。

在神经细胞损伤过程中, 有多种因子参与了

细胞的凋亡过程, 其中低氧诱导因子-1(hypoxia-
inducible factor-1, HIF-1)受到了广泛的关注。HIF-1
是细胞在缺氧条件下活化的重要转录因子, 由α和β
两个亚基组成, 其中HIF-1α是决定其活性的功能性

亚基。在缺氧诱导脊髓神经细胞凋亡过程中, HIF-
1α表达上调, 提示HIF-1α参与了细胞的损伤过程[8]。

目前, 重金属铅诱导的PC12细胞损伤中证实HIF-
1α出现明显上调[9]。但HIF-1α是否参与调节硒诱

导的神经细胞凋亡, 是否经由经典的PI3k/Akt通路, 
仍不明确。关于HIF-1α是否参与二氧化硒(SeO2)
诱导的细胞凋亡及硒中毒引发的细胞凋亡鲜有提

及。

p53基因具有促进细胞凋亡的作用。p53基因

可以通过Bax/Bcl-2等蛋白调控细胞凋亡。有学者

认为, p53还可以直接刺激线粒体释放高毒性的活性

氧类(reactive oxygen species, ROS)引发凋亡[10]。细

胞凋亡是一种复杂的生化过程, 有许多蛋白质参与

了这一过程, 包括凋亡前体蛋白Bax和抗凋亡蛋白

Bcl-2, Bax/Bcl-2比值成为凋亡的重要生化指标[11]。

Caspase-3(cysteinyl aspartate specific proteinase-3)在
Caspase家族中有着重要的地位, 是最重要的效应蛋

白裂解酶。可以说Caspase-3是细胞凋亡蛋白酶级联

反应的必经之路。被激活的Caspase-3使细胞、胞核

及细胞骨架等的重要蛋白酶失活, 关闭DNA复制和

修复, 破坏DNA和细胞核结构, 诱导凋亡小体的形

成, 执行细胞凋亡的功能[12-14]。

本研究选用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤PC12细胞

作为实验对象以模拟神经细胞, 用不同浓度的SeO2

诱导损伤, 测定生化指标的差异。探讨HIF-1α及其

通路和p53、Caspase-3等在SeO2诱导PC12细胞损伤

中的作用, 为硒的毒理学安全性评价和合理应用, 特
别是硒对神经毒性损伤提供参考依据。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤PC12细胞株购自中国

科学院上海细胞库; DMEM培养基和胰蛋白酶购美

国自Gibco公司; 新生牛血清购自杭州四季青生物

工程材料有限公司; SeO2购自上海迈瑞尔化学有限

公司; 乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)、超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)及丙二

醛(malonic dialdehyde, MDA)检测试剂盒购自海门

市碧云天生物技术研究所; 噻唑蓝[3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide, 
MTT]购自美国Amresco公司 ; Hoechst 33342购自

美国Gibco公司; 兔抗B细胞淋巴瘤/白血病-2(B cell 
lymphoma /leukemia-2, Bcl-2)单克隆抗体购自美国

Cell Signaling Technology公司 ; 兔抗HIF-1α、Bcl-2
相关X蛋白(Bcl-2 associated X protein, Bax)多克隆

抗体购自美国ImmunoWay公司; 兔抗Akt、PI3K、

p53、Caspase-3多克隆抗体购自美国Santa Cruz 
Biotechnology公司; 鼠抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)
单克隆抗体购自上海康城生物有限公司; 辣根过氧

化物酶或荧光基团标记的二抗购自北京康为世纪公

司; 底物化学发光试剂购自美国Millipore公司。其

余试剂均为国产分析纯。

1.2   仪器与设备

电泳和蛋白质转膜设备及凝胶成像系统、
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Model 680酶标仪购自美国Bio-Rad公司 ;  CO2培

养箱购自Thermo公司; 台式冷冻离心机购自美国

Thermo Fisher公司; 超净台购自苏州净化设备总厂; 
CKX41倒置显微镜购自日本Olympus公司; 倒置荧

光显微镜购自德国Carl Zeiss公司。

1.3   细胞培养及药物处理

将PC12细胞用含10%新生牛血清、1×105 U/L
青霉素、100 mg/L链霉素的高糖DMEM培养基培

养, 置于含5% CO2和95%空气的37 °C培养箱中培养, 
每2 d换液1次, 待单层细胞生长至80%后传代培养。

SeO2用双蒸水配置成100 mmol/L储存液, 临用时用

DMEM稀释至所需浓度。实验用细胞均处于指数生

长期。将细胞按5×107/L密度接种于96孔板和24孔
板中, 培养24 h后加入不同浓度的SeO2, 使其终浓度

分别为0、40、80、160 μmol/L, 其中0 μmol/L为对

照组(Control), 继续培养24 h, 对照组加入相应体积

的DMEM。

1.4   细胞存活率检测

采用MTT还原法检测细胞存活率。药物处理

结束后, 培养板每孔中加入MTT(终浓度为0.5 g/L), 
37 °C反应4 h, 倾去培养液, 每孔加入100 μL DMSO, 
待完全溶解后, 于490 nm处测定各孔吸光度。按公

式: 细胞增殖抑制率(%)=(1–处理组吸光度/对照组

吸光度)×100%, 计算抑制率。采用LDH漏出率检测

法检测细胞死亡率, 按照LDH试剂盒说明书进行操

作, 并计算各组胞内LDH的含量。

1.5   细胞内SOD、MDA含量检测

实验分组同上, 采用黄嘌呤氧化酶法和硫代巴

比妥酸法测定细胞内SOD和MDA的含量, 检测按试

剂盒说明书操作。

1.6   细胞形态学检测

用不同浓度SeO2处理PC12细胞后, 于普通光学

倒置显微镜下观察细胞形态并拍照。

1.7   细胞凋亡检测

取对数生长期的PC12细胞, 以每孔2×104细胞

接种于24孔培养板中, 染毒处理后弃去培养液, 用
PBS洗涤, 然后用冰甲醇固定细胞10 min。吸去固定

液, 加入Hoechst 33342染色液(终浓度为10 mg/L), 于
室温下反应5 min, 经PBS洗涤后, 用荧光酶标仪在激

发光波长350 nm, 发射光波长460 nm检测24孔培养

板中荧光强度, 用倒置荧光显微镜观察培养板中细

胞的核变化并计算凋亡小体的数量。

1.8   Western blot检测HIF-1α、p-Akt、Bcl-2、Bax、
Caspase-3、p53、PI3k蛋白质水平

PC12细胞经不同浓度的SeO2处理后, 收集细

胞, 提取总蛋白并测定蛋白浓度。以30 μg总蛋白

上样进行电泳, 转膜封闭后加入抗HIF-1α(1000 1׃)、
p-Akt(1000 1׃)、PI3k(1000 1׃)、Bax(1000 1׃)、Bcl-
和(000 1׃1)Caspase-3、(000 1׃1) P53、(000 1׃1)2
GAPDH(1000 7׃)抗体于4 °C反应过夜。洗涤后, 将
膜和相应二抗(1000 5׃)在室温下反应1 h, 以底物化

学发光试剂显色后, 以凝胶成像系统(Tanon 5200, 南
京麦高德生物科技公司)进行扫描, 以Image J软件分

析各条带灰度值。以GAPDH条带灰度值作参照, 进
行半定量分析。

1.9   统计学处理

数据均以means±S.D.表示, 应用SPSS 16.0统计

软件进行分析, 多组间均数比较采用单因素方差分

析, 两组间比较用Bonferroni检验法, P<0.05为差异

有统计学意义。

2   结果
2.1   SeO2对PC12细胞存活率和LDH的影响

实验结果表明, PC12细胞经不同浓度的SeO2 

(40、80、160 μmol/L)处理24 h细胞存活率逐渐降低, 
具有剂量依赖性, 40 μmol/L SeO2即可引起细胞出

现损伤(图1A)。经计算, SeO2引起PC12细胞损伤的

IC50为(194.00±16.78) μmol/L。此外,  LDH漏出率实

验结果也表明, SeO2可剂量依赖性引起PC12细胞损

伤(图1B)。
2.2   SeO2损伤PC12细胞后SOD和MDA的水平变化

本实验采用比色法检测SeO2诱导PC12细胞损

伤后细胞内SOD、MDA含量的变化。结果如图2所示, 
PC12细胞经不同浓度SeO2处理24 h后, 随着药物浓

度的逐渐加大, 细胞内SOD含量明显下降, 而MDA
的含量明显增加。这提示ROS水平增加。

2.3   SeO2对PC12细胞形态的影响

如图3所示, 对照组PC12细胞形态完整且饱满, 
并且轴突较长。经40 μmol/L SeO2损伤24 h后, PC12 
细胞密度减少并开始出现死亡; 而160 μmol/L SeO2

则使细胞的胞体明显皱缩成圆形, 轴突变短变少, 导
致大量细胞死亡。 
2.4   SeO2对PC12细胞凋亡的影响

荧光染料Hoechst 33342能少许透过正常细胞



李永金等: Akt/HIF-1α信号通路在二氧化硒诱导PC12细胞损伤中的作用 1425

的细胞膜, 产生的蓝色荧光也较弱; 而凋亡细胞由于

膜通透性增强, 从而进入细胞膜内的染料比正常细

胞多, 故荧光强度加强。如图4A所示, 经不同浓度

的SeO2处理细胞24 h后, 对照组细胞核呈现均匀弥

散荧光, 80 μmol/L的SeO2可导致细胞的细胞核浓缩

碎裂, 出现凋亡小体, 蓝色荧光增强; 而160 μmol/L
的SeO2则可导致大量细胞出现凋亡, 蓝色荧光进

一步增强, 荧光强度和Hoechst阳性细胞数目经统

计学分析与对照组相比差异有统计学意义(图4)。
2.5   SeO2对HIF-1α、PI3k、p-Akt、Bax、Bcl-2、
p53、Caspase-3蛋白质水平影响

Bcl-2家族基因与细胞凋亡关系密切, 其中Bcl-2

和Bax是一对正负凋亡的调节基因, 通过表达的蛋

白质发挥促进或抑制细胞凋亡的作用[15], 细胞出现

损伤的过程中, 可造成Bax/Bcl-2表达比例增高, 进
而导致细胞凋亡。本实验通过Western blot的方法

检测了HIF-1α、PI3k、p-Akt、Bax、Bcl-2、p53、
Caspase-3的蛋白质水平变化。如图5所示, 细胞经

不同浓度SeO2处理24 h后, 与对照组相比, HIF-1α、
p-Akt 、p53和Caspase-3表达明显上调, Bax/Bcl-2表
达比例明显升高, PI3k变化不明显。

3   讨论
目前已知的关于硒益处的研究有很多, 如硒
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图1   SeO2对PC12细胞存活率和LDH含量的影响

Fig.1   Effect of SeO2 on the viability and LDH content in PC12 cells 
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图2   SeO2降低细胞SOD活力和升高MDA水平

Fig.2   SeO2 decreases SOD ativity and decreases MDA level in PC12 cells 
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图3   SeO2诱导PC12细胞形态学的变化

Fig.3   Morphological changes in PC12 cells induced by SeO2

A: PC12细胞经SeO2的处理24 h后, 细胞出现明显凋亡; I: 对照组; II: 40 μmol/L SeO2组; III: 80 μmol/L SeO2组; IV: 400 μmol/L SeO2组, 箭头表示

凋亡阳性细胞核。B: 统计分析Hoechst阳性细胞数量。C: 统计分析荧光强度。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

A: PC12 cells underwent cell apoptosis after treatment with SeO2 for 24 h; I: control group; II: 40 μmol/L SeO2 group; III: 80 μmol/L SeO2 group; 
IV: 400 μmol/L SeO2 group; the arrows indicated apoptotic nucleus. B: statistical analysis of Hoechst positive cells number. C: statistical analysis of 
fluorescence intensity. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图4   SeO2诱导了PC12细胞凋亡

Fig.4   SeO2 induces the cell apoptosis in PC12 cells 
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可以抗氧化作用、诱导癌细胞凋亡作用、机体免

疫调节作用、抑制肿瘤血管生成、保护遗传物质

结构和功能等, 而硒的毒性尤其是神经毒性研究

甚少, 其机理至今模糊不清[16]。本研究结果显示, 

SeO2处理PC12细胞24 h后, 免疫印迹法分析HIF-1α(A)、p-Akt(B)、PI3k(C)、Bax/Bcl-2(D)、p53(E)、Casepae-3(F)的表达变化。*P<0.05, 
**P<0.01, 与对照组比较。

After the challenge with SeO2 in PC12 cells for 24 h, the expression levels of HIF-1α (A), p-Akt (B), PI3k (C), Bax/Bcl-2 (D), p53 (E), Casepae-3 (F) 
were analyzed by immunoblotting. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图5   SeO2增加PC12细胞中p-Akt、HIF-1α、Bax/Bcl-2、p53、Caspase-3水平

Fig.5   SeO2 increases levels of p-Akt, HIF-1α, Bax/Bcl-2, p53 and Caspase-3 in PC12 cells 
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SeO2(40~160 μmol/L)可剂量依赖性地引起大鼠

PC12细胞损伤, 诱导细胞出现凋亡。此外, SeO2诱

导了PC12细胞 p-Akt、HIF-1α、p53、Bax/Bcl-2、
Caspase-3的水平上调。以上结果提示, SeO2可通过

激活p-Akt、HIF-1α、p53和Casepase-3进而启动细

胞凋亡程序, 导致PC12细胞发生凋亡。

本研究中, 将PC12细胞暴露于不同浓度的SeO2 

24 h, 存活率明显降低, LDH漏出率增加, 细胞轴突

缩短减少, 胞体变圆。此外, SeO2还能引起细胞内

SOD和MDA含量水平的变化。SOD是一种蛋白酶, 
可清除ROS, 发挥抗氧化作用, 保护细胞免受损伤。

当机体抗氧化体系能力降低时, 过量ROS攻击生物

膜而引发脂质过氧化反应, 导致过氧化产物如MDA 
大量产生。因而SOD活性降低和MDA含量增加均

提示ROS水平的增加, 可间接反映细胞氧化应激的

程度, 说明细胞损伤可能与细胞内ROS水平的增加

有关。此结果与当前所认识的含硒化合物是一种极

好的自由基清除剂相左, 其中谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-Px)含有硒元素, 是一种极好的ROS清除剂, 对
于硒导致的ROS上升这一机制鲜见报道。主要原因

可能与剂量有关, 大剂量40~160 μmol/L作用24 h导
致的ROS上升, 并引起后续的HIF-1α上调促进细胞

凋亡。

大量研究显示, 缺氧以及非缺氧性刺激下, 
PI3k/Akt信号通路在HIF-1α表达和活性调控过程中

可能起重要作用[17]。p-Akt是PI3k激活Akt发生磷酸

化的活化产物, Akt只有磷酸化后被活化成为p-Akt
时才具有生物学功能, 直接或间接影响多种转录因

子表达和促凋亡蛋白活性, 从而实现整个信号通路

的生物活性[18-19]。但在SeO2诱导PC12细胞损伤中

p-Akt和HIF-lα之间是直接相互调控还是通过其他

相关蛋白间接调控尚不清楚, 本研究显示HIF-lα的
上调与p-Akt的上调具有正相关性, 说明SeO2影响了

p-Akt的表达而进一步上调HIF-1α的表达。观察p-Akt
上游通路PI3k是否受到影响, 结果表明, p-Akt的上

游基因PI3k未受到SeO2的影响。

HIF-1α是机体缺氧适应性反应过程中的一种极

其重要的核转录因子, HIF-1α及其介导的信号通路

在神经细胞损伤过程中发挥了重要作用。一些化学

物质, 尤其是氯化钴能诱导HIF-1α表达明显上调并

集中于核内, 最终因HIF-1α过表达导致细胞损伤[20]。

2-甲氧雌甾二醇作为HIF-1α的抑制剂可发挥保护作

用[22], 表明HIF-1α可能参与了神经细胞损伤。在本

实验中, 40~160 μmol/L SeO2作用PC12细胞24 h后, 
发现细胞内ROS水平升高, 进而导致HIF-1α表达明

显增加, 并且呈现出剂量依赖性, 表明HIF-1α信号通

路可能参与了PC12细胞损伤过程。

荧光染色实验结果证实, PC12细胞损伤后表

现出体积缩小、细胞核皱缩等典型凋亡表现, 表明

SeO2可诱导细胞出现凋亡性死亡。细胞凋亡是一种

复杂的生化过程, 有许多蛋白质参与了这一过程, 包
括Bax和Bcl-2。Bax是一种凋亡前体蛋白, 可刺激细

胞色素c释放和Caspase-3的激活, 诱导细胞发生凋

亡; 而Bcl-2可抑制细胞色素c的释放, 是一种抗凋亡

蛋白[22-23]。细胞Bax表达增加或Bcl-2表达减低均提

示细胞进入凋亡状态, Bax/Bcl-2比值是一种重要的

凋亡生化指标[24]。

经典凋亡通路中, Caspase-3是Caspase家族的

中的最重要的凋亡执行者, 是细胞凋亡过程中的主

要效应因子。Caspase-3的活化是凋亡进入不可逆

阶段。无论是死亡受体途径中, 活化的Caspase-8
或Caspase-10激活下游的Caspase-3最终导致细胞

的凋亡; 还是线粒体途径中, 线粒体释放细胞色素

c至细胞质中, 激活因子Apaf1, Apaf1和Caspase-9
酶原结合, 使Caspase-9酶原活化, 激活Caspase-3从
而启动细胞凋亡,  Caspase-3都是必由通路。因此,  
Caspase-3的上调表明SeO2诱导的PC12细胞发生了

不可逆转的凋亡。但SeO2对PC12细胞的凋亡诱导

是通过死亡受体通路还是通过线粒体凋亡通路或者

兼有, 还有待于进一步的研究。

已有研究表明, HIF-1α的上调也可引起Bax/
Bcl-2比值上升, 进而发生细胞凋亡[25]; 抑制HIF-1α
的表达则可减少Bax/Bcl-2比值[26]。p53基因也可

通过Bax/Bcl-2蛋白调控细胞凋亡; 本实验中PC12
细胞经SeO2处理后HIF-1α表达上调, p53表达增加, 
Bax/Bcl-2表达比值增加, 确认SeO2可通过增加HIF-
1α、p53表达, 继而上调Bax/Bcl-2表达比例, 促进

Caspase-3的激活, 诱导细胞凋亡。

综上所述, SeO2诱导PC12细胞损伤, 导致细胞

凋亡, 其与激活细胞Akt/HIF-1α信号通路, 进而促进

p53、Bax/Bcl-2、Caspase-3的表达及胞内ROS增加

有关。鉴于不同硒化合物在细胞内的代谢途径具有

相似性[27], 提示高剂量硒元素可能通过上调HIF-1α
导致神经细胞凋亡。
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