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萝卜硫素诱导 RASD1的表达促进宫颈癌 HELA细胞凋亡
及周期阻滞的机制研究 *

王士玉 王小云 靳成娟 徐圣杰 刘湘楠 邬素芳△

（上海交通大学附属第一人民医院妇产科 上海 200000）

摘要目的：探讨萝卜硫素靶向 RASD1，对宫颈癌细胞(HELA)凋亡及周期的影响机制。方法：不同浓度的萝卜硫素（SFN）作用于

HELA细胞 48h，采用 CCK-8法检测 SFN对 HELA细胞增殖的影响；采用 RT-PCR法检测 SFN对 RASD1基因 mRNA表达水平

的影响；采用 Western印迹法检测 SFN对 RASD1蛋白表达水平的影响；采用流式细胞技术检测加药以及过表达 RASD1对

HELA细胞凋亡及周期的影响，采用Western blot检测 HELA中 cleaved-caspase3和 cleaved-parp相关凋亡蛋白以及 p21和 cdc2

周期相关蛋白的影响。结果：SFN抑制宫颈癌细胞增殖，且加药组中 RASD1的 mRNA和蛋白表达水平明显高于对照组，差异有

统计学意义（P<0.05）。流式细胞凋亡分析结果提示：加 SFN或是过表达 RASD1细胞组凋亡率明显高于对照组，Western blot结果

表明加 SFN或过表达 RASD1后细胞 cleaved-caspase3以及 cleaved-parp蛋白水平升高，差异具有统计学意义（P<0.05）；ModFit

LT软件分析结果表明加 SFN或过表达 RASD1细胞 S期显著低于对照组，G2/M期细胞增多，同时Western blot结果示 p21蛋白

的表达水平增高，而 cdc2蛋白表达降低，其差异有统计学意义（P<0.05）。结论：在宫颈癌 HELA细胞中 RASD1作为 SFN的作用

靶点，诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞。
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Inhibition of Sulforaphane on the Proliferation of Cervical Cancer HELA
Cells Via Up-regulating RASD1*

To investigate the effect of SFN targeting RASD1 on apoptosis and cell cycle of human cervical cancer

HELA cells. HELA cells were treated with different concentrations of SFN for 48h. Cell proliferation was measured by CCK-8

assay. The mRNA and protein expression of RASD1 in HELA cells were detected by real time-PCR and Western blot, respectively. Then

HELA cells were treated with SFN or not, transfected with RASD1 and Control vector for 48h, cells apoptosis and cycle were detected by

Flow cytometry, Western blot detected the relative protein level. SFN inhibited the proliferation of HELA cells in a

concentration-time dependent manner. Furthermore, SFN treatment could induce the expression of RASD1 at the mRNA and protein

levels. Flow cytometry results suggested that the apoptosis ratio of cells with SFN or over-expression RASD1 cells was significantly

higher than their control group. Western blot results suggested that the expression levels of cleaved-caspase3 and cleaved-parp were

up-regulated than control group (P<0.05). ModFit LT analysis demonstrated that in the SFN plus group or RASD1 over-expression group

the percentage of cells in S phase less than control group, and more than in G2/M phase clearly. Western blot shows cells with SFN or

over expressing RASD1 remarkable increasing the level of p21 protein and decreasing the level of cdc2 protein (P约0.05).
RASD1 as a target of SFN inducing HELA cells apoptosis and cell cycle arrest.
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前言
萝卜硫素(SFN)，主要从西兰花中提取的一种硫氰酸盐[1]。

萝卜硫苷作为 SFN的前体，抑制Ⅰ相 P450细胞色素酶，激活

·基础研究·
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细胞内某些Ⅱ相金属还原酶，调节致癌物的代谢。最初张等研

究发现 SFN除了在体外起抑癌作用，在大鼠体内也能够抑制

肿瘤形成[2，3]。异硫氰酸酯可以在 DNA水平起作用或影响信号

转导通路，以剂量依赖的方式诱导细胞周期停滞，然后启动细

胞凋亡程序导致细胞死亡[4-8]。至今 SFN影响致癌物的代谢起

到的抑癌作用机制仍然不确定。RAS信号通路在细胞增殖调控

中起着关键作用[9]。RASD1是 RAS超家族中编码小 GTP酶的

30 kDa的 G蛋白成员，Kemppainen等最初在地塞米松诱导的

at-20小鼠细胞中发现 RASD1基因最早发生特异性改变，所以

也叫 Dexras1[10]。已有研究发现 RASD 1抑制小鼠肺癌及腺癌

细胞的生长，且抑制胶质瘤细胞迁移和侵袭[11,12]。Sanjeev等发

现 RASD1在列腺癌细胞中通过抑制 G1/S期进展来抑制细胞

增殖[13]。但是 Both等研究发现 RASD1在骨肉瘤细胞中作为候

选癌基因过表达后促进细胞增殖[14]。Kim等发现 RASD1参与

脂肪的生成[15]。在宫颈癌中的 RASD1作用机制的研究未见报

道。本实验以宫颈癌 HELA细胞为体外研究对象，探讨 SFN靶

向 RASD1对宫颈癌细胞凋亡及周期的影响的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

宫颈癌细胞株购置上海科学生物研究所（从美国 ATCC细

胞库引进）。SFN（赣州华汉生物有限公司，≥ 95%）；DMEM/F12

培养基（GIBCO）；胎牛血清（GIBCO公司）；胰蛋白酶（GIBCO

公司）；CCK8试剂盒（日本同仁）；RIPA裂解液（上海碧云天生

物有限公司）；SDS-PAGE凝胶配制试剂盒（上海碧云天生物有

限公司）；anti-cleaved-caspase3、anti-cleaved-parp（美国 ABCAM

公司）, anti-RASD1（北京博奥森有限公司）, anti-p21、anti-cdc2

（美国 CST公司），GAPDH、二抗（武汉三鹰生物有限公司）；

Annexin V-FITC／PI试剂盒 (美国 BD公司)；RT-PCR试剂盒

（日本 TaKaRa公司）。

1.2 仪器

细胞二氧化碳细胞培养箱（MCO-17A1C，日本 Nikon 公

司）；蛋白电泳槽、电泳仪 ( DYCP-3Ldn、DYY-6C，美国

Bio-Rad 公司)，转膜仪（Mini Trans-Blot Cell 美国 Bio-Rad 公

司）；多功能酶标检测仪（Multiskam FC，美国 Thermo 公司）；

流式细胞仪（BD Accuri C6，美国 BD公司）；Real-time PCR仪

器（美国 Allied Biosystems公司）；凝胶成像系统（Gel Doc XR

美国 Bio-Rad公司）。

1.3 方法

1.3.1 HELA细胞传代培养 HELA细胞采用 DMEM/F12完

全培养基培养，含 10%FBS、1%双抗（100 U/mL青霉素 /链霉

素），置于 37℃、5%CO2恒温培养箱中培养，75%-85%时，用

0.25%胰酶消化，待细胞变圆加入新培养基终止消化，并以 1:3

比例进行传代培养。

1.3.2 CCK8检测 SFN对 HELA细胞增殖的影响 取对数生

长期的 HELA细胞经胰蛋白酶消化、重悬后，以 3× 103个 /孔

细胞数接种于 96孔板中，待细胞贴壁密度为 50%-60%时后，

弃去旧培养基，分别加入不同浓度的 SFN培养液（0、10、20、

30、50 滋mol/L），继续置于培养箱中培养 48 h后弃去旧培养基，

加入 90 滋LDMEM培养基，再加入 10 滋LCCK8试剂，轻轻震荡

混匀后置于培养箱中继续培养 30 min，然后放置酶标仪中于

450 nm处测定吸光度(A)值，设 4个复孔。计算细胞相对存活

率＝（实验组 A值 -空白孔 A值）/（对照组 A值 -空白孔 A

值）× 100%。

1.3.3 RASD1 在 HELA细胞中的过表达 RASD1重组质粒

的设计上海基凯基因有限公司完成，LIPO3000转染剂，最后采

用 RT-PCR和 Western blot 方法对稳定转染的 HELA 细胞中

RASD1 mRNA和蛋白表达水平进行检测。

1.3.4 RT-PCR检测 HELA细胞中 RASD1表达水平 将处理

后的 HELA细胞用胰酶消化溶于 1 mL Trizol中。氯仿、异丙

醇、无水乙醇三步法提取细胞 RNA，DEPC水溶解。分光光度计

对提取的 RNA进行浓度测定及定量，将所得 RNA经反转录试

剂盒逆转为 cDNA。设计合成所需的引物，以反转录 cDNA为

模板，使用 Real-time试剂盒，检测 RASD1的mRNA水平表达。

1.3.5 Western-blot 检测 将所得变性的蛋白上样经 10%

PAGE胶跑电泳后，PVDF膜转 1.5 h，脱脂奶粉抗原封闭 60

min，分别与兔源性 cleaved-caspase3、RASD1、p21、GAPDH、鼠

源性 cleaved-parp、cdc2于 4℃孵育 10 h，与兔 /鼠二抗（1:5000

稀释）室温孵育 1 h，发光显影。

1.3.6 流式细胞术检测细胞凋亡 收取经过 SFN0、30 滋mol/L
处理 48h的细胞以及转染 RASD1、空白质粒 48 h的 HELA细

胞，PBS洗涤 2次，加入 500 滋L binding buffer和 5 滋LAnnex-
inV-FITC，室温避光孵育 15min再加入 PI染液 5滋L孵育 5min，

上机检测，计算细胞凋亡率,实验重复 3次。

1.3.7 流式细胞术检测细胞周期 收取经过 SFN0、30 滋mol/L
处理 48h的细胞以及转染 RASD1、空白质粒 48 h的 HELA细

胞，PBS洗涤 2次，加入 75%乙醇于 -20℃过夜，700 rpm离心

3 min，PBS洗 2次，加 500 滋L PI染液避光孵育 15 min，上机检

测，ModFit LT软件计算各周期细胞比率，实验重复 3次。

1.4 统计学方法

采用统计学软件 SPSS20.0对统计数据进行分析，两组间

比较采用 t检验，各组间采用 Bartlett's检验，P<0.05有统计学
意义。

2 结果

2.1 SFN对于HELA细胞增殖的影响以及对RASD1表达的影响

CCK8 实验结果由图 1 所示，SFN 处理 HELA 细胞 48 h

后，SFN浓度为 10 滋mol/L时对 HELA细胞的增殖有明显的抑

制作用，且随 SFN浓度增高 HELA细胞的相对存活率降低越

明显，与空白对照组比较以及各组件比较差异有统计学意义

（P<0.05）(图 1A)。SFN处理的 HELA细胞中 RASD1的 mRNA

表达水平明显升高（P<0.05）(图 1B)，且随着 SFN的浓度增高，

升高更明显。SFN细胞组中 RASD1蛋白表达水平显著高于空

白对照组（P<0.05）(图 1C)，说明 SFN诱导 RASD1的表达。

2.2 过表达 RASD1对于 HELA细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测细胞凋亡结果，见图 2示细胞加 30 滋mol/L
的 SFN，细胞凋亡率增高（3.733 ± 0.3844%，vs 12.637 ±

0.5885%，P<0.05），主要发生在早期凋亡阶段(图 2A)。RASD1

过表达后 HELA细胞细胞凋亡率也增高（9.033 ± 0.809%，vs

2.400 ± 0.152%，P<0.05），且主要发生在早期凋亡阶段 (图
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图 1 SFN对宫颈癌 HELA细胞的增殖的影响(A),以及对 RASD1的 mRNA水平和蛋白水平的影响(B,C)

Fig.1 Effects of sulforaphane on the proliferation of HELA cells, and the mRNA and protein expression of RASD1(B, C)

SFN: Sulforaphane, * P约0.05, ** P约0.005, **** P约0.0001 compared with 0 滋M group; x依s, n=3.

2B)。加 SFN后或 RASD1过表达细胞中 cleaved-caspase3以及

cleaved-parp蛋白表达相对于各自对照组都显著升高 (P<0.05)
(图 2C, D)，说明 SFN以及 RASD1是通过激活cleaved-caspase3

以及 cleaved-parp的表达诱导 HELA细胞凋亡。

2.3 过表达 RASD1对于 HELA细胞周期的影响

流式细胞仪检测细胞周期，ModFit LT软件分析各时相细

胞的含量，G0/G1/S/G2/M期细胞的百分比，结果见图 3显示加

SFN 30 滋mol/L的 HELA细胞组，相比于其对照组，S期细胞明

显减少（16.32 ± 2.391%, vs 3.050 ± 0.4822%，P<0.05），G2/M
显著增多（21.05 ± 1.495%，vs 51.32 ± 0.7990%，P<0.05），
G0/G1期细胞减少（62.30 ± 0.7033%, vs 45.36 ± 0.1367%，

P<0.05）(图 3A)。RASD1过表达后 HELA细胞中 S期细胞较

对照转染组明显减少（22.68 ± 0.078%，vs 17.42 ± 0.1946%，

P<0.05），G2/M增高（20.24 ± 0.693%，vs 25.73 ± 1.391%，

P<0.05），G0/G1期无明显变化（57.06 ± 0.656%，vs 57.77 ±

0.702%）(图 3B)。SFN以及 RASD1 过表达细胞中 cdc2 蛋白

表达明显降低，p21表达增高，相比于各自对照组(P<0.05)(图
3C，D)，说明 SFN以及 RASD1 可能通过上调 p21 以及下调

cdc2蛋白的表达诱导 HELA细胞 G2/M期阻滞。

3 讨论

SFN是目前在蔬菜中发现的抗癌活性最强的天然物质，已

有大量实验研究表明 SFN对肿瘤细胞各个阶段作用不同，通

过转录因子 NRF2的介导在癌变起始期阶段具有抗炎、抗氧化

应激作用，防止细胞癌变的功能 [16，17]。在肝癌 HepG2细胞中

SFN主要是通过线粒体介导的途径，细胞接收到凋亡信号后，

Bcl-2家族蛋白增加线粒体膜的通透性，Ca2+以及细胞色素 C

被释放到胞质中，进而激活 caspase-3/7和 caspase-9，进一步剪

切其底物多聚 (ADP-核糖) 聚合酶 parp成 cleaved parp活体，

DNA修复被终止，诱导凋亡[18]。在非小细胞肺癌 H1299中通过

调节细胞周期相关蛋白 cyclin B1, cyclin D1和 cyclin K表达，

引起细胞周期的阻滞[11，12]。同时在肺癌 A549细胞中 SFN不仅

抑制细胞增殖，在抗细胞迁移方面也有重要作用 [19]。据报道

SFN抑制肿瘤血管形成，是治疗转移性黑色素瘤的天然产品[20]。

SFN通过抑制水通道蛋白 -8和 NOX 2的表达，从而降低了白

血病细胞 B1647细胞的存活率[21]。其也能通过抑制肿瘤细胞自

噬，上调 HSP70的表达诱导细胞凋亡 [22]。SFN的代谢物通过

caspase-3的激活引起的微管蛋白降解，促进肿瘤细胞凋亡，降

低紫杉醇耐药性 [23]。除了对癌细胞增殖凋亡起作用，Axelsson

等研究发现 SFN还能通过核转录因子 NRF 2抑制糖异生关键

酶的表达，抑制肝细胞中葡萄糖的生成，从而可降低 2型糖尿

病患者的空腹血糖和糖化血红蛋白水平 [24]。细胞周期分为

G0/G1、S、G2/M，S期为 DNA复制期及损伤修复期；G2期为细

胞快速增长期以及有丝分裂准备期；M期则是细胞生长停止期
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图 2 SFN、过表达 RASD1对 HELA细胞的凋亡率的影响（A,B）以及对凋亡相关蛋白 cleaved-caspase3和 cleaved-parp表达的影响（C,D）

及其统计学分析。

Fig.2 Effects of SFN and over-expressed RASD1 on the HELA cell apoptotic rates（A, B）and the protein expression of cleaved-caspase3

and cleaved-parp investigated by Western blot assay（C, D）and statistical analysis.

HELA-exCON: control group; HELA-exRASD1: transfected with RASD1 group; * P约0.01,** P约0.005, **** P约0.0001; x依s, n=3.

以及进行有序的有丝分裂期。细胞 DNA损伤或复制不完全时，

细胞内 p21蛋白表达被促进且积聚增多，p21作为一种重要的

细胞周期调控蛋白，它参与细胞的分裂、生长、分化、衰老及死

亡过程，同时又与肿瘤的发生关系密切，它通过作用其他相关

周期蛋白 cyclin以及 CDK，使得细胞停滞在 G1或是 G2期，

以维持细胞基因组稳定性 [25]；同时 DNA损伤主要发生在 G1

或 G2期，DNA断裂后形成片段，细胞解体形成凋亡小体，最

终导致细胞走向凋亡[26]。可见细胞周期阻滞和凋亡的发生是相

互联系的。在宫颈癌中已有相关研究证明 SFN下调 CyclinB1

的表达诱导其细胞 G2/M阻滞，进而抑制细胞增殖[27]。

RASD1作为 RAS家族的小 G蛋白，有研究表明其通过

ERK 1/2信号通路抑制小鼠支持细胞的增殖[28]。Govindan等研

究发现 RASD1抑制乳腺癌 MCF-7 细胞以及肺腺癌 A549 细

胞克隆集落的形成，腺病毒感染 A549细胞后其生长受到抑

制，细胞凋亡率增高，并且裸鼠皮下成瘤也被抑制[11，12]。Dalgin

等研究表明 RASD1的丢失导致肾癌细胞对抑癌信号的反应不

敏感，而对生长信号的敏感性增高[29]。Gao等在胶质瘤细胞中

研究发现过表达 RASD1后，细胞的增殖以及细胞周期没有受

到影响，细胞骨架重排抑制细胞迁徙转移，同时介导

AKT/mTOR信号通路的活性[11，12]。但是现有研究证据表明在不

同细胞中 RASD1的生物学功能不一致，在骨肉瘤中发现其作

为癌基因，具有促癌作用[14]。近年来，RASD 1作为一种新型的

雌激素信号传感器，在包括女性生殖器官在内的各种系统中得

到了广泛的关注，Tian等研究发现花萼素在乳腺癌雌激素受体

阳性 MCF-7、T47D 细胞中，上调 RASD1的表达，抑制细胞增

殖，在阴性细胞中未发现相同作用[30，31]，另外研究发现 RASD1

通过介导MAPK依赖通路，控制昼夜节律对光输入的反应及

反应敏感性，在周期昼夜调节方面影响深远[32]，但是 RASD1在

妇科肿瘤中的研究未见报道。

本实验结果发现，SFN作用宫颈癌 HELA细胞 48 h后，细
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图 3 SFN以及过表达 RASD1对 HELA细胞周期的影响(A，B)，周期相关蛋白 cdc2以及 p21的表达情况（C, D），统计学分析。

Fig.3 Effects of SFN and over-expression RASD1 on the HELA cell cycle progression(A, B), and the protein expression of cdc2 and p21 investigated

byWestern blot assay（C, D）and statistical analysis.

HELA-exCON: control group; HELA-exRASD1: over-expression RASD1 group; * P约0.01,**P约0.005, ****P约0.0001; x依s, n=3.

胞存活率下降，具有浓度依赖性，同时我们发现且 HELA细胞

中的 RASD1的 mRNA以及蛋白水平的表达增高。另外 SFN

或是过表达 RASD1后细胞凋亡率均增加，且主要发生在早期

凋亡阶段，伴随着细胞中促凋亡蛋白 cleaved-caspase3蛋白水

平上升，作为 caspase3的剪切体蛋白增多，说明内源性凋亡途

径被激活，以及 parp的剪切体 cleaved-parp蛋白水平上升表明

DNA修复被终止，进一步启动下游凋亡进程，导致 HELA细胞

的最终凋亡。SFN促使细胞凋亡增加幅度大于过表达 RASD1

细胞的凋亡增加幅度，有可能是因为 SFN还通过其他靶点或

者途径来促进凋亡。Hsu等在结直肠癌细胞中研究发现 cdc2

蛋白介导细胞周期的 G1期和 G2/M期的进程，cdc2蛋白表达

水平的下调以及降解会引起细胞周期阻滞[33]。本实验细胞周期

结果显示，细胞经过 SFN处理或是过表达 RASD1后，细胞周

期调控蛋白 p21蛋白水平上升以及 cdc2蛋白表达水平降低，S

期细胞所占比率减少，G2/M期增多，且 SFN使得细胞 G1期

减少以及 G2/M期阻滞更加明显，而 G1期细胞所占比率变化

不明显，也说明 RASD1可能不是 SFN的唯一作用靶点，还存

在其它的靶点。对于 RASD1诱导细胞 G2/M期阻滞，这与 Gao

等在胶质瘤细胞中研究结果证据不一致，可能是和不同肿瘤以

及不同细胞系特性有关，有待于进一步探索。本实验证实了

SFN靶向 RASD1促进 HELA细胞凋亡的同时也诱导其细胞

周期 G2/M 期阻滞，从而抑制细胞增殖，也只是在宫颈癌

HELA细胞中进行实验研究，RASD1是否能在其他宫颈癌细

胞系中以及体内也具有相同的作用及机制，还需要进一步研究

证实。现已证明 RASD1通过凋亡内源性途径来介导的，是否也

参与其他两条途径来调节细胞凋亡以及内源性凋亡途径验证

有待于进一步详细实验研究，并且 RASD1可能是 SFN作用下

游的靶点之一,有待于进一步探索 SFN作用的其他靶点。

总之，本研究首次证明萝卜硫素可通过诱导 RASD1的表

达促进宫颈癌 HELA细胞的早期凋亡及诱导细胞周期 G2/M

期阻滞，为将来探讨萝卜硫素以及 RASD1在宫颈癌细胞中的

作用机制的研究提供了一定的实验依据。
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