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В представленной работе было исследовано влияние селенопротеина SelK человека на способность клеток
линии BGC�823 рака желудка человека к адгезии в Матригеле и к миграции, изученной методом трансмемб�
ранного перехода клеток. Было установлено, что при сверхэкспрессии рекомбинантного белка SelK в клет�
ках BGC�8 их способность к адгезии значительно снижалась по сравнению с нетрансфицированными клет�
ками, не экспрессирующими этот белок (р < 0,01). При этом катастрофически падала также и способность
этих клеток к миграции (р < 0,01). Было установлено, что при сверхэкспрессии усеченной с С�конца формы
белка SelK (ct�SelK) клетки обладали почти такой же способностью к адгезии и к миграции, как и исходные
нетрансфицированные BGC�8. В то же время исследования, проведенные на клетках линии HEK�293 по�
чек эмбриона человека, показали, что при сверхэкспрессии белка SelK или его усеченной формы способ�
ности клеток к адгезии или миграции были примерно одинаковыми (p > 0,05). Помимо влияния на адгезию
и миграцию сверхэкспрессия селенопротеина SelК сопровождалась снижением жизнеспособности культу�
ры клеток BGC�8 (определено колориметрическим тестом с использованием МТТ) и индукцией апоптоза
(определяли методами конфокальной микроскопии и проточной цитофлуорометрии). С использованием
проточной цитофлуорометрии было также установлено, что в цитозоле этих клеток повышался уровень сво�
бодных ионов Ca2+. В то же время сверхэкспрессия SelK в клетках HEK�293 не приводила ни к существен�
ному снижению их жизнеспособности, ни к индукции апоптоза, и лишь только уровень свободного каль�
ция в цитозоле заметно возрастал. Все полученные нами результаты свидетельствуют о том, что SelK может
ингибировать способность раковых клеток человека к адгезии на Матригеле и к миграции, снижать жизне�
способность трансфицированных клеток и индуцировать их апоптоз. Сопровождающий эту сверхэкспрес�
сию выход Ca2+ из эндоплазматического ретикулума может являться одним из механизмов воздействия се�
ленопротеина К на все эти процессы. Мы установили, что все вышеперечисленные эффекты на клетки ока�
зывает только полноразмерный белок SelK, поскольку сверхэкспрессия усеченного с С�конца селенопроте�
ина К не приводила к аналогичным результатам. Эмбриональные клетки человека не реагировали столь ра�
дикально, как раковые, на повышение уровня Ca2+ в цитозоле, а следовательно, они имели более широкий
диапазон устойчивости к подобным колебаниям концентрации этих ионов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: селенопротеин, SelK, раковые клетки, адгезия, миграция, кальциевый гомеостаз.

Селен выполняет важную роль в функцио�
нировании антиоксидантов, метаболизме тире�
оидных гормонов, поддержании мужской фер�

тильности, иммунных процессах и развитии
мышечной ткани [1–8]. Недостаток селена мо�
жет приводить к появлению различных заболе�
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ваний, таких как болезнь Кешана, иммунной
недостаточности, нейродегенерации, заболева�
ниям сердечно�сосудистой системы и раку [5, 9,
10]. Селен обнаруживается в составе селенопро�
теинов и в форме селеноцистеина, расположен�
ного в активном центре ферментов [7].

Существуют различные виды селенопротеи�
нов у животных. Двадцать пять из них были
идентифицированы у млекопитающих и трид�
цать пять – у всех животных вместе взятых [8,
11]. Большинство селенопротеинов существуют
как растворимые белки цитозоля и являются
ключевыми ферментами антиоксидантной или
других систем. Семь селенопротеинов у млеко�
питающих локализованы в эндоплазматическом
ретикулуме (ЭР), в т.ч. Sep15 и SelK, �M, �S, �N
и �T [12–14]. Эти белки выполняют различные
функции в клетках. Например, Sep15 принима�
ет участие в контроле сворачивания (фолдинга)
белков в ЭР, SelS – в ретротранслокации непра�
вильно свернутых белков из ЭР в цитозоль, SelT
и SelN регулируют кальциевый гомеостаз [14].
Однако не все функции селенопротеинов выяс�
нены к настоящему времени. Так, было проде�
монстрировано, что SelK млекопитающих ва�
жен для протекания процесса выхода Ca2+ из ЭР
во время активации клеток иммунной системы
[15]. Показано также, что этот белок имеет вы�
сокое сродство к дерлину�1 (degradation in endo�
plasmic reticulum protein 1) и принимает участие
в дерлинзависимом экстрагировании непра�
вильно свернутых белков из ЭР в цитозоль [16].
Однако функции SelK в раковых клетках чело�
века не были полностью выяснены, хотя и было
продемонстрировано, что «нокдаун» этого белка
в клетках гепатокарциномы HepG2 приводил к
апоптозу, индуцируемому агентами ЭР�стресса,
и к гибели клеток [17].

Биологические функции dSelK, гомолога
белка SelK у D. melanogaster, были изучены ранее
различными методами: анализом на микрочи�
пах, ПЦР в режиме реального времени, конфо�
кальной сканирующей микроскопии и др. [18].
Было установлено, что сверхэкспрессия dSelK в
клетках S2 у D. melanogaster приводила к выходу
ионов кальция из ЭР и увеличению уровня сво�
бодного Ca2+ в цитозоле [18].

Целью представленной работы было иссле�
дование воздействия человеческого SelK на ра�
ковые клетки путем изучения влияния этого
белка на способность клеток человека BGC�823
к миграции и адгезии на Матригеле; в качестве
контрольных были выбраны эмбриональные
клетки человека HEK�293. Было установлено,
что сверхэкспрессия SelK в клетках BGC�823
ингибировала их миграцию и адгезию. Одновре�
менно SelK индуцировал в этих клетках апоптоз.

Сверхэкспрессия усеченной с С�конца формы
этого белка не приводила ко всем вышеназван�
ным изменениям. Предполагается, что повыше�
ние уровня Ca2+ в цитозоле является механиз�
мом, лежащим в основе индукции апоптоза бел�
ком SelK в раковых клетках BGC�823.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Клетки Escherichia coli DH5α и
плазмида pDsRed2�N1 были подарены проф. Лее
из Сеульского государственного университета
Южной Кореи. Плазмида pDsRed2�C1�SelK бы�
ла создана в нашей лаборатории на основе плаз�
миды pDsRed2�C1 [18]. Клетки линии BGC�823
рака желудка человека и клетки линии HEK�29
почек эмбриона человека были получены от
представителя Коллекции клеточных структур
Китайской академии наук в Шанхае. Также в ра�
боте использовали липофектамин 2000, среду
RPMI�1640 и фетальную сыворотку крупного
рогатого скота («Invitrogen», США); пеницил�
лин и стрептомицин («Solabio», Китай); камеру
с двумя отделениями, разделенными пористой
мембраной, для изучения клеточной миграции
сквозь мембрану («Corning», США); Матригель
(«American BD Company», США); Fluo�3/AM
(«Biotium», США); hoechst 33342 и набор
Annexin V�FITC («Neobioscience Technology»,
Китай); наборы для экстракции плазмид, экстрак�
ции гелей и ПЦР («Axygen», США); ДНК�поли�
меразу Taq, различные мономерные dNTP, рест�
риктазы XhoI, EcoRI, NheI, KpnI, ДНК�лигазу
Т4 и набор маркеров для определения молеку�
лярных масс ДНК («TaKaRa», Китай).

Конструирование плазмиды, кодирующей усе�
ченный белок SelK. Усеченная последователь�
ность ДНК, не кодирующая С�концевую часть
белка SelK, была получена методом ПЦР с ис�
пользованием праймеров P1ctF/P1ctR, спроек�
тированных на основе полноразмерной после�
довательности SelK мРНК. P1ctF (прямой прай�
мер): 5'�CGAGCTCGCCACCATGGTTTACATC�
TCGAACGGACA�3' (подчеркнут участок рестрик�
ции SacI), P1ctR (обратный праймер): 5'�GG�
GGTACCTGGCCCTCTTCCATCATCATA�3'
(подчеркнут участок рестрикции KpnI). Прай�
меры были синтезированы фирмой «Sangon
Biotech» (Китай). В усеченной с С�конца форме
белка SelK (ct�SelK) отсутствовало 28 аминокис�
лотных остатков в С�концевой части молекулы.
ПЦР проводили с использованием в качестве
матрицы плазмиды pDsRed2�C1�SelK, кодиру�
ющей полноразмерный белок SelK. Очищенные
продукты ПЦР, содержащие последователь�
ность, кодирующую усеченный белок SelK, бы�
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ли расщеплены рестриктазами SacI и KpnI и
встроены в плазмиду pDsRed2�N1 по соответству�
ющим комплементарным участкам. Результиру�
ющий вектор экспрессии был назван pDsRed2�
N1�ct�SelK. Структура вставки из плазмиды бы�
ла подтверждена путем двойной рестрикции с
помощью SacI и KpnI и последующим секвени�
рованием последовательности ДНК этой вставки.

Выращивание клеток и их кратковременная
трансфекция. Клетки BGC�823 и HEK�293 куль�
тивировали в среде RPMI�1640, содержавшей
10%�ную фетальную сыворотку и по 100 мкг/мл
пенициллина и стрептомицина, при 37° в атмос�
фере 5%�ного CO2. Трансфекцию выполняли с
использованием липофектамина 2000 в соответ�
ствии с инструкцией производителя.

Определение адгезии клеток на Матригеле.
Клетки BGC�823 и HEK�293 трансфицировали
плазмидой pDsRed2�C1�SelK (полноразмерный
ген SelK), pDsRed2�N1�ct�SelK (усеченная фор�
ма) или pDsRed2�N1 («пустая» плазмида) в тече�
ние 48 ч в 6�луночных планшетах. В это время
готовили покрытые Матригелем 96�луночные
микропланшеты. Сначала их обрабатывали Мат�
ригелем (50 мкг/мл) в течение 1 ч при 37°. Затем
жидкость удаляли из лунок и проводили блоки�
рование 2%�ным БСА в течение 1 ч при 37°.
Трансфицированные клетки собирали с исполь�
зованием трипсина, ресуспендировали в среде
1640 и высевали в покрытые Матригелем мик�
ропланшеты в количестве 1 × 105 клеток в лунку.
Планшеты инкубировали в течение 1 ч при 37°,
жидкость из лунок удаляли и промывали их бу�
фером PBS для удаления неприкрепившихся кле�
ток. К прикрепленным клеткам добавляли куль�
туральную среду и раствор МТТ (по 100 и 10 мкл
в лунку соответственно) и инкубировали в тече�
ние 3 ч при 37°. Жидкость из лунок удаляли и
растворяли образовавшийся краситель в ДМСО
(по 100 мкл в лунку) в течение 10 мин при встря�
хивании. Значение поглощения при 570 нм в
лунке было пропорционально количеству прик�
репившихся клеток.

Тестирование клеточной миграции. Миграцию
трансфицированных клеток BGC�823 и HEK�293
изучали методом трансмембранного перехода.
Трансфицированные клетки собирали путем
трипсинизации монослоя, действие трипсина
нейтрализовали добавлением культуральной
среды 1640 с 10%�ной сывороткой, а клеточную
суспензию центрифугировали при 200 g в течение
5 мин и ресуспендировали в среде 1640 с 1%�ной
сывороткой до концентрации 2 × 106 клеток/мл.
Камеры с двумя отделениями, разделенными
пористой мембраной (диаметр пор 8 мкм), по�
мещали в 24�луночный планшет, содержавший
среду 1640 с 20%�ной сывороткой (по 600 мкл в

лунку), высевали клетки на верхнюю сторону
мембраны и инкубировали в течение 24 ч при
37°. По окончании инкубации клетки с верхней
поверхности мембраны удаляли механически, а
клетки на нижней поверхности фиксировали
метанолом в течение 30 мин, промывали буфе�
ром PBS и окрашивали 0,1%�ным кристалли�
ческим фиолетовым в течение 20 мин. Окра�
шенные клетки тщательно промывали водой и
подсчитывали с использованием флуоресцент�
ного микроскопа.

Изучение жизнеспособности клеточных куль�
тур с использованием МТТ. Количество живых
клеток BGC�823 и HEK�293 оценивали в МТТ�
тесте [19]. Жизнеспособность культур трансфи�
цированных клеток выражали в процентах от�
носительно жизнеспособности контрольных не�
трансфицированных клеток, принятой за 100%.

Детектирование апоптоза с использованием
hoechst 33342. Клетки выращивали на покровных
стеклах в пластиковых лунках микропланшетов
и трансфицировали соответствующими плазми�
дами, как было описано выше. После этого
клетки дважды промывали буфером PBS и окра�
шивали их ДНК с использованием hoechst 33342
в течение 5 мин при 37°. Морфологию окрашен�
ных клеточных ядер исследовали с использова�
нием лазерного сканирующего конфокального
микроскопа MTC�600 («Bio�Rad», США). Ци�
топлазму клеток исследовали после окрашива�
ния Fluo�3/AM, образующим флуоресцирую�
щий комплекс со свободными ионами Ca2+, как
это описано ниже.

Детектирование апоптоза методом проточной
цитофлуорометрии. Детектирование проводили
после окраски клеток с помощью конъюгата ан�
нексин V–ФИТЦ, взаимодействующего с фос�
фатидилсерином на поверхности клеточной
мембраны [20]. Клетки BGC�823 и HEK�293
трансфицировали соответствующими плазми�
дами в течение 48 ч, собирали и ресуспендиро�
вали в 100 мкл 1× буфера для связывания из со�
ответствующего набора до конечной концентра�
ции 1 × 106 клеток/мл. Затем клетки окрашивали
конъюгатом аннексин V–ФИТЦ (5 мкл в 200 мкл
1× буфера для связывания) в течение 10 мин при
37°. Проточную цитофлуорометрию проводили
с использованием цитофлуориметра FACScan
(«Becton�Dickinson», США). Дот�плоты были
построены следующим образом: значения FL1
(интенсивность зеленой флуоресценции ФИТЦ)
представлены на оси абсцисс, FL2 (интенсив�
ность красной флуоресценции тега dsRed, явля�
ющегося красным флуоресцирующим белком) –
на оси ординат. Было проанализировано по
меньшей мере по 10 000 клеток из каждого об�
разца. Обработка данных проводилась с ис�
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пользованием программы Cell Quest («Becton�
Dickinson»).

Определение уровня свободного кальция внут�
ри клеток методом проточной цитофлуорометрии.
Уровень свободных ионов Ca2+ в цитозоле кле�
ток BGC�823 и HEK�293 определяли путем их
окрашивания с помощью красителя Fluo�3/AM,
образующего с этими ионами комплекс Fluo�3–
Ca2+, зеленую флуоресценцию которого наблю�
дали с помощью проточного цитофлуориметра.
Интенсивность эмиссии флуоресценции этого
комплекса была пропорциональна концентра�
ции свободного Ca2+ в цитозоле [21]. Через 48 ч
после трансфекции клеточный монослой разру�
шали смесью трипсин–ЭДТА, клетки дважды
промывали ледяным буфером PBS, собирая их
центрифугированием. Затем клетки ресуспен�
дировали в 300 мкл среды 1640 в отсутствие сы�
воротки и антибиотиков и инкубировали с 5 мкл
Fluo�3/AM в течение 30 мин при 37°. По окончании
инкубации клетки вновь промывали 2 × 300 мкл
PBS и анализировали с помощью проточного
цитофлуориметра. Дот�плоты строили следую�
щим образом: значения FL1 (интенсивность зе�
леной флуоресценции Fluo�3) представляли на
оси абсцисс, FL2 (интенсивность красной флуо�
ресценции dsRed) – на оси ординат.

Статистический анализ. Полученные данные
анализировали одномерным ANOVA, а статис�
тическую значимость различий между трансфи�
цированными и контрольными группами кле�

ток определяли по t�критерию Стьюдента. Все
данные были представлены как средние значе�
ния ± s.d. Статистическая значимость различий
между группами клеток и высота степени значи�
мости рассматривались при уровне значений
р < 0,05 и р < 0,01 соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сверхэкспрессия белка SelK в клетках BGC�823
приводит к нарушению их способности к адгезии
на Матригеле. Способность раковых клеток к
адгезии на внеклеточном матриксе является
важным условием метастазирования злокачест�
венных опухолей. Как следует из рис. 1, А, пос�
ле сверхэкспрессии полноразмерного белка
SelK (группа клеток SelK) в раковых клетках
BGC�823 трансфицированные клетки демонстри�
ровали существенно более низкую способность
к адгезии на Матригеле по сравнению с нетранс�
фицированными клетками (Con1), с клетками, в
которых был сверхэкспрессирован усеченный
белок SelK (ct�SelK), или с клетками, трансфи�
цированными «пустой» плазмидой pDsRed2�N1,
несущей только репортерный ген красного флуо�
ресцирующего белка (Con2) (р < 0,01). Несмотря
на то, что сверхэкспрессия ct�SelK в клетках
BGC�823 приводила к некоторому уменьшению
уровня адгезии этих клеток, степень редукции
адгезивной способности клеток была незначи�

Рис. 1. Влияние сверхэкспрессии селенопротеина K на сцепление клеток BGC�823 и HEK�293 с Матригелем. А – Адге�
зию раковых клеток BGC�823 при сверхэкспрессии в них полноразмерного селенопротеина К (SelK) или его усеченной с
С�конца формы (ct�SelK) анализировали через 48 ч после трансфекции. Нетрансфицированные клетки (Con1) и клетки,
трансфицированные «пустой» плазмидой pDsRed2�N1, несущей ген красного флуоресцирующего белка (Con2); В – адге�
зия эмбриональных клеток HEK�293, трансфицированных, соответственно, теми же плазмидами, что и клетки BGC�823.
Все данные представлены как средние значения ± s.d. по трем экспериментам; ** р < 0,01
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тельной по сравнению с контролями Con1 и
Con2 (в обоих случаях р > 0,05). Эти данные по�
казывают, что активным являлся только полно�
размерный SelK. В то же время эмбриональные
клетки линии HEK�293, в которых был сверхэк�
спрессирован полноразмерный SelK, не демон�
стрировали существенного падения способнос�
ти к адгезии по сравнению с клетками ct�SelK
или Сon2 (р > 0,05), а только лишь по сравнению с
нетрансфицированными клетками Con1 (р < 0,05).

Сверхэкспрессия белка SelK в клетках BGC�823
приводит к ингибированию их способности к миг�
рации. Миграционная способность клеток
BGC�823 после сверхэкспрессии в них полно�
размерного белка SelK (группа клеток SelK),
была существенно снижена по сравнению с
клетками ct�SelK, Con2 и Con1 (р < 0,01), кото�
рые между собой демонстрировали примерно
одинаковую способность к миграции (рис. 2, A
и C). Несмотря на то, что воздействие полнораз�

Рис. 2. Влияние сверхэкспрессии селенопротеина K на миграцию клеток BGC�823 и HEK�293. А – Изображения мигри�
ровавших раковых клеток BGC�823 на нижней стороне мембраны: клетки SelK (d), ct�SelK (с), Con2 (b) и Con1 (а). Клет�
ки подсчитывали с помощью флуоресцентного микроскопа при 400× увеличении; B – изображения мигрировавших эмб�
риональных клеток HEK�293, трансфицированных так же, как и клетки BGC�823; С и D – гистограммы, представляю�
щие результаты подсчета количества мигрировавших клеток BGC�823 и HEK�293 соответственно. Все данные представ�
лены как средние значения ± s.d. по трем экспериментам; ** р < 0,01
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мерного SelK на миграцию клеток BGC�823 бы�
ло более существенным, чем на их адгезию (ср.
рис. 1, А и 2, С), в обоих случаях активным был
только полноразмерный белок, поскольку сверх�
экспрессия его укороченной формы (ct�SelK) не
оказывала заметного влияния на клеточную
миграцию (р > 0,05).

Так же, как и в случае с адгезией на Матриге�
ле, миграционная способность эмбриональных
клеток HEK�293 после сверхэкспрессии полно�
размерного SelK была сравнима со способ�
ностью к миграции у клеток, экспрессирующих
усеченную форму SelK (ct�SelK) или трансфици�
рованных «пустой» плазмидой (Con2) (р > 0,05),
но в отличие от случая с адгезией была значи�
тельно редуцирована по сравнению с нетранс�
фицированными клетками (Con1) (р < 0,01)
(рис. 2, B и D).

Сверхэкспрессия белка SelK в клетках BGC�823
приводит к снижению их жизнеспособности. Как
следует из рис. 3, А, жизнеспособность клеток
BGC�823 значительно снижалась после сверх�
экспрессии в них полноразмерного белка SelK
(р < 0,01). В то же время сверхэкспрессия усе�
ченного белка ct�SelK лишь немного изменяла
жизнеспособность этих клеток по сравнению с
контрольными клетками (Con1 и Con2) (р > 0,05).
Жизнеспособность эмбриональных клеток
HEK�293 после сверхэкспрессии SelK лишь нез�
начительно отличалась от жизнеспособности
клеток ct�SelK, Con2 и Con1 (р > 0,05) (рис. 3, B).

Сверхэкспрессия белка SelK в клетках BGC�823
приводит к индукции апоптоза. В отсутствие
сверхэкспрессии белка SelK в клетках BGC�823
не наблюдалось никаких признаков апоптоза
(рис. 4, А). Напротив, после сверхэкспрессии
полноразмерного белка SelK (красная флуорес�
ценция тега dsRed в экспрессированном гиб�
ридном белке SelK) (рис. 4, В, а) клетки стано�
вились меньше, а их мембраны выпячивались в
виде пузырьков и формировали отделяющиеся
от клеточной поверхности везикулы (клетки де�
монстрируют зеленое флуоресцентное окраши�
вание в цитоплазме при тестировании на Ca2+ с
красителем Fluo�3/AM). Кроме этого наблюда�
лось появление апоптотических телец в ближай�
шем окружении клеток (рис. 4, В, b). Ядра кле�
ток (флуоресценция голубого цвета при окраске
ДНК с помощью hoechst 33342) становились бо�
лее плотными (рис. 4, B, c). С клетками HEK�293
после сверхэкспрессии SelK существенных из�
менений не происходило (ср. рис. 4, С и D).

Можно отметить, что уровень экспрессии
полноразмерного белка SelK был во всех случа�
ях немного ниже, чем у его усеченной с С�конца
формы. Это объясняется тем, что белок SelK
длиннее белка ct�SelK, а его экспрессия требует
образования селеноцистеина в результате до�
вольно сложного процесса.

Анализ методом проточной цитофлуорометрии
показал, что степень апоптоза клеток BGC�823
при сверхэкспрессии в них белка SelK была зна�

Рис. 3. Жизнеспособность клеток BGC�823 и HEK�293 при сверхэкспрессии в них селенопротеина K. А – Жизнеспособ�
ность культуры клеток BGC�823 при сверхэкспрессии полноразмерного селенопротеина К (SelK) или его усеченной фор�
мы (ct�SelK), а также культур нетрансфицированных клеток (Con1) или клеток, трансфицированных «пустой» плазмидой
pDsRed2�N1 (Con2); В – жизнеспособность культур клеток HEK�293, трансфицированных, соответственно, теми же
плазмидами, что и клетки BGC�823. Жизнеспособность клеток определяли в МТТ�тесте. Все данные представлены как
средние значения ± s.d. по трем экспериментам; ** р < 0,01
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чительно более высокой, чем в клетках, экспрес�
сирующих ct�SelK (р < 0,01), и более высокой,
чем в этих же клетках при сверхэкспрессии
«пустой» плазмиды (Con) (р < 0,05) (рис. 5, A и
C). С другой стороны, степень апоптоза клеток
HEK�293 при сверхэкспрессии в них белка SelK
была лишь незначительно выше, чем при сверх�

экспрессии ct�SelK или после их трансфекции
«пустой» плазмидой (Con) (рис. 5, B и D).

Сверхэкспрессия SelK сопровождается увели�
чением уровня свободного кальция в цитозоле.
Методом проточной цитофлуорометрии было
показано, что уровень свободных ионов Ca2+ в
цитозоле клеток BGC�823 после сверхэкспрес�

Рис. 4. Изучение методом лазерной сканирующей конфокальной микроскопии клеток BGC�823 и HEK�293 после сверх�
экспрессии в них селенопротеина К. А и С – Клетки BGC�823 и HEK�293 соответственно, трансфицированные «пустой»
плазмидой, экспрессирующей dsRed; B и D – клетки BGC�823 и HEK�293 соответственно после сверхэкспрессии в них
полноразмерного белка SelK, несущего тег dsRed; а – трансфицированные клетки, испускающие флуоресценцию красно�
го цвета, обусловленную наличием гена красного флуоресцирующего белка в «пустой» плазмиде (А и С) или тега dsRed в
экспрессированном гибридном белке SelK (B и D), были затем окрашены красителем hoechst 33342, что обусловило голу�
бое свечение ядер этих клеток (с), и красителем Fluo�3/AM, придающим зеленое свечение цитоплазме и ЭР и позволяю�
щим выявлять вариации в этих структурах (b); d – изображение, полученное при слиянии изображений а, b и c. Увеличе�
ние при лазерной конфокальной микроскопии составило 60×
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Рис. 5. Анализ методом проточной цитофлуорометрии апоптоза клеток BGC�823 и HEK�293 после сверхэкспрессии в них
селенопротеина К. А и В – Дот�плоты для клеток BGC�823 и HEK�293 соответственно, трансфицированных «пустой»
плазмидой, несущей ген красного флуоресцирующего белка (Con), или для тех же клеток после сверхэкспрессии белков
ct�SelK или SelK, содержащих тег dsRed; С и D – гистограммы, представляющие результаты расчета степени апоптоза
клеток BGC�823 и HEK�293 соответственно. Все данные представлены как средние значения ± s.d. по трем эксперимен�
там; * р < 0,05, ** р < 0,01. После трансфекции клеток в течение 48 ч соответствующими плазмидами, несущими красный
флуоресцирующий белок, они были окрашены ФИТЦ�аннексином V и проанализированы c помощью проточного ци�
тофлуориметра. На дот�плотах: FL1�H – интенсивность зеленой флуоресценции ФИТЦ, FL2H – интенсивность красной
флуоресценции тега dsRed. Было проанализировано по меньшей мере по 10 000 клеток из каждой группы. Для обсчета по�
лученных данных была использована программа Cell Quest
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сии в них полноразмерного белка SelK был зна�
чительно выше, чем после сверхэкспрессии ct�SelK
или в клетках, трансфицированных «пустой»
плазмидой (Con) (р < 0,01). Напротив, после
сверхэкспрессии усеченной формы ct�SelK су�
щественной разницы по сравнению с контролем
не наблюдалось (р > 0,05) (рис. 6, A). После
сверхэкспрессии SelK в клетках HEK�293 уро�
вень свободного Ca2+ в цитозоле был существенно
выше, чем в клетках ct�SelK (р < 0,05) (рис. 6, B).
Можно заметить, что все вариации уровней сво�
бодного кальция в трансфицированных клетках
HEK�293 происходили не так, как вариации
способностей этих клеток к адгезии и миграции
или как изменения в жизнеспособности клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Метастазирование раковой опухоли – это
многостадийный процесс, начинающийся с ин�
вазии раковых клеток в соседние ткани. За этим,
как правило, следует миграция клеток в крово�
ток путем их проникновения через слой эндоте�
лия, перемещение вдоль кровяного русла и пос�
ледующая миграция из сосуда и размножение в
тканях различных органов. Конечной стадией
является прорастание кровеносных сосудов во
вновь образовавшуюся растущую раковую опу�
холь [22]. Адгезия на Матригеле и возможность
к миграции являются важными характерными
признаками способности раковых клеток к ме�
тастазированию. Было установлено, что некото�
рые селенопротеины тесно связаны с процесса�
ми метастазирования раковых опухолей. Нап�

ример, сверхэкспрессия селенсвязывающего
протеина типа 1 (SBP1) в клетках линии HCT116
рака толстой кишки человека не только ингиби�
рует клеточную пролиферацию и активирует
апоптоз, но также снижает способность раковых
клеток к миграции [23]. Другим примером явля�
ется глутатионпероксидаза типа 2 (GPX2), кото�
рая стимулирует пролиферацию клеток HT29
аденокарциномы толстой кишки человека, но
ингибирует их миграцию и инвазию in vitro [24].
Это ингибирующее воздействие GPX2 осущес�
твляется, по�видимому, независимо от ее анти�
оксидантной активности. Известно также, что
сверхэкспрессия GPX3 в клетках линий PC3 и
DU145 рака простаты человека и клетках опухо�
ли LNCaP приводит к значительной редукции
их способности к инвазии in vitro [23].

Мы впервые установили, что сверхэкспрес�
сия человеческого селенопротеина К в клетках
линии BGC�823 рака человека ингибирует их
способность к адгезии на Матригеле и к мигра�
ции in vitro, а следовательно, может приводить к
снижению метастазирования этих трансфици�
рованных клеток. Мы показали, что такими
блокирующими свойствами обладал только
полноразмерный белок SelK, тогда как его усе�
ченная с С�конца форма (ct�SelK) меньше влия�
ла на клеточную адгезию и, по�видимому, не
влияла на миграцию трансфицированных кле�
ток. Из проведенных нами экспериментов сле�
довало, что уровень экспрессии полноразмер�
ного SelK был всегда немного ниже, чем у белка
ct�SelK, поскольку первый имел большие разме�
ры, а для его экспрессии требовался селеноцис�
теин, образующийся в результате сложного про�

Рис. 6. Влияние селенопротеина K на уровень свободного кальция в цитозоле клеток BGC�823 (А) и HEK�293 (В). Рако�
вые и эмбриональные клетки, трансфицированные соответствующими плазмидами и экспрессирующие полноразмерный
(SelK) или усеченный с С�конца (ct�SelK) селенопротеин К или же «пустую» плазмиду (Con), были окрашены красителем
Fluo�3/AM. Все данные представлены как средние значения ± s.d. по трем независимым экспериментам; * р < 0,05, ** р < 0,01
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цесса. Поэтому является маловероятным, что
все упомянутые выше функциональные разли�
чия между полноразмерной и усеченной форма�
ми селенопротеина К были связаны с различия�
ми в уровнях их экспрессии.

Ингибирование метастазирования раковых
клеток часто связывают с нарушением их про�
лиферации или с апоптозом, поэтому мы изуча�
ли влияние сверхэкспрессии SelK на апоптоз
трансфицированных клеток. Мы установили,
что сверхэкспрессия полноразмерного белка
SelK в клетках BGC�823 индуцировала их апоп�
тоз, что, по�видимому, снижало и их жизнеспо�
собность. Поскольку все эти эффекты наблюда�
лись только при сверхэкспрессии полноразмер�
ной формы SelK и отсутствовали при сверхэкс�
прессии усеченной формы ct�SelK, то маловеро�
ятно, что все они являлись просто следствием
токсического воздействия на клетки сверхэкс�
прессии экзогенных генов.

В своих предыдущих работах мы показали,
что селенопротеин dSelK может влиять на гомео�
стаз кальция в клетках S2 у Drosophila [18]. Ионы
Ca2+ функционируют в клетке в качестве вто�
ричного мессенджера. Они принимают участие
в регуляции многих физиологических процес�
сов, протекающих в различных клетках и тканях
[25, 26]. Главным резервуаром кальция в клетке
является ЭР. Поступление кальция в ЭР или его
выброс в цитоплазму жестко контролируются и
осуществляются через три канала, расположен�
ные в мембранах ЭР: рианодиновый рецептор
(RyR), рецептор к инозитол�1,4,5�трифосфату
(IP3R) и Ca2+ АТРаза саркоплазматического/эн�
доплазматического ретикулума (SERCA). Жалей
с соавт. [27] в 1999 г. обнаружили, что при посре�
дстве IP3R может осуществляться критическая
потеря эндоплазматическим ретикулумом ио�
нов Ca2+ и индукция зависимого от митохонд�
рий апоптоза. С тех пор подобные наблюдения
были сделаны разными авторами и для других
систем индукции апоптоза [28–34]. Таким обра�
зом, было установлено, что нарушение кальцие�
вого гомеостаза может являться ключевым фак�
тором, приводящим к апоптозу. Для установле�
ния наиболее вероятного механизма, лежащего
в основе индукции апоптоза клеток BGC�823
после сверхэкспрессии в них SelK, мы изучали
влияние этого белка на гомеостаз Ca2+ в транс�
фицированных клетках. Мы показали, что пос�
ле экспрессии SelK в клетках BGC�823 повы�

шался уровень свободного кальция в цитозоле, в
то время как сверхэкспрессия усеченной формы
ct�SelK в этих клетках такого воздействия на
уровень Ca2+ не оказывала. Таким образом, уве�
личение уровня свободного кальция в цитозоле
может являться первопричиной, лежащей в ос�
нове механизма, по которому белок SelK инду�
цирует апоптоз, снижает способность клеток к
адгезии на Матригеле и эффективно ингибирует
миграцию раковых клеток. Полученные нами
результаты не противоречат представленным
ранее данным о том, что подавление экспрессии
SelK в клетках HepG2 приводит к их апоптозу,
индуцированному агентами ЭР�стресса [17].
Действительно, белок SelK является важным ре�
зидентным компонентом ЭР, поэтому при его
избытке или недостатке возникает ЭР�стресс,
что, в конечном счете, приводит к индукции
апоптоза в раковых клетках.

Сверхэкспрессия человеческого селенопро�
теина К в раковых клетках человека линии
BGC�823 служит причиной повышения концен�
трации свободных ионов Ca2+ в цитозоле этих
клеток и, в свою очередь, приводит к подавле�
нию их роста и индукции апоптоза. Одновре�
менно происходит ингибирование адгезивной и
миграционной способностей раковых клеток,
что критически сказывается на их метастазиро�
вании. Все эти воздействия на раковые клетки
оказывает только полноразмерный белок SelK.
Хотя наблюдаемое нами повышение концентра�
ции свободного кальция в цитозоле выбранных
в качестве контрольных человека HEK�293 пос�
ле сверхэкспрессии в них рекомбинантного белка
SelK было более высоким, чем после сверхэкс�
прессии ct�SelK или после трансфекции «пус�
той» плазмидой, но это повышение не приводи�
ло ни к апоптозу, ни к существенному ингиби�
рованию клеточной адгезии или способности
этих клеток к миграции. По�видимому, эмбрио�
нальные клетки были более устойчивы к изме�
нению уровня кальция в цитозоле, чем раковые.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Национального фонда естественных наук Китая
(грант 31371085), Фонда образования департамен�
та провинции Ляонинг Китая (грант L2013010)
и Фонда проекта № 211 университета провин�
ции Ляонинг.
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In this study, effects of human selenoprotein SelK on the adhesion and migration ability of human gastric cancer
BGC�823 cells were investigated using Matrigel adhesion and transwell migration assays, respectively. The Matrigel
adhesion ability of BGC�823 cells that overexpressed SelK declined very significantly (p < 0.01) compared with that
of cells not expressing the protein. The migration ability of BGC�823 cells that overexpressed SelK also declined very
significantly (p < 0.01). On the other hand, the Matrigel adhesion ability and the migration ability of the cells that
overexpressed C�terminally truncated SelK did not decline significantly. Also, the Matrigel adhesion ability and the
migration ability of human embryonic kidney HEK�293 cells that overexpressed SelK did not express significant
change (p > 0.05) with the cells that overexpressed the C�terminally truncated protein. In addition to the effect on
Matrigel adhesion and migration, the overexpression of SelK also caused a loss of cell viability (as measured by 3�(4,5�
dimethyl�2�thiazolyl)�2,5�diphenyl�2H tetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay) and induced apoptosis as
shown by confocal microscopy and flow cytometry. The cytosolic free Ca2+ level of these cells was significantly
increased as detected by flow cytometry. But the overexpression of SelK in HEK�293 cells did not cause a significant
loss of cell viability or induce apoptosis. Only the elevation of cytosolic free Ca2+ level in these cells was significant.
Taken together, the results suggested that SelK could inhibit Matrigel adhesion and migration, loss of viability, and
induction of apoptosis of human cancer cells, resulting from the release of intracellular Ca2+ from the endoplasmic
reticulum being one of the mechanisms whereby the protein exerted its impact. Furthermore, only the full�length pro�
tein was capable of producing such impact since the C�terminally truncated form appeared to have no impact.
Embryonic cells were not influenced by the elevation of free Ca2+ level in cytosol, probably due to their much greater
tolerance to the variation.
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