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亚硒酸钠对人胃腺癌细胞线粒体

结构与功能的影响
¹

吴 乔 李棋福 汪德耀
(细胞生物学研究室 )

摘要 3x1 0一 ‘ m ol/ 1亚硒酸钠处理人胃膝淄 MGc s小3细胞后
,

线粒体结构发生了明显变

化
:
线粒体结构典型

,

多呈短棒状
,

大小较一致
,

分布均匀
,

线粒体蜻明显增多
,

密度和长度增大
,

排

列方向较一致
,

线粒体空泡化和睛扩张现象显著减少
,

表现 出与人正常胃粘膜原代培养细胞线粒体

基本相似的特征
.

进一步分析与线粒体相关的细胞色家氧化醉活性
,

发现亚硒酸钠可以显著提高该

醉活性
.

由此表明
.

亚硒酸钠通过改变胃痛细胞线粒体的恶性结构
,

使线粒体功能恢复正常
,

调节了

细胞代谢机能
,

从而诱导胃疹细胞向正常细胞方向分化
.

关键词 M。比。
一

3细胞
,

亚硒酸钠
,

线粒体

硒是人体生命活动所必需的微 t 元素
,

对癌细胞的生长具有 明显的抑制作用[j]
.

本研究工

作已证实亚硒酸钠能够诱导胃癌细胞分化
,

改变其恶性表型特征LZ]
.

前人的工作认为
,

硒能调

控肝癌细胞线粒体
,

限制其能量代谢〔,〕,

还能改变心肌线粒体受损
、

能量偶联功能障碍的状

况〔‘
,
‘」

.

线粒体是细胞呼吸的主要场所
,

硒首先影响细胞的呼吸L6] ,

本文通过研究亚硒酸钠对胃

癌细胞线粒体结构和相关酶系的影响
,

旨在探讨线粒体结构与功能的变化对胃癌细胞恶性表

型逆转的意义
·

1 材料和方法
细胞培养与药物处理 M份8 0一3细胞培养于含 20 %灭活小牛血清

、

适量青
、

链霉素和卡

那霉素的 R p M I 一1 640 培养液中
,

灌 5% c 0 2 ,

置 37 ℃培养
.

实验组细胞接种 24 h 后
,

弃旧培液
,

换上含 3x lc
‘

.

6 m ol /l 亚硒酸钠新培液
,

对照组换上不含亚硒酸钠新配液
,

连续培养供实验用
.

透射电错样品制备 用橡皮刮刀推下亚硒酸钠处理 s d 的实验组细胞和对照组 MGc 8 0一3

细胞
,

离心 ( 2 0 00 r /而 n ) 1 0 m i n
,

所得细胞团经戊二 醛 ( 2
·

5肠
,

Z h )
、

铁酸 ( 1%
,

Z h )双 固定
,

乙

醉系列脱水
,

环氧树脂 6 18 # 包埋
,

超薄切片经醋酸铀和柠檬酸铅染色后
,

于 JE M 一 100 cx H 型

透射电镜下观察
.

细胞色素氧化酶电镜细胞化学样品制备 按上述方法制成的细胞团经 2
.

5%戊二醛和

2肠多
一 ”

甲醛混合液固定 10 。认
,

O
,

1 m of /l 磷酸缓冲液 (P H 7
.

4
,

内含 0
.

2 m of /l 蔗糖 )充分洗涤

后
,

于酶反应液中孵育 (3 7 ℃ , Z h ) , 1纬锹酸再固定 Z h ,

乙醇系列脱水
,

环氧树脂 61 8 # 包埋
,

超薄切片不经铀
、

铅染色
,

直接于电镜下观察
.

酶反应液组成
:

蒸馏水 s ml
, D A B( 3 , 3’一二氨基联苯胺四盐酸盆 ) 25 耐

,

0
.

2 m ol /1 磷酸缓

冲液 (PH 7
.

魂) 5 m l ,

过氧化氢酶 ( C 一 10 0 型 ) 1 m l ,

细胞色素 C ( 111型 ) 1 0 0 1
,

蔗糖 6 8 4 m g
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‘

空白对照实验 在醛反应液中加入 1 m m of /l 权化钾作为抑制剂
,

细胞色素氧化酶活性测定 收集亚硒酸钠处理 3 d 和 6 d 实验组细胞和对照组 MGc 8O
一
3

细胞
,

于少量磷酸钾缓冲液(叫6
.

的中破碎
,

离心 (3 00 O r / m in ) 15 m in
,

取上清液恻定醉活性
.

在具塞试管中加入磷酸钾缓冲液 2 而
,

50
u m ol /l 细胞色素 C (l 11 型 )0

.

Z ml
,

样品稀释液 l 而
,

重蒸水 0
.

8 而
,

使终体积为 4 ml
.

以重蒸水替代样品稀释液作空白对照
,

7 21 分光光度计测定

消光值 (波长 422
n m

,

25 ℃ )
.

根据已知标准细胞色素氧化酶消光值及样品测得的消光值求出

该酶的活力
.

以 Foll
n 一

酚法测定总蛋白含量
.

2 实验结果
2

.

1 亚硒酸钠对线粒体超微结构的影响

电镜观察显示 M G o s o
一
3 细胞中的线粒体数量差异较大

,

有些细胞中线粒体较多
,

有些细

胞则较少
.

线粒体大小不一
,

分布不规则
,

大多分布在核的周围或集中在细胞一端
.

大多数线粒

体肿胀变圆
,

其内岭少且短
,

排列紊乱
,

有的峰内腔扩张
,

甚至因蜻断裂破碎而使线粒体呈空泡

样状
,

线粒体荃质电子密度较低 (F琢
.

1 )
.

经亚硒酸钠处理的细胞内线粒体数量较均匀
,

大多分

布在细胞核的两端
,

线粒体大小较一致
,

多呈短棒状
,

线粒体峙明显增多和增长
,

排列方向也较

一致
,

线粒体空泡化和蜻扩张现象很少见到
,

基质电子密度较高 (Fi g
.

2)
,

显示了亚硒酸钠处理

的M价8 0- 3 细胞线粒体结构典型发达
,

趋向于正常化
。

2
.

2 亚硒酸钠对细胞色素权化酶分布的影响

细胞色素氧化酶存在于线粒体内膜和靖上
,

无论在实验组细胞还是在 MGC SO
一
3 细胞中

,

此醉在电镜下均以高电子密度的非结晶性沉淀物出现
.

但在加入抑制剂氛化钾的空白对照细

胞中
,

则无沉淀物出现 (Fi g. 3)
.

MGc s压 3 细胞中线粒体的内膜
、

峪上存在着酶反应物
,

但这种

酶反应很徽弱
,

反应物的电子密度很低
,

且分布不均匀
,

有的内膜或晴上无沉淀物出现
,

显示酶

活性很低(F 运
.

4
,

5)
.

在亚硒酸钠处理的细胞线粒体中
,

醛反应则显著加强
,

反应物的电子密度

提高
,

分布均匀
,

内膜和蜻上均可见到沉淀物出现
,

显示此酶反应产物增多
,

活性提高 (R g
.

6
,

7)
.

由此表明亚硒酸钠处理后
,

M价 8 0
一
3 细胞线粒体内细胞色素氧化酶的活性和分布出现显

著的变化
.

2
.

3 亚硒酸钠对细胞色素氧化酶活性的影响

细胞色素氧化酶活性测定结果如 Ta b
.

1
.

测定结果显示
,

M伍8 0
一
3 细胞中

,

细 Ta b
·

I Ac
‘iv i, y of

c y ,OC hr om
e o x id‘

胞色素氧化酶纯度平均为 3 2. 5 %
,

培养 Tr “t
, “ E 几守m e p ur ity (% ) R溉 ‘“ici en

-

第 3 d 和第 6 d 的细胞中醉活力无明显
」

川
二 ti lne

.N.9c
8 0-- “‘ ,

钾“
, cy 不务)

变化
,

不受细胞培养天数和传代次数的 3 d 32
.

2 34
,

8 8
.

1

影响
,

但在亚硒酸钠处理的细胞中
,

细胞 6 d 32
·

8 41. 4 26
·

2

色素氧化酶纯度平均为 3 8
.

1 %
,

比对照 加
ra : 。 32

.

5 38一 1 7
.

2

组提高了 17
.

2纬
,

并随着处理时间的长 ”
l.

”
” ’ L

一”
’

一
一~

’

短
,

酶活力有显著变化
.

处理 3 d 的细胞酶纯度为 34
.

8 %
、
比对照组提高了 8

.

1%
,

处理 6 d 时
,

酶纯度达到 41
.

4 %
,

比对照组提高了 26
.

2 %
,

由此进一步表明
,

亚硒酸钠可显著提高 M G c8 O
一
3

细胞的细胞色素氧化酶活性
.
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3 讨 论
线粒体是细胞进行有氧呼吸

、

调节细胞代谢的重要场所〔, 〕
.

细胞内外环境稍微改变
,

首先

就会引起线粒体结构发生变化
.

电镜观察结果显示
,

MG c8 O
一
3 细胞线粒体形状大小不一

,

分布

不规则
,

线粒体岭较少且短
,

排列紊乱
,

有的蜻内腔扩张
,

有的蜻断裂破碎
,

致使部分线粒体呈

空泡样状
,

基质电子密度较低
.

而亚硒敌钠处理的 MG c8 O
一
3 细胞

,

线粒体结构较为典型
,

多为

短棒状
,

晴清晰可见
,

鳍的数量和长度明显增多
,

排列方向较为一致
,

线粒体空泡化现象显著减

少
,

基质电子密度较高
,

从而出现了与人正常胃粘膜原代培养细胞的线粒体结构特点基本相似

的变化 (待发表资料 )
,

并且也与用不同的分化诱导剂处理癌细胞后线粒体结构发生的变化结

果相似 [’J
.

由此表明亚硒酸钠在诱导胃癌细胞恶性表型逆转过程中
,

能促使线粒体形态和结构

都朝正常方向转变
,

成为结构典型
、

功能活跃的线粒体
.

细胞色素氧化酶是线粒体的标志醛
,

电镜细胞化学观察可见
,
Mo c8 O

一
3 细胞中细胞色素

氧化酶反应弱
,

分布不均匀
,

有的线粒体内膜和峪上甚至无沉淀物出现
.

而亚硒酸钠处理的细

胞线粒体中酶反应增强
,

分布均匀
,

内膜和蜻上均可见到沉淀物出现
,

表明该酶分布发生变化
,

活性得到显著提高
.

进一步定量侧定结果显示
,
MG 比 O

一
3 细胞中细胞色素氧化酶纯度平均为

32
.

5 %
,

但亚硒酸纳处理 3 d 的细胞中
,

酶纯度为 34
.

8 %
,

比对照组提高了 8
.

1肠
,

处理 6 d 时
,

酶纯度为 41
.

4 %
,

比对照组提高了 26
.

2编
,

由此充分证实了亚硒酸钠可显著提高该酶活性
.

细

胞色素氧化酶在细胞呼吸过程中起着电子传递的作用
,

是细胞氧化代谢水平的可靠参考指

标, ’,

因此细胞色素氧化醛活性的提高
,

不仅表明了亚硒酸钠能够促进细胞能量代谢的正常

化
,

同时还提示了线粒体正常功能的恢复
,

对于 胃癌细胞由恶性向正常方向分化具有重要的影

响
.

硒能通过调节线粒体结构与功能
,

对肿瘤细胞的生长起抑制作用〔’0]
.

我们的实验结果也

证实了亚硒酸钠
一

线粒体结构与功能
一

细胞恶性表型逆转三者之间联系密切
,

M伽 ao
一
3 细胞是

一种低分化
、

恶性程度高
、

增殖能力强的细胞
,

它需要线粒体提供足够的能量以进行分裂增殖

活动
,

这就要求线粒体自身不断地分裂
,

但在线粒体构建过程中
,

又得行使其供能的功能
,

分裂

一供能一分裂
,

一如此循环
,

就使得线粒体处于一种
“

代偿性
”

的供能活动之中
,

从而表现 出线

粒体结构异常
‘

线粒体结构发生变化
,

无疑会影响到线粒体功能的发挥
,

线粒体功能则是由其

结构上的酶朱 释执行
,

所以
,

细胞色素氧化酶活性变化就是线粒体功能活动的表现
,

该酶与线

粒体膜
、

靖结构紧密结合
,

并和氧化磷酸化系统相偶联而进行 AT
P 合成

,

因此
,

M G oso
一
3 细胞

中该酶活性降低
,

显示其氧化磷酸化系统和 ATP 合成出现障碍
,

从而影响细胞能量代谢
,

致使

整个细胞功能失调
,

出现许多恶性表性特征f2]
。

而 M G c8 O
一
3 细胞在亚硒酸钠诱导下

,

线粒体结

构与功能则发生明显的变化
.

R d th 认为
,

线粒体靖的数 目多
,

氧化磷酸化活性高
,

反之则低 ; 细

胞色东 禹化酶活性的强弱不仅取决于线粒体的数 目
,

也与线粒体靖膜的多少和机能状态有

关〔”」
.

所以亚硒酸钠处理后细胞中线粒体结构恢复正常
,

调节了线粒体的功能
,

使细胞色素氧

化酶活性显著提高
,

加强了细胞呼吸链的电子传递和氧化磷酸化作用
, ATP 合成和能量供应

正常化
,

从而调节了细胞代谢机能
,

使整个细胞功能趋于正常化
,

导致细胞恶性表型逆转
,

诱导

了胃癌细胞向正常细胞方向分化
.

M as on 指出
,

细胞色素氧化酶的生物合成是受线粒体和细胞核两个遗传系统共同控制的
,

其活性是由线粒体基因组和核基因组联合表达的结果〔’分’
.

由此可以认为
,

亚硒酸钠对于细胞
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·

色素氧化酶活性的影响
,

是它对线粒体基因组或细胞核基因组调控作用的结果
.

亚硒酸钠可能

通过影响线粒体 DN
人 或细胞核 DN

A 的复制
、

转录或翻译的某一水平
,

改变胃癌细胞基因表达

的异常现象
,

从而使细胞的基因表达正常化
,

达到诱导胃癌细胞向正常方向逆转的结果
.

显然
,

深人探讨此间题有十分重要的理论和实践意义
.
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