
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
#!

月第
%&

卷第
#!

期
!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

'()*+,-(./012)3/45+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

#

<+(=!"#$

#

>/3=%&

#

?/=#!

<@A

!

#"=%B!C

"

5D=.=#""E=!"#$="#%!C

!研究快报!

!收稿日期"

!

!"#$F"#F!E

!!!!

!接受日期"

!

!"#$F"&F"!

!基金项目"

!

国家自然科学基金青年基金$

E#"""G%!

%#上海市自然科学基金$

##VZ#CCBB""

%

=50

HH

/17+*I

8

?)7-/2)3?)701)35(-+2(+

J/02*)7-/2/4KL-2)4/1]/02

N

5(-+27-;7;

$

E#"""G%!

%

)2*?)701)35(-+2(+J/02*)7-/2/45L)2

N

L)-

$

##VZ#CCBB""

%

=

!作者简介"

!

王卫星#博士#副主任医师
=MF,)-3

!

_̂̂ )2

N

#G&G

!

#&%=(/,

&袁
!

扬#硕士#助理研究员
=MF,)-3

!

-),

8

0)2

8

)2

N!

#&%=(/,

&共同第一作者 $

K/F4-1;7)07L/1;

%

=

"通信作者 $

K/11+;

H

/2*-2

N

)07L/1

%

=O+3

!

"!#F%##&!#B"

#

MF,)-3

!

\

-

\

-2

8

)2

N!

;-2)=(/,

抑制线粒体呼吸链复合物
"

活性对结肠癌细胞
:%/(C

迁移侵袭能力的

影响

王卫星&

!袁
!

扬&

!刘敬禹!江
!

旭!杨继金"

第二军医大学长海医院介入放射科#上海
!""C%%

!!

!摘要"

!

目的
!

探讨抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性对结肠癌细胞
K)(/!

迁移侵袭能力的影响及其可能的机制'

方法
!

体外培养的
K)(/!

给予线粒体呼吸链复合物
+

活性抑制物鱼藤酮处理$

#

#

,/3

"

Q

%#采用比色法检测线粒体呼吸链复

合物
+

的活性&通过
O1)2;̂+33

小室实验检测
K)(/!

细胞迁移(侵袭能力&通过流式细胞术检测细胞内活性氧$

Z@5

%水平'

结果
!

#

#

,/3

"

Q

鱼藤酮干预
K)(/!

细胞
CEL

后#胞内线粒体呼吸链复合物
+

活性低于未干预组$

7

$

"="#

%&

O1)2;̂+33

实验

结果显示#

#

#

,/3

"

Q

鱼藤酮干预组细胞的迁移率$

%"=CX#=C

%

Y

(侵袭率$

!"=%X#="

%

Y

均高于未干预组
K)(/!

细胞的迁移率

$

!!=&X#=C

%

Y

和侵袭率$

#$=!X#=%

%

Y

#差异均有统计学意义$

7

$

"="#

#

7

$

"="$

%&鱼藤酮干预组
K)(/!

细胞内
Z@5

水平

$

$=&EX"=CC

%

Y

高于未干预组$

%=C&X"=%"

%

Y

#差异有统计学意义$

7

$

"="#

%'

结论
!

抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性可能

通过增加胞内
Z@5

水平的方式增强结肠癌细胞的迁移侵袭能力'

!关键词"

!

线粒体&呼吸链复合物
+

&结肠肿瘤&肿瘤转移&细胞迁移&细胞侵袭&活性氧

!!

!中图分类号"

!

ZB%$=%$

!!!

!文献标志码"

!

'

!!!

!文章编号"

!

"!$EFEBG[

$

!"#$

%

#!F#%!CF"$

F..#/&(.')8'4'&')

1

A'&(/8()*"'%,"#2

$

'"%&("

<

/8%')/(A

$

,#W

"

()A'

1

"%&'()%)*')+%2'()/%

$

%/'&

<

(./(,()

/%)/#"/#,,,')#:%/(C

U'?RU+-F_-2

N

&

#

]9'?])2

N

&

#

QA9.-2

N

F

8

0

#

.A'?R[0

#

]'?R.-F

\

-2

"

<+

H

)17,+27/4A27+1:+27-/2)3Z)*-/3/

N8

#

KL)2

N

L)-S/;

H

-7)3

#

5+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

#

5L)2

N

L)-!""C%%

#

KL-2)

!!

)

342&"%/&

*

!

54

6

#/&'+#

!

O/-2:+;7-

N

)7+7L++44+(7/4-2L-I-7-2

N

,-7/(L/2*1-)31+;

H

-1)7/1

8

(L)-2(/,

H

3+_

+

/27L+,-

N

1)7-/2

)2*-2:);-/2()

H

)(-7

8

/4(/3/2()2(+1(+333-2+K)(/!

#

)2*7/+_

H

3/1+7L+

H

/;;-I3+,/3+(03)1,+(L)2-;,=7#&8(*2 S0,)2(/3/2

()2(+1(+333-2+K)(/! )̂;71+)7+* -̂7L#

#

,/3

"

Q1/7+2/2+-,.-"/0=OL+27L+1+3)7-:+)(7-:-7

8

/4,-7/(L/2*1-)31+;

H

-1)7/1

8

(L)-2

(/,

H

3+_

+

)̂;+_),-2+*I

8

(L1/,)7/,+71

8

#

7L+()

H

)(-7

8

/4(+33,-

N

1)7-/2)2*-2:);-/2 )̂;*+7+1,-2+*I

8

71)2;̂+33);;)

8

#

)2*

7L+1+)(7-:+/_

8N

+2;

H

+(-+;

$

Z@5

%

3+:+3-2(+33; )̂;*+7+1,-2+*0;-2

N

43/̂ (

8

7/,+71

8

=9#2-,&2 OL+)(7-:-7

8

/4,-7/(L/2*1-)3

1+;

H

-1)7/1

8

(L)-2(/,

H

3+_

+

/4K)(/!(+33;71+)7+* -̂7L#

#

,/3

"

Q1/7+2/2+ )̂;;-

N

2-4-()273

8

3/̂+17L)27L)7/47L+0271+)7+*

(+33;

$

7

$

"="#

%

=A2)**-7-/2

#

O1)2;̂+33);;)

8

;L/̂+*7L)77L+(+33,-

N

1)7-/21)7+)2*-2:);-:+1)7+-2K)(/!(+33;71+)7+* -̂7L

1/7+2/2+ +̂1+;-

N

2-4-()273

8

L-

N

L+17L)27L/;+-20271+)7+*K)(/!(+33;)47+1CEL

$

,-

N

1)271)7+

)

%"=CX#=C

*

Y:;

)

!!=&X

#=C

*

Y

#

-2:);-:+1)7+

)

!"=%X#="

*

Y:;

)

#$=!X#=%

*

Y

#

7

$

"="#

%

=J017L+1,/1+

#

7L+Z@53+:+3-27L+1/7+2/2+71+)7+*(+33;

)̂;;-

N

2-4-()273

8

L-

N

L+17L)27L)7-20271+)7+*(+33;

$)

$=&EX"=CC

*

Y:;

)

%=C&X"=%"

*

Y

#

7

$

"="#

%

=:()/,-2'() @01*)7)

;0

NN

+;77L)7-2L-I-7-2

N

7L+)(7-:-7

8

/4,-7/(L/2*1-)31+;

H

-1)7/1

8

(L)-2(/,

H

3+_

+

,)

8H

1/,/7+(+33,-

N

1)7-/2)2*-2:);-/2I

8

-2(1+);-2

N

Z@5

H

1/*0(7-/2-2(/3/2()2(+1(+33;=

)

;#

<

=("*2

*

!

,-7/(L/2*1-)

&

1+;

H

-1)7/1

8

(L)-2(/,

H

3+_

+

&

(/3/22+/

H

3);,;

&

2+/

H

3);,,+7);7);-;

&

(+33,-

N

1)7-/2

&

(+33

-2:);-/2

&

1+)(7-:+/_

8N

+2;

H

+(-+;

)

'()*.5+(6-36+*92-:

#

!"#$

#

%&

$

#!

%!

#%!CF#%!E

*

+

C!%#

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
#!

期
=

王卫星#等
=

抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性对结肠癌细胞
K)(/!

迁移侵袭能力的影响

!!

结肠癌是我国常见的消化道恶性肿瘤之一)

#F!

*

'

近年来#随着人民生活水平的提高和饮食结构的变

化#结肠癌的发病率呈逐年上升趋势'尽管随着手

术以及化疗等技术的日臻完善#结肠癌患者的生存

期得到了有效的延长#但长期疗效仍不理想'造成

结肠癌患者长期生存率低下的主要原因为肿瘤的复

发和转移)

#F!

*

'

线粒体是真核生物细胞中重要的细胞器#被认

为是调节细胞功能的多信号通路综合平台#其对真

核生物的生存(发育(衰老和疾病的发生等具有重要

的调控作用)

%FC

*

'线粒体呼吸链位于线粒体内膜上#

由
$

个复合物组成#复合物
+

是线粒体呼吸链上的

第一个同时也是最大的一个呼吸复合物)

$

*

'线粒体

呼吸链通过一系列的氧化还原过程最终形成三磷酸

腺苷$

'OD

%#为细胞提供能量'以往研究结果显示#

线粒体呼吸链功能异常可导致多种线粒体疾病如线

粒体肌病(共济失调并发色素性视网膜炎等#严重威

胁身体健康)

&FB

*

'但目前#有关线粒体呼吸链功能异

常对肿瘤细胞生物学活性的研究较少'本研究采用

线粒体呼吸链复合物
+

的特异性抑制剂鱼藤酮干预

体外培养的结肠癌细胞株
K)(/!

#继而通过细胞学

实验检测抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性对
K)(/!

细胞迁移(侵袭能力的影响#从而探讨线粒体呼吸链

复合物
+

在结肠癌转移发生中的作用'

>

!

材料和方法

#=#

!

材料
!

结肠癌细胞株
K)(/!

购自中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心'

<6M6

培养

基(胎牛血清$

JT5

%购自
A2:-71/

N

+2

公司#

O1)2;̂+33

小室购自
T<

公司#鱼藤酮及
6)71-

N

+3

购自
5-

N

,)

公司#线粒体呼吸链复合物
+

活性及胞内活性氧

$

1+)(7-:+/_

8N

+2;

H

+(-+;

#

Z@5

%水平检测试剂盒购

自
RM?6M<

公司'

#=!

!

细胞培养
!

K)(/!

细胞使用
<6M6

$含
#"Y

JT5

%培养基于
$YK@

!

(

%Be

条件下培养'培养至

对数生长期后在培养基中添加鱼藤酮至终浓度分别

为
"

(

"=$

(

#="

(

#=$

(

!="

#

,/3

"

Q

'

CEL

后检测细胞

内线粒体呼吸链复合物
+

活性'

#=%

!

线粒体呼吸链复合物
+

活性检测
!

线粒体呼

吸链复合物
+

活性检测按照试剂盒说明书操作!取

#g#"

B细胞#加入
#,Q

细胞裂解液#充分混匀裂解

细胞#

Ce

#

#$"""g

2

离心
#",-2

#取上清#

Ce

保存

待用&设定分光光度计测量波长为
%C"2,

#并置零&

取
$""

#

Q

缓冲液#加入
$""

#

Q

反应液及
$""

#

Q

阴

性液混合#测量值作为背景值&

$""

#

Q

细胞裂解液#

加入
$""

#

Q

缓冲液及
$""

#

Q

反应液混合均匀#测

量值作为数据值&特异性呼吸链复合物
+

活性
c

数

据值
W

背景值'

#=C

!

细胞迁移能力检测
!

O1)2;̂+33

小室放入预先

每孔加有
&""

#

Q

培养基$含
#"YJT5

的
!C

孔板内#

随后在
O1)2;̂+33

的内室加入
#""

#

QK)(/!

细胞悬

液$含
"=#YJT5

的培养基#

#g#"

%

"孔%#

%Be

培养

!CL

后取出
O1)2;̂+33

小室'用棉签擦去黏附于膜上

室面的细胞后将膜置于
B"Y

乙醇常温固定
%",-2

#

"=#Y

结晶紫常温染色
#",-2

#清水漂净#显微镜下计

数显色细胞#计算迁移细胞占总细胞的百分比'

#=$

!

细胞侵袭能力检测
!

6)71-

N

+3

$

$

#

N

"

,Q

%稀释

液包被
O1)2;̂+33

小室底部膜的上室面#无菌条件

下
Ce

干燥'随后把
O1)2;̂+33

小室倒置#在

O1)2;̂+33

小室的膜的下室面预涂纤连蛋白$

#"

#

N

"

,Q

%#

%Be

静置
!L

'

DT5

漂洗一遍后#放入预先每

孔加有
&""

#

Q

培养基$含
#"YJT5

%的
!C

孔板内#

随后在
O1)2;̂+33

的内室加入
#""

#

QK)(/!

细胞悬

液$含
"=#YJT5

的培养基#

#g#"

%

"孔%#

%Be

培养

!CL

后取出
O1)2;̂+33

小室'用棉签擦去黏附于膜上

室面的细胞后将膜置于
B"Y

乙醇中常温固定
%",-2

#

"=#Y

结晶紫常温染色
#",-2

#清水漂净#显微镜下计

数显色细胞#计算侵袭细胞占总细胞的百分比'

#=&

!

胞内
Z@5

水平检测
!

取
#g#"

B细胞#

$""g

2

离心弃上清&用清理液洗涤细胞
#

次&加入
!,Q

含

有染色液和稀释液的染色工作液#轻柔混匀#放进

%Be

恒温水槽避光孵育
!",-2

&

$""g

2

离心
$,-2

#

弃上清后加入预冷的
$""

#

Q

保存液#轻柔混匀细胞

颗粒群#行细胞流式术分析荧光细胞比例'

#=B

!

统计学处理
!

采用
5D55#$="

软件分析#实验

数据用
*

4X(

表示#两样本均数比较采用独立样本
"

检验#多组间均数比较采用方差分析$

'?@>'

%#检

验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

K)(/!

细胞线粒体呼吸链复合物
+

活性
!

结

果显示
#="

(

#=$

(

!="

#

,/3

"

Q

处理组线粒体呼吸链

复合物
+

活性均低于
"

#

,/3

"

Q

处理组$

7

$

"="#

%#

而
#="

(

#=$

(

!="

#

,/3

"

Q

处理组间呼吸链复合物
+

的活性差异无统计学意义$图
#

%'因此#本研究选

择
#="

#

,/3

"

Q

鱼藤酮处理细胞'

+

$!%#

+
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鱼藤酮对
:%/(C

细胞线粒体呼吸链复合物
"

活性的影响

?'

1

>

!

3/&'+'&

<

(.A'&(/8()*"'%,"#2

$

'"%&("

<

/8%')/(A

$

,#W[

'):%/(C/#,,2&"#%&#*='&8("='&8(-&"(&#)()#
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7

$

"="#:;(/271/3

$

"

#

,/3

+

Q

W#

%

N

1/0

H

=,cC

#

#

4X(

!=!

!

K)(/!

细胞迁移能力
!

通过
O1)2;̂+33

小室实

验对细胞的体外迁移能力进行检测#结果显示#经鱼

藤酮处理的
K)(/!

细胞迁移率为$

%"=CX#=C

%

Y

#高

于未处理
K)(/!

细胞的迁移率$

!!=&X#=C

%

Y

#差异

有统计学意义$

7

$

"="#

#图
!

%'提示鱼藤酮抑制线

粒体呼吸链复合物
+

活性后增强了
K)(/!

细胞的迁

移能力'

!=%

!

K)(/!

细胞侵袭能力
!

通过
6)71-

N

+3

包被的

O1)2;̂+33

小室实验对细胞的侵袭能力进行检测#结

果显示经鱼藤酮干预处理的
K)(/!

细胞及未干预的

K)(/!

细胞的侵袭率分别为$

!"=%X#="

%

Y

和

$

#$=!X#=%

%

Y

#差异有统计学意义$

7

$

"="$

#图

%

%'提示鱼藤酮抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性后

增强了
K)(/!

细胞的侵袭能力'

!=C

!

K)(/!

细胞
Z@5

水平
!

#

#

,/3

"

Q

鱼藤酮干预

组细胞的
Z@5

水平为$

$=&EX"=CC

%

Y

#高于未干预

组$

%=C&X"=%"

%

Y

#差异有统计学意义$

7

$

"="#

#

图
C

%'提示鱼藤酮抑制
K)(/!

细胞内线粒体呼吸

链复合物
+

活性后可致使胞内
Z@5

水平上升#从而

增强细胞的迁移侵袭能力'

图
C

!

鱼藤酮#

>\T

#

A(,

'

D

$抑制细胞线粒体呼吸链复合物
"

活性对
:%/(C

细胞迁移能力的影响

?'

1

C

!

7'

1

"%&'()/%

$

%4','&

<

(.:%/(C/#,,2&"#%&#*='&8("='&8(-&"(&#)()#

#

>\T

#

A(,

'

D

$

T)1c#""

#

,

&

""

7

$

"="#:;(/271/3=,cC

#

#

4X(

图
J

!

鱼藤酮#

>\T

#

A(,

'

D

$抑制细胞线粒体呼吸链复合物
"

活性对
:%/(C

细胞侵袭能力的影响

?'

1

J

!

[)+%2'+#/%

$

%4','&

<

(.:%/(C/#,,2&"#%&#*='&8("='&8(-&"(&#)()#

#

>\T

#

A(,

'

D

$

T)1c#""

#

,

&

"

7

$

"="$:;(/271/3=,cC

#

#

4X(

J

!

讨
!

论

肿瘤转移是一个多步骤(多环节的过程#其分子

机制涉及癌基因(抑癌基因(转移相关基因(生长因

子及其受体(黏附分子及细胞外基质(肿瘤血管(机

体免疫等多个环节)

E

*

'探索肿瘤转移发生机制并开

展相应靶向治疗一直是肿瘤研究领域的热点'

+

&!%#

+
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抑制线粒体呼吸链复合物
+

活性对结肠癌细胞
K)(/!

迁移侵袭能力的影响

图
O

!

鱼藤酮#

>

#

A(,

'

D

$干预对
:%/(C

细胞胞内
95I

水平的影响

?'

1

O

!

M8#"#%/&'+#(W

<1

#)2

$

#/'#2

#

95I

$

,#+#,'):%/(C/#,,2&"#%&#*='&8(.='&8(-&"(&#)()#

#

>\T

#

A(,

'

D

$

""

7

$

"="#:;(/271/3=,cC

#

#

4X(

!!

线粒体是真核生物细胞中重要的细胞器#随着

研究的不断深入#人们对线粒体功能的认识已由最

初单纯的,细胞能量工厂-拓展为调节细胞功能的多

信号通路综合平台)

%FC

*

'研究表明#线粒体在合成

'OD

为细胞提供能量的同时#可调节细胞的氧化还

原电势和信号转导#进而调控细胞氧化应激(凋亡(

基因表达等多种生理反应)

G

*

'因此线粒体功能对调

控真核生物的生存(发育(衰老和疾病的发生等生理

过程具有重要的作用)

#"F#!

*

'近年来#有研究结果显

示在肺癌(肝癌和肾癌等数种肿瘤细胞中检测到线

粒体功能障碍)

#%F#$

*

#因此线粒体功能在肿瘤病因学

方面的研究逐渐得到重视'

线粒体呼吸链复合物$也称为线粒体呼吸链酶(

线粒体呼吸链复合酶%位于线粒体内膜上#其功能为

通过一系列的氧化还原过程最终形成
'OD

#为机体

组织提供能量'线粒体呼吸链复合物由
$

个复合物

组成#线粒体呼吸链复合物
+

$也称
K/l

还原酶(

?'<S

脱氢酶%在
'OD

的生成过程中发挥关键作

用)

$FB

*

'以往研究显示#线粒体呼吸链复合物
+

功能

缺陷导致的
'OD

合成障碍可引起多脏器的损

伤)

$FB

*

#但对于线粒体呼吸链复合物
+

在肿瘤发生发

展中的作用报道较少'

A;L-a)̂)

等)

#&

*通过细胞杂

合技术研究发现#将低转移性的小鼠纤维肉瘤细胞

株的线粒体替换为高转移性肿瘤细胞株的线粒体构

建的杂合细胞具有与高转移性细胞株一致的高转移

能力&反之#将高转移性肿瘤细胞株的线粒体替换为

低转移性肿瘤细胞株的线粒体后#杂合细胞不具有

高转移能力'进一步的研究显示#高转移性肿瘤细

胞中编码线粒体呼吸链复合物
+

亚基的基因突变导

致线粒体呼吸链复合物
+

活性下降可能是导致肿瘤

细胞转移活性增强的原因)

#&F#B

*

'本研究中#我们通

过用线粒体呼吸链复合物
+

的特异性抑制物鱼藤酮

抑制结肠癌细胞
K)(/!

线粒体呼吸链复合物
+

活性

后#

K)(/!

的体外迁移及侵袭能力出现明显上升#提

示线粒体呼吸链复合物
+

的活性下降可能在结肠癌

转移发生过程中发挥重要作用'

Z@5

与肿瘤发生发展密切相关)

#E

*

'

Z@5

的增

加可引起羟基游离产物羟基脱氧鸟苷的大量贮积#

促进
<?'

突变进而引起细胞氧化磷酸化功能异

常'有研究显示#电离辐射所致
<?'

损伤与
Z@5

的产生有关#此外多种化学物质在其自发氧化过程

中产生的大量
Z@5

是其致癌的主要原因)

#B

*

'在细

胞内#

Z@5

是调节电子传递的副产品#而线粒体呼

吸链是产生
Z@5

的主要来源#其中线粒体呼吸链复

合物
+

是调控胞内
Z@5

产生的最主要部位)

#G

*

'本

研究中#我们通过鱼藤酮特异性抑制
K)(/!

的线粒

体呼吸链复合物
+

活性后#细胞内
Z@5

水平明显上

升#由此推测线粒体呼吸链复合物
+

功能下降可能

引发了
Z@5

在胞内的过量积聚#进而导致了结肠癌

细胞转移能力显著增强'

综上#本研究从细胞生物学角度探讨了线粒体

呼吸链复合物
+

对结肠癌细胞
K)(/!

迁移侵袭能力

的影响#结果显示抑制线粒体呼吸链复合物
+

具有

增强结肠癌细胞迁移侵袭能力的作用'在以后的研

究中#将进一步探索线粒体呼吸链复合物
+

相关基

因的变异与线粒体呼吸链复合物
+

活性的相关性并

探讨其在结肠癌转移中的作用#以更好地揭示线粒

体调控结肠癌转移的机制#从而为结肠癌转移诊断(

+

B!%#

+
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