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  [摘要] 目的 研究硒对心肌细胞线粒体信号转导和转录激活因子3(STAT3)与琥珀酸脱氢酶活性及细

胞凋亡的影响。方法 原代培养乳鼠心肌细胞,根据不同硒浓度培养液分为无毒性对照组(0.1
 

μmol/L亚硒

酸钠)及低硒组(0.05
 

μmol/L亚硒酸钠)。免疫印迹检测线粒体STAT3、p-STAT3及凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2
的表达,分光光度计测定琥珀酸脱氢酶活性,流式细胞术检测心肌细胞凋亡情况。结果 与对照组相比,低硒

组琥珀酸脱氢酶活性明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。低硒组线粒体STAT3活性与对照组相比明显

降低(P<0.01),但总STAT3差异无统计学意义(P>0.05)。与对照组相比,低硒组心肌细胞Bax蛋白表达

升高,Bcl-2蛋白表达降低,细胞凋亡率增加,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 硒缺乏导致心肌细胞线粒

体STAT3活性及线粒体功能下降,促进心肌细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

influence
 

of
 

selenium
 

on
 

mitochondrial
 

signal
 

transduction
 

and
 

acti-
vator

 

of
 

transcription
 

3
 

(STAT3),the
 

activity
 

of
 

succinate
 

dehydrogenase
 

and
 

cellular
 

apoptosis.Methods 
The

 

neonatal
 

rat
 

cardiomyocytes
 

performed
 

the
 

primary
 

culture,and
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

non-toxic
 

control
 

group
 

(0.1
 

μmol/L
 

sodium
 

selenite)
 

and
 

low
 

selenium
 

treatment
 

group
 

(0.05
 

μmol/L
 

sodium
 

selenite)
 

ac-
cording

 

to
 

different
 

selenium
 

concentrations
 

of
 

culture
 

solution.The
 

expressions
 

of
 

mitochondria
 

STAT3,p-
STAT3

 

and
 

apoptosis
 

related
 

proteins,Bax
 

and
 

Bcl-2,were
 

detected
 

by
 

the
 

immunoblotting.The
 

activity
 

of
 

succinate
 

dehydrogenase
 

and
 

the
 

apoptosis
 

of
 

cardiomyocytes
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

spectrophotometer
 

and
 

flow
 

cytometry
 

respectively.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

activity
 

of
 

succinate
 

dehydro-
genase

 

in
 

the
 

low
 

selenium
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

activity
 

of
 

STAT3
 

in
 

the
 

low
 

selenium
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

de-
creased

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01),but
 

no
 

statistical
 

significance
 

difference
 

was
 

found
 

in
 

the
 

total
 

STAT3
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

myocardial
 

cellular
 

Bax
 

protein
 

expression
 

level
 

and
 

the
 

cellular
 

apoptosis
 

in
 

the
 

low
 

selenium
 

treatment
 

group
 

were
 

increased,while
 

the
 

Bcl-2
 

protein
 

ex-
pression

 

level
 

was
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

se-
lenium

 

deficiency
 

of
 

myocardial
 

cells
 

leads
 

to
 

the
 

decrease
 

of
 

mitochondrial
 

STAT3
 

activity
 

and
 

mitochondrial
 

function,thus
 

promots
 

the
 

apoptosis
 

of
 

cardiomyocytes.
[Key

 

words] selenium;myocytes,cardiac;mitochondria;activating
 

transcription
 

factor
 

3;apoptosis

  硒是人体必需的微量元素,通过在机体中辅助多

种酶类重要的调节功能,维持人体健康[1]。大量的临

床数据及科研报道显示硒与心血管疾病存在相关性。

冠心病的发病率与血硒水平存在逆向相关,血硒水平

是判定冠心病的重要指标[2]。动脉粥样硬化的主要

原因是内皮细胞膜脂质的过氧化反应,低硒导致抗氧
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化酶类活性下降,加剧动脉粥样硬化,补硒对动脉粥

样硬化患者有明显的治疗效果[3]。此外,低硒也是导

致克山病的主要原因,其病理学表现为心肌坏死[4]。
因此,硒在心肌细胞的凋亡中具有重要作用。

信号转导和转录活化因子3(the
 

signal
 

transduc-
er

 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,STAT3)在心脏各

类细胞形成和信号转导中起重要作用。STAT3具有

多种功能,其中就包含可以影响线粒体转运孔,参与

能量代谢的调控,线粒体STAT3的表达及活性变化

也可以从侧面反映心肌细胞的活性[5]。琥珀酸脱氢

酶定位于线粒体内膜,参与线粒体产生腺苷三磷酸

(ATP)的过程,其水平变化代表细胞内线粒体的

活性。
低硒影响线粒体STAT3表达量[6],但是与心肌

细胞凋亡的关系仍不清楚。因此,本实验采用乳鼠原

代心肌细胞,通过低硒培养液和正常硒培养液培养,
检测STAT3、琥珀酸脱氢酶及凋亡相关蛋白的表达,
探讨低硒对线粒体活性和心肌细胞凋亡的影响及其

分子机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 选取出生3
 

d的C57BL/6小鼠6只,
体质量(10±0.2)g,购自南京模式动物中心,见图1。

图1  出生3
 

d的乳鼠

1.2 仪器与试剂 琥珀酸脱氢酶活性检测试剂盒购

自美国Sigma公司,分光光度计购自美国Thermo公

司,免疫印迹抗体均购自美国Abcam公司,流式细胞

仪购自美国BD公司。
1.3 方法

1.3.1 乳鼠心肌细胞提取和培养 乳鼠浸入75%无

水乙醇1~2
 

min,剪开胸骨,取出心脏,置于预冷的

Hanks培养液,去除心脏周围的多余组织。用预冷的

Hanks漂洗3次,将心脏放入胰酶中剪碎。37
 

℃水浴

10
 

min,自 然 沉 淀 后 弃 上 清 液。再 次 胰 酶 消 化

10
 

min,移液器混匀,加培养基终止消化,重复6次。
将消化所得细胞1

 

000
 

r/min离心10
 

min,加入适量

培养基混匀,置于37
 

℃、5
 

%
 

CO2 恒温培养箱培养,
24

 

h后观察细胞状态。
1.3.2 低硒培养液浓度确定 取生长良好的原代心

肌细胞,分别用含有0、0.01、0.05、0.08、0.10、0.50
 

μmol/L和1.00
 

μmol/L亚硒酸钠的培养液及正常培

养液进行培养,见图2。36
 

h后检测不同浓度硒处理

组细胞凋亡率。乳酸脱氢酶(LDH)检测发现,0.10
 

μmol/L硒处理组与正常培养液组毒性差异无统计学

意义,可作为正常硒对照组,而过高或过低的硒浓度

均表现出不同程度的细胞凋亡率,0.05
 

μmol/L硒处

理组心肌细胞凋亡率为50%,后续实验以含0.05
 

μmol/L硒的培养液作为低硒组。

  A:0;B:0.01
 

μmol/L;C:0.05
 

μmol/L;D:0.08
 

μmol/L

图2  不同浓度亚硒酸钠刺激原代心肌细胞

病理图片(×50)

1.3.3 心肌细胞线粒体提取 取适量的对照组和低

硒处理组心肌细胞,胰酶消化离心后加入适量的细胞

裂解液,置于匀浆器,冰上研磨。4
 

℃
 

1
 

200
 

g离心

15
 

min去除细胞核后,10
 

000
 

g离心10
 

min,弃上清液

得到线粒体沉淀。加入适量的线粒体储存液-80
 

℃
保存线粒体。
1.3.4 线粒体琥珀酸脱氢酶活性检测 待测样品与

标准品按说明书稀释比例配好,加入酶标包被板。封

板37
 

℃孵育30
 

min。弃去液体,用提前配好的洗涤

液清洗5次,每孔加酶标试剂50
 

μL后,封板37
 

℃孵

育30
 

min。用洗涤液清洗5次后显色,37
 

℃避光显

色15
 

min,采用分光光度计于600
 

nm检测琥珀酸脱

氢酶活性。
1.3.5 免疫印迹法检测STAT3、p-STAT3及凋亡

相关蛋白Bax、Bcl-2水平 取对照组和低硒组心肌细

胞线粒体,裂解后 Nanodrop
 

2000(美国 Thermo公

司)检测蛋白浓度。取相同量的线粒体裂解液或全细

胞裂解液,加入SDS凝胶,80
 

V
 

120
 

min电泳,350
 

mA转膜4
 

h。5
 

%无糖脱脂奶粉封闭1
 

h,按抗体说

明书稀释比例孵育一抗室温4
 

h,TBST清洗3次,室
温孵育二抗1

 

h后,于暗室显影。Image
 

J灰度分析检

测各条带光密度值。
1.3.6 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率 收集对照

组和低硒组心肌细胞,0.01
 

mol/L
 

PBS洗涤后加入

预冷的70%无水乙醇固定2
 

h。PBS重悬细胞,经过

滤网过滤后,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃去PBS。PI
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染色液4
 

℃避光孵育0.5
 

h。流式细胞仪于488
 

nm
检测心肌细胞凋亡率。

1.4 统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行分

析。计量资料以x±s表示,采用t检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 心 肌 细 胞 线 粒 体 酶 活 力 及 STAT3表 达 变

化 低硒处理原代心肌细胞36
 

h后,提取对照组和低

硒组心肌线粒体,检测琥珀酸脱氢酶活力变化。与对

照组相比,低硒组琥珀酸脱氢酶活性明显下降,差异

有统计学意义(P<0.05),见图3A。p-STAT3是

STAT3的活性状态,线粒体裂解后,通过免疫印迹检

测线粒体p-STAT3和总STAT3的表达情况,并以

p-STAT3与总STAT3比值来显示STAT3活性。结

果显示低硒组线粒体STAT3活性与对照组相比明显

降低(P<0.01),但总STAT3差异无统计学意义

(P>0.05),见图3B。

图3  两组心肌细胞琥珀酸脱氢酶酶活性及

STAT3表达变化

2.2 凋亡相关蛋白表达变化 与对照组比较,低硒

组Bax蛋白表达明显升高,Bcl-2蛋白表达降低,差异

有统计学意义(P<0.05),见图4。

图4  两组心肌细胞凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2表达量变化

2.3 心肌细胞凋亡情况 PI荧光点图观察到,对照

组细胞主要为非凋亡细胞,而低硒组心肌细胞出现大

量凋亡细胞。低硒组心肌细胞凋亡率为(42.62±
2.21)%,高于对照组的(6.13±2.32)%,差异有统计

学意义(P<0.05),见图5。

图5  两组心肌细胞凋亡情况

3 讨  论

  硒元素作为人体必需的微量元素之一,与抗氧

化、机体免疫、衰老、疾病等方面有重要的联系[7]。硒

缺乏导致的疾病,绝大多数都是由氧化损伤引起。研

究发现,由血硒含量降低引起的心肌细胞损伤主要以

线粒体损伤为主,体现在线粒体膜受损,活性氧产生,
脂类氧化物含量升高,导致心肌细胞凋亡[8]。作为线

粒体信号转导与转录因子家族的一员,p-STAT3和

细胞损伤紧密相关[9]。大量的临床数据和研究结果

表明STAT3蛋白在心肌病患者和模型动物均表达降

低,提示STAT3参与心肌病病理学过程[10]。研究发

现STAT3与线粒体呼吸链复合物Ⅰ共同作用,在保

留电子传递链复合物和稳定细胞内ATP水平以维持

正常线粒体的保护功能中起十分重要的作用[11]。相

关研究表明,硒能够上调细胞中STAT3活性,从而实

现其对下游基因的调控,参与细胞的凋亡过程[12]。有

研究表明,线粒体STAT3的活性与大鼠心脏功能有

着明显的正相关[13-14]。本研究分离了C57BL/6乳鼠

心肌细胞,通过低硒处理模拟心肌细胞硒缺乏后的病

理环境。分离心肌细胞线粒体后,通过免疫印迹检测

p-STAT3/STAT3的变化显示线粒体STAT3的活

性变化。笔者发现,低硒条件下STAT3的活性下降,
但是STAT3蛋白表达量并没有发生改变。检测琥珀

酸脱氢酶活性可以间接表明线粒体活性变化,结果显

示低硒处理后心肌细胞的线粒体活性也受到影响,与
对照组相比有明显的降低。这些结果表明低硒处理

后影响了心肌细胞线粒体STAT3的活性,从而导致

线粒体功能受损。
STAT3在心肌缺血模型中起保护作用,但是由

硒缺失引起的心肌细胞损伤对线粒体STAT3活性影

响是否会引起凋亡信号的产生促进心肌细胞凋亡还

未有明确的报道,因此笔者采用离体的心肌细胞通过

低硒处理,在细胞水平上研究这一问题。在STAT3
受到低硒影响的前提下,检测了凋亡相关蛋白Bax和
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Bcl-2的表达水平,结果显示低硒组Bax蛋白表达明

显升高,Bcl-2蛋白表达降低。流式细胞术检测结果

显示,低硒处理后导致心肌细胞凋亡率上升。
综 上 所 述,硒 缺 乏 降 低 了 心 肌 细 胞 线 粒 体

STAT3活性和线粒体活力,促进细胞凋亡相关蛋白

的表达,最终导致心肌细胞凋亡。本研究进一步阐明

了硒缺乏导致心肌疾病的致病机制,为硒相关治疗药

物的开发提供了理论依据。
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