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摘要:探讨 MNP- 端粒酶反义寡核苷酸复合物, 对K562 细胞凋亡和增殖的影响。应用荧光显微镜检测法和集落形成法, 分

别观察了凋亡细胞的形态学变化和细胞增殖能力。MNP- 端粒酶反义核酸复合物可诱导 K562 细胞凋亡和抑制细胞增殖, 两实

验组数值经统计学处理,具有非常显著性差异( p分别< 0. 001)。由此认为,MNP- 端粒酶反义核酸复合物对 K562 白血病细胞具

有促进凋亡的作用,此效果与剂量呈依赖性关系( r= 0. 992)。
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ABSTRACT: To investigate the influence of the magnetic nanoparticles ( MNP) - tolemorase antiense oligonucleotide compound to the

K562 cells, especially about the apoptosis and proliferation. Fluorescence microscope was used to watch the changing morphological characters of

K562 cells, and we also used the clonoly forming unit to detect the proliferation. The apoptosis and inhibit the proliferation of K562 cells might

was induced by the MNP- tolemorase antisense oligonucleotide compound. According to the statistical analysis of the experimental data, the dif-

ference is significantly ( p< 0. 01- 0. 001) compared with the control groups, respectively. TheMNP- tolemorase antisense oligonucleotide com-

pound can promote cell apoptosis, besides, the effect depends on the dosage of the comound strictly( r= 0. 998) .
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前言

近年研究表明,羧基磷灰石的纳米材料可杀死癌细胞, 对

肺癌、肝癌、食道癌等多种癌细胞都有疗效, 并认为纳米材料

具备杀死癌细胞且不伤害正常细胞的奇特功效。磁性纳米微

粒作为生物活性物质的载体, 导入动物体内, 在外加磁场下,

通过纳米粒子的引导,移向病变区,从而达到治疗目的。在使

用纳米粒子时,必须具备两个条件: ( 1)纳米粒子具备一定的

超微尺度, 一般在 20~ 100nm 之间; ( 2)纳米粒子要呈均匀分

布[1] ,才具药效。当物质加工到纳米尺寸 0. 1~ 100nm 时, 即

纳米材料, 便表现出小尺寸效应、表面效应、量子效应和量子

隧道效应[ 2, 3] , 因而展现出许多特有的性质, 在催化、光吸收、

生物医药、磁介质及新材料等方面有广阔的应用前景。

利用C- 三氧化二铁制成的磁性纳米微粒,及将该纳米粒

子表面通过化学键[ 4]与端粒酶反义寡核苷酸相连接而制成的

MNP ) 端粒酶反义核酸复合物, 作用于 K562细胞后, 用荧光显

微镜检测和集落形成法分别研究了对靶细胞的影响。

1  材料与方法
1. 1 MNP- 端粒酶反义核酸复合物的制备:

修饰巯基的磁性粒子 10mg, 与 50pmol/ L 反义核酸和 2mL

PBS( pH7. 4)混匀, 在 25 e 的恒温水浴中反应 24 小时, 即 MNP

- 端粒酶反义核酸复合物。

1. 2  靶细胞的培养及传代:

K562 肿瘤细胞:采用常规细胞培养法传代保种。培养体

系为含 10%的新生牛血清( FCS) , 青霉素、链霉素各 100U/ mL

的RPMI 1@ 1640, 37e 、饱和湿度、5% CO2 培养箱中培养。肿

瘤细胞培养至对数增殖期, 用于实验。

1. 3  凋亡细胞的诱导:

培养体系为 20% FCS RPMI1640 培养液和 1@ 105/ mL K562

细胞, 不同浓度 ( 2pmol/ mL、4pmol/ mL、6pmol/ mL、8pmol/ mL )的

MNP ) 端粒酶反义核酸复合物、反义寡核苷酸、无关寡核苷酸

和平行量的磁性纳米微粒 ( MNP) 4 个组 (时效实验中, 分别为

MNP- 端粒酶反义核酸复合物、反义寡核苷酸和磁性纳米材料

的半数促进浓度) ,总体积为 1mL。培养体系制好后, 混匀, 接

种于 96 孔培养板中, 置饱和湿度、37e 、5% CO2 培养箱中培

养。

1. 4  荧光显微镜检测凋亡细胞:

从各实验孔中分别取出细胞悬液 50LL、吖啶橙 10LL ( 5Lg/

mL)分别加于载玻片,混匀 ,覆一盖玻片, 荧光显微镜下计凋亡
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细胞百分率。每个实验点计 3个平行样本。

1. 5 集落形成法:

培养体系为: 20% FBS, 1@ 103/ mL K562 细胞, 药物浓度和

各平行对照组同上(凋亡细胞的诱导时效实验)及终浓度为 0.

3%琼脂。半固体培养体系制好后, 充分混匀, 迅速浇注于 24

孔培养板中, 每孔 0. 5mL。置饱和湿度、37e 、5% CO2 培养箱

中培养 5天、6 天、7 天。终止培养后, 倒置光显微镜下计\50

个以上K562 细胞组成的集落数。

1. 6 统计学处理:

数据以 X ? S 表示, 采用 t检验和F 检验处理数据。

2  结果
2. 1 反义核酸对 K562 细胞影响的量效曲线

图 1  各种影响因素对 K562细胞诱导凋亡百分率(n= 4)

Picture 1 Percentage of K562 cells apoptosis induced by different factors( n=

4)

图 1可知, 在各种影响因素的作用下, K562 细胞的生长状

况均有一定的变化。无关核酸对肿瘤细胞的生长基本没有影

响,其它三组实验均表现出 K562 细胞出现不同程度的凋亡,

而且这种变化与剂量呈依赖性关系。相关系数在反义核、纳

米材料和端粒酶反义核酸 ) MNP 复合物中分别为 0. 992492,

0. 933201, 0. 984106。对各实验组做 t检验, 结果显示在相同条

件下无关核酸对 K562 细胞的凋亡无显著影响, 而反义核酸、

纳米材料及端粒酶反义核酸 ) MNP 复合物均对 K562 细胞的

凋亡有显著的促进作用, 且端粒酶反义核酸 ) MNP复合物的

作用大于纳米材料。

2. 2 各影响因素对 K562 细胞凋亡作用的时效关系

图 2 各影响因素对 K562细胞凋亡的时效关系

Picture 2 Time- effect of different factors on K562 apoptosis

根据时效实验所得数据, 对各实验组做 F检验, 结果显示

(图 2) , 在半数促进浓度时,反义核酸、MNP- 端粒酶反义核酸

复合物对 K562细胞的凋亡均有显著的促进作用, 且随着时间

的增加而增大。

2. 3  各影响因素对K562 细胞集落形成的时效关系

附表  集落记数(n= 3)

Attached table: Clonoly forming unit

培养时间 5天 6天 7天

对照 118 ? 4. 041 120? 4. 163 124 ? 2. 517

反义核酸 50 ? 1. 732 n 41 ? 1. 000 n 36? 2. 887 n

MNP 87 ? 2. 082 n 97 ? 3. 055 w 107 ? 2. 887w

MNP- 端粒酶反义

核酸复合物
54 ? 3. 605 n 51 ? 3. 055 n 47? 2. 646 n

  与对照组比较, n 表示 p< 0. 001, w表示 p< 0. 01

各实验组与对照组比较,在 MNP- 反义核酸和端粒酶反

义核酸复合物均对 K562 细胞集落形成明显减少, 经 t检验具

有非常显著性差异( p< 0. 001) , MNP 在第 6 天和第 7 天时,

K562 细胞的增殖能力仍然受抑, 还可发现MNP对集落的形成

也有相对较小的抑制作用,经 t检验, 仍具有显著性差异 ( p<

0. 01)。

3  讨论
细胞凋亡又称程序性细胞死亡是一种不同于细胞坏死的

生理方式,其细胞形态和生化方面的变化主要包括DNA 断裂、

染色质凝聚、膜结构肿胀、细胞皱缩、凋亡小体形成等[ 5] , 上世

纪 90年代以后随着分子生物学技术的发展, 细胞凋亡成为肿

瘤学研究的一个热点, 在肿瘤的治疗上细胞凋亡的增强被认

为是化疗药物杀伤肿瘤的重要机制。

荧光检测是基于单个细胞凋亡区别与细胞坏死的形态学

特征,即膜起泡、凋亡小体、新月形成、核碎裂等特征。常用荧

光色素有吖啶橙( AO)、Hoechst 33258 或 Hoechst 33342、碘化丙

啶( PI)、溴乙锭( EB) [ 6]。本实验中采用吖啶橙作为染色剂, 既

能进入活细胞也能进入死细胞, 正常细胞呈均匀荧光染色, 而

凋亡细胞呈致密浓染的颗粒状或块状荧光。对药物作用后的

凋亡细胞在荧光显微镜下记数,经过统计学分析得到药物作

用的效果。

集落形成法是测定单个细胞增殖能力的有效方法之一。

单个细胞在体外半固体培养基中增殖持续 6 代以上, 其后代

所组成的细胞群落称为集落[ 7]。每个集落可含有 50 个以上

细胞,大小在 0. 3- 1. 0mm 之间, 通过计数集落形成率, 可对单

个细胞的增殖潜力作定量分析,了解细胞的增殖能力和对生

存环境的适应性, 用此法来确定抗癌药物对肿瘤的杀伤作用,

也是体外检测抗癌药物敏感性方法之一。

许多药物具有诱导细胞凋亡和抗肿瘤的作用, 例如多糖

可通过提高机体免疫力或直接作用于肿瘤细胞,诱导其分化、

凋亡。本实验中采用端粒酶反义核酸 ) MNP 复合物作为对

K562 细胞凋亡的影响因素进行研究, 取得了一定的成果。纳

米级材料若能作为抗肿瘤药物应用到临床将具有很大的优越

性,其极小的空间尺寸和简单经济的制备工艺都向我们展示

了其广泛的应用前景。希望本实验能为进一步的研究端粒酶

反义核酸 ) MNP复合物促进肿瘤细胞凋亡的机理及开发其药

用价值提供更多的实验依据。

(下转第 21页)
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2. 4 荧光显微镜下,迁移至缺血侧大脑皮质和海马处的 GFP

阳性的MSC,图中比例尺为 20Lm。

The appearance of GFP posit ive MSC cells home at the ischemic cortex and

hippocampus damaged region under fluorescence microscopy. Scale bar= 20Lm

in picture.

3  讨论

骨髓间充质干细胞( MSC)是骨髓中非造血实质细胞的干

细胞, 能够分化成多种细胞。实验证实[ 1, 2] , MSC 可分化为神

经元样细胞和胶质样细胞。在本实验中, 我们应用 MSC 经尾

静脉移植治疗大鼠脑缺血再灌注损伤, 大鼠的神经功能恢复

明显优于对照组, 提示 MSC 具有肯定的神经保护作用, 这为

MSC 治疗缺血性脑血管病提供了证据。

bFGF 是一种具有多种生物活性的神经营养因子, 在大鼠

局灶性缺血再灌注损伤中表达明显升高。bFGF可缩小梗死体

积,促进神经功能恢复[ 3]。在本实验中, bFGF 免疫组化单染发

现,MSC 移植治疗组脑组织中 bFGF 的表达明显高于对照组。

因此,MSC 可通过提高 bFGF 的表达减轻神经功能缺严, 发挥

脑保护作用。bFGF 的具体保护机制可能在于以下几点。首

先, bFGF能够促进神经元存活和突起生长, 是神经胶质细胞和

血管内皮细胞的促有丝分裂原[ 4, 5]。

胶质细胞产生并释放各种营养因子, 有助于神经元和其

他细胞存活和增殖。内皮细胞分化、毛细血管增生使侧支循

环形成, 从而改善局部血供, 促进缺血病灶恢复[ 6]。其次,

bFGF可调节血管舒缩状态和局部脑血流量[7, 8]。再次, bFGF

与受体特异性结合后,激活酪氨酸激酶降低谷氨酸受体蛋白

和Ca2+ 结合蛋白等的表达而减少 Ca2+ 内流,拮抗缺氧、兴奋

性氨基酸、自由基等的损害而保护神经元[ 9]。最后, bFGF还可

阻止迟发性神经细胞死亡和(或)促进新的神经元芽生和突触

形成[ 10,11]。国内外的实验证实, 脑缺血再灌注损伤发生时

bFGF 还具有抗凋亡作用。

总之, MSC作为一种新型的干细胞对大鼠脑缺血再灌注

损伤具有切实可靠的保护作用。根据本试验, 我们考虑其脑

保护作用与促进神经细胞分泌 bFGF, 进而减少神经细胞凋亡

有关。
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