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"摘要#
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目的
!

探讨纳米雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

的凋亡作用%方法
!

%&)

!

D"K

(

?

浓度的纳米雄黄作用于
7X7$

细胞!于

不同时间收集的细胞%倒置显微镜下观察细胞形态!流式细胞仪检测细胞凋亡率!

F@.V7F

检测细胞中
_MT

$

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'

的
DFA4

的表达水平!蛋白免疫印迹法"

ZI+JIG,QK"J

#检测细胞中
_MT

$

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'

蛋白的表达水平%结果
!

%&)

!

D"K

(

?

浓度的纳米雄黄作用于
7X7$

细胞
0/3

后出现显著的凋亡形态改变&纳米雄黄显著的促进细胞凋亡!并随着纳米雄黄处理
7X7$

细胞时间的延长凋亡率显著性增加"

$

$

%&%2

#&随着纳米雄黄处理间的延长
7X7$

细胞中的
_MT

和
7M+

E

M+I.'

的
DFA4

和蛋白

表达水平显著增加"

$

$

%&%2

#!

_NK.1

的
DFA4

和蛋白表达水平显著降低"

$

$

%&%2

#%结论
!

纳米雄黄对
7X7$

细胞有显著的促

凋亡作用!其作用机制可能与升高
_MT

和
7M+

E

M+I.'

的表达和降低
_NK.1

的表达有关%

"关键词#

!

纳米雄黄&

7X7$

细胞&

_MT

&

_NK.1

&

7M+

E

M+I.'
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目前#因卵巢癌而死亡的女性排在所有女性恶性肿瘤的首

位*近年来临床医生对卵巢癌的治疗主要是采用以铂类化疗

药物为基础的化疗#但随着卵巢恶性肿瘤细胞对铂类化疗药物

出现不同程度的耐药性#使以铂类化疗药物为基础的化疗效果

十分不理想&

$

'

*雄黄是我国中医药常用的一种含有砷的化合

物#有学者研究表明雄黄对白血病有显著的疗效&

1.'

'

*采用纳

米技术处理得到的纳米雄黄相对于雄黄具有溶解性高)毒性降

低的特点*然而#关于雄黄抑制卵巢癌恶性肿瘤细胞增殖和促

进其凋亡的作用机制尚不清楚*有研究表明
_MT

)

_NK.1

和

7M+

E

M+I.'

在组织细胞的增殖和凋亡的过程中起着非常重要的

要用&

0.2

'

*因此#本文观察纳米雄黄作用卵巢癌细胞
7X7$

后#

观察
7X7$

的凋亡作用和
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+.'

表达水平的

变化#以探究雄黄抑制卵巢癌恶性肿瘤细胞增殖和促进其凋亡

的作用机制#为寻找到有效治疗卵巢癌的新药物提供更充足的

理论依据*

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

人黏液性卵巢恶性肿瘤细胞株
7X7$

由西安交通

大学第一附属医院中心实验室友情提供#

7X7$

细胞采用半铁

壁悬浮培养*

B&C

!

主要试剂及仪器
!

VF58.$)0%

培养基$美国
e#QN"

公

司%#小牛血清$杭州四季青生物材料工程有限公司%#

_MT

)

_NK.

1

和
7M+

E

M+.'

抗体$美国
_#"U"IK!I

公司%#二抗$美国
F"NP.

KM,!

公司%#雄黄$西安交通大学第一附属医院血液科友情提

供%*精细研磨机$山东龙脉科技公司%#光子相关纳米激光粒

度分析仪$济南微纳颗粒仪器公司%#垂直电泳槽$瑞典
d"ILIG

4DIG+3MD_#"+N#I,NI+

公司%#酶标仪$

_#".@>9

公司%#流式细

$0%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期

"

基金项目!陕西省自然科学基金资助项目$

1%$1[50%2$

%*

!

作者简介!马淑云$

$(-0]

%#副主任医师#在读博士#主要从事妇科肿瘤方面

的研究*



胞仪$美国
_INJ", #̂NP#,+",

公司%*

B&D

!

方法

B&D&B

!

实验分组及培养
!

实验共分为平行对照组和纳米雄黄

组*平行对照组常规培养#无药物干预(纳米雄黄组常规培养#

用纳米雄黄浓度为
%&)

!

D"K

"

K

小牛血清培养基培养
10

)

0/

)

-1

3

后收
7X7$

卵巢恶性肿瘤细胞*

B&D&C

!

纳米雄黄的制备
!

将西安交通大学第一附属医院血液

科提供的雄黄采用精细研磨机进行研磨#研磨之后采用光子相

关纳米激光粒度分析仪测定研磨后的雄黄颗粒的粒径分布和

尺寸的大小*以研磨后的雄黄颗粒平均粒径小于或等于
-1&-(

,D

作为研磨合格的标准*将研磨处理好的纳米雄黄用不含有

小牛血清的培养基进行搅拌溶解#经原子吸收分光光度计检测

浓度为
)1&0

!

D"K

"

?

#作为储备纳米雄黄液*在使用的过程中

用含有
$%W

浓度的小牛血清的培养基稀释配制*

B&D&D

!

7X7$

细胞培养和纳米雄黄处理
!

对
7X7$

卵巢恶性

肿瘤细胞采用半贴壁悬浮培养#将
7X7$

细胞在含有
$%W

浓

度小牛血清的培养基中培养#用含有
$%W

体积浓度的小牛血

清的培养基对纳米雄黄储备液进行稀释以配制工作液#配制的

纳米雄黄的工作液浓度为
%&)

!

D"K

"

?

*当
%&)

!

D"K

"

?

浓度

的纳米雄黄与
7X7$

卵巢恶性肿瘤细胞作用
10

)

0/

和
-13

后

收集
7X7$

卵巢恶性肿瘤细胞*

B&D&E

!

7X7$

细胞凋亡及细胞周期分析
!

使用
B8@7.4,,IT.

#, .̀V8

双染流式细胞术对
7X7$

细胞凋亡进行检测#主要步

骤为!收集两株生长周期处于对数期的
7X7$

细胞#将
7X7$

的细胞浓度稀释为
$=$%

) 个"瓶于
2%D?

的培养瓶中#加入适

当量的纳米雄黄溶液#配制成
%&)

!

D"K

"

?

浓度的工作液*分

别培养
10

)

0/

)

-13

#收集
7X7$

细胞*用磷酸盐缓冲液$

V_6

%

洗涤
1

次后#参照
8@7.4,,IT#, .̀V8

双染试剂盒上的说明#加

入相应的试剂#低温避光
'%D#,

#加入结合液之后在流式细胞

仪中检测
7X7$

细胞的凋亡*

B&D&F

!

7X7$

细胞中
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'

蛋白的表达水平

的检测
!

使用蛋白免疫印迹法$

ZI+JIG,QK"J

%检测
7X7$

细胞

中
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'

蛋白表达水平*主要步骤为!收集

经过
%&)

!

D"K

"

?

浓度纳米雄黄工作液处理了
10

)

0/

)

-13

后

7X7$

细胞#使用裂解强度中等的
F8V4

裂解液对收集的

7X7$

细胞进行裂解以提取
7X7$

细胞的总蛋白#使用
_74

对提取的总蛋白进行蛋白定量#加入适量的上样缓冲液#取每

孔
)%

&

/%

!

;

蛋白在
$%W

的分离胶中对总蛋白进行电泳分离#

将电泳分离后的
_MT

)

_NK.1

)

7M+

E

M+I.'

蛋白转移至醋酸纤维素

膜上#

2W

脱脂奶粉封闭
13

#在
$<$%%%

的
_MT

)

_NK.1

和

7M+

E

M+I.'

抗体和
$<0%%

的
%

.MNJ#,

抗体中
0:

条件下孵育过

夜#

V_6@

洗膜
'

次#每次
$%D#,

#在
$<'%%%

的二抗中孵育
$

3

#

V_6@

洗膜
'

次#每次
$%D#,

#在目的蛋白出涂布
>7?

发光

试剂#在暗室中曝光#用
4RJ"

;

IK

图像分析软件对曝光的条带

进行分析#比较目的蛋白和
%

.MNJ#,

的灰度值*实验重复
'

次*

B&D&G

!

7X7$

细胞中
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'DFA4

表达水

平的检测
!

收集不同时间的
7X7$

细胞#以
0%%G

"

D#,

离心
$%

D#,

#收集离心后的细胞#按照
FA4

提取试剂的操作说明提取

每个时间点的细胞中的
FA4

#检测提取的
FA4

水平和纯度(

参照
F@.V7F

操作说明检测各时间点
7X7$

细胞中的
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'DFA4

表达水平*

B&E

!

统计学处理
!

采用
6V66$(&%

统计软件进行分析*计量

资料用
GC"

表示#采用
?6̂

法对计量资料进行两两比较#以

$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

纳米雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

凋亡细胞形态的影响
!

卵

巢癌细胞
7X7$

经过
%&)

!

D"K

"

?

浓度的纳米雄黄处理
103

后#细胞开始出现凋亡形态学的改变*但此时的细胞是圆形#

细胞的体积没有出现显著缩小#胞核和胞质的边界还未完全分

清#多数的
7X7$

细胞仅能观察到深色的细胞核(处理
0/3

后

7X7$

细胞凋亡阳性的细胞数开始增加#细胞形态呈现为非圆

形#体积开始显著的缩小#胞质和胞核的边界分清*而在相同

的细胞培养时间内#未被纳米雄黄处理的
7X7$

细胞仍然呈现

为半贴壁生长#

7X7$

细胞的体积大#观察不到明显的细胞核

形态#细胞核呈现为均匀性的淡染#没有特异性的染色#见

图
$

*

!!

4

!纳米雄黄干预培养
0/3

(

_

!纳米雄黄未干预培养
0/3

*

图
$

!!

纳米雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

凋亡的

细胞形态的影响

C&C

!

两组卵巢癌细胞
7X7$

凋亡率比较
!

纳米雄黄组干预

10

)

0/-13

的凋亡率显著高于平行对照组干预相同时间的凋

亡率$

$

$

%&%2

%(纳米雄黄组中干预
-1

和
0/3

的凋亡率显著

高于干预
103

的凋亡率$

$

$

%&%2

%(纳米雄黄组中干预
-13

的凋亡率显著高于干预
0/3

的凋亡率$

$

$

%&%2

%#见表
$

*

表
$

!!

两组卵巢癌细胞
7X7$

凋亡率比较%

W

(

组别 干预
103

干预
0/3

干预
-13

平行对照组
$&'0C%&1$ 1&02C%&'0 2&))C%&0/

纳米雄黄组
(&')C%&22

"

$-&0)C$&%1

"'

11&/(C%&(/

"'#

!!

"

!

$

$

%&%2

#与平行对照组比较(

'

!

$

$

%&%2

#与干预
103

比

较(

#

!

$

$

%&%2

#与干预
0/3

比较*

C&D

!

纳米雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

中
_MT

)

_NK.1

和
7M+

E

M+I.'
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蛋白表达的影响
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蛋白表达随着干预时间的延长而显著增加$

$

$

%&%2
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细胞中的
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蛋白表达随着干预时间的延长而

显著降低$
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卵巢恶性肿瘤是严重威胁女性生命安全的一种恶性肿瘤#

目前已是女性三大恶性肿瘤之一*目前#对卵巢癌的治疗主要

是以铂类化疗药物为基础的化疗治疗#这种治疗方法在早期时

可以收到显著的临床效果#但随着卵巢恶性肿瘤细胞对这些化

疗药物的耐受性增加#敏感性降低#在后期治疗过程中临床效

果显著降低#达不到理想的治疗效果*硫化物类的化疗药物患

有砷元素#在临床上除了具有解毒杀虫)燥湿祛痰)截疟等作用

外#还具有治疗慢性粒细胞性白血病等抗肿瘤的作用&

)

'

*目前

大多数的研究发现#雄黄主要对血液系统的恶性肿瘤具有抗肿

瘤的作用&

-

'

*雄黄抗肿瘤的主要作用机制主要有以下几点!

$

$

%抑制恶性肿瘤细胞的增殖($

1

%促进恶性肿瘤细胞的凋亡(

$

'

%抑制实体肿瘤中的血管新生&

/.(

'

*

本研究发现#纳米雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

具有显著的促

凋亡作用#

7X7$

细胞在
%&)

!

D"K

"

?

浓度的纳米雄黄的作用

下细胞形态会发生显著的凋亡变化#并且随着纳米胸花处理时

间的延长#细胞凋亡形态的变化更严重*在本研究中的流式细

胞仪检测凋亡结果表明
%&)

!

D"K

"

?

纳米雄黄对
7X7$

细胞的

凋亡具有促进的作用#并且随着纳米雄黄处理
7X7$

细胞时间

的延长#

7X7$

细胞的凋亡率会显著增高#这些结果表明纳米

雄黄对卵巢癌细胞
7X7$

具有促进凋亡的作用*黄娇娥等&

$%

'

研究发现#雄黄对人的肝癌细胞
_IK.-0%1

具有促进凋亡的作

用*本研究结果和其研究结果表明#纳米雄黄除了对血液系统

的恶性肿瘤细胞具有抗肿瘤的作用之外#对包括卵巢癌在内的

实体瘤也具有显著的抗肿瘤的作用#可以探索雄黄治疗包括卵

巢癌在内的实体瘤的治疗*

随着对抗肿瘤药物机制研究的深入#医学界发现多数的抗

肿瘤药物主要是通过调节促凋亡蛋白和抑凋亡蛋白水平的变

化来实现抗肿瘤的作用&

$$.$1

'

*

_NK.1

是机体中重要的抑制凋亡

的基因#通过编码相应的蛋白来抑制细胞色素
7

从细胞中线

粒体内释放达到抗凋亡的作用&

$'

'

*

_MT

是机体中重要的促凋

亡基因#通过编码相应的蛋白达到促进恶性细胞凋亡的作

用&

$0

'

*但
_NK.1

编码的凋亡抑制蛋白增多会与
_MT

结合抑制

恶性肿瘤细胞的凋亡*当
_NK.1

"

_MT

比值发生变化时会调节

凋亡蛋白
7M+

E

M+I.'

的表达#进而决定促进肿瘤细胞凋亡或抑

制肿瘤细胞凋亡&

$2

'

*本研究
F@.V7F

和
ZI+JIG,QK"J

检测结

果表明#随着
%&)

!

D"K

"

?

浓度的纳米雄黄处理卵巢癌细胞

7X7$

时间的延长#

7M+

E

M+I.'

和
_MT

的
DFA4

和蛋白表达量

显著增加#而凋亡抑制蛋白
_NK.1

的
DFA4

和蛋白的表达量显

著降低*该结果表明纳米雄黄促进卵巢癌细胞
7X7$

凋亡的

作用机制是通过将
_NK.1

"

_MT

比值偏向
_MT

#进而促进促凋亡

因子
7M+

E

M+I.'

的表达量增加#最终达到促进
7X7$

细胞凋亡

的作用*
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