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低浓度氧化铈纳米材料对肝癌细胞增殖能力的影响
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［摘　要］　目的　研究不同低浓度氧化铈纳米材料（ＣＮＰｓ）对肝癌细胞增殖能力的影响。方法　体外培养３株不同种类的肝
癌细胞（Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１），分别加入不同浓度（０．００５、０．０１、０．０５、０．１、１μｇ／ｍＬ）的 ＣＮＰｓ。采用 ＣＣＫ８检测 ＣＮＰｓ对肝癌细胞增
殖能力的影响；ｑＲＴＰＣＲ检测ＣＮＰｓ对肝癌细胞凋亡相关基因的影响；流式细胞术分析 ＣＮＰｓ对肝癌细胞周期的影响；裸鼠体内成
瘤实验证实低浓度ＣＮＰｓ对肝癌细胞成瘤的影响。结果　ＣＣＫ８实验显示低浓度ＣＮＰｓ对肝癌细胞的增殖有不同程度的促进作用，
其中０．０１μｇ／ｍＬＣＮＰｓ促增殖作用最明显；ｑＲＴＰＣＲ结果显示低浓度ＣＮＰｓ可以抑制肝癌细胞的凋亡；流式细胞术分析却并未发现
ＣＮＰｓ对细胞周期的影响；体内成瘤实验证实低浓度ＣＮＰｓ可以增强肝癌细胞的成瘤能力。结论　低浓度 ＣＮＰｓ可以显著提高肝癌
细胞的增殖能力。
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　　肝癌是第５大常见的肿瘤，位于癌症死亡病因的
第３位［１３］。目前，肝癌为仅次于肺癌的最主要恶性肿

瘤，每年发病和死亡人数都在不断增加［４］。外科手术

肝切除及肝脏移植属于根治性治疗，是当前肝癌患者

获得长期存活的主要手段，但有一半以上的肝癌患者

在首诊时便已确诊为晚期，失去了外科手术的最佳时

机，治疗效果及预后极差。针对肝癌的新型抗癌技

术的探索成为近年来肿瘤研究的热点［５６］。

氧化铈纳米材料（ｃｅｒｉｕｍｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＣＮＰｓ）
结构为 ＣｅＯ２（Ｃｅ

４＋）／Ｃｅ２Ｏ３（Ｃｅ
３＋），形状为立方体晶

体，直径为３～５ｎｍ，具有较强的抗氧化作用。目前氧
化铈纳米材料（ＣＮＰｓ）已被广泛应用于生物医学研究
领域，包括皮肤的创伤修复、血管的生成、氧化应激

以及放射和炎症的防护等［７８］。最近的研究表明

ＣＮＰｓ可以通过提高氧自由基（ＲＯＳ）的水平而抑制肿
瘤增殖［９１０］。但是之前的研究都是建立在高浓度氧化

铈纳米材料（ＣＮＰｓ）（≥１０μｇ／ｍＬ）的基础上，该浓度
并不适合于人体。而国内外关于低浓度的 ＣＮＰｓ
（≤１μｇ／ｍＬ）是否对肿瘤细胞的增殖有影响的研究
极少。本实验通过ＣＣＫ８、ＲＴＰＣＲ等技术检测低浓度
（≤１μｇ／ｍＬ）的ＣＮＰｓ对肝癌细胞系增殖的影响，为
进一步研究纳米材料（ＣＮＰｓ）作为肝癌治疗的重要手
段提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
肝癌细胞株 Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１购自美国 ＡＴＣＣ

细胞中心，冻存于本实验室。ＤＭＥＮ高糖培养基、胎牛
血清、０．２５％胰酶购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。ＣＣＫ８试剂盒

４４２ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８）购自碧云天公司。Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录
试剂盒、ｑＲＴＲＮＡ试剂盒购自 ＴａｋａＲａ公司，总 ＲＮＡ
提取试剂盒购自ＯＭＥＧＡ公司。氧化铈纳米材料由第
三军医大学生物工程系生物材料实验室提供。Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２、ＧＡＰＤＨ引物由生工公司合成。６～７周龄的
ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自新桥医院动物中心。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养和ＣＮＰｓ浓度的配制　　复苏保存于
本实验室液氮罐的Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１细胞，用含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ在３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱培养。取
出质量浓度为１μｇ／μｌ的ＣＮＰｓ，用无血清ＤＭＥＭ配制为
０．００５μｇ／μｌ的ＣＮＰｓ，４℃冰箱保存。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　　取对数生长期的
Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１细胞配制成１×１０４／ｍＬ单细胞悬
浊液，每种细胞分成６组，加入配制好的ＣＮＰｓ，使每种
细胞的ＣＮＰｓ浓度分别为 ０、０．００５、０．０１、０．０５、０．１、
１μｇ／ｍＬ。将细胞重悬后接种于９６孔板中，每组细胞
设定６个复孔，每孔１００μｌ细胞悬浊液，用培养液作
为空白对照，３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱培养。２４ｈ
后取出９６孔板，加入 ＣＣＫ８试剂１０μｌ，继续孵育２ｈ
后，用酶标仪检测４５０ｎｍ处各孔的吸收度（ＯＤ值），
测３次，取平均值。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测凋亡相关基因Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
的表达　　３种细胞株经低浓度 ＣＮＰｓ处理２４ｈ后，
Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，并用核酸浓度测量仪测浓
度，按照说明书逆转录合成ｃＤＮＡ，逆转录产物稀释１０
倍后，以 ＧＡＰＤＨ为内参进行荧光定量 ＰＣＲ，Ｂａｘ上游
引物：ＴＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧ，下 游 引 物：
ＴＧＴＧＴＣＣＡＣＧＧＣＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣ；Ｂｃｌ２ 上 游 引 物：
ＡＴＣＧＣＣＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＴ，下游引物：ＧＣＣＡＧ
ＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧＣ。反 应 条 件 为：９５℃，
１ｍｉｎ；９５℃，１０ｓ；６０℃，１５ｓ；７２℃，３０ｓ，共扩增４０
个循环。最后结果用ΔΔＣＴ法对结果进行分析。
１．２．４　流式细胞术检测 ＣＮＰｓ对细胞周期的影响

　　将处于对数增长期的 Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１细胞接
种于６孔板，加入配制好的 ＣＮＰｓ，２４ｈ后收集细胞，
ＰＢＳ洗涤３遍，７５％乙醇４℃冰箱保存，上机检测。
１．２．５　裸鼠皮下种植实验检测 ＣＮＰｓ对肝癌细胞成
瘤能力的影响　　购买１２只４～６周龄裸鼠，随机分为
对照组和实验组并称体质量，每组 ６只裸鼠。将
１×１０６ＨｅｐＧ２细胞重悬于１００μｌＰＢＳ中，将细胞悬液
皮下注射于２组裸鼠的右侧腹股沟。第２天开始隔日
在实验组裸鼠腹腔注射剂量为０．０１ｍｇ／ｋｇ的 ＣＮＰｓ悬
浊液，对照组注射同样剂量的ＰＢＳ。３０ｄ后处死裸鼠，
取下瘤体并称重。

１．３　统计学分析
采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计学分析，数

据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用独立样
本配对或非配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，
Ｐ＜０．０１表示差异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　低浓度ＣＮＰｓ对肝癌细胞增殖能力的影响
ＣＣＫ８检测不同浓度ＣＮＰｓ对Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、７７２１肝

癌细胞系增殖能力的影响，见图１。可见，在肝癌细胞中
低浓度的ＣＮＰｓ可以不同程度地促进细胞的增殖，其
中０．０１μｇ／ｍＬ的浓度最明显（Ｐ＜０．０１），后续实验浓
度将使用０．０１μｇ／ｍＬ。说明低浓度 ＣＮＰｓ可以促进
肝癌细胞的增殖，而且有浓度依赖性。

２．２　低浓度ＣＮＰｓ对肝癌细胞凋亡相关基因的影响
ｑＲＴＰＣＲ定量分析低浓度（０．０１μｇ／ｍＬ）ＣＮＰｓ

对肝癌细胞凋亡相关基因的影响。由图 ２可见在
ＨｅｐＧ２和Ｈｕｈ７细胞中凋亡基因Ｂａｘ以及抗凋亡基因
Ｂｃｌ２均有升高，但是 Ｂｃｌ２升高更明显，７７２１细胞
只有 Ｂｃｌ２显著升高。说明低浓度 ＣＮＰｓ可以通过
增强肝癌细胞的抗凋亡能力促进细胞的增殖。

ａ：ＨｅｐＧ２细胞；ｂ：７７２１细胞；ｃ：Ｈｕｈ７细胞；：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１
图１　ＣＣＫ８检测 ＣＮＰｓ对肝癌细胞系的增殖
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ａ：ＨｅｐＧ２细胞；ｂ：Ｈｕｈ７细胞；ｃ：７７２１细胞；ｎｓ：差异无统计
学意义；：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１
图２　ｑＲＴＰＣＲ定量分析低浓度 ＣＮＰｓ对肝癌细胞凋亡相

关基因的影响

２．３　低浓度 ＣＮＰｓ对肝癌细胞成瘤能力的影响
裸鼠皮下成瘤实验检测低浓度（０．０１ｍｇ／ｋｇ）

ＣＮＰｓ对肝癌细胞的成瘤能力的影响。由图 ３可见
不管肿瘤的大小还是肿瘤的重量，实验组均高于对

照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明低浓度
的 ＣＮＰｓ可以显著提高肝癌细胞的成瘤能力。
２．４　低浓度 ＣＮＰｓ对肝癌细胞周期的影响

流式细胞术检测低浓度 ＣＮＰｓ对肝癌细胞周期
的影响。由图４可见低浓度的 ＣＮＰｓ对３种肝癌细
胞系的细胞周期并无影响。

：与 ＰＢＳ比较，Ｐ＜０．０５
图３　裸鼠皮下成瘤实验低浓度的 ＣＮＰｓ对肝癌细胞成瘤

的影响

ａ：ＨｅｐＧ２细胞；ｂ：７７２１细胞；ｃ：Ｈｕｈ７细胞
图４　流式细胞术检测低浓度 ＣＮＰｓ对肝癌细胞周期的影响

３　讨论

肿瘤作为一个全球性的问题，对人类的健康有

着极大的威胁，传统放疗、化疗对患者又有着不可

避免的副作用。而纳米医学的出现让肿瘤的治疗

有了新的选择，特别是 ＣＮＰｓ由于其特殊的氧化铈
结构，已被广泛用于很多疾病包括肿瘤的治疗研

究［１１１２］。有研究显示，ＣＮＰｓ不仅对肿瘤细胞有直
接杀伤作用，而且可以抑制肿瘤细胞的侵袭以及增

强肿瘤细胞对放疗、化疗的敏感性［１３１４］。研究发现

当质量浓度大于等于１０μｇ／ｍＬ时，ＣＮＰｓ可以显著
抑制肝癌细胞的增殖［１５１６］。但是低于 １０μｇ／ｍＬ
的低浓度 ＣＮＰｓ是否也会抑制肝癌细胞的增殖，并
没有进一步研究。因此，本研究探讨低浓度 ＣＮＰｓ
对肝癌细胞增殖能力的影响，以完善 ＣＮＰｓ对肝癌
细胞杀伤作用的理论基础。

本研究采用 ＣＣＫ８检测了质量浓度分别为
０．００５、０．０１、０．０５、０．１、１μｇ／ｍＬ的 ＣＮＰｓ对肝癌
细胞增殖的影响，发现低浓度的 ＣＮＰｓ并未对肝细
胞的增殖起到抑制作用，反而可以促进肿瘤细胞的
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增殖，而且具有浓度依赖性，以０．０１μｇ／ｍＬ促增殖
能力为最强。进一步研究发现，低浓度的 ＣＮＰｓ可
以显著提高抗凋亡基因 Ｂｃｌ２的表达，从而抑制肝
癌细胞的凋亡。本研究采用流式细胞术检测了低

浓度的 ＣＮＰｓ对肝癌细胞周期的影响，但是其细胞
周期并没有发生明显变化。

为进一步证实我们的结果，我们用 ＨｅｐＧ２细胞
对裸鼠进行了皮下成瘤实验。之前的研究者对裸

鼠的处理浓度均大于等于 ０．１ｍｇ／ｋｇ，结果均显示
其对肿瘤细胞的成瘤能力也有抑制作用［１７１８］。本

次实验我们将处理浓度降到 ０．０１ｍｇ／ｋｇ，结果显
示，低浓度的 ＣＮＰｓ确实可以促进肝癌细胞的成瘤
能力。

本研究第一次证实了 ＣＮＰｓ对肝癌细胞具有促
增殖的能力，为纳米材料在肝癌临床治疗的应用提

供重要的理论依据。但是低浓度的 ＣＮＰｓ是通过何
种途径促进肝癌细胞增殖，其具体作用机制尚需要

进一步研究。
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