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Abstract
AIM: To establish an apoptotic model induced by hydroxya-
patite (HAP) nanoparticles in human hepatoma cell line in
vitro in order to explore the mechanism of nanoparticles-
induced apoptosis.

METHODS: The selected human hepatoma cell line BEL-7402
was treated with HAP nanoparticles at different concentra-
tions and for various durations of time. Growth suppression
was evaluated by MTT method. Apoptosis-related alterations
in morphology and biochemistry were ascertained under
cytochemical staining (Hoechst 33 258), transmission electron
microscopy (TEM), and DNA agarose gel electrophoresis.
Flow cytometry (FCM) was used to investigate the apoptotic
rate.

RESULTS: HAP nanoparticles inhibited the growth of hepatoma
cells in a dose and time-dependent manner. After BEL-7402
cells were treated with 50-200 mg/L HAP nanoparticles
for 48 h, apoptosis with nuclear chromatin condensation
and fragmentation as well as cell shrinkage were observed
using fluorescent staining and TEM. DNA ladder could be
demonstrated on DNA electrophoresis. By FCM analysis,
the apoptotic rates at concentrations of 0 mg/L, 50 mg/L,
75 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L were 2.2 %, 20.3 %,
25.3 %, 29.8 %, 45.1 % and 53.1 %, respectively. Cell
apoptosis began approximately at 12h after administration
of 50 mg/L and peaked at 48 h following treatment. The
rates at 12, 24, 36, and 48 h were 2.7 %, 3.5 %, 6.3 %,
and 21.4 %, respectively.

CONCLUSION: HAP nanoparticles not only inhibit prolif-
eration but also induce apoptosis of human hepatoma cell
line BEL-7402 in vitro. The successful establishment of this
model will help further explore the molecular mechanism
of hepatoma cells apoptosis.
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摘要

目的: 建立羟基磷灰石纳米粒子体外诱导人肝癌细胞凋亡的

模型 为进一步研究纳米粒子诱导肝癌细胞凋亡的分子机

制奠定基础.

方法: 用羟基磷灰石纳米粒子以不同终浓度 不同时间作

用于人肝癌BEL-7402细胞 用细胞毒性实验(MTT比色

法)观察其细胞毒性 倒置相差显微镜 荧光显微镜 透射

电镜 DNA琼脂糖凝胶电泳等方法观察凋亡在形态学和生

化方面的变化. 流式细胞仪分析以进一步了解凋亡发生的时

间和程度.

结果: 羟基磷灰石纳米粒子以剂量依赖和时间依赖的方式抑

制BEL-7402细胞的生长. 50-200 mg/L的纳米粒子处理48 h

后 形态学上 肝癌细胞表现为细胞皱缩 核质浓缩

核碎裂 细胞起泡以及凋亡小体形成等凋亡特征. 琼脂糖凝

胶电泳观察到DNA 梯带 .  流式细胞仪定量分析 0

50 75 100 150 200 mg/L 浓度下凋亡率分别为2.2 %

20.3 % 25.3 % 29.8 % 45.1 % 和 53.1 %. 50 mg/L

作用12 h后肝癌细胞出现凋亡 48 h达高峰 12 24 36

48 h细胞凋亡率分别为2.7 % 3.5 % 6.3 %和21.4 %.

结论: 羟基磷灰石纳米粒子既能抑制人肝癌BEL-7402细胞

增生 又能诱导其凋亡 该凋亡模型的成功建立将有助于

进一步探讨纳米粒子诱导肝癌细胞凋亡的分子机制.
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0   引言

纳米技术1990年代取得了突破性进展 其在医学领域

的应用开创了纳米医学研究的新篇章. 羟基磷灰石纳米

粒子(hydroxyapatite nanoparticles)是随之发展起来的一种

新型纳米材料. 已有研究发现其对癌细胞的生长有抑制
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作用 且抗瘤谱广 但在诱导癌细胞凋亡方面国内外

尚未见报道. 我们从羟基磷灰石纳米粒子诱导人肝癌

BEL-7402细胞凋亡的角度探讨其抑制癌细胞生长的机

制 为纳米材料用于临床提供理论依据和实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  羟基磷灰石纳米粒子由华东理工大学生物材

料中心提供 用培养液配制成浓度400 mg/L的溶胶

0.22 µm滤膜过滤除菌备用; RNase酶 蛋白酶K 碘
化丙啶(PI)及Hoechst 32258荧光染色剂购于Sigma公司;

RPMI1640培养基 小牛血清 MTT购自Gibco 公司;

MODEL2300型 CO2培养箱 Shellab公司; BH-2型荧

光显微镜 Olympus公司; Hitachi-600型透射电镜 日

立公司; FACSort流式细胞仪 Becton Dickinson公司. 人

肝癌细胞系BEL-7402 武汉大学中国典型培养物保

藏中心(CCTCC)提供 培养于含100 mL/L小牛血清的

RPMI1 640 培养液中 37 50 mL/L CO2 培养箱内

常规传代培养. 细胞贴壁生长2 4 至70-80 %单层后

更换含药培养基进行实验.

1.2 方法  细胞毒性实验(MTT比色法)参考(Hussain J

Immunol Methods 1993; 160: 89)方法 取密度为2 108/L

的细胞接种于96孔培养板中每孔200 µL 培养 24 h
后 弃原培养液 加含不同浓度药物的新培养液 各为

200 50 12.5 mg/L及对照(0 mg/L) 每浓度设8个复孔

分别作用24 48 72 h后 加入新配制的MTT液每孔

20 µL 置 37  CO2培养箱内培养作用4h 小心吸去
上清液 加入二甲亚砜(DMSO) 150 µL 在振荡器上
轻轻振荡5 min 后 用酶标仪于490 nm处测吸光度值

(A值). 取 8孔平均值 计算抑制率. 根据公式: 细胞抑

制率=(1- 实验组A值/对照组A值) 100 % 以横坐

标为时间 纵坐标为抑制率 绘制细胞生长抑制曲线.

预定时间倒置相差显微镜观察不同浓度作用的细胞的生

长情况. 收集200 150 100 75 50 0 mg/L (对照)药物

作用48 h后的肝癌细胞 离心 PBS缓冲液洗涤 3 1

甲醇 / 冰醋酸固定液固定10 min 再离心 留取少量

固定液悬浮细胞; 于盖玻片上用荧光染液Hochest33258

染色45 min; 将有细胞一面的盖玻片封盖在预滴封片液

的载玻片上 自然晾干 在BH-2荧光显微镜下观察并摄

影. 收集接种于T-25培养瓶内 经100 mg/L药物处理48 h

后的细胞 30 g/L戍二醛固定 再用10 g/L锇酸固定 逐

级酒精脱水 氧化丙烯浸透 树脂包埋 超薄切片

机切片 于透射电子显微镜下观察并摄影. 细胞溶解于

裂解缓冲液400 µL中 4  12 000 r/min离心15 min
收集上清 加蛋白酶 及RNase置 50 孵育2 h. 再加

入NaCl 及同体积异丙醇-20 过夜 离心去上清

700 mL/L乙醇溶解沉淀 离心后空气干燥. 加 TE 9 µL
和载样缓冲液1 µL 15 g/L 琼脂糖凝胶 35 电压
电泳2 . 紫外灯下观察并摄影. 收集经羟基磷灰石纳米

粒子(0 50 75 100 150 200 mg/L)处理 48 h 和

50 mg/L 浓度处理 12 24 36 48 h 的细胞 用胰

酶消化制成单细胞悬液 离心弃上清 沿管壁缓慢加

入700 mL/L预冷(-20 )乙醇1 mL固定 (注意边加边振

荡 以免细胞成团) 4 过夜后再经PBS洗2次 100 µL
RNA酶(100 mg/L)消化 37  30 min 再加入50 mg/L PI

染色液 100 µL 4 避光 30 min 后上机测试 采用
FACScort流式细胞仪对样品进行检测 每次计细胞数

6 000个 激发波长488 nm 分析软件CellQuest 计算

凋亡率.

           统计学处理  所有实验数据均以 sx ± 表示 用SPSS
11.0软件进行统计分析 实验组与对照组比较行 t 检验.

2   结果

2.1 羟基磷灰石纳米粒子对细胞生长的影响  MTT检测

结果显示纳米粒子对肝癌细胞的抑制率均随着剂量的

增大和作用时间的延长而增强 同时间不同浓度组与

其对照组比较均有极显著性差异(表1).

表 1  羟基磷灰石纳米粒子对BEL-7402细胞生长的影响 ( sx ± , A 490nm,
n =8)

    浓度 (mg/L)
t /h
            0        12.5          50        200

24 0.721 0.041 0.536 0.035 0.485 0.036b 0.425 0.030b

48 0.933 0.035 0.501 0.088b 0.395 0.040b 0.259 0.027b

72 0.973 0.021 0.438 0.040b 0.345 0.035b 0.201 0.031b

aP <0.05, bP <0.01 vs 0 mg/L.

2.2 显微镜观察  倒置相差显微镜下见对照组肝癌细胞

贴壁生长 核膜 核仁轮廓明显 核糖体颗粒丰富胞质

饱满 相邻细胞生长融合成片; 经HAP处理的各组细

胞 24 h 后观察见细胞逐渐由贴壁而脱落 48 h 脱落

更明显 脱落细胞悬浮于培养液中 细胞形态变圆 折

光性差 生长增生明显受抑. 细胞经Hoechst 33258染色

后 荧光显微镜下见对照组BEL-7402细胞胞膜完整

胞质丰富 核形态饱满 表现为弥散均匀的蓝色荧光.

而处理组可见核体积缩小 荧光染色增强 染色质呈

致密浓染的块状或颗粒状荧光以及凋亡小体形成 呈现

典型的凋亡形态特征. 而且随浓度增加凋亡细胞增多 (图2).

镜下计算各浓度组凋亡率 50 75 100 150 200 mg/L

分别为18.7 % 22.3 % 33.5 % 49.0 %和57.2 %. 透射电

镜观察下对照组细胞胞质密度高 细胞器正常 染色质均

匀分散 密度一致 核膜完整 核仁大且完整(图 3 A); 而

经羟基磷灰石纳米粒子处理的细胞发生皱缩 胞质空泡

形成 细胞核固缩 染色质凝集 染色质聚集于核膜周边

形成数个团块或境界分明的新月形小体(图 3 B).

2.3 琼脂糖凝胶电泳  不同浓度羟基磷灰石纳米粒子作

用48 h后 对照组仅显示基因组 当浓度为100 mg/L

200 mg/L时出现典型的梯状带.
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2.4  流式细胞仪检测  DNA直方图上可见亚二倍体峰(即

AP峰apoptotic peak) 此一低DNA含量的亚二倍体峰的

百分比 即为细胞的凋亡率(图 4). 0 50 75 100 150

200 mg/L 羟基磷灰石纳米粒子作用48 h后的细胞凋亡

率分别为2.2 % 20.3 % 25.3 % 29.8 % 45.1 %和53.1 %.

相关分析示二者呈高度正相关(r =0.994 P <0.01); 回归

方程为 y凋亡率 =0.0842+0.0023 x浓度 计算得半数有效凋

亡浓度EC50 =181.82 mg/L. 50 mg/L作用 12 24 36

48 h凋亡率为2.7 % 3.5 % 6.3 %和 21.4 %.

图1  不同浓度羟基磷灰石纳米粒子和作用时间对BEL-7402 细胞的
生长抑制作用.

图2  HAP纳米粒子作用48h后BEL-7402细胞凋亡的荧光显微镜检
查 200.
A  对照组; B  50 mg/L; C  100 mg/L; D  200 mg/L.

A  对照组;

B  100 mg/L.
图 3  HAP纳米粒子作用48 h后BEL-7402细胞凋亡的透射电镜检查
15 000.
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图4  HAP纳米粒子作用48 h后BEL-7402细胞凋亡的流式细胞术分析.
A  对照组; B  50 mg/L; C  75 mg/L; D  100 mg/L; E  150 mg/L;
F  200 mg/L. 凋亡率分别为2.2 %; 20.3 %; 25.3 %; 29.8 %; 45.1 %; 53.1 %.

图5  50 mg/L HAP 纳米粒子作用不同时间后BEL-7402细胞凋亡的
流式细胞术分析.
A  对照组; B  12 h. C  24 h; D  36 h. E  48 h凋亡率分别为2.2 %; 2.7 %;
3.6 %; 6.3 %; 21.4 %.

3   讨论

肿瘤的发生和发展不仅与细胞的分化异常及增生过度

有关 而且与其细胞凋亡的减少密切相关[1-8]. 而一旦细

胞增生与凋亡失控 则可导致肿瘤的发生[9-25]. 因此

开发诱导肿瘤细胞凋亡的新药 成为肿瘤治疗的新方

向. 迄今为止 已证实化疗药物 生长抑素类似物 砷

剂及多种中药成分[26-37] 都能以诱导细胞凋亡的方式抑制

肿瘤细胞生长.羟基磷灰石[Ca10(PO4)6(OH)2]简称HAP是

人类骨无机组成的主要成分 有很好的组织相容性及

黏附性 其粉末用作骨缺损部位的填补材料已被广泛

应用于临床. 本研究所用羟基磷灰石纳米粒子由溶胶-

凝胶法合成 其粒径为50 nm左右 介于0.1-100 nm(纳

米级范围)间 表现出纳米粒子所独有的小尺寸效应

表面与界面效应 量子尺寸效应 宏观量子隧道效应

具有高溶解度 高表面能 强的离子交换能力 强极化

力等特性. 作用于体外培养的人肝癌BEL-7402细胞后

MTT毒性实验显示其对肝癌细胞的生长增生具有较强

的抑制作用 呈明显的剂量效应和时间效应关系. 低浓

度时即有明显的抑制作用 高浓度时此作用更强; 24 h

时细胞抑制率都未达到50 % 48h时是BEL-7402细胞

对羟基磷灰石纳米粒子作用较敏感的时期 抑制率升

高非常明显 作用72h抑制率继续升高 但增幅并不大.

这一结果与文献报道羟基磷灰石溶胶(HAP Sol)对W-

256癌肉瘤细胞和艾氏腹水瘤细胞作用24 h后 半数有

效抑制浓度分别为189 mg/L和 210 mg/L相当. MTT毒

性实验结果有助于指导羟基磷灰石纳米粒子的实际应

用 便于选择合适的浓度和作用时间.

       倒置相差显微镜亦显示羟基磷灰石纳米粒子作用

后 肝癌细胞贴壁能力下降 细胞悬浮于培养液中 浓

度越高 作用时间越长 悬浮细胞越多 与MTT毒性

实验结果相一致. 荧光显微镜和透射电镜示细胞凋亡形

态学上的变化 可见细胞体积缩小 胞膜皱缩 核固缩

核质沿核膜浓缩边集 形成数个团块或境界分明的新

月形小体 有的细胞核碎裂 形成由膜状物包裹内容物

凋亡小体. 琼脂糖凝胶电泳显示DNA梯状带型 呈细胞

凋亡典型的生化改变 并且浓度越高 梯状带型越明显.

        FCM分析则定量检测细胞凋亡 其结果与MTT法

所示剂量依赖效应和时间依赖效应相一致.不同浓度作

用48 h后细胞凋亡率与荧光显微镜下计数结果相符合

相关分析示细胞凋亡率与浓度呈高度正相关; 回归分析

得半数有效凋亡浓度EC50=181.82 mg/L 而在MTT毒性

实验中 同一浓度作用48 h后的细胞抑制率接近70 %.

此结果表明羟基磷灰石纳米粒子对人肝癌BEL-7402细

胞的抑制作用中 诱导细胞凋亡占主要作用.纵观不同

浓度的细胞抑制率和凋亡率 纳米粒子浓度越高 诱

导细胞凋亡作用越强. 浓度为50 mg/L的纳米粒子作用

不同时间后 36 h 凋亡率都较低 小于10 % 48 h

增至 21.64 % 说明 48 h 后羟基磷灰石纳米粒子对

BEL-7402细胞的凋亡诱导作用可达到高峰. 因此实际
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应用中作用时间应以48 h或更长时间为宜 以达到较

好的凋亡诱导率.

       总之 本实验结果表明在体外羟基磷灰石纳米粒

子能以诱导细胞凋亡的方式抑制肝癌细胞的生长. 该凋

亡模型的成功建立 为进一步探讨细胞凋亡发生的机

制奠定了基础.
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