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纳米金增加阿霉素耐药肝癌细胞株敏感性的实验研究
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摘   要 目的：观察纳米金（GNP）人耐药肝癌细胞株耐药性的逆转作用。

方法：采用氯金酸柠檬酸三钠还原法制备并鉴定；分别用 GNP 与阿霉素（ADM）组单独或联合作用于

ADM 耐药的肝癌细胞株 HepG2/ADM，以未处理的 HepG2/ADM 细胞为对照，用 MTT 法检、流式细胞

术检测细胞的增殖与凋亡情况；紫外分光光度计检测 HepG2/ADM 细胞经 ADM 单独作用以及 GNP 与

ADM 联合作用后细胞内 ADM 浓度。

结果：与对照细胞比较，ADM 单独作用及 GNP 与 ADM 联合作用后，HepG2/ADM 的增殖均明显抑制、

凋亡率明显升高，但后者的作用明显强于前者（均 P<0.05），而 GNP 单独作用对细胞的增殖与凋亡无

明显影响（均 P>0.05）；GNP+ADM 作用后，HepG2/ADM 细胞内的 ADM 含量较 ADM 单独作用后的

ADM 含量明显增加 [（2.92±0.13）μg/L vs.（1.68±0.74）μg/L，P<0.05]。

结论：GNP 可增加 HepG2/ADM 细胞对 ADM 的敏感性，该作用可能与其增加 HepG2/ADM 细胞内的

ADM 浓度有关。
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Abstract Objective: To investigate the drug resistance reversing effect of gold nanoparticles (GNPs) on drug-resistant 

human hepatocellular carcinoma cell line.

Methods: GNPs were synthesized by reducing hydrogen tetrachloroaurate using tri-sodium citrate, and 

identified. Adriamycin (ADM)-resistant hepatocellular carcinoma HepG2/ADM cells were treated with GNP 

and adriamycin (ADM), alone or in combination, using HepG2/ADM cells without any treatment as a control, 
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化 疗 是 恶 性 肿 瘤 治 疗 的 重 要 手 段 之 一 ， 然 而

由于肿瘤细胞多药耐药性（multidrug resistance，

MDR）[1]的存在，化疗效果并不理想[2]。MDR发生

的机制复杂，目前认为MDR的主要机制与耐药肿

瘤细胞对抗肿瘤药物的主动外排作用密切相关[3]，

即 细 胞 将 进 入 胞 内 的 化 疗 药 物 排 至 胞 外 ， 从 而 降

低 胞 内 药 物 浓 度 ， 影 响 化 疗 药 物 的 发 挥 作 用 。 因

此 ， 如 何 改 变 细 胞 耐 药 性 ， 增 加 细 胞 内 化 疗 药 物

浓度，增强化疗疗效值得深入研究。纳米金（gold 

nanoparticles，GNP）是金的微小颗粒，在肿瘤治

疗方面具有很大的潜能 [4]。笔者前期研究 [6-7]表明

GNP不仅具有抗肿瘤血管生成[5]及诱导肿瘤血管正

常 化 的 作 用 ， 还 可 以 作 为 “ 载 药 工 具 ” 增 加 非 耐

药肿瘤细胞对化疗药物的敏感性[8]。那么，GNP是

否 可 以 增 加 化 疗 药 物 对 耐 药 肿 瘤 细 胞 的 细 胞 毒 性

作 用 ， 从 而 增 加 化 疗 效 果 。 本 研 究 就 这 一 问 题 进

行了初步探讨。

1　材料与方法

1.1  材料

对阿霉素（ADM）耐药的肝癌细胞株HepG2/

ADM由本实验室保存RPMI -1640培养液、L-谷氨

酰胺、青霉素和链霉素均购自美国Hyclone公司；

ADM购自浙江海正药业股份有限公司；胎牛血清

和胰蛋白酶购自美国Gibco公司；MTT和DMSO购

自美国Sigma公司；实验用水为超纯水；Annexin 

V-FITC/碘化丙啶（propidiumiodide，PI）细胞凋

亡 试 剂 盒 购 自 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司 。

氯 金 酸 和 枸 橼 酸 钠 均 为 国 产 分 析 纯 ， 购 自 国 药 集

团 化 学 试 剂 有 限 公 司 。 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 购 自

美国PerkinElmer公司；酶联免疫检测仪购自美国

Bio-Rad公司；相关酶标板为Costar酶标板。

1.2  细胞培养

H e p G 2 / A D M 细 胞 株 用 含 0 . 5  μ g / m L  A D M 、

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉

素的RPMI-1640培养液，置于37 ℃、CO2体积分数

为5%的饱和湿度条件下培养，取对数生长期细胞

进行实验。

1.3  GNP 的制备及鉴定

采 用 氯 金 酸 柠 檬 酸 三 钠 还 原 法 [ 9 ]制 备 G N P ，

通 过 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 在 4 0 0 ~ 7 0 0  n m 波 长 处

扫 描 样 品 特 征 性 吸 收 峰 ， 通 过 透 射 电 子 显 微 镜

（transmiss i on  e l ec t r on  mic roscopy，TEM）对

GNP的粒径进行表征。

1.4  MTT 法检测细胞的增殖抑制率

实 验 分 成 对 照 组 （ 无 血 清 培 养 基 ） 、 G N P

（5.0 nmol/L）组、ADM（1.0、2.0 μg/mL）组、

GNP+ADM组。取对数生长期的HepG2/ADM细胞，

0.25%胰蛋白酶消化成单细胞悬液，以1×104个/mL

的细胞密度接种于96孔板中，100 μL/孔。细胞培

养24 h后，吸出上清液，按照分组，分别加入无血

清培养基、终浓度为5.0 nmol/L的GNP溶液、不同浓

度（1.0、2.0 μg/mL）ADM溶液、5.0 nmol/L GNP 溶

液+不同浓度（1.0、2.0 μg/mL）ADM溶液各10 μL

以及无血清培养液150 μL，继续培养细胞24 h。实

验终止前4 h，各孔加入MTT溶液（5 mg/mL）20 μL

继续培养4 h，弃去上清,每孔加入150 μL二甲基亚

and then the cell proliferation and apoptosis were determined by MTT assay and flow cytometry, respectively. The 

intracellular ADM concentration of HepG2/ADM cells after exposure to ADM alone or GNP plus ADM were 

determined by ultraviolet-visible spectrophotometer.

Results:  Compared with control cells, the cell proliferation was inhibited and apoptosis rate was increased 

significantly in HepG2/ADM cells treated with ADM along or combination with GNP, and these effects 

were more remarkable in the latter than in the former (all P<0.05). The intracellular ADM concentration 

in HepG2/ADM cells exposed to GNP plus ADM was significantly higher than in those exposed to ADM 

alone [(2.92±0.13) μg/L vs. (1.68±0.74) μg/L, P<0.05].

Conclusion: GNP can enhance the sensitivity of HepG2/ADM cells to ADM, and this effect may be related to its 

increasing the intracellular ADM accumulation in HepG2/ADM cells.
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砜,在测量波长570 nm、参比波长630 nm处测吸光

度（A值）。细胞增殖抑制率（IR）。IR=（1−药

物组A值/对照组A值）×100%。

1.5  流式细胞术（FCM）检测细胞凋亡率

取对数生长期HepG2/ADM细胞，调整细胞密

度为1×105个/mL，接种于6孔板中，2 mL/孔；细

胞贴壁生长24 h后，按各分组分别加入无血清培

养液溶、5.0 nmol/LGNP溶液、2.0 μg/mL ADM溶

液、5.0 nmol/LGNP溶液+2.0 μg/mL ADM溶液各

100 μL以及无血清培养液2 mL。药物作用24 h后，

用 胰 酶 消 化 细 胞 并 收 集 于 试 管 中 ， P B S 洗 涤 细 胞

3次。按Annexin  V -FITC/PI细胞凋亡试剂盒说明

书 提 供 的 方 法 检 测 细 胞 凋 亡 率 。 细 胞 凋 亡 率 的 检

测：每管样品中分别加入200 μL结合缓冲液重悬

细胞后，加入5 μL Annexin V-FITC与5 μL PI，轻

轻混匀，避光室温反应15 min，上流式细胞仪检测

细胞凋亡率。

1.6  紫外分光光度计检测细胞内 ADM 浓度

在室温（25 ℃）条件下配制浓度为50 mg/L

的ADM溶液，用紫外分光光度计于200~800 nm波

长范围扫描，结果显示在480 nm处有最大吸收峰，

配制8个不同浓度的ADM标准溶液，用紫外分光光

度计测其480 nm吸光度，得到浓度-吸光度标准曲

线。实验分组：ADM组、GNP+ADM组。每组设4个

复孔。按分组将HepG2/ADM细胞以1×104个/孔接

种于96孔板。培养24 h后，对照组加无血清培养基

100 μL，同时，GNP处理组加入5.0 nmol/L GNP溶

液100 μL、1 h后用PBS洗净上述液体，各实验组

分别加入10 μg/mL的ADM 200 μL，继续培养4 h后

收集各组上清液，测其480 nm处的吸光度。根据

标准曲线得到各实验组细胞内ADM浓度。

1.7  统计学处理

采 用 S P S S  1 3 . 0 统 计 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。

所 有 实 验 均 重 复 3 次 ， 统 计 资 料 用 均 数 ± 标 准 差

（x±s）表示，组间比较用配对 t检验，3组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用SNK法，

P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  GNP 的制备及鉴定

制 备 获 得 的 G N P 溶 液 呈 酒 红 色 ， 紫 外 可 见 分

光光度计扫描显示，GNP的最大吸收峰在520 nm处

（图1A）；TEM观察发现，GNP呈球形，粒径均

一，直径约20 nm，离散度好，无团聚（图1B）。

2.2  GNP 对 HepG2/ADM 细胞增殖抑制率的影响

M T T 检 测 结 果 显 示 ， G N P （ 5 . 0  n m o l / L ） 与

A D M （ 1 . 0 、 2 . 0  μ g / m L ） 联 合 作 用 后 ， H e p G 2 /

ADM细胞的增殖抑制率均明显高于相应浓度的单

纯ADM（1.0、2.0 μg/mL）组，差异有统计学意义

（均P<0.05），单纯GNP对HepG2/ADM细胞无明

显抑制作用（P>0.05）（表1）。
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图 1　GNP 的鉴定　　A：GNP 的紫外吸收光谱；B：透射电子显微镜图像
Figure 1　Identifi cation of GNP　　A: UV-visible absorption spectra; B: TEM micrograph

30 nm
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表 1　各组 HepG2/ADM 细胞的增殖抑制率
Table 1　Proliferation inhibitory rates in each group of HepG2/

ADM cells
　　分组 增殖抑制率（%）
　对照组 0
　GNP 组 2.46±0.73
　ADM 1.0 μg/mL 组 12.76±0.94
　ADM 2.0 μg/mL 组 18.76±1.08
　GNP+ADM 1.0 μg/mL 组 26.71±1.331)

　GNP+ADM 2.0 μg/mL 组 30.85±1.281)

注：1）与相同浓度 ADM 单独作用组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. ADM of the same concentration alone 

treatment group

2.3  GNP 对 HepG2/ADM 细胞凋亡率的影响

F C M 检 测 结 果 显 示 ， G N P + A D M 组 H e p G 2 /

A D M 细 胞 的 细 胞 凋 亡 率 明 显 高 于 单 纯 A D M 组

[（7.43±2.13）% vs.（16.71±2.48）%]（P<0.05），

且两者均高于对照组[（3.28±0.74）%]（P<0.05）；

单纯GNP组HepG2/ADM细胞凋亡率[（5.09±1.37）%]

与 对 照 组 相 比 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ P > 0 . 0 5 ）

（图2）。

2.4  GNP 对 HepG2/ADM 细胞内 ADM 含量的

影响

紫 外 分 光 光 度 计 检 测 结 果 （ 图 3 ） 显 示 ，

G NP+ADM处理组HepG2/ADM细胞内的ADM含量

较单独ADM处理组明显增加[（2.92±0.13）μg/L vs.

（1.68±0.24）μg/L]（P<0.05）。

图 3　GNP 对 HepG2/ADM 细胞内 ADM 含量的影响
Figure 3　Eff ect of GNP on intracellular ADM concentration of 

HepG2/ADM cells

对照组 GNP 处理组
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3　讨　论

化疗是治疗晚期肝癌的重要手段之一，但是由

于肝癌细胞MDR[10]作用的存在，使得许多肝癌患者

化疗效果并不理想。这主要是因为耐药细胞可以通

过ABC（ATP-binding cassette）转运蛋白或谷胱甘

肽系统增加对化疗药物的主动外排作用[11-15]，降低

了肿瘤细胞内化疗药物浓度，从而影响化疗效果。

因 此 ， 研 究 增 加 多 药 耐 药 肝 癌 细 胞 内 药 物 浓 度 ，

从而提高肝癌的化疗效果是急需解决的问题。

本 研 究 从 A D M 对 耐 药 细 胞 H e p G 2 / A D M 的 增

殖抑制作用、诱导HepG2/ADM凋亡方面及GNP影

响HepG2/ADM胞内药物浓度方面初步探讨了GNP

增 加 A D M 对 H e p G 2 / A D M 的 细 胞 毒 性 作 用 。 M T T

结果及FCM结果显示：GNP与ADM联合作用后，

HepG2/ADM细胞的增殖抑制率及凋亡率均明显高

于单纯ADM组（P<0.05）。这与本课题组前期研

究结果一致[8,16]。

G N P 是 金 的 纳 米 粒 子 ， 在 肿 瘤 治 疗 方 面 具 有

很大的潜能。既可以通过与VEGF165、bFGF结合

发挥抗肿瘤血管生成[5]的作用，也可以与细胞内谷

胱甘肽的巯基（GSH）结合形成很强的共价键[17]。
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图 2　各组 HepG2/ADM 细胞凋亡情况
Figure 2　Apoptosis in each group of HepG2/ADM cells 
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相 关 研 究 表 明 [ 1 8 - 1 9 ]， 谷 胱 甘 肽 参 与 耐 药 肿 瘤 细 胞

的 的 主 动 外 排 作 用 。 结 合 本 研 究 结 果 ， G N P 处 理

组HepG2/ADM细胞内的ADM含量较对照组明显增

加，笔者推测，GNP可以通过与HepG2/ADM细胞

中GSH结合，降低HepG2/ADM细胞的主动外排作

用，从而增加胞内ADM药物浓度，进而增加ADM

对HepG2/ADM细胞的细胞毒性作用。另外，GNP

主要经非特异性内吞作用进入细胞 [ 20]，其触发的

H e p G 2 / A D M 细 胞 内 吞 作 用 可 能 成 为 A D M 入 胞 的

第 二 条 途 径 ， 从 而 增 加 H e p G 2 / A D M 细 胞 对 A D M

的摄入。

综上所述，纳米金可以增加耐药细胞内化疗药

物浓度，增加耐药细胞对化疗药物的敏感性。对于

其更详尽的作用机制有待于进一步研究。
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