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　 　 【摘要】 　 目的　 研究纳米 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 复合物对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细胞系的体外放射生物效应。
方法　 Ｃ６、Ｕ８７ 细胞分别经不同浓度 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 作用 １２、２４ ｈ 后 ＭＴＴ 法检测群体细胞存活

率，经不同浓度 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 联合 Ｘ 线 ０、２、４、６、８ Ｇｙ 照射后克隆形成实验检测 ＰＥ 值，经不同

浓度 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 作用 １２ ｈ 后 Ｘ 线 ０、４、８ Ｇｙ 照射应用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法流式细胞术

检测细胞凋亡情况。 应用蛋白免疫印迹方法检测 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 对射线诱导细胞凋亡蛋白表达

影响。 多组均数检验方差齐性后用单因素方差分析，两样本均数间进行 ｔ 检验。 结果 　 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃
ＢＳＡＮＰｓ 对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细胞并无明显增殖抑制作用（Ｐ＝ ０􀆰 ３２８、０􀆰 ９２０）；ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰ 联合照射的

ＰＥ 值明显低于 ＶＰＡ 联合照射（Ｐ＝ ０􀆰 ０００）。 Ｃ６、Ｕ８７ 细胞 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 联合照射的 ｐ５３、Ｂａｘ 表达增

加（Ｃ６ 细胞Ｐ＝ ０􀆰 ０００、０􀆰 ０００ 和 Ｕ８７ 细胞Ｐ＝ ０􀆰 ０１０、０􀆰 ００２），Ｂｃｌ⁃２ 表达降低（Ｃ６ 细胞Ｐ＝ ０􀆰 ００８、Ｕ８７ 细

胞 Ｐ＝ ０􀆰 ０００）。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 激活片段仅见于 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ＋照射、ＶＰＡ＋照射，且前者低于后者（Ｐ＝
０􀆰 ００４）。 ＰＰＡＲ 激活片段仅见于 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ＋照射。 结论　 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 可增加 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细

胞系放射生物效应，其机制与定向促进 Ｘ 线诱导的肿瘤细胞凋亡有关。
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　 　 研究表明组蛋白去乙酰化酶抑制剂能增强肿瘤

细胞对放射的敏感性，其机制是诱导肿瘤细胞生长

停滞和细胞凋亡［１］。 丙戊酸钠是一种很常见抗癫

痫药，可以用来预防和治疗脑部肿瘤患者出现的癫

痫症状，近年来发现丙戊酸钠是一种非常有效的组

蛋白去乙酰化酶抑制剂［２］，可以增加结肠癌细胞对

放射的敏感性［３］。 近年来，纳米技术成为肿瘤治疗

的研究热点，由于其可定制性和多功能性［４⁃６］，纳米

材料在肿瘤的靶向治疗中发挥着越来越重要的作

用［７⁃８］。 叶酸是一种低分子量的维生素，在核苷酸生

产所需的碳转移单元中起着重要的作用，由于其高

稳定性，低免疫原性，无限的可用性，与有机和水溶

剂的相容性，能够与许多分子共轭并且对载体尺寸

的影响有限，我们选择叶酸作为功能性配体［９］。 此

外叶酸受体是一种细胞增殖蛋白，在许多类型的肿

瘤细胞中过度表达，包括乳腺癌、肾癌、头颈部肿瘤、
肺癌、结直肠癌。 既往研究证明 Ｕ８７ 来源于胶质母

细胞恶性肿瘤，叶酸在此病理类型中属高度表达，
Ｃ６ 细胞属于星形细胞瘤，叶酸在此类型中属中度表

达［１０］。 所以本研究应用叶酸作为纳米材料将 ＶＰＡ
包裹成复合物 （ ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ），观察丙戊酸钠与

ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细胞系体外放射敏

感性的影响，为胶质瘤的放疗提供有力实验依据。

材料与方法

　 　 １．材料：Ｃ６ 大鼠胶质瘤细胞、Ｕ８７ 细胞（中国医

学科学院协和细胞中心），丙戊酸钠、ＤＭＳＯ （购自

美国 ＭＰ 生化公司），胎牛血清 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司），ＤＭＥＭ 培养基、ＭＴＴ （济南秀佰锐生物技术有

限公司），胰蛋白酶（ｇｉｂｃｏ 公司）、０􀆰 ４％ 台盼兰染液

（日本 Ｔａｋａｒａ 公司），兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体（美国

Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司）。
２．ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 制备：介孔二氧化硅纳米粒子

是根据之前的研究制备的。 制备过程包括获得介孔

二氧化硅纳米粒子（ＭＳＮｓ）、苯并咪唑 ＭＳＮｓ 官能

化、胺 ／苯并咪唑 ＭＳＮｓ 官能化合成、叶酸 ／苯并咪唑

ＭＳＮｓ 官能化合成、ＶＰＡ 加载 ＦＡ ／ 苯并咪唑 ＭＳＮｓ
制备，纳米粒子形态和介孔结构通过扫描电子显微

镜和透射电子显微镜观察。 具体制作见文献［１１］。
３．细胞培养和处理方法：使用含 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养液在 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度孵箱内

培养 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细胞，用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶收集

贴壁细胞。 细胞培养瓶底放置 １０ ｃｍ 固体水，用瑞

典医科达公司直线加速器 ６ ＭＶ Ｘ 线照射，源皮距

１００ ｃｍ，机架角为 １８０°，剂量率为 ３ Ｇｙ ／ ｍｉｎ。
４．群体细胞 ＭＴＴ 法测定：胰酶消化细胞后以每

个孔（１～ ５） ×１０３ 细胞接种于 ９６ 孔板，每孔加 ２００
μｌ 完全培养液；周边孔用等量 ＰＢＳ 填充。 置于孵箱

中培养，待细胞贴壁后弃掉原培养液，分别加入含有

ＶＰＡ、纳米材料 （球） 或 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 的新鲜培养

液，分别设 １２􀆰 ５、２５􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍｌ、ｐＨ＝ ６ 的

１００􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍｌ浓度，每个浓度分别设 ６ 个复孔，１２、
２４ ｈ后每孔加 ２０ μｌ ＭＴＴ （５ ｍｇ ／ ｍｌ）避光孵育４ ｈ，
２５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 后弃培养液，每孔加 ２００ μｌ
ＤＭＳＯ，充分混匀后置于摇床低速摇 １０ ｍｉｎ，使用酶

联免疫检测仪 ５７０ ｎｍ 测各孔吸光度（Ａ 值），计算细

胞抑制率［ 细胞抑制率（％） ＝ （１ － 实验组 Ａ值 ／ 对
照组 Ａ 度值） × １００％］ 。

５．克隆形成实验：根据实验处理因素将细胞分

为 ３ 个：单纯照射、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ （２５、１００ ｍｇ ／ ｍｌ、
ｐＨ ＝ ６ 的 １００ ｍｇ ／ ｍｌ） 联合照射、 ＶＰＡ （ ５０、 １００
ｍｇ ／ ｍｌ） 联合照射。 每组根据放射剂量（０、２、４、６、
８ Ｇｙ）不同分为 ５ 个组。 对照组 １００ 个细胞 ／皿接种

于 ６０ ｍｍ 培养皿，照射组及联合组分别接种 １００、
５００、５００、２０００ 个细胞于 ６０ ｍｍ 培养皿，用含 １０％
胎牛血清的完全培养基培养。 ２４ ｈ 后换不加药和

加 ＶＰＡ 或 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 的培养液继续培养 ２４ ｈ，然
后按剂量梯度给与照射，继续培养至培养皿中出现

肉眼可见克隆时为止。 经吉姆萨染色后显微镜下计

数≥５０ 个细胞集落，计算 ＰＥ 值（ＰＥ ＝克隆数 ／接种

细胞数×１００％）。
６．流式细胞仪凋亡分析：将 Ｃ６、Ｕ８７ 细胞用胰

酶消化后以 １×１０６ ／ ｍｌ 的浓度铺 ６ 孔板，每个孔加 ２
ｍｌ，在 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度孵箱内培养 ２４ ｈ，贴
壁后更换含 ２５、１００ ｍｇ ／ ｍｌ和 ｐＨ ＝ ６ 的 １００ ｍｇ ／ ｍｌ
ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 或 ＶＰＡ 新鲜培养液， 对照组加入

ＰＢＳ，６ ｈ 后照射 ０、４、８ Ｇｙ，２４ ｈ 培养后胰酶消化收

集细胞，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 冲洗 １ 次，分
别加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μｌ ＰＩ 溶液避光 ４
℃孵育 １５ ｍｉｎ。 应用 Ｂｅｃｔｏｎ⁃Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 流式细胞仪

检测细胞凋亡，Ｍｏｄｉｆｉｔ 软件分析数据。
７．蛋白免疫印迹法检测凋亡蛋白表达影响：将

细胞用 ＰＢＳ 洗两遍，加入 ＲＩＲＰ 裂解液在冰上 ３０
ｍｉｎ，超声 ３ 次，≤５ ｓ ／次，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ４℃ 离心 ２０
ｍｉｎ。 蛋白质用 ＢＣＡ 量化分析后用６％～１５％聚丙烯

酰胺凝胶分离蛋白转移到硝化纤维膜上，５％牛奶

３７℃封闭 ２ ｈ，将膜放入配好的一抗液中 ４℃摇膜过

夜 。回收一抗，ＴＢＳＴ冲洗３次，每次１０ｍｉｎ，室温孵
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　 表 １　 Ｃ６ 和 Ｕ８７ 细胞 Ｘ 线不同剂量照射后的克隆形成率比较（％，􀭰ｘ±ｓ）

项目 ０ Ｇｙ ２ Ｇｙ ４ Ｇｙ ６ Ｇｙ ８ Ｇｙ Ｐ 值

Ｃ６ 细胞

　 单纯照射 ５８．２±３．８ ４１．０±２．７ ２６．２±２．４ １６．３±２．１ ９．３±０．３ ０．０００
　 ＶＰＡ－ＢＳＡＮＰｓ＋照射

　 　 ２５ ｍｇ ／ ｍｌ ５４．７±１．３ ３９．４±１．５ ２５．２±２．５ １５．２±２．０ ７．５±０．６ ０．０００
　 　 １００ ｍｇ ／ ｍｌ ５２．８±２．９ ２９．２±１．５ １２．８±１．５ ４．８±０．１ １．８±０．１ ０．０００
　 　 ｐＨ＝ ６ １００ ｍｇ ／ ｍｌ ５０．２±３．６ ２５．４±０．３ １０．４±０．４ ４．８±０．３ ０．６±０．２ ０．０００
　 ＶＰＡ＋照射

　 　 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ ５５．１±２．４ ４０．１±１．９ ２６．３±１．８ １５．５±１．９ ７．８±０．５ ０．０００
　 　 １００ ｍｇ ／ ｍｌ ５４．２±４．３ ３７．８±４．０ ２４．８±２．４ １４．４±２．７ ６．６±０．５ ０．０００
Ｕ８７ 细胞

　 单纯照射 ６０．２±２．３ ４０．０±２．１ ２７．６±２．２ １６．０±１．０ ９．２±０．３ ０．０００
　 ＶＰＡ－ＢＳＡＮＰｓ＋照射

　 　 １００ ｍｇ ／ ｍｌ ５１．４±２．１ ２９．２±１．４ １３．６±２．２ ７．７±１．２ ３．５±０．８ ０．０００
　 　 ｐＨ＝ ６ １００ ｍｇ ／ ｍｌ ４３．３±３．０ １９．８±１．０ ８．８±０．５ ３．１±０．４ １．７±０．３ ０．０００
　 ＶＰＡ＋照射

　 　 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ ５６．２±１．３ ３９．４±１．５ ２５．８±０．５ １４．５±０．５ ７．６９±０．４ ０．０００
　 　 １００ ｍｇ ／ ｍｌ ５４．６±１．１ ３４．７±１．４ ２４．６±０．９ １２．８±０．６ ５．９±０．２ ０．０００

育二抗 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次。 配制一定量体积的

ＥＣＬ 发光液，加入到 ＰＶＤＦ 膜的表面，然后放入到化

学发光成像仪中。
８．统计方法：采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对多组均数

检验方差齐性后用单因素方差分析，两样本均数间

进行双侧 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

　 　 １．ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 复合物对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤

细胞群体存活的影响：Ｃ６、Ｕ８７ 细胞分别经不同浓度

ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 处理 １２、２４ ｈ 后群体细胞存活率

见图 １。 从图 １ 中可见药 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 对胶

质瘤细胞 Ｃ６ 和 Ｕ８７ 并无明显增殖抑制作用。
　 　 ２．克隆形成实验：两种细胞不同剂量照射后的

ＰＥ 值见表 １。
３．流式细胞术检测细胞凋亡率：Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤

细胞分别经 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 作用

１２ ｈ 后，经 ０、４、８ Ｇｙ 的 Ｘ 线照射，ＶＰＡ 药物组、
ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 药物组不照射，应用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／
ＰＩ 双染法流式细胞术检测各组细胞凋亡情况；右上

和右下象限的总和代表细胞凋亡率。 未经照射时

ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 的细胞凋亡并不明显，１００ ｍｇ ／ Ｌ
的 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 的细胞凋亡率与对照组相比并无

明显差异 （ １．５０％± ０􀆰 １６％ ∶ １．２０％± ０􀆰 ４９％， Ｐ＝
０􀆰 １３）。 当照射剂量为 ４ Ｇｙ 时，１００ ｍｇ ／ Ｌ 纳米材料

复合物组的细胞凋亡率与 ＶＰＡ 组相比增加［Ｃ６ 细

胞（９．７５％±０􀆰 ２６％：０．６８％±０􀆰 ０６％，Ｐ＝ ０􀆰 ０１７） 、Ｕ８７

细胞（８．７１％±０􀆰 ２７％ ：１．０１％±０􀆰 １０％，Ｐ＝ ０􀆰 ０１７）］。
４．蛋白免疫印迹检测 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｃａｓｐａｓｅ⁃３

和 ＰＰＡＲ 表达：Ｃ６ 细胞和 Ｕ８７ 细胞 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ＋
照射 ｐ５３、Ｂａｘ 表达增加［Ｃ６ 细胞 ｐ５３ １．０７２±０􀆰 ００９
∶ ０．７７２± ０􀆰 ００９ （ Ｐ＝ ０􀆰 ０００）、 Ｂａｘ １．１３７± ０􀆰 ０１８ ∶
０．８２３±０􀆰 ０３２（Ｐ＝ ０􀆰 ０００）和 Ｕ８７ 细胞 ０．５４２±０􀆰 ０３５
∶ ０．４３８±０􀆰 ０１７（Ｐ＝ ０􀆰 ０１０）、０．６８６± ０􀆰 ０４５ ∶ ０．４６８±
０􀆰 ０２（Ｐ＝ ０􀆰 ００２）］，而 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低［０．９８３±０􀆰 ０３４
∶ １．２２±０􀆰 ０７６（Ｐ＝ ０􀆰 ００８）和 ０．５６２±０􀆰 ０３３ ∶ ０．９５６±
０􀆰 ００７（Ｐ＝ ０􀆰 ０００）］。 ＶＰＡ＋照射与对照组相比细胞

凋亡蛋白并无明显改变，提示 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 与 ＶＰＡ
相比具有更强的放射增敏作用。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活

片段仅见于 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ＋照射、ＶＰＡ＋照射，而且

ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ＋照射表达量低于 ＶＰＡ＋照射（０．０１８±
０􀆰 ０００９ ∶ ０．０６６±０􀆰 ００５，Ｐ＝ ０􀆰 ００４）。 单独照射并未

见 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活片段。 ＰＰＡＲ 的激活片段仅见

于 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 复合物＋照射

讨　 　 论

　 　 大量临床试验表明，ＶＰＡ 可抑制双链 ＤＮＡ 修

复和诱导肿瘤细胞凋亡［１２］，进而增强中枢神经系统

肿瘤对放射的敏感性。 本研究用 ＦＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 将

ＶＰＡ 包 裹 成 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ， 观 察 ＶＰＡ 与 ＶＰＡ⁃
ＢＳＡＮＰｓ 对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质瘤细胞系的体外放射生物

效应。 药物浓度与细胞存活率的剂量反应曲线显示

ＶＰＡ、ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 对胶质瘤细胞 Ｃ６ 和 Ｕ８７ 并无明

显的增殖抑制作用； 克隆形成实验表明 ＶＰＡ⁃
ＢＳＡＮＰｓ 联合照射的 ＰＥ 比 ＶＰＡ
联合照射低；流式细胞术实验显示

当照射剂量为 ４ Ｇｙ 时 １００ ｍｇ ／ Ｌ
ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 组的细胞凋亡率与

ＶＰＡ 组相比增加；蛋白免疫印迹

实验显示 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 联合照射

的 ｐ５３、Ｂａｘ 表达增加，而 Ｂｃｌ⁃２ 表

达降低。 通过以上研究证明 ＶＰＡ⁃
ＢＳＡＮＰｓ 较 ＶＰＡ 具有更强的放射

生物效应。 通过构建纳米体系，可
保证 ＶＰＡ 在安全剂量下，发挥对

胶质瘤细胞的放射生物效应。
既往研究中通过调节 ＶＰＡ 剂

量来观察并验证了其对 Ｃ６ 胶质

瘤细胞放射增敏作用［１３］， 虽然

ＶＰＡ 是一种相对安全药物，当浓

度＞１００ｍｇ ／ Ｌ时早期出现的神经
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图 １　 Ｃ６ 细胞和 Ｕ８７ 细胞经不同浓度 ＶＰＡ 和 ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ 处理
１２ ｈ和 ２４ ｈ 后的剂量反应曲线（１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１Ｄ 分别为 Ｃ６ 细胞 １２
ｈ、Ｕ８７ 细胞 １２ ｈ、Ｃ６ 细胞 ２４ ｈ、Ｕ８７ 细胞 ２４ ｈ）

毒性反应等严重限制了临床应用。 本实验引入纳米

技术，通过将纳米材料与 ＶＰＡ 复合来提高其药物效

果，并验证了纳米材料在辅助 ＶＰＡ 对 Ｃ６、Ｕ８７ 胶质

瘤细胞的积极作用。
总之，ＶＰＡ⁃ＢＳＡＮＰｓ可增加Ｃ６、Ｕ８７胶质瘤细

胞系放射生物效应，其机制与定向促进 Ｘ 线诱导的

肿瘤细胞凋亡有关。
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