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交变磁场作用下磁性 Fe3O4纳米粒子诱导肝癌细胞凋亡机制
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揖摘 要铱目的院 观察磁性四氧化三铁纳米粒子渊Fe3O4冤在交变磁场渊EMF冤作用下对肝癌细胞凋亡相关因子的影响遥
方法院 培养大鼠肝癌 CBRH-7919细胞袁分为正常对照组尧交变磁场照射组尧100 滋g/mL Fe3O4纳米粒子组尧交变磁场+
100 滋g/mL纳米 Fe3O4组遥酶生化法检测超氧化物歧化酶渊SOD冤活性及丙二醛渊MDA冤含量曰Western Blot检测 Bax尧Bcl-2
表达及细胞色素 C从线粒体至胞浆的释放曰荧光酶标仪测定 Caspase-3活性遥结果院 交变磁场协同磁性Fe3O4纳米粒子作

用于 CBRH-7919细胞能使 Bax表达上调袁而凋亡抑制基因 Bcl-2表达下调袁促进细胞色素 C从线粒体释放至胞浆袁增
加 Caspase-3活性遥 交变磁场尧磁性 Fe3O4纳米粒子单独作用组对结果无影响遥 结论院在交变磁场作用下袁Fe3O4纳米粒子

诱导 CBRH-7919细胞凋亡的机制与 Bax表达增加尧Bcl-2表达减少尧细胞色素 C的释放及 Caspase-3活性增加有关遥
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Abstract: Objective To observe the influence of magnetic Fe3O4 nanoparticles on the apoptosis-related factors in hepatoma car-
cinoma cells under the effect of alternating magnetic field. Methods The hepatoma carcinoma cells CBRH-7919 of rats were
cultivated and divided into the normal control group, the alternating magnetic field exposure group, 100 滋g/mL nano Fe3O4

group, and the alternating magnetic field + 100 滋g/mL nano Fe3O4 group. Superoxide dismutase(SOD) activity and malondialde-
hyde (MDA) content were measured by biochemical methods; the expression of Bax and Bcl-2 and the release of cytochrome C
from mitochondria to the cytoplasm were investigated by western blotting. Caspase-3 activity was detected by fluorescence mi-
croplate reader. Results The synergistic effect of alternating magnetic field and magnetic Fe3O4 nanoparticles on CBRH-7919
cells can make Bax expression up-regulated and Bcl-2 expression down-regulated. Meanwhile, it can promote the release of cy-
tochrome C from mitochondria to the cytoplasm and increase the caspase-3 activeness. The alternating magnetic field or magnet-
ic Fe3O4 nanoparticles had no extra effect on the results alone. Conclusion Under the effect of alternating magnetic field, the
mechanism of magnetic Fe3O4 nanoparticles inducing apoptosis in CBRH-7919 cells is connected with the increase of Bax ex-
pression, the reduction of Bcl-2 expression, the release of cytochrome C and the increase of caspase-3 activeness.
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前 言

肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一袁也是我国
发病率最高的肿瘤之一袁 占世界肝癌发生总数的
43％ 袁我国每年约 l3万例患者死于此病袁大约占全球
肝癌死亡病例的 40％ [1]袁目前在我国消化系统恶性肿
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瘤中列第 3位,仅次于胃癌和食管癌, 在世界范围的
癌症死亡中也已跃居第 3位遥 它临床进展快尧生存期
短袁传统临床治疗的中远期疗效均不理想遥 尽管手术
切除仍是目前最为彻底的治疗手段袁但由于绝大多数
肝癌患者就诊时已经是晚期, 因此手术切除率仅为
20％耀30％ [2],即使有可能长期存活和治愈,也仅占肝癌
患者的 10％ ,根治切除复发率仍高达 40％耀60％ [3]遥因
此袁研究和探索治疗肝癌的新方法和途径袁有着很大
的现实意义遥
磁性药物靶向治疗是靶向治疗的一种袁它借助磁

场使具有磁响应的药物聚集袁将药物尽可能有选择地
运送到靶部位袁提高靶部位的药物浓度袁减少药物对
全身正常组织的毒副作用[4]遥 磁性纳米材料定向治疗
的方法治疗肝细胞癌是利用磁性纳米材料的超顺磁
性在外加定磁场照射下定位磁场指向位置[5-6]袁也可通
过选择生物相容性好和低毒副作用的磁性纳米颗粒
载体携带药物尧单克隆抗体尧多肽尧激素尧基因等物质
在外加磁场的作用下,到达靶部位而杀灭肿瘤细胞[7]遥
目前袁很多实验研究表明袁磁性纳米粒子协同外加磁
场袁特别是外加交变磁场袁对不同细胞系的肝癌细胞
的增殖尧凋亡等生物学效应的影响有统计学意义遥
前期研究发现袁 在交变磁场作用下袁 大鼠肝癌

CBRH-7919细胞对 Fe3O4纳米粒子的吞噬量增加袁细
胞存活率降低袁凋亡率增加袁但其诱导细胞凋亡的机
制尚未阐明遥本研究观察在交变磁场作用下袁Fe3O4纳
米粒子诱导 CBRH-7919细胞凋亡的相关机制遥
1 材料和方法
1.1 主要材料及试剂
大鼠肝癌细胞株 CBRH-7919购自中国科学院上

海细胞库遥 磁性纳米 Fe3O4粒子由中科院固体物理研
究所惠赠袁为直径 200 nm的纳米团袁加入 PBS中超
声震荡 30 min袁 纳米团可震荡成为粒径分布均匀尧分
散性好的纳米粒子袁平均粒径约为 30 nm袁获得混悬
液袁高压灭菌后用培养液稀释待用遥 交变磁场发生装
置为改装后的亥姆霍兹实验仪袁 频率范围为 20 Hz
~200 Hz袁线圈中心点的最大磁感应强度约 70 mT [8]遥
RPMI-1640培养基尧胰蛋白酶尧胎牛血清均购自 Hy-
clone公司曰超氧化物歧化酶渊SOD冤活性测定试剂盒尧
丙二醛渊MDA冤含量检测试剂盒均购自南京建成生物
工程研究所曰Bax尧Bcl-2尧 细胞色素 C抗体购自 Santa
Cruz公司曰茁-actin抗体购自北京博奥森生物技术有
限公司曰胞质和线粒体蛋白质提取试剂盒购自生工生
物工程 渊上海冤 有限公司曰Apo-ONE TM Homogeneous
Caspase-3试剂盒为 Promega公司产品遥
1.2方法

渊1冤细胞培养及处理
CBRH-7919 细胞用含 10%胎牛血清的 RP-

MI-1640培养液袁置于 37 ℃ 尧含 5% CO2的细胞培养
箱中进行常规培养遥 实验时将细胞接种于培养皿中袁

分为正常对照组尧 交变磁场照射组尧100 滋g/mL纳米
Fe3O4组尧 交变磁场 +100 滋g/mL纳米 Fe3O4组遥 100
滋g/mL Fe3O4纳米粒子与细胞共孵育 48 h袁 交变磁场
照射组在共孵育期间接受 20 Hz~200 Hz交变磁场照
射袁照射方法参见文献 [8]袁每间隔 4 h照射 1次遥

渊2冤SOD活性及MDA含量测定
各组细胞按上述方法处理结束后弃去培养基袁

PBS洗 2遍袁 加入 1% Triton X-100 500 滋L袁 反复吹
打袁收集遥 12 000 r/min离心取上清袁按试剂盒说明书
进行测定遥 考马斯亮蓝法测定蛋白含量遥

渊3冤Western Blot
收集各组细胞袁用预冷 PBS冲洗 3次袁加入适量

RIPA细胞裂解液置于冰上裂解 30 min袁12 000 r/min
离心 10 min袁收集上清袁即为细胞总蛋白遥胞质及线粒
体蛋白的提取按照试剂盒说明书进行操作遥测定各组
蛋白质浓度袁每孔上样约 30 滋g蛋白袁行 SDS-PAGE
电泳袁将蛋白转移至 PVDF膜上袁加入封闭液室温封
闭 1 h袁然后分别加入 Bax尧Bcl-2尧细胞色素 C尧茁-actin
抗体袁4 ℃过夜曰TBST洗涤 3次袁 加入辣根过氧化物
酶标记 IgG二抗袁 室温孵育 1 h曰TBST洗涤 3次袁等
量 ECL反应液 A尧B混合后加至膜上袁X片显影遥 凝
胶分析软件 Quantity One测灰度值遥

渊4冤Caspase-3活性检测
检测方法按试剂盒说明书进行遥 简述如下院将细

胞接种于 96孔板袁各组经不同处理后袁预冷 PBS洗 2
次袁每孔加入 Caspase-3反应液 100 滋L袁震荡混匀袁室
温避光反应 3 h袁多功能酶标仪 (TECAN Infinite袁Aus-
tria)检测各孔荧光强度袁激发波长 492 nm袁发射波长
516 nm袁单位以 Relative Fluorescence Units (RFU) 表
示遥

渊5冤统计学分析
数据用均数依标准差表示袁SPSS17.0软件进行分

析处理袁采用单因素方差分析袁两组间比较采用 Stu-
dent's t检验袁P<0.05被认为具有统计学意义遥
2 结果
2.1 交变磁场作用下 Fe3O4 纳米粒子对 CBRH-7919
细胞 SOD活性尧MDA含量的影响

SOD及MDA检测结果如表 1所示袁与正常组比
较袁交变磁场协同 Fe3O4纳米粒子组细胞 SOD活性明
显降低袁MDA含量增高袁 差异均有显著性渊P<0.01冤袁
说明在交变磁场作用下 Fe3O4 纳米粒子能够导致
CBRH-7919细胞的氧化损伤遥 单独交变磁场照射组
及单独 Fe3O4纳米粒子孵育组对 SOD活性尧MDA含
量均无明显影响遥
2.2 交变磁场作用下 Fe3O4 纳米粒子对 CBRH-7919
细胞 CytC释放的影响

Western Blot分别检测各组细胞胞质及线粒体内
细胞色素 C蛋白水平遥 图 1结果显示袁与正常对照组
相比袁交变磁场组尧Fe3O4纳米粒子组细胞色素 C释放
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无明显改变袁交变磁场协同 Fe3O4纳米粒子组线粒体
细胞色素 C表达减少袁胞质中细胞色素 C表达增加袁
说明细胞色素 C的释放明显增加渊P<0.01冤遥
2.3 交变磁场作用下 Fe3O4 纳米粒子对 CBRH-7919
细胞 Bax尧Bcl-2表达的影响

结果如图 2所示袁与正常对照组相比袁交变磁场尧
Fe3O4纳米粒子单独作用对 Bax尧Bcl-2表达无明显影
响袁交变磁场与 Fe3O4纳米粒子协同作用能使 Bax表
达增加袁Bcl-2表达减少袁差异显著渊P<0.01冤遥
2.4 交变磁场作用下 Fe3O4纳米粒子对 CBRH-7919
细胞 Caspase-3活性的影响

Caspase-3 活性检测结果见表 2遥 交变磁场协同
Fe3O4纳米粒子作用后袁Caspase-3活性明显增强袁与
对照组相比差异显著(P<0.01)遥

3 讨论
已有研究证明袁氧化铁是一种潜在的脂质过氧化

诱导剂袁可启动自由基的形成[9]遥 SOD是体内降解尧清
除 H2O2等自由基的主要抗氧化酶袁SOD活力可用来
评价机体清除氧自由基的能力[10]遥 MDA是膜脂过氧
化的最终分解产物袁检测它的含量可以反映膜脂过氧
化的程度 [11]遥 通常袁SOD和MDA同时检测能够更好
的反映细胞的氧化损伤程度袁 因而本研究通过检测
SOD尧MDA来测定细胞的氧化损伤情况遥 结果显示袁
Fe3O4纳米粒子协同交变磁场作用下 SOD活力明显
降低袁MDA含量增高袁提示交变磁场作用下 Fe3O4纳
米粒子引起的氧化损伤可能是产生细胞毒性的主要

表 1交变磁场作用下 Fe3O4纳米粒子对 CBRH-7919细胞 SOD活性尧
MDA含量的影响渊x依s,n=6冤

Tab.1 The Influence of Magnetic Fe3O4 Nanoparticles on the SOD
Activity and MDA Content in CBRH-7919 Cells under the Action of

Alternating Magnetic Field渊Mean依SD, n=6冤.

Group SOD (U/mg prot) MDA (nmol/mg prot)
Control 24.33依7.64 1.28依0.12
EMF 26.58依6.31 1.03依0.37
100 滋g/mL NanoFe3O4 23.84依4.82 1.58依0.34
100 滋g/mL NanoFe3O4 + EMF 17.26依3.50 ** 4.39依0.83 **

**P<0.01 vs Control.

图 2 交变磁场作用下纳米 Fe3O4粒子对 CBRH-7919细胞 Bax尧Bcl-2表达的影响
Fig.2 The Influence of Magnetic Fe3O4 Nanoparticles on the Bax, Bcl-2 Expression in CBRH-7919 Cells Under the Action of

Alternating Magnetic Field

** P<0.01vs Contral.

表 2交变磁场作用下 Fe3O4纳米粒子对 CBRH-7919细胞 caspase-3
活性的影响渊x依s,n=6冤

Tab.2 The Influence of Magnetic Fe3O4 Nanoparticles on the
Caspase-3 Activity in CBRH-7919 Cells under the Action of

Alternating Magnetic Field渊Mean依SD, n=6冤.

Group Caspase-3 Activity渊RFU冤
Control 3348依523
EMF 3027依378
100 滋g/mL NanoFe3O4 3964依416
100 滋g/mL NanoFe3O4 + EMF 8752依792 **

1: control; 2: EMF曰3: 100 滋g/mL NanoFe3O4曰4: 100 滋g/ml NanoFe3O4 + EMF. **P<0.01 vs control.

图 1 交变磁场作用下 Fe3O4纳米粒子对 CBRH-7919细
胞 CytC释放的影响

Fig.1 The Influence of Magnetic Fe3O4 Nanoparticles on
the Cytochrome C Release in CBRH-7919 Cells under

the Action of Alternating Magnetic Field
1: control; 2: EMF曰3: 100 滋g/mL NanoFe3O4曰4: 100 滋g/mL

NanoFe3O4 +EMF. **P<0.01 vs control.
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原因之一遥
细胞凋亡的线粒体通路是现阶段研究较为成熟

的凋亡途径遥细胞色素 C是第一个被鉴定的线粒体的
细胞凋亡分子遥从线粒体释放到细胞浆中的细胞色素
C是线粒体介导凋亡信号转导通路中最重要的事件[12]遥
本实验结果发现袁交变磁场协同纳米 Fe3O4作用能够
明显增加线粒体细胞色素 C的释放袁表明交变磁场协
同 Fe3O4纳米粒子通过影响线粒体依赖途径诱导细胞
凋亡的产生遥
细胞线粒体细胞色素 C及其它凋亡分子的释放

受 Bcl-2蛋白家族的调控遥 Bcl-2家族又可分为两个
亚族要要要抗凋亡亚族和促凋亡亚族遥 Bcl-2和 Bax分
别是 Bcl-2家族中最重要的抑制凋亡和促进凋亡蛋
白遥 研究证实袁 Bcl-2尧 Bax参与了肝癌的发生及进
展[13]遥 本实验检测了交变磁场及 Fe3O4纳米粒子作用
下 Bcl-2尧Bax的表达袁 结果显示袁 交变磁场作用下
Fe3O4纳米粒子能够显著降低 Bcl-2蛋白表达袁 增加
Bax蛋白表达袁Bcl-2/Bax比例下降袁说明交变磁场协
同纳米 Fe3O4对 Bcl-2和 Bax蛋白表达的调控参与了
细胞凋亡的发生遥

Caspase 家族与细胞凋亡的发生和调控密切相
关袁Caspase-3是细胞凋亡过程中的主要效应因子袁它
的活化是凋亡进入不可逆阶段的标志[14]遥 线粒体释放
细胞色素 C到细胞浆后袁启动 caspase-9激活袁继而激
活 Caspase-3袁从而导致细胞凋亡的发生遥 本研究又进
一步检测了 Caspase-3的活性袁交变磁场作用下 Fe3O4

纳米粒子促进了 Caspase-3的活化袁 表明交变磁场协
同纳米 Fe3O4具有增强 Caspase-3活性袁 促进细胞凋
亡的作用遥

综上所述袁交变磁场作用下 Fe3O4纳米粒子可以
通过影响线粒体依赖途径诱导 CBRH-7919细胞凋亡
的产生遥 此实验结果为 Fe3O4纳米粒子在肝癌治疗中
的应用开发提供了新的研究思路和实验室数据遥
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