
【摘 要】目的：使用乏氧装置培养乏氧人神经胶质细胞瘤U251细胞，并研究乏氧情况下人神经胶质细胞瘤U251细胞的

形态变化，以及对银纳米粒子的摄取情况；在未放疗/放疗情况下，银纳米粒子对乏氧U251细胞周期的影响，从而讨论银

纳米粒子对乏氧人神经胶质细胞瘤U251细胞的影响。方法：对人神经胶质细胞瘤U251细胞做体外培养，将乏氧培养的

U251细胞与银纳米粒子共孵育，通过观察细胞形态，对银纳米粒子吸收及未放疗/放疗后细胞周期变化分析银纳米粒子

对乏氧胶质瘤细胞的放疗增敏情况。结果：乏氧损伤可使人脑胶质瘤U251细胞形态变圆，且乏氧24 h内，细胞数量变化

不大，一旦乏氧时间超过24 h，数量下降很快。乏氧或常氧条件下培养的U251细胞，可看到在两种条件下细胞对银纳米

粒子的摄取情况不同。有氧状态下，U251细胞对银纳米的吸收，前8 h摄取稍慢，8 h后快；而乏氧情况与有氧状态下相

反，即前8 h摄取得快，8 h后慢，且乏氧细胞对银纳米的摄取更多。放疗后，相比于空白组细胞，银纳米粒子使乏氧U251

细胞G2/M期增加，细胞周期被阻滞在G2/M期。结论:相对于有氧细胞，银纳米粒子可较快进入到乏氧细胞中，且放疗后，

银纳米粒子使乏氧细胞周期被阻滞在G2/M期，间接增加了乏氧U251细胞的辐射敏感性，为治疗乏氧肿瘤细胞提供新的

可能性。
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Abstract: Objective To investigate the effect of silver nanoparticles on the response of hypoxic human brain glioma U251

cells to radiotherapy in vitro. Methods U251 cells cultured in vitro were incubated with sliver nanoparticles under normoxic or

hypoxic conditiona. The changes in cell morphology, silver nanoparticle intakes by the cells and the changes of cell cycle after

radiotherapy were observed to analyze the effect of sliver nanoparticles in enhancing the radiosensitivity of the cells. Results
Hypoxic U251 cells underwent morphological changes from a fusiform shape to a spherical shape, and the number of viable

cells showed no significant variation within 24 h of hypoxia. A hypoxic exposure for over 24 h caused a rapid reduction in the

viable cell number. Under normoxic conditions, U251 cells exhibited a slow rate of silver nanoparticle intake within the initial

8 h, and the rate become accelerated after 8 h; the cells exposed to hypoxic conditions showed a reverse pattern of silver

nanoparticle intake, which was fast in the initial 8 h but slow after that. Hypoxic cells absorbed more silver nanoparticles than

normoxic cells. Following radiotherapy, the cells treated with silver nanoparticles showed increased cell fraction in G2/M phase

as compared to control cells with cell cycle arrest in G2/M phase. Conclusion Hypoxic exposure promotes the entry of silver

nanoparticles into U251 cells. After irradiation, silver nanoparticles cause cell cycle arrest of the hypoxic cells in G2/M phase

and enhance their radiosensitivity, which shed light on a new strategy for the treatment of hypoxic tumor cells.
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前 言

肿瘤是世界上发病率较高且难以治愈的疾病

之一，全世界每年死于癌症的人数占死亡总人数的

14%，其中脑胶质瘤是一种恶性肿瘤，约占颅内肿瘤

的46%，脑肿瘤中胶质细胞瘤发病率最高［1］。人类实

体肿瘤生长在一个微环境中，肿瘤异常的血供系统

容易导致中心细胞的氧气及养分供应不足，从而产

生乏氧细胞。乏氧是肿瘤内普遍存在的现象，乏氧细胞

抵抗放疗、化疗的效果，并成为肿瘤复发的根源［2-3］。

目前治疗肿瘤的主要方法有放疗、化疗和手术［3-4］。

近年来，纳米技术在医学方面的应用越来越广泛，为

肿瘤治疗提供了新思路。银纳米作为医学领域应用最

多的金属纳米材料之一，具有抗菌、抗病毒等特性［5］。

已有研究表明银纳米对大肠杆菌、淋球菌等数十种

微生物都有强烈抑制和杀灭作用，且不会产生耐药

性［5-6］。由于银纳米的抗菌特性，已被广泛应用于生

活中，其中婴儿产品、餐具和奶瓶中就有应用［6］。

近期，银纳米粒子对人脑胶质瘤细胞的影响情

况在体外、体内实验都已证实，证明银纳米对治疗脑

胶质瘤有较好的作用，且对其他疾病治疗也有一定

潜力，因此银纳米成为纳米生物材料的研究热点［7］。

然而，在体外实验中胶质瘤细胞受乏氧损伤后形态

等变化、乏氧细胞对银纳米吸收情况、未放疗/放疗情

况下，银纳米对乏氧胶质瘤细胞的影响等并不清

楚。因此，在前人研究基础上，本研究以人胶质瘤

U251细胞为研究对象，通过流式细胞术、荧光显微镜

观察和共聚焦显微镜检测等技术，对乏氧细胞形态

变化、乏氧细胞对银纳米的摄取情况及未放疗/放疗

情况下，银纳米对乏氧细胞周期的影响进行研究，为

进一步了解银纳米粒子对乏氧肿瘤细胞的放疗增敏

机制做铺垫。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

银纳米颗粒（40 μg/mL，粒径大小 30 nm）来自东

南大学生物科学与医学工程学院，将银纳米稀释配

成 20 μg/mL溶液状，4 ℃冰箱避光保存待用；乏氧气

体（94% N2，5% CO2，1% O2）购买于南京上元气体公

司；细胞周期试剂盒，碘化丙啶PI/RNase等所有试剂

及细胞实验用品均购买于Beyotime生物技术研究所

或美国 Sigma-Aldrich；TH4-200荧光显微镜（奥林巴

斯，日本）；流式细胞仪（BD生物科学，美国）；FV1000

共聚焦显微镜（奥林巴斯，日本）；体外实验放射治疗

使用 6 MeV直线加速器电子束（瓦里安医疗系统公

司，美国）。

1.2 细胞培养

人神经胶质细胞瘤U251细胞来自东南大学生物

科学与医学工程学院，细胞培养于RPMI1640培养液

中，含 10%热灭活胎牛血清、100 U/mL青霉素及 100

U/mL链霉素。细胞被培养在 37 ℃及饱和湿度的孵

育箱，所充气体体积分数为5% CO2及95% 空气。每

3~4 d 细胞被传代 1 次，取对数生长期细胞用于实

验。其中，乏氧细胞培养通过物理方法实现，将细胞置

于乏氧气体（94% N2，5% CO2，1% O2）的环境中［8］。

我们使用氧浓度控制器维持氧气浓度在 1%~3%，并

用氧气测量仪证实乏氧环境模拟成功。

1.3 细胞形态观察

U251 细胞以密度 1×105 个细胞/孔接种于六孔

板，细胞贴壁后长至 50%，将细胞分别放置于氧气充

足的孵育箱及乏氧培养箱孵育40 h，分别在0、4、16、

20、24、40 h用荧光显微镜拍摄细胞形态并计数一个

平面的细胞数量。

1.4 流式细胞仪侧向角散射光（SSC）值的分析

人神经胶质细胞瘤U251细胞被种在六孔板上，

密度为 1×105个细胞/孔，放在 37 ℃孵育箱中培养。

24 h后，将实验组U251细胞取出后，放入乏氧培养箱

中培养，而空白对照组细胞继续放在有氧孵育箱

中。随后，20 μg/mL的银纳米粒子加入到各组细胞

中孵育。在 0、4、8、12、24 h 用流式细胞仪检测细胞

对银纳米粒子的摄取情况，从细胞团图形上分析SSC

并对其定量分析。同样的，也可用共聚焦显微镜拍

摄细胞对银纳米粒子的吸收情况。

1.5 流式细胞仪检测细胞周期

碘化丙啶 PI/RNase被用来染双链DNA，用流式

细胞仪检测DNA的组成。细胞被种在六孔板上，密度

1×105个细胞/孔，有氧/乏氧细胞贴壁后加入20 μg/mL

的银纳米粒子共孵育 24 h。之后，用磷酸盐缓冲液

PBS清洗细胞两次，并更换新的培养液。随即，实验

组细胞接受X射线照射（6 MeV, 200 cGy/min），受照

同时，空白组细胞与实验组细胞一样，也被移动至相

同环境。随后，U251细胞被胰酶消化，将离心机转速

调至1 000 r/min，离心5 min收集细胞，之后用冰浴预

冷的磷酸盐缓冲液PBS重悬清洗，随即用70%酒精固

定12~24 h，在4 ℃冰箱过夜。最后，细胞被碘化丙啶

PI/RNase避光染色30 min，随后立即上流式细胞仪检

测细胞周期。

中国医学物理学杂志 第34卷－90－



2 结果与讨论

2.1 荧光显微镜观察乏氧细胞形态

Wu等［9］提到U251细胞是人神经胶质细胞瘤细

胞，常氧状态下呈梭形，贴壁生长，并随着培养时间

增加，常氧细胞呈对数增长。我们将细胞经过传代

培养，接种于六孔板，细胞贴壁 12 h后（图 1a），细胞

生长至40%~50%，再将其放入乏氧装置，通入乏氧气

体继续培养。由图 1可知，当乏氧培养 16 h后，细胞

形态有明显变化，且随着乏氧时间的增加，形变程度

越来越明显。图1e和图1f给出的是乏氧细胞平面形

态图，可以从图中清晰看到乏氧24 h后，细胞极性明

显减弱，呈圆形（图1e）；乏氧24 h内对细胞数量影响

并不大，细胞停止了对数增长，但一旦乏氧超过24 h，

细胞数量下降很快（图 1f）。这可能是由于急性乏氧

使培养的乏氧细胞受乏氧损伤，从而导致乏氧时间

超过 24 h数量就下降得很快。因此，我们选择将细

胞乏氧24 h为后续实验研究。

图1 分别乏氧处理4、16、20、24、40 h后荧光显微镜下U251细胞

Fig.1 Fluorescence microscopy of U251 cells exposed to hypoxia for 4, 16, 20, 24, 40 h

d: Hypoxia 20 h e: Hypoxia 24 h f: Hypoxia 40 h

a: Hypoxia 0 h b: Hypoxia 4 h c: Hypoxia 16 h

2.2 U251细胞对银纳米粒子的吸收情况

细胞吸收对于纳米材料的生物医学应用是一个

非常重要的过程，并且对纳米粒子功能实现起到至

关重要的作用［10］。Wu等［9］研究结果中提到，常氧状

态下细胞对不同尺寸银纳米的吸收存在时间依赖

性，并且单个细胞对银纳米的吸收呈上升趋势，吸收

速度是先慢后快，跟本实验结果中常氧细胞吸收银

纳米趋势类似。常氧细胞对银纳米（30 nm）吸收情

况是前8 h速度稍慢，8 h后摄取较快。

流式细胞术测量中，常用两种散射方向的散射

光测量：前向角散射光（FSC）和SSC。FSC强度与细

胞大小有关，对同种细胞群体随着细胞截面积的增

大而增大；SSC是指与激光束正交90°方向的散射信

号，主要用来获取有关细胞内部精细结构的颗粒性

质有关信息［11-12］。它对细胞膜、胞质、核膜的折射率

很敏感，能对细胞质内较大颗粒给出灵敏反映［13］。

不同细胞大小和粒度不同，用这两个参数可以分选

出不同的细胞群［13］。

我们通过比较 SSC 值分析细胞对银纳米的吸

收。从图 2a可以直观看到，银纳米粒子还未进入细

胞前，不论常氧/乏氧细胞，细胞团聚集在偏右下方的

位置，即FSC大，SSC小；并随着时间的增加，细胞团

位置有向上偏移的趋势，且分布更均匀，即SSC增加

了，银纳米粒子被常氧/乏氧细胞所吸收；再将乏氧细

胞与常氧细胞对比，可以发现乏氧细胞团纵向位置

比常氧低，且细胞较聚集，即 SSC较常氧细胞低；但

将银纳米粒子与乏氧细胞共孵育 24 h后，可以清晰

看到乏氧细胞较常氧细胞而言，细胞团分布更均匀，

且整体上移。图 2b 是对图 2a 做了 SSC 值的定量分

析，从图2b可以看到，共孵育的前8 h，乏氧SSC值从

483.260±5.156升高到 587.730±6.635；常氧 SSC值从

501.170±5.659升高到 540.530±5.613。因此，可看出

前 8 h，乏氧细胞对银纳米粒子的吸收较常氧细胞更

快；8~24 h常氧细胞加快了对银的吸收，常氧SSC值

谭泓叶, 等. 银纳米粒子对乏氧胶质瘤细胞的影响第1期 －91－



从 540.530±5.613增加到 605.920±3.981；而乏氧细胞

吸收速度放慢，从 587.730±6.635 增加到 622.440±

3.962。总的来说，与银共孵育24 h后，进入乏氧细胞

内的银纳米粒子比常氧细胞多。所以，可以得到乏

氧U251细胞对银纳米粒子的吸收存在时间效应，在

孵育后的前8 h吸收速度较常氧细胞快，且最终进入

细胞内的银纳米粒子比常氧细胞多。之后我们还用

共聚焦显微镜对细胞进行了暗场拍摄（数据未列

出），也能看到进入乏氧细胞的黑色点状聚集物更

多，也验证了图2b的结果。

图2 常氧/乏氧细胞与银纳米共孵育0、4、8、12、

24 h后SSC值的分析

Fig.2 Changes of SSC in normoxic or hypoxic cells
incubated with AgNPs for 0, 4, 8, 12, and 24 h

b: Quantitative analysis of SSC-H

a: Cells were incubated with sliver nanoparticles (AgNPs) for 0, 4, 8, 12, 24 h, and the side scatter (SSC) of normoxic or hypoxic
cells was analyzed using flow cytometry
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2.3 银纳米粒子使乏氧细胞G2/M期增加并阻滞于

G2/M期

细胞周期是生命活动中一个重要的过程，肿瘤

是一类渐进性细胞周期调控机制破坏的疾病，因此

对细胞周期调控机制的研究对临床诊断与治疗有十

分重要的意义［14-15］。为了进一步了解放疗后银纳米

粒子对乏氧细胞的影响，了解银纳米粒子是否增加

乏氧细胞放射敏感性，我们通过X射线与银纳米联合

治疗，用流式细胞仪检测细胞周期来实现。细胞周

期是指正常连续分裂的细胞从前一次有丝分裂结束

到下一次有丝分裂完成所经历的连续动态过程，可

分为 5 期：静息期（G0 期）、DNA 合成前期（G1 期）、

DNA合成期（S期）与DNA合成后期（G2期）和有丝分

裂期（M期），其中G2期及M期细胞对辐射较敏感［15］。

Chen等［16］指出加纳米粒子放疗后 24 h，使得常氧细

胞G0/G1期缩短，G2/M期增加，细胞不再进行到分裂

期，这与我们常氧实验组细胞周期变化相同（图3a）。

之后将测得的细胞周期进行定量分析（图3b），发现将

银纳米与辐照联合治疗时，乏氧细胞周期变化与常

氧类似，但变化幅度较常氧细胞更大，使得G0/G1期明

显缩短，G2/M 期显著增加。例如，空白组细胞有

（4.960±0.563）%在 G2/M 期，有（65.400±2.065）%在

G0/G1期；单独银纳米粒子（20 μg/mL）治疗后的乏氧

细胞，G2/M 期增加到（16.270±1.289）%；当银纳米与

Hypoxia
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辐照联合治疗时，乏氧细胞G2/M期增加到（20.410±

2.106）%，G0/G1期减少到（44.230±1.563）%。这个结

果表明银纳米粒子与辐照同时治疗乏氧细胞，使得

细胞周期通过G1期，并阻滞于G2/M期。细胞周期的

变化也说明银纳米粒子使得乏氧细胞放疗增敏可通

过调节细胞周期而达到。Lee等［17-18］提到细胞周期阻

滞在G2期，细胞则会对损伤的DNA进行修复，若修

复失败，则发生凋亡。所以，从理论上细胞周期阻滞

能够导致细胞凋亡，从而使得放射敏感性增加。

图3 6 Gy辐照后纳米银对有氧/乏氧U251细胞周期分布的影响

Fig.3 Cell cycle distribution in normoxic and hypoxic U251 cells incubated with AgNPs after 6 Gy irradiation

b: Quantitative analysis of cell cycle distribution
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a: Cells were pretreated with AgNPs for 24 h before exposure to 0 or 6 Gy irradiation, and the
fraction of cells in each phase of the cell cycle was analyzed using flow cytometry

3 结 论

本研究选择人脑神经胶质细胞瘤U251细胞为

研究对象，在常氧和乏氧下培养，研究乏氧情况下细

胞的变化。在前人研究的基础上，本实验使用乏氧

气体成功培养乏氧U251细胞，且将U251常氧/乏氧

细胞与银纳米粒子共孵育，发现乏氧U251细胞对银

纳米的吸收存在时间效应，在孵育后的8 h内吸收速

度较常氧细胞快，且最终进入细胞内的银纳米粒子

比常氧细胞多，可见在乏氧条件下，对 30 nm的银纳

米吸收更好。进一步实验研究发现，银纳米粒子与

辐照同时治疗乏氧细胞，使得G2/M期明显增加，即细

胞周期通过G1期，并阻滞于G2/M期，而G2/M期细胞

相对于其余细胞周期的细胞对射线更敏感。故本结

谭泓叶, 等. 银纳米粒子对乏氧胶质瘤细胞的影响第1期 －93－



果显示，银纳米与辐射的协同作用阻滞了细胞周期

的进行，不利于细胞的增殖，从而间接增加了乏氧

U251细胞的放射敏感性，也说明银纳米粒子与辐射

协同作用使得乏氧细胞放疗增敏可通过调节细胞周

期而达到，并为之后研究银纳米使得乏氧细胞放疗

增敏及其增敏机制做铺垫，但之后银纳米对乏氧细

胞放射增敏效果还需通过更直接的实验做深入研

究。总而言之，银纳米粒子对乏氧人神经胶质细胞

瘤U251细胞的治疗具有潜在的临床价值，尤其是当

银纳米与辐射协同治疗时，肿瘤治疗效果更佳，也为

恶性脑胶质瘤的治疗开辟了新的方向，具有一定的

应用前景。
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