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纳米羟基磷灰石颗粒负载p５３基因
对肝癌干细胞抑制效果

何　欢,董文韬,郑娓诗,孔祥东,陈　岑,解纯刚
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:为评估纳米羟基磷灰石颗粒负载p５３ 基因对肝癌干细胞的抑制效果,采用化学沉淀法制备羟基磷灰

石,对其进行表征,并检测其生物相容性.通过成球培养法获得肝癌干细胞,用经聚乙烯亚胺(PEI)修饰的纳米羟基

磷灰石颗粒(HP)负载p５３ 基因(HPＧp５３)处理肝癌干细胞,用 MTT法、hoechst３３２５８染色综合评估杀伤效果.结

果表明:所制备的纳米颗粒主要成分和晶型为羟基磷灰石,呈短棒状,长径为２０~５０nm,短径约为２０nm,并具有良

好的生物相容性和降解性;HPＧp５３ 处理后的肝癌干细胞存活率显著下降;用 Hoechst３３２５８染色观察到 HPＧp５３ 处

理后的肝癌干细胞细胞核出现高亮光斑,细胞密度降低,表明所制备的纳米羟基磷灰石负载p５３ 基因对肝癌干细胞

具有显著的抑制效果.
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０　引　言

原发性肝癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)
是最常见的恶性肿瘤之一,以其高复发和高转移率,
成为死亡率居全球第三的疾病[１Ｇ２].尽管随着诊断

和治疗的方法与手段的不断进步,当前的治疗对癌

症初始阶段颇有成效,然而肿瘤复发和转移导致的

死亡率仍居高不下.肿瘤干细胞(cancerstemcells,

CSCs)与肿瘤复杂的生物学特性相关,在肿瘤的起

始、演进、转移、复发和多药耐药中扮演着重要角

色[３Ｇ６].１９９７年,Bonnet和Dick通过分离白血病细

胞亚群,发现肿瘤干细胞的存在[７].随后,相继有研

究发现在脑癌、乳腺癌、结肠癌、胰腺癌、卵巢癌和肝

癌等实体瘤中有CSCs的存在[８Ｇ１３].CSCs具有多种

抗凋亡蛋白和ABC泵等蛋白高表达的特性,从而使

其对化疗[１４]和放疗具有更高的抗性[１５].

p５３ 基因的突变在肿瘤干细胞的形成起重要

作用.在甲状腺癌中,p５３ 基因突变出现在低分化

肿瘤中[１６].而且,一个呈不同分化程度的肿瘤中,

p５３ 过表达限制肿瘤内分化程度较低的区域.此

外,大量研究表明p５３ 基因突变与 CSCs的形成和

预后差存在紧密联系[１６Ｇ１８].胚胎干细胞(enbryonic
stemcell,ESCs)和低分化肿瘤例如乳腺、脑和膀

胱等恶性肿瘤中,表达相同的特异性基因时,出
现相似的转录因子[１９].另外,在乳腺癌和肺癌中

发现,p５３ 蛋 白 的 出 现 与 “干 性”维 持 密 切 相

关[２０].
羟基磷灰石(Hydroxyapatite,HAp)是脊椎动

物牙齿和骨骼的主要成分,以其优越的生物相容性

和生物降解性受到广泛关注.HAp表面带正电,使
其 能 通 过 静 电 吸 附 与 带 负 电 的 基 因 片 段 结 合.

HAp负载基因具有改善肿瘤治疗现状的巨大潜

能[２１].但 HAp负载基因是否能有效杀伤肿瘤中的

CSCs尚未可知,本文旨在探索经 PEI修饰的纳米

羟基磷灰石颗粒(HP)负载p５３ 基因(HPＧp５３)对肝

癌干细胞的杀伤效果.



１　实验材料与方法

１．１　材料

Huh７肝癌细胞购自中科院上海细胞库,胎牛

血清、B２７、EGF、bFGF、低糖 DMEMＧF１２培养基和

Accutase细胞消化液均购自美国 Gibco公司,高糖

DMEM 培养基购自美国 Hyclone公司.

１．２　HP的制备

量取５０mLCa(NO３)２ 溶液,冷却至０℃;将５０
mL(NH４)２HPO４以２０滴/min的滴速逐滴加入到

冷却至０℃的Ca(NO３)２ 溶液中,维持２００r/min搅

拌以及０℃反应温度;待滴加完成后,立即滴加２００

μL０．０５g/mLNaHCO３溶液,并继续搅拌３０min;
用氨水缓慢调节pH 值为１０~１３;逐滴滴加１００μL
聚乙二醇(PEGＧ４００),并持续搅拌３０min;将温度升

至９０℃,维持１h;停止反应,将反应悬液转移到离

心管中,８０００r/min离心３min,弃上清,用去离子

水洗两遍,随后无水乙醇洗两遍;６０℃无尘鼓风干燥

箱中烘干,研磨,得 HAp粉末.去离子水重悬纳米

HAp粉末,加入所取 HAp质量的０．３~０．５倍聚乙

烯亚胺(PEI)溶液,涡旋震荡,得到 HP混合液,室
温静置０．５~５．０h;８０００r/min离心３min,去上

清,两遍水洗,再以去离子水重悬,得到被PEI包被

的纳米 HAp,即 HP纳米颗粒.

１．３　纳米羟基磷灰石颗粒的生物相容性

MTT法检测 HAp和 HP与人肝正常细胞系

LＧ０２、人肝癌细胞系 HuhＧ７和 HepＧ３B以及人乳腺

癌细胞系 MCFＧ７的生物相容性.

１．４　羟基磷灰石颗粒体外降解研究

取pH 值为５．６、６．５和７．４的 PBS溶液１０
mL,分别加入５０mgHP粉末,超声１５min后震荡

混匀,转移至３７℃恒温水浴摇床中,１２０r/min震

荡.分别在第１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０d和９０d
时,８０００r/min离心５min,收集上清溶液并测定上

清溶液中钙离子的浓度,然后弃掉上清,再更换相应

pH 值的新鲜PBS溶液.

１．５　HP值对p５３ 基因的负载

将等量的 HP与２,４,６,８,１０μg携带p５３ 基因

的重组质粒pEGFPＧC１Ｇp５３(大小５．０kb左右)室
温混匀,静置２０min后,采用加有溴化乙锭的１％
琼脂糖凝胶电泳.观察电泳后的条带,并与 DNA
marker比较,以确定 HP对p５３ 质粒的负载量.

１．６　成球培养富集肝癌干细胞

低糖DMEMＧF１２培养液内加入B２７(１∶５０)、

EGF(终浓度２０ng/mL)和bFGF(终浓度２０ng/

mL),获得肝癌干细胞分化培养液[２２].利用上述培

养液将 HuhＧ７细胞密度调整为１０００个/mL,置于

超低吸附六孔板中,３７℃下于５％ 二氧化碳培养箱

内培养５~７d,分别于第１、３、５d和７d观察细胞形

态,同时利用 ACCUTASETM 消化细胞,再以１０００
个/mL密度接种到玻璃培养瓶中 反复３次以上培

养得到肝癌干细胞样细胞球用于后续实验.

１．７　肝癌干细胞相关基因的检测

Westernblot检测 NANOG、STAT３和 Albumin
肝癌干细胞相关蛋白的表达.

１．８　MTT法检测 HPＧp５３对肝癌干细胞杀伤效果

检测 HPＧp５３ 对CSCs处理不同时间的杀伤效

果,以及浓度为１μg/mL的 HPＧp５３ 对 HuhＧ７细胞

和CSCs处理相同时间的杀伤效果.

１．９　Hoechst３３２５８染色检测 HPＧp５３ 诱导肝癌干

细胞凋亡

将贴壁 HuhＧ７和肝癌干细胞球消化成单个细

胞,用１０％ FBS的高糖DMEM 培养液将成球培养

细胞和 HuhＧ７细胞,调整细胞密度至４×１０４ 个/

mL.按０．５mL每孔向４８孔板中加入细胞悬液,

３７℃二氧化碳培养箱培养２４h.将 HPＧp５３ 和对照

组分别按０、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５μg/mL加至肝

癌干细胞组和 HuhＧ７细胞组的板孔中,３７℃二氧化

碳培养箱培养４８h.用 Hoechest３３２５８ 细胞凋亡

检测试剂盒对细胞进行染色,在倒置荧光显微镜下

观察,并拍照记录.

１．１０　统计学方法

应用SPSS１１．０forwindows软件进行统计分

析,计数资料比较采用χ２ 检验,组间比较采用t检

验.以p＜０．０５为差异有统计学意义.

２　实验结果与分析

２．１　HP的表征

采用化学沉淀法制备纳米羟基磷灰石颗粒,通过

场发射扫描电子显微镜、傅立叶红外光谱、X射线衍

射和热重分析对其进行表征,结果如图１所示.从图

１(a)可看出,HP为短棒状结构,长径约为２０~５０
nm,短径约２０nm.将X射线衍射(图１(c))结果与

羟基磷灰石的标准粉末 XRD数据 (JCPDS＃８６－
０７４０)对比分析表明,制备的纳米 HP颗粒主要为羟

基磷灰石晶相,具有(２１１)、(００２)等羟基磷灰石特征

峰,但结晶度稍差,晶型多样;以 FTIR进一步分析

(图１(b))发现,８７４．５４、１４５４．２７、１４１９．５０cm－１是

１７２第２期 何　欢等:纳米羟基磷灰石颗粒负载p５３ 基因对肝癌干细胞抑制效果



CO２－
３ 的吸收峰、３４２８．９６cm－１ 是 OH－ 的吸收峰,

６０４．５３、５６８．４５cm－１为 PO３－
４ 中的ν４吸收峰,其中

CO２－
３ 的 峰 值 可 能 为 空 气 中 的 CO２ 或 者 加 入 的

NaHCO３ 造成的干扰.进一步与XRD结果综合分析

可知,制备的纳米 HP主要为羟基磷灰石.TG结果

(图１(d))显示,在温度从２０℃升至１３０℃的过程中,
质量损失为７．８７％,该部分主要为自由水的蒸发.继

续升温至４８０℃左右,有机物分解,损失的有机物为聚

乙二醇(PEG)和PEI.温度升至８００℃,质量稳定,与

XRD结果综合分析表明,HP主要成分为羟基磷灰石.

图１　HP纳米颗粒的表征

２．２　纳米羟基磷灰石颗粒的生物相容性

本实验用 MTT法检测 HAp和经PEI修饰的

HP纳米颗粒与人肝正常细胞系LＧ０２、人肝癌细胞

系 HuhＧ７和 HepＧ３B以及人乳腺癌细胞系 MCFＧ７
的生物相容性.图２(a)－(d)分别为 HAp和 HP
在终浓度为０．０５至６．４μg/mL梯度时对 LＧ０２、

HuhＧ７、HepＧ３B和 MCFＧ７细胞系的活性影响.从

图２中可看出随着颗粒浓度的升高,HAp对各细

胞系活性几乎未表现出任何影响,总体存活率维

持在９５％以上.而 HP浓度升高时则表现出微弱

的细胞毒性,但当浓度达６．４μg/mL时总体存活

率仍在８５％以上.综合而言,经 PEI修饰的 HP
对人正常细胞系和癌症细胞系均表现出良好的生

物相容性.因此,实验制备的 HAp和 HP均具有

可靠的生物安全性,为其作为基因传送载体奠定

了基础.
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图２　不同浓度梯度的 HAp和 HP对不同细胞系的活性影响

２．３　羟基磷灰石颗粒体外降解研究

为了研究 HP的体外降解特性,本文选用３个

不同pH 条件来评价不同天数的降解率.从图３
可知,HP在pH 值为５．６、６．５和７．４环境下降解

率随着时间逐渐降低,在降解的第９０天,降解率

分别为７８．６％、５７．９％和５４．２％.HP在 pH 值

为５．６环境下降解率显著高于pH 值为６．５和７．４
两组.实验表明,HP具有优良的体外降解能力,
可大大降低作为基因药物载体滞留于体内而引发

炎症反应的风险,具备作为基因和药物载体的基

本条件.

图３　HP在不同pH 下降解曲线

２．４　HP对p５３ 基因的负载研究

HP对p５３ 基因的负载结果如图４所示.从图

４中可看出,HP与６μg的p５３ 结合,未出现条带,８

μg处出现微弱的条带,１０μg处有明显条带.有微

弱条带说明有少量与羟基磷灰石颗粒结合的p５３
质粒,因吸附不牢固或者未被吸附而随着电泳方向

迁移,从而出现条带;在６μg处,未出现条带,则表

明p５３ 质粒被完全吸附,从而得出１０μgHP对p５３
质粒的吸附量为６μg.

图４　HP对pEGFPＧC１Ｇp５３ 质粒负载结果

注:第１泳道为 DNA marker(M);第２、３、４、５和６泳道分别为

HP负载２、４、６、８μg和１０μg的p５３ 质粒的电泳条带.

２．５　成球培养富集肝癌干细胞

肝癌干细胞的富集采用微球体培养法,如图５
所示.图５中a、b、c和d分别是微球体培养的HuhＧ７

图５　成球培养富集的肝癌干细胞的形态

注:a、b、c和d分别是微球体培养的 HuhＧ７细胞在第２、４、６d和８d
时的细胞形态(明场,１０×２０倍荧光镜);e和f为d图中细胞微球

放大图.
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细胞在第２、４、６和８d,于荧光倒置显微镜下１０×
２０倍镜下,明场拍摄的细胞形态,e和f培养为第８
d细胞微球的放大图.HuhＧ７细胞在体外悬浮培养

的第４d,开始出现球状细胞团,到第８d细胞微球

直径约１００~２００μm,几十到几百个具有肿瘤干细

胞特征的细胞相互连接一起形成.其原理是胰岛

素Ｇ转铁 蛋 白Ｇ硒ＧX 添 加 剂 (ITSＧX)作 为 低 糖

DMEMＧF１２培养液的营养添加剂,为细胞提供代

谢所必需的营养物质;EGF和 bFGF在无血清培

养液中起到促进细胞增殖的作用;B２７主要作用是

维持CSCs的“干性”,从而使 CSCs细胞逐渐聚集

成球.

２．６　Westernblot检测肝癌干细胞相关基因的

表达

为了进一步确定微球培养获得的细胞是否为肝

癌干细胞,选取STAT３、Albumin和 Nanog三个转

录因子作为特征性标志分子进行检测.从 Western
blot检测肝癌干细胞相关蛋白的表达结果(图６)可
知,Nanog等转录因子在CSCs中发挥重要的作用,
因而在肝癌CSCs中含量高于普通肝癌细胞;同时,
作为成熟肝癌细胞的标志物,Albumin在CSC应呈

低表达,说明体外悬浮培养的 HuhＧ７细胞球具有肿

瘤干细胞特性.

图６　Westernblot检测肝癌干细胞相关蛋白的表达结果

注:图示为STAT３、Albumin和 Nanog三个转录因子分别在 HuhＧ

７细胞和肝癌干细胞(CSC)中的表达量.

２．７　MTT法检测 HPＧp５３ 对肝癌干细胞杀伤效果

为了测试负载p５３ 基因的 HP是否能有效杀伤

肝癌干细胞(CSCs),进行了 MTT实验.图７(a)为
不同浓度 HPＧp５３ 处理 CSCs后第１、３和５d的细

胞存活率.总体而言,CSCs的存活率随着 HPＧp５３
浓度的增加而大幅度降低,与细胞作用时间越长,杀
伤效果越显著.HPＧp５３ 处理CSCs的第１d和第３
d,细胞的存活率随浓度增加明显降低,而第 ５d
HPＧp５３ 浓度达０．４μg/mL后,浓度继续增加,细胞

相对活力相对稳定,在 HPＧp５３ 浓度为０．６μg/mL
时略微回升,随后以缓慢趋势继续降低;当 HPＧp５３
达２μg/mL时,细胞存活率低至２５％.图７(b)为１

μg/mL的 HPＧp５３ 对 HuhＧ７细胞和CSCs处理４８h
后的杀伤效果.结果表明,HPＧp５３ 处理后,无论是

对于肝癌细胞 HuhＧ７还是肝癌干细胞 CSCs,均有

显著的杀伤效果,细胞存活率分别为６５％和６０％.

图７　HPＧp５３ 对CSCs的杀伤效果.

２．８　Hechst３３２５８染色检测 HPＧp５３ 诱导肝癌干

细胞的凋亡

为进一步探索 HPＧp５３ 对 HuhＧ７细胞及 HuhＧ
７ＧCSCs的杀伤机制,用 Hoechst３３２５８细胞凋亡染

色实验探索 HPＧp５３ 是否通过诱导 HuhＧ７细胞和

CSCs发生凋亡,从而抑制其生长.图８(a)为 HPＧ
p５３ 浓度分别为０、０．２和０．５μg/mL的实验组与

对照组处理４８h后的 HuhＧ７细胞.随着 HPＧp５３
浓度增加,HP组无明显变化;HPＧp５３ 浓度增加,细
胞密度减少,细胞核呈现高亮斑点,且细胞核轮廓模

糊;HPＧp５３ 浓度达０．５μg/mL时,细胞更为稀疏,
细胞凋亡性状愈加显著.图８(b)为 HPＧp５３ 浓度

分别为０、０．２μg/m和０．５μg/mL的实验组与对照

组处理４８h后的 CSCs细胞.对照组中 HuhＧ７Ｇ
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CSCs相对于 HuhＧ７,细胞密度较小;随着 HPＧp５３
浓度增加,HP组仍然无明显变化,在浓度为０．５

μg/mL时无明显凋亡现象,细胞密度也无变化;

HPＧp５３ 组与在 HuhＧ７细胞中结果类似,细胞核轮

廓模糊,高亮斑点突出,细胞减少.
在对照组中,HuhＧ７ＧCSCs细胞密度低于 HuhＧ

７细胞的原因可能是CSCs生长较为缓慢,增殖速度

低于普通癌细胞.HPＧp５３ 处理的两种细胞均有细

胞凋亡现象,说明 HP作为基因载体成功将p５３ 转

移进入细胞内,并使p５３ 表达,促进细胞凋亡.

图８　Hoechst３３２５８染色检测 HPＧp５３
诱导细胞凋亡图

３　结　论

a)采用化学沉淀法成功制备了羟基磷灰石纳米

颗粒,该纳米颗粒呈短棒状,长径为２０~５０nm,短
径约２０nm,纯度较高、分散性良好,具有良好的可

降解性和细胞生物相容性.

b)经聚乙烯亚胺(PEI)修饰的纳米羟基磷灰石

颗粒(HP)对p５３ 基因具有良好的负载能力.

c)负载p５３ 基因的纳米羟基磷灰石颗粒(HPＧ
p５３)对 肝 癌 肿 瘤 干 细 胞 具 有 显 著 的 杀 伤 作 用,

Hoechst３３２５８染色初步证实其杀伤机理是诱导肝

癌干细胞发生凋亡.
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InhibitionEffectofp５３GeneLoadedbyHydroxyapatite
NanoparticlesonHepaticCancerStemCells

HEHuan,DONGWentao,ZHENGWeishi,KONGXiangdong,CHENCen,XIEChungang
(CollegeofLifeSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Toevaluatetheinhibitioneffectofp５３ geneloadedbyhydroxyapatitenanoparticleson
hepaticcancerstemcells(CSCs),thehydroxyapatitenanoparticleswerepreparedbychemicalprecipitation
methodandthencharacterizedtotestbiocompatibility．Hepaticcancerstemcellswereobtainedinspheric
culturecondition．p５３geneloadedbyhydroxyapatitenanoparticlesmodifiedbypolyethylenimine(PEI)
(HPＧp５３)wasusedtotreathepaticcancerstemcells．TheinhibitioneffectwastestedbyMTTassayand
Hoechst３３２５８staining．TheexperimentssuggestthatHPisshortrodＧlikenanoparticlewithlength
rangedfrom２０to５０nmandwidthofapproximately２０nmanditsmaincomponentishydroxyapatite．HP
hasexcellentbiocompatibilityanddegradability．ThesurvivalrateofhepaticcancercellstreatedbyHPＧ
p５３decreasedsignificantly．Hoechst３３２５８stainingresultsshowsthatbrightspotsappearedinthehepatic
cancerstemcellnucleus,andcelldensitydecreased．Thisindicatesp５３ geneloadedbyhydroxyapatite
nanoparticleshassignificantinhibitioneffectonhepaticcancerstemcells．

Keywords:Hydroxyapatite;hepaticcancerstemcells;p５３;inhibitioneffect

(责任编辑:许惠儿)

６７２ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１７年　第３７卷


