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揖摘要铱 目的 探讨叶酸偶联二氧化硅包覆的金纳米棒 渊GNRs@SiO2蛳FA冤 联合 125I粒子诱导肝癌
HepG2细胞凋亡及其可能的机制袁为临床提高肝癌 125I粒子组织间植入疗效提供理论依据遥方法 将体外

培养的肝癌 HepG2细胞随机分成空白对照组袁单纯金纳米棒组袁单纯 125I粒子照射组及金纳米棒联合 125I
粒子照射组袁采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况袁PT蛳PCR检测 bax mRNA尧bcl蛳2 mRNA表达水平袁免疫
细胞化学检测凋亡相关基因 bax尧bcl蛳2表达水平及肿瘤细胞核增殖性抗原 Ki67表达情况遥结果 流式细

胞仪检测 4组肝癌 HepG2细胞凋亡率袁单纯金纳米棒组尧单纯 125I粒子照射组较空白对照组均有升高
渊P < 0.05冤曰联合组较单纯金纳米棒组和单纯 125I粒子照射组明显升高袁差异有统计学意义渊P < 0.05冤遥 联
合组 bax mRNA表达明显高于单纯金纳米棒组与单纯 125I粒子照射组袁bcl蛳2 mRNA表达明显低于单纯金
纳米棒组与单纯 125I粒子照射组遥 肝癌 HepG2细胞 bax表达于胞质袁bcl蛳2表达于胞质和胞膜袁Ki67表达
于胞核袁 均表现为棕黄色细颗粒状沉淀遥 4组肝癌 HepG2细胞凋亡相关基因 bax尧bcl蛳2及增殖核抗原
Ki67蛋白表达量比较袁差异均有统计学意义渊P < 0.05冤曰联合组较单纯金纳米棒组和单纯 125I粒子照射组
Bax蛋白阳性表达率明显升高袁Bcl蛳2尧Ki67蛋白阳性表达率明显降低袁差异有统计学意义渊P < 0.05冤遥
结论 金纳米棒与 125I粒子联合应用能更有效增加肝癌细胞凋亡率袁其机制可能是通过增加 Bax蛋白的
表达袁抑制 Bcl蛳2蛋白的表达来实现遥
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Apoptosis of hepatoma cell line HepG2 induced by the combination use of GNRs@SiO2蛳FA and 125I
seeds院 an experimental study SHEN Lei袁 GAO Bin袁 HE Ke蛳wu袁 XIAO Wei蛳hua. Medical Imaging
Center袁 Third Affiliated Hospital袁 Anhui Medical University袁 Hefei袁 Anhui Province 230061袁 China
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揖Abstract铱 Objective To explore the possible mechanism of the apoptosis of hepatoma cell line

HepG2 induced by the combination use of GNRs@SiO2蛳FA and 125I seeds and to discuss its relationship with
Bcl蛳2 and Bax protein expressions so as to provide theoretical basis for clinical treatment of hepatic cancer
with interstitial brachytherapy by using 125I seeds. Methods In vitro cultured HepG2 cells were randomly
divided into 4 groups院 blank control group 渊not treated冤袁 simple GNRs@SiO2蛳FA group袁 simple 125I seeds
group袁 and combination group 渊GNRs@SiO2蛳FA plus 125I seeds冤. The apoptosis of HepG2 cells was determined
by flow cytometry. The expression of Bax mRNA and Bcl蛳2 mRNA of HepG2 cells were tested by RT蛳PCR.
The apoptosis蛳related genes 渊Bax and Bcl蛳2冤 and the tumor proliferation cell nuclear antigen 渊Ki67冤 proteins
expression on HepG2 cells were examined with immunohistochemistry method. Results The flow cytometry
examination showed that the apoptosis rate of HepG2 cells in the simple GNRs@SiO2蛳FA group and simple 125I
seeds group was higher than that in blank control group 渊P < 0.05冤袁 and the apoptosis rate of the combination
group was significantly higher than that of the simple GNRs@SiO2蛳FA group and the simple 125I seeds group
渊P < 0.05冤. The expression level of Bax mRNA in the combination group was higher than that in the simple
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肝癌是常见的恶性肿瘤之一袁全球发病率居第
5位袁死亡率居第 3位咱1暂遥 我国是肝癌发病率最高的
国家袁占所有癌症死亡的第 2位袁仅次于肺癌咱2暂遥 因
此袁如何提高患者的生存率是临床工作者亟待攻克
的难题遥 放射性 125I粒子组织间植入近距离照射治
疗肝癌已经广泛开展并显示出良好疗效袁 如 CT引
导下 125I粒子组织间植入可诱导兔 VX2肿瘤细胞凋
亡咱3暂遥金纳米棒联合放射性 125I粒子对肝癌 HepG2细
胞的研究并不多见遥 本实验以人肝癌 HepG2细胞为
研究对象袁 重点探讨金纳米棒联合 125I粒子对肝癌
HepG2细胞凋亡及 Bax尧Bcl蛳2蛋白表达的影响袁为
肿瘤的联合治疗提供实验依据袁从而为肝癌的临床
治疗开辟一条新路径遥

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

肝癌 HepG2细胞株 渊购自上海细胞库冤尧DMEM
培养基渊Hyclone公司冤尧胎牛血清渊四季青公司冤尧细
胞凋亡试剂盒 渊贝博公司冤尧PCR相关试剂渊Thermo
公司冤尧bax 抗体渊Abcam 公司冤尧bcl蛳2 抗体渊CST 公
司冤尧Ki67抗体渊博士德公司冤尧DAB显色试剂盒渊中
杉金桥冤尧流式细胞仪渊FCM袁BD公司冤尧细胞培养箱
渊Thermo公司冤尧 紫外发光凝胶成像系统 渊天能公
司冤尧125I粒子渊欣科公司冤遥
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞在 37益尧体积分数为
0.05的 CO2条件下培养于含 10%胎牛血清的DMEM
培养基中遥 将实验分为空白对照组尧单纯金纳米棒
组尧单纯 125I粒子照射组尧金纳米棒联合 125I粒子照
射组遥 空白对照组予正常培养曰单纯金纳米棒组袁给

予终浓度为 40 滋g/ml的金纳米棒曰 单纯 125I粒子照
射组袁 距培养皿 1 cm 内给予 9 粒放射性活度为
0.8 mCi的 125I粒子照射曰联合组袁同时给予金纳米
棒和 125I粒子遥 倒置显微镜下观察细胞生长状态袁照
射 48 h后收集细胞遥
1.2.2 FCM检测细胞凋亡率 取各组 HepG2细胞袁
用 0.25豫胰酶消化袁2 000 r/min袁离心 5 min袁弃上清
液遥 调整细胞密度为 1 伊 106/ml袁冷 PBS洗 2遍遥 将
细胞重悬于 400 滋l的 Annexin V结合液中袁 加入
10 滋l Annexin V和 5 滋l PI染液袁 轻轻混匀袁4益避
光反应 15 min袁上机检测遥 实验重复 4次遥
1.2.3 RT蛳PCR检测 bax尧bcl蛳2 mRNA表达 收集

各组细胞袁 提取 RNA后进行 RT蛳PCR遥 以 GAPDH
为内参 遥 GAPDH 上游 引物 院5爷 蛳AGAAGGC 蛳
TGGGGCTCATTTG蛳3爷曰 下游引物院5爷蛳AGGGGCCA蛳
TCCACAGTCTTC蛳3爷袁产物长度 258 bp遥 bax上游引
物院5爷蛳GCCCACCAGCTCTGAGCAGATCAT蛳3爷曰下游
引物院5爷蛳CGGCAATCATCCTCTGCAGC蛳3爷袁 产物长
度 209 bp遥 bcl蛳2上游引物院5爷蛳GACTTCGCCGAGA蛳
TGTCCAG蛳3爷曰 下游引物院5爷蛳CAGGTGCCGGTTCA蛳
GGTACT蛳3爷袁产物长度 225 bp遥 将扩增产物行琼脂
糖凝胶电泳袁紫外透射分析仪下观察结果并拍照遥
1.2.4 细胞免疫化学法检测 bax尧bcl蛳2尧Ki67 基
因表达 淤 制作细胞爬片院取对数生长期的 HepG2
细胞袁消化离心后以密度为 2 伊 10/ml接种于事先放
好盖玻片的培养皿内袁培养 24 h遥于 处理方法院按上
述分组方法干预细胞袁48 h后处理细胞遥 盂 细胞免
疫化学法院常规设立阴性对照遥 取出盖玻片用 4%多
聚甲醛固定 20 min袁PBS洗 5 min 伊 3次曰0.1% Triton 伊
100 4益 10 min袁PBS洗 5 min 伊 3次曰3豫H2O2室温孵

GNRs@SiO2 蛳FA group and simple 125I seeds group袁 while the expression level of Bcl 蛳2 mRNA in the
combination group was obviously lower than that in the simple GNRs@SiO2蛳FA group and simple 125I seeds
group. Bax protein was expressed on cytoplasm袁 Bcl 蛳2 protein was expressed on cytoplasm and cell
membrane袁 while Ki67 protein was expressed on nucleus. All of them presented as brown finely granular
precipitations. Statistically significant differences in the amount of Bax袁 Bcl蛳2 and Ki67 protein expression
existed between each other among the four groups 渊P < 0.05冤. The positive expression rate of Bax protein in
the combination group was significantly higher than that of the simple GNRs@SiO2蛳FA group and the simple
125I seeds group袁 while the positive expression rate of Bcl蛳2 and Ki67 protein was significantly lower than that
of the simple GNRs@SiO2蛳FA group and the simple 125I seeds group袁 and the differences were statistically
significant 渊P < 0.05冤. Conclusion The combination use of GNRs@SiO2 蛳FA and 125I seeds can more
effectively induce the apoptosis of HepG2 cells. This effect may be accomplished through increasing the
expression of Bax protein and inhibiting the expression of Bcl蛳2 and Ki67 proteins.渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁 圆园员5袁
圆4院 236鄄241冤

揖Key words铱 gold nanorod曰 125I seed曰 hepatocarcinoma曰 apoptosis曰 Bax曰 Bcl蛳2曰 Ki67
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注院淤空白对照组曰于单纯金纳米棒组曰盂单纯 125I粒子照射组曰榆
金纳米棒联合 125I粒子照射组

图 1 FCM检测各组细胞凋亡情况渊A和 B冤

10 min消除内源性 H2O2酶的活性袁PBS洗 5 min 伊
3次曰滴加血清封闭液袁室温湿盒内孵育 30 min袁封
闭非特异性抗原曰滴加抗体院倾去血清后直接滴加
的一抗 bax尧bcl蛳2尧Ki67渊稀释比例均为 1 颐 100冤使其
完全覆盖细胞袁于 4益下过夜曰PBS洗 5 min 伊 3次袁
加人生物素化羊抗兔 IgG 渊1 颐 200冤袁37益袁30 min袁
PBS 洗 5 min 伊 3 次曰DAB 显色院 每片滴加 DAB
100 滋l袁显微镜下观察 3耀5 min袁至阳性显色明显时
用自来水冲洗袁终止显色遥 复染院用苏木精复染约
10 s袁自来水充分冲洗遥 70豫尧80豫尧90豫尧95豫尧100豫
梯度乙醇脱水遥 二甲苯透明尧中性树胶封片遥
1.2.5 IHC结果判定 bax阳性表现为细胞质内棕
黄色颗粒袁bcl蛳2阳性表现为细胞质和细胞膜内棕黄
色颗粒遥淤 定量分析院在光学显微镜 400倍视野下袁
每张切片随机选取阳性细胞分布均匀的 10 个视
野袁 计数 200个细胞中的阳性细胞数并计分袁< 5豫
渊0分冤袁5豫耀25豫渊1分冤袁25豫耀50豫渊2分冤袁50豫耀75豫
渊3分冤袁> 75豫渊4分冤遥 于 着色程度院阴性为未着色
渊0分冤袁弱阳性呈淡黄色渊1分冤袁中等阳性呈黄色或
深黄色渊2分冤袁强阳性呈褐色或棕褐色渊3分冤遥 以阳
性细胞率和染色强度分值的乘积作为每一例的积

分咱4暂遥
Ki67阳性表现为细胞核内棕黄色细颗粒状沉

淀袁每张切片观察 10个以上典型视野渊高倍镜下冤袁
至少计数 200个细胞遥 以棕色核染为阳性细胞袁其
百分比为 Ki蛳67细胞增殖指数 渊Ki蛳67 proliferation
index袁KI冤遥
1.3 统计学分析

所有数据资料采用 SPSS13.0 软件进行统计处
理袁以均数 依 标准差表示遥多组间比较用方差分析袁
两两比较采用 q 检验袁以 P < 0.05为差异有统计学
意义遥

2 结果

2.1 FCM检测细胞凋亡率
4组肝癌 HepG2细胞凋亡率比较袁 差异有统计

学意义渊P < 0.05冤曰单纯金纳米棒组尧单纯 125I粒子
照射组及联合组肝癌 HepG2细胞凋亡率较空白对
照组明显升高袁差异均有统计学意义渊P < 0援05冤曰联
合组肝癌 HepG2细胞凋亡率较单纯金纳米棒组和
单纯 125I粒子照射组明显升高袁 差异均有统计学意
义渊P < 0援05冤遥 见表 1尧图 1遥
2.2 RT蛳PCR检测 bax尧bcl蛳2 mRNA表达

单纯金纳米棒组与单纯 125I粒子照射组的 bax

mRNA表达均高于空白对照组袁 联合组 bax mRNA
表达明显高于单纯金纳米棒组和单纯 125I粒子照射
组遥 金纳米棒组与单纯 125I 粒子照射组的 bcl蛳2
mRNA 表达均低于空白对照组袁 联合组 bcl蛳2
mRNA表达明显低于单纯金纳米棒组和单纯 125I粒
子照射组遥 提示金纳米棒与射线作用于肝癌 HepG2
细胞后 bax mRNA的表达量增加袁bcl蛳2 mRNA的表
达量减低遥 见图 2遥
2.3 Bax尧Bc1蛳2尧Ki67蛋白在肝癌 HepG2细胞中的
表达

2.3.1 Bax蛋白在肝癌 HepG2细胞中的表达 空白

对照组尧单纯金纳米棒组尧单纯 125I粒子照射组和联

组别 例数 细胞凋亡率渊%冤
空白对照组 10 5.91 依 1.52
单纯金纳米棒组 10 10.16 依 3.18
单纯 125I粒子照射组 10 20.78 依 4.79
金纳米棒联合 125I粒子照射组 10 33.41 依 8.00
F值 99.82
P值 0.00

表 1 4组肝癌 HepG2细胞凋亡率比较 渊曾 依 泽冤
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注院淤为空白对照组曰于为单纯金纳米棒组曰盂为单纯 125I粒子照射组曰榆为金纳米棒联合 125I粒子照射组
图 3 各组肝癌 HepG2细胞 Bax尧Bcl蛳2尧KI蛋白表达情况渊SP 伊 400冤

合组染色阳性的 HepG2细胞 Bax 蛋白阳性表达积
分分别为 0.95 依 0.18尧1.51 依 0.44尧4.29 依 0.86尧7.55 依

1援40遥联合组与单纯金纳米棒组和单纯 125I粒子照射
组比较袁Bax蛋白表达增加更明显袁差异有统计学意
义渊P < 0.05冤遥
2.3.2 Bc1蛳2蛋白在肝癌 HepG2细胞中的表达 空

白对照组尧单纯金纳米棒组尧单纯 125I粒子照射组和
联合组染色阳性的 HepG2细胞 Bcl蛳2蛋白阳性表达
积分依次为 9.01 依 1.02尧8.39 依 0.47尧3.81 依 1.28尧
1.70 依 0.83遥联合组与单纯金纳米棒组和单纯 125I粒
子照射组比较袁Bc1蛳2蛋白表达降低更明显袁差异有
统计学意义渊P < 0.05冤遥
2.3.3 IHC检测 HepG2细胞增殖相关抗原 Ki67表
达 空白对照组细胞形态饱满袁多数细胞核被染成
棕黄色曰联合组 Ki67表达强度较单纯 125I粒子照射
组和单纯金纳米棒组明显减弱袁细胞核呈淡染遥 4组
KI之间差异有统计学意义渊P < 0.05冤遥 见表 2袁图
3尧4遥

注院1. DNA标志物曰2. 空白对照组曰3. 单纯金纳米棒组曰4. 单纯 125I
粒子照射组曰5. 金纳米棒联合 125I粒子照射组
图 2 RT蛳PCR检测金纳米棒联合 125I粒子照射作用于肝癌
HepG2细胞后 bax尧bcl蛳2尧GAPDH mRNA表达

组别 例数 Bax渊积分值冤 Bcl蛳2渊积分值冤 KI渊%冤
空白对照组 10 0.95 依 0.18 9.01 依 1.02 75.59 依 6.29
单纯金纳米棒组 10 1.51 依 0.44 8.39 依 0.47 67.09 依 5.46
单纯 125I粒子照射组 10 4.29 依 0.86 3.81 依 1.28 46.84 依 7.90
金纳米棒联合 125I粒子照射组 10 7.55 依 1.40 1.70 依 0.83 27.90 依 5.83
F值 74.49 84.60 109.98
P值 0.00 0.00 0.00

表 2 4组肝癌 HepG2细胞 Bax尧Bcl蛳2尧KI蛋白表达情况
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图 4 各组肝癌 HepG2细胞 Bax尧Bcl蛳2尧KI蛋白表达情况

3 讨论

目前袁 肝癌多采用综合治疗的手段袁 手术尧放
疗尧热疗等多种方法联合应用对抗肿瘤起到协同作
用咱5蛳6暂遥 外放疗作为肝癌治疗的常规手段袁由于正常
肝脏组织对放射线的耐受量限制了肝癌照射量的

提升袁因此肝癌外放疗效果欠佳遥 125I粒子植入近距
离治疗不同于外放疗袁125I粒子具有在组织局部剂量
最高尧近籽源处剂量较高尧周围组织剂量陡降等特
性袁 经过足够的剂量和半衰期持续杀伤肿瘤细胞袁
使肿瘤组织损伤较为彻底遥 但 125I粒子植入属于人
工操作袁难免存在冷点咱7暂袁通过放射增敏的办法袁旨
在达到完全适形放射治疗遥

本实验采用的金纳米棒可作为放射治疗领域

中一类新型的放射增敏剂咱8暂袁其机制主要是金纳米
棒中的金元素具有高的原子序数咱9蛳10暂袁且金纳米棒
的尺寸远大于金原子袁其光电吸收截面积远超越金
原子咱11暂袁都致使其在肿瘤组织内产生较周围正常组
织强的光电吸收效应遥 另外袁金纳米棒表面等离子
共振特性即当光入射时在特定波长范围内具有强

的光吸收能力袁增强的光吸收量也可有效增强肿瘤
组织的吸收剂量遥 金纳米棒联合射线照射后则产生
更强的光电吸收效应袁加速 DNA链断裂袁最终导致
细胞死亡咱12暂遥

细胞凋亡是一种多基因参与的调控机制袁凋亡
基因与抗凋亡基因的相互协调作用决定了凋亡的

启动或抑制遥 目前研究最深入的一对细胞凋亡调节
基因是 bax和 bcl蛳2咱13暂遥 bax基因最早是在人前 月细
胞基因库中发现袁其产物主要定位于胞质中袁具有
拮抗 Bcl蛳2蛋白的作用袁 还有直接促进细胞凋亡的
功能遥 bcl蛳2基因最初是在滤泡性 月细胞淋巴瘤的
研究中发现袁其产物主要定位于胞膜袁具有抑制凋
亡蛋白的功能遥 大量研究显示袁bax/bcl蛳2比值决定
细胞的生或死袁bax/bcl蛳2升高袁 细胞接受凋亡信号
刺激发生凋亡曰bax/bcl蛳2降低细胞不凋亡咱14暂遥 有学
者采用香芹酚尧苦参碱等药物诱导人肝癌细胞凋亡
的体外研究袁通过线粒体途径上调 Bax 蛋白尧下调

Bcl蛳2蛋白表达水平袁 升高 bax/bcl蛳2比值来治疗肝
癌咱15蛳16暂遥Ki67是一种与细胞周期相关的增殖核抗原袁
可作为肝癌治愈率和总生存率的独立预后指标咱17暂袁
Ki67表达减少表明肿瘤细胞增殖受到抑制遥

本研究结果表明袁单纯金纳米棒组尧单纯 125I粒
子照射组尧 金纳米棒联合 125I粒子照射组与空白对
照组相比袁 肝癌 HepG2细胞 Bax表达增加袁Bcl蛳2尧
Ki67表达降低袁 说明金纳米棒与 125I粒子二者单独
或联合应用时均能增加肝癌 HepG2细胞 Bax 的表
达同时降低 Bcl蛳2尧Ki67的表达遥 金纳米棒联合 125I
粒子照射组与 125I粒子照射组相比袁Bax表达增加更
显著袁Bcl蛳2尧Ki67表达降低更显著遥

综上所述袁在体外实验中证实金纳米棒联合125I
粒子具有明显的协同抗肿瘤效果袁目前国内外对金
纳米棒联合 125I粒子的研究尚不多见遥 本实验在分
子水平上为金纳米棒联合 125I粒子治疗肝癌提供了
实验依据袁但其明确的生物学机制尚待更深入研究遥
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规则的无回声区曰于CT增强扫描见右下腹肿块内呈中空状袁其内
完全充盈对比剂渊短箭冤袁实性部分轻度强化

图 1 右下腹肿块彩超和 CT增强图像
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