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摘要 :本文论述 了有关人类白血病细胞系 K562 细胞的体外培养的特点
,

以及胶体金纳米颗粒独特的物理性质
,

并应用胶体金治

疗肿瘤的原理和意义
,

成功的在体外条件下培养出生长状态稳定的 K 562 细胞
,

最后通过观察
、

记录体外生长的状 况
,

绘制了细胞

生长曲线
,

并计算出细胞的倍增时间
。

利 用柠稼酸三钠来还原氛金酸的方法制备了胶体金
,

通过紫外 / 可见分光光度计和电子透

射显微镜检测 了胶体金的吸收光语以及它的颗粒直径
、

形状
,

进行了胶体金颗粒时 K 5 62 细胞的影响研究
,

实验结 果表明
,

加入胶

体金和没加胶体金的 细胞生长状况基本相同
〕
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前言

近年来
,

恶性肿瘤的发病率和病死率逐年升高
,

对人们的

生命和健康造成了严重的危害
。

而自 (ll t病是造血系统的恶性肿

瘤
,

发病率也愈来愈高
。

目前对自Int病的治疗采用联合化疗
、

放

射治疗
、

免疫治疗及骨髓移植等方法
。

基于 A L A 脂类衍生物的

光动力疗法对血液中的肿瘤一自血病细胞进行体外灭活的方

法已经取得了一些成绩 111 ,

但是由于光敏剂会对正常细胞也产

生毒性
,

囚此发展一种新的生物光子学技术用于肿瘤细胞的灭

活将具有很大的意义和很好的前景
。

利用金纳米颗粒吸收激光的热效应灭活肿瘤细胞
,

是近年

来的研究热点之一 121 。

与光动力疗法相比
,

这种方法不会产生光

毒性
,

选择不同的激光脉宽可以实现对特定范围内的细胞灭

活
,

正常细胞成活率高ozll

在研究中
,

我们首先培养出生长状态稳定的 K 56 2 细胞
,

并制备出实验所需的胶体金颗粒
。

然后设计了胶体金对 K 562

细胞影响的实验方案
。

通过这些实验的研究来探讨胶体金对痛

细胞的影响及其所需的条件
。

对胶体金在癌细胞方面的应川有

一定的启示意义
。

1 K 56 2 细胞的培养及生长观察

K 56 2 细胞是一种自血病细胞
,

它的全称为
:
慢性幸衬川胞自

血病急性红白变细胞系 K 562 细胞株
。

它是一 种 (II l液
,

1
,

的癌细

胞
,

在体外培养要模拟体内血液的环境
.

温度
、

Pl l fl’:l
、

无机离子

浓度
、

渗透压等都要与血液相似 131 。

它在液体培养垫中悬浮生

长
,

但由于重力原因一般都沉于底部
,

只要轻轻吹打便会重新

悬浮于培养液中
。

1
.
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K6 5 2细胞株由西安交通大学医学院提供 ;培养基为

R MP I
一

6 1 4 0(G I BC O
,

In v itor 郎n C o

por art io n ) ; 优级新生牛一饥清

(兰州民海生物工程有限公司 )
;超净工作台( SW

·

CJ
·

ID ) ; 二氧

化碳培养箱 ( FO R M A )
;倒置显微镜(重庆光学仪器厂 )

。

1
.

2 K 56 2 细胞的培养和传代

按照细胞体外培养的方法 ’ 31操作
,

将 K 562 细胞的培养瓶

的瓶盖适度拧紧
,

放人调节好温度
、

湿度和二氧化碳浓度

( 37 ℃
、

5% CO
Z
)的培养箱中培养

。

用倒置显微镜观察
,

当细胞生

长到布满培养瓶底部一层时
.

即传代
。

一般 3 天传代 l 次
。

传代前的细胞
,

沉在培养瓶底部
,

比较密铺满底层
。

细胞圆

日饱满
.
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.

如图 1( a
、
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图 3细胞一周内的生长曲线
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图 2 为传代后的细胞照片
,

刚开始细胞稀少
,

而且部分悬

浮于培养液中
。

大概 2 小时后
.

细胞渐沉底部 (图 Z a)
。

4 小时

后细胞完全沉到底部 (图 Z h 、

a 传代 2小时后 b
.

传代 4 小时后

( 2 h o u sr a tt e r
Pa

s
as g e ) ( 4 h o u sr a ft e r P a sas g e )

圈 2 传代后的细胞照片《10 0 x )

F ig Z K 5 6 2 e e lls a ft e r Pas as g e ( 10 0 t im e s m a g n ifi e a t io n )
.

!
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3 K 562 细胞的生长曲线

细胞生长曲线是观察细胞生长基木规律的重要方法
。

只有

具备自身稳定成长特性的细胞才适合在观察细胞变化的实验

中应用
。

木研究利用细胞计数法进行了 K 562 生长曲线的测

定
。

取生长状态良好的 K 562 细胞
,

经计数后精确地将细胞分

别接种于 7 个大小一致的培养瓶内( IOm l培养瓶 )
。

每天取出

一瓶细胞进行计数和细胞活力检测
,

以培养时间为横轴
,

细胞

数为纵轴(对数 )
,

绘制的 K 5 62 细胞的生长曲线见图 3
。

标准的细胞生长曲线近似
“

s’’ 型
,

一般在传代后存在数小

时的潜伏适应期
.

然后进人指数生长期
,

最后达到平台期后最

终衰老
。

在生长曲线上细胞数量增加一倍的时间称为细胞倍增时

间
。

依据细胞群体倍增时间公式:

拓以

T D=t
10 : N

·
协: 凡

TO 为细胞倍增时间
,

N 。
及 N .

分别代表接种后和培养 t小

时后的细胞数
。

将第一天的细胞数作为 N 。 ,

第二天和第二天的

细胞数分别作为N
: ,

代人上述公式分别算出 T D 并取平均
,

最

后得出 K 562 细胞处于指数增长期的平均群体倍增时间为

15
.

5 小时 Ì l。

2 胶体金的制备与检测

胶体金 (C oll oi da l G ol d) 是一种金颗粒悬液
,

顾粒的大小多

在 1
一

100 纳米之间
,

稳定
、

均匀呈单一分散状态悬浮在液体中
,

成为胶体金溶液戊 。

胶体金在可见光范围内有吸收峰
,

其吸收波

长随胶体金颗粒大小而稍有变化
.

木研究采用柠檬酸三钠还原

法制备胶体金 I, l 。

2
.

1 材料与仪器

! g 的氛化金溶解于 100 ml 三蒸水 ; g1 柠檬酸三钠溶解于

100 m l三蒸水; SH 型加热磁力搅拌器 (上海司乐仪器厂 )
; 紫外

/可见光分光光度计 ( B ac m na D u6 4 0) ; 透射电子显微镜

( JEM
·

20 0C X )
。

.2 2 制备胶体金

将 1%抓金酸稀释 100 倍
,

配制成 0.0 1% 的水溶液
,

取

100 m l加人到锥形瓶中
,

并置于加热磁力搅拌器上加热直到沸

腾
。

放人磁力搅拌子
,

并用刻度吸管加人 1%柠檬酸三钠
.

粒径

的大小与加人址相关
。

继续搅拌加热煮沸 15 分钟
,

可观察到抓

金酸水溶液在柠檬酸钠加人后很快从淡黄色变浅蓝色
.

继而转

成紫色
,

随后逐渐稳定成橘红色
。

.2 3 胶体金的特性检测

2 :3 】紫外吸收检测

以去离子水为空白对照
,

对制备的胶体金溶液进行紫外 /

可见分光扫描
,

扫描范围 4O0n m 一 00n m
。

分别测得 15 粒径和

4 0 粒径的胶体金在 52 0n m 和 528 n m 处有最大吸收峰
。

.2 1 2 胶体金的电镜检测

将胶体金溶液滴在祖有 Fo mr va
r 膜的铜网 上

,

自炙灯烤

干
。

透射电镜下观察到胶体金颗粒大小基木均匀呈圆球形
,

图

4 是 .6 8 万倍和 10 万倍透射电镜下粒径为 2 0n m 的胶体金照

片
。

3 胶体金对 K 562 细胞生长的影响
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选用制备好的粒径在 3 7
·

4n 0m之间的胶体金
。

按照 1:l的 影响 ;

比例将胶体金加人到细胞培养液中
,

在细胞传代时
.

将这种培

养液加人到 K 56 2 细胞中
。

令细胞培养的其他条件不变
。

观察

细胞的生长状态
,

并用台盼蓝排斥实验检测细胞的存活率9oll

3
.

1 检验步骤

当细胞达到正常传代时
,

去掉旧培养基
,

加人 10ml 新鲜培

养基
,

用吸管吹打细胞
,

使之均匀的悬浮于培养液
,

然后等体积

分装到两个培养瓶中
。

分别向两个培养瓶中各加人 sml 无菌水

和 s m ! 胶体金溶液
,

在瓶上做上标记
。

将两瓶细胞同时放人

CO Z

培养箱巾培养
。

每天观察细胞的生长状况
,

培养三天后做

台盼蓝排斥实验
。

3
.

2 检验结果

通过观察和对比
,

发现加人无菌水和加人胶体金细胞的生

长状况基木一样
,

区别仅在于加人胶体金的细胞沉到瓶底的时

间比对照瓶的时间长
,

实验结果见表 1
。

表 l 加入无菌水与胶体金培养细胞三天的细胞计数

T a b le 1
.

S u vr iv a l ar t e o f K 56 2 e e lIs w ith a n d w ith o u t e
o IIo id a l go Id

汁数板中五个

中格细胞数

死亡

细胞数

细胞浓度

(个 /m l )

4
.

S E+ 0 5

5
.

OE+ 0 5

存活率

对照组

试验组

10 0%

10 0%

由上表可以看出
,

对照组和试验组的试验结果大致一样
,

说明胶体金对 K 562 细胞生长没有影响
,

或者说影响很小以至

于用这种方法检测不出来
。

4 讨论

木文介绍了培养 K 5 62 细胞的方法
,

并获得该细胞生长
、

增殖的一系列数据
,

做出细胞生长曲线
,

计算出细胞的倍增时

间 ; 采用柠檬酸三钠还原法
,

制备 {以一定颗粒直径的胶体金 ;

通过检验得出
,

胶体金木身对生长的 K 5 62 细胞的生长并没有

以上结果
,

对胶体金在治疗肿瘤细胞方面的应用有一定的

启示意义
。

要进一步研究
.

还需要设计和进行在激光照射条件

下胶体金对细胞的影响
,

主要是在激光照射条件下
,

结合胶体

金的 K 562 细胞的死亡率
,

以及死亡率随外界条件改变后的变

化情况
。

另外
,

胶体金要在体内特异性的与肿瘤细胞相结合
,

还

需要特异性的单克隆抗体的辅助
。

以上两个方面的实验研究是

将胶体金应用于治疗肿瘤细胞所必需进行的研究
,

这也是今后

所要研究的主要方向
。
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