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 不同表面修饰的氧化铁纳米颗粒诱导胶质瘤细胞
自噬和凋亡的差异及自噬的调控作用 *
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摘要　目的：研究不同表面修饰的氧化铁纳米颗粒（iron oxide nanoparticles，IONPs）诱导胶质瘤细胞自噬

和凋亡抑制杀伤作用的差异及自噬对凋亡的调控作用。方法：首先测定抑制自噬情况下，聚乙二醇表面修

饰的氧化铁纳米颗粒（PEG-IONPs）、氨基表面修饰的氧化铁纳米颗粒（Amine-IONPs）和 IONPs 对人脑胶

质瘤细胞（U87）生长的影响；然后利用高内涵的方法来评价 3 种 IO NPs 对诱导 U87 自噬能力的影响；最

后用流式细胞术测定其引起细胞早晚期凋亡的差异，并同时评价诱导和抑制自噬对凋亡的影响。结果：3
种 IONPs 在 10、50 和 200 μg·mL-1 浓度时均可抑制 U87 的增殖，并呈明显剂量依赖性。Amine-IONPs 诱

导 U87 凋亡的能力显著性高于 IONPs 和 PEG-IONPs。3 种 IONPs 均可以显著性诱导 U87 产生自噬。抑

制自噬可以显著性增强低剂量 IONPs，特别是 Amine-IONPs 诱导的凋亡；然而抑制自噬反而降低高剂量

IONPs 和 Amine-IONPs 诱导的细胞凋亡。结论：不同表面修饰的 IONPs 诱导 U87 产生自噬和凋亡作用与

其表面修饰密切相关。Amine-IONPs 诱导的自噬在低高剂量显示出双向调节作用。
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近年来，随着纳米技术的发展，氧化铁纳米颗

粒（iron oxide nanoparticles，IONPs）的 癌 症 靶 向 性

和核磁共振造影（magnetic resonance imaging，MRI）
增强剂特性决定了它在癌症诊断和治疗上的应用

优势。1996 年美国 FDA 首先批准了静注 IONPs 应

用于肝损伤和肿瘤的 MRI 诊断。IONPs 具有潜在

靶向蓄积在中枢神经系统胶质瘤的特性，使其在准

确和长期诊断方面与传统 MRI 造影剂相比优势凸

显［1-2］。脑胶质瘤是原发性脑癌中最常见的恶性肿

瘤。由于胶质瘤侵染性强和对传统放化疗抵抗等

特点，使其成为预后最差且治疗费用最昂贵的脑肿

瘤。开发新的脑胶质瘤准确诊断和有效治疗的新方

法迫在眉睫［3］。1997 年，体外研究首次发现 IONPs
可通过诱导局部发热从而杀死胶质瘤细胞，大鼠体

内实验又进一步证明 IONPs 可以有效抑制胶质瘤［4］。

1997 年之后，大量实验证明了 IONPs 通过交变电场

发热和诱导氧化应激等不同机制，具有潜在治疗胶

质瘤的能力［5］。与此同时，越来越多的研究发现，

IONPs 的不同表面修饰对其中枢神经系统分布和

抑制胶质瘤效应影响巨大［6］。因此，研究不同表面

修饰的 IONPs 诱导胶质瘤凋亡的作用机制，可为推

动 IONPs 未来的药物研发和胶质瘤治疗应用奠定

基础。

已有报道活性氧簇（ROS）介导自噬在人胶质瘤

细胞 U-87 MG 中诱导自噬性死亡［7］。临床研究证

明，溶瘤腺病毒和替莫唑胺（TMZ）联用诱导细胞自

噬可以有效抑制肿瘤生长，延长胶质瘤病人的生存

率［8］；许多临床应用的传统化疗药如治疗胶质瘤的丙

戊酸等都诱导细胞自噬［9］；同时也有研究显示细胞

自噬起到抑制胶质瘤细胞凋亡的效果［10］。越来越多

的证据表明自噬对细胞的生存或死亡存在双向调控

机制［11］。因此，深入阐明 IONPs 如何影响胶质瘤自

噬水平是开发其用于抗胶质瘤治疗需要解决的关键

问题。

本实验利用人脑胶质瘤细胞（U87）结合高内涵

实验、流式凋亡实验等方法，研究 3 种不同表面修饰

的 IONPs 诱导 U87 自噬的差异，并进一步深入研究

自噬在调控 IONPs 诱导凋亡中的调控作用。

1　材料

1.1　细胞　U87 由中国医学科学院基础医学研究所

基础医学细胞中心提供。

1.2　 试 剂　 聚 乙 二 醇 表 面 修 饰 的 氧 化 铁 纳 米

颗 粒（PEG-IONPs，Sigma-Aldrich 公 司，生 产 批 号

MKBR4497V，直 径 5 nm）；氨 基 表 面 修 饰 的 氧 化

铁 纳 米 颗 粒（Amine-IONPs，Sigma-Aldrich 公 司，生

产批号 MKBR2641V，直径 5 nm）；氧化铁纳米颗粒

（IONPs，Sigma-Aldrich 公司，生产批号 MKBQ3992V，

直 径 5 nm）；1640 高 糖 培 养 基（Hyclone 公 司）；胎

牛 血 清（Biological Industries 公 司）；CellTiter-Glo® 
Luminescent 细 胞 生 长 试 剂 盒（Promega 公 司，试 剂

盒 含 CellTiter-Glo® 底 物 冻 干 粉 和 CellTiter-Glo® 缓

冲液）；PE-Annexin V 流式凋亡试剂盒［BD 公司，试

iron oxide nanoparticles（IONPs）with different surface modifications and the regulation by autophagy．Methods：
The effect of PEG-IONPs，Amine-IONPs and IONPs on the growth of human glioma cells（U87）were 
measured after autophagy inhibition．Then，the effects of three IONPs induced U87 autophagy were evaluated 
using the high-content method．Finally，the differences of early and late apoptosis induced by flow cytometry were 
measured，and the effects of induction and inhibition of autophagy on apoptosis were also evaluated．Results：The 
three IONPs all inhibited the proliferation of U87 in a dose range from 10 μg·mL-1 to 200 μg·mL-1 with a dose-
dependent manner．The ability of Amine-IONPs inducing apoptosis of U87 was significantly higher than that of 
IONPs and PEG-IONPs．Inhibition of autophagy can significantly enhance the apoptosis induced by IONPs at low 
dose IONPs，especially Amine-IONPs．However，inhibition of autophagy reduced apoptosis induced by high-
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剂 盒 内 含 染 料 FITC Annexin V 和 Propidium Iodide
（PI） 及 10X Binding Buffer］；0.5%Trypsin-EDTA 和

细胞冻存液（Gibco 公司）；3- 甲基腺嘌呤（3-MA，

Sigma-Aldrich 公 司）；Cyto-ID 细 胞 自 噬 检 测 试 剂

盒（Enzo 公 司，试 剂 盒 包 含 染 料 Hoechst33342 和

Cyto-id green 及 1X Assay Buffer）；0.25% 胰 蛋 白

酶（Gibco 公 司）；磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS，Hyclone 公

司）。

1.3　 仪 器　BD 流 式 细 胞 仪（BD 公 司）；In cell 
2000 型 高 内 涵 系 统（GE 公 司）；VICTOR X5 酶

标仪（PerkinElmer 公司）；Malvern Zeta Sizer Nano ZS
（Malvern 公司）。

2　方法

2.1　动态光散射（dynamic light scattering，DLS）测定

IONPs 的粒径分布和表面电性　用 1640 细胞培养液

将 IONPs、PEG-IONPs 和 Amine-IONPs 分 别 稀 释 至

1 μg·mL-1 后，用 Malvern Zeta Sizer Nano ZS 测定颗

粒在细胞培养液中的颗粒分布和表面带电性。

2.2　细胞培养　将 U87 置于常规培养皿内，以高糖

1640 培养基（含 10% 胎牛血清）在 37 ℃，5%CO2 和

相对湿度 90% 的培养箱内培养，培养基隔天更换，

2~3 d 达到融合。本实验所用 U87 为 110~120 代。

2.3　IONPs 对 U87 生长抑制实验及自噬对生长抑

制的影响　U87 细胞悬液接种于 96 孔培养板（每孔

5×103 个细胞）过夜。分设对照组、不同浓度（1、5、

10、50、100、300 和 500 μg·mL-1）IONPs 组（经过预

实验，选择从无毒剂量 1 μg·mL-1 到可稀释的最大

剂量 500 μg·mL-1）及加入 3- 甲基腺嘌呤（3-MA，5 
mmol·L-1）和 不 同 浓 度 IONPs 组（浓 度 同 上）。 在

37 ℃，5% CO2（以 下 孵 育 条 件 相 同）条 件 下 孵 育

24 h，用细胞培养液孵育 24 h（总共孵育 48 h），再加

入相同体积的 CellTiter-Glo® Reagent，震荡 2 min，室

温孵育 10 min。用酶标仪检测各孔的化学发光，并

计算细胞存活率 =（化学发光强度给药组 / 化学发光强

度对照组）×100%。

2.4　IONPs 诱导 U87 产生自噬试验　U87 悬液接种

于 96 孔培养板（每孔 5×103 个细胞）过夜。分设对

照组、阳性对照组［0.5 μmol·L-1 雷帕霉素（RAP），10 
μmol·L-1 氯喹（CLQ）或 0.5 μmol·L-1 雷帕霉素 +10 
μmol·L-1 氯喹］、不同浓度（10、50 和 200 μg·mL-1）

IONPs 组。在 37 ℃，5% CO2（以下孵育条件相同）

条件下孵育 24 h 后，吸出上清液并每孔加 100 μL 1X 

Assay Buffer 清洗 2 次，然后每孔加入含有 2 个荧光

标记的溶液 100 μmol·L-1［Hoechst33342（1 000 倍稀

释），cyto-id green 20 μmol·L-1（500 倍 稀 释）］。 避

光 37 ℃培养 30 min 后，用 200 μL 1X Assay Buffer 清洗

染料 2 次，然后每孔加 100 μL 1X Assay buffer 尽快用

荧光酶标仪读板。Cyto-id green 用固定扫描激发波长

480 nm，发射波长 530 nm，Hoechst 33342 用激发波长

340 nm，发射波长 480 nm。

2.5　Annexin V/PI 双染流式细胞术测定细胞凋亡率

及自噬对细胞凋亡的影响　U87 悬液接种于 6 孔培

养板（每孔 1×106 个细胞）过夜。在 37 ℃，5% CO2

（以下孵育条件相同）条件下，10、50 和 200 μg·mL-1

的 IONPs、PEG-IONPs、Amine-IONPs 孵 育 24 h 组

（根据 IONPs 生长抑制曲线选择无明显抑制低剂量、

中度抑制剂量和引起较多生长抑制的高剂量），加入

自噬诱导剂雷帕霉素 0.5 μmol·L-1 的 10、50 和 200 
μg·mL-1 的 IONPs、PEG-IONPs、Amine-IONPs 孵

育 24 h，研究氧化应激对细胞凋亡的影响，每个浓

度 3 个复孔，0.25% 胰蛋白酶消化细胞并收集于流

式管中，用 PBS 将 U87 洗 2 遍，加入 100 μL binding 
buffer 分散细胞后，分别加入 FITC-Annexin V 及碘

化 丙 啶（propidium iodide，PI）染 料 各 5 μL，室 温

下避光染色 15 min，于 1 h 内用流式细胞仪进行检

测，每个样品采集 1×104 个细胞。在正常细胞中，

磷脂酰丝氨酸只分布在细胞膜脂质双层的内侧，细

胞发生凋亡最早期，膜磷脂酰丝氨酸（PS）由脂膜

内侧翻向外侧， AnnexinV 与磷脂酰丝氨酸有高度

亲和力，故可通过细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸与

凋亡早期细胞的胞膜结合；因此 AnnexinV 被作为

检测细胞早期凋亡的灵敏指标之一。PI 是一种核

 酸染料，它不能透过完整的细胞膜，但凋亡中晚期

的细胞和死细胞由于细胞膜通透性的增加，PI 能

够 透 过 细 胞 膜 而 使 细 胞 核 染 红；因 此 将 Annexin 
V 与 PI 匹配使用，就可以将处于不同凋亡时期的

细 胞 区 分 开 来。 使 用 FACSDiva 4 软 件 对 结 果 进

行分析。细胞凋亡率 = 凋亡细胞数 / 总细胞数 ×

100%。

2.6　 数 据 处 理　 试 验 数 据 均 以 x±s 表 示。 采 用

GraphPad Prism 6 软件，对 2 组数据采用 t 检验进行

比较，对 3 组及以上数据采用单因素方差分析，琼脂

克隆数据用 Fisher’s exact test 分析各组差异，P<0.05
为差异有统计学意义。
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3　试验结果

3.1　IONPs 大小分布和表面电性　动态光散射测定

3 种 IONPs 在细胞培养液中的颗粒分布和表面带电

性见本实验室以往研究报道［12］。IONPs 平均分布为

（5.1±0.3）nm，表面带电为 -30 mV；PEG-IONP 平均

分 布 为（5.6±0.4）nm，表 面 带 电 为 -2 mV；Amine-
IONPs 平 均 分 布 为（5.3±0.7）nm，表 面 带 电 为 +13 
mV。3 种不同表面修饰的 5 nm IONPs 在细胞培养液

中均匀分布，无明显聚集。

3.2　3 种 不 同 的 IONPs 对 U87 的 生 长 抑 制　 实 验

结 果 表 明，3 种 IONPs 均 可 以 抑 制 U87 的 增 殖，并

呈明显的剂量依赖性（如图 1 所示）。当孵育质量

浓 度 为 50 μg·mL-1 时，3 种 IONPs 都 出 现 了 一 定

程度的生长抑制，其中对 U87 生长抑制从大到小

排 序 分 布 为 Amine-IONPs、PEG-IONPs、IONPs。 加

入自噬抑制剂 3-MA 之后，不同表面修饰的 IONPs
对 生 长 抑 制 表 现 出 明 显 的 差 异。 抑 制 自 噬，对

PEG-IONPs 诱导生长抑制并无明显影响。IONP 的

生长抑制在不同剂量均稍有加强，但并无显著性

差 异。 抑 制 自 噬 后，Amine-IONPs 诱 导 凋 亡 的

能 力 显 著 性 降 低，IC50 从 112 μg·mL-1 降 低 到 92
μg·mL-1，且在高剂量更为明显（见图 1）。该结果

显示，自噬对不同表面修饰和表面带电的 IONPs 对

不同纳米材料诱导细胞凋亡的作用也存在差异，下

一步用高内涵实验验证 3 种 IONPs 诱导 U87 自噬的

特点。

3.3　3 种 IONPs 诱导 U87 形成自噬及氧化应激对自

噬的影响　本实验研究了 Amine-IONPs、PEG-IONPs
和 IONPs 在不同浓度下对 U87 诱导自噬作用。如图

2-A 所 示，Amine-IONPs、PEG-IONPs 和 IONPs 在 低

剂量都能够诱导少量自噬，且 Amino-IONPs 的诱导

自噬能力略高于 PEG-IONP 和 IONP。如图 2-B 所

示，Amine-IONPs、PEG-IONPs 和 IONPs 在 中 剂

量都能够诱导较高的自噬，且 Amino-IONP 的诱导自

噬能力显著性高于 PEG-IONPs 和 IONPs（黑色柱状

图）。 如 图 2-C 所 示，Amine-IONPs、PEG-IONPs 和

IONPs 在 中 高 剂 量 诱 导 自 噬 的 能 力 显 著 增 加，且

Amino-IONP 的 诱 导 自 噬 能 力 显 著 性 高 于 PEG-
IONPs 和 IONPs（黑色柱状图）。综合以上结果可以

看出，中、高剂量 3 种不同表面修饰的 IONPs 都可以

显著性诱导自噬，且 Amino-IONPs 诱导自噬能力最

强。

图 1　IONPs（A）、PEG-IONPs（B）和 Amine-IONPs（C）对 U87 生

长抑制作用和用 3-MA 抑制自噬后细胞生长抑制的变化（*P<0.05）

Fig. 1　The growth inhibition of IONPs（A），PEG-IONPs（B） 
and Amine-IONPs（C） on U87 and the effect of 3-MA（autophagy 
inhibition）on U87 cell viability（*P<0.05）

3.4　3 种 IONPs 诱导 U87 凋亡与自噬的关系　U87
经 IONPs、PEG-IONPs 和 Amine-IONPs（10、50 和

200 μg·mL-1）孵育 24 h 后，分 别 利 用 流 式 细胞方

法测定其诱导细胞凋亡的情况，包括早期凋亡和晚

期凋亡。U87 诱导总凋亡量结果显示，Amine-IONPs
诱导 U87 凋亡的能力在低、中、高 3 个剂量都显著性

高 于 IONPs 和 PEG-IONPs；PEG-IONPs 在 中 剂 量

诱导凋亡显著性高于 IONPs（见图 3）。在低剂量加

入 自 噬 抑 制 剂 后，进 一 步 观 察 IONPs、PEG-IONPs
和 Amine-IONPs 诱导凋亡显著性增高，说明自噬

在低剂量起到保护的作用。与此同时，加入自噬诱

导剂可以显著性降低 Amine-IONPs 诱导的凋亡，说

明低剂量时自噬、凋亡的调控关系（见图 3 - A ）。
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�

A．10 μg·mL-1　B．50 μg·mL-1　C．200 μg·mL-1

图 2　不同浓度 Amine-IONPs、PEG-IONPs 和 IONPs 诱导 U87 自噬

（*P<0.05）

Fig. 2　Autophagy induction by different concentrations of Amine-
IONPs，PEG-IONPs and IONPs on U87（*P<0.05）

在 中 剂 量 加入自噬抑制剂后，IONPs、PEG-IONPs
和 Amine-IONPs 诱 导 凋 亡 都 有 所 降 低，但 没 有 显

著性变化，说明自噬在中剂量起促进凋亡作用，与

其在低剂量作用相反。该结果在加入自噬诱导剂

组得到进一步验证，结果显示诱导自噬可以显著性

促 进 IONP 和 Amine-IONPs 诱 导 凋 亡 的 能 力（见

图 3-B）。 在 高 剂 量 加 入 自 噬 抑 制 剂 之 后 对 3 种

IONPs 作用不尽相同，Amine-IONPs 诱导凋亡能力

显著性降低，而 IONPs 和 PEG-IONPs 诱导凋亡能力

变化不大。该结果说明高剂量自噬在不同表面修饰

的 IONPs 调控凋亡作用存在差异。该结果在加入

自噬诱导剂组做了进一步验证，结果显示，Amine-
IONPs 和 IONPs 诱 导 凋 亡 的 能 力 显 著 性 增 高（见

图 3-C）。

图 3　抑制自噬、诱导自噬对不同剂量 IONPs、PEG-IONPs 和 Amine-
IONPs 在诱导 U87 的总凋亡量的影响（* 表示与其他 3 组有显著性

差异，# 显著性低于 200 μg·mL-1 Amino-IONPs 组和 200 μg·mL-1 
Amino-IONPs+ RAP 组，*# P<0.05）

Fig. 3　The effect of autophagy induction and inhibition on U87 
apoptosis induced by IONPs、PEG-IONPs and Amine-IONPs

（*significantly different among three groups，#significantly lower than 
200 μg·mL-1 Amino-IONPs group and 200 μg·mL-1 Amino-IONPs +
RAP 组，*# P<0.05）

4　讨论

研究表明，颗粒的物理性质、化学性质、表面结

构、表面修饰、表面电荷分布都能直接影响其与细胞

的交互作用［13］。本文深入研究了 3 种不同表面修
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饰的 IONPs 对胶质瘤的抑制杀伤作用差异以及自噬

对凋亡的调控作用。首先研究发现 3 种 IONPs 均可

抑制 U87 的增殖，并呈明显的剂量相关性，然后利

用自噬抑制剂研究自噬对 3 种 IONPs 诱导凋亡的影

响；进一步利用自噬检测试剂盒结合高内涵研究发

现 3 种 IONPs 都可以在中高剂量诱导自噬；最后用

流式细胞仪深入分析了 3 种 IONPs 诱导 U87 凋亡和

自噬在不同剂量调控凋亡的差异。结果发现 Amine-
IONPs 抑制细胞生长的作用最明显，诱导凋亡杀伤

细胞的能力最强。在低剂量时，自噬可以起到保护

作用，有效降低 IONPs 诱导的细胞凋亡，然而在高剂

量时，自噬反而可以促进 Amine-IONPs 诱导凋亡。

自噬在 Amine-IONPs 诱导凋亡中起到了双向调节

作用，其对 Amine-IONPs 诱导凋亡在不同剂量也体

现出了不同的双向调节作用。自噬在中、高剂量

对 PEG-IONPs 诱导的凋亡影响不大。该结果表明

IONPs 对 U87 的抑制杀伤作用与其表面修饰密切相

关。

Stern 等提出了纳米颗粒诱导自噬中枢神经系

统的作用机制与纳米颗粒暴露时间关系的假说［14］。

纳米颗粒高水平长时间暴露会诱导激活氧化应激和

炎症反应，引起损坏性自噬，诱导中枢神经系统细胞

死亡［14］。最新研究表明纳米晶体富勒烯在低浓度

诱导 ROS 介导的保护性胶质瘤细胞自噬，当暴露浓

度增高时则诱导细胞死亡［15］。以往研究发现纳米

颗粒诱导自噬对细胞凋亡有双向调节作用，与本研

究结果相互印证。在低剂量，自噬起到保护作用，抑

制 IONPs 诱导的 U87 凋亡，然而在高剂量，自噬促进

IONPs 诱导的 U87 凋亡，其中氨基修饰的 IONPs 作

用最为明显。

氨基修饰的 IONPs 对于诱导 U87 的凋亡在 3 种

颗粒中最强，其中 Amine-IONPs 诱导的凋亡受自噬

调节最为显著。该结果与细胞生长抑制结果相互印

证，表明 Amine-IONPs 在诱导 U87 凋亡方面及其自

噬对凋亡影响比其他 2 种 IONPs 更为显著。颗粒表

面的化学性质对纳米颗粒与细胞接触时两者间的吸

附起主导作用［16-18］。由于细胞膜表面呈负电性，而

Amine-IONP 携带正电荷，带正电的纳米颗粒通常可

以获得更高的摄入效率［16，19-20］。Amine-IONPs 表面

带小量正电与 IONPs 和 PEG-IONPs 相比更容易与

U87 表面相互作用从而进入细胞内起到诱导自噬和

杀伤细胞的效果。聚乙二醇表面修饰会降低 IONPs
颗粒聚集和细胞识别，从而降低其对自噬的诱导和杀

伤细胞的能力。

综上所述，3 种不同表面修饰的 IONPs 均可以

有效地杀死 U87，自噬在诱导细胞凋亡中起到了重要

作用。其中，氨基修饰的纳米颗粒对细胞杀伤能力最

强，且自噬在低高剂量调节 Amine-IONPs 诱导的细

胞杀伤上有双向调节作用。该实验结果为未来合理

设计纳米颗粒表面修饰，有效提高 IONPs 对胶质瘤

杀伤能力提供了理论基础。
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