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摘要　利用微孔板荧光分析仪结合线粒体膜电位特异性荧光探针罗丹明１２３测量了内外源性一氧化氮对癌细胞

线粒体膜电位的影响。实验结果显示添加一氧化氮供体后，荧光强度快速增大，且在较长的一段时间内保持不变，

而对照组的荧光强度没有明显变化；此外，加载荧光探针前用一氧化氮合酶抑制剂和一氧化氮供体孵育２４ｈ分别

能降低和提高线粒体膜电位。研究结果表明增加内外源性一氧化氮均能提高线粒体膜电位，这对于在细胞器水平

认识一氧化氮参与促进癌细胞增殖与转移的过程具有一定的意义。
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１　引　　言

据世界卫生组织统计，癌症是世界首要死因之

一，美国癌症协会最新的统计报告显示在美国每四

名死亡的人中就有一人死于癌症［１］。虽然全世界已

有大量的科研力量投入到癌症的相关研究中，但是

目前癌症的治疗手段仍有很大的局限性，治疗效果

也不尽人意［１～５］。无法获得良好疗效的原因之一在

于人们对癌症的机制了解还不够充分［６］。因此，寻

求癌细胞的生长和转移机制刻不容缓。近年来，关

于一氧化氮分子参与癌细胞生长和转移机制以及一

氧化氮分子用于癌症治疗的研究逐渐成为了癌症研

究的一个热点［７～１３］。一氧化氮分子的作用具有两

ｓ１０４００２１
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面性［７，９，１１，１２］，其作用取决于浓度的高低。当一氧化

氮浓度低时，它对癌细胞的生长和转移起促进作用，

但是当其浓度高时，则能抑制癌细胞的生长与转移。

低浓度一氧化氮促进癌细胞生长与转移的原因

可能有两个方面：１）一氧化氮促进新生血管的生

长，为癌组织提供更多的养分；２）一氧化氮能抑制

免疫系统的活性，使癌细胞逃脱免疫系统的伤害。

高浓度一氧化氮抑制癌细胞生长与转移的原因主要

是利用高浓度一氧化氮的毒性来杀死癌细胞，阻止

其增殖［７］。虽然人们对一氧化氮参与癌细胞生长与

转移的机制有一定的认识，但是在细胞器层面的研

究还较少。

本文利用微孔板荧光技术结合线粒体膜电位特

异性荧光探针观察内外源一氧化氮对癌细胞线粒体

膜电位的影响。和其他众多的光学检测技术相

比［１４～１６］，微孔板荧光技术具有准确、便捷、高通量动

态检测的优点。此外，之所以选择线粒体膜电位作

为一氧化氮作用的表征是基于以下原因：癌细胞快

速增殖的方式必然需要大量的能量供应，而线粒体

作为细胞内最主要的能量来源，其膜电位可以反映

出细胞的生理状态［１７，１８］。

２　材料与方法

２．１　犎犲犔犪细胞培养

ＨｅＬａ细胞由福建师范大学生命科学院友情提

供。ＨｅＬａ细胞经过复苏，加入含１０％胎牛血清的

达尔伯克改良伊格尔培养基（ＤＭＥＭ），并置于

３７℃，５％ ＣＯ２ 的孵育箱中培养，两天全量换液。

经过２～３次传代，以１００００个／孔的细胞密度接种

于９６孔板中。接种２４ｈ后用于实验
［１９］。

２．２　线粒体膜电位荧光探针加载

线粒体膜电位特异性荧光探针罗丹明１２３的浓

度配置为１μＭ（μｍｏｌ／Ｌ）
［１７］。每孔加入１００μＬ荧

光探针溶液，并置于３７℃，５％ ＣＯ２ 的孵育箱中培

养３０ｍｉｎ。然后用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗３遍，

每遍５ｍｉｎ。最后每孔加入９０μＬ的台氏液。台氏

液的配置如下：１５０ｍＭ ＮａＣｌ，５ｍＭ ＫＣｌ，２ｍＭ

ＣａＣｌ２，２ｍＭ ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，１０ｍＭ 葡萄糖，１０ｍＭ

ＨＥＰＥＳ，用ＮａＯＨ将ｐＨ值调整到７．４。

２．３　微孔板荧光检测

实验中采用的微孔板荧光分析仪的光路如图１

所示。一个卤钨灯作为光源，经过一个激发滤光片

（Ｆ４８５）后形成窄带通的激发光源，在双色镜的作用

下入射到样品上。荧光探针分子受激后产生荧光信

号，通过发射滤光片（Ｆ５３５）后进入光电倍增管

（ＰＭＴ），并转化成电信号。

图１ 微孔板荧光分析仪光路示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｚｅｒ

为了获得添加一氧化氮供体（ＳＮＰ）后荧光强度

的动态变化，实验采用荧光重复测量模式，并采用自

动进样器每孔注入１０μＬ的ＳＮＰ。同时，采用自动

进样器每孔注入１０μＬ台氏液到另一组细胞中，以

消除自动进样所引起的测量误差，并将该组细胞作

为对照组。

３　结果与讨论

３．１　线粒体膜电位对外援性一氧化氮的动态响应

通过设置荧光重复测量模式以及自动进样器，

获得了线粒体膜电位对外源性一氧化氮的动态响

应。当外源性ＳＮＰ注入后，所检测到的荧光强度增

大，且保持在一个稳定状态，而对照组的荧光强度则

未见明显变化，如图２所示。在第５个循环开始前

进行自动进样１０μＬ的ＳＮＰ（１００μＭ），最终的ＳＮＰ

浓度为１０μＭ。测试所用的参数为：Ｃｏｕｎｔｉｎｇｔｉｍｅ，

０．１ｓ；ｌａｍｐｅｎｅｒｇｙ，５０００；ｃｙｃｌｅｔｉｍｅ，１４．６ｓ；ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

ｆｉｌｔｅｒ，Ｆ４８５；ｅｍｉｓｓｉｏｎｆｉｌｔｅｒ，Ｆ５３５。图中纵坐标为荧光

强度比率值，即荧光强度值除以初始荧光强度值。

数据统计显示注入ＳＮＰ后，两组数据有显著差异

（狆＜０．０１）。线粒体膜电位特异性荧光探针罗丹明

１２３是一种亲脂性阳离子化合物，而线粒体膜是一

种双层磷脂结构，其跨膜电位为内负外正。因此，当

线粒体膜电位（绝对值）增大时，由于电场的作用，更

多的荧光探针分子聚集在线粒体中，从而使线粒体

中的荧光探针浓度增大，使荧光强度也增大。所以

荧光强度的增大表明了线粒体膜电位的增大。图２

显示当外源性一氧化氮进入细胞后，荧光强度增强。

这表明了在外源性一氧化氮的作用下，线粒体膜电

位增加。一氧化氮引起线粒体膜电位的增加可能与

一氧化氮影响线粒体呼吸链相关。有文献报道一氧

ｓ１０４００２２
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化氮可通过抑制线粒体呼吸链中复合体Ⅳ引起线粒

体膜电位增大［２０～２３］。

图２ 添加一氧化氮供体对线粒体膜电位的影响

Ｆｉｇ．２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＮＰｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

图３ 一氧化氮合酶抑制剂和一氧化氮供体对线粒体膜

电位的作用，ＬＮＭＭＡ 和 ＳＮＰ 的浓度分别为

　　　　　　　１ｍＭ和１０μＭ

Ｆｉｇ．３ ＲｏｌｅｏｆＬＮＭＭＡａｎｄＳＮＰｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＬＮＭＭＡ

　ａｎｄＳＮＰａｒｅ１ｍＭａｎｄ１０μＭ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３．２　内外源性一氧化氮对线粒体膜电位的影响

为了研究内外源性一氧化氮对线粒体膜电位的

影响，分别采用一氧化氮合酶抑制剂（ＬＮＭＭＡ）以

及ＳＮＰ在加载线粒体荧光探针前２４ｈ孵育 ＨｅＬａ

细胞。实验发现添加 ＬＮＭＭＡ 组的荧光强度最

低，而添加ＳＮＰ组的荧光强度最高，如图３所示。

为了验证这３组荧光强度值的差异是否由细胞密度

差异引起的，实验采用光学显微镜观察了３组细胞

的密度，发现３组细胞的密度无显著差异。因此，这

３组荧光强度值的差异表明了内外源性一氧化氮的

增加均能引起线粒体膜电位增大。有研究表明线粒

体膜电位的大小与细胞增殖速率之间具有一定的相

关性［２４，２５］。Ｈｕ等
［２４］采用氦氖激光器辐照黑素瘤细

胞株Ａ２０５８细胞，发现激光辐照后细胞的线粒体膜

电位增大，而且细胞增殖速率也同时增大。但是当

添加了促使线粒体膜电位降低的解偶联剂（ＣＣＣＰ）

时，激光辐照就无法增大细胞增殖速率。因此，一氧

化氮促使线粒体膜电位增大可能是一氧化氮促进癌

细胞增殖［７］的原因之一。

４　结　　论

利用微孔板荧光技术观察了一氧化氮对 ＨｅＬａ

细胞线粒体膜电位的影响。发现内外源性一氧化氮

的增加均能引起线粒体膜电位的增加。这种特性或

许是癌细胞能快速增殖的原因之一。深入开展相关

研究有助于提高癌细胞增殖、转移的认识，并对癌症

的治疗有所裨益。
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Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔａｒｇｅｔｉｎｇ ［Ｊ］．犉犃犛犈犅 犑．，２００２，１６ （９）：

１０１０～１０１６

栏目编辑：韩　峰

ｓ１０４００２４


