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手性修饰氧化石墨衍生物对小鼠成神经瘤细胞活性的影响
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　　【摘要】　目的　比较手性修饰的氧化石墨（ＧＯ）衍生物对小鼠成神经瘤细胞 Ｎ２ａ活性的影响。方法　倒置荧

光显微镜观察Ｎ２ａ细胞形态，ＭＴＴ法检测Ｎ２ａ细胞的活性。结果　在０．１～０．４μｍｏｌ／Ｌ浓度ＧＯ衍生物对 Ｎ２ａ

细胞活性影响呈浓度相关，其中０．４μｍｏｌ／Ｌ的ＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞生长状况最好；Ｌ型ＧＯ（ＬＧＯ）和Ｄ型ＧＯ

（ＤＧＯ）促Ｎ２ａ细胞增殖率分别为９４％和５２％，二者差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　手性修饰的ＧＯ衍生物

在０．１～０．４μｍｏｌ／Ｌ能促进Ｎ２ａ细胞生长，ＬＧＯ促进Ｎ２ａ细胞生长活性比ＤＧＯ强。
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　　氧化石墨（ｇｒａｐｈｉｔｅｏｘｉｄｅ，ＧＯ）是石墨经氧化而成的新型

纳米级材料，人们很早就预测石墨烯在生物医药领域将会有广

泛的应用前景［１２］，ＧＯ经超声处理后得到 ＧＯ溶液，ＧＯ通过

Ｌ（Ｄ）半胱氨酸的还原可以得到不同手性衍生物
［３］。本实验

通过ＬＧＯ和ＤＧＯ对Ｎ２ａ细胞生长状况的考察，探讨其在医

药应用中可能存在的差异性。

１　材料与仪器

１．１　材料　手性修饰的ＧＯ衍生物由武汉理工大学分子材料

实验室友情提供。小鼠成神经瘤细胞Ｎ２ａ购自武汉细胞保存

中心，Ｈａｎｋｓ液、台盼蓝、胎牛血清和 ＰＲＭＩ１６４０培养粉购自

Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ购自上海博谷生物科技有限公司。培养瓶、

胰蛋白酶、培养板和细胞培养用的吸头购自美国Ｃｏｓｔａｒ公司。

二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　仪器　苏州净化二级生物安全柜ＢＨＣ１３００ⅡＢ２，美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ贺利氏ＣＯ２ 培养箱，美国伯乐ＤＮＭ９６０２型酶

标仪，日本ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１倒置生物显微镜及Ｏｌｙｍｐｕｓ１Ｘ７４

倒置荧光显微镜。

１．３　方法

１．３．１　小鼠成神经瘤细胞 Ｎ２ａ的培养
［４］
　 Ｎ２ａ以按１０

５ 个

细胞／瓶用ＤＭＥＭＦ１２培养液置３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱中进

行贴壁培养（培养液含１０％胎牛血清、双抗１００Ｕ／ｍＬ青霉素

以及１００μｇ／ｍＬ硫酸链霉素），每３天用胰酶消化收集细胞洗

涤后更换培养液，取对数期细胞进行实验。

１．３．２　ＭＴＴ法检测细胞活性
［５］
　在９６孔培养板中，按１０４

个细胞／孔进行培养，２４ｈ后于不同孔内分别加入０．１～０．４

μｍｏｌ／Ｌ浓度ＬＧＯ或ＤＧＯ液，培养７２ｈ后加２０μＬＭＴＴ溶

液继续培养４ｈ，再加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）振荡１０

ｍｉｎ，４９０ｎｍ处测吸光度（ＯＤ）值。

１．４　统计学处理　采用 Ｅｘｃｅｌ分析软件，用狋检验对各组数

据进行比较。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠成神经瘤细胞的观察　对数期 Ｎ２ａ细胞经胰蛋白

酶消化后用２％胎牛血清 Ｈａｎｋｓ液洗涤，台盼蓝计数活细胞，

按２×１０４／Ｌ的细胞浓度分别加入ＬＧＯ和ＤＧＯ刺激物在６

孔培养板培养３ｄ，以没有刺激细胞培养孔为空白对照。倒置

荧光显微镜观察，无刺激物的对照组细胞呈梭形，圆形或多角

生长，培养孔中无漂浮死细胞；ＬＧＯ刺激后的细胞呈梭形或

多角形蔓延生长，可见极少的漂浮细胞；ＤＧＯ刺激后的细胞

蔓延生长，细胞老化程度较高，可见部分细胞边界不清，如

图１。

２．２　不同浓度ＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞生长活性的影响　对数

期Ｎ２ａ细胞按２×１０５／Ｌ浓度接种于９６孔培养板，分别加入

ＬＧＯ和ＤＧＯ刺激培养３ｄ，用酶标仪检测各孔的吸光度，按

刺激物浓度作图，图２显示０．１～０．４μｍｏｌ／Ｌ刺激物对Ｎ２ａ细
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胞呈浓度依赖，刺激物浓度在０．４μｍｏｌ／Ｌ最好，ＬＧＯ对 Ｎ２ａ

细胞的活性高于ＤＧＯ，各浓度比对差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

图１　显微镜观察Ｎ２ａ细胞生长活性

图２　ＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞生长活性比较

２．３　０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞增殖比较　图３结果

显示，ＬＧＯ对Ｎ２ａ细胞的活性为９４％，ＤＧＯ对 Ｎ２ａ细胞的

活性为５２％，两者间统计学分析差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

图３　０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞

生长活性的比较

３　讨　　论

　　ＧＯ衍生物是单原子结构，表面有很多的含氧活性基团，

生物相容性很好，而且十分有利于对ＧＯ的表面进行化学功能

化修饰。由于氧化石墨烯表面含有羟基、环氧基、羧基等基团，

这些基团成为氧化石墨烯发挥功能的活性中心［６］。氧化石墨

烯在生物医学方面的应用发展十分迅速。最近几年，氧化石墨

烯在疾病诊断方面，微生物学方向，药物的运输以及分子生物

学等方面得到了各研究学者的广泛关注［７］，国外也有学者将其

作为药物载体开发［８９］。最近在阿尔茨海默病（ＡＤ）研究中，由

于ＧＯ衍生物能透过血脑屏障，对神经瘤模型细胞具有活

性［１０］，因此，ＧＯ衍生物也作为靶向药物正在被研究
［１１］。本实

验以Ｎ２ａ细胞为模型，分别考察ＬＧＯ和ＤＧＯ诱导下该细胞

的生长活性。结果显示，０．１～０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对 Ｎ２ａ

细胞的活性呈浓度依存，ＬＧＯ对Ｎ２ａ细胞的生长更有促进作

用，两者之间的活性差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＬＧＯ和

ＤＧＯ的这种差异性，为ＧＯ衍生物作为靶向药物的进一步开

发提供了科学依据。
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（８）：１８０４１８１０．

［１１］ＬｉＭ，ＹａｎｇＸ，ＲｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｕｓｉｎｇｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｈｉｇｈ
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［３］ 任翠平，王晓楠，雷黎，等．血吸虫感染抗性人血清筛选日

本血吸虫童虫ｅＤＮＡ文库［Ｊ］．中国地方病学杂志，２００７，

２６（５）：４９０４９３．

［４］ 阎玉涛，刘述先，宋光承，等．东方田鼠天然抗体相关的日

本血吸虫抗原基因筛选和克隆［Ｊ］．中国寄生虫学与寄生

虫病杂志，２００１，１９（３）：１５３１５６．

［５］ＬｉｍＫＣ，ＳｕｎＥ，ＢａｈｇａｔＭ，ｅｔａｌ．Ｂｌｏｃｋａｇｅｏｆｓｋｉｎｉｎｖａ

ｓｉｏｎｂｙｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｅｃｅｒｃａｒｉａｅｂｙｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

［Ｊ］．ＡｍＪＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，１９９９，６０（３）：４８７４９２．

［６］ 李晖，彭礼飞．寄生线虫丝氨酸蛋白酶抑制剂研究进展

［Ｊ］．国际医学寄生虫病杂志，２０１１，３９（６）：３４４３４９．

（收稿日期：２０１４０５２２　　修回日期：２０１４１１０６）
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