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血清对 Ｈｅｌａ细胞整合素 αｖβ３ 受体内吞循环的影响
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　 　 摘　 要　 目的　 探讨血清对Ｈｅｌａ细胞整合素αｖβ３受体内吞循环的影响。方法 　 培养Ｈｅｌａ细胞，激光共
聚焦显微镜观测其表面αｖβ３受体的表达情况。通过对细胞表面蛋白进行生物素标记，利用酶联免疫吸附法，考
察含血清培养基培养条件下和不含血清的培养条件下，细胞表面αｖβ３受体的内吞循环情况。结果　 αｖβ３受体
在Ｈｅｌａ细胞表面具有高表达。与不含血清培养条件相比，含血清培养组αｖβ３受体的入胞量在５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ时
显著减少，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 含血清培养基培养的条件下，Ｈｅｌａ细胞中的αｖβ３受体可能
更快地循环返回至细胞表面。
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　 　 随着纳米医学以及分子生物学的发展，以肿瘤
细胞中异常表达的蛋白或受体为靶标，通过对药物
或载体进行特异性修饰，将药物分子选择性地递送
到肿瘤细胞甚至其细胞器中，是药学工作者长期以
来的研究方向［１４］。相应的，对于这类药物的入胞
循环分子机制的探索，亦成为近年来的研究热点之
一［５６］。目前，在给药系统对象的细胞内吞循环机
制的研究方面，大多数实验采用的是无血清培养条
件，对于血清的添加与否目前尚缺乏共识［７９］。有

文献报道，细胞表面受体的内吞循环机制与培养基
中添加的成分密切相关［１０］。血清作为培养基中模
拟细胞体内生长环境所必需的营养成分，其成分复
杂。本文将考察血清对受体的内吞循环转运产生
的影响。现报道如下。
１　 材料
１． １　 仪器

台式高速冷冻离心机（ＴＧＬ１８５，长沙平凡仪
器仪表有限公司）；ＴＣＳ ＳＰ８徕卡激光共聚焦荧光
显微镜（德国Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ公司）；ＭＣＯ１７５ＣＯ２孵育
箱（日本ＳＡＮＹＯ公司）；ＩＸ７３倒置荧光显微镜（日
本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；ＤＮＭ９６０２Ｇ酶标分析仪（北
京普朗新技术有限公司）。
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１． ２　 试剂
胎牛血清，ＤＭＥＭ培养基（中科迈晨北京科技

有限公司）；抗整合素αｖβ３受体鼠单克隆抗体
（ａｂ７８２８９，英国Ａｂｃａｍ公司）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ  ６４７
标记的羊抗鼠二抗（Ａ２１２３６，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；生物素基二硫代Ｎ羟基琥珀酰亚胺活泼酯
（ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ，美国赛默飞科技有限公司）；巯乙
磺酸钠（ＭｅｓＮａ，华中海威北京基因科技有限公
司）；ＥＬＩＳＡ套装（北京欣博盛生物科技有限公
司）；辣根过氧化物酶链霉亲和素（美国Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司）。
１． ３　 细胞及分组

人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞，由中国医学科学院基础
医学研究所提供。内吞循环实验中，细胞分成两
组：不含血清培养基组和含血清培养基组，每组细
胞设定三个样本。数据用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ６． ０统计
软件进行分析。
２　 方法
２． １　 细胞培养条件及Ｈｅｌａ细胞表面αｖβ３整合素
受体的表达

Ｈｅｌａ细胞培养于ＤＭＥＭ完全培养基中，置于
细胞培养箱中培养。待细胞汇合度达到８０％以上
时，消化收集细胞，按一定比例稀释接种于１２孔板
中，继续培养至汇合度达８０％左右。吸弃上清，以
ＰＢＳ缓冲液洗涤３次后，加入４％的多聚甲醛于
３７℃固定细胞２０ｍｉｎ。室温下以０． １％ ＴＰＢＳ（ｗ ／ ｖ）
处理细胞５ｍｉｎ后，以３％ＢＳＡ（ｗ ／ ｖ）的ＰＢＳ溶液于
３７℃封闭１ｈ。随后细胞中加入抗整合素αｖβ３受
体的鼠源单克隆抗体，于３７℃孵育２ｈ。同时设置
阴性表达组，阴性表达组为不加一抗的含１％ ＢＳＡ
的溶液。ＰＢＳ洗涤３次后，加入荧光探针Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ６４７标记的羊抗鼠多克隆抗体，继续于
３７℃孵育２ｈ。以Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８于室温下处理细
胞１５ｍｉｎ后，封片，然后通过荧光共聚焦显微镜
（ＣＬＳＭ）观察细胞表面受体表达情况。
２． ２　 细胞毒性考察

采用传统的磺酰罗丹明Ｂ法（ＳＲＢ）考察了实
验中用到的ＭｅｓＮａ和ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ两种试剂对
Ｈｅｌａ细胞活性的影响。收集Ｈｅｌａ细胞，以５ × １０３ ／
孔的密度将细胞铺设于９６孔板中，于３７℃，５％
ＣＯ２孵箱中孵育２４ｈ。轻轻吸弃上清液，加入以不
完全培养基稀释的ＭｅｓＮａ（０． ２ｍｇ ／ ｍｌ）和ＮＨＳＳＳ
Ｂｉｏｔｉｎ（０． １５ｍｇ ／ ｍｌ）溶液２００μｌ ／孔，同时设置不完

全培养基孵育的细胞为阳性对照组，继续培养１ｈ。
结束后，吸弃上清液，每孔加入２００μｌ １０％（ｗ ／ ｖ）
的ＴＣＡ溶液于４℃固定细胞１ｈ。以去离子水洗
涤，晾干，每孔加入１００μｌ ０． ４％（ｗ ／ ｖ）的ＳＲＢ溶液
室温孵育３０ｍｉｎ，以１％（ｖ ／ ｖ）冰醋酸溶液洗涤，晾
干后，每孔精确加入２００μｌ １０ｍＭ的Ｔｒｉｓ碱溶液室
温振摇３０ｍｉｎ后，于５４０ｎｍ波长处测定各孔的吸
光度。通过下述公式计算细胞生存率。

细胞生存率／ ％ ＝（待测细胞ＯＤ值－对照ＯＤ
值）／（阳性对照ＯＤ值－对照组ＯＤ值）× １００％
２． ３　 Ｈｅｌａ细胞表面αｖβ３整合素受体的内吞循环

将Ｈｅｌａ细胞铺于６孔板中，待细胞长至约
８０％的汇合度后，吸弃上清培养液，以冰ＰＢＳ溶液
洗涤细胞３遍，每孔加入１ｍｌ ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ溶液
（０℃，０． １５ｍｇ ／ ｍｌ，以不含血清培养基稀释），并于
冰浴上孵育３０ｍｉｎ，之后以冰ＰＢＳ洗涤细胞３遍，
加入１ｍｌ预热至３７℃的ＤＭＥＭ培养基（含／不含血
清），并迅速置于３７℃孵箱中培养预定的时间
（３ｍｉｎ，５ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），结束后，迅速转移孔板至冰
浴，吸弃上清，并以冰ＰＢＳ洗涤细胞３遍。每孔加
入１ｍｌ ０℃的ＭｅｓＮａ溶液（０． ２ｍｇ ／ ｍｌ，以不含血清
培养基稀释）处理细胞１５ｍｉｎ，以释放结合在细胞
表面的ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ。以冰ＰＢＳ洗涤细胞３遍
后，用细胞刮刀将细胞刮下，４℃ １０００ｒｐｍ离心
５ｍｉｎ收集细胞，冻融循环４次裂解细胞。通过二
喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白分析法测定细胞蛋白含量，
通过捕获酶联免疫吸附法（Ｅｌｉｓａ）对标记有生物素
的αｖβ３整合素的含量进行测定，以生物素的吸光
度值表示。αｖβ３整合素受体的内吞循环测定原理
如图１所示，具体Ｅｌｉｓａ操作流程如图２所示。

图１　 Ｈｅｌａ细胞中αｖβ３整合素受体内
吞循环测定原理示意图
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图２　 Ｅｌｉｓａ法测定生物素标记的
αｖβ３整合素受体操作流程图

３　 结果和讨论
３． １　 Ｈｅｌａ细胞表面αｖβ３整合素受体的表达

αｖβ３整合素受体在Ｈｅｌａ细胞中具有高表达，
可以用于αｖβ３整合素受体的内吞循环研究。见
图３。

　 　 注：红色表示已经被染色的αｖβ３受体；蓝色表示经
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８荧光染料染色的细胞核，图中标尺的长度
为２０
图３　 Ｈｅｌａ细胞表面αｖβ３整合素受体表达情况

３． ２　 细胞毒性考察
ＭｅｓＮａ（０． ２ｍｇ ／ ｍｌ）和ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ（０． １５ｍｇ ／

ｍｌ）溶液对Ｈｅｌａ细胞的生存活性无影响，可用于下
一步的实验研究。见图４。

图４　 ＭｅｓＮａ和ＮＨＳＳＳＢｉｏｔｉｎ对Ｈｅｌａ细胞活性的影响

３． ３　 Ｈｅｌａ细胞表面αｖβ３整合素受体的内吞循环
在含血清和不含血清的培养条件下，Ｈｅｌａ细

胞中αｖβ３ 受体的内吞循环具有明显的不同。
０ｍｉｎ时，生物素吸光度／细胞蛋白含量比值为０，说
明经过ＭｅｓＮａ处理后，细胞表面修饰的生物素被
处理完全，且细胞内吞尚未开始，尚未有生物素标
记的αｖβ３受体内吞入胞；３ｍｉｎ时，生物素吸光度／
细胞蛋白含量比值明显升高，由于ＭｅｓＮａ处理表
面生物素标记蛋白时不能影响已经内吞入胞的生
物素标记蛋白，说明在两种培养条件下，生物素标
记的αｖβ３受体已经开始内吞进入胞内；而在５ｍｉｎ
和１０ｍｉｎ时，两种培养条件相比，αｖβ３受体的入胞
量出现显著差异（如图５ａ和ｂ所示），我们推断，
在完全培养基培养的条件下，Ｈｅｌａ细胞中的αｖβ３
受体可能比在不含血清的培养条件下，更快地循环
返回细胞表面，因此，经过ＭｅｓＮａ处理后，返回至
细胞表面的αｖβ３受体其生物素标记被处理掉，表
现出总入胞量要少。见图５。

注：Ｐ ＜ ０． ０５（ａ和ｂ比较）；Ｐ ＜ ０． ０１（ｃ和ｄ比较）
图５　 不同培养条件下Ｈｅｌａ细胞表面的αｖβ３受体内

吞入胞量随时间变化关系（ｎ ＝ ３）

４　 结论
整合素作为细胞与胞外基质（ＥＣＭ）以及细胞

与细胞之间信号转导的最重要的中介异源二聚体，
在细胞的增殖、迁移、凋亡以及吞噬方面发挥重要
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作用。自Ｍａｒｋ Ｂｒｅｔｓｃｈｅｒ［１１１２］首次提出整合素在细
胞内存在循环通路以来，目前已经证实，大部分的
整合素内吞后，将会循环返回至细胞膜表面。Ｊｉｍ
Ｎｏｒｍａｎ等［１０］报道，αｖβ３受体既可以利用Ｒａｂ４依
赖的快循环途径返回至胞膜，亦可以通过Ｒａｂ１１
依赖的慢循环途径返回。这主要取决于培养环境
中是否存在血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ），这与本
课题的研究结果相近。同时，Ｂｒｅｎｎｅｒ等［１３］研究表
明，部分β３整合素受体可通过巨胞饮的内吞途径
入胞，且在ＰＤＧＦ的刺激下，这部分β３整合素受体
可通过快速外排途径出胞。因此，本课题考察的整
合素αｖβ３受体在不同的培养条件下（完全培养
基／无血清培养基）的胞内循环转运情况，将为今
后αｖβ３受体介导的靶向给药系统的设计及其细
胞转运机制研究提供重要参考。
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