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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备氧化亚铜纳米粒（cuprous oxide nanoparticles ，CONPs）并研究对小鼠黑色素瘤 B１６细胞上皮间质转
化的影响 。方法 　采用水热法制备氧化亚铜纳米粒 。将 B１６细胞分为正常培养组和 CONPs（５ 、２５ 、５０ μg／ml）刺激培养组 ，于

倒置相差显微镜下观察细胞形态学的变化 ，通过细胞划痕实验和 T ranswell检测 CONPs对 B１６细胞迁移能力的影响 ，采用免

疫荧光染色法和蛋白质印迹法检测 B１６细胞表型的相关分子标志物表达的变化 。结果 　合成的氧化亚铜纳米粒分布均匀 ，

粒径约 ４０ nm ；体外细胞实验发现 CONPs明显地抑制了 B１６细胞的迁移和侵袭能力 ；并刺激 B１６细胞上皮细胞表型的 E唱cad唱
herin 、Cytokeratin 、Desmoplakin的表达明显升高 ，而间质细胞表型的 N唱cadherin 、Vimentin的表达降低 。结论 　 CONPs能明
显地抑制黑色素瘤细胞的侵袭转移和上皮唱间质转化（EMT）过程 。
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Cuprous oxide nanoparticles effect on the epithelial唱mesenchymal transition of
B16 cells
LI Xiangui１ ，ZHAN Jieqiong２ ，LI Xinfang１ ，SHE Lan１ ，MA Zhiqiang１ ，SUN Linhong１ ，YANG Feng１ （１ ．Department of Inor唱
ganic Chemistry ，School of Pharmacy ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；２ ．Department of Pharma唱
cy ，Hebei North University ，Zhangjiakou ０７５０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To research the epithelial唱mesenchymal transition （EMT ） effects of cuprous oxide nanoparticles
（CONPs） on melanoma ．Methods 　 Cuprous oxide nanoparticles were prepared hydrothermally ．The B１６ cells were cultured with
cuprous oxide nanoparticlesat different concentrations （５ ，２５ ，５０ μg／ml） ．The changes of the morphology of the B１６ cell were
observed under the inverted microscope ．The effects of CONPs on B１６ cell migration ability were detected through the Wound
healing assay and the T ranswell assay ．Then cell immunofluorescence and western blotting were used to test the EMT related
molecular markers ， including E唱cadherin ，N唱cadherin ，Cytokeratin ，and Vimentin ．Results 　 The synthesized cuprous oxide
nanoparticles distribute uniformly with a diameter of ４０ nm ．Our study indicated that CONPs inhibited the EMT of B１６ cell ．A
conversion process was discovered in this study ．In B１６ cells ，CONPs inhibited B１６ cell migration ，promoted the expression of
E唱cadherin ，Cytokeratin and Desmoplakin ，while the expression of N唱cadherin and Vimentin was repressed in protein level ．
Conclusion 　 Cuprous oxide nanoparticles can significantly restrain the invasion and metastasis of melanoma cells and inhabit the
EMT of B１６ cells ．
　 　 ［Key words］ 　 cuprous oxide nanoparticles ；invasion and metastasis of tumor ；epithelial唱mesenchymal transition ；B１６ cells

　 　肿瘤转移是肿瘤临床治疗面临的最大挑战之

一 ，目前仍然缺乏有效的防治肿瘤转移的方法和药

物 ，因此 ，可抑制肿瘤转移的新药的发现及其作用机

制研究成为近年肿瘤研究领域的热点［１ ，２］
。肿瘤转

移涉及过程复杂 ，目前认为肿瘤细胞的上皮唱间质转

化 （epithelial唱mesenchymal transition ，EMT ）是其
最重要机制之一［３唱５］

。 EMT 是指在特定生理病理情
况下上皮细胞通过特定程序转化为具有间质表型细

胞的生物学过程 ，上皮细胞失去细胞极性和与基底

膜的连接等上皮表型 ，从而获得较高的迁移与侵袭 、

抗凋亡和降解细胞外基质等间质细胞表型的

能力［６］
。

　 　本课题组前期研究发现氧化亚铜纳米粒（cu唱

３３２
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prous oxide nanoparticles ，CONPs）可以显著降低
黑色素瘤荷瘤小鼠模型中的肺部转移结节数 ，表现

出良好的抗肿瘤转移效果［７ ，８］
。 Song 等［９］的研究也

表明 CONPs能通过下调血管内皮生长因子受体 ２

的表达抑制血管生成 ，推测其抑制肿瘤转移的作用

可能与抑制血管生成有关 。 为了进一步研究

CONPs抑制黑色素瘤转移的机制 ，我们选用小鼠黑

色素瘤 B１６ 细胞作为研究对象 ，观察 CONPs 对
B１６细胞的迁移能力和 EMT 过程的影响 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料与仪器 　小鼠黑色素瘤细胞（B１６ 细胞）

（由第二军医大学医学免疫学国家重点实验室惠

赠） ，BCA 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术有

限公司） ，DMEM 培养基（Hyclone ，美国 Thermo公
司） ，胎牛血清（FBS） 、０ ．２５％ 胰蛋白酶溶液（Gibco唱
InvitrogenTM ，美国 Life Technologies Corporation
公司） ，E唱cadherin 、N唱caherin 、Vimentin 等抗体（艾

博抗上海贸易有限公司） ，山羊抗鼠 、山羊抗兔荧光

标记 IgG （美国 LICOR 公司） 。 Odyssey 双色红外
荧光成像扫膜仪（美国 LICOR公司） ，酶标仪（美国

博腾仪器有限公司） ，OLYMPUS IX７３倒置荧光显
微镜（上海外海生物科技有限公司） ，倒置显微镜

（Nikon Elipse TS１００ ，上海衡浩仪器有限公司） ，台

式超速离心机（Centifuge５４２４ ，Hitachi公司） ，恒温

振荡培养箱（Thermo Fisher Scientific 公司） 。其他

为实验室常用试剂与仪器 。

1 ．2 　实验方法
1 ．2 ．1 　 CONPs 的制备及表征 　 参照文献［１０］的

合成方法 ，在试管中加入 ３ ml ０ ．１ mol／L 十六烷基
三甲基溴化铵 （CTAB ）溶液 ，２７ ℃ 搅拌下加入

０ ．３５ ml的 ０ ．１ mol／L CuSO４溶液 ，再加入 １０ ml
０ ．０４ mol／L的 NaBH４溶液还原 ，搅拌 １７ h左右 ，用

去离子水和乙醇离心洗涤各 ３次 ，干燥后于 ４ ℃保

存 。采用透射电镜对其尺寸及外观形态进行表征 。

1 ．2 ．2 　 细胞培养 　 小鼠黑色素瘤 B１６ 细胞在
３７ ℃ 、５％ CO２饱和湿度条件下 ，在含 １０％ FBS 、
１％ 双抗（青霉素和链霉素）的 DMEM 高糖型培养
基中培养 。待细胞生长至对数生长期 ，即用胰蛋白

酶消化进行传代 。

1 ．2 ．3 　 CONPs 对 B１６ 细胞形态的影响 　 将 B１６
细胞接种入六孔板中（２ × １０

５个／孔） ，待细胞生长到

对数生长期时 ，分别加入终浓度为 ０ 、５ 、２５ 、

５０ μg／ml的 CONPs 共孵育 ２４ h ，倒置显微镜下观
察细胞形态的变化 ，并拍照记录 。

1 ．2 ．4 　细胞划痕实验 　取对数生长期的 B１６细胞
经胰蛋白酶消化后以 ２ × １０

５个／孔的密度接种到六

孔板中 ，待细胞生长到 ８０％ 左右进行划痕实验 ：用

１０ μl枪头于六孔板正中部位均匀划 ３ 条平行直线

使细胞脱落 ，PBS洗脱落细胞 ２遍后 ，置于细胞培养

箱中培养 ，分别于划痕后 ０ 、２４ 、３６ h于倒置显微镜
下观察细胞的迁移情况并进行拍照 。

1 ．2 ．5 　 Transwell迁移实验 　取对数生长期的 B１６
细胞经胰蛋白酶消化后用无血清培养基重悬细胞以

５ × １０
３个／孔的密度接种到 T ranswell 小室中 ，同时

加入不同浓度的 CONPs 共培养 ；下室加入 ６００ μl
含 １０％ 胎牛血清的培养基 。培养 ２４ h 后 ，４％ 多聚

甲醛固定 １５ min ，结晶紫染色 １５ min ，用棉签擦除
小室内细胞 ，于倒置显微镜下观察并拍照记录 。

1 ．2 ．6 　免疫荧光染色法 　取对数生长期的 B１６ 细
胞经胰蛋白酶消化后以 ３ × １０

５个／孔的密度接种到

六孔板中预置的圆形细胞爬片上 。 待细胞生长至

７０％ 左右时加入 CONPs共培养 ２４ h后弃去原培养
基 ，用 PBS清洗 ２遍 ，分组培养 ２４ h后 ，取出爬片 。

然后用 PBS缓冲液漂洗两遍 ，室温下用 ４％ 多聚甲

醛固定 １５ min 。制备湿盒 ，倒置法室温孵育一抗（１

∶ １００）４ h后用 PBS 洗涤 ４次 ，相同方法孵育荧光

二抗 ３０ min ，PBS洗涤用含 ５％ 的 ４′ ，６唱二脒基唱２唱苯

基吲哚（DAPI）的甘油封片 。于倒置荧光显微镜下

观察并拍照记录 。

1 ．2 ．7 　蛋白质印迹法 　取对数生长期的 B１６细胞
经胰蛋白酶消化后以 ２ × １０

５个／孔的密度接种到六

孔板中 ，待细胞生长至对数期时分组培养 ２４ h ，收

集 B１６细胞于冰上裂解 ，４ ℃ 下１２ ０００ r／min离心
５ min ，收集上清液 ，BCA 法测定蛋白浓度 。之后取

处理后的蛋白样品 ２０ μg 进行十二烷基硫酸钠唱聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS唱PAGE） ，湿转法转膜 。膜

采用 １％ 脱脂牛奶封闭 ４ h后用 PBS 缓冲液洗涤 ３

遍 ，分别加入适量的一抗（１ ∶ １ ０００）孵育 ３ h ，然后
用 PBST 洗 ３遍 ；再加入适量荧光二抗（１ ∶ １０ ０００）

避光孵育 ３０ min ，用 PBST 洗涤 ３遍后放入 PBS 缓
冲液中 ，等待上机扫膜采集数据 。

1 ．3 　统计学处理 　采用 SPSS ２０ ．０统计软件 ，数据

以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，多样本均数差的多重

比较采用单因素方差分析 。

2 　结果

2 ．1 　 CONPs的制备及表征 　图 １为 CONPs 的透
射电镜图 ，可以观察到其分布均匀 、分散性较好 ，呈

球形 ，平均粒径约为 ４０ nm ，与前期实验室制备表征

４３２
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的 CONPs符合［７ ，８］
。

图 1 　 CONPs的透射电镜图（ × ５０ ０００）

2 ．2 　 CONPs 处理对 B１６ 细胞形态的影响 　 采用

不同浓度的 CONPs刺激 B１６细胞 ２４ h后于倒置显
微镜下观察细胞形态的变化 。图 ２为 CONPs 处理
２４ h后 B１６细胞形态图 ，从图中可以观察到 ，未经

CONPs处理的细胞拉长呈梭形 、纺锤体形 ，多数细

胞表现为似成纤维状 ，细胞排列较为杂乱松散 ，表现

出间质细胞表型特点 。随着 CONPs浓度的增加细
胞形态由长梭形逐渐地变成规则的多边形或立方

形 ，细胞连接紧密分布呈“铺路石样” ，表现出典型的

上皮细胞形态特征 。

2 ．3 　 细胞划痕实验 　 细胞划痕修复实验结果（图

３）显示在划痕 ２４ h后未经 CONPs处理的细胞划痕
已经逐渐变小至接近愈合的状态 ，到 ３６ h后已经完
全愈合 ，而 CONPs处理组的细胞划痕随着 CONPs
浓度的增大而相应的变宽 。其中高浓度处理组的细

胞划痕最大 ，细胞划痕的修复能力最弱 ，说明

CONPs抑制了 B１６细胞的增殖和迁移 。

2 ．4 　 T ranswell迁移实验 　 Transwell 迁移实验结
果（图 ４）显示 ，CONPs共培养 ２４ h后 ，随着 CONPs
浓度的增加 ，B１６细胞迁移的数量明显地减少 ，与对

照组相比 CONPs 处理组具有显著性差异 ，表明

CONPs明显地抑制了 B１６细胞的转移 。

图 2 　 CONPs作用 24 h后 B16细胞的形态（ × １００）

图 3 　 CONPs作用 24 h／36 h后 B16细胞划痕实验结果（ × １００）

５３２
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图 4 　 CONPs作用 24 h后对 B16细胞迁移能力的影响（ × ２００）

2 ．5 　细胞免疫荧光 　 细胞免疫荧光结果（图 ５）显

示 ，CONPs 处理 ２４ h 后 ，E唱cadherin 、Cytokeratin 、
N唱cadherin 、Vimentin蛋白表达发生了变化 。随着

CONPs浓度的增加 ，表征上皮细胞表型的 E唱cad唱
herin 、Cytokeratin的表达上调 ，而显示间质细胞表

型特征的 N唱cadherin 、Vimentin 蛋白表达下调 ，说

明 CONPs的处理导致了 B１６细胞间质细胞标志物
表达下调而上皮细胞标志物的表达上调 ，CONPs可

抑制 B１６细胞的 EMT 转化的发生 。

2 ．6 　蛋白免疫印迹实验 　 蛋白免疫印迹实验结果

（图 ６）显示 ，随着 CONPs浓度的增加表征上皮细胞
表型的 E唱cadherin 、Desmoplakin 及 Cytokeratin 蛋
白表达逐渐增加 ，而具有间质细胞表型特点的 N唱
cadherin 、Vimentin 蛋白表达下调 ，这与细胞免疫

荧光结果一致 ，说明 CONPs 处理抑制了 B１６ 细胞
的 EMT 转化 。

图 5 　免疫荧光法测定 CONPs对 B16细胞上皮间质分子标志物表达的影响（ × １００）

图 6 　蛋白免疫印迹法测定 CONPs对 B16细胞上皮间质分子标志物表达的影响

６３２
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3 　讨论

　 　目前恶性肿瘤的死亡率已超过心脑血管疾病成

为人类的第一杀手 。肿瘤的侵袭和转移是造成恶性

肿瘤患者难以治疗及康复的关键性因素［１ ，２］
，肿瘤

转移的机制主要有肿瘤遗传异质性 、EMT 、失巢凋

亡抗性 、血管与淋巴管生成等 ，其中 EMT 被认为是
肿瘤转移和进一步恶化的重要机制之一［１１］

，其在肿

瘤转移中的作用已在实验动物模型中得到证实 。肿

瘤细胞发生 EMT 后 ，失去细胞极性 ，细胞间连接松

散杂乱 ，具有较强的侵袭迁移和抗凋亡的能力 ，细胞

形态也由排列紧密规则的多边形或立方形的“铺路

石样”变成似成纤维状的梭形或纺锤体形 。在这个

过程中 ，细胞标志物也发生了相应的变化 ，上皮细胞

标志分子 （E唱cadherin 、Desmoplakin 和 Cytokera唱
tin）在蛋白水平上表达上调而间质细胞标志分子
（N唱cadherin和 Vimentin）在蛋白水平上表达下调 ；

在一定的条件下 ，CONPs 也能抑制肿瘤细胞的
EMT 过程 ，使得肿瘤细胞失去间质细胞特征 ，获得

上皮细胞特点从而发生间质唱上皮转化（mesenchy唱
mal唱epithelialtransition ，MET ）［１２ ，１３］

。

　 　我们的实验结果显示 ，CONPs能明显地抑制小
鼠黑色素瘤 B１６ 细胞的增殖 ，并抑制 B１６ 细胞的
EMT 过程的发生 。 CONPs 作用后使得 B１６ 细胞
由似成纤维状 、部分细胞呈典型的梭形 、纺锤体形等

间质细胞形态特点转变为排列紧密 、呈多边形的细

胞形态 ，具有典型的上皮细胞特点 ，从形态学上说明

了 CONPs处理后小鼠黑色素瘤 B１６细胞发生了倾
向 MET 样的转化 。细胞免疫荧光和蛋白免疫印迹

实验结果也进一步验证了 CONPs抑制了 B１６细胞
的 EMT 过程 。

　 　综上所述 ，CONPs作为潜在的新型无机纳米药
物 ，能明显地抑制小鼠黑色素瘤 B１６ 细胞的 EMT
过程和抑制肿瘤的侵袭转移 。然而肿瘤转移是一个

多阶段 、多因素参与的复杂过程 ，其相关机制的阐明

还需要进一步的试验研究 。
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