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　　[ 摘　要] 　目的:研究转铁蛋白/转铁蛋白受体转运系统对转铁蛋白结合镱(Yb2Tf)跨膜转运进入神经胶质瘤 U

-87 MG细胞 , 以及转铁蛋白结合镱和非转铁蛋白结合镱对 U-87MG细胞增殖的影响。方法:细胞培养及 ICP-MS

镱测定法。结果:随 Yb2Tf浓度增加 , 细胞镱摄入量增加。当浓度达 2μmol/L时 , 细胞摄取镱基本达到饱和状态。细

胞摄入镱量也随镱:apo Tf摩尔比增大而增加 , 当摩尔比达到 1.5 时 ,摄入量达到最高水平。0.4μmol/ L Yb2Tf可显著

抑制 U-87 MG 细胞增殖 ,而 Yb3+浓度高达10μmol对细胞增殖仅有轻微影响 。结论:转铁蛋白/转铁蛋白受体介导

的膜转运可能是镱跨越 U-87MG细胞的机制之一。转铁蛋白结合 Yb3+可以有效地抑制 U-87 MG 细胞的增殖。
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　　转铁蛋白(transferrin , Tf)是铁离子(Fe3+)的转

运蛋白。转铁蛋白受体(transferrin receptor , TfR)介导

的内吞(endocytosis)是 Tf结合铁进入细胞或脑内的

主要途径[ 1 ,2] 。因为某些三价非必需金属离子也能

够通过Tf/TfR系统介导进入细胞
[ 3 ,4]

,因此近年已有

人利用 Tf/TfR系统作为载体将某些金属药物及基因

运送到细胞或脑内[ 3] 。经 Tf/TfR介导的铁或其它金

属离子转运入细胞的量取决于细胞表面 TfR的表达

量。TfR表达增加 ,转入量也增加[ 1 ,2] 。处于高度增

殖状态的细胞 ,如肿瘤细胞的表面富含 TfR[ 5] 。因此

利用能够与Fe
3+
竞争 Tf和TfR的离子或药物便有可

能进入细胞从而抑制肿瘤细胞增殖。已证明某些稀

土离子可以延迟细胞由 G0/G1 期向 S 期过渡 ,从而

抑制 B16黑色素瘤细胞增殖[ 6] 。由于稀土离子与铁

离子的相似性 ,推测稀土可能是由 Tf/TfR介导进入

细胞 ,达到抑制细胞增殖的效果 。为验证这些可能

性 ,我们拟研究 Tf/TfR对稀土转运入神经胶质瘤 U

-87MG 细胞以及稀土对瘤细胞增殖的影响。

材　料　和　方　法

1　材料

神经胶质瘤细胞株(U-87MG细胞)购自 ATCC

公司 。人载铁蛋白 ,MEM 培养基 ,青霉素和链霉素 ,

10%胎牛血清(Gibco)和 Yb2O3 均为 Sigma 产品 。75

cm2培养瓶和 pronase 分别购自 IWAKI 和 Roche 公

司。其它试剂均为分析纯 。450 酶标仪和直接电感

偶合等离子质谱仪(ICP -MS)分别为 PE 公司

(ELAN5000)与 Bio-Rad产品 。

2　转铁蛋白与转铁蛋白受体对 U-87 MG细胞

Yb
3+摄取的影响

　　U-87 MG细胞培养在含 10×10
4
U/L 青霉素和

链霉素 ,10%胎牛血清(Gibco)的 MEM 培养基中 。1

∶3传代 ,每3 d传 1次 。细胞密度达 80 %时 ,开始实

验。收集细胞。计数分瓶 ,使之贴壁 24 h。用 0.1

mol/L Hepes(含 0.1 mol/L NaCl , pH=7.4)缓冲液洗

两次去除培养基。尔后 ,加入 MEM 无血清培养基 ,

在37℃保温 2 h ,再用 0.1 mol/L Hepes 缓冲液洗两

次 ,去除细胞内的转铁蛋白[ 7 , 8] 。随后加入 Yb2Tf和

0.1 mol/L Hepes ,的溶液 ,使之终浓度分别为 0.5 , 1 ,

2 , 5及 10 μmol/L ,置于 37℃水浴 30 min 并不断振

摇。用 0.1 mol/L Hepes溶液漂洗 3-4次后 ,加入 2

mL (1 g/L)pronase , 并置于冰浴(4℃)1 h ,然后离心

收集细胞 。用 Pronase 处理的目的是除去细胞膜上

与TfR结合的转铁蛋白 ,也就是除去细胞膜结合而

尚未进入细胞的 Yb2Tf
[ 9 ,10]

。冷冻干燥 24 h后 ,加入

浓硝酸 ,使细胞全部溶解。用 ICP-MS 测定细胞内

Yb3+量[ 11] 。每一点测定5个平行样品。在某些实验

中 ,将蛋白酶 pronase(1 g/L)预先加入孵育液中孵育

30 min ,随后加入 Yb2Tf
[ 12]
,其它实验步骤同上 。我

们也观察了 Yb3+与脱铁转铁蛋白(apotransferrin , apo

-Tf)不同配比对细胞镱摄取的影响 。此时整个反应

体系中转铁蛋白的浓度为 1 μmol/L ,按 0 , 0.5∶1 , 1∶

1 , 1.5∶1 , 2∶1摩尔比(the mole ratio)加入不同浓度的
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Yb3+ ,37℃温育30 min后 ,其它操作同上 。

3　Yb3+ ,Yb2Tf 对 U-87 MG细胞增殖的影响
接种 U-87 MG 细胞于 96 孔培养板 ,每孔 2×

10
4
个细胞 。24 h 后 ,加入 Yb

3+
及 Yb2Tf使它们的终

浓度均为 0 , 0.5 , 2.5 , 5 , 10 μmol/L。按 MTT 试剂

盒(Roche 公司)说明书进行操作。在 450 型酶标

仪 , 595 nm 处读数 。每一样品点有 8个平行样。用

其平均值( x ±s)作图。

结　果　与　讨　论

1　转铁蛋白与转铁蛋白受体对 U-87MG 细胞

Yb
3+摄取的影响

　　图 1结果可见 ,随 Yb2Tf 浓度的增大 ,细胞摄入

镱的量增加 。当浓度为 2 μmol/L 时 ,细胞镱摄取基

本达到饱和状态 ,随后随浓度增加镱摄取呈线性增

加。因此 ,存在特异性和非特异性摄取的证据 。图 2

为 apoTf浓度固定且细胞数目也固定的情况下 ,不同

镱与 apoTf摩尔比对细胞摄入镱的影响 。随摩尔比

增大 ,细胞摄入镱的量增加 。呈现出开始增加较大

而后趋于平缓的曲线关系。在摩尔比为 0.5 , 1.0和

1.5时 ,摄入镱量分别是(3.76±0.80)ng/106 cells ,

(6.37 ±1.10)ng/106 cells 和(9.67 ±2.10)ng/106

cells。而在摩尔比为 2.0时摄入镱量为(9.61±1.00)

ng/106 cells与摩尔比 1.5时相当 。摩尔比越小 ,镱与

Tf结合的百分比越高 ,进入细胞内的镱占溶液中总

镱量的百分比也高 。而摩尔比较大时 ,非 Tf结合镱

的百比分较大 ,而Tf结合镱的百分比较小 ,因此被细

胞摄取的镱占溶液中总镱量的百分比也相对较少。

这一结果加上摄取镱的饱和特征以及 pronase预处理

30 min明显抑制细胞摄取 Yb2Tf 的结果提示 Tf/TfR

系统在 U-87 MG 细胞摄取镱的过程中可能具有一

定作用。

Fig 1　Effect of different concentrations of Yb2Tf on Yb3+uptake by

U-87MG cells. x±s.n=5.

图 1　Yb2Tf浓度对 U-87 MG细胞镱摄取的影响

Fig 2　Effect of the mole ratio of Yb3+ to apoTf on Yb3+ uptake by

U-87MG cells. x±s.n=5.

图2　Yb3+和 Tf不同摩尔比对U-87 MG细胞镱摄取的影响

Fig 3　Inhibition of Yb3+(★)and Yb2Tf(○)on the proliferation

of U-87MG cells. x±s.n=8.＊P<0.05 , ＊＊P<0.01

vs the control(0μmol/ L).

图3　Yb3+(★)和 Yb2Tf(○)浓度对 U-87 MG细胞增殖的

影响

2　Yb3+和 Yb2Tf对神经胶质瘤细胞增殖的影响

Yb3+和 Yb2Tf对 U-87 MG 细胞增殖影响的实

验结果显示(图 3), Yb3+浓度 5 μmol/L 时对细胞增
殖作用有明显影响(P <0.05),而 10 μmol/L Yb3+的

影响未达显著差异(P >0.05)。然而 , Yb2Tf 即使浓

度仅为 0.4 μmol/L 时 ,对细胞增殖已显现出抑制作

用(P<0.05),这种抑制作用随 Yb2Tf浓度增加而呈

递增趋势。而在浓度 2.5 μmol/L 时达到最大抑制

率。这一结果与 Ga3+及 In3+的表现极为相似[ 12] 。

Ga
3+
抑制细胞增殖的机理被认为是 Ga2Tf 可被转铁

蛋白受体识别进而与转铁蛋白受体结合而干预铁摄

取 ,使细胞不能获得所需要的铁[ 13] 。这可能也是

Yb2Tf具有明显抑制细胞增殖的原因之一。此外 ,与

Ga
3+
不同 ,稀土离子本身对细胞的增殖和凋亡有影

响。我们注意到不同浓度 Yb2Tf 对 U-87 MG 细胞

镱摄取量的影响以及对 U-87 MG 细胞增殖的抑制

程度十分相像 ,这提示细胞摄入Yb2Tf量和抑制细胞

增殖程度可能相关。说明进入细胞的稀土离子可能
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具有发挥抑制细胞增长的作用。然而 ,非转铁蛋白

结合的 Yb3+也可以进入细胞 ,但相对 Yb2Tf 而言 ,

Yb3+抑制细胞增殖的作用较弱 。可能的解释是 ,细

胞内与Tf结合形式的稀土具有抑制U-87MG的作用 ,

而非Tf结合的Yb则作用相对可能较小。这种可能性
以及 Yb2Tf明显抑制肿瘤细胞增殖的原因需作进一步

研究。

　　以上结果提示转铁蛋白/转铁蛋白受体介导的

膜转运可能是镱跨越 U-87 MG细胞膜的机制之一。
转铁蛋白结合 Yb3+可以有效地抑制 U-87 MG细胞

的增殖。其机制尚待进一步研究。
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Transferrin-bound Yb2 uptake by U-87 MG cells and

effect of Yb on proliferation of the cells
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　　[ ABSTRACT] 　AIM:To investigate the role of transferrin/ transferrin receptor system in transferrin-bound Yb2

(Yb2Tf)uptake by U-87 MG cells and the effect of transferrin-bound and -free Yb2 on proliferation of U-87 MG

cells.METHODS:Cell culture and ICP-MS measurement of Yb2.RESULTS:Yb2Tf uptake by U-87MG cells in-

creased with the concentrations of Yb2Tf , and reached saturation as the concentration in the incubation medium was raised

to about 2μmol/L.Also , Yb2 uptake by the cells increased with increase of the mole ratio (Yb2:apoTf), reaching a

maximum at 1.5 mole ratio.Yb2Tf in 0.4μmol/L significantly inhibited proliferation of U-87MG cells , however , 10

μmol/L Yb3+ had no significant effect on proliferation of the cells.CONCLUSION:The uptake of Yb2 by U-87MG

cells might be mediated by transferrin/ transferrin receptor system.Transferrin-bound but not transferrin-free Yb2 could

significantly inhibit proliferation of U-87MG cells.
[ KEY WORDS] 　Yb3+/ Yb2Tf;Transferrin/ transferrin receptor;Glioma;U-87 MG cells
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