
I /Ｒ in the IPC group． In the MPC group，morphine was injected before I /Ｒ． The numbers of ventricular arrhythmi-
as ［premature ventricular contraction ( PVCs) and ventricular tachycardia / ventricular fibrillation ( VT /VF) ］were
recorded within 30 min of reinfusion by electrocardiogram monitoring． Cardiac specimens were stained with TTC．
Left ventricle ( LV) ，right ventricle ( ＲV) ，infarct area ( IS) ，ischemic risk area ( AAＲ) volume were measured，

and the IS /AAＲ ratio was calculated． Western blot assay was used for ＲVLM nucleus c-fos protein expression de-
tection． ELISA assay and immunohistochemical staining assay were used for quantitative and qualitative detection
the levels of β-EP expression in T2-5 spinal cord and left ventricular muscle，respectively． Ｒesults Compared
with the Sham group，the IS volume，IS /AAＲ，the numbers of PVCs，VT /VF，and expression of c-Fos in ＲVLM
and β-EP in spinal cord and myocardium were increased in IＲ group ( P ＜ 0. 01) ． Compared with． IＲ group，the
IS volume，IS /AAＲ，the numbers of PVCs，VT /VF，and the levels of c-Fos expression were significantly de-
creased ( P ＜ 0. 01) ，but the levels of β-EP expression in myocardium and spinal cord were significantly increased
in IPC group and MPC group ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Morphine preconditioning in ＲVLM can alleviate myocar-
dial I /Ｒ injury in rats，which may be related to the decrease of c-Fos expression in ＲVLM nucleus after I /Ｒ． β-en-
dorphin may be involved as a transmitter in the myocardial protective effect of morphine preconditioning in ＲVLM．
Key words ischemic preconditioning; myocardial protection; morphine; ischemia-reperfusion injury; β-endor-
phin
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低温等离子体对骨肉瘤细胞 MG63 的作用及机制研究
王 园，胡 勇，徐生林，阙玉康

摘要 目的 探讨低温等离子体对人骨肉瘤细胞株 MG63
的杀伤作用及其可能作用机制。方法 采用 MTT 法和克隆

形成实验测定低温等离子体对人骨肉瘤细胞株 MG63 的增

殖抑制作用，显微镜下观察低温等离子体对 MG63 细胞形态

的影响，流式细胞术检测细胞凋亡，Western bolt 检测凋亡相

关蛋白的表达变化。结果 显微镜观察结果显示低温等离

子体可以诱导骨肉瘤 MG63 细胞发生皱缩，在 MTT 和克隆

形成实验中都显示出低温等离子体对骨肉瘤细胞 MG63 具

有明显的增殖抑制效果并且呈剂量依赖性，流式细胞分析显

示低温等离子体是通过诱导细胞凋亡而引起细胞增殖抑制。
Western blot 法显示低温等离子体可以诱导凋亡蛋白的表

达，并且呈剂量依赖性。结论 低温等离子体对 MG63 细胞

株具有显著的杀伤作用，可能与诱导细胞凋亡有关。
关键词 低温等离子体; 骨肉瘤; 细胞凋亡; 克隆形成实验
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骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤之一，最

常发生在儿童和青少年长骨的干骺端，大约 10% ～
20%的患者在初次就诊时就已经发生转移［1 － 2］。骨

肉瘤具有高度侵袭性并可以导致进行性骨质破坏，

目前，骨肉瘤患者的主要临床治疗方法仍以手术为

主，辅以化疗或放疗［2］。尽管骨肉瘤患者的治疗措

施在过去几十年中有所改善，但 5 年总体生存率仍

然很低( 约 60% ) ［3］，因此，迫切需要新的治疗方法

来减少复发率，提高患者生存率。低温等离子体是

固体、液体和气体之后的第四种基本物质状态。等

离子体是通过聚焦放电产生的部分电离气体［4］。
人们尝试着使用等离子体来取代或者联合传统的医

疗手段来达到更好的治疗效果，这样不仅可以避免

手术或药物对人体造成的副作用，而且更加快速高

效，不会对人体产生明显伤害。该研究在形态、增殖

和凋亡等方面探讨低温等离子体对骨肉瘤细胞的作

用及可能作用机制，为等离子体医学在骨肉瘤治疗

上的应用提供理论依据。
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1 材料与方法

1． 1 材料 MG63 细胞系购自中国科学院上海生

命科学研究院; 胎牛血清、DMEM 培养基购自美国

Gibco 公司; Annexin V-FITC /PI 双染细胞凋亡检测

试剂盒购自上海碧云天公司; 实验所用抗体均购自

沈阳万类生物公司; 本研究中使用的等离子体装置

是一种依赖于空气的装置，由中国科学院等离子体

物理研究所设计和开发。
1． 2 细 胞 培 养 用 含 有 10% 胎 牛 血 清、10 000
U /ml 青霉素、10 g /ml 链霉素的 DMEM 完全培养基

培养 人 骨 肉 瘤 细 胞 系 MG63; 细 胞 培 养 环 境 为

37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱，每 2 ～ 3 d 传代 1
次，取对数期生长细胞用于实验。
1． 3 低温等离子体处理 取指数生长的贴壁的骨

肉瘤细胞 MG63，用低温等离子体处理，其工作电压

为 10 kV，因为其装置中存在两个 10 MΩ 电阻，所以

其工作电流为 5 mA，其中装置与培养基液面之间等

距离为 2 cm。低温等离子体处理细胞的时间分别

为 0、2、4、8 min，处理后将细胞置于 37 ℃培养箱孵

育 2 h，然后更换培养基并进行下一步实验。
1． 4 方法

1． 4． 1 显微镜观察低温等离子体对 MG63 细胞结

构的作用 低温等离子体处理骨肉瘤 MG63 细胞

后，胰酶消化，使其呈细胞悬液。细胞计数调准浓度

为 5 × 104 个 /ml，每孔 500 μl 接种 MG63 细胞株于

35 mm 板内。用低温等离子体处理相应时间后孵育

2 h 更换培养基置于 37 ℃，5% CO2 饱和湿度的环

境培养 24 h 后，用 Zeiss Axiovert 200M 倒置显微镜

观察并摄像。
1． 4． 2 噻唑蓝( MTT) 法 低温等离子体处理骨肉

瘤 MG63 细胞后，胰酶消化，使其呈细胞悬液。细胞

计数调准浓度为 5 × 104 个 /ml，每孔 500 μl 接种

MG63 细胞株于 35 mm 板内，每组设 3 个复孔。用

低温等离子体处理相应时间后孵育 2 h 更换培养基

置于 37 ℃，5% CO2 饱和湿度的环境培养 24 h 后，

每孔加入 20 μl 5% MTT 溶液，再次置于 37 ℃培养

箱继续培养 4 h，弃上清液，每孔加入 200 μl DMSO，

在水平摇床上避光振荡 10 min，使 MTT 还原物完全

溶解，用酶标仪在 560 nm 处测定各孔吸光度( OD)

值。肿瘤细胞存活率 = 等离子处理组 OD 值 /未处

理组 OD 值 × 100%。
1． 4． 3 克隆形成实验 在低温等离子处理 MG63
细胞 2 h 后，用 0. 25% 胰蛋白酶消化并吹打成单个

细胞悬液。然后将细胞悬液接种到含 10 ml，37 ℃
预温培养液的 10 cm 皿中。并轻轻转动，使细胞分

散均匀。置于 37 ℃，5% CO2 饱和湿度的环境下，

静置培养 2 ～ 3 周。当培养皿中出现肉眼可见的克

隆时，终止培养。弃去上清液，用 PBS 小心浸洗 2
次。加 1 ∶ 3 醋酸 /甲醇 5 ml，固定 15 min。然后去

固定液，加 适 量 Giemsa 应 用 染 色 液 染 色 10 ～ 30
min，用流水缓慢洗去染色液，空气干燥，计数克隆形

成数( A 值) ，肿瘤克隆形成率 = 等离子处理组 A
值 /未处理组 A 值 × 100%。
1． 4． 4 流式细胞仪检测 流式细胞仪检测转染低

温等离子体对骨肉瘤 MG63 细胞凋亡的影响。各组

膜联蛋白 V-异硫氰酸酯( Annexin V-FITC) 和碘化丙

啶( propidium iodide ，PI) 双染，同时设置未染色空

白对照管、单染 Annexin V-FITC 管及单染 PI 管。并

置于冰上，避光条件下室温静置 10 min，加入 400 μl
× Binding Buffer，轻轻混匀，并在 30 min 内进行检

测。以未染色空白细胞为基准调零机器，以 Annexin
V-FITC 单染管和 PI 单染管做为基准参照，测定每

个上样 EP 管的数据。采用 Flowjo-v 10 软件进行参

数获取和资料分析，计算凋亡细胞百分比。
1． 4． 5 Westen blot 将细胞密度调整为 1 × 105 /ml
接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后进行低温等离子体

处理相应时间后孵育 2 h。更换培养基后继续培养

24 h，收集细胞。使用细胞裂解剂提取蛋白，并用

BCA 进行蛋白定量，将 40 μg 蛋白质在 10% SDS-
PAGE 上电泳并转移至 PVDF 膜。用 TBST 缓冲液

和 5% ( M/V ) 脱 脂 奶 粉 封 闭，将 膜 在 4 ℃ 下 用

Caspase-3( 1 ∶ 500) 、cleaved Caspase-3( 1 ∶ 1 000) 一

抗孵育过夜。洗涤后，将印迹与辣根过氧化物酶缀

合的山羊抗兔 IgG 二抗( 1 ∶ 5 000) 在室温下孵育 45
min。用 TBST 洗涤后，使用 ECL + 化学发光试剂盒

在暗室曝光。将胶片进行扫描，用凝胶图像处理软

件分析目标条带的光密度值。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件分析，

实验结果以 珋x ± s 表示，每一实验重复 3 次( n = 3 ) ，

多组间数据比较采用单因素方差分析，两组间均数

比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 低温等离子体影响细胞形态 通过显微镜观

察到低温等离子体处理骨肉瘤细胞改变了细胞形

态，与未处理组细胞相比，低温等离子体处理时间在

4 min 时细胞的出现皱缩，并有少量细胞开始漂浮
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在细胞培养基中。当暴露时间达到 8 min，梭形细胞

变圆 并 且 萎 缩，并 且 更 多 细 胞 悬 浮 在 培 养 基 中

( 图 1) 。

图 1 不同处理时间的 CAP 对骨肉瘤细胞

MG63 的形态的影响 × 40

不同的 CAP 处理时间: A． 0 min; B． 2 min; C． 4 min; D． 8 min

2． 2 低温等离子体对细胞增殖能力影响 通过

MTT 法发现随着低温等离子体处理 MG63 的时间延

长细胞的存活率下降，当处理时间达到 8 min 时细

胞的存活率为( 16. 93 ± 5. 970 ) %，与未处理组间比

较差异有统计学意义( t = 8. 41，P ＜ 0. 05) 。通过克

隆形成实验发现随着低温等离子体处理 MG63 的时

间延长，细胞的克隆形成率下降，当处理时间达到 8
min 时细胞的克隆形成率 ( 8. 043 ± 2. 228 ) %，与未

处理组间比较差异有统计学意义 ( t = 7. 74，P ＜
0. 05) ，见图 2。
2． 3 低温等离子体诱导细胞凋亡 通过流式细胞

仪发现随着低温等离子体处理 MG63 的时间延长细

胞的存活率下降，当处理时间达到 8 min 时细胞的

凋亡率为( 73. 94 ± 3. 88 ) %，与未处理组间比较差

异有统计学意义 ( F = 5. 53，P ＜ 0. 05 ) ，见图 3。通

过 Westen blot 法发现随着低温等离子体处理 MG63
的 时 间 延 长 Caspase-3 蛋 白 表 达 量 减 少，cleaved
Caspase-3 蛋 白 表 达 量 增 加，且 cleaved Caspase-3 /
Caspase-3 比率随着处理时间的延长而增加，当处理

时间 达 到 8 min 时 细 胞 的 cleaved Caspase-3 /
Caspase-3 比为( 1. 33 ± 0. 24 ) ，与未处理组比较，差

异有统计学意义( F = 2. 19，P ＜ 0. 05) ，见图 4。

图 2 不同处理时间的 CAP 对骨肉瘤 MG63 细胞增殖的影响

不同的 CAP 处理时间处理骨肉瘤 MG63 细胞后克隆形成的照

片; A: 0 min; B: 2 min; C: 4 min; D: 8 min; E． MTT 法 检 测 骨 肉 瘤

MG63 细胞存活率的结果统计图; F． MTT 法检测骨肉瘤 MG63 细胞

克隆形成率的结果统计图; 与未处理组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

等离子体包含各种物理和化学成分，包括电场、
离子、光子、自由基和其他未知的活性物质［5］。传

统等 离 子 体 只 能 在 高 温 下 用 于 工 业。温 度 超 过

10 000 ℃。低温等离子体温度范围为 20 ～ 50 ℃，从

而保持分子结构和细胞完整性［6］。报告显示低温

等 离子体可用于伤口愈合［7］和灭菌［8］等。低温等
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图 3 CAP 诱导骨肉瘤细胞 MG63 凋亡

A: CAP 处理细胞后流式图; B: CAP 各个处理时间诱导细胞凋亡

率的统计图; 与未处理组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 4 CAP 促进骨肉瘤细胞 MG63 凋亡蛋白的表达

A: CAP 处理细胞后的 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达

情况; B: CAP 各个处理时间后 cleaved Caspase-3 /Caspase-3 表达量比

值的统计图; 与未处理组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

离子体的抗癌能力已成为研究人员的热门话题，包

括恢复化疗耐药癌细胞的敏感性［9］。
近年来随着对骨肉瘤治疗水平的提高，保肢手

术得到了极大的发展［10］。但伴随而来肿瘤复发和

远处转移也成为了困扰骨科医生的问题，仅仅靠最

大程度上的切除和新辅助化疗并不能降低这一事件

的发生几率［11］。Takeuchi et al 对 461 例骨肉瘤患

者进行了长期随访，结果显示 45 例复发患者 5 年存

活率 30%，10 年存活率只有 13%［12］。因此期望通

过低温等离子体对手术中肉眼不可见残留肿瘤细胞

杀灭，达 到 控 制 肿 瘤 复 发 目 的。已 有 研 究 表

明［13 － 16］，低温等离子体在体内或体外实验中能够抑

制多种肿瘤细胞的增殖。在此次研究中，首先通过

MTT 法，检测低温等离子体对骨肉瘤细胞的具有明

显的增殖抑制效果，结果表明骨肉瘤细胞经低温等

离子体处理，细胞的生长受到了明显的抑制，细胞的

抑制率最高可以达到 90% 以上，同时还发现等离子

体对细胞的增殖的抑制呈明显的剂量依赖性。细胞

克隆形成实验也验证了这一结果。
对于低温等离子体诱导癌细胞凋亡已有多例报

道，如 Kim et al 研究不同强度等离子体对人结肠癌

细胞 HCT-116、SW480 和 LoVo 的作用，发现该等离

子体可以有效的诱导三种结肠癌细胞凋亡［17］; Ahn
et al 用低温等离子体成功诱导了人宫颈癌细胞 He-
la 的凋亡［18］。本次研究证明了低温等离子体对骨

肉瘤细胞活力具有显着的抑制效果。为了证明其抑

制作用可以通过程序性细胞凋亡来实现低温等离子

体激活的林格氏溶液诱导 MG63 细胞死亡，通过流

式细胞仪观察 Annexin V / PI 对细胞的双染情况，本

次研究的结果也显示等离子体处理所引起的凋亡早

期和凋亡晚期的细胞量均多于无处理对照组，表明

等离子体处理可以诱导骨肉瘤细胞凋亡，且这种凋

亡作用同样也呈明显的剂量依赖性。为了进一步确

定低温等离子体诱导细胞凋亡信号通路，在本次研

究中，Western blot 结果表明凋亡蛋白 Caspase-3 和

cleaved Caspase-3 的表达同样呈剂量依赖性。
综上所述，低温等离子体对人骨肉瘤细胞具有

很好的杀伤作用，为临床上治疗骨肉瘤细胞提供了

新的思路和方法，低温等离子体对人骨肉瘤细胞的

杀伤作用的机制可能是诱导细胞凋亡但具体的诱导

凋亡的原因还有待进一步研究。
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Effect and mechanism of Cold atmoshperic plasma
on osteosarcoma cell line MG63

Wang Yuan，Hu Yong，Xu Shenglin，et al
( Dept of Bone Disease and Bone Tumor Surgery，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the killing effect of Cold atmoshperic plasma on human osteosarcoma cell line
MG63 and its possible mechanism． Methods The proliferation inhibition effect of Cold atmoshperic plasma on
MG63 cells was determined by MTT assay and colony formation assay． The effect of Cold atmoshperic plasma on the
morphology of MG63 cells was observed under a microscope． Apoptosis was detected by flow cytometry，and the
changes in expression of apoptosis related proteins was detected by Western blot． Ｒesults Microscopic observation
showed that Cold atmoshperic plasma could induce the shrinkage of MG63 cells． In both MTT and colony formation
experiments，Cold atmoshperic plasma showed significant proliferation inhibition effect on MG63 cells in a dose-de-
pendent manner． The cellular analysis showed that Cold atmoshperic plasma caused inhibition of cell proliferation
by inducing apoptosis． Western blot showed that Cold atmoshperic plasma could induce the expression of apoptotic
proteins in a dose-dependent manner． Conclusion Cold atmoshperic plasma has a significant killing effect on
MG63 cells，which may be related to the induction of apoptosis．
Key words cold atmoshperic plasma; osteosarcoma; apoptosis; colony formation experiment
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