
细胞生物学杂志 Chinese Joumal of Cell Biology 2005 , 27: 358--362 ilttP://WWW.cjcb.org 

电气石处理水对 Caco-2 细胞生长和碱性

磷酸酶活性的影晌

夏枚生*胡彩虹张红梅熊莉许梓荣

(浙江大学动物科学学院:动物分子营养学教育部重点实验室，杭州 310029)

摘要 水是由若干水分子通过氢键结合形成的水分子团簇结构，水分子团簇的改变能产生

多种生物学效应。研究了电气石对淀态水团簇的影响，并以 Caco-2 细胞培养模型，探讨了电气石

处理 DMEM培养液对细胞生长和碱性磷酸酶活性的影响。研究结果显示:电气石使蒸储水 170 核

磁共振(170 nuclear magnetic resonance, 170 NMR)半高幅宽支窄，降低了水分子缔合度;电气石处

理的 DMEM培养液培养 Caco-2 兰田胞促进了细胞生长，提高了细胞碱性磷酸峰活性。结果表明电

气石可降低水分子缔合度，促进细胞生长和分化。
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近年来，水分子簇结构与功能研究已成为当今

科研前沿的热点之一。水不是以 H20 单分子形式存

在，而是由若干水分子通过氢键结合形成的水分子

团簇结构(water cluster). 这些团簇的形成对于水的

性质及其生物学放应具有重要的影响[1叽在各种生

化反应中，水以分子簇的形式存在并参与反应，水

的微观结构和运动状态影响了生物大分子的物化性

质和生物活性，水分子团簇的改变能产生多种生物

学效应[3 ， 4 J 。

电气石是一种以含棚为特征的铝、饷、铁、

钙、镇的环状硅酸盐晶体矿物. 19 世纪发现其具有

压电和热释电效应。 1989 年. Nakamura 等[5J首次发

现电气石存在永久性自发电极，由此兴起了电气石在

环境、健康、保健领域的研究热潮[6J 0 Matsuoka[7J报

道，电气石可提高水的界面活性功能，使水的渗透

和溶解能力增强。金惠铭等[8J采用放置电气石微球

的Mi11icell底膜培养皿与人血管内皮细胞ECV304联

合培养的方法，在电气石微球不与细胞直接接触的

情况下，发现电气石 pJ加强 DNA 合成，促进

ECV304 细胞增殖，但是对其作用机制至今未见报

道。

Caco-2细胞(the human colon carcinoma cellline) 

是体外培养的肠上皮单层细胞株，来源于人结肠腺

癌细胞，由于 Caco-2 细胞在特定培养条件下可自发

进行上皮样分化并可形成紧密联结，其形态学、标

志酶的功能表达及渗透特征与小肠上皮细胞类似，

被广泛应用于细菌的肠道薪附、小肠上皮细胞药物

转运和代谢等的研究[91。本研究采用 Caco-2 细胞培

养模型，探讨电气石处理水对细胞生长和碱性磷酸

酶活性的影响，为水分子团簇改变的生物学效应研

究以及电气石在细胞生物学和健康领域的应用提供

实验资料。

1 材料与方法

1.1 材料

电气石为内蒙古产的黑色铁镜电气石，含量在

85% 以上。化学分析结果如下(%): Si0 2 46.03. 

A120 3 16.71. B 20 3 1O .24. FeO 0.92. Fe20 3 18.24. 

Ti02 0 .45. Na 20 1. 12. K 20 0.06. MgO 2.28. 

CaO 3.95 。

Caco-2 细胞购自中国科学院生物化学与细胞生

物学研究所。

DMEM 培养液(含 4500 mglL葡萄糖. 584 mglL 

谷氨酷眩. 110 mg/L 丙酣酸饷. 3.7 g/L 碳酸氢辛内，

100 U/ml 青毒素、 100μg/ml 链霉素)、胎牛的L1青购

自 Gibco BRL 公司，二甲基亚枫(DMSO) 、 MTT 购

自 Sigma 公司，培养瓶、培养板购白 Corning 公司

1.2 170 核磁共振(170 nuclear magnetic resonance, 
170 NMR)研究电气石对液态水团簇的影晌

1.2.1 电气石用量对蒸馆水 170NMR 半高幅宽的影
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响 取 100 ml 蒸馆水，分别加入 0.5 、 1 、 2 、

5 、 10 g 电气石， 10 min 后过滤，取上清液测定
170 NMR 半高幅宽。 170 NMR 半高幅宽于 Bruker

DMX 500 型核磁共振波谱仪上测得， 170 核的共振

频率为 67.786 MHz 。

1.2.2 处理时间对蒸馆水 170 NMR半高幅宽的影

响 取 100 ml 蒸馆水，加入 2g 电气石，于1

10 、 20 、 60 、 120 、 720 min 取样过滤，取上清

液测定 17 0 NMR 半高幅宽。

1.2.3 蒸馆水经电气石处理后放直不同时间 170NMR

半高幅宽的改变 取 100ml 蒸馆水，加入 2g 电

气石， 10 min 后过滤，上清液放置不同时间后测

定其 170 NMR 半高幅宽。

1.3 不同浓度电气石处理 DMEM 培养液对细胞

生长的影响

取 DMEM 培养液，分别加入 0.5% 、 1% 、 2%

电气石， 4.C 、 30 min 钟后 Millipore 0.22μm滤膜

无菌过滤，取上清液。

取对数生长期 Caco-2 细胞，消化后悬浮在一定

量的的 DMEM培养液，计数后调整细胞浓度为 1 X 

10 5 个 Iml ， 接种到 96 孔细胞培养板中，每孔 200

μ10 24 h 后吸去培养液，换成不同浓度电气石处理

的 DMEM 培养液和 10% 胎牛血清， 37.C 、 5%C02
培养箱继续培养 14 天，期间每 3 天更换 1 次电气石

处理的 DMEM 培养液和 10% 胎牛血清。然后在不

同的培养时期，采用 MTT 比色法测定细胞活力[叫，

用MK3塑自动酶标仪(荷兰)在À=570nm处测定吸光

度。

1.4 细胞碱性磷酸酶测定

细胞碱性磷酸酶活性的测定参照 He 等川的方

法。将培育在 96 孔培养板中的细胞置于冰中，细

胞用冰的 HBSS 洗涤两次，然后用细胞刮刀轻轻刮

取细胞于 0.5 mollL Tris-HCl 缓冲液中(pH 7.0)。细

胞经超声波粉碎(JY92-2D 超声波细胞粉碎机，宁波

新芝生物科技股份有限公司生产)后，用于碱性磷

酸酶活性的测定。以磷酸对硝基苯醋(Sigma 公司，

N4645)为酶反应底物。酶活单位定义为每毫克细胞

碎片蛋白质每分钟从磷酸对硝基苯醋中释放对硝基

盼的微摩尔数。对硝基酣释放量的测定采用对硝基

酣标准曲线对比法。细胞碎片中蛋白质含量的测定

按 Lowry 等问的方法进行。

1.5 统计学处理

各处理间平均值的比较采用方差分析中的最小

显著极差法(LSD) ，结果以王::1:: S 表示。计算程序

采用SAS(6.12)中的一般线性模式(generallinear mod

els procedure)进行[川。

2 结果

2.1 电气石对蒸锢水 170 NMR 半高幅宽的影响

由图 1 和图 2 可见，不同浓度电气石处理蒸馆

水均使 170 NMR半高幅宽变窄。电气石浓度在 0%-

2% 的范围内，随着电气石浓度的增加， 170 NMR 

半高幅宽急剧变窄;电气石浓度在 2%-10% 的范围

内，随着电气石浓度的增加， 170 NMR 半高幅宽

不变。由图 3 可见，处理时间在 0-10 min 的范围

内，随着时间的增加， 170 NMR 半高幅宽急剧变

窄:处理时间在 10-720 min 的范围内，随着时间

的增加， 170 NMR 半高幅宽不变，表明处理 10 min 

反应己经达到平衡。

f 

E 

d 

c 

b 

a 
500 400 3∞ 200 1ωo -1ω-200 -300 -拍。 -500

(Hz) 

固 1 不同浓度电气石处理的蒸锢水 170 NMR 图谱
图中 a 、 b 、 c 、 d 、 e 、 f 为 100 ml 蒸馆水中分别加入 0 、 0.5 、

1 、 2 、 5 、 10 g 电气石，处理时间 10 min. 

120 

100 

呈 80

棋 60
l军

i~ 40 苦卡

20 

。

。 0.5 2 5 10 

电气石浓度(%)

图 2 不同浓度电气石对蒸饱水 170 NMR半高幅宽的影晌

100 ml 蒸馆水中分别加入 0 、 0.5 ， 1 、 2 、 5 、 10 g 电气石，处

理时间 10 min 。
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图 3 处理时间对蒸锚水 170 NMR半高帽宽的影晌

100 ml 茶馆水中加入 2 g 电气石，处理时间 0 、 5 、 10 、 20 、 60 、

120 、 720 mino 
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固 5 不同浓度电气石处理DMEM培养液对细胞生长的影响
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图 4 蒸t留水经电气石处理后放置不同时间 170NMR 半高幅

宽的改变

100 ml 蒸馆水'1'加入 2 g 电气石， 10 min 后过滤，上清液放置 24 、

48 、 72 、 96 、 120 h 。
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图 6 不同浓度电气石处理DMEM培养液对细胞碱性磷酸酶

的影晌
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碱性磷酸酶的影晌

由图 6可见，不论DMEM培养液是否用电气石

处理，细胞碱性磷酸酶活性均随培养时间的增加而

提高。电气石提高了碱性磷酸酶活性，随着电气石

作用时间的增长，碱性磷酸酶活性增加，有一定累

积效应。与DMEM培养液未用电气石处理的培养孔

细胞相比，电气石处理浓度为1.0% 和 2.0% 培养孔

细胞的碱性磷酸酶活性在 7 、 10 、 13 天时提高显著

(P<0.05); 电气石处理浓度为 0.5% ，在第 10 、 13

天均显著提高了细胞碱性磷酸酶活性(P<0.05) 。

讨论

核磁共振是研究水缔合的有效手段，利用 170

NMR半高幅宽可以反映出液态水团簇结构的平均相

3 

为了了解电气石对水处理后引起 170NMR 半高

幅宽变化的时效性，我们测定了蒸馆水经电气石处

理后放置不同时间 170NMR 半高幅宽的改变。结果

发现(图 4)，蒸馆水经电气石处理 10 min 后放置 120

h 内随着放置时间的延长 170 NMR 半高幅宽略有增

加，但是都在 85 Hz 以下，大大低于未用电气石处

理的原水(1 10 Hz) 。

2.2 不同浓度电气石处理 DMEM 培养液对细胞

生长的影晌

图 5 显示， Caco-2 细胞在 DMEM+I0% 胎牛血

清的培养液中培养 24 h 后，换成不同浓度电气石处

理的 DMEM+I0% 胎牛血清的培养液，对 Caco-2 细

胞生长及增殖能力的影响有差异。与 DMEM培养液

未用电气石处理的培养孔细胞相比，电气石处理浓

度为1.0% 和 2.0% ，在第 7 ， 10 、 13 天均显著促

进了细胞生长(P<0.05); 电气石处理浓度为 0.5% ，

在第 10 、 13 天均显著促进了细胞生长(P<0.05) 。

2.3 不同浓度电气石处理 DMEM 培养液对细胞
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对大小，谱线越宽，团簇越大:谱线越窄，团簇

越小[叫。本实验发现电气石使蒸馆水 170NMR 半高

幅宽变窄，说明电气石可对水团簇产生影响，降低

了水分子缔合度。冀志江等[15]和金宗哲等[16]利用扫

描电镜、电子探针等手段直接观测到电气石电极性

的存在，其颗粒类似于自发极化的电偶极子。电气

石电极产生的电场是其电极性的重要反映，在电气

石表面厚度十几微米范围内存在 107_104 V/m 的高场

强[凹， 17] 。电气石电场会对水的结构和活性产生影

响。在电场作用下，水分子发生电解，形成 H+ 和

OH ，最终形成活性分子 H30+ 和民O2- ，使水分子具

有极强的界面活性，水的渗透和路解能力增强[7，8] 。

已有研究表明 [IB]，电场对水的结构会产生一定的影

响。因为水是一种极性分子，分子问氢键形成的主

要原因就是水分子间存在的电偶极相互作用 l匀，外

加电场可以改变水分子簇的动态氢键网络体系，破坏

水分子问氢键，从而达到使水分子簇变小的目的[18] 。

另-方面，电气石能发射波长 4-14μm，发射率

在 0.92 以上的远红外线:电气石发射的远红外线与

水中氢键共振，可将大分子团的氢键切断，使水分

子团变小[ 19] 。

研究表明，改变水分子簇的大小可以使水在生

物体中的作用发生改变，减少水分子簇中的分子个

数，可增加水的生物膜透过率，增强生物体的新陈

代谢功能，达到改善生物体机能的效果:小分子团

簇的水进入细胞内，可促进细胞的新陈代谢，增强

细胞活力 [3 ， 4] 。梁金生等[20]报道，稀土复合磷酸盐

兀机抗菌材料制备的抗菌陶瓷制品可使自来水的 170

NMR 半高幅宽由 115.36 Hz 降低到 99.15 Hz。用试

验陶瓷口杯和对照陶瓷口杯中白来水分别培育蚕

豆、花生种子，试验蚕豆和花生种子 4 天发芽率可

分别提高 12.5% 和 7.5%0 Pou1iquen 等[川]报道，与

蛋白质分子结合的水分子簇大小发生变化时，血清

白蛋白和丙种球蛋白质的物化性质也随之发生变

化。

碱性磷酸酶是小肠消化活动中所特有的酶，该

酶聚集于细胞表面，主要集中在肠上皮细胞(IEC)的

纹状缘部分，参与细胞内消化及其上皮细胞脱落到

肠腔内的细胞外消化过程， IEC 碱性磷酸酶含量与

IEC 的分化程度有关:细胞分化程度越高， IEC 的

消化、吸收和防御能力越强[11] 。本实验表明，电

气石处理的DMEM培养液培养Caco-2细胞促进了细

胞生长，提高了细胞碱性磷酸酶活性，肠上皮细胞

分化能力增强，从而可使机体消化、吸收和防御功

能提高，显示了电气石在肠道保健方面的应用前

景。金惠铭等[9]采用放置电气石微球的 Mi11icell 底膜

培养皿与人血管内皮细胞 ECV304 联合培养的方法，

从血管内皮细胞形态、细胞覆盖率、细胞数目及核

增殖抗原(PCNA)表达三方面表明电气石微球对血管

内皮细胞具有一定的保护作用，它能促进 ECV304

细胞增殖。由 f金惠铭等的实验是电气石微球不与

培养细胞直接接触，因此电气石微球对细胞增殖的

促进作用必然是通过微孔滤膜由培养基传递。本实

验得出的电气石可对水分子团簇产生影响，部分阐

明了电气石对细胞作用的机理，但是否还存在其他

的作用机制值得进一步深入研究。
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Effects of Tourmaline-treated-water on the Growth and the Activity of 
Alkaline Phosphatase of Caco-2 Cell 

Mei-Sheng Xia* , Cai-Hong Hu, Hong-Mei Zhang, Li Xiong, Zi-Rong Xu 

(College of Animal Science, Zh句iang Universiη，. The Key Laboratory of Molecular Animal Nutrition, 

Ministry of Education, Hangzhou 310029, China) 

Abstract Water molecules form an infinite hydrogen-bonded network with localized and structured 

clustering.τ'he structural change of water clusters may play an important role in physiological processes of life. In 

this study, structural change of water clusters of distilled water induced by polar crystal tourmaline was observed 

and caco-2 cells were used to investigate the effects of tourmaline-treated-Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) on the cell growth and the activity of alkaline phosphatase. The results showed that tourmaline reduced 

170-nuclear magnetic resonance (170 NMR) full width at halfmaximum intensity (FWHM) for distilled water and the 

volume of clusters of water molecules. The growth of cell was promoted and the activity of alkaline phosphatase 

was improved when tourmaline-treated-DMEM was used to incubate the cell. The results indicated the structural 

change of water clusters induced by tourmaline accounted much for promoted growth and differentiation of the cell 

observed in 出is study. 
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