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水溶性 C60与 C60衍生物的生物学效应研究进展 赘

杨新林 4呈福永 朱鹤手j、

〈北京理工大学材料科学研究中心 北京 100081) 

C60是一种由 60 个碳原子组成和稳定的原

子簇，是 1 996 年 Nobel 化学奖得主 Kroto 等人

于 1985 年首先发现的〔口。 它是继金刚石和石墨

之后发现的碳元素的第三种同素异形体，由 12

个五边形和 20 个六边形组成的类似英式足球

的球笼结构， 60 个碳原子位于球体的 60 个顶

点，每个碳原子采用 sp2 杂化，以两个单键和一

个双键与另三个碳原子共价结合，在球体内外

表面形成超共辄大 π 键[2J 0 C60不溶于水，在苯、
甲苯、己皖、毗院中有一定的溶解度。

随着 C60合成方法的突破[巧，以及水溶性的
CSO制备与新的 CSO衍生物的合成方法的不断产

生ω，其生物学效应的研究有了较大的进展。国

内一些单位也相继开展了此方面工作。水溶性

C60的生物学效应主要是由光激发产生高量子

产额的单线态氧等对生物的影响，其效应表现

出广泛性和非选择性的特点。为叙述方便起见，

本文从对生物酶活性的抑制、对 DNA 的选择

性剪切作用、对细胞生长的影响、 C60的作用机

理以及应用前景等有关方面对近几年来国内外

的研究工作作一评述。

一、对生物酶活性的抑制

最先发现 C

人艾滋病 I 型病毒的蛋白酶(HIV-1 p严ro川tease ，

HIVP)的抑制作用。 HIVP 是治疗人艾滋病的

一个靶酶，其活性部位形状似一个一端开口的

困筒，几乎全由疏水的氨基酸线性排列组成。明

显的例外是其中有两个具有催化作用的天冬氨

酸。它们可以催化水进攻底物，使底物的肤键断

裂。 Friedman 等推测，由于疏水性的 C60分子直

径同 HIVP 的活性部位的圆筒直径近似，因此

C60及其衍生物和 HIVP 的活性部位之间可能

会产生强烈的疏水相互作用，从而抑制 HIVP

的活性。他们利用 DOCK3 程序建立了 C60衍生

物和 HIVP 形成的复合物的模型，并通过物理

化学分析证实了这一设想。 在此基础上他们合

成了一种称之为二酌胶基二酸二苯基 C60的水

溶性化合物，并测得它对 HIVP 的抑制常数 Ki

为 5 . 3 f-lmol/L ，为上述理论推导提供了实验依

据[5.6J 。随后 Toniolo 等报道一种 C60的多肤衍

生物也能抑制 HIVP 的活性[门。

除 HIVP 夕外卡， C

活性。 And巾O 等发现，在光照条件下，竣酸 C

生物对半脱氨酸蛋白酶和丝氨酸蛋白酶有抑制

作用，而对组织蛋白酶 D、酌基-辅酶 A 胆固醇

酌基转移酶 (a町cy川l -CoA cholesterol ac叮yltrans凶s-

·国家自然科学基金 资助项目(批准号

59702009) 。
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ferase) 、双酷甘泊酌基转移酶 (diacylglycerol a­

cyltransferase) 、固醇 生物合成酶系统以及

HIV 逆转录酶则几乎没有作用 [8]

二、对 DNA 的选择性剪切作用

To咔ku叼yama 等发现一种水溶性竣酸 C

生物能够引起 DNA 在特定位点发生断裂.将

具有超螺旋结构的 pBR 322 质粒 DNA 和竣酸

CSO一起温育，进行不光照和 300-W 荧光灯垂

直光照处理，然后用 1%琼脂糖凝胶电泳进行

检测。结果表明，在光照条件下，通过共价键闭

合的超螺旋 DNA 变成带缺口的环状或线状双

螺旋 DNA. 具有类似竣酸结构但不含 C60环的

化合物或不溶于水的另一竣酸 C60均不产生上

述的断裂效应，而不光照条件下也未发现 DNA

的变化，说明 CSO环、水溶性和光激发三者缺一

不可。进一步用 3' _32 p 标记的含 182 对碱基的

DNA 片段研究发现，DNA 的断裂具有明显的

选择性，断裂只发生在鸟瞟岭 G 上[9]。如果在

C60分子上加上合适的识别区 ， C

裂效应将更具有选择性。 B阮outωonn时e 等人合成了

水溶性的寡聚核昔酸 Cs伺0'然后分别用含该寡聚

核昔酸互补序列的双螺旋 DNA、三螺旋 DNA

和带发夹结构的三蝉螺、旋 DNA 为研究对象，它

们的 5'-端均用 Y轧_32甲P-ATP 和 T4 聚核背酸激

酶标记上32p 同位素。用 100W llií.灯(滤掉波民

小于 310nm 的光〉光照后，在聚丙烯凝胶电泳

上测定。结果发现，断裂只发生在三种 DNA 上

离 CSO较近的鸟瞟岭上，断裂方向在双螺旋

DNA 中同寡聚核背酸 CSO链方向相反，在三螺

旋 DNA 结构中则与之平行[叫。 An 等也得到类

似的结论川。

三 、对细胞生长的影响

To咋ku叼yama 等将水溶性的拨酸 C

加到体外培养的 HeιLa S臼3 细胞中，发现在黑暗

中培养 3 天时对细胞生长没有影响，但用 6ι-W

荧光灯垂直照射 2 次 (ω24仙h 一次，每次 1山h)后，对

细胞生长则具有明显的抑制作用，其效果达到

细胞毒试剂丝裂霉素 C 的 1 %[气 Chiang 等也

证明水溶性多起基 C60能够抑制非正常或疾病

细胞的生长[叫 。 国内钱凯先等人用脂质体将

CSO包埋使之成为水溶性，研究它在光照下对

HeLa 细胞生长的影响。发现光照强度为

4000Lx 时，C60对 HeLa 细胞有显著的光致杀伤

效应，生化测定证实膜蛋白琉基含量减少、膜脂

过氧化，同时观察到膜流动性降低、超微结构被

破坏[13] 。最近，Okuda 等报道一种水溶性的 C60
衍生物能够抑制大肠杆菌的生长[叫 ， Tsuchiya 

等报道 C60的 PVP 水溶液抑制体外培养的小鼠

中脑细胞的增殖与分化，受孕小鼠腹腔注射 C60

的 PVP 水溶液会严重影响胚胎的形态尤其是

头区的发育[旧。

上述研究表明 C60或其衍生物对细胞生长

具有抑制或杀伤作用。而另一些研究则得到不

同的结论。 Tsuchiya 等发现 C60的 PVP 水溶液

能够促进大鼠肢芽细胞的软骨形成阳。 Li 等发

现，在用 5盯70归nm ， 80∞OmW 激光照射与 C

融合的 HeLμa 细胞达 1川Omi旧1n 时 ，加 CSO-n脂旨质体

的 HeLa 细胞密度是空白对照的两倍，显示了

C 

一结果的解释是，与激光照射血叶琳衍生物类

似，只有当激光强度超过某种阔值并且有合适

的照射时间时癌细胞才会被杀死，否则将会促

进其生长[ο川1口川7门飞]飞。 我们的实验结果也表明，在一定

的光照条件(10∞OW 腆鸽灯垂直距离 30仇cm口l 照射

10mi旧ln 或 3ωOmi町l川mω1ο〉下，用 PVP 法水溶化的 C

人白血病 HL6ωO 细胞的生长也有明显的促进作

用[1飞 Scrι1V阿ens 等利用制成的 C60水悬液对体外
培养的人上皮角质细胞和成纤维细胞进行研

究，将 C60和细胞在含 MCDB 153-LB 的溶液中

培养 48 小时，然后用 [3HJ胸腺暗院法测定细

胞增殖率，发现 C60对细胞没有任何作用【19] • Si­

jbesma 等与 Schinazi 等发现几种水溶性的竣

酸 C60只抑制受急慢性 HIV-1 病毒感染的人外

周血单个核细胞 (PBMC) 的生长，对未感染的

PBMC、 H9 、 Vero 和 CEM 等 4 种细胞则没有
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毒性作用 [6.川11.

四、 C60的作用机理

C60及其衍生物在起作用时大都需要光的

诱导。因此 'C60及其衍生物常常被称为光敏分

子。事实上，由于 C60独特的分子结构使其具有

特殊的光物理性质。 C6。在紫外及可见光区均有

较强的吸收，在光的激发下，很容易形成单线态

(lCρ ，而单线态衰减的主要方式则是通过系

统间过渡(Intersystem crossing , ISC)成为三线

态ec60 )[削。对于 C60的光敏作用机理，一种观

点认为与单线态氧的生成有关[9. 1 0] 。其理由有:

(1)三线态 ec60 ) 可以通过能量转移使氧分子

(02 )成为单线态氧(102 ) ，而且这是一个非常高

效的过程[创刊2) 在 C60、拨酸 C60及其他衍生物
的水溶液中都己检测到单线态氧[90， 24] ，以及

(3) 重水中竣酸 C60对 DNA 的断裂效应较水中

更显著[91 ，而单线态氧在重水中具有更长的寿
命[叫。然而 An 等却得到相反的结论[1日。他们

对 C60-寡聚核昔酸和曙红-寡聚核昔酸的 DNA

断裂活性进行了比较，发现曙红-寡聚核昔酸在

重水中比在水中效果更好，而 C旷寡聚核背酸

在两种溶剂中的效果没有差异。同时102 的强

拌灭剂 NaN3 能抑制曙红-寡聚核昔酸的作用，

对 C旷寡聚核昔酸则没有效果。他们由此断定

C60对 DNA 的选择性断裂作用与102 无关，而

可能通过诸如电子转移与鸟瞟岭直接进行反

应。黄文栋等人发现 ， C60经光激发后对人红细

胞膜膜蛋白中几种重要的氨基酸有明显的破坏

作用，并氧化膜蛋白的琉基和膜中不饱和脂肪

酸。 NaN3 并不能消除 C60的影响而超氧化物歧

化酶(SOD)却能够部分抑制 CSO的作用，表明溶

液中可能存在氧自由基，电子顺磁共振 (ESR)

分析也证实了这种推论。他们因此提出 CSO的光

敏作用不仅包含单线态氧机制，也存在氧自由

基机制[叫。最近，我们实验室利用氧自由基的

光敏探针光泽精 (Luciger山1)和光子计数器，直

接测定了 C60及 5 种衍生物的水溶液中的氧自

由基。结果发现光照可激发 C60水溶液产生氧自

由基，而 C

确实涉及氧自由基，其衍生物则可能通过其他

的途径(杨新林等，自然科学进展 ， 1999 ， 9:729

-732. )。然而，Satoh 等最近表明，C60的单丙二

酸和二丙二酸加成产物 (MMA C60及 DMA

C川对血管内皮依赖性松弛的抑制效应很可能

是通过产生氧自由基来实现的[27.28] 。值得注意

的是，多起基 C以富勒醇)不但不能生成氧自由

基，相反却能清除水溶液体系中的超氧阴离子

自由基和程基自由基 2 种活性氧自由基[12.叫。

由此可见，CSO光敏作用可能涉及多种机理，包

括单线态氧、氧自由基、电子转移，而且不能排

除其他的未知的过程。

有关 CSO对细胞的作用机理中 ， C60是否进

入细胞起作用?如进入细胞，它的细胞内受体是

什么?这是十分值得探讨的问题。 Scrivens 等

将HC_标记的 C60水悬液加到人上皮角质细胞

中，用无血清的 MCDB 153-LB 作培养液，培养

4 小时后清洗细胞，换上新鲜的培养液，在不同

时间测细胞融合产物的效率，发现 CSO在 11 小

时内仍与细胞结合。 C60与细胞表面的作用可能

是通过 CSO分子或相关小颗粒的扩散作用来实

现的[川。尽管 Kotelnikova 等证实水溶性的 C60

氨基酸和多肤衍生物都能够透过脂质体的脂双

分子层并协助金属离子的跨膜运输[叫，迄今并

无 CSO或其衍生物进入细胞的直接证据 。 目前我

们己得到国家自然科学基金资助，将就 C

胞的作用机理进行较为深入的研究。

五、应用 前景

研究表明 ， C60及其衍生物作为一种新型材

料，在生物学和医学上具有广泛的潜在的应用

前景。 Yamakoshi 等将 CSO的 PVP 溶液与绵羊

血红细胞在 37
0

C下置于 PBS 中 30 分钟，以

PVP 溶液和毛地黄皂背作对照，然后将细胞离

心，在 550nm 处测上清液的光密度值 ，未发现

C60对血红细胞有溶血作用[川，而且 C60不会促
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使血浆凝聚阳。说明它可能成为一种血液相容

性较好的生物医用材料.由于 C60的衍生物大都

具有抗爱滋病病毒的活性以及较低的细胞毒

性，它们可能用于血和血产品中爱滋病病毒的

灭活，更高效的此类化合物正在寻找之

中[6 ，20，川自由于 C60是一个可充填的中空笼形球
且抗辐射和化学腐蚀，如果把其他原子装填进

去，就会具有某些特殊性能，比如，如果把放射

性原子植入 C6回。中，可以应用在医疗造影检查
中，跟踪病人的血流或进行医疗成象$一些水溶

性 C

由基清除效应，因此有可能成为新的医用生物

活性氧清除齐IJ [12'29] ;多种 C60衍生物在一定光照

条件下对体外癌细胞与非正常细胞的生长具有

抑制或杀伤作用ELIUS] ，静脉注射 CSO-聚乙二醇
(C旷PEG)水溶液至皮肤癌荷瘤小鼠体内并光

照肿瘤部位，肿瘤生长受到明显抑制而正常皮

肤组织却不被伤害[叫，表明其成为一类新型光

敏抗癌药物的可能性 F此外 .CSO的氯化物在光

照下具有杀虫效应，可以作为杀虫剂[叫。

当然 ， C6。在生物学领域的研究尚处于探索

阶段，还存在许多困难和问题，随着对 CSO的性

质、合成等方面的研究进一步深入，它在生物学

领域的研究和应用将会越来越广泛。

摘 要

本文对近几年来有关 CSO及其衍生物的生

物学效应的研究作了较为系统的评述，包括对

生物酶活性的抑制、对 DNA 的选择性剪切作

用、对细胞生长的影响、C60及其衍生物的作用

机理以及应用前景等 5 方面的内容。
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荧光原位杂交技术及其应用

陈乐真张杰·

〈解放军总医院病理科北京 100853 .上海市第五人民医院病理科 上海 200240) 

荧光原位杂交技术 (Fh.iorescence In Situ 

Hybridization , FISH)是近年来生物学领域发

展起来的一项新技术。其运用细胞遗传学和分

子生物学的原理，作为细胞生物学和分子生物

学之间的桥梁，已被广泛用于遗传疾病、肿瘤研

究及临床诊断和治疗监测，有着广泛的应用前

景。FISH 技术问世于 70 年代后期，曾多用于染

色体异常的研究，近年来随着 FISH 所应用的

探针种类的不断增多，特别是全 Cosmid 探针

及染色体原位抑制杂交技术的出现，使 FISH

技术不仅在细胞遗传学方面，而且还广泛应用

于肿瘤学研究，如基因诊断、基因定位等.原有

的同位素原位杂交技术存在着较多缺点，诸如

每次检测均需重新标记探针、已标记的探针表

现出明显的不稳定性、需要较民时间的曝光时

间和对环境的污染等。 与之比较 FISH 则具有

①操作简便，探针标记后稳定，一次标记后可

使用二年。② 方法敏感，能迅速得到结果.③

在同一标本上，可同时检测几种不同探针.④

不仅可用于分裂期细胞染色体数量或结构变化

的研究，而且还可用于问期细胞的染色体数量

及基因改变的研究。 本文就 FISH 技术特点及

其应用作综述。

一、 FISH 的技术特点

FISH 选用的标本可以是分裂期细胞染色

体也可以是间期细胞。 问期细胞可以是冰冻切

片，也可以是细胞 滴片或印片.生物素

(Biotin) ，地高辛 ( digoxigenin) , dini trophenyl 

(DN凹， aminoacetyl f1uorene (AAF)等均可用

于探针标记。前两者较为常用，通常采用切口平

移法(Nick translation)或随机引物法 (Randem

Primer)对探针标记。在已知探针 DNA.结构及

序列情况下也可采用 PCR 或 RNA 逆转录法

标记探针。通常用于 Biotin 标记的探针应大于

1000bp 以上，这样标记易成功，这是由于 DNA

中 dTTP 含量<20% ，小于 lkb 以 下的探针，

不易标记成功。对较小的探针可采用 PCR 技术

来标记。 如探针是具有重复序列的 DNA 或粘

粒、YAC 探针，在杂交液中加上用超声断碎的

人体胎盘组织 DNA 或 CotDNA，以 阻断探针

和染色质之间非特异性的结合。荧光信号在高

压柔灯产生的短波激发光下常引起荧光信号摔

灭，为防止洋灭的发生，可将 DAPI 或 PI 稀释

于 P-phenlenediomine 的甘泊缓冲液中【11 . 任何

荧光显微镜均可用于观察 FISH 信号，但对单

拷贝探针的信号需要质量较好的荧光显微镜。

如采用双包或多色滤光片可以同时观察

FITC 、 Texas-Red 等多种颜色的 FISH 信号，不

论是染色体还是单拷贝基因的 FISH 信号均可

用高度敏感和高分辨率的彩色胶片摄取，也可

通过 CCD (charge coupled device) 的照相系统

或 Laser scanning confocal imaging system (激

光扫描共焦成像系统〉将摄取的信号储存在计

算机内，经软件处理后 ， 将信号显示在荧光屏

上。由于有多种方法标记 DNA 探针，故一次杂

交可以同时观察多个探针的信号，如两个不同

的探针分别用 Biotin 和 Digoxigenin 标记，杂

交后用 avidin-FITC 和抗-Dig-Texas-Red 分别
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