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·研究论文· 

人宫颈癌细胞(Hela)内的 31P 核磁共振研究 

梁晓东    黄荣清*    骆传环    肖炳坤    赵  焱 
(中国人民解放军军事医学科学院放射与辐射医学研究所  北京 100085) 

摘要  建立了无损伤性 31P NMR 研究细胞内物质的实验方法, 并对人宫颈癌细胞(Hela)的 31P NMR 谱中含磷小分子代

谢物的谱峰进行了分析; 细胞内无机磷(Pi)的化学位移对 pH 非常敏感, 通过测定其化学位移可间接确定细胞内的 pH, 

Hela细胞内Pi峰的化学位移为 5.88±0.01 (n＝3), 计算得到细胞内 pH值为 7.05±0.01; 通过测量Hela细胞的 31P NMR

谱中 ATP 的 α磷和 β磷及 γ磷的化学位移差值, 得出 Hela 细胞内 Mg2＋与 ATP 结合的复合物 MgATP 和整个 ATP 量的

比值, 计算得到 Hela 细胞内游离 Mg2＋浓度为(253.3±0.13) mmol/L (n＝3), 与其它分析方法相比, 31P NMR 测定细胞内

游离 Mg2＋浓度具有对细胞样品无损伤的优点. 
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Study on Intracellular of Hela Cells by 31P Nuclear 
Magnetic Resonance 
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XIAO, Bing-Kun    ZHAO, Yan 
(Institute of Radiation Medicine, Academy of Military Medical Sciences, 

The Peoples Liberation Army of China, Beijing 100850) 

Abstract  A 31P nuclear magnetic resonance (NMR) method has been established to noninvasively measure 

intracellular condition of Hela cell, stable 31P NMR spectra of living cells were obtained and intracellular 

metabolite in Hela of phosphorized small molecule cell was analyzed. The chemical shift of intracellular in-

organic phosphate (Pi) ,which is very sensitive to cytosolic pH, can be shifted on the 31P NMR spectrum as 

pH is changed and cytosolic pH can be derived from chemical shift of Pi peak. Intracellular pH 7.05±0.01 

was calculated based on the chemical shift of Pi peak (5.88±0.01) in Hela cells．Based upon a measurement 

of chemical shift differences between the α and β-phosphoryl resonances in the 31P NMR spectrum of intra-

cellular adenosine triphosphate (ATP) in Hela cell, the fraction of total ATP complexed to Mg2＋was esti-

mated, while cytosolic free magnesium ion concentration in Hela cells was measured nondestructively to be 

253.3 mmol/L. 31P nuclear magnetic resonance method has noninvasive virtue in measuring intracellular 

Mg2＋ compared with other technique. 

Keywords  31P NMR; Hela cell; chemical shift; free magnesium

近 20 年来, 国际上许多实验室建立了生物核磁测

试方法, 进行了各种体内和体外的生物学和医药学研

究, 开创了用核磁共振谱技术进行生命科学研究的领 

域[1,2]. 31P NMR 技术是目前 NMR 应用最多的研究细胞

样品的手段, 31P NMR 灵敏度较高, 并且活细胞的 31P 

NMR 共振谱线简单, 容易识别[3～5], 所以, 它已成为在
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接近生理条件下研究细胞代谢的重要方法[6]. 我们在建

立了完整活细胞的 NMR 实验方法的基础上, 又建立了

人宫颈癌细胞(Hela)内 pH的 31P NMR 的分析测定方法, 

同时定量地测定了细胞内游离的 Mg2＋浓度, 为生化分

析及细胞代谢的研究提供了一种接近生理状况下的无

损伤性的分析测试方法, 为深入开展细胞代谢及药物的

作用机制研究提供了一种可资借鉴的无损伤性的分析

手段.  

1  实验部分 

1.1  仪器与材料 

核磁共振实验在日本 JEOL 公司 JNM-GX400 型超

导 NMR 仪上进行; 31P NMR 工作频率为 161.83 MHz. 

人宫颈癌传代细胞(Hela)在含 10%胎牛血清的 RPIM 

1640 (GIBCO, USA)培养液中, 置 37 ℃含 5% CO2的空

气和饱和湿度二氧化碳培养箱中培养.  

1.2  实验方法 

1.2.1  Hela 细胞的处理 

收集并用台盼蓝染色, 显微镜下计数; 4 ℃, 1200 

r/min, 离心 10 min, 倾去培养液; 细胞沉淀重悬于生理

盐水中洗涤, 离心 5 min, 得细胞沉淀, 用同样方法再重

新处理一次, 然后将细胞重悬于 300 μL 的生理盐水中, 

移入 5 mm 经过消毒处理的核磁共振样品管内, 整个处

理过程在 30 min 内完成.  

1.2.2  NMR 的测试 

细胞经处理后使细胞个数为 1.2×108 左右, 4 ℃条

件下进行 NMR 测试并进行信号累加, 累加时间 1 h. 31P 

NMR 采用单脉冲低功率双水平去偶脉冲序列测定, 谱

宽 10000 Hz, 测定细胞内游离 Mg2＋时的谱宽为 4000 

Hz, 数据点 16384, 脉冲宽度 22.5 μs (45), 弛豫延迟 2.2 

s, 线加宽因子 20 Hz, 累加 1200 次. 用液氮降温的方法

使被测细胞保持在 4 ℃.  

1.2.3  模拟细胞内离子强度和 pH 条件下 ATP 的 α磷和

β磷共振峰的化学位移值( ATP
 )测定 

配置 4 mmol/L ATP, 20 mmol/L Tris (pH 7.2), 0.14 

mol/L NaCl 的模拟细胞内离子强度和 pH 条件下的 ATP

溶液, 进行 31P NMR 测试, 谱宽为 4000 Hz, 得 ATP
 . 

1.2.4  模拟细胞内离子强度和 pH 条件下 MgATP 的 α

磷和 β磷共振峰的化学位移值( MgATP
 )测定 

配置含 10 mmol/L Mg2＋, 4 mmol/L ATP, 20 mmol/L 

Tris (pH 7.2), 0.14 mol/L NaCl 的模拟细胞内离子强度

和 pH条件下的MgATP溶液, 进行 31P NMR测试, 谱宽

为 4000 Hz, 得到 MgATP
 .  

2  结果与讨论 

2.1  Hela 细胞的 31P NMR 谱分析 

Hela 细胞的 31P NMR 谱见图 1. 根据文献中含磷化

合物的化学位移数值[7～11]进行分析, 对 Hela 细胞的 31P 

NMR 谱谱峰进行了指认. Hela 细胞的 31P NMR 谱主要

由磷酸单酯(PME)、磷酸双酯(PDE)、无机磷(Pi)、磷酸

肌酸(PCr)、三磷酸核苷(ATP)和双磷酸双酯(DPDE)的共

振峰组成(图 1), DPDE 峰被认为是 UDP (uridine di-

phosphate, 尿苷二磷酸)-葡萄糖、NADP(H)和 UDP-N-

乙酰半乳糖胺等组成. ATP 的峰主要来源于 ATP 的 3 个

磷核, 因此在化学位移约－7.32, －12.20 和－21.02 处

分别出现 3 个磷的共振峰(γ-ATP, α-ATP, β- ATP). Pi 峰

的化学位移随酸碱环境的不同而改变, 这样根据 31P 

NMR的 Pi值就可以求算细胞内的 pH; PME峰包括磷酸

胆碱(PC)和磷酸胆胺(PE), PC 和 PE 通过合成胆碱激酶

和胆胺激酶产生. 因此利用它们的变化情况可以观察到

细胞内糖蛋白和糖脂的代谢 , 以及反映细胞能态的

PCr/ATP/Pi 的量的变化.  

 

图 1  Hela 细胞的 31P NMR 图谱  

Figure 1  31P NMR spectrum of Hela cells 
(1) 磷酸单酯(PME); (2) 无机磷(inorganic phosphate, Pi); (3) 磷酸肌酸 

(phosphocreatine, PCr); (4) γ和 β三磷酸核苷(γ-ATP＋β-ADP); (5) α和 β三

磷酸核苷(α-ATP＋β-ADP); (6,7) 双磷酸双酯(DPDE); (8) β 三磷酸核苷

(β-ATP) 

2.2  Hela 细胞的 pH 测定 

细胞 31P NMR 谱中只能看见细胞内处于快速运动

的含磷小分子的信号, 大分子(如 DNA 等)因为分子运

动受到限制, 因此, 31P 谱中不出现它们的信号. 细胞内

以及通过外界引入细胞内的某些化学成分(如 Pi, ATP, 

2,3-二磷酸甘油酯, 6-磷酸葡萄糖等)的化学位移对 pH 

非常敏感, 通过测定其化学位移并进行相关计算可得到

细胞内的 pH. 31P NMR 用来测定细胞内的 pH 时常利用

的成分是 Pi, 这是因为存在于细胞的无机磷化合物 31P 

NMR 谱有较强的 Pi 峰出现. 在近中性条件下 Pi 以

2 4H PO－和 2
4HPO －两种形式存在( 2 4H PO－＋H2O＝H3O

＋＋ 
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2
4HPO － , pKa 约为 7), 这两种形式的磷原子化学位移 δ

差约为 2.3. 在溶液中 2 4H PO－和 2
4HPO －中的磷原子会

发生快速转换, 交换速度(109～1010/s)大大快于两者共

振频率的差值, 因此, 31P NMR 谱中仅能观测到单一的

Pi峰. 在不同 pH值条件下, Hela细胞提取物的 31P NMR

谱中 Pi峰化学位移不同. 以 pH为横坐标, 以不同 pH值

时 Pi 峰的化学位移为纵坐标, 得到 Hela 细胞内 pH-Pi

化学位移的标准曲线, 推算出计算细胞内 pH 值的公式. 

实验得出计算 Hela 细胞内 pH 的公式为: pH＝6.77＋  

lg[(δ－3.19)/(7.12－δ)], δ为 Hela 细胞 Pi 峰的化学位移. 

Hela 细胞 Pi 峰的化学位移为 5.88±0.01 (n＝3), 因此, 

计算得到细胞内 pH 值为 7.03±0.01[12～14].  

2.3  Hela 细胞内 Mg2＋的测定 

细胞内的游离 Mg2＋(未与细胞内 ATP 结合的 Mg2＋)

是影响细胞许多生理变化的一个重要的生理学参数, 它

的变化可导致能量代谢、膜离子通透性、神经递质功能

及第二信使系统等方面的多种生理变化[15]. Mg2＋能调节

由其参与的酶系统的催化活性, 对大多数需要 ATP 参

与的生化反应来说, 三磷酸腺苷的活性形式是镁离子与

ATP结合的复合物MgATP, 而细胞内ATP的 α-P和 β-P

的化学位移随 ATP 与 Mg2＋的结合程度而变化; 因此用
31P NMR 测量细胞内 ATP 的 α-P 和 β-P 的化学位移之差

即可确定细胞内 Mg2＋的水平. 首先测定细胞内 ATP 的

α 磷和 β 磷的 31P NMR 化学位移之差(δαβ). 不同量的 

Mg2＋与 ATP 结合使 ATP 的磷化学位移变化的大小与

MgATP 和 ATP 的比值成比例. 因此, 从 31P NMR 谱能

直接得到 MgATP 和全部 ATP 的比值. 根据模拟细胞内

离子强度和 pH 条件下 MgATP 的解离常数 MgATP
DK , 计

算出细胞内游离镁离子浓度[16～18].  

根据 MgATP ＝ ATPf ＋
2
fMg ＋ (MgATP 实际为

“MgATP2＋”; ATPf 表示未与镁离子结合的 ATP, 2
fMg ＋

为自由镁离子)可得: 

MgATP
DK ＝[ATPf][

2
fMg ＋ ]/[MgATP] 

[ 2
fMg ＋ ]＝ MgATP

DK [MgATP]/[ATPf] 

[MgATP]＝[ATPt]－[ATPf] (ATPt为全部 ATP) 

t f2 MgATP
D

f

[ATP ] [ATP ]
[Mg ]

[ATP ]
K＋ －

＝  

t f2 MgATP
f D

f

[ATP ] [ATP ]
[Mg ]

[ATP ]
K＋ －

＝  

设 f

t

ATP

ATP
＝ , 它可由 31P NMR 谱计算得到: 

cell MgATP

ATP MgATP

 

 

 


 

－
＝

－
  (1) 

如果用 β磷和 γ磷共振峰的化学位移差值来表示, 即为

下式: 

cell MgATP

ATP MgATP

 

 

 


 

－

－
＝   (2) 

2 MgATP 1
D[Mg ] ( 1)K  －＝ －  (3) 

按公式(1)或(2)就可计算出细胞内游离的镁离子浓

度, 即[ 2
fMg ＋ ].  

cell
 , MgATP

 , ATP
 , cell

 , MgATP
 , ATP

 分别表

示 Hela 细胞、MgATP 和 ATP 的 α磷、β磷和 γ磷共振

峰的化学位移差值 . MgATP
DK 大多数研究认为是 51 

μmol/L.  

人宫颈癌细胞的 31P NMR 谱显示 ATP 的 α 磷、β

磷和 γ 磷共振峰分得很开, ATP 与 Mg2＋结合导致 ATP

的 α磷, β磷和 γ磷移向低场, 产生位移变化最大的是 β

磷. 测量出人宫颈癌细胞 31P NMR 谱中 ATP 的 α磷和 β

磷的化学位移差值以及在模拟细胞内离子强度和 pH 条

件下 ATP 和 MgATP 的 α磷或 γ磷与 β磷的化学位移差

值(表 1). 根据式(1)或(2)计算出 31P NMR 内未与 Mg2＋

结合的 ATP 与整个 ATP 量的比值 φ. 按式(3)计算人宫

颈癌细胞内游离 Mg2＋浓度. 人宫颈癌细胞内游离 Mg2＋

浓度计算结果见表 1.

表 1  Hela 细胞内 ATP 和纯 ATP, MgATP 溶液 31P 化学位移及计算出的[Mg2＋]free 

Table 1  Content of [Mg2＋]free and chemical shifts of the phosphoryl resonances of intracellular ATP in Hela cells with noncellular ATP 

and MgATP controls 

Sample δα δβ δγ δαβ 
1

－ [Mg2＋]freeαβ 
(mmol/L of cell H2O) 

δβγ 
1

－  
[Mg2＋]freeβγ 

(mol/L of cell H2O)

ATP －10.5230 －21.1915 －6.3215 10.6685

5.967 253.3±0.13 

14.8700 

15.550 742.1±0.35 MgATP －10.1633 －18.4516 －4.9975 8.2883 13.4541 

Hela cell －12.5741 －21.0154 －7.3240 8.4413 13.6914 
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MgATP 是 Mg2＋与 ATP 中的磷结合形成的复合物, 

Mg2＋主要是与 ATP 的 β磷和 γ磷结合, 而 Mg2＋与 β磷

结合的程度较之与 γ磷相比更紧密[19,20]. 31P NMR 图谱

显示Mg2＋与ATP结合后ATP的 β磷的化学位移变化最

大, 因此实验中一般不用 δβγ 或 δαγ 来计算细胞内游离

Mg2＋浓度是考虑到在 pH 近中性时 pH 的微小变化将使

δβγ和 δαγ变化, 而 δαβ则不受影响[21], 这一点, 从我们的

计算结果中也可以看出 , [Mg2 ＋ ]free 为 (253.3±0.13) 

mmol/ L 是比较可信的.  

2.4  Hela 细胞内代谢物研究 
31P NMR通过无创伤地检测细胞内ATP水平, 可以

对比外界条件改变时定性地了解 ATP 代谢的状态变化. 

试验中我们发现, PCr/Pi, PME/β-ATP, β-ATP/Pi 可以反

映细胞内能量的变化, 但并没有得出很好的定量关系, 

再加上在核磁仪器中, 活的生理细胞也很容易失去生理

活性, 因此这项工作还在进一步研究中. 目前研究最多

的是在给药情况下观察肿瘤细胞的能量代谢情况, 从而

推断肿瘤细胞产生及发病机理.  

3  结论 

以上研究表明, 31P NMR 避免了对细胞等生物样品

的破坏和损伤, 减少了其他一些分析方法复杂的分离纯

化等, 在不影响细胞代谢变化的条件下, 给出了细胞内

ATP, Pi, PC 和 PE 等含磷化合物的信号, 31P 实现了一次

可同时监测活细胞内多种含磷代谢物, 为进一步开展深

入的代谢研究提供了技术支持. 利用 Pi 的变化可监测

细胞内 pH的变化, 同时利用 γ-ATP, α-ATP, β-ATP化学

位移的变化计算了细胞内[Mg2＋]free的含量. 
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