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要!采用聚苯乙烯磺酸钠!

R55

"作为调控剂#将其加入到氯化钙和碳酸钠溶液反应体系中成功制备出表面

粗糙的碳酸钙微球!粒径平均约为
C"%+I

"#采用场发射扫描电镜!

OG75GP

"%红外光谱!

O8VY

"%

[7

射线衍射!

[YN

"

和动态光散射!

NE5

"等对碳酸钙微球颗粒进行表征$

P88

实验显示碳酸钙微球毒性具有浓度依赖性#在终浓度
)

"

I

4

(

IE

时#细胞存活率都可达
#%]

以上#显示出很低的细胞毒性#具有良好的生物相容性$不同
L

M

值条件下碳酸

钙微球的降解实验结果显示碳酸钙微球在酸性
L

M

下能够更快速地降解#说明碳酸钙微球能够响应酸性
L

M

值#具

有
L

M

依赖性$将碳酸钙微球经
RGV

表面修饰后用于负载质粒
N>Q

#通过琼脂糖凝胶电泳及体外转染实验结果证

实碳酸钙微球能够有效负载质粒
N>Q

#并可在癌细胞内成功表达发出绿色荧光$这些研究结果显示将碳酸钙微球

作为一种安全的非病毒基因载体用于基因治疗领域具有潜在的应用价值$

关键词!碳酸钙微球&表面修饰&基因传递载体&基因治疗

中图分类号!
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文献标志码!
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引
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言

基因治疗是治疗癌症的一大趋势%人们对其寄

予高度期望&基因治疗的关键主要取决于基因传递

载体'

"

(

&鉴于当前基因治疗载体还不够完善%疗效

不尽人意%因此%研制安全)有效转染靶细胞的载体

系统仍是基因治疗研究的热点'

$

(

&基因治疗载体主

要分为病毒载体和非病毒载体两大系统'

!7&

(

&由于

病毒载体存在较大的安全隐患'

C7D

(

%因此无机非病毒

材料载体逐渐受到关注&

无机非病毒载体是新兴的基因转导系统&非病

毒载体具有安全性高)无免疫原性以及制备方便)便

于保存和检验等优势&目前%研究报道较多的无机

材料载体主要有磷酸钙'

H7B

(

%碳纳米管'

"%

(

%羟基磷灰

石'

""

(

%二氧化硅'

"$

(等&

在众多无机材料载体中%碳酸钙"

S,SZ

!

#逐渐

成为科学家们关注的焦点&一方面%碳酸钙制备来

源丰富%制备简便且在过程中易于调控颗粒大小和

形貌%性能优良且价格低$另一方面%碳酸钙颗粒因

其具有良好的生物相容性和生物可降解性等优越的

生物学性能而显示出其作为一种无机非病毒载体的

巨大潜力&

/0,+

4

等'

"!

(将多孔球形结构的碳酸钙

颗粒作用于
M1-,

细胞评估其颗粒的生物安全性能%

结果显示球形碳酸钙微粒具有良好的生物相容性%

可作为一种相对安全的运输载体&碳酸钙具有较大

孔隙率)大比表面积以及在相对温和环境下可迅速

降解等特性%使其成为药物运输的理想载体'

"&7"C

(

$加

上碳酸钙的合成工艺稳定可控%近年碳酸钙颗粒作

为新型非病毒载体备受关注&而聚乙烯亚胺"

RGV

#

分子表面带正电荷%可与
N>Q

紧密结合%可将
RGV

表面修饰无机纳米颗粒%如羟基磷灰石颗粒'

"#

(来提

高其携载基因的能力&因此%可采用
RGV

作为修饰

剂对无机材料进行表面修饰%用于材料作为一种基

因载体的研究&

本文通过采用氯化钙和碳酸钠溶液共沉淀反应

体系于实验室内简易制备小粒径的碳酸钙微球%经



表面修饰后初步研究其用于一种传递基因载体的潜

在应用价值&

!

!

实验部分

"@"

!

实验材料与仪器

材料!聚苯乙烯磺酸钠"

R55

%

RW D̀%%%

#%聚乙

烯亚胺"

RGV

#%无水乙醇%氯化钙"

S,S-

$

#和碳酸钠

"

>,

$

SZ

!

#均为市售分析纯&去离子水均由
P3-3

L

(*1

纯水仪制备&

仪器!

>36(-1<CD%%

型傅立叶红外光谱仪

"

801*I(G-16<*(+

#%

MV8QSMV9$H%%

紫外光度计

"赛多利斯公司#%

DHMa7!

型恒温磁力搅拌器"杭

州仪表电机有限公司#%

/Pg5C%O%"

型
P3-3

L

(*1

纯水仪"

P3--3

L

(*1

公司#&

"@$

!

实验方法

"@$@"

!

碳酸钙微球的合成

"

,

#分别配置浓度均为
#%IP

的氯化钙溶液

和碳酸钠溶液$

"

_

#称取一定质量的
R55

%将
R55

分别加入氯

化钙和碳酸钠溶液中使其终浓度均为
C%

4

*

E

%形成

两种混合溶液$

"

6

#在
!%%*

*

I3+

的搅拌转速下%碳酸钠混合溶

液逐滴加入到一定体积的氯化钙混合溶液中%其中

使钙离子与碳酸根离子的体积比为
Ce"

$

"

K

#待滴加完后再持续搅拌
"CI3+

%将反应完

成后的颗粒沉淀离心收集%用无水乙醇和去离子水

洗涤数次$

"

1

#最后%将清洗干净的碳酸钙颗粒沉淀样品

置于干净的培养皿里%在
#%̂

恒温干燥箱内干燥后

收集纳米碳酸钙颗粒粉末%密封保存以备后续
OG7

5GP

)

[YN

)

O8VY

和
NE5

等测试&

制备出的碳酸钙微球颗粒记为
RS,

%以上反应

流程见图
"

&

图
"

!

R55

调控制备
R557S,SZ

!

"

RS,

#微球的反应流程

"@$@$

!

碳酸钙微球的表面修饰

RGV

作为一种表面改性剂用于表面修饰已制备

的碳酸钙微球&具体修饰方法如下!"

,

#首先称取

RS,

粉末%用
>,

$

SZ

!

溶液活化%超声分散
"CI3+

$

然后再离心去除碳酸钠上清液%取灭菌的去离子水

溶解沉淀%超声
"CI3+

%最终将碳酸钙粉末配制成

"I

4

*

IE

的溶液%置于
&̂

冰箱保存备用$"

_

#将

RS,

颗粒溶液与
"I

4

*

IERGV

溶液混合震荡%然后

在
!D̂

水浴下孵育%即完成碳酸钙微球
RS,

的表面

修饰&

"@$@!

!

碳酸钙微球的表征方法

"

,

#场发射扫描电镜"

OG75GP

#

采用
OG75GP

分析碳酸钙微球表面特征&将

干燥后制得的碳酸钙微粒置于清洗干净的硅片上%

硅片粘于导电胶上%然后采用日本日立公司
M3<,603

生产的
6(-K7.31-K1I3;;3(+5GP57&H%%

观察碳酸钙

的微观形貌结构%电压为
!@%X?

&

"

_

#

[7

射线衍射"

[YN

#

采用
[7

射线粉末衍射仪对碳酸钙微粒进行物

相和结晶性能分析&将干燥后的碳酸钙粉末均匀地

铺于载玻片表面%置于
[7

射线粉末衍射仪的载物台

上&仪器在管电压为
&%X?

)管电流
!CIQ

和扫描

速度为
Cl

*

I3+

的条件下%记录
$

"

$̀%

"

D%l

的衍射

强度曲线&

"

6

#傅里叶红外光谱"

O8VY

#

将干燥的碳酸钙粉末与溴化钾混合%以质量比

约为
"e"%%

的条件下充分均匀研磨%傅立叶变换红

外光谱仪"

>36(-1<CD%%

%

801*I(G-16<*(+

#对制备

样品进行分析%其分辨率为
&6I

A"

%扫描范围为

&%%%

"

&%%6I

A"

&

"

K

#粒径分析"

NE5

#

将干燥后的碳酸钙微粒分散在无水乙醇中%超

声分散
$%I3+

后%采用
ETCC%

型动态光散射纳米

粒度分析仪分析碳酸钙颗粒的粒径分布&

"@$@&

!

碳酸钙微球
RS,

不同
L

M

值下降解实验

"

,

#首先%配制不同
L

M

的
RT5

溶液"

L

M "̀%

%

D

%

&

#$

"

_

#将
RS,

粉末加入到等体积的
RT5

溶液

"

L

M "̀%

%

D

%

&

#中%超声分散$

"

6

#室温下孵育放置
"%0

后%

OG75GP

观察碳

酸钙微球的形貌变化&

"@!

!

载体
7

重组质粒基因复合

将碳酸钙微球
RS,

颗粒在无菌环境下密封保

存%备用&首先按照上述方法对碳酸钙颗粒进行表

面修饰&再将形成的
RS,7RGV

与质粒
L

GUOR7S"

形成复合物%即完成载体与质粒
N>Q

的复合&将
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形成的复合物在
H%%%*

*

I3+

)

&̂

条件下离心

CI3+

%取沉淀进行
"@%]

琼脂糖凝胶电泳检测&

"@&

!

碳酸钙颗粒生物相容性

将处于生长对数期的
"W"%

&的正常细胞
g5U7

DD%"

铺于
B#

孔板中%将细胞板置于
C] SZ

$

)

!D̂

的细胞培养箱中培养
$&0

后%以不加颗粒处理的细

胞作为对照%各做
#

个复孔%并设置调零组%其中对

照组和调零组分别加入等体积的无菌水处理&实验

组分别加入已配制完成的浓度梯度为
%@"

)

%@C

)

"

)

$

)

!

)

&

)

CI

4

*

IE

和
#I

4

*

IE

的
RS,

颗粒悬液&将

培养板置于
!D̂

)

C]

的培养箱培养
$&0

后%每孔加

入
P88

溶液
$%

#

E

%继续培养
&0

后%吸弃上清液%

再加入
"C%

#

ENP5Z

%振荡
"%I3+

%充分溶解&在

酶标仪
ZN&B%+I

处测量各孔的吸光值%按照公式

代入测得的
ZN&B%+I

值!

细胞生存率
`

"

ZN

处理组
AZN

调零孔#*"

ZN

对照孔
A

ZN

调零孔#
W"%%]

计算细胞生存率&以浓度梯度为横轴%细胞生

存率为纵轴绘制细胞生长活力曲线&

"@C

!

RS,7RGV7

L

GUOR7S"

体外转染细胞的荧光观察

取处于对数生长期的
g5U7DD%"

)

M1

L

!T

)

M1-,

)

0"$BB

和
$B!,

细胞%以每孔
$W"%

C个细胞铺于
#

孔

培养板中%每孔
&IE

培养基%将已配制好的
RS,7

RGV7

L

GUOR7S"

复合物颗粒悬液加入到六孔板里%每

孔均匀加入
$%%

#

E

%于
!D̂

%

C]SZ

$

培养箱中分别

培养
$&

)

&H0

和
D$0

后%荧光倒置显微镜观察并拍

照%对照组分别设置加入等体积的无菌水和裸质粒

N>Q

&

RGV

修饰碳酸钙的方法见
"@!

的处理方法&

'

!

结果与讨论

$@"

!

碳酸钙微球"

RS,

#的表征

图
$

是采用
R55

调控合成的碳酸钙微球"

RS,

#

的
OG75GP

)

[YN

)

O8VY

和粒径
NE5

测试结果&

图
$

"

,

#是
RS,

晶体的
OG75GP

结果&从图中可

以看出%所合成的
RS,

颗粒呈球形形貌%表面比较粗

糙%颗粒之间分散性良好&球形结构具有较大的比表

面积%可为增大比表面积的物理吸附量提供基础&

图
$

"

_

#是
RS,

晶体粒径大小
NE5

的测量结

果&由图可知微球颗粒的平均大小约为
C"%+I

%且

粒径分布相对较集中&

图
$

"

6

#是
RS,

晶体的
[YN

结果&将该衍射图

谱中的衍射峰值与碳酸钙的标准粉末衍射数据进行

对比分析%可知!球霰石的尖锐衍射峰可被观测到%

说明
RS,

晶体主要为球霰石晶型$碳酸钙粉末的衍

射峰与其球霰石晶型一致%以上衍射峰分别对应于

RS,

晶体的"

%%&

#)"

""%

#和"

""$

#等晶面的衍射特征

峰%只有一个杂峰出现$且晶体衍射峰的强度比较

强%表明产品获得了很好的结晶度&

图
$

!

碳酸钙微球
RS,

的表征

!!

图
$

"

K

#是
RS,

晶体的
O8VY

结果&由图
$

"

K

#

可见
HDD6I

A"的吸收峰是球霰石的特征峰%表示

R55

的添加不会改变碳酸钙的晶型&由此可见%碳

酸钙微球的物相主要是球霰石&从
[YN

图中也可

DH#
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以判断出晶型是球霰石&

$@$

!

RS,

微球的生物相容性

图
!

为
RS,

微球的生物相容性实验结果&图
!

显示出
RS,

微球在不同浓度条件下处理对正常细

胞
g5U7DD%"

细胞存活率的影响&

图
!

!

RS,

微球的生物相容性结果

从图
!

中可看出%不同浓度的
RS,

微球处理肝

正常细胞
g5U7DD%"$&0

后%

P88

结果显示
RS,

微球毒性具有一定的浓度依赖性&随着
RS,

微球

浓度的增加%细胞的存活率逐渐降低&

RS,

微球在

培养基中的终浓度低于
"#D

#

4

*

IE

时%细胞存活率

约达
D#]

以上$而终浓度在
"%%%

#

4

*

IE

时%细胞存

活率仍可达
#%]

以上&以上实验说明碳酸钙微球

RS,

具有浓度依赖性%在一定浓度范围内具有良好

生物相容性&该结果为将碳酸钙微球作为一种安全

的基因传递载体提供依据&

$@!

!

RS,

微球不同
L

M

值下的降解

众所周知%癌细胞内
L

M

值呈酸性%而正常细胞

内的环境则接近中性&为确定载体是否能够在癌组

织内释放出目的基因%从而使基因有效地表达%设计

试验在不同
L

M

环境下
RS,

颗粒的降解情况&将已

制备完成的
RS,

微球置于不同
L

M

值的
RT5

溶液

"

L

M "̀%

%

D

和
&

#中浸泡
"%0

后观察微球的
OG7

5GP

表征图&

图
&

!

不同
L

M

值下
RS,

微球降解
"%0

的
OG75GP

图

图
&

的
OG75GP

结果显示%

RS,

微球在
L

M

为

"%

时%形貌基本维持不变%即不发生降解&随着
L

M

值的降低%颗粒逐渐发生降解$而在
L

M

为
&

时图
&

中已基本看不出
RS,

微球较完整的形貌&可见%随

着
L

M

的降低%

RS,

微球会发生一定程度的降解%说

明
RS,

微球具有
L

M

值依赖性这一特性&这就为碳

酸钙微球作为一种基因传递载体并能够在酸性环境

中有效地释放携载基因这一理论基础提供依据&

$@&

!

RS,7RGV

与质粒
L

GUOR7S"

的复合实验

为评估
RS,

微球能否作为基因传递载体%采用

"@%]

琼脂糖凝胶电泳实验检测碳酸钙微球对质粒

L

GUOR7S"

的负载情况%图
C

是
RS,

微球携载
L

GUOR7

S"

电泳结果&从图
C

中可以看出%被
RS,

微球负载

的
N>Q

不能够在胶中的正确位置出现%反被堵在初

始的胶孔处&该电泳实验证实
RS,

微球能够有效地

负载质粒
N>Q

%为其作为一种基因载体提供依据&

图
C

!

RS,7RGV7

L

GUOR7S"

和裸
L

GUOR7S"

的

"]

琼脂糖凝胶电泳

$@C

!

体外细胞转染实验

质粒
L

GUOR7S"

可表达绿色荧光蛋白
UOR

&

图
#

为碳酸钙微球
RS,

经表面修饰后携载质粒

L

GUOR7S"

转染正常细胞
g5U7DD%"

)

$B!,

及癌细

胞
M1

L

!T

)

0"$BB

和
M1-,C

种细胞在不同时间梯度

下的荧光结果&

从图
#

中可以看出%

RS,7RGV7

L

GUOR7S"

颗粒

混悬液在肝正常细胞
g5U7DD%"

中的转染效率非常

低%在
$B!,

中任何转染的效率都较高&这也就间接

说明携载基因的
RS,

微球到达正常细胞的数量较

少或在正常细胞内几乎不表达&而对于
!

种癌细胞

的转染效率%随着时间梯度的增加%碳酸钙微球
RS,

混悬液对其转染效率都逐渐有所提高%且在
D$0

时

仍可见到强度很大的荧光&结果可见
RS,

微球的转

染具有时间依赖性&此外%图
#

中
!

种癌细胞荧光转

染效果相比%

M1-,

癌细胞中荧光的表达量较高&

因此%碳酸钙微球具有作为一种基因传递载体

使用的可能性%可将其携载抗癌基因%突显出其应用

于癌症基因治疗领域的潜力&
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图
#

!

荧光显微镜检测
RS,7RGV7

L

GUOR7S"

转染的荧光

!!

但同时可见%在所有癌细胞中的转染效率都不

是太高%导致这种情况发生的可能原因是!颗粒与基

因混悬液本身进入细胞的数量就较少或转染进入细

胞的颗粒混悬液大部分都被溶酶体分解%因此导致

荧光蛋白的表达量较低&因此%未来可致力于研究

如何提高碳酸钙载体携载基因的转染效率这一

问题&

此外%除转染以上细胞外%还对其他细胞进行了

细胞转染%如
PSO7D

%

T1-7D&%&

%

9$C"

%

M)07D

等细

胞株%结果发现只有上皮来源的细胞株才有较明显

的荧光发生&其余几乎不发生转染&因此推论经

RGV

表面修饰的碳酸钙微球对各种细胞可能具有转

染选择性%但其转染机理还需进行深入研究&

$

!

结
!

论

利用
R55

作为调控剂成功合成出球形的碳酸

钙微粒%并采用
OG75GP

)

[YN

)

OV8Y

和
NE5

对

RS,

微球进行了表征&制备出的碳酸钙微球平均粒

径约为
C"%+I

%分散性良好%粒径分布较均一%表面

粗糙度较大且合成工艺稳定&

通过研究在不同
L

M

值条件下碳酸钙微球的降

解情况%实验结果显示该
RS,

微球在酸性
L

M

下能

够更快速地降解%具有
L

M

依赖特性&这为碳酸钙

微球作为一种基因传递载体并能够在酸性环境中有

效地释放携载基因这一理论基础提供依据&不同浓

度
RS,

微球的生物相容性实验结果显示在一定浓

度范围内该碳酸钙微球毒性较低%说明该微球具有

良好的生物相容特性&而碳酸钙微球与质粒
N>Q

的负载和体外细胞转染实验的结果也证实经表面修

饰的
S,SZ

!

微球"

RS,

#能够成功携载
L

GUOR7S"

基因并将其传递至细胞内%这为将碳酸钙微球作为

一种安全的基因治疗载体提供依据&
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