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要"采用聚乙烯亚胺为调控剂#氯化钙和磷酸氢二钠为原料#共沉淀法合成一种长梭状纳米羟基磷灰石(

通过场发射扫描电镜'

f

射线粉末衍射'红外吸收光谱和热重分析仪对材料性能进行表征(体外降解实验表明羟基

磷灰石颗粒具有可降解性#在弱酸性条件下更容易降解#具有
L

`

值响应性(颗粒与质粒
B>Q

体外负载曲线及基因

释放曲线结果表明#长梭状羟基磷灰石颗粒能够有效地携载并且表现对质粒
B>Q

的持续释放(体外转染实验证实

颗粒携载
L

JTUX7c%7-1.<
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质粒后在细胞中成功表达绿色荧光蛋白(

A88

结果表明所制备的羟基磷灰石颗粒对

人乳腺上皮细胞表现极低的细胞毒性#具有良好的生物相容性#携载
L

JTUX7c%7-1.<
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质粒后对人乳腺癌细胞具有

良好的杀伤效果(

关键词"羟基磷灰石&
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&人乳腺癌细胞&杀伤效应&聚乙烯亚胺
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#是人体骨

骼和牙齿的主要无机成分$具有良好的生物相容性

而不会引起机体的免疫反应'
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%通过某些蛋白质$

例如丝素蛋白等调控合成纳米
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$负载药物

时具有负载率高&缓释性好等药物载体性能'
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*作为

基因载体$纳米
Q̀
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具有生物可降解性&易于实现

靶向性和保护
B>Q

等的优势'
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%通常质粒
B>Q

进入细胞后很快被核酸酶消化降解$但
Q̀

L

颗粒

有保护
B>Q

功能$能够与质粒
B>Q

形成致密的结

构$使质粒
B>Q

不被核酸酶消化降解'
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颗

粒的表面电荷和粒径是影响转染效率的重要因

素'
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c01+

等'
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(用
%#7

氨基十二烷酸对颗粒进行

修饰使其表面带有正电荷$转染成骨细胞时发现转

染效率明显提高%
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等'
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(发现粒径小于
I$+K

的颗粒$由于细胞直接吞噬作用$其转染效率有了明

显的提高%采用聚乙烯亚胺"

XJD

#对
Q̀

L

颗粒进

行表面修饰$可提高其携载质粒
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的能力'
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(和

转染效率'
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(在
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颗粒表面

包裹上
XJD

涂层$发现颗粒对
QBX
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QAX

和
Q8X

的吸附力明显提高%
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(以聚乙二醇"
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和
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为调控剂$共沉淀法合成一种
XJT7XJD
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磁性纳米颗粒$发现对质粒
B>Q

具有高负

载效率%

乳腺癌的发病率近年来不断提高$

#$%!

年美国

乳腺癌的新发病例达到了
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万例'
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*在中国乳腺

癌的年龄标化发病率"

Q5Z

#为
#%@&

例)
%$

万人$并

且新发病增长率是世界水平的
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倍'
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%乳腺癌的

发生是一个多因素&多基因参与的过程%
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(发现乳腺癌中
>(],-

蛋白的表达量增加%

Y3*;,KK1*

等'
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(发现
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信号在乳腺癌中呈高

水平表达$通过激活
JZY

信号$促进肿瘤的浸润性

和转移性%
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基因表达的
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蛋白由
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和
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蛋白组成'
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$在肿瘤组织中呈极低水平表

达*研究证明两种蛋白均抑制
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信号通路'
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促进恶性肿瘤细胞的凋亡$显示出抗肿瘤活性%

本文通过采用氯化钙和磷酸氢二钠为原料&

XJD

为调控剂$通过共沉淀法合成出一种纳米
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颗粒$研究其携载
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基因后对人乳腺癌细胞的

杀伤效应%
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实验材料与仪器
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#和磷酸氢二

钠"

>,

#

X̀C

I

#购自于
;3

4

K,

公司$

L

JTUX7c%7-1.<

=

7

%

质粒由上海捷瑞生物工程有限公司合成$无水乙

醇为市售分析纯$去离子水由
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纯水仪制

备%

仪器!
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8ZQ

型
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射线

粉末衍射仪"美国热高公司#$

/JD5579\8ZQ""

场

发射扫描电镜"日本
3̀<,603

公司#$

X

=

*3;%8TQ

热

重分析仪"美国铂金
7

埃尔默公司#$集热式恒温加热

磁力搅拌器"杭州惠创仪器设备有限公司#$

J\S

G$$

酶标仪"

V3(81̂

公司#$
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真空安全吸液器"

?Qc95QUJ

公司#%
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X7̀ Q

L

颗粒的合成

X7̀ Q

L

颗粒的制备方法按照以下步骤!
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#分别配制
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的
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X̀C
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溶液

和
$@%KA

的
XJD

水溶液*
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#在
!$K\>,

#

X̀C

I

溶液中加入
#%$K\

去

离子水$

#$$*

)

K3+

匀速搅拌
%$K3+

$反应在
F$R

集

热式恒温加热磁力搅拌器里进行*
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#加入
%$K\XJD

水溶液$用
>,C̀

溶液调

节
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值为
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$

#$$*

)

K3+

搅拌
!$K3+
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#滴加
"$K\c,c-

#

溶液$速度为
#$

滴)
K3+

$

滴加过程中调节反应温度&搅拌速度$

L

`

值保持不

变*
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#滴加完毕后$继续搅拌反应
I0

$将反应完成

后的颗粒
G$$$*

)

K3+

沉淀离心收集$再用去离子水

和无水乙醇分别洗涤
!

次*
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#将离心后得到的沉淀以两种方式保存$一种

保存在无水乙醇溶液中$以备后续的
UJ75JA

等测

试*另一种
&$R

恒温干燥箱中干燥
IG0

后收集$以

备后续的
U87DZ

$

fZB

$

8TQ

等测试*将合成的颗

粒记为
X7̀ Q
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X7̀ Q
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颗粒的表征测试
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场发射扫描电镜"

UJ75JA

#

将保存在无水乙醇中的
X7̀ Q

L

颗粒超声分散

后滴加一滴至清洗干净的硅片表面$待无水乙醇挥

发后将硅片粘贴到导电胶上$采用
UJ75JA

"加速电

压为
!@$ ?̂

#对颗粒形貌进行观察%
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射线粉末衍射仪"

fZB

#

将干燥后的
X7̀ Q

L

颗粒研磨成粉末状$均匀

地置于载玻片表面$采用
f7

射线粉末衍射仪"管电

压
I$ ?̂

$管电流
!"KQ

$扫描速度为
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)

K3+

$扫描

范围
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#进行物相和结晶性能分析%
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红外吸收光谱仪"

U87DZ
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采用溴化钾压片法$将干燥后的
X7̀ Q

L

颗粒

研磨成粉末与溴化钾混合$质量比约为
%_%$$

$充

分研磨后将混合物进行压片"

!$AX,

$

I";

#%利用

傅立叶变换红外光谱仪"扫描范围为
I"$$

"

I$$
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#对样品进行分析%
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热重分析仪"

8TQ

#

将干燥后的
X7̀ Q

L

颗粒研磨成粉末状$采用

热重分析仪"加热速度
%$R

)

K3+

$升温范围为
#$

"

G$$R

#对水分和有机物含量进行分析%
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X7̀ Q
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颗粒体外降解实验

%@I@%
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X7̀ Q

L

颗粒的降解

将磷酸盐缓冲液"

XV5

溶液#设置
I

个不同
L

`

值$

L

`

值分别为
I@"

&
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&
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和
F@I

%将
"$K

4

X7̀ Q

L

颗粒重悬于
%$K\

的
XV5

溶液中$使
X7̀ Q

L

悬液浓度达到
"K

4

)

K\

%

I

组颗粒悬液放置在水浴

恒温振荡器中$振荡速率为
%#$*

)

K3+

$温度为
!FR

*

分别在降解
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和
E%]

后$

%$$$$*

)

K3+

离心
"K3+

收集上清

液$并重新补足
%$K\XV5

溶液$振荡重悬$继续降解%

%@I@#
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钙离子浓度测定方法

钙离子浓度测定操作方法参照钙离子浓度试剂
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#$取
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#

\

样品加

入到
E&

孔板中$加入
#$$

#

\

工作液$充分混合$室

温孵育
!K3+

$用酶标仪读取
CB&%#+K

的值$对照

钙离子浓度标准曲线计算出对应的钙离子浓度$最

后计算出
X7̀ Q

L

颗粒的降解百分比%

%@"
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X7̀ Q

L

颗粒与
L

JTUX7c%7-1.<
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质粒负载曲线

将干燥后的
X7̀ Q

L

颗粒于超净工作台紫外灭

菌
#I0

后$配制浓度为
$@%

&

$@"

&

%

&

"

&

%$K

4

)

K\

的悬

液$并室温下
!$^̀ N

的频率超声
"K3+

%将
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4
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质粒加入到
#$$

#

\

不同浓度的

X7̀ Q

L

悬液$混合均匀后$

!FR

水浴条件下孵育
#0

*
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复合物
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条件

下
%$$$$*

)

K3+

离心
"K3+

$收集上清液$

>,+(]*(

L

#$$$

测量上清液中
B>Q

浓度$计算出不同浓度
X7

Q̀

L

悬液对
L
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质粒的负载效率%
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的基因释放曲线

按照步骤
%@"

取
%K

4

)

K\X7̀ Q

L

悬液组$离

心吸取上清液后$在沉淀中分别加入
#$$

#

\

L

`

值

为
"@&

和
F@I

的
XV5

溶液$置于
!FR

水浴条件下$

分别在
$@"

&
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&

F#

&
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&
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后吸取
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上清液$同时补足等量的
XV5

%
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L

#$$$

测量上清液中
B>Q

浓度$计算出在

不同时间段质粒
B>Q

释放百分比%
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X7̀ Q
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L

JTUX7c%

体外转染细胞

在
#K\

无血清
BAJA

培养基中加入
#"

#

\%

K(-

)

\

的
c,c-

#

溶液$使培养基中的
c,

#j浓度达到

%$KK(-

)

\

$再分别加入
"$$

#

\I$$

#
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)
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\

质粒

B>Q

和
#$$

#

\%K

4

)

K\

的
Q̀

L

悬液$混合均匀

置于
!FR

&

"PcC

#

的细胞培养箱中孵育
#$K3+

后

备用%将处于对数生长期的
AcU7F

细胞"人乳腺癌

细胞株#和
ABQ7AV7#!%

细胞"人乳腺癌细胞株#$

以每孔
#b%$

I个细胞的密度接种
#I

孔细胞培养板

中$每孔加入
%K\

培养基$置于细胞培养箱中培养

#I0

后$将配置好
L

7̀ Q

L

7

L
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复合

物加入到
#I

孔板中$每孔加入
#$$

#

\

$继续培养
IG

0

和
F#0

后荧光倒置显微镜观察并拍照%

%@G

!

X7̀ Q

L

颗粒生物相容性

将处于对数生长期的
;̀"FGO;<

细胞"人乳腺

上皮细胞株#以每孔
"$$$

个细胞的密度铺于
E&

孔

细胞培养板中$将
E&

孔板置于细胞培养箱下培养

#I0

后$每孔加入
%$

#
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不同浓度梯度的
X7̀ Q

L

悬液$在分别培养
#I

&
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F#0

后$每孔加入
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的
A88
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二甲基噻唑
7#

#

7#

$

"7

二

苯基四氮唑溴盐#溶液$继续培养
I0

后用真空安全

吸液器吸去培养液$每孔加入
%"$

#

\

二甲基亚砜溶

液"

BA5C

#$平板振荡器上振荡
%$K3+

后$酶标仪

CBIE$+K

处读取各孔的吸光值$按照公式!

细胞生存率
a

"
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实验组
H0&

调零孔#)"

0&

对照组

H0&

调零孔#
b%$$P

"

%

#

计算出细胞生存率$以颗粒浓度为横坐标&细胞生存

率为纵坐标绘制细胞生长活力图%
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对乳腺癌细胞的杀

伤效应

将处于对数生长期的
AcU7F
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ABQ7AV7#!%

和
;̀"FGO;<

细胞铺于
E&

孔细胞培养板中$细胞密

度为
"$$$

个每孔*将
E&

孔板置于细胞培养箱下培

养
#I0

后$每孔加入
#$

#

\X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7

-1.<

=

7%

复合物$分别培养
#I

&

IG

&

F#0

后$每孔加入

#$

#

\"K

4

)

K\

的
A88

溶液$继续培养
I0

后用

真空安全吸液器吸去培养液$每孔加入
%"$

#

\

BA5C

溶液$平板振荡器上振荡
%$K3+

后$酶标仪

CBIE$+K

处测量各孔的吸光值$按照步骤
%@G

中

的公式计算出细胞生存率%

#

!

实验结果与分析

#@%

!

X7̀ Q

L

颗粒的表征

图
%

为
X7̀ Q

L

颗粒在的场发射扫描电镜图%

从图中可以观察到$所合成的
X7̀ Q

L

颗粒形貌呈

两端细长$中间较粗的长梭状结构*颗粒长度为
!$$

"

I$$+K

$中间长度为
!$

"

I$+K

$颗粒的分散性

好$粒径大小比较均匀%

图
%

!

X7̀ Q

L

颗粒场发射扫描电镜照片

图
#

"

,

#为
X7̀ Q

L

颗粒的
f

射线粉末衍图%通

过与
Q̀

L

的标准粉末衍射数据"

'cXB5

1

E7I!#

#进

行衍射峰对比分析$制备的
X7̀ Q

L

颗粒主要晶型

为羟基磷灰石%

图
#

"

O

#为
X7̀ Q

L

颗粒的红外吸收光谱图%图

中
!I#$6K

7%处吸收峰和
%&"$6K

7%处吸收峰分别

为,

C̀

伸缩振动吸收峰和结合水的吸收峰*

GFE

6K

7%处吸收峰和
%II$6K

7%处吸收峰分别为
cC

#H

!

的

2

#

和
2

!

吸收峰$表明所合成的
X7̀ Q

L

颗粒中含有

cC

#H

!

$原因是合成过程中空气中的
cC

#

参与了反

应*

%$I$6K

7%处吸收峰对应
XC

!H

I

中的
2

!

吸收峰$

&$G6K

7%

&

"&"6K

7%处吸收峰是
XC

!H

I

中
X7C

的
2

I

吸

收峰*结合
fZB

结果$表明所合成的
X7̀ Q

L

颗粒

为羟基磷灰石%

图
#

"

6

#为
X7̀ Q

L

颗粒的
f

射线能谱图

"

JB5

#%从图中可以观察到$钙&磷和氧元素都被

检测出来$这与羟基磷灰石的元素组成相符合*少

量钠元素被检测出来$说明合成原料磷酸氢二钠

#"I
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有残留*碳元素也被检测出来$说明合成过程中空

气中的
cC

#

参与的反应$生成了部分的
c,cC

!

沉淀%

图
#

"

]

#为
X7̀ Q

L

颗粒的热重分析结果%图

中曲线表明
X7̀ Q

L

颗粒热失重分为两步$第一步

是
%"$R

以下质量比为
#@""P

的热失重$其原因

是结合水的失去*第二步为
%"$

"

&$$R

质量比为

G@E&P

的热失重$其原因是有机物
XJD

的分解$说

明所合成的
X7̀ Q

L

颗粒中有机物
XJD

的含量为

G@E&P

%

图
#

!

X7̀ Q

L

颗粒材料性能表征结果

#@#

!

X7̀ Q

L

颗粒的体外降解曲线

X7̀ Q

L

颗粒体外降解曲线选取降解天数为横

坐标$降解百分比为纵坐标$如图
!

所示%在
L

`

值

为
I@"

的
XV5

溶液中$

X7̀ Q

L

颗粒降解速度最快$

降解百分比最大$降解
E%]

后$其降解百分比达到

"&@FP

*随着
L

`

值的增大$颗粒的降解速度逐渐变

小$降解百分比也变小*在
L

`

值为
"@&

的条件下$

E%]

后颗粒的降解百分比达到
I$@&P

*而在
L

`

值

为
&@"

和
F@I

的条件下$

E%]

后颗粒的降解百分比

分别为
#G@"P

和
%G@#P

$表明
X7̀ Q

L

颗粒的体外

降解具有
L

`

值响应性%从生物安全性和恶性肿瘤

酸性微环境这两点考虑$

Q̀

L

颗粒在弱酸性
L

`

值

下缓慢降解性这一特征$为其作为缓释性基因载体

提供基础依据%

#@!

!

X7̀ Q

L

与
L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

质粒体外负载曲线

图
I

为
X7̀ Q

L

与
L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

质粒的体

外负载曲线%从图
I

中可以观察到$随着
X7̀ Q

L

悬

液浓度的增加$与颗粒结合的质粒
B>Q

的量也逐渐

,@

L

`aI@"

$

O@

L

`a"@&

$

6@

L

`a&@"

$

]@

L

`aF@I

图
!

!

X7̀ Q

L

颗粒体外降解曲线图

增加*在颗粒浓度为
$@%K

4

)

K\

时$质粒
B>Q

结

合百分比为
#"@EP

*而当浓度为
%$K

4

)

K\

时$质

粒
B>Q

结合百分比达到
E$@GP

%说明经
XJD

调控

合成的
Q̀

L

颗粒具有很好的基因负载效率$体外

能够有效地结合质粒
B>Q

%
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图
I

!

X7̀ Q

L

与质粒
B>Q

结合曲线

#@I

!

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

体外基因释放曲线

图
"

为
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

在
L

`

值为

"@&

"曲线
,

#和
F@I

"曲线
O

#

XV5

溶液中体外基因释

放曲线%在
L

`

值为
"@&

的条件下$前
&0

内其基

因释放量呈指数增长$

&

"

%II0

时间段里呈类线性

增长$并且在
%II0

后达到平台期$其最大释放量为

%G@!P

*在
L

`

值为
F@I

的条件下$前
&0

内其基因释

放量呈指数增长$其后基因缓慢释放$并且在
E&0

后

达到平台期$其最大释放量为
E@GP

%说明与
Q̀

L

颗粒结合的质粒
B>Q

在弱酸性
L

`

值下更容易释

放$进一步为其作为缓释性基因载体提供基础依据%

图
"

!

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

基因释放曲线

#@"

!

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

的体外转染实验

图
&

为
X7̀ Q

L

颗粒&

L

JTUX7c%

质粒和
X7

Q̀

L

7

L

JTUX7c%

复合物的体外转染人乳腺癌细胞

"

AcU7F

&

ABQ7AV7#!%

#

IG0

和
F#0

后的荧光图%

L

JTUX7c%

质粒带有绿色荧光蛋白基因$表达的绿

色荧光蛋白在蓝光激发下会发出绿色荧光%从图
&

中可以观察到$

A(6̂

组"

X7̀ Q

L

颗粒#由于没有携

带
L

JTUX7c%

质粒$无论是
AcU7F

细胞还是
ABQ7

AV7#!%

细胞$整个视野中都没有检测到绿色荧光*

L

JTUX7c%

质粒组对于两种细胞的转染效率都很

低$在转染
IG0

和
F#0

后$整个视野中只有极少数

的细胞表达绿色荧光蛋白%图
&

"

,

#中与
L

JTUX7c%

组相比$

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

对
AcU7F

细胞具有更

高的转染效率$整个视野中观察到更多绿色荧光蛋

白$这是由于
XJD

带正电荷$细胞膜表面带负电荷$

这样细胞能够有效地吸附
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

复合

物$提高转染效率$并且在转染
F#0

后绿色荧光蛋

白的表达量更多%但对于
ABQ7AV7#!%

细胞$

X7

Q̀

L

7

L

JTUX7c%

组的转染效率没有明显变化%图

&

"

O

#中与
L

JTUX7c%

组相比$在转染
IG0

和
F#0

后$视野中观察到的绿色荧光蛋白量并没有显著的

差异$仍保持着较低转染水平%

图
&

!

荧光显微镜检测
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

转染荧光图

#@&

!

X7̀ Q

L

颗粒的生物相容性

图
F

为
X7̀ Q

L

颗粒对
;̀"FGO;<

细胞毒性实验

结果$

X7̀ Q

L

悬液的终浓度为
$@$$%

&

$@$$"

&

$@$%

&

$@

$"

&

$@%

&

$@"

&

%K

4

)

K\

%随着
X7̀ Q

L

悬液浓度的增

加$

;̀"FGO;<

细胞的存活率并没有显著的变化$且细

胞存活率都在
G$P

以上%不同时间处理组"

#I

&

IG

&

F#0

#的细胞存活率也都在
G$P

以上$表明
X7̀ Q

L

颗

粒对
;̀"FGO;<

细胞表现出极低的细胞毒性%

图
F

!

X7̀ Q

L

生物相容性结果

I"I
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#@F

!

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

对乳腺癌细胞的杀

伤效应

图
G

为
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

复合物对乳

腺癌细胞的杀伤效果图%从图
G

中可以观察到终浓

度为
$@%K

4

)

K\

的
X7̀ Q

L

悬液对
AcU7F

细胞&

ABQ7AV7#!%

细胞和
;̀"FGO;<

细胞均表现出极

低细胞毒性$三种细胞的细胞存活率在培养
#I

&

IG

&

F#0

后也没有显著的变化$且都在
G$P

以上%

X7

Q̀

L

颗粒携载
L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

质粒后对人乳腺

癌细胞"

AcU7F

和
ABQ7AV7#!%

细胞#具有较显著

杀伤效果$但对人乳腺上皮细胞"

;̀"FGO;<

细胞#

不表现杀伤作用%对于
AcU7F

细胞$加入
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

复合物后$在培养
#I0

和
F#0

后其细胞存活率分别为
&"@!P

和
"$@IP

*而对于

ABQ7AV7#!%

细胞$在培养
#I0

和
F#0

后细胞存

活率分别为
F#@EP

和
&#@GP

$说明
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7

c%7-1.<

=

7%

的杀伤作用随着时间的延长而增强$且对

AcU7F

细胞具有更强的杀伤作用$推测是
X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

对
AcU7F

细胞具有更高的转染效率的

原因%

c,:,--,*

等'

#!

(发现
-1.<

=

蛋白能够有效促进

人肝癌细胞"

1̀

L

T#

#的凋亡%

8(

L

6N1M;̂,

等'

#I

(在

研究
>(],-

信号和恶性黑色素瘤的发生关系时$发

现
-1.<

=

蛋白能够降低黑色素瘤细胞的浸润性和集

落形成%本实验研究首次证实了纳米
Q̀

L

颗粒携

载
-1.<

=

7%

基因对乳腺癌细胞的杀伤效果%

图
G

!

X7̀ Q

L

7

L

JTUX7c%

对人乳腺癌细胞杀伤结果

(

!

结论

,

#以有机物
XJD

为模板调控合成了主要晶型

为羟基磷灰石的纳米颗粒$其形貌为长梭状$长度为

!$$

"

I$$+K

$中间宽度为
!$

"

I$+K

$颗粒分散性

好$尺度均匀%

O

#合成的纳米
Q̀

L

颗粒可有效吸附质粒

B>Q

$在弱酸性
L

`

条件下可实现对质粒
B>Q

的

持续释放$具有一定的
L

`

响应性%

6

#纳米
Q̀

L

颗粒对人乳腺上皮细胞表现出极

低的细胞毒性$具有良好的生物相容性$携载

L

JTUX7c%7-1.<

=

7%

质粒后$可成功转染人乳腺癌细

胞
AcU7F

和
ABQ7AV7#!%

$并在细胞内表达绿色

荧光蛋白标记的
-1.<

=

7%

蛋白$对人乳腺癌细胞的杀

伤效率达到
I$P

左右%本研究首次证明了人源

-1.<

=

7%

基因对人乳腺癌细胞的杀伤效应$纳米
Q̀

L

携载
-1.<

=

7%

基因用于乳腺癌治疗研究有望成为乳

腺癌基因治疗的一个新方向%
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