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纳米明胶硅氧烷的制备及其负载p５３基因
对肝癌抑制效果

郑娓诗a,孙艺钦a,赵雪芹a,陈　岑a,孔祥东b,解纯刚a

(浙江理工大学,a．生命科学学院;b．材料与纺织学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:采用溶胶Ｇ凝胶法制备明胶硅氧烷纳米颗粒(GSNPs),分析反应中的不同pH 值盐酸溶液对 GSNPs
的影响,并通过粒径、电位和形貌对 GSNPs进行表征.结果表明:pH 值３．０盐酸溶液为制备的最佳条件,制备的

GSNPs呈无规则球状,分散性较好,平均粒径为２５０nm 左右且分布集中,表面Zeta电位为３８mV.为评估其作为

基因载体的可行性及负载p５３ 基因对肝癌的抑制效果,采用凝胶电泳实验检测 GSNPs对pDNA 的负载率和释放

性,CCKＧ８法检测其生物相容性和激光共聚焦观察细胞内摄取情况以及 MTT 法、Westernblot综合评价其携载

pEGFPＧC１Ｇp５３ 对肝癌细胞的抑制效果,结果显示:GSNPs可有效负载pDNA且最适负载量比为２００∶１,在盐溶液

下表现出一定的释放性;此外 GSNPs具有良好的生物相容性,可携载 pDNA 逃逸出溶酶体的吞噬,携载 pEGFPＧ
C１Ｇp５３ 后对肝癌细胞 HepＧ３b表现出显著的抑制效果,并介导 GFPＧp５３融合蛋白的表达.研究结果表明所制备的

GSNPs可作为一种基因载体,负载p５３ 基因对肝癌细胞具有一定的抑制效果.
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０　引　言

原发性肝癌(Hepatocellularcarcinoma,HCC)
是一种高度恶性肿瘤,是世界上第五大常见癌症,也
是世界上癌症死亡率较高的主要疾病之一[１],在发

展中国家,HCC发生率超过８０％并在男性发病率

中居第二位[２].目前,治疗肝癌有许多方法,包括手

术切除、化疗、局部消融和肝移植,但大多患者发现时

已发展成为晚期不适合手术,且这些方法也存在显著

的毒性和高复发风险[３Ｇ５].目前在大多数国家中仍缺

乏有效的治疗方法,HCC的死亡率几乎等于发病

率[６].因此,开发一种在提高肝癌患者预后能力和尽

量减少与治疗相关的毒性的治疗方法是非常迫切的.
基因治疗作为一种新兴的治疗方法,是依赖某

种载体递送核酸如质粒DNA、siRNA和 miRNA等

进入患者细胞从而达到治疗目的[７],现已被广泛认

为是治疗许多疾病的有效方法,如心血管[８]、遗传性

疾病[９]、神经性疾病[１０]、恶性肿瘤[１１]以及多基因诱

导疾病如血友病[１２]和肌肉萎缩症[１３]等.迄今为止,
近２６００个基因治疗临床试验已经完成并在全球获得

批准[１４].近年来,随着分子生物学的快速发展以及

人类基因组工程的完成,人类疾病DNA基因组学的

深入研究,通过基因治疗手段来治愈疾病的新模式策

略也越来越为人所接受,但选择一种高效、安全的基

因载体和治疗基因仍然是成功基因治疗的巨大挑战.

p５３蛋白作为肿瘤抑制因子可参与多种细胞反

应,在调节细胞周期阻滞、细胞凋亡、DNA 修复、自
噬、代谢、mRNA 翻译和反馈机制等方面起着重要

作用[１５].p５３ 基因的突变在肿瘤的发生发展中起

着重要作用,超过５０％的癌症(包括 HCC)是由p５３
基因突变引起的[１６].用腺病毒作为基因载体重新

引入野生型p５３ 基因已经达到临床水平,其中也包



括对 HCC 的治疗[１７Ｇ１８].脂质体[１５]和阳离子聚合

物[１９]的非病毒载体也越来越多地被用于p５３ 基因

传递治疗 HCC,引入野生型p５３ 诱导肿瘤细胞发生

凋亡而成为癌症基因治疗的一种新手段.
明胶硅氧烷纳米颗粒(Gelatinsiloxanenanoparticles,

GSNPs)具有低毒性、可降解性、表面易吸附、易修

饰性以及易重复合成等优点,作为生物材料已被广

泛用于骨组织工程[２０]、脑疾病治疗[２１Ｇ２２]和基因药物

载体[２３Ｇ２４]等研究.由于 GSNPs表面带有较大量的

正电荷,可作为一种潜在的基因载体材料,介导目的

基因进入细胞并表达,但对于 GSNPs负载治疗基

因对癌细胞的效果却鲜有报道.本文采用溶胶Ｇ凝

胶法探究不同的pH 值盐酸溶液对纳米明胶硅氧烷

制备的影响及其作为基因载体负载p５３ 基因对肝

癌细胞的抑制效果.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

a)材料:pEGFPＧC１Ｇp５３(p５３)质粒为本实验室

所保存,明胶(１００g,美国BBI公司),GPSM(３Ｇ缩水

甘油 醚 氧 基 丙 基 三 甲 氧 基 硅 烷,分 析 纯,美 国

ACROSORGANICS公司)、APTMS((３Ｇ氨丙基)
三甲氧基硅烷,分析纯,美国 ACROSORGANICS
公司),FITC(异硫氰酸荧光素,１０mg,美国Sigma
公司),CCKＧ８试剂盒、MTT粉末、PI(碘化丙啶)粉
末、RIPA 裂解液、SDSＧPAGE凝胶配制试剂盒(均
购自上海碧云天公司),LysoTrackerBlueDNDＧ２２、

BCA试剂盒(美国 ThermoFisher公司),p５３ 抗体

(０．１mL,美国 Novus公司),βＧactin抗体(０．１mL,
美国 Affinity公司),鼠二抗、ECL试剂盒(杭州联

科生物技术股份有限公司).

b)仪器:场发射扫描电镜(ZEISSＧULTRA５５,
日本 Hitachi公司),动态光散射仪(LBＧ５５０V,英国

Malvern公司),数显控温磁力搅拌器(７８HWＧ３,杭
州仪表电机有限公司),凝胶成像仪 (GGM/D２,

GeneGenius公 司),酶 标 仪 (ELx８００,BioTek 公

司),激光共聚焦显微镜(LSM７１０３Ｇchannel,德国

Zeiss公司).

１．２　不同pH 值条件下纳米明胶硅氧烷的制备及

表征

首先分别向２０．０mL的pH 值２．０、３．０、４．０和

５．０盐酸溶液中加入０．１５g的明胶,４０℃下加热溶

解,配成明胶溶液为０．７５％.再向明胶溶液中分别

加入０．２０gGPSM(１８５μL),于６０ ℃,５００r/min

的磁力恒温搅拌器上搅拌３０min.然后向反应体

系中加入０．０８gAPTMS(７５μL),于６０℃下继续

搅拌８~１０h.最后停止搅拌,以１４０００r/min,２０℃
离心２０min,获取白色沉淀,超声分散水洗三遍后,
以１０．０mL的ddH２O 超声波重新悬浮,即得到约

４mg/mLGSNPs悬浮液.
用场发射扫描电镜(FEＧSEM)对颗粒形貌进行

观察,动态光散射仪(DLS)分析其粒径和表面Zeta
电位.

１．３　纳米明胶硅氧烷对p５３ 基因的包封性

选取pH 值３．０盐酸溶液为反应基础,新鲜制

备好的GSNPs重悬超声分散,浓度为４mg/mL,分
别与pEGFPＧC１Ｇp５３ 以１０∶１、３０∶１、５０∶１、１００∶１、

１５０∶１和２００∶１的质量比均匀混合,用ddH２O补

齐体系,涡旋１５s,室温孵育静置６０min,即得到

GSＧp５３ 纳米复合物.采用琼脂糖凝胶电泳法检测

GSＧp５３ 复合物中是否有pDNA 溢出,评价纳米颗

粒对p５３ 的包封效率.

１．４　纳米复合物 GSＧp５３ 的粒径和表面Zeta电位

分析

取新鲜制备的 GSＧp５３ 纳米复合物悬液,用

ddH２O稀释后加入１．２mL至样品池中,置于动态

光散射仪上测定其粒径和Zeta电位.

１．５　对p５３ 基因的释放性

按１．３中方法制备复合物悬液(质量比为２００∶１),
分成３等份,离心分离(１４０００r/min,２０℃,２０min)
后,弃上清液,分别超声重悬于相 同 体 积 的 ５０、

１５０mmol/L和３００mmol/L的 NaCl溶液中,并均

置于２００r/min,３７ ℃的摇床中振荡３０、６０min和

１２０min后,每组取出等体积的复合物悬浮液离心

分离,进行凝胶电泳检测上清液中是否有p５３ 溢

出.

１．６　纳米明胶硅氧烷的生物相容性

本文采用 CCKＧ８试剂盒检测 GSNPs对肝细

胞的毒性.纳米颗粒的无菌处理:将新鲜制备的GS
NPs,１４０００r/min,２０ ℃,离心２０min后弃上清,

７５％酒精超声重悬至相同浓度,消毒３０min后,离
心分离(１４０００r/min,２０℃,２０min),用无菌水水洗

三次,超声分散到无血清培养基中,得到１mg/mL的

使用液,使用时根据实验浓度要求稀释.
取对数生长期的人肝正常细胞 LＧ０２以每孔

１００μL,细胞密度为１×１０５ 个/mL接种于９６孔板

中,并放置于３７℃的５％CO２ 培养箱中培养.待细

胞贴壁生长良好后更换为含有不同浓度(０、０．１、
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０．２、０．４、０．６、０．８、１．０mg/mL)GSNPs的无血清培

养基,其中每个浓度设５个复孔.分别共培养２４、

４８h和７２h后,吸除旧培养液并用PBS洗两次,加
入１００μL新鲜培养基.避光加入１０μLCCKＧ８溶

液,继续孵育１~２h后,酶标仪测定波长在４５０nm
处的各孔吸光值(OD 值),并根据式(１)计算细胞存

活率:

X/％＝OD２－OD０

OD１－OD０
×１００ (１)

其中:X 为细胞存活率;OD２ 为实验组的 OD 值;

OD１ 为对照组的OD 值;OD０ 为Blank组的OD 值.

１．７　GSＧp５３ 细胞内摄取情况

荧光标记的纳米颗粒(FITCＧGSNPs)的制备:
取新鲜制备的 GSNPs重悬于pH 值８．０的磷酸缓

冲液中配成 ２~５ mg/mL 的浓度.以 GS NPs/

FITC的比例为３００∶１加入 FITC溶液,避光室温

振荡反应１~２h.１４,０００r/min,２０℃离心２０min
后,弃上清,ddH２O 超声洗涤三次,得到 FITCＧGS
NPs.荧光标记的FITCＧGS/p５３ＧPI纳米复合物的

制备:先将p５３ 用PI进行标记,将质粒p５３ 与PI以

１∶１比例混匀,室温避光孵育２０min后,即得到

PIＧp５３ 质粒.然后将 FITCＧGSNPs与 PIＧp５３ 质

粒按１．３中的方法混合后离心弃上清(质量比为

２００∶１),即得到FITCＧGS/p５３ＧPI纳米复合物.激

光共聚焦样品制备:取１．０mL对数生长期、５×１０４

个/mL的 HepＧ３b细胞接种于３５mm 玻底培养皿

(共聚焦专用培养皿)中,待细胞贴壁生长良好后,

PBS洗涤两次,更换为９００μL无血清 DMEM 培养

基,避光加入１００μL新鲜制备、２mg/mL的FITCＧ
GS/p５３ＧPI纳米复合物悬液,分别共培养 ６h 和

２４h.吸去旧培养液,PBS清洗两次.更换为１．０mL新

鲜DMEM 培养基,加入５０μL１μmol/LLysoTracker
Blue(标记溶酶体)染色液继续孵育２h.去除旧培养

基,PBS洗涤三次,每次清洗３~５min.加入１．０mL
４％多聚甲醛室温固定１５min.去除固定液,PBS
洗涤三次.于玻底滴加一滴抗荧光淬灭封片剂,

４℃黑暗环境下短时间保存.所有操作均需避光.
激光共聚焦显微镜下观察:绿色代表 GSNPs,红色

代表p５３ 质粒,蓝色代表溶酶体细胞器.

１．８　GSＧp５３ 对肝癌细胞的抑制效果

本文采用 MTT法检测 GSＧp５３ 处理后,肝癌细

胞的存活率情况.取生长状态良好的肝癌细胞 HepＧ
３b消化计数后调整细胞密度为１×１０５ 个/mL,以每

孔１００μL接种于９６孔板,培养２４h后,弃掉旧培

液,加入不同处理组的无血清培养液:裸p５３、GS
NPs、GSＧp５３(每孔纳米颗粒的终浓度为６００μg/mL,

p５３ 浓度３μg/mL),继续共培养２４、４８h后,PBS
清洗两次,更换新鲜培养液,每孔加入２０μL浓度为

５mg/mLMTT溶液,培养箱内继续孵育４h后,小
心吸除每孔内培养基,加入１５０μLDMSO,轻微振

荡１０min,酶标仪测定４９０nm 处的吸光值.计算

细胞存活率.

１．９　Westernblot检测p５３ 蛋白表达水平

GFPＧp５３ 融 合 蛋 白 的 收 集:取 对 数 生 长 期

HepＧ３b细胞以每孔２．０mL培养基和２×１０５ 个细

胞接种于六孔培养板,待细胞贴壁良好后,更换为无

血清 DMEM 培养基,分别加入等量的p５３ 和 GSＧ
p５３(纳米颗粒终浓度为１mg/mL),于３７ ℃,５％
CO２ 培养箱中共培养４８h后,弃尽旧培养液并用

PBS清洗两次,每孔加入１００μLRIPA 裂解液,冰
上充分裂解３０min后收集并加入６×loadingbuffer
于１００℃金属浴１０min,用于 SDSＧPAGE 电泳或

－２０℃短期保存.

SDSＧPAGE电泳:本文采用１２％的分离胶和

５％的浓缩胶,按试剂盒操作说明配制SDSＧPAGE.
每孔加入５０μg蛋白样品,Maker５μL,于８０V 电

压下电泳至浓缩胶分离胶分界处时,加大电压至

１２０V,电泳约１．５h.转膜:电泳结束后以负胶正

膜(负极Ｇ海绵Ｇ滤纸Ｇ凝胶ＧPVDF膜(甲醇活化２０s,
正面朝下)Ｇ滤纸Ｇ海绵Ｇ正极)的顺序组装好并置入电

转槽中,加入４℃预冷的转膜缓冲液,于冰上转膜,
电压１００V,时间９０min.封闭:转膜结束后,TBST
清洗三次,每次５min,置于５％脱脂奶粉封闭液中,

１１９r/min室温封闭２h.抗体孵育并显影:弃掉封闭

液,加入１０．０mL一抗溶液(p５３抗体以１∶１０００比例

稀释,内参βＧactin以１∶３０００比例稀释),１１９r/min
４℃孵育过夜.TBST清洗四次,每次１５min,加入

鼠二抗溶液(以１∶５０００比例稀释),１１９r/min室温

孵育２h.TBST清洗四次后置于超灵敏化学发光

成像仪中曝光检测.

２　实验结果与分析

２．１　不同pH 值条件下的 GSNPs制备

为了探究溶胶Ｇ凝胶法制备 GSNPs过程中盐

酸溶液pH 值的影响,本实验以不同pH 值盐酸溶

液为反应基础,分别研究pH 值２．０、３．０、４．０和５．０
盐酸溶液条件对 GSNPs粒径、表面Zeta电位和形

貌的影响,结果如表１和图１所示.表１结果显示:
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pH 值２．０盐酸溶液中,反应难以形成乳白色悬浊

液即 GSNPs;当在pH 值为３．０、４．０和５．０盐酸溶

液中,反应８~１０h均可得到乳白色悬浊液,因此采

用溶胶Ｇ凝胶法合成 GSNPs过程中,必须在pH 值

大于２．０的弱酸环境中进行,GPSM 中环氧基团才

能和明胶的氨基反应以形成明胶ＧGPSM 化合物.
随着pH 值的增大,纳米颗粒的平均粒径由２５５nm
增大到３１６nm,分散性系数由０．２１增大到０．３１,粒
径分布如图１所示:pH 值越小,粒径分布越均匀,

pH 值３．０和４．０盐酸条件下主要分布在２００~
４００nm,pH 值５．０时分布较宽;Zeta电位并未因粒

径分布发生较大变化,稳定在３７~４０mV(表１).
以上结果表明,当其他反应条件不变时,盐酸溶液的

酸性越弱,制备的 GSNPs平均粒径越大,分布越

宽,而对表面组成无较大影响,仍带正电荷.
表１　不同pH值体系下GSNPs的粒径、

Zeta电位和分散性系数

pH 值 粒径大小/nm Zeta电位/mV 分散性系数

２．０ － － －

３．０ ２５５．４±４．７ ３９．６±０．９ ０．２１

４．０ ２６９．１±３．４ ３８．９±０．３ ０．２５

５．０ ３１６．５±２．４ ３７．６±０．７ ０．３１

注:pH 值２．０盐酸溶液下,未形成乳白色悬浊液即 GSNPs.

图１　不同pH 值盐酸溶液下 GSNPs的粒径分布

图２为不同pH 值盐酸溶液下 GSNPs的场发

射扫描电镜图.图２(a)－(c)显示,pH 值大于２．０
盐酸环境下制备的 GSNPs呈不规则的球形形貌,
分散性较好,存在一种粒径均一约５０~１００nm 的

小颗粒.pH 值越大,纳米颗粒粒径越大,盐酸溶液

pH 值５．０时形成的粒径约３００nm以上明显比pH
值３．０时大,pH 值３．０和pH 值４．０时形成的 GS
NPs粒径较均一,约２５０~３００nm 间,且pH 值３．０
下形成的较小颗粒相对于pH 值４．０较多,可能导

致pH 值３．０平均粒径相对较小.与粒径 DLS结

果综合分析,pH 值３．０盐酸溶液下制备的 GSNPs
分散性较好,平均粒径较小,粒径分布集中,表面带

有一定的正电位.

图２　不同pH 值盐酸溶液下 GSNPs的FEＧSEM 图

２．２　纳米明胶硅氧烷对p５３ 基因的包封性

为了定性分析 GSNPs对pEGFPＧC１Ｇp５３ 的包

裹能力,对纳米复合物进行凝胶电泳检测,结果如图

３所示,随着质量比的逐渐增大,条带亮度逐渐减

弱,点样孔的亮度逐渐增强,表明游离的p５３ 逐渐

减少,而在点样孔中滞留的p５３ 逐渐增多,说明纳

米颗粒的包裹能力随着其含量的增加而增强.其中

GSNPs在质量比为３０∶１时,未出现明显条带,表
明 GS NPs以 ３０∶１ 的质量比能很好地包裹住

p５３.

图３　GSNPs对pEGFPＧC１Ｇp５３ 的包封性检测

注:泳道 ND为裸p５３;泳道１~６分别为 GSNPs/p５３ 质量

比为１０∶１、３０∶１、５０∶１、１００∶１、１５０∶１、２００∶１.
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２．３　GSＧp５３ 的粒径和表面Zeta电位

对于非病毒基因载体来说,其粒径和表面电位

是影响细胞内化效率和进入细胞方式的重要影响因

素[２５].通过对 GSＧp５３ 纳米复合物的粒径和表面电

位分析,分析其最适进入细胞的质量比复合,结果如

图４所示.图４表明:GSNPs与p５３ 复合后,表面

电位呈现明显的下降,其原因是纳米颗粒负载p５３
质粒是通过正负电荷静电吸附作用使pDNA 结合

到纳米颗粒表面,屏蔽纳米颗粒表面的正电荷,导致

了其表面电位的下降.GSNPs粒径明显呈现先增

后降的趋势,当复合物表面电位为０左右,粒径达到

微米以上,说明复合物呈现明显的团聚现象,此时质

量比３０∶１,结合图３中的GSNPs的包封性,推测其

原因可能是当质量比为３０∶１时,GSNPs刚好能最

大比包裹住质粒p５３,从而导致复合物呈电中性,复
合物间的同种电荷排斥力减弱,而呈现明显的团聚.
由图４还可知,随着纳米颗粒质量比的增加,复合物

表面电位大体呈现逐渐增大趋势,最后趋于稳定,这
表明随着纳米粒子的增多,其吸附能力越强,当达到

一定包裹比例后,pDNA含量不会显著影响其表面电

位.而当复合物表面电位稳定于３０mV左右时,其
粒径仍有一定程度的增大,但总体小于４００nm,表明

粒径的增大主要是由于pDNA 结合到纳米颗粒表

面引起的.纳米颗粒进入细胞主要是由于表面正电

荷与细胞膜表面带负电荷分子的静电相互作用而使

其与膜结合,因此对于纳米颗粒复合物来说,维持一

定的正电荷是很有必要的,且在纳米颗粒与p５３ 质

量比为２００∶１的条件下 GSＧp５３ 具有较小的粒径

和一定的正电位,因此在后续研究中,GSNPs按此

质量比条件包裹p５３ 质粒,作为纳米复合物.

图４　以不同质量比复合的 GSＧp５３ 纳米

复合物粒径和表面电位分析

２．４　GSＧp５３ 体外对p５３ 基因的释放性

图５为 GSＧp５３ 纳米复合物在５０、１５０mmol/L
和３００mmol/LNaCl溶液中体外对p５３ 基因的释

放性.图５显示:１２０min时,随着 NaCl浓度的增

加,p５３ 电泳带的亮度逐渐增加,表明p５３ 释放量的

增加.纳米复合物在３００mmol/L的 NaCl溶液中

有明显的p５３ 电泳带,且随着振荡时间的延长,条
带亮度增加,表明对p５３ 的释放作用增强.其原因

可能是盐溶液环境中,纳米颗粒对p５３ 的静电作用

被盐离子竞争性破坏,因此随着盐浓度的增加和时

间的延长,离子竞争效应增强,从而导致p５３ 释放

增大.

图５　GSＧp５３ 对p５３ 的释放性

注:泳道 ND为裸p５３;泳道１—９分别代表 GSＧp５３ 纳米复合物在

５０mmol/LNaCl溶液中３７℃恒温振荡３０、６０min和１２０min(泳道

１、２、３),１５０mmol/LNaCl溶液中３７℃振荡３０、６０min和１２０min
(泳道４、５、６),３００mmol/LNaCl溶液中３７℃振荡３０、６０min和

１２０min(泳道７、８、９).

２．５　纳米明胶硅氧烷的生物相容性

为了进一步研究纳米明胶硅氧烷作为基因载体

的可行性,对其生物相容性进行检测,图６为 GS

NPs在０．１~１．０mg/mL范围内,不同处理时间对

肝正常细胞 LＧ０２的细胞毒性结果.图６显示:GS
NPs对肝细胞的毒性随浓度的增加和处理时间的

延长,细胞生长受抑制比较明显,表现出轻微的细胞

毒性,当浓度小于０．６mg/mL时,其细胞存活率仍

达到８０％以上,总体而言,所制备的 GSNPs具有

良好的生物相容性,具备一个基因载体所必有的生

物安全性,为其后续抑癌效果研究奠定基础.

图６　GSNPs的生物相容性
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２．６　GSＧp５３ 细胞内摄取研究

为探究纳米明胶硅氧烷作为基因载体携载

pDNA进入细胞后在胞内的摄取情况,本文通过

FITC标记GSNPs,PI标记p５３,共培养６h和２４h
后,对溶酶体进行染色,激光共聚焦观察,结果如

图７所示.由图７可知,当共培养６h时,GSＧp５３
荧光点基本与溶酶体荧光点重叠,表明 GSNPs携

载p５３ 进入细胞后首先被溶酶体所吞噬.２４h
后,有少量荧光点(见图７中的 Merge图)单独存

在,表明随着共培养时间的延长,少部分 GSNPs
携载p５３ 开始逃逸出溶酶体的吞噬进入细胞质及

细胞核中.以上结果表明 GSNPs作为基因载体

进入细胞后对溶酶体的逃逸情况存在一定的时间

依懒性.

图７　激光共聚焦显微镜观察 GSＧp５３ 进入 HepＧ３b细胞后细胞内摄取情况

２．７　GSＧp５３ 对肝癌细胞的抑制效果

图８为纳米颗粒终浓度为６００μg/mL(p５３ 终

浓度为３μg/mL)的不同处理组对肝癌细胞 HepＧ３b
分别处理２４h和４８h的抑制效果.从图８中可以

看出 GSNPs对肝癌细胞具有较好的生物相容性,
其细胞存活率达到８０％以上.GSNPs携载p５３ 后

对肝癌细胞 HepＧ３b具有较显著的抑制效果;相对于

裸p５３质粒,GSＧp５３表现出极显著的抑制作用,具有

统计学意义.在培养２４h和４８h后,加入GSＧp５３纳

米复合物组细胞存活率分别为６９．７％和６３．３％,说
明随着处理时间的延长,肝癌细胞的存活率有所降

低,在４８h时表现出更强的抑制作用.推测可能是

随着时间的延长,更多的 GSNPs携载p５３ 逃逸出

溶酶体的吞噬,从而进行下一步转染的原因.

图８　GSＧp５３ 对肝癌细胞 HepＧ３b的抑制效果

注:∗∗表示p＜０．０１,对 GS组和 GSＧp５３组进行统计学分

析;∗∗∗表示p＜０．００１,对pEGFPＧC１Ｇp５３组和 GSＧp５３组进

行统计学分析.

２．８　Westernblot检测p５３ 蛋白的表达水平

本文以 βＧactin蛋白为内参蛋白,用 Western
blot检测 GFPＧp５３融合蛋白的表达情况,结果如图

９所示,由图９可知,内参βＧactin蛋白表达水平基本

一致,而 GFPＧp５３呈现不同的表达,说明在上样量

相同的情况下,对于肝癌细胞 HepＧ３b,裸p５３ 没有

融合蛋白的表达,而在有载体 GSNPs的介导下,

HepＧ３b细胞内能成功表达融合蛋白.因此,GS
NPs作为一种基因载体可成功携载p５３ 进入肝癌

细胞 HepＧ３b转染并使 GFPＧp５３融合蛋白表达,从
而促进肝癌细胞凋亡,达到一定的抑制效果.

图９　HepＧ３b细胞p５３蛋白表达检测

３　结　论

本文采用溶胶Ｇ凝胶法制备纳米明胶硅氧烷,探
讨反应中不同pH 值盐酸溶液的影响,并对其进行

表征分析;通过凝胶电泳实验检测其对pDNA 的负

载率及释放性;CCKＧ８法检测其生物相容性;激光

共聚焦观察纳米复合物进入细胞后在胞内的摄取情

况;MTT 法和 Westernblot实验综合评估其负载

p５３ 基因对肝癌细胞的抑制效果.主要结论如下:
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a)采用溶胶Ｇ凝胶法制备GSNPs过程中,必须

是在pH 值大于２．０的弱酸环境下,反应才能进行

从而合成 GSNPs;随着pH 值的增大,纳米颗粒的

平均粒径由２５５nm增大到３１６nm,粒径分布变宽,
但其形貌不会产生较大影响,仍呈无规则球状颗粒,
分散性较好,且表面带有一定的正电荷.GSNPs
是以pH 值３．０的盐酸溶液为反应基础条件下获

得,其粒径约２５０nm左右、表面Zeta电位３８mV.

b)GSNPs在３０∶１时可有效负载p５３,但作

为基因载体其在２００∶１的质量比时合成的纳米复

合物 GSＧp５３ 粒径较小,表面带有一定的正电位,最
适合细胞膜的胞吞作用.此外,GSNPs在盐溶液

条件下可实现对p５３ 的释放.

c)GSNPs对人正常肝细胞LＧ０２的毒性较低,
具有良好的生物相容性.携载p５３ 进入细胞后少

部分纳米复合物可逃逸出溶酶体的吞噬,从而进行

转染使 GFPＧp５３融合蛋白在肝癌细胞 HepＧ３b内成

功表达,促进肝癌细胞的凋亡,对肝癌细胞具有显著

的抑制效果.
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PreparationofnanoＧgelatinsiloxaneandinhibitioneffectofits
loadedp５３geneonthehepatocellularcarcinoma

ZHENGWeishia,SUNYiqina,ZHAOXueqina,CHENCena,KONGXiangdongb,XIEChunganga

(a．CollegeofLifeScience;b．CollegeofMaterialsandTextiles,

ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Gelatinsiloxanenanoparticles(GSNPs)werepreparedwithsolＧgelmethod,andtheeffect
ofhydrochloricacidsolutionwithdifferentpH onGSNPswasdiscussed．GSNPswerecharacterized
throughparticlesize,potentialandmorphology．Theresultsshowedthat,hydrochloricacidsolutionwith
thepHvalueof３．０wastheoptimalconditiontoprepareGSNPs．TheGSNPswithgooddispersion
presentedirregularspherical．Theaverageparticlesizewasabout２５０nm withconcentrateddistribution
andthesurfaceZetapotentialwas３８mV．Toevaluateitsfeasibilityasagenecarrierandtheinhibition
effectofloadedp５３genetolivercancer,gelelectrophoresiswasusedtotesttheloadrateandreleaseofGS
NPsonpDNA．CCKＧ８ methodwasappliedtodetectthebiocompatibilityandlaserscanningconfocal
microscopy(LSCM)toobserveintracellularuptake．TheinhibitioneffectofGSNPsloadedwithpEGFPＧ
C１Ｇp５３onhepatocellularcarcinomacellswasevaluatedbyusing MTTand Westernblot．Theresults
showedthatGSNPscouldeffectivelyloadpDNAwiththeoptimalloadratioof２００∶１andshowedcertain
releaseinthesaltsolution．Inaddition,GSNPshadgoodbiocompatibilityandcouldcarrypDNAtoescape
fromthephagocytosisoflysosomes．AftercarryingpEGFPＧC１Ｇp５３,itshowedsignificantinhibitioneffect
onhepatomacellsHepＧ３bandmediatedexpressionofGFPＧp５３fusionprotein．Theresultsofthisstudy
indicatedthatGSNPscouldbeusedasagenecarrierandtheloadedp５３genehadcertaininhibitioneffect
onlivercancercells．

Keywords:gelatinsiloxane;hepatocellularcarcinoma;p５３;inhibitioneffect
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