
! 引言
磁感应热疗是肿瘤治疗的新型加温治疗方法!该方法将

磁性介质如磁性纳米粒子"!"#$%&’( )"$*+,"-&’(.%/!01,/#植
入肿瘤组织!在外加交变磁场的作用下 !磁性介质通过产生
磁滞$弛豫或涡流效应而加热% 由于生物体内没有磁性物质!
当体内肿瘤组织植入磁性纳米介质后!在交变磁场作用下可

将电磁能转换成热能!实现定位和适形的磁感应热疗% 目前!
磁感应热疗发展出动脉栓塞热疗 234$直接注射热疗 254和细胞内

热疗 2646种策略%
磁感应热疗作为一种新的肿瘤加热治疗方法! 能够适形

地将肿瘤组织加热到有效治疗温度范围内! 并维持一段时
间!以达到对肿瘤细胞的毁灭性打击!尽可能避免靶区外正
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为了研究不同表面修饰的磁性纳米粒子!%&’("的细胞毒性作用#评价其生物安全性#选用小鼠成纤维细胞!)*$*"#使用
%++ 比色法#对 ,-氨基丙基三乙氧基硅烷!.’+/"修饰和溴化双十二烷基二甲基铵修饰的两种磁性纳米粒子不同剂量$时间对细
胞的影响进行研究%结果发现#不同修饰的两种 %&’(的浸提液的毒性分级试验中#.’+/ 修饰的 %&’(主要为 " 级#$级#合格&
而高浓度 0%.1 修饰的 %&’( 的浸提液在 234 组中为 2 级# 有较强的毒性% %&’( 的体外细胞毒性检测显示#.’+/ 修饰的
%&’(与 0%.1 修饰的 %&’(相比#对细胞的生存率抑制较小% 结果表明#.’+/ 修饰的磁性纳米粒子生物相容性更好#磁性纳
米粒子在不同剂量$时间对细胞毒性表现出一定的差异#存在一定程度的剂量$时间依赖性#且对细胞增殖抑制较低%

!!!磁性纳米粒子&氨基硅烷&0%.1&细胞毒性
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常组织的过热损伤! 极力扩大肿瘤组织与正常组织的温差"

磁感应热疗应用于临床的关键是磁性介质!其中磁性纳米粒
子除应用于磁感应热疗外!在磁性药物载体#肿瘤靶向定位
诊断的研究中也已广泛开展!其中较为常用的有 !"#$%#!"%$&

磁体#磁铁矿等" 磁性纳米粒子由于其独特性质和潜在的应
用价值!在各种领域吸引了越来越多的关注 !特别是在生物
医学和生物工程领域!如磁辅助药物输送 ’&(#细胞分离 ’)(#*+,
诊断$核磁共振成像%造影剂 ’-(#生物大分子的分离纯化 ’.(等"

磁性纳米粒子是临床应用的关键!生物相容性决定了磁
性纳米粒子的使用范围和应用前景 ’/(!对于需要使用的磁性
纳米粒子!必须经过评价达到一定的标准要求后才可以在临
床上应用"在 *012的合成方式#大小#形状等影响毒性 ’3(的要

素相同的情况下! 使用表面修饰剂进行 *012 的表面功能化
就成为改变其生物相容性的首要方式" 为了解不同表面修饰
的磁性纳米粒子对细胞是否产生毒性影响!本文对不同修饰
的 *012 体外细胞毒性进行了比较"

! 材料与方法
!"! 实验材料和仪器
!"!"! 磁性纳米粒子的预处理
由清华大学工程物理系研制的 %4氨基丙基三乙氧基硅

烷$%456789:;9:<=>;7">?9@<27=58"!A1BC%修饰的磁性纳米粒子
和溴化双十二烷基二甲基铵 $D7E9E"F<=E76">?<=566987G6
H;967E"!D*AI%修饰的磁性纳米粒子!蒸馏水#无水乙醇分别
清洗 % 次!J#K!#%%*15 蒸汽灭菌"
!"!"# 细胞株
小鼠 L3#3 成纤维细胞! 购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心"

!"!"$ 实验试剂
+1,*4K-&M 培养液 $主要含 K-&M 培养基 KMMNOKMMM6L!

$美国 P,IQ$公司%&青霉素 KMMRS6L$美国 ,0ALQ$0 公司%&
链霉素 KMMRS6L $北京拜尔迪生物制品有限公司%&KMT胎牛
血清!C7N65 公司%&磷酸盐缓冲液$1?92:?5>" IGUU";"E C5=78"!
1IC!:V .W#%&MW#)T胰酶消化液$北京拜尔迪生物制品有限公
司%&*BB$%X$&!)X二甲基噻唑X#%X#!)X二苯基四氯唑溴盐!
北京拜尔迪生物制品有限公司%&二甲基亚砜$D*C$!北京北
化精细化学品有限公司%&台盼蓝$染液!北京拜尔迪生制品
有限公司%"

!"!"% 实验仪器
I79X+5E -/M 酶联免疫检测仪 !超净工作台$YCQ$ 科技

有限公司%&细胞培养箱!微量加样器$吉尔森精密移液器服
务中心%&电子分析天平$梅特勒X托利多仪器$上海%有限公
司%"

!"# 实验方法
!"#"! 样品制备
将 *012 悬浮液灭菌处理! 用磁铁吸附! 弃上清液!用

+1*,XK-&M培养液重悬!小瓶分装!&!保存" *012 浸提液制

备 ’)(’取 *012!灭菌处理!加入 K-&M培养液$按 KN *012 加入
KM6L 培养基%!放置于 %.!#)TQ$#的培养箱中 .#?!取上清
液离心 $KMMMM;S678!)678%! 留上清液分装! 作原液 $浓度’

KMMT%!&!保存待用"
!"#"# 细胞培养
小鼠 L3#3 成纤维细胞培养于含 KMT小牛血清#KT青霉

素和 KT链霉素的 +1*,K-&M培养基中! 于 %.!#)TQ$#的培

养箱中培育至对数生长期"

!"#"$ &’() 浸提液对细胞的作用
取对数生长期的 L3#3 细胞!调整细胞数为 )"KM&S6L!按

#MM!LS孔加入 3- 孔板!每实验浓度设复孔 - 个!待细胞贴壁
后!吸去培养基!加入 *012 浸提液$设浓度梯度 MT##)T#

)MT#.)T#KMMT!MT为对照组%!置于培养箱继续培养!分别
在 #&!&/!.#? 做 *BB 检测$波长 ).M86%!计算细胞生存率和

*012浸提液的细胞毒级"
!"#"% &’() 对吸光度的影响
将两种 *012 悬浮液配制不同浓度$MW)!KWM!#W)!)WM!KMWM!

#MWM!)MWM!NS6L%!以 #MM!LS孔!加入 3- 孔板 !置于 %.!#)T
Q$#培养箱中 #&?" 取出加入 %M!L *BB染液! 避光放入培养
箱!&?后取出!吸去液体!再加入 K)M!L D*C$!转速 &MMM;S678
的摇床振荡 KM678!酶标仪波长 ).M86!检测各组吸光度值"

!"#"* &’() 对细胞的作用
对数生长期的 L3#3 细胞! 调整细胞数为 )"KM&S6L!按

#MM!LS孔加入 3- 孔板!每实验浓度设复孔 - 个!待细胞贴壁
后 ! 吸去培养基 ! 加入 *012 悬浮液 $设浓度梯度 ’

M!MW)!#W)!)WM!KMWM!)MWM!NS6L%$图 K%!置于培养箱继续培养!
分别在 #&!&/!.#? 做 *BB 检测 $波长 ).M86%! 检测吸光度
值!与单纯 *012的吸光度值相减!计算细胞的相对生存率"
相对生存率Z$实验组加入 *012 的吸光度值#
单纯 *012 组的吸光度值%S单纯细胞组的吸光度值

!"#"+ 统计学处理
用 C1CC KMWM 统计软件中的 ! 检验对数据进行统计学处

理!显著性检验水准 !ZMWM)"

图 ! 细胞中加入 &’()悬浮液
,-." ! &’() /01-2 -3 4500)
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!"! 不同修饰的 #$%&体外细胞毒性测定
!"!"’ 不同修饰 #$%& 对吸光度影响的测定
将 !"#$ 修饰的 %&"’ 重悬液和 (%!) 修饰的 %&"’ 重

悬液在无细胞空白组中做 %## 检测! 得到不同浓度和 %&"’
的 *+值"图 ,"-#$!用于分析在细胞试验中的影响% 图 ,"-$
显示两种 %&"’均有一定的 *+值!对 %##检测存在影响%
!"!"! 不同修饰 #$%& 的 #((检测
将不同浓度 !"#$ 修饰的 %&"’ 重悬液和 +%!) 修饰的

%&"’ 重悬液加入细胞培养体系中 ! 按不同接触时间
".,!,/!0.1$分组做 %## 检测细胞的 *+ 值!与上述结果比
较!计算细胞生存率"图 ,"2$3,"4$$%
比对结果表明!加入 %&"’ 重悬液的细胞!随着接触时间

的延长与 %&"’ 重悬液浓度的增加! 其生存率下降 & 加入
5"#$ 修饰的 %&"’ 的细胞 ! 其生存率受到的抑制较小 !与
+%5) 修饰的 %&"’ 相比 !具有良好的生物相容性 !且毒性
较低%

表 ! )#*+ 修饰 #$%& 的浸提液组 !,- 的 .) 值!
细胞增殖度和细胞毒级"!!"##/0$

(1234 ! .)5 6433 743189:4 ;7<=8- 7184 1>? 6@8<8<A9698@ ;71?4
B<7 416- ;7<CD =98- 3416-9>; 39EC<7 <B )#*+

F<?9B94? #$%& B<7 !,- G!!"5 #/0H

组别 !"值 #$#67 细胞毒级

8997浸提液组
0:7浸提液组
:97浸提液组
.:7浸提液组
阴性对照

9;/<9!9;9,:
9;<0.!9;8=0
9;<9>!9;>9=
8;9,9!9;.0,
8;,/:!9;9<<

:<;<8
=:;,:
=9;/8
09;:=
899

.

.

.

.
9

表 I *%(J 修饰 #$%& 的浸提液组 !,- 的 .) 值!
细胞增殖度和细胞毒级"!!"##/0$

(1234 I .)5 6433 743189:4 ;7<=8- 7184 1>? 6@8<8<A9698@
;71?4 B<7 416- ;7<CD =98- 3416-9>; 39EC<7 <B
*%(J F<?9B94? #$%& B<7 !,- G!!"5 #/0K

组别 !% 值 #&#67 细胞毒级

8997浸提液组
0:7浸提液组
:97浸提液组
.:7浸提液组
阴性对照

8;><>!9;89:
8;:,<!9;..<
8;:/8!9;8<8
8;/8<!9;9</
.;9>9!9;8<9

09;98
0=;>:
00;<8
/<;=,
899

.
8
8
8
9

! 结果与分析
!LI 不同修饰 #$%& 浸提液体外细胞毒性的测定
!LILI 倒置相差显微镜下细胞形态观察
在 %## 测试前’细胞接种 <=孔板后培养 .,!,/!0.1$!对

细胞的形态及增殖情况进行观察! 发现随着培养时间的延
长!细胞数量下降!不同 %&"’ 浸提液组及不同浓度分组之间
的细胞生长出现差异"图 .!图 >$% 由图 .可见!使用 !"#$ 修
饰 %&"’的浸提液"浓度为 8997$培养的 ?<.< 细胞!随着培
养时间的延长!细胞数量有所降低!细胞形态发生改变"其余
浓度结果相似$%而图 >中!+%!)修饰 %&"’的浸提液"浓度

为 8997$培养的 ?<.< 细胞!与 !"#$ 修饰的 %&"’ 浸提液组
相比!随着培养时间的延长!细胞数量降低明显!细胞形态发
生较大改变!死亡细胞增多"其余浓度结果相似$%

!LIL! 细胞增殖度和细胞毒级
利用 %##法测定不同 %&"’ 浸提液组吸光度"*+$值!计

算其细胞增殖度"@A@$和细胞毒级!结果如表 83表 = 所示%
其中 9 或 8 级反应为合格&. 级反应应结合细胞形态分析综
合评价&>":级反应为不合格% 结果表明!5"#$修饰的 %&"’
主要为 8 和 .级!合格&而高浓度 +%5)修饰的 %&"’的浸提
液在 ,/1组中为 ,级!有较强的毒性%

G1K G2K

G6K G?K

图 ! *%(J 修饰 #$%& 浸提液组
M9;L ! N416-9>; 39EC<7 ;7<CD& <B *%(J F<?9B94? #$%&

注! "-#3"4$分别为 899#倒置显微镜下观察到的阴性对照组%8997浸提
液 .,1组%8997浸提液 ,/1 组%8997浸提液 0.1 组的细胞&

&BCD’E F-G3H4G IJ4IK-CD C1D JDL-CIMD KBJCNBO LNBPQ B2’DNMD4 IJ IJMDNCD4
RIKNB’KBQD SBN 899# -J4 C1D 899T OD-K1IJL OIUPBN LNBPQ’ SBN .,V ,/
-J4 0.1V ND’QDKCIMDOW;

图 O )#*+修饰 #$%&浸提液组
M9;L O N416-9>; 39EC<7 ;7<CD& <B )#*+ F<?9B94? #$%&

注! ’-$3"4$ 分别为 899#倒置显微镜下观察到阴性对照组%8997浸提液
.,1组%8997浸提液 ,/1 组%8997浸提液 0.1 组的细胞&

&BCD’E H-G3H4G IJ4IK-CD C1D JDL-CIMD KBJCNBO LNBPQ B2’DNMD4 IJ IJMDNCD4 RIKNB’KBQD
SBN 899# -J4 C1D 8997 OD-K1IJL OIUPBN LNBPQ’ SBN .,V ,/ -J4 0.1V
ND’QDKCIMDOW;

P1K G2K

G6K G?K
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表 ! "#$% 修饰 &’#( 的浸提液各组 )*+的 ,- 值!
细胞增殖度和细胞毒级"!!"##./$

$0123 ! ,-4 5322 63207893 :6;<7+ 6073 0=> 5?7;7;@8587?
:60>3 A;6 305+ :6;BC <87+ 2305+8=: 28DB;6 ;A "#$%

E;>8A83> &’#( A;6 )*+ F!!"4 #./G

组别 !" 值 #$#!" 细胞毒级

#$$"浸提液组
%&"浸提液组
&$"浸提液组
’&"浸提液组
阴性对照

$()*&!$(#+,
#(’#%!$(#,$
#(-*%!$(#&*
#(,$’!$(’’%
#(%+$!$($%+

&-($)
,+(-%
%&(,%
)$

#$$

’
’
#
#
$

表 H -&"I 修饰 &’#( 的浸提液各组 H*+的 ,- 值!
细胞增殖度和细胞毒级"!!"##./$

$0123 H ,-4 5322 63207893 :6;<7+ 6073 0=> 5?7;7;@8587?
:60>3 A;6 305+ :6;BC <87+ 2305+8=: 28DB;6 ;A -&"I

E;>8A83> &’#( A;6 H*+ F!!"4 #./J

组别 !% 值 #&#!. 细胞毒级

#$$.浸提液组
%&.浸提液组
&$.浸提液组
’&.浸提液组
阴性对照

$(*%%!$($*+
$(++*!$($*’
$(+#%!$(#%)
$()+&!$(#+’
#(’’%!$(##)

-+(+,
%’($’
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! 讨论
磁感应热疗是肿瘤治疗的一种新方法!主要使用的磁性

介质为 !"#$%或 !"%$&
’(()!多为表面修饰的纳米级粒子"本试验

以两种不同修饰的 *+,-为研究对象! 在体外研究了其细胞
毒性#生物相容性!分析了表面修饰对 *+,- 生物相容性的影
响" 体外细胞毒性试验可检测医疗器械和材料接触生物体组
织后的生物学反应! 在离体状态下模拟生物体生长环境!能
在短期内检测出受试材料对细胞生存状况及代谢功能的影

响!可对毒性物质进行快速筛选!是鉴定并筛选具有良好生
物相容性材料的一种公认方式"
新材料应用于临床前! 需要系统地对其进行实验研究"

国际标准化组织$./$%制定的 ./$ (011%&医疗器械生物学评
价’系列标准中!在体外细胞毒性试验方面$./$ (011%(2%!
提出 % 类试验!即浸提液试验#直接接触试验和间接接触试
验" 本研究主要采用前两种体外细胞毒性检测试验"

在浸提液试验中! 将两种不同修饰 $3,4/ 和 5*36%的
*+,-的浸提液以不同浓度分别进行细胞毒性评价 $表 (7表
8%" 用不同浓度的两种 *+,-浸提液对小鼠成纤维细胞 91#1
进行培养!#&!&:!;#< 后!3,4/ 修饰的 *+,- (00=和 ;2=浸
提液组培养细胞毒级主要为 ( 或 # 级)通过细胞形态学观察
$图 #%!未发现细胞有明显的形态改变$合格%!而其他浓度的
浸提液组细胞毒级均为 ( 级" 5*36修饰的 *+,- 浸提液组
在各浓度及不同时间组中培养细胞毒级主要为 #!% 或 & 级!
在细胞形态学观察中$图 %%!发现细胞变形#脱落等现象!并
有细胞皱缩#变圆$不合格%!且随浸提液浓度增加和培养时
间的延长!上述细胞异变现象增多" 由此说明!3,4/ 修饰的
*+,-与 5*36 修饰的 *+,- 相比!基本无细胞毒性作用!具
有良好的细胞相容性!符合生物体应用的基本要求"

*+,-做体外细胞毒性试验时! 其与染色剂之间的相互
作用可影响毒性评价试验结果的可靠性" 有研究报道 ’(0)在中

性红$+">?@AB C"D!+C%检测试验中!纳米粒子在无细胞的对
照组中!+C吸光度显著增加了 1;:E2!!是导致出现假阳性结
果的原因" 本研究将上述两种不同修饰的 *+,- 的重悬液以
不同浓度加入细胞培养$图 (%" 在 *+,-对吸光度的影响试
验中$图 &$A%%发现!两种 *+,- 在 *44 试验中对吸光度均有
一定的影响!5*36修饰的 *+,- 对吸光度的影响较小!但均
需要在体外细胞毒性试验中排除该影响 " 通过计算加入

*+,-重悬液培养的细胞在 #&!&: 和 ;#< 的生存率$图 &$F%7
&$D%%!结果表明!3,4/ 修饰的 *+,- 与 5*36 修饰的 *+,-
相比!其对细胞生存率的抑制较低!细胞毒性作用不明显!具
有良好的细胞相容性"

通过浸提液试验和直接接触试验!能较系统地说明不同
的表面修饰也能影响 *+,-的生物相容性" 为了有效地评价
*+,-的毒性! 可以将浸提液试验和直接接触试验作为体外
细胞试验的基础检测! 再加入活性氧簇 $C"AG?HI" $JKL"M
/N"GH"-!C$/%表达检测#乳酸脱氢酶$9AG?A?" 5"<KD@OL"MA-"!
95P%检测提高结果的准确性’(#)" 在评测要求高的情况下!还

应加入新的敏感细胞系用于检测 !如 *A<QO>DH 等 ’(%)使用

91#1 和 R28#$慢性粒细胞白血病细胞%两种细胞系进行体外
细胞毒性试验!以不断完善 *+,- 的生物安全性评价!为临床
使用提供可靠依据"

" 结论
对两种不同表面修饰的 *+,-!在体外细胞毒性检测中!

采用浸提液试验和直接接触试验证明!3,4/ 修饰的磁性纳
米粒子生物安全性更好!且该 *+,- 在不同剂量#时间对细胞
毒性表现出一定的差异!存在一定程度的剂量#时间依赖性!
但是对细胞增殖抑制较低"
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