
功能化铁氧磁性纳米粒在生物医学中应用广泛!可用于肿瘤磁感应热疗"磁共振成像#!"#$%&’( )%*+$"$(% ,-"#’$#!!.,$%
药物输送及磁转染等方面& 为了探讨鱼精蛋白功能化修饰的铁氧磁性纳米粒的制备及其作为基因载体在体外磁转染中的可行性!采

用共沉淀法制备 /%012磁性纳米粒!经表面氨基化修饰后在其表面偶联鱼精蛋白&利用透射电镜%傅里叶红外光谱仪%3%&" 电位与粒
度分析仪等!对磁性纳米粒进行形态%粒径及 3%&" 电位分析等表征检测& 共聚焦显微镜观察磁转染方法转染报告基因绿色荧光蛋白
质粒 456/789: 进入 ;%46< 细胞的表达!以真核转染试剂 =’#+>%(& 为对照& 结果显示!实验中制备的磁性纳米粒粒径 :?$-左右!
在交变磁场下具有良好的升温性能& 鱼精蛋白功能化修饰磁性纳米粒后! 其 3%&" 电位进一步增大! 更利于与 @9A 有效结合!在
;%46<细胞系!其转染 456/78B: 质粒的效率高于 =’#+>%(&&研究表明!鱼精蛋白功能化修饰的铁氧磁性纳米粒可作为磁转染的有
效载体!由于其同时具备在交变磁场下升温的性能!在基因治疗联合热疗的研究领域具有一定的应用价值&
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! 引言
随着分子生物学和免疫学等生命科学的发展!以及人们

对肿瘤发生发展分子机制认识的不断深入!肿瘤基因治疗已
成为继肿瘤放化疗之后的有效治疗手段" 如何将外源治疗基
因有效导入细胞内并稳定表达!成为制约基因治疗的关键因
素" 目前最有效的基因转移工具为病毒类载体!但其存在潜
在的安全性问题 !"#!因此人们逐渐将目光转向非病毒载体" 非
病毒基因转运体系的方法主要包括电穿孔#显微注射#基因
枪#重组蛋白#各类聚合物等 !$#!该类载体的优点是安全性高!
但其转染效率低的缺陷限制了该类载体的应用"
磁性纳米粒 $%&’()*+, -&(./&0*+,1)2!%-32%的出现使得

非病毒类基因载体在肿瘤基因治疗中的应用得到了前所未

有的发展" 铁氧磁性纳米粒被有机化合物氨基硅烷修饰后!
表面携带大量正电荷! 可依靠静电相互作用力与带负电的

4-5 结合!形成纳米复合物"该复合物能吸附在细胞表面!通
过细胞内吞#溶酶体途径等机制将基因导入细胞核!并获得
表达$图 "%!6#"

体外条件下!在细胞培养皿底部外加磁铁!借助静态磁
场作用!可加快复合物的沉积速度!使其快速接触细胞膜并
进入胞质!提高转染速率$图 $%" 体内条件下!通过磁转染的
方式可将载体定向输送到靶部位!克服了载体聚集缓慢以及
靶部位载体浓度过低的问题!提高了基因载体的靶向性和基
因转染效率!为基因治疗提供了一条新途径 !7#"
为了提高铁氧纳米粒对外源基因的转染效率!选用鱼精

蛋白对氨基硅烷修饰的磁性纳米粒进行功能化修饰" 鱼精蛋
白是一个富含精氨酸的小肽!存在于鱼类精子头部!能够结
合 4-5!帮助其形成致密结构!并在受精后转移精子 4-5 到
受精卵的核区!避免被溶酶体酶降解" 鱼精蛋白包含一个核
定位信号$-8,1)&0 9.,&1+:&*+.( ;+’(&1!-9;%!它能引导结合形
成的复合物靶向转移到细胞核!提高外源物质进入细胞核的
效率" <8 等 !=#研究发现!将 -9; 短肽偶联到 >)6?7 纳米粒后!

@)1&细胞对纳米粒的吞噬率可以提高 A66B! 且偶联 -9; 短
肽的纳米粒子可进入细胞核!未偶联 -9; 的纳米粒子未进入
细胞核"
本文利用共沉淀法制备了粒径均一的 >)6?7 磁性纳米

粒!并采用氨基硅烷对其进行表面修饰!以增强其生物相容
性和稳定性" 分别以偶联鱼精蛋白的磁性纳米粒$30.*&C+()
%.D+E+)D %&’()*+, -&(./&0*+,1)2!3F?G%-32%和氨基硅烷修饰
的磁性纳米粒 $5C+(. ;+1&() H.&*)D %&’()*+, -&(./&0*+,1)2!
53I;J%-32%进行体外转染实验!以期获得转染效率高的非
病毒基因载体"

" 材料与方法
"#" 材料和仪器
"#"#" 实验材料

6J氨基丙基三乙氧基硅烷$6J&C+(./0./K1*0+)*L.MK2+1&()!
53I;%#硫酸鱼精蛋白$/0.*&C+() 281E&*)%购自 ;+’C& 公司&氯
化铁$>)H16’N@A?%#氯化亚铁$>)H1A’7@A?%#A=O氨水#戊二醛
等均为国产分析纯" 实验所用细胞为 @)/PA细胞系!由清华
大学医疗新技术研究室冻存和复苏!培养于含 "QB胎牛血清
的 4%R% 培基!置于 6S!#=BH?$的培养箱中" 质粒 /RP>3J

2+’(+E+,&(*1K L+’L)0 *L&( *L&* .E ,)112 *0&(2E),*)D 82+(’ T+’.E),*+( 0)&’)(*U IL) 0)281*2 +(D+,&*) *L&* 3F?J%-32 .EE)0 & (.T)1 (.(JT+0&1
’)() *0&(2E),*+.( T),*.0V /&0*+,81&01K E.0 ,&(,)0 ’)() *L)0&/K WL)( ,.CX+()D W+*L C&’()*+,J+(D8,)D LK/)0*L)0C+&U

C&’()*.E),*+.(Y /0.*&C+()Y C&’()*+, (&(./&0*+,1)2Y ’)() T),*.0Y LK/)0*L)0C+&

图 " 磁性纳米粒作为基因载体的转染机制
,-.# " /%0123-+4 (5 42.3%6-0 323(72)6-08%+

92+%* .%3% *%8-:%)&

图 ; 体外磁转染示意图
,-.# ; <=%601 (5 42.3%6(5%06-(3 -3 :-6)(
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图 ! "#$%!磁性纳米粒的 &’( 图
")*+ ! &’( ),-*# ./ "#$%! -01 23&45(637

!" 由清华大学医疗新技术研究室保存!
8+8+9 实验仪器
日本 #$%&’($ )*+,-.型透射电镜"美国 !$’/01% 2&34&*56

7,.型红外光谱仪"日本 809:;<= >0</?$1@ >?A... 共聚焦显
微镜"美国 ?&B$&4 ?$=%&*2CD 全谱直读电感耦合等离子体发
射光谱仪"E58 6FG*HI. 酶标仪"J?K... 紫外可见分光光度
计"L1%&;0<= 型电位及粒度分析仪等!

8+9 实验方法
8+9+8 制备 23&45(637
共沉淀法制备 >1M8N磁性纳米粒"采用 FCOP对纳米粒进

行表面氨基化修饰! 主要过程#取 >1M8N磁性纳米粒的乙醇悬

液置于三口烧瓶",.!水浴搅拌下加入 FCOP A.:Q" 反应 K(
$图 M%& 产物用无水乙醇冲洗数遍"磁分离"保存于乙醇中"即
FCOP*2!C= 乙醇悬液&

图 $ 23&45(637 制备原理示意图
")*+ $ :;;<7=>-=).0 ./ =?# @.-=)0* >#-@=).0 ./ 23&4 A)=? ,-*0#=)@ 0-0.B->=)@;#7

8+9+9 3C%5(637的制备
将鱼精蛋白偶联到 >1M8N磁性纳米粒之前" 先用戊二醛

对 FCOP*2!C=进行活化"戊二醛终浓度为 MR& 反应结束后"
去除过剩的戊二醛& 将活化的磁性纳米粒悬浮于磷酸盐缓冲
液$C(/=;(&%1 E<SS1B P&0$41"CEP%用于连接信号肽&
取适量鱼精蛋白"溶解于 CEP$冰浴%"然后加入 A.:3 经

戊二醛活化过的 >1M8N磁性纳米粒中" 于冰浴条件下旋转搅
拌" 使鱼精蛋白与 >1M8N磁性纳米粒充分接触混合"KN( 后停
止反应& 磁分离"用 CEP 冲洗 N 次"磁性纳米粒保存于 CEP
中"即得 C68*2!C=悬液&
8+9+$ 体外升温实验
将制备的磁性纳米粒配置成一定浓度的磁流体"分别取

.TK".T-"AT.:Q悬液置于 UC 管中" 置于高频磁感应加热线圈
下进行体外升温实验"热电偶测温&交变磁场频率 M..V)W"电
流 M..F&
8+9+! 细胞毒性检测
用 .TK7R的胰蛋白酶消化单层培养的 )1;XK 细胞"用含

A.R胎牛血清的 G2U2 培养基制成单细胞悬液"以每孔 +...
个细胞接种于 Y, 孔板" 每孔体积 K..!Q& 细胞于 M+!培养
KN("吸出各孔的培养基"用 CEP 冲洗 A 次"加入不同浓度的
磁性纳米粒悬液"继续孵育 KN( 后进行 2OO 检测"酶标仪检
测波长 NY.4:&
8+9+D 体外转染实验
取对数生长期的 )1;XK 细胞以 K"A.7Z孔接种于 , 孔板

培养 KN("用 CEP 冲洗 K 次"换无血清的 G2U2 培养基& 将
C68*2!C=’FCOP*2!C= 分别与 K!3 ;UX>C*!A 质粒 G!F
按质量比 K[A 混合后震荡混匀"N!放置 A( 以充分形成复合
物" 加至上述单层培养的细胞上! 将 , 孔板置于强磁铁上
A7:$4" 放回二氧化碳培养箱培养 7(后替换完全培养基! 完
全培养基继续培养 M,( 后"共聚焦显微镜观察绿色荧光蛋白
报道基因 !"#$%&’A 在细胞中的瞬时表达!

9 结果与分析
9+8 形态及表面电位分析
采用 )$%&’($ )*+,7.型透射电镜对所制备的磁性纳米粒

进行检测! 图 N给出了 >1M8N磁性纳米粒的 OU2图! 可以看
出"采用共沉淀法制备的 >1M8N磁性纳米粒为近球形"粒径均
一"约为 A.4:(图 N(&%%& 经氨基硅烷修饰后(图 N(\%%"其粒径
无明显增加"形态保持良好"且分散性明显改善&

采用 L1%&;0<= 型电位和粒度分析仪对各种磁性纳米粒的
表面电位进行检测"检测结果见表 A& 从表 A可以看出"磁性
纳米粒表面进行氨基化修饰后"其 W1%& 电位由负变正)其表
面偶联鱼精蛋白后 " 由于鱼精蛋白携带大量正电荷导致
C68*2!C=的 W1%&电位进一步增大&
9+9 "&:C分析
为检测是否将氨基硅烷’ 鱼精蛋白修饰到磁性纳米粒

上 "对制备的 FCOP*2!C=’C68*2!C= 进行 >O56 检测 & 图
7(&%为氨基硅烷修饰前后 >1M8N磁性纳米粒的红外吸收图谱&
可以看出"修饰前后 >1M8N磁性纳米粒在 7IA’:*A处有红外吸

收峰" 这是由于 >1M8N纳米粒中的 >1*8*>1伸缩振动引起

!-" "#$%! !E" 23&45(637
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图 ! 不同浓度 "#$%&’(#) 和 #*+&’(#)
的体外细胞毒作用

,-./ ! 0123234-5-21 36 "#$%7’(#) 89: #*+&
’(#) ;-2< :-66=>=92 5395=92>82-39 !" #!$%&

的! 修饰后 !"#$%&’"( 在 )*+,-.%/出现的吸收峰是氨基硅

烷中 $0"1 的特征吸收峰 234#而修饰前裸 &’"( 无此吸收峰$
红外图谱分析表明% 在氨基硅烷修饰后的 5671+ 磁性纳米粒

上存在 $0"1 特征峰% 证明已经在 5671+纳米粒表面成功修

饰了氨基硅烷$
图 8&9’为 ":1;&’"( 及单纯鱼精蛋白的 5#<:图谱$ 图

中 ":1%&’"( 在 8=/-.%/ 处的吸收峰是 5671+ 纳米粒中的

56(1)56伸缩振动引起的% 单纯鱼精蛋白中未出现该吸收
峰! 在 /38>-.;/处的吸收峰是鱼精蛋白中酰胺键的特征峰%
在 ":1;&’"( 中也出现了该特征峰% 证明鱼精蛋白偶联到
5671+纳米粒表面$

?/@ 体外升温实验
体外升温实验采用 !"#$;&’"( 磁流体% 其质量浓度为

7*.?@.A% 测试结果如图 3 所示$ 可以看出% 制备的 !"#$%
&’"( 在交变磁场下具有良好的升温性能 %/*.0B 内 %/.A
!"#$%&’"(磁流体即可升温约 +*!&!!C7=D>!’$ 在相同浓
度条件下%磁流体的升温性能呈现剂量依赖性%随着所用磁
流体体积的增大%其升温速率及最终温度也相应提高$ 相同

体积不同浓度的磁流体体外升温实验发现%在一定浓度范围
内%浓度越高%其升温性能越好$

?/A 细胞毒性检测
为了检测 !"#$%&’"( 及 ":1%&’"( 是否具有细胞毒作

用% 采用 &##法检测磁性纳米粒对 E6FG> 细胞增殖活力的
影响%图 H 给出了检测结果$ 可以看出%在一定的浓度范围内
&I>*"?J.A’% 这两种磁性纳米粒均无明显的细胞毒作用%细
胞存活率保持在 =8K以上$

?/B 体外转染实验
将 !"#$%&’"( 和 ":1%&’"( 分别以质量比 >L/ 的比例

与 >"? 绿色荧光蛋白报告基因 "#$%&’(/ 质粒混合后转染
E6FG>细胞%以市售的高效真核转染试剂 M0?NO6-P 为对照$ 由
于修饰后的纳米粒表面带正电荷% 易与负电性的 Q’! 形成
Q’!J&’"(复合体%复合体转染 E6FG> 细胞 73R 后在共聚焦
显微镜下观察 G5" 在 E6FG> 细胞中的表达情况$ 转染结果
见图 =%其中蓝色为 RN6-R(P777>8= 标记的细胞核%绿色为细
胞表达的绿色荧光蛋白$ 可以看出%对照组单纯 M0?NO6-P 转染
试剂转染 FSG5";’/ 后%在 E6FG> 细胞中有一定量的绿色荧
光蛋白表达! 而采用 !"#$;&’"(转染的 E6FG>细胞中 G5"
的表达量有所增加%绿色荧光信号增强!采用 ":1;&’"( 转
染的 E6FG> 阳性细胞数目多且信号进一步增强$ 结果表明%
本实验中 ":1;&’"( 及 !"#$;&’"( 在 E6FG> 细胞系的转

表 C 各种磁性纳米粒的 D=28电位
$8EF= C G=28 H32=92-8F 36 I8>-3J) 36 ’(#)

纳米粒类型 粒径JB. 修饰物
T6PU 电位

J.V
裸 &’"(

!"#$;&’"(
":1;&’"(

8W/*
/*
/8

"
7;氨基丙基三乙氧基硅烷
鱼精蛋白

;,D>+
+D*3
/+D8

图 B ,=@+A磁性纳米粒的 ,$K* 图谱
,-./ B ,$K* )H=52>8 36 ,=@+A L8.9=2-5 9893H8>2-5F=)

图 M "#$%7’(#) 交变磁场体外升温测试
,-./ M $<=>L3:198L-5 2=)2 36 "#$%7’(#) -9 2<=

8F2=>982-9. L8.9=2-5 6-=F: !" #!$%&

!8"

!E"
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染效率均高于市售的 !"#$%&’( 转染试剂! 且偶联鱼精蛋白的
)*+,-.)/的转染效率最高"

! 讨论
目前应用的基因载体主要分为病毒载体和非病毒载体

两大类 012" 虽然病毒载体转染效率高!但存在诸多缺陷!在安
全问题上存在很大隐患!因此!人们逐渐转向非病毒载体" 纳
米粒因其亚细胞的尺寸效应能有效地被细胞内吞!并快速地
从溶酶体逃逸出来进入细胞质 032!这样可将 4.5 包裹在聚合
物基质中!保护 4.5 免受各种酶的消化降解!且 4.5可随着
聚合物的水解而缓慢地从纳米粒中释放出来! 提高转染效
率" 在外加磁场的作用下!磁纳米粒定向移动!能更多地吸附
于单层细胞表面!增加载体及基因与细胞的接触时间和接触
量" 这些优势决定了磁纳米粒的高转染活性!促进了基因的

高效持续表达 062"
采用鱼精蛋白对磁性纳米粒进行功能化修饰用于磁转

染有三大优势#! 鱼精蛋白携带大量正电荷!能够有效压缩
负电性的 4.50782!使得 4.59-.:/ 复合体粒径变小 !提高转
染效率$" 鱼精蛋白携带 .;< 序列!具有靶向定位于细胞核
的功能!便于携带外源 4.5 进入细胞核 0==2$# 鱼精蛋白已被
>45 批准用于胰岛素缓释制剂和中和术后过量的肝素!安全
性好 0=?2"本实验结果显示!偶联鱼精蛋白的磁性纳米粒 @&(A电
位显著高于 5:B<C-.:/!可有效地与 4.5 结合并保护 4.5
免于酶解$在外加磁场的作用下能有效转移 DEF>:C.= 质粒
4.5 进入 G&DF? 细胞!获得目标蛋白高表达!其转染效率明
显高于 !"#$%&’(!可作为一类新型有效的基因转移载体"
磁感应加温治疗是近年来发展的一种加温治疗恶性肿

瘤的新方法!其利用铁磁性物质能在交变磁场中升温的物理

图 " #$%&’()*质粒体外转染 +,#%-细胞绿色荧光蛋白的表达
&./0 " %&’ ,1#2,33,4 56 +,#%- 7,883 92:;3<,79,4 =.9> #$%&’()?

注 ! "A#$ "H%$ "’% 为 !"#$%&’( 转染组 & ’I%$ "&%$ "%% 为 5:B<C-.:/ 转染组 & "#%$ "J%$ ""% 为 :*+C-.:/ 转染组 ( 蓝色为

J$&’J/(KKK?L3 染色的细胞核)绿色为绿色荧光蛋白( "’%$"%%$""%分别为"A%和"H%$"I%和"&%$"#%和"J%的叠加图(

.$(&/M N&OO/ P&Q& "R’SHA(& P"(J !"#$%&’(T4.5 U%"#SQ&/ UAVW UHV ARI U’VV $Q 5)B<C-.)/T4.5 U%"#SQ&/ UIVW U&V ARI U%VV $Q )X+C-.:/T

4.5 U%"#SQ&/ U#VW UJV ARI U"VV %$Q YZJ[ N&OO/ P&Q& PA/J&IW %"\&IW ARI /(A"R&I P"(J J$&’J/(KKK?L3W A RS’O&AQ /(A"R[ N&OO RS’O&"
/J$PR H] (J& J$&’J/(KKK?L3 UHOS&V^ FQ&&R %OS$Q&/’&R( DQ$(&"R &\DQ&//&I H] ’&OO/ U#Q&&RV^ >"#SQ& U’V $!&QOA] $% DAQ(/ UAV ARI UHV^

>"#SQ& U%V $!&QOA] $% DAQ(/ UIV ARI U&V^ >"#SQ& U"V $!&QOA] $% DAQ(/ U#V ARI UJV[

!:" !5" !7"

!4" !," !<"

!/" !>" !."
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特性!将铁磁性物质作为热介质引入肿瘤组织!热介质在外
加交变磁场作用下升温并将热量传递给周围的肿瘤组织!当
肿瘤组织温度高于 !"!时发生凋亡或坏死" #$"%!是目前常

用的热介质之一&’"("
目前国内外研究报道中! 大多将 #$"%!纳米粒用作基因

载体或磁感应热疗介质!未见有以 #$"%!纳米粒为介质!将基
因治疗和磁感应加温治疗联合起来治疗肿瘤的报道" 如果以
功能化的 )*%+,-).为基因载体!除了具备一般纳米载体的
优势!还可利用温敏铁氧体磁感应升温和自动控温恒温的特
性进行治疗基因的热控表达!有望将基因治疗和磁感应加温
治疗联合起来治疗肿瘤"

研究中采用电感耦合等离子体发射光谱仪分析了单个

细胞吞噬 ,-). 的量" /$012细胞与 )*%+,-).共孵育 ’34
后!细胞内的铁含量可达 556"708" 收集吞噬实验中的细胞沉
淀!置于磁感应加热线圈上!检测吞噬 ,-). 的肿瘤细胞在交
变磁场下的升温情况!但未见明显温度升高" 分析原因!可能
与细胞数量少#单个细胞吞噬的纳米粒数量少有关" 体内试
验中!如果将 )*%9,-). 直接注入肿瘤内!在肿瘤部位不但
有被细胞吞噬的纳米粒!还有黏附在细胞表面和分散在组织
间质中的纳米粒!有望获得更明显的升温效果" 如何提高肿
瘤细胞吞噬磁性纳米粒的能力使其在交变磁场下高效升温!
以及如何优化基因磁转染条件以进一步提高转染效率!将成
为下一步研究重点"

! 结论
本研究成功制备出偶联鱼精蛋白的功能化磁性纳米粒!

其红外图谱上酰胺吸收带的存在证明鱼精蛋白已结合到氨

基化修饰的磁性纳米粒上" :;,检测显示所制备的磁性纳米
粒为球形! 粒径 ’7<’=>?" 鱼精蛋白偶联的磁性纳米粒 @$AB
电位呈正电性! 能够通过静电吸附与负电性的 C-D 结合"

,:: 实验证实在一定浓度范围内!)*%9,-). 对 /$012 细胞
无明显的细胞毒作用! 安全性好" 体外转染实验结果显示!

)*%9,-). 可以高效地转染 0;1#)9-’ 外源质粒 C-D 进入
/$012细胞!实现 1#) 的高表达" 由此可见!)*%9,-). 可以
作为一种有效的基因转染载体!以 )*%9,-). 为载体的磁转
染方法是一种高效的非病毒基因转染方法"
体外升温实验证实!磁性纳米粒在交变磁场下具有良好

的升温能力!结合其高效的转染能力 !可以为基因治疗联合
磁感应加温治疗肿瘤提供良好的工作基础"
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