
! 引言
近年来随着纳米生物技术的发展!磁性纳米粒不仅在光

学"电学"磁学等传统领域应用!而且在对人类生命至关重要

的生物医学领域也表现出广阔的应用前景# 磁性材料具有在

外加交变磁场中产生热量的特性!已被用作肿瘤磁感应热疗

的介质$并且磁性纳米粒可以通过共价键结合生物素%细胞"

闫 妍 "#$!赵凌云 "!王晓文 "!张晓冬 "!高福平 "!唐劲天 "

收稿日期! !"#"$"%$&%"修回日期!!’&"$"($)*
基金项目! 北京市科委基金项目#+)*)))!)),%)*)%$
作者简介! 闫妍%硕士研究生%研究方向为靶向磁性纳米颗粒用于肿瘤磁感应热疗%电子信箱!)!!!-.(#,/0123456."唐劲天&通信作者%中国科协所属全

国学会个人会员登记号!7"8""(""!,9:%;&8)))9)<,7$%教授%研究方向为肿瘤磁感应治疗%电子信箱!=32>?=/.31@4=012>AB34CDB452

&4 清华大学工程物理系"粒子技术与辐射成像教育部重点实验室%北京 &)))(%
!4 北京中医药大学中药学院%北京 &))&)!

!!!磁性纳米粒已被用作肿瘤磁感应热疗的介质!目前常用纳米 %&’()!其经典制备方法是化学共沉淀法!得到具有超顺磁性的

纳米 %&’()粒径约为 "!!"*+,"本文采用改进的化学共沉淀法制备聚丙烯酸#-..$修饰的羧基纳米 %&’()!通过 /01%234活化
法偶联模型蛋白牛血清白蛋白&54.$!用 51.定量分析磁粒对 54. 的偶联效率!并进一步偶联荧光标记的抗体!观察偶联效果’
结果表明!改进的化学共沉淀法制备的羧基纳米粒粒径约 "!+,!水相分散性良好(定量分析和光学观察结果均显示!采用 /01%

234活化法能使蛋白质与羧基化磁性颗粒稳定结合) 本研究为靶向磁性纳米粒的制备提供一种新方法"
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抗体!细胞表面蛋白分子!!"# 或 $"# 等生物活性物质 %&’()"
因此"将生物分子修饰的磁性颗粒作为磁热疗介质可能实现
肿瘤分子特异性磁感应热疗# 目前肿瘤磁感应热疗用磁性介
质多采用 *+(,-纳米粒"而传统化学共沉淀法制备的 *+(,-纳

米粒极易聚集"为了使其能够更广泛地应用"必须增加磁性
纳米粒子在水相的溶解性$ 短链聚丙烯酸%.##&可以作为表
面修饰剂和表面活性剂".## 链上的羧基团结合于 *+(,-纳

米粒表面"具有疏水性质的羧基使纳米粒稳定分散于水性溶
剂中$ 牛血清白蛋白%/0#&作为人血清白蛋白%10#&的模型
蛋白"可以内源或外源配体形式结合于药物"在药物体内传
递和代谢过程中起到重要作用%-)$
本实验通过改进的化学共沉淀法制备具有高度水溶性

的羧基磁性纳米粒" 采用 2!3!"10活化法将 /0#偶联于羧
基磁粒表面"为磁性纳米粒的制备及其在生物医学领域的应
用提供新的思路$

! 材料与方法
!"! 试剂
无水 *+34(%分析纯"汕头市西陇化工厂有限公司&’*+345(

-15,%分析纯"北京现代东方精细化学品有限公司&’氢氧化
钠%"6,1&%分析纯"北京现代东方精细化学品有限公司&’二
甘醇 %!27&%纯度 889"#:;<= ,;>6?@:= 公司&’.## %分子量

&ABB"0@>C6 公司&’"’DEF;<GE=H::@?@C@F+%"10&%纯度!8A9"

#:;<= ,;>6?@:=公司&’&’+IDE4’(’%(’F@C+ID4E6C@?<J;<JE4&:6;!
K<F@@C@F+%2!3&%纯度 889"百灵威化学技术有限公司&’/0#
%纯度!8A9"#C;+=:<公司&’5’%"’吗啉&乙烷磺酸%L20&%纯
度!889"#C;+=:< 公司&’吐温’5B%分析纯 "#C;+=:< 公司&’
羊抗人 M>7’*MN3%北京拜尔迪公司&’/3# 蛋白定量检测试剂
盒%北京集思佳扬生物公司&$

!"# 水溶性羧基磁性纳米粒的制备
制备水溶性羧基磁性纳米粒%.##’L".&以二甘醇为溶

剂 " 首先配制浓度为 BOB(PC<4QR 的 .## 溶液和 SC<4QR 的
"6,1 水溶液$ 然后分别取 BOTS> 无水 *+34( 与 BO-> *+345(
-15, 溶解于 TBCR超纯水中" 加热搅拌至固体全部溶解"此
时溶液呈透明黄色$ 当温度稳定于 AB"AS#时"向混合液中加
入 &BCR SC<4QR的 "6,1 溶液"溶液迅速变黑"反应 &C@? 后"
迅速加入已配制好的 &SCR BOB(PC<4QR 的 .## 溶液" 继续加
热搅拌 (BC@?$ 整个实验过程在恒温水浴和氮气保护条件下
进行$ 将制备得到的产物在外加磁场下用无水乙醇洗涤 (
次"得到的沉淀分散于超纯水中保存$

!"$ %&&’()%的表征
!"$"! %&&’()%的形态学观察
将样品滴在有碳膜的铜网上" 置于 TB$烘箱中烘干后"

在透射电子显微镜 N2L%U2L’5B&B* 型&下观察磁性纳米颗
粒的形貌$

!"$"# 傅里叶变换红外光谱检测
将制备好的 .##’L".冷冻干燥后"加入 V/; 压片$以相

同方法处理作为对照的 *+(,-!.##粉末$ 通过傅里叶红外变
换光谱仪%STB型&记录波数在 B%-BBB:C’&范围内的傅里叶变

换红外光谱%*NM$&$
!"$"$ %&&’()% 的磁性检测
采用振动样品磁强计%/1W’SB1NM 型&检测纳米粒的磁

性"磁场强度范围为%’&"&&N$
!"* 磁性纳米粒偶联 +,&
采用 2!3!"10 活化法偶联抗体$ 首先用 5SCC<4QR!J1

值为 SO&5 的 L20 缓冲液在外加磁场作用下清洗磁颗粒"使
磁颗粒分散于 L20 缓冲液中"最终质量浓度为 (BC>QCR$ 然
后分别配制 2!3!"10的 L20 溶液"浓度均为 SBCC<4QR$ 取
(BC>QCR的磁颗粒 &BB!R"依次加入 SBCC<4QCR 的 2!3!"10
溶液各 SB!R"在室温条件下缓慢震摇 (BC@?$ 在磁场作用下
弃去上清液"用 L20 溶液清洗 ( 次"洗去未参与活化反应的
2!3 和 "10$
取 &C>QCR /0# 溶液 &BB!R 加入已活化的磁颗粒中"在

室温下缓慢震摇 (BC@?$磁性分离"收集上清液’用 BOB&C<4QR!
J1 值为 PO-的 ./0N 溶液多次洗涤磁颗粒" 尽量洗去未偶联
的 /0#’偶联 /0# 的磁颗粒保存在 -$备用$
!"- +.&法测定偶联效率
!"-"! 蛋白质标准曲线的绘制
首先稀释试剂盒提供的蛋白质标准品为 &BBB"PSB"SBB"

5SB"&BB"SB!>QCR 的标准液 ’ 将 5SCR # 液 %含有 /3#&与
SBB!R / 液 %含有铜离子& 进行混合" 配成标准工作液’将
&BB!R各质量浓度标准液与 5CR标准工作液混合’混匀后放
入 -B$水浴 (BC@?’吸取 &BB!R至 8T孔板中"每浓度 S 孔"以
&BB!R L20缓冲液为空白在 SPB?C下测定吸光度值’取每一
浓度下吸光度平均值作为该浓度下的吸光度值"并以此值为
横坐标!蛋白质浓度为纵坐标作曲线"并计算出方程$

!"-"# 偶联反应前后蛋白质浓度的测定
分别取偶联反应前配制的 /0# 溶液 SBB!R!偶联反应后

上清液 SBB!R" 将 5SCR 的 # 液与 SBB!R 的 / 液进行混合"
配成标准工作液’各取 &BB!R 偶联前后液体与 5CR标准工作
液进行混合’混匀后放入 -B$水浴 (BC@?’吸取 &BB!R 至 8T
孔板中 " 每样品 S 孔" 以 &BB!R 的 L20 缓冲液为空白在
SPB?C 下测定吸光度值’ 取各样品吸光度值的平均值作为该
样品的吸光度值"根据标准品绘制的曲线及标准曲线方程计
算两样品的蛋白质浓度$

!"/ 01.!)2, 活化法偶联蛋白的有效性检测
!"/"! ()%’%&& 偶联荧光抗体
按照上述磁性颗粒偶联 /0# 的方法"将 .##’L". 与羊

抗人 M>7’*MN3 偶联’再将同样剂量的未经 2!3!"10 活化的
.##’L". 与羊抗人 M>7’*MN3 偶联"作为对照组’以羊抗人
M>7’*MN3 纯品作为阳性对照$ 整个实验过程需要避光操作$
!"/"# 荧光显微镜观察
将 (个样品分别滴于载玻片上" 压好盖玻片后吸去周围

溢出液体"放在荧光显微镜%R+@:6 !LM$/型&下观察$
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! 结果与讨论
!"# 透射电子显微镜检测
图 ! 为 "#$%&’"的透射电镜照片! 结果显示" 制备的

"$$%&’" 颗粒直径约为 ()*+"分散性良好! 经典的化学共
沉淀法利用 ,-./和 ,-0/在碱性介质中反应#

,-0//0,-.//1234!,-5236078,-923:.",-.2;/302
这种经典的化学共沉淀法合成的磁流体容易聚集! 为了

防止聚集$提高分散性"采用 "$$聚合物修饰共沉淀法制备
的超顺磁性纳米粒! "$$ 聚合物链上的羧基与铁离子配位结
合后聚集于 ,-.2;颗粒表面"未配位的羧基延伸到水溶液中"
这种结合能够使磁性纳米粒的水相分散体系具有高度稳定

性! 此外"纳米粒表面大量的羧基可作为与生物分子偶联的
结合位点"通过各种生物共轭化学作用实现超顺磁性磁流体
的分子靶向性"为制备肿瘤分子特异性磁感应热疗用的靶向
介质提供基础!

!"! 傅里叶变换红外光谱检测
图 0 为 "$$ 修饰磁纳米粒的红外光谱! 宏观状态 ,-.2;

中 ,-%2 键的特征吸收峰位于 <=)>+4(和 ?=<>+4(" 当 ,-.2;

的形态减小到纳米尺寸时"大量的表面原子之间的结合力被
破坏 " 导致粒子的表面电子重排 " 因此纳米 ,-.2; 颗粒的

,@AB 中 ,-%2 键的特征吸收峰出现蓝移现象 " 约位于
<1)>+%C D<E! "$$的 ,@AB 中在 C=C)>+%C处显示出强吸收"主要
是由于在 "$$低聚物中存在大量可伸缩振动的羧基!制备的
"$$%&’"粒子在 C=C)>+%C处仍保持存在吸收峰" 这是由于
部分 "$$ 低聚物以配体形式结合于纳米颗粒上! "$$%&’"
粒子的 ,@AB在 CF))>+GC 处产生新的吸收峰" 是由于羧基与
表面铁原子以螯合物形式结合于纳米 ,-?2H表面"使 I22%反对

称振动与 I22%对称振动而产生特征吸收DFE! 图 8中显示出的特
征吸收峰"表明 "$$已成功修饰于纳米 ,-?2H表面!

!"$ %&&’()%的磁性检测
纳米 ,-?2H 已被证实在室温下具有超顺磁性 " 而经过

"$$修饰后" 纳米 ,-?2H表面的羧基对粒子的磁性无明显影

响!图 ?是室温下由振动样品磁强计测定的 "$$修饰磁流体
的磁滞回线! 该磁滞回线显示出样品的矫顽力趋近于零"几

乎没有磁滞现象"表现出良好的超顺磁性!

!*+ ,-& 法测定偶联前后蛋白质溶液浓度
图 H 为利用 JI$ 蛋白定量试剂盒测定的偶联前后蛋白

溶液浓度!蛋白质能够使工作液中的 IK87还原为 IK7"IK7在工
作液中形成紫色络合物"测定溶液的吸光度值后与标准曲线
对比"计算偶联前后蛋白溶液的浓度!
根据标准曲线方程" 偶联前蛋白质溶液的吸光度值为

)L1H1?"计算得蛋白质质量浓度为 M?MNHC!OP+Q&偶联后蛋白
溶液的吸光度值为 )NCFM"计算得蛋白质质量浓度为 =?NM1F
!OP+Q!磁颗粒的偶联效率为’M?MNHC4=?NM1F(P?)R81LS!OP+O!由
此可得"偶联前后蛋白质溶液的吸光度值差异显著!

JT$的结构包含 ? 个重复区域" 每个区域又分为两个子
域’$$J(!结构中的亲水部分位于蛋白质的表面"而疏水部分
位于蛋白质的内部! 已有大量研究是针对血清白蛋白的内部
疏水结构与药物之间的结合作用的"因此"以血清白蛋白表
面的活性结构作为与磁性颗粒的结合部位不会影响蛋白质

与其他药物分子的结合! JT$ 与磁性颗粒结合主要有两种作
用方式"一种是两个氨基经过戊二醛活化后相互作用"另一
种是氨基与羧基的酯化反应 D=E! 当 JT$ 与氨基修饰的磁颗粒

图 # %&& 修饰的磁流体!%&&.()%"
/01* # 23( 4567618945: 6; /<$=+ >9>649870?@<:

?697<A BC %&& 6@016D<8: E%&&’()%F

图 ! /2GH 光谱分析
/01" ! /2GH 9>9@C:0: 6; /<$=+ >9>649870?@<:I %&&

6@016D<8: 9>A 75< ;<886;@J0A ?697<A BC %&& 6@016D<8:

图 $ %&&.()% 的磁滞回线
/01* $ KL( D91><70M9706> ?J8N< 6; 75< ;<886@J0A

49870?@<: ?697<A BC %&& 6@016D<8:
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偶联时!这两种作用方式都可以选用!但 !"# 的疏水羧基是
药物分子的结合部位!因此多用 !"# 的氨基作为偶联磁颗粒
的基团$%&" !"# 与羧基磁性纳米粒的结合是通过 ’()#*+" 的
活化作用实现的" 在 ’() 存在的条件下!磁颗粒表面的羧酸
基团首先与 *+"作用形成复合物!活化后的复合物再与 !"#
的氨基发生酯化反应"

!"# $%&’&(( 偶联荧光抗体
图 , 为制备的 -##./*- 粒子偶联羊抗人 012.304) 的

荧光图!图 ,$5%为阳性对照羊抗人 012.304)!图 ,$6%为未经
’()#*+" 活化的 -##./*- 偶联荧光抗体 !图 ,$7%为经活
化处理后的 -##./*- 与荧光标记抗体偶联" 结果显示!经
’()#*+" 活化后的 -##./*- 与抗体偶联的效率明显高于
未活化处理的磁颗粒!证明活化后磁颗粒与抗体的结合比较
稳定!且荧光标记的抗体结构未出现明显改变"
将荧光标记的抗体与羧基磁性纳米粒偶联!可通过荧光

显微镜直接观察到偶联效果!这更有力地证明了这种偶联方
法的可行性" 几乎所有的蛋白质结构中都含有未结合的氨
基!因此!’()#*+" 活化法也可应用于将羧基磁性颗粒与其
他蛋白质偶联!在药物靶向输送#磁性细胞分选及磁靶向病
毒富集分离等方面有广阔的应用前景"

) 结论
通过改进的化学共沉淀法能够制备水相分散性良好的

羧基磁性纳米粒! 采用 ’()#*+" 活化法能以较高效率将
!"# 与磁性纳米粒偶联! 偶联荧光抗体的结果表明 !’()#
*+" 活化能够使抗体与磁颗粒稳定结合!同时也证明了此方
法可以适用于羧基化磁颗粒与不同的蛋白质偶联" 本研究为
肿瘤分子特异性磁感应热疗提供新的靶向介质!同时也为磁
性纳米粒在结合蛋白#细胞靶向分选#药物靶向传递等方面
的应用提供新的基础"
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图 1 23( 测定偶联前后蛋白质浓度
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