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智能型荧光纳米递送系统用于乳腺癌细胞的示踪和增殖抑制研究

张贝贝*, 黄维兰, 梅玉影, 邵悦馨, 张 璐, 李瑞芳*

(河南工业大学, 河南 郑州 450001)

摘要: 本研究旨在构建一种智能型荧光纳米载体用于肿瘤细胞的示踪, 同时通过物理吸附和静电吸附作用, 完

成模型药物多柔比星 (DOX) 和小分子干扰RNA (siBcl-2) 的负载, 实现对肿瘤细胞的协同抑制。本文采用溶胶凝胶

法制备介孔硅纳米粒 (MSN), 共价修饰乙醛化胱氨酸 (AC) 及聚乙烯亚胺 (PEI), 所制备的纳米载体MSN-AC-PEI分

散均匀, 粒径为 235.53 nm, 电位为 14.63 mV; 载体材料对 siRNA负载比例可达到 60∶1 (质量比), 且载体材料可保护

siRNA不受RNA酶降解; 为模拟肿瘤微环境, DOX在pH 5、10 mmol·L-1谷胱甘肽 (GSH) 中的释放行为被研究, 结果

证明, DOX在120 h的累积释放率为正常生理环境的35倍, 为其在肿瘤细胞内的智能释放奠定了基础。细胞实验结

果表明: MSN-AC-PEI载体材料具有显著的绿色荧光, 被肿瘤细胞 (MCF-7) 摄取后, 24 h仍具有示踪能力。纳米递

药系统 MSN-AC-PEI@DOX/siBcl-2给药 24 h后, 对肿瘤细胞增殖抑制率可达到 40.91%, 晚期凋亡率为 60.84%。

Western blot实验结果表明: 与单独DOX及 siBcl-2相比, 纳米递药系统能显著降低抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 从而提

升其抗肿瘤能力。
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Smart fluorescent nano-delivery system for breast cancer cell

tracing and growth inhibition
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(Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China)

Abstract: This study aimed to construct an intelligent fluorescent nanocarrier for tumor cell tracing. Doxoru‐

bicin (DOX) was used as a model drug, and the gene targeting siBcl-2 was loaded to achieve synergistic inhibition

of tumor cells. Mesoporous silicon nanoparticles (MSN) were prepared by a sol-gel method, and acetaldehyde

cystine (AC) and polyethyleneimine (PEI) were covalently modified. The prepared nanocarrier MSN-AC-PEI was

uniformly dispersed, with a particle size of 235.53 nm and a potential of 14.63 mV. The carrier material MSN-

AC-PEI could load siRNA with the mass ratio of 60∶1 (Wvectors∶WsiRNA) and protect siRNA from RNase I degrada‐

tion. To simulate the microenvironment of tumor, DOX release in phosphate buffer (pH 5) including 10 mmol · L-1

glutathione (GSH) was investigated. The cumulative release rate of DOX at 120 h is 35 times that of the normal

physiological environment, which lays the foundation for the intelligent release of DOX in tumor cells. The results

of cell experiments showed that the carrier material MSN-AC-PEI had significant green fluorescence, and the

traceability can be maintained for 24 h after taken up by MCF-7 cells. After 24 hours of administration of the nano

drug delivery system MSN-AC-PEI@DOX/siBcl-2, the inhibition rate of tumor cell proliferation reached 40.91%,

and the late apoptosis rate was 60.84%. The Western blot results showed that compared with free DOX and siBcl-2,
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the nano-delivery system MSN-AC-PEI@DOX / siBcl-2 can significantly reduce the expression of anti-apoptotic

protein Bcl-2, thereby enhancing its anti-tumor ability.

Key words: fluorescence; nanoparticles; doxorubicin; siRNA; tumor

介孔硅纳米材料由于比表面积大、生物相容性好、

表面易于改性及低毒等特性, 成为一种新型的药物基

因纳米储存器[1]。自从本世纪初科学家提出MCM-41

型 (mobil composition of matters N. 41) 介孔硅可用于

药物释放体系以来, 介孔硅纳米材料在药物缓释、控释

及靶向输送等方面得到了长足发展[2,3]。研究发现, 直

径小于 200 nm的介孔硅纳米粒 (MSN), 可通过增强的

渗透性和保留效应进入肿瘤组织[4,5]。为了增强药物

进入靶细胞的效率, 应避免其到达靶部位之前过早释

放, 同时增强其在靶部位的精准释放[6]。利用肿瘤微

环境的一些独特性质 , 如缺氧[7]、低 pH 值[8]、高还原

性[9]等, 可以开发和设计智能纳米递送系统, 以提高治

疗效果[10-12]。

近年来, 随着癌症病例的急剧增加[13], 越来越多研

究者把注意力放在了个性化癌症治疗及可示踪癌症治

疗方面[14]。基于多种成像技术引导的癌症治疗, 如核

磁成像[15]、PET/CT成像[16,17]、光声成像[18,19]和荧光共振

能量转移成像[20]等有大量报道。其中, 得益于商品化

荧光试剂的多样性及荧光成像技术的日趋精湛, 荧光

成像技术已成为不可或缺的示踪手段[21]。然而, 商品

化试剂的研发重点在于试剂的荧光效率, 不能满足肿

瘤治疗过程中的多功能需求。乙醛化胱氨酸 (AC) 含

有两个席夫碱, 其自发荧光是由席夫碱中两个C=N键

的 n-π*跃迁而诱导产生的[22,23]。另外 , AC 具有二硫

键, 癌细胞内高浓度谷胱甘肽可以使其断裂, 从而使得

其功能多样化。

本研究构建了一种对肿瘤微环境敏感的智能荧光

纳米复合物MSN-AC-PEI (图 1), 用于共同递送化疗药

物多柔比星 (DOX) 和基因药物 siBcl-2。AC含有两个

席夫碱和-S-S-键, 赋予MSN优异的可示踪性和生物降

解性。此外, 聚乙烯亚胺 (PEI) 的包覆不仅实现了堵孔

作用, 而且可以负载 siRNA。通过观察纳米载体材料

在细胞质中的荧光, 可以实时捕获药物释放过程, 并明

确药物作用的亚细胞位点。进一步研究表明, MSN-

AC-PEI@DOX/siBcl-2可以被有效地递送到乳腺癌细

胞MCF-7中以抑制Bcl-2表达, 促进细胞凋亡并抑制

肿瘤细胞增殖。本研究通过引入具有自发荧光的化合

物来修饰载体, 从而将药物载体递送过程的可视化和

肿瘤治疗过程有机联系起来, 提高载体材料在杀伤癌

症细胞过程中精准递送的能力。

材料与方法

材料与试剂 十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB,

98%, 国药集团化学试剂有限公司); 正硅酸乙酯

(TEOS, 98%)、3-氨丙基三乙氧基硅烷 (APTES, 98%)、

二乙醇胺 (DEA)、肝素钠 (≥185 u·mg-1 , USP)、5,5'二硫

代双 (2-硝基苯甲酸) (DTNB, 98%)、还原型谷胱甘肽

(GSH, 98%)、支链聚乙烯亚胺 (PEI1.8, 1.8 kDa) (阿拉丁

化学试剂有限公司); 支链聚乙烯亚胺 [PEI25, 25 kDa,

西格玛奥德里奇 (上海)贸易有限公司]; 核糖核酸酶A

[>50 U·mg-1, 生工生物工程 (上海) 股份有限公司]; 多

柔比星 (DOX, 98%, 大连美仑生物科技有限公司);

Bcl-2 siRNA的序列为: CCGGGAGAUAGUGAUGAA

GdTdT (正义链)、CUUCAUCACUAUCUCCCGGdTdT

(反义链)、FAM-siBcl-2 (上海吉玛制药技术有限公司);

3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐 (MTT)、

DMEM 培养基 (索莱宝科技有限公司); 胰蛋白酶 -

EDTA、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒 (碧云天

生物技术公司); 胎牛血清 (FBS, 泽塔生命公司); 超纯

水 (MiliQ公司); 所有其他化学品和试剂均为分析级。

主要仪器 透射电子显微镜HT7700 (日立公司);

激光散射粒度仪Nano-ZS90 (英国马尔文公司); 荧光

分光光度计 Cary Eclipse (美国安捷伦公司); 酶标仪

FLx800 (美国伯腾仪器有限公司); 热重分析仪Q50 (美

国 TA 仪器); 激光共聚焦显微镜 FLUOVIEW FV3000

Figure 1 The representation of the formation of mesoporous sili‐

ca-acetaldehyde modified cystine-polyethyleneimine (MSN-AC-

PEI) nanocarriers for the co-delivery of small interfering RNA

(siBcl-2) and doxorubicin (DOX)
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(日本 Olympus公司); 流式细胞仪 FACSCalibur (美国

BD 公司); 冷冻干燥机 BenchTop Pro ( 美国 Virtis

公司)。

细胞模型 人乳腺癌细胞 MCF-7由郑州大学药

学院惠赠, 培养于含 10% 胎牛血清DMEM 培养液中,

在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。每 1～2 天更换 1次

培养液。待细胞融合至 80%后, 用 0.25%胰蛋白酶作

为消化液进行消化传代。

AC的合成 取胱氨酸 1 g, 加去离子水 50 mL, 超

声搅拌均匀, 充分溶解。使用 0.1 mol ·L-1 NaOH溶液

调 pH值至 10。快速滴加 2 mL乙醛到胱氨酸溶液中,

然后室温搅拌 24 h。再用 0.1 mol · L-1 HCl溶液调 pH

值至 7, 静置过夜。取上清液, 经 12 000 r·min-1离心 10

min后弃去沉淀, 冷冻干燥得到AC粉末。

MSN-AC-PEI 的制备 ① 称取 2 g CTAB, 加去

离子水 200 mL, 95 ℃搅拌均匀后, 加DEA 320 μL, 接

着滴加 TEOS 16 mL, 95 ℃回流反应 3 h, 用甲醇和去

离子水交替洗涤 6 次 , 12 000 r · min-1离心弃去上清 ,

60 ℃真空干燥 12 h, 得白色 MSN 粉末 ; ② 向 0.5 g

MSN 中加无水乙醇 50 mL, 搅拌使其分散, 然后滴加

APTEs 4 mL, 36 ℃搅拌冷凝回流24 h。反应完毕, 用去

离子水和乙醇交替洗涤6次, 按上述方法干燥; ③ 称量

AC 320 mg, 加入 400 mg EDC和NHS, 用 0.1 mmol·L-1

PBS (pH 7.4) 溶解, 室温下搅拌 30 min, 加入NH2-MSN

240 mg, 室温搅拌 12 h。反应结束后, 12 000 r·min-1离

心 10 min, 用上述 PBS溶液反复洗涤 3次后冷冻干燥

得到NH2-MSN-AC; ④ 称取NH2-MSN-AC 10 mg, 加入

20 mg NHS和EDC, 使用10 mL PBS溶液 (10 mmol·L-1,

pH 7.4) 分散, 室温下搅拌 30 min, 加入 PEI, 室温下继

续搅拌 8 h。反应结束后, 再用 0.1 mmol·L-1 PBS溶液

(pH 7.4) 反复离心洗涤 3次后冷冻干燥, 得MSN-AC-

PEI。

DOX 的包载 称取 NH2-MSN 15 mg, 加 PBS

(0.2 mol·L-1, pH 7.4) 10 mL, 再加入DOX (母液质量浓度

5 mg·mL-1) 1.5 mL,室温搅拌 24 h后, DOX以物理吸附

的方式进入 NH2-MSN 的介孔, 12 000 r · min-1离心 10

min, 收集上清液, 于 480 nm测吸光度 (A) 值, 带入标

准曲线 A = 0.011 6 C+ 0.047 1, 求得上清中DOX的浓

度 (C)。计算包载率 = (DOX总 - DOX上清)/纳米材料总

重。参照 MSN-AC-PEI的制备方法再进行 AC和 PEI

的修饰。

透射电镜的表征 取MSN及MSN-AC-PEI各3 mg,

分散于 3 mL无水乙醇中, 制备成 1 mg·mL-1溶液。超

声分散 20 min后, 取 1滴样品滴覆在碳支持膜的铜网

上, 等待其自然干燥后用透射电镜进行表征。

载体材料的粒径与电位 分别取 MSN、NH2-

MSN、NH2-MSN-AC 和 MSN-AC-PEI 各 2 mg 分散在

2 mL水中, 超声分散后, 用马尔文Nanosizer测定材料

的粒径和电位。

材料的热重分析 分别取MSN、NH2-MSN、NH2-

MSN-AC和MSN-AC-PEI各 12 mg于试管中, 将试样

填装紧密并轻敲以形成均匀薄层, 使试样间接触良好

(有利于其热传导), 待机器预热结束 , 把样品依次放

入, 采用热重分析仪来对材料的性质进行表征。

MSN-AC-PEI的GSH消耗实验 为了研究MSN-

AC-PEI对 GSH消耗能力, 首先将 0.5 mL各质量浓度

的MSN-AC-PEI (0、62.5、125、187.5或 250 μg·mL-1) 溶

液与等体积 300 μmol · L-1 还原型 GSH 溶液混合 , 于

25 ℃反应 2 h, 再使用 0.22 μm 滤膜过滤 , 加入 DTNB

试剂 (终浓度 150 μmol · L-1) 作用 10 min, 测定溶液在

412 nm处A值。标准曲线的制作按上述方法进行。

空载体材料中 PEI 分子质量选择 为了探究

PEI1.8 与 PEI25 对 siRNA 的负载能力 , 分别制备 MSN-

AC∶PEI1.8 = 1∶0.1 和 MSN-AC∶PEI25 = 1∶0.1 两种载

体材料。并设置载体材料与 siRNA 的质量比分别为

0∶1、10∶1、20∶1、40∶1、60∶1和 80∶1, 置于金属浴中 (温

度: 37 ℃, 转速 : 300 r · min-1) 孵育 30 min, 取 5 μL 样

品与 1 μL上样缓冲液混合, 点样于 1%的琼脂糖凝胶

板。为了保证实验的统一性, 各个点样孔中 siRNA质

量固定为 0.2 μg, 于 110 V 电泳 20 min 后 , 进行凝胶

成像。

RNA 酶保护实验 为了验证载体材料对 siRNA

的保护能力 , RNA 酶被用于降解未被保护的 siRNA,

肝素钠被用于置换结合在材料上的 siRNA。设置了 4

组实验, 每组实验有 4个样品, 分别为载体材料与 siR‐

NA的质量比分别为 0∶1、60∶1、70∶1和 80∶1。第 1组

实验未加 RNA 酶和肝素钠 ; 第 2 组实验中只加 RNA

酶 ; 第 3组实验中只加肝素钠; 第 4组实验中分别加入

RNA酶和肝素钠。具体来说, 37 ℃孵育 30 min, 完成

载体材料对 siRNA 的负载 ; 每 5 μL 样品中加入 RNA

酶 2.5 ng, 37 ℃孵育 30 min 进行酶解反应 , 再通过

80 ℃加热 30 min终止RNA酶的活性; 每 5 μL样品中

加入肝素钠 5 μg, 50 ℃孵育 30 min, 置换已被结合的

siRNA。再点样于 1% 的琼脂糖凝胶板 , 进行电泳

实验。

DOX释放行为研究 为了研究DOX的响应性释

放行为, 分别称取氨基化介孔硅 15 mg, 用 4种不同缓

冲液分别为 0.1 mol ·L-1 PBS (pH 5.0)、0.1 mol ·L-1 PBS

(pH 7.4)、含有 10 mol · L-1 GSH 的 PBS (pH 5.0 或 7.4)

各 1.2 mL进行分散。然后将材料混悬液置于透析袋
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(MWCO = 3 500)中,再将透析袋浸入对应的PBS (40 mL)

中, 37 ℃、100 r · min-1避光振荡。于预先设定的时间

点, 取样 1 mL并于 480 nm处测A值, 代入标准曲线得

各时间点的释放量。为了保证溶液总体积恒定, 取样

同时补充新鲜PBS缓冲液1 mL。

体外细胞毒性实验 将细胞以每孔 1×104个铺于

96孔板, 5% CO2、37 ℃条件下孵育过夜。待细胞贴壁

后, 加入药液, 37 ℃条件下进行孵育 (每隔一天细胞换

液 1 次)。药物作用规定的时间后 , 弃去旧的培养基 ,

加入 MTT溶液 (终质量浓度 0.5 mg · mL-1) 200 μL, 继

续培养 4 h。小心弃去MTT残液, 每孔加入二甲基亚

砜 100 μL, 置于摇床上低速振荡 10 min, 使结晶物充分

溶解。于 490 nm 处测量各孔 A 值 , 并计算细胞存

活率。

细胞摄取实验 将细胞铺于激光共聚焦专用培养

板, 5% CO2、37 ℃条件下孵育过夜, 待细胞贴壁后给

药, 药物作用规定时间后, 吸去残液, 用 PBS清洗 3次

后, 置于激光共聚焦荧光显微镜下进行拍照。

细胞凋亡实验 将细胞以每孔 3×105个铺于 6孔

板, 5% CO2、37 ℃条件下孵育过夜, 待细胞贴壁后给

药, 药物作用48 h后, 弃去药物残液。使用胰酶消化细

胞, 加入培养基 1～2 mL, 充分吹打细胞至单个分散,

1 000 r ·min-1离心 5 min后, 收集细胞。分别用预冷的

PBS 2 mL 和 binding buffer 1 mL 洗涤细胞沉淀 1 次。

加入 binding buffer 100 μL, 重悬细胞。按照 Annexin

V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒, 加 FITC 5 μL, 涡旋; 再加

PI 5 μL, 涡旋; 25 ℃水浴 5 min; 最后按细胞密度加入

PBS 100～500 μL, 采用流式细胞仪进行检测。

Western blot检测蛋白表达 将细胞以每孔3×105

个铺于 6孔板, 5% CO2、37 ℃条件下孵育过夜, 细胞贴

壁后, 加入配制好的药液, 继续培养 8 h, 换为完全培养

基再培养 64 h后, 提取各组的细胞总蛋白。根据蛋白

浓度进行调整, 100 ℃煮沸 5 min, 4 ℃冰箱保存, 备用。

通过Western blot方法进行实验, 恒压 120 V条件下电

泳 2.5 h, 恒流 200 mA条件下转膜 2 h、4 ℃条件下孵育

抗体, 再通过曝光显影分析药物作用 72 h后肿瘤细胞

中Bcl-2蛋白的表达情况。

统计学方法 实验数据以
-
x ± s表示, 采用Origin

进行统计学分析 , 不同组别之间进行双侧 t 检验 , 统

计学的显著、非常显著和极非常显著差异分别表示为

P<0.05、P<0.01和P<0.001。

结果

1 纳米载体的制备与表征

本文设计的载体材料 MSN-AC-PEI是以 MSN为

中心, 通过共价键进行逐层修饰而获得的 (图 1)。因

MSN具有高度有序的介孔结构, 且在外层结合有阳离

子聚电解质 PEI, 因而该纳米载体材料可用作化疗药

物和基因药物的载体。从图 2A、B的TEM图像中可以

看出 , 本研究合成了大小平均为 58 nm、介孔大小

一致、高度有序且分散均匀的MSN。图 3A为AC的荧

光光谱, 其最大激发波长为 465 nm, 最大发射波长为

484 nm。随着AC和PEI的成功接枝, 使得纳米颗粒尺

寸变大, 介孔变得模糊。AC和 PEI在MSNs上的沉积

过程也可以通过zeta电位的连续变化来监测。如图3B,

MSN的 ζ电位为-21.27 mV, 氨基化后为 26.97 mV。连

接上AC后, ζ电位降至-18.13 mV, 聚电解质 PEI的沉

积使 ζ电位增加至 14.63 mV。另外, 通过动态光散射

纳米激光粒度仪的测定数据, 可以反映纳米粒的直径

随修饰物涂覆而发生变化的过程。MSN的水合粒径

为 96.27 nm, NH2-MSN 为 134.53 nm (图 3C)。在成功

修饰AC并接枝PEI后, 纳米粒的水合直径分别增加至

200.3和 235.53 nm。从热重分析数据 (图 3D) 也可以

看出, 当加热至 600 ℃时, NH2-MSN、NH2-MSN-AC和

MSN-AC-PEI的总重量损失分别为 13.32%、16.13%和

18.52%。因此 , AC 和 PEI 在 MSN 上的修饰量约为

2.81%和2.39%。

2 MSN-AC-PEI对 siRNA的负载能力及酶保护能力

siRNA的转染效率取决于纳米载体材料对 siRNA

的负载效率及 MSN-AC-PEI@siBcl-2 纳米复合物的

稳定性。如图 4A所示, 为了提高 siRNA的负载能力,

对不同分子质量 PEI 的负载水平进行了研究 , 当使

用 PEI1.8时 , 载体材料对 siRNA 的负载质量比可达到

80∶1, 而选择 PEI25时, 载体材料对 siRNA的负载质量

比可以达到 60∶1。因而高分子量的 PEI25对 siRNA负

载能力更好。

众所周知, 裸 siRNA在生理条件下不稳定, 容易受

到体内RNA酶的降解, 而失去活性。因而为了提高基

因沉默的效率, 纳米材料对 siRNA的保护能力是极为

重要的。如图 4B所示, 由于裸 siRNA可以自由电泳,

且被Red plus染色, 故出现明亮条带 (泳道 1); 合成的

Figure 2 TEM characterization of mesoporous silicon nanoparti‐

cles (MSN) (A) and MSN-AC-PEI nano-carriers (B)
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载体材料表面带正电荷, siRNA带有负电荷, 通过正负

电荷吸引, siRNA被负载不能自由电泳, 不出现明亮条

带 (泳道 2～4); 加入RNA酶可降解裸 siRNA, 条带消

失 (泳道 5), 而泳道 6～8 亦未出现条带 , 猜测是由于

siRNA被载体负载, 不受酶降解作用; 裸 siRNA被Red

plus染色亦出现亮条带 (泳道 9), 加入肝素钠用于置换

siRNA, 材料负载的 siRNA被置换出来, 出现条带 (泳

道 10～12); 同时加入RNA酶和肝素钠, 没有材料保护

时RNA酶降解 siRNA, 条带消失 (泳道 13), 由于材料

的保护作用, RNA酶不能降解材料表面的 siRNA, 肝

素钠将材料表面吸附的 siRNA 置换出来 (泳道 14～

16)。结果证实, 本文制备的纳米载体材料可以有效保

护 siRNA免受RNA酶降解。

3 DOX的刺激响应性释放

在不同的释放介质中DOX累积释放曲线如图 5A

所示。由于AC结构的不稳定性, 在酸性条件和高浓

度的GSH作用下, 酰胺键及二硫键会发生断裂, 从而

引起介孔内部以物理吸附形式结合的DOX释放。在

pH 7.4 PBS中, DOX在 120 h的释放率仅 1.87%, 这也

保证了纳米载药系统在到达作用位点之前, 在生理环

境下的“零释放”; 在 pH 5的酸性环境下, 药物释放率

增加至 7.65%, 这体现了药物的 pH 值依赖型释放行

为。当遇到 10 mmol ·L-1 GSH时, 药物释放可迅速上

升至 62.73%, 这表明AC结构内的二硫键可以在肿瘤

微环境中裂解, 为药物的释放提供可能; 当同时存在低

pH值、高GSH时, 累积释放进一步提高至 65.57%, 这

一点可以被AC消耗GSH的事实佐证。如图 5B所示,

MSN-AC-PEI 与 GSH 作用 2 h 后离心 , 检测上清中

GSH发现, 纳米载体以剂量依赖性方式导致GSH水平

显著降低, 为 DOX在肿瘤高浓度 GSH微环境中的响

应性释放提供保证。

4 纳米药物在细胞内分布和示踪能力验证

本课题构建的MSN-AC-PEI纳米载药体系是一个

具有示踪能力的纳米载体。其示踪能力来源于AC发

射的荧光, 其最大激发波长为 465 nm, 最大发射波长

为 484 nm。如图 6A所示, 给药 6 h后, 具有绿色荧光

的纳米载体材料进入细胞, 同时包埋在介孔中的具有

Figure 4 Agarose gel electrophoresis retardation assay of MSN-

AC-PEI@siRNA complexes under various vector / siRNA mass

ratios (0∶1, 10∶1, 20∶1, 40∶1, 60∶1 and 80∶1 from left to right).

PEI1.8 was used for lane 1-6, and PEI25 was used for lane 7-12 (A).

RNase protection assay of nanocomplexes (B). a: The MSN-AC-

PEI@siRNA complexes with various vector / siRNA mass ratios

(0∶1, 60∶1, 70∶1, 80∶1 from left to right); b: 5 ng · μL-1 RNase

was added; c: 2 Heparin sodium（2 mg·mL-1）was added; d: 5 ng·

μL-1 RNase and 2 mg·mL-1 heparin sodium were added

Figure 3 The fluorescence spectra of acetaldehyde cystine (AC) in aqueous suspension (A). The representative zeta potential (B), hydrody‐

namic diameters (C) and thermogravimetric analysis-differential thermal analysis (TG-DTA) of MSN, NH2-MSN, NH2-HMSN-AC and

MSN-AC-PEI (D). n = 3, x̄ ± s
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红色荧光的DOX也一同被细胞摄取, 然后均匀分布在

细胞质中。为了进一步验证纳米材料进入细胞的荧光

强度, 将给药 6 h后细胞进行了消化处理, 流式结果表

明 (图 6B), 对照组 99.34%的细胞分布在第三象限, 表

明没有药物处理的情况下, 细胞既不具有AC的绿色

荧光, 也不具有DOX的红色荧光。当细胞摄取了具有

绿色荧光的空载体MSN-AC-PEI后, 其绿色荧光强度

比对照组增强了100倍。当载体材料携带DOX进入细

胞后, 细胞同时具有AC的绿色荧光和DOX的红色荧

光。图 7的激光共聚焦结果显示, 荧光纳米载体材料

的示踪能力至少可持续 24 h。给药 24 h后, 仍可以清

晰看到其在胞内的分布情况。

5 纳米载药体系的细胞毒性研究

通过 MTT 法测定了裸纳米载体 , DOX 或 siBcl-2

复合物及 DOX 和 siBcl-2 共递送纳米系统的细胞毒

性。如图 8A所示, 随着空载体MSN-AC-PEI的给药浓

度增大, 细胞对空载体的毒性显示出浓度依赖性。考

虑到提高纳米载体浓度, 可以提高载药量, 并结合凝胶

阻滞实验结果, 决定采用 25 μg ·mL-1空载体来进行下

一步实验。如图 8B所示, 在与MCF-7细胞共培养 24、

Figure 5 In vitro DOX release profiles of MSN-AC-PEI@DOX complexes in phosphate buffer saline (pH 5 or 7.4) with or without

10 mmol · L-1 glutathione (GSH) (A). GSH depletion by MSN-AC-PEI. The reduced GSH (150 μmol · L-1) was incubated with different

concentrations of MSN-AC-PEI for 2 h and the free GSH was determined (B). n = 3, x̄ ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control

Figure 6 CLSM images of MCF-7 cells after incubation with MSN-AC-PEI@DOX complexes for 6 h (A). Scale bar: 50 μm (upper), 15 μm

(bottom). Cellular uptake of different nanoparticles in MCF-7 cells for 6 h was determined by flow cytometry (B)

Figure 7 CLSM images of MCF-7 cells after incubation with

MSN-AC-PEI@DOX complexes for 2, 6 and 24 h
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48和 72 h后, MCF-7细胞的细胞活力随培养时间的延

长逐渐降低, 表明裸纳米载体材料MSN-AC-PEI具有

时间依赖的细胞毒性。与裸纳米载体组相比, DOX或

siBcl-2复合纳米系统的细胞活力, 在 72 h分别降低至

45.01%和 55.90%。然而, DOX和 siBcl-2共递送纳米

系统显示出最佳的细胞毒性, 细胞存活率显著下降至

35.32%。这些结果表明, 与单一DOX递送相比, siBcl-2

和DOX的共递送可以增强化学治疗效果。

6 细胞凋亡实验

为了进一步研究不同纳米递送系统对 MCF-7细

胞的促凋亡作用 , 采用膜联蛋白 V-FITC 凋亡检测试

剂盒测定凋亡效率。结果如图 9所示, DOX和 siBcl-2

共递送纳米系统导致晚期凋亡细胞百分比为 60.84%,

显著高于单独 DOX (20.05%) 或 siBcl-2 (15.21%) 递

送系统的晚期凋亡率, 这可归因于基因/化学协同治疗

对乳腺癌的影响。另外, 如图 10所示, 与对照组相比,

MSN-AC-PEI@DOX和MSN-AC-PEI@siBcl-2均可显

著抑制Bcl-2表达, 其抑制率分别达到69.33%和62.49%,

而化疗药物和基因药物的共递送系统MSN-AC-PEI@

Figure 9 Annexin V-FITC apoptosis assay for the determination of apoptotic/necrotic cells in MCF-7 cells treated with different formula‐

tions for 48 h was detected by flow cytometry. Untreated cells were used as a control

Figure 8 Cell viabilities of MCF-7 cells treated with different

concentration of MSN-AC-PEI (A) and different formulations of

DOX/ siBcl-2 for 24, 48 and 72 h (B). n = 4, x̄ ± s. ***P<0.001 vs

MSN-AC-PEI+DOX group, ###P<0.001 vs MSN-AC-PEI+siBcl-2

group

Figure 10 The expression level of Bcl-2 for control (1), naked

carrier MSN-AC-PEI (2), MSN-AC-PEI@DOX nano system (3),

MSN-AC-PEI@siBcl-2 nano system (4) and DOX / siBcl-2 co-

delivery nano system (5) was evaluated by Western blot (A). Semi-

quantitative analysis of immunoblotting assay (B). n = 3, x̄ ± s.
***P<0.001 vs control
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DOX/siBcl-2对Bcl-2表达的抑制率可以达到 93.46%,

综上所述, 纳米递药系统对肿瘤细胞增殖抑制能力与

Bcl-2表达水平降低直接相关。

讨论

介孔硅纳米粒具有有序的介孔结构, 且表面易于

被修饰, 为其在可控释放领域的发展奠定了基础[24]。

从DOX释放行为可以看出, 纳米药物在正常生理条件

下 (pH 7.4 PBS) 的释放极低 , 仅有 1.874%, 主要原因

在于介孔硅外层有高分子聚合物包覆, 作为门控元素,

对介孔进行堵孔, 可有效阻碍DOX到达作用位点前释

放。在偏酸环境下 (pH 5), DOX释放升高至 7.65%, 这

可能与AC结构中酸敏感的化学键“C=N”有关。而当

遇到高浓度GSH时, DOX释放迅速升高至 65.57%, 这

是由于AC具有二硫键, 其可被谷胱甘肽消耗, 使DOX

得到迅速释放。总之, 纳米材料具有酸性敏感性和GSH

敏感性, 为DOX在细胞内的大量集聚奠定了基础。

本研究构建的荧光纳米载体 MSN-AC-PEI, 可用

于肿瘤细胞的示踪。由于纳米载体具有强烈的绿色荧

光 , 其在细胞内的分布可以被追溯至 24 h, 这是由于

AC的结构中含有席夫碱结构, 赋予材料良好的示踪能

力。其荧光强度稳定, 且不易受复杂的细胞微环境影

响, 具有一定的示踪优势。另外, 载体材料中PEI可提

高 siRNA的负载效率, 每微克纳米材料的 siRNA负载

率可以达到 0.016 μg, 且该材料具有保护 siBcl-2不受

酶降解的作用, 这使得纳米材料基因药物复合体在细

胞内可以实现基因沉默作用, 并抑制Bcl-2抗凋亡蛋白

的表达, 进而促进肿瘤细胞的凋亡。

综上所述, 本文构建的载药体系MSN-AC-PEI是

一种多功能的荧光标记的硅基纳米载体, 以MSN为本

体材料, 并对此进行功能化修饰, 借助于荧光物质AC

的标记, 完成对抗癌药物 DOX的包埋和 siBcl-2的负

载, 从而实现对乳腺癌细胞的示踪, 并能显著抑制肿瘤

细胞增殖作用。
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