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３．重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所干细胞实验室，重庆４０００１４

　　［摘要］　目的　研究壳聚糖和油酸钠修饰的超顺磁性四氧化三铁纳米粒子（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，

ＳＰＩＯＮｓ）的细胞毒性，为临床应用提供实验依据。方法　用透射电子显微镜对壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ进行形态学
观察；用１０μｇ／ｍＬ的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液处理体外培养的人肺腺癌细胞 Ａ５４９，普鲁士蓝染色观察２种

ＳＰＩＯＮｓ在细胞内的分布；用不同浓度（０、２５、５０、１００和２００μｇ／ｍＬ）的２种ＳＰＩＯＮｓ分别处理Ａ５４９细胞，ＭＴＴ法测定细胞生

长活性；２种ＳＰＩＯＮｓ染毒Ａ５４９细胞４８ｈ时，测定上清液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的活性；ＤＡＰＩ染色法观察细胞凋亡情况。结

果　（１）２种ＳＰＩＯＮｓ均呈类球形结晶，粒径２０～３０ｎｍ，此时四氧化三铁纳米粒子之间的热振动能足以克服磁吸引力而呈现
超顺磁性。（２）普鲁士蓝染色显示细胞内可见蓝色沉着，说明２种ＳＰＩＯＮｓ均可进入Ａ５４９细胞内。（３）ＭＴＴ检测结果显示壳

聚糖ＳＰＩＯＮｓ对细胞生长几乎无抑制，而２００μｇ／ｍＬ油酸钠ＳＰＩＯＮｓ在４８ｈ和７２ｈ时对细胞有明显的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。

（４）２００μｇ／ｍＬ壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒细胞的上清液中ＬＤＨ活性稍高于对照组（Ｐ＜０．０５），而１００μｇ／ｍＬ和２００μｇ／ｍＬ油酸钠

ＳＰＩＯＮｓ染毒细胞的上清液中ＬＤＨ活性均高于对照组（Ｐ＜０．０５），同时也高于相同浓度壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒组（Ｐ＜０．０５）。

（５）ＤＡＰＩ凋亡检测显示，壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒细胞与对照组间差异无统计学意义，而油酸钠ＳＰＩＯＮｓ染毒细胞发生明显的细

胞核皱缩及胞核碎裂现象，且细胞凋亡率高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ与油酸钠ＳＰＩＯＮｓ相比具有较低的
细胞毒性。
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ｃｈｉｔｏｓａｎ；ｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（４）：３６６３７１］

　　近年来纳米技术研究成为一个迅速兴起的领

域，其中超顺磁性四氧化三铁纳米粒子（ｓｕｐｅｒｐａｒａ

ｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＳＰＩＯＮｓ）由于其

所具有的超顺磁性而受到人们广泛的关注［１２］。所

谓的超顺磁性是指将材料置于磁场中可显示磁性，

而当磁场消失后，材料的磁性也随之消失［３］，当四氧

化三铁纳米粒子的粒径≤３０ｎｍ时，颗粒间的热振

动能足以克服磁吸引力，从而呈现超顺磁性［４］。

ＳＰＩＯＮｓ是目前唯一经批准用于临床的磁性纳米粒

子［５］，现已被应用于核磁共振成像［６］、药物［７］和基

因［８］的靶向传递、高热治疗肿瘤［９］等方面，但是它的

生物相容性仍然是人们关注的问题。

　　ＳＰＩＯＮｓ的生物相容性决定了其使用范围和应

用前景，受到包括粒径大小、表面电荷、稳定性等众

多因素的影响，对ＳＰＩＯＮｓ进行表面修饰是改变其

生物相容性的重要措施［１０１１］。本研究选用壳聚糖和

油酸钠修饰的ＳＰＩＯＮｓ，使其作用于体外培养的人肺

腺癌细胞Ａ５４９，探讨２种ＳＰＩＯＮｓ对 Ａ５４９细胞的

生物效应，从而评价其细胞毒性。

１　材料和方法

１．１　材料及试剂　Ａ５４９细胞（重庆医科大学附属

第一医院肿瘤实验室提供），壳聚糖和油酸钠修饰的

ＳＰＩＯＮｓ（重庆医科大学附属儿童医院生物材料实验

室制备，制备方法参照文献［１２１３］）。ＲＰＭＩ１６４０
培养基、胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胰蛋白酶、

四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，碧云天生物技术研究所），

二甲亚砜（ＤＭＳＯ，北京索莱宝科技有限公司），乳酸

脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒（南京建

成生物工程研究所），４’，６二脒基２苯基吲哚（４’，

６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ，美国 Ｓｉｇｍａ 公

司），亚铁氰化钾（成都科龙化工试剂厂），其他化学

试剂均为分析纯。

１．２　２种ＳＰＩＯＮｓ悬液的制备及其形态观察　应用

电子天平精确称量壳聚糖和油酸钠修饰的ＳＰＩＯＮｓ
各５ｍｇ，加入５ｍＬ含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养液，配制成质量浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的母液，采

用旋涡振荡器初步混悬后置于超声波破碎仪（Ｓｃｉ

ｅｎｔｚＩＩＤ，宁波新芝生物科技股份有限公司）中超声

处理３０ｓ（每次６ｓ，间隔１０ｓ，重复５次），应用透射

电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ６００，日本日立公司）观察壳聚

糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ的形态。染毒实验设

立５个剂量组，以含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培

养液对母液进行不同比例的稀释，各组终浓度分别

为０、２５、５０、１００和２００μｇ／ｍＬ，采用同样的方法进

行混悬和超声处理后立即用于细胞染毒。

１．３　普鲁士蓝染色法观察２种ＳＰＩＯＮｓ在Ａ５４９细

胞内的分布　将对数生长期的 Ａ５４９细胞按１×

１０５／孔均匀接种至６孔培养板，用１０μｇ／ｍＬ壳聚糖

ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液处理Ａ５４９细胞４ｈ
后进行检测。吸弃培养液，用预冷磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗细胞３遍，４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，

吸弃多聚甲醛，ＰＢＳ洗细胞３遍，每孔加入２％亚铁

氰化钾和２％盐酸等体积混合液２ｍＬ，孵育２５ｍｉｎ
后ＰＢＳ洗细胞３遍，倒置荧光显微镜（ＥｃｌｉｐｓｅＴｉＳ，

Ｎｉｋｏｎ公司）下观察细胞颜色变化。
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１．４　ＭＴＴ法检测 Ａ５４９细胞活性　将５×１０３／孔

Ａ５４９细胞均匀接种至９６孔培养板，分别加入０、２５、

５０、１００和２００μｇ／ｍＬ的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠

ＳＰＩＯＮｓ悬液，各组均设６个复孔，分别于２４、４８、７２

ｈ进行检测。吸弃培养液，加入１８０μＬ新鲜培养液

和２０μＬＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ后吸弃

上清，加入１５０μＬＤＭＳＯ，置于摇床上摇１０ｍｉｎ，酶

联免疫检测仪（ＭＫ３，芬兰Ｔｈｅｒｍｏ公司）５７０ｎｍ波

长处检测各孔光密度（Ｄ）值，计算细胞的相对生存

率。相对生存率＝（实验组Ｄ 值－对照组Ｄ 值）／对

照组Ｄ值。

１．５　细胞培养液上清液中ＬＤＨ 活性检测　收集

１．４项下壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液染

毒处理Ａ５４９细胞４８ｈ时培养液上清，按照ＬＤＨ试

剂盒使用说明进行操作，检测ＬＤＨ活性。

１．６　ＤＡＰＩ染色法检测Ａ５４９细胞凋亡情况　Ａ５４９

细胞按１×１０５／孔均匀接种至６孔培养板，２００μｇ／

ｍＬ壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液染毒处

理Ａ５４９细胞４８ｈ时，吸弃培养液，用预冷ＰＢＳ洗细

胞３遍，４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，吸弃多聚甲

醛，ＰＢＳ洗细胞 ３ 遍，每孔加入 ２μｇ／ｍＬ ＤＡＰＩ

０．５ｍＬ，３７℃避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗细胞３遍，倒

置荧光显微镜观察。每个样本随机选取５个非重复

视野，每个视野随机计数１００个细胞，以含有浓缩、

聚集染色质或碎裂细胞核的细胞计为凋亡细胞。凋

亡率（％）＝凋亡细胞数／计数细胞数×１００％。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，

计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间经方差齐性分析为齐性

后采用方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　２种ＳＰＩＯＮｓ的形态学表征　透射电子显微镜

下可见壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ均为类球

形结晶，表面光滑且形状规则，粒径为２０～３０ｎｍ，

此时四氧化三铁纳米粒子之间的热振动能足以克服

磁吸引力而呈现超顺磁性。见图１。

图１　壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ（Ａ）和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ（Ｂ）

透射电子显微镜照片

Ｆｉｇ１　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆ

ｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓ（Ａ）ａｎｄｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓ（Ｂ）

ＳＰＩＯＮｓ：Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．２　２种ＳＰＩＯＮｓ在Ａ５４９细胞内的分布情况　结

果如图２所示，Ａ５４９细胞在经１０μｇ／ｍＬ的壳聚糖

ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ孵育４ｈ后，可见细胞内

均有蓝色沉着，说明壳聚糖 ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠

ＳＰＩＯＮｓ均能进入细胞，并且大部分分布于细胞核周

围的胞质内。

图２　普鲁士蓝染色示壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ在Ａ５４９细胞内的分布情况

Ｆｉｇ２　ＰｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓａｎｄｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

ＳＰＩＯＮｓ：Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｔｍｏｄｉｆｉｅｄＳＰＩＯＮｓ）；Ｂ：ＣｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓｇｒｏｕｐ；

Ｃ：ＳｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＣ）；×２００（ａｃ）

２．３　２种ＳＰＩＯＮｓ对Ａ５４９细胞活性的影响　结果

如图３所示，壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ几乎不影响细胞的生

长活性，在２００μｇ／ｍＬ浓度时，细胞仍然有８０％的

生存率（Ｐ＜０．０５，图３Ａ）；而油酸钠ＳＰＩＯＮｓ染毒的

Ａ５４９细胞在油酸钠ＳＰＩＯＮｓ浓度大于５０μｇ／ｍＬ时

生存率在不同时间点均随着其浓度的增大而降低，

当油酸钠ＳＰＩＯＮｓ浓度为１００μｇ／ｍＬ时，细胞生存

率已 较 对 照 组 低 （Ｐ ＜０．０５），当 浓 度 达 到
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２００μｇ／ｍＬ时，４８ｈ时仅有不到６０％的细胞存活

（图３Ｂ）。当壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ浓度

为２００μｇ／ｍＬ时，油酸钠ＳＰＩＯＮｓ染毒 Ａ５４９细胞

后的细胞生存率明显低于壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒的细

胞，说明一定浓度范围内油酸钠ＳＰＩＯＮｓ对细胞的

生存率影响较壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ大。

图３　不同浓度的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ（Ａ）和

油酸钠ＳＰＩＯＮｓ（Ｂ）对Ａ５４９细胞活性的影响

Ｆｉｇ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓ（Ａ）ｏｒｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓ（Ｂ）

ｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ＳＰＩＯＮｓ：Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ｐ＜

０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０μｇ／ｍＬ）．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　上清液中ＬＤＨ活性检测结果　Ａ５４９细胞经

不同浓度的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液

染毒处理４８ｈ，其上清液中ＬＤＨ活性变化情况如图

４所示。壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒组ＬＤＨ 活性与对照

组相比有轻度增高，仅２００μｇ／ｍＬ浓度时差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）；１００μｇ／ｍＬ和２００μｇ／ｍＬ
油酸钠ＳＰＩＯＮｓ染毒组ＬＤＨ活性高于对照组 （Ｐ＜

０．０５），同时也高于同浓度壳聚糖 ＳＰＩＯＮｓ染毒组

（Ｐ＜０．０５），说明高浓度油酸钠ＳＰＩＯＮｓ能够使细胞

释放更多的ＬＤＨ至培养液中。

２．５　２种ＳＰＩＯＮｓ对细胞凋亡的影响　结果如图５
所示。荧光显微镜下可见对照组和２００μｇ／ｍＬ壳聚

糖ＳＰＩＯＮｓ染毒处理４８ｈ时的细胞胞核完整，呈椭

圆形，核仁清晰可见，胞核内染色质密度均匀一致，

凋亡率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而２００μｇ／ｍＬ
油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液处理４８ｈ时的Ａ５４９细胞可见

部分胞核皱缩及胞核碎裂，呈典型的凋亡形态，其凋

亡率高于对照组及壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ染毒组，差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示油酸钠ＳＰＩＯＮｓ可能通过

影响细胞凋亡发挥细胞毒性作用。

图４　不同浓度的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ悬液

染毒Ａ５４９细胞后上清液中ＬＤＨ活性

Ｆｉｇ４　ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓｏｒｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓ

ＳＰＩＯＮｓ：Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．Ｐ＜
０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｍｏｄｉｆｉｅｄＳＰＩＯＮｓ）；△Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＳＰＩＯＮｓ具有粒径小、比表面积大、磁效应等特

性，尤其是它所具有的超顺磁性使其能在交变磁场

中产生热量［１４］或者是在外加磁场作用下被靶向到特

定的组织或器官［１５］，这使其在将来的生物医学领域

有着广泛的应用前景。ＳＰＩＯＮｓ的生物相容性是关

系到其应用的重要因素，而修饰材料是影响其生物

相容性的一个关键因素［１６］。本实验研究了壳聚糖和

油酸钠修饰的ＳＰＩＯＮｓ的体外细胞毒性，为其将来

的临床应用提供实验依据。

　　壳聚糖是由甲壳素经脱乙酰化处理后得到的阳

离子聚合物，是一种可降解吸收的天然高分子生物

材料，生产成本低且具有良好的生物相容性，近年来

已用于生物制药和药物释放领域［１７］。油酸钠作为一

种阴离子表面活性剂［１８］，水溶性较好，具有较高的稳

定性，常作为稳定剂使用［１９］。壳聚糖和油酸钠是２

种常用的表面修饰材料。本研究是为后期的肺部药

物靶向研究做准备，因此我们选用了人肺腺癌Ａ５４９
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细胞作为研究对象。Ａ５４９细胞作为一种肺上皮细

胞，易于培养，对外加因子较敏感，因此常被用于纳

米材料的毒性实验中［２０２１］。

图５　ＤＡＰＩ染色显示壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ处理４８ｈ对Ａ５４９细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ５　ＤＡＰＩｄｙｅｓｈｏｗｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ｈｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓｏｒｓｏｄｉｕｍｏｌｅａｔｅＳＰＩＯＮｓ

ＳＰＩＯＮｓ：Ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃｉｒｏｎｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．ＤＡＰＩ：４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｍｏｄｉｆｉｅｄＳＰＩＯＮｓ）；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｈｉｔｏｓａｎＳＰＩＯＮｓｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珔ｘ±ｓ

　　本研究中普鲁士蓝染色结果显示壳聚糖ＳＰＩ

ＯＮｓ和油酸钠ＳＰＩＯＮｓ均能进入 Ａ５４９细胞内，且

主要分布在细胞周围的胞质内，相同浓度下细胞的

载铁能力基本无差异。ＭＴＴ检测结果显示在２００

μｇ／ｍＬ浓度范围内壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ组细胞的生存

率高于油酸钠ＳＰＩＯＮｓ组。ＬＤＨ 是一种可溶性细

胞质酶，当细胞凋亡或坏死时细胞膜受损或通透性

增加，ＬＤＨ可漏出至细胞外，故细胞培养液上清中

ＬＤＨ 活性大小可反映细胞膜的受损和细胞的凋亡

程度［２２］。本实验中ＬＤＨ活性检测结果显示，高浓

度壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ和高浓度油酸钠ＳＰＩＯＮｓ染毒的

细胞上清液中的ＬＤＨ 活性均有所升高，且高浓度

油酸钠ＳＰＩＯＮｓ组的ＬＤＨ活性升高较显著，表明高

浓度油酸钠ＳＰＩＯＮｓ对细胞膜的损伤较重，而壳聚

糖ＳＰＩＯＮｓ组细胞膜的破坏不是很严重，这与 ＭＴＴ

实验结果相似。Ｗａｔａｎａｂｅ等［２３］用 ＴｏｄａＫｏｇｙｏ公

司生产的ＳＰＩＯＮｓ作用于 Ａ５４９细胞，ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ
（阿尔玛蓝）法检测细胞活性，结果当ＳＰＩＯＮｓ的浓

度为１００μｇ／ｍＬ时细胞的生存率降低，与正常对照

组间差异有统计学意义，且上清液中的ＬＤＨ 活性

显著增高，接近正常对照组的２．５倍。Ｈｏｎｇ等［２４］

用化学共沉淀法分别合成各种材料包覆的ＳＰＩＯＮｓ
作用于Ｌ９２９成纤维细胞，检测上清液中的ＬＤＨ活

性，在１０００μｇ／ｍＬ时也仅是正常对照组的１０８％，

但是细胞活性检测发现，当ＳＰＩＯＮｓ浓度为４００μｇ／

ｍＬ时，细胞生存率已经开始明显下降，推测ＳＰＩ

ＯＮｓ对细胞的急性毒性作用不是由于对细胞膜的

物理损伤造成的。因此，不同细胞对ＳＰＩＯＮｓ毒性

的耐受能力不等，不同材料包覆的ＳＰＩＯＮｓ的细胞

毒性有很大差异且产生毒性的原因不尽相同。

　　细胞凋亡是细胞受外来或内源性刺激后的一种

主动死亡形式。Ｎａｑｖｉ等［２５］用５００μｇ／ｍＬＴｗｅｅｎ

８０修饰的ＳＰＩＯＮｓ作用于小鼠巨噬细胞系Ｊ７７４，

ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染可见细胞核呈碎块状致密浓染，表

明Ｔｗｅｅｎ８０修饰的ＳＰＩＯＮｓ引发了细胞凋亡，这与

检测到的细胞内的活性氧的结果相似，因此推测可

能是ＳＰＩＯＮｓ引起细胞内的氧化应激反应导致活性

氧含量增高从而引发细胞凋亡。本研究也观察到高

浓度油酸钠ＳＰＩＯＮｓ引起细胞核破碎，凋亡细胞数

目明显增多，而高浓度壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ组细胞仅有

少量凋亡。有研究报道了当用油酸钠对红细胞进行

体外染毒时，随着油酸钠浓度的增高，红细胞内谷胱

甘肽的含量降低，说明油酸钠诱使红细胞发生氧化

应激反应，这也可能是油酸钠ＳＰＩＯＮｓ产生细胞凋

亡的一个原因［２６］，下一步我们将对其影响细胞凋亡

可能的分子生物学机制进行探讨。

　　综上所述，高浓度的壳聚糖ＳＰＩＯＮｓ相对于油

酸钠ＳＰＩＯＮｓ的细胞毒性要小。本研究为将来应用

于药物靶向实验ＳＰＩＯＮｓ的选择提供了实验依据。
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