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H!

?@Y

的制备
!

参照

武承林等)

##

*的方法#分别取
!",

N

J+

%

@

Q

!

5-@

!

E

>U

!

和
cMZE?Ec';

H

均 溶 于
Q ,S

的 纯 水#

Q""1

"

,-2

搅拌混匀
"<DL

后#加入溶于
Q,S

纯水

的
#&,

N

M?K

+

UK3

和
%<!,

N

>U5

#冰浴下反应

QL

#再加入
D,S

的
?@Y

+

UK3

溶液$

Q<Q

N

"

S

%#反

应过夜#透析并真空干燥#得到负载
?@Y

的磁性纳

米复合粒
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

&而

空白材料
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

则是将未加

入
?@Y

+

UK3

的复合物经透析真空干燥制备得到

的&

#<%

!

载药磁性纳米复合粒的形貌"粒径"

]+7)

电位

和磁性测定
!

制备的载药磁性纳米复合粒超声分散

于无水乙醇中#碳膜铜网上制样并在透射电镜下观

察其形貌&制备纳米复合粒纯水重悬液#用马尔文

激光粒度仪测定其粒径分布和
]+7)

电位#并通过外

界施加磁场来对其磁性进行测定(同时取一定质量

干燥的纳米复合粒#利用磁滞回线测试仪检测其超

顺磁性和磁饱和度&

#<Q

!

载药磁性纳米复合粒的载药量和包封率的测

定
!

取
D,

N

干燥的
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

超声分散于
Q"",S

H

UD<D

的
cR5

溶液中#

避光搅拌
#!L

#将含有药物的溶液进行离心'过滤#

收集滤液#利用紫外可见分光光度法测定
?@Y

在

!%D2,

处的光密度$

4

%值&结合该条件下
?@Y

的

标准曲线#计算
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

中
?@Y

的含量#并按以下公式计算载药率与包封

率!载药量$

d

%

a

$载药纳米粒中的
?@Y

含量"载药

纳米粒的总量%

e#""d

#包封率$

d

%

a

$载药纳米粒

中的
?@Y

含量"投入的
?@Y

量%

e#""d

&

#<D

!

载药磁性纳米复合粒在不同
H

U

缓冲溶液中

的药物释放研究
!

用精密分析天平称取相同质量的

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

干燥粉末#分别

溶于
!,S

H

U

分别为
D<D

和
&<Q

的
cR5

中#置于截

留相对分子质量为
#""""

的透析袋中#分别置于

#"",S

不同
H

U

的缓冲溶液$

H

UD<D

#

H

U&<Q

%

)

#!

*

中#

%&f

以恒定速率振荡#在
"<D

'

#

'

!

'

Q

'

B

'

#!

'

!Q

'

QB

'

$"

'

&!

'

F$L

取样
%,S

#并补加相同体积的缓冲

液&利用紫外分光光度仪测定
!%D2,

处的
4

值#

结合
?@Y

的标准曲线计算出各个时间点的累积释

放量&

#<$

!

细胞摄取实验和载药磁性纳米复合粒的体外

磁靶向性考察
!

取处于对数生长期的
'DQF

细胞以

#"

$

"

,S

的密度接种于
$

孔板#加入浓度为
D

%

N

"

,S

的
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

#

%&f

'

Dd

K@

!

条件下孵育
!L

后#

cR5

清洗
!

次&用
Qd

的多

聚甲醛溶液固定#再用
cR5

清洗
!

次#用
#

%

N

"

,S

的
?'cA

溶液染核
!",-2

#

cR5

清洗
!

次#荧光显微

镜观察
?@Y

的红色荧光#考察
'DQF

细胞对
?@Y

或载药纳米复合粒的摄取情况&另取等量
'DQF

细

胞接种于
!

片等面积的玻片上#于同一培养皿中培

养#在其中一玻片下施加外磁场&培养皿中加入载

药纳米复合粒至
D

%

N

"

,S

#混合均匀后共培养
!L

#

每
#D,-2

轻摇混匀#分别收集玻片上细胞#通过流

式细胞仪测定比较两组摄取细胞的荧光强度#考察

载药纳米复合粒的体外磁靶向性)

#%E#Q

*

&

#<&

!

细胞毒性实验
!

取
'DQF

细胞以
#e#"

Q

"孔接

种于
F$

孔板#

%&f

'

Dd K@

!

条件下培养过夜后分

别加入不同浓度的
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

'

?@Y

和
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

#其中

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

中
?@Y

含量与

?@Y

溶液一致#分别在
!Q

'

QBL

弃去上层培养液后

加入
#""

%

S#"d

的
KK̂EB

培养基溶液#继续于

%&f

'

DdK@

!

条件下孵育
#

$

!L

#测量在
QD"2,

处

的
4

值#并结合以下公式计算!细胞相对存活率

$

d

%

a

$

4

实验组
h4

空白溶剂组%"$

4

阴性对照组
h4

空白溶剂组%
e

#""d

&

#<B

!

细胞凋亡实验
!

取
'DQF

细胞调整密度为
!e

#"

D

"

,S

#取
#,S

接种于
$

孔板中#在
%&f

'

Dd

K@

!

的孵箱环境中培养过夜&分别加入不同浓度的

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

'

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE

?Ec';

H!

?@Y

溶液#

%&f

条件下孵育
!QL

#离心并

收集细胞行
'22+G-2

+

EJAPK

和碘化丙啶$

cA

%染

色#流式细胞仪进行分析&

#<F

!

统计学处理
!

使用
5c55#%<"

软件进行统计

学分析#计量资料以
$

5i(

表示#组间比较采用单因

素方差分析&检验水准$

(

%为
"<"D

&

?

!

结
!

果

!<#

!H

U

响应性高分子聚合物
cMZE?Ec';

H

的核磁

共振氢谱图
!

cMZE?Ec';

H

是通过在碱性条件下水

解去除
cMZE>U

!

引发
RS'E>K'

开环聚合产物的

+

"F!

+
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%

期
<

王双冉#等
<

H

U

响应性磁靶向纳米复合粒
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

的构建及体外评价

苄醇得到的&图
#

显示的分别为
cMZE?EcRS'

$图

#'

%和
cMZE?Ec';

H

$图
#R

%的谱图#其中峰
#

'

#

-为聚

乙二醇主链亚甲基吸收峰#峰
!

'

!

-为天冬氨酸主链上

次甲基吸收峰$

Q<!F

%#峰
%

'

%

-为天冬氨酸侧链上亚甲

基保护峰$

!<$$

$

%<#Q

%#峰
Q

和
D

分别为侧链保护基

亚甲基$

D<"!

$

D<#$

%和苯环吸收峰$

&<!&

%&由两者的

图谱比较#可以看出侧链保护基团的吸收峰基本完全

消失#说明聚合物已经水解充分#结合峰
#

和峰
Q

的

积分比可知所得产物为
cMZE?Ec';

H

&

图
>

!

RAOC(CRXE5

#

5

$和
RAOC(CR53

+

#

X

$的

核磁共振氢谱图

B$

'

>

!

L#/

>

DW9:3

+

/1&0)4*-RAOC(CRXE5

#

5

$

(".RAOC(CR53

+

#

X

$

cMZ

!

c/3

8

+7L

8

3+2+

N

3

8

(/3

(

cRS'

!

c/3

8

$

#

EI+2]

8

3ESE);

H

)17)7+

%(

c';

H

!

c/3

8

);

H

)17-()(-*

!<!

!

载药磁性纳米复合粒形态"粒径和
]+7)

电

位
!

制备的磁性纳米复合粒在透射电镜下观察可见

形态呈圆球形#表面光滑且粒径较均一$图
!

%&激

光粒度仪测得
J+

%

@

Q

的平均粒径为$

#%B<Qi#<#

%

2,

#

]+7)

电位$

h#B<Fi"<%

%

,=

(

J+

%

@

Q

!

5-@

!

的平

均粒径为$

#$"<%i#<%

%

2,

#

]+7)

电位$

h%"<!i

"<D

%

,=

(

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

的平

均粒径为$

#F&<&i#<D

%

2,

#

]+7)

电位$

h%D<Fi

"<$

%

,=

&

!<%

!

载药磁性纳米复合粒对
?@Y

的载药及
H

U

响

应性释药
!

利用紫外分光光度法#以不同浓度
?@Y

溶液的浓度值为横坐标#

4

!%D

值为纵坐标#建立直线回

归方程为
Ga"<"#B#Yh"<""%F

$

"<!D

$

!D

%

N

"

,S

#

7a"<FFF$

#图
%'

%&利用直线回归方程计算出载药

磁性纳米复合粒的载药量为$

!"<%$i"<$&

%

d

#

Ha

"<$""$

$

,a%

%(包封率为$

B%<&#i"<D%

%

d

#

Ha

"<&Q$#

$

,a%

%&在磁性载药纳米复合粒的体外
H

U

响应性释药实验中#以
H

UD<D

和
H

U&<Q

的
cR5

溶液

作为释放介质#结果$图
%R

%显示在
H

UD<D

的
cR5

溶

液中药物
QBL

累积释放率高达
&"d

#高于
H

U&<Q

$

D"d

%#差异有统计学意义$

-

#

"<"D

%#根据药物累积

释放曲线可以看到载药体系
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?E

c';

H!

?@Y

的释药具有
H

U

响应性&

图
?

!

磁性纳米粒子的透射电镜形态#

5

>"

;

>

$和粒径图#

5

?"

;

?

$

B$

'

?

!

LA9

+

#*&*

'

0(

+

#

#

5

>

C;

>

$

("..$(4/&/0

#

5

?

C;

?

$

*-4(

'

"/&$1"("*

+

(0&$12/3

'

#

#

'

!

!

J+

%

@

Q

(

R

#

#

R

!

!

J+

%

@

Q

!

5-@

!

(

K

#

#

K

!

!

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y<PM6

!

P1)2;,-;;-/2+3+(71/2 ,-(1/;(/

H

+

(

cMZ

!

c/3

8

+7L

8

3+2+

N

3

8

(/3

(

c';

H

!

c/3

8

);

H

)17-()(-*

(

?@Y

!

?/G/10I-(-2<@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

eB"""

$

'

#

%#

e!""""

$

R

#

#

K

#

%

+

#F!

+
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图
F

!

G6Y

溶液的紫外吸收和光密度
C

浓度标准曲线#

5

$及药物的
+

D

响应性释放曲线#

X

$

B$

'

F

!

Z2&0(8$*2/&(%3*0

+

&$*"1)08/(".3&(".(0.1)08/*-(%3*0%("1/C1*"1/"&0(&$*"

*-G6Y3*2)&$*"

#

5

$

(".

+

D3/"3$&$8$&

,

0/2/(3/1)08/*-.0)

'

3+56+1/0

#

X

$

?@Y

!

?/G/10I-(-2<

"

-

#

"<"D:;

H

U&<Q<,a%

#

$

5i(

!<Q

!

载药磁性纳米复合粒的细胞摄取和体外磁靶向

性
!

利用人肺癌
'DQF

细胞并借助于
?@Y

的自身红

色荧光观察肿瘤细胞对载药磁性纳米复合粒的摄取

情况&光镜下可见细胞中黑色纳米粒子的摄入和聚

集$图
Q'

%#在荧光显微镜下可看到
?@Y

的红色荧光

$图
QR

%与细胞核染的蓝色荧光$图
QK

%重合$图
Q?

%#

表明载有
?@Y

的磁性纳米复合粒被细胞摄取后#

?@Y

在细胞质中释放并能够有效进入细胞核&

图
H

!

荧光显微镜下
B/

F

6

H#

Q$6

?#

RAOC(CR53

+

#

G6Y

的细胞摄取情况

B$

'

H

!

;/22)2(0)

+

&([/*-B/

F

6

H#

Q$6

?#

RAOC(CR53

+

#

G6Y)"./0-2)*0/31/"&4$10*31*

+

/

'

!

R1-

N

L7E4-+3*-,)

N

+

(

R

!

?@Y

(

K

!

?'cA

(

?

!

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE

?Ec';

H!

?@Y<cMZ

!

c/3

8

+7L

8

3+2+

N

3

8

(/3

(

c';

H

!

c/3

8

);

H

)17-()(-*

(

?@Y

!

?/G/10I-(-2

(

?'cA

!

Q

-

$E*-),-*-2/E!E

H

L+2

8

3-2*/3+<@1-

N

-2)3

,)

N

2-4-()7-/2

!

e!""

!!

室温磁滞回线测定表明#

J+

%

@

Q

'

J+

%

@

Q

!

5-@

!

和
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

的磁饱和强

度
:;

分别为
QB<"&

'

#%<&

和
#"<F&'

+

,

!

"

b

N

#矫

顽力
I(

均为
"'

"

,

#表明经过修饰的
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

纳米粒复合仍然具有良好的

超顺磁性和磁饱和强度&在外界磁场作用下的聚集

实验中#载药磁性纳米复合粒在
#D,-2

内向施加磁

场一侧有效聚集$图
D'

%&通过对同一培养体系中

施加和不施加外磁场的肿瘤细胞荧光强度的测定

$图
DR

%#可以发现施加外界磁场侧的细胞荧光强度

$

%F<!B

%强于未施加外界磁场侧$

!&<!F

%#差异具有

统计学意义$

-

#

"<"D

%#表明该载体材料能在外界

磁场作用下定向聚集#被肿瘤细胞更有效的摄取&

!<D

!

细胞毒性和细胞凋亡实验
!

采用
KK̂EB

法考

察载药体系对
'DQF

细胞的毒性#结果$图
$'

%发现

空白载体
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

自身的细胞

毒性很小(而载药体系
?@Y

与
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

对细胞的杀伤作用均随着浓度

的增加而增强#差异具有统计学意义$

-

#

"<"D

#图

$R

%&

利用
'22+G-2

+

EJAPK

"

cA

双染法对载药体系

诱导
'DQF

细胞凋亡的测定结果发现#空白载体

J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

并未诱导细胞凋亡产

生#而载药体系
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

诱导
'DQF

细胞的凋亡呈现出明显的剂量依赖性

$图
&
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响应性磁靶向纳米复合粒
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@
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!

5-@

!
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cMZE?Ec';

H!

?@Y

的构建及体外评价

图
J

!

室温磁滞回线#

5

$和流式细胞术#

X

$示不同培养条件下
5JHN

细胞的荧光强度
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图
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5

$及载药系统#

X

$对
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细胞的细胞毒性
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'

K
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本研究首先通过水热法合成了
J+

%

@

Q

磁性纳米

粒#为提高
J+

%

@

Q

磁性纳米粒的稳定性并降低其聚

合作用#通过
57qI+1

法和溶胶凝胶法在
J+

%

@

Q

磁性

纳米粒表面包覆上
5-@

!

层#最后通过酰胺化反应将

H

U

响应性的聚合物载药材料
cMZE?Ec';

H

与氨基

化的
5-@

!

层交联构建形成药物载体系统&以
?@Y

为模型药物制备出
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H!

?@Y

#其平均粒径为$

#F&<&i#<D

%

2,

'

]+7)

电位

$

h%D<Fi"<$

%

,=

&利用
?@Y

自身的氨基通过静

电作用负载在
J+

%

@

Q

!

5-@

!

!

cMZE?Ec';

H

上#在酸

性环境中两者之间的静电力作用消失#加快了
?@Y

的释放速率)

#D

*

&

?@Y

可有效诱导肿瘤细胞的凋

亡)

#$E#B

*

#本研究体外靶向性抗肿瘤的研究结果表明#

该磁性纳米粒具备相对良好的生物安全性#同时可

以有效地负载
?@Y

定向进入细胞并可控地释放药

物#且对肿瘤细胞的杀伤效果较为显著&

?@Y

之所以能够负载在磁性纳米复合粒上#是

由于自身的氨基在中性或者偏碱性环境中能够与纳

米复合粒表面聚天冬氨酸链段的羧基发生静电作用#

在载药过程中加入适当量的三乙胺调节反应体系的

H

U

并充分搅拌#可以提高
?@Y

的载药量&而在偏酸

性环境中
?@Y

的氨基与高分子链段羧基间的静电力

作用消失#因此可以体现出药物释放的
H

U

响应性&

本研究构建的
H

U

响应性的载药磁性纳米复合粒

能够有效的负载抗肿瘤药物#表现出显著的药物
H

U

响

应性释放和磁靶向性#有望在外磁场作用下靶向到达

肿瘤病灶部位#实现在肿瘤部位可控的释放药物的目

的#最终提高抗肿瘤药物的生物利用度'减小抗肿瘤药

物的化疗不良反应#为
H

U

响应性磁靶向载药系统作为

抗肿瘤药物传递系统的研究提供了有益探索&
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