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论文题目：功能纳米复合物在肿瘤细胞识别及其药物控释中的应用研究

硕士研究生：周研研

指导老师： 王雪梅教授

学校名称： 东南大学

肿瘤的准确检测及有效治疗一直以来是生物医学领域中的研究热点。为了提高肿瘤的治

疗效果，需要对病变的部位进行准确定位，提高抗癌药物在肿瘤部位的药物控释蓄积浓度，

从而使得抗癌药物能够有效地抑制肿瘤细胞的增殖。纳米材料由于其具有不同于传统材料的

优良特性，使得其在生物医药领域中得到越来越多的关注和青昧。例如量子点作为生物荧光

标记物逐步地应用到DNA及蛋白质的检测、细胞的一元及多元标记成像、活细胞生命动态

过程的示踪及活体动物体内的肿瘤细胞靶向示踪等许多生物医学领域。

水溶性的碲化镉量子点作为一种良好生物相容性的半导体纳米材料，可以作为功能荧光

探针应用于生物医学领域的检测中。本论文工作中，我们将表面配体为3．巯基丙酸的量子点

能够以静电结合或共价结合的方式和药物分子(柔红霉素)偶联形成以QD为载体的纳米药

物复合物，并进一步将其应用于白血病等恶性肿瘤的诊治中。本工作研究结果表明，碲化镉

能够与药物分子通过表面吸附、静电作用等相互作用形成纳米复合物，从而显著增强药物分

子进入目标肿瘤细胞能力和提高靶向诊治的效果。同时，由于该纳米复合物能够克服耐药细

胞的多药耐药性，能够有效地进入到肿瘤细胞内，避免了被耐药蛋白给排出去，增加了抗癌

药物在肿瘤细胞内的蓄积浓度。因此该功能性纳米材料不仅可以作为功能性荧光探针对病变

细胞进行快速、准确的标记和检测，而且也可以作为一种良好的纳米药物载体通过与药物自

组装结合来显著增加药物分子在肿瘤细胞内的聚集，大幅度提高对肿瘤细胞的杀伤效果。

最近，本工作相关研究论文在国际知名SCI收录期刊Biomatcrials(IF：6．646)上发表后，

相继得到MⅪSpectroscopy等研究网站的关注和引用，并对于我们的工作进行追踪报道，给

予了高度肯定的评价。在我们研究工作中，相关水溶性量子点具有良好的生物相容性，并具

备肿瘤细胞实时动态细胞标记成像与逆转肿瘤多药耐药双重功能，而且对于细胞的生物活性

没有不良影响，这种多功能纳米材料在生物医学中有着广泛的应用，为以后应用于临床肿瘤

的检测与治疗提供了新思路、新方法，给予处于痛苦的癌症患者新的希望。

与此同时，由于银纳米粒子等材料具有优良的光电特性和良好的生物相容性，本工作中，

我们进一步研究和探讨了表面被四庚基溴化铵修饰的银纳米粒子在恶性肿瘤药物控释中的应

用。研究结果表明，该功能化纳米粒子能够通过表面静电吸附等相互作用与抗癌药物形成纳
IV
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米复合物，从而有效地促进柔红霉素等抗癌药物在肿瘤细胞内的蓄积，增强对肿瘤细胞的杀

伤能力，因而在恶性肿瘤的检测和治疗等领域中，具有潜在的应用前景。

关键字：恶性肿瘤白血病，柔红霉素，CdTe量子点，功能化Ag纳米粒子，生物分子识别，

药物控释
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Title：Application of Functionalized Nanocomposites in Biorecognition and Targeting Drug

Delivery on Cancer cells

Author：ZHOU Yah-yah

Thesis Supervisor：WANG Xue—mei

School：Southeast University

The accurate detection and effective treatment for cancer is the hot topics in the field of

biomedical research．In order to improve the therapy effect,it is required not only to locate

lesion accurately and efficiently,but also to enhance controlled—release of drugs in the tumor

cells，which call further inhibit the viability of the tumor cells．With the development of

nanoscience and nanotechnology,nanomaterials have got more and more attention in the

biomedical field,owing to their excellent properties which are different from traditional

materials．For example，fluorescent quantum dots as biological markers have been gradually

applied to detect the DNA and proteins，one and multi—marker cell iI]naging，dynamic process

of live cell life，tracing and targeting oftumor cells in vivo in live animals andmany others．

It is already known that water-soluble chromium telluride quantum Call serve as a

functional fluorescent probe in the relevant biomedical field．WitIl the surface ligand of 3-

mercaptopropionic acid,quantum dots Call be combined、)l，itll drug molecules by using

electrostatic or covalent coupling interactions to form a promissing nanomedicine．In view of

these，we have explored the combination of anticancer drug daunorubicin淅m chromium

telluride quantum dot which serves as art auxiliary agent．Our results demonstrate that

chromium telluride could readily conjugate with drug molecules and significantly enhance

drug molecules concentration in cancer cells．At the salne time，the relevant nanocomposites

could efficiently overcome the multidrug resistance，and effectively enter into the tumor cells，

avoid being discharged by the resistance proteins in the drug-resistantleukemia cells．

Therefore，the functionalized nanomaterials are not only used as the efficient fluorescent

probe，but also used as a good vehicle of controlled drug release and thus increase

accumulation of drug molecules in tunlor cells．

Recently,after Our work—related research paper has published in the internationally

renowned SCI journal Biomaterials(IF：6．646)，the M对Spectroscopy and others reference

sites pay much attention,track the coverage of Our work，and give the highly positive

evaluation．In Our study,the related water-soluble quantum dots with good biocompatibility,

and real—time dynamic cells、析m tumor cells have dual function of imaging and reversaling

multidrug resistance，but also does not adversely affect the biological activity of the cells．
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Therefore，the multifunctional nanomaterials have a wide application in biology and medicine．

For the future，there is a new idea and method to treat the cancer patients．

As the silver nanoparticles and other materials have excellent optical properties and good

biocompatibility,in the present work,we further study and explore the silver nanoparticles

、^rinl the modifed surface of four heptyl bromide in the application of cancer drug delivery．

Our results show that the functionalized nanoparticles could combine、^，itll anticancer drug

through surface adsorption and electrostatic interactions to form anti—cancer nanomedicine，

thus effectively promote the intracellular accumulation of anticancer drugs such as

datmorubicin in tumor and enhance the killing capacity of tumor cells．Therefore，these have

potential application prospects in the dew．ion and treatment of malignant tumors and other

areaS．

Functionalized Ag nanoparticles，
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1．1研究背景

美国癌症学会(American Cancer Society)ll J公布了2009年美国癌症的最新统计数据报告：

2009年，美国预计查出1,479，350新发癌症病例，其中男性766，130例，女性713，220例：全

美将有562，340人死于癌症，也就是说每天死亡1500人，癌症仍是严重威胁人类生命和健康

的恶性疾病。可喜的是，从1900年到2005年，美国男性癌症患者的死亡率下降19．2％，女

性患者死亡率下降11。4％，在这期间被癌症夺去生命者减少65万；相比1993年到2001年，

男性患者死亡率每年下降1．5％，女性癌症死亡率从1994年到2002年每年下降O．8％。2001

年到2005年间，男性癌症的发病率每年下降1．8％；从1998年到2005年，女性癌症的发病

率每年下降0．6％。对于癌症患者发病率和死亡率的下降，美国癌症学会癌症检测策略主任、

报告作者杰梅尔(Ahmedin Jemal)是这么解释的：我们继续看到男女癌症病人死亡率和死亡

率下降，主要原因是预防措施(尤其是减少吸烟比例)的强化、检测技术的进步(包括对直

肠癌、乳腺癌和盆腔癌的检测)以及治疗手段的改进。这一统计报告告诉我们，对于癌症这

个“恶魔"是可以战胜的，我们所进行的这项研究事业具有非常重大的意义，但是要研究出

减少癌症发病率的新策略和有效的治疗法案，我们还有很长的路要走，还有很多的事情要做。

众所周知，癌症已经成为威胁人类健康的第一杀手。治疗癌症，早期诊断是关键。按目

前的医疗水平，早期癌症病人约有80％-900／0以上可以治愈，治疗后不仅提高了生存率，也提

高了病人的生存质量，因此癌症早期诊断具有十分重要的意义，早期诊断也成为癌症诊治中

的一个研究热点。目前，世界上各个国家都认识到了癌症对人类生命安全的威胁，纷纷成立

了专门的研究机构。期间，科学家们进行了大量的研究工作，尤其在癌症的诊断、治疗及积

极预防方面展开了深入地研究，并且取得了一些令人兴奋的成果[2-91。目前在癌症早期诊断应

用中主要的方法和技术有：免疫组织化学技术(immunohistochemistry)(或称免疫细胞化学技

术(immunocytochemistry))；分子生物学的方法；血管和气管检查的磁共振成像(Magnetic

Resonance Imaging，MRI)，X射线断层扫描技术；无损伤易操作的血清标志物检测方法；以

及新的蛋白质组学技术、生物芯片技术、纳米技术等【l¨4】。

随着科学技术的不断进步，科学家们在癌症的治疗方面上也取得了一些突破性的进展，

疗效也有显著性的提高。目前，常用的治疗方法有手术疗法(surgery)、化学疗法(chemotherapy)

(或称化疗)、放射疗法(radiation therapy)(或称放疗)、基因疗法(gene therapy)、光动力疗法

(photodynamic therapy)、中医治疗等治疗方法。而具体选择哪种治疗方式，主要是取决于肿瘤

的位置、恶性程度、发展程度以及病人身体状态等。手术疗法主要适应于早期良性肿瘤或恶
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性无扩散转移的患者，但是缺点是在早期诊断中还不够精准，同时对扩散转移的癌细胞却无

能为力，使癌症复发率高【l引。放射性疗法在杀死癌细胞的同时，也可能破坏正常组织和正常

细胞，且临床上容易出现异常反应【16’l‘71。基因治疗(gene therapy)，主要是用提高病人的抑

癌基因的表达、降低癌基因的表达从而达到治疗目的，这一疗法还不成熟，对有些肿瘤没有

找到合适有效的基因，不确定因素也会有潜在风斛18．20】。中医治疗采用中国传统医学从调理

整体机能入手，优点是既能杀死癌细胞，又能提高免疫能力，副作用小，但是治疗周期长，

对于早期癌症来说不一定适用，容易耽误治疗的最佳时机，并且很多机理尚不明确【211。光动

力疗法借助光敏剂在一定范围光波的激发下通过产生活性氧来杀死癌细胞，是一种创伤性小、

低毒、选择性较好的治疗方法。但是常常因找不到合适的光敏剂和光源而影响这一方法的广

泛应用田】。化学疗法是应用可以杀死癌细胞的化疗药物来治疗癌症，是迄今为止，肿瘤治疗

中的主要手段。但由于多数的化疗药物都专一性不好，有可能会杀死进行细胞分裂的正常组

织细胞，因而常常伤害那些需要进行分裂以维持正常功能的健康组织[23,241。可见，无论是化

疗、手术切除或放疗都是对身体有极大负担，而且当肿瘤发生恶性转移后，无论以何种方式

都是很难彻底治愈。所以对癌症的治疗依旧是人类目前面临的一个重大考验。

纳米材料(nanomaterials)是纳米技术的一个重要方面，是指其结构在三维空间中至少有

一维处于纳米尺度范围或以它们为基本单元构成的材料，一般尺寸由1,～lOOnm间的粒子组

成。纳米材料由于其本身具有的独特性质为其在许多领域的广泛应用提供优势，比如，当在

陶瓷中加入纳米材料后，可以改善陶瓷材料的脆性，使陶瓷具有像金属一样的柔韧性和可加

工性【25】；纳米二氧化钛起到抗菌作用，被应用到纺织、水处理、防霉等及人们日常生活的很

多方面【261；一般情况下实现加入纳米材料的电池其容量比普通电池的容量提升了10％．30％，

电池的功率提高了25％．35％，电池的寿命也有40％．60％的延长【2‘刀；此外，由于纳米粒子具有

的小尺寸等特点，它可以通过多种方式(如内吞作用)进入细胞【28】；如果将某些具有特定功

能的药物分子或物质与纳米粒子相结合，这些纳米粒子可以携带特定的官能团或药物分子进

入细胞并聚集在靶向细胞的一些特定的部位，从而产生特定的生物学效应【29删。在生物医学

的研究领域中，纳米材料的独特性质发挥着一般材料所不具有的特殊功能和作用，使其在生

物医学领域得到越来越多的应用，例如在癌症早期诊断和治疗、药物控释、减少副作用、提

高药效、发展药物定向治疗，组织工程、人工器官、介入性诊疗器械、血液净化、生物大分

子分离、酶工程等众多方面都具有广泛的应用价值和诱人的前景。

1．2纳米材料在肿瘤早期诊断中的应用

在癌症的诊断中，确诊恶性肿瘤的有效手段是使用活组织检测和细胞形态学检查的方法，

但是由于其执行标准宽泛且不易量化而早期病变往往导致误诊或漏诊【3l】。如何提高肿瘤的早

2
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期诊断的可靠性和灵敏性，对肿瘤作出及时准确的早期检测和诊断是医学工作者亟待解决的

问题。随着纳米技术的日益发展及其在生物医学中的应用，尤其是具有独特性质的纳米材料，

现在越来越多地应用于肿瘤的早期检测和诊断中，并展现了令人欣慰的发展前景。大量的研

究结果表明，纳米技术和纳米材料的引入可以极大地提高和改善肿瘤诊断的准确性和可靠性，

提高了检测的灵敏度和检出限，从而为癌症的早期诊断打下了基础。

1．2．1纳米材料在生物大分子水平检测中的应用

生物大分子(DNA、蛋白质等)是参与生命过程的重要分子，对于这些大分子的直接检

测、识别对于癌症的早期诊断极为重要。纳米材料因其纳米级的空间尺寸和生物大分子尺度

相当，可以与之结合在分子水平上实现对DNA或者蛋白质的直接检测、识别，从而为癌症

的早期诊断提供依据。Cheng Fang研究小组在二氧化硅纳米结构上合成了纳米金和纳米银基

底，形成直径约为15士lOnm的纳米空隙结构，利用表面增强拉曼光谱的方法可以检测到低至

l x10。12M的DNA[321。Nam研究组(图1．1)将纳米粒子结合特定的DNA片段和目标分析物

形成识别探针——纳米粒子．DNA生物条形码，从而可以有效地将信号放大，能够简易、快

速、准确地检测到目标蛋白分子【331。由于纳米材料的引入，实现了高灵敏的DNA和蛋白分

子检测，用这些方法检测癌变早期时突变的DNA和异常的蛋白表达，可以大大提高检测的

灵敏度，减少漏检的发生。此外这些方法还可以实现高通量检测，提高检测效率和稳定性，

为肿瘤的早期检测提供了方法和依据。
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Figure 1．1 Colorimetric bio-barcode amplification assay[331．
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1．2．2纳米材料在细胞水平的检测应用

在对癌细胞进行检测的过程中，通常会利用癌细胞表面特殊表达的受体，或者与正常细

胞比较而言高表达的受体来制备相应的抗体，然后再将特异性的抗体或蛋白标记在纳米材料

上，实现特异性结合来达到检测癌细胞的目的。在这个过程中，常会用到量子点(quantllm dots，

3
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QDs)(图l。2)，因为量子点可以在同一激发光源下根据粒径大小不同而被激发出不同颜色的

光，所以便于标记和观察；而且量子点发出的光具有光稳定性，与传统的荧光有机染料及荧

光蛋白相比不容易淬灭且信号更强，能够提高检测灵敏度；再加上它的纳米尺寸的结构特性，

可以容易透入上皮细胞结构松散的癌区到达癌细胞，因此在癌症检测中受到很大重视，得到

了广泛研究。比如，因为SKOV3卵巢癌细胞表面特异的高表达HER2，把CdSe／ZnS量子点

和抗HER2的抗体连接，然后和SKOV3卵巢癌细胞共培养，所以共培养后看到量子点可以

特异的结合到HER2高表达的癌细胞膜上，而且也可以进一步跟踪癌细胞在不同时期细胞膜

的形态变化和癌变生理相关的过程，为癌变机理的研究提供依据(图1．2)【341。类似的方法

也用在检测前列腺癌上。前列腺细胞表面特异表达前列腺特异抗原(PSA)，在CdTe量子点

上连接抗PSA的抗体就可以实现对前列腺癌细胞的特异结合，同时利用量子点的荧光特性实

现癌细胞的检测【351。

A

NanoparUcles

+V

Figure 1-2(A)The schematic illustration for preparation of fluorescence nanohybrids as

multimodal imaging agents for c姗detection．(B)Confocal microscopy images of control cells
and treated cell(C)with QD with labeled of HER2 under same manner,which showing specific

labeling【341．

1．2．3纳米材料在组织水平的检测应用

在整个组织机体水平的检测，常常是采用MRI(核磁共振成像，magnatic resonance

imaging)、CT(X射线断层扫描，Computed tomography)、PET(iE电子计算机断层扫描，positron

emission tomography)或超声(ultrasound,US)等检测方法，但是分辨率并不高。要想提高其

分辨率，关键是找到无毒、灵敏、稳定的造影剂，目前常用的造影剂里一般含有碘、钡、锰、

钆等重金属，其显著的缺点是特异性和检测灵敏度有限，不利于早期癌症的检出；而且有一

定的毒副作用，比如含钆的造影剂有造成肾原性系统纤维化的潜在危害【361。纳米科技将纳米

4
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材料引入到癌症成像检测中，可以有效地克服传统显影剂的不足，提高检测特异性和灵敏度。

纳米材料作为新型造影剂应用于MRI中，其中包括了纳米粒子或量子点、碳纳米管、脂质体、

纳米胶团及足球烯等纳米材料【37】。比如，Hua Ai研究小组发现经PEG．PCL标记的纳米氧化

铁自组装胶团，其造影效果有极大地提高，而且可以在小鼠肝区停留长达36小时，甚至可以

检测到肝部的微小损伤【38】。Cai等利用了量子点，对其表面修饰了RGD和螯合剂DOTA，用

铜(64Cu)标记后进行PET／N1]强(正电子计算机断层扫描／近红外荧光分析)双重显像，结

果显示，该双重探针主要分布在肿瘤的脉管系统，具有高的灵敏度和信号响应，因此可以提

高图像的清晰度、便于检测出机体深处的信号。此外，结果显示在低浓度下就可以利用PET

显影，其所耗浓度要比一般N1RF的用量少，较少的用量从另一个角度讲将会减少造影剂的

潜在毒性对机体造成危害(图1．3)【39】。

◎DOTA
‘≯墨RGD 6 h 1 h 5 h

NI RF PET

DJ『

D|f

Figure 1-3 Dual·modality PET／NIRF imaging of integrin吼p3 in tumor vasculature．(a)A

schematic structure of the dual-modality PET／NIRF probe．(b)NIRF(after injection of QD·RGD)

and coronal microPET(after injection of“Cu．DOTA．QD．RGD)images of a U87MG

tumor-bearing mice．Arrowheads indicate tumors【391．

1．3纳米材料在肿瘤治疗中的应用

在肿瘤治疗过程中，化学疗法是目前临床上最早采用的治疗方案之一，但是，化疗常常

因为化疗药物自身的毒性，癌细胞内有效药效浓度偏低，药物的靶向性差及多药耐药性等问

题而严重阻碍着癌症的治疗。在药物治疗过程中，药物能够进入肿瘤细胞并能有效地在靶细

胞内蓄积并达到有效的治疗浓度，对于提高癌细胞的杀伤率和增强治疗效果是至关重要的【删。

随着纳米技术的迅速发展及其纳米材料在生物医学领域中的应用，纳米材料对于肿瘤治疗的

促进作用已经显示出极大的应用前景，并引起人们的极大关注。近年来，越来越多的纳米材

料不仅在肿瘤诊断中发挥着巨大的作用，也为肿瘤治疗开辟了一条全新的途径【4¨51。

5
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1．3．1纳米材料在逆转肿瘤多药耐药的应用

目前，临床上肿瘤的主要治疗手段依然是化学疗法，尤其是对于白血病患者，一般都采

用化疗的方法来治疗癌症。但是在化疗中，由于肿瘤细胞的多药耐药(multidrug resistance．

MDR)使得很多化疗药物的疗效很低，却大大阻碍了肿瘤治疗的成功。所以，有效逆转MDR、

提高癌细胞内部药物的有效浓度是化疗成功的关键。现已证实1461，大部分肿瘤细胞可以表达

多药耐药基因和多药耐药蛋白，这些蛋白多属于ATP结合蛋I兰t(ATP-bindingcassette，ABC)家

族，其中最主要的三类ABC家族，第一类是P．gp蛋白(图1-4 a)，有12个跨膜区，在胞内

侧有2个ATP结合位点，跨膜区可以结合多种药物底物，胞内区结合的一个ATP的水解时，

蛋白结构改变，将药物泵出，当另一个ATP水解时，可以将蛋白质的结构再恢复回原来的构

型，通过这样依赖ATP功能的变构实现药物的外排；第二类ABC蛋白是MRPI，其二级结

构和P．gp很相似，只是前者N端多5个跨膜区(图1-4 b)，它多结合中性及负性的疏水药物，

在外排的过程中伴随着谷胱甘肽的转运；MXR，BCRP，ABC．P等蛋白属于第三类，其结构

如图1-4 C，具6个跨膜区，N端有ATP结合位点，他们能够依赖ATP水解提供能量将抗癌

药物泵出胞外。
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Figure 1-4 Structures of three categories ofABC transporters known to confer drug resistance[461．

伴随着纳米科学韵发展，利用纳米材料来逆转多药耐药性的研究也在如火如荼地进行中，

比如，将抗癌药物包裹在纳米脂质体或胶囊中，而避免跨膜蛋白的识别结合，通过细胞的胞

吞作用进入肿瘤细胞，而提高了药物在肿瘤细胞内的浓度，也就提高了药物对癌细胞的杀伤

能力‘471。体内实验证实，包裹在PIHCA纳米球中的阿霉素处理耐阿霉素胶质瘤小鼠模型时，

能够比单纯的阿霉素起到更加明显的治疗效果【48】。此外，利用磁性四氧化三铁纳米粒子协同

6
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抗癌药物，抑制肿瘤耐药细胞中耐药蛋白的功能，进一步增加药物在靶向肿瘤细胞内的蓄积，

也可以达到抑制肿瘤细胞生长的目[筝j[49,50】。很多令人鼓舞的结果显示了纳米粒子具有逆转

MDR的功能，从而为治疗肿瘤开辟了一条光明的途径。

1．3．2纳米材料在肿瘤靶向药物控释治疗中的应用

在癌症治疗中，传统的抗癌药物进入血液经人体到达大多数组织，由于其选择性和特异

性不好，在运输过程会杀死进行正常细胞分裂的组织细胞，而且随着机体组织的深入造成药

物浓度的降低，到达肿瘤细胞的特定部位时，不能发挥其疗效，肿瘤无法得到根治性的治疗；

纳米粒子可以作为药物的运输载体，将抗癌药物运送到特定的肿瘤组织，而不损伤到正常的

组织，增加肿瘤部位的药物蓄积浓度，增强治疗效果、减少毒副作用、提高预后能力。

用于药物传输系统(Drug delivery system，DDS)的纳米药物载体的大小大约在1-200nm

左右，主要包括载体部分、靶向部分和所载的药物部分。纳米粒子将抗癌药物运输到特定的

肿瘤部位，而不损伤正常的组织和细胞【5l】。最近研究报道【521，给患有肺癌小鼠灌食磁性纳米

粒子，并在施加外界磁场的作用下，使得纳米粒子特异性靶向到达肿瘤的特定部位，选择性

杀死肿瘤细胞，而对正常细胞几乎没有影响(图1．5)。

Figure 1-5 Magnetic．field guided drug delivery with magnetic aerosols【521．

1．3．3纳米材料在肿瘤光动力治疗中的应用

光动力治疗(photodynamic therapy,PDT)是联合应用光敏剂及相应光源通过光动力学反应

选择性破坏局部异常组织(包括癌症)的一种治疗方法1531。其作用机理是光敏剂分子可以定位

于靶细胞或靶组织，当一定波长的光源照射光敏剂后，光敏剂被激发，从基态(单线态)跃

迁至电子激发态(三线态)，当其返回到基态的时候会释放出能量，这些能量传递给氧，从而

产生活性氧(reactive oxygen species，ROS)，比如单线态氧，自由基等。这些ROS与肿瘤组

7
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织和细胞内多种生物大分子发生作用，通过各种信号途径，引起细胞功能性障碍和结构性损

伤，介导其对周边细胞、组织、机体等的毒性，最终导致肿瘤组织消亡，在癌症治疗中发挥

作用【54，551。随着纳米科技的发展，特别是纳米材料本身具有很多一般材料所不具有的特殊性

质，使得其为光动力治疗癌症等方向带来了新的研究和发展的空间。很多纳米材料，如生物

可降解的纳米脂质体，聚合物纳米胶囊，纳米胶束等可以作为光敏剂载体，将光敏剂包裹在

内部，减轻光敏剂对其他组织的毒性，然后通过生物降解释放出光敏剂，在适当光激发下进

行光动力治疗。Allemann等在PLGA(poly lactic—co-glycolic acid)纳米载体上修饰了PEG，

从而使光敏剂在循环系统内的循环时间延长，为治疗提供足够的时间，也能使光敏剂在肿瘤

区蓄积浓度增加【蚓。有的纳米材料本身在适当光源激发下，就能产生ROS，直接起到光敏剂

的作用，丰富了光敏剂的范围。比如，量子点常被用来作为显影探针，研究表明它们还可以

把能量转给附近的氧气。据此，利用他们稳定的光学特点和荧光特性，已有科学家开展将量

子点用作光敏剂的研究【571。

此外纳米材料还可以在热疗、超声治疗、基因治疗(比如基于脂质体的载体用来承载核

酸运输siRNA等)、磁疗等方面发挥重要的作用【58石11。

1．4本论文的工作

本论文探讨和研究了某些具有生物学意义的功能化纳米复合物在肿瘤细胞检测和药物控

释中的应用。本论文的工作主要分为以下三个部分：

第一部分是设计并研究了水溶性碲化镉量子点纳米材料及其细胞毒性，采用了全内反射

单分子荧光显微镜、电化学、紫外吸收光谱及MTT比色法等研究了相关量子点在肿瘤细胞识

别与药物控释中的应用，具体内容见第二章。

第二部分是研究了水溶性碲化镉量子点在细胞成像和促进肿瘤细胞对抗癌药物分子的吸

收、逆转多药耐药性的应用，并且对于两种量子点对肿瘤细胞药物吸收的影响进行了研究和

探讨，具体内容见第三章。

第三部分对功能化银纳米粒子对肿瘤细胞的影响及在药物传输中的作用进行研究，发现

银纳米粒子可以充当良好的药物载体，具有很好的载药能力和对肿瘤细胞的杀伤能力，具体

内容见第四章。
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第二章水溶性CdTe量子点在肿瘤细胞识别及增强细胞胞内药物浓

度的应用研究

摘要：本章研究工作中，我们将表面修饰有3．巯基丙酸的水溶性碲化镉量子点纳米材料应用

于白血病细胞的标记成像，并进一步研究其在促进肿瘤细胞吸收抗癌药物柔红霉素中的作用。

通过全内反射单分子荧光显微镜的观察，表明该量子点具有良好的荧光稳定性，可实现在活

细胞体系中实时、靶向示踪成像。此外，经电化学、UV-Vis紫外吸收光谱及细胞生长抑制率

实验的研究发现，柔红霉素可以与碲化镉纳米粒子结合形成纳米复合物，从而能够有效地促

进抗癌药物分子在肿瘤细胞胞内的吸收蓄积，同时可以避免肿瘤耐药细胞膜表面耐药P一糖蛋

白“识别"和“泵出"，增加了药物分子在靶细胞的蓄积浓度，显著地增强了抗癌药物柔红霉

素对肿瘤细胞的靶向杀伤作用。

关键字：碲化镉量子点；白血病细胞；柔红霉素；细胞标记；药物控释

2．1引言

抗肿瘤药物分子柔红霉素(DNR)是一种高效光谱性蒽环类药物的衍生物，具有良好的

电化学和紫外光谱吸收性质，目前广泛地应用于临床医学的治疗当中。研究证实柔红霉素药

物分子是以插入方式与体内的靶分子DNA作用，其活性部位是糖环上的氨基基团(-NH2)，

通过该活性中间体与癌变细胞DNA上的鸟嘌呤(G)结合，使DNA的构象发生变化，以此

抑制肿瘤细胞DNA的复制过程而达到杀死癌细胞的作用【11。

D1姑的分子结构 DNR与DNA碱基(G)的作用模式

在我国白血病是严重危害人类健康的十类重大疾病之一，多见于青少年，其发病率和死

亡率近年来呈上升趋势，因此，癌症的早期诊断及合理有效治疗显得更为重要。目前化学疗

法是肿瘤治疗中的主要手段，但癌细胞内有效药物浓度过低，而影响到治疗效果。如何提高
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癌症细胞内的有效药物浓度，实现抗癌药物识别靶向并在肿瘤部位蓄积减少用药量、减少对

其他器官的伤害等问题是癌症治疗中的难题。近年来，纳米技术的蓬勃发展给癌症的治疗提

供了特殊性能的纳米材料并越来越多地在癌症治疗研究中崭露头角，为癌症治疗开辟了新的

道科2羽。

在肿瘤治疗过程中，越来越多的纳米粒子与抗癌药物结合形成载药纳米复合物，促进肿

瘤细胞对抗癌药物的吸收，从而提高肿瘤细胞内药物浓度。纳米给药系统具有药物的控释、

药物的靶向以及显著提高药物的生物利用率等特性，大大克服了传统给药的弱点【7．131。文献

n4’l
5】报道证明抗癌药物与多聚纳米微球或纳米粒子形成复合物可以有效地增加抗癌药物在肿

瘤细胞的药物蓄积浓度，从而达到更好的治疗效果。半导体荧光量子点(fluorescent

semiconductor quantum dots，QDs)作为一种纳米荧光染料，与传统有机荧光染料相比具有很

多优异的荧光性质，比如激发光谱宽、发射光谱窄且其波长可以通过晶体尺寸和组成进行调

控、量子产率高、光稳定性好(不易光漂白)、可实现一元激发多元发射的同时标记等【幡墙J，因

此量子点标记技术在生物医学领域中发挥着重要的作用，受到日益密切的关注。近年来，半

导体量子点作为新型高灵敏的荧光探针在活细胞体系标记【19刎、活体和组织成像【211、肿瘤模

型定位‘221、癌症的临床诊断【23】等多个研究领域中，取得了突破性的进展。并且，随着研究人

员对生物分子荧光标记方法在生物医学领域中的不断深入研究， 目前已经证实了QDs荧光

标记物质不会干扰目标标记分子的生物活性‘24，251。

在本工作的研究中，我们制备和表征了水溶性较好的表面修饰基团为3．巯基丙酸

(3．mercaptalpropionic acid， MPA)基团碲化镉量子点(MPA-CdTe QDs)。使用全内反射单

分子荧光显微镜(TIRFM)方法和四甲基偶氮唑盐(M玎)比色法，我们研究了该QDs对白血

病细胞的识别标记能力，考察了其对白血病细胞K562的细胞毒性；并利用电化学分析、UV二Ⅵs

紫外吸收光谱及MTT分析手段研究了该3-MPA．CdTe QDs与抗癌药物柔红霉素(DNR)结合形

成纳米复合物DNR—CdTe QDs对白血病细胞的影响，研究结果表明，该纳米复合物有利于载

入更多的抗癌药物进入到肿瘤细胞中，可以有效地抑制耐药细胞K．56／A02的P．糖蛋白的表达，

逆转肿瘤细胞的多药耐药性，大大增加了肿瘤细胞内的DNR浓度，从而增强抗癌药物对肿瘤

细胞的杀伤作用。

2．2实验部分

2．2．1主要仪器

1)CHl660b电化学工作站：上海辰华仪器有限公司；

2)高分辨透射扫描电镜(HR．TEM)-JEM．2100日本；
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3)荧光分光光度计：LS．55 Perkin-Elmer公司；

4)uV．Ⅵs紫外分光光度计：Hitachi U-4100日本；

5)全反射荧光显微镜(TIRFM)：Nikon日本；

6)C02细胞培养箱：GBBl6型，Heraeus，德国；

7)酶联免疫检测仪：BIO．RAD550，Bio．Rad Laboratories Ine．，美国。

2．2．2主要试剂的配制

1)柔红霉素(DNR)为固体粉末状试剂：意大利Farmitalia公司，使用前用生理盐水配成

2mg／mL的注射剂；

2)RPMI 1640培养液：美国GIBCO BRL公司，4℃保存备用。 ．

PRMI 1 640培养液干粉 1 0．49

NaHC01 2．Ig

HEPES 4．69

青霉素lxl04 IU

链霉素 O．159
。

溶于800ml双蒸水中，磁力搅拌使之溶解，调pHi7．2，定容至1000mL，0．22I．tm微孔

滤膜滤器过滤除菌，分装，．20℃保存。

3)胎牛血清：Sigma公司，美国，分装后．20"C保存备用：

4)PBS液(O．01M)

NaCI 8．09
“

KCl 0．29

Na2HP04‘1 2H20 3．499

KH2P04 0．2 g

溶于800ml双蒸水中，搅拌溶解均匀后，定容至1000mL，分装，高压灭菌，4"C保

存，用前调pH 7．2～7．4。

5)MTT：AiIlresco公司，美国；

称取50rag MTT，溶于10mL PBS液中(O．01M，pH 7．2)，终浓度为5mg／mL，0．22pm微

孔滤膜滤器过滤除菌，4"C避光保存。

2．2．3细胞培养

白血病敏感K562细胞和耐药K562／A02细胞是悬浮类细胞。在培养的过程中，K562细

胞置于含有10％胎牛血清的RPMI 1640培养基中，培养基中含有100 I-tg／mL的链霉素和100

IU／mL的青霉素。整个培养过程是在37"(3、含有5％二氧化碳湿润的培养箱中进行的。耐药
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细胞K562／A02也是使用上述培养基中培养，并且以l u g／mL的阿霉素来维持其耐药性。

2．2．4 MPA．CdTe QDs的制备

相关荧光MPA．CdTe QDs的制备按照文酬281报道的方法并进行了适当的改进。首先，将

1．175 mM的Cd(C104)2·H20溶于62．5mL水。然后，加入2．85 mM 3．巯基丙酸并搅拌，通过

加入0．5mL 1 M NaOH溶液来调整溶液的pH值为9。接着用高纯的氮气将该溶液进行除氧保

护，A12Te3和7．5mL O．5 M硫酸反应生成H2Te气体，该气体与氮气一起缓慢地通入到溶液中，

大约20min，生成CdTe的前驱物，然后将该混合物快速搅拌10分钟，通过回流60h至72 h

以控制C(1Te量子点的增长。

2．2．5 MPA．CdTe QDs对白血病细胞的细胞毒性检验

将处于对数生长期的两种白血病敏感K562细胞和耐药K562／A02细胞依照1．0×104个细

胞／孔的密度接种于96孔板中，培养24 h后，然后用不同浓度的MPA．CdTe QDs作用与细胞

培养48 h。MPA-CdTe QDs在每个孔中的最终浓度分别为5，2．5，1．25，0625，0．313，0．156 IlM

(用新鲜无菌的RPMI 1640培养基进行稀释)，培养体积为200此，每个实验点设三个复孔。

同时，用不含QDs的细胞作为对照，含相同体积培养基作为空白对照组，同时接种于96孔

板中，然后分别培养48 h。培养时间终止后每孔加入MTT溶液20J-tL(59／D继续培养4 h，吸

去上清液，每孔加入DMSO 150pL，终止反应后，将96孔板移入平板震荡器，水平震荡10min，

使MTT还原产物完全溶解，然后用酶联免疫检测仪于492nm波长处测定每孔吸光度(OD值)，

并以空白对照孔的OD值调零。结果以每组3孔的均数4-标准差(X 4-SD)表示，实验至少重

复3次。细胞生存率公式如下：

细胞生存率(％)=【OD宴龃一OD空白组]／【OD煦姐一OD空白组】x100％。

2．2．6 MPA-CdTe QDs在白血病诊断中的细胞标记成像的研究

全内反射荧光显微术(Total internal reflection fluorescence microscopy,TIRFM)是利用全内

反射产生的消逝波激发样品，使样品表面数百纳米厚的薄层内的荧光团受到激发，再用高灵敏

度和高时间分辨率的摄像机CCD来捕捉荧光，并用计算机进行显像，从而实现对生物样品观

测的一种新生技术。由于消逝波特点及CCD的优势使全内反射荧光显微镜具有高信噪比、高

空间和时间分辨率，因此它在对单分子的动态观测具有很高的应用价值，是目前国际上公认

的最有前途的单分子光学成像技术。

将处于对数生长期的两种白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02作为实验对象。首

先分别以1000转／min离心5min，然后轻轻倒去上清，用PBS(O．01M，pH7．2)悬起离心，重

复三次。用适量的PBS悬起分别加入少量的MPA．CdTe QDs，5min后，取15扯L细胞悬液滴

在0．17mm厚的玻璃盖片，然后置于激光束(488nm，全内反射荧光显微镜(TIRFM))下照
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射。通过调整激光束的入射角在倒置显微镜(Nikon显微镜)物镜下获得目标图像。

2．2．7 MPA-CdTe量子点在癌症诊治中的研究

2．2．7．1电化学检测

由于抗癌药物分子柔红霉素DNR具有很好的电化学响应，是良好的电化学探针分子，同

时电化学测定方法具有高精度、高灵敏度、低成本等优良特性，是一种快速经济灵敏的测定

方法，因此我们采用了该种测量方法。柔红霉素DNR在电化学测定中，其峰值电流跟柔红霉

素DNR的浓度呈正比关系【261，因此，我们采用CHl660b电化学工作站测到的柔红霉素DNR

的峰电流变化就可以直接地反映出柔红霉素DNR的浓度变化。

将1．9x10。5M DNR与9．4x10击M的MPA-CdTe QDs在PBS缓冲液(0．01M，pH 7．2)中混合

均匀，40C过夜，使柔红霉素DNR分子与CdTeQDs自组装成DNR．CdTeQDs复合物。次日，

将处于对数生长期的两种白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02分别离心5min，然后

轻轻倒去上清溶液，细胞沉淀用PBS缓冲液轻轻悬起，同法离心后用PBS缓冲溶液再次悬起

并计数。含有柔红霉素DNR(1．9xlff5M)、DNR．CdR QDs复合物的K562细胞溶液(5x105个

／mL)分别在370C、5％C02培养2 h；同时，用含有1．9x10巧M柔红霉素DNR溶液置于370C、

5％C02培养2 h作为对照样品。所有样品在实验过程中均用PBS缓冲液进行稀释处理，然后

离心5 min，取上清液体进行电化学分析。
’

2．2．7．2 UV-Vis紫外吸收光谱分析

UV-Vis紫外吸收光谱分析是Hitachi U-4100光谱分析仪进行的，实验温度是室温

(22_420C)。抗癌药物柔红霉素(DNR)在500nm处具有良好的紫外吸收峰，而且其峰值的大

小与柔红霉素DNR浓度呈正相关[271，因此，我们采用该实验手段来检测吸收峰值的变化，

进而反映出柔红霉素DNR的浓度变化。实验样品处理如下：将1．9x10巧M柔红霉素DNR与

9．4x10‘6M的MPA-CdTeQDs在PBS(0．01M，pH 7．2)中混合均匀，4。C过夜，使柔红霉素DNR

分子与CdTe QDs自组装成DNR．CdTe QDs复合物。次日，将处于对数生长期的两种白血病

敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02分别离心5min，然后轻轻倒去上清溶液，细胞沉淀用

PBS缓冲液轻轻悬起，同法离心后用PBS溶液再次悬起并计数。含有DNR(1．9x105M)、

DNR-CdTe QDs复合物的K562细胞溶液(5×105个／mL)分别在37。C、5％C02培养2 h；同

时，用含有1．9x10。5M DNR溶液置于370C、5％C02培养2 h作为对照样品。所有样品在实

验过程中均用PBS缓冲液进行稀释处理，然后离心5 min，取上清液体进行UV-Vis紫外吸收

光谱分析。

2．2．7．3 MTT分析

我们采用生物学手段——Mn法测定了柔红霉素DNR在有或没有MPA．CdTe QDs条件
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下对白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02的生长情况的影响。柔红霉素的最终浓度为

1．25×10石M，MPA．CdTe QDs的浓度为6．25×10～M，混合均匀后4"C隔夜保存。首先，分

别将处于对数生长期的白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02按1．0x104个／孔的密度接

种于96孔板中，培养24 h后再加入柔红霉素和MPA．CdTe QDs的纳米复合物；同时，1．25

×10。6M的柔红霉素或6．25X 10。7M的MPA．CdTe QDs纳米粒子作为对照组，同时接种于96

孔板中，每个浓度设3个复孔，培养体积为200 gL，然后在37"C、5％C02培养条件下继续

培养24 h后，培养时间完成后每孔加入MTT溶液209l(59／L)继续培养4 h，吸去上清液，每

孔加入DMSO 150I．tL，终止反应，将96孔板移入平板震荡器，水平震荡10min，使MTT还

原产物完全溶解，然后用酶联免疫检测仪于496nm波长处测定每孔吸光度(OD值)，并以空

白对照孔的OD值调零。结果以每组3孔的均数4-标准差(x 4-so)表示，实验至少重复3次。

细胞生存率公式如下：

细胞抑制率(％)=1-【OD实蜩-OD空白组】／【OD Iql_m-OD空白组】x100％，

按上述方法进行处理并进行数据处理。

2．2．8统计学分析

实验数据用至少进行三次平行实验的平均值±SD(标准偏差)表示。并用Student’S中的t

检验进行分析，p<0．05认为有统计学差异。

2．3结果与讨论

2．3．1 CdTe QDs粒子的表征及其细胞毒性研究

2⋯3 1 1 CdTe QDs粒子的表征
制得的纳米晶体用JEM．2100高分辨透射电子显微镜表征其结构，吸收光谱和发射光谱

分别由Hitachi．4100近红外紫外吸收光谱仪和Hitachi．7000荧光分光光度计来测量。研究结

果(图2．1A)显示，该纳米粒子颗粒分散比较均匀，其平均粒径约为5nm。由图2．1B-b可

以看出，当激发波长为400nm时，CdTe量子点在600nm附近有一窄而强的发射峰，而图2．1B-a

可以看出该纳米晶体具有较宽的紫外吸收光谱。



第二章水溶性CdTe量子点在肿瘤细胞识别及增强细胞胞内药物浓度的应用研究

Wavelength／nm

Fig．2-1(A)TEM images of MPA·CdTe QDs，(B)Absorption spectroscopy(a)and fluorescence of

MPA-CdTe QDs(b)．

2．3．1．2 MPA．CdTe Q·Ds对白血病细胞体外毒性的MTT研究

我们采用M丌方法研究了不同浓度的MPA．CdTe QDs对白血病敏感细胞K562和耐药细

胞K562／A02的细胞毒性。研究结果表明，MPA．CdTe QDs对白血病细胞呈剂量的依赖性(图

2．2)，在高浓度作用下，可以明显地抑制肿瘤细胞的生长增殖，而在低浓度条件下，对细胞

的生长影响很小。MPA．CdTc QDs对敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02在48 h的半数抑制

率(IC50)分别是1．43 u M、0．37p M，因此，可以看出MPA．CdTeQDs的毒性比较大，并且

在相同浓度条件下对白血病耐药细胞株K562／A02有较强的生长抑制作用。

O．156 0．313 0．625 t．25 230 5,00

Concentration／pM

O l靳0．313 0625 1．25 2．50 5．00

Concentration／pM

Figure 2-2 Cell viability of leukemia sensitive K562 cells and adfiamycin-resistant cell K562／A02

when exposed to different concentrations of MPA-CdT'c QDs with red emission for 48 ll’

respectively．Results are represented as mean 4-SD．
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2．3．2 MPA．CdTe QDs标记K562细胞的TIRFM荧光成像研究

通过观察TIRFM(图2．3)，我们发现MPA．CdTe QDs可以很容易地进入白血病K562和

K562／A02细胞内部，而且随着时间的延长，我们观察细胞膜处的荧光亮度逐渐减弱，而细胞

胞内的荧光强度在逐渐增强。实验结果表明，MPA．CdTe QDs在进入肿瘤细胞内部以后，仍

能保持其有效的荧光强度而不淬灭，具有较好的光稳定性，同时MPA．CdTe QDs荧光标记细

胞不会影响细胞的生物活性，因此，该量子点可以作为一种良好的荧光探针应用于活细胞体

内的实时动态跟踪。

Fig．2-3 The TIRFM images of K562(a)and K562／A02(b)cancer cells after incubated with

MPA-CdTe QDs with red emission for 5 minutes．

2．3．3 MPA．CdTe量子点在癌症治疗中的应用

2．3．3．1电化学分析研究

我们将DNR．CdTe QDs复合物分别与白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02共培养

时，离心后的上清液中含有未被细胞吸收的抗癌药物柔红霉素DNR，通过电化学检测这些药

物分子，我们可以推测出白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02吸收药物的情况。相同

实验条件下，单独的柔红霉素DNR与靶细胞共培养后，通过检测细胞外的残存的柔红霉素

DNR的浓度，就可以反映出K562细胞吸收柔红霉素DNR的情况。如图2．4所示，曲线a表

示1．9x10。5M柔红霉素DNR本身的DPV峰电流。当白血病敏感细胞K562与DNR培养2h

后，检测出DNR的电流峰值下降(图2—4A， 曲线b)，说明细胞外液中的DNR残留量减少，

而这部分柔红霉素药物分子的减少量主要是通过细胞自身的胞吞作用被K562细胞吸收；当

DNR-CdTe QDs复合物与K562细胞共培养时，我们发现，细胞外残余的柔红霉素的电流峰值

降低更多(图2．4A， 曲线c)，说明细胞外液残留的柔红霉素分子的量更少。对于白血病耐药
20
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细胞K562／A02而言，K562／A02与柔红霉素DNR分子培养2h后，检测出柔红霉素DNR分

子的电流峰值下降(图2-4B， 曲线e)，但不如K562与柔红霉素DNR培养后的电流峰值下降

的大，这是由于P．糖蛋白的存在使得柔红霉素DNR分子“泵出“；当DNR．CdTe QDs复合

物与K562／A02细胞共培养时，我们发现，细胞外残余的柔红霉素DNR的电流峰值降低很多

(图2．4B， 曲线0，说明细胞外液残留的柔红霉素DNR分子的量少了。这一结果说明

DNR．CdTe QDs复合物可以增加靶细胞吸收药物分子柔红霉素DNR，逆转肿瘤的多药耐药性，

增加药物在靶细胞中的蓄积量，因此，DNR—CdTe QDs复合物可以促进肿瘤细胞对柔红霉素

DNR的吸收，从而增加肿瘤细胞内的药物蓄积浓度。

鼍
薯
警
暑

U

PotentialN

-o．85 -0．∞ -o．?5 ．o．70 句．65 ．o肋

Potential／V

Fig．2_4 DPV study of DNR residue outside K562 cells(A)and(B)K562／A02 cells in the absence

and presence of MPA·CdTe QDs with red emission after incubating for 2 h．札d)DNR(1．9 x l 0"3

M)；(b，e)DNR(1．9 x10。M)and cells；(c，f)DNR(1．9 x10-5 M)and cells exposed to MPA—CdTe

QDs with red emission(9．4 x l 04 M)．Pulse amplitude：0．05 v．pulse width：0．05 s；pulse period：

O．2 s．

2．3．3．2 UV-Vis吸收光谱分析研究

图2．5所示的是DNR-CdTe QDs复合物分别与白血病敏感细胞K562和耐药细胞

K562／A02共同培养2h，和单纯柔红霉素(DNR)分别与白血病敏感细胞K562和耐药细胞

K562／A02共同培养2h以后，其培养溶液中残余的柔红霉素相关的UV-Vis紫外吸收光谱的差

异情况。研究结果表明，图2-5A所示，与单纯的柔红霉素溶液相比，经与K562细胞共培养

后，细胞外残余的柔红霉素的吸光度值降低了，说明柔红霉素与K562细胞共培养之后，溶

液中的柔红霉素被细胞吸收进入到细胞内部(图2-5A-b所示)，当DNR-CdTe QDs复合物作

用后，细胞外柔红霉素的吸光度值进一步明显降低，说明DNR-CdTe QDs复合物可以促进

K562细胞吸收溶液中的柔红霉素，导致细胞外柔红霉素含量的减少(图2-5A．c所示)；图2．5B

所示，与单纯的柔红霉素相比，经与K562／A02细胞共培养后，细胞外残余的柔红霉素的吸光
2l
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度值有所降低，说明柔红霉素与K562／A02细胞共培养之后，由于K562／A02细胞的多药耐药

性，使得被细胞吸收的柔红霉素又被“泵出”到细胞外部(图2．5B—e所示)，当DNR—CdTe QDs

复合物作用于K562／A02细胞后，细胞外的柔红霉素的吸光度值进一步降低，说明DNR．CdTe

QDs复合物可以抑制P．糖蛋白的功能，促进K562／A02细胞吸收溶液中的柔红霉素，从而导

致细胞外柔红霉素含量的减少(图2．5B．f)。相关研究结果与电化学分析结果一致，表明

MPA．CdTe QDs复合物可显著地促进白血病敏感K562细胞和耐药K562／A02对柔红霉素的吸

收，而MPA．CdTe量子点的存在可能改变细胞膜的通透性，进而提高肿瘤细胞对外界药物分

子的吸收能力，显著地增加药物分子在靶癌细胞内的药物有效浓度和对癌细胞的杀伤能力。

8
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Fig．2-5 I J'v-Vis absorption spectra of DNR after the treatment with leukemia K562(A)and

K562／A02(B)cells in the absence and presence of MPA-CdTe QDs for 2 h．nd)DNR(1．9 x l旷

M)；(b，e)DNR(1．9 xlO。M)and cells；(c，0 DNR(1．9 x10"’M)and cells exposed to MPA—CdTe

QDs with red emission(9．4×l 0r6 M)．

2．3．3．3 MTT分析

为了进一步揭示MPA．CdTe QDs对相关体系的协同作用，在以上实验研究的基础上，我

们采用MTT比色法进一步探讨和研究了MPA．CdTe QDs纳米粒子对白血病细胞的生长抑制

的影响。研究结果表明，当存在量子点纳米粒子时，药物分子柔红霉素对肿瘤细胞增殖的抑

制力明显增强(图2．6)。在引入纳米药物复合物体系中，对白血病敏感细胞K562生长抑制

率提高至36．4％，而单纯的DNR对白血病敏感细胞K562生长抑制率为21．2％，图2-6A检验

结果显示，该QDs可以促进K562细胞对柔红霉素的吸收，增强柔红霉素对肿瘤细胞的杀伤

力。对于白血病耐药细胞，由于该细胞具有多药耐药性，其细胞膜上P糖蛋白可以将抗癌药

物分子“泵出"，使得细胞内部药物的蓄积浓度降低，达不到理想的效果，而我们采用纳米药

物复合体系后，对白血病耐药细胞K562／A02增殖抑制变为32．3％，比单纯柔红霉素的抑制率

(13．2％)明显增大(图2．6B。，由此可见，该复合体系可以有效地改变细胞膜的通透性，增
22
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加肿瘤细胞对抗癌药物的蓄积浓度，使得更多的抗癌药物进入肿瘤细胞内部，从而更好地达

到有效治疗的目的。

铆‘孙瓣枷●q‰拥!黼哟隗 麟鼗

Figure 2-6 MTT assays on the inhibition rate of leukemia K562 and K562／A02 cells after treated

with DNR(3．8x10叫M)in the absence and presence ofQDs nanoparticles，respectively．Here，andp

vflues<0．05．Error bars indicate±SD．

2．4小结

综上所述，水溶性3．巯基丙酸修饰的碲化镉量子点纳米材料具有稳定的荧光性质且不会

影响细胞的生物活性，可以作为一种良好且灵敏的纳米荧光探针标记细胞成像，为实现活体

靶向、实时、动态示踪提供了可能。此外，该量子点具有独特的物理和化学性质，可以作为

一种纳米药物载体，应用于癌症的治疗和协同用药中，可以联合抗癌药物分子进入肿瘤细胞

的内部，逆转肿瘤多药耐药性，增加抗癌药物在肿瘤细胞内的蓄积浓度，增强药物对肿瘤细

胞的抑制作用，在恶性肿瘤的诊治中具有潜在的应用前景。
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第三章水溶性CdTe量子点在细胞成像与逆转肿瘤多药耐药的应用

研究

摘要：在本章的研究工作中，我们探讨和研究了水溶性MPA-CdTe量子点在肿瘤细胞成像与

逆转多药耐药性的应用。通过透射电子显微镜、荧光分光光度计和紫外吸收光谱对纳米粒子

进行了特性表征；由MTT比色法、全内反射荧光显微镜、电化学和紫外可见吸收光谱等分析

手段，我们研究了该量子点对肿瘤细胞的作用与影响。研究结果表明，MPA．CdTe量子点能

有效地识别标记肿瘤细胞，同时可以携载抗癌药物分子进入肿瘤细胞，有效地逆转肿瘤的多

药耐药，增强肿瘤细胞对药物分子的吸收，从而更好地发挥抗癌药物的治疗效果。本章研究

工作为QDs在癌症的识别诊断和治疗等方面的研究做了新的尝试和探索，为其在临床上的进

一步应用提供了一种新的思路和方法。

关键字：MPA．CdTe量子点；柔红霉素；白血病细胞；细胞成像；纳米药物载体

3．1引言

随着纳米技术的快速发展，越来越多的纳米材料犹如雨后春笋般涌现出来，由于纳米粒

子具有不同于一般材料的独特的物理和化学性质(譬如小尺寸效应、表面和晃面效应及宏观

量子隧道效应等)，因而在生物医学领域中得到极大的关注和应用，尤其在DNA的检测【l】，

细胞标记[21，纳米药物载体‘31癌症的靶向治疗14]和成像技术【5】等方面的应用方兴未艾。很多科

学家也是对于纳米材料的毒性进行了研究，尽管有些纳米颗粒有一定的毒性，但是人们仍然可

以扬长避短，通过表面修饰一些特定的基团，使其具有更好的生物相容性，发挥其独特的效

应睁14】。表面的化学修饰时生物医学材料界面修饰中广泛使用的方法之一，通过自组装(即

基于非共价键的相互作用下自发的组织或者聚集成为稳定并且具有一定规则外观的结构)、共

价键键合等方法可以制备一些具有较好的生物相容性、稳定性等优良性质的纳米材料，这些

功能化纳米生物材料在研究细胞及生物大分子间相互作用、疾病的临床诊断和治疗等方面具

有潜在的应用前景。

近年来，在肿瘤的诊断和治疗中，出现了很多新鲜的抗癌药物产品，但是它们的疗效却

不尽人意，其中重要的一个原因就是在肿瘤的治疗过程中，肿瘤细胞对抗癌药物产生了抗药

性和耐药性‘15。7】，从而导致了治疗失败。如何克服肿瘤细胞的多药耐药性并且进行及时、准

确的检测和有效地治疗，一直以来都是一个亟待解决的问题，因此如何实现对肿瘤细胞的有

效检测和治疗是生物医学研究领域的重要内容。而肿瘤细胞的耐药机制比较复杂，目前比较
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清楚的耐药机制是细胞膜表面的耐药蛋白(如P．糖蛋白)可以识别药物分子，而且由于该耐

药蛋白在细胞膜上的过度表达造成的【18’191。为了有效地治疗肿瘤，人们开展了大量的研究实

验，尝试找到可以实现肿瘤细胞治疗中的逆转耐药性的有效方法。

由于具有一些新颖优良的性质，纳米材料可以与一些分子结合，在很大程度上对其自身

的物理和化学性质产生影响，同时纳米材料可以通过表面修饰形成特异的纳米复合物，为一

些相关的重大疾病诊断和治疗提供了一种有效的手段【2睨引。众所周知，半导体量子点由于其

高的发光效率、良好的光稳定性、连续分布的吸收光谱和呈对称且宽度窄的发射光谱【24，251等

独特的性质，这些性质使QDs在活细胞、组织、活体等生物体系的长时间实时、动态可视化

荧光示踪成像中具有无法比拟的优势【2¨引。在本章的研究工作中，我们合成和表征了水溶性

表面修饰基团为3．巯基丙酸的碲化镉量子点纳米材料，并且结合抗癌药物分子柔红霉素DNR

通过静电吸附作用形成了功能化的纳米复合物材料。我们研究并探讨了该量子点纳米材料在

活细胞识别和肿瘤治疗中的应用，结果表明，该量子点可以作为很好的荧光探针标记细胞，

同时也可以作为一种新型的有效抑制耐药性的药物载体，有效地识别肿瘤细胞并增强抗癌药

物在肿瘤细胞胞内蓄积，显著增强对肿瘤细胞的杀伤效果。

3．2实验部分 ，

3．2．1主要仪器和试剂

主要仪器有：透射扫描电镜(JEM．2100，日本)、全内反射荧光显微镜(Nikon公司，美

国)、荧光分光光度计(LS．55 Perkin-Elmer公司)、uV二Ⅵs紫外分光光度计(Hitachi U4100，日

本)、C02细胞培养箱(GBBl6型，Heraeus，德国)、酶联免疫检测仪(aIO．RAD550，Bio．Rad

Laboratories Inc．，美国)、电化学工作站(CHl660b，上海辰华)、。

主要试剂有：柔红霉素(Farmitalia公司，意大利)、RPMI 1640培养基(SIGMA公司，美

国，分装后一20"C保存)、胎牛血清(SIGMA公司，美国，分装后一20。C保存)、MTT(Amreseo公

司，美国)、PBS缓冲液(0．01M，pn 7．2—7．4)、二甲基亚砜(分析纯)等。

3．2．2水溶性MPA-CdTe QDs的制备和表征

水溶性MPA．CdTe QDs的制备按照文献【39】报道的方法并进行了适当的改进，首先，

1．175mM的Cd(004)2·H20溶于62．5mL水，然后，加入2．85 mM 3．巯基丙酸、搅拌，加入

0．5mL l M NaOH溶液调整溶液的pH值为9。接着用高纯的氮气将该溶液除氧保护，A12Te3

和7．5mL 0．5 M硫酸反应生成H2Te气体，该气体与氮气一起缓慢地通入到溶液中，大约20min，

生成CdTe的前驱物，同时，将该混合物快速搅拌10分钟，回流10rain至9 h以控制CdTe

量子点的增长。
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3．2．3细胞培养

白血病敏感K562细胞和耐药K562／A02细胞是悬浮类细胞。在培养的过程中，K562细

胞置于含有10％胎牛血清的RPMI 1640培养基中，培养基中含有100 gg／mL的链霉素和100

IU／mL的青霉素。整个培养过程是在37"C、含有5％---氧化碳湿润的培养箱中进行的。耐药

细胞K562／A02也是使用上述培养基中培养，并且以l la g／mL的阿霉素来维持其耐药性。

3．2．4 MPA-CdTe QDs对白血病细胞生长影响的研究

将处于对数生长期的白血病敏感细胞株K562和耐药细胞株K562／A02接种于96孔板，

每孔浓度为1．0×104个细胞，放置在37℃，5％C02的细胞培养箱中培养，24h后，加入不

同浓度的量子点分别与两种细胞作用，量子点的最终浓度为1．48，2．95，5．90，11．8，23．5，

47．0，94．0la M(用新鲜无菌的RPMll640培养基进行稀释)，培养体积为200 lxL，每个实验

点设三个复孔。同时，用不含QDs的细胞作为对照组，含相同体积培养基作为空白对照组，

同时接种于96孔板中，然后分别培养72h。培养时间终止后每孔加入MTT溶液209L(59／L)

继续培养4 h，吸去上清液，每孔加入DMSO 1501aL，终止反应，将96孔板移入平板震荡器，

水平震荡10min，使MTT还原产物完全溶解，然后用酶联免疫检测仪于492nm波长处测定

每孔吸光度(OD值)，并以空白对照孔的OD值调零。结果以每组3孔的均数4-标准差(一X 4-SD)

表示，实验至少重复3次。细胞生存率公式如下：

细胞生存率(％)=[OD实验组一OD舶组】／【OD对腿-OD空白组】x100％。

3．2．5白血病活细胞体系的实时动态荧光观察和成像

与有机染料标记探针相比，量子点作为一种荧光标记探针，表现出独特的光稳定性、高

空间分辨率及单分子水平的灵敏度。相关研究表明删指出：所有的荧光试剂都可以用于死细

胞中蛋白的定位标记，但只有QDs可以对活细胞进行长达数小时的示踪。因此，量子点是一

种活细胞荧光探针。

将处于对数生长期的两种白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02作为实验对象。首

先分别以1000转／min离心5min，然后轻轻倒去上清，用PBS缓冲液(0．01M，pH7．2)悬起

离心，重复三次。用适量的PBS悬起后分别加入少量MPA．CdTe QDs，5min后，取15I．tL细

胞悬液滴在O．17mm厚的玻璃盖片，然后置于激光束(488nm,全内反射荧光显微镜(T瓜FM))

下照射。通过调整激光束的入射角在倒置显微镜(Nikon显微镜)物镜下获得目标图像。

3．2．6水溶性MPA．CdTe量子点在癌症治疗中的应用研究

3⋯2 6 1细胞内柔红霉素DNR浓度的变化
3⋯2 6 1．1在倒置荧光显微镜下细胞荧光强度的研究
将DNR(1．27×104 M)和量子点(1．25×10巧M)在PBS缓冲液(O．01M，pH 7．2)中混合均匀，
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4"C过夜，这样DNR与量子点可以自组装成DNR．CdTe纳米复合物。次日，取对数生长期的

白血病敏感细胞株K562和耐药细胞株K562／A02分别离心5min，然后轻轻倒去上清溶液，用

PBS将细胞轻轻悬起，同法离心后用PBS再次悬起并计数。将DNR-CdTe纳米复合物分别加

入到两种细胞悬浮液中，单独的柔红霉素或碲化镉量子点作为对照实验组。所有样本均在

370C、5％C02培养箱中培养2小时。培养时间结束时，将细胞吹起、离心、PBS清洗两次、

再次离心，然后将处理过的细胞放置于IX71倒置荧光显微镜(激发波长是488 nm)下观察。

3．2．6．2细胞外柔红霉素DNR浓度的变化

3⋯2 6 2．1电化学检测
该检测是在CHl6600b电化学工作站上完成的，采用差异脉冲伏安法(DPV)在室温条件下

(20a：2。C)进行分析，并用三电极体系进行检测：玻碳电极作为工作电极，铂电极作为对电极，

甘汞电极作为参比电极。实验样品与药品处理与“3．3．6．1’’部分一样，实验中仍采取白血病

敏感和耐药细胞两种，细胞浓度为8x105个，溶液试剂是PBS缓冲液(0．01M，pH 7．2)，培养2

小时结束。

3⋯2 6 2．2 UV-Vis紫外吸收光谱分析
UV二Ⅵs紫外吸收光谱分析是在室温(22士20C)条件下用Himchi U-41 00光谱仪进行检测。

实验样品处理如下：将1．27x104M柔红霉素DNR与1．25x10‘5M的MPA．CdTe QDs在PBS

(0．01M，pI-I 7．2)中混合均匀，4"C过夜，使柔红霉素DNR与CdTe QDs自组装成DNR．CdTe QDs

复合物。 次日，将处于对数生长期的白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02分别离心

5min，然后轻轻倒去上清溶液，细胞沉淀用PBS缓冲液轻轻悬起，同法离心后用PBS溶液再

次悬起并计数。含有柔红霉素DNR(1．27x10。4M)、DNR-CdTe QDs复合物的K562细胞溶液

(8x105个／mL)分别在370C、5％C02培养箱培养2 h：同时，用含有1．27xl矿M DNR溶液置

于370C、5％C02培养2 h作为对照样品。所有样品在实验过程中均用PBS缓冲液进行稀释

处理，然后离心5 min,取上清液体进行UV-Vis紫外吸收光谱分析。

3．2．7对白血病耐药细胞K562／A02耐药性与逆转多药耐药的评估

基于以上实验方法，我们迸一步对MPA—CdTe QDs逆转K562／A02细胞多药耐药进行了

研究。耐药倍数(Resistant factor,Rf)一【ICs0]K562／A02／【IC50】K562，逆转倍数(Reversal index，Rj)=

[R．f’】／【Rd，)，其中Rf和Rf’分别代表单独DNR对K562／A02的耐药倍数和DNR．MPA．CdTe

QDs纳米复合物对K562／A02的耐药倍数。每次实验至少重复三次。按照CB／T16886．5．2003

标准，细胞存活率(P％)可分为6级：>100％为0级；75*／,-'100％为I级；50％"-74％为II级：

300／o--49％为III级；150／o---29％为Ⅳ级；0-14％为v级．只有细胞毒性为I级或0级的生物材料才

能用于体内实验。我们选用的MPA．CdTe QDs对白血病敏感细胞K562和耐药细胞K562／A02
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细胞存活率分别为88．8％、91．5％，满足I级安全性，证明了我们的实验体系是可行的。

3．2．8统计学分析

实验数据用至少进行三次平行实验的平均值±SD(标准偏差)表示。并用Student’s中的t

检验进行分析，p<o．05认为有统计学差异。

3．3结果与讨论

3．3．1 CdTe QDs表征及其细胞毒性研究

3．3．1．1 CdTe QDs粒子的表征

制得的CdTe QDs用JEM．2100高分辨透射电子显微镜表征其结构，吸收光谱和发射光谱

分别由Hitachi．4100近红外紫外吸收光谱仪和Himchi．7000荧光分光光度计来测量。研究结

果(图3．1A)显示，该纳米粒子颗粒比较均匀和良好的晶体结构，其平均粒径约为2．3nm，

晶格间距约为0．23rim。由图3-2B．a可以看出，当激发波长为400rim时，CdTe量子点在525nm

处有一较窄而强的发射峰，而图3-2B．b可以看出该纳米晶体具有较宽的紫外吸收光谱。

8
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Figure 3-1(A)TEM images of MPA-CdTe QDs，(B)fluorescence(a)and absorption spectroscopy

of MPA-CdTe QDs(b)．Image a in Ais the HR-TEM image of a single CdTe QD．

3．3．1．2 MPA．CdTe QDs对白血病细胞毒性的MTT研究

首先我们用MTT方法研究了不同浓度的量子点对白血病敏感细胞K562和耐药细胞

K562／A02的细胞毒性。研究结果表示，该量子点在72 h时对敏感细胞K562半数抑制率(IC50)

为17．98“M(图3-2A)，而对耐药耐药细胞K562／A02的半数抑制率(IC50)是8．971．tM(图

3-2B)。同时，在低浓度的条件下，该量子点对白血病细胞增殖抑制作用较小；高浓度时，对

白血病细胞的抑制作用比较明显，可以看出白血病细胞对MPA．CdTe QDs呈剂量的依赖性。

同时，我们发现量子点对于两种细胞的抑制作用是有点差别的，对于耐药细胞更为敏感，原
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因可能是量子点表面基团具有一定选择性洲。另外，通过比较我们发现，QD600量子点的细

胞毒性比QD520量子点大很多。
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Figure 3-2 Cell viability of leukemia K562(A)and K562／A02(B)exposed to CdTe QDs for 72 h．

3．3．2白血病活细胞体系的实时动态荧光观察和成像分析

实验研究中，我们发现，MPA．CdTe QDs可以很轻易地进入白血病敏感细胞株K562和耐

药细胞株K562／A02细胞内部(TIRFM图3．3，)，而且随着时间的推移，我们观察细胞膜处的

荧光亮度逐渐减弱，而细胞胞内的荧光强度逐渐增强。MPA—CdTe QDs在进入肿瘤细胞内部

以后，仍能保持其有效的荧光强度而不淬灭，具有较好的光稳定性，同时MPA．CdTe QDs荧

光标记细胞不会影响细胞的生物活性，因此，该量子点可以作为一种良好的荧光探针应用于

活细胞体内的实时动态跟踪。在上一章节中，我们发现，QD600MPA．CdTe量子点也可以进行

活细胞荧光成像，而且两种量子点可以在一种激发光激发下，发射不同颜色的荧光，这样就

可以采用不同大小和颜色的量子点来分别标记不同的靶标分子，从而提高诊断检测的准确性

和灵敏性。实时成像与可视化示踪是目前生命科学研究中的一个热点，它可以非常直观地展

示特定的生命活动过程，为疾病的发生、发展提供直接证据。
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Figure 3-3 The TIRFM images of K562(a)and K562／A02(b)cancer cells after incubation with

MPA-CdT'e QDs for 5 minutes．

3．3．3 MPA．CdTe量子点在增加药物吸收和逆转多药耐药性的应用研究

3．3．3．1细胞胞内的柔红霉素DNR荧光强度变化——倒置荧光显微镜结果分析

我们从IX71倒置荧光显微镜下观察细胞形貌。图3-4A显示是在荧光显微镜下的细胞形

态，图3-4B、C表示是相应的细胞荧光亮度灰度值，该灰度值的提取是采用Microsoft Visual

Basic6．0程序BMP2Gray(本实验室吕刚博士提供)，首先，将荧光图的Tifr格式的图片转换

为24位位图BMP格式的图片，然后选取需要转换的图片区域，利用BMP2Gray程序通过调

用API函数GetPixel将各点的颜色值读出，分别得到每一个点的颜色的R值、G值和B值，

然后按照灰度值D。倒与RGB(R，G，B)值对应的关系如下：

Dgmy=0．31R+0．59G+O．11B

从而得到每个点的灰度值，进一步用Origin软件进行平均拟合，得到较为平滑的细胞荧光灰

度曲线。

将MPA．CdTe量子点纳米粒子分别加入白血病K562细胞和K562／A02细胞的体系中，倒

置荧光显微镜图(图3．4)显示，我们可以观察到该量子点的存在使得柔红霉素DNR在细胞

内的浓度显著增加，表明MPA．CdTe量子点纳米粒子可以充当纳米药物载体作用，促进癌细

胞对抗癌药物分子的吸收。由图3-4A b、e所示，在该实验条件下单独的MPA．CdTe量子点

其荧光强度很弱，这样就排除了QDs的干扰，细胞的荧光强弱与细胞胞内吸收柔红霉素DNR

的浓度呈正相关性。相应的图3．4 B灰度值可以量化直观地显示MPA．CdTe量子点能有效促

进K562细胞对药物分子的吸收，增加药物分子在细胞内的蓄积；图3．4 C灰度值也可以明显

地观察到该量子点可以抑制多药耐药蛋白如P．糖蛋白的作用，将更多的药物分子载入到耐药

细胞内部，相关的量化结果与细胞荧光强度结果是一致的。
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Figure 3-4(A)Inverted fluorescence microscopy of leukemia K562 cells(a~c)and K562／A02 cells

(d~D after incubation with DNR(1．27×10珥M)(a，d)，MPA—CdTe QDs(1．25 xlO。M)(b，e)，DNR

(1．27 xlO。4 M)and MPA—CdTe QDs(1．25 xlO。M)(c，f)；the image a’～f’show the hi|gh

magnification of corresponding images．(B and C)，regular fluorescence intensity curves

corresponding to arrows indicated in image a’～f，．

3．3．3．2细胞外柔红霉素DNR的浓度变化分析

3．3．3．2．1电化学分析研究

我们通过电化学检测进一步研究和探讨了DNR-CdTe QDs复合物分别与白血病敏感细胞

株K562和耐药细胞株K562／A02共培养时对肿瘤细胞的影响。离心后的上清液中含有未被细

胞吸收的抗癌药物柔红霉素DNR分子，可以推测出白血病细胞吸收药物柔红霉素DNR的情

况。而相同条件下，单独的柔红霉素DNR与靶细胞共培养后，通过检测细胞外残存的柔红霉

素DNR的浓度，就可以反映出K562细胞吸收柔红霉素DNR的情况。如图3．5所示，曲线a

表示单纯的柔红霉素DNR本身的DPV峰电流。当白血病敏感细胞K562与柔红霉素DNR培

养2 h后，检测出柔红霉素DNR的电流峰值下降了21．5％(图3-5A， 曲线b)，说明细胞外液

中的柔红霉素DNR残留量减少，而这部分柔红霉素DNR药物分子的减少量是通过细胞自身

的胞吞作用被K562细胞吸收；在量子点纳米粒子存在的情况下，我们发现，细胞外残余的

柔红霉素DNR的电流峰值降低了32．1％(图3-5A， 曲线c)，说明细胞外液残留的柔红霉素
33
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DNR更少了。对于白血病耐药细胞K562／A02而言，K562／A02与柔红霉素DNR培养2h后，

检测出柔红霉素DNR的电流峰值仅仅下降了2．2％(图3．5B， 曲线e)，但不如K562与柔红

霉素DNR培养后的电流峰值下降的大，这是由于耐药细胞膜表面P．糖蛋白的存在使得柔红

霉素DNR“泵出“；与量子点共同作用时，我们发现，细胞外残余的柔红霉素DNR的电流

峰值降低了37．9％(图3．5B， 曲线13I，说明细胞外液残留的柔红霉素DNR量少了。这一结果

说明QDs可以影响和改变细胞膜结构，增加靶细胞对药物分子柔红霉素DNR吸收能力，逆

转肿瘤多药耐药，从而增加药物在细胞中的蓄积浓度，增强对癌细胞的杀伤能力。

o．1 012 氟3 0,4 0．5 0．毒 o．7

Pmmfia擎V

乱1 O。2 龟3 0。4 0．5 魏鑫a汀
Potemlia蚺'

Figure 3-5 DPV study of DNR residue outside K562 cells(A)and(B)K562／A02 cells in the

absence and presence of MPA-CdTe QDs after incubating for 2 h．(a)DNR(1．27 x l 0一M)；Co)

DNR(1．27×l旷M)and cells；(c)DNR(1．27 xl旷M)and cells exposed to MPA—CdTe QDs(1．25
x l 0"’M)．Pulse amplitude：O．05 v；pulse width：O．05 s；pulse period：0．2 S．

3．3．3．2．2 UV-Vis紫外吸收光谱分析研究

UV-Vis紫外吸收光谱如图3-6所示，研究结果表明，与单纯的柔红霉素DNR溶液相比，

经与K562细胞共培养后，细胞外残余的柔红霉素的吸光度值降低了18．5％，说明溶液中的柔

红霉素DNR被细胞吸收进入到细胞内部(图3．6A-b所示)；当柔红霉素DNR与量子点共同

作用细胞后，细胞外柔红霉素DNR的吸光度值进一步显著降低，说明量子点的存在可协同增

强K562细胞吸收溶液中的柔红霉素，导致细胞外柔红霉素含量的减少(图3-6 A．C所示)。

对于白血病耐药细胞株K562／A02的作用，如图3-6 B所示，单纯的柔红霉素经与K562／A02

细胞共培养后，细胞外残余的柔红霉素的吸光度值降低不明显(仅降低了4．2％)，说明柔红

霉素DNR与K562／A02细胞共培养之后，由于K562／A02细胞的多药耐药性，使得被细胞吸

收的柔红霉素又被“泵出”到细胞外部(图3．6B．e所示)；当量子点联合抗癌药物分子柔红霉
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素DNR共同作用于K562／A02细胞后，细胞外柔红霉素的吸光度值明显降低(降低了27％)，

表明量子点的协同作用促进细胞吸收了较多的柔红霉素DNR，从而导致胞外柔红霉素的吸光

度降低。而癌细胞的多药耐药性是导致癌症治疗失败的主要原因之一，克服多药耐药性是目

前生物医学治疗中迫切需要解决的难题，我们采用的纳米量子点可以携载抗癌药物分子避开

细胞膜上的P．糖蛋白，逆转肿瘤多药耐药性，促进肿瘤细胞对抗癌药物分子的吸收，进而增

加药物分子在癌细胞内的药物有效浓度。

A

渤枷椭湖渤嘲 拗绷枷湖渤鲫
髫怯警d蛐舞噍f嘲

Figure 3-6 IⅣ_Ⅵs absorption spectra of DNR after the treatment wim leukemia K562(A)and

K562／A02(B)cells in the absence and presence of MPA—CdTe QDs for 2 h．(a)DNR(6．35 x l 0口

M)；(b)DNR(6．35×10。M)with cells；(c)DNR(6．35 x10。M)wim cells exposed to MPA—CdTe

QDs(6．25 x10-6 M)．

3．3．3．3 MPA．CdTe QDs对白血病耐药细胞株K562／A02逆转耐药能力的分析

在以上研究基础上，我们进一步研究了量子点对K562／A02的逆转耐药倍数。表1可以看

出，单用柔红霉素DNR作用于K562／A02和K562细胞的IC50分别为44．91 u M和0．85 Il M，其

耐药倍数约为53倍。量子点对K562／A02细胞的逆转作用见表l，加入0．625 la M的量子点后，

其IC50为17．18 u M，较单用柔红霉素DNR组明显降低(P<O．05)，逆转倍数(Rf)为2．12倍。

研究结果表明，少量的量子点存在可显著增强抗癌药物分子柔红霉素在白血病K562／A02细胞

内部的积累，并在很大程度上导致降低K562／A02细胞多药耐药P．糖蛋白的功能。

nb

考露蕾誓囊童《擘。纂纛叠k耋。气
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Table 1 The resistant factors and reversalindex of leukemia K562 and K562／A02 celllines to the

MPA-CdTe QDs．

P<0．0 1 Vs Control Group

3．3．4量子点协同作用的机制

综上所述，我们的MTT分析、电化学检测和紫外吸收光谱等研究结果表明，实验中采用

的两种CdTe量子点可显著提高细胞胞内药物沉积并抑制肿瘤细胞多药耐药性，相关的协同作

用机制与作用过程如示意图Scheme l所示。由于CdTe量子点表面修饰基团3．巯基丙酸，因

此其表面带有负电荷，通过静电相互作用可吸附带正电荷的柔红霉素DNR分子，使得药物分

子DNA吸附到量子点纳米粒子的表面，从而能够携带大量的柔红霉素DNR分子进入到癌细

胞的内部，逆转肿瘤多药耐药，增加抗癌药物分子在细胞内的蓄积浓度。而肿瘤细胞通过其

自身的内吞作用将胞外的纳米复合物吞噬到细胞内溶酶体中，由于溶酶体内部环境的改变，

使得柔红霉素DNR分子被卸载下来，柔红霉素DNR是一种作用于DNA的抗癌药物分子，
；

这样柔红霉素可能是通过与遗传物质DNA结合来导致癌细胞的凋亡，也可能是通过诱导一

些细胞信号转导通道来杀死肿瘤细胞，更为精确的作用机制还需要作进一步的探讨。

ExtraceUular,。

Scheme 1 Illustration of the mechanism of bio—labeling and drug delivery pathway of MPA-CdTe

QDs andDNR conj ugates into cell membrane．
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3．4结论

本章的研究工作中，我们首先使用单分子全内反射显微镜等方法探讨和研究了CdTe量子

点有效识别标记癌细胞的实时追踪技术，同时采用电化学分析、紫外吸收光谱及对耐药倍数

等手段揭示了该量子点纳米粒子携载抗癌药物分子进入肿瘤细胞逆转多药耐药的机制，研究

结果显示，量子点复合物可显著地增强癌细胞对药物分子的吸收，从而可以更好地发挥抗癌

药物的治疗效果。因此，本章的实验研究为QDs在癌症的早期诊断和治疗等方面进行了有益

的尝试和探索，提供了一种潜在的细胞实时示踪成像的新技术新方法。

3．5取得的创新性成果

最近，我们相关工作的研究论文“Imaging and Inhibition ofMulti-drug Resistance in Cancer

Cells via Specific Association with Negatively Charged CdTe Quantum Dots"在国际知名SCI收

录的期刊Biomaterials(IF：6．646)上发表后，相继得到Mm Spectroscopy等研究网站的关注和

引用，并对于我们的工作进行追踪报道，给予了高度肯定的评价。我们研究中的水溶性

MPA．CdTe QDs具有良好的生物相容性，更重要的是，在我们的研究中，相关量子点具备肿

瘤细胞实时动态细胞标记成像与逆转肿瘤多药耐药双重功能，而且对于细胞的生物活性没有

不良影响，这种多功能纳米材料在生物医学中有着广泛的应用，为以后应用于临床肿瘤的检

测与治疗提供了新思路新方法，给予处于痛苦的癌症患者新的希望。该项研究发现在当前相

关前沿领域研究中具有重要意义，为以后的研究工作进一步开展奠定了坚实的基础，具有重

要的学术价值和应用前景。(下图为MRI Spectroscopy对于我们研究成果的网络报道)
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第四章功能化Ag纳米粒子在白血病细胞药物控释中的研究

摘要：本章工作中我们采用DNR—Ag NPs纳米复合药物协同增强白血病细胞胞内药物浓度，

提高对肿瘤细胞有效杀伤能力。通过荧光倒置显微镜、电化学分析、UV-Vis紫外吸收光谱分

析及MTT等方法，探讨了功能化Ag NPs作为纳米药物载体协同抗癌药物柔红霉素DNR对

白血病细胞的作用。研究结果显示，AgNPs能够发挥纳米药物载体的作用来携载更多的柔红

霉素(DNR)进入白血病K562细胞，增加柔红霉素DNR的胞内药物蓄积浓度，从而增加对癌

细胞的杀伤作用。

关键词：功能化银纳米粒子、柔红霉素、DNR．Ag NPs纳米复合物、药物控释

4．1前言

白血病是一种常见的恶性肿瘤，我国已将其列入重点防治的十大恶性肿瘤之一，其发病

率约为3．4人／10万人口，发病以儿童和青年居多。对于白血病细胞恶性增殖，目前治疗癌症

的常用方法有：手术治疗、放射治疗、化学治疗、基因治疗等传统治疗方法，但毒性大、特

异性差，虽然能使大部分患者病情缓解和生存期延长，但是5年无病痛的生存率仍很低；骨

髓移植可使一部分患者达到治愈得效果，但是其价格昂贵，而且骨髓提供者的来源有限，因

此化学疗法仍是目前肿瘤治疗中的主要手段。由于抗癌药物的专一靶向性差，医生在治疗中

采用高剂量的药物，这极有可能会把正常细胞也杀死，对患者的身体造成了极大地危害【1捌。

因此如何提高药物的靶向作用、降低其毒副作用、减少对其他组织器官的伤害等问题是当前

癌症治疗中的难题，也是迫切需要解决的任务。随着纳米科技的发展及其在生物医学中的应

用，已经有越来越多的纳米材料应用于癌症的治疗中，表现出令人兴奋的发展前剥3．刀，而纳

米药物载体在癌症的靶向治疗中已经开始了广泛的研究，并且展现了令人喜悦的成绩⋯41，

可有效地增加抗癌药物在肿瘤细胞的药物蓄积浓度，从而达到更好的治疗效果，减少毒副作

用、提高预后康复能力。

银纳米粒子(Silver nanoparticles，Ag NPs)是一种金属纳米材料，具有独特的电学、光学、

催化等性质‘15。17】，在诸多领域展现出重要的应用价值，并且Ag NPs拥有优良的生物相容性，

这一特性在生物医学应用【18-24]I丰I发挥着重要的作用。本文工作中，我们将一种功能化Ag纳

米粒子与抗癌药物柔红霉素(DNR)结合形成纳米复合物，作用于白血病细胞，结果表明该纳

米复合物有利于载入更多的抗癌药物到癌细胞中，从而大大增加了癌细胞内的药物浓度，对

癌细胞的杀伤效果显著增强。
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4．2实验部分

4．2．1主要仪器与试剂

主要仪器有：透射扫描电镜(JEM-2100，日本)、荧光显微镜(Nikon TRl9、C02细胞培养

箱(GBBl6型，Heraeus，德国)、酶联免疫检测仪(BIO．RAD550，Bio．Rad Laboratories Illc．，

美国)、电化学工作站(CHl660b，上海辰华)、UV-Vis紫外分光光度计(Hitachi U．4100，日本)。

主要试剂有：柔红霉素(Farmitalia公司，意大利)、RPMI 1640培养基(SIGMA公司，美

国，分装后．20。C保存)、胎牛血清(SIGMA公司，美国，分装后．20"C保存)、MTT(Amresco公

司，美国)、PBS缓冲液(0．01M，pH 7．2-7．4)、二甲基亚砜(分析纯)等。

4．2．2细胞培养

白血病敏感K562细胞是一种悬浮细胞，购自中国医学科学院天津血液病研究所。在培

养过程中，K562细胞置于含有10％胎牛血清的RPMI 1640培养基中，培养基中含有100

I，Lg／mL的链霉素和100 IU／mL的青霉素。整个培养过程是在37"C、含有5％--氧化碳湿润的

培养箱中进行的。
一

4．2．3AgNPs的制备和表征

纳米银粉是采用电化学方法制备，表面被四庚基溴化铵包覆。Ag NPs的形貌由透射电子

显微镜(TEM)表征，将Ag纳米粒子溶于水，超声30分钟，滴至铜网上，待干燥后测量。

4．2．4Ag NPs的体外细胞毒性实验

首先，处于对数生长期的K562白血病细胞按1．0x104个／孔的密度接种在96孔板上，经

过夜培养后，加入终浓度为3．125、6．25、12．5、25、50、100 P g／mL Ag NPs，空白对照组也

在96孔板上以同样的条件，在37"C、5％C02的饱和湿润空气中进行培养24 h。然后加入20

ll L 5 mg／mL的M，丌，继续培养4h。然后离心1000转／分离心10min，轻轻弃去上清，每孔

再加入150I．tL的DMSO，振荡混匀，在酶标仪上用492nm检测各孔的度值。细胞的存活率按

如下公式进行计算：(【A】t√[A】湖nDl)x100，此处，A代表各孔的吸光度值。每个实验至少独

立重复三次，取平均值进行分析计算。

4．2．5细胞胞内DNR的浓度变化

4．2．5．1细胞内DNR的荧光强度观察

处于对数生长期的白血病K562细胞以1000转／分离心10min，然后轻轻倒去上清溶液，

细胞沉淀用PBS缓冲液轻轻悬起，同法离心后用PBS溶液再次悬起并计数。含有DNR

(1．8,,10．7M)的白血病K562细胞溶液(Sxl05+／mL)以及含有DNR．Ag NPs(DNR 1．8x10。7

M，Ag NPs 2．0 me／L)纳米复合物的K562细胞溶液(5x105个／mL)均在37。C、5％C02培养

2h后，将15 u L液体滴在o．17mm后的玻片上，然后用488nm激光束照射，在荧光显微镜
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(TIRFM)下观察。

4．2．5．2 DNR-Ag NPs复合物对I(,562细胞增值抑制的影响

用生物学MTT法研究了Ag NPs对K562白血病细胞协同载药能力。首先，处于对数生

长期的K562白血病细胞按1．0x104个／孔的密度接种在96孔板上，经过夜培养后用浓度为

3．8x101 M DNR以及Ag NPs 2．0 mg／L进行处理，空白对照组也在96孔板上以同样的条件，

在37"C、5％C02的饱和湿润空气中进行培养24 h。然后加入20 u L 5 mg／mL的MTT，继

续培养4h。然后离心1000转／分离心10min，轻轻弃去上清，每孔再加入1509L的DMSO，

振荡混匀，在酶标仪上用492nm检测各孔的度值。细胞的抑制率按如下公式进行计算：(1．

[A]一【A】。o咖1)×100，这里，A代表各孔的吸光度值。每个实验至少独立重复三次，取平均值

进行分析计算。

4．2．6细胞胞外DNR的浓度变化

4．2．6．1电化学分析

将3．8x10。5M柔红霉素DNR与10．mg／L功能化银纳米粒子在PBS(0．01M，pH 7．2)中混合

均匀，40C过夜，使DNR与银纳米粒子自组装成纳米药物复合物。次日，将处于对数生长期

的白血病敏感细胞K562离心5min，然后轻轻倒去上清溶液，细胞沉淀用PBS缓冲液轻轻悬

起，同法离心后用PBS溶液再次悬起并计数。含有DNR(3．8x10巧M)、DNR—Ag NPs纳米复合

物的K562细胞溶液(5x105个／mL)分别在37。C、5％C02培养2 h；同时，用含有3．8x10。5M

DNR溶液置于370C、5％C02培养2 h作为对照样品。所有样品在实验过程中均用PBS缓冲

液进行稀释处理，然后离心5 min,取上清液体进行电化学分析。

4⋯2 6 2紫外吸收光谱分析
将1．9x10{M柔红霉素DNR与5mg／L功能化银纳米粒子在PBS(0．01M，pH 7．2)中混合均

匀，4。C过夜，使DNR与AgNPs自组装成DNR-AgNPs纳米复合物。次日，将处于对数生

长期的白血病敏感细胞K562离心5rain，然后轻轻倒去上清溶液，细胞沉淀用PBS缓冲液轻

轻悬起，同法离心后用PBS溶液再次悬起并计数。含有DNR(1．9x10‘5M)、DNR．Ag NPs纳米

复合物的K562细胞溶液(5×105个／mL)在37。C、5％C02培养2 h；同时，用含有1．9x10。5M

DNR溶液置于370C、5％C02培养2 h作为对照样品。所有样品在实验过程中均用PBS缓冲

液进行稀释处理，然后离心5 rain，取上清液体进行WⅥs紫外吸收光谱分析。
4．2．7统计学分析

实验数据用至少进行三次平行实验的平均值士SD(标准偏差)表示。并用Student’s中的t检

验进行分析，p<0．05认为有统计学差异。
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4．3结果与讨论

4．3．1AgNPs的TEM表征

本文采用的Ag NPs用肉眼观察呈黑灰色细粉状，用TEM观察其表面晶体结构。如图4．1

所示，该粒子具有很好的晶体结构，晶格间距为0．195nm。

Figure 4-1 TEM image of the Ag nanoparticles

4．3．2 Ag NPs对K562细胞毒性的MTT结果

我们用MTT法研究了不同浓度的AgNPs对白血病敏感细胞株K562的细胞毒性。研究

结果表明，功能化Ag NPs对K562细胞的毒性呈剂量依赖性。在高浓度时明显地抑制K562

细胞的增值能力，在低浓度时对该细胞影响很小。在细胞培养24h后，AgNPs对K562细胞

的半数抑制率(ICso)是20．5mg／L。
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Figure 4-2 Cell viability of different concentrations of Ag NPs on K562 cells，data are mean士SD，

error bars indicate standard deviation．

4．3．3 Ag NPs携载药物DNR在白血病K562细胞胞内浓度分析

4⋯3 3 1细胞内荧光分析
我们在荧光显微镜下观察了功能化的AgNPs对K562细胞吸收DNR的影响。由于柔红

霉素DNR在480nm的激光激发可以产生荧光，因而细胞吸收DNR后产生的荧光强度与其吸

收量的多少成正比。研究结果表明，DNR．Ag NPs复合物与K562细胞培养后细胞吸收DNR

产生的荧光强度(图4．3A b)明显强于单纯的DNR与K562细胞培养后细胞吸收DNR产生

的荧光强度(图4．3A a)；同时，通过所选单细胞的荧光强度进行量化，对于该体系进行了胞

内荧光强度的定量比较，结果显示(图4-3B)，纳米药物复合物作用后细胞内的荧光强度明显

强于单独的柔红霉素作用后的细胞荧光强度，荧光强度增加了约90％，表明在功能化银纳米

粒子的作用下，更多的柔红霉素进入到K562细胞中。由于AgNPs本身并不产生荧光，而在

其与含有DNR的细胞溶液共培养后，细胞中DNR产生的荧光强度明显增强，说明功能化

Ag纳米粒子的存在可以明显改善细胞膜的通透性，有利于化疗药物进入细胞内部，促进细胞

吸收DNR，增强药物在细胞内部的有效浓度，提高药物对靶细胞的增殖抑制能力。

鋈茸蛊一号IA
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Figure 4-3 The images of K562 cancer cells after incubation with DNR(a)and K562／A02 cancer

cells after incubation with DNR-Ag NPs(b)for 2 h．

4．3．3．2 Ag NPs协同DNR对K562细胞增值抑制力的影响——MTT分析

在以上研究工作基础上，我们进一步采用生物MTT法检测了Ag纳米粒子对DNR抑制

自血病K562细胞增殖能力的影响。考虑到其生物安全性，我们选用的浓度也是在安全范围

内。如图4．4所示，MTT研究结果表明，当2．0 Pg／mL的Ag纳米粒子与DNR(浓度是

3．8x10_M)共同培养细胞时，与单纯的相应浓度的功能化Ag纳米粒子或DNR相比，DNR．Ag

NPs复合物对K562细胞增殖的抑制率明显强于单纯药物对K562细胞的增殖抑制率。2．0 Pg／

mL的Ag纳米粒子对K562细胞增殖的抑制率为9．13％，而3．8x10‘7M的DNR对K562细胞

的增殖抑制率分是12％，但当相同浓度的Ag纳米粒子与DNR联合使用时，其对K562细胞

的增殖抑制率提高到36％，t检验的结果表明，DNR．Ag NPs纳米复合物对K562细胞的抑制
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率与单独DNR对细胞的抑制率具有统计学差异(FO．05)。表明，DNR．Ag NPs复合纳米药物

对K562细胞的增殖抑制率具有显著协同作用。

DNR Ag NPs DNR-Ag NPs

Figure 4-4 MTY assay on the inhibition rate of leukemia K562 cells after treated with DNR

(3．8x 10一M)in the absence and presence of2．0 I_tg／mL ofAg nanoparticles，respectively．Here，and

P values<0．05．Error bars indicate 4-SD．

4．3．4胞外DNR浓度分析

4⋯3 4 1电化学检测分析
根据荧光显微镜研究结果，我们可以知道在功能化银纳米粒子的作用下，可以增加柔红

霉素在细胞胞内的蓄积浓度，而相应进入细胞内部的药物分子与细胞外部的药物浓度是相关

的。对于细胞胞外药物浓度变化，我们采用电化学差分脉冲(DPV)法进行测量，实验利用

CHl660b电化学工作站在室温下进行。图4_5 C显示了存在银纳米粒子时候的检测曲线，b显

示了没有纳米粒子时的测量曲线，a曲线是单纯柔红霉素的曲线。从图中可以看出，存在银

纳米粒子的时候，胞外的柔红霉素的氧化还原峰值明显减小，并且峰位置明显正移，而DPV

的峰值减小跟细胞对柔红霉素的吸收密切相关，表明该纳米复合体系使得柔红霉素更容易进

入K562细胞，具有比较好的协同效应，因而功能化的银纳米粒子可以作为有效的药物载体，

增强抗癌药物在肿瘤细胞的胞内蓄积浓度。

0

5

0

5

0

5

O

5

O

4

3

3

2

2

l

l

装奄肖-Ilo鲁D—IIIII



第四章功能化Ag纳米粒子在白血病细胞药物控释中的研究

-8

12

m．8 -0．4 0．0 0．4 0．8

PotentiaW

Figure 4-5 DPV study ofDNR residue outside K562 cells in the absence and presence of Ag NPs

with after incubating for 2 h．(a)DNR(3．8 x10。M)；(b)DNR(3．8×l o．’M)and cells；(c)DNR

(3．8×l 0-)M)and cells exposed to Ag NPs(10 mg／1)．Pulse amplitude：0．05 V；pulse width：0．05 s；

pulse period：0．2 S．

4．3．4．2紫外吸收光谱分析结果

图4．6所示研究结果进一步显示，与单纯的柔红霉素DNR溶液相比，经与K562细胞共

培养后，细胞外残余的柔红霉素的吸光度值降低了20％，说明柔红霉素DNR与白血病敏感

K562细胞共培养之后，溶液中的柔红霉素DNR被细胞吸收进入到细胞内部(图4．6-b所示)；

当DNR与银纳米粒子共同作用细胞后，细胞外柔红霉素DNR的吸光度值进一步降低了46％，

表明在功能化银纳米粒子的存在下，可以增强K562细胞吸收溶液中的柔红霉素，导致细胞

外柔红霉素含量的减少(图4-6．C所示)。由于每组中柔红霉素的浓度是一样的，因而吸收峰

值越小，说明培养基的柔红霉素浓度越低，表明银纳米粒子的协同作用促使白血病细胞吸收

了更多的柔红霉素DNR，从而导致胞外柔红霉素的吸光度显著降低。
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Figure 4-6 UV—ViS absorption spectra of DNR after the treatment with leukemia K562 cells 111

the absence and presence ofAg NPs for 2 h．(a)DNR(1．9 xl o．)M)；(b)DNR(1．9 xlO"’M)and

cells；(c)DNR(1．9 x l O。M)and cells exposed to Ag NPs(5mg／1)．

4．4结果与讨论

综上所述，本工作研究结果表明，在功能化Ag纳米粒子的作用下，可以增强K562细胞

对抗癌药物柔红霉素的吸收，促使更多的药物分子进入到细胞中，增强靶细胞内的药物浓度，

和对K562细胞的抑制作用，进一步增加化疗药物对K562细胞的杀死性。

这种增强效应的产生可能是通过功能化Ag纳米粒子与肿瘤细胞相互作用从而导致细胞

膜的结构发生变化、增强细胞膜的通透性，而且在纳米尺度下的Ag纳米粒子本身具有一些

特殊的活性，可以作为药物载体，有效促进白血病细胞对抗癌药物的吸收，提高抗癌药物在

肿瘤细胞中的有效浓度，从而增强抗癌药物对肿瘤细胞杀死能力。因而，功能化Ag纳米粒

子在肿瘤临床治疗等方面具有潜在而重要的应用前景。



第四章功能化Ag纳米粒子在白血病细胞药物控释中的研究

参考文献

[1】Sternberg C N，Donat S M，Bellmunt J，et a1．Chemotherapy for bladder cancel'：Treatment

guidelines for neoadjuvant chemotherapy,bladder preservation，adjuvant chemotherapy,and

metastatic CanCel'．Urology,2007，69(Supp l A)：62-79．

【2】Etzioni D A，El-Khoueiry A B，Beart R w．Rates and predictor of chemotherapy BSe for stage

III colon CanCer．Cancer,2008，l 1 3：3279·3289．

【3】Alivisatos P．The useofnanocrystals in biological detection．Nat Biotechnol，2004，22：4702．

【4】Kim S，Lim Y T，Soltesz E q et a1．Near-infrared fluorescent type II quantum dots for sentinel

lymph node mapping．Nat Biotechnol，2004，22：93-97．

【5】Taton T’Mirkin C，Lelsinger R．Scanomctfic DNA array detection with nanoparticle probes．

Science，2000，289：l 757．1 760．

[6】Cui Y W西Q，Park H，el a1．Nanowire nanosensors for highly sensitive and selective detection

ofbiological and chemical species．Science，2001，293：1289-1292．

【7】 Chen R J，Bangsaruntip S，Drouvalakis K八el a1．Noncovalent functionalization of carbon

nanotubes for highly specific electronic biosensors．Proe Natl Acad Sci USA，2003，1 00：

4984__4989．

[8】Sahoo S K Labhasetwar V Nanotech approaches to drug delivery and imaging．Drug Discov

Toda弘2003，8：1112-1 120．

【9】 Sunderland C J，Steiert M，Talmadge J E，et a1．Targeted nanoparticles for detecting and

treating cancer．Drug Dev Res，2006，67：70—93．

【1 0】Orive G Gascon AK Hernandez R M，el a1．Techniques：new approaches to the delivery of

biopharmaceuticals．Trends Pharm Sci，2004，25：382-387．

[11 1 Gu F X'Kamik R Wang A Z，et a1．Targeted nanoparticles for CanCer therapy．Nano Today,

2007，2：14-21．

[1 2】Fahmy T M，Samstein R M，Harness C C，el a1．Surface modification of biodegradable

polyesters with fatty acid conjugates for improved drug targeting,Biomaterials，2005，26：

5727．5736．

【1 3]Lambert G Fattal E，Pinto—alphandary H，et a1．Polyisobutylcyanoacrylate nanocapsules

containing an aqueous core as a novel colloidal carrier for the delivery of oligonucleotides．

Pharm Res，2000，17：707-714．

[1 4]Mitra S，Gaur U，Ghosh P C，el a1．Tumour targeled delivery of encapsulated

dextran—doxorubicin conjugate using chitosan nanoparticles as carrier．J Controlled Release，

2001，74：317-323．

【1 5]Ferrando R，Jellinek J，Johnston R L．Nanoalloys：from theory to applications of alloy clusters

and nanoparticles．Chem Res，2008，1 08，845．



东南大学硕士学位论文

【1 6]Ferrer D，Torres—Castro A，Gao X，et a1．Three-layer Core／Shell structI】re in Au—Pd bimetallic

nanoparticles．Nano Lett，2007，7，1701—1705．

【1 7】Molenbroek A M，Norskov J K Clausen B S．S仃uctl鹏and reactivity of Ni—Au nanoparticle

catalysts．J Phys Chem B，2001，1 05：5450—5458．

【l 8】陈炯．韩春茂，林小玮．等．纳米银敷料在修复II度烧伤创面的应用研究【J】．中华烧伤杂志，

2006，44：50-52．

【19】Castellano J J，Shafii S M，Ko F，et a1．Comparative evaluation of silver-containing

antimierobial dressings and drugs．Int Wound J，2007，4：1 1 4—122．

【20]李民，牛亚明，林倩君，等．纳米银敷料对烧伤创面保护作用的观察[J】．中国医师进修杂志，

2006，29：1 1-13．

[21】Alt V Bechert T’Steinrucke P’et a1．An in vitro assessment of the antibacterial properties and

cytotoxicity ofnanoparticulate silver bone cement．Biomaterials，2004，25：4383—4391．

[22】Braydich·Stolle L，Hussain S，Schlager J J，et a1．In vitro cytotoxicity of nanoparticles in

mammalian germline stem cells．Toxicol Sci，2005，88，412-419．

[23】Hussain S M，Hess K L’Gearhart J M，et a1．In vitro toxicity of nanoparticles in BRL 3A rat

liver cells．Toxicol In Vitro 2005，1 9：975—983．

【24】Hussain S M，Javorina AK Schrand A M，et a1．The interaction of manganese nanoparticles

with PC-1 2 cells induces dopamine depletion．Toxicol Sci，2006，92，456-463．

52



第五章总结与展望

第五章总结与展望

恶性肿瘤是危害人类生命健康的重大疾病之一，虽然已经研发出各种方法用来提高对肿

瘤细胞检测和治疗水平，并且取得了一定的成果，但是仍然存在很多亟待解决的问题。如何

能够及时、准确、定位地实现对肿瘤细胞的高灵敏检测，及其抗癌药物分子能否在肿瘤部分

达到有效的蓄积浓度，从而可以抑制甚至杀死肿瘤细胞，这是关键因素。随着纳米技术的快

速发展，许多纳米材料在生物医学领域中显示出了极大的优势。在我的硕士毕业论文研究中，

首先探讨和研究了两种不同尺寸的碲化镉荧光量子点在活细胞实时成像中的应用，并进一步

研究了量子点提高抗癌药物在肿瘤细胞内的蓄积和有效逆转多药耐药的作用。研究结果表明，

该量子点具有稳定的光学性质，可以很好地实现细胞实时示踪成像功能，并有效地促进抗癌

药物分子在肿瘤细胞的聚集和向细胞内扩散行为，逆转肿瘤细胞的多药耐药，因而该纳米复

合物可有效地提高对肿瘤细胞的识别检测和杀伤能力。而功能化银纳米粒子作为一种具有重

要生物学意义的药物载体，能够显著地促进抗癌药物向肿瘤细胞内渗透和扩散，而且与抗癌

药物分子形成纳米复合物，实现了在肿瘤细胞内的蓄积，从而抑制肿瘤细胞的增殖能力。

虽然相关工作已经取得了一些创新性的研究成果，但是由于时间、条件等因素的限制，

本论文工作还需要进一步深入地开展研究。目前，在药物靶向运输、肿瘤的高灵敏诊断等方

面有了很大的进展，但是在临床应用之前，仍有很多问题待于解决，如量子点的细胞毒性与

生物功能的构效关系等；在生物标记成像过程中，是不是可以采用不同类别的量子点来准确

识别标记生物体的不同结构；银纳米材料表面基团对于光照比较敏感，可以对其在光动力治

疗中的应用进行深入研究；同时对于纳米粒子在机体内的代谢途径及其药物控释传输的作用

机理等问题。
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