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摘 要 合成了氨基聚酰胺$胺（<=>=>（?%@"））和酯基（<=>=>（?%@,））功能化的两种硅壳荧光纳米粒，通过
透射电镜（A->）、纳米粒度及动电位测定仪（B:C/电势）、傅立叶红外光谱仪（DAEF）和热失重分析仪（A?=）进行
表征；通过透射电镜（A->）、共聚焦显微镜（*GH>）、细胞计数试剂盒（**I$#）实验、流式细胞计数法评价两种
硅壳荧光纳米粒进入 (G细胞能力的大小、在细胞内的分布情况以及细胞毒性 9 A->分析表明，修饰的硅壳纳
米粒大小约为 )" 5.左右，JK L ’@M，氨基功能化的纳米粒 B:C/电势为 N %(@"#，酯基功能化的为 O (@"%；DAEF
和 A?=实验进一步证明两种纳米粒被氨基和酯基的功能化 9 A->和 *GH>结果表明纳米粒主要存在细胞浆
中，且能被溶酶体吞噬 9 **I$#结果显示两种纳米粒的浓度高达 % .6P.G时仍无明显的毒性作用，且有促细胞
增殖作用 9流式细胞计数结果表明，细胞摄取纳米粒呈浓度和时间依赖性，氨基比酯基修饰的纳米粒更易进
入细胞 9
关键词 二氧化硅，<=>=>树状分子，细胞吞噬，细胞毒性

荧光纳米粒在细胞标记、追踪、造影和靶向药

物转运的基础研究和应用方面引起广泛的重视 9
但传统的荧光染料例如荧光素异硫氰酸酯

（DEA*）、异硫氰酸四乙基罗丹明（FEA*）以及吲哚
类菁染料（*4&）等荧光强度较低，光稳定性较
差［%］，因而在高灵敏检测的生物造影应用领域受

到限制 9最近的研究表明，经二氧化硅包埋的荧光
磁性氧化铁纳米粒，不仅具有较强的荧光强度，而

且由于硅壳的保护，荧光染料不易外泄，从而增强

了荧光染料稳定性［!，&］9然而，由于荧光纳米粒表
面存在 DEA* 和表面活性剂，会降低其生物相容
性［M］9而且纳米粒的细胞吞噬效率在很大程度上
取决于粒子的表面物理化学性能，因此，对硅荧光

纳米粒表面进行适当功能化修饰是提高其细胞吞

噬效率及增加生物相容性的有效方法 9
聚酰胺$胺（<=>=>）树状分子是一类迭代合

成的高单分散性的大分子 9其内部空腔可携带小
分子药物［,］、外表面大量活性官能团可连接基因、

配体等生物活性分子，因此在药物及基因载体方

面取得重要进展［)］9但由于 <=>=> 细胞毒性与
其代数成正比，目前广泛采用的高代 <=>=> 不

可避免具有一定细胞毒性，影响了其进一步的应

用［’］9采用低代 <=>=>修饰硅荧光纳米粒，不仅
避免了因 <=>=>功能化纳米粒而可能引起细胞
毒性，而且所形成的无机$有机体系也有效弥补了
低代 <=>=>作为载体转运效率的不足 9
本文分别制备了末端为氨基和酯基的

<=>=>树状分子功能化的硅壳荧光磁性纳米粒
D:&QM 纳米粒作磁核，磁核外面经 A-QH 水解成

H0Q! 外核，其中 DEA*包裹在硅壳中，这种硅壳结
构表示为 D:&QM 7H0Q!（DEA*），D:&QM 7H0Q!（DEA*）$
<=>=>（?%@"）和 D:&QM 7 H0Q!（DEA*）$<=>=>
（?%@,）9采用胶质瘤细胞（(G）调查上述纳米粒的
细胞吞噬 9 A->用来研究纳米粒在细胞内的分布
情况以及进入细胞的机理 9通过流式细胞计数评
估不同功能团修饰对纳米粒进入细胞能力的影

响 9 **I$#方法用来评价纳米粒的细胞毒性 9关于
<=>=>功能化的硅壳荧光纳米粒进入 (G胶质瘤
细胞能力评价未见文献报道，该研究可为硅壳荧

光纳米粒在胶质瘤细胞的标记或转运提供基础数

据 9
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! 实验部分

!"! 试剂与仪器
!"氨丙基三乙氧基硅烷（#$%）、荧光素异硫氰

酸酯（&’()）购自 %*+,- 公司（美国）.六水合三氯
化铁（&/)0!·1234）、六水合硫酸亚铁铵（（526）3 &/
（%46）3·1234）、氨水、油酸、曲拉通 7"899、原硅酸
乙酯（(:4%）、丙烯酸甲酯（;#）、乙二胺（:<#）等
均购自北京化学试剂公司，为分析纯 . =>细胞为
本室冻存，细胞计数试剂盒（))?"@）购自日本同
仁化学研究所，>ABC(D-EF/D G0H/ <5<"33 购自
*IJ*KDC+/I（美 国），<H0G/EEC’B ,CL*M*/L :-+0/’B
,/L*H,（<;:;）培养基及胎牛血清等购自 N*GEC
（美国）.

>NO9PQ"!台式冷冻干燥机（北京四环仪器
厂），O:;"83!9 透射电子显微镜（(:;，O:4>，日
本），傅立叶红外分析仪（&(’R，5*)4>:( #S#(#R
!!9，美国），5:(T%)2热重及差热分析仪（德国），
5-IC"3%=9 纳 米 粒 度 及 动 电 位 测 定 仪
（T:(#%’T:R，英国）. 2:$# )0-BB 899 )43 培养箱

（(U/D,C，美国），’7V8 荧光倒置显微镜（40A,WHB，
日本），()% %$Q 激光共聚焦显微镜（>:’)#，德
国），:$’)% 7> 流式细胞计数仪（)CH0K/D，美国），
8639型酶联免疫检测仪（$/DF*I :0,/D，美国）.
!"# 纳米粒的制备和表征

&/!46、&/!46 X %*43（&’()）分别参照文献［@，

=］的方法制备 .
&/!46 X %*43（&’()）"$#;#;（N8P9）的制备是

在有氮气保护的三口烧瓶中，将 36 ,> ;#加入到
3V8 ,+ &/!46 X %*43（&’()）的甲醇溶液中，搅拌

6@ U，用永久磁铁从反应液中分离出黑棕色的固
体，所得固体用无水乙醇洗 Q次，真空干燥，得到
&/!46 X %*43（&’()）"$#;#;（N9PQ）.取上述纳米
粒，溶于 399 ,>甲醇中，再加入含 !9 ,> :<#的
甲醇溶液搅拌 V3 U，得到 &/!46 X%*43（&’()）"
$#;#;（N8P9）溶液，磁分离、醇洗并干燥，得目标
纳米粒 8 .

&/!46 X %*43（&’()）"$#;#;（N8PQ）的制备是
在目标纳米粒 8的甲醇溶液中，加入 6@ ,> ;#的
甲醇溶液，反应 6@ U后，磁分离、醇洗并干燥得到
目标纳米粒 3 ——— &/!46 X%*43（&’()）X$#;#;
（N8PQ）.
目标纳米粒 8 和 3 分别用透射电镜（(:;）、

Y/K-电位、&(’R 和 (N# 进行表征 . (:; 的表征方
法是首先配制 9P9Q ,+Z,>纳米粒的乙醇溶液，超
声分散均匀后，滴于覆盖有膜的铜网上，真空干燥

后，于 (:;下观察纳米粒的尺寸 . Y/K-电位的表征
方法是将两种纳米粒配置成 9PQ ,+Z,> 的水溶
液，用盐酸和氢氧化钠溶液调整 W2 [ VP6，测定其
Y/K-电位 . &(’R表征采用溴化钾压片方法 . (N#表
征方法是分别将 ! 种纳米粒，在 69\真空干燥
36 U后，在氮气氛围的热失重仪内加热温度 39 ]
=99\，升温速率为 89 ?Z,*I.
!"$ 荧光显微镜观察纳米粒在细胞中的定位
将浓度为 9P8 ,+Z,>纳米粒与 = >细胞共孵

育 6 U，吸弃培养基，细胞用磷酸盐缓冲溶液（$^%）
洗 ! 遍，用6_多聚甲醛固定 8 U，$^% 洗 ! 遍，
6，1"联脒"3"苯基吲哚二盐酸盐（<#$’）染色 89
,*I，$^%洗 !遍 .置于荧光倒置显微镜下观察 .为
了验证纳米粒细胞定位，细胞接种在共聚焦培养

皿上并与纳米粒共孵育 6 U 后，吸弃培养液，用
$^%洗 !遍，加入含 Q9 I, >ABC(D-F/D ^0H/的无酚
红 <;:;全细胞培养液继续培养 ! U，在激光共
聚焦显微镜（)>%;）下观察激发光为 6@@ I, 时
&’()，69Q I,时的 <#$’和 >ABC(D-EF/D ^0H/染料物
质在细胞内的定位 .
!"% 流式细胞计数法评估纳米粒被细胞吞噬能
力

将细胞接种在 1 孔板上，每孔 8 ‘ 891 后，放
培养箱继续培养 36 U 后，分别加入 8 ,>不同浓
度的纳米粒 <;:;溶液（9P98，9P9Q，9P8 ,+Z,>），
继续培养，分别于 8，3，6 U收集细胞，用流式细胞
仪计数，实验重复 !次 .
!"& ’()验证纳米粒在细胞中的分布
细胞与 9P8 ,+Z,>纳米粒共孵于 6 U后，胰酶

消化后离心，磷酸缓冲液 $^%洗 !遍，!_戊二醛
固定 6 U，$^%洗 3次，入 3_锇酸固定 3 U，梯度酒
精 Q9_、V9_、@9_、=9_、899_"、899_!各 89
,*I脱水，丙酮"、丙酮!各 8Q ,*I，树脂"过夜，
树脂!!9 ,*I，再包埋干燥 .超薄切片后上 (:;观
察 .
!"* ++,-.实验评价纳米粒对细胞活力的影响
将细胞按每孔 3 ‘ 896 接种于 =1孔板培养过

夜，加入用全细胞培养液稀释的终浓度为 9P8、
9P3Q、9PQ、9PVQ、8P9 ,+Z,>纳米颗粒，每个浓度重
复 1孔，重复 !次实验 .以不加细胞只加培养液的
孔为空白对照孔，以加细胞加培养液的孔为阴性
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对照，继续培养 !" #$弃掉培养液，%&’洗 (遍，每
孔加入含 )*+,,-./培养液 )**!0，(12继续孵
育 ! #后，用酶标仪测定 34"5* 67值，按下列公
式计算细胞存活率：

存活率+ 8（实验组 34"5* 9空白组 34"5*）:
（对照组 34"5* 9空白组 34"5*）; )**+

! 结果和讨论

!"# 功能化纳米粒的制备与表征
制备得到的 <=(3" > ’?3!（<@A,），其表面上既

有羟基，又有氨基 $当加入 BC时，就会与氨基发
生迈克尔加成，生成端酯基的纳米粒 <=(3" > ’?3!

（<@A,）.%CBCB（D*EF）$当再加入乙二胺时，发生
酰胺化反应生成端氨基的目标纳米粒 <=(3" >
’?3!（<@A,）.%CBCB（D)E*）$再加入 BC就会重复
上述的制备方法 $由图 )可以看出经氨基或酯基
%CBCB修饰后的硅壳荧光磁性纳米粒子呈规则
球形，直径在 G* 67左右，大小均匀，分散性较好 $
而且制备好的纳米粒子可以在永久磁铁作用下从

反应溶液中成功分离出来，说明纳米粒子具备很

好磁性作用 $在 HI 8 1E"时，氨基、酯基修饰硅壳
荧光磁性纳米粒子的 J=KL电位分别为 M )5E*/和
9 5E*)，未经修饰的硅壳荧光磁性纳米粒 J=KL 电
势为 9 )1E"，J=KL电位从负到正的变化表明纳米
粒表面被修饰了不同的功能团 $红外光谱也证实
了 %CBCB的修饰 $如图 !（C）所示，在 !5** N79 )

有—,I!—的 伸 缩 振 动，在 )G** N79 ) 处 有

—,3—OI—的羰基伸缩振动，而且从曲线 P和 N
中可看出端氨基 %CBCB（D)E*）和端酯基 %CBCB
（D)EF）修饰的纳米粒比未修饰的 L 曲线纳米粒
<=(3" >’?3!（<@A,）有更大的峰面积 $从图 !（&）热
失重曲线可看出，核的热失重为 15E!+ $ 而经
%CBCB D)E* 和 D)EF 修饰后的纳米粒分别为
1GE)+和 1)EF+，失重百分数的增加也证实了不
同代数 %CBCB已修饰在硅壳荧光纳米粒<=(3" >
’?3!（<@A,）的表面 $
!"! $%细胞对纳米粒的吞噬
荧光显微镜被用来初步评估 50细胞对纳米

粒的吞噬 $图 (（C）Q（,）、图 (（"）Q（#）分别显
示的 是 纳 米 粒 <=(3" > ’?3!（ <@A,）.%CBCB
（D)E*）、<=(3" > ’?3!（<@A,）.%CBCB（D)EF）的荧
光照片 $其中荧光图 (（C）和（"）虚箭头显示的是
发绿光的纳米粒子，图 (（&）和（$）实箭头显示的

<?R$ ) ASB ?7LR=T UV（ L）<=(3" > ’?3!（<@A,）.

%CBCB（D)E*）L6W（P）<=(3" > ’?3!（<@A,）.%CBCB

（D)EF）

<?R$ ! <A@X TH=NKYL（C）L6W ADC NZY[=T（&）

L）<=(3" >’?3!（<@A,）；P）<=(3" >’?3!（<@A,）.%CBCB（D)E*）；

N）<=(3" >’?3!（<@A,）.%CBCB（D)EF）

是发蓝光的细胞核（4C%@染色），图 (（,）和（#）
分别是图 (（C）和（&），（"）和（$）的叠加，荧光显
微镜分析表明绿色的纳米粒呈连续状分布在蓝色

的细胞核周围，并且是在细胞浆里 $
,0’B用来进一步调查纳米粒在细胞中的定

位 $图 (（4）和（%）、（S）和（&）、（<）和（’）分别显
示的是纳米粒（虚箭头所示，绿色）、被 0\TUKYLN]=Y
P^Z=染色的溶酶体（实箭头所示，蓝色）和二者的
叠加图 $从叠加图箭头位置可以看出，绝大多数的
绿色纳米粒与被染蓝色的溶酶体重叠，导致颜色

变为青紫色，说明两种目标纳米粒在进入细胞浆

后被溶酶体俘获，从而进一步证明了纳米粒进入

细胞中而不是附着在细胞上，并且分布在细胞浆
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中 !这与文献报道的有关纳米颗粒的细胞分布结 果相吻合［"#，""］!

$%&! ’ ()* +,-./*01*21* %34&*0 .+ 56 1*,,0 7/*47*8 9%7) $*’:; <=%:>（$?(@）ABCDCD（E"F#）（C G $）428 $*’:; < =%:>（$?(@）ABCDCD（E"FH）

（! G"）

（C，I，?，#）$,-./*01*21* %34&* .+ $?(@（4J0./K7%.2 47 ;5# 23，*3%00%.2 47 H># 23）；（L，$）$,-./*01*21* %34&* .+ ICB?（4J0./K7%.2 47 ’H5 23，

*3%00%.2 47 ;M"23）；（N，%）$,-./*01*21* %34&* .+ 6O0.7/41P*/ J,-*（4J0./K7%.2 47 ’Q’ 23，*3%00%.2 47 ;>> 23）；（@）()* 3*/&*8 %34&* .+（C）428
（L）；（$）()* 3*/&*8 %34&* .+（I）428（$）；（&）()* 3*/&*8 %34&* .+（!）428（$）；（"）()* 3*/&*8 %34&* .+（#）428（%）

!"# 纳米粒进入细胞能力评价
吞噬含 $?(@纳米粒的细胞被流式细胞仪激

发后发绿光，通过对含荧光的细胞进行流式细胞

计数来比较不同的官能化对细胞吞噬程度的影

响 !图 ;（4）是目标纳米粒进入细胞情况的统计
图，图 ;（J）是部分流式细胞结果图 !从图 ;（4）可
以看出，随着纳米粒浓度增加和孵育时间的增长，

纳米粒进入细胞的数目增加，即细胞吞噬两种纳

米粒呈浓度和时间依赖性 !在 #F#" G #F#H 3&R36
纳米粒浓度范围内，细胞摄取纳米粒速度随时间

变化增加明显，而大于 #F#H 3&R36时，摄取速度
增长变慢；在浓度为 #F#" 3&R36 时，BCDCD
（E"F#）修饰较（E"FH）修饰的纳米粒在各时间点
被细胞吞噬量要高，在浓度为 #F#H 3&R36 时，
（E"F#）修饰的在 > ) 前被细胞吞噬的量也高于
（E"FH）修饰的纳米粒 !这是因为在低浓度 #F#"
3&R36时，在生理 KS条件下，BCDCD（E"F#）修饰
的纳米粒带正电，而细胞膜表面带负电荷，阴阳离

子的相互作用使的氨基的纳米粒进入细胞速度和

量高于带负电的 BCDCD（E"FH）修饰纳米粒，即纳

#QM 高 分 子 学 报 >##5年
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米粒被细胞的吞噬属静电吸附机制，这与文献

［!"，!#］报道的细胞吞噬结果相同 $纳米粒的吞噬
除了静电吸附机制外，还存在受体机制和液相流

动机制［!%］$在高浓度时细胞膜两边的渗透压差增
大，纳米粒与细胞膜碰撞机会增加，介导了特异或

非特异受体吞噬作用增加，从而促进了纳米粒进

入细胞，当细胞内纳米粒达饱和时，吞噬速度变

缓，故当纳米粒浓度高于 &’&( )*+),时，细胞摄
取纳米粒的速度变慢 $图 %（-）显示的是两种纳米
粒在浓度为 &’&! )*+),，与细胞孵育 ! . 时纳米
粒标记细胞的比率 $从图中可看到 /0101（2!’(）
修饰的纳米粒在 ! .时，计数了 34’%5的细胞，仅
有 #&’!5细胞被标记；/0101（2!’&）修饰的计
数了 365的细胞，有 %!’"5细胞被标记 $

78*$ % （0）79:; <=>:)?>@= ABA9=C8C :D >;: E8BFC :D BAB:GA@>8<9?C :B 3, <?99C AD>?@ !，" ABF % . 8B<H-A>8:B >8)? A> <:B<?B>@A>8:BC :D &’&!，&’&( ABF

&’! )*+),（/:C8>8I? <?99C G?@<?B>A*? ;?@? C.:;B AC )?AB J KL（ C>ABF?F F?I8A>8:B），?MG?@8)?B>C ;?@? @?G?A>?F >;8<? 8B C8M ;?99C）；（N）

O?G@?C?B>A>8I? D9:; <=>:)?>@= <.A@> :D >;: E8BFC :D BAB:GA@>8<9?C（&’&! )*+),）:B 3, <?99C AD>?@ ! . 8B<H-A>8:B

!"# 纳米粒进入细胞机制探讨
PQ1用来研究纳米粒的入胞机制 $图 (是纳

米粒与 3,细胞孵化 % .的细胞电镜图 $在图 (（0）
显示是 /0101（2!’(）修饰的纳米粒在细胞内的
分布情况，在胞浆中可见大量散在纳米粒、吞噬泡

及沉积在溶酶体中的纳米粒 $图 (（N）显示的是
/0101（2!’&）修饰的纳米粒在细胞内的分布，箭

头 "所示细胞膜与纳米粒接触后正在形成凹陷，
在细胞浆中可看到散在的吞噬泡及及沉积在溶酶

体中的纳米粒，同样核膜完整，核内无分布 $ PQ1
分析表明纳米粒主要是以胞吞的机制进入细胞，

即纳米粒首先引发细胞膜凹陷，然后被细胞包裹

形成吞噬小泡进入细胞浆，进而吞噬小泡会和溶

酶体融合，载体进入溶酶体［!%，!!］$

78*$ ( PQ1 8)A*?C :D 3, <?99C >@?A>?F ;8>. >;: E8BFC :D DHB<>8:BA98R?F BAB:GA@>8<9?C

A）P.? HG>AE? :D 7?#S% TK8S"（7UPV）W/0101（2!’(）;AC 8B8>8A>?F HG:B >.? 8BIA*8BA>8:B :D >.? G9AC)A )?)-@AB?$ K:)? BAB:GA@>8<9?C ;?@? A9@?AF=

8B>?@BA98R?F 8B>: >.? <?99C ABF D:@) G.A*:<=>:>8< I?C8<9?，;.89? C:)? C>899 8B >.? G@:<?CC :D HG>AE? A> >.? G9AC)A )?)-@AB?（BH)-?@ ! C.:;）$ K:)?

BAB:GA@>8<9?C ;?@? >@AGG?F 8BC8F? >.? 9=C:C:)?；-）V?99C HG>AE? :D 7?#S% T K8S"（7UPV）W/0101（2!’&），BAB:GA@>8<9?C ;?@? A9C: 8B <=>:G9AC) ABF

9=C:C:)?，BH)-?@ " C.:; 8BIA*8BA>8:B :D >.? G9AC) )?)-@AB?
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!"# 细胞毒性评价
图 !显示的是不同官能化的纳米粒对细胞的

毒性评估 "本法采用的是较四甲基偶氮唑盐比色
法（#$%&’( %&)*+,(’( %$%-*+,().#，/00）更灵敏和方便
的 11234法 "由图 !知，从整个趋势看氨基比酯基
的纳米粒对细胞的影响大，这可能由于表面电荷

5)6" ! 1’%,%,7)8)%’ ,9 %:, ;)<=> ,9 <*<,?*-%)8($> *%

8,<8$<%-*%),< ,9 @AB C B #6D#E ,< FE 8$(( *9%$- GH &

)<8.I*%),<

0&$ 8$((> J)*I)()%’ :*> =$%$-#)<$= I’ 11234 *>>*’ *<= :*>

>&,:< *> #$*< K LM ,9 %&-$$ =$%$-#)<*%),<>

不同引起的，因为都是同基团不同代数NO/O/修
饰后纳米颗粒大小几乎没差别，而只是表面电荷

发生很大变化 "但这两种纳米粒在测试浓度范围
内 FE细胞的增殖率都很高，即使在浓度高达 BA@
#6D#E 时，两种纳米粒的细胞存活率仍然超过
F@P，且在一定浓度范围内还有促细胞增殖作用，
因此经 NO/O/修饰后的磁硅纳米粒没有明显的
胞毒性 "

$ 结论
合成了 NO/O/（QBA@）和 NO/O/（QBAR）修饰

的硅壳荧光纳米粒，大小经 0S/表征为 !@<#，+$%*
电势、0QO、50TU表明两种纳米粒被氨基和酯基功
能化 "实验证明两种纳米粒对细胞不产生毒性作
用，都分布在细胞浆中，并能进一步被溶酶体吞

噬；氨基功能化的纳米粒较酯基功能化的纳米粒

更宜被细胞吞噬 "这些结果表明纳米粒可以通过
表面修饰，改变其标记细胞的效率及改善对细胞

的毒副作用，为硅壳纳米粒的后续修饰提供参考，

有利于进一步拓展硅纳米颗粒在生物医学领域中

的应用 "
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