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"摘要#
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目的
!

探讨
6:[(G

核酸适配体对小鼠肝癌细胞的靶向作用%方法
!

制备马来酰亚胺修饰的装载阿霉素的脂质体

"

B#

A

"+"J?

$!合成
9Y63

荧光及巯基修饰的
6:[(G

核酸适配体!并将其耦联到脂质体表面%紫外分光光度法检测阿霉素包封率%

动态光散射法"

V:[

$测纳米粒子粒径大小及电位分布!倒置荧光显微镜观察小鼠肝癌细胞对阿霉素摄入及用流式细胞技术检测

平均荧光强度!评估小鼠肝癌细胞对药物摄入量%四甲基偶氮唑蓝"
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$法检测细胞活性%结果
!

流式细胞术检测
6:[(G

核

酸适配体与
]O:&$5X&;&-8&$

小鼠肝癌细胞结合率为
20&$=

!

6:[(G

耦联的脂质体平均粒径分布在"

$$)&%i2&%

$

,J

%

6:[(G.

B#

A

"+"J?

(

V4e

在
A

P2&%

的环境中可以快速释放化疗药物
V4e

!

-1E

药物释放量超过
-%=

%

6:[(G.B#

A

"+"J?

(

V4e

在体外能够

有效抑制小鼠肝癌细胞
]O:&$5X&;&-8&$

生长%结论
!

6:[(G

核酸适配体可以特异性与小鼠肝癌细胞
]O:&$5X&;&-8&$

结

合!可用于检测小鼠肝癌细胞%
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尽管化疗药物广泛应用于癌症治疗#但由于他们不具备肿

瘤特异性#而在临床的应用中受到限制+因此#发展有效且具

有主动靶向功能的化疗药物运输平台成为纳米医药领域研究

的热点+寡核苷酸适配体不仅能提供与抗体类似的结合效率#

同时具备低免疫原,高稳定,合成简单和易改等优点#是应用于

靶向药物释放的一种较好的选择+

6:[(G

适配体是由
[EG,

M

.

M

NG,

等'

$

(于
1%%/

年利用
F?BB.[X:Xe

技术筛选出的一种核酸

适配体#其序列为
2\.;<633;6666;66336<; ;6;

666<66;;3363;6<<;3.'\

#能够特异性地与小鼠肝

癌细胞系
]O:&$5X&;&-8&$

结合#而与小鼠胚胎肝细胞

]O:&3:&1

结合能力弱#是一种具有潜在应用价值的靶向分

子+本研究将荧光标记的
6:[(G

核酸适配体应用于流式细胞

技术来检测游离单个小鼠肝癌细胞#为小鼠肝癌细胞的检测和

诊断提供了新的思路+同时#本课题组利用
6:[(G

核酸适配

体作为主动靶向分子#成功构建
6:[(G

核酸适配体耦联的脂

质体#并在体外考察其药物释放及抗小鼠肝癌细胞效应+

?
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材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

主要试剂
!

棕榈酰油酰磷脂酰胆碱$

7473

&,二硬脂酰

基磷脂酰乙醇胺
.

聚乙二醇
1%%%

$

7X<1%%%.V[7X

&,

(

.

生育酚

$

(

.D"F"

A

E?C"B

&,二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺
.

聚乙二醇
1%%%.

马来

酰亚胺$

5;:.7X<1%%%.V[7X

&购自美国
;RG,D#

公司%

9Y63

与巯基双标的
6:[(G

核酸适配体购自上海生物工程股份有限

公司%阿霉素$

V4e

&购自美国
[#

M

JG

公司%四甲基偶氮唑蓝

$
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&试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司+其他试剂为实

验室常用分析纯级+

?&?&@

!

细胞
!

]O:&$5X&;&-8&$

小鼠肝癌细胞系#

]O:&

3:&1

小鼠胚胎肝细胞系购自
;633

中国代理公司+

?&@

!

方法

?&@&?

!

流式细胞技术检测核酸适配体与小鼠肝癌细胞结合率

'1)'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期



!

收集对数期生长的
]O:&$5X&;&-8&$

和
]O:&3:&1

细胞

$

$̂ $%

)

&#重悬在
2%

#

:

清洗缓冲液中'

0&2

M

"

:

葡萄糖和
2

JJ"B

"

:5

M

3B

1

的磷酸盐缓冲液$

7][

&(#同时加入
0%

#

:

黏附

缓冲液'

%&1J

M

"

J:

转移核糖核酸酵母$

K

?G+DD8O;

&和
1&%

J

M

"

J:

牛血清清蛋白$

][;

&的清洗缓冲液(和
$%

#

:

胎牛血

清+加入
9Y63

标记的
6:[(G

适配体#使其终浓度为
12

,J"B

"

:

+

0Z

孵育
'%J#,

+用清洗缓冲液清洗
'

次#最后细胞

重悬在
2%%

#

:

清洗缓冲液中上流式细胞仪检测+

?&@&@

!

马来酰亚胺修饰的脂质体$

6[:(G.B#

A

"+"J?

&制备
!

$%

#

J"B

脂质体$

7473h7X<1%%%.V[7Xh

(

.D"F"

A

E?C"Bh5;:.

7X<1%%%.V[7X

物质量比例为
$&%h$&%h%&$h%&$

&溶解在
$

J:

氯仿中+加到圆底烧瓶中#在旋转蒸发仪上抽真空
$%J#,

使氯仿完全挥发+室温真空干燥
0E

#取出加入
$J:

的
V.

PG,T\+

缓冲液$

A

P)&2

&超声波恒温水浴
2J#,

#使其形成脂质

体悬液#将上述溶液加入挤推器中的玻璃注射器中#分别过孔

径为
1%%,J

及
$%%,J

的聚碳酸酯膜各
1%

次以上#即得到马

来酰亚胺修饰的脂质体+

?&@&A

!

6:[(G

核酸适配体耦联的脂质体制备
!

将
6:[(G

和

5;:.7X<1%%%.V[7X

$

$h$%

&加入到上述制备的马来酰亚胺

修饰的从脂质体中#混匀#氮气保护下
0Z

孵育
10E

#最后产物

用超滤浓缩管$

'2%%5a34

&清洗
'

次#去除未结合的小分子

物质#产物
0Z

保存备用+

?&@&H

!

6:[(G.B#

A

"+"J?

包封
V4e

!

将脂质体
A

P

值调整到

-&2

#与脂质体按照物质量比例为
$h$%

加入#

'-Z

振荡孵育
0

E

#透析去除未包封的
V4e

#终产物
0Z

保存备用+紫外分光

光度法检测上清液中
V4e

水平#计算包封率+

?&@&I

!

适配体修饰的脂质体粒径电位检测
!

利用动态光散射

法$

V:[

&测量纳米材料的粒径和电位分布图+取适量脂质体

溶于
$J:

去离子水#

12Z

环境下检测纳米材料粒径和电位分

布#重复
'

次+

?&@&J

!

纳米材料体外药物释放考察
!

分别配置
A

P-&0

和

A

P2&%

的
7][

#将载药脂质体浓度调整到
$J

M

V4e

"

J:

浓

度#加入到透析袋中$截留相对分子质量为
'2%%

&#分别置于

'%J:

A

P-&0

和
A

P2&%

的
7][

中+在避光条件下#

'- Z

$%%C

"

J#,

水浴振荡+在预定的时间取
2%%

#

:

透析液用荧光

光度计测算药物释放量+重复
'

次计算平均值+

?&@&K

!

评估
V4e

摄入量
!

在
)

孔板内接种
]O:&$5X&;&

-8&$

$

'^$%

2

"孔&细胞#培养
10E

#分别加入终浓度为
$%

#

M

"

J:

的
B#

A

"+"J?

"

V4e

,

6:[(G.B#

A

"+"J?

"

V4e

#

'- Z

,

2=

34

1

培养
$E

#收集细胞#

7][

洗
'

次#

2%%

#

:

重悬#流式细胞

仪检测每组收集的
$%%%%

细胞#得到
V4e

荧光强度+分别收

集上述细胞
$̂ $%

)

#

7][

清洗
'

次#

0=

多聚甲醛固定
'%J#,

#

%&1J

M

"

J:0\

#

).

二脒基
.1.

苯基吲哚$

V;7Y

&染色
$2J#,

#

7][

重悬#

$%%%C

"

J#,

离心
)J#,

#清洗
'

次#倒置荧光显微镜下观

察小鼠肝癌细胞对
V4e

的摄入量+

?&@&Q

!
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法评估靶向药物体外杀伤效果
!

]O:&$5X&;&

-8&$

细胞$

$̂ $%

0

"孔&接种于
()

孔板#每组重复
/

孔#

'-Z

2=34

1

培养
10E

#分别加入不同浓度的
V4e

,

B#

A

"+"J?

"

V4e

,

6:[(G.B#

A

"+"J?

"

V4e

#再培养
10E

#移除培养液#加入
$%%

#

:

不含血清的
V5X5

细胞培养液#

1%

#

: 566

液#培养
0E

#吸

弃上清液#每孔加入
$%%

#

:V5[4

#

$%%C

"

J#,

室温摇床振荡

$%J#,

+酶标仪上
0(%,J

波长处检测吸光度值+计算细胞

活力+

?&A

!

统计学处理
!

采用
[7[[$'&%

软件分析#计量资料用
Ii

>

表示#组间采用双尾非配对
9

检验的方法进行比较+检验水

准
"

>%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义+

@

!

结
!!

果

@&?

!

6:[(G

用于检测小鼠肝癌细胞
!

6:[(G

核酸适配体可

以特异性地与
]O:&$5X&;&-8&$

小鼠肝癌细胞结合#

12

,J"B

"

:

时的结合率为
20&$=

#而与正常的小鼠胚胎肝细胞

]O:&3:&1

的结合率只有
)&0=

#见图
$

+

!!

;

!

]O:&3:&1

细胞$对照&%

]

!

]O:&3:&1

细胞与
12,J"B

"

:

9Y63

标记的
6:[(G

核酸适配体%

3

!

]O:&$5X&;&-8&$

细胞$对照&%

V

!

]O:&$5X&;&-8&$

细胞与
12,J"B

"

:9Y63

标记的
6:[(G

核酸适

配体

图
$

!!

流式细胞仪检测
6:[(G

与小鼠肝癌细胞的结合率

@&@

!

6:[(G

核酸适配体耦联的脂质体表征
!

本实验中制备的

6:[(G.B#

A

"+"J?

粒径和电位分布如图
1

所示+

B#

A

"+"J?

纳米

材料粒径分布在$

$%(&%i'&$

&

,J

#

6:[(G.B#

A

"+"J?

纳米材料

粒径分布在$

$$)&%i2&%

&

,J

%

B#

A

"+"J?

电位分布在
f'%J̀

左右#

6:[(G.B#

A

"+"J?

电位分布在
U1'J̀

左右#见图
1

+

!!

;

!

B#

A

"+"J?

粒径分布图%

]

!

B#

A

"+"J?

电位分布图%

3

!

6:[(G.B#

A

".

+"J?

粒径分布图%

V

!

6:[(G.B#

A

"+"J?

电位分布图

图
1

!!

V:[

检测
B#

A

"+"J?

及
6:[(G.B#

A

"+"J?

纳米粒子

粒径和电位分布图

@&A

!

6:[(G.B#

A

"+"J?

体外药物释放测定
!

6:[(G.B#

A

"+"J?

在
A

P-&0

的环境中
-1E

内药物释放不超过
1%=

#而在
A

P

2&%

的环境中累积释放超过
-%=

#人体体液循环中的
A

P

值接

近
-&0

#肿瘤微环境中
A

P

值处于酸性环境#见图
'

+

@&H

!

6:[(G.B#

A

"+"J?

靶向释放药物测定
!

修饰后
6:[(G.B#.
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A

"+"J?

能明显提高小鼠肝癌细胞对
V4e

的摄入量+图
0;

中蓝色为细胞核#红色为
V4e

#可见耦联
6:[(G.B#

A

"+"J?

组红

色荧光明显强于未修饰靶向分子组%

6:[(G.B#

A

"+"J?

组细胞内

V4e

荧光曲线明显右移#见图
0]

+

图
'

!!

6:[(G.B#

A

"+"J?

'

V4e

纳米材料在不同

A

P

值下药物释放结果

!!

;

!荧光显微镜检测
V4e

摄入量%

]

!流式细胞术检测药物摄入量

图
0

!!

]O:&$5X&;&-8&$

小鼠肝癌细胞
V4e

摄入效果评估

!!

"

!

!

$

%&%2

#与
B#

A

"+"J?

"

V4e

比较

图
2

!!

566

法检测结果

@&I

!

566

法检测不同浓度的
6:[(G.B#

A

"+"J?

"

V4e

对小鼠

肝癌细胞抑制率
!

6:[(G.B#

A

"+"J?

"

V4e

比
B#

A

"+"J?

"

V4e

对

小鼠肝癌细胞抑制能力更强#见图
2

+

A

!

讨
!!

论

!!

核酸适配体在生物传感,生物检测和生物靶向治疗方面受

到越来越多的重视'

1.)

(

+适配体是小的
VO;

或
8O;

链#免疫

原性极低#对人体无毒副作用+现今的技术可以筛选得到很多

针对人肝癌的特异性适配体#将其应用到生物医药靶向诊治领

域前景极其广阔#必将产生极大的社会和经济效应+利用核酸

适配体构建各种新型的生物传感器用于肿瘤检测的研究也给

临床诊断带来了新的希望'

-./

(

+

本研究在核酸适配体
6:[(G

上修饰
9Y63

荧光基团#通过

流式细胞术可以用于检测
]O:&$5X&;&-8&$

小鼠肝癌细胞+

相对于传统的检测方法#核酸适配体价格低廉,合成简单,易于

修饰#为肿瘤的临床诊断与检测方法提供了新的思路'

(

(

+脂质

体是一种已经应用于临床的传统纳米材料#具有很好的生物相

容性#被广泛应用于生物医药领域'

$%.$$

(

+

V4e

因其极大的不

良反应而在临床上受到极大限制'

$1.$'

(

+本实验通过在脂质体

表面修饰
6:[(G

核酸适配体#实现化疗药物的主动靶向释放#

使小鼠肝癌细胞对化疗药物的摄入量增加#从而提高化疗药物

对小鼠肝癌细胞的杀伤效果+同时本研究发现
6:[(G.B#

A

".

+"J?

"

V4e

在模拟体内
A

P-&0

环境时药物释放量很低#而在

肿瘤局部酸性环境下可以快速持久释放药物#这说明
6:[(G.

B#

A

"+"J?

纳米材料在体循环中能保持相对稳定状态#并能减少

化疗药物在到达肿瘤部位前的泄露#从而避免化疗药物对人体

产生较大的不良反应+伴随着生物靶向治疗的兴起#适配体修

饰的各种靶向载体必将不断涌现'

$0.$2

(

#这为生物靶向治疗提

供了很好的发展契机+

综上所述#标记荧光基团的
6:[(G

核酸适配体可以用于

小鼠肝癌细胞的检测#并且
6:[(G.B#

A

"+"J?

"

V4e

纳米载体可

以有效靶向释放化疗药物#从而提高化疗药物对小鼠肝癌细胞

的杀伤能力+随着筛选方法的不断创新#新型的适配体也将源

源不断出现#这将给临床对肿瘤的诊断检测和纳米医药领域的

发展提供新的机遇+

参考文献

'

$

(

[EG,

MM

NG,V

#

5?,

M

:

#

3G"W3

#

?DGB&Y!?,D#L#FGD#","LB#R?C

FG,F?C.+

A

?F#L#FG

A

DGJ?C+N+#,

M

IE"B?B#R?F?BB+

'

Q

(

&;,GB

3E?J

#

1%%/

#

/%

$

'

&!

-1$.-1/&

'

1

(

d?"JQP

#

:??]

#

b#J V

#

?DGB&<"B!,G,"

A

GCD#FB?.VO;

G

A

DGJ?CF",

*

N

M

GD?.G++#+D?!!?B#R?C

K

"LG,D#J#FC"H#GB

A

?

A

.

D#!??LL?FD#R?B

K

?B#J#,GD?+#,DCGF?BBNBGC[GBJ",?BBG?,D?C#FG

+?C"RGC6

KA

E#JNC#NJ

'

Q

(

&]#"JGD?C#GB+

#

1%$)

$

$%0

&!

0'.

2$&

'

'

(

[?LGEb

#

[EG,

MM

NG,V

#

e#",

M

e

#

?DGB&V?R?B"

A

J?,D"L

VO;G

A

DGJ?C+N+#,

M

3?BB.[X:Xe

'

Q

(

&OGD7C"D"F

#

1%$%

#

2

$

)

&!

$$)(.$$/2&

'

0

(

:

K

Nd

#

3E?,<

#

[EG,

MM

NG,V

#

?DGB&<?,?CGD#,

M

F?BBDGC

M

?.

D#,

M

G

A

DGJ?C+L"C,G,"DE?CG,"+D#F+N+#,

M

3?BB.[X:Xe

'

Q

(

&

6E?CG,"+D#F+

#

1%$)

#

)

$

(

&!

$00%.$021&

'

2

(

bG+E?L#.bE?

K

CGHG!#:

#

5?EC

M

GC!#5;

#

a#?FE?FX

#

?DGB&

_BDCG+?,+#D#R?!?D?FD#","LENJG,B#R?CE?

A

GD"F?BBNBGCFGC.

F#,"JGF?BB+N+#,

M

GBGH?B.LC??G

A

DG+?,+"C

'

Q

(

&;,GB3E?J

#

1%$0

#

/)

$

$%

&!

0(2).0()%&

$下转第
')1/

页&

21)'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期



工作等#这些往往会加重他们的焦虑,抑郁的情绪+

4+DB?C

等'

$$

(的研究表明#心智化疗法可有效降低其毒品使用行为#改

善负性情绪#解决人际关系问题等+本研究也发现#经心智化

疗法干预后#试验组贝克焦虑量表,贝克抑郁量表得分下降较

对照组明显#说明心智化疗法干预对甲基苯丙胺成瘾戒毒人员

焦虑,抑郁情绪的改善有明显效果+

药物渴求是毒品成瘾复吸事件链上重要的一环#是导致成

瘾者戒毒后复吸的主要因素+相关研究证实#吸毒会使个体对

吸毒情景和感受产生深刻记忆#进而不断地强化机体对毒品的

渴求#而渴求的主要中枢神经基础是中脑边缘多巴胺系统#提

示有可能通过生物学,心理学手段对渴求进行干预'

$1

(

+本次

研究结果显示#心智化疗法干预后甲基苯丙胺成瘾试验组与干

预前相比#药物渴求量表各因子得分均有明显下降#且干预后

试验组较对照组得分低#这也与
4+DB?C

等'

$$

(的研究结果相似#

说明通过心智化疗法干预#可以使甲基苯丙胺成瘾者正确认识

渴求#有效提高其识别和应对渴求的技能#进而减少复吸行为

的发生+

总体来说#心智化疗法可以在一定程度上改善甲基苯丙胺

成瘾人员的焦虑,抑郁等负性情绪#并减轻其对毒品的慢性渴

求状况#但本研究也存在一些不足和局限#如样本量小#单盲得

不到保证#未评估不同类型成瘾人群的应用效果等#这值得本

课题组进一步深入研究+
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