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　　摘 　要 :目的 探讨 RGD2tTF水基磁流体通过磁场和 RGD 多肽在体外对内皮细胞双靶向的功能。方法 通过化

学沉淀法以柠檬酸钠为表面活性剂制备水基磁流体 (MnFe2O4) ,弱酸改性后与重组的 RGD2tTF 融合蛋白结合 ,利用

H2600 透射电镜观测纳米粒径 ,以 SUQID 鉴定磁性 ,用 MTT法、因子 X活化检测和流式细胞仪检测 RGD2tTF 磁流体

生物活性。结果 成功制备出的水基磁流体能在磷酸盐缓冲液中稳定分布且具有生物兼容性 ,实验表明 RGD2tTF

与水基磁流体结合后对 RGD 和 tTF生物活性均无显著影响 ,并证实在磁场的作用下能实现了水基磁流体对 RGD2
tTF的定位作用。结论 一种具有内皮细胞双靶向功能的 RGD2tTF水基磁流体已制备成功。
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　　Abstract :Purpose To study the property of RGD2tTF water2based ferrofluids double targeting EC304

cells in vitro by magnet and RGD peptide. Methods Water2based ferrofluids (MnFe2O4) were prepared by

chemical precipitation method using citrate as surfactant , dispersed in weak acid to create surface charges , and

coated with recombinant RGD2tTF protein. Proteins coated ferrofluids were characterized by H2600 transmis2
sion electron microscopy(TEM) and Superconducting Quantum Interference Device (SQUID) , and its biological

activities were analyzed by MTT assay , factor X activating test , and flow cytometry. Results The water2based

ferrofluids were biocompatible , and can be stably distribute in PBS solution. After RGD2tTF protein binding

ferrofluids , the biological activities of the RGD2tTF protein have not been changed significantly. The RGD2tTF

ferrofluids can be delivered and localized selectively in vitro by magnet . Conclusion RGD2tTF water2based

ferrofluids with double targeting had been successfully prepared.
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　　磁性药物载体是近年来研究的 1 种新型靶向给

药系统。在足够强的外磁场作用下 ,载体携带药物

通过血管注入到滋养肿瘤组织中 ,使药物以受控的

方式从载体中释放 ,然后在肿瘤组织的细胞或亚细

胞水平上发挥作用 ,而对正常组织细胞的影响较小 ,

从而发挥选择性治疗作用 ,降低毒副作用。磁流体

(ferrofluids) 是直径约为 10 nm 的超微强磁性纳米粒

子表面包覆表面活性剂 ,并均匀地分散于基液 (水、

油、醚或酯等)中形成的 1 种稳定的磁性胶体溶液 ,

它具有液体的流动性 ,而在外加磁场的作用下 ,又能

呈现固体磁粒的磁性 ,是 1 种新型的功能材料。

在新生血管内皮细胞表面 ,整合素αvβ3 呈上调

状态 ,而在正常组织的血管含量极少 ,可作为肿瘤血

管内皮细胞膜特异性标记物 [1 ] 。RGD24C ( ACD2
CRGDCFCG) 是 Ruoslahti 等[2 ]用噬菌体表面展示肽

库技术成功筛选出的对整合素αvβ3 有高亲和力的配

体。并已作为化学药物的载体成功用于肿瘤血管的

靶向治疗[3 ] 。截短组织因子 (truncated Tissue Factor ,

tTF)是外源性凝血通路的促发因子 ,已被作为效应

因子用于诱发肿瘤血管栓塞[4 ] 。本抗癌中心利用基
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因工程技术构建表达了载体 RGD24C 与效应因子

tTF 的融合蛋白[5 ] ,发现 RGD2tTF 融合蛋白可以选择

性诱发肿瘤血管栓塞 ,但由于 RGD 与受体 (αvβ3) 的

亲和力相对较低 ,其融合蛋白的抗肿瘤效果并不理

想。为克服这一缺点 ,本文制备 RGD2tTF 水基磁流

体 ,利用磁流体独特性质 (流动性、磁响应性、靶向可

控性)和 RGD24C多肽与整合素受体 (αvβ3) 的选择性

结合能力 ,实现对肿瘤血管内皮细胞物理靶向和药

物靶向的双重定位。

1 　材 　料

Mn (NO3) 2 (50 %) 、FeCl3·6H2O 和柠檬酸三钠 ,均

为分析纯 ,上海生物工程公司 ;永久性钕铁硼磁铁 ,

厦门市永是磁电有限公司提供 ; Spectrozyme F Ⅹa

(S2222) ,美国 Diagnostica Inc. ;冻干人凝血酶原复合

物 ,华兰生物工程有限公司 ; tTF 和 RGD2tTF (带有

RGD 序列的截短组织因子) ,由厦门大学医学院抗

癌研究中心构建表达。

MGC2803 (人胃癌细胞株)和 EC304 (人脐静脉内

皮细胞株)由厦门大学医学院抗癌研究中心保存 ,培

养于含 10 %新生牛血清、2 mmol/ L 谷氨酰胺的

RPMI 1640培养基中。

7821A 磁力加热搅拌器 ,杭州仪表电机有限公

司 ; HF16 二氧化碳培养箱 , Heal Force Development

Co. ,Ltd ; Biofuge stratos 冷冻高速离心机 , Heraeus

Co. ,Ltd ; EPICS XL 流式细胞仪 ,COULTER Co. ,Ltd ;

OLYMPUS I ×71 荧光显微镜 , OLYMPUS Co. ,Ltd ;

Model 3550 酶标仪 ,Bio2Rad Co. ,Ltd ;MPMS XL27 超

导量子干涉磁强计 ( SQUID) ,Quantum Design Co. ,

Ltd ;H2600 透射电镜 ,日本日立公司

2 　方 　法

2. 1 　水基磁流体的制备

将 50 % Mn (NO3 ) 2 溶液 3 mL 和 FeCl3 ·6H2O

3. 02 g溶于盛有双蒸水 30. 0 mL 和吐温 80 1. 0 mL

的烧杯中 , 75 ℃, 搅拌均匀 ; 缓慢滴入 0. 5 g/ mL

NaOH 溶液 5. 0 mL。保温搅拌 30 min ,2 500 r/ min 离

心 15 min ,沉淀用双蒸水和无水乙醇各洗涤 2 次 ,双

蒸水复洗。将沉淀置于 2 mol/ L 乙酸中 ,75 ℃搅拌 1

h。离心后置于 0. 5 mol/ L 柠檬酸钠中。得水基磁

流体初制品 ,将其装于透析袋中 ,磷酸盐缓冲液 (pH

7. 2) 透析 48 h ,去除多余杂质和乙酸。样品使用前

均超声波处理 10～15 min ,用 0. 22μm 滤膜过滤 ,使

纳米粒子分布更均匀。与蛋白结合后通过磁铁吸附

聚集 ,换液去除多余蛋白。

2. 2 　样品的性能表征

采用 H2600 型透射电子显微镜观测样品的形貌 ,

图片分析软件 Image2Pro Plus 6. 0 计算粒径 ;MPMS XL2
7 超导量子干涉磁强计研究磁流体的磁性能。

2. 3 　MTT比色分析法检测磁流体的细胞毒性

MGC2803 和 EC304 (5 ×105/ mL) 接种于 96 孔培

养板中 ,培养贴壁。加入不同浓度的磁流体 ,各浓度

设 3 个平行组。培养 24 h 后 ,磷酸盐缓冲液清洗 2

次 ,加入培养液 180μL 和 MTT(7. 5 g/ L) 20μL 继续

培养 4 h 后 ,加二甲基亚砜 100μL ,完全溶解后以酶

标仪测定在波长 570 nm 处的吸光度 ( A ) ,并计算抑

制率 ( %) 。实验重复 3 次 ,取平均值。抑制率 = (1

- A实验组/ A对照组) ×100 %。

2. 4 　一步法测定 tTF 的促凝血活性

将 tTF 和 RGD2tTF 磷脂化 ,取一定量磷脂化后

的 tTF 和 RGD2tTF 与磁流体结合 ,然后将不同浓度

的磁流体、tTF、RGD2tTF、MnFe2O4 + tTF 或 MnFe2O4 +

RGD2tTF 加入正常人血浆中并加入 25 mmol/ L CaCl2

100μL ,以单加 CaCl2 组为对照 ,记录凝血时间[627 ] 。

2. 5 　F Ⅹ活化实验

在 96 孔板依次加入不同浓度的 tTF、MnFe2O4、

MnFe2O4 + tTF、RGD2tTF 和 MnFe2O4 + RGD2tTF ,人凝

血酶原复合物溶液 (取 0. 1 mol/ L Tris2CaCl2 缓冲液

100 mL ,加入冻干人凝血酶原复合物 100 U ,将其制

成 1 U/ mL 的溶液) , S2222 (2. 0 mg/ mL) 各 100μL ,

37 ℃保温 30 min ,以相同浓度的牛血清白蛋白 (BSA)

作为对照 ,用酶标仪 (405 nm)测定吸光度[8 ] 。

2. 6 　磁流体与 RGD 双定位鉴定

2. 6. 1 　流式细胞仪分析 　收获对数生长期的 EC

304 细胞 ,甲醛溶液重悬固定 ,取细胞悬液 (约含 1 ×

105～1 ×106 个细胞) 1 mL ,分别加入不同浓度标记

好的 FITC 的 tTF 和 RGD2tTF ,4 ℃避光反应 24 h ,每

步间以冰冷的磷酸盐缓冲液 (pH7. 4) 洗涤 2 次 ;用

EPICS XL 流式细胞仪分析各样品的相对荧光强度。

2. 6. 2 　荧光显微镜检测 　将处理后的盖玻片置于

6 孔板中 ,取适量 EC304 细胞种板 ,均匀贴壁长至

60 %左右后 ,以甲醛固定 ,将磁铁置 6 孔板下 ;分别

加入不同浓度 MnFe2O4 + RGD2tTF2FITC ,4 ℃避光反

应 24 h ;荧光显微镜下观察 ,并拍摄相关图片。

2. 7 　数据处理

实验数据以 ( x ±s)表示 ,以统计软件 SPSS 14. 0

进行方差分析。

3 　结 　果

3. 1 　透射电子显微镜 (TEM)分析

图 1 为制备的 MnFe2O4 水基磁流体的 TEM 照
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片 ,磁粒子呈球形 ,图片分析软件 Image2Pro Plus 6. 0

计算粒径集中分布在 10～25 nm 之间。

图 1 　磁流体的 TEM图片 (20 万倍)

Fig 1 　TEM images of the ferrofluids

3. 2 　SUQID 磁性鉴定

从磁滞回线 (图 2) 可以看出 ,所制成的纳米

MnFe2O4 粒子饱和磁化强度为 2. 5 emu/ g 左右 ,且剩

余磁化强度和矫顽力都非常小 ,说明该粒子为顺磁

性。此外 , 在 600 emu/ g 的外界磁场下 , 纳米

MnFe2O4 粒子在 30 s 内可从水溶液吸附到离心管壁

上 ,具有很高的磁响应性[9 ] 。

- ■- . MnFe2O4

图 2 　MnFe2O4 的磁滞回线

Fig 2 　Hysteresis loops of MnFe2O4

3. 3 　MTT比色分析法

MTT比色分析法结果 (图 3) 表明高浓度的磁流

体会在一定程度上抑制细胞的生长 ( P < 0. 05) 。但

用在与蛋白结合的浓度 (约 25μg/ mL)对 2 种细胞影

响甚小 ,具有相当的生物兼容性。

- ◆- . MGC 803 ; - ■- . EC 304

图 3 　MTT法分析磁流体对细胞生长的影响

Fig 3 　The cytotoxic effect of ferrofluids on cancer cells growth

3. 4 　一步法凝血实验

一步法测定 tTF、MnFe2O4 + tTF、RGD2tTF 和

MnFe2O4 + RGD2tTF 的促凝血活性结果见表 1 ,Dun2

can 检验分析表明 ,各实验组与对照组间的差异均为

异常显著 ( P < 0. 01) ;且其凝血时间组间差异并不

显著 ( P > 0. 05) ,表明与磁流体的结合对 tTF 和

RGD2tTF 的促凝血活性基本没有影响。
表 1 　tTF、MnFe2O4 + tTF、RGD2tTF和 MnFe2O4 + RGD2tTF的凝

血活性 ( x ±s , n = 3)

Tab 1 　Procoagulation activity of tTF、MnFe2O4 + tTF、RGD2tTF and

MnFe2O4 + RGD2tTF( x ±s , n = 3)

　样品 (浓度均为 20μml/ L) 凝血时间/ s

CaCl2 (对照) 364 ±20. 5

tTF 121 ±8. 41

MnFe2O4 + tTF 118 ±9. 01

RGD2tTF 130 ±10. 61

MnFe2O4 + RGD2tTF 120 ±5. 21

MnFe2O4 354 ±14. 1

　　　与对照组比较 :1 P < 0. 01

　　　Compared with control group :1 P < 0. 01

3. 5 　F Ⅹ活化实验

F Ⅹ活化实验结果 (图 4)表明 ,实验组在 1μmol/

L 以上均能有效活化 F Ⅹ因子 ,使得 S2222 分解而增

强 405 nm 处吸收峰 ;且实验组组间差异不显著 ( P

> 0. 05) ,而加入相同浓度的 BSA 和 MnFe2O4 + BSA

两对照组其吸收峰则无明显变化。此外 ,实验组蛋

白浓度的升高均能增强对 F Ⅹ的活化能力 ,这与前

人报道[10 ]相符。说明与磁流体的结合不影响 tTF

和 RGD2tTF 活化 F Ⅹ的能力。

- ◆ - . tTF ; - ■ - . RGD2tTF ; - ▲ - . MnFe2O4 + tTF ; - ● - .

MnFe2O4 + RGD2tTF ; - Ξ - . BSA ; - { - . MnFe2O4 + BSA

图 4 　F Ⅹ活化能力的比较

Fig 4 　Comparison of activation F Ⅹproperties with or without fer2
rofluids

3. 6 　流式细胞仪检测结果

流式细胞仪检测结果表明 ,与磁流体的结合对

RGD2tTF 在内皮细胞表面结合率无明显影响 ( P >

0. 05) 。

3. 7 　磁流体对 RGD2tTF 在内皮细胞分布的影响
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在 600 emu/ g 外加磁场的作用下磁流体聚集于

下侧 ,使得相应的内皮细胞荧光明显增强。说明可

通过外加磁场实现水基磁流体对 RGD2tTF 的局部定

位作用。

4 　讨 　论

医用磁流体的结构组分 (磁性纳米颗粒、表面活

性剂和载液) 必须具有生物兼容性和生物降解性。

因此其载液一般为水或生理盐水 ,其表面活性剂是

长链脂肪酸或多糖等[11 ] ,其磁性纳米颗粒材料为

Fe3O4 或γ2Fe2O3。然而 Fe3O4 很容易被氧化 ,在较低

的氧化温度下 ,形成磁化强度稍低的γ2Fe2O3 ,氧化

温度升高 , 会形成几乎无磁性的α2Fe2O3。采用

MnFe2O4 可提高其抗氧化能力[12 ] 。李海群[13 ]以共

沉淀法制备磁性 MnFe2O4 纳米粒子后以 HNO3 改性

修饰 ,所得颗粒能在水溶液中稳定分布 ,但加入蛋白

质则出现沉淀 ,无法作为蛋白药物载体使用。本文

采用乙酸对磁性颗粒 MnFe2O4 进行改性后加入柠檬

酸[14 ] ,大大提高了磁性颗粒的稳定性。由于电荷排

斥作用在磷酸盐溶液中与蛋白结合后仍能稳定

分布。

磁流体中的磁性纳米颗粒粒径应小于其单畴尺

寸 (如 :Fe3O4 为 30 nm) ,呈顺磁性[15 ] 。当磁流体受

到外加磁场作用时 ,其中的磁性颗粒沿磁场方向排

列成链状 ,使得表观黏度增大 ,表现出类似固体磁的

性质 ,流动性消失。能完全阻断或部分阻断血管内

的血液流动[16 ] 。一旦去掉磁场 ,流体的表观黏度又

回到原来的状态 ,均匀的分散在载液中 ,无磁滞现

象[17 ] 。Chang 等[16 ]采用磁流体与溶解在其中的纤

维蛋白酶合剂用于肿瘤栓塞治疗 ,并借助外加磁场

使药剂由血液流入堵塞的血管分支 ,经淤血区吸到

血栓处 ,得到较好的栓塞效果。

本文制备 RGD2tTF 水基磁流体初步研究表明 ,

水基磁流体对 RGD2tTF 融合蛋白的整体活性无明显

影响 ,且在外加磁场下实现 RGD2tTF 水基磁流体对

体外内皮细胞的局部靶向定位。预期 RGD2tTF 水基

磁流体在今后体内研究中 ,利用磁流体的区域性物

理导向和 RGD 序列的选择性药物靶向 ,可促使的效

应因子 tTF 在肿瘤组织血管快速、高浓度的分布 ,更

有效地促发外源性凝血通路 ,导致肿瘤血管血栓性

栓塞 ,肿瘤细胞缺血坏死 ,发挥更好的抗肿瘤效果。
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