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摘  要：以正硅酸乙酯为原料，通过添加氨基化试剂和钌吡啶配合物水溶液，采用油包水制备硅纳米颗粒、表面
改性的硅纳米颗粒和荧光硅纳米颗粒。通过电镜检测到纳米颗粒的粒径约为40 nm；在中性pH条件下，Zeta电位
仪检测表面改性的硅纳米颗粒的净正电荷约为16 mV；细胞内吞实验和体外毒性实验表明，荧光颗粒可被细胞吞
噬，对细胞的生长无明显影响；与DNA的结合试验发现，氨基化硅纳米颗粒能与质粒DNA有效结合，复合后能有
效地抵抗血清或DNase I的降解；细胞转染实验表明，颗粒有效地将绿色荧光蛋白(GFP)基因转染到HT1080细胞和
Hela细胞内，并高效表达。 
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Abstract: Silica nanoparticles, amino-terminated silica nanoparticles and fluorescent silica nanoparticles were prepared 
respectively via the formation of hydrolysis of tetraethyl orthosilicate (TEOS) with the synchronous modification of 
amino functional group in water-in-oil microemulsion. The diameter of the prepared nanoparticles was tested to be 40 nm 
through TEM analysis, and Zeta potential of the silica nanoparticles surface modified was tested to be 16 mV with zeta 
potentioneter under the condition of neutral pH value. Agarose gel electrophoresis photos indicate that the amino- 
terminated silica nanoparticles can bind effectively with DNA molecule, and moreover, nanoparticles-DNA complexes 
formed could resist digestion of DNase in the serum. The tests of cell by microscopy show that the most of nanoparticles 
can enter the cells when fluorescence nanoparticles are cultured with live HT1080 cells. Toxicity experiments in vitro 
indicate that there is no significant influence silica nanoparticles when they are cultured with normal cells. Finally, 
transfection tests of silica nanoparticles in the cultured cells reveal that plasmid DNA (pEGFP-N1_green fluorescence 
protein) can obtain expression with certain efficiency when the complexes formed with silica nanoparticles modified and 
DNA (pEGFP-N1) are cultured with Hela cells. 
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目前，限制基因治疗的关键技术是基因治疗的载

体和转移基因的受控表达[1]，其中基因治疗新载体的

研究和发现是研究基因治疗的核心问题[2]。随着近几

年来纳米生物技术的出现和不断发展，因纳米颗粒本

身特有的性质(如表面效应、小尺寸效应、宏观量子隧
道效应等)，以纳米颗粒(如硅纳米颗粒)作为非病毒型 
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的基因转移载体已成为目前的研究热点[3−5]，提高纳米

颗粒的DNA转化效率是其研究重点。DAN和MARK[6]

使用生物相容性良好的硅纳米颗粒和脂质体混和与

DNA一起进行基因转移，发现其转染效率比单纯用脂
质体转染高8倍；CARSTEN等[7]用二价阳离子修饰硅

纳米颗粒表面，发现其能与DNA结合，结合在颗粒上
的DNA能抵抗DNase的作用 [7]；CHEN等 [8]用NaI、
NaCL修饰硅纳米颗粒后其也有一定的转移DNA的能
力。这些研究显示，硅纳米颗粒具有作为基因转移载

体的能力。但硅纳米颗粒作为基因转移载体仍存在转

染效率低、无细胞特异性和体内靶向性等非病毒型载

体共同的缺点。 
本文作者利用化学方法制备表面富含氨基的改性

硅纳米颗粒(SiNP)和荧光硅纳米颗粒，并将其与 DNA
结合形成复合体，对体外转染 HT1080细胞和 Hela细
胞的可行性进行研究。 

  

1  实验 
 
1.1  实验材料 
正硅酸乙酯、N-(β-氨乙基)-γ-氨丙基三乙氧基硅

烷、钌吡啶配合物、琼脂糖，购自 Sigma 公司；分析
纯的环已烷、正己醇、丙酮、浓氨水，均为国产；纯

小牛血清、胎牛血清，为杭州四季青公司产品；其它

试剂，均为市购。细胞株 HT1080 和 Hela，购自中国
典型培养物保藏中心(中国武汉)。昆明种小白鼠，由
中南大学实验动物学部提供(湖南省医学实验动物管
理委员会颁发的医学实验动物合格证书：小白鼠昆明

种，医动字第 024号)。 
 

1.2  单纯硅纳米颗粒的制备 
按比例将环己烷、水及正硅酸乙酯混合，添加适

量的氨水，室温反应 24 h，反应产物以 10 000 r/min
离心 10 min，用丙酮洗脱，真空抽干。取适量纳米颗
粒，用去离子水重悬、超声分散、高压蒸气灭菌。 

 
1.3  氨基化硅纳米颗粒的制备 
采用文献[9−10]报道的油包水的微乳液方法将环

己烷、表面活性剂 TritonX−100 和正己醇按一定的体
积比混合均匀, 以适量的水作为分散剂，磁力搅拌   
1 h，然后以一定比例加入正硅酸乙酯、N-(β-氨乙基)-γ-
氨丙基三乙氧基硅烷(氨基化试剂)和适量的氨水(催化
剂)，磁力搅拌下室温反应 24 h，反应产物以 10 000 
r/min离心分离 10 min，分别用丙酮、75%酒精和去离 

子双蒸水洗脱，用超声波分散，最后真空抽干，测量

质量。 
 

1.4  荧光氨基化硅纳米颗粒的制备 
采用文献[8]报道的油包水的微乳液方法以钌吡

啶配合物[Ru(II)(bpy)3]2+为核材料，以氧化硅为壳材料,
制备核壳型结构的荧光硅纳米颗粒，即在不改变以上

各成分比的情况下，加入钌吡啶配合物水溶液，制备

包裹有[Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+荧光氨基化的硅纳米颗粒。 
 

1.5  纳米颗粒的电镜及 Zeta电位检测 
将单纯的硅纳米颗粒和氨基化的硅纳米颗粒悬液

样品超声分散 10 min后滴样于制膜的铜网上，自然干
燥；用透射电镜对制备的纳米颗粒的形态、大小、均

匀度进行观察。在测定纳米颗粒 Zeta 电位前，调整纳
米颗粒悬液 pH值为 6～7，样品体积为 1 mL，用超声
探头进行超声处理，频率为 22.5 kHz，每超声处理 30 
s，停留 30 s，反复 6次。系统以−50 mV为标准进行
校正，10 mL样品在 30 s内测 6次，取平均值，计算
标准方差。 

 
1.6  细胞内吞实验 
用含 10%小牛血清的 DMEM 培养基常规培养

HT1080细胞，接种细胞(1.0×105/mL)于 6孔板上，37 
℃、5% CO2条件下培养 24 h，加入 0.05 mL/孔的荧光
硅纳米颗粒悬液，继续培养 24 h，用 1×PBS 洗脱 2
次，用 0.25%的胰酶消化细胞脱壁。部分细胞低速离
心，用 1×PBS 洗脱 2 次后，用活细胞核酸染料二氨
基苯基吲哚染色 20 min，在荧光显微镜下观察纳米颗
粒在细胞内的分布情况。 

 
1.7  细胞毒性的测定(MTT法)及其生长曲线的绘制 

1) 细胞毒性测定。将 1×105 /mL Hela细胞接种
于 96孔组织培养板中，每孔 100 µL，置 37 ℃、5% CO2

的培养箱预培养，使细胞汇合度达 60%~70%；然后。
加入 50 µL不同浓度的氨基化硅纳米颗粒混悬液，震
荡混均，继续培养 24、48、96 h后进行MTT测定。
每孔加入 5 mg/mL MTT(保存液)20 µL，培养 4 h，弃
上清液，每孔加入乙醇和二甲基亚砜(DMSO)混合液 
µL，振荡 100 (1׃1) 5 min，每孔取 100 µL置于 OD测
定板，测量不同时间后的 OD值，波长为 595 nm。采
用比色法确定有活力的细胞数，采用 SPSS 10.0统计
软件进行方差分析。 

2) 生长曲线的绘制。取生长状态良好的 HT1080
细胞，采用一般传代方法进行消化，细胞计数，稀释
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成 3.0×104 mL−1的细胞悬液接种于 6孔培养板，每孔
接种 0.5 mL，于 37℃、5% CO2、90%湿度的条件下培
养 6 h。换新鲜的含 10%小牛血清的 DMEM培养液，
并加入低剂量(50 µg)、中剂量(150 µg)、高剂量(200 µg) 
3 种剂量组的氨基化硅纳米颗粒悬液继续培养，每隔  
24 h 每组随机取 3 孔，0.25%胰酶消化细胞制成细胞
悬液，血球计数板盲法计数，取平均值。细胞每 3 d
换液一次。连续计数细胞 8 d后，以培养时间为横轴，
细胞数(对数)为纵轴，绘制生长曲线。 

 
1.8  纳米颗粒与外源基因的结合与释放实验 
将单纯的硅纳米颗粒和改性后的硅纳米颗粒与绿

色荧光蛋白表达载体 pEGFP-N1 质粒分别按质量比

1׃1，70׃1，50׃1，30׃10 混合(其中质粒的质量是固定
的)，然后在室温静置 20 min，13 000 r/min离心处理
10 min，离心处理后取上清液 10 µL，用 0.7%的琼脂
糖凝胶电泳(80 V) 45 min，用 EB染色 10 min，在分子
成像仪下观察并照相。离心后的沉淀用洗脱液(20 
mmol/L Tris.CL pH 7.4，1 mmol/L EDTA，100 mmol/L 
NaCL，50%的乙醇，室温保存)或 0.1 mol/L NaOH溶
液洗脱 10 min，13 000 r/min离心 10 min，取上清液按
以上条件处理，采用琼脂糖凝胶电泳或紫外分光光度

计测定 260 nm处的吸光度，确定纳米颗粒与 DNA 复
合体的形成及其与 DNA的结合率。 

 
1.9  纳米颗粒对外源基因的保护 
改性后的硅纳米颗粒与 DNA 以上述最佳条件结

合形成复合体后，将其放入 5%小牛血清和 5%胎牛血
清(血清中存在大量的可降解 DNA的成分)中重悬，37
℃温育 8 h，或者将纳米颗粒-DNA 复合体与 1mU 
DNase I/µgDNA 混合，37 ℃温育 1 h；同时，也将寡
质粒 DNA作对照。10 000 r/min离心 10 min，离心处
理后放弃上清液，取沉淀按上述洗脱条件洗脱，离心

处理后取上清液，采用琼脂糖凝胶电泳检测；对照寡

质粒 DNA组直接用琼脂糖凝胶电泳检测。 
 

1.10  纳米颗粒装载绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP
质粒进行体外细胞的转染 
将按常规培养的 HT1080细胞和 Hela 2种细胞分

别按 2×105接种于 12 孔板中，37 ℃、5% CO2培养

24 h后，用 1×PBS洗脱细胞 2次，转染 pEGFP-N1 质
粒 DNA。转染程序如下：氨基化的硅纳米颗粒超声分
散后，按 与(质量比)1׃30 DNA 混合，加入无血清
DMEM 后在室温静置 20 min；用 1×DMEM 洗脱细
胞 2 次后, 加入氨基化的硅纳米颗粒悬液与 DNA 

(pEGFP-N1)结合后形成的复合体，按每孔转染 pEGFP- 
N1表达质粒 DNA 1 µg，6 h后更换含 10%小牛血清的
DMEM培养基继续培养。同时，以阳离子脂质体转染
组作对照，48 h后倒置荧光显微镜下观察结果并照相。 
  

2  实验结果 
 
2.1  纳米颗粒的电镜观察及其 Zeta电位的检测 
所制备的单纯硅纳米颗粒和表面改性的氨基化硅

纳米颗粒，产品外观为白色的悬浮液或白色粉末，优

化超声处理后，电镜检测结果如图 1所示，纳米颗粒
形态规则，粒径为 40~50 nm。此外，荧光氨基化的硅
纳米颗粒，在冷冻抽干后呈淡红色粉末，在荧光显微

镜下颗粒呈红色，并且用紫外照射 1 h后，颗粒的荧
光强度没有明显的衰退。采用 Zeta电位仪对纳米颗粒
进行 Zeta电位检测，在检测之前用精密 pH试纸测得
氨基化的硅纳米颗粒悬液的 pH 值为中性，该纳米颗
粒的 Zeta电位为净正电，在 16 mV左右(见图 2)，但
单纯的硅纳米颗粒在中性条件下为净负电。 
 

 
图 1  表面改性硅纳米颗粒的电镜照片 

Fig.1  Electron microscopic image of surface modified silica 

nanoparticles 

 

2.2  纳米颗粒细胞内吞实验 
将荧光氨基化硅纳米颗粒加入培养的 HT1080 细

胞后，倒置在荧光显微镜下观察，发现在所有的细胞

内有红色的纳米颗粒，而正常对照细胞在荧光显微镜

下没有红色颗粒。包裹有荧光试剂[Ru(II)(bpy)3]2+的氨

基化的硅纳米颗粒在与 HT1080细胞共培养 24 h后，
用核酸染料二氨基苯基吲哚染色，在荧光显微镜下观

察，细胞核已经染成蓝色，并有大量的淡红色颗粒分

布在细胞核旁(见图 3)。 
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图 2  表面改性硅纳米颗粒表面的 Zeta电位 

Fig.2  Zeta potentials of surface modified silica nanoparticles 
 

 
图 3  Si纳米颗粒转染 HT1080细胞后的荧光照片 

Fig.3  Image of [Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+-labeled surface of modified 

silica nanoparticles in HT1080 cells 
 

2.3  纳米颗粒的细胞毒性及生长曲线的绘制 

细胞毒性测定：以MTT显色法检测 96孔板 Hela
细胞在不同时间的吸光度(OD值)，根据存活细胞数量
与吸光值呈正比的原理，按公式计算得知高、中、低

剂量组和非处理对照组的细胞存活率分别为 80%、
85%、78%和 82%。说明各剂量组对细胞的正常生长
无明显影响。 
生长曲线的绘制：将 HT1080 细胞以 4.0×104 

cell/mL接种于 6孔培养板，对照组的细胞最大增殖数
约为 1.5×105 cell/mL，对数生长期在 1~3 d，细胞倍
增时间为 2 d。 高、中、低剂量组的细胞最大增殖数
分别为 1.8×105，1.3×105，1.6×105，对数生长期均

在 1~3 d，细胞群体倍增时间依次为 2、1.8、2 d。可
见，各实验组与对照组的数据无明显差异，生长曲线

结果如图 4所示。 

 

 
图 4  各剂量组细胞的生长曲线图 

Fig.4  Growth curves of cells with different dosages 
 

2.4  纳米颗粒与外源基因的结合与释放实验 
在氨基化的硅纳米颗粒与 pEGFP-N1质粒按质量

比分别为 1׃1，70׃1，50׃30 的反应上清液中，在琼脂
糖胶电泳照片中未发现有 DNA条带，表明 DNA已完
全与氨基化的硅纳米颗粒结合，并且 30 µg纳米颗粒
至少结合 1 µg 的 DNA。当氨基化的硅纳米颗粒与
DNA 结合形成的复合体经洗脱液或碱性 NaOH 溶液
重悬洗脱后，可见明显的 DNA条带，表明 DNA已从
纳米颗粒上释放出来(见图 5)。用紫外分光光度计测得
在 260 nm处吸光度也有同样的结果。 
 

 
图 5  表面改性硅纳米颗粒对基因的结合与释放的凝胶电
泳照片 
Fig.5  Electrophoresis photos showing DNA binding 
efficiency of surface modified silica nanoparticles (SiNP): 1—
Positive control; 2— Negative control; 3, 4, 5— Silica 
nanoparticles mixed with DNA, centrifuged and supernatant 
electrophoresed; 6, 7, 8—SiNP-pDNA complexes washed, 
resuspended in wash buffer, centrifuged and supernatant 
assayed 
 
2.5  纳米颗粒对外源基因的保护 
血清中存在可降解 DNA 的成分，将单纯的寡质

粒 DNA与血清在 37 ℃条件下温育 8 h后，发现 DNA
已被完全降解；而 DNA 在与氨基化的硅纳米颗粒结
合后形成了复合体，与 5%胎牛血清或 5%小牛血清在
37 ℃条件下温育 8 h后，产物琼脂糖胶电泳结果显示



                                           中国有色金属学报                                             2010年 7月 1416 

DNA条带大小与对照 DNA一样，没有脱尾现象(见图
6)；DNase I消化实验也证明了此结果表明氨基化的硅
颗粒在与 DNA结合后，能有效保护 DNA被血清中的
核酸酶的降解。 
 

 
图 6  表面改性硅纳米颗粒对外源基因保护的凝胶电泳照片 

Fig.6  Electrophoresis photos showing protection of surface 

modified silica nanoparticles (SiNP) to DNA: 1—Control; 2—

pDNA mixed with SiNP in Dulbecco MEM (DMEM) 

supplemented with 5% fetal bovine serum, then mixture was 

centrifuged, and the supernatant was electrophoresed; 3, 4—

Single pDNA in 5% fetal bovine serum and 5% bovine serum 

 
2.6  纳米颗粒结合 DNA后的复合体细胞转染实验 
用表面改性的硅纳米颗粒与 DNA(pEGFP-N1)结

合形成的复合体，转染 Hela细胞和 HT1080细胞，48 h
后在倒置荧光显微镜下观察到带绿色荧光的细胞，并

计数转染效率。在细胞密度相同的条件下转染，转染  
8 h后换液，48 h后在荧光显微镜下观察结果。图 7(a)
所示为用阳离子脂质体转染的 Hela细胞，图 7(b)所示
为用氨基化的硅颗粒-DNA 复合体转染的 HT1080 细
胞，图 7(c)所示为用氨基化的硅颗粒-DNA复合体转染
的 Hela细胞。研究还发现当氨基化的硅纳米颗粒的分
散程度以及与质粒 DNA比例不同时，氨基化的硅纳米
颗粒-DNA复合体转染效率也不同(结果未附图)。 
 

3  讨论 
 
载体一直是基因治疗研究领域中最重要的问题之

一。目前被普遍用于基因治疗临床试验的载体仍以病

毒载体为主。基因治疗临床试验中所发生的杰西·哥尔
辛格死亡事件, 使人们对病毒载体的担忧成为了现
实，同时揭示了 10余年前困扰医学界的基因治疗载体
问题依然存在[11]。如何选择合适的载体，使目的基因

稳定、有效地表达，是基因治疗成功的关键因素之一。

鉴于病毒载体的诸多缺陷，非病毒载体已成为基因治

疗研究中的热点课题，也是基因治疗今后临床应用的

发展方向之一。目前常用的非病毒载体包括脂质体及

多聚阳离子聚合物介导的基因转移缺乏组织特异性和 

 

 
图 7  表面改性硅纳米颗粒的细胞转染实验 
Fig.7  In vivo transfection efficiency of surface modified 
silica nanoparticles (SiNP) and Lipsome: (a) Lipsome 
transfection in Hela cells; (b) SiNP transfection in HT1080 
cells; (c) SiNP transfection in Hela cells (GFP signals for 
transferred DNA are seen in cells) 
 
靶向性、转染效率低且易被网状内皮系统吞噬，基因

表达时间短，因而在临床的广泛应用受到限制。随着

近几年纳米生物技术的开展和深入，人们开始认识到

一些纳米材料的生物学特性[12−13]。利用纳米颗粒的特

殊性质可方便在其表面结合生物大分子，成为最有应

用前景的非病毒基因高效载体[14−15]。 
在本研究体系中，采用油包水形成微胶囊与正硅

酸乙酯水解的方法制备粒径为 50 nm左右的单纯的硅
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纳米颗粒，但该单纯的硅纳米颗粒在中性条件下为净

负电荷。因此，根据文献[9−10]报道进一步研究和分析
其制备原理和工艺过程及其可能作为 DNA 转移载体
的条件，采用正硅酸乙酯和 N-(β-氨乙基)-γ-氨丙基三
乙氧基硅烷(氨基化试剂)在微乳液体系环境中一步水
解法直接制得表面富有氨基的硅纳米颗粒。采用一步

水解法制备表面改性的氨基化硅纳米颗粒，操作简便、

成本低，无需特殊的条件和设备，并且制备过程中通

过改变有关实验反应参数，可很容易控制纳米颗粒的

粒径，粒径分布也较均匀，最小粒径仅 20 nm左右，
可被细胞吞噬，对细胞的正常生长也无明显影响；其

次，在中性 pH条件下，表面改性的氨基化硅纳米颗粒
表面净正电荷约为 16 mV，能够通过静电作用有效地
与 DNA结合形成复合体，并能够有效保护 DNA，避
免血清中核酸酶的降解；另外，改性后的硅纳米颗粒

表面富含氨基，能够有效地进行表面修饰，连接具有

生物活性的物质，提高其介导基因转移的靶向性，对

寻找和研究新的基因治疗载体具有一定的参考价值。 
能与质粒 DNA 高效结合、体积小，能通过细胞

膜进入细胞是基因载体的必要条件。经体外转染实验

证实，本实验制备的表面改性的氨基化硅纳米颗粒可

将外源的 DNA 转染至 HT1080细胞和 Hela细胞内并
得到高效的表达。影响纳米颗粒介导的体外基因转染

的转染效率因素很多，如纳米颗粒本身的分散度、纳

米颗粒装载 DNA的量、纳米颗粒与质粒 DNA的质量
比/细胞基因转染的时间、细胞表面的 DNA浓度、纳
米颗粒与 DNA 结合形成复合体的形态等。对于体内
的基因转运，转染条件将会更复杂，如外周血中的核

酸酶、补体系统以及白细胞的非特异性吞噬等将大大

影响基因的转染效率。因此，进一步优化硅纳米颗粒

的制备与改性和转染条件，选用合适的治疗基因，进

行临床前动物实验，以考察其生物有效性和安全性，

将是我们的下一步的研究目标。 
 

  4  结论 
 

1) 硅纳米颗粒的表面改性简便，无需特殊的条件
和设备，并可控制纳米颗粒的粒径。 

2) 制备的硅纳米颗粒粒径分布均匀，大小为 40 
nm左右，可被细胞吞噬。在中性 pH条件下，表面改
性的硅纳米颗粒表面净正电荷电压为 16 mV。 

3) 硅纳米颗粒具有良好的生物相容性，对细胞的
生长无明显影响，表面富含氨基的纳米颗粒，可有效

地与 DNA 结合，复合后能有效抵抗血清或 DNase I
的降解。 
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