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基于功能化碳纳米管新型肿瘤靶向探针的研究
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摘要　 肿瘤靶向治疗的研究是当今生物医学界的研究热点。寻找具有肿瘤靶向性的高效体内运输载体是实现肿

瘤靶向治疗的关键。采用整合素αｖβ３ 单克隆抗体作为肿瘤靶向分子，以单壁碳纳米管（ＳＷＮＴ）作为运输载体，通

过碳纳米管表面的适当功能化，将整合素αｖβ３ 单抗标记在碳纳米管上，构建整合素αｖβ３ 单抗标记的碳纳米管新型

肿瘤靶向探针；研究探针在人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ和整合素αｖβ３ 高表达的人脑神经胶质瘤细胞 Ｕ８７ＭＧ的肿

瘤靶向性。实验结果表明，这种整合素αｖβ３ 单抗标记的碳纳米管探针对 Ｕ８７ＭＧ细胞靶向选择性高，将能成为一

种有潜力的药物输送及肿瘤分子影像的新型肿瘤靶向载体。
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１　引　　言

恶性肿瘤是威胁人类健康的常见疾病。传统的

恶性肿瘤治疗方法对杀灭肿瘤细胞无特异性，治疗

效率低且有强大的毒副作用。肿瘤靶向治疗的研究

成为当今生物医学界的研究热点［１］。肿瘤靶向治疗

是指利用对肿瘤细胞有选择性亲和作用的物质作为

载体，将治疗药物定向作用于肿瘤部位而不损伤正

常部位的治疗方法［１］。因此寻找具有肿瘤靶向性的

高效体内运输载体已经迫在眉睫，是解决肿瘤靶向

治疗的关键。

自从碳纳米管应用于生物领域以来，由于其独

特的结构，电光学，热力学的性能，为生命科学领域

带来了新的机遇［２］。大量的研究兴趣主要集中在通

过碳纳米管的表面功能化将生物分子固定到碳管表

面，并将其应用到表征，纯化和分离中［３～６］。最近有

研究表明表面功能化的碳纳米管能够携带蛋白质，

小肽段以及核酸等生物分子进入细胞，而碳纳米管

本身的细胞毒性可以忽略［７～１１］。所有这些研究表
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明碳纳米管是一种非常有潜力的药物输送和癌症治

疗的载体。实现肿瘤靶向治疗的另一个重要因素是

选取合适的肿瘤靶向分子。整合素是一类细胞表面

受体家族，由α和β两个亚基组成的异二聚体跨膜

糖蛋白［１２］，其中整合素αｖβ３ 亚型最为引人注目，它

在肿瘤的形成，生长，转移和肿瘤介导的血管增生方

面都起重要作用。整合素αｖβ３ 在很多恶性肿瘤（如

神经胶质瘤，黑色素瘤和卵巢癌等）细胞及肿瘤新生

血管系统上都有高表达，而在正常组织上表达匮

乏［１３～１５］；而且通过整合素αｖβ３ 介导内吞途径可以

将整合素αｖβ３ 复合物无破坏性地携带入细胞

内［１６～１９］，有效克服了大分子药物在生理状态下不能

穿透细胞膜进入细胞内的生理屏障。因此，整合素

αｖβ３ 是一种有临床意义的抗肿瘤治疗的分子靶点。

整合素αｖβ３ 单克隆抗体通过抗体 抗原识别，可以

特异性的选择整合素αｖβ３，不仅靶向性强，而且药物

半衰期长，相对稳定性强［２０］，是一种非常有潜力的

肿瘤靶向分子。

鉴于整合素αｖβ３ 单抗的特异靶向性，以及碳纳

米管作为生物载体的巨大潜力，首次以整合素αｖβ３

单抗为靶向分子，以碳纳米管为载体，通过构建整合

素αｖβ３ 单抗标记的碳纳米管新型肿瘤靶向探针，研

究了探针在肿瘤细胞和正常细胞中的靶向性，为肿

瘤靶向治疗提供新策略。

２　实验方法

２．１　药品与试剂

单壁碳纳米管（ＳＷＮＴ，中国科学院成都有机化

学研究所）；磷脂化聚乙二醇（ＰＬＰＥＧＣＯＯＨ，美

国ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄ公司）；整合素αｖβ３ 单抗

（ｍＡｂ，自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司）；蛋白Ａ

（北京博奥森生物技术有限公司）；异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ），Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ），碳二亚胺

（ＥＤＣ）等其它试剂均为分析纯，购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ

公司。

２．２　样品制备与检测

将ＳＷＮＴ（１ｍｇ）加入ＰＬＰＥＧ溶液（１ｍｇ／ｍｌ）

中，超声分散６ｈ；将碳管悬浊液（１００００ｇ）离心

１５ｍｉｎ；取上清液，并用１００ｋＤａ过滤器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）

多次过滤除去过量的ＰＬＰＥＧ，得到最终澄清的

ＳＷＮＴＰＥＧ 溶液；并用 ＥＤＣ／ＮＨＳ活化 ＳＷＮＴ

ＰＥＧ上的羧基（摩尔比１∶１∶１），与蛋白Ａ上的氨基

连接，利用平衡透析法除去游离的蛋白Ａ。同时将

适量ＦＩＴＣ与整合素αｖβ３ 单克隆抗体在避光条件下

孵育，经分离、纯化得到有荧光标记的整合素αｖβ３

单抗 （ｍＡｂＦＩＴＣ）
［２１］。将ｍＡｂＦＩＴＣ溶液（８ｎＭ）

滴加到ＳＷＮＴＰＥＧＰｒｏｔｅｉｎＡ 溶液中，避光反应

４ｈ，并用透析膜（５００ＫＤａ）透析３～４天，去除游离

的ｍＡｂＦＩＴＣ，得到最终的整合素αｖβ３ 单抗标记的

碳纳米管靶向探针（ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ），其质量浓

度约为０．３～０．４ｍｇ／ｍｌ。

细胞培养：神经胶质瘤细胞 Ｕ８７ＭＧ和人脐静

脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ分别用含有１０％的胎牛血清

和１％的青霉素 链霉素的ＥＭＥＭ 和ＤＭＥＭ 培养

基培养。培养条件：３７℃，含有５％（体积分数）的

ＣＯ２ 的饱和湿度培养箱。

利用拉曼（Ｒａｍａｎ）光谱仪（Ａｃｔｏｎｓｐｅｃｔｒｏ＠

２３００ｉ，Ａｒ离子激光，波长为５１４．５ｎｍ），ＵＶｖｉｓ分

光光度计（Ｌａｍｂｄａ３５），荧光分光光度计（ＬＳ５５），

激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ５１０）对 ＳＷＮＴＰＥＧ

ｍＡｂ探针进行检测分析，同时利用ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８

（Ｄｏｊｉｎｄｏｕｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｋｕｍａｍｏｔｏ，Ｊａｐａｎ）检测细胞

毒性，经 酶 标 仪 （ＤＧ５０３２，Ｈｕａｄｏｎｇ，Ｎａｎｊｉｎｇ，

Ｃｈｉｎａ）读取，研究探针对细胞杀伤效应。

图１ ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的构建流程图

Ｆｉｇ．１ Ａｎｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｆ

ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ

３　结果与讨论

３．１　犛犠犖犜犘犈犌犿犃犫探针的构建

图１是ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的构建流程图，

利用 ＰＬＰＥＧ 非共价修饰 ＳＷＮＴ，形成稳定的

２８１
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ＳＷＮＴＰＥＧＣＯＯＨ溶液，然后用ＥＤＣ／ＮＨＳ活化

碳纳米管表面的羧基，通过酰胺键合反应将蛋白Ａ

引入碳纳米管表面，将ＦＩＴＣ标记的ｍＡｂ与表面偶

联蛋白Ａ的碳纳米管混合，利用蛋白 Ａ与整合素

αｖβ３单抗Ｆｃ段结合的特性，将抗体定向固定在碳纳

米管表面，充分发挥抗体的活性，提高肿瘤靶向探针

的有效性。

３．２　犛犠犖犜犘犈犌犿犃犫探针的表征

Ｇ峰（１５８０ｃｍ－１，石墨峰）是碳纳米管在拉曼光

谱上一个特征峰［２２］。从ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的

拉曼光谱（图２）可以看到在１５８０ｃｍ－１处有明显的

Ｇ峰，表明在最终得到的ＳＷＮＴＰＥＧ－ｍＡｂ探针

中包含ＳＷＮＴ，而且碳纳米管的结构没有被破坏。

此外，还可以看到（图２插图）黑色澄清的ＳＷＮＴ

ＰＥＧｍＡｂ溶液，也进一步说明了ＳＷＮＴ存在于探

针中。而且ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的水溶液高度

分散，在常温下至少可以稳定保存两个星期，而不出

现任何团聚或沉淀。碳纳米管不溶于水，容易团聚，

而制备的ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针，由于磷脂化聚乙

二醇的磷脂烷链（ＰＬ）通过ｖａｎｄｅｒＷａａｌｓ和疏水相

互作用吸附在疏水ＳＷＮＴ表面，ＰＬＰＥＧ的亲水

端增强ＳＷＮＴ的亲水性，通过ＰＬＰＥＧ对ＳＷＮＴ

的非共价修饰，不仅没有破坏碳管本身的结构，而且

增强了ＳＷＮＴ的亲水性，还在碳纳米管表面引入活

性基团，为进一步连接生物分子提供了平台。而且

有研究［５，２３，２４］表明ＰＥＧ修饰的ＳＷＮＴ，可以提高

碳纳米管表面的生物相容性和稳定性，延长碳纳米

管在体内的循环时间，降低碳纳米管对蛋白质的非

特异性吸附。因此，ＰＥＧ的修饰是将碳纳米管应用

于生物医学领域的关键步骤之一。

图２ ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的拉曼光谱图及样品的

照片（插图）

Ｆｉｇ．２ＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂａｎｄａｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ

ｏｆｓｔａｂｌｅＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｉｎｓｅｔ）

为了确定ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针是否标记上

ｍＡｂＦＩＴＣ，ＵＶｖｉｓ分光光度计被用来测量样品。如

图３（ａ）所示，ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ样品在４９０ｎｍ处观

察到一个ＦＩＴＣ的特征吸收峰（粗线），而且对比游离

的ｍＡｂＦＩＴＣ（细线），该吸收峰是建立在裸ＳＷＮＴ吸

收峰的基础上（虚线）。由于游离的ＦＩＴＣ和 ｍＡｂ

ＦＩＴＣ在探针制备的过程中已经被分离出最终样品，

因此，ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的吸收光谱表明 ｍＡｂ

ＦＩＴＣ标记在ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ上。图３（ｂ）是样品

的荧光光谱图，两个样品在５２０ｎｍ处都可以观察到

一个ＦＩＴＣ荧光发射峰，进一步证明ＳＷＮＴＰＥＧ

ｍＡｂ上成功修饰了ｍＡｂＦＩＴＣ，而且该结果也为进

一步研究ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针对肿瘤细胞特异靶

向性提供一种快速而灵敏的利用激光共聚焦显微镜

进行观察的方法。

图３ （ａ）ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的吸收光谱图；（ｂ）荧光光谱图（激发波长为４９０ｎｍ）

Ｆｉｇ．３ （ａ）ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂｓａｍｐｌｅ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂＦＩＴＣｗｉｔｈ

ａｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｏｆ４９０ｎｍ

３．３　细胞毒性检测

细胞毒性实验是检测ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针

能否用于生物活体系统的关键因素。为了确认制备

的ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针是否具有细胞毒性，将不

同浓度的探针（１．５～１２μｇ／ｍｌ）分别与 Ｕ８７ＭＧ细

胞共孵育１２ｈ，交换新鲜的ＰＢＳ缓冲液，在３７℃下
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再继续共孵育７２ｈ。如图４所示，对比空白对照组

（０μｇ／ｍｌ），不同浓度下（１．５～１２μｇ／ｍｌ）的ＳＷＮＴ

ＰＥＧｍＡｂ探针不能引起细胞的明显死亡，没有观

察到明显的细胞毒性。

图４ 不同浓度的ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针对Ｕ８７ＭＧ

细胞的毒性影响

Ｆｉｇ．４ ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＵ８７ＭＧｃｅｌｌｓ

３．４　犛犠犖犜犘犈犌犿犃犫探针的肿瘤靶向性

为了验证ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针的肿瘤靶向

性，将探针（３～６μｇ／ｍｌ）分别与整合素αｖβ３ 高表达

的Ｕ８７ＭＧ细胞，以及正常细胞 ＨＵＶＥＣ共孵育

２ｈ，然后用共焦显微镜观察，从图 ５ 可见，在

Ｕ８７ＭＧ细胞中可以观察到很强的荧光，而在正常

细胞 ＨＵＶＥＣ中几乎观察不到荧光。其原因可能

由于Ｕ８７ＭＧ细胞上有大量表达的整合素αｖβ３，而

正常细胞 ＨＵＶＥＣ 上整合素αｖβ３ 的表达匮乏，

ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针通过独特的抗体抗原识别功

能，能够准确的识别Ｕ８７ＭＧ细胞，对Ｕ８７ＭＧ细胞

呈现高效靶向选择性。研究表明，游离的ＦＩＴＣ不

能进入细胞［７］；而且游离的ＦＩＴＣ和 ｍＡｂＦＩＴＣ在

样品的制备过程中已经被去除，因此 Ｕ８７ＭＧ细胞

上的荧光的确来自标记在ＳＷＮＴ上的ｍＡｂＦＩＴＣ，

ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针能选择性地进入那些细胞表

面过量表达整合素αｖβ３ 的肿瘤细胞，而对正常细胞

没有影响。此结果表明探针在靶向杀伤肿瘤细胞以

及肿瘤靶向分子影像等肿瘤的靶向治疗中有广阔的

应用前景。

图５ 经ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针孵育的Ｕ８７ＭＧ细胞（ａ）；ＨＵＶＥＣ细胞（ｂ）以及Ｕ８７ＭＧ细胞与整合素αｖβ３ 单抗（ｃ）的

共焦显微镜图像

Ｆｉｇ．５ＣｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆＵ８７ＭＧ（ａ）ａｎｄＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ（ｂ）ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｂｌｏｃｋｉｎｇｏｆｉｎｔｅｇｒａｉｎαｖβ３ｏｎＵ８７ＭＧｃｅｌｌｓｗｉｔｈｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（ｃ）

　　为了验证ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针主要是通过

整合素αｖβ３ 介导的途径进入细胞，将Ｕ８７ＭＧ细胞、

ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ以及整合素αｖβ３ 单抗（５ｎＭ）一

起共孵育２小时，如图５（ｃ）所示，几乎观察不到荧

光，表明ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针通过整合素αｖβ３ 介

导后进而进入细胞［１６～１９］。因此激光共聚焦显微镜

的结果，结合以上拉曼光谱，ＵＶｖｉｓ吸收光谱，荧光

光谱表明具有高效肿瘤靶向性的ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ

探针制备成功，同时表明ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针将

成为有潜力的抗肿瘤药物的靶向运输以及肿瘤的靶

向分子影像等肿瘤的高效靶向生物载体。

４　结　　论
以整合素αｖβ３ 单抗作为肿瘤靶向分子，以碳纳
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米管作为载体，通过碳纳米管表面的适当功能化，将

整合素αｖβ３ 单抗标记在碳纳米管上，成功制备了

ＳＷＮＴＰＥＧｍＡｂ探针。这一探针不仅稳定、分散、

低细胞毒性，而且通过整合素αｖβ３ 抗原－抗体的特

异性 识 别，对整合素αｖβ３ 高 表 达 的 肿 瘤 细 胞

Ｕ８７ＭＧ有高选择性，而对正常细胞 ＨＵＶＥＣ无选

择性。并且通过整合素αｖβ３ 介导，将探针携带进细

胞内，实现对肿瘤细胞高靶向性，而对正常细胞杀伤

小的设想，为靶向肿瘤杀伤提供新方法。这一基于

整合素αｖβ３ 单抗标记的碳纳米管靶向探针有望给

药物输送和肿瘤靶向治疗提供新的依据和策略，是

一类有潜力的肿瘤靶向载体探针。
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