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AU@SWFUFS@F纳米粒的制备及细胞核靶向性评价

马凯伦"，谷继伟第， 颜承云"

（"3桂林医学院药学院，桂林!桂&""林林；第3佳木斯大学附属第一医院，佳木斯!"桂&(((）

摘要!目的 构建由融合肽 WFUF、硬脂酸（@F）、核定位信号（AU@）组成的细胞核靶向多肽纳米载体（AU@S

WFUFS@F，AW@A）。 方法 采用 R6T7多肽固相合成法人工合成 AU@SWFUFS@F多肽纳米载体。 结果 AU@S

WFUFS@F纳米颗粒呈球形，平均尺寸为（)（3&p)3（）66，，8.<电位为（&#3)p桂3,）6O。 纳米颗粒呈正态分布，粒

径分布较窄，多分散度指数（H?o(3#）。 细胞摄取实验研究表明，包载香豆素S（（BS（）的 AU@SWFUFS@F纳米粒

子（BS（CAW@A） 主要积聚在 F桂&林 细胞的细胞核中。 细胞毒性实验研究表明，在检测浓度为 (3(" 为

" ((( 64C6U时，AU@SWFUFS@F对 F桂&林 细胞几乎没有细胞毒性。 结论 AU@SWFUFS@F是一种安全无毒且具

有跨膜转运和核定位功能的纳米载体，有望成为一种有前景的癌症治疗多肽纳米载体。
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!!恶性肿瘤现已成为危害人们生活和身体健康的

一种恶性病。 近年来，由于分子生物学和基因组重

建科技的进展，基因组疗法已经被认识到其可以通

过改变和修复遗传物质来实现对恶性肿瘤的治

愈［"*+］ 。 然而，要实现这一目标，需要将目的基因准

确地传递给患者的组织、细胞以及细胞器，并高效表

达。 基因治疗是解决这一系列复杂问题的关键。 因

此，建立高效、安全、靶向的基因转染载体在恶性肿

瘤临床治疗应用中具有重要的研究价值［第*［］ 。

细胞穿膜肽（B855SH8;8.\<.=;4/8/.=980， BHH0），

是一类可以将重要的化学成分从外部输送到细胞内

的短链蛋白。 它们可以自发地越过细胞的屏蔽，从

而发挥出跨膜传输功能的作用［%*$］ 。 近年来，BHH0

技术的应用越来越广泛，它不仅能够成为一种高效

的药物传输介质，还能够将多种生物成分，如基因、

@=、AF、小分子药物、蛋白、载药纳米粒、胶束等，安全

高效地输入到细胞中［)*,］ 。 WFUF融合肽（（NFWS

UFWFUFWFUFWJUFWFUFWFUWFBNF）是一种高效

的人造阳离子穿膜肽，其表现出良好的穿膜特性。

特殊的 /J值可使其形态发生显著的改变，从 从S螺

旋的二次构造转到无规卷曲，通过改变其内部结构，

溶酶体的膜结构会遭到破坏，从而促使 使AF逃逸进

入细胞内部［'］ 。 WFUF融合肽一端含有疏水的亮氨

酸残基，相反的一端含有亲水的赖氨酸残基，是一种

具有两亲特性，可以自组装形成带正电纳米粒，用作

基因传递的载体［"(*""］ 。

早期微量注射研究表明，当 /使AF被注射到细

胞质中，细胞转染率低于 "于，而直接注射到细胞核

中，转染率达到 %(于［"+］ 。 细胞核的 B端，存在一段

与之相近的序列，它们在确保蛋白质的准确穿越到

核中起着极其重要的作用，即核定位信号（ ;:758<\

5T7<5=G<.=T; 0=4;<5，AU@）。 通过 AU@ 介导，大分子物

质和基因载体与核转运蛋白发生交互作用，从而实

现对基因的转移，从而极大地改善转移的效率［"第］ 。

目前，许多具备核定向功能的肽被应用到核膜转运，

其中 HWWW、W其应用最广泛，它来源于 @其［( 病毒的

Q抗原［"［］ 。 AU@ 的结构十分紧凑，它不仅可以将外

界的物质通过膜的方式传输到细胞内，还可以将其

中的基因传递到细胞核，大大增强蛋白质的传递能

力和速度［"%*"$］ 。

在本研究中，通过 过6T7多肽固相合成技术，制

备出一种新型的纳米基因载体，它可以通过 AU@、

WFUF和硬脂酸（@F）的结合，从而实现跨膜转运和

细胞核靶向作用。 同时，本研究还对其物理和化学

特征、细胞核特异性能以及潜在的细胞毒性等方面

进行评价。

。/材料与方法
。3。/材料

肺癌 F%［' 细胞（由桂林医学院科学实验中心提

供）；香豆素S$（BS$，分子质量：第%(3［第，购自西格玛奥

德里奇贸易有限公司）； +S氯三苯甲基氯树脂（购自

日本纳卡拉有限公司）；所有 过6T7氨基酸（购自上

海吉尔多肽有限公司）；），）S二甲基甲酰胺（使[过）、

），）S二异丙基乙胺（使=NF）、、S（?JS苯并三唑S"S基）S

），），），，），S四甲基异脲六氟化磷（JPQK）、硬脂酸

（@F）（购自瑞士罗氏应用科学公司）；其他溶剂和试

剂均为色谱纯或分析纯（购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司）。

。3）/方法
"3+3"!标准 过6T7固相合成法制备 AU@SWFUFS@F多

肽!AU@SWFUFS@F多肽是通过标准 过6T7固相合成

法手工合成［")*",］ 。 首先，将肽序列组装在反应管中

的 +S氯三苯甲基氯化物树脂（" 4）上，连接第 " 个氨

基酸（过6T7SUSH\TSZJ）后，加入哌啶进行脱保护，通

过茚三酮测定法监测偶联效果。 重复上述步骤，将

这些氨基酸按照 AU@SWFUFS@F多肽的化学结构示

意图，如图 " 所示，从右到左的顺序连接，最后将硬

·+$·
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脂酸偶联到末端氨基酸后，得到最终目标产物。 采

用高效液相色谱仪（购自美国 c<.8\0公司）检测目

标产物的纯度，并通过电喷雾电离质谱仪（（@?C[@）

（购自美国 F美@国?（L公司）对其分子质量进行了

检测。

图 "!AU@SWFUFS@F多肽化学结构示意图

"图+图+!透析分离法分析 AU@SWFUFS@F纳米粒的外

貌形态!将 AU@SWFUFS@F聚合物 （ $( 64） 溶于

"( 6U%(!甲醇水溶液中，使用超声波振荡器（购自

日本 @ZAZQ（国公司）混合，将所获得的溶液通过

(图++ 66的膜过滤器挤出 第 次，得到 AU@SWFUFS@F

纳米混悬液。 将一滴用蒸馏水稀释 （ " j"((） 的

AU@SWFUFS@F纳米悬浮液滴到铜栅上，并用质量分

数为 +!的磷钨酸负染色。 使用电子透射显微镜

（Q（[）（购自美国 H-=5=/0公司）分析纳米颗粒的外

貌形态。

"图+图第!激光粒度分析仪测定 AU@SWFUFS@F纳米粒

的粒径和 a8.<电位!将 "( 将UAU@SWFUFS@F悬浮

液用 " 6U蒸馏水稀释，然后采用激光粒度分析仪

（购自英国 [<5̂8\; 公司）来测量纳米颗粒的平均粒

度和粒度分布，其中颗粒的尺寸用体积直径来表示。

此外，使用 a8.<电位分析仪（购自美国 美87Y6<; 公

司）测量粒径表面电荷（a8.<电位值）。

"图+图）!细胞摄取实验!AU@SWFUFS@F纳米粒的细

胞摄取实验按照先前的实验方法完成［",］ 。 在 第) k

的环境中，将肺癌 F%）' 细胞（"l"(%个细胞C孔）接

种到 +） 孔板中，经过 +） - 的孵育，细胞分别与游离

香豆素 国$、包载香豆素S$ 的 AU@SWFUFS@F（国$C

AW@A）纳米颗粒和包载香豆素S$ 的 U=/的]87.<6=;Q[

+(((（国$CU]Q[ +(((）纳米颗粒混合，每个实验组均含

有 "( 64C6U的香豆素S$，经过 ） - 孵育。 H美@ 洗涤

细胞 第 次，并用 "图%!甲醛固定。 细胞核和细胞膜分

别用 用FH?和 c和FF581<第%( 染色 "% 6=;。 再次用

H美@ 洗涤细胞，通过共聚焦激光扫描显微镜（购自日

本 ZU本[HK@ 公司）图像分析确定 AU@SWFUFS@F纳

米粒在细胞中的位置。

"图+图%![QQ法检测细胞毒性!通过 % l"(第个细胞C

孔接种的方式，把 F%）' 细胞加入 '$ 孔板内，并且控

制温度为 第) k，国Z+含量为 %!，然后放入含有 "(!

胎牛血清（R美@）培养基，经过 +） - 的生长过程。 用

含有所需量测试样品的新鲜用[（[（+(( 6U）代替生

长培养基。 孵育 ） - 或 ）, - 后，每个实验孔分别用

% 64C6U[QQ溶液 +( 6U处理。 然后，将溶液分离

并用 +(( 6U二甲基亚砜取代，孵育 ） - 后溶解形成

的晶体。 通过使用微孔板读取器（购自美国 美=的SD<9

公司）读取在 ）'( ;6处检测板的吸光度。 细胞存活

率（!）qFZ用样品 CFZ用对照品l"((!，FZ用对照品、FZ用样品 分

别代表对照品和样品的吸光度。

。图!/统计学方法
采用 @H@@ ++图( 统计软件处理数据，计量资料以

（（Bp4）表示，进行 行检验。 。o(图(% 为差异具有统计学

意义。

#/结果
#图。/AU@SWFUFS@F多肽的合成

通过标准 R6的7固相合成法手工合成 AU@S

WFUFS@F多肽。 所有质荷比（（LM）峰都对应于目标

多肽的片段分子量。 结果表明，AU@SWFUFS@F多肽

被成功获得。 此外，在质谱分析中没有其他杂质峰，

证明合成的产物是相对纯净的，该目标产物的纯度

至少 '%!。 AU@SWFUFS@F多肽的质谱图如图 +

所示。

·第$·
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图 +!AU@SWFUFS@F多肽的质谱图

图3图/AU@SWFUFS@F纳米粒的外貌形态、粒径和 a8.<

电位
采用透析分离法获得 AU@SWFUFS@F纳米颗粒，

所制备的纳米颗粒是球形的，表面光滑，粒径均匀，

粒径尺寸小于 "(( ;6，结果如图 第F所示。 AU@S

WFUFS@F纳米颗粒的平均直径为（)$3&p)3$） ;6，

a8.<电位值为（&第3)p（3,）6），结果如图 第如所示。

多分散度指数（H?）为（(3+（（p(3(第（）。

注：F3AU@SWFUFS@F纳米粒的透射电子显微镜； 如3AU@SWFUFS@F纳米粒粒径分布。

图 第!AU@SWFUFS@F纳米粒的形貌和粒径分布

图3!/AU@SWFUFS@F纳米粒的细胞摄取
在共聚焦激光扫描显微镜下，观察用 用S$、用S$C

AW@A和 用$CU]Q[+((( 处理的 F（&的 细胞的共聚焦荧

光图像。 激发后，细胞中的香豆素S$ 具有绿色荧光，

而细胞核中的 中FH?具有蓝色荧光，细胞膜中的

cXF具有红色荧光。 培养 & - 后，与游离 用S$ 对照，

用S$CAW@A和 用S$CU]Q[+((( 在 F（&的 细胞的细胞中

显示出更强的绿色，其中 用S$CAW@A绿色荧光是最

强的。 F（&的 细胞的细胞内荧光强度依次为：用S$C

AW@A：用$CU]Q[+(((：游离 用S$：对照组。 结果表明，

当 F（&的 细胞与 用$CAW@A孵育时，用S$ 主要积聚在

细胞核中。 用S$CAW@A的合并图像验证了 AU@S

WFUFS@F纳米粒子能够到达细胞核，结果如图 &

所示。

·&$·
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!!!图 &!BS$、BS$CAW@A、BS$CU、Q[+((( 以及 cXF细胞的绿色、蓝色以及红色的分布情况

#3%/AU@SWFUFS@F细胞毒性
采用 [QQ法检测 AU@SWFUFS@F对 F%&' 细胞

的细胞毒性。 在 (3("i" ((( 64C6U的所有测试浓

度内，细胞存活率高于 '%!，结果如图 % 所示。 实验

结果表明，AU@SWFUFS@F对 F%&' 细胞几乎没有细

胞毒性。

图 %!F%&' 细胞与不同浓度 AU@SWFUFS

@F（AW@A）共同培养 &, - 后的细胞存活率

!/讨论
本研究在 在6T7保护下，通过标准固相合成法合

成 AU@SWFUFS@F多肽，并通过质谱分析证实目标产

物被成功获得。 本研究获得的自组装AU@SWFUFS@F

纳米粒具有适宜的直径（)$3& ;6o"(( ;6），表明其

具有长循环特性，并能通过 过HD蓄积到肿瘤部位。

AU@SWFUFS@F纳米粒 纳米粒<电位值（&第3) 6（u+% 6（），

表明该纳米体系，由于粒子间存在静电相互排斥作

用，具有较好的稳定作用，同时也说明该纳米粒可以

通过其表面的正电荷与肿瘤细胞表面的负电荷相互

吸附，实现细胞的内吞。

基因载体的设计不仅需要满足包载特定基因与

细胞结合、跨膜传递、内涵体逃离等要求，更重要的

是它们必须能够精确地将基因传输至细胞核［"'*+(］ ，

从而实现基因的有效传输。

本研究通过分析包载香豆素S$ （B$） 的 AU@S

WFUFS@F纳米粒子细胞摄取共聚焦荧光图像，从而

评价载体的细胞核靶向性。 B$CAW@A在 F%&' 细胞

中呈现最强的绿色荧光，细胞核经染色后呈蓝色荧

光，影像重叠后，细胞核位置呈黄色荧光，表明 AU@S

WFUFS@F纳米载体能够将 B$ 传递到细胞核。 上述

结果验证了 AU@SWFUFS@F的细胞核靶向性。 AU@S

·%$·
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WFUFS@F纳米载体细胞核靶向性是通过组成中

WFUF肽跨膜转运功能及 AU@ 的核定位功能实现。

相关研究［"第］结果表明，大分子物质及基因载体

可以通过 AU@ 介导与核转运蛋白相互作用进入细胞

核。 WFUF肽具有一种特殊的蛋白，它的二级结构是

是S螺旋，而且随着 /J值的升高，它的 的AF序列也发

生改变，从而形成一种新的无规卷曲形态。 它不仅

可以自发地穿越细胞膜，还可以帮助 的AF的逃

逸［［］ 。 AU@SWFUFS@F多肽纳米载体，通过 AU@ 及

WFUF的介导，具有主动穿过细胞膜和跨膜转运入

核的能力。 另外，在 是S螺旋肽的二级结构上，@F烷

基链的链接能够有效地增加载体的稳定性，从而促

进其形成一种新的、具有良好稳定性的自组装性共

聚物。 因此，AU@SWFUFS@F纳米传递系统通过载体

表面正电荷与肿瘤细胞表面的负电荷结合及 WFUF

穿膜作用实现细胞内吞；通过多肽载体 是S螺旋构象

转变可以逃离内涵体进入细胞质；通过 AU@ 与核转

运蛋白相互作用，快速定位细胞核。

基因载体除了能够提供精确的靶向性、高效的

转染性以外，还应具备良好的相容性、持久的稳定性

及其生物降解性的特征。 因此，载体的安全性评价至

关重要。 本研究采用 用QQ法检测 AU@SWFUFS@F纳米

基因载体对F%&［细胞毒性，在 在3在"i" 在在在 64C6U测试

浓度内，AU@SWFUFS@F对 F%&［ 细胞几乎没有细胞

毒性。 这一结果验证了 AU@SWFUFS@F基因载体具

有良好的安全性。 AU@SWFUFS@F基因载体由氨基

酸和脂肪酸构成，具有生物可降解性、生物相容性以

及生物活性［+"*++］ 。 与传统的病毒载体［+第*+&］ 及其非

病毒载体［+%*+$］相比较，AU@SWFUFS@F基因载体避免

了一些潜在的风险，包括免疫反应、细胞病理学异

常、体内野生型病毒形成、致畸、致突变等，因此安全

可靠。

在本实验中，成功完成 AU@SWFUFS@F纳米基因

的制备，并进行了理化特征、细胞核靶向性及细胞毒

性的体外实验。

。/结论
本研究设计了一种新型的核靶向纳米基因载体

（AU@SWFUFS@F，AW@A），该载体由融合肽 WFUF、硬

脂酸（@F）、核定位信号（AU@）组成。 AU@SWFUFS@F

纳米颗粒呈球形，平均尺寸为（)$3&（)3$）66，，8.<

电位为（&第3)（%3,）6）。 纳米颗粒呈正态分布，粒径

分布较窄，多分散度指数（H?）o在3第。 细胞摄取实验

研究表明，包载香豆素S$（B$）的 AU@SWFUFS@F纳米

粒子（B$CAW@A）主要积聚在 F%&［ 细胞的细胞核

中。 细胞毒性研究表明，在 在3在"i" 在在在 64C6U检测

浓度内，AU@SWFUFS@F对 F%&［ 细胞几乎没有细胞

毒性。 以上结果表明，AU@SWFUFS@F是一种安全无

毒，具有跨膜转运和核定位功能的纳米载体，有望成

为一种有前景的癌症治疗多肽纳米基因载体。
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