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至流式细胞仪管中，离心，并以冲洗缓冲液洗涤

2 次（1 mL，4 ℃，1 100 r /min，3 min），离心

加 入 200 μL 的 结 合 缓 冲 液， 用 流 式 细 胞 仪 检 测

信号。⑵ 内吞实验流程见图 1。

图 1　内吞实验流程示意图
Figure 1　Diagram of the internalization test

1.3.3  药物载体 GC 与核酸适体 KMF2-1a 的竞争

实 验　MCF-10AT1 细 胞 经 培 养、 传 代， 加 入 非

酶 消 化 液（MP Biomedicals） 约 5 mL， 将 培 养

皿置于 37 ℃温箱中孵育 15 min，将上述贴壁细

胞制成单个细胞悬液，进行细胞计数，并检测其

活 性。MCF-10AT1 细 胞 系 选 取 5×105 个 细 胞 放

入流式细胞仪管中，选取 1 管细胞加入过量浓度

（500 nmol/L）未经任何荧光基团标记的药物载

体 GC，4 ℃ 下 孵 育 30 min， 经 冲 洗 缓 冲 液 洗 涤

2 次，与另一管细胞又同时加入浓度为 50 nmol/L

生 物 素 标 记 的 核 酸 适 体 KMF2-1a，4 ℃ 下 孵 育

30 min。同时设置两空白对照组，一组加入结合

缓冲液，另一组加入同浓度为 50 nmol/L 生物素

标 记 的 DNA 文 库。4 组 细 胞 孵 育 结 束 后， 用 冲

洗缓冲液洗涤 2 次（1 mL，4 ℃，1 100 r /min，

3 min）， 每 组 加 入 标 记 有 链 霉 亲 和 素 cy5.5

（streptavdin-cy5.5 MP biomedicals）荧光基团（浓

度 1:400），4 ℃ 下 孵 育 15 min。 再 次 用 冲 洗 缓

冲液洗涤 2 次，洗去多余的荧光基团。离心加入

200 μL 的结合缓冲液，经流式细胞仪检测信号。

核酸适体与细胞的结合能力判定方法：以核酸适

体荧光信号超出空白对照（DNA 文库）信号的平

均值的大小来判定；一般认为信号前移超过 10%

即认为核酸适体与靶细胞结合。

1.3.4  经 分 光 光 度 计 检 测 化 疗 药 物 阿 霉 素 嵌 入

载 体 GC　 将 阿 霉 素 溶 于 DPBS 中， 配 置 浓 度 为

2 μmol/L 的阿霉素溶液。经分光光度计测定阿霉

素 溶 液 及 DPBS 在 激 发 光 谱 范 围 在 500~650 nm

时的荧光吸收值。同样将药物载体 GC 溶于 DPBS

中，设定阿霉素溶液浓度不变，加入不同浓度比

例的 GC 充分混匀，以分光光度计，测定阿霉素

在激发光谱范围在 500~650 nm 时的荧光吸收值。

1.4  数据分析

采 用 Winmdi 2.8 流 式 细 胞 仪 数 据 分 析 软 件

及 OriginPro 8.0 科学制图软件。

2　结　果

2.1  KMF2-1a 被 MCF-10AT1 特异内吞

经胰蛋白酶处理细胞，除去细胞膜上的信号，

经流式细胞仪检测，该组细胞与置于 4 ℃下的细

胞对照，得到的荧光信号来自细胞内部，说明核

酸适体 KMF2-1a 可以被靶细胞 MCF-10AT1 内吞。

以 MCF10-A1 细胞为对照，未得到明显荧光信号，

说明因核酸适体 KMF2-1a 不能与该细胞结合，故

不可以被内吞（图 2）。

图 2　流式细胞仪检测靶细胞的内吞作用　　A，B：MCF-10AT1 内吞 KMF2-1a，红线为 MCF-10AT1 细胞信号，绿线为阴

性对照 ssDNA 文库信号，蓝线为 KMF2-1a 信号；C：阴性对照细胞 MCF-10A1 不能内吞核酸适体 KMF2-1a，细胞、

文库、核酸适体信号三者基本重叠
Figure 2　Flow cytometry analysis for internalization eff ects in the targeted cells　　A, B: KMF2-1a internalized by MCF-10AT1 cells. 

Th e red curve is the signal for MCF-10AT1 cells, green curve is the signal for ssDNA control sequence, and blue curve is signal for 
KMF2-1a; C: KMF2-1a cannot be internalized by the negative control MCF-10A1 cells. The three signals for cells, ssDNA and 
aptamer are overlapped 
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2.2  药物载体 GC 与核酸适体 KMF2-a 的竞争

流式细胞仪检测示：过量的药物载体 GC（浓

度 500 nmol/L）与靶细胞 MCF-10AT1 充分孵育后，

流式细胞仪检测的信号明显减弱，说明核酸适体

的 结 合 位 点 较 正 常 情 况 减 少。证 实 药 物 载 体 GC

由 KMF2-1a 被 添 加 GC 碱 基 形 成， 仍 然 能 够 保

持 该 核 酸 适 体 的 识 别 靶 细 胞 MCF-10AT1 的 能 力

（图 3）。
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图 3　流式细胞仪分析药物载体 GC 与核酸适体 KMF2-1a

竞争靶细胞结合位点　　注：红线为阴性对照，细

胞不与任何核酸适体孵育；绿线为细胞与 ssDNA

孵育后荧光信号；蓝线为细胞与 50 nmol/L 核酸适

体 KMF2-1a 孵育后荧光信号；紫线为细胞与过量

（500 nmol/L）药物载体 GC 孵育后再与 KMF2-1a 孵

育的荧光信号
Figure 3　Competitive-binding assay for drug carrier and 

aptamer by fl ow cytometry analysis　　Notes:  Red 
curve is negative control cells that were not incubated 
with any of the aptamers; green curve is the fl uorescence 
signal for cells incubated with ssDNA; blue curve is the 
fluorescence signal for cells incubated with 50 nmol/L
 KMF2-1a; purple curve is the fluorescence signal for 
cells that were firstly exposed to excessive drug carrier 
GC (500 nmol/L) and then incubated with KMF2-1a
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2.3  阿霉素嵌入载体 GC

阿霉素能嵌入 GC 碱基对形成的空间结构中，

嵌入 后阿 霉素在激 发 光 谱范围 500~650 nm 所 形

成的两个信号峰值将消失。分光光度计示：随着

加入药物载体 GC 浓度的增大，阿 霉素信号逐渐

减弱，说明有越来越多的阿霉素成功嵌入到药物

载体 GC 中（图 4）。
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图 4　分光光度计检测阿霉素嵌入药物载体 GC 的情况
Figure 4　Spectrophotometer analysis for the incorporation of 

doxorubicin into the drug carrier GC

3　讨　论

核酸适体因具备良好的理化性质以及易修饰

性，对其进一步的具体应用则转变为研究的重点，

但多数的核酸适体不能像小分子物质那样，能够

在没有借助外力的条件下直接被细胞内吞，这在

一定程度上制约了核酸适体的进一步应用 [8]。本

课题组在前期实验中，证实胰蛋白酶能消除核酸

适体 KMF2-1a 的信号。内吞实验的假设如下：当

细胞处于 4 ℃的环境中，其细胞运动及细胞膜上

的运动处于静止状态，核酸适体不能像小分子那

样可经浓度梯度的作用进出细胞内外，故此时与

细胞孵育后的核酸适体位于细胞膜的外侧。孵育

结束后，洗去未结合的核酸适体，再将细胞放置

于正常的培养环境中，细胞恢复其正常活性，假

设核酸适体能够被内吞，通过胰蛋白酶消除核酸

适体于细胞膜上的荧光信号，再通过流式细胞仪

检测，若仍能得到与对照组相比的荧光信号位移，

则证实了核酸适体能被靶细胞内吞。在图 2 中，

可见细胞处于 4 ℃环境中，KMF2-1a 的信号完全

被 消 除， 与 阴 性 对 照 组 完 全 重 叠， 但 在 37 ℃ 环

境中，却可以得到明显的 KMF2-1a 的荧光信号位

移。由于胰蛋白酶已被证实能够完全消除细胞膜

上的信号，此时的荧光信号则完全来自于细胞内

部，也就证实核酸适体 KMF2-1a 能被靶细胞内吞。

作为对照细胞 MCF-10A1，因其不能与核酸适体

KMF2-1a 结 合， 在 流 式 细 胞 仪 检 测 中 并 没 有

明 显 的 内 吞 荧 光 信 号。 目 前 研 究 核 酸 适 体 被

细 胞 内 吞 较 为 成 功 的 有 抗 前 列 腺 特 异 膜 抗 原

（prostate -specific membrane antigen，PSMA）

核 酸 适 体 和 Sgc8 核 酸 适 体 [9-11]。 抗 PSMA 核
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酸 适 体 被 证 实 能 与 前 列 腺 癌 细 胞 结 合， 并 已 被

证 实 它 能 进 一 步 被 该 种 细 胞 所 内 吞。 在 随 后 的

一 系 列 实 验 中， 将 该 核 酸 适 体 与 纳 米 材 料 合 成

共 聚 物， 并 证 实 该 共 聚 物 通 过 以 受 体 内 吞 途

径 为 基 础， 直 接 运 输 至 靶 细 胞 内 部 [10]。 以 这

些 研 究 为 基 础， 利 用 抗 PSMA 核 酸 适 体 为 载

体， 将 siRNA、 毒 素、 抗 肿 瘤 药 物 靶 向 运 输 到

前 列 腺 癌 细 胞 的 研 究 成 为 该 癌 症 领 域 研 究 的 热

点 [12-15]。 本 实 验 初 步 证 实 核 酸 适 体 KMF2-1a 

能被乳腺癌细胞内吞，为该核酸适体的进一步应

用打下基础。

本实验中药物载体 GC 由 KMF2-1a 衍生成，

保持核酸适体 KMF2-1a 的序列不变，在其一段增

加 30 个 G，C 碱 基， 从 而 形 成 空 间 折 叠，G，C

碱基相互配对，图 5 为其最可能存在的二级结构。

药物载体 GC 合成后，首先测定其是否仍能与靶

细 胞 MCF-10AT1 结 合， 将 细 胞 与 过 量 的 药 物 载

体 GC 孵育，使其与大多数 KMF2-1a 与细胞结合

的位点结合，再加入定量的核酸适体 KMF2-1a，

多数的结合位点已被药物载体 GC 所占据，从流

式细胞检测结果中明显地观察到此现象。药物载

体 GC 能 竞 争 KMF2-1a 与 靶 细 胞 MCF-10AT1 的

结合位点，即药物载体 GC 仍能识别并与靶细胞

结合。在内吞研究中，KMF2-1a 即使是携带较大

分子质量的链霉亲和素及荧光基团，仍能被靶细

胞内吞，本实验仅在核酸适体 KMF2-1a 一端延长

了 33 个 碱 基， 即 使 再 加 上 嵌 入 其 中 的 阿 霉 素，

推测在这种情况下并不会影响到该物理结合体被

靶细胞内吞。

蒽环类药物包括阿霉素在内，激发光谱范围

为 500~650 nm， 有 2 个 吸 收 峰 值。 当 这 些 小 分

子药物嵌入到 GC 碱基对时，该两个吸收峰值消

失，此现象称为阿霉素荧光信号的淬灭，利用该

化学现象，可以检测阿霉素是否能成功地嵌入药

物载体 GC 中 [16-17]。从笨蜗牛结果可见，随着药

物载体 GC 浓度的增大，阿霉素信号峰值逐渐减

弱，意味着越来越多的阿霉素嵌入到 GC 碱基互

补对中。

本研究通过流式细胞仪检测技术，证实核酸

适体 KMF2-1a 能被靶细胞 MCF-10AT1 特异内吞。

随后在该核酸适体一端加入 GC 碱基作为药物载

体，利用阿霉素能嵌入 GC 碱基互补对空间结构

的现象，成功地制成了药物载体 GC 与阿霉素的

物理共聚物，为进一步的细胞学实验打下基础。
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辅助性 T 细胞 Th 人绒毛膜促性腺激素 HCG 乙型肝炎病毒表面抗体 HBsAb

肝细胞生长因子 HGF 三磷酸腺苷 ATP 乙型肝炎病毒表面抗原 HBsAg

干扰素 IFN 三酰甘油 TG 乙型肝炎病毒核心抗体 HBcAb

高密度脂蛋白胆固醇 HDL-C 生理氯化钠溶液 NS 乙型肝炎病毒核心抗原 HBcAg

谷胱甘肽 GSH 世界卫生组织 WHO 异硫氰酸荧光素 FLTC

固相 pH 梯度 IPG 双蒸水 ddH2O 诱导型一氧化氮合酶 iNOS

核糖核酸 RNA 丝裂原活化蛋白激酶 MAPK 原位末端标记法 TUNEL

核因子 -κB NF-κB 四甲基偶氮唑盐微量酶反应 MTT 杂合性缺失 LOH

红细胞 RBC 苏木精 - 伊红染色 HE 增强化学发光法 ECL

红细胞沉降率 ESR 胎牛血清 FBS 肿瘤坏死因子 TNF

环氧化酶 -2 COX-2 体质量指数 BMI 重症监护病房 ICU

活化部分凝血活酶时间 APTT 天冬氨酸氨基转移酶 AST 转化生长因子 TGF

活性氧 ROS 脱氧核糖核酸 DNA 自然杀伤细胞 NK 细胞

获得性免疫缺陷综合征 AIDS 细胞间黏附分子 ICAM 直接胆红素 DBIL

肌酐 Cr 细胞外基质 ECM 总胆固醇 TC

基质金属蛋白酶 MMP 细胞外调节蛋白激酶 ERK 总胆红素 TBIL

计算机 X 线断层照相技术 CT 纤连蛋白 FN
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