
文章编号　１６７２Ｇ６６３４(２０２１)０２Ｇ００４２Ｇ０７ DOI　１０．１９７２８/j．issn１６７２Ｇ６６３４．２０２１．０２．００６

基于二氧化锰纳米片实现letＧ７a向癌细胞的
可视化递送及其体外抗癌研究

杨强强,张广智,吴芳芳,范书华,于淑娴,洪　敏

(聊城大学 化学化工学院,山东 聊城２５２０５９)

摘　要　在多种实体瘤中,letＧ７a都被证明呈下调状态,而这也与癌症病人的预后情况有直接相关性.通过

上调letＧ７a在癌细胞中的表达,对于研究有效的癌症治疗方案有积极的推动作用.设计了一种负载着荧光

素(FAM)修饰的letＧ７a(FAMＧletＧ７a)的二氧化锰纳米探针,其中 FAM 的 荧 光 能 够 被 二 氧 化 锰 纳 米 片

(MnO２ NSs)有效淬灭.待探针以胞吞的形式进入肿瘤细胞后,呈高表达状态的谷胱甘肽(GSH)会将

MnO２ NSs降解成锰离子(Mn２＋ ),使得负载的FAMＧletＧ７a被释放出来,之前被淬灭的 FAM 荧光信号重新

恢复,利用激光共聚焦荧光显微镜可以实现对细胞内这一过程的原位可视化监测,并对运送到细胞内的

FAMＧletＧ７a进行荧光成像.结果表明,MnO２ NSs作为一种有效的 microRNA 载体,能够将letＧ７a模拟物

输送进癌细胞,从而上调letＧ７a的表达,有效诱导其凋亡.
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Abstract　LetＧ７ahasbeenshowntobedownＧregulatedinavarietyofsolidtumors,andthisisdirectlyreＧ
latedtotheprognosisofcancerpatients．ByupＧregulatingtheexpressionofletＧ７aincancercells,itcanproＧ
motetheresearchofeffectivecancertreatment．A manganesedioxidenanoprobeloadedwithfluorescein
(FAM)modifiedLetＧ７a(FAMＧletＧ７a)wasdesigned,inwhichthefluorescenceofFAMcouldbeeffectively
quenchedbymanganesedioxidenanosheets(MnO２ NSs)．Afterenteringtumorcellsbyendocytosis,MnO２

NSswillbedegradedintomanganeseion(Mn２＋ )bytheoverexpressedglutathione(GSH)．Atthesame
time,theloadedFAMＧletＧ７awillbereleasedandthefluorescenceofFAM willberesumed．Allofthese
processcanbemonitoredinsituvisuallybytheuseoflaserconfocalfluorescence

收稿日期:２０２０Ｇ０８Ｇ２０
基金项目:国家自然科学基金项目(９１５４３２０６);山东省自然科学基金项目(ZR２０１５BM０２４);山东省泰山学者研究基金和聊城

大学研究基金资助

通讯作者:洪敏,女,汉,博士,副教授;研究方向:癌症的诊疗及抗癌药物体外筛选,EＧmail:hongmin＠lcu．edu．cn.

第３４卷　第２期
２０２１年０４月

　　　聊城大学学报(自然科学版)
JournalofLiaochengUniversity(Nat．Sci．)

Vol．３４No．２
Apr．２０２１



microscopy,andtheintracellularFAMＧletＧ７acanbeimagedfluorescently．TheresultsshowedthatMnO２

NSs,asaneffectivemicroRNAvector,coulddeliverletＧ７aanalogintocancercells,thusupＧregulatingletＧ７a
expressionandeffectivelyinducingtheapoptosisofcancercells．
Keywords　MnO２nanosheets;letＧ７a;fluorescentimaging;generegulation;apoptosisofcancercell

０　引言

目前,癌症成为导致人类死亡的主要疾病之一.迄今为止,尚未发现特别有效的治疗和预防方法.传统

的癌症治疗主要以外科手术、放射性治疗及化学疗法为主,但存在不良反应,疗效不彰,无法根治等缺点.目

前,对于攻克癌症,其治疗关键是早期诊断和精准化个性治疗.随着不少“癌基因”和“抑癌基因”的相继发

现,肿瘤基因治疗前景乐观.基因检测(即分子靶标检测)是以研究疾病发生、发展过程中细胞分子生物学上

的差异为基础,筛选和鉴定与疾病密切相关的蛋白质、核酸等生物大分子作为药物作用的靶点,通过靶向给

药实现有效的靶向治疗及个体化精准医疗.肿瘤分子靶标的出现使得靶标基因药物能够针对癌细胞本身进

行治疗,不会对正常细胞产生重大伤害,缓解患者病痛的同时更带给他们生的希望.自肿瘤基因治疗技术应

用以来,治疗效果十分显著,得到了越来越多的癌症患者的认可,成为非常有前途的个体化治疗方法[１].

MicroRNA是一类由内源基因编码的长度约为２０Ｇ２４个核苷酸的非编码单链小 RNA,其参与多种重要

细胞活动的调控,如细胞增殖、分化、凋亡等[２].研究发现,miRNA的表达与多种癌症的发生、发展有关,其
既可以充当抑癌基因(如 microRNAＧ２１)[３,４],又可以充当癌基因(如letＧ７a)[５,６].通过基因技术,下调癌细胞

内过表达的癌基因,或上调低表达的抑癌基因,都被证明能有效诱导癌细胞凋亡[７,８],因此,被认为是非常有

潜在价值的癌症治疗方法.
目前制约基因疗法的主要问题是核酸序列的高效输送问题,传统方法主要是以病毒为载体进行输送,但

由于病毒本身的毒副作用及潜在的免疫原性和致瘤性等问题,限制了其在该领域的应用.例如,以病毒为载

体包裹 microRNA转染进入癌细胞,进行功能性缺失或恢复,研究上调或下调 microRNA 的表达对癌症的

治疗作用[９].该方法的优势是可以长期稳定恢复或降低 microRNA 的表达水平,沉默肿瘤中活化的靶向癌

基因,从而起到治疗肿瘤的作用.但是该方法在杀伤肿瘤细胞的同时也会感染正常的细胞.同时,病毒载体

转染进细胞时会随机插入正常宿主细胞 DNA,破坏一些基因信号通路,从而导致原癌基因活化.另外,因
为外源病毒引入,还会诱发机体免疫反应,进而对机体的安全性产生较大影响[１０].因此,输送核酸药物的非

病毒载体,主要包括脂质体、阳离子多聚体、碳纳米材料、以及金属纳米颗粒等,成为基因药物递送的更好选

择[１１].为了促进该领域的发展,研究者们试图利用一些新颖材料来解决当前药物载体的一些不足,比如制

备复杂、载药量低、容易泄露等问题.近年来,新开发的一种制备简单、低成本、低毒性的二维纳米材料———
二氧化锰纳米片(MnO２nanosheets,MnO２ NSs)[１２],被人们广泛使用.一方面,其对单链 DNA 或 RNA 具

有很强的吸附能力;另一方面,吸附单链核酸的 MnO２ NSs能以胞吞的形式进入癌细胞,随后会被癌细胞中

高表达的谷胱甘肽(GSH)降解为锰离子(Mn２＋ ),将其表面吸附的DNA或RNA释放到细胞质中,从而实现

对单链核酸的跨膜运输.除此之外,MnO２ NSs还具有强的荧光淬灭能力,会使吸附到 MnO２ NSs上的核酸

上修饰的荧光基团发生淬灭,而当 MnO２ NSs被 GSH 降解,核酸被释放出来后,荧光信号会重新恢复[１３].

基于这种荧光信号从“关”到“开”的转变,可以实时监测负载核酸的 MnO２ NS探针的跨膜情况及核酸在细

胞中的分布,而这些性质都为 MnO２ NSs用于疾病诊断和治疗提供了新的契机.

基于以上表述,本实验中,我们试图以 MnO２ NSs为载体,负载上５’端有荧光素(FAM)修饰的 microRＧ
NAletＧ７a(FAMＧletＧ７a),制备得到FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针,该探针以胞吞的形式进入癌细胞后,在癌细

胞内高表达的 GSH 的作用下 MnO２ NSs降解为 Mn２＋ ,从而将其表面吸附的FAMＧletＧ７a释放到细胞质中,
同时探针上被淬灭的FAM 的荧光会重新恢复.利用激光共聚焦荧光显微成像,根据实时观察到的荧光信

号的变化,判断FAMＧletＧ７a进细胞的情况.另外,作为抑癌基因,当癌细胞内的letＧ７a的表达被上调时,希
望实现诱导癌细胞凋亡的目的.
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１　实验部分

１．１　试剂与仪器

氯化锰四水合物(MnCl２􀅰４H２O),四甲基氢氧化铵(TMA􀅰OH),还原型谷胱甘肽(GSH),二甲基亚砜

(DMSO),氯化钙溶液(１M),氯化镁溶液(１M),过氧化氢(H２O２,３wt％),TrisＧ盐酸(SigmaＧAldrich购

得),TrisＧHCl缓冲液(１００mM,２５mM MgCl,５mM CaCl２,pH７．５),磷酸盐缓冲液(PBS,pH７．４,１３６．７
mM NaCl,２．７mM KCl,８．７２mM Na２HPO４,１．４１mM KH２PO４),细胞培养试剂和３Ｇ(４,５Ｇ二甲基Ｇ噻唑Ｇ２Ｇ
基)Ｇ２,５Ｇ二苯基四唑溴化物(MTT)(定国生物科技有限公司),用超纯水制备所有水溶液,王水由体积比３:１
的盐酸和硝酸混合而成.其它试剂均为市售分析纯试剂.

FAMＧletＧ７a的序列:５’ＧFAMＧUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUＧ３’;

letＧ７aＧRNA的序列:５’ＧUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUＧ３’;

controlＧRNA的序列:５’ＧAUAAAUAGGAGGGGGUAGAAGGＧ３’．
JEMＧ２１００透射电子显微镜(JEOL有限公司、日本),９０Plus/BIＧMAS 设备(美国),Zetasizer(莫尔文

NanoＧZ,英国),Lambda７５０紫外可见分光光度计(PerkinElmer,英国),FＧ７０００ 荧光光谱仪(日立,日本),

LSM８８０激光扫描共聚焦显微镜(蔡司,德国),ELX８０８酶标仪(BioTek,美国).

１．２　实验方法

１．２．１　合成 MnO２ NSs并进行表征.在１５s内使 TMA􀅰OH(０．６M)和 H２O２(３wt％)的混合物(２０mL)

与 MnCl２􀅰４H２O(１０mL,０．３M)溶液反应,形成深棕色悬浮液后,将所得混合物在室温下搅拌约２４h,以

２０００rpm 离心１０min,用去离子水和甲醇洗涤,然后在－６０℃下干燥.随后取１０mg干燥的粗产物,分散在

２０mL去离子水中并超声处理１０h,最后将分散体系在２０００rpm下离心３０min,并将上清液用于实验中[１３].

１．２．２　荧光淬灭和恢复.将不同量的 MnO２ NSs溶液(最终浓度分别为０、１４、２８、３５、４２、４８μg/mL)与letＧ
７aRNA溶液(最终浓度为１００mM)混合,最后加入 TrisＧHCl缓冲液配置成２００μL的试样.３０min后,记
录样品的荧光强度.对于荧光恢复实验,不同浓度的 GSH(０、２、４、６、８、１０、１５mM)与 FAMＧletＧ７a/MnO２

NS探针(MnO２ NSs:４８μg/mL;FAMＧletＧ７a:１００nM)混合,最后加入 TrisＧHCl缓冲液配置成２００μL的样

品,静置５min,然后测定各体系的荧光强度(激发波长:４８８nm).

１．２．３　纳米探针的制备.FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针:取２２０μLDEPC水加入到FAMＧletＧ７a(１OD)中,

溶解混匀.之后,将FAMＧletＧ７a(最终浓度为２００nM)加入到包含 MnO２ NSs(最终浓度为８４μg/mL)的

TrisＧHCl缓冲溶液中,放置３０min后,即得FAMＧletＧ７a/MnO２NS探针母液,将其储存在４℃条件下备用.

letＧ７aＧRNA/MnO２ NS或controlＧRNA/MnO２ NS探针:方法同上,得到的探针母液中 RNA 的最终浓度为

２００nM,MnO２ NSs最终浓度为８４μg/mL.

１．２．４　细胞培养.人宫颈癌细胞(HeLa),人肝癌细胞(HepG２)、人乳腺癌细胞(MCFＧ７)用 Dulbecco’s
modifiedEagle的培养基(DMEM GIBCO)在培养瓶中培养,并加入１０％ 胎牛血清、青霉素(１００μg/mL)和
链霉素(１００μg/mL),在含５％二氧化碳、３７℃湿润的环境中培养.用细胞计数器测定细胞数量.

１．２．５　HeLa、HepG２、MCFＧ７细胞中进行 FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针的原位成像.将癌细胞(０．４mL,１×

１０６细胞/mL)接种在２０mm 共聚焦培养皿中培养２４h,然后将一定量的FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针母液

加入到每个培养皿中,使探针中 MnO２ NS的浓度保持在３０μg/mL.之后,细胞在３７°C条件下继续孵育４
h后,除去培养基,用PBS溶液冲洗两遍后,再加入一定量的PBS,随后用激光共聚焦显微镜进行检测成像,
激发波长为４８８nm.

１．２．６　细胞的存活率研究.将三种不同的细胞(包括 HepG２、MCFＧ７以及 HeLa细胞)分别接种在９６孔板

(１×１０５ 细胞/孔)中培养２４h,然后将细胞与相同浓度的纳米探针一起孵育不同时间(２４、３６、４８和７２h)或
与不同浓度的纳米探针孵育７２h.处理后,除去培养基,并将制备的 MTT(０．５mg/mL)加入孔中．在３７℃
下孵育４h后,除去培养基,并向每个孔中加入１００μL二甲基亚砜.然后,在室温下振荡细胞板１０min,以
溶解由活细胞形成的晶体,之后使用酶标仪在４９０nm 处测量每个孔的吸光度.通过(ATest/AControl)×１００
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计算相对细胞存活率.

２　结果与讨论

２．１　实验原理

５’端有荧光分子FAM 修饰的 FAMＧletＧ７a会通过物理吸附直接结合到 MnO２ NSs的表面,此时FAM
的荧光信号会被淬灭,体系处于“turnＧoff”的状态,形成的FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针,随后利用 MnO２ NSs
能够以胞吞的形式进入细胞,而将 FAMＧletＧ７a输送入细胞中.进入肿瘤细胞后,在 GSH 的作用下,MnO２

NSs降解成 Mn２＋ ,同时结合在 MnO２NSs上的FAMＧletＧ７a被释放出来,之前被淬灭的FAM 荧光信号恢复

(turnＧon),利用激光共聚焦荧光显微镜观察该荧光信号,可以实现对细胞内这一过程的原位监测及荧光成

像分析(如图１所示).由于FAMＧletＧ７a在大多数癌细胞中都扮演抑癌基因的角色,而我们这里的设计就相

当于上调了癌细胞中的这种抑癌基因,从而进一步诱导癌细胞走向凋.

图１　FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针进细胞,释放 FAMＧletＧ７a及上调癌细胞内letＧ７a表达诱导癌细胞凋亡示意图

２．２　二氧化锰纳米片表征

TEM 测试结果表明,MnO２ NSs显示二维片状薄纱样结构(如图 ２(a)所示),但在其用于载体制备

FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针前,会利用超声对 MnO２ NSs进行充分破碎,以利于其进入细胞.此外,MnO２

NSs的 UVＧvis光谱约在３７０nm 处显示出最大吸收峰(如图 ２(b)所示),这些实验结果均与文献报道一

致[１４],进而表明 MnO２ NSs被成功地制备出来.

图２　(a) 二氧化锰纳米片透视电子显微镜图像;(b) 二氧化锰纳米片 UVＧvis光谱图

２．３　荧光淬灭和恢复

向FAMＧletＧ７a溶液中各加入不同量的 MnO２ NSs,FAMＧletＧ７a的浓度固定在１００nM,而 MnO２ NS的

浓度依次增加(０、１４、２８、３５、４２、４８μg/mL),混合３０min,依据荧光淬灭强度来评估制备的 MnO２ NSs对

FAMＧletＧ７a的吸附效果.在不存在 MnO２ NSs的时候,如果以４８８nm 为激发波长,FAMＧletＧ７a上修饰的

FAM 会在５２５nm 处有特征荧光发射,结果表明,随着 MnO２ NSs浓度的增加,FAM 的荧光强度逐渐降低,

当 MnO２NSs在４２μg/mL浓度下完全淬灭FAM 的荧光(如图３(a)),我们认为,在此 MnO２NSs浓度下能

够完全有效吸附FAMＧletＧ７a,因此,为保证探针溶液中,FAMＧletＧ７a被有效吸附到 MnO２ NSs上,后续制备

成的FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针母液中,FAMＧletＧ７a和 MnO２ NSs的比例为１００nM:４２μg/mL.

另外,当向完全淬灭的 FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针中添加不同浓度的 GSH(０、２、４、６、８、１０、１５mM)
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时,随着 GSH 浓度的增大,更多的 MnO２ NSs被降解,FAM 标记的FAMＧletＧ７a被释放出来,FAM 的荧光

逐步恢复,体系中的荧光强度逐渐增强(如图３(b)所示),从而证实 MnO２ NSs可以被 GSH 有效降解．但与

没有被 MnO２ NSs吸附的相同浓度FAMＧletＧ７a的荧光强度相比,FAM 的荧光并没有完全恢复,这可能是

由于 MnO２ NSs的吸附会影响FAM 的荧光效率造成的[１３].

图３　(a) MnO２ NSs吸附FAMＧletＧ７a荧光淬灭图(aＧfMnO２ NSs浓度逐渐增加);(b) 在 GSH 作用下

FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针的荧光恢复图(aＧgGSH 浓度逐渐增加,h１００mM 单纯的FAMＧletＧ７a)

图４　与 FAMＧletＧ７a/MnO２NS探针一起孵育后

HepG２、MCFＧ７、HeLa细胞的共聚焦图像

２．４　细胞内荧光成像

接下来我们希望实现 FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针在癌细

胞内 原 位 成 像,选 择 了 人 宫 颈 癌 细 胞 HeLa、人 肝 癌 细 胞

HepG２、及人乳腺癌细胞 MCFＧ７作为研究对象.FAMＧletＧ７a/

MnO２NS 纳米探针通过内吞作用进入细胞,细胞内所含的

GSH 会使 MnO２ NSs 降解,FAM 标记的 FAMＧletＧ７a 将从

MnO２NSs上释放,因此荧光恢复.为了获得最佳成像效果,将
细胞与探针一起孵育 ４h 后观察细胞.在 HeLa、HepG２、

MCFＧ７细胞中可以清楚地观察到荧光信号(如图４),从而证明

在这里研究的三种癌细胞中的 GSH 能有效的将 MnO２ NSs降

解,使得被负载的FAMＧletＧ７a释放到细胞质中.其中 HeLa细

胞给出的荧光图清楚表明这种荧光体系在细胞质中的分布,而
对于不同的细胞类型,荧光信号分布则有一些差异(如 MCFＧ
７),但整体显示,运送的FAMＧletＧ７a都进入了细胞质中.

２．５　细胞的存活率

microRNAletＧ７a在癌细胞中起到抑制其增殖的作用,在之前的很多工作中都得到了证实[１５Ｇ１７].相对

于正常细胞而言,在大部分癌细胞中,letＧ７a都是低表达的[４],而通过基因转染的方法往癌细胞中人为输送

进一定量的letＧ７a,也就相当于上调letＧ７a在癌细胞中的表达,应该能够达到诱导癌细胞凋亡的目的[１８].例

如陈杰课题组[１９]报道了一个胆固醇包裹letＧ７a模拟物转染进细胞的工作,以人肝癌细胞为研究对象,结果

表明,通过该方法上调letＧ７a的表达后有效抑制了癌细胞的增殖,体内实验证明胆固醇包裹letＧ７a模拟物可

以明显抑制肝癌移植瘤的生长和转移.
鉴于此,我们希望这里用到的FAMＧletＧ７a/MnO２ NS探针可通过上调抑癌基因letＧ７a的表达来达到诱

导癌细胞凋亡的目的.为了评估这种效应,一定浓度的letＧ７aＧRNA/MnO２ NS探针与三种癌细胞作用不同

时间(２４、３６、４８、７２h),然后使用 MTT 法测定癌细胞的存活率.研究表明,letＧ７a/MnO２ NS复合物对不同

癌细胞的存活率具有明显的时间依赖性影响.作用时间越久,细胞的存活率越低(如图５A、B、C),７２h后,
三种癌细胞的存活率都降到６０％以下,HepG２细胞的存活率甚至降到５０％左右．这些结果与之前的报道吻

合,例如,陈杰等人研究了胆固醇包裹letＧ７a对肝癌细胞的抑制作用,与 HepG２细胞作用５D后,细胞存活

率下降到了３７．７％[１９].另外,Takahashi等人进行的体外细胞实验也证明,提高 A５４９细胞中letＧ７a的含量

可以有效抑制其增殖[２０].
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作为对照,我们将与letＧ７a有相同长度的任意序列的ControlＧRNA结合到 MnO２ NSs上,得到了ConＧ
trolＧRNA/MnO２ NS探针.按照同样的实验操作,测定结果表明相同浓度的ControlＧRNA/MnO２ NS探针

对癌细胞增殖的影响明显小于letＧ７aＧRNA/MnO２ NS探针.
另外,我们还测定了不同浓度的 MnO２ NSs及ControlＧRNA/MnO２ NS探针与 HeLa细胞作用７２h后

对 HeLa细胞存活率的影响.MTT实验结果表明,当 MnO２NSs的浓度低于４０μg/mL时,HeLa细胞与其

作用７２h后其生存率仍能保持在９０％以上,而我们这里用到的 MnO２ NSs(２０μg/mL)的浓度处在这个范

围内.这些结果都充分证明letＧ７aＧRNA/MnO２ NS探针通过上调癌细胞中letＧ７a的含量,对癌细胞的增殖

起抑制作用,而非由于 MnO２ NSs自身的细胞毒活性.

图５　letＧ７aＧRNA/MnO２ NS探针与不同细胞作用不同时间后细胞的存活率(MnO２ NSs的浓度为２０μg/mL)

(a)HepG２细胞;(b) MCFＧ７细胞;(c) HeLa细胞;(d)不同浓度的 MnO２ NSs及controlＧRNA/MnO２

NS探针与 HeLa细胞孵育７２h后的的细胞存活率

３　结论

本实验中,通过 MnO２ NSs负载着 FAMＧletＧ７a进入癌细胞,在癌细胞内高表达的 GSH 的作用下,

MnO２ NSs发生降解,FAMＧletＧ７a被释放到细胞质中.根据细胞内FAM 荧光信号的恢复情况通过激光共

聚焦荧光成像实现了对这一过程的原位监测.同时,通过上调抑癌基因letＧ７a的方式实现了有效诱导癌细

胞凋亡的目的.
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