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要!为了体外固定化不稳定单链拓扑
M>H

$采用阴阳离子共聚法制备壳聚糖(拓扑
M>H

复合纳米粒子$并
进行傅立叶变换红外光谱)粒径(

K/6*

电位和透射电子显微镜等分析表征%结果显示$纳米粒子中
M>H

上磷酸
基团振动峰显著减弱$高温制备样品中双链

M>H

含量少于低温样品$表明
M>H

的不稳定单链结构获得了体外
固定化'同时$伴随

M>H

单链比例升高$复合纳米粒子的平均水合粒径由
NC!=A)G

降到
"$N)G

$

K/6*

电位由
#A=N!G<

降到
A=CNG<

$复合纳米粒子结构由核壳结构转变为实心胶束结构%几种差异结构壳聚糖(
M>H

纳
米粒子的成功制备$可为后续生物活性或载药研究提供良好的技术支持%
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脱氧核糖核酸!
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$

M>H

"是生物遗传信息的携带者$同时也是一种功能多样的生
物高分子%双链

M>H

!

:5M>H

"的解链构象
D

单链
M>H

!

55M>H

"$既是基因编辑的重要靶标物*

#

+

$也是
M>H

材料研究的常见原料*

"

+

%

55M>H

在体外常温下倾向于互补配对形成部分双链结构$这对常温下研
究

55M>H

生物学活性和操作
55M>H

材料造成了阻碍%已知
:5M>H

在受热情况下$能够解链形成并保
持

55M>H

结构%如能将高温下的
55M>H

结构固定化$则将为常温下研究
55M>H

的生物学功能和
55M>H

基功能材料研发提供有益参考%

壳聚糖!

9.16&5*)

$

J8

"是天然阳性多糖$已被大量研究证实为优良的核酸载体%已见报道的
J8

(

M>H

复合物大致可以分为̂类&

#

"非靶向
J8

(

M>H

纳米粒子$如
J8

(超螺旋
M>H

和
J8

(

:5M>H

(

51X>H

复合纳
米粒子*

!

+

)改性
J8

(超螺旋
M>H

纳米粒子*

^

+等$均表现出良好的哺乳细胞转染功能'

"

"靶向
J8

(

M>H

复
合纳米粒子$如靶向大脑的锰福地吡

DJ8

(

51X>H

(

M>H

纳米粒子*

N

+

)靶向肿瘤细胞的
J8

纳米粒子*

B

+等'

!

"智能响应
J8

(

M>H

复合纳米粒子$如
H;V

响应*

C

+

)氧化还原响应*

E

+

)磁场响应
J8

纳米转染制剂*

A

+等'

^

"

J8

(

M>H

基人工模拟物$如
J8

(

M>H

基人工模拟酶$表现出高催化活性和高抗逆性*

#$

+

%相比种类繁
多的

J8

(核酸复合纳米粒子报道$关于
J8

与核酸相互作用机制及其对细胞侵染效率的影响报道相对较
少%现有研究表明$

J8

与
M>H

间弱相互作用力有利于对哺乳细胞的转染*

##

+

$

J8

上氨基与
M>H

上磷酸
基团的比例对转染效率存在显著影响*

#"

+

$具有支化结构的
J8

较线型
J8

具有更好的基因递送效果和更
佳的细胞相容性*

#!

+等%这些研究虽对
J8

(

M>H

相互作用与其基因转染效果间关系进行了探索性研究$

但对分子水平的相互作用机制研究报道仍较少%石幻君等*

#̂

+发现磺化壳聚糖铁配合物可通过嵌插作用
来解链

:5M>H

%

8./)

等*

#N

+通过动态分子模拟发现$

M>H

上带负电磷酸基团与
J8

上带正电氨基之间的
互作是壳聚糖负载

M>H

的主要机制%

综合以上研究可以发现$正电性
J8

与负电性
M>H

间的静电自组装是
J8

包埋
M>H

的主要作用机制%

如能在体外制备携带单链区段的
M>H

$并在保持
55M>H

构象条件下引发壳聚糖与
M>H

间的共聚$则有可
能实现不稳定

55M>H

拓扑构象的固定化%因此$我们采用热处理的方法$制备携带单链区段的线型
M>H

$

并与
J8

共聚形成复合纳米粒子$对不稳定
55M>H

在复合纳米粒子中的固定化负载效果进行分析评价%
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材料与方法
9:9
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试验材料
壳聚糖!粘均相对分子质量

#N$[M*

$脱乙酰度
A$_

以上"$国药集团化学试剂有限公司'鲑鱼精
M>H

!

M#B"B

"$美国
81

2

G*DH+:(19.

公司$其
$="NG

2

(

GS

水溶液
H"B$

(

H"E$`#=A"

$

H"B$

(

H"!$`"=!N

'

8QUXP(//)

"

荧光染料$美国
YVU1&G/:19*+5

公司'其他常规生化试剂均为国产分析纯%

9:;

!

!2$%&

热处理及解链度测定
将鲑鱼精

M>H

溶解于超纯水中$配置质量浓度为
NN)

2

(

#

S

的
M>H

溶液%取
M>H

溶液
$=NGS

与
8QUXP(//)

"

原液!

a#$$$$

母液"

$=N

#

S

混合均匀$于
!Cb

下避光孵育
#.

%将经过孵育的
M>H

"
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溶液分装于
"$

个
$="GS

平盖
VJX

管中$在荧光定量
VJX

仪
J?cAB

上$分别于
"N

)

B$

)

A$b

下测量
8QUXP(//)

"

的绿色荧光信号强度%以
"Nb

下测得荧光信号值为
#$$_:5M>H

荧光信号值$将
B$b

和
A$b

下荧光信号值与
"Nb

荧光信号值相除$计算各温度下
:5M>H

的百分比含量%

9:<

!

携带单链区段
$%&

在壳聚糖复合纳米粒子中的负载
将

J8

溶解于
#_

醋酸溶液中$并以
>*IO

溶液调节
Z

O

值$配制质量浓度为
#G

2

(

GS

$

Z

O

值为
N=N

的
J8

溶液%将鲑鱼精
M>H

溶解于超纯水中$质量浓度为
$="NG

2

(

GS

%

在
"Nb

下$按
J8

与
M>H

质量比为̂(

#

)

#

(

#

和
#

(

"

$将
M>H

溶液在磁力搅拌下滴加到
J8

溶液中%

在
B$

)

A$b

下$按
J8

与
M>H

质量比为̂(

#

$将
M>H

溶液在磁力搅拌下滴加到
J8

溶液中%

M>H

滴加
溶液逐渐呈现蓝白色荧光!后续检测表明

J8

与
M>H

共聚形成了复合纳米粒子"%

9:=

!

复合纳米粒子表征
傅里叶变换红外光谱!

?&'(1/(6(*)5,&(G1),(*(/:5

Z

/96(&G/6/(

$

?;DTX

"分析采用傅里叶变换红外光
谱仪

V*(*

2

&)#$$$

型!美国
V/([1)F+G/(

公司"$在
N$$

$

^$$$9G

d#范围内扫描$样品与
WU(

粉末混合
后压成薄片测定'差示扫描量热分!

:1,,/(/)61*+59*))1)

2

9*+&(1G/6(

7

$

M8J

"分析采用差示扫描量热仪
M8Je#$$<A=AU'1+:!$!

型!美国
;HT)56('G/)65

公司"$冷冻干燥样品质量为
!

$

NG

2

$先将样品从
室温降到

d̂ $b

$保持
!G1)

$然后以
"$b

(

G1)

升温到
"N$b

'粒径分布和
K/6*

电位分析采用
-/6*51K/(

!$$$O8

型!美国马尔文仪器有限公司"$以纳米溶液直接测定'透射电子显微镜观察!

6(*)5G1551&)/+/9D

6(&)G19(&59&

Z

/

$

;FY

"采用
%FYD#"$$Fc

型号!日本
%FIS

公司"$制样方法为悬滴法%

;

!

结果与讨论

;:9

!

不同温度处理下
$%&

的解链度
8QUXP(//)

"

能够与
:5M>H

的小沟结合$结合后的荧光信号可增强
E$$

$

#$$$

倍%在
"Nb

下$

:5M>H

结构稳定$

8QUXP(//)

"

与
M>H

充分结合$在蓝光!

ÂC)G

"激发下发射绿色荧光信号!

N"$)G

"%

当温度升高到
B$b

和
A$b

时$

:5M>H

部分解链产生
55M>H

区段%在
55M>H

区段上$

M>H

小沟消失$

8QUXP(//)

"

从相关位点脱落$

N"$)G

下荧光信号减弱%同时$未解链
:5M>H

区段
8QUXP(//)

"

仍结合于
M>H

小沟上$荧光信号得到保持%将
B$b

和
A$b

下荧光信号值分别与
"Nb

下荧光信号值相
除即可计算相应处理温度下的

:5M>H

的百分比含量$并推算出相应的
55M>H

百分比含量%结果显示$

在
B$

)

A$b

下
:5M>H

的百分比含量分别为
BB=A_f#=E_

)

#$=N_f#=!_

$

55M>H

百分比含量分别为
!!=#_f#=N_

)

EA=N_f#=A_

%表明在
"N

)

B$

)

A$ b

处理下$获得了具有不同解链度的
M>H

样品%

图
9

!

J8

(

M>H

复合纳米粒子
?;DTX

分析
>#

*

:9

!

?;DTX9'(4/5&,J8

(

M>H9&G

Z

&516/)*)&

Z

*(619+/5

B$

)

A$b

处理下产生的
55M>H

在温度降低后会重
新形成链内或链间

:5M>H

结构$表现为不稳定拓扑
结构%

;:;

!

复合纳米粒子的
>?@AB

分析
J8

(

M>H

复合纳米粒子
?;DTX

分析结果如图
#

所示$

H

)

U

)

J

对应样品为
"Nb

下
M>H

与
J8

质量
比分别为̂(

#

)

#

(

#

)

#

(

"

时制备纳米粒子'

M

)

F

对应
样品为

M>H

与
J8

质量比为̂(

#

时$分别在
B$

)

A$b

下制备纳米粒子'

?

为
M>H

$

P

为
J8

%从图
#

可知$

M>H

在
#"!B9G

d#和
#$AN9G

d#处吸收峰分
别为磷酸基团!

VI

"

#d

"反对称伸缩振动和对称伸缩
振动峰*

#BD#C

+

$在
J8

包埋
M>H

形成的复合纳米粒子
中$当

J8

与
M>H

比例!

J8

(

M>H

"为̂(

#

或
#

(

#

时$

上述两处吸收峰微弱%在
J8

(

M>H

为
#

(

"

样品中$

!

第
#

期
H))*)

2

F+51/I:'*

$等&拓扑
M>H

在壳聚糖纳米粒子中的固定化负载



上述两处吸收峰强度高于̂(

#

或
#

(

#

样品%这表明$在̂(

#

或
#

(

#

的
J8

(

M>H

比例下$

M>H

上的磷酸
基团被充分固定化$对称振动减弱'而在

#

(

"

比例下$较多磷酸基团保留了对称振动状态%磷酸基团是
M>H

骨架的主要结构基团$

J8

(

M>H

复合纳米粒子中
M>H

磷酸基团的固定化$意味着
M>H

结构的固
定化%

8./)

等*

#N

+的
J8

负载
M>H

分子动态分子模拟研究报道$同样认为
M>H

上带负电磷酸基团与
J8

上带正电氨基之间的相互作用是壳聚糖负载
M>H

的主要机制%此外$

M>H

在
#"!B9G

d#处吸收峰是
UDM>H

特征峰*

#E

+

$在
J8

(

M>H

复合纳米粒子中$该处吸收峰的减弱表明
J8

可能与其他多胺类高分子
一样$能够诱导天然右手螺旋

UDM>H

转变为左手螺旋
-DM>H

*

#A

+

%

M>H

在
ABN9G

d#处的吸收峰为其主
链核糖振动吸收峰$在复合纳米粒子中该振动峰向低波数方向移动到了

A"C9G

d#

$也表明复合纳米粒子
中的

M>H

结构得到了固定化%对于复合纳米粒子中
M>H

解链度问题$由于
M>H

与
J8

之间及
M>H

碱基对之间存在多种氢键作用力且氢键构成基团相似$因此无法从傅立叶变换红外光谱中有效解析获得
M>H

的解链度信息%

;:<

!

复合纳米粒子
$CD

分析

图
;

!

J8

(

M>H

复合纳米粒子
M8J

分析
>#

*

:;

!

M8J9'(4/5&,J8

(

M>H9&G

Z

&516/)*)&

Z

*(619+/5

J8

(

M>H

复合纳米粒子
M8J

分析结果如图
"

所示$

H

)

U

)

J

)

M

)

F

)

?

)

P

对应样品与图
#

同%由图
"

可知$天
然鲑鱼精

M>H

在̂
!

$

#"Nb

出现较平缓吸热单峰$峰值
温度为

E!b

$该峰为
:5M>H

解链形成
55M>H

过程吸热
所致%在

""Cb

附近出现的放热峰则为
M>H

氧化分解
放热所致%

J8

在
d!$

$

"N$ b

未出现明显吸放热峰%

相比天然鲑鱼精
M>H

$

J8

(

M>H

复合纳米粒子的峰形和
数量发生了显著变化&首先$

N

个
J8

(

M>H

复合纳米粒子
样品!

H

)

U

)

J

)

M

和
F

"均在
NA b

附近出现第
#

个吸热
峰$该峰为

:5M>H

局部解链
M>H

呼吸增强所致'其次$

"Nb

或
B$b

下制备的̂个
J8

(

M>H

复合纳米粒子样品
!

H

)

U

)

J

和
M

"$均在
BE=E

$

##C=!b

间出现了第
"

个吸
热峰$该峰为

:5M>H

完全解链吸热所致'最后$

""Cb

附近未见
M>H

氧化分解放热峰出现$表明经
J8

包埋保护后
:5M>H

的分解温度得到了提高%比较样品
H

)

U

和
J

可以看出$当
J8

(

M>H

为̂(

#

时$

M>H

完全解链温度最高$为
##C=!b

%这一升高
M>H

完全解链温度与较高
J8

(

M>H

比例下!

^

(

#

"$过量
J8

与
M>H

饱和相互作用导致
M>H

热稳定性提高有关*

"$

+

$同时也表明
J8

(

M>H

为̂(

#

下$

M>H

与
J8

相
互作用饱和度较高$有利于

M>H

拓扑结构的固定化%进一步比较样品
H

)

M

和
F

可以看出$相同
J8

(

M>H

比例下$制备温度分别为
"N

)

B$

)

A$b

时$

M>H

完全解链吸热峰逐渐向低温方向移动%由于在
M>H

序列
相同的情况下$

M>H

的解链温度与其双链区段长度呈正相关$因此制备温度从
"Nb

升到
A$b

过程中$

J8

(

M>H

复合纳米粒子中$

:5M>H

区段呈逐渐缩短趋势$相应
55M>H

区段呈增长趋势%这表明$在
B$

)

A$b

下产生的携带单链区段的
M>H

拓扑结构$在复合纳米粒子中得到了固定化%

;:=

!

复合纳米粒子的粒径分布与
E4-(

电位
表

9

!

J8

(

M>H

复合纳米粒子粒径分布与
K/6*

电位分析结果
?(5/49

!

H)*+

7

619(/5'+65&,

Z

*(619+/51K/:156(1@'61&)*):

K/6*

Z

&6/)61*+&,J8

(

M>H9&G

Z

&516/)*)&

Z

*(619+/5

样品 平均粒径(
)G K/6*

电位(
G<

H NC!=Af"$=E #A=N!f#="

U CN$=#f!̂ =$ "!=E#f!=#

J !EE="f"B=̂ "#=#Cf#=A

M "$N=$f#N=A #̂ =!#f#="

F "#$=Nf#C="

!

A=CNf$=E

!!

J8

(

M>H

复合纳米粒子粒径分布与
K/6*

电位
分析结果见表

#

$

H

)

U

)

J

)

M

)

F

对应样品与图
#

同%

由表
#

可知$当制备温度为
"Nb

时$伴随
J8

(

M>H

比例降低$复合纳米粒子平均粒径和
K/6*

电位均出
现先升高后降低的变化'当

J8

(

M>H

比例固定为
^

(

#

时$伴随制备温度升高$复合纳米粒子平均粒
径和

K/6*

电位均呈降低趋势%制备温度为
"N b

时$不同
J8

(

M>H

比例导致的平均粒径和
K/6*

电

^
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位差异$可能与
J8

和
M>H

聚集程度不同有关%当
J8

(

M>H

比例均为̂(

#

时$不同制备温度下!

"N

)

B$

)

A$b

"出现的粒径和
K/6*

电位差异$应与
M>H

的解链度不同有关%在
"Nb

下$天然鲑鱼精
M>H

主要
以双链形式存在$分子刚性较强$与

J8

共聚形成较大纳米颗粒!平均水合粒径
NC!=A)G

"'在
B$

)

A$b

下$鲑鱼精
M>H

发生解链$以双链(单链双重结构形式存在$分子刚性减弱$容易与
J8

共聚缠绕形成较
小纳米颗粒!平均水合粒径分别为

"$N

)

"#$=N)G

"%而伴随制备温度升高$

K/6*

电位逐渐降低!由
#A=N!G<

降到
A=CNG<

"$可能是较高制备温度下含量较高
55M>H

的存在降低了
M>H

与
J8

的聚集度$导致了复
合纳米粒子内正电性

J8

比例的降低%

;:F

!

?GH

分析
对

J8

(

M>H

比例均为̂(

#

$制备温度分别为
"N

)

B$

)

A$b

的样品
H

)

M

)

F

进行了
;FY

观测$结果见
图

!

%从图
!

可以看出$

!

个制备温度下复合纳米粒子形貌差异显著%在
"Nb

下制备样品!

H

"$复合纳米
颗粒粒径较大$存在大量粒径大于

#$$)G

的复合纳米颗粒$且颗粒中部多存在低电子密度区域$应为电
子密度较低的

M>H

集中分布区域%在
B$b

下制备样品!

M

"$粒径大于
#$$)G

的复合颗粒减少$粒径小
于

#$$)G

的复合颗粒显著增多$颗粒中低电子密度区域明显减少%在
A$b

下制备样品!

F

"$仍存在部
分粒径大于

#$$)G

的复合颗粒$但以粒径小于
#$$)G

的复合颗粒为主$颗粒内部低电子密度区域消失%

由于
H

)

M

)

F

样品间的主要差别是制备温度不同$即
M>H

解链度不同$因此
!

个样品间复合纳米颗粒结
构差异主要由构成复合纳米颗粒的

M>H

拓扑结构差异造成%同时也反映出$在
!

个制备温度下$携带不
同比例

55M>H

区段的稳定或不稳定
M>H

拓扑结构均被固定化负载到了复合纳米颗粒中%

图
<

!

不同温度制备壳聚糖(
M>H

复合纳米粒子透射电子显微镜下形貌
>#

*

:<

!

Y&(

Z

.&+&

2

19*+9.*(*96/(156195&,J8

(

M>H9&G

Z

&516/)*)&

Z

*(619+/5

Z

(/

Z

*(/:*6:1,,/(/)66/G

Z

/(*6'(/5

<

!

结
!

语
通过差异加热处理$制备了携带不同比例

55M>H

区段的拓扑结构稳定或不稳定的
M>H

$并在相应
温度下制备了

J8

(

M>H

复合纳米粒子$使得
M>H

的拓扑结构在复合纳米粒子中得到了固定化%尤其在
J8

(

M>H

为̂(

#

情况下$

?;DTX

测试中
M>H

主链上磷酸基团和糖链振动均出现减弱'

M8J

测试中第二
吸热峰伴随制备温度升高向低温方向迁移的行为$也与热处理导致的

M>H

双链区段长度变化预期相
符'粒径分布)

K/6*

电位和
;FY

测试等进一步反映出负载不同拓扑结构
M>H

的纳米粒子$在形貌和结
构特征上存在显著差异%这些结果均有力地证明$携带单链区段的拓扑结构

M>H

在复合纳米粒子中获
得了良好的固定化%
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