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带电多孔二氧化硅纳米颗粒在硫醇/磷脂混合双层

膜上的非特异性吸附*
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制备了表面带阴/阳离子的多孔二氧化硅纳米颗粒,通过 QCM-D研究了颗粒在不同 pH值环境下与磷脂膜的非

特异性吸附情况. 结果表明, NH2-MSN在 4—8的 pH值范围内与磷脂膜相互吸引,而 COOH-MSN由于与磷脂膜的

电性始终保持一致而无法发生吸附现象.本研究能够帮助理解和预测纳米颗粒与细胞膜间的相互作用,为药物输运

提供载体,有助于多孔二氧化硅纳米颗粒在药物输运体系中的应用.
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1 引 言

近年来,纳米颗粒在生物方面的应用越来越受
到人们的重视 [1]. 多孔二氧化硅纳米颗粒 (meso-
porous silica nanoparticles, MSN) 由于其载药量大,
生物相容性高,因而在药物输运和缓释方面有着巨
大的应用前景 [2−9]. 但近来研究表明, 纳米颗粒也
可能具有细胞毒性 [10]. 因此,深入研究多孔二氧化
硅纳米颗粒与细胞膜的相互作用机理, 对于 MSN
的实际应用具有重要意义.

纳米微粒和细胞膜之间的相互作用受到很多

因素的影响,比如颗粒的尺寸和形状、表面修饰官
能团的分布和化学性质等等. 其中, 微粒的表面带
电情况被认为是影响两者相互作用最重要的因素

之一 [11],但目前相关的研究结果尚存在较大争议.
部分研究表明,由于阳离子纳米颗粒与膜的作用比
阴离子纳米颗粒更强, 因而具有更大的毒性 [12,13].
但也有部分研究者认为阴离子颗粒对膜具有更大

的扰动性 [14,15]. 这些相悖的结论可能是由于实验
环境的复杂性以及颗粒表面物理化学性质的差异

等因素造成的. 因此,深入分析MSN与磷脂膜在不
同的环境条件下的吸附行为有助于人们理解两者

复杂的相互作用机理和多孔二氧化硅颗粒今后的

实际应用 [16].

耗散型石英晶体微天平 (QCM-D)是一种微质

量传感测量仪器, 具有纳克级质量敏感度, 能够获
得表面吸附层的质量、厚度、粘弹性等信息 [17−19],
是研究物体表面吸附行为有效的实验手段. 而硫
醇/磷脂混合双层膜具有很高的机械稳定性, 是当
前研究细胞膜性质及其相关体系最常用的模型系

统之一 [20−23]. 在本实验中,我们制备了直径 30 nm
的多孔二氧化硅颗粒,使它的表面分别带氨基和羧
基, 并通过耗散型石英晶体微天平 (QCM-D) 研究
了二氧化硅颗粒在硫醇/磷脂混合双层膜上的吸附
行为.实验发现,当改变溶液环境的 pH值时,两种
颗粒会发生完全相反的吸附现象.这一结果对于纳

米载药颗粒对不同细胞的靶向性研究具有很好的
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指导意义.

2 实验部分

2.1 仪器和材料

二油酰磷脂酰胆碱 (DOPC, 99%)、正十八硫醇
(98%)、三羟甲基氨基甲烷 (Tris, 99.9+%) (Aldrich);
3-[2-(2-Aminoethylamino)ethylamino]propyl-trimeth-
oxysilane, APTMES(Acros); 丁二酸酐 (CP)、十六
烷基三甲基氯化铵 (CTAC) 为化学纯试剂; 正硅
酸乙酯 (TEOS)、三乙醇胺 (TEA)、二甲基甲酰胺
(DMF)、氯仿、浓盐酸、无水乙醇、氨水 (25%)、
双氧水 (30%) 均为分析纯试剂. 实验所用缓冲液
均为 Tris 缓冲液 (10 mM Tris, 100 mM NaCl), 所
用水均为 Milli-Q 超纯水 (Millipore Co.), 电阻率
18.2 MΩ·cm.

2.2 多孔二氧化硅纳米颗粒制备

多孔二氧化硅纳米颗粒 (MSN) 按照之前

报道过的方法合成 [24,25]. 在烧瓶中加入 TEOS
(1.92 g, 9.22 mmol), TEA (14.3 g, 95.6 mmol), 油
浴加热到 90 ◦C 并保持 20 min 得到 A 液, 再将
CTAC (2.33 g, 7.29 mmol) 溶解到超纯水 (21.7 g,
1.21 mol) 中加热到 60 ◦C 得到 B 液. 将 B 液加入
到 A 液中, 得到的混合液中各组分的摩尔比例
为 TEOS:CTAC:TEA:H2O=1:0.2:10.4:130.2. 将混合
液在 90 ◦C下以 500 r/min的速度搅拌 30 min,加入
APTMES (16.3 µL, 0.0922 mmol)和 TEOS (20.6 µL,
0.0922 mmol)的混合液,并且在室温下以 500 r/min
的速度搅拌 24 h[26]. 然后加入 100 mL 乙醇并离
心分离, 将得到的颗粒分散到含 15 mL 浓盐酸的
120 mL 乙醇溶液中, 60 ◦C 加热至少 2 h, 洗去颗
粒中的模板分子 CTAC, 离心后用乙醇清洗. 洗去
CTAC 的步骤重复 3 次后得到表面带氨基的多孔
二氧化硅纳米颗粒 (NH2-MSN).带羧基的二氧化硅
纳米颗粒的合成如图 1所示: 将 NH2-MSN (45 mg)
加入到 30 mL含过量丁二酸酐的 DMF中反应 24 h
即可得到表面带羧基的阴离子纳米颗粒 (COOH-
MSN)[27],离心并用乙醇清洗 3次备用.

NH2 +
O O

O

O

O

OH
NH

图 1 COOH-MSN的合成路线

2.3 制备硫醇/磷脂混合双层膜

硫醇/磷脂混合双层膜制备在表面镀金的 QCM
晶片上. QCM 晶片按照标准清洗方法清洗: 用紫
外/臭氧处理晶片 10 min, 浸没在超纯水、氨水、
双氧水的体积比为 5:1:1 的洗液中, 75 ◦C 下加热
5 min,用超纯水冲洗后用氮气吹干,再用紫外/臭氧
处理 10 min. 清洗干净后, 将晶片浸入正十八硫醇
的乙醇溶液 (2 mM)中反应 24 h 形成一层硫醇膜,
用乙醇洗去过量的硫醇后用氮气吹干 [28,29]. 磷脂
单层通过 KSV-NIMA 公司的 LB 膜仪沉积到硫醇
膜上 [30]. 将 DOPC 溶解在氯仿中 (2 mg/mL) 并滴
在水面上,静置 15 min直到氯仿完全挥发. 慢慢压
缩水面上的磷脂膜直到表面压达到 30 mN/m. 稳定
至少 30 min后,通过水平挂膜法将磷脂单层膜转移

到烷基化的 QCM晶片上. 实验中得到的硫醇/磷脂

混合双层膜结构如图 2所示.

DOPC

图 2 硫醇/磷脂混合双层膜示意图

2.4 MSN的表征

采用日本 JEOL 公司 JEM-200CX 透射电子

显微镜得到颗粒的形貌 (如图 3 所示); 采用英国

Malvern 公司 Nano-Z Zeta 电位仪得到颗粒表面

电位.
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图 3 多孔二氧化硅纳米颗粒 (MSN)的透射电镜照片 (右下角
为方框部分的放大图像)

2.5 Q-CMD监测

采用 QCM E1(Q-Sense AB, Sweden)监测颗粒
与磷脂膜的相互所用. 将制备好混合双层膜的晶片
装入 QCM-D 实验舱中, 通入 Tris 缓冲液至少 2 h
直到基线稳定. 将表面不同修饰的 MSN 分散到
Tris缓冲液中并加入到实验舱中. 所有 QCM-D实
验中温度保持在 25 ◦C

3 结果与讨论

为研究二氧化硅纳米颗粒在硫醇/磷脂混合双

层膜上的吸附行为, 我们将制备得到的两种不同

表面修饰的 MSN分散到不同 pH值的 Tris缓冲液

中 (0.5 mg/mL), 在超声 1h 后引入到 QCM-D 实验

舱中进行测量. 在 QCM-D测量中,参数 ∆ f (共振频

率)和 ∆D(能量耗散)的变化最为重要,可用于表示

吸附到晶片表面的分子的质量和粘弹性. 实验发

现,当将 NH2-MSN引入到实验舱中后, ∆ f 值明显

减小,同时 ∆D增大 (图 4(a), (b)). 而在对照实验中

(图 5),不同 pH值的缓冲液引起的 ∆ f 的变化量小

于 1 Hz, 而 ∆D 的变化量小于 1× 10−6, 也就是说,

溶液 pH值的改变对 QCM-D结果的影响可以忽略.

因此,图 4(a)和 (b)中 ∆ f 的减小 (∆D的增大)说明

NH2-MSN 的确会吸附到磷脂膜的表面, 改变膜的

粘弹性.而且, pH=5时 ∆ f 变化量约为 pH=8时的两

倍,表明 pH=5时MSN与膜的相互作用更强. 实验

中我们还发现,即使我们用 Tris缓冲液再次冲洗后,

∆ f 没有明显变化. 这表明 NH2-MSN与磷脂膜之间

的吸引作用较强. 与此相反,当我们将 COOH-MSN

引入实验舱并改变缓冲液的 pH值 (8至 3.5),发现

∆ f 和 ∆D均没有明显变化 (图 4(c), (d)). 这表明颗

粒与磷脂膜之间没有相互吸引的作用.

图 4 NH2-MSN (a), (b)和 COOH-MSN (c), (d)在不同 pH值下与磷脂膜相互作用的 ∆ f -t 与 ∆D-t 曲线
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图 5 不同 pH值的 Tris缓冲液对 QCM-D结果的影响

我们的实验结果表明, 表面带有不同修饰的
纳米颗粒与磷脂膜之间的相互作用是不同的. 而
且,这种相互作用会受到溶液环境 (如 pH值)的影
响. 细胞膜中主要的几类磷脂分子的头部都具有
P−-N+ 极性,这导致这些磷脂分子在不用的溶液环
境中会表现出不同的带电性,从而使磷脂膜与外界
物质之间的相互作用变得非常复杂. 根据以前的实
验报道 [16], DOPC的等电位点在 4附近,这意味着
在 pH < 4时,磷脂膜带正电,而 pH > 4时,膜带负
电. 在本实验中，我们测得 NH2-MSN的 pKa 略大

于 8(图 6). 这表明, NH2-MSN在溶液 pH=8时 Zeta
电位略比 0高, pH=5时则它的 Zeta电位会远大于
零. 而根据 DOPC在不同 pH值下的带电性，两者
在 pH值为 4—8之间时所带电性正好相反 (图 6).
所以,在我们的实验中, NH2-MSN总是会吸附在膜
的表面,并且在 pH=5时,实验测得的 ∆ f 变化量更
大. 对于 COOH-MSN, 我们发现其 pKa 在 4 附近,
和 DOPC的等电位点接近.所以,无论溶液 pH如何
变化,颗粒与膜的电性总是相同,使得 COOH-MSN
很难吸附到磷脂膜上 (图 6).

84pH84pH

pKacoo
-
: 4 pKaNH3

+
: 8

图 6 不同 pH值下 DOPC和 MSN的带电情况和 MSN与膜
的吸附 “窗口”(阴影部分)

4 结 论

本实验合成了表面带氨基和羧基的阳/阴离子

多孔二氧化硅纳米颗粒,并且用 QCM-D研究了它

们在不同 pH值下与磷脂膜的相互作用. 实验发现,

NH2-MSN 能够在 pH 4—8 之间吸附在磷脂膜上,

而 COOH-MSN在所有测试的 pH值下都不会与磷

脂膜的发生吸附作用.

多孔二氧化硅纳米颗粒由于具有较大的载药

能力而一直受到人们的普遍关注. 而我们的实验

还表明,对多孔二氧化硅纳米颗粒进行表面修饰而

使其带有不同的电性后,还可以调节二氧化硅纳米

颗粒与不同组分磷脂膜的 “吸附窗口”, 从而让二

氧化硅纳米颗粒具备有对不同细胞 (膜)选择性吸

附的功能.这给出了一条实现控制纳米粒子与细胞

相互作用的有效途径. 另外,表面官能团 (−NH2 和

−COOH)的存在也使得人们可以根据不同的需要

来引入靶向配体 [31,32]. 这些结果能够帮助人们进

一步理解纳米颗粒与磷脂膜之间的相互作用机理,

同时也有助于多孔二氧化硅纳米颗粒在药物输运

体系中的实际应用.
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Abstract
Mesoporous silica nanoparticles (MSN) with cationic and anionic surface charges were synthesized, Their adsorption behaviors

to the supported lipid membranes at different pH values were also studied using QCM-D. We found that NH2-MSN could be adsorbed
onto the membrane at pH values from 4 to 8, while the adsorption of COOH-MSN onto the membrane could not occur due to its
charge being always the same as that of the membrane at any pH values. These results might provide the information for understanding
and predicting the interactions between nanoparticles and cell membranes, and could be effectively used in drug delivery systems and
disease treatment.
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