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摘要：MicroRNA ( miRNA )能降解靶基因的mRNA或者抑制靶基因的翻译，具有巨大的基础医学研究与临床治疗的潜能。然而，尚缺乏兼具胞内示踪与基因转运的多功能基因载体。本文利用一步水热法制备透明质酸-聚乙烯亚胺功能化碳量子点(HA-PEI functionalized carbon dots, HP-CDs)。通过透射电子显微镜(TEM)、傅里叶变换红外光谱(FITR)、荧光光谱(PL)、X射线衍射光谱(XRD)对其进行理化表征。结果表明，HP-CDs具有较为均一的粒径分布(~ 3.2 nm)，丰富的亲水表面基团，稳定的荧光性能和较高的荧光量子产率(13.2%)。细胞实验表明，HP-CDs具有较好的生物相容性，基因转载能力以及介导miRNA-30b转染的能力。进入细胞内部的HP-CDs可发出明亮的荧光，可作为有效的示踪基因载体用于miRNA胞内的可视化研究。
关键词：生物医学工程；碳量子点；透明质酸；聚乙烯亚胺；肿瘤靶向；基因转运
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Multifunctional carbon dots for microRNA delivery and real-time tracking
ZHANG Miaomiao, ZHAO Xuefen, FANG Zhengzhou, NIU Yuanyuan, DU Fengyi, XIA Sheng, LOU Jiaming
(Medical School, Jiangsu Unversity, Zhenjiang 212013)
Abstract: MicroRNAs have great potential in preclinical medicine research and clinical treatment due to they can inhibit target genes expression by transcription level or protein level. However, there is lack of gene carriers which can be used in intracelluar tracking and gene transportation. Hyaluronic acid-polyethyleneimine functionalized carbon dots (HP-CDs) were prepared by one-step hydrothemal method. TEM, FITR, PL, XRD were used to characterize the physiochemical perperties of HP-CDs. These results demonstrated that HP-CDs possessed uniform size distribution (~ 3.2 nm), a large number of hydrophobic groups, stable fluorescence and high quantum yeild (13.2%). Meanwhile, HP-CDs with favorable biocompatibility, gene loading and  transfection capacity can be served as a kind of effective tracking gene vector for visualization research of microRNA.
Key words: biomedical engineering；nitrogen-doped carbon dots；hydrothermal process；hyaluronic Acid；polyethylenimine；nitrogen-doped carbon dots；gene transportation
引言

    MicroRNA ( miRNA )是一种短小的不翻译的RNA，通过与靶基因的3′- UTR 区域配对，降解靶基因的mRNA或者抑制靶基因的翻译[1]。miRNAs不但广泛参与各种正常的生理功能，而且在人类疾病，尤其在恶性肿瘤的发生与发展中起至关重要的作用。因此，广泛应用于癌症诊断、分类、预后及治疗，是各国科学家竞相争夺的焦点。另外，miRNAs在调控免疫细胞的发育和分化，调节固有免疫、适应性免疫的应答中也起着重要的作用[2-4]。然而，到目前为止，尚缺乏有效的多功能基因载体兼具荧光探针和基因载体实时示踪核酸分子在生物体内的转运和释放。
纳米技术为生物医学基础与应用研究的发展开启了全新视角。碳量子点（carbon dots，CDs）作为纳米荧光材料家族中的新秀，不仅具备类似于重金属量子点优异的光学性质，而且具有合成方便、原料丰富、良好的生物相容性等符合在生物标记和生物医学成像需要的优良特性[5-7]。CDs的功能化修饰更是极大地拓展了其在生物标记和生物医学成像中的应用前景[8-11]。目前，CDs的功能化修饰主要有表面修饰和异质元素掺杂两种策略。由于CDs表面富含羧基等活性基团十分有利于后期功能性分子的偶联。Cao等[12]通过PPEI-EI修饰合成了双光子的CDs，并将其用于人体乳腺癌细胞的标记。Li等[13]将CDs进行不同的修饰剂修饰后用于目标癌细胞的示踪。异质原子的掺杂也是一种CDs功能化的有效途径。近期，我们本课题组利用氨基酸为表面钝化分子，通过微波辅助法制备了氮掺杂型碳量子点[14]。研究结果，表明在碳量子点制备过程中掺杂N原子可显著提高其荧光量子产率。
       本研究制备的HP-CDs采用天然生物活性分子透明质酸(Hyaluronic acid, HA)和聚乙烯亚胺(polyethyleneimine, PEI)为前驱体。HA不仅能进一步改善碳量子生物亲和性，同时，可通过其细胞表面特异性受体CD44介导内吞作用[15]。而PEI是一种聚阳离子，被广泛用于基因转染的载体，更有报道，其伯胺氮原子可显著提高碳量子的荧光效率[16]。
1材料与方法
1.1  材料和试剂                                                  
       硫酸奎琳、HA、甘氨酸购自阿拉丁公司；胎牛血清、胰蛋白酶和DMEM购自Gibco公司；四甲基偶氮唑蓝（MTT）购自上海普飞生物技术有限公司；二甲基亚砜(DMSO)、PEI购自Sigma公司。microRNA-30b购自
1.2  HP-CDs的合成过程
       首先，将0.1g HA溶解于20mL水中，磁力搅拌4 h后呈透明均一溶液。将0.2 g PEI加入到上述溶液继续搅拌至均一溶液后，转移到50 mL的不锈钢高压反应釜中，180℃反应4h，自然冷却到室温后，将所得的反应混合物在5000 rpm/min的转速下离心15min除去沉淀。将所得的上清物质转移到透析膜中，用去离子水透析3天后，真空冷冻干燥得到黑棕色粉末即为HP-CDs。
1.3  仪器和表征
高分辨透射电镜(HQ-TEM)用于表征其大小和形貌；红外光谱仪用于分析HP-CDs表面所带的基团和化学构成；紫外－可见光分光光度计、荧光光谱仪用于表征其光学性质；酶标仪用于细胞毒性实验中吸光度的检测；XRD用于表征其内部物相结构；
1.4  荧光量子产率的测定
所制备的HP-CDs的量子产率（Φ）通过比较的方法来测量。硫酸奎宁标（报道的量子产率：54%）准液溶解在0.1mmol的硫酸溶液中［折射率（η）=1.33］。 把不同浓度的HP-CDs溶解于蒸馏水中制成不同浓度的水溶液（η=1.33）。利用紫外 — 可见分光光度计测定激发波长处的吸光度。所有样品都是用激发波长为360nm下的光致发光，并用FLS920荧光计记录。样品经过荧光分光光度计的检测后，HP-CDs与对照组在激发波长下发出的紫外荧光强度相同。下列公式计算量子产率:Φx = Φst（Gradx/Gradst)(η2x/η2x)。

ST和X分别表示标准组和实验组，Φ表示荧光量子产率，Grad是荧光强度与吸光度的比值，η表示溶剂的指数。为了减少重吸收的影响，在10毫米的荧光比色皿中吸光度不得超过0.1个激发波长。

1.5 细胞的活性测定
      采用细胞活性比色检测法（MTT检测）测定HP-CDs的细胞毒性。将HepG2（人肝癌细胞）以每孔100ul接种于96孔板中，每孔细胞数量为3×104个细胞。将培养板放入37℃ 5%的CO2培养箱中培养24小时。不同浓度的HP-CDs溶解于DMEM培养基培养24h，接下来在每孔中加20ul浓度为2.5mg/ml的MTT并在37℃5%的CO2培养箱中培养4h。弃除上清液后，每孔加150ul的DMSO，96孔板在摇床上晃动15min。用纯的DMSO作为空白对照，在酶标仪上检测波长在490nm每个孔的细胞溶液的吸光度的数值。

1.6 细胞的成像和标记
      用HepG2细胞来检测HP-CDs在活细胞中的成像功能。将这种细胞接种在直径为15mm的载玻片上，载玻片放在含有10%胎牛血清的24孔板中，放在37℃ 5%的培养箱中培养24h。随后每孔加100ul浓度为50mg/ml的HP-CDs，并在温箱中培养6h。随后弃去培养液，用PBS清洗三遍，之后用4%的多聚甲醛在室温下固定10min，再用PBS清洗3遍进行封片。用荧光扫描显微镜观察细胞内HP-CDs的荧光发射情况。
1.7 统计学分析 
      采用SPSS 18.0软件，实验数据用均数±标准差表示，采用一维方差分析进行数据统计分析，以p<0.05为差异有统计学意义。
2 结果与讨论
2.1 HP-CDs的理化表征
       透射电子显微镜(TEM) 结果( 图 1) 表明，HP-CDs粒径较为均一，且能很好地分散在水溶液中。其粒径分布在1-5 nm之间，平均粒径为3.2 nm，与文献报的碳量子点粒径相近[9, 10]。有研究报道，在碳量子点形成过程中，氨基化合物的引入，尤其是伯胺，可显著促进分子之间进行脱水聚合，最终碳化形成无机碳纳米颗粒。本研究中引入的PEI富含伯胺和叔胺基团，可加速与HA羧基基团的聚合，有利于碳量子点的形成。
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图1 透射电子显微镜(TEM)照片与粒径分布。
       利用UV-Vis光谱和PL光谱表征HP-CDs水溶液的光学性能。如图2所示，并未发现明显的吸收峰。图2插图显示HP-CDs具有良好的水溶性，将其溶于水中，得到浅棕色的水溶。在紫外灯(365nm)的照射下，可以看出HP-CDs发出蓝色的荧光(图2 插图)。HP-CDs的PL光谱如图所示，当选用激发波长为310nm～380nm范围内激发HP-CDs水溶液时，发现发射峰由420 nm向460nm红移，且强度先增大在减小。当激发波长在360nm时，在450nm左右出现最大强度的发射峰。HP-CDs表现出激发波长依赖的发射光谱特性。可能有两种原因造成这种现象，HP-CDs表面不同的发光位点或者其不同粒径造成发射光谱红移。符合文献报道的碳量子点具备激发独立性的特点[16]。
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图2 UV-Vis光谱(A)和PL光谱图(B)。图A插图为HP-CDs水溶液在白光和紫外灯下的照片。
       为研究HP-CDs的表面化学基团与内部物相结构，对其进行了FITR与XRD表征。HP-CDs的红外光谱显示，在3413cm-1处有一个强吸收峰，可归属为 -OH 的伸缩振动峰；在1629cm-1处的吸收峰可归属为共轭双键的对称伸缩峰(-COOH)；在1405cm-1为-NHCO的振动吸收峰。由此可得HP-CDs表面富含氨基、羟基以及羧基等亲水基团，从而赋予其很好的水溶性和分散性。HP-CDs的XRD结果显示出现三个较强衍射峰：在13.07°出现一个非常强而宽的衍射峰{001}，对应氧化石墨烯的层间距；在28.6°出现一个较弱的衍射峰接近石墨烯的特征峰{002}。以上结果说明，经过高温高压碳化聚合而成的HP-CDs呈现非晶态的物相结构，同时兼具石墨烯和氧化石墨烯的内部特征。 
[image: image4.png]Absorbance(a.u.) »

A
“oH -COOH

001)

\

-7 .NHCO

3000 2500 2000 1500
Wavenumber(cm-1)

(002)

20 40 60

Twe theta (degree)





图3 FITR与XRD光谱图。
 2.2 HP-CDs的生物相容性与载基因功能的表征       
      研究了不同浓度HP-CDs对细胞活性影响。MTT结果显示，不同浓度的HP-CDs溶液对HepG2的存活率没有显著抑制作用。即使在较高的浓度下(200 μg/mL)，细胞活性依然保持在90%以上，说明HP-CDs有较低的细胞毒性。溶血试验表明，阳性对照组(双蒸水)可导致紫外吸收明显升高，说明引起了严重的血细胞破坏现象。而将血细胞与不同浓度的HP-CDs孵育后，紫外吸收光的结果与阴性对照组(PBS)的结果类相近，并未出现明显的差异。以上结果共同说明，本文制备的HP-CDs具有良好的细胞相容性与血液相容性。
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图4 MTT与溶血试验。
       根据实验设计，带正电荷的HP-CDs纳米颗粒在库伦力的作用下可以与带负电的核酸物质(microRNA-30b)进行装载包裹形成复合体。我们利用琼脂糖凝胶阻止实验表征HP-CDs这种基因装载能力。将不同N/P比的HP-CDs与进行混合，经电泳后如图所示。随N/P比的升高，逐渐被阻滞在起始加样孔当中。当N/P比达到1:3时，基因可被HP-CDs完全包裹并滞留在加样孔中。值得注意的是，当N/P比大于1:3时，加样孔上方开始出现荧光信号，随N/P比增加而显著增强。其原因是过量的带正电核的HP-CDs在电场力牵引下，向负电极方向迁移造成的，此结果与带负电核酸物质向正极移动的现象一起进一步反向验证了HP-CDs在电泳过程的迁移规律。
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图5 凝胶阻滞实验照片。
       HP-CDs优异的基因装载能力激励我们继续验证其基因转运的能力。按照N/P比为1:3进行HP-CDs与microRNA进行装载包裹，并将形成的复合物进行基因转染。孵育一段时间之后，在荧光显微镜下观察如图所示。两种肿瘤细胞都发出明亮的红色和绿色的荧光，说明HP-CDs包裹的microRNA已经通过胞吞作用跨过细胞膜，以内吞体的方式弥散在细胞质中。HP-CDs这种高效的基因转运能力可能与其表面富含的HA能与细胞表面的CD44介导的内吞作用有关；同时PEI赋予较强的基因装载能力，进一步增强HP-CDs的基因转染能力。
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图6 HP-CDs介导microRNA-30b转染HepG2细胞的荧光照片。
3 结果与讨论
    本研究通过一步水热法制备兼具胞内荧光失踪与基因运载能力的多功能HP-CDs。其粒径均一，水溶性好和荧光稳定，具备与常规碳量子点类似的激发波长依赖型发射光谱。HP-CDs还表现出良好的细胞相容性和血液相容性，当N/P比为1:3时可对核酸物质完全包裹介导胞吞作用，同时其内在光学特性便于可视化研究核酸物质在胞内的释放与转运作用。鉴于上述结果，可以初步证明本文制备的HP-CDs可以作为高效的荧光探针与基因载体应用于核酸物质的可视化研究。
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