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Introduction

        纳米粒子又称超细微粒子，属于胶体粒子大小的范畴。纳米粒子具有重

要的科学研究价值，处于微观体系和宏观体系之间，搭起了大块物质和原子、

分子之间的桥梁。因纳米效应使其物理性能显著的提高，在光电、化学及生

命科学等具有广阔的应用开发前景。
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Introduction

       不同来源，天然存在的无机纳米

粒子，在土壤、地下水和地表水、火山

灰、浪花、烟雾等中被发现，目前已被

广泛研究。

     
        具有生命的生物体产生（分泌）的

有机纳米粒子（NONPs）由于其独特

的物理化学性质以及更强的生物相容性，

最近才引起科学界的关注。
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常春藤分泌有机纳米粒子，这

些纳米粒子有助于产生强大的粘着

力，使常春藤能够在垂直的表面攀

爬（M. Zhang et, 2008)。

在各种海洋物种的分泌物中发

现了类似有机纳米结构的物质，包

括多毛类、贻贝、藤壶和海星（L. 

J. Xiao et, 2011）。

LDL作为哺乳动物体内胆固醇

的主要转运载体，并且生物激发的

LDL已被作为潜在的载体用于靶向

递送诊断剂和治疗剂（ H.  Jin  et,  

2012)。

哺乳动物血液中存在的低密度

脂蛋白(LDL)一直被认为是天然存在

的纳米粒子（ I. R.  Corbin et, 2006)。



微生物
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Introduction

天然有机纳米粒子(NONPs)

   多种形式、不同功能

多细胞生物体、
高等动物等
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       对 NONPs 的研究不仅有助于我们了解纳米粒子在生物系统中的作用，

而且也为纳米材料在生物医学和生物技术中的应用提供新的思路。

        了解纳米材料是如何在自然系统中形成的，为“下一代”工程或仿

生纳米结构材料的合成提供理论基础。

近年来，开发应用天然纳米材料对更有效的癌症治疗和检测至关重要。（ Brannon-

Peppas et al., 2004）

基于天然纳米粒子的工程载体系统表明具有显著的抗肿瘤特性，并在化学疗法，免疫疗法

，放射疗法，热疗法和光动力学疗法中具有很大的应用潜力。（ Praetorius et al., 2007）
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本研究

Arthrobotrys oligospora（少孢节丛孢菌）：半知菌纲、壳霉目、壳

霉科：真菌界代表性肉食者，具有腐生和捕食能力，以营养菌丝特化形成的捕

食器捕食线虫为生。

        在线虫或蛋白质物质存在的情况下，Arthrobotrys oligospora可以由腐生阶段

转变为掠夺捕食阶段，其特征是形成了可以捕获线虫以供随后消化的三维捕获网

络的纳米级生物聚合物。

Introduction
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技术要点：
微生物生长在很大程度上受培养基组份及环境因素的影响。因此，在不受培养基干

扰的情况下，从微生物培养中发现并分离得到NONPs的适当培养体系对该研究至关

重要。

研究目的：
发现收集天然存在 Arthrobotrys oligospora 中的新型纳米粒子，进一步探究这些天然

纳米颗粒用作免疫刺激剂，抗癌药物和用于癌症治疗的药物载体的应用潜力。

Introduction
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SEM, AFM, DLS 监测

NONPs 的可能来源

培养方法的建立

NONPs 纯化

免疫刺激作用

1

3

2

5
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Materials and methods

6 细胞毒性作用检测



1、真菌静置培养方法

1、一滴液体培养基（LNM+0.1% phe-
val）加到无菌盖玻片上放入小培养皿
（3cm）中。

2、将50-100个来自CMA培养皿上的培
养物的小孢子菌分生孢子接种到该液滴
中。

3、 另取一小培养皿装满水，并将两者
放入大培养皿（10cm）中维持湿度。

4、1mg / m L phe-val的低营养培养基
（LNM）用来维持真菌生长。

5、25℃下培养15天，直到分泌的纳米颗
粒被收获。依据：哺乳动物细胞的悬滴培养法和真菌玻片培养法



培养基组份

低营养培养基（LNM）：液体

仅包含无机盐、维生素等，防止固体培养介质中存在的琼脂颗粒的污染。



2、NONPs的制备及检测

        采用倒置光学显微镜、扫描电子显微镜(SEM)和原子力显微镜(AFM)，

实时监测观察细菌的生长以及分泌产生的NONPs，直至不再生长。

       在蒸馏水中超声处理，将菌体与NONPs分离，从而获得纯化的NONPs， 

使用 300 KDa醋酸纤维素透析膜对样品透析3天，进一步纯化纳米粒子。



2、NONPs的制备及检测

         DLS技术：测量粒子粒径，具有准确、快速、可重复性好等优点，已

经成为纳米科技中比较常规的一种表征方法。目前动态光散射仪器不仅具

备测量粒径的功能，还具有测量Zeta电位、大分子的分子量等的能力。

        Zeta电位：数值与胶态分散的稳定性相关，是对颗粒之间相互排斥或

吸引力的强度的度量。分子或分散粒子越小，Zeta电位的绝对值（正或负）

越高，体系越稳定，即溶解或分散可以抵抗聚集。

       



2、NONPs的制备及检测

        NONPs的化学成分检测： 定量测定冻干NONPs中的粘多糖(GAGs)和

蛋白质浓度，分析NONPs的化学成分。通过SDS-PAGE电泳分析，对其中

的蛋白质进行检测。



3、免疫刺激作用

         采用剂量滴定法（0、0.5、2、5、10、25μg/mL），使用

RAW 264.7巨噬细胞测定NONPs作用后的免疫刺激电位，检测

巨噬细胞相关细胞因子TNF-α、IL-6和IL-12的浓度，研究其在

体外潜在的免疫刺激作用。



4、毒性作用检测

  MTT 法检测NONPs对RAW 264.7巨噬细胞是否存在毒性作用。

  使用 B16BL6 和 A 549细胞探究NONPs的细胞毒性作用。

  通过NONPs与抗肿瘤药物阿霉素(DOX)结合形成NONP-DOX，   

 检测NONPs是否能作为潜在的抗癌药物载体。
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1、倒置光学显微镜观察



1、扫描电镜观察（SEM）

NONP-S：接种15天后，通过在蒸馏

水中超声处理菌丝体制备的纳米颗

粒NONP-S使用扫描电镜观察：在菌

丝和三维网状结构表面观察到大量

纳米粒子。

NONP-W：通过使用蒸馏水洗涤菌丝

体制备的纳米颗粒为球形，直径200-

300nm。



1、原子力显微镜(AFM)观察

原子力显微镜观察NONP-W：显

示出类似的现象，直径在300-500 

nm之间(图E，F)。

超声法制备的纳米粒子NONP-S与洗涤后的纳米颗粒NONP-W无明显区别。



2、DLS和Zeta电位分析

用DLS和Zeta电位分析方法测定了溶液中NONP-W与NONP-S的

颗粒直径以及Zeta电位。

激光粒度分析仪-动态光散射 Zate 电位仪



2、DLS分析

NONP-W和NONP-S的平均粒径为360~370 nm

NONP-DOX：NONP-W和抗肿瘤药物

DOX（阿霉素）之间的偶联物，通过

酰胺键连接。

定量测定冻干NONPs中葡萄糖

胺多糖 / 粘多糖(GAG)和蛋白质

浓度，分析NONPs的化学成分。

1mg冻干纳米颗粒中含有≈28μg 

GAG和≈550μg蛋白质。



SDS-PAGE分析

两种纳米粒子样品中均含有两种

主要的蛋白质，分子量分别为

110和80 kDa。

由于大多数糖胺聚糖是以共价方

式连接到核心蛋白形成蛋白多糖，

推测两个蛋白组分可能是共价地

附着在真菌NONPs的缝隙上。



2、Zeta电位分析

Zeta电位在p H 6.0下

为-33 mV。

GAGs是由交替的醛酸和氨基糖组成的无分支多糖，在生理p H下去质子化

的羧酸和硫酸基团能产生极高的负电荷密度。因此，真菌NONPs的负Zeta

电位可能部分是由GAGs组分引起的。

NONP-W NONP-S NONP-DOX



3、NONP s 的可能来源

                目前尚不清楚这种真菌是如何分泌纳米粒子的，以及它们

在真菌的生长和发育过程中发挥了何种生物学作用。

        本研究中测试了分泌纳米粒子的可能来源。在静置悬滴培

养系统中采用了不同的培养基，并比较了纳米粒子的产量。



3、NONP s 的可能来源

Arthrobotrys oligospora 分泌的NONPs与三维网络捕获结构的生成无关，而

与菌丝体的生长有关。

当LNM添加1mg/mL的Phe-Val时，

真菌的进入捕食期，从而产生大量

的三维网络捕获结构。

当LNM添加12 mM磷酸盐缓冲液时，

真菌只有腐生阶段发育，菌丝体生

长不受影响，无三维捕获物形成。

在无Phe-Val的LNM中，真菌生长出

稀少的三维捕获物，菌丝生长丰富。

纳米粒子的数量不受影响。

以水为介质，真菌生长缓慢，产生

的菌丝最少，没有三维网络，纳米

粒子量最少。



高等植物、蘑菇、地
衣和藻类中的一些多
糖在体内和体外都具
有免疫刺激作用。
（Paulsen et al., 2009）

GAGs，如肝素，硫酸
乙酰肝素等报道为潜
在的癌症治疗剂，可
在体外抑制肿瘤细胞
粘附，迁移，生长和
侵袭。(  Yip et al., 
2006）

GAG共价连接的蛋白
聚糖，在原位乳腺癌
模型中，减少70％原
发性肿瘤的生长并消
除其转移能力。
（Reed et al., 2005）

4、NONPs对RAW 264.7小鼠巨噬细胞的免疫刺激作用

NONPs在体外的潜在免疫刺激作用和细胞毒性作用。



4.1、NONPs对TNF- α 浓度的影响

纳米粒子作用24h后RAW 264.7细胞培养液

中肿瘤坏死因子TNF- α的浓度。

NONP-W和NONP-S作用后：

RAW264.7 细胞分泌的肿瘤坏死因子TNF-α 量

(约为对照组的3~39倍)显著高于对照组，呈现

剂量依赖性。NONP-W和NONP-S对肿瘤坏死

因子TNF-α的诱导无显着性差异。



4.2、NONPs对 IL- 12 浓度的影响

NONPs 作用24h后，RAW 264.7细胞

培养中IL-12的浓度。

NONP-W和NONP-S作用后：

对IL-12没有明显的诱导作用。



4.3、NONPs对RAW 264.7细胞增殖的影响

NONPs作用24h后，对RAW 264.7巨噬

细胞增殖的促进作用。

NONP-W和NONP-S作用后：

RAW 264.7巨噬细胞量随NONPs浓

度的升高而增加。



4.4、巨噬细胞毒性的检测

MTT 法：又称MTT比色法，是一种检测细胞存活和生长的方法。

         原理：活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性MTT还原为水

不溶性的蓝紫色结晶并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。

        应用：用于一些生物活性因子的检测、抗肿瘤药物筛选、细胞毒性

试验以及肿瘤放射敏感性测定等。特点是灵敏度高、经济。



4、NONPs的免疫刺激作用（小结）

         用MTT法检测NONPs对RAW 264.7巨噬细胞的细胞毒性，结果表明

对RAW 264.7巨噬细胞无细胞毒性作用。

        虽然，目前尚不清楚RAW 264.7巨噬细胞的增殖是否与肿瘤坏死因子

TNF-α的分泌有关，但巨噬细胞的增殖有助体内免疫功能的调节，从而表

明Arthrobotrys oligospora 产生的NONP s 具有潜在的免疫刺激作用。



 5.1、NONPs对肿瘤细胞的毒性作用

使用人肺癌A 549 细胞和小鼠黑色素瘤 B16BL6 细胞（2-100  μg/m L）。 

两种NONP样品在孵育48小时后均对两种肿瘤细胞均具有细胞毒性。NONPs对两种肿瘤细胞的 IC 50 估计均大于100μg/mL。

表明：NONPs与某些抗肿瘤药物相比，其细胞毒性作用较小。

IC 50IC 50



 5.2、NONP-DOX对肿瘤细胞的毒性作用

通过NONPs与抗肿瘤药物阿霉素(DOX)结合形成NONP-DOX，检测

NONPs是否能作为潜在的抗癌药物载体。



 5.2、NONP-DOX对肿瘤细胞的毒性作用

NONP-DOX：

平均尺寸：约为380 nm，与两

种NONPs相比，NONP-DOX结

合物的粒径无显着性差异。

Zeta电位：由-33 mV 增加到-20 

mV。

NONP-W NONP-S NONP-DOX



 5.2、NONP-DOX对肿瘤细胞的毒性作用

与游离DOX相比，NONP-DOX结合物对两种细胞

均表现出较强的剂量依赖性抑制作用。



NONP-DOX 结合物和游离DOX的IC 50值表明，DOX与NONPs结合，具有协同的细胞毒性效应。

NONP-DOX结合物对两

种细胞增殖的抑制率高

于游离的DOX。

 5.2、NONP-DOX对肿瘤细胞的毒性作用



 6、NONP-DOX在肿瘤细胞中的摄取和分布

使用流式细胞仪和共聚焦显微镜法进一步

检测NONP-DOX结合物在细胞内的摄取和

分布。

在10μ的DOX浓度下，游离DOX和NONP-

DOX结合物的DOX荧光没有显著性差异。 

(A)人肺癌A549细胞和(B）小鼠黑素瘤B16BL6
细胞摄取NONP-DOX的流式细胞分析



 6、NONP-DOX在肿瘤细胞中的摄取和分布

         为了进一步观察NONP-DOX结合物的亚细胞分布，使

用核选择染料(Hoechst 33342，蓝色)和酸性内溶酶体选择

染料(Lyso Tracker Green DND-26)分别标记细胞核和内小体

/溶酶体(内溶酶体)，共聚焦显微镜进行观察。



1、NONP-DOX和游离DOX在细胞内的分布不同。

NONP-DOX：大部分DOX主要位于内溶酶体室中。

游离DOX：大部分位于内溶酶体外。

2、细胞核：

B16BL6细胞：游离DOX处理的细胞核中可见少

量DOX，而NONP-DOX处理并没有在核中观察到。

A 549细胞：两种处理的细胞核内均未见明显的

DOX荧光。

3、结合流式细胞分析结果表明：

即使存在不同的亚细胞分布，DOX与NONPs的结

合并不降低两种肿瘤细胞对DOX的摄取。

B16BL6细胞

A549细胞

       纳米颗粒主要通过胞吞作用内化，通常主

要存在于内体或溶酶体内（ Iversen et al.，

2011），NONP-DOX结合物也可能存在胞吞作

用，使之进入溶酶体内。

        用NONP-DOX结合物处理的两种细胞中都

没有明显的核分布，原因可能是由于孵育的4小

时期间，NONP-DOX被隔离在内溶酶体区室中

造成的。
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Conclusions

1、真菌静置培养方法

的建立。 2、通过SEM, AFM对

纳米粒子进行观察。

3、在免疫制剂以及

抗肿瘤药物方面的潜

在应用。



01

 本研究建立了一种新的培养方法-真菌静置培养法，在不受培

养基中固体介质污染或干扰的情况下，对Arthrobotrys oligospora的

生长进行了实时监测，观察了纳米粒子的产生情况，收集所产生

的纳米粒子并进行纯化，用于后续研究。

Conclusions



02

  通过扫描电镜和原子力显微镜首次发现真菌分泌的大量球形

纳米颗粒。据推测，Arthrobotrys oligospora 分泌的 NONPs 与三维

网络捕获物的形成无关，而是从生长的菌丝体中分泌出来的。

  进一步的分析表明，真菌 NONPs 的平均尺寸为360~370 nm，

zeta 电位为-33 mV，p H 6.0。NONP s 含有约28μg/mg的糖胺聚糖

和约550μg/ mg 的蛋白质。

Conclusions



03

   NONPs在作为免疫刺激剂和抗肿瘤药物方面具有的潜在应用

能力。可明显诱导RAW264.7小鼠巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子TNF-α。

对小鼠黑色素瘤B16BL6与人肺癌A 549细胞有轻微的细胞毒性作用。

与DOX结合均有协同杀伤作用。

   因此，它们可能在肿瘤免疫化疗中发挥多功能的作用，预期体

内会出现化疗，药物递送和免疫调节的协同抗肿瘤效力。

Conclusions



       本研究为微生物在可控条件下制

备新型有机纳米粒子（NONPS）提供

了一种新的方法，为今后利用合成生

物学控制有机纳米粒子的合成开辟了

新的途径。

Conclusions
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LDS 表征分析及Zeta 电位分析 SDS-PAGE 蛋白分析

细菌 YIM 78023T

建立适当的培养方法

光学显微镜的实时观察监测

NONPs 的收集及纯化

免疫刺激作用

完成 NONPs 的制备

巨噬细胞及癌症细胞的毒性探究

基于获得的 NONPs ，探究其对机体的免疫调节及抗肿瘤能力，为进一步研究
NONPs在水产动物免疫增强剂及人类生物医学抗癌药物的潜在应用奠定基础。


