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摘要  为研究 WSC-DTPA（水溶性低分子量壳聚糖 WSC，二乙烯三胺五乙酸 DTPA）纳米粒的辐射防护作用，

采用 N-乙酰化反应和离子凝胶法制备不同游离氨基含量的 WSC-DTPA 纳米粒；MTT 法检测其对 6 Gy 60Co γ

射线照射后 48 h BRL 细胞存活率的影响；活细胞工作站观察 BRL 细胞摄取 FITC-WSC-DTPA 纳米荧光探针

的情况。结果表明：成功合成了游离氨基含量分别为 92.7%、74.3%、1.59%的 WSC-DTPA 聚合物；WSC、

WSC 纳米粒以及 WSC-DTPA 纳米粒（氨基含量为 92.7%，浓度在 6.25 μg/mL 以上），随着药物浓度的增加，

BRL细胞存活率均显著高于单纯照射组，差别有统计学意义（p<0.05），而游离氨基含量为 1.59% 的WSC-DTPA

纳米粒无辐射保护作用；活细胞工作站检验结果显示 2 h 内 WSC 纳米粒、WSC-DTPA 纳米粒能够进入 BRL

细胞，而非纳米化的 WSC-DTPA 聚合物无法进入细胞。 
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随着核电和核技术应用的高速发展，放射性核

素内污染事故并不少见，特别是 2011 年日本福岛核

电站的核泄露，让人们更关注放射性核素内污染对

人体的危害。尽快鉴定污染的核素类型，采用有效

的促排剂，可大大降低放射性核素内污染对人体的

损害[1]。针对无特效促排剂或核素种类不明的放射

性核素，若及时采用对多种核素都有效的广谱促排

药物，有可能减少危害。二乙烯三胺五乙酸（DTPA）

作为广谱螯合剂已应用于临床，不足的是 DTPA 为

亲水性分子，不能透过细胞膜，仅能促排体液中溶

解的放射性核素，难以排出积聚在骨骼和肌肉中放

射性同位素，或肺内不溶性放射性同位素化合物[2]。

壳聚糖（Chitosan, CTS）能被人体吸收利用，生物

相容性好，无毒，具有生物降解性，无免疫原性[3]，

特别是低分子量水溶性壳聚糖（Water-soluble 

low-molecular weight chitosan, WSC）有明显的消除

自由基、保护机体免受辐射损伤的作用，细胞毒性

极低，有可能成为良好的辐射损伤防护剂[4]。本研

究鉴于 WSC 及 DTPA 的各自特点，旨在通过 N-乙

酰化反应把 DTPA 连接到 WSC 上，制备出能够透

过细胞膜并具有防护效果的水溶性低分子量壳聚糖

-二乙烯三胺五乙酸（WSC-DTPA）纳米粒，为进一

步研究其对内污染放射性核素的促排及防护作用奠

定基础。 

1 实验材料和方法 

水溶性低分子量壳聚糖（分子量≤3000，脱乙

酰度=92.3%，南通兴成生物制品厂）；二乙烯三胺

五乙酸（DTPA，苏州亚科化学试剂股份有限公司）；

1-（3-二甲氨基丙基） -3-乙基碳二亚胺盐酸盐

（EDAC，上海宝曼生物科技有限公司）；2,4,6-三

硝基苯磺酸（TNBS，苏州亚科化学试剂股份有限

公司）；多聚磷酸钠（TPP，化学纯，国药集团化学

试剂有限公司）；异硫氰酸荧光素（FITC，美国

molecule probe 公司）；BRL 细胞株（苏州大学药学

院惠赠）；RPMI 1640 培养基（美国 GIBCO 公司）；

胎牛血清（加拿大 Wisent 公司）；其它试剂均为分

析纯。 

集热式磁力搅拌器（DF101S，金坛市鸿科仪器

厂）；透析袋 1000（F0132，上海楷洋生物技术有限

公司）；低速台式离心机（TDL 40C，上海安亭科学

仪器厂）；真空冷冻干燥机（FreeZone，美国 Labconco

公司）；傅立叶变换红外光谱仪（MagnaIR，美国

Nicolet公司）；超导核磁共振仪（UNITY INOVA400，

美国 Varian 公司）；紫外分光光度计（Spectrum 

V5.10.6，上海光谱仪器有限公司）；酶标分析仪
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（POWERWAVE.XS，美国 Bio-Tek 公司）；活细胞

工作站（Cell’R，日本 Olympus）。 

2 实验方法 

2.1 WSC-DTPA 聚合物的合成[5] 

采用 N-乙酰化反应制备 WSC-DTPA 聚合物。

称取 0.5 g WSC，加入 50 mL 0.1 mol/L HCL 溶液，

在 30℃持续磁力搅拌使 WSC 充分溶解，将 DTPA

按不同的量（见表 1）加入 50 mL WSC 溶液中，然

后调 pH值至 6，再加入EDAC 至终浓度达 0.1 mol/L

作为缩合催化剂，30℃持续磁力搅拌反应 12 h，最

后用去离子水、0.5 mol/L NaOH 溶液反复透析纯化，

经真空冷冻干燥后即得产物。 

2.2 WSC-DTPA 聚合物游离氨基的检测[6] 

采用 TNBS 法检测聚合物游离氨基含量。准确

吸取 1.0 g/L WSC 标准溶液 0、0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6、0.8 和 1.0 mL，分别置于 9 个试管中，去

离子水补充至 1 mL，分别加入 1 mL 4% NaHCO3

和 1 mL 0.1% TNBS混匀，37℃反应 2 h后加入 1 mL 

去离子水快速震荡，室温下静置冷却后在 420 nm

测吸光度，拟合 WSC 质量与吸光度值之间的标准

曲线。将不同配比制备的 WSC-DTPA 聚合物配置

成 10 g/L 的样品，按上述方法测定吸光度，通过标

准曲线计算其游离氨基的含量。 

2.3 WSC 及 WSC-DTPA 聚合物的红外光谱鉴定 

采用傅里叶变换红外光谱扫描，将 WSC 及

WSC-DTPA 聚合物分别与光谱纯 KBr 粉末混合研

磨、压片，扫描条件为：波数范围 400–4000 cm-1，

分辨率 1 cm-1，红外光谱能量 40 mW，共 16 次扫描

累积。 

2.4 WSC 及 WSC-DTPA 聚合物的核磁共振氢谱

检测 

采用超导核磁共振仪扫描其核磁氢谱。将 WSC

及 WSC-DTPA 聚合物分别溶于 D2O/CF3COOD（体

积比为 4:1）中，扫描条件为：频率 400 MHz，范

围 0–14 μg/g。 

2.5 WSC-DTPA 纳米粒的制备[7] 

采用离子凝胶法制备 WSC-DTPA 纳米粒。用

1%的乙酸溶液制备终浓度为 0.5%的WSC-DTPA 聚

合物冻干品，超声处理 2 min，用去离子水制备终

浓度为 0.5% 的 TPP 溶液，并将其分别用 0.22 μm

滤膜过滤；室温磁力搅拌速度为 800±10 r/min 的条

件下，将 0.5%的TPP水溶液逐滴加入到WSC-DTPA

乙酸溶液中，WSC-DTPA 与 TPP 的质量比为 3:1，

滴速约为 2 滴/秒，滴完后再继续搅拌 1 h 再进一步

表征。 

2.6 WSC-DTPA 纳米粒粒度测量 

采用纳米激光粒度仪测 WSC-DTPA 纳米粒平

均粒度。将制备的 WSC-DTPA 纳米粒溶液用去离

子水稀释 10 倍后，测量其平均粒径。 

2.7 细胞 

BRL 细胞的培养方法：RPMI1640 培养液内含

10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉

素，置 5% CO2、37℃细胞培养箱中培养，取对数

生长期细胞进行实验。 

2.8 MTT 测细胞存活率[8] 

药物配制：将 WSC、WSC 纳米粒、1:2.5 

WSC-DTPA 纳米粒、1:20 WSC-DTPA 纳米粒溶于

无血清培养基，各个药物终浓度均分别为：0、1.56、

3.13、6.25、25.0、50.0 μg/mL，各组药物名称分别

以游离氨基含量命名为：100%、100%-nano、

92.7%-nano、1.59%-nano。 

取对数生长期 BRL 细胞，用含 10%胎牛血清

的 RPMI1640 培养液调整细胞浓度为 3×104/mL，接

种于经辐照灭菌的 96 孔培养板中，随机分为对照组

（未照射，未加药）、加药组（未照射，加药）、照

射组（照射，未加药）、照射加药组、空白组（未加

细胞，只加培养液），每组设 6 个平行孔，每孔

100μL，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h，待

细胞贴壁生长后，弃去培养液，加药组和照射加药

组加入 100 μL 终浓度分别为 0、1.56、3.13、6.25、

25.0、50.0 μg/mL 的药物，其他组加入 100 μL 培养

液，置于培养箱中继续培养 24 h 后，给予照射加药

组和照射组 BRL 细胞 60Co γ射线照射，照射剂量为

6 Gy，剂量率为 0.46 Gy/min；继续培养 48 h，实验

终止前 4 h 每孔加入 5 mg/mL MTT 溶液 10 µL，继

续孵育 4 h，测试前弃去上清液，每孔加入 100 μL 

DMSO 后用酶标仪于 570 nm 波长处测定每孔的光

吸收值（OD）。按下式计算细胞的存活率。 

细胞存活率=（试验组 OD 值−空白组 OD 值）

/（对照组 OD 值−空白组 OD 值）×100% 

2.9 异硫氰酸荧光素（FITC）标记[9,10] 

分别用 1%的乙酸溶液溶解 WSC、WSC 纳米
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粒、游离氨基含量为 1.59% WSC-DTPA 聚合物及其

纳米粒的冻干品，终浓度为 10 mg/mL，充分振荡溶

解后，用 5 mol/L NaOH 溶液调 pH 值至 9，在室温、

持续磁力搅拌的条件下，缓慢加入 10 mg/mL FITC

二甲基亚砜溶液，冻干品溶液与 FITC 二甲基亚砜

溶液的体积比为 10:1，避光反应 10 h 后，再用去离

子水透析 3 d，直至透析液中无荧光测出，将标记的

探针冻干后备用，分别制得 FITC-WSC、FITC-WSC

纳米粒、FITC-1.59%WSC-DTPA 聚合物及 FITC- 

1.59% WSC-DTPA 纳米粒。 

2.10 细胞摄取实验 

取对数生长期 BRL 细胞，用含 10%胎牛血清

的 RPMI1640 培养液调整细胞浓度为 3×103 /mL，

接种于经辐照灭菌的直径 35 mm 孔径 10 mm 玻底

培养皿中，置 37℃、5%CO2 培养箱中培养，待细胞

贴壁生长后，置于活细胞工作站中，调节焦距， 

 

分别在镜下加入 FITC-WSC、FITC-WSC 纳米粒及

游离氨基含量为 1.59% FITC- WSC-DTPA 纳米粒荧

光探针，观察细胞 2 h，激发波长 485 nm，曝光时

间：DIC 30 ms，FITC 30 ms，曝光强度 70.9%，拍

照间隔 5 min。 

2.11 统计分析 

采用 SPSS16.0 统计软件进行单因素方差分析，

数据均以 x ±s 表示，统计界值为 0.05，p<0.05 为差

异有统计学意义。 

3 结果与讨论 

3.1 游离氨基测定 

以 WSC 实际脱乙酰度 92.3%的样品的游离氨

基含量为 100%，计算 WSC 连接 DTPA 后其游离氨

基含量，结果如表 1。 

Table 1  the remaining free amino groups of modified（WSC）-DTPA with different ratio of DTPA during the coupling reaction 
                                                                                            （%, x ±s, n=5） 

DTPA / g Resulting polymer (mol/mol) Remaining free amino groups /% 

– WSC HCL 100 
24.43 Conjugate 1:20 1.59±1.23 
12.22 Conjugate 1:10 14.1±2.5 
6.11 Conjugate 1:5 74.3±1.7 
3.05 Conjugate 1:2.5 92.7±3.5 

 

TNBS 在偏碱性条件下与氨基酸的伯氨基反应

时，先形成一带有等摩尔 SO3
2-的中间络合物，此中

间体在光谱上有两个吸收值相近的峰，分别位于

355 nm 和 420 nm 附近。溶液酸化后，在 420 nm 处

的吸收值就显著下降，此时中间络合物都转化成

TNP-氨基酸，在 350 nm 附近的吸收峰则蓝移至

340 nm 处[11]。 

据此可在 420 nm 或 340 nm 对氨基酸进行定量

测定，随着 DTPA 量的减少，DTPA 上的-COOH 通

过 N-酰化连接 WSC 上的-NH2 形成的酰胺键减少，

游离氨基含量由(1.59±1.23)%上升至(92.7±3.5)%，

但游离氨基含量与 WSC 和 DTPA 摩尔比不成正比，

这可能与 DTPA 分子位阻或 DTPA 与 WSC 分子链

交联有关[12]。 

3.2 红外光谱分析 

将 WSC 与合成的不同游离氨基含量的

WSC-DTPA 聚合物干燥，与 KBr 压片进行红外扫

描，见图 1。在 WSC 的红外光谱中，1588 cm-1为

WSC 上游离–NH2 变形振动特征峰，1379 cm-1 为

WSC 上甲基的伸缩振动吸收峰，在 WSC-DTPA 的

红外光谱图中，1634 cm-1 为 WSC 上的–NH2 与

DTPA 上的–COOH 通过 N-酰化连接的酰胺键的特

征峰，而 2924 cm-1 和 1409 cm-1 分别为 WSC-DTPA

产物中–CH2–及–COO–的特征峰[13,14]，表明 DTPA

被成功地连接到了 WSC 上。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  FTIR spectra of WSC-DTPA related with different con-
tent free amino groups 

3.3 核磁共振氢谱鉴定 

将 WSC 与合成的不同游离氨基含量的
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WSC-DTPA 聚 合 物 干 燥 ， 用 氘 代 试 剂 D2O 

/CF3COOD (体积比为 4:1) 作为溶剂溶解后，扫描

其核磁共振氢谱，结果见图 2。其中，δ 4.8 与 δ 1.0

左右为溶剂峰，与 WSC 核磁氢谱相比，δ 2.6、δ 3.3、

δ 10.4 分别为 DTPA 中与–COOH 相连的亚甲基的

峰，与–N–相连的亚甲基峰以及 DTPA 羧基中 H 的

峰，在 δ 5.0–9.0 之间的峰为 WSC 上的–NH2 与

DTPA 上的–COOH 通过 N-酰化连接的酰胺键的

峰[15]，说明 DTPA 被成功接枝到了壳聚糖上。 

3.4 粒度测量 

采用纳米激光粒度仪测量 WSC-DTPA 纳米粒

的平均粒径，结果如图 3 所示，A 为 WSC 纳米粒，

B 为游离氨基含量为 92.7% WSC-DTPA 纳米粒，C

为游离氨基含量为 74.3% WSC-DTPA 纳米粒，D 为

游离氨基含量为 1.59% WSC-DTPA 纳米粒，其平均

粒径分别为 7.31 nm、8.42 nm、8.34 nm、14.53 nm，

且各个粒径测量值的 PDI 均小于 0.03，说明制备的

纳米粒子粒径分布均匀。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  1H NMR spectra of WSC-DTPA related with different content free amino groups 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Particle size distribution of WSC-DTPA nanoparticles with different content free amino groups 

 

3.5 MTT 测细胞存活率 

6 Gy 照射 48 h 后 BRL 细胞的存活率曲线见图

4。与照射组（照射，未加药）相比，游离氨基含量

为 1.59% WSC-DTPA 纳米粒加药组，BRL 细胞存

活率没有明显差异；而 WSC 加药组、WSC 纳米粒

加药组及浓度在 6.25 μg/mL 以上的游离氨基含量为

92.7% WSC-DTPA 纳米粒加药组，随着药物浓度的

增加，BRL 细胞存活率均显著增加，提示 WSC、

WSC 纳米粒及浓度在 6.25 μg/mL 以上的游离氨基

含量为 92.7% WSC-DTPA 纳米粒对 6 Gy 60Co γ射

线照射的 BRL 细胞具有一定的辐射保护作用。 
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Fig.4  Survival rate curves of BRL cells treated with 6 Gy 
irradiation and WSC-DTPA nanoparticles 

MTT 法是最常用的检测细胞存活和生长的方

法，但因凋亡早期线粒体的结构保持完整，线粒体

酶活性未完全丧失，仍能降解 MTT 使其变色，所

以 MTT 法只能检测细胞的相对数和相对活力，不

能测定细胞的绝对数 [16]。因此，MTT 法仅用作

细胞活力的测定来评价细胞毒性和用作药物筛选

等[17]，不能作为细胞凋亡的评价指标，但可以为后

续药物的辐射保护作用研究提供基础。 

3.6 细胞摄取结果 

活细胞工作站（Live cell station，LCS）是利用

电脑控制的全电动显微镜，可用于活细胞的长时间

动态观察。本实验将已贴壁的 BRL 细胞置于活细胞

工作站显微镜下，调节适合焦距后，拍摄结果见图

5。图中 A 为 FITC-WSC 加药组，B 为 FITC-WSC
纳米粒加药组，C 为 FITC-1.59% WSC-DTPA 聚合

物加药组，D 为 FITC-1.59% WSC-DTPA 纳米粒加

药组；各组中分别拍摄了加药后 0、60、120 min 及

120 min 洗掉药物后的细胞情况。 

 

         0 min                        60 min                         120 min                      Wash 

 
         0 min                        60 min                         120 min                      Wash 

 
         0 min                        60 min                         120 min                      Wash 

 
         0 min                        60 min                         120 min                      Wash 

Fig.5  Live cell image of BRL cells treated with fluorescence probes at different time 

A 

B 

C 

D 
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从图 5 中可以看出，在加药 60 min 时 B、D 组

细胞内可见较弱的荧光，A、C 组细胞内未见荧光；

在加药 120 min 时 B、D 组细胞内可见明显荧光，A

组仅在细胞膜可见荧光，而 C 组细胞内未见荧光，

洗掉药物背景后，此结果更为明显，说明纳米粒子

能较快地进入细胞，并成功解决了 DTPA 不能通过

细胞膜的缺点。 

通常，亲水性分子很难通过细胞膜，而疏水性

分子易透过细胞膜进入细胞。疏水性生物大分子和

微粒物质进入细胞的主要途径是内吞，已确定的大

分子内吞途径主要有：网格蛋白介导的内吞作用、

小窝介导的内吞作用、大胞饮、非网格蛋白和非小

窝介导的内吞作用[18,19]。由于纳米粒的粒径很小，

很容易被细胞通过胞饮吞噬所摄取，甚至可能直接

进入细胞。纳米粒的理化性质，如颗粒大小，形

状，分子量，表面电荷，都是决定细胞摄取纳米

粒的因素，因而细胞摄取纳米粒的机制可能涉及

更多因数[20]。 

4 结论 

本研究采用 N-乙酰化反应和离子凝胶法成功

地制备出游离氨基含量分别为 92.7%、74.3%、1.59%

的 WSC-DTPA 纳米粒，MTT 法证明了游离氨基含

量为 100% 的 WSC 、 WSC 纳米粒及浓度在

6.25μg/mL 以上的游离氨基含量为 92.7% WSC- 

DTPA 的纳米粒对 6 Gy 60Coγ射线照射的 BRL 细胞

具有一定的辐射防护作用，而活细胞工作站观察到

2 h 内纳米粒可以透过细胞膜进入细胞。为下一步研

究 WSC-DTPA 纳米粒的体内促排及防护作用提供

基础。 
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Study on radiation protection of WSC-DTPA nanoparticles 

LIU Yunying1  ZHOU Xiaowang1  WAN Jianmei2  HU Danfei1  ZHANG Youjiu1 

1(School Of Radiation Medicine and Protection, Medical College of Soochow University, Jiangsu Province Key Laboratory of 

Radiation Medicine and Protection , Suzhou 215123, China) 
2(Experimental Center of Medical College, Soochow University, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  To investigate the radiation protection of WSC-DTPA nanoparticles, N-acylation reaction and ion 

crossing-linking method were used to prepare nanoparticles in different remaining free amino groups. MTT assay was 

performed to evaluate their effects on the viability of the cells after γ-rays irradiation, while the capability of 

FITC-WSC-DTPA nanoparticles probe penetrating through cellular membrane was observed by Live Cell Station. 

The results show that WSC-DTPA polymers were successfully synthesized, in which the content free amino group is 

92.7%, 74.3%, 1.59%, respectively. Compared with γ-rays alone group, it was shown that WSC, WSC nanoparticles 

and WSC-DTPA nanoparticles with the concentration more than 6.25 μg/mL and the free amino group content around 

92.7% have good efficacy in radiation protection to BRL cells from damage induced by 6 Gy 60Co γ-rays by the 

higher survival rate, while WSC-DTPA nanoparticles with 1.59% free amino group content do not have radiation 

protection to BRL cells. The WSC nanoparticles and WSC-DTPA nanoparticles can penetrate into cellular within 2 h, 

while WSC-DTPA polymers could not pass through the membrane. 

KEYWORDS  Water-soluble low-molecular weight chitosan(WSC), Diethylenetriamine pentaacetatic acid (DTPA), 

Nanoparticles, BRL cells, Radiation protection. 
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