
　动物学杂志 Chinese Journal of Zoology　2010, 45 (1) : 90～93

基金项目　国家自然科学基金项目 (No. 30670297) ,浙江省人事厅 2006年度留学人员科技活动项目择优资助经费 ,浙江省临安市

科技发展专项基金项目 (No. 2006021) ,教育部留学回国人员科研启动基金项目 (No. [ 2007 ] 1108) ,浙江林学院创新团队支持计

划项目 (No. 2006B03) ;

3通讯作者 , E2mail: xianyu_yang@hotmail. com;

第一作者介绍　孙晓婷 ,女 ,本科生 ;研究方向 :生物科学 ; E2mail: sunxiaoting666837@163. com。

收稿日期 : 2009208206,修回日期 : 2009210230

超声波处理提高磁性微小铁葡聚糖颗粒的
产量及对纤毛虫细胞的应用
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摘要 : 共沉淀法是制备磁性微小铁葡聚糖颗粒的常用方法之一 ,其简单、易操作 ,但是温度、pH、氨水滴

加速度等多种因素影响粒径的大小 ,而且很多颗粒聚集成束 ,因而微小铁葡聚糖颗粒的回收量低。为提

高微小铁葡聚糖颗粒的回收量 ,对反应初产物离心后的沉淀部分进行了超声波处理 ,使回收量由处理前

的 015 g提高到处理后的 10 g以上。利用回收的微小铁葡聚糖颗粒进行纤毛虫接合对分离 ,接合率高

达 95%以上。
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Abstract:“Co2p recip itation” is one of the most popular methods for p reparation of magnetic iron2dextran

particles, which is simp le and easy to operate. These particles can be obtained by dissolving FeCl2 , FeCl3

together with dextran in H2O in a p roper ratio and adding NH4OH into this solution. After the chem ical reaction

comp leted, the poduct is dark2brown including numerous different sized magnetic iron2detran particles and their

aggregates due to the effects of temp rature, pH, the speed of NH4OH addition and some other factors. In fact,

the p rimary reaction p roduct is centrifuged to elim inate the large particles and to obtain ideal2sized particles,

while this centrifugation results in the loss of the most p rimary reaction p roduct and low p roduction of the ideal2
sized particles. In this experiment, the pellet from the centrifugation was treated with ultrasound, and as the

result, the p roduction of magnetic iron2dextran particles was increased to 20 times of the original p roduction

from 0. 5 g to 10 g. W hen these particles were added to the m ixtures of singel cells and conjugating pairs of

Param ecium caudatum , highly synchronized conjugating pairs were obtained, which indicates its high quality of

the particles. The importance of the current imp rovement for p reparation of magnetic iron2dextran particles can

be evaluated by its universal use in bioscience, biomedical and bioengineering due to their excellent

biocompatibility and targeting performance.



1期 孙晓婷等 :超声波处理提高磁性微小铁葡聚糖颗粒的产量及对纤毛虫细胞的应用 ·91　　　·

Key words: U ltrasound; Iron2dextran particles; Co2p recip itation; Ciliates

　　磁性微小铁葡聚糖颗粒 (magnetic iron2
dextran particles) 是以 Fe3 O4为核、葡聚糖为壳

的结构 ,具有良好的生物相容性和优异的靶向

性能。因此 ,磁性微小铁葡聚糖颗粒日益受到

关注 ,作为药物、细胞、酶的载体广泛应用于医

疗诊断及生物技术工程和工业工程等领

域 [ 1 - 2 ]。在纤毛虫研究领域中 ,微小铁葡聚糖

颗粒应用于食物泡、分裂球以及接合对的分

离 [ 3 - 5 ]。长期以来 ,本研究室通过共沉淀法中

的一步法制备微小铁葡聚糖颗粒 ,每次的回收

量很低 [ 3, 6 ]。为了提高铁葡聚糖颗粒的回收

量 ,通过超声波处理反应初产物的方法 ,解决了

此问题。

1 　材料与方法

111　微小铁葡聚糖颗粒制备方法 　过去文

献 [ 3, 6 ]中制备微小铁葡聚糖颗粒的方法为 : ①

在 250 m l三角锥瓶中加入 60 m l蒸馏水 ,置于

恒温磁力搅拌器上 ( 60℃)。②将葡聚糖 8100

g、氯化铁 9106 g和氯化亚铁 3184 g先后加入

锥瓶中 ,搅拌至彻底溶解。③用蠕动泵将 100

m l氨水 (715% )以 018 m l/m in的流速 ,滴入上

述锥瓶的混合液中 ,氨水加完后在 60℃保持 3

m in。④将上述反应物混匀后分装于 4个 50 m l

离心管 ,进行离心 (400 g , 2 m in)。⑤将上清分

别倒入 100 m l烧杯中并在杯底部放置强力磁

铁 ,以回收上清中的微小铁葡聚糖颗粒。⑥将

回收的微小铁葡聚糖颗粒悬浮于 40 m l Tris2
HCl ( 100 mmol/L , pH 714)中 ,用滴管充分吹

吸 ,以去除残留的氨水 ,然后再用磁铁回收微小

铁葡聚糖颗粒。该步骤重复 3次。最后将回收

的微小铁葡聚糖颗粒悬浮于 20 m l Tris2HCl

(100 mmol/L , pH 714)中 ,离心 (600 g , 2 m in) ,

回收上清。这时 ,上清中含粒径约 1μm或更

小粒径的铁葡聚糖颗粒。

112　微小铁葡聚糖颗粒制备方法的改良 　在

上述方法中 ,步骤 ④离心后的沉淀是扔掉的。

本次改良是将这部分沉淀悬浮于 40 m l Tris2

HCl(100 mmol/L , pH 714)中 ,然后用超声波细

胞粉碎机 ( KS2450F)进行超声波处理 (振幅

35%, 5 m in)并离心。留在上清中的铁葡聚糖

颗粒用改良前的方法回收。

113　尾草履虫接合对的分离及其发育时期的

检测 　在混有单体尾草履虫 ( Param ecium

cauda tum )及其接合对的细胞培养液中滴入几

滴通过上述方法制备的微小铁葡聚糖颗粒 ,然

后通过前人描述的方法分离尾草履虫的接合

对 [ 5 - 6 ]。对已分离的接合对 ,首先利用吖啶橙

( acridine orange, AO) 和 Hoechst 33342 (HO )

进行细胞核染色 [ 7 ]
,然后通过体积定量法制备

临时装片 [ 8 ]
,并在荧光显微镜下对细胞进行观

察。由于荧光的淬灭性质 ,随着观察时间的延

长 ,细胞的荧光减弱 ,与背景之间的反差降低 ,

体现在图片上颜色较淡 [ 9 ]。

2　结　果

将传统方法中通过离心或过滤去除的沉淀

部分悬浮于 40 m l Tris2HCl ( 100 mmol/L , pH

714)溶液并进行超声波处理的结果 ,铁葡聚糖

颗粒回收量由原来的 015 g增至 1012 g(表 1)。

实验共重复 3次 ,结果都十分接近。利用该方

法回收的铁葡聚糖颗粒进行纤毛虫接合对分

离 [ 5 - 6 ]的结果 ,接合率达 95%以上 ,细胞发育

过程也比较同步 (图 1)。

表 1　超声波处理前后铁葡聚糖颗粒回收量的比较

Table 1　Com para sion of magnetic iron2
dextran particle production before and

after ultra son ic trea tm en t

超声波处理

U ltrasonic treatment

每只离心管中的回收量 Production ( g)

1 2 3 4

处理前
Before treatment

0115 0110 0115 0110

第一次处理后
After first treatment

2100 1160 1180 2100

第二次处理后
After second treatment

0150 0190 0150 0110
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图 1　通过饲喂磁性微小铁葡聚糖颗粒分离的单体尾草履虫及其接合对

F ig11　S ingle cells and con juga ting pa irs of Pa ram ecium cauda tum separa ted by

feed ing magnetic iron2dextran particles

A:单体尾草履虫 ,细胞内有大量含有磁性微小铁葡聚糖颗粒的食物泡 ; B:明视野下观察的接合对 ; C:吖啶橙 (AO ) 和

Hoechst 33342 (HO) 活体荧光染色 ,接合对处于减数第一次分裂中、后期 ; D: AO /HO染色 ,多数接合对处于配前第三次分

　　 裂时期 ,细胞中可观察到 3个凋亡中的减数分裂退化核。标尺 = 100μm。

A: Single cells of P. caudatum having many food vacuoles containing magnetic iron2dextran particles; B: Conjugating pairs observed

under a bright field m icroscope; C: AO /HO stained conjugating pairs at the 1 st meiotic metaphase and anaphase; D: AO /HO

stained 　　conjugating pairs at the 3 rd p rezygotic division stage mostly with three apop totic meiotic nuclei1Bar = 100μm1
　

3　讨　论

按共沉淀法中的一步法制备磁性微小铁葡

聚糖颗粒的过程中 ,反应液中形成很多由小颗

粒聚集成块的大颗粒 ,通常通过离心将这部分

大颗粒去除 [ 10 - 13 ]。作者认为正是这一步离心

操作降低了铁葡聚糖颗粒的回收量。本文利用

超声波在液体介质中传播时 ,在界面产生强烈

的冲击和空化现象的特性 ,对原方法 [ 5 - 6 ]中反

应初产物离心后得到的沉淀部分进行了超声波

处理 ,结果回收量由原来的 015 g增至 1012 g

(表 1)。利用超声波处理得到的微小铁葡聚糖

颗粒进行尾草履虫接合对分离 ,接合率达到

95%以上 ,细胞同步发育程度也很高 (图 1 )。

这些结果表明 ,超声波处理在提高微小铁葡聚

糖颗粒产量的同时 ,也保证了质量 ,从根本上解

决了磁性铁葡聚糖颗粒低回收量的问题。这项

改良在实际研究与生产中都具有重要的参考价

值。
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