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摘  要 

乳腺癌是全球发病率最高的癌症，也是女性癌症患者死亡最常见的原因。对于乳腺

癌患者而言，转移才是其发生发展中最难以控制的阶段，也是造成 90%以上乳腺癌患者

死于实体瘤的主要原因。对乳腺癌运动能力的抑制以及有效的抗乳腺癌方法将大大缓解

乳腺癌带来的经济与社会负担。因此，基于材料表面带电特性对细胞行为调控的重要作

用及现阶段电刺激用于肿瘤治疗的局限性，本文利用具有稳定可调表面带电特性的铌酸

钾钠（KNN）块体压电陶瓷研究材料表面电势对乳腺癌细胞迁移侵袭行为的影响及机制；

并利用超声促进极化 KNN 压电纳米颗粒产生无源、可控的电刺激，研究对乳腺癌细胞

活性抑制作用及机制。主要研究内容如下： 

1. KNN 表面电势会影响乳腺癌细胞的运动行为并对骨架系统产生影响。利用 KNN

块体陶瓷良好的铁电性能，通过可控的极化手段获取具有不同表面电势，但表面形貌、

成分及化学结构未发生改变的 KNN 样品，并以此为模型探究材料表面带电差异对细胞

运动行为的影响。实验发现与未极化的 KNN 样品相比，极化使材料具有更高的表面电

势时对正常细胞的运动潜能具有轻微的促进趋势，但对癌细胞具有抑制作用，尤其是极

化后压电常数为 80 pC/N 的高表面电势 80KNN 样品能够极其显著的抑制 2 种乳腺癌细

胞的迁移、侵袭能力；进一步通过免疫荧光染色及实时定量聚合酶链式反应（PCR）发

现可能的原因是材料表面高电势抑制乳腺癌细胞极化，改变微管聚集状态，促进细胞扁

平状形态结构的形成和强黏附的形成。 

2. 超声辅助极化 KNN 压电纳米颗粒共同作用于乳腺癌细胞可以达到良好的抑制癌

细胞活性的作用。实验使用具有良好压电性能的极化 KNN 纳米颗粒，配置不同浓度后

与 BMSC 共培养，选用对 BMSC 具有良好生物相容性且浓度较高的 400 μg/mL 的极化

KNN 进一步实验。将超声和极化 KNN 颗粒共同作用于乳腺癌细胞后，对其进行存活率

检测、死活染色和形态观察。结果表明当两者共同作用 24 h 时，高转移性的三阴性乳腺

癌细胞 MDA-MB-231 存活率低至 30%左右，低转移性的非三阴性乳腺癌细胞 MCF-7 存

活率低至 35%左右，并且 2 种癌细胞的骨架结构遭到完全破坏，运动能力完全丧失。实

验进一步表明可能的机制是其作用于乳腺癌细胞时，会造成氧化还原失衡，过量活性氧

（ROS）产生并促进癌细胞的凋亡与坏死。 
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Abstract 

Breast cancer has become the most commonly diagnosed cancer in the world and the 

most common cause of death among female cancer patients. For breast cancer patients, 

metastasis is the most difficult and dangerous stage in the occurrence and evolution of 

malignant tumors, and it also accounts for more than 90% breast cancer patients to die from 

solid tumors. Inhibition of breast cancer motility and effective anti-breast cancer methods will 

greatly alleviate breast cancer burden. Hence, based on the importance of the regulatory 

effects of material surface potentials on cell behaviors and the limitations of electric 

stimulation for tumor therapy, potassium sodium niobate (KNN) piezoceramics with stable 

and adjustable surface charges were used to study the effects of surface potentials on the 

migration and invasion behaviors of breast cancer and their mechanisms. The effects and 

mechanisms of polarized KNN nanoparticles with ultrasound (US) generating wireless, 

controllable electric stimulation on breast cancer cell viability were also studied. The main 

research contents and conclusions are as follows: 

1. KNN surface potentials could affect breast cancer cell motility and cytoskeleton. 

Taking advantage of the excellent ferroelectric properties of KNN piezoceramics, KNN 

samples with different surface potentials but the samiliar surface morphologies, compositions, 

and chemical structures were obtained by controllable polarization methods, and they were 

applied as model materials to investigate the effects of charges on breast cancer cell 

movements. It was found that compared with unpolarized KNN samples, polarized KNN 

samples with higher surface potentials had the tendency to promote normal cell movements 

and inhibit cancer cell movements. The polarized one with a piezoelectric constant of 80 

pC/N could significantly inhibit the migration and invasion of breast cancer cells.  Further, 

immunofluorescence staining and real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) 

showed that the possible reasons were the inhibition of breast cancer cell polarization, change 

of microtubule aggregation state, the formation of flat cell morphology and strong adhesion. 

2. Breast cancer cells subjected to polarized KNN piezoelectric nanoparticles stimulated 

by US could well inhibit cancer cell viability. Polarized KNN nanoparticles with good 

piezoelectric properties were used to co-culture with BMSC at different concentrations, and 
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400 μg/mL polarized KNN with good biocompatibility to BMSC was selected for further 

experiments. The breast cancer cells were treated with US and polarized KNN particles to 

detect cell viability, conduct cell dead and alive stain and morphological observation. The 

results indicated that when the two acted together for 24 h, the cell viability of highly 

metastatic, triple negative breast cancer (NTBC) MDA-MB-231 reduced to 30%; non-NTBC 

MCF-7 reduced to 35% and the cytoskeletal structures were completely destroyed; the 

movement abilities were completely lost. The experiments also showed that breast cancer 

cells subjected to the polarized KNN nanoparticles and US could cause redox imbalance, 

excessive reactive oxygen species (ROS) and promote cancer cells apoptosis. 

 

Keywords: potassium sodium niobate; electric signal; breast cancer; migration and invasion; 

cell viability 
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缩略词对照表 

英文简写 英文名称 中文名称 

SEM scanning electron microscopy 扫描电子显微镜 

AFM atom force microscopy 原子力显微镜 

CLSM confocal laser scanning microscope 激光共聚焦显微镜 

XRD X-ray diffraction X 射线衍射仪 

EDS energy dispersive spectra 能谱仪 

DLS dynamic light scattering 动态光散射仪 

KNN potassium sodium niobate 铌酸钾钠 

P-KNN polarized potassium sodium niobate 极化铌酸钾钠 

PBS phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液 

CCK-8 cell counting kit-8 CCK-8 试剂盒 

DMEM dulbecco's modified eagle medium 杜氏改良培养基 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

PI propidium iodide 碘化丙啶 

DCFH-DA 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate 
2',7'-二氯荧光黄双乙酸

盐 

ROS reactive oxygen species 活性氧 

FA focal adhesion 黏着斑 

FAK focal adhesion kinase 黏着斑激酶 

PDI particle dispersion index 多分散指数 

NTBC triple negative breast cancer 三阴性乳腺癌 

US ultrasound 超声 

PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
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第一章  绪论 

1.1 乳腺癌概述及治疗现状 

肿瘤是指机体在各种致瘤因子作用下，局部组织细胞增生所形成的新生物；而癌症

是指起源于上皮组织的恶性肿瘤，是恶性肿瘤中最常见的一类，是一组可影响身体任何

部位的多种疾病的通称，在全世界范围内，已经成为居民死亡的主要原因以及提高居民

寿命的主要障碍。在 100 多个国家中，癌症是造成 70 岁以下居民死亡的第一或第二大

原因（图 1-1）；此外，根据世界卫生组织国际癌症研究协会报道，在 2020 年，乳腺癌

已经超过肺癌成为全球发病率最高的癌症，也是女性癌症患者死亡的最常见原因[1]。乳

腺癌在我国居民群体中的发病率也是呈现逐年上升的趋势，尤其对于女性而言，是威胁

健康的最大风险因素之一，也是我国重点防治的肿瘤之一[2]。对于肿瘤而言，转移才是

恶性肿瘤发生和发展过程中最难控制的阶段，也是大多数患者死于实体瘤的主要原因[3]。

由图 1-2 可以发现，当乳腺癌患者肿瘤只是原位生长或是发生局部转移，5 年的存活率

都能保持在 80%以上；但一旦该肿瘤发生远端转移，5 年的存活率将下降至 20%左右[4]。

由于乳腺癌患者早期大多无症状，晚期乳腺癌则通常伴随着转移的发生，对肿瘤转移的

控制将大大缓解乳腺癌带来的经济与社会负担。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-1 2019 年在不同国家，癌症为 70 岁以下人口死亡原因排名[1]
 

Figure 1-1 National ranking of cancer as a cause of death at ages＜70 years in 2019
[1]

 

临床上目前用于乳腺癌治疗的主要方法有外科手术治疗、放射治疗、化学治疗；在

实际应用中，根据临床分期、患者身体状况及患者意愿，选用多种治疗方法进行整体和 
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图 1-2 不同癌症患者 5 年生存率[4]
 

Figure 1-2 5-year survival rates of patients suffering from different cancers
[4]

 

局部的综合治疗。对于早期的乳腺癌患者（I 或 II 期），最常用的治疗方法就是手术治

疗（大多是乳房保留）并辅以放射疗法；对于晚期的乳腺癌患者（III 期），采用乳房切

除的手术治疗并辅以化疗；此类未发生转移的乳腺癌治疗目的在于消除肿瘤并防止复发；

对于已发生转移的晚期乳腺癌患者（IV 期），只能接受放疗、化疗或是激素治疗，用以

延长寿命、减轻症状[5-8]。尽管这些治疗方法已经得到广泛的应用和极大的发展，对乳

腺癌的治愈率有了较大的提高，但由于这些肿瘤治疗方法本身存在着缺陷，即使联合治

疗也很难完全满足对乳腺癌治疗效果及良好预后的需求。外科手术治疗是通过外科手术

把癌变部位切除，但这种治疗方法容易导致二次损伤，带来一系列并发症，如疼痛、感

染等，且难以切除干净。对于女性乳腺癌患者来讲，乳房切除的手术治疗还会对其心理

产生一定的不良影响[9]。放疗是利用电离辐射来进行肿瘤治疗，但这种治疗方法无可避

免的会对正常的组织细胞产生影响从而产生一系列的副作用，如乳腺癌采用放射疗法可

能使心脏受到一定量的照射而对心脏组织产生副作用[8]。化疗是利用化学药物用于癌症

治疗，Waks 等对用于乳腺癌治疗的有关化疗药物进行了总结[5]。研究表明化疗容易引发
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多药抗性而削减自身及其他治疗方法的治疗效果，并且具有很强的毒副作用，能够对器

官、心血管系统、神经系统等造成损伤，且难以对肿瘤复发和转移进行控制，甚至某些

情况下促进转移的发生[11, 12]。例如，有研究表明与未经过化疗药物处理的乳腺癌细胞相

比，经过化疗药物处理的癌细胞具有更强的肿瘤侵袭潜能[12]。此外，其他的肿瘤治疗方

法如靶向治疗、免疫治疗、基因治疗、内分泌治疗等在乳腺癌治疗中也得到了极大的发

展[13-17]。近年来，物理刺激用于肿瘤治疗得到了研究者们的极大关注，声、光、电、热、

磁等物理作用方式也被广泛用于肿瘤治疗并由此进行有关光动力、声动力等一系列动力

疗法及综合的肿瘤治疗方法[18, 19]。 

1.2 肿瘤迁移侵袭及骨架调控 

肿瘤的恶性转化通常伴随着运动能力的异常增强，如肿瘤细胞的迁移侵袭。细胞的

迁移过程是细胞整体的不断前移，是细胞前端不断向前方延伸，尾部收缩的循环。细胞

骨架是细胞运动过程的主要参与者，Rho GTP 酶中的 Rho，Rac 以及 Cdc42 亚家族则是

细胞骨架的主要调控者，在多种恶性肿瘤的发生以及肿瘤向恶性转化的过程中都伴随着

Rho，Rac 以及 Cdc42 亚家族中蛋白表达水平及活性的异常增强。 

1.2.1 肿瘤迁移侵袭 

肿瘤转移是 90%以上肿瘤患者死于实体瘤的主要原因，由一系列生物学过程组成，

最终使得肿瘤从原发部位转移到远端组织或器官[20, 21]。加强对肿瘤转移过程的了解，才

便于对肿瘤治疗提出更有效的策略[22]。肿瘤转移主要经历如下步骤：肿瘤细胞间黏附减

弱、变的松散，肿瘤细胞易脱离原发肿瘤，迁移侵袭通过细胞外基质；降解血管基底膜

并穿过细胞，内渗进入循环系统；在循环系统中经受住极强的剪切力并在严密的免疫监

控条件下生存下来，随循环系统到达远端组织；在循环系统中与血管内皮细胞选择性黏

附并穿过微血管的内皮细胞外渗到达其他组织，并再次经过迁移侵袭增殖在其他部位定

殖[3, 22-24]。 

在肿瘤细胞整个转移的过程中，从原发部位的脱离到定殖于远端组织器官，涉及一

系列的迁移侵袭过程，肿瘤细胞运动能力的异常增强也是肿瘤细胞向恶性转化的典型特

征[25]。细胞迁移是指细胞在迁移信号的引导下而产生的移动；细胞侵袭则需要在细胞迁

移的基础上再突破基底膜，此过程需要分泌基质金属蛋白酶、组织蛋白酶或是乙酰肝素

酶等降解细胞外的基质。细胞整体的移动过程包括细胞头部向前方延伸，极性伪足的形 
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图 1-3 细胞迁移过程的示意图[27]
 

Figure 1-3 A schematic of stages of cell migration
[27]

 

成；与基底黏附；细胞前移、尾部收缩这一系列不断循环重复的过程[26, 27]（图 1-3）。 

向前方伸出伪足是由于细胞整体极化所致，细胞在接受到前移的信号后会导致细胞

内出现细胞质的极性流动，物质膜泡的运输以及分子离子的不对称分布，决定了细胞迁

移的方向；伸出的伪足与基底的黏附提供了附着力，牵引细胞整体前移；最终需要细胞

的尾部与基底解黏附、收回从而实现细胞的整体前移[28]。细胞与基底的黏附会形成一种

黏着斑（FA）结构，它是由整合蛋白（integrins）将细胞肌动蛋白的微丝束与细胞外基

质相互连接而形成的黏附结构。由图 1-3 中细胞整个向前移动的过程中可以看到，细胞

需要这样的 FA 结构提供向前的牵引力，但这种 FA 结构连接过于紧密则不利于细胞尾

部与基底的解离，从而抑制细胞整体的前移。因此，在细胞整个迁移的过程中，细胞需

要与基底保持适度的黏附，过紧或是过松的黏附都不利于细胞的迁移。黏着斑激酶（FAK）

是肿瘤细胞 FA 结构动态变化的重要调控者，促使细胞不断地发生黏附与解黏附的作用

从而实现细胞的整体移动[29,30]。此外，FAK 还能影响细胞骨架的重构与基质金属蛋白酶
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的表达，随着癌症向恶性进展及转移的发生，FAK 的表达和活性升高[31, 32]。Qiao 等人

研究发现，FAK 表达水平的提高与乳腺癌患者总体生存期的下降相联系，并且可以影响

乳腺癌部位雌激素受体、孕激素受体、人表皮生长因子受体 2 等乳腺癌受体的表达[33]。 

1.2.2 骨架调控 

细胞骨架是细胞迁移的物质基础，是细胞运动的主要参与者；细胞骨架系统主要包

括微丝、微管和中间纤维[34, 35]。微丝是由肌动蛋白组成的纤维状结构，包含细胞内部的

应力纤维以及细胞边缘的一些突起，如片状、丝状和侵袭性伪足。微管是一种中空的管

状结构，也属于具有极性的细胞骨架结构。微管主要参与细胞的物质运输，产生细胞运

动的牵引力并且与肌动蛋白、黏附和极化的形貌相联系[36, 37]，有研究表明在运动的细胞

中，微管可以促进细胞前端生成短束状微丝从而促进板状伪足的形成[38]。中间纤维是主

要起支撑作用的细胞骨架结构。细胞骨架的重构及其动态变化是细胞迁移侵袭运动的基

础，Rho GTPase 酶家族是对骨架进行调控的关键因子，肿瘤细胞运动能力的改变通常

伴随着该家族相关蛋白表达及活性的改变[39-41]。 

Rho GTP 酶家族包含有不同的亚家族，主要参与细胞运动时骨架调控的是其中的 3

个亚家族[42]。Rho 亚家族主要参与应力纤维的形成，包含 RhoA，RhoB，RhoC。细胞

在迁移的过程中，细胞前端需要不断的形成伪足与基底黏附以提供细胞运动的锚着力，

细胞的后端则需要不断的解黏附使细胞尾部收缩完成整体前移，这种黏附的形成和解离

都依赖于 RhoA 蛋白的调节[43]。Rho 相关蛋白激酶（ROCK1/2）是 RhoA 下游的效应子，

可以磷酸化下游位点，调节肌球蛋白轻链 II 的活性最终影响细胞的收缩及细胞的运动[44]。

Rac1 是 Rac 亚家族的一员，主要是促进板状伪足和膜褶皱的形成[45]。Cdc42 亚家族中

的 Cdc42 主要促进丝状伪足的形成。Rac1 和 Cdc42 通过诱导细胞前缘骨架的重排，促

进伪足的形成，为细胞的运动提供向前的牵引力[46]。Olson 等人将与细胞运动相关的骨

架调节蛋白及其影响细胞运动的分子调节机制及结构等进行总结，发现 Rho GTP 酶以

及与其相关的上游下游信号通路对骨架的调控在多种细胞及实验研究中被证明[47]。此外，

目前许多研究都证实了 Rho GTP 酶在肿瘤向恶性进展过程中的重要作用，并且在多种

恶性肿瘤的发生中都伴随着 Rho GTP 酶的高表达[48, 49]。Gerhard 等人研究肠、乳腺、以

及肺部肿瘤细胞与相应正常组织中 Rho GTP 酶的表达，发现 RhoA 的表达在所有肿瘤细

胞中表达量均是正常细胞的 3 倍。在乳腺癌中，RhoA，Rac 以及 Cdc42 蛋白均具有很

高水平的表达，但在相应的正常组织中，表达量很少甚至不表达[50]；并且，通过对 I 到
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III 不同分期的乳腺癌细胞进行分别检测，发现分期越靠后的乳腺癌患者通常都伴随着

RhoA表达含量的增高；此外，研究也表明RhoA的高表达通常可以促进肿瘤的转移[50, 51]。

Fritz 等人也得出了相类似的结果。通过分析相同个体乳腺肿瘤部位与正常组织部位中

RhoA，RhoB，Rac1 以及 Cdc42 的表达，发现这些蛋白的表达随着乳腺癌的发生发展得

到了明显的提高[52]；与未发生癌变部位相比，RhoA，ROCK1/2， Rac1 以及 Cdc42 在

睪丸癌、肺癌等癌变部位中的高表达也得到了证实[39, 53]。 

1.3 压电材料在肿瘤治疗方面的应用 

压电材料能够实现力电的相互转换，响应机械力的刺激产生电信号。最常用的压电

材料通常还具有铁电性能，在外加电场存在下极化并且在电场撤离后还具有剩余电荷使

其表面带电，并且该带电特性稳定可调。由于肿瘤细胞的微环境中也存在电稳态，压电

材料的带电特性可实现对肿瘤的电刺激破坏其电稳态以及细胞结构，从而影响肿瘤细胞

的增殖迁移侵袭等行为。此外，压电材料能够响应超声的刺激，进一步增强对肿瘤部位

的电刺激并且在超声辅助的条件下能够实现更好的抑制肿瘤增殖的目的。 

1.3.1 压电材料简介 

压电材料是指一类具有压电效应的材料。1880 年居里兄弟在石英晶体中首先发现正

压电效应，并在随后的实验中验证了逆压电效应的存在。正压电效应是指材料在受到压

力或是拉伸力时会在两端面间产生电压；逆压电效应则是指在外电场作用下材料会产生

形变，正、逆压电效应的示意图如 1-4 所示[54]。 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-4 压电效应示意图。（a，b）正压电效应，（c，d）逆压电效应[54]
 

Figure 1-4 The schematic diagram of piezoelectric behaviors. (a, b) Direct piezoelectric 

effects, (c, d) inverse piezoelectric effects
[54]
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材料是否具有力电耦合的压电效应取决于材料内部的晶体结构。只有具备不对称中

心的晶体才会在压力作用下正负电荷分离而产生电压。根据对称性原则将晶体分为 32

种晶族，有 21 种是没有对称中心的，其中 10 种具有自发极化的能力并且自发极化的强

度会随着温度改变，称为热释电体。在热释电体中，自发极化的方向能在外电场的作用

下重新取向的称为铁电体。目前对压电材料的研究主要是以铁电材料为主。 

压电材料主要分为无机压电材料和有机压电材料。无机压电材料主要有压电单晶和

压电多晶。压电单晶是指晶体按照空间点阵有序生长的晶体，主要包括石英晶体、镓酸

锂、锗酸锂、锗酸钛等。通过烧结制得的陶瓷是多晶压电材料。压电陶瓷由很多随机取

向的晶粒组成，宏观表现为各向同性，不显示压电性能；通过极化后表现为各向异性，

显示出压电性能。最早发现的压电陶瓷为钛酸钡陶瓷。1955 年以锆钛酸铅二元系压电陶

瓷发现为基础进行了大量有关铅基压电陶瓷的研究及应用，此类压电陶瓷具备优异的压

电性能，被广泛用于传感器、致动器器件和多层电容器[55]。然而，由于此类含铅压电材

料对环境和人体的健康存在很大的危害，以 BaTiO3 基、(Bi0.5Na0.5)TiO3 基、(K,Na)NbO3

基以及铋层结构为代表的无铅压电陶瓷受到了目前更为广泛的关注与研究[56]。有机压电

材料是以聚偏氟乙烯(PVDF)为代表的压电薄膜材料，该类压电材料具备良好的柔韧性，

在压电薄膜器件的设计制备中表现出巨大的应用潜力。 

1.3.2 铌酸钾钠基压电材料 

铌酸钾钠陶瓷（K0.5Na0.5NbO3，KNN，具有该类陶瓷的最佳电学性能）是一种典型

的钙钛矿型（AB03）结构的压电陶瓷，具有工艺简单，烧结温度低等绿色环保的制备过

程，并且其压电性能良好，具有较高的居里温度（420 ℃）以及较好的机械品质因素，

受到了广泛的关注及应用[57]。KNN 的物相会随着温度的改变而改变，温度从低—高时，

KNN 会经历三方相→正交相→四方相→立方相的转变；KNN 的压电性能由正交相和四

方相决定，当两相共存时，KNN 材料表现出最优的压电性能[58, 59]。 

KNN 是由两种人体必需的金属元素 K，Na，具有生物安全性的金属元素 Nb 以及 O

组成，对人体不会造成伤害，KNN 的生物相容性此前通过实验也已经证实。将人牙龈

成纤维细胞（HGF）与 KNN 陶瓷共培养，观察细胞的形态及增殖能力，并与传统的修

复材料聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）以及空白对照组对比，结果表明细胞形态无变化，

增殖能力没有显著性差异[60]。此外，极化的 KNN 被证明具有更强的蛋白吸附作用以及

促进小鼠胚胎成骨细胞前体细胞（MC3T3-E1）以及骨髓间充质干细胞（BMSC）增殖
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的作用[61, 62]。具有良好生物相容性的 KNN 目前在生物医学领域已经开展了广泛的研究。

KNN 压电陶瓷是多晶压电材料，对外不显示压电性能。通过外加电场的极化作用，材

料内部正负电荷会发生分离而沿着电场方向聚集在陶瓷的两个相对表面上，最终使KNN

陶瓷的两面带有电量相等、符号相反的电荷；并且由于剩余极化的存在，在电场撤离后

仍然会存在这样的带电特性（图 1-5）[54, 63, 64]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-5 压电陶瓷在外加电场作用下极化示意图[63]
 

Figure 1-5 Diagram of polarization of piezoceramics under external electric fields
[63]

 

1.3.3 压电材料的电刺激作用用于肿瘤治疗 

电刺激抗肿瘤是一种新型的物理治疗手段，不同参数、性质的电刺激通过不同方式

及原理用于抗肿瘤已有较广泛的研究。肿瘤治疗电场是一种新型的肿瘤治疗方法并且在

2011 年被美国食品药品监督管理局批准用于脑胶质瘤的治疗[65]。它采用一种低强度及

适中频率的（100-300 kHZ）交变电场，破坏有丝分裂期间微管的聚合作用从而抑制肿

瘤细胞生长；由于肿瘤细胞本身具有无限增殖的特性，它可以杀灭肿瘤细胞但对正常的

细胞没有毒害作用[66-68]。肿瘤治疗电场与化疗药物的同时作用也可以提高化疗药物的治

疗效率，促进化疗药物对多药抗性肿瘤细胞的杀灭作用[69, 70]。此外，肿瘤治疗电场也被

证明能够有效的抑制肿瘤转移。Kirson 等学者在小鼠和白兔中构建动物转移模型用以研

究肿瘤治疗电场对实体瘤转移的影响，结果证明了该电场对癌转移的抑制作用[68]。Oh

等人通过细胞体外实验发现在转移性的骨肉瘤中，肿瘤治疗电场的施加会抑制肿瘤细胞

的迁移侵袭能力，对转移和成血管相关蛋白的表达也进行了抑制[71]。肿瘤治疗电场在恶

性胶质瘤迁移侵袭和成血管中的抑制作用也被 Kim 等人证明，并且说明可能的影响机制

是对 MAPK 与 PI3K/AKT 信号通路的作用[72]。 
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细胞膜上具有用于离子和物质运输的小孔，使细胞维持动态的平衡。施加电脉冲并

且在电极上提高电压击穿细胞膜，造成可逆的电穿孔，导致细胞膜对离子的通透性增强，

给药效率提高，可以提高化疗药物治疗肿瘤的效率。纳秒级的电穿孔具有更高的电场强

度和更高的脉冲宽度，可以导致不可逆的电穿孔，使细胞膜功能丧失而造成肿瘤细胞死

亡[73]。体内体外实验均证明脉冲电场的施加对于控制肿瘤进展，抑制肿瘤转移具有很明

显的作用[74]。 

电场化学治疗直接将电极插入肿瘤部位，在直流电场的作用下导致癌细胞的死亡。

电极插入部位周围 pH 的剧烈改变是杀死肿瘤的主要原因；此外，还会在电极周围产生

活性氧（ROS）（破坏脂质、蛋白和 DNA）从而达到杀灭肿瘤的效果[75]。这种方法相较

于其他的方法，可以针对肿瘤部位产生局域破坏，副作用更少，并且可以与化疗、免疫

疗法等结合来增强肿瘤治疗的效果[76, 77]。但这种方法有效面积有限，当肿瘤部位的面积

较大时，可能需要植入两个以上的电极。复杂的电极装置，阻碍了电化学疗法的应用；

并且它不是选择性的肿瘤治疗方法，对肿瘤部位的正常细胞也有杀害作用[77]。 

从先前研究可以发现，电刺激在肿瘤治疗的应用中，外源性电极的插入易造成感染

或是患者的二次损伤；采用外源性电源装置直接施加电场则存在穿透性、有效性、选择

性差的问题，无法对肿瘤部位进行精确的电刺激调控。为了更好的达到肿瘤治疗以及良

好预后的目的，研究者们近年来开始探索无需外接电极的无线电刺激方式用于肿瘤研究。

具备压电性能的生物材料由于自身的带电特性，无需外接装置即可对细胞提供稳定可控

电刺激。先前有研究将压电陶瓷与成纤维细胞、成骨细胞等共培养，发现其产生的电刺

激会对其增殖、黏附、分化等行为产生影响。近年来，对肿瘤细胞电稳态的作用成为肿

瘤治疗的新靶点，生物相容性良好的无铅压电陶瓷开始被探索用作新的电刺激施加方式

作用于肿瘤，通过对肿瘤细胞的电稳态与细胞代谢、细胞膜的通透性等作用，对细胞活

性以及细胞的转移能力产生影响，并且促进化疗药物的肿瘤治疗效果。 

有研究表明，铌酸钾钠陶瓷正极化面的高表面电势在与骨肉瘤细胞培养 7 d 后可达

到 50%的增殖抑制效果，肿瘤细胞无法良好黏附，甚至出现死亡。进一步研究表明高表

面电势的电学环境给予肿瘤细胞持续的电刺激，造成了肿瘤细胞膜的损伤，氧化—还原

平衡失衡从而导致大量 ROS 的产生，继而造成细胞的死亡；并且进一步对压电纳米颗

粒的研究也证明了同样的抗肿瘤作用[78]。阿霉素是一种极其常用的化疗药物，其在应用

中最大的问题就是毒副作用。降低化疗药物的用量，提高其杀灭肿瘤的效率将会大大的

减轻化疗药物的毒副作用。将化疗药物阿霉素与纳米压电陶瓷材料钛酸钡通过超分子络
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合，压电材料促进化疗药物的递送以及肿瘤细胞对阿霉素的内化吸收，可以显著的提高

阿霉素对癌细胞的杀伤作用及效率[79]。也有研究者将具有显著抗肿瘤效果的微量元素，

如硒、铜等与压电材料复合，通过材料的本征电刺激促进带电粒子的运输实现对肿瘤细

胞的电刺激以及化学元素对肿瘤杀灭作用相结合，达到良好的肿瘤治疗效果[80, 81]。 

除了直接对肿瘤细胞产生电刺激达到抗肿瘤的效果，Yoon 等人发现压电纳米材料

可以作为敏化剂，促进具有肿瘤治疗电场抗性的癌细胞对电场治疗的敏度。实验发现当

对具有电场抗性的 MCF-7 乳腺癌细胞加入钛酸钡压电纳米粒子共培养后，在电场刺激

下该纳米粒子在肿瘤细胞胞质积累，与电场单独作用相比，可明显增强对 MCF-7 乳腺

癌细胞的杀灭作用；并且当钛酸钡纳米粒子的粒径为 200 nm 时，在电刺激下的抗癌效

果更明显，说明纳米粒子的粒径也会影响电场作用下的抗肿瘤效果[82]。钛酸钡压电纳米

粒子除了作为响应电场治疗的敏化剂，也可以用作基因治疗的传递者以及用于生物成像。

Dempsey 等将聚乙烯亚胺包裹在钛酸钡表面，该复合物可以显著的促进细胞对钛酸钡纳

米粒子的摄取并且由于聚乙烯亚胺是最有效的非病毒基因传递剂之一，该复合物可以实

现高效的基因传递用于肿瘤基因治疗。此外，钛酸钡压电纳米粒子作为二次谐波的纳米

探针可以用于生物成像，因此包裹了聚乙烯亚胺的钛酸钡纳米粒子可以实现肿瘤成像与

肿瘤治疗一体[83]。 

基于压电材料本身的电学特性提供电刺激用于肿瘤治疗，目前研究较少，且大多都

只是在肿瘤杀灭方面的作用，缺乏对肿瘤转移相关的研究。上述研究已经表明肿瘤治疗

电场、电脉冲等电刺激可以通过多种信号通路、对骨架的改变等对肿瘤的迁移侵袭血管

形成等转移行为抑制，说明电刺激在肿瘤转移中具有调控作用，探究压电材料对肿瘤细

胞转移的作用将促进其在肿瘤治疗方面的应用。 

1.3.4 超声辅助压电纳米材料用于肿瘤治疗 

压电效应的发现是在 100 多年前，但对微纳米尺寸压电效应的发现研究却是在近些

年，其主要用于纳米发电机和纳米自供电系统[84]。压电纳米材料的尺寸小、比表面积大，

可以加载机械刺激，对肿瘤细胞进行无线的、非侵入性并且具有选择性的电刺激用于肿

瘤的治疗。超声是一种机械声波，周期性振动频率高于人的听力（20 kHz），其作用可

控、具有很深的组织穿透力，对正常组织器官安全。Marino 等人利用功能化的钛酸钡纳

米粒子靶向脑胶质瘤，其压电特性使其在超声刺激下远程提供电刺激，显著提高化疗药

物的治疗效率；并且电刺激可以扰乱肿瘤细胞的 Ca
2+稳态，显著促进肿瘤的凋亡，抑制
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肿瘤的增殖[85]。 

压电纳米材料响应超声作用除了可以对肿瘤细胞产生无线电刺激，还可以作为声动

力敏化剂的来源[64]。近年来对微纳米尺寸的压电效应研究发现，机械振动作用会导致微

纳米尺寸的压电材料发生形变从而产生正负电荷，导致内部的电子和空穴发生分离并向

相反的方向迁移，分别富集于材料的导带和价带进而产生电压；当其超过一定值时（导

带边缘电势低于 O2/·O2
-氧化还原电势；价带边缘电势低于 H2O/·OH），将能够有效的催

化氧化还原反应并生成 ROS，即产生压电催化作用杀灭肿瘤细胞（图 1-6）[86-88]。对于

BiFeO3，虽然导带边缘的电势比氧化还原的电势高，但足够强的压电场导致其导带倾斜

从而促使氧化还原反应的产生。在超声辅助作用下压电纳米粒子导致肿瘤细胞内 ROS

的过量产生，引起细胞内蛋白、细胞器以及 DNA 等相关生物结构的破坏进而引起细胞

的凋亡甚至死亡。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-6 压电材料在超声状态下极化并进一步产生压电催化作用的示意图（在水相中主要

为 O2/·O2
-和 H2O/·OH）[87]

 

Figure 1-6 A schematic diagram of the ultrasound-induced piezoelectric polarization of 

piezoelectric materials and further piezocatalysis (mainly O2/·O2
-
 and H2O/·OH  

in aqueous phase)
 [87]
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在高强度聚焦超声的作用下纳米粒子则可以增强超声的吸收以及热效应的产生，在

短时间内产生 70-100℃的高温，造成组织过热从而达到细胞杀死作用。此外，压电纳米

粒子的存在也可以促进超声产生的空化效应。在空化作用中，液体中的气泡一直处于压

缩和去压缩的循环当中，促进微射流和微声流的产生，对周围的细胞膜产生破坏作用，

可使细胞膜产生暂时性的、可逆的、相对无害的穿孔，这些小孔致使细胞膜的通透性提

高，可以用于药物递送[89-91]。当处于超声作用下的气泡快速崩塌，释放出很高的能量及

温度则会造成细胞的坏死。空化微气泡的坍塌也会造成很强的冲击波，导致细胞的机械

损伤及破坏。空化作用通过促进水的热解离则会促进 ROS 的产生。由于超声具有组织

穿透力深、作用可控的优势，因此超声辅助压电材料用于抗肿瘤在临床上将具有很大的

应用潜能。 

光催化抗肿瘤是通过光辐射使电子和空穴发生分离成为激发态与氧分子发生化学

反应产生 ROS；但在光催化抗肿瘤中产生的电子和空穴会在催化反应发生之前，大部分

重新结合从而抑制 ROS 的产生。大多压电材料在具有压电性的同时具有很好的光敏特

性，将超声刺激下的压电催化与光催化相耦合，在压电极化电场存在下可以诱导压电纳

米粒子电荷分离和还原活性位点的增加，促进电子和空穴的分离以及向表面的迁移，抑

制电子和空穴的重新结合，可以实现高效的光催化作用[92]。 

1.4 本文研究意义及研究内容 

随着功能性生物材料的发展以及对细胞运动在生理病理过程中重要作用的认识，材

料表面特性对细胞运动的调节作用受到了广泛的关注。目前，大量研究已经表明材料表

面硬度、形貌、化学结构、密度、粗糙度等对细胞的运动具有调节作用，但材料表面带

电特性对细胞运动行为的影响却少有研究[93-96]。对于肿瘤细胞而言，其运动能力的异常

改变是肿瘤向恶性转化的重要标志，抑制肿瘤运动能力对肿瘤治疗具有重要的意义。因

此，本研究构建表面具有不同带电特性的模型研究材料表面带电差异对细胞运动行为的

影响。值得注意的是，当材料具有更高的表面电势时，对正常细胞的运动潜能具有促进

作用却对肿瘤细胞具有抑制作用。基于抑制肿瘤细胞运动在肿瘤治疗中的重大意义，本

研究进一步讨论了材料表面带电特性差异对肿瘤细胞迁移侵袭能力的影响及机制。 

另一方面，乳腺癌现已成为全球发病率最高的癌症，但常用的治疗手段不仅容易引

起一系列的并发症及副作用，如疼痛、感染、对其他正常组织的不良影响等问题；并且

治疗效果有限甚至会促进肿瘤转移的发生。由于肿瘤组织内部存在电稳态，对其破坏将
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是肿瘤治疗的新靶点。基于 KNN 压电纳米颗粒所具备的本征电学特性及压电特性，提

出通过将 KNN 纳米颗粒与乳腺癌细胞共培养时辅以超声刺激，利用纳米颗粒的电学特

性以及响应超声的作用实现高效的抑制乳腺癌细胞活性的目的。 

具体的研究内容如下： 

（1）通过传统的固相烧结法制备具有良好压电性能的 KNN 陶瓷块体，调整极化参

数获取具有不同表面电势，但成分、结构、表面形貌一致的 KNN 样品。将 4 种正常细

胞及 2 种乳腺癌细胞与不同表面电势的样品共培养，获取材料表面电势对细胞的初始黏

附速率即细胞运动潜能、细胞增殖能力的影响规律。实验发现与未极化 KNN 相比，随

着极化后 KNN 材料表面电势的升高，乳腺癌细胞的运动潜能下降，但是正常细胞却呈

现上升趋势，且在极化常数为 80 pC/N 时对癌细胞运动能力具有最强的抑制作用，表明

调节材料表面电势用以抑制乳腺癌转移的可行性。因此，实验选取未极化的 KNN 陶瓷

块体作为对照组，极化后压电常数达到 80 pC/N 的块体作为实验组，通过划痕实验、

transwell 实验探究带电特性对乳腺癌细胞迁移、侵袭能力的影响；通过免疫荧光染色探

究对乳腺癌细胞骨架系统及 FA 结构的影响；通过 PCR 实验进一步探讨这种带电特性的

差异是否会对与骨架调控及 FA 调控相关基因的表达产生影响。 

（2）研究不同浓度极化 KNN 压电纳米颗粒对正常细胞的毒性，经过初步筛选，发

现浓度在 400 μg/mL 以下时 BMSC 的存活率都能高达 75%以上。为了能够同时具备良

好的抗肿瘤特性，实验选取 400 μg/mL 的极化 KNN 颗粒进一步实验，探讨在超声刺激

下极化 KNN 纳米颗粒，对高转移性的三阴性乳腺癌细胞 MDA-MB-231 和非三阴性乳腺

癌细胞 MCF-7 在 24 h，48 h，72 h 时存活率的影响，并对细胞骨架形态的变化、细胞迁

移侵袭能力的改变进行研究。从电刺激及压电催化造成细胞代谢失衡的角度出发，对

ROS 的产生、细胞凋亡与坏死的情况进行了分析。最后将超声刺激下具有良好抑制乳腺

癌细胞活性的 400 μg/mL的极化 KNN 颗粒作用于人正常乳腺细胞 MCF-10A用以评估该

抗肿瘤方式的生物相容性。 
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第二章  铌酸钾钠陶瓷表面电势对乳腺癌细胞迁移侵袭的

影响及机制 

2.1 引言 

随着功能性生物材料的发展及细胞运动在生理病理过程中重要作用的认识，材料表

面性质对细胞运动行为的调控受到越来越广泛的关注，目前大多数的研究主要集中于材

料的硬度、表面形貌、粗糙度、化学结构及密度等[93-98]。近年来，材料表面的带电特性

被证明是调节细胞行为的最为关键因素之一，大量研究者开始关注材料表面的带电性质

对生物行为的影响规律，但研究的主要方向始终集中于材料表面电荷对蛋白质吸附行为

的影响；材料表面带电对内皮细胞、成纤维细胞以及间充质干细胞增殖、分化的影响；

研究的主要目的是为了调节材料表面的带电特性用于组织修复[99-103]。 

目前，具有良好生物相容性的压电材料也开始用于肿瘤治疗，Asati 等人利用聚合

物包覆的氧化铈纳米粒子研究不同表面电荷对肿瘤细胞增殖的影响，但其主要关注材料

的带电性对内吞及其在细胞定位中产生的影响，并由此对肿瘤细胞产生的毒性作用，未

研究带电表面对肿瘤细胞行为的直接影响[104]。利用生物材料对肿瘤细胞产生电刺激可

以避免传统电刺激作用于肿瘤时存在的外接电极导致的感染、或是穿透性、选择性差等

问题，Li 等人用压电陶瓷生物材料产生这种无线电刺激作用于骨肉瘤细胞，研究电刺激

与化疗结合作用的抗肿瘤效果[80]。但该研究以及与此相关的研究始终缺乏电刺激的作用

对肿瘤细胞运动行为的影响。肿瘤细胞运动能力的改变与肿瘤转移相关，而肿瘤转移又

是造成大多数患者死于实体瘤的主要原因。认识了解材料表面带电特性对肿瘤细胞转移

相关行为的影响，通过调控生物材料表面的带电性质来控制肿瘤转移，将极大促进生物

材料在肿瘤方面的应用。 

因此，本章实验通过传统的固相烧结法以及可控的极化装置构建表面带有稳定、不

同电势的 KNN 块体陶瓷模型材料，研究对 2 种乳腺癌细胞及 4 种正常细胞运动潜能及

增殖特性的影响，重点关注对肿瘤细胞运动行为的调节作用，并通过对骨架、黏附相关

研究，探究材料表面带电特性对肿瘤细胞迁移侵袭行为影响的机制。 



第二章  铌酸钾钠陶瓷表面电势对乳腺癌细胞迁移侵袭的影响及机制 

 

15 

2.2 材料与实验方法 

2.2.1 主要实验试剂 

本章实验所用主要实验试剂如表 2-1 所示。 

表 2-1 主要实验试剂 

Table 2-1 List of experiment materials and reagents 

试剂 规格 厂商 

五氧化二铌（Nb2O5） AR 上海阿拉丁生化试剂有限公司 

无水碳酸钾（K2CO3） AR 上海阿拉丁生化试剂有限公司 

无水碳酸钠（Na2CO3） AR 上海阿拉丁生化试剂有限公司 

无水乙醇 AR 上海阿拉丁生化试剂有限公司 

1799 型聚乙烯醇 AR 上海阿拉丁生化试剂有限公司 

胰蛋白酶 100 mL 美国 Gibco 公司 

胎牛血清（FBS） 500 mL 美国 Gibco 公司 

DMEM(H)培养基 500 mL 美国 Gibco 公司 

双抗（青/链霉素） 100 mL 美国 Gibco 公司 

MCF-10A 细胞专用培养基 600 mL 武汉普诺赛生命科技有限公司 

磷酸缓冲盐溶液（PBS） 500 mL 武汉塞维尔生物科技有限公司 

CCK-8 试剂盒 5 mL 日本 Dojindo 公司 

钙黄绿素（Am） -- 日本 Dojindo 公司 

碘化丙啶（PI） -- 日本 Dojindo 公司 

4%多聚甲醛固定液 500 mL 天津市百世化工有限公司 

结晶紫染色液 100 mL 碧云天生物科技公司 

Actin-Tracker Green-488 200 μL 碧云天生物科技公司 

DAPI 染色液 50 mL 碧云天生物科技公司 

VCL/Vinculin Rabbit Polyclonal 

Antibody 
50 μL 碧云天生物科技公司 

山羊抗兔 IgG 100 μL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

Tubulin-Tracker Red 40 μL 碧云天生物科技公司 
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表 2-1 主要实验试剂（续） 

Table 2-1 List of experiment materials and reagents (cont.) 

TB Green® Premix Ex Taq™ 200 Rxns 日本 TaKaRa 生物公司 

RT 逆转录试剂盒 -- 加拿大 Fermentas 公司 

2.2.2 主要实验仪器 

本章实验所用主要实验仪器如表 2-2 所示。 

表 2-2 主要实验仪器 

Table 2-2 List of experimental apparatuses 

实验仪器 型号 制造商 

行星式球磨机 QM-3SP2 南京南大仪器厂 

冷等静压机 LDJ100/320-300I 四川航空工业川西机器厂 

极化装置 HYJH-3-4 咸阳惠远自动化设备有限公司 

d33 测量仪 YE2730A 无锡裕天科技有限公司 

鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海慧泰仪器制造有限公司 

高温箱式电炉 SSJ-E 洛阳市涧西耐火材料实验室 

超声波震荡清洗器 BTX600-2D 广州予华公司 

分析电子天平 FA2004B 上海佑科公司 

扫描电子显微镜 Merlin 德国 Zeiss 公司 

原子力显微镜 Multimode 8 德国 Bruker 公司 

显微拉曼光谱仪 Lab RAM Aramis 法国 HJY 公司 

X 射线衍射仪 D8 advance 德国 Bruker 公司 

倒置荧光显微镜 Eclipsc Ti-U 日本尼康公司 

多功能酶标仪 Thermo3001 美国 Thermo 公司 

CO2 恒温培养箱 HERAcell240i 美国 Thermo Scientific 公司 

超净工作台 AIR TECH 安泰空气技术有限公司 

激光共聚焦显微镜 TCS-SP8 德国 Leica 公司 

NANODROP ND-ONE 美国 Thermo Scientific 公司 

倒置生物显微 Olympus ekx41 日本 Olympus 公司 
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2.2.3 铌酸钾钠压电陶瓷块体的制备 

本章通过传统的固相烧结法制备 KNN 压电块体陶瓷，并通过外源性极化装置获取

具有不同表面电势的 KNN 材料。具体制备工艺如下所示： 

1. 将 250 g 玛瑙球置于清洗干净并烘干的四氟乙烯球磨罐中，加入一单位测量好的

预混物（五氧化二铌 34.262 g，碳酸钾 6.831 g，碳酸钠 8.907 g，无水乙醇 200 mL）； 

2. 将加好样的球磨罐固定在行星式球磨机上，通过球磨法混匀预混物。球磨机转速

设置为 250 r/min，球磨时间为 8 h； 

3. 将球磨制得的混合液取出置于 80 ℃烘箱至完全烘干（一般为 12 h）。烘干后的样

品转移至坩埚，放入马弗炉中以 750 ℃煅烧 2 h，初步制得 KNN 颗粒； 

4. 将 1799 型聚乙烯醇和去离子水在 90 ℃水浴锅中水浴加热、搅拌 4 h，制得粘结

剂。将上述 750 ℃煅烧初步制得的 KNN 颗粒与粘结剂混合后，研磨，过筛，完成 KNN

的造粒； 

5. 将造粒完成后的样品在空气中放置整晚，然后用自制的九孔模具进行压片。在模

具的每孔中加入 0.7 g 颗粒后把模具放入手动压片机中，在 20 MPa 压强下压制 3 min，

初步制得圆片样的陶瓷生坯；将其密封后放入冷等静压机中，在 200 MPa 压强下冷等静

压 10 min，得到坚实的陶瓷圆片； 

6. 将圆片样的陶瓷坯体转移至坩埚并用氧化铝陶瓷粉末包埋，在高温烧结炉中逐步

升温至 1080 ℃，烧结 2 h 制得厚度约为 2 mm，直径为 10 mm 的 KNN 陶瓷圆片； 

7. 将制得的陶瓷圆片用 1000 目、3000 目、5000 目的砂纸依次进行打磨，使每个

KNN 陶瓷片具有相一致的平整表面； 

8. 为得到具有不同表面电势的 KNN 样品，对制得的陶瓷样进行极化处理。在 120 ℃

下分别在外加直流电压强度为 0，1.5，2.5 kV/cm 的强度下极化 30 min 得到压电常数分

别为 0，40，80 pC/N 的 KNN 样品，将其标记为 KNN，40KNN，80KNN； 

9. 将上述得到的具有不同压电常数的 KNN 样品用去离子水超声清洗，烘干，分别

保存备用。 

2.2.4 样品理化性能表征 

1. 使用扫描电子显微镜（SEM）观察具有不同压电常数 KNN 块体的表面形貌，用

以确定极化是否会影响材料的表面形貌。在观察之前将样品磨平清洗干净之后放在烘箱
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烘干并保持干燥，将 KNN 样品通过导电胶粘在样品台上之后需要再用导电胶将陶瓷样

品的顶部和样品台连接形成通路。由于 KNN 材料本身不导电，还需对其进行喷金处理，

喷金时间为 60 s，用以满足电镜观察时对样品导电的需求。观察样品时采用的加速电压

为 10 kV，工作距离为 8 mm。采用扫描电子显微镜配套的能谱仪（EDS）对样品进行元

素分析，此时采用的加速电压为 20 kV，工作距离为 12 mm。 

2. 采用 X 射线衍射仪（XRD）对不同压电常数的 KNN 块体进行物相分析，其中衍

射步长设置为 0.02°，检测范围为 2θ：5-90°。 

3. 采用拉曼光谱仪（Raman）对具有不同压电常数 KNN 样品的化学结构进行分析，

分析范围为 0-900 cm
-1。 

4. 不同组 KNN 样品通过 d33 测定压电常数值。 

5. 通过原子力显微镜（AFM）对样品表面电势进行测定分析。在用 AFM 测定之前，

要对 KNN 样品进行仔细的打磨，保证圆片足够平整，之后在 KNN 样品表面随机选取 5 

μm×5 μm 的范围进行测量。 

2.2.5 细胞培养及材料表面的接种 

本实验使用 2 种乳腺癌细胞，具有高侵袭性的三阴性乳腺癌细胞株 MDA-MB-231；

低转移性、非三阴性乳腺癌细胞株 MCF-7；人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A、成纤维细

胞L929、人脐静脉内皮细胞 HUVEC、巨噬细胞RAW264.7。MCF-10A 细胞利用 MCF-10A

细胞专用培养基进行培养，剩余的 2 种乳腺癌细胞以及 3 种正常细胞培养在 DMEM（H）

完全培养基中（10%胎牛血清，1%双抗（青霉素/链霉素），89%DMEM（H））。细胞培

养时将细胞置于 5%CO2，37 ℃的恒温培养箱中。当细胞密度达到 80%时，用 0.25%胰

蛋白酶消化细胞后进行传代培养或是种板。不同压电常数的 KNN 通过 d33 仪测定区分后

于高温高压灭菌锅中灭菌处理，然后将其置于 48 孔板中，实验时将合适密度的细胞接

种于样品表面。 

2.2.6 细胞初始黏附速率及增殖活性检测 

通过 CCK-8 法对不同压电常数 KNN 样品表面培养 1 h 时的黏附细胞量及 48 h 时的

细胞存活率进行检测。在测定细胞 1 h 的黏附量时，种板密度为 1.5×10
5 个/mL；在培养

48 h 测定细胞的存活率时，种板密度为 2×10
4 个/mL。种板完成后将其置于恒温培养箱

中培养。1 h 后取出孔板，吸弃孔板中的完全培养基后用 PBS 溶液清洗 2 次，加入 CCK-8
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工作液（避光条件下，细胞培养基：CCK-8 试剂=10:1），在恒温培养箱中避光孵育 2 h，

使用多功能酶标仪在 450 nm 下检测吸光度。在 48 h 后取出孔板使用同样的 CCK-8 法测

定不同压电常数 KNN 块体表面细胞的吸光度。每组设置 4 个平行。细胞存活率的计算

公式为： 

细胞存活率 (%) =
𝑂𝐷实验

𝑂𝐷对照

× 100% 

其中，OD 实验指实验组即极化后具有更高表面电势的 KNN 样品组（40KNN，80KNN）

的吸光度，OD 对照指空白对照组即未极化的 KNN 样品组所测吸光度。 

2.2.7 细胞迁移及侵袭检测 

1. 划痕实验 

使用划痕实验对材料表面带电差异对肿瘤细胞迁移速率的影响进行检测。将细胞种

板于材料表面后进行培养，待细胞的融合度达到 90%以上时，取出并吸弃孔板中的培养

基，采用 10 μL 的灭菌枪头对孔板中的单层细胞进行划痕处理，获取面积一致的单层细

胞伤口；之后使用 PBS 溶液清洗 5 次，用以洗涤细胞碎片。每组选取 3 个平行用于初始

划痕面积（细胞迁移前）的测定。将剩余的孔板加入培养基后继续置于恒温培养箱中培

养，培养结束后取出孔板记录细胞迁移后的划痕面积。KNN 块体表面的肿瘤细胞迁移

前后图片需要经过染色观察，在此研究中将需要观察的样品采用活细胞染色后在激光共

聚焦显微镜下观察，具体的方法为：将 KNN 样品利用 PBS 溶液清洗 2 次后添加活细胞

染色工作液（浓度为 1 mg/mL 的钙黄绿素用 PBS 溶液稀释至 2 μg/mL），于 5%CO2，37 ℃

的恒温培养箱中避光孵育 20 min。待反应结束后，吸弃染料并用 PBS 溶液清洗 2 次，

在激光共聚焦显微镜下观察并拍照记录。利用 Image J 测定划痕面积，并利用初始值作

为对照计算不同组的相对划痕面积。 

2. Transwell 迁移侵袭实验 

Transwell 实验可以用于检测细胞的迁移侵袭能力。将 KNN 块体在砂纸下打磨到适

当的高度后清洗干净并烘干，于高温高压灭菌锅中进行灭菌处理。灭菌处理好的 KNN

块体放置于 24 孔板中并用琼脂将其固定在 24 孔板的中间，添加 600 μL 细胞培养基。

将 transwell 小室（孔径为 8 μm）用紫外灭菌的镊子轻轻的放置于上述添加材料与培养

基的 24 孔板中（注意不要产生气泡），将细胞接种于 transwell 上室，12 h 后对迁移侵袭

至 transwell 小室下层膜的细胞进行观察。在 transwell 进行乳腺癌细胞侵袭实验时，提
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前将解冻的 matrigel 基底胶用不含血清的 DMEM（H）基础培养基以 matrigel：DMEM

（H）=1:3 的比例稀释，在 transwell 上室加入 60 μL，置于 37 ℃培养箱中放置 1 h 用于

成胶，成胶后取出将 transwell 小室上层液态培养基丢弃，随后用于侵袭实验。待细胞迁

移侵袭 12 h 后，将 transwell 小室取出，PBS 溶液清洗 2 次，加入 600 μL4%多聚甲醛固

定 10 min；固定结束后 PBS 溶液清洗 2 次，采用结晶紫染色试剂染色 20 min；PBS 溶

液清洗并用棉棒将 transwell 小室内侧的细胞擦掉。每组设置 3 个平行，通过倒置荧光显

微镜明场观察过膜的细胞数量并随机选定区域进行拍照。 

2.2.8 细胞骨架及黏着斑荧光检测 

1. 细胞微丝骨架和黏着斑免疫荧光染色 

通过荧光染色对细胞的微丝、微管及 FA 进行观察。将密度为 3×10
4 个/mL 的 2 种

乳腺癌细胞接种在 KNN 块体上，培养 24 h 后进行染色观察。免疫荧光染色 FA 并利用

F-actin 与 DAPI 对细胞微丝及核进行复染的操作步骤如下： 

（1）吸弃孔板中的培养基后用 PBS 溶液清洗 2 次，4%多聚甲醛固定 10 min； 

（2）固定结束后用 0.1%Triton X-100 PBS 溶液洗涤细胞 3 次，每次 5 min； 

（3） 然后用 3%BSA 的 PBS 溶液封闭 1 h，随后用 PBS 溶液清洗 4 次，每次 5 min； 

（4）用含 1%BSA 的 PBS 溶液将黏着斑蛋白（Vinculin）一抗稀释 100 倍后添加，

4 ℃下避光孵育过夜；第二天用 PBS 溶液清洗 4 次，每次 5 min； 

（5）将带有荧光标记的二抗用 1%BSA 的 PBS 溶液稀释 200 倍后添加，在室温中

避光孵育 30 min，然后用 PBS 溶液清洗 4 次，每次 5 min； 

（6）将 F-actin 试剂用 3%BSA、0.1%Triton X-100 PBS 溶液稀释 100 倍后加入对细

胞微丝骨架进行复染，染色时间为 30 min；染色结束后 PBS 溶液清洗 4 次，每次 5 min； 

（7）最后添加 DAPI 染液 3 min 对细胞核进行复染，PBS 溶液洗 4 次，每次 5 min。

染色结束后置于激光共聚焦显微镜下进行观察并拍照记录。  

2. 细胞微管荧光染色 

荧光染色微管并利用 DAPI 对细胞核进行复染的操作步骤如下： 

（1） 吸弃孔板中的培养基后用PBS溶液洗涤 2次，随后用 4%多聚甲醛固定 10 min； 

（2）用 0.1%Triton X-100 PBS 溶液洗涤细胞 3 次，每次 5 min； 

（3）避光将微管蛋白（Tubulin）试剂用 3%BSA、0.1%Triton X-100 PBS 溶液按 1:75

稀释后加入，在室温下避光染色 30 min；染色结束后用 PBS 溶液洗涤细胞 4 次，每次 5 
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min； 

（4）加入 DAPI 染液对细胞核复染 3 min；然后用 PBS 溶液清洗，置于激光共聚焦

显微镜下进行观察拍照。 

每组设置 3 个平行，利用 LAS AF Lite 软件对不同组所获得的图片进行定量，测定

细胞的极性（细胞质量中心与细胞核之间的距离）、FA 的面积、FA 的荧光强度以及微

管的荧光强度。 

2.2.9 基因表达的检测 

使用实时定量聚合酶链式反应（PCR）对细胞骨架和 FA 调控相关基因的表达进行

测定。将密度为 1×10
5 个/mL 的 MCF-7 与 MDA-MB-231 乳腺癌细胞接种在具有不同表

面电势的 KNN 样品上，作用 24 h 后进行 PCR 实验。 

采用柱提法提取细胞总 RNA，具体操作步骤为： 

（1）将孔板中培养基吸弃后用 PBS 溶液清洗 2 次，在每孔加入 100 μL RL Buffer，

用枪吹打使细胞脱落后收集裂解液； 

（2）把 gDNA Filter Micro Column 装在 2 mL 收集管，随后把细胞裂解液转移至

gDNA 柱中，在转移的过程中将 3 个平行孔转移至一个柱子中，12000 r/min 离心 1 min； 

（3）丢弃 gDNA 过滤柱，在收集管中加入 300 μL70%乙醇（用 DEPC 水稀释无水

乙醇），用枪吹打 5 次混匀； 

（4）将 HiPure RNA Micro Column 装在 2 mL 的收集管中，将混合液转移至上层柱

子，8000 r/min 离心 1 min； 

（5） 把收集管中的液体倒出后重新装回 RNA 柱，在柱子中添加 600 μL Buffer RW1，

8000 r/min 离心 1 min； 

（6）把收集管中的液体倒出后重新装回 RNA 柱，在柱子中添加 600 μL 已用无水

乙醇稀释的 Buffer RW2，10000 r/min 离心 1 min； 

（7）把收集管中的液体倒出后重新装回 RNA 柱，在柱子中第二次添加 600 μL 已

用无水乙醇稀释的 Buffer RW2，8000 r/min 离心 1 min； 

（8）把收集管中的液体倒出后重新装回 RNA 柱，13000 r/min 离心空柱 3 min； 

（9）将柱子转移至 1.5 mL 离心管中，滴加 10 μL 的 DEPC 水，静置 2 min 后 13000 

r/min 离心 1 min 即可将 RNA 柱中收集到的 RNA 溶解后转移至 1.5 mL 的离心管中。 

（10）用 nanodrop 测定提取 RNA 的浓度并记录 0D260/OD280，当其比值在 1.8-2.2
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表示所得的 RNA 质量比较好。 

由于 RNA 易遭受破坏而难以长期保存，需将其逆转录成 cDNA 后进行实验测定或

是置于-80 ℃的冰箱中进行保存，逆转录的具体步骤如下：先在无菌无核酸的 PCR 管中

添加 12 μL 的体系：1 μg（x μL）RNA+1 μL Random Hexamer primer +（11-x）μL DEPC

水。将该 12 μL 的体系混匀后加入 8 μL 的逆转录组件。逆转录组件按照以下的顺序添

加后混匀：5X Reaction Buffer：RiboLock RNase Inhibitor：10 mM dNTP Mix：RevertAid 

M-MuLV RT=4:1:2:1。添加完毕后将该 20 μL 体系混匀离心后进行 cDNA 产物的合成，

逆转录的程序为：在 42°C 孵育 60 分钟后 70℃加热 5 分钟终止反应。 

PCR 测定 mRNA 的表达水平：先配置好 20 μL PCR 体系后进行 PCR 扩增实验。PCR

体系为：10 μL SYBR Premix Ex Taq II+2 μL cDNA+o.8 μL F-Primer+o.8 μL R-Primer+o.4 

μL ROX Reference Dye（50×）+6 μL DEPC 水。将该 20 μL PCR 体系进行 34 个循环后利

用 ΔΔCt 法测定每种基因的相对表达量。实验所使用的引物及其序列见表 2-3。 

表 2-3 本章实验所用引物序列 

Table 2-3 Primer sequences used in this study 

Primer Forward Reverse 

RhoA 5'-TGGAAAGACATGCTTGCTCAT-3' 5'-GCCTCAGGCGATCATAATCTTC-3' 

ROCK1 5'-AACATGCTGCTGGATAAATCTGG-3' 5'-TGTATCACATCGTACCATGCCT-3' 

ROCK2 5'-CGCTGATCCGAGACCCT-3' 5'-TTGTTTTTCCTCAAAGCAGGA-3' 

Rac1 5'-TCTGCCAATGTTATGGTAGATG-3' 5'-AGGACTCACAAGGGAAAAGC-3' 

FAK 5'-TGGTGCAATGGAGCGAGTATT-3' 5'-CAGTGAACCTCCTCTGACCG-3' 

β1-integrin 5'-GGATTCTCCAGAAGGTGGTTTCG-3' 5'-TGCCACCAAGTTTCCCATCTCC-3' 

GAPDH 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3' 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 

2.2.10 统计学分析 

实验中所有数据均以均值±标准差来表示，实验中独立样本间的显著性差异采用双

尾 t 检验，P <0.05 表示存在统计学差异，*表示；P <0.01 表示存在显著的统计学差异， 

**表示；P < 0.001 表示存在极其显著的统计学差异，***表示。 
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2.3 结果与讨论 

2.3.1 不同压电常数铌酸钾钠陶瓷理化性能表征 

为了构建材料表面具有不同带电特性的模型材料用以研究电信号对细胞运动行为

的影响，本实验利用传统固相法制备并压制成 KNN 陶瓷片，通过调整极化参数获取不

同压电常数的 KNN 样品。由于材料表面形貌对细胞运动行为具有调控作用，为了验证

KNN 极化是否会对形貌产生影响，通过 SEM对不同 KNN 陶瓷样品表面形貌进行表征，

结果如图 2-1（a-c）所示。样品表面呈现均匀的微孔结构，不同压电常数的 KNN 样品

具有相似的表面形貌，表明极化没有对材料表面形貌产生影响。能谱分析表明制备的样

品元素组成为氧，钠，铌，钾，且极化没有对 KNN 块体的元素组成产生影响（图 2-1

（d））。利用拉曼分析块体的化学结构，不同带电特性的 KNN 块体在 265 cm
-1 位置及

621 cm
-1 位置均有 KNN 特征振动峰出现（图 2-1（e））。通过 XRD 分析 KNN 块体的晶

体结构，实验结果如图 2-1（f）所示。KNN 样品为 ABO3 型钙钛矿结构，在 45 度角附

近出现（002）与（200）双峰，表明四方相与正交相共存，具有良好的压电性；但极化

使得 45 度角附近的（002）/（200）峰强之比发生改变，表明具有压电性能的 KNN 陶 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-1 不同压电常数 KNN 块体理化性能表征。（a-c）扫描电子显微镜图片，（d）能谱，

（e）拉曼图谱，（f）X 射线衍射图谱 

Figure 2-1 Characterization of KNN piezoceramics with different piezoelectric constants. 

(a-c) SEM images, (d) EDS analyses, (e) Raman spectra and (f) XRD patterns 
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瓷，极化使其晶体结构压缩从而导致正交相比例下降，四方相比例上升，造成 XRD 图

谱的差异以及压电常数的改变[105-107]。 

KNN 陶瓷是多晶压电材料，对外不显示压电性能。极化使得晶体结构压缩，材料

内部正负电荷分离而使 KNN 陶瓷的两个相对面带有电量相等、符号相反的电荷。利用

d33 测量仪对通过调整极化参数获取的 KNN 样品压电常数进行测定，KNN，40KNN，

80KNN 样品组中压电常数分别为 0，40，80 pC/N（图 2-2（a））；先前有研究将其置于

细胞培养基中一段时间后，KNN 压电常数还能基本保持稳定，表明极化的 KNN 块体压

电陶瓷表面带电特性稳定可调[80]。利用 AFM 测定 KNN，40KNN，80KNN 材料表面电

势，结果如图 2-2（b-d）所示，压电常数越高，材料的表面电势越高。由于极化导致晶

体内部正负电荷分离而使材料表面带有束缚电荷。80KNN 表面具有最多的正电荷，显

示最高的表面电势，大小约为 550 mV（图 2-2（b））；40KNN 次之，其表面电势大小约

为 390 mV（图 2-2（c））；KNN 由于没有极化，不显示压电性能，没有带电性，其表面

电势最低，其值大小约为 250 mV（图 2-2（d））。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-2 （a）d33 测量仪对 KNN 块体样品的压电常数测定值；原子力显微镜测定样品表

面电势，（b）80KNN，（c）40KNN，（d）KNN 

Figure 2-2 (a) The piezoelectric constants of KNN samples; the AFM images of (b) 80KNN, 

(c) 40KNN, (d) KNN samples indicating surface potentials 
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2.3.2 初始黏附速率分析 

Hu 等人发现在前列腺癌细胞中，鞘脂激活蛋白原的下调会导致肿瘤细胞在初始阶

段向基底黏附速率降低，抑制肿瘤细胞极化的形成以及铺展、膜突触的形成，并进一步

抑制肿瘤细胞迁移、侵袭的能力[108]。该研究表明细胞初始黏附速率的改变与其之后的

运动潜能相关。因此为了快速评估材料表面带电特性对细胞运动增殖潜能的影响，本文

将调整极化参数后获取的表面带有不同正电荷的 KNN 样品与细胞培养，通过 CCK-8 实

验测定初始黏附速率及细胞存活率。首先将 2 种乳腺癌细胞， MDA-MB-231 与 MCF-7

与不同带电样品共培养 1 h 与 48 h 后用 CCK-8 实验测定，实验结果如图 2-3 所示。当材

料表面电势不同时，会对 2 种乳腺癌细胞的初始黏附速率及增殖活性产生影响。与未极

化 KNN 相比，通过极化得到具有高表面电势的 40KNN 与 80KNN 样品，会有抑制 2 种

乳腺癌细胞初始黏附速率的作用，尤其是具有最高表面电势的 80KNN 样品，会显著抑

制 2 种乳腺癌细胞的初始黏附速率。同样的，对细胞与材料共培养 48 h 的增殖活性测定

显示一致的作用效果，极化带电的 KNN 抑制 2 种乳腺癌细胞的存活率。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-3 不同表面电势 KNN 块体对乳腺癌细胞 MDA-MB-231 和 MCF-7（a）初始黏附速

率与（b）48 h 细胞存活率的影响 

Figure 2-3 Effects of KNN piezoceramics with different surface potentials on (a) initial 

adhesion rate and (b) cell viability of breast cancer cells MDA-MB-231 and MCF-7 

极化使材料表面带有更多的正电荷对于乳腺癌细胞的运动潜能具有抑制的效果，表

明可以通过调控材料表面的带电特性对肿瘤细胞的转移行为进行抑制，但生物材料用作

体内仍需要考虑其对正常细胞的作用效果。HUVEC 的迁移能力与血管形成相联系；L929

通常作为研究细胞行为的标准细胞；MCF-10A 作为正常乳腺上皮细胞，在乳腺癌研究
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中通常用作对照；免疫细胞的运动能力则是其免疫功能发挥的前提，例如向炎症部位的

聚集；先前乳腺癌细胞运动相关研究中会选用 HUVEC，L929，MCF-10A，RAW264.7

细胞作为正常细胞用来对照[109-112]。因此，本实验也选用这 4 种正常细胞与不同表面电

势的 KNN 样品进行共培养，实验结果如图 2-4 所示。KNN 表面电势差异对 4 种正常细

胞行为的影响与癌细胞相反，表面电势的增高对于正常细胞的黏附速率及增殖活性都有

促进的趋势。对于 HUVEC，L929，MCF-10A 这三种正常细胞，在压电常数为 40 pC/N

时，与未极化的 KNN 相比，初始黏附速率及增殖效果促进作用明显，具有统计学的差

异。对 2 种乳腺癌细胞具有显著抑制效果的 80KNN 样品对 4 种正常的细胞，也都是促

进的趋势，只是与 KNN 相比，该促进作用没有统计学的差异。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-4 不同表面电势 KNN 块体对正常细胞 HUVEC，L929，MCF-10A，RAW 264.7 

（a）初始黏附速率与（b）48 h 细胞存活率的影响 

Figure 2-4 Effects of KNN piezoceramics with different surface potentials on (a) initial 

adhesion rate and (b) cell viability of HUVEC, L929, MCF-10A and RAW 264.7 cells 

通过将具有不同表面电势的 KNN 样品与 2 种乳腺癌和 4 种正常细胞共培养，发现

材料表面的带电情况确实会对细胞的运动行为产生调控作用。值得注意的是，80KNN

样品表面的高电势会显著的抑制乳腺癌细胞的运动潜能，降低存活率，对正常的细胞却

有轻微的促进趋势，表明该样品对正常细胞仍具有良好的生物相容性。乳腺癌转移是大 

多数乳腺癌患者死于实体瘤的主要原因，有效的抑制乳腺癌细胞运动（迁移、侵袭等）

对于乳腺癌治疗具有极其重要的意义。因此，为了进一步证实材料表面高电势对肿瘤细

胞迁移侵袭能力的抑制作用，实验选取未极化的 KNN 作为对照组，极化后具有高表面

电势的 80KNN 作为实验组，以 2 种乳腺癌细胞为研究对象进一步实验。 
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2.3.3 抑制乳腺癌细胞迁移侵袭行为分析 

1. 迁移抑制分析 

为了进一步证明 KNN 材料表面高电势确实对乳腺癌细胞的迁移能力产生抑制，利

用划痕实验通过观察在不同样品表面培养的 2种乳腺癌细胞在迁移一定时间后的相对划

痕面积，用以判断肿瘤细胞迁移速度的快慢。划痕实验结果如图 2-5 所示，其中左图为

MDA-MB-231（2-5（a）），右图为 MCF-7（2-5（b）），在乳腺癌细胞长满时采用枪头划

痕后获取迁移前的划痕面积图片，此时在 KNN 与 80KNN 样品表面具有相同的划痕面

积；而在细胞迁移过后，与未极化的 KNN 对照组相比，具有高电势的 80KNN 表面，2

种乳腺癌细胞虽然都有一定的迁移，但迁移的速率较慢，剩余划痕面积还很大。图 2-6

中定量统计了迁移后 2 种乳腺癌细胞在不同带电特性的 KNN 样品表面与初始值相比的

相对划痕面积，结果表明对于 2 种乳腺癌细胞，迁移过后 80KNN 样品表面癌细胞的剩

余划痕面积为 KNN 样品表面的 2 倍，进一步证实带有最多正电荷的 80KNN 表面会对

MCF-7 和 MDA-MB-231 乳腺癌细胞产生电刺激，抑制 2 种乳腺癌细胞的迁移行为。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-5 划痕实验对 KNN 与 80KNN 表面乳腺癌细胞迁移行为的表征。（a）MDA-MB-231

与（b）MCF-7 细胞迁移前后的荧光图像 

Figure 2-5 Characterization of breast cancer cell migration behaviors. Fluorescence images of 

(a) MDA-MB-231 and (b) MCF-7 cells before and after migration 

Transwell 迁移实验通过观察过膜细胞数量来判断 2 种乳腺癌细胞迁移速率的快慢，

迁移速度快的组会有更多的癌细胞迁移至 transwell 小室下层膜，实验结果如图 2-7 所示。

图 2-7（a）中显示带有最多正电荷的 80KNN 表面会对乳腺癌细胞产生电刺激，对细胞

的迁移产生抑制，所以迁移至 transwell 小室下层膜中细胞的数量更少。对照组及实验组
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中迁移细胞数量统计结果在图 2-7（b）中显示。对于具有不同转移能力的 2 种乳腺癌细

胞，电刺激对于其迁移行为的影响效果一致，高表面电势组细胞迁移能力被显著抑制，

过膜细胞数量显著减少。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-6 乳腺癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7 培养在 KNN，80KNN 表面，待细胞迁移完

毕后相对划痕面积的定量统计 

Figure 2-6 The relative wound area of MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells cultured 

on KNN, 80KNN sample surfaces after migrating 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-7 Transwell 实验测定 2 种乳腺癌细胞迁移速率。（a）迁移细胞的图片，MDA-MB-231

（上）与 MCF-7（下），（b）2 种乳腺癌细胞迁移数量的定量统计 

Figure 2-7 Transwell asssy to test migrated cancer cells. (a) Images of MDA-MB-231 (above) 

and MCF-7 (below), (b) quantitative analyses of migrated breast cancer cells 
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2. 侵袭抑制分析 

采用 transwell 侵袭实验对 KNN 材料表面带电特性对肿瘤细胞转移的另一重要阶段

—侵袭行为进行研究，实验结果如图 2-8 所示。与迁移实验结果一致，带有最多正电荷

的高表面电势 80KNN 组侵袭至 transwell 小室下层膜中细胞的数量比未极化 KNN 组中

少。每一组随机选取 4个区域对侵袭至下层膜中的细胞进行拍照并对细胞数量进行统计，

定量结果如图 2-8（b）所示，对于 2 种乳腺癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7，80KNN 组

中侵袭的细胞数量更少，说明 80KNN 抑制了 2 种乳腺癌细胞的侵袭行为。 

通过划痕实验和 transwewll 迁移侵袭实验均再次证明对于乳腺癌细胞

MDA-MB-231 和 MCF-7，极化后具有高表面电势的 80KNN 会对其迁移侵袭行为产生抑

制。由 2.3.1 所述可知，对照组 KNN 与实验组 80KNN 材料表面的形貌、成分、化学结

构均相同，但材料表面的电学性质存在差异，由此可以说明材料具有更高表面电势时可

以抑制乳腺癌细胞的迁移侵袭行为。此研究结果与用于肿瘤治疗的电场对恶性胶质瘤、

骨肉瘤、结肠癌等迁移侵袭转移行为的抑制作用结论相一致，表明材料表面产生的电刺

激对肿瘤细胞转移行为可产生与传统的电场治疗相类似的抑制作用[68, 71, 72, 113, 114]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-8 Transwell 实验测定 2 种乳腺癌细胞侵袭速率。（a）侵袭细胞的图片，MDA-MB-231

（上）与 MCF-7（下），（b）2 种乳腺癌细胞侵袭数量的定量统计 

Figure 2-8 Transwell asssy to test invasive cancer cells. (a) Images of MDA-MB-231 (above) 

and MCF-7 (below), (b) quantitative analyses of invasive cancer cells 

3. 对正常乳腺上皮细胞迁移行为研究 

在 2.3.2 中对细胞的初始黏附速率与增殖实验发现，与未极化的 KNN 相比，80KNN

样品会显著的对 2 种乳腺癌细胞进行抑制，但是对正常乳腺上皮细胞具有略微促进的趋
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势，但没有统计学差异。由于采用生物材料植入提供电刺激用于肿瘤治疗，将会对周围

的正常乳腺上皮细胞产生影响，因此，采用 transwell 迁移实验进一步评估这种带电差异

对正常乳腺细胞迁移行为的影响。图 2-9（a）中显示迁移的细胞图片，极化后具有高表

面电势的 80KNN 组与未极化的 KNN 组相比，迁移细胞的数量没有明显的差异。对迁

移细胞进行定量统计并进行统计学分析，同样表明两者之间没有统计学差异。 

上述实验结果说明极化后具有更高表面电势的 KNN 材料与细胞培养时产生的电刺

激虽然会对乳腺癌细胞的迁移侵袭能力产生明显的抑制，但对正常的乳腺细胞基本没有

作用。这种差异的产生可能与正常细胞与癌细胞的带电特性与生物学性能差异相关，先

前就有研究表明癌细胞具有高浓度的负电荷而正常细胞保持电中性或是带有稍许的正

电荷；而细胞癌变的过程中生物分子的表达更是发生了很大的变化；此外肿瘤细胞与正

常细胞增殖特性、形态特点等细胞行为也存在极大的差异[115-118]。 

 

 

 

 

 

 

图 2-9 Transwell 实验测定人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A 迁移速率。（a）迁移细胞的图

片，（b）迁移细胞数量的定量统计 

Figure 2-9 Transwell assay to determine migrated normal epithelial breast cells MCF-10A. 

(a) Images of the migrated cells, (b) quantitative analyses of migrated cells 

2.3.4 骨架系统影响分析 

1. 微丝骨架和黏着斑（FA）分析 

细胞骨架结构和黏附成分是细胞感知外界刺激并作出响应的主要成分，也是细胞运

动的主要参与者[119, 120]。上述实验证明 80KNN 样品可以对乳腺癌细胞的运动能力产生

抑制，为了进一步表面这种抑制作用产生的原因，对细胞的骨架和 FA 进行染色分析，

评估KNN 材料表面对 2种乳腺癌细胞的电刺激是否会引起细胞骨架及黏附结构的变化。

实验通过免疫荧光对 2 种乳腺癌细胞的黏着斑蛋白染色，并用细胞微丝骨架荧光染料

F-actin 和核染色试剂 DAPI 进行复染，染色结果如图 2-10（a，b）所示。80KNN 组乳
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腺癌细胞呈现大的，圆形的扁平状细胞结构，细胞正常的骨架结构遭到了一定的破坏，

在细胞的边缘具有比较密集的网络状结构，促进细胞迁移的一种标志物—板状伪足在

80KNN 组具有明显的降低。运动的细胞具有明显的细胞前后极性，实验将细胞核与细

胞体积中心的距离定义为细胞的极性进行定量统计，结果表明 80KNN 组细胞极性具有

明显的降低（图 2-10（c））。染色图片显示相较于对照组 KNN，80KNN 组黏着斑蛋白

的荧光强度具有明显的增强。对黏着斑蛋白的相对荧光强度与黏着斑蛋白与乳腺癌细胞

面积比值进行定量统计，结果表明具有更高表面电势的 80KNN 组，细胞 FA 的荧光强

度具有明显的增强，FA 与细胞的相对面积也更大，FA 基本占据了整个细胞，表明 80KNN

组细胞与基底具有很强的黏附作用（图 2-10（d，e））。与 80KNN 表面 2 种乳腺癌细胞

的迁移侵袭抑制行为一致，80KNN 表面高电势对 2 种乳腺癌细胞的黏附行为及骨架结

构破坏的作用效果也一致，说明 2 种转移能力不同的乳腺癌细胞对材料表面的高电势具

有相一致的响应。在实验的最开始，发现 80KNN 组表面乳腺癌细胞的初始黏附速率被

抑制，但此处证明对癌细胞黏附力的大小却具有增强的作用。以往的研究表明黏附力太

大与太小都不易于细胞的运动；黏附力太强，细胞的尾端难以与基底脱黏附从而抑制细

胞移动；黏附力太弱，细胞与基底难以形成连接从而产生足够的运动牵引力。在一个施

加外部电刺激的类似研究中，肿瘤细胞在电刺激的作用下细胞面积收缩，存活率降低，

骨架结构遭到破坏，但电刺激会促进 FA 的聚集并增强与基底脱黏附的力[121]。在本研究

中，80KNN 组表面高电势对肿瘤细胞产生电刺激致使肿瘤细胞的骨架结构受到破坏，

并与基底形成极强的黏附而造成运动能力的降低；在对照的 KNN 组，由于细胞骨架具

有完整的结构与很好的极性，它们运动能力较强，FA 则处于动态的变化，致使细胞与

基底的黏附没有 80KNN 组中强。Fuhrmann 等人也对具有同样转移能力的乳腺癌细胞进

行研究，发现当细胞具有很强的黏附行为时，细胞也呈现出更差的迁移能力[122]。 

2. 微管荧光染色分析 

微管也是细胞骨架系统的一部分，可以产生细胞运动的动力并与细胞的微丝骨架、

黏附、极性结构相联系从而控制细胞的运动[36, 37, 123-125]。利用微管荧光蛋白可以对肿瘤

细胞的微管进行染色并对相对荧光强度进行定量。由图 2-11 可知，在对照组 KNN 表面，

2 种乳腺癌细胞的微管结构均匀分布在细胞核周围的细胞质中，细胞质骨架呈现明显的

微管蛋白网状结构。具有高表面电势的 80KNN 样片表面细胞的微管结构遭到破坏，微

管的聚集状态发生改变，肿瘤细胞的微管紧密的结合在细胞核的周围。对 2 种乳腺癌细

胞的微管荧光强度定量结果表明，在 KNN 表面的癌细胞呈现更强的荧光强度。先前有



华南理工大学硕士学位论文 

32 

研究表明肿瘤治疗电场对癌细胞迁移能力的抑制也是通过对微管结构的影响；此外，微

管结构的破坏也是化疗药物用于抑制癌细胞运动的机制[66, 126]。本文研究同样表明高表

面电势的 80KNN 样品对 2 种乳腺癌细胞迁移侵袭能力的抑制是通过对微管结构的破坏。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-10 人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7 在 KNN，80KNN 表面培养 24 h 后细胞

骨架与黏着斑结构。（a）MDA-MB-231，（b）MCF-7 细胞的荧光染色图； 

蓝色，DAPI 染的核；绿色，F-actin 染的微丝骨架；红色，黏着斑蛋白 vinculin。 

c-e，荧光染色的定量分析，（c）细胞极性分析,（d）黏着斑的相对荧光强度， 

（e）黏着斑面积与细胞面积的比值 

Figure 2-10 The cytoskeletal and FA structures of breast cancer cells MDA-MB-231 and 

MCF-7 incubated on the surfaces of KNN, 80KNN samples for 24 h. The fluorescence 

images of (a) MDA-MB-231, (b) MCF-7; Blue, DAPI-stained nuclei; Green, F-actin; Red, 

vinculin. c-e, Quantitative data of fluorescence images, (c) analysis of cell polarity, (d) 

analysis of the relative fluorescence intensity of FA, (e) the ratio of FA area to cell area 
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图 2-11 人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7 在 KNN，80KNN 表面培养 24 h 后微管

染色图。（a）MDA-MB-231，（b）MCF-7 细胞的微管荧光染色图；蓝色，DAPI 染的核；

红色，微管蛋白 Tubulin。（c）2 种乳腺癌细胞微管的相对荧光强度 

Figure 2-11 The microtubule of human breast cancer cells MDA-MB-231 and MCF-7 

incubated on the surfaces of KNN, 80KNN samples for 24 h. The fluorescence images of 

(a) MDA-MB-231, (b) MCF-7; Blue, DAPI-stained nuclei; Red, Tubulin. 

(c) Quantitative data of fluorescence images 

通过此处的研究我们发现，在具有高表面电势与更多正电荷量的 80KNN 样品表面

培养的 2 种乳腺癌细胞，骨架结构遭到了破坏，板状伪足形成受到抑制，形成圆的、扁

平的细胞结构，细胞极性降低，微管的表达及聚集状态遭到了破坏，但肿瘤细胞与基底

的黏附作用增强。这可能是导致乳腺癌细胞迁移侵袭能力降低的原因。MDA-MB-231
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与 MCF-7 乳腺癌细胞的运动能力存在差异，但 80KNN 表面的电刺激能够对其产生同样

的骨架破坏和黏附行为改变的作用效果。 

2.3.5 基因表达分析 

荧光染色实验表明极化 KNN 表面电刺激对乳腺癌细胞的骨架结构和黏附行为产生

了明显的影响，所以采用 PCR 实验进一步验证 80KNN 对骨架结构的破坏及黏附行为的

影响。在 1.2.2 中对骨架调控相关研究表明，Rho GTP 酶家族可以影响细胞的极性，骨

架的重构、黏附等，是细胞运动的主要调控者，其中 RhoA、ROCK1/2、Rac1 在肿瘤恶

性转化、转移增强的过程中都有一定量的高表达；同样的，对其表达的抑制或是活性的

降低，都伴随着肿瘤细胞运动能力的降低。在此研究中将 MDA-MB-231 与 MCF-7 细胞

在 KNN 与 80KNN 样品表面培养 24 h 后对这些基因的表达进行测定，实验结果如图 2-12

（a-d）中所示。与未极化 KNN 相比，在 80KNN 样品表面培养的乳腺癌细胞这 4 种基

因表达都受到明显的抑制。并且 80KNN表面培养的MDA-MB-231细胞，RhoA、ROCK1/2

这 3 种基因的抑制效果高于 MCF-7 细胞，Rac1 基因的抑制水平与 MCF-7 细胞相当，说

明 80KNN 表面高电势产生的电刺激对 MDA-MB-231 细胞的 RhoA 及其下游信号通路产

生的影响强于 MCF-7，表明电刺激对 2 种乳腺癌细胞的运动能力虽然都能产生类似的抑

制作用，但由于细胞的异质性，其抑制的作用机制会有所不同。 

FAK 调控 FA 的动态变化，还能影响细胞骨架重构与基质金属蛋白酶的表达，对肿

瘤向恶性进展具有促进作用。FAK 抑制剂已经成为抑制肿瘤转移、提高乳腺癌疗效的有

效方法[127-129]。图 2-12（e）中表明，FAK 在 2 种乳腺癌细胞中都具有相当水平的抑制，

该结论也与上述 FA 染色结果相一致。在 80KNN 表面的乳腺癌细胞 FAK 表达减少，使

得肿瘤细胞与基底紧密连接，形成的 FA 结构稳定存在，细胞难以脱黏附从而抑制其运

动。整合蛋白（Integrins）能够感知外界物理刺激的变化，它介导的黏附可以调节微管

结构的稳定性、影响细胞骨架并促进一系列信号的激活，包括 FAK
[130]。研究表明

β1-integrin 表达的改变会对增殖、迁移行为产生影响，并影响下游 FAK-Src 相关信号的

表达，该蛋白通常在癌细胞中高表达并与乳腺癌细胞的转移相联系[131, 132]。图 2-12（f）

表明，具有高表面电势的 80KNN 样品抑制了乳腺癌细胞 β1-integrin 基因的表达，并且

MCF-7 细胞的抑制效果更明显。 

通过 PCR 实验发现，与 2 种乳腺癌细胞的骨架系统及黏附染色结果相一致，与对

照组 KNN 相比，具有高表面电势的 80KNN 对细胞骨架及黏附相关的促转移基因表达
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都具有明显的抑制，但在 MDA-MB-231 与 MCF-7 乳腺癌细胞中不同基因表达的差异存

在不同，说明不同类型肿瘤细胞之间存在异质性，导致造成迁移侵袭抑制效果的原因存

在差异性；但又同时作为肿瘤细胞区别于正常细胞，对于 80KNN 表面产生的电刺激又

能够作出同样的响应。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-12 人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7 在 KNN，80KNN 样品表面培养 24 h 后

与细胞黏附和骨架相联系的促转移基因的表达。（a）RhoA，（b）ROCK1，（c）ROCK2，

（d）Rac1，（e）FAK，（f）β1-integrin 

Figure 2-12 The mRNA expression of adhesion- and cytoskeleton- related pro-metastatic 

genes of MDA-MB-231 and MCF-7 incubated on the surfaces of KNN, 80KNN samples for 

24 h. (a) RhoA, (b) ROCK1, (c) ROCK2, (d) Rac1, (e) FAK, (f) β1-integrin 

2.4 小结 

本章实验利用传统固相法成功制备了具有良好压电性能的 KNN 块体陶瓷，通过调

整极化参数获取了具有不同压电常数和表面电势，但具有相似表面形貌、成分及结构的

KNN 样品，并以此作为研究材料表面带电差异对细胞运动行为影响的模型。通过将不

同表面电势的 KNN 样品与 2 种乳腺癌和 4 种正常细胞共培养，发现具有高表面电势的

80KNN 样品会显著的抑制乳腺癌细胞的运动潜能，降低存活率，但对正常细胞会产生

相反的作用，具有轻微的促进趋势。由于乳腺癌转移是大多数乳腺癌患者死于实体瘤的

主要原因，有效的抑制乳腺癌细胞的运动（迁移、侵袭）具有重要的意义。因此，实验
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采用 80KNN 作为实验组，KNN 作为对照组，采用 transwell 实验和划痕实验进一步证实

了具有高表面电势的 80KNN产生的电信号对 2 种乳腺癌细胞迁移侵袭行为的抑制作用。

通过荧光染色，发现 80KNN 样品组会破坏癌细胞的骨架结构及极性的形成，抑制微管

结构及聚集状态，增强与基底的黏附。通过 PCR 实验测定与这些行为紧密相连的促转

移基因的表达，同样发现与未极化 KNN 样品相比，80KNN 表面乳腺癌细胞促转移基因

的表达会受到抑制。2 种乳腺癌细胞对于 80KNN 表面产生的电刺激能够作出同样的响

应，但异质性的存在，导致造成迁移侵袭抑制效果的原因存在差异，不同基因的抑制效

果存在差异。实验证明了调控材料表面带电性质，产生稳定的电刺激用于控制肿瘤转移

的可行性。 
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第三章  超声辅助铌酸钾钠压电纳米颗粒抑制乳腺癌细胞

活性及机制研究 

3.1 引言 

乳腺癌现已成为全球发病率最高的癌症，也是女性癌症患者死亡最常见的原因[1]。

临床会根据乳腺癌患者的分期选取不同的治疗方案，传统的手段对于早期乳腺癌患者具

有比较好的治疗效果，但也存在许多弊端。手术治疗容易造成二次损伤及感染，其中乳

房切除术则会对患者的后续生活带来其他心理生理影响[9]。放疗则会对其他正常部位如

心脏产生影响[8]。化疗容易引发多药抗性及很强的副作用，且难以控制肿瘤的复发和转

移[11]。而在实际生活中，癌症早期几乎无症状，确诊的乳腺癌患者大多已是中晚期，对

这些治疗手段大都存在抗性。因此，乳腺癌的治疗方式仍需要不断的探索。 

近年来，声、光、电、热、磁等物理作用方式也被用于肿瘤治疗[18, 19]。随着人体生

物电的发现，利用电刺激抗肿瘤得到了较为广泛的应用。通过电刺激会导致肿瘤细胞代

谢紊乱、细胞结构破坏等影响肿瘤细胞的活性。但传统的电刺激由于具有侵入性或是有

效性较差的问题而应用受到限制。压电纳米粒子由于较小的粒径及较大的比表面积，在

肿瘤治疗中被广泛应用于基因治疗、化疗等辅助手段[79-81]。近年来，随着对新型电刺激

的探索，压电纳米粒子由于可以提供无线、可调控的电刺激而受到关注[133]。 

在上一章节中发现 KNN 陶瓷的极化会促进其压电性能，增强对肿瘤细胞的电刺激。

因此，本章提出利用极化 KNN（P-KNN）压电纳米颗粒与乳腺癌细胞共培养来用于乳

腺癌治疗。同时，KNN 压电颗粒由于具有力电耦合的性能，可以响应外界的机械力促

进电信号的产生。超声由于作用可控、组织穿透力深并且对正常组织安全，被用作机械

力的施加手段来辅助 P-KNN 颗粒实现对乳腺癌的治疗。此外，研究表明压电纳米粒子

是超声敏化剂的新来源，超声作用下压电材料产生的内建电场可以触发超声催化作用[87]。

采用超声辅助 P-KNN 压电纳米颗粒作用于具有高侵袭性的三阴性乳腺癌细胞株

MDA-MB-231 与低转移性、非三阴性细胞株 MCF-7，实现高强度的无源、可控电刺激

与压电催化共同作用抑制癌细胞活性。通过破坏乳腺癌细胞内氧化还原平衡和细胞的形

态结构，促进过量 ROS 的产生以及乳腺癌细胞的凋亡与坏死，可以达到很好的抑制乳

腺癌细胞活性的目的。 
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3.2 材料与实验方法 

3.2.1 主要实验试剂 

本章所使用的部分实验试剂如表 3-1 所示，其余如 2.2.1 章节中的表 2-1 所示。 

表 3-1 主要实验试剂 

Table 3-1 List of experiment materials and reagents 

试剂 规格 厂商 

细胞凋亡与坏死检测试剂盒 -- 碧云天生物科技公司 

活性氧检测试剂盒 -- 南京凯基生物科技有限公司 

3.2.2 主要实验仪器 

本章所使用的部分实验仪器如表 3-2 所示，其余如 2.2.2 章节中的表 2-2 所示。 

表 3-2 主要实验仪器 

Table 3-2 List of experimental apparatuses 

实验仪器 型号 制造商 

颗粒极化模具 -- 自制 

动态光散射仪 Szetasizer Nano ZS 英国 Malvern 公司 

超声波治疗仪 HB810A 好博医疗器械 

3.2.3 铌酸钾钠压电颗粒的制备 

本章通过传统的固相烧结法制备出 KNN 纳米颗粒后，通过水热处理得到实验中使

用的材料，具体的实验操作步骤如下： 

1. 初步制得 KNN 颗粒的步骤参照 2.2.3 章节中步骤 1-3 所示； 

2. 称取 0.02 mol 初步制得的 KNN 颗粒，加入 50 mL 去离子水并搅拌 30 min，转移

至 100 mL 聚四氟乙烯密封的高压反应釜中，于 210 ℃下反应 24 h； 

3. 取出反应釜充分冷却后取出管内的混合物； 

4. 静置 12 h 后倒掉上层的水溶液；将下层混合液添加到 50 mL 离心管中，密封好

后在 9000 r/min 的转速下离心 5 min； 

5. 将上清液倒掉后加入 30 mL 的无水乙醇，将密封好的离心管放入超声清洗机中
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分散 5 min，随后将其放入离心机中以同样的条件再次离心。离心结束后倒掉上层无水

乙醇后依次加入去离子水、无水乙醇进行同样的操作； 

6. 将最终使用无水乙醇离心后所得样品放入 80 ℃烘箱烘干即为水热处理的 KNN

陶瓷颗粒； 

7. 将 KNN 颗粒放入自制的模具中对其进行极化处理。120 ℃下，在外加直流电压

强度为 2.5 kV/cm 的条件下极化 30 min 得到实验中所使用的极化 KNN 颗粒（P-KNN）。 

3.2.4 样品理化性能表征 

1. 使用扫描电子显微镜（SEM）观察 P-KNN 颗粒表面形貌，观察所用颗粒制备过

程如下：称取 5 mg P-KNN 颗粒添加到 5mL 无水乙醇，超声分散 10 min 得到 1000 μg/mL

的 P-KNN 悬液；吸取分散混匀的 1000 μg/mL 的颗粒悬液 1 mL 至 9 mL 的无水乙醇中，

超声分散 10 min 得到 100 μg/mL 的颗粒悬液；分别将这两种超声分散混匀的悬液用 200 

μL 的枪添加至已粘贴在样品台上的导电胶，在空气中放置至无水乙醇全部挥发后进行

喷金处理，喷金时间为 60 s。观察样品时采用的加速电压为 10 kV，工作距离为 8 mm。

采用扫描电子显微镜配套的能谱仪（EDS）对样品进行元素分析，此时采用的加速电压

为 20 kV，工作距离为 12 mm。 

2. 采用动态光散射仪（DLS）对 P-KNN 颗粒的粒径进行分析。测试过程中采用超

纯水按上述步骤稀释制定浓度为 200 μg/mL 与 100 μg/mL 的颗粒悬液。将不同浓度的颗

粒悬液转移至粒度测定专用样品池后进行测定。两种浓度的样品各 2 个平行样，每个样

检测三次，每次测定采用 10 个循环。 

3. 采用 X 射线衍射分析仪（XRD）对颗粒进行物相分析，X 射线的衍射步长设置

为 0.02°，检测范围为 2θ：5-90°。 

4. 利用拉曼（Raman）对化学结构进行分析，分析范围为 0-900 cm
-1。 

3.2.5 细胞培养及乳腺癌增殖活性检测 

1. 细胞培养 

本章实验使用具有高侵袭性的三阴性乳腺癌细胞株 MDA-MB-231；低转移性、非

三阴性细胞株 MCF-7；人正常的乳腺上皮细胞 MCF-10A 以及骨髓间充质干细胞 BMSC。

BMSC 也是使用 DMEM（H）完全培养基进行培养，细胞培养的具体培养过程参考 2.2.5

中细胞培养操作。 
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2. 细胞活性检测 

采用 CCK-8 实验以及细胞死活染色对细胞活性进行检测，通过活性分析评估对乳

腺癌细胞活性抑制作用。将细胞接种于孔板后培养 12 h，此时细胞已完全贴于孔板，向

孔板添加 200 μg/mL，400 μg/mL（或是采用梯度稀释的其他浓度）的 P-KNN 颗粒（由

完全培养基稀释）进行共培养。此后每隔 12 h 进行超声处理并于材料加入后 24 h，48 h，

72 h 进行 CCK-8 检测。超声功率为 1.75 w/cm
2，超声时间为每次 2 min，每组 6 个平行。

CCK-8 测定时吸出孔板中的培养基并加入 CCK-8 工作液（避光稀释，细胞培养基：CCK-8

试剂 =10:1），在 5%CO2，37 ℃的恒温培养箱中避光孵育 2 h 后取出检测吸光度。细胞

存活率的的计算公式为： 

细胞存活率(%) =
𝑂𝐷实验 − 𝑂𝐷实验空白

𝑂𝐷对照 − 𝑂𝐷对照空白

× 100% 

其中，OD 实验指实验组即具有细胞的孔板中加入 P-KNN 颗粒或是施加超声刺激组的

吸光度；OD 实验空白指加入 P-KNN 颗粒或是施加超声刺激但没有细胞的组；OD 对照指仅加

入细胞而不采取其他处理的空白对照组；OD 对照空白指仅加入培养基的组。 

材料与细胞共培养 24 h 后进行死活染色。将浓度均为 1 mg/mL 的钙黄绿素和碘化

丙啶用 PBS 溶液稀释至 2 μg/mL 与 5 μg/mL，得到死活染色的工作液。吸弃孔板中的培

养基后用 PBS 溶液清洗 2 次，加入死活染色工作液，于 5%CO2，37 ℃的恒温培养箱中

避光孵育 20 min。待反应结束后，吸弃染料并用 PBS 溶液清洗 2 次。将孔板置于倒置

荧光显微镜下进行细胞死活染色观察，在同一位置观察发绿色荧光的活细胞与红色荧光

的死细胞并进行拍照，所得同一位置的图片采用 Image J 软件进行处理，每组设置 3 个

平行。 

3.2.6 细胞骨架染色 

使用细胞骨架（F-actin）和核（DAPI）染色对 P-KNN 颗粒及超声作用对细胞形态

的影响进行观察。将细胞接种于激光共聚焦皿中，12 h 待细胞完全贴附后加入 400 μg/mL

的 P-KNN 颗粒进行共培养，材料加入 12 h 后进行超声处理并于 24 h 后进行染色观察。

染色操作步骤如下： 

（1）采用 4%多聚甲醛对 PBS 溶液清洗过的细胞固定 10 min； 

（2）固定结束后用 0.1%Triton X-100 PBS 溶液洗涤细胞 3 次，每次 5 min； 
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（3）避光将 F-actin 试剂用 3%BSA、0.1%Triton X-100 PBS 溶液稀释 100 倍后加入，

在室温下避光染色 30 min；染色结束后用 PBS 溶液洗涤细胞 3 次，每次 5 min； 

（4）加入 DAPI 染液对细胞核复染 3 min；最后用 PBS 溶液清洗完毕后置于激光共

聚焦显微镜下进行观察并拍照，每组设置 3 个平行。 

3.2.7 细胞迁移及侵袭检测 

采用 transwell 实验来测定细胞运动能力的改变。在 24 孔板中加入对应组的溶液

（DMEM（H）完全培养基；400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒）600 mL，将细胞接种于 transwell

小室上层并放置在 24 孔板中；2 h 后对超声组进行超声处理，12 h 后进行迁移侵袭细胞

观察。在 transwell 侵袭实验进行之前，将解冻的 matrigel 基底胶用不含血清的 DMEM

（H）培养基以 matrigel：DMEM (H)=1:3 的比例稀释，在 transwell上室中每孔加入 60μL，

随后置于 37 ℃放置 1 h 用于成胶，成胶后取出将 transwell 小室上层液态培养基丢弃。

待细胞迁移侵袭完毕后，将 transwell 小室取出，PBS 溶液清洗 2 次后加入 600 μL4%多

聚甲醛固定 10 min；固定结束后用 PBS 溶液清洗 2 次，采用结晶紫试剂对固定好的细

胞染色 20 min；染色结束后采用 PBS 溶液清洗并用棉棒擦掉 transwell 小室内侧细胞。

通过倒置荧光显微镜明场对 transwell 小室过膜细胞进行观察、拍照、计数，每组设置 3

个平行。 

3.2.8 活性氧（ROS）检测 

使用 ROS 检测试剂盒对孔板中乳腺癌细胞的 ROS 水平进行测定。将 2 种乳腺癌细

胞接种于孔板中，12 h 待细胞完全贴附于孔板后加入 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒进行共

培养；6 h 后将培养基吸出，PBS 溶液对孔板清洗 2 遍，对肿瘤细胞装载使用不含血清

的 DMEM（H）基础培养基稀释 1000 倍的 DCFH-DA 探针；在 37 ℃避光孵育 30 min，

随后使用不含血清的 DMEM（H））基础培养基清洗孔板 2 次并在细胞中加入 200 μL 的

基础培养基；对超声组进行处理后将孔板放入多功能酶标仪，以 488 nm 作为激发光波

长，525 nm 作为发射光波长检测荧光强度。 

3.2.9 细胞凋亡与坏死检测 

使用细胞凋亡与坏死检测试剂盒对孔板中乳腺癌细胞凋亡与坏死行为进行检测。将

浓度均为 1 mg/mL 的 Hoechst 33342 和碘化丙啶用配套的凋亡检测稀释液稀释至 5 
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μg/mL，得到细胞凋亡与坏死检测试剂的工作液；在材料加入 24 h 后吸弃孔板中培养基，

利用 PBS 溶液清洗 2 次后加入细胞凋亡与坏死检测试剂的工作液，在 4 ℃避光孵育 30 

min。染色完成后用 PBS 溶液清洗 2 次，随后将孔板置于倒置荧光显微镜下观察细胞凋

亡与坏死，在同一位置观察发蓝色荧光的活细胞与早期凋亡细胞，红色荧光的晚期凋亡

细胞与死细胞并进行拍照，所得同一位置的图片采用 Image J 软件进行处理，每组设置

3 个平行。  

3.2.10 生物相容性检测 

使用 CCK-8 试剂及细胞死活染色对人正常乳腺细胞 MCF-10A 与 P-KNN 颗粒共培

养 48 h 后进行生物相容性检测。具体操作步骤如 3.2.5 测定细胞活性所描述。 

3.2.11 统计学分析 

实验中所有数据均以均值±标准差来表示，实验中独立样本间的显著性差异采用双

尾 t 检验，P <0.05 表示存在统计学差异，*表示；P <0.01 表示存在显著的统计学差异， 

**表示；P < 0.001 表示存在极其显著的统计学差异，符号为***。 

3.3 结果与讨论 

3.3.1 铌酸钾钠颗粒理化性能表征 

在第二章节中发现，极化能使材料表面电势增高，压电性能增强，在先前的相关研

究中也证实了极化的压电颗粒具有更强的电信号输出性能[81]。因此，在本章实验中选用

P-KNN 压电颗粒作为研究对象。利用传统固相法制备并用水热处理的 KNN 颗粒采用外

加直流电压极化得到具有压电性的 P-KNN 颗粒。能谱分析表明制备的样品主要成分为

O、Na、Nb、K 元素（图 3-1（a））。利用拉曼分析颗粒的化学结构，在 265 cm
-1 及 621 

cm
-1 位置均有 KNN 特征振动峰的出现（图 3-1（b））。通过 XRD 分析 P-KNN 颗粒的晶

体结构，如图 3-1（c）所示，制得的样品为 ABO3 型钙钛矿结构，在 45 度角附近出现

（002）与（200）双峰，表明四方相与正交相同时存在，制备的颗粒具有良好的压电性。 

分别利用 SEM、DLS 对颗粒的形貌以及粒径大小进行分析。从图 3-2 可以发现，

P-KNN 呈现颗粒状，具有较好的分散性，不同颗粒大小较为均一。通过粒径分析表明

P-KNN 颗粒大小在 457.4 nm 左右，分布系数（PDI）为 0.422（结果中未显示），表明制
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得的样品粒径分布较窄，具有良好的分散性，并且粒径的大小与 SEM 图中呈现的大小

较为一致。 

根据上述结果表明通过固相法制备并用水热、极化处理制得的样品为具有良好压电

特性的 P-KNN 陶瓷颗粒，且其粒径大小为微纳米级、分散性良好。由于 P-KNN 颗粒本

身具有带电性，与肿瘤细胞共培养时可以产生电刺激的作用，并且由于压电特性的存在

能够响应超声的刺激促进电信号的输出[81]。 

 

 

 

 

 

 

图 3-1 P-KNN 颗粒理化性能表征。（a）能谱，（b）拉曼图谱，（c）X 射线衍射图谱 

Figure 3-1 Characterication of P-KNN nanoparticles. (a) EDS analysis, (b) Raman 

spectra and (c) XRD image 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-2 P-KNN 颗粒形貌和粒径表征。（a）扫描电子显微镜图片，（b）纳米粒度分析 

Figure 3-2 Characterization of morphology and size distribution of P-KNN nanoparticles. 

(a) SEM image and (b) DLS analysis 

3.3.2 抑制乳腺癌细胞活性分析 

为了验证超声辅助 P-KNN 压电颗粒作用于细胞时的体外毒性作用，选用 BMSC 与

不同浓度的 P-KNN 共培养 48 h 后利用 CCK-8 法对细胞的存活率进行测定。从图 3-3 可

以发现，随着 P-KNN 压电颗粒浓度的升高，对 BMSC 的毒性增大。当 P-KNN 浓度低
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于 400 μg/mL，BMSC 的存活率基本能够保持在 75%以上，毒性较小；当颗粒的浓度进

一步升高到 800 μg/mL时，对正常细胞活性抑制作用比较明显，BMSC 的存活率低至 65%。

选用该材料用作抗肿瘤，虽然更低的浓度对正常细胞毒性更小，但纳米材料在较高的浓

度时才能达到抗肿瘤的效果[87, 134]。因此，为了实现抗肿瘤效果以及较小的毒副作用，

实验采取 200 μg/mL，400 μg/mL的颗粒浓度进一步探究对乳腺癌细胞活性的作用效果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-3 在超声存在或不存在条件下，不同浓度的 P-KNN 作用于 BMSC 细胞 48 h 后的细

胞存活率（红色线为存活率为 75%的线） 

Figure 3-3 The BMSC cell viability co-cultured with differention concentrations of P-KNN 

nanoparticles for 48 h, with ultrasound (US) or without US 

(the red line as a representation of 75% cell viability) 

为了探讨 P-KNN 压电纳米颗粒在超声刺激下对乳腺癌细胞的作用效果，采用细胞

体外实验，通过分析超声刺激下 P-KNN 对乳腺癌细胞活力、细胞损伤坏死、骨架损伤

等情况来评价该种方法对乳腺癌细胞的作用效果。 

在材料加入后每隔 12 h 超声一次，采用 CCK-8 实验在材料加入后 24 h，48 h，72 h

对 2 种乳腺癌细胞活性进行检测。由图 3-4（a）可知，没有超声作用时，400 μg/mL 的

P-KNN 颗粒对 MDA-MB-231 的活性具有抑制的作用，且比 200 μg/mL 时对癌细胞活性

抑制效果更强，证实了高浓度的颗粒对癌细胞作用效果更强[87, 134]。超声单独作用时，

MDA-MB-231 细胞的存活率低至 70%左右；但当 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒在超声刺激

下作用于癌细胞时，对 MDA-MB-231 细胞的活性抑制作用最强，24 h 时，MDA-MB-231

细胞的存活率下降至 30%左右。当对 MDA-MB-231 细胞继续进行培养至 48 h，72 h 时

再次测定细胞存活率，结果表明每个组的细胞活性都得到了进一步的抑制。P-KNN 颗
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粒对 MCF-7 乳腺癌细胞的作用与对 MDA-MB-231 的作用效果一致，但单独加超声处理

对细胞活性的抑制效果没有 MDA-MB-231 效果显著；400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒加超声

处理时，MCF-7 细胞的活性下降没有 MDA-MB-231 明显，24 h 时 MCF-7 细胞的存活率

约为 35%。CCK-8 实验表明在超声刺激下 P-KNN 颗粒可以对 2 种乳腺癌细胞产生电刺

激实现抑制癌细胞活性的效果，该实验结果与先前研究超声作用于压电材料，促进纳米

电场产生或是促进压电催化作用，从而抑制肿瘤增殖实验结果一致[81, 135, 136]。此外，乳

腺癌细胞的活性抑制效果在颗粒浓度为 400 μg/mL 时更强，因此，本研究采用 400 μg/mL

的 P-KNN 颗粒进一步研究对 MDA-MB-231 和 MCF-7 乳腺癌细胞的作用效果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-4 人乳腺癌细胞（a）MDA-MB-231 与（b）MCF-7 在超声及不超声的条件下与 P-KNN

颗粒共培养 24 h，48 h，72 h 后细胞存活率。其中颗粒浓度分别为 200μg/mL、400 μg/mL 

Figure 3-4 The cell viability of (a) MDA-MB-231 and (b) MCF-7 co-cultured with P-KNN 

nanoparticles for 24 h, 48 h, 72 h, with US or without US. The particle concentrations were 

200μg/mL, 400 μg/mL, respectively 

采用细胞死活染色进一步探究压电颗粒 P-KNN 对 MDA-MB-231 和 MCF-7 乳腺癌

细胞的损伤坏死作用。在材料加入 12 h 后对超声组进行超声处理，24 h 后对细胞进行死

活染色，活细胞呈现绿色荧光而死细胞呈现红色荧光。实验结果如图 3-5 所示，对于 2

种乳腺癌细胞，在不加材料不加超声处理的空白对照组，均为活细胞（绿色荧光）。当

400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒加入或是单独超声处理，肿瘤细胞的整体存活状态良好，只有

少量死细胞（红色荧光）出现，并且细胞的密度也没有明显的降低。超声刺激 P-KNN

颗粒（图 3-5（b1）（d1）组）作用于乳腺癌细胞导致大量的死细胞出现，且细胞的密度

也有明显的降低。（b1）组中死细胞的量多于（d1）组，表明 P-KNN 颗粒加超声共同处
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理，相较于 MCF-7 细胞，会造成更多的 MDA-MB-231 细胞死亡。以上结果表明 P-KNN

颗粒及超声处理均能达到一定的杀死乳腺癌细胞的作用，但效果有限。当超声刺激

P-KNN 颗粒作用于乳腺癌细胞时具有很强的杀死乳腺癌细胞的作用，此结果也与上述

CCK-8 实验结果一致。超声辅助 P-KNN 压电纳米粒子作用于 2 种乳腺癌，都显示了很

好的活性抑制作用，对 MDA-MB-231 的作用效果更为明显。MDA-MB-231 是一种三阴

性乳腺癌细胞，具有更强的复发和转移性能，目前常用的靶向治疗与内分泌治疗对三阴

性乳腺癌患者治疗无效，导致对三阴性乳腺癌患者的肿瘤治疗手段与效果有限[137]。本

研究提出的方法对三阴性癌细胞显示更强的活性抑制作用，或许可以成为有效治疗三阴

性乳腺癌的手段。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-5 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒（P-KNN-400）在超声和不超声的条件下作用于人乳腺

癌（a，b）MDA-MB-231 与（c，d）MCF-7 细胞 24 h 的死活染色图。（a）（c）对照组，

（a1）（c1）超声组，（b）（d）P-KNN-400，（b1）（d1）P-KNN-400+超声组 

Figure 3-5 Cell dead and alive stain of human breast cancer cells (a, b) MDA-MB-231 and (c, 

d) MCF-7 treated with P-KNN-400 nanoparticles for 24 h, with US or without US. 

(a) (c) Control, (a1) (c1) Control+US, (b) (d) P-KNN-400, (b1) (d1) P-KNN-400+US 

为了进一步探究细胞损伤情况及细胞形态变化，采用 F-actin 染色观察 2 种乳腺癌

细胞的骨架铺展情况。实验结果如图 3-6 所示，在空白对照组生长的 2 种乳腺癌细胞均

呈现良好的铺展状态，细胞的前端有较多的伪足生成，细胞呈现较强的极性；细胞骨架

轮廓清晰，微丝骨架含量丰富，呈现很强的荧光强度。当 P-KNN 加入或是施加超声刺

激，细胞长条形的铺展状态受到了抑制，细胞的形态趋近于圆形，但细胞整个骨架系统

还是比较完整，荧光强度略微降低，推测细胞的整体活性并没有受到明显抑制。当浓度

为 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒加入并施加超声刺激后，细胞的整个形态发生变化，生长
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发育受阻，细胞呈现圆形，并且细胞的整个骨架荧光强度很低，细胞的骨架系统很小，

说明细胞的整体活性很差。该结果与之前 CCK-8 活性检测及死活染色结果一致，当超

声刺激 P-KNN 颗粒作用于乳腺癌细胞时具有很强的肿瘤活性抑制作用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-6 人乳腺癌细胞（a）MDA-MB-231 与（b）MCF-7 在超声及不超声的条件下与 

400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒（P-KNN-400）共培养 24 h 后细胞骨架染色图 

Figure 3-6 The cytoskeletal images of human breast cancer cells (a) MDA-MB-231 and (b) 

MCF-7 co-cultured with P-KNN-400 nanoparticles for 24 h, with US or without US 

3.3.3 乳腺癌细胞迁移侵袭能力分析 

上述结果发现材料加入及超声的刺激会对细胞形态产生影响，对骨架产生很明显的

破坏作用，而细胞的骨架是细胞运动的主要参与者，因此采用 transwell 实验讨论这种作

用对乳腺癌细胞运动行为的影响。结果如图 3-7 所示，超声的刺激与材料的加入都能够

极其显著的抑制乳腺癌细胞的迁移、侵袭能力，这与之前观察到的细胞铺展状态变圆，

细胞极性降低相关。在材料存在的情况下同时施加超声刺激，乳腺癌细胞的运动能力完

全丧失，推测一方面的原因是由于材料加超声的共同作用会造成肿瘤细胞本身的大量死

亡，另一方面存活的细胞由于其本身的形态及骨架结构已经发生严重的改变甚至破坏，

细胞也基本丧失了运动的能力。先前研究表明，电刺激在肿瘤治疗过程中对细胞活性的

抑制通常都会伴随着细胞骨架结构的变化，从而抑制肿瘤转移的能力[66]。本实验对乳腺
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癌细胞迁移侵袭行为的研究同样证实了超声辅助 P-KNN 纳米颗粒可以对其运动行为进

行抑制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-7 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒（P-KNN-400）在超声和不超声的条件下作用于人乳腺

癌细胞 MDA-MB-231 与 MCF-7 后细胞的迁移侵袭图片 

Figure 3-7 The migrated and invasive images of human breast cancer cells MDA-MB-231 and 

MCF-7, with or without P-KNN-400 nanoparticles, with US or without US 

细胞代谢的紊乱会对细胞活性产生影响，其中氧化应激状态的产生是细胞内部氧化

—还原态失衡，可以促进 ROS 的过量产生从而抑制肿瘤细胞活性，是多种抗癌手段的

机理。研究表明电刺激肿瘤细胞会对肿瘤自身的电稳态产生影响，从而进一步影响细胞

的代谢，对 ROS 的产生具有促进的作用；脉冲电场促进 ROS 的产生则已在多个研究中

得到证明；压电纳米粒子响应超声刺激促进电信号的产生，也可以触发压电催化作用产

生 ROS
[80, 87, 138-140]。所以本研究将继续探讨超声作用下 P-KNN 颗粒抑制乳腺癌细胞活

性是否也是通过促进过量 ROS 的产生。 

实验采用 ROS 检测试剂盒对 MDA-MB-231 与 MCF-7 乳腺癌细胞在 P-KNN 及超声
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刺激下 ROS 产生的情况进行分析。如图 3-8 所示，在没有超声的条件下，相较于空白对

照组，P-KNN 会促进少量的 ROS 产生；当施加超声刺激时，即使没有材料细胞也能产

生相当量的 ROS，与超声的刺激即能引起部分乳腺癌细胞死亡的结论相一致；当 P-KNN

与乳腺癌细胞共培养后超声的加入能够极其显著的促进 ROS 的产生，这一结论也与其

能够非常显著的抑制乳腺癌细胞活性的结论一致。以上结果说明，超声刺激 P-KNN 压

电纳米颗粒，当其作用于 2 种乳腺癌细胞时会导致肿瘤细胞内氧化还原失衡，产生过量

的 ROS，引起细胞活性的下降及死亡。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-8 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒（P-KNN-400）在超声和不超声的条件下作用于人乳腺

癌细胞（a）MDA-MB-231 与（b）MCF-7 后与空白对照组相比 ROS 的相对荧光强度 

Figure 3-8 The relative ROS fluorescence intensity of human breast cancer cells (a) 

MDA-MB-231 and (b) MCF-7, with or without P-KNN-400 particles, with US or without US 

先前研究表明肿瘤细胞内 ROS 的过量产生会导致促凋亡与抗凋亡相关蛋白表达水

平的变化，激活凋亡通路并最终导致肿瘤的凋亡与坏死 [141, 142]。上述实验结果发现

P-KNN 颗粒与超声与共同作用会导致过量 ROS 的产生，为了探索是否会进一步促进肿

瘤细胞的凋亡与坏死，采用 Hoechst 33342 和碘化丙啶试剂对乳腺癌细胞进行双染，

Hoechst 33342 可以穿透细胞膜，具有完整细胞膜的活细胞与早期凋亡细胞呈现蓝色荧光；

碘化丙啶不能穿透细胞膜，但对于晚期凋亡细胞及坏死细胞，细胞膜的完整性丧失，所

以坏死细胞可以呈现红色荧光和蓝色荧光。图 3-9 染色结果表明，在空白对照组、只添

加 P-KNN、或是只施加超声刺激的组（图 3-9 a-d，a1，d1），能观察到大量的蓝色细胞

而几乎没有红色细胞或是少量红色细胞的出现，表明此时细胞活性良好；当对与 P-KNN

共培养的乳腺癌细胞施加超声刺激，有大量的红色细胞出现（图 3-9 b1，d1）。2 种乳腺
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癌细胞，MDA-MB-231 与 MCF-7 呈现相一致的趋势，只是 P-KNN 共培养并施加超声

刺激的组中 MCF-7（图 3-9 d1）凋亡与坏死的细胞没有 MDA-MB-231（图 3-9 b1）多，

这也与之前的活性检测结果相一致，表明此种用于乳腺癌治疗的方式对 MDA-MB-231

的作用效果比 MCF-7 细胞效果更加显著。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-9 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒（P-KNN-400）在超声和不超声条件下作用于人乳腺癌

（a，b）MDA-MB-231 与（c，d）MCF-7 细胞 24 h 的细胞凋亡与坏死染色图。（a）（c）

对照组，（a1）（c1）超声组，（b）（d）P-KNN-400，（b1）（d1）P-KNN-400+超声组 

Figure 3-9 Cell apoptosis and necrosis stain of breast cancer cells (a, b) MDA-MB-231, (c, d) 

MCF-7 cultured for 24 h, with or without P-KNN-400 nanoparticles, with US or without US. 

(a) (c) Control, (a1) (c1) Control+US, (b) (d) P-KNN-400, (b1) (d1) P-KNN-400+US 

以上结果表明在超声刺激下的 P-KNN 压电纳米颗粒作用于乳腺癌细胞，可以导致

氧化还原的失衡，ROS 的过量产生，促进乳腺癌细胞的凋亡与坏死，达到良好的抑制癌

细胞活性的作用。结合先前的研究推测，这种抗肿瘤机制的产生一方面在于纳米颗粒在

超声辅助下增强的电刺激作用于乳腺癌细胞导致其电稳态的改变、细胞代谢的紊乱；另

一方面在于 P-KNN 材料的良好压电性使其在超声作用下产生的内建电场导致了压电催

化的产生。由于目前肿瘤治疗向综合性治疗发展，超声辅助 P-KNN 压电纳米颗粒作用

可以远程、无线、精确的对肿瘤部位进行电刺激调控，将对肿瘤治疗的发展具有显著促

进的作用。 

3.3.4 生物相容性分析 

作为肿瘤治疗的手段，在达到良好的抑制肿瘤细胞活性的同时必须对相应正常细胞
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的活性进行评估。在 3.3.2 中发现材料浓度为 400 μg/mL 时，即使施加了超声的刺激，

BMSC 的细胞活性还能达到 75%，在此利用与乳腺癌相对应的人正常乳腺上皮细胞再次

评估 P-KNN 颗粒本身以及在超声的刺激下对正常细胞的生物相容性作用。实验将

P-KNN-400 压电颗粒与 MCF-10A 细胞共培养 48 h，利用 CCK-8 实验与细胞死活染色进

行生物相容性检测。CCK-8 结果表明（图 3-10（a）），在没有超声的刺激下，P-KNN 颗

粒作用后，细胞的存活率能够达到 93%，表明 P-KNN 颗粒生物相容性很好，对细胞不

会产生明显的活性抑制作用。与之前的研究类似，此结论也再次证明了无铅压电陶瓷良

好的生物相容性[60-62]。在施加超声刺激后，细胞的存活率有降低，对乳腺癌细胞有很强

肿瘤抑制效果的超声刺激与 P-KNN 同时作用的组，MCF-10A 的细胞存活率仍能够达到

75%以上。 

细胞死活染色（图 3-10（b））结果与 CCK-8 定量结果一致。在没有超声刺激下，

与 P-KNN 颗粒共培养后乳腺上皮细胞 MCF-10A 基本都显示良好的细胞活性，很少有死

细胞出现；当施加超声刺激后，红色的死细胞出现，但死细胞的数量不多且细胞的整体

密度与空白对照组相比也没有明显的降低，表明超声刺激下 P-KNN 的作用对正常乳腺

细胞的毒性作用不大。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-10 人正常乳腺上皮细胞（MCF-10A）在超声存在和不存在下与 400 μg/mL 的 P-KNN

颗粒（P-KNN-400）共培养 48 h 的（a）CCK-8 存活率分析，（b）死活染色分析；其中

a）对照组，a1）超声组，b）P-KNN-400，b1）P-KNN-400+超声组 

Figure 3-10 (a) The CCK-8 assay and (b) cell dead and alive stain of MCF-10A co-cultured 

with P-KNN-400 nanoparticles for 48 h, withUS or without US. For cell dead and alive stain, 

a) Control, a1) Control+US, b) P-KNN-400, b1) P-KNN-400+US 
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综合上述结果可以说明 P-KNN 颗粒具有良好的生物相容性，超声刺激 P-KNN 颗粒

作用于正常乳腺上皮细胞 MCF-10A 时，其存活率仍然在 75%以上，但 2 种乳腺癌细胞

的活性则已低至 30%左右，表明利用超声刺激 P-KNN 压电颗粒作用于乳腺癌，实现乳

腺癌的治疗具有很大的可行性；尤其是对高转移性的三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 活性

抑制效果更明显，为对多种治疗手段具有抗性的三阴性乳腺癌患者治疗提供新的策略。 

3.4 小结 

本章实验对通过固相烧结法制备并水热处理制得的样品形貌、物相、化学结构进行

表征，表明成功制备了具有良好压电性能的 P-KNN 压电纳米颗粒，并通过电镜及粒径

分析表明该 P-KNN 颗粒具有 450 nm 左右的粒径及良好的分散性。通过细胞活性检测发

现在超声刺激下，浓度为 400 μg/mL 的 P-KNN 颗粒在作用 24 h 时能够达到对

MDA-MB-231 细胞 70%，MCF-7 细胞 65%的活性抑制作用。细胞骨架染色及 transwell

实验发现，P-KNN 压电颗粒、超声单独作用对乳腺癌细胞骨架形态结构、聚集状态产

生影响并抑制了癌细胞迁移侵袭的能力，但对癌细胞整体活性影响不大；在 P-KNN 压

电颗粒与超声共同作用下，乳腺癌细胞的形态结构被显著破坏，细胞的生长、骨架的发

展受到了极其显著的抑制，导致了细胞活性的丧失以及整个运动能力的破坏。进一步机

制研究发现超声与材料共同作用于乳腺癌细胞能够导致癌细胞内 ROS 过量产生并促进

细胞的凋亡与坏死。生物相容性分析发现，该种抗乳腺癌的手段对正常乳腺细胞的活性

抑制作用仅在 20%左右。本章实验结果表明，超声辅助 P-KNN 压电纳米颗粒作用于乳

腺癌细胞可以实现很好的活性抑制效果，尤其是对三阴性乳腺癌细胞 MDA-MB-231，

但对正常细胞生物相容性良好，有望作为新的肿瘤治疗手段。 
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结论 

癌症是现代社会居民健康的最大威胁之一，乳腺癌是全球发病率最高的癌症，转移

造成大多数乳腺癌实体瘤患者的死亡，因此，杀灭乳腺癌、控制乳腺癌转移对缓解乳腺

癌带来的经济社会负担具有极其重要的意义。材料表面带电特性是调节细胞行为最为关

键的因素之一，了解材料表面带电特性对肿瘤细胞转移相关行为的影响将会极大促进生

物材料在肿瘤方面的应用。因此本实验通过构建具有不同表面带电特性的生物模型，探

究材料表面电势差异对乳腺癌细胞运动行为的影响规律及机制；此外，由于 KNN 压电

纳米颗粒能够响应超声刺激促进电信号的输出以及产生压电催化作用，可以作为新的电

刺激方式用于肿瘤治疗，本文对超声刺激下极化 KNN 压电颗粒对乳腺癌细胞活性的影

响及机制进行了研究。主要实验结论如下： 

（1）当 KNN 块体陶瓷的压电常数为 80 pC/N 时，乳腺癌细胞的迁移侵袭能力得到

显著抑制，骨架系统遭到明显破坏。 

利用传统的固相烧结法制备具有良好压电性能的 KNN 陶瓷块体并通过设置极化的

时间、强度得到了具有不同表面电势、相似的表面形貌、成分、化学结构的陶瓷样品。

将 2 种乳腺癌细胞与 4 种正常细胞共培养，发现与未极化 KNN 样品相比，极化后具有

高表面电势的 80KNN 样品对 2 种乳腺癌细胞运动潜能具有显著的抑制，但对 80KNN

表面培养的正常细胞却没有抑制的作用，指示调节材料表面的带电特性用于控制肿瘤转

移具有可行性。为了进一步直接证明极化后的高表面电势对乳腺癌细胞的运动抑制作用，

进行划痕实验以及 transwell 迁移侵袭实验。结果发现与未极化 KNN 相比，具有高表面

电势的 80KNN 能够显著的抑制乳腺癌细胞的迁移侵袭；通过对细胞的微丝及微管骨架

染色和黏着斑蛋白染色，发现 80KNN 样品表面的高电势对乳腺癌细胞产生的电刺激能

够促进细胞形成大的扁平形貌并与基底紧密相连，促进黏着斑蛋白的表达；微管的聚集

状态发生改变、表达受到抑制。为了进一步证实这样的结论，采用 PCR 实验测定 RhoA，

ROCK1/2，Rac1，FAK，β1-integrin 的 mRNA 表达，结果表明 80KNN 表面促转移基因

的表达均有下降。实验通过构建表面具有不同带电特性的模型，探究材料表面电势的差

异对乳腺癌细胞运动行为的影响规律及影响机制，以期促进能够提供无线、选择性电刺

激的压电生物材料在肿瘤方面的应用。通过调节材料的表面电荷来控制肿瘤转移，为肿

瘤治疗提供一个新的策略。 

（2）超声辅助极化 KNN 压电纳米颗粒共同作用于乳腺癌细胞可以达到良好的癌细
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胞活性抑制效果。 

电刺激抗肿瘤是一种肿瘤治疗的新手段，但传统的电刺激由于具有侵入性或是有效

性不足的问题而应用受到限制。本实验利用超声刺激极化 KNN 压电纳米颗粒提供无线

可调控的电刺激用于乳腺癌治疗；并且在超声刺激下极化 KNN 压电纳米颗粒产生的内

建电场可以触发超声催化作用进一步抑制乳腺癌细胞活性。实验通过固相烧结法结合水

热处理并通过外接直流电源极化得到极化颗粒，通过对成分、物相、化学结构、电镜及

粒径分析表明成功制备了具有良好压电性能的 KNN 纳米颗粒，其具有 450 nm 左右的粒

径及良好的分散性。通过 CCK-8 实验及细胞死活染色发现 400 μg/mL 的极化 KNN 颗粒

在超声作用下能够达到很好的抑制 MDA-MB-231 与 MCF-7 乳腺癌细胞活性的效果，并

且对于三阴性乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的抑制作用更强。细胞骨架染色发现极化 KNN

压电颗粒与超声共同作用时，乳腺癌细胞的形态结构被明显破坏，细胞的骨架发展受到

了极其显著的抑制，导致细胞活性的丧失，存活的肿瘤细胞骨架结构很小以致于整个运

动能力受到了明显的破坏。进一步机制分析表明与肿瘤细胞共培养的极化 KNN 颗粒在

施加超声刺激后可以显著的提高 ROS 的产生，促进乳腺癌细胞的凋亡与坏死。最后将

400 μg/mL 的极化 KNN 颗粒与超声作用于正常乳腺细胞 MCF-10A，发现这种肿瘤治疗

方式对正常细胞的毒性作用不大。本研究通过超声对压电纳米颗粒采用远程无需侵入式

触发，具有极大的应用价值及前景，该研究也为解决传统电刺激用于肿瘤治疗的缺陷提

供了新的思路。并且，本实验中所使用的超声辅助极化 KNN 的作用方式对三阴性乳腺

癌 MDA-MB-231 活性抑制效果更明显，指示这种细胞对电刺激治疗可能更敏感，为解

决临床上三阴性乳腺癌患者缺乏合适的治疗手段提供新的思路。 
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论文创新性 

1. 随着功能性生物材料的发展，材料表面性质对细胞行为调控作用受到广泛关注，

材料表面的带电特性被认为是调节细胞行为最关键的因素之一，但却缺乏相关的研究，

尤其是对运动行为的影响。KNN 陶瓷块体具有良好的生物相容性，其表面的带电特性

稳定可调但对成分结构形貌等不产生影响。因此，本研究提出用表面带有不同电势的

KNN 样品作为模型材料，研究材料表面带电性质对细胞运动行为的影响。 

2. 通过调整极化参数得到具有不同表面电势的 KNN 陶瓷块体材料，实验发现材料

表面的带电性质对不同细胞的运动行为会产生不同的影响，为电活性生物材料在实际应

用过程中表面带电特性的选择提供一定的参考。 

3. 研究表明高表面电势的 80KNN 样品会抑制乳腺癌细胞的迁移侵袭能力但对正常

细胞的运动能力没有抑制，表明调节植入材料表面带电性质，产生稳定的电刺激用于控

制肿瘤转移的可行性，为实现良好的肿瘤治疗以及良好的预后提供一个新的策略。 

4. 利用超声辅助 KNN 压电纳米颗粒实现良好的乳腺癌活性抑制效果。该治疗方法

无需外接电极，无线、可控的对肿瘤细胞产生电刺激，解决传统的电刺激由于具有侵入

性或是有效性差而应用受到限制问题，为肿瘤治疗提供新的电刺激方式。并且极化 KNN

压电颗粒在响应超声刺激时，可以增强电信号的输出，导致压电催化作用的产生，与电

刺激共同作用于肿瘤细胞，达到更好的肿瘤活性抑制效果。 
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工作展望 

本实验以 KNN 陶瓷块体和颗粒为研究主体，利用其带电特性及力电耦合特性开展对

乳腺癌细胞运动能力、乳腺癌细胞活性抑制等相关研究工作。通过初始黏附速率实验已

经初步证明材料表面带电特性对细胞的运动行为会产生不同的影响，证实极化后具有更

高表面电势的样品可以明显的抑制乳腺癌细胞的迁移侵袭，但材料带电差异对其他细胞

运动行为的不同影响还需要进一步证实，对其原因进一步深入研究。超声刺激极化 KNN

颗粒作用于乳腺癌细胞，对其增殖抑制及代谢活性的影响也已证实，但具体影响的机制，

包括细胞电稳态的改变、基因蛋白信号通路的改变缺乏研究。此外，实验局限于体外细

胞实验，需要构建合适的动物模型对该治疗方法进行验证。因此，鉴于已有的工作基础，

为后续相关研究提供以下研究思路： 

（1）构建表面具有不同带电特性模型进一步证实对不同细胞运动行为的差异，探寻

对不同细胞运动行为产生差异的原因。极化后带有更高电势的样品与未极化的样品相比

可以明显的抑制乳腺癌细胞的迁移侵袭，但该电信号的具体传递机制及对细胞骨架破坏

的具体原因仍需进一步说明。具有不同转移性能的乳腺癌细胞，虽然其迁移侵袭行为都

受到了抑制，但异质性的存在使电刺激抑制的机理不同，具体差异产生的原因也需要进

一步的探索。希望通过深入研究最终能够清楚的解释材料表面带电情况对细胞运动行为

的具体影响机制及差异产生的原因；并可以反向判断，为了使细胞达到一定的运动能力

去怎样有选择的控制材料表面的带电情况。 

（2）对于 KNN 颗粒和超声刺激共同作用抗乳腺癌的效果需要构建合适的动物模型

进行验证，从而实现该种治疗方法真正在临床上的使用。超声刺激促进极化 KNN 电信

号的输出以及产生的压电催化对乳腺癌杀灭的具体影响机制，各自通过怎样的信号通路，

多大程度的影响需要进一步去探索，以期为抗肿瘤纳米压电材料的发展以及在临床上的

应用提供更好的参考。此外，不同肿瘤细胞存在异质性，因此需要对多种肿瘤细胞进行

评估，筛选对该种治疗方法具有敏感性与抗性的肿瘤，才能够在实际应用中更具有针对

性。 
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３ ．答辩委员会对论文的评语

ＧＥ要 内容包括 ： Ｌ对论文的综合评价 ；
２ ．对论文主要工作和创造性成果的简要介绍 ；

３
．对作者掌握基础理论 、 专业知识程度 、 独立从事科研工作能力 以及在答辩中表现的评价 ；

４ ．存在的不足之处和建议 ；
５ ．答辩委员会结论意见等 ）

该研究利用具有稳定可调表面带 电特性的铌酸钾钠 （ ＫＮＮ ） 块体压电陶瓷研究材料表

面 电势对乳腺癌细胞迁移侵袭行为的影响及机制 ， 并利用超声促进极化 ＫＮＮ 压电纳米颗

粒产生无源 、 可控的电刺激 ， 研究对乳腺癌细胞活性抑制作用及机制 。 选题为电刺激用于

抗肿瘤研宄提供一种新型选择 。

论文构建带 电模型探究材料表面带 电差异对细胞运动行为的影响 ，
表明高表面电势

８ ０ＫＮＮ 样品能够极其显著的抑制 ２ 种乳腺癌细胞的迁移 、 侵袭能力 ； 进
一

步通过免疫荧光

染色及 ＰＣＲ 发现可能 的原 因是材料表面高 电势抑制乳腺癌细胞极化 ， 改变微管聚集状态 ，

促进细胞扁平状形态结构的形成和强黏附的形成 。 同时将超声和 ４ ００ｙ ｇ／ｍ
Ｌ 的极化 ＫＮＮ

颗粒共同作用于乳腺癌细胞 ， 发现能够显著抑制 ２ 种乳腺癌的活性 ， 并且 ２ 种癌细胞的骨
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