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级联纳米复合材料用于抗肿瘤联合治疗

张洁,满阳,常毅

(河南师范大学 化学化工学院,河南 新乡453007)

摘要:通过一锅法合成了树枝状介孔二氧化硅载体(DMSN),以共价键连方式实现了二茂铁分子对二氧化硅

表面的后修饰改性,最后通过负载抗癌药物阿霉素(DOX)和乳酸氧化酶(LOD),成功构建了一种多功能级联抗肿瘤

纳米药物DMSN-Fc@LOD@DOX(MFDL).该复合纳米药物对肿瘤微环境具有显著的选择响应性,所负载的阿霉

素和乳酸氧化酶均可在肿瘤细胞微环境条件得到有效释放;阿霉素的持续可控释放实现了对肿瘤的化学治疗;乳酸

氧化酶可以消耗瘤内富集的乳酸,提升肿瘤微环境中过氧化氢的含量,进而促进基于二价铁离子的芬顿反应,上调

肿瘤中的活性氧水平,通过这一酶级联反应设计增强了化学动力学疗效;该体系将酶催化级联反应、化学动力学治

疗和化疗整合为一个高效抗肿瘤纳米平台,体外细胞实验和活体实验均显示出较好的肿瘤联合治疗效果,在肿瘤治

疗的应用中有着巨大的潜力.
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恶性肿瘤又称癌症,是一种基本的细胞行为畸变,其主要特征是细胞分裂和生长不受控制.目前,癌症发

病率居高不下,已成为世界范围内最具破坏性的疾病之一,严重影响人类生命健康和生存质量[1].传统的癌

症临床治疗手段主要包括化疗、手术和放疗等,然而这些治疗手段在面对层出不穷的恶性表型和异质性行为

相关的转移和侵袭时表现出明显的局限性[2].因此,设计开发新型的癌症治疗模式和策略成为生物医学领域

最具挑战性的研究课题之一[3].
伴随着纳米科技的迅猛发展,纳米材料在肿瘤治疗领域中显示出了独特优势,其具有结构可设性以及性

能(例如催化、光、热)易于调控等优势,为药物输送、组织原位成像、疾病诊断以及新型治疗模式的探索提供

了诸多潜在的可能性[4].近年来,一些基于纳米技术的新兴治疗策略如化学动力学疗法(chemodynamicther-
apy,CDT)[5]、光热疗法(photothermaltherapy,PTT)[6]、光动力疗法(photodynamictherapy,PDT)等不断

涌现[7],它们可通过微创或非侵入性方式对肿瘤进行治疗,抑制肿瘤的生长、预防肿瘤的复发与转移,相较于

传统肿瘤治疗手段显示出了明显优势.然而,单一的新型肿瘤治疗策略由于所用材料物理化学性质的局限

性,在面对复杂的肿瘤微环境时,其治疗效果受到一定影响.针对这些新兴治疗策略在应用过程中出现的新

问题,研究人员提出了多功能协同体系的设计思路[8].这一策略可以创造性地整合体系中多种组分的功能优

势,利用不同组分间的协同作用或多种治疗模式联合治疗,从而显著提高治疗效果[9].
本文以树枝状介孔二氧化硅(DMSN)作为载体,通过表面共价修饰二茂铁分子(Fc)、负载乳酸氧化酶

(LOD)和化疗药物阿霉素(DOX),设计构建了一种对肿瘤微环境具有选择性响应能力的复合纳米材料DMSN-
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Fc@DOX@LOD.通过体外细胞实验和活体实验研究了乳酸氧化酶催化反应增强化学动力学治疗以及化学

动力学治疗、化疗两种模式联合治疗的抗肿瘤效果.

1 实验部分

1.1 主要试剂与仪器

实验中所用试剂主要包括:正硅酸乙酯(纯度99%,下同),二茂铁甲酸(97%),乳酸氧化酶(⩾20unit/

mg),阿霉素(98%)等,上述试剂购于麦克林生化试剂有限公司.胎牛血清(FBS,生物级)、细胞培养基(生物

级)购于德国Sigma公司,青霉素(生物级)、硫酸链霉素(生物级)、胰蛋白酶(生物级)购于索莱宝生物科技

有限公司,细胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、活死细胞染色试剂盒购于碧云天生物技术有限公司.
表征测试所用主要仪器包括:场发射扫描电镜(日本电子株式会社,SU8010),高分辨率透射电子显微镜

(日本电子株式会社,JEM-100CX-Ⅱ),流式细胞仪(美国BD公司,BDLSRFortessa),激光共聚焦扫描显微

镜(日本奥林巴斯株式会社,FV1200MOE),X射线光电子能谱仪(美国赛默飞世尔科技,ESCALAB250Xi).
1.2 DMSN-Fc@DOX@LOD(MFDL)复合纳米材料的制备

将三乙醇胺(68mg,60.5μL)、十六烷基三甲基溴化铵(380mg)和水杨酸钠(168mg)溶解于25mL超

纯水中,80℃条件下将硅酸乙酯(4mL)缓慢滴加至上述溶液中,继续搅拌反应2h,将反应体系离心,并用

无水乙醇洗涤沉淀,得树枝状介孔二氧化硅(DMSN).
将DMSN(50mg)分散于50mL无水乙醇中,85℃下搅拌并加入100μL3-氨丙基三乙氧基硅烷,反应

4h后离心,使用无水乙醇洗涤所得固体样品.之后,将固体样品分散于10mL的二甲基亚砜(DMSO)溶液

中,加入二茂铁甲酸(46mg)和卡特缩合剂(177mg),搅拌均匀后加入82.2μL的三乙胺,室温反应24h,离
心、洗涤,干燥后得二茂铁修饰的二氧化硅(DMSN-Fc,MF).

将 MF(5mg)分散于5mL磷酸盐缓冲溶液(PBS)中,4℃下加入LOD(1mL,200units),搅拌12h后

离心,用超纯水洗涤固体多次,得到固体样品DMSN-Fc@LOD(MFL).
将 MF(5mg)分散于DOX溶液中(5mL,0.2mg/mL),摇床振荡(37℃,150r/min)24h后离心,用超

纯水洗涤固体至上清无色,得到固体样品DMSN-Fc@DOX(MFD).4℃下将1mg上述固体样品分散于

5mL磷酸盐缓冲溶液中,加入LOD(200μL,40units),继续搅拌12h,离心并洗涤固体,得到最终样品DM-
SN-Fc@DOX@LOD(MFDL).
1.3 细胞培养

实验所用大鼠肝细胞(3A)和人肝癌细胞(HepG2)购自中国科学院上海细胞库.用细胞计数板计数

50000个细胞后,铺板于96孔板中,于含10%(体积分数,下文同)FBS、1%青霉素和1%链霉素的杜氏改良

伊格尔培养基(Dulbecco'smodifiedEaglemedium,DMEM)中孵育,所有细胞系培养均在37℃,5%CO2 的

细胞培养箱中进行.
1.4 细胞毒性测试

细胞毒性实验使用MTT(噻唑蓝)法.将上述3种细胞接种在96孔板中,每孔细胞密度为5000个细胞,
孵育过夜.分别加入不同质量浓度(0,0.78,1.56,3.12,6.25,12.50和25.00μg/mL)的 MF、MFD、MFL和

MFDL;对于FreeDOX组,加入质量浓度设定为0,0.035,0.070,0.140,0.280,0.560和1.120μg/mL,上述各

组在37℃、5%CO2 条件下孵育24h.孵育结束后,每孔加入20μL的MTT溶液(5mg/mL),继续在37℃、

5%CO2 中孵育4h,孵育结束后,洗净孔内空间,重新加入150mL二甲基亚砜溶液,用酶标仪记录波长在

570nm处的吸光度.细胞存活率由下式确定:存活率=(实验组/对照组)×100%.
1.5 动物实验

实验用雌性BALB/c小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司.选择S180细胞在小鼠背部进行接

种,待肿瘤体积生长至100mm3 左右时,将小鼠随机分为6组(n=5):(Ⅰ)生理盐水组,(Ⅱ)MF组,(Ⅲ)

MFD组,(Ⅳ)FreeDOX组,(Ⅴ)MFL组和(Ⅵ)MFDL组,各组小鼠通过瘤内注射方式进行治疗,按照

15mg/kg的剂量标准给药,每隔2d测量并记录肿瘤体积和小鼠体质量.治疗14d后,颈椎脱臼法处死小
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鼠,解剖各组小鼠,收集肿瘤以及心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏等主要器官,在4%多聚甲醛中固定,4℃条件

下保存,收集的肿瘤组织和小鼠的主要器官用于组织学分析.

2 结果与讨论

2.1 载体材料的合成与表征

本研究使用阳离子表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)和水杨酸钠(NaSal)作为结构导向剂,正
硅酸乙酯(TEOS)作为硅源,三乙醇胺(TEOA)作为催化剂,通过一锅法合成二氧化硅纳米颗粒(DM-
SN)[10].通过对比图1(a-d)DMSN和 MF的FE-SEM和TEM图可以看出,两种样品具有相同的微观形貌,
均为树枝状结构且分散性良好,表明二茂铁的修饰对材料的结构、尺寸没有明显影响,DMSN平均粒径尺寸

约为210nm(图1(e)),MF化学元素分布符合材料的化学组成(图1(f)).DMSN独特的树枝状结构使得材

料具有较大的比表面积(875.7m2/g,图1(g))和介孔结构特征(平均孔径38.7nm,图1(h)),有利于药物分

子(DOX)和生物大分子的有效负载和持续可控释放.

2.2 MFDL药物释放和级联反应测试

二氧化硅载体表面具有丰富的硅氧键和羟基基团,使其易于通过与药物或酶内取代基团之间产生化学

键作用从而提升负载率;而在肿瘤弱酸性微环境中又会减弱这种相互作用强度,从而促进负载物的可控释

放[11],上述特性更有利于提升体系对肿瘤组织的选择性响应和治疗效果.因此,首先在不同的pH条件下,以
负载的抗肿瘤药物DOX作为研究对象,探究了 MFDL体系的药物控释性能.
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根据各样品的紫外-可见-近红外漫反射光谱图(图2(a))可知,对比DOX和 MF,在 MFD和 MFDL的

光谱图中出现了DOX的特征峰,表明 MF可有效负载DOX。根据DOX在可见光区的特征吸收,并结合其

吸光度随质量浓度变化的标准曲线,对 MFDL的药物负载和控释性能进行了评价.经计算,MF对DOX的

负载量为0.04mg/mg.由图2(b)可知,MFDL表现出典型的pH响应性药物释放行为.在生理条件下(pH=
7.4),DOX的最大释放量约为35%;而随着pH值的降低,释放量明显增加,在接近肿瘤弱酸性微环境条件

下(pH=5.0),最终累积释放量大幅提升至62%.MFDL体系表现出典型的酸性刺激响应性特征,可以在弱

酸性条件下可控释放所负载的抗肿瘤药物.

为了探究体系对LOD的可控释放行为和级联催化性能,在不同pH值的四甲基联苯胺(TMB)溶液中

加入定量的乳酸(LA),借助TMB和活性氧反应前后652nm处的特征吸收强度变化进行定性评价[12].根据

材料功能设计,理论上 MFDL在LA存在下可发生级联反应,LA与LOD反应产生 H2O2[13];材料中的

Fe2+通过与H2O2 发生芬顿反应产生活性氧物种·OH,无色的TMB能够被活性氧氧化为蓝色的氧化产物

(oxTMB),因此可以通过紫外吸收强度的变化评价体系中活性氧水平的高低.如图2(c)所示,随着pH的降

低,652nm处特征吸收强度显著增强.这一结果表明,酸性条件下有利于 MFDL释放LOD,同时游离的

LOD能够与体系中的LA充分反应生成H2O2,从而为体系发生芬顿反应提供了必要条件.该测试结果同时

证明 MFDL可以在肿瘤微环境中通过可控释放LOD引发级联反应,进而增强样品的CDT治疗效果.
2.3 体外细胞实验

在模拟条件下研究样品药物控释和级联反应性能的基础上,通过体外细胞实验,采用 MTT法进一步评

价样品在肿瘤治疗领域的应用潜力[14].实验选取正常大鼠肝细胞(3A)和人肝癌细胞(HepG2)作为实验研

究细胞组.如图3(a)所示,MF,MFD,FreeDOX,MFL和 MFDL等多种样品处理后,正常细胞3A的存活率

依然维持在较高水平,且在最大样品质量浓度条件下,细胞存活率依然维持在50%以上,抑制率最为明显的

MFDL组其IC50值也高达26.12μg/mL,表明各组样品均具有较好的细胞相容性.而在不同样品处理过的癌

细胞HepG2实验组中,如图3(b)所示,MF处理后的HepG2细胞存活率较正常3A细胞组略有下降,这可

能是癌细胞内过氧化氢浓度不足,导致样品的CDT效果不明显.MFD和 MFL两个样品处理后的 HepG2
细胞组与3A细胞相比,存活率明显下降.对于 MFD组而言,可以归因于CDT和化疗两种模式联合治疗所

产生的更为优异的治疗效果;而对于 MFL组而言,其细胞毒性可以归因于LOD和癌细胞内过表达的乳酸

所引发的级联反应增强了CDT治疗效果.对于最终样品组 MFDL而言,由于其集合了化疗和级联反应增强

的CDT等多种有利因素于一体,癌细胞存活率下降最为明显,其IC50值仅为5.09μg/mL,显示出最佳的联

合治疗效果.
为了更加直观地评价LOD级联反应在上调细胞内活性氧(ROS)水平、提升CDT疗效方面的作用,使

用DCFH-DA探针对比评估了不同样品组对细胞内ROS水平的影响[15].如图3(c)所示,与其他样品组相

比,MFL和 MFDL组处理后的HepG2细胞均显示出较为明显的荧光,这可归因于样品中LOD的存在使得

细胞内ROS水平得到了显著提升,证明了通过级联反应增强癌细胞内活性氧水平这一设计思路的可行性.
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流式细胞术分析结果显示,MFDL组处理的细胞中凋亡细胞占比(67.4%)明显高于其他样品组(MFL-
44.9%,MFD-50.9%,DOX-38.9%,MF-39.2%,对照组-6.9%),ROS水平明显高于其他组别,因此,其所导

致的癌细胞凋亡效果也最好(图3(d)).上述实验结果一致,进一步证明了本研究所设计的多组分作用体系

02 河南师范大学学报(自然科学版)                2026年



可以发挥较好的协同作用,造成显著的肿瘤细胞杀伤效果.科研实验伦理审查号为HNSD-2025-BS-0930.
2.4 动物实验

基于样品优异的体外抗肿瘤活性,选择雌性BALB/c小白鼠接种HepG2细胞建立肿瘤模型,使用不同

实验组样品介入进行治疗,进一步研究所设计合成的复合材料在实验动物体内的肿瘤治疗效果.为了比较不

同样品对肿瘤生长的抑制作用,当肿瘤体积平均大小达到约100mm3 时,采取与细胞实验相同的分组对荷

瘤小鼠原位注射给药.治疗期间,每2d测量一次小鼠的肿瘤体积和体质量,结果见图4.

从图4(a)所示的肿瘤生长曲线图可以看出,相比于生理盐水对照组,各样品组显示出了不同程度的肿
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瘤抑制效果.MF和FreeDOX两种单一的治疗模式对肿瘤的生长有轻微的抑制作用;MFL和 MFD两组分

别由于级联反应增强CDT活性以及两种模式联合治疗的原因,抑制肿瘤生长的效果较MF和FreeDOX组

明显提高;而 MFDL组则显示出了最优的肿瘤抑制效果,这与细胞实验结果相符,表明LOD同肿瘤内部过

表达乳酸反应提升肿瘤内部H2O2 水平,增强了CDT治疗效果;DOX所引发的化疗和增强的CDT两种模

式联合治疗,各种有利因素相叠加,呈现出优异的级联催化联合治疗效果.此外,如图4(b)所示,在整个治疗

期间,各样品分组中小鼠体质量未出现明显变化,进一步说明样品具有良好的生物相容性.为了在组织水平

上进一步验证材料的肿瘤治疗效果,对不同样品组治疗的肿瘤进行 H&E和TUNEL染色.如图4(c)H&E
染色图像所示,与其他样品组相比,经 MFDL治疗的肿瘤组织的细胞核几乎都发生萎缩,表现出最严重的组

织损伤.此外,通过TUNEL染色也可以看出,MFDL对肿瘤组织细胞具有明显的增殖抑制效果,肿瘤细胞凋

亡程度最大.此外,通过各组实验小鼠主要器官的H&E染色图像对比(图4(d)),各样品组之间几乎没有明

显差异,显示出 MFDL具备优良的组织相容性.

3 结论

本文基于乳酸反应级联增强CDT,联合抗肿瘤药物DOX的化学治疗模式,设计构建了一种多组分级联

复合纳米材料用于联合抗肿瘤治疗研究.以树枝状二氧化硅作为载体,键连修饰了具有类芬顿反应活性的二

茂铁,载体表面丰富的化学基团既能通过乳酸氧化酶LOD和化疗药物DOX的相互作用有效提升负载量,
也能对肿瘤微环境选择性响应释放,保证了LOD催化肿瘤中过表达的乳酸反应,促进瘤内原位生成 H2O2,
从而通过芬顿反应级联上调了肿瘤内部的活性氧水平,提高CDT的治疗效果;CDT和DOX化疗两种治疗

模式进一步提升了材料整体抑制肿瘤生长水平.体外和体内实验结果表明,MFDL具有突出的抗肿瘤效果,
生物安全性良好,副作用少.本研究为设计新型多功能级联抗肿瘤纳米药物提供了新的思路.
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Cascadenanocompositematerialsforcombinedtumortherapy

ZhangJie,ManYang,ChangYi

(SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Dendriticmesoporoussilica(DMSN)carriersaresynthesizedviaaone-potmethod.Afterthepost-modification
ofsilicasurfacebycovalentlybondedferrocenemoleculesandtheloadingofanticancerdrugsdoxorubicin(DOX)andlactateox-
idase(LOD),amulticomponentcascadenanomedicineDMSN-Fc@LOD@DOX(MFDL)foranti-tumortherapyhasbeencon-
structedsuccessfully.Thiscompositenanomedicineexhibitssignificantselectiveresponsetothetumormicroenvironment,and
boththeloadeddoxorubicinandlactateoxidasecanbeeffectivelyreleasedundertumormicroenvironment.Thesustainableand
controllablereleaseofDOXenablesthechemotherapyfortumors.TheLODwillconsumetheenrichedlactateinthetumor,in-
creasethecontentofH2O2inthetumormicroenvironmentandfinallypromotetheFentonreactionderivedfromFe2+toupreg-
ulatethelevelofreactiveoxygenspecies(ROS)inthetumor.Thechemodynamictherapy(CDT)efficacycanbeenhanced
throughthedesignofthisenzymecascadereaction.Thissystemintegratestheenzymecatalyzedcascadereaction,chemody-
namictherapy,andchemotherapyintooneefficientantitumornanoplatform.Bothinvitroandinvivoexperimentshaveshown
excellentcombinedanti-tumortherapeuticeffectsbyusingthismaterial,whichhasdemonstratedgreatpotentialforapplication.

Keywords:nanocompositematerials;cascadereaction;combinationtherapy;anti-tumor
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