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纳米金修饰羧甲基壳聚糖封堵
介孔二氧化硅载药系统的研究
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摘要:利用纳米金的光热性能及与羧甲基壳聚糖的静电吸附作用ꎬ制备了以介孔二氧化硅为载体、纳米金修饰的羧甲基壳

聚糖为封堵材料的具有 ｐＨ 及激光响应的药物传递系统ꎮ 并对激光输出功率、溶液 ｐＨ、纳米金用量等条件进行优化ꎮ 通过傅

里叶红外光谱法、紫外－可见光谱法、透射电子显微镜等方法对合成的样品进行表征ꎬ在最优条件下检测荧光强度并确定药物

释放情况ꎮ 结果表明ꎬ该载药系统对药物释放有较好的 ｐＨ 敏感性和激光响应ꎬ在智能给药方面有良好的应用前景ꎮ
关键词:羧甲基壳聚糖ꎻ介孔二氧化硅ꎻ盐酸阿霉素ꎻｐＨ 敏感性
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生物功能材料的合成ꎬ通讯联系人ꎬｙｍａ１０＠ ｃｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 癌症的治疗是目前人类健康生活亟需解决的重

要难题ꎮ 化疗虽是治愈癌症的重要方法之一ꎬ但其

具有特异性差、多药耐药性和毒副作用大等缺

陷[１]ꎮ 为减少这种伤害ꎬ具有纳米级、特异性、生物

相容性好、载药量大、副作用小等优点的载药系统应

运而生[２]ꎮ 目前这些纳米载药系统也面临着结构、
工艺复杂等难题ꎬ难以同时满足“安全、有效和质量

可控”的三原则ꎬ实现纳米递释系统从实验室研究

向临床转化[３]ꎮ
介孔二氧化硅具有比表面积大、孔径可调、生物

相容性好等优点常用作新型药物载体[４－５]ꎬ但其表

面封堵也成为要解决的难题ꎮ 羧甲基壳聚糖是一种

有良好的降解性、水溶性的壳聚糖衍生物[６－７]ꎬ可通

过静电吸附作用结合高光热转换率的光热探针纳米

金球[８－９]ꎮ 又因其分子链上含有阳离子(—ＮＨ＋
３ )和

阴离子(—ＣＯＯ－)基团的两性聚电解质的特点ꎬ可
对外界的 ｐＨ 刺激作出响应ꎮ 用纳米金修饰的羧甲

基壳聚糖为封堵材料ꎬ可使载药系统拥有 ｐＨ 及激

光双重响应ꎬ形成效率可控的理想的化疗 /光热治疗

相结合的治疗体系ꎬ同时避免了由于肿瘤异质性及

单一疗法造成的多药耐药性[１０]ꎮ 笔者以盐酸阿霉

素为模型药物ꎬ对载药系统的载药率及药物释放条

件进行研究分析ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与设备

Ｈ－７６５０ 透射电子显微镜ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司生

产ꎻＦ－２８０ 型荧光分光光度计ꎬ中国天津港东科技公
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司生产ꎻＵＶ－４８０２ 型紫外分光光度计ꎬ美国 ＵＮＩＣＯ
公司生产ꎻＳ－Ｏｎｅ 红外光谱仪ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公
司生产ꎻＭＤＬ－Ｈ－８０８ 型固体激光发射器ꎬ中国长春

新产业光电技术公司生产ꎻＺｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ 仪器ꎬ马
尔文仪器有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 试剂与材料

羧甲基壳聚糖(ＣＭＣＳ)、(３－氨基丙基)三乙氧

基硅烷(ＡＰＴＥＳ)、１－(３－二甲氨基丙基) －３－乙基碳

二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ)、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)ꎬ
沈阳莱博科贸有限公司生产ꎻＭＣＭ－４１ 型介孔二氧

化硅ꎬ南京先丰纳米公司生产ꎻ盐酸阿霉素(ＤＯＸ)ꎬ
上海阿拉丁公司生产ꎻ四氯金酸与柠檬酸钠ꎬ北京百

灵威科技公司生产ꎮ 其余试剂均为分析纯ꎬ实验用

水均为超纯水(电阻率为 １８􀆰 ５ ＭΩ􀅰ｃｍ－１)ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 载药体系的构建

采用接枝后的方法对介孔二氧化硅(简记为

ＭＳ)进行少量改性合成氨基功能化介孔二氧化硅

(ＭＳ－ＮＨ２) [１１]ꎮ 称取 １ ｇ ＭＣＭ－４１ 溶于 ５０ ｍＬ 无水

甲苯中ꎬ并震荡滴加 １ ｍＬ(３－氨基丙基)三乙氧基硅

烷(ＡＰＴＥＳ)ꎬ在室温下连续搅拌反应 ６ ｈ 后ꎬ４１℃下

减压旋转蒸发至液面保持不变且不再有液体蒸出ꎮ
产物分别经醇洗和水洗 ３ 次ꎬ离心后干燥过夜ꎬ即得

ＭＳ－ＮＨ２ꎮ
２􀆰 ２　 盐酸阿霉素(ＤＯＸ)的封装

２􀆰 ２􀆰 １　 ＭＳ－ＮＨ２ 装载 ＤＯＸ
取 ３０ ｍｇ ＭＳ－ＮＨ２ 溶于 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ(１０ ｍＬ)的

ＤＯＸ 水溶液中ꎬ避光震荡反应 ２４ ｈꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 活化羧甲基壳聚糖(ＣＭＣＳ)中的羧基

精密称量 １０ ｍｇ ＣＭＣＳ 溶于 １０ ｍＬ 水中ꎬ并称

取 ２５ ｍｇ １－(３－二甲氨基丙基) －３－乙基碳二亚胺

盐酸盐(ＥＤＣ)和 １５ ｍｇ Ｎ－羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)
添加至羧甲基壳聚糖溶液中ꎬ连续搅拌 ６ ｈ 活化

羧基ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 纳米金(ＡｕＮＰｓ)的制备

采用经典的柠檬酸钠还原法制备纳米金[１２]ꎮ
将 ０􀆰 １ ｇ / Ｌ 氯金酸溶液 ３２ ｍＬ 在磁力搅拌下加热至

沸腾ꎬ加入 １０ ｇ / Ｌ 柠檬酸钠溶液 ０􀆰 ６４ ｍＬ 继续加热

直到溶液颜色变为稳定的橙红色ꎬ停止加热ꎬ继续搅

拌缓冷至室温ꎮ

２􀆰 ２􀆰 ４　 羧甲基壳聚糖封堵介孔二氧化硅(ＭＣＭ－
ＣＭＣＳ)
　 　 将活化羧基的 ＣＭＣＳ 与 ＭＳ－ＮＨ２ 溶液充分混

合ꎬ连续震荡反应 ２４ ｈꎬ离心去除上清液ꎬ并洗涤后

干燥 ６ ｈꎬ得到合成固体样品 ＭＳ－ＣＭＣＳꎮ 通过荧光

分光度计检测上清液及洗液中盐酸阿霉素的质量为

Ｍ１ꎬ干燥后固体样品质量为 Ｍꎮ 通过载药量公式:
载药率＝ [(ＭＤＯＸ －Ｍ１) / Ｍ] ×１００％即可计算固体样

品的载药率ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ５　 纳米金修饰的羧甲基壳聚糖封堵介孔二氧

化硅(ＭＣＭ－ＣＭＣＳ－Ａｕ)
将活化羧基的 ＣＭＣＳ 与 ＭＳ－ＮＨ２ 溶液充分混

合ꎬ连续震荡反应 ４ ｈ 后ꎬ加入 １０ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶液ꎬ
继续震荡反应 ２０ ｈꎬ离心去除上清液ꎬ洗涤后干燥

６ ｈꎬ得到合成固体样品 ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕꎮ 检测上清

液及洗液中盐酸阿霉素的质量ꎬ计算 ＤＯＸ 的载

药率ꎮ
２􀆰 ３　 载体与载药体系理化表征

利用傅里叶红外分光光谱法(ＦＩ－ＴＲ)在 ４００ ~
４ ０００ ｃｍ－１波数范围内检测 ＭＳ、ＣＭＣＳ、ＭＳ －ＮＨ２、
ＭＳ－ＣＭＣＳ 红外谱图ꎻ在 ３００~７００ ｎｍ 范围内利用紫

外－可见分光光度计(ＵＶ－Ｖｉｓ)检测合成的 ＡｕＮＰｓ、
ＣＭＣＳ 及纳米金修饰的羧甲基壳聚糖(ＣＭＣＳ－Ａｕ)
的吸收光谱ꎮ 测量 ＡｕＮＰｓ、ＣＭＣＳ 及 ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ
的表面电位ꎮ 利用透射电子显微镜 ( ＴＥＭ) 观察

ＭＳ、ＭＳ －ＣＭＣＭ 的形态及介孔结构ꎬ加速电压为

８０ ｋＶꎮ
２􀆰 ４　 体外释放试验

２􀆰 ４􀆰 １　 ｐＨ 及激光响应释放实验

在 ｐＨ 分别为 ７􀆰 ４、 ６􀆰 ５、 ５ 的磷酸盐缓冲液

(ＰＢＳ)中考察 ＭＳ－ＤＯＸ、ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 的释放行

为ꎮ 通过计算取约 ０􀆰 ５ ｍｇ ＤＯＸ 的固体样品溶解在

１ ｍＬ 的不同 ｐＨ(７􀆰 ４、６􀆰 ５、５)的 ＰＢＳ 缓冲溶液中ꎬ并
在 ８０８ ｎｍ 近红外激光照射下分别进行连续搅拌和

静置释放 ２ 组实验[１３－１４]ꎮ 通过荧光分光光度计检

测上清液中 ＤＯＸ 的质量ꎬ直至上清液中 ＤＯＸ 的荧

光强度无明显变化ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＤＯＸ 标准曲线的制定及条件优化

通过倍比稀释法制 ＤＯＸ 在超纯水、ｐＨ(５、６􀆰 ５、
７􀆰 ４)ＰＢＳ 溶液中的标准曲线ꎮ

为确定合成载药系统时 ＡｕＮＰｓ 用量对药物释

放的影响ꎬ分别以 ５、１０、１５ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 修饰的 ＣＭＣＳ
合成含不同体积 ＡｕＮＰｓ 的目标载药系统ꎬ固定激光
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输出功率为 ４ Ｗꎬ比较在激光及搅拌条件下ꎬｐＨ 为

５ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中药物的释放情况ꎮ 选取最适用

量的 ＡｕＮＰｓ 合成目标载药系统ꎬ分别固定激光的输

出功率为 ４、３、２、１ Ｗꎬ在连续搅拌及激光照射下ꎬ探
究最适的输出功率ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 样品表征

ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 载药系统制备过程的示意图如

图 １ 所示ꎮ

图 １　 ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 载药系统的实验原理

３􀆰 １􀆰 １　 ＦＴ－ＩＲ 的表征结果

ＭＳ、ＣＭＣＳ、ＭＳ－ＮＨ２、ＭＳ－ＣＭＣＳ 的红外光谱图

如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中可以看出ꎬＭＳ 在 ９５６ ｃｍ－１

处有明显的硅羟基特征峰ꎬ表明 ＭＳ 表面富含硅羟

基ꎮ 采用 ＡＰＴＥＳ 硅烷化修饰后得到 ＭＳ－ＮＨ２ 在

１ ６３５ ｃｍ－１和 １ ５３７ ｃｍ－１处存在氨基的拉伸振动峰

和弯曲振动峰[６]ꎬ在 ６８７ ｃｍ－１出现 Ｎ—Ｈ 摇摆振动

峰ꎬ同时硅羟基特征峰消失ꎬ表明—ＮＨ２ 成功地接

枝在 ＭＳ 的 表 面ꎮ 经 ＣＭＣＳ 修 饰 后ꎬ ＣＭＣＳ 在

１ ３１０ ｃｍ－１处的特征峰出现在 ＭＳ－ＣＭＣＳ 中ꎬ并在

１ ６２３ ｃｍ－１处出现明显的酰胺键特征峰ꎬ表明 ＭＳ－
ＮＨ２ 的氨基与 ＣＭＣＳ 的羧基已成功反应形成酰胺

键ꎬＭＳ－ＣＭＣＳ 载药系统已成功制备ꎮ

１—ＭＳꎻ２—ＣＭＣＳꎻ３—ＭＳ－ＮＨ２ꎻ４—ＭＳ－ＣＭＣＳ

图 ２　 ＭＳ、ＣＭＣＳ、ＭＳ－ＮＨ２、ＭＳ－ＣＭＣＳ 的

红外光谱图

３􀆰 １􀆰 ２　 Ｚａｔｅ 电位表征结果

为确定纳米金能通过静电吸附作用成功修饰在

羧甲基壳聚糖表面ꎬ进行了 Ｚｅｔａ 电位检测ꎮ ＣＭＣＳ、
ＡｕＮＰｓ、ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 的 Ｚｅｔａ 电位测量结果如表 １
所示ꎮ 由表 １ 可看出ꎬ羧甲基壳聚糖由于质子化

(ＣＭＣＳ(ＮＨ＋
３))带正电ꎬ而纳米金胶粒带负电ꎬ二者

通过静电作用结合后ꎬ使载药系统表面电位发生变

化ꎬ接近于零ꎮ
表 １　 ＣＭＣＳ、ＡｕＮＰｓ、ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ Ｚｅｔａ 电位测量结果

　 　 样品 Ｚｅｔａ 电位 / ｍＶ

ＣＭＣＳ －３１􀆰 ７８±０􀆰 ９ꎬ７８􀆰 ３６±２􀆰 １

ＡｕＮＰｓ －４０􀆰 ５８±１􀆰 ７

ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ －４􀆰 ６５１±０􀆰 ２

３􀆰 １􀆰 ３　 ＵＶ－Ｖｉｓ 的表征结果

ＡｕＮＰｓ、ＣＭＣＳ 及 ＣＭＣＳ－Ａｕ 的 ＵＶ－Ｖｉｓ 光谱图

如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 中可以看出ꎬＡｕＮＰｓ 的最大吸

收峰在 ５２２ ｎｍ 处ꎬＣＭＣＳ 在该波长范围无明显特征

峰ꎬ而 ＣＭＣＳ－Ａｕ 在 ５２４ ｎｍ 处出现明显的吸收峰ꎬ
相较于 ＡｕＮＰｓ 的最大吸收峰发生了红移[８]ꎬ进一步

表明ꎬ纳米金成功修饰在羧甲基壳聚糖表面ꎮ

１—ＡｕＮＰｓꎻ２—ＣＭＣＳ－Ａｕꎻ３—ＣＭＣＳ

图 ３　 ＡｕＮＰｓ、ＣＭＣＳ－Ａｕ、ＣＭＣＳ 的 ＵＶ－Ｖｉｓ 光谱

３􀆰 １􀆰 ４　 ＴＥＭ 表征结果

介孔二氧化硅封堵前后的形态及结构如图 ４ 所

示ꎮ 从图 ４ 中可以看出ꎬＭＳ－ＣＭＣＳ 的表面有明显

的絮状物存在ꎬ有序介孔被覆盖ꎮ

(ａ)ＭＳ (ｂ)ＭＳ－ＣＭＣＳ

图 ４　 ＭＳ、ＭＳ－ＣＭＣＳ 的透射电镜图
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３􀆰 ２　 载药与体外释放率

经荧光分光光度计测定和载药量公式计算

ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 的载药率为(１９􀆰 ８９±０􀆰 ７４８)％[１５]ꎮ
在不同 ｐＨ(５、６􀆰 ５、７􀆰 ４)的 ＰＢＳ 缓冲溶液中进

行体外静置释放实验ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５(ｃ)
中可以看出ꎬＭＳ 直接用于载药ꎬ表面没有封堵时ꎬ
ｐＨ 对药物释放无明显影响ꎮ 由图 ５(ｂ)可以看出ꎬ
合成的目标载药系统的药物释放缓慢ꎬ可明显观察

到载药系统具有 ｐＨ 敏感性ꎬ且药物释放率随 ｐＨ 的

降低而提高ꎮ 在 ｐＨ ＝ ５ 时ꎬ药物释放率最高ꎬ１２ ｈ
后药物累计释放量达到最高ꎮ 这是由于在酸性条件

下ꎬ溶液中存在大量质子ꎬＣＭＣＳ 表面的 ＮＨ＋
３ 静电相

　 　 　 　 　 　 　

１—ｐＨ＝ ５、激光照射下释放药物ꎻ２—ｐＨ＝ ５、无激光照射下

释放药物ꎻ３—ｐＨ＝ ６􀆰 ５、无激光照射下释放药物ꎻ

４—ｐＨ＝ ７􀆰 ４、无激光照射下释放药物

(ａ)ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 在不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中连续搅拌

释放实验

１—ｐＨ＝ ５、激光照射下释放药物ꎻ２—ｐＨ＝ ５、无激光照射下

释放药物ꎻ３—ｐＨ＝ ６􀆰 ５、无激光照射下释放药物ꎻ

４—ｐＨ＝ ７􀆰 ４、无激光照射下释放药物

(ｂ)ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 在不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中静置释放实验

１—ｐＨ＝ ５ꎻ２—ｐＨ＝ ６􀆰 ５ꎻ３—ｐＨ＝ ７􀆰 ４

(ｃ)ＭＳ－ＤＯＸ 在不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中静置释放实验

图 ５　 载药系统中药物的体外释放效果图

斥ꎬ聚合物链伸长ꎬ以致部分酰胺键断裂ꎬ加速药物

释放ꎮ 在此环境下ꎬ同时用近红外 ８０８ ｎｍ 激光、固
定输出功率为 ４ Ｗ 照射时ꎬ由于体系内局部温度迅

速升高ꎬ药物释放速率及累计释放量均有明显提

高[１６]ꎮ 由图 ５(ａ)可以看出ꎬ当在不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓

冲溶液连续搅拌释放时ꎬ载药系统药物释放时间明

显缩短ꎬ可知搅拌能明显提高药物释放速率ꎮ
３􀆰 ３　 控释条件优化

为确定 ＡｕＮＰｓ 存在的作用及检测条件ꎬ在 ｐＨ＝
５ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中进行体外释放的平行对照实验

检测ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 由图 ６(ａ)中可以看出ꎬ在
没有激光照射下静置释放时ꎬＭＳ－ＣＭＣＳ 的药物释

放率及药物累计释放量明显高于 ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕꎬ说
明在没有激光照射时 ＡｕＮＰｓ 的存在会阻碍药物释

　 　 　 　 　 　 　

１—ＭＳ－ＣＭＣＳ、无激光照射ꎻ２—ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ、无激光照射ꎻ

３—ＭＳ－ＣＭＣＳ、激光照射ꎻ４—ＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ、激光照射

(ａ)ＡｕＮＰｓ 存在对载药系统静置释放药物的影响

１—５ ｍＬ、激光照射、搅拌释放ꎻ２—１０ ｍＬ、激光照射、

搅拌释放ꎻ３—１５ ｍＬ、激光照射、搅拌释放

(ｂ)ＡｕＮＰｓ 用量对载药系统搅拌释放药物的影响

１—１ Ｗ、激光照射、搅拌释放ꎻ２—２ Ｗ、激光照射、搅拌释放ꎻ

３—３ Ｗ、激光照射、搅拌释放ꎻ４—４ Ｗ、激光照射、搅拌释放

(ｃ)激光输出功率对载药系统药物释放的影响

图 ６　 优化条件对载药系统的影响
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放ꎮ 固定激光输出功率为 ４ Ｗꎬ并进行体外照射释

放实验时ꎬＭＳ－ＣＭＣＳ－Ａｕ 的药物释放率及药物累计

释放量明显高于 ＭＳ－ＣＭＣＳꎮ 表明 ＡｕＮＰｓ 的存在对

载药系统的近红外激光响应及药物释放有明显优

势ꎬ可帮助载药系统达到响应释放ꎮ 为考察 ＡｕＮＰｓ
的用量对载药系统造成的影响ꎬ合成了含不同用量

ＡｕＮＰｓ 的目标载药系统ꎬ并在 ｐＨ＝ ５ 的 ＰＢＳ 缓冲溶

液中连续搅拌ꎬ在输出功率为 ４ Ｗ 的激光照射下进

行体外释放实验ꎮ 由图 ６(ｂ)中可知ꎬ当 ＡｕＮＰｓ 的

用量为 １０ ｍＬ 时ꎬ药物累计释放量及释放速率最高ꎬ
制得的目标载药系统效果最好ꎮ 为探究最适的激光

照射功率ꎬ选取 ＡｕＮＰｓ 用量为 １０ ｍＬ 的载药系统ꎬ
在 ｐＨ 为 ５ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中ꎬ设置不同的激光输

出功率进行药物释放实验ꎮ 由图 ６(ｃ)中可以看出ꎬ
增大激光功率能提高药物释放率ꎮ

４　 结论

利用 ＭＣＭ－４１ 型介孔二氧化硅和 ＣＭＣＳ－Ａｕ 设

计了化疗与光热联合治疗的载药系统ꎮ ＣＭＣＳ－Ａｕ
作为封堵材料有 ｐＨ 及激光响应效果ꎬ可有效控制

药物的释放速率及释放环境ꎬ可减少药物在非目标

场所释放造成不必要的损伤ꎮ 不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓冲

溶液体外释放实验表明ꎬ在中性 ｐＨ 条件下ꎬ释放相

对缓慢且有限ꎬ随着 ｐＨ 的降低ꎬ释放速率快速增加

且累计释放量也明显增加ꎬ表明 ｐＨ 触发的 ＤＯＸ 释

放是成功的ꎮ 在近红外 ８０８ ｎｍ 激光照射下ꎬＡｕＮＰｓ
的存在使载药系统获得良好的光热响应ꎬ可明显加

速药物释放ꎬ提高累计释放量ꎮ 与其他载药系统相

比ꎬ该方法设计的载药系统合成过程操作简单ꎬ有良

好的 ｐＨ 敏感性ꎬ可以有效的将化疗与光热治疗结

合起来ꎬ具有良好的应用前景ꎮ
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