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摘要:采用两亲性胶束 ＣＳＡ－ｓｓ－ＤＯＣＡ(ＣｓＤ)对 Ｅｕ３＋掺杂层状双氢氧化物 Ｅｕ－ＬＤＨ(ＬＥ)进行包覆ꎬ制备得到纳米载体材料
ＬＥ＠ ＣｓＤꎮ 利用荧光光谱、ＦＴ－ＩＲ、ＸＲＤ、ＴＧ、粒度以及溶血实验和蛋白吸附等方法对样品结构、尺寸、热力学性质与生物相容性
进行表征ꎮ 结果表明ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 在 ６１３ ｎｍ 处(λｅｘ ＝ ３０６ ｎｍ)具有 Ｅｕ３＋的特征荧光ꎬＣｓＤ 对 ＬＥ 的包覆并未影响样品获得荧光特
性ꎻ模板药物分子五氟尿嘧啶(５Ｆｕ)被成功负载到 ＬＥ＠ ＣｓＤ 上ꎬ且其层状结构未受破坏ꎬ验证了样品的载体性质ꎻ负电性胶束
ＣｓＤ 通过静电作用与 ＬＥ 结合ꎬ“屏蔽”了 ＬＥ 层板的正电荷ꎬ使 ＬＥ＠ ＣｓＤ 的蛋白吸附率仅为 ０􀆰 ０５％ꎬ溶血率低至 １􀆰 １６％ꎬ平均粒
径控制为(２３０􀆰 ３±２􀆰 ７) ｎｍꎬ具备良好的生物相容性ꎮ
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　 　 层状双氢氧化物(ＬＤＨｓ)是一种由二价和三价

无机金属阳离子与羟基共价结合形成的纳米层状材

料ꎬ其层板带正电荷ꎬ层间阴离子则用来补偿主层板

上的电荷平衡[１]ꎮ ＬＤＨｓ 的层间阴离子可与负电性

客体药物分子通过离子交换实现客体分子插层ꎬ对
进入层间的药物分子的束缚作用能够使其在体内运

送时得到保护ꎬ防止体内生物酶对药物的降解ꎬ从而

具备药物递送能力ꎬ成为近年来药物载体材料研究

的热点对象之一[２－４]ꎮ 荧光成像基于其高灵敏度在

生物医药研究方面是一项非常关键的技术ꎮ 利用

ＬＤＨｓ 的层板结构ꎬ可以将荧光物质如吲哚菁绿

(ＩＣＧ)利用静电作用力插入 ＬＤＨｓ 的层间或吸附在

ＬＤＨｓ 表面[５]ꎬ还可以将具有荧光的稀土元素如

Ｅｕ３＋掺杂在 ＬＤＨｓ 主层板上[６]ꎬ或将具有荧光的量

子点(ＱＤｓ)与 ＬＤＨｓ 形成复合材料[７]ꎬ通过这些方

式形成的 ＬＤＨｓ 荧光材料能够有效抑制发光物质的

聚集和泄露ꎬ可以在生物成像的同时进行药物

递送[８－１０]ꎮ
虽然 ＬＤＨｓ 荧光材料具备成为可成像药物递送

载体的潜力ꎬ但由于 ＬＤＨｓ 的表面带正电荷ꎬ会吸附

􀅰５２１􀅰
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带负电荷的血浆蛋白并对自身药代动力学行为产生

不利影响ꎬ缩短其在血液中的停留时间[１１]ꎮ 因而ꎬ
对 ＬＤＨｓ 进行功能化改性、延长其在体内的循环时

间、增强其生物相容性是非常必要的ꎮ 采用聚合物

对 ＬＤＨｓ 进行包覆复合可以增加其在模拟生理条件

下的稳定性和分散性ꎬ是一种有效的功能化方式ꎮ
本课题组合成的 ＣＳＡ－ｓｓ－ＤＯＣＡ(ＣｓＤ)属于两亲性

聚合物胶束[１２－１３]ꎬ具备良好的水相分散性与生物相

容性ꎬ利用其表面的负电性ꎬ可通过静电作用与层板

带正电的 ＬＤＨｓ 有效结合ꎬ提升药物载体材料在体

内的稳定性ꎮ
因此ꎬ笔者以 Ｅｕ３＋掺杂 ＬＤＨｓꎬ再用 ＣｓＤ 对掺杂

后的 ＬＤＨｓ 进行包覆处理ꎬ得到 ＬＤＨ－Ｅｕ＠ ＣＳＡ－ｓｓ－
ＤＯＣＡ(ＬＥ＠ ＣｓＤ)载体复合物ꎬ并对其载药前后的

结构变化、荧光性能、热力学性质以及生物相容性进

行了表征与分析ꎮ

１　 仪器与试剂

Ｆ７０００ 型荧光分光光度计ꎬ日本日立公司生产ꎻ
ＶＥＲＴＥＸ７０ 型傅里叶变换红外光谱仪 (分辨率

２ ｃｍ－１ꎬＫＢｒ 压片)、Ｄ８ ＡＤＶＡＮＣＥ 型 Ｘ 射线衍射仪

(Ｃｕ 靶ꎬ靶压 ４０ ｋＶꎬ靶流 ４０ ｍＡ)ꎬ德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司

生产ꎻＳＴＡ８０００ 型同步热分析仪(Ｎ２ 氛围ꎬ升温速率

１０℃ / ｍｉｎ)ꎬ美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司生产ꎻ９０Ｐｌｕｓ 型激

光粒度仪ꎬ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ 公司生产ꎮ
六水硝酸镁、九水硝酸铝、氢氧化钠、磷酸二氢

钾、磷酸氢二钾ꎬ分析纯ꎬ天津市大茂化学试剂厂生

产ꎻ六水硝酸铕、均苯三甲酸、１－乙基－(３－二甲基氨

基丙基)碳二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ)、氯化钠ꎬ分析纯ꎻ
牛血清白蛋白(ＢＳＡ)、去氧胆酸(ＤＯＣＡ)ꎬ上海阿拉

丁生物化学技术有限公司生产ꎻ肝素钠、ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒ꎬ上海碧云天生物技术有限公司生

产ꎻ软骨素硫酸钠盐(ＣＳＡ)ꎬ东京化成工业株式会社

生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 ＬＤＨ－Ｅｕ(ＬＥ)的制备

将 １００ ｍＬ 溶有氢氧化钠和均苯三甲酸的去二

氧化碳水溶液倒入三口烧瓶中ꎬ ２５℃ 氮气保护ꎬ
４００ ｒ / ｍｉｎ 磁力搅拌 １５ ｍｉｎ 后ꎬ按摩尔比 ２０ ∶９ ∶１将
六水硝酸镁、九水硝酸铝和六水硝酸铕溶于 ２０ ｍＬ
去二氧化碳水中ꎬ匀速滴加到三口烧瓶中ꎬ滴完 １ ｈ
后ꎬ调节 ｐＨ 至 ９􀆰 ５ꎬ继续搅拌 ３ ｈꎬ再用去二氧化碳

水离心清洗 ３ 次后复溶ꎬ倒入晶化釜中ꎬ１０５℃晶化

１２ ｈꎬ得到 ＬＤＨ－Ｅｕ 晶化液ꎬ冷冻干燥成白色粉末ꎮ
以药物分子五氟尿嘧啶(５Ｆｕ)为模板ꎬ将其插

层到 ＬＤＨ－Ｅｕ 中得到 ＬＤＨ－Ｅｕ / ５Ｆｕꎬ与空白载体进

行对比分析ꎮ 实验方法为先称取适量的五氟尿嘧

啶、氢氧化钠和均苯三甲酸一起溶于 １００ ｍＬ 去二氧

化碳水中ꎬ其余步骤如上所述ꎮ
２􀆰 ２　 ＬＤＨ－Ｅｕ＠ＣＳＡ－ｓｓ －ＤＯＣＡ(ＬＥ＠ＣｓＤ)的
制备

依据本课题组开发的工艺制得聚合物胶束

ＣＳＡ－ｓｓ－ＤＯＣＡ[１２]ꎮ 量取 ＬＤＨ－Ｅｕ 晶化液 １５ ｍＬ 倒

入锥形瓶中ꎬ５００ ｒ / ｍｉｎ 磁力搅拌ꎬ将 １５ ｍＬ 溶有

７５ ｍｇ 的 ＣＳＡ－ｓｓ－ＤＯＣＡ 溶液滴入晶化液中ꎬ滴完继

续搅拌 １５ ｍｉｎꎬ封口ꎬ超声 ４ ｈ 后再静置 １２ ｈꎬ最后

冷冻干燥得白色粉末 ＬＥ＠ ＣｓＤꎮ
将上述方法中的 ＬＤＨ－Ｅｕ 晶化液换成 ＬＤＨ－

Ｅｕ / ５Ｆｕ 晶化液ꎬ其余工艺步骤不变ꎬ得到 ５Ｆｕ 插层

的载药复合物 ＬＤＨ － Ｅｕ / ５Ｆｕ ＠ ＣＳＡ － ｓｓ － ＤＯＣＡ
(ＬＥ５＠ ＣｓＤ)ꎮ
２􀆰 ３　 ＰＢＳ 溶血性实验

将已知 Ｅｕ 质量分数的样品ꎬ用 ＰＢＳ 配制成质

量浓度为 ０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ 的纳米载体悬浮液为工作

液ꎮ 取适量的小鼠新鲜血液放入涂有肝素钠溶液的

ＥＰ 管中ꎬ先离心去除上清液ꎬ然后将血红细胞用

ＰＢＳ 洗涤 ５ 次ꎬ直至上清液接近透明ꎬ收集健康的红

细胞并用 ＰＢＳ 稀释 １０ 倍ꎮ 将工作液与红细胞混合

静置 ２ ｈ 后ꎬ离心 １ ｍｉｎꎬ拍照ꎬ并用酶标仪检测上清

液在 ５４０ ｎｍ 的紫外吸收值ꎮ 该过程以超纯水为阳

性对照ꎬＰＢＳ 为阴性对照ꎮ 采用分光光度法计算溶

血率:
溶血率 ＝ (实验组吸收值 － 阴性对照组吸收值) /

(阳性对照组吸收值 － 阴性对照组吸收值)

２􀆰 ４　 蛋白质吸附实验

将各已知 Ｅｕ 质量分数的样品ꎬ用 ＰＢＳ 配制成

质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的纳米颗粒悬浮液为母液ꎮ
取 ０􀆰 ５ ｍＬ 母液放入 ＥＰ 管中与 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＢＳＡ
(用 ＰＢＳ 溶解) 混合ꎬ使 ＢＳＡ 的最终质量浓度为

０􀆰 ２５ ｍｇ / ｍＬꎮ ３７℃、１００ ｒ / ｍｉｎ 恒温振荡 ２ ｈ 后ꎬ从
每个样品中分别取出 ２００ μＬ 混合物ꎬ将取出的混合

物于 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ然后收集上清液ꎬ用
ＢＳＡ 蛋白浓度测定试剂盒进行定量检测ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 荧光图谱与效果分析

各样品在激发波长 λｅｘ ＝ ３０６ ｎｍ 时的荧光发射
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光谱如图 １ 所示ꎮ 从图 １ 中可知ꎬ各曲线均在

６１３ ｎｍ 得到最大发射强度ꎬ是 Ｅｕ３＋的特征荧光ꎬ属
于 ５Ｄ０→７Ｆ２ 能级的跃迁[１４－１５]ꎬ说明 Ｅｕ３＋ 成功取代

部分 Ａｌ３＋作为层板骨架元素ꎬ并使材料具备了荧光

特性ꎮ 胶束 ＣｓＤ 的包覆以及药物分子 ５Ｆｕ 的载入

并未对其最大发射波长产生影响ꎮ 将样品放入暗箱

式三用紫外分析仪中ꎬ在 ２５４ ｎｍ 紫外光照射下ꎬ各
样品均呈现出明显的红色荧光ꎬ与发色光谱的结果

一致ꎮ

１—ＬＥꎻ２—ＬＥ＠ ＣｓＤꎻ３—ＬＥ５＠ ＣｓＤ

图 １　 ＬＥ、ＬＥ＠ ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 的

荧光发射光谱

３􀆰 ２　 ＦＴ－ＩＲ 分析

样品的傅里叶红外光谱如图 ２ 所示ꎮ 从图 ２ 中

可知ꎬＬＥ 样品曲线在 ３ ４６０ ｃｍ－１处的宽峰属于—ＯＨ
的伸缩振动吸收峰ꎻ１ ６１９ ｃｍ－１附近则对应于 ＬＤＨｓ
层间水和吸附水的弯曲振动吸收峰ꎻ１ ３８０ ｃｍ－１处是

层间阴离子－硝酸根的特征吸收峰ꎻ４００~１ ０００ ｃｍ－１

分布着 ＬＤＨｓ 层板中金属氧键的特征吸收峰ꎮ 对

ＬＥ 进行胶束包覆后ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 曲线在 １ ６５２ ｃｍ－１出

现了 ＣｓＤ 中 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 的伸缩振动峰ꎬ在 １ ２５２ ｃｍ－１和

１ ２２３ ｃｍ－１处则分别是 Ｃ—Ｏ 和 Ｓ􀪅􀪅Ｏ 的伸缩振动

峰ꎬ说明 ＣｓＤ 与 ＬＥ 已成功复合ꎮ 而 ５Ｆｕ 插层的

ＬＥ５＠ ＣｓＤ 曲线在 １ ４７５ ｃｍ－１处存在嘧啶环中 Ｃ􀪅􀪅Ｃ
的振动峰ꎬ证明 ＬＥ＠ ＣｓＤ 复合物能够装载药物分

子 ５Ｆｕꎮ

１—ＬＥꎻ２—ＬＥ＠ ＣｓＤꎻ３—ＬＥ５＠ ＣｓＤ

图 ２　 ＬＥ、ＬＥ＠ ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 的

傅里叶红外光谱图

３􀆰 ３　 ＸＲＤ 分析

ＬＥ、ＬＥ＠ ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 的 ＸＲＤ 图谱如图 ３
所示ꎮ 由图 ３ 中可以看出ꎬ各曲线晶面的特征衍射

峰分别均出现在 １１􀆰 ４、２２􀆰 ９°和 ３４􀆰 ５°附近ꎬ各衍射

角之间的度数具有较好的倍数关系ꎬ表明 ＬＥ、ＬＥ＠
ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 样品均拥有较为规则的层状结

构[１６－１７]ꎬ胶束 ＣｓＤ 的包覆以及 ５Ｆｕ 的插入并未明显

破坏 ＬＤＨ 材料的结构状态ꎮ

１—ＬＥꎻ２—ＬＥ＠ ＣｓＤꎻ３—ＬＥ５＠ ＣｓＤ

图 ３　 ＬＥ、ＬＥ＠ ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 的 ＸＲＤ 谱图

３􀆰 ４　 ＴＧ 分析

样品的热失重曲线如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 中可

知ꎬ在约 ２００℃之前ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 与 ＬＥ 的失重过程一

致ꎬ依次为材料表面的吸附水与层间水的挥发[１８]ꎻ
而温度继续升高至 ６００℃的过程中ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 经历

了层板上羟基的脱除、包覆胶束 ＣｓＤ 以及层间 ＮＯ－
３

逐步分解的过程ꎻ当温度超过 ６００℃后ꎬ样品的质量

变化趋于稳定ꎻ ７００℃ 时ꎬ ＬＥ ＠ ＣｓＤ 的残留率为

４３􀆰 ６６％ꎬ介于 ＬＥ 的 ５５􀆰 ０３％和 ＣｓＤ 的 １７􀆰 ７９％之

间ꎬ证明 ＬＥ＠ ＣｓＤ 确为 ＬＥ 与 ＣｓＤ 的复合产物ꎮ 载

有 ５Ｆｕ 的 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 最终残留率低于 ＬＥ＠ ＣｓＤ 是因

为模板药物分子 ５Ｆｕ 完全分解ꎮ

１—ＬＥꎻ２—ＬＥ＠ ＣｓＤꎻ３—ＬＥ５＠ ＣｓＤꎻ４—ＣｓＤ

图 ４　 ＬＥ、ＬＥ＠ ＣｓＤ、ＬＥ５＠ ＣｓＤ 和 ＣｓＤ 的

热失重曲线

３􀆰 ５　 粒径与分散性

样品的平均粒径和分散系数如表 １ 所示ꎮ 由表 １
中可以看出ꎬＬＥ 的初始粒径均值为(１８６􀆰 １±６􀆰 ２) ｎｍꎬ
ＣｓＤ 包覆以及载入 ５Ｆｕ 后的平均粒径分别增加至

􀅰７２１􀅰
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(２３０􀆰 ３±２􀆰 ７) ｎｍ 和(２６０􀆰 ４±５􀆰 ３) ｎｍꎬ该尺寸下纳

米载体材料既能够穿透肿瘤血管壁ꎬ又可以避免因

粒径过小带来的纳米冲击毒性[１９]ꎮ 由于 ＣｓＤ 属于

两亲性聚合物胶束ꎬ在水相中拥有良好的分散性能ꎬ
所以包覆后的 ＬＥ＠ ＣｓＤ 与 ＬＥ５＠ ＣｓＤ 的分散性能

提升ꎮ
表 １　 ＬＥ、ＬＥ＠ＣｓＤ 和 ＬＥ５＠ＣｓＤ 的平均粒径及

多分散指数

样品 平均粒径 / ｎｍ 多分散指数

ＬＥ １８６􀆰 １±６􀆰 ２ ０􀆰 ３２８±０􀆰 ００４

ＬＥ＠ ＣｓＤ ２３０􀆰 ３±２􀆰 ７ ０􀆰 ２９６±０􀆰 ００６

ＬＥ５＠ ＣｓＤ ２６０􀆰 ４±５􀆰 ３ ０􀆰 ２５９±０􀆰 １３０

３􀆰 ６　 溶血性

以 ＰＢＳ 缓冲液模拟体液环境ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 与 ＬＥ
的溶血率如表 ２ 所示ꎬ从表 ２ 中可以看到ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ
和 ＬＥ 样品在 ＰＢＳ 缓冲液中均未发生明显溶血ꎮ ＬＥ
的溶 血 率 为 １􀆰 ７７％ꎬ ＬＥ ＠ ＣｓＤ 的 溶 血 率 仅 为

１􀆰 １６％ꎬ表现出良好的生物相容性ꎮ
表 ２　 ＬＥ 与 ＬＥ＠ＣｓＤ 的溶血率

样品 溶血率 / ％

ＬＥ １􀆰 ７７

ＬＥ＠ ＣｓＤ １􀆰 １６

３􀆰 ７　 蛋白吸附性

ＬＥ＠ ＣｓＤ 与 ＬＥ 的蛋白吸附率如表 ３ 所示ꎮ 从

表 ３ 中可知ꎬＬＥ＠ ＣｓＤ 的蛋白吸附率仅为 ０􀆰 ０５％ꎬ
而 ＬＥ 的蛋白吸附率高达 ７７􀆰 ３１％ꎬ这是因为 ＬＥ 裸

露的层板表面带大量正电荷ꎬ会与带负电荷的牛血

清白蛋白发生吸附作用ꎬ而采用负电性的 ＣｓＤ 胶束

对 ＬＥ 进行包覆后[２０]ꎬ平衡了 ＬＥ 层板表面的正电

荷ꎬ使 ＬＥ＠ ＣｓＤ 纳米粒表面电荷转为负值ꎬ因此

ＬＥ＠ ＣｓＤ 能够在牛血清白蛋白溶液中保持稳定ꎮ
表 ３　 ＬＥ 与 ＬＥ＠ＣｓＤ 的蛋白率

样品 蛋白吸附率 / ％

ＬＥ ７７􀆰 ３１

ＬＥ＠ ＣｓＤ ０􀆰 ０５

４　 结论

将 Ｅｕ３＋掺杂到 ＬＤＨｓ 层板中ꎬＬＥ 具备明显的红

色荧光ꎬ用两亲性胶束 ＣｓＤ 对 ＬＥ 进行包覆ꎬ得到的

ＬＥ＠ ＣｓＤ 并未改变 ＬＥ 的红色荧光ꎮ 利用 ＦＴ－ＩＲ、

ＸＲＤ、ＴＧ 以及粒度分析等表征手段ꎬ证明 ＣｓＤ 与 ＬＥ
成功复合ꎬ同时 ＣｓＤ 没有破坏 ＬＥ 的层状结构ꎬ并且

通过成功载入 ５Ｆｕ 药物分子ꎬ表明 ＬＥ＠ ＣｓＤ 具备作

为纳米药物载体的能力ꎮ
ＬＥ ＠ ＣｓＤ 在 ＰＢＳ 缓冲液中的溶血率仅为

１􀆰 １６％ꎬ在牛血清白蛋白溶液中的吸附率仅为

０􀆰 ０５％ꎬ说明层板表面带正电的 ＬＥ 被负电性的 ＣｓＤ
包覆后ꎬ纳米复合载体 ＬＥ＠ ＣｓＤ 具有良好的生物相

容性和体内稳定性ꎮ
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图 ７　 ＴＭＰ 对反硝化过程关键酶 ＮＡＲ 活性的影响

３　 结论

(１)低质量 ＴＭＰ 暴露对活性污泥除碳及脱氮

影响不明显ꎬ而高于 ２􀆰 ０ ｍｇ / ＬＴＭＰ 降低了活性污泥

对 ＣＯＤ 和 ＮＨ＋
４ －Ｎ 去除ꎬ且 ８􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ＴＭＰ 时 ＣＯＤ

和 ＮＨ＋
４－Ｎ 去除效率分别降低至 ７１􀆰 ６％ ~ ７６􀆰 ５％和

７５􀆰 ６％~７６􀆰 ２％ꎮ
(２)高质量浓度 ＴＭＰ 抑制了硝化与反硝化过

程ꎮ 高质量浓度 ＴＭＰ 导致硝化系统中 ＮＯ－
２ －Ｎ 积

累ꎬ且当 ＴＭＰ 质量浓度为 ８􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 时ꎬＮＯ－
２ －Ｎ 的

最大积累质量浓度高达 ６􀆰 ５ ｍｇ / Ｌꎮ 高质量浓度

ＴＭＰ 降低合成废水中 ＮＯ－
３－Ｎ 的去除ꎮ

(３)ＴＭＰ 暴露能影响反硝化关键酶 ＮＡＲ 活性ꎬ
且 ＴＭＰ 质量浓度超过 ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 时ꎬＮＡＲ 的活性受

到抑制ꎬ进而降低反硝化效率ꎮ
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