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摘要:基于纳米二硫化钼(ＭｏＳ２)表面缺陷位点对巯基的亲和性ꎬ构建了一种具有靶向性、抗耐药性及生物相容性良好的普

朗尼克 Ｆ６８(ＰＦ６８)与精氨酸－甘氨酸－天冬氨酸三肽(ＲＧＤ)功能化修饰的二硫化钼 / 葛根素纳米载药体系 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＭｏＳ２ －
ＲＧＤ(ＭＰＰＲ－ＰＵＥ)ꎮ 采用傅里叶变换红外光谱(ＦＴ－ＩＲ)、透射电子显微镜(ＴＥＭ)和 Ｘ 射线光电子能谱仪(ＸＰＳ)对合成材料进

行表征ꎻ以葛根素为模型药物ꎬ通过紫外－可见分光光度计探究该载药体系的载药与释药性能ꎬ并通过细胞计数试剂盒－ ８
(ＣＣＫ８)和划痕实验考察纳米载药体系对肝癌细胞增殖和迁移的影响ꎮ 结果表明ꎬ成功制备了 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 纳米粒子ꎬ其载药

量达 ４６􀆰 ９１％±３􀆰 ２７％ꎬ包封率达到 ８２􀆰 ５２％±０􀆰 ８２％ꎮ 在 ｐＨ 为 ５􀆰 ５０ 的磷酸缓冲盐(ＰＢＳ)溶液中ꎬ２４ ｈ 药物的释放率可以达到

６１􀆰 ６０％±５􀆰 ０１％ꎬ具有 ｐＨ 响应性释药特性ꎮ ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 纳米粒子对肝癌细胞增殖和迁移的抑制效果最好ꎮ
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青年项目(ＺＲ２０２４ＱＨ０９１)
　 作者简介:魏梅(１９９２－)ꎬ女ꎬ硕士ꎬ讲师ꎬ研究方向为药理活性、药物剂型ꎬ１２２７８１６４２５＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ赵美荣(１９８４－)ꎬ女ꎬ硕士ꎬ高级实验师ꎬ研究方

向为药物化学ꎬ通讯联系人ꎬ２８５６００６２７＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

　 　 中草药活性成分葛根素(ＰＵＥ)ꎬ具有保护心脑

血管、减轻肝、肾炎症损伤的作用ꎬ有抗肿瘤、抗炎等

药理活性[１－３]ꎬ可通过调控磷脂酰肌醇 ３ －激酶

(ＰＩ３Ｋ)、蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)和哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白(ｍＴＯＲ)等信号通路诱导肿瘤细胞凋亡并抑制

肝癌细胞增殖、迁移及转移[３－６]ꎬ但其水溶性差、对
肿瘤组织选择性差等限制了其临床应用ꎮ

随着纳米技术的发展ꎬ二硫化钼(ＭｏＳ２)纳米材

􀅰２２１􀅰
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料因具有由范德华力结合的 Ｓ－Ｍｏ－Ｓ 三明治夹层状

层状结构及大比表面积、高效吸附能力、表面缺陷位

点对巯基亲和性等理化特性[７－９]ꎬ且在体内可经氧

化、降解等生物化学转化并兼具光热与催化性能ꎬ在
肿瘤治疗中应用前景广阔ꎬ可通过含巯基化合物功

能化修饰构建多功能纳米给药平台[１０－１１]ꎮ 普朗尼

克 Ｆ６８(ＰＦ６８)作为聚氧乙烯－聚氧丙烯嵌段共聚

物ꎬ具低毒、弱免疫原性ꎬ可抑制肿瘤细胞表面 Ｐ－糖
蛋白外排功能以逆转多药耐药性(ＭＤＲ) [１２－１４]ꎬＬｅｅ
等[１５]制备了 Ｐｌｕｒｏｎｉｃ 包被的羟丙基－β－环糊精纳米

颗粒ꎬ增强对 ＭＤＲ 肿瘤细胞杀伤效果ꎮ 精氨酸－甘
氨酸－天冬氨酸三肽(ＲＧＤ)是整合素 αｖβ３ 的特异

性配体ꎬ整合素 αｖβ３ 在肿瘤新生血管内皮细胞及多

种肿瘤细胞表面有高表达ꎬ而在成熟血管和正常组

织中几乎不表达[１６－１７]ꎬ在肝癌细胞中ꎬ发现 αｖβ３ 的

表达显著增高[１８]ꎮ Ｗｅｉ 等[１９] 合成还原响应性与

ＲＧＤ 靶向性的纳米氧化石墨烯药物载体(ＲＧＰＤ)ꎬ
通过细胞摄取实验得到 ＲＧＤ 肽能特异性识别

ＨｅｐＧ２ 细胞ꎮ
本研究构建了 ＲＧＤ 靶向的多功能 ＭｏＳ２ 纳米载

药体系( Ｐｌｕｒｏｎｉｃ －ＰＥＩ －ＭｏＳ２ －ＲＧＤꎬＭＰＰＲ)ꎬ通过

ＰＦ６８ 与 ＲＧＤ 的协同修饰ꎬ赋予载体抗耐药性、肿瘤

靶向性及良好生物相容性ꎮ 以葛根素为模型药物ꎬ
研究 ＭＰＰＲ 的载药能力、ｐＨ 响应释药特性以及对

肝癌细胞增殖和迁移的抑制作用ꎬ为肝癌等恶性肿

瘤的靶向联合治疗提供了新策略ꎮ

１　 实验材料与方法

１􀆰 １　 材料与仪器

试剂:四水合七钼酸铵[(ＮＨ４)６Ｍｏ７Ｏ２４􀅰４Ｈ２Ｏ]、硫

脲[ＣＳ(ＮＨ２) ２]购于成都科龙化工股份有限公司ꎻ
普朗尼克 Ｆ６８(ＰＦ６８)、聚乙烯亚胺(ＰＥＩ)、１－乙基－
(３－二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ)、Ｎ－
羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)、乙腈均购于上海阿拉丁生

化科技有限公司ꎻＮꎬＮ－羰基二咪唑(ＣＤＩ)、硫辛酸

(ＬＡ)、葛根素(ＰＵＥ)、精氨酰－甘氨酰－天冬氨酸

(ＲＧＤ)购于上海麦克林生化科技股份有限公司ꎻ二
甲基亚砜(ＤＭＳＯ)购于成都金山化学试剂有限公

司ꎻ三乙胺(ＴＥＡ)购于天津市富宇精细化工有限公

司ꎻ以上试剂均为分析纯ꎬ实验所用水为超纯水ꎮ
细胞:人肝星形细胞(ＬＸ－２ 细胞)、ＨＣＣ－ＬＭ３

人高转移肝癌细胞(ＬＭ３ 细胞)购买于上海碧云天

生物技术股份有限公司ꎮ
仪器:ＦＢ２０３Ｃ 型电子天平(上海佑科仪器仪表

有限公司)ꎻ０８－２Ｇ 型磁力搅拌器(上海梅颖浦仪器

仪表有限公司)ꎻＨＴ－３ 型恒温磁力加热搅拌器(国
华常州仪器制造有限公司)ꎻＤＧＸ－９２４３Ｂ－２ 型恒温

电热烘箱 (上海福玛实验设备有限公司)ꎻ ＫＱ －
３００ＶＳＭ 型超声波清洗仪(昆山市超声仪器有限公

司)ꎻＰＨＳ－２５ 型酸度计(上海仪电科学仪器股份有

限公司)ꎻＴＧＬ－２１Ｍ 型台式大容量高速冷冻离心机

(上海卢湘仪离心机仪器有限公司)ꎻ１５５０ 型全波长

酶标仪(赛默飞世尔科技有限公司)ꎻＦＴＩＲ－８５０ 傅

里叶变换红外光谱仪(天津港东科技股份有限公

司)ꎻＪＳＭ－７６１０Ｆ Ｐｌｕｓ 扫描电镜、ＪＥＭ－２１００ 型透射

电子显微镜(日本电子株式会社公司)ꎻＥＳＣＡＬＡＢ
２５０Ｘｉ 型 Ｘ 射线光电子能谱仪(美国赛默飞世尔科

技有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

反应的合成步骤如图 １ 所示ꎮ

图 １　 合成反应图

􀅰３２１􀅰
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１􀆰 ２􀆰 １　 纳米二硫化钼的制备

以四水合七钼酸铵[(ＮＨ４) ６Ｍｏ７Ｏ２４􀅰４Ｈ２Ｏ]为

钼源ꎬ以硫脲[ＣＳ(ＮＨ２) ２]为硫源ꎬ使用水热反应法

制备二硫化钼纳米片[２０]ꎮ
将 １􀆰 ２７９ ｇ ( ＮＨ４ ) ６Ｍｏ７Ｏ２４􀅰４Ｈ２Ｏ 与 ２􀆰 ３５２ ｇ

ＣＳ(ＮＨ２) ２ 溶于 ３５ ｍＬ 去离子水ꎬ超声 ３０ ｍｉｎ 至完

全溶解ꎮ 取 ３０ ｍＬ 溶液转移至 ５０ ｍＬ 不锈钢水热高

压反应釜ꎬ２００℃反应 １０ ｈ 后自然冷却ꎮ 产物经去

离子水冲洗、超声分散ꎬ１２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 弃

上清ꎻ将沉淀重复超声分散、离心洗涤 ３ 次后ꎬ以
４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 低速离心 ３０ ｍｉｎ 去除大颗粒ꎬ所得

ＭｏＳ２ 纳米片悬液密封保存于 ４℃冰箱备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 功能化二硫化钼药物载体的制备

基于二硫化钼(ＭｏＳ２)对巯基的高活性ꎬ对其进

行功能化修饰:首先以 ＮꎬＮ－羰基二咪唑(ＣＤＩ)活化

普朗尼克 Ｆ６８(ＰＦ６８)羟基ꎬ通过咪唑中间体ꎬ使聚

乙烯亚胺(ＰＥＩ)上的氨基和 ＰＦ６８ 以酰胺键连接ꎬ制
得 ＰＦ６８ － ＰＥＩ[２１]ꎻ随后利用硫辛酸 ( ＬＡ) 羧基与

ＰＦ６８－ＰＥＩ 氨基偶联ꎬ获得 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＬＡꎻ进而将其

与 ＭｏＳ２ 共价结合ꎬ最后与硫辛酸活化的精氨酰－甘
氨酰－天冬氨酸(ＲＧＤ－ＬＡ)反应ꎬ完成 ＭｏＳ２ 功能化

修饰ꎮ
硫辛酸(ＬＡ)活化:将 １１５ ｍｇ ＥＤＣ、７０ ｍｇ ＮＨＳ

和 ５ ｍｇ ＬＡ 溶于 ２ ｍＬ 乙腈ꎬ超声活化 １５ ｍｉｎ 备用ꎮ
ＰＦ６８－ＰＥＩ －ＬＡ 制备:分别将 １２􀆰 ７ ｇ ＰＦ６８ 和

０􀆰 ２５ ｇ ＣＤＩ 溶解于 ２０ ｍＬ ＤＭＳＯꎬ 混 合 后 加 入

０􀆰 ２ ｍＬ 三乙胺ꎬ避光搅拌 ４ ｈ 制得 ＰＦ６８－ＣＤＩꎻ将其

滴加至 ０􀆰 ９ ｇ ＰＥＩ(１􀆰 ５ ｍｍｏｌ)溶液中ꎬ２ ｈ 滴毕后继

续反应 １２ ｈꎬ经透析袋(３ ５００ Ｄａ)透析 ４８ ｈ 得 ＰＦ６８－
ＰＥＩꎻ加入活化 ＬＡ 搅拌反应 ２４ ｈꎬ再次透析 ４８ ｈ 获

得 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＬＡꎮ
ＭｏＳ２ 功能化:将 ２５ ｍＬ ＭｏＳ２ 纳米片悬液(０􀆰 ２

ｍｇ / ｍＬ)与 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＬＡ 混合ꎬ超声 ３０ ｍｉｎ 后搅拌

２４ ｈꎬ１２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心弃上清ꎬ去离子水洗涤 ３ 次ꎬ
制得 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＭｏＳ２(ＭＰＰ)ꎮ

ＭＰＰＲ 载药体系构建:将 ＲＧＤ 溶于 ３０ ｍＬ 去离

子水ꎬ超声溶解后调 ｐＨ 至 ７􀆰 ４ꎬ加入活化 ＬＡ 溶液反

应 ２４ ｈꎬ再与ＭＰＰ 混合继续反应 ２４ ｈꎻ经 １２ ５００ ｒ / ｍｉｎ
离心、洗涤 ３ 次后ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心弃下清液ꎬ即得

ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＭｏＳ２－ＲＧＤ(ＭＰＰＲ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 样品的表征

采用扫描电子显微镜( ＳＥＭ)和透射电子显微

镜(ＴＥＭ)观察 ＭｏＳ２、ＭＰＰ、ＭＰＰＲ 的微观结构及形

貌ꎬＳＥＭ 加 速 电 压 为 １０ ｋＶꎬ ＴＥＭ 加 速 电 压 为

２００ ｋＶꎮ 利用傅里叶变换红外光谱仪(ＦＴ－ＩＲ)表征

样品官能团结构ꎬ以 ＫＢｒ 为压片基质ꎬ将 １ ｍｇ 冷冻

干燥后的 ＭｏＳ２、ＭＰＰ、ＭＰＰＲ 分别与 １００ ｍｇ ＫＢｒ 粉
末在玛瑙研钵中充分研磨ꎬ压片后置于样品室ꎬ扫描

范围设为 ４００~４ ０００ ｃｍ－１ꎬ扫描次数 ２０ 次ꎬ分辨率

４ ｃｍ－１ꎮ 通过 Ｘ 射线光电子能谱仪(ＸＰＳ)对二硫化

钼纳米载体进行元素组成分析ꎬ采用 Ａｌ Ｋα 射线源ꎬ
以 Ｃ １ｓ(２８４􀆰 ８ ｅＶ)为结合能校正标准ꎬ进行全谱扫

描及高分辨窄谱扫描ꎬ分析元素种类及相对含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 载药与释药性能测试

(１)葛根素标准曲线:称取 １０ ｍｇ 葛根素(ＰＵＥ)
溶于 １０ ｍＬ ＤＭＳＯꎬ超声溶解后配制成 １ ｍｇ / ｍＬ 储

备液ꎮ 取 １ ｍＬ 储备液稀释ꎬ通过紫外－可见分光光

度计全波长扫描确定特征吸收峰ꎮ 将储备液稀释为

１０、２０、４０、６０、８０ μｇ / ｍＬ 标准溶液ꎬ测定特征吸收峰

下的吸光度ꎬ以浓度为横坐标、吸光值为纵坐标绘制

标准曲线ꎮ
(２)葛根素负载:利用 ＰＦ６８－ＰＥＩ－ＭｏＳ２ －ＲＧＤ

(ＭＰＰＲ)表面氨基与葛根素羟基的共价结合实现载

药ꎮ 取 ６ 份 １ ｍＬ ＭＰＰＲ 溶液(２􀆰 ６７ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ加入

１０ ｍＬ 纯化水、１２ ｍｇ ＥＤＣ 和 １２ ｍｇ ＮＨＳꎬ超声活化

１５ ｍｉｎꎻ分别与 １~６ ｍｇ 葛根素混合ꎬ于 ３７℃下振荡

反应 ２４ ｈꎮ 反应液经 １２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５０ ｍｉｎꎬ取
上清液ꎬ采用紫外分光光度法测定游离葛根素含量ꎬ
计算载药量[式(１)]和包封率[式(２)]ꎮ

载药量(％) ＝ {(Ｍ投入 － Ｍ游离) /
[ＭＭＰＰＲ ＋ (Ｍ投入 － Ｍ游离)]} × １００％ (１)

包封率(％) ＝ [(Ｍ投入 － Ｍ游离) / Ｍ投入] × １００％ (２)

式中ꎬＭ投入为葛根素药物投入的初始质量ꎬｍｇꎻＭ游离

为上清液中游离葛根素的量ꎬｍｇꎻＭＭＰＰＲ为载体的质

量ꎬｍｇꎮ
(３)释药测试:肿瘤组织和细胞的代谢获能途

径与正常细胞不同ꎬ肿瘤细胞内的 ｐＨ 值偏弱酸性ꎬ
有文献报道ꎬ肝癌细胞内 ｐＨ 大约是 ４􀆰 ０ ~ ６􀆰 ０ 之

间[２２]ꎮ 基于肝癌细胞内弱酸性环境ꎬ参照 ２０２０ 版

«中国药典»配制 ｐＨ 为 ５􀆰 ５０ 和 ７􀆰 ４０ 的 ＰＢＳ 缓冲

液ꎮ 取 ４５ ｍＬ 缓冲液于 ２５０ ｍＬ 烧杯ꎬ将 ５ ｍＬ ＭＰＰＲ－
ＰＵＥ 溶液装入 ３ ５００ Ｄａ 透析袋(ｎ＝ ３)中ꎬ３７℃恒温

磁力搅拌ꎮ 间隔取样 ５ ｍＬ 透析外液并补充等体积

缓冲液ꎬ通过紫外分光光度法测定葛根素含量ꎬ计算

累积释药率 Ｑ[式(３)]ꎮ

Ｑ ＝ (Ｖ∑
ｔ－１

ｎ－１
Ｃｔ ＋ Ｖ０Ｃｔ) / ｍｄｒｕｇ (３)

式中ꎬＱ 为 ＰＵＥ 药物的累积释放量ꎬ％ꎻｔ 为不同时

􀅰４２１􀅰
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刻ꎬｈꎻＶ０ 为释放介质的总体积ꎬｍＬꎻＣ ｔ 为不同时刻

测得的药物质量浓度ꎬμｇ / ｍＬꎻＶ 为每次取样体积ꎬ
ｍＬꎻｍｄｒｕｇ为投入药物总质量ꎬμｇꎮ

为了进一步探究载药体系的释药行为ꎬ通过

Ｏｒｉｇｉｎ 软件分别采用 ５ 种经典数学模型对释药数据

进行拟合ꎬ包括 Ｚｅｒｏ － ｏｒｄｅｒ、 Ｆｉｒｓｔ － ｏｒｄｅｒ、 Ｈｉｇｕｃｈｉ、
Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ－Ｐｅｐｐａｓ 和 Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型[２３]ꎬ分别如式(４) ~
(８)所示ꎮ

Ｚｅｒｏ － ｏｒｄｅｒ Ｑ ＝ ａ × ｔ ＋ ｂ (４)
Ｆｉｒｓｔ － ｏｒｄｅｒ Ｑ ＝ １ － ｅ －ｋ１ｔ (５)

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｑ ＝ ｋ２ × ｔ ＋ ｂ (６)
Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ － Ｐｅｐｐａｓ Ｑ ＝ ｋ３ × ｔｎ (７)

Ｗｅｉｂｕｌｌ Ｑ ＝ １００{１ － ｅ －[ｋ( ｔ－ｔｃ)]
ｄ} (８)

式中ꎬＱ 为 ｔ 时累积释放百分率ꎬ％ꎻｋ、ｎ 为系数ꎬ释
放指数 ｎ 是表征释放机制的特征参数ꎻｔ 为释放时

间ꎬｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 载体安全性及载药颗粒抗癌活性

采用 ＣＣＫ８ 法评价 ＭＰＰＲ 安全性及载药颗粒

ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 抗癌活性ꎮ 取对数生长期的 ＬＸ－２ 和

ＬＭ３ 细胞ꎬ以 ５×１０３ 个 /孔接种于 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈ
后分组处理:空白组(单纯培养液)、对照组(含细

胞)、纳米载体实验组 (浓度 １００、 ５０、 ２５、 １２􀆰 ５、 ０
μｇ / ｍＬ)、载药颗粒 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 实验组(浓度 １００、
５０、２５、１２􀆰 ５、０ μｇ / ｍＬ)、ＰＵＥ 药物组(浓度 １００、５０、
２５、１２􀆰 ５、０ μｇ / ｍＬ)ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎮ 给药 ４８ ｈ 后

弃去培养液ꎬ加入 ＣＣＫ８ 试剂孵育 ４ ｈꎬ酶标仪测定

４５０ ｎｍ 处吸光值 ( ＯＤ)ꎬ计算细胞相对增殖率

(ＲＧＲ)ꎬ如式(９)所示ꎮ
ＲＧＲ(％) ＝ [(实验组 ＯＤ 均值 － 空白组 ＯＤ 均值) /

(对照组 ＯＤ 值 － 空白组 ＯＤ 值)] × １００％ (９)

１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞迁移

取对数生长期 ＬＭ３ 细胞ꎬ消化计数后按 ５×１０５

个 / 孔接种于 ６ 孔板ꎬ加 ２ ｍＬ 完全培养基ꎬ培养 ２４ ｈ
至细胞铺满ꎮ 将 ６ 孔板分为 ４ 组:正常组(只含培养

基)、ＰＵＥ 组、ＭＰＰＲ 组、ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 组ꎮ 用无菌枪

头垂直划线ꎬＰＢＳ 清洗后ꎬ各组分别加入含对应药物

(ＰＵＥ、ＭＰＰＲ、ＭＰＰＲ－ＰＵＥ)的培养基ꎬ０ ｈ 拍照记

录ꎮ 继续置于培养箱培养 ２４ ｈ 后再次拍照ꎬ使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算细胞迁移率ꎬ对比分析不同处理对

细胞迁移能力的影响ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 样品的形貌表征

ＭｏＳ２、ＭＰＰ 和 ＭＰＰＲ 的 ＳＥＭ 和 ＴＥＭ 图如图 ２

和图 ３ 所示ꎮ 从图 ２(ａ)ＭｏＳ２ 的电镜图看到ꎬ其表

面光滑ꎬ呈现较为平整、规则的片状结构ꎻ图 ２( ｂ)
ＭＰＰ 的电镜图出现褶皱和卷曲ꎬ边缘不平滑ꎬ这是

由于 ＰＥＩ 和 ＰＦ６８ 修饰后ꎬ改变了 ＭｏＳ２ 表面的形

态ꎬ使 ＭｏＳ２ 片层发生弯曲和变形ꎮ 图 ２( ｃ)ＭＰＰＲ
的电镜图同样存在褶皱和卷曲现象ꎬ且褶皱和卷曲

程度比较明显ꎬ这是因为 ＲＧＤ 肽的引入进一步影响

了材料的微观结构ꎮ 图 ３(ａ)显示 ＭｏＳ２ 是具有二维

(ａ)ＭｏＳ２ (ｂ)ＭＰＰ

(ｃ)ＭＰＰＲ

图 ２　 ＳＥＭ 图

(ａ)ＭｏＳ２(２００ ｎｍ) (ｂ)ＭＰＰ(２００ ｎｍ)

(ｃ)ＭＰＰＲ(２００ ｎｍ) (ｄ)ＭｏＳ２(１０ ｎｍ)

(ｅ)ＭＰＰ(１０ ｎｍ) (ｆ)ＭＰＰＲ(１０ ｎｍ)

图 ３　 ＴＥＭ 图

􀅰５２１􀅰
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片层状结构ꎬ呈现出片层堆叠状态ꎮ 图 ３( ｄ)表明

ＭｏＳ２ 的结晶性良好ꎬ层间距为 ０􀆰 ６４０ ８ ｎｍꎮ 图 ３
(ｂ)、( ｃ) 可以看到 ＭｏＳ２ 表面经过 ＰＥＩ、 ＰＦ６８ 和

ＲＧＤ 的修饰ꎬ表面变得更加均匀ꎬ分散性提高ꎬＭｏＳ２

仍体现出很薄的片层结构ꎮ 图 ３(ｅ)、( ｆ)显示ꎬ经过

修饰后ꎬ层间距有所增大ꎬ为后续反应提供了条件ꎮ
２􀆰 ２　 样品的结构分析

使用傅里叶变换红外光谱仪对 ＭｏＳ２ 和经过修

饰的 ＭｏＳ２ 纳米载体进行全波谱扫描ꎬ得到红外光

谱见图 ４ 所示ꎬ曲线 １ 为 ＭｏＳ２ꎬ曲线 ２ 是聚乙烯亚

胺(ＰＥＩ)和普朗尼克 ＰＦ６８ 修饰后的 ＭｏＳ２(ＭＰＰ)ꎬ
曲线 ３ 是聚乙烯亚胺(ＰＥＩ)、普朗尼克 ＰＦ６８、ＲＧＤ
肽修饰后的ＭｏＳ２(ＭＰＰＲ)ꎮ 对于曲线 ２ꎬ２ ９４４􀆰 ７９ ｃｍ－１

处的吸收峰ꎬ归属于聚乙烯亚胺(ＰＥＩ)和普朗尼克

ＰＦ６８ 上亚甲基的 Ｃ—Ｈ 键振动ꎻ在 １ ６５０􀆰 ７８ ｃｍ－１处

的峰ꎬ 可能对应 ＰＥＩ 中 Ｎ—Ｈ 的 弯 曲 振 动ꎻ 在

１ ４０９􀆰 ７２ ｃｍ－１ 处的吸收峰ꎬ源于 ＰＦ６８ 中的—ＣＨ２

和 Ｃ—Ｏ—Ｃ 结构振动ꎮ 这些特征峰的出现ꎬ表明

ＰＥＩ 和 ＰＦ６８ 已成功引入到 ＭｏＳ２ 表面ꎮ 对于曲线

３ꎬ除了曲线 ２ 中的特征峰外ꎬ在 １ ７０６􀆰 ６４ ｃｍ－１处的

吸收峰为 ＲＧＤ 肽中羧酸基团(—ＣＯＯＨ)的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ
键ꎬ在 １ ６５０􀆰 ７８ ｃｍ－１ 处的吸收峰归属可能是 ＲＧＤ
肽的酰胺Ⅰ带(Ｃ􀪅􀪅Ｏ 伸缩和 Ｎ—Ｈ 弯曲耦合)和

ＰＥＩ 中 Ｎ—Ｈ 弯曲振动ꎬ在 １ ５５２􀆰 ５１ ｃｍ－１处的吸收

峰归属为 ＲＧＤ 肽的酰胺Ⅱ带 Ｎ—Ｈ 弯曲和 Ｃ—Ｎ 伸

缩峰和 ＰＥＩ 中 Ｎ—Ｈ 弯曲振动ꎬ各特征结构的出现表

明 ＰＥＩ、ＰＦ６８ 和 ＲＧＤ 肽成功修饰在 ＭｏＳ２ 的表面上ꎮ

１—ＭｏＳ２ꎻ２—ＭＰＰꎻ３—ＭＰＰＲ

图 ４　 红外光谱图

利用 Ｘ 射线光电子能谱(ＸＰＳ)对二硫化钼以

及修饰后的二硫化钼的元素组成进行分析ꎮ 从图 ５
的全谱中可清晰观察到 Ｍｏ 元素和 Ｓ 元素的特征

峰ꎮ 对 Ｍｏ、Ｓ 元素进行高分辨扫描ꎬ如图 ６、图 ７ 所

示ꎮ 在 Ｍｏ ３ｄ 轨道高分辨扫描谱中ꎬ在 ２３２􀆰 ０ ｅＶ 和

２２８􀆰 ８ ｅＶ 附近的 ２ 个峰ꎬ分别对应 Ｍｏ ３ｄ５ / ２轨道和

Ｍｏ ３ｄ３ / ２ 轨道ꎮ 在 Ｓ ２ｐ 轨道高分辨扫描谱中ꎬ
１６２􀆰 ４２ ｅＶ 和 １６１􀆰 ０４ ｅＶ 附近的 ２ 个峰ꎬ分别对应

Ｓ ２ｐ３ / ２轨道和 Ｓ ２ｐ１ / ２轨道ꎮ 对峰面积积分ꎬ确定元

素百分比ꎬ钼为 １７􀆰 ０４％ꎬ硫为 ２９􀆰 ８４％ꎬ钼与硫比值为

０􀆰 ５７ꎬ接近理论值 ０􀆰 ５ꎬ表明水热反应产物为二硫化钼ꎮ

１—ＭｏＳ２ꎻ２—ＭＰＰꎻ３—ＭＰＰＲ

图 ５　 ＸＰＳ 全谱图

１—原始谱ꎻ２—Ｓ ２ｐ３ / ２ꎻ

３—Ｓ ２ｐ１ / ２ꎻ４—基线

(ａ)ＭｏＳ２ 的 Ｓ ２ｐ 高分辨谱

１—原始谱ꎻ２—Ｍｏ ３ｄ３ / ２ꎻ

３—Ｍｏ ３ｄ５ / ２ꎻ４—Ｓ ２ｓꎻ５—基线

(ｂ)ＭｏＳ２ 的 Ｍｏ ３ｄ 高分辨谱

图 ６　 二硫化钼纳米材料的 Ｓ ２ｐ 和 Ｍｏ ３ｄ
高分辨谱

通过对二硫化钼以及修饰后的二硫化钼的 Ｎ
元素进行分峰拟合分析ꎬ如图 ７ 所示ꎬＭｏＳ２ 的 Ｎ １ｓ
谱中无明显峰ꎬ经 ＰＥＩ、ＰＦ６８ 修饰后的二硫化钼的

Ｎ １ｓ 谱出现特征峰ꎬ再经过 ＲＧＤ 修饰后的二硫化

１—原始谱ꎻ２—基线

(ａ)ＭｏＳ２ 的 Ｎ １ｓ 高分辨谱

１—原始谱ꎻ２—基线

(ｂ)ＭＰＰ 的 Ｎ １ｓ 高分辨谱

１—原始谱ꎻ２—拟合峰ꎻ３—基线

(ｃ)ＭＰＰ 的 Ｎ １ｓ 分峰拟合谱
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１—原始谱ꎻ２—基线

(ｄ)ＭＰＰＲ 的 Ｎ １ｓ 高分辨谱

１—原始谱ꎻ２—拟合总谱ꎻ
３—ＰＥＩ 质子化氨基ꎻ４—ＲＧＤ
肽键氮ꎻ５—ＲＧＤ 含氮基团ꎻ

６—基线

(ｅ)ＭＰＰＲ 的 Ｎ １ｓ 分峰拟合谱

图 ７　 Ｎ １ｓ 高分辨谱

钼的 Ｎ １ｓ 谱存在多个不同化学态的 Ｎꎬ这证明二硫

化钼表面功能化修饰成功ꎮ
２􀆰 ３　 载药与释药性能测试

Ｐｕｅｒａｒｉｎ(ＰＵＥ)的紫外－可见吸收光谱如图 ８
(ａ)所示ꎬＰＵＥ 在波长为 ２５０ ｎｍ 处的吸收峰比较特

殊而且比较平缓ꎬ选择波长为 ２５０ ｎｍ 进行定量分

析ꎬ分别测不同浓度 ＰＵＥ 标准溶液在特征波长处的

吸光值ꎬ然后绘制标准曲线ꎮ 标准曲线见图 ８(ｂ)所
示ꎬＰＵＥ 的线性回归方程如式(１０)所示ꎮ

Ａ ＝ ０􀆰 ００８ ５Ｃ ＋ ０􀆰 １６６ ３(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ７) (１０)
其中ꎬＡ 为 ＰＵＥ 在 ２５０ ｎｍ 处紫外－可见吸光度值ꎬＣ
为 ＰＵＥ 的浓度(μｇ / ｍＬ)ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ７ꎬ表
明 ＰＵＥ 浓度在 ０~８０ μｇ / ｍＬ 范围内ꎬ具有较好的线

性关系ꎬ该标准曲线可信ꎮ

(ａ)ＰＵＥ 的紫外－可见吸收光谱图

(ｂ)ＰＵＥ 的标准曲线图

图 ８　 ＰＵＥ 的紫外－可见吸收光谱图和标准曲线图

对药物载体 ＭＰＰＲ 进行载药和体外释药性能

的考察结果如图 ９ 所示ꎮ 图 ９(ａ)是载药性能考察

结果ꎬ随着药物 ＰＵＥ 投入量的增加ꎬ载药量逐渐增

加ꎬ当投入药物为 ５ ｍｇ 时ꎬ载药量达到 ４６􀆰 ９１％ ±
３􀆰 ２７％ꎬ包封率达到 ８２􀆰 ５２％±０􀆰 ８２％ꎮ 利用肝癌细

胞内的弱酸性特点ꎬ根据药典配制 ｐＨ 为 ５􀆰 ５０、７􀆰 ４０
的 ＰＢＳ 磷酸缓冲溶液进行释药实验ꎬ结果见图 ９
(ｂ)所示ꎮ 载药体系具有 ｐＨ 响应ꎬ在 ｐＨ 为 ７􀆰 ４０ 的

ＰＢＳ 磷酸缓冲溶液中ꎬ ２４ ｈ 后药物的释放率是

３９􀆰 ３０％±３􀆰 ０６％ꎬ在 ｐＨ 为 ５􀆰 ５０ 的 ＰＢＳ 溶液中ꎬ２４ ｈ
后药物的释放率可以达到 ６１􀆰 ６０％±５􀆰 ０１％ꎬ具有较

好的药物释放性能ꎮ 将载药体系中的药物释放情况

进行动力学模型拟合ꎬ可以在一定程度上反映药物

的释放机理ꎮ 因此ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 软件对本实验

中的体外释放数据进行 Ｚｅｒｏ － ｏｒｄｅｒ、 Ｆｉｒｓｔ － ｏｒｄｅｒ、
Ｈｉｇｕｃｈｉ、Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ－Ｐｅｐｐａｓ 和 Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型拟合ꎬ根
据拟合优度(Ｒ２)来判定曲线拟合情况ꎬ动力学分析

结果见表 １ꎮ 在 ｐＨ 为 ７􀆰 ４０ 时ꎬＦｉｒｓｔ－ｏｒｄｅｒ 模型拟合

(ａ)载药性能考察结果图

１—ｐＨ＝ ５􀆰 ５０ꎻ２—ｐＨ＝ ７􀆰 ４０
(ｂ)释药性能考察结果图

图 ９　 载药和体外释药性能考察图

表 １　 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 释放动力学的代表性模型

ｐＨ 模型 方程式 Ｒ２

７􀆰 ４０ Ｚｅｒｏ－ｏｒｄｅｒ Ｑ１ ＝０􀆰 ９４７３ｔ＋２３􀆰 ０５１１ ０􀆰 ５２０９
　 Ｆｉｒｓｔ－ｏｒｄｅｒ Ｑ１ ＝３８􀆰 ３１６７[１－ｅ(－０􀆰 ３７３１ｔ) ] ０􀆰 ９３６１
　 Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｑ１ ＝６􀆰 ５１９７( ｔ１ / ２)＋１３􀆰 ６９３５ ０􀆰 ７５３１
　 Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ－Ｐｅｐｐａｓ Ｑ１ ＝１８􀆰 ９２５８ｔ０􀆰 ２６７１ ０􀆰 ８４４１
　 Ｗｅｉｂｕｌｌ Ｑ１ ＝１００{１－ｅ－[０􀆰 ００３６( ｔ－０􀆰 ８８４０)０􀆰 ２３９４] } ０􀆰 ９１１９
５􀆰 ５０ Ｚｅｒｏ－ｏｒｄｅｒ Ｑ２ ＝１􀆰 ７９４０ｔ＋２７􀆰 ８２６４ ０􀆰 ７１２２
　 Ｆｉｒｓｔ－ｏｒｄｅｒ Ｑ２ ＝６０􀆰 ２２６６[１－ｅ(－０􀆰 ２２７１ｔ) ] ０􀆰 ８８９９
　 Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｑ２ ＝１１􀆰 ６５５６( ｔ１ / ２)＋１１􀆰 ９３７９ ０􀆰 ８８１０
　 Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ－Ｐｅｐｐａｓ Ｑ２ ＝２２􀆰 ３４２１ｔ０􀆰 ３４６１ ０􀆰 ９１２３
　 Ｗｅｉｂｕｌｌ Ｑ２ ＝１００{１－ｅ－[０􀆰 ０４９７( ｔ－０􀆰 ２１４０)０􀆰 ４６６７] } ０􀆰 ９２４５
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最佳ꎬ释放以浓度差驱动的一级动力学为主ꎬＫ－Ｐ
模型 ｎ 值 (０􀆰 ２６７ １) 支持扩散作用ꎮ 而在 ｐＨ 为

５􀆰 ５０ꎬＷｅｉｂｕｌｌ 模型拟合最优(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９２４ ５)ꎬＫ－Ｐ 模

型 ｎ 值(０􀆰 ３４６ １)表明扩散为主要驱动力ꎬ同时可能

存在少量骨架溶蚀ꎬ释放过程符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ 分布特

征ꎮ ｐＨ 响应可通过改变载体溶蚀、药物溶解 /解离ꎬ
调控释放机制ꎬ让药物在肿瘤微环境精准释药ꎬ提升

疗效、降低副作用ꎮ
２􀆰 ４　 载体安全性及载药颗粒抗癌活性

通过检测不同浓度(０、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ / ｍＬ)
的 ＭＰＰＲ 对 ＬＸ２ 和 ＬＭ３ 细胞相对生长率(ＲＧＲ)的
影响ꎬ评估其细胞毒性:如图 １０(ａ)所示ꎬ低浓度时ꎬ
两种细胞 ＲＧＲ 均维持较高水平ꎻ中浓度下ꎬＬＸ２ 生

长稳定ꎬＬＭ３ 的 ＲＧＲ 小幅下降ꎻ高浓度时ꎬＬＸ２ 的

ＲＧＲ 变化不大ꎬＬＭ３ 的 ＲＧＲ 降低ꎬ表现出对 ＬＭ３ 的

选择性抑制ꎮ 在 ０~１００ μｇ / ｍＬ 范围内ꎬ细胞相对增

殖率均>７５％ꎬ表明 ＭＰＰＲ 细胞毒性低、生物安全性

良好ꎮ 图 １０( ｂ)载药颗粒抗癌活性实验显示ꎬ０ ~
１００ μｇ / ｍＬ 浓度下ꎬ ＰＵＥ 组增殖率从 １００％ 降至

５０􀆰 １２％ꎬＭＰＰＲ－ＰＵＥ 组从 １００％降至 ３２􀆰 ４７％ꎬ这证

实 ＰＵＥ 及 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 均可抑制癌细胞增殖ꎬ且
ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 的抑制效果更显著ꎮ

１—ＬＸ２ꎻ２—ＬＭ３
(ａ)不同浓度载体对细胞增殖率的影响

１—ＰＵＥꎻ２—ＭＰＰＲ－ＰＵＥ
(ｂ)载药颗粒抗癌活性

图 １０　 ＣＣＫ８ 细胞实验图

２􀆰 ５　 细胞迁移

在 ＬＭ３ 细胞划痕实验中ꎬ通过图 １１(ａ)划痕图

像及图 １１( ｂ)细胞迁移率数据分析可知:ＭＰＰＲ－

ＰＵＥ 组细胞迁移率最低(平均约 ５􀆰 ０３％)ꎬ２４ ｈ 后划

痕愈合最少ꎬ对 ＬＭ３ 细胞迁移抑制最强ꎻＰＵＥ 组迁

移率(平均约 １５􀆰 １３％) 显著低于正常组与 ＭＰＰＲ
组ꎬ结果表明 ＰＵＥ 也能抑制癌细胞的迁移ꎻＭＰＰＲ
组迁移率 (平均约 ３２􀆰 ０３％) 接近正常组 (平均

３３􀆰 １４％)ꎬ对癌细胞的迁移抑制作用弱ꎮ 因此ꎬ
ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 组显著抑制 ＬＭ３ 细胞迁移ꎬ效果优于

ＰＵＥ 组ꎮ

(ａ)ＬＭ３ 细胞划痕实验图

(ｂ)ＬＭ３ 细胞迁移率

图 １１　 ＬＭ３ 细胞迁移实验图

３　 结论

本项目基于二硫化钼ꎬ对其进行功能化修饰后ꎬ
制备得到了药物载体(ＭＰＰＲ)ꎬ并对其进行了结构

和形貌表征以及体外载药与释药性能、安全性评价

研究ꎮ 药物载体(ＭＰＰＲ)结合葛根素 ＰＵＥꎬ具有较

好的载药性能ꎬ载药量达到 ４６􀆰 ９１％±３􀆰 ２７％ꎬ包封

率达到 ８２􀆰 ５２％±０􀆰 ８２％ꎮ 体外释药实验表明载药

体系具有 ｐＨ 响应ꎬ在 ｐＨ 为 ５􀆰 ５０ 的 ＰＢＳ 溶液中ꎬ
２４ ｈ 后药物的释放率可以达到 ６１􀆰 ６０％±５􀆰 ０１％ꎬ具
有较好的药物释放性能ꎮ ＣＣＫ８ 法测定药物载体

ＭＰＰＲ 和载药颗粒 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 对细胞增殖的影响ꎬ
在载体浓度 ０ ~ １００􀆰 ００ μｇ / ｍＬ 范围内ꎬＭＰＰＲ 细胞

毒性小ꎻＭＰＰＲ－ＰＵＥ 对肝癌细胞增殖抑制效果最

好ꎬ并通过细胞划痕实验ꎬ得到 ＭＰＰＲ－ＰＵＥ 对肝癌

细胞具有抑制迁移的作用ꎮ 本研究所构建的纳米载

体在药物递送系统中具有一定的应用前景ꎮ
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