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ZIF-8负载辣椒素酸敏载药体系的构建及钙超载抗肿瘤

研究

摘 要

癌症已经成为了人们生命健康的重要威胁之一，癌症的治疗手段

也从传统的手术治疗、化疗、放射治疗发展到现在新型的治疗手段，

而钙超载疗法在新型治疗方法中得到了越来越多的关注。

钙超载疗法是指在胞内 Ca2+超载的情况下，致使线粒体损伤从而

导致凋亡因子通过开放的线粒体通透性孔不受控制地释放到细胞质

中。基于此，凭借其疗效好、副作用小在肿瘤学领域中发挥着越来越

重要的作用，然而癌细胞自身的钙稳态调节，肿瘤部位钙离子不足和

钙进入肿瘤的效率不高，其疗效受到限制，导致治疗效果不理想。本

课题以金属有机框架沸石咪唑框架-8（zeolitic imidazole framework-8，

ZIF-8）为药物递送系统的载体，合成了两种放大 Ca2+超载的纳米载

药体系用于抗肿瘤研究，研究结果如下：

（1）本文构建了一种能够从外源提供 Ca2+同时进行 pH可控的

降解和药物释放的新型 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米载药体系。该纳米

材料可以激活 TRPV1通道并提供外源钙离子引起 Ca2+超载造成细胞

凋亡，从而达到治疗效果。通过仿生矿化法合成了以牛血清蛋白

（Bovine serum albumin, BSA）为模板的磷酸钙(Tricalcium phosphate,
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TCP)纳米球作为药物载体，最外层用 ZIF-8 包裹，制备出

CAP/BSA@TCP-ZIF-8。由于肿瘤部位微酸环境的特点，ZIF-8 响应

性释放包裹其中的磷酸钙和 CAP。应用一些基本的表征手段（扫描

电镜、透射电镜、Zeta电位粒度仪、紫外光谱仪和傅里叶红外光谱仪

等）进行表征。表征结果表明合成了平均粒径为 270 nm 的

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料，CAP 的载药率为 9.79±1.87%。在

体外细胞毒性实验中，当 CAP/BSA@TCP-ZIF-8的浓度为 160 µg/mL

时，对 HepG2细胞的抑制率达到 80%。对 CAP/BSA@TCP-ZIF-8组

处理的 HepG2细胞中的钙离子进行检测，细胞中 Ca2+含量明显高于

其他组，几乎是对照组的 6倍。证明该材料造成细胞 Ca2+超载从而杀

死细胞。在小鼠体内实验中，通过 IVIS 捕获 cy 5 荧光探针标记

CAP/BSA@TCP-ZIF-8的体内荧光图像，验证该材料能够有效富集在

肿瘤区域。肿瘤模型的构建和治疗，说明了CAP/BSA@TCP-ZIF-8 NPs

可以有效抑制小鼠的肿瘤生长。

（2）本文在酸敏型 ZIF-8载药体系的基础上，构建了一种能够

精确靶向肿瘤同时提供内源 Ca2+的钙超载治疗纳米载药体系

CAP/NAADP@ZIF-8-FA。以 ZIF-8 为药物载体，通过静电吸附作用

包裹住 CAP 和烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸（Nicotinic acid adenine

dinucleotide phosphate，NAADP）。最后用叶酸（folic acid，FA）修饰

ZIF-8表面，制备出 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒。通过一些基

础表征仪器进行表征。表征结果表明 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米材

料的平均粒径为 280 nm， NAADP 在 CAP/NAADP@ZIF-8-FA中的
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载 药 率 为 8.0 ± 0.489% 。 在 体 外 抗 肿 瘤 活 性 研 究 中 ， 当

CAP/NAADP@ZIF-8-FA的浓度达到320µg/mL时，可致89%的HepG2

细胞死亡。CAP/NAADP@ZIF-8-FA 处理后的 HepG2 细胞，胞内的

Ca2+ 含 量 显 著 增 加 。 这 些 结 果 在 细 胞 水 平 上 表 明 了

CAP/NAADP@ZIF-8-FA能够放大 HepG2细胞内的 Ca2+浓度，从而造

成钙超载导致细胞凋亡。

综上所述，本研究设计了两种基于钙超载治疗的纳米载药体系，

一种从外源提供 Ca2+的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料和一种从内

源钙库释放Ca2+的CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米材料。通过表征实验、

体外实验和体内实验证明了这两种纳米载药体系均能放大细胞内

Ca2+浓度达到钙超载，具有优异的抗肿瘤效果。本研究对纳米载药体

系与钙超载结合抗肿瘤方面提供了一定的参考价值。

关键词：辣椒素，ZIF-8，磷酸钙，叶酸，烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸，

钙超载，pH响应
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CONSTRUCTION OF ACID-SENSITIVE ZIF-8 LOADED

CAPSAICIN-LOADED DRUG SYSTEM AND STUDY OF

CALCIUM OVERLOAD AGAINST TUMOR

ABSTRACT

Cancer has become one of the important threats to people's life

and health, and the treatment of cancer has also developed from

traditional surgery, chemotherapy and radiation therapy to new

therapeutic methods, and calcium overload therapy has received more and

more attention in the new therapeutic methods.

Calcium overload therapy refers to the condition of intracellular

Ca2+ overload, which causes mitochondrial damage and leads to the

uncontrolled release of apoptotic factors into the cytoplasm through the

open mitochondrial permeability pore. Based on this, it is playing an

increasingly important role in the field of oncology due to its good

efficacy and small side effects. However, the regulation of calcium

homeostasis by cancer cells themselves, insufficient calcium ions in

tumor sites and low efficiency of calcium entering tumor have limited its

efficacy, resulting in unsatisfactory therapeutic effect. This topic with

metal organic framework zeolite imidazole framework-8 (ZIF-8) as the
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carrier of drug delivery system, enlarge synthesized by two kinds of Ca2+

overload for antitumor drug nanoparticles system research, the results are

as follows:

(1) In this paper, a novel CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticle

drug carrier system capable of providing Ca2+ from exogenous sources

for both PH-controlled degradation and drug release was constructed. The

nanomaterial can activate TRPV1 channel and provide exogenous

calcium ions to cause Ca2+ overload and apoptosis, thus achieving

therapeutic effect. Tricalcium phosphate (TCP) nanospheres using Bovine

serum albumin (BSA) as a template were synthesized by biomimetic

mineralization method. CAP/BSA@TCP-ZIF-8 was prepared by

wrapping the top layer with ZIF-8. Due to the characteristics of the

slightly acidic environment at the tumor site, ZIF-8 responds to release

the calcium phosphate and CAP contained therein. Some basic

characterization methods (scanning electron microscopy, transmission

electron microscopy, Zeta potential particle size analyzer, ultraviolet

spectrometer and Fourier infrared spectrometer, etc.) were used for

characterization. The results showed that CAP/BSA@TCP-ZIF-8

nanomaterials with an average particle size of 270nm were synthesized,

and the drug loading rate of CAP was 9.79±1.87%. In vitro cytotoxicity

tests, the inhibition rate of HepG2 cells reached 80% when the

concentration of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 was 160µg/mL. Calcium ions in
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HepG2 cells treated with CAP/BSA@TCP-ZIF-8 were detected, and Ca2+

content in cells was significantly higher than that in other groups, almost

6 times that of control group. The material was shown to overload cells

with Ca2+ and thus kill cells. In vivo experiments in mice, in vivo

fluorescence images of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 labeled by cy5

fluorescent probe were captured by IVIS, which verified that the material

can effectively accumulate in tumor areas. The construction and treatment

of tumor model indicate that CAP/BSA@TCP-ZIF-8NPs can effectively

inhibit tumor growth in mice.

(2) Based on the acid-sensitive ZIF-8 drug carrier system, a

calcium overload treatment nano drug carrier system

CAP/NAADP@ZIF-8-FA was constructed, which can precisely target

tumors and provide endogenous Ca2+. ZIF-8 as drug carrier, wrapped in

through electrostatic adsorption CAP and nicotinic acid adenine

dinucleotide phosphate (NAADP). Finally, CAP/NAADP@ZIF-8-FA

nanoparticles were prepared by modifying the surface of ZIF-8 with folic

acid (FA). It was characterized by some basic characterization

instruments. The results showed that the average particle size of

CAP/NAADP@ZIF-8-FA was 280nm, and the drug loading rate of

NAADP in CAP/NAADP@ZIF-8-FAwas 8.0±0.489%. In vitro studies of

antitumor activity, CAP/NAADP@ZIF-8-FA could induce 89% death of

HepG2 cells at a concentration of 320µg/mL. Intracellular Ca2+ content of
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HepG2 cells was significantly increased after treatment with

CAP/NAADP@ZIF-8-FA. These results suggest that

CAP/NAADP@ZIF-8-FA can amplify Ca2+ concentration in HepG2 cells,

resulting in calcium overload and apoptosis.

In summary, two nanodrug delivery systems based on calcium

overload therapy were designed in this study: a CAP/BSA@TCP-ZIF-8

nanomaterial that provides Ca2+ from exogenous sources and a

CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanomaterial that releases Ca2+ from

endogenous calcium pools. Through characterization, in vitro and in vivo

experiments, it has been proved that these two nano drug delivery

systems can amplify intracellular Ca2+ concentration to achieve calcium

overload and have excellent anti-tumor effects. This study provides a

certain reference value for the combination of nano-loaded drug system

and calcium overload in anti-tumor.

KEY WORDS: capsaicin, ZIF-8, calcium phosphate, folic acid, adenine

dinucleotide niacin phosphate, calcium overload, pH response
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第 1章绪论

1.1 引言

癌症对发展中国家和发达国家的健康和经济造成越来越大的负担。每年新发

癌症病例的数量和死亡率都在急剧增加。目前，治疗策略包括手术切除、化疗、

放疗和免疫治疗[1-3]。然而，尽管有这些选择，预后结果仍然很差，5年生存率很

低。因此，迫切需要寻求新的治疗方法。近年来，先进的生物技术的出现和跨学

科的整合为癌症的治疗提供了创新的方法。癌症前期的治疗通常是手术切除肿瘤，

辅以辅助治疗。相反，当疾病进展到中后期时，治疗转向化疗或放疗。然而，几

乎所有的传统化疗药物都有相同的局限性[4]，包括非特异性靶向、低生物利用度

和耐药性的发展，这限制了它们在癌症治疗中的疗效。

研究发现细胞内离子在细胞代谢和增殖中起着关键作用，越来越多的研究发

现，离子稳态失衡可能导致细胞功能异常，甚至细胞死亡[5, 6]。例如，高水平的

Zn2+可能会因能量耗尽而使细胞饥饿[7]。Ca2+超载可激活线粒体凋亡通路，导致

细胞损伤[4]。离子干扰策略作为一种治疗癌症的有效手段值得充分肯定。

由于异常的生长和代谢，肿瘤组织具有独特的微环境特征，如低 pH、乏氧、

高谷胱甘肽(GSH)含量等[8]。此外，大多数实体瘤常存在血管密度高、高致密性

的特点，可使尺寸介于 20-200 nm的纳米粒子易渗透进入肿瘤组织并在此长期滞

留[9]。基于此，肿瘤微环境（tumor microenvironment, TME）刺激响应型纳米递

药系统被广泛研究，如 pH响应型、H2O2响应型等。同时纳米给药系统由于其独

特的特性，可以将治疗剂包裹起来，防止其降解，不仅可以将抗癌药物准确地递

送到肿瘤部位，还可以减少对正常组织的非特异性伤害，从而提高抗癌效果。纳

米药物给药系统结合离子干扰法提供了一种替代传统化疗多副作用治疗的方法，

是癌症治疗领域值得探索的治疗方法。
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1.2 癌症治疗方法

1.2.1 新型癌症治疗方法

（1）化学动力学疗法

化学动力学疗法（Chemodynamic Therapy，CDT）是一种新型的肿瘤治疗技

术，利用肿瘤微环境激活纳米药物芬顿反应来产生强氧化性羟基自由基（∙OH），

以实现对肿瘤的特异性治疗[10]。该技术于 2016年由步文博教授和施剑林院士团

队提出[11]，并在国际医学界引起了广泛关注。与传统肿瘤治疗技术不同，CDT

充分结合了芬顿化学、纳米科学和肿瘤医学，为解决临床肿瘤治疗难题提供了全

新的思路[12]。活性中间产物∙OH在连接 CDT化学反应和生物学效应方面具有关

键作用。因此，CDT可以被分解为以下两个动力学过程：（1）化学动力学过程，

包括所有与纳米材料生成∙OH相关的化学反应；（2）生物动力学过程，包括所有

涉及∙OH的胞内生化反应以及相应细胞响应行为。这两个过程之间存在时序性动

态相互作用，其中包括纳米材料与细胞之间的相互作用、纳米材料与胞内分子之

间的相互作用以及分子与细胞之间的相互作用。这些交互作用构成了 CDT过程

中“动力学”特征的核心体现。图 1-1总结了化学动力疗（CDT）概念与化学和生

物动态过程的关系。然而，内源性 H2O2的含量并不足以进行有效的化学动力学

反应限制了 CDT的治疗效果。
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图 1-1.化学动力疗（CDT）概念与化学和生物动态过程的关系概述[10]

Figure1-1. Overview of the chemodynamic therapy (CDT) concept in

relation to chemical and biological dynamic processes

（2）光动力疗法

光动力疗法(photodynamic therapy，PDT)又称为光辐射疗法或光化学疗法

(photochemotherapy)，在医学领域，PDT是一种创新的治疗方法[13]。它利用光敏

剂对靶细胞的特异性聚集能力，在特定波长的光照射下，有效地杀伤癌细胞。当

光敏剂吸收光子能量后，部分电子被激发至高能态，这个过程称为光激发。受激

发的光敏剂将吸收的能量传递给氧分子，导致氧分子氧化并产生活性氧(ROS)，

如单线态氧(1O2)、超氧自由基(O2-)、羟基自由基(HO-)和过氧化氢(H2O2)[14]。这

些细胞毒性光产物启动一系列生化事件，可诱导目标组织损伤和死亡。活性氧物

质具有强大的氧化作用，可以通过攻击细胞内脂质、蛋白质和核酸等生物大分子

来严重损伤细胞结构和功能[15]。在持续进行的光动力治疗中，癌细胞不断遭受活

性氧物质攻击而死亡。与此同时，由于正常细胞具备更强大的修复能力，它们可

以有效抵御活性氧物质造成的损伤，并减少对正常细胞产生不良影响。因此，光

动力疗法具有许多优势：手术创伤小、副作用轻微，并且可以选择性地杀灭癌细

胞等特点使其在临床上得到广泛应用，在肿瘤治疗方面取得了显著效果。目前已

经成功应用了光动力疗法来治疗多种类型的癌症如皮肤癌、口腔癌、食管癌和肺

癌等。随着研究的深入和技术的进步，光动力疗法在未来有望为更多的癌症患者

带来希望。

图 1-2.PDT对肿瘤的破坏机制[16]

Figure 1-2. PDT mechanisms for tumor destruction
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（3）光热疗法

光热治疗（photothermal therapy，PTT）是一种新型的无创性肿瘤治疗方法，

利用光热转换剂（photothermal agent，PTA）在近红外光（near-infrared，NIR）

等外部光源的作用下，将光能转化为热能来杀伤肿瘤细胞[17]。然而，单纯使用

PTT也存在一些限制，比如无法完全消灭整个肿瘤组织、对周围正常组织可能造

成损伤以及光热材料的生物安全性问题。

为了解决这些局限性，人们广泛开展了对新型治疗方案的研究，其中包括、

基因治疗、免疫治疗和钙超载治疗等方法。钙超载疗法凭借其副作用小，生物安

全性高，得到广泛关注。

1.3 Ca2+超载疗法

细胞代谢和增殖过程中，离子在细胞内扮演着至关重要的角色。越来越多的

研究表明，如果离子稳态失衡，则可能导致细胞功能异常，并且有可能会引发细

胞死亡[18-20]。线粒体作为细胞内的“发电厂”，不仅能够为细胞提供三磷酸腺苷

（adenosine triphosphate，ATP)来支持其活动，还承担着重要的调节功能[21-23]。

ATP几乎与体内的每一个反应都有关，是生物体生存所必需的。在细胞内 Ca2+

以组织特异性的方式通过多种专门通道和转运体进入和离开线粒体[24]，线粒体可

以在其基质中积累大量的 Ca2+。虽然相对较低的 Ca2+含量(0<40 nmol/mg线粒体)

对能量产生至关重要，但高水平的 Ca2+含量(>500 nmol/mg)会导致能量稳态的完

全崩溃，从而导致细胞凋亡[25]。也就是说，Ca2+在细胞内也是一个重要的调节因

子。在线粒体中 Ca2+浓度上升会有效地促进电子传递链(ETC)过程，并且通过干

扰线粒体膜电位而导致细胞凋亡[4]。然而，在实现在线粒体基质中 Ca2+积累时需

要考虑到 Ca2+在在线粒体外膜(OMM)和在线粒体内膜(IMM)之间转移问题[26]。

OMM中 Ca2+转移依赖于电压依赖性阴离子通道；IMM 中则受到限制并由单向

转运载体进行调节处理；同时在实现在线粒体摄取过程时也需要借助于MAMs

提供基于 Ca2+微区域来保证其高效完成任务并确保大块细胞质处于稳定状态下

工作运行。

在癌细胞中，线粒体的 Ca2+稳态需要保持平衡[27]，以确保 ATP供应正常并

防止 Ca2+超载导致细胞死亡。相比于正常细胞，癌细胞对于 Ca2+调节更加敏感，

因为它们更频繁地接收到 Ca2+信号。此外，内质网向线粒体释放 Ca2+对于癌细胞
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至关重要。这两个细胞器之间的紧密联系有助于促进能量代谢，并提高癌细胞的

存活率。然而，这种结构上的亲密性也增加了外源性物质引起的 Ca2+过载风险。

在线粒体 Ca2+超载的情况下，Ca2+和凋亡因子会通过开放的线粒体通透性孔不受

控制地释放到细胞质中。基于此，Ca2+超载已被发展为一种多机制实现肿瘤消除

的有效策略[28]。图 1-3为 Ca2+过载损伤机制示意图。

有两种方式可以调动和提高离子水平 ，一是增强内源离子的积累，二是外

源离子的传递。因此开发综合干扰离子的纳米平台对肿瘤治疗具有重要意义。

图 1-3.Ca2+过载损伤机制示意图[28]

Figure 1-3. Schematic diagram of the Ca2+ overload damage mechanisms

1.3.1 外源性 Ca2+介导的 Ca2+超载

外源性 Ca2+通常来源于钙基纳米材料，如碳酸钙(CaCO3)、过氧化钙(CaO2)

和磷酸钙(CaP)[29]。在肿瘤酸微环境中，这些物质释放出丰富的 Ca2+，诱导肿瘤

细胞 Ca2+超载和线粒体功能障碍[30]。

基于此，Zhang等人[31]开发了透明质酸钠修饰的过氧化钙纳米颗粒（SH-CaO2

NPs）如图 1-4所示,在弱酸性肿瘤微环境下降解释放大量外源 Ca2+，从而触发细

胞内 Ca2+超载，造成细胞凋亡。Liu等人[32]制备了一种钙离子含量特别高的可分
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解羟基磷灰石超薄纳米片（HAP-PDCns），一旦 HAP 完全分解，将会释放大量

的外源 Ca2+，从而造成胞内 Ca2+超载导致细胞凋亡从而杀死癌细胞。因此，纳米

平台通过向细胞内释放大量钙离子从而破坏钙稳态介导的 Ca2+超载是癌症治疗

的有效模型。Pan 等人 [33]提出了一种新的表面功能化策略，用于用磷酸钙

（tricalcium phosphate , TCP）原位矿化黑磷纳米片（BPns）以增强 Ca2+超载。

BP作为生长模板通过原位沉积磷酸钙，从而提高生物活性和治疗剂负载效率。

在生理条件下，TCP相对稳定，可有效避免载药过早渗漏。此外，Ca2+和 PO43-

离子可以参与生物体的正常代谢，减少了对其他正常细胞的损伤增强了生物安全

性。但这种治疗模式受到细胞自身的钙离子排泄保护机制[34, 35]的阻碍，需要进一

步完善。因此，干扰钙稳态的药物在 Ca2+超载治疗中显示出很大的希望。例如

Zheng等人[36]以聚多巴胺(PDA)为模板制备了碳酸钙(CaCO3)纳米载体，用于共载

姜黄素(CUR)和顺铂(CDDP)，CUR有效地抑制钙离子的排泄，从而破坏钙稳态

放大 Ca2+超载。最近，化疗联合 Ca2+超载在肿瘤消除中显示出令人满意的价值。

Sun等人开发了一种 TME响应纳米平台，包括 CaO2、ZIF-8、阿霉素（doxorubicin,

DOX）和透明质酸（hyaluronic acid, HA）该纳米平台内化到癌细胞后，HA层和

ZIF-8分别被透明质酸酶和氢离子降解，从而释放出 DOX、H2O2和 Ca2+。一方

面，生成的 H2O2使细胞更容易进入稳态不平衡状态。另一方面，DOX作为临床

应用的药物，对 DNA造成损伤，放大氧化应激，进一步与 Ca2+超载诱导的细胞

凋亡协同作用，提高治疗效果。
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图 1-4. SH-CaO2 NPs的功能模式示意图[31]

Figure 1-4. Schematic Representation of the Functional Pattern of SH-CaO2 NPs

辣椒素（capsaicin, CAP）可以用来激活钙离子通道[37]造成钙离子内流破坏

钙稳态。辣椒素是从辣椒中提取的一种辛辣物质，是一种瞬时感受器电位香草酸

受体 1(transient receptor potential vanilloid 1,TRPV1)激动剂，被发现是一种有效的

抗癌剂，在多种癌细胞中表现出抗增殖和促凋亡特性[38, 39]。TRPV1是一种非选

择性阳离子通道，是 20世纪 80年代发现的一种特异性结合配体[40]，可被高温、

低 pH和多种化学刺激激活[41-43]，尤其是辣椒素[44]。因此，辣椒素可以激活细胞

表面的 TRPV1通道，使细胞内钙离子浓度超载，引起细胞凋亡。辣椒素处理通

过 TRPV1激活触发 Ca2+流入，导致细胞内钙稳态失衡。快速增加的细胞溶质 Ca2+

浓度反映在线粒体中，并导致癌细胞中线粒体 Ca2+超载的严重状况。辣椒素引起

的线粒体钙稳态破坏导致癌细胞线粒体功能障碍。接下来，由此产生的细胞色素

C（cyt c）释放到胞质溶胶中触发了凋亡小体组装和随后的半胱天冬酶激活和凋

亡。

1.3.2 内源性 Ca2+介导的 Ca2+超载

不幸的是，外源性钙不可避免地会引起血浆钙的急性升高，进而引发炎症反

应的增加[45]。利用癌细胞内的毒性内源性钙是一种理想的方法，可以避免副作用

和对身体的系统性毒性。钙在细胞内主要储存在内质网（endoplasmic reticulum,
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ER）和肌浆网（sarcoplasmic reticulum, SR）中，为细胞的主要“钙库”[46-48] ，细

胞内还有一些非 ER储存形式的钙，介导细胞活动和信号级联反应。

Chu等人[49]，构建了一个可控的钙离子调节纳米平台（UCNPs）如图 1-4。

在近红外(NIR)光照射下，能够产生 NO同时释放钙泵抑制剂（berbamine，BER），

亲脂性 NO侵入过表达的调节型兰尼碱受体（RyRs），RyRs受体允许钙离子进入

细胞内，而 BER则抑制钙离子的排泄，实现协同破坏钙稳态导致 Ca2+超载。Zheng

等人[50]制备了 Ca2+增强剂(PEGCaCUR)。PEGCaCUR可以作为 Ca2+纳米调节剂

诱导高效的线粒体 Ca2+超载，其中姜黄素[51]（curcumin，CUR），可以通过促进

Ca2+从内质网释放到细胞质和抑制 Ca2+从细胞质向细胞外区室的外流来增加线

粒体中的 Ca2+浓度线粒体 Ca2+超载诱导线粒体功能障碍、caspase-3 上调和随后

的细胞凋亡。

图 1-5.细胞内钙储存的示意图由 NO调节的 Ca2+发起的癌症治疗[49]

Figure 1-5. Schematic diagram of intracellular calcium stores modulated by NO for Ca2+-initiated

cancer therapy

传统观念中药效是由药物分子的化学结构及性质决定，药剂学的发展及其对

药物关键性的辅助作用却说明了药物的给药方式及剂型亦是影响药效的重要因

素[52]。药物在体内的吸收和代谢主要由给药方式决定，为药物研制适宜的载体、

剂型和给药方式，药效才能在最佳时机和位置发挥最大效力[53]。
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1.3.3 纳米载体在 Ca2+超载治疗中的应用

传统上，药物递送方法基于两种类型的载体，有机或无机。有机载体[54, 55]，

如脂质体、胶束和聚合体，被用来包封治疗药物。它们具有生物相容性和可生物

降解性，并且可以进行化学修饰以改善其释放特性并增加其在肿瘤部位的积累。

第二种类型的纳米载体[56, 57]，即无机载体，如氧化铁纳米颗粒(NPs)、碳纳米管、

量子点等，它们可以与治疗分子结合，可以为药物吸附提供较大的表面积。纳米

载体可在传统的药物治疗上放大药物优点，同时规避缺点，如减缓不良反应、避

免血药浓度波动、改善溶解性等[53]。

尽管纳米材料的规模有限，但它具有特殊的物理化学功能，使得纳米结构具

有比大多数纳米材料本身更大的表面-体积关系。由于其广泛的可用表面积，一

些分子，包括小分子药物、探针、RNA、DNA和蛋白质，可以通过纳米结构附

着、吸收和运输[58, 59]。纳米材料的可控尺度、表面和结构特征进一步使其具有优

异的耐用性、极大的体积、亲疏水材料的内置功能以及多种给药途径的通用性[60,

61]。如图 1-6所示根据其合成方法和结构可以与细胞产生独特的相互作用。

图 1-6.纳米粒子的主要特征,根据纳米材料在癌症治疗中的应用方法，设计纳米结构有不同

的选择,不同的纳米粒子表面涂层(左图)，不同的材料设计的纳米粒子(右图)，以及它们的一

些一般性质[62]

Figure 1-6. Main Features of Nanoparticles, different choices available to design a nanostructure

based on what method is used to apply the nanomaterial in cancer therapy,
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different surface coatings of nanoparticles (left side), different materials available to design

nanoparticles (right side), and some of their general properties are shown

（1）提高生物相容性和稳定性

大部分应用于钙超载的药物都是有机化合物，它们的水溶性和生物相容性较

差，这也导致了它们无法到达肿瘤区域发挥作用。纳米载药体系的构建可以在内

部形成亲脂囊腔来封装药物，并且外部结构亲水，与生物组织更好地相容[63]。通

过纳米粒子高度分散和大表面积的特点，有利于增加药物与肿瘤细胞的接触面积。

纳米载体负载药物既提高了药物的溶解度,同时也保持了药物自身的稳定性，使

药物突破血液屏障到达肿瘤区域。

（2）提高药物靶向性

靶向递送是纳米载药体系相对于单一药物的主要优势之一。靶向递送[64]的作

用旨在精确靶向特定的癌细胞，它可以通过被动靶向或主动靶向来实现。增强渗

透滞留（enhanced permeability and retention，EPR）效应[65]被用于被动靶向，而

主动靶向是通过将纳米载体与抗体、多肽、适配子和小分子结合来实现的。与游

离药物相比，靶向递送有助于降低药物对正常细胞的毒性，防止药物在中途降解，

使药物精确靶向特定的癌细胞增强药效。

（3）控制药物释放及刺激响应

钙超载药物在体内的维持时间较短将无法对癌细胞达到有效剂量和疗效。为

了延长药物在体内循环的时间并减小血液中药物浓度的波动，纳米载体常选择水

溶性和生物相容性优异的材料作为表层，并缓慢释放药物成分。例如金属有机框

架（metal organic framework，MOF），它是一种过渡金属离子或金属簇与有机配

体自组装相互链接，形成具有周期性结构的多孔材料，也称为配位聚合物[66, 67]。

MOF本身具有更大的比表面积及较高的孔隙率，又由于金属类型的多样性和配

体不同的配位方式，结合形式非常复杂，展现出良好的多态性，同时也增加了

MOF的可调节性[68]。通过对MOF 的表面修饰以及改性，可以增加其在生理环

境下的稳定性、相容性、可降解性，实现药物缓释功能和靶向治疗的目的。具有

大孔径和规则结构的多孔MOF可以实现高载药量，pH依赖性MOF材料可以很

好的响应肿瘤区域弱酸的微环境和药物控制释放。

金属-有机框架已经作为有机/无机混合多孔材料出现，为许多生物医学应用

打开了大门[69-71](例如，药物输送、生物传感、生物成像及其作为抗菌剂的使用)。
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MOF的晶体结构提供了一种开放的多孔结构，具有一些特殊和独特的性质，如

广泛的高内表面积(1000-7000 m2/g)，高热稳定性(250至 500°C)，低密度(最低密

度报道为 0.126 g/cm3)，大孔体积(范围从 1.1到 4.4 cm3/g)，永久孔隙[72]，此外，

灵活的框架使其比其他传统多孔固体更有用。MOF具有较大的表面积和孔体积，

使其能够有效地封装各种大小的生物分子，在药物递送应用中更具吸引力。同时，

MOF可通过化学功能化和调控颗粒大小来设计高效的药物输送系统。基于MOF

的药物输送系统可以实现双重治疗和诊断模式。通过调控MOF纳米载体的大小，

可以利用增强渗透性和滞留性现象提高靶向肿瘤区域治疗剂浓度。

1.6 课题设计与研究内容

1.6.1 课题设计思路

Ca2+超载疗法因其疗效好、副作用小在肿瘤学领域中收到越来越多的关注。

而辣椒素（CAP）作为一种天然的的小分子有机物，能够激活瞬时感受器电位香

草酸受体 1(transient receptor potential vanilloid 1,TRPV1)通道[73]并触发肿瘤钙离

子内流受到很多人的青睐。但由于肿瘤部位钙离子不足，辣椒素对其他正常细胞

也具有杀伤效果，其疗效受到限制，导致治疗效果不理想。而磷酸钙（TCP）作

为一种钙基生物材料，具有优异的生物相容性、生物活性和生物降解性，同时可

以作为优质的钙库提供钙离子。受这些概念的启发，通过仿生矿化合成磷酸钙纳

米颗粒，将 CAP装载到磷酸钙纳米颗粒中，并用 ZIF-8包裹，用于肿瘤 Ca2+超

载治疗。在这个治疗平台（CAP/BSA@TCP-ZIF-8）中，ZIF-8 外壳确保该纳米

材料能够稳定到达肿瘤区域，同时能够响应弱酸的肿瘤微环境发生崩解从而释放

钙离子和 CAP。CAP激活 TRPV1通道造成钙离子内流有效打破钙平衡，而大量

释放的钙离子显著加剧和放大 CAP介导的 Ca2+超载。因此，线粒体的膜电位降

低，线粒体的功能被破坏，导致癌细胞凋亡，达到抗肿瘤的目的。

烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate，

NAADP）是迄今为止已知最强的释放 Ca2+信使分子,它可以激活细胞内肌质网

（sarcoplasmic reticulum，SR）和内质网（endoplasmic reticulum, ER）上的兰尼

定受体 1(Ryanodine Receptor1,RYR1)通道使 Ca2+从 ER中流入胞质，造成胞质中

Ca2+浓度大幅提高[74]。它直接从细胞自身的钙库中释放钙离子，提供内源钙，造

成细胞内钙浓度升高。基于此本文设计了通过提供内源 Ca2+放大 Ca2+超载的酸纳
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米载药体系（CAP/NAADP@ZIF-8-FA）从而在 Ca2+超载的基础上，将外源钙替

换成内源钙，提高了钙的利用率减少胞外不必要的钙离子，增强生物安全性，进

一步提高对肿瘤的治疗效果。相关表征证明了材料的成功合成，并从细胞水平上

验证了材料的治疗效果。综上所述，本文设计了两种新型的酸敏型纳米载药体系，

分别通过提供内源钙和外源钙来放大 Ca2+超载从而达到抗肿瘤效果，为高效、安

全的治疗肿瘤提供了一种新的策略。

1.6.2 课题研究内容

本文以 Ca2+超载为基础，设计了两种酸敏型纳米载药体系，通过基础表征手

段证明材料的成功合成，并进一步研究其在体外和体内的抗肿瘤活性。具体研究

内容如下：

（1）CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的设计合成及表征。通过仿生矿化以

BSA为生物模板通过原位沉积磷酸钙形成 BSA@TCP纳米球。随后将 CAP通过

静电吸附附着在纳米球上，接着最外层用 ZIF-8包覆，合成 CAP/BSA@TCP-ZIF-8

纳米颗粒。利用相关表征手段验证 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒的成功合成，

并表征了酸敏释放 CAP和钙离子的能力。

（2）研究 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒在体内和体外的生物安全性和毒

性，以及影响 HepG2细胞钙稳态的能力。

（3）基于经尾静脉注射后，CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒在体内的聚集

情况。研究 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒对在腋下植入有 HepG2细胞的荷瘤

小鼠的肿瘤治疗效果，并探究材料在体内的生物相容性和肿瘤内的钙离子浓度。

（4）ZIF-8负载 CAP和 NAADP，同时在其表面修饰叶酸(FA)，提高其靶向

性，得到 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒。通过 SEM、UV-vis和 FTIR 等方法

进行表征，结果表明，成功合成 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米材料。通过细胞水

平上研究 CAP/NAADP@ZIF-8-FA的放大 Ca2+超载和抗肿瘤效果。
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第 2章ZIF-8负载CAP/TCP的载药体系构建及其抗肿瘤研究

2.1 引言

癌细胞中，在维持异常增殖的 ATP供应和防止 Ca2+超载诱导的死亡之间存

在高度平衡的线粒体钙动态平衡[75]。异常的细胞溶质钙离子浓度会反映在线粒体

中，导致癌细胞线粒体活性氧(ROS)的产生、线粒体膜电位的去极化和线粒体通

透性的开放[76, 77]。钙超载造成了线粒体功能障碍，由此产生的凋亡因子触发了癌

细胞的凋亡。基于此，Ca2+超载已被开发为一种有效抗肿瘤的新型治疗方法。

CAP可以有效激活癌细胞表面的 TRPV1通道，使 Ca2+内流，但其对正常细

胞的毒性[43]和肿瘤部位钙离子不足[78]限制了它们在体内的生物活性和应用。因

此增加肿瘤部位的钙浓度和赋予 CAP特异性到达肿瘤组织的能力，是增强 Ca2+

超载选择性和效率的重要方向。在其他治疗研究中 TCP是一种钙基生物材料，

由于其优异的生物相容性、生物活性和生物降解性，已被证明是一种出色的药物

递送系统。有趣的是，TCP的溶解度很大程度上取决于 pH值。TCP在生理条件

下（pH=7.4）很少溶解，而随着 pH的降低，其溶解度显着增加。TCP的这一特

性将非常有利于开发作为纳米颗粒抗癌药物的载体[79]。金属有机骨架（MOFs）

是一种新型多孔材料，因其具有可调节的孔隙结构和可修饰的孔隙环境等优点而

受到材料科学和化学领域的广泛关注[80-83]。纳米MOF具有载药效率高、生物可

降解性好、生物毒性低等特点。因此，纳米MOFs被认为是生物大分子理想的纳

米载体。ZIF-8是一种常见的金属有机骨架，具有超高孔隙率、可调节结构、良

好的生物相容性和 pH诱导生物降解性[84]。与其他MOF相比，ZIF-8具有更好的

生物相容性，因为它是由生理系统的成分组成的[85]。

本文设计了一种能够选择性地靶向肿瘤细胞、进行 pH可控的降解和药物释

放的新型纳米载药体系 CAP/BSA@TCP-ZIF-8。该纳米材料可以激活 TRPV1通

道并提供外源钙离子引起 Ca2+超载造成细胞凋亡，从而达到治疗效果。通过仿生

矿 化 法 合 成 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳 米 材 料 。 EPR 效 应 [65] 让

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米材料可在肿瘤部位积聚。肿瘤部位微酸环境的特点[8]，

使 CAP/BSA@TCP-ZIF-8响应性释放包裹其中的磷酸钙和 CAP，确保了 CAP能
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够靶向递送到肿瘤组织，减小了对其他正常细胞的损伤，并成功解决了肿瘤部位

的钙离子供应。CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米材料实现了协同高效的 Ca2+超载癌症

治疗，为癌症纳米药物设计和创新提供了一些新的思路。

2.2 实验材料与方法

2.2.1 实验材料

（1）实验试剂

表 2-1 实验试剂

Table 2-1 Experimental reagent

实验试剂 生产厂家

无水氯化钙(CaCl2) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

牛血清白蛋白(BSA,96%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

辣椒素(CAP, ≥95%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

2-甲基咪唑(2-methylimidazole，99%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

六水硝酸锌(Zn(NO3)2•6H2O，98%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

DMEM培养基 武汉塞维尔生物科技股份有限公司

CCK-8 试剂盒 江苏凯基生物技术股份有限公司

细胞活死检测试剂盒 江苏凯基生物技术股份有限公司

线粒体膜电位测定试剂盒 上海泰坦科技股份有限公司

钙含量测定试剂盒 上海碧云天生物科技股份有限公司

Fluo-4 AM（钙离子荧光探针，2mM） 上海碧云天生物技术股份有限公司

（2）实验仪器
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表 2-2 实验仪器

Table 2-2 Experimental equipment

实验仪器 型号 生产厂家

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司

紫外可见分光光度计 UV-3600 日本岛津公司

傅里叶红外光谱仪 IRPrestige-21 日本岛津公司

Zeta电位粒度仪 Nano Brook 90PlusPALS 美国 Brook haven公司

全波长酶标仪 INFINITE 200 PRO 美国 TECAN公司

高速冷冻离心机 Z326k 德国赫姆勒公司

荧光显微镜 DM2500 LED 德国莱卡公司

流式细胞仪 CytoFLEX 贝克曼公司

CO2培养箱 4111 赛默飞世尔科技公司

生物安全柜 1384 赛默飞世尔科技公司

倒置荧光显微镜 IX73-DP80 日本奥林巴斯公司

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州净化设备公司

（3）细胞和动物来源

人肝癌细胞(HepG2)和小鼠成纤维细胞（MEF）从中国科学基础研究所购买。

实验所用小鼠为 BALB/c 雌性裸鼠（3 周），从南京大学（中国南京）模型动物

研究所购买。

2.2.4 实验方法

2.2.4.1 材料合成及表征方法

（1）BSA@TCP纳米粒子的合成

通过仿生矿化法合成 BSA@TCP[86]，首先将 20mg BSA溶解在 2mL DMEM

中密封，并在 37℃水浴下孵育 12h使溶液达到过饱和的稳态结构。然后向反应

体系中加入 20µL CaCl2（4M）提供钙离子。再孵育 2h，在高过饱和度(富钙环境）

下，牛血清蛋白中的酸性残基通过静电作用与游离的钙离子结合实现原位矿化。

完成孵育后将反应液在 12000rpm下离心 15min，用水洗涤两次后得到BSA@TCP。

这些纳米颗粒重新分散于无水乙醇中进行进一步修饰。

（2）CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米粒子的合成

对得到的 BSA@TCP纳米粒子进行进一步合成，首先将分散在 20mL无水乙
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醇中的 20mg CAP和分散在 20mL无水乙醇中的 20mg BSA@TCP混合在一起并

在水浴中超声处理 10min使其均匀分散，然后加入 0.1g六水合硝酸锌后用保鲜

膜密封。在 37℃,120rpm下搅拌 1小时固定 Zn离子，然后加入 2g 2-甲基咪唑继

续搅拌反应 24h,最后在 12000rpm下离心 15min，用乙醇洗涤两次冷冻干燥得后

到 CAP/BSA@TCP-ZIF-8。

（3）CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米粒子的表征

通过日立 S-4800扫描电子显微镜日立 HT7800透射电子显微镜观察分散在

水中的 BSA@TCP、CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的形态特征。使用赛默飞 TF-G20高

分辨率透射电镜确定 CAP/BSA@TCP-ZIF-8的元素分布。通过紫外可见分光光度

计分别记录 1mg/L 的 TCP、BSA、BSA@TCP、ZIF-8 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8

的紫外可见光谱。用傅里叶红外光谱仪分别记录 TCP、BSA、BSA@TCP、ZIF-8

和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的红外光谱。Zetasizer (Zetasizer Nano-ZS，马尔文)和

动态光散射仪(DLS)分析 Zeta电位和颗粒大小。

2.2.4.2 体外活性实验方法

（1）CAP/BSA@TCP-ZIF-8中 CAP的载药率

通过紫外 -可见分光光度计法测定辣椒素在 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米

材料的载药率和体外释放。首先，制备一系列不同浓度的 CAP 乙醇溶液。

通过线性拟合 CAP 浓度与 280nm 处吸收强度的函数关系，得到 CAP 的

标准曲线。然后，将 1mg CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米粒分散到 5mL，pH5.0

的 PBS 中，充分搅拌溶解后，测量其在 280 nm 处的吸收强度，重复测量

三次。最后，通过插入标准曲线计算出 CAP 的载药率。

（2）CAP/BSA@TCP-ZIF-8中 CAP的释放率

在将 CAP/BSA@TCP-ZIF-8溶于 pH分别分别为 5.5、6.5和 7.4的 PBS缓冲

液中，在 37℃,120rpm下，用分子量 2000的透析袋在超纯水中进行透析。孵育

不同的时间后，取透析液用 UV-Vis分光光度计测量在 280nm处的吸光强度，重

复测量三次，通过插入标准曲线测出 CAP的释放。

（3）CAP/BSA@TCP-ZIF-8中 Ca2+的释放

通过钙离子分析试剂盒检测 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料体外钙离子的

释放。将相同质量的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8分别溶于相同体积的 pH为 5.5、6.5

和 7.4的 PBS缓冲液中。反应不同时间后，将溶液在 10000rpm、10min、4℃下
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离心，去掉未降解的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8NPs。收集相同体积的上清液，用钙

离子分析试剂盒检测钙离子的浓度，通过公式换算得到不同条件下钙离子的浓度。

（4）细胞培养

人肝癌细胞（HepG2）和正常小鼠胚胎成纤维细胞（MEF）系在含有 10%

胎牛血清、100IU/mL青霉素和 100mg/mL链霉素的 DMEM培养基中培养，在提

供 5%CO2的 37℃培养箱中孵育。细胞在 25mm3培养瓶中培养，待细胞密度长至

80%左右，将细胞消化并接种到平板或孔中进行进一步分析。

（5）体外细胞毒性测定

用 CCK-8试剂盒测定不同材料对 HepG2的体外杀伤作用。细胞消化后，以

每孔 4000个的密度接种到 96孔板中（100µL/孔）。孵育 24小时后，加入不同浓

度的材料，继续孵育 12小时。然后用 200µL PBS洗涤三遍并更换新鲜培养液，

接下来在每孔中加入 10µL CCK-8溶液，37℃、5%CO2培养孵育 1小时后，用酶

标仪读取每个孔在 450nm处的吸光值（OD）。按以下公式计算细胞相对存活率：

���� �������� =
��������� − �������

��0 − �������
× 100%

ODsamples：具有培养基、细胞、CCK-8溶液和药物溶液的孔的吸光值。

ODblank：具有培养基、CCK-8溶液、药物溶液，没有细胞的孔的吸光值。

OD0：具有培养基、培养基、CCK-8溶液，没有药物溶液的孔的吸光值。

（6）细胞内钙含量测定

以 HepG2 细胞为细胞模型，使用钙离子荧光探针（Fluo-4,AM）检测细胞

内 Ca2+ 浓 度 。 使 用 TRPV1 抑 制 剂 capsazepine （ CPZ ） [87, 88] 验 证

CAP/BSA@TCP-ZIF-8激活 TRPV1离子通道的能力。HepG2接种在 6孔板中，

在 37℃、5%CO2培养箱下孵育 24 小时后，用含有 TCP、CAP、BSA@TCP、

CAP/BSA@TCP-ZIF-8、CAP/BSA@TCP-ZIF-8+Cpz的培养液更换培养基，继续

共同孵育 12 小时。对于待检测的细胞，去除培养液，用 PBS 洗涤三遍。将

Fluo-4,AM（2µM）加入六孔板中覆盖细胞，37℃、5%CO2培养 60分钟后用 PBS

充分洗涤去除 Fluo-4,AM 工作液然后加入 PBS 缓冲液覆盖细胞 37℃、5%CO2

培养箱孵育 30分钟。分别用流式细胞仪和倒置荧光显微镜检测细胞内钙离子浓

度。
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（7）活死细胞染色

将 HepG2细胞接种在六孔板中，在 37℃、5%CO2的培养箱中孵育 24小时。

贴壁后加入含 TCP、CAP、BSA@TCP、CAP/BSA@TCP-ZIF-8有不同的纳米材

料共同孵育 12小时，去掉培养基用 PBS洗涤三遍，然后加入 2 mL钙黄素 AM(终

浓度：2 µM)和 PI(终浓度：8 µM)的混合液。37℃孵育 30分钟后，去除工作液，

用 PBS洗涤三遍，最后用倒置荧光显微镜观察细胞在不同条件下的荧光强度。

（8）细胞内线粒体损伤研究

以 JC-1为探针，倒置荧光显微镜检测线粒体的损伤。将 HepG2接种到六孔

板中孵育 24小时后，加入含有 TCP、CAP、BSA@TCP、CAP/BSA@TCP-ZIF-8

的培养液更换培养基。共同孵育 12小时后，用 PBS洗涤 3次，然后每孔中加入

1 mL配置好的 JC-1工作液，37℃，5%CO2培养箱孵育 15分钟。去除多余的染

料，用染色缓冲液洗涤两次后放置到倒置荧光显微镜下，观察线粒体的荧光强度。

2.2.4.3 体内活性实验方法

（1）肿瘤模型

在本实验中，通过对雌性裸鼠进行标准的皮下移植建立了 HepG2荷瘤小鼠

模型。将 1×107HepG2肿瘤细胞(100 µL)注射到裸鼠皮下。大约一周后，对肿瘤

体积为 200 mm3的小鼠进行筛选，随机分为 4组以进行后续实验。

（2）体内荧光成像

将 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 用 cy5 荧光探针标记，重悬于 PBS后经尾静脉注

射，注射后 0 h、1 h、2 h、4 h、12 h、24 h后用 IVIS 50（Excitation:640）记录

体内荧光强度图像。48 h后脊椎脱臼处死裸鼠，取心、肝、脾、肺、肾和肿瘤记

录荧光强度图像，并对图像进行定量分析。

（3）体内抗肿瘤治疗

将荷瘤小鼠随机分为 4组每组 5只小鼠，不同组小鼠经尾静脉分别注射 PBS

缓冲液、游离 CAP、BSA@TCP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8，每 2天一次。每天记

录所有小鼠的肿瘤长(L)、宽(W)和体重。使用以下公式计算肿瘤体积（V）：

� =
� × �2

2
（4）肿瘤内 Ca2+含量

取相同质量的 PBS缓冲液、游离 CAP、BSA@TCP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8

治疗后的肿瘤组织，将肿瘤组织剪切成细小的碎片。按照每 20mg组织加入 200µL
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的比例加入样品裂解液，用研磨仪匀浆，直至充分裂解。组织充分裂解后，在 4℃，

12000rmp离心机离心 5min，取上清液，冰上放置待测。通过钙含量试剂盒测得

肿瘤内的 Ca2+含量。

（5）体内生物安全性

体内溶血实验，取新鲜哺乳动物血液 5mL，加入 0.2mL乙二胺四乙酸（EDTA）

后，室温用 PBS洗涤，1000 r/min离心去除浑浊的上清液，直到上清液出现澄清

为止。去掉上清液，取下层红色液体，用 PBS缓冲液定容到 50mL得到 2%红细

胞溶液。将 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 用 PBS 配置为 100 µg/mL，200 µg/mL，300

µg/mL，400 µg/mL，500 µg/mL。取 1 mL样品与 1 mL的 2%红细胞液混合均匀，

37℃水浴 6 h后 2000 r/min离心 5分钟。然后取 100 µL上清液于 96孔板中，用

紫外分光光度计检测波长在 570 nm处的 OD值，阳性对照为加水组，阴性对照

为加 PBS组，每个样品两个平行。溶血率公式为：

溶血率% =
��样 − ��阴

��阳 − ��阴

× 100%

其中 OD 样是样品组上清液 OD570的吸光值，OD 阴是 PBS组上清液 OD570的

吸光值，OD 阳是加水组上清液 OD570的吸光值。

小鼠经药物治疗两周后，处死小鼠，取心、肝、脾、肺、肾、肿瘤等脏器。

将这些器官和肿瘤用多聚甲醛固定（4℃，48 h），然后将它们包埋在石蜡中进行

H&E 染色,不同组肿瘤进行 TUNEL染色，然后通过倒置显微镜观察各个组织的

细胞形态。通过眼球采血 2 mL,静止 1小时后离心机在 1300 r/min,15 min取上清

血清，取不同组小鼠血清约 400 µL，检测血样中 ALT、AST、BUN、CR、TNF

等指标，检测该材料在体内的生物安全性。

2.3 结果与讨论

2.3.1 表征

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒是通过多步方法制备的。我们通过仿生矿化

反应利用 BSA 中带负电荷的酸性残基提供成核位点[89]，通过静电作用与无机

Ca2+结合形成 BSA@TCP 纳米颗粒。然后通过一锅法将 ZIF-8 包覆 BSA@TCP

并装载药物 CAP合成 CAP/BSA@TCP-ZIF-8，材料制备工艺与杀伤机制如图 2-1
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所示。

图 2-1.CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米粒子制备工艺、杀伤机制和肿瘤治疗示意图

Figure 2-1. Illustrative depiction of the preparation procedure, mode of operation, and potential for

tumor therapy using CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles

SEM结果（图 2-2A）显示，单独的 BSA@TCP是分散性良好的球形纳米颗

粒的尺寸约为 160nm，经 ZIF-8包裹后 BSA@TCP-ZIF-8表现出六菱形的结构，

进一步装载 CAP后，发现合成的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8直径增大到 270nm左右

（图 2-2B）。TEM结果（图 2-2C）显示，六菱形框架中有明显的圆形结构，证

明了 BSA@TCP成功被 ZIF-8包覆。

图 2-2.（A）BSA@TCP 的 SEM图像（B）CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的 SEM图（C）

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的 TEM 图

Figure 2-2. (A) SEM images of BSA@TCP (B) SEM images of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (C) TEM
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images of CAP/BSA@TCP-ZIF-8

动态 光散 射数 据（ 图 2-3A）显 示了 类似 的结 果， BSA@TCP 和

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的水动力尺寸分布为 167nm 和 277nm，进一步

表明了 BSA@TCP成功被 ZIF-8包覆。图 2-3B显示了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳

米颗粒在 PBS缓冲溶液和添加 10%FBS的 DMEM介质中的水动力尺寸，显示了

纳米材料在这两种环境下的稳定性。

图 2-3.（A）BSA@TCP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的粒径分析图（B）

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒在 PBS缓冲溶液和添加 10%FBS的DMEM介质中的水动力

尺寸

Figure 2-3. (A) Particle size analysis of BSA@TCP and CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles (B)

Hydrodynamic dimensions of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles in PBS buffer solutions and

DMEM media supplemented with 10%FBS

而且 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的元素图谱（图 2-4）也证实了

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒的成功合成，可以观察到 Ca、P和 Zn元素在纳

米颗粒上的均匀分布，其中 Ca和 P来源于磷酸钙，Zn来源于 ZIF-8。

图 2-4. CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒中 Ca、P和 Zn的Mapping图谱

Figure 2-4. Mapping of Ca, P and Zn in CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles
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BSA、TCP、ZIF-8、CAP、BSA@TCP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8的傅里叶红

外光谱如图 2-5A 所示。从 BSA 和 BSA@TCP的光谱中可以看出，在 2900cm-1

和 1635cm-1附近出现两个特殊吸收峰，2900cm-1处的特征吸收是 C-H基团的振

动造成的，1635cm-1的特征吸收归因于 C=O基团的振动。而在 TCP光谱中，在

2900cm-1和 1635cm-1附近没有观察到明显的吸收峰。从 TCP光谱和 BSA@TCP

光谱可以看出在 1137cm-1处有明显特殊吸收峰，1137cm-1处的特征吸收是 P-O

基团的振动造成的。这证明了磷酸钙能很好的包覆牛血清蛋白。从

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的光谱可以看出，在 1467cm-1附近出现的峰对应于 CAP

光谱中芳香环对应的特征峰。在 1590cm-1附近出现的峰对应于 ZIF-8光谱中咪唑

上C=N基团的伸缩振动，这些结果表明了BSA@TCP表面包覆了ZIF-8同时CAP

能 够 很 好 的 嵌 入 纳 米 颗 粒 内 部 。 通 过 对 比 CAP 、 BSA@TCP 和

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 紫外-可见光谱（图 2-5B），可以发现 CAP 在 235nm 和

280nm处的特征峰由于和 BSA@TCP 的结合出现了明显的偏移，进一步表明药

物被成功包载。如图 2-5C所示，BSA、BSA@TCP、CAP、CAP/BSA@TCP-ZIF-8

的 Zeta 电位分别是-6.9mV、-17.6mV、+11.3mV 和-6.8mV。电位的变化证明了

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的成功合成。通过查找相关文献发现 TCP[79]和

ZIF-8[90]纳米颗粒在酸性条件下可以解离，于是研究了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳

米颗粒的 pH响应解离是否会引起钙离子和 CAP的 pH依赖性释放，并进行了药

物释放实验。

图 2-5.（A）TCP，BSA，BSA@TCP，CAP，ZIF-8 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的傅里叶红外

光谱图（B）TCP，BSA，BSA@TCP，CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的紫外可见光谱图（C）

BSA，BSA@TCP，CAP 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 的 Zeta 电位图

Figure 2-5. (A) FTIR spectra of TCP, BSA, BSA@TCP, CAP, ZIF-8 and CAP/BSA@TCP-ZIF-8

(B) UV-vis spectra of TCP, BSA, BSA@TCP, CAP, ZIF-8 and CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (C) Zeta
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potentials of BSA, BSA@TCP, CAP and CAP/BSA@TCP-ZIF-8

2.3.2 体外材料活性实验

（1）CAP/BSA@TCP-ZIF-8中 CAP的载药率和释放效率

如图 2-6所示，将 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒加入不同 pH值的缓冲溶

液中，观察辣椒素的释放情况。将融入不同 pH缓冲液的纳米颗粒装入透析袋中，

通过紫外-可见光谱测定不同时间点上透析液中CAP的含量，得到不同pH下CAP

随时间的释放曲线。曲线显示，在 pH为 7.4时，CAP在透析液的含量几乎为零，

而在 pH为 6.5和 5.5时，根据紫外-可见光谱测的吸光度值进行浓度换算可知，

pH值越低，透析液中 CAP的含量越高。由此可知，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米

颗粒在 pH为 7.4时保持稳定，在 pH为 6.5和 5.5时发生分解，且随着 pH的降

低，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒的解离率越高。

图 2-6. CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒在不同 pH下辣椒素随时间的释放曲线

Figure 2-6. Capsaicin release curve with time of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles at different

pH

同时如图 2-7所示，配置 20µg/mL、40µg/mL、60µg/mL、80µg/mL、100µg/mL

和 120µg/mL浓度的 CAP乙醇溶液，测得的紫外可见光谱图如图 2-7A所示。通

过线性拟合不同 CAP 浓度与 280nm 处吸收强度的函数关系，得到 CAP

的标准曲线如图 2-7B，得到 CAP 浓度公式为 :

� = 0.0105� − 0.0097

其中 y 为 CAP 在 280nm 吸收峰的 OD 值，x 为 CAP 的浓度。
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用 pH 为 5 的 PBS 缓冲液将 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 稀释为四种不同浓

度的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 溶液，使 CAP 能够充分释放到溶液中。通过紫外

光谱仪测得 CAP 在 280nm 处吸收峰的 OD 值，插入标准曲线并计算出最终

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒中 CAP的载药效率（DLE）为 9.79±1.87%。

图 2-7.（A）20µg/mL，40µg/mL，60µg/mL，80µg/mL，100µg/mL和 120µg/mL

的 CAP溶液的紫外光谱图（B）CAP 在 280nm 处吸收峰的标准曲线（C）不

同浓度的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8溶液的紫外光谱图

Figure 2-7. (A) UV-vis spectra of CAP solutions at 20µg/mL, 40µg/mL, 60µg/mL,

80µg/mL, 100µg/mL, and 120µg/mL (B) Standard curve of CAP absorption peak at

280nm (C) UV-vis spectra of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 solutions at different

concentrations

（2）CAP/BSA@TCP-ZIF-8中 Ca2+的释放效率

采用钙浓度试剂盒测定不同 pH的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8透析液中的 Ca2+，

当 pH为 7.4时，随着时间的增加透析液中的 Ca2+含量保持稳定，而在 pH为 6.5

和 5.5 时，随着时间的增加透析液中的 Ca2+浓度显著增加，相比较于 pH 为 6.5

当 pH为 5.5时，透析液中 Ca2+的浓度显著增加。结果表明 CAP/BSA@TCP-ZIF-8

纳米颗粒对 pH响应性解离，同时在弱酸环境下能够有效释放 Ca2+。
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图 2-8. CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒在不同 pH下钙离子随时间的释放曲线

Figure 2-8. Release curves of calcium ions of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanoparticles at different

pH values over time

（3）体外细胞毒性分析

根据文献报道，HepG2细胞膜中含有 TRPV1通道，它是参与钙离子内流的

通道之一[40]。利用 HepG2细胞建立实验模型，研究 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米

颗粒的细胞毒性。采用 CCK-8法体外评价 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒的细

胞毒性，将 HepG2 细胞与不同材料共孵育 24小时后检测细胞毒性。如图 2-9A

所示，随着 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒浓度的增加，HepG2 细胞的细胞活

性逐渐降低。当 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒浓度增加到 160µg/mL时，可致

80%的细胞死亡。相反当加入瞬时受体电位香草素 1型（TRPV1）的竞争拮抗剂

Capsazepine（CPZ）时，HepG2 细胞的细胞活性随 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米

颗粒浓度的增加而降低的趋势变小，总体保持在 70%以上。不同纳米颗粒处理的

正常细胞实验如图 2-9B所示，将MEF细胞与不同纳米颗粒共孵育 24小时后观

察到MEF细胞的细胞活性不随 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒浓度的增加而显

著降低，总体活性保持 70%以上。这些结果证明了相比较与正常细胞MEF癌细

胞 HepG2 具有 TRPV1 通道，辣椒素的存在会导致癌细胞死亡。同时检测

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒处理的HepG2在不同 pH下的细胞活力（图 2-9C）。

实验结果显示，相比较于 pH 为 7.4 的环境，在 pH 为 6.5 的环境下

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒对 HepG2 细胞活力的抑制能力更强，这可能与
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CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒的酸反应降解能力有关。在酸性肿瘤微环境下，

CAP/BSA@TCP-ZIF-8降解释放 CAP和钙离子。CAP激活 TRPV1通道有效破坏

钙稳态，促进钙内流，而释放的钙离子进一步破坏钙稳态造成胞内 Ca2+超载，协

同触发 Ca2+超载介导的细胞凋亡。细胞毒性实验也证明了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8

对 HepG2的抑制能力。

图 2-9.（A）CCK-8法检测不同浓度 CAP，TCP，BSA@TCP，CAP/BSA@TCP-ZIF-8+CPZ

和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理 HepG2细胞后的细胞活力（B）CCK-8 法检测不同浓度 TCP，

BSA@TCP，CAP/BSA@TCP-ZIF-8 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8+CPZ处理MEF 细胞后的细胞

活力（C）CCK-8 法检测相同浓度 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 在不同 pH下处理 HepG2细胞后的

细胞活力

Figure 2-9. (A) Cell viability of HepG2 cells treated with different concentrations of CAP, TCP,

BSA@TCP, CAP/BSA@TCP-ZIF-8+CPZ and CAP/BSA@TCP-ZIF-8 as detected by CCK-8

assays (B) Cell viability of MEF cells treated with different concentrations of TCP, BSA@TCP,

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 and CAP/BSA@TCP-ZIF-8+CPZ as detected by CCK-8 assays (C) The

cell viability of HepG2 cells treated with the same concentration of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 at

different pH was determined by CCK-8 assays

（4）细胞活死染色分析

如图 2-10所示，经过不同材料处理的 HepG2 细胞用 Calcein-AM/PI荧光标

记 后 通 过 倒 置 荧 光 显 微 镜 观 察 ， 发 现 与 单 独 的 CAP 组 相 比 ，

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒处理的 HepG2 细胞显示更多的红色荧光信号，

表明大部分细胞细胞死亡。而其他组细胞仍保持良好的细胞形态，呈现均匀分布

的绿色荧光，表明细胞存活良好。以上实验结果可以证明，与单纯的 CAP相比，

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒能够识别弱酸性的肿瘤微环境然后发生降解释

放药物，同时其装载的钙离子能够放大 CAP造成的 Ca2+超载促进肿瘤细胞凋亡。
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图 2-10.对照，TCP，BSA@TCP，CAP 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理 HepG2细胞后，用 PI

和钙黄绿素 AM染色后的荧光图

Figure 2-10. Fluorescence of HepG2 cells treated with PI and calcein AM staining as Blank, TCP,

BSA@TCP, CAP and CAP/BSA@TCP-ZIF-8

（5）细胞内 Ca2+含量分析

将 HepG2细胞接种于六孔板，孵育一定时间后，采用 Fluo-4AM荧光染料

监测不同实验组的 Ca2+内流[91]。倒置荧光显微镜不同材料组处理的 HepG2细胞，

发现只有当 HepG2细胞与 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒孵育时，才能观察到

强烈的绿色荧光信号（图 2-11A）。与 CAP纳米颗粒共孵育的 HepG2细胞也能观

察到明显的绿色荧光，而与其他材料组共孵育的 HepG2细胞在倒置显微镜下均

未观察到明显的绿色荧光。

运用流式细胞术研究了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒与 HepG2细胞共孵

育不同时间后细胞内的 Ca2+浓度的变化。得到了不同实验组的细胞内 Ca2+含量。

如图 2-11B所示，随着 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒与 HepG2细胞共孵育时

间越久，HepG2 细胞内 Ca2+浓度越高。用钙离子含量试剂盒测定不同材料组与

HepG2 细胞共孵育后胞内的 Ca2+浓度如图 2-11C 所示，CAP/BSA@TCP-ZIF-8

纳米颗粒与 HepG2细胞共孵育后，HepG2细胞的 Ca2+摄取明显高于其他组，几

乎是对照组的 6倍，这有效证实了设计的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒可以特

异性激活 TRPV1通道，增强 HepG2细胞对 Ca2+的摄取，提高胞内 Ca2+浓度。
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图 2-11.（A）不同材料孵育的 HepG2细胞经 Fluo-4处理后的荧光图像，刻度：100μm（B）

流式细胞术分析 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理 HepG2细胞在不同时间点的 Ca2+摄取情况（C）

不同处理组处理 HepG2细胞后的胞内钙含量定量分析图

Figure 2-11. (A) Fluorescence images of HepG2 cells treated with Fluo-4 incubated with different

materials, Scale bar: 100 μm (B) Ca2+ uptake in HepG2 cells treated with CAP/BSA@TCP-ZIF-8

at different time points was analyzed by flow cytometry (C) Intracellular calcium content of

HepG2 treated by different groups

（6）体外细胞内线粒体膜电位检测

Ca2+对细胞的生理活动是必需的，但 Ca2+的过量流入也会破坏细胞内的平衡，

造成线粒体膜去极化使线粒体损伤，最后导致细胞凋亡。在上述实验中，我们已

经证明了我们设计的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒可以特异性激活 TRPV1通

道，促进胞外钙离子的过量流入，提高细胞内 Ca2+含量。随后我们通过线粒体膜

电位检测试剂盒，以 JC-1染料为探针，检测不同处理下细胞的线粒体损伤情况

如图 2-12A 所示。 JC-1 染色结果清楚的显示，相比较于其他实验组，经
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CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒处理的细胞线粒体呈现明显的绿色荧光信号。而

其他组多以橙色和红色为主，JC-1有单体和多聚体两种存在状态，在损伤线粒

体中以单体形式存在发出绿色荧光，在正常线粒体中以多聚体形式存在发出红色

荧光。通过 ImageJ对荧光进行定量，结果如图 2-12C和 2-12B所示，这一结果

有效证实了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒处理的细胞发生严重的线粒体损伤。

图 2-12. Ⅰ：Control；Ⅱ：TCP；Ⅲ：BSA@TCP；Ⅳ：CAP；Ⅴ：CAP/BSA@TCP-ZIF-8；Ⅵ：

CCCP（A）不同组处理 HepG2细胞后的 JC-1染色图，刻度：200μm（B）通过 ImageJ进行

红色荧光定量（C）通过 ImageJ进行绿色荧光定量

Figure 2-12. Ⅰ: Control; Ⅱ: TCP; Ⅲ: BSA@TCP; Ⅳ: CAP; Ⅴ: CAP/BSA@TCP-ZIF-8; Ⅵ: CCCP

(A) JC-1 staining of HepG2 cells in different groups, Scale: 200 μm (B) Red fluorescence

quantification was performed by ImageJ (C) Green fluorescence quantification was performed by

ImageJ
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2.3.3 体内抗肿瘤活性实验

（1）体内肿瘤靶向分析

检测 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒在肿瘤体内聚集的可行性。将 cy 5荧

光探针标记的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 通过尾静脉分别注射于荷瘤裸鼠和空白裸

鼠体内，并在指定时间点通过 IVIS捕获荧光图像[92]。如图 2-13A、2-13B所示，

注射前，小鼠体内几乎没有检测到荧光信号，注射一段时间后，肝脏、脾脏和肿

瘤区均可见明显的荧光信号，说明 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒已经成功通过

血液循环进入各个组织器官中。相比较于空白组，肿瘤组的肿瘤区域荧光信号强

度随着时间延长而明显增强，而其他其他正常器官区域的荧光信号强度随着时间

延长而不断减弱。这证明了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒经尾静脉注射入小鼠

体内后通过 EPR效应能够很好的靶向到肿瘤区域而减少在其他正常组织中的聚

集。

注射 48h后处死小鼠，采集心、肝、脾、肺、肾和肿瘤等主要脏器进行荧光

成像，观察到 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒的在各个器官中的生物分布如图

2-13C所示。相比较于其他脏器，肿瘤表现出强烈的荧光信号，其强度远远高于

肾脏，表明了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒具有良好的肿瘤靶向能力。通过对

各个器官进行荧光强度定量分析，结果如图 2-13D所示与预期相符。

图 2-13. (A)注射CAP/BSA@TCP-ZIF-8(160µg/mL)后不同时间点荷瘤小鼠的体内荧光图
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像(B)小鼠体内荧光定量分析图(C) CAP/BSA@TCP-ZIF-8 注射后 48 h后主要器官的荧光图

像(D)小鼠主要器官荧光定量分析图

Figure 2-13. (A) Fluorescent images of tumor-bearing mice injected with

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (160 µg/mL) at different time points (B) Fluorescence quantification in

mice (C) Fluorescence images of major organs 48 h after CAP/BSA@TCP-ZIF-8 injection (D)

Quantitative fluorescence analysis of major organs in mice

（2）体内抗肿瘤效果

为了进一步证实 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒在体内抗肿瘤能力，对它进

行了抗肿瘤的研究。以 HepG2荷瘤裸鼠为为动物模型， 将小鼠随机分为 4组 ，

每两天给小鼠注射 PBS缓冲液、TCP、游离 CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8。每

天记录小鼠肿瘤的长度（L）、宽度（W）和体重并拍照。图 2-14A、2-14B为小

鼠治疗两周后不同实验组肿瘤的前后体积变化图。在治疗开始前，各组小鼠的平

均肿瘤体积和形貌相似，但随着喂养时间的延长，PBS 缓冲液组、TCP组和游

离 CAP 组 的 肿 瘤 的 体 积 仍 然 快 速 增 长 ， 与 之 形 成 鲜 明 对 比 的 是

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 治疗的小鼠的肿瘤体积明显减小，实验结果证明

CAP/BSA@TCP-ZIF-8能够显著抑制肿瘤生长。记录小鼠在治疗期间的体重（图

2-14C）。正如预期的那样，各个实验组的体重都无明显波动，表明不同材料对小

鼠体内的副作用很小。



安徽工程大学硕士学位论文

32

图 2-14.（A）用 PBS缓冲液、TCP、游离 CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理 14天后小鼠

的肿瘤变化（B）在 14天的治疗期间，小鼠肿瘤体积的变化（C）小鼠在治疗期间的体重变

化

Figure 2-14. (A) Tumor changes in mice after 14 days of treatment with PBS buffer, TCP, free

CAP, and CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (B) During 14 days of treatment, the tumor volume of the mice

changed (C) Weight changes in mice during treatment

（3）体内肿瘤内 Ca2+含量分析

图 2-15 A、2-15 B为治疗两周后不同实验组肿瘤质量比较，结果与肿瘤体积

变化图一致，CAP/BSA@TCP-ZIF-8治疗的小鼠的肿瘤质量明显下降，平均肿瘤

质量仅为 0.15 g左右，进一步证明我们合成的纳米材料具有良好的抗肿瘤能力。

为了进一步研究我们合成的纳米材料 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 在体内是否造

成钙离子内流使癌细胞内的钙浓度增加。如图 2-15 C所示，取相等质量的肿瘤

组织碾磨后加入裂解液充分通过定量分析可以清楚的显示不同组间 Ca2+浓度的

差异。与对照组相比，CAP/BSA@TCP-ZIF-8组的钙离子浓度大约提高了 20倍，

明显高于 TCP组和 CAP组，表明 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒处理小鼠肿瘤

能够明显提高胞内钙离子浓度造成细胞凋亡。

图 2-15.（A）Control，TCP，CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 治疗 14天后的肿瘤照片（B）

Control，TCP，CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 治疗 14天后的肿瘤质量（C）Control，TCP，

CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 治疗 14天后的肿瘤内钙含量

Figure 2-15. (A) tumor photos after 14 days of Control, TCP, CAP and CAP/BSA@TCP-ZIF-8

treatment (B) tumor quality after 14 days of Control, TCP, CAP and CAP/BSA@TCP-ZIF-8

treatment (C) the content of calcium in tumor after Control, TCP, CAP and

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 treatment for 14 days

为了进一步研究 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒在体内对肿瘤的效果，对
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PBS 缓冲液、TCP、游离 CAP 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理的裸鼠肿瘤进行

TUNEL分析。如图 2-16 A所示，与 PBS缓冲液和 TCP处理的小鼠肿瘤相比，

用游离 CAP和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8处理的小鼠肿瘤中凋亡细胞（红色荧光）

明显增多，其中 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 组的肿瘤细胞凋亡率最高。通过 ImageJ

分析获得活细胞和死细胞的个数如图 2-16 B和 2-16 C所示，这些实验结果证明

了 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米粒子具有很强的抗肿瘤作用，并且这种治疗作用比

单独的 CAP治疗更强。

图 2-16. Ⅰ：Control；Ⅱ：TCP；Ⅲ：CAP；Ⅳ：CAP/BSA@TCP-ZIF-8（A）不同处理条件下

小鼠肿瘤组织的 TUNEL染色，标尺为 100 μm（B）用 ImageJ测量的活细胞数目(C)用 ImageJ

测量的死细胞数目

Figure 2-16. Ⅰ: Control; Ⅱ: TCP; Ⅲ: CAP; Ⅳ:CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (A) TUNEL staining of

mouse tumor tissue under different treatments, The scale bar was 100 μm (B) The number of

living cells measured by ImageJ (C) The number of dead cells measured by ImageJ
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（4）体内生物安全性评价

为了检测给药过程中潜在的生物毒性，通过溶血实验结果如图 2-17所示，

当CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米材料在血液中的浓度小于300 µg/mL时不会发生溶

血现象。这种结果表明，当 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米材料用于体内治疗时应将

浓度控制在 300 µg/mL以内。

图 2-17.不同浓度的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料与血细胞孵育后的溶血率

Figure 2-17. Hemolysis rate of different concentrations of CAP/BSA@TCP-ZIF-8 nanomaterials

incubated with blood cells

对不同组的血液样本进行了生化指标检测。如图 2-18 A-D 所示，对各组的

血液样本的分析显示，与 PBS 对照组相比，CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料处

理的小鼠相关功能指标没有出现较大的波动。测定的谷丙转氨酸（ALT）、谷草

转氨酸（AST）、尿素氮（BUN）、肌酐（CREA）等指标均在正常范围内，说明

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米材料在治疗过程中未对小鼠的其他正常器官造成较

大的损伤。
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图 2-17. Ⅰ：Control；Ⅱ：TCP；Ⅲ：CAP；Ⅳ：CAP/BSA@TCP-ZIF-8(A)~(D)测定不同实验

组治疗后血清中 ALT、AST、CREA、UREA的含量

Figure 2-17. Ⅰ: Control; Ⅱ: TCP; Ⅲ: CAP; Ⅳ: CAP/BSA@TCP-ZIF-8 (A) ~ (D) Measurement of

ALT, AST, CREA, and UREA levels in the blood samples from different groups

同时对各组小鼠治疗 14 后的主要器官和肿瘤切片进行 H&E 染色分析。如

同 2-18 所示，经 CAP 和 CAP/BSA@TCP-ZIF-8 处理的小鼠肿瘤细胞与 PBS 对

照组和 TCP组相比，肿瘤细胞大量死亡，而其他主要器官未受到明显损伤。这

些体内治疗性结果表明，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米材料将是有效抗癌的良好候

选者，而且潜在的生物学副作用很小。

图 2-18. H&E分析各治疗组裸鼠的主要器官和肿瘤组织

Figure 2-18.H&E analysis of the main organs and tumor tissues of nude mice in each treatment

group

2.4 本章小结

综上所述，本研究受 CAP激活钙离子通道诱导 Ca2+超载凋亡启发，设计并

合成了具有更小毒副作用的新型 CAP负载磷酸钙纳米颗粒，用于肿瘤微环境响

应性药物释放和 TRPV1激活的肿瘤特异性治疗。通过仿生矿化法将辣椒素、磷

酸钙和牛血清蛋白结合形成稳定的纳米颗粒，最外层用 ZIF-8包裹。由于肿瘤微
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酸性环境的特点，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒在到达肿瘤部位后，会有效响

应肿瘤微环境，快速降解并释放钙离子和 CAP。CAP 激活 HepG2 细胞膜上的

TRPV1通道引起大量钙离子内流，造成胞内 Ca2+超载。释放的钙离子进一步放

大 Ca2+超载，导致线粒体严重损伤，最终达到杀伤肿瘤的效果。

体外细胞实验表明，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒能有效在肿瘤微环境下

释放释辣椒素激活细胞的 TRPV1，造成胞内 Ca2+超载从而杀死肿瘤。荧光成像

显示，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒能够快速造成细胞内的钙离子浓度升高，

导致线粒体严重损伤，最终达到杀死肿瘤的效果。体内研究表明，

CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒可以被动积累到肿瘤区域，同时并不影响其他正

常细胞的代谢。CAP/BSA@TCP-ZIF-8 介导的 Ca2+超载治疗对 HepG2 肿瘤具有

较高的肿瘤抑制率（71.65%）。通过仿生矿化法合成的 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳

米颗粒相比较于单独的 CAP更具有良好的生物安全性。本文提出的治疗策略不

需要外界刺激来触发，纳米材料具有良好的生物相容性，对正常细胞的代谢无明

显影响。通过放大 Ca2+超载导致线粒体损伤从而杀死肿瘤细胞，在癌症治疗中具

有很大的潜力。
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第 3章ZIF-8负载CAP/NAADP的体系的制备及其抗肿瘤研究

3.1 引言

Ca2+是一种普遍存在的第二信使，参与许多不同的细胞内信号传导过程。控

制着细胞运动、膜融合、离子通道功能、酶活性和基因表达等多种细胞机制[93]。

细胞质游离钙水平由泵、交换器和包括细胞器储存在内的缓冲机制严格控制。当

这些缓冲机制被外来刺激激活时，则会造成细胞内钙稳态的紊乱，从而导致细胞

死亡[94]。许多细胞表面受体与信号通路相连，这些信号通路通过激活特定的钙释

放通道从细胞内储存细胞器中动员 Ca2+。

NAADP是于 1987年发现的，存在于无脊柱动物海胆卵和哺乳动物的肌肉、

神经、腺体等组织细胞中[95]。NAADP介导钙信号传导的途径有两种:通过预先自

激活 NAADP受体或 NAADP受体药物阻滞剂来抑制激动剂引起的钙信号。目前

研究发现 NAADP通过 1型兰尼碱受体(RyR1)激活启动钙释放[96]。NAADP还调

节肌质网（sarcoplasmic reticulum，SR），内质网（endoplasmic reticulum, ER）和

溶酶体等不同细胞器内储存的钙释放，造成胞内 Ca2+含量升高。而 CAP能够特

异性激活胞外 TRPV1通道，从而使 Ca2+流入细胞，造成胞内钙含量增高。然而

如何使两种药物结合从而更好的放大钙超载，考虑选用酸敏特性的 ZIF-8作为药

物载体。ZIF-8的酸敏特性可以很好的靶向到肿瘤微环境从而将药物释放到肿瘤

区域。FA是是机体中参与一碳单位转移的重要辅助因子，也是基因复制的必需

物质。叶酸受体（folate receptor，FAR）是细胞有效摄入 FA而特异性表达受体，

对 FA具有高亲和力[97]。当 FA与靶细胞上 FAR特异性结合时，能通过受体介导

的内吞作用被内化进入细胞，研究发现在一些肿瘤细胞表面会高表达 FAR摄取

更多的 FA[98]，这提示 FAR可以作为潜在的靶点用于肿瘤靶向治疗。

基 于 此 ， 本 章 构 建 了 一 种 靶 向 肿 瘤 的 钙 超 载 治 疗 纳 米 材 料

CAP/NAADP@ZIF-8-FA。通过 CAP打开钙通道促进钙离子内流与 NAADP调节
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细胞内部的钙库释放 Ca2+，进一步放大肿瘤内部 Ca2+含量造成钙超载从而杀死细

胞。

3.2 实验材料与方法

3.2.1 实验材料

（1）实验试剂

表 3-1 实验试剂

Table 3-1 Experimental reagent

实验试剂 生产厂家

辣椒素(CAP, ≥95%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

2-甲基咪唑(2-methylimidazole，99%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

六水硝酸锌(Zn(NO3)2•6H2O，98%) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

叶酸（FA，≥97%） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸钠盐

（NAADP,≥92.5%）

上海麦克林生化科技股份有限公司

DMEM培养基 武汉塞维尔生物科技股份有限公司

CCK-8 试剂盒 江苏凯基生物技术股份有限公司

细胞活死检测试剂盒 江苏凯基生物技术股份有限公司

线粒体膜电位测定试剂盒 上海泰坦科技股份有限公司

钙含量测定试剂盒 上海碧云天生物科技股份有限公司

Fluo-4 AM（钙离子荧光探针，2mM） 上海碧云天生物技术股份有限公司

（2）实验仪器
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表 3-2实验仪器

Table 3-2 Experimental equipment

实验仪器 型号 生产厂家

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司

紫外可见分光光度计 UV-3600 日本岛津公司

傅里叶红外光谱仪 IRPrestige-21 日本岛津公司

Zeta电位粒度仪 Nano Brook 90 PlusPALS 美国 Brook haven公司

全波长酶标仪 INFINITE 200 PRO 美国 TECAN公司

高速冷冻离心机 Z326k 德国赫姆勒公司

荧光显微镜 DM2500 LED 德国莱卡公司

流式细胞仪 CytoFLEX 贝克曼有限公司

CO2培养箱 4111 赛默飞世尔科技公司

生物安全柜 1384 赛默飞世尔科技公司

倒置荧光显微镜 IX73-DP80 日本奥林巴斯公司

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州净化设备有限公司

（3）细胞来源

人肝癌细胞（HepG2）和小鼠成纤维细胞（L929）从中国科学基础研究所购

买。

3.2.2 试验方法

3.2.2.1 材料合成及表征方法

（1）CAP/NAADP@ZIF-8的合成

称取 2 mg CAP和 0.1 mL 的 NAADP 溶液（0.5 µg/mL）放入烧杯中，再称

取 0.1 g Zn(NO3)2•6H2O 加入烧杯中。加入 20 mL 超纯水混合，在 4℃，避光下

搅拌 2 h，随后加入 1 g 2-甲基咪唑，接着将溶液用封口膜封口避光搅拌 24 h。反

应结束后收集溶液，12000 rpm下离心 15 min。离心完成后收集沉底，用超纯水

洗涤三遍后得到 CAP/NAADP@ZIF-8，最后将其保存在-20℃下备用。

（2）CAP/NAADP@ZIF-8-FA的合成

将事先准备好的 1 g CAP/NAADP@ZIF-8放入烧杯中，称取 10 mg FA加入，

倒入 20 mL超纯水混合。避光搅拌 12 h后收集溶液，12000 rpm下离心 20 min。

离心完成后收集沉淀，超纯水洗涤三遍后分散到超纯水中。将溶液冷冻干燥后得
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到 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒。

（3）SEM表征

将合成的 CAP/NAADP@ZIF-8-FA 纳米颗粒用超纯水稀释一定倍数直至溶

液澄清。用胶头滴管取部分溶液滴至事先准备的干净硅片上，随后将硅片避光后

自然阴干。待硅片上的液滴完全干燥后用导电胶固定在样平台上，通过扫描电子

显微镜观察纳米材料的形貌并拍照记录。

（4）粒径表征

首先，用超纯水制备一定浓度的 CAP/NAADP@ZIF-8-FA溶液，然后放到超

破碎仪中超声 10 min。然后,从溶液中取出 2 mL液体并放入样品槽中。最后，用

DLS粒度仪对每个样品进行 3次检测，每次检测进行 12个循环。

（5）Zeta电位表征

分 别 取 一 定 量 的 CAP 、 NAADP 、 CAP/NAADP@ZIF-8 、 FA 和

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒溶于超纯水中，然后放到超破碎仪中超声 10

min后直到材料完全溶解后取出。随后取2 mL不同溶液分别放入样品槽中用DLS

粒度仪对每个样品进行 3次检测，每次检测进行 12个循环。

（6）FT-IR表征

分别称取一定量的 CAP、NAADP、FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA放入研钵

中加入适量的溴化钾，用研杵研磨直至样品成细腻粉末。压片机压片后置于傅里

叶红外光谱仪中，在 400-4000 cm-1处测定其红外光谱。

（7） UV-VIS表征

称取一定量的 CAP、NAADP、FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA用超纯水配置

成溶液。经超声破碎仪超声 10 min后取 3 mL左右放入比色皿，用紫外可见光分

光光度计测定在 190-600 nm范围内的紫外光谱。

3.2.2.2 体外材料活性实验

（1）CAP/NAADP@ZIF-8-FA中 NAADP的负载率

取一定量的 NAADP用超纯水配置成 1 µg/mL、2 µg/mL、3 µg/mL、4 µg/mL

和 5 µg/mL 的溶液。用紫外可见光分光光度计分别测得不同浓度的溶液在

200-600 nm范围内的吸收值，并作出折线图。以超纯水为空白对照，在 260 nm

处记录吸光度值，绘制以吸光度为 Y轴，浓度为 X轴的标准曲线，得到回归方

程。随后将 CAP/NAADP@ZIF-8-FA用 pH 为 5.5的磷酸缓冲液配置成三个浓度
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并使其充分裂解。在紫外可见光分光光度计下测得样品在 260 nm处的吸光度值，

通过插入标准曲线计算出 NAADP的载药率。

（2）CAP/NAADP@ZIF-8-FA中 NAADP的释放速率

将 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒分别用 pH为 5.5、6.5和 7.4的磷酸缓

冲液配置成相同浓度的溶液。将分子量为 2000的透析袋提前用沸水蒸煮 5分钟，

然后将配好的溶液装进透析袋中，透析袋两端用封口夹夹住防止溶液流出，随后

放入烧杯中并加入适量的 PBS缓冲液没过透析袋。将烧杯固定在摇床上进行匀

速摇晃。在不同的时间点取1 mL上清液用紫外可见光分光光度计测得样品在 260

nm处的吸光度值，并参考标准曲线计算出 NAADP的释放曲线。

（3）细胞毒性检测

人肝癌（HepG2）细胞培养于含 10 % FBS 和 1 %青霉素/链霉素的 DMEM

中，小鼠成纤维（L929）细胞培养于含 10 % FBS和 1 %青霉素/链霉素的 DMEM

中。所有细胞均在 37℃、5 % CO2条件下培养。

为了考察 CAP/NAADP@ZIF-8-FA 纳米颗粒在体外正常细胞中的生物安全

性，将对数生长期的 L929细胞经胰酶消化后接种于 96孔板（100 µL/孔）中，

在 37℃ 、 5 % CO2 条 件 下 孵 育 24 h 。 设 置 FA 、 ZIF-8 、 NAADP 和

CAP/NAADP@ZIF-8-FA实验组，浓度依次为 5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、

40 µg/mL、80 µg/mL、160 µg/mL和 320 µg/mL，DMEM培养基作为空白对照，

每组 10 个平行。将材料与细胞共孵育 24 h 后，用移液枪去除培养基并用 PBS

缓冲液洗涤三次将杂质洗去，然后每孔加入 10 µL CCK-8溶液在 37℃、5 % CO2

条件下继续孵育约 2 h。随后取出立即用酶标仪记录 450 nm处的吸光度，计算出

细胞活力，实验重复三次。

采用CCK-8法检测CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒对癌细胞活力的影响。

将对数生长期的 HepG2 细胞经胰酶消化后接种于 96孔板（100 µL/孔）中，在

37℃、 5 % CO2 条件下孵育 24 h。设置 FA、 ZIF-8、NAADP、 CAP 和

CAP/NAADP@ZIF-8-FA实验组，浓度依次为 5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、

40 µg/mL、80 µg/mL、160 µg/mL和 320 µg/mL，DMEM培养基作为空白对照，

每组 10 个平行。将材料与细胞共孵育 24 h 后，用移液枪去除培养基并用 PBS

缓冲液洗涤三次将杂质洗去，然后每孔加入 10 µL CCK-8溶液在 37℃、5 % CO2

条件下继续孵育约 2 h。随后取出立即用酶标仪记录 450 nm处的吸光度，计算出
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细胞活力，实验重复三次。

（4）细胞内钙含量检测

采用 Fluo-4，AM钙离子荧光探针检测细胞内的钙含量，首先将对数生长期

的 HepG2细胞经胰酶消化后接种于 6孔板（2 mL/孔）中，在 37℃、5 % CO2条

件下孵育 24 h。设置 FA、ZIF-8、NAADP、CAP和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA实

验组，与细胞共孵育 24 h。配置 Fluo-4，AM工作液，使用 PBS缓冲液将 Fluo-4，

AM储液稀释到 2 µM的终浓度。对于待检测的培养细胞，用移液枪吸去培养基，

用 PBS缓冲液洗涤三次。将 Fluo-4，AM工作液加入六孔板中，加入量以覆盖细

胞为准。在 37℃培养 1 h，然后去除 Fluo-4，AM工作液并用 PBS缓冲液洗涤三

次，充分去除残留的 Fluo-4，AM工作液。然后加入 1mL的 PBS缓冲液至六孔

板中，在 37℃、5 % CO2培养箱孵育约 30 min，以确保 AM 基团在细胞内的完

全去酯化作用。随后用倒置显微镜观察细胞内的钙荧光情况。随后将细胞收集，

加入适量的细胞裂解液，使细胞完全裂解。离心取上清液用钙离子检测试剂盒测

量胞内钙含量。

（5）活死荧光染色实验

将 HepG2细胞接种在六孔板中，在 37℃、5%CO2的培养箱中孵育 24小时。

贴壁后加入含 TCP、CAP、BSA@TCP、CAP/BSA@TCP-ZIF-8有不同的纳米材

料共同孵育 12小时，去掉培养基用 PBS洗涤三遍，然后加入 2 mL钙黄素 AM(终

浓度：2 µM)和 PI(终浓度：8 µM)的混合液。37℃孵育 30分钟后，去除工作液，

用 PBS洗涤三遍，最后用倒置荧光显微镜观察细胞在不同条件下的荧光强度。

3.3 结果与讨论

3.3.1表征

（1）CAP/NAADP@ZIF-8-FA的表征

CAP/NAADP@ZIF-8-FA 是通过多步方法制备的。首先通过静电作用合成

ZIF-8包裹的 CAP和 NAADP的 CAP/NAADP@ZIF-8纳米颗粒，随后进一步在

表面用 FA修饰得到 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米材料，合成示意图如图 3-1所

示。
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图 3-1. CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米材料的合成示意图

Figure 3-1. Synthesis diagram of CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanomaterials

通过扫描电镜表征后得到CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的SEM图像（图

3-2A）。根据 SEM图像显示，CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒形貌均一呈现六

边形，尺寸大约在 280 nm 左右。进一步通过 DLS 粒度分析仪检测

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的粒径为 280 nm（图 3-2B）。DLS粒度分析仪

的检测结果与 SEM图一致，证明了合成的 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒形

貌均一且大小合适，适用于抗肿瘤研究。

图 3-2.（A）CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的 SEM 图（B）CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳

米颗粒的粒径图

Figure 3-2. (A) SEM image of CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles (B) Size map of

CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles

为了进一步验证 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的成功合成，对 CAP、

NAADP、FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒进行 ZETA电位检测如图 3-3

所示。检测结果显示 CAP 和 NAADP 纳米颗粒的 ZETA电位分别是+10.95 mV

和-7.94 mV，被 ZIF-8 包裹后 CAP/NAADP@ZIF-8 的电位是+8.32 mV。电位发
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生变化表明了 CAP和 NAADP成功被 ZIF-8包裹形成 CAP/NAADP@ZIF-8纳米

颗粒。后经过 FA修饰后 CAP/NAADP@ZIF-8-FA的电位上升到+12.6 mV，证明

了 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的成功合成。

图 3-3. CAP、NAADP、FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的 ZETA电位图

Figure 3-3. ZETA potentials of CAP, NAADP, FA and CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles

进一步用紫外分光光度计分析CAP、NAADP、FA和CAP/NAADP@ZIF-8-FA

纳米颗粒如图 3-4A所示。NAADP的紫外可见光谱在 260 nm处有特征吸收峰，

而当 NAADP 被 ZIF-8 包裹后形成的 CAP/NAADP@ZIF-8-FA 紫外可见光谱在

260 nm处的特征吸收峰消失，证明了 NAADP 成功被包载。FA 和 CAP 的紫外

可 见 光 谱 同 时 在 280 nm 处 出 现 特 征 吸 收 峰 ， FA 修 饰 后 的

CAP/NAADP@ZIF-8-FA紫外可见光谱在 280 nm处的吸收峰明显升高，进一步

证明 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的成功合成。通过傅里叶红外光谱仪分析

分 析 整 个 制 备 过 程 中 官 能 团 的 变 化 ， 如 图 3-4B 所 示 。 从 CAP 和

CAP/NAADP@ZIF-8-FA红外光谱中可以看出，相比较于其他物质，只有两者在

2900cm-1处出现了相同的吸收峰，而 2900cm-1处的特征吸收是由 C-H基团的伸

缩振动引起的，证明了 CAP成功被包载在终材料中。从 CAP/NAADP@ZIF-8-FA

的光谱可以看出，在 1400cm-1-1500 cm-1附近出现的峰对应于 CAP和 FA光谱中

芳香环对应的特征峰。在 1590cm-1附近出现的峰对应于 ZIF-8光谱中咪唑上 C=N

基团的伸缩振动，在 3300cm-1附近出现了与 NAADP 光谱相同的特征峰，这些

结果表明了 ZIF-8表面包覆了 FA同时 CAP和NAADP能够很好的嵌入纳米颗粒

内部。
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图 3-4.（A）CAP、NAADP、FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的紫外可见光谱（B）

CAP、NAADP、FA、ZIF-8 和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的傅里叶红外光谱

Figure 3-4. (A) UV-VIS spectra of CAP, NAADP, FA and CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles

(B) FTIR spectra of CAP, NAADP, FA, ZIF-8 and CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles

3.3.2体外材料活性分析

（1）CAP/NAADP@ZIF-8-FA中 NAADP的负载率和释放效率

通 过 紫 外 可 见 分 光 光 度 法 计 算 NAADP 的 负 载 率 和 从

CAP/NAADP@ZIF-8-FA中的释放效率。如图 3-5A 所示通过紫外可见分光光度

法计算出 NAADP的标准曲线公式为：

� =− 0.02273 + 0.0691�

其中 y 为分光光度计测得的 OD 值，x为 NAADP 的浓度。如图 3-5B 测得三组

样品在 260 nm 处吸光度，通过插入标准曲线计算出 NAADP 的负载率为 8.0±

0.489%。最后根据 NAADP的载药率和标准曲线测得 NAADP在三种不同 pH下

的释放速率如图 3-5C所示。在 pH为 7.4时，透析液中的 NAADP浓度保持稳定，

而在 pH 为 6.5 和 5.5时，透析液中的 NAADP 浓度随着时间的增加显著增长，

随着 pH的降低NAADP释放的速率明显加快。结果表明 CAP/NAADP@ZIF-8-FA

纳米颗粒对 pH响应性解离同时在弱酸环境下能够有效释放 NAADP。
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图 3-5.（A）NAADP的标准曲线（B）NAADP的载药率（C）NAADP在不同 pH下随时间

变化的释放曲线

Figure 3-5. (A) Standard NAADP curve (B) Drug loading rate of NAADP (C) Release curve of

NAADP with time at different pH

（2）细胞毒性分析

采用 CCK-8 法体外评价 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的细胞毒性，将

L929 细胞与不同材料共孵育 24 小时后检测细胞毒性。如图 3-6A 所示

CAP/NAADP@ZIF-8-FA浓度的升高，L929细胞的细胞活性并没有明显的影响，

总体活性保持 75%以上。如图 3-6B所示，将 HepG2 细胞与不同材料共孵育 24

小时后，随着 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒浓度的增加，HepG2细胞的细胞

活性逐渐降低。当 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒浓度增加到 320µg/mL时，

可 致 89% 的 细 胞 死 亡 。 这 些 结 果 证 明 了 相 比 较 与 L929 正 常 细 胞

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒对 HepG2癌细胞具有更强的毒副作用。

图 3-6.（A）不同浓度的 FA、ZIF-8、NAADP和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒处理 L929

细胞后的细胞活力（B）不同浓度的 FA、ZIF-8、CAP、NAADP和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA
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纳米颗粒处理 HepG2细胞后的细胞活力

Figure 3-6. (A) Cell viability of L929 cells treated with different concentrations of FA, ZIF-8,

NAADP and CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles (B) Cell viability of HepG2 cells treated

with FA, ZIF-8, CAP, NAADP and CAP/NAADP@ZIF-8-FA nanoparticles at different

concentrations

（3）细胞内 Ca2+含量分析

将 HepG2 细胞接种于六孔板，孵育一定时间后，采用 Fluo-4，AM荧光染

料监测不同实验组的胞内 Ca2+含量。如图 3-7A所示，在倒置荧光显微镜观察下

与 FA、ZIF-8 和 NAADP共同孵育的细胞没有明显的绿色荧光信号，而与 CAP

和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA共同孵育的细胞出现了明显的绿色荧光。相比较于单

独的 CAP，CAP/NAADP@ZIF-8-FA组的荧光信号更强烈。将处理后的细胞用钙

离 子 检 查 试 剂 盒 检 查 细 胞 中 的 Ca2+ 含 量 ， 如 图 3-7B 所 示 。

CAP/NAADP@ZIF-8-FA 纳米颗粒处理 HepG2 细胞后胞内的 Ca2+明显高于

NAADP 和 CAP 组，达到了对照组的 6 倍左右。这些实验结果证明了

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒相比较于单独的CAP和NAADP能够明显提高

细胞内的 Ca2+浓度。

图 3-7.（A）对照，ZIF-8，CAP，NAADP，FA和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA与 HepG2细胞

共同孵育后，通过 Fluo-4，AM染色后的荧光图像（B）对照，ZIF-8，CAP，NAADP，FA

和 CAP/NAADP@ZIF-8-FA与 HepG2细胞共同孵育后，胞内 Ca2+含量柱状图

Figure 3-7. (A) Fluorescence images of control, ZIF-8, CAP, NAADP, FA and



安徽工程大学硕士学位论文

48

CAP/NAADP@ZIF-8-FA co-incubated with HepG2 cells and stained by Fluo-4, AM (B) Control,

histogram of intracellular Ca2+ content of ZIF-8, CAP, NAADP, FA and CAP/NAADP@ZIF-8-FA

after co-incubation with HepG2 cells

（4）细胞活死染色实验分析

如图 3-8所示，经过不同材料处理的 HepG2细胞用 Calcein-AM/PI荧光标记

后通过倒置荧光显微镜观察，发现与单独的 CAP组和 NAADP组相比，

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒处理的 HepG2细胞显示更多的红色荧光信号，

表明大部分细胞死亡。而其他组细胞仍保持良好的细胞形态，呈现均匀分布的绿

色荧光，表明细胞存活良好。以上实验结果进一步证明，与单纯的 CAP和 NAADP

相比，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒通过放大癌细胞内部的Ca2+浓度导致Ca2+

超载介导肿瘤细胞凋亡。

图 3-8.不同材料处理 HepG2细胞后的活死荧光染色图

Figure 3-8. Live and dead fluorescence staining of HepG2 cells treated with different materials

3.4 本章小结

本文基于钙超载抗肿瘤原理，采用 NAADP和 CAP结合，用酸敏材料 ZIF-8

包裹并用 FA修饰合成了 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒。NAADP 可以激活

细胞内肌质网和内质网上的 RYR1通道使 Ca2+从内质网中流入胞质，造成胞质中

Ca2+浓度大幅提高。同时 CAP打开胞外的钙离子通道增强细胞对胞外 Ca2+的摄

取，提高胞内 Ca2+含量。ZIF-8的酸敏特性和 FA的靶向性使得 NAADP和 CAP

可以很好的到达肿瘤区域。

通过紫外、红外、粒径和电位证明了 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒的成
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功合成，药物释放实验验证了 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒在弱酸环境下能

有效释放 NAADP。通过细胞摄取证明了 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒能够

靶向到肿瘤细胞表面，细胞毒性、细胞活死以及胞内 Ca2+含量检测实验初步验证

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米颗粒能够提高肿瘤胞内Ca2+含量造成钙超载从而杀

死肿瘤细胞。
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第 4章结论与展望

4.1 结论

本文以钙超载抗肿瘤为基本原理设计并合成了两套纳米治疗平台。第一部分

设计了具有更小毒副作用的新型 CAP负载磷酸钙纳米颗粒，用于肿瘤微环境响

应性药物释放和 TRPV1激活的肿瘤特异性治疗。通过仿生矿化法将辣椒素、磷

酸钙和牛血清蛋白结合形成稳定的纳米颗粒，最外层用 ZIF-8包裹。由于肿瘤微

酸性环境的特点，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒在到达肿瘤部位后，会有效响

应肿瘤微环境，快速降解并释放钙离子和 CAP。CAP 激活 HepG2 细胞膜上的

TRPV1通道引起大量钙离子内流，造成胞内钙超载。释放的钙离子进一步放大

钙超载，导致线粒体严重损伤，最终达到杀伤肿瘤的效果。体外细胞实验证实了

CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒对正常细胞无明显毒性，对 HepG2 细胞的抑制

率达到 71.65%。CAP/BSA@TCP-ZIF-8 纳米颗粒处理的细胞，胞内 Ca2+含量明

显升高。在建立的动物模型实验中，CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒同样显示出

良好的抗肿瘤效果，肿瘤内部 Ca2+含量明显升高达到对照组的 20倍左右。本研

究通过放大肿瘤胞内 Ca2+浓度造成钙超载从而杀死肿瘤，为进一步研究钙超载抗

肿瘤治疗提供了基础。

在研究过程中，发现 CAP/BSA@TCP-ZIF-8纳米颗粒虽然能够很好的放大肿

瘤钙超载从而杀死肿瘤，但是采用磷酸钙提供外源钙，钙的利用率较低还有大量

钙分散在细胞外，对其他正常细胞造成一定的影响。为此在原有的基础上，采用

NAADP替换磷酸钙，它可以激活细胞内肌质网和内质网上的 RYR1通道使 Ca2+

从内质网中流入胞质，造成胞质中 Ca2+浓度大幅提高。它直接从细胞自身的钙库

中释放钙离子，提供内源钙。提高了钙的利用率减少胞外不必要钙离子，提高生

物安全性。同因为原先的材料并无主动靶向的能力，针对这一点选择 FA进行修

饰提高靶向能力，使药物精确到达肿瘤区域。因此第三章设计 了

CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米平台。通过 CAP 打开胞外钙离子通道增强细胞对

胞外 Ca2+的摄取，同时 NAADP 激活细胞内肌质网和内质网上的 RYR1 通道使
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Ca2+从内质网中流入胞质，造成胞内 Ca2+浓度大幅提高从而杀死细胞。通过 SEM、

UV-vis、FTIR 等表征，证明了成功合成 CAP/NAADP@ZIF-8-FA。在体外细胞实

验中，以 HepG2 细胞为研究对象开展了后面的其他实验，证明了该纳米材料能

够更加安全高效的放大钙超载从而杀死肿瘤。本研究对钙超载治疗纳米平台的设

计提供了一定的实验基础。

总之，以上构建的两种以钙超载为基础的酸敏型纳米载药体系均能放大癌细

胞内部的 Ca2+含量达到钙超载从而杀死细胞，具有良好的抗肿瘤效果，对钙超载

药物的设计具有参考价值。

4.2 展望

综上所述，本文基于钙超载治疗方法，以 ZIF-8为药物载体，通过放大胞内

钙含量从而抑制肿瘤生长。但在完成上述的实验过程中发现依然有许多问题亟待

优化和解决：

（1）在构建载药体系时，发现金属有机框架可以使用 Ca2+作为主要元素，

这样不仅可以提高材料在生物体内的相容性外，而且能够提供充足的 Ca2+增强胞

内钙超载。

（2）本论文在 CAP/NAADP@ZIF-8-FA纳米粒子对 HepG2细胞的作用机制

研究停留在表面，具体的深入作用仍需要继续研究。并且验证性实验并未涉及动

物层面，虽然体外细胞实验中，CCK-8 实验和 Ca2+含量实验的结果初步证明该

纳米粒子具有增强钙超载抗肿瘤作用，然而具体应用到小鼠体内仍需深入探究。
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