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pH 响应型载药纳米硒颗粒靶向治疗肝癌的研究 

 

摘 要 

 

肝癌是威胁我国人民生命健康的恶性疾病之一，目前肝癌的治

疗手段主要有手术切除、肝移植、化学治疗等，但是这些治疗手段

均有各自的局限性。化疗是适用范围最广也是最常见的治疗手段，

但是化疗药物治疗相关的不良反应以及肝功能衰竭患者对药物毒性

的低耐受性限制了化疗药物的用药剂量与疗效发挥，如何高效精准

地把化疗药物运送到病灶部位是一个备受关注的焦点。近年来，纳

米载体材料相关研究的火热为肝癌治疗研究带来了新鲜血液。 

硒（Selenium，Se）是维持人体生命活动不可或缺的微量元素，

硒的缺乏可能引发人体 40 余种疾病的发生，缺硒还会导致人体患癌

的概率大幅提高。硒纳米颗粒（Selenium Nanoparticles, SeNPs）具有

良好的抗肿瘤活性和较大的比表面积，是一种优良的抗肿瘤药物载

体，在抗肿瘤药物研发方面具有巨大的应用潜力。但是无定形的红

色单质 SeNPs 十分不稳定，容易聚集形成黑色大颗粒硒晶体而失去

生物活性。采用化学还原法合成纳米硒，加入诸如多糖、蛋白质以

及表面活性剂等具有生物活性的模板可以提高 SeNPs 的稳定性的生
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物活性。因此，本课题利用茶多糖（Tea Polysaccharide，TP）为模

板开发一种稳定的纳米硒颗粒（TP-SeNPs，TPS）用以负载抗肿瘤

药物盐酸多柔比星（Doxorubicin, DOX），与之形成协同作用杀伤肿

瘤细胞，得到了载药颗粒 DOX/TP-SeNPs（DTPS），并通过金属沸

石咪唑骨架（ZIF-8）包裹实现酸敏靶向效果，提高药物的运送效率

和生物安全性。本文研究了纳米药物 DOX/TP-Se@ZIF-8（DTPSZ）

的最佳制备条件、表征及体内外抗肿瘤活性。研究结果如下： 

（1）DTPSZ的合成和表征。通过超声波辅助水提醇沉法从云南

普洱茶中提取 TP，得率为 3.17%，以 TP为模板采用化学还原法合成

了茶多糖纳米硒颗粒 TP-SeNPs（TPS），并优化了 TPS的合成条件。

TPS的最佳合成条件为模板浓度 0.3 mg/mL，亚硒酸钠与 L-抗坏血酸

摩尔量配比为 1:4。合成温度为常温（25℃）。采用一锅法合成的

DTPSZ，其 DOX 载药率约为 1.8%。表征结果表明，DTPSZ 为平均

粒径 166 nm 的不规则颗粒，Zeta 电位为 23 mV；红外光谱、紫外光

谱和 X 射线衍射均证实了 DTPSZ 的成功制备；体外释放实验表明

DTPSZ 在弱酸环境（pH5.5、pH6.5）下具有缓释效果；稳定性研究

发现 DTPSZ 在 4℃水相环境中可稳定存在一周以上。 

（2）体外抗肿瘤实验及体外生物安全性研究。CCK-8 检测和细

胞活死染色实验研究表明，相较于对照组，DTPSZ 具有更明显的抑

制 HepG2 增殖的效果；细胞摄取实验结果证实了 DTPSZ 能够被
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HepG2 摄取进入细胞内；划痕实验结果表明，DTPSZ 能够抑制肿瘤

细胞的迁移；活性氧检测结果表明 DTPSZ能够诱导 HepG2产生活性

氧从而促进细胞凋亡；流式凋亡检测结果表明，相较于对照组，

DTPSZ 能够诱导更多的 HepG2 细胞凋亡；CCK-8 细胞毒性检测结果

表明，DTPSZ对正常细胞 L929没有明显的毒性；同时溶血实验表明，

DTPSZ 在等效 DOX 浓度小于 12 μg/mL 时不会引发溶血，证明

DTPSZ 具有良好的生物安全性。 

（3）体内抗肿瘤实验及体内生物安全性研究。通过荷瘤小鼠模

型对 DTPSZ 的体内抗肿瘤效果、体内靶向性和体内生物安全性进行

研究。IVIS 活体成像结果显示，DTPSZ 具有良好的体内靶向能力。

肿瘤 H&E 染色切片和 TUNEL 染色切片结果表明，DTPSZ 具有良好

的抗肿瘤活性。免疫组化结果显示，DTPSZ能够增加 Caspase-3蛋白

的表达水平的同时降低 Ki67 阳性细胞占比，以此达到抑制肿瘤细胞

增殖并诱导肿瘤细胞凋亡的目的。以上的这些研究结果可以说明，

DTPSZ 是一种具有潜力的优质的肿瘤治疗药物。小鼠主要器官 H&E

切片和血液生化指标检测结果表明，DTPSZ 具有良好的体内生物安

全性。 

综上所述，本研究构建的一种具有靶向效果的纳米抗肝癌药物

（DTPSZ），通过体内外的实验证明了 DTPSZ 的抗肝癌活性以及生

物安全性，有望开发成为一种抗肝癌的新型药物。 
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STUDY ON TARGETED THERAPY OF HEPATOCELLULAR 

CARCINOMA WITH PH-RESPONSIVE DRUG-LOADED 

SELENIUM NANOPARTICLES 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Liver cancer is one of the malignant diseases that threaten the life and 

health of the Chinese people, and the current treatment methods for liver 

cancer mainly include surgical resection, liver transplantation, 

chemotherapy, etc., but these treatment methods have their own limitations. 

Chemotherapy is the most widely applicable and most common treatment, 

but the adverse reactions associated with chemotherapy drugs and the low 

tolerance of drug toxicity in patienTPS with liver failure limit the dosage 

and efficacy of chemotherapy drugs. In recent years, the research on nano-

carrier materials has brought fresh blood to the research on the treatment 

of liver cancer. 

Selenium (Selenium, Se) is an indispensable trace element to maintain 

human life activities, and the deficiency of selenium may cause the 

occurrence of more than 40 kinds of diseases in the human body, and the 



安徽工程大学硕士学位论文 

VI 

 

lack of selenium will also lead to a significant increase in the probability 

of cancer in the human body. Selenium nanoparticles (SeNPs) have good 

antitumor activity and large specific surface area, which are excellent 

carriers of anti-tumor drugs and have great application potential in the 

research and development of anti-tumor drugs. However, the amorphous 

red elemental SeNPs are very unstable and easily aggregate to form large 

black selenium crystals and lose their biological activity. The synthesis of 

selenium nanoparticles by chemical reduction method and the addition of 

biologically active templates such as polysaccharides, proteins and 

surfactants can improve the stability and biological activity of SeNPs. 

Therefore, in this project, a stable selenium nanoparticles (TP-SeNPs, TPS) 

were developed using Tea Polysaccharide (TP) as a template to load the 

antitumor drug Doxorubicin hydrochloride (DOX), and formed a 

synergistic effect with it to kill tumor cells, and obtained drug-loaded 

particles DOX/TP-SeNPs (DTPS), which were wrapped by a metal zeolite 

imidazole backbone (ZIF-8) to achieve acid-sensitive targeting effect. 

Improve the efficiency and biosafety of drug delivery. In this paper, the 

optimal preparation conditions, characterization and anti-tumor activity of 

nanomedicine DOX/TP-Se@ZIF-8 (DTPSZ) in vitro and in vivo were 

studied. The results of the study are as follows: 

（1）Synthesis and characterization of DTPSZ. The yield of TP was 

3.17%, and the tea polysaccharide selenium nanoparticles (TP-SeNPs, TPS) 

were synthesized by chemical reduction using TP as template, and the 

synthesis conditions of TPS were optimized. The optimal synthesis 

conditions for TPS were a template concentration of 0.3 mg/mL with a 1:4 

ratio of sodium selenite to L-ascorbic acid. The synthesis temperature is 

room temperature (25°C). The DOX loading rate of DTPSZ, which was 
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synthesized by the one-pot method, was about 1.8%. The resulTPS showed 

that the DTPSZ was an irregular particle with an average particle size of 

166 nm and a zeta potential of 23 mV. Infrared spectroscopy, ultraviolet 

spectroscopy, and X-ray diffraction all confirmed the successful 

preparation of DTPSZ; In vitro release experimenTPS showed that DTPSZ 

had a sustained release effect in a weak acid environment (pH5.5, pH6.5). 

Stability studies have found that DTPSZ can be stable for more than one 

week in an aqueous environment at 4°C. 

(2) In vitro anti-tumor experimenTPS and in vitro biosafety studies. 

The experimental resulTPS of CCK-8 assay and cell viability staining 

showed that DTPSZ had a more obvious effect on inhibiting the 

proliferation of HepG2 than the control group. The resulTPS of cell uptake 

experimenTPS confirmed that DTPSZ could be taken up by HepG2 cells. 

The resulTPS of scratch assay showed that DTPSZ could inhibit the 

migration of tumor cells. The resulTPS of reactive oxygen species 

detection showed that DTPSZ could induce the production of reactive 

oxygen species from HepG2, thereby promoting apoptosis. The resulTPS 

of apoptosis assay showed that DTPSZ could induce more apoptosis in 

HepG2 cells than in the control group. The resulTPS of CCK-8 cytotoxicity 

showed that DTPSZ had no obvious toxicity to L929. At the same time, 

hemolysis experimenTPS showed that DTPSZ did not induce hemolysis 

when the equivalent DOX concentration was less than 12 μg/mL, 

indicating that DTPSZ had good biosafety. 

(3) In vivo anti-tumor experimenTPS and in vivo biosafety studies. 

The in vivo anti-tumor efficacy, in vivo targeting, and in vivo biosafety of 

DTPSZ were studied by a tumor-bearing mouse model. IVIS in vivo 

imaging resulTPS showed that DTPSZ had good in vivo targeting 
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capabilities. The resulTPS of H&E stained sections and TUNEL stained 

sections showed that DTPSZ had good anti-tumor activity. 

Immunohistochemistry resulTPS showed that DTPSZ could increase the 

expression level of Caspase-3 protein and reduce the proportion of Ki67-

positive cells, thereby inhibiting tumor cell proliferation and inducing 

tumor cell apoptosis. These resulTPS can show that DTPSZ is a potential 

high-quality cancer treatment drug. The resulTPS of H&E sections and 

blood biochemical indexes of major organs of mice showed that DTPSZ 

had good in vivo biological safety. 

In summary, a nano-anti-liver cancer drug (DTPSZ) with targeted 

effect constructed in this study has demonstrated the anti-liver cancer 

activity and biosafety of DTPSZ through in vitro and in vivo 

experimenTPS, and is expected to be developed into a new anti-liver 

cancer drug. 

Yang Zicheng (Biological and Pharmaceutical Engineering) 

Supervised by Qian Senhe 

KEY WORDS: selenium nanoparticles, tea polysaccharides, ZIF-8, 

doxorubicin, liver cancer 
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中英文缩略词对照表 

缩略词 英文全称 中文名称 

HCC Hepatocellular Carcinoma 肝细胞癌 

EPR Enhanced permeability and 

retention effect 

高渗透性和滞留效应 

DLS Dynamic Light Scattering 动态光散射 

XRD X-Ray Diffraction X 射线衍射 

SEM Scanning electron microscope 扫描电子显微镜 

TEM Transmission Electron 

Microscope 

透射电子显微镜 

UV-Vis Ultraviolet-visible 

Spectrophotometer 

紫外-可见分光光度计 

FTIR Fourier transform infrared 

spectrometer 

傅里叶变换红外光谱仪 

L929 NCTC clone 929 小鼠成纤维细胞 

IVIS In Vivo Imaging Systems 体内成像系统 

DMEM Dulbecco's modified eagle 

medium 

杜氏改良 Eagle 培养基 

FBS Fetal Bovine Serum 胎牛血清 

RPMI-1640 Roswell Park Memorial 

Institute 1640 

罗斯维尔公园肿瘤研究所

1640 培养基 

HepG2 Human hepatocellular 

carcinomas 

人肝癌细胞 

H&E Hematoxylin-Eosin staining  苏木精/伊红染色实验 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase-mediated  

dUTP Nick End Labeling  

原位末端转移酶标记技术 

Caspase-3 Cysteinyl aspartate specific 

proteinas-3 

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 

ALT Alanine transaminase 谷丙转氨酶 

AST Aspartate aminotransferase 门冬氨酸氨基转移酶 

CREA Creatinine 肌酐 

BUN blood urea nitrogen 血尿素氮 
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第一章 绪论 

1.1 肝癌的概述 

癌症（Cancer），亦称恶性肿瘤，由细胞恶性增生引发，具侵袭性和转移性。

主要分类包括癌、肉瘤及癌肉瘤三种。癌症的发病原因通常是由于机体受到化

学、物理、病毒等多种因素的长期共同作用，发生基因异常改变，包括原癌基

因激活、抑癌基因失活、多种基因异常的累积等。肝癌（Liver Cancer）即肝脏

恶性肿瘤，可分为原发性和继发性两大类。原发性肝癌主要包括肝细胞癌和肝

内胆管癌，其中肝细胞癌（HCC）是肝癌的主要病理学类型，据统计，肝细胞

癌占原发性肝癌的比例为 75%～85%，由于 HCC 早期患者没有明显症状，通常

发现时就是中晚期，患者的五年生存率仅为 18%，HCC 也是全球癌症死亡的第

三大原因[1]。原发性肝癌的病因及确切作用机制尚不明确，主流观点认为其发

病是多因素、多步骤的复杂过程，受环境和饮食双重因素影响。流行病学及实

验研究资料表明，病毒性肝炎感染、黄曲霉素、酒精、亚硝胺类物质等都是可

能诱发肝癌的因素[2]。继发性肝癌又称转移性肝癌，系指全身多个器官起源的

恶性肿瘤通过血液、淋巴液等途径侵犯至肝脏。 

据世界卫生组织统计，2022年全球约有 866136例肝癌新发病例，约 758725

例死于原发性肝癌[3]。2022 年中国肝癌新发病例数 37 万例，位居第 4 位，肝癌

死亡病例数 32 万例，位居第 2 位[4]。 

目前原发性肝癌的主要治疗手段包括手术切除、肝移植、化学治疗和免疫

治疗等[5-7]。对于早期肝癌患者，手术切除是根治性治疗的首选方法。但手术切

除仅适用于肝功能良好且肿瘤局限的患者，术后复发率较高，且对肝功能有一

定损害。肝移植是最有效的治疗手段，术后五年生存率高，但问题是难以寻找

到合适配体。免疫治疗通过激活免疫系统为肝癌治疗带来突破，但治疗效果与

患者的体质相关，且费用高昂[8]。化疗是较为常见且应用较广的传统癌症治疗

手段，然而，毒副作用大、易产生耐药性、患者依从性差、易复发等缺点[9-12]，
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极大限制了临床应用。因此，开发高效、低毒的新型化疗药物具有非常重要的

意义。 

1.2 化疗药物 

常见化疗药物有很多种，如表柔比星、丝裂霉素、紫杉醇、顺铂和多柔比

星等。多柔比星也称阿霉素（Doxorubicin, DOX），是一种临床上常用的广谱抗

肿瘤抗生素，可抑制 RNA和 DNA的合成，对 RNA的抑制作用最强，抗瘤谱较

广，对多种肿瘤均有作用[9,11,13]，因此在临床治疗中应用广泛，适用于急性白血

病、膀胱癌、甲状腺癌、前列腺癌、头颈部鳞癌、睾丸癌、胃癌和肝癌等[14]。

然而，DOX 具有抑制骨髓造血功能、延缓性心脏毒性、导致脱发等多种毒副作

用[9,11]，除此之外，长时间使用 DOX 进行肿瘤治疗，还会导致肿瘤细胞产生对

DOX 的耐药性。因此，如何在不增加 DOX 用量的同时提高药物的治疗效果是

当前抗肿瘤纳米药物的一个研究方向。目前的主要手段主要为引入其他低毒性

活无毒的抗肿瘤物质与 DOX 形成协同治疗，或是采取靶向递送手段提高肿瘤细

胞对 DOX 的吸收率等。 

1.3 纳米药物 

近年来，在生物与医药领域关于纳米材料的研究十分火热。纳米药物是一

种利用纳米技术将药物分子包裹或吸附于纳米级载体（1-1000 nm）的新型药物

递送系统，其核心优势在于通过物理化学性质优化和生物学功能设计，显著提

升治疗效果并降低副作用。纳米技术在癌症治疗中的应用是近年来医学研究的

热点领域，通过利用纳米材料的独特性质，为癌症的诊断、治疗和预防提供了

新的可能性。 

1.3.1 靶向性与精准治疗 

纳米药物载体可以通过 EPR 效应或是表面修饰实现对肿瘤的精准靶向。肿

瘤组织的“增强渗透和滞留效应”是纳米药物递送和癌症治疗中的一个重要概念。

肿瘤血管内皮细胞间隙较大（通常为 100-2000 nm），且血管壁不完整，使得纳
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米颗粒和大分子药物更容易从血管渗出，同时，肿瘤组织的淋巴系统功能不全，

导致渗出的药物或纳米颗粒无法被有效清除，从而在肿瘤部位滞留[15-17]。除此

之外，还可以通过表面修饰靶向分子（如抗体或配体），使纳米药物可特异性识

别肿瘤组织并靶向递送[18,19]。通过纳米载体的靶向递送，可以有效减少药物在

正常器官内的积累从而减少毒副作用。 

1.3.2 缓释性与长效作用 

纳米载体可控制药物释放速率，延长药物在体内的循环时间，减少给药频

率。通过调节纳米颗粒的尺寸或形态，可精确控制药物释放速率和摄取率[20]。

Ahmed等[21]使用乳酸-羟基乙酸共聚物包裹 5-氟尿嘧啶和槲皮素制备出了对结肠

癌具有靶向缓释作用的纳米粒。部分纳米载体还可通过 pH值、温度或光等外部

刺激触发药物释放，实现精准时空控制。Zheng 等[22]通过一锅法合成了负载

DOX的 DOX@ZIF-8颗粒，并通过透析法测得 DOX@ZIF-8颗粒在 pH 5.0-6.0的

微酸环境下会逐渐释放其中的 DOX。 

1.3.3 改善药物性能 

纳米载体能够有效改善药物的多项性能，包括药物的水溶性和药物的稳定

性等[23,24]。药物的水溶性是影响其吸收、分布和生物利用度的重要因素，提高

药物的水溶性能够有效提高药物的生物利用度。药物进入人体之后必须首先在

体液中溶解，才能通过生物膜进入血液循环，因此，水溶性差的药物会因为难

以溶解，导致吸收不完全或延迟，降低生物利用度。纳米载体通过增加比表面

积或形成水分散体系显著改善溶解性。Zheng 等[25]合成了适配体修饰的介孔二

氧化硅，通过其负载血卟啉和精氨酸用于肺癌的靶向治疗，介孔二氧化硅独特

的介孔结构和良好的生物相容性使其成为靶向药物的优良载体。通过纳米技术

可以将水溶性差的药物包裹或分散，提高其溶解度和生物利用度以改善难溶性

药物的递送效率。田会婷等[26]制备了姜黄素-明胶纳米复合物，改善了姜黄素的

水溶性和稳定性。除此之外，纳米载体包封技术还可保护光敏、热敏或易降解

药物，提升其稳定性（如脂质体包裹核酸）。 
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1.4 硒元素的概述 

硒元素是瑞典化学家贝采里乌斯于 1817 年在铅室法硫酸生产中发现，早期

被视为有毒元素。直至 1951 年，德国科学家施瓦茨通过小鼠实验证实硒的保肝

作用，其生物学价值才被重新认识。当前更深入的科学研究使得人们对硒元素

有了更加深刻的认识。 

硒是人体的必需营养素之一，从膳食中摄取后主要在小肠内被吸收，在人

体内与蛋白质结合为“含硒蛋白”后发挥生理作用，主要表现在抗氧化、调节甲

状腺激素、维持正常免疫功能和预防与硒缺乏相关地方病（克山病和大骨节病）

等功能。硒营养状况还与多种癌症的发病有关，膳食硒摄入>55 µg/d 能有效降

低食道癌、肝癌、胰腺癌的发病率，但增加皮肤癌的发病风险；补充硒能降低

结肠癌、肺癌和前列腺癌的发病率[27-30]。 

硒主要有有机硒、无机硒以及单质硒三类，有机硒和无机硒都可以被人体

吸收和利用，但无机硒通常具有易补充过量、稳定性差、毒性高等特性，而有

机硒补充剂因体现出效率及安全性高等特性故已在临床及日常生活中成为关注

的热点。硒单质存在六种同素异形体，主要分为无定形硒和结晶硒两大类，无

定形硒为红色粉末、黑色玻璃状或胶状固体，结晶硒主要有红色单斜晶体和灰

色六方晶体两类种。红色单斜晶体呈深红色，结构不稳定，加热后迅速转变为

灰色六方晶体。灰色六方晶体为三角晶系（六方密堆积），是自然界中最稳定的

硒形态。 

1.5 纳米硒的概述 

纳米硒（selenium nanoparticles，SeNPs）作为一种新型单质硒，是采用化

学、物理或生物方法将硒离子还原为纳米级（1-100 nm）单质硒颗粒，具有红

色胶态特征。相比传统无机硒（如亚硒酸钠）和有机硒（如硒代蛋氨酸），

SeNPs 毒性显著降低且生物活性提升；此外，作为药物载体，具有生物相容性

好、负载率高、毒性低、易合成、易储存等优点。 
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1.5.1 纳米硒的合成 

SeNPs 的合成方法主要有三类：化学合成法、物理合成法以及生物法。化

学合成法是采用还原剂将高价态的含硒化合物还原为单质硒，化学合成法是合

成纳米硒最简单也最为常用的方法。物理合成法是指通过光催化或激光灼烧等

手段使硒靶材激发和释放电子从而合成单质纳米硒，该方法较少采用。生物法

是指采用产硒微生物代谢将含硒化合物转化为 SeNPs[31,32]。关于这些合成方法

的具体介绍如下。 

1.5.1.1 化学还原法 

化学还原法是采用还原剂将高价态硒源还原合成 SeNPs，常见的还原剂有

抗坏血酸、没食子酸和硼氢化钠等，而常用的硒源有亚硒酸钠、亚硒酸、二氧

化硒等。该方法为水相合成 SeNPs，但是合成的 SeNPs 不稳定，在水溶液中易

聚集，从红色无定形硒转化为灰色晶体硒。因此，化学合成法制备纳米硒通常

会搭配软模板进行反应。目前有许多生物模板可以调节 SeNPs 的活性和稳定性, 

如糖类、蛋白质、表面活性剂等已被用于稳定 SeNPs。这些模板包含大量的羟

基、碳基和其他官能团, 使其能够与 SeNPs 相互作用, 从而避免了 SeNPs 的聚集

和沉淀。Zeng 等[33]使用 Na2SeO3 和 Vc 为原料，以壳聚糖为模板合成了 CTPS-

SeNPs，并通过研究发现 CTPS-SeNPs 具有抗糖尿病活性。Xia 等[34-36]分别采用

RGD 肽、半乳糖、透明质酸为模板制备了纳米硒颗粒用于负载 DOX，获得了

RGDfC-Se@DOX、GA-Se@DOX、HA-Se@DOX，分别用于治疗肺癌、肝癌和

宫颈癌。He 等[37]以香菇多糖为模板采用 Vc 还原 Na2SeO3 合成了 LNT-SeNPs，

并通过合成条件的优化实现了 LNT-SeNPs 的 250 L 级工业化量产。 

1.5.1.2 物理合成法 

物理法合成 SeNPs 主要是采用物理手段（如高能激光、高温蒸发、机械粉

碎、射线等）直接制备纳米级硒颗粒，无需使用化学还原剂或溶剂，具有产物

纯度高、无化学残留等优势。常见的的激光灼伤法是利用高能激光脉冲轰击固

态硒靶材，使其表面瞬间气化并形成等离子体，随后在惰性气体环境中快速冷
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凝生成纳米颗粒。Guisbiers 等[38]通过脉冲激光灼烧在去离子水中制备出了 60 

nm 左右的纯硒纳米颗粒。激光灼烧法工艺简单、适合批量生产，缺点是能耗高、

颗粒易团聚、需后续分散处理。Mosallam 等[39]使用二氧化硒和米曲霉发酵羽扇

豆提取物为原料在伽马射线的辅助下合成了粒径 115 nm 左右的 SeNPs，并通过

实验发现通过该方法获得的 SeNPs 对醋酸不动杆菌、金黄色葡萄球菌、黄曲霉

以及白色念珠菌均具有抑制能力。机械球磨法是通过高能球磨机的冲击和剪切

力，将微米级硒粉破碎为纳米颗粒。机械球磨法成本低、可规模化生产，但其

缺点是颗粒分布宽、易引入杂质（磨球磨损）、晶格缺陷多等。 

1.5.1.3 生物法 

生物法合成 SeNPs 是利用某些微生物的自身代谢酶或分泌的代谢产物将硒

酸盐还原为 SeNPs 的特性来获取 SeNPs。例如，酿酒酵母（Saccharomyces 

cerevisiae）可以通过硫代谢途径（如硫氧还蛋白还原酶）还原Se⁴⁺，生成SeNPs

（粒径 30-200 nm）。但是生物法合成的 SeNPs 粒径均一度较差，还有纯化步骤

复杂、易残留菌体碎片等问题。Cui 等[40]以 Na2SeO3 为硒源，利用嗜热四膜虫 

SB210（Tetrahymena thermophila SB210）合成了粒径50~500 nm，掺杂着不规则

硒颗粒的球形纳米硒。Faramarzi 等[41]以 Na2SeO3 为硒源，采用酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）合成了粒径 75~709 nm 的 SeNPs，并通过研究发现

适度的增加硒源能够促进酿酒酵母菌的生长。 

1.5.2 纳米硒在生物医学方面的应用 

    SeNPs 因其低毒性、高生物活性和稳定性，已在多个领域展现出重要应用

价值。纳米硒在抗菌、抗肿瘤、抗氧化以及补硒保健品等方面均有应用。 

1.5.2.1 纳米硒在抗肿瘤方面的应用 

陈填烽课题组的深入研究发现，纳米硒在不同氧化还原环境下会发生不同

的转化，在氧化环境中主要转化为细胞毒性亚硒酸盐，而在正常细胞中主要转

化为含硒氨基酸用于调控硒蛋白表达，肿瘤氧化还原水平检测结果表明肿瘤细

胞具有较高氧化水平，从而使纳米硒发生氧化代谢，增强其选择性[42]。Liu 等[43]
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制备了 5-氟尿嘧啶修饰的 SeNPs 颗粒，并通过研究发现 5FU-SeNPs 能够通过促

进活性氧的产生诱导癌细胞凋亡。 

1.5.2.2 纳米硒在抗氧化方面的应用 

SeNPs 能够清除自由基，增强抗氧化酶活性，因此可用于治疗糖尿病、神

经系统疾病及氧化应激损伤。Giriprasad 等[44]以南非红茶为模板合成了 SeNPs，

并通过后续研究发现所合成的 SeNPs 表现出了优异的抗炎和抗糖尿病效果。 

1.5.2.3 纳米硒在抗菌方面的应用 

SeNPs 因其独特的物理化学性质（如高比表面积、表面活性位点及光响应

性）和良好的生物相容性，在抗菌领域展现出显著潜力。其抗菌机制多样，且

与传统抗生素相比，具有不易诱导耐药性、低毒性和广谱抗菌等优势。

ElSheikh 等[45]合成了 SeNPs 树脂复合物，并将其用于龋齿的修复，结果发现，

SeNPs 能够显著增加龋齿修复树脂的抗菌能力。Vahdati 等[46]通过研究发现

SeNPs 与溶菌酶一起使用可对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌起到协同抗菌作用。 

1.6 茶多糖的概述 

茶多糖（Tea Polysaccharides, TP）是从茶叶中提取的一类天然活性多糖的

总称，由多种单糖（如葡萄糖、阿拉伯糖、半乳糖等）通过糖苷键连接形成，

常与蛋白质、多酚等结合形成糖蛋白复合物。其分子量范围较广（10-400 kDa），

具有显著的生物活性，是茶叶中继茶多酚、茶氨酸之后的又一研究热点。研究

发现产多糖具有调节血糖与血脂代谢、调节肠道菌群、调节免疫功能、抗氧化

与抗衰老以及抗癌等多种疗效[47-49]。Zhao 等[50]研究发现，TPS 可以通过调节肠

道菌群的结构，增强肠道菌群中阴道粘液乳杆菌的相对丰度，并促进结肠组织

中短链脂肪酸，从而缓解氟化物诱导的结肠炎。Wang 等[51]通过热水萃取从白茶

中提取 TPS，并研究了白茶多糖对癌细胞增殖、克隆、迁移、凋亡、活性氧含

量和线粒体膜电位的影响，得出白茶多糖能够抗癌的结论。吴以龙等[52]从普洱
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茶中提取 TPS，并通过分离纯化检测 TPS 中各成分的生物活性，发现 TPS 的总

糖含量、糖醛酸含量和酯化程度是影响 TPS 生物活性的主要指标。 

1.7 金属沸石咪唑骨架在抗肿瘤方面的应用 

金属沸石咪唑骨架（Zeolitic Imidazolate Frameworks, ZIFs）是一类具有沸石

拓扑结构的金属有机骨架材料（MOFs），由过渡金属离子（如 Zn²⁺、Co²⁺）与

咪唑类有机配体通过配位键连接形成，其独特的孔隙结构、高比表面积和化学

稳定性使其在催化、能源存储、气体吸附等领域展现出广泛应用潜力[53]。 

金属沸石咪唑酯骨架-8 (ZIF-8) 是由锌离子和 2-甲基咪唑通过配位反应生成

的一种多孔材料。ZIF-8 纳米颗粒除了具有比表面积大、孔隙率高、热稳定性好

及表面易修饰等优点外，还兼具酸敏感性、良好生物相容性及低细胞毒性等特

点，研究显示 ZIF-8自身可诱导细胞焦亡或释放 Zn²⁺，增强抗肿瘤免疫反应，拓

展了其治疗功能[53-55]。 

德国生理学家奥托·瓦伯格（Otto Warburg）于 1924 年提出的瓦伯格效应

（Warburg Effect）是癌症代谢领域的核心概念之一，该效应描述了癌细胞即使

在氧气充足的条件下，仍优先通过糖酵解而非线粒体氧化磷酸化来获取能量的

现象[56]。由于瓦伯格效应的存在，相比于正常细胞肿瘤细胞内乳酸更容易堆积，

同时肿瘤组织的血管结构紊乱，无法及时将乳酸等酸性物质排出，最终导致肿

瘤微环境呈现酸性。这一代谢特征不仅是癌症的标志性特征，也为肿瘤诊断和

治疗提供了重要靶点。研究表明，人体内正常组织的 pH值为 7.2-7.4，而肿瘤微

环境 pH值为 6.72–7.01，深处 pH值甚至可达到 5.3[57]。ZIF-8纳米颗粒具有酸敏

特性，在酸性环境中会崩解，同时 ZIF-8 具有良好的生物相容性，由于这些特

性，使得 ZIF-8 作为抗肿瘤药物的优良载体而得到广泛应用[53,54]。 
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1.8 选题意义和研究内容 

1.8.1 选题意义 

随着人类社会的工业化，人们的生活水平大幅度提高，然而物质生活水平

的提高也带来了更多的健康隐患，肝癌的患病率连年攀升，现有的肝癌治疗方

法均有各自的局限性，目前肝癌的治疗仍是以化疗为主。通过纳米技术增强化

疗药物的靶向性和提高药物利用率来提高药物治疗效果和减少毒副作用对于肿

瘤的化疗具有重要的意义。本论文以天然茶多糖为模板，合成一种稳定的载药

SeNPs 颗粒，通过 DOX 和 SeNPs 的协同作用提高抗肿瘤效果，并通过酸敏靶向

外壳的包裹提升药物利用率，对抗肿瘤药物的开发具有一定的促进作用。 

1.8.2 研究内容 

硒的纳米颗粒具有良好的抗肿瘤活性和载药能力，但是单纯的 SeNPs 不稳

定，容易聚集，通常现需要搭配软模板提高其稳定性和生物活性，本研究通过

超声波辅助水提醇沉法从云南普洱茶中提取出了 TP，并以 TP 为模板合成了茶

多糖纳米硒（TP-SeNPs，TPS），并将其用于负载传统肿瘤化疗药物 DOX，然

后通过一锅法合成 ZIF-8 将他们包覆，成功制得了 DTPSZ，并对其体内体外抗

癌活性进行了研究。具体研究内容如下： 

（1）DTPSZ 的制备和表征。采用超声波辅助水提醇沉法从云南普洱茶中

提取到了 TP，并测定了获得的 TP 纯度。利用单因素实验确定合成 TPS 最佳的

反应温度，最佳的 TP 添加量，以及最佳的亚硒酸钠和 L-抗坏血酸的摩尔量配

比，利用单因素实验确定了 DTPSZ 合成中载 DOX 的茶多糖纳米硒（DOX/TP-

SeNPs， DTPS）的最佳添加量。利用 Zeta 电位和激光粒度仪、傅里叶变换红外

光谱仪、UV-Vis紫外可见分光光度计、SEM、TEM以及Mapping能谱对DTPSZ

进行了表征。 

（2）研究 DTPSZ 在体外对癌细胞的抑制能力。采用 CCK-8 试剂盒以及溶

血实验检验了 DTPSZ 的生物安全性；CCK-8 试剂盒测定了 DTPSZ 对 HepG2 细
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胞的杀伤作用；并利用细胞荧光染色实验进一步验证了 DTPSZ 对癌细胞的杀伤

作用。采用流式细胞术检测了 DTPSZ 诱导 HepG2 细胞凋亡的情况；DAPI 染色

法以及流式细胞术检测了 HepG2 对 DTPSZ 的摄取；ROS 活性氧试剂盒和流式

细胞仪检测了药物诱导 HepG2 产生 ROS 的影响；划痕实验检测了药物抑制

HepG2 迁移的能力。 

（3）研究 DTPSZ 的体内抗肿瘤效果。在 BALB/c-nude 裸鼠腋下注射

HepG2 细胞，建立荷瘤小鼠模型。将小鼠分为五组，成瘤后分别注射 PBS、

DOX、TPS、DTPS 以及 DTPSZ 进行治疗，并记录相关数据。采用 IVIS 动物活

体成像仪检测 DTPSZ 在小鼠体内的靶向效果以及在各器官的积累状况。治疗结

束后，将小鼠解剖并进行血液，H&E、TUNEL 以及免疫组化切片检测。 
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第二章 DTPSZ 的制备与表征 

2.1 引言 

DTPSZ 的合成主要分为以下几个部分，TP 的提取，TPS 的合成及优化，

DTPS 的合成，DTPSZ 的合成。  

TP 常见的提取方法主要有水提法、有机溶剂提取法、超临界流体萃取法

（SFE）、超声波辅助法、微波辅助法、CTAB 沉淀法等[58,59]。实际提取过程中

为了提高提取率通常将不同的提取工艺与辅助方法相结合，本研究采用超声波

辅助水提醇沉法提取 TP。 

本研究采用化学还原法合成 TPS 颗粒，模板是 SeNPs 形成和稳定的关键，

模板的作用主要有控制纳米硒的形状和大小，提高 SeNPs 的稳定性，功能化修

饰等，使用不同的模板会得到大小形状不同的 SeNPs，这和有机模板的大小和

添加量有关。 

除了不同的模板种类，影响 SeNPs 粒径大小的反应条件还有很多，如反应

温度、反应的 pH、模板的添加量、反应物的配比等。 

 
原理图 2-1 SeNPs 的合成过程。 

Scheme 2-1 Synthesis process of SeNPs. 

 

DTPSZ载药纳米颗粒的构建：经过 TP修饰的 SeNPs，拥有较高的稳定性和

较大的比表面积，是优良的药物载体，可通过静电吸附将小分子药物负载到表

面，但是这种没有化学键连接的负载方式在所处环境发生变化时容易脱吸附。

ZIF-8 具有高比表面积，同时具有酸敏特性，是抗肿瘤药物的优良载体。研究显
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示，根据负载方式的不同，ZIF-8 对不同药物的载药率在 5%~30%之间[60]。小分

子药物可通过包封或孔径吸附的方法负载于 ZIF-8，大分子或是纳米颗粒通常采

用一锅法将 ZIF-8 包覆到表面。 

 
原理图 2-2 DTPSZ 的合成过程。 

Scheme 2-2 Synthesis process of DTPSZ. 
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2.2 实验材料 

2.2.1 实验材料 

本研究所用普洱茶（云南大叶茶）产自中国云南省昆明市。 

2.2.2 实验试剂和仪器 

表 2-1 实验试剂 

Table 2-1 The main reagenTPS of the experiment 

药品名称 级别 生产厂家 

无水乙醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

三氯甲烷 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

正丁醇 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

浓硫酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

葡萄糖 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

亚硒酸钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

L-抗坏血酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

盐酸阿霉素 分析纯 上海阿拉丁生化科技股份有

限公司 

2-甲基咪唑 分析纯 上海麦克林生化科技股份有

限公司 

六水硝酸锌 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

DMSO 分析纯 上海阿拉丁生化科技股份有

限公司 

PBS 细胞用 武汉塞维尔科技有限公司 

DMEM 细胞用 武汉塞维尔科技有限公司 

RPMI-1640 细胞用 武汉塞维尔科技有限公司 

FBS 细胞用 北京索莱宝科技有限公司 

青霉素-链霉素混合液 细胞用 武汉塞维尔科技有限公司 

CCK-8 细胞用 白鲨 

脱纤维羊血 无菌 比克曼生物 

EDTA 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 
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续表 2-1 实验试剂 

Continued from table 2-1 The main reagenTPS of the experiment 

药品名称 级别 生产厂家 

DAPI 染液 细胞用 白鲨 

ROS 活性氧检测试剂盒 细胞用 白鲨 

Calcein AM/PI 细胞活死试

剂盒 

细胞用 碧云天 

Cy5-SE - 上海源叶生物科技有限公司 

多聚甲醛 4% 白鲨 

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡

检测试剂盒 

细胞用 白鲨 

表 2-2 实验仪器和设备 

Table 2-2 Experimental instrunlenTPS and equipmenTPS 

仪器 型号 厂家 

旋转蒸发器 RE-52AA 上海亚荣生化仪器厂 

水浴锅 HH2 上海力辰科技 

超纯水机 Smart-s15 上海和泰仪器有限公司 

磁力搅拌器 HO1-1A 上海驰久 

粉碎机 X3A 金坛市杰瑞尔电器有限公司 

超声波细胞破碎仪 JY9-IIDN 宁波新芝生物科技股份有限

公司 

超声波清洗机 AK-040SD 深圳钰洁清洗设备有限公司 

真空冷冻干燥机 Freezone 4.5L 美国 Labconco Corporation 

高速冷冻离心机 Z326k 贺默（上海）仪器科技有限

公司 

紫外-可见分光光度计（UV-

Vis） 

UV-8000 上海精密有限公司 

傅里叶变换红外光谱仪

（FTIR） 

IRPrestige-21 日本岛津公司 

Zeta 电位和激光粒径仪 NanoBrook 90 Plus PALS 美国布鲁克海文公司 

扫描电子显微镜（SEM） S4800 日本岛津公司 

透射电子显微镜（TEM） Talos F200S G2 美国赛默飞世尔科技有限公

司 

X 射线衍射仪（XRD） Smartlab SE 日本理学 
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续表 2-2 实验仪器和设备 

Continued from table 2-2 Experimental instrunlenTPS and equipmenTPS 

仪器 型号 厂家 

二氧化碳培养箱 311GP 美国赛默飞世尔科技有限公

司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州净化设备公司 

超低温冰箱 700LISTED 美国赛默飞世尔科技有限公

司 

全波长酶标仪 Multiscan GO 美国赛默飞世尔科技有限公

司 

倒置荧光显微镜 IX73-DP74 日本奥林巴斯株式会社 

真空泵 SHZ-III 上海贤德实验仪器有限公司 

立式压力蒸汽灭菌锅 YXQ-100A 上海博讯实业有限公司 

全自动生化分析仪 Chemray 240 深圳雷杜生命科技 

倒置显微镜 NIB 610 永新光学 

电子天平 LE104E 梅特勒托利多集团 

掌上离心机 SMC-5000F 武汉塞维尔 

流式细胞仪 Cytoflex 美国贝克曼库尔特有限公司 

动物活体成像仪 IVIS Lumina LT Serise III 美国珀金埃尔默股份有限公

司 

2.3 实验方法 

2.3.1 TP 的提取 

采用超声波辅助水提醇沉法提取 TP，具体操作如下：准确称取 20 g 茶叶，

用粉碎机彻底粉碎后过 40 目筛子除去大颗粒，加入适量去离子水后搅拌均匀，

用超声波细胞破碎仪破碎 30 min，60 ℃水浴加热煮 30 min，用纱布过滤分离滤

液和滤渣，将滤渣再次与适量去离子水混合并于 60 ℃水浴煮 30 min，过滤弃去

滤渣，合并两次滤液，12000 rpm 离心弃去沉淀得到茶多糖粗提液。采用旋转蒸

发仪将粗提液浓缩至四分之一体积，将浓缩液和无水乙醇 1:3的体积比混合后 4 ℃

过夜沉淀。12000 rpm 离心后弃去上清后加适量去离子水复溶，将复溶后的多糖

粗提液与 Sevag 试剂以 1:1 的体积混合（注：Sevag 试剂配制方法：将氯仿与正
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丁醇按体积比 4:1 混合即可制得 Sevag 试剂），将混合液倒入分液漏斗中充分震

荡后静置至分层，分离水相和有机相，将水相溶液离心后弃去蛋白质沉淀，再

次通过 Sevag 试剂去除蛋白质，共做三次；去除蛋白质后将多糖溶液通过真空

冷冻干燥机冻干，即可获得纯度较高的 TP。 

2.3.2 TP 的得率计算 

2.3.2.1 TP 的得率计算 

茶多糖的得率通过如下公式计算： 

𝑓 =
𝑚1

𝑚2
× 100% 公式 2-1 

m1:所提取茶多糖的质量；m2：所用茶叶的质量。 

2.3.3 TPS 的制备及反应条件优化 

2.3.3.1 优化反应物摩尔量配比 

分别配制 0.01、0.02、0.04、0.06 以及 0.08 mol/L 的 Vc 溶液，0.01 mol/L 的

亚硒酸钠溶液，0.5 mg/mL 的 TP 溶液。准备五个小烧杯，在小烧杯中分别加入

5 mL 亚硒酸钠溶液和 5 mL 的 TP 溶液，超声 5 min 加速混匀后，分别加入 5 mL

不同浓度的 Vc 溶液，再次超声 5 min 加速混匀，混匀后放置到 1000 rpm 磁力搅

拌器上室温反应 12 h。反应结束后 12000 rpm 离心 15 min 弃去上清，加入去离

子水重悬后离心洗涤，洗涤三遍后再加入适量的去离子水即可获得 TPS 悬液。

采用 DLS 检测并记录各组的粒径数据。 

2.3.3.2 优化 TP 添加量 

       分别配制 0.1、0.3、0.5、1 和 2 mg/mL 的 TP 溶液，以 2.3.3.1 中测得的最佳

Vc浓度为参考配制相应浓度的 Vc溶液，并配制 0.01 mol/L的亚硒酸钠溶液。准

备五个小烧杯，在小烧杯中分别加入 5 mL 亚硒酸钠溶液和 5 mL 不同浓度的 TP

溶液，超声 5 min 加速混匀后分别加入 5 mL 的 Vc 溶液，再次超声 5 min 加速混

匀，混匀后放置到 1000 rpm磁力搅拌器上室温反应 12 h。反应结束后 12000 rpm
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离心 15 min 弃去上清，加入去离子水重悬后离心洗涤，洗涤三遍后再次加入适

量的去离子水即可获得 TPS 悬液。采用 DLS 检测并记录各组的粒径数据。 

2.3.3.3 优化反应温度 

以 2.3.3.1 中测得的最佳 Vc 浓度为参考配制相应浓度的 Vc 溶液，以 2.3.3.2

中测得的最佳 TP 浓度为参考配制相应浓度的 TP 溶液，并配制 0.01 mol/L 的亚

硒酸钠溶液。准备五个小烧杯，在小烧杯中分别加入 5 mL亚硒酸钠溶液和 5 mL

的 TP 溶液，超声 5 min 加速混匀后分别加入 5 mL 的 Vc 溶液，再次超声 5 min

加速混匀，混匀后放置到 1000 rpm 的不同温度的磁力搅拌器上（温度分别为

15℃、25℃、35℃、45℃和 55℃）反应 12 h。反应结束后 12000 rpm 离心 15 

min 弃去上清，加入去离子水重悬后离心洗涤，洗涤三遍后再次加入适量的去

离子水即可获得 TPS 悬液。采用 DLS 检测并记录各组的粒径数据。 

2.3.3.4 反应物添加顺序对 TPS 的影响 

以 2.3.3.1 中测得的最佳 Vc 浓度为参考配制相应浓度的 Vc 溶液，以 2.3.3.2

中测得的最佳 TP 浓度为参考配制相应浓度的 TP 溶液，并配制 0.01 mol/L 的亚

硒酸钠溶液。准备两个小烧杯，在第一个小烧杯中加入 5 mL 亚硒酸钠溶液和 5 

mL 的 TP 溶液，超声 5 min 加速混匀后再加入 5 mL 的 Vc 溶液，再次超声 5 min

加速混匀，在另一个小烧杯中加入 5 mL 的 Vc 溶液和 5 mL 的 TP 溶液，超声 5 

min 加速混匀后分别加入 5 mL 的亚硒酸钠溶液，再次超声 5 min 加速混匀，混

匀后将两个烧杯放置到磁力搅拌器上，转速设置为 1000 rpm，温度设置为

2.3.3.3 中测得的最佳反应温度，反应 12 h。反应结束后 12000 rpm 离心 15 min

弃去上清，加入去离子水重悬后离心洗涤，洗涤三遍后再次加入适量的去离子

水即可获得 TPS 悬液。采用 DLS 检测并记录各组的粒径数据。 

2.3.4 DTPS 的制备 

将 TPS 透过 800 nm 聚醚砜滤膜除去大颗粒，再配制成 0.5 mg/mL 的悬液，

吸取 1 mL 加入到小烧杯中，准确称取 10 mg 的 DOX，用 20 μL 的 DMSO 溶解



安徽工程大学硕士学位论文 

18 

 

后加入到小烧杯中，将小烧杯放置到磁力搅拌器上室温避光 300 rpm搅拌 24 h。

24 h 后 12000 rpm 离心，沉淀部分即是 DTPS。 

2.3.5 DTPSZ 的制备及优化 

2.3.5.1 DTPSZ 的制备 

将 0.1 g 六水硝酸锌溶于 0.4 mL 去离子水中，将 1 g 二甲基咪唑溶于 4 mL

去离子水中，在烧杯中加入 400 μL 六水硝酸锌溶液，再加入 3 mL DMSO 和 500 

μL DTPS，以及 200 μL 水，超声 5 min 后加入 4 mL 二甲基咪唑溶液后继续超声

5 min，然后在磁力搅拌器下 1200 rpm 搅拌 1 h，12000 rpm 离心 15 min，用去离

子水重悬离心洗三次，真空冷冻干燥 48 h 后即可获得 DTPSZ。 

2.3.5.2 DTPSZ 的载药率和包封率 

（1）通过紫外-可见分光光度计测定可知，DOX 在 480 nm 处出现特征吸收

峰，分别配制浓度为 0.01、0.02、0.03、0.04 和 0.05 mg/mL 的 DOX 溶液并分别

测定 480 nm 处吸光度，记录数据并绘制 DOX 标准曲线。 

（2）通过紫外可见分光光度计在 480 nm 处测定合成药物时产生的上清液

的吸光度，通过以下公式可得 DTPSZ 的载药率： 

𝐿𝐶% =
𝑚1 − 𝑚2

𝑚3
× 100% 公式 2-2 

DTPSZ 的包封率可通过以下公式计算得到： 

𝐸𝐸% =
𝑚1 − 𝑚2

𝑚1
× 100% 公式 2-3 

m1: DOX 总量；m2：上清液中含有的 DOX 质量； m3: DTPSZ 的质

量。 

2.3.5.3 DTPSZ 制备条件的优化 

通过改变反应过程中 DTPS 的添加量探究合成 DTPSZ 时 DTPS 的最佳添加

量。具体方法如下：DTPSZ 制备方法同 2.3.5.1，在四组实验中，分别添加 400 

μL、500 μL、600 μL 和 700 μL 的 DTPS，加入相应体积的去离子水使各组反应

体系保持一致，反应结束后 12000 rpm 离心收集上清液并测定计算上清液中

DOX 的含量，确定 DTPSZ 的最大载药量。 
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2.3.6 DTPSZ 的表征 

采用 SEM 和 TEM 观察 DTPSZ 的形貌特征， FTIR 测定材料的红外光谱，

紫外-可见分光光度计测定材料的紫外吸收光谱， DLS 纳米粒度及 ZETA 电位分

析仪测定材料的粒径及 ZETA 电位， X 射线衍射仪分析材料的晶体结构。 

2.3.7 DTPSZ 的体外释放情况和稳定性观察 

采用透析法测定 DTPSZ的体外释放情况，将 5 mg的 DTPSZ分别溶于 5 mL

的 pH7.4、pH6.5 以及 pH5.5 的 PBS 缓冲液中，并加入到分子量 3000 Da 的透析

袋里，将透析袋置于装有 50 mL 相同 pH 的 PBS 缓冲液的烧杯中，然后将烧杯

放到 37℃、120 rpm 的摇床中；在不同时间点取样并采用 UV-Vis 测定 480 nm 处

吸光度。将 DTPSZ 分散于 PBS 缓冲溶液和添加 10% FBS 的 DMEM 中，观察并

记录 DTPSZ 在这两种介质中水动力尺寸的变化。 

2.3.8 统计分析 

所有的试验至少重复三次，采用 Origin 2024 进行数据分析并绘制图形。数

据以平均值±SD 表示。本研究中，各组间的统计学差异分别用 ns: no significant 

difference、*p < 0.05、**p < 0.01、*** p < 0.001 表示。 

2.4 结果与分析 

2.4.1 TP 的提取和得率 

20 g 茶叶提取纯化后最终获得 0.634 g TP，将结果带入公式 2-1 可得，本研

究所采用的超声波辅助水提醇沉法提取茶多糖的得率为 3.17%。 

2.4.2 TPS 的制备和反应条件优化 

2.4.2.1 优化反应物摩尔量配比 

不同反应物配比粒径和 PDI 结果如图 2-1 所示： 
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图 2-1 反应物配比优化。Na2SeO3和 Vc 摩尔量之比分别为（A）1:2。（B）1:4。（C）

1:6。（D）1:8。 

Figure 2-1 Optimization of reactant ratios. Sodium selenite: L-ascorbic acid ratios are (A) 1:2. 

(B) 1:4. (C) 1:6. (D) 1:8. 

 

表 2-3 反应物配比优化。 

Table 2-3 Optimization of reactant ratios. 

Na2SeO3: Vc Diameter (nm) PDI 

1:1 - - 

1:2 230.81±3.02 0.198 

1:4 210.15±0.22 0.178 

1:6 211.49±0.017 0.169 

1:8 203.07±0.24 0.162 
 

由图 2-2和表 2-3可以看出，当 Na2SeO3和 Vc摩尔量之比为 1:1时，反应难

以正常进行，生成的 SeNPs 的量过低，DLS 动态光散射粒径仪无法正常测出粒

径和 PDI 。若想反应正常进行，Vc 的添加量至少要是 Na2SeO3 的两倍，当 Vc

的添加量是 Na2SeO3的四倍时，反应生成的 SeNPs 粒径为 210.15±0.22 nm，PDI

为 0.178，当Vc的添加量继续提高时，SeNPs的粒径和 PDI并没有明显的提高。

因此，可以得出，四倍的 Vc 添加量足以使反应完全进行。 
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2.4.2.2 优化模板添加量 

不同浓度的 TP 反应制得 TPS 所测粒径和 PDI 结果如图 2-3 所示： 

 
图 2-2 模板添加量优化。（A）0.1 mg/mL。（B）0.3 mg/mL。（C）0.5 mg/mL。（D）1 

mg/mL。（E）2 mg/mL。 

Figure 2-2 Optimized the amount of templates added. （A）0.1 mg/mL. （B）0.3 mg/mL.

（C）0.5 mg/mL.（D）1 mg/mL.（E）2 mg/mL. 

 

表 2-4 模版添加量优化。 

Table 2-4 Optimized the amount of templates added. 

TPS 浓度（mg/mL） Diameter (nm) PDI 

0.1 171.69±0.14 0.168 

0.3 158.87±0.12 0.163 

0.5 189.78±0.21 0.175 

1 215.65±2.94 0.177 

2 236.57±3.79 0.196 
 

由图 2-3 和表 2-4 可以看出，当所添加模板浓度由 0.1 mg/mL 提升至 0.3 

mg/mL 时，TPS 的粒径粒径变小，分散性提高，这是由于当模板添加量过低时，

难以提供足够的生长核心；而当 TP 浓度提升到 0.5 mg/mL 或更高时，TPS 的粒

径变大，当 TP 浓度提升至 2 mg/mL 时，粒径达到了 236.57±3.79 nm，PDI 提高

到 0.196，分散性降低。因此，可以得出，制备 TPS 的最佳模板添加浓度为 0.3 

mg/mL。 
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2.4.2.3 优化反应温度 

    不同反应温度条件下制备的 TPS 粒径和 PDI 结果如图 2-4 所示： 

 
图 2-3 反应温度优化。（A）25℃。（B）35℃。（C）45℃。（D）55℃。 

Figure 2-3 Optimized the temperature. （A）25℃.（B）35℃.（C）45℃.（D）55℃. 

 

表 2-5 反应温度优化。 

Table 2-5 Optimized the temperature. 

温度（℃） Diameter (nm) PDI 

15 - - 

25 158.87 ± 0.12 0.165 

35 187.78 ± 0.2 0.162 

45 203.36 ± 0.13 0.174 

55 238.29 ± 0.03 0.186 
 

由图 2-4和表 2-5可以看出，当温度较低时，反应进行缓慢，生成的 TPS颗

粒过少导致 DLS 动态光散射粒径仪难以测出可用数据，当温度超过 25℃，TPS

的粒径开始增大，PDI 也提高。因此可以得出，TPS 合成的最佳温度为常温

25℃。 
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2.4.2.4 反应物添加顺序对 TPS 的影响 

通过改变反应物 Na2SeO3和 Vc的添加先后顺序制得的 TPS粒径和 PDI结果

如图 2-5 所示： 

 
图 2-4 反应物添加顺序对 TPS 的影响。（A）先加 Na2SeO3。（B）先加 Vc。 

Figure 2-4 Effect of reaction addition order on TPS. (A) Na2SeO3 is added first. (B) Add Vc 

first. 

 

表 2-6 反应物添加顺序对 TPS 的影响。 

Table 2-6 Effect of reactant addition order on TPS. 

先加 Diameter （nm） PDI 

Na2SeO3 150.98 ± 0.31 0.122 

Vc 180.42 ± 2.75 0.174 
 

由图 2-5 和表 2-6 可以看出，反应物 Na2SeO3 和 Vc 的添加先后顺序会影响

到 TPS 的粒径和 PDI，先加 Na2SeO3生成的 TPS 的粒径小于先加 Vc生成的 TPS

粒径，且分散性更好 ，因此，制备 TPS 应先添加 Na2SeO3。 

2.4.3 DTPSZ 的制备和优化 

2.4.3.1 DTPSZ 的载药率和包封率 

     DOX 在水溶液中的标曲如图 2-6 所示： 



安徽工程大学硕士学位论文 

24 

 

 
图 2-5 DOX 标准曲线 

Figure 2-5 Standard curves of DOX 

 

2.4.3.2 DTPSZ 制备条件的优化 

使用 UV-Vis 测定 DTPSZ 合成后所得上清液在 480 nm 处的吸光度可以得到

上清液含有的 DOX 的量 m2，将 DOX 总投入量 m1 和上清液中 DOX 的量 m2 以

及 DTPSZ 的质量 m3 代入公式 2-2 和公式 2-3 计算可以得出 DTPSZ 的载药率和

包封率，结果如表 2-7 所示： 

表 2-7 DTPSZ 制备条件的优化 

Table -7 Optimization of DTPSZ preparation conditions 

DTPS 添加量（μL） 包封率（%） 对 DOX 载药率（%） 

400 82.75 1.47 

500 77.43 1.68 

600 65.58 1.82 

800 48.89 1.87 
 

DTPSZ 的制备优化结果如表 2-7 所示。可以看出，DTPSZ 的最大包封率为

82.75%，DTPSZ 对 DOX 的最大载药率为 1.87 mg，随着 DTPS 添加量从 400 μL

增大到 600 μL，DTPSZ 的载药量逐渐增大，包封率逐渐减小，当 DTPS 的添加

量大于 600 μL 时，DTPSZ 对 DTPS 的包封率出现了下降，而载药率却没有明显

提升，说明 600 μL 的 DTPS 基本接近最大，即合成 DTPSZ 过程中 DTPS 的最佳

添加量为 600 μL，该条件下 DTPSZ的载药率和包封率分别为 1.82%和 65.58%。 

2.4.4 DTPSZ 的表征 
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图 2-6 （A）（B）TPS 和 DTPSZ 的 DLS 粒径分布图（经过 800 nm 滤膜过滤）。（C）

TPS、DTPS、ZIF-8 和 DTPSZ 的 Zeta 电位。 

Figure 2-6 (A) (B) DLS particle size distribution of TPS and DTPSZ (filtered through an 800 

nm membrane). (C) ZETA potential of TPS, DTPS, ZIF-8, and DTPSZ. 

经过 800 nm 滤膜过滤后的 DTPSZ 和 TPS 的 DLS 粒径分布结果如图 2-6A、

B 所示， TPS 由 DLS 测得的粒径分别为 107.15±0.32 nm，DTPSZ 的 DLS 粒径

为 166.3±3.39 nm，TPS、DTPS、ZIF-8 和 DTPSZ 的 Zeta 电位如图 2-7C 所示，

其 TPS、DTPS、ZIF-8 和 DTPSZ 的电位分别为-21.36±1.65 mV、-17.65±1.36 

mV、18.88±4.88 mV 和 15.13±1.52 mV，该电位变化说明 ZIF-8 成功包裹在了

DTPS 表面。 
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图 2-7（A）SEM 和 TEM。（B）（C）电镜图粒径统计。（D）DTPSZ 的 Mapping。 

Figure 2-7 (A) SEM and TEM. (B) (C) Particle size statistics of electron microscopy images. 

(D) Mapping of DTPSZ. 

图 2-7A 为 DTPSZ 和 TPS 的 SEM 和 TEM 图像。由图可以看出，TPS 为球

形颗粒，DTPSZ 为不规则颗粒，且具有明显的核壳结构，说明 DTPS 被成功包

覆在其中。图 2-7B、C分别为SEM图像中TPS和DTPSZ颗粒的粒径统计结果。

可知，TPS的平均粒径为 82 nm, DTPSZ的平均粒径为 128 nm，该结果与 TPS和
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DTPSZ 的 DLS 检测结果相符合。为进一步探究 DTPSZ 的结构，采用 TEM 的能

谱面扫（Mapping）对 DTPSZ进行元素组成分析。由图 2-8D可以看出，DTPSZ

含有 N、O、Zn 和 Se 元素，说明 DTPSZ 的成功合成。 

 
图 2-8（A）傅里叶变换红外光谱。（B）紫外-可见光光谱。（C）X 射线衍射。 

Figure 2-8 (A) Fourier transform infrared spectrum. (B) UV-Vis spectroscopy. (C) X-ray 

diffraction. 

从图 2-8A DOX、TPS、ZIF-8 和 DTPSZ 的 FTIR 光谱可以看出，1583 cm-1

处出现 ZIF-8 特征吸收峰，该峰由 C=N 震动产生[61,62]。ZIF-8 和 DTPSZ 在 424 

cm-1 处出现特征吸收峰，该峰由 Zn-N 震动产生[63]；DOX 在 1730 cm-1 和 1635 

cm-1处出现吸收峰，这两个峰分别由C=O和C-N震动产生[64]。由DTPSZ在1730 

cm-1 和 1635 cm-1 附近的峰图可以看出，DOX 的特征吸收峰发生了红移，证明

DTPS被成功包裹在 ZIF-8内。图 2-8B为 DOX、TPS、DTPS、DTPSZ的 UV-Vis

光谱。可以看出，TPS 在 266 nm 处出现特征吸收峰，DOX 在 488 nm 处具有特

征吸收峰[65]，TPS 负载 DOX 之后在 488 nm 处也显示出了特征峰，说明 DOX 被

成功负载在 TPS 上，而 DTPSZ 中 DOX 的峰发生了红移[22]，证明 DTPS 被成功

包封进 ZIF-8。图 2-8C的 XRD结果显示 ZIF-8在 2θ=8°、10°、 12°、14°、16°和 

18°的峰依次对应 ZIF-8 晶体结构 (011)、(002)、(112)、(022)、(013) 和(222) [66-68]

的晶面峰；DTPSZ 的峰与 ZIF-8 基本相同，说明 DTPS 被成功包裹在 ZIF-8 中，

而 TPS 没有尖锐的吸收峰，证明成功合成了无定形红色 SeNPs。 

2.4.5 DTPSZ 的体外释放情况和稳定性观察 

DTPSZ 的体外释放曲线如图 2-9A 所示。可以看出，DTPSZ 在三种 pH 条件

下，在前 4 h内均能快速释放，释放率分别为 10.6%、57.26%和 68.4%；4 h后释

放速度均放缓，在 12 h的释放率分别为 13.9%、65.7%和 76.81%；12 h后药物缓
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慢释放，最终24 h的释放率分别为14.7%、67.8%和81.97%，该结果证明DTPSZ

具有缓释效果。图 2-9B 为 DTPSZ 纳米颗粒在 PBS 缓冲溶液和添加 10% FBS 的

DMEM 介质中的 DLS 水动力尺寸随时间变化。可以看出，DTPSZ 在这两种环

境下具有良好的稳定性，可以在水相溶液中稳定存在一周以上。 

 
图 2-9（A）DTPSZ 在不同 pH 环境中的释放曲线。（B）DTPSZ 在 PBS 和含有 10% FBS

的 DMEM 培养基中的水动力尺寸变化曲线。 

Figure 2-9 (A) Release curves of DTPSZ in different pH environmenTPS. (B) Hydrodynamic 

size curves of DTPSZ in PBS and DMEM medium containing 10% FBS. 

2.5 本章小结 

以 TP 为模板，采用化学还原法成功合成了 TPS，并通过单因素实验优化了

TPS 的制备条件，最终获得了形态均一、分散性良好的 TPS 颗粒；将 TPS 负载

DOX 获得了 DTPS，并成功在 DTPS 表面包裹上了酸敏靶向外壳 ZIF-8，获得了

DTPSZ 纳米颗粒。采用 Zeta 电位、FTIR、UV-Vis、XRD、SEM、TEM 以及

Mapping等表征手段证实了 DTPSZ的成功合成。采用透析法验证了 DTPSZ在弱

酸环境（pH5.5、pH6.5）中具有缓释效果。通过测定 DTPSZ在 PBS和含有 10% 

FBS 的 DMEM 中的 DLS 水动力尺寸变化，得出了 DTPSZ 在水相环境中能够稳

定存在一周以上的结论。 
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第三章 DTPSZ 的体外抗肿瘤研究 

3.1 引言 

       在第一章中，我们成功制备出了 DTPSZ，并对 DTPSZ 进行了表征以及体外

释放和稳定性的测试。在这一章，我们将借助人肝癌细胞 HepG2 进行体外实验，

检测 DTPSZ 对 HepG2 细胞的杀伤作用，HepG2 细胞对 DTPSZ 的摄取，以及

DTPSZ 对正常细胞的毒性及其血液安全性。 

3.2 实验部分 

3.2.1 细胞培养 

3.2.1.1 细胞及其培养条件 

人肝癌细胞 HepG2 和小鼠成纤维细胞 L929 均购于海星生物，二者培养基

分别为 DMEM 和 RPMI-1640 培养基，二者培养基均添加 10% FBS 及 1% 青霉

素-链霉素混合液，培养条件均为 37℃、5%的二氧化碳培养箱中培养。 

3.2.1.2 细胞复苏 

将细胞冻存管从-80℃冰箱中取出后迅速放到 37℃水浴锅中水浴解冻，解冻

后向冻存管表面喷 75%酒精消毒并放入无菌工作台内。用 1 mL 移液器将细胞悬

液吸出，加入到盛有 3 mL 完全培养基的 5 mL 无菌离心管内， 1000 rpm 离心 5 

min，弃去上清。用 1 mL 完全培养基将细胞沉淀吹匀重悬后，将细胞悬液移入

T25 细胞培养瓶中，并加入 5 mL 完全培养基，摇匀后放入 37℃、5%二氧化碳

培养箱中培养。 

3.2.1.3 细胞换液 

当培养瓶中培养基颜色由红色变为略显黄色时，若细胞尚未达到传代密度，

则需要更换培养基，具体操作如下：将原有培养基吸出，向培养瓶中加入 2 mL 
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PBS 缓冲液后轻轻摇晃清洗，然后将 PBS 缓冲液吸出，重复以上过程，共清洗

两遍，清洗完成后加入全新的完全培养基 6 mL。 

3.2.1.4 细胞传代 

当细胞汇合度达到 80%时可以进行传代或铺板操作，具体操作如下：将培

养基吸出后用 PBS 缓冲液清洗两遍，向瓶中加入 1 mL 0.25%的胰蛋白酶消化液，

摇匀后放入二氧化碳培养箱中静置消化，消化时间由细胞种类决定，通常为

1~3 min，若无法确定也可将细胞消化一定时间后放到显微镜下观察，当细胞形

态变圆时，向培养瓶中加入 3 mL 完全培养基终止消化。用移液枪吸取瓶内的胰

酶培养基混合液轻轻将瓶壁上的细胞吹打下来，将细胞悬液移入 5 mL 无菌离心

管中，1000 rpm 离心 5 min，弃去上清，加入适量完全培养基将细胞吹匀重悬，

传代比例根据细胞而定。 

3.2.1.5 细胞冻存 

细胞冻存操作与传代类似，区别在于细胞离心弃去上清后的操作，向离心

管加入 1 mL 专用冻存液将细胞吹匀重悬，然后把冻存管放入-80℃冰箱即可完

成细胞冻存操作。 

3.2.2 DTPSZ 的体外细胞实验 

3.2.2.1 细胞药敏检测 

采用 CCK-8 细胞增殖-毒性检测试剂盒测定不同浓度的药物对人肝癌细胞

HepG2 活力的影响[64]，具体操作如下：将汇合度达到 80%的 HepG2 细胞消化

后，按照每孔 5000 个的密度接种于 96 孔板中，每孔培养基 100 μL。培养 24 h

后，弃去培养基，按照等效 DOX 浓度 0、0.75、1.5、3、6、12 μg/mL 分别加入

基础培养基配制的 TPS、DTPS、DTPSZ以及 DOX（TPS按照与 DTPS所含 TPS

等量添加），在培养箱中继续培养孵育 12 h，对照组加入等量的基础培养基。孵

育完成后，吸出含有药物的培养基，用 100 μL 的 PBS 清洗三遍，清洗完成后向

每孔加入 100 μL 含有 10% CCK-8 的基础培养基，在没有细胞的孔里加入等量的
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含 10% CCK-8 的培养基作为空白组，再在培养箱中避光孵育 1~4 h（孵育时间

可根据实际情况调整，孵育至孔板内培养基变为橙黄色即可），孵育完成后用酶

标仪测定每孔在 450 nm 处的吸光度。使用如下公式计算细胞存活率： 

𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑉𝑖𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦 =
𝑂𝐷𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 − 𝑂𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘

𝑂𝐷0 − 𝑂𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
× 100% 公式 3-1 

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

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

OD0：具有细胞、培养基、CCK-8 溶液，没有药物溶液的孔的吸光度。 

3.2.2.2 细胞摄取实验 

采用 DAPI 染色法观测 DTPSZ 被细胞摄取的情况[69]。将汇合度达到 80%的

HepG2 细胞消化后以每孔 1×106个的密度接种至 6 孔板上，每孔培养基为 2 mL，

培养 24 h 后弃去培养基，加入 2 mL 用基础培养基配制的等效 DOX 浓度为 2.5 

μg/mL 的 DTPSZ 分别处理不同时间（2、4、8 和 12h）后弃去培养基，每孔用 1 

mL PBS 缓冲液洗涤三遍，然后用 1 mL 冰甲醇固定 15 min，固定完成后每孔加

入 1 mL 即用型 DAPI 染液对细胞进行染色，染色 5 min 后弃去 DAPI 染液，用

PBS 洗涤三遍，洗去残留的染色液，然后采用倒置荧光显微镜在 DAPI 通道和

PE 通道下观察并记录结果。 

3.2.2.3 活细胞和死细胞的荧光染色 

使用 Calcein-AM/PI 活细胞/死细胞染色试剂盒对 DTPSZ 的抗肿瘤活性进行

检测[70]。具体操作如下：将汇合度达到 80%的 HepG2 细胞消化后以每孔 1×106

个接种至 6 孔板上，每孔加 2 mL 完全培养基培养 24 h 后弃去完全培养基，再分

别加入 2 mL 用基础培养基配制的等效 DOX 浓度分别为 2.5 μg/mL 的 DTPS、

DTPSZ、DOX和 TPS（TPS按照与 DTPS所含 TPS等量添加），加药后避光孵育

12 h，孵育完成后弃去含有药物的培养基，用 PBS 洗涤三遍后向每孔加入 1 mL 

Calcein-AM/PI 工作液进行染色，染色完成后采用倒置荧光显微镜分别在 FITC

和 PE 通道下观察活细胞和死细胞并记录结果。 

3.2.2.4 细胞活性氧检测 
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使用 DCFH-DA 探针检测细胞产活性氧情况[71]，具体操作如下：将汇合度

达到 80%的 HepG2 细胞消化后以每孔 1×106个接种至 6 孔板上培养 24 h 后弃去

培养基，再分别加入用基础培养基配制的等效 DOX 浓度分别为 2.5 μg/mL 的

DTPS、DTPSZ、DOX 和 TPS（TPS 按照与 DTPS 所含 TPS 等量添加），加药后

孵育 12 h，孵育完成后弃去含有药物的培养基，PBS 洗涤三遍后用无血清基础

培养基按照 1:1000 稀释 DCFH-DA 探针，使其浓度为 10 μM，向六孔板内每孔

分别加入 1 mL DCFH-DA 荧光探针稀释液，置于 37 ℃二氧化碳培养箱内避光孵

育 30 min，孵育完成后用倒置荧光显微镜 FITC 通道下观察并记录结果。 

3.2.2.5 细胞划痕实验 

通过划痕愈合试验，研究纳米颗粒对细胞迁移和增殖的影响[72]。具体方法

如下：将汇合度达到 80%的 HepG2 细胞消化后以每孔 1×106个的密度接种至 6

孔板上培养 24 h 后弃去培养基。用 1 mL 枪头尖端在每孔中间的细胞表面划出均

匀的划痕，用 PBS 洗去被划掉的细胞，再分别加入用无血清基础培养基配制的

等效 DOX 浓度分别为 0.5 μg/mL 的 DTPS、DTPSZ、DOX 和 TPS（TPS 按照与

DTPS 所含 TPS 等量添加），加药后用倒置荧光显微镜明场拍摄记录各孔的图像，

孵育 12 h，孵育完成后再次拍摄并记录，使用 ImageJ 软件计算细胞迁移的程度，

并以条形图的形式表示。 

3.2.3 流式细胞术 

3.2.3.1 流式细胞术检测细胞凋亡 

通过流式细胞术检测 TPS、DTPS、DTPSZ 及 DOX 诱导 HepG2 细胞凋亡的

情况。流式细胞仪对荧光的检测十分灵敏，在含有 DOX 的药物不能使用与其光

谱通道较为接近的 PI 染料进行染色。因此， 在本实验中使用 7-AAD 染料取代

PI 染液对死细胞进行染色。7-AAD 是一种核酸染料，染色原理与 PI 类似，能够

与 DNA 结合并发出红色荧光，但是其光谱通道较窄，不易被干扰。凋亡实验具

体操作如下：将生长至 80%的细胞消化后接种在六孔板中培养 24 h 后弃去完全

培养基，分别加入用无血清基础培养基配制的等效 DOX 浓度为 2.5 μg/mL 的
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TPS、DTPS、DTPSZ 及 DOX（TPS 按照与 DTPS 所含 TPS 等量添加），加药后

孵育12 h，孵育完成后弃去含有药物的培养基，用PBS洗涤三遍后用不含EDTA

的胰酶消化下来，采用 Annexin V-FITC/7-AAD 试剂盒进行染色，染色完成后用

流式细胞仪进行检测，并通过 FlowJo 10.10.0 软件对结果进行分析。 

3.2.3.2 流式细胞术检测细胞摄取 

DOX 本身能够发出红色荧光，因此细胞对含 DOX 药物的摄取可以通过流

式细胞仪的 PE通道直接进行检测。具体操作如下：将汇合度达到 80%的 HepG2

细胞消化后以每孔 1×106 个的密度接种至 6 孔板上培养 24 h，用无血清基础培

养基配制的等效 DOX 浓度为 2.5 μg/mL 的 DTPSZ 分别处理不同时间（2、4、8

和 12h）后弃去培养基，用 PBS 洗涤三遍后用不含 EDTA 的胰酶消化下来，采

用流式细胞仪 PE 通道进行检测，并通过 FlowJo 10.10.0 软件对结果进行分析。 

3.2.3.3 流式细胞术检测细胞活性氧 

        检测方法同 3.2.2.4，但染色部分略有区别。药物孵育完成后弃去含药物的

培养基，用 PBS 洗涤三遍后用不含 EDTA 的胰酶将细胞消化下来，再使用

DCFH-DA 荧光探针进行染色，染色完成后使用流式细胞仪 FITC 通道进行检测，

并通过 FlowJo 10.10.0 软件对结果进行分析。 

3.2.4 DTPSZ 的体外生物安全性研究 

3.2.4.1 细胞毒性检测 

使用小鼠成纤维细胞 L929 检测 TPS、DTPS和 DTPSZ 对正常细胞的毒性，

操作方法同 3.2.2.1，细胞活力相较于对照组低于 80%即视为有明显的细胞毒性。 

3.2.4.2 体外溶血实验 

血红蛋白在 570 nm 附近具有特征吸收峰，尤其在溶血后释放的游离血红蛋

白会显著增强该波长处的吸光度。因此，可以通过将纳米药物与红细胞共孵育，

然后检测红细胞破裂的情况，从而确定药物的血液安全性。具体操作方法如下：

取无菌脱纤维绵羊血 5 mL，加入 0.2 mL 乙二胺四乙酸（EDTA）处理后， 1000 
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rpm 离心 10 min，弃去血清，加入适量 PBS 缓冲液重悬后再次 1000 rpm 离心 10 

min 洗涤，重复此过程直到上清液完全澄清为止，弃去上清液，取下层红细胞，

用 PBS缓冲液定容到 50mL混匀后即可得到浓度为 2%的红细胞悬液。将 DTPSZ

用 PBS 配置为等效 DOX 浓度 0、0.75、1.5、3、6、12 μg/mL 的悬液。分别取各

浓度样品 1 mL 与 1mL 的红细胞悬液混合均匀，阴性对照组加入等量的 PBS，

阳性对照组加入等量的去离子水， 37℃孵育 3 h，孵育完成后 2000 rpm 离心 10 

min，取上清液检测。采用紫外-可见分光光度计检测样品在 570 nm 处的吸光度，

溶血率超过 5%即视为阳性（具有溶血毒性）。溶血率计算公式如下： 

𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑦𝑠𝑖𝑠 𝑅𝑎𝑡𝑒 =
𝑂𝐷𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 − 𝑂𝐷𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒

𝑂𝐷𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 − 𝑂𝐷𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒
× 100% 公式 3-2 

ODpositive：阳性对照吸光度；ODnegative：阴性对照吸光度；ODsample：样品吸光度。 

3.3 结果和分析 

3.3.1 体外细胞实验 

3.3.1.1 细胞药敏检测 

通过 CCK-8 法检测 DTPSZ、DTPS、TPS 和 DOX 对 HepG2 细胞的活力影

响，结果如图 3-1所示。从结果可以看出，当等效DOX浓度达到 1.5 μg/mL时，

使用 DTPSZ、DTPS、TPS和 DOX处理过的 HepG2的细胞活力分别为 58.85%、

60.3%、72.62%和 75.63%；当等效 DOX 浓度达到 3 μg/mL 时，使用 DTPSZ、

DTPS、TPS 和 DOX 处理过的 HepG2 的细胞活力分别为 42.46%、44.48%、57.6%

和 62.89%；当等效 DOX 浓度达到 6 μg/mL 时，使用 DTPSZ、DTPS、TPS 和

DOX 处理过的 HepG2 的细胞活力分别为 27.18%、29.72%、47.18%和 44.09%。

DTPSZ 的 IC50 约为 1.5~3 μg/mL 等效 DOX 浓度，后续实验 DTPSZ 将采用 2.5 

μg/mL 等效 DOX 浓度。 
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图 3-1 细胞药敏检测。 

Figure 3-1 Cell antimicrobial susceptibility testing. 

 

 3.3.1.2 细胞摄取实验 

        使用纳米药物治疗肿瘤，影响治疗效果的不仅有药物本身对肿瘤细胞的杀

伤和抑制能力，还有肿瘤细胞能够内吞的纳米药物的量，通过已有研究可知，

纳米颗粒可以通过 EPR效应被肿瘤细胞摄取，但本研究所制备的 DTPSZ能否被

HepG2 细胞摄取仍需通过实验进行验证。DOX 本身能够发出红色荧光，DAPI

能够给细胞核染色，使用荧光显微镜观察两种荧光的重合程度确定肿瘤细胞对

DTPSZ 的摄取作用，用 ImageJ 软件对荧光强度进行半定量分析，结果如图 3-

2A、B 所示。由图可以看出，在给药时间 0 h 时，细胞内未检测出 DOX 的荧光，

给药时间 2 h 到 8 h，细胞内 DOX 的荧光强度随时间而迅速提升，给药时间 8 h

到 12 h，细胞对 DTPSZ 的摄取速度放缓，12 h 时细胞对 DTPSZ 的摄取量达到

最大，说明DTPSZ可以被HepG2细胞摄取至细胞内。采用流式细胞术进一步对

细胞摄取进行检测，检测结果如图 3-3C 所示，由图 3-3C 可知，流式检测结果

与荧光显微镜检测结果相符。 
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图 3-2 细胞摄取实验。（A）细胞摄取荧光图像。（B）细胞摄取荧光半定量分析。（C）细

胞摄取的流式分析。*p < 0.05、**p < 0.01、*** p < 0.001、ns，无显著性差异。 

Figure 3-2 Cell uptake experiment. (A) Fluorescence image of cell uptake. (B) Fluorescent 

semi-quantitative analysis of cell uptake. (C) Flow cytometric analysis of cell uptake *p < 0.05, 

*** p < 0.001, ns, no significant difference. 

3.3.1.3 活细胞和死细胞染色 

活细胞和死细胞染色结果如图 3-3 所示。由图可以看出，Control 组只有极

少量的死细胞，DOX 和 TPS 组有部分死细胞，而 DTPS 和 DTPSZ 组有大量的

死细胞，该结果与药敏实验结果相符。 
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图 3-3 活细胞和死细胞染色。 

Figure 3-3 Fluorescent staining of live and dead cells. 

3.3.1.4 细胞活性氧检测 

癌细胞中 ROS 水平的升高会触发线粒体途径凋亡，同时会释放损伤相关因

子，增强机体免疫应答。采用 DCFH-DA 荧光探针检测药物诱导细胞产 ROS 的

情况，荧光显微镜图像和流式检测结果如图 3-4 所示。由图可以看出，DTPSZ

处理组检测出比对照组更高的 ROS 荧光强度，说明 DTPSZ 能够通过诱导细胞

ROS 的产生促进细胞凋亡。 
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图 3-4 活性氧检测。（A）活性氧荧光图像。（B）活性氧流式检测。 

Figure 3-4 Reactive oxygen species detection. (A) Reactive oxygen species fluorescence image. 

(B) Reactive oxygen species flow cytometry detection. 

3.3.1.5 细胞划痕实验 

通过细胞划痕实验检测 DTPSZ 对抑制肿瘤细胞转移的作用，结果如图 3-5

所示。由图可以看出，相较于对照组，实验组均具有一定的抑制肿瘤细胞迁移

的作用，其中 DTPSZ 组的抑制迁移效果最强，说明 DTPSZ 具有抑制肿瘤细胞

迁移的作用。 
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图 3-5 细胞划痕实验。（A）不同时间点细胞划痕的显微镜明场图像。（B）划痕面积定量

分析统计图。与对照组相比，*p < 0.05、**p < 0.01、*** p < 0.001。 

Figure 3-5 Cell scratch experiment. (A) Microscopic brightfield images of cell scratches at 

different time poinTPS. (B) Statistical chart of quantitative analysis of scratch area. *p < 0.05、

**p < 0.01、*** p < 0.001, ns, no significant difference, vs. control group. 

3.3.2 流式细胞术检测细胞凋亡 

通过流式细胞术检测 DTPSZ 导致细胞凋亡的情况，结果如图 3-6 所示。从

中可以看出，对照组仅有少量细胞凋亡，应为消化造成的机械损伤，可以忽略

不计；相较于对照组、DOX 组和 TPS 组，DTPS 组和 DTPSZ 组导致了更多的细

胞凋亡，该结果与药敏试验和活死染色实验结果相符。 
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图 3-6 流式细胞术检测细胞凋亡。 

Figure 3-6 Flow cytometry to detect apoptosis. 

3.3.3 DTPSZ 的体外生物安全性研究 

3.3.3.1 细胞毒性检测 

通过 CCK-8 法检测 DTPSZ、DTPS 和 TPS 对 L929 细胞的活力影响，结果

如图 3-7 所示。从中可以看出，随着 DTPSZ、DTPS 和 TPS 的浓度增大，细胞

的活力逐渐降低，但各组细胞活力都保持在 80%以上，说明该计量下的 DTPSZ、

DTPS 和 TPS 对 L929 细胞没有明显的毒害作用。 

 
图 3-7 细胞毒性检测。 

Figure 3-7 Cytotoxicity test.  
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3.3.3.2 体外溶血实验 

溶血实验时检测纳米颗粒生物安全性的常用方法，材料血液毒性高会导致

红细胞破裂，对机体造成损害。DTPSZ 的溶血实验结果如图 3-8 所示，从结果

可以看出，当 DTPSZ 的等效 DOX 浓度在 6 μg/mL 以下时，溶血率均在 5%以

下，即没有明显的溶血现象产生，当 DTPSZ 的等效 DOX 浓度为 12 μg/mL 时，

溶血率达到了 7.74%，发生了明显的溶血现象，因此，在给药时，药物的血液

浓度需保持在 12 μg/mL 以下。 

 
图 3-8 溶血实验。*** p < 0.001，ns，无显著性差异，与对照组相比。 

Figure 3-8 Hemolysis experiment. *** p < 0.001, ns, no significant difference, vs. control 

group. 

 

3.4 本章小结 

在上一章中，介绍了 DTPSZ 纳米粒的合成，本章对合成的 DTPSZ 纳米粒

进行体外抗肿瘤活性和生物安全性的检测。首先采用 CCK-8 检测了 DTPSZ 对

HepG2 的抑制作用，证实了 DTPSZ 在体外具有抗肿瘤活性。为了检验 DTPSZ

的生物安全性，采用 CCK-8 检测了 DTPSZ 对 L929 细胞的活力影响，结果表明，

DTPSZ具有较好的生物安全性；溶血实验进一步证明 DTPSZ在血液中的浓度小

于 12 μg/mL 没有溶血风险。细胞荧光染色和流式检测结果表明，随着时间的进

行，HepG2 的荧光强度会逐渐升高，表明 DTPSZ 纳米粒可以被肿瘤细胞吸收。

活死染色实验以及流式凋亡检测表明，DTPSZ 具有诱导 HepG2 凋亡的作用； 
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ROS 活性氧检测表明，DTPSZ 能够诱导肿瘤细胞产生更多的活性氧从而诱导细

胞凋亡。细胞划痕实验表明 DTPSZ 能够抑制肿瘤细胞的转移。综上所述，体外

细胞实验证实了 DTPSZ 对肿瘤细胞的抑制作用。 
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第四章 DTPSZ 的体内抗肿瘤研究 

4.1 前言 

在第三章中，本课题通过体外实验对 DTPSZ 的体外抗肿瘤活性以及生物安

全性进行了检测。但是 DTPSZ 在复杂的体内环境中是否具有抗肿瘤活性以及靶

向效果仍然有待验证。在这一章本课题将通过建立小鼠荷瘤模型对 DTPSZ 的体

内靶向、体内抗肿瘤活性以及体内生物安全性进行检测。 

4.2 实验方法 

4.2.1 HepG2 肿瘤模型的构建 

实验动物购自杭州子源实验动物科技有限公司，经杭州医学院检测并颁发

实验动物合格证。准备 20 只 5 周龄 BALB/c Nude裸鼠，在 SPF 环境中饲养一周

使小鼠适应环境，在小鼠右侧腋下通过皮下注射 1×107个HepG2细胞（100 μL），

每隔一天注射一次，连续注射一周时间后停止注射，在肿瘤生长至约 200 mm3

后将小鼠分为五组（每组四只）进行实验。 

4.2.2 DTPSZ 体内抗肿瘤效果的研究 

荷瘤模型建立后对小鼠进行治疗，分别采用 PBS配制 TPS、DTPS、DTPSZ

及 DOX（TPS 按照与 DTPS 所含 TPS 等量配制）溶液，按照等效 DOX 浓度为

2.5 mg/kg 的给药量通过腹腔注射对小鼠进行给药，对照组注射等量的 PBS，总

治疗周期为 14 天。治疗期间每天记录小鼠肿瘤的长度（L）和宽度（W）以及

小鼠的体重直至死亡或肿瘤体积大于 1000 mm3，采用如下公式计算肿瘤体积： 

𝑉 =
𝐿 × 𝑊2

2
 公式 4-1 
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4.2.3 DTPSZ 体内靶向效果的研究 

Cy 系列荧光染料（Cyanine dyes）具有长波长、低生物毒性等特点，被广

泛应用于活体成像领域。因此，本研究中采用 Cy5 SE荧光染料来标记 DTPSZ。

将 DTPSZ 分散于 PBS 中，加入适量 Cy5 SE 荧光染料后避光搅拌 24 h，12000 

rpm离心后得到的沉淀即是 DTPSZ-Cy5。将 DTPSZ-Cy5用适量的 PBS 重悬，通

过尾静脉注射注入小鼠体内。 采用 IVIS （激发波长：649 nm；发射波长：670 

nm） 活体成像仪记录注射后 0 h 、 2 h 、 4 h 、8h、 12 h 和 24 h 时的体内荧光

分布图像和荧光强度数据。24 h 后通过脊柱脱位处死小鼠并进行解剖，取出主

要器官和肿瘤，采用活体成像仪检测并记录心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏和肿

瘤的荧光强度图像和数据。 

4.2.4 肿瘤组织学和免疫组化检测 

治疗结束后，摘取眼球采血并通过脊柱脱位处死小鼠，对小鼠进行解剖取

出肿瘤组织，将肿瘤用 PBS 缓冲液清洗去残留的血液后用 4%多聚甲醛固定 48 

h，然后将它们包埋在石蜡中，切片脱蜡后进行 H&E 染色、TUNEL 染色，采用

免疫组织化学方法检测 Ki 67 和 Caspase-3 在肿瘤组织中的表达。 

4.2.5 DTPSZ 的体内生物安全性研究 

4.2.5.1 小鼠主要器官 H&E 染色 

操作同 4.2.4。 

4.2.5.2 小鼠血液生化指标检测 

治疗结束后，通过摘取眼球收集血液并通过脊柱脱位处死小鼠，将血液静

置 1 h 后，用离心机 3000 rpm 离心 15 min 取血清，使用全自动生化仪自动测定

ALT、AST、CREA 和 BUN 等肝肾功能指标。 
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4.3 结果和分析 

4.3.1 DTPSZ 体内抗肿瘤效果的研究 

 
图 4-1 DTPSZ 的体内抗肿瘤效果。（A）小鼠实验流程图。（B）治疗后结束后的小鼠肿瘤

图。（C）治疗结束后各组小鼠肿瘤质量图。（D）治疗期间小鼠肿瘤体积随时间变化折线

图。（E）治疗期间小鼠体重变化图。*p < 0.05、**p < 0.01、*** p < 0.001，ns，无显著

性差异，与对照组相比。 

Figure 4-1 In vivo anti-tumor effect of DTPSZ . (A) Flow chart of mouse experimenTPS. (B) 

Mouse tumor diagram after the end of treatment. (C) Tumor mass map of mice in each group 

after treatment. (D) Line plot of mouse tumor volume over time during treatment. (E) Diagram 

of body weight changes in mice during treatment. *p < 0.05、**p < 0.01、*** p < 0.001, ns, 

no significant difference, vs. control group. 

小鼠的荷瘤及治疗过程如图 4-1A 所示，治疗结果如图 4-1C、D、E，由图

可以看出，相较于对照组，DTPSZ 治疗组的肿瘤尺寸和肿瘤质量更小，说明

DTPSZ 具有更加的显著的抑制肿瘤生长的效果，而 DOX 组和 TPS 组的治疗效

果较弱，这是由于游离的 DOX 不具备肿瘤靶向作用，相当一部分无法到达肿瘤

部位被肿瘤细胞吸收，而TPS容易被肝脏代谢掉。另外，DTPS在体内抗肿瘤效

果较 DTPSZ 明显更弱，而在体外实验中，DTPS 和 DTPSZ 对肿瘤细胞的抑制效

果较为接近，这是由于在体内血液中 DOX 容易脱离 TPS 的吸附从而减弱 DTPS

的疗效，而 DTPSZ 的酸敏靶向外壳能够更好地把药物运输至肿瘤部位。在治疗

过程中，对小鼠体重进行了检测和记录，结果如图 4-1B。由图可以看出，相较
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于对照组，治疗组的小鼠体重没有出现明显的下降，该结果表明 DTPSZ 对小鼠

的健康没有损害。 

4.3.2 DTPSZ 体内靶向效果的研究 

 
图 4-2 DTPSZ 体内靶向效果的研究。（A）实验流程图。（B）在各时间点小鼠肿瘤部位荧

光强度占小鼠全身荧光强度的比例统计图。（C）注射 DTPSZ 后各时间点小鼠体内荧光

分布图。（D）DTPSZ 注射 24 h 后小鼠主要器官和肿瘤的荧光分布图。（E）小鼠主要器

官和肿瘤平均荧光强度定量统计图。**p < 0.01、*** p < 0.001，ns，无显著性差异。 

Figure 4-2 Study of the in vivo targeting effect of DTPSZ. (A) Experimental flow chart. (B) 

Statistical chart of the proportion of fluorescence intensity of mouse tumor site to the whole 

body fluorescence intensity of mice at each time point. (C) Fluorescence distribution in mice at 

each time point after DTPSZ injection. (D) Fluorescence distribution of major organs and 

tumors of mice 24 h after DTPSZ injection. (E) Quantitative statistical plot of mean 

fluorescence intensity of major organs and tumors in mice. **p < 0.01, *** p < 0.001, ns, no 

significant difference. 
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如图 4-2A为小鼠活体成像实验流程，DTPSZ-Cy5注射后不同时间点小鼠体

内荧光分布如图 4-2B、C 所示，由图可以看出，小鼠在注射 DTPSZ-Cy5 后的前

四个小时，肿瘤部位的荧光强度占小鼠全身的荧光强度的比例逐渐上升，说明

DTPSZ-Cy5在小鼠体内具有显著的靶向效果；4 h后荧光强度略有下降并趋于平

稳，可能是因为前期到达肿瘤部位的DTPSZ-Cy5进入了肿瘤深处。由图 4-2D、

E 可以看出，小鼠肿瘤部位单位面积上具有更强的荧光，即 DTPSZ-Cy5 在肿瘤

部位聚集，说明 DTPSZ-Cy5 具有明显的肿瘤靶向效果，除肿瘤之外，荷瘤小鼠

主要器官中肝脏和肾脏的荧光强度最高，并且无瘤小鼠主要器官中肝脏和肾脏

的荧光要显著高于荷瘤小鼠，这些现象说明 DTPSZ 主要通过肝脏和肾脏代谢[73]。 

4.3.3 肿瘤组织学和免疫组化 

通过 H&E 和 TUNEL 染色对药物疗效进行进一步分析，H&E 结果（图 4-

3A）表明，对照组的肿瘤组织紧密，未出现明显坏死现象，而治疗组小鼠肿瘤

组织均出现不同程度细胞坏死现象，并且相较于其他治疗组，DTPSZ 组导致了

肿瘤组织更多的细胞坏死[74-77]。TUNEL 染色结果（图 4-3B、C）表明，DTPSZ

实验组具有更高的 TUNEL 阳性率，即 DTPSZ 导致了更多的肿瘤细胞凋亡。  

Ki 67 是一种存在于细胞核中的增殖相关蛋白，肿瘤样本中 Ki 67 阳性细胞

的比例可以反映出肿瘤细胞的增殖活性；Caspase-3 阳性细胞占比是评估细胞凋

亡水平及治疗反应的重要参数[78-83]。图 4-3D 为免疫组化染色检测肿瘤组织中

Ki67和Caspase-3的表达水平。由图可知，相较于对照组和其他给药组，DTPSZ

组的 Caspase-3 蛋白的表达水平明显更高，同时 DTPSZ 组的 Ki67 阳性细胞占比

更低，该结果表明 DTPSZ 能够抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡[36]。 
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图 4-3 肿瘤组织学和免疫组化。（A）肿瘤组织 H&E 染色。（B）肿瘤组织 TUNEL 染色。

（C）肿瘤组织 TUNEL 荧光染色。（D）肿瘤组织免疫组化。 

Figure 4-3 Tumor histology and immunohistochemistry. (A) H&E staining of tumor tissues. (B) 

TUNEL staining of tumor tissue. (C) TUNEL fluorescent staining of tumor tissue. (D) 

Immunohistochemistry of tumor tissues. 

 

4.3.4 DTPSZ 的体内生物安全性分析 

4.3.4.1 小鼠主要器官 H&E 染色 
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通过观察小鼠主要器官（心、肝、脾、肺、肾）的组织形态学染色切片可

以看出药物是否对小鼠的内脏造成损伤，以排除潜在的生物安全性问题。由图

4-4 可以看出，与对照组相比，各治疗组的主要器官切片在组织形态和炎症细胞

聚集方面并没有显示出明显差异，该结果进一步表明 DTPSZ 具有出色的生物安

全性[84-86]。 

 
图 4-4 小鼠主要器官 H&E 染色。 

Figure 4-4 H&E staining of major organs of mice. 

 

4.3.4.2 小鼠血液生化指标检测 

血液中的 ALT 和 AST 水平与肝脏损伤密切相关；CREA 和 BUN 水平是评

估肾脏功能的重要指标，其含量的变化同样与肾脏损伤密切相关。图4-5是各实

验组小鼠血液 ALT、AST、CREA 和 BUN 含量的检测结果。由图可以看出，各

治疗组小鼠血液的相关指标数据均在正常范围内，说明 DTPSZ 对肝肾器官没有

毒害作用[87,88]。 



安徽工程大学硕士学位论文 

50 

 

 
图 4-5 小鼠血液生化指标检测。 

Figure 4-5 Detection of blood biochemical indexes in mice. 

 

表 4-1 小鼠血液生化指标正常值参考范围 

Table 4-1 Reference range of normal values of mouse blood biochemical indexes 

指标 正常值参考范围 

ALT 10.06-96.47 U/L 

AST 36.31-235.48 U/L 

CREA 10.91-85.09 μmol/L 

BUN 10.81-34.74 mg/dL 
 

注：血液生化指标参考值由于动物品种、来源、年龄、体重、饲养环境、营养

状况、检查方法等条件的不同会存在相当大的差异。 

4.4 本章小结 

本章通过建立荷瘤小鼠模型对 DTPSZ 的体内抗肿瘤活性、体内靶向性和体

内生物安全性进行了探究。体内抗肿瘤实验结果显示，DTPSZ 在体内具有比对
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照组和其他治疗组更好的抗肿瘤疗效；同时治疗期间小鼠体重并未出现明显的

下降，说明 DTPSZ 没有对小鼠的健康造成危害。IVIS 活体成像结果显示，

DTPSZ在肿瘤部位的累积要明显多于小鼠的肝肾等主要器官，说明 DTPSZ具有

明显的体内肿瘤靶向效果，且DTPSZ是通过肝脏和肾脏进行代谢的。肿瘤H&E

切片和 TUNEL 切片结果显示，相较于对照组和其他治疗组，DTPSZ 导致了更

多的肿瘤组织细胞的坏死和凋亡；Ki 67 和 Caspase-3 免疫组化结果表明，

DTPSZ 具有抑制肿瘤细胞增殖和促进肿瘤细胞凋亡的效果，这些切片检测表明

了 DTPSZ 具有优秀的体内抗肿瘤效果。而小鼠主要器官（心、肝、脾、肺、肾）

的 H&E 切片和血液肝肾损伤相关指标的检测结果表明，在治疗过程中 DTPSZ

不会对小鼠产生毒害作用。 
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第五章 结论与展望 

5.1 结论 

本研究以云南普洱茶中提取的 TP 为模板，通过化学还原法成功合成了 TPS，

随后通过单因素实验优化了 TPS 的合成条件，最终获得了粒径 100 nm 左右（经

800 nm 滤膜过滤后）分散性良好的的 TPS 颗粒，并将其用于负载抗肿瘤药物

DOX从而制得了 DTPS，最后采用一锅法将酸敏靶向外壳 ZIF-8包覆在 DTPS表

面，获得了具有酸敏靶向效果的载药纳米硒颗粒 DTPSZ。通过 DLS、Zeta-

potential、SEM、TEM、Mapping、FTIR、UV-Vis 以及 XRD 等表征手段证明了

DTPSZ 的成功合成。通过透析法检测了 DTPSZ 不同 pH 环境中的释放情况，结

果表明 DTPSZ 具有酸敏释放以及缓释的效果；检测了 DTPSZ 的 DLS 水动力尺

寸，和DTPSZ的稳定性，结果表明DTPSZ可在水相环境中稳定存在一周以上。 

探究了 DTPSZ 的生物安全性和体外抗肿瘤活性。采用 DAPI 染色和流式检

测证实了 DTPSZ 能够被癌细胞摄取；CCK-8 检测、活死染色、流式凋亡检测、

ROS 检测结果均表明 DTPSZ 对 HepG2 细胞具有抑制作用。通过划痕实验探究

了 DTPSZ 抑制肿瘤细胞迁移的能力，结果表明 DTPSZ 具有抑制肿瘤细胞转移

的作用。体外CCK-8细胞毒性实验和溶血实验表明了 DTPSZ具有良好的生物安

全性。 

通过构建荷瘤小鼠模型探究 DTPSZ 的体内抗肿瘤活性、体内靶向性和体内

生物安全性。体内抗肿瘤治疗结果表明，DTPSZ 治疗组具有比其他治疗组更加

显著的治疗效果，IVIS 活体成像结果表明了 DTPSZ 在小鼠体内具有明显的肿瘤

靶向效果，且 DTPSZ 是通过肝脏和肾脏进行代谢的。H&E 切片和 TUNEL 切片

结果表明，相较于其他治疗组，DTPSZ 治疗组导致了肿瘤组织更多的坏死和凋

亡；另外，Ki 67 和 Caspase-3 免疫组化结果也表明，DTPSZ 能够促进癌细胞凋

亡的同时抑制癌细胞增殖从而达到抗肿瘤的效果。小鼠主要器官的 H&E 切片和

血液肝肾毒性相关指标的检测结果表明，DTPSZ 具有较好的食物安全性。 
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5.2 展望 

综上所述，本论文构建了一种用于抗肿瘤的酸敏靶向的载药纳米硒颗粒，

并验证了该纳米颗粒具有体内外抗肿瘤活性，但仍有如下一些问题需要解决: 

（1） 本材料所使用的外壳ZIF-8具有酸敏靶向性，同时具有良好的生物相

容性，但它所具有的靶向性只是一种被动的靶向，其靶向效果与主

动靶向相比仍然具有一定的差距，在今后的研究中可以采用具有主

动靶向作用的外壳，例如细胞膜等。 

（2） 在本研究中，TP 的替代物有很多，可以使用透明质酸、叶酸等物质

组成双重靶向，或许能够获得抗肿瘤性能更强的纳米药物。 

（3） 对于纳米硒和 DOX 协同抗肿瘤的研究仅限于抗肿瘤活性，未对其抗

肿瘤机理进行更深入的研究。 
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