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摘要:采用高温溶剂注入法合成了形貌均匀的Cu2-xSe纳米粒子,
 

经聚乙烯吡咯烷酮修饰转水后通过一步溶液法

在粒子表面包覆金属有机骨架 MIL-100(Fe),
 

最后利用 MIL-100(Fe)介孔壳较大的比表面积和多孔结构负载上抗

肿瘤药物阿霉素(DOX).
 

Cu2-xSe纳米粒子作为一种性能优异的新型光热剂,
 

可以被近红外二区1
 

064
 

nm光源激

发并发挥肿瘤治疗作用;
 

同时,
 

Cu2-xSe纳米粒子产生的光热提高了 MIL-100(Fe)的化学动力学治疗效果、
 

促进了

抗癌药物阿霉素的释放进程.
 

实验结果表明:
 

该研究构建的纳米材料平台可以实现光热治疗、
 

热促进化学动力学治

疗和化学治疗3种乏氧肿瘤治疗策略的协同作用,
 

具有潜在的应用价值.
关 键 词:Cu2-xSe纳米粒子;

 

多模式抗肿瘤;
 

乏氧肿瘤治疗
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Abstract:
 

The
 

Cu2-xSe
 

nanoparticles
 

with
 

uniform
 

morphology
 

were
 

firstly
 

synthesized
 

by
 

high-tempera-
ture

 

solvent-injection
 

method.
 

After
 

being
 

modified
 

with
 

polyvinylpyrrolidone,
 

the
 

surface
 

of
 

the
 

particles
 

was
 

coated
 

with
 

metal
 

organic
 

framework
 

MIL-100
 

(Fe)
 

by
 

one-step
 

solution
 

method.
 

Finally,
 

MIL-100
(Fe)

 

mesoporous
 

shell
 

with
 

the
 

large
 

specific
 

surface
 

area
 

and
 

porous
 

structure
 

was
 

loaded
 

with
 

sufficient
 

anti-tumor
 

drug
 

doxorubicin
 

(DOX).
 

As
 

a
 

new
 

type
 

of
 

photothermal
 

agent
 

with
 

excellent
 

performance,
 

Cu2-xSe
 

nanoparticles
 

can
 

be
 

excited
 

by
 

the
 

1
 

064
 

nm
 

light
 

source
 

in
 

the
 

second
 

region
 

of
 

the
 

near-infrared
 

and
 

take
 

effect.
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

heat
 

generated
 

by
 

the
 

nanoparticles
 

also
 

greatly
 

improves
 

the
 

che-
modynamic

 

treatment
 

effect
 

of
 

MIL-100
 

(Fe)
 

and
 

promotes
 

the
 

release
 

of
 

the
 

anticancer
 

drug
 

doxorubicin.
 

The
 

constructed
 

nano-platform
 

can
 

realize
 

the
 

synergy
 

of
 

three
 

hypoxic
 

tumor
 

treatment
 

strategies:
 

photo-
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thermal
 

therapy,
 

thermally
 

promoted
 

chemodynamic
 

therapy
 

and
 

and
 

chemotherapy,
 

which
 

has
 

great
 

po-
tential

 

applications
 

in
 

the
 

field
 

of
 

anti-cancer.
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近年来,
 

在光热治疗领域,
 

许多能有效吸收近红外光的光热剂被逐渐发掘出来,
 

铜基二元/三元硫属化

合物即是其中极具代表性的一类[1-4],
 

它们在近红外区具有较强的局部表面等离子体激元共振吸收,
 

这一

特点使其具有优异的光热转换能力[5-9].
 

由于铜原子的缺失,
 

Cu2-xE(E=S,
 

Se,
 

Te,
 

0≤x≤1)系列化合物

也有着较强的等离子体激元共振吸收和优异的光热性能[10],
 

通过改变x 的具体数值可以调节其等离子体

激元共振吸收性质[11-13].
基于此,

 

本研究构建了基于Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的光热/化学动力学/化学治疗三模式乏氧

治疗体系.
 

在整个体系中,
 

光热剂Cu2-xSe纳米粒子产生的高热不仅发挥了其本身光热治疗的作用,
 

而且

还同肿瘤微环境的酸性pH共同促进了 MIL-100(Fe)芬顿反应的进行以及药物阿霉素的释放,
 

提高了治疗

效率.
 

更重要的一点是,
 

光热、
 

化学动力学以及化学治疗都是不依赖氧气的治疗方式,
 

因此本研究构建的

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX在乏氧肿瘤治疗领域有着一定的潜在应用价值.

1 实验部分

1.1 实验仪器与试剂

仪器:
 

Rigaku
 

D/max-TTR-Ⅲ衍射仪(Cu-Kα辐射λ=0.154
 

05
 

nm),
 

FEI
 

Tecnai
 

G2
 

S-Twin透射电子

显微镜,
 

Leica
 

SP8设备,
 

表面分析系统(Thermofisher
 

Escalab
 

Xi+).
试剂:

 

CuCl(AR),
 

NH2-PEG(2000)-NH2(AR),
 

EDC(AR),
 

NHS(AR),
 

PVP(AR),
 

FeCl3(AR),
 

H3BTC(AR)以及油胺、
 

十八烯、
 

无水乙醇均为分析级,
 

未进一步纯化而直接用于实验过程.
1.2 Cu2-xSe@MIL-100(Fe)的合成

1.2.1 硒-油胺(Se-OAm)前驱体的合成

取10
 

mmol硒粉与10
 

mL油胺于三颈瓶中,
 

将此溶液加热至140
 

℃,
 

打开真空泵,
 

使瓶内保持真空状

态30
 

min以除去溶液中的低沸点溶剂杂质,
 

接着关闭真空泵,
 

通入氮气,
 

继续将溶液加热至320
 

℃,
 

在氮

气环境中反应30
 

min制得Se-OAm前驱体[14].
1.2.2 Cu2-xSe纳米粒子的合成

根据文献[15]合成了Cu2-xSe纳米粒子.
 

取0.5
 

mmol氯化亚铜、
 

8mL十八烯和2mL油胺于四颈瓶

中,
 

将此溶液加热至140
 

℃,
 

打开真空泵,
 

使瓶内保持真空状态30
 

min以除去低沸点溶剂杂质,
 

接着关闭

真空泵,
 

通入氮气,
 

将溶液加热至200
 

℃时立即用注射器将Se—OAm前驱体快速注入到四颈瓶中,
 

接着

将温度升至220
 

℃并保持1
 

h.
 

反应后的溶液用乙醇、
 

环己烷洗涤数次,
 

即得到沉淀的Cu2-xSe纳米粒子.
1.2.3 Cu2-xSe@MIL-100(Fe)核-壳材料的合成

室温下,
 

在烧杯中将合成的Cu2-xSe纳米粒子分散在30
 

mg聚乙烯吡咯烷酮的三氯甲烷溶液中并搅拌

12
 

h,
 

然后离心收集沉淀得到聚乙烯吡咯烷酮修饰的Cu2-xSe纳米粒子.
 

接着将所得粒子分散在乙醇中,
 

加入一定量的氯化铁,
 

搅拌30
 

min后再逐滴加入与氯化铁等质量的量的均苯三甲酸,
 

反应24
 

h,
 

产物用乙

醇离心洗涤数次除去过量的反应物,
 

收集沉淀得到核-壳结构的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)纳米材料.
1.2.4 在Cu2-xSe@MIL-100(Fe)上负载阿霉素

将制备的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)溶于磷酸盐缓冲溶液,
 

加入一定量的阿霉素,
 

室温下避光搅拌24
 

h
后离心洗涤除去过量的阿霉素,

 

所得沉淀即为产物Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX.
 

通过测定上层清液中阿

霉素在480
 

nm处的紫外吸收强度以及阿霉素的标准曲线来计算其担载量[16-17].

2 结果与讨论

2.1 形貌、
 

物相和元素分析

图1是合成的Cu2-xSe和Cu2-xSe@MIL-100(Fe)纳米粒子的透射电子显微镜(TEM)图片.
 

由图1a可
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知,
 

通过两步高温热解法在油性溶剂中制备出的Cu2-xSe纳米粒子呈现出清晰、
 

均匀的球形形貌且粒径大

小为20
 

nm左右.
 

而从图1a中的HRTEM图可以清晰地看到晶体的晶格条纹,
 

证明了Cu2-xSe材料良好

的结晶性.
 

然后在三氯甲烷中将得到的Cu2-xSe纳米粒子连接上聚乙烯吡咯烷酮进行转水修饰,
 

紧接着在

乙醇中通过该粒子和氯化铁、
 

均苯三甲酸的一步反应包覆上金属有机骨架 MIL-100(Fe)壳层,
 

所得的

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)
 

粒子形貌见图1b.
 

从图1b中可以看出,
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)粒子的形貌依旧

保持了球形且有着明显的内核 外壳结构,
 

直径增至140
 

nm左右.
 

内核直径相对于图1a的Cu2-xSe纳米粒

子直径明显变大,
 

可能是由于纳米粒子发生了聚沉.

a中插图为 HRTEM图.

图1 Cu2-xSe和Cu2-xSe@MIL-100(Fe)纳米粒子的TEM图

图2是制备的Cu2-xSe纳米粒子的XRD图.
 

经过与标准卡片(JCPDS
 

No.
 

06-0680)比对可知,
 

所得材

料的图谱能与其标准图谱的特征衍射峰匹配吻合,
 

主要特征峰对应的晶面有(111)、
 

(220)、
 

(311)和(422).
 

图3是制备的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX纳米粒子在纯水和磷酸缓冲溶液(PBS)中的动力学光散射粒

径分布图.
 

从图3可以看出,
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX纳米粒子的粒径与之前透射图(图1b)中观察到

的基本一致,
 

且在水和磷酸缓冲溶液中均能稳定分布,
 

这为该粒子后续在水溶液和生物体环境中的分散及

应用提供了基础.

图2 Cu2-xSe纳米粒子的XRD图 图3 Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX纳米粒子在纯水和

磷酸缓冲溶液中的动力学光散射粒径分布图

  图4是Cu2-xSe@MIL-100(Fe)纳米粒子的 N2 吸附/脱附等温线和相应的孔径分布图.
 

由图4可

知,
 

其等温线是典型的Ⅳ型等温线且其孔道大小为25
 

nm,
 

表明体系中存在着丰富的介孔孔道,
 

同时

经测定可知样品的比表面积为256.65
 

m2/g.
 

体系较大的比表面积和孔道直径保证了后续抗癌药物阿

霉素的担载.
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图4 Cu2-xSe@MIL-100(Fe)纳米粒子的N2 吸附/脱附等温线和孔径分布

图5是制备过程中各个样品的Zeta电位变化图.
 

由图5可知,
 

在油胺/十八烯中合成的Cu2-xSe纳米

粒子表面带负电荷(-12.3
 

mV),
 

在溶液中修饰上聚乙烯吡咯烷酮并包覆 MIL-100(Fe)壳层后电荷转正

(+9.2
 

mV).
 

Zeta电位绝对值越大,
 

体系的稳定性越高,
 

粒子不容易发生聚沉.
 

因此,
 

根据Zeta电位的数

值变化可以分析解释透射图(图1)中内核粒子粒径增大的原因.
 

在溶液中修饰上聚乙烯吡咯烷酮即转水修

饰后,
 

Cu2-xSe粒子的电位明显降低,
 

从而体系变得不稳定,
 

粒子发生聚沉致使粒径变大.
 

图6是各样品的

紫外-可见吸收光谱图,
 

从图6中可以看出在Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的吸收曲线中出现了DOX的特

征吸收峰(480
 

nm附近),
 

表明材料中成功负载上了抗肿瘤药物阿霉素[18-19].

图5 合成过程中样品的Zeta电位变化图 图6 DOX,Cu2-xSe@MIL-100(Fe)及

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的紫外-可见吸收光谱图

2.2 性能分析

配制了一系列梯度质量浓度(80,40,20,10,5,0
 

μg/mL)的阿霉素溶液并检测了其在480
 

nm特征波长

处的吸光度,
 

经线性拟合得到其标准曲线(图7a),
 

图7中阿霉素的紫外-可见吸光度(Y)与其浓度(X)的线

性关系为Y=25.294X+0.025.
 

根据产物Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的紫外-可见吸收曲线以及朗伯-比
尔定律可以估算出阿霉素的担载率为40.3%.

 

紧接着,
 

探究了在不同pH值和光照条件下材料中阿霉素在

溶液中的释放曲线.
 

如图7b所示,
 

在pH=7.4的磷酸缓冲溶液中,
 

当1
 

064
 

nm激光的功率设置为0,0.4,

0.8
 

W/cm2 时,
 

阿霉素的释放率分别为12.1%,21.3%,42.7%.
 

可以看到,
 

随着激光功率的增大,
 

阿霉素

的释放量明显增加,
 

这主要是因为激光功率的增大使得体系的光热温度提高,
 

高热促进了阿霉素的释放.
 

而从图7c可知,
 

当磷酸缓冲溶液的pH调节为5.5时,
 

在激光功率为0,0.4,0.8
 

W/cm2 时,
 

阿霉素的释放

率分别增加到了39.1%,48.1%,73.3%.
 

相比于中性环境,
 

酸性pH下DOX的释放率更高.
 

利用这一点,
 

在肿瘤治疗领域可以依赖肿瘤微酸性的环境促进药物的定向释放、
 

增强治疗效果.
 

综上可知,
 

Cu2-xSe@
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MIL-100(Fe)-DOX体系实现了酸性pH/光热的双响应释放,
 

因此可以有效地发挥药物治疗作用.

图7 DOX溶液的标准曲线和pH=7.4
 

和5.5时Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX材料的阿霉素释放曲线

图8 以5,5-二甲基-1-吡咯烷-N-氧化物

作捕获剂的不同体系的EPR谱图

考虑到羟基自由基寿命短、
 

化学活性高的特

点,
 

使用电子顺磁共振法(EPR)检测了原位羟基

自由基的生成[20-21].
 

将制备的材料与适量的过氧

化氢混合,
 

用相应的磷酸缓冲溶液调节溶液的pH
值至5.5或7.4,

 

再加入与材料等体积的捕获剂

5,5-二甲基-1-吡咯烷-N-氧化物,
 

用1
 

064
 

nm激光

照射1
 

min后进行检测即可得到相应的图谱.
 

图8
是在不同条件下测出的电子顺磁共振谱图.

 

由图8
可知,

 

所有谱图中均出现了羟基自由基的四重特

征信号峰,
 

且在光照和酸性条件下材料的信号峰

最强,
 

即生成的羟基自由基最多最快.
 

与阿霉素的

pH/光热的双响应释放一样,
 

酸性pH与高热的双

重刺激也促进了芬顿反应的进行,
 

有利于体系利

用酸性的肿瘤微环境发展化学动力学治疗.
 

用

2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)表征了材料生成活性氧的能力,
 

使用共聚焦显微镜观察细胞.
 

如图

9所示,
 

随着时间的延长(2,4,6,8
 

min),
 

绿色荧光逐渐增强,
 

即材料生成的活性氧越来越多.
 

以上结果表

明,
 

本研究所构建的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX材料有潜力在肿瘤微环境的条件下有效地生成活性氧.
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所有细胞都用DCFH-DA标记;
 

比例尺:
 

50
 

μm,
 

激光器的功率均为0.8
 

W/cm2.

图9 不同辐照时间Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX培养的海拉细胞的CLSM图像

通过一系列实验深入探究了Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX材料的光热转换能力.
 

图10a是不同质量浓

度(500,250,125,62.5,0
 

μg/mL)的材料被1
 

064
 

nm激光照射500
 

s后的温度变化图.
 

从图10中可以发现

材料的质量浓度越高,
 

其能达到的最终温度也越高,
 

材料质量浓度为500
 

μg/mL时最终温度可达到50
 

℃,
 

这完全满足了生物应用中光热治疗的要求.
 

图10b与10c分别是1个和3个循环周期内的温度变化图.
 

以

1
 

500
 

s为一个循环周期,
 

持续用激光照射材料的水溶液750
 

s后关掉激光器让材料自然冷却,
 

期间始终用

热红外成像仪监测材料的温度变化并且每10
 

s记录1次温度值,
 

循环3次.
 

实验结果表明,
 

几个循环周期

内材料的光热温度值和变化趋势并没有明显的变化,
 

即Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX材料具有良好的光

热稳定性.
 

根据循环曲线中的冷却部分可以得到相应的-lnθ值,
 

将其与温度进行线性拟合可以得到图8d,
 

其斜率值189.19为系统的时间常数τ_(s
 

)的数值.
 

据此,
 

计算出材料Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的光

热转换效率η 为51.21%[22-23].
 

如图11所示,
 

用1
 

064
 

nm 激光分别辐照水和Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-

DOX材料的水溶液5
 

min,
 

每隔1
 

min用红外热成像仪拍照记录一次溶液的温度.
 

从红外热成像图片中可

以直观地观察到材料的温度颜色从一开始的淡黄泛红到变红到最终呈白热化的状态,
 

而作为对照组的溶剂

水的颜色则一直保持着淡蓝色的室温状态.
 

实验结果进一步证明了本研究构建的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-

DOX具有优异的光热转换能力.

311第1期      陆娟,
 

等:
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX的合成及多模式抗肿瘤研究



图10 在1
 

064
 

nm激光照射下温度变化图

图11 水和Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX在1
 

064
 

nm激光照射下的红外热成像图

2.3 体外抗癌性能研究

实验结果表明本研究所构建的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX体系具有良好的载药性能、
 

活性氧生成

能力以及光热转换能力.
 

于是我们进一步对材料的生物应用进行了探究.
 

为了确保材料在生物应用时安全

无害,
 

首先进行了生物相容性实验.
 

将不同质量浓度(500,250,125,62.5,31.3,15.6,7.8
 

μg/mL)的材料与

L929成纤维细胞共同培养处理24
 

h后经酶标仪测定得各组细胞的存活率数值(图12a),
 

每组细胞(包括材

料质量浓度高达500
 

μg/mL的培养细胞)的存活率均在90%以上,
 

据此判断材料具有良好的生物相容性.
 

紧接着我们探究了材料对海拉肿瘤细胞的毒性,
 

将海拉细胞分为不同组,
 

设置其中一组为对照组,
 

其余组

细胞分别用光照、
 

纯阿霉素、
 

Cu2-xSe+光照、
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)+光照、
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-
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DOX+光照处理,
 

经过同样的 MTT处理得到相应的细胞存活率数值(图12b).
 

从图12b的柱状图可知,
 

对照组和1
 

064
 

nm光照组的细胞存活率均在90%以上,
 

可见近红外光照对细胞基本没有损伤.
 

而纯阿霉

素(500
 

μg/mL)处理的细胞存活率降至60%左右,
 

表明阿霉素是一种有效的抗癌药物.
 

Cu2-xSe+光照、
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)+光照、
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX+光照处理的细胞存活率在材料质量浓度为

500
 

μg/mL时分别降低至60%,43%,20%左右.
 

依次递增的抗肿瘤细胞能力可分别归因于逐步引入的光

热、
 

化学动力学和药物治疗.

图12 L929成纤维细胞与样品共同培养后的体外存活率

为了更直观地观察抗肿瘤效果,
 

使用碘化丙啶对细胞进行染色(红色标记死细胞),
 

用共聚焦显微镜观

察细胞样品,
 

结果见图13.

用PI染色(死细胞,
 

红色);
 

比例尺:
 

100
 

μm.

图13 经过不同条件处理的海拉细胞的CLSM图像
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可以直观地看到,
 

Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX+光照培养组的红色细胞数量最多,
 

意味着被杀死

的肿瘤细胞最多;
 

而Cu2-xSe@MIL-100(Fe)+光照和Cu2-xSe+光照组死亡的红色细胞数量分别次之,
 

该实验结果与上述 MTT毒性实验结果一致.
 

以上细胞实验结果表明所构建的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-

DOX体系可以有效地发挥光热、
 

化学动力学和药物治疗的三模式协同治疗作用,
 

在肿瘤治疗领域具有

一定的应用前景[24-25].

3 结论

本研究构建的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX复合材料体系的光热转换温度高达50
 

℃,
 

可用于光热治

疗.
 

经转水修饰后在乙醇溶液中一步合成的Cu2-xSe@MIL-100(Fe)核壳材料的比表面积为256.65
 

m2/g,
 

使得抗癌药物阿霉素的担载率达到40.3%;
 

体外细胞实验表明材料的生物相容性较好,
 

材料质量浓度为

500
 

μg/mL时,
 

细胞的存活率高达90%;
 

材料质量浓度为500
 

μg/mL时,
 

Cu2-xSe-AIPH+NIR组癌细胞

存活率可降至20%.
 

因此,
 

本研究所得Cu2-xSe@MIL-100(Fe)-DOX材料可以有效地发挥光热、
 

化学动力

学和药物治疗的三模式协同治疗作用,
 

在肿瘤治疗领域具有潜在的应用价值.
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