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二茂铁修饰氧化葡聚糖胶束用于抗癌药物递送

向珍尼，  吴万霞

（成都大学药学院, 成都 610000）

摘    要：  通过席夫碱反应将二茂铁基团（Fc）修饰到氧化葡聚糖（ODex）上，得到一种可诱发芬顿

反应的两亲性聚合物载体 Fc-ODex。以阿霉素（DOX）为模型药物，采用透析法制备载药胶束

Fc-ODex@DOX，系统考察胶束的自组装性质、pH 响应性能和细胞毒性。结果表明，聚合物载体

Fc-ODex 的细胞存活率超过 87%，具有良好的 pH 响应性、诱发芬顿反应活性和低毒性。载药胶

束在 pH  5.0 条件下，108  h 后 DOX 释放量达 69%，其在弱酸性条件下通过亚胺键断裂、释放

DOX 杀伤癌细胞，同时肿瘤细胞产生的过氧化氢能和二茂铁参与芬顿反应，生成羟基自由基，进

一步诱导癌细胞死亡。
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Ferrocene Modified Oxidized Dextran Micelles for
Anticancer Drug Delivery
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Abstract:  A novel amphiphilic polymer carrier named Fc-ODex was successfully synthesized by modifying ferrocene (Fc)
groups onto oxidized dextran (ODex) via a Schiff base reaction, endowing it with the ability to induce Fenton reaction. This

amphiphilic  polymer  enables  self-assembly  into  micelles,  making  it  a  promising  drug  delivery  system.  Using  doxorubicin

(DOX) as  a  model  anticancer  drug,  the  DOX-loaded micelles  Fc-ODex@DOX were prepared through the dialysis  method,

and  the  self-assembly  properties,  pH responsiveness,  and  cytotoxicity  of  micelles  were  systematically  investigated.  Results

confirm that Fc-ODex exhibits excellent performance in multiple aspects. Its amphiphilic structure allows stable self-assembly

into  micelles,  ensuring  effective  encapsulation  and  protection  of  DOX during  circulation.  Cytotoxicity  tests  reveal  that  the

blank  Fc-ODex  carrier  has  low  toxicity  with  a  cell  survival  rate  exceeding  87%,  indicating  good  biocompatibility.

Collectively,  Fc-ODex  integrates  pH-triggered  drug  release,  Fenton  reaction-mediated  oxidative  therapy,  and

biocompatibility,  presenting  a  potential  synergistic  strategy  for  targeted  cancer  treatment.  Importantly,  the  polymer  shows

remarkable  pH  responsiveness  due  to  the  presence  of  imine  bonds  formed  via  the  Schiff  base  reaction.  The  drug-loaded

micelles achieve a DOX release of 69% after 108 h at pH 5.0. In the slightly acidic microenvironment of tumors (pH 5.0–6.5),
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these imine bonds break, triggering the disassembly of Fc-ODex@DOX micelles and rapid release of DOX, which directly

kills  cancer  cells  while  reducing  damage  to  normal  tissues.  Additionally,  Fc-ODex  demonstrates  strong  Fenton  reaction-

inducing  activity.  Tumor  cells,  characterized  by  high  metabolism,  produce  excessive  hydrogen  peroxide  (H2O2).  The

ferrocene  groups  in  the  carrier  react  with  this  endogenous  H2O2  through  the  Fenton  reaction,  generating  highly  cytotoxic

hydroxyl radicals (·OH). These radicals further induce oxidative damage to tumor cells,  including DNA breakage and lipid

peroxidation, and these radicals synergize with DOX to enhance anticancer efficacy.

Key words: polysaccharide；   pH-sensitivity；   nanomicelle；   Fenton reaction；   ferrocene

癌症是世界上公认的死亡率最高的疾病之一 [1]。癌症的治疗手段多样，其中化疗是主要治疗手段之一。

然而，化疗药物的低靶向性和毒副作用等问题严重影响治疗效果。靶向制剂是一种先进的药物递送系统，它

通过载体将药物选择性递送至病变组织和器官等特定目标部位，同时保持健康组织不受影响，这种给药系统

显著提高了药物的疗效，并减少了副作用[2]。

近年来，天然生物大分子因其绿色安全、功能可调等特性备受关注[3,4]，其中多糖 (如壳聚糖、葡聚糖、透

明质酸等)凭借其固有的生物相容性、生物降解性、表面活性基团多样、来源广泛等特点，成为构建新型载药系统

的理想材料[5]。这些多糖可以通过表面基团修饰实现靶向递送药物、提高治疗效果、降低副作用的目的。与

正常组织不同，肿瘤微环境 (TME)具有低 pH、缺氧和高氧化还原电位等特征[6]。多糖表面活性基团多样，可

针对 TME的各种异常信号，选择性地被不同功能的疏水端修饰，以达到靶向治疗的目的[7]。Feng等[8] 将葡聚

糖用高碘酸钠氧化成氧化葡聚糖醛，并通过席夫碱反应与阿霉素 (DOX)偶联得到两亲性聚合物。该两亲性

聚合物在水溶液中聚集形成均匀的球形纳米颗粒，在中性环境中纳米颗粒保持稳定；但当 pH降低时，纳米颗

粒中的亚胺键迅速断裂，使 DOX被局部释放并在肿瘤细胞中发挥作用。Zhou等[9] 将氧化羟丙基纤维素与苯

丙氨酸通过席夫碱反应形成具有 pH响应的水凝胶。这些水凝胶的孔径和溶胀比在弱酸性环境下比中性环

境下大，并且降解速率更快，从而减少了含胺药物的副作用。

化学动力学疗法 (CDT)是一种基于化学反应的新型抗癌治疗手段[10]。基于 TME中的芬顿反应的化学

动力学疗法于 2016年首次被提出[11]，其核心原理是利用金属离子介导的芬顿（类芬顿）反应，催化过氧化氢生

成高毒性的羟基自由基（·OH），从而杀伤肿瘤细胞。与传统的治疗方法相比，CDT具有较高的肿瘤特异性和

选择性、较低的全身毒性等优点 [12]。Li等 [13] 合成了一种以 Fe3O4 为铁离子来源、聚乳酸-羟基乙酸共聚物

（PLGA）为载体材料的多聚体 Fe3O4-PLGA，并将 H2O2 包裹其中。当该多聚体到达肿瘤部位后，H2O2 被释放，

与 Fe3O4 协同催化芬顿反应；然而，载体里的 H2O2 过早泄漏可能会对正常组织造成氧化损伤。Huo等[14] 制备

了一种包裹葡萄糖氧化酶 (GOD)的铁基纳米制剂 GOD-Fe3O4@DMSNs (GFD)，该纳米粒可以释放 GOD到肿

瘤细胞中，催化肿瘤细胞中的葡萄糖产生 H2O2，从而达到跟 H2O2/Fe3O4-PLGA载药纳米粒同样的抗肿瘤目的。

CDT的治疗性能受到多个关键问题的限制并严重制约其临床应用效果 [15]。第 1个问题是 TME中内源性

H2O2 含量相对较低，并且现有催化剂 (如 Fe3O4 和 CuO2)的催化效率也难以达到理想治疗效果。这一局限性

直接影响了 CDT的临床转化进程，使其在医学领域的应用面临重大挑战[16]。第 2个问题是肿瘤微环境虽呈

现弱酸性，但也不足以达到芬顿或者类芬顿反应最佳活性 pH(pH 4.0)，限制了芬顿反应效率，从而影响治疗效

果[17]。第 3个问题是肿瘤微环境中高浓度的还原性物质 (如谷胱甘肽 (GSH))会中和芬顿反应生成的羟基自

由基，从而显著降低 CDT的治疗效果，使得 CDT在实际应用中难以充分发挥治疗潜力[18]。

二茂铁作为一种典型的茂金属在 1951年被发现[19]，是一种由 2种环戊二烯和铁离子组成的三明治结构

的金属有机配合物，具有良好的化学稳定性、亲脂性和无毒性[20]。二茂铁提供了一个比 Fe3O4 更稳定的 Fe2+

来源，常用于癌症细胞的化学动力学治疗。近年来，CDT与化疗的联合应用成为研究的热点。这种联合治疗

方式具有显著的协同效应：一方面是化疗药物能够通过特定的作用机制增加细胞内 H2O2 的浓度，加快芬顿

反应速率；另一方面是 CDT与化疗的联合能增强疗效，可通过适当减少化疗药物的使用剂量来减轻化疗药物

对患者身体正常组织和器官的损害[21]。肿瘤组织的内源 H2O2 含量相对不足，使芬顿反应的临床应用受到限

制。因此，可以自身提供 H2O2 的化疗药物是增强型化学动力学治疗 (ECDT)的理想选择。Li等[22] 合成了一

种含二茂铁和肉桂醛 (CA)的活性氧（ROS）响应聚合物，具有硫缩醛结构的聚合物主链在响应 ROS后断开，
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释放的 CA使细胞内 H2O2 增多，而这些积累的 H2O2 可以协同侧链上的二茂铁触发芬顿反应诱导铁死亡。一

些化疗药物，如阿霉素和顺铂，能产生超氧阴离子，随后被超氧化物歧化酶（SOD）转化为 H2O2，增强芬顿反应

活性[23]。Song等[24] 报道了一种负载 DOX的两亲嵌段共聚物——聚乙二醇-b-聚己内酯-二茂铁 (mPEG-PCL-
Fc)，该聚合物的席夫碱在肿瘤细胞中的弱酸性环境中断开，释放的 DOX与二茂铁诱导的铁死亡协同治疗癌

症。因此，当 CDT与多种治疗方法或药物在单一纳米平台相互作用时，能产生显著的协同增强效果[25]。

本文设计合成了一种以氧化葡聚糖（ODex）为亲水嵌段、二茂铁衍生物为疏水嵌段，通过席夫碱反应偶

联的一种新型可引发芬顿反应的 pH响应型两亲性载体材料（Fc-ODex）。通过透析法负载阿霉素得到载药胶

束，该载药胶束在肿瘤细胞的弱酸性环境中，亚胺键能够快速断裂并释放出包裹的阿霉素，诱导细胞产生的

H2O2 和二茂铁一起参与芬顿反应，产生羟基自由基，进一步杀死肿瘤细胞。

 1    实验部分

 1.1    原料和试剂

葡聚糖（Dextran，α-1,6-糖苷键为主，分析纯，相对分子质量为 6 000、10 000、20 000）、高碘酸钠（NaIO4，

w=99%）、二茂铁甲酸（w=96%）、盐酸羟胺（w=98%）、邻苯二甲酸氢钾（w=99%）、4-二甲氨基吡啶（DMAP，
w=98%）、乙酸（w=99.5%）、无水醋酸钠 （w=99%）、三氟乙酸（TFA，w=99%）、1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰

二亚胺盐酸盐（EDCI，w=99%）、N-叔丁氧羰基-1,4-丁二胺 （w=98%）、阿霉素盐酸盐（w=98%）、三乙胺（Et3N，

w=99.5%）、无水二甲基亚砜（DMSO，w=99.7%）、无水二氯甲烷 （w=99.9%）、氘代氯仿 (CDCl3，w=99.8%)、氘

代二甲基亚砜-d6（DMSO-d6，w=99.8%）：安耐吉化学公司；3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB，w=98%）：上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；w=30%过氧化氢、氢氧化钠：分析纯，成都科隆化学品有限公司。

 1.2    测试与表征仪器

紫外-可见分光光度计（上海美普达仪器有限公司 UV-3100 PC型）；核磁共振波谱（NMR）仪（德国布鲁克

Avance NEO 400 M型）；透射电子显微镜（日本电子株式会社 JEOL-F200型）；动态激光散射（DLS）仪（英国马

尔文 ZEN3600型）；液相色谱（HPLC）仪（中国赛智科技 (杭州)有限公司 LC-10 T型，色谱柱：Ultimate AQ-C18，
5 μm，4.6 mm×250 mm；检测器：SPD-10 Tvp，波长范围：190～700 nm）；傅里叶变换红外光谱 (FT-IR)仪（美国

珀金埃尔默 Spectrum 3型）：全波长酶标仪（美国赛默飞 1550 A51119700 DPC型）；荧光光谱仪（上海天美科学

仪器有限公司 FL970型）。

 1.3    ODex 的合成

称取 6 g不同相对分子质量的葡聚糖，分别溶于 50 mL去离子水中；随后缓慢滴加 0.99 g的 NaIO4 溶于

该体系中，避光下搅拌反应过夜；再将溶液转移到截留分子量 3 500的透析袋中，透析 5 d；经冷冻干燥机冻干

后，得到白色松针状固体，即 ODex。当葡聚糖的相对分子质量为 6 000、10 000、20 000时，得到的 ODex分别

命名为 ODex6k、ODex10k、ODex20k1。实验步骤同上，对于相对分子质量为 20 000的葡聚糖，将滴加的

NaIO4 质量改为 0.79 g，得到的 ODex命名为 ODex20k2。
 1.4    Fc-ODex 的合成

Fc-ODex及其对照物 Ar-ODex的合成路线如图 1 所示。

 1.4.1   N-(4-叔丁氧羰氨基) 二茂铁甲酰胺 (Fc-Boc) 的合成　 称取 4.00 g二茂铁甲酸、3.67 g EDCI和 1.94 g三

乙胺于 40 mL的 0 ℃ 无水二氯甲烷中，搅拌活化 0.5 h；再加入叔丁基 (4-氨基丁基)氨基甲酸酯 3.60 g、DMAP
0.23 g室温反应 24 h；反应结束后加 40 mL水淬灭反应；用二氯甲烷萃取 3次，合并有机层，用 50 mL饱和食

盐水洗涤 2次；用无水硫酸镁干燥，过滤，减压蒸馏，柱层析 (层析液为体积比 1∶1的乙酸乙酯-二氯甲烷混合

液)分离得 6.23 g黄色固体 Fc-Boc (产率为 91%)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.08 (s, 1 H), 4.70 (s, 2 H), 4.33
(s, 2 H), 4.19 (s, 5 H), 3.40 (d, J = 4 Hz, 2 H), 3.17 (d, J = 4 Hz, 2 H), 1.61(s, 4 H)。
 1.4.2   N-(4-氨基丁基) 二茂铁甲酰胺 (Fc-NH2) 的合成　 称取 Fc-Boc 2.00 g溶于 25 mL二氯甲烷中，加 5 mL三

氟乙酸，在 0℃ 下搅拌反应 2 h，再在室温反应 10 h；加 10 mL水淬灭反应，随后用 25 mL饱和食盐水萃取 2次，

再加 w=20%的氢氧化钠溶液调节 pH至 9，用二氯甲烷萃取 3次，用无水硫酸镁干燥，抽滤，减压浓缩得

1.11 g黄色固体 Fc-NH2 (产率为 74%)。 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ:  6.34 (s, 1 H), 4.69 (s, 2 H), 4.32 (s, 2 H),
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4.19 (s, 5 H), 3.38 (d, J = 4 Hz, 2 H), 2.78 (s, 2 H), 1.61 (s, 4 H), 2.07 (s, 2 H), 1.56 (d, J = 36 Hz, 4 H)。
 1.4.3   Fc-ODex 的合成　  称取 0.8 g ODex6k (含 0.50 mmol醛基)和 0.24 g Fc-NH2 溶于 25 mL二甲基亚砜中，

在 50 ℃ 下反应 48 h；用预冷至 0 ℃ 的甲基叔丁基醚洗涤 3次，在−60 ℃ 下冷冻干燥 2 d，得到橙红色黏液 Fc-
ODex6k  0.42 g(产率为 45%)。 1H-NMR (400 MHz,  DMSO-d6) δ:  6.48  (d, J  =  28 Hz,  O=CNHC),  4.15～ 4.93  (m,
OCH2OCH2O,  OCH2O,  Fe(C5H5)2),  3.19～ 3.74  (m,  OCH2CHOHCHOHCHOH,  OCH2C,  CN=CHC),  1.46  (m,
CH2CH2CH2N=C)。

按照类似的方法分别合成 Fc-ODex10k，Fc-ODex20k1，Fc-ODex20k2。
 1.5    Ar-ODex 的合成

 1.5.1    N-(4-叔丁氧羰氨基) 苯甲酰胺 (Ar-Boc) 的合成　  称取 1.5 g苯甲酸、EDCI 2.59 g和 1.37 g三乙胺于

30 mL的 0 ℃ 无水二氯甲烷中，搅拌活化 0.5 h，加入叔丁基 (4-氨基丁基)氨基甲酸酯 2.54 g、DMAP 0.15 g，室
温反应 24 h；再加水 35 mL淬灭反应，用二氯甲烷 40 mL萃取 3次，合并有机层，用饱和食盐水 50 mL洗涤

2次；加无水硫酸镁干燥，过滤，减压蒸馏，柱层析 (层析液为体积比 1∶1的乙酸乙酯-二氯甲烷混合液)分离得

到白色固体 Ar-Boc 2.33 g(产率为 65%)。
 1.5.2   N-(4-氨基丁基) 苯甲酰胺 (Ar-NH2) 的合成　 称取 1 g Ar-Boc溶于 10 mL二氯甲烷中，加入 2 mL三氟乙

酸，在 0℃ 下搅拌反应 2 h，再在室温反应 10 h；加 5 mL水淬灭反应，随后用 10 mL饱和食盐水萃取 2次，加入

w=20%的氢氧化钠溶液调节 pH到 9，用 30 mL二氯甲烷萃取 3次，加无水硫酸镁干燥，抽滤，减压浓缩得黄

色固体 0.48 g(产率为 77%)。 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ:  7.76 (d, J = 8 Hz, 2 H), 7.39 (m, 3 H), 6.94 (s,  1 H),
3.46 (d, J = 4 Hz, 2 H), 2.77 (s, 2 H), 1.56～1.70 (m, 6 H)。
 1.5.3   Ar-ODex 的合成　 称取 0.4 g ODex20k1 (含 0.32 mmol的醛基)和 0.10 g Ar-NH2 溶于 20 mL二甲基亚砜

中，在 50 ℃ 下反应 48 h；用预冷至 0 ℃ 的甲基叔丁基醚洗涤 3次，在−60 ℃ 下冷冻干燥 2 d，得到淡黄色黏液

Ar-ODex20k1  0.21 g(产 率 为 47%)。 1H-NMR  (400 MHz,  DMSO-d6)  δ:  7.83  (s,  CH=C —CH),  7.45  (m,
CH=CHCHC),  6.60  (s,  O=CNHC),  4.52～ 4.94  (m,  CH2CH2CH2N=C,  OCH2OCH2O,  OCH2O)， 3.21～ 3.75  (m,
OCH2CHOHCHOHCHOH, OCH2C, CN=CHC)，1.56(m, CH2CH2CH2N=C)。
 1.6    Fc-ODex 的芬顿反应活性考察

以 TMB作为典型基质底物，采用控制变量法研究了 Fc-ODex的芬顿反应活性。取 2 mL、pH=4的缓冲

溶液 (0.4 mol/L)、1.6 mL Fc-ODex20k1或Ar-ODex20k1水溶液 (0.1 mg/mL)、0.2 mL TMB的乙醇溶液 (0.02 mol/L)、
0.2 mL H2O2 溶液 (0.1 mol/L)，在室温下反应 10 min；立即用紫外-可见光谱测定反应液在 650 nm的吸光度。

之后分别以不同的 pH、H2O2 浓度、Fc-ODex质量浓度为变量，考察芬顿反应的活性。
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图 1    Fc-ODex和 Ar-ODex的合成路线

Fig. 1    Synthesis routes of Fc-ODex and Ar-ODex
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 1.7    载药胶束 Fc-ODex@DOX 和 Ar-ODex@DOX 的制备

称取 30 mg Fc-ODex（或 Ar-ODex）溶于 2 mL DMSO中，加入 3 mg阿霉素盐酸盐和 50 μL三乙胺，避光下

搅拌过夜，随后加入 8 mL纯净水，将溶液转移到截留分子量 3 500的透析袋中透析 1d；经冷冻干燥后得到载

药胶束 Fc-ODex@DOX（或 Ar-ODex@DOX）。利用荧光分光光度计测定载药量（DL）和包封率（EE）。
 1.8    pH 响应性能的验证

通过 DLS来验证胶束的 pH响应性能。将 Fc-ODex20k1聚合物溶于不同 pH的缓冲溶液 ，配制成

0.2 mg/mL的胶束样品，于 37 ℃ 恒温摇床中振摇 72 h，用 DLS测定胶束的粒径变化。

取少量 Fc-ODex溶于 1.5 mL水和 1.5 mL甲醇混合溶液中；取 1.5 mL该溶液于另一个试剂瓶中并向其滴

加盐酸溶液 (0.01 mol/L)调节 pH为 4，得到酸化的 Fc-ODex溶液，并在 37 ℃ 下恒温摇床孵育 3 d后，通过

HPLC分析水解产物。HPLC的柱温为 30 ℃，流动相为 w=0.5%的醋酸溶液 (溶剂 A)与甲醇 (溶剂 B)的混合

液；梯度洗脱程序：在 30 min内将流动相由  90%（体积分数，下同）溶剂 A+10%溶剂 B逐渐变为 10%溶剂

A+90%溶剂 B；检测波长 321 nm；进样量 20 μL。
 1.9    药物体外释放行为研究

将 Fc-ODex20k1@DOX用纯水溶解并稀释，使包裹的 DOX质量浓度为 32 mg/L，然后各取 1 mL放入 3
个透析袋，分别置于 40 mL的 pH 7.4、6.5、5.0的缓冲溶液中；在 37 ℃ 恒温摇床中持续振摇，在规定时间间隔

内取 3 mL混合液测定荧光值，同时补充等量的新鲜缓冲液。

 1.10    细胞毒性测定

采用噻唑兰（MTT）细胞毒性试验分别测定空白胶束和载药胶束在正常细胞 NIH3T3和肝癌细胞 HepG-2
中的细胞毒性。将处于对数生长期的 NIH3T3 细胞和 HepG-2细胞以每孔 1×104 个细胞的密度接种于 96孔板

中，在培养皿中孵育 24 h。按每孔 100 μL的总体积，分别加入不同量的 Fc-ODex胶束溶液和细胞培养基液，

使阿霉素的最终质量浓度为 5、10、20、40、60 mg/L，培养 24 h后，弃去培养基，加入 MTT溶液 (5 mg/mL)，继
续孵育 3 h，通过酶标仪测定每孔液体在波长 490 nm 处的吸光度。

 2    结果与讨论

 2.1    Fc-ODex 的合成及表征

制备得到的 4种氧化葡聚糖 ODex6k、ODex10k、ODex20k1、ODex20k2，通过盐酸羟胺法测定醛基含量分

别为 0.618 3、0.491 8、0.820 7、0.637 3 mmol/g。再通过席夫碱反应，得到两亲性聚合物 Fc-ODex。图 2(a)为 Fc-
ODex20k1的核磁氢谱图，核磁峰 a～g都归属于 Fc-NH2 的部分结构，核磁峰 1～7都归属于 ODex的部分结

构。从图 2(b)核磁对比图上看，ODex在化学位移 9.67处的醛基峰消失，并且多了 4.19处的二茂铁戊环信号

峰，证明了 Fc-ODex的成功合成；图 3为 Fc-ODex、ODex和葡聚糖的红外对比谱图。Fc-ODex的红外谱图上
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图 2    (a) Fc-ODex20k1和（b）ODex、Fc-ODex、Fc-NH2 的
1H-NMR谱图

Fig. 2    1H-NMR spectra of (a) Fc-ODex20k1 and (b) ODex, Fc-ODex, Fc-NH2
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多了 1 546 cm−1 的亚胺 C=N的伸缩振动峰和 950 cm−1的二茂铁上戊环的 C-H面外弯曲振动峰，说明 Fc-ODex
构建成功。

 2.2    Fc-ODex 的芬顿反应活性

TMB是一种比较稳定的中性物质，可以被活性氧氧化为蓝色产物，并在 650 nm处出现氧化态 TMB
(oxTMB)的特征吸收峰。从图 4和图 5(a)可以看出，当 Fc-ODex单独与 TMB或 H2O2 反应、TMB与 H2O2 单

独反应、Ar-ODex与 TMB或 H2O2 同时反应时，溶液都呈现无色或者淡蓝色，且 650 nm处的紫外吸收强度微

弱。只有 Fc-ODex、TMB 和 H2O2 同时存在时，体系的溶液颜色才变成深蓝色，并在 650 nm处有强吸收峰。

芬顿反应速率主要受 pH、Fe2+质量浓度、H2O2 浓度等因素影响。由图 5（b）可知，芬顿反应活性会随着 pH降

低而升高。由图 5（c，d）可知，Fc-ODex的芬顿反应的活性同时受到 H2O2 浓度和 Fc-ODex质量浓度的调控，

随着 H2O2 质量浓度和 Fc-ODex质量浓度的增加，芬顿反应活性显著增强。以上实验结果表明 Fc-ODex可以

跟 H2O2 发生芬顿反应并产生活性氧，并且该反应在弱酸性环境下活性更高。
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Fig. 5    (a) UV absorption intensity of different component solution systems; Effect of (b) pH、(c) H2O2 concentration and (d) Fc-ODex mass

concentration on Fenton reaction activity
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图 3    Fc-ODex、ODex、Dextran的红外光谱

Fig. 3    FT-IR spectra of Fc-ODex、ODex and Dextran
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a—Fc-ODex; b—Fc-ODex+TMB; c—Fc-ODex+TMB+H2O2;

d—Ar-ODex+TMB+H2O2; e—H2O2+TMB

图 4    不同组分溶液体系的颜色对比示意图

Fig. 4    Color comparison of different component solution systems
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 2.3    胶束理化性质表征

通过芘荧光探针法测定了不同载体材料 Fc-ODex6k、Fc-ODex10k、Fc-ODex20k1、Fc-ODex20k2在水溶液

中形成胶束的临界胶束浓度（CMC）分别为 0.2、0.15、0.47、0.09 mg/mL（图 6（a）），这表明 Fc-ODex在水溶液

中易自组装形成胶束结构。通过 DLS检测了 Fc-ODex粒径及分布，结果如图 6（b）所示。Fc-ODex6k、Fc-
ODex10k、Fc-ODex20k1、Fc-ODex20k2胶束的粒径（d）及多分散性指数（PDI）分别为 (257.3±10.4) nm (PDI =
0.397±0.047)、(232.2±14.4) nm (PDI= 0.399±0.043)、(325.2±18.1) nm (PDI= 0.325±0.016)和 (356.0±15.2) nm (PDI=
0.402±0.022)；载药胶束 Fc-ODex6k@DOX、Fc-ODex10k@DOX、Fc-ODex20k1@DOX、Fc-ODex20k2@DOX的

粒径分别为 (31.0±7.8) nm ( PDI= 0.458±0.034)、(39.3±14.5) nm ( PDI= 0.278±0.04)、(27.9±5.7) nm (PDI = 0.326±
0.007)和 (35.8±4.9) nm (PDI= 0.305±0.022)，均呈现单一分布。载药胶束的粒径要小于空白胶束，这可能是由于

阿霉素与胶束中的二茂铁通过疏水作用和 π-π堆积作用，致使胶束疏水核致密化。我们进一步通过荧光分析

法测定胶束 Fc-ODex6k、 Fc-ODex10k、 Fc-ODex20k1、 Fc-ODex20k2及对照 Ar-ODex20k1的载药量分别为

4.3%、6.0%、8.3%、5.7%、8.7%；包封率分别为 45%、64%、88%、61%、92%。随着亲水端氧化葡聚糖分子量的

增大，载体材料的包封率和载药量均有所提高。当氧化葡聚糖分子量一致时，载药量随其氧化度的降低而减

小，原因是氧化度降低使席夫碱偶联的二茂铁疏水段减少，胶束包裹疏水药物的能力随之降低。载药胶束 Fc-
ODex@DOX的形貌如图 6(c)所示，载药胶束呈现出规则、均一的圆球状。
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图 6    (a) Fc-ODex的 CMC值; (b) Fc-ODex和 Fc-ODex@DOX的粒径分布; (c) Fc-ODex20k1@DOX的 TEM图像

Fig. 6    (a) CMC value of Fc-ODex; (b) Size distributions of Fc-ODex and Fc-ODex@DOX; (c) TEM image of Fc-ODex20k1@DOX

 2.4    pH 响应机理

为了验证载体材料的 pH 响应性能，将其分别溶于不同 pH缓冲溶液中，在 37 ℃ 恒温摇床中孵育 72 h，
在选定时间内通过  DLS 分析 Fc-ODex的粒径变化，结果如图 7所示。Fc-ODex在 pH 7.4的缓冲液中孵育

72 h后，粒径及其分布基本保持不变，说明该纳米载体在正常生理环境下趋于稳定。在 pH 5.0和 pH 6.0缓冲

液中，Fc-ODex的粒径随时间的延长而呈现多分布状态，颗粒的粒径分布也逐渐变宽。这是由于亚胺键在酸

性条件下的裂解及胶束的解离崩坏所导致的。为考察 Fc-ODex在弱酸性环境中的降解性，用 HPLC分析了

酸化的 Fc-ODex。由图 8（a）可知，Fc-ODex经酸化后，原有聚合物在 14.5 min的信号峰消失，同时在 25.5 min
出现 N-(4-叔丁氧羰氨基)二茂铁甲酰胺盐酸盐 (Fc-NH2·HCl)的信号峰，这表明 Fc-ODex在酸化后，席夫碱发

生断裂，得到原来的 Fc-NH2。

 2.5    体外释放行为

为进一步评估 Fc-ODex@DOX的 pH响应释药性能，分别在 pH 7.4、6.5、5.0缓冲液中，测定其 DOX的释

放量。从图 8(b)可见，在 pH 7.4缓冲液中，12 h后，基本上不再释放 DOX；108 h后，DOX的总释放量仅为
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23%。然而在 pH 6.5和 pH 5.0缓冲液中，前 3 h内释放速率较快，随后缓慢释放；108 h后，DOX的总释放量分

别达到 48%和 69%。pH 5.0条件下释放速率明显高于 pH 6.5。这是由于 Fc-ODex存在席夫碱结构，在弱酸性

环境下，席夫碱中的 N原子优先发生质子化，使得 C=N双键的电子云密度显著降低、稳定性下降，进而触发

席夫碱的水解断裂，生成相应的氨基与醛基。这一结果表明，载药纳米颗粒 Fc-ODex@DOX不仅能在正常的

生理环境下保持稳定，减少药物泄漏，并且在弱酸性环境下还能快速释放 DOX，具有一定的 pH响应性。

 2.6    细胞毒性

为评价载体材料的毒性，通过 MTT法分别测定 Fc-ODex胶束在正常细胞 NIH3T3和肝癌细胞 HepG-2中

的细胞毒性。从图 9可知，随着 Fc-ODex胶束的质量浓度增大，NIH3T3细胞和 HepG-2细胞的存活率仅有小

幅度降低；当 Fc-ODex胶束的质量浓度达到 800 mg/L时，2种细胞的存活率仍在 87%以上，表明 Fc-ODex胶

束具有较低的细胞毒性。我们进一步考察了 Fc-ODex@DOX载药胶束对肿瘤细胞增殖的抑制效果（图 10）。
Ar-ODex@DOX、Fc-ODex@DOX、游离阿霉素对肝癌细胞的细胞毒性依次变大，这可能是因为载药胶束具有

药物缓释性。在相同质量浓度下，Fc-ODex@DOX对正常细胞 NIH3T3中的毒性比对 HepG-2细胞的毒性低，
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图 7    Fc-ODex在不同条件下的粒径变化

Fig. 7    Particle size variation of Fc-ODex under different conditions
 

12 24 36 48 60
t/h

72 84 96 108 120

80

60
7.4

pH:

6.5
5.0

40

20

A
cc

um
ul

at
io

n 
D

O
X

 re
le

as
e/

%

010 15 25

Fc-ODex

Fc-NH2·HCl

Acidified-Fc-ODex

20
t/min

30

(a) (b)

图 8    （a） 酸化的 Fc-ODex、Fc-NH2·HCl与 Fc-ODex的 HPLC谱图；（b）Fc-ODex@DOX纳米粒中 DOX的体外释放 DOX（37 ℃）

Fig. 8    (a)  HPLC  chromatograms  of  acidified  Fc-ODex、 Fc-NH2·HCl  and  Fc-ODex； (b)  In  vitro  release  of  DOX  from  Fc-ODex@DOX
nanoparticles (37 ℃)
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这可能是由于癌细胞中的弱酸性环境使阿霉素释放更多。随着载药胶束的质量浓度增加，Fc-ODex@DOX载

药胶束对肝癌细胞的毒性远大于不含二茂铁的 Ar-ODex@DOX载药胶束；这可能是由于释放出的阿霉素诱

导肿瘤细胞产生的 H2O2，可以跟 Fc-ODex@DOX载药胶束上的二茂铁一同发生芬顿反应，从而产生高毒性的

羟基自由基，进一步杀死肿瘤细胞。

 3    结　论

（1）合成了一种新型 pH响应的二茂铁修饰氧化葡聚糖纳米材料 Fc-ODex，并通过透析法成功制备了包

载阿霉素的载药胶束 Fc-ODex@DOX。

（2）验证了 Fc-ODex载体可以与过氧化氢发生芬顿反应并产生羟基自由基，并且在弱酸性条件下反应活

性有显著增强。

（3）在体外释放行为研究中，载药胶束 Fc-ODex@DOX的药物释放速率在弱酸性环境中显著加快，对肿

瘤细胞增殖具有抑制效果。
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