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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备氧化介孔碳球纳米粒（oMCN） ，考察其理化性质以及作为抗肿瘤药物紫杉醇递送载体的研究 。方法

　采用低浓度水热法合成介孔碳球纳米粒 ，观察其形貌特征 ，测定其介孔性质参数 、粒径 、Zeta电位 、载药量大小 ，利用透析法

研究体外释药行为 ，用 CCK唱８法考察体外抗肿瘤活性 。结果 　 oMCN的比表面积为 ７０４畅６３ m２
／g 、孔容积为０ ．５７ cm３

／g 、孔径
分布约为 ３ ．２３ nm 、平均粒径为 １４０ nm 、Zeta电位为 － ３６ mV 、载药量高达 ４５ ．６％ ，７２ h体外累积释药量为 ５７ ．６％ ，具有良好

的药物负载与缓释性能 ，对小鼠肺癌 LLC细胞具有显著的抑制作用 。结论 　 oMCN 作为抗肿瘤药物紫杉醇的载体具有较好
的应用前景 。
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［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare oxidized mesoporous carbon nanospheres and investigate potential application as drug
delivery carriers for paclitaxel ．Methods 　 Physicochemical properties such as morphology ，diameter ，pore diameter and pore
volume were characterized ．Drug唱loading capacity was measured and drug release behavior in v itro was investigated by dialysis
method ． In v itro antitumour effect was evaluated by CCK唱８ methods ．Results 　 The synthesized oxidized mesoporous carbon
nanospheres had an average diameter of １４０ nm ，Zeta potential of － ３６ mV ，high specific surface area of ７０４畅６３ m２

／g ，high
drug唱loading capacity of ４５ ．６％ ．Conclusion 　 Oxidized mesoporous carbon nanospheres have promising application in anti唱cancer
drug delivery system ．

　 　 ［Key words］ 　 mesoporous carbon ；nanoparticles ；surface modification ；tumour ；drug delivery system

　 　介孔材料是指具有孔径在 ２ ～ ５０ nm 之间有序
孔道结构的材料 ，它们具有较大的比表面积 、孔容积

和有序开放的孔道结构 ，在吸附 、催化 、能量储存等

领域有较为广泛的应用［１唱３］
。 Vallet 等［４］

２００１ 年首

次报道了以介孔分子筛作为药物的缓释载体 ，近年

来基于介孔碳材料在药物传递系统的应用得到了研

究者们的密切关注［５唱８］
。本研究中 ，笔者合成纳米粒

径的介孔碳球 ，对其表面氧化修饰改善碳材料固有

的疏水性质 ，制得氧化介孔碳球纳米粒（oMCN ） ，以

抗肿瘤药物紫杉醇（paclitaxel ，PTX）为模型药物 ，

考察了 oMCN 作为紫杉醇药物载体的可能应用
前景 。 　 　

1 　材料与方法

1 ．1 　仪器与试剂 　电阻炉（SK２唱１唱１０ ，上海意丰电

炉有限公司 ） ，紫外分光光度仪 （Lambda２５ ，

DerkinElmer 公司 ） ，纳米粒度唱Zeta 电位测定仪
（ZetasizerNano ZS ，英国马尔文公司） ，荧光显微镜

（Olympus公司） ，台式超速离心机（Centifuge５４２４ ，

Hitachi公司） ，恒温振荡培养箱 （Thermo Fisher
Scientific公司） 。紫杉醇原料药（PTX ，江苏红豆杉

药业有限公司） ，异硫氰酸荧光素（FITC ，大连美仑

生物有限公司） ，LLC细胞株（第二军医大学医学免

疫学国家重点实验室） ，其他为实验室常用仪器与

试剂 。
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1 ．2 　实验方法
1 ．2 ．1 　介孔碳球纳米粒的制备及其表面修饰 　 根

据文献［９］报道方法合成介孔碳球纳米粒（MCN ） ，

步骤如下 ：０ ．６ g 苯酚固体先于 ４５ ℃ 水浴中融化 ，

随即加入 １５ ml 、０ ．１ mol／L 的氢氧化钠溶液 ，搅拌

１０ min后再加入 ２ ．１ ml的甲醛溶液（３７％ ） ，升温至

７０ ℃继续搅拌 ３０ min ，即制备了低分子量的酚醛树

脂 。另称取 ０ ．９６ g 的三嵌段共聚物 F１２７ 溶于
１５ ml的去离子水中 ，加入到上述混合液中 ，６６ ℃下

以（３４０ ± ２０）r／min速率搅拌 ２ h后 ，加入 ５０ ml 的
去离子水稀释 ，继续搅拌约 １６ h直至瓶底出现沉积
物 。整个反应过程中 ，溶液颜色从无色到粉红 、最后

到深红色 。 取 １７ ．７ ml 的反应液再加 ４５ ml 水稀
释 ，密封于水热斧中 ，在 １３０ ℃ 下处理 ２４ h 。 以
１０ ０００ r／min离心 １０ min收集产物 ，室温干燥 。最

后干燥粉末在 N２氛围中 ７００ ℃条件下焙烧 ３ h ，即

得 MCN 。

　 　精密称取 １００ mg 的 MCN ，超声分散于 ５０ ml
的双氧水中 ，持续超声处理 ４ h 。为防止水温过高 ，

每 ０畅５ h换一次超声池里的水 。 １００ ℃干燥收集固

体粉末 ，即得 oMCN 。

1 ．2 ．2 　材料的表征 　 利用 FTIR分析产物的特征
官能团结构 ，记录 ５００ ～ ４ ０００ cm － １范围内的扫描图

谱 。利用小角 X射线散射（SAXS）考察样品介观结
构特征 ，管压 ４０ kV ，管流 ３５ mV ，记录时间 ３０ min 。
d值通过公式（d ＝ ２π／q）计算 。采用透射电镜考察

纳米粒的形貌特征 。利用比表面积分析仪测定材料

的结构参数 ，采用 BET 和 BJH 方法计算比表面积
和孔径分布 ，相对压力 P／P０ ＝ ０ ．９９ 时的吸附量计

算孔容 。采用激光粒度仪考察材料粒径大小 、分布

及 Zeta电位 。

1 ．2 ．3 　 PTX的负载及载药量的计算 　采用溶剂浸

渍平衡与溶剂挥发过程装载抗肿瘤药物 PTX 。 步

骤如下 ：将 oMCN 粉末超声分散于 １０ ml 浓度为
２ mg／ml的紫杉醇唱乙醇溶液中 ，超声处理 ３０ min
后 ，继续搅拌 ２４ h 。之后在室温中 ，减压状态下缓

慢旋转蒸发 ２ h以去除有机溶剂 。再用乙醇与水交

替洗涤固体 ３次 ，离心收集沉淀 ，４０ ℃下真空干燥 ，

即得装载有 PTX 的 oMCN ，命名为 oMCN ＠

PTX 。 　 　

　 　 对于载药量的计算 ，首先精密称取 ５ mg 的
oMCN＠ PTX固体粉末 ，超声分散于 ２００ ml的甲醇
溶液中 ，搅拌 １２ h使载体中的药物充分释放溶解 。

溶液高速离心后 ，过厚度 ０ ．２２ μm 滤膜 。利用紫外

可见分光光度法测定滤液在 ２２７ nm 处的吸光度

（A）值 。 代入 PTX 标准曲线 ，计算 oMCN ＠ PTX
分散体系中 PTX的含量 ，并按以下公式计算载药率

与包封率 ：

　 　载药率 ＝ （载药纳米粒中的药物含量／载药纳米

粒的总量） × １００％

　 　包封率 ＝ （载药纳米粒中的药物含量／投药量）

× １００％

1 ．2 ．4 　 PTX的体外释放研究 　精密称取 oMCN＠
PTX粉末 ，分散于 ２ ml的 DMSO 溶液中 ，分散液密

封于透析管中（截留分子量为 １０ ０００ g／mol） ，投入

３０ ml pH 值 ７ ．４的磷酸缓冲液中 ，在 ３７ ℃ 的恒温

箱中以 １００ r／min的速率振荡 ，定时取样 ２ ml ，并补
充新鲜的等温 、等体积磷酸缓冲液 。 所有样品在

４ ℃下 １５ ０００ r／min离心 ３０ min ，紫外分光光度法

测定 ２２７ nm处的 A 值 。计算 PTX 在各个时间点
累积释药率 Q ，计算公式如下 ：

Q（％ ） ＝

V ０ × Ct ＋ V × ∑
r－１

n＝ １

C
W × X × １００％

V ０ ：释放介质的总体积 ；Ct ＝ 各个时间点释放介质

中的 PTX浓度（μg／ml） ；V ：每次取样的体积 ；W ：投

入的 oMCN＠ PTX 的总质量 ；X ：oMCN ＠ PTX 的
载药量（％ ） 。

1 ．2 ．5 　细胞摄取实验 　将对数期生长的 LLC 细胞
调整浓度为 ５ × １０

５个／ml ，铺于 ６ 孔板中 ，用含有

１０％ 胎牛血清的 １６４０培养基在 ３７ ℃及 ５％ 的 CO２

条件下培养 ２４ h ，待细胞贴壁后弃去上清液 ，加入

浓度约为 ５０ μg ／ml 的 oMCN ＠ FITC 培养基溶液
与细胞共孵育 ２ h 。用 ４％ 的多聚甲醛溶液固定细

胞 ２０ min后 ，再用含有 ２０ μl的 DAPI的 ２００ μl的
PBS溶液染核 ２０ min ，PBS洗尽残余染料后用荧光
显微镜观察碳球纳米粒被 LLC细胞摄取情况 。

1 ．2 ．6 　 细胞毒性实验 　 用 CCK唱８ 法评价 oMCN
的生物安全性及 oMCN ＠ PTX 的细胞毒性 。调整

LLC细胞浓度为 ５ × １０
４个／ml ，以每孔 １００ μl培养

在 ９６孔板中 ，２４ h后分别加入不同浓度的 oMCN 、

oMCN＠ PTX 和 PTX（PTX 先用 DMSO 溶解再用
含血清培养基稀释 ，DMSO 含量 ＜ ０ ．１％ ） ，设为实

验组 ，同时设立空白溶剂组和阴性对照组 。 ２４ h后
加入 １０％ 的 １００ μl 的 CCK唱８ 培养基溶液 ，继续在

３７ ℃下及 ５％ 的 CO２中培养 ２ h ，颜色变化后用酶标

仪测量在 ４５０ nm 处的 A 值 ，计算细胞相对存活率

大小 ，公式如下 ：

细胞相对存活率（％ ） ＝

实验组 A值 －空白溶剂组 A值
阴性对照组 A值 －空白溶剂组 A值 × １００％
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2 　结果

2 ．1 　 MCN 的制备及表征 　 按照文献［９］方法 ，笔

者先以三嵌段共聚物 F１２７ 为模板 ，酚醛树脂为碳

源 ，利用低浓度水热的方法合成了 MCN 材料 。 然

后 ，为了改善碳材料固有的疏水特性 ，又以双氧水为

氧化剂用湿热氧化法对碳球表面进行氧化处理 ，以

期引入亲水性的官能团 ，提高纳米粒的亲水性和分

散性 。红外光谱 （FTIR）图（图 １）清晰地表明所合

成的 oMCN 除了具有类似 MCN 典型的芳香烃结
构外 ，在１ ７２２ cm － １处出现了羰基伸缩振动峰 ，在

１ １９０ cm － １处出现了碳氧单键伸缩振动峰 ，表明我

们成功地在纳米粒表面引入了含氧官能团 。

图1 　 MCN与 oMCN的红外光谱（FTIR）图谱

　 　利用透射电镜（TEM ）对材料进行形貌的表征 。

结果如图 ２示 ，MCN 与 oMCN 为规则的球型 ，大小

均一 ，两者粒径都在 １４０ nm 左右 。氧化前后纳米

粒表面介孔孔道都排列有序 ，说明利用双氧水湿热

氧化并不会破坏纳米粒原有的介观结构 。

　 　对纳米粒进行小角 X 射线散射（SAXS ） ，表征

结果如图 ３A 所示 ，MCN 与 oMCN 都有 ３ 个清晰

衍射峰 ，q值比为 １ ∶ ２ ∶ ３ ，分别对应了体心立方

Im３
－m结构的 １１０ 、２００ 和 ２１１ 的 ３ 个晶面的衍射

峰 。结果表明 ，即使经过氧化处理 ，oMCN 仍然保
持了良好的介观结构 ，结果与 TEM 结果一致 。

oMCN 的 BET 比表面积约为 ７０４畅６３ m２
／g ，总孔容

为 ０ ．５７ cm３
／g ，孔径分布约 ３ ．２３ nm（图 ３B） 。样品

的动态光散射粒径及 Zeta 电位分布情况如图 ３C 、

３D所示 ，MCN 粒径约为 １４１ ．５ nm ，而氧化处理后

的 oMCN 粒径为 １４８ ．２ nm 。通过动态光散射法测

得的粒径为粒子的水合粒径 ，其数值一般略大于通

过 TEM 直接观察的结果 ，两者结果并不矛盾 。氧

化后 ，由于在纳米粒表面引入了大量的含氧官能

团 ，纳米粒的 Zeta 电位也从原来的 － ５ ．３ mV 变
为 － ３６ mV ，增加了粒子的悬浮稳定性 。

图 2 　材料的透射电镜（TEM）照片

A ．× ２０ ０００ ，MCN ；B ．× ２００ ０００ ，MCN ；C ．× ４０ ０００ ，oMCN ；D ．× ８０ ０００ ，oMCN

图 3 　材料的理化性质表征结果图
A ．MCN 与 oMCN 的小角 X 射线散射图谱 ；B ．oMCN 的 N２吸附脱附等温线与孔径分布图 ；

C ．MCN 与 oMCN 的粒径分布图 ；D ．MCN 与 oMCN 的 Zeta 电位分布图
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2 ．2 　 oMCN 对 PTX 的负载及释放 　 根据不同浓

度的 PTX甲醇溶液在 ２２７ nm处的 A 值 ，笔者首先

作了 PTX溶液浓度 （C）与吸光度值 （A）的标准曲
线 （图 ４A） ，建立直线回归方程 ，为 A ＝ ０ ．０６３ ３８ ＋

０ ．０３４ ３７ C ，该曲线在浓度 １ ．２５ ～ ４０ μg／ml范围内
具有较高的相关性（ r ＝ ０ ．９９９ ８２）及较小的标准偏

差（s ＝ ０ ．０１５ ０３） 。

　 　利用 oMCN 对 PTX进行负载 ，将 PTX溶解于
乙醇 ，配制成较高浓度的溶液 ，再与oMCN充分搅拌
混合 ，使 PTX 充分吸附于 oMCN 的介孔孔道里 。

待乙醇挥发干净后 ，用水与乙醇重复洗涤以除去未

被吸附或者吸附于 oMCN 浅表面的 PTX 分子 ，即

得到载有药物的纳米粒 oMCN ＠ PTX 。 将 oMCN
＠ PTX分散在过量的甲醇中 ，使 PTX 充分释放并
溶解 ，利用标准曲线方程测得溶出液中 PTX 的含
量 ，计算载药率为 ４５ ．５６％ ，结果比一般的纳米载体

要高 ，这是因为 PTX是芳香族化合物 ，而 oMCN 为
具有缺陷石墨烯结构的基面 ，药物和载体可以通过

π唱π堆积力和疏水作用紧密结合［１０ ，１１］
。在体外释放

的研究中 ，我们采用疏水环境作为 oMCN＠ PTX的
溶出介质 ，因为 PTX 为难溶性药物 ，在水性环境中

大多保留在孔道内 ，而当载体被细胞吞噬达到细胞

的疏水环境后 ，药物就能缓慢释放出来［１２］
。如图 ４B

所示 ，游离的药物在 １２ h 时几乎释放完全 ，而 oM唱

CN＠ PTX显示出良好的缓释性能 ，前 １２ h 以内约
有 ２９ ．２％ 的药物迅速释放 ，之后缓慢释药 ，直至

４８ h时到达平台期 ，可以使血药浓度在治疗窗内保

持平缓 ，７２ h 总释放量为 ５７ ．６％ 。 以上结果表明 ，

oMCN 十分适合作为疏水性药物的载释容器 。

2 ．3 　细胞摄取实验 　为了考察 LLC细胞对 oMCN
的摄取 ，笔者选取小鼠肺癌细胞 LLC 为研究对象 。

首先 ，以绿色荧光物质异硫氰酸荧光素（FITC）标记
oMCN ，制备了 oMCN ＠ FITC ，利用荧光显微镜观

察 LLC对纳米粒的摄取 。如图 ５所示 ，黑色的粒子

周围具有明显的绿色荧光 ，且环绕着细胞核分布在

细胞液中 ，为 oMCN＠ FITC释放的 FITC所致 。结

果说明 oMCN 可以负载客体分子透过细胞膜 ，并且

在细胞液中释放客体分子 。

图 4 　 PTX溶液紫外吸收曲线 ，吸光度唱浓度标准曲线及药物的体外释放曲线
A ．不同浓度的 PTX 甲醇溶液的紫外吸收曲线与吸光度唱浓度标准曲线 ；B ．游离 PTX 与 oMCN＠ PTX 体外释放曲线

图 5 　 LLC与 oMCN＠ FITC在 37 ℃下共孵育 2 h后的荧光显微镜图像（ × ２００）

A ．可见光下直接观察内吞情况 ；B ．DAPI染核后的蓝色荧光图像 ；C ．oMCN＠ FITC的绿色荧光图像 ；D ．A 、B 、C图的融合图像

2 ．4 　细胞毒性实验 　采用 CCK唱８法评价载药体系
对 LLC 的细胞毒性 ，如图 ６A 所示 ，单独药物与

oMCN＠ PTX 对 LLC 细胞的毒性都有剂量依赖
性 ，随着药物浓度增加 ，对细胞的杀伤力随之增强 。

特别在 ６ ．２５ ～ ５０ μg／ml浓度范围内 ，oMCN＠ PTX
的杀伤力明显强于单纯药物 （ P ＝ ４ ．１ × １０

－ ４
＜

０畅０５） ，可能是载体 oMCN 能更有效地负载 PTX进
入细胞 ，并释放药物 。通过计算 ，单纯药物与 oM唱

CN＠ PTX的 IC５０值分别为 ７ ．０６５与 ４ ．９３６ μg／ml 。
如图 ６B所示 ，考察了空白载体对 LLC的毒性 ，发现

即使 oMCN 的浓度达到 ５０ μg／ml ，与 LLC 细胞作
用 ２４ h后 ，细胞存活率仍达到 ８０％ ，说明 oMCN 本
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身对 LLC的毒性小 ，而 oMCN ＠ PTX 对细胞的杀 伤力来自其释放的药物分子 。

图 6 　载药系统与空白载体对 LLC细胞的细胞毒性结果图
A ．不同浓度的单纯药物与 oMCN＠ PTX 与 LLC 细胞作用 ２４ h 后的细胞相对存活率 ；

B ．不同浓度的空白载体 oMCN 与 LLC 细胞作用 ２４ h 和 ４８ h的细胞相对存活率

3 　讨论

　 　本研究成功合成了 MCN ，并用双氧水作为温

和氧化剂在纳米粒表面引入了含氧官能团 ，显著改

善了纳米粒的分散性 ，提高了亲水性 。笔者制备的

oMCN 粒径约为 １４０ nm ，Zeta电位为 － ３６ mV 。根

据肿瘤组织特异的 EPR效应 ，合适的粒径大小赋予

了纳米粒被动靶向能力 。 oMCN 比表面积为
７０４畅６３ m２

／g ，孔容积 为 ０ ．５７ cm３
／g ，孔径为

３ ．２３ nm 。此外 ，oMCN 通过疏水作用以及 π唱π 堆积

力可以负载大量的 PTX 分子 ，载药量达 ４５ ．５６％ ，

对药物具有缓释效果 ，十分适合作为难溶性药物的

载体 。体外实验证明 ，oMCN 可以有效地负载客体
分子透过细胞膜 ，在细胞质中释放药物 ，该载药体系

对 LLC细胞具有良好的杀伤力 ，杀伤效果高于单独

药物 ，而载体本身显示着良好的安全性 。

　 　本研究仍存在一些问题亟待解决 ，譬如载药体

系的体内抗肿瘤效果 ，载体的体内代谢命运等问题 。

本实验为 MCN 在抗肿瘤药物传递系统的研究提供
一定的理论与实验依据 ，相信该载药体系在有效地

增溶难溶性药物 ，提高抗肿瘤药物的生物利用度 ，发

挥治疗效果中具有潜在的应用价值 。
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