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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 通过聚乙烯吡咯烷酮 （PVP）和培化磷脂酰乙醇胺 （DSPE唱mPEG２０００）对制备的有序介孔碳纳米粒
（MCN）进行表面修饰 ，以改善材料的疏水性质 ，并考察其对 MCN分散性和细胞毒性的影响 。方法 　采用低浓度水热法合成

MCN ，并用 PVP和DSPE唱mPEG２０００对其表面修饰 ，采用透射电镜（TEM ） 、扫描电镜（SEM ） 、氮气吸附脱附仪 、粒径仪和红外

（IR）等表征其性质 。考察了表面修饰对 MCN分散性的影响 ，并用 CCK唱８法考察材料的细胞毒性 ，用流式细胞术检测材料对

细胞氧化应激的影响 。结果 　制备的 MCN粒径分布均一 ，平均粒径约 ９０ nm ，修饰后的粒径略有增大 ，Zeta电位稍有升高 ，

分散性明显提高 ，但修饰前后材料对小鼠成纤维细胞（L９２９）和宫颈癌细胞（HeLa）的毒性没有显著性差异 ，在相同浓度下 ，修

饰后的 MCN能明显减少细胞氧化应激的产生 。结论 　 MCN具有良好的生物相容性 ，用 PVP和 DSPE唱mPEG２０００修饰后的
MCN能明显减少细胞氧化应激的发生 。
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［Abstract］ 　 Objective 　 To improve the hydrophobic properties of the ordered mesoporous carbon nanoparticles （MCN） by
PVP or DSPE唱mPEG２０００ modification ，and to compare the effect on the dispersion and cytotoxicity of MCN before and after
modification ．Methods 　 MCN was synthesized by low concentration hydrothermal method ．The surface was modified by PVP
or DSPE唱mPEG２０００ ．The properties of the materials were characterized by transmission electron microscopy （TEM ） ，scanning
electron microscopy （SEM ） ，nitrogen sorption analysis ，particle size and infrared spectroscopy （IR） ．The effect on the disper唱
sion of MCN was investigated ．CCK唱８ method was used to investigate the cytotoxicity of the materials ．Flow cytometry was
used to investigate the effect of cell oxidative stress ．Results 　 The distribution of synthesized MCN was uniform ，with average
particle size about ９０ nm ．The particle size and Zeta potential increased slightly af ter surface modification ，while the dispers唱
ibility was significantly improved ．No significant difference was observed in the toxicity of L ９２９ and HeLa cells before and after
modification ．However ，the modified MCN showed significant effect of reducing production of cellular reactive oxygen species ．

Conclusion 　 Ordered mesoporous carbon nanoparticles with surface modified by PVP or DSPE唱mPEG２０００ provide good bio唱
compatibility and can significantly reduce oxidative stress ．

　 　 ［Key words］ 　 ordered mesoporous carbon nanoparticles ；PVP ；DSPE唱mPEG２０００ ；surface modification ；cytotoxicity

　 　有序介孔碳材料是一类新型的非硅基介孔材

料 ，在生物医药领域有较为广泛的应用 ，被研究者们

认为是目前最具应用潜能的介孔材料之一［１唱３］
。由

于其较大的比表面积 、孔容积 、有序开放的孔道结构

和较强的吸附能力而具有较高的载药量和较好的药

物释放特性［４］
，在难溶性和疏水性药物载体［５唱８］等领

域有良好的应用前景 。但随着有序介孔碳材料在生

物医药领域应用研究的深入 ，其生物安全性问题日

益受到人们的关注 。

　 　介孔碳的表面氧化是一种最简单 、方便的改善
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介孔碳类材料水溶性的方法 。氧化后的介孔碳不仅

表面含有羧基而且增加了水溶性 ，但是氧化作用能

破环介孔结构和产生毒性杂质 。 聚乙烯吡咯烷酮

（PVP）和培化磷脂酰乙醇胺（DSPE唱mPEG２０００）是
一种两亲性的生物相容性聚合物 ，有较低的毒性 ，广

泛应用于纳米材料的表面改性 。我们采用低浓度水

热法合成制备了有序介孔碳纳米粒 （MCN ） ，并用

PVP和 DSPE唱mPEG２０００对其表面进行修饰 ，改善

其表面性质和分散特性 ，并选用小鼠成纤维细胞

（L９２９）和宫颈癌细胞（HeLa）考察了表面修饰对材
料细胞毒性和氧化应激状态的影响 ，为表面修饰

MCN 在药物载体领域的应用提供依据 。

1 　材料与方法

1 ．1 　 试剂与仪器 　 DSPE唱mPEG２０００ （Lipoid 公
司） ，CCK唱８（cell counting kit唱８ ，日本 Dojindo 实验
室） ，氧自由基检测试剂盒 （ROS ，碧云天） ，RPMI唱
１６４０培养基 、DMEM 培养基（美国 Hyclone） ，澳洲

胎牛血清 、０ ．２５％ 胰蛋白酶溶液（含 ０ ．０２％ EDTA ，

Gibco） 。电阻炉 （SK２唱１唱１０ ，上海意丰电炉有限公

司） ，激光粒度唱Zeta电位测定仪（ZetasizerNano ZS ，

英国马尔文公司 ） ，台式超速离心机 （Centi唱
fuge５４２４ ，Hitachi公司） ，恒温振荡培养箱（Thermo
Fisher Scientific公司） 。其他为实验室常用试剂与

仪器 。

1 ．2 　实验方法
1 ．2 ．1 　 MCN 的制备及其表面修饰 　按照文献［９］

的报道合成 MCN ：０ ．６ g 苯酚固体放于 ４５ ℃ 水浴

中融化 ，立即加入 １５ ml 、０ ．１ mol／L 的氢氧化钠溶
液 ，搅拌 １０ min后加入 ２ ．１ ml 、３７％ 的甲醛溶液 ，升

温至 ７０ ℃继续搅拌 ０ ．５ h ，得到低分子量的酚醛树

脂 。另称取 ０ ．９６ g 的三嵌段共聚物 F１２７ 溶于
６５ ml的去离子水 ，加入上述混合液 ，在 ６６ ℃ 以

（３４０ ± ４０） r／min的转速搅拌 １６ ～ １８ h ，至瓶底出现

沉积物 。将 １７ ．７ ml的上述溶液转移至水热釜 ，用

５６ ml水稀释 ，在 １３０ ℃水热 ２４ h 。以１０ ０００ r／min
离心 １０ min收集产物 ，室温干燥 。所得干燥粉末在

N２氛围中 ７００ ℃焙烧 ３ h ，即得 MCN 。

　 　 ０ ．０５ g PVP（MW ，４０ kg ／mol） 、０ ．１ g L唱抗坏血
酸加入 ２００ ml 、０ ．２５ mg／ml MCN 溶液中 ，室温搅

拌 １０ min后 ，８０ ℃继续搅拌 ４ h ，过滤 ，去离子水洗

３遍 ，冻干后收集产物 ，即得 MCN唱PVP［１０］
。

　 　 称取 １０ mg DSPE唱mPEG２０００ 溶于 １０ ml 氯
仿 ，１０ mg MCN 于上述溶液中超声分散 ２ h ，保持水

温低于 ３０ ℃ 。室温旋转蒸发除去氯仿 。用去离子

水重新分散后过滤 ，并用去离子水洗涤 ３遍 ，冻干后

收集产物 ，即得 MCN唱PEG 。

1 ．2 ．2 　材料的表征 　采用透射电镜（TEM ）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 ，以相对压力 P／P０ ＝ ０ ．９９ 时的吸附量计

算孔容 。 激光粒度仪考察材料粒径大小 、分布及

Zeta电位 。溴化钾压片 ，采用傅立叶变换红外光谱

仪在 ４００ ～ ４ ０００ cm － １范围扫描测定产物的红外光

谱 。

1 ．2 ．3 　 分散性评估 　 分别配制浓度为 １００ μg ／ml
的 MCN 、MCN唱PVP 、MCN唱PEG 的水溶液 ，超声振

荡 ３０ min后室温下静置 ，每隔 １ ．５ h 进行拍照 ，观

察溶液的分散状态［１１］
。

1 ．2 ．4 　细胞毒性实验 　分别取对数生长期的 L９２９
和 HeLa细胞 ，用胰酶消化 ，PBS洗涤 。取 １００ μl的
细胞悬液 （３ × １０

４ 个／ml ）接种于 ９６ 孔板中 ，于

３７ ℃ 、５％ CO２的条件下培养 １２ h 。分别加入不同
浓度的 MCN 、MCN唱PVP 、MCN唱PEG（１２ ．５ 、２５ 、５０ 、

１００ μg／ml） ，每组设 ３个复孔为实验组 ，同时设置空

白溶剂组和阴性对照组 。培养 ２４ h后加入 １００ μl
１０％ CCK唱８ 溶液 ，孵育 ２ h 后 ，酶标仪测定在

４５０ nm处的吸光度值（A ） ，重复实验 ３次 。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％ 。

1 ．2 ．5 　 ROS 水平的测定 　 取对数生长期的 L９２９
和 HeLa细胞 ，以每孔 ２ × １０

５个的密度接种于 ６ 孔

板中 ，于 ３７ ℃ 、５％ CO２条件下培养 １２ h ，分别加入

不同浓度的 MCN 、MCN唱PVP 、MCN唱PEG （０ 、１２ ．５ 、

２５ 、５０ 、１００ μg／ml ） ，每个浓度设 ３个复孔 。 ２４ h后
弃去原培养基 ，PBS 冲洗后 ，加入终浓度为

１０ μmol／L的 DCFH唱DA ，避光孵育 ２０ min 后弃去
孵育液 ，用 PBS洗 ２ 遍 ，以 ０ ．２５％ 的胰蛋白酶消化

收集细胞 ，加入 PBS ５００ μl ，将细胞制成单细胞悬
液 ，立即用流式细胞仪检测荧光强度 （激发波长

４８８ nm ，发射波长 ５２５ nm）
［１２］

。

1 ．3 　统计学处理 　采用 SPSS ２０ ．０统计软件 ，数据

以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，多样本均数差的多重

比较采用单因素方差分析 。

2 　结果

2 ．1 　 MCN 的制备及表征 　 我们以三嵌段共聚物

F１２７为模板 ，酚醛树脂为碳源 ，采用低浓度水热合

成法制得 MCN 。图 １A 为 MCN 的 TEM 照片 ，可
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以观察到 MCN 为均一的球形 ，平均直径在 ９０ nm
左右 ，高倍 TEM 图可以看到纳米粒表面介孔孔道
排列有序 。扫描电镜（SEM ）照片（图 １B）显示 ，制备

的 MCN 为规则的球形 ，大小均一 。 MCN 的 BET

比表面积约为 ４６２ m２
／g ，总孔容为 ０ ．５１ cm３

／g ，孔

径分布约为 ３ nm （图 １C） ，良好的介孔结构使其成

为潜在的药物传递系统 。 MCN 的动态光散射粒径
如图 １D ，其粒径约为 ９４ ．８１ nm 。

图 1 　 MCN的材料表征图
A ．TEM 图 ；B ．SEM 图 ；C ．N２ 吸附脱附等温线与孔径分布图 ；D ．粒径分布图

　 　为了改善 MCN 表面的疏水性和在溶液中的分
散性 ，用生物相容性高分子 PVP 、DSPE唱mPEG２０００
修饰介孔碳 ，通过介孔碳的吸附作用形成 PVP 、

DSPE唱mPEG２０００ 包裹的 MCN 、MCN唱PVP 和
MCN唱PEG 。利用 TEM （图 ２A 、２B）可以观察到经
过修饰的 MCN 仍然呈球形 ，并且表面覆盖了一层

有机物 ，介孔孔道排列有序 ，说明没有破坏 MCN 原
有的介孔结构 。利用动态光散射表征 ，结果如图 ２C
和图 ２D ，MCN 的粒径约为 ９４ ．８１ nm ，而修饰后的

MCN唱PVP 粒径为 １０８ nm ，MCN唱PEG 粒径为
１１２ ．３ nm 。MCN 表面电荷的变化也可以证明 PVP 、

DSPE唱mPEG２０００成功包裹纳米粒 。 MCN 的 Zeta
电位为 － １６ ．９ mV ，修饰后的 MCN唱PVP 、MCN唱
PEG 的 Zeta电位分别为 － ０ ．４４５ 、－ １ ．１２ mV ，Zeta
电位有所改变 。

　 　将 MCN 和 MCN唱PVP 的红外光谱图（图 ３A ）

进行对比后发现 ，经 PVP修饰的 MCN 出现了 PVP
的特征峰 。 ２ ９１８ cm － １处是亚甲基的伸缩振动峰 ；

１ ６３９ cm － １处是 PVP 环上羰基的伸缩振动峰 ；

１ ４２１ cm － １处为亚甲基剪式弯曲振动引起的吸收

峰 ；１ ２６１ cm － １处为 C唱N 伸缩振动峰 。因此 ，两亲性

聚合物 PVP 已经被引入到 MCN 的表面 。通过红

外光谱分析法对比了经过表面处理的 MCN唱PEG
和纯 MCN ，结果见图 ３B 。由图可以明显看出 ，修饰

过的介孔碳出现了 DSPE唱mPEG２０００ 的特征峰 ，如

２ ９２２ 、２ ８４８ cm － １处甲基 、亚甲基的伸缩振动峰 ，

１ ９６０ cm － １处是 C唱O 的吸收峰 ，说明在 MCN 上成
功连接了 PEG 。

2 ．2 　分散性评估 　 为了观察修饰前后 MCN 的分
散性变换 ，将浓度为 １００ μg／ml 的 MCN 、MCN唱
PVP和 MCN唱PEG 的水溶液超声混合后静置 ，拍

照 。结果如图 ４ 所示 ，０ h 时 ，三者都分散均匀 ；

１ ．５ h后 ，MCN 发生明显的聚集沉降 ，而 MCN唱PVP
和 MCN唱PEG 仍然呈均匀分散 ；６ h 后 ，MCN 和
MCN唱PVP沉降完全 ，上层溶液呈透明 ，而 MCN唱
PEG 仍具有较好的分散性 。 结果表明 ，用 PVP 、

DSPE唱mPEG２０００修饰 ，可有效改善介孔碳的分散

性 ，且 MCN唱PEG 的分散性最好 。

2 ．3 　细胞毒性实验 　由图 ５可见 ，高浓度的 ３种材

料（１００ μg／ml）刺激 L９２９和 HeLa细胞 ２４ h后 ，均

表现出轻微的细胞毒性 ，但在 ５０ μg／ml以下浓度 ，

并未表现出明显的细胞毒性 ，表明 MCN 在表面修
饰前后均具有良好的生物相容性 。而在 MCN唱PVP
和 MCN唱PEG刺激组 ，细胞存活率略有提高 ，但是
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图 2 　修饰后材料的 TEM照片和粒径分布图
A ．MCN唱PVP的 TEM 图 ；B ．MCN唱PEG 的 TEM 图 ；

C ．MCN唱PVP 的粒径分布图 ；D ．MCN唱PEG 的粒径分布图

图 3 　材料的红外光谱（FITC）图

图 4 　 3种材料（100 μg／ml）不同时间点的分散性照片
A ．MCN ；B ．MCN唱PVP ；C ．MCN唱PEG

图 5 　 3种材料对 2种细胞的毒性
A ．不同浓度的 ３ 种材料与 L９２９ 细胞作用 ２４ h后的细胞相对存活率 ；

B ．不同浓度的 ３种材料与 HeLa细胞作用 ２４ h后的细胞相对存活率
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差异无统计学意义 。

2 ．4 　材料对细胞氧化应激状态的影响 　 图 ６ 结果

表明 ，MCN 、MCN唱PVP 和 MCN唱PEG 与 L９２９ 和
HeLa细胞作用 ２４ h ，可刺激细胞内 ROS 产生 ，随

着材料浓度的增加 ，产生的 ROS 也增多 ，与对照组

相比 ，差异均有统计学意义（P ＜ ０ ．０５） 。表明修饰

后的 MCN 能明显减少 ROS 的产生 ，降低 MCN 载
体材料对细胞的刺激性 ，提高载体材料的生物安

全性 。

3 　讨论

　 　采用低浓度水热法成功合成了 MCN ，通过介

图 6 　材料对细胞内氧自由基（ROS）的影响
A ．L９２９ 细胞 ；B ．HeLa细胞 ；倡 P＜ ０ ．０１ ，与对照组比较

孔碳的吸附作用 ，成功地将两亲性的高分子 PVP和
DSPE唱mPEG２０００修饰到 MCN 的表面 ，从而改善

了介孔碳的表面性质 ，提高了 MCN 载体材料的亲
水性 ，也没有破坏其原有的介孔结构 。本研究制备

的 MCN 粒径为 ９０ nm 左右 ，可以用来作为跨膜载

体 ，MCN 比表面积约为 ４６２ m２
／g ，孔容积为

０ ．５１ cm３
／g ，孔径分布约为 ３ nm ，具有良好的介孔

结构 。修饰后的 MCN唱PVP 和 MCN唱PEG 粒径稍
有增大 ，Zeta电位稍提高至接近中性 ，MCN 载体材
料的分散性得到了明显提高 。本研究利用 L９２９和
HeLa细胞观察了修饰前后材料的细胞相容性 ，结

果表明高浓度的 MCN 载体材料有轻微的细胞毒
性 ，而经过表面修饰后的 MCN 载体材料刺激产生
的 ROS量显著减少 ，表明 PEG和 PVP等亲水性材
料的表面化学修饰确实能够较好地降低 MCN 载体
材料对细胞的刺激性 ，提高载体材料的生物安全性 。
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