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摘要 乳腺癌是最常见的恶性肿瘤之一,严重威胁着女性的生命健康。现有的治疗手段以传统的手术、化疗和放

疗为主,副作用明显。光动力疗法因创伤小、高选择性和可重复治疗等优点,近年来在癌症治疗领域备受青睐。基

于此,本课题组设计了一种新型的金属有机框架载药平台,用于乳腺癌细胞的消融。该金属有机框架材料PCN-
224既可以作为光敏剂,也可以作为抗癌药物的搭载平台,以此设计的纳米载药平台对乳腺癌细胞具有双重杀伤效

果。首先,将抗癌药物 MMAE装载到PCN-224中确定药物负载量,然后比较载药材料PCN@MMAE与单独

PCN-224材料的治疗效果。结果表明,在同样的光照条件下,该载药平台能够显著增强杀伤效果,且无明显的暗毒

性,有效发挥了光动力治疗和化疗的协同作用。
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Abstract Breast
 

cancer
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

common
 

malignant
 

tumors
 

and
 

poses
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

womens
 

life
 

and
 

health 
 

Current
 

treatments
 

mainly
 

focus
 

on
 

surgery 
 

chemotherapy 
 

and
 

radiotherapy
 

and
 

have
 

apparent
 

side
 

effects 
 

In
 

the
 

field
 

of
 

cancer
 

treatment 
 

photodynamic
 

therapy
 

 PDT 
 

has
 

been
 

highly
 

favored
 

in
  

tumor
 

treatment
 

in
 

recent
 

years
 

because
 

of
 

its
 

advantages
 

of
 

low
 

invasiveness 
 

high
 

selectivity 
 

and
 

reproducibility
 

of
 

treatment 
 

In
 

this
 

direction 
 

we
 

designed
 

an
 

innovative
 

drug-loaded
 

platform
 

based
 

on
 

a
 

metal-organic
 

framework
 

 MOF 
 

for
 

the
 

ablation
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells 
 

MOF
 

material
 

PCN-224
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

photosensitizer
 

and
 

a
 

platform
 

for
 

carrying
 

anticancer
 

drugs 
 

and
 

the
 

designed
 

drug-loaded
 

nanoplatform
 

has
 

a
 

double
 

killing
 

effect
 

on
 

breast
 

cancer
 

cells 
 

First 
 

we
 

loaded
 

the
 

anticancer
 

drug
 

MMAE
 

into
 

PCN-224
 

to
 

determine
 

the
 

drug-loading
 

capacity 
 

Furthermore 
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

the
 

drug-carrying
 

material
 

PCN@MMAE
 

and
 

the
 

bare
 

PCN-224
 

material
 

were
 

compared 
 

Results
 

showed
 

that
 

under
 

identical
 

illumination
 

conditions 
 

the
 

drug-loaded
 

platform
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

killing
 

effect
 

without
 

any
 

obvious
 

dark
 

toxicity
 

and
 

effectively
 

exhibited
 

a
 

synergistic
 

effect
 

of
 

photodynamic
 

therapy
 

and
 

chemotherapy 
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1 引  言

光动力疗法(PDT)集微创、高选择性、可重复

治疗等优势于一体,继手术、化疗、放疗之后成为

肿瘤治疗的可靠手段[1-4]。光源、光敏剂和氧气是

光动力反应的关键要素[5],其中的光敏剂可在特

定波长光照射下发生光动力反应,产生具有细胞

毒性的活性氧,进而杀死癌细胞[6-7]。在此反应过

程中,光敏剂占有至关重要的地位[8]。卟啉类分

子是常用的光敏剂[9],但其分子小、代谢快、选择

性差、不稳定等缺点,限制了它的广泛应用[10]。近

年来,金属有机框架(MOFs)材料以其有序的多孔

结构、高的比表面积以及良好的稳定性,在气体分

离、催化剂、质子传导和生物医学等领域的应用层

出不穷[11-14],尤其是在生物医学领域,金属有机框

架材料以其生物可降解性和低毒性优势,在光动

力治疗、药物控释及生物传感方面得到了广泛研

究[15-16]。赵僧群等[17]合成了三种金属有机框架载

体 UiO-66、UiO-66-NH2、UiO-66-COOH,并考察

了它们对苯达莫司汀的包载能力,结果表明:这三

种金属有机框架载体均可成功载入苯达莫司汀。
以卟啉类分子为配体的金属有机框架纳米材料可

以利用其多孔结构进行药物递送,其配体单元卟

啉相较于传统的小分子卟啉,结构更加稳定,不易

团聚,可 以 作 为 新 型 纳 米 光 敏 剂[18-20]。崔 华 媛

等[21]制备了一种新型锰簇卟啉金属有机框架纳米

载体(nMn-MOF),并对其光动力治疗能力进行了

考察,结果表明:nMn-MOF具有过氧化氢特异性

产氧能力以及产生高水平单线态氧的能力,能够

有效杀伤肿瘤细胞。

Monomethyl
 

auristatin
 

E
 

(MMAE)
 

是一种强

效抗肿瘤药物,它通过抑制微管蛋白的聚合来有效

抑制有丝分裂,导致细胞周期停滞和细胞凋亡。与

传统的化疗药物相比,MMAE对癌细胞的杀伤效力

更强[22-23]。同其他小分子抗肿瘤药物类似,MMAE
的水溶性差,选择性差,全身毒副作用大[24]。利用

纳米材料作为药物载体制成抗癌药物纳米制剂,可
以克服以上缺点[25]。纳米药物制剂便于给药,对正

常组织的毒性较低,药物在体内通过EPR效应(高
通透性与滞留效应,即被动靶向)富集在肿瘤部位,
在血液循环系统中的滞留时间大大延长[26-28]。

为实现化疗和光动力治疗的协同疗效,本课题

组将卟啉基金属有机框架材料PCN-224作为纳米

光敏剂对乳腺癌细胞进行消融,并利用PCN-224负

载药物 MMAE,构建了金属有机框架载药平台[29]。
通过改变光照强度和时间[30-31]发现,在光照强度为

60
 

mW/cm2、光照时间为10
 

min时,PCN-224对乳

腺癌细胞的杀伤效果较强。对比单独PCN-224材

料与载药材料PCN@MMAE在相同光照条件下的

细胞毒性发现,PCN@MMAE组相对于单独PCN-
224组的治疗效果更好。PCN@MMAE纳米载药

平台能有效结合化疗与光动力治疗,发挥协同抗肿

瘤作用,克服了单一治疗方式的局限性。

2 实验部分

2.1 实验材料及仪器

PCN-224溶液的配制:将氧氯化锆(ZrOCl2·

8H2O)、5,10,15,20-四 (4-羧 基 苯 基)卟 啉

(H2TCPP)和 苯 甲 酸 溶 于 N,N-二 甲 基 甲 酰 胺

(DMF)中,加热搅拌得到PCN-224[32];以水为分散

介质,将PCN-224进行超声分散(240
 

W,5
 

min),得
到不同浓度的PCN-224溶液。PCN-224购于西安

瑞禧生物科技有限公司。

PCN@MMAE的制备:将 MMAE粉末溶于二

甲基亚砜(DMSO)中配制成溶液,并将其与PCN-
224分散液混合,室温下避光搅拌12

 

h,离心30
 

min
(14000

 

r/min,
 

20
 

℃),收集沉淀后再离心洗涤两次,
得到复合载药材料PCN@MMAE。MMAE粉末购

于苏州宜百奥生物科技有限公司。
实验所用仪器为BioTek酶标仪、探针超声分

散仪、二氧化碳培养箱、655
 

nm 激光器和 Agilent
 

液质联用仪。

2.2 实验内容

质谱检测实验:将不同浓度的 MMAE标准品

稀释,设置正离子模式检测,流动相为乙腈和水,进
样后自动采集数据;PCN@MMAE材料按同样的

方式进样,对照标准品 MMAE计算样品的负载率。
人乳腺癌细胞 MDA-MB-231及T47D(国家实

验细胞资源共享平台)以贴壁方式进行生长。培养

条 件:DMEM-H 培 养 基 (Dulbecco’s
 

Modified
 

Eagle’s
 

Medium
 

DME
 

H-21,4.5
 

g/L
 

glucose),补
充添加青链霉素(Penicillin

 

Streptomycin)和谷氨酸

(L-Glutamine),在相对湿度为80%的5%二氧化碳

培养箱中恒温(37
 

℃)培养。
细胞毒性实验:将培养瓶中的细胞消化计数,按

1×105
 

mL-1 接种于96孔板中,每孔100
 

μL,置于

二氧 化 碳 培 养 箱 中 培 养,而 后 选 取 不 同 浓 度 的

PCN-224材料或PCN@MMAE材料与细胞共孵育
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6
 

h(暗毒性实验孵育24
 

h),同时设置激光照射组作

对比,纯 细 胞 组 作 空 白 对 照。细 胞 存 活 情 况 用

CCK-8试剂进行检测。
细胞内活性氧(ROS)测定实验:细胞与PCN-

224材料共孵育后取出,用PBS(phosphate
 

buffer
 

saline)洗去多余材料,加入DCFH-DA荧光探针,培
养箱中孵育20

 

min取出,培养液洗涤三次,除去未

进入细胞的探针分子;激光照射待测细胞,然后置于

激光扫描共聚焦显微镜下观察。

3 实验结果和讨论

3.1 PCN-224的形貌表征

PCN-224是金属锆(Zr)基有机框架材料,是以

Zr簇为节点、以5,10,15,20-四(4-羧基苯基)卟啉

(H2TCPP)为配体连接形成的三维框架,如图1(a)
所示。将30

 

mg
 

ZrOCl2·8H2O、10
 

mg
 

H2TCPP,

30
 

mg苯甲酸混合于2
 

mL
 

DMF中,超声溶解,然
后 将 上 述 混 合 物 置 于120

 

℃烘 箱 中 继 续 反 应

24
 

h,冷却至室温后过 滤 可 得 深 紫 色 晶 体 PCN-
224。将PCN-224材料超声分散于超纯水介质中,
然后采用透射电镜进行观察,其形貌大多为球形,
粒径大小在90

 

nm左右,孔径为1.9
 

nm,如图1(b)
所示。取PCN-224样品进行氮气吸脱附实验,结
果如图1(c)所示。六价锆金属离子一方面具有相

对良好的生物相容性,另一方面与配体的静电相

互作用强,形成的PCN-224化学稳定性优异。相

比于其他锆基金属有机框架材料,如 UiO-66和

PCN-222,PCN-224连接的羧酸配体较少,具有更

大的三维空间通道,作为药物装载平台可以达到

有效的高负载,有利于氧分子的快速扩散。PCN-
224在光 照 下 产 生 单 线 态 氧 的 机 理 如 图1(d)
所示。

图1 PCN-224的表征结果。(a)
 

PCN-224框架结构示意图[32];(b)
 

PCN-224的透射电镜图;(c)
 

氮气吸附-脱附曲线;
(d)

 

基于Jablon
 

分子能级图的PDT机理

Fig 
 

1 Characterization
 

of
 

PCN-224 
 

 a 
 

Schematic
 

of
 

PCN-224
 

frame
 

structure 32  
 

 b 
 

transmission
 

electron
 

microscopy
 

image
 

of
 

PCN-224 
 

 c 
 

nitrogen
 

adsorption-desorption
 

curve 
 

 d 
 

PDT
 

mechanism
 

based
 

on
 

Jablon
 

molecular
     energy

 

level
 

diagram

  从图1(d)中可以看出:光敏剂(PS)在特定波长

光照射下吸收光子,由基态(S0)转变为能量较高的

激发态(S1),然后经荧光发射回到基态或通过系间

窜越(ISC)转变为能量较低且更为稳定的激发三重

态(T1);经过快速振动弛豫,处于T1 能级的光敏剂

分子发射磷光回到基态。此时若周围环境中存在氧

分子,三重态的PS就会与之反应产生具有细胞毒

性的 活 性 氧[33]。产 生 活 性 氧 的 过 程 通 常 有 两

种[34],一种是处于T1 能级的光敏剂分子经氢转移

或电子转移生成超氧化物和羟基自由基,另一种是
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T1 能级的光敏剂分子将能量传递给基态氧(3O2)生
成单线态氧(1O2)。

3.2 PCN-224负载 MMAE
为验证PCN-224材料本身对细胞是否具有明

显毒性,将PCN-224材料与细胞共同孵育,测定细

胞存活率。实验中维持避光条件,配制不同质量浓

度 的 PCN-224 材 料 (0,5,10,20,40,60,80,

100
 

μg/mL),将其与细胞共同孵育24
 

h,同时设置

纯细胞组作空白对照,结果如图2(a)所示。图2(a)
表明,0~100

 

μg/mL的PCN-224不具有明显的细

胞毒性。
基于PCN-224材料的多孔结构,本课题组尝

试将其用药物 MMAE装载。首先,将PCN-224超

声分散,然后将 MMAE药物溶液与PCN-224分散

液混合搅拌12
 

h,最后离心洗涤后得到载药材料

PCN@MMAE。为了确定 MMAE的负载情况,以
超声振荡法剥离PCN-224中的 MMAE并收集,然
后采用液质联用仪(LC-MS)进行定量检测,计算

MMAE的负载率。为研究PCN-224负载 MMAE
的能力,本课题组制备了PCN-224与药物 MMAE
质量比为1∶1、1∶2、1∶4、1∶6的4组复合材

料,用以检测 MMAE载药曲线及 MMAE质谱,结
果如图2(b)、(c)所示。

从图2(b)中可以看出,随着药物 MMAE的比

例不断增大,峰面积(代表药物 MMAE的含量)相
应地增大,当PCN-224与 MMAE的质量比为1∶6
时,MMAE的载量达到最大。可以计算得出PCN-
224与药物 MMAE质量比为1∶1、1∶2、1∶4、

1∶6的4组复合材料的载药率分别为9.62%、

22.21%、24.36%、25.13%。

图2 PCN-224材料的暗毒性及 MMAE负载。(a)细胞在无光照条件下与PCN-224材料共培养24
 

h后的存活情况;
(b)

 

MMAE负载曲线;(c)
 

MMAE质谱

Fig 
 

2 Dark
 

toxicity
 

of
 

PCN-224
 

material
 

and
 

MMAE
 

load 
 

 a 
 

Survival
 

of
 

cell
 

cultured
 

with
 

PCN-224
 

material
 

for
 

24
 

h
 

in
 

the
 

absence
 

of
 

light 
 

 b 
 

MMAE
 

load
 

curve 
 

 c 
 

mass
 

spectrometry
 

of
 

MMAE

3.3 PCN-224空载药物时的光动力治疗效果

为考察不同光照条件下PCN-224材料的光动

力治疗效果,本课题组将质量浓度为100
 

μg/mL的

PCN-224与细胞共培养,然后用波长为655
 

nm的

激光进行光照,改变光照强度和时间,设置6组不同

的光照条件,即1~6组光照强度和光照时间依次为

30
 

mW/cm2 和 5
 

min、30
 

mW/cm2 和 10
 

min、

30
 

mW/cm2 和 30
 

min、60
 

mW/cm2 和 5
 

min、

60
 

mW/cm2 和10
 

min、60
 

mW/cm2 和30
 

min,同

时设置暗处理组细胞作为空白对照。使用CCK-8
法检测细胞的存活情况,结果如图3(a)所示。

从图3(a)中可以看出,纯细胞在光照后生长状

态良好,而PCN-224材料和细胞共孵育后,随着光

照时间的延长和光照强度的增加,细胞生长受到抑

制。这表明,PCN-224材料光照后会产生细胞毒

性。这是因为PCN-224中的卟啉分子吸收激光能

量后,将光能转移给周围组织中的氧分子,产生以单

线态氧为主的活性氧物质,进而诱导肿瘤细胞凋
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图3 PCN-224材料的细胞毒性及共聚焦成像。(a)
 

不同光照条件下的细胞存活情况;(b)
 

PCN-224材料浓度与细胞

存活率的关系;(c)细胞内活性氧水平的检测

Fig 
 

3 Cytotoxicity
 

and
 

confocal
 

imaging
 

of
 

PCN-224
 

material 
 

 a 
 

Survival
 

of
 

cell
 

under
 

different
 

light
 

conditions 
 

 b 
 

relationship
 

between
 

PCN-224
 

material
 

concentration
 

and
 

cell
 

viability 
 

 c 
 

detection
 

of
 

intracellular
 

ROS
 

level

亡[35]。为考察PCN-224材料浓度与细胞毒性之间

的关系,固定光照条件(60
 

mW/cm2,10
 

min)不变,
对不同质量浓度的PCN-224材料(0,5,10,20,40,

60,80,100
 

μg/mL)进行光照,结果如图3(b)所示。
可见,在相同的光照条件下,随着材料浓度增加,细
胞的存活率不断降低。

二氯二氢荧光素-乙酰乙酸酯(DCFH-DA)是检

测细胞内活性氧水平的荧光探针,细胞内的活性氧

可将无荧光的 DCFH 氧化生成具有绿色荧光的

2',7'-二氯荧光素[36]。本课题组使用DCFH-DA荧

光探针对细胞进行实时检测,结果如图3(c)所示。
仅光照组PCN-224产生了明亮的绿色荧光,这说明

PCN-224材料在光照过程中产生了具有细胞毒性

的活性氧。
以上结果说明PCN-224可以单独作为光敏剂

实现乳腺癌细胞的消融。

3.4 复合纳米药物PCN@MMAE的治疗效果

为评估复合纳米药物PCN@MMAE的治疗效

果,本课题组制备了PCN-224与 MMAE质量比为

1∶2的载药材料PCN@MMAE,质量浓度分别为0,

5,10,50
 

μg/mL(质量浓度以PCN-224计量)。为

考察复合材料中单一药物 MMAE的化疗效果,本
文对比了载药材料PCN@MMAE和PCN-224在

相同光照条件(30
 

mW/cm2,5
 

min)下的细胞杀伤

效果。将人乳腺癌细胞T47D接种于96孔板中,与

PCN@MMAE溶液共同孵育6
 

h后进行光照实验。
将单独的PCN-224材料按上述步骤重复实验,作为

对比,同时设置暗处理组作为对照,并计算细胞存活

率,结果如图4(a)所示。
从图4(a)中可以看出:未进行光照处理时,

PCN@MMAE复合材料处理后的细胞存活率均在

93%以上,这表明PCN@MMAE材料在50
 

μg/mL
以内不具有明显的暗毒性,MMAE 药物封装在

PCN-224材料中,未产生显著的化疗效果;PCN@
MMAE复合材料进行光照后对T47D细胞产生了

显著的杀伤效果,而同浓度的PCN-224材料在光照

后并未产生光动力治疗效果,表明PCN@MMAE
复合材料对肿瘤细胞的抑制作用源于化疗作用。同

暗处理PCN@MMAE组进行对比后发现,PCN@
MMAE复合材料在给予激光照射后,细胞毒性大大

增强,说明激光照射对药物 MMAE化疗作用的发

挥具有促进作用。为探究PCN@MMAE复合材料
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图4 PCN@MMAE纳米复合药物的治疗效果。(a)
 

不同条件下PCN-224
 

和
 

PCN@MMAE的细胞毒性对比;(b)光照

不同浓度PCN@MMAE(质量比为1∶2)和PCN-224后的细胞存活率

Fig 
 

4 Therapeutic
 

effect
 

of
 

PCN@MMAE
 

nanocomposite
 

drug 
 

 a 
 

Comparison
 

of
 

cytotoxicity
 

of
 

PCN-224
 

and
 

PCN@
MMAE

 

under
 

different
 

conditions 
 

 b 
 

viability
 

of
 

cell
 

after
 

treating
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

PCN@MMAE
 

    mass
 

ratio
 

is
 

1∶2 
 

and
 

PCN-224
 

under
 

light
 

condition

的协同疗效,本课题组配制了浓度分别为5,10,

50
 

μg/mL的PCN@MMAE材料进行实验。同样,
预先在96孔板中接种细胞,每孔10000个,光照强

度为60
 

mW/cm2,光照时间为10
 

min,设置相同浓

度的PCN-224组作为对照。实验结果如图4(b)
所示。

由 图 4(b)可 以 看 出,当 光 照 强 度 为

60
 

mW/cm2、光照时间为10
 

min时,在相同的浓度

下,PCN@MMAE 组的细胞杀伤效果明显 优 于

PCN-224组,且在质量浓度为50
 

μg/mL时两者的

差异最为显著,此时PCN@MMAE组的细胞存活

率仅为34.75%,而PCN-224组的细胞存活率高达

82.37%。这表明纳米载药平台PCN@MMAE能

有效发挥光动力治疗和化疗的协同治疗作用,抑制

肿瘤细胞生长。

4 结  论

目前抑制癌细胞生长及诱导癌细胞凋亡的光治

疗剂种类多样,安全高效的纳米光敏剂在癌症治疗

领域有着广阔的应用前景。本课题组基于卟啉金属

有机骨架的光敏作用和载药特性,设计了金属有机

框架载药平台PCN@MMAE,考察了PCN-224对

人乳腺癌细胞 MDA-MB-231的杀伤效果,然后将

PCN@MMAE复合纳米药物用于人乳腺癌细胞

T47D的消融,实现了良好的肿瘤细胞抑制作用。
该金属有机框架纳米平台的优势主要有以下几点:

1)
 

PCN-224 多 孔 结 构 易 于 负 载 化 疗 药 物

MMAE,且负载率高;

2)
 

PCN-224在一定的浓度(0~100
 

μg/mL)范
围内不具有明显的细胞暗毒性,在一定的光照条件

下能够诱导人乳腺癌细胞 MDA-MB-231和 T47D
凋亡;

3)
 

PCN@MMAE复合材料制备简单,在光照

强度为30
 

mW/cm2、光照时间为5
 

min的光照刺激

下能有效发挥化疗作用,无光照时不具有明显的细

胞毒性;

4)
 

在光照强度为60
 

mW/cm2、光照时间为

10
 

min的光照条件下,PCN@MMAE复合材料可

以有效发挥化疗和光动力治疗的协同作用,少量复

合材料即可实现良好的肿瘤细胞杀伤作用。
与相关研究工作相比,本课题组制备的PCN@

MMAE材料产生有效杀伤所需的药物浓度更低,有
望对更多类型的肿瘤细胞产生抑制作用。后续拟讨

论其广谱抗瘤的可能性,或利用PCN-224材料搭载

其他抗肿瘤药物,研究其诱导特定类型肿瘤细胞凋

亡的可行性。本文结果表明,所设计的金属有机框

架载药平台能够有效结合PCN-224和 MMAE的

优势,为光动力治疗在癌症领域的发展提供新途径。
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