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共载水飞蓟素和多柔比星的二硫化钼纳米片用于肺癌的协同化疗和

光热治疗的联合治疗

陈 红, 郭 敏, 陈志怀, 魏欣琪, 杨友瑞, 刘 剑*, 徐 伟*

(福建中医药大学药学院, 福建 福州 350122)

摘要 : 中药活性成分水飞蓟宾 (silybin, SBN) 具有抑制癌症细胞增殖且协同增强化疗药物多柔比星 

(doxorubicin, DOX) 的抗癌作用。但由于SBN和DOX具有无靶向性、半衰期短等自身缺陷及不同的给药途径和药

代动力学过程, 导致此组合药物无法按设定的方式作用于肿瘤, 消除了二者间的协同作用, 进而限制了其在体内的

抗肿瘤效果。因此 , 本研究拟构建一个以二硫化钼 (molybdenum disulfide, MoS2) 材料为基底 , 聚乙二醇 

(polyethylene glycol, PEG) 和唾液酸 (sialic acid, SA) 进行修饰、共载SBN和DOX的纳米输送系统。该系统在 pH和

近红外光的双重刺激下, 诱导组合药物的释放, 提高胞内药物的游离浓度, 进而增强二者间的协同作用。动物福利

和实验过程均获得福建中医药大学单位动物伦理委员会的审核并批准。MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在动物体内循

环, 经高渗透长滞留效应 (EPR) 和SA介导的主动靶向有效地在肿瘤部位进行蓄积, 并在近红外光照射下, 实现了对

肿瘤的协同化疗和光热治疗的联合治疗, 取得了优异的抑瘤效果。本研究可为临床上肺癌的治疗提供一种新思路

和策略。

关键词: 二硫化钼; 水飞蓟宾; 唾液酸; 协同化疗; 光热治疗

中图分类号: R945   文献标识码: A   文章编号: 0513-4870(2023)03-0560-11

Co-load of silybin and doxorubicin by MoS2 nanosheets for 
synergetic chemotherapy and photothermal therapy of lung cancer
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(College of Pharmacy, Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou 350122, China)

Abstract: The active ingredient of traditional Chinese medicine, silybin (SBN), can inhibit the proliferation of 

cancer cells and enhance the anticancer effect of doxorubicin (DOX). However, due to non-targeting and short half-

life of SBN and DOX, as well as different administration routes and pharmacokinetic processes, this combination 

drug cannot act on the tumor in the set order, seriously eliminating the synergistic effect between them and limiting 

the effect in vivo. Therefore, we intended to construct a nano-delivery system based on molybdenum disulfide 

(MoS2), modified by polyethylene glycol (PEG) and sialic acid (SA), and co-loaded with SBN and DOX. The 

system induced the release of combined drugs under the dual-stimulation of pH and near infra-red (NIR), increased 

the free concentration of intracellular drugs, so as to achieve the synergistic effect between them. The animal 

welfare and experimental procedures were in accordance with the regulations of the Animal Ethics Committee of 

Fujian University of Traditional Chinese Medicine. MoS2-PEG-SA-SBN/DOX circulated in vivo, and effectively 

accumulated at tumor sites through enhanced permeability and retention effect (EPR) and SA-mediated active 

targeting. Under near infrared light irradiation, MoS2-PEG-SA-SBN/DOX realized the combination of synergistic 
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chemotherapy and photothermal therapy for tumor, thus achieving excellent anti-tumor effect in vivo. This study 

can provide a new idea and strategy for the clinical treatment of lung cancer. Taken together, MoS2-PEG-SA-SBN/

DOX can offer a new idea and strategy for the clinical treatment of lung cancer.
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肺癌是世界上最常见和最致命的癌症之一 , 每

年全球报告的新发病例数超过 220万, 死亡病例高达

179万[1]。在中国, 肺癌仍是中国发病率和死亡率最高

的癌症, 每年约有 73万人被诊断为肺癌, 61万人因肺

癌死亡[2]。由于早期肺癌筛查技术存在一定的局限

性, 导致大部分肺癌患者在确诊时已为晚期, 只能通过

化疗治疗或放疗来延长寿命及改善生存质量。

在肺癌临床治疗手段中, 联合用药往往是肺癌治

疗的重要方案, 除了早期的化疗药物-化疗药物联合策

略, 中药与化疗药物联合抗肿瘤研究亦展现其巨大的

潜在价值[3]。大量实验研究表明[4-6], 中药活性成分水

飞蓟宾 (silybin, SBN) 与化疗药物多柔比星 (doxoru‐

bicin, DOX) 联用, 具有给药剂量低、效果好、毒副作用

小等优点, 并可避免多药耐药现象的发生, 甚至逆转肿

瘤耐药。Molavi等[7]发现SBN通过调节信号转导及转

录激活蛋白 3 (STAT3)、蛋白激酶 B (AKT) 相关通路 , 

显著下调抗凋亡蛋白和增强促凋亡Bcl-2相关的X基

因 (BAX) 的表达水平, 进而协同增强 DOX 的抗肿瘤

作用。随后 Jafari 等[8]也发现 SBN 能调节钙网蛋白 

(CRT)、热休克蛋白 70 (HSP70) 和高迁移率族蛋白 1 

(HMGB1) 等相关蛋白表达, 增强 DOX诱导肿瘤细胞

的免疫原性细胞死亡。但是, SBN和DOX的联合治疗

在活体水平上存在亟待解决的瓶颈问题: ① DOX 和

SBN 都是小分子物质, 具有半衰期短、无靶向性等自

身缺陷, 严重限制其在体内的治疗效果; ② 二者具有

不同的给药途径及药代动力学过程, 使其无法按设定

的方式作用于肿瘤, 严重削弱了药物间的协同作用, 大

大降低了其体内抗肿瘤效果[9]。近些年, 许多学者开

发了多种类型的生物纳米材料, 进而构建了较多的载

SBN 或 DOX 纳米输送系统。但 SBN 和 DOX 的共载

纳米输送系统至今仍未见于报道。因此, 构建SBN和

DOX的共载纳米输送系统, 实现对肺癌的组合药物的

协同化治疗, 将具有巨大的研究价值。

二硫化钼 (molybdenum disulfide, MoS2) 是一类由

中心对称的S-Mo-S三个原子层组成的二维材料, 因其

独特的光电、能量收集和生物学等特性而备受关注。

在生物应用方面, MoS2因其卓越的表面等离子共振特

性、丰富的化学反应位点、高的光热转换效率、强的组

织穿透能力及良好的生物相容性而成为理想的光热材

料[10]。除了可作为光热材料外 , MoS2还具有超薄的

厚度、大的表面积等特性, 使其在生物医学领域内展

现了独特的开发潜质, 特别是在药物、基因、光敏剂、

造影剂等装载和输送方面[11]。Liu 等[12]用聚乙二醇 

(polyethylene glycol, PEG) 修饰的MoS2纳米片作为载

体装载了几种抗癌药物, 通过对比发现, MoS2的载药

量大于其他几个常见纳米材料, 如氧化石墨烯等。同

时, 本项目组也展开了大量基于MoS2材料的纳米给药

系统的研究, 已成功地将抗癌药物吉非替尼、厄洛替

尼、喜树碱、DOX和造影剂钆靶向输送到肿瘤部位, 并

完成了药效学研究和机制探究[13-15]。这些证据充分说

明了MoS2材料可作为一种安全且有效的载体, 能完成

单个或多个药物的装载、输送及控制释放, 这有助于

SBN和DOX共载纳米输送系统的构建, 实现组合药物

对肺癌的协同治疗。

唾液酸 (sialic acid, SA) 是一种天然的 N-乙酰神

经氨酸, 位于多种细胞表面糖蛋白和糖脂末端, 不仅具

有维持细胞正常生理功能的作用, 而且还能特异性结

合肿瘤细胞表面高表达的E-选择素受体[16]。E-选择素

作为一种跨膜糖蛋白, 在炎性血管内皮细胞和肿瘤细

胞表面被发现高度上调, 其常作为靶向分子修饰纳米

药物[17]。SA修饰的纳米药物可特异性靶向肿瘤血管

内皮细胞上表达的E-选择素, 通过因肿瘤部位通透性

异常增加的血管壁间隙, 进入肿瘤部位并被肿瘤细胞

摄取。Zheng 等[18]利用物理吸附方式制备了 SA 修饰

的硒纳米粒, 与无修饰的硒纳米粒相比, SA修饰使纳

米粒在HeLa细胞中的摄取量增加了 338%, 并促进了

细胞凋亡。Shu等[19]发现 SA 修饰的纳米药物可通过

与肝癌细胞上高表达的E-选择素受体特异性结合, 显

著增强肝癌细胞的主动转运, 实现肝癌安全高效的靶

向诊断和治疗。这些证据说明 SA修饰的纳米药物输

送系统可凭借 SA介导的主动靶向作用有效地在肿瘤

部位蓄积, 提高药物治疗效果。

综上所述, 本研究以硫辛酸 (lipoic acid, LA) 作为

连接体, 将 SA修饰的 PEG连接到二硫化钼MoS2纳米

片的表面上, 制备具有主动靶向识别肿瘤细胞的纳米

载体 MoS2-PEG-SA, 并对其进行结构表征及特性考

察。再通过疏水作用将中药活性成分 SBN与化疗药

物DOX共装载于纳米载体上, 构建纳米组合药物输送
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系统, 并在细胞水平和动物水平上考察此系统的抗肿

瘤活性。

材料与方法

药品与试剂 MoS2晶体 (南京牧科纳米科技有限公

司); 正丁基锂和正己烷 (上海 TCI化成工业发展有限

公司); LA、PEG、SA、SBN、盐酸多柔比星 (DOX·HCl)、

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基) 碳二亚胺盐酸盐 (EDC·HCl)、

N-羟基琥珀酰亚胺酯 (NHS)、胱胺二盐酸盐、二甲基亚

砜、噻唑蓝 (MTT) (上海阿拉丁生化科技股份有限公

司); 胎牛血清、F-12K不完全培养基、DMEM不完全培

养基 (大连美仑生物技术有限公司); 其他试剂均为分

析纯 (国药集团化学试剂有限公司)。

仪器 马尔文帕纳科纳米粒度及电位分析仪 (英

国马尔文仪器有限公司); 氮气手套箱 (苏州威格气体

纯化科技股份有限公司); 超声波分散器 (昆山小美超

声仪器有限公司); 紫外-可见光分光光度计 (日本岛津

公司); 傅里叶变换红外光谱仪 (赛默飞世尔科技公

司); 场发射透射电子显微镜 (transmission electron 

microscope, TEM, 美 国 FEI 公 司); 原 子 力 显 微 镜 

(atomic force microscope, AFM, 德 国 Bruker 公 司); 

X-射线光电子能谱仪 (美国 VG公司); 同步热分析仪 

(德国耐驰仪器公司); 激光器 (长春新产业光电技术有

限公司); 红外成像仪 (美国非利尔公司); 倒置生物显

微镜 (重庆奥特光学仪器有限公司); 酶标仪 (瑞士帝肯

公司); 高端分选型流式细胞仪 (美国BD公司); 激光共

聚焦显微镜、荧光显微镜 (德国Leica公司)。

细胞 人非小细胞肺癌细胞A549、人胚肺成纤维

细胞HELF (中科院上海细胞库)。

动物 无特定病原体 (SPF) 级雌性BALB/c裸鼠, 

4～5周龄, 体重为 18～20 g, 购自上海吉辉实验动物饲

养有限公司, 于福建中医药大学医学实验动物中心适

应性饲养 1周, 严格按照“实验动物饲养操作规范”进

行操作。所有动物研究均按照福建中医药大学动物伦

理委员会批准的动物规程进行。动物福利和实验过程

均获得福建中医药大学单位动物伦理委员会的审核并

批准。

MoS2-PEG-SA 的制备 根据前期报道[12], 合成

LA 修饰的 PEG (LA-PEG-NH2)。关于 LA-PEG-SA 的

合成, 首先将 SA (200 mg) 加入至磷酸盐缓冲液 (PBS, 

20 mL, pH 6.2), 再加入 77 mg EDC和 46 mg NHS。室

温搅拌 1 h 后 , 将活化的 SA 逐滴滴加到 20 mL 含有

LA-PEG-NH2的 PBS溶液 (pH 7.4) 内, 继续搅拌 24 h。

反应结束后, 转置于透析袋 (10 kDa) 内, 透析48 h以除

去过量杂质, 最后冷冻干燥得到白色固体LA-PEG-SA。

称取10 mg LA-PEG-SA加入到5 mL ddH2O中, 搅

拌至固体完全溶解, 加入 1 mL MoS2溶液 (1 mg·mL-1)。

室温搅拌 24 h 后, 将混合液转入透析袋 (100 kDa) 内, 

透析 48 h, 除去未结合的 LA-PEG-SA, 可得 MoS2-

PEG-SA溶液。

MoS2-PEG-SA的表征 核磁共振氢谱 (1H nuclear 

magnetic resonance spectra, 1H NMR)、傅里叶变换红外

光谱 (Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR)

和 紫外-可见光-分光光谱 (ultraviolet and visible 

spectroscopy, UV-vis) 等分析 MoS2-PEG-SA 的化学结

构。TEM和AFM观察MoS2-PEG-SA形貌特征。Zeta

电位与纳米粒度仪测定 MoS2-PEG-SA 的粒径和电势

电位。

MoS2-PEG-SA的血液相容性 取出 0.2 mL裸鼠

的静脉血液 (已除去血清) 至下述样品溶液 (0.8 mL) 

中 : ① ddH2O; ② PBS 溶液 ; ③ 含有不同浓度 (50、

100、200、400 μg·mL-1) 的 MoS2-PEG-SA 的 PBS 溶液 , 

并于 37 ℃下振荡 (100 r·min-1)。2 h 后 , 取出所有样

品, 高速离心, 之后测量每个样品的上清液在 541 nm

波长处的吸光度 (A) 值, 根据公式 (1) 计算出样品的溶

血百分比 (hemolysis)。

Hemolysis (%) = (A 样品 − APBS)/(AH2O − APBS) × 100%

(1)

        其中, A 样品为样品溶液吸光度值, APBS为阴性对照

组吸光度值, AH2O为阳性对照组吸光度值。

MoS2-PEG-SA 的细胞毒性 将 A549 细胞和

HELF细胞接种于 96孔细胞培养板内, 待细胞贴壁后, 

加入含不同浓度 (12.5、25、50、100、200、400 μg·mL-1) 

MoS2-PEG-SA 的培养基。孵育 24 或 48 h 后 , 使用

MTT法测定细胞活性。

药物装载 以最佳投料比来装载SBN和DOX, 首

先 , 配制含 SBN 的 DMSO 溶液 (0.8 mg·mL-1), 取等体

积MoS2-SA-PEG溶液 (0.6 mg·mL-1) 加入至上述溶液。

室温搅拌 24 h后, 低速离心 (2 000 r·min-1, 25 ℃) 以除

去析出的固体药物, 随后多次超滤离心 (3 000 r·min-1, 

5 次 , 25 ℃) 去除离子化的药物 , 可得 MoS2-PEG-SA-

SBN 溶液。关于 DOX 的装载 , 首先配制含 DOX 的

PBS溶液 (0.5 mg·mL-1, pH 8.0), 避光搅拌 24 h。然后, 

超滤离心除去过量 DOX, 将所得的 MoS2-PEG-SA-

SBN/DOX 置于 4 ℃冰箱保存备用。根据载药前后

MoS2-SA-PEG在 288和 480 nm波长处的吸光度变化, 

根 据 公 式 (2) 计 算 SBN 和 DOX 的 装 载 量 (drug 

loading, DL)。

DL (%) = (装载的药物质量/载体的质量) × 100%

(2)
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药物释放 取多份等量的 MoS2-PEG-SA-SBN/

DOX样品, 分散于不同 pH值 (5.5、7.4) 的 PBS溶液内, 

封闭于透析袋 (3.5 kDa) 内。将这些透析袋沉浸于相

应的 PBS溶液中, 然后转置于摇床内。2 h后, 光照组

样品受到 1 W·cm-2的 808 nm激光照射 10 min, 而对照

组避光处理。随后的 46 h内, 所有样品均进行避光处

理。在设定的时间点取出 1 mL透析液, 测定其在 288

和 480 nm波长处的吸光度, 随后将其放回到相应的释

放体系中, 维持释放介质体系的体积恒定, 48 h后, 收

集数据并绘制出药物的累计释放曲线。

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 的细胞摄取 选取 SA

受体过表达的 A549细胞和低表达的 HELF细胞作为

细胞模型, 且制备不含 SA 的 MoS2-PEG-SBN/DOX 作

为阴性对照。取上述细胞 , 分别接种于共聚焦小皿 

(A549 细胞 : 2×105个/皿 ; HELF 细胞 : 1×105个/皿), 待

细胞贴壁后 , 用相应的细胞培养基将 MoS2-PEG-SA-

SBN/DOX 或 MoS2-PEG-SBN/DOX 稀释至设定浓度 

([DOX] = 10 μg·mL-1), 随后将其加入到共聚焦小皿

内。孵育 2 h 后 , 使用 PBS 溶液清洗细胞 3 次 , 加入

500 μL 4,6-二氨基-2-苯基吲哚 (DAPI) 溶液。细胞核

染色结束后, 除去过量DAPI, 最后在共聚焦显微镜下

观察细胞的荧光图像。

同时, 使用流式细胞仪考察了A549细胞和HELF

细胞对 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 的摄取情况。取上

述细胞 , 分别接种于 6 孔细胞培养板 (A549 细胞 : 

2×105个/孔; HELF细胞: 1×105个/孔)。待细胞贴壁后, 

加入含 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 或 MoS2-PEG-SBN/

DOX 的细胞培养基 , 孵育 2 h 后 , 使用 PBS 溶液清洗

细胞 3 次。胰酶消化后 , 将所得的细胞悬液离心 

(1 500 r·min-1, 25 ℃, 3 min), 随后使用PBS溶液重悬细

胞沉淀, 最后使用流式细胞仪测定细胞内的荧光强度。

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 的细胞毒性 将 A549

细胞接种于 96孔细胞培养板内, 细胞贴壁后, 每组加

入含一系列浓度的 DOX、SBN、SBN+DOX 和 MoS2-

PEG-SA-SBN/DOX。待孵育 2 h后, 用 PBS清洗细胞, 

再加入新鲜的空白培养基, 继续 46 h, 最后通过 MTT

法测定细胞的活性。

近红外光照射下 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 对肺

癌细胞的杀伤作用 将 A549 细胞接种于 96 孔细胞

培养板内 , 待细胞贴壁后 , 分别加入含 SBN、DOX、

SBN + DOX、MoS2-PEG-SA、MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 

([MoS2-PEG-SA] = 120 μg·mL-1, [SBN] = 60 μg·mL-1和 

[DOX] =10 μg·mL-1) 的培养基, 待细胞与含药培养基

共孵育 2 h后, 用 PBS清洗细胞 3次, 每孔加入新鲜的

细胞培养基。光照组的细胞受到 1 W·cm-2的 808 nm

激光照射 10 min, 而其他组的细胞避光处理。再与新

鲜培养基孵育46 h, 通过MTT法测定细胞的活性。

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 的体内组织分布 建

立 A549 皮下移植瘤裸鼠模型 , 待肿瘤平均体积约为

200 mm3 时 , 将裸鼠随机分为 2 组 : MoS2-PEG-SA-

SBN/DOX或MoS2-PEG-SBN/DOX。在设定的时间点 

(注射药物后1、2、6、12和24 h) 处死裸鼠, 取心、肝、脾、

肺、肾、肿瘤等组织标本称重。组织样品经王水消化

后, 使用电感耦合等离子体原子发射光谱法测定主要

器官和肿瘤组织中Mo的含量。

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX的体内抗肿瘤研究 建

立 A549 皮下移植瘤裸鼠模型 , 待肿瘤体积增长至

80 mm3左右时, 将裸鼠随机分为 6组: ① PBS, 作为对

照组; ② SBN; ③ DOX; ④ SBN+DOX; ⑤ MoS2-PEG-

SA; ⑥ MoS2-PEG-SA-SBN/DOX ([MoS2-PEG-SA] = 

120 μg·mL-1, [SBN] = 60 μg·mL-1和 [DOX] = 10 μg·mL-1); 

每组裸鼠每 3天静脉注射 1次 200 μL上述对应药物。

在给药 6 h 后 , 用 1 W·cm-2 的 808 nm 激光照射肿瘤

部位 10 min。在 24 天的治疗过程中 , 每 3 天使用游

标卡尺和电子天平分别称量裸鼠体重和测量肿瘤

的长度和宽度 , 并及时记录。24 天后 , 处死裸鼠 , 取

出心、肝、脾、肺和肾等组织 , 进行苏木精-伊红 

(hematoxylin-eosin, HE) 染色分析。

统计学分析 如无特殊说明 , 实验结果均使用

GraphPad Prism 8.0 软件进行统计学分析处理。数据

以平均值 ± 标准差 (x ± s) 表示。采用 t检测分析两实

验组间的差异 ; 采用单因素方差分析方法 (ANOVA) 

分析两组以上实验组间的差异。P < 0.05被认为具有

统计学差异。

结果与讨论

1　MoS2-PEG-SA的制备及表征

利用 EDC/NHS 技术 , 将 LA 修饰的 PEG (LA-

PEG-NH2) 与肿瘤靶向配体 SA 混合反应 (图 1A)。除

杂之后 , 用 1H NMR 对所得产物进行结构鉴定 , 从图

1B可知, LA-PEG-SA的图谱上不仅出现了 SA的一个

-OH 质子峰 (δ = 6.09), 而且还存在 LA-PEG-NH2 的

-CO-NH-质子峰 (δ = 7.75)。此外 , SA 的-COOH 质子

峰 (δ = 12.95) 和 LA-PEG-NH2 的 -NH2 质子峰 (δ = 

7.35) 却不在 LA-PEG-SA 的图谱上, 反而还出现一个

新的-CO-NH-质子峰 (δ = 7.88), 这些结果充分证明了

LA-PEG-NH2和SA通过酰胺缩合结合成功。

由于化学作用和剧烈的超声, 在MoS2纳米片的制

备过程中, 其表面结构和晶相发生了剧烈变化, 造成部

分硫原子的丢失而形成表面缺陷。一些末端含硫原子
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的分子通过硫化学作用将其嵌入到表面缺陷处, 进而

结合在MoS2纳米片的表面上[20]。基于此, 将端基含有

双硫键的 LA-PEG-SA 嫁接到 MoS2 纳米片上 , 并用

XPS对其进行表征。图 1C中可明显看到MoS2的元素

特征峰, 如 C1s、O1s、Mo3d 和 S2p 等, 同样地, 这些特

征峰也出现在MoS2-PEG-SA的图谱上 (图 1D)。但较

MoS2 而言 , MoS2-PEG-SA 的 C1s 和 O1s 峰明显增强 , 

而 Mo3d和 S2p的峰显著减弱, 原因在于 X-射线穿透

深度有限, 多适用于检测和分析材料表面的元素价态, 

当含有大量 C 原子和 O 原子的 LA-PEG-SA 覆盖在

MoS2 表面上时 , MoS2-PEG-SA 上的 C 和 O 的峰值

增加 , 而 Mo 和 S 的峰值降低 , 此结果可初步说明

LA-PEG-SA成功嫁接在MoS2纳米片的表面。为进一

步证明此结果, 进一步用了 FT-IR对MoS2-PEG-SA进

行表征。从图 1E 可知 , MoS2-PEG-SA 的红外光谱出

现一些 LA-PEG-SA 的红外特征峰, 如-C-H-的伸缩振

动峰 (2 898 cm-1)、-C-O-的变角弯曲振动峰 (1 153 cm-1) 

等 , 表明成功制备出 LA-PEG-SA 修饰的 MoS2, 即

MoS2-PEG-SA。同时, 用TGA定量分析了LA-PEG-SA

在 MoS2-PEG-SA 的 含 量 ( 图 1F), 在 285～400 ℃ , 

MoS2-PEG-SA出现急剧失重现象, 失重约 58.1%, 这主

要由于嫁接的 LA-PEG-SA为聚合物, 不耐高温, 在此

阶段内发生裂解、分解等, 因此推断出 LA-PEG-SA在

MoS2-PEG-SA上的含量约为58.1%。

利用 TEM 和 AFM 观察 MoS2-PEG-SA 的表面形

貌。从图 2A可知, MoS2和MoS2-PEG-SA均具有二维

层状结构, 类似于石墨烯, 具有较大的比表面积, 适合

做药物载体。同时发现MoS2-PEG-SA的TEM图显影

较深, 间接反映出其厚度较MoS2高, 这一结论也得到

了 AFM 结果的证实。MoS2 纳米片的平均厚度为

Figure 1　A: A schematic of molybdenum disulfide (MoS2) nanosheets as a nanocarrier capable of achieving the co-delivery of silybin 

(SBN) and doxorubicin (DOX) and controlled drug release for the combination of synergistic therapy with drugs and photothermal therapy 

of cancer. B: The 1H nuclear magnetic resonance (1H NMR) spectra of sialic acid (SA), lipoic acid (LA)-PEG-NH2 and LA-PEG-SA; C, D: 

X-ray photoemission spectroscopy (XPS) spectra of MoS2 before (C) and after (D) polyethylene glycol (PEG); E: Fourier transform infrared 

spectroscopy (FT-IR) spectra of MoS2 before and after PEGylation; F: Weight loss curves of MoS2-PEG-SA
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0.8 nm, 与文献[20]报道数据基本一致 , 说明制备的

MoS2 纳米片是单层的 (图 2B)。经 LA-PEG-SA 修饰

后, MoS2纳米片的平均厚度上升至 4 nm, 间接提供了

LA-PEG-SA存在于MoS2纳米片上的证据。

由于电子屏蔽效应, MoS2纳米片在PBS溶液和细

胞培养基中迅速聚集而聚沉, 此生理环境不稳定性严

重影响了 MoS2材料在生物医学上的应用[21]。而 LA-

PEG-SA修饰的MoS2具有较好的生理稳定性, 能在生

理盐水内保持稳定 7天以内 (图 2C)。为进一步证实此

结果, 用粒度仪测定了MoS2-PEG-SA的粒径在 7天内

的变化, 如预期所想, 纳米平均粒径没有明显变化, 仍

约为100 nm (图2D)。

为保证 MoS2-PEG-SA 在生物医药应用上的安全

性, 考察了此纳米载体的血液相容性和细胞毒性。取

不同浓度 MoS2-PEG-SA 的 PBS 溶液 , 将其加入到含

RBCs (red blood cells survival) 的稀释液中 , 并用

ddH2O和PBS溶液分别作为阳性对照和阴性对照。结

果显示, 阳性对照组上清液呈红色, 表现明显的溶血现

象 (图 2E), 这主要由于胞内外存在较高的渗透压差 , 

细胞因吸收大量水分而胀破, 胞内的血红素渗透到上

清液中。相比之下, 实验组和阴性对照组的上清液相

对比较澄清, 大部分细胞被离心至离心管底部。同时, 

MoS2-PEG-SA对红细胞的溶血百分比随样品浓度的增

加而增大。但即使样品浓度达到较高的 400 μg·mL-1

时, MoS2-PEG-SA对红细胞的溶血百分比 (2.4%) 仍小

于 5%, 说明此载体具有较好的血液相容性。在毒性方

面, 选取A549和HELF细胞作为细胞模型, 使用MTT

法来评估 MoS2-PEG-SA 的细胞毒性。从图 2F、G 可

知 , 当 MoS2-PEG-SA 浓度为 12.5～400 μg·mL-1 时 , 

A549和HELF细胞的活性均保持在 90%以上, 表明此

载体具有非常低的细胞毒性, 几乎可忽略不计。综上

所述, MoS2-PEG-SA 具有较好的生物安全性, 可作为

抗癌药物的纳米载体, 用于治疗癌症。

2　MoS2-PEG-SA的光热特性

据文献[22]报道, MoS2具有强的近红外吸收, 且能

高效地将吸收的近红外光转化成光热, 用于肿瘤的光

热治疗。为探讨纳米载体 MoS2-PEG-SA 是否具有这

种光热特性, 进一步配制了不同浓度的MoS2-PEG-SA

溶液 , 用 1 W·cm-2 的 808 nm 激光照射上述样品

10 min。结果显示, 样品浓度越高, 溶液温度的升温速

率越大, 表现出明显的浓度依赖性。当样品浓度达到

100 μg·mL-1 时 , 溶液温度在 10 min 内从 31.6 ℃升至

83.3 ℃, 而水温变化不明显, 仅上升 4.6 ℃ (图 3A)。相

比人体正常体温而言, 在近红外光照射下, 积累在肿瘤

部位的MoS2-PEG-SA可提高肿瘤区域的温度, 引起肿

瘤细胞的消融和死亡, 从而在一定程度上抑制肿瘤生

长。同时, 还考察了激光功率密度与光热效果之间的

关系, 结果显示, 激光功率密度越高, 溶液温度的升温

Figure 2　A, B: Transmission electron microscope (TEM, A) and atomic force microscope (AFM, B) images of MoS2 and MoS2-PEG-SA. 

Scale bar: 100 nm. C: Stability of MoS2 and MoS2-PEG-SA in water, phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4), and cell medium within 

7 days. D: Hydrodynamic sizes of MoS2-PEG-SA in PBS within 7 days. E: Hemolysis percentages of red blood cells survival (RBCs) by 

MoS2-PEG-SA for 2 h. Inset: Images of the direct observation of hemolysis. F, G: Relative cell viability of A549 (F) and HELF (G) cells 

incubated with various concentrations of MoS2-PEG-SA for 24 or 48 h. x ± s, n = 6
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速率越大, 表现出明显的功率密度依赖性 (图 3B), 说

明MoS2-PEG-SA的光热效果与样品浓度、激光功率密

度具有密切关系。最后, 考察了MoS2-PEG-SA的光热

稳定性, 从图3C看出, 每个升降温循环中升温速率基本

一样, 升温效果也没有显著差异, 表明 MoS2-PEG-SA

具有优异的光热稳定性。

3　药物装载及双重响应的药物释放

MoS2作为 2D纳米材料中的一员, 具有超高的比

表面积 , 可通过疏水作用将药物吸附在其表面上[23]。

在本研究中 , 以最佳投料比将 SBN 和 DOX 先后装

载 在 MoS2-PEG-SA, 构 建 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX

纳米组合药物输送系统。从紫外-可见光-近红外吸

收光谱图中 (图 3D), 可观察到 SBN 紫外吸收特征峰 

(288 nm) 和 DOX 的紫外吸收特征峰 (480 nm), 说明

SBN和DOX均已成功装载到MoS2-PEG-SA上。根据

载药前后 MoS2-SA-PEG 在 288 和 480 nm 波长处的吸

光度变化 , 计算载体 SBN 和 DOX 的装载量分别为

62.5%和68.2%。

刺激响应型药物释放系统可利用外界的微小变化

来智能控制药物释放速度, 进而有效提高其化学治疗

效果, 常见的外界刺激信号有光照、温度、氧化还原和

pH等[24]。结合纳米药物输送系统特性, 本实验考察了

pH和近红外光对药物释放的影响。首先, 考察了 pH

对药物释放的影响, 将含有 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX

的透析袋浸入不同 pH值的释放介质溶液中。SBN在

pH 7.4、48 h下的累积释放百分比为 23.3%, 相似地, 在

pH 5.5、48 h内的累积释放百分比为 25.7% (图 3E), 没

有显著区别, 表明 pH对 SBN的释放无明显影响。相

比之下, DOX在pH 5.5、48 h的药物累积释放百分率为

42.8%, 明显高于在 pH 7.4 环境下的累积释放百分比

18.5% (图 3F), 表现出明显 pH响应性。出现这种现象

的原因主要在于DOX分子中的氨基在酸性条件下易

发生质子化, 不仅可提高DOX在水中的溶解性, 而且

减弱了 DOX 与 MoS2 载体间的疏水作用 , 进而加快

DOX的释放[25]。

紧接着, 研究了近红外光对药物释放的影响。结

果发现, 经过近红外光照射 10 min后, SBN在后续 1 h

内累积释放百分比由20.2%迅速升至44.8%, 释放速率

较未光照组提高了 2倍。无独有偶, 后续 1 h内 DOX

的累积释放百分比也出现类似现象 (20.2%→44.8%)。

SBN和DOX的释放行为均表现出明显近红外光响应, 

主要原因在于, 808 nm激光照射下, 载体MoS2-PEG-SA

可高效地将吸收到的近红外光转换为热能, 迅速提高

溶液温度, 加快了载体表面药物分子的运动, 进而显著

提高了药物从载体上脱离的速率[26]。综上所述, 在 pH

和近红外光双重响应刺激下, MoS2-PEG-SA-SBN/DOX

能加快药物脱离载体的速率, 实现对药物的诱导释放。

4　肿瘤细胞对MoS2-PEG-SA-SBN/DOX的摄取

为了研究 SA 修饰的 MoS2纳米片进入细胞的途

径, 本研究选取 SA受体过表达的A549细胞和受体低

表达的HELF细胞作为细胞模型。A549和HELF细胞

分别与MoS2-PEG-SA-SBN/DOX和MoS2-PEG-SBN/DOX

Figure 3　A: Temporal temperature elevation of MoS2-PEG-SA suspension upon near infra-red (NIR) irradiation (1 W·cm-2). B: Temporal 

temperature elevation of MoS2-PEG-SA suspension (100 μg·mL-1) under an 808 nm laser at different power densities. C: Temperature 

variation of 100 μg·mL-1 suspension (100 μg·mL-1) over 3 cycles of irradiation (1 W·cm-2) and natural cooling. D: Ultraviolet and visible 

spectroscopy (UV-vis) spectra of MoS2-PEG-SA before and after SBN or DOX loading. E, F: Release profiles of SBN (E) or DOX (F) under 

the dual stimulation of pH and NIR light
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孵育 2 h后, 使用激光共聚焦显微镜观察细胞内荧光。

结果如图 4A所示, 与MoS2-PEG-SA-SBN/DOX孵育的

A549 细胞 , 相较于与 MoS2-PEG-SBN/DOX 孵育的

A549细胞而言, 显示出更强的 DOX荧光, 表明 SA的

存在可增强MoS2与肿瘤细胞的结合。对于SA低表达

的 HELF 细胞而言 , 不管是与 MoS2-PEG-SA-SBN/

DOX 还是 MoS2-PEG-SBN/DOX 孵育 , 都显示很弱的

DOX荧光。同时, 也使用流式细胞仪考察了 A549和

HELF 细胞对 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 的摄取行为。

结果显示, 流式细胞仪检测到的量化荧光数据 (图 4B) 

与激光共聚焦荧光成像的结果一致, 进一步证明了SA

修饰的MoS2纳米片能与癌细胞发生特异性结合。

5　MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在细胞水平上的协同治疗

将A549细胞先与DOX、SBN、SBN + DOX、MoS2-

PEG-SA-SBN/DOX孵育 2 h后, PBS清洗, 再与新鲜培

养基孵育 46 h, 通过MTT法测定细胞的活性。结果显

示, 随着 SBN或DOX浓度的增加, 各组细胞的活性都

有一定的降低 (图 4C)。相较于单独的 SBN 或 DOX, 

具有协同作用的SBN + DOX显示出较强的细胞毒性。

值得注意的是, MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 表现出最强

抑制肿瘤细胞增殖的能力, 这可能是因为 SA 修饰的

MoS2纳米片能特异性识别肿瘤细胞而被其有效摄取, 

提高胞内的药物浓度。

受近红外光调控药物释放的启发, 进一步探究了

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX能否在近红外光照射下产生

更强的细胞杀伤力。在A549细胞与相应材料共孵育

2 h 后 , 光照组受到 1 W·cm-2 的 808 nm 激光照射

10 min。继续孵育 46 h 后 , 用 MTT 法测定细胞的活

性。如图 4D所示, 单纯的激光照射不会对细胞的活性

产生明显的影响, 也不会增强游离药物的细胞毒性。

而经载体 MoS2-PEG-SA 处理的 A549 细胞, 在近红外

光照射后, 其活性由 93.9%降低至 62.6%, 这主要因为

Figure 4　A: Confocal images of A549 and HELF cells incubated with Nano and Nano-SA ([DOX] = 10 μg·mL-1) for 2 h. Nano: MoS2-

PEG-SBN/DOX. Scale bar: 100 μm. B: Flow cytometry analysis of cellular DOX fluorescence in A. C: Relative cell viability of A549 cells 

after incubation with SBN, DOX, SBN + DOX and MoS2-PEG-SA-SBN/DOX at different concentrations for 2 h. D: Relative cell viability 

of A549 cells after various treatments. After 2 h of incubation with corresponding drugs, these cells were transferred into fresh cell medium, 

irradiated with an 808-nm laser a power density of 1 W·cm-2 for 10 min, and then incubated for another 48 h before the MTT assay. Data 

were expressed as x ± s (n = 5) using one-way analysis of variance (ANOVA). **P < 0.01 vs MoS2-PEG-SA-SBN/DOX
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胞内MoS2-PEG-SA在近红外光照射下产生热量, 引起

了细胞消融, 从而部分抑制细胞增殖。更重要的是, 在

近红外光照射下, 共载 SBN/DOX 的 MoS2-PEG-SA 在

近红外照射下显示出了最强的细胞杀伤效应 , 仅有

12.51%细胞处于存活状态, 远低于其他实验组。出现

这种结果的原因: ① 近红外光有效地诱导了 SBN 和

DOX的释放, 大大提高了细胞内游离药物的浓度, 提

高之间的协同治疗效果; ② 光热和协同药物的联合治

疗引起了细胞消融, 抑制细胞增殖。

6　MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在体内的组织分布

考察MoS2-PEG-SA-SBN/DOX的体内组织分布情

况可为后续体内肿瘤的治疗提供重要参考。由图 5A

可看出, 注射材料 2 h后, 肝脏和脾脏的 Mo含量明显

高于其他器官, 其原因为库普弗细胞和脾脏巨噬细胞

负责清除外来纳米材料。随着 MoS2-PEG-SA-SBN/

DOX在血液中的循环, 主要组织器官内Mo含量逐渐

增大, 在6 h时达到最大值, 此后逐渐下降, 这主要由于

此纳米片在体内逐渐被清除所导致的。更为重要的

是, Mo含量的下降说明此金属元素不会在体内大量积

累, 避免了不必要的毒副作用。同时, 为进一步验证

SA修饰的MoS2纳米片具有特异性识别肿瘤细胞的能

力, 选用不含 SA 的 MoS2-PEG-SBN/DOX 作为阴性对

照。结果显示, MoS2-PEG-SBN/DOX组中肿瘤组织的

Mo含量明显低于MoS2-PEG-SA-SBN/DOX组 (图 5B), 

这与细胞摄取实验的结果相对应。在注射药物后的

1、2、6、12 和 24 h, MoS2-PEG-SA-SBN/DOX 组中肿瘤

组织的Mo含量分别是MoS2-PEG-SBN/DOX组的 1.4、

2.2、2.6、3.1 和 2.5 倍 , 出现这一结果的原因是: MoS2-

PEG-SA-SBN/DOX 凭借 SA 的主动靶向作用, 特异性

识别肿瘤细胞, 进而导致此纳米片在肿瘤部位进行有

效的积累, 为后续的治疗提供的有利条件。

7　MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在动物水平上的抗肿瘤

治疗

基于MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在体外显著抑制肿

瘤细胞增殖的结果, 进一步考察了其在体内的抗肿瘤

效果。当肿瘤体积达到 80 mm3左右时, 将裸鼠随机分

为 6组, 尾静脉注射对应的药物。每次给药 6 h后, 使

用 1 W·cm-2的 808 nm激光照射肿瘤部位 10 min, 且在

照射过程中, 使用红外热成像仪记录肿瘤的温度变化 

(图 5C), 并获取裸鼠的热图像 (图 5D)。结果发现, 激

光照射前后, PBS、SBN、DOX和SBN + DOX组的肿瘤

温度变化不大 , 而 MoS2-PEG-SA 组和 MoS2-PEG-SA-

SBN/DOX 组的肿瘤温度发生了明显的变化 (ΔT ≈ 

17.6 ℃)。值得注意的是, MoS2-PEG-SA-SBN/DOX组

的肿瘤温度在激光照射过程中迅速上升至 49.2 ℃, 此

高温不仅可引起肿瘤细胞的热死亡, 而且有助于装载

药物的释放, 增强组合药物的协同治疗效果, 可实现协

同化疗和光热的联合效应。

在治疗过程中, 每 3天使用游标卡尺测量每组肿

瘤的长度和宽度, 计算并记录肿瘤的实时体积。由图

5E、F可看出, 单独注射SBN或DOX的裸鼠, 其肿瘤的

体积增长速率较快, 24天后, 两组的肿瘤平均体积分

别达到 950.7和 890.3 mm3左右, 肿瘤体积增长抑制率

约为30.2%和36.5%, 抑瘤生长效果不明显。更糟糕的

是, 即使同时注射 SBN和DOX, 24天后此组的肿瘤平

均体积仍约为 816.7 mm3, 肿瘤体积增长抑制率为

41.1%, 仅略比单给 SBN 或 DOX 组高 (< 8%), 这跟肿

瘤细胞增殖实验结果严重不符。然而, 当此组合药物

同时装载于MoS2-PEG-SA上时, 在近红外光的照射条

件下, 此组的肿瘤体积增长速率十分缓慢, 最后的肿瘤

体积仅为 164.8 mm3, 肿瘤体积增长抑制率高达

88.1%, 远远高于其他实验组, 原因主要在于: ① 载体

MoS2-PEG-SA 通过主动靶向和被动靶向作用可将

SBN和DOX有效输送至肿瘤部位, 不仅改善药物半衰

期短、无靶向性等自身缺陷, 而且解决了 SBN和DOX

因不同药代动力学过程, 导致其无法按设定方式作用

于肿瘤 , 所带来的协同治疗效果减弱问题; ② MoS2-

PEG-SA 将吸收的近红外光转化成光热, 不仅引起肿

瘤的消融, 而且诱导药物的释放, 提高MoS2-PEG-SA-

SBN/DOX的协同化疗治疗效果, 实现了对肿瘤的协同

化疗和光热的联合。

在治疗期间, 每 3天使用电子天平称量每组裸鼠

的体重并及时记录。结果如图 5G所示, 每组裸鼠平均

体重均随时间的推移而缓慢增加, 未出现急剧变化, 表

明MoS2-PEG-SA-SBN/DOX在体内没有明显的急性毒

副作用。同时, 还考察了 MoS2-PEG-SA-SBN/DOX组

裸鼠的主要器官的病理学形态。通过苏木精-伊红 

(HE) 染色的结果 (图 5H) 可看到, 此组的组织学病理

切片的形态与 PBS组类似: 组织学结构均正常; 心脏

切片的心肌细胞排列整齐, 结构特征明显; 肝脏切片有

明显的血管脉络; 脾脏切片的细胞交界非常清晰; 肾

脏切片和肺切片也均正常, 未见明显组织损伤, 表明

MoS2-PEG-SA-SBN/DOX不会对裸鼠的组织器官造成

损伤, 进而初步证明了此纳米片在体内的安全性。

结论

本研究通过EDC/NHS合成 SA修饰的 PEG, 再利

用硫化学作用将其连接到 MoS2纳米片上 , 成功制备

MoS2-PEG-SA 纳米载体。该载体具有良好的生理稳

定性、优异的光热特性、较好的生物安全性及较高的药
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物负载能力。随后 , 通过疏水作用将中药活性物质

SBN 和化疗药物 DOX 先后装载于 MoS2-PEG-SA 上 , 

构建一种共载组合药物的MoS2-PEG-SA-SBN/DOX纳

米输送系统。MoS2-PEG-SA-SBN/DOX可凭借主动靶

向和被动靶向的作用将组合药物有效地输送到肿瘤部

位。更重要的是, 在肿瘤弱酸微环境和近红外光的双

重刺激下, 此系统可诱导药物的释放, 提高胞内药物的

游离浓度, 增强组合药物的协同抗肿瘤效果, 实现对肿

瘤细胞的协同化疗和光热的联合治疗, 为肺癌的治疗

提供一种新策略和参考。
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