
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(6): 1920−1929

超分子铁螯合藤黄酸靶向治疗急性髓系白血病的作用机制研究
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摘要: 急性髓系白血病 (acute myeloid leukemia, AML) 具有病情急重、难控制、易复发等特点, 严重危害人们生

命安全。由于AML复杂的微环境, 单一治疗方式或者针对单一靶点的治疗往往疗效有限。基于微环境特征和多机制

协同的药物联合递送有望发挥更好的AML治疗作用。本文基于同源靶向和金属多酚配位策略构建了一种负载抗癌

活性分子藤黄酸 (gambogic acid, GA) 的超分子铁纳米粒 (Fe-GA@CM), 并对其粒径、电位、释放性能进行了表征。进

一步研究了该体系治疗AML的效果和作用机制。结果表明, 该体系平均粒径约270 nm, 表面呈正电荷; 其被AML细

胞特异性摄取后, 可被肿瘤微环境中高浓度谷胱甘肽还原, 响应性释放出Fe2+和GA; Fe2+诱导AML细胞铁死亡, GA

抑制AML细胞糖酵解, 从而实现对AML的联合治疗。综上所述, 本研究制备的Fe-GA@CM为AML的靶向联合治

疗提供了新思路。
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Abstract: Acute myeloid leukemia (AML), characterized by rapid progression, therapeutic resistance, and 

high relapse rates, remains a critical threat to patient survival. The complex leukemic microenvironment often 

diminishes the efficacy of conventional monotherapies and single-target approaches. Drug delivery strategies based 

on microenvironment characteristics and multi-mechanism synergy are expected to have better therapeutic effects 

on AML. Therefore, we developed a biomimetic supramolecular nanoparticle (Fe-GA@CM) through homologous 

targeting strategy and metal-polyphenol coordination for co-delivery of gambogic acid (GA) and Fe3+. The particle 
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size, zeta potential, and release performance of the system were characterized. Furthermore, the efficacy and 

mechanism of action of this system in treating AML was explored. The results showed that the particle size of the 

nano system was approximately 270 nm and positively charged. After being specifically taken up by AML cells, it 

is reduced by high concentrations of glutathione in the tumor microenvironment and released Fe2+ and GA in a 

responsive manner. The combination therapy for AML is achieved by inducing ferroptosis with Fe2+ and inhibiting 

glycolysis in AML cells with GA. In summary, the formulated Fe-GA@CM provides novel ideas for targeted 

therapy and combination therapy for AML.
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急性髓系白血病 (acute myeloid leukemia, AML) 是

一种常见的血液系统恶性肿瘤, 以髓系白血病细胞异

常增生及正常造血细胞受抑制为主要表现, 通常呈现

高度异质性[1]。AML具有病情急重、难控制、易复发、

预后凶险等临床特点, 严重威胁人类的健康和生命安

全[2]。临床上, AML主要是通过化疗、靶向治疗和免疫

疗法进行干预, 然而, 由于自身的高度异质性, 以及化

疗药物的耐药性和严重的不良反应, AML患者仍面临

易复发和难控制等严峻挑战[3]。因此, 寻找高效低毒

的AML治疗方法, 仍是临床的迫切需求。

铁死亡作为一种铁依赖性的细胞程序性死亡方

式, 近年来研究显示铁死亡能有效地抑制AML细胞生

长 , 因此靶向铁死亡有望成为 AML 治疗的潜在策

略[4]。研究发现, 由于AML细胞主要利用糖酵解来满

足快速增加的生物能量需求, AML细胞对铁死亡的敏

感性受到糖酵解的调控[5]。活跃的糖酵解伴随着过量

乳酸的产生, 高浓度的乳酸导致肿瘤微环境的酸化, 从

而增强抗氧化酶活性 、减少游离铁蓄积 、激活

SLC7A11 通路等多重机制 , 提升 AML 细胞对脂质过

氧化的清除能力, 最终降低了AML细胞对铁死亡的敏

感性[6,7]。因此, 通过抑制肿瘤细胞糖酵解逆转肿瘤细

胞对铁死亡的抗性, 可能提高对AML的疗效。

藤黄 (Gamboge) 作为传统中药, 《本草纲目拾遗》

记载其具有“破毒散结”功效, 现代研究证实其提取物

具有显著抗肿瘤活性。藤黄酸 (gambogic acid, GA) 是

从藤黄中提取的天然化合物, 可通过多条信号途径, 包

括抑制肿瘤细胞糖酵解来抑制肿瘤细胞生长[8,9], 若与

含铁化合物联用, 有望达到促进AML铁死亡的效果。

作者前期研究发现, GA 的活性羟基可与三价铁离子 

(Fe3+) 配位形成水溶性超分子螯合物 (Fe-GA), 一方面

可解决 GA 的水溶性差[10]的问题, 另一方面还可能达

到协同增效的作用。为了进一步增强Fe-GA的生物相

容性和病灶靶向性 , 本研究将 AML 癌细胞膜 (cell 

membrane, CM) 包覆 Fe-GA, 利用同源靶向性引导药

物精准到达肿瘤病灶。AML微环境中高浓度的谷胱

甘肽 (glutathione, GSH) 可以还原 Fe3+, 破坏螯合物结

构, 从而实现Fe2+和GA的响应释放。这种基于同源靶

向和金属多酚配位策略制备的超分子铁螯合藤黄酸 

(Fe-GA@CM), 不仅有助于增强靶向递送效率与治疗

效果, 还能减少药物在正常组织中的分布, 降低毒副作

用[11], 有望为AML的临床治疗带来新的希望。

材料与方法

试 剂　 六 水 合 三 氯 化 铁 (FeCl3·6H2O, 批 号

A2304502, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); GA 

(批号 20220304, 上海源叶生物科技有限公司); 500 Da

纤维素透析袋购自上海源叶生物科技有限公司 ; 

IMDM 培养基、青/链霉素 (P/S)、胎牛血清 (FBS) 购自

美国 Gibco 公司; CCK-8 试剂盒购自白鲨生物有限公

司; 凋亡试剂盒、活性氧 (ROS) 试剂盒购自凯基生物有

限公司; 丙二醛 (MDA) 试剂盒 (批号 20250211, 南京建

成科技有限公司); GSH 试剂盒 (批号 A060B250102)、

Fe2+试剂盒、JC-1试剂盒、脂质过氧化 (LPO) 试剂盒、

葡萄糖试剂盒、乳酸试剂盒购自碧云天生物有限公司; 

GAPDH 一抗 (兔源)、SLC7A11 一抗 (兔源)、GPX4 一

抗 (兔源)、FTH1 一抗 (兔源) 购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司 ; HK2 一抗 ( 兔源)、PKM2 ( 鼠源)、

GLUT1一抗 (兔源) 购自武汉三鹰生物技术有限公司。

仪器　电子分析天平 (XSR205DU, 瑞士梅特勒−
托利多公司); 超纯水机 (i-Pure Pro2, 杭州泽南科技有

限公司); 纳米粒径及 zeta 电位分析仪 (Litesizer 500, 

奥地利Anton Paar公司); 扫描电子显微镜 (Sigma 360, 

德国蔡司公司); 高效液相色谱仪 (e2695-PDA 2995, 美

国 Waters公司); 多功能酶标仪 (SpectraMax iD5, 美国

Molecular Devices公司); 流式细胞分析仪 (NovoCyte, 

美国Agilent公司)。

细胞培养　人源 AML细胞 HL-60购自中国科学

院。HL-60 细胞用含 1% P/S 和 10% FBS 的 IMDM 培

养基在 37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养 , 每

1～2天换液, 当细胞生长至约80%～90%时, 离心收集

细胞, 按1∶3进行传代。

HL-60 细胞膜的提取　首先培养大量 HL-60 细
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胞, 离心收集细胞, PBS清洗两次。采取低渗裂解法提

取细胞膜, 加入 2～3 mL低渗裂解液。将细胞悬液放

入液氮反复冻融 5次, 每次 5 min, 收集细胞裂解液, 于

700 ×g离心 10 min, 收集上清。12 000 ×g离心 30 min

收集沉淀即得 HL-60细胞膜。加入 2 mL PBS重悬细

胞膜, 通过BCA法检测细胞膜浓度。

HPLC 测定 GA 方法的建立　高效液相色谱 

(performance liquid chromatography, HPLC) 的色谱柱

选择反相C18柱, 检测波长分别为 288和 360 nm, 流动

相为乙腈−甲醇−0.1%醋酸水溶液 (25∶55∶20, v/v/v), 流

速 1.0 mL·min-1, 柱温 35 ℃ , 进样量 10 µL。称取 GA 

2 mg, 加入适量甲醇充分溶解 , 摇匀 , 得质量浓度为

2 mg·mL-1 的母液。配制质量浓度分别为 0.031 25、

0.062 5、0.125、0.25、0.5、1和2 mg·mL-1的GA溶液, 测定

检测波长处的峰面积 (A), 并以A为纵坐标, 质量浓度 

(C, mg·mL-1) 为横坐标绘制标准曲线图, 计算回归方程。

Fe-GA的制备　预实验发现, 影响 Fe-GA负载率

的主要因素是GA和Fe3+的摩尔比, 因此选取不同比例

的GA和 Fe3+ (1∶4、1∶3、1∶2、1∶1、2∶1、3∶1) 进行筛选。

分别称取处方量的GA, 加入 2 mL无水乙醇溶解, 处方

量的 FeCl3, 加入 10 mL 去离子水溶解 , 将 GA 加入

FeCl3溶液中, 常温搅拌 1.5 h后, 40 ℃旋蒸去除乙醇, 

12 000 r·min-1离心30 min, 离心3次去除未负载的GA。

接着在透析袋中用去离子水透析纯化 48 h, 除去未反

应的 Fe3+, 得到 Fe-GA。以粒径、多分散指数 (polydis‐

persity index, PDI)、zeta电位以及负载率为指标筛选最

佳比例。使用纳米粒径及 zeta电位分析仪测定Fe-GA

的粒径、PDI 及 zeta 电位 ; 扫描电子显微镜 (scanning 

electron microscope, SEM) 观察其形态 ; 使用紫外分

光光度计、X 射线光电子能谱 (X-ray photoelectron 

spectroscopy, XPS)、X 射 线 衍 射 (X-ray diffraction, 

XRD) 解析其结构。利用HPLC检测Fe-GA的负载率。

Fe-GA@CM 的制备及表征　将 HL-60细胞膜于

4 ℃超声分散 (60 W, 每工作3 s停2 s, 3 min), 与上述制

得的 Fe-GA 按 1∶1 (WGA/W 总蛋白) 混合, 4 ℃超声 3 min 

(60 W, 每工作 3 s 停 2 s), 即得 Fe-GA@CM 纳米粒 , 

4 ℃保存备用。使用纳米粒径及 zeta电位分析仪测定

Fe-GA@CM 的粒径、PDI 及 zeta 电位; SEM 观察其形

态; 使用紫外分光光度计、XPS、XRD 解析其结构; 利

用HPLC检测Fe-GA@CM的负载率。

体外GSH响应性研究　通过亚甲基蓝 (methylene 

blue, MB) 为指示剂检测 Fe-GA@CM 响应 GSH 的性

能。配制 pH为 7.4的PBS缓冲溶液、MB (200 μg·mL-1) 

检测液、H2O2 (40 mmol·L-1) 储备液和 Fe-GA@CM 的

PBS缓冲溶液。根据实验方案测试MB在 665 nm处吸

光度值的变化来评估Fe-GA@CM的GSH响应性能。

体外药物释放评价　采用透析法检测体外药物释

放特性。取1 mg·mL-1 Fe-GA@CM 1 mL于500 Da透析

袋中, 透析袋外液为含有9 mL的0.5% Tween 80的PBS

缓冲液 (pH = 7.4、5.5或GSH = 1、2、5、10 mmol·L-1)。透

析容器置于磁力搅拌器上, 恒温 37 ℃下搅拌。分别在

预设的时间点1、2、4、6、8、10、12、24、48、72 h取1 mL释

放外液, 并补充等体积的新鲜介质, 通过紫外分光光度

计检测释放液中GA与Fe2+的浓度, 计算累积释放率。

细胞靶向性评价　使用荧光分子Dil代替药物GA

制备 Fe-Dil和 Fe-Dil@CM后, 收集状态良好的 HL-60

细胞, 配制每毫升 2×104个细胞的混悬液, 取 0.5 mL接

种于 24孔板中, 培养 24 h后, 用新鲜 IMDM培养基分

别配制含 100 ng·mL-1 Dil的Fe-Dil及Fe-Dil@CM溶液

并加入细胞中, 在细胞培养箱中继续孵育, 分别于给药

1、2、4、6、8、10、12、24 h后收集细胞, 1 200 r·pm-1离心

3 min, 再用 PBS 清洗 2 次, 最后将细胞重悬于 0.5 mL

的PBS中, 流式细胞仪检测Dil的荧光信号。

细胞毒性实验　CCK-8法: 收集生长状态良好的

HL-60 细胞 , 配制每毫升 3×105 个细胞的混悬液 , 取

100 μL接种在 96孔板中, 用新鲜培养基稀释系列浓度

的 FeCl3、GA、Fe-GA、Fe-GA@CM 溶液并向孔中加入

100 μL, 在细胞培养箱中继续培养 24 h 后 , 每孔加入

20 µL CCK-8测试液, 在细胞培养箱中继续孵育约 2 h, 

然后用多功能酶标仪测定 450 nm处的吸光度值, 计算

细胞存活率。

细胞活死染色实验　活死细胞染色法: 收集状态

良好的HL-60细胞, 配制每毫升2×105个细胞的混悬液, 

取0.5 mL接种于24孔板中并培养约24 h, 用新鲜 IMDM

培养基配制相应的FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、

Fe-GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液 , 

并向孔板加入0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续

培养24 h, 收集细胞, PBS清洗2次, 向孔中加入0.5 mL 

Calcein AM/PI细胞活性与细胞毒性检测工作液, 37 ℃

避光孵育30 min, 在荧光显微镜下观察。

细胞凋亡实验　流式分析: 收集状态良好的HL-60

细胞, 配制每毫升 2×105个细胞的混悬液, 取 0.5 mL接

种于 24孔板中并培养约 24 h, 用新鲜 IMDM培养基配

制相应的 FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA 

(0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液, 并向孔

板加入 0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续培养

24 h, 收集细胞, PBS清洗2次, 然后用1×Binding Buffer

重悬使细胞浓度为每毫升 1×106个细胞。取 100 µL细

胞悬液转移到流式管中 , 每管加入 400 µL 含 5 µL 

FITC Annexin V和 5 µL PI的 1×Binding Buffer并混匀, 
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室温避光孵育 15 min, 置于冰上暂存, 1 h内用流式细

胞仪分析。

细胞ROS检测　荧光显微镜分析: 收集状态良好

的HL-60细胞, 配制每毫升 2×105个细胞的混悬液, 取

0.5 mL接种于 24孔板中并培养约 24 h, 用新鲜 IMDM

培养基配制相应的FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、

Fe-GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液, 并

向孔板加入 0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续

培养12 h, 收集细胞, PBS清洗2次, 加入0.5 mL浓度为

10 µmol·L-1的DCFH-DA探针, 37 ℃避光孵育 20 min, 

PBS洗涤3次, 随后在荧光显微镜下观察。

细胞线粒体膜电位检测　流式分析: 收集状态良好

的HL-60细胞, 配制每毫升 2×105个细胞的混悬液, 取

0.5 mL接种于 24孔板中并培养约 24 h, 用新鲜 IMDM

培养基配制相应的FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、

Fe-GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液 , 

并向孔板加入0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续

培养 12 h, 收集细胞, PBS清洗 2次, 加入 0.5 mL JC-1

探针, 37 ℃避光孵育 20 min, PBS洗涤 3次并使用流式

细胞仪检测。

糖酵解生化指标检测　收集状态良好的HL-60细

胞, 配制每毫升 2×105个细胞的混悬液, 取 0.5 mL接种

于 24孔板中并培养约 24 h, 用新鲜 IMDM培养基配制

相应的 FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA 

(0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液, 并向孔

板加入 0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续培养

24 h, 收集细胞, PBS清洗 2次。每个样品加入 200 μL

裂解液。用移液器吹打数次, 使裂解液与细胞充分接

触, 充分裂解后, 12 000 ×g离心 5 min, 取上清检测葡

萄糖和乳酸含量。

糖酵解相关蛋白表达水平检测　Western blot 实

验: 给药后收集细胞, PBS洗 3次, 加入裂解液裂解细

胞 , 加入上样缓冲液 , 100 ℃加热 15 min 制备蛋白样

品; 配制 10%的 SDS-PAGE凝胶, 每孔上样 10 μL蛋白

样品, 90 V电泳 30 min后, 120 V电泳 90 min; 400 mA

转膜 60 min; 使用 5% 牛血清白蛋白室温封闭 90 min; 

加入相应一抗 , 4 ℃孵育过夜; 回收一抗 , TBST 洗膜

3次, 加入二抗孵育 90 min, 回收二抗, TBST洗膜 3次; 

加入ECL化学发光液显色成像, 使用 Image J对目标蛋

白HK2、PKM2、GLUT1进行分析。

铁死亡生化指标检测　收集状态良好的HL-60细

胞, 配制每毫升 2×105个细胞的混悬液, 取 0.5 mL接种

于 24孔板中并培养约 24 h, 用新鲜 IMDM培养基配制

相应的 FeCl3 (10 μg·mL-1)、GA (0.5 μg·mL-1)、Fe-GA 

(0.5 μg·mL-1)、Fe-GA@CM (0.5 μg·mL-1) 溶液, 并向孔

板加入 0.5 mL含药培养基, 在细胞培养箱中继续培养

12 h, 收集细胞, PBS清洗 2次后检测MDA、Fe2+、GSH、

LPO的水平。

铁死亡相关蛋白表达水平　按照以上方式培养细

胞, 给药后收集细胞, PBS洗 3次, 加入裂解液裂解细

胞 , 加入上样缓冲液 , 100 ℃加热 15 min 制备蛋白样

品; 配制 10%的 SDS-PAGE凝胶, 每孔上样 10 μL蛋白

样品, 90 V电泳 30 min后, 120 V电泳 90 min; 400 mA

转膜 60 min; 使用 5% 牛血清白蛋白室温封闭 90 min; 

加入相应一抗 , 4 ℃孵育过夜; 回收一抗 , TBST 洗膜

3次, 加入二抗孵育 90 min, 回收二抗, TBST洗膜 3次; 

加入ECL化学发光液显色成像, 使用 Image J对目标蛋

白SLC7A11、FTH1、GPX4进行分析。

统计学方法　本研究使用 GraphPad Prism 10 对

数据进行统计分析, 结果以平均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表

示, 采用 one-way ANOVA分析各组数据间的差异, P < 

0.05表示各组数据间的差异具有统计学意义。

结果与讨论

1　HPLC测定GA方法的建立

得到的 GA 质量浓度 (0.031 25～2 mg·mL-1) −峰
面积标准曲线 (图 1)。线性关系式为 y = 10 458x + 

249.2, R2 = 0.995 5。

2　Fe-GA的制备与优化

将不同比例的 FeCl3与 GA 通过物理搅拌法制备

Fe-GA, 并考察 Fe-GA的粒径、电位、PDI、负载率的情

况以筛选出最佳比例 (表 1)。当 GA∶FeCl3为 1∶2 时 , 

其粒径最小为 102.32 ± 3.08 nm, 电位最大为 62.38 ± 

2.64 mV, 负载率最大为 (9.83 ± 0.73)%, 因此制备 Fe-

GA的最佳摩尔比为1∶2。

3　Fe-GA@CM的制备及表征

利用超声法成功制备 Fe-GA@CM, 在形态学方

面, FeCl3为浅黄色、GA 为黄色、Fe-GA 为深黄色, Fe-

Figure 1　 GA concentration standard curve. The drug loading 

rate of nanoparticles were determined by high performance liquid 

chromatography (HPLC). GA: Gambogic acid
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GA@CM为浅棕色 (图 2A)。此外, 根据 SDS-PAGE凝

胶电泳结果显示 (图 2B), Fe-GA@CM与CM均有相似

的蛋白图谱 , 而 Fe-GA 未见类似图谱。纳米粒径及

zeta电位分析结果如图 2C、D所示, Fe-GA平均粒径为

102.32 ± 3.08 nm, 细胞膜包覆后 Fe-GA@CM 平均粒

径为 271.87 ± 26.95 nm, Fe-GA 平均电位为+(62.38 ± 

2.64) mV, 细胞膜的平均电位为−(57.16 ± 0.36) mV, 包

膜后 Fe-GA@CM 的电位降低为+(17.82 ± 1.18) mV。

紫外可见吸收光谱结果显示, GA和Fe-GA在280 nm处

呈现明显的吸收峰, GA在 360 nm处有吸收峰, Fe-GA

在 360 nm处无明显吸收峰, 提示 Fe-GA成功螯合 (图

2E)。SEM 结果显示 Fe-GA 表面光滑、轮廓清晰 , 而

Fe-GA@CM粒径略微增大, 呈带晕类球形, 周围分布

有类膜结构 (图 2F、G), 以上结果提示细胞膜成功包覆

Fe-GA。稳定性实验结果显示, Fe-GA@CM在 10天内

粒径无明显波动 (图2H), 说明Fe-GA@CM具有较好的

稳定性。XPS结果如图 2I所示, Fe-GA和Fe-GA@CM

中 Fe 为 Fe3+。XRD 结果如图 2J 所示 , GA 未观察到

明显的衍射峰 , 表明其以无定形状态存在 , Fe-GA 和

Fe-GA@CM呈现多个特征衍射峰, 可能以结晶态形式

存在。

4　体外GSH响应性研究

利用MB为指示剂证实了 Fe-GA@CM的GSH响

Table 1　 Size, PDI, zeta potential and loading rate of different 

proportions. PDI: Polydispersity index. n = 3, 
-
x ± s

GA∶FeCl3

1∶4
1∶3
1∶2
1∶1
2∶1
3∶1

Size/nm

141.90 ± 5.50
111.57 ± 4.63
102.32 ± 3.08
104.45 ± 3.56
107.62 ± 3.46
115.64 ± 3.32

PDI

0.12 ± 0.04
0.19 ± 0.05
0.09 ± 0.07
0.07 ± 0.01
0.12 ± 0.08
0.06 ± 0.05

Zeta potential

/mV
+50.11 ± 5.82
+60.22 ± 3.40
+62.38 ± 2.64
+55.71 ± 2.67
+49.18 ± 2.14
+42.66 ± 2.53

Loading 

rate/%
0.52 ± 0.03
3.63 ± 0.38
9.83 ± 0.73
5.45 ± 0.38
3.25 ± 0.19
3.15 ± 0.17

Figure 2　 Characterization of Fe-GA@CM. A: The appearance and morphology of Fe3+ , GA, Fe-GA, Fe-GA@CM; B: Results of 

SDS-PAGE gel-electrophoresis in different groups; C, D: Hydrodynamic diameter distribution and zeta potential of Fe-GA, Fe-GA@CM; 

E: UV-vis absorption spectra of FeCl3, GA, Fe-GA, Fe-GA@CM; F, G: Scanning electron microscope (SEM) images of Fe-GA and 

Fe-GA@CM; H: Fe-GA@CM stability experiment; I, J: X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and X-ray diffraction (XRD) full spectrum 

of GA, Fe-GA, Fe-GA@CM
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应性 , 结果如图 3A 所示。MB 组、MB + H2O2组、Fe-

GA@CM + MB + H2O2组, 在 665 nm处的吸收峰无明

显变化, Fe-GA@CM + MB + H2O2 + GSH组在 665 nm

处吸收峰降低, 说明 Fe-GA@CM 在 GSH 环境下还原

释放出 Fe2+, Fe2+与 H2O2反应释放出 ROS使 MB降解, 

导致吸收峰降低 , 最终证明了 Fe-GA@CM 具有 GSH

响应性。

5　体外药物释放评价

采用透析法检测体外药物释放特性。Fe-GA@CM

在 pH = 5.4和 7.4条件下释放曲线无明显变化, 在GSH

浓度为 10 mmol·L-1条件下, GA 与 Fe2+释放显著加快, 

24 h 累计释放率分别达到 80% 和 90% (图 3B); 随着

GSH浓度升高, GA与Fe2+释放效率逐渐加快 (图3C、D)。

6　细胞靶向性评价

使用流式细胞仪定量检测 HL-60 细胞对 Dil、Fe-

Dil、Fe-Di@CM摄取情况, Fe-Dil@CM组 8 h对药物摄

取率远远高于Dil组和Fe-Dil组, 是Dil组的 5.3倍, Fe-

Dil 组的 5.4 倍 , 而 Dil 组和 Fe-Dil 组无明显差异 (图

4A、B), 说明Fe-Di@CM具有较强的细胞靶向性。

7　细胞毒性试验

药物对细胞的作用效果最直接的反应是细胞存

活率。通过检测不同制剂对AML细胞存活率的影响

来评估各组制剂的抗肿瘤效果。FeCl3、GA和 Fe-GA、

Fe-GA@CM 对 HL-60 细胞增殖的抑制作用均表现出

剂量依赖性 , 且 Fe-GA@CM 的细胞抑制作用最强 , 

其半数抑制浓度 (IC50) 为 0.36 ± 0.07 μg·mL-1。GA组

IC50值为 0.81 ± 0.25 μg·mL-1, Fe-GA组 IC50值为 0.64 ± 

0.19 μg·mL-1 (图4C)。在各个浓度梯度下, Fe-GA@CM

组的细胞存活率皆低于Fe-GA组, 说明Fe-GA@CM增

强了 Fe-GA的细胞增殖抑制作用, 可能是由于细胞对

Fe-GA@CM摄取增加。

8　细胞活死染色实验

通过 Calcein AM/PI 细胞活性与细胞毒性检测

试剂盒进一步分析对 HL-60 细胞的细胞毒作用。与

control组相比, FeCl3未造成明显的细胞死亡, GA组具

有较弱的细胞毒性作用, Fe-GA组显著促进了细胞的

死亡 (图4D), 表明了Fe3+和GA协同抗肿瘤作用。此外, 

Fe-GA@CM组红色荧光最强, 表明其细胞毒性最强。

9　细胞凋亡实验

通过流式细胞术分析HL-60细胞的凋亡情况, 结

果如图 5A、D 所示。Control 组细胞凋亡率为 (4.84 ± 

0.36)%, FeCl3组为 (5.38 ± 0.28)%, 与 control组无显著

差异, GA组为 (13.87 ± 1.72)%, Fe-GA组增至 (23.24 ± 

2.65)%, Fe-GA@CM组的细胞凋亡率最高, 为 (53.61 ± 

4.32)%, 是 control组的 13.1倍, 说明 Fe-GA@CM 能显

著诱导HL-60细胞凋亡。

Figure 3　In vitro release ability of Fe-GA@CM in different condition. A: UV-vis absorption spectra of MB in different conditions; B: GA 

release from Fe-GA@CM in different pH and GSH levels; C: GA release from Fe-GA@CM in different GSH levels; D: Fe2+ release from 

Fe-GA@CM in different GSH levels. n = 3, 
-
x ± s. GSH: Glutathione

·· 1925



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(6): 1920−1929

10　细胞ROS检测

通过荧光显微镜分析 HL-60 细胞内 ROS 变化情

况, 结果如图 5B、E所示, FeCl3和GA仅能产生较少的

ROS, Fe-GA明显地增加HL-60细胞内ROS水平, 相比

于Fe-GA, Fe-GA@CM处理后ROS水平进一步升高。

11　细胞线粒体膜电位检测

通过流式细胞术分析HL-60细胞的线粒体膜电位

变化情况, 结果如图 5C、F所示, Fe-GA@CM能够显著

降低HL-60细胞线粒体膜电位, 提示细胞线粒体功能

可能受到损伤。

12　糖酵解生化指标检测

葡萄糖是糖酵解的起始底物, 在该过程中发挥着

核心作用, 乳酸作为糖酵解在特定条件下的产物, 因此

通过检测细胞中葡萄糖和乳酸的水平来评估细胞糖

酵解情况。Fe-GA@CM组细胞内葡萄糖浓度最大, 是

Fe-GA 组的 1.1 倍 , 是 control 组的 3.3 倍 (图 6A); Fe-

GA@CM组能显著减少细胞内乳酸的积累, 其乳酸浓

度是 control组的 32% (图 6B)。说明 Fe-GA@CM能够

显著抑制HL-60细胞糖酵解, 进而减少代谢产物乳酸

的积累。

13　糖酵解相关蛋白表达水平检测

通过 Western blot实验检测糖酵解相关蛋白表达

情况, 相比于 control组, Fe-GA@CM组能够显著抑制

糖酵解相关蛋白HK2、PKM2、GLUT1的表达 (图 6C)。

从蛋白水平上证实了Fe-GA@CM能够显著抑制HL-60

细胞糖酵解。

14　铁死亡生化指标检测

在铁死亡细胞中 , 通常表现为 MDA、Fe2+和 LPO

水平的上升, GSH水平的降低, 因此对上述铁死亡关键

生化指标进行了检测, 结果如图 7A～E所示。相比于

control 组 , Fe-GA 组细胞内 MDA、Fe2+和 LPO 浓度明

显上升, 其中 Fe-GA@CM组细胞内MDA、Fe2+和LPO

浓度最高。与此同时, 相比于 control组, Fe-GA@CM

组细胞内GSH浓度明显降低。说明Fe-GA@CM能强

烈诱导HL-60细胞发生铁死亡。

15　铁死亡相关蛋白表达水平

通过 Western blot实验检测铁死亡相关蛋白表达

情况, 相比于 control组, Fe-GA组和 Fe-GA@CM组显

著降低了铁死亡相关蛋白 SLC7A11、FTH1、GPX4 的

表达 (图 7F)。从蛋白水平上证实了 Fe-GA@CM能够

Figure 4　In vitro anti-tumor properties of Fe-GA@CM. A, B: Flow cytometry and statistical data on the uptake of Dil, Fe-Dil, Fe-Dil@CM 

by HL-60 cells; C: Viability of HL-60 cells treated with Fe3+, GA, Fe-GA, Fe-GA@CM; D: Live/dead staining images of HL-60 cells. Scale 

bar: 50 µm. n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001

·· 1926



杨尚沁等: 超分子铁螯合藤黄酸靶向治疗急性髓系白血病的作用机制研究

显著诱导细胞发生铁死亡。

结论

本研究基于同源靶向和金属多酚配位策略成功构

建了超分子铁螯合藤黄酸纳米粒Fe-GA@CM, 靶向递

送Fe3+和GA至AML细胞。一方面, 当Fe-GA@CM通

过同源靶向进入 AML 细胞时 , 在肿瘤微环境高浓度

GSH下, 被还原并释放出Fe2+和GA, Fe2+诱导了细胞铁

死亡的发生; 另一方面, GA 能够通过抑制 AML 细胞

的糖酵解降低葡萄糖水平, 减少乳酸的生成, 缓解肿

Figure 5　Mechanistic exploration of cell death. A: Flow cytometry data on cell apoptosis in HL-60 cells after different treatments; B: 

Fluorescence image of HL-60 cells with  reactive oxygen species (ROS) after various treatments. Scale bar: 50 µm; C: Flow cytometry 

data of membrane potential of HL-60 cells after different treatments; D: Statistical data of apoptotic flow cytometry; E: ROS fluorescence 

statistical data; F: Flow cytometry statistical data of membrane potential. n = 3, 
-
x ± s.***P < 0.001. ns: P > 0.05
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瘤酸性微环境 , 进而逆转肿瘤细胞对铁死亡的抗性 , 

实现 AML的联合治疗。总体来说, 本研究制备的 Fe-

GA@CM超分子螯合递药体系相比于 Fe-GA, 靶向能

力提高了 5.4倍, 对AML细胞抑制率提升了 1.8倍, 具

有优异的抗AML效果。因此本研究可能为AML的治

疗提供了一种新的思路和方法。
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