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铁−没食子黄素自组装平台三重协同机制在三阴性乳腺癌治疗中的应用

余海晴, 周天娇, 王 琰, 车昊滨, 茹佳雯, 姜虎林*

(中国药科大学药学院, 江苏 南京 210009)

摘要: 三阴性乳腺癌侵袭性强、复发转移风险高且预后较差, 其中肿瘤细胞糖酵解导致的乳酸堆积是驱动三阴

性乳腺癌恶性进展的关键因素。本研究据此构建了一种调控乳酸代谢的铁−没食子黄素自组装脂质过氧化加速器 

(self-assembled galloflavin-Fe lipid peroxidation accelerator, SGF) 用于抑制三阴性乳腺癌的生长。该体系由铁离子和

没食子黄素酚羟基配位形成金属多酚网络装载药物索拉非尼制备得到。通过调整索拉非尼与没食子黄素的投料比

为 1∶1, 制备得到粒径为 136.20 ± 0.83 nm, 多分散系数为 0.103 ± 0.012的 SGF纳米粒, 实现双药协同装载。SGF的

金属−多酚网络具有光热转换性能, 在 808 nm光照射下可产生局部高热, 有效杀伤肿瘤细胞。在肿瘤微环境和溶酶

体低 pH条件下, 铁离子和没食子黄素解离释放药物索拉非尼, 借助铁离子补充和谷胱甘肽下调加速芬顿反应进行, 

协同促进肿瘤细胞脂质过氧化进程; 没食子黄素通过抑制乳酸脱氢酶A, 下调丙酮酸向乳酸的转化, 减少乳酸生成, 

从而改善肿瘤组织酸性微环境, 高效抑制三阴性乳腺癌的进展。本课题设计并构建的SGF纳米平台集光热效应、脂

质过氧化诱导及乳酸代谢调控三重机制, 实现对三阴性乳腺癌及其高乳酸微环境的协同精准打击, 旨在为改善此类

高度侵袭性乳腺癌的临床预后提供新的治疗策略。
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Iron-galloflavin self-assembled platform with triple synergistic 

mechanisms for the treatment of triple-negative breast cancer
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Abstract: Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by high invasiveness, a high risk of recurrence 

and metastasis, and poor prognosis. The accumulation of lactate in the tumor microenvironment produced by tumor 

cell glycolysis is a key factor driving the malignant progression of TNBC. In this study, we developed a lactate 

metabolism-regulating self-assembled galloflavin-Fe lipid peroxidation accelerator (SGF) to inhibit the growth of 

TNBC. The system was constructed by coordinating iron ions with the hydroxyl groups of galloflavin to form a 

metal-polyphenol network, which encapsulates the drug sorafenib. By adjusting the drug loading ratio of sorafenib 

to galloflavin at 1∶1, SGF nanoparticles with a size of 136.20 ± 0.83 nm and a polydispersity index of 0.103 ± 

0.012 were prepared, achieving efficient co-loading of both drugs. The metal-polyphenol network of SGF exhibits 

photothermal conversion properties, generating localized heat under 808 nm laser irradiation, effectively killing 

tumor cells. Under the low pH conditions of the tumor microenvironment and lysosomes, iron ions and galloflavin 

dissociate to release sorafenib, accelerating the Fenton reaction through iron ion supplementation and glutathione 

downregulation, which cooperatively promotes lipid peroxidation in tumor cells. Furthermore, galloflavin inhibits 
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lactate dehydrogenase A, downregulating the conversion of pyruvate to lactate and reducing lactate production, 

thereby improving the acidic tumor microenvironment and efficiently suppressing the progression of TNBC. The 

SGF nanosystem designed and constructed in this study integrates three synergistic mechanisms-photothermal 

effect, lipid peroxidation induction, and lactate metabolism regulation to provide a synergistic and precise strike 

against TNBC and its high-lactate microenvironment, offering a new therapeutic strategy to improve the clinical 

prognosis of this highly invasive cancer.
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恶性肿瘤是全球主要健康威胁之一。肿瘤细胞的

无限增殖性、高复发转移风险和耐药性是导致肿瘤

患者死亡的主要原因[1,2]。在全球女性新发恶性肿瘤

中, 乳腺癌的发病率位居第一[3]。与其他亚型相比, 三

阴性乳腺癌 (triple-negative breast cancer, TNBC) 因

缺乏雌激素受体 (estrogen receptor, ER)、孕激素受体 

(progesterone receptor, PR) 和人表皮生长因子受体 2 

(human epidermal growth factor receptor 2, HER-2) 表

达[4], 对特异性内分泌疗法和靶向疗法不敏感[5], 治疗

手段显著受限。目前, 手术与化疗仍是TNBC的主要

临床治疗手段。然而, 常规术后辅助化疗疗效有限, 且

TNBC细胞具有高度异质性且适应性强, 能够通过多

种机制逃避免疫清除并产生耐药性, 大大降低了治疗

效果, 最终导致肿瘤复发转移。

Warburg效应是肿瘤细胞区别于正常细胞的关键

代谢特征, 表现为在氧气充足条件下仍优先通过糖酵

解途径而非线粒体氧化磷酸化获取能量[6]。在肿瘤细

胞内 , 乳酸脱氢酶 A (lactate dehydrogenase A, LDHA) 

催化丙酮酸还原为乳酸。随后, 大量乳酸通过主动转

运机制被泵出细胞, 导致细胞外乳酸大量积累[7-9]。这

种代谢重编程虽在能量效率上低于氧化磷酸化, 却为

肿瘤恶性进展提供了多重优势。乳酸作为糖酵解的关

键终产物 , 在肿瘤微环境 (tumor microenvironment, 

TME) 中具有活跃的生物学功能, 不仅表现出抗氧化

作用, 也能够通过增强细胞耐药、上调血管生成、诱导

细胞免疫逃逸为肿瘤细胞的侵袭和远处转移创造条

件[10], 增强肿瘤细胞迁移倾向。

化学动力学治疗 (chemodynamic therapy, CDT) 是

一种基于TME特点的靶向治疗策略。其核心机制是

借助芬顿反应或类芬顿反应催化肿瘤内源性过氧化

氢 (H2O2) 分解, 产生羟基自由基 (·OH), 引发脂质过氧

化链式反应[11]。 ·OH通过氧化损伤细胞内的关键生物

大分子, 引发脂质过氧化、蛋白失活及DNA损伤, 最终

诱导肿瘤细胞凋亡或坏死[12,13]。与传统化疗和放疗相

比, CDT的核心优势在于其肿瘤部位特异性和低全身

毒性。然而 , CDT 的实际疗效常受限于 TME 的复杂

性。TME中内源性H2O2和铁离子含量较低, 导致芬顿

反应难以高效生成足够 ·OH[14]。此外, 乳酸及其相关

代谢物本身具有一定的抗氧化能力, 可直接或间接地

清除活性氧 (reactive oxygen species, ROS), 中和其细

胞毒性效应 , 从而保护肿瘤细胞免受 CDT 的氧化损

伤[15,16]。因此, 有效降低肿瘤组织内的乳酸水平可解

除其对CDT等多种治疗方式的抵抗性, 对提升抗肿瘤

综合疗效及抑制转移潜能具有重要意义[17]。

近年来 , 金属多酚网络 (metal-phenolic networks, 

MPNs) 作为一类新兴光热材料 , 因其绿色合成途径

和优异的表面黏附能力而备受关注[18]。目前 MPNs

的构建主要依赖单宁酸 (tannic acid, TA) 的多酚结构

与多价金属离子螯合, 诱导 TA 实现快速自交联[19,20]。

通过文献查阅, 作者发现天然多酚化合物没食子黄素 

(galloflavin, GF) 因具有与TA相似的连苯三酚结构[21], 

同样能够和铁离子配位自组装形成类似的MPNs[22,23]。

同时, GF已被证明是一种有效的LDHA抑制剂, 能够

阻断丙酮酸向乳酸的转化, 显著降低TME酸化和乳酸

积累[24], 有效逆转Warburg效应, 迫使肿瘤细胞从糖酵

解代谢向氧化磷酸化途径转化[20]。因此, GF不仅是构

建 MPNs 纳米载体的结构单元 , 还能通过其固有的

LDHA抑制活性主动干预肿瘤代谢, 形成“载体构建−
代谢干预”的双功能协同机制。

基于上述金属离子−单宁酸组装体材料的启发及

GF与TA的结构相似性, 本课题利用GF和 Fe3+自组装

形成 MPNs, 并在其内部装载多激酶抑制剂索拉非尼 

(sorafenib, SRF), 构建铁−没食子黄素自组装脂质过氧

化加速器 (self-assembled galloflavin-Fe lipid peroxida‐

tion accelerator, SGF) (图 1)。该平台通过多重协同机

制发挥抗肿瘤作用: 首先, 负载的 SRF通过抑制铁死

亡防御通路增强细胞对铁死亡的敏感性[25]; 其次, 大量

外源性 Fe3+通过肿瘤细胞内还原性微环境转化为

Fe2+ [26], 进而加速芬顿反应催化内源性H2O2生成具有

细胞毒性的 ·OH攻击细胞内不饱和脂质或脂肪酸, 加

速诱导铁死亡; 此外, GF通过抑制LDHA活性, 能够有

效阻断丙酮酸向乳酸的转化从而显著降低TME中的

乳酸水平, 并削弱细胞对治疗的抵抗作用。同时, 基于

MPNs纳米平台的光热转换性能, SGF在 808 nm近红
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外光照射下可产生局部高热效应, 直接杀伤肿瘤细胞

并破坏肿瘤组织, 协同增强整体抗肿瘤疗效。这种多

重调控机制 SGF体系在递送药物的同时, 可持续性地

重塑肿瘤能量代谢稳态, 为TNBC的联合治疗提供了

新的治疗策略。

材料与方法

药品与试剂 小鼠乳腺癌细胞 4T1 (中国科学院

上海保藏中心); 没食子酸 (gallic acid, GA, L7A0X241, 

上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 氢氧化钾 (江苏

强盛功能化学股份有限公司); 盐酸 (南京化学试剂股

份有限公司); 四甲基偶氮唑蓝 (南京凯基生物科技有

限责任公司); 聚维酮K30 (安徽山河药用辅料股份有

限公司); 三氯化铁 (国药集团化学试剂有限公司); 

Liperfluo荧光探针 (同仁化学科技有限公司); 乳酸检

测试剂盒 (亚科因生物技术有限公司); Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) 细胞培养基 (南京凯

基生物科技有限责任公司); 胎牛血清 (兰州荣晔生物

科技有限公司); DCFH-DA (0000187251, 西格玛奥德

里奇上海贸易有限公司)。

仪器 梅特勒分析天平 (XS 105, 瑞士梅特勒−托利

多公司); 超声波清洗机 (HT 7700, 苏州欧亚超声设备

有限公司); 多功能酶标仪 (MultiskanFC, 美国 Thermo 

Scientific 公司); 涡旋仪 (MX-S)、磁力搅拌器 (MS-H-

S)、低温高速冷冻离心机 (D3024R) (大龙兴创实验仪

器有限公司); 超声细胞破碎仪 (JY92-IIN, 南京先欧仪

器制造有限公司); 808 nm激光器 (MDL-L-H808, 长春

新产业光电技术有限公司); 高效液相色谱仪 (1260 

Infinity II, 美国安捷伦公司); 动态光散射激光粒度仪 

(NanoBrook Omni, 美国Brookhaven公司); Zeta电位分

析仪 (BeNano 90 Zeta, 丹东百特仪器股份有限公司); 

透射电子显微镜 (FEI Talos F200X G2, 赛默飞世尔科

技公司); 色谱柱 (XB-C18, 美国安捷伦公司); 倒置荧

光显微镜 (Leica DMi8, 徕卡显微系统上海贸易有限

公司)。

GF的合成 取GA (1.00 g, 5.87 mmol) 置于烧杯中, 

加入水/乙醇 (1∶1, v/v) 混合溶剂8.00 mL溶解。在持续

搅拌下缓慢滴加 5.00 mol·L-1氢氧化钾溶液 (4.70 mL, 

23.5 mmol), 反应体系在室温 (25 ± 2 ℃), 持续流通空

气条件下搅拌反应12 h。反应结束后抽滤收集析出的绿

色钾盐沉淀, 将该盐转移至 50 ℃水浴中, 加入 5.00 mL

去离子水重新溶解, 用 2.00 mol·L-1盐酸溶液调节体系

至 pH 4.00进行酸化。析出的GF粗产物经布氏漏斗抽

滤 , 依次用无水乙醚 (5 mL×3) 和二氯甲烷 (5 mL×3) 

分次洗涤, 最后通过真空干燥器 (40 ℃/0.1 MPa) 干燥

至恒重, 获得绿色结晶状目标产物[24]。

GF 的表征 称取适量 GA、GF 使用 DMSO-d6溶

解, 使用核磁共振仪扫描 1H NMR图谱; 通过紫外分光

光度计于 300～800 nm波长扫描紫外−可见分光光度

法 (ultraviolet-visible spectrophotometry, UV-vis) 图谱 ; 

采用高分辨质谱仪进行电喷雾电离质谱分析, 采用正

离子模式扫描 (m/z 50～1 500)。

载药纳米粒的制备 SGF的制备如图 2所示。首

先, 将SRF溶液 (50 μL, 10 mg·mL-1) 与GF溶液 (250 μL, 

2 mg·mL-1) 混合均匀, 制得溶液A; 随后, 称取聚乙烯吡

咯烷酮 (polyvinylpyrrolidone, PVP, 3.3 mg) 溶于超纯水 

(2 mL) 中, 并在剧烈搅拌下 (约700 r·min-1) 将三氯化铁

六水合物 (FeCl3·6H2O) 水溶液 (100 μL, 10 mg·mL-1) 

逐滴滴加至PVP水溶液中, 持续快速搅拌10 min, 制得

溶液B; 然后在冰水浴条件下, 将溶液B置于超声破碎

仪中 (功率设定为额定功率的 10%, 脉冲模式 : 工作

3 s/间歇 3 s), 在超声作用下将溶液A缓慢、匀速地逐滴

滴加到持续剧烈搅拌的溶液B中, 整个滴加过程控制

在 5 min 完成; 最终经离心 (8 000 r·min-1、10 min) 后 , 

收集上清液, 即为目标SGF纳米复合物。

处方筛选 制备不同双药比例 (SRF∶GF = 1∶0.2、

1∶0.5、1∶1、1∶2、1∶5, m/m) 的 SGF纳米粒, 采用动态光

散射激光粒度仪同步测定流体力学直径 (Z-average), 

Figure 1　Triple-synergistic mechanism of self-assembled gallo‐

flavin-Fe lipid peroxidation accelerator (SGF) nanosystem for the 

treatment of triple-negative breast cancer. LPO: Lipid peroxides; 

LDHA: Lactate dehydrogenase A

Figure 2　 The preparation process of SGF. PVP: Polyvinylpyr‐

rolidone; SRF: Sorafenib; GF: Galloflavin
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通过有机溶剂破坏法对SGF的包封率 (drug encapsula‐

tion efficiency, DEE) 和载药量 (drug loading efficiency, 

DLE) 进行检测。准确移取 100 μL SGF纳米粒, 加入

900 μL乙腈 (色谱纯) 中涡旋混匀, 超声破碎 30 min使

载药纳米粒完全被破坏。然后用 0.22 μm有机滤头过

滤后进样分析。HPLC法测定 262 nm处的色谱峰, 即

得载药纳米粒内所包载的 SRF (RT = 34.1 min) 和 GF 

(RT = 7.5 min) 的总药量, 记为Wt, 根据公式 (1) 和 (2) 

分别计算载药纳米粒的DEE和DLE:

DEE (%) = Wt / Wd × 100% (1)

DLE (%) = Wt / (Wt + Wp) × 100% (2)

其中, Wt为纳米粒中所含药物的质量; Wd为药物

的总投药量; Wp为纳米粒中载体的质量。

色谱条件 色谱柱: Agilent ZORBAX SB-C18; 流

动相: 0.1%三氟乙酸水溶液 (A相)−乙腈 (B相); 梯度

洗脱 0～5 min, 5%～15% B; 5～15 min, 15%～30% B; 

15～25 min, 30%～100% B; 25～30 min, 100% B; 30～

40 min, 100%～5% B; 流速: 0.3 mL·min-1; 柱温: 30 ℃; 

进样量: 10 µL。

形态考察 将 SGF 纳米混悬液用 PBS 缓冲液 

(10 mmol·L-1, pH 7.40) 按 1∶10 (v/v) 稀释。取适量液

体滴在铜网上, 烘干后在铜网上滴加 1% 的磷钨酸溶

液, 室温静置 3～5 min 进行染色, 待自然干燥后使用

透射电子显微镜观察纳米粒的粒径大小和形态并进行

拍照。

粒径考察 将 SGF 纳米混悬液用 PBS 缓冲液 

(10 mmol·L-1, pH 7.40) 按 1∶10 (v/v) 稀释后, 转移至检

测皿中, 采用动态光散射激光粒度仪测定 Z-average。

每个样品平行测定3次, 取平均值。

电位考察 将 SGF 纳米混悬液用 PBS 缓冲液 

(10 mmol·L-1, pH 7.40) 按 1∶200 (v/v) 稀释后 , 转移至

zeta电位样品池内, 平衡后测量样品的电位。

稳定性考察 分别使用超纯水、PBS、0.9%氯化钠

注射液、5%葡萄糖溶液及含有10% FBS的高糖DMEM

培养基对 SGF 进行稀释 , 取 1 mL 待检测液转移至比

色皿中 , 采用动态光散射法 (dynamic light scattering, 

DLS) 测量其粒径, 连续检测 7天。最后根据结果绘制

粒径−时间变化曲线, 考察制剂的稳定性。

UV-vis表征 采用紫外−可见光谱法表征 SGF纳

米粒的药物包封效果, 具体操作流程如下: 取 SGF纳

米粒分散液 50 μL, 加入 950 μL乙腈溶剂, 经超声处理

10 min后充分解离纳米结构并释放药物; 以纯乙腈为

空白对照 , 游离 SRF、GF、FeCl3的乙腈溶液为单药参

照, 使用多功能酶标仪进行 200～800 nm全波长扫描; 

通过分析 SGF样品在药物特征吸收峰处的信号响应, 

验证药物分子包载成功。

·OH的检测 采用亚甲基蓝 (methylene blue, MB) 

降解法对ROS生成情况进行检测。首先配制 3组反应

体系——对照组 (2.0 mL 0.1 mmol·L-1 MB溶液)、氧化

组 (对照组溶液与 2.0 mL 1.0 mmol·L-1 H2O2混合)、实

验组 (氧化组溶液补加 1.0 mL SGF); 将 3组体系置于

25 ℃避光孵育 10 min后, 使用紫外−可见分光光度计

进行全波长扫描 (400～800 nm), 所有操作均在弱光环

境完成。

温度变化曲线 制备不同浓度的 SGF 水溶液置

于西林瓶中, 采用 808 nm近红外激光器对样品进行光

照, 每个浓度组设置 3个平行样本。光照过程中, 使用

红外测温仪实时记录溶液温度 , 以此绘制温度变化

曲线。

光热稳定性考察 将一定浓度的 SGF 水溶液分

装至西林瓶中, 采用 808 nm近红外激光器进行间歇式

辐照实验。每个辐照周期包含 5 min激光照射, 随后

关闭光源使溶液自然冷却至室温, 组成单个循环。上

述过程重复执行 4个循环, 实时记录溶液的温度变化

曲线。

细胞培养及传代 使用含10%胎牛血清、1%青链

霉素高糖DMEM培养基培养 4T1细胞, 37 ℃、5% CO2

恒温培养箱进行贴壁培养。1∶5 比例每两天传代培

养, 待细胞生长状态良好且处于对数生长期时进行下

一步实验操作。

细胞毒性实验 采用四甲基偶氮唑蓝 (thiazolyl 

blue tetrazolium bromide, MTT) 法考察纳米粒对 4T1

细胞的抑制作用。在 96 孔板中接种 4T1 细胞 (1×104 

cells/well), 37 ℃培养 24 h 后 , 分别加入质量浓度为

0～3 μg·mL-1 的 SRF、GF、SRF+GF、SRF+GF+Fe3+ 及

SGF, 继续培养 24 h。然后使用 100 μL含有 1 mg·mL-1 

MTT的DMEM溶液替换含药培养基, 避光培养 4 h, 去

除上清后, 每孔加入 150 μL DMSO, 振荡 5 min使底部

紫色结晶溶解, 使用酶标仪在 490 nm波长下测量吸光

度值。每组设置 3 个复孔 , 根据公式 (3) 计算细胞存

活率:

Cell viability (%) = 
Asample

Acontrol

 × 100% (3)

其中 , Asample、Acontrol分别为样品组、空白对照组在

490 nm处的吸光度值。为准确评估 SGF的光热作用, 

选用 SRF为 2 μg·mL-1的治疗质量浓度进行光照杀伤

评价。按照上述实验操作接种并处理细胞, 给药6 h后

换液, 使用 808 nm近红外光照射孔板 10 min。继续培

养 18 h后, 用 100 μL含有 1 mg·mL-1 MTT溶液的培养

基继续避光培养 4 h, 去除上层含有MTT培养基后, 每
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孔加入 150 μL DMSO, 振荡 5 min使紫色结晶溶解, 采

用酶标仪在490 nm波长下测量吸光度值。

协同指数测定 将 4T1 细胞接种至 96 孔板 

(1×104 cells/well), 孵育 24 h后分别加入一定浓度梯度

的单药或联合药液; 24 h之后, 通过MTT法检测细胞存

活率并计算 Fa值 (药物抑制率); 最后使用 CompuSyn

软件, 输入单药与联合组的剂量−效应数据, 自动生成

协同指数 (combination index, CI) 值, CI < 1、= 1或 > 1

分别表示协同、相加或拮抗作用。

ROS 水平检测 实验设置为 control 组、SRF 组、

GF组、SRF+GF组、SRF+GF+Fe3+组、SGF组和SGF (+) 

7 组。将 4T1 细胞接种于 12 孔板 (1×105 cells/well) 

培养 24 h后, 加入不同终质量浓度的药物作用 (其中

SRF为 2 μg·mL-1, GF为 2 μg·mL-1)。孵育 6 h后, 换用

10 μmol·L-1 DCHF-DA避光培养 30 min。吸除探针溶

液, PBS洗 3次, 换用新鲜培养基, 使用 808 nm近红外

光对 SGF (+) 组进行 10 min定点照射, 使用倒置荧光

显微镜观察细胞形态, 并对细胞内 DCFH-DA 荧光进

行检测。

细胞形态 将 4T1 细胞按照 1×105 cells/well 的

密度接种于 12 孔板中 , 培养过夜。待细胞密度达到

80% 左右, 加入不同终质量浓度的药物 (其中 SRF 为

2 μg·mL-1, GF 为 2 μg·mL-1)。细胞分组与前述细胞实

验相同。孵育 6 h后, 使用 808 nm近红外光对SGF (+) 

组进行 10 min定点照射。继续孵育 18 h之后, 在倒置

显微镜下观察不同组别细胞形态。

脂质过氧化水平检测 将4T1细胞接种于黑色96孔

板 (5×103 cells/well), 37 ℃培养 24 h 后更换含不同药

物的培养基继续处理 6 h。用含 10 μmol·L-1 Liperfluo

探针的新鲜培养基避光孵育 15 min (37 ℃、5% CO2), 

随后使用 808 nm近红外光进行 10 min定点照射。停

止反应后, 加入含 1%蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液裂

解细胞15 min, 于荧光酶标仪检测特异性信号 (激发波

长 488 nm, 发射波长 525 nm), 并以未处理组作为基准

计算相对脂质过氧化水平。

乳酸水平检测 将4T1细胞接种于12孔板 (1×105 

cells/well) 培养 24 h后, 加入不同终质量浓度的药物作

用 (其中 SRF 为 2 μg·mL-1, GF 为 2 μg·mL-1)。细胞分

组及处理方法与前述细胞实验相同。细胞与不同药物

组共同孵育 6 h后, 用 PBS洗涤细胞 3次, 随后加入裂

解液充分裂解细胞, 并于 4 ℃以 12 000 × g离心 5 min。

收集上清液按照乳酸检测试剂盒的操作说明检测细胞

内乳酸含量。

数据分析 本研究使用 SPSS 统计软件 (V. 23, 

IBM SPSS Software, USA) 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时表示各组数据间的

差异具有统计学意义。

结果

1　GF的制备和表征

1.1　1H NMR 结果 GF 的反应式如图 3A 所示。通

过 1H NMR光谱对合成产物进行结构表征 (图 3B), 在

δH: 6.88和 7.16处观测到特征性芳香质子信号峰, 与文

献[24]报道一致, 证实了目标产物GF的成功合成。

1.2　质谱及 UV-vis 分析 如图 3C 所示 , 质谱分析

结果显示产物的特征离子峰 : m/z = 279.16 [M+H]+、

301.14 [M+Na] + 、317.12 [M+K] + 。其中 [M+H] + 峰 

Figure 3　 Preparation and characterization of GF. A: The synthetic route of GF; B: 1H NMR spectrum of GF in DMSO-d6; C: Mass 

spectrometry of GF; D: UV spectra of GF and reactant GA. GA: Gallic acid
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(m/z = 279.16) 与 GF 质子化分子质量 (理论值 278.04 

+ 1.01) 高度吻合, 而 [M+Na]+和 [M+K]+加合峰进一步

佐证了分子结构的准确性。UV-Vis进一步提供结构

佐证 (图 3D), 原料 GA 仅在 270 nm 处存在单一吸收

峰, 而合成产物GF在 258、378及 395 nm处呈现 3个特

征吸收峰, 与文献[24]报道的GF光谱数据一致。质谱与

UV-Vis数据的相互印证, 证明了GF的成功制备。

2　载药纳米粒的表征

2.1　处方筛选 由表 1、2 可知 , SRF 与 GF 的质量比 

(m/m) 显著影响纳米粒粒径。当投料比在 1∶0.2至 1∶5

范围内变化时, 粒径呈先减小后增大的趋势。在投料

质量比为 1∶1时, 共载纳米粒展现出最优综合性能: 粒

径分布窄且处于理想纳米尺度, 分散均一性显著提升, 

同时包封率与载药量达最高值, 因此确定投料比 1∶1

为最佳处方。

2.2　形态学考察 载药纳米粒的形态学特征如图 4所

示, SGF纳米粒为单分散性[多分散系数 (polydispersity 

index, PDI) 为 0.103 ± 0.012], 粒径大小约为 136.2 ± 

0.8 nm的类球形结构, zeta电位为−3.93 ± 0.14 mV。以

上数据表明, SGF纳米粒具有良好的粒径均一性与分

散性。

2.3　稳定性考察 为考察纳米粒的稳定性, 将SGF纳

米颗粒用纯水、PBS、生理盐水、5%葡萄糖溶液及含有

10%FBS的高糖DMEM这 5种介质稀释, 通过DLS法

连续 7天监测其粒径变化。实验结果如图 5A所示, 该

纳米体系在不同介质中均能维持稳定的粒径分布, 未

出现显著聚集或降解现象。

2.4　UV-vis分析 如图 5B 所示, UV-Vis显示 SGF在

277与 400 nm处呈现特征吸收峰, 分别对应游离 SRF

的芳环吸收带 (275～280 nm) 及 GF 的醌式结构特征

吸收 (395～405 nm), 证实 SRF与GF被成功装载至纳

米载体中。

2.5　芬顿反应诱导·OH生成的检测 采用MB降解实

验评估SGF在模拟TME (pH 6.5, 100 μmol·L-1 H2O2) 中

产生·OH的能力。如图5C所示, 100 μmol·L-1 H2O2本身

对MB的光谱没有影响; 然而, 与SGF孵育后, MB的吸

Table 2　Encapsulation efficiency and drug loading of SGF with 

different feed ratios. DEE: Drug encapsulation efficiency; DLE: 

Drug loading efficiency. n = 3, 
-
x ± s

SRF∶GF

1∶0.5

1∶1

1∶2

DEE/%

SRF

15.38 ± 3.29

18.99 ± 1.37

16.23 ± 2.25

GF

13.38 ± 0.59

18.50 ± 0.06

11.53 ± 0.44

DLE/%

SRF

3.10 ± 0.43

3.18 ± 0.22

3.14 ± 0.04

GF

3.42 ± 1.65

3.86 ± 1.10

3.58 ± 0.96

Figure 4　Characterization of SGF. A: Dynamic light scattering (DLS) analysis of SGF; B: Transmission electron microscope (TEM) image 

of SGF. Scale bar = 100 nm; C: Zeta potential of SGF

Figure 5　Characterization of SGF. A: Stability of SGF nanosystem in different media (n = 3, 
-
x ± s); B: UV-vis spectra of SGF and 

reactants; C: UV-vis spectra of MB, MB after reaction with H2O2 (100 μmol·L-1), and MB treated with H2O2 (100 μmol·L-1) in the presence 

of SGF under pH 6.5. DMEM: Dulbecco's modified eagle medium; UV-vis: Ultraviolet-visible spectrophotometry; MB: Methylene blue

Table 1　 Characterization of SGF nanoparticles with different 

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

SRF∶GF

1∶0.2

1∶0.5

1∶1

1∶2

1∶5

Diameter/nm

162.71 ± 2.24

141.10 ± 2.29

136.20 ± 0.83

158.01 ± 4.45

189.42 ± 6.75

PDI

0.137 ± 0.065

0.186 ± 0.027

0.103 ± 0.012

0.313 ± 0.023

0.194 ± 0.865

Baseline

8.9 ± 0.8

7.3 ± 1.1

9.2 ± 0.7

5.4 ± 1.4

6.3 ± 0.3
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光度下降, 表明SGF纳米复合物能够在酸性TME下快

速释放铁离子, 通过芬顿反应生成·OH, 进而降解MB。

3　光热性质考察

3.1　温度变化曲线 为了评估 SGF的光热转换作用, 

研究了其在近红外激光照射下的温度变化情况。如图

6A所示, 在激光照射下, 含有 SGF水溶液的温度呈现

显著的浓度依赖性升高。在较高浓度的 SGF溶液中, 

经过 5 min光照, 其温度即可迅速升高至 43 ℃, 能够有

效杀伤肿瘤细胞的治疗温度范围。这一显著的升温效

果凸显了SGF作为光热转换剂的潜力。

3.2　光热稳定性考察 SGF表现出优异的光热稳定

性, 经过多次连续的光照与自然冷却循环处理后, 其光

热转换效率未出现明显衰减, 依然能够维持高效的升

温能力 (图 6B)。这种良好的稳定性对于材料在实际

治疗过程中的重复使用尤为关键, 有助于保障其治疗

效果的一致性和可靠性。

4　细胞毒性考察

采用MTT法评估 SGF纳米粒的体外细胞毒性及

协同效应。图 7A为不同CI的分析结果, 当 SRF与GF

的质量比为 2∶1、1∶1、1∶2和 1∶5时, CI值均小于 1, 表

明两药联用具有显著协同作用。结合载药量与包封率

优化结果, 最终选定SRF∶GF = 1∶1为最佳比例用于后

续研究。MTT细胞毒性实验结果表明, 在未进行近红

外光照条件下, 单独的 GF 对细胞生长几乎无抑制作

用, 而 SGF纳米粒则表现出显著的细胞毒性, 其抑制

细胞生长的效果明显优于其他对照组, 且细胞存活率

随纳米粒浓度升高呈下降趋势 (图 7B)。在 808 nm近

红外光照条件下 (图 7C), SGF (+) 组的细胞毒性进一

步增强, 表明 SGF具有优异的光热转换能力。为了突

出 SGF在光照下的协同杀伤优势, 最终选取细胞存活

率约为 50% 时对应的给药剂量作为后续实验的参考

浓度: 即SRF和GF的质量浓度均为2 μg·mL-1。

5　体外机制考察

5.1　细胞内ROS水平检测 CDT借助芬顿反应通过

上调细胞内ROS水平损伤细胞。本实验利用ROS特

异性荧光探针DCFH-DA检测胞内的ROS水平。如图

8A所示, 与 control组相比, SRF、SRF+GF组细胞逐渐

开始变圆、皱缩, 其中SRF+GF组细胞开始有绿色荧光

表达。而SRF+GF+Fe3+组能够更显著增加细胞内ROS

的含量, 说明 Fe3+的引入能够借助芬顿反应增加‧OH

生成 , 同样的结果能够在 SGF 组中观察到。SGF (+) 

组在接受光照后有更多死细胞产生, 显示出极好的光

热杀伤作用。

5.2　细胞形态 延长给药时间后不同制剂组的细胞

形态如图 8B所示, GF对 4T1细胞无显著毒性; SRF处

理可观察到明显的细胞凋亡形态; 而 SRF+GF、SRF+

GF+Fe3+和SGF组则表现出更强的细胞毒性, 其中制剂

组 SGF 能够显著增加细胞死亡率, 光照之后 SGF (+) 

Figure 6　Photothermal properties of the SGF nanosystem. A: Temperature elevation curves of the SGF nanosystem under laser irradiation 

(n = 3, 
-
x ± s); B: Photothermal stability assessment of the SGF nanosystem over multiple heating-cooling cycles

Figure 7　Cytotoxicity of the SGF nanosystem. A: CI isobologram analysis of SRF and GF; B: Dark toxicity of various preparations on 

4T1 cells; C: In vitro cytotoxicity of different formulations against 4T1 cells with or without 808 nm laser irradiation. CI: Combination 

index. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: Not significant
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组的细胞裂解为碎片形式。

5.3　细胞内脂质过氧化水平检测 为了检测CDT产

生的‧OH对不饱和脂质的氧化情况, 使用 Liperfluo作

为荧光探针。Liperfluo 会被脂质过氧化物特异性氧

化, 在485 nm激发条件下发出绿色荧光信号。如图8C

所示, 与 control组相比, SRF、GF和 SRF+GF组没有明

显的信号上升。SRF作为酪氨酸激酶抑制剂, 通过抑

制 System Xc-降低细胞内谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 

水平, 削弱细胞的抗氧化防御能力; GF能够通过抑制

LDHA 活性, 下调乳酸生成量, 然而 SRF、GF 和 SRF+

GF组均未观察到显著的脂质过氧化积累。对比之下, 

SGF+GF+Fe3+组和 SGF组的荧光强度显著增强, 表明

其细胞内脂质过氧化产物水平显著升高。这归因于其

组成中的Fe3+可在细胞内经GSH, NADPH及抗坏血酸

等还原性物质还原为Fe2+, 进而加速芬顿反应, 高效催

化 ROS生成, 进一步加剧脂质过氧化。此外, 在施加

808 nm近红外光照条件下, SGF (+) 组的脂质过氧化

物水平进一步显著升高, 这可能是因为光热转换产生的

局部升温不仅可直接损伤细胞, 也能够显著提升 Fe3+/

Fe2+转化效率, 从而诱导脂质过氧化物的过量积累。

5.4　乳酸水平检测 细胞内乳酸代谢水平结果如图

8D所示, 与对照组相比, SRF组乳酸水平有所上升, 这

可能是因为 SRF抑制了线粒体氧化磷酸化, 从而增加

了乳酸的生成[27]。另一方面 , GF 作为 LDHA 的抑制

剂, 能够显著降低细胞内乳酸含量。这一结果表明GF

能够有效阻断糖酵解途径中乳酸的生成, 并通过抑制

LDHA的活性减少乳酸积累。此外, GF的加入显著下

调了 SRF+GF 组、SRF+GF+Fe3+组、SGF 组和 SGF (+) 

组的乳酸含量, 这表明 SGF纳米平台通过协同作用不

仅能抑制乳酸的生成 , 还有望改善肿瘤细胞的代谢

状态。

6　讨论

TNBC具有高侵袭性、高复发转移风险和不良预

后等特点。肿瘤细胞通过糖酵解途径生成的过量乳酸

在微环境中的积累被认为是驱动不良预后的关键因

素。为应对这一挑战 , 本研究构建了 SGF 纳米系统 , 

并通过实验验证该体系通过增强氧化应激、抑制乳酸

生成, 提高对 TNBC的杀伤效果。SGF纳米体系采用

金属−多酚网络自组装的方式, 实现了双药高效负载

和稳定包封, 表现出优异的稳定性。在近红外光照射

下, SGF能够迅速达到肿瘤损伤所需的温度, 展现出优

异的光热转换能力。细胞实验结果表明, SGF一方面

可激活ROS级联反应, 诱导脂质过氧化物在细胞内爆

发式积累, 有效触发铁死亡; 另一方面通过靶向抑制糖

酵解关键酶, 显著降低乳酸生成, 有望缓解肿瘤相关免

疫抑制微环境。综上, SGF通过光热转换、脂质过氧化

诱导及乳酸代谢干预三重协同机制, 协同破坏肿瘤细

胞的氧化还原稳态和代谢基础, 为TNBC的精准治疗

提供了全新策略与潜力。
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