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多功能MnO2/GNPs@5-FU纳米材料用于肿瘤微环境响应性药物递

送与增强化学动力学治疗的协同治疗策略

王玖阳, 王德升, 成日青, 郭慧卿, 塔 娜, 齐和日玛*, 徐长进*

(内蒙古医科大学药学院, 内蒙古 呼和浩特 010110)

摘要: 为实现肿瘤微环境 (tumor microenvironment, TME) 响应的精准药物递送, 本研究设计并构建了一种多功

能的纳米治疗体系。该系统以球形二氧化锰 (MnO2) 为内核, 通过负载金纳米粒子 (Au nanoparticles, GNPs) 和化疗

药物5-氟尿嘧啶 (5-fluorouracil, 5-FU), 成功整合了GNPs的近红外光热效应以及MnO2对高浓度谷胱甘肽和酸性pH

的响应特性, 实现了多重刺激下的药物按需释放。实验结果表明, 所构建的MnO2/GNPs@5-FU纳米系统具有高载

药量、优异的光热转换效率和显著的TME依赖的药物释放行为。体外细胞实验结果表明, 该体系通过MnO2介导的

化学动力学治疗与 5-FU的化疗相结合, 对 4T1肿瘤细胞产生了高效的协同杀伤效果。本研究为开发用于肿瘤靶向

治疗的智能纳米药物递送平台提供了初步的体外实验依据与新的思路。
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Abstract: To achieve precise drug delivery responsive to the tumor microenvironment (TME), this study 

designed and constructed a multifunctional nanotherapeutic system. The system employs spherical manganese 

dioxide (MnO2) as the core, which is loaded with gold nanoparticles (Au nanoparticles, GNPs) and the chemo‐

therapeutic drug 5-fluorouracil (5-FU). It successfully integrates the near-infrared photothermal effect of GNPs and 

the responsiveness of MnO2 to high glutathione concentration and acidic pH, enabling on-demand drug release 

under multiple stimuli. Experimental results demonstrate that the as-constructed MnO2/GNPs@5-FU nano-system 

exhibits high drug loading capacity, excellent photothermal conversion efficiency, and remarkable TME-dependent 

drug release behavior. In vitro cell experiments demonstrated that the system, by combining MnO2-mediated 

chemodynamic therapy and 5-FU chemotherapy, achieved a highly efficient synergistic killing effect against 4T1 

tumor cells. This study provides preliminary in vitro experimental evidence and novel insights for the development 

of intelligent nanodrug delivery platforms for tumor-targeted therapy.
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肿瘤微环境作为药物控制释放领域中的关键触发

因素, 对智能响应型纳米载体的设计具有重要意义[1]。

众所周知, 肿瘤微环境具有一系列典型特征, 包括高

浓度谷胱甘肽 (glutathione, GSH)、过量表达的 H2O2、

酸性条件及缺氧状态等[2-5], 这些因素显著影响了许

多传统化疗药物的治疗效果[6]。GSH作为参与多种生

理过程的必需物质 , 在肿瘤细胞中的浓度通常可达

0.01 mol·L-1, 较正常细胞高出至少 8～10 倍且细胞内

GSH浓度也远高于细胞外液, 差异可达100～1 000倍[7]。

基于这一特性, GSH已成为触发抗癌药物从纳米载体

中释放的重要信号分子。

近年来 , 二氧化锰 (MnO2) 纳米材料因其在化

疗[8]、放疗、光动力治疗[9]及肿瘤微环境调控[10]等方面

的潜在应用而受到广泛关注[11]。MnO2不仅可与GSH

和/或H+发生反应, 降解为水溶性Mn2+离子, 且表现出

良好的生物安全性, 无长期毒性[12-14]; 此外, 它还能催

化 H2O2的分解, 从而抑制肿瘤转移[15]。然而, 目前已

报道的 MnO2纳米结构多为纳米片形式, 常需与其他

纳米粒子组装成复合材料[16], 这一形态限制了其进一

步功能化修饰, 也未能充分发挥其应用潜力。相比之

下, 球形结构的纳米材料凭借其高载药空间和可控释

放性能, 在药物递送系统中展现出显著优势[17]。因此, 

开发一种可功能化修饰的球形MnO2纳米载体具有重

要的研究意义。

为进一步提高肿瘤治疗效率并克服单一疗法的局

限性, 研究者引入了具有协同增强效应的金纳米粒子 

(Au nanoparticles, GNPs), 以实现化疗、光热治疗与光

动力治疗的协同组合。GNPs凭借其独特的尺寸效应

与优异的光热转换能力, 可作为高度局域化的热源, 广

泛应用于药物递送、光热治疗及生物成像等领域[18-22]。

本研究设计了一种球形结构的 MnO2/GNPs复合

材料, 用于负载 5-氟尿嘧啶 (5-fluorouracil, 5-FU)。该

载体可在肿瘤微环境高GSH和酸性条件下发生降解, 

实现药物的靶向释放, 并表现出显著的肿瘤细胞杀伤

效果。在近红外激光照射下, 负载的 GNPs可高效将

光能转化为热能, 进一步协同增强治疗效果。本研究

不仅提出了一种创新的多响应药物纳米载体制备策

略, 还系统评价了其光热性能与多重响应释药行为。

结果表明, 所构建的MnO2/GNPs@5-FU系统具备高载

药效率、优异的光热转换性能、多环境响应特性及可控

降解能力, 为智能药物控释系统的开发提供了新思路。

材料与方法

试剂 高锰酸钾 (≥ 99.5%, B23121406)、盐酸 (分

析纯, 38%, 220430) 购自天津市风船化学试剂科技有

限公司; PBS磷酸盐缓冲液 (pH 5.0, 08525884ZT, 北京

兰杰柯科技有限公司); PBS 磷酸盐缓冲液 (pH 6.5)、

PBS磷酸盐缓冲液 (pH 7.4)、5-氟尿嘧啶 (98%, S17073) 

购自上海原叶生物科技有限公司; 甲醇 (色谱级, 99.9%, 

210386, 赛默飞世尔科技公司); 亚甲基蓝 (≥ 99.5%, 

C17080939)、5,5′-二硫代双 - (2-硝基苯甲酸) (≥ 99%, 

C17276393) 购自山东科源生化有限公司 ; 碳酸氢钠 

(分析纯, 99.5%, 天津市鑫铂特化工有限公司); 过氧化

氢 (3%, H792073, 上海麦克林生化科技有限公司); 谷

胱甘肽 (> 98%, CG34192360, 北京酷莱搏科技有限公

司); HAuCl4 (分析纯, 20211009, 国药集团化学试剂有

限公司); 胎牛血清 (FBS defined, 24DO1000)、4T1 细

胞、人脐静脉内皮细胞 (Huvec)、1640 培养基、细胞计

数试剂盒 -8 (CCK-8) 购自赛文创新生物科技有限

公司。

仪器 X射线衍射仪 (Sartlab, 日本理学Rigaku公

司); 傅里叶变换红外光谱仪 (Nicolet iS50, 美国赛默飞

公司); 氮气吸附脱附仪 (Microscope Autosorb-TriStar 

II, 美国麦克仪器公司); 场发射扫描电子显微镜 (JSM-

7001F, 日本电子株式会社 JEOL公司); 透射电子显微

镜 (JEM-2100F日本电子株式会社 JEOL公司); 高效液

相 色 谱 仪 (LC-2030C 3D, SHIMADZU); 色 谱 柱 

(SHIMSEN Superb IIC18, 250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 紫

外−分光光度计 (P9, 上海美谱达仪器有限公司); 酶标

仪 (INFINITE M NANO, 瑞士帝肯 TECAN); 管式炉 

(OTF-1200X-S, 合肥科晶材料技术有限公司); 恒温培

养摇床 (THZ-300C, 上海恒科学仪器有限公司)。

花球状MnO2纳米材料制备 采用一步水热法合

成由纳米片组装的花球状 MnO2纳米材料。首先, 将

8 mmol KMnO4完全溶解于 120 mL去离子水中, 在磁

力搅拌下 , 缓慢滴加质量浓度为 12 mol·L-1的 HCl 溶

液, 控制KMnO4与HCl的摩尔比为 1∶10。滴加完毕后

继续搅拌 20 min以确保溶液混合均匀。随后, 将混合

溶液转移至 200 mL聚四氟乙烯内衬的水热反应釜中, 

密封后于 120 ℃反应 1 h。反应结束后待体系自然冷

却至室温, 通过离心收集沉淀产物, 并依次使用去离子

水和无水乙醇分别洗涤 3次, 最终在 60 ℃条件下真空

干燥 12 h, 获得由纳米片组装的花球状 MnO2 纳米

材料。

MnO2/GNPs材料制备 采用浸渍−还原法制备金

纳米颗粒负载的 MnO2复合材料 (MnO2/GNPs), 流程

如图 1所示。首先, 将 0.1 g预先合成的 MnO2纳米材

料分散于 50 mL无水乙醇中, 室温下磁力搅拌 1 h使其

均匀分散。随后, 为达到 2%的理论负载量, 在持续搅

拌下加入 400 μL质量浓度为 0.01 g·mL-1的 HAuCl4溶
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液, 继续搅拌 1 h以确保金前驱体充分吸附。接着, 将

上述混合溶液于 80 ℃下鼓风干燥 12 h, 得到前驱体粉

末。最后, 将上述前驱体粉末置于管式炉中, 在流速为

80 mL·min-1 的 H2/Ar 混合气体 (10% H2, v/v) 氛围下 , 

以5 ℃·min-1的升温速率加热至300 ℃, 并保温2 h。反

应结束后, 样品在H2/Ar混合气氛下自然冷却至室温, 获

得球形 MnO2/GNPs纳米复合材料。电感耦合等离子

体 (ICP) 定量分析显示, GNPs的实际负载量为3%。

MnO2/GNPs@5-FU 载药材料制备 准确称取

5-FU, 采用甲醇−水混合溶液 (体积比 10∶90) 作为溶

剂, 经超声辅助溶解, 配制成质量浓度为 2.5 mg·mL-1

的 5-FU 溶液。随后 , 将 MnO2/GNPs 纳米复合材料按

特定质量比分散于上述溶液中, 在恒定转速下磁力搅

拌 1 h, 使载体材料与药物分子充分相互作用, 最终制

得MnO2/GNPs@5-FU载药体系。

材料表征 采用粉末 X 射线衍射 (powder X-ray 

diffraction, XRD) 对所制备MnO2纳米材料的晶体结构

进行表征, 以确定其物相组成。利用场发射扫描电子

显微镜 (scanning electron microscope, SEM) 和透射电

镜 (transmission electron microscope, TEM) 观察样品的

微观形貌、尺寸分布及表面结构特征。通过氮气吸附−
脱附实验, 基于 Brunauer-Emmett-Teller (BET) 方法计

算样品的比表面积 , 并采用 Barrett-Joyner-Halenda 

(BJH) 模型分析孔径分布, 以系统评估材料的孔隙结

构特性。此外 , 采用傅里叶变换红外光谱 (Fourier 

transform infrared spectroscopy, FTIR) 对材料进行化学

结构表征, 通过特征吸收峰识别表面官能团与化学键

类型, 从而明确其化学组成与结构信息。

MnO2/GNPs材料的载药性能测试 采用浸渍法

将模型药物 5-FU 负载于 MnO2/GNPs 材料表面。首

先, 将精确称取的 5-FU溶解于 10 mL流动相中, 搅拌

至完全溶解; 随后加入定量的 MnO2/GNPs 复合材料, 

并通过超声处理使其在药液中均匀分散。为监测药物

吸附动力学 , 于不同时间间隔取样 1 mL 反应液 , 经

0.22 μm滤膜过滤后, 采用高效液相色谱法 (HPLC) 在

265 nm波长下测定滤液中 5-FU的浓度。吸附完成后, 

将剩余混合物离心, 收集固体沉淀, 经真空干燥处理, 

获得 5-FU 负载的 MnO2/GNPs 载药体系。根据公式 

(1) 计算负载率, 定量评估MnO2/GNPs载体对 5-FU的

负载能力。

DL (%) = (W − W0)/W1 × 100% (1)

其中, W为初始加入 5-FU药物的总质量, W0为上

清液中5-FU药物的质量, W1为最终载体及其负载药物

的总质量。

MnO2/GNPs材料释药性能测试 采用动态透析

法考察载药复合材料在不同 pH环境中的药物释放特

性。将适量载药材料密封于截留分子质量为 5 000 Da

的透析袋中, 并注入相应 pH的释放介质。随后, 将透

析袋置于含 13 mL 磷酸盐缓冲液 (0.01 mol·L-1, pH 分

别为 7.4、6.5和 5.0) 的烧杯中, 构建体外释放体系。整

个系统在 37 ± 0.5 ℃、100 r·min-1的恒温振荡条件下持

续孵育, 以模拟体内环境。在预设时间点采集 1 mL释

放介质, 并同时补加相同温度、相同 pH的等体积新鲜

缓冲液。取样经 0.22 μm 滤膜过滤后 , 采用 HPLC 在

265 nm波长下测定 5-FU的浓度, 并根据公式 (2) 计算

累积释放率, 以评价不同 pH条件下药物的释放动力学

行为。

E (%) =
Cn × V +∑1

n - 1 Ck × V0

m
× 100% (2)

其中, E表示药物累积释放率; Cn表示 n时释放介

质中 5-FU的质量浓度 (μg·mL-1); V为释放介质溶液的

总体积; Ck表示在 k时间点释放介质中的药物质量浓

Figure 1　 Scheme for preparation of MnO2/GNPs materials. GNPs: Au nanoparticles; MnO2/GNPs: MnO2-supported Au nanoparticle 

composite
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度; V0为每次取样的体积; n为取样次数。

MnO2/GNPs材料光热转换性能测试 采用808 nm

近红外激光 , 系统评估了 MnO2/GNPs 复合材料的光

热性能。首先, 在固定材料浓度下, 分别以 0.5、1.5和

2.5 W·cm-2的功率密度进行照射, 考察升温行为与功率

的依赖性。随后, 在 2.5 W·cm-2的辐照条件下, 测定不

同浓度样品的光热升温曲线。为评价光热稳定性, 在

恒定功率与浓度下进行 4次循环升降温实验, 并基于

该数据计算材料的光热转换效率。

MnO2/GNPs材料活性氧产生能力检测 以亚甲

基蓝(methylene blue, MB) 作为特异性底物用于检测

羟基自由基 (·OH) 的生成。在实验中, 向含MnO2/GNPs 

(100 μg·mL-1) 的NaHCO3缓冲溶液 (25 mmol·L-1) 中加

入一定体积的MB (0.1 mmol·L-1) 和H2O2 (5 mmol·L-1), 

使最终体系体积为0.5 mL。将混合液于37 ℃孵育30 min

后, 使用紫外−可见分光光度计测定 665 nm处的吸光

度值。

MnO2/GNPs材料GSH消耗能力检测 为了进一

步研究体外 GSH 消耗的能力 , 将不同浓度的 MnO2/

GNPs与GSH混合不同时间 (0、1、3、8、12、24 h) 后, 使

用5,5′-二硫代双-(2-硝基苯甲酸) (5,5′-dithiobis-2-nitro‐

benzoic acid, DTNB) 作为探针检测残留的GSH。通过

紫外−可见分光光度计在 412 nm处记录DTNB与GSH

的硫醇基团 (-SH) 反应产生的黄色产物。

细胞培养 实验中使用的乳腺癌细胞 (4T1) 及人

脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial 

cell, Huvec) 于 37 ℃、5% CO2无菌培养箱中培养 , 所

有耗材均为一次性无菌产品。完全培养基的组成为: 

90% RPMI-1640 基础培养基、10% 胎牛血清 (fetal 

bovine serum , FBS) 及1%青霉素−链霉素双抗溶液。

体外细胞毒性实验 通过CCK-8测定评估MnO2/

GNPs材料体外细胞毒性。首先, 将 4T1细胞以合适密

度接种于 96孔板中培养 12 h使细胞充分贴壁, 吸除原

培养基 , 加入用完全培养基配制的不同质量浓度的

5-FU、MnO2/GNPs 和 MnO2/GNPs@5-FU 溶液 (5、10、

20、40、60、100、150 μg·mL-1), 孵育 24 h以检测不同培

养时长的毒性。

4T1 细胞的活性检测 将 4T1 细胞均匀接种于

96孔板中, 待贴壁后随机分为以下6组: ① 单纳米材料

组 : MnO2/GNPs; ② 药物治疗组 : 100 μmol·L-1 H2O2 + 

5-FU; ③ CDT-纳米材料载药组 : 100 μmol·L-1 H2O2 + 

MnO2/GNPs@5-FU; ④ 化学动力学治疗: 100 μmol·L-1 

H2O2 + MnO2/GNPs; ⑤ 纳 米 材 料 载 药 组 : MnO2/

GNPs@5-FU; ⑥ 单药组 : 5-FU, 各组的 5-FU、MnO2/

GNPs和MnO2/GNPs@5-FU浓度梯度与前述毒性评估

一致。

细胞贴壁后, 按上述分组进行 24 h处理。培养结

束后, 每孔加入 10%体积的CCK-8试剂避光孵育 2 h, 

用酶标仪测定 450 nm处的吸光度 (A) 值, 并计算细胞

存活率。此外 , 还通过 CCK-8 法测定评估 MnO2/

GNPs@5-FU 对 Huvec 的体外毒性作用 , 其余步骤与

4T1实验相同。根据公式 (3) 计算细胞存活率:

细胞存活率 (%) = (A 实验 − A 空白)/(A 对照 − A 空白) ×

100% (3)

Calcein AM/PI细胞染色实验 采用活/死细胞染

色法评价MnO2/GNPs对4T1细胞增殖的抑制作用。具

体操作如下: 将 4T1细胞以每孔 5×103个细胞的密度接

种于 96孔板中, 在 37 ℃孵育过夜; 待细胞贴壁后弃去

培养基, 并用PBS洗涤两次。按以下处理组进行培养: 

① 空白对照; ② MnO2/GNPs (I) (质量浓度 5 μg·mL-1); 

③ MnO2/GNPs (II) (质量浓度 150 μg·mL-1)。各组在

37 ℃孵育12 h, 孵育结束后弃去培养基, 并用PBS轻轻

洗涤两次。随后每孔加入100 μL新配的Calcein AM/PI

工作液, 于室温避光孵育 30 min。最后在避光条件下

用共聚焦显微镜观察并拍照记录细胞染色情况。

溶血实验 通过体外溶血实验评价 MnO2/GNPs

的血液相容性。自小鼠获取的新鲜抗凝血样, 首先在

4 ℃条件下以 1 500 r·min-1离心 5 min, 分离红细胞, 并

采用无菌PBS进行 3次洗涤以充分去除血浆。经洗涤

的红细胞最终被重悬于生理盐水中, 配置成2%的实验

用悬液。在测试过程中, 将200 μL红细胞悬液与800 μL

含有梯度浓度 MnO2/GNPs的生理盐水溶液共同孵育 

(37 ℃、1 h)。孵育结束后, 反应体系经 3 500 r·min-1离

心 5 min, 使用酶标仪测定上清液在 540 nm 波长处的

吸光度, 以定量分析血红蛋白的释放量, 从而判定材料

的溶血性。

细胞内腺苷三磷酸和 GSH检测 为检测细胞内

腺苷三磷酸 (adenosine triphosphate, ATP) 与 GSH 水

平, 将4T1细胞以每孔2×105个细胞的密度接种于12孔

板, 培养 12 h后, 分别给予不同浓度制剂处理 24 h。收

集细胞, 经相应裂解液裂解、离心后, 取上清液分别使

用 ATP 试剂盒 (Beyotime) 和 Elman 试剂 (Solarbio) 测

定 ATP 及 GSH 含量, 并通过 BCA 法测定蛋白浓度对

结果进行标准化。

结果与讨论

1　纳米材料的结构和表面性质

采用XRD对合成的MnO2纳米材料及其载药复合

物 MnO2/GNPs@5-FU 的晶体结构进行表征 (图 2A), 

水热法制备的 MnO2样品衍射峰与标准卡片 (JCPDS 
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No. 00-012-0716) 完全一致, 表明结晶良好的MnO2已

成功合成。进一步分析 MnO2/GNPs@5-FU 复合材料

的XRD谱图发现, 经 300 ℃ H2焙烧处理后, 其衍射峰

明显窄化、强度增强, 峰形更为尖锐, 说明材料结晶性

显著提升。值得注意的是, 复合材料中仅检测到MnO2

的特征衍射峰, 并未观察到 5-FU或Au物种的明显信

号, 表明 5-FU分子与金纳米粒子均以高度分散的状态

存在于MnO2载体表面, 未发生明显的晶体团聚。

通过 SEM 和 TEM 对材料的微观形貌、结构及元

素分布进行系统表征 (图2B～E)。SEM图像 (图2B) 显

示, 所制备的MnO2呈现出由纳米片自组装形成的规则

球形结构, 尺寸分布均一, 平均粒径约为3 μm。TEM结

果 (图 2C) 进一步确认该球形结构由纳米片交织组装

而成 , 形貌完整、结构清晰。对于 MnO2/GNPs@5-FU

复合材料, TEM图像显示其仍保持球形整体形貌, 但

表面纳米片结构转变为颗粒状形态 (图 2D)。值得注

意的是, 复合材料的粒径较纯MnO2载体有所减小, 由

约 3降低至 1 μm 这可能是由于高温处理过程中部分

结构收缩或重构所致。尽管粒径减小有助于通过增强

渗透与滞留 (EPR) 效应提升肿瘤组织富集, 但 1 μm的

尺寸对于全身给药而言仍面临分布挑战。因此, 在后

续的体内研究中将采用原位注射的给药策略。该方案

不仅能有效克服大尺寸颗粒的体内分布难题, 还可实

现药物在肿瘤部位的局部高浓度富集, 从而更高效地

发挥其协同治疗作用。进一步借助高角环形暗场扫描

透射电子显微镜 (HAADF-STEM) 及元素面分布分析 

(图2E) 可见, Au元素在MnO2载体表面均匀分布, 说明

GNPs 分散良好; 同时 , N、F 与 O 元素均一分布 , 证实

5-FU已成功负载并在复合材料中均匀分散, 从而验证

了该纳米药物递送系统的成功构建。

为系统评估材料的孔结构特性, 采用氮气吸附−
脱附法对系列样品进行了表征分析。如图 3A 所示 , 

MnO2/GNPs复合材料表现出典型的 IV型等温吸脱附

曲线, 并在相对压力 (P/P0) 0.7～1.0内呈现H3型滞后

回环, 符合 IUPAC关于狭缝状介孔结构分类特征, 表

明材料中存在由纳米粒子堆积形成的介孔结构[23]。

BET比表面积测试结果显示, MnO2/GNPs具有较高的

比表面积 (103.2 m2·g-1), 这为药物分子提供了丰富的

Figure 2　Textural and structural characterization of the as-prepared materials. A: Powder X-ray diffraction (XRD) pattern of the MnO2 

material; B: Scanning electron microscope (SEM) image of MnO2; C: Transmission electron microscope (TEM) image of MnO2/GNPs; D: 

TEM image of MnO2/GNPs@5-FU; E: HAADF-STEM image and corresponding TEM-EDX elemental mapping images of MnO2/GNPs@5-

FU
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锚定位点, 有助于提高载药能力。进一步通过BJH模

型分析孔径分布 (图 3A), 结果表明材料以介孔为主, 

孔径集中分布于 25 nm左右。这种开放的孔道结构不

仅有利于 5-FU分子的扩散与嵌入, 还可促进其在释放

介质中的传输, 显示出该材料在药物递送系统中良好

的应用潜力。

为明确材料表面化学组成并验证药物负载效果, 采

用 FTIR对MnO2/GNPs及其载药复合物MnO2/GNPs@

5-FU进行了分析 (图3B)。两种材料在3 435 cm-1左右均

出现宽而强的吸收峰, 该峰归属于材料表面吸附水分

子中O-H键的伸缩振动, 表明材料表面具有一定的亲水

性[24]。值得注意的是, 在载药样品MnO2/GNPs@5-FU

的红外谱图中, 位于 1 247 cm-1处的特征吸收峰归属于

5-FU分子中C-F键的伸缩振动[25]。上述结果表明5-FU

成功负载于MnO2/GNPs载体表面。

2　MnO2/GNPs载药−释药及光热性能

为评估MnO2/GNPs复合材料的载药性能, 首先考

察载药时间对药物负载量的影响 (图 4A)。在固定药

物与载体投料比的条件下, 药物负载量在1 h内达到最

高; 延长载药时间至 4、6及 8 h后, 负载量未见显著提

升, 表明药物吸附过程可在 1 h内达到平衡。综合考虑

载药效率与实验可行性, 最终确定 1 h为最优载药时

间, 此条件下载药率达 64.8%, 证明该载体具有良好的

药物吸附能力。

进一步地, 为模拟肿瘤微环境并评估其响应性释

药行为 , 在不同 pH (7.4、6.5、5.0) 的 PBS 缓冲液及含

GSH 的 PBS溶液中研究了 MnO2/GNPs@5-FU 的释药

特性, 该载药系统表现出明显的 pH/GSH双重响应释

放行为 (图 4B)。在正常生理 pH (7.4) 条件下, 药物释

放缓慢且累积释放率较低, 说明材料在生理环境中具

有良好稳定性; 而在酸性条件 (pH 5.0) 并存在GSH的

介质中, 5-FU 释放显著加快, 12 h内累积释放率高达

84.9%。该释放行为主要归因于 MnO2在酸性及 GSH

存在下发生还原性溶解, 导致载体结构解体, 从而实现

药物快速释放。以上结果表明, MnO2/GNPs@5-FU能

够特异性响应肿瘤微环境中的酸性与高GSH特征, 实

现药物的智能可控释放, 展现出其在靶向化疗领域的

应用潜力。

采用 808 nm近红外激光系统评估了 MnO2/GNPs

复合材料的光热性能。温度−时间曲线显示, 材料的

光热升温行为具有明显的浓度与功率密度依赖性 (图

4C、D)。在固定激光功率密度 (2.5 W·cm-2) 条件下, 随

着材料质量浓度从 20 增至 200 μg·mL-1, 体系在照射

5 min后温度可升至 64.2 ℃ (图 4C)。同样, 在固定浓

度 (200 μg·mL-1) 条件下, 体系温度随激光功率密度的

增大而显著上升 (图 4D)。研究表明, 当环境温度超过

42 ℃时可有效诱导肿瘤细胞发生热消融[26]。本实验

中, MnO2/GNPs在激光照射 2 min内即可从 30 ℃迅速

升至 52 ℃以上 , 表明其具备快速启动肿瘤热疗的能

力。此外, 光热效应还可促进肿瘤部位血流灌注, 缓解

缺氧微环境, 有助于逆转由缺氧引起的化疗耐药性, 从

而增强协同治疗效果。

经过 4次激光“开/关”循环实验, 材料的温度变化

未出现明显衰减 (图 4E), 表明其具有优异的光热稳定

性。通过记录一次完整的升降温过程 (图 4F), 计算得

到该材料的光热转换效率为 56.75%, 时间常数为

852.74 s, 进一步证实其具备高效的光热转换能力。该

性能主要归因于以下机制: 金纳米颗粒的局部表面等

离子体共振效应增强了近红外光吸收; MnO2载体上金

纳米颗粒的均匀分散优化了光能利用效率; 材料所具

有的球形结构和高比表面积增强了光与物质之间的相

互作用。

Figure 3　Textural properties of the prepared MnO2-based materials. A: N2 adsorption-desorption isotherms (Insert: Pore size distributions of 

the MnO2/GNPs materials); B: Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra of the prepared MnO2/GNPs and MnO2/GNPs@5-FU 

materials
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本研究将高效光热转换与 5-FU化疗相结合, 构建

了一种时空可控的协同抗肿瘤新策略。该策略通过近红

外激光这一外部刺激, 同时启动两种治疗模式: 一方面, 

PTT产生的局部高热直接、快速地消融肿瘤, 与 5-FU

的化疗机制形成互补, 实现多机制协同杀伤, 有望克服

肿瘤耐药; 另一方面, 光热效应不仅能改善肿瘤微环境

的血流与缺氧状态, 逆转化疗耐药, 更能作为“开关”精

准控制 5-FU在病灶部位的按需释放, 从而在提升局部

疗效的同时, 潜在地降低全身毒性。这种一体化的“热

疗−化疗”联动模式, 为开发高效、精准的肿瘤联合治

疗方案提供了新的思路与实验支撑。

3　MnO2/GNPs介导的··OH自由基生成与GSH耗竭

为验证 MnO2/GNPs纳米材料在化学动力学治疗

中的催化功能, 首先评估了其在H2O2存在下产生 ·OH

的能力。采用亚甲基蓝作为 ·OH 指示剂 , 通过其在

665 nm处特征吸收峰的衰减程度间接反映 ·OH的生

成情况。如图5A所示, 当体系中同时存在MnO2/GNPs

与 H2O2时, MB 在 665 nm 处的吸收强度显著下降, 表

明 ·OH被有效催化生成。该结果表明 MnO2/GNPs在

模拟肿瘤微环境下可介导类 Fenton反应, 高效产生具

有细胞毒性的 ·OH, 展现出其在化学动力学治疗中的

应用潜力。

然而, 肿瘤细胞内高浓度的谷胱甘肽能够清除生

成的 ·OH, 严重削弱化学动力学治疗效果[27]。因此, 构

建可同步消耗 GSH的纳米体系对增强治疗效果至关

重要。其次评估了MnO2/GNPs对GSH的调控能力, 采

用Ellman试剂法对其消耗GSH的性能进行定量分析。

DTNB可与GSH发生特异性反应, 生成在 412 nm处具

有特征吸收的黄色产物 TNB2⁻。如图 5B 所示 , 随着

MnO2/GNPs 与 GSH 共孵育时间的延长 , 412 nm 处吸

光度呈时间依赖性下降, 表明GSH被材料有效清除。

该结果证明 MnO2/GNPs纳米系统能够高效降低细胞

内GSH水平, 破坏肿瘤细胞的抗氧化防御体系, 从而

为增强化学动力学治疗效能提供关键支持。

4　细胞毒性试验

良好的生物相容性是纳米材料应用于活体治疗的

重要前提。首先, 评估了材料对正常人类脐静脉内皮

细胞 (Huvec) 的毒性。如图 6A和B所示, 在与不同浓

度 (5～150 μg·mL-1) 的 MnO2/GNPs 及其载药复合物 

(MnO2/GNPs@5-FU) 分别共孵育24 h后, Huvec细胞存

活率始终维持在85%与75%以上。这表明两种材料均

具备良好的生物安全性, 为后续活体实验奠定了基础。

Figure 4　Drug performance and photothermal performance of MnO2/GNPs material. A: Drug loading of 5-Fu on MnO2/GNPs surface 

under different time; B: Drug release of 5-Fu from MnO2/GNPs surface; C: Photothermal heating curves under NIR laser irradiation (808 nm, 

2.5 W·cm-2) at various concentrations; D: Temperature elevation profiles at different laser power densities and after two-month aging 

at a concentration of 200 μg·mL-1; E: Cyclic heating-cooling curves over four consecutive laser on/off cycles (2.5 W·cm-2, 200 μg·mL-1); 

F: Calculation of photothermal conversion efficiency derived from the cooling time versus negative natural logarithm of temperature driving 

force. n = 3, 
-
x ± s. ns: No significance
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其次, 在确认生物安全性的基础上, 进一步在模拟

TME 中采用 CCK-8 法系统评估了该纳米平台对 4T1

肿瘤细胞的杀伤效应 (图 6C), 以验证其协同治疗潜

力。研究结果显示, 空白载体MnO2/GNPs表现出优异

的生物相容性, 细胞存活率始终高于 80%。游离 5-FU

展现出典型的浓度依赖性细胞毒性。相比之下, 载药

复合物MnO2/GNPs@5-FU在无外源H2O2条件下的即

时杀伤效果弱于同浓度的游离 5-FU, 这与其药物缓释

特性相符。由于在 24 h的实验周期内, 5-FU未能从载

体中完全释放, 导致杀伤效果相对温和, 间接证明了该

纳米载体的可控释放性能。

为了验证CDT与化疗的协同效应, 设立了关键对

照组。结果显示, 单独的 H2O2未显著改变 5-FU 的细

胞毒性 (“5-FU + H2O2”组与“5-FU”组无显著差异), 排

除了 H2O2 对药物敏感性的干扰。在“MnO2/GNPs + 

H2O2”组 (CDT 治疗) 中 , 随着浓度升高 , 细胞存活率

显著下降, 最高浓度时为 37.5%。该效应主要源于材

料中释放的 Mn2+通过类芬顿反应催化 H2O2 生成高

毒性的 ·OH, 有效诱导细胞凋亡。联合治疗组“MnO2/

GNPs@5-FU + H2O2”展现出最强的肿瘤杀伤能力, 最

高浓度下细胞存活率降至11.6%。

为深入探究材料的细胞毒性机制 , 采用 Calcein 

AM/PI双重染色法, 结合 ImageJ软件对处理 12 h后的

细胞凋亡情况进行了半定量分析。结果如图 6D、E所

示 , 与对照组相比 , 即使在较高浓度 (150 μg·mL-1) 

MnO2/GNPs处理条件下, 早期凋亡和晚期凋亡细胞的

总比例并无显著增加。细胞死亡主要表现为直接的坏

死 (PI阳性), 而凋亡通路未见明显激活。该结果表明, 

MnO2/GNPs复合材料在实验浓度范围内不会诱导显

著的程序性细胞死亡。这一发现与之前获得的细胞存

活率数据相一致, 进一步从细胞死亡机制层面支持了

材料的生物安全性。

此外, 通过测定不同浓度下MnO2/GNPs复合材料

的溶血率 (图 6F), 即使在高浓度 (500 μg·mL-1) 条件

下, 材料引起的溶血率仍低于国际认可的 5% 安全阈

值。这表明该复合材料在与血液成分接触时, 不会显

著引发红细胞破裂, 具备良好的血液相容性。综上所

述, 结合24 h细胞存活率、溶血率及细胞凋亡率的实验

数据, MnO2/GNPs复合材料在测试浓度范围内显示出

优异的生物相容性和血液相容性, 不会引发显著的溶

血反应或细胞凋亡, 为其作为安全药物递送平台提供

了有力的实验依据。

5　细胞内ATP和GSH检测

在评估纳米材料对肿瘤细胞的干预效果时, 检测

细胞内 ATP 与 GSH 水平具有重要参考价值。ATP 作

为细胞能量代谢的核心指标, 其水平变化可直观反映

细胞代谢活性状态; 而GSH作为细胞内关键的抗氧化

分子, 在维持氧化还原稳态中发挥核心作用, 其含量直

接关系到细胞清除自由基及抵抗氧化应激的能力。通

过同步测定这两种分子, 可从能量代谢与氧化防御双

重视角评估纳米材料对肿瘤细胞的调控作用, 为揭示

其抗肿瘤机制提供关键依据。如图 7A所示, 经MnO2/

GNPs 处理的细胞内 GSH 浓度随时间推移逐渐降低 , 

表明该材料可有效消耗细胞内GSH, 削弱其抗氧化防

御能力。这一过程可能进一步增强由氧化应激介导的

细胞毒性效应, 提示该材料在促进肿瘤细胞凋亡中具

有潜在作用。

不同处理条件下 4T1细胞内ATP水平的变化如图

7B所示, 与对照组相比, 单独使用H2O2、MnO2/GNPs、

5-FU、5-FU 与 H2O2 联合处理及未加 H2O2 的 MnO2/

GNPs@5-FU组, 均未引起ATP水平的显著改变。然而, 

在 H2O2存在条件下 , MnO2/GNPs 可显著降低细胞内

Figure 5　Evaluation of MnO2/GNPs nanocomposites for enhancing chemodynamic therapy. A: ·OH generation catalyzed by MnO2/GNPs 

in the presence of H2O2, detected using methylene blue (MB) as an oxidative probe; B: Depletion of glutathione (GSH) after incubation with 

MnO2/GNPs, measured via the 5,5′-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) assay
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ATP含量, 而MnO2/GNPs@5-FU载药体系在相同条件

下对ATP的抑制作用更为明显。上述结果表明, 该纳米

材料在模拟肿瘤微环境中能够通过催化产生ROS, 有效

干扰肿瘤细胞的能量代谢过程, 从而抑制其代谢活性。

讨论

本研究通过将球形MnO2与GNPs相结合, 成功构

建了一种具有多重响应性的化疗药物智能递送系统。

实验结果表明, 所制备的球形MnO2/GNPs载药纳米载

体具备优异的光热转换效率、较高的药物负载能力、对

GSH及酸性 pH敏感的释药特性。以 5-FU作为模型药

物时, 该系统表现出显著的载药性能; 体外释放动力学

结果进一步表明, 在模拟肿瘤微环境的高浓度GSH和

酸性条件下, 药物能够持续释放。体外细胞实验表明, 

该体系通过结合 MnO2 介导的 CDT 与 5-FU 化疗 , 对

4T1肿瘤细胞实现了高效的协同杀伤效果。本研究充

分证明了球形 MnO2/GNPs作为一种新型多重刺激响

应型纳米药物载体的应用潜力, 为开发智能纳米药物

递送平台提供了初步的体外实验依据与新思路。

尽管本文构建的 MnO2/GNPs@5-FU 纳米系统在

体外展现出良好的药物控释性能与协同治疗效果, 但

仍存在一定局限性。例如, 本文主要聚焦于体外细胞

Figure 6　Tumor-specific cytotoxicity of MnO2/GNPs and percentage of living cells corresponding to panel. A: Survival rate of Huvec cells 

treated with MnO2/GNPs; B: Survival rate of Huvec cells treated with MnO2/GNPs@5-FU; C: Survival rate of 4T1 cells treated with MnO2/

GNPs, H2O2 + 5-FU, H2O2 + MnO2/GNPs@5-FU, H2O2 + MnO2/GNPs, MnO2/GNPs@5-FU and 5-FU; D: AM/PI differential staining of 

4T1 cells after diverse administrations (scale bar = 100 μm); E: Percentage of living cells corresponding to panel; F: Hemolysis rates of red 

blood cells after incubation with water (positive control) and various concentrations of MnO2/GNPs (inset: Corresponding digital photo‐

graphs of sample-laden centrifugate tubes). n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1

·· 1838



王玖阳等: 多功能MnO2/GNPs@5-FU纳米材料用于肿瘤微环境响应性药物递送与

增强化学动力学治疗的协同治疗策略

层面的验证, 尚未开展动物体内药效及生物分布研究, 

因此其在实际肿瘤组织中的靶向积累效率与体内安全

性仍需进一步评估。未来工作中, 将致力于优化该纳

米系统的表面功能化修饰, 以进一步提高其对肿瘤组

织的主动靶向能力; 同时, 拟通过构建肿瘤小鼠模型, 

系统评估其体内抑瘤效果、生物分布及代谢行为, 为其

临床转化提供更为充分的实验依据。
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