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一种二维C3N4纳米片用于水溶性药物丹酚酸B的高负载及缓释作用

梁咏诗 1,2,3, 丁陈陈 1,2,3, 罗 培 4, 张志锋 4, 温 露 1*, 陈 钢 1,2,3*

(1. 广东药科大学药学院, 广东 广州 510006; 2. 广东药科大学, 广东省药物新剂型重点实验室,

广东 广州 510006; 3. 广东药科大学, 广东省局部精准递药制剂工程技术研究中心, 广东 广州

510006; 4. 澳门科技大学, 中药质量研究国家重点实验室, 澳门 000853)

摘要: 利用载体输送水溶性药物常存在负载量低及释放迅速的问题, 构建一种高负载量的缓释递药系统是水溶

性药物临床应用的迫切需要。二维层状纳米材料比表面积高, 在药物递送中具有巨大的潜力。本研究由尿素煅烧

得到块状氮化碳 (bulk graphitic carbon nitride, b-g-C3N4), 使用碱化学-超声辅助剥离法制备氮化碳纳米片 (graphitic

carbon nitride nanosheets, g-C3N4-NS), 采用扫描电镜、透射电镜和原子力显微镜考察 g-C3N4-NS的形貌特征, X-射线

衍射仪和红外光谱解析 g-C3N4-NS的结构特征, 紫外光谱法和荧光光谱法研究 g-C3N4-NS的光学性质, 并应用扫描

电镜及X-射线衍射仪探究g-C3N4-NS稳定性。利用聚乙烯亚胺 (polyethyleneimine, PEI) 对g-C3N4-NS进行功能化修

饰, 以丹酚酸B (salvianolic acid B, Sal B) 为水溶性药物模型, 探讨 g-C3N4-NS的负载能力及释药行为。结果显示,

g-C3N4-NS呈片状结构, 在离子环境中易层层自组装导致絮凝沉降, PEI修饰可实现 g-C3N4-NS表面电荷切换并明显

改善其稳定性。细胞毒性实验和斑马鱼胚胎发育毒性实验结果表明PEI-g-C3N4-NS质量浓度低于 800 μg·mL-1时毒

性较低。作为药物载体, PEI-g-C3N4-NS巨大的比表面积及表面电荷作用使其对Sal B的最大负载率可达到 327.4%,

并能持续缓慢释放药物, 7天累积释放率达79.2%, 体外释放过程符合Higuchi方程。综上, 本研究制备的PEI修饰的

g-C3N4-NS具有良好的生物相容性和高稳定性, 在水溶性药物的高负载和缓释应用方面展现出良好的前景。
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Abstract: Delivering water-soluble drugs via carriers often causes problems such as low loading and rapid

releasing, so it is an urgent need to construct a high-load sustained-release drug delivery system for the clinical

application of water-soluble drugs. Two-dimensional layered nanomaterials exhibit great potential in drug delivery

due to their high specific surface area. In this study, bulk graphitic carbon nitride (b-g-C3N4) was obtained by

calcination of urea. Graphitic carbon nitride nanosheets (g-C3N4-NS) were made from an alkali chemical-ultrasonic-
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assisted stripping process. Scanning electron microscopy, transmission electron microscopy and atomic force

microscopy were adopted to observe the morphological characteristics of g-C3N4-NS, while the structural charac‐

teristics of g-C3N4-NS were analyzed by X-ray diffractometer and Fourier transform infrared spectroscopy. Ultra‐

violet spectrometry and fluorescence spectrometry were used to investigate the optical properties of g-C3N4-NS, and

scanning electron microscopy and X-ray diffractometer were employed to investigate the stability of g-C3N4-NS.

Polyethyleneimine (PEI) was applied in the study to functionally modify g-C3N4-NS, and salvianolic acid B (Sal B)

was used as a water-soluble drug model to investigate the loading capacity and drug releasing behavior of g-C3N4-NS.

The results showed that g-C3N4-NS had a sheet structure, and it is easy to self-assemble in layers in the ionic

environment to create flocculating settling. PEI modification can lead to the switching in the surface charge of

g-C3N4-NS and significantly improve its stability. The results of cytotoxicity test and zebrafish embryo toxicity test

showed that the toxicity was low when the concentration of PEI-g-C3N4-NS was less than 800 μg·mL-1. The large

specific surface area and surface charge of PEI-g-C3N4-NS allow the maximum load factor over Sal B to reach

327.4%. In addition, PEI-g-C3N4-NS can continuously release drugs slowly, with a cumulative release rate of

79.2% in seven straight days. The release process conforms to the Higuchi equation. In summary, g-C3N4-NS

modified by PEI exhibits good biocompatibility and high stability, and shows great potential in high-load and

sustained-release applications of water-soluble drugs.

Key words: graphitic carbon nitride; salvianolic acid B; two-dimensional layer material; water-soluble drug;

sustained release

水溶性药物临床应用广泛, 能在体内快速溶解、扩

散[1], 但在体内应用起始阶段容易出现药物释放过快、

局部浓度过高等现象, 有可能増加药物的毒副作用。

研究发现, 一些载体如微球、微囊、脂质体、水凝胶和纳

米粒等对水溶性药物能起到一定的缓释作用, 但这些

载体对水溶性药物的负载能力有限, 载药量大多不超

过 20%[2-9]。因此, 构建高负载能力的缓释递送系统对

充分发挥水溶性药物的疗效、降低毒副作用具有重要

意义。

二维 (two-dimensional, 2D) 纳米材料具有层状结

构、高比表面积、高度各向异性等独特性质, 是有效提

高药物负载量非常有前景的纳米载体之一[10]。氮化

碳 (carbon nitride, C3N4) 是一种新兴的 2D 纳米材料 ,

分为 α相、β相、立方相、准立方相及类石墨相 5 种结

构 , 其中石墨相氮化碳 (graphitic phase carbon nitride,

g-C3N4) 的结构最为稳定[11]。g-C3N4主要以 3-s-三嗪环

作为结构单元, 延展形成高聚C-N链, 同时各高聚链间

存在氢键网络并构筑类似二维石墨烯的 π-π共轭电子

结构, 再以类石墨形式堆叠成 2D片层结构[12], 所形成

的单原子厚度和二维平面可提供较大的比表面积。此外,

g-C3N4具有电荷迁移距离短、溶解性高、电子结构可

调、半导体光催化活性更好及通过表面修饰能够调节

结构表面化学性质等优点, 在光催化、传感器及生物医

药等领域有着广泛的应用前景[13]。Liu等[14]以罗丹明B

为模型药物通过静电力吸附和氢键作用负载在氮化碳

纳米片 (graphitic carbon nitride nanosheets, g-C3N4-NS)

上 , 当罗丹明 B 质量浓度为 20 mg·L-1时载药量可达

108.6 mg·g-1。利用 g-C3N4-NS与药物之间产生的多种

作用力 , g-C3N4-NS 对药物负载量有可能得到进一步

提高。

丹酚酸B (salvianolic acid B, Sal B) 是丹参提取物

中具有芳香结构的酚酸类化合物, 由咖啡酸与丹参素通

过酯键缩合而成, 含有2个羧基与7个酚羟基, 具有很强

的抗氧化、抑制细胞凋亡、抑制血小板聚集和血栓形成

等多种药理作用, 临床应用主要有注射用丹参多酚酸盐

和注射用丹参总酚酸等。但是Sal B亲水性极好, 难以

达到长期稳定的释放和理想的治疗效果[15]。本研究先制

备块状 g-C3N4 (bulk graphitic carbon nitride, b-g-C3N4),

再使用碱化学-超声辅助剥离法得到 g-C3N4-NS, 并对

g-C3N4-NS的稳定性进行探究; 采用聚乙烯亚胺 (poly‐

ethyleneimine, PEI) 对 g-C3N4-NS 进行修饰 , 以增加

g-C3N4-NS 的稳定性并实现表面电荷的反转 , 进一步

考察了 g-C3N4-NS对 Sal B的负载能力和释放行为, 期

望得到一种能够实现水溶性药物缓慢释放、稳定可控

的具有高载药量递送系统。

材料与方法

主要仪器 KSL-1200X马弗炉 (合肥科晶材料技

术有限公司); DelsaTM Nano C 激光粒度电位仪 (美国

Beckman Coulter公司); LC-20A高效液相色谱仪、RF-

5301PC 荧光分光光度计、Perkin Elmer Spectrum One

傅里叶红外光谱仪、UV-2500PC紫外-可见光分光光度

计 (日本 Shimadzu公司); S-4800扫描电镜、H-7650 透

射电镜 (日本 Hitachi 公司); Empyrean瑞影X-射线粉
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末衍射仪 (荷兰 PANalytical B.V. 公司); Multiskan FC

型酶标仪 (上海赛默飞世尔仪器有限公司); Observer

A1倒置显微镜 (德国Zeiss公司)。

药品和试剂 尿素 (ACS, 99.0%～100.5%, 美国

Alfa Aesar化学有限公司); 稀 HCl (分析纯, 天津致远

化学试剂厂); 聚乙烯亚胺 (MW 70 000, 50%水溶液, 上

海阿拉丁试剂有限公司); 甘露醇 (分析纯, 天津福晨化

学试剂厂); 丹酚酸B (含量≥98.0%, 上海历鼎生物科技

有限公司); α-MEM培养基 (美国Gibco公司); NaOH、

氯化钠 (分析纯, 天津大茂化学试剂厂); 2-脱氧-5-氟

尿苷 (含量≥98.0%, 上海九鼎化学试剂有限公司); 甲

醇、乙腈 (色谱纯, 北京迪马科技有限公司); 甲酸 (分析

纯, 广州化学试剂厂); 无水乙醇 (分析纯, 天津百世化

工有限公司); 蒸馏水 (广州屈臣氏食品饮料有限公司);

透析袋 (MWCO: 3 000, 纤维素酯膜 , 美国 Spectrum

公司)。

细胞和动物 L929细胞 (小鼠成纤维细胞, 购自

中国科学院上海细胞库); 野生 AB系斑马鱼 (中山大

学医学院惠赠)。

g-C3N4-NS的制备

b-g-C3N4的制备 参考文献[16]采用高温热分解尿

素法制备 b-g-C3N4。称取尿素 20 g放入坩埚中, 置于

马弗炉以 10 ℃ ·min-1阶梯式升温至 500 ℃保温 4 h。

降至室温后 , 取出坩埚 , 将浅黄色的 b-g-C3N4进行研

磨, 水洗3次, 备用。

g-C3N4-NS的制备 参考文献[17]对制备方法加以改

进 , 称取 b-g-C3N4 1 g, 加入 NaOH 溶液 50 mL, 100 ℃

加热回流 12 h, 得到黄色的悬浮液 , 3 000 r·min-1 离

心 5 min, 弃去上清多余的NaOH溶液, 沉淀加入蒸馏

水超声分散。悬浮液继续 3 000 r·min-1离心 5 min, 保

留上清, 底部沉淀加入蒸馏水使分散均匀, 重复数次直

至无沉淀出现。合并上清, 0.22 μm微孔滤膜过滤去除

体系多余的OH-, 用蒸馏水重新分散滤膜上的沉淀, 即

得g-C3N4-NS胶体溶液。

g-C3N4-NS冻干复溶 取 g-C3N4-NS 5 mL直接冻

干, 余下 g-C3N4-NS平均分为 4组, 以 2%的乳糖、甘露

醇、牛血清白蛋白和蔗糖作为冻干保护剂, -60 ℃预冻

6 h, 冷冻干燥后加入蒸馏水复溶。

g-C3N4-NS的表征

透射电镜、扫描电镜及原子力显微镜观察 g-C3N4-

NS 的形貌 取适量 g-C3N4-NS 样品滴在覆膜的铜网

上, 用 2%磷钨酸负染干燥后置于透射电镜下观察; 取

少量 g-C3N4-NS溶液烘干, 涂布在黏有导电胶的样品

座上喷金处理, 置于扫描电镜下观察; 取少量 g-C3N4-

NS溶液滴在云母片上过夜烘干, 置于原子力显微镜下

观察。

X-射线粉末衍射仪及红外光谱仪解析 g-C3N4-NS

的结构特征 使用X-射线粉末衍射仪以Cu-Kα靶为发

射源 (λ = 0.154 nm), 记录 g-C3N4-NS 粉末及 b-g-C3N4

扫描角度为 10°～70°的衍射强度曲线 ; 分别取少量

g-C3N4-NS粉末及 b-g-C3N4混合溴化钾压片, 使用红外

光谱仪测定样品特征峰, 扫描波段为400～4 000 cm-1。

紫外-可见光分光光度计及荧光分光光度计测定

g-C3N4-NS的光学性质 使用紫外分光光度计测定 g-

C3N4-NS溶液的特征吸收峰, 扫描范围为200～800 nm,

另使用紫外可见漫反射光谱仪在相同条件下测定 b-g-

C3N4特征吸收峰; 室温下取适量 g-C3N4-NS溶液, 最大

激发波长为 365 nm, 使用荧光分光光度计测定荧光发

射光谱。

g-C3N4-NS稳定性考察

g-C3N4-NS 在离子环境下的稳定性 向 g-C3N4-

NS胶体溶液中分别加入等量的细胞培养基 DMEM、

NaCl、pH 调节剂 (用HCl和NaOH溶液将体系 pH值分

别调节为 1、3、7、10和 14)、水溶性非离子型试剂氟尿

苷和水溶性离子型药物 Sal B, 经 3 000 r·min-1 离心

5 min, 观察g-C3N4-NS在离子环境下的稳定性。

g-C3N4-NS在离子环境中的荧光特性 将 g-C3N4-

NS分别置于不同 pH值环境 (pH 1、3、9和 14) 和离子

环境 (NaCl、Sal B), 以 g-C3N4-NS原液 (pH 7) 作对照 ,

在 1、3、5、24、48、72、96和 120 h分别测定上清液的荧

光强度 (λEx = 365 nm), 考察 g-C3N4-NS 在离子环境中

荧光特性的变化。

g-C3N4-NS在离子环境下产生的絮凝物表征 收

集 g-C3N4-NS在离子环境 (NaCl、Sal B) 中产生的絮凝

物, 分别用蒸馏水洗涤 3次, 干燥后使用透射电镜和扫

描电镜观察絮凝物的形貌, 使用X-射线衍射仪测定絮

凝物晶体结构特征。

PEI-g-C3N4-NS的制备与表征

PEI-g-C3N4-NS 的 制 备 取 适 量 g-C3N4-NS 经

8 000 r·min-1离心 20 min, 取上清液加入 50% PEI水溶

液, 调节pH至7, 超声30 min, 即得PEI-g-C3N4-NS。

PEI-g-C3N4-NS的表征 取适量PEI-g-C3N4-NS溶

液, 采用激光粒度电位仪测定粒径、多分散指数 (poly‐

dispersity index, PDI) 及 zeta 电位 ; 分别取少量 PEI-g-

C3N4-NS粉末及PEI混合溴化钾压片测定样品特征峰,

扫描波段为400～4 000 cm-1。

PEI-g-C3N4-NS的稳定性 取PEI-g-C3N4-NS 2 mL,

分别与 2 mL的细胞培养基DMEM、pH 7.4磷酸盐缓冲

液 (PBS) 和0.9%生理盐水等混合, 于37 ℃孵育, 在0、1、

4、12、24、48及72 h分别测定PEI-g-C3N4-NS的粒径分布。
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PEI-g-C3N4-NS的体外评价

Sal B 的 HPLC 含量测定 精密称取 Sal B 2 mg,

用 80%甲醇水溶液溶解, 然后转移到 10 mL棕色量瓶

中 , 摇匀 , 定容至刻度 , 得到 280 μmol·L-1 Sal B 母液。

再用 80%甲醇水溶液依次稀释, 得到浓度分别为 1.4、

2.8、14.0、28.0、56.0 μmol·L-1的系列标准溶液。各取样

品 20 μL, 用 HPLC 进行分析 , 测得的色谱峰面积 (Y)

对 Sal B标准溶液浓度 (X) 进行线性回归得出标准曲

线方程, 建立HPLC分析Sal B的色谱条件及绘制标准

曲线。

Sal B负载率的测定 取 PEI-g-C3N4-NS溶液 (约

50 μg·mL-1) 4 mL, 加入 20 mL 不同浓度 (0.35、0.70、

2.00、4.00、6.00、10.00、20.00和 50.00 μmol·L-1) 的Sal B

溶液 , 避光搅拌 12 h, 25 000 r·min-1 低温高速离心

35 min, 弃上清, 沉淀、水洗、离心, 循环3次, 即得。沉淀

中加入 80%甲醇水溶液 20 mL, 超声 20 min使Sal B从

载体上脱落, 再于 25 000 r·min-1低温高速离心 35 min,

取上清 1 mL, HPLC 分析 Sal B 含量 (W), 并通过下式

计算药物负载率 (DL)。

DL (%) = Wdrug in nanomaterial/Wnanomaterial×100% (1)

Sal B的释放 采用透析袋扩散法考察Sal B的体

外释放。取负载Sal B的PEI-g-C3N4-NS的重悬液2 mL,

置于透析袋内并完全浸入10 mL蒸馏水中, 保持37 ℃、

100 r·min-1振摇。分别在 5、10、15、30 min和 1、2、4、6、

8、12、24、48、72、96、108、120、144、168 h将透析袋取出

并置于新鲜的等量释放介质中, 取 1 mL含药物的释放

介质加入等量甲醇, 用HPLC分析药物含量, 计算Sal B

的累积释放率, 绘制PEI-g-C3N4-NS的药物体外累积释

放曲线。另称取等量的Sal B, 用 2 mL蒸馏水溶解, 置

于透析袋中作为游离药物对照组。

PEI-g-C3N4-NS体外细胞毒性实验 取对数生长

期的 L929细胞, 以每孔约 1.0×105个细胞数接种在 96

孔板, 置于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育 24 h。实验分 2

组, 即游离PEI组和PEI-g-C3N4-NS组。加入含不同浓

度药液的培养基 100 μL, 同时设置阴性对照孔和空白

调零孔, 每个浓度设6个复孔。孵育24 h后弃去药液, 每

孔加入5 mg·mL−1 MTT液100 μL, 37 ℃继续培养4 h后,

吸弃上清, 每孔再加入DMSO 100 μL, 避光震荡10 min,

以酶标仪检测 490 nm 处的吸光度值 (A), 计算细胞存

活率 (SR):

SR (%) = (Asample-Ablank)/(Acontrol-Ablank)×100% (2)

斑马鱼的繁殖及其受精卵的采集 当日下午喂食

后将雌雄鱼按 1∶2比例放入繁殖盒内, 并用透明隔板

将雌雄鱼隔开。次日早上 8点左右, 将布罩和隔板撤

走, 在光照刺激下鱼开始追尾交配, 受精卵则会落入繁

殖盒内。30 min 后, 将雌雄亲鱼捞出并将受精卵吸出

转移至新鲜的胚胎培养液中。

PEI-g-C3N4-NS斑马鱼胚胎发育毒性实验 受精

卵用胚胎培养液轻轻清洗 1次, 在显微镜下挑选成功

受精的受精卵, 用于胚胎发育毒性暴露实验。胚胎发

育毒性实验参考OECD指导文件[18]并对实验方法加以

改进。实验设置1个对照组和7个药物组, 药物组分别

为 12.5、25、50、100、200、400 和 800 μg·mL-1 PEI-g-

C3N4-NS 溶液。胚胎在 2 hpf (hours past fertilization)

转移到 24孔板内, 每组 60个胚胎 (n = 60), 每孔 20个

胚胎, 重复 3孔, 每孔加入药液 2 mL。24孔板在 28 ℃

恒温培养箱内静置培养, 14 h/10 h光暗循环, 每 24 h更

换新鲜的药液, 胚胎发育至 96 hpf时停止处理。PEI-g-

C3N4-NS 使用时用胚胎培养液溶解并稀释至工作浓

度。在暴露过程中, 显微镜下统计 24、48、72、96 hpf 死

亡胚胎数和 48、72、96 hpf孵化胚胎数, 倒置显微观察

并记录胚胎发育过程中出现的形态变化。

死亡率 (%) = 死亡胚胎数 / 60 × 100% (3)

孵化率 (%) = 孵化胚胎数 / 60 × 100% (4)

统计学分析 使用 SPSS 16.0软件的单因素方差

分析检验实验组之间的统计分析, 实验数据以
-
x ± s表

示, P<0.05被认为具有统计学意义。

结果

1 g-C3N4-NS的制备与表征

1.1 b-g-C3N4的合成 由图 1A 的 a图可见热分解尿

素得到 b-g-C3N4呈疏松多孔的骨架, 且内部有许多致

密无序的孔道及材料本身明显的褶皱结构。

1.2 g-C3N4-NS的制备 采用碱化学-超声辅助剥离

法对 b-g-C3N4进行剥离 , 得到 g-C3N4-NS 可通过延长

超声时间控制尺寸 (图 1B), 最终 g-C3N4-NS在超声 8 h

后尺寸可达 88 nm。冷冻干燥后得到 g-C3N4-NS固体

粉末难以再均匀分散, 冻干前后尺寸从 150.8 nm变为

1 428 nm, 增大了近 10倍 (图 1C)。冻干保护剂可使样

品均能重新均匀分散, 提高g-C3N4-NS再分散性能。

1.3 g-C3N4-NS 的形貌特征 g-C3N4-NS 胶体溶液外

观呈蓝色乳光, 并具有强烈的丁达尔效应, 如图 1A的

b图所示扫描电镜下样品呈不规则的片状结构, 从材

料的局部边缘放大看是由几层薄片堆叠而成。扫描电

镜液体样品的制备方法是在锡箔纸上滴样, 在后续样

品干燥过程中 , g-C3N4-NS 之间因失水作用使片层之

间范德华引力作用增强而趋向团聚, 并发生层层堆积,

导致冷冻干燥后 g-C3N4-NS的再分散性能较差[19]。因

此, 在图 1A的 c图透射电镜视野下难以观察到纳米尺

寸的单个 g-C3N4-NS。使用原子力显微镜进一步检测
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g-C3N4-NS的高度和微观尺寸, 如图1D所示g-C3N4-NS

横向尺寸约 100 nm, 高度约 4 nm。从以上结果均可看

出, 碱化学-超声辅助剥离法可将 b-g-C3N4剥离成横向

尺寸较小、厚度较薄的g-C3N4-NS。

1.4 g-C3N4-NS 的结构特征 图 1E 为 b-g-C3N4 和 g-

C3N4-NS的X-射线衍射曲线, b-g-C3N4在 2θ为 13.1°和

27.4°附近有明显的衍射峰 , 分别对应共轭芳香体系

层间堆积和层内基元结构周期性排列的特征峰。剥离

后 g-C3N4-NS中观察到 13.1°处的衍射峰消失且 27.4°

处的衍射峰减弱 , 说明 g-C3N4 的层间堆积结构遭到

破坏 , 形成单层或较薄的纳米片[20]。红外光谱结果

(图 1F) 显示 , b-g-C3N4 与 g-C3N4-NS 图谱基本一致 ,

3 200～3 500 cm-1宽带归属于三嗪环上的N-H的伸缩

振动峰 , 1 200～1 600 cm-1归属于氮杂环化合物中的

C-N 和 C=N 的伸缩振动峰, 810 cm-1归属于三嗪环骨

架振动特征峰[21], 说明剥离后 g-C3N4的分子结构并未

受到破坏。

1.5 g-C3N4-NS的光学性质 g-C3N4-NS在 365 nm 激

发下发出强烈的蓝色荧光 , g-C3N4-NS 的荧光光谱发

生蓝移如图 1G所示, 这可能是因为碱化学处理造成了

g-C3N4的光学性质的变化。在紫外光谱中, g-C3N4-NS

在 224和 296 nm处出现尖锐的吸收峰 (图 1H), 而 b-g-

C3N4的紫外可见光漫反射最大吸收波长位于 400 nm。

g-C3N4-NS 的最大吸收发生蓝移 , 这是由于量子尺寸

效应所致[22,23]。

2 g-C3N4-NS稳定性考察

2.1 g-C3N4-NS在离子环境的稳定性及荧光特性 如

图2A所示, g-C3N4-NS在强酸条件下稳定性较差, 底部

有沉淀生成。随着时间的增加 , g-C3N4-NS 荧光强度

逐渐降低。在弱酸性、中性及碱性条件下 g-C3N4-NS

均可稳定存在, 未出现沉淀现象且荧光性能稳定, 进一

步说明 g-C3N4-NS在弱酸性、中性及碱性环境中的化

学稳定性较好。g-C3N4-NS在强电解质 NaCl、弱酸性

解离型药物Sal B环境中均会出现沉淀, 在水溶性非解

离型试剂氟尿苷中未出现沉淀 , 初步证明 g-C3N4-NS

在离子环境下稳定性差。在NaCl溶液中随着时间的

增加, g-C3N4-NS的荧光强度逐渐降低; 在Sal B溶液中

1 h 后荧光骤降 , 往后时间点荧光强度持续降低 (图

2B)。总体来看, 在不同离子环境下g-C3N4-NS的荧光强

度降幅速率为Sal B > NaCl, 表明不同离子对g-C3N4-NS

稳定性变化的诱导能力不同, 这可能是由于各离子的

电荷密度不同, 与荷电 g-C3N4-NS之间产生的静电相

互作用强弱也不同。

2.2 g-C3N4-NS在离子环境下絮凝物的表征 g-C3N4-

NS在两种离子环境中所生成的沉淀物是由许多片层

错落堆叠而形成块状 , 如图 2C 所示 , 沉淀物应是 g-

C3N4-NS 层层堆积或层层自组装的聚集体。g-C3N4-

NS的X-射线衍射曲线中在 2θ = 27.6°时有 1个衍射峰

Figure 1 Characterization of graphitic carbon nitride (g-C3N4).

A: Scanning electron microscope (SEM) images of bulk graphitic

carbon nitride (b-g-C3N4) (a), graphitic carbon nitride nanosheets

(g-C3N4-NS) (b) and transmission electron microscope (TEM)

image of g-C3N4-NS (c); B: Effect of ultrasonic time on particle

size of g-C3N4-NS; C: Particle size of g-C3N4-NS reconstituted

after lyophilization using different lyoprotectants; D: Atomic force

microscope (AFM) image of g-C3N4-NS; E: X-ray diffraction

(XRD) of g-C3N4-NS; F: Fourier infrared spectrum (FTIR) of g-

C3N4-NS; G: Fluorescence spectrum of g-C3N4-NS; H: Ultraviolet

spectrophotometer (UV-Vis) for g-C3N4-NS compared to diffuse

reflection spectroscopy (DRS) for b-g-C3N4
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对应层间堆积作用, 絮凝物在相同角度处也存在相应

衍射峰 (图 2D), 且峰强明显高于 g-C3N4-NS, 进一步说

明沉淀物是 g-C3N4-NS聚集体。不同离子环境下生成

的絮凝物衍射峰强大小为Sal B > NaCl, 表明不同离子

对层层自组装的诱导能力不同。经振摇后絮凝现象可

分散, 提示其层层自组装行为是可逆的 (图2E)。

3 PEI-g-C3N4-NS的制备及体外评价

3.1 PEI-g-C3N4-NS的表征 g-C3N4-NS修饰前的粒径

为88.0 nm, 带负电, 经 PEI修饰后粒径增大为133.7 nm,

且电位由-32.1 mV转为 43.4 mV (图 3A)。在 FTIR结

果中 (图 3B), 1 462 cm-1处归属于PEI的仲胺基N-H面

内弯曲振动峰[24]。g-C3N4-NS的特征峰分别为809 cm-1

归属于三嗪环弯曲振动峰和 1 619 cm-1处归属于 CN

杂环的拉伸峰。相较于 g-C3N4-NS, PEI-g-C3N4-NS归

属于 g-C3N4中三嗪环的弯曲振动峰发生红移, 以及在

1 462 cm-1处出现归属于仲胺基团N-H的面内弯曲振

动峰, 表明PEI与g-C3N4-NS之间存在相互作用[25]。以上

结果表明PEI成功修饰g-C3N4-NS并实现了电荷切换。

3.2 PEI-g-C3N4-NS在生理介质中的稳定性 生理介质

中粒径稳定性考察 (图3C) 结果显示, PEI-g-C3N4-NS与

g-C3N4-NS 相比 , 在 37 ℃与生理盐水、PBS 或 DMEM

中孵育 72 h粒径较稳定, 不会产生聚集现象, 说明修饰

后的 PEI-g-C3N4-NS 稳定性增加 , 满足药物载体的

要求。

3.3 PEI-g-C3N4-NS的体外细胞毒性 PEI对 g-C3N4-

NS进行修饰后, 细胞毒性与 PEI自身相比具有显著性

降低的趋势 (图 3D), 并且 PEI-g-C3N4-NS 在 3.125～

800 μg·mL-1内生物相容性良好。

3.4 Sal B 的负载 如图 3E 所示 , 随着 Sal B 浓度的

增加, 载药率也会随之增大, 随药物浓度继续增加至

50 μmol·L-1时 , 载药率逐渐趋向饱和 , PEI-g-C3N4-NS

对Sal B的最大负载率可达327.4%。

3.5 Sal B的释放 PEI-g-C3N4-NS载体组的药物释放

速度明显慢于游离药物组 (图 3F), 直到 168 h药物释

放完全。在体外释放的前 12 h中, 游离 Sal B在 5 min

时即有释放, 在第 6～8 h释放完全, 游离 Sal B组的累

积释放率约 80.4%。PEI-g-C3N4-NS 载体组呈现缓慢

释放 Sal B 的趋势 , 在 168 h 的累积释放率达 79.2%。

因此, PEI-g-C3N4-NS作为水溶性药物 Sal B递送载体

具有更好的缓释性能。分别采用零级动力学方程、一

级动力学方程和Higuchi方程进行拟合, 探讨 Sal B的

体外释药机制, 见表1。结果显示, Higuchi模型对Sal B

Figure 2 Compatibility and stability of g-C3N4-NS in ion environment and characterization of flocs produced by g-C3N4-NS in ion environ‐

ment. A: Compatibility of g-C3N4-NS in acid-base or ionic and non-ionic environments; B: Fluorescence intensity changes of g-C3N4-NS in

ionic environment; C: SEM and TEM images of flocculation caused by the contact between g-C3N4-NS and ion; D: XRD of flocculation

caused by g-C3N4-NS in ionic environment; E: Reversibility of flocculation
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的释放具有最优的拟合程度, 提示药物释放可能主要

依照扩散机制。

4 PEI-g-C3N4-NS斑马鱼胚胎发育毒性考察

4.1 PEI-g-C3N4-NS对斑马鱼胚胎死亡率、孵化率的

影响 28 ℃下受精 2 h的斑马鱼胚胎在梯度浓度PEI-

g-C3N4-NS的暴露条件下, 斑马鱼胚胎在 24、48、72和

96 hpf的死亡率, 见图4A。结果显示, 在24及48 hpf阶

段, 质量浓度在50 μg·mL-1以内的PEI-g-C3N4-NS对斑马

鱼胚胎的死亡率没有影响, 在 100～800 μg·mL-1时斑

马鱼胚胎随着浓度的升高死亡率有上升的趋势, 并于

72及 96 hpf阶段趋于稳定, 在高质量浓度 800 μg·mL-1

时96 hpf阶段斑马鱼胚胎累积死亡率为18.33%。由图

4B显示, 在48～96 hpf经不同质量浓度PEI-g-C3N4-NS

处理后, 随着 PEI-g-C3N4-NS浓度增加, 各组胚胎呈现

不同的孵化程度, 其中质量浓度在 12.5及 25 μg·mL-1

时累积孵化率与对照组相当; 在 50～800 μg·mL-1时累

积孵化率出现轻微下降; 在 800 μg·mL-1时累积孵化率

为 81.67%。以上结果说明 PEI-g-C3N4-NS在浓度低于

800 μg·mL-1时对斑马鱼胚胎的死亡率及孵化率影响

较小。

4.2 PEI-g-C3N4-NS 对斑马鱼胚胎发育形态的影响

由图 4C 表示 , 在梯度质量浓度 12.5～400 μg·mL-1的

PEI-g-C3N4-NS 处理 24 hpf 时 , 受精卵外观较为圆润 ,

无外膜畸变, 外膜亦无破损和杂质黏附, 卵内胚胎发育

正常, 无明显延迟, 但在浓度为 800 μg·mL-1处理 24 hpf

时斑马鱼胚胎与对照组相比出现轻微的发育迟缓现

象; 48 hpf时结果显示, 经各浓度 PEI-g-C3N4-NS处理

后, 与对照组比较, 药物组的幼鱼孵化后体长、大小等

正常, 腹部、尾部等无弯曲、缺失等明显畸形发生, 形态

发育良好, 但质量浓度为 400和 800 μg·mL-1处理的斑

马鱼胚胎仍有少部分未完全脱膜; 在 72 和 96 hpf阶段

中, 12.5～400 μg·mL-1 PEI-g-C3N4-NS处理后的斑马鱼

幼鱼在显微镜视野下心脏起搏有力, 血液通畅, 尾部、

节间等血管发育良好, 且无心包囊肿等现象的出现。

以上结果显示, PEI-g-C3N4-NS在质量浓度800 μg·mL-1

时对斑马鱼胚胎的发育有轻微延缓作用, 但不影响斑

马鱼胚胎的孵化及形态的变化。

讨论

在 b-g-C3N4中 , C 原子和 N 原子以共价键紧密相

连形成聚合三嗪环单元并构成 g-C3N4片层, 片层之间

的范德华作用力又会进一步层层堆积成块体。g-C3N4

在碱溶液中进行剥离时有两种可能发生的反应 : ①

OH－和-NH2在 g-C3N4层间形成氢键; ② OH－与-NH2

末端连接的杂环C原子之间发生亲电取代, 导致部分

-NH2基团被OH－取代。g-C3N4表面会被强碱所侵蚀,

Figure 3 Characterization of PEI-g-C3N4-NS (carbon nitride nanosheets modified by polyethyleneimine). A: Zeta potential and particle

size; B: FTIR; C: Particle size change of PEI-g-C3N4-NS and g-C3N4-NS in cell culture medium (DMEM), saline and phosphate buffer saline

(PBS); D: The cytotoxicity of PEI-g-C3N4-NS in L929 cells. n = 6,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; E: Loading efficiency of salvianolic

acid B (Sal B) in different concentration; F: Cumulative release of Sal B from PEI-g-C3N4-NS in distilled water at 37 ℃ in 168 h. n = 6,
-
x ± s

Table 1 The fit curves of Sal B release from PEI-g-C3N4-NS

Type
Zero-order
First-order
Higuchi

Equation
Q = 0.481 56 t + 12.329 77
Q = 75.70128 (1 - e-0.024 62 t)
Q = 6.506 25 t1/2 + 0.101 81

R2

0.908 32
0.972 48
0.990 55
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使g-C3N4表面带负电, 同时也会插到g-C3N4的层间, 层

间的弱范德华力被破坏, 导致片层分离, 形成 g-C3N4-

NS[26]。但对于获得尺寸更小的 g-C3N4-NS还存在一定

难度 , 因此本文借助超声对 g-C3N4-NS 进一步剥离。

超声辅助剥离主要依靠超声过程中会有微气泡的生成

与炸裂, 在介质中产生振荡, g-C3N4表面的气泡使得分

散在溶剂中的 g-C3N4被压碎; 而在 g-C3N4附近但不接

触的地方产生的振荡会在介质中形成微射流冲击 g-

C3N4表面, 形成剪切力进而使 g-C3N4层与层之间分离,

进一步得到更小尺寸的纳米片[13]。通过探究 g-C3N4-

NS 在不同离子环境下的外观稳定性以简单探讨 g-

C3N4-NS的稳定性是否与离子的诱导有关, 进一步利

用荧光半定量分析以明确不同离子诱导对纳米片稳定

性造成的不同影响。最后通过收集沉淀物采用透射电

镜、扫描电镜、X-射线衍射仪以说明沉淀物产生的机

制可能是基于电荷驱动纳米片层层自组装。

PEI是一类应用广泛的可生物降解的聚合物, 可

修饰石墨烯等材料以提高其在生理环境中的稳定性。

利用PEI修饰 g-C3N4-NS, 有助于提高 g-C3N4在生理介

质中的稳定性, 使其成为具有前景的药物载体。本研

究利用PEI-g-C3N4-NS负载Sal B, 既提高了Sal B的载

药量又能使其缓慢释放, 从而有望解决这种亲水性药

物“剂量突释”的问题, 为开发水溶性药物缓释制剂提

供借鉴。本研究制备的g-C3N4-NS与b-g-C3N4相比, 具

有更大的比表面积、更多的活性位点, 如图 5所示PEI-

g-C3N4-NS 的两面均可负载药物 , 其中 Sal B 带负电 ,

PEI-g-C3N4-NS带正电, 两者通过静电力结合, 使得药

物在PEI-g-C3N4-NS表面大量积聚。此外, PEI-g-C3N4-

NS还可通过 π-π堆积作用, 从而进一步提高对具有芳

香结构的Sal B药物分子的吸附量, 两种作用力的结合

使得 PEI-g-C3N4-NS对 Sal B的负载率可达 327.4%, 而

且Sal B无突释效应, 7天累积释放率达 79.2%, 缓释作

用明显。

斑马鱼是一类热带淡水鱼, 其具有尺寸小、实验中

并易于观察 , 且与人类基因具有 87% 同源性的特点 ,

因而常被用来作为评估纳米材料环境毒性或作为生物

纳米材料毒性的基本生物模型[27]。已有研究应用斑马

鱼胚胎毒性实验评估石墨烯[28]、3D打印材料的生物相

容性[29], 考察氧化锌纳米粒的毒性机制[30]等。在本研

究中, 除了用 L929细胞考察 PEI-g-C3N4-NS的体外毒

性外, 还利用斑马鱼动物模型进一步考察其毒性作用。

实验结果显示 , PEI-g-C3N4-NS 浓度低于 800 μg·mL-1

时对斑马鱼胚胎毒性较低。因此, 综合细胞毒性及斑

马鱼胚胎发育毒性实验结果, PEI-g-C3N4-NS浓度低于

800 μg·mL-1时具有较好的生物相容性。

Figure 4 Acute toxic effect of PEI-g-C3N4-NS on zebrafish embryo. n = 60,
-
x ± s. A: Effect of PEI-g-C3N4-NS on embryo mortality of

zebrafish; B: Effect of PEI-g-C3N4-NS on embryo hatchability of zebrafish; C: Effect of PEI-g-C3N4-NS on the embryonic development of

zebrafish. hpf: Hours past fertilization
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