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基于类芬顿反应的 Mn3O4/DOX@Lip 纳米递药体系的构建及应用 
蔡政 a,b    张颖雯 a    姜立萍*,a    朱俊杰*,a 

(a南京大学  化学化工学院  生命分析化学国家重点实验室  南京 210023) 
(b南京医科大学  药学院  南京 211166) 

摘要  利用肿瘤微环境与普通组织的差异, 我们设计了一种基于类芬顿反应(Fenton-like reaction)的微环境响应的纳米

递药体系(Mn3O4/DOX@Lip). 首先利用热分解法制备得到锰的氧化物(Mn3O4)纳米粒子, 基于化疗药物阿霉素(DOX)与
Mn 原子的配位作用, 该纳米粒子可以负载并递送 DOX, 其最外层包裹的酸敏脂质体能有效防止药物在递送过程中的

泄露. 在肿瘤细胞的弱酸性和高浓度谷胱甘肽的微环境中, 脂质体膜破裂, 其中的 Mn3O4 纳米粒子被谷胱甘肽还原、

分解, 并释放出 DOX. 共聚焦成像结果表明, MCF-7 细胞与 Mn3O4/DOX@Lip 共孵育后, 细胞中活性氧探针的荧光显

著增加, 表明该递药体系可以通过下调细胞中的谷胱甘肽的含量引发细胞中的活性氧含量增加. 噻唑蓝(MTT)和流式

细胞实验结果表明, 相比于单一的化疗药物, Mn3O4/DOX@Lip 的细胞毒性增强, 这可能归因于还原产物 Mn2＋触发了

类芬顿反应从而将细胞中内源性的 H2O2转化为毒性更强的•OH. 氧化活性物质介导的细胞凋亡与化疗药物的细胞毒性

相互促进, 增强了对细胞的凋亡能力. 本体系利用外源性的物质激发内源性的细胞毒性, 增强了化疗药物的治疗效果, 
为肿瘤治疗提供了新的研究策略.  
关键词  锰的氧化物; 纳米递药体系; 类芬顿反应; 肿瘤微环境 

 

The Construction and Application of Mn3O4/DOX@Lip Nano-drug Delivery 
System Based on Fenton-Like Reaction  
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Abstract  The tumor microenvironment with low pH and high-level glutathione is different from other issues, which provides 
more possible strategies for designing drug delivery systems (DDSs). In this manuscript, we designed a microenvironment-
responsive Mn3O4/DOX@Lip nano-DDS. Mn3O4 nanoparticles were prepared by thermal decomposition. Based on coordina-
tion of the chemotherapy drug doxorubicin (DOX) with Mn atom, the Mn3O4 nanoparticles could load and deliver DOX. A 
layer of sensitive liposomes was assembled on the outermost layer to further effectively prevent the leakage of DOX during the 
delivery process. X-ray diffraction (XRD) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) analysis results showed the man-
ganese oxide was Mn3O4. The morphology and particle size of Mn3O4 were characterized by transmission electron microscope 
(TEM) and dynamic light scattering (DLS). Results showed that the Mn3O4 nanoparticles were a relatively uniform polyhedron 
with a particle size of around 20 nm. The drug loading of particles was 100 μg/mg. In weakly acidic microenvironment of 
tumor cells, the liposome membrane ruptured. In addition, the high-level glutathione microenvironment was also conducive to 
the decomposition of Mn3O4 and the DOX was released in cells. Confocal imaging results demonstrated that after co-incubation 
with the Mn3O4 particles, the fluorescence of reactive oxygen species (ROS) probe in cancer cells increased significantly, 
indicating that the DDS could trigger an increase of ROS in cells by down-regulating the content of glutathione. The amount 
of ROS depended on the concentration of added particles and the incubation time. MTT and flow cytometry experiment results 
showed that Mn3O4/DOX@Lip had more cell cytotoxic compared to the single chemotherapy drug. It might be ascribed to the 
Fenton-like reaction triggered by the reduction product Mn2＋, which converted the H2O2 in the cell into the more toxic •OH 
and promoted apoptosis. The ROS-mediated apoptosis and chemotherapy played a synergistic effect to enhance the ability of 
cell apoptosis. This proposed Mn3O4/DOX@Lip nano-DDS uses exogenous substances to stimulate endogenous cytotoxicity 
and enhance the effect of chemotherapy drug, providing new research strategies for tumor treatment.  
Keywords  manganese oxide; nano-drug delivery system; Fenton-like reaction; tumor microenvironment 
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1  引言 

化疗作为一种治疗肿瘤的手段, 主要是通过化疗药

物产生细胞毒性而诱导肿瘤细胞凋亡. 然而, 单独的化

疗具有治疗范围狭窄、副作用强和增强肿瘤耐药性的缺

点. 为了改善化疗的治疗效果, 通常将化疗与其他治疗

方式联合使用. 近年来, 融合多种治疗方式的协同治疗

已显示出超加和的治疗效果, 在癌症治疗中具有巨大潜

力[1-4].  
耗氧细胞在代谢过程中会产生一系列的氧化活性

物质(ROS), 包括超氧阴离子、过氧化氢(H2O2)、单线态

氧和羟基自由基(•OH)等, 具有通过破坏脂类、蛋白质和

DNA 等生物分子来杀死癌细胞的能力[5-7]. 在正常的生

理状态下, 氧自由基是正常的生理、生化过程的参与者, 
它能刺激吞噬细胞和中性粒细胞的吞噬杀菌功能, 激发

各种免疫活性等. 因此, 机体需要通过自由基的不断生

成与清除的平衡来维持其有利而无害的生理性适宜浓

度. 研究表明, 高浓度的 ROS 会破坏细胞的动态平衡, 
引起氧化应激反应(Oxidative stress), 从而诱导细胞凋亡

甚至导致其坏死. 越来越多的实验数据表明, 与正常细

胞相比, 肿瘤细胞常处于异常的氧化应激状态, 原有的

ROS 稳态被破坏, 包括 H2O2 在内的活性氧的生成增加, 
使得肿瘤细胞的 ROS 水平较正常细胞要高一些, 肿瘤

系统自身通过激活抗氧化防御系统(Antioxidant defense 
system, ADS)来适应这种氧化应激[8-9]. 正常细胞和肿瘤

细胞氧化还原平衡的差异为恶性肿瘤细胞的选择性杀

伤提供了生物学线索.  
肿瘤细胞也会利用 ROS 来促进其肿瘤发展所需的

条件, 然而, 这取决于 ROS 应激的浓度和持续时间, 高
水平的 ROS 也可导致细胞损伤和细胞凋亡. 外源性物

质会削弱细胞的抗氧化防御能力, 或将 ROS 浓度增加

到细胞无法生存的水平或阈值, 肿瘤细胞也容易因此受

到进一步的 ROS 损伤[10-13].  
谷胱甘肽(Glutathione, GSH)是一种天然抗氧化剂, 

广泛分布于各种生物细胞内, 是细胞中最主要的、含量

最丰富的含巯基的低分子肽. GSH 是由谷氨酸(Gluta-
mate)、半胱氨酸(Cysteine)及甘氨酸(Glycine)组成的三

肽, 有氧化型(GSSG)和还原型(GSH)两种形式, 以还原

型为主. GSH 作为一种著名的细胞内抗氧化剂, 在肿瘤

细胞中是过表达的, 它在保护细胞免受各种损伤方面起

着重要的作用; 然而, 肿瘤细胞中升高的GSH水平被证

明会增加其对化疗、放射线和化学动力学疗法的抵抗 
性[14-16].  

一般情况下, 肿瘤细胞可以通过上调氧化系统(如
增加 GSH 浓度)来对抗 ROS 的破坏作用, 以适应氧化应

激[17-20]. 因此, 高浓度(0.1～10 mmol/L)的 GSH 普遍存

在于哺乳动物、植物和微生物细胞内, 其中动物的肝脏

细胞中含量最高, 例如大鼠肝细胞内浓度可达到 10 
mmol/L. 通过消耗谷胱甘肽 GSH 或产生 ROS 而触发氧

化应激, 是开发抗癌症药物的一个新的思路. GSH 作为

一种优良的生物刺激物, 在构建可在肿瘤细胞内选择性

和特异性释放的纳米药物传递系统时受到了广泛的关

注.  
目前, 锰的氧化物(如 MnO2, Mn2O3 和 Mn3O4)在天

然土壤和沉积物中无处不在, 其具有较低的环境毒性. 
经典的芬顿反应(Fenton reaction)利用铁(Fe2＋)催化作用, 
分解 H2O2 产生高反应性的羟基自由基(•OH), 诱导细胞

内氧化应激[21-23]. 研究表明, 锰的氧化物具有独特的理

化性质, 如动态的氧化还原电势, 大的比表面积和多种

氧化态等. 锰的氧化物也可以作为一种有效的非均相类

Fenton 催化剂的材料. 外源性的 Mn 氧化物纳米粒子, 
一方面可以消耗细胞内的 GSH, 削弱细胞抗氧化防御

系统的抗氧化能力而引发氧化应激, 还原产物 Mn2＋易

被肝脏和肾脏清除 , 解决了器官累积和生物安全问   
题 [14]; 另一方面生成的 Mn2 ＋可以发生类芬顿反应

(Fenton-like reaction), 通过与细胞内源性代谢物 (如
H2O2 和 H2O2/H＋)反应, 在肿瘤细胞内产生大量•OH, 增
强 ROS 介导的细胞凋亡能力. 细胞的高氧化应激状态

联合化疗药物治疗, 能有效提高治疗效率, 为联合治疗

提供了新的策略.  
本工作中, 我们利用高温热分解油酸锰的方法得到

锰的氧化物(Mn3O4), 将其作为载体, 负载抗癌药物阿

霉素(Doxorubicin, DOX), 进一步包裹酸敏性的脂质体

(Liposome, Lip), 建立了一个多功能的药物递送体系

Mn3O4/DOX@Lip(图 1). 该药物递送体系进入肿瘤细胞

后, 在弱酸环境内, 脂质层被破坏, 在弱酸性和高浓度

GSH 双重作用下, Mn3O4 纳米粒子分解, 释放出化疗药

物, 并且同步释放出具有芬顿活性的 Mn2＋, 从而将线

粒体产生的内源性 H2O2 转化为毒性较强的•OH, 增加

了细胞的氧化应激性. 随着GSH含量的下调, 抗氧化防

御系统被损伤, ROS 介导的细胞凋亡与化疗药物的协同

效应增强了对细胞的杀伤效果.  

 

图 1  肿瘤微环境响应的 Mn3O4/DOX@Lip 药物递送体系自组装过程

和应用 
Figure 1  The preparation and application of tumor microenvironment re-
sponsive Mn3O4/DOX@Lip drug delivery system 
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2  结果与讨论 

2.1  Mn3O4/DOX@Lip 纳米粒子的表征 
为了制备性质稳定的纳米药物载体, 首先在沸点较

高的十八烯溶剂中, 通过高温热解油酸锰前驱体的方法

得到了平均粒径为 10 nm, 单分散的Mn3O4纳米粒子(图
2a). 接着利用聚丙烯酸(PAA, Mr＝1800)将粒子从油相

中转移到水相中, 得到了分散性良好, 粒径约为 15～20 
nm 的纳米粒子(图 2b). 然后用薄膜法在 Mn3O4 表面包

裹一层酸敏脂质体, 产物粒径约为 100 nm(图 2c). 扫描

电子显微镜(SEM)下显示Mn的氧化物为多面体结构(图 
2d). 采用动态光散射法(DLS)监测水相中 Mn3O4 粒子, 
Mn3O4/DOX 粒子以及 Mn3O4/DOX@Lip 粒子的水合粒

径(图 2e), 实验数据表明各种纳米粒子均为单分散性, 

在其组装过程中粒径逐步增大. zeta 电位仪记录了纳米

粒子在层层组装过程中表面电荷的变化(图 2f). 水相中

的 Mn3O4 纳米粒子表面有 PAA 聚电解质, 测得的 zeta 
电位是负值, 约为(－16.6±0.922) mV. 在静电作用下, 
带负电的 Mn3O4 粒子表面吸附了带正电荷的 DOX, 导
致 Mn3O4/DOX 粒子表面电位值略微正移 [24], 约为   
(－15.4±1.64) mV. 空白脂质体表面是带负电荷, 约为

(－21.3±6.24) mV. 包裹了脂质体后的材料表面电荷约

为(－19.1±1.88) mV. 以上表征表明我们成功制备得到

了 Mn3O4/DOX@Lip 纳米粒子. 
用能量色散 X 荧光光谱(EDX)进一步分析了 Mn 的

氧化物的元素含量, 测得 Mn∶O 的原子比为 30.24∶
43.76, 约为 0.7∶1, 推测 Mn 的氧化物主要为 Mn3O4. 
图 3a 是 Mn3O4 粒子的 X 射线衍射图, 图中显示的衍射 

 

图 2  Mn3O4纳米粒子的 TEM 图像: 在环己烷溶剂中(a); 用 PAA 处理后在水溶剂中(b); 包裹了脂质体后的 Mn3O4@Lip (磷钨酸负染) (c); Mn3O4 
纳米粒子的 SEM 图像(d); Mn3O4, Mn3O4/DOX 和 Mn3O4/DOX@Lip 粒子在水溶液中的粒径分布图(e); Mn3O4, Mn3O4/DOX, 空白脂质体和

Mn3O4/DOX@Lip 的 zeta 电势(f) 
Figure 2  TEM images of Mn3O4 nanoparticles: in cyclohexane solvent (a); after treated by PAA in water solvent (b); Mn3O4@Lip (phosphotungstic acid 
negative staining) (c); SEM image of Mn3O4 nanoparticles (d); hydrodynamic size distributions of Mn3O4, Mn3O4/DOX and Mn3O4/DOX@Lip particles in 
water (e); the zeta potential of Mn3O4, Mn3O4/DOX, blank Lip and Mn3O4/DOX@Lip (f) 

 

图 3  Mn3O4粒子的 XRD 衍射图(a)和 Mn3O4/OA 和 Mn3O4/PAA FT-IR 谱图(b) 
Figure 3  X-ray diffraction pattern of Mn3O4 particles (a) and FT-IR spectra of Mn3O4/OA and Mn3O4/PAA (b) 
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角 2θ分别为 36°, 40°和 60°, 分别对应于 Mn3O4 晶体的

(103), (004)和(321)晶面(JCPDS 24-0734)[24], 由此判断

产物以 Mn3O4为主. 由 FT-IR 红外图(图 3b)可知, 热分

解得到的油相中的 Mn3O4/OA 在 2956 cm－1处有一个肩

峰, 是油酸中—CH2—长链产生的对称振动峰之一. 转
入水相后, 这个峰在 Mn3O4/PAA 中消失; 而在 1700  
cm－1 附近新出现的吸收峰是 PAA 中的羰基特征峰, 表
明 Mn3O4表面原来的油酸已被 PAA 替代[25].  

2.2  药物的负载与释放 
DOX 是一种典型的广谱抗癌药物, 它的盐酸盐表

面是带正电荷的, 可通过静电作用被吸附到Mn3O4纳米

粒子上; DOX 与 Mn3O4 还可以生成 Mn—N 配位键, 增
加吸附的强度. Mn3O4 纳米粒子为药物分子提供了许多

固定点, 可以充当药物输送的载体. 通过实验计算得到

药物负载量为 100 μg/mg.  
为了研究 Mn3O4/DOX 粒子的药物释放机制, 我们

首先研究了不同 pH 值对释放量的影响. 在 pH 值分别

为 5.0 和 7.4 的两种缓冲溶液中, 24 h 以后分别有 47%和

23%的 DOX 释放出来(图 4a). 酸性介质可以使 DOX 质

子化, 进而容易从负电荷的 Mn3O4 表面脱离. 这种在

pH 7.4 时的低泄漏而在 pH 5.0 时的敏感响应表明: 
Mn3O4/DOX 的药物释放可以由环境 pH 值控制. 肿瘤细

胞中含量较高的 GSH 也会促进 Mn3O4 的溶解, 进而促

进 DOX 的释放, 随着 GSH 浓度的增加(1, 5, 10, 20 
μmol/mL), DOX 的释放速率也在增加(图 4b), 证明了

DOX 释放量对 GSH 浓度的依赖性. 在相同的 GSH 浓

度条件下, DOX 在弱酸性环境中的释放速率比中性环境

中更快(图 4c). 图 5 为含有 GSH (10 μmol/mL)的缓冲溶

液(pH＝5.0)中不同时间点监测到的 Mn3O4 纳米粒子的

形貌, 随着时间的延长, Mn3O4纳米粒子逐渐分解了. 这
些结果都表明, Mn3O4 作为负载药物的载体, 能对肿瘤

细胞微环境的高浓度 GSH 和低 pH 值刺激有所响应, 从
而可达到控制药物释放的目的.  

2.3  类芬顿反应产生•OH 
Mn3O4 纳米粒子在 GSH 作用下被还原为 Mn2＋[26], 

Mn2＋通过类芬顿反应可以将细胞中的 H2O2 还原反应生

成高反应活性的•OH. 我们用亚甲基蓝评估了类芬顿反

应产生•OH 的效率[27]. •OH 可以使亚甲基蓝分解, 因此, 
溶液中亚甲基蓝的吸光值的大小取决于溶液中•OH 的

浓度. 图 6 可以看出, 亚甲基蓝在 665 nm 处的吸收值在

下降, 证明载体 Mn3O4 纳米粒子与 GSH 反应后产生的

Mn2＋可以与 H2O2反应进一步产生•OH.  

2.4  体外细胞活性实验 
我们进行了 MTT 测试用以评估 DOX, Mn3O4/DOX

以及 Mn3O4/DOX@Lip 对 MCF-7 细胞的体外细胞毒性; 
利用不同药物剂量下的细胞存活率来评估 MCF-7 细胞

对药物的敏感性. 空白载体 Mn3O4 和 Mn3O4@Lip 在浓 
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图 4  Mn3O4/DOX 中 DOX 的累积释放量, 在不同缓冲溶液(pH＝7.4, 
5.0)中(a); 在不同浓度的 GSH 溶液中(b); 在 GSH 溶液浓度均为 10 
μmol/mL, 不同缓冲溶液中: pH＝5.0, pH＝7.4 (c)  
Figure 4  The cumulative release of DOX from Mn3O4/DOX (a) in dif-
ferent buffer solutions (pH＝7.4, 5.0); in different concentration of GSH 
(b); in the same GSH solution (10 μmol/mL), with different buffer solution, 
pH＝5.0, and pH＝7.4 (c) 

 
图 5  Mn3O4纳米粒子在含 GSH (10 μmol/mL)的缓冲溶液(pH＝5.0)中
2, 8 和 24 h 的 TEM 图 
Figure 5  TEM images of Mn3O4 nanoparticles in buffer solution (pH＝
5.0) including GSH (10 μmol/mL) for 2, 8 and 24 h 
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度小于 20 μg/mL时对细胞活性没有很大影响(图 7a), 当
浓度高于 30 μg/mL 时, 对细胞活性有一定的抑制作用. 
当载体进一步负载了 DOX 后 , 对比游离的 DOX, 
Mn3O4, Mn3O4/DOX 和 Mn3O4/DOX@Lip 四种不同剂型, 
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图 6  Mn3O4用 GSH 处理后的上清液和 H2O2反应, 在 665 nm 处亚甲

基蓝溶液的吸光值随时间的变化 
Figure 6  The absorption change of methylene blue solutions at 665 nm 
during treated with the supernatant and H2O2. The supernatant was got after 
Mn3O4 reacted with GSH 

在不同剂量下对细胞存活率的影响. 从实验数据计算得

到游离的 DOX 对细胞的半抑制率(IC50)约为 4.5 μg/mL. 
随着 DOX 和 Mn3O4 浓度的增加, 细胞的存活率降低. 
当含 DOX 浓度为 6 μg/mL, Mn3O4浓度为 120 μg/mL 的

Mn3O4/DOX@Lip 纳米粒子与细胞共孵育 48 h 后, 细胞

的存活率仅为 29 %(图 7b), 对细胞毒性效果明显优于其

他剂型. 由此可见, 一定浓度的 Mn3O4 和 DOX 对细胞

有一定的细胞毒性, 而两者的协同作用明显降低了细胞

存活率. Mn3O4下调了 GSH 的浓度, 引发了细胞内 ROS
的升高, 增强了 ROS 介导的细胞凋亡; 同时促进了

DOX 的细胞毒性[28-30], 两者发挥协同作用, 对细胞的毒

性强于其他单因素作用.  
我们又使用 Annexin V-FITC/PI 凋亡试剂盒评估了

游离的 DOX(Ⅱ), Mn3O4(Ⅲ)Mn3O4/DOX(Ⅳ)和 Mn3O4/ 
DOX@Lip(Ⅴ)四种不同剂型诱导细胞凋亡的效果. 此试

剂盒能够区分早期凋亡细胞、晚期凋亡细胞和死细胞. 
当 MCF-7 细胞分别用含 DOX (3 μg/mL)和 Mn3O4 (60 
μg/mL)的不同剂型孵育 16 h 后, Annexin V-FITC 和 PI
染色, 用流式细胞分析仪测试细胞的凋亡率. 如图 8 所   
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图 7  MTT 法评估不同剂型的体外细胞毒性. MCF-7 细胞分别与 Mn3O4 和 Mn3O4@Lip (a); Free-DOX, Mn3O4, Mn3O4/DOX 和 Mn3O4/DOX@Lip 
(b)共孵育 48 h. *P＜0.05, **P＜0.01 (n＝3) 
Figure 7  The cell cytotoxicity of MCF-7 treated with Mn3O4和 Mn3O4@Lip (a); Free-DOX, Mn3O4, Mn3O4/DOX and Mn3O4/DOX@Lip (b) for 48 h, 
respectively. Error bars indicate s.d. (n＝3). *P＜0.05, **P＜0.01 (two-tailed t-test) 

 
图 8  流式分析含 DOX 3 µg/mL, Mn3O4 60 μg/mL 的不同剂型与 MCF-7 细胞共孵育 24 h 诱导的细胞凋亡, 使用 Annexin V-FITC/PI 染色 (Ⅰ) 对照

组; (Ⅱ) Free-DOX; (Ⅲ) Mn3O4; (Ⅳ) Mn3O4/DOX; (Ⅴ) Mn3O4/DOX@Lip  
Figure 8  Flow cytometry analysis of MCF-7 cells apoptosis induced by different formulations with DOX 3 µg/mL, Mn3O4 60 μg/mL for 24 h, using  
Annexin V-FITC/PI staining, (Ⅰ) Control; (Ⅱ) Free-DOX; (Ⅲ) Mn3O4; (Ⅳ) Mn3O4/DOX; (Ⅴ) Mn3O4/DOX@Lip 
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示, 用 Mn3O4/DOX@Lip 处理的细胞与其他组相比, 该
组标记凋亡细胞的荧光更强, 位于右下象限和右上象限

的凋亡早期和晚期细胞的比例达到 64.4%, 远远高于

DOX(Ⅱ)(38.7%)组和 Mn3O4(Ⅲ)(37.3%)组. 流式细胞分

析的结果表明, Mn3O4/DOX@Lip 可以诱导细胞凋亡, 
且与单一的 DOX 和 Mn3O4 纳米粒子相比效果更好, 展
现了化疗药物和 ROS 介导细胞凋亡的协同能力.  

2.5  共聚焦显微镜成像检测活性氧(ROS)和材料的细

胞定位 
Mn3O4/DOX@Lip与MCF-7细胞共孵育 12 h后, 用

DAPI 对细胞核进行染色. 在共聚焦显微镜下观察荧光

成像, 可以从 DOX 荧光以及细胞核荧光的相对位置来

判断材料在细胞内部的分布. 由材料释放出的 DOX 红

色荧光在细胞中可见, 有部分 DOX 已经进入到了细胞

核中(图 9). 说明肿瘤细胞的弱酸性和高 GSH 浓度的微

环境使 Mn3O4分解, 触发了药物的释放.  
氧化应激是细胞中氧化还原不平衡的状态, 其中过

量的 ROS 产生使细胞抗氧化防御能力降低, 从而导致

相关细胞成分的变性, 介导细胞凋亡和细胞坏死. 我们

利用 ROS 检测试剂盒进行了染色标记, 用以表征材料

Mn3O4 在细胞中对 ROS 水平的影响. 使用 ROS 探针

(DCFH-DA)对不同时间、不同浓度 Mn3O4处理的 MCF-
7 细胞进行染色[31]. 共聚焦显微镜成像记录了细胞内荧

光强度的变化(图 10a, b), 并且利用 Image J 软件对荧光  

 
图 9  MCF-7 与 Mn3O4/DOX@Lip 共孵育 12 h 后的激光共聚焦成像

图. 红色的荧光来自于复合物中的 DOX, 蓝色的荧光来自于 DAPI 染
色的细胞核, 确定复合物在细胞中的位置. 红色标尺为 50 μm  
Figure 9  Confocal microscopy images of MCF-7 cells incubated with 
Mn3O4/DOX@Lip for 12 h. Red fluorescence was from DOX released 
from drug delivery system, and blue fluorescence came from the cell nuclei 
stained by DAPI to local the site of the complex. The red scale bar is 50 
μm  
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图 10  MCF-7 细胞共聚焦成像图, (a)与 20 μg/mL Mn3O4分别共孵育 2, 4, 8 h; (b)与不同浓度 5, 10, 20 μg/mL Mn3O4共孵育 4 h. 绿色荧光来自于

DCFH-DA 探针. 红色标尺为 50 μm, 绿色标尺为 75 μm. 细胞内 DCFH-DA 荧光强度中值(MFI)(c)不同孵育时间; (d)不同 Mn3O4浓度. 使用 Image 
J 分析软件, 每次分析都不少于 40 个细胞  
Figure 10  Confocal microscopy images of MCF-7 cells (a) incubated with 20 μg/mL Mn3O4 for 2, 4, 8 h, respectively; (b) incubated with 5, 10, 20 μg/mL 
Mn3O4 for 4 h, respectively. The green fluorescence came from the DCFH-DA probe. The red scale bar is 50 μm and the green scale bar is 75 μm. Quantitative 
median fluorescence intensity (MFI) of DCFH-DA in cells. Different incubation time (c); different concentration of Mn3O4 (d). Use Image J to analyze at 
least 40 cells each time. 
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强度进行定量分析(图 10c, d). 从共聚焦图和软件分析

结果可知, Mn3O4 与细胞共孵育一定时间后, ROS 探针

荧光强度随着孵育时间和加入的 Mn3O4 浓度的量的增

加而增强, 显示细胞中的 ROS 水平与 Mn3O4 的浓度和

作用时间呈正相关性, 表明 Mn3O4 诱导了 MCF-7 细胞

氧化应激的产生. 

3  结论 

本工作构建了一个基于类芬顿反应的, 对肿瘤微环

境响应的纳米递药体系. 该体系由 Mn3O4 和脂质体构

成. 利用锰元素与抗癌药物 DOX 形成配合物, 将 DOX
吸附在 Mn3O4 表面, 然后在其外部包裹带有 PEG 的酸

敏脂质体(Mn3O4/DOX@Lip)从而构建了纳米递药体系. 
外层的酸敏脂质体可以减少载药粒子在未到达细胞之

前的药物泄露, 并且有利于细胞的内吞. 当肿瘤细胞将

Mn3O4/DOX@Lip 内化后, 肿瘤细胞的弱酸性和较高浓

度 GSH 诱导了 Mn3O4/DOX@Lip 的分解. Mn3O4纳米粒

子分解为 Mn2＋, 水溶性的 Mn2＋可以被排泄到体外, 避
免了不希望的体内积累和长期毒性. 由于Mn3O4纳米粒

子与细胞中的 GSH 反应, 下调了 GSH 浓度, 破坏了原

有的氧化-还原平衡, 增加了 ROS 的含量, 引发氧化应

激; 同步释放具有类芬顿活性的 Mn2＋, 将线粒体产生

的内源性 H2O2 转化为高毒性自由基•OH, 并消耗细胞

内抗氧化剂 GSH 以防止•OH 被清除[32]. 在氧化应激条

件下, 由于肿瘤微环境的抗氧化防御系统的破坏, 增强

了化疗的功效[33-34]. ROS 介导的细胞凋亡与 DOX 介导

的化学疗法的协同效应, 使得治疗效果大大提高. 治疗

过程中体系释放出的 Mn2＋具有潜在的成像功能, 有望

进一步建立一种集同步成像与治疗一体的医疗平台. 

4  实验部分 

4.1  纳米 Mn3O4及脂质体的合成 
参考文献[35], 并做了一些适当的改进, 利用热分解

油酸锰的方法合成锰的氧化物(Mn3O4). 首先合成了油

酸锰复合物. 将 20 mmol MnCl2•4H2O 和 60 mmol 油酸

钠溶解在混合溶剂(30 mL 水, 40 mL 乙醇和 70 mL 正己

烷)中, 磁力搅拌均匀. 将混合物加热至 70 ℃并持续反

应 4 h. 反应结束后, 产物分为水相和有机相两层, 用分

液漏斗将两相分离, 取上层油相, 并用水洗两次. 水洗

后的油相通过蒸发除去有机溶剂, 得到红褐色胶状的

Mn-oleate 前躯体.  
将所得的胶体全部转移到烧瓶中, 室温下溶解在

50 mL 十八烯溶剂中, 进行磁力搅拌并加热到 100 ℃, 
持续 30 min, 再进行程序升温: 按 3 ℃/min 的速率加热

到 150 ℃ , 并在 150 ℃持续加热 30 min; 加热到

200 ℃, 并持续 30 min; 加热到 280 ℃, 并持续 30 min; 
加热到 320 ℃, 并持续 60 min. 当反应温度达到 320 ℃

时, 反应剧烈发生, 开始透明的溶液颜色逐渐由红褐色

逐渐变为橙色, 再变为灰绿色, 最后变为深褐色. 反应

结束, 冷却至室温后, 加入 40 mL 丙酮使产物析出, 离
心得到深褐色的物质.  

参照文献[36-37]的方法, 将油相中的产物置换到水相

中. 称取 600 mg PAA (Mr＝1800)溶于 60 mL 一缩二乙

二醇(DEG)溶剂中 , 磁力搅拌分散均匀 . 溶液加热到

110 ℃时形成了清澈的液体. 将上一个步骤得到的油酸

包裹的锰的氧化物溶解在少量环己烷中, 用注射器缓慢

加入. 这个温度持续 1 h. 将溶液温度升高到 240 ℃, 持
续 2 h. 反应结束后, 冷却至室温, 将乙醇加入到溶液中

得到沉淀. 用乙醇/水(体积比为 1∶1)多次离心洗涤, 再
用蒸馏水离心洗涤, 直到上清液无色, 得到表面用 PAA
改性的 Mn3O4. 65 ℃真空干燥, 得到深褐色固体粉末.  

参照文献[38]的方法制备酸敏脂质体. 将各种脂类

物质按一定的物质的量的比 DOPE ∶ CHEMS ∶

CHOL∶PEG-DSPE＝33∶16∶23∶4.5溶解在氯仿与甲

醇的混合液中(体积比 4∶1), 搅拌分散均匀, 旋转蒸发

除去有机溶剂, 形成一层薄膜. 真空干燥箱过夜除去残

余的溶剂. 用 PBS 缓冲溶液(pH 7.4)超声分散溶解薄膜, 
待用.  

4.2  纳米递药体系 Mn3O4/DOX@Lip 的制备 
DOX 通过如下步骤被吸附到 Mn3O4 纳米颗粒上: 

称取 2 mg Mn3O4 固体样品用水分散, 再加入不同体积

的 DOX 储备液(1 mg/mL)配制成一系列浓度的溶液(50, 
100, 150, 200, 250 μg/mL)摇床震荡过夜, 180 r/min. 离心

取上清液检测其紫外吸光度. DOX 的负载量可以依据

DOX 标准曲线进行定量计算所得.  
将负载药物的 Mn3O4 纳米粒子(Mn3O4/DOX)分散

在脂质体的溶液中, 超声、温和搅拌过夜. 离心处理后

可得到脂质体包裹的负载药物的 Mn3O4 复合物

(Mn3O4/DOX@Lip).  

4.3  药物释放的研究 
为了研究在肿瘤细胞内的微环境对药物释放的影

响, 我们进行了不同 pH 值和不同浓度的谷胱甘肽条件

下药物释放实验. 取一定量的 Mn3O4/DOX 粒子分别分

散在 100 μL pH＝7.4 和 pH＝5.0 两种缓冲溶液中, 放入

摇床中, 室温, 180 r/min, 24 h 后离心收集上清液. 另取

一定量的 Mn3O4/DOX 在室温下, 分散在 100 μL 含不同

浓度的 GSH (1, 5, 10, 20 μmol/mL)中, 放入摇床中, 180 
r/min, 24 h 后离心收集上清液 . 称取一定量的

Mn3O4/DOX 分别分散在 100 μL 含 GSH 10 μmol/mL 的

醋酸缓冲液(pH＝5.0)和 PBS 缓冲溶液(pH＝7.4), 室温

下放入摇床, 180 r/min. 在多个预设时间间隔离心收集

上清液, 再加入等体积的含GSH的缓冲液. 将收集的上

清液通过紫外可见光谱在 480 nm 波长处进行定量分析, 
得到 DOX 的释放量.  
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4.4  类芬顿反应产生•OH 的研究 
我们用亚甲基蓝(methylene blue)作为指示剂, 监测

了细胞外•OH 的产生. 将 Mn3O4 (1 mg/mL)分散在含有

GSH (10 μmol/mL)的缓冲液(pH＝5.0)中. 室温下, 在摇

床中振荡 4 h. 离心取上清液加入 100 μmol/L H2O2和 8 
μg/mL 亚甲基蓝溶液后, 用 UV-Vis 分光光度计监测样

品在 665 nm 处的吸收.  

4.5  细胞的培养和细胞活性检测 
实验中使用的 MCF-7 细胞购于凯基生物. MCF-7 

细胞用 DMEM (Dulbecco's modified eagle medium)完全

培养基(含体积分数为 10%的胎牛血清和青霉素-链霉

素)在 37 ℃, CO2 体积分数为 5%的培养箱中体外培养. 
通过 MTT 方法测试空白材料以及不同载药剂型对细胞

的毒性. 在细胞对数生长期, 用胰酶消解细胞, 收集. 
将细胞接种在 96 孔板中(密度为 104 个/孔), 24 h 孵育后, 
加入含有不同浓度的游离的 DOX, Mn3O4/DOX 和

Mn3O4/DOX@Lip 的新鲜培养基代替原上清液. 共孵育

48 h 后, 将原培养基弃去, 加入 100 μL 含有 MTT (0.5 
mg/mL)的新鲜培养基, 再孵育 4 h. 然后加入 100 μL 二

甲亚砜(DMSO)代替原始培养基, DMSO 溶解 96 孔板中

的紫色晶体, 用全波长扫描多功能读数仪读取 490 nm 
处的吸光度, 与对照组数据比较, 得到细胞的存活率.  

为了研究 MCF-7 细胞的具体凋亡状态, 我们又进

行 Annexin V-FITC/PI 双重染色实验, 以比较不同剂型

诱导的细胞凋亡率和坏死率. 将 MCF-7 细胞接种到六

孔板中, 密度为 2×105个/孔, 在 37 ℃, 体积分数为 5%
的 CO2 下孵育 24 h. 弃去原培养液, 向六孔板中添加含

一定浓度(DOX 3 μg/mL, Mn3O4 60 μg/mL)的不同药物剂

型的新鲜培养液, 共孵育 16 h. 收集细胞, 离心和洗涤

后, 加入 Annexin V-FITC (5 μL)和 PI (5 μL)染色, 放置

黑暗处15 min, 然后使用流式细胞仪测量FL1-H和FL3-
H 通道的荧光强度.  

4.6  共聚焦显微镜成像 
纳米载体在细胞内的传输和药物释放过程可以通

过共聚焦成像观察. 将 MCF-7 细胞接种在共聚焦皿中, 
细胞贴壁后与 Mn3O4/DOX@Lip 共孵育, 用 PBS洗涤细

胞两次后用 DAPI 染色定位, 通过共聚焦显微镜进行成

像, 收集荧光信号. 观察从分解的 Mn3O4 中逐渐释放出

的 DOX 荧光以及细胞核的位置.  
为了测量细胞内 ROS 的含量, 使用 ROS 活性氧检

测试剂盒. 标记了二氯二氢荧光素的二乙酸酯(DCFH-
DA)探针可以被细胞内 ROS 氧化为具有荧光的二氯荧

光素(DCF). MCF-7 细胞被接种在共聚焦皿中, 细胞贴

壁后与不同浓度的 Mn3O4/DOX@Lip, 经历不同时间共

孵育, 将它们用 PBS 冲洗, 然后加入含有 DCFH-DA(10 
mmol/L)的无血清的新鲜培养基再孵育 20 min, 用 PBS
冲洗后用共聚焦显微镜观察其荧光, 并用 Image J 软件

对荧光强度进行定量分析.  
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