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硼碳氮纳米管的制备及靶向递送 

阿霉素的抗肿瘤性能 
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武汉  430074） 

摘要：通过改进固相合成法制备了硼碳氮纳米管（BCNNTs），并利用 XRD、FTIR 和 SEM 对其进行了表征。然

后，采用叶酸（FA）对 BCNNTs 进行功能化修饰，用于负载阿霉素（DOX），构建了 FA-BCNNTs-DOX 靶向给

药系统，并评价了该载药系统的抗肿瘤效果。结果表明，DOX 有效负载到 BCNNTs 和 FA-BCNNTs 上，其负载

量分别为 67.33 和 87.11 mg/g。与 DOX 和 BCNNTs-DOX 相比，FA-BCNNTs-DOX 能引起更多的人乳腺癌

MDA-MB-231 细胞死亡，这归因于在叶酸受体介导的内吞作用下，MDA-MB-231 细胞对 FA-BCNNTs-DOX 的

摄取能力得到明显提高。在肿瘤细胞酸性条件下，FA-BCNNTs-DOX 释放 DOX，DOX 在细胞核内逐步积累，

从而产生优异的抗肿瘤效果。 
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Boron carbonitride nanotubes for targeted delivery of DOX： 

Preparation and antitumor performance 
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（1. School of Materials Science and Engineering, Hainan University, Haikou 570228, Hainan, China; 2. School of Materials 

Science and Engineering, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430074, Hubei, China） 

Abstract: Boron carbonitride nanotubes (BCNNTs) were prepared via an improved solid-state synthesis 

method and characterized by XRD, FTIR and SEM. Then the targeted drug delivery system of 

FA-BCNNTs-DOX was constructed by loading doxorubicin (DOX) into folate (FA) functionalized 

BCNNTs, and analyzed for its anti-tumor performance. The results showed that DOX was successfully 

encapsulated into BCNNTs and FA-BCNNTs with a loading capacity of 67.33 and 87.11 mg/g, respectively. 

Compared with DOX and BCNNTs-DOX, FA-BCNNTs-DOX led to more significant human breast cancer 

MDA-MB-231 cells growth inhibition, which was attributed to the enhanced FA-BCNNTs-DOX uptake 

capacity of MDA-MB-231 cells via folate receptor-mediated endocytosis. Under the acidic environment of 

tumor cells, DOX was released from FA-BCNNTs-DOX, and gradually accumulated in the nucleus, thus 

producing excellent anti-tumor effects. 

Key words: boron carbonitride nanotubes; doxorubicin; folate; targeted delivery; antitumor; functional 

materials 

癌症已严重危及到人类生命，但目前其治疗依

然以化学疗法为主。化疗药物在临床使用时面临了

两大难题：一是化疗药物不能识别特定的肿瘤细胞

且透膜性能不好，导致了其生物利用率低；二是化

功能材料 
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疗药物会对正常细胞引起毒性，产生一系列副作用。

例如：阿霉素（DOX）是一种蒽环类的高效广谱抗

肿瘤抗生素，已广泛应用于治疗各种实体肿瘤[1]。

DOX 对细胞的非特异性毒性导致其在抑制肿瘤细

胞生长的同时会对正常的细胞造成严重的损伤，特

别是在长期服用后会后对心脏、大脑、肾脏等产生

严重的毒副作用，甚至出现耐药性，这些缺陷极大

地限制了 DOX 在临床上的应用[2-3]。 

为了解决这一问题，研究者采用纳米材料作为

DOX 的递送载体，并对载体进行功能化修饰，构建

的纳米载药系统有助于提高 DOX 利用率的同时减

弱其毒副作用 [4-5]。其中，碳纳米管（CNTs）和氮

化硼纳米管（BNNTs）因其特殊的性质（如大的比

表面积、强的细胞摄取能力、实体瘤的高通透性和

滞留效应以及容易与化疗药物结合等）已成为具有

吸引力的药物载体[6-8]。ALI-BOUCETTA 等[9]研究了

分散在 Pluronic F127 中的 DOX-MWCNT（多壁碳

纳米管）超分子复合物对人乳腺癌细胞（MCF7）的

体外细胞毒性，与游离 DOX 和 DOX-Pluronic F127

配合物相比，非共价 DOX-MWCNT 配合物具有更

高的细胞毒性。LIU 等[10]开发了一种聚乙二醇功能

化单壁碳纳米管（SWCNT）负载 DOX 的给药系统

SWCNT-DOX，与游离 DOX 相比，SWCNT-DOX 中

的 DOX 循环半衰期延长了近 10 倍，肿瘤对 DOX

摄取量增加了一倍。JI 等[11]利用壳聚糖（CHI）修

饰的 SWNT 构建了一种可控载/释放 DOX 的新型给

药体系，其能有效杀伤肝癌细胞 SMMC-7721，较好

抑制肝癌裸鼠生长。EMANET 等[12]证明了 BNNTs

是一种潜在的含芳香环的化疗药物（如 DOX）的有

效载体，可提高药物的治疗效率，减少其副作用。

硼氮碳纳米管（BCNNTs）作为 CNTs 和 BNNTs 的

结构类似物，也具有许多优异的物化性质[13-14]，可

以通过强酸（如硝酸）氧化等方法在 B 位点、C 位

点和 N 位点分别引入—OH、—COOH 和—NH2 基

团，这有利于纳米管表面的功能化，提高纳米管的

分散性和载药量，从而使 BCNNTs 有望成为一种良

好的药物载体。 

目前，BCNNTs 的制备方法主要有电弧放电法、

激光蒸发法、化学气相沉积法、模板法、热解法、固

相合成法。其中，固相合成法通常采用碳源、硼源

（如硼酸）和氮源（如尿素）作为起始原料并添加

一定量的催化剂，在 N2 或 NH3 氛围中加热反应合

成。MO 等 [15]以无定形硼粉和活性炭粉为原料，

Fe2O3 为催化剂，混合球磨后在 N2/H2 气氛下 650 ℃

还原后，再在 1100 ℃反应 6 h，获得了直径均匀的

BCNNTs。闭晓帆等[16]以活性炭、无定形硼粉、尿

素为原料，九水合硝酸铁为催化剂，先采用共沉淀

法制备出中间体，随后在 N2 下 800 ℃退火 1 h，并

在 NH3 下 1200 ℃反应 3 h 获得了表面光滑的竹节

状 BCNNTs。曹利华等[17]以硼粉和氯化铁为原料，

在 NH3 氛围下升温至 1000 ℃，用 N2 通入乙醇带入

碳源，升温至 1200 ℃保温 3 h，获得竹节状 BCNNTs。

LI 等[18]发现，在 N2/H2 混合气流下加热球磨后的无

定形硼粉和活性炭的混合粉末及少量 Fe2O3，在反应

温度 1000 ℃时，主要形成竹节状 BCNNTs，当温

度升至 1100 ℃时，竹节状和准中空状 BCNNTs 共

存，而当温度进一步升高至 1200 ℃时，则为中空

BCNNTs。综上，固相合成法虽然合成工艺较为简

单，但是产物不纯，通常容易夹杂催化剂颗粒，需

要对产物进行提纯处理。 

为了提高 DOX 的治疗效率，降低 DOX 在癌症

治疗中引起的副作用和耐药性，本文拟以硼粉为原

料、ZnO 和 Fe2O3 为催化剂、N2 为氮源、无水乙醇

为碳源，在高温 N2、乙醇蒸气和 H2 混合气氛下采

用改进的固相合成法来合成 BCNNTs；接着，用浓

硝酸对 BCNNTs 改性；然后，采用叶酸（FA）靶向

修饰 BCNNTs 形成 FA-BCNNTs；最后通过 π-π相互

作用将 DOX 负载在 FA-BCNNTs 上，得到纳米复合

物人乳腺癌（FA-BCNNTs-DOX），以实现靶向给药的

目的。选用 MDA-MB-231 细胞为肿瘤模型，考察 FA- 

BCNNTs-DOX 的体外抗肿瘤活性。以期 BCNNTs 可

作为一种优异的纳米药物载体，应用在生物医学领域。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

无定形硼粉，丹东化工研究所；ZnO、Fe2O3，

AR，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；盐酸阿霉

素（DOX•HCl）、缓冲液（Hepes），北京索莱宝科

技有限公司；FA、N-(3-二甲基氨基丙基)-N'-乙基碳

二亚胺盐酸（EDC•HCl）、4-(N,N-二甲基氨基吡啶)

（DMAP），AR，上海麦克林生化科技股份有限公

司；磷酸盐缓冲液（PBS），武汉塞维尔生物科技有

限公司；胎牛血清（FBS），浙江天杭生物科技有限

公司；DMEM 培养基，赛默飞世尔科技(中国)有限

公司；双抗（青霉素/链霉素）、4',6-二脒基-2-苯基

吲哚（DAPI）、细胞计数试剂盒（CCK8）、钙黄绿

素/碘化丙啶双染试剂（Calcein AM/PI），上海碧云

天生物科技有限公司；无水乙醇（C2H5OH）、浓盐

酸（HCl，质量分数 37.5%）、浓硝酸（质量分数 65%），

西陇化工有限公司；N2/H2 混合气体（H2 体积分数

为 15%），海南金厚气体公司。 

BK-FD10S 台式真空冷冻干燥机，山东博科生

物产业有限公司；S-4800 扫描电子显微镜，日本

Hitachi 公司；SmartLab 型 X 射线衍射仪，日本理学
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株式会社；Frontier 傅里叶变换红外光谱仪，美国

Perkin Elmer 仪器有限公司；Evolution 220 紫外-可

见分光光度计、Nanodrop 2000C 微量紫外-可见分光

光度计、CountessⅡ细胞计数仪（配备 EVOSTM 光

立方），美国 Thermo Fisher Scientific 公司；WJ-2 二

氧化碳细胞培养箱，上海跃进医疗器械有限公司；

Spark 多功能酶标仪，瑞士 Tecan 公司；DMi8 全自

动倒置微分干涉显微镜，德国 Leica 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  BCNNTs 的合成 

将 2.50 g（0.23 mol）硼粉、28.23 g（0.35 mol）

ZnO 和 1.85 g（0.0115 mol）Fe2O3 分散在 50 mL 无

水乙醇中，搅拌混合均匀后转移至 80 ℃真空干燥

箱中干燥 24 h 后，充分研磨得到混合物料约 32 g。

称取 0.8 g 混合物料置入管式炉中，在 N2/H2 混合气

体（H2 体积分数为 15%）中以 10 ℃/min 的速率程

序升温至 650 ℃，并在该温度下保温 1 h；然后继

续以 10 ℃/min 升温到 1150 ℃，立即将 N2/H2 混合

气体通过鼓泡的方式将无水乙醇带入到管式炉中进

行反应，整个过程中气体流量均为 50 mL/min。在

1150 ℃保温 0.5 h 后关闭加热使其自然降温，待管

式炉冷却至室温，得到黑色蓬松丝绒状产物，质量

约为 200 mg。 

1.2.2  FA-BCNNTs 的合成 

采用 FA 对 BCNNTs 进行修饰使其具有靶向性。

首先，称取 100 mg BCNNTs 样品，加入到 100 mL

硝酸中，在室温下超声分散 6 h，在 1.5×104 r/min

转速下进行离心分离，将沉淀反复用去离子水清洗

至中性，然后在台式真空冷冻干燥机–50 ℃下冷冻

干燥 24 h，得到含有羟基修饰的 BCNNTs（记为

BCNNTs-OH）。接着，将 20 mg（0.045 mmol）FA

溶于 20 mL 去离子水中，并将 20 mg（0.104 mmol）

EDC•HCl 和 40 mg（0.327 mmol）DMAP 加入到 FA

溶液中磁力搅拌 1 h，使 FA 活化。然后，将 20 mg 

BCNNTs-OH 加入到该混合液中继续搅拌 12 h，1.5× 

104 r/min 下离心分离 30 min，收集沉淀，并用去离

子水反复洗涤沉淀以除去未反应完全的 FA。最后，

在–50 ℃下冷冻干燥 24 h，得到 FA-BCNNTs。 

1.2.3  DOX 的负载 

FA-BCNNTs-DOX 的制备示意图如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  FA-BCNNTs-DOX 的制备示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of preparation of FA-BCNNTs-DOX 

首先，将 5.3 mg（9 μmol）DOX•HCl 溶解于 10 

mL PBS（pH=7.4）中；然后，将 20 mg FA-BCNNTs

和 20 mg BCNNTs 分别加入到 2.5 mL DOX 溶液中，

并置于 37 ℃恒温摇床中振荡 30 h，使 DOX 与

BCNNTs 充分结合；随后，将混合液以 1.5×104 r/min

的转速离心分离 15 min，并用 PBS（pH=7.4）洗涤

沉淀 3 次除去游离的 DOX，收集每次离心后的上清

液，用于后续计算 DOX 负载量，沉淀置于 4 ℃冰

箱中保存，得到负载 DOX 的纳米复合物 BCNNTs- 

DOX 和 FA-BCNNTs-DOX。DOX 在 BCNNTs 或者

FA-BCNNTs 上的负载量按式（1）计算： 

 

0 1=
m m

L
m



 
（1） 

式中：L 为 DOX 的负载量，mg/g；m0 为 DOX 的初始

质量，mg；m1 为游离 DOX 的质量，mg；m 为 BCNNTs

（或 FA-BCNNTs）的质量，g。 

1.3  表征方法与性能测试 

采用扫描电子显微镜对 BCNNTs 的形貌进行表

征。通过 X 射线衍射仪采集 BCNNTs 的 XRD 谱图，

Cu 靶（λ=0.1546 nm），扫描范围 10°~80°，扫描速率

5 (°)/min。采用紫外-可见分光光度计测试 DOX、

BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 的 UV-Vis 吸收

光谱。采用微量紫外-可见分光光度计测试不同浓度

DOX 在 488 nm 的吸光度。使用 KBr 压片法采用傅

里叶变换红外光谱仪测试 BCNNTs、FA-BCNNTs、

BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs-DOX 的 FTIR 谱图。 

1.4  细胞培养 

以人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞为实验对象进

行体外细胞实验。细胞采用完全培养液进行培养，

然后置于含有体积分数为 5% CO2的 37 ℃细胞培养

箱中进行培养。完全培养液由 DMEM 添加体积分数

为 10% FBS、体积分数为 1%双抗（青霉素/链霉素）

以及体积分数 1% Hepes 配制而成。当细胞贴壁生长

密度> 75%以后进行传代培养。 

1.5  抗肿瘤性能测试 

1.5.1  细胞摄取 

采用全自动倒置微分干涉显微镜观察 MDA-MB- 

231 细胞对 DOX、BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs- 

DOX 的摄取情况。具体步骤为：将 MDA-MB-231

细胞接种在 6 孔板上，每孔细胞数量为 4×105 个，

培养 24 h 后分别加入 DOX、BCNNTs-DOX、

FA-BCNNTs-DOX（DOX 等效质量浓度为 10 mg/L）

孵育 4 h；然后用 DAPI 染色 15 min，并用 PBS

（pH=7.4）洗涤 3 次；最后用全自动倒置微分干涉

显微镜对细胞进行成像。 

为了进一步研究 FA 介导的主动靶向作用，设

计了游离的 FA 对 FA-BCNNTs-DOX 的竞争性抑制
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实验。用不同浓度（0、10、20 μmol/L）的游离 FA

预处理 MDA-MB-231 细胞 1 h；然后，加入 FA- 

BCNNTs-DOX（DOX 质量浓度为 1 mg/L）孵育 4 h，

加入 DAPI 染色 15 min 后用 PBS（pH=7.4）洗涤 3 次，

最后采用全自动倒置微分干涉显微镜观察并成像。 

1.5.2  细胞活力测定 

采用 CCK8 测定体外细胞活力。将 MDA- 

MB-231 细胞接种于 96 孔板中（n=3），每孔细胞数

量为 5×104 个。培养 24 h 后，分别加入不同质量浓

度（10、20、50、100、200 mg/L）的 FA-BCNNTs

和含不同 DOX 质量浓度（0.1、0.2、0.4、0.8、1.0 mg/L）

的 DOX、BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs-DOX。将细

胞分别培养 24、48、72 h 后，去掉培养基，重新加

入 100 μL 含有体积分数为 10% CCK8 溶液的培养基

（不含 FBS），放回细胞培养箱继续孵育 2 h 后用多

功能酶标仪读取 96 孔板每个孔在 450 nm 处的吸光

度（OD450），根据式（2）计算细胞活力： 

 1 0

0

/%= 100
A A

V
A


  （2） 

式中：V 为细胞活力，%；A0 为不加入任何材料或药

物的对照组的吸光度；A1 为实验组的吸光度。 

采用活/死染色测定细胞活力。将 MDA-MB-231

细胞接种在细胞培养皿中（n=3），每个皿中细胞数

量为 2×105 个，培养 24 h；接着，分别加入质量浓

度为 800 mg/L的DOX、BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs- 

DOX，继续培养 48 h；然后，用胰蛋白酶将细胞消

化，并用 PBS（pH=7.4）离心洗涤 3 次，最后 1 次

离心后用 100 μL PBS（pH=7.4）重悬；最后，将

Calcein-AM（1 μL）和 PI（1 μL）同时加入细胞悬

液中，染色 15 min 后，每个样品取 10 μL 加入到细

胞计数板中，通过细胞计数仪对细胞进行成像。 

1.5.3  体外释放实验 

配制 pH=4.5 和 7.4 的 PBS 模拟肿瘤细胞和正常

细胞的生理液环境。分别取 0.2 mL BCNNTs-DOX

和 FA-BCNNTs-DOX（质量浓度为 1 mg/L）悬浮液，

以 1.5×104 r/min 转速离心 15 min 去除上清液；再用

0.4 mL pH=4.5 和 7.4 PBS 进行重悬，将样品编号并

置于 37 ℃的恒温摇床避光振荡，每隔一定时间离

心 10 min，每个样品均取 100 μL 上清液到新离心管

内，并重新补充 100 μL 相对应 pH 的新鲜 PBS，继

续在恒温摇床上避光振荡。释放 96 h 后，使用微量

紫外-可见分光光度计测量所有上清液样品在 488 

nm 处的吸光度，根据 DOX 的标准曲线〔式（3）〕，

分析计算 BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 所释放

的 DOX 累积量，最终根据式（4）得到 DOX 的累

积释放率： 

 y=1.20225x–0.03655 (R2=0.9969) （3）  

 
0

/ % 100
x

r
x

   （4） 

式中：x 为释放 t 时刻 DOX 的质量浓度，mg/L；y 为

吸光度；r 为累积释放率，%；x0 为 DOX 的初始质量

浓度，mg/L。 

1.5.4  统计分析 

采用 SPSS 软件进行单因素方差分析（ANOVA）。

结果以“均值±标准偏差”表示。当 P<0.05 时，为

数据间具有显著性差异（*）。 

2  结果与讨论 

2.1  BCNNTs 的表征 

对 BCNNTs 进行了 XRD、FTIR 和 SEM 测试，

结果见图 2 和图 3。 
 

 
 

图 2  BCNNTs 的 XRD（a）及 FTIR（b）谱图 
Fig. 2  XRD pattern (a) and FTIR spectrum (b) of BCNNTs 

 

 
 

图 3  BCNNTs 的 SEM 图 
Fig. 3  SEM images of BCNNTs 

 

由图 2a 可见，在 2θ=26.2°和 43.2°处存在两个

特征衍射峰分别对应于 BCNNTs （ JCPDS No. 

53-0047）的(002)和(100)晶面[16]，且未观察到其他

杂峰。由图 2b 可见，在 3416、2925、1391、792 cm–1



·1298· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 40 卷 

 

处出现的吸收峰分别归属于 O—H、C—H 和 B—N

键的伸缩振动以及 B—N—B 的弯曲振动，表明

BCNNTs 的成功合成。由图 3a 和 b 可以发现，

BCNNTs 表面有大量的纳米管生成，且纳米管的表

面光滑，直径大约为 320 nm。 

2.2  FA-BCNNTs-DOX 的合成 

对 FA、BCNNTs、BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs-DOX

进行了 UV-Vis 和 FTIR 测试，结果见图 4。 
 

 
 

图 4  样品的 UV-Vis 吸收（a、b）及 FTIR 谱图（c） 
Fig. 4  UV-Vis adsorption spectra (a, b) and FTIR spectra 

(c) of samples 
 

由图 4a 可见，相比于 BCNNTs，FA-BCNNTs- 

DOX 在 280 nm 处出现了吸收峰，这归属于 FA 的特

征吸收峰，表明 FA 成功修饰到 BCNNTs 上。经浓

硝酸氧化，BCNNTs 产生了极性基团，能够通过酯

化反应与 FA 结合，形成 FA-BCNNTs 复合物[19]。在

图 4b 中，游离 DOX 的吸收峰位于 233、252、488 nm

处，复合物 BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 均

在 488 nm 附近存在一个很强的肩峰，在 233 和 252 nm

附近也出现了吸收峰，这归属于 DOX 的特征吸收

峰。但相比于游离的 DOX，复合物 BCNNTs-DOX

和 FA-BCNNTs-DOX 中 DOX 的特征吸收峰分别红

移至 493 和 510 nm 处，这是由于 BCNNTs 与 DOX

之间的 - 堆积[20]和疏水作用导致[21]。 

为了研究 DOX 在 BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs- 

DOX 上的负载量，绘制了 DOX 在 488 nm 处的标准

吸收曲线〔式（3）〕。根据计算可以得出，DOX

在 BCNNTs 和 FA-BCNNTs 的负载量分别为 67.33

和 87.11 mg/g。经过 FA 修饰后 BCNNTs 对 DOX 的

负载量明显增大，这可能是由于 FA 的修饰增加了

纳米管的负电荷和分散性，促进了溶液中 BCNNTs

与 DOX 之间的静电相互作用[22]。 

由图 4c 可知，BCNNTs、FA-BCNNTs、BCNNTs- 

DOX、FA-BCNNTs-DOX 4 种物质均约在 794、1383、

2925 cm–1 处存在吸收峰，分别对应于 B—N—B 的

弯曲振动、B—N 键的伸缩振动、C—H 键的拉伸振

动。对于 FA-BCNNTs，在 1647 cm–1 处有一个吸收

峰，归属于 CO—NH 基团中 N—H 键的弯曲振动，

表明 BCNNTs 上成功嫁接了 FA。在 FA-BCNNTs- 

DOX 和 BCNNTs-DOX 中，由于 BCNNTs 的含量

远远超过了 DOX，因此无法观察到 DOX 的红外

特征吸收峰。UV-Vis 吸收光谱和 FTIR 结果都表

明，BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 已成功构筑。 

2.3  细胞活力测定 

载体的生物相容性是药物递送系统一个重要性

能。采用 CCK8 法测定 FA-BCNNTs 的生物相容性

及体外抗肿瘤作用，结果如图 5 所示。 
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误差线表示标准偏差（n=3） 

图 5  不同质量浓度的 FA-BCNNTs 处理后 MDA-MB-231

细 胞 活 力 （ a ）； 不 同 质 量 浓 度 的 DOX 、

BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 分别处理 24 h

（b）、48 h（c）、72 h（d）后 MDA-MB-231 细胞

活力 
Fig. 5  Viability of MDA-MB-231 cells treated with 

different mass concentrations of FA-BCNNTs (a); 
Viability of MDA-MB-231 cells treated with 
different mass concentrations of DOX, BCNNTs- 
DOX and FA-BCNNTs-DOX for 24 h (b), 48 h (c), 
72 h (d) 

 

由图 5a 可知，MDA-MB-231 细胞在质量浓度

高达 200 mg/L 的 FA-BCNNTs 中孵育 72 h 后，其细

胞活力也没有明显的变化，表明 FA-BCNNTs 是一

种安全的药物递送载体。 

图 5b~d 分别展示了在不同时间和质量浓度的

影响下，DOX、BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX

对 MDA-MB-231 细胞的毒性。结果表明，DOX、

BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 均能明显降低

细胞活力，且表现出了时间和剂量依赖性。但在相

同剂量的 DOX 作用下，DOX、BCNNTs-DOX 和

FA-BCNNTs-DOX对 MDA-MB-231细胞却表现出不

同的毒性。由图 5b 可见，在孵育初始阶段，

BCNNTs-DOX 比 DOX 能够引起更多的细胞死亡，

这可能是细胞对低质量浓度游离的 DOX 摄取量少

且会被快速排除到细胞外 [18]。然而，FA-BCNNTs- 

DOX 表现出了比 DOX 和 BCNNTs-DOX 更低的细

胞毒性，这是由于 DOX 与 FA 之间形成了额外的氢

键，导致 DOX 释放需要一定的时间，使能作用于细

胞的 DOX 量减少，细胞死亡减少[23]。由图 5c、d

可见，随着药物质量浓度的增加以及与细胞共同孵

育时间的延长，FA-BCNNTs-DOX 表现出比 DOX 和

BCNNTs-DOX 更高的细胞增殖抑制能力。质量浓度

为 1600 μg/L 的 DOX、BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs- 

DOX 培养 48 h 后，MDA-MB-231 细胞活力分别降

至 26.22%、22.46%、12.12%；培养 72 h 后分别降

至 13.26%、12.77%、8.74%。结果表明，在 FA 受

体 介 导 的 内 吞 作 用 下 ， MDA-MB-231 细 胞 对

FA-BCNNTs-DOX 的摄取能力得到提高，进入细胞

后的 FA-BCNNTs-DOX 在酸性条件下释放 DOX，在

细胞核内逐步积累，产生优异的抗肿瘤效果[24]。 

采用活/死试剂染色分别测试了 DOX、BCNNTs- 

DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 对 MDA-MB-231 细胞的

毒性，结果见图 6。由图 6 可以看出，加入相同质

量浓度（800 μg/L）DOX 孵育 48 h 后，MDA-MB-231

细胞出现了不同程度的死亡，相比于 DOX 和 BCNNTs- 

DOX，经 FA-BCNNTs-DOX 孵育后，死细胞的比例

大幅度增加，仅有少量细胞存活。说明 FA-BCNNTs- 

DOX 能引起更多的细胞死亡，表现出优异的抗肿瘤

效率。 
 

 
 

绿色代表活细胞；红色代表死细胞 

图 6  分别与 DOX（a）、BCNNTs-DOX（b）、FA-BCNNTs- 

DOX（c）孵育后，MDA-MB-231 细胞的染色结果 
Fig. 6  Staining results of MDA-MB-231 cells after incubation 

with DOX (a), BCNNTs-DOX (b) and FA-BCNNTs- 
DOX (c) 

 

2.4  细胞摄取药物 

采用全自动倒置微分干涉显微镜观察了 MDA- 

MB-231 细胞分别对 DOX、BCNNTs-DOX、FA- 

BCNNTs-DOX 3 种药物的摄取情况，结果如图 7 所

示。由图 7 可见，在与药物共同孵育 4 h 后，3 组细

胞的细胞核周围均出现了不同程度的红色荧光，表明

DOX 在细胞内聚集。其中，DOX 孵育组的细胞仅

能观察到微弱的红色荧光，表明细胞对 DOX 的摄取

量很低。因为 DOX 是以被动扩散的方式进入细胞[25]，

其中一些很容易被 P-糖蛋白排出，造成 DOX 的核积

累量低[26]。与 BCNNTs-DOX 孵育组相比，FA-BCNNTs- 

DOX 孵育组的细胞核内红色荧光更加明亮，表明细

胞对 FA-BCNNTs-DOX 的摄取量更高。由于 FA 配

体的存在，在摄取过程中 FA-BCNNTs-DOX 能够与

MDA-MB-231 细胞膜上的 FA 受体特异性结合，通
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过受体介导的内吞作用，提高了细胞对 FA-BCNNTs- 

DOX 的摄取能力，显示出 FA-BCNNTs 具有靶向递

送药物的能力，有望成为一种良好药物载体。 
 

 
 

图 7  细胞内 DOX、BCNNTs-DOX、FA-BCNNTs-DOX

分布的荧光显微镜图像 
Fig. 7  Fluorescence images of intracellular uptake of DOX, 

BCNNTs-DOX and FA-BCNNTs-DOX 
 

为了进一步证实 MDA-MB-231 细胞对 FA- 

BCNNTs-DOX 的摄取是通过 FA 受体介导的，分别

将不同浓度（0、10、20 μmol/L）的游离 FA 加入到

MDA-MB-231 细胞中，先与细胞孵育 1 h，然后再

加入 FA-BCNNTs-DOX 一起孵育 4 h，采用全自动

倒置微分干涉显微镜观察细胞内 DOX 的含量，结果

见图 8。 
 

 
 

图 8  经 0、10、20 μmol/L 游离 FA 预处理后，MDA-MB- 

231 细胞内摄取的 FA-BCNNTs-DOX 的荧光显微镜

图像 
Fig. 8  Fluorescence images of the uptake of FA-BCNNTs- 

DOX by MDA-MB-231 cells after pretreatment 
with 0, 10, and 20 μmol/L of free FA 

 

由图 8 可以看出，采用游离 FA 预处理后，MDA- 

MB-231 细胞核内红色荧光强度明显减弱，且随着游

离 FA 质量浓度的增加，荧光强度降低得更多。这

是因为，游离 FA 能够先与细胞表面过度表达的 FA

受体特异性结合，从而起到竞争性抑制作用，减弱

了细胞对 FA-BCNNTs-DOX 的摄取能力。该结果进

一步证实 MDA-MB-231 细胞是通过叶酸受体介导

的内吞作用对 FA-BCNNTs-DOX 进行摄取的。FA- 

BCNNTs 能够将 DOX 靶向递送到 MDA-MB-231 细

胞内，提高药物的递送效率，有效避免因 DOX 的非

选择性扩散引起的对正常细胞的损伤。 

2.5  体外释放实验分析 

测试了 BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 在

不同 pH 的 PBS 中释放情况，结果见图 9。pH 为 7.4

的缓冲溶液对应于正常组织中的 pH，而 pH 为 4.5

对应于癌细胞内溶酶体和内涵体中的 pH[27]。由图 9

可见，BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 具有相似

的释放特性。在前 12 h，DOX 从 BCNNTs-DOX 和

FA-BCNNTs-DOX 中快速释放，随后 DOX 的释放速

率相对减缓。并且 DOX 的释放具有 pH 依赖性，在

中性条件下，DOX 的释放量较小；而在酸性条件下，

DOX 的释放量显著增加，这是由于在酸性条件下

DOX 分子上的氨基容易发生质子化，使 DOX 与

FA-BCNNTs、BCNNTs 之间发生疏水相互作用，从

而显著提高了 DOX 的释放速率[25]。此外，对 FA- 

BCNNTs-DOX 来说，在 pH=4.5 和 7.4 条件下释放

96 h 后，DOX 的累积释放率分别约为 66.04%和

18.20%，而 BCNNTs-DOX 则分别为 57.38%、

11.71%。在相同 pH 下，FA-BCNNTs-DOX 的累积

释放率比 BCNNTs-DOX 大。在 FA-BCNNTs-DOX

中，FA 的羧基基团与 DOX 羟基基团之间存在氢键

的相互作用，但由于酸性溶液中 H+的竞争作用，该

氢键作用被明显削弱，导致更多 DOX 的释放[24]。

并且 DOX 在 FA-BCNNTs 上的负载量大于 BCNNTs，

在相同释放条件下，FA-BCNNTs-DOX 能够释放更多

的 DOX。因此，体外释放实验表明，FA-BCNNTs- 

DOX 和 BCNNTs-DOX 均能在癌细胞内实现 DOX

的 pH 响应性释放，这有助于提高 DOX 的生物利用

度，减少其对正常细胞的损伤。 

 

 
 

图 9  BCNNTs-DOX 和 FA-BCNNTs-DOX 分别在 pH=4.5

和 7.4 的 PBS 中 DOX 累积释放率随时间的变化 
Fig. 9  Change of cumulative rate of DOX released from 

BCNNTs-DOX and FA-BCNNTs-DOX with time 
in PBS with pH 4.5 and 7.4, respectively 
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3  结论 

通过改进的固相合成法制备了 BCNNTs，并利

用 FA 修饰 BCNNTs 得到 FA-BCNNTs，用于负载化

疗药物 DOX，构筑了 FA-BCNNTs-DOX 靶向载药体

系。通过研究 FA-BCNNTs-DOX 体外抗肿瘤作用、

进入细胞的方式以及 pH 缓释行为，得出以下结论： 

（1）FA 经酯化反应实现了对 BCNNTs 的修饰， 

FTIR、UV-Vis 分析证实了 FA 已成功修饰到 BCNNTs

上，体外细胞毒性实验表明了 FA-BCNNTs 在质量

浓度高达 200 mg/L 时仍对 MDA-MB-231 细胞无毒，

这意味着 FA-BCNNTs 作为药物载体有非常好的应

用前景； 

（2）DOX 通过非共价的 - 堆积和疏水作用负

载在 BCNNTs 和 FA-BCNNTs 上，其负载量分别为

87.11 和 67.33 mg/g，FA 的存在可以提高 BCNNTs

的载药量以及分散性； 

（3）体外细胞毒性实验表明，FA-BCNNTs-DOX、

BCNNTs-DOX 和 DOX 均能使 MDA-MB-231 细胞活

力明显降低，且都表现出了时间依赖性和剂量依赖

性。其中，FA-BCNNTs-DOX 的体外抗肿瘤活性显

著高于 BCNNTs-DOX 和 DOX； 

（4）FA-BCNNTs-DOX 以 FA 受体介导的方式

内化到癌细胞内部，通过靶向递送可以提高药物的

递送速率，减少药物剂量，使药物聚集在癌细胞处； 

（5）体外释放实验表明，FA-BCNNTs-DOX、

BCNNTs-DOX 具有 pH 响应性释放特点，避免了

DOX 非选择性扩散对正常细胞的损伤，提高了药物

的治疗效果和生物利用度。因此，FA-BCNNTs-DOX

靶向给药系统的构建能有效提高抗肿瘤药物 DOX

的治疗效率。 
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