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前言
癌症常规治疗策略主要有手术、化疗和放疗，但是疗效局

限性、药物毒副作用及耐药性等仍是治疗过程中面临的巨大挑
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双重响应二硫化钼纳米载药体系的制备及其性能研究 *
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摘要目的：制备肿瘤微环境响应释放的靶向二硫化钼纳米载药体系，并评价其载药量和释药性能。方法：以水热法合成的MoS2纳

米片为基底，利用MoS2纳米片上的 S空缺位点连接硫辛酸聚乙二醇羧酸，然后通过酰胺反应连接精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸

（RGD）靶向分子，再连接上交联剂 3- (2-吡啶二硫代) 丙酸 N-琥珀酰亚胺酯（SPDP），得到药物载体 MoS2-PEG-RGD-SPDP

（MPRS），MPRS进一步与巯基化的阿霉素（DOX）反应，形成MPRS-DOX纳米载药体系。通过透射电子显微镜（TEM），X-射线光

电子能谱仪（XPS）以及纳米粒度电位仪对合成的材料进行表征；利用紫外可见分光光度计测试MPRS的载药性能，采用荧光分光

光度计考察MPRS-DOX的释药性能。结果：成功合成MPRS-DOX纳米载药体系，其粒径大小在 200 nm左右，Zeta电位为+28.2 mV；

其载药效率为 86.8%，载药量为 53.5%。体外释药实验表明，在 10 mM谷胱甘肽（GSH）和 pH=5.5的条件下 DOX释放量最多。结

论：成功制备了粒径合适的MPRS-DOX纳米载药体系，MPRS-DOX具有 GSH和 pH双重响应性，可实现预期的模拟肿瘤微环境

内控制释放药物。这种 GSH和 pH双重响应的纳米载药体系为新一代刺激响应型纳米载药系统的构建提供了新的思路。
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Preparation and Properties of Dual Response MoS2 Nanodrug
Loading System*

A targeted MoS2 nanodrug loading system that responds to the tumor microenvironment was prepared, and

its drug loading and drug release performance were evaluated. Based on the MoS2 nanosheets synthesized by hydrothermal

method, the S vacant sites of the MoS2 nanosheets were used to connect lipoic acid polyethylene glycol carboxylic acid, which was

combined to the Arg-Gly-Asp (RGD) targeting molecule by amide coupling reaction. Succinimidyl 3- [2-pyridyldithio] propionate

(SPDP), a linker was then chemically binding to the precedingly prepared composite material, forming the nanocarrier,

MoS2-PEG-RGD-SPDP (MPRS). Further, thiolated doxorubicin (DOX) was tethered to the as-prepared nanocarrier, ultimately producing

the nanodrug, MPRS-DOX. The synthesized materials were characterized by transmission electron microscope (TEM), X-ray

Photoelectron Spectrometer (XPS) and nano-particle potentiometer; The drug loading performance of MPRS was tested by ultraviolet

visible spectrophotometer, and the drug releasing performance of MPRS-DOX was investigated by fluorescence spectrophotometer.

The MPRS-DOX nanodrug-loading system was successfully synthesized. Its particle size was about 200 nm, and its Zeta

potential was +28.2 mV; In addition, its drug-loading efficiency was 86.8%, and its drug-loading amount was 53.5%. In vitro drug release

experiments showed that DOX release volume was the highest under the conditions of 10 mM Glutathione (GSH) and pH=5.5.

With appropriate particle size, MPRS-DOX nanodrug delivery system is successfully prepared. Furthermore, MPRS-DOX

has dual responsiveness of GSH and pH, which can realize the expected controlled drug release in simulated tumor microenvironment.

This dual-response nanodrug system of GSH and pH provides a new idea for the construction of a new generation of stimuli-responsive

nano-carrier system.
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战，目前癌症仍然是导致人类死亡的主要原因之一[1-4]。近年来，

纳米技术在提高癌症药物疗效方面显示出前所未有的优势[5]。

其中，二硫化钼作为一种新型的二维材料备受人们的关注[6-8]。

二硫化钼不仅具有较大的比表面积，而且其组成元素Mo是细

胞中几种酶的必需微量元素，S是一种常见的生物元素[9，10]。因

此，MoS2在生物医药领域的应用具有巨大的潜力。

阿霉素（DOX）具有抗瘤谱广，疗效强的特点。但是，由于

DOX在使用时会引起严重的毒副作用，长期使用还会导致耐

药性[11-14]。因此，可在特定区域实现定点释放药物的智能纳米复

合物逐渐引起研究者们的兴趣，如开发可刺激响应的药物载

体[15，16]。目前，环境刺激响应的纳米载药体系在肿瘤病理环境刺

激，如温度[17-19]、酶[20]、酸度[21，22]和氧化还原条件[23，24]，响应纳米载

药体系可在病灶部位有效释放其加载的治疗药物。肿瘤细胞中

谷胱甘肽的浓度在 1～10 mM之间，比细胞外循环和体液中谷

胱甘肽的浓度（2～10 M）高出 500～1000倍[25，26]。利用这一区

别，设计二硫键连接 DOX的纳米载药体系逐渐被应用于生物

医药的研究，该共价载药方法与通过静电吸附 DOX的载药方

法相比，前者可减少药物在运输过程中的泄露。为了提高 DOX

在肿瘤部位的聚集实现高效杀死肿瘤细胞的目的。RGD是一

种靶向分子，可特异性识别 琢淄茁3整合素受体[27，28]，因此，增加

靶向分子为纳米载药体系提供了指引的作用，使纳米载药体系

与肿瘤细胞特异性结合从而提高治疗效果。

本文设计了一种靶向MoS2纳米载药体系，以MoS2纳米

片为基底，硫辛酸聚乙二醇羧酸（LA-PEG-COOH）为接枝连接

靶向分子 RGD，之后连接上 SPDP，得到 MoS2-PEG-RGD-

SPDP（MPRS）纳米载体。最终通过共价键合 DOX 得到

MPRS-DOX纳米载药体系，并研究其载药量及释药性能。

1材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 钼酸铵·四水、硫脲、硫辛酸 -聚乙二醇 -羧酸

（LA-PEG-COOH）（相对分子质量为 5000）、精氨酸 -甘氨酸 -

天冬氨酸（RGD）、3-（2-吡啶二硫代）丙酸 N-琥珀酰亚胺酯

（SPDP）、盐酸阿霉素、谷胱甘肽（还原型），购自阿拉丁试剂上

海有限公司。EDTA，购自索莱宝生物科技有限公司。

1.1.2 实验仪器 十万分之一电子分析天平，美国梅特勒 -多

利多仪器（上海）有限公司；超声波清洗机，昆山市超声仪器有

限公司；超纯水机，成都越纯科技有限公司；透射电子显微镜

（TEM），日本电子株式会社；X-射线光电子能谱，赛默飞世尔

科技有限公司；Zetasizer Nano ZS纳米粒度电位仪，英国马尔文

仪器有限公司；紫外 -可见分光光度计，日本岛津仪器有限公

司；荧光分光光度计，美国安捷伦公司；高速离心机，上海湘仪

离心机仪器有限公司；磁力搅拌器，艾卡（广州）仪器设备有限

公司；冷冻干燥机,北京博医康实验仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 MoS2的制备 MoS2纳米片的制备参考文献[29，30]中的制

备方法，将 2.336 g钼酸铵·四水和 5.057 g硫脲溶解在 70 mL

的去离子水中，并用超声助溶形成均相溶液。将得到的均相溶

液置于 100 mL内衬为聚四氟乙烯的不锈钢反应釜中，在 200℃

烘箱中反应 10 h。反应结束后，冷却至室温，在 12500 rpm下离

心 20 min，弃去上清液，重复清洗 4次，最后用去离子水分散，

超声处理 8 h，4500 rpm离心 10 min后，取上清液，除去底部大

尺寸的二硫化钼，将得到的上清液用透析袋（8000-14000 Da）

除杂，即可得到二硫化钼纳米片分散液。

1.2.2 MoS2-PEG（简称MP）的制备 参考文献[31]的方法：称取

50 mg LA-PEG-COOH粉末加入 0.25 mg/mL 20 mL的MoS2分

散液中，超声处理 30 min，搅拌 24 h后，透析杂质，得到的 MP

分散液。

1.2.3 MoS2-PEG-RGD（简称 MPR）的制备 参考文献 [32]的制

备方法，称取 96 mg EDC加入 17.5 mL 1.60 mg/mL的MP分散

液，避光搅拌 20 min，加入 80.5 mg NHS，避光搅拌 1 h，之后加

入 400 滋L 12.5 mg/mL RGD溶液，避光搅拌 24 h，停止搅拌后

以 12500 rpm离心 10 min，重复清洗 3次，透析除杂，得到

MPR分散液。将部分分散液冷冻干燥得到固体的MPR储存备

用，其余的MPR密封放置于 4℃冰箱保存备用。

1.2.4 MoS2 -PEG-RGD-SPDP（简称 MPRS）的制备 参考文

献[32]的制备方法，称取 2.20 mg 3-（2-吡啶二硫代）丙酸 N-琥珀

酰亚胺酯（SPDP）加入到 35 mL 0.43 mg/mL MPR分散液中，缓

慢搅拌 4 h后，透析除杂，得到MPRS分散液。将部分分散液冷

冻干燥得到固体的 MPRS储存备用，其余的 MPRS分散液密

封放置于 4℃冰箱保存备用。

1.2.5 MoS2-PEG-RGD-SPDP-DOX（简称 MPRS-DOX）的制备

称取 9.00 mg DOX和 2.16 mg亚氨基噻吩于 10 mL离心管中，

加入 1 mL去离子水溶解 DOX，并用 0.01 M PBS（pH=7.4磷酸

缓冲对，含 1 mM EDTA）稀释至 9 mL，避光静置反应 4 h。将以

上制备得到的 9 mL DOX-SH 溶液与 18.0 mL 0.5 mg/mL

MPRS分散液混合，然后将混合分散液避光搅拌 24 h，之后以

12500 rpm离心 45 min，沉淀物用 10 mM PBS（pH=7.4,磷酸缓

冲对溶液）分散，即可得到 MPRS-DOX分散液。将部分分散液

冷冻干燥得到固体的 MPRS-DOX 储存备用，剩余的

MPRS-DOX分散液密封放置于 4℃冰箱保存备用。

1.2.6 MPRS 的载药研究 称取 10.00 mg 盐酸阿霉素置于

10.00 mL容量瓶中，用超纯水稀释至刻度，超声处理至阿霉素

完全溶解，得到 1 mg/mL阿霉素储备液，将其依次配制成浓度

为 5、10、15、20、25、30、35、40 滋g/mL的标准溶液，分别使用紫外
-可见分光光度计测定各标准溶液在 480 nm波长处的吸光度

值，以浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制 DOX标准曲线。

为了验证 DOX是通过共价连接 MPRS，采用紫外 -可见

分光光度计检测MPRS、DOX、MPRS-DOX在 800～200 nm波

长范围内的紫外 -可见光谱。取适量MPRS分散液、DOX溶液、

MPRS-DOX分散液稀释至一定的浓度，然后利用紫外 -可见分

光光度计检测。将MPRS与不同浓度（0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 mg/mL）

的巯基化阿霉素溶液混合，在 37℃避光振荡 24 h，以 12500 rpm

离心 45 min，收集上清液，通过紫外分光光度计测试其载药能

力。根据公式（1）和（2）推算出MPRS-DOX的载药量以及载药

效率。

载药量（wt%）=（m0-msup）/mNDs-drug 伊 100% (1)

载药效率（wt%）=（m0-msup）/m0 伊 100% (2)

m0为加入 DOX 的质量，msup为上清液中 DOX 的质量，

mNDs-drug为MPRS-DOX纳米载药体系的质量。
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图 1（a）MoS2纳米片和（b）MPRS的 TEM图

Fig. 1 TEM image of MoS2 (a) and MPRS (b)

1.2.7 MPRS-DOX的体外释药 将质量比为 1:1的 MPRS分

散液和 DOX混合，搅拌 24 h，离心收集沉淀，再用去离子水分

散 MPRS-DOX浓度至 1 mg/mL。采用荧光分光光度计检测

MPRS-DOX 对 GSH 响应释放 DOX 的情况。取 200 L

MPRS-DOX分散液和 200 L不同浓度（0，2 滋M，10 mM）GSH
加入到 2 mL EP管中，并用 10 mM PBS（pH=7.4和 pH=5.5磷

酸缓冲对）稀释至 1 mL，避光恒温（37 ℃）振荡 4 h，然后以

12500 rpm离心 20 min，收集上清液和沉淀物，在 Ex = 488 nm

波长下扫描上清液中 DOX 的荧光光谱，扫描波长范围为

500-700 nm。

1.2.8 材料表征 使用 TEM观察制备的 MoS2和MPRS的形

貌。使用 X-射线光电子能谱仪对MoS2、MP、MPR、MPRS进行

测试分析。使用纳米粒度电位仪测试 MoS2、MP、MPR、MPRS

和MPRS-DOX的粒度分布和电位。采用紫外 -可见分光光度

计对MPRS的载药情况进行测试。采用荧光分光光度计测试

MPRS-DOX释放 DOX的情况。

2 结果

2.1 透射电子显微镜（TEM）分析

通过 TEM观察MoS2和 MPRS的外貌特征，结果如图 1

所示，从图 1a可观察到 MoS2呈片状结构，分散均匀，平均粒

径～100 nm；从图 1b观察到MPRS呈花瓣状，分散均匀，平均

粒径～200 nm。MPRS较MoS2粒径变大，形状也发生变化，表

明MPRS成功合成。

图 2（a）MoS2、（b）MP、（c）MPR、（d）MPRS的 XPS全谱图

Fig.2 The XPS spectrum of (a) MoS2, (b) MP, (c) MPR, (d) MPRS

2.2 X-射线光电子能谱（XPS）分析
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图 3 MoS2、MP、MPR、MPRS、MPRS-DOX的粒径分布（a）以及电位变化（b）

Fig. 3 Particle size distribution (a) and potential change (b) of MoS2, MP, MPR, MPRS, MPRS-DOX

图 4阿霉素的标准曲线

Fig. 4 The standard curve of DOX

图 5 DOX和MPRS载药前后的紫外 -可见吸收光谱图

Fig. 5 UV-vis spectrum of DOX and MPRS before and after drug loading

图 2是MoS2、MP、MPR、MPRS材料的 XPS全谱图，从图

2a可以明显看到 C 1s、O 1s、Mo 3d和 S 2p的特征峰，而图 2b

的Mo 3d和 S 2p元素的特征峰几乎不被观察到，这一步是在

MoS2表面上修饰 LA-PEG-COOH，C 1s和 O 1s的峰明显增强

以及Mo 3d和 S 2p的峰明显减弱，可初步说明硫辛酸聚乙二

醇羧酸成功连接在MoS2纳米片上并覆盖于其表面。图 2c和图

2b比较，发现 C 1s的峰明显减弱，这可能是因为修饰 RGD后，

由于 RGD覆盖MP表面，RGD较 LA-PEG-COOH含有较少的

C原子，可认为 RGD靶向分子被引入。在引入 SPDP交联剂

后，图 2d的 C 1s、O 1s和 S 2p的峰和图 2c的 C 1s和 O 1s和

S 2p的峰有明显的区别，这是由于 SPDP分子含有较多的 C原

子，较少的 O原子以及引入 S原子的缘故，可证明 SPDP连接

于MPR上。

2.3 粒径分布和 Zeta电位的分析

纳米载药体系的粒径和电位在一定程度上会影响细胞对

纳米材料的摄取，粒径分布和 Zeta电位的测试是纳米材料的

重要表征手段，是确定纳米载药体系是否理想的重要标志。从

图 3a可以看到 MoS2、MP、MPR、MPRS和 MPRS-DOX的粒径

大小无明显差别，粒径在 200 nm 左右。从图 3b 可以看到

MoS2、MP、MPR、MPRS、MPRS-DOX 的电位大小分别为 -57

mV，-35 mV，-30.5 mV，-35.6 mV，+28.2 mV，连接上 DOX后，

发生了电位翻转，由负电荷转为正电荷。DOX带正电荷，说明

DOX成功负载上MPRS。细胞膜表面为负电荷，而制备得到的

纳米载药体系MPRS-DOX带正电荷，这有利于细胞对纳米载

药体系的摄取。

2.4 载药性能分析

根据文献报道 [33，34]，DOX和 DOX-SH的紫外图谱无明显

差别，这是因为巯醇基团不会影响 DOX的光谱特征，因此，利

用阿霉素代替巯基化的阿霉素进行紫外表征。图 4为所建立

的阿霉素标准曲线，制备不同浓度的阿霉素溶液，检测其在

480 nm波长处的吸光度值，并拟合出线性回归方程，该方程为：

A=0.01883C+0.03262（r2=0.9997） (3)

其中 A 为 480 nm波长处的吸光度值，C为所测溶液的浓

度值，R2达到 0.999，表明 DOX浓度在 5 滋g/mL-40 滋g/mL之间
具有良好的线性关系。

从图 5可以看到MPRS纳米载体在 200-800 nm波长范围

内无明显的吸收峰，DOX 在 480 nm 处有一个宽的吸收峰，

MPRS-DOX在 500 nm波长处有一个宽的吸收峰，MPRS-DOX

的特征峰较 DOX的特征峰红移了 20 nm[35]，可以确定 DOX已

经共价连接MPRS。

为了优化 MPRS 和 DOX 的反应质量比，进行了

MPRS-DOX载药量的考察，结果如图 6a所示，随着 DOX质量
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图 6与 DOX不同比例混合的MPRS的载药量（a）和载药效率（b）

Fig. 6 The loading capacity (a) and loading efficiency (b) of MPRS mixed with DOX in different proportions

图 7不同浓度的 GSH以及不同 pH的 PBS条件下 GSH对

MPRS-DOX的还原响应荧光光谱图

Fig. 7 Fluorescence spectra of MPRS-DOX by GSH under different

concentration of GSH and different pH of PBS

的增加，载药量逐渐增大后趋于平缓，图 6b显示载药效率先增

大后下降。当MPRS和 DOX的质量比为 1:1时，载药效率最大

（86.8%），载药量为 53.5%。因此，后续采用该质量比制备

MPRS-DOX。

2.5 MPRS-DOX的双重响应性分析

肿瘤细胞的环境为高浓度的 GSH和 pH呈弱酸性，而血

液循环和体液中的 GSH浓度低且 pH呈中性，因此，利用这一

区别研究 MPRS-DOX在这些环境下释放 DOX的情况。结果

见图 7，在 10 mM GSH 和 pH=5.5 的环境下，MPRS-DOX 的

DOX释放量最大，在 10 mM GSH和 pH=7.4的环境下 DOX

的释放量次之。在不含 GSH以及 2 滋M GSH的条件下，DOX

的释放量与 pH有关，pH=5.5 和 pH=7.4相比，pH=5.5 的环境

下 DOX释放量较多。插图为MPRS-DOX释放实验的上清液，

c代表的是 10 mM GSH和 pH=5.5条件下反应的上清液，溶液

呈红色，表明释放的 DOX含量较多；f代表的是 10 mM GSH

和 pH=7.4条件下反应的上清液，溶液为淡红色，表明释放

DOX次之。a表示的是在 PBS（pH=5.5）条件下反应的上清液，

溶液呈无色透明；b表示的是在 2 滋M GSH和 pH=5.5的条件

下反应的上清液，溶液也呈无色透明，表明释放的 DOX相对较

少。d表示的是在 PBS（pH=7.4）的条件下反应的上清液，溶液

为无色透明溶液；e代表的是在 2 滋M GSH和 pH=7.4的条件

下反应的上清液，溶液也为无色透明溶液，表明释放的 DOX

少，几乎不释放。所以制备得到的MPRS-DOX纳米载药体系在

模拟的肿瘤微环境下（10 mM GSH，pH=5.5）DOX释放量最大，

在模拟的血液循环和体液中 DOX释放量最少。

3 讨论

肿瘤微环境响应释放药物一直是肿瘤纳米载药体系的一

个研究热点[36]，目前利用肿瘤细胞内高浓度的 GSH以及弱酸

性条件释放纳米输送系统中药物的研究也取得了一定的研究

进展[32，33]。但是和 pH响应的纳米载药体系相比，GSH和弱酸环

境下响应的纳米载药体系的研究仍然较少。本研究利用钼酸铵

和硫脲为原料，成功合成了MoS2纳米片，然后利用硫辛酸聚乙

二醇羧酸连接靶向分子 RGD，再利用双官能团试剂 SPDP共价

键合 DOX药物分子，最终成功合成了一种 GSH和 pH双重响

应的 MoS2纳米复合物 MPRS-DOX，其粒径大小适中，表面带

正电荷，有利于被细胞摄取。期间采用 TEM、XPS和 UV-vis等

手段进行表征。载药结果表明MPRS具有高的载药性能，释药

实验表明MPRS-DOX在模拟的肿瘤微环境下具有显著增加的

药物释放速率，在模拟的血液循环和体液微环境中药物释放量

很少。以上结果表明MPRS-DOX具有良好的应用前景，下一步

可对其进行体外以及体内的抗肿瘤研究。
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