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壳寡糖-肉桂醛自组装纳米粒制备及其对乳腺癌细胞增殖、迁移及侵袭的
影响  
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摘  要：目的  通过将肉桂醛（CA）共价接枝于壳寡糖（COS）侧链，并进一步自组装形成纳米粒（COS-CA-NPs），探讨

其在肿瘤微酸环境下对乳腺癌转移的抑制效应及潜在作用机制。方法  采用席夫碱反应合成不同接枝度的 COS-CA 衍生物，

分别命名为低接枝产物（COS-CAL）和高接枝产物（COS-CAH）；通过水相诱导将两种衍生物自组装为纳米粒子（COS-CAL-

NPs、COS-CAH-NPs）。采用核磁共振氢谱（¹H-NMR）、傅里叶变换红外光谱（FT-IR）表征 COS-CA 衍生物的化学结构；

通过粒径、多分散性指数（PDI）、ζ电位评估纳米粒在不同 pH 环境下的理化特性，并采用透射电镜观察两种纳米粒的外

观形态；采用 MTT 法检测纳米粒对 MDA-MB-231 人乳腺癌细胞增殖的抑制效应；通过细胞划痕和 Transwell 实验评价纳米

粒对该细胞迁移、侵袭的影响；利用免疫荧光法和蛋白质免疫印迹法，检测纳米粒对核因子（NF）-κB 及基质金属蛋白酶-9

（MMP-9）表达水平的调控效应。结果  成功合成 COS-CAL、COS-CAH 两种衍生物；两种接枝比的 COS-CA-NPs 均呈球形，

粒径均小于 200 nm，且在低 pH 时可逐渐解离并释放 CA。其中，与 COS-CAH-NPs 相比，COS-CAL-NPs 对弱酸环境更为敏

感，在 pH 6.5 时可发生质子化并携带正电荷。中性环境下，两种纳米粒对 MDA-MB-231 细胞的增殖抑制效果略低于游离

CA；而在 pH 6.5 条件下，COS-CAL-NPs 显著降低了 CA 对该细胞的半数抑制浓度（IC50）值。此外，游离 CA、COS-CAL-

NPs、COS-CAH-NPs 均能有效抑 MDA-MB-231 细胞的迁移与侵袭，其中 COS-CAL-NPs 的抑制效果最优（P＜0.01）。其抑

制乳腺癌转移的作用机制主要通过 CA 抑制 NF-κB 活性、下调 MMP-9 表达水平实现。结论  COS-CA 接枝物可自组装形成

纳米药物粒子，其中 COS-CAL-NPs 在肿瘤微酸环境中更易被乳腺癌细胞摄取并释放 CA，进而通过调控 NF-κB/MMP-9 信号

通路，有效抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭过程。 
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Chitosan oligosaccharide-cinnamaldehyde self-assembled nanoparticles and its 
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Abstract: Objective  By covalently grafting cinnamaldehyde (CA) onto the side chains of chitosan oligosaccharides (COS) and 

further self-assembling to form nanoparticles (COS-CA-NPs), and investigating the inhibitory effect of these nanoparticles on breast 

cancer metastasis under the micro-acidic environment of tumors and their potential mechanism of action. Methods  Different grafting 

degrees of COS-CA derivatives were synthesized via the Schiff base reaction and named as low grafting product (COS-CAL) and high 

grafting product (COS-CAH). The two derivatives were self-assembled into nanoparticles (COS-CAL-NPs and COS-CAH-NPs) through 

aqueous phase induction. The chemical structure of COS-CA derivatives was characterized by ¹H-NMR and FT-IR. The 

physicochemical properties of the nanoparticles at different pH environments were evaluated by particle size, polydispersity index 
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(PDI), and ζ potential. The morphology of the two nanoparticles was observed by transmission electron microscopy (TEM). The 

inhibitory effect of the nanoparticles on the proliferation of MDA-MB-231 human breast cancer cells was detected by MTT assay. The 

effects of the nanoparticles on cell migration and invasion were evaluated by cell scratch and Transwell assays. The regulatory effects 

of the nanoparticles on the expression levels of nuclear factor (NF)-κB and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) were detected by 

immunofluorescence and Western blotting. Results  COS-CAL and COS-CAH derivatives were successfully synthesized. Both COS-

CA-NPs with different grafting ratios were spherical, with particle sizes less than 200 nm, and could gradually dissociate and release 

CA at low pH. Compared with COS-CAH-NPs, COS-CAL-NPs were more sensitive to micro-acidic environments and could be 

protonated and carry positive charges at pH 6.5. Under neutral conditions, the proliferation inhibitory effects of the two nanoparticles 

on MDA-MB-231 cells were slightly lower than that of free CA. However, at pH 6.5, COS-CAL-NPs significantly reduced the half 

maximal inhibitory concentration (IC50) value of CA for this cell line. Additionally, free CA, COS-CAL-NPs, and COS-CAH-NPs could 

all effectively inhibit the migration and invasion of MDA-MB-231 cells, with COS-CAL-NPs showing the best inhibitory effect (P < 

0.01). The mechanism of inhibiting breast cancer metastasis mainly involves CA inhibiting NF-κB activity and down-regulating MMP-

9 expression levels. Conclusion  COS-CA grafts can self-assemble into nanoparticles. Among them, COS-CAL-NPs are more easily 

taken up by breast cancer cells and release CA in tumor micro-acidic environments, thereby effectively inhibiting the proliferation, 

migration, and invasion of breast cancer cells through the regulation of the NF-κB/MMP-9 signaling pathway. 

Key words: chitosan oligosaccharides; cinnamaldehyde; tumor micro-acidic environment; breast cancer; migration; invasion 

 

肉桂醛（CA）作为一种天然小分子化合物，主

要提取自肉桂皮精油。凭借卓越的生物活性与较低

的不良反应发生率，CA 在食品科学、医药研发及

化学工程等多个领域均获得了广泛应用[1-2]。在抗肿

瘤治疗领域，CA 展现出独特的多靶点、多通路协

同作用机制，可有效抑制肿瘤细胞的生长、增殖与

转移过程，其作用机制涵盖细胞周期调控、凋亡诱

导、信号通路抑制及肿瘤微环境调节等关键环节[3]。

例如，CA 能够通过调控线粒体应激反应并升高细

胞内活性氧（ROS）水平，诱导非小细胞肺癌、肝

癌、乳腺癌等多种癌细胞发生凋亡[4]；同时，CA 还

可通过下调血管内皮生长因子（VEGF）或基质金属

蛋白酶（MMPs）的表达水平，进一步抑制肿瘤的生

长与转移进程[5]。因此，CA 作为一类具有多靶点作

用特性的天然抗肿瘤活性物质，在实体瘤及转移性

肿瘤的治疗中展现出巨大的应用潜力。 

然而，CA 分子因其强疏水性和高化学活性，

表现出难溶于水但易溶于有机溶剂的特性，并且容

易发生氧化或聚合反应，尤其是在光照或高温条件

下 CA 稳定性会显著下降[6]，这极大限制了其在生

物医药领域的广泛应用。为克服上述不足，研究者

常采用亲水性修饰策略对 CA 进行结构改造，其中

通过席夫碱反应（即醛基与氨基形成亚胺键的可逆

反应）将 CA 与亲水性大分子（如壳聚糖）进行共

价连接的方法被广泛应用。该修饰方式不仅能有效

提升 CA 的水溶性，还可借助亚胺键的酸敏感性实

现药物在肿瘤微环境中的靶向释放，从而最大限度

保留其药理活性[7-8]。 

壳寡糖（COS）是一类由 2～10 个氨基葡萄糖

单元通过 β-1, 4 糖苷键连接形成的天然寡糖，相较

于高相对分子质量的壳聚糖，COS 具有更优异的水

溶性、更高的生物安全性及更强的生物活性，因此

被广泛用作药物载体或功能助剂[9]。基于此，本研

究通过席夫碱反应将不同物质的量的 CA 接枝到

COS 侧链上，制备 CA 接枝比不同的 COS-CA 偶联

物，利用 COS-CA 的自组装特性，使其形成纳米粒

（COS-CA-NPs）。系统探究不同 CA 接枝比对 COS-

CA-NPs 理化性能［如粒径分布、多分散性指数

（PDI）、ζ 电位等］的影响，并深入分析 COS-CA-

NPs 对人乳腺癌细胞增殖与迁移的调控作用，旨在

为拓展 CA 的实际应用场景、揭示其抗肿瘤迁移的

分子机制提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

NanoZS90 型纳米粒度电位分析仪（DLS，英国

Malvern 公司）；5700 型傅里叶变换红外光谱仪（FT-

IR，美国 Nicolet 公司）；JEM-2100 透射电镜（TEM，

日本电子株式会社）；FC 型酶标仪（美国 Thermo 

Fisher 公司）；ZERO 型荧光显微镜（上海雷特科技

有限公司）；Fourier 80 型核磁共振波谱仪（NMR，

德国 Bruker 公司）；T9 型全波段紫外分光光度计

（北京普析通用仪器有限公司）。 

1.2  材料 

COS（批号 P2115119，山东优索化工科技有限
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公司）；CA（批号 A2119126，上海艾迪生物化学

技术有限公司）；噻唑蓝（MTT，批号 C16560339，

上海麦克林生化科技股份有限公司）；牛血清白蛋

白 BCA 蛋白定量试剂盒（批号 P0010，碧云天生物

技术有限公司）；核因子-κB（NF-κB，批号 380831）、

MMP-9（批号 380831，成都正能生物技术有限公

司）；二抗（批号 B900210，武汉三鹰生物技术有

限公司）。 

1.3  细胞 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞株购自浙江百迪生

物科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  COS-CA-NPs 的制备及表征 

称取 100 mg COS 溶于 20 mL 去离子水，100 mg 

CA 溶于 5 mL 二甲亚砜（DMSO）。在搅拌下，分

别将 1.45、2.90 mL 的 CA 溶液滴加至 COS 溶液

中，使 CA 的物质的量为 COS 侧链氨基物质的量的

0.7 倍和 1.4 倍，以构建两种不同接枝比例的反应体

系。反应过程中持续搅拌，同时逐滴加入三乙胺

（TEA）以维持体系弱碱性环境，确保反应稳定进

行，总反应时长设定为 6 h。反应结束后，利用去离

子水透析去除有机溶剂，冷冻干燥。为进一步去除

未参与反应的游离 CA，使用乙醚对冷冻干燥后的

产物进行冲洗，冲洗完毕后再次进行冷冻干燥，最

终得到两种不同接枝比例的目标产物，分别命名为

低接枝产物（COS-CAL）和高接枝产物（COS-CAH）。

为验证 CA 与 COS 的接枝效果及产物结构特征，采

用核磁共振氢谱（1H-NMR）和 FT-IR 对产物的化

学结构进行表征。 

分别称取 20 mg COS-CAL和 COS-CAH，用无

水乙醇超声助溶后，缓慢滴加去离子水诱导自组装

（图 1）。将组装后的纳米溶液，利用截留相对分子

质量 500 的透析袋透析 24 h，得到最终产物 COS-

CAL-NPs 和 COS-CAH-NPs 粒子溶液，冷冻干燥后

得到黄色粉末样品。 

2.1.1  接枝率的测定  通过茚三酮比色法测定反

应前后 COS 侧链氨基的含量变化，以间接反映 CA

的接枝效率[10]。配制质量浓度为 1、5、10、20、40、

80、100 μg·mL−1的甘氨酸标准水溶液，分别取 4 mL

加入比色管中，再依次加入 10 mg·mL−1 的茚三酮水

溶液和 pH 8.0 的磷酸缓冲液各 1 mL，混匀后水浴

加热 15 min，取出后冷却至室温，加水至标线，在

570 nm 测定吸光度，拟合氨基标准曲线为 Y＝0.292  

 

图 1  不同接枝比例 COS-CA 合成及组装路线 

Fig. 1  Synthesis and assembly routes of COS-CA in 

different grafting ratios 

X－0.016 9，r＝0.998 3。将 COS 或 COS-CA 衍生

物配制成质量浓度为 1 mg·mL−1 的溶液，按上述方

法测定氨基含量。通过比较反应前后的氨基含量，

可得 COS-CAL和 COS-CAH 接枝率分别为 42.18%、

96.56%。 

2.1.2  CA 含量测定方法的建立  配制质量浓度为

100 μg·mL−1 的 CA 乙醇母液，稀释成 5、10、20、

30、40 μg·mL−1，利用紫外分光光度计在 296 nm 处

测定各质量浓度下 CA 的吸光度，并拟合标准曲线

Y＝0.041 2 X－0.006 3，r＝0.991 9。称取 COS-CAL-

NPs、COS-CAH-NPs 冻干粉各 10 mg，用去离子水

分散成 2 mg·mL−1 溶液，用 0.5 mol·L−1 盐酸调节

pH 至 2.0，避光搅拌反应 6 h 充分释放 CA。最后

加入等体积二氯甲烷萃取，收集有机相，旋蒸后加

入 1 mL 无水乙醇，测定吸光度，计算 COS-CAL-

NPs、COS-CAH-NPs 样品中 CA 质量浓度分别为

142.31、312.26 μg·mL−1。 

2.1.3  ¹H-NMR 分析  氢谱参数：温度 298.0 K；

谱宽 10 000 Hz；脉冲宽度 11.5 μs；弛豫时间 2 s；

采样点数 32 786；采样时间 3.0 s；扫描次数 16。

在 COS-CAH 与 COS-CAL的氢谱中（图 2），均出

现 δ＝7.95 的特征单峰，归属为席夫碱（–CH=N–）

的特征质子峰，证明 COS 与 CA 通过缩合反应成功

形成亚胺键。同时，在 δ 为 7.56～6.86 的多重峰与

CA 苯环质子的化学位移高度吻合，进一步佐证 CA

结构单元已接入 COS 骨架。此外，δ 4.61～4.62 处

的信号为糖环 H-1 质子，其化学位移较天然 COS 
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图 2  核磁氢谱图 

Fig. 2   1H NMR spectra  

（δ＜4.5）[11]明显向低场移动，表明 CA 的引入对糖

环电子环境产生扰动，间接证明接枝反应发生。 

COS-CAH 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.95 

(1H, s), 7.56 (1H, d, J＝8.2 Hz,), 7.36 (1H, d, J＝8.0 Hz), 

7.11 (1H, t, J＝7.6 Hz), 6.86 (1H, d, J＝8.0 Hz),4.61 

(1H, s), 3.95～2.98 (m, 多糖骨架质子), 1.76 (3H, s), 

1.09 (3H, s)。 

COS-CAL 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 7.95 

(1H, s), 7.56 (1H, d, J＝8.2 Hz), 7.36 (1H, d, J＝8.0 Hz), 

7.11 (1H, t, J＝7.6 Hz,), 6.85 (1H, d, J＝8.0 Hz), 4.62 

(1H, s), 3.91～3.04 (m, 多糖骨架质子), 1.76 (3H, s), 

1.07 (3H, s)。 

2.1.4  FT-IR 分析  图 3 为 COS 及其 CA 接枝物

红外光谱。COS 在 3 000～3 500 cm−1 附近的宽峰

源于氨基的 N-H 伸缩振动及羟基的叠加吸收[12]。

与 COS 相比，不同比例 CA 接枝后该峰变窄，这

是因为席夫碱反应中 CA 的醛基与 COS 侧链伯氨

基发生亲核加成，形成 C=N 双健，导致 N-H 振

动贡献减少。此外，两种 COS-CA 在 934 cm−1 和

1 147 cm−1 处出现特征吸收峰，分别归属于 CA 分 

 

图 3  FT-IR 曲线 

Fig. 3  FT-IR curve 

子中醛基的 C-H 弯曲振动和取代苯环上 C-H 面外

弯曲振动；同时，在 1 627 cm−1 处出现明显的亚胺

（C=N）伸缩振动，这些结果证实 CA 通过席夫碱反

应接枝到 COS 侧链。 

2.1.5  TEM 观察  将 2 种纳米粒子溶液稀释 3 倍

后滴加到碳膜铜网的覆膜面上，静置 5 min，用滤

纸吸去多余液体，2%磷钨酸染色后，烘干铜网，

最后利用 TEM 观察形貌。由图 4 可知，两种纳米

颗粒均呈现近似球形的形态，且其实际尺寸小于

动态光散射（DLS）测试的结果，这一差异可能是

由于 TEM 样品制备过程中需要干燥处理，水化层

被破坏导致。 

 

图 4  TEM 图（×100 000） 

Fig. 4  TEM images (× 100 000 ) 

2.1.6  粒径、PDI 和 ζ 电位  将两种纳米粒子在 pH 

7.4 条件下稀释数倍后转移至比色皿中，再利用 DLS

测定该条件下的粒径、ζ 电位和 PDI。表 1 显示了两

种 COS-CA 衍生物组装后的纳米粒子的性能。在 pH 

7.4 条件下 COS-CAH-NPs 粒径约为 170 nm，而 COS-

CAL-NPs 粒径略大。这可能是因为 CA 接枝比越高，

粒子内部 CA 分子的疏水相互作用和 π-π 堆积效应

越强，从而导致形成的纳米颗粒尺寸更小[13]。此外，

两种纳米颗粒的 PDI 无显著差异，表明两亲性组装

能提升 CA 的分散性能。ζ 电位分析显示，两种纳

米颗粒表面均带有轻微的负电荷，这是由于 COS 侧

链上的氨基在中性环境下的酸解离常数（pKa）值为

6.5[14]，因此未表现出明显的电荷特性。 

由于 CA 通过酸敏感的席夫碱接枝在 COS 侧

链上，本研究进一步评估了低 pH 对纳米颗粒的影

响。由表 1 可知，随着 pH 值逐渐降低，两种纳米

颗粒的粒径和 PDI 均显著增加，尤其在 pH≤6.0 时，

这种变化更为明显。这个结果证明酸性介质能够水

解席夫碱化学键，破坏粒子的亲疏水平衡，从而导致

粒子逐渐分散并增大，同时伴随着较差的分散性；同

时也说明席夫碱对弱酸敏感程度较弱，在pH≤6.0时

才开始发生明显的水解反应[15]。此外，随着 pH 值

的降低，粒子的 ζ 电位逐渐从负值转变为正值，这
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表 1  COS-CA-NPs 在不同 pH 值下的粒径、PDI 及 ζ 电位 ( ±s, n＝3) 

Table 1  Particle size, PDI and ζ potential of COS-CA-NPs at different pH values ( ±s, n＝3) 

样品 pH 粒径/nm PDI ζ电位/mV 样品 pH 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

COS-CAH-NPs 7.4 171.32±3.18 0.23±0.04 −1.52±0.17 COS-CAL-NPs 7.4 193.17±4.04 0.18±0.11 −2.71±0.34 

 6.8 178.14±2.66 0.21±0.08 −1.16±0.35  6.8 233.17±1.98 0.22±0.08 −0.85±0.28 

 6.5 191.15±3.73 0.24±0.11 −1.22±0.38  6.5 289.34±3.36 0.28±0.06 1.46±0.62 

 6.0 267.78±1.46 0.27±0.07 0.77±0.29  6.0 345.77±2.36 0.26±0.14 2.76±0.48 

 5.5 323.17±2.34 0.36±0.12 2.51±1.01  5.5 464.13±6.71 0.31±0.05 3.71±0.39 

 5.0 478.23±5.17 0.33±0.09 3.78±0.68  5.0 557.81±7.18 0.34±0.13 5.67±0.57 

是由于 COS 中的氨基在低 pH条件下发生质子化并

带正电荷所致[16]。值得注意的是，两种纳米颗粒的

电荷变化存在一定的差异。COS-CAH-NPs 在 pH 6.0

时开始表现出相转变行为，这是由于席夫碱水解释

放氨基所导致；而 COS-CAL-NPs 在 pH 6.5 时即转

变为正电荷，这归因于其较低的接枝率，促使残留

的氨基更容易发生质子化。 

2.2  体外释药行为研究 

取 COS-CAL-NPs 和 COS-CAH-NPs 溶液（CA 质

量浓度均为 240 μg·mL−1）各 1 mL 加入到透析袋（截

留相对分子质量 3.5×103）中，浸没到 10 mL 不同

pH 缓冲液中，置于摇床，参数设置为 100 r·min−1、

37 ℃。分别在 0.5、1.0、2.0、6.0、12.0、24.0、

48.0、72.0 h 取样 2.0 mL，回收释放介质并加入等

量新鲜介质。根据“2.1.2”项下标准曲线测算 CA

释放量，进而分析不同接枝比例纳米粒子的药物释

放规律。结果如图 5 所示。在 pH 7.4 时，两种纳米

粒中 CA 累积释放率均低于 5%，说明它们在生理

环境中能维持较好的稳定性；在 pH 6.5 时，尽管 CA

的释放率随时间延长而增加，但 72 h 内释放量仍低

于 30%；当 pH 降低至 5.0 时，CA 释放明显增加，

72 h 累积释放接近 60%。这个结果说明席夫碱对肿

瘤胞外 pH 响应性较差[8,17]，对肿瘤细胞内 pH 敏感

性较高，有助于药物的胞内释放。此外，两种纳米

粒子的释放曲线相似，提示接枝比差异对药物释放

影响较小。 

 

图 5  COS-CAH-NPs 与 COS-CAL-NPs 的体外释放曲线 ( ±s, n＝3) 

Fig. 5  In vitro release curve of COS-CAH-NPs and COS-CAL-NPs ( ±s, n＝3)

2.3  细胞内 CA 含量考察 

取 100 mg CA 置于 1 mL DMSO 中，震荡溶解，

配成 100 mg·mL−1的 CA 母液，放入−20 ℃冰箱中

备用；取“2.1”项下 COS-CAL-NPs、COS-CAH-NPs

冻干粉各 100 mg，用纯化水配制成质量浓度均为

100 mg·mL−1的溶液。加药时将 CA 母液与溶液分别

溶于 DMEM 培养基稀释至 80 μg·mL−1[8]。之后，将

对数生长期的 MDA-MB-231 细胞以 1×104 个·mL−1

的密度接种在细胞培养皿中，贴壁后分别与游离

CA、COS-CAL-NPs 和 COS-CAH-NPs 共培养 4 h，培

养基 pH 分别调节至 7.4 和 6.5。培养结束后，清洗

细胞，裂解离心后，收集上清，按“2.1.2”项下方法，

测定 CA 含量。 

图 6 显示了 3 种 CA 制剂在不同 pH 环境下的

细胞内药物含量。与 CA 相比，两种纳米制剂均能

提高胞内 CA 含量，这归因于游离 CA 的疏水性强 
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与 CA 比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与 COS-CAL-NPs 比较：

###P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs CA; ###P < 0.001 vs COS-CAL-NPs. 

图 6  不同 pH 环境下细胞内 CA 含量 ( ±s, n＝3) 

Fig. 6  Intracellular CA levels of different pH 

environments ( ±s, n＝3) 

使其难以均匀分散于培养基中，而 COS 的引入改

善了其分散性，从而促进细胞摄取效率。此外，在

pH 7.4 时，COS-CAH-NPs 和 COS-CAL-NPs 的细胞

内药物含量无明显差异；但在 pH 6.5 时，COS-CAL-

NPs 的药物水平显著高于 COS-CAH-NPs（P＜

0.001）。这一现象是因为 COS-CAL-NPs 接枝率较

低，残留的伯氨基在 pH 6.5 时质子化带正电荷，通

过静电相互作用与负电性的细胞膜结合，增强了细

胞摄取能力。考虑到肿瘤组织通常处于弱酸性环境

（pH 6.5～7.2），这种电荷翻转特性将有助于提高纳

米药物在肿瘤部位的利用率。 

2.4  MTT 法检测细胞毒性 

将对数生长期的MDA-MB-231细胞用胰酶消化

后，以 1×103个·mL−1的密度接种于 96 孔板中，每

孔 200 μL。在 37 ℃、5% CO2条件下孵育 24 h 后，

移除旧培养基，分别加入 180 μL 不同 pH 值的（7.4

与 6.5）新鲜培养基和 20 μL 质量浓度分别为 3.125、

6.250、12.500、25.000、50.000、100.000 μg·mL−1 的

CA、COS-CAL-NPs 和 COS-CAH-NPs，每个浓度设置

6 个复孔，并设置对照组（仅含有细胞及培养基）和

空白组（无细胞）。共培养 4 h 后，再次移除培养基，

加入 200 μL 培养基继续培养 24 h。培养结束后，每

孔加入20 μL MTT溶液（终质量浓度为5.0 mg·mL−1）。

避光孵育 4 h 后，弃去上清液，加入 150 μL DMSO

染色，振荡 10 min 后，使用酶标仪在 490 nm 处测定

吸光度（A）值，计算细胞存活率[8,11]。 

细胞存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

图 7 为不同 pH 条件下 CA 制剂对 MDA-MB-

231 细胞的毒性效应。在 pH 7.4 时，CA、COS-CAH-

NPs 和 COS-CAL-NPs 呈现剂量相关的杀伤效应，

最终的半数抑制浓度（IC50）值分别为 35.98、49.84、

52.53 μg·mL−1。由此可知，游离 CA 作用效果优于

两种纳米药物粒子，这可能是由于 CA 从粒子中释

放导致的时间滞后性所致。此外，在 pH 6.5 时，CA

和 COS-CAH-NPs 作用效果与 pH 7.4 无较大区别，

IC50 分别为 32.13、47.02 μg·mL−1；而 COS-CAL-NPs

杀伤细胞能力则显著增强，IC50降至 24.92 μg·mL−1。

这个结果提示酸性环境增强 COS-CAL-NPs 胞内药

物富集，可以弥补药物释放导致的时间滞后性，从

而导致更高的细胞杀伤效应。 

2.5  划痕实验检测细胞迁移 

将对数生长期的 MDA-MB-231 细胞接种于 6 孔

板，每孔 1×105个细胞，用 200 μL 无菌枪头划痕，并 

 

图 7  CA、COS-CAH-NPs、COS-CAL-NPs 的体外细胞存活率 ( ±s, n＝6) 

Fig. 7  In vitro cell survival rate of CA, COS-CAH-NPs, COS-CAL-NPs ( ±s, n＝6) 
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以 PBS 清洗去除脱落细胞，显微镜下拍照并用 Image-

J测量记录初始（0 h）划痕宽度S0。随后用0.1 mol·mL−1

无菌 HCl 调节培养基 pH 至 7.4 或 6.5，加入 CA、

COS-CAH-NPs、COS-CAL-NPs（质量浓度均为 IC50），

对照组不加药，细胞密度同“2.4”项，每组 3 个复孔，

孵育 4 h 后，更换新鲜培养基。再继续培养 24、36 h

时拍照，观察划痕愈合情况并统计划痕宽度 St，计算

划痕愈合率，划痕越宽表明细胞迁移能力越弱。 

愈合率＝（S0－St）/S0 

结果见图 8，在 pH 6.5 条件下，对照组的细胞

划痕愈合速率略高于 pH 7.4 环境，表明弱酸环境在

一定程度可促进肿瘤细胞的迁移。在 pH 6.5 环境

下，与对照组相比，各给药组在 24、36 h 均能显著

抑制细胞迁移（P＜0.001）；其中，COS-CAL-NPs

组的抑制效果更为突出，其抑制作用均显著强于其

他给药组（P＜0.05、0.01）。 

2.6  Transwell 实验检测细胞侵袭 

参照文献方法[19]，将预冷Matrigel基质胶按1∶

8 与无血清 DMEM 培养基混合，取 100 μL 均匀铺

布于 Transwell 上室底部，置于 37 ℃培养箱中孵育

0.5 h，待基质胶完全凝固。实验分组及给药同“2.5”

项，培养 4 h 后，收集并重悬细胞。取 200 μL 细

胞悬液（1×105 个·mL−1）接种于上室，下室加入

600 μL 含 10%胎牛血清的培养基，37 ℃、5% CO2

培养 24 h。培养结束后，取出小室弃去培养基，用

PBS 清洗 2 次，经 4%多聚甲醛固定和 0.1%结晶紫

染色，棉签擦除未侵袭细胞，于倒置显微镜下随机

选取 5 个视野计数。结果见图 9。 

 

与 pH 6.5 的对照组比较：***P＜0.001；与 COS-CAL-NPs 比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

***P < 0.001 vs control group at pH 6.5; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs COS-CAL-NPs. 

图 8  细胞划痕成像（A）及 24 h（B）和 36 h（C）划痕愈合率 ( ±s, n＝3) 

Fig. 8  Cell scratch imaging (A) and scratch healing rates at 24 h (B) and 36 h (C) ( ±s, n＝3) 

 

与 pH 6.5 的对照组比较：***P＜0.001；与 COS-CAL-NPs 比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group at pH 6.5; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs COS-CAL-NPs. 

图 9  细胞侵袭成像（A）及侵袭数目（B） ( ±s, n＝3) 

Fig. 9  Cell invasion imaging (A) and invasion count (B) ( ±s, n＝3)
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在 pH 6.5 条件下，与对照组相比，各给药组均

能极显著降低侵袭细胞数（P＜0.001）。值得注意

的是，与其他给药组相比，COS-CAL-NPs 组侵袭细

胞数降低幅度更为显著（P＜0.01、0.001）。表明低

接枝比纳米粒子凭借其丰富的氨基残留显著增强

酸性微环境下的细胞摄取效率，进而通过协同作用

增强肿瘤细胞侵袭抑制效应。 

2.7  免疫荧光染色检测 NF-κB 蛋白的核易位 

参照文献方法[18]，将 MDA-MB-231 细胞以每

孔 1×104 个接种至细胞培养皿上，待融合度达到

80%时分组，组别设置同“2.5”项。药物干预 4 h

后更换新鲜培养基继续培养 24 h，经 PBS 清洗、

4%多聚甲醛固定 20 min、0.1% Triton X-100 通透

15 min，5% BSA 封闭 1 h，随后加入抗 p65 一抗（1∶

200）4 ℃孵育过夜。经 PBS 清洗后与 Alexa Fluor 

488 标记二抗（1∶500）室温避光孵育 1 h，DAPI

复染细胞核 10 min，最后利用荧光显微镜观察采集

图像。结果如图 10 所示，pH 6.5 对照组核内 p65 荧

光强度较 pH 7.4 组略微增强，表明酸性微环境对

NF-κB 核易位有促进作用但无统计学意义。此外，

与对照组相比，各给药组在 pH 6.5 条件下均显著抑

制 NF-κB 核转移：CA 组与 COS-CAH-NPs 组抑制

效果显著（P＜0.05），而 COS-CAL-NPs 组抑制效

果极显著（P＜0.01），其核荧光强度最低。上述结

果证实低接枝比纳米粒子可更有效地阻断 NF-κB

通路活化，这与抗侵袭结果一致。 

2.8  Western bloting 实验检测 MMP-9 蛋白表达 

将细胞接种在 6 孔板中，按“2.5”项分组给药

处理 4 h 后，利用适量 RIPA 裂解液和蛋白酶抑制

剂混合液室温孵育 30 min。之后，将每孔细胞转移

至离心管中离心，收集上清，并用 BCA 法测其浓

度。根据文献方法[19]，将蛋白样品与 Loading buffer

按 4∶1比例混合，100 ℃变性 10 min后上样至 SDS-

PAGE 凝胶，电泳分离后转膜至 PVDF 膜。经 TBST

清洗后使用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，加入 MMP-9 一抗

（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，TBST 清洗后与 HRP 标

记二抗室温孵育 2 h，最后通过化学发光法显影并

采用 Image J 进行灰度值分析。结果如图 11 所示，

与 pH 7.4 对照组相比，pH 6.5 对照组 MMP-9 表达

无显著变化。与对照组相比，各给药组在 pH 6.5 条

件下均显著抑制 MMP-9 表达：CA 组与 COS-CAH-

NPs 组分别下调 22%和 31%（P＜0.05），而 COS-

CAL-NPs 组抑制效果最为显著，下调达 58%（P＜

0.001）。研究表明，NF-κB 作为关键转录因子，可

通过结合 MMP-9 启动子区域调控其表达[3]，本研

究中 NF-κB 核易位抑制与 MMP-9 下调趋势一致，

提示COS-CA纳米粒子可能通过抑制NF-κB/MMP-

9 通路发挥抗侵袭作用。该机制与 CA 在肺癌[20]和

黑素瘤[21]中的研究结果相吻合，但在乳腺癌中具体

调控网络仍需进一步验证。值得注意的是，COS-

CAL-NPs 在酸性环境下展现出的最强抑制效应，这

与其高氨基含量促进细胞摄取的特性密切相关。 

2.9  统计分析 

采用 Prism8.0 软件进行统计，数据以 x s 表示。

两组间比较采用 Student-t 检验，多组间比较采用单因

素方差分析检验，P＜0.05 表示差异有统计学意义。 

 

与 pH 6.5 的对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group at pH 6.5. 

图 10  3 种 CA 制剂对 NF-κB 表达的荧光成像（A）及荧光强度统计（B） (×400 ±s, n＝3) 

Fig. 10  Images of three CA formulations on the expression of NF-κB (A) and fluorescence intensity(B) (×400 ±s, n＝3) 
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与 pH 6.5 的对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001； 

与 COS-CAL-NPs 比较：##P<0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group at pH 6.5; 

##P < 0.01 vs COS-CAL-NPs. 

图 11  3 种 CA 制剂对 MMP-9 表达的影响 ( ±s, n＝3) 

Fig. 11  Effects of three CA formulations on the expression 

of MMP-9 ( ±s, n＝3) 

3  讨论 

CA 作为一种具有多靶点抗肿瘤活性的天然化

合物，在抑制肿瘤生长和转移方面展现出广阔应用

前景[1-2]。然而，其固有的强疏水性、化学不稳定性

及潜在的全身毒性，构成了临床转化的关键瓶颈[6]。

本研究将 CA 通过酸敏感的席夫碱键共价接枝于水

溶性优异的 COS 侧链，并利用其两亲性诱导自组

装形成 COS-CA-NPs，最终构建一种能响应肿瘤微

酸环境的智能递送系统，旨在克服 CA 的缺陷并增

强其抗乳腺癌转移效应。 

相比于传统的物理包封策略（如脂质体、胶束

等[22-23]），本研究采用的共价接枝策略具备双重核

心优势：一方面通过共价键合实现 CA 与 COS 的稳

定结合，有效避免了传统物理包封中药物提前渗漏

的弊端；另一方面借助席夫碱键的酸敏感性，系统

可在肿瘤胞内酸性 pH 环境下触发 CA 靶向释放，

实验显示 72 h 药物累积释放率可达 60%。进一步

地，通过调控 CA 与 COS 的接枝比，还能实现纳米

粒表面电荷的精准相转变，且不同接枝比对应显著

差异的 pH 响应阈值：COS-CAL-NPs 在 pH 6.5 时即

可完成从轻微负电到显著正电的转变，而 COS-

CAH-NPs 需在更低 pH（≤6.0）条件下才发生类似

变化。这一差异的本质原因在于，COS-CAL-NPs 保

留了更多未被 CA 占据的游离氨基，而 COS 氨基的

解离常数（pKa≈6.5[14]）决定了其在接近该 pH 值

时即可发生质子化，进而触发电荷翻转；高接枝比

的 COS-CAH-NPs 因游离氨基占比低，需更强酸性

环境才能实现质子化与电荷转变。 

细胞实验结果进一步验证了COS-CA-NPs的pH

响应特性，且不同 pH 条件下系统性能呈现明确差

异：在模拟正常生理环境的 pH 7.4 条件下，两种纳

米粒的细胞摄取效率虽均优于游离 CA，但细胞毒性

及对肿瘤细胞迁移、侵袭的抑制效果却略低于游离

CA，这一现象源于纳米粒内药物需经键断裂释放后

才能发挥作用，存在一定释放滞后性[24-25]，而游离

CA 可直接作用于细胞，短期内活性更优。但在肿瘤

微环境 pH 6.5 时，COS-CAL-NPs 展现出显著的环境

响应特异性：其快速发生的电荷翻转（从负电转为正

电）显著增强了与带负电肿瘤细胞膜的静电相互作

用，促使胞内 CA 浓度显著高于 COS-CAH-NPs 及游

离 CA；这种高效细胞摄取效应有效补偿了药物释放

的滞后性，最终使 COS-CAL-NPs 表现出更优性能，

细胞毒性 IC50值将至 24.92 μg·mL−1，对肿瘤细胞迁

移、侵袭的抑制效果具有统计学显著性（P＜0.01）。

由此可见，通过接枝比调控实现的“pH 6.5 触发电

荷翻转”特性，是 COS-CAL-NPs 具备肿瘤微环境靶

向潜力的关键机制。 

机制层面，本研究证实 CA 纳米粒可通过双重

作用抑制乳腺癌转移：一方面有效抑制 NF-κB 的核

转位，另一方面显著下调 MMP-9 的表达。作为关

键的促炎与促转移转录因子，NF-κB 的激活会上调

包括 MMP-9 在内的多种基质金属蛋白酶表达，进

而加速细胞外基质降解、促进肿瘤细胞侵袭[26-27]，

而本研究观察到的 NF-κB 抑制与 MMP-9 下调协同

效应，明确提示调控 NF-κB/MMP-9 信号通路是 CA

抑制乳腺癌细胞迁移与侵袭的核心分子基础。这一

发现与 CA 在肺癌、皮肤癌等其他肿瘤模型中的作

用路径存在一致性[20-21]，进一步揭示了 CA 通过靶

向 NF-κB/MMP-9 轴抑制肿瘤转移的普适性潜力。

值得注意的是，当前研究尚未明确 CA 是否直接调

控 NF-κB 与 MMP-9 启动子的结合，后续需通过免

疫共沉淀等实验进一步验证二者的直接关联。此

外，尽管 COS-CA-NPs 在体外模拟环境中展现出显

著优势，但其体内稳定性、生物相容性及体内抗转

移效果仍需验证，因此后续研究可聚焦于开展动物

实验，系统评估 COS-CA-NPs 的体内药动学特征、

组织分布规律及在体抗肿瘤效果，并基于实验结果

优化纳米粒结构（如接枝比、表面修饰），为其临

x

x
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床转化提供更坚实的实验基础。 
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