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·药剂与工艺· 

负载葫芦素 B 锌基金属有机骨架 ZIF-8 纳米粒的制备、表征及抗肝肿瘤
药效评价  

徐晓涵，张慧中，阮意丹，李诗曼，张  可，王雯琪，杨静雯，李文静，王欣竹，董晓旭*，倪  健* 

北京中医药大学中药学院，北京  102488 

摘  要：目的  制备负载葫芦素 B 类沸石咪唑酯骨架材料-8（ZIF-8）纳米粒（cucurbitacin B-loaded ZIF-8 nanoparticles，

CuB@ZIF-8 NPs），并对其进行表征和体外抗肝肿瘤药效评价。方法  利用“一锅法”制备 CuB@ZIF-8 NPs；利用 HPLC法

测定葫芦素 B载药量及包封率；利用马尔文激光粒度分析、透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）观察、

扫描电子显微镜（scanning electron microscope，SEM）观察、X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）分析、傅里叶变换红外

光谱（Fourier-transform infrared spectroscopy，FTIR）分析、热重分析（thermogravimetric analysis，TGA）、比表面积法（Brunauer-

Emmett-Teller，BET）、动态光散射（dynamic light scattering，DLS）分析和 ζ 电位分析等对其结构进行表征；离心法考察

CuB@ZIF-8 NPs 的稳定性和体外释药行为。MTT 实验检测纳米粒抑制 HepG2 细胞增殖能力；荧光显微镜观察纳米粒对

HepG2细胞核的形态变化；流式细胞仪检测纳米粒对细胞凋亡率及细胞内活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）水平的

影响。结果  CuB@ZIF-8 NPs的载药量为（16.62±1.20）%，包封率为（66.73±2.30）%，粒径为（182.43±1.88）nm，ζ电

位为（24.80±0.52）mV，具有规则的十二面体结构，比表面积为 1 391.10 m2/g；纳米粒的稳定性良好，pH 5.5时体外释放

率达 77.56%；CuB@ZIF-8处理的 HepG2细胞的存活率为（18.82±3.52）%，细胞内 ROS含量为（123.61±0.03）%，细胞

凋亡率为（98.61±0.02）%。结论  制备的纳米粒形状均一，载药量较高，明显增强药物抗肝肿瘤疗效，为葫芦素 B纳米新

制剂的开发提供借鉴。 
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Preparation, characterization, and antitumor efficacy evaluation of cucurbitacin 

B-loaded ZIF-8 metal-organic framework nanoparticles for hepatocellular 
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Abstract: Objective  To prepare cucurbitacin B-loaded Zinc-based metal organic skeleton (ZIF-8) nanoparticles (CuB@ZIF-8 NPs), 

systematically characterize their physicochemical properties, and evaluate their anti-hepatoma activity in vitro. Methods  CuB@ZIF-

8 NPs were synthesized using a one-pot method. Drug loading capacity and encapsulation efficiency of cucurbitacin B were quantified 

via HPLC. Physicochemical characterization included Malvern laser particle size analysis, transmission electron microscope (TEM) 

observation, scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), 
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thermogravimetric analysis (TGA), Brunauer-Emmett-Teller (BET) surface area measurement, dynamic light scattering (DLS), and ζ 

potential analysis. Stability under physiological conditions and pH-responsive drug release kinetics were evaluated using 

centrifugation. In vitro anti-hepatoma efficacy was assessed using HepG2 cells: cytotoxicity via MTT assay, apoptosis via Annexin V-

FITC/PI staining and nuclear morphological analysis, and intracellular reactive oxygen species (ROS) generation via flow cytometry. 

Results  The optimized CuB@ZIF-8 NPs exhibited a uniform rhombic dodecahedral morphology with a hydrodynamic diameter of 

(182.43 ± 1.88) nm, ζ potential of (24.80 ± 0.52) mV, high specific surface area (1 391.10 m2/g), drug loading of (16.62 ± 1.20)%, and 

encapsulation efficiency (EE) of (66.73 ± 2.30)%. The nanoparticles demonstrated exceptional colloidal stability and pH-dependent 

drug release, achieving 77.56% cumulative cucurbitacin B release in acidic buffer (pH 5.5). The survival rate of HepG2 cells treated 

with CuB@ZIF-8 was (18.82 ± 3.52)%, the intracellular ROS content was (123.61 ± 0.03)%, and the apoptosis rate was (98.61 ± 

0.02)%. Conclusion  The prepared nanoparticles have uniform shapes and high drug loading capacity, significantly enhancing the 

therapeutic effect against liver tumors and providing a reference for the development of new cucurbitacin B nano-preparations. 

Key words: cucurbitacin B; Zinc-based metal organic skeleton ZIF-8; nanoparticles; anti-liver tumor; stability; drug release behavior 

in vitro; cell proliferation ability; apoptosis; reactive oxygen species 
 

原发性肝癌已经成为我国严重的公共卫生负

担，截至 2022年，肝癌发病率位居第 5，死亡率位

居第 2[1]。近年来，肝癌的治疗方案逐渐多样化，如

肝切除、消融治疗、放射治疗、系统化疗、靶向治

疗、免疫治疗、基因治疗及中医治疗等[2]。然而，肝

癌患病率依然居高不下，且死亡率逐年升高。与正

常组织相比，肿瘤部位的血管内皮细胞渗透性更

高，同时，快速生长的肿瘤细胞会不断侵袭和吸收

周围的新生血管，进而形成结构和功能独特的渗漏

血管，使得药物在肿瘤部位能够产生一定程度的靶

向聚集效应[3]。研究报道，纳米制剂可以高效负载

抗肿瘤药物，保护药物在血液循环中的稳定性，延

长其在体内的作用时间。另外，具有 pH 响应纳米

制剂能够利用肿瘤微环境的特殊性质，实现药物在

肿瘤部位的智能释放[4-6]。 

葫芦素为四环三萜类化合物，广泛存在于葫芦

科植物中，其中，葫芦素 B在自然界中最为普遍[7]。

葫芦素 B 具有抗肿瘤[8-9]、抗氧化[10]、保肝[11]、抗

炎[12]等多种药理活性。其中，葫芦素 B的抗癌活性

尤为突出，对肝癌[13]、肺癌[14]、乳腺癌[15]等多种癌

症具有明显的抑制作用。虽然葫芦素 B药理活性广

泛，但其水溶性差、生物利用度低等问题严重限制

了其应用。纳米制剂具有提高药物生物利用度、改

善难溶性药物水溶性等优点[16]。目前，葫芦素 B纳

米制剂主要有固体分散体[17]、胶束[18]、纳米结构脂

质载体[19]等，以上纳米制剂在一定程度上克服了上

述问题，但其载药量偏低、合成方法较复杂等不足，

限制了其进一步应用。 

金属有机框架材料（metal organic frameworks，

MOFs）是一种具有高表面积和内比表面积的晶体材

料，锌离子与咪唑类配体结合形成的沸石咪唑酯骨

架材料-8（（zeolitic imidazolate frameworks-8，ZIF-8）

是一种特殊的 MOFs，其表面和孔隙率使其具有化

学稳定性、热稳定性以及良好的吸附性能[20]。（“一锅

法”是指将反应物混合在同一个反应容器中，进行

连环多步反应的合成方法，以此方法制备的 ZIF-8纳

米制剂，具有制备方法简便[21]、生物相容性良好[22]、

表面易于修饰[23]、靶向癌细胞[24]等优点，使得其在

药物递送方面应用广泛[25]。将葫芦素 B开发成生物

利用度高、水分散性好的纳米制剂，有助于改善药

物自身存在的缺陷，提高其治疗效果。因此，本实

验采用（“一锅法”制备负载葫芦素 B的 ZIF-8纳米

制剂（cucurbitacin B-loaded ZIF-8 nanoparticles，

CuB@ZIF-8 NPs ）， 通 过 透 射 电 子 显 微 镜

（（transmission electron microscope，TEM）观察、X

射线衍射（X-ray diffraction，XRD）分析、傅里叶

变 换 红 外 光 谱 （ Fourier-transform infrared 

spectroscopy，FTIR）分析等方法对其进行表征，并

考察其对 HepG2 细胞的抑制作用，为葫芦素 B 新

型纳米制剂的开发提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

KQ-500DE 型数控超声波清洗器，昆山市超声

仪器有限公司；CJB-S-10D型多点磁力搅拌器，郑

州腾跃仪器设备有限公司；BY-G20型医用离心机，

北京白洋医疗器械有限公司；DZF-6050型真空干燥

箱，上海博远嘉程实业发展有限公司；MS105DU型

分析天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；

ZEN-3600 型马尔文激光粒度仪，英国马尔文仪器

有限公司；Agilent 1200型高效液相色谱，美国安捷

伦科技公司；FEI Tecnai G2 F30型透射电子显微镜，

赛默飞世尔科技（（中国）有限公司；S-4800型扫描
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电子显微镜，日本 Hitachi公司；D8 Advance X射

线衍射仪，德国布鲁克（上海）有限公司；Nicolet 

6700 型红外光谱仪，美国尼高力仪器公司；ASAP 

2460型全自动物理吸附仪，美国麦克仪器公司；STA 

449 F3/F5型热重分析仪，德国耐驰仪器制造有限公

司；BioTek Epoch 2型酶标仪，美国伯腾仪器有限

公司；BD FACS CantoTM II型流式细胞仪，美国 BD 

Biosciences 公司；Olympus IX73 型荧光倒置显微

镜，日本 Olympus公司。 

1.2  药物与试剂 

六水合硝酸锌（（批号 C10095674）、二甲基咪唑

（（批号 C11172540），质量分数≥98.0%，上海麦克林

生化科技股份有限公司；对照品葫芦素 B，质量分

数≥98%，批号 Z02M7X10137，上海源叶生物科技

有限公司；噻唑蓝（MTT），批号 20220708，北京

百瑞极生物科技有限公司；甲醇，色谱级，美国赛

默飞公司；胎牛血清，批号 A2932148CP，杭州四季

青生物工程材料有限公司；DMEM 培养基，批号

C11995500BT，美国 Gibco公司；青霉素-链霉素-两

性霉素（批号 AQ10010）、胰蛋白酶-EDTA消化液

0.25%（（批号 AQ515）、1×PBS溶液（（pH 7.4，批号

AQ513），北京翱擎生物科技有限公司。4′,6-二脒基-

2-苯基吲哚（4′,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI，

批号 C1002）、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂

盒（批号 C1062M）、活性氧检测试剂盒（批号

S0033M），北京碧云天科技有限公司。 

1.3  细胞 

人肝癌细胞系 HepG2细胞，编号 JNO-H0519，

广州吉妮欧生物科技有限公司，细胞传至 5代后进

行实验。 

2  方法与结果 

2.1  纳米材料的合成 

2.1.1  ZIF-8 NPs 合成  在文献报道制备方法[26]的

基础上进行改进，确定最佳制剂工艺步骤如下：精

密称取 0.5 mmol六水合硝酸锌、8 mmol二甲基咪

唑分别溶于 4 mL 甲醇中，超声辅助溶解后转移至

20 mL西林瓶中，800 r/min搅拌下加入 2 mL甲醇，

室温继续搅拌 3 h。14 000 r/min离心（离心半径为

60.87 mm）15 min，收集沉淀，甲醇洗涤 2次，70 ℃

下真空干燥过夜，即得 ZIF-8 NPs。收集上清，用于

后续实验。 

2.1.2  CuB@ZIF-8 NPs 合成  精密称取葫芦素 B 

25 mg，溶于 2 mL甲醇中，得药物储备液。精密称

取 0.5 mmol六水合硝酸锌、8 mmol二甲基咪唑分

别溶于 4 mL甲醇中，超声辅助溶解后转移至 20 mL

西林瓶中，800 r/min搅拌下加入 2 mL药物储备液，

室温继续搅拌 3 h。14 000 r/min离心（离心半径为

60.87 mm）15 min，收集沉淀，甲醇洗涤 2次，70 ℃

下真空干燥过夜，即得 CuB@ZIF-8 NPs。收集上清，

用于后续实验。 

2.2  载药量及包封率测定 

2.2.1  色谱条件  Agilent 1200型高效液相色谱仪；

色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18柱（250 mm×4.6 

mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%乙酸水溶液（46∶

54）；检测波长 228 nm；体积流量 1.0 mL/min；柱

温 25 ℃；进样量 10 µL；理论塔板数以葫芦素 B峰

计算不低于 5 000。 

2.2.2  对照品溶液的制备  精密称取适量葫芦素 B

对照品，加甲醇配制成质量浓度为 50 µg/mL 的葫

芦素 B对照品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的制备  按照（“2.1.2”项下方法

制备 CuB@ZIF-8 NPs，收集上清液于 50 mL 量瓶

中，甲醇定容至刻度，即得供试品溶液。 

2.2.4  阴性供试品溶液的制备  取（“2.1.1”项下方

法制备 ZIF-8 NPs，收集上清液于 50 mL量瓶中，

甲醇定容至刻度，即得阴性供试品溶液。 

2.2.5  专属性考察  将对照品溶液、供试品溶液、

阴性供试品溶液分别依照（“2.2.1”项下色谱条件进

样，记录色谱图。结果如图 1所示。对照品溶液中

葫芦素 B出峰时间为 13.690 min，供试品溶液中葫

芦素 B出峰时间为 13.694 min，二者出峰时间一致，

且阴性供试品溶液中无干扰峰存在，表明该方法专

属性良好。 
 

 

图 1  葫芦素 B 对照品 (A)、CuB@ZIF-8 NPs 样品 (B)、

ZIF-8 NPs 样品 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of cucurbitacin B reference substance (A), 

CuB@ZIF-8 NPs sample (B) and ZIF-8 NPs sample (C) 
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2.2.6  线性关系考察  精确称取适量的葫芦素B对

照品，加甲醇制备质量浓度为 200 µg/mL的葫芦素

B对照品溶液。精密吸取适量对照品溶液，加甲醇

稀释，制备质量浓度分别为 10、20、40、100、140 

µg/mL的葫芦素 B对照品溶液。按照（“2.2.1”项下

方法进行检测，以色谱峰面积（（Y）作为因变量，样

品质量浓度（（X）作为自变量，绘制标准曲线并进行

线性回归分析，得回归方程 Y＝11.849 X＋15.131，

R2＝0.999 8，线性范围为 10～140 μg/mL，结果表

明线性关系良好。 

2.2.7  精密度考察 

（1）日内精密度：精确吸取 50 µg/mL的葫芦素

B对照品溶液，依照“2.2.1”项下色谱条件，连续

进样 6针，记录峰面积，并计算其 RSD值。结果表

明，连续 6针进样的峰面积的 RSD为 2.30%，说明

该仪器日内精密度良好。 

（（2）日间精密度：由另一名分析者隔日精密吸

取同一对照品溶液（质量浓度为 50 µg/mL），依照

（“2.2.1”项下色谱条件，连续进样 6针，计算葫芦素

B峰面积的 RSD值；与上述日内精密度结果比较，

计算两者精密度试验结果之间的 RSD。结果表明，

隔日测定的葫芦素 B峰面积的 RSD为 1.76%，与上

述日内精密度试验结果比较，两者精密度结果之间

的 RSD为 1.82%，说明该仪器日间精密度良好。 

2.2.8  稳定性考察  精确吸取按“2.1.2”项下方法

制备的供试品溶液 1 mL，按照“2.2.1”项下色谱条

件，分别在制备后 0、2、4、6、12、24 h进样测定，

记录峰面积并计算其 RSD值。结果表明，不同时间

点峰面积的 RSD为 0.39%，说明供试品溶液稳定性

良好。 

2.2.9  重复性考察  按照“2.1.2”项下方法制备 6

份供试品溶液，按照“2.2.1”项下色谱条件对其进

行检测，记录峰面积并按照“2.2.11”项下方法计算

CuB@ZIF-8 NPs中葫芦素 B的载药量与 RSD值。

结果表明，载药量为（17.16±0.41）%，RSD 为

2.37%，说明重复性良好。 

2.2.10  加样回收率考察  准确称取适量葫芦素 B

对照品，配置成 1 mg/mL的对照品溶液；准确称取

10 mg ZIF-8 NPs，共 6 份，分别置于 10 mL量瓶

中，分别加入 0.5 mL对照品溶液，加甲醇定容至刻

度，摇匀，按照“2.2.1”项下色谱条件检测峰面积，

计算其加样回收率和 RSD值。结果表明，葫芦素 B

的平均加样回收率为 100.38%，RSD为 2.30%，说

明该含量测定方法加样回收率符合要求。 

2.2.11  载药量和包封率的测定  按照“2.1.2”项下

方法制备供试品溶液，按照“2.2.1”项下色谱条件

对各供试品溶液进行检测，根据色谱峰面积计算未

载入的药物质量，记为M 上清，根据以下公式计算纳

米粒中葫芦素B的药物载药量和包封率。结果表明，

CuB@ZIF-8 NPs中葫芦素 B的载药量为（16.62±

1.20）%，包封率为（66.73±2.30）%。 

载药量＝(M 投－M 上清)/M 总 

包封率＝(M 投－M 上清)/M 投 

M 投为投入葫芦素 B的质量；M 总为干燥后纳米粒的质量 

2.3  纳米材料的表征 

2.3.1  粒径与 ζ 电位测定  精密称取 ZIF-8 NPs、

CuB@ZIF-8 NPs各 1 mg，分散于 10 mL甲醇中，

得样品溶液。利用马尔文激光粒度仪测定粒径与 ζ

电位。结果（图 2）显示，ZIF-8 NPs、CuB@ZIF-8 

NPs的粒径分别为（174.10±0.87）、（182.43±1.88）

nm；多分散指数（polydispersity index，PDI）分别为

0.19±0.00、0.14±0.03；ζ 电位分别为（−68.57±

0.74）、（24.80±0.52）mV。 

 

 

 

 

图 2  ZIF-8 NPs (a) 和 CuB@ZIF-8 NPs (b) 的粒径 (A) 

和 ζ 电位 (B) 

Fig. 2  Size (A) and ζ potential (B) of ZIF-8 NPs (a) and 

CuB@ZIF-8 NPs (b) 
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2.3.2  TEM观察纳米粒形貌  取适量 ZIF-8 NPs、

CuB@ZIF-8 NPs分散于甲醇中，超声处理 30 min，

滴于铜网上，待液体蒸发干燥后，重复此过程 2～3

次，最后将铜网烘干，并记录图像。如图 3-A显示，

ZIF-8 NPs为规则的十二面体结构，粒径均一，分散

性良好。 

2.3.3  扫描电子显微镜（scanning electron microscope，

SEM）观察纳米粒形貌  取适量 ZIF-8 NPs、CuB@ 

ZIF-8 NPs 分散于甲醇中，超声处理 30 min，将分

散液滴于硅片上，室温风干。通过场发射扫描电子

显微镜在不同倍数下对 2种纳米粒进行扫描测定。

如图 3-B显示，CuB@ZIF-8 NPs与空白 ZIF-8 NPs

形貌与尺寸无明显差异，粒径与马尔文粒径仪结果

基本一致。 
 

 

 

图 3  ZIF-8 NPs (a) 和 CuB@ZIF-8 (b) 的 TEM (A) 和

SEM (B) 观察 

Fig. 3  TEM (A) and SEM (B) observation of ZIF-8 NPs (a) 

and CuB@ZIF-8 NPs (b) 

2.3.4  XRD分析  取适量葫芦素 B原料药、ZIF-8 

NPs、CuB@ZIF-8 NPs，过筛后置于样品槽，将样品

安装在样品台上，样品中心与中心线对准，设置仪

器参数为 Cu-Co射线（γ＝0.154 1 nm），管流 40 mA，

高压 40 kV，扫描范围 5°～80°，扫描速率为 2°/min。

结果如图 4所示，制备的 ZIF-8 NPs和 CuB@ZIF-8 

NPs均具有一定的结晶度，且 ZIF-8 NPs的晶面峰

的峰型与报道一致[27]，在 5.9°、10.3°、12.6°、17.9°

处有明显的特征峰。CuB@ZIF-8 NPs与 ZIF-8 NPs

的曲线基本一致，证明“一锅法”的载药方法并未

改变 ZIF-8 NPs的晶体结构。在 CuB@ZIF-8 NPs的

XRD图中，葫芦素 B原料药在 22°处的特征峰消失， 

 

图 4  葫芦素 B、ZIF-8 NPs 和 CuB@ZIF-8 NPs 的 XRD

曲线 

Fig. 4  XRD curves of cucurbitacin B, ZIF-8 NPs and 

CuB@ZIF-8 NPs 

在 5.9°、12.6°、17.9°处的特征峰强度升高，表明葫

芦素 B成功载于 ZIF-8 NPs中，且葫芦素 B的晶型

形式在 CuB@ZIF-8 NPs中部分保留。 

2.3.5  FTIR分析  称取适量 ZIF-8 NPs、CuB@ZIF-

8 NPs，与干燥的溴化钾分散均匀后压片，在 4 000～

400 cm−1采集样品 FTIR 谱图。结果如图 5 所示，

在 1 580 cm−1和 500～1 500 cm−1出现了氮杂环中

的 C=N、C-N和 N-H键的伸缩振动峰，证明 ZIF-8 

NPs 的成功合成。CuB@ZIF-8 NPs 的红外图谱与

ZIF-8 NPs基本一致，证明葫芦素 B的成功载入并

未改变 ZIF-8 NPs的结构。 
 

 

图 5  ZIF-8 和 CuB@ZIF-8 NPs 的 FTIR 图谱 

Fig. 5  FTIR spectra of ZIF-8 NPs and CuB@ZIF-8 NPs 

2.3.6  热重分析（thermogravimetric analysis，TGA）  

称取适量 ZIF-8 NPs、CuB@ZIF-8 NPs置于热重仪，

在氮气环境中以 10 ℃/min 的升温速率从 30 ℃加

热至 800 ℃，监测质量损失的百分比与温度之间的

变化关系。结果如图 6所示，当温度低于 500 ℃时，

ZIF-8 和 CuB@ZIF-8 质量变化较小；当温度达到

500 ℃时，二者质量急剧下降。由此看出，ZIF-8 NPs

和 CuB@ZIF-8 NPs具有良好的热稳定性。在 200～

500 ℃，CuB@ZIF-8 NPs失重略低于 ZIF-8 NPs，证 
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图 6  ZIF-8 和 CuB@ZIF-8 NPs 的 TGA 曲线 

Fig. 6  TGA curves of ZIF-8 and CuB@ZIF-8 NPs 

明葫芦素 B的加入可以提高 ZIF-8骨架在此区间的

热稳定性。 

2.3.7  比表面积法（Brunauer-Emmett-Teller，BET）

分析比表面积与孔径  称取适量 ZIF-8 NPs，以

10 ℃/min升温速率加热至 120 ℃，并在此温度下

保温 6 h，用以除去杂质，随后进行氮气的吸附-脱

附实验，对最终所得的数据进行颗粒微孔径和比表

面积的分析。结果如图 7所示，所制备的纳米粒孔

径为 2.2 nm，比表面积为 1 391.10 m2/g。 
 

 

图 7  ZIF-8 NPs 的等温吸附-脱附曲线 

Fig. 7  Isothermal adsorption-desorption curve of ZIF-8 NPs 

2.4  CuB@ZIF-8 NPs 稳定性考察 

精密称取 1 mg CuB@ZIF-8 NPs于 15 mL离心

管中，加入 10 mL去离子水，30 min超声分散后置

于摇床中震荡，分别于第 1～3天取样，测定纳米粒

的粒径。结果如表 1所示，3 d内 CuB@ZIF-8 NPs

的粒径一致，表明其在水中稳定性良好。 

2.5  体外释药性能考察 

精密度称取 CuB@ZIF-8 NPs 1 mg，分别分散

于 5 mL pH 7.4、6.5的 PBS（0.5% 聚山梨酯-80） 

表 1  CuB@ZIF-8 NPs 3 d 内粒径分布 ( x s , n = 3) 

Table 1  Particle size distribution at CuB@ZIF-8 NPs in 3 

days ( x s , n = 3) 

t/d 粒径/nm RSD/% 

1 193.43±3.12 2.70 

2 183.27±3.51 
 

3 187.93±2.01 
 

 

中，孵育于 37 ℃的恒温震荡仪中（（200 r/min），在

预定时间点取样（（1、2、4、8、12、24、48、72 h）

1 mL，离心（17 000 r/min，15 min），收集上清液，

补入等体积的释放介质。按照（“2.2.1”项下色谱条

检测上清液中药物的含量，计算药物累积释放率。

结果如图 8所示，CuB@ZIF-8 NPs在 pH 7.4和 pH 

5.5 条件下 72 h 的累积释放率分别为 56.11%和

77.56%，表现出明显的 pH 响应释放特性。主要原

因为 ZIF-8 MOFs具有 pH敏感性，在酸性条件容易

降解，从而促进药物的释放。 

 

图 8  CuB@ZIF-8 NPs 在不同 pH 值条件下的体外释放曲

线 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Cumulative release curves of CuB@ZIF-8 NPs 

( x s , n = 3) 

2.6  体外药效学研究 

2.6.1  细胞培养及分组  细胞复苏后于 37 ℃，5% 

CO2培养箱中培养至 5代。将细胞随机分为对照组、

葫芦素 B组、CuB@ZIF-8组［以葫芦素 B半抑制浓

度（half maximal inhibitory concentration，IC50）计］。 

2.6.2  MTT 法检测细胞存活率   将对数生长的

HepG2 细胞接种于 96 孔板（5 000 个/孔），按照

“2.6.1”项下分组处理细胞 48 h，每组设置 4 个复

孔。在每孔中加入 20 µL的MTT溶液（5 mg/mL），

继续培养 4 h，去除培养液，在每个孔中加入 100 µL 

DMSO。酶标仪孵育 5 min后 490 nm处测定吸光度

（A），计算细胞存活率。结果（表 2）表明，0～1.0 

µmol/L ZIF-8 NPs对 HepG2细胞无杀伤作用，细胞
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存活率均高于 85%，表明 ZIF-8骨架对 HepG2细胞

具有良好的细胞相容性；CuB@ZIF-8组细胞存活率

与葫芦素 B组相比具有显著性差异，表现出更明显

的细胞抑制作用，结果见表 3。 

细胞存活率＝(A 样品－A 阴性)/(A 对照－A 阴性) 

表 2  ZIF-8 NPs 生物相容性 ( x s , n = 4) 

Fig. 2  Biocompatibility of ZIF-8 NPs ( x s , n = 4) 

浓度/ 

(μmol∙L−1) 

细胞存活率/ 

% 

浓度/ 

(μmol∙L−1) 

细胞存活率/ 

% 

0 100.00±0.00 0.6 102.75±2.97 

0.2 101.51±3.09 0.8 98.67±7.27 

0.4 101.59±2.77 1.0 88.02±0.86 

表 3  不同组别 HepG2 细胞存活率 ( x s , n = 4) 

Table 3  HepG2 cells survival rates in different groups 

( x s , n = 4) 

组别 剂量/(μmol∙L−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±2.53 

ZIF-8 6.0 91.89±5.12 

葫芦素 B 6.0 50.86±2.81** 

CuB@ZIF-8 6.0 18.82±3.52**ΔΔ 

与对照组比较：**P＜0.01；与葫芦素 B组比较：ΔΔP＜0.01；表 4、

5同。 

**P < 0.01 vs control group; ΔΔP < 0.01 vs cucurbitacin B group; same 

as tables 4, 5. 

2.6.3  Annexin V-FITC PI 染色法检测细胞凋亡率  

将对数生长的 HepG2 细胞接种于 6 孔板（7×105 

个/孔），按照“2.6.1”项下分组处理细胞 48 h。收

集细胞并计数，取 5.0×104～1.0×105个重悬细胞，

离心后按顺序加入 195 µL Annexin V-FITC结合液、

5 µL Annexin V-FITC、10 µL碘化丙啶染色液，轻

轻混匀。37 ℃避光孵育 30 min后置于冰浴中，利

用流式细胞仪进行检测。结果如表 4所示，相较于

对照组，葫芦素 B组凋亡率略升高，CuB@ZIF-8组

凋亡率升高更为显著，表明 CuB@ZIF-8 NPs 能够 

表 4  不同组别 HepG2 细胞凋亡率 ( x s , n = 3) 

Table 4  Apoptosis rates of HepG2 cells in different groups 

( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μmol∙L−1) 总凋亡率/% 

对照 − 9.31±0.87 

葫芦素 B 6.0 18.29±0.03** 

CuB@ZIF-8 6.0 98.61±0.02**ΔΔ 

 

更大程度促进细胞凋亡。 

2.6.4  DAPI 染色法观察细胞核形态变化  将对数

生长的 HepG2细胞接种于 6孔板（7×105个/孔），

按照“2.6.1”项下分组处理细胞 48 h，移去上清，

PBS 清洗，每孔加入 1 mL DAPI 溶液染色（10 

µg/mL），室温避光孵育 5 min，移去上清，PBS洗

3次，荧光显微镜拍照并收集图像。与对照组相比，

葫芦素 B组细胞核出现破损，轻微变圆，表明葫芦

素 B使HepG2细胞发生一定程度的凋亡。而 CuB@ 

ZIF-8组细胞核完全变圆，且多数呈现碎片状，表明

其诱导 HepG2细胞凋亡更显著，其结果与流式细胞

仪定量结果一致。结果见图 9。 

2.6.5  细胞内 ROS 水平变化   将对数生长的

HepG2 细胞接种于 6 孔板（7×105 个/孔），按照

（“2.6.1”项下分组处理细胞 48 h，每孔加入 2 mL 

DCFH-DA稀释液（（10 µmol/L），37 ℃避光孵育 20 

min，PBS洗 3次，荧光显微镜拍照并收集图像。收

集细胞，流式细胞仪进行检测。 

荧光显微镜观察结果可见，与对照组相比，葫

芦素 B组细胞内 ROS水平升高；CuB@ ZIF-8组细

胞内 ROS 水平进一步升高，表明制备的纳米粒比

葫芦素 B 单体具有更强的诱导 ROS 生成的能力，

对 HepG2细胞杀伤力更强。流式细胞仪检测结果与

荧光显微镜观察结果一致。与对照组相比，葫芦素

B组荧光强度略升高，CuB@ZIF-8组荧光强度大幅

升高，结果见图 10和表 5。 
 

   

图 9  不同组别 HepG2 细胞核形态变化 

Fig. 9  Nuclear morphological changes of HepG2 cells in different groups 

40 μm 

对照                               葫芦素 B                             CuB@ZIF-8 
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图 10  不同组别 HepG2 细胞内 ROS 水平变化及不同组别 HepG2 细胞内 DCFH 相对荧光强度 

Fig. 10  Changes of ROS levels in HepG2 cells of different groups and relative fluorescence intensity of DCFH in HepG2 cells 

of different groups 

表 5  不同组别 HepG2 细胞内 DCFH 相对荧光强度 

( x s , n = 3) 

Table 5  Relative fluorescence intensity of DCFH in HepG2 

cells of different groups ( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μmol∙L−1) 相对荧光强度/% 

对照 − 100.00±0.06 

葫芦素 B 6.0 111.38±0.001** 

CuB@ZIF-8 6.0 123.61±0.03**ΔΔ 
 

2.7  统计学方法 

采用 GraphPad Prism 8软件进行统计学分析及

作图，计量资料用 x s 表示，两组间比较采用 One-

way ANOVA检验。以 P＜0.05差异有统计学意义。 

3  讨论 

ZIF-8 MOFs在装载抗肿瘤成分方面应用广泛。

有研究报道，将姜黄素[28]、白藜芦醇[29]、雷公藤甲

素[30]等中药活性成分负载于 ZIF-8 NPs中，有效改

善了中药活性成分难溶、生物利用度低等问题。本

文制备的 CuB@ZIF-8 NPs 载药量与包封率稳定，

粒径均一，表明其制备工艺稳定可靠。电位结果显

示，载药后纳米粒的电位发生了反转，表明葫芦素

B 的成功负载。BET 结果表明，ZIF-8 NPs 具有多

孔结构，且比表面积较大，这种结构有利于葫芦素

B的负载，且随着药物的载入，推测CuB@ZIF-8 NPs

的孔径可能减小[31]。XRD、FTIR结果表明，葫芦素

B成功负载于 ZIF-8 NPs中。TGA测定结果表明，

葫芦素 B可以提高 ZIF-8 骨架在 200～500 ℃的热

稳定性。CuB@ZIF-8 NPs体外释放结果表明，纳米

粒在肿瘤微环境下能够释放更多的葫芦素 B，这有

利于药物进入细胞从而发挥抗肿瘤作用。 

葫芦素 B是一种天然的抗肿瘤成分，其抗肝癌

机制包括破坏核因子红系 2相关因子 2/血红素加氧

酶-1（nuclear factor erythroid 2-related factor 2/heme 

oxygenase-1，Nrf2/HO-1）抗氧化通路，诱导细胞铁

死亡[32]；改变蛋白激酶 B/雷帕霉素复合物 1（（protein 

kinase B/mechanistic target of rapamycin complex 1，

AKT/mTORC1）信号通路影响脂质代谢、氨基酸代

谢和葡萄糖代谢[33]；抑制 Janus激酶/信号传导及转

录激活因子（ Janus kinase/signal transducers and 

activators of transcription，JAK/STAT）信号通路[13]；

诱导 ROS介导的 DNA损伤、细胞凋亡和保护性自

噬[34]等，其促凋亡机制主要包括抑制细胞增殖和迁

移[35]、抑制 STAT3 磷酸化[36]、阻滞细胞周期[37]。

ROS是一种细胞代谢物，可以通过核外未配对电子

和其他化合物产生一系列化学反应，进而损伤癌细

胞[38]，其主要机制包括诱导肿瘤细胞自噬、凋亡、

焦亡、铁死亡、DNA损伤、调控细胞周期等[39-40]。

ROS 参与抗肿瘤机制中的多个通路，如核因子-κB

（（nuclear factor kappa-B，NF-κB）、丝裂原活化蛋白

激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPKs）、

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphoinositide 3-kinase，

PI3K）/AKT 和 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1-核因子

（（红细胞衍生 2）相关因子 2-抗氧化反应元件（（Kelch-

like ECH-associated protein 1-nuclear factor erythroid 

2-related factor 2-antioxidant response element ，

Keap1-Nrf2-ARE）[41]。研究表明，ROS的升高有助

于促进癌细胞的凋亡[42]。 

本实验初步考察了 CuB@ZIF-8 NPs 对 HepG2

细胞的体外作用。与游离葫芦素 B相比，负载葫芦

素 B 的 ZIF-8 NPs 能够更大程度抑制 HepG2 细胞

增殖、促进 HepG2细胞凋亡、增加 HepG2细胞内

ROS产生，提示 CuB@ZIF-8 NPs具有更强的肿瘤

抑制作用，可能是由于 CuB@ZIF-8 NPs具有 pH响

应性，在肿瘤微环境下能够增强 HepG2细胞内药物

的积累。此外，有研究表明，葫芦素 B可以对肝癌

对照                           葫芦素 B                        CuB@ZIF-8 

40 μm 
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裸鼠抑制瘤有明显抑制作用[43]，实验室前期研究证

明葫芦素 B 能够通过诱导 HepG2 细胞铁死亡以发

挥抗肿瘤作用[13]，但 CuB@ZIF-8 NPs 能否增强诱

导 HepG2细胞铁死亡还有待进一步研究。 
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