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柴胡皂苷 D-大麻二酚自组装纳米粒的制备及细胞药效学评价  
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摘  要：目的  制备柴胡皂苷 D（saikosaponins D，SSD）与大麻二酚（cannabidiol，CBD）自组装纳米粒（SSD-CBD），并

初步探究其体外抗肝癌机制。方法  采用纳米共沉淀法，以 3∶1（投料质量比）制备 SSD-CBD 自组装纳米粒，利用 X 射

线光电子能谱（X-ray photoelectron spectroscopy，XPS）、傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR）

及二维核磁共振氢谱（1H-1H nuclear overhauser enhancement spectroscopy，1H-1H NOESY）等多技术表征其组装机制；通过

透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）、动态光散射（dynamic light scattering，DLS）等技术评价其理化

性质；采用 MTT 法、流式细胞术（Annexin V-FITC/PI 染色）、天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶（cysteinyl aspartate 

specific proteinase，Caspase）活性测定等手段系统评价其体外抗肿瘤活性、凋亡诱导效应及初步机制。结果  该组装体通过

氢键和疏水作用自组装形成，SSD 与 CBD 表现出协同效应（CI＝0.79）；SSD-CBD 纳米粒还具有 pH 值响应释药特性，在肿

瘤微环境（pH 6.8）中特异性释药，而在正常生理环境（pH 7.4）保持稳定；机制研究表明，其主要通过激活线粒体凋亡途

径诱导 HepG2 细胞死亡。结论  构建的 SSD-CBD 自组装纳米粒，提供了一种可同步改善 CBD 递送效率、实现精准协同给

药的无载体策略，为基于 SSD 的智能纳米药物开发提供了实验依据。 
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Abstract: Objective  To prepare a self-assembled nanoparticles of saikosaponin D (SSD) and cannabidiol (CBD) and preliminarily 

investigate their anti-hepatoma mechanism in vitro. Methods  The SSD-CBD self-assembled nanoparticles were constructed using 

the nano co-precipitation method at a mass ratio of 3∶1, and their assembly mechanisms were characterized by techniques including 

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and 1H-1H nuclear overhauser enhancement 

spectroscopy (1H-1H NOESY). Its physicochemical properties were evaluated by transmission electron microscopy (TEM) and 

dynamic light scattering (DLS). The antitumor activity, apoptosis induction, and preliminary mechanisms were systematically assessed 

by MTT assay, flow cytometry (Annexin V-FITC/PI staining), and cysteinyl aspartate specific proteinase (Caspase) activity assays. 

Results  The assembly was self-assembled through hydrogen bonding and hydrophobic interactions, with SSD and CBD showing a 

synergistic effect against HepG2 cells (CI = 0.79). It exhibited pH-responsive drug release, specifically releasing drugs in the tumor 

microenvironment (pH 6.8) while remaining stable at normal physiological environment (pH 7.4). Mechanistic studies indicated that 
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it primarily induced HepG2 cell death by activating the mitochondrial apoptotic pathway. Conclusion  The constructed SSD-CBD 

self-assembled nanoparticles offer a carrier-free strategy that can simultaneously improve the delivery efficiency of CBD and achieve 

precise collaborative drug delivery, providing an experimental basis for the development of intelligent nanomedicine based on SSD. 
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柴胡皂苷 D（saikosaponin D，SSD）是柴胡的

关键活性成分，具有明确的抗肿瘤[1-2]活性。与许多

天然产物类似，其单药抗肿瘤效力有限，制约了临

床应用；而其良好的水溶性，则为制剂设计提供了

优势。大麻二酚（cannabidiol，CBD）是另一种备受

关注的天然抗肿瘤成分，研究表明，其可通过作用

于多条信号通路抑制肿瘤进展[3]，展现出多靶点治

疗的潜力，但极高的脂溶性与不稳定性也导致了严

峻的体内递送难题与较低的生物利用度[3]。SSD 与

CBD 在理化性质与作用机制上具互补性，将二者联

合，有望同时实现协同增效与克服各自的递送瓶

颈，其关键在于构建能同步递送并控制释放的剂型

系统。近年来，基于分子自组装的“无载体”纳米

药物策略为该挑战提供了解决方案[4]。 

为探寻 SSD 的高效配伍方案，本研究选取了与

SSD 结构高度同源的柴胡皂苷 A（saikosaponin A，

SSA）[5]、具多靶点抗氧化活性的槲皮素[6]以及具多

通路抑瘤潜力的 CBD[7]进行初步筛选，以考察结构

相似性、作用机制差异等对协同效应的影响。结果

显示，SSD 与 CBD 的组合最具协同潜力，其协同

作用源于生物学功能与化学结构层面的双重互补。

在生物学层面，文献提示二者可在抗肿瘤及凋亡调

节等关键通路上发挥互补效应[8]；在化学结构层面，

SSD 的两亲性结构与 CBD 的疏水骨架及酚羟基之

间亦存在天然的分子互补性。这种结构互补性不仅

为二者通过氢键、疏水作用等实现分子共组装提供

了直接驱动力，也为后续构建可响应肿瘤微环境 pH

值变化的智能递送系统奠定了理论基础。 

近年来，纳米技术在改善药物递送方面优势显

著。其中，基于分子自组装的无载体策略备受关注，

它直接利用药物分子自身的理化性质及相互间的

非共价作用，驱动其自发组装为结构完整的纳米实

体[9-10]。这种“自递送”模式不仅能有效改善难溶性

药物的分散性（如研究已通过构建 CBD 纳米胶束

证实其可行性[7]），更重要的是，可将联合用药的多

种成分整合于单一纳米结构内部，为实现药物的共

定位递送与比例可控的协同治疗提供了可能。本研

究据此构建 SSD-CBD 自组装纳米粒，以期实现药

物的精准共递送与协同抗肿瘤效应。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Zetasizer Nano ZS 型纳米粒度及 Zeta 电位分析

仪，英国马尔文仪器有限公司；HT7800 型透射电子

显微镜，日本日立公司；Nicolet iS20 型傅里叶变换

红外光谱仪，美国赛默飞世尔科技公司；Avance 

NEO 500 MHz 型核磁共振波谱仪，德国布鲁克公

司；SH-1000 型酶标仪，天美仪拓实验室设备有限

公司；K-Alpha 型 X 射线光电子能谱仪，美国赛默

飞世尔科技公司；LSM-900 型共聚焦荧光显微镜，

卡尔蔡司光学有限公司；LongCyte C3140 型流式细

胞仪，北京层浪生物科技有限公司；Amicon Ultra-

2 超滤离心管，膜截留相对分子质量（molecular 

weight cut-off，Mw）为 30 000，美国 Millipore 公司；

湘仪 H2500R 型高速冷冻离心机，湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司。 

1.2  药品与试剂 

槲皮素，批号 AZ21101653，质量分数≥98.0%，

购自成都埃法生物科技有限公司；SSA（批号

DSTDC000601）、SSD（批号 DSTDC000802），质量

分数≥98.0%，购自成都乐美天医药科技有限公司；

CBD，批号 FE10071912，质量分数≥98.0%，购自

美国 Cerilliant 公司。 

DMEM 高糖培养基，批号 3251148，购自赛默

飞世尔科技（中国）有限公司；胎牛血清（fetal bovine 

serum，FBS），货号 11012-8611，购自浙江天杭生

物科技股份有限公司；胰蛋白酶-EDTA 消化液（货

号 T1300）、青霉素-链霉素溶液（货号 P1400），均

购自北京索莱宝科技有限公司；MTT，批号

1334GR001，购自广州赛国生物科技有限公司；

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（货号

C1056）、天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶

（cysteinyl aspartate specific proteinase，Caspase）3/8/9

活性检测试剂盒（货号 C1118/C1155/C1161）、活性

氧检测试剂盒（货号 S0034）、线粒体膜电位检测试

剂盒（JC-1，货号 C2001S）均购自上海碧云天生物

技术股份有限公司；腺嘌呤核苷三磷酸（adenosine 

triphosphate，ATP）含量测定试剂盒，货号 A095-1-

1，购自南京建成生物工程研究所有限公司。 
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程序性细胞死亡抑制剂包括凋亡抑制剂（Z-

VAD-FMK，货号 C1202）、坏死抑制剂（Necrostatin-

1，货号 SC4359）、焦亡抑制剂（双硫伦，货号

T819460）、自噬抑制剂（3-甲基腺嘌呤，货号

M833793）、铁死亡抑制剂（Ferrostatin-1，货号

F864515）和铜死亡抑制剂（四硫钼酸铵，货号

A828261）均购自上海麦克林生化科技有限公司。 

1.3  细胞系 

试验所用人肝癌细胞 HepG2，购自上海碧云天

生物技术有限公司，产品编号 C6346，由本实验室

保存并传代。 

2  方法与结果 

2.1  HepG2 细胞培养与处理 

HepG2 细胞于含 10% FBS 及 1%青霉素-链霉

素的 DMEM 完全培养基中，在 37 ℃、5% CO2 及

饱和湿度条件下常规培养。实验均采用对数生长期

细胞。待测药物（SSD、CBD、SSA、槲皮素）及其

物理混合物均以磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）新鲜

配制，确保溶剂 DMSO 的终体积分数不大于 0.5%。

以含等量 DMSO（体积分数 0.5%）的 PBS 作为溶

剂对照组。 

2.2  SSD-CBD 自组装纳米粒的制备、最优配比及

基本性质表征 

2.2.1  SSD-CBD 自组装纳米粒的制备和最优配比

的确定  采用共沉淀法制备 SSD-CBD 自组装纳米

粒。首先，将 SSD 与 CBD 按照 1∶1、2∶1、3∶

1、4∶1、5∶1 的质量比，分别溶解于 DMSO 中，

配制成 10 mg/mL 的溶液，超声处理 5 min 使其充

分溶解。在室温、500 r/min 磁力搅拌条件下，将 CBD

溶液溶于 5 mL DMSO（有机相）中，使有机相初始

占比为 10%，随后以 1 mL/min 的速率逐滴加入 SSD

溶液，室温持续搅拌 1 h。将混合溶液移入截留相对

分子质量为 1 000 的透析袋，用去离子水透析 48 h，

期间每 12 小时更换 1 次透析液，以彻底去除未结

合单体及有机溶剂。收集透析袋内悬浮液，冷冻干

燥，获得 SSD-CBD 自组装纳米粒粉末。 

通过 MTT 法检测发现，当 SSD 与 CBD 投料

比为 3∶1 时，所制备的纳米粒在 5.0～10.0 μg/mL

质量浓度范围内对 HepG2 细胞的生长抑制活性最

强，故确定此为最佳制备配比。 

2.2.2  基本性质表征  为精确评价该配比下纳米

粒的药剂学性能，载药量与包封率测定参照超滤离

心-有机溶剂破乳结合 HPLC 法[11]，以超滤离心管

分离游离药，乙腈破乳后 HPLC 分别测定游离药与

总药质量浓度。在无载体共组装体系中，SSD 与

CBD 既互为药物也互为载体材料。 

为明确表征，本研究以 CBD 作为计算基准，载

药量与包封率计算公式如下。经测定，此最优配比

（SSD 与 CBD 投料比为 3∶1）纳米粒的载药量为

（91.2±3.5）%，包封率为（88.5±4.1）%。对此最

优配比（SSD 与 CBD 投料比为 3∶1）纳米粒的理

化性质进行表征，透射电子显微镜（transmission 

electron microscope，TEM）[12]观察下，纳米粒呈类

球形，形态规则，干燥状态下的核心尺寸约为 30 nm

（图 1）。动态光散射（dynamic light scattering，DLS）

法测定其水合粒径为（110.1±5.7）nm，多分散指数

（polydispersity index，PDI）为 0.234±0.056，表明

粒径分布均匀（图 2）。ζ 电位测定结果（图 3）为

（−15.9±2.2）mV，适度的负电荷有利于体系稳定。 
 

 

图 1  TEM 下自组装纳米粒的形貌图 

Fig. 1  TEM image of self-assembled nanoparticles 

 

图 2  DLS 测定的自组装纳米粒水合粒径分布 

Fig. 2  Hydrated particle size distribution of self-assembled 

nanoparticles determined by DLS 

 

图 3  激光多普勒电泳法测定的自组装纳米粒 ζ 电位分布 

Fig. 3  ζ potential distribution of self-assembled 

nanoparticles determined by laser Doppler electrophoresis 
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载药量＝mCBD/M 总 

包封率＝mCBD/M 投 

mCBD 为纳米粒中包载的 CBD 质量，M 总为 SSD-CBD 自组

装纳米粒的总质量，M 投为投料中 CBD 的总质量 

2.3  与 SSD 协同配伍成分的筛选与验证 

采用 MTT 法评估 SSD 分别与 SSA、槲皮素及

CBD 的物理混合物对 HepG2 细胞的毒性，以筛选

最佳配伍成分。物理混合物均按 SSD 与 CBD 质量

比为 3∶1 制备，即精密称取 2 原料药，分别以少

量无水乙醇溶解制得母液，按质量比 3∶1 混合后，

以 DMEM 完全培养基逐级稀释至所需给药浓度，

终体积分数乙醇≤0.1%，涡旋 30 s 混匀，即得。 

同步设溶剂对照孔（含同终体积分数乙醇，不

加药）。将对数生长期的 HepG2 细胞经胰酶消化后，

以每孔 6 000 个的密度接种于 96 孔板中，边缘孔以

PBS 填充。于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 12 h 使

细胞充分贴壁后，吸弃原培养基，每孔加入含不同

质量浓度梯度药物的新鲜培养基 100 μL，继续培养

48 h。随后，每孔加入 20 μL MTT 溶液（5.0 mg/mL），

避光孵育 4 h。小心吸弃上清液，每孔加入 150 μL 

DMSO，于摇床上避光振荡 10 min 至甲瓒结晶完全

溶解。使用酶标仪在 490 nm 波长下测定各孔的吸

光度（A）值，实验孔、空白孔、对照孔的 A 值分

别记为 A 实验、A 空白、A 对照。细胞存活率[13]计算公式

如下。结果如表 1所示，在质量浓度 5.0～20.0 μg/mL

时，所有处理组均呈现质量浓度相关性的细胞生长

抑制。其中，SSD 与 CBD 的物理混合物在所有测

试质量浓度下，均表现出最强的抑制效果。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

表 1  不同药物及其与 SSD 的组合对 HepG2 细胞存活率

的影响 ( x s , n = 6) 

Table 1  Effects of different drugs and their combinations 

with SSD on viability of HepG2 cells ( x s , n = 6) 

样品 

细胞存活率/% 

0 
5.0 

μg∙mL−1 

10.0 

μg∙mL−1 

15.0 

μg∙mL−1 

20.0 

μg∙mL−1 

SSA 100±2 93±2 90±3 60±3 5±1 

SSD 100±4 95±9 89±6 23±3 6±2 

槲皮素 100±2 97±3 96±2 94±4 92±4 

CBD 100±5 99±7 79±4 26±3 6±1 

SSD＋SSA 物理混合物 100±3 94±2 90±2 62±3 5±1 

SSD＋槲皮素物理混合物 100±3 99±2 90±3 76±3 67±3 

SSD＋CBD 物理混合物 100±2 99±4 77±4 7±2 3±0 

SSD-CBD 自组装纳米粒 100±3 90±4 15±1 4±1 3±1 

基于上述筛选结果，进一步通过量-效曲线分析

了 SSD、CBD、二者物理混合物及其自组装纳米粒

的协同作用。结果如表 1 所示，在质量浓度 10.0、

15.0 μg/mL 下，SSD-CBD 自组装纳米粒的细胞存活

率（分别为 15%和 4%）较同质量浓度下的物理混

合物（7%～90%）有大幅降低，表明自组装后药物

可进一步增强药效。即使在质量浓度20.0 μg/mL下，

自组装纳米粒也保持了与物理混合物相近的极低

存活率（3%）。结果初步表明，自组装策略能够有

效提高药物对 HepG2 细胞的抑制作用。 

经拟合计算，SSD、CBD、物理混合物及 SSD-

CBD 自组装纳米粒的半数抑制浓度（half maximal 

inhibitory concentration，IC50）分别为（13.01±1.05）、

（12.80±0.98）、（11.14±0.87）及（8.92±0.75）

μg/mL。根据 Chou-Talalay 中效原理[14]计算得 SSD

与 CBD 物理混合物的协同指数（combination index，

CI）为 0.79（小于 1，属协同作用），确证二者存在

明确的协同抗肿瘤作用。故本研究选定 CBD 作为

与 SSD 进行共自组装的最佳配伍药物。 

CI＝DSSD/D50SSD＋DCBD/D50CBD＋DSSDDCBD/D50SSDD50CBD 

DSSD与 DCBD为混合物达到 IC50时各单药的质量浓度，D50SSD

与 D50CBD 分别为各单药单独作用时的 IC50
[15] 

IC50 值采用 GraphPad Prism 9.0 软件，以药物质

量浓度的对数为横坐标、细胞存活率为纵坐标，通

过四参数 Logistic 非线性回归拟合获得。 

2.4  SSD-CBD 自组装纳米粒的体外释药行为 

采用透析法，以 SSD 和 CBD 的释放量为指标，

考察了纳米粒在不同介质中的体外释药行为。结果

如图 4 所示，该纳米粒在模拟肿瘤微环境（pH 6.8）

的 PBS 缓冲液中，表现出持续的 pH 值响应性释药，

48 h 时 SSD 与 CBD 的累积释药率分别为 50.6%和

52.1%，两者释放行为基本同步。在 12 h 时纳米粒

的累积释药率已达 25.98%，表明其具有快速起效的

潜力。与此相反，在正常生理环境（pH 7.4）和含

10% FBS 的溶液中，纳米粒在 48 h 监测期内始终高

度稳定，累积释药率极低（小于 5%），表明其在模

拟体循环中结构稳定，可有效防止药物提前泄漏。 

值得注意的是，在 pH 5.0 条件下累积释药率也

较低，这与过低的 pH 值影响了组装体解离的动力

学平衡有关[16]。该机制阐明，SSD-CBD 自组装纳米

粒可实现“正常组织稳定、肿瘤部位释药”的精准 

递送，其采用的无载体共组装策略，也与构建刺激

响应性纳米药物的先进设计思路一脉相承[4]，证实 
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图 4  SSD-CBD 自组装纳米粒的体外释药行为分析 

( x s , n =3) 

Fig. 4  In vitro drug release behavior analysis of SSD-CBD 

self-assembled nanoparticles ( x s , n = 3) 

策略的合理性与普适性。 

2.5  SSD-CBD自组装纳米粒诱导HepG2细胞死亡

方式的鉴定 

为阐明其诱导细胞死亡的主要途径，基于经典

程序性死亡通路抑制策略[17]，采用了一系列特异性

抑制剂进行研究。细胞经各抑制剂预处理后，与

SSD-CBD 缀合物共培养，通过检测细胞存活率的变

化，评估相应通路的阻断效果，结果如表 2 所示。

在凋亡抑制剂的保护下，细胞存活率最高，达到

（72.16±5.85）%，显著高于其他处理组（P＜0.001），

表明阻断Caspase相关性凋亡途径能有效逆转SSD-

CBD 自组装纳米粒的细胞毒性。相反，坏死抑制剂

的细胞存活率仅为（23.53±5.17）%。值得注意的

是，铜死亡抑制剂、铁死亡抑制剂、焦亡抑制剂、

自噬抑制剂处理组的细胞存活率极低，分别为

（11.00±2.65）%、（6.94±1.25）%、（6.80±1.52）%

和（6.19±0.84）%。该结果显示，SSD-CBD 自组

装纳米粒主要通过激活 Caspase 依赖性凋亡途径诱

导 HepG2 细胞死亡。 

2.6  SSD-CBD 自组装纳米粒的协同抗肿瘤药效及

机制研究 

2.6.1  细胞摄取行为  为评估 SSD-CBD 自组装纳 

表 2  SSD-CBD 自组装纳米粒诱导 HepG2 细胞死亡方式 

( x s , n = 6) 

Table 2  Patterns of HepG2 cell death induced by SSD-

CBD self-assembled nanoparticles ( x s , n = 6) 

抑制剂类型 细胞存活率/% 抑制剂类型 细胞存活率/% 

PBS（对照） 100.00±4.98 凋亡抑制剂 72.16±5.85*** 

自噬抑制剂 6.19±0.84***### 坏死抑制剂 23.53±5.17***### 

焦亡抑制剂 6.80±1.52***### 铜死亡抑制剂 11.00±2.65***### 

铁死亡抑制剂 6.94±1.25***###   

与 PBS 组比较：***P＜0.001；与凋亡抑制剂组比较：###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs PBS group; ###P < 0.001 vs apoptosis inhibitor group. 

米粒在肿瘤细胞中的摄取与内化能力，本研究采用

FITC 荧光染料进行标记，具体操作参照针对含羟基

化合物的标记方法[18]，并通过共聚焦显微镜观察其

在 HepG2 细胞内的分布动态。结果如图 5 所示，

HepG2 细胞对 FITC 标记的 SSD-CBD 自组装纳米

粒的摄取呈现显著的时间相关性。其中，SSD-CBD

列显示药物在胞内的分布与蓄积，DAPI 为细胞核

染色，Bright 为细胞明场形态，Merge 为叠加图像，

直观表明纳米粒主要分布于细胞质及核周区域。共

孵育 30 min 后，绿色荧光信号主要定位于细胞膜表

面；随着孵育时间延长至 12 h，荧光逐渐向细胞质

内扩散，信号强度明显增强；至 24 h，胞质内呈现

弥漫性强荧光，表明纳米粒已被细胞高效内吞并在

胞内蓄积。该结果提示自组装纳米粒具有良好的细

胞亲和性与内化效率。 

    

    

    

    

图 5  FITC 标记的 SSD-CBD 自组装纳米粒在 HepG2 细

胞中的摄取 

Fig. 5  Cellular uptake of FITC-labeled SSD-CBD 

nanoparticles in HepG2 cells 

2.6.2  细胞凋亡率检测  为定量评价 SSD-CBD 自

组装纳米粒诱导 HepG2 细胞凋亡的效果，本研究采

用 Annexin V-FITC/PI 双染法[19]，通过流式细胞术

进行分析，结果见图 6。其中，横坐标（FITC）为

Annexin V-FITC 荧光强度，用于标记暴露于细胞膜

外表面的磷脂酰丝氨酸，指示早期凋亡细胞；纵坐

标（PI）为碘化丙啶（propidium iodide，PI）荧光强

度，主要用于检测细胞死活（膜完整性）或分析细 
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图 6  经 SSD-CBD 24 h 处理后 HepG2 细胞的凋亡分析 (流式细胞术) 

Fig. 6  Apoptosis analysis of HepG2 cells treated for SSD-CBD 24 h (flow cytometry) 

胞周期。图中 4 个象限分别表示：Q1（PI⁺/FITC⁻，

坏死细胞），Q2（PI⁺/FITC⁺，晚期凋亡细胞），Q3

（PI⁻/FITC⁻，健康活细胞），Q4（PI⁻/FITC+，早期凋

亡细胞）。结果表明 SSD-CBD 自组装纳米粒可质量

浓度相关性地诱导 HepG2 细胞凋亡。与对照组相

比，7.5、10.0 μg/mL 纳米粒处理 24 h 后总凋亡率

（Q2＋Q4）分别从 5.120%显著上升至 28.040%和

80.400%。 

2.6.3  Caspase 蛋白酶活性、线粒体功能及细胞内活

性氧和 ATP 水平检测  为深入探究 SSD-CBD 自组

装纳米粒诱导细胞凋亡的机制，本研究检测了凋亡

执行蛋白 Caspase 的活性、线粒体功能、细胞内活

性氧及 ATP 水平。结果如表 3 所示，经 SSD-CBD

自组装纳米粒处理 24 h 后，Caspase-3/8/9 的活性均

呈现质量浓度相关性升高。在 10.0 μg/mL 质量浓度

下，3 种 Caspase 的活性分别为对照组的 4.9 倍、5.8 

表 3  SSD-CBD 自组装纳米粒对 HepG2 细胞 Caspase 活

性及 ATP 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effects of SSD-CBD nanoparticles on Caspase 

activity and ATP levels in HepG2 Cells ( x s , n = 3) 

组别 
剂量/ 

(μg∙mL−1) 

活性/(nmol pNA∙h−1∙mg−1) ATP 含量/ 

(pmol∙cells−1) Caspase-3 Caspase-8 Caspase-9 

PBS (对照) − 0.11±0.01 0.11±0.01 0.10±0.01 176.0±25.0 

SSD-CBD 6.0 0.17±0.02 0.14±0.02 0.14±0.01 146.0±25.0 

 7.5 − − − 78.0±15.0 

 10.0 0.54±0.04 0.64±0.07 0.60±0.05 35.0±4.0 

 

倍和 6.0 倍，提示死亡受体途径与线粒体途径均被

激活[20]。 

JC-1 染色流式细胞术分析进一步证实，纳米粒

处理能浓度相关性地导致线粒体膜电位下降。结果

如图 7 所示，在 PBS 对照组中，线粒体膜电位下降

（去极化）的细胞比例为 8.020%；经 7.5、10.0 µg/mL 

             

图中 G2 门内百分比表示线粒体膜电位下降的细胞比例。 

The percentage within the G2 gate indicates the proportion of cells with decreased mitochondrial membrane potential. 

图 7  不同质量浓度 SSD-CBD 自组装纳米粒处理 24 h 后 HepG2 细胞的线粒体膜电位 JC-1 染色流式细胞术分析 

Fig. 7  JC-1 staining-based flow cytometric analysis of mitochondrial membrane potential in HepG2 cells following 24 h 

treatment with different concentrations of SSD-CBD nanoparticles 
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SSD-CBD 自组装纳米粒处理 24 h 后，该比例分别 

上升至 12.260%和 42.860%，表明线粒体功能显著

受损[21]。与此同时，细胞内 ATP 含量随纳米粒质量

浓度增加而显著耗竭，结果如表 3 所示，10.0 μg/mL

处理组的 ATP 含量降至（35.0±4.0）pmol/cells，仅

为对照组的 19.9%，表明细胞能量代谢被严重破坏。 

此外，如表 4 所示，SSD-CBD 自组装纳米粒可

极强烈地诱导细胞内活性氧生成，其荧光强度远超

SSD 或 CBD 单药处理组，提示其可引发强烈的氧

化应激[22]。这些结果共同表明，SSD-CBD 自组装纳

米粒通过诱导线粒体损伤、引发氧化应激及能量危

机，从而激活了内源性凋亡通路[23]。 

2.7  SSD 与 CBD 分子间相互作用力的表征 

为阐明 SSD-CBD 自组装纳米粒的分子组装机

制，采用多谱学技术对 SSD、CBD 单体、其物理混

合物及最终形成的 SSD-CBD 自组装纳米粒进行了 

表 4  不同药物处理对 HepG2 细胞内活性氧水平的影响 

Table 4  Effects of different drug treatments on 

intracellular reactive oxygen species levels in HepG2 Cells 

处理组 剂量/(μg∙mL−1) 活性氧荧光强度/RFU 

PBS (对照) − 824.127±117.261 

SSD 6.0 2 996.307±248.773 

CBD 7.5 2 818.630±225.422 

SSD-CBD 10.0 9 856.358±538.198 
 

系统表征与对比分析。X 射线光电子能谱（X-ray 

photoelectron spectroscopy，XPS）分析结果（图 8）

显示，相较于单体和物理混合物，SSD-CBD 自组装

纳米粒中 C 1s 轨道的结合能发生显著变化。通过对

C 1s 谱图进行分峰拟合，发现归属于 CBD 特征组分

的子峰发生位移，表明在纳米粒中 CBD 的化学微环

境发生改变，提示其与 SSD 之间形成了密切的相互

作用。 
 

         

         

图中不同线代表处理后的谱图数据。实线（Final Fit）为最终拟合曲线；长虚线（Backgnd）为扣除的背景信号；短虚线、点划线与双点划线分

别为峰拟合技术得到的子峰，可分别归属为特定组分及 C-C/C-O/C-H 化学键。 

The lines represent the spectral data after processing. The solid line (Final Fit) is the final fitting curve; the long-dashed line (Backgnd) is the background 

signal after subtraction; the short-dashed, dotted, and dash-dotted lines represent the sub-peaks obtained from peak fitting techniques. 

图 8  C 1s 轨道 XPS 谱图及分峰拟合 

Fig. 8  C 1s orbital XPS spectrum and peak fitting 

傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared 

spectroscopy，FTIR）为分子间氢键的形成提供了直

接证据（图 9）。在 4 000～3 500 cm−1，归属于 SSD

分子中糖基羟基与 CBD 分子中酚羟基的 O-H 伸缩

振动宽吸收峰，在 SSD-CBD 自组装纳米粒谱图中

相较于各单体及物理混合物，发生了明显的红移与 
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图 9  FTIR 图 

Fig. 9  FTIR spectra 

峰形宽化。此现象是分子间氢键形成的典型特征，

提示 SSD 分子中的糖基羟基与 CBD 分子中的酚羟

基之间形成了稳定的氢键网络，这是驱动分子自组

装的关键作用力之一。 

核 磁 共 振 波 谱 （ 1H-1H nuclear overhauser 

enhancement spectroscopy，1H-1H NOESY 谱图）分

析证实了 SSD 与 CBD 之间的分子间相互作用。结

果如图 10 所示，SSD-CBD 自组装纳米粒的谱图中

出现了多个在单体和物理混合物中未观测到的特

征交叉峰，包括（δ 8.66、4.27）、（δ 8.66、4.44）及

（δ 8.66、4.97）等，其中，δ≈4.27～4.97 的信号归 
 

      

      

图 10  1H-1H NOESY 谱图 (600 MHz, DMSO-d6, 298 K) 

Fig. 10  1H-1H NOESY spectra (600 MHz, DMSO-d6, 298 K) 

属于 CBD 的羟基质子或其邻近烷基质子，δ 8.66 处

的信号则归属为 SSD 糖基质子。这些交叉峰表明，

在组装体中 CBD 的羟基、烷基区域与 SSD 的糖基

质子之间存在稳定的空间接近，这是定向氢键作用

形成的直接谱学证据[24]。同时，谱图中（δ 4.45、

8.66）及（δ 3.36、8.66）等区域也观察到交叉峰，

结合 1H 谱中疏水区（δ≈1.0～2.0）信号的增强与宽

化，共同证实了疏水相互作用驱动的分子聚集。综

上，NOESY 与 1H 谱数据表明，氢键与疏水相互作

用共同驱动了 SSD 与 CBD 的分子自组装。 

紫外-可见吸收光谱（ultraviolet-visible absorption 

spectrum，UV-Vis）分析表明，组装过程中可能存在

电子相互作用（图 11）。SSD-CBD 自组装纳米粒在

约 270 nm 处出现了 1 个新的吸收峰，而该峰在单体 
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图 11  UV-Vis 图 

Fig. 11  UV-Vis spectra 

及其物理混合物的谱图中，未观察到或者强度极低，

提示在纳米粒形成过程中，分子间可能发生了电子

耦合或共轭体系扩展（如电荷转移或 π-π 堆积等相

互作用[25]）。这一现象可能与组装体的形成和稳定

相关。此外，对比 1H-NMR 谱图（图 12）可见，形

成 SSD-CBD 自组装纳米粒后，SSD 和 CBD 的部分

特征质子峰形发生明显变化。如图中区域 a（δ≈

8.0～9.5）和区域 b（δ≈5.5～7.0）所示，CBD 芳香

区及烯氢区的质子信号均向低场移动且峰形变宽，

提示 SSD 与 CBD 分子间发生了强烈的相互作用。

进一步排除了简单物理混合的可能性，而是形成了

具有新结构的组装体。 
 

 

图 12  1H-NMR 谱 

Fig. 12  1H-NMR spectra 

多谱学表征结果共同证实，SSD 与 CBD 分子

主要通过分子间氢键、疏水相互作用驱动自组装，

形成结构稳定的 SSD-CBD 自组装纳米粒。 

3  讨论 

体外实验确证了 SSD 与 CBD 的协同抗肿瘤潜

力（CI＝0.79）。而 SSD 与 SSA 或槲皮素的组合效

果有限[26-27]。基于分子间的互补性[8]，本研究通过

共沉淀法成功驱动二者自组装形成结构均一的纳

米粒，实现了从“药物协同”到“剂型协同”的转

变[28]。该“无载体”共组装策略[4]将药物以最佳比

例（3∶1）整合于同一纳米粒，不仅为细胞内实现

协同效应奠定了基础，其高达 91.2%的载药量，较

UA-MTX 等无载体体系[29]显著提升，进一步强化了

协同效率。该组装体在胞内的具体共定位行为与时

空协同作用机制，未来可借助双荧光标记等示踪技

术进行直接观测与验证。 

本纳米粒的协同效应源于结构和功能的一体

化设计。动态氢键网络赋予 pH 值响应性[30]，使其

在正常生理环境（pH 7.4）中保持稳定，而在肿瘤微

环境（pH 6.8）中可特异性快速释药，从而在药剂学

层面实现微环境触发的智能释药[31]。机制上，纳米

粒主要通过激活 Caspase 依赖性凋亡通路发挥抗肿

瘤作用，Caspase-8 与 Caspase-9 的同时显著激活提

示死亡受体途径与线粒体途径均被启动。其协同机

制可能是 SSD 与 CBD 协同作用于线粒体。其中，

SSD 可诱导线粒体损伤，而 CBD 则可能通过影响

线粒体通道干扰钙稳态[32]，二者共同加剧氧化应激

与能量危机，从而协同放大下游的凋亡级联反应，这

种多通路干预的模式可能有助于克服肿瘤耐药[33]。

其精确的分子靶点与信号通路网络，有待通过蛋白

质印迹等技术在蛋白水平上进一步验证[34-35]。 

本策略将活性成分自身转化为递送系统，从源

头上解决了脂质体或聚合物胶束[36]在载药量与生

物相容性上的矛盾。相较于依赖复杂生物偶联的抗

体-药物偶联物[37]，其基于内置 pH 响应的靶向机制

更为简化；而与 DNA 纳米技术等[38]相比，其对天

然小分子结构的广泛适应性，为开发类似植物药衍

生纳米药物提供了更具普适性的方法论[39]。然而，

由动态非共价键驱动的组装体，其长期物理稳定

性、抗血浆蛋白吸附能力及体内循环完整性仍是其

临床转化的关键科学瓶颈。本研究对稳定性的系统

评价目前主要集中于体外释药，尚未涵盖短期或长

期贮存稳定性、血浆稳定性及稀释稳定性等关键药
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剂学性质，这是本研究的局限所在。 

体外协同效应（CI＝0.79）为其转化提供了初

步药效学依据[40]，其体内命运（包括药代动力学、

组织分布、肿瘤富集等）尚不明确，而 SSD 的潜在

肝毒性在纳米剂型下的变化[41]，亦是决定其安全性

的核心问题。这些生物学问题的澄清，将直接指导

后续药剂学优化。未来研究可通过表面工程（如

PEG 化或靶向配体修饰）增强纳米粒的稳定性与肿

瘤靶向性[42]；同时尝试整合免疫调节等功能组分，

将治疗策略从药物协同递送扩展至药物与免疫系

统的协同作用，以克服肿瘤异质性及免疫抑制微环

境等挑战。制剂转化的最终成功，更取决于其生产

的可放大性与质量的全面可控。这需实现从实验室

制备到符合 GMP 的规模化生产，并建立涵盖原料、

工艺到成品的完整质量控制体系与长期稳定性研

究方案，这一过程是将前沿的“科学发现”转化为

可靠“药品”的关键环节，也是产学研深度融合所

需攻克的核心实践课题。 
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