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基于Salphen结构的Fe-N2O2@C材料用于声动力
协同化学动力治疗肿瘤*
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【摘要】  目的　制备一种基于Salphen结构，具备高效仿过氧化物酶（peroxidase, POD）能力及声敏性的Fe-N2O2@C材

料，用于声动力（SDT）协同化学动力（CDT）治疗肿瘤。方法　通过水热法合成Fe-N2O2，通过掺入科琴黑碳基底制备Fe-

N2O2@C，并表征该材料的形貌、结构、成分、仿酶产活性氧（ROS）能力及声敏性。通过体外实验探索Fe-N2O2@C实现

SDT协同CDT杀伤4T1小鼠乳腺癌细胞的能力与机制。通过构建皮下4T1荷瘤小鼠模型探索Fe-N2O2@C联合超声辐照杀

伤肿瘤的能力。结果　Fe-N2O2@C与Fe-N2O2均为形貌不规则纳米球，平均粒径分别为25.9 nm及36.2 nm；经XRD、FTIR及

XPS分析证实Fe-N2O2及Fe-N2O2@C具备M-N2O2配位的Salphen共价有机框架结构，且科琴黑负载对该结构无明显影响。相

较于Fe-N2O2，Fe-N2O2@C具备高效的仿POD酶活性及声敏性，Km从19.32降低至5.82 mmol/L，vmax从2.51×10−8提升至

8.92×10−8 mol/(L·s)。Fe-N2O2@C协同超声辐照可实现细胞内大量产生ROS进而导致线粒体膜电位明显下降，从而诱导

TEM可观测的线粒体损伤并导致细胞凋亡和死亡。体内实验表明Fe-N2O2@C协同超声辐照可以有效地抑制4T1皮下荷瘤

鼠模型瘤体生长，且不具备明显的体内毒性。 结论　本实验制备了一种基于Salphen结构的Fe-N2O2@C材料，该材料生物

相容性好，可联合超声辐照实现SDT协同CDT杀伤肿瘤细胞，抑制肿瘤生长，在多模态肿瘤治疗中具有良好的应用前景。
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【Abstract】   Objective　 To  synthesize  a  Salphen-based  Fe-N2O2@C  material  with  high  peroxidase  (POD)-
mimicking  activity  and  sonosensitivity  for  the  synergistic  sonodynamic  (SDT)  and  chemodynamic  (CDT)  therapy  of
tumors. Methods　Fe-N2O2 was  synthesized  via  the  hydrothermal  method,  and  Fe-N2O2@C  was  prepared  by
incorporating  a  ketjen  black  substrate.  The  morphology,  structure,  composition,  enzyme  mimic  activity  for  reactive
oxygen species (ROS) production, and sonosensitivity of the material  were characterized. The ability and mechanism of
Fe-N2O2@C to perform synergistic SDT and CDT killing of 4T1 mouse breast cancer cells were explored through in vitro
experiments. The in vivo tumor-killing ability of Fe-N2O2@C combined with ultrasound irradiation was investigated using
a  subcutaneous  4T1  tumor-bearing  mouse  model. Results　FFe-N2O2 and  Fe-N2O2@C  were  both  irregularly  shaped
nanospheres  with average particle  sizes  of  25.9  nm and 36.2  nm, respectively.  XRD, FTIR,  and XPS analyses  confirmed
that both Fe-N2O2 and Fe-N2O2@C possessed a Salphen covalent organic framework structure with M-N2O2 coordination,
and the ketjen black loading had no significant impact on this structure. Compared to Fe-N2O2, Fe-N2O2@C exhibited high
POD-mimicking  activity  (with Km reduced  from  19.32  to  5.82  mmol/L  and vmax increased  from  2.51×10−8 to  8.92×
10−8 mol/[L·s]) and sonosensitivity. Fe-N2O2@C in combination with ultrasound irradiation could produce a large amount
of ROS within cells and a subsequent significant decrease in mitochondrial membrane potential, thereby inducing TEM-
observable mitochondrial damage and causing cell apoptosis and death. In addition, in vivo experiments showed that Fe-
N2O2@C in combination with ultrasound irradiation could effectively inhibit tumor growth in a 4T1 subcutaneous tumor-
bearing  mouse  model  without  significant in  vivo toxicity. Conclusion　In  this  study,  we  prepared a  Salphen-based Fe-
N2O2@C material  with good biocompatibility,  which can be used in combination with ultrasound irradiation to achieve
SDT and CDT synergistic killing of tumor cells and inhibit tumor growth. This Salphen-based Fe-N2O2@C nanomaterial 
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shows promising potential for multimodal tumor therapy.

【Key words】　　Covalent organic framework　　Tumor killing　　Enzyme mimetic materials　　

Chemodynamic therapy　　Sonodynamic therapy 

当前肿瘤的主要治疗策略包括放疗、化疗以及手术

治疗，但这些手段在临床应用中仍然存在局限性和挑

战。为提高患者的生存率，研究人员一直在寻找新的治

疗策略。基因治疗[1]、光动力疗法（photodynamic therapy,

PDT）[2]、声动力疗法（sonodynamic therapy, SDT）[3]和免疫

疗法 [4 ]等新型治疗方法在肿瘤治疗中展现出巨大的潜

力。然而，由于肿瘤的异质性和复杂性，单一治疗模式的

疗效有限。因此，结合多种治疗模式进行综合治疗是当

前肿瘤治疗研究的重点方向[5]。

基于肿瘤微环境（tumor microenvironment, TME）开

发的治疗手段是近年来的研究重点。TME具备微酸性及

富含H2O2的化学特征[6]。化学动力疗法（chemodynamic

therapy, CDT）就是通过开发具备高催化活性的仿酶纳米

制剂，利用TME特性大量催化产活性氧（reactive oxygen

species, ROS），进而打破肿瘤局部细胞氧化—还原平衡，

引起肿瘤细胞死亡而实现抗肿瘤[7-8]。相较于传统化疗及

放疗，CDT具备选择性强，全身毒副作用小的特点。

SDT则是利用超声辐照激活声敏剂，并在辐照局部组织

内实现大量产ROS [7 - 9 ]。然而，目前临床应用的声敏剂

（如：血卟啉单甲醚[10]，纳米二氧化钛[11]等）仅具备SDT单

一效能，它们的CDT效率相对较低，治疗效果欠佳。而传

统的仿酶材料多基于金属氧化物、金属纳米颗粒及金属

掺杂碳材料等无机材料[12]。这些材料虽具备较高的仿酶

活性，但其或无法实现SDT或生物相容性较差。因此，设

计一个具有同时具备CDT及SDT效能且生物相容性好的

纳米治疗平台以实现化学-声学联合肿瘤治疗仍然是研

究难题。

金属有机框架（mental-organic framework, MOF）因

其多孔性，可修饰性，以及低毒性等优点被广泛应用于抗

肿瘤治疗中。MOF离子配位结构的特点导致了其稳定性

较差[13]，这可能影响其仿酶催化活性，崩解后的MOF仿酶

产ROS效应降低或持续时间短从而影响治疗效果。近年

来，共价有机框架（covalent organic framework, COF）的开

发给肿瘤纳米治疗提供了更多可能。其共价键结构提供

了极强的材料稳定性，同时也具备较好的生物相容性，易

修饰性等功能[14]。然而，多数基于COF的治疗方案设计

依旧离不开抗肿瘤活性物质的封装或掺杂，如何使COF

框架本身即具备治疗效应存在一定的挑战。Salphen是一

种由羟基苯甲醛和亚苯基胺前体缩合制备成的四齿席夫

碱配体[15]，具有较强的金属配位能力。且由于该结构中

的N2O2与金属离子络合后会形成一个具有大共轭电子结

构且与常见的氧化还原酶具备类似的配位结构从而使得

Salphen基材料具备潜在的仿酶能力。而基于Salphen结

构的COF（salphen-based covalent organic framework,

SCOF）材料相较于Salphen基MOF则具备共价键提供的

结构稳定性[16]。因此，新型仿酶SCOF的开发有望为抗肿

瘤治疗提供高效，稳定，长时的CDT效应。

既往研究发现将COF基催化剂负载在碳材料，如石

墨烯[17-19]及碳纳米管[20-21]上已被证明可以显著改善催化剂

的电子传导效率，进而提高催化活性。因此本研究尝试

引入科琴黑（Ketjen black, KB）负载SCOF——Fe-N2O2以

制备具有高催化活性的Fe-N2O2@C纳米治疗平台，通过

化学结构及成分表征证明了其原子Fe-N 2O 2的配位网

络。另一方面，通过仿酶活性检测证明其具备过氧化物

酶（peroxidase，POD）活性，可利用H2O2催化产ROS。同时

其具备声敏活性，可协同POD仿酶能力实现对肿瘤细胞

的多模态杀伤。本研究通过体内实验也证明Fe-N2O2@C

可明显抑制肿瘤生长。我们相信，本研究创新性地证实

了SCOF负载于碳基底上具备高效的仿酶活性及声敏效

应，为新型的纳米治疗药物开发及多模态肿瘤治疗提供

了新的前景。 

1     材料与方法
 

1.1    仪器和材料 

1.1.1    主要试剂和材料

KB购自科路得；N,N-二甲基甲酰胺（DMF）购自优思

福；2,4,6 -三甲酰基间苯三酚购自安耐吉化学；邻苯二胺、

四氢呋喃（THF）、3,3′,5,5′-4甲基联苯胺（TMB）、醋酸钠

（N a O A c）、醋酸（H O A）以及过氧化氢（H 2 O 2）购自

Aladdin；乙酸铁及9,10-二苯蒽醌（DPA）购自麦克林。

小鼠乳腺癌细胞4T1购自ATCC。1640培养基、胎牛

血清、PBS、胰酶以及双抗购自Gibco。CCK-8细胞活性

检测试剂购自索莱宝。活/死染色液、活性氧检测试剂盒

（DCFH-DA）以及JC-1染色试剂盒购自碧云天。Annexin-

V/PI细胞凋亡染液购自四正柏。8周龄Balb/c雌性小鼠购

自北京华阜康（动物实验伦理批号：20 220 302 062）。 

1.1.2    主要仪器

扫描电子显微镜（S E M，R e g u l u s 8 2 2 0，H i t a c h i
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Limited），透射电子显微镜（TEM，Talos F200X，美国 FEI

公司），球差校正透射电镜（JEM ARM 200F，日本JEOL公

司），X射线衍射仪（DX-2700BH，丹东浩元仪器有限公

司），X射线光电子能谱仪（K-Alpha，美国赛默飞世尔科技

公司），光吸收全波长酶标仪（ReadMax1900，上海闪谱生

物科技有限公司），pH计（PHS-2F，中国雷磁仪器公司），

倒置荧光显微镜（Ti2，Nikon），流式细胞分析分选仪

（FACSAriaIII，BD）。 

1.2    实验方法 

1.2.1    仿酶材料的制备

Fe-N2O2@C的制备（图1）：首先将63.75 mg KB分散于

4.5 mL DMF中。然后向溶液中加入21 mg 2,4,6-三甲酰基

间苯三酚（0.1 mmol）和16.2 mg邻苯二胺（0.15 mmol），搅

拌10 min。然后将26.09 g乙酸铁（0.15 mmol）溶于1 mL

DMF中。缓慢滴加乙酸铁（Ⅱ）溶液，搅拌10 min。最后，

将所得溶液转移到聚四氟乙烯内衬的高压反应釜中，于

120 ℃下加热3 d。通过过滤收集黑色粉末，并用THF、

DMF和乙醇抽滤洗涤，然后在80 ℃真空下干燥。Fe-

N2O2的制备方法同上，但不加KB。 

1.2.2    仿POD活性测试

通过TMB显色反应检测POD仿酶活性。分别量取

25 µL H2O2（0.1 mol/L）和25 µL TMB（10 mg/mL，溶剂：

DMF）添加到含1 940 µL醋酸/醋酸钠（NaOAc/HOA）缓冲

液（pH=4.5，0.1 mol/L）的离心管中，接着添加10 µL

AMEs分散液（10 mg/mL，溶剂：NaOAc/HOA缓冲溶液），

混合均匀，反应5 min后，用酶标仪测定反应后溶液的吸

光度（λ=652 nm）。 

1.2.3    催化稳态动力学

通过改变H2O2的浓度研究仿酶能力的稳态动力学。

将不同体积的H2O2（0.1 mol/L）、25 µL TMB（10 mg/mL，

溶剂：DMF）和10  µL  Fe-N 2 O 2或Fe-N 2 O 2 @C分散液

（10 mg/mL）混合于2 mL离心管中，用NaOAc/HOA缓冲

液定容到2 mL，混合均匀后常温反应5 min，用酶标仪测

定反应后溶液的吸光度（λ=652 nm）。

同理，通过在一定H2O2浓度条件下，改变CB、NaCl和

TMB浓度，进行测定Fe-N2O2或Fe-N2O2@C相应的稳态动

力学。

酶促动力学参数分析：首先基于朗伯比尔定律

（Lambert-Beer law）进行吸光度与底物浓度的关系换算，

转换关系方程如下：

A = ε1c (1)

式（1）中：A代表吸光度；ε=3 9  0 0 0  m o l / ( L · c m )

（TMB）；c为TMB浓度（mol/L），l代表比色皿反应池的长

度（cm）。

然后，利用米氏（Michaelis–Menten）方程将催化反应

速率（v）和不同底物（H2O2或TMB）浓度[S]进行拟合。米

氏方程如下：

v0 =
vmax × [S ]
Km + [S ]

(2)

式（2）中：v0代表初始反应速率；vmax代表最大反应速

率；Km代表米氏常数。

接着，利用双倒数曲线（Lineweaver-Burk plot）进一

步求得vmax和Km，双倒数方程如下：

1
v0
=

Km

vmax
· 1

[S]
+

1
vmax

(3)

最后，通过方程（4）计算仿酶材料催化活性TON。

TON =
vmax

E0
(4)
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图 1  Fe-N2O2@C的制备

Fig 1  Preparation of Fe-N2O2@C
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其中，TON（s−1）代表单位催化活性中心对底物的最

大转换数量；E0代表催化活性中心摩尔浓度。 

1.2.4    声敏效应测试

使用9,10-二苯蒽醌（DPA）测试Fe-N2O2@C的声敏

性。超声辐照激发1O2产生后，DPA被氧化为DPO2导致其

在大约378 nm处的特征吸收峰逐渐减弱。将30 μL DPA

（1 mg/mL）、5 μL Fe-N2O2@C（2 mg/mL）或5 μL Fe-N2O2

（2 mg/mL）或5 μL PBS以及165 μL PBS混合均匀后，对溶

液施加超声辐照（1 W/cm2，30%占空比，1 MHz，1 min），

然后迅速使用酶标仪测定反应后上述溶液光谱曲线

（300～500 nm）。 

1.2.5    Fe-N2O2@C的细胞毒性检测

将4T1细胞按照8.0×10 3 /孔的密度接种于96孔板

（1640培养基，10%FBS，1%双抗；采用盐酸调节培养基

pH值至6.5作为酸性诱导环境）。12 h后将Fe-N2O2或Fe-

N2O2@C纳米粒按照0、20、40、60、80、100、150、200 μg/mL

的质量浓度添加至孔板中。24 h后加入10%CCK-8试剂，

于1.5 h后通过酶标仪检测OD450以计算各组细胞活性。 

1.2.6    Fe-N2O2@C协同超声的细胞杀伤效率检测

本实验及后续细胞实验分组设置为①PBS组，②Fe-

N2O2组（100 μg/mL），③Fe-N2O2@C组（100 μg/mL）以及

④Fe-N2O2@C+US组（100 μg/mL，1 W/cm2，30%占空比，

1 min）。将4T1细胞按照4.0×104/孔的密度接种于24孔

板。12 h后添加Fe-N2O2或Fe-N2O2@C纳米粒。另12 h后

对Fe-N2O2@C+US组进行超声辐照。12 h后使用Calcein-

AM/PI细胞活性与细胞毒性检测试剂盒进行染色，染色

方式参照说明书。用倒置荧光显微镜观察各组细胞活/

死情况，使用Image J软件统计各组活/死细胞个数。 

1.2.7    细胞TEM观察Fe-N2O2@C纳米粒吞噬及线粒体损伤

将4T1细胞按照1.5×105/孔的密度接种于6孔板。12 h

后将Fe-N2O2@C纳米粒按照100 μg/mL的质量浓度添加至

各孔，PBS组不添加材料干预。24 h后用胰酶消化收集细

胞，300×g离心3 min后采用1 : 5（3%戊二醛 : PBS）重悬细

胞沉淀并于4 ℃固定细胞5 min。在TEM观察前采用

3%戊二醛保存细胞沉淀。 

1.2.8    Fe-N2O2@C协同超声的促胞内ROS富集效果探索

采用DCFH-DA探针标记细胞内ROS。将4T1细胞按

照8.0×103/孔的密度接种于96孔板。12 h后将100 μg/mL

Fe-N2O2或100 μg/mL Fe-N2O2@C纳米粒添加至各组。12 h

后加入10 μmol/L的DCFH-DA。孵育30 min后对Fe-

N2O2@C+US组进行超声辐照，参数同上。30 min后将染

液换为无血清培养基，用倒置荧光显微镜观察各组细胞

荧光水平，使用Image J软件统计DCFH-DA阳性细胞个数。 

1.2.9    Fe-N2O2@C协同超声导致细胞内线粒体损伤检测

采用JC-1试剂盒对细胞内线粒体膜电位（mitochondrial

membrane potential，MMP）进行染色标记。将4T1细胞按

照8.0×103/孔的密度接种于96孔板。12 h后将Fe-N2O2或

Fe-N2O2@C纳米粒按照100 μg/mL的质量浓度添加至各组。

12 h后对Fe-N2O2@C+US组进行超声辐照，参数同上。另

等12 h后每孔加入100 μL JC-1染色工作液，于细胞培养箱中

37 ℃孵育20 min。染色结束后更换为完全培养基，用倒置

荧光显微镜观察各组细胞荧光水平，使用Image J软件统

计各组平均荧光强度（mean fluorescence intensity, MFI）。 

1.2.10    Fe-N2O2@C协同超声促进细胞凋亡检测

将4T1细胞按照1.5×105/孔的密度接种于6孔板。12 h

后将Fe-N2O2或Fe-N2O2@C纳米粒按照100 μg/mL的质量

浓度添加至各组。12 h后对Fe-N2O2@C+US组进行超声

辐照，参数同上。另等12 h后消化收集细胞，采用Annexin-

V/PI染色试剂盒标记凋亡细胞，并经FACSAriaIII流式分

析仪进行细胞筛选，经FlowJo软件对细胞进行分群。 

1.2.11    Fe-N2O2@C协同超声的体内抗肿瘤研究

将12只雌性4周龄Balb/c小鼠随机分为4组：①PBS，

②Fe-N2O2，③Fe-N2O2@C以及④Fe-N2O2@C+US组。用胰

岛素针于鼠背部皮下注射4T1细胞，待瘤体长至约100 mm3

时对肿瘤进行治疗。采用瘤内注射的方式将Fe-N2O2或

Fe-N2O2@C纳米粒注射至瘤内（100 μL，1 mg/mL）。待12 h

后对瘤体进行超声辐照，参数设置为2.0 W/cm2，30%占空

比，1 MHz，辐照时间5 min。按照此方式治疗3次，治疗期

间记录肿瘤大小变化及小鼠体质量变化，第15天将小鼠

安乐死并剖出肿瘤及脏器。对离体肿瘤进行测重，采用

HE染色观察脏器组织及细胞结构。 

1.3    统计学方法

x̄± s

文中数据统计及分析使用Graphpad prism（ver.

9.5.0）完成，计量资料符合正态分布均以 表示，文中

数据服从正态分布，各实验结局指标的多组比较选择单

因素方差分析，进一步的两两比较的P值矫正方法选择

Tukey 法。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    Fe-N2O2及Fe-N2O2@C的形貌及成分表征

本研究制备出的Fe-N2O2的形貌为不规则小球（图2A），

其粒径约为25.9 nm（图2B），元素Mapping结果表明Fe、

N和O元素均匀分布于C元素基底上（图2C）。负载科琴

黑后，Fe-N2O2 @C形貌表现出与科琴黑基体类似的形貌

（图2D），其粒径约为36.2 nm（图2E），元素mapping结果同

样说明Fe、N和O元素均匀分布于C元素基底上（图2F）。

 816 四川大学学报（医学版） 第 55卷



高分辨率TEM照片未出现明显的亮点，说明无明显金属

颗粒生成（图2G）。球差透射电镜进一步说明Fe元素呈原

子级分散在基底上（图2H），初步说明成功合成了Fe-

N2O2及Fe-N2O2@C仿酶纳米制剂。 

2.2    Fe-N2O2及Fe-N2O2@C的配位结构分析

如图3A所示，Fe-N2O2及Fe-N2O2@C的谱图中均未出

现明显的金属铁吸收峰，仅在25°处出现了典型碳吸收峰，

说明材料结构中无明显单质Fe，再次说明Fe元素呈单原

子状态分布[22]。通过红外光谱测试（图3B）发现，反应后

单体1,2邻苯二胺中的氨基（-NH2， 3 385 cm−1和3 364 cm−1）

及2,4,6-三醛基间苯三酚上的酮基（-C=O）完全消失，在

1 617 cm−1和1 537 cm−1处出现了新的C=O和C=C伸缩振

动吸收峰，同时在1 316 cm−1处出现了C=N的吸收峰，这

些特征峰的消失和出现明确说明水热过程生成了Salphen

结构[16]。XPS结果说明材料由C、N、O、Fe四种元素构成

（图3C）。其中，Fe-N2O2中C、N、O、Fe的原子百分比分别

为70.42%、11.70%、14.96%、2.92%；Fe-N2O2@C中分别为

80.61%、7.93%、9.56%、1.90%，C含量明显升高，说明碳

基底的成功负载，同时说明负载的F e - N 2 O 2 层较薄

（图3D和图3E）。对元素价态进行分析可知，Fe元素主要

以高价态，即Fe2+/Fe3+形式存在，进一步说明Fe元素以原

子形式存在（图3F和图3G）。N元素主要以3种结构存在，
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图 2  Fe-N2O2及Fe-N2O2@C形貌及成分表征

Fig 2  Structure, morphology, and component characterization of Fe-N2O2 and Fe-N2O2@C

A, SEM image of Fe-N2O2; B, size distribution of Fe-N2O2; C1-C5, elemental mapping of Fe-N2O2; D, SEM image of Fe-N2O2@C; E, size distribution of Fe-N2O2@C;

F1-F5, elemental mapping of Fe-N2O2@C; G, HR-TEM image of Fe-N2O2@C; H, spherical aberration electron microscope image of Fe-N2O2@C.
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分别对应Fe-N和两种形式存在的C-N（图3H和图3I）。对

Fe-N2O2和Fe-N2O2@C中Fe及N元素化学价态分析可知（图3J），

碳负载对Fe、N、O及C的配位结构及Fe-N2O2的化学结构

无明显影响。 

2.3    Fe-N2O2@C的仿酶活性及声敏性检测

仿酶活性检测表明（图4A和图4B），相较于Fe-N2O2，

Fe-N2O2@C可高效仿POD酶活性将H2O2氧化使TMB明显

变色而呈现出深蓝色。Fe-N2O2检测试管仅表现为淡蓝色。

为了解释碳负载提高导电性和POD酶活性的机理，本研

究对Fe-N2O2和Fe-N2O2 @C的仿酶催化动力学进行了分

析，结果如表1所示。负载科琴黑后，材料对反应底物——

H2O2的亲和力明显提高（Km从19.32降低至5.82 mmol/L），

同时对TMB的催化转化能力也明显增强，vm a x从2.51×

10−8 mol/(L·s) 提升至8.92×10−8 mol/(L·s)，因此，Fe-N2O2

@C表现出较高的仿POD催化产ROS活性。本研究通过

四探针法对科琴黑负载前后材料的导电性进行了测试，

结果表明，纯Fe-N2O2仿酶制剂的电阻较大，超出了设备

的测试范围，而Fe-N2O2@C具有良好的导电性，其电导率-

压强关系如图4C所示。导电性的优化被认为可以显著改

善催化剂的电子传导效率，进而提高催化活性。因此Fe-

N2O2@C的优异仿酶活性应与导电性的优化有关[17, 20, 23]。

另一方面，声敏性检测表明（图4D），经超声辐照后，DPA

光谱扫描曲线吸光度值显著下降，提示DPA被超声辐照

产生的1O2氧化，证实Fe-N2O2@C具备声敏性。因此，本实
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图 3  Fe-N2O2和Fe-N2O2@C的配位结构分析

Fig 3  Analysis of the coordination structure of Fe-N2O2 and Fe-N2O2@C

A, XRD spectrum; B, FTIR spectrum; C, XPS spectrum; D (Fe-N2O2) and E (Fe-N2O2@C), atomic percentage of every element calculated by XPS; F (Fe-N2O2) and G

(Fe-N2O2@C), XPS spectrum of Fe element; H (Fe-N2O2@C) and I (Fe-N2O2), XPS spectrum of N element; J, content ratio of different chemical states of elements calculated

by XPS peaking.
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验结果支持Fe-N2O2@C用于SDT协同CDT治疗肿瘤，为后

续体内外验证打下基础。 

2.4    Fe-N2O2@C的体外抗肿瘤实验

为了验证Fe-N2O2@C对肿瘤细胞的杀伤功效，本研

究进行了体外细胞实验。如图5A所示，在将Fe-N2O2纳米

粒与4T1小鼠乳腺癌细胞培养24 h后，经CCK-8实验测试

发现，无论是在酸性环境（经盐酸调整pH6.5的完全培养

基）还是常规培养环境下，4T1细胞活力出现了一定程度

的下降，在200 μg/mL Fe-N 2 O 2的刺激下活力下降到

50.8%（pH=7.5）以及49.6%（pH=6.5）。然而，将Fe-

N2O2@C与4T1细胞培养24 h后发现（图5B），在低质量浓

度（2 0  μ g / m L）刺激后细胞活力即可出现明显抑制，

pH=7.5时54.2%，pH=6.5时57.2%。而在200 μg/mL Fe-

N2O2@C刺激下，细胞活力下降到了21.8%（pH=7.5）及7.6%

（pH=6.5）。这证明了Fe-N2O2@C具备远优于Fe-N2O2的

肿瘤细胞杀伤性能，与其所具备的更高效的酸响应仿POD

酶产ROS性能相符合。此外，为了验证其生物安全性，本

研究将相同梯度浓度的Fe-N2O2 和Fe-N2O2@C材料与HUVEC

细胞系进行共培养。如图5C所示，在0~100 μg/mL时，Fe-

N2O2和Fe-N2O2@C均未对细胞活力产生影响（P均大于

0.05）。而在150 μg/mL时Fe-N2O2@C干预使HUVEC细胞

活力部分下降（81.4%），在200 μg/mL时下降至75.5%。因

此，后续实验中采用100 μg/mL Fe-N2O2或Fe-N2O2@C对肿

瘤细胞进行干预。

另一方面，本研究使用Calcein-AM/PI染色法对不同

干预后的4T1细胞进行活（绿色荧光细胞）/死（红色荧光

细胞）染色探索其对细胞的杀伤效率。染色结果（图5D和

图5E）表明，PBS组以及Fe-N2O2组内均未发现明显的死亡

细胞，但Fe-N2O2组活细胞数量出现一定程度下降，可能是

Fe-N2O2影响了肿瘤细胞的增殖效率所导致。在Fe-N2O2@C

组中出现较为明显的死细胞（37.0 vs. 3.0，P=0.005），同时
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图 4  Fe-N2O2@C的仿酶活性及声敏性验证

Fig 4  Characterization of the enzyme-mimetic ability and sonosensitivity of Fe-N2O2@C

A, UV–vis absorption spectra and the absorbance values of the catalyzed oxidation of TMB as catalyzed by control, Fe-N2O2, and Fe-N2O2@C; B, quantitative analysis

of absorbance values at λ=652 nm; C, conductivity-pressure curve of Fe-N2O2@C; D, Sono-stimulated catalytic oxidation of DPA (the arrow indicates that there is a

downward trend in the spectrum after scanning).

 

表 1    Fe-N2O2和Fe-N2O2@C的仿酶催化动力学

Table 1    Enzyme-mimicking catalytic kinetics of Fe-N2O2 and Fe-
N2O2@C     

Enzyme-like material Substrate Km/(mmol/L) vmax/(mol/(L·s))

Fe-N2O2@C H2O2 5.82 7.60×10−8

Fe-N2O2@C TMB 3.35 8.92×10−8

Fe-N2O2 H2O2 19.32 8.90×10−8

Fe-N2O2 TMB 1.12 2.51×10−8
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活细胞稀疏可见（70.3 vs. 212.0 P=0.001）。在Fe-N2O2@C+

US组中，活细胞几乎不可见（19.0 vs. 212.0，P=0.000 1），而

死细胞数量明显增加（66.0 vs. 3.0，P<0.000 1）。本实验进

一步验证了Fe-N2O2@C具备良好的肿瘤细胞杀伤效应。

同时，在联合超声辐照的基础上，杀伤效果进一步放大。
 

2.5    Fe-N2O2@C的细胞杀伤机制探索

Fe-N2O2@C主要通过仿POD酶联合超声辐照实现大

量细胞内产ROS而杀伤细胞。如图6A所示，本研究通过

细胞TEM观察发现，PBS组4T1细胞形态结构正常，细胞

内线粒体细长，显色度均一。另一方面，Fe-N2O2@C干预
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图 5  Fe-N2O2@C协同超声针对4T1细胞的杀伤效果

Fig 5  The killing effect of Fe-N2O2@C+US on 4T1 cells

A and B, The killing effect of Fe-N2O2 and Fe-N2O2@C on 4T1 cells assessed by CCK-8 assay (n=3 per group. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1); C, the

biocompatability of Fe-N2O2 and Fe-N2O2@C on HUVEC cells assessed by CCK-8 assay; D, live/dead staining of 4T1 cells after different treatments, bar=50 μm; E,

live/dead cell counts ( n=3 per group. ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1, compared with PBS).
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图 6  Fe-N2O2@C杀伤4T1细胞的机制探索

Fig 6  Exploring the cellular killing mechanism of Fe-N2O2@C in 4T1 cells

A, Bio-TEM observation of 4T1 cells after different treatment. The red arrow indicates internalized Fe-N2O2@C; B, intracellular ROS assessed by DCFH-DA probe,

bar=50 μm; C, ROS positive cell counts; D, JC-1 staining of 4T1 cells after different treatments, bar=50 μm; E, MFI of JC-1 aggregate and JC-1 monomer in JC-1 staining; F,

flowcytometry analysis after Annexin-V/PI staining; G, apoptotic cell ratios calculated by Q2 plus Q3 cell ratios in flowcytometry analysis. In the above experiments, n=3

per group. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1, compared with PBS.
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的4T1细胞内可见内吞的Fe-N2O2@C纳米粒（红色剪头所

指）。同时细胞质内出现大量空泡，并且线粒体缩小，密

度增高，为典型的线粒体损伤表现[24]。

接下来本研究通过DCFH-DA探针来标记细胞内的

ROS水平。如图6B所示，染色结果表明，PBS组内出现极

个别细胞内表达染色可见的ROS。在Fe-N2O2组中，DCFH-

DA阳性染色的细胞出现增多（图6C，17 vs. 2.3，P=0.033 5），

而在Fe-N2O2@C组内则更明显（30.7 vs. 2.3，P=0.000 7）。

在Fe-N2O2@C + US组中，大量出现阳性染色细胞（69.7 vs.

2.3，P<0.000 1）。该实验结果证实，Fe-N2O2@C干预联合

超声辐照可以高效地促进细胞内ROS产生。

ROS导致的细胞杀伤主要表现为细胞内线粒体的损

伤，而MMP则是反映线粒体状态的有效指标 [ 7 ]。当

ROS损伤细胞导致细胞凋亡后，MMP则会出现明显下降，

而使用JC-1染色剂可以有效反映这一过程。在线粒体膜

电位较高时，JC-1可聚集于线粒体基质内而形成聚合物

（J-aggregates）而产生红色荧光；相反，在线粒体膜电位较

低时，JC-1无法聚集于线粒体基质而作为单体存在（J-

monomer）并表现为绿色荧光。如图6D所示，本研究采

用JC-1染料对不同干预后的4T1细胞进行了染色。结果

表明，PBS组J-aggregates的MFI最高，而Fe-N2O2干预后出

现下降（图6E，37.7 vs. 51.5，P=0.044 6）。在Fe-N2O2@C

（27.1 vs. 51.5，P=0.001  8）以及Fe-N2O2@C+US（12.9 vs.

51.5，P<0.000 1）组中，只可见微弱的红色荧光，MFI明显

降低。另一方面，PBS组的J-monomer MFI较低，而Fe-

N2O2可部分提高J-monomer含量但差异无统计学意义

（19.8 vs. 7.5，P=0.107 9）。Fe-N2O2@C的干预均可显著提

高J-monomer含量（33.2 vs. 7.5，P=0.002 4）。在此基础上，

联合超声辐照后Fe-N2O2@C+US组细胞表现出最强的J-

monomer MFI（39.0 vs. 7.5，P=0.000 6）。这一实验表明，

Fe-N 2 O 2 @C联合超声辐照可以显著降低4T1细胞的

MMP水平，符合ROS诱导的细胞损伤特征。

高水平的胞内ROS主要通过引起细胞凋亡而实现肿

瘤杀伤[25]。因此，本研究使用Annexin-V/PI染色标记凋亡

细胞，并通过流式细胞学分析各部分细胞比例以探索Fe-

N2O2@C的促凋亡功效。如图6F所示，Annexin-V染色阳

性即为凋亡细胞。其中，PBS组内凋亡细胞占5.97%，Fe-

N2O2刺激将凋亡细胞比例提升至16.2%但差异无统计学

意义（图6 G，P=0 . 0 5 0  6）。F e - N 2 O 2 @ C组内则存在

29.01%的凋亡细胞（P=0.000 4）。而在Fe-N2O2+US组中，

凋亡细胞比例达到了74.65%（P<0.000 1）。上述系列实验

证明Fe-N2O2@C纳米粒可被肿瘤细胞顺利内吞，在联合

超声辐照时实现胞内高水平ROS富集，引起细胞线粒体

损伤以及细胞凋亡。 

2.6    Fe-N2O2@C的体内抑瘤效果探索

在对皮下荷瘤鼠进行治疗后第15天分离肿瘤后，

图7A可见Fe-N2O2@C+US小鼠皮下瘤体积最小。对肿瘤

体积的统计结果显示（图7B），PBS组瘤体持续快速增长；

Fe-N2O2对肿瘤具备一定的抑制作用，但在第15天对比

PBS组瘤体大小差异无统计学意义（P=0.420）。另一方

面，Fe-N2O2@C的干预显著抑制了瘤体（P=0.042），而联合

超声辐照后，Fe-N2O2@C+US组内肿瘤体积被进一步抑制（P<

0.001），组内肿瘤生长缓慢。对肿瘤质量统计结果显示

（图7C）， 在结局时间点，Fe-N2O2@C+US组内肿瘤质量最

低（P=0.003），此外，其相较于Fe-N2O2（P=0.053）或Fe-

N2O2@C（P=0.036）治疗差异均有统计学意义。在治疗过

程中，各组小鼠体质量变化均无明显差异（图7D）。而针

对脏器的HE染色发现（图7E），接受Fe-N2O2@C治疗的小

鼠脏器未发现明显病变，证实其具备良好的生物安全性。 

3     讨论

放疗和化疗的出现是肿瘤治疗史上的里程碑，极大

改善了患者的生存率。然而，由之引起的一系列副作用

使研究者们依旧在探索更优异的替代疗法。PDT及

SDT近年来发展飞速并成功应用于多种肿瘤治疗，其主

要通过使用532～805 nm的光照刺激光敏剂（如血卟啉，

吲哚菁绿等）[26]或采用超声波辐照声敏剂（血卟啉，二氧

化钛）[27]促使肿瘤局部产生ROS以造成肿瘤细胞杀伤。类

似的是，CDT作为TME响应治疗，可利用肿瘤局部富

H2O2及微酸性环境产ROS实现抑瘤治疗。上述多种手段

相较于传统的放化疗具备较低的全身毒性，优异的肿瘤

选择性以及低成本等优势。然而，目前这些治疗手段也

存在诸多期待解决的短板，如：SDT及CDT所采用的无机

物、金属化合物以及金属基仿酶制剂等难以被机体代谢，

可能造成严重的积累毒性；而有机介质如卟啉等虽易于

代谢但仅具备光/声敏性，存在治疗效率较差的问题。因

此，多途径、高效能的实现TME特异性产ROS一直是研究

重点。

近年来，COF结构纳米材料被广泛开发应用[14]。这

些材料主要是通过轻质元素（H、B、C、N、Si和O）的不同

动态共价键连接组装而成的，例如偶氮（N=N）、苯硅氧

硼烷（B-O-Si）、硼酸酯（B-O-C）、硼氧烷（B-O-B）和酰亚

胺（C=N）。它们的独特性质，如多孔性、共轭链、易于修

饰/功能化和稳定性，使它们可通过CDT、SDT、PDT以及

载药和肿瘤靶向等多种功能实现高效而稳定的肿瘤杀

伤。近年来，Slaphen结构COF推陈出新，其M-N2O2的结
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构成功引入金属单原子掺杂实现高效仿酶应用，相较于

传统的金属氧化物或金属团簇仿酶制剂具备更优异的生

物相容性，并且相较于传统金属有机框架具备更强的材

料稳定性[16]。并且SCOF的肿瘤治疗应用目前鲜有报道。

因此，本实验通过引入Fe单原子以制备Fe-N2O2 SCOF纳

米材料以实现CDT效应。与Salphen基MOF相比，本实验

合成的Fe-N2O2 SCOF结构中的Salphen结构通过共价键连

接，具有更高的结构稳定性，同时，以2,4,6-三甲酰基间苯三

酚和邻苯二胺为聚合单体，其具有全π共轭结构和高密度的

活性位点，进而具有较高的催化活性。在此基础上，本研究

通过引入科琴黑掺杂得到Fe-N2O2@C改善材料导电性以

提高其仿酶活性。既往研究中对单原子纳米材料的声敏

性探索中认为[28]，M-N4的结构与卟啉相符，并且该研究也

证实此类结构的材料具备SDT。而本研究所提供的SCOF

具备与M-N4类似的M-N2O2结构，同时，C的掺杂被证实可

以通过改善导电性优化仿酶催化能力。因此，Fe-N2O2@C

可能通过其M-N2O2的类卟啉结构以及较好的电子传导

能力而具备声敏性。因此，本研究通过引入超声辐照实

现SDT效应，最终通过SDT协同CDT高效杀伤肿瘤细胞。

本研究通过详细的结构及成分表征证实了F e -
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图 7  Fe-N2O2@C协同超声辐照的体内抗肿瘤效果

Fig 7  The in vivo anti-tumor effects of Fe-N2O2@C+US

A, Digital photos of the tumor xenograft after excision; B, the tumor volume change; C, tumor mass after excision; D, mouse body mass; E, HE staining of the main

organs from different groups. In the above experiments, n=3 per group. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, compared with PBS.
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N2O2以及Fe-N2O2@C的Salphen结构并且Fe以单原子形态

存在。另一方面，Fe-N2O2@C相较于Fe-N2O2具备更强的

仿POD酶活性，证实导电性的改善可以实现更优异的仿

酶产ROS，而声敏性检测结果也支持Fe-N2O2@C应用于

SDT协同CDT治疗肿瘤。体外实验证明细胞可以顺利吞

噬Fe-N2O2@C材料，且Fe-N2O2@C相较于Fe-N2O2表现出

更强的针对4T1细胞的杀伤效率。在机制探索的过程中，

本研究观察到了内吞Fe-N2O2@C的细胞表现出了明显的

线粒体固缩，内质网肿胀等典型ROS损伤表现。并且JC-

1染色也证明了Fe-N2O2@C+US治疗可以导致明显的线粒

体膜电位下降。而流式细胞分析最终也证明，Fe-N2O2@C+

US可大量上调细胞凋亡比例，证实了Fe-N2O2@C可通过

SDT协同CDT杀伤肿瘤细胞的能力。最终，动物实验证

明4T1皮下瘤瘤体生长速度被Fe-N2O2@C+US显著抑制。

同时该方案也被证实无明显体内生物毒性。本文创新性

地提出利用SCOF实现SDT协同CDT治疗肿瘤，在具备一

定应用潜力的同时，也为未来多途径协同抗肿瘤纳米平

台的设计及应用打下了基础。
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