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　　［摘要］　目的　制备一种搭载华卟啉钠（ｓｉｎｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｓｏｄｉｕｍ，ＤＶＤＭＳ）、ＩＲ７８０与全氟己烷
（ｐｅｒｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄｈｅｘａｎｅ，ＰＦＨ）的聚乳酸乙醇酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）肿瘤靶向多功能复合
纳米粒（ＤＩＰＰＮＰｓ），评估其理化性质，探讨敏化剂ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的协同增强声动力治疗（ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＳＤＴ）作用。方法　用超声双乳化法制备 ＤＩＰＰＮＰｓ，对其进行基本表征；采用光镜记录超声辐
照前后纳米粒的变化；超声／光声成像系统评价其体外成像能力；激光共聚焦显微镜评价 ＰＰＮＰｓ、ＤＰＰ
ＮＰｓ、ＩＰＰＮＰｓ、ＤＩＰＰＮＰｓ４种纳米粒对４Ｔ１乳腺癌细胞的体外靶向能力；单线态氧检测法（ｓｉｎｇｌｅｔｏｘｙｇｅｎ
ｓｅｎｓｏｒｇｒｅｅｎｒｅａｇｅｎｔ，ＳＯＳＧ）评价其体外活性氧产量；ＣＣＫ８法评价其细胞毒性；将４Ｔ１乳腺癌细胞分为
阴性对照组、仅ＵＳ组、仅ＤＩＰＰＮＰｓ组、ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组（ｎ＝３），通过
ＣＣＫ８法检测各组细胞存活率来评价其体外 ＳＤＴ效果；建立 ４Ｔ１乳腺癌荷瘤鼠模型并分为阴性对照
组、仅ＵＳ组、仅ＤＩＰＰＮＰｓ组、ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组（ｎ＝３），通过测量各组
荷瘤鼠肿瘤体积／质量，计算肿瘤体积／质量抑制率来评价其体内 ＳＤＴ效果。结果　成功制备 ＤＩＰＰ
ＮＰｓ，不同显微镜下观察呈圆球形，大小均一，粒径（３４１．１７±１６．９７）ｎｍ，电位（－１２．７７±０．８８）ｍＶ，
ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的包封率分别为（９２．８４±１．５８）％、（９６．５７±１．４８）％；ＤＩＰＰＮＰｓ经超声辐照后发生相变，
光镜下观察到其直径随辐照时间延长而增大，体外超声成像显示其回声强度随辐照时间延长而增强；体

外光声成像显示其光声信号随纳米粒浓度升高而增强；激光共聚焦显微镜观察到 ＤＩＰＰＮＰｓ组中４Ｔ１
细胞周围的纳米粒明显多于其他３组；ＳＯＳＧ体外活性氧检测结果发现 ＤＩＰＰＮＰｓ的活性氧产量随辐照
时间延长而增加；ＣＣＫ８细胞毒性检测结果显示不同浓度ＤＩＰＰＮＰｓ未见明显细胞毒性；体外ＳＤＴ结果
显示ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组的细胞存活率为（５６．０４±２．２８）％，明显低于ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组［（７６．８３±１．５２）％］、
ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组［（７４．０３±２．６４）％］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；体内 ＳＤＴ实验结果显示 ＤＩＰＰ
ＮＰｓ＋ＵＳ组的肿瘤体积／质量抑制率为（７３．２８±１．５８）％ ／（７５．７６±３．４９）％，明显高于 ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组
［（４６．９３±４．４１）％／（４３．５０±２．２７）％］与ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组［（４７．４４±１．２７）％／（４４．８７±４．３０）％］，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　成功制备肿瘤靶向多功能复合纳米粒 ＤＩＰＰＮＰｓ，其具有良好的协同
增强ＳＤＴ作用。
　　［关键词］　 华卟啉钠；ＩＲ７８０；聚乳酸乙醇酸；肿瘤靶向；纳米粒子；声动力治疗；协同作用
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ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆＳＤＴｉｎ４Ｔ１ｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｎｄ
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ａｎｄｔｈｅＩＰＰＮＰＳ＋ＵＳｇｒｏｕｐｓ［（４７．４４±１．２７）％，（４４．８７±４．３０）％，Ｐ＜０．０５］．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｔｕｍｏｒ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓＤＩＰＰＮＰｓａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｒｅｐａｒｅｄ，ｗｈｉｃｈｈａｖｅａｇｏｏｄ
ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆＳＤＴｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ．
　 　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ｓｉｎｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｓｏｄｉｕｍ；ＩＲ７８０；ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ；ｔｕｍｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇ；

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ；ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＦｒｏｎｔｉｅｒＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１８ｊｃｙＪＡ０３８９）ａｎｄｔｈｅＫｅｙＳｐｅｃｉａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（ＣＳＴＣ２０１９ｊｓｃｘｄｘｗｔＢＸ０００４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＵＡＮＧｅｎｇｂｉａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｇｂ＠１２６．ｃｏｍ

　　恶性肿瘤已成为威胁人类健康的主要原因之
一［１］，目前的治疗方式虽能在一定程度上抑制肿瘤生

长，但其不良反应不容忽视［２］，因此，寻找新的抗肿瘤

治疗方法迫在眉睫。声动力治疗 （ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＳＤＴ）是近年来兴起的新型治疗方法，是将超
声波和声敏剂结合，通过超声空化作用、氧自由基产生

氧化损伤等机制诱导细胞凋亡，抑制肿瘤增殖，具有无

创、低成本、高选择性、高组织穿透性等优点［３－４］。声

敏剂是ＳＤＴ发生的关键因素。然而，传统有机声敏剂
水溶性低，化学、生物稳定性差，血流清除快，从而导致

肿瘤聚集性差、治疗效果差等问题［５］。纳米医学的快速

发展为解决这一问题带来了希望，基于各种敏化剂的纳

米颗粒得到广泛应用，如基于华卟啉钠（ｓｉｎｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ
ｓｏｄｉｕｍ，ＤＶＤＭＳ）的仿生纳米粒 ＥＸＯＤＶＤＭＳ、基于

ＩＲ７８０的脂质体纳米粒 ＩＲ７８０ＮＤｓ等［６－７］。现有研究

表明：ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０均是性能良好的声敏剂，主要位于
肿瘤细胞的线粒体中，可被超声有效激活，导致肿瘤细

胞的损伤，对正常细胞的毒性较小［７－８］。全氟己烷

（ｐｅｒｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄｈｅｘａｎｅ，ＰＦＨ）作为液态氟碳中的一员，支
持通过液气相变进行超声成像［９］。

　　基于此研究现状，我们设想将 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０包
载到同一纳米粒中，以达到１＋１＞２的效果。为了验证
这一科学假设，本研究选用 ＦＤＡ认证的聚乳酸乙醇
酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）纳米材料，制备
搭载 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０和 ＰＦＨ的多功能复合纳米粒
ＤＩＰＰＮＰｓ，旨在探讨其协同增强 ＳＤＴ作用，为进一步
开发靶向ＳＤＴ分子探针提供新的可能。考虑到超声／
光声成像技术更适用于浅表肿瘤的诊断与监控，故选

用乳腺癌为本实验研究模型。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
１．１．１　主要试剂　　包括：羧基端乳酸羟基乙酸共聚
物（ＰＬＧＡＣＯＯＨ，聚合比５０５０，济南岱罡）；ＩＲ７８０碘化
物（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＶＤＭＳ（青龙高科技股份有限公
司）；ＰＦＨ（上海麦克林生化科技有限公司）；Ｄｉｌ（碧云天
生物公司）；ＤＡＰＩ（博士德生物公司）；单线氧荧光探针
（ｓｉｎｇｌｅｔｏｘｙｇｅｎｓｅｎｓｏｒｇｒｅｅｎｒｅａｇｅｎｔ，ＳＯＳＧ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＣＣＫ８试剂盒（东仁化学有限公司）；小鼠
乳腺癌４Ｔ１细胞（重庆医科大学超声影像学研究所）。
１．１．２　主要仪器　　包括：声振仪（Ｓｏｎｉｃ，美国）；磁
力搅拌器（ＤＦ１０１，德国）；光学显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１，
日本）；透射电镜（ＨＩＴＡＣＨＩ，日本）；粒径测量仪
（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国）；紫外可见光分光光度计（岛津
２５００ＵＶＶＩＳ，日本）；激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司，
日本）；流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司，美国）；多
功能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；小动物光声成像仪
（Ｖｅｖｏ ＬＡＺＲ２１００，加拿大）；低强度聚焦超声治疗仪
（ＬＩＦＵ，重庆医科大学超声分子影像学研究所研制）。
１．２　方法
１．２．１　ＤＩＰＰＮＰｓ的制备及表征　　超声双乳化法制
备纳米粒，将１ｍｇＤＶＤＭＳ溶解于１００μＬＰＢＳ溶液中，
２５ｍｇＰＬＧＡ、１ｍｇＩＲ７８０溶解于１ｍＬ三氯甲烷溶液中
（油相）；再将溶解好的ＤＶＤＭＳ溶液（水相）、ＰＦＨ溶液
（水相）各１００μＬ加到溶解好的油相溶液中，用声震仪
（３ｍｉｎ，震５ｓ、停５ｓ，功率４５％）进行第１次乳化；再向
其中加入４ｍＬ４％ＰＶＡ溶液，再次声震仪乳化（３ｍｉｎ，
震５ｓ、停５ｓ，功率３０％）；最后加入５ｍＬ２％的异丙醇，
混合乳液磁力搅拌４～６ｈ；待三氯甲烷完全挥发后，双
蒸水离心洗涤（１１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）３次，制备获得
ＤＩＰＰＮＰｓ，于４℃条件下保存备用。以上所有步骤均在
避光、冰浴条件下进行。ＤＰＰＮＰｓ（未添加ＩＲ７８０）、ＩＰＰ
ＮＰｓ（未添加 ＤＶＤＭＳ）、ＰＰＮＰＳ（ＩＲ７８０、ＤＶＤＭＳ均未添
加）３种纳米粒的制备与上述过程类似。
　　ＤＩＰＰＮＰｓ制备成功后，肉眼观察其外观性状；光
镜、激光共聚焦显微镜、透射电镜下观察其形态及结构

特征；Ｍａｌｖｅｒｎ粒径仪检测其粒径大小、电位分布；紫外
分光光度计检测其光密度值，绘制紫外吸收光谱图；标

准曲线法计算 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的包封率。ＤＶＤＭＳ／
ＩＲ７８０包封率＝Ｍ１／Ｍ２×１００％，Ｍ１表示包载于 ＰＬＧＡ
纳米粒中的 ＤＶＤＭＳ／ＩＲ７８０含量，Ｍ２表示 ＤＶＤＭＳ／
ＩＲ７８０的投入总量。
１．２．２　ＤＩＰＰＮＰｓ体外超声／光声成像实验　　将
ＤＩＰＰＮＰｓ（１ｍＬ，１ｍｇ／ｍＬ）加入凝胶模型后进行超声

辐照（３Ｗ，０、６０、１８０、３００ｓ；辐照条件根据本实验室既
往研究选定），光镜下观察、记录纳米粒的变化，超声

成像系统评价其体外超声成像能力，ＤＦＹⅡ型超声图
像定量分析仪分析各靶区声强值。

　　将 ＤＩＰＰＮＰｓ（２００μＬ，１ｍｇ／ｍＬ）加入凝胶模型
后，光声成像系统行全波长（６８０～９７０ｎｍ）扫描，选取
光声值最大处对应波长的激光，激发不同浓度 ＤＩＰＰ
ＮＰｓ（０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍｇ／ｍＬ），采集各组光声图
像，并定量分析各组光声信号强度。

１．２．３　ＤＩＰＰＮＰｓ体外靶向实验　　将处于对数期的
４Ｔ１细胞（１×１０５／皿）接种于共聚焦培养皿中，２４ｈ后将细
胞分为以下４组：ＰＰＮＰｓ组、ＤＰＰＮＰｓ组、ＩＰＰＮＰｓ组、
ＤＩＰＰＮＰｓ组。各组加入等量（５０ｍｇ／ｍＬ，１ｍＬ／皿）ＤｉＩ
标记的相应纳米粒，与细胞共培养４ｈ后，ＰＢＳ多次洗
涤、清除未靶向的纳米粒，４％多聚甲醛１ｍＬ固定细胞
１５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染料 ２００μＬ染色细胞核 １５ｍｉｎ。激光
共聚焦显微镜观察纳米粒与细胞的结合情况。

１．２．４　ＤＩＰＰＮＰｓ体外活性氧检测实验　　用ＳＯＳＧ作
为单线态氧指示剂。将ＤＩＰＰＮＰｓ（１．２ｍＬ，１００μｇ／ｍＬ）、
ＳＯＳＧ甲醇溶液（０．３ｍＬ）、ＰＢＳ（１．５ｍＬ）充分混匀，混
合物经由超声辐照（３Ｗ，０、１５、３０、６０、１２０、２４０ｓ；辐照
条件根据本实验室既往研究选定），荧光分光光度计

记录５００～７００ｎｍ上ＳＯＳＧ的荧光强度。
１．２．５　ＤＩＰＰＮＰｓ的细胞毒性及其体外声动力治疗实
验　　在５％ＣＯ２、３７℃培养箱中用 ＤＭＥＭ完全培养
基（１０％胎牛血清、１％双抗）培养４Ｔ１细胞，实验均采
用对数期生长细胞。将 ４Ｔ１细胞（１×１０４／孔）接种于
９６孔板中，２４ｈ后分为６组，每组３～５个复孔。各组
加入等量（２００μＬ／孔）不同浓度 ＤＩＰＰＮＰｓ培养基稀
释液（０、２０、４０、６０、８０、１００μｇ／ｍＬ），与细胞共培养２４ｈ
后，加入ＣＣＫ８试剂，继续培养１～４ｈ，多功能酶标仪
检测并计算细胞存活率。

　　将４Ｔ１细胞（１×１０４／孔）接种于 ９６孔板中，２４ｈ
后分为以下６组：阴性对照组、仅 ＵＳ组、仅 ＤＩＰＰＮＰｓ
组、ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ
组，每组 ３～５个复孔。各组加入等量（５０μｇ／ｍＬ，
２００μＬ／孔）相应纳米粒后进行超声辐照（３Ｗ，３０ｓ；
辐照条件根据本实验室既往研究选定）。于辐照后

２ｈ加入ＣＣＫ８试剂继续培养 １～４ｈ，多功能酶标仪
检测并计算细胞存活率。

１．２．６　动物模型的建立及 ＤＩＰＰＮＰｓ的体内声动力
治疗实验　　选取６～８周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（１６～
２０ｇ）１８只，将４Ｔ１细胞悬液（１×１０６／ｍＬ）皮下注射于
小鼠右侧腹部（０．１ｍＬ／只）建立荷瘤鼠模型，待肿瘤
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体积长至约１００ｍｍ３，用于体内声动力治疗研究。
　　将１８只荷瘤小鼠分为以下６组（ｎ＝３）：阴性对照
组、仅 ＵＳ组、仅 ＤＩＰＰＮＰｓ组、ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰ
ＮＰｓ＋ＵＳ组、ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组。各组经尾静脉注射等
量（３ｍｇ／ｍＬ，２００μＬ）相应纳米粒或生理盐水后２４ｈ，
用涂抹了耦合剂的超声探头对荷瘤鼠肿瘤部位进行垂

直辐照（３Ｗ，３ｍｉｎ；辐照条件根据本实验室既往研究
选定）。上述治疗过程每 ３天重复 １次，肿瘤体积每
２天记录１次，连续１６ｄ。肿瘤体积（ｍｍ３）＝（短径２×
长径）／２。治疗周期结束后，剖离瘤块并称其质量，计
算肿瘤体积／质量抑制率。肿瘤体积抑制率＝（Ｖ对照组－
Ｖ实验组）／Ｖ对照组×１００％，肿瘤质量抑制率 ＝（Ｍ对照组－
Ｍ实验组）／Ｍ对照组×１００％。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两变量比较采用线性相关分析，多样本均数比较采

用单因素方差分析，两组间进一步比较采用 ＬＳＤｔ检

验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＩＰＰＮＰｓ的基本理化性质
　　成功制备 ＤＩＰＰＮＰｓ，肉眼观察呈墨绿色乳化液
（图１Ａ）；光镜下大小均一、分散性良好（图１Ｂ）；激光
共聚焦显微镜下 ＤｉＩ标记的 ＤＩＰＰＮＰｓ呈均一的红色
颗粒（图１Ｃ）；透射电镜下呈圆球形（图 １Ｄ）；马尔文
粒径仪测得其粒径、电位分别为（３４１．１７±１６．９７）ｎｍ
（图１Ｅ）、（－１２．７７±０．８８）ｍＶ（图１Ｆ）；紫外吸收光谱
图显示：ＤＩＰＰＮＰｓ于４０５、７９５ｎｍ处各出现了 １个特
征吸收峰（图 １Ｇ），说明 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０成功包载于
ＰＬＧＡ纳米粒中；根据ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的紫外吸收光谱
图（图 １Ｈ、Ｉ）绘制 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的标准曲线回归方
程分别为：ｙ＝０．０９３２ｘ＋０．０２１９，Ｒ２＝０．９９８９、ｙ＝
０．３２０３ｘ－０．１８３３，Ｒ２＝０．９９６２。最后计算得到
ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的包封率分别为（９２．８４±１．５８）％、
（９６．５７±１．４８）％。
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图１　ＤＩＰＰＮＰｓ的基本理化性质
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２．２　ＤＩＰＰＮＰｓ的体外超声／光声成像能力
　　光镜下观察到随着超声辐照时间的延长，大量
ＤＩＰＰＮＰｓ转化为微泡，其直径也由原来的 ３００ｎｍ左
右增加至２０μｍ左右（图 ２Ａ），超声成像结果显示其
回声信号随辐照时间逐渐增强（图２Ｂ），回声强度定量
分析结果与图像结果一致（图 ２Ｃ）；光声成像结果显
示，ＤＩＰＰＮＰｓ行全波长扫描后，于７９５ｎｍ处出现光声
信号最大值，在λ＝７９５ｎｍ的激光辐照下，光声信号随
ＤＩＰＰＮＰｓ浓度线性增加（图２Ｄ），光声信号定量分析
结果与图像结果一致（图 ２Ｅ）。以上结果表明 ＤＩＰＰ
ＮＰｓ具有良好的超声、光声成像能力。

２．３　ＤＩＰＰＮＰｓ与４Ｔ１细胞的体外结合情况
　　与４Ｔ１细胞共培养４ｈ后，ＰＰＮＰｓ组可见蓝染的
细胞核周围仅有极少量 ＤｉＩ标记的红色纳米粒聚集，
而ＤＰＰＮＰｓ组、ＩＰＰＮＰｓ组、ＤＩＰＰＮＰｓ组细胞核周围
均可见大量红色纳米粒聚集，且 ＤＩＰＰＮＰｓ组周围的
红色纳米粒多于其他两组（图３）。结果表明ＤＶＤＭＳ、
ＩＲ７８０均有助于纳米粒在肿瘤细胞的摄取，当
ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０联合作用时，摄取作用增强。
２．４　ＤＩＰＰＮＰｓ的体外活性氧产生情况
　　随着超声辐照时间的延长，含 ＤＩＰＰＮＰｓ的 ＳＯＳＧ
甲醇溶液的荧光强度逐渐增强（图４Ａ）。表明产生的
活性氧逐渐增多。
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图２　ＤＩＰＰＮＰｓ的相变、体外超声／光声成像及定量分析
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图３　激光共聚焦显微镜观察ＤＩＰＰＮＰｓ与４Ｔ１细胞的结合情况
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Ａ：不同超声辐照条件下ＳＯＳＧ荧光强度；Ｂ：ＤＩＰＰＮＰｓ的细胞毒性（ｎ＝３）；Ｃ：ＤＩＰＰＮＰｓ的体外声动力治疗效果
（ｎ＝３）　１：阴性对照组；２：仅 ＵＳ组；３：仅 ＤＩＰＰＮＰｓ组；４：ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组；５：ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组；６：ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组比较

图４　ＤＩＰＰＮＰｓ的体外活性氧产量、细胞毒性及体外声动力治疗效果评价

２．５　ＤＩＰＰＮＰｓ的细胞毒性及体外声动力治疗效果
　　细胞毒性结果显示（图４Ｂ）：４Ｔ１细胞与不同浓度
ＤＩＰＰＮＰｓ共培养２４ｈ后，细胞存活率均无明显降低，
表明ＤＩＰＰＮＰｓ具有较高的生物安全性，可进行下一
步实验。

　　体外声动力治疗结果显示（图 ４Ｃ）：仅 ＵＳ组、仅

ＤＩＰＰＮＰｓ组的细胞存活率与阴性对照组比较，差异无
统计学意义，表明单纯超声辐照、单纯 ＤＩＰＰＮＰｓ没有
明显的细胞毒性；ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组与
阴性对照组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０介导的 ＳＤＴ抑制了肿瘤细胞的生
长；此外，ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组与 ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰ
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ＮＰｓ＋ＵＳ组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明当ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０联合作用时，ＳＤＴ作用增强。
２．６　ＤＩＰＰＮＰｓ的体内声动力治疗效果
　　阴性对照组、仅 ＵＳ组、仅 ＤＩＰＰＮＰｓ组对肿瘤生
长无明显影响，差异不具有统计学意义，表明单纯超声

辐照、单纯 ＤＩＰＰＮＰｓ没有明显的抗肿瘤活性；ＤＰＰ
ＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组与阴性对照组比较，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０介导
的ＳＤＴ抑制了肿瘤的生长；ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组与 ＤＰＰ
ＮＰｓ＋ＵＳ组、ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组比较，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），表明当ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０联合作用时，ＳＤＴ
作用增强（图５）。

３　讨论

　　近年来，随着对 ＳＤＴ的深入研究，越来越多的优
质声敏剂被发现、合成并应用。ＤＶＤＭＳ作为基于光卟
啉合成的新一代声敏剂，其化学纯度为 ９８．７％，声活
性远高于血卟啉单甲氧醚（ＨＭＭＥ）等其他卟啉衍生
物，具有水溶性强、皮肤敏感性较短、单线态氧产率高

等优点，已获得中国自主知识产权［１０－１１］。ＩＲ７８０作为
具有肿瘤靶向性的经典敏化剂，其靶向性与肿瘤细胞

质膜电位相对较高、肿瘤细胞上过表达的有机阴离子

转运体多肽（ＯＡＴＰｓ）有关［１２－１３］。

　　受上述研究成果的启发，本研究成功构建复合纳

米粒ＤＩＰＰＮＰｓ。ＤＩＰＰＮＰｓ的紫外图谱呈现双特征吸
收峰，标准曲线法计算得到 ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０的包封率
分别为（９２．８４±１．５８）％、（９６．５７±１．４８）％，说明
ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０成功且有效包载于 ＰＬＧＡ纳米粒中。
此外，本研究发现 ＤＶＤＭＳ包载于 ＰＬＧＡ纳米粒中发
生了红移现象，其紫外特征吸收峰从３６７ｎｍ左右移动
到４０５ｎｍ，这可能与包载后ＤＶＤＭＳ的疏水作用、溶剂
极性的变化有关［１４］。体外靶向结果表明 ＩＲ７８０的主
动靶向性、ＤＶＤＭＳ的肿瘤聚集效应，使得 ＤＩＰＰＮＰｓ
可在肿瘤部位有效聚集。此外，结合肿瘤新生血管内

皮间隙为 ３８０～７８０ｎｍ［１５－１６］、ＤＩＰＰＮＰｓ的粒径为
（３４１．１７±１６．９７）ｎｍ，说明ＤＩＰＰＮＰｓ也可通过ＥＰＲ效
应聚集于肿瘤部位。敏化剂的有效包载与纳米粒肿瘤

部位的有效聚集，为下一步发挥 ＳＤＴ作用奠定了基
础。现有研究表明：纳米微泡介导的肿瘤 ＳＤＴ效应涉
及多种机制，包括氧自由基损伤作用、超声空化效应、

超声靶向肿瘤血管破坏技术等，尽管机制复杂，但活性

氧的产生是关键因素之一［１７－１８］。本研究ＳＯＳＧ体外活
性氧检测结果表明ＤＩＰＰＮＰｓ可在超声辐照下产生活性
氧，结合体外细胞存活率的降低、体内肿瘤体积／质量抑
制率的提高，均说明ＤＶＤＭＳ、ＩＲ７８０介导的ＳＤＴ抑制了
肿瘤的生长，而当两者联合作用时，ＳＤＴ作用增强。本
研究也存在一定的不足，如缺少其他肿瘤模型ＳＤＴ作用
对比研究，且结果尚需进一步体内实验验证。
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１：阴性对照组；２：仅ＵＳ组；３：仅 ＤＩＰＰＮＰｓ组；４：ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组；５：ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组；６：ＤＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＰＰＮＰｓ＋ＵＳ组比较

Ａ：肿瘤体积变化；Ｂ：肿瘤体积抑制率；Ｃ：肿瘤质量；Ｄ：肿瘤质量抑制率

图５　ＤＩＰＰＮＰｓ的体内声动力治疗效果评价　（ｎ＝３）
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　　综上所述，本研究成功构建肿瘤靶向多功能复合
纳米粒 ＤＩＰＰＮＰｓ，实现了双敏化剂协同增强 ＳＤＴ作
用，为建立高效、安全的肿瘤分子成像与靶向治疗方法

提供了新的思路。
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