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氧化铱纳米载药复合物的制备及其用于肿瘤声动力化疗协同治疗的研究
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　　［摘要］　目的　制备氧化铱（ｉｒｉｄｉｕｍｏｘｉｄｅ，ＩｒＯＸ）作为纳米声敏剂，用以负载化疗药物阿霉素
（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）后得到具有ｐＨ和超声辐照双响应的纳米载药复合物（ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ），验证其用于肿
瘤声动力治疗（ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＳＤＴ）化疗协同治疗肿瘤的效果。方法　采用热水解法制备 ＩｒＯＸ
纳米颗粒，并负载ＤＯＸ。采用透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）、Ｘ射线光电子能
谱（Ｘｒａｙｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＸＰＳ）、紫外可见分光光度计（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，
ＵＶｖｉｓ）、Ｚｅｔａ电位分析仪等手段对纳米颗粒的形貌及理化性质进行相关表征；采用ＵＶＶｉｓ和酶标仪考
察载药量及药物释放行为；用电子顺磁共振波谱仪（ｌｅｃｔｒｏｎｓｐｉｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＳＲ）定性评价
其活性氧产生性能；激光共聚焦显微镜评价 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ在超声辐照下的细胞摄取行为；荧光显微镜和
流式细胞仪探究细胞内活性氧产生；ＣＣＫ８法及流式凋亡检测评价 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的声动力治疗化疗协
同治疗效果。建立 Ｈｅｐａ１６肝癌裸鼠皮下移植瘤模型，并分为生理盐水组、ＩｒＯＸ组、ＩｒＯＸ＋ＵＳ组、ＩｒＯＸ＠
ＤＯＸ组、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组（ｎ＝３），观察各组荷瘤鼠肿瘤的体积、超声造影成像结果与病理学变化，计
算肿瘤体积抑制率评价其体内协同治疗效果。结果　 成功制备 ＩｒＯＸ纳米颗粒，粒径大约为５ｎｍ。当
ＩｒＯＸ与ＤＯＸ的比值为４．０时，载药量可达１８．７％；ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ在ｐＨ＝７．４时释放的ＤＯＸ量不足１０％，
证实了其良好的稳定性；ｐＨ＝５．５时，ＤＯＸ的累积释放量可达３９．９％。在超声辐照下释放量进一步增
加达６９．９％；ＥＳＲ和 ＵＶＶｉｓ实验结果表明活性氧产量与辐照功率和时间呈正相关；激光共聚焦结果显
示超声能促进细胞对ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的摄取；细胞毒性实验表明，与单纯化疗组相比，协同治疗组存活率降
至１９．４％，证明ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ在超声辐照下可以实现良好的ＳＤＴ化疗协同治疗效果。动物实验表明与生
理盐水组相比，ＩｒＯＸ＋ＵＳ组、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ组和ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组的肿瘤抑制率分别为２７％、５７％及７６％，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这与超声造影和 ＨＥ染色结果一致。结论　 成功制备了具有 ｐＨ和
超声辐照双重刺激响应的ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ纳米复合物，在超声辐照下可以实现ＳＤＴ化疗协同治疗。
　　［关键词］　氧化铱；声动力治疗；化疗；协同治疗；肿瘤
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ｒａｔｅｏｆＩｒＯＸ＋ＵＳ，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸａｎｄＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ２７％，５７％ ａｎｄ７６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｉｓｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｃｏｎｔｒａｓｔＵＳｉｍａｇｉｎｇａｎｄＨ＆Ｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｗｉｔｈｄｕａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｐＨａｎｄＵＳ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＳＤＴｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｃａｎｂｅａｃｈｉｅｖｅｄ
ｕｎｄｅｒＵＳｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｒｉｄｉｕｍｏｘｉｄｅ；ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ；ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｔｈｅｒａｐｙ；ｔｕｍｏｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（Ｒｅｇｉｏｎａｌ）ＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄＥｘｃｈａｎｇｅｓｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１７２０１０８０２３），ｔｈｅＫｅｙ

ＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２０３００５０），ａｎｄｔｈｅＯｐｅｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＯｎｃｏｇｅｎｅｓａｎｄＲｅｌａｔｅｄＧｅｎｅｓ

（ＫＦ２１０４９３＃）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＥＮＧＹｕａｎｙｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｙｕａｎｙｉ＠１６３．ｃｏｍ

　　恶性肿瘤是威胁人类健康的重大疾病之一，已成
为目前全球性的健康挑战［１］。尽管肿瘤治疗已经取

得了一些突破性的进展，但患者病死率一直居高不下。

化疗仍然是临床上肿瘤治疗最常用的方式，然而化疗

药物的不良反应严重影响患者的生存质量［２］。因此，

急需开发新的治疗策略来解决这个难题。近年来，基

于纳米材料的协同治疗模式引起了科研工作者的广泛

关注。与传统的化学疗法和放射疗法相比，通过纳米

材料实现几种治疗模式联合而产生协同效应，可以达

到疗效高且不良反应小的目的［３－６］，为肿瘤的特异性

治疗带来了曙光。

　　声动力学疗法（ｓｏｎｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＳＤＴ）作为一
种新兴的非侵入性的治疗手段，近年来得到迅速发展。

这种治疗方式依赖于超声（ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＵＳ）诱导气泡不
断生成和破裂，即所谓的“空化效应”。空化效应释放

的能量可以诱导声致发光或热解过程，以激活声敏剂

产生以单线态氧（１Ｏ２）为主的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）［７－８］。与光相比，超声具有更强穿透深度
的优点，因此有望实现深部肿瘤更好的治疗效

果［７，９－１０］。研究表明，ＵＳ可以触发药物释放，实现化疗
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药物在肿瘤部位精准释放，降低其不良反应［１１－１３］。其

中，声敏剂的选择对于高效 ＳＤＴ非常关键。与传统的
有机声敏剂相比，无机纳米声敏剂具有稳定性高、理化

性质可控以及易于功能化等优点［１４］。目前已有许多

无机声敏剂，如二氧化钛、晶体硅、二维碳材料等相继

被开发［１５－１８］。铱（ｉｒｉｄｉｕｍ，Ｉｒ）作为一种过渡金属，由于
其独特的物理和光学性能而在光电、催化、能源等诸多

领域引起了广泛的关注［１９－２２］。已有研究［２３－２４］发现，

氧化铱（ＩｒＯＸ）在激光照射下能够产生活性氧，且其具
有良好的生物相容性，因此其在纳米肿瘤诊疗领域中

展示出了广泛的应用潜力。然而，目前针对铱基纳米

材料在肿瘤治疗的研究尚处于起步阶段。与此同时，

系统地探讨其作为声敏剂的可行性对于基于无机声敏

剂的ＳＤＴ研究具有重要意义。
　　基于以上的研究背景，本研究聚焦于 ＩｒＯＸ在 ＳＤＴ
中的应用展开系统研究，通过直接热水解制备ＩｒＯＸ纳
米颗粒，并负载化疗药物阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ），
构建纳米载药复合物ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ。由于肿瘤细胞内呈
微酸性，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ可以实现ｐＨ及ＵＳ双重刺激响应
药物释放行为以提高化疗效果。与此同时，ＩｒＯＸ作为
声敏剂在ＵＳ辐照下可以产生 ＲＯＳ，放大细胞内氧化
应激加速肿瘤细胞死亡，最终达到ＳＤＴ化疗协同治疗
的效果。本研究为基于 ＩｒＯＸ纳米药物的开发提供新
的思路，同时也将为ＳＤＴ联合化疗策略的制订提供一
种通用性的方案。

１　材料与方法

１．１　研究材料与实验动物
　　氯化铱（ＩｒＣｌ３，上海麦克林生化科技有限公司）；

阿霉素（ＤＯＸ，上海阿拉丁试剂有限公司）；４’，６二脒
基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ，碧云天生物公司）；２，２，６，６四
甲基哌啶（ＴＥＭＰ，同仁化学有限公司）；３二苯基异苯
并呋喃（ＤＰＢＦ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；活性氧检测试剂盒
（碧云天生物公司）；ＣＣＫ８试剂盒（同仁化学有限公
司）；钙黄绿素ＰＩ试剂盒（同仁化学有限公司）；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（碧云天生物公
司）；人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ，中科院生命科学研
究院细胞资源中心）；小鼠乳腺癌 ４Ｔ１细胞（中科院生
命科学研究院细胞资源中心）。４～６周 ＢＡＢＬ／ｃ雌性
裸鼠１５只，体质量约１８ｇ，购于卡文斯百格（苏州）模
式动物研究有限公司。

１．２　仪器
　　透射电子显微镜（ＴＥＭ，ＪＥＭ２１００Ｆ，日本电子株

式会社）；傅立叶红外光谱仪（ＦＴＩＲ，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美
国）；Ｘ射线光电子能谱仪（ＸＰＳ，Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；
Ｘ射线晶体粉末衍射仪（ＸＲＤ，理学 Ｒｉｇａｋｕ，日本）；顺
磁共振波谱仪（ＥＳＲ，布鲁克，德国）；粒度和 Ｚｅｔａ电位
分析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国）；紫外可见光分光光度计
（ＵＶＶｉｓ，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国）；激光共聚焦显微镜
（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ，Ｎｉｋｏｎ公司，
日本）；荧光显微镜（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）；超声治疗仪（威尔德超声治疗仪，中国）。

１．３　实验方法
１．３．１　ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的制备及表征　　将氯化铱

（ＩｒＣｌ３，０．１４９３ｇ）溶解在５０ｍＬ去离子水中，用氢氧
化钠溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）调节ｐＨ值至１２，室温搅拌２．５ｈ。
随后，将溶液转移到油浴中（８０℃）继续搅拌反应１ｈ，
得到产物 ＩｒＯＸ分散液。将上述溶液转移到超滤管
（ＭＷＣＯ＝１４ｋＤａ）中离心（２６６０×ｇ）１５ｍｉｎ，用去离子
水重悬，重复３次以去除过量的ＩｒＣｌ３及副产物。
　　将上述所得 ＩｒＯＸ 分散液与 ＤＯＸ按不同比例
（ＩｒＯＸ∶ＤＯＸ＝１∶２、１∶１、２∶１、４∶１、６∶１）混合，室温下避
光搅拌２４ｈ。将产物离心（２００００×ｇ）１５ｍｉｎ，收集上
清液，重复３次以去除过量的 ＤＯＸ，最后用去离子水
重悬，得到ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ分散液。收集所有上清液和洗
涤液，采用ＵＶＶｉｓ测定 ＤＯＸ的吸光度并根据公式计
算不同条件的负载率。

　　负载率＝（ＤＯＸ初始质量－上清液中 ＤＯＸ的质
量）／ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的质量×１００％。
　　采用ＴＥＭ观察ＩｒＯＸ的形状；使用 ＸＲＤ对样品进
行物相表征；通过ＸＰＳ对ＩｒＯＸ中的不同元素及价态进
行表征；用ＦＴＩＲ对纳米颗粒表面的官能团进行考察；
采用ＵＶＶｉｓ测定不同样品的紫外吸收光谱；使用Ｚｅｔａ
电位分析仪对材料合成过程中各个阶段的产物进行电

位测定。

１．３．２　体外药物释放行为考察　　采用透析法对
ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ进行药物释放行为考察。具体地，精密称
取一定质量的ＤＯＸ溶解于ｐＨ值为７．４和５．５的 ＰＢＳ
缓冲溶液（２００ｍＬ）中，分别测定其吸光度得到不同
ｐＨ值条件下ＤＯＸ的标准曲线。随后将 ２ｍＬＩｒＯＸ＠
ＤＯＸ分散液装入透析袋（ＭＷＣＯ＝３ｋＤａ）并置于不同
ｐＨ值的缓冲液（ｐＨ值为 ５．５或 ７．４）中室温避光搅
拌。ＵＳ组在一定时间给予超声辐照（１Ｗ／ｃｍ２）３０ｓ。
在不同时间点从烧杯中取出 １ｍＬ释放液并补充同等
体积的新鲜缓冲液。采用 ＵＶＶｉｓ测定稀释液在
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５００ｎｍ处的吸光度。通过标准曲线计算不同条件下
ＤＯＸ的累积释放量，得到 ＤＯＸ的释放曲线。药物释
放率＝（释放的 ＤＯＸ质量／复合物中 ＤＯＸ的总质
量）×１００％
１．３．３　体外ＳＤＴ效果评价　　将２００μＬＩｒＯＸ＠ＤＯＸ
分散液（１００μｇ／ｍＬ）与２００μＬＴＥＭＰ溶液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）
混合，通过ＵＳ辐照（１．０ＭＨｚ、１．０Ｗ／ｃｍ２）２ｍｉｎ，立即
通过ＥＳＲ光谱仪检测１Ｏ２的生成。同时，未进行超声
处理作为对照。为了探究不同超声功率对１Ｏ２生成的
影响，使用不同功率（０．５、１．０、１．５、２．０、２．５Ｗ／ｃｍ２）
的ＵＳ辐照相同浓度ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ分散液，通过 ＥＳＲ检
测 １Ｏ２的生成。此外，将２．９６ｍＬ的 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ溶液
（１００μｇ／ｍＬ）和４０μＬ的ＤＢＰＦ（２ｍｇ／ｍＬ）避光混合，每
隔２ｍｉｎ进行ＵＳ辐射（１．０ＭＨｚ、１Ｗ／ｃｍ２、２ｍｉｎ），通
过ＵＶＶｉｓ记录溶液在 ２００～６５０ｎｍ波长处的吸收曲
线检测ＲＯＳ的生成。
１．３．４　体外细胞摄取　　采用 ＣＬＳＭ观察４Ｔ１细胞
对ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的摄取能力。将 ４Ｔ１细胞（１×１０

５／孔）
接种到共聚焦培养皿中，待细胞贴壁后，空白对照组加

入含ＰＢＳ的培养基培养 ６ｈ；实验组加入含 ＩｒＯＸ＠
ＤＯＸ的培养基，并对其进行有无超声辐照（１ＭＨｚ、
１．０Ｗ／ｃｍ２、１ｍｉｎ）处理，随后继续培养 ６ｈ。用 ＰＢＳ
清洗细胞３次，除去未被吞噬的纳米颗粒，用４％的多
聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ后加入ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ，最后
用ＣＬＳＭ进行观察。
１．３．５　体外细胞 ＳＤＴ效果　　将 ４Ｔ１细胞接种于
６孔板中（１×１０５／孔）培养 ２４ｈ。将细胞进行以下分
组：①ＰＢＳ组；②ＰＢＳ＋ＵＳ组；③ＩｒＯＸ组；④ＩｒＯＸ＋ＵＳ
组；⑤ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ组；⑥ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组。加入２ｍＬ
含有上述纳米颗粒的新鲜培养基继续孵育１２ｈ。ＰＢＳ
洗涤３次，随后加入 ＲＯＳ探针（ＤＣＦＨＤＡ）孵育３０ｍｉｎ
后，继续用 ＰＢＳ洗涤３次，同时对②、④和⑥组进行超
声辐照（１．０ＭＨｚ、１．０Ｗ／ｃｍ２、１ｍｉｎ）后继续孵育２ｈ。
最后将细胞用荧光显微镜进行观察。进一步采用流式

细胞仪检测ＲＯＳ生成情况，细胞处理如上所述。
１．３．６　体外化疗ＳＤＴ协同治疗效果　　首先对 ＩｒＯＸ
的细胞相容性进行考察。具体地，将 ＨＵＶＥＣ细胞接
种于９６孔板（１×１０４／孔）中，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养 ２４ｈ。随后加入 １００μＬ含有不同浓度 ＩｒＯＸ的
新鲜培养基继续孵育１２ｈ。移除培养基，用 ＰＢＳ洗涤
３次，随后加入１００μＬ含１０μＬＣＣＫ８试剂的培养基
继续孵育１ｈ。最后，用酶标仪读取４５０ｎｍ处的吸光
值，根据说明书计算细胞存活率。每组样品设置５个

复孔，每个样品平行测定３次。
　　采用 ＣＣＫ８法评估 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ引发的化疗ＳＤＴ
协同治疗效果。将 ４Ｔ１细胞接种于 ９６孔板（１×
１０４／孔）中培养 ２４ｈ。实验按 １．３．５分组。对于 ＵＳ
辐射组，细胞加入纳米颗粒孵育 ６ｈ后进行 ＵＳ辐照
（１．０ＭＨｚ、１ｍｉｎ），并继续孵育 １２ｈ。随后移除培养
基，用ＰＢＳ洗涤３次后，采用 ＣＣＫ８法计算细胞存活
率。此外，细胞经过不同治疗处理后，加入 Ｃａｌｃｅｉｎ
ＡＭ／ＰＩ（ＣａｌｃｅｉｎＡＭ２μｍｏｌ／Ｌ，ＰＩ４．５μｍｏｌ／Ｌ，１００μＬ）
进行染色１５ｍｉｎ。随后弃去培养液并用 ＰＢＳ清洗，最
后在荧光显微镜下观察细胞生存状态。

　　流式细胞仪检测细胞凋亡：４Ｔ１细胞（１×１０５／孔）
接种在６孔板中孵育２４ｈ。根据上述 ＣＣＫ８的实验
步骤对细胞进行处理。孵育后，细胞用胰酶消化，ＰＢＳ
洗涤，离心收集细胞后用流式凋亡染色试剂盒

（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染液）分析早期凋亡、晚期凋亡和
坏死细胞数量。

１．４　肿瘤模型的建立和治疗
　　将１００μＬ含２×１０６个Ｈｅｐａ１６细胞悬液皮下注
射至ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠，建立皮下移植瘤模型。当肿
瘤体积达到１２０ｍｍ３时，随机分为５组（ｎ＝３）：①生理
盐水组；②ＩｒＯＸ组；③ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ组；④ＩｒＯＸ＋ＵＳ组；
⑤ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组。裸鼠相应注射生理盐水，ＩｒＯＸ
及ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ（８ｍｇ／ｍＬ，１００μＬ）。超声辐照组在注
药１２ｈ后进行超声照射（１．５Ｗ／ｃｍ２、１．５ＭＨｚ、５０％占
空比、５ｍｉｎ），治疗过程每 ３天重复 １次，每隔３天对
小鼠体质量及肿瘤体积进行记录，连续 １４ｄ。肿瘤体
积计算公式为：Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２，其中 Ｖ、Ｌ和 Ｗ分别代表
肿瘤的体积、长度和宽度。治疗１４天后进行静脉注射
造影剂，观察肿瘤生长情况，并对裸鼠施行安乐死，取

相应的瘤体拍照并进行ＨＥ染色观察。计算肿瘤体积
抑制率 ＝（Ｖ对照组－Ｖ实验组）／Ｖ对照组×１００％。
１．５　统计学分析
　　采用Ｏｒｉｇｉｎ和ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行制图和统
计学分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示。两两比较采用独立样本
ｔ检验，多样本均数比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的制备、表征及理化性质评价
　　采用热水解法制备了 ＩｒＯＸ纳米颗粒。ＴＥＭ显示
制备的 ＩｒＯＸ呈不规则纳米簇结构，且粒径大约在５ｎｍ
（图１Ａ）。同时可以清晰地观察到 ＩｒＯＸ的晶格条纹
（图１Ｂ）。对比反应前后的溶液颜色，可以看到合成的
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ＩｒＯＸ为蓝紫色分散液，不同于氯化铱溶液（图１Ｃ），证
明高温引发了Ｉｒ３＋的氧化反应。ＸＲＤ谱图中，ＩｒＯＸ显
示了明显的宽峰，表明其趋向于小颗粒聚集生长

（图１Ｄ）。通过 ＸＰＳ对ＩｒＯＸ中的元素价态进行确证，
从 ＸＰＳ全谱（图１Ｅ）可以看到与Ｉｒ４ｆ、Ｏ１ｓ和Ｃ１ｓ相关
的特征峰，初步说明ＩｒＯＸ的成功制备。Ｉｒ４ｆ的 ＸＰＳ谱
在６４．７ｅＶ和６１．８ｅＶ处显示了两个特征峰（图１Ｆ），
可以归属于 Ｉｒ４ｆ５／２和 Ｉｒ４ｆ７／２。ＦＴＩＲ光谱显示：ＩｒＯＸ在
３３００ｃｍ－１附近出现强而宽吸收，归属于 ＩｒＯＸ表面存

在的一些氢氧化物（图１Ｇ），可能是由于 Ｉｒ３＋的氧化所
致。从ＵＶＶｉｓ光谱可以看出，ＩｒＯＸ在２００～６５０ｎｍ都
具有较好的吸收。在ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的 ＵＶＶｉｓ光谱中出
现了 ＤＯＸ的特征吸收峰（４８５ｎｍ），证明 ＤＯＸ的成功
负载（图１Ｈ）。此外，Ｚｅｔａ电位测定显示 ＩｒＯＸ的电势
为（－２２．３０±０．４７）ｍＶ，而 ＤＯＸ的电势为（２３．６０±
０．６２）ｍＶ。ＤＯＸ负载后，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的电势变为
（１．４０±０．３９）ｍＶ（图１Ｉ），说明 ＩｒＯＸ与 ＤＯＸ之间可以
依靠静电引力相结合。
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图１　 ＩｒＯＸ与ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的形貌表征及理化性能测试

９９３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）



２．２　药物负载及体外药物释放
　　通过ＵＶＶｉｓ对其载药量进行考察，建立 ＤＯＸ的
标准曲线，如图２Ａ所示。ＩｒＯＸ对 ＤＯＸ的负载量在一
定药物浓度内随着 ＤＯＸ的浓度的增加而增加
（图２Ｂ）。当ＩｒＯＸ与ＤＯＸ的比例为４∶１时，载药率达
到了（１８．７±０．２）％。
　　ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ体外药物释放：如图２Ｃ所示，当ｐＨ＝
７．４时，ＤＯＸ释放率为（９．７±１．２）％，而在 ｐＨ＝５．５
时，ＤＯＸ释放率为（４０．０±１．７）％。这是由于酸性 ｐＨ
值使得ＤＯＸ发生质子化而释放。此外，ＵＳ刺激会进
一步加速 ＤＯＸ释放。在 ｐＨ＝５．５及ＵＳ刺激条件下，
ＤＯＸ的释放率增加到（６１．１±１．３）％。可能是由于ＵＳ
刺激下的空化效应使得 ＤＯＸ与 ＩｒＯＸ之间的作用力减
弱而释放药物。综上，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ具有ｐＨ及ＵＳ双重
响应药物释放行为，有望提高ＤＯＸ的化疗效果。
２．３　ＩｒＯＸ体外活性氧产生性能考察
　　ＩｒＯＸ的体外ＲＯＳ产生性能：与未进行 ＵＳ辐照组
相比，ＵＳ辐照组可以明显检测到１Ｏ２的生成（图２Ｄ）。
同时，随着 ＵＳ辐照功率的增大，ＴＥＭＰ／１Ｏ２光谱峰值
逐渐增大，表明 ＩｒＯＸ引发的

１Ｏ２产生具有功率依赖性
（图２Ｅ）。此外，采用 ＤＰＢＦ作为活性氧探针，通过
ＵＶＶｉｓ记录不同时间点吸收峰强度。由图 ２Ｆ可知，
在３９８ｎｍ波长处，ＤＰＢＦ的吸收峰随时间延长而下

降，表明在ＵＳ辐照下，随着时间的延长，ＩｒＯＸ可以不
断产生１Ｏ２。
２．４　体外细胞摄取
　　采用 ＣＬＳＭ观察 ４Ｔ１细胞对 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的摄取
行为。如图 ３所示，细胞核被 ＤＡＰＩ染色而呈现蓝色
荧光，而ＤＯＸ在激发光照射下呈现红色荧光。空白对
照组无红色荧光，而经 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ处理后的细胞，可
观察到明显的红色荧光，表明４ＴＩ细胞能够摄取 ＩｒＯＸ
＠ＤＯＸ。相比之下，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组显示出更强的
红色荧光信号，表明超声不仅可以增强细胞对纳米颗

粒的摄取，而且可以促进 ＤＯＸ在胞内释放，这为后续
ＳＤＴ化疗协同治疗提供了基础。
２．５　细胞水平上的ＳＤＴ性能评价
　　ＤＣＦＨＤＡ无荧光，可以穿过细胞膜，进入细胞后
被细胞内的酯酶水解生成 ＤＣＦＨ，而 ＤＣＦＨ不能通透
细胞膜，从而使探针装载到细胞内。细胞内的活性氧

可以氧化无荧光的 ＤＣＦＨ生成有荧光的 ＤＣＦ，从而检
测细胞内活性氧的水平。荧光显微镜下观察到：对照组

几乎未见绿色荧光，而ＩｒＯＸ＋ＵＳ组的绿色荧光明显强于
单独ＩｒＯＸ组或ＰＢＳ＋ＵＳ组（图４Ａ）。进一步证明 ＩｒＯＸ
的ＳＤＴ效果。此外，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组活性氧产量明显
高于其余组。同时，流式细胞术定量检测也证实了以上

结论，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组活性氧产量最高（图４Ｂ）。
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图２　 药量、体外药物释放曲线和单线态氧产生性能考察
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ＤＡＰＩ标记细胞核（蓝色荧光）；ＤＯＸ为红色荧光；Ｍｅｒｇｅ为融合图像
图３　４Ｔ１细胞经ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ孵育后在有无ＵＳ辐照下的ＣＬＳＭ图像

２．６　体外ＳＤＴ化疗协同治疗效果评价
　　ＩｒＯＸ的细胞相容性：如图５Ａ所示，当ＩｒＯＸ浓度在

０～１００μｇ／ｍＬ，４Ｔ１细胞与之共孵育１２ｈ后的存活率
均高于８５％，可见实验浓度范围ＩｒＯＸ的细胞相容性良
好。ＩｒＯＸ联合低频超声后，细胞的生长明显受到抑
制，证明了ＩｒＯＸ的ＳＤＴ效果（图５Ｂ）。ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ与
ＵＳ的协同治疗效果：如图５Ｃ所示，在相同的 ＤＯＸ浓
度下，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组的细胞存活率（１９．４％）明显
低于无ＵＳ辐射组（３７．４％），且细胞毒性呈现明显的
ＤＯＸ浓度依赖性，可见 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ与 ＵＳ辐照相结合
可以产生明显的协同治疗效果。ＣａｌｃｅｉｎＡＭ和 ＰＩ双
染色结果显示（图５Ｄ）：与 ＩｒＯＸ＋ＵＳ、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ组相
比，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组显示出了大量的红色荧光信号
（肿瘤细胞死亡）。流式细胞术实验结果表明

（图５Ｅ）：对照组、ＰＢＳ＋ＵＳ、ＩｒＯＸ、ＩｒＯＸ＋ＵＳ、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ
和ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组细胞凋亡率分别为６．８％、１４．６％、

６．９％、３８．８％、３７．８％、５４．７％。
２．７　体内抗肿瘤疗效
　　建立皮下移植瘤来验证治疗效果，治疗过程中各
组小鼠体质量变化（图 ６Ａ）差异无统计学意义，表明
各组所注射的纳米粒子对小鼠体质量无明显影响。

ＩｒＯＸ＋ＵＳ组、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ组、ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ组与对照
组相比，肿瘤体积有所缩小（图６Ｂ），差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。抑制率分别为２７％、５７％及７６％，这
与数码图片（图６Ｃ）相符，表明ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ与ＵＳ辐照
相结合可以产生明显的协同治疗效果。此外，超声造

影结果（图６Ｄ）显示，与对照组相比，ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ＋ＵＳ
组肿瘤体积小，肿瘤内部组织存在坏死，治疗效果最

好，这与ＨＥ实验结果一致（图６Ｅ）。以上实验结果表
明表明当化疗药物 ＤＯＸ与 ＳＤＴ联合作用时，可以得
到良好的治疗效果。

１０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）



!"#

组
$%&

'

组
(%&

'

)*&'

组

+
,
#

-
,
#

.// !0 .// !0 .// !0

.// !0

.// !0 .// !0

!1#

组
(%&

'

组 (%&

'

)2&'

组

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

9//

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

9//

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

!1#-,#

组
(%&

'

-,#

组
(%&

'

?2&'-,#

组

93/

9//

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

9//

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

.3/

.//

3/

/

4
5
6
7
8

./

9

./

:

./

;

./

3

./

<

=(>4

@

1

Ａ：４Ｔ１细胞与ＤＣＦＨＤＡ探针孵育后经不同方式处理后的荧光图片；Ｂ：相对应的流式定量结果

图４　细胞水平上ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的活性氧产生性能评价
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图５　细胞毒性与ＳＤＴ化疗协同治疗效果评价
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图６　ＳＤＴ化疗协同治疗体内治疗效果评价

３　讨论

　　化疗作为目前临床上治疗肿瘤最常见的一种治疗
方式，但由于其不良反应给病人带来了极大的痛苦，因

此，科研工作者们也为减轻化疗带来的不良反应做了

很多研究。与单一疗法获得的有限疗效及明显的不良

反应相比，协同治疗有望实现在较低剂量的药物下产

生更高的治疗效果，从而减轻高剂量给药带来的不良

反应。

　　ＳＤＴ作为一种新兴的肿瘤治疗策略，近年来受到

了科研工作者的广泛关注［２５－２６］。由于超声具有高聚

焦、强穿透力的特点，可以解决激光面临的穿透力不足

的缺点［８］。然而，ＳＤＴ的治疗效率受限于肿瘤微环境，
尤其是乏氧问题。因此，单一的 ＳＤＴ往往无法达到预
期的治疗效果，急需开发一种基于 ＳＤＴ的协同治疗模
式用于肿瘤的高效治疗［７，９］。传统的有机声敏剂的水

溶性有限、化学稳定性低、光毒性大，限制了它们在癌

症治疗中的应用［１８］。无机声敏剂成为近年来的研究

热点，已有相关文献报道二氧化钛可作为声敏剂进行

声动力治疗，其产生ＲＯＳ机制可能是超声辐照能够使
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钛元素发生电子跃迁，产生电子空穴（Ｈ＋ｅ－），进一步
将周围的水和氧气转换为 ＲＯＳ［２７］。在探究 ＩｒＯＸ的声
动力效果时，发现 ＩｒＯＸ产生活性氧，我们推测 ＩｒＯＸ作
为无机声敏剂产生ＲＯＳ的机制与二氧化钛相似，可能
是由于超声空化效应产生的局部能量可以使 ＩｒＯＸ发
生电子跃迁，产生电子空穴，与水和氧气发生作用从而

产生单线态氧［２３，２８－２９］。

　　本研究以ＩｒＯＸ作为一种无机声敏剂，并复合 ＤＯＸ
形成一种纳米载药复合物 ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ用于肿瘤 ＳＤＴ
化疗协同治疗。超声不仅可以增强细胞对纳米颗粒的

摄取，而且可以促进ＤＯＸ在胞内释放。这可能是由于
超声刺激产生的空化效应可以提高细胞膜的通透性，

从而促进了肿瘤细胞对纳米颗粒的摄取［３０］。ＩｒＯＸ＠
ＤＯＸ具有 ｐＨ和超声双重响应药物释放行为，同时可
以实现声动力疗法协同化疗高效杀死肿瘤细胞。一方

面，超声刺激 ＩｒＯＸ生成ＲＯＳ，实现声动力治疗；另一方
面，超声促进了纳米药物的吞噬，一定程度上降低了化

疗药物的用量，起到协同治疗的效果。本研究在细胞

层面上采用ＣＣＫ８、ＣａｌｃｅｉｎＡＭ和ＰＩ双染色及流式凋
亡检测结果表明ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ可在ＵＳ辐照下产生活性
氧，结合 ＤＯＸ化疗，验证了其良好的协同治疗效果。
需要指出的是，本研究还存在一定的不足，如未进行深

入的机制探究，未进行详细的体内研究，同时 ＩｒＯＸ＠
ＤＯＸ的肿瘤富集与体内生物安全性需进一步验证。
　　综上所述，本研究成功制备的ＩｒＯＸ＠ＤＯＸ的纳米
载药体系，实现了ｐＨ及超声控制释药，可实现声动力
与化疗联合的协同治疗。本研究拓展 ＩｒＯＸ作为声敏
剂在ＳＤＴ中应用，同时也为构建新型肿瘤协同治疗纳
米系统提供了一种新思路与新方法。
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［３０］ＧＥＥＲＳＢ，ＬＥＮＴＡＣＫＥＲＩ，ＳＡＮＤＥＲＳＮＮ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｆ
ａｓｓｅｍｂｌｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ：Ｔｈｅｍｉｓｓｉｎｇｌｉｎｋ
ｆｏｒｓａｆｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｒｉｇｇｅｒｅｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．
ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２０１１，１５２（２）：２４９－２５６．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｃｏｎｒｅｌ．２０１１．０２．０２４．

（收稿：２０２１０５２４；修回：２０２１０７２７）
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