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载阿霉素介孔二氧化硅纳米药物对膀胱癌的抑制作用
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　　［摘要］　目的　制备一种包载阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）的介孔二氧化硅纳米粒子（ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ
ｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＳＮ），评价其物理性质、药物释放能力、肿瘤细胞摄取、细胞增殖抑制效果及凋亡作
用。方法　采用浸润法将ＤＯＸ负载到ＭＳＮ的孔道中以制备介孔二氧化硅纳米药物（ＭＳＮＤＯＸ），通过
透射电镜观察纳米药物形貌，纳米粒径电位分析仪测量其大小和表面电荷。利用透析法观察纳米药物

在不同ｐＨ值（５．５、６．８、８．０）条件下的药物释放行为。采用激光共聚焦显微镜观察膀胱癌细胞对纳米
药物的摄取情况。通过ＣＣＫ８检测ＭＳＮ的生物相容性以及纳米药物的细胞增殖抑制效果。通过检测
凋亡相关蛋白的表达水平分析纳米药物对膀胱癌细胞的凋亡作用。结果　制备的纳米药物 ＭＳＮＤＯＸ
呈球形，大小均匀，粒径为（２０３．６±３．０）ｎｍ，表面电荷为（－８．１±４．７）ｍＶ，ＤＯＸ载药量为４．８３％，包封
率为１０．１５％。体外药物释放结果显示纳米药物缓慢释放ＤＯＸ，其释放速度和总释放量与环境ｐＨ值相
关，环境ｐＨ值越低，药物释放速度越快，总释放量越多。激光共聚焦显微镜观察结果显示纳米药物可
以被肿瘤细胞高效摄取，从而增加药物在细胞内的蓄积。ＣＣＫ８检测表明 ＭＳＮ生物相容性好，纳米药
物肿瘤增殖抑制效果显著。凋亡相关蛋白检测显示纳米药物增加细胞凋亡蛋白的表达，促进肿瘤细胞

凋亡。结论　制备的介孔二氧化硅纳米药物性能优良、结构稳定，可以被膀胱癌细胞高效摄取，有效抑
制肿瘤细胞增殖并促进肿瘤细胞凋亡。
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　　膀胱癌是我国泌尿系统最常见的恶性肿瘤，随着
人均寿命的延长和人口老龄化问题的日益严重，膀胱

癌的发病人数呈现出快速增长的趋势［１］。在新发的膀

胱癌病例中，约７５％的患者被诊断为非肌层浸润性膀胱
癌 （ｎｏｎｍｕｓｃｌｅｉｎｖａｓｉｖｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ，ＮＭＩＢＣ）［２］。
ＮＭＩＢＣ的主要治疗方式是经尿道膀胱肿瘤切除术［３］。

肿瘤切除术后常需要进行膀胱内灌注治疗，通过杀伤

残留的肿瘤组织以及游离的肿瘤细胞以降低肿瘤复发

和进展的风险［４－５］。目前常用的膀胱灌注治疗药物包

括卡介苗、丝裂霉素、表柔比星和吉西他滨等［６］。虽

然这些传统的药物可以达到一定的临床疗效，减少复

发风险，但是由于药物生物利用率低，导致其治疗效果

有限。此外，膀胱灌注治疗药物产生的毒副作用也限

制其进一步的应用［７］。因此，急需发展高效的治疗策

略，寻求新的药物或剂型来优化膀胱癌的灌注治疗。

近年来，随着纳米技术的出现，肿瘤的治疗方式得到了

极大的发展。纳米载药体系包括有机纳米载体和无机

纳米载体。纳米载药体系可以提高药物稳定性和生物

利用度，并降低药物毒副作用，其在膀胱灌注治疗中的

应用已经受到广泛的关注。脂质体、高分子聚合物等

有机纳米载药体系由于生物可降解、毒副作用低而被

广泛应用于膀胱内的灌注研究。然而结构更稳定的无

机纳米载体在膀胱灌注治疗中的研究却很少［８－９］。无

机材料制备的介孔二氧化硅纳米粒子（ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ
ｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＳＮ）由于具有大小可调控、比表
面积大、结构稳定、易于功能化和生物相容性高等优点

而越来越受重视［１０－１２］。本实验利用 ＭＳＮ包载化疗药
物阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）来制备介孔二氧化硅纳
米药物（ＭＳＮＤＯＸ），研究其在人膀胱移行细胞癌细胞
（Ｔ２４细胞）中的细胞摄取行为、对 Ｔ２４细胞的增殖抑
制效果以及凋亡作用，探究其在膀胱癌灌注治疗中的

临床应用价值，为膀胱癌的灌注治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；青链霉素混合液购自中国碧云天生物技术公司；

胰蛋白酶消化液购自美国 Ｇｉｂｉｃｏ公司；磷酸盐缓冲溶
液购自中国中杉金桥生物技术有限公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２购自中国
碧云天生物技术公司；ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒、
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ细胞裂解液、一抗稀释液
和封闭液均购自中国碧云天生物技术公司；ＰＶＤＦ膜
（０．２μｍ）购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；抗ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
抗体、抗 ＰＡＲＰ１抗体和抗 βａｃｔｉｎ抗体购自 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗
兔ＩｇＧ和ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊抗小鼠ＩｇＧ购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　Ｔ２４细胞购于 ＡＴＣＣ细胞库，在
３７℃、５％ＣＯ２的细胞孵箱中培养。培养液采用
ＲＰＭＩ１６４０培养基加 １０％胎牛血清以及 １％的青链霉
素混合液，每２天更换１次培养液。
１．２．２ＭＳＮ的制备　　称取 ０．０６８ｇ三乙醇胺加入
２５ｍＬ去离子水中，８０℃下搅拌３０ｍｉｎ。将３８０ｍｇ溴
化十六烷基三甲铵和９５ｍｇ水杨酸钠加入上述溶液中
继续搅拌１ｈ。将４ｍＬ正硅酸乙酯加入后继续磁力搅
拌２ｈ。将上述溶液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后倒掉
上清，用去离子水和无水乙醇反复清洗６次，冷冻干燥
得到含有溴化十六烷基三甲铵模板剂的二氧化硅纳米

颗粒。将含有模板剂的二氧化硅纳米颗粒加入含有

１ｇ硝酸铵的１００ｍＬ无水乙醇中，在８０℃水浴中充分
冷凝回流４０ｍｉｎ。反应结束冷却至室温，用无水乙醇
清洗６次，并冷冻干燥密封保存。
１．２．３　ＭＳＮＤＯＸ的制备　　精密称量２０ｍｇＭＳＮ固
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体粉末，缓慢加入１ｍｇ／ｍＬＤＯＸ溶液１０ｍＬ并超声溶
解，避光室温搅拌过夜。采用高速离心法（１００００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）去除游离的 ＤＯＸ，最后用去离子水离心洗涤
２次，收集所有离心后的上清液用于载药量和包封率
的测定，冻干获取ＭＳＮＤＯＸ。
１．２．４　基本表征　　形貌观察：取适量的 ＭＳＮ和
ＭＳＮＤＯＸ置于去离子水中超声溶解，将铜网浸入样品
溶液中，用滤纸吸去多余水分并置于通风处晾干，通过

透射电子显微镜观察形貌。粒径及表面电荷测量：取

适量的ＭＳＮ和ＭＳＮＤＯＸ置于去离子水中超声溶解，
通过纳米粒度电位分析仪测量粒径及表面电荷。

１．２．５　ＭＳＮＤＯＸ载药量和包封率的测量　　精密称
取ＤＯＸ２ｍｇ，用２ｍＬ去离子水溶解配置成１ｍｇ／ｍＬ
的溶液并等比稀释，利用紫外可见分光光度计测量各
个浓度的标准 ＤＯＸ溶液在 ４８０ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（４８０）］，并绘制标准曲线。
　　精密测量ＭＳＮＤＯＸ制备过程中收集上清液的体
积，并利用紫外可见分光光度计测量上清液在４８０ｎｍ
处的光密度值［Ｄ（４８０）］，根据绘制的ＤＯＸ标准曲线，
计算上清液中浓度。根据以下公式计算 ＭＳＮＤＯＸ载
药量和包封率。

载药量＝
介孔二氧化硅纳米药物中阿霉素质量

介孔二氧化硅纳米药物质量
×１００％

包封率＝
介孔二氧化硅纳米药物中阿霉素质量

总阿霉素投入质量
×１００％

１．２．６　ＭＳＮＤＯＸ体外药物释放分析　　由于尿液的
ｐＨ值波动范围较大，与饮食和病理因素等相关，其正
常ｐＨ值介于４．５～８．０。因此，配置不同 ｐＨ值（５．５、
６．８和８．０）的ＰＢＳ溶液作为释放液，观察纳米药物在
不同 ｐＨ条件下的药物释放行为。精密称取 ＭＳＮ
ＤＯＸ２ｍｇ，分别用２ｍＬ不同 ｐＨ值的 ＰＢＳ溶液配置
１ｍｇ／ｍＬ的样品液，将样品液放入透析袋（ＭＷＣＯ
８０００～１４０００Ｄａ）中，再将透析袋置于５ｍＬ相应的释
放液中，避光，３７℃下进行药物释放研究。在预定时
间点取出１ｍＬ释放液并补充新鲜相应 ｐＨ的 ＰＢＳ溶
液，通过紫外可见分光光度计测量每个时间点释放液
在４８０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４８０）］，根据标准曲线计
算药物释放量，并绘制时间累积释放百分比曲线观测
ＭＳＮＤＯＸ在不同ｐＨ值下的药物释放情况。
１．２．７　ＭＳＮＤＯＸ细胞摄取分析　　取对数生长期的
Ｔ２４细胞，用ＰＢＳ洗涤后胰酶消化，取１ｍＬ的细胞悬
液接种于激光共聚焦显微皿中，细胞数为１×１０５／ｍＬ。
细胞孵箱中孵育２４ｈ后加入 ＤＯＸ或 ＭＳＮＤＯＸ，继续
孵育一段时间后去掉培养液，用 ＰＢＳ清洗 ３次，除去

残留的药物。用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色 １０ｍｉｎ，再次用
ＰＢＳ清洗３次，每次３ｍｉｎ。最后加入１ｍＬ无血清培
养基，利用激光共聚焦显微镜观察各组细胞内的药物

荧光信号强度，实验分组包括 ５μｇ／ｍＬＤＯＸ孵育
０．５ｈ组，５μｇ／ｍＬＤＯＸ孵育 ２ｈ组，１０μｇ／ｍＬＤＯＸ
孵育０．５ｈ组，１０μｇ／ｍＬＤＯＸ孵育２ｈ组，ＭＳＮＤＯＸ
（ＤＯＸ浓度为 ５μｇ／ｍＬ）孵育 ０．５ｈ组，ＭＳＮＤＯＸ
（ＤＯＸ浓度为 ５μｇ／ｍＬ）孵育 ２ｈ组，ＭＳＮＤＯＸ（ＤＯＸ
浓度为１０μｇ／ｍＬ）孵育０．５ｈ组，ＭＳＮＤＯＸ（ＤＯＸ浓
度为１０μｇ／ｍＬ）孵育２ｈ组。
１．２．８　ＭＳＮ细胞毒性及 ＭＳＮＤＯＸ细胞增殖抑制分
析　　将对数生长期的 Ｔ２４细胞用 ＰＢＳ洗涤后胰酶
消化，以每孔 ３０００个细胞接种于 ９６孔板中，在
３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中孵育 ２４ｈ。分别加入
不同浓度（１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ）的 ＭＳＮ与细胞共培
养２４ｈ和４８ｈ，每孔加入１００μＬ提前配置好的ＣＣＫ８
试剂，继续孵育２ｈ，用酶标仪检测每孔在４５０ｎｍ波长
处的光密度值［Ｄ（４５０）］。与空白组对照，观察不同浓
度ＭＳＮ的细胞毒性。
　　在同样的条件下将 Ｔ２４细胞接种在９６孔板并孵
育２４ｈ，分别在培养液中加入 ＤＯＸ和含有相同 ＤＯＸ
的ＭＳＮＤＯＸ，再次孵育２４ｈ或４８ｈ，每孔加入１００μＬ
提前配置好的ＣＣＫ８试剂，孵育２ｈ后用酶标仪检测
每孔在４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。以空白组为
对照，观察ＭＳＮＤＯＸ细胞增殖抑制效果。
１．２．９　ＭＳＮＤＯＸ细胞凋亡分析　　将对数生长期的
Ｔ２４细胞用胰酶消化，取１ｍＬ细胞悬液（细胞数为５×
１０５／ｍＬ）接种于细胞培养皿中，再加入５ｍＬ含血清培
养液培养 ２４ｈ。更换培养液后加入 ＭＳＮ，ＤＯＸ和
ＭＳＮＤＯＸ（ＤＯＸ浓度为４μｇ／ｍＬ）再次孵育４８ｈ。用
细胞刮的方法将贴壁细胞刮下使其悬浮于培养基中，

将培养基全部转移到１５ｍＬ离心管中，１２００ｒ／ｍｉｎ离
心３ｍｉｎ。用１ｍＬＰＢＳ重悬细胞后加入到１．５ｍＬ离
心管，再次１２００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。加入适量的细胞
裂解液混匀，放置于冰上作用３０ｍｉｎ后１２０００×ｇ离
心 １５ｍｉｎ，取上清液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，分析
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达情况。
１．３　统计学分析
　　所有实验至少进行３次，采用 ＳＰＳＳ２５．０统计学
软件分析数据。结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分
析，组间两两比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。
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Ａ：ＭＳＮ透射电镜图像；Ｂ：ＭＳＮ粒径分布；Ｃ：ＭＳＮＤＯＸ透射电镜图像；Ｄ：ＭＳＮＤＯＸ粒径分布

图１　载药前后介孔二氧化硅纳米药物的基本表征

２　结果

２．１　物理化学表征
　　成功制备出介孔二氧化硅纳米药物，其基本表征
见图１。ＭＳＮ和ＭＳＮＤＯＸ均呈球形，大小均匀，两者
粒径无明显差异。通过动态光散射测量的 ＭＳＮＤＯＸ
粒径大小为（２０３．６±３．０）ｎｍ（图 １Ｄ），与透射电镜结
果一致。ＭＳＮ和 ＭＳＮＤＯＸ表面电荷均为负电荷，分
别为（－１７．３±４．８）ｍＶ和（－８．１±４．７）ｍＶ。
２．２　ＭＳＮＤＯＸ的载药性能及体外药物释放
　　ＭＳＮ具有介孔结构，通过将药物吸附在表面和内
部的孔道达到载药的目的。本实验制备的介孔二氧化

硅纳米药物的载药量为４．８３％，包封率为１０．１５％。
　　选取ｐＨ值为５．５、６．８和８．０的ＰＢＳ溶液作为释
放介质，观察ＭＳＮＤＯＸ在不同ｐＨ值环境下的药物释
放行为。药物从ＭＳＮＤＯＸ中缓慢释放，前１２ｈ释放
速度较快，之后逐渐变缓（图２）。药物释放速度以及
总释放量与环境 ｐＨ值相关，在低 ｐＨ值下，ＭＳＮ与
ＤＯＸ电荷相互作用减弱，促进 ＤＯＸ的释放。在 ｐＨ值
为５．５时，药物释放速度约是ｐＨ值为８．０时的１．５倍。
随着环境ｐＨ值的升高，药物的总释放量降低；在 ｐＨ
值为５．５、６．８和８．０时，２４ｈ内药物总释放量分别为
３０．７％、２０．０％和１５．９％。结果表明 ＭＳＮ可以有效包

载ＤＯＸ，所形成的纳米药物缓慢释放所负载的药物，
其释放速度和总释放量与环境ｐＨ值相关，环境ｐＨ值
越低，药物释放速度越快，总释放量越高。
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图２　介孔二氧化硅纳米药物的体外药物释放情况

２．３　ＭＳＮＤＯＸ在膀胱癌细胞中的内吞
　　通过活细胞染色技术并利用激光共聚焦显微镜观
察药物在 Ｔ２４细胞内的摄取情况。蓝色部分为
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色的细胞核，红色部分为 ＤＯＸ荧光。
如图３所示，药物的红色荧光与细胞核的蓝色荧光基
本重叠，表明ＤＯＸ和 ＭＳＮＤＯＸ均可以有效地被 Ｔ２４
细胞摄取，且大部分集中在细胞核内。随着ＤＯＸ浓度
的升高或药物孵育时间的延长，细胞内蓄积的药物增
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多。相比于 ＤＯＸ，ＭＳＮＤＯＸ处理的细胞红色荧光普
遍更强。为了进一步量化药物在细胞内的蓄积情况，

用ＩｍａｇｅＪ软件评估药物的相对荧光强度。将５μｇ／ｍＬ
ＤＯＸ孵育０．５ｈ组的荧光强度定义为 １，相对荧光强
度是指其他各组与 ５μｇ／ｍＬＤＯＸ孵育 ０．５ｈ组的荧
光强度比值。如图 ３Ｃ所示，ＭＳＮＤＯＸ（ＤＯＸ浓度为

５μｇ／ｍＬ）孵育２ｈ组的荧光强度是５μｇ／ｍＬＤＯＸ孵
育２ｈ组荧光强度的１．４倍。当用１０μｇ／ｍＬＤＯＸ孵
育０．５ｈ时，ＭＳＮＤＯＸ组的荧光强度是 ＤＯＸ组的
１．７倍，且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。表明
ＭＳＮＤＯＸ较ＤＯＸ能更有效的被膀胱癌细胞摄取。

!" !# !" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

!" !# !" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

!" !# !" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

!" !# !" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

$%&'()* +,- .&/0&1

! !02#3 +,-

$%&'()* +,- .&/0&1

4" !02#3 +,-

$%&'()* +,- .&/0&1

.56!+,-

（
! !02#3 +,-

）

$%&'()* +,- .&/0&1

.56!+,-

（
4" !02#3 +,-

）

"
7
!
(

8
(

"
7
!
(

8
(

978

87:

47;

"7<

"

相
对
荧
光
强
度

+,-

.56!+,-

=

>

"7! ( 8 (

! !0

·
#3

?4

"7! ( 8 (

4" !0

·
#3

?4

@

A

B

Ａ、Ｂ：激光共聚焦显微镜观察不同浓度ＤＯＸ及ＭＳＮＤＯＸ孵育０．５ｈ或２ｈ后细胞内药物蓄积情况　Ｈｏｅｃｈｓｔ代
表Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色的细胞核；ＤＯＸ代表阿霉素荧光图像；Ｍｅｒｇｅｄ代表两者的融合图像；Ｃ：不同处理组对应荧
光强度的定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＤＯＸ组比较

图３　阿霉素和介孔二氧化硅纳米药物在Ｔ２４细胞中的摄取情况

６６５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　ＭＳＮ的生物相容性
　　ＭＳＮ具有优秀的生物相容性，与空白对照组
（０μｇ／ｍＬＭＳＮ）相比，随着ＭＳＮ浓度的升高和孵育时
间的延长，Ｔ２４细胞活性均未见明显降低。如图 ４所
示，即使 ＭＳＮ浓度达到 ８０μｇ／ｍＬ，孵育时间达到
４８ｈ，Ｔ２４细胞活性仍维持在８０％以上。表明 ＭＳＮ在
实验浓度范围内不影响Ｔ２４细胞的生长，毒性较低，可
作为膀胱内药物递送的优良载体。
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图４　介孔二氧化硅纳米粒子对Ｔ２４细胞活性的影响

２．５　ＭＳＮＤＯＸ对膀胱癌细胞的增殖抑制
　　图５显示了２４ｈ和４８ｈ的细胞存活率与药物浓度
之间的关系，未处理的细胞作为参考。ＤＯＸ和ＭＳＮＤＯＸ

均能够有效抑制Ｔ２４细胞的生长，且呈现时间和剂量
依赖性。随着药物浓度的升高，对 Ｔ２４细胞的生长抑
制效果越强。在 ２４ｈ时，ＭＳＮＤＯＸ处理组 Ｔ２４细胞
的增殖抑制效果均优于相对应药物浓度的 ＤＯＸ处理
组（Ｐ＜０．０５，图５Ａ）。在４８ｈ时，ＭＳＮＤＯＸ的增殖抑制
效果较之ＤＯＸ更加明显，且差异具有显著的统计学意
义（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ）。在药物细胞孵育２４ｈ和４８ｈ后，
ＤＯＸ的半抑制浓度（ＩＣ５０）分别为（８．６１±１．１３）μｇ／ｍＬ和
（３．１９±０．１４）μｇ／ｍＬ，明显高于 ＭＳＮＤＯＸ的（４．４４±
０．１９）μｇ／ｍＬ和（０．７８±０．０５）μｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５）。结果
表明，ＭＳＮＤＯＸ可显著增强药物对细胞的增殖抑制
效果。

２．６　ＭＳＮＤＯＸ促进膀胱癌细胞凋亡
　　与对照组相比，ＤＯＸ和 ＭＳＮＤＯＸ处理组细胞的
凋亡相关蛋白表达明显增多，且 ＭＳＮＤＯＸ处理组表
达量更多（图 ６Ａ）。定量分析显示 ＭＳＮＤＯＸ组
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ表达量是对照组的１．９倍，ＤＯＸ处理组
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ表达量是对照组的１．４倍，且差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｂ）。ＤＯＸ和 ＭＳＮＤＯＸ处
理的两组细胞ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达相对于对照组增
多（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ），但两者之间差异无统计学意义。
结果表明，ＭＳＮＤＯＸ可以增加细胞凋亡相关蛋白的表
达，促进Ｔ２４细胞的凋亡。
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Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ　　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＤＯＸ组比较

图５　不同浓度的阿霉素和介孔二氧化硅纳米药物孵育Ｔ２４细胞不同时间后细胞活性变化
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１：对照组；２：ＭＳＮ组；３：ＤＯＸ组；４：ＭＳＮＤＯＸ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＯＸ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｔ２４细胞凋亡相关蛋白的表达变化；Ｂ、Ｃ：ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达分析

图６　阿霉素和介孔二氧化硅纳米药物处理Ｔ２４细胞后凋亡相关蛋白的表达水平

７６５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２３）



３　讨论

　　膀胱癌术后高复发风险是临床面临的巨大挑战。
虽然膀胱灌注化学制剂或免疫制剂可以减少复发，然

而治疗效果有限，导致其复发率仍然相对较高。频繁

的临床干预导致膀胱癌治疗成本昂贵［１，１３］。现如今，

许多新型的技术和手段被开发用于优化膀胱癌灌注治

疗［１４］，其中纳米技术的应用备受关注。纳米载药体系

在膀胱癌的治疗中具有较大的优势，纳米载体包裹药

物从而减少外界酶等物质对药物的降解作用，提高药

物活性，并可以减少药物的毒副作用，增强药物治疗

效果［１５］。

　　本研究利用ＭＳＮ包载化疗药物ＤＯＸ用于膀胱癌
的治疗。ＭＳＮ的生物相容性取决于其粒径、形状、剂
量、孔结构、组成以及合成方法［１０］。本实验制备的

ＭＳＮ大小约为２００ｎｍ，内含孔隙，形状呈均匀的球形。
ＣＣＫ８分析显示其生物相容性高，在实验浓度范围内
不会产生毒副作用，可以作为安全的药物递送载体，与

文献［１２］报道一致。由于肿瘤组织中糖酵解增强和
乳酸生成增加，肿瘤中的ｐＨ值通常低于正常组织，因
此酸性敏感的药物递送系统在肿瘤治疗中具有一定的

优势，可以增加药物在肿瘤中的释放［１０］。ＭＳＮ可以有
效地包载化疗药物，形成的纳米药物大小均匀，结构稳

定，且在体外表现出酸性环境促进药物释放的行为，这

种药物释放行为将有利于杀伤膀胱癌细胞。细胞摄取

研究发现，ＭＳＮＤＯＸ可以促进药物在细胞内蓄积，且
随着药物浓度和作用时间的延长而增加。高效的药物

摄取是抗肿瘤效果良好的前提［１６］，Ｔ２４细胞对 ＭＳＮ
ＤＯＸ的有效摄取，提示其抗肿瘤作用的巨大潜力。
ＣＣＫ８检测结果证明 ＭＳＮＤＯＸ具有良好的肿瘤抑制
效果，明显优于 ＤＯＸ。凋亡分析表明 ＭＳＮＤＯＸ可以
增加ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达，提示
ＭＳＮＤＯＸ可能是通过激活Ｃａｓｐａｓｅ３／ＰＡＲＰ信号通路
抑制膀胱癌细胞的增殖，并促进膀胱癌细胞凋亡。综

上所述，本研究制备的介孔二氧化硅纳米药物性能优

良，结构稳定，可以有效地被 Ｔ２４细胞摄取，增强肿瘤
增殖抑制和凋亡作用。为进一步的体内和临床研究奠

定基础，为开发高效安全的膀胱癌灌注治疗提供新的

思路。

　　此外，靶向性纳米药物可以特异性作用于肿瘤细
胞，减少对正常细胞的破坏作用，进一步减少副反应的

发生并增强药物治疗效果，使得靶向性纳米药物成为

研究的热点。目前靶向性纳米药物在膀胱癌的研究中

主要包括利用透明质酸（靶向ＣＤ４４受体）和靶向性多
肽修饰纳米药物从而靶向膀胱癌［１７－１８］。由于介孔二

氧化硅纳米粒子易于功能化的特性，可以通过表面修

饰的方法赋予其肿瘤靶向性，实现更加精准高效的治

疗，相信随着纳米技术的飞速发展，更为智能的纳米药

物将会走进临床，改善膀胱癌的治疗。
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Ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｒｅｃｅｎｔｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ

ｔｈｅｒａｐｙａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｈｏｔｏｃｈｅｍＰｈｏｔｏｂｉｏｌＳｃｉ，２０１８，

１７（１１）：１６５１－１６７４．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ８ｐｐ００１４３ｊ．

［１２］ＤＩＮＧＢ，ＳＨＡＯＳ，ＹＵＣ，ｅｔａｌ．Ｌａｒｇｅｐｏｒｅｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ

ｓｉｌｉｃａｃｏａｔｅｄｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｓｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｉｍｍｕｎｏａｄｊｕｖａｎｔｓｗｉｔｈｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒａｎｄａｎｔｉｇｅｎ

ｌｏａｄｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ

ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ， ２０１８， ３０（５２）：

ｅ１８０２４７９．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｄｍａ．２０１８０２４７９．

［１３］ＪＯＩＣＥＧＡ，ＢＩＶＡＬＡＣＱＵＡＴＪ，ＫＡＴＥＳＭ．Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｂｌａｄｄｅｒ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＵｒｏｌ，２０１９，１６（１０）：５９９－６１２．ＤＯＩ：

１０．１０３８／ｓ４１５８５０１９０２２０４．

［１４］ＱＩＵＨＰ，ＧＵＯＨ，ＬＩＤ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌｈｙｄｒｏｇｅｌｓａｓ

ｄｒｕｇｒｅｓｅｒｖｏｉｒｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２０，３８（６）：５７９－

５８３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｂｔｅｃｈ．２０１９．１２．０１２．

［１５］ＣＨＥＮＣＨ，ＣＨＡＮ ＴＭ，ＷＵ Ｙ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｉｅｗ：

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒｏｆｔｈｅ

ｕｒｉｎａｒｙｂｌａｄｄｅｒ［Ｊ］．ＪＭｅｄＢｉｏｌＥｎｇ，２０１５，３５（４）：４１９－

４２７．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ４０８４６０１５００６０５．

［１６］ＺＨＯＵＸ，ＨＥＸ，ＳＨＩＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｈｙｄｒｏｇｅｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｅｒｌｏｔｉｎｉｂｌｏａｄｅｄｈｏｌｌｏｗｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｓａｌｏｃａｌｉｚｅｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｆｏｒＮＳＣＬＣ

ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＡｄｖＳｃｉ（Ｗｅｉｎｈ），２０２０，７（２３）：２００１４４２．

ＤＯＩ：１０．１００２／ａｄｖｓ．２０２００１４４２．

［１７］ＬＩＮＴ，ＹＵＡＮＡ，ＺＨＡＯＸ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｔｕｍｏｒ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｂｌａｔｉｏｎｉｎｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｍａｔｅｒ，

２０１７，５３：４２７－４３８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｃｔｂｉｏ．２０１７．０２．

０２１．

［１８］ＳＷＥＥＮＥＹＳＫ，ＬＵＯＹ，Ｏ’ＤＯＮＮＥＬＬＭ Ａ，ｅｔａｌ．

Ｐｅｐｔｉｄｅｍｅｄｉａｔｅｄｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ：

ａｎｏｖｅｌｔｏｏｌｆｏｒｆｉｇｈｔｉｎｇｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄ

Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１７，１３（２）：２３２－２４２．ＤＯＩ：１０．１１６６／ｊｂｎ．

２０１７．２３３９．
（收稿：２０２１０６２２；修回：２０２１０９２９）

（编辑　汪勤俭）

９６５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２３）




