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摘要：目的　合成及制备一氧化氮供体酞菁硅偶联前药自组装纳米粒（ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ），并对纳米粒的制剂学特性和药效学
进行初步评价。方法　通过化学反应合成了氧化呋咱类ＮＯ供体酞菁硅光敏剂偶联物。采用纳米沉淀法制备ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠
ＮＰｓ，并以粒径、多分散系数（ＰＤＩ）和Ｚｅｔａ电位为评价指标，考察ＮＯＳｉＰｃＮＯ的浓度、水相转速、有机相与水相体积比以及稳定
剂ＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ含量等因素的影响；分别用Ｇｒｉｅｓｓ法和化学探针法检测纳米粒的体外ＮＯ和活性氧（ＲＯＳ）产生以及光稳定性；
在此基础上，考察ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的贮存稳定性及在不同ｐＨ的磷酸缓冲盐溶液中的体外解聚情况；最后，采用ＣＣＫ８法检
测纳米粒光动力效果，通过荧光探针观察自组装纳米粒对细胞内 ＮＯ的影响。结果　１ＨＮＭＲ结果显示，ＮＯＳｉＰｃＮＯ被成功
合成。最佳制备工艺条件为：ＮＯＳｉＰｃＮＯ质量浓度为２５ｍｇ·ｍＬ－１、转速为１０００ｒ·ｍｉｎ－１、有机相与水相体积比为１∶３和稳定
剂含量为４０％；所制备的自组装纳米粒粒径、ＰＤＩ和电位分别为（１１１４６７±３３６５）ｎｍ，（０１２３±００３５）和（－１１４３３±０８５０）ｍＶ；
透射电镜下纳米粒呈球形或类球形，形态较为完整，分布均匀；ＮＯ与ＲＯＳ释放结果表明，纳米粒在溶液中能释放ＮＯ和ＲＯＳ，
并具有良好的光稳定性；ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在两种条件下稳定性较好，其粒径、电位、ＰＤＩ、ＮＯＳｉＰｃＮＯ的包封率和载药量均无
明显变化；体外纳米粒解聚实验结果表明，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ具有缓释性，并且其遵循一级动力学模型；ＣＣＫ８实验结果显示
纳米粒组均呈现出剂量依赖性细胞毒性，且光照后的ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ对ＭＣＦ７细胞具有更强的光动力效果；在ＮＯ测定实
验中，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在胞内能产生大量的ＮＯ。结论　成功制备ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ，所制备的自组装纳米粒具有良好的光
动力活性，并实现了ＮＯ的有效递送，为气体疗法和光动力疗法的协同治疗奠定了理论基础。
关键词：一氧化氮供体酞菁硅偶联前药自组装纳米粒；一氧化氮；光敏剂；自组装纳米粒；偶联物；ＭＣＦ７细胞
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ａｎｄｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ；ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ；ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ；ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ；ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ；ｍＣＦ７ｃｅｌｌ

　　光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）是利
用光敏剂（ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ，ＰＳ）和特定波长的光与氧
相互作用产生细胞毒性活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），从而在靶组织中触发细胞凋亡和／或
坏死的治疗方法［１］，已被广泛用于实体肿瘤的治疗

中。光敏剂作为光动力治疗中最为重要的因素之

一，受到越来越多人们的重视和广泛研究。其中酞

菁（ｐｈｔｈａｌｏｃｙａｎｉｎｅｓ，Ｐｃｓ）作为第二代光敏剂，具有１８
个π电子的平面共轭核的大环分子。除了作为催
化剂和光电子材料的独特优势外，还显示出作为光

动力治疗剂的优异性能［２］。酞菁类光敏剂的激发

波长在６７０～６９０ｎｍ，在近红外光谱范围内具有很
高的吸收能力，对光的稳定性较好，有助于其在光敏

剂和光催化反应中的应用［３４］。大部分酞菁类光敏

剂分子之间就会发生聚集，从而导致水中的溶解度

较低，这限制了其在生物医学领域的应用，但可以通

过合成改性或利用药物递送系统来克服这个问

题［５］。在酞菁分子轴向上引入体积较大的取代基，

由于其空间位阻，能够明显地抑制酞菁分子之间的

聚集行为，也可提高化合物的光动力疗效［６７］。

一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）是一种亲脂性、高度
扩散性和短寿命的信号分子。低浓度的 ＮＯ可作用
于肿瘤发生发展中的信号通路，从而促进肿瘤的发

展、侵袭。然而，高浓度的 ＮＯ则促进 ＤＮＡ损伤、蛋
白质功能障碍、基因突变和细胞死亡［８］。此外，ＮＯ还
被认为是其他治疗方法的增敏剂，如化疗、放射治疗、

光疗和免疫疗法［９１１］。尽管具备相当显著的优点，基于

ＮＯ的癌症治疗仍然受到半衰期短和靶外效应的限制。
自组装纳米粒 （ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，

ＳＡＮ）是指由分子自发聚集形成的纳米粒子。这些
分子可以通过非共价作用力（如静电作用、范德华

力、氢键等）相互作用，形成具有一定结构和功能的

纳米粒子［１２１３］。ＳＡＮ可以改变药物的理化性质，如
提高药物的溶解度和化学稳定性，其还可改变药物

体内药物动力学特征，增加肿瘤细胞的摄取，从而增

强药物的药效，减轻药物副作用，因此，在癌症的治

疗中是一种非常有前景的载体［１４１６］。

因此，本研究拟制备用酯键连接 ＮＯ供体［３苯
磺酰基４（１羟基醚）１，２，５二唑２氧化物］和酞
菁硅光敏剂构建药物药物结合物，提高酞菁硅光敏
剂的溶解性及光动力效果，还能使其具有释放 ＮＯ
的能力。利用稳定剂使得偶联物在水中自组装成纳

米粒（ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ），进一步提高了偶联物的
水溶性，并对纳米粒理化性质、ＮＯＳｉＰｃＮＯ的包封
率、解聚情况进行研究。通过细胞实验进行药效学

初步评价，以期为后续研究提供实验基础。

１　材　料
１１　主要仪器

ＵＶ２７００型紫外可见分光光度计［岛津（上海）
实验器材有限公司］，Ｒ２００３型旋转蒸发仪，ＳＨＺ
９５Ｂ型循环水式多用真空泵（巩义市予华仪器有限
责任公司），ＨＷＳ２４型电子恒温水浴锅（上海一恒
科学仪器有限公司），ＫＱ５２００ＤＥ型超声清洗器（昆
山市超声仪器有限公司），ＢＳＡ１２４Ｓ型电子分析天平
（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），ＮａｎｏＺＳ型纳米粒径仪（英国
Ｍａｌｖｅｒｎ公司），３７１型 ＣＯ２培养箱，Ｈｅｒａｓａｆｅ

ＴＭＫＳ型Ⅱ
级生物安全柜（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
８５２型恒温磁力搅拌器（常州金坛精达仪器制造有限
公司），ＶｉｃｔｏｒＮｉｖｏ型多功能酶标仪（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司），ＪＥＭ１４００ｐｌｕｓ型透射电镜，ＳＸ５００型全自动
高压灭菌锅（日本ＴｏｍｙＤｉｇｉｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ公司）。
１２　主要药品与试剂

ＮＯ检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公
司，批号：０６１３２２２２１２０２），ＤＰＢＦ（上海懋康生物科技
有限公司，批号：２１０６Ｘ２３０９４３），乙腈为色谱级，二
硬脂酰基磷脂酰乙醇胺聚乙二醇２０００（艾伟拓上
海医药科技有限公司，批号：Ｃ２０１２８），ＣＣＫ８试剂
盒（北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司，批 号：

ＢＡ０３１７５３８８），ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批
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号：６１２３１０９）、青霉素、链霉素溶液（青链霉素混合
溶液），胰酶，磷酸盐缓冲液（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批号
分别２１２９２９９、２１８６９６２、８１２１２４７），四氢呋喃（ＴＨＦ，
天津市致远化学试剂有限公司，分析纯）、ＮＯ供体
（本实验室自制，批号为：２０２３１２１２），ＳｉＰｃＣｌ２（上海
毕得医药科技股份有限公司，纯度：９０％）
１３　细胞

ＭＣＦ７细胞和Ｈｅｌａ细胞（武汉普诺赛生命科技
有限公司）。

２　方　法
２１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的合成与表征
２１１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的合成　将 ＳｉＰｃＣｌ２（２００ｍｇ，
０３２７ｍｍｏｌ）和ＮＯ供体（４８２ｍｇ，０９８１ｍｍｏｌ）在甲
苯（１０ｍＬ）中搅拌回流３６ｈ［１７］。待反应结束后，过滤
反应体系，滤液经减压浓缩除去溶剂，得固体。粗品

经硅胶柱层析，以ＰＥＥＡＭｅＯＨ（４∶１∶０２）＋３％ ＴＥＡ
为洗脱剂进行洗脱，得到蓝绿色固体 ＮＯＳｉＰｃＮＯ。
合成路线见图１。
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图１　一氧化氮供体酞菁硅光敏剂偶联物（ＮＯＳｉＰｃＮＯ）的合成路线图
Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ

２１２　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的 ＮＭＲ分析　取 ２０ｍｇＮＯ
ＳｉＰｃＮＯ偶联物溶于氘代氯仿中，用 ＵｎｉｔｙＩｎｏｖａ６００
核磁共振仪进行１ＨＮＭＲ测定。
２１３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的ＩＲ分析　取３ｍｇＮＯＳｉＰｃＮＯ
偶联物，与适量溴化钾混合压片，用ＩＲＰｒｅｓｔｉｇｅ２１进
行测定。

２２　ＮＯＳｉＰｃＮＯ含量测定方法的建立
２２１　色谱条件　选择 ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。流动相为乙腈水体
（９３∶７）；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为３５６ｎｍ；
柱温为２５℃；进样量为１０μＬ。
２２２　专属性考察　取 ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶液，用乙腈
稀释至一定浓度，以不含 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的溶剂为空
白，按照“２２１”项下色谱条件下进样分析。
２２３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ标准曲线的建立　精密称取
ＮＯＳｉＰｃＮＯ５ｍｇ，用色谱乙腈溶解，并定容至
１０ｍＬ，制成质量浓度为０５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＮＯＳｉＰｃ
ＮＯ贮备液。将 ＮＯＳｉＰｃＮＯ贮备液用乙腈稀释得

到质量浓度为 １、５、１０、３０、４０μｇ·ｍＬ－１的系列溶
液，并用“２２１”项下的色谱条件记录峰面积，以
峰面积（Ａ）对质量浓度（ρ）进行线性回归。
２２４　精密度考察　分别取 ５、１０、３０μｇ·ｍＬ－１

（低、中、高质量浓度）的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶液，２４ｈ内
连续进样３次，记录３个质量浓度下ＮＯＳｉＰｃＮＯ的
峰面积，计算日内精密度。连续３ｄ内每天分别进样
检测１次，记录峰面积，计算日间精密度。
２２５　加样回收率试验　取低（５μｇ·ｍＬ－１）、中
（１０μｇ·ｍＬ－１）、高（３０μｇ·ｍＬ－１）３个质量浓度的
ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶液，回收率为测得量与加入量的比值。
２３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的制备

采用纳米沉淀法制备了 ＮＯＳｉＰｃＮＯ自组装纳
米粒［１８］。具体实验步骤为：首先，精密称取３００ｍｇ
ＮＯＳｉＰｃＮＯ，加入 ＴＨＦ溶解并定容至 １０ｍＬ，配置
浓度为３ｍｇ·ｍＬ－１ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶液。往上述溶液
中加入１２ｍｇＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ溶解至质量分数为４０％
ＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ的ＮＯＳｉＰｃＮＯＴＨＦ溶液。在一定条件

·７５·
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下，缓慢滴入到纯水中搅拌５ｍｉｎ，使其自组装成为
纳米粒溶液（ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ），进一步透析６ｈ，
除去未自组装的游离药物和有机溶剂，得到蓝色自

组装纳米粒溶液。

２４　单因素考察
以粒径、多分散系数（ＰＤＩ）以及 Ｚｅｔａ电位为评

价指标，考察有机相与水相体积比（１∶３、１∶６、１∶９），
稳定剂 ＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ含量（３０％、４０％、５０％），水相
转速（８００、１０００、１２００ｒ·ｍｉｎ－１）以及 ＮＯＳｉＰｃＮＯ
的质量浓度（１０、１５、２０、２５、３０ｍｇ·ｍＬ－１）等
不同影响因素对 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ稳定性的影响
以获取较优处。

２４１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ质量浓度的影响　取 ３０ｍｇ
ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶于 １０ｍＬＴＨＦ里，配制成浓度为
３ｍｇ·ｍＬ－１的贮备液。量取适量贮备液分别稀释
成１０、１５、２０、２５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＮＯＳｉＰｃＮＯＴＨＦ
溶液。取１ｍＬ加入１ｍｇＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ溶解后，在一
定制备温度及搅拌速度下，缓慢加入到３ｍＬ水里使
其自组装成ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ溶液。纳米粒溶液透
析过夜，除去未自组装的游离药物。采用粒度分析仪

测定ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒径、ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位。
２４２　搅拌速度的影响　配制２５ｍｇ·ｍＬ－１的
ＮＯＳｉＰｃＮＯＴＨＦ溶液，取 １ｍＬ加入 １ｍｇＤＳＰＥ
ＰＥＧ２Ｋ溶解后，在一定制备温度下分别注入到搅拌
速度分别为８００、１０００、１２００ｒ·ｍｉｎ－１的３ｍＬ水里
使其自组装成 ＮＯＳｉＰｃＮＯ纳米粒溶液。透析过夜
后，通过粒度分析仪测定 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒
径，ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位。
２４３　 稳定剂 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００含量的影响　配制
２５ｍｇ·ｍＬ－１的ＮＯＳｉＰｃＮＯＴＨＦ溶液，取１ｍＬ分
别加入不同含量（３０％、４０％及 ５０％）的 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００溶解后，注入到搅拌速度为１０００ｒ·ｍｉｎ

－１

的水里使其自组装成 ＮＯＳｉＰｃＮＯ纳米粒溶液。透
析过夜后，通过粒度电位分析仪来分析测定

ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒径，ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位。
２４４　 有 机 相 水 相 体 积 比 的 影 响 　 配 制
２５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＮＯＳｉＰｃＮＯＴＨＦ溶液 ４ｍＬ，加
入４ｍｇＤＳＰＥＰＥＧ２０００溶解后，在一定制备温度及
搅拌速度下，分别取１ｍＬ注入到３、６、９ｍＬ水里
使其自组装成 ＮＯＳｉＰｃＮＯ纳米粒溶液。透析过
夜后，通过粒度电位分析仪来分析测定 ＮＯＳｉＰｃ
ＮＯ＠ＮＰｓ的粒径，ＰＤＩ和 Ｚｅｔａ电位。
２５　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的表征
２５１　外观及微观形态表征　采用透射电镜观察

ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的形态［１９］。具体方法是：取适量

ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ，将纳米粒用去离子水稀释后滴
到具有碳膜的铜网上，自然挥干后，使用１０％磷钼
酸染色 １０ｍｉｎ，将样品置于透射电镜（ＪＥＭ１４００
ｐｌｕｓ）下观察纳米粒的形态。
２５２　ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率和载药量的测定　采用
高效液相色谱法测定纳米粒中 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的包封
率和载药率。ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率和载药量使用公
式１～２计算：

包封率（％）＝自组装的药物质量
总添加的药物质量

×１００％

公式（１）

载药量（％）＝自组装的药物质量
载体总质量

×１００％

公式（２）
其中，自组装的药物质量是纳米粒经透析去掉

未自组装的游离 ＮＯＳｉＰｃＮＯ后，用乙腈稀释 １００
倍，超声破乳后，采用ＨＰＬＣ测定ＮＯＳｉＰｃＮＯ含量。
２５３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的稳定性评价　为了评
价自组装纳米粒的稳定性，将 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ分
别在室温和４℃条件下贮存放置３０ｄ，于不同的时
间（１、３、５、８、１４、２２及３０ｄ）测定粒径、电位、ＰＤＩ、
ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率与载药量以考察纳米粒的贮存
稳定性。

２５４　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的解聚情况　采用低速
离心法进行纳米粒体外解聚情况研究。精密移取

０５ｍｇ·ｍＬ－１ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ１ｍＬ置于１０ｍＬ
磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ６８和 ５０）中，分别置于
（３７±２）℃恒温水浴振荡器中振荡，于不同时间点
（０、１、２、５、８、１２、２４和４８ｈ）取样１ｍＬ置于离心管
中，并补充相同体积的磷酸盐缓冲液。将离心管置

于离心机上，离心机转速设置为３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离
心机时间设置为１０ｍｉｎ，离心机温度设置为２５℃。
离心得到的沉淀物用乙腈溶解至１ｍＬ，过０２２μｍ
过滤测定。按照“２２１”项下测定 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的
含量，并作出累计解聚曲线。

２６　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的性质评价
２６１　ＮＯ释放实验　用Ｇｒｉｅｓｓ法进行体外 ＮＯ释
放研究［２０］。

分别用含过量Ｌ半胱氨酸（５ｍｍｏｌ）的磷酸盐缓
冲溶液配置浓度均为２５μｍｏＬ·Ｌ－１的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ
和ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ溶液。将上述溶液置于３７℃
恒温水浴中孵化，于不同时间点取反应液５０μＬ，分
别加入５０μＬＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔＩ和ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅡ，
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室温放置１０ｍｉｎ，在５４０ｎｍ波长处测吸光度。计算
ＮＯ释放量，以亚硝酸盐（ＮＯ２

－）的量表示。

２６２　 体外 ＲＯＳ测定　使用化学探针法检测
ＮＯＳｉＰｃＮＯ的活性氧产量。１，３二苯基异苯并呋喃
（１，３ｄｉｐｈｅｎｙｌｉｓｏｂｅｎｚｏｒｕｒａｎ，ＤＰＢＰ）是一款荧光探
针，长期以来认定其高特异性结合某些活性氧类

型［２１］。ＤＰＢＰ与活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）结合，不可逆氧化，紫外可见光４１５ｎｍ处的吸
收强度迅速降低。

以ＴＨＦ为溶剂，配制浓度为４０μｍｏＬ·Ｌ－１的
ＤＰＢＦ溶液。分别用４０μｍｏＬ·Ｌ－１的ＤＰＢＦ溶液稀
释３２０μｍｏＬ·Ｌ－１的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ和 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠
ＮＰｓ溶液至浓度为３２μｍｏＬ·Ｌ－１。将混合溶液置
于石英比色皿中，用 ６８０ｎｍ激光器（功率密度：
５００ｍＷ·ｃｍ－２）照射，在 ０、１０、２０、３０、４０、６０、８０、
１００、１２０、１５０和２００ｓ进行全波长扫描。
２６３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ光稳定性　配制３０μｇ·ｍＬ－１

的ＮＯＳｉＰｃＮＯ溶液，用 ＴＨＦ稀释至 ５μｇ·ｍＬ－１

后，移取 ３ｍＬ于石英比色皿中，使用功率密度为
５００ｍＷ·ｃｍ－２的 ６８０ｎｍ激光器照射，分别在 ０、
１０、２０、３０、４０、６０、９０、１２０、１８０、２４０、３００、４２０和５４０ｓ
进行紫外吸收光谱测定［２２］。

２７　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的光动力效果
取对数生长期的 ＭＣＦ７和 Ｈｅｌａ细胞，分别以

每孔１３×１０４个和１０×１０４个接种至９６孔板中，
３７℃、体积分数５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ后，弃去
原培养液基，加入含 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的培养基
（以ＮＯＳｉＰｃＮＯ计，摩尔浓度分别为 ００２５、００５、
０１、０２、０４、０８、１６、３２、６４μｍｏＬ·Ｌ－１），每孔
１００μＬ。另设光照组，所有条件都一样，给药 ２ｈ
后，用６８０ｎｍ激光器照射每孔１５ｍｉｎ。培养４８ｈ
后，弃去原培养基，每孔用１００μＬＰＢＳ洗３遍，再加
入１００μＬ含有１０％ ＣＣＫ８的培养基，继续培养１
ｈ，采用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测定Ａ值，并根据公
式３计算细胞存活率［２３］。

细胞存活率（％）＝
Ａ加药组 －Ａ空白调零组
Ａ空白组 －Ａ空白调零组

×１００％

公式（３）
２８　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的体外ＮＯ检测

使用ＮＯ荧光探针（ＤＡＦＦＭＤＡ）评估细胞内ＮＯ
的产生［２４］。将人乳腺癌ＭＣＦ７细胞每孔７×１０４个种
于２４孔板中，在３７℃的细胞培养箱培养２４ｈ。待细
胞贴壁后，弃去旧培养基后，加入 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ
无血清细胞培养液，在３７℃细胞培养箱中孵育５ｈ。

弃去上清，用ＰＢＳ洗３次，加入提前配置好的入ＤＡＦ
ＦＭＤＡ（５μｍｏｌ·Ｌ－１）荧光探针溶液，３７℃下孵育
３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗涤３次，并用ＤＡＰＩ染核，最后使用
荧光倒置显微镜观察在５１５ｎｍ处的荧光情况。

３　结　果
３１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ偶联物的结构表征

得到蓝绿色固体（０１９９ｍｇ，０１３０ｍｍｏｌ），产
率：４０％。
３１１　１ＨＮＭＲ分析　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的１ＨＮＭＲ信
息如下：１ＨＮＭＲ（６００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ９７０（ｄｐ，
Ｊ＝６６，３７，３２Ｈｚ，８Ｈ），８５４（ｄｔ，Ｊ＝５８，３３Ｈｚ，
８Ｈ），７９９～７９５（ｍ，４Ｈ），７８２（ｔｔ，Ｊ＝７２，１３
Ｈｚ，２Ｈ），７６７（ｔ，Ｊ＝８０Ｈｚ，４Ｈ），４２９（ｔ，Ｊ＝６２
Ｈｚ，４Ｈ），３９７（ｔ，Ｊ＝６３Ｈｚ，４Ｈ），１９７（ｄｔ，
Ｊ＝２０２，６５Ｈｚ，４Ｈ），１８９（ｔ，Ｊ＝２０２，６５Ｈｚ，
４Ｈ），１１７（ｔ，Ｊ＝７３Ｈｚ，４Ｈ），０４２（ｔ，Ｊ＝６４Ｈｚ，
４Ｈ），－０２７（ｔ，Ｊ＝６０Ｈｚ，４Ｈ）。

ＮＯＳｉＰｃＮＯ的１ＨＮＭＲ谱图见图 ２。其中 δ
９７０和８５４为硅酞菁的质子峰，共８个氢。δ７９９～
７９５，７８２，７６７的８个质子峰为２个ＮＯ供体苯环上
的氢。ＮＯＳｉＰｃＮＯ中与硅元素相近的４个氢原子化
学位移值为负值，其余为亚甲基上的质子峰。

图２　一氧化氮（ＮＯ）供体与ＮＯＳｉＰｃＮＯ的核磁共振氢谱图

Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＮＯｄｏｎｏｒａｎｄＮＯＳｉＰｃＮＯ

３１２　ＩＲ分析　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的ＩＲ信息如下：
ＦＴＩＲ（ＡＴＲ）ν（ｃｍ－１）：１７３３、１５５０、１３３４、

１０７９、６８５。
ＮＯＳｉＰｃＮＯ结构中主要的特征基团有酯键、

呋咱环、磺酰基和二硫键，结果中，１７３３ｃｍ－１为
酯羰基振动峰，１０７９ｃｍ－１为酯 Ｃ—Ｏ振动峰，
１５５０ｃｍ－１为呋咱环拉伸振动峰，１３３４ｃｍ－１为
磺酰基的拉伸振动峰，６８５ｃｍ－１为二硫键的拉伸
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振动峰。随着之间的形成，ＮＯＳｉＰｃＮＯ中 ＮＯ供
体 在 ３４００ｃｍ－１左 右 的—ＣＯＯＨ 特 征 峰 消
失（图３）。
３２　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的含量测定

专属性实验结果见图４Ａ，表明空白溶剂不干
扰 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的测定，ＮＯＳｉＰｃＮＯ方法的专属
性良好。以峰面积（Ａ）对 ＮＯＳｉＰｃＮＯ质量浓度
（ρ）进行线性回归，结果见图 ４Ｂ。结果表明，
ＮＯＳｉＰｃＮＯ在１～４０μｇ·ｍＬ－１内线性良好，相关
系数大于０９９９。低、中、高浓度 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的日
内精密度 ＲＳＤ分别为１０１％、１５１％、１８８％，日
间精密度 ＲＳＤ分别为０８７％、１１５％、１１３％，均
小于 ２００％（ｎ＝３），说明方法的精密度良好。

低、中、高浓度 ＮＯＳｉＰｃＮＯ对应的加样回收率
（ｎ＝３）分别为（９９６７±１０１）％（９８３５±１５１）％和
（１０４３９±１８８）％，ＲＳＤ小于２％，表明方法的准确
度较好。

1 0001 5002 0002 5003 0003 5004 000
Wavenumbers/cm-1 

NO donor

NO-SiPc-NO

图３　ＮＯ供体与ＮＯＳｉＰｃＮＯ的红外光谱图
Ｆｉｇ３　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＮＯｄｏｎｏｒａｎｄＮＯＳｉＰｃＮＯ

Ａ－空白溶剂；Ｂ－ＮＯＳｉＰｃＮＯ。

Ａ－ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ；Ｂ－ＮＯＳｉＰｃＮＯ．

图４　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）专属性色谱图
Ｆｉｇ４　ＨＰＬＣｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ

３３　单因素考察
３３１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ浓度的选择　选择 ＮＯＳｉＰｃ
ＮＯ偶联物质量浓度为２５ｍｇ·ｍＬ－１时，测得的粒
径、ＰＤＩ和 Ｚｅｔａ电位分别为（１５１４３３±１９８５）ｎｍ，

（０１１５±００２９）和（－１５６±１９５１）ｍＶ（图 ５）。
ＰＤＩ和电位比制备质量浓度为 １０、１５、２０及
３０ｍｇ·ｍＬ－１时的更小，因此选择 ２５ｍｇ·ｍＬ－１

作为ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的制备浓度。

图５　不同的ＮＯＳｉＰｃＮＯ浓度对自组装纳米粒的粒径、多分散系数（ＰＤＩ）和Ｚｅｔａ电位的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＯＳｉＰｃＮＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＰＤＩａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓｎ＝３，ｘ±ｓ
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３３２　搅拌速度的选择　当水相以１０００ｒ·ｍｉｎ－１

的速度搅拌时，所制备的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的 ＰＤＩ
（００９７±０９１３５），Ｚｅｔａ电位（－１４４±００７７３）ｍＶ，
与其他组相比最小。因此，选择１０００ｒ·ｍｉｎ－１为制
备ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的搅拌速度（图６）。
３３３　稳定剂 ＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ含量的选择　结果显

示，稳定剂ＤＳＰＥＰＥＧ２Ｋ含量为４０％时，纳米粒的粒
径与ＰＤＩ更小，因此，选择含４０％作为最佳稳定剂
含量（图７）。
３３４　有机相水相体积比的选择　结果显示，有机
相与水相体积比为１∶３时，纳米粒的粒径与 ＰＤＩ更
小，因此，选择１∶３为最佳体积比（图８）。

图６　不同搅拌速度对ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒径、ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄｓｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＰＤＩａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓｎ＝３，ｘ±ｓ

图７　不同含量的稳定剂对ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒径、ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｓｅｒｓｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＰＤＩａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓｎ＝３，ｘ±ｓ

图８　不同有机相与水相体积比对ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的粒径、ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃｔｏａｑｕｅｏｕｓｐｈａｓｅｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｓｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＰＤＩａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓｎ＝３，ｘ±ｓ

３４　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的表征
３４１　外观及微观形态表征　制备的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ
＠ＮＰｓ见图 ９Ａ，溶液呈蓝色乳光。ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠
ＮＰｓ的ＴＥＭ结果见图９Ｂ，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ表面呈
现为光滑的球形或类球形，其颗粒尺寸分布相对均

匀，而且粒径大小均为１００ｎｍ左右。
３４２　ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率和载药量的测定　采用
高效液相色谱法测得 ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率达８０％，
载药量高达６０％以上，为 ＮＯ的有效传递和光动力
疗法奠定了坚实的基础。

·１６·
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图９　按照最佳工艺制备的纳米粒表征结果外观（Ａ）和透射
电镜（ＴＥＭ）图（Ｂ）（×３００）
Ｆｉｇ９　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＰｓｐｒｅｐａｒｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｏｐ
ｔｉｍａｌｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｐｐｅａｒａｎｃｅｓ（Ａ）ａｎｄＴＥＭｒｅｓｕｌｔ（Ｂ）（×３００）

３４３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的稳定性　稳定性实验
结果见图 １０，在室温和 ４℃的贮存条件下，经过
３０ｄ，ＮＯＳｉＰｃＮＯ自组装纳米粒的粒径及 ＰＤＩ略有

上升，但变化不显著，电位、ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率与载
药量在３０ｄ内几乎未发生变化，说明纳米粒稳定性
良好。

３４４　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的解聚情况　结果见图
１１，当 ｐＨ值６８时，在 １２ｈ时，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ
持续快速解聚达到将近５０％。随后，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠
ＮＰｓ缓慢解聚，在４８ｈ时，ＮＯＳｉＰｃＮＯ的累计解聚
度为（５８７１±０５７）％。而在ｐＨ５０的磷酸盐缓冲
溶液中，虽然药物的解聚趋势基本一致，但累计解聚

度高达（８１３４±３００）％。自组装纳米粒在两种 ｐＨ
磷酸盐缓冲溶液中均显示出了缓释效果，并在ｐＨ６８
的ＰＢＳ溶液里的４８ｈ累计解聚度比在ｐＨ５０的磷
酸盐缓冲溶液里的小，说明纳米粒具有肿瘤微环境响

应性。根据表１解聚动力学模型模拟结果可知，ＮＯ
ＳｉＰｃＮＯ的解聚遵循一级动力学模型。

图１０　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在室温和４℃的初步稳定性实验结果。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１０　ＰｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄ４℃ｎ＝３，ｘ±ｓ

表１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ体外解聚动力学模型
Ｔａｂ１　ＫｉｎｅｔｉｃｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ

Ｍｏｄｅｌｒｅｌｅａｓｅ

ｍｅｄｉｕｍ

Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ Ｈｉｇｕｃｈｉｍｏｄｅｌ

Ｅｑｕａｔｉｏｎ　　 ｒ Ｅｑｕａｔｉｏｎ　 ｒ Ｅｑｕａｔｉｏｎ　 ｒ

ｐＨ６８ Ｑ＝３０５０２５＋０７０８３ｔ ０３１２４ Ｑ＝１１３５２（１－ｅ－０８０８７） ０９３５７ Ｑ＝６５５２２ｔ１／２＋２０７０６８ ０６０５８

ｐＨ５０ Ｑ＝３７３６＋１１８５７ｔ ０４２６１ Ｑ＝７３４２（１－ｅ－０３７） ０９５８０ Ｑ＝１０８４３３ｔ１／２＋１９６１９７ ０８００１

３５　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的性质评价
３５１　ＮＯ释放实验　用Ｇｒｉｅｓｓ法检测ＮＯＳｉＰｃＮＯ
和ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的ＮＯ释放。亚硝酸钠的回归
方程为Ａ＝０００７Ｃ＋００５１７（ｒ２＝０９９９７）。ＮＯ释放
结果见图１２，在３ｈ时，ＮＯＳｉＰｃＮＯ和ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠

ＮＰｓ的释放分别为９９％和７３％左右，之后呈现缓释
特征。在４ｈ内，游离的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ能１００％释放
ＮＯ，而剂型组只能释放８０％左右。可能原因是纳米
粒使得药物更加紧密，在ＮＯ释放过程中需先克服纳
米载体表层的阻碍，故而释放速率缓慢。
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图１１　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在不同介质中的累计解聚度。ｎ＝
３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１１　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠
ＮＰｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

３５２　ＲＯＳ测定　结果见图１３，向ＤＰＢＦ溶液中分
别加入 ＮＯＳｉＰｃＮＯ和 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ时，ＤＰＢＦ
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图１２　ＮＯ体外释放实验结果。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＮＯｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｎ＝３，ｘ±ｓ

荧光探针在４１５ｎｍ处的吸光度显著下降，这说明所
合成的ＮＯＳｉＰｃＮＯ和制备的 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在
激光（６８０ｎｍ，５００ｍＷ·ｃｍ－２）照射下均可以有效
地产生ＲＯＳ。

图１３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ（Ａ）和ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ（Ｂ）的活性氧测定
Ｆｉｇ１３　ＲｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ（Ａ）ａｎｄＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ（Ｂ）

３５３　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的光稳定性　通过测定 ＮＯ
ＳｉＰｃＮＯ在不同光照时间下的吸收光谱来分析其光
稳定性，见图１４。采用 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的最大波长范
围内的６８０ｎｍ的红光照射下，ＮＯＳｉＰｃＮＯ的吸收
光谱并没有发生明显的变化。因此，在光照条件下，

ＮＯＳｉＰｃＮＯ的光稳定性良好。
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图１４　ＮＯＳｉＰｃＮＯ的光稳定性测试
Ｆｉｇ１４　ＰｈｏｔｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ

３６　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的光动力效果
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１００软件进行统计分

析。计量资料以（ｘ±ｓ）表示，各光照组与不光照
组进行方差分析。检验水准 α＝００５。在光照和
没有光照下对人癌细胞生长抑制情况列于图１５。
没有光照下，ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ对 ＭＣＦ７和 Ｈｅｌａ
细胞的生长基本没有影响，说明该药物基本没有

暗毒性。而在光照下（λ＝６８０ｎｍ，光功率密度为
５００ｍＷ·ｃｍ－２），ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ显示了对
ＭＣＦ７和 Ｈｅｌａ细胞生长明显的抑制作用，当浓度
为６４μｍｏＬ·Ｌ－１时，可完全抑制ＭＣＦ７和 Ｈｅｌａ细
胞的生长。从量效曲线计算得出纳米粒的 ＩＣ５０值分

别为０６３９４和１３６４μｍｏＬ·Ｌ－１，极低的ＩＣ５０值说明
ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ具有极高的光动力抗癌活性，并且
ＭＣＦ７乳腺癌细胞对ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ更敏感。
３７　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的胞内ＮＯ释放

氧化呋咱类ＮＯ供体是一种巯基依赖性的杂环
·３６·
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与ＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，４）Ｐ＜００００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，４）Ｐ＜００００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ．

图１５　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ对ＭＣＦ７和ＨｅＬａ细胞增殖活力的影响。ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦ７ａｎｄＨｅｌａｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ

类ＮＯ供体，它的衍生物如嘧啶并氧化呋咱、苯并氧
化呋咱同样具有 ＮＯ供体性质。前期实验已验证
ＮＯＳｉＰｃＮＯ和 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在溶液中能有效
地产生 ＮＯ，但胞内的 ＮＯ释放需要进一步检验。
ＤＡＦＦＭＤＡ是一种新型荧光探针，其可透过细胞膜
进入细胞内并在与细胞内酯酶作用下迅速转化为无

法穿透细胞膜的ＤＡＦＦＭ，被广泛应用于ＮＯ检测领
域。ＤＡＦＦＭ荧光极为微弱，但在与 ＮＯ反应后可

显著增强产生强烈荧光信号，具有较高的灵敏性，激

发波长为４９５ｎｍ，发射波长为５１５ｎｍ。
由于 ＭＣＦ７乳腺癌细胞对 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ

更敏感，并且酞菁硅光敏剂在乳腺癌治疗应用较多，

因此只进行ＭＣＦ７细胞的ＮＯ释放实验。实验结果
见图１６，经ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ的诱导，实验组细胞
内出现绿色荧光，表明 ＮＯ水平明显升高，ＮＯＳｉＰｃ
ＮＯ＠ＮＰｓ能有效产生ＮＯ。

图１６　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ影响ＭＣＦ７细胞中ＮＯ含量
Ｆｉｇ１６　ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ ＮＰｓａｆｆｅｃｔＮＯｃｏｎｔｅｎｔｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

４　讨　论
本实验通过合成反应初次制备了呋咱类ＮＯ供

体光敏剂硅酞菁偶联物ＮＯＳｉＰｃＮＯ，并通过 ＦＴＩＲ
和 ＮＭＲ确定其结构，采用纳米沉淀法制备了
ＮＯＳｉＰｃＮＯ自组装纳米粒，筛选纳米粒制备的最优
条件。ＮＯＳｉＰｃＮＯ质量浓度为 ２５ｍｇ·ｍＬ－１、转
速为１０００ｒ·ｍｉｎ－１、有机相与水相体积比为１∶３和

稳定剂含量为 ４０％时，能制备出粒径、ＰＤＩ和 Ｚｅｔａ
电位最小的自组装纳米粒。通过电子显微镜，可以

得出纳米粒形态圆整，呈近球形，粒径小于水中观察

到的平均尺寸，可能原因是纳米颗粒会在水中膨胀。

ＮＯＳｉＰｃＮＯ包封率和载药量可高达 ８０％和 ６０％，
与传统的递送系统脂质体相比高出十几倍，可以实

现ＮＯ的有效递送。
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本研究考察了 ＮＯＳｉＰｃＮＯ的光学特性，结果
显示，ＮＯＳｉＰｃＮＯ在体外能产生 ＲＯＳ，并具有良好
的光稳定性。ＮＯ供体的引入，提高酞菁硅的光动
力活性，并使其具备释放 ＮＯ的能力。通过
ＮＯＳｉＰｃＮＯ的体外 ＮＯ释放实验结果可知，游离
ＮＯＳｉＰｃＮＯ和 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ都能在模拟的肿
瘤环境内完全释放 ＮＯ。另外，本研究还比较了
ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞和 Ｈｅｌａ宫
颈癌细胞的光毒性。在不光照的条件下，纳米粒对

两种细胞都没有细胞毒性，而在光照条件下的 ＩＣ５０
值分别为０６３９４和１３６４μｍｏＬ·Ｌ－１，表明ＭＣＦ７
乳腺癌细胞对 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ更敏感，后续将通
过动物实验进一步验证 ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰｓ在体内
对乳腺癌的安全性和靶向性，以探究该纳米粒设计

的有效性。

综上所述，本研究成功制备了ＮＯＳｉＰｃＮＯ＠ＮＰ，
其粒径大小均一、分布均匀，并具有良好的光动力

活性。
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