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[摘  要]  目的：制备一种精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸环肽（cRGD）修饰、Zn2+掺杂并负载双硫仑（DSF）的树枝状介孔硅纳米颗粒，

初步研究其对结直肠癌CT26细胞的靶向杀伤作用。方法：采用水热合成法将Zn2+锚定在树枝状介孔硅纳米颗粒的骨架中，再将

DSF负载在介孔孔道中，偶联靶向配体 cRGD到纳米颗粒的表面，得到具有靶向功能的纳米颗粒DSF@Zn-DMSN-cRGD。采用

透射电镜（TEM）检测DSF@Zn-DMSN-cRGD的表面形貌，通过能谱面扫得到元素映射图验证其中的元素分布，通过激光粒度仪

检测其粒径与电位变化，使用红外光谱仪检测表面主要化学键。通过TEM观察载体Zn-DMSN在pH6.5和pH7.4的模拟体液中

共培养后的形态，采用细胞摄取实验检测 cRGD修饰的Zn-DMSN靶向CT26细胞的能力，采用CCK-8法、Calcein-AM/PI染色法

和流式细胞术检测 DSF@Zn-DMSN-cRGD 对 CT26 细胞的杀伤能力及对细胞凋亡的影响。结果：TEM 观察表明 DSF@Zn-

DMSN-cRGD表面具有多孔径，元素映射结果显示Zn元素和DSF成功负载在纳米颗粒表面，红外光谱仪检测结果表明 cRGD成

功偶联在DSF@Zn-DMSN介孔硅复合载体的表面，电位粒径结果显示粒径较未偶联 cRGD前稍大，电位明显增加（P<0.000 1），

TEM观察发现Zn-DMSN在微酸性环境中其骨架崩解明显增多，细胞摄取实验结果表明经 cRGD修饰后的Zn-DMSN被CT26细

胞内吞的效率显著增加（P<0.05）。CCK-8法、Calcein-AM/PI染色法和流式细胞术检测结果说明DSF@Zn-DMSN-cRGD能够高

效杀伤CT26细胞（均P<0.000 1）并诱导细胞发生凋亡（均P<0.000 1），而对正常地肠上皮细胞NCM460无明显损伤。结论：成功

合成了一种掺杂锌、负载DSF并偶联cRGD的纳米颗粒DSF@Zn-DMSN-cRGD，其载体Zn-DMSN骨架具有良好的pH降解性，其

中的 cRGD能促进纳米颗粒被CT26细胞靶向内吞；在体外实验中，Zn-DMSN-cRGD能够对结直肠癌CT26细胞产生强烈的靶向

细胞毒性。
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[Abstract]  Objective: To construct a cyclic arginine-glycine-aspartate (cRGD)-modified, Zn2+-doped and disulfiram-loaded dendritic 

mesoporous silicon nanoparticles and to preliminarily investigate its targeting and killing effects against colorectal cancer CT26 cells.

Methods: Firstly, Zn2+ was anchored in the skeleton of dendritic mesoporous silicon nanoparticles by hydrothermal synthesis method, 

then disulfiram was loaded into the pores, and the targeting ligand cRGD was coupled to the surface of the nanoparticles to obtain 

functional nanoparticles DSF@Zn-DMSN-cRGD. After that, transmission electron microscopy (TEM) was used to detect the surface 

morphology of DSF@Zn-DMSN-cRGD, and energy spectrum scanning was further used to obtain element mapping images to verify 

element distribution. Laser particle size analyzer was used to detect the changes of particle size and zeta potential, and infrared 

spectrometer was used to detect the major chemical bonds on the surface. The morphology of carrier Zn-DMSN after being co-cultured 

in simulated body fluid solution (pH6.5 and pH7.4) was observed by transmission electron microscopy. Cell uptake assay was used to 
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detect the ability of cRGD-modified Zn-DMSN to target CT26 cells. CCK-8 assay, Calcein-AM/PI staining and flow cytometry were 

used to detected the killing ability of DSF@Zn-DMSN-cRGD against CT26 cells and its influence on the apoptosis of CT26 cells. 

Results: The TEM image displayed that the surface of DSF@Zn-DMSN-cRGD was a multi-aperture structure. Element mapping 

images showed Zn and DSF were successfully loaded on the surface of nanoparticles. The results of infrared spectroscopy showed that 

cRGD was successfully coupled on the surface of DSF@Zn-DMSN. The particle size slightly increased after coupling cRGD, while the 

zeta potential obviously increased (P<0.000 1). The images of TEM showed that Zn-DMSN disintegrated faster in pH6.5 solution than 

in pH7.4 solution. The results of cell uptake experiments showed that the efficiency of CT26 cells uptaking cRGD-modified Zn-DMSN 

was enhanced prominently (P<0.05). After DSF@Zn-DMSN-cRGD treatment, the results of CCK-8 assay, Calcein-AM/PI staining, 

and flow cytometry showed that DSF@Zn-DMSN-cRGD could efficiently kill CT26 cells (all P<0.000 1) and induce apoptosis (all 

P<0.000 1); there was no significant damage to normal colon epithelial cells. Conclusion: DSF@Zn-DMSN-cRGD has been 

successfully synthesized, and its core skeleton of carrier Zn-DMSN respondes well to pH degradation. In vitro, DSF@Zn-DMSN-

cRGD shows substantial  targeted toxicity against colorectal cancer cell line CT26, among them, cRGD promotes the targeted 

endocytosis of nanoparticles by CT26 cells.
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结直肠癌具有极高的发病率和病死率，是威胁

人类生命健康的主要疾病之一 [1]。2021年美国癌症

协会的统计数据揭示，结直肠癌的新增病例及病死

率在所有癌症中均排在第三位，与 2020年相比增长

率达 5%，男性和女性的病死率分别为 9% 和 8%[2]。

手术、放射治疗和化学药物治疗是当前治疗结直肠

癌的主要手段，但化疗药物的系统毒性和耐药性问

题仍然严重[3]。双硫仑（disulfiram，DSF）是一种螯合

二价金属离子的戒酒药物，已被发现与铜、锌等金属

离子形成的复合物具有显著的抗肿瘤效应，可以通

过原位螯合和激活自噬杀伤肿瘤细胞[4-5]。本课题组

前期开发的负载 Zn2+ 和 DSF 的介孔硅纳米颗粒

（Zn2+-doped and DSF-loaded dendritic mesoporous 

silicon nanoparticle，DSF@Zn-DMSN）能够响应肿瘤

的酸性微环境，在化学治疗中显现出良好的效果，并

能够激活树突状细胞及细胞毒性T细胞，促进化学免

疫治疗[6]。然而，DSF@Zn-DMSN相对较大的粒径限

制了其在结直肠癌细胞内的摄取效率。LI等[7]通过

将 精 氨 酸 - 甘 氨 酸 - 天 冬 氨 酸（arginine-glycine-

aspartate，RGD）多肽修饰的聚乙丙交酯纳米粒子应

用于乳腺癌治疗，展示了通过RGD与整合素αvβ3的

相互作用实现的肿瘤靶向和治疗效果。借鉴此策

略，本研究构建一种新型纳米载体，通过将RGD环肽

（cycle RGD，cRGD）修饰到介孔硅纳米颗粒表面，实

现对结直肠癌细胞的靶向。载体具有锌掺杂和

DSF负载，精心设计使 DSF@Zn-DMSN-cRGD粒径

约100 nm，以优化其体内分布和肿瘤组织的积累，绕

过肝脾的单核吞噬系统，通过肿瘤酸性微环境响应，

增强肿瘤内的吞噬效率及杀伤效率。这种设计不仅提

高了纳米载体到达肿瘤组织的能力，还通过表面修

饰的靶向性与微环境响应性的综合效应，希望能为

结直肠癌的治疗提供一种优化治疗效果的新策略。

1  材料与方法

1.1  主要试剂与仪器

小鼠结直肠癌CT26细胞购自中国科学院上海细

胞库，人正常结肠上皮细胞NCM460购自北京百欧博

伟生物技术有限公司。十六烷基三甲基溴化铵（货号

57-09-0）、三乙醇胺（货号102-71-6）购自上海易恩化学

技术有限公司，水杨酸钠（NaSal，货号S817536）、氨水

（NH3·H2O，货号A801009）购自上海麦克林生化科技有

限公司，正硅酸乙酯（货号T110593）购自上海阿拉丁生

化科技有限公司，盐酸（HCl，货号10011018）购自国药

化学试剂有限公司，六水合硝酸锌[Zn（NO3）2·6H2O，货

号10196-18-6]、N-羟基丁二酰亚胺（货员56480）购自

Sigma-Aldrich公司，乙醇（货号64-17-5）、甲醇（货号67-

56-1）购自上海凌峰化学试剂有限公司，DMEM培养基

（货号C11995500BT）和胎牛血清（FBS，货号10099）购

自Gibco公司，Hoechst（货号C1028）、Calcein-AM/PI细

胞活性检测试剂盒（货号C2015M）、Annexin Ⅴ-FITC凋

亡检测试剂盒（货号C1062L）均购自碧云天生物科技有

限公司，DSF（货号T0054）购自陶术生物科技有限公司。

cRGD购自上海吉尔生化有限公司。

Tecnai G2透射电子显微镜（trasnmission electron 

microscopy，TEM）购自美国FEI公司，Zetasizer Lab激

光粒度仪购自英国马尔文仪器有限公司，CountessⅡ细

胞计数仪购自美国英杰生命技术有限公司，TS2R-FL荧

光倒置显微镜购自日本Nikon公司，SpectraMax iD5多

功能微孔板读板机购自上海美谷分子仪器有限公司，

BD Fortessa流式细胞分析仪购自美国BD公司。

1.2  DSF@Zn-DMSN-cRGD合成方法

1.2.1  DSF@Zn-DMSN的制备

将1.535 g十六烷基三甲基溴化铵、0.309 mL三乙

醇胺溶于去离子水中，并置于 80 ℃油浴锅中磁力搅
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拌1 h。继续加入10 mL正硅酸乙酯搅拌2 h后将其离

心，洗涤、收集产物，得到纳米二氧化硅微球。将产物

用盐酸∶乙醇（1∶9）混合溶液在60 ℃萃取12 h以去除表

面活性剂，离心和洗涤后得到树枝状二氧化硅纳米颗

粒（dendritic mesoporous silica nanosphere，DMSN）。

将65 mg DMSN、208 mg六水合硝酸锌和6 mL氨水于

去离子水中溶解，将上述混合溶液转移到高压反应釜

中，140 ℃下反应 10 h。反应釜冷却后离心并洗涤得

到白色反应物即为锌掺杂的枝状二氧化硅纳米颗

粒（Zn-DMSN）。取20 mg Zn-DMSN和80 mg DSF溶于

乙醇，在60 ℃搅拌12 h，离心并洗涤后收集得到产物

DSF@Zn-DMSN。将DSF@Zn-DMSN、mPEG-硅烷和

氨基PEG-硅烷按质量 1∶2.5∶2.5 比例混合，60 ℃搅拌

24 h后得到PEG化的DSF@Zn-DMSN。

1.2.2  DSF@Zn-DMSN-cRGD的制备

将 cRGD、1 mg 1-乙基-3-（3-二甲基氨基丙基）碳

二 亚 胺 盐 酸 盐（1-Ethyl-3-dimethylaminopropyl 

carbodimide hydrochloride，EDC）和4 mg N-羟基丁二

酰亚胺溶于去离子水中，搅拌30 min以活化cRGD上

的羧基，之后加入带有氨基的DSF@Zn-DMSN，利用

酰胺化反应得到DSF@Zn-DMSN-cRGD，4 ℃搅拌过

夜，离心除去未反应的cRGD，使用去离子水重悬。

1.3  表征实验

在体外使用pH7.4和pH6.5的模拟体液（simulated 

body fluid，SBF）分别模拟正常组织和酸性肿瘤组织中

的微环境，在不同时间点收集其中的纳米颗粒，TEM

检测DSF@Zn-DMSN-cRGD等纳米颗粒的表面形貌和

在不同 pH 溶液中降解后的形态进行扫描，对

DSF@Zn-DMSN-cRGD进行能谱面扫得到元素映射图

片。使用激光粒度仪测量各纳米颗粒的粒径和电位变

化。通过红外光谱仪检测偶联cRGD前后主要化学键

和官能团的变化。

1.4  细胞摄取实验检测cRGD修饰前后的Zn-DMSN

被CT26细胞内吞的效率

将CT26细胞置于含有 10%FBS的DMEM培养

基中，在含有5% CO2的37 ℃培养箱中培养。将对数

生长期的CT26细胞接种于含 6孔板中培养 24 h，使

用FITC标记的Zn-DMSN和Zn-DMSN-cRGD分别培

养2、6和8 h，在多聚甲醛固定、Hoechst染色后，使用

TS2R-FL荧光倒置显微镜拍摄荧光图像，观察CT26

细胞吞噬纳米颗粒的过程。

1.6  CCK-8 实 验 检 测 DSF@Zn-DMSN-cRGD 对

CT26细胞增殖的影响

将CT26细胞接种在96孔板中培养24 h，使用不

同 质 量 浓 度（0、0.5、0.75、1、1.25、1.5 μg/mL）的

DMSN、Zn-DMSN、DSF@Zn-DMSN 和 DSF@Zn-

DMSN-cRGD 处理 24 h，每孔加入 100 μL CCK-8 液

处理 30 min，使用多功能微孔读板机在 450 nm下检

测每孔光密度（D）值。

1.7  Calcein-AM/PI染色实验检测DSF@Zn-DMSN-

cRGD杀伤CT26细胞的能力

将CT26细胞接种在6孔板中，24 h后观察细胞状

态和密度。加入1 μg/mL的DMSN、DSF@DMSN、Zn-

DMSN、DSF@Zn-DMSN和DSF@Zn-DMSN-cRGD处

理24 h。使用Calcein-AM/PI染色15 min后使用荧光显

微镜观察并拍摄荧光图像。

1.8  流式细胞术检测 DSF@Zn-DMSN-cRGD 对

CT26细胞凋亡的影响

将CT26 细胞接种在 6 孔板中培养 24 h。加

入 1 μg/mL 的 DMSN、DSF@DMSN、Zn-DMSN、

DSF@Zn-DMSN和DSF@Zn-DMSN-cRGD及预留不

加药处理的细胞的空白对照组、PI和FITC单染管组，

在培养24 h后，收集所有细胞，洗涤后使用FITC和PI

染色，使用流式细胞仪分析染色细胞以检测凋亡情

况并使用FlowJo软件处理数据。

1.9  统计学处理

本文实验结果均采用Graphpad Prism 8.0软件处

理并绘制图表，均进行了3次或以上的独立重复实验

以保证实验结果的准确性。符合正态分布的计量资

料用 x̄±s 表示，多组样本比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）并组间两两比较。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功制备的DSF@Zn-DMSN-cRGD的理化性质

符合实验设计要求

用简单易合成的方法合成DMSN并将Zn2+掺杂在

二氧化硅骨架上，将DSF负载在孔径中后，将cRGD偶

联在复合介孔硅二氧化硅载体表面。使用TEM对制备

的纳米颗粒的表面形貌和尺寸进行扫描，结果（图1）显

示，DSF@Zn-DMSN-cRGD等介孔硅纳米颗粒的尺寸

均为100~150 nm，尺寸较为均一，呈现多孔径结构的球

形结构，均为单分散结构。DMSN掺杂Zn2+后结构形态

发生改变，形成了较大的孔隙结构和较厚的孔壁，能够

掺杂更多的DSF。在cRGD偶联后，DSF@Zn-DMSN的

形貌未发生改变。

在拍摄TEM图像后，对DSF@Zn-DMSN-cRGD

的图像进行能谱面扫可以得到元素映射图片（图2），

对纳米颗粒中存在的元素分布情况进行表征，结果

表明，DSF@Zn-DMSN-cRGD中存在Si、Zn和S元素

并均匀分布，说明Zn和DSF被成功固定在介孔硅的

枝状骨架或孔隙中。
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采用激光粒度仪检测各纳米粒子的水合粒径

（图3A）和 zeta电位（图3B），结果显示，DSF@Zn-DMSN

和 DSF@Zn-DMSN-cRGD 的 水 合 粒 径 分 别 是

（237.1±6.087）nm和（286.5±6.935）nm，在偶联 cRGD

后，粒径增加约 50 nm（P=0.012 4）；DSF@Zn-DMSN

和DSF@Zn-DMSN-cRGD 的 zeta 电 位 分 别 为

–（27.76±1.102）mV和–（2.03±0.889）mV，电位显著增

加（P<0.000 1）。以上结果说明了 cRGD可能偶联并

包覆在DSF@Zn-DMSN表面。

图1  TEM下观察DMSN、Zn-DMSN、DSF@Zn-DMSN、DSF@Zn-DMSN-cRGD的形态

图2    DSF@Zn-DMSN-cRGD的元素映射图

*P<0.05，****P<0.000 1

图3    激光粒度仪检测DMSN、Zn-DMSN、DSF@Zn-DMSN、

DSF@Zn-DMSN-cRGD的水合粒径（A）和zeta电位（B）

2.2  cRGD成功包覆于DSF@Zn-DMSN表面

采用傅里叶红外光谱仪对DSF@Zn-DMSN-cRGD

的各组分进行检测，DSF@Zn-DMSN由Zn2+掺杂和DSF

负载在DMSN中形成，在3 350 cm-1处是Si-O-H中羟基

的伸缩振动峰，2 977 cm-1处为DSF中的甲基中 C-H

的伸缩振动，1 417 cm-1处是C=S和C-N的耦合振动

峰，1 271 cm-1处为C=S的双键伸缩振动，1 198 cm-1处和

1 148 cm-1处为C-S 骨架振动峰，这说明 DSF 被吸附

在Zn-DMSN的结构上形成DSF@Zn-DMSN。在cRGD

偶联上DSF@Zn-DMSN后，DSF@Zn-DMSN-cRGD的

红外光谱中（图4）显示1 686 cm-1处和1 641 cm-1处的吸

收峰为酰胺中C-O的伸缩振动，3 274 cm-1处的O-H键

较cRGD的红外光谱中峰有所增加，两者的结合对吸收

峰造成了较明显的影响。从谱图分析结果来看，DSF@Zn-

DMSN-cRGD具有其主要组成成分的特征峰，直接说明

cRGD的成功包覆。

图4    傅里叶红外光谱图显示cRGD成功包覆于

DSF@Zn-DMSN-cRGD的表面

2.3  Zn-DMSN在酸性环境中易发生骨架结构坍塌

TEM观察结果（图5）显示，在pH7.4的SBF溶液

中，可以观察到随着时间的推移，Zn-DMSN产生了些

许结构的崩塌，但大部分仍能够保持基本的形态完

整。在 pH6.5的SBF溶液中，Zn-DMSN在处理约 24 h

时，已经开始了结构的变形和塌陷，在 48 h时，仅有

少数骨架保持了原有骨框架形态，多数骨架结构已

经崩溃。结果说明，酸性环境很大程度上影响了介
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孔硅结构的稳定性，大量键的断裂有利于Zn离子和

DSF的释放和有毒络合物质的生成。

2.4  cRGD修饰能够促进Zn-DMSN被CT26细胞内吞

细胞摄取实验检测结果（图 6）显示，Zn-DMSN

和Zn-DMSN-cRGD两组的 FITC绿色荧光强度均随

着时间增加逐渐升高，8 h 时 Zn-DMSN-cRGD 组的

FITC荧光强度显著高于Zn-DMSN组（P<0.05）。这

说明随时间增加 DSF@Zn-DMSN-cRGD 被 CT26 细

胞的摄取增加，cRGD修饰可以增强Zn-DMSN被细

胞内吞的效率。

图5    Zn-DMSN分散在不同pH值的SBF溶液中在4、、24、、48 h时发生的结构骨架坍塌情况

A：倒置荧光显微镜观察CT26细胞在不同时间点对Zn-DMSN的吞噬；B：倒置荧光显微镜观察CT26细胞在不同时间点对

Zn-DMSN-cRGD的吞噬；C：FITC荧光强度定量统计。*P<0.05。

图6  Zn-DMSN和Zn-DMSN-cRGD在不同时间点被CT26细胞吞噬

2.5  DSF@Zn-DMSN-cRGD 能够杀伤 CT26 细胞但

对正常结肠上皮NCM46细胞无伤害

CCK-8 法检测验证不同纳米颗粒对 CT26 细胞

的毒性，结果（图 7A）表示，与 PBS 对照组相比，在

DMSN、Zn-DMSN的质量浓度低于1.5 μg/mL共培养

24 h 时没有显示出明显的细胞毒性作用 ，而

DSF@Zn-DMSN在 0.75 μg/mL时的细胞活性即显著

降低（P<0.000 1），说明产生了杀伤效果，并具有浓度

依赖性趋势；DSF@Zn-DMSN-cRGD在 0.5 μg/mL时

就开始产生了较强的抑制效果，且同为0.75 μg/mL时

同时，DSF@Zn-DMSN-cRGD组CT26细胞存活率显

著低于DSF@Zn-DMSN组（P<0.000 1）。

为了进一步考察DSF@Zn-DMSN-cRGD载体的生

物安全性，将Zn2+和DSF与正常结肠上皮细胞NCM460

进行共培养24 h，结果（图7B、C）显示，在Zn2+和DSF质

量浓度为0.25、0.5、1、2、4 μg/mL时，NCM460细胞存活

率均无显著差异，这表明DSF@Zn-DMSN-cRGD在发

挥治疗作用时，其释放的Zn2+和DSF并不会产生细胞毒

性，Zn2+和DSF的使用剂量是生理状态下的无毒浓度，

对NCM460细胞具有安全性。

2.6  DSF@Zn-DMSN-cRGD 处理能够杀伤 CT26 细

胞并促进其凋亡

Calcein-AM/PI 染色法检测结果（图 8）显示，

PBS、DMSN、DSF@DMSN和Zn-DMSN组均没有明

显的红色荧光，说明它们对CT26细胞均未发生明显

的杀伤；DSF@Zn-DMSN组出现红色荧光，荧光强度

显著高于上述4组（均P<0.000 1），说明DSF@DMSN

对CT26细胞产生杀伤作用；DSF@Zn-DMSN-cRGD

组的 红 色 荧 光 强 度 显 著 高 于 DSF@Zn-DMSN

（P<0.000 1），结果说明 DSF@Zn-DMSN-cRGD 对
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CT26细胞具有最强的细胞毒性作用。

流式细胞术检测凋亡结果（图9）显示，DSF@Zn-

DMSN组凋亡率为（78.80±0.56）%，较 PBS、DMEM、

DSF@DMSN和Zn-DMSN组显著升高（均P<0.000 1），

DSF@Zn-DMSN-cRGD组的凋亡率为（88.79±0.39）%，

显著高于DSF@Zn-DMSN组（P<0.000 1）。

A：CCK-8法检测各纳米颗粒干预对CT26细胞的杀伤效果；B：CCK-8法检测Zn2+对NCM460的细胞存活率的影响；

C：CCK-8法检测DSF对NCM460 的细胞存活率的影响。*P<0.05，****P<0.000 1。

图7    DSF@Zn-DMSN-cRGD能够杀伤CT26细胞而对NCM460细胞无明显损伤

A：CT26细胞Calcein-AM/PI染色的荧光图像（红色荧光为PI标记的死细胞，绿色荧光为Calcein-AM标记的活细胞）；B：PI荧光强

度定量统计。与DSF@Zn-DMSN组相比，****P<0.000 1；与PBS、DMEM、DSF@DMSN和Zn-DMSN组相比，△△△△P<0.000 1。

图8    DSF@Zn-DMSN-cRGD能够有效杀伤CT26细胞

A：流式细胞术检测CT26细胞凋亡情况；B：CT26细胞凋亡率数据统计。与DSF@Zn-DMSN组相比，****P<0.000 1；与PBS、

DMEM、DSF@DMSN和Zn-DMSN组相比，△△△△P<0.000 1。

图9    DSF@Zn-DMSN-cRGD处理能够促进CT26细胞凋亡
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3  讨  论

3.1  成功制备具有良好 pH降解性的 cRGD偶联介

孔硅载体

介孔硅纳米颗粒是一种因为具有独特的理化性

质而形成并被应用的生物载体。介孔硅具有较大的

比表面积和规则的孔径结构，表面易于修饰功能基

团，可负载多种功能性分子和药物[8]，被应用于构建

药物递送系统和药代动力学的研究，可以实现高效

持续的难溶性药物的递送和药物控制释放[9]。Zn-O

键和 Si-O 键很容易在肿瘤酸性的微环境中发生断

裂[10-11]，因此 Zn-DMSN作为抗肿瘤药物载体容易发

生骨架坍塌，释放出Zn元素和装载的药物，有助于实

现在肿瘤部位有效杀伤药物的控制释放。此外，介

孔硅的应用被进一步创新探索，金属离子或金属纳

米颗粒可以通过光、酸、氧化还原等作用被固定在介

孔硅的表面或孔隙中，受到刺激时则可从介孔硅的

框架里释放，因此介孔硅与金属离子联用目前被应

用于抗菌、抗癌等多领域的研究[12-13]。介孔硅独特的

多孔径结构便于载药，其载药方法主要包括物理吸

附和溶剂挥发法[14]。其中物理吸附法操作简单，将介

孔硅浸泡在含有药物的溶液中直到饱和，药物可深

入介孔硅的孔道之中，而在药物溶出时由孔径内扩

散到介质中或者控制介孔硅载体崩解从而释放[15]。

多项研究表明[16-17]，DSF作为一种金属依赖性的戒酒

药物，可以与金属离子螯合产生毒性物质而抑制肿

瘤生长。Zn元素是人体必须的微量元素，目前已被

验证参与了多种癌症的发生发展[18-19]。Zn与DSF联

用可以抑制肿瘤生长，使用介孔硅运输DSF和Zn至

肿瘤部位可以解决DSF溶解度低的问题和避免对正

常组织的损伤。对于纳米载体而言，输送抗癌物质

到肿瘤部位分为主动靶向或被动靶向，肿瘤部位血

管壁间隙较宽、淋巴回流消失，纳米药物主要通过高

渗透长滞留效应被动靶向肿瘤组织[20-21]。在一般情

况下 cRGD可以识别在癌细胞表面过度表达的整合

素，具有有良好的靶向性[22-23]。因此采用 cRGD偶联

修饰介孔硅载体是改善其靶向肿瘤效率、提高空间

准确性的有效策略。本研究将金属Zn离子固定在介

孔硅的框架中，装载难溶性药物DSF形成纳米介孔

硅复合载体 DSF@Zn-DMSN，将 cRGD 偶联在介孔

硅载体 DSF@Zn-DMSN 上，形成介孔硅复合载体

（DSF@Zn-DMSN-cRGD）。偶联 cRGD 后介孔硅载

体粒径增加且保持均一，电位增加，元素均匀分布。

为了进一步验证载体纳米颗粒Zn-DMSN的生物学

性质，在体外使用 pH7.4和 pH6.5的SBF分别模拟正

常组织和酸性肿瘤组织中的微环境，在不同时间点

收集其中的纳米颗粒，并通过TEM观察其形貌发现，

Zn-DMSN作为载体的核心骨架能在酸环境下崩解，

但在正常组织中不会崩解而无药物释放，保证了载

体的生物安全性。因此，DSF@Zn-DMSN-cRGD 稳

定性好，可以高效负载药物和Zn2+以及修饰多肽，生

物相容性好，并且可以在酸性环境中响应性降解，实

现肿瘤部位控制释放。

3.2  cRGD修饰介孔硅载体能够增强对CT26细胞的

靶向杀伤

体外CT26 细胞摄取荧光纳米颗粒实验结果表

明，Zn-DMSN-cRGD 被 CT26 细胞的摄取效率高于

Zn-DMSN，这主要归因于cRGD可以识别肿瘤细胞表

面过度表达的整合素，产生主动靶向效果。DSF和Zn2+

在肿瘤酸性微环境中被释放出来后螯合形成毒性络合

物，对于肿瘤细胞具有极强的杀伤效果。同时cRGD

能够促进更多的 DSF+Zn 复合介孔硅纳米颗粒被细

胞内吞，应能产生更好的杀伤效果。为了验证

DSF@Zn-DMSN-cRGD纳米颗粒对CT26细胞的毒性，

本研究通过体外实验证实，DSF@Zn-DMSN-cRGD能

够显著杀伤CT26细胞，其机制是，在肿瘤细胞的微酸

性环境中DSF@Zn-DMSN-cRGD骨架坍塌释放出游离

Zn2+和DSF，它们可原位螯合形成金属络合物，从而抑

制肿瘤生长。同时，细胞内过量的Zn2+可以激活自噬

信号通路，破坏细胞内环境稳态。在给药浓度大于

0.75 μg/mL时，DSF@Zn-DMSN-cRGD抑制CT26的细

胞活性显著高于DSF@Zn-DMSN，这应该归因于cRGD

显著增加了CT26细胞的内吞效率，从而增加了细胞内

可以产生细胞毒性药物的有效浓度。在生理环境下，

DSF被代谢为二硫代氨基甲酸酯（dithiocarbamate，DTC），

可以与金属离子高效螯合形成毒性物质，最终导致细

胞凋亡[16]。DSF也通过Zn依赖性的基质金属蛋白酶或

者铜/锌超氧化物歧化酶活性介导细胞凋亡[24]。流

式细胞术检测结果表明，DSF@Zn-DMSN-cRGD 和

DSF@Zn-DMSN 均可以导致肿瘤细胞发生凋亡，

DSF@Zn-DMSN-cRGD促进CT26细胞凋亡的能力更强。

综上，本研究设计了一个具有肿瘤微环境响应

性的DSF@Zn-DMSN-cRGD介孔硅复合载体系统主

动靶向杀伤结直肠癌CT26细胞的策略。这种新型

纳米颗粒载体易于合成，故它具有临床转化和规模

化应用的潜力。本课题组后续将进一步验证

DSF@Zn-DMSN-cRGD对体内原发结直肠癌的治疗

效果。
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