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共担载阿霉素/血红蛋白树枝状介孔硅球的 
制备及其生物性能研究 

潘 珊 1, 李永生 1, 施剑林 1,2 
(1. 华东理工大学 材料科学与工程学院, 上海 200237; 2. 中国科学院 上海硅酸盐研究所, 上海 200050)  

摘 要: 实体瘤中普遍存在乏氧现象, 是导致肿瘤对非手术治疗手段抗拒性增加, 降低药物疗效的重要因素。针对

这一问题, 本研究采用简单的两相界面法制备了一种小尺寸(65 nm)、单分散、生物稳定性良好的可共载抗癌药物

盐酸阿霉素(DOX)和载氧蛋白血红蛋白(Hb)的树枝状介孔硅纳米颗粒(DMSNs)。利用扫描电子显微镜(SEM)、透射

电子显微镜(TEM)、动态光散射仪(DLS)和氮气吸附–脱附仪等对材料进行表征。结果表明, 合成的 DMSNs 纳米颗

粒粒径均一、分散性良好, 具有较大的比表面积(654.52 m2/g)和孔容(1.26 cm3/g)以及两套孔道结构(直径 2.7 nm 和

5.4~6.8 nm)。更重要的是, 树枝状介孔层的孔径仅需改变三乙醇胺(TEA)的用量即可调节。药物释放、流式细胞术、

激光共聚焦以及细胞毒性等相关实验结果表明, DMSNs 可同时装载 DOX 与 Hb, 且具有较高的药物释放能力

(75.6%)和持久的释放性能(48 h)。载入血红蛋白后, 其 IC50 为 20.6 μg/mL, 能够有效提高抗癌药物 DOX 的细胞致

死率。因此, 这种小尺寸的树枝状介孔硅球在药物传输和肿瘤治疗方面具有潜在的应用价值。 
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Abstract: Tumor hypoxia is a ubiquitous factor to cause the therapeutic resistance of drug or other treatments. To 

solve this problem, a facile biophase stratification approach was developed to fabricate dendritic mesoporous silica 

nanoparticles (DMSNs) with small particle size of 65 nm, high dispersity and excellent biostability through simply 

controlling the oil-water interfacial reaction. The resultant DMSNs were characterized by various techniques such as 

scanning electron microscope (SEM), transmission electron microscope (TEM), dynamic light scattering (DLS), and 

N2 adsorption-desorption analysis, etc. It is verified that DMSNs possess two types of pore size (2.7 nm and 5.4–6.8 nm), 

high specific surface (654.52 m2/g) and pore volume (1.26 cm3/g), which are capable to co-load DOX and Hb, simul-

taneously. Moreover, the mesopore size in the dendritic mesoporous layer could be tuned by changing the amounts of 

triethanolamine (TEA). The testing results from drug release, flow cytometry histograms, confocal laser scanning mi-

croscopy, and cell cytotoxicity demonstrate that DMSNs possess high efficiency of drug release (75.6%), durable re-

leasing period (48 h) and significantly enhanced cell lethality (IC50= 20.6 μg/mL). These data demonstrate that such 
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kind of dentritic mesoporous silica naoparticles has great potentials in drug delivery and tumor chemotherapy. 

Key words: tumor hypoxia; small size; dendritic mesoporous silica nanoparticles; drug delivery 

肿瘤内部乏氧微环境的存在不但会进一步诱导

肿瘤的发展与转移, 而且严重降低了肿瘤组织对常

规化疗、放疗、光动力治疗等治疗手段的响应性[1-4]。

据文献[2,5-6]报道, 血红蛋白(Hb)、MnO2 以及全氟

己烷的引入均能有效增加肿瘤内的氧气浓度并提高

肿瘤治疗效率。其中, Hb 是高等生物体内负责运载

氧的蛋白质, 是安全的天然载氧体, 与抗癌药物共

运输于肿瘤部位可降低乏氧微环境与肿瘤治疗之间

的抗拒[5,7-8], 从而提高药物对癌细胞的杀伤效率。

树枝状介孔氧化硅纳米颗粒具有良好的化学稳定性, 

优异的生物安全性以及生物相容性[9-10], 是一种实

现小分子药物(<2 nm)与大分子蛋白(>2 nm)共同装

载的优良药物运输载体[11-13]。目前大多数报道所制

备的树枝状介孔氧化硅纳米颗粒粒径过大[9-10,14]。然

而, 相关研究表明细胞对小尺寸纳米颗粒(<100 nm)吞

噬效率较高[15-16]。与此同时, 关于抗癌药物与载氧

蛋白共担载的树枝状介孔氧化硅球鲜有报道。因此, 

制备一种小尺寸、双孔道、大孔径、可有效装载 Hb

和抗癌药物的树枝状介孔硅球非常值得研究。 

本研究采用一种简单的两相界面法合成了一类

小粒径(65 nm)、具有两种介孔孔道的单分散树枝状

介孔氧化硅纳米材料(DMSNs), 并通过调节三乙醇

胺(TEA)的加入量调控树枝状介孔层孔径, 实现盐

酸阿霉素(DOX)与 Hb 的共担载。选取 SMMC-7721

作为细胞模型研究其对肿瘤细胞的杀伤效率, 并结

合药物的持续缓释效果探索其对改善肿瘤内部的乏

氧微环境以及在药物传输与癌症治疗方面的应用潜力。 

1  实验方法 

1.1  树枝状介孔氧化硅纳米颗粒的制备 

根据文献[17-19]报道, 制备粒径为 30 nm 左右

的介孔二氧化硅纳米颗粒(MSNs)。然后将 MSNs 超

声分散于 20 mL 的超纯水中, 加入一定量的 TEA 和

20 mL 的正硅酸乙酯(TEOS)/ 环己烷(20vol%)溶液, 

混合均匀, 60℃搅拌 12 h, 离心纯化后用盐酸/乙醇

(10vol%)溶液萃取多次以完全去除模版剂, 得到树

枝状介孔氧化硅纳米颗粒, 记为 DMSNs。为了调节

树枝状介孔层的孔径, TEA 溶液的加入量依次为 0、

0.3 和 0.6 g, 样品依次命名为 DMSNs-0、DMSNs-0.3

和 DMSNs-0.6。 

1.2  DMSNs 的药物装载与释放能力测试 

1.2.1  药物装载能力测试 

10 mg 纳米颗粒分散于 4 mL DOX 的水溶液中

(1 mg/mL), 室温避光搅拌。24 h 后, 离心分离并用

磷酸缓冲液(PBS)(pH=7.4)溶液洗涤数次[20]。收集样品

DOX@DMSNs, 依据紫外分光光度计(UV-Vis)进行

装载量的检测与计算。 

DOX@DMSNs 重新分散于 Hb 的水溶液    

(0.5 mg/mL)中, 于恒温振荡器中振荡 24 h。离心分

离[21]。收集样品 Hb/DOX@DMSNs, 依据 UV-Vis

进行装载量的检测与计算。 

1.2.2  药物释放能力测试 

10 mg 载药材料分散于 3 mL 的 PBS溶液中, 在

预设的不同时间点离心分离, 取上清液依据 UV-Vis

测得药物释放曲线。 

1.3  DMSNs 的细胞毒性及细胞吞噬试验 

1.3.1  DMSNs 的细胞毒性试验 

以人源肝癌细胞 SMMC-7721 为细胞模型, 置

于 37℃、5% CO2 的气氛中贴壁培养 24 h。分别加

入 DOX、DOX@DMSNs 和 Hb/DOX@DMSNs(DOX

浓度为 0~50 μg / mL)的细胞培养液, 继续培养 24 h, 

利用 MTT 测试方法检测并计算细胞存活率。 

1.3.2  DMSNs 的细胞吞噬试验 

SMMC-7721 细胞置于 37℃、5% CO2 的气氛中

贴壁培养 , 加入 Hb/DOX@DMSNs(DOX 浓度为

12.5 μg / mL)的细胞培养液中共培养 1、4、8 和 24 h。

利用莱卡荧光显微镜以及流式细胞仪进行测试。 

2  结果与讨论 

2.1  DMSNs 复合颗粒的结构及形貌分析 

首先参考文献报道的方法 [17-19]合成小粒径的

MSNs(第一步), 然后以 30 nm 左右的 MSNs 为“种

子”, 利用简单的两相界面法合成具有较大孔径的树

枝状介孔层(第二步), 其中溶解于上层油相环己烷

(Cyclohexane)中的 TEOS 扩散至界面水解缩聚形成

硅酸盐低聚物 , 同时亲水性–Si–OH 使其与水相

MSNs 表面的十六烷基三甲基氯化铵(CTAC)通过协

同自组装作用进一步成核生长。而体系中持续搅拌

带来的剪切力使硅酸盐/表面活性剂/油纳米胶束自

由生长, 从而形成树枝状的硅层(图 1)。 
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由图 2(a)~(b)可见, 所合成的 MSNs 粒径约 30 nm, 

具有规整的球形形貌、均一性和单分散性。经过二

次生长后, MSNs 表面依次生长出树枝状的外层结

构, 且孔径相较于内层 MSNs 明显增大。图 2(e)~(f)

和图 2(g)~(h)分别对应加入 0.3 和 0.6 g 的 TEA 所得 

 

 
 

图 1  DMSNs 纳米颗粒的制备示意图 

Fig. 1  Schematic illustration for the preparation of DMSNs 
 

 
 

图 2  MSNs (a)~(b)、DMSNs-0 (c)~(d)、DMSNs-0.3 (e)~(f)、

DMSNs-0.6 (g)~(h) 的不同放大倍数的透射电镜照片 

Fig. 2  TEM images of MSNs (a, b), DMSNs-0 (c, d), DMSNs-0.3 (e, 
f), and DMSNs-0.6 (g, h) at different magnification 

到的纳米颗粒, 可见, 通过调节 TEA 的加入量可成

功对树枝状孔径大小进行调控。而且, 颗粒粒径均

为 65 nm左右, 解决了文献[9-10]报道的材料粒径较

大的问题。另外, 比较图 2(d)和(h), 没有加入 TEA

溶液的样品, 几乎没有生成明显的树枝状介孔层, 

这表明作为碱源的 TEA 溶液同时也起到了扩孔的

作用。 

图 3 是纳米颗粒的动态光散射粒径分布图。可

以看出 MSNs、DMSNs-0、DMSNs-0.3 和 DMSNs-0.6

纳米颗粒的平均水合粒径分别为 35、40、70 和 70 nm, 

这说明 TEA 的引入是形成树枝状孔道的关键因素,

同时并不会造成颗粒粒径变大。另外, 这些纳米颗

粒均具有较窄的粒径分布。这说明随着制备过程的

不断进行, 材料依然保持良好的水溶性以及单分散

的状态。 

图 4(a)~(b)是 MSNs 及 DMSNs 的氮气吸附–脱

附曲线和孔径分布图, 表 1 是纳米颗粒的孔参数结

果。可以看出, DMSNs-0 不仅没有成功构建较大的

外层孔道, 反而出现了一定程度的堵孔情况。相较

于 MSNs 内核, 其孔径与孔容都出现了明显下降(孔

径为 1.7 nm, 孔容为 0.7 cm3/g)。随着 TEA 用量的

增加, 材料的比表面积、树枝状介孔层孔径以及孔

容依次增大, 同时保持了 MSNs 提供的 2.7 nm 的内

核孔。其中 DMSNs-0.6 比表面积最大(654.52 m2/g), 

总孔容为 1.26 cm3/g, 同时具备 2.7 和 6.8 nm 两套孔

道, 完全满足 DOX(<1 nm3)和 Hb(5.3 nm×5.4 nm× 

6.5 nm)的装载需求[22]。因此, 相关细胞实验均选择

DMSNs-0.6 组进行评估。 

2.2  DMSNs 纳米颗粒的稳定性测试及药物释放 

图 5(a)为 DMSNs 分别分散在超纯水与细胞培

养液 RPMI 1640 中的稳定性测试结果。从图中可以

看出 14 d 内纳米颗粒的粒径无明显波动, 基本保持 
 

 
 

图 3  MSNs、DMSNs-0、DMSNs-0.3 和 DMSNs-0.6 动态光

散射粒径分布图 

Fig. 3  DLS size distribution curves of MSNs, DMSNs-0, DMSNs- 
0.3, and DMSNs-0.6 
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图 4  MSNs\DMSNs-0\DMSNs-0.3 和 DMSNs-0.6 氮气吸附-

脱附曲线(a)及孔径分布图(b) 

Fig. 4  N2 adsorption-desorption isotherms (a) and correspond-
ing BJH pore size distributions (b) of MSNs, DMSNs-0, 
DMSNs-0.3, and DMSNs-0.6 

 
表 1  MSNs、DMSNs-0、DMSNs-0.3 和 DMSNs-0.6 

的孔结构参数比较 

Table 1  Pore structural parameters of the synthesized 
MSNs, DMSNs-0, DMSNs-0.3, and DMSNs-0.6 

Sample 
Specific surface 

area/(m2·g–1) 
Pore  

diameter/nm 
Pore volume/

(cm3·g–1) 

MSNs 525.81 2.7 1.02 

DMSNs-0 342.86 1.7 0.70 

DMSNs-0.3 469.16 2.7 & 5.4 0.83 

DMSNs-0.6 654.52 2.7 & 6.8 1.26 

 
在70 nm左右, 这说明DMSNs在超纯水与细胞培养

液 RPMI 1640 中没有发生颗粒的破坏或团聚, 表现

出优异的生物稳定性。 

确定材料的稳定性后, 以 DOX 为药物模型, Hb

为蛋白模型研究 DMSNs 在药物装载与释放方面的

效果。利用 DOX 和 Hb 的标准曲线分别测定, DMSNs

对DOX的装载量约为15%, 对Hb的装载量约为32%。

由于 DOX 的药物释放行为与溶液环境的酸碱性相 

关[23], 酸性条件下, DOX 的氨基发生质子化反应能

够使其释放量有所增加。图 5(b)为不同 pH 的 PBS

溶液中的阿霉素累计释放曲线。可以看出, pH 为 7.4 时, 

DOX的累计释放量约为59%, pH为5.4时, 其累计释 

 
 

图 5  DMSNs 的稳定性测试(a)、Hb/DOX@DMSN 在不同 pH 

(pH=5.4 和 pH=7.4)PBS 溶液里的释放曲线(b) 

Fig. 5  Biostability testing of DMSNs (a) and cumulative drug 
release of Hb/DOX@DMSN in PBS with pH=7.4 and pH=5.4 (b) 

 
放量达到 75.6%。而肿瘤部位呈酸性(pH= 5.5)环境, 

这意味着 Hb/DOX@DMSNs 可在病灶部位实现持久

的药物缓释效果, 更好地达到治疗效果。 

2.3  DMSNs 纳米颗粒的细胞吞噬及细胞毒性 

从流式细胞术结果(图 6(a))可知, 随着时间推

移, FL2-A 通道内的荧光信号即 DOX 的荧光信号发

生了明显的位移, 这表明细胞内的 DOX 浓度逐渐

增加 , 也说明了 Hb/DOX@DMSNs 进入细胞后 , 

DOX 从载体中陆续释放并具有一定的持续性。从激

光共聚焦结果(图6(b))可知 SMMC-7721细胞对材料

表现出良好的吞噬效果。其中细胞核因被 DAPI 染

色呈蓝色荧光, DOX 自身为红色荧光。不难发现, 

DOX 释放后依次进入细胞质和细胞核, 充分发挥对

肿瘤细胞的杀伤作用。 

图 7为DMSNs单载或共载抗癌药物或蛋白对细

胞的致死效率与材料浓度的关系。相较于纯 DOX 组

和 DOX@DMSNs 组, 当材料共担载 Hb 和 DOX 后, 

其对癌细胞的致死效果更加明显, 且随着 DOX 浓度

的提升, 细胞存活率持续降低。另外, 装载 Hb/DOX

的纳米颗粒 IC50为 20.6 μg/mL, 相较于单载 DOX 纳

米颗粒(IC50为 45.59 μg/mL)表现出更高的细胞毒性。

这说明 Hb 的引入一定程度上缓解了肿瘤部位 
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图 6  Hb/DOX@DMSN 与 SMMC-7721 细胞共培养不同时间

(1、4、8 和 24 h)的流式细胞术结果(a)和激光共聚焦照片(b) 

Fig. 6  Flow cytometry histograms (a) and CLSM images (b) of 
SMMC-7721 cells after being incubated with Hb/DOX@DMSN 
for 1 h, 4 h, 8 h, and 24 h 

 

 
 

图 7  SMMC-7721 细胞与不同DOX 浓度的Hb/DOX@DMSNs、

DOX@DMSNs 和 Free DOX 共培养 24 h 的细胞毒性结果 

Fig. 7  Cell viability of SMMC-7721 cells incubated with 
Hb/DOX@DMSNs, DOX@DMSNs and free DOX with different 
concentrations of DOX for 24 h 

 
的乏氧状态, 使 DOX 能够充分发挥药效, 提高细胞

致死率, 从而改善抗癌药物的治疗效果。 

3  结论 

本研究利用两相界面法可控地制备了小尺寸

(65 nm)、单分散、稳定性良好的树枝状介孔氧化硅

纳米颗粒。该方法合成步骤简单, 反应条件温和, 制

备的 DMSNs 结构稳定, 均一性良好且具备两套明

显的介孔孔道(2.7 和 6.8 nm), 是血红蛋白与盐酸阿

霉素实现共载的优良载体。研究发现, 血红蛋白的

引入能够在一定程度上有效改善肿瘤细胞的乏氧状

态, 使盐酸阿霉素在病灶部位表现出更高的细胞致

死率, 其 IC50 为 20.6 μg/mL。同时 DOX 在肿瘤部位

是一个缓慢释放的过程(48 h), 具备持久的杀伤效

果。因此, 小尺寸、双孔道的树枝状介孔硅纳米颗

粒在药物传输与肿瘤治疗方面具有广阔的应用前景。 
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