
网络出版时间：２０２５ － ０２ － ０６ １４：２５：１４　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｕｒｌｉｄ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２５０２０６． １１３６． ００３

大蒜新素纳米缓释颗粒的制备
及其对下肢缺血保护作用的实验研究
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摘要　 目的　 制备负载大蒜新素———二烯丙基三硫化物（ＤＡＴＳ）的中空介孔硅纳米微球（ＨＭＳＮｓ），并研究其作为下肢缺血性

损伤治疗剂的可行性。 方法　 采用选择性蚀刻法合成出 ＨＭＳＮｓ，同时利用扫描和透射电镜观察微观结构，Ｘ 射线衍射和动态

光散射（ＤＬＳ）分析理化性质，红细胞溶血实验和细胞毒性实验测试生物安全性。 采用吸附法将 ＤＡＴＳ 负载至 ＨＭＳＮｓ 里，获得

缓释 ＤＡＴＳ 的纳米颗粒（ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ），并用紫外分光光度法计算并制作 ＤＡＴＳ 的累积释放曲线。 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为

四组（假手术组、０. ９％氯化钠注射液组、ＤＡＴＳ 组、ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组），下肢缺血模型采用股动脉结扎切除法制作。 测试各组小

鼠肢体缺血前后的运动能力和肌肉内肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、单核细胞趋化蛋⁃１ （ＭＣＰ⁃１）、活性氧

（ＲＯＳ）、血小板内皮细胞黏附分子（ＣＤ３１）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）和血管内皮生长因

子（ＶＥＧＦ）含量的变化。 结果　 扫描和透射电镜观察可见制备出的 ＨＭＳＮｓ 为中空的球形且粒径均一，ＤＬＳ 结果显示粒径为

（２２６. ５ ± １１. ８）ｎｍ。 红细胞溶血实验及细胞毒性实验结果表明 ＨＭＳＮｓ 具备良好的生物相容性。 ＨＭＳＮｓ 对 ＤＡＴＳ 的最大载药

率为 ２７. ８９％ ，７ ｄ ＤＡＴＳ 的累积释放率 ８０. １２％ ，２１ ｄ 可达到 ９７. ２７％ 。 与对照组比较，ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 用于下肢缺血小鼠后，免
疫组化染色发现 ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、ｂＦＧＦ 及 ＶＥＧＦ 的水平增高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＥＬＩＳＡ 实验发现 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 和 ＲＯＳ 的含量减

低（Ｐ ＜ ０. ０５），并且缺血后小鼠运动能力恢复满意。 结论　 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 可以缓慢、持续地释放 ＤＡＴＳ，为下肢缺血性损伤提

供保护作用。
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　 　 下肢缺血是指任何病因所致血供减少引起的肢

体远端缺血症状，重者危及肢体存活。 持续性缺血

诱发过度氧化应激和强烈炎症反应，会妨碍血管新

生进而影 响 血 供 改 善［１］。 近 年 来 多 项 研 究 表

明［２ － ４］，二烯丙基三硫化物（ｄｉａｌｌｙｌ ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ，ＤＡＴＳ）
即大蒜新素可以减轻氧化应激、抑制炎症反应、促进

血管新生。 常规条件下 ＤＡＴＳ 是液态油状物，虽拥

有良好透膜性，却极难溶于水，这导致其生物利用度

差，限制了其临床应用［５］。 因此，提高溶解度和生

物利用度是其应用中亟待解决的关键问题。 纳米缓

释技术是一种新兴的药物释放技术，它可以调控药

物释放速率，实现药物疗效的提高和毒副作用的降

低［６］。 中空介孔硅纳米微球（ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉ⁃
ｃｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＨＭＳＮｓ）作为药物载体，因其比表

面积大、载药率高和可控释放等优点，引起了广泛关

注［７］。 因此， 该研究利用 ＨＭＳＮｓ 为载体， 负载

ＤＡＴＳ，制备出缓释 ＤＡＴＳ 的纳米颗粒（ＤＡＴＳ⁃ＨＭ⁃
ＳＮｓ），并在动物实验中探讨 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 对下肢缺

血性损伤的保护作用。

１　 材料与方法

１． １ 　 主要试剂与仪器 　 二甲基亚砜 （ 货号：
Ｄ８０６６４５，上海麦克林生化科技有限公司）；氨水（货
号：１０００２１０８，上海国药集团化学试剂有限公司）；
ＤＡＴＳ （ 货 号： Ｄ３０２７３４ ）、 正 硅 酸 四 乙 酯 （ 货 号：
Ｓ２８３２９１）、 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 （ 货 号：
Ｈ４３２９５４）、三乙醇胺（货号：Ｔ１０８１５４）、环己烷（货
号：Ｃ１００５８７）、无水碳酸钠（货号：Ｓ１４１３４２）和盐酸

乙醇分化液（货号：Ａ７４３３９４）均购于上海阿拉丁生

化科技有限公司；人脐静脉内皮细胞 （货号：ＭＺ⁃
３０１９５０，宁波明舟生物科技有限公司）；组织提取液

（货号：１５５９６０２６ＣＮ，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；蛋白酶

和磷酸酶抑制剂混合物（货号：ＰＰＣ１０１０，德国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；胎牛血清（货号：Ａ５２５６７０１，美国
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Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（货号：ＣＡ１２１０，北京索

莱宝科技有限公司）；小鼠肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃α）酶联免疫分析（ｅｎｚｙｍｅ⁃
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ ） 试 剂 盒 （ 货 号： ＳＢＪ⁃
Ｍ００３０⁃９６Ｔ）、小鼠白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃
６）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＳＢＪ⁃Ｍ００４４）和小鼠活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：
ＳＢＪ⁃Ｍ０６０８）均购于南京森贝伽生物科技公司；小鼠

单核细胞趋化蛋白 １（ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ⁃１， ＭＣＰ⁃１）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＲＪ１６９２９，上海

仁捷生物科技有限公司）；多功能酶标仪 （型号：
ＶＩＣＴＯＲ Ｎｉｖｏ，美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）；真空冷冻干

燥机（型号：ＴＧ１６⁃ＷＳ，北京松源华兴科技有限公

司）；ＣＯ２ 恒温培养箱（型号：Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ＴＧＡ５５６１２⁃１，
四川医用设备有限公司）；紫外可见分光光度计（型
号：ＪＳ⁃１８６，日本岛津公司）；超声波细胞破碎仪（型
号：ＪＹ９２⁃ＩＩＮ，浙江赛德仪器设备有限公司）；扫描电

子显微镜（型号：西格玛⁃３００，德国蔡司公司）；透射

电子显微镜（型号：Ｉｎｓｐｅｃｔ Ｆ５０，美国赛默飞公司）；
动态光散射粒度分析仪 （型号：Ｎｉｃｏｍｐ ３８０，美国

ＰＳＳ 粒度仪公司）； 吸入式气体麻醉机 （ 型号：
ＲＷＤ５１０，深圳瑞沃德生命科技有限公司）；光学显

微镜（型号：ＢＸ４３Ｆ，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）。
１． ２　 实验动物　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠 ６０ 只，８
周龄，体质量（２０. ３２ ± １. ００） ｇ，购于常州卡文斯实

验动物有限公司［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０２１⁃００１３］。 饲养环境：温度 ２０ ～ ２５ ℃；相对湿度

（５５. ２ ± ５. ０）％ ；昼夜节律分别为 １２ ｈ；每笼 ６ 只进

行分组，分笼进行饲养；自由饮食、饮水。 严格遵守

安徽医科大学动物伦理要求进行动物的操作和处

理，伦理批号：ＬＬＳＣ２０２０１０１７。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 的合成与表征　 ＨＭＳＮｓ 的合

成［３］：① 量取 ４ ｍｌ 氨水、１７８. ５ ｍｌ 无水乙醇和 ２５ ｍｌ
超纯水，室温下混合搅拌 ３０ ｍｉｎ（３００ ｒ ／ ｍｉｎ），然后

缓慢滴加正硅酸四乙酯 ５ ｍｌ 并持续搅拌 １ ｈ；② 将

获得的混合溶液高速离心（８ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ）１５ ｍｉｎ，弃
去上清液后将得到的沉淀物再分散到 １００ ｍｌ 超纯

水中；③ 分别将 ３０ ｇ 十六烷基三甲基溴化铵和 ０. ９
ｍｌ 三乙醇胺溶于 ２００ ｍｌ 超纯水混匀后再倒入上一

步得到的混合溶液，转移至圆底烧瓶里搅拌混匀，再
缓慢滴入 １０ ｍｌ 正硅酸四乙酯和 ９０ ｍｌ 环己烷的混

合液，再将圆底烧瓶置于 ６０ ℃的水浴锅里缓慢搅拌

６ ｈ，然后收集下层乳白色透亮的水相溶液；④ 用超

纯水将上一步得到的水相溶液稀释并定容到 ３６０
ｍｌ，添加 ７. ６３８ ｇ 纯碱后持续剧烈搅拌 １ ｈ，１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 ３０ ｍｉｎ 后，水洗干净后再用盐酸乙

醇分化液反复超声萃取多次，直到沉淀物易超声分

散，水洗离心去除杂质，最终得到 ＨＭＳＮｓ，将其真空

冷冻干燥 ２４ ｈ 后，收集白色冻干粉末用于后续实

验。
　 　 采用吸附法将 ＤＡＴＳ 负载至 ＨＭＳＮｓ 里：取一定

量的 ＤＡＴＳ 溶于二甲基亚砜，与 ＨＭＳＮｓ 按照 １ ∶ １
的比例混合，室温下搅拌吸附 １２ ｈ，达到平衡后离

心，移去上清液，真空状态下挥去溶剂，最终得到载

药样品（ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ）粉末。
　 　 材料的表征：扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察 ＨＭＳＮｓ 的外貌形态和粒径大

小；电子透射显微镜（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏ⁃
ｐｙ，ＴＥＭ）观察 ＨＭＳＮｓ 的内在形态和孔道结构；Ｘ 射

线衍射（Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）进行结构分析；动态

光散射（ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＤＬＳ）测定 ＨＭＳＮｓ
电势和粒径大小；用紫外 － 可见分光光度法分析

ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 的载药率和 ＤＡＴＳ 的累积药物释放

率，其中载药率（％ ） ＝ （投药量 － Ｃ上清液 Ｖ） ／ （投药

量 － Ｃ上清液Ｖ ＋Ｗ载体量） × １００％ 。
１． ３． ２　 溶血实验　 新鲜正常人全血由安徽医科大

学第一附属医院提供。 首先，取 ３ ｍｌ 的新鲜抗凝全

血以 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 １５ ｍｉｎ。 离心后弃上清

液，保留红细胞沉淀。 吸取 １ ｍｌ 红细胞稀释于

３. ６７ ｍｌ ０. ９％氯化钠注射液，制成红细胞悬液。 然

后，准确称取 ＨＭＳＮｓ，用 ０. ９％氯化钠注射液分别配

置成 ５０、１００、２００、４００ μｇ ／ ｍｌ 的混悬液。 实验组：
１ ｍｌ 的 ０. ９％氯化钠注射液和 １００ μｌ 红细胞悬液分

别与 １００ μｌ 不同浓度的 ＨＭＳＮｓ 混悬液混合均匀。
阳性对照组：１. １ ｍｌ 的去离子水和 １００ μｌ 红细胞悬

液。 阴性对照组：１. １ ｍｌ 的 ０. ９％ 氯化钠注射液和

１００ μｌ 红细胞悬液。 所有样品均 ３７ ℃孵育 ２ ｈ 后

取出离心（１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ），再从所有样品中分

别吸出 １００ μｌ 上清液置于 ９６ 孔板内，每组 ３ 个复

孔，使用多功能酶标仪读取波长 ５４０ ｎｍ 处的光密度

（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，并按照公式计算红细胞溶

血率。 溶血率（％ ） ＝ （ＯＤ实验 － ＯＤ阴性） ／ （ＯＤ阳性 －
ＯＤ阴性） × １００％ 。
１． ３． ３　 细胞毒性实验　 接种人脐静脉内皮细胞于

９６ 孔板，密度为每孔 ５. ０ × １０３ 个，实验组细胞用不

同浓度的 ＨＭＳＮｓ 混悬液（０、５０、１００、２００、４００ μｇ ／
ｍｌ）处理，孵育 ２４ ｈ 后加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １０ μｌ ／孔，继

·２０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



续孵育 １ ｈ 后，用多功能酶标仪读取波长 ４５０ ｎｍ 处

各孔的 ＯＤ 值，计算细胞存活率。 ０ μｇ ／ ｍｌ 组的细胞

存活率拟设为 １００％ 。 细胞存活率 ＝ （ＯＤａ － ＯＤｂ） ／
（ＯＤｃ － ＯＤｂ） × １００％ ，其中，ＯＤａ 为不同浓度 ＨＭ⁃
ＳＮｓ 组的 ＯＤ 值，ＯＤｂ 为空白处的 ＯＤ 值，ＯＤｃ 为 ０
μｇ ／ ｍｌ 组 ＯＤ 值。
１． ３． ４　 小鼠后肢缺血模型　 结扎切除法：使用 ２％
异氟烷麻醉小鼠，氧气流量稳定为 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ。 对左

腹股沟及后肢进行剃毛和消毒，采取后肢内侧切口，
暴露后肢动脉，分离股动脉和股静脉，在股动脉近端

和远端分别进行双线结扎，之后剪断两结扎点之间

的股动脉，然后逐层缝合皮肤，最后用碘伏擦拭伤口

处。 手术结束后，将动物置于 ３７ ℃的孵箱内直到苏

醒。 小鼠复苏后，转致饲养笼中培养，并在笼底部添

加部分软化的食物和水，以方便手术后的小鼠摄食。
１． ３． ５　 实验分组方案　 将造模成功的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌

性小鼠随机分为 ４ 组（每组 １２ 只）：假手术组（只切

开小鼠皮肤，不做血管结扎切除）、０. ９％ 氯化钠注

射液组（生理盐水组）、ＤＡＴＳ 组、ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组。
采用腹腔注射的方式进行给药。 在小鼠股动脉结扎

手术前 １ ｄ 给予假手术组 １ ｍｌ ０. ９％氯化钠注射液，
生理盐水组给予 １ ｍｌ ０. ９％ 氯化钠注射液，ＤＡＴＳ⁃
ＨＭＳＮｓ 组给予 １ ｍｌ ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 混悬液，ＤＡＴＳ 组

给予按照载药率换算出的 １ ｍｌ ＤＡＴＳ 混悬液。 在缺

血第 ２１ 天后进行运动能力测试，并取材进行形态学

检测。
１． ３． ６　 小鼠运动能力测试　 适应性训练：实验前 １
周，设置跑台坡度为 ７°，让小鼠进行适应性训练，先
适应环境 ５ ｍｉｎ 后，跑台逐渐加速至 １０ ｍ ／ ｍｉｎ，维持

该速度，５ ｍｉｎ 后逐渐加速至 １５ ｍ ／ ｍｉｎ 并再维持 ５
ｍｉｎ，然后逐渐降速至停止，最后，将小鼠取出放回饲

养笼内。
　 　 运动能力测试：每组随机取出 ５ 只小鼠，轻轻放

入跑台的跑道中，然后逐渐加速，３ ｍｉｎ 内加速到

１２. ５ ｍ ／ ｍｉｎ，视为运动能力检测开始。 然后，逐渐提

高跑台速度，在 ５ ｍｉｎ 内加速到 １５ ｍ ／ ｍｉｎ。 随后，以
每 ３ ｍｉｎ 增加 ２. ５ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度逐渐提速，直到小

鼠不能维持所需的运动速度（使用毛刷或电击连续

３ 次，小鼠不能持续向前跑动），才将其从跑台拿出

放入新的小鼠饲养笼中继续饲养。 记录小鼠的最大

速度、运动时间及运动距离，以评价其运动能力。
１． ３． ７　 动物样本获取与处理　 小鼠运动能力测试

结束后每组剩余的小鼠全部使用 ２％ 异氟烷麻醉，
７５％乙醇消毒表面，特别是要取材部位。 然后，在小

腿朝向腹股沟一侧剪开一个纵向的切口，暴露出腿

部骨骼肌，用眼科剪沿着肌丝走形剪取长条状肌肉，
漂洗干净后切成 １ ｍｍ３ 小块，并分成两份，一份液

氮急速冷冻后 － ８０ ℃ 冰箱保存待用，另一份置于

４％多聚甲醛中固定后，用石蜡包埋切片。
１． ３． ８　 组织学染色与免疫组织化学染色　 石蜡切

片脱蜡水化后，按常规方法进行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ
染色，使用正置显微镜分别拍照并保存。 利用免疫

组织化学染色法检测血小板内皮细胞黏附分子

（ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ⁃３１，ＣＤ３１）、α⁃平滑肌肌动

蛋白（ａｌｐｈａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、碱性成纤

维细胞生长因子（ ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ｂＦ⁃
ＧＦ） 和 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等蛋白的表达情况，用光学显

微镜拍照、留存，并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件评估免疫反应

阳性表达面积百分比。
１． ３． ９　 骨骼肌组织蛋白提取及 ＥＬＩＳＡ 实验　 将组

织提取液从 － ２０ ℃冰箱取出后置于 ４ ℃冰箱内过

夜解冻，再每组吸取 １０ ｍｌ 分装于新的 １５ ｍｌ 离心

管，并在该离心管中加入 １００ μｌ 蛋白酶抑制剂混合

液。 取 １ ｇ 新鲜冰冻的骨骼肌组织迅速放入装有组

织提取液的离心管内，并将离心管置于冰浴中。 将

机械匀浆器打开，转速设置为 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，然后将

转头插入装有组织块的离心管中进行匀浆操作，直
到骨骼肌组织完全打碎。 匀浆结束后，将离心管放

入冷冻离心机中离心（４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），
分离上清液至新的离心管， － ８０ ℃冰箱保存待测。
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１
和 ＲＯＳ 的含量。 测定 ４５０ ｎｍ 处 ＯＤ 值，通过标准曲

线计算样品中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 和 ＲＯＳ 的含量。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件进行统计

分析。 符合正态分布的定量资料以均数 ± 标准差

（�ｘ ± ｓ）表示，两组间数据比较采用 ｔ 检验，多组间比

较采用单因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 材料的合成与表征 　 利用 ＳＥＭ 和 ＴＥＭ 对

ＨＭＳＮｓ 的形貌和内在结构进行表征，ＳＥＭ 图可见

ＨＭＳＮｓ 是大小均一、表面多孔的球形纳米颗粒（图
１Ａ），ＴＥＭ 图显示 ＨＭＳＮｓ 内部是空腔结构，外层壳

的厚度适宜，并且外层壳上布满孔道（图 １Ｂ）。 ＤＬＳ
测得的 ＨＭＳＮｓ 粒径为（２２６. ５ ± １１. ８） ｎｍ（图 １Ｃ）。
ＸＲＤ 对 ＨＭＳＮｓ 粉末进行分析显示 ＨＭＳＮｓ 在 ２θ 为

·３０２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



２３°时有 １ 个明显的衍射峰（图 １Ｄ），证明 ＨＭＳＮｓ 有
明显有序的介孔结构，这也进一步表明 ＨＭＳＮｓ 的成

功合成。 再进行 ＨＭＳＮｓ 对 ＤＡＴＳ 的负载与表征。
首先，图 ２Ａ 展示的以 ＤＡＴＳ 浓度对紫外吸光度值进

行线性回归，得到 ＤＡＴＳ 的标准曲线，Ｒ２ 为 ０. ９９１，
证明在此浓度范围内 ＤＡＴＳ 浓度与吸光度值具有良

好的线性关系。 利用这个标准曲线，测出 ＤＡＴＳ 与

ＨＭＳＮｓ 的质量比为 ０. ８ ∶ １. ０ 时，具有最佳载药率，
最大载药率为 ２７. ８９％ 。 图 ２Ｂ 展示了 ＤＡＴＳ⁃ＨＭ⁃
ＳＮｓ 在 ３７ ℃水浴，ｐＨ 值为 ７. ４ 的 ＰＢＳ 溶液里测得

ＤＡＴＳ 累积释放率与时间的关系，第 １ ～ ７ 天 ＤＡＴＳ
快速 释 放， 到 第 ７ 天 时 ＤＡＴＳ 的 累 积 释 放 率

８０. １２％ ，７ ｄ 以后 ＤＡＴＳ 释放速度减缓，至 ２１ 时累

积释放率已达到 ９７. ２７％ 。 图 ３Ａ 展示的是 ＨＭＳＮｓ、
ＤＡＴＳ 及 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 的表面 Ｚｅｔａ 电位变化，经测

算它们的 Ｚｅｔａ 电位分别是（ － ９. ４１ ± ０. ６６）、（ －
６. ５２ ± ０. ４０）、（ － ７. ２０ ± ０. ４４）ｍＶ。 这种表面 Ｚｅｔａ
电位的变化说明 ＨＭＳＮｓ 成功负载了 ＤＡＴＳ。
２． ２　 生物相容性评估　 理想的药物载体应该具有

优异的生物相容性，为了评估 ＨＭＳＮｓ 的生物相容

性，本研究分别进行了溶血实验和细胞毒性实验。
图 ３Ｂ 展示的是溶血实验结果表明当 ＨＭＳＮｓ 与红

细胞共培养时，ＨＭＳＮｓ 最高浓度达到 ４００ μｇ ／ ｍｌ 时
未观察到明显的溶血现象（红细胞溶血率 ＜ ５％ ）。
当浓度高达到 ４００ μｇ ／ ｍｌ 的 ＨＭＳＮｓ 与人脐静脉内

皮细胞共培养 ３ ｄ 后细胞的活力仍然 ＞ ９０％ （图
３Ｃ）。 以上 ２ 个实验的结果都表明 ＨＭＳＮｓ 对细胞

几乎是无毒的，这反应出 ＨＭＳＮｓ 具有良好的生物相

容性。
２． ３　 小鼠运动能力测试　 为了探究生理状态下血

流灌注恢复情况，对小鼠缺血手术前和缺血手术后

２１ ｄ 的运动能力进行了检测。 结果发现，在缺血手

术前正常状态下，各组小鼠在坡度跑台上达到的最

大速度、达到最大速度的时间和距离比较差异均无

统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），提示在非缺血状态下小鼠

运动能力无明显差异。 在缺血第 ２１ 天后，假手术组

小鼠在坡度跑台上达到的最大速度、达到最大速度

的时间和距离与 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组比较均差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 相同的结果也见于生理盐水

组与 ＤＡＴＳ 组之间的比较 。相应的 ，假手术组与

图 １　 ＨＭＳＮｓ的表征

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＳＮｓ
Ａ： ＳＥＭ； Ｂ： ＴＥＭ； Ｃ： Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ； Ｄ： ＸＲＤ．
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图 ２　 ＤＡＴＳ 的标准曲线和药物释放曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ＤＡＴＳ
Ａ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＡＴＳ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ； Ｂ： Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＡＴＳ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｂｙ ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ．

图 ３　 材料的 Ｚｅｔａ 电位及生物安全性

Ｆｉｇ． ３　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
　 　 Ａ： Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ； Ｂ： Ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ； Ｃ： Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＳＮｓ．

ＤＡＴＳ 组或生理盐水组比较， ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组与

ＤＡＴＳ 组或生理盐水组比较，小鼠在坡度跑台上达

到的最大速度、达到最大速度的时间和距离均差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 这个结果说明，小鼠后

肢缺血模型造模是成功的，并且缓慢释放 ＤＡＴＳ 的

ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 可以很好地改善小鼠肢体缺血后运动

·５０２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



能力的恢复。 然而，并未观察到 ＤＡＴＳ 爆发式给药

对缺血后小鼠运动能力的保护作用。 见图 ４。
２． ４　 组织病理染色结果　 组织学染色技术可以用

来评估肌肉退变和组织炎症等形态学特征以及缺血

区域的组织纤维化水平。 如图 ５ 所示，ＨＥ 染色可

见 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组与假手术组的肌间隙宽度、肌横

纹结构稳定，相较于生理盐水组和 ＤＴＡＳ 组的肌肉

细胞变性和炎症细胞浸润均减弱。 Ｍａｓｓｏｎ 染色可

使纤维组织呈蓝色，结果见 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组的纤维

化程度明显减轻，表明缓慢释放 ＤＴＡＳ 可显著减少

胶原沉积，避免组织纤维化，从而减轻缺血对肌肉组

织再生的影响。 为了探究这个现象的深层次原因，
再利用免疫组织化学染色技术检测肌肉组织内

ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、 ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ 水平。 与假手术组比

较，生理盐水组的 ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、ｂＦＧＦ 及 ＶＥＧＦ 的

表达都不同程度升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与生理盐水组比

较，ＤＡＴＳ 组 ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、ｂＦＧＦ 及 ＶＥＧＦ 的表达升

高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＤＡＴＳ 组比较，ＤＴＡＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组

ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、ｂＦＧＦ 及 ＶＥＧＦ 的表达也升高（Ｐ ＜
０. ０５），见图 ６ 和表 １。
２． ５　 各组肌肉内炎症因子及 ＲＯＳ 水平的变化　 缺

血第 ２１ 天后各组小鼠肌肉内炎症因子表达的结果

见表 ２。 与假手术组比较，ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 和 ＭＣＰ⁃１ 的表达水平升高，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＤＴＡＳ 组的 ３ 种炎症因子的表达水平

高于 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组，而生理盐水组的 ３ 种炎症因

子表达水平又高于 ＤＡＴＳ 组，差异均有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 各组小鼠缺血术前与术后第 ２１ 天肌

肉内 ＲＯＳ 的浓度变化结果见图 ７。 术前各组的 ＲＯＳ
浓度比较差异无统计学意义。术后２１天假手术组

图 ４　 小鼠运动能力测试结果

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｉｃｅ
　 　 Ａ： Ｍａｘｉｍｕｍ ｓｐｅｅｄ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｕｒｇｅｒｙ； Ｂ： Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｖｅｌｅｄ ｂｙ ｍｉｃｅ ａｔ ｍａｘｉｍｕｍ ｓｐｅｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｕｒｇｅｒｙ； Ｃ： Ｔｉｍｅ ｔａｋｅｎ ｂｙ ｍｉｃｅ ｔｏ ｒｅａｃｈ ｍａｘｉｍｕｍ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ｏｎ ｄａｙ ２１ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅ⁃
ｍｉｃ ｓｕｒｇｅｒｙ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＤＡＴＳ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 各组腓肠肌的 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果 × ４００
Ｆｉｇ． ５　 ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ × ４００
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图 ６　 各组小鼠腓肠肌的 ＣＤ３１、α⁃ＳＭＡ、ｂＦＧＦ 及 ＶＥＧＦ 的免疫组织化学染色结果 × ４００
Ｆｉｇ． ６　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＤ３１， α⁃ＳＭＡ， ｂＦＧＦ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ × ４００

表 １　 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析的免疫反应阳性表达面积百分比（ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｒｅａ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓｏｆｔｗａｒｅ （ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐｓ ＣＤ３１ （％ ） α⁃ＳＭＡ （％ ） ＶＥＧＦ （％ ） ｂＦＧＦ （％ ）
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ０． ０８ ± ０． ０４ ０． ０６ ± ０． ０３ ０． ０９ ± ０． ０４ ０． ９４ ± ０． ２４
Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ０． ４２ ± ０． １０∗ ０． ３２ ± ０． ０８∗ ０． ６４ ± ０． ０７∗ ３． ８１ ± ０． ７３∗

ＤＡＴＳ ０． ７７ ± ０． ０７＃ ０． ５９ ± ０． １４＃ １． １６ ± ０． １３＃ ５． ７０ ± ０． ６５＃

ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ １． ３１ ± ０． ０９ § １． ２４ ± ０． ０８ § ３． ６６ ± ０． ３７ § ９． ６５ ± ０． ６２ §

Ｆ ｖａｌｕｅ ５４８． １１ ２６８． ２１ ４３３． ３６ ４７０． ４０
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； § Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＤＡＴＳ ｇｒｏｕｐ．

的 ＲＯＳ 浓度最低，ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ 组的 ＲＯＳ 浓度稍高

于假手术组，而 ＤＡＴＳ 组的 ＲＯＳ 浓度高于 ＤＡＴＳ⁃
ＨＭＳＮｓ 组，生理盐水组的 ＲＯＳ 稍高于 ＤＡＴＳ 组，差
异均有统计学意义的（Ｐ ＜ ０. ０５）。

表 ２　 各组小鼠腓肠肌内 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 含量

（ｐｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＭＣＰ⁃１ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ

ｍｕｓｃｌｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｐｇ ／ ｇ， ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＭＣＰ⁃１
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ １２． ３４ ± ３． ３４ 　 １０． ４７ ± ２． ９６ 　 １１． ５３ ± ２． １２ 　

Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ９８． １５ ± ９． ７１∗ ９１． ３６ ± ８． ４６∗ ８７． ５６ ± ８． ７９∗

ＤＡＴＳ ６８． ８３ ± ７． １１＃ ５６． ８９ ± ８． ４２＃ ４５． ８９ ± ９． ４５＃

ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ ２１． １１ ± ３． ５８ § ＆ １７． ２２ ± １． ６３ § ＆ ２２． １５ ± ３． ３１ § ＆

Ｆ ｖａｌｕｅ ２５８． ８０　 　 １５９． ５４　 　 ６６． ９０
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ； § Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＤＡＴＳ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

图 ７　 各组小鼠腓肠肌内 ＲＯＳ 浓度比较

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＤＡＴＳ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ ｇｒｏｕｐ；
＆Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．
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３　 讨论

　 　 下肢缺血性疾病是指由于各种原因导致下肢动

脉狭窄或者闭塞、血流灌注不足，从而导致下肢出现

一些间歇性跛行、溃疡或者坏疽等临床表现的一类

疾病。 治疗这类疾病的总体原则是通过手术或介入

的方法快速重建血运，恢复缺血组织的血流灌注，最
大限度地保存肢体，避免大截肢［１］。 然而，手术或

介入的方法只是重建了大、中血管的血运，对病变累

及小血管和末梢血管的疗效有限［８］。 此外，组织缺

血、缺氧会影响细胞代谢，致使细胞内 ＲＯＳ 浓度升

高，导致氧化应激的发生，引起过度炎症反应，损伤

血管内皮细胞，妨碍缺血后血管新生，进一步加重缺

血［９］。 因此，业内专家提出治疗性血管新生，即将

能促进血管生成的药物转入缺血组织，人为诱导血

管新生和侧支循环建立，从而改善缺血部位血流灌

注，使其重新获得足够的血供。 硫化氢（ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）是继一氧化氮和一氧化碳之后的又一

种内源性气体信号分子，它可以快速穿越细胞膜在

细胞间传递信号，而不需要被再摄取或降解，是维持

机体内环境稳态的关键因素之一［１０］。 Ｈ２Ｓ 的生理

效应因器官而异，在循环系统中，经研究证实，Ｈ２Ｓ
具有减轻氧化应激、抑制炎症反应、舒张血管以及促

进血管新生等作用［１１］。 近年来，大量研究展示了补

充外源性 Ｈ２Ｓ 用于治疗下肢缺血［３］、脑缺血［１２］以及

心肌缺血［１３］等诸多缺血性疾病的巨大潜力。 ＤＡＴＳ
是一种传统的 Ｈ２Ｓ 供体，它在还原性谷胱甘肽等硫

醇存在的条件下可以有效生成 Ｈ２Ｓ［１４］。 然而，由于

机体内硫醇分布广泛，导致了 ＤＡＴＳ 分解释放 Ｈ２Ｓ
的选择性及释放速率无法调控，成药性较差［１５］。 因

此，开发一种可调控 ＤＡＴＳ 释放的药物载体以达到

控制释放 Ｈ２Ｓ 的目的，从而为 Ｈ２Ｓ 发挥其减轻氧化

应激、抑制炎症反应和促进血管新生的作用提供保

障。
　 　 本研究采用选择性蚀刻法成功制备出 ＨＭＳＮｓ
纳米药物载体，并对其表面特征，载药率及药物累积

释放率，生物相容性进行了分析。 结果显示，该载体

的粒径是（２２６. ５ ± １１. ８） ｎｍ，这种大小合适的纳米

颗粒可以使其保持较高的渗透性，可以透过细胞膜

进入到细胞内发挥作用。 另外 ＨＭＳＮｓ 对 ＤＡＴＳ 的

最大载药率为 ２７. ８９％ ，７ ｄ ＤＡＴＳ 的累积释放率为

８０. １２％ ，２１ ｄ 已达到 ９７. ２７％ ，推断由于 ＨＭＳＮｓ 特

殊的空腔及孔道结构，实现了对 ＤＡＴＳ 的有效装载

和缓慢释放。 纳米药物载体的生物相容性是衡量其

应用价值的又一重要指标，本研究以人脐静脉内皮

细胞和人血红细胞为模型考察了其生物相容性，
ＨＭＳＮｓ 在 ４００ μｇ ／ ｍｌ 水平下，人脐静脉内皮细胞细

胞存活率可达 ９０％ 以上，人红细胞溶血率 ＜ ５％ 。
ＤＡＴＳ 在体内因其代谢快，影响其药效的持久性，以
小鼠后肢缺血为模型，与 ＤＡＴＳ 相比 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ
可持久地释放 ＤＡＴＳ，降低炎症因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、
ＭＣＰ⁃１）和 ＲＯＳ 水平，促进血管生长因子 （ ｂＦＧＦ、
ＶＥＧＦ）释放，增加微血管和小动脉的密度（ＣＤ３１、α⁃
ＳＭＡ）。 上述结果表明，ＨＭＳＮｓ 的生物相容性好，安
全性高，在 ＤＡＴＳ 的药物缓释方面有良好的应用前

景。
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ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ ｇｒｏｕｐｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０２０， ６８ （６）： １５７１ － ８． ｄｏｉ：１０．
１０２１ ／ ａｃｓ． ｊａｆｃ． ９ｂ０５５５７．

［５］ Ｒｏｓｅ Ｐ， Ｍｏｏｒｅ Ｐ Ｋ， Ｚｈｕ Ｙ Ｚ． Ｇａｒｌｉｃ ａｎｄ ｇａｓｅｏｕｓ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ［Ｊ］ ．
Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０１８， ３９（７）： ６２４ － ３４． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ｔｉｐｓ． ２０１８． ０３． ００９．

［６］ Ａｄｅｐｕ Ｓ， Ｒａｍａｋｒｉｓｈｎａ Ｓ． Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ： ｃｕｒ⁃
ｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０２１， ２６（１９）：
５９０５． ｄｏｉ： １０． ３３９０ ／ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ２６１９５９０５．

［７］ Ｇｕｏ Ｌ， Ｐｉｎｇ Ｊ， Ｑｉｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｒｕｇ ｌｏａｄ⁃
ｉｎｇ ｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ： ｉｍｐａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］ ． Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０２１， １１（５）： １２９３．
ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／ ｎａｎｏ１１０５１２９３．

［８］ Ｉｓｍａｅｅｌ Ａ， Ｐａｐｏｕｔｓｉ Ｅ， Ｍｉｓｅｒｌｉｓ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ： ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｂｉｏｐｔｅｒｉｎｓ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２０， ９（７）： ５９０． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／
ａｎｔｉｏｘ９０７０５９０．

［９］ Ｈｕｔｃｈｉｎｇｓ Ｇ， Ｋｒｕｓｚｙｎａ Ｌ， Ｎａｗｒｏｃｋｉ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈ⁃
ａｎｉｓｍｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＲＯＳ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｌｏｗｅｒ ｅｘ⁃
ｔｒｅｍｉｔｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２１， １０（５）： ７３５． ｄｏｉ：
１０． ３３９０ ／ ａｎｔｉｏｘ１００５０７３５．

［１０］ Ｄｉｎｇ Ｈ， Ｃｈａｎｇ Ｊ， Ｈｅ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ： ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｇａｓ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｈｅａｌｔｈｃ Ｍａｔｅｒ， ２０２２，
１１（４）： ｅ２１０１９８４． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ａｄｈｍ． ２０２１０１９８４．

［１１］ Ｋｏｌｌｕｒｕ Ｇ Ｋ， Ｓｈａｃｋｅｌｆｏｒｄ Ｒ Ｅ， Ｓｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｌｆｉｄｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｒ⁃

·８０２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



ｄｉｏｌ， ２０２３， ２０ （２）： １０９ － ２５． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５６９ － ０２２ －
００７４１ － ６．

［１２］ Ｊｉａ Ｊ， Ｌｉ Ｊ， Ｃｈｅｎｇ Ｊ． Ｈ２Ｓ⁃ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ ｆｏｒ ｉｓｃｈａｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ：
ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ［ Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ Ｖａｓｃ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１９， ４
（２）：６３ － ６． ｄｏｉ： １０． １１３６ ／ ｓｖｎ － ２０１８ － ０００１９４．

［１３］ Ｈｕ Ｊ， Ｘｕｅ Ｙ， Ｔａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｓｕｌｆｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＢＭＡＬ１［Ｊ］ ． Ｂｉ⁃
ｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１９， １２０： １０９５４０． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏ⁃

ｐｈａ． ２０１９． １０９５４０．
［１４］ Ｓｕｎ Ｈ Ｊ， Ｗｕ Ｚ Ｙ， Ｎｉｅ Ｘ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌ⁃

ｆｉｄｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ： ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｄｖ Ｒｅｓ， ２０２１， ２７： １２７ － ３５． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ｊａｒｅ． ２０２０． ０５． ０１０．

［１５］ Ｚｈａｏ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｈ， Ｘｉａｎ Ｍ． Ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ
（Ｈ２Ｓ） ｄｏｎｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ， ２０１１， １３３（１）： １５ － ７．
ｄｏｉ： １０． １０２１ ／ ｊａ１０８５７２３．

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｉｔｒｉｄｉｎ ｎａｎｏ⁃ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ

Ｏｕｙａｎｇ Ｈｕａｎ１， Ｌｉｕ Ｂｏ１，２， Ｌｉｕ Ｙｉ１，２， Ｚｈａ Ｂｉｎｓｈａｎ１， Ｄｉｎｇ Ｙａｎｇ１， Ｈｕ Ｘｉａｎｙｕ１， Ｃｈｅｎ Ｚｈｉｙｏｎｇ１

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２；
２Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＨＭＳＮｓ） ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｌｉｃｉｎ—ｄｉａｌｌｙｌ
ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ （ＤＡＴＳ）， ａｎｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅｉｒ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
　 ＨＭＳＮｓ ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｔｃｈｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓ⁃
ｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｔｈｅｉｒ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ
ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ （ＤＬＳ）． Ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
ＤＡＴＳ ｗａｓ ｌｏａｄｅｄ ｉｎｔｏ ＨＭＳＮｓ ｂｙ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ＤＡＴＳ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ （ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＡＴＳ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ （ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ＤＡＴＳ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＤＡＴＳ⁃ＨＭ⁃
ＳＮｓ ｇｒｏｕｐ）． Ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｂｙ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ （ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ＩＬ⁃６）， ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
１ （ＭＣＰ⁃１）， ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ）， ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ （ＣＤ３１）， ａｌｐｈａ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ）， ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ｂＦＧＦ） ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ＶＥＧＦ） ｉｎ
ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅ⁃
ｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ＨＭＳＮｓ ｗｅｒｅ ｈｏｌｌｏｗ， ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ａｎｄ ｕｎｉｆｏｒｍ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓｉｚｅ． ＤＬＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｗａｓ （２２６. ５ ± １１. ８） ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ
ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＭＳＮｓ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＭＳＮｓ ｏｎ
ＤＡＴＳ ｗａｓ ２７. ８９％ ， ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＡＴＳ ｉｎ ７ ｄａｙｓ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ８０. １２％ ， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ９７. ２７％
ｉｎ ２１ ｄａｙｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｆｔｅｒ ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ，
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３１， α⁃ＳＭＡ， ｂＦＧＦ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）．
Ｅｌｉｓａ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＭＣＰ⁃１ ａｎｄ ＲＯＳ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｉｌｙ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＡＴＳ⁃ＨＭＳＮｓ ｃａｎ ｒｅｌｅａｓｅ ＤＡＴＳ ｓｌｏｗｌｙ ａｎｄ ｃｏｎｔｉｎｕ⁃
ｏｕｓｌｙ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｌｌｉｔｒｉｄｉｎ； ａｉａｌｌｙｌ ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ； ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃｏｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ； ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｓｕｌｆｉｄｅ； ｎａｎｏ⁃ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ （Ｎｏ． ＫＪ２０２０Ａ０１９５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｃｈｅｎ Ｚｈｉｙｏｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ａｙｃｚｙ＠ １６３． ｃｏｍ
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