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[bookmark: OLE_LINK4][摘 要] 目的：构建中空硫化铜纳米酶脂质复合纳米载体提升硫化铜纳米载体的内吞效率，进一步探讨其通过化学动力疗法（CDT）联合近红外二区（NIR-II）的光热治疗（PTT）杀伤黑色素瘤细胞的效果与机制。方法：构建(2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺（氯盐）（DOTAP）阳离子脂质体包被硫化铜纳米载体（CuS@LIP），在1064 nm 激光照射下，研究不同浓度的CuS与CuS@LIP的光热性能和稳定性；通过过氧化氢（H2O2）与3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB）催化活性检测体系，验证CuS@LIP介导催化H2O2的活性。最后，用一系列浓度梯度的CuS、CuS@LIP在有无1064 nm 激光处理B16-F10黑色素瘤细胞，CCK-8法检测细胞的存活率，筛选适宜的CuS@LIP浓度（20 μg/mL）用于后续实验。Calcein-AM/PI染色法检测细胞的存活情况，Annexin V-FITC/PI 染色结合流式仪测定细胞凋亡率。结果：CuS@LIP的平均粒径为178.23 ± 6.46 nm，平均Zeta电位20.47 ± 0.93 mV；在1064 nm激光照射下80 μg/mL CuS@LIP最高温度可达65.4 ℃, 比单纯CuS的63.4 ℃更高；经3个激光开关循环测试CuS@LIP终点温度基本保持不变。此外，CuS@LIP与CuS 具有相同的过氧化氢酶催化活性。CCK-8结果显示CuS@LIP在20 μg/mL时对体外细胞活性没有明显影响，但经激光照射后杀伤效果显著增加58.18%（P<0.001）；活死细胞染色显示光照后死亡细胞率由2.68%上升至19.81%（P<0.001）；光照组细胞凋亡率为19.34%，较非光照组13.36%有明显提高（P<0.01）。结论：合成的CuS@LIP能够被黑色素瘤细胞高效内吞，同时保持了CuS介导催化H2O2的化学动力疗法，显示出更优异的光热杀伤抗黑色素瘤效果，因此CuS@LIP代表了一种优异的抗肿瘤治疗手段。
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Liposome coated hollow copper sulfide nano-enzyme enhances treatment of melanoma by photothermal therapy 
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[Abstract] Objective: To construct hollow copper sulfide nanocarrier with lipid to improve the endocytosis efficiency of copper sulfide, and to further investigate the effect and mechanism of killing melanoma cells by chemodynamic therapy (CDT) combined with photothermal therapy (PTT) in near-infrared second region (NIR-II). Methods: Firstly, cationic liposome (LIP) were applied to encapsulate copper sulfide (CuS) to construct cationic liposome coated copper sulfide nanocarriers (CuS@LIP). Secondly, the photothermal properties and stability of CuS and CuS@LIP at different concentrations were studied under 1064 nm laser irradiation. The catalytic activity of CuS@LIP to catalyze H2O2 was verified by detecting system of hydrogen peroxide (H2O2) and 3,3',5,5' -tetramethylbenzidine (TMB). Finally, the cell viability of B16-F10 melanoma cells were determined with a series of CuS and CuS@LIP with various concentration gradient under 1064 nm laser via CCK-8 method, and the appropriate CuS@LIP concentration was screened for subsequent experiments, and cell viability was detected by Calcein-AM/PI method and Annexin V-FITC/PI staining and flow cytometry were used to determine the apoptosis rate. Results: The average particle size of CuS@LIP was 178.23 ± 6.46 nm and the average Zeta potential was 20.47±0.93 mV. The highest temperature of 80 μg/mL CuS@LIP at 1064 nm laser irradiation was 65.4 ℃, which was higher than that of CuS at 63.4 ℃. The end point temperature of CuS@LIP is basically unchanged through the cyclic test of three laser on/off switches. In addition, CuS@LIP has the same catalytic activity as CuS. The results of CCK-8 showed that CuS@LIP had no significant effect on the cell activity in vitro when it was less than 20 μg/ml, but the killing effect was significantly increased by 58.18% after laser irradiation(P<0.001). The rate of dead cells increased from 2.68% to 19.81% (P<0.001). The apoptosis rate was 19.34% in the NIR group compared with 13.36% in the non-light group (P<0.01). Conclusion: CuS@LIP can be endocytosed by melanoma cells with high efficiency, and maintain the catalytic property of H2O2 used in chemodynamic therapy. At the same time, the near infrared laser irradiation showed better anti-melanoma and killing effect of photothermal therapy. Therefore, CuS@LIP represents an excellent antitumor approach towards melanoma.
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黑色素瘤是一种黑色素细胞引起的恶性程度很高的皮肤癌，具有多发病因、高侵袭性、易转移性和预后较差的特点。其发病率日益升高，是严重影响人类健康的恶性肿瘤[1,2]。2020年全球共有32.5万例黑色素瘤新发病例，其中5.7万例死亡。预计到2040年，黑色素瘤估计将增加到51万，增长比例约50%，其中死亡病例约9.6万，增加比例为68%[3]。目前黑色素瘤的主要治疗手段是手术切除，辅以放疗、化学、靶向和免疫治疗等。然而，黑色素治疗效果差、易发生耐药，亟需开发新型治疗方法[2,3]。CuS（硫化铜）是一种无机纳米载体，有研究报道Cu2+能作为生物正交催化剂，能促进活性氧（ROS）产生加剧细胞内氧化损伤或在细胞内催化合成化疗药物局部杀死癌细胞[4–6]。CuS治疗肿瘤的机理主要为两点：一是光热治疗（PTT）导致肿瘤细胞直接死亡或免疫原性死亡（ICDs）和释放肿瘤抗原[7]，激活肿瘤免疫反应[8]。二是在酸性肿瘤环境下Cu2+，并通过芬顿（Fenton）反应催化H2O2内源性生成羟基自由基∙OH，通过化学动力疗法（CDT）杀伤肿瘤细胞[5]。因此，CuS具有PTT联合CDT的双重肿瘤治疗机制。然而，未经修饰的CuS表面能及表面活性很高，在水相中容易团聚[9]，并且肿瘤细胞内吞效果差。阳离子脂质体还可以通过静电吸引被带负电的生物膜吸收且细胞内生物利用度较高，而且其转染效率高和副作用小[10]，安全性得到了权威报道和临床试验证实[11–13]。Kuijten 等构建了钆-(2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺（氯盐）（DOTAP）脂质双层纳米载体，用于癌细胞的核磁共振成像和热敏药物的递送，提升药物的递送效率[11,12]。因此DOTAP阳离子脂质体负载CuS是提升药物传递效率和可控释放的有效策略。本研究构建DOTAP阳离子脂质体包被硫化铜纳米载体（CuS@LIP），然后探究其PTT联合CDT杀伤肿瘤细胞的双重机制，为其应用于黑色素瘤治疗提供一种具有转化前景的策略。

1. 材料与方法
1.1 细胞、主要试剂及仪器
小鼠黑色素瘤B16-F10细胞购自于上海葵赛生物科技有限公司。二水合氯化铜（CuCl2∙2H2O，货号：C111685-100g，纯度≥99.999%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、聚乙烯吡咯烷酮（PVP，货号：P274371-500g，M.W.～ 40,000，高纯级K30）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、九水合硫化钠（Na2S∙9H2O，货号：S116078-500g）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、L-抗坏血酸（货号：ST1434-25g，纯度：≥99.0%）购自上海碧云天生物技术有限公司、氢氧化钠（货号：S835850-500g）购自上海麦克林生化科技有限公司、胆固醇（货号：C104032-25g，纯度≥99%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、(2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺（氯盐）（DOTAP，货号：D351073-100mg，纯度≥99%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、氯仿（货号：10006818，纯度≥99%）购自国药集团化学试剂有限公司、3,3',5,5'-四甲基联苯胺(TMB，MW = 240.34，T100415-25g)购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、盐酸多巴胺（DA，货号D103111-25g）CCK-8细胞增殖试剂盒（货号：C0038）购自上海碧云天生物技术有限公司、Calcein/PI细胞活性与细胞毒性检测试剂盒（货号：C2015M）购自上海碧云天生物技术有限公司、Annexin V FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（货号：C1062L）购自上海碧云天生物技术有限公司。
WH260H加热型磁力搅拌器购自于WIGGENS、马尔文激光粒度仪购自于Malvern Instruments Ltd.、岛津UV-1800紫外-可见光分光光度计、ME204电子天平购自梅特勒托利多科技（中国）有限公司、FC-980-5000-MM 1064nm激光器购自上海熙隆光电有限公司、225S-L24红外热像仪飞础科智慧科技（上海）有限公司、CytoFLEXSRT型流式细胞仪购自贝克曼库尔特商贸(中国)有限公司、二氧化碳培养箱、Varioskam Flash酶标仪购自赛默飞世尔科技公司。

1.2 CuS@LIP纳米载体合成方法
1.2.1 CuS的合成
首先，将34.08 mg的CuCl2∙2H2O和400 mg的PVP溶解到100 mL的水中，搅拌溶液5 min后，滴加3 mL 0.2 M氢氧化钠，5 min后，滴加入2 mL 0.1 M L-抗坏血酸，将混合物在室温下连续搅拌5 min，将溶液在水浴中搅拌并持续加热至60 ℃；在上述溶液中加入2.5 mL 1.0 M Na2S∙9H2O水溶液，溶液立即变黑，在60 ℃下搅拌反应3 h；反应结束后，用水和乙醇离心三次(11000 RPM，8 min)洗涤除去未反应的杂质。最终产品进行真空干燥，以备后续使用[14,15]。
1.2.2 脂质体包被中空硫化铜复合纳米载体的合成
量取5 mg/mL胆固醇的氯仿溶液0.7 mL，量取10 mg/mL DOTAP氯仿溶液0.7mL，加至50 mL梨型烧瓶，混合均匀后再加5-10 mL氯仿溶液；置于真空旋转蒸发仪在100 RPM转速、45 ℃温度下旋转蒸发45~60 min，最后成一均匀脂质薄膜；在梨形瓶中加入5 mL上述1 mg/mL的硫化铜纳米载体水溶液，完全混合均匀后转移至15 mL离心管中，在60 ℃水浴超声30分钟，得到由脂质体包被的中空硫化铜纳米载体[16,17]。
1.3 复合纳米载体的光热性能实验
首先，通过紫外-可见光分光光度计对CuS水溶液与CuS@LIP溶液进行光谱扫描，确定其在近红外Ⅱ区具有明显的吸收；其次，在0.9 W/cm2 近红外1064 nm 激光照射的条件下，对不同浓度(10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、60 μg/mL、80 μg/mL)的CuS溶液与CuS@LIP溶液，照射600 s 检测纳米载体浓度对光热性能（升温情况）的影响。最后，通过在0.9 W/cm2 近红外1064 nm 激光照射的条件下，对40 μg/mL 的CuS@LIP进行三个加热与冷却周期循环的激光的开关测试，验证CuS@LIP的光热稳定性[14]。
1.4 复合纳米载体的催化活性实验
精确称取24.034 mg TMB置于15 mL离心管中，加入乙醇至10 mL刻度线，配置成10 mM TMB备用；取30 μL 10 mM TMB、20 μL 10% H2O2作为反应底物、20 μL 0.1M醋酸钠-醋酸缓冲溶液（PH=4.0）或1mg/mL的CuS溶液，再加入0.1 M醋酸钠-醋酸缓冲溶液（PH=4.0）配置为1mL溶液。在2min、4min、6min、8min、10min、15min、20min、30min等时间间隔处，测量紫外-可见光吸收曲线，待652 nm处吸光度值趋于平台时，记录反应时间。
取30 μL 10 mM TMB、20 μL 10% H2O2作为反应底物、20 μL 0.1 M醋酸钠-醋酸缓冲溶液（PH=4.0）或1 mg/mL的CuS或CuS@LIP溶液，再加入0.1 M醋酸钠-醋酸缓冲溶液（PH=4.0）配置为1 mL溶液。孵育一定时间后，加入不同浓度（10 μM、20 μM、50 μM、200 μM）的盐酸多巴胺（DA）测量紫外-可见光吸收光谱曲线[18]。
1.5 细胞培养
小鼠黑色素瘤B16-F10细胞培养条件：在DMEM培养基中添加10%胎牛血清和1%抗生素混合物（青霉素/链霉素，10000 UmL−1）进行培养，在含有5%二氧化碳的潮湿空气培养，用0.25%胰蛋白酶进行消化和传代。
1.6 体外细胞相容性与杀伤试验
为了研究CuS@LIP纳米载体的生物相容性和对肿瘤细胞的杀伤情况，选择B16-F10黑色素瘤细胞作为模型。采用CCK-8法检测纳米载体的细胞毒性。将B16-F10细胞（0.4-0.8×104 /孔）接种到每个96孔板，并在37℃下培养24小时。之后，将一系列具有不同浓度梯度的CuS或CuS@LIP溶解在细胞培养基中；并在37℃下转移到每个孔中培养24小时。然后，用PBS对细胞进行洗涤，再于每孔中加入10 μL CCK-8试剂，在37℃下培养1.5h。之后，用酶标仪测试波长450 nm处的吸光度值。通过曲线拟合得到硫化铜浓度与细胞活性的曲线与公式，根据细胞活性在90%时，计算对应的浓度，作为细胞毒性实验的浓度。首先按照上述步骤接种B16-F10细胞到96孔板，在37℃下培养24 h；随后，在每孔中加入不同浓度（0、2、4、6、8、10、12、14、16、20 μg/mL）的CuS与CuS@LIP溶液进行1064 nm激光的光照或者非光照处理后，再培养24 h；按照上述步骤分别进行CCK-8细胞毒性实验。
1.7 细胞凋亡
通过Annexin V-FITC/PI方法测定细胞凋亡：将1 × 106个B16-F10细胞接种在35 mm培养板中，在37℃下培养24小时。然后用20 μg/mL的CuS或CuS@LIP处理细胞过夜。然后，用胰酶消化细胞后，用PBS洗涤。然后将细胞悬浮在制造商提供的缓冲液（0.5 mL）中，并与Annexin V（5 μL）和PI（10 μL）在37°C下孵育10分钟。使用流式细胞术测定凋亡细胞的百分比[19]。
1.8 活死细胞染色
将B16-F10细胞以每孔5 × 104的细胞密度接种在24孔板中，在37℃下孵育过夜。然后，用20 μg/mL的CuS和CuS@LIP处理细胞达24小时。B16-F10细胞用1064 nm激光(0.9 W/cm2)下照射10 min。1 h后，用含Calcein-AM的培养基染色后，37℃孵育20-25 min，用PI原液染色，室温避光染色 5分钟，然后在倒置荧光显微镜下观察。
1.9 统计学检验手段
采用Origin Pro 2021、GraphPad Prism 8软件处理数据与图像，计量数据采用表示。使用GraphPad Prism 8软件分析统计数据，单因素方差分析用于多组间的比较，进一步组间比较采用one-way ANOVA进行统计分析。当P<0.05或P<0.01时，该值被视为显著差异。

2 结果
2.1 CuS与CuS@LIP的理化性质
在温和条件下采用沉淀法成功制备与合成了CuS，并提升其被细胞内吞效率。本研究通过透射电镜对CuS的形貌和尺寸进行观察，CuS粒径约为80-100 nm，纳米载体为中空结构，近似圆形，尺寸较为均匀，分散性较好，见图1。这与先前研究合成的CuS粒径在50 nm[15]与178 nm[14]相比，尺寸介于两者之间，证明我们利用沉淀法成功合成了CuS纳米载体。
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图1 中空CuS纳米载体的透射电镜图（标尺为20 nm）
此外，通过薄膜水化法成功制备与合成了脂质体包被的中空硫化铜纳米载体。同时，采用马尔文粒径仪对CuS及CuS@LIP的水合粒径及Zeta电位进行测试分析得出，CuS和CuS@LIP的水合平均粒径分别为107.33 ± 1.12 nm 和 178.23 ± 6.46 nm，见图2A。同时，两者的平均 Zeta 电位分别为-17.60 ± 0.70 mV和20.47 ± 0.93 mV，见图2B。与单纯的CuS相比，CuS@LIP的粒径增加了大约70 nm，变为带正电的纳米载体，由于细胞膜带负电，因此，CuS@LIP可以通过静电吸引效应，提高CuS在细胞的内吞效率。
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图2 脂质体包被CuS对其粒径与表面电荷的影响。
A: CuS、LIP与CuS@LIP的粒径。B: CuS、LIP与CuS@LIP的表面电荷，以平均值与标准差显示（n=3）
2.2 CuS与CuS@LIP纳米载体的光热性能
为进一步证明硫化铜已经合成成功，我们通过紫外-可见光分光光度计对其进行紫外光谱扫描分析。紫外光谱显示在NIR-II区960 nm以上有强的紫外吸收，同时可证明其具有NIR-II区光吸收的功能，见图3 A。因此，在验证纳米载体光热性能时，利用NIR-II区激发光1064 nm对其进行激发。通过对CuS@LIP持续照射600 s后的光热图与升温曲线分析发现，相比于超纯水组，不同浓度的CuS@LIP纳米载体在0.9 W/cm2功率辐射下，溶液温度均呈现快速增高、后缓慢升高、最后趋于稳定的升温趋势，见图3 D；溶液中CuS的浓度越高，其升温速度越快且和终点温度越高，CuS组的浓度为80 μg/mL时，最高温度可达65.4 ℃；相比于单纯的CuS纳米载体，CuS@LIP的升温速度更快，且终点温度更高，显示出良好的光热性能，见图3 B。另外，经1064 nm激光开关辐射3个循环的温度变化曲线得出，CuS@LIP终点温度基本保持不变，证明其有良好的光热稳定性，见图3 C。
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图3 CuS与CuS@LIP的近红外1064 nm激光照射下光热性能（0.9W/cm2）
A：CuS的紫外吸收光谱 B：在1064 nm照射下，CuS与CuS@LIP的升温曲线 C：在1064 nm照射下，CuS@LIP经过3个激光开关循环的光热稳定性。D：在近红外1064 nm照射下，CuS与CuS@LIP的热成像图
2.3 CuS与CuS@LIP的过氧化氢酶催化活性
为了研究CuS 与CuS@LIP的过氧化物酶活性，尤其是类过氧化物酶活性（POD-like）活性。本文采用紫外/可见光谱来检测其催化过氧化氢产生羟基自由基（•OH）的能力，进而验证其催化活性。具体机理是在H2O2介导的氧化反应中羟基自由基（•OH）被认为能保持高活性，从而能够速氧化无色的TMB反应形成蓝色的氧化的3,3',5,5'-四甲基联苯胺oxTMB，且在652 nm处具有明显的紫外吸收特征峰[18]。通过紫外/可见吸收信号变化证明羟基自由基的形成。同时，由于多巴胺的氨基和酚羟基可以通过氧化还原反应消耗H2O2，从而抑制了H2O2对TMB的预氧化，同时多巴胺可以将蓝色oxTMB还原为TMB，从而使得在652 nm处发生蓝色褪色和吸光度下降[20,21]。 
如图4 B所示，TMB-H2O2-CuS与TMB-H2O2-CuS@LIP体系在652 nm处吸光度较不含CuS的对照组TMB或H2O2大大增强。图4 A为吸光度随时间变化的图，从图中可以看出吸光度随时间的增加而增加，在20 ~ 30 min范围内吸光度趋于稳定有略微下降趋势，20 min时吸光度最强，达到平台。因此，在加入多巴胺前TMB- H2O2-CuS体系的最佳反应孵育时间约为20 min。加入DA后，TMB- H2O2-CuS与TMB-H2O2-CuS@LIP体系吸光度均有明显降低，随着多巴胺的浓度升高，吸光度值下降增加。降低的吸光度与DA浓度成正比。因此，CuS与CuS@LIP在介导过氧化氢产生活性氧基团中展现了优异的POD-like纳米酶性能。综上，CuS与CuS@LIP显示了优良的POD-like纳米酶的功能，被细胞内吞后能内源性产生•OH，直接杀伤肿瘤细胞。此外，还可能作为一种良好的化学发光标记物，应用于生物分子检测的传感平台[22,23]。
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图 4 CuS与CuS@LIP的过氧化氢酶催化活性
A: TMB+H2O2+CuS体系652 nm处吸光度与反应时间的曲线 B: TMB、H2O2、TMB+H2O2+CuS、TMB+H2O2+CuS@LIP的紫外-可见光谱图C: 经不同浓度盐酸多巴胺降解TMB+H2O2+CuS体系中•OH 的检测 D: 经不同浓度盐酸多巴胺降解TMB+H2O2+CuS@LIP体系中•OH 的检测
2.4 CuS与CuS@LIP体外抗肿瘤效应
[bookmark: OLE_LINK6]本研究检测评估了CuS与CuS@LIP的在体外对细胞的毒性。当浓度为20 μg/mL孵育24小时后，CuS@LIP时对细胞的体外细胞存活率没有明显的统计学差异（P>0.05），见图5。因此，选择CuS@LIP浓度为20 μg/mL条件下联合光热疗法测试其体外杀伤的效果。非光照组对细胞增殖没有明显的影响，但激光照射组呈现剂量依赖性，表现出明显的杀伤增强趋势。尤其是当CuS@LIP浓度在20 μg/mL时，光照组比非光照组的细胞存活率呈现显著的统计学差异（P<0.0001），从而进一步证明了20 μg/mL CuS@LIP的光热杀伤效果。此外，不论是否加光照，CuS@LIP组比CuS组明显的杀伤效果，利用阳离子脂质体对CuS进行包被与表面修饰，能够增加细胞内吞的效果，从而CuS@LIP表现出更好的杀伤效果。
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[bookmark: OLE_LINK5]CuS@LIP+NIR vs CuS@LIP，****P<0.0001；CuS@LIP+NIR vs CuS+NIR，△△△△P<0.0001
图 5 有/无红外光照射条件下，CuS与CuS@LIP在有/无光照下与B16-F10细胞共同孵育后细胞活性验证纳米载体的体外抗肿瘤作用
然后，使用Calcein-AM/PI试剂盒进一步评估20 μg/ml CuS、CuS@LIP在激光照射与非激光照射下对体外细胞的杀伤效果。CuS@LIP在未进行1064 nm NIR处理时对B16-F10黑色素瘤细胞杀伤效果不明显；CuS@LIP死亡细胞比例占2.68%，与对照组CuS组1.69%相比，无明显统计学差异（P>0.05）。然而，1064 nm NIR处理的CuS@LIP组死亡细胞的占比上升至19.81%，无论与未进行1064 nm NIR处理的CuS@LIP（2.68%）相比，还是与进行1064 nm NIR处理的CuS组（5.45%）相比，均存在明显的统计学差异（P<0.001），结果表明对CuS@LIP联合1064 nm 激光对B16-F10黑色素瘤细胞具有显著的杀伤效果。
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CuS@LIP+NIR vs CuS@LIP-NIR ***P<0.001, CuS@LIP+NIR vs CuS+NIR △△△P<0.001
图 6 Calcein-AM/PI死细胞染色检测CuS@LIP纳米载体对B16-F10黑色素瘤细胞的体外杀伤作用。
本文继续研究了CuS@LIP联合光热对B16-F10黑色素瘤细胞凋亡能力的影响。与非光照组比较，PBS组、CuS组、CuS@LIP组的B16-F10细胞调亡率均升高（显示出实际的凋亡率的数字）。然而，CuS@LIP光照组的细胞凋亡率（24.21%）比CuS@LIP非光照组（13.22%）和CuS光照组（15.53%）明显提高（P<0.01），见图7。
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[bookmark: OLE_LINK3]CuS@LIP+NIR、CuS@LIP、CuS+NIR、CuS vs control ***P<0.001, △P<0.05, ▲▲P<0.01, ▽P<0.05
图7 流式细胞术检测CuS与CuS@LIP非光照与光照处理后B16-F10黑色素瘤细胞的凋亡水平

3 讨论
3.1 阳离子脂质体修饰CuS，导致纳米载体电荷反转，但粒径依然均一
无机纳米载体是具有独特物理、化学和生物学性质的纳米尺度的药物载体，具有以下特点：易于合成，具有可控的纳米形貌与尺寸，较大的比表面积和优异的光、电、热性能。在药物递送方面，无机纳米载体的较大的比表面积能显著提升其载药能力，且其能改变药物的药代动力学，与传统化疗相比，无机纳米载体具有延长化疗药物的血浆半衰期的特征 [24]。由于纳米载体具有增强渗透和滞留（EPR）效应，无机纳米载体在肿瘤的蓄积显著要高于正常组织 [25,26]。此外，无机纳米载体由于自身具有优异的光、电、磁、催化等性质，在光动力、光热、磁热和化学动力等联合治疗手段中备受关注。CuS是纳米尺度的铜基金属硫化物，其制备方法与工艺较多。 合成方法包括沉淀法[27]、固相法[28]、水热法[29]、溶剂热法[30]、乳液法[31]、微波加热法[32]和喷雾热解法[33]等。相比于其它方法，沉淀法具有操作简单、反应温度温和水相反应体系的优点。另外，均相沉淀法可以通过改变沉淀剂加入速度与浓度，可以控制纳米载体的析出，且合成的纳米载体粒径均一。具有中空结构的CuS还具有比表面积大、载药效率高的特点。因优异的近红外Ⅱ区的光热性能CuS纳米载体作为光热剂被广泛应用于肿瘤治疗研究，具有良好的光热治疗效果[14]。然而，其存在内吞效率低、缺乏长循环寿命、浓度与毒性难以协调、生物利用度低等问题，治疗效果不够理想。采用阳离子脂质体修饰CuS时改善其性能的有效策略。德国 MediGene公司开发的紫杉醇阳离子脂质纳米载体 EndoTAG-1已进入临床III期[13]，石药集团的注射用紫杉醇阳离子脂质纳米载体已获得国家药监局批准进入临床试验。本研究通过沉淀法合成法合成了粒径均一CuS，并利用阳离子脂质体对CuS进行包被与表面修饰，形成CuS纳米酶脂质复合纳米载体（CuS@LIP）导致其电荷反转的同时粒径仍然均一，Zeta电位从-17.60 ± 0.70 mV转变为20.47 ± 0.93 mV，粒径维持在178.23 ± 6.46 nm。因此，CuS@LIP可以通过静电吸引被带负电的生物膜高效吸收，增加细胞内生物利用度较高，同时提高转染效率高和减少副作用[10]。
3.2 构建的CuS@LIP维持了原有的过氧化氢催化活性，并且光热性能更优异
CuS作为一种纳米酶，具有类过氧化物酶活性（POD-like）能催化过氧化氢产生活性氧（ROS），从而可以通过CDT的作用杀伤肿瘤细胞[14]。本研究通过实验得出TMB-H2O2-CuS与TMB-H2O2-CuS@LIP体系在652 nm处吸光度较不含CuS与CuS@LIP的对照组TMB或H2O2明显增强，并且CuS@LIP组的吸光度值略高于CuS组，从而说明利用阳离子脂质体对CuS进行包被与表面修饰形成的纳米酶脂质复合纳米载体保持了CuS原有类过氧化氢酶的作用，仍然可以介导催化H2O2产生ROS。
[bookmark: OLE_LINK2]铜基纳米材料用作光热剂在抑制肿瘤、消除炎症和修复组织方面取得了良好的治疗效果[34,35]。本研究测试了在1064 nm激光照射下80 μg/mL CuS@LIP最高温度可达65.4 ℃比单纯CuS的63.4 ℃更高，表明CuS@LIP的光热性能更加优异。40 μg/mL CuS@LIP经3个激光开关循环测试CuS@LIP终点温度基本保持不变，显示出良好的光热稳定性。
综上，阳离子脂质体包覆CuS构建的CuS@LIP，保持了CuS原有的过氧化氢酶催化活性和光热稳定性。主要原因是通过调控阳离子脂质体中胆固醇的含量，调节膜的刚性、厚度、稳定性，从而改变脂质膜的渗透性、流动性与有效释放[36]。本研究中脂质膜的胆固醇含量约为33%，在保持脂质体膜刚性的同时膜内外小分子液体如H2O2能够相互渗透，纳米级CuS还可在光热作用下有效释放。因此，CuS@LIP保持了CuS原有的过氧化氢酶催化活性。
3.3 CuS@LIP联合光热治疗与化学动力疗法促进对B16-F10黑色素瘤细胞杀伤和凋亡
体外实验表明在1064 nm 近红外激光照射下发现CuS@LIP对黑色素瘤细胞B16-F10具有显著的杀伤效果。同时，CuS@LIP联合光热治疗处理的B16-F10细胞死亡细胞比例比对照组单纯CuS的高14.36%，具有明显的统计学差异（P<0.05）。主要归因于三点：一是阳离子脂质体包覆CuS显著增加其细胞内吞效率；二是CuS@LIP对近红外Ⅱ区的辐照产生显著的光热效应且光热稳定性不受影响，通过激光照射CuS导致产生局部光热作用促进肿瘤细胞直接死亡；三是CuS@LIP仍保持良好的过氧化氢酶作用能分解过氧化氢产生活性氧ROS，通过化学动力疗法杀伤肿瘤细胞。
CuS兼具光热剂与纳米酶的作用，能改变肿瘤微环境并激活肿瘤免疫反应[5]。脂多糖包裹的CuS可诱导结直肠癌细胞CT26凋亡并激活树突状细胞[37]。表面功能化的CuS介导的光热疗法与抗PD-L1联合触发了最高量的4T1 乳腺癌肿瘤细胞凋亡[7]。本研究中流式结果表明CuS@LIP联合光热治疗较非光照组与单纯CuS组能显著促进肿瘤细胞凋亡。
总的来说，我们的研究表明脂质体包被具有纳米酶作用的CuS，并结合光热疗法或将是一种有效杀伤黑色素瘤细胞的有效仿生纳米材料的策略。然而，本研究尚未涉及CuS@LIP介导的PTT与CDT联合抑制原发性肿瘤的生长及远处肿瘤的生长，这将是后续研究的方向。因此，基于其易于制造的工艺，CuS@LIP这一新型载体也具有临床转化与规模化应用的潜力。
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