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载药肿瘤微血管栓塞颗粒制备及其抗肿瘤
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　 　 【摘要】 　 目的　 制备加载化疗药物的纳米微粒ꎬ研究其性质及体外释药特点ꎬ探讨体外对人原代

肝癌细胞的毒性作用ꎬ为用于临床肿瘤微血管介入栓塞提供理论依据ꎮ 方法　 以盐酸吉西他滨￣复方甘

草酸苷共聚物为药物载体ꎬ加载化疗药物多柔比星制备载药纳米微粒ꎮ 扫描电镜观察微粒形态ꎬ纳米粒

度电位仪检测微粒粒径分布及电位ꎬ高效液相色谱法计算载药率及包封率ꎬ透析袋扩散法作体外释放动

力学实验ꎬ体外考察纳米药物稳定性及释药性能ꎮ ＣＣＫ￣８ 法检测纳米药物在体外对人原代肝癌细胞的

毒性作用ꎮ 结果　 本法制备的载药纳米微粒外观呈圆球形ꎬ平均粒径(６２. ８３± ５. １９) ｎｍꎬ平均电位

－１７.９ ｍＶꎻ载药率、包封率分别为 ３.１６％、６６.２７％ꎻ具有良好的缓释特性ꎬ对人原代肝癌细胞生长有明显

抑制作用ꎮ 结论　 本法制备的载药纳米微粒具有较好的药物缓释性及抗肿瘤效应ꎬ是一种具有良好应

用前景的抗肿瘤纳米药物ꎮ
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　 　 肿瘤在发达国家已成为威胁人类健康的头号杀

手ꎬ在发展中国家也已成为第二大杀手[１]ꎮ 全球肿

瘤负担随着发展中国家人口老龄化加速和人口增长

而持续上升ꎬ肿瘤相关生活方式如吸烟、体能活动不

足、饮食方式西方化等ꎬ均促使肿瘤发病率逐年提

高[２]ꎮ 全球癌症流行病学数据库 ＧＬＯＢＯＣＡＮ 资料

显示ꎬ２０１２ 年全球新增肿瘤患者达 １ ４１０ 万例ꎬ死亡

患者达 ８２０ 万例ꎻ其中 ５７％新增患者和 ６５％死亡患

者发生在发展中国家[３]ꎮ 传统肿瘤治疗方法如手

术切除、化疗和放疗目前仍是临床上一线抗肿瘤疗

法ꎬ然而由于大多数肿瘤具有隐匿性ꎬ发病时通常已

近晚期ꎬ手术切除存在较多不可行性ꎬ而传统抗肿瘤

药物治疗往往缺乏特异性ꎬ对正常组织和器官产生

一定的不良反应ꎬ使得患者生存质量大大降低ꎬ令患

者苦不堪言[４]ꎮ 因此ꎬ建立针对恶性肿瘤药物治疗

的创新性方法迫在眉睫ꎮ
介入栓塞是在血管造影下通过插入靶动脉的导

管注入栓塞剂或载药栓塞微球ꎬ阻断肿瘤血供ꎬ使得

肿瘤缺少必要的营养供应ꎬ也可增强药物对肿瘤的

杀伤力并降低药物系统毒性ꎬ已成为肿瘤介入治疗

最重要的技术之一[５]ꎮ 但目前临床使用的栓塞剂

如明胶海绵颗粒、聚乙烯醇(ＰＶＡ)微粒、Ｅｍｂｏｓｐｈｅｒｅ
三丙烯明胶微粒等ꎬ均不能负载化疗药物ꎬ只能起到

机械栓塞肿瘤供血动脉的作用ꎻ而 ＨｅｐａＳｐｈｅｒｅ 等栓

塞微 球 虽 能 加 载 化 疗 药 物ꎬ 但 载 药 后 直 径 达

２００ μｍꎬ只能选择性栓塞小血管ꎬ对肿瘤微血管缺

乏栓塞作用[６￣７]ꎮ 纳米药物一般指粒径在 １~１００ ｎｍ
范围的药物ꎬ与传统药物相比具有高靶向性、缓控释

性好、高生物利用度、低不良反应等优点ꎬ已有大量

实验研究证实其在肿瘤治疗中的良好前景[８￣９]ꎮ 本

研究以盐酸吉西他滨￣复方甘草酸苷共聚物为药物

载体ꎬ加载化疗药物多柔比星制备纳米微粒药物ꎬ实
验观察其理化性质表征、药物缓释性能和体外抗肿

瘤效应ꎬ为后续用于临床介入栓塞肿瘤微血管提供

理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂和仪器

主要试剂和仪器包括细胞培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ

公司)ꎬ移液器、离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ全波

长酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬＪＳＭ￣７６００Ｆ 型热场扫

描电子显微镜(日本电子株式会社)ꎬＺｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ
ＺＳＰ 型 纳 米 粒 度 电 位 仪 (英 国 Ｍａｌｖｅｒｎ 公 司)ꎬ
ＨＴＥＡ０１￣０１ 型高效液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ
ＴＣ１０ 型全自动细胞计数仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ
ＣＣＫ￣８ 细胞增殖与活性检测试剂盒(美国 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎬ１ ６４０ 培养基、磷酸缓冲液(ＰＢＳ)、胎牛

血清、０.２５％胰蛋白酶(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ盐酸吉

西他滨(美国 Ｅｌｉ Ｌｉｌｌｙ 公司ꎬＨ２０１１０５３５)ꎬ复方甘草酸

苷注射液(日本米诺发源制药株式会社ꎬ国药准字

Ｊ２０１３００７１)ꎬ注射用盐酸多柔比星(深圳万乐药业有

限公司ꎬ国药准字 Ｈ４４０２４３５９)ꎮ
１.２　 人原代肝癌细胞制备

选择 ５ 例经病理检查证实的新鲜肝癌标本ꎬ无
菌条件下切取肝癌组织约 １.０ ｃｍ３大小ꎬ ＰＢＳ 液洗

涤 ２~３ 次ꎬ剪成小块ꎬ胰酶消化ꎬ经 ２００ 目尼龙网筛

过滤ꎬ用 ＲＰＭＩ １ ６４０ 培养液(含 １０％胎牛血清)置

培养箱中培养ꎮ 常规消化、传代ꎮ
１.３　 载药纳米微粒制备

２００ ｍｇ 盐酸吉西他滨溶解于２０ ｍｌ复方甘草酸

苷注射液ꎬ用移液器反复抽吸释放制成均匀半透明

胶体ꎬ从而获得化疗药物载体ꎻ１０ ｍｇ 盐酸多柔比星

溶于 ２ ｍｌ 灭菌注射用水(４０℃水浴 ５ ｍｉｎ)ꎬ与 ２０ ｍｌ
复方甘草酸苷注射液一同加入化疗药物载体中ꎬ移
液器反复吹打混匀ꎬ制成颜色、质地均一的载药纳米

微粒混悬液ꎮ 此制备方法已申请专利(申请公布号

ＣＮ １０５０３０６８２ Ａ)ꎮ
１.４　 载药纳米微粒表征及粒径测试

取适量载药纳米微粒混悬液样品摇匀ꎬ滴入锡

箔上至干燥ꎬ喷金后用扫描电镜观察形态ꎮ 取适量

载药纳米微粒混悬液样品分散在去离子水中ꎬ用纳

米粒度电位仪测定纳米微粒电位及粒径分布状况ꎮ
１.５　 载药率及包封率测定

取样品溶液ꎬ超速冷冻离心(４℃ꎬ３０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
４５ ｍｉｎ)ꎬ将上清液 ２０μｌ 注入液相色谱仪ꎬ得到游离

药物浓度ꎮ 依照«中国药典»(２０１５ 年版)计算载药

率和包封率:载药率 ＝ (微粒制剂中所含药物重 /微
粒制剂总重)×１００％ꎬ包封率 ＝ (微粒制剂中包封的
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药量 /微粒制剂中包封与未包封的总药量) ×１００％ꎮ
色谱条件:色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ 柱 ( ２５０ ｍｍ ×
４.６ ｍｍꎬ５ μｍꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ流动相为甲醇￣
０.０５ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸铵溶液(含 ０.３％冰醋酸)ꎻ０ ~ ５ ｍｉｎ
为 １０％Ａꎬ５ ~ １０ ｍｉｎ 为 １０％ ~ ７５％Ａꎬ１０ ~ １５ ｍｉｎ 为

７５％Ａꎬ１５ ~ １６ ｍｉｎ 为 ７５％ ~ １０％Ａꎬ１６ ~ ２０ ｍｉｎ 为

１０％Ａꎻ流速为 １ ｍｌ / ｍｉｎꎻ柱温为室温ꎻ检测波长为

２５２ ｎｍꎻ进样量为 １０ μｌꎮ
１.６　 载药纳米微粒体外释放

采用透析袋扩散法作体外释放动力学实验ꎬ取
载药纳米微粒混悬液 １０ ｍｌ 置于透析袋ꎬ投入装有

１００ ｍｌ 释放介质的玻璃烧杯中ꎬ以原料药为对照ꎬ
ＰＢＳ 液(ｐＨ ７.４)为释放介质ꎮ 置于 ３７℃恒温震荡

箱中 １００ ｒ / ｍｉｎ 恒温震荡ꎬ分别于 １２、３０ ｍｉｎꎬ１、２、４、
８、１２、２４、３６、４８、６０、７２ ｈ 取透析袋外透析液 ５ ｍｌꎬ测
定药物含量ꎬ计算累积药物释放率ꎬ并补充同温释放

介质 ５ ｍｌꎮ
１.７　 载药纳米微粒细胞毒性实验

取对数生长期人原代肝癌细胞ꎬ胰酶消化法制

备细胞悬液ꎬ全自动细胞计数仪作活细胞计数ꎬ完全

培养基调整细胞浓度至 ５×１０４个 / ｍｌꎬ接种至 ９６ 孔

细胞培养板ꎬ每孔 １００ μｌ 细胞悬液ꎻ随后置于 ３７℃、
含 ５％ＣＯ２培养箱中全湿度培养 ２４ ｈꎮ 分为空白对

照组和实验组ꎬ空白对照组常规培养ꎬ实验组分别加

入一定剂量药物培养 ２４、４８ 、７２ ｈ 后每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ置于细胞培养箱内继续培养 ４ ｈꎬ用酶

标仪测定 ４５０ ｎｍ 处各孔吸光度值ꎮ
１.８　 统计学分析

所有统计学分析均通过 ＳＰＳＳ １３.０ 统计软件完

成ꎮ 每组实验均重复 ３ 次ꎬ数据以均数 ±标准差

(ｘ±ｓ)表示ꎬ差异比较用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 载药纳米微粒表征

扫描电镜观察可见载药纳米微粒形态特征为圆

球形ꎬ形态较为均一ꎬ呈分散状态ꎬ粒径大小在 ５０ ~
１００ ｎｍ 范围内ꎬ具有良好的稳定性和分散性 (图

１)ꎮ 纳米粒度电位仪测得载药纳米微粒平均粒径

为(６２.８３±５.１９) ｎｍꎬ与扫描电镜检测基本吻合ꎻ粒
径电位分布呈单峰ꎬ峰度较陡ꎬ范围狭窄ꎬ平均多分

散指数(ＰＤＩ)为 ０.３２７ꎬ说明被检测纳米微粒悬液中

颗粒分散状态良好ꎬ未出现聚合现象(图 ２)ꎮ 载药

纳米微粒 Ｚｅｔａ 电位平均值为－１７.９ ｍＶꎮ

图 １　 载药纳米微粒扫描电镜图(×５０ ０００)

图 ２　 载药纳米微粒粒径分布图

２.２　 载药纳米微粒载药率和包封率

１ 高效液相色谱法标准曲线方程为 Ｙ＝ １２６.６０Ｘ－
２３５.７１ꎬｒ＝ ０.９９９３ꎮ 测得游离药物浓度为 ８０.３０ μｇ /
ｍｌꎬ经计算后载药纳米微粒载药率为 ３.１６％ꎬ包封率

为 ６６.２７％ꎮ
２.３　 载药纳米微粒体外释放

载药纳米微粒体外累积释放曲线见图 ３ꎮ 载药

纳米微粒中药物累计释放率在 ２４ ｈ 时为(３４.１０±
３.３４)％ꎬ４８ ｈ 时达到(６１.４３±２.７２)％ꎬ４８ ｈ 内药物

累积释放率随时间变化逐步上升ꎬ此后上升速率保

持平缓ꎬ７２ ｈ 时达到约(７３.５９±３.４５)％ꎮ

图 ３　 载药纳米微粒体外药物释放曲线

２.４　 载药纳米微粒体外抑瘤作用

载药纳米微粒在不同浓度下对于人原代肝癌细

胞的体外抗肿瘤活性见图 ４ꎬ２４ ｈ 时载药纳米微粒
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对人原代肝癌细胞的杀伤作用与空白对照组相比不

明显ꎬ而 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 时各浓度均对人原代肝癌细胞

具有一定的细胞毒性ꎮ

图 ４　 不同浓度载药纳米微粒对人原代肝癌细胞生长的影响

注:∗与对照组比较ꎬＰ<０.０５

３　 讨论

肿瘤血管与正常血管不同ꎬ具有以下特征:肿瘤

血管不成熟ꎬ管壁发育不完全ꎬ内皮细胞形态不规

则ꎻ内皮细胞层不连续ꎬ血管平滑肌细胞覆盖较少ꎬ
外周细胞和内皮细胞联系差ꎻ基质膜不规则ꎬ结构异

常ꎻ形成不均匀、连接松散的管腔层[１０]ꎮ 这些特征

使得血管对大分子的渗透性及组织液压力升高ꎬ导
致动脉内灌注的水溶性化疗药物容易漏出血管到组

织中去ꎬ而常规动脉栓塞剂因粒径较大ꎬ难以进入微

血管网ꎮ 纳米药物的出现在一定程度上克服了这一

弊端ꎬ有望达到更好的治疗效果ꎮ
纳米技术是 ２０ 世纪 ８０~９０ 年代发展起来的新

兴前沿学科ꎬ是 ２１ 世纪尖端科学和重点学科之一ꎮ
纳米技术发展给医学领域ꎬ特别是癌症和心血管疾

病治疗等方面带来了一场深刻变革[１１]ꎮ 由于肿瘤

组织较正常组织通透性增强及存在滞留效应ꎬ纳米药

物针对肿瘤组织的靶向效应更加明显ꎬ并在很大程度

上克服或弥补了放疗、化疗等传统肿瘤治疗手段的弱

点ꎬ从而成为临床肿瘤治疗的候选药物[１１￣１３]ꎮ 首先ꎬ
肿瘤组织具有特殊的高通透性和滞留性ꎬ只有纳米

尺寸药物才能通过肿瘤血管内皮系统缝隙ꎬ进入并

积聚在肿瘤组织ꎻ其次ꎬ纳米药物通过功能化修饰可

实现在体内的智能化输送ꎬ具有靶向定位及药物释

控功能ꎬ同时减少药物不良反应ꎻ第三ꎬ借助载体特

有的结构和性质ꎬ可装载难溶性药物ꎬ解决此类抗肿

瘤药物递送难题[１４]ꎮ 理想的纳米药物应具有较高

的药物负载率、较长的体内循环时间和较好的生物

安全性[１５]ꎮ
多柔比星是一种抗有丝分裂和细胞毒性的细胞

周期非特异性抗肿瘤药物ꎬ能成功缓解多种恶性肿

瘤ꎬ如急性白血病、淋巴瘤、软组织和骨肉瘤、儿童恶

性肿瘤及成人实体瘤ꎬ尤其是肝癌、肺癌和乳腺

癌[１６]ꎮ 本研究以盐酸吉西他滨￣复方甘草酸苷共聚

物为药物载体ꎬ加载多柔比星制备载药纳米微粒ꎬ用
扫描电镜观察载药纳米微粒形态特征ꎬ可见载药纳

米微粒形态较为均一ꎬ呈圆球形ꎬ粒径大小在 ５０ ~
１００ ｎｍ范围内ꎻ电位及粒度分析仪检测载药纳米微粒

显示其电位平均值为￣１７.９ ｍＶꎬ平均粒径为(６２.８３±
５.１９) ｎｍꎬ与扫描电镜检测基本吻合ꎬ粒径分布呈单

峰ꎬ峰度较陡ꎬ范围狭窄ꎬ聚合指数小ꎬ说明被检测的

纳米微粒悬液具有良好的稳定性和分散性ꎻ高效液

相色谱法测得载药纳米微粒载药率和包封率分别为

３.１６％和 ６６.２７％ꎻ透析袋扩散法体外释放动力学实

验测得 ２４ ｈ 内累计药物释放率为(３４.１０±３.３４)％ꎬ
７２ ｈ 内能持续缓慢释放药物且释放浓度比较稳定ꎬ
７２ ｈ 时载药纳米微粒中药物累积释放达到(７３.５９±
３.４５)％ꎮ 由此可见ꎬ本研究制备的载药纳米微粒具

有较稳定的缓释作用ꎮ ＣＣＫ￣８ 法评价该纳米药物在

体外对人原代肝癌细胞的抗肿瘤活性ꎬ结果发现其

对人原代肝癌细胞有明显的杀伤作用ꎬ且呈浓度和

时间依赖性ꎬ即该载药纳米微粒对肿瘤细胞具有一

定的细胞毒性ꎮ
本研究制备的载药纳米颗粒大小约为红细胞的

１ / ８０ꎬ远小于毛细血管直径ꎬ故理论上不会引起正常

毛细血管阻塞ꎬ即不会使正常组织遭受损伤ꎮ 利用

肿瘤毛细血管结构的特殊性ꎬ发挥纳米药物微粒选

择性肿瘤毛细血管阻滞作用ꎬ可避免栓塞剂应用ꎬ减
少不良反应ꎬ利于广泛应用于各种脏器肿瘤的介入

治疗ꎮ
综上ꎬ本方法制备的载药纳米微粒是一种具有

良好稳定性和分散性、较高载药率和包封率、良好药

物缓释能力ꎬ同时对人原代肝癌细胞具有一定杀伤

作用的抗肿瘤药物ꎬ具有良好临床应用前景ꎮ 下一

步我们将通过荷瘤动物模型ꎬ进一步探讨纳米药物

体内抗肿瘤效果及药代动力学等性质ꎬ并对作用机

制进行深入探讨ꎬ以期为临床治疗肿瘤提供新的理

论依据ꎮ
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