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多西紫杉醇壳聚糖纳米粒制备及其特性研究
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摘
!

要"目的
!

制备负载多西紫杉醇"

.1i

#的壳聚糖纳米粒"

.1i0A1)*+

#!并研究其体外释药性能及细胞毒性$方法
!

采

用离子交联法制备
.1i0A1)*+

!扫描电镜观察其形态学特征!激光粒度分析仪测定纳米粒粒径大小及分布!在磷酸盐缓冲液

"

*W(

#中对载药纳米粒进行体外释药试验$四甲基偶氮唑盐"

!11

#法检测
.1i0A1)*+

对人肺腺癌细胞株
,6%:

的增殖抑制以

评估其细胞毒性及抗瘤效应$结果
!

壳聚糖和三聚磷酸钠投药比为
6<8l'<&

时制备的壳聚糖纳米粒"

A1)*+

#形态规则!粒径分

布较为均匀!平均粒径为
'76#O

!载药率与包封率分别为"

99<%̀ 9<7

#

@

&"

6:<9̀ 5<?

#

@

$对
,6%:

细胞株的体外增殖抑制作用

具有浓度依赖性!半数抑制浓度"

/A

6&

#为"

9?<57̀ '<86

#

(

L

(

O-

!而同一实验体系下的普通注射用
.1i

的
/A

6&

则为"

6<6'̀ &<87

#

(

L

(

O-

"

!

&

&<&&'

#!证明载药纳米粒的细胞毒性远低于普通注射用
.1i

$结论
!

.1i0A1)*+

具有一定的控释性能!能明显降

低普通注射用
.1i

的细胞毒性!可以成为一种理想的化疗药载体$

关键词"壳聚糖%纳米球%体外细胞毒性%多西紫杉醇
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多西紫杉醇$

BCJIE$UIM

#

.1i

%由浆果紫杉醇针叶中提取物

经半合成所得#白色粉状物#相对分子质量为
5?'<:

'其抗肿

瘤机制与紫杉醇相同#通过稳定微管从而抑制肿瘤细胞的有丝

分裂'而从目前相关研究来看#多西紫杉醇的抗肿瘤范畴与紫

杉醇并不一致'由于多西紫杉醇以
E0

丁氧羰基取代了紫杉醇

的苯甲酸基团#故其水溶性略大于紫杉醇(

'08

)

'目前临床上所

用多西紫杉醇多为注射剂型'此剂型是将药物溶于增溶

剂...聚山梨酸酯
5&

中#给药时用
'8@

乙醇水溶液稀释至

'&

L

"

-

#然后用
6@

葡萄糖或
&<:@

氯化钠进一步稀释'聚山

梨酸酯
5&

是一种亲水性的表面活性剂#具有很强的破裂细胞

膜的作用而具刺激性*溶血性#促组胺释放(

%0?

)

'故此剂型可引

起严重过敏反应及正常组织的细胞毒性#从而限制了
.1i

的

应用'寻找性能优良而安全的药物输送系统$

B4F

L

J$44

G

+

G

+0

EIO

%#消除传统方法所带来的不良反应为当前研究热点#其中

包括脂质体*脂肪乳剂*磁微球*聚合物胶束等(

70'&

)

'

壳聚糖$

JH"EC+$#

#

A1(

%是一种天然的高分子阳离子聚合

物#由于其良好的生物可降解性*对生物黏膜较强的粘附性*无

毒性及组织相容性#成为生物医用材料及基因*药物载体等领

域研究热点#尤其在缓释*靶向给药的应用中得到广泛关

注(

'&0'8

)

'本实验以
A1(

为基质#与多聚磷酸钠$

1**

%通过离

子交联法制备负载多西紫杉醇的壳聚糖纳米粒$

BCJIE$UIM0

MC$BIBJH"EC+$##$#C

N

$4E"JMI+

#

.1i0A1)*+

%#并研究其体外释

药性及细胞毒性'

?

!

材料与方法

?<?

!

药品与试剂
!

多西紫杉醇$深圳万乐药业%*多西紫杉醇

原料药$纯度大于或等于
::<&@

#美伦医药%*

A1(

$脱乙酰度

大于
55@

#

("

L

O$

公司%*

1**

$上海国药%*四甲基偶氮唑盐

$

!11

#

("

L

O$

公司%*无水二甲亚砜$

.!(2

#

("

L

O$

公司%*胰

蛋白酶$

("

L

O$

公司%*新生牛血清$

="SJC

公司%#其余试剂均为

国产分析纯'

?<@

!

仪器与设备
!

7:0'

磁力加热搅拌器$国产%*

eT"YC#:98

型紫外分光光度计$

W"C01IY

公司%*马尔文
hIE$+"VI4)$#C

h(:&

纳米粒度仪$

!$MTI4#

公司%*低温冷冻干燥机$

-$SJC#JC

公司%*酶标仪$

-I"J$

公司%*水浴恒温振荡器$国产%'

?<A

!

方法

?<A<?

!

壳聚糖纳米粒$

A1)*+

%的制备
!

根据
A$MTC

等(

'%

)于

'::7

年所报告的方法略加改动#精密称取
5<&O

L

A1(

溶于

'<&@

的醋酸溶液#磁力搅拌至完全溶解#以
'<&OCM

"

-

的氢氧

%6'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



化钠$

)$2R

%调节
N

R

至
%<&

#溶液最终含
A1(9<&O

L

"

O-

'

称取适量
1**

溶于双蒸水中#配成
'<&O

L

"

O-1**

溶液'

A1(

溶液在持续磁力搅拌作用下#用
7

号针头注射器将

'<&O

L

"

O-1**

溶液缓慢滴入
A1(

溶液中#观察反应体系外

观'取各反应体系溶液适量#加双蒸水稀释后于马尔文
hIE$+0

"VI4)$#Ch(:&

纳米粒度仪测定平均粒径及粒径分布范围#剩

余冷冻干燥#即得空白壳聚糖纳米粒'

?<A<@

!

.1i0A1)*+

的制备
!

将
6<& O

L

.1i

溶于甲醇

6<&O-

#然后加入
%<&O-

的
A1(

醋酸溶液中$

9<&O

L

"

O-

%#

持续磁力搅拌作用下#用
7

号针头注射器缓慢将
'O

L

"

O-

1**

溶液
'<6O-

滴入混合液中#室温下继续磁力搅拌
8&

O"#

'所得悬液在
%Z

#

'&&&&4

"

O"#

条件下离心
8&O"#

#弃上

清#沉淀物倒于透析袋中#于磷酸盐缓冲液$

*W(

%溶液中

$

N

R7<%

%透析
8

次#每次
'&O"#

#最后冷冻干燥#于
%Z

储存'

?<A<A

!

A1)*+

形态学检测
!

将干燥的载药纳米粒均匀散在

样品平台上#用导电胶固定后喷金#电压加至
6Yc

#扫描电镜

观察其形态学特征及大小'

?<A<B

!

纳米粒中
.1i

载药率及包封率测定
!

采用紫外分光

光度法测定载药纳米粒溶液中
.1i

的含量'检测波长

9'&#O

$

.1i

在
9'&#O

波长处有特征性吸收峰%'精密称取

所制作
.1i0A1)*+'<&O

L

#用
'<&O-'<&@

盐酸$

RAM

%破坏

纳米粒#加甲醇定容至
9&<&O-

#以甲醇为空白对照测定其在

9'&#O

处的吸光度$

,

%值'以
.1i

甲醇溶液建立标准曲线#

按以下公式计算纳米粒的载药率$

-A

%及包封率$

[[

%'

-A;

载药纳米粒的药物量"载药纳米粒的总质量
d'&&@

[[;

载药纳米粒的药物量"总投药量
d'&&@

?<A<G

!

体外释药试验
!

精密称取载药纳米粒各
'<&O

L

#混悬

于
9<&O-*W(

中#然后置于透析袋中#将透析袋置于大烧杯

中#加
9&<&O-*W(

#最后将烧杯置于恒温振荡器$

87<&Z

#频

率
'&&

次"
O"#

%中'于不同时间点取透析袋外
*W(

溶液

'<&O-

#于
9'&#O

处测其吸光度值#同时加入等量新鲜
*W(

溶液'根据标准曲线其
.1i

含量#按照下列公式计算载药

.1i

在各个时间点的累积释药率!

多西紫杉醇的累积释药率
f

$

@

%

;

($

c&dAE> cd

,

A

EX'

#X'

%"$

_di

%)

d'&&@

AE

!释放各时间点测得释放介质中的多西紫杉醇的浓度

$

(

L

"

O-

%&

_

!投入的载药纳米粒的总重量$

(

L

%&

c&

!释放介质

的总体积&

c

!每次取样的体积&

i

!纳米粒载药量$

@

%'

?<A<Q

!

细胞增殖抑制实验
!

对数生长期
,6%:

细胞以每孔

%d'&

8 个细胞接种于
:?

孔板#恒温孵箱中培养
9%H

后加药#

分别加入浓度为
'

*

%

*

'?

*

?%

(

L

"

O-

普通注射用
.1i

*

A1)*+

*

.1i0A1)*+

#每组
%

个复孔'加药后培养
%5H

#

!11

法检测

细胞存活率#并分别用下列公式分别计算细胞抑制率与半数抑

制浓度$

/A

6&

%'细胞抑制率$

@

%

;

(

'X

$实验组光密度值
X

调

零孔光密度值%)"$对照组光密度值
X

调零孔光密度%

d'&&@

&

/A

6&

;M

L

X'

(

iO0"

$

1

*X&<6

%)'式中!

iO

为设计的最大浓度的

对数值&

"

为各浓度倍比浓度的对数值&

1

*

为各浓度组生长抑

制率之和&

&<6

为经验常数'

?<B

!

统计学处理
!

应用
(*(('8<&

统计软件包进行统计分

析#计量资料以
P ?̀

表示#组间差别用单向分类方差分析#以

!

&

&<&6

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@<?

!

激光衍射粒度仪测定纳米粒粒径及分布
!

随着滴加的

1**

量的增加#溶液逐渐呈
8

种表现#即澄清*乳光*沉淀'当

A1(

"

1**

质量比为
8l'

!

?l'

时#溶液呈乳光色#而其粒径

随着
A1(

"

1**

比值的减小而加大'当
A1(

"

1**

为
?l'

时#

A1)*+

的平均粒径为
''?<8#O

#多分散系数$

*./

%为
&<'6&

&

当
A1(

"

1**

为
%l'

时#

A1)*+

粒径分布出现双峰#

:8<5@

粒

子的平均粒径为
8?5<'#O

#

?<9@

粒子平均粒径为
'876<&

#O

#

*./

为
&<%&?

&当
A1(

"

1**

为
8l'

时#混悬液中形成肉

眼可见细颗粒沉淀$粒径大于
'&&&#O

%'本次实验取
A1(

"

1**

为
6<8l'<&

制作
A1)*+

与
.1i0A1)*+

#见图
'

#其平均

粒径分别为
'76#O

与
9&&#O

#

*./

分别为
&<&55

与
&<97&

'

图
'

!!

A1(

)

1**

质量比为
6<8l'<&

载药纳米粒的

粒径分布$溶解于双蒸水中%

@<@

!

壳聚糖纳米粒的形态学特征
!

扫描电镜下可见纳米粒部

分变形*粘连#见图
9

'

图
9

!!

扫描电镜下载药纳米粒的形态$

d'&&&&

%

@<A

!

.1i

壳聚糖纳米粒的载药率及包封率
!

.1i

在
&<6

!

9&<&

(

L

"

O-

范围内与吸光度呈良好的线性关系#标准曲线为

,;&<&?7>&<9?i

$

=

9

;&<::7

%'载药率与包封率分别为

$

99<%̀ 9<7

%

@

*$

6:<9̀ 5<?

%

@

'

@<B

!

外释药试验
!

载药纳米粒体外释药曲线可分为突释和缓

释部分'突释部分曲线陡直#药物释放迅速#

9%H

内累计释药

量达到$

87<'̀ 9<%

%

@

#

%5H

达到$

6'<%̀ 8<:

%

@

'其后曲线变

平缓#

7B

内累计释药量达到$

59<8̀ %<8

%

@

#表明载药纳米粒

具有一定的缓释性能#见图
8

'

图
8

!!

载药微球在
*W(

溶液中累计释放曲线$

N

R7<%

%

@<G

!

普通注射用
.1i

*

A1)*+

及
.1i0A1)*+

对
,6%:

肺腺

癌细胞株的增殖抑制作用
!

普通注射用
.1i

表现出非常高的

细胞毒性#在浓度低至
'<&

(

L

"

O-

时对
,6%:

细胞就已经有

$

9%<98̀ '<%:

%

@

的抑制率'

.1i0A1)*+

随着浓度的增加#

抑制率几乎呈直线上升#浓度在
?%<&

(

L

"

O-

时#抑制率达

$

7'<6&̀ '<6?

%

@

#但仍远远低于普通注射用
.1i

的$

:&<'&̀

66'8
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9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



表
'

!!

普通注射用
.1i

'

A1)*(

及
.1i0A1)*+

对
,6%:

细胞的生长抑制率及各药物的半数抑制浓度$

P ?̀

%

药物
药物浓度$

@

%

'<&

(

L

"

O- %<&

(

L

"

O- '?<&

(

L

"

O- ?%<&

(

L

"

O-

/A

6&

$

(

L

"

O-

%

A1)*+ &<8:̀ &<9? 9<6?̀ '<&? ?<'9̀ 9<9' '9<?:̀ 9<95 6'%<68̀ 87<66

.1i0A1)*+ 8<&?̀ &<55 :<89̀ '<%5 95<7?̀ 9<:& 7'<6&̀ '<6? 9?<57̀ '<86

"

.1i 9%<98̀ '<%: %6<&&̀ 9<?9 ?7<86̀ 9<%8 :&<'&̀ '<:6 6<6'̀ &<87

!!

"

!

&

&<&'

#与
.1i

和
A1)*+

比较'

'<:6

%

@

'

.1i0A1)*+/A

6&

为普通注射用
.1i

的
%

倍多

$

!

&

&<&6

%'由此证明壳聚糖纳米粒作为多西紫杉醇的药物

输送载体可明显降低普通注射用多西紫杉醇的细胞毒性#同时

保留其的抗肿瘤特性#见图
%

*表
'

'

图
%

!!

普通注射用
.1i

'

A1)*(

及
.1i0A1)*+

与
,6%:

细胞共培养
%5H

后细胞的抑制率变化曲线

A

!

讨
!!

论

A1(

分子链上带有大量氨基基团#溶于弱酸后质子化而

带有大量正电荷#与
1**

的阴离子发生交联反应#即多分子

A1(

围绕
1**

聚集而成聚合物(

'6

)

#

A1(

与
1**

的质量比是

其粒径大小的主要因素#通过调整其比例制成各种粒径的纳米

粒'将所要负载的药物以溶液状态加入
A1(

醋酸溶液或
1**

水溶液中#即在纳米粒形成的过程中将药物包裹在纳米粒内或

吸附在纳米微球表面'

本实验
A1(

"

1**

质量比为
6<8l'<&

#载药纳米粒的平均

粒径为
9&&#O

#载药率与包封率分别为$

99<%`9<7

%

@

和

$

6:<9̀ 5<?

%

@

'体外释药试验证明载药纳米粒具有一定的控

释能力#但
%5H

内突释累计$

6'<%`8<:

%

@

#可能归因于部分

药物与
A1)*+

的相互作用力较弱#或紧紧黏附
A1)*+

的表

面'

%5H

后曲线变平缓#这部分药物牢牢结合在
A1)*+

内

部#因
A1)*+

的溶蚀而缓慢释放(

'?

)

'

.1i

因其较强的抗瘤特性#而作为非小细胞肺癌*卵巢

癌*乳腺癌*前列腺癌等的重要化疗药(

'709'

)

'但其主要不足在

于不良反应大(

99

)

'这主要归因于注射用
.1i

缺乏选择性#水

溶性差#以聚山梨酸酯
5&

为增溶剂#而后者可直接引起细胞膜

破裂*溶血和组胺释放#这种非肿瘤特异性的细胞毒性可引起

全身严重不良反应'本实验中#注射用
.1i

对
,6%:

细胞表

现出极强的生长抑制作用#但随着注射用
.1i

的增加#其抑制

率变化曲线较
.1i0A1)*+

平缓#提示
.1i

溶剂所包含的聚

山梨酸酯
5&

及无水乙醇是杀伤
,6%:

肺腺癌细胞的重要因

素#故在低浓度时即达到很高的抑制率#然后曲线趋于平缓'

A1)*+

对细胞仅有轻度抑制效应(

9809%

)

'

.1i0A1)*+

可以克

服其水溶性差的不足#并降低其毒副作用'

用离子交联法制备
.1i0A1)*+

#实验条件温和#所得

.1i0A1)*+

粒径均匀#具有一定的缓释能力#明显降低注射

用
.1i

的细胞毒性#有望成为一种理想的化疗药物载体'
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子过度表达#血管紧张素和醛固酮过度激活等与心肌梗死后心

室重塑有密切的关系#且均能抑制心脏功能'

**,\

'

被认为

是一种细胞内及细胞外的脂肪代谢的调节剂#其人工合成激动

剂...贝特类药物可以增加血清高密度脂蛋白胆固醇$

R.-0

A

%水平#降低极低密度脂蛋白$

c-.-

%的合成和分泌#降低血

清三酰甘油水平(

'&

)

'研究显示激活的
**,\

'

能有效地抑制

动脉平滑肌细胞内白细胞介素
0'

$

/-0'

%诱导的白细胞介素
0?

$

/-0?

%和前列腺素的产生#并且通过负性调节核因子
0

)

W

$

)30

)

W

%和活化蛋白
0'

$

,*0'

%来发挥作用#降低血浆
A

反应蛋

白(

''

)

#激活的
**,\

'

还有调节心肌细胞的炎症*氧化应激反

应#调节心肌细胞外基质重构及心肌细胞肥大的生物学作

用(

'9

)

'本研究发现#

[*A+

联合非诺贝特进行干预
5

周后#

A

组大鼠心功能均较
W

组有显著改善$

!

&

&<&6

%#可能是通过改

善动脉血管内皮功能*调节脂类代谢*抗炎*抑制是肾素
0

血管

紧张素系统激活等一系列机制来发挥作用的#并可以改善梗死

区域局部的微环境#更加有利于所移植的
[*A+

发挥作用'
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