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• 药剂与工艺 • 

盐酸小檗碱/叶酸-壳聚糖纳米粒的制备及其对 CNE-1细胞的抑制作用 

温宝芳 1，李文涛 1，庄宝祥 1，张维芬 2*，赵立民 3* 
1. 潍坊医学院临床医学院，山东 潍坊  261053 
2. 潍坊医学院药学院，山东 潍坊  261053 
3. 潍坊医学院附属医院 耳鼻喉头颈外科，山东 潍坊  261031 

摘  要：目的  制备载盐酸小檗碱（berberine hydrochloride，BH）的叶酸（folic acid，FA）偶联壳聚糖（chitosan，CTS）
纳米粒（BH/FA-CTS-NPs），优化制备工艺并考察 BH/FA-CTS-NPs的理化特性及其对 CNE-1细胞的抑制作用。方法  利用

FA活性酯与 CTS分子上的氨基反应，制得 FA偶联 CTS（FA-CTS）；BH为模型药物，通过离子交联法制备 BH/FA-CTS-NPs。
考察其形态、粒径、包封率、载药量及体外释放等理化特性；分别通过MTT法、划痕实验和 Annexin-V-FITC单染法进行检

测，验证 BH/FA-CTS-NPs 对 CNE-1 细胞的抑制作用、抗增殖侵袭能力以及诱导凋亡作用。结果  透射电镜下观察所得

BH/FA-CTS-NPs形态外观圆整，大小均匀，无粘连，平均粒径为（282.4±4.5）nm；包封率为（89.82±2.91）%；载药量为

（9.16±1.01）%；5 h 内累积释药率为（80.32±3.24）%，随后缓慢释放，24 h 内累积释药率为（90.92±5.21）%。CNE-1
细胞实验显示，BH/FA-CTS-NPs能够显著抑制 CNE-1细胞的生存和增殖能力，诱导细胞 CNE-1凋亡，具有剂量和时间依赖

性。结论  离子交联法成功制备具有体外缓释作用的 BH/FA-CTS-NPs，形态圆整，粒径大小均一，对抑制 CNE-1细胞增殖

及促进凋亡效果好，为开发抗肿瘤给药系统提供了理论依据。 
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Preparation and inhibition effects on CNE-1 cells of folate-conjugated chitosan 
nanoparticles loaded with berberine 
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Abstract: Objective  To prepare foliate-conjugated chitosan nanoparticles loaded with berberine hydrochloride (BH/FA-CTS-NPs) 
and investigate the optimizing technology, physicochemical characterizations, and inhibitory effect on CNE-1. Methods  
Folate-conjugated chitosan (FA-CTS) was prepared by amino reaction of folic acid active ester and chitosan molecules; 
BH/FA-CTS-NPs were prepared using ion cross-linking technique with BH as a model drug. The morphology, particle size, and 
physicochemical characteristics such as entrapment efficiency (EE), drug-loading, and release in vitro of nanoparticles were studied. 
The effect of cell anti-migratory and anti-invasive actions of BH/FA-CTS-NPs was investigated using MTT assays, wound healing 
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assays and Annexin-V-FITC single staining assays, respectively. Results  The prepared BH/FA-CTS NPs were round, and the size 
uniformity adhesion was not found. The results of mean particle size, EE, and drug-loading amount were (282.4 ± 4.5) nm, (89.82 ± 
2.91)%, and (9.16 ± 1.01)%, respectively. (80.32 ± 3.24)% of BH in nanoparticles was released within 5 h and then released slowly, and 
the accumulative release rate within 24 h was (90.92 ± 5.21)%. These results by MTT assay and wound healing assay indicated that 
BH/FA-CTS NPs not only inhibited the proliferation of CNE-1 cells in a concentration- and time-dependent manner, but can induced 
apoptosis. Conclusion  BH/FA-CTS NPs with the sustained release effect could be prepared successfully by the ionic crosslinking 
method. Considering these properties, block proliferation and impair the migration of the CNE-1 cell line, BH/FA-CTS NPs could be an 
important compound for consideration in the treatment of nasopharyngeal carcinoma. 
Key words: folic acid; chitosan; berberine hydrochloride; nanoparticles; coupling; ionic crosslinking; MTT assay; wound healing 
assay; Annexin-V-FITC single staining assay; antitumor; anti-invasion; apoptosis 

 
鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是

鼻咽部最常见的上皮细胞恶性肿瘤[1]，发病机制不

明确，早期结合逆向调强放疗（intensity modulated 
radiation therapy，IMRT）或氧疗等辅助手段可以提

高局部控制率[2]，晚期辅助化疗因分子靶向性低、

患者依从性及顺应性差等原因，治疗效果不佳[3]。

近年来分子靶向治疗鼻咽癌方面开展了多项临床研

究[4]，但临床常用的抗肿瘤药物价格昂贵且选择性

低，在杀伤肿瘤细胞的同时也对机体产生许多严重

的毒副作用[5]，因此，寻找具有靶向抗肿瘤作用、

低毒且高效的新型靶向治疗药物是临床所需。 
盐酸小檗碱（berberine hydrochloride，BH）是

一种天然生物碱，已知的药理活性包括抗炎、抗胆

碱能、抗菌、抗高血压、抗氧化应激和抗包括鼻咽

癌在内的多种类型肿瘤活性[6-7]，有关 BH作为抗肿

瘤制剂应用于临床治疗各种晚期癌症的研究受到越

来越多的关注[8]。但 BH 为季胺盐类生物碱，稳定

性差，药物剂型及给药方式大多以片剂及 im 和静

脉滴注为主，易被胃肠道中的黏蛋白吸附而影响吸

收，生物利用度低，难以达到其发挥药理作用的有

效浓度[9]；剂量增大易引起过敏性休克、药疹等不

良反应，临床应用受到很大限制[10]。因此，研发适

用于临床应用的 BH 制剂以增加 BH 的稳定性、提

高生物利用度、减少给药剂量、降低毒副作用以及

实现对肿瘤组织的靶向性和缓控释性尤为重要。 
叶酸（folic acid，FA）/FA受体可在多种类型的

细胞中高表达，而在正常组织中几乎不表达[11]。利

用 FA 受体能特异性识别配体这种特性，制备针对

FA受体的主动靶向制剂以提高药物的靶向性[12-13]。

壳聚糖（chitosan，CTS）是一种带正电的天然高分

子化合物多糖，来源丰富且价格便宜，具有良好的

生物相容性、无毒性、可降解性和生物黏附性，越

来越广泛地应用到生物医用材料缓释、靶向给药等

领域[14-16]。本研究选用 CTS为载体，用离子交联法

制备载 BH 的 FA 偶联 CTS 纳米粒（BH/FA-CTS- 
NPs）（图 1），并优化制备工艺，检测其理化特性及

评价其对人鼻咽癌 CNE-1 细胞的生长抑制及诱导

凋亡作用，以期对临床鼻咽癌的治疗提供新的理论

依据。 

 
图 1  BH/FA-CTS-NPs模式图 

Fig. 1  Schematic formation of BH/FA-CTS-NPs  
1  仪器与材料 

Mastersizer 2000激光粒度分析仪，英国马尔文

公司；85-2恒温磁力搅拌器，江苏金坛市环宇科学

仪器厂；MCFD5508冷冻干燥机，美国西盟公司；

自动酶标仪，美国伯腾仪器有限公司；HNA- 
122DTABAI 型 CO2恒温培养箱，日本三洋公司；

EL204型电子天平，梅特勒-托利多仪器有限公司；

UV-8000/8000A/8000S 双光束紫外分光光度计，

Ultraviolet Spectrophotometric，上海元析仪器有限公

司；FIIR-650傅里叶变换红外光谱，天津港东科技

发展股份有限公司。 
CTS，脱乙酰度≥96.5%，山东莱州市海力生物

制品有限公司；冰乙酸，分析纯，青岛海滨试剂；

BH，200911，质量分数 93%，北京华清美恒天然产

物技术开发有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，

分析纯，上海化学试剂公司；FA、三聚磷酸钠（TPP）、
N-羟基丁二酰亚胺（NHS）、N′-二环己基碳二亚胺

（DCC）、无水二甲基亚砜（DMSO），上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；其余试剂均为分析纯，水为

超纯水。CNE-1细胞，北京解放军总医院实验室赠

FA FA-CTS-NPs CTS BH BH/FA-CTS-NPs 

EDC TPP 
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送；胎牛血清，杭州四季青生物技术公司；DMEM
培养基，美国 Gibco公司；BH/FA-CTS-NPs（自制）

以 2%冰醋酸溶解，配制母液浓度 5 mmol/L，0.45 μm
微孔滤膜滤过灭菌，−20 ℃冻存，临用前用细胞培

养基稀释至所需浓度。MTT 试剂盒、Annenxin 
V-FITC试剂盒，南京凯基生物试剂有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  BH/FA-CTS-NPs的制备 
2.1.1  CTS-NPs 的制备[17]  称取 50 mg CTS 溶于

1%醋酸溶液中，得到 1 g/L CTS醋酸水溶液，用 6 
mol/L NaOH溶液调 pH至 5.5，过 0.45 μm滤膜。

称取适量 TPP溶于超纯水配制成 1 g/L TPP溶液，

过 0.45 μm滤膜。持续匀速磁力搅拌作用下，将 TPP
溶液逐滴缓慢滴入 CTS 醋酸水溶液中，搅拌 20 
min，得到具有淡蓝色透明乳光的 CTS-NPs。 
2.1.2  FA 活性酯的制备[18]  三乙胺 1 mL加入 10 
mL DMSO中混合均匀，加入 FA10 mg避光搅拌过

夜。次日，将 25 mg DCC和 12.5 mg NHS溶解在

10 mL DMSO中，两溶液混合后暗处搅拌过夜。加

入 0.5 mL冰乙酸，继续反应 4 h（除去多余 DCC）
后，静置冷藏 0.5 h，抽滤并收集滤液所得即为 FA
活性酯。 
2.1.3  FA-CTS 冻干粉末及其纳米粒的制备  称取

100 mg CTS溶于 50 mL 10%的醋酸溶液中，逐滴滴

加 10.0 mol/L的 NaOH将溶液的 pH值调至 6.0。磁
力搅拌下缓慢加入得到的 FA活性酯的DMSO溶液

（10 g/L），室温下避光搅拌过夜。反应结束后用 10 
mol/L的 NaOH溶液调节 pH至 9.0，离心并用蒸馏

水洗涤数遍，冷冻干燥，得到淡黄色固体粉末即为

FA-CTS 冻干粉。利用傅里叶变换红外光谱仪，将

冷冻干燥的 FA-CTS置于室温下 KBr压片。同样制

备 FA、CTS样品作对比。结果见图 2，FA-CTS偶

合物是以 CTS分子链上质子化的氨基与 FA分子结

构上脱质子化的羧基之间利用静电作用结合在一

起。图中 FA-CTS偶合物曲线上 1 605、1 462 cm−1

出现类似芳环骨架伸缩导致的振动峰波，说明 FA
与CTS偶合成功。FA的 1 706 cm−1羰基峰（-COOH）
消失可以说明 CTS中的氨基与 FA分子的羧基是静

电作用相互结合在一起。用 FA-CTS代替 CTS后按

“2.1.1”项方法制备 FA-CTS-NPs。 
2.1.4  BH/FA-CTS-NPs溶液的制备[19]  将 FA-CTS
冻干粉末溶于1%醋酸溶液中得1 g/L FA-CTS溶液。

称取处方量 BH粉末溶于适量无水乙醇中，超声至 

 
 

图 2  FA-CTS、CTS和 FA的红外光谱图 
Fig. 2  IR spectra of FA-CTS, CTS, and FA  

完全溶解，得 BH 无水乙醇溶液。将两者混合，室

温持续搅拌下，缓慢加入 TPP溶液，搅拌 30 min，
得到 BH/FA-CTS-NPs 混悬液。CTS 代替 FA-CTS
后，同样的方法制备 BH/CTS-NPs。 
2.1.5  正交试验优化 BH/FA-CTS-NPs 处方  在纳

米粒的制作过程中，粒径的大小是纳米粒制作成功

与否的重要指标之一，在制作出合适粒径的纳米粒

之后，再用包封率和载药量等理化特性对所制备的

纳米粒进行综合评价[20-21]。本实验以 BH 为模型药

物，前期曾以粒径为指标，通过单因素实验考察各

工艺因素对纳米粒粒径的影响后，根据实验过程中

得知药物载体比例（BH/FA-CTS）及添加剂（TPP）
用量，再以 FA-CTS用量（A）、BH用量（B）、交

联剂 TPP用量（C）为 3个因素，每个因素设 3个
水平，以粒径为筛选指标，L9(34) 正交设计表进行

处方优化。正交试验设计及结果见表 1，方差分析

见表 2。极差（R）值越大表示该因素的影响越明显，

由表 1可知各影响因素的主次顺序为 B＞C＞A；由
表 2可知，因素 B的影响最具有显著性（P＜0.05），
因素A、C无显著性；最优处方为A1B1C1，即 FA-CTS
为 0.5 g/L、BH为 0.5 g/L、TPP为 0.5 g/L。 
2.2  BH/FA-CTS-NPs的形态学特征及粒径分布 

按最优处方量制备得到 BH/FA-CTS-NPs。室温

下透射电镜（TEM）观察其形态，使用激光粒度分

析仪测定其平均粒径、Zeta 电位和粒径分散指数

（PDI）。所制得的 BH/FA-CTS-NPs形态圆整、大小

均一，为球类粒子（图 3），平均粒径为（282.4±4.5）
nm（n＝6）（图 4），Zeta电位为（−17.3±1.2）mV
（n＝6）（图 5），PDI为 0.043±0.016（n＝6），粒度

分布均匀呈单峰。 
2.3  BH/FA-CTS-NPs包封率、载药量的测定 
2.3.1   BH特征吸收波长的选择  称取 BH对照品 

FA-CTS 

CTS 

FA 

600     800    1 000    1 200    1 400    1 600    1 800 
ν/cm−1 
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表 1  正交试验设计及结果 
Table 1  Design and results of orthogonal test 

试验号 A/(g·L−1) B/(g·L−1) C/(g·L−1) 平均粒径/nm 

1 0.5 (1) 0.5 (1) 0.5 (1) 265.2 

2 0.5 (1) 1.0 (2) 1.0 (2) 339.9 

3 0.5 (1) 1.5 (3) 1.5 (3) 475.2 

4 1.0 (2) 0.5 (1) 1.5 (3) 315.2 

5 1.0 (2) 1.0 (2) 0.5 (1) 367.8 

6 1.0 (2) 1.5 (3) 1.0 (2) 491.3 

7 1.5 (3) 0.5 (1) 1.0 (2) 282.9 

8 1.5 (3) 1.0 (2) 1.5 (3) 409.8 

9 1.5 (3) 1.5 (3) 0.5 (1) 442.0 

K1 1 083.3  863.3 1 075.0  

K2 1 174.3 1 117.5 1 114.1  

K3 1 134.7 1 408.5 1 200.2  

R   91.0  545.2  125.2  
 

表 2  方差分析 
Table 2  Analysis of variance 

方差来源 离均差平方和 自由度 F值 显著性 

A 0.001 48 2 1.843  

B 0.049 61 2 61.590 P＜0.05 

C 0.002 73 2 3.395  

F0.05 (2, 2) = 19.00  F0.01 (2, 2) = 99.00 

 
图 3  BH/FA-CTS-NPs的 TEM图 

Fig. 3  TEM photogram of BH/FA-CTS-NPs 

 
 
 

图 4  BH/FA-CTS-NPs平均粒径分布 (n = 6) 
Fig. 4  Mean particle size distribution of BH/FA-CTS-NPs 
(n = 6) 

 
 

图 5  BH/FA-CTS-NPs的 Zeta电位图 (n = 6) 
Fig. 5  Zeta potential of BH/FA-CTS-NPs (n = 6)  

适量，蒸馏水溶解后紫外分光光度仪在 200～800 
nm进行扫描，得最大吸收波长在 421 nm处。 
2.3.2   标准曲线的绘制  用蒸馏水配制 0.5 g/L的

BH标准溶液储备液。分别精密移取上述储备液 0.2、
0.6、0.8、1.0、1.4、1.8 mL，移入 50 mL量瓶中定

容，即得质量浓度为 2.0、6.0、8.0、10.0、14.0、18.0 
mg/L的标准溶液供试液。在 421 nm波长处分别测

定不同质量浓度 BH供试液的吸光度（A）值，以 A
值对质量浓度（C）进行线性回归，回归方程为 A＝
0.013 8 C＋0.015 2（R2＝0.999 6，n＝3），当 BH质

量浓度在 2.21～19.31 μg/mL时，线性关系良好。 
2.3.3  BH 载药纳米粒的包封率、载药量的测定  
将制备的 BH/FA-CTS-NPs水分散体系，5 000 r/min
超速离心 20 min。收集上清，定容至 50 mL量瓶中，

通过紫外可见光光度计测定 421 nm下的 A值，带

入标准曲线计算游离 BH 的量。BH 包封率与载药

量分别按下式计算，结果包封率和载药量分别为

（89.82±2.91）%和（9.16±1.01）%（n＝3）。 
包封率＝(BH总量－游离 BH的量)/BH总量 

载药量＝(BH总量－游离 BH的量)/纳米粒子的量 

2.4  BH/FA-CTS-NPs中 BH的体外释放 
取一定量 BH/FA-CTS-NPs 悬液于透析袋中，

采用转篮法测 BH 的体外释放。转速 50 r/min，温

度（37.0±0.5）℃。释放介质：PBS缓冲液（pH 7.4）。
间歇收集释放液 2 mL，同时补充等量的释放介质。

将收集的释放液稀释，其中 BH 的定量测定方法见

“2.3”项。A 值均以未载药微球同样条件下的释放

介质为参比。结果见图 6，可以看出 BH/FA-CTS-NPs
中 BH有很好的缓控释作用。BH在最初的几小时内

有一个快速释放，0.5 h 内累积释放率分别为

（32.91±3.91）%，5 h 内累积释放率为（80.32± 

3.24）%，这可能是吸附于纳米粒表面的药物释放所

致，这一特性有利于药物的快速起效；中期的 5 h
至 24 h间接近匀速释放，24 h内累积释放率分别为 

10            100          1 000         10 000 
粒径/nm 

−100       −50        0         50        100 
Zeta电位/mV 
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图 6  BH/FA-CTS-NPs的体外释放 (PBS pH 7.4, n = 3) 

Fig. 6  Release profile of BH/FA-CTS-NPs (PBS pH 7.4, n = 3) 
 
（90.92±5.21）%，说明包裹在纳米粒内部的 BH通

过纳米粒中孔隙的扩散所致；24 h后释放非常缓慢，

25 h后释放基本结束。 
药物从骨架型缓控释系统中释放的评价方法不

同。Yasir等[22]曾用 Higuchi方程进行氟哌啶醇固体

脂质纳米粒经鼻入脑的体外药物释放和药物动力学

评价，发现一级释放模型和 Higuchi 方程拟合，且

后者能更好地描述壳聚糖纳米粒的体外释放曲线。

为了进一步探讨 BH 纳米粒体外释放机制，采用

Higuchi 方程拟合其体外释放曲线后发现，BH/FA- 
CTS-NPs 的体外释放标准曲线为 Y＝0.653 5 X＋
47.169，R2＝0.378 6，表明 BH 从固体骨架剂载药

体系中非匀速释放，遵循单位面积的释放量与时间

的平方根成直线关系，具有较好的缓释效果，符合

水不溶性骨架的释药性能，适合应用于缓控释药物

制剂。 
2.5  MTT法测定 BH/FA-CTS-NPs对 CNE-1细胞

的抑制率 
2.5.1   细胞培养  人鼻咽癌 CNE-1 细胞株培养于

含 10%胎牛血清的 DMEM培养基中，置于 5% CO2
细胞培养箱中，恒温 37 ℃培养。每 1～2 d换液 1
次，使用 0.25%胰蛋白酶消化传代，取对数生长期

的细胞进行实验。 
2.5.2   MTT法测定 BH/FA-CTS-NPs 对 CNE-1细
胞的抑制率  取处于对数生长期的 CNE-1，胰酶消

化后进行细胞计数并将细胞的浓度调整为 1×105

个/mL，用新鲜培养液制备成单细胞悬液，按照每

孔 100 μL接种于 96孔板中，放置于 37 ℃、含 5% 
CO2的二氧化碳培养箱中培养 24 h观察细胞贴壁情

况，弃去原培养液，加入不同物质。分组如下：未

处理组，只接种细胞；空白对照孔，只加 DMSO、
MTT培养液，不接种细胞；实验组 1，接种细胞并

每孔加入含 BH 浓度为 5、10、20、40 μmol/L 的

BH混悬液 50 μL、培养液 50 μL，每组设 3个复孔；

实验组 2，接种细胞并加入含 BH浓度为 5、10、20、
40 μmol/L 的 BH/CTS-NPs 50 μL、培养液 50 μL，
每组设 3个复孔；实验组 3，接种细胞并加入含 BH
浓度为 5、10、20、40 μmol/L 的 BH/FA-CTS-NPs 50 
μL、培养液 50 μL，每组设 3个复孔。同样条件培

养 24、48 h，取出培养板，每孔加入 10 μL 新鲜配

制含 5 mg/mL MTT的培养液，继续培养 4 h，弃上

清液终止培养，每孔加 150 μL DMSO溶解，水平摇

床上振荡混匀，未处理孔调零，酶标仪测定波长为

490 nm时 A值，用下面公式计算药物对细胞的抑制

率。结果见图 7。 
细胞增殖抑制率＝(对照组平均A值－给药组平均A值)/ 

对照组平均 A值 

由结果可知，各组 BH 制剂在不同时间作用于

CNE-1细胞后，细胞的生长均受到不同程度明显的

抑制作用，随着制剂浓度增大，作用时间延长，细

胞的生长抑制作用也更为明显，可以看出 BH 制剂

对 CNE-1 细胞的生长抑制作用具有较明显的量效

和时效关系；不同 BH 制剂对细胞抑制作用也具有

明显差异，BH/FA-CTS-NPs对细胞的抑制作用强于

BH/CTS-NPs和 BH原料药组，这可能是由于 FA可

以与肿瘤细胞表面的FA受体特异性结合增强了BH
对 CNE-1细胞的靶向性而导致。 
2.6  BH/FA-CTS-NPs对CNE-1细胞迁移能力影响 

调整细胞浓度为 1×107个/mL，吸 1 mL细胞

悬液接种于 6孔板，加入 DMEM培养 6 h，待细胞

呈单层贴壁生长状态时，用 10 μL Eppendorf Tip在
细胞板上划痕，培养液洗细胞 3次，依次加入含 BH
浓度为 20 μmol/L 的 BH 溶液、BH/CTS-NPs、
BH/FA-CTS-NPs及 0.05% DMSO（对照）组，另设

未处理组，每组设 3个复孔，放入 37 ℃、5% CO2
培养箱中培养 24 h后，取样并拍照，用 Image-Pro 
Plus 6.0 软件测量划痕的距离，计算平均值与标准

差。以 DMSO组为对照，进行组间比较。细胞的迁

移能力以迁移率表示，结果见图 8。 
迁移率＝(原划痕宽度－现划痕宽度)/原划痕宽度 

实验结果显示，未处理组、对照组以及 20 
μmol/L的 BH溶液、BH/CTS-NPs、BH/FA-CTS-NPs
处理组在 0 h时，划痕距离大体相同。24 h后，未处

理组（迁移率 100%）与对照组［迁移率（98.00±
1.41）%］划痕距离明显缩短，两者相比差异无统

计学意义（P＞0.05）。而各 20 μmol/L的 BH制剂处

理组划痕距离增宽［BH、BH/CTS-NPs、BH/FA-CTS- 
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图 7  MTT 法测定 24 h 和 48 h 时 BH/FA-CTS-NPs 对
CNE-1的增殖抑制作用 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 7  Inhibitory rates of BH/FA-CTS NPs on CNE-1 cells 
at different time points by MTT ( x ±s, n = 3) 

NPs 组迁移率分别为（58.00±2.24）%、（35.00±
2.10）%、（16.00±1.45）%］，与未处理组和 DMSO
组相比迁移率明显降低，差异均有统计学意义（P＜
0.05）。各 BH制剂组间相比较划痕距离差异也具有

统计学意义（P＜0.05）。 
2.7  BH/FA-CTS-NPs对 CNE-1细胞凋亡的影响 

分别收集含 BH 浓度为 20 μmol/L 的 BH、
BH/CTS-NPs、BH/FA-CTS-NPs作用 24 h的 CNE-1
细胞，用胰酶消化，1 000 r/min离心 5 min，4 ℃预

冷的 PBS洗 2次，1 000 r/min离心 5 min，弃上清

收集细胞。另设未处理组和 DMSO（对照）组。 
加入 250 mL的Binding Buffer重悬细胞，取 100 

μL的细胞悬液于 5 mL流式管中，加入 5 μL Annexin 
V/FITC混匀后室温避光孵育 5 min。滴一滴上述细

胞悬液于载玻片，盖玻片盖上细胞并将盖玻片倒置

后，于荧光显微镜下观察，结果如图 9所示。结果

显示，各加药组的细胞凋亡率［BH、BH/CTS-NPs、
BH/FA-CTS-NPs组凋亡率分别为（10.36±1.21）%、
（28.31±2.07）%、（62.41±2.11）%］比未处理组

［（0.13±0.01）%］和对照组［（0.16±0.01）%］明

显增高（P＜0.05）。在作用 24 h，未处理组与对照

组细胞凋亡数量较少，两者相比，差异无统计学意

义（P＞0.05），而各 BH 制剂处理组凋亡细胞数量 
 

 
 

图 8  BH/FA-CTS-NPs对 CNE-1细胞迁移能力的影响 
Fig. 8  Effect of BH/FA-CTS-NPs on migration of CNE-1 cells  

 
与对照组和 DMSO组相比明显增加，差异均有统计

学意义（P＜0.05）。各 BH 制剂组间相比较凋亡细

胞数量差异也具有统计学意义（P＜0.05）。且细胞

凋亡率的程度与 MTT 结果一致，证明了实验的可

靠性。 
3  讨论 

本实验通过偶联法制备 BH/FA-CTS-NPs。即先

制备 FA 活性酯，与 CTS 上的氨基反应得到

FA-CTS，然后与 TPP通过离子交联法制得 FA-CTS- 
NPs，最后用吸附法将抗肿瘤药物 BH进行包埋（图

1）。You 等[17]用该方法制备了 FA 修饰靶向抗肿瘤

纳米粒的粒径小且形态均匀呈球形，本实验在其方

法基础上，优化药物载体比例，所制备的纳米粒粒

径在 200～400 nm，粒径与之前的研究相比要小且

均一。谢黎崖等[18]用离子交联法制备 CTS-NPs时发

现，在相同条件下粒径的大小随着 CTS的相对分子

质量增大而变大，本实验前期分别采用 3个相对分

子质量 CTS（1.1×106、9.0×105、6.0×105）进行

制备，发现在其他实验条件相同的情况下，CTS相
对分子质量越小，所形成的纳米粒粒径越小，这与 

未处理 对照 20 μmol·L−1 BH 20 μmol·L−1 BH/CTS-NPs 20 μmol·L−1 BH/FA-CTS-NPs 
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图 9  BH/FA-CTS-NPs诱导的 CNE-1细胞凋亡 
Fig. 9  Apoptosis in CNE-1 cells induced by BH/FA-CTS-NPs  

 
之前的研究是相同的，且本实验过程中发现，纳米

粒的平均粒径越小，包封率相对较大，这可能是因

为粒径越小，表面积越大，表面载药或者内部包裹

的药物相对增多，这与 Kim等[8]对于纳米粒粒径大

小的研究相一致。 
Cosco 等[23]发现纳米粒粒径愈大，被包封于内

的药物量愈多，相对释放的量愈少，如果 CTS纳米

粒的粒径在几十天内未发生变化，只靠药物的缓慢

渗透而使药物释放率发生变化很慢，这时需要添加

辅酶来帮助释放。而本实验所得纳米粒 24 h累积释

放率达到 90%，说明在无添加辅酶的情况下大部分

药物可以完全释放，释放性能较好，较适合制备成

缓控释制剂进一步应用于临床研究。Yasir等[22]发现

Higuchi 方程能更好地描述 CTS 纳米粒的体外释放

曲线，本实验所制纳米粒拟合其体外释放曲线后发

现 BH 从固体骨架剂载药体系中非匀速释放，遵循

单位面积的释放量与时间的平方根成直线关系，这

种较好的缓释效果符合水不溶性骨架的释药性能，

适合应用于缓控释药物制剂。 
在比较 BH/FA-CTS-NPs、BH/CTS-NPs 和 BH

原料药抑制 CNE-1细胞增殖作用之前，先进行预实

验筛选出 NPs 和原料药的有效作用浓度范围及

IC50，以此设立 BH/FA-CTS-NPs的浓度梯度后，采

用 MTT 法测定不同纳米粒组不同剂量浓度对

CNE-1 细胞的生长抑制率。与 BH 原料药和

BH/CTS-NPs同浓度组相比较，含 BH 20 μmol/L的

BH/FA-CTS 抑制 CNE-1 细胞增殖、体外迁移及诱

导大量细胞凋亡作用显著，这可能因为纳米级的

BH 在溶液中的分散性优于普通 BH，FA 特异性靶

向肿瘤表面配体的同时，使得 FA-CTS载药 NPs更
容易附着到更多细胞表面或进入细胞内发挥作用，

故而相等的药物浓度中经 FA 修饰的纳米级药物的

作用得到显著提升，说明经 FA 修饰的载 BH 纳米

粒，具备更好的抗肿瘤转移治疗效果。Li等[24]的研

究证明了BH原料药对于CNE-1细胞的抑制作用具

有时间和浓度依赖性，而本实验中抑制 CNE-1细胞

增殖所需要的BH/FA-CTS-NPs中BH的浓度和时间

均低于前期的研究报道[25]，说明 BH/FA-CTS-NPs
与单纯原料药 BH相比，能更好地抑制 CNE-1细胞

迁移及促进其凋亡。但本实验未能进一步明确观察

FA-CTS/BH-NPs 对 CNE-1 细胞的疗效显著提高是

否确切为 FA 介导所致，这可以通过激光共聚焦，

或游离 FA 竞争抑制等实验技术方法在以后的实验

中进一步证实。 
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