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盐酸小檗碱L叶酸-壳聚糖纳米粒的制备及其对 Ckb-N细胞的抑制作用=
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摘= =要：目的= =制备载盐酸小檗碱（berberine= hydrochloride，_e）的叶酸（folic= acid，cA）偶联壳聚糖（chitosan，Cqp）
纳米粒（_eLcAJCqpJkms），优化制备工艺并考察 _eLcAJCqpJkms的理化特性及其对 CkbJN细胞的抑制作用。方法= =利用

cA活性酯与 Cqp分子上的氨基反应，制得 cA偶联 Cqp（cAJCqp）；_e为模型药物，通过离子交联法制备 _eLcAJCqpJkms。
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jqq法、划痕实验和 AnnexinJsJcfqC单染法进行检

测，验证 _eLcAJCqpJkms 对 CkbJN 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

_eLcAJCqpJkms形态外观圆整，大小均匀，无粘连，平均粒径为（OUOKQ±QKR）nm；包封率为（UVKUO±OKVN）B；载药量为

（VKNS±NKMN）B；R= h 内累积释药率为（UMKPO±PKOQ）B，随后缓慢释放，OQ= h 内累积释药率为（VMKVO±RKON）B。CkbJN
细胞实验显示，_eLcAJCqpJkms能够显著抑制 CkbJN细胞的生存和增殖能力，诱导细胞 CkbJN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 _eLcAJCqpJkms，形态圆整，粒径大小均一，对抑制 CkbJN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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assays= and=AnnexinJsJcfqC=single=staining=assaysI=respectivelyK=oesults= = qhe=prepared=_eLcAJCqp=kms=ïere=roundI=and=the=size=
uniformity=adhesion=ïas=not=foundK=qhe=results=of=mean=particle=sizeI=bbI=and=drugJloading=amount=ïere=EOUOKQ=±=QKRF=nmI=EUVKUO=±=
OKVNFBI=and=EVKNS=±=NKMNFBI=respectivelyK=EUMKPO=±=PKOQFB=of=_e=in=nanoparticles=ïas=released=ïithin=R=h=and=then=released=sloïlyI=and=
the=accumulative=release=rate=ïithin=OQ=h=ïas=EVMKVO= ±=RKONFBK=qhese=results=by=jqq=assay=and=ïound=healing=assay=indicated=that=
_eLcAJCqp=kms=not=only=inhibited=the=proliferation=of=CkbJN=cells=in=a=concentrationJ=and=timeJdependent=mannerI=but=can=induced=
apoptosisK=Conclusion= = _eLcAJCqp=kms=ïith=the=sustained=release=effect=could=be=prepared=successfully=by=the=ionic=crosslinking=
methodK=Considering=these=propertiesI=block=proliferation=and=impair=the=migration=of=the=CkbJN=cell=lineI=_eLcAJCqp=kms=could=be=an=
important=compound=for=consideration=in=the=treatment=of=nasopharyngeal=carcinomaK=
hey=wordsW=folic=acidX=chitosanX=berberine= hydrochlorideX=nanoparticlesX=couplingX= ionic=crosslinkingX=jqq= assayX= ïound= healing=
assayX=AnnexinJsJcfqC=single=staining=assayX=antitumorX=antiJinvasionX=apoptosis=

=
鼻咽癌（nasopharyngeal= carcinoma，kmC）是

鼻咽部最常见的上皮细胞恶性肿瘤xNz，发病机制不

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

高局部控制率xOz，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xPz。

近年来分子靶向治疗鼻咽癌方面开展了多项临床研

究xQz，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xRz，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，_e）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xSJTz，有关 _e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xUz。但 _e 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xVz；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xNMz。因此，研发适

用于临床应用的 _e 制剂以增加 _e 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，cA）LcA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xNNz。利

用 cA 受体能特异性识别配体这种特性，制备针对

cA受体的主动靶向制剂以提高药物的靶向性xNOJNPz。

壳聚糖（chitosan，Cqp）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xNQJNSz。本研究选用 Cqp为载体，用离子交联法

制备载 _e 的 cA 偶联 Cqp 纳米粒（_eLcAJCqpJ=
kms）（图 N），并优化制备工艺，检测其理化特性及

评价其对人鼻咽癌 CkbJN 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 N= = BeLcA-Cqp-kms模式图=

cigK=N= =pchematic=formation=of=BeLcA-Cqp-kms==
N= =仪器与材料=

jastersizer=OMMM激光粒度分析仪，英国马尔文

公司；URJO恒温磁力搅拌器，江苏金坛市环宇科学

仪器厂；jCcaRRMU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；ekAJ=
NOOaqA_Af 型 ClO恒温培养箱，日本三洋公司；

biOMQ型电子天平，梅特勒J托利多仪器有限公司；

rsJUMMMLUMMMALUMMMp 双光束紫外分光光度计，

rltraviolet=ppectrophotometric，上海元析仪器有限公

司；cffoJSRM傅里叶变换红外光谱，天津港东科技

发展股份有限公司。=
Cqp，脱乙酰度≥VSKRB，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；

_e，OMMVNN，质量分数 VPB，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；cA、三聚磷酸钠（qmm）、
kJ羟基丁二酰亚胺（kep）、k′J二环己基碳二亚胺

（aCC）、无水二甲基亚砜（ajpl），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。CkbJN细胞，北京解放军总医院实验室赠

cA= cAJCqpJkms=Cqp= _e= _eLcAJCqpJkms=

baC=qmm=
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送；胎牛血清，杭州四季青生物技术公司；ajbj
培养基，美国 dibco公司；_eLcAJCqpJkms（自制）

以 OB冰醋酸溶解，配制母液浓度 R=mmolLi，MKQR=μm
微孔滤膜滤过灭菌，−OM=℃冻存，临用前用细胞培

养基稀释至所需浓度。jqq 试剂盒、Annenxin=
sJcfqC试剂盒，南京凯基生物试剂有限公司。=
O= =方法与结果=
OKN= = BeLcA-Cqp-kms的制备=
OKNKN= = CqpJkms 的制备xNTz= =称取 RM= mg= Cqp 溶于

NB醋酸溶液中，得到 N=gLi=Cqp醋酸水溶液，用 S=
molLi= kale溶液调 pe至 RKR，过 MKQR= μm滤膜。

称取适量 qmm溶于超纯水配制成 N=gLi=qmm溶液，

过 MKQR=μm滤膜。持续匀速磁力搅拌作用下，将 qmm
溶液逐滴缓慢滴入 Cqp 醋酸水溶液中，搅拌 OM=
min，得到具有淡蓝色透明乳光的 CqpJkms。=
OKNKO= = cA 活性酯的制备xNUz= =三乙胺 N= mi加入 NM=
mi=ajpl中混合均匀，加入 cANM=mg避光搅拌过

夜。次日，将 OR=mg=aCC和 NOKR=mg=kep溶解在

NM=mi=ajpl中，两溶液混合后暗处搅拌过夜。加

入 MKR=mi冰乙酸，继续反应 Q=h（除去多余 aCC）
后，静置冷藏 MKR= h，抽滤并收集滤液所得即为 cA
活性酯。=
OKNKP= = cAJCqp 冻干粉末及其纳米粒的制备= =称取

NMM=mg=Cqp溶于 RM=mi=NMB的醋酸溶液中，逐滴滴

加 NMKM=molLi的 kale将溶液的 pe值调至 SKM。磁
力搅拌下缓慢加入得到的 cA活性酯的ajpl溶液

（NM=gLi），室温下避光搅拌过夜。反应结束后用 NM=
molLi的 kale溶液调节 pe至 VKM，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

cAJCqp 冻干粉。利用傅里叶变换红外光谱仪，将

冷冻干燥的 cAJCqp置于室温下 h_r压片。同样制

备 cA、Cqp样品作对比。结果见图 O，cAJCqp偶

合物是以 Cqp分子链上质子化的氨基与 cA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 cAJCqp偶合物曲线上 N=SMR、N=QSO=cm−N

出现类似芳环骨架伸缩导致的振动峰波，说明 cA
与Cqp偶合成功。cA的 N=TMS=cm−N羰基峰（JClle）
消失可以说明 Cqp中的氨基与 cA分子的羧基是静

电作用相互结合在一起。用 cAJCqp代替 Cqp后按

“OKNKN”项方法制备 cAJCqpJkms。=
OKNKQ= = _eLcAJCqpJkms溶液的制备xNVz= =将 cAJCqp
冻干粉末溶于NB醋酸溶液中得N=gLi=cAJCqp溶液。

称取处方量 _e粉末溶于适量无水乙醇中，超声至=

=
=

图 O= = cA-Cqp、Cqp和 cA的红外光谱图=
cigK=O= = fo=spectra=of=cA-CqpI=CqpI=and=cA==

完全溶解，得 _e 无水乙醇溶液。将两者混合，室

温持续搅拌下，缓慢加入 qmm溶液，搅拌 PM=min，
得到 _eLcAJCqpJkms 混悬液。Cqp 代替 cAJCqp
后，同样的方法制备 _eLCqpJkms。=
OKNKR= =正交试验优化 _eLcAJCqpJkms 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xOMJONz。本实验以 _e 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（_eLcAJCqp）及添加剂（qmm）
用量，再以 cAJCqp用量（A）、_e用量（_）、交

联剂 qmm用量（C）为 P个因素，每个因素设 P个
水平，以粒径为筛选指标，iVEPQF=正交设计表进行

处方优化。正交试验设计及结果见表 N，方差分析

见表 O。极差（o）值越大表示该因素的影响越明显，

由表 N可知各影响因素的主次顺序为 _＞C＞A；由
表 O可知，因素 _的影响最具有显著性（m＜MKMR），
因素A、C无显著性；最优处方为AN_NCN，即 cAJCqp
为 MKR=gLi、_e为 MKR=gLi、qmm为 MKR=gLi。=
OKO= = BeLcA-CqpJkms的形态学特征及粒径分布=

按最优处方量制备得到 _eLcAJCqpJkms。室温

下透射电镜（qbj）观察其形态，使用激光粒度分

析仪测定其平均粒径、weta 电位和粒径分散指数

（maf）。所制得的 _eLcAJCqpJkms形态圆整、大小

均一，为球类粒子（图 P），平均粒径为（OUOKQ±QKR）
nm（n＝S）（图 Q），weta电位为（−NTKP±NKO）ms
（n＝S）（图 R），maf为 MKMQP±MKMNS（n＝S），粒度

分布均匀呈单峰。=
OKP= = BeLcA-Cqp-kms包封率、载药量的测定=
OKPKN= = = _e特征吸收波长的选择= =称取 _e对照品=

cAJCqp=

Cqp=

cA=

SMM= = = = = UMM= = = = N=MMM= = = = N=OMM= = = = N=QMM= = = = N=SMM= = = = N=UMM=
νLcm−N=
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表 N= =正交试验设计及结果=
qable=N= =aesign=and=results=of=orthogonal=test=

试验号= ALEg·i−NF= _LEg·i−NF= CLEg·i−NF= 平均粒径Lnm=

N= MKR=ENF= MKR=ENF= MKR=ENF= OSRKO=

O= MKR=ENF= NKM=EOF= NKM=EOF= PPVKV=

P= MKR=ENF= NKR=EPF= NKR=EPF= QTRKO=

Q= NKM=EOF= MKR=ENF= NKR=EPF= PNRKO=

R= NKM=EOF= NKM=EOF= MKR=ENF= PSTKU=

S= NKM=EOF= NKR=EPF= NKM=EOF= QVNKP=

T= NKR=EPF= MKR=ENF= NKM=EOF= OUOKV=

U= NKR=EPF= NKM=EOF= NKR=EPF= QMVKU=

V= NKR=EPF= NKR=EPF= MKR=ENF= QQOKM=

hN= N=MUPKP= = USPKP= N=MTRKM= =

hO= N=NTQKP= N=NNTKR= N=NNQKN= =

hP= N=NPQKT= N=QMUKR= N=OMMKO= =

o= = = VNKM= = RQRKO= = NORKO= =
=

表 O= =方差分析=
qable=O= = Analysis=of=variance=

方差来源= 离均差平方和= 自由度= c值= 显著性=

A= MKMMN=QU= O= NKUQP= =

_= MKMQV=SN= O= SNKRVM= m＜MKMR=

C= MKMMO=TP= O= PKPVR= =

cMKMR=EOI=OF=Z=NVKMM= =cMKMN=EOI=OF=Z=VVKMM=

=
图 P= = BeLcA-Cqp-kms的 qbj图=

cigK=P= =qbj=photogram=of=BeLcA-Cqp-kms=

=
=
=

图 Q= = BeLcA-Cqp-kms平均粒径分布= En Z=SF=
cigK=Q= =jean=particle= size=distribution=of=BeLcA-Cqp-kms=
En Z=SF=

=
=

图 R= = BeLcA-Cqp-kms的 weta电位图= En Z=SF=
cigK=R= =weta=potential=of=BeLcA-Cqp-kms=En Z=SF==

适量，蒸馏水溶解后紫外分光光度仪在 OMM～UMM=
nm进行扫描，得最大吸收波长在 QON=nm处。=
OKPKO= = =标准曲线的绘制= =用蒸馏水配制 MKR=gLi的

_e标准溶液储备液。分别精密移取上述储备液 MKO、
MKS、MKU、NKM、NKQ、NKU=mi，移入 RM=mi量瓶中定

容，即得质量浓度为 OKM、SKM、UKM、NMKM、NQKM、NUKM=
mgLi的标准溶液供试液。在 QON=nm波长处分别测

定不同质量浓度 _e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＝
MKMNP=U=C＋MKMNR=O（oO＝MKVVV=S，n＝P），当 _e质

量浓度在 OKON～NVKPN=μgLmi时，线性关系良好。=
OKPKP= = _e 载药纳米粒的包封率、载药量的测定= =
将制备的 _eLcAJCqpJkms水分散体系，R=MMM=rLmin
超速离心 OM=min。收集上清，定容至 RM=mi量瓶中，

通过紫外可见光光度计测定 QON= nm下的 A值，带

入标准曲线计算游离 _e 的量。_e 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

（UVKUO±OKVN）B和（VKNS±NKMN）B（n＝P）。=
包封率＝E_e总量－游离 _e的量FL_e总量=

载药量＝E_e总量－游离 _e的量FL纳米粒子的量=

OKQ= = BeLcA-Cqp-kms中 Be的体外释放=
取一定量 _eLcAJCqpJkms 悬液于透析袋中，

采用转篮法测 _e 的体外释放。转速 RM= rLmin，温

度（PTKM±MKR）℃。释放介质：m_p缓冲液（pe=TKQ）。
间歇收集释放液 O=mi，同时补充等量的释放介质。

将收集的释放液稀释，其中 _e 的定量测定方法见

“OKP”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 S，可以看出 _eLcAJCqpJkms
中 _e有很好的缓控释作用。_e在最初的几小时内

有一个快速释放，MKR= h 内累积释放率分别为

（POKVN±PKVN）B，R= h 内累积释放率为（UMKPO± 

PKOQ）B，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 R= h
至 OQ=h间接近匀速释放，OQ=h内累积释放率分别为 

NM= = = = = = = = = = = = NMM= = = = = = = = = = N=MMM= = = = = = = = = NM=MMM=
粒径Lnm=

−NMM= = = = = = = −RM= = = = = = = = M= = = = = = = = = RM= = = = = = = = NMM=
weta电位Lms=
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图 S= = BeLcA-Cqp-kms的体外释放= EmBp=pe=TKQI=n=Z=PF=

cigK=S= =oelease=profile=of=BeLcA-Cqp-kms=EmBp=pe=TKQI=n=Z=PF=
=
（VMKVO±RKON）B，说明包裹在纳米粒内部的 _e通

过纳米粒中孔隙的扩散所致；OQ=h后释放非常缓慢，

OR=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。vasir等xOOz曾用 eiguchi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 eiguchi 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 _e 纳米粒体外释放机制，采用

eiguchi 方程拟合其体外释放曲线后发现，_eLcAJ=
CqpJkms 的体外释放标准曲线为 v＝MKSRP= R= u＋
QTKNSV，oO＝MKPTU= S，表明 _e 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。=
OKR= =jqq法测定 BeLcA-Cqp-kms对 Ckb-N细胞

的抑制率=
OKRKN= = =细胞培养= =人鼻咽癌 CkbJN 细胞株培养于

含 NMB胎牛血清的 ajbj培养基中，置于 RB=ClO
细胞培养箱中，恒温 PT=℃培养。每 N～O= d换液 N
次，使用 MKORB胰蛋白酶消化传代，取对数生长期

的细胞进行实验。=
OKRKO= = = jqq法测定 _eLcAJCqpJkms 对 CkbJN细
胞的抑制率= =取处于对数生长期的 CkbJN，胰酶消

化后进行细胞计数并将细胞的浓度调整为 N×NMR

个Lmi，用新鲜培养液制备成单细胞悬液，按照每

孔 NMM=μi接种于 VS孔板中，放置于 PT=℃、含 RB=
ClO的二氧化碳培养箱中培养 OQ=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 ajpl、
jqq培养液，不接种细胞；实验组 N，接种细胞并

每孔加入含 _e 浓度为 R、NM、OM、QM= μmolLi 的

_e混悬液 RM=μL、培养液 50 μL，每组设 P个复孔；

实验组 O，接种细胞并加入含 _e浓度为 R、NM、OM、
40 μmol/L 的 _eLCqpJkms=50 μL、培养液 50 μL，
每组设 P个复孔；实验组 P，接种细胞并加入含 _e
浓度为 R、NM、OM、40 μmol/L 的 _eLcAJCqpJkms=RM=
μL、培养液 50 μL，每组设 P个复孔。同样条件培

养 OQ、QU=h，取出培养板，每孔加入 10 μL 新鲜配

制含 R=mgLmi=jqq的培养液，继续培养 Q=h，弃上

清液终止培养，每孔加 150 μi=ajpl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

QVM=nm时 A值，用下面公式计算药物对细胞的抑制

率。结果见图 T。=
细胞增殖抑制率＝E对照组平均A值－给药组平均A值FL=

对照组平均 A值=

由结果可知，各组 _e 制剂在不同时间作用于

CkbJN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 _e 制剂

对 CkbJN 细胞的生长抑制作用具有较明显的量效

和时效关系；不同 _e 制剂对细胞抑制作用也具有

明显差异，_eLcAJCqpJkms对细胞的抑制作用强于

_eLCqpJkms和 _e原料药组，这可能是由于 cA可

以与肿瘤细胞表面的cA受体特异性结合增强了_e
对 CkbJN细胞的靶向性而导致。=
OKS= = BeLcA-Cqp-kms对Ckb-N细胞迁移能力影响=

调整细胞浓度为 N×NMT个Lmi，吸 N= mi细胞

悬液接种于 S孔板，加入 ajbj培养 S=h，待细胞

呈单层贴壁生长状态时，用 NM=μi=bppendorf=qip在
细胞板上划痕，培养液洗细胞 P次，依次加入含 _e
浓度为 OM= μmolLi 的 _e 溶液、_eLCqpJkms、
_eLcAJCqpJkms及 MKMRB=ajpl（对照）组，另设

未处理组，每组设 P个复孔，放入 PT=℃、RB=ClO
培养箱中培养 OQ= h后，取样并拍照，用 fmageJmro=
mlus= SKM 软件测量划痕的距离，计算平均值与标准

差。以 ajpl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 U。=
迁移率＝E原划痕宽度－现划痕宽度FL原划痕宽度=

实验结果显示，未处理组、对照组以及 OM=
μmolLi的 _e溶液、_eLCqpJkms、_eLcAJCqpJkms
处理组在 M=h时，划痕距离大体相同。OQ=h后，未处

理组（迁移率 NMMB）与对照组［迁移率（VUKMM±
NKQN）B］划痕距离明显缩短，两者相比差异无统

计学意义（m＞MKMR）。而各 OM=μmolLi的 _e制剂处

理组划痕距离增宽［_e、_eLCqpJkms、_eLcAJCqpJ=

NMM=

= UM=

= SM=

= QM=

= OM=

= = M=

累
积
释
放
率
LB
=

M= = = = = = = = NM= = = = = = = OM= = = = = = = PM= = = = = = = QM= = = = = = = RM=
tLh=
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图 T= =jqq 法测定 OQ= h 和 QU= h 时 BeLcA-Cqp-kms 对
Ckb-N的增殖抑制作用= E x ±sI=n=Z=PF=
cigK=T= = fnhibitory=rates=of=BeLcA-Cqp=kms=on=Ckb-N=cells=
at=different=time=points=by=jqq=E x ±sI=n=Z=PF=

kms 组迁移率分别为（RUKMM±OKOQ）B、（PRKMM±
OKNM）B、（NSKMM±NKQR）B］，与未处理组和 ajpl
组相比迁移率明显降低，差异均有统计学意义（m＜
MKMR）。各 _e制剂组间相比较划痕距离差异也具有

统计学意义（m＜MKMR）。=
OKT= = BeLcA-Cqp-kms对 Ckb-N细胞凋亡的影响=

分别收集含 _e 浓度为 20 μmol/L 的 _e、
_eLCqpJkms、_eLcAJCqpJkms作用 OQ=h的 CkbJN
细胞，用胰酶消化，N=MMM=rLmin离心 R=min，Q=℃预

冷的 m_p洗 O次，N=MMM=rLmin离心 R=min，弃上清

收集细胞。另设未处理组和 ajpl（对照）组。=
加入 ORM=mi的_inding=_uffer重悬细胞，取 NMM=

μL的细胞悬液于 R=mi流式管中，加入 5 μL Annexin 
sLcfqC混匀后室温避光孵育 R=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 V所示。结果

显示，各加药组的细胞凋亡率［_e、_eLCqpJkms、
_eLcAJCqpJkms组凋亡率分别为（NMKPS±NKON）B、
（OUKPN±OKMT）B、（SOKQN±OKNN）B］比未处理组

［（MKNP±MKMN）B］和对照组［（MKNS±MKMN）B］明

显增高（m＜MKMR）。在作用 OQ= 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（m＞MKMR），而各 _e 制剂处理组凋亡细胞数量=
=

=
=

图 U= = BeLcA-Cqp-kms对 Ckb-N细胞迁移能力的影响=
cigK=U= =bffect=of=BeLcA-Cqp-kms=on=migration=of=Ckb-N=cells= =

=
与对照组和 ajpl组相比明显增加，差异均有统计

学意义（m＜MKMR）。各 _e 制剂组间相比较凋亡细

胞数量差异也具有统计学意义（m＜MKMR）。且细胞

凋亡率的程度与 jqq 结果一致，证明了实验的可

靠性。=
P= =讨论=

本实验通过偶联法制备 _eLcAJCqpJkms。即先

制备 cA 活性酯，与 Cqp 上的氨基反应得到

cAJCqp，然后与 qmm通过离子交联法制得 cAJCqpJ=
kms，最后用吸附法将抗肿瘤药物 _e进行包埋（图

N）。vou 等xNTz用该方法制备了 cA 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 OMM～QMM= nm，粒径与之前的研究相比要小且

均一。谢黎崖等xNUz用离子交联法制备 CqpJkms时发

现，在相同条件下粒径的大小随着 Cqp的相对分子

质量增大而变大，本实验前期分别采用 P个相对分

子质量 Cqp（NKN×NMS、VKM×NMR、SKM×NMR）进行

制备，发现在其他实验条件相同的情况下，Cqp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·i−N=_e= 20 μmol·i−N=_eLCqpJkms= 20 μmol·i−N=_eLcAJCqpJkms=

PR=
=
PM=
=
OR=
=
OM=
=
NR=
=
NM=
=
= R=
=
= M=

抑
制
率
LB
=

_eLcAJCqpJkms=

_eLCqpJkms=
_e=

R= = = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = = OM= = = = = = = = = = QM=
CLEμmol·i−NF=

OQ=h=

_eLcAJCqpJkms=
_eLCqpJkms=
_e=

SM=
=
RM=
=
QM=
=
PM=
=
OM=
=
NM=
=
= M=

抑
制
率
LB
=

QU=h=
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图 V= = BeLcA-Cqp-kms诱导的 Ckb-N细胞凋亡=
cigK=V= =Apoptosis=in=Ckb-N=cells=induced=by=BeLcA-Cqp-kms= =

=
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 him等xUz对于纳米粒粒径大

小的研究相一致。=
Cosco 等xOPz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 Cqp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 OQ=h累积释

放率达到 VMB，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。vasir等xOOz发现

eiguchi 方程能更好地描述 Cqp 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 _e 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 _eLcAJCqpJkms、_eLCqpJkms 和 _e

原料药抑制 CkbJN细胞增殖作用之前，先进行预实

验筛选出 kms 和原料药的有效作用浓度范围及

fCRM，以此设立 _eLcAJCqpJkms的浓度梯度后，采

用 jqq 法测定不同纳米粒组不同剂量浓度对

CkbJN 细胞的生长抑制率。与 _e 原料药和

_eLCqpJkms同浓度组相比较，含 _e=OM=μmolLi的

_eLcAJCqp 抑制 CkbJN 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

_e 在溶液中的分散性优于普通 _e，cA 特异性靶

向肿瘤表面配体的同时，使得 cAJCqp载药 kms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 cA 修饰的纳米级药物的

作用得到显著提升，说明经 cA 修饰的载 _e 纳米

粒，具备更好的抗肿瘤转移治疗效果。ii等xOQz的研

究证明了_e原料药对于CkbJN细胞的抑制作用具

有时间和浓度依赖性，而本实验中抑制 CkbJN细胞

增殖所需要的_eLcAJCqpJkms中_e的浓度和时间

均低于前期的研究报道xORz，说明 _eLcAJCqpJkms
与单纯原料药 _e相比，能更好地抑制 CkbJN细胞

迁移及促进其凋亡。但本实验未能进一步明确观察

cAJCqpL_eJkms 对 CkbJN 细胞的疗效显著提高是

否确切为 cA 介导所致，这可以通过激光共聚焦，

或游离 cA 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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