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山慈菇葡甘露聚糖硒纳米粒的制备、表征及抗肿瘤研究  
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摘  要：目的  制备山慈菇葡甘露聚糖（PBP）的硒纳米粒，初步评价其体内外抗肿瘤活性。方法  以原位生成的硒作为交

联剂，制备山慈菇葡甘露聚糖的纳米粒（PBP-SeNPs），使用单因素实验和 Box-Behnken 响应面法优化 PBP-SeNPs 的处方及

制备工艺，通过动态光散射法测定其平均粒径、多分散性指数（PDI）、电位，透射电子显微镜（TEM）观察其外观形态，

同时考察纳米粒在生理介质及室温放置下的粒径变化。采用 MTT 法评估 PBP-SeNPs 对 4T1 细胞的体外毒性，并通过 4T1 荷

瘤小鼠模型研究其体内抗肿瘤效果。结果  最优处方及制备工艺为 PBP、亚硒酸钠（Na2SeO3）、抗坏血酸以质量比为 9.79∶1∶

3 投料，PBP 的质量浓度为 5.4 mg·mL−1，反应温度为 24℃，反应时间为 2.7 h 时，PBP-SeNPs 的粒径为（126.400±6.402）nm，

PDI 为 0.197±0.021，ζ电位为（−8.17±0.35）mV，含硒量 1.2%，载药量为 55.0%；TEM 观察 PBP-SeNPs 呈均一的球形，

PBP-SeNPs 在 0.9%氯化钠溶液、PBS、5%葡萄糖溶液或小鼠血浆中孵育 12 h 粒径没有显著增加，室温放置 15 d 仍稳定。体

外细胞毒实验证实 PBP-SeNPs 能显著抑制 4T1 乳腺癌细胞的增殖，对 4T1 细胞的生长抑制作用比同浓度 PBP 更强[半数抑

制浓度（IC50），62.64 vs 189.10 μg·mL−1]；体内抗肿瘤实验中，PBP-SeNPs 对荷瘤小鼠的抑瘤率明显优于阳性药阿霉素注射液

（68.3% vs 33.6%，P＜0.05）和 PBP 溶液（68.3% vs 49.7%，P＜0.05），且小鼠的体质量和脏器指数均未出现显著下降（P＞0.05）。

结论  成功制备稳定性良好的 PBP-SeNPs，较 PBP 溶液显著提高体内外抗肿瘤活性。 
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Abstract: Objective  To prepare Pleione bulbocodioides glucomannan (PBP)-selenium nanoparticles and preliminarily evaluate their 

anti-tumor activity in vitro and in vivo. Methods  PBP nanoparticles (PBP-SeNPs) were synthesized using in situ-generated selenium 

as a crosslinker. The formulation and preparation process were optimized through single-factor experiments and Box-Behnken response 

surface methodology. The optimized PBP-SeNPs were characterized by dynamic light scattering (DLS) for average particle size, 

polydispersity index (PDI), and ζ potential, while their morphology was observed via transmission electron microscopy (TEM). Their 

particle size changes in physiological media and during the storage at room temperature were monitored for stability assessment. MTT 

assay was used to evaluate their in vitro cytotoxicity against 4T1 breast cancer cells, and the in vivo anti-tumor efficacy was investigated 

in 4T1 tumor-bearing mice. Results  The optimal formulation was the feeding mass ratio of PBP-sodium selenite (Na2SeO3)-ascorbic 

acid being 9.79∶1∶3 with the PBP concentration of 5.4 mg·mL−1, and the system was reacted at 24℃ for 2.7 h. The resultant PBP-

SeNPs showed a particle size of (126.400 ± 6.402) nm, a PDI of (0.197 ± 0.021), a ζ potential of (−8.17 ± 0.35) mV, with ta selenium 

content of 1.2% and a drug loading content of 55.0%. Transmission electron microscopy (TEM) showed that PBP-SeNPs were uniform 
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spherical. PBP-SeNPs were stable in normal saline, PBS, 5% glucose solution or plasma with no significant particle size enlargement 

within 12 h, and remained stable at room temperature for 15 days as well. In MTT assay, PBP-SeNPs demonstrated significantly 

stronger growth inhibition against 4T1 cells than free PBP (IC₅₀, 62.64 vs 189.10 μg·mL⁻¹). In the in vivo study, PBP-SeNPs exhibited 

higher tumor inhibition rate over doxorubicin injections ( 68.3% vs 33.6%, P < 0.05) and PBP solution (68.3% vs 49.7%, P < 0.05), 

without inducing obvious body weight loss or organ index alterations (P > 0.05). Conclusion  PBP-SeNPs with good stability were 

successfully prepared and significantly improved their anti-tumor activity in vitro and in vivo compared with PBP solution. 

Key words: Pleione bulbocodioides (Franch.) Rolfe; glucomannan; nanoparticle; anti-tumor; improve treatment effect 

 

山慈菇为传统常用中药，始载于《本草拾遗》，

其味甘、微辛、性凉，具有清热解毒、化痰散结

的功效，在肿瘤临床治疗领域应用广泛[1-2]。大量

研究表明，山慈菇对肝癌[3]、甲状腺癌[4]、肠癌[5]、

肺癌[6]等均显示出一定的治疗作用。在司函瑞等[1]

收集的 455 张乳腺癌患者的处方中，山慈菇的使

用频次高达 284 次，凸显其在乳腺癌治疗中的重

要地位。其抗肿瘤作用机制主要涉及调控细胞的

增殖与凋亡、干扰侵袭及迁移、抑制新血管生成

等多靶点[7]。 

多糖作为山慈菇主要的水溶性成分，已被证明

具有抗肿瘤作用[8-9]。其中分离获得的葡甘露聚糖

（相对分子质量为 1.11×105）兼具抗肿瘤、抗炎和

抗糖尿病等多种生物活性[10]。近年来，葡甘露聚糖

的抗肿瘤作用引起较多关注，如甘露糖的乙酰基在

C-2 和 C-3 位点的线性葡甘露聚糖（指定为 BOP）

表现出潜在的抗肿瘤活性[11-13]。鉴于多糖口服生物

利用度低，且很多多糖被发现是通过肠道菌群发挥

作用[14]。虽已有 ip 葡甘露聚糖体内抗肿瘤作用的报

道[9]，但 iv 的山慈菇葡甘露聚糖（PBP）抗肿瘤研

究尚未见报道，纳米技术对山慈菇多糖抗肿瘤活性

的增效作用亟待探索[15]。 

在多糖纳米粒的制备方法中，硒纳米粒是较为

成熟和通用的技术。现有多糖-硒纳米粒多以多糖为

辅料合成纳米硒，用于有机硒补充[16]。和其他硒制

剂相比，纳米硒[17]展现出更高的生物利用度、生物

活性及更低的毒性[18-20]，而且常能提高多糖的抗肿

瘤作用[21-23]。其合成方法涵盖物理制备法、生物合

成法、化学还原法，需借助蛋白质[24]、多糖[25]、多

酚等大分子作为稳定剂或分散剂，以提高纳米硒体

系的稳定性。多糖分子丰富的羟基集团可通过氢键

和硒结合，有效抑制硒的聚集[16]。然而，常规的多

糖-硒纳米粒，因以硒补充为主要目的，硒用量较高，

而硒摄入安全范围很窄，过量易引起中毒。 

本研究创新性地以硒作为交联剂制备 PBP 的

纳米粒，在保证纳米粒稳定性的同时，着力降低硒

用量。采用抗坏血酸还原亚硒酸钠（Na2SeO3），在

PBP 溶液中原位交联制备山慈菇葡甘露聚糖-硒纳米

粒（PBP-SeNPs）对其进行结构鉴定和表征，结合体

内外肿瘤增殖抑制实验，验证纳米剂型对多糖抗肿

瘤活性的提升作用，为 PBP-SeNPs 作为肿瘤抑制剂

的开发应用提供参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

Zetasizer Nano-ZS 型纳米粒径电位分析仪，英

国马尔文仪器有限公司；JEM-1400 80KV 型透射

电子显微镜（TEM），日本电子株式会社；Alpha2-

4LD plus 型真空冷冻干燥机，德国 Christ 公司；

Tecan infinite M200 Pro 型多功能酶标仪，瑞士

Tecan 公司；AL204 电子天平，上海梅特勒-托利仪

器有限公司；DL-CJ-2ND 型超级洁净工作台，北

京东联哈尔仪器制造有限公司；NexION 300D 电

感耦合等离子体质谱仪，美国 Perkin Elmer 公司；

Nicolet 6700 傅里叶变换红外光谱仪，美国 Nicolet

公司；Cary 紫外-可见（UV-Vis）分光光度计，美

国 Agilent 公司。 

1.2  试剂与药品 

PBP（质量分数≥90%），中国医学科学院药物

研究所李帅课题组提供；Na2SeO3（货号 2332679），

西格玛上海贸易有限公司；抗坏血酸（货号

BC4635），北京索来宝科技有限公司；胎牛血清（货

号 16000044）、0.25%胰酶（货号 25200056）、青霉

素和链霉素混合物（货号 15140122），美国 Gibco 公

司，RPMI - 1640（货号 C22400500BT），美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司。 

1.3  动物和细胞 

Balb/c 小鼠，雌性，体质量 16～20 g，由北京

维通利华公司提供，SPF 级，许可证号 SLXD-

20240610011。SPF 级，SD 大鼠，雄性，体质量 200～

400 g，由北京斯贝福公司提供，许可证号 SLXD-
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20240517006。小鼠乳腺癌 4T1 细胞，由北京协和

医学院细胞中心提供。动物实验由中国医学科学院

药用植物研究所 IMPLAD 伦理委员会批准（批准号

SLXD-20240610011 和 SLXD-20240517006）。 

2  方法与结果 

2.1  PBP-SeNPs 的制备 

基于 Zhang 等[26]报道的纳米组装策略进行 PBP-

SeNPs 的制备。精确称定质量的 PBP 并分散于去离子

水中制备具有浓度梯度的 PBP 分散体系。同时分别精

密称取抗坏血酸和 Na2SeO3用去离子水配制成溶液，

按照PBP与Na2SeO3预设的质量比，依次将Na2SeO3、

抗坏血酸与 PBP 溶液以 1∶2∶4 的体积比进行混合，

不同温度下搅拌不同时间后，将反应液以去离子水透

析 48 h（截留相对分子质量 8×103～1.4×104，每 12

小时更换 1 次透析外液）除去残留的 Na2SeO3和抗坏

血酸，将透析内液冻干即得 PBP-SeNPs。 

2.2  粒径、多分散指数（PDI）及电位的测定 

取制备好的纳米粒溶液，基于动态光散射

（DLS）的原理，利用 Zetasizer Nano - ZS 马尔文粒

径电位分析仪，来测定粒径、PDI 及ζ电位，每个

样品重复测定 3 次。 

2.3  单因素实验考察 

以粒径、多分散指数（PDI）及电位为评价指标，

从 Na2SeO3 与 PBP 不同质量比（1∶5、1∶10、1∶

15、1∶20）、不同 PBP 质量浓度（1、3、5、10 mg·mL−1）、

不同反应时间（1、2、3、4 h）、不同反应温度（25、

35、45、55 ℃）4 个方面对“2.1”项下制备 PBP-SeNPs

的处方工艺进行单因素考察。 

2.3.1  Na2SeO3与PBP质量比考察  反应温度25℃、

PBP 质量浓为 5 mg·mL−1、反应时间为 2 h，按照“2.1”

项下方法分别在 Na2SeO3 与 PBP 质量比分别为 1∶

5、1∶10、1∶15、1∶20 的条件下制备 PBP-SeNPs，

由表 1 可知，Na2SeO3与 PBP 的质量比为 1∶10 时，

PBP-SeNPs 的粒径最小，电位绝对值最高，PDI 也

较小，故选择 Na2SeO3与 PBP 质量比 1∶10 进行后

续实验。 

2.3.2  PBP 浓度考察  在反应温度为 25℃、反应

时间为 2 h、Na2SeO3 与 PBP 质量比为 1∶10 的条

件下，按“2.1”项下方法分别在 PBP 质量浓度为

1、3、5、10 mg·mL−1 条件下制备 PBP-SeNPs，结

果如表 2，PBP 质量浓度为 5 mg·mL−1 时，纳米粒

的粒径和 PDI 最小，电位绝对值最高，故选择 PBP

质量浓度为 5 mg·mL−1 进行后续实验。 

表 1  Na2SeO3 与 PBP 质量比的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 1  Effect of reaction mass ratio of Na2SeO3 to PBP 

( ±s, n = 3) 

质量比 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1∶5 361.30±1.56 0.381±0.021 −5.76±0.01 

1∶10 138.50±0.11 0.232±0.043 −8.65±0.15 

1∶15 156.20±0.13 0.218±0.013 −6.71±0.12 

1∶20 276.10±0.14 0.315±0.057 −7.13±0.14 

表 2  PBP 质量浓度的影响 ( ±s, n＝3) 

Table 2  Effect of PBP concentrations ( ±s, n = 3) 

PBP 质量

浓度/ 

(mg·mL−1) 

粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1 258.50±0.35 0.278±0.019 −7.18±0.11 

3 274.10±0.46 0.251±0.017 −6.37±0.15 

5 153.10±0.12 0.213±0.014 −9.31±0.18 

10 285.10±0.74 0.237±0.015 −8.17±0.13 

2.3.3  反应时间考察  在反应温度为 25℃，PBP

质量浓度为 5 mg·mL−1、Na2SeO3 和 PBP 质量比为

1∶10 的条件下，按“2.1”项下方法分别反应 1、

2、3、4 h 制备 PBP-SeNPs。由表 3 可知，电位随

反应时间变化不大；反应时间为 2 h 时，纳米粒的

粒径和 PDI 最小，继续延长时间粒径反而增大，故

选择反应时间 2 h 进行后续实验。 

表 3  不同反应时间的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 3  Effect of reaction time ( ±s, n = 3) 

时间/h 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1 203.60±14.28 0.219±0.031 −7.24±0.75 

2 138.50±6.40 0.212±0.041 −8.76±3.10 

3 159.30±2.30 0.286±0.031 −9.46±0.61 

4 250.10±4.19 0.368±0.012 −8.75±0.31 

2.3.4  反应温度考察  在反应时间为 2 h、PBP 质量

浓度为 5 mg·mL−1、Na2SeO3与 PBP 质量比为 1∶10

的条件下，按“2.1”项下方法分别在 25、35、45、

55 ℃条件下制备 PBP-SeNPs，由表 4 可知，反应温

度为 25 ℃，纳米粒的粒径和 PDI 最小，电位绝对值

也较高，故选择反应温度 25℃进行后续实验。 

表 4  不同反应温度的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 4  Effect of reaction temperature ( ±s, n = 3) 

温度/℃ 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

25 168.30±5.07 0.185±0.031 −8.95±0.03 

35 205.10±2.06 0.310±0.054 −7.24±0.32 

45 306.10±1.78 0.286±0.061 −8.43±0.54 

55 328.60±0.27 0.341±0.012 −9.76±0.02 

x

x

x

x

x

x

x

x
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2.4  Box-Behnken 设计-效应面法（BBD-RSM）优

化处方工艺 

2.4.1  实验方案设计与结果  在单因素考察的基

础上，利用 Design Expert 13 软件，以粒径（Y）为

因变量，反应温度（X1）、反应时间（X2）、PBP 质

量浓度（X3）、Na2SeO3与 PBP 质量比（X4）为自变

量，设计 BBD-RSM 优化处方工艺，自变量水平、

实验方案设计及结果见表 5。

表 5  Box-Behnken 试验设计与结果 (n＝3) 

Table 5  Experimental design and results of Box-Behnken (n = 3) 

试验号 X1/℃ X2/h 
X3/ 

（mg·mL−1） 
X4 Y/nm 试验号 X1/℃ X2/h 

X3/ 

（mg·mL−1） 
X4 Y/nm 

1 20 (−1) 3 (1) 5 (0) 1∶10 (0) 142.3 15 25 3 7 1∶10 148.7 

2 25 (0) 3 3 (−1) 1∶10 152.1 16 25 2 7 1∶8 173.9 

3 25 1 (−1) 7 (1) 1∶10 153.2 17 25 1 5 1∶8 237.2 

4 25 2 (0) 7 1∶12 (1) 201.9 18 25 3 5 1∶12 198.4 

5 25 1 3 1∶10 205.1 19 30 2 3 1∶10 160.4 

6 25 3 5 1∶8 (−1) 162.5 20 25 2 3 1∶12 191.6 

7 30 (1) 3 5 1∶10 144.7 21 25 1 5 1∶12 186.2 

8 30 2 5 1∶12 205.2 22 20 2 3 1∶10 180.8 

9 30 2 7 1∶10 155.5 23 20 2 5 1∶8 198.8 

10 30 1 5 1∶10 164.6 24 20 1 5 1∶10 174.5 

11 20 2 7 1∶10 143.3 25 25 2 5 1∶10 129.6 

12 25 2 3 1∶8 230.3 26 25 2 5 1∶10 134.3 

13 20 2 5 1∶12 183.5 27 25 2 5 1∶10 127.6 

14 30 2 5 1∶8 201.1       

2.4.2  数学模型与方差分析  根据表 5 实验数据，

拟合得到二次回归方程：Y＝2 722.81－34.916 5 X1－

226.639 X2＋123.99 X3－316.846 X4＋0.615 X1X2＋

0.791 X1X3＋0.485 X1X4＋6.062 5 X2X3＋10.868 7 

X2X4＋4.168 7 X3X4＋0.500 7 X1
2＋14.481 7 X2

2＋

4.445 1 X3
2＋13.029 8 X4

2，R2＝0.988 0，模型 P＜

0.000 1 极具显著性差异；而失拟 P 值＝0.330 3 无

显著性差异（P＞0.05），说明建立的数学模型可用

于 PBP-SeNPs 处方工艺研究。方差分析见表 6，因

素 X2和 X3的 P＜0.000 1，X4的 P＜0.05，影响较显

著，F 值越大，对粒径的影响越强[27]，所以各因素对

粒径的影响顺序为：X2＞X3＞X4＞X1。对二次多项式

统计检验发现，X1X3、X2X3、X2X4、X3X4、X1
2、X2

2、

X3
2、X4

2具显著性差异（P＜0.05、0.000 1）。 

表 6  回归模型方差分析 

Table 6  Analysis of variance of regression model 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 22 892.73 14 1 635.19 64.80 ＜0.000 1 X1
2 767.50  1 767.50 30.42 0.000 2 

X1  5.95 1 5.95 0.236 0.636 6 X2
2 1 094.18 1 1 094.18 43.36 ＜0.000 1 

X2  2 466.77 1 2 466.77 97.76 ＜0.000 1 X3
2 1 548.46 1 1 548.46 61.37 ＜0.000 1 

X3  1 416.89 1 1 416.89 56.15 ＜0.000 1 X4
2 14 172.56 1 14 172.56 561.67 ＜0.000 1 

X4  114.39 1 114.39 4.53 0.046 7 残差  277.56 11 25.23   

X1X2 37.82 1 37.82 1.50 0.246 4 失拟项 253.90  9 28.21 2.38 0.330 3 

X1X3 156.42 1 156.42 6.20 0.030 0 纯误差 23.66 2 11.83   

X1X4 94.09 1 94.09 3.73 0.079 6 总差 23 170.29 25    

X2X3 588.06 1 588.06 23.31 0.000 5       

X2X4 1 890.08 1 1 890.08 74.91 ＜0.000 1       

X3X4 1 112.22 1 1 112.22 44.08 ＜0.000 1       
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各因素交互作用结果如图 1 所示，在 X1 或 X3

一定的条件下，响应面图中的粒径随着另一个因素

的增大，呈现先减小后增大的趋势；在 X3一定的条

件下，粒径随着反应时间的增大而减小，X2一定时，

粒径随着 X3 的增大而先减小后增大；在 X4 一定的

条件下，粒径随着反应时间的增大而减小，X2一定

时，粒径随着质量比的增大，先减小再增大；在 X3

一定的条件下，粒径随着质量比的增大而先减小后

增大，X4一定时，粒径随着 X3增大而先减小后增大；

各因素间的等高线图趋向椭圆，表明因素间的交互

影响较大。分析响应面实验结果可知 PBP-SeNPs 最佳

处方确定条件为：反应温度 24℃、反应时间 2.7 h、

Na2SeO3 与 PBP 的质量比为 1∶9.79、PBP 的质量浓

度为 5.4 mg·mL−1，预测平均粒径为 126.30 nm。

 

 

图 1  各因素与响应值的三维图  

Fig. 1  Three-dimensional plot of independent factors and response values 

2.5  工艺验证 

根据优化后的处方工艺在反应温度为 24℃、反

应时间为 2.7 h、Na2SeO3 与 PBP 的质量比为 1∶

9.79、PBP 的质量浓度为 5.4 mg·mL−1 的条件下，制

备 3 批 PBP-SeNPs，测定粒径、PDI 与电位。结果

见表 7，平均粒径为 126.4 nm，PDI 为 0.197，均与

理论预测值接近，RSD 为 3.9%，说明建立的该响应

面模型可信度良好，预测性较优。 

表 7  PBP-SeNPs 最优处方纳米粒的表征 ( ±s, n＝3) 

Table 7  Preparation of optimal prescription nanoparticles 

for PBP-SeNPs ( ±s, n = 3) 

批次 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

1 126.80±6.15 0.195±0.014 −9.34±0.51 

2 135.50±1.27 0.206±0.058 −8.72±0.35 

3 116.90±7.23 0.192±0.007 −8.74±0.56 

2.6  PBP-SeNPs 的表征 

2.6.1  硒含量和载药量测定  依照 Chen 等[28]的方

法，将冻干的 PBP-SeNPs 在双氧水和硝酸的作用下

进行微波消解处理。随后，使用电感耦合等离子体

质谱仪（ICP-MS）设定入射功率为 1 550 W，冷

却气体积流量为 18 L·min−1，辅助气体积流量为

1.2 L·min−1，测定样品中硒的含量（Wt）。 

Wt＝C×V/m 

C 为硒的质量浓度（mg·mL−1）；V 为体积（mL）；m 为 PBP-

SeNPs 冻干粉取样质量（mg） 

采用苯酚-硫酸法[29]测定多糖浓度，绘制标准

曲线，拟合标准曲线为 Y＝4.15X＋0.049 9，R2＝

0.997 5，线性范围为 31.25 μg·mL−1～1 mg·mL−1。

称取 10 mg PBP-SeNPs，加入 50 mL 去离子水超声

溶解，取 1 mL PBP-SeNPs 水溶液，加入 1 mL 苯酚

溶液（0.06 g·mL−1），最后加入 5 mL 浓硫酸，震荡

摇匀，100℃下水浴 15 min，在 490 nm 波长下检测

吸光度（A）值，计算多糖载药量。 

载药量＝C×V/W 

C 为标准曲线计算的 PBP-SeNPs 多糖质量浓度（mg·mL−1）；V

为溶剂体积（mL）；W 为纳米粒冻干粉理论质量（mg） 

经 ICP-MS 技术检测，PBP-SeNPs 中硒元素的

质量分数为 1.2%。研究显示，多糖纳米硒复合物中
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的硒含量存在较大波动范围，大多集中在 5%～

20%，该差异主要受测量方法、多糖性质、制备工

艺以及纳米硒粒径等因素影响[30-31]。此外，所制备

的纳米粒中多糖载药量为 55%，表明以原位生成的

硒作为交联剂制备的多糖纳米粒，不仅工艺简单，

并且具有高载药量[32]，推测原因可能是多糖的疏水

区域与硒之间的物理交联作用，显著增强了纳米载

体的药物负载能力[33]。 

2.6.2  粒径、PDI 与电位表征  取制备好的纳米

粒溶液，按“2.2”项下方法测定，结果如图 2 所

示，PBP 水溶液的粒径为（1 389±336）nm，PDI

为 0.811±0.222，主要分布在 3 个波段内，说明其

粒径大小分布范围较宽且不均一。PBP-SeNPs 平均

粒径为（126.400±6.402）nm，PDI 为 0.197±0.021，

电位为（−8.17±0.35）mV，主要在 1 个波段内均

匀分布，接近单一分布，说明颗粒分散性好。粒径

是评价 PBP-SeNPs 特征的一个重要指标[34]。PBP-

SeNPs 的粒径越小，其稳定性越强，生物活性和利

用度也越高[35]，而肿瘤治疗理想纳米颗粒的粒径

在 30～150 nm [36]。结果表明制备得到的 PBP-

SeNPs 适合后续的抗肿瘤研究。 

 

图 2  PBP（A）和 PBP-SeNPs（B）的粒径分布（n＝3） 

Fig. 2  Particle size distributions of PBP(A) and PBP-

SeNPs (B)（n = 3） 

2.6.3  PBP-SeNPs 的 TEM 观察  称取 PBP 和 PBP-

SeNPs 各 10 mg，分别溶于 10 mL 去离子水中，再用

去离子水稀释 1 倍得到 0.5 mg·mL−1的 PBP 和 PBP-

SeNPs 溶液。各取 10 μL 的 PBP 和 PBP-SeNPs 滴

到 300 目的测量铜网上，室温晾 10 min，用滤纸沿

边缘吸去多余水分，滴入 8 μL 的 2%磷钨酸静置染

色 5 min，自然晾干。可见与 PBP 相比，PBP-SeNPs

在 TEM 下均匀分布在视野里，呈较规则的球形结构

（图 3）。 

 

图 3  PBP（A）和 PBP-SeNPs（B）的 TEM 图 

Fig. 3  TEM photos of PBP (A) and PBP-SeNPs (B) 

2.6.4  紫外光谱分析   精密称取  PBP-SeNPs 和 

PBP 各 10 mg，分别溶于 10 mL 去离子水中，再用

去离子水稀释2倍，得到0.5 mg·mL−1的 PBP-SeNPs 

和 PBP 溶液。采用紫外-可见分光光度计在 200～

800 nm 波长扫描，以去离子水为参比，测定 PBP 水

溶液和 PBP-SeNPs 的紫外-可见吸收光谱。 

如图 4 所示，与 PBP 水溶液相比，PBP-SeNPs

在 260 nm 附近出现显著吸收峰，该特征峰与硒纳

米晶体的激子激发行为相关[37-38]。研究表明，当纳

米硒的粒径约 100 nm 时，其在 300 nm 波长范围内

会有 1 个明显的吸收峰[16]。 

 

图 4  PBP 和 PBP-SeNPs 的紫外-可见全波长光谱图 

Fig. 4  UV-Vis spectra of PBP solution and PBP-SeNPs 

2.6.5  红外光谱法（FT-IR）分析  用 FT-TR 对 PBP

和 PBP-SeNPs 进行对比考察。称取 1 mg 干燥 PBP

和 PBP-SeNPs 样品分别与 150 mg 溴化钾（KBr）

在研钵中一起磨成粉末并搅拌均匀，压片后迅速装

入红外光谱仪，在 4 000～400 cm−1 扫描来获取多糖

的红外光谱，并用 Origin 2021 软件作图与分析。 

由图 5 可知，PBP 在 3 358.1 cm−1处出现了羟基

O-H 的伸缩振动峰，PBP-SeNPs 在 3 332.2、2 888.2、 
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图 5  PBP 溶液和 PBP-SeNPs 的 FT-IR 图 

Fig. 5  FT-IR spectra of PBP solution and PBP-SeNPs 

1 721.6、1 374.5、1 022.9、873.7 cm−1 出现了与 PBP

相似的吸收峰，显示 PBP-SeNPs 中多糖与硒之间

没有形成新的共价键。然而，PBP-SeNPs 中部分

峰出现红移，O-H 的伸缩振动峰从 3 358.1 cm−1 移

至 3 332.2 cm−1，推测 PBP 的部分羟基与硒发生

了相互作用。 

2.6.6  PBP-SeNPs 的稳定性考察 

（1）室温放置稳定性：取制备好的 PBP-SeNPs

于室温放置 14 d，每天于相同时间点取样测定粒径，

同时观察纳米粒中是否有聚集、沉淀等现象出现。

如图 6 所示，PBP-SeNPs 可以在室温储存 15 d 而粒

径不发生明显改变，保持在 200 nm 以下，且 PDI 也

基本在 0.2 左右，整个过程中未见聚集、浑浊、沉

淀、分层的情况出现，可见其具有良好的放置稳定

性，可以进行后续实验。 

（2）生理介质稳定性：小鼠摘眼球取血到抗

凝管中，随后以 3 000 r·min−1 速度于 4℃低温条件

下离心 10 min，分离上层血浆与红细胞层。将新制

备的 PBP-SeNPs 按照 1∶1 的体积比与 1.8%的氯化

钠溶液、10%的葡萄糖溶液、浓度为 0.02 mol·L−1 的

磷酸盐缓冲液（PBS）混合，1∶4 的体积比与小

鼠血浆混合，在 37℃孵育，于 0、2、4、6、8、

10、12 h 取样测定平均粒径和粒度分布，同时观

察是否有聚集、沉淀的现象。如图 7 所示，PBP-

SeNPs 在不同介质中的粒径变化较小，说明可以

稳定分散在 0.9%氯化钠溶液、PBS 或 5%葡萄糖

溶液介质中，12 h 内均没有出现浑浊或沉淀现象，

粒径也没有显著增加，有利于后续给药进行体内

研究。 

2.6.7  溶血性  大鼠腹主动脉取血到抗凝管中，室

温下放置 30 min，随后以 1 500 r·min−1于 4℃低温条 

 

图 6  PBP-SeNPs 室温放置 14 d 粒径（A）和 PDI（B）

变化图 ( ±s, n＝3) 

Fig. 6  Particle size (A) and PDI (B) change  of PBP-SeNPs 

placed at room temperature for 14 d ( ±s, n = 3) 

 

图 7  PBP-SeNPs 在不同生理介质中的粒径变化 ( ±s, 

n＝3) 

Fig. 7  Particle size change of PBP-SeNPs in different 

physiological medias ( ±s, n = 3) 

件下离心 20 min，弃去上清，收集红细胞，PBS 洗

涤至离心后上清无色透明，收集沉淀的红细胞，用

20 倍体积的 PBS 重悬得到 5%的红细胞悬液。用

PBS 将 PBP-SeNPs 冻干粉配制成 10 mg·mL−1 的悬

液，以 PBS 稀释成质量浓度分别为 8.000、5.000、

2.500、1.250、0.625 mg·mL−1 的样品，以 1∶1 的体

积比加入 5%的红细胞悬液为实验组，阴性组为等
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量的 PBS 与 5%红细胞悬液混合，阳性组为等量的

去离子水与 5%红细胞悬液混合。以上各组于 37℃

水浴孵育 4 h，3 500 r·min−1 离心 5 min 后对比观察。

如图 8 所示，不同浓度梯度的 PBP-SeNPs 悬液与

5%的红细胞孵育 4 h 后的上清，和 PBS 阴性组在颜

色上非常相似，离心后红细胞均大量沉积在底部，

显示其几乎没有溶血作用。结合“2.6.6（2）”项在

PBS 和血浆中稳定性的结果，说明制备的 PBP-

SeNPs 适合用于静脉给药。 

 

从左到右依次为阴性对照组、PBP-SeNPs 质量浓度 10.000、

8.000、5.000、2.500、1.250、0.625 mg·mL−1、阳性对照组。 

From left to right were negative group, PBP-SeNPs concentration 

10.000, 8.000, 5.000, 2.500, 1.250, 0.625 mg·mL−1, positive group. 

图 8  各组的溶血性实验结果 

Fig. 8  Hemolytic experiment results of different 

groups 

2.7  体外细胞毒性考察 

采用 MTT 法检测 PBP 水溶液和 PBP-SeNPs 的

体外细胞毒性。取对数生长期的 4T1 乳腺癌细胞，

经胰酶消化后，以每孔 8×103个的密度接种于 96 孔

板，并在 37℃、5% CO2条件下培养 24 h，弃去原培

养基。实验组分别加入 200 μL 以 RPMI-1640 培养

基稀释的质量浓度（以PBP计算）为 78.125、156.250、

312.500、625.000 μg mL−1及 1.25、2.50 mg·mL−1 PBP

溶液，或 200 μL 以 RPMI-1640 培养基稀释的质量

浓度为 0.25、0.5、5、50、100、200、400、800 μg·mL−1

的 PBP-SeNPs 溶液，每组平行 5 个重复孔。空白对

照组加入 200 μL 无血清基础培养基。孵育 72 h 后，

每孔注入 20 μL MTT 溶液（5 mg·mL−1），孵育 4 h 诱

导甲臜合成。吸弃孔内培养上清液，每孔加入 200 μL 

DMSO 裂解体系，微量振荡仪震荡 10 min 充分混

匀，酶标仪于 570 nm 处测定吸光度（A）值。计算

细胞抑制率，并用 GraphPad Prism 8.0 软件进行剂量

-效应曲线拟合，进而计算 PBP 和 PBP-SeNPs 的半

数抑制浓度（IC50）值。 

细胞抑制率＝1−A 实验/A 对照 

MTT 法测定结果如图 9 所示，4T1 细胞系经

PBP 溶液与 PBP-SeNPs 共培养 72 h 后，PBP 溶液

的 IC50 值为 189.10 μg·mL−1，PBP-SeNPs 的 IC50 值

为 62.64 μg·mL−1，为 PBP 溶液的 1/3，说明将 PBP

制备成纳米粒后提高了对 4T1细胞的毒性和体外抗

肿瘤效果，其原因可能是纳米粒增加了肿瘤细胞对

PBP 的摄取。 

 
*P＜0.05 

图 9  PBP 溶液和 PBP-SeNPs 对 4T1 细胞的抑制作用 

( ±s, n＝5) 

Fig. 9  Inhibition of different PBP and PBP-SeNPs on 4T1 

cells ( ±s, n = 5) 

2.8  荷瘤鼠体内抗肿瘤活性考察 

通过 4T1 Balb/c小鼠模型评估 PBP-SeNPs的体

内抗肿瘤效果。选取体质量为（18±2）g、6 周龄

左右的 Balb/c 小鼠，经过 1 周适应性饲养后，于小

鼠腋下接种 0.2 mL 的 4T1 细胞悬液（1×106 个细

胞）。当肿瘤平均体积达到约 100 mm3 时，选取肿

瘤体积相当的 4T1 荷瘤小鼠，并随机分为 4 组，

每组 7 只。对照组（尾 iv 0.2 mL 0.9%氯化钠溶

液）、阳性对照组（阿霉素盐酸盐注射液，DOX，

2 mg·kg−1）、PBP 溶液组（50 mg·kg−1 PBP）、PBP-

SeNPs 组（50 mg·kg−1 PBP）[9]，考察各组小鼠体

内肿瘤生长的抑制情况。除正常饮食外，各组小鼠

均每隔 2 天经尾 iv 给药 1 次，共给药 7 次，并记录
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每只小鼠的体质量，计算肿瘤体积（V）、肿瘤抑制

率及各脏器指数。 

V＝L×W2/2 

L 为瘤组织的最大直径，W 为最小直径 

肿瘤抑制率＝1－实验组肿瘤质量/阴性对照组肿瘤质量 

脏器指数＝脏器质量/小鼠体质量 

各组小鼠的肿瘤体积随时间的变化如图 10-A

所示，实验结束后称量的各组瘤质量情况如图 10-

B。其中 PBP-SeNPs 组肿瘤体积、质量均与对照组

有显著性差异（P＜0.01）；抑瘤率数据显示，PBP-

SeNPs 的抑瘤率为 68.3%，明显大于游离 PBP 的

49.7%（P＜0.05），也明显优于阳性药组（33.6%，

P＜0.05）。在整个给药期间，PBP-SeNPs 组小鼠在

后两次给药中体质量略有下降，但波动不明显，保

持在 22 g 左右，各组小鼠体质量之间没有显著性

差异（图 10-C）。在解剖后称量各个主要器官的质

量如图 10-D 所示，各组脏器指数都没有显著性差

异（P＞0.05）。 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与 DOX 组比较：P＜0.05；与 PBP 组比较：#P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; P < 0.05 vs DOX group; #P < 0.05 vs PBP group. 

图 10  各组小鼠肿瘤体积（A）、肿瘤质量（B）、体质量（C）、脏器指数（D） ( ±s, n＝7) 

Fig. 10  Tumor volume (A), tumor mass (B), body weight (C), and organ index (D) of mice in each group ( ±s，n = 7)

3  讨论 

作为除蛋白质、核酸之外的第三类生物大分

子，多糖在自然界分布广泛，含量较高，在中药和

天然植物中也普遍存在[39]。多糖曾一度被认为是无

效成分而在中成药制备过程中被醇沉除去 [40]，然

而，近 20 年来，多糖日益被发现具有广泛的生物活

性，现已被公认为中药发挥作用中必不可少的物质

基础，相关研究随即成为研究热点[41-42]。目前，关

于多糖的研究[41,43]主要集中在均一多糖的分离、结

构鉴定、生物活性及机制研究，以多糖作为治疗性

药物的给药系统研究相对匮乏。 

3.1  硒交联与活性多糖的纳米制备 

多糖-硒纳米粒已有较多研究[44]，大多是以多

糖为辅料制备纳米硒[45-46]，用于给机体补充有机

硒。这样的纳米硒中，硒的含量较高，如岩藻多糖

硒纳米粒中硒含量 29.93%[27]，辣木叶多糖硒纳米颗
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粒中硒含量 12%[47]，蛹虫草多糖硒纳米颗粒中硒含

量 20%[48]，用于少量给药。 

作为微量元素，硒的安全范围较窄，过量易引

发中毒[44]，而多糖的给药剂量要高的多，故要借助

硒交联技术实现对活性多糖的口服等给药，必须控

制硒的含量，才能在满足多糖所需给药剂量下，保

证适当的安全性。 

故本研究，尝试以硒为辅料制备 PBP 纳米粒，

通过控制 Na2SeO3 用量，以抗坏血酸还原 Na2SeO3

原位生成硒原子交联 PBP，所制备的 PBP-SeNPs，

硒含量只有 1.2%，有效地维持了 PBP 稳定的纳米

结构，冻干后加水振摇即可复溶成纳米粒。 

3.2  基于“硒交联”和“降硒”策略的纳米技术，

可赋能活性多糖的体内增效 

纳米技术在提高难溶性小分子化疗药物的体

内外抗肿瘤药效方面卓有成效[49]，但多糖是水溶性

大分子，在结构和性质方面与难溶性小分子差异巨

大，而且很多多糖，其溶液本身就是一个包含分子

溶液到多分子聚集体的粒径从数纳米到数十微米

的多相体系，如本研究的 PBP（图 2-A）。将其制备

成纳米粒后，能在多大程度上提高多糖的抗肿瘤活

性，缺乏直接对比研究的证据。 

本研究体外实验，PBP-SeNPs 对 4T1 乳腺癌

细胞的 IC50 值约是游离 PBP 溶液的 3 倍（IC50：

62.64 μg·mL⁻¹＜189.10 μg·mL⁻¹），证明硒纳米化可

显著增强水溶性多糖大分子的体外抗肿瘤活性，推

测其机制可能是因为增加了活性多糖的细胞摄取

效率。体内荷瘤鼠模型中，PBP-SeNPs iv 的抑瘤率

高达 68.3%，远超 PBP 溶液的 49.7%和阳性药阿霉

素的 33.6%，显著提高了 PBP 的抗肿瘤作用，这一

结果与纳米药物通过 EPR（增强的通透性和滞留效

应）增强肿瘤靶向的普遍规律一致[50]。整个动物实

验过程中，PBP-SeNPs 组在后 2 次给药中体质量

略有下降，与 PBP 溶液组相比没有显著性差异，

提示耐受性尚可。 

本研究以 PBP 为例，为其他活性多糖通过硒交

联制备高载药纳米粒和增效研究提供了借鉴。很多

多糖都有制备纳米硒的先例[51-52]，制备方法也较简

单。需要注意的是在尽量降低硒的用量和所得多糖

纳米中硒含量的同时，能有效维持多糖的纳米结

构。本课题组推测，硒交联纳米多糖，可基于纳米

给药系统的优势提高口服多糖的吸收和生物利用

度，iv 给药改善多糖的药动学和组织分布，并由于

纳米粒对肿瘤 EPR 向肿瘤中聚集，从而推动中药活

性多糖的广泛应用和健康产品的研发。 

3.3  硒有助于抗肿瘤 

在小鼠模型中，硒缺乏会导致免疫力下降和肿

瘤快速生长[53]，揭示微量营养素硒与肿瘤进展之

间的相关性。最近有报道，硒纳米颗粒可通过激活

硒蛋白驱动的免疫调节增强非小细胞肺癌临床化

疗疗效[54]。未来，抗肿瘤多糖、硒交联、纳米粒，

再联合装载化疗药物，可能会成为一个有前景的研

究方向。 
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