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大麻二酚-羟丙基壳聚糖-油酸纳米胶束的制备及体外抗肿瘤活性  
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摘  要：目的  通过接枝反应将油酸（OA）修饰于羟丙基壳聚糖（HPCS）分子链，合成 HPCS/OA 聚合物载体，制备大

麻二酚纳米胶束（CBD-HPCS/OA-NMs），并研究其抗肿瘤活性。方法  以粒径、多分散系数（PDI）、Zeta 电位为评价指

标，采用单因素实验筛选 HPCS/OA 空白纳米胶束的制备方法，通过核磁共振氢谱（¹H-NMR）、傅里叶红外光谱（FT-IR）

表征其结构，并测定其临界胶束浓度（CMC）。采用透析法制备 CBD-HPCS/OA-NMs，测定其粒径、PDI、Zeta 电位、包

封率、载药量、溶解度等关键理化性质；通过透射电镜（TEM）观察其形貌；评价胶束在模拟生理环境与细胞培养环境中

的体外稳定性，以及体外释药行为；通过溶血性实验考察生物安全性，CCK-8 法评估 CBD-HPCS/OA-NMs 对 SKOV3 卵

巢癌细胞的增殖抑制作用；借助荧光显微镜分析 SKOV3 细胞对 CBD-HPCS/OA-NMs 的摄取情况；通过细胞划痕实验考

察 CBD-HPCS/OA-NMs 对 SKOV3 细胞迁移能力的影响，初步阐明其抗肿瘤作用。结果  成功合成 HPCS/OA 聚合物载

体，其最优处方工艺为：OA 用量 0.6 mL、反应时间 6 h、反应温度 60 ℃，此条件下制备的 HPCS/OA 空白纳米胶束 CMC

为 0.010 2 mg·mL−1。透射电镜下 CBD-HPCS/OA-NMs 呈规则球形，粒径、PDI、Zeta 电位分别为（194.80±1.2）nm、0.27±

0.01、（39.13±3.46）mV，包封率为（72.85±0.37）%，载药量为（29.14±0.21）%，其在水中的溶解度为 290 μg·mL−1，相

较于游离 CBD 提高了近 743 倍；稳定性实验结果表明，CBD-HPCS/OA-NMs 在模拟生理与细胞培养环境中储存 168 h 粒径

均无显著变化（P＞0.05），提示胶束稳定性良好；溶血性实验结果表明 CBD-HPCS/OA-NMs 有较小的溶血率，生物相容性

好；CCK-8 结果显示，HPCS/OA 空白纳米胶束无细胞毒性，给药 24 h 后 CBD-HPCS/OA-NMs 对 SKOV3 细胞的半数抑制浓

度（IC50）为 8.51 μg·mL−1；荧光显微镜观察证实，SKOV3 细胞对 CBD-HPCS/OA-NMs 的摄取效率显著强于游离 CBD；细

胞划痕实验表明，CBD-HPCS/OA-NMs 对 SKOV3 细胞迁移的抑制效果显著优于游离 CBD（P＜0.05）。结论  制备的 CBD-

HPCS/OA-NMs 能有效改善 CBD 的水溶性与稳定性，兼具良好生物安全性与体外抗肿瘤活性。 
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Abstract: Objective  Oleic acid (OA) was modified onto the hydroxypropyl chitosan (HPCS) molecular chain through grafting 

reaction to synthesize the HPCS/OA polymer carrier. Cannabidiol nanomicelles (CBD-HPCS/OA-NMs) were prepared and their anti-

tumor activities were studied. Methods  Taking particle size, polydispersity index (PDI), and Zeta potential as evaluation indicators, 

the preparation method of blank nanomicelles of HPCS/OA was screened by single-factor experiments. Its structure was characterized 
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by nuclear magnetic resonance hydrogen spectroscopy (1H-NMR) and fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), and its critical 

micelle concentration (CMC) was determined. CBD-HPCS/OA-NMs was prepared by dialysis method, and its key physicochemical 

properties such as particle size, PDI, Zeta potential, encapsulation efficiency, drug loading and solubility were determined. The 

morphology was observed by transmission electron microscope (TEM). The in vitro stability and drug release of micelles in simulated 

physiological and cell culture environments were evaluated. The biological safety was investigated through hemolytic experiments. 

The inhibitory effect of CBD-HPCS/OA-NMs on the SKOV3 ovarian cancer cells was evaluated by the CCK-8 method. The uptake 

of CBD-HPCS/OA-NMs by SKOV3 cells was analyzed by fluorescence microscopy. The effect of CBD-HPCS/OA-NMs on the 

migration ability of SKOV3 cells was investigated through cell scratch assay, and its anti-tumor effect was preliminarily clarified. 

Results  The HPCS/OA polymer carrier was successfully synthesized. The optimal prescription process is as follows: OA dosage 

0.6 mL, reaction time 6 h, and reaction temperature 60 ℃.The CMC of HPCS/OA blank nanomicelles prepared under this condition 

was 0.010 2 mg·mL−1.The CBD-HPCS/OA-NMs showed a regular spherical shape under TEM. The particle size, PDI and Zeta 

potential were (194.80 ± 1.2) nm, 0.27 ± 0.01 and (39.13 ± 3.46) mV, respectively. The encapsulation efficiency was (72.85 ± 0.37) %, 

and the drug loading was (29.14 ± 0.21) %. Its solubility in water is 290 μg·mL−1, which is 743 times higher than that of free CBD. 

Stability test results showed that CBD-HPCS/OA-NMs had no significant change in particle size after 168 h storage in simulated 

physiological and cell culture environment (P > 0.05), indicating good stability of micelles. The hemolytic test results indicated that 

CBD-HPCS/OA-NMs had a relatively low hemolysis rate and good biocompatibility. The CCK-8 results showed that the blank 

nanomicelles of HPCS/OA had no cytotoxicity. The median inhibitory concentration (IC50) of CBD-HPCS/OA-NMs on SKOV3 cells 

was 8.51 μg·mL−1 after 24 h of administration. Fluorescence microscopy observation confirmed that the uptake efficiency of CBD-

HPCS/OA-NMs by SKOV3 cells was significantly stronger than that of free CBD. The cell scratch assay indicated that the inhibitory 

effect of CBD-HPCS/OA-NMs on the migration of SKOV3 cells was significantly better than that of free CBD (P < 0.05). Conclusion  

The CBD-HPCS/OA-NMs prepared in this study can effectively improve the water solubility and stability of CBD, and has both good 

biological safety and in vitro anti-tumor activity. 

Key words: hydroxypropyl chitosan; oleic acid; cannabidiol; polymer micelles; SKOV3 cells; water solubility; cell uptake; cell 

migration; anti-tumor 

 

桑科植物大麻 Cannabis sativa L.是兼具经济价

值与药用历史的重要作物，其药用记载最早见于

《神农本草经》，后续在《证类本草》《本草钢目》等

多部中医药经典古籍中均有记载，具有补中益气、

致幻、镇痛等功效[1-2]。大麻二酚（CBD）是大麻素

中的活性成分，具有多种生物活性且无精神依赖性

及成瘾性，具有低毒性、高安全性的特点[3]。研究

表明，CBD 具有丰富的药理活性，包括抗肿瘤、抗

癫痫、免疫调节、镇痛、抗氧化、抗惊厥、抗焦虑

等[4-7]，因此在新药研发、保健品及化妆品领域的应

用开发中备受关注。 

美国华盛顿大学健康数据和评估研究所

（IHME）2019 年发布的全球死因和疾病负担的统

计数据显示，肿瘤是全球及中国排名第 2 大死因：

在全球的死因构成中占比 17.83%，在我国占比更

是高达 25.50%[8]。在此背景下，CBD 的抗肿瘤活

性受到越来越多的关注。临床前研究证实，CBD

可通过多重机制抑制恶性肿瘤进展，包括促进细

胞凋亡和自噬、引起细胞周期阻滞、调节肿瘤微

环境、调控相关受体表达等，进而抑制卵巢癌、

乳腺癌、胶质瘤等多种肿瘤细胞的增殖、侵袭、

转移及血管生成[9-12]。 

尽管欧美地区已上市 CBD 口腔喷雾剂、口服

溶液等制剂，用于缓解癌症相关疼痛，但 CBD 自身

存在水溶性差、生物利用度低、稳定性不佳等问题，

严重限制了其临床应用与制剂开发[13]。因此，研发

CBD 新型给药系统以突破上述瓶颈，具有重要的学

术价值与应用前景。 

近年来纳米胶束受到广泛关注，具有制备过程

简单、生物利用度高、释放缓慢、靶向病灶、增加

药物溶解度等优点，且具有适合规模化生产等优

势，成为给药系统研究的重点方向，为 CBD 给药

难题的解决提供了新思路。羟丙基壳聚糖（HPCS）

是壳聚糖的改性形式，与传统壳聚糖相比，其具有

更好的溶解性、稳定性和生物相容性，在医学、生

物医学和材料领域显示出巨大应用潜力[14]。油酸

（OA）是一种天然存在的不饱和脂肪酸，以甘油酯

的形式存在于动植物油脂中，其分子结构由双亲碳

链和羧基构成，羧酸头基的存在赋予其良好的自组

装活性[15-16]。在纳米胶束构建中，HPCS 作为亲水
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性片段可构成胶束的壳层结构，既能提高药物水溶

性，又能延长药物体内循环时间；OA 作为疏水性

片段可形成胶束的内核结构，用于包载难溶性药物

以避免药物与外界环境接触，二者协同实现药物的

高效负载与稳定递送。 

人卵巢癌细胞 SKOV3 是肿瘤发生机制研究及

抗癌药物疗效评价的经典模型细胞[17]。基于此，本

研究以羟丙基壳聚糖/油酸（HPCS/OA）为载体，采

用透析法制备大麻二酚纳米胶束（CBD-HPCS/OA-

NMS）并对其理化性质进行系统表征；同时以

SKOV3 细胞为研究对象开展体外抗肿瘤活性评价，

旨在为 CBD 抗肿瘤制剂的研发提供实验参考与理

论依据。 

1  材料 

1.1  试剂 

CBD（质量分数 98%，批号 Yz090825），南京

源植生物科技有限公司；HPCS（质量分数 98%，

批号 LZ-060805），陕西林洲生物科技有限公司；

1-乙基 -（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐

（EDC，质量分数 98.5%，批号 C17131829）、OA

（批号 C15072198）、芘（批号 C12790936），上海

麦克林生化科技有限公司；透析袋（截留相对分子

质量 8×103～1.4×104，批号 409C021），金客隆

（北京）生物技术有限公司；磷酸盐缓冲溶液（PBS，

批号 P1020），北京索莱宝科技有限公司；RPMI 

1640 培养基（批号 WHB825X101），武汉普诺赛生

命科技有限公司；CCK-8 试剂盒（批号 MA2018-

2-Dec-23G），Boster 公司；Hoechst 33342 染色液

（批号 A035250114），上海碧云天生物技术有限公

司；胰酶消化液（批号 BL501A），北京兰杰柯科技

有限公司。 

1.2  仪器 

B13-3 智能恒温定时磁力搅拌器，上海司乐仪

器有限公司；BSA224S 电子天平，德国 Sartorius 公

司；Waters e2695 高效液相色谱仪，沃特世科技（上

海）有限公司；LGJ-10C 冷冻干燥机，四环福瑞科

仪科技发展（北京）有限公司；ZEN 3600 马尔文激

光粒度仪，上海林理科技有限公司；NICOLETIS10

傅里叶变换红外光谱仪，赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；JNM-ECZ600R 型核磁共振氢谱仪，日本

JEOL 公司；KQ-300E 超声波清洗机，昆山市超声

仪器有限公司；759S 紫外分光光度计，上海棱光技

术有限公司。 

1.3  细胞 

SKOV3 卵巢癌细胞（批号 277802）购自中国

医学科学院上海细胞研究所。 

1.4  动物 

雌性 Balb/c-nu 裸鼠（SPF 级），4～5 周龄，体

质量（18±2）g，购自斯贝福（北京）生物技术有

限公司，动物许可证号 SCXK（京）2024-0001，实

验经山西中医药大学动物实验伦理审查委员会批

准（伦理批号 AWE202503106）。 

2  方法与结果 

2.1  HPCS/OA 空白纳米胶束的制备 

称取 2 g HPCS 溶解于 90 mL 纯水中备用；取

适量体积 OA 和 1.90 g EDC，与 60 mL 无水乙醇

混合均匀，缓慢滴入 HPCS 水溶液中，于适宜温度

下反应一定时间。反应结束后，将反应液用纯水透

析处理 2 d，透析液经冷冻干燥，即得 HPCS/OA 聚

合物。精确称取 8 mg HPCS/OA 聚合物粉末溶解于

10 mL 纯水中，搅拌，冰浴超声 15 min，经 0.45 μm

微孔滤膜滤过，滤液冻干得 HPCS/OA 空白纳米胶

束粉末。 

2.2  临界胶束浓度（CMC）的测定 

采用芘-丙酮法测定样品的 CMC[18]。配制 1×

10−3 mol·mL−1 芘-丙酮储备液，加入系列质量浓度

（0.000 1～0.100 0 mg·mL−1）HPCS/OA 水溶液，使

芘终浓度为 6×10−7 mol·L−1；3 000 r·min−1 涡旋振

荡 6 min，25 ℃水浴超声（450 W、40 kHz）40 min，

室温下避光静置过夜，荧光分光光度计测定溶液中

芘的荧光发射光谱（激发波长 334 nm，激发带宽和

发射带宽分别为 10 nm 和 5 nm，扫描范围为 360～

480 nm）记录 I373/I393；以浓度（C）的对数值（lgC）

为横坐标，I373/I393 为纵坐标作图，切线交点即为

CMC。 

2.3  粒径、多分散系数（PDI）、Zeta 电位的测定 

通过 ZEN 3600 马尔文激光粒度仪测定纳米胶

束理化性质：超纯水稀释 HPCS/OA 空白纳米胶束

至 200 μg·mL−1，混匀静置 5 min；测定条件：25 ℃、

检测角度 173°、平衡时间 120 s，平行测 3 次，记录

粒径、PDI、Zeta 电位。 

2.4  单因素筛选 HPCS/OA 空白纳米胶束的制备

方法 

纳米胶束的 CMC、粒径、PDI 和 Zeta 电位对

递药系统的制剂稳定性、载药量及体内分布起到关

键性作用[19]。因此，本研究选择反应温度（40、50、
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60、70、80 ℃）、反应时间（4、5、6、7、8 h）、OA

投料量（0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL）分别制备

HPCS/OA 空白纳米胶束，考察其对 CMC、粒径、

PDI 和 Zeta 电位指标的影响。 

2.4.1  反应温度考察  固定反应时间 6 h，OA 用量

0.6 mL，考察反应温度对 HPCS/OA 空白纳米胶束

的影响，实验结果如表 1 所示。当温度由 40 ℃升

至 80 ℃时，纳米胶束的粒径及 PDI 均先降低后升

高，Zeta 电位呈现先升高后降低的趋势，这可能是

由于随着温度升高，分子的热运动加剧，导致分子

间的相互作用力发生改变，进而对胶束的形成与稳

定产生作用[20]。当反应温度为 60 ℃时粒径最小、

分散性最好、Zeta 电位的绝对值最大，此时 CMC

为 0.020 4 mg·mL−1，粒径为（149.00±2.56）nm，

PDI 为 0.27±0.03，Zeta 电位为（40.56±1.60）mV，

有利于粒子的储存稳定[21]。因此，选择反应温度为 

表 1  反应温度对 HPCS/OA 空白纳米胶束的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 1  Effect of reaction temperature on HPCS/OA blank nanomicelles ( ±s，n＝3) 

反应温度/℃ CMC/(mg·mL−1) 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

40 0.016 3 171.80±2.51 0.36±0.02 16.52±1.70 

50 0.032 1 154.50±2.52 0.35±0.01 23.59±1.30 

60 0.020 4 149.00±2.56 0.27±0.03 40.56±1.60 

70 0.012 5 162.60±2.47 0.32±0.01 35.82±1.20 

80 0.043 0 179.80±2.45 0.35±0.02 16.45±1.80 

60 ℃进行后续实验。 

2.4.2  反应时间考察  固定反应温度 60 ℃，OA 用

量 0.6 mL，考察反应时间对 HPCS/OA 空白纳米胶

束的影响，实验结果如表 2 所示。当反应时间由 4 h

升至 8 h 时，粒径、PDI、Zeta 电位变化趋势同反应

温度对空白纳米胶束的影响。这可能是由于时间过

短未反应完全，胶束性质不稳定；而当反应时间过长

时，可能会引发过度聚合或者交联反应，导致胶束粒

径偏大，稳定性降低[22]。当反应时间为 6 h 时，粒径

和 PDI 最小，Zeta 电位绝对值最大，此时的 CMC 为

0.021 6 mg·mL−1。因此选择最佳反应时间为 6 h。 

2.4.3  OA 用量考察  固定反应温度 60 ℃，反应时

间 6 h，考察 OA 投料量对 HPCS/OA 空白纳米胶束

的影响，实验结果如表 3 所示，各指标变化趋势与

反应时间对 HPCS/OA 空白纳米胶束的影响一致。

这可能是由于 OA 投料量低会导致胶束内核疏水

作用不足，难以形成紧密内核，导致粒径较大，稳

定性一般；而当 OA 投料量过高时，纳米胶束内核 

表 2  反应时间对 HPCS/OA 空白纳米胶束的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 2  Effect of reaction time on HPCS/OA blank nanomicelles ( ±s，n＝3) 

反应时间/h CMC/(mg·mL−1) 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

4 0.031 4 175.00±2.47 0.34±0.03 29.17±1.30 

5 0.025 3 162.50±2.42 0.15±0.01 29.22±1.60 

6 0.021 6 161.20±2.41 0.13±0.02 36.55±1.20 

7 0.032 5 207.00±2.46 0.18±0.03 36.22±1.40 

8 0.043 6 225.50±2.49 0.20±0.02 34.50±1.30 

表 3  OA 投料量对 HPCS/OA 空白纳米胶束的影响 ( ±s，n＝3) 

Table 3  Effect of OA dosing rate on HPCS/OA blank nanomicelles ( ±s，n＝3) 

OA 投料量/mL CMC/(mg·mL−1) 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

0.40 0.031 7 263.20±2.58 0.26±0.02 14.04±1.70 

0.50 0.023 6 168.50±2.52 0.24±0.02 27.99±1.50 

0.60 0.015 4 132.20±2.54 0.15±0.03 39.01±1.40 

0.70 0.072 8 160.20±2.56 0.33±0.03 27.59±1.20 

0.80 0.080 5 253.50±2.57 0.37±0.01 25.49±1.60 

x

x

x

x

x

x
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疏水作用过强，胶束易发生聚集或融合，导致粒

径增大，且聚集程度不均使 PDI 显著升高[23]。当

OA 投料量为 0.60 mL 时，纳米胶束的 CMC 为

0.015 4 mg·mL−1，粒径为（132.20±2.54）nm，PDI

为 0.15±0.03，Zeta 电位为（39.01±1.40）mV。因

此选择最优 OA 投料量为 0.6 mL。 

2.5  HPCS-OA 空白纳米胶束的结构表征 

2.5.1  FT-IR 分析   取适量的 OA、HPCS 及

HPCS/OA 聚 合 物 粉 末 置 于 检 测 器 上 ， 经

NICOLETIS10 型傅里叶红外变换光谱仪进行红外

光谱扫描，扫描范围为 400～4 000 cm−1。结果如

图 1 所示，与 HPCS 相比，HPCS/OA 聚合物的红

外光谱图中 3 373 cm−1 处酰胺基团（-CONH）的

-NH 基团伸缩振动峰信号增强，1 643 cm−1 处出现

酰胺基团（-CONH）的 C=O 基团伸缩振动峰[24]，

2 933 cm−1 和 2 850 cm−1 处分别出现 OA 的 C-H 对

称和不对称伸缩振动特征峰，证明 HPCS/OA 聚合

物成功合成。 

 

图 1  HPCS/OA 的 FI-IR 图谱 

Fig. 1  FI-IR spectra of HPCS/OA 

2.5.2  1H-NMR 分析  将 HPCS 及 HPCS/OA 聚合

物分别溶于重水中，在核磁共振仪器中测试（工作

频率 600 MHz）获得 1H-NMR 谱图。结果如图 2 所

示，δ 1.06 处的质子峰归属于 HPCS 中存在环氧丙

烷上-CH3 的质子特征峰，δ 3.41 处的特征峰归属于

C-1 上的 H 质子，δ 3.26 处归属于 O-取代葡糖胺单

元中 C-5 上的 H，δ 3.26～3.05 分别归属于 C-3、C-6、

O-羟丙基中亚甲基上的 H，δ 3.05～2.73 分别归属于 

O-羟丙基化糖单元中 C-6、C-2 和 C-4 上的 H[25]。与

HPCS 相比，HPCS/OA 聚合物的 1H-NMR 谱图中，

δ 4.76 处出现了新的信号峰，归属于 OA 分子中烯

基（-CH=CH-）上的 H，表明成功引入 OA 结 

 

图 2  HPCS-OA 的 1H-NMR 图谱 

Fig. 2  1H-NMR spectra of HPCS-OA  

构片段；此外，与-NH2连接的 C-2 以及邻近的 C-1、

C-3 上的 H 化学位移显著向低场偏移，进一步提

示发生了酰胺反应，证明 HPCS/OA 聚合物已成

功合成。 

2.5.3  CMC 的测定  按 OA 用量 0.6 mL、反应时间

6 h、反应温度 60 ℃制备 HPCS/OA 空白纳米胶束，

其 CMC 测定方法同“2.2”项。结果见图 3，通过对

曲线进行分段线性拟合，获得两拟合直线交点对应的

CMC 值为 0.010 2 mg·mL−1，表明 HPCS-OA 空白纳

米胶束在较低浓度下即可于水溶液中自发形成胶

束，具有较好的稳定性。 

2.6  CBD-HPCS/OA-NMs 的制备 

称取 10 mg HPCS/OA 空白纳米胶束溶解于 

 

图 3  不同 HPCS-OA 浓度对应的 I373/I393 

Fig. 3  I373/I393 values corresponding to different HPCS/OA 

concentrations 
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10 mL 超纯水，作为溶液①；称取 5 mg CBD 溶

于 10 mL 无水乙醇中，得溶液②。将溶液②缓慢

滴入溶液①中，搅拌 6 h，将混合溶液转移至透析

袋（截留相对分子质量 8×103～1.4×104）中，超

纯水透析 1 d，冰浴超声（450 W、40 kHz）15 min，

经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，收集滤液，即得 CBD-

HPCS/OA-NMs ，滤液进一步经冻干得 CBD-

HPCS/OA-NMs 粉末。 

2.7  CBD 含量测定方法的建立 

2.7.1 对照品溶液的制备  精密称取适量CBD 溶解

于乙腈中，使样品的质量浓度为 1 mg·mL−1，即得

对照品储备液。 

2.7.2  供试品溶液的制备   分别精密称取

HPCS/OA 空白纳米胶束与 CBD-HPCS/OA-NMs 粉

末 1 mg 置于 10 mL 量瓶中，加入 1 mL 纯水溶解后

用乙腈定容，即得空白纳米胶束供试品溶液和

CBD-HPCS/OA-NMs 供试品溶液。 

2.7.3  色谱条件  采用Athena C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱；流动相为乙腈-0.1%甲酸（80∶20）；

检测波长210 nm，柱温30 ℃，体积流量1.0 mL·min−1，

进样量 20 μL。 

2.7.4  专属性考察  分别取 CBD 对照品储备液和

HPCS/OA 空白纳米胶束溶液、空白溶剂、CBD-

HPCS/OA-NMs 供试品溶液，对照品储备液用乙腈

进行稀释，使 CBD 的质量浓度为 20 μg·mL−1。样

品经 0.22 μm 有机微孔滤膜滤过，按“2.7.3”项下

色谱条件进样，记录色谱图，结果见图 4。CBD 保

留时间在 8.7 min，空白纳米胶束和空白溶剂在此处 

 

图 4  CBD 对照品溶液（A）、HPCS/OA 空白纳米胶束溶

液（B）、CBD-HPCS/OA-NMs 供试品溶液（C）、空白溶

剂（D）的 HPLC 色谱图 

Fig. 4  HPLC chromatograms of reference solution of CBD 

(A), blank HPCS/OA nanomicelles solution (B), CBD-

HPCS/OA-NMs solution (C), and blank solvent (D) 

均无色谱峰，不会对 CBD 测定造成干扰，方法专属

性强，可满足检测需求。 

2.7.5  线性关系考察  取“2.7.1”项下对照品储备

液，用乙腈依次稀释为 2、5、10、20、40、60、80、

100、150 μg·mL−1，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，按

“2.7.3”项色谱条件进样，记录样品的峰面积。以药

物质量浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，拟合

CBD 的线性回归方程为：Y＝159 583 X＋288 834，

r＝0.997 9，线性范围 2～150 μg·mL−1。 

2.7.6  精密度考察  取“2.7.1”项下对照储备液适

量，用乙腈依次稀释，使 CBD 的质量浓度分别为

5、20、50 μg·mL−1，经 0.22 μm 滤膜滤过，按“2.7.3”

项色谱条件进样，重复进样 3 次，连续 3 d，根据峰

面积与质量浓度的线性回归方程计算各质量浓度

的测得值，进而计算相对标准偏差（RSD）。CBD 的

日内精密度 RSD 分别为 0.54%、0.66%、0.59%，日

间精密度 RSD 分别为 0.51%、0.80%、0.26%，表明

此方法精密度良好。 

2.7.7  重复性考察   取“ 2.7.2 ”项下 CBD-

HPCS/OA-NMs 供试品溶液（n＝6），经 0.22 μm 滤

膜滤过，按“2.7.3”项色谱条件进样，依据峰面积

计算样品的质量浓度，并计算 RSD 为 0.45%，表明

该方法重复性良好。 

2.7.8  稳定性考察   取“ 2.7.2 ”项下 CBD-

HPCS/OA-NMs 供试品溶液，分别于室温下放置 0、

2、4、6、8、10、12 h 取样，经 0.22 μm 微孔滤膜

滤过，按“2.7.3”项色谱条件进样分析，计算样品

的质量浓度及 RSD 值。计算得 CBD 峰面积的 RSD

均小于 2%，结果表明，供试品溶液在室温下 12 h

内稳定性良好。 

2.7.9  加样回收率考察  取“2.7.2”项下供试品

溶液 1 mL（n＝9，对应 3 个浓度水平，每个水平

平行 3 份），分别置于 10 mL 量瓶中，取“2.7.1”

项下对照品储备液适量，用乙腈依次稀释为 5、

20、50 μg·mL−1，再分别精密量取 1 mL 上述不同

质量浓度的对照品溶液，对应加入 9 个供试品量

瓶中，加乙腈稀释至刻度并摇匀。将混合溶液经

0.22 μm 微孔滤膜滤过，按“2.7.3”项下色谱条件

进样检测，根据测得质量浓度与理论质量浓度计

算各浓度水平的加样回收率及 RSD。结果显示，

CBD 的加样回收率为 99.92%～101.80%，各质量

浓度水平 RSD 均小于 2%，表明该分析方法准确

度良好。 
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2.8  CBD-HPCS-OA-NMs 的粒径、PDI 和 Zeta 电

位的测定 

取 CBD-HPCS/OA-NMs 粉末，采用超纯水稀释

成 200 μg·mL−1 按“2.3”项下方法测定粒径、PDI 和

Zeta电位，结果如图 5所示，制备的CBD-HPCS/OA-

NMs 平均粒径、PDI 及 Zeta 电位分别为（194.80±

1.20）nm、0.27±0.01 及（39.13±3.46）mV。 

 

图 5  CBD-HPCS/OA-NMs 的粒径分布（A）和 Zeta 电位

（B）分布 

Fig. 5  Particle size distribution (A) and Zeta potential 

distribution(B) of CBD-HPCS/OA-NMs 

2.9  CBD-HPCS-OA-NMs 包封率及载药量的测定 

取适量 CBD-HPCS/OA-NMs 溶于 1 mL 纯水，

加入 9 mL 乙腈，超声（450 W、40 kHz）30 min，

经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，按“2.7.3”项下方法进

样分析，记录峰面积，根据标准曲线方程计算 CBD

质量浓度，计算包封率为（72.85±0.37）%，载药

量为（29.14±0.21）%。 

载药量＝CBD-HPCS/OA-NMs 中 CBD 质量 /CBD-

HPCS/OA-NMs 总质量 

包封率＝CBD-HPCS/OA-NMs 中 CBD 质量/初始投入

CBD 质量 

2.10  稳定性考察 

精密移取 CBD-HPCS/OA-NMs 至西林瓶中，分

别用 pH 7.4 的 PBS（模拟生理环境）与含 10%胎牛

血清的 RPMI 1640 培养基（模拟细胞培养环境）复

溶，置于 37 ℃恒温培养箱中。分别于 0、2、4、6、

8、12、24、48、72、168 h 取样，采用马尔文激光

粒度仪测定胶束粒径，每组平行测定 3 次。结果如

图 6 所示，在 37 ℃恒温条件下，经 168 h 持续观

察，CBD-HPCS/OA-NMs 在 pH 7.4 的 PBS 及含 10%

胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中，粒径均无显著变

化（P＞0.05）。结果表明，CBD-HPCS/OA-NMs 在

模拟生理与细胞培养环境中均具有优异的体外稳

定性，为后续细胞实验提供了可靠基础。 

 

图 6  CBD-HPCS/OA-NMs 的稳定性 ( ±s，n＝3) 

Fig. 6  Stability of CBD-HPCS/OA-NMs ( ±s，n＝3) 

2.11  TEM 观察 CBD-HPCS/OA-NMs 外貌 

取 CBD-HPCS/OA-NMs 粉末适量，用纯化水

配制成质量浓度为 1 mg·mL−1，取适量滴于覆盖有

碳膜的铜网上，室温静置挥干，滴加适量 2%磷钨

酸染色约 50 s，滤纸吸去残留液体，待铜网干燥后

用 TEM 观察。结果如图 7 所示，CBD-HPCS/OA-

NMs 形态规整，外观呈球形或类球形，分散均匀，

粒径约 200 nm，与“2.8”项下的测定结果相近，这

一现象可能与胶束不同的测量状态、TEM 分析样品

时的制备过程、流体动力学直径的水合状态以及 2

种表征技术的原理差异有关[26]。 

2.12  体外释放考察 

精密称取 CBD-HPCS/OA-NMs 粉末 2 mg 溶解

于 1 mL 纯化水，转移至透析袋内（截留相对分子 

 

图 7  CBD-HPCS/OA-NMs 的 TEM 图 

Fig. 7  TEM images of CBD-HPCS/OA-NMs 
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质量 8×103～1.4×104），置于 20 mL pH 7.4 与 pH 

5.4 的 PBS（含有 0.5%聚山梨酯 80）中，37 ℃、振

荡速率 100 r·min−1 模拟药物体外释放。分别于 0.5、

1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0、24.0、48.0、

72.0、96.0、120.0、144.0 h 时取出 1 mL 释放介质

按“2.7.3”项色谱条件进行检测，并补加 1 mL PBS。

计算累积释放率（Er）[27]。 

Er＝（Ve ＋V0Cn）/MCBD

 

Ve 表示置换的缓冲液的体积；V0 表示缓冲液总体积；Ci 表

示第 i 次取样时样品浓度；MCBD 表示混悬液中 CBD 的质

量；n 表示置换缓冲液的次数 

结果如图 8 所示，CBD-HPCS/OA-NMs 144 h 累

积释放率分别为 33.8%（pH 7.4）、54.27%（pH 5.4），

无突释现象。在不同 pH 条件下，其释药速度有差异，

说明 CBD-HPCS/OA-NMs 中 CBD 的体外释放具有

pH敏感性。CBD-HPCS/OA-NMs在 pH为 5.4的 PBS

中释放较快，可能是由于胶束在偏酸性介质中

HPCS/OA 聚合物分子中的氨基（-NH2）发生质子化，

分子结构变得疏松，孔隙率增大，药物分子更容易通

过载体的孔隙扩散到外部溶液中[26,28]。 

 

图 8  CBD-HPCS/OA-NMs 在不同 pH 条件下的释放曲线 

( ±s，n＝3) 

Fig. 8  Release curves of CBD-HPCS/OA-NMs under 

different pH conditions ( ±s，n＝3) 

2.13  水溶性考察 

称取过量 CBD-HPCS/OA-NMs 溶于 10 mL 纯

水，37 ℃以 200 r·min−1 搅拌 48 h，5 000 r·min−1

离心 20 min，取上清液 1 mL 加 9 mL 乙腈，混合

均匀后超声（450 W，40 kHz）5 min，经 0.22 μm

微孔滤膜滤过，按照“2.7.3”项色谱条件进行测定，

并计算其溶解度。原料 CBD 在水中的溶解度为

0.39 μg·mL−1[29]，水溶性研究结果显示，CBD-

HPCS/OA-NMs 中 CBD 的溶解度为 290 μg·mL−1，

即 CBD 的水溶性增加了近 743 倍。 

2.14  溶血性考察 

采用溶血实验来评价载药纳米胶束的生物相容

性。将新鲜小鼠血液离心并收集红细胞，取 200 μL

红细胞于 10 mL 量瓶，0.9%氯化钠溶液定容，即得

2%红细胞悬浮液[30]。取 CBD-HPCS/OA-NMs 粉末，

用 0.9%氯化钠溶液，依次稀释为 10、50、100、150、

200 μg·mL−1，分别与等体积的 2%红细胞悬浮液混

合；同时设置阴性对照（加入等量 0.9%氯化钠溶液）

和阳性对照（加入等量超纯水）。将各组样品置于

37 ℃恒温培养箱中孵育 30 min，孵育结束后观察

液体颜色变化，以 3 500 r·min−1 离心 15 min，上清

液转移至 96 孔板，利用酶标仪在 450 nm 波长处测

定吸光度（A）值，计算溶血率。 

溶血率＝(A 待测样品－A 阴性)/(A 阳性－A 阴性) 

结果如图 9 所示，阳性对照组溶液为澄明红色，

由于红细胞大量吸水而破裂，发生溶血现象；各给

药组均观察到红细胞沉淀现象，上清液澄清透明，

溶血率均低于 5%，提示 CBD、CBD-HPCS/OA-NMs

具有较好的生物相容性。 

2.15  体外抗肿瘤活性研究 

2.15.1  CCK-8 法 检 测 SKOV3 细 胞存 活率  

SKOV3 卵巢癌细胞培养使用含有 10%胎牛血清的

RPMI 1640 培养液，置于 37 ℃培养箱培养，观察 

 

图 9  不同给药组的溶血实验结果 ( ±s，n＝3) 

Fig. 9  Results of hemolysis experiment in different administered groups ( ±s，n＝3) 
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细胞状态，适当换液，2～3 d 进行传代。将对数生

长期的 SKOV3 细胞接种于 96 孔板，细胞密度约为

每孔 2×104 个，每组设置 6 个复孔，置于 5% CO2、

37 ℃的培养箱中培养过夜。观察孔内细胞状态，随

后将培养液弃去，PBS 清洗，分别加入质量浓度为

50、100、250、500、1 000 μg·mL−1 的含 HPCS/OA

空白纳米胶束培养基和游离 CBD 或 CBD-

HPCS/OA-NMs 培养基（以 CBD 计，质量浓度为

1.5、3.0、6.0、12.0、25.0、50.0 μg·mL−1）；另设空白

组（无细胞添加基础培养基）和对照组（有细胞添加

基础培养基）。将细胞继续培养 24 h，每孔加入 10 μL 

CCK-8 检测液，孵育 3 h 后用酶标仪在 450 nm 处检

测 A 值，并依据公式计算细胞存活率和半数抑制浓

度（IC50）值。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

结果如图 10 所示，在实验质量浓度范围内，

HPCS/OA空白纳米胶束作用下SKOV3卵巢癌细胞

存活率均大于 90%。游离 CBD 和 CBD-HPCS/OA-

NMs 对 SKOV3 卵巢癌细胞活性抑制作用均具有质

量浓度相关性，随着药物质量浓度的增加，细胞存

活率下降。给药 24 h 后 CBD 和 CBD-HPCS/OA-

NMs 的 IC50 值分别为 13.50、8.51 μg·mL−1。在 6、

12 μg·mL−1 时，CBD-HPCS/OA-NMs 给药后的细胞

存活率相对于游离CBD 有显著下降趋势（P＜0.01），

低质量浓度组(1.5、3.0 μg·mL−1）与高质量浓度组

（25.0、50.0 μg·mL−1）CBD-HPCS/OA-NMs 给药后

的细胞存活率与游离 CBD 相比有下降趋势，说明

CBD-HPCS/OA-NMs 具有较强的肿瘤细胞增殖抑

制活性，这可能是由于纳米载药系统递送特性与毒

性剂量效应共同作用的结果[31]。

 

与 CBD 组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs CBD group. 

图 10  HPCS-OA 空白纳米胶束和 CBD-HPCS/OA-NMs 的抗肿瘤活性 ( ±s，n＝3) 

Fig. 10  Antitumor activity of HPCS-OA blank nanomicelle and CBD-HPCS/OA-NMs ( ±s，n＝3) 

2.15.2  SKOV3 细胞摄取实验  以香豆素 6（C6）

为荧光探针，同“2.6”项，将 CBD 替换为 C6 制

备 C6-HPCS/OA-NMs，观察 SKOV3 细胞对胶束的

摄取情况。将 SKOV3 细胞以每孔 2×105 个细胞的

密度接种到 12 孔板，培养 24 h，除去培养基。分

别用 1 μg·mL−1[32] C6、C6-HPCS/OA-NMs（质量浓

度以 C6 计）处理 4 h，弃掉培养基，PBS 清洗，每

孔加入 500 μL Hoechst 33342 染色液染色，避光孵育

20 min，PBS 清洗 3 遍，使用倒置显微镜观察细胞摄

取情况。结果如图 11 所示，绿色荧光源于 C6 分子，

蓝色荧光为 Hoechst 33342 染色液标记的细胞核，C6

与 C6-HPCS/OA-NMs 的绿色荧光在细胞核周围分

布，这一现象表明 C6 已被摄取至细胞质内[33]。值得

注意的是，C6-HPCS/OA-NMs 荧光强度明显强于游

离 C6 组，提示难溶性药物被 HPCS/OA 纳米胶束负

载后能够被 SKOV3 细胞更高效地摄取，有利于增强

药物对肿瘤细胞的杀伤作用。 

2.15.3  划痕实验检测 SKOV3 细胞迁移  将对数生

长期的 SKOV3 细胞以每孔 5×105 个的浓度接种至

6 孔板，培养过夜，使用 200 μL 无菌移液管尖端垂

直于孔板底部划出直线，PBS 轻柔冲洗，对照组加入

新的培养液，给药组分别加入 1.5 μg·mL−1（细胞存

活率＞90%）的 CBD、CBD-HPCS/OA-NMs 的培养

液（质量浓度以 CBD 计），每组设置 3 个复孔，于

给药后 0、24 h 使用倒置显微镜观察划痕的愈合速度

并拍照记录，计算划痕愈合率。 

划痕愈合率＝（初始划痕面积－给药后 24 h 划痕面积）/

初始划痕面积 

结果如图 12 所示，给药 24 h 后，对照组划痕

愈合率为（30.87±3.75）%，CBD 组划痕愈合率为 
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图 11  SKOV3 细胞摄取 C6-HPCS/OA-NMs 实验结果 

Fig. 11  Experimental results of SKOV3 cell uptake of C6-HPCS/OA-NMs 

 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与 CBD 组比较：##P＜0.01。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01 vs CBD group. 

图 12  细胞划痕成像及 24 h 划痕愈合率 ( ±s，n＝3) 

Fig. 12  Cell scratch imaging and scratch healing rates at 24 h ( ±s，n＝3) 

（21.76±2.57）%，CBD-HPCS/OA-NMs 划痕愈合率

为（8.86±0.68）%，且 CBD-HPCS/OA-NMs 划痕

愈合率相较于对照组和 CBD 组均显著降低（P＜

0.05）。 

3  讨论 

肿瘤细胞具有无限增殖、代谢旺盛、免疫逃逸、

易耐药及转移等特性[34]。卵巢癌作为典型的高度致

命性卵巢恶性肿瘤，全球疾病负担显著，每年新发

23.9 万例、死亡 15.2 万例，死亡率居妇科恶性肿瘤

首位[35]，亟需安全有效的治疗策略。CBD 作为非精

神活性大麻素成分，因低毒性、高安全性及优异药

理特性，成为抗肿瘤研究焦点：黄倩雯等[36]发现其

可下调 DARPP-32 蛋白表达、抑制 PK-Akt-mTOR

通路，诱导 A2780、OVCAR-3 卵巢癌细胞凋亡并抑

制增殖、迁移与侵袭。Ma 等[37]证实其通过破坏

LAIR-1 介导的线粒体代谢干扰及 PI3K/Akt/mTOR

通路抑制，阻滞卵巢癌细胞生长；Fu 团队[38]则发现

其可破坏卵巢癌细胞脂质代谢，诱发内质网应激相

关凋亡，提示 CBD 有望作为一种新的肿瘤治疗药

物投入临床使用。 

然而，CBD 的临床转化面临关键瓶颈：作为亲

脂性药物，其水溶性极差，且口服给药受首关效应影

响，生物利用度极低[39]。聚合物胶束可通过两亲性材

料自组装形成核壳结构，有效提升难溶性药物的溶

解度、稳定性及体内药效[40]。基于此，本研究设计制

备了两亲性 HPCS/OA 空白纳米胶束，其 CMC 低至 

0.010 2 mg·mL⁻¹，即使在体内体液稀释环境下仍能稳

定维持结构；采用透析法负载 CBD 后，所得 CBD-

HPCS-OA-NMs 粒径均一［（194.80±1.2）nm］，Zeta

电位绝对值大于 30 mV（满足纳米载体稳定性要

求），载药量与包封率分别达（29.14±0.21）%、

（72.85±0.37）%；TEM 观察显示其形态规整、呈球

形或类球形（尺寸与粒径测定结果相近），且在模拟

生理环境（pH 7.4 PBS）及细胞培养环境（含 10%

x

x
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胎牛血清的 RPMI 1640）中，168 h 内粒径无显著变

化；体外释药无突释现象且具 pH 敏感性——低 pH

环境（如肿瘤微环境）下，HPCS 游离氨基质子化可

触发药物释放，与 Cheng 等[41]研究结论一致；溶血

实验显示其溶血率＜5%，符合生物材料安全性标准，

对红细胞破坏作用小，进入血液循环后不易引发溶

血反应，可降低潜在毒性风险[33]。 

体外抗肿瘤活性研究进一步验证了载药胶束

的优势：CCK-8 实验对比 HPCS/OA 空白纳米胶束、

游离 CBD 及 CBD-HPCS/OA-NMs 的细胞毒性，发

现空白纳米胶束无细胞毒性，这可能与 HPCS 为天

然多糖衍生物[42]，OA 为体内天然不饱和脂肪酸（代

谢途径明确）[43]，两者生物相容性好且降解产物安

全有关；而 CBD-HPCS/OA-NMs 对卵巢癌 SKOV3

细胞活力的抑制作用显著优于游离 CBD，其机制可

能与CBD-HPCS/OA-NMs可通过实体瘤高通透性和

滞留效应（EPR 效应）富集于肿瘤部位，并增强细胞

膜通透性，促进药物进入胞内有关[44]。此外，C6-

HPCS/OA 纳米胶束在细胞内摄取能力较强。细胞划

痕实验结果表明，载药纳米胶束相较于 CBD 具有更

佳的抑制肿瘤细胞迁移能力，这可能是由于载药纳

米胶束通过网格蛋白介导、小窝蛋白介导等内吞途

径高效进入细胞，或作用于与细胞迁移相关的信号

通路，进而起到抑制卵巢癌细胞增殖的作用[45-46]。 

综上所述，CBD-HPCS/OA-NMs 在提升 CBD

溶解度、增强药物稳定性、提高抗肿瘤活性及保障

生物安全性等方面表现优异，为 CBD 抗肿瘤制剂

研发提供了新策略与实验基础，具有良好开发前

景。本课题组后续将聚焦该胶束的体内研究，深入

探索其在卵巢癌动物模型中的药动学、肿瘤靶向性

及体内抗肿瘤机制，进一步评估其临床应用的可行

性与安全性，为推动 CBD 肿瘤治疗的临床转化提

供更充分依据。 
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