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药载比对和厚朴酚-分枝状聚乙二醇聚合物G2纳米粒形态及体外抗肿瘤活

性的影响
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摘 要： 目的 采用分支状聚乙二醇化聚合物G2制备不同药载比的和厚朴酚（HK）纳米粒，考察其稳定性、体外释放及

细胞毒等体外表征，以期丰富现有的纳米载药系统并筛选合适的药载比。方法 采用超声-蒸发法将有机相（HK和G2的丙

酮溶液的混合相）缓慢注入到去离子水中，减压旋蒸除去有机溶剂即得HK-G2纳米粒（HK-G2-Nps），分别制备药载比为

1∶1、2∶1、4∶1、8∶1的纳米粒。利用马尔文粒度分析仪测定HK-G2-Nps粒径、Zeta电位及聚合物分散性指数（PDI）

值；高效液相色谱（HPLC）法测定各药载比载药量；用扫描电镜观察其形态；动态膜透析法进行体外释药试验；以乳腺

癌4T1细胞为模型用MTT法评价质量浓度为 50.0、10.0、5.0、2.5、1.0、0.5、0.1 µg/mL的各药载比HK-G2-Nps细胞毒作

用。结果 各药载比HK-G2-Nps的粒径分布较为集中，分散较为均匀；载体G2的用量影响HK-G2-Nps的粒径大小，随着药

载比的增加，粒径逐渐减小，载药量提高。稳定性结果显示，纳米粒室温下放置稳定；纳米粒在 0.9%NaCl中粒径明显增

大，在 5% 葡萄糖溶液、PBS缓冲液和血浆中可稳定存在。电镜结果显示，药载比为 1∶1时，纳米粒没有均一的形态；药

载比为 2∶1时，纳米粒呈现出不规则的类球状；药载比为 4∶1时，呈现出规则均一的球形；药载比达到 8∶1时，纳米粒

呈现出明显的立方柱状形态同时存在不规则球状。体外释放试验结果显示，在前24 h，纳米粒能够迅速释放，药载比为4：1时累计释

放最高，可达70%左右；24 h之后，4个药载比均缓慢释放至120 h，药载比1∶1和2∶1的累计释放率均在60%左右，药载

比 4∶1和 8∶1的累计释放率可达 80%、89%。HK-G2-Nps各药载比 4T1细胞增殖抑制率均大于游离组HK，药载比为 4∶1

时作用最显著，其中质量浓度 50.0、10.0、2.5、1.0、0.5、0.1 µg/mL显著高于HK组（P＜0.05），半数抑制浓度（IC50）值

为3.83 µg/mL。结论 成功筛选并制备药载比为4∶1的HK-G2-Nps，其对乳腺癌4T1细胞增殖抑制率大于HK。
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Abstract: Objective To prepare honokiol (HK) nanoparticles with different drug loading ratios, using the branching oligoethylene

glycols (OEG) dendron (G2) the in vitro characterizations of nanoparticles such as stability, in vitro release properties, and

cytotoxicity were investigated in order to filter the appropriate drug loading ratio for further in vitro studies.Method The ultrasonic-

evaporation method was used to inject the organic phase (mixture phase of HK and G2 acetone solution) into deionized water slowly

and spin down to remove the organic solvent under reduced pressure, HK-G2 nanoparticles (HK-G2-Nps) with drug loading ratios of
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1: 1, 2: 1, 4: 1 and 8: 1 were prepared respectively. The particle size Zeta potential and polymer dispersion index (PDI) of HK

nanoparticles was determined using a Malvern particle size analyzer, the specific drug loading was determined by HPLC, the

morphology of HK nanoparticles was observed by scanning electron microscopy, the drug release test in vitro was performed by

dynamic membrane dialysis, and the cytotoxicity of HK nanoparticles of 50.0, 10.0, 5.0, 2.5, 1.0, 0.5 and 0.1 µg/mL was evaluated

by MTT assay using 4T1 cell line. Results The particle size distribution of each drug-loading ratio HK-G2-Nps was concentrated

and uniform; The amount of carrier G2 affects the particle size of HK-G2-Nps; With the increase of drug-loading ratio, the particle

size decreases gradually, and the drug loading increases. The stability results showed that the nanoparticles were stable at room

temperature, and the particle size increased significantly in 0.9% Nacl. The nanoparticles were stable in 5% glucose solution, PBS

buffer and plasma. The results of electron microscopy showed that when the drug loading ratio was 1:1, the nanoparticles had no

uniform morphology; When the drug loading ratio was 2: 1, the nanoparticles showed irregular spherical shape; When the drug

loading ratio was 4: 1, the nanoparticles showed regular spherical shape; When the drug loading ratio was 8: 1, the nanoparticles

showed obvious cubic columnar shape and irregular spherical shape. The results of in vitro release test showed that the nanoparticles

could be released rapidly in the first 24 hours, and the cumulative release rate was about 70% when the drug-loading ratio was 4:1.

After 24 h, the four drug-loading ratios were released slowly to 120 h, the cumulative release rates of drug-loading ratio 1:1 and 2:1

were about 60%, and the cumulative release rates of drug-loading ratio 4: 1 and 8: 1 were 80% and 89%. The inhibitory rate of

proliferation of HK-G2-Nps 4T1 cells was higher than that of free HK cells. The inhibitory rate of drug-loading ratio 4: 1 at

concentration of 50.0, 10.0, 2.5, 1.0, 0.5 and 0.1 µg/mL was significantly higher than that of HK (P < 0.01), and the half inhibitory

concentration (IC50) was 3.83 µg/mL. Conclusion The preparation and screening of HK nanoparticles with a drug-loading ratio of 4:

1 is needed for further study.

Key words: honokiol; nanoparticles; antitumor; branched PEGylated polymer; pattern; particle size; cytotoxicity

和厚朴酚（honokiol，HK）作为厚朴中最主要的

两个活性成分之一，具有多种生物活性，已经被多

次报道具有抗癌抗肿瘤作用［1］。但其作为疏水性药

物同时具有酚羟基结构（图 1），导致其水溶性差且

易被氧化［2］，使HK在抗肿瘤领域的应用深受限制。

为了克服这一难题，多位学者进行了研究，并尝试

将HK制备成纳米混悬剂［3］、纳米乳［4］、脂质体［5］、胶

束［6］、纳米海绵［7］等，均取得明显的改善，为HK走向

临床应用创造了条件。

文献报道纳米制剂多是用线性乙二醇类修饰

的聚合物载体负载的［8-13］，但仅有的纳米载药系统是

远远不能满足临床需求的。相比于线性 PEG链段

修饰，分枝状PEG为蛋白质上的PEG化位点增加了

多个PEG链段而具备明显优势［14］，分枝状PEG修饰

后蛋白质由于电泳行为的差异从而对肾小球滤

过［15］产生影响，以达到延长循环半衰期的目的［16］。

同时有研究表明，分枝状PEG拥有较线性PEG更大

的空间位阻，可显著增加酸碱度和温度敏感性，同

时可躲避代谢酶的识别，降低代谢［17］。

为了进一步丰富纳米载药系统，特尝试采用一

种新型的分支状［18-19］聚合物G2（结构如图 2所示）来

制备HK纳米粒。作为亲水性的二代三乙二醇树枝

化［20］基元寡聚乙二醇（OEG），G2 将 PEG 链和支

链［21］结构的优点结合，可以有效的延长体循环时

间［22］，改善溶解度，并且能够有效躲避网状内皮系

统的捕捉［23-24］，同时能够有效提高纳米粒的载药量，

为HK的临床应用提供了可能。

1 材料

1.1 仪器

Meppler Toledo电子天平（梅特勒-托利多仪器

有限公司）；PURELAB Classic 综合纯水仪（英国

ELGA 公司）；KM-200DE 型中文液晶超声波清洗

器（昆山美美超声仪器有限公司）；SHB-Ⅲ循环水式

图2 G2结构式

Fig. 2 Structure of G2

图1 HK结构式

Fig. 1 Structure of HK
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多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；RE-52CS

型旋转蒸发器（上海振捷实验设备有限公司）；

HWSY11-K2 电热恒温水浴锅（北京市长风仪器仪

表有限公司）；Zetasizer-nanozs 90 纳米粒度及 Zeta

电位分析仪（马尔文仪器有限公司）；Ultimate3000

Series 高效液相色谱仪（戴安中国有限公司）；

Eclipse Plus C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，美

国）；MCA-15AC 细胞培养箱（日本 Sanyo 公司）；

Tecan M 1000多功能连续波长酶标仪（瑞士）。

1.2 细胞

4T1细胞（北京协和医学院基础所细胞中心）。

1.3 药品及主要试剂

HK（上海士峰生物科技有限公司，质量分数

98.0%，批号 17071322）；胎牛血清、RPMI 1640培养

基、青霉素和链霉素双抗（美国Gibco公司）；96孔无

菌培养板（美国Corning公司）；3-（4，5-二甲基噻唑-

2）2，5 -二苯基四氮唑溴盐（噻唑蓝，MTT，美国

Sigma公司）；乙腈（色谱纯，HiPure Chem公司）；丙

酮、乙醇等其他药品及试剂均为分析纯，购自国药

集团化学试剂有限公司。

2 方法

2.1 HK含量测定方法的建立［［5］］

2.1.1 高效液相（HPLC）色谱条件 Eclipse Plus C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；参考文献［5］中方

法，以 0.2%甲酸水-乙腈（25∶75）为流动相；检测波

长为 294 nm；体积流量为 1 mL/min；柱温 25 ℃；进

样量20 µL。

2.1.2 标准曲线制备 精密称取HK，用乙腈溶解，

定容后分别稀释制成质量浓度为 0.01、0.10、1.00、

2.50、5.00、10.00、25.00、50.00、100.00、200.00 µg/mL

的对照品，在上述色谱条件下，HPLC法分析，用峰

面积A对质量浓度C进行线性回归，求得回归方程。

2.2 HK-G2纳米粒（HK-G2-Nps）的制备及载药量

测定

采用超声蒸发法制备 HK 纳米粒，将 HK 和

G2［6］按照质量比 1∶1分别溶于 0.5 mL丙酮中，超声

加速其溶解后二者混匀，制得有机相。在 25 ℃、

250 W的超声条件下，将有机相缓慢滴注到10 mL去离

子水中，待有机相滴注完毕后，继续超声5 min，用旋转蒸

发仪减压旋蒸除去有机溶剂，即得HK-G2-Nps。

为考察不同药载比对HK-G2-Nps的影响，在同

样制备条件下，制备药载比分别为2∶1、4∶1及8∶1

的 HK-G2-Nps，并用马尔文粒度分析仪对其粒径、

Zeta 电位及聚合物分散性指数（PDI）值进行系列

考察。

取 5 mL HK-G2-Nps混悬液在－80 ℃条件下预

冻 12 h，再用冻干机将其真空干燥 24 h，即得HK-G2

冻干粉末。精确称冻干后粉末质量，即为W2；后加

入适量的乙腈溶液使药物从纳米粒中释放出来，采

用HPLC法测定HK浓度，得纳米粒中HK质量W1，

根据公式计算载药量（DL），DL＝W1/W2。

2.3 HK-G2-Nps的放置稳定性及不同介质稳定性

考察

将制备好的HK-G2-Nps放置于室温（25 ℃）下，

观察是否有沉淀或浑浊出现，并监测 0、1、3、5 d后

的粒径分布。取 HK-G2-Nps 适量，分别与 1.8% 生

理盐水、10%葡萄糖、PBS和血浆等体积混合，然后

在 37 ℃条件下孵育，分别在 0、2、4、6 h时测定其粒

径变化，观察纳米粒状态，并以不同时间点对粒径

作图。

2.4 HK-G2-Nps的形态学考察

HK-G2-Nps 的形态通过扫描电镜测定，取 HK

纳米粒 20 µL，滴到硅片上，自然晾干，固定于铜柱

上，真空、30 mA电流的条件下喷金 240 s，扫描电镜

下观察HK纳米粒的形态，加速电压30 mV。

2.5 HK-G2-Nps的体外释放考察

采用动态膜透析法进行体外释药试验。精密

吸取 2 mL释放样品（1 mg/mL，满足漏槽条件）装入

经蒸馏水浸泡处理过的透析袋（切割相对分子质量

为 8 000～14 000）内，将袋口扎紧，加入 50 mL

PBS（含 0.5% SDS），在 37 ℃水浴恒温振荡器（100 r/

min）内释放。在预设时间点（0.25、0.50、1.00、2.00、

4.00、8.00、12.00、24.00、48.00、72.00、96.00、120.00

h）取样 1 mL，同时补加等温、等体积的释放介质。

24 h 后每 24 小时更换 1 次释放外液。样品采用

HPLC法测浓度C，从而得出累计释放率，并绘制释

放曲线。

2.6 HK-G2-Nps的体外细胞毒作用

将 4T1 细胞用 RPMI 完全基培养至对数期，以

1×105/孔接种于 96孔板，以内圈 6×10个孔为实验观

察对象，每孔加入 150 µL完全培养基，外圈加入等

量 PBS；培养箱中培养 24 h，弃去培养液，用不含

FBS的培养基将HK-G2-Nps（1∶1、2∶1、4∶1、8∶1）

和 HK 的 DMSO 溶液梯度稀释为 50.0、10.0、5.0、

2.5、1、0.5、0.1 µg/mL（按HK的质量浓度计算），每孔

加入 150 µL，对照组加入等量不含FBS的培养基。继

续培养48 h后，每孔加入20 µL的MTT溶液（5 mg/mL），

孵育4 h。弃去上清液，每孔加入 200 µL DMSO 溶
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液，避光条件下震荡 10 min，用酶标仪测定 570 nm

波长处吸光度（A）值。计算细胞抑制率和半数抑制

浓度（IC50）值。

细胞抑制率＝（1－A 实验/A 对照）

2.7 统计学分析

使用SPSS 21软件的单因素方差分析检验实验

组之间的统计学差异，所得实验数据均以 x̄ ± s
表示。

3 结果

3.1 HK含量测定方法的建立

HK含量在 0.01～200 µg/mL，峰面积与质量浓

度呈现良好的线性关系，线性回归方程为 Y=0.337

3X+0.026（R2 =1），说明此方法可行。

3.2 HK-G2-Nps的制备

马尔文粒度分析及HPLC检测结果见表 1和图

3。数据显示，各药载比HK-G2-Nps的粒径均呈分

布均一的单峰，说明分布较为集中，分散较为均匀。

但载体 G2的用量影响 HK-G2-Nps的粒径大小，随

着药载比的增加，制备得到的纳米粒径逐渐减小，

HK-G2-Nps中HK的载药量得到了进一步提高。当

药载比提高到 8∶1时，载药量达到 81.9%，纳米粒粒

径减少到109.4 nm。

3.3 HK-G2-Nps的放置稳定性及不同介质稳定性

考察

不同药载比的 HK-G2-Nps在室温下放置 0、1、

3、5 d测的纳米粒粒径结果如图 4，粒径变化上下波

动不大，基本平稳，且目视观察没有沉淀出现，说明

室温下放置稳定。介质稳定性结果如图 5，目视

HK-G2-Nps 在 PBS、血浆、5% Glu、0.9%Nacl 介质

中，均没有沉淀或浑浊出现，但粒径数据显示，各药

载比的 HK-G2-Nps 在 0.9%NaCl 中，纳米粒粒径明

显增大，说明加入 0.9%Nacl，HK-G2-Nps本身的稳

定状态发生了变化，使得粒径急剧增大，不能稳定

存在。各药载比的HK-G2-Nps均可以在 5%葡萄糖

溶液、PBS缓冲液和血浆中稳定存在，说明HK-G2-

Nps可以用 5%葡萄糖溶液和PBS缓冲液调等渗，注

射给药。

3.4 HK-G2-Nps的形态学考察

由图 6的电镜图可以看出，当药载比为 1∶1时，

纳米粒没有均一的形态，当药载比为 2∶1时，纳米粒

呈现出不规则的类球状，当药载比为 4∶1时，呈现出

规则均一的球形，而当药载比达到 8∶1时，纳米粒呈

现出明显的立方柱状形态同时存在不规则球状。

因此可推测纳米粒的形状可能受载体用量的影响，

图4 各药载比的HK-G2-Nps的放置稳定性（（n = 3））

Fig. 4 Placement stability of HK-G2-Nps with different

drug loading ratios（n = 3）

表1 HK-G2-Nps各药载比粒径及载药量结果

Table 1 Drug particle size and drug loading results of HK-

G2-Nps with different drug loading ratios

HK-G2-Nps药

载比

1∶1

2∶1

4∶1

8∶1

粒径/

nm

258.2

279.7

150.0

109.4

Zeta电

位/mV

－35.1

－36.1

－36.0

－35.5

PDI

0.228

0.171

0.099

0.233

DL

43.45%

55.20%

73.79%

81.90%

图3 各药载比的HK-G2-Nps的粒径分布

Fig. 3 Particle size dietribution of HK-G2-Nps with different drug loading ratios

1∶1 2∶1 4∶1 8∶1
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随着药载比的增加，纳米粒形态逐渐稳定且呈现规

则的球形，但当药载比继续增大至 8∶1时，纳米粒的

形态又发生了转变，由单一的球状转变为立方柱状

与球状共存的状态，可能是由于药载比过高，部分

HK 没有完全被 G2包裹而形成两种形状共存的状

态。由于电镜中测得为干粒子的粒径，而马尔文粒

度仪测得的是粒子的水化平均半径，故SEM中显示

的粒径较马尔文测得值有所偏差，此差异是由于测

定方法不同造成的［27］。

3.5 HK-G2-Nps的体外释放

HK-G2-Nps的释放分为 2个阶段，结果见图 7。

在第一阶段即前 24 h，纳米粒能够迅速释放，当药载

比为 4∶1时，其累计释放最高，可达 70%左右；24 h

之后即第二阶段的缓速释放，4个药载比均缓慢释

放至 120 h，但药载比为 1∶1和 2∶1的累计释放率较

4∶1和 8∶1低，均在 60%左右；而药载比达到 8∶1时，

累计释放率可达 89%，虽然略高于药载比为 4∶1的

纳米粒（累计释放率为 80%），但没有显著性差异。

由此可推测 HK-G2-Nps先速释后缓释的释放模式

可以更好的发挥药效，可能是由于纳米粒的粒径对

释放速率产生了影响，药载比较低时，纳米粒粒径

偏大，纳米粒的比表面积较小，释放缓慢，而药载比

增大时，纳米粒粒径减小，使纳米粒拥有较大的比

表面积，对纳米粒的释放产生了促进作用，从而增

大了释放速率。

3.6 HK-G2-Nps的体外细胞毒作用

如图 8 所示，游离的 HK 及 HK-G2-Nps 对 4T1

细胞的抑制作用均呈现浓度相关性，同时 HK-G2-

Nps各药载比细胞增殖抑制率均大于游离组HK，药

载比为 4∶1 时作用最显著，质量浓度为 50.0、10.0、

2.5、1.0、0.5、0.1 µg/mL时细胞增殖抑制率均显著高

于HK组（P＜0.01）。各药载比的HK纳米粒对 4T1

细胞的 IC50值如表2所示，当药载比为1∶1和2∶1时，

IC50值分别为 6.30和 6.70 µg/mL，没有明显差异，当

药载比为 4∶1时，IC50值为 3.83 µg/mL，较HK组降低

了2倍，呈现显著性差异。但当药载比达到8∶1时，IC50

图5 各药载比的HK-G2-Nps的等渗介质中稳定性

Fig. 5 Lsokinetic stability of HK-G2-Nps with different drug loading ratios

PBS 血浆 5% Glu 0.9%NaCl

 

 

    

 
HK-G2-Nps 1∶1             HK-G2-Nps 2∶1               HK-G2-Nps 4∶1            HK-G2-Nps 8∶1 

 图6 各药载比的HK-G2-Nps的扫描电镜照片

Fig. 6 SEM photo of HK-G2-Nps with different drug loading ratios
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图7 各药载比的HK-G2-Nps在含0.5%SDS的PBS缓冲盐
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Fig. 7 Release of HK-G2-Nps with different drug loading

ratios in PBS containing 0.5% SDS（（ x
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值为5.44 µg/mL，并没有与HK的DMSO溶液组产生

显著性差异，而且对细胞的抑制作用没有药载比为

4∶1的HK-G2-Nps强，这可能与纳米粒的形态存在

一定关系。在药载比8∶1时，有些HK呈现大粒径的

立方体形态，粒径过大，无法进入细胞内部发挥细

胞毒作用。

4 讨论

药载比对 HK-G2-Nps 的形态产生的影响是不

容忽视的，当药载比较低时，纳米粒粒径较大，且形

态分布不均一，导致纳米粒在释放过程中释放不完

全，以至于对 4T1细胞的抑制率较低。而当药载比

过高时，通过马尔文粒度仪测得的粒径虽然较小，

也可以明显提高载药量，但由 SEM可以明显看出，

其纳米粒的存在状态是以立方柱状和球状两种状

态同时存在的，虽然在 120 h累计释放率可达 89%，

但由于其形态分布并非均一的，导致其对 4T1细胞

的杀伤作用并没明显的提高。而当药载比为 4∶1

时，纳米粒的载药量已达到 73.79%，纳米粒粒径为

150 nm，PDI值可达 0.099，粒径分布较为集中，且在

释放过程中同样以先速释后缓释的释放模式释药，

累计释放率可达 80%，以 4T1细胞为模型考察的细

胞毒实验中，与HK组存在显著性差异，抑制率提高

了 2倍。这可能是由于纳米粒呈现出分布单一均匀

的球形，有助于纳米粒进入细胞，更好的发挥药效。

本次研究是以一种新型的扇形支化聚合物为

载体来制备高载药量的HK-G2-Nps，有效提高了纳

米粒的载药量，解决了HK难溶于水的问题，同时增

强了对 4T1的细胞毒作用。筛选出的药载比为 4∶1

的纳米粒的体外表征均展现了纳米制剂的优势，为

HK-G2的体内研究提供了参考。
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