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甘草次酸修饰细菌纤维素包载紫杉醇口服胶束的构建与评价  

耿宇婷 1, 2, 3, 4, 5，张晓雪 1, 2, 3, 4, 5，康荷笛 1, 2, 3, 4, 5，赵修华 1, 2, 3, 4, 5* 

1. 东北林业大学 森林植物生态学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨  150040 

2. 东北林业大学化学化工与资源利用学院，黑龙江 哈尔滨  150040 

3. 东北林业大学林业生物制剂教育部工程中心，黑龙江 哈尔滨  150040 

4. 黑龙江省林源活性物质生态利用重点实验室，黑龙江 哈尔滨  150040 

5. 东北林业大学生物资源生态利用国家地方联合工程实验室，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  构建一种以肝靶向分子甘草次酸（glycyrrhetinic acid，GA）修饰的细菌纤维素（bacterial cellulose，BC）两

亲性纳米载体用于紫杉醇（paclitaxel，PTX）口服给药。方法  以丁二酸酐（succinic anhydride，SA）作为连接臂，将甘草

次酸与 BC 进行偶连，获得 GA-BC），采用红外光谱法、核磁共振氢谱法对合成产物进行结构表征。通过超声法制备 GA-BC- 

PTX 载药胶束，再通过粒径、ζ 电位、透射电子显微镜及临界胶束浓度的测定进行表征，采用稳定性实验、体外释放实验、

MTT、细胞摄取、小鼠活体成像实验及斑马鱼安全性实验对该载药系统进行评价。结果  成功构建 GA-BC 载体，经过红外

光谱、核磁共振氢谱等检测证明偶连成功，GA-BC-PTX 载药胶束平均粒径为（292.4±3.7）nm，表面电位为（−16.8±0.9）

mV，载药量为（17.89±0.61）%，包封率为（59.81±0.73）%，临界胶束质量浓度为 0.063 mg/mL，呈均一球形，制备的载

体稳定性较好，体外释放实验表明该载体能在胃肠道环境稳定存在，MTT 实验表明 GA-BC-PTX 胶束对 HepG2 细胞存在明

显抑制作用，并通过共聚焦显微镜观察流式细胞仪分析证明 HepG2 细胞对 GA-BC 胶束载尼罗红的摄取明显高于游离的尼罗

红。通过对小鼠活体成像证明 GA-BC 聚合物胶束具有肝靶向作用。通过斑马鱼卵安全性检测证明当 GA-BC 载体质量浓度

小于 2 mg/mL 时，聚合物载体基本不具有生物毒性。结论  GA-BC 载体具有良好的生物安全性和肝靶向作用，制备 GA-BC- 

PTX 口服载药胶束可以有效抑制肝肿瘤细胞 HepG2 的生长，为肝癌的靶向治疗提供新的思路。 

关键词：细菌纤维素；甘草次酸；两亲性自组装胶束；肝靶向；口服递送；紫杉醇 

中图分类号：R283.6      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2022)20 - 6451 - 11 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2022.20.017 

Construction and evaluation of loaded paclitaxel oral micelles by glycyrrhetinic 
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Abstract: Objective  To establish a bacterial cellulose (BC) amphiphilic nanocarrier modified with the liver- targeted molecule 

glycyrrhetinic acid (GA) for oral administration of paclitaxel (PTX). Methods  Using succinic anhydride as a connecting arm, 

glycyrrhetinic acid is coupled with bacterial cellulose to obtain a glycyrrhizic acid modified bacterial cellulose carrier (GA-BC). The 

structure of the combination was detected by IR and 1H-NMR. The GA-BC-PTX drug-loading micelle was prepared by ultrasonic 
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method, and then characterized by particle size, ζ potential, transmission electron microscopy and critical micelle concentration 

determination. The drug carrier system was evaluated by stability experiment, in vitro release experiment, MTT, cell uptake, in vivo 

imaging experiment in mice and zebrafish safety experiment. Results  In this experiment, the GA-BC carrier was successfully 

constructed, and the detection of infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance hydrogen spectroscopy proved that the 

coupling was successful, the average particle size of the GA-BC-PTX drug-loading micelle was (292.4 ± 3.7) nm, the surface 

potential was (−16.8 ± 0.9) mV, the drug load was (17.89 ± 0.61)%, the encapsulation rate was (59.81 ± 0.73) %, and the critical 

micelle concentration was 0.063 mg/mL, which was uniformly spherical, and the prepared carrier stability was good. In vitro release 

showed that the carrier could be stable in the gastrointestinal environment, MTT experiments showed that GA-BC-PTX micelles had 

a significant inhibitory effect on HepG2 cells, and the uptake of GA-BC-NR micellar by confocal microscopy was shown to be 

significantly higher than that of free NR. GA-BC polymer mice are shown to have a hepatic targeting effect by imaging mice in vivo. 

Zebrafish safety testing proved that when the GA-BC carrier concentration is less than 2 mg/mL, the polymer carrier is basically not 

biologically toxic. Conclusion  GA-BC carrier has good biosafety and liver targeting effect, and prepared GA-BC-PTX oral loading 

micelles can effectively inhibit the growth of hepatic tumor cells HepG2, providing new ideas for targeted therapy of liver cancer. 

Key words: bacterial cellulose; glycyrrhetinic acid; amphiphilic self-assembly micelles; liver-targeting; oral delivery; paclitaxel 
 

癌症一直是严重威胁人类生命健康，其中肝癌

更是我国高发恶性肿瘤之一[1]，大多数抗肿瘤药物

如紫杉醇水溶性差（＜1 μg/mL），口服生物利用度

较低（＜2%）[2-3]，在体内易被肝脏及免疫系统下

清除，不能有效到达病变部位而引发全身性毒性等

副作用[4]。为解决这一难题，本课题组提出将药物

包载于载体内进行输送，因此，开发一种高效低毒

同时具有靶向性的载体具有重要意义。 

近年来，将大分子聚合物改性为两亲性聚合物

作为药物递送系统受到极大的关注，两亲性聚合物

在水中可自组装形成具有亲水外壳和疏水核心的纳

米胶束，疏水区可用于包裹疏水药物，不仅提高了

药物的水溶性，同时可以保护核内药物在生物介质

中的活性[5-7]。细菌纤维素（bacterial cellulose，BC）

又称 β-1,4-葡聚糖，是一种天然高分子聚合物[8]。因

其低毒、生物相容性高，制成的医用植入物仅引起

轻度的炎症反应等优点被广泛应用于伤口敷料、人

工血管和组织再生等[9-13]，同时其独特的载药特性

具有极大的开发前景。 

甘草次酸（glycyrrhetinic acid，GA）是从传统

中药甘草中提取的一种五环三萜化合物，是临床上

常用的保肝药物，甘草次酸具有抗炎、抗病毒、和

抗肿瘤作用[14-17]。并且研究发现肝脏具有甘草次酸

特异性结合位点[18]，因此，本研究以甘草次酸作为

疏水端同时作为载体的靶向基团，丁二酸酐

（succinic anhydride，SA）作为连接臂与亲水端 BC

进行接枝，制成具有优良肝靶向的两亲性聚合物载

体 GA-BC，并负载紫杉醇（paclitaxel）制成口服胶

束（GA-BC-PTX），并考察载体的靶向性及 GA-BC- 

PTX 初步抗癌效果，为将来肝癌的治疗提供重要的

依据和方向。 

1  仪器与试剂 

1.1  仪器 

Nexus 670 型傅里叶变换红外光谱仪，日本岛

津公司；Avance III HD 500 MHz 型核磁共振波谱

仪，瑞士 Bruker 公司；LD-900 型超声波细胞破碎

仪，常州零点设备有限公司；Waters 1525 型高效液

相色谱仪，美国沃特世公司；Zeta PALS 型激光粒

度仪，美国布鲁克海文仪器有限公司；JEM-2100

型透射电子显微镜（TEM），日本电子株式会社；

F-7000 型荧光分光光度计，日立高新技术公司；

Infinite 200 Pro 型多功能酶标仪，上海帝肯贸易有

限公司；高内涵细胞成像仪，美国 BioTek 仪器公司；

MoFlo Astrios EQ 型流式细胞仪，美国贝克曼公司；

Scientz-10N 型冷冻干燥器，宁波新芝生物科技股份

有限公司；IVIS Lumina Series III 型活体成像系统，

珀金埃尔默企业管理（上海）有限公司。 

1.2  试剂 

细菌纤维素，北京美科美生物公司代理

Cellulose Lab；甘草次酸（批号 A08GS156949，质

量分数≥98%）购自上海源叶生物科技有限公司；

丁二酸酐（批号 20180404）购自国药集团化学试剂

有限公司；四丁基醋酸铵（实验室自制）；1-乙基-(3-

二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐（EDC·HCl，批号

D2121158）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；4-二甲氨基吡啶（DMAP，批号 E1923045）购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；二甲基亚砜

（DMSO）、无水乙醇，分析纯，购自天津市富宇精

细化工有限公司；紫杉醇（批号 NF-20170316，质

量分数≥99%）购自西安天丰生物科技公司；尼罗
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红（批号 C12499771）购自上海麦克林生物有限公

司；DIR 荧光探针（批号 DD0413）购自上海百赛

生物技术股份有限公司；四甲基偶氮唑蓝（methyl 

thiazolyl tetrazolium，MTT），批号 EZ2811F374，购

自德国 Biofroxx 生物科技公司；色谱乙腈、色谱甲

醇均购自湖北弗顿科技技术有限公司。 

1.3  动物及细胞 

实验所用鱼品种为 AB 品系斑马鱼，3～4 月龄，

鱼系均购自南京一树梨花生物科技有限公司。昆明

种小鼠，SPF 级，雌性，体质量 22～25 g，购自哈

医大附属二院实验动物中心，许可证号 ZCXK（黑）

2019-001，动物实验已获得哈尔滨医科大学实验动

物伦理委员会批准（批准号 SYDW-2021036）。人

肝癌 HepG2 细胞为东北林业大学森林植物重点实

验室冻存保种，复苏后于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养。 

2  方法与结果 

2.1  GA-BC 聚合物的合成 

将 1.62 g BC 溶于 100 mL 含四丁基醋酸铵的

DMSO 溶液中，搅拌至 BC 完全溶解，制备成均一

的 BC 溶液。称取 4.7 g 甘草次酸与 1 g 丁二酸酐加

入到 20 mL DMSO 溶液中，于 40 ℃下加热搅拌 24 

h，加入与甘草次酸同等物质的量的 DMAP 与 EDC

进行活化，继续搅拌 1 h 后将上述反应液缓慢滴加

入到 BC 溶液中，混合均匀于 40 ℃下继续加热搅

拌 24 h，反应结束。利用反溶剂沉淀法[19]将反应溶

液滴加到自身 5 倍体积比的无水乙醇中，离心除去

上清，用无水乙醇洗涤 3～4 次，将沉淀溶于蒸馏水

搅拌均匀后再次离心取上清，冻干，即得 GA-BC

聚合物。合成路线见图 1。 

 

图 1  GA-BC 合成路线 

Fig. 1  Synthesis of GA-BC 

2.2  GA-BC 表征及结果 

2.2.1  红外光谱（IR）检测及结果  采用 IR 法分别

将 BC、甘草次酸、GA-BC 聚合物进行表征，IR 结

果如图 2 所示。BC 的 IR 中，3520～3200 cm−1 出现

宽峰归属于 BC 上的-OH 伸缩振动特征峰，2895 

cm−1 处的吸收峰为 C-H 的伸缩振动峰，1651 cm−1

处归属于 BC 半缩醛基（-C＝O）对称伸缩振动，

1148～993 cm−1 为环上 C-O 伸缩振动，且 C-O 的面

外弯曲振动造成了 893 cm−1 处的吸收峰。在甘草次

酸 IR 图中，3447 cm−1 处为-OH 伸缩振动特征峰，

2936～2868 cm−1 为 C-H 的伸缩振动峰、1709 cm−1

处-COOH 以及 1658 cm−1 处 C＝O 均为甘草次酸的

特征峰。与 BC 和甘草次酸相比，新合成的 GA-BC

聚合物在保留了BC在 3 403.8 cm−1处-OH的特征峰

但峰形明显变窄，表明 BC 的-OH 发生接枝反应，

同时破坏了 BC 分子内氢键，在 2875 cm−1 处出现

-CH2 伸缩振动吸收峰外，在 1 734.2 cm−1 处出现了

属于 C＝O 伸缩振动峰，吸收峰增强，说明新和成

的载体化合物中属于甘草次酸的-OH 与作连接臂的

丁二酸酐反应生成了新的酯键，在 1 161.8 cm−1 处

出现 C-O-C 的不对称吸收峰，证明 BC 与甘草次酸

偶联成功。 

2.2.2  核磁共振氢谱（1H-NMR）检测及结果  使

用 CDCl3溶解甘草次酸，D2O 溶解 GA-BC 聚合物

载体，溶解后分别移至核磁管中进行 1H-NMR分析，

图 3-A 所示为甘草次酸的 1H-NMR 谱，δ 0.68～1.35

分别为甘草次酸的 7 个强甲基峰，δ 2.33 为 H-9 单

峰特征峰，δ 3.02 为 H-3 的 2 个二重峰；δ 5.40 为 
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图 2  GA-BC (A)、BC (B) 和甘草次酸 (C) 的 IR 图 

Fig. 2  IR spectrum of GA-BC (A), BC (B) and GA (C) 

 

 

图 3  GA (A) 和 GA-BC (B) 的 1H-NMR 图 

Fig. 3  1H-NMR spectrum of GA (A) and GA-BC (B) 

H-12 的烯氢信号，为单峰，δ 4.31 为 H-18 为 β 构

型，图 3-B 为 GA-BC 聚合物的 1H-NMR 谱，通过

对比，GA-BC 聚合物在 δ 0.98～1.20 处出现了甘草

次酸的特征峰，δ 2.63 处出现新的吸收峰归属于连

接臂丁二酸酐上的-CH2CH2-，δ 3.2～4.5 处为 BC 环

状结构的特征峰证明胶束偶联成功。 

2.3  GA-BC 与 GA-BC-PTX 的制备及表征 

2.3.1  GA-BC 自组装空白胶束的制备  GA-BC 为

两亲性聚合物，在水中可自组装形成纳米胶束，称

取定量的 GA-BC 冻干品溶于蒸馏水中，为了使纳

米颗粒分散均匀，使用探头式超声发生器在冰浴条

件下超声处理，超声程序设置为工作 4 s 停 2 s，超

声功率为 180 W，每次处理 2 min，超声后过 0.45 μm

的滤膜，即得自组装空白胶束。 

2.3.2  载药胶束 GA-BC-PTX 制备  取 10 mg 冻干

的 GA-BC 聚合物溶于 10 mL 蒸馏水中制备成 1 

mg/mL 的 GA-BC 胶束溶液，称取 2 mg PTX 溶于 1 

mL无水乙醇中，冰浴下滴加到GA-BC胶束溶液中，

采用探针型超声装置辅助 GA-BC 胶束对紫杉醇进

行包载，混合物在冰浴下超声 20 min 后，移至室温

环境在磁力搅拌器搅拌 24 h，挥发除去乙醇，离心

机 3000 r/min 离心 10 min，分离出上清溶液进行冷

冻干燥，即得 GA-BC-PTX 载药胶束。 

2.3.3  胶束粒径、ζ 电位  采用激光粒度电位分析

仪来测定的粒径分布并测其 ζ 电位。具体为取适量

冻干后的 GA-BC 和 GA-BC-PTX 样品加入蒸馏水

中，配制成胶束溶液，进行测试，每个样品测试 3

次，结果（表 1）显示，GA-BC 载体平均粒径为 

（287.2±4.4）nm，表面电位为（−19.2±1.2）mV；

GA-BC-PTX 载药胶束平均粒径为（292.4±3.7）nm，

表面电位为（−20.3±1.2）mV。 

2.3.4  胶束形态观察  将GA-BC与GA-BC-PTX胶

束溶于蒸馏水中，适当稀释后滴至滴到碳涂层的

200 目铜网格上，晾干后用 1%磷钨酸溶液染色，染

色 2 min 后吸取多余的溶液，自然晾干，通过透射

电镜观察到载体呈球形或类球形，外观圆整，粒径

分布均匀，见图 4。 

2.3.5  稳定性考察  取适量GA-BC和GA-BC-PTX

用 PBS 溶解置于西林瓶中，在 4 ℃条件下放置 7 d

进行稳定性试验。分别在 0、0.5、1、2、3、5、7 d

时取样测定其粒径和 ζ 电位分布。结果如图 5 所示， 

表 1  GA-BC和GA-BC-PTX的粒径与 ζ电位 ( x s , n = 3) 

Table 1  Particle size and ζ potential of GA-BC and 

GA-BC-PTX ( x s , n = 3) 

组别 粒径/nm ζ 电位/mV 

GA-BC 287.2±4.4 −19.2±1.2 

GA-BC-PTX 292.4±3.7 −16.8±0.9 
 

 

图 4  GA-BC (A) 及 GA-BC-PTX (B) 的 TEM 图 

Fig. 4  TEM images of GA-BC (A) and GA-BC-PTX (B) 
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图 5  GA-BC 和 GA-BC-PTX 在不同时间点时的粒径 (A) 

和 ζ 电位 (B) ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Particle size (A) and ζ potential (B) of GA-BC and 

GA-BC-PTX at different time points ( x s , n = 3) 

0～7 d 的储存时间段内，GA-BC 和 GA-BC-PTX 的

粒径和电位均无较大变化，说明具有较好的稳定性。 

2.3.6  临界胶束浓度（CMC）测定  采用荧光探针

技术对 GA-BC 聚合物的 CMC 进行测定。首先将丙

酮配制的芘溶液（0.1 mmol/L）加入试管中，通过

氮气干燥除去丙酮后各加入不同体积的 GA-BC 母

液，蒸馏水定容至 10 mL。使所配制的溶液质量浓

度分别为 3.75、7.50、15.00、20.00、31.25、62.50、

100.00、125.00、250.00、500.00 μg/mL。室温下超

声 30 min 后，将其在黑暗条件中 37 ℃下平衡 24 h。

通过荧光分光光度计测量荧光强度。激发波长为

340 nm，发射波长范围是 350～600 nm。芘会被胶

束所包裹，环境的极性发生变化，第 1 波段（373 nm，

I1）和第 3 波段（391 nm，I3）强度的比值也随之变

化，将 I1/I3的值进行拟合，2条切线的交点确定CMC

值。经检测，GA-BC 载体在水中的 CMC 为 0.063 

mg/mL（图 6），具备良好的抗体液稀释能力。 

2.4  载药量和包封率的测定 

精密称取 2 mg GA-BC-PTX 载药胶束用 1 mL

蒸馏水溶解，再加入甲醇定容至 10 mL，离心机 5000 

r/min 离心 10 min，取上清，过 0.22 μm 有机滤膜，

取 10 μL 进样高效液相色谱仪进行测定，并按公式

计算载药量和包封率。 

载药量＝W1/W2 

包封率＝W1/W3 

W1 为测得 GA-BC 胶束中紫杉醇的含量，W2 为 GA-BC-PTX

的总质量，W3 为紫杉醇的总投药量 

 

图 6  GA-BC 的 CMC 图 

Fig. 6  CMC diagram of GA-BC 

紫杉醇的含量测定色谱条件 [20]：色谱柱为

Diamonsil C18 反相柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相为甲醇-乙腈-水（40∶30∶30）；体积流量 1 

mL/min；检测波长 230 nm；柱温 30 ℃；进样量 10 

μL。建立关于紫杉醇对照品质量浓度（X）和峰面

积积分值（Y）线性回归方程 Y＝24 022 X＋6 677.3，

R2＝0.999 8，经 HPLC 法测得 GA-BC-PTX 载药胶

束样品的载药量为（17.89±0.61）%，包封率为

（59.81±0.73）%（n＝3）。 

2.5  体外释放考察 

采用透析袋法考察紫杉醇原药和 GA-BC-PTX

胶束溶液的体外释药情况。采用 pH 1.2，含 0.5%聚

山梨酯-80 的盐酸溶液的人工胃液，和 pH 6.8 含

0.5%聚山梨酯-80 的磷酸盐缓冲液的人工肠液作为

释放介质模拟胃肠道环境，分别将 0.4 mg 紫杉醇、

GA-BC-PTX（含紫杉醇 0.4 mg）置于透析袋（截留

相对分子质量 3500）中，浸入 200 mL 人工胃液（或

肠液），在体系温度为 37 ℃的恒温磁力搅拌器中搅

拌，转速为 100 r/min，分别在 5、10、15、20、25、

30、60、120、240、360、480、720 min 以及 24 h

时间点取样 1 mL，同时补充 1 mL 相同基质的空白

人工胃液（或肠液），取出的样品经离心后取上清液，

用 0.22 μm 有机滤膜滤过后，采用高效液相色谱仪

检测紫杉醇的含量并计算药物的累积释放率，每组

平行 3 次。 

紫杉醇原药和 GA-BC-PTX 载药胶束在人工胃

液及人工肠液中的释放曲线如图 7 所示。游离的紫

杉醇原药在0～6 h时间段内累积释放率随着时间的

增长有明显提高，6～24 h 时间段内累积释放率的变

化趋于平缓。GA-BC-PTX 中紫杉醇的释放率在 0～

2 h 时间段内随着时间的增长累积释放率有明显提 
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图 7  紫杉醇与 GA-BC-PTX 在人工胃液及人工肠液中的累

积释放率 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Cumulative release rate of PTX and GA-BC-PTX in 

simulated gastric fluid and simulated intestinal fluid ( x s , 

n = 3) 

高和紫杉醇原药较为相似，而 2～6 h 表现为紫杉醇

缓慢释放，之后趋于平缓，紫杉醇原药在人工胃液

及人工肠液中至 24 h 的累积释放率分别为 20.81%

和 24.36%，释放趋势基本相同，在人工胃液累积释

放率稍高于人工肠液，GA-BC-PTX 在人工胃液及

人工肠液中至 24 h 的累积释放率分别为 11.81%和

8.01%，载药胶束的累积释放率明显低于紫杉醇原

药，表明载药胶束（GA-BC-PTX）结构稳定能够承

受酸性条件和胃肠道的稀释，可将药物稳定地包载

在纳米胶束的内部，提高了紫杉醇经胃肠道进入人

体的稳定性。 

2.6  MTT 实验 

通过 MTT 法评价 GA-BC 空白胶束及 GA-BC- 

PTX 载药胶束的抗癌活性。取对数生长期的 HepG2

细胞接种于 96 孔板中，5% CO2、37 ℃培养箱培养

24 h 后，取出培养板，显微镜下观察细胞贴壁情况

良好后吸走孔内培养基，将 GA-BC 空白胶束及 GA- 

BC-PTX 载药胶束质量浓度分别为 1.0、2.5、5.0、

10.0、25.0、50.0、100.0 μg/mL 的溶液分别加入

HepG2 细胞系培养 24 h。利用 MTT 法测量 570 nm

处的吸光度（A）值，根据公式计算细胞抑制率。 

细胞抑制率＝1－A 实验/A 对照 

对照组为给药为与胶束同等体积的纯化水 

实验结果如表 2 所示，游离紫杉醇的质量浓度

在 1.0～10.0 μg/mL 时，对 HepG2 细胞的抑制率随

着药物质量浓度的增大而呈现显著增长，而质量浓

度增长到 100.0 μg/mL 时对 HepG2 细胞的抑制率并

未随着药物质量浓度的增加而显著增长，同时也未 

表 2  不同质量浓度的紫杉醇与 GA-BC-PTX 载药胶束与

HepG2 细胞孵育 24 h 和 48 h 的细胞抑制率 ( x s , n = 3) 

Table 2  Rate of cellular inhibition of different 

concentrations of PTX and GA-BC-PTX loaded micelles 

incubated with HepG2 cells for 24 h and 48 h ( x s , n = 3) 

紫杉醇质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

细胞抑制率/% 

24 h 48 h 

紫杉醇 GA-BC-PTX 紫杉醇 GA-BC-PTX 

1.0 17.99 47.78 37.09 55.88 

2.5 37.80 56.06 48.51 65.56 

5.0 54.18 64.78 54.98 70.92 

10.0 60.50 70.28 61.86 77.51 

25.0 63.74 73.88 65.67 80.38 

50.0 64.62 76.87 66.95 84.56 

100.0 66.57 79.72 69.02 87.55 
 

随着孵育时间的延长而抑制效果增加。这可能由于

紫杉醇为疏水性药物，溶解度极差且粒径较大不利

于细胞的摄取，多数通过被动扩散进入细胞。而实

验组显示出良好的肿瘤细胞抑制性，随药物质量浓

度的上升，抑制率也逐步增加，GA-BC-PTX 负载

的紫杉醇质量浓度为 100.0 μg/mL 时，HepG2 细胞

24 h 时的抑制率为 79.7%，48 h 时细胞抑制率为

87.5%，抑制效果随着时间的延长而增加，可能由

于 GA-BC-PTX 纳米载药胶束具有较小的粒径有助

于细胞对药物的摄取，实现药物在细胞内的累积，

GA 修饰后能存在对肝癌细胞的主动靶向，很大程

度的提高了紫杉醇的抗癌活性。 

2.7  细胞摄取 

以尼罗红（Nile Red，NR）作为疏水性荧光探

针通过超声将其负载入 GA-BC 聚合物中，游离尼

罗红作为阳性对照组，PBS 溶液为空白对照组。取

对数生长期的 HepG2 细胞接种于 24 孔板中，5% 

CO2、37 ℃培养箱培养 24 h 后，取出培养板，显微

镜下观察细胞贴壁情况良好后吸走孔内培养基，每

孔加入200 μL载有尼罗红的GA- BC-NR胶束溶液，

以含有相同含量的尼罗红溶液为对照组，每组设 4

个复孔。分别培养 2、4 h 后吸弃药液，用 PBS 清

洗 2 次，然后用 DAPI 将细胞核染色 10 min，吸弃

染液，PBS 清洗 2 次，再加入 4%多聚甲醛固定细

胞 30 min，固定结束吸弃多聚甲醛再用 PBS 清洗 2

次，使用高内涵细胞成像仪观察细胞内荧光分布情

况，并通过流式细胞仪对细胞摄取荧光定量分析。 

比较 2 组内荧光强度结果如图 8 所示，尼罗红 
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图 8  孵育 2 h 和 4 h 后 HepG2 细胞摄取游离尼罗红和 GA-BC-NR 胶束的高内涵细胞成像图像 (图中标尺为 100 μm) 

Fig. 8  High-content cell imaging images of free NR and GA-BC-NR micelles internalization in HepG2 cells after 2 h and 4 h 

incubation (scale is 100 μm) 

特有的红色荧光显示了药物的位置，细胞核用DAPI

染为蓝色。孵育 2 h 后游离尼罗红的红色荧光在细

胞质和细胞核中几乎不可见。相比之下，GA-BC-NR

在相同药量的相同孵育条件下，细胞质中观察到清

晰的红色药物荧光。 

利用流式细胞仪和 SPSS 统计学软件进行荧光

定量分析结果如图 9 所示，孵育 2 h，GA-BC-NR

的荧光摄取量是游离的尼罗红的 8.1 倍；孵育 4 h，

游离的尼罗红荧光强度几乎未发生变化，而 GA- 

BC-NR 胶束荧光强度明显增强，HepG2 细胞对其的

摄取量是游离的尼罗红的 16 倍，远高于游离尼罗

红。结果表明 GA-BC 纳米胶束有助于 HepG2 细胞

对药物的摄取，由于甘草次酸受体介导，明显增强

了 GA-BC 胶束对 HepG2 肝癌细胞的靶向能力，能

够实现药物在细胞内的富集。 

2.8  肝靶向效果评价 

由于紫杉醇和载体本身不具有荧光性，因此将

近红外荧光染料 DiR 作为荧光探针载入 GA-BC 纳

米胶束中，通过 IVIS Lumina Series III 活体成像系

统记录小鼠口服给药后 2、4、6、8、12、24 h 全身

的荧光分布情况。24 h 全身荧光观察结束后，取出

小鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺脏和肾脏用于体外的 

 

与同组 NR 处理比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs the same group of NR treatment 

图 9  孵育 2 h 和 4 h 后流式细胞仪测量对照、游离尼罗红

和 GA-BC-NR 胶束在 HepG2 细胞中的荧光强度 ( x s ,  

n = 3) 

Fig. 9  Fluorescence intensity of control, free NR, and 

GA-BC-NR micelles was measured in HepG2 cells after 2 h 

and 4 h of incubation ( x s , n = 3) 

成像和定量分析。使用 Living Image 软件进行定量

分析，测定荧光强度。结果如图 10-A 所示，游离

DiR 主要集中在胃肠道进行循环消化，在给药 6 h

荧光强度最强，此后开始逐渐下降，24 h 后几乎不

可见。相比之下，GA-BC-DiR 纳米胶束给药 2 h 进

入胃肠道后逐渐被体内吸收，4～6 h 肝脏部位荧光 

空白对照         2 h           4 h 
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图 10  小鼠口服 DiR 和 GA-BC-DiR 纳米胶束 24 h 内的体内荧光成像 (A) 及 24 h 后的离体器官的荧光成像 (B1) 和平均

荧光强度 (B2) ( x s , n = 3) 

Fig. 10  In vivo fluorescence imaging within 24 h oral administration of DiR and GA-BC-DiR nanomicelles in mice (A), 

fluorescence imaging of isolated organs (B), and mean flourscence intensity after oral administration of DiR and GA-BC-DiR 

nanomicelles for 24 h ( x s , n = 3) 

信号变强，说明 GA-BC-DiR 纳米胶束可进入肝脏，

实现荧光积累。 

实验结束进一步解剖器官的体外荧光图像及定

量分析如图 10-B1、B2 所示，在肝脏部位 GA-BC- 

DiR 组的荧光强度是游离 DiR 组的 2.65 倍，进一步

证实负载 DiR 的 GA-BC 纳米胶束比游离 DiR 更容

易在肝脏积累，表明 GA 修饰的 GA-BC 纳米胶束

对肝脏存在靶向作用，可用于肝脏靶向给药。 

2.9  GA-BC 胶束安全性评价 

2.9.1  斑马鱼胚胎的准备  挑选健康的斑马鱼雌雄

成鱼进行追尾交配自然受精，收集受精卵，在显微

镜下观察，剔除未受精或已经死掉的鱼卵，随后将

其放入（29±1）℃的恒温培养箱孵育 2～4 h，选取

受精后 4 hpf（hours postfertilization）后胚胎发育阶

段相同的鱼卵用于毒性暴露试验。 

2.9.2  斑马鱼胚胎毒性实验  胚胎发育至 4 hpf 时

开始加药处理，将同步发育的胚胎分选到 24 孔板

内，每孔 5 枚，小心吸出 24 孔板中置有斑马鱼胚胎

的培养液，沿室壁缓慢轻柔地加入含有不同质量浓

度的待测药物（载体质量浓度分别为 0.01、0.02、

0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、10.00 mg/mL）

配制的胚胎培养液，轻轻分散胚胎，避免聚集，每
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个质量浓度设置 3 组相同质量浓度进行平行重复试

验，以单纯培养基为空白对照。置于恒温培养箱中

孵育。分别在受精后 24、48、72、96 h 时放置显微

镜下观察胚胎发育情况并记录实验结果。 

实验结果表明如图 11 所示，在受精 24 h 时，

载体质量浓度在 0.01～2 mg/mL 时受精卵发育状态

正常，48 h 开始孵化，通过显微镜可以清楚地观察

到受精卵内斑马鱼的头、脑、尾以及卵黄囊等发育

正常，至 72 h 斑马鱼脱膜而出，成功孵化为小鱼，

此时载体质量浓度在 2 mg/mL的条件下存在少量鱼

卵发育迟缓未脱膜现象，其余均可正常生长发育，

由于 10 mg/mL 的药物质量浓度过高，药液呈现粘

稠胶状，存在药物毒性使胚胎不能发育成功，大多

数受精卵中的卵黄囊消失，并且斑马鱼卵内部无明

显的头、脑和尾巴等特征出现，受精卵出现大量死

亡情况并逐渐消融。因此，当载体质量浓度低于 2 

mg/mL 时基本对斑马鱼卵的正常发育生长无毒副

作用，可作为安全的药物递送载体。 

 

图 11  不同质量浓度的 GA-BC 对斑马鱼胚胎整体发育的影响 

Fig. 11  Effect of different concentrations of GA-BC on overall development of zebrafish embryos 

3  讨论 

紫杉醇是近些年来经临床验证疗效最为显著的

抗癌药物之一，具有广谱抗肿瘤活性[21-24]，然而由

于紫杉醇本身水溶性低，口服生物利用度差并且在

体内非特异性分布会对正常细胞造成伤害等原因，

使其本身能够发挥的疗效及临床使用的安全性受到

极大的挑战。因此提高紫杉醇的疗效及靶向性，减

少药物的不良反应，最大限度地提高药物局部作用

仍是新药开发的重点方向[25-26]。 

本研究选择 GA 作为疏水端，对 BC 进行化学

修饰，获得两亲性聚合物 GA-BC。BC 具有独特的

超细网状纤维结构，同时具有高含水率、高结晶度、

多微孔性可以容纳大量的药物分子以及便于药物的

持续释放等优点[27-28]，可作为药物载体进行开发。

但关于 BC 用于制备两亲性聚合物鲜有报道，根本

原因为虽然 BC 本质上为亲水结构，但其内部强烈

的氢键作用使其在水和多数有机溶剂中难以溶解，

并且 BC 缺乏靶向性，这限制了 BC 在药物递送上

的效率[29-30]。本研究首先通过离子液体四丁基醋酸

铵溶液削弱 BC 分子间氢键作用，再通过接枝反应

改变 BC 结构，改善 BC 的亲水性能，同时使 BC

获得 GA 的肝靶向作用，以 GA-BC 为载体制备负

载 PTX 的口服纳米胶束。制成的 GA-BC 载体临界

胶束质量浓度为 0.063 mg/mL，据报道较低的临界

胶束质量浓度（＜0.135 mg/mL）和较小的粒径（＜

500 nm）可通过内吞作用被肠上皮细胞吸收，能有

效提高胶束在体液中的抗稀释能力，增强药物体内

的稳定性[31-33]。 

胃肠道的生理和物理屏障是阻碍药物递送系统

吸收的一大难题，通常大多数药物进入胃肠道就会

被分解释放，难溶性药物更不易被胃肠道吸收，因

此药物未到达病变部位就被体内代谢和清除，导致

血药浓度无法满足治疗需要[34]。体外释放实验分别

考察它们在人工胃液和人工肠液 2 种模拟人工介质

中的释放情况，结果显示，GA-BC-PTX 在人工胃

液及人工肠液中在0～2 h内紫杉醇累积释放率有明

显提高外，2～6 h 表现为紫杉醇缓慢释放，之后胶

束的几乎不释药，至 24 h 的累积释放率分别为

11.81%和 8.01%，明显低于紫杉醇原药，提示胶束

可能以完整胶束形式被胃肠壁细胞摄取从而增强药

物吸收。 

肿瘤化疗所面临的另一个挑战是由于化疗药物

体内非特异性分布对正常细胞所造成的伤害[4]。为

克服这个问题，设计 GA 作为肝靶向配体构建靶向
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胶束。据文献报道 GA 具有肝靶向作用并且在肝癌

细胞的表达是正常肝组织的 1.5～5 倍[35]，GA 与该

位点的结合呈可饱和性、高度特异性。已有研究将

GA 在多种耐药癌细胞系以及多种动物模型上进行

了测试，均表现出良好的靶向作用[36-39]。因此将 GA

作为肝靶向配体来进行靶向治疗可使药物准确作用

于肝部病变部位，减少药物对其他器官的损伤[40]。

本研究采用细胞摄取和小鼠活体成像考察胶束的主

动靶向性，通过高内涵细胞成像系统观察到 2 h 

HepG2 细胞内的 GA-BC-NR 荧光强度比游离的 NR

更强，随着时间延长至 4 h，其荧光强度进一步增强，

表明更多的胶束进入细胞。 

通过流式细胞仪进行荧光定量分析，结果显示

孵育 4 h HepG2 细胞对 GA-BC-NR 胶束摄取量是游

离尼罗红的 16 倍，由此证明 GA 介导的 GA-BC 胶

束对 HepG2 肝癌细胞具有靶向能力，能够实现药物

在细胞内的富集。MTT 毒性实验同时也说明了这一

现象，与游离的紫杉醇原药相比，GA-BC-PTX 载

药胶束可以明显抑制 HepG2 细胞的活性，初步评价

了 GA-BC-PTX 载药胶束的抗肿瘤效果。为了进一

步验证 GA-BC 胶束的靶向性，在小鼠口服给药后，

对其进行活体成像，可以在不同时间节点观察药物

在体内吸收分布，结果显示 2～12 h 小鼠的腹部区

域存在明显的荧光，可能是由于 GA-BC 胶束对肠

道表面具有较强的黏附性，增加了药物在消化系统

中的停留时间，12 h 后小鼠腹部区域的荧光由于吸

收或消除作用逐渐脱离胃肠系统。 

小鼠离体器官荧光成像图片对比全身荧光定位

时可能存在少许误差，这是由于荧光成像是平面的，

体内深层器官或组织被采集的信号将会衰减很多，

所以在整体成像过程中不能很好地定位荧光的分

布。因此实验再次对离体器官进行荧光定位及定量

分析，结果显示，GA-BC-DiR 载药胶束已经进入肝

脏和脾脏等一些组织或器官的可能在体内停留的时

间更长，肝脏处 GA-BC-DiR 组的荧光强度是游离

DiR 组的 2.65 倍，进一步证实了 GA-BC 聚合物胶

束的肝靶向能力，更易使药物在肝脏累积，提高药

物作用效果。 

综上所述，GA-BC 胶束可用于紫杉醇口服递药

系统的开发，具有良好的肝脏靶向性和生物安全性

可降低紫杉醇非特异性带来的不良反应，同时针对

HepG2 细胞，GA-BC-PTX 载药胶束表现出较好的

抗肿瘤活性和入胞能力，为肝癌治疗提供新思路，

具有良好的应用前景。此外，对于紫杉醇口服胶束

的抗肿瘤效果仍需进行更系统、深入地研究。 
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