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叶酸修饰的克班宁聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸共聚物纳米粒的制备及其体外
抗肿瘤活性研究  
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摘  要：目的  制备叶酸修饰的克班宁聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸共聚物纳米粒（folic acid modified crebanine polyethylene 

glycol-polylactic acid hydroxyacetic acid copolymer nanoparticles，FA-Cre@PEG-PLGA NPs），并考察其体外释放及抗肿瘤活性。

方法  以克班宁为模型药，用 PEG-PLGA 共聚物、叶酸等为材料，通过超声乳化-溶剂挥发法制备 FA-Cre@PEG-PLGA NPs，

采用激光粒度仪、透射电子显微镜和荧光显微镜对 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的粒径、ζ 电位及形态进行表征，紫外光谱法测

定并计算克班宁的包封率和载药量，比较 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 和克班宁原料药 72 h 的体外释放规律，通过溶血实验考

察二者生物学特性，CCK-8 实验考察两者对正常肝 L02 细胞存活率的影响及对肝癌 Bel-7402 细胞体外增殖抑制作用。细胞

划痕法考察纳米粒和原料药对肝癌 Bel-7402 细胞迁移能力的影响。荧光显微镜观察纳米粒在不同时间点对肝癌 Bel-7402 细

胞的摄取情况。结果  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的平均粒径为（247.67±2.49）nm，多分散指数（polydispersity index，PDI）

为 0.139±0.027，ζ 电位为（−9.40±0.54）mV，透射电子显微镜下呈圆球状核壳结构，荧光显微镜下观察纳米粒，其气化后

明场呈蓝色光点、暗场呈红色光点。FA-Cre@PEG-PLGA NPs 中克班宁的包封率为 83.78%，载药量为 67.78%。FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 与克班宁原料药体外释放均符合 Ritger-Peppas 模型；安全性评价结果显示，FA-Cre@PEG-PLGA NPs 相比于克班

宁原料药在 50～300 μg/mL 内具有良好的生物相容性。FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对人正常肝 L02 细胞毒性较低，相比于克班

宁原料药有一定的安全性。体外增殖抑制结果显示，两者对 Bel-7402 肿瘤细胞的增殖抑制率均呈现出剂量依赖性和时间依

赖性，且 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 联合超声辐照后对 Bel-7402 肝癌细胞具有更强的杀伤作用。细胞划痕实验表明，克班宁

原料药、FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对 Bel-7402 肿瘤细胞迁移均有抑制作用，呈剂量依赖性，且纳米粒联合超声抑制细胞迁

移效果更显著。细胞摄取实验表明，相同时间下超声联合纳米粒能有效增强肿瘤细胞的摄取。结论  成功制得 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs，而且体外具有良好的缓释效果和抑瘤作用，为 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 应用于肝癌的治疗研究提供实验依据。 
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Abstract: Objective  To prepare folic acid modified crebanine polyethylene glycol-polylactic acid hydroxyacetic acid copolymer 

nanoparticles (FA-Cre@PEG-PLGA NPs) and investigate their in vitro release and anti-tumor activity. Methods  FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs were prepared by ultrasonic emulsion-solvent evaporation method with crebanine as a model drug, polyethylene 

glycol-polylactic acid hydroxyacetic acid (PEG-PLGA) copolymer and folic acid (FA) as materials. The particle size, potential and 

morphology of FA-Cre@PEG-PLGA NPs were characterized by laser particle size measurement, transmission electron microscopy 

and fluorescence microscope. The encapsulation rate and drug loading capacity of crebanine were determined and calculated by 

Ultraviolet spectroscopy. Meanwhile, the in vitro release patterns of FA-Cre@PEG-PLGA NPs and crebanine bulk drug at 72 h were 

compared. The biological properties were investigated by hemolysis assay. The safety evaluation on L02 cells and the proliferation 

inhibition on Bel-7402 cells were investigated by CCK-8 assay in vitro. The proliferation of Bel-7402 cells was quantified by cell 

wound scratch assay. Finally, the uptake capacity of nanoparticles to Bel-7402 cells at different time points was observed by 

fluorescence microscope. Results  The average particle size of FA-Cre@PEG-PLGA NPs was (247.67 ± 2.49) nm, with a 

polydispersity index (PDI) of 0.139 ± 0.027 and a ζ potential of (−9.40 ± 0.54) mV. The transmission electron microscopy revealed a 

core-shell structure, while the fluorescence microscopy showed blue dots in the bright field and red dots in the dark area after 

gasification. The encapsulation rate of crebanine in nanoparticles was 83.78% and the drug loading was 67.78%. The release of 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs and crebanine bulk drug conformed to the Ritger-Peppas model in vitro. The safety evaluation showed 

that FA-Cre@PEG-PLGA NPs had good biocompatibility within the range of 50—300 μg/mL compared with crebanine bulk drug. 

The FA-Cre@PEG-PLGA NPs showed lower toxicity to L02 cells than crebanine bulk drug. The proliferation inhibition results 

showed dose-dependent and time-dependent effects on the proliferation of Bel-7402 cells in vitro. Moreover, the 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs combined with ultrasound irradiation had stronger killing effect on Bel-7402 cells. The cell wound scratch 

experiments showed that both the crebanine bulk drug and FA-Cre@PEG-PLGA NPs inhibited the migration of Bel-7402 cells in a 

dose-dependent manner, and the nanoparticles combined with ultrasound irradiation could inhibit the migration of tumor cells more 

significantly. The cell uptake experiment showed that nanoparticles combined with ultrasound irradiation could effectively enhance 

the uptake of tumor cells at the same time. Conclusion  The FA-Cre@PEG-PLGA NPs were successfully prepared, and exhibited 

good slow-release effect and antitumor effect in vitro, providing an experimental basis for the application of FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs in the treatment of liver cancer. 

Key words: folic acid; polyethylene glycol-polylactic acid hydroxyacetic acid; crebanine; nanoparticles; anti-tumor activity; in vitro 

release; ultrasonic emulsion-solvent evaporation method 
 

克班宁是一种异喹啉类阿朴菲型生物碱，提取

自防己科千金藤属植物云南地不容 Stephanina 

Yunnanensis H. S. Lo 的块根中[1-2]。研究表明，克班

宁具有镇静[3]、镇痛[4]、抗炎[5-6]、抗心律失常[7]等

作用。近期研究表明克班宁对多种肿瘤细胞有明显

的增殖抑制作用，如对人肝癌 SMMC-7721 细胞[8]、

人肺腺癌 A549 细胞[9]、宫颈癌细胞系（KB-3-1 和

KB-V1）[10]等肿瘤细胞均具有明显的细胞毒性。 

作为一种新型的肿瘤治疗方法，纳米粒疗法正

逐渐应用于癌症治疗的临床研究，纳米颗粒具有良

好的可降解性，可以被递送到肿瘤组织，具有较强

的高渗透长滞留效应（enhanced permeability and 

retention effect，EPR）[11-12]。聚乙二醇-聚乳酸羟基

乙酸（polyethylene glycol-polylactic acid hydroxyacetic 

acid，PEG-PLGA）共聚物中含有亲水段聚乙二醇

（polyethylene glycol，PEG）和两亲性的聚乳酸羟基

乙酸（polylactic acid hydroxyacetic acid，PLGA）共

聚物。PEG 具有良好的亲水性，能延长药物在体内

的循环和滞留时间并提高稳定性。PLGA 具有良好

的生物相容性和安全性，在体内可降解为无毒的聚

乳酸[13]。用 PEG 修饰 PLGA 后，可提高 PLGA 的

亲水性，减少巨噬细胞的识别和吞噬，延长体内的

循环时间。有学者认为 PEG 也可通过 EPR 效应增

加纳米粒肿瘤蓄积[14-15]。叶酸是一种小分子维生素，

具有相对分子质量小、无免疫原型、价廉易得、与

受体亲和力强等优点，可与叶酸受体（ folate 

receptor，FR）尤其 FRα 亚型在体内发生特异性结

合。叶酸受体在许多恶性肿瘤如肝癌、乳腺癌、宫
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颈癌等癌细胞表面过度表达，而在正常细胞中几乎

不表达或表达水平极低[16-18]。为得到具有叶酸靶向

性的运载系统，通过化学修饰将叶酸分子的羧基与

PEG-PLGA 中 PEG 的氨基端连接，从而得到靶向运

载体聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸-叶酸（polyethylene 

glycol-polylactic acid hydroxyacetic acid-folic acid，

PEG-PLGA-FA）。将药物包裹于 PEG-PLGA-FA 载

体内，将赋予其叶酸靶向功能，特异性地选择 FRα

高表达的恶性肿瘤细胞，大大降低药物的不良反应，

从而促进其在细胞水平或体内的吸收。 

针对克班宁毒性较大[19]、半衰期短[20]、水溶性

差[21]等缺点，本实验以 PLGA-PEG-FA 为载体，制

备叶酸修饰的克班宁聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸共

聚物纳米粒（FA-Cre@PEG-PLGA NPs），期望通过

纳米粒的小粒径被动靶向和叶酸的主动靶向作用改

善克班宁自身缺点，提高药物安全性和肿瘤细胞靶

向性，为后续用于治疗肿瘤的新型纳米制剂研究提

供依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

190Plus PALS 型纳米激光粒度仪，美国布鲁克

海文仪器公司；HT7700 型透射电子显微镜，

HITACHI 公司；JY98-IIIDN 型超声破碎仪，宁波新

芝生物科技股份有限公司；Sigma3-30k 型超高速冷

冻离心机，德国 Sigma 公司；Cary 60 型紫外分光光

度计，美国安捷伦有限公司；MF52-N 型荧光倒置

显微镜，广州市明美光电技术有限公司；4750E 型

二氧化碳培养箱，美国 Nuaire 公司；DMil LED 型

倒置显微镜，德国 Leica 公司；Multiskan 型酶标仪，

美国 Thermo 公司；DP-50 型便携式超声诊断仪，

深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司。 

1.2  试剂 

克班宁，云南中医药大学药剂实验室自制，批

号 20141101，质量分数 99.2%；PLGA，济南岱罡

生物科技有限公司，批号20140921；PEG-PLGA-FA，

重庆浦诺维生物科技有限公司，批号 RO018242；

液态氟碳（PFP），美国 Strem Chemicals 公司，批

号 28403300；细胞膜荧光探针 DiR 碘化物，美国

Biotium 公司，批号 20160814；聚乙烯醇（PVA），

美国 Sigma 公司，批号 SLBR4157V；CCK-8 试剂，

西安瑞禧生物科技有限公司，批号 20010335；胎牛

血清（批号 2144324）、青霉素-链霉素（双抗，批

号 2233204）、DMEM 培养基（批号 2211070）、磷

酸盐缓冲液（PBS），上海达特希尔生物科技有限公

司，批号 2237244；耦合胶，天津津亚科技发展有

限公司，批号 20190393。 

1.3  细胞株 

正常肝 L02 细胞、肝癌 Bel-7402 细胞，均由云

南中医药大学药剂实验室提供。 

1.4  动物 

SPF 级 KM 小鼠，雄性，体质量（20±2）g，

购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动物生产

许可证号为 SCXK（京）2019-0010，本课题经云南

中医药大学动物实验伦理委员会批准（批准号

R-062022082），实验动物饲养于云南中医药大学实

验动物中心，使用许可证号为 SYXK（滇）K2022- 

0004。 

2  方法与结果 

2.1  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的制备 

采用超声乳化-溶剂挥发法制备 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs，称取克班宁 30 mg 溶于 2 mL 的醋酸乙

酯中，依次加入 PLGA 25.5 mg、5 mg/mL DiR 溶液

0.1 mL 和 PFP 300 μL，避光冰浴下，超声破碎仪上

乳化 180 s，另精密称取 PLGA-PEG-FA 76.40 mg 溶

于 2 mL 醋酸乙酯并加入上述溶液中，避光冰浴下，

超声破碎仪上乳化 90 s 后加入 25 mL 0.5% PVA 溶

液再次进行超声乳化。随后加入 75 mL 纯水稀释，

室温下通风橱内避光搅拌过夜。最后将所得乳液于

冷冻离心机内 4 ℃ 16 000 r/min 离心（离心半径 7.6 

cm）5 min，按此方法共离心 3 次，弃去上清液，

收集沉淀，沉淀以 5 mL 纯水分散，备用。4 ℃冰

箱内避光保存。如图 1 所示，所制备的 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 为带有淡蓝色乳光的澄清液体，放

置后未产生沉淀或絮凝现象。 

2.2  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的表征 

2.2.1  纳米粒的粒径、ζ 电位测定  取适量纳米粒 
 

 

图 1  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的外观 

Fig. 1  Appearance of FA-Cre@PEG-PLGA NPs 
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以纯水稀释 5 倍，通过激光粒度仪测定纳米粒的平

均粒径和 ζ 电位，重复操作 3 次，记录平均值。结

果见图 2-A、B，测得 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的

平均粒径为（247.67±2.49）nm，多分散指数

（polydispersity index，PDI）为 0.139±0.027，ζ 电

位为（−9.40±0.54）mV。 

2.2.2  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的稳定性考察  将

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 分别于 7、15、30、60、

90、120、150、180 d 取样观察并测定粒径及 ζ 电位。

结果表明，纳米粒外观仍呈淡蓝色，震摇后均匀分 

 

 

图 2  FA-Cre@PEG-PLGA NPs的粒径 (A) 和 ζ电位图 (B) 

Fig. 2  Particle size (A) and potential diagram (B) of 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 

散，粒径、ζ 电位无明显变化，结果如表 1 所示，

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 在 180 d 内平均粒径为

（256.09±4.90）nm，RSD 为 1.92%；平均 ζ 电位为

（−10.28±0.54）mV，RSD 为 5.44%；平均 PDI 为

0.144±0.007，RSD 为 4.89%。表明纳米粒在 180 d

内稳定性良好。 

表 1  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 稳定性考察 ( x s , n = 3) 

Table 1  Stability investigation of FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs ( x s , n = 3) 

t/d 平均粒径/nm ζ 电位/mV PDI 

7 248.17±1.06 −9.36±0.22 0.139±0.023 

15 255.27±0.76 −10.01±0.33 0.145±0.011 

30 256.10±0.94 −10.47±0.02 0.154±0.023 

60 259.81±1.84 −10.83±0.16 0.138±0.015 

90 264.11±0.89 −11.12±0.17 0.154±0.015 

120 259.08±1.08 −10.43±0.33 0.141±0.025 

150 253.13±1.40 −10.18±0.30 0.136±0.021 

180 253.07±2.92 −9.84±0.12 0.148±0.015 
 

2.2.3  纳米粒的形态观察  取适量纳米粒稀释后滴

在碳膜铜网上放置 5 min，滤纸吸取多余液体，滴

加 2%磷钨酸溶液染色 5 min，自然挥干，采用透射

电子显微镜观察纳米粒的形态。如图 3-A 所示，

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 呈圆球状核壳结构，形态

较规整，粒子间未见明显黏连与聚集。另取适量

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 滴于载玻片上。滴入热水

使纳米粒稀释气化，于荧光显微镜下观察，得纳米

粒明场图和暗场图。并取等量的热水滴于载玻片上，

在荧光显微镜下观察热水的明场图和暗场图，并与

纳米粒气化后的图像进行对比。如图 3-B～E 所示，

纳米粒气化后明场呈蓝色光点，暗场呈红色荧光点。 

2.3  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 中克班宁含量测定

方法的建立 

2.3.1  线性关系考察  精密称取克班宁 2.5 mg 对

照品置于烧杯中，加适量无水乙醇溶解，用生理盐 

 

A-透射电镜图  B-纳米粒明场图  C-纳米粒暗场图  D-热水明场图  E-热水暗场图（×400） 

A-TEM  B-NPs bright field  C-NPs dark field  D-hot water bright field  E-hot water dark field (× 400) 

图 3  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的表征 

Fig. 3  Characterization of FA-Cre@PEG-PLGA NPs 
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水定容于 25 mL 棕色量瓶中，稀盐酸调 pH 值备用，

分别量取 0.25、0.50、1.00、1.50、3.00、4.00、5.00 

mL 于 25 mL 量瓶中，再加入生理盐水定容，紫外

分光光度计 280 nm 测定吸光度（A）值。另取适量

无水乙醇于量瓶中，加入生理盐水定容作为空白对

照。用 A 值对质量浓度（C）作线性回归方程。得

回归方程为 A＝0.061 3 C－0.013 5，R2＝0.999 8，

结果表明克班宁在 1～20 μg/mL 线性关系良好。 

2.3.2  精密度试验  取 2、6、16 μg/mL 3 个不同质

量浓度克班宁溶液，测定 A 值，同日内重复 3 次，

连续进样 3 d，计算日内日间精密度。结果表明 3 个

质量浓度的日内精密度 RSD 分别为 0.50%、0.16%、

0.06%，日间精密度 RSD 分别为 0.51%、0.16%、

0.06%，RSD 均小于 5.0%，符合方法学要求。 

2.3.3  重复性试验  制备 6 份纳米粒样品，每份取

0.5 mL，分别置于 25 mL 棕色量瓶中，用生理盐水

定容，同时以生理盐水作为调零溶液，在 280 nm

处测 A 值。结果，FA-Cre@PEG-PLGA NPs A 值的

RSD 为 0.49%，表明本方法重复性良好。 

2.3.4  稳定性试验  取 2 μg/mL 克班宁溶液，在室

温放置 0、2、4、6、8、12、24 h 时测定 A 值，考

察稳定性，结果显示，克班宁溶液 A 值的 RSD 为

1.01%，稳定性良好，表明克班宁溶液在室温放置

24 h 内基本稳定。 

2.3.5  加样回收率试验  精密量取已测定含量的

样品0.5 mL测定A1值，之后分别加入样品含量的2、

12、20 μg/mL 对照品 0.5 mL，摇匀，过 0.22 μm 微

孔滤膜，测定吸光度，计算加样回收率，结果显示，

低、中、高质量浓度平均回收率为 102.05%、

101.96%、101.21%，RSD 为 0.42%、0.27%、0.16%，

说明该法测定克班宁含量回收率高、准确可靠。 

2.4  包封率和载药量测定 

取适量的 FA-Cre@PEG-PLGA NPs（投药量

W1）用无水乙醇稀释后，分别用超声诊断仪探头和

超声清洗机超声 30 min，得滤液（V1），测定其 280 

nm 波长处的吸光度，通过线性回归曲线方程计算

出克班宁总质量浓度（C1）。取同样体积的纳米粒

纯水稀释，离心 30 min，取滤液（V2），用紫外分光

光度法测定并计算出游离克班宁质量浓度（C2）。按

照下式计算包封率和载药量，得FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 的包封率为 83.78%，载药量为 67.78%。 

包封率＝(C1－C2)/C1 

载药量＝(C1V1－C2V2)/W1 

2.5  体外释药规律分析 

采用透析袋法[23]测定 2 种制剂体外释药行为。

分别取适量的 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 溶液和克班

宁无水乙醇溶液于提前处理的透析袋中，透析袋两

端系紧。生理盐水（稀盐酸调节 pH 6.8）为接受液，

在 37 ℃，100 r/min 条件下，于 1、2、4、8、12、

24、36、48、72 h 取样，并补加 10 mL 预热的生理

盐水。样品测定前经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，用紫

外分光光度法测定含量。在 280 nm 下测量吸光度，

计算累积释放率，绘制体外释放曲线。结果见图 4，

克班宁原料药在释放介质中释放迅速，48 h 释放度

达到 90.67%，FA-Cre@PEG-PLGA NPs 仅前 12 h

属于快速释药期；12～72 h 属于缓慢释药期，72 h

累积释放率为 53.16%。相对于克班宁原料药，

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 有一定的缓释效果。通过

软件 Origin 2018 利用不同释放模型处理克班宁原

料药和 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 纳米粒在生理盐水

中的释放数据。结果如表 2 所示，FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 中零级方程 R2为 0.778 1，一级方程 R2

为 0.916 1，Higuchi 模型 R2为 0.934 2，Ritger-Peppas

模型 R2为 0.974 3。其中以 Ritger-Peppas 模型拟合

度最高，符合该模型释放规律。Ritger-Peppas 模型

可以描述为 Qt＝ktn，n 可以代表药物释放机制，从

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 模型拟合结果可知，释放

指数（n）＝0.315 1，当 n＜0.45 时，为 Fick 扩散[22]，

即药物首先溶解成溶液后再从制剂中扩散出来进入

介质，其释药受扩散速率的控制。 

2.6  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 安全性评价 

2.6.1  溶血实验  预先采集适量小鼠血液，收集在

涂有肝素的离心管中，离心，弃去上清液。用生理

盐水将离心所得的红细胞轻柔洗涤 3 次，配制成体 
 

 

图 4  体外释放曲线 

Fig. 4  Profiles of drug release in vitro 
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表 2  释药模型拟合方程结果 

Table 2  Drug release model fitting equation results 

拟合模型 克班宁原料药 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 

零级释放方程 Qt＝1.221 1 t＋41.558 3，R2＝0.763 9 Qt＝0.549 6 t＋21.105 7，R2＝0.778 1 

一级释放方程 Qt＝82.562 2 (1－e−0.222 7 t)，R2＝0.891 8 Qt＝47.856 9 (1－e−0.133 2 t)，R2＝0.916 1 

Higuchi 模型 Qt＝10.521 0 t1/2＋24.638 1，R2＝0.912 7 Qt＝5.581 9 t1/2＋10.786 1，R2＝0.934 2 

Ritger-Peppas 模型 Qt＝31.891 0 t0.281 0，R2＝0.964 0 Qt＝14.560 2 t0.315 1，R2＝0.974 3 
 

积分数 2%的红细胞悬液。用生理盐水将 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 和克班宁原料药分别配制成质量浓

度为 50、100、150、200、250、300 μg/mL 的溶液，

并与体积分数 2%红细胞悬液混合，作为样品液。

体积分数 2%红细胞悬液与生理盐水混合作为阴性

对照；与纯水混合作为阳性对照。将混合液于 37 ℃

恒温孵育 2 h，3000 r/min 离心半径 7.6 cm，离心 5 

min，取上清液至于 96 孔板中，在 405 nm 处测定 A

值，并计算溶血率。 

溶血率＝(A 样－A 阴)/(A 阳－A 阴) 

A 样表示不同质量浓度的样品的吸光度，A 阴表示阴性对照的

吸光度，A 阳表示阳性对照的吸光度 

如图 5 和表 3 所示，克班宁原料药组仅在 50～

150 μg/mL，溶血率＜5%的标准值；而 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 在 50～300 μg/mL，溶血率分别为

0.17%、0.40%、0.76%、0.94%、1.29%、1.70%，溶

血率较低，且纳米粒在较高质量浓度（300 μg/mL）

时，溶血率仍小于 2%，表明 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 相比于克班宁原料药在 50～300 μg/mL 具有良

好的生物相容性。 

2.6.2  细胞培养  将正常肝L02细胞培养于含 10%

胎牛血清和 1%双抗（青霉素-链霉素）的 RPMI 1640

培养基中，放于恒温培养箱（5% CO2、37 ℃）中

传代培养，维持细胞处于对数生长期。 

 

从左到右依次为阴性对照组、阳性对照组和 50、100、150、200、250、300 μg·mL−1 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 组以及 50、100、150、200、250、

300 μg·mL−1克班宁原料药组 

the figures from the left to right are negative control group, positive control group, 50, 100, 150, 200, 250, 300 μg·mL−1 FA-Cre@PEG-PLGA NPs group 

and 50, 100, 150, 200, 250, 300 μg·mL−1 crebanine bulk drug group 

图 5  溶血实验图 

Fig. 5  Hemolysis test diagram 

表 3  2 种克班宁制剂溶血率 ( x s , n = 3) 

Table 3  Hemolysis rate of two kinds of crebanine preparations ( x s , n = 3) 

样品 
溶血率/% 

50 μg∙mL−1 100 μg∙mL−1 150 μg∙mL−1 200 μg∙mL−1 250 μg∙mL−1 300 μg∙mL−1 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 0.17±0.05 0.40±0.10 0.76±0.16 0.94±0.13 1.29±0.18 1.70±0.20 

克班宁原料药 2.63±1.02 3.16±1.06 4.23±1.03 5.00±1.08 22.79±1.72 35.15±2.54 
 

2.6.3  细胞超声方法  超声探头对准 96 孔板底部，

涂抹耦合胶进行间断式超声，每孔超声 8 min，暂

停 1 min，超声 2 次后，再超声 7 min，每孔共计超

声 25 min。 

2.6.4  细胞超声辐照损伤试验  设置超声组与未超

声组。超声组方法如下：取对数生长期的正常肝 L02

细胞接种于 96 孔板（细胞密度 1×104），培养 24 h

外部添加超声辐照后，分别培养 24、48 h，加入

CCK-8 10 μL，继续培养 2 h，用酶标仪在 450 nm

波长处读取 A 值。未超声组除不添加超声外，其余
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处置方式与超声组均相同。超声辐照后细胞死亡率

按下式计算。结果如表 4 所示，正常肝 L02 细胞 24、

48 h 细胞死亡均＜3%，表明此超声条件不会引起细

胞大量死亡，超声辐照处置对正常肝 L02 细胞损伤

较小，安全性较好。 

细胞死亡率＝(A 未超声－A 超声)/A 未超声 

表 4  超声辐照处置对正常肝 L02 细胞损伤影响 ( x s ,  

n = 6) 

Table 4  Effect of ultrasound irradiation on normal liver 

L02 cells injury ( x s , n = 6) 

t/h 细胞死亡率/% 

24 2.265±0.009 

48 2.849±0.008 
 

2.6.5  CCK-8法检测正常肝L02细胞的活力  超声

组：将对数生长期的正常肝 L02 细胞接种于 96 孔

板（细胞密度 1×104），待细胞贴壁后分别给予不

同质量浓度的克班宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs，并设置对照孔（不含克班宁）和空白孔（不含

克班宁和细胞），外部添加超声辐照，未超声组除不

添加超声辐照外其余条件不变。分别孵育 24、48 h

后，加入 CCK-8 10 μL，继续培养 2 h，用酶标仪在

450 nm 波长处读取 A 值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

结果如表 5 所示，不同质量浓度的克班宁原料

药和 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对正常肝 L02 细胞存

活率出现不同程度的影响。经计算，未进行超声 24、

48 h 后克班宁原料药的半抑制浓度（half maximal 

inhibitory concentration，IC50）值分别为（208.5±

16.0）、（127.6±9.4）μg/mL，克班宁原料药对正常

肝 L02 细胞存活率影响较强，存在一定的肝毒性；

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 在未进行超声 24、48 h 后

IC50 值分别为（497.9±28.1）、（380.0±25.8）μg/mL，

其在质量浓度 50～300 μg/mL 时，细胞存活率仍大

于 50%；且与克班宁原料药相比，在 50～250 μg/mL

时存在显著性差异（P＜0.05），表明未超声时

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对正常肝 L02 细胞毒性较

低，安全性较好。 

超声辐照处置 24、48 h 后，克班宁原料药的 IC50

值分别为（186.2±14.2）、（117.1±10.3）μg/mL；

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的 IC50 值分别为（221.8±

19.9）、（150.3±13.8）μg/mL。FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 超声辐照处置 24、48 h 后分别与 FA-Cre@PEG- 

表 5  2 种克班宁制剂对正常肝 L02 细胞存活率的影响 ( x s , n = 6) 

Table 5  Effects of two kinds of crebanine preparations on survival rate of L02 cells ( x s , n = 6) 

制剂 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

未超声细胞存活率/% 超声后细胞存活率/% 

24 h 48 h 24 h 48 h 

空白 − − − − − 

对照 − 100.00±5.73 100.00±11.16 100.00±3.19 100.00±4.68 

克班宁原料药 50 74.95±1.93 65.90±2.14 72.98±1.78 63.64±2.47 

 100 67.78±2.37 56.35±3.78 65.02±2.47 54.94±4.01 

 150 61.22±3.73 50.54±2.59 60.58±1.43 50.39±1.86 

 200 54.32±3.08 44.89±2.20 51.52±1.56 42.88±3.68 

 250 46.72±4.20 33.92±4.65 43.53±3.95 30.49±3.53 

 300 35.38±6.46 26.38±6.89 32.09±3.67 24.62±4.73 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 50 83.64±1.67** 81.36±1.80## 77.59±1.77**&& 68.88±1.66##&& 

 100 78.63±1.61** 75.02±2.53## 71.04±0.85**&& 63.47±1.93##&& 

 150 75.28±1.56** 69.06±1.34## 66.07±3.26**&& 56.92±2.89##&& 

 200 68.59±2.61** 62.33±1.70## 56.16±4.31**&& 46.46±5.24##&& 

 250 63.79±1.61** 58.15±1.72## 48.86±2.17**&& 36.85±5.77##&& 

 300 57.39±2.31** 53.49±2.65 33.69±4.43**&& 23.27±5.23&& 

同一处置方法下，同一质量浓度与原料药组 24 h 比较：**P＜0.01；同一处置方法下，同一质量浓度与原料药组 48 h 比较：##P＜0.01；同一质

量浓度，同一时间下与纳米粒未超声组比较：&&P＜0.01 

**P < 0.01 vs bulk drug group for 24 h, under the same disposal method and the same mass concentration; ##P < 0.01 vs bulk drug group for 48 h, under 

the same disposal method and the same mass concentration; &&P < 0.01 vs nanoparticles without ultrasound group, under the same mass concentration at 

the same time 
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PLGA NPs 未超声 24、48 h 后相比，在 50～300 

μg/mL 时细胞存活率显著降低，存在极显著性差异

（P＜0.01）；FA-Cre@PEG-PLGA NPs 超声辐照处置

24、48 h 后分别与克班宁原料药超声辐照 24、48 h

相比，在 50～250 μg/mL 时，FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 对正常肝 L02 细胞毒性略低于克班宁原料药，

在 300 μg/mL 时 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对 L02 细

胞毒性略高于克班宁原料药，且在 50～250 μg/mL

时存在显著性差异（P＜0.05）。表明 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 对正常肝 L02 细胞毒性较低，相比于克

班宁原料药有一定的安全性。但 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 对正常肝 L02 细胞仍有一定的细胞增殖

抑制作用，推测在纳米粒制备过程中，大部分克班

宁被包载进入纳米粒，但仍有部分克班宁以小分子

形式附着在 PLGA 外壳上，使 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 与正常肝 L02 细胞共孵育时，附着在 PLGA 上

的克班宁被细胞吞噬，从而产生毒性作用。 

2.7  FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的体外抗肿瘤活性

研究 

2.7.1  细胞培养  将肝癌 Bel-7402 细胞培养于含

10%胎牛血清和 1%双抗的 DMEM 培养基中，放于

恒温培养箱中传代培养，维持细胞处于对数生长期。 

2.7.2  细胞超声辐照损伤试验   超声方法按

“2.6.3”和“2.6.4”项下方法，同样设置超声组与未

超声组，对肝癌 Bel-7402 细胞进行超声辐照损伤实

验。结果如表 6 所示，肝癌 Bel-7402 细胞 24、48 h

细胞死亡率均＜3%，表明此超声条件下对肝癌

Bel-7402 细胞损伤较小，这种处置方法对实验影响

较小，可作为体外细胞超声来源。 

表 6  超声辐照处置对 Bel-7402 细胞损伤影响 ( x s , n = 6) 

Table 6  Effect of ultrasound irradiation on Bel-7402 cells 

( x s , n = 6) 

t/h 细胞死亡率/% 

24 2.953±0.005 

48 2.858±0.009 
 

2.7.3  肿瘤细胞增殖抑制能力的检测   采用

CCK-8 试剂盒检测克班宁原料药和 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 对肝癌 Bel-7402 细胞增殖抑制的影响。

将对数生长期的 Bel-7402 细胞接种于 96 孔板（细

胞密度 1×104），待细胞贴壁后，同样设置超声组

与未超声组，操作步骤同“2.6.5”项，计算细胞增

殖抑制率。 

细胞增殖抑制率＝(A 对照－A 实验)/(A 对照－A 空白) 

结果如表 7 显示，随着药物剂量的增加，克班 

表 7  2 种克班宁制剂在未超声、超声条件下对肝癌 Bel-7402 细胞增殖抑制率的影响 ( x s , n = 6) 

Table 7  Effects of two crebanine preparations on proliferation inhibition rate of Bel-7402 cells under non-ultrasound and 

ultrasound irradiation conditions ( x s , n = 6) 

制剂 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

未超声细胞增殖抑制率/% 超声后细胞增殖抑制率/% 

24 h 48 h 24 h 48 h 

空白 − − − − − 

对照 − 100.00±6.95 100.00±9.07 100.00±6.51 100.00±1.08 

克班宁原料药 50 26.70±5.26 29.61±3.60 28.51±4.66 29.51±3.31 

 100 30.73±3.20 34.81±5.19 33.62±4.16 31.89±3.31 

 150 42.78±4.35 45.20±4.24 42.95±3.85 46.28±2.26 

 200 48.41±1.52 51.84±2.15 53.11±1.79 54.34±1.77 

 250 53.24±2.83 59.53±5.61 55.38±3.34 63.14±3.09 

 300 59.53±2.18 64.48±2.00 65.45±2.15&& 67.99±2.22& 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 50 20.53±7.03 25.75±6.89## 27.52±3.81# 31.51±4.70#&& 

 100 29.61±3.60 31.40±3.07## 35.39±4.15# 35.39±4.15#&& 

 150 36.48±3.77 40.11±3.42 41.95±3.56 47.78±2.73 

 200 40.96±2.51 45.36±2.56 47.54±2.50 55.21±2.40 

 250 47.53±1.94 54.04±1.98 57.61±2.09 67.13±2.77 

 300 52.68±3.33 59.57±2.86 67.36±1.54 70.94±1.48# 

同一处置方法下，同一浓度与原料药组 48 h 比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；同一浓度，同一时间下与纳米粒未超声组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs bulk drug group for 48 h, under the same disposal method and the same mass concentration; &P < 0.05  &&P < 0.01 vs 

nanoparticles without ultrasound group, under the same mass concentration at the same time 
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宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 对肝癌 Bel- 

7402 细胞的增殖均产生了不同程度的抑制，呈现出

剂量依赖性。未超声条件下，FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 对肿瘤细胞的增殖抑制效果稍弱于克班宁原料

药；但在超声处置 24 h 和 48 h 后，FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 对肿瘤细胞的杀伤能力得到增强，特别

是超声处置48 h后纳米粒对细胞增殖抑制率均高于

原料药，在 50～100 μg/mL 和 300 μg/mL 时存在显

著性差异（P＜0.05）。FA-Cre@PEG-PLGA NPs 超

声辐照 24 h 后与 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 未超声

24 h 后相比，在 300 μg/mL 时细胞增殖抑制率显著

升高，存在极显著性差异（P＜0.01）；FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 超声辐照 48 h 后与 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 未超声 48 h 后相比，在 50～100 μg/mL 和 300 

μg/mL 时存在显著性差异（P＜0.05）。 

经计算，未超声 24 h 后克班宁原料药和 FA- 

Cre@PEG-PLGA NPs 的 IC50 值分别为（211.2±

12.0）、（285.1±13.1）μg/mL；未超声 48 h 后克班

宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 的 IC50值分别

为（171.5±10.0）、（219.4±13.3）μg/mL；超声辐

照 24 h 后克班宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA NPs

的 IC50 值分别为（180.3±11.2）、（182.3±12.9）

μg/mL；超声辐照 48 h 后克班宁原料药和 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 的 IC50 值分别为（161.1±10.2）、

（145.0±10.0）μg/mL。超声组 24、48 h 后 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 的 IC50 相比于未超声组降低 1.56

倍、1.51 倍。克班宁原料药超声前后对肝癌 Bel-7402

细胞增殖抑制率的影响变化不大。 

FA-Cre@PEG-PLGA NPs 未超声处置时对肝癌

Bel-7402 细胞抑制率低于克班宁原料药，由“2.5”

项体外释放结果可知，48 h 纳米粒内药物释放缓慢，

猜测克班宁包裹在纳米粒内，因此，对肿瘤细胞抑

制率低于原料药；超声处置后对肝癌 Bel-7402 细胞

增殖抑制率显著提升，推测 FA-Cre@PEG-PLGA NPs

在超声辐照区破碎，激发纳米粒相变释药，改善药

物在细胞内的蓄积，提高纳米粒对肝癌 Bel-7402 细

胞的增殖抑制率。结果表明，FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 联合超声辐照后，对肝癌 Bel-7402 细胞增殖抑

制作用增强。 

2.7.4  细胞形态观察  将细胞接种于 6 孔板中，然

后于 37 ℃培养箱中培养 12 h 使其贴壁生长，弃去

原培养基并补加 1 mL 含不同质量浓度（0、50、150、

300 μg/mL）的原料药和纳米粒的培养基，其中纳米

粒分为未超声组与超声组。继续孵育 48 h 后用显微

镜观察细胞形态并拍照记录。结果如图 6 所示，当

原料药组、纳米粒未超声组、纳米粒超声组质量浓 

    

    

    

图 6  不同克班宁制剂对肝癌 Bel-7402 细胞形态的影响 (×200) 

Fig. 6  Effects of different crebanine preparations on morphology of Bel-7402 cells (× 200) 
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度为 0 μg/mL 时，肝癌 Bel-7402 细胞呈不规则多边

形，细胞间连接紧密、分界清晰，未见明显缝隙，

表面光滑；50 μg/mL 原料药组、纳米粒未超声组、

纳米粒超声组处理 48 h 后，肝癌 Bel-7402 细胞分布

密度降低，其中原料药组、纳米粒超声组细胞密度

低于纳米粒未超声组；而 150 μg/mL 和 300 μg/mL 原

料药组、纳米粒未超声组、纳米粒超声组处理 48 h

后，细胞分布密度显著降低，大量细胞出现变圆、

皱缩，其中 300 μg/mL 纳米粒超声组相比于同浓度

的原料药组和纳米粒未超声组，细胞尤为稀疏。该

结果进一步证实纳米粒联合超声辐照后对肝癌

Bel-7402 细胞生长具有显著的抑制作用, 并呈明显

的剂量效应。 

2.7.5  对肿瘤细胞迁移能力的影响  采用细胞划

痕实验分析克班宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 对肝癌 Bel-7402 细胞迁移能力的抑制作用。提

前在 6 孔板底部用笔画 3 条均分的直线，将对数生

长期的肝癌 Bel-7402 细胞接种于 6 孔板（细胞密度

1×104）中。待细胞贴壁长满后，用 10 μL 微量移

液器的枪头垂直于定位横线垂直方向均匀划线，

PBS 洗涤细胞 2 次，除去细胞碎片。将划下的细胞

清洗干净后，加入不同处置的药物继续培养，分为

空白组和 50、150、300 μg/mL 3 个不同质量浓度的

原料药组、纳米粒未超声组、纳米粒超声组。将 6

孔板放入培养箱中，分别于 0、24、48 h 用倒置显

微镜拍照并记录，使用 Image J 软件对图像进行分

析，并计算划痕面积恢复率。 

划痕面积恢复率＝(0 h 划痕面积－24 h 或 48 h 划痕面 

积)/0 h 划痕面积 

结果见图 7 和表 8，空白组的 Bel-7402 细胞迅

速向“伤口”位置转移。原料药组、纳米粒未超声

组、纳米粒超声组对细胞抑制效果存在差别。相比

于空白组，这 3 个组均对 Bel-7402 细胞的迁移存在

抑制，使 Bel-7402 细胞迁移“愈合”划痕的速度降

低，并且均表现出剂量依赖性。同一质量浓度下各

组 24、48 h 对 Bel-7402 细胞迁移抑制效果排序为纳

米粒未超声组＜原料药组＜纳米粒超声组。表明克

班宁原料药以及超声联合纳米粒处置均可显著抑制

肿瘤细胞的迁移（与空白组相比 P＜0.01）；且超声

联合纳米粒处置 48 h 迁移能力显著下降（与原料药

组相比，P＜0.01；与纳米粒未超声组相比 P＜0.01）。 

2.7.6  细胞摄取实验  将肝癌Bel-7402细胞接种于

6 孔板中，孵育 24 h后，加入含游离DiR 或 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 的培养液，其中 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 分为未超声组和超声组。再分别培养 6、

12 h 后，用 PBS 洗涤细胞 3 次，荧光倒置显微镜进

行荧光成像。结果如图 8 所示，仅含有培养基的 Bel- 

7402 细胞，6、12 h 后细胞均未出现红色荧光，表 
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A-空白组  B-原料药组  C-纳米粒未超声组  D-纳米粒超声组 

A-blake group  B-prodrugs group  C-NPs non-ultrasound group  D-NPs ultrasound group 

图 7  细胞划痕结果 (×40) 

Fig. 7  Results of cell scratch assay (× 40) 

明无肿瘤细胞自发荧光对实验的干扰。同时，12 h

游离 DiR 组、6 h 纳米粒未超声组、6 h 纳米粒超声

组仅观察到 Bel-7402 细胞的细胞膜出现红色荧光，

且 6 h 纳米粒超声组的红色荧光更明显。12 h 纳米

粒未超声组、12 h 纳米粒超声组细胞内也出现红色

荧光，且 12 h 纳米粒超声组细胞内红色荧光更明显。 
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表 8  不同克班宁制剂对 Bel-7402 细胞迁移能力的影响 

( x s , n = 3) 

Table 8  Effects of different crebanine preparations on 

migration ability of Bel-7402 cells ( x s , n = 3) 

组别 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

划痕面积恢复率/% 

24 h 48 h 

空白 − 52.07±3.49 69.30±4.62 

原料药 50 41.37±6.78** 63.26±4.43** 

 150 31.07±3.84** 53.27±2.86** 

 300 23.32±2.21** 51.68±5.49* 

纳米粒未 50 45.41±2.32** 64.31±2.86** 

超声 150 39.29±3.81** 63.04±2.51** 

 300 28.14±5.93** 60.05±6.04* 

纳米粒超声 50 40.23±6.51**&& 61.51±5.94**##&& 

 150 25.79±1.18**#&& 36.03±6.29**##&& 

 300 11.17±4.35**##& 21.35±6.59**##&& 

同一时间下与空白组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；同一质量浓度，

同一时间下与原料药组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；同一质量浓

度，同一时间下与纳米粒未超声组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs blank group at the same time; #P < 0.05  

##P < 0.01 vs bulk drug group, under the same mass concentration at 

the same time; &P < 0.05  &&P < 0.01 vs nanoparticles without 

ultrasound group, under the same mass concentration at the same 

time 

与游离 DiR 组相比，纳米粒未超声组红色荧光强度

增强，推测 PEG-PLGA-FA 修饰纳米粒后，赋予其

主动靶向功能，提高叶酸高表达的 Bel-7402 细胞对

纳米粒的摄取能力；与纳米粒未超声组相比，纳

米粒超声组红色荧光强度增强，推测经超声辐照处

置后，纳米粒内 DiR 大量释放，被细胞摄取。表明

联合超声处置可以提高Bel-7402细胞对纳米粒的摄

取能力。 

3  讨论 

癌症是全球主要的公共卫生问题，每年造成数

百万人死亡，严重威胁人们的健康。据美国癌症协

会统计，恶性肿瘤已成为世界上主要的致死性疾病

之一，2022 年美国新增癌症病例 190.1 万例，新增

死亡病例 60.9 万例，发病率与死亡率呈逐年上升趋

势[23]。其中肺癌、肝癌、胃癌是我国东、中、西部

各地区常见的恶性肿瘤死亡原因[24-25]。2020 年肝癌

虽然在我国癌症新发病类型中仅占 9%，但在死亡

病例中占 13%，位于癌症死亡病例的第 2。表明肝

癌致死率较高，严重威胁我国人群健康。手术、化

疗、免疫治疗等仍是临床上常用的药物治疗方法，

但各类药物的不良反应及耐药性的产生也是临床亟

待解决的问题。 

 

 

图 8  6、12 h Bel-7402 细胞对各组摄取的荧光图 (×200) 

Fig. 8  Uptake of each group by Bel-7402 cells at 6 h and 12 h (× 200) 

近年来，随着分子生物学和超声成像技术的发

展，应用超声微泡介导肝癌的靶向治疗成为研究的

热点，并有望为肝癌患者提供一种更安全、有效的

治疗方法。临床上超声检查具有实时观察、技术简

单、无创等优点，可作为诊断肝脏肿瘤的第一步[26-27]。

微泡是常用的超声增强显影剂，纳米级微泡如液态
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氟碳微泡较微米级微泡具有更强的穿透力，可以穿

越血管内皮进入组织间隙，渗入到肿瘤的空隙中，

使循环时间更长[28-30]。因此，超声联合纳米造影剂

运载体系是一种很有前途的非侵入性靶向载药技

术，有望实现深部肿瘤更好的治疗效果。 

本实验采用超声乳化-溶剂挥发法制备 FA- 

Cre@PEG-PLGA NPs。将克班宁包载于 PEG-PLGA

纳米粒中，并对其表面进行叶酸修饰，拟使纳米粒

具有主动靶向肿瘤细胞的能力。通过对 FA-Cre@ 

PEG-PLGA NPs 进行表征，得到粒径较小，分布较

均匀的纳米粒。在前期体外释放接收液的筛选上，

尝试了 3 种接收液，在 pH 6.8 的磷酸盐缓冲溶液中

溶解度低，累积释放率不足 20%；在 10%聚山梨酯

80-生理盐水溶液中，聚山梨酯 80 在生理盐水中不

稳定，使得克班宁最大吸收峰从 280 nm 移至 272 

nm，以上接收液均无法满足漏槽条件。而克班宁在

生理盐水溶液中溶解度大，可达到漏槽条件。由于

体内肿瘤部位为酸性微环境，选择微酸性释放液更

能模拟体内肿瘤靶部位的释放特性，因此选择生理

盐水（稀盐酸调 pH 6.8）作为接收液。但选择的接

收液中含有盐溶液，若采用高效液相色谱法测定克

班宁含量对色谱柱损伤较大，故本实验采取紫外光

谱法进行测定。 

后续体外释放实验表明，FA-Cre@ PEG-PLGA 

NPs 具有缓释能力，符合 Ritger-Peppas 模型释放规

律，释放机制为 Fick 扩散。溶血实验表明纳米粒具

有更好的生物相容性。本实验使用低强度超声，添

加的超声辐照对正常肝L02细胞和肝癌Bel-7402细

胞伤害小，死亡率均＜3%，安全有效，可作为体外

联合超声治疗来源。正常肝 L02 细胞体外安全性实

验和肝癌 Bel-7402 细胞增殖抑制试验结果显示，未

联合超声辐照时，克班宁原料药和 FA-Cre@PEG- 

PLGA NPs 对 2 种细胞均有一定的增殖抑制性，并

在一定的范围内呈现浓度相关性。 

但纳米粒对 2 种细胞的细胞毒性相较于克班宁

原料药低，有一定的安全性。纳米粒分别与 L02 细

胞、Bel-7402 细胞共孵育时仍有一定的细胞增殖抑

制作用，可能原因：①纳米粒用叶酸修饰，因此未

超声时纳米粒也容易与叶酸高表达的肝癌细胞表面

的受体结合，介导细胞内吞作用使纳米粒被细胞吞

噬从而发挥毒性作用。②部分克班宁未包裹进入纳

米粒内部，附着在纳米粒外壳上，在与细胞孵育过

程中慢慢被细胞吞噬，产生毒性作用。当外部添加

超声辐照后克班宁原料药和 FA-Cre@PEG-PLGA 

NPs 对 L02 细胞和 Bel-7402 细胞增殖抑制率均提

高，在对 Bel-7402 细胞增殖抑制率上，尤以纳米粒

提升较为显著，推测超声激发纳米粒相变释药，增

加药物在肿瘤细胞内的蓄积，达到增强抗肿瘤活性

的效果。细胞划痕实验可用于量化细胞迁移能力，

从实验结果看出，各实验组均有一定的抑制肿瘤细

胞迁移的能力，并表现出剂量依赖性。且超声联合

纳米粒处置方式展现出更强的抗肿瘤迁移能力。细

胞摄取实验也表明超声联合纳米粒处置方式可以提

高 Bel-7402 细胞对纳米粒的摄取能力。 

本研究结果仅限于克班宁纳米粒的制备和初步

体外评价，后续将对 FA-Cre@PEG-PLGA NPs 超声

下相变能力、细胞摄取机制、组织分布、体内安全

性等进行全面研究，为其进一步的开发应用提供更

完整的实验数据。本研究有望为肝癌的治疗研究提

供思路，也有望为肿瘤治疗提供一种超声微泡介导

靶向治疗策略。 
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