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活性氧响应型透明质酸修饰的鬼臼毒素纳米胶束的处方优化与体外评价  
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摘  要：目的  制备活性氧响应型透明质酸修饰的鬼臼毒素纳米胶束（reactive oxygen species-responsive hyaluronic acid-

modified podophyllotoxin nano-micelles，HA-oxi-Ms/Pod），并对其进行处方优化、理化表征以及体外生物活性评价。方法  采

用薄膜分散法制备 HA-oxi-Ms/Pod；利用 Box-Benhken 设计-响应面法（Box-Benhken design-response surface method，BBD-

RSM）对影响其包封率的 3 个因素［聚乙烯己内酰胺-聚乙酸乙烯酯-聚乙二醇接枝共聚物（Soluplus）与维生素 E 琥珀酸酯聚

乙二醇 1000（TPGS1000）质量比、Soluplus 与鬼臼毒素质量比、水化温度］进行优化；利用激光散射粒度仪测定胶束的粒径和

ζ 电位；利用透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）观察胶束的形态；利用透析袋法考察胶束的体外释放

行为；采用 CCK-8 法考察胶束对卵巢癌细胞的毒性；采用流式细胞仪和荧光显微镜考察细胞摄取情况；利用 Transwell 实验

评价胶束对人卵巢癌 SK-OV-3 细胞迁移能力的影响。结果  HA-oxi-Ms/Pod 的最佳制备工艺为 Soluplus 与 TPGS1000 质量比

2∶1，Soluplus 与鬼臼毒素质量比 40∶1，水化温度 30 ℃；按最佳处方以 Soluplus、TPGS1000、DSPE-PEG2000-活性氧响应 

键-PEG5000 及 DSPE-PEG2000-HA 为膜材，制备的 HA-oxi-Ms/Pod 包封率为（94.28±0.51）%；激光散射粒度仪测得 HA-oxi-

Ms/Pod 的粒径为（104.85±1.03）nm，活性氧响应后粒径缩短为（86.94±0.62）nm；HA-oxi-Ms/Pod 的 ζ 电位为（−6.40±

0.43）mV，活性氧响应后 ζ 电位为（−4.7±0.29）mV；TEM 观察结果显示，HA-oxi-Ms/Pod 为类球形。体外释放结果显示，

在第 30 小时，鬼臼毒素游离药体外释放率为（87.12±6.62）%，Pod-Ms 体外释放率为（40.04±3.18）%，HA-oxi-Ms/Pod 体

外释放率为（35.42±3.91）%，HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 体外释放率为（80.73±1.82）%，表明 HA-oxi-Ms/Pod 中装载的鬼臼

毒素能够在氧化环境中响应性的释放。细胞毒实验结果表明，HA-oxi-Ms/Pod 的半抑制浓度（half maximal inhibitory 

concentration，IC50）值为 18.94 μmol/L；体外细胞摄取实验和 Transwell 实验结果表明，与非靶向 Pod-Ms 相比，透明质酸的

修饰明显增加了卵巢癌细胞对胶束的摄取，HA-oxi-Ms/Pod 具有更显著抑制卵巢癌细胞迁移的能力。结论  成功制备的 HA-

oxi-Ms/Pod 展现出良好的药物包封和释放特性，透明质酸的修饰显著增强了其对卵巢癌细胞的靶向能力，表明其在肿瘤治疗

中具有潜在应用价值。 
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Abstract: Objective  To prepare reactive oxygen species (ROS)-responsive hyaluronic acid (HA)-modified podophyllotoxin (Pod) 

nano-micelles (HA-oxi-Ms/Pod), optimize formulation, characterize physicochemical properties, and evaluate in vitro bioactivity. 

Methods  HA-oxi-Ms/Pod were prepared using thin film dispersion method. The Box-Behnken surface response method was 

employed to optimize the preparation process by examining the effects of three factors (Soluplus/TPGS1000 mass ratio, 

Soluplus/Podophyllotoxin mass ratio, and hydration temperature) on encapsulation efficiency. The particle size and ζ potential of the 

micelles were measured using laser scattering particle size analysis. The morphology of micelles was observed using transmission 

electron microscopy (TEM). The in vitro release behavior of micelles was studied using the dialysis bag method. The cytotoxicity of 

the micelles against ovarian cancer cells was assessed using the CCK-8 assay. Cellular uptake was examined by flow cytometry and 

fluorescence microscopy, and the effect of the micelles on the migration ability of ovarian cancer cells was evaluated using the 

Transwell assay. Results  The optimal preparation conditions for HA-oxi-Ms/Pod were Soluplus at 40 mg, Soluplus/TPGS1000 mass 

ratio of 2:1, Soluplus/Pod mass ratio of 40:1, and a hydration temperature of 30 ℃. Using the optimized formulation, the encapsulation 

efficiency of HA-oxi-Ms/Pod prepared with Soluplus, TPGS1000, DSPE-PEG2000-ROS-responsive linkage-PEG5000, and DSPE-

PEG2000-HA as the membrane materials was (94.28 ± 0.51)%. The particle size of HA-oxi-Ms/Pod measured by laser scattering was 

(104.85 ± 1.03) nm, which decreased to (86.94 ± 0.62) nm after ROS response. The ζ potential of HA-oxi-Ms/Pod was (−6.40 ± 0.43) 

mV, which changed to (−4.70 ± 0.29) mV after ROS response. TEM revealed that HA-oxi-Ms/Pod were spherical. In vitro release 

studies showed that at 30 h, the release rate of free podophyllotoxin was (87.12 ± 6.62)%, Pod-Ms was (40.04 ± 3.18)%, HA-oxi-

Ms/Pod was (35.42 ± 3.91)%, and HA-oxi-Ms/Pod + H2O2 was (80.73 ± 1.82)%, indicating that the podophyllotoxin loaded in HA-

oxi-Ms/Pod could be responsively released in an oxidative environment. Cytotoxicity assays showed that the IC50 value of HA-oxi-

Ms/Pod was 18.94 μmol/L. In vitro cellular uptake and Transwell assays demonstrated that hyaluronic acid modification significantly 

increased the uptake of micelles by ovarian cancer cells and that HA-oxi-Ms/Pod had a more pronounced ability to inhibit the migration 

of ovarian cancer cells compared to non-targeted Pod-Ms. Conclusion  HA-oxi-Ms/Pod have been successfully prepared and can be 

further applied in tumor prevention and treatment research. 

Key words: podophyllotoxin; reactive oxygen species-responsive micelles; hyaluronic acid; targeted drug delivery; ovarian cancer 

 

鬼臼毒素（podophyllotoxin）是一种存在于小檗

科的八角莲属、桃儿七属和山荷叶属等多种植物中，

具有多种生理活性的芳基四氢萘型木脂素[1]。研究

表明，鬼臼毒素具有抗癌、抗菌、抗炎、抗病毒等

多种生理活性，其中抗肿瘤表现最为出色[2-4]。然而，

鬼臼毒素存在的水溶性低、靶向性差、对正常细胞

和肿瘤细胞无差别杀伤、对机体产生严重的不良反

应等问题，严重阻碍了其应用[5]。为了解决上述问

题，构建活性氧响应型纳米递药系统可能是一个有

效策略。活性氧响应型纳米胶束，能够利用肿瘤组

织中的高浓度活性氧这一特性，实现药物的精准释

放[6]。纳米胶束具有“核-壳”结构，其中亲脂性的

内核可以包载水溶性差的药物，亲水性的外壳可以

增加药物在水中的溶解度[7]。此外，通过在纳米胶

束表面修饰合适的靶向配体，可以赋予其主动靶向

性，将治疗药物精准地送至目标部位[8]。 

透明质酸（hyaluronic acid）是一种水溶性天然

阴离子多糖，具备无毒、可生物降解、无免疫原性

等优异性质，能够调节细胞黏附、增殖、迁移和分

化等多种细胞行为[9]。透明质酸能够识别肿瘤组织

中过表达的分化簇 44（cluster of differentiation 44，

CD44）[10]，因此，将透明质酸修饰在纳米胶束表面，

可以将治疗药物有选择性地递送到肿瘤组织，实现

精准靶向和减毒增效的作用[11]。 

基于此，本研究采用薄膜水合法制备了活性氧

响应型透明质酸修饰的鬼臼毒素胶束（ reactive 

oxygen species-responsive hyaluronic acid-modified 

podophyllotoxin micelles，HA-oxi-Ms/Pod）。在 HA-

oxi-Ms/Pod 中，聚乙二醇 5000（PEG5000）位于最外

层，形成水化层，以增强胶束的增强渗透和滞留

（enhanced permeability and retention，EPR）效应，

同时隐藏主动靶向配体透明质酸，以减少正常细胞

对胶束的摄取、减轻不良反应[12]。当胶束到达肿瘤

组织后，在高浓度活性氧环境下，活性氧响应键断

裂，PEG5000 水化层脱落，暴露出靶向分子透明质酸，

进而通过主动靶向作用增加癌细胞的摄取，如图 1

所示。本研究通过 Box-Behnken 设计-响应面法

（Box-Benhken design-response surface method，BBD-

RSM）优化制剂处方工艺，并进一步对 HA-oxi-

Ms/Pod 的粒径、ζ 电位、微观形态、卵巢癌细胞毒

性、体外靶向性、抑制卵巢癌细胞侵袭能力进行考

察，以期为鬼臼毒素制剂研发提供参考。 
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图 1  HA-oxi-Ms/Pod 示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of HA-oxi-Ms/Pod 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

FA1004 型电子天平，上海越平科学仪器有限公

司；RE52CS 型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；

KQ3200E 型超声波清洗器，超声功率 150 W，工作

频率 40 kHz，昆山市超声仪器有限公司；Agress 1100

型高效液相色谱仪，UV 检测器，大连依利特分析

仪器有限公司；Litesizer 500 型激光散射粒度仪，奥

地利安东帕公司；JEM-1200EX 型透射电子显微镜

（TEM），日本 JEOL 公司。 

1.2  药品与试剂 

鬼臼毒素对照品（批号 P105537，质量分数≥

98%）、香豆素（批号 C104161）、4′,6-双脒基-2-苯基

吲哚（DAPI，批号 D106471），上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；聚乙烯己内酰胺-聚乙酸乙烯酯-

聚乙二醇接枝共聚物（Soluplus），德国巴斯夫公司；

维生素 E 琥珀酸酯聚乙二醇 1000（TPGS1000），大

连美仑生物技术有限公司；二硬脂酰基磷脂酰乙醇

胺-聚乙二醇 2000-酮缩硫醇-聚乙二醇 5000（DSPE-

PEG2000-TK-PEG5000）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚

乙二醇 2000-透明质酸（DSPE-PEG2000-HA），西安

瑞禧生物科技有限公司；葡聚糖凝胶 Sephadex G-

50、pH 7.4 磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，

PBS），北京索莱宝科技有限公司；其余常见溶剂均

为色谱级纯度。 

人卵巢腺癌 SK-OV-3 细胞，亿奥邦生物科技研

究有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  HA-oxi-Ms/Pod 的制备 

称取处方量的 Soluplus、TPGS1000、鬼臼毒素、

DSPE-PEG2000-TK-PEG5000、DSPE-PEG2000-HA 溶于

甲醇中，减压蒸干溶剂，此时圆底烧瓶底部形成一

层均匀透明薄膜，向其中加入 PBS，超声水合后薄

膜脱落，静置后溶液透明，用 0.22 μm 微孔滤膜滤

过，收集滤液即得。 

采用相同的方法制备不添加鬼臼毒素的空白胶

束（blank-micelles，B-Ms），不添加 DSPE-PEG2000-

TK-PEG5000 和 DSPE-PEG2000-HA 的鬼臼毒素胶束

（Pod-Ms），不添加 DSPE-PEG2000-TK-PEG5000 的透

明质酸修饰的鬼臼毒素胶束（HA-Ms/Pod）。 

2.2  鬼臼毒素含量测定的方法学建立 

2.2.1  空白溶液的制备  精密吸取 1 mL的B-Ms和

适量甲醇，置于 5 mL 棕色量瓶中，超声破乳，定容

至刻度，4 ℃保存，备用。 

2.2.2  供试品溶液的制备  精密吸取 1 mL 的 HA-

oxi-Ms/Pod 和适量甲醇，置于 5 mL 棕色量瓶中，

超声破乳，定容至刻度，4 ℃保存，备用。 

2.2.3  对照品溶液的制备  精确称取 10.0 mg 鬼臼

毒素于 100 mL 量瓶中，加甲醇定容，配制 0.10 

mg/mL 的鬼臼毒素对照品母液。稀释母液制成质量

浓度为 0.003、0.004、0.005、0.008、0.009、0.010 

mg/mL 的系列对照品溶液，低温避光保存，备用。 

2.2.4  鬼臼毒素色谱条件  色谱系统采用依利特高

效液相色谱（HPLC）；色谱柱为 Ultimate XB-C18（250 

mm×4.6 mm，5 μm）柱；以乙腈-水（68∶32）作

为流动相；体积流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；检

测波长 292 nm；每次进样量为 20 μL；理论塔板数

以鬼臼毒素峰计算为 10 870。 

2.2.5  专属性考察  精密吸取 20 μL 的鬼臼毒素对

照品溶液（0.004 mg/mL）、供试品溶液和空白溶液，

注入高效液相色谱仪进行分析，结果如图 2 所示，

鬼臼毒素色谱峰在 3.6 min 左右出现，空白溶液无

干扰，说明此色谱条件可用于该脂质体中鬼臼毒素

的含量测定，该方法专属性良好。 

2.2.6  线性关系考察  按“2.2.4”项下色谱条件对

“2.2.3”项中系列鬼臼毒素对照品溶液进样分析，以

系列鬼臼毒素对照品溶液的质量浓度为横坐标

（X），对应的峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，

进行线性回归，得线性回归方程 Y＝59 804 X＋

95.873，R2＝0.994 8。结果表明，鬼臼毒素在 0.003～

0.010 mg/mL 线性关系良好。 

2.2.7  精密度试验  取“2.2.3”项下鬼臼毒素对照

品溶液，同 1 d 内连续进样 6 次，计算日内精密度；

连续进样 5 d，计算日间精密度。结果，日内精密度

RSD 为 0.29%，日间精密度 RSD 为 0.65%，证明该 

PEG 亲水基 

包被层 

活性氧键敏感 

响应降解 

DSPE-PEG2000- 

TK-PEG5000 

透明质酸 鬼臼毒素 
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图 2  鬼臼毒素对照品溶液 (A)、HA-oxi-Ms/Pod 供试品溶

液 (B)、空白溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC of podophyllotoxin reference substance 

solution (A), HA-oxi-Ms/Pod test sample solution (B) and 

blank solution (C) 

仪器精密度良好。 

2.2.8  重复性试验  按“2.2.2”项下方法平行制备

6 份供试品溶液，按照“2.2.4”项下色谱条件进行

HPLC 分析，结果鬼臼毒素峰面积的 RSD 为 0.99%，

结果表明该方法重复性良好。 

2.2.9  稳定性试验  按“2.1”项下方法制备 HA-oxi-

Ms/Pod，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分

别在制备后 0、2、4、8、12、24 h 时进样测定，结

果鬼臼毒素峰面积的 RSD 为 1.04%，结果表明供试

品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.10  加样回收率试验  精密吸取 1 mL B-Ms、1 

mL 鬼臼毒素对照品溶液于 10 mL 棕色量瓶中，加

甲醇超声破乳、定容，制成供试品溶液，平行 6 份，

进样分析。结果鬼臼毒素的平均加样回收率为

100.01%，RSD 为 0.78%，表明该方法符合要求。 

2.3  HA-oxi-Ms/Pod 的处方工艺优选 

2.3.1  胶束包封率的测定  参考课题组之前的工

作，利用 HPLC 法测定胶束的包封率[13]。取 0.5 mL

胶束溶液至 5 mL 量瓶中，甲醇定容至刻度，过 0.45 

μm 微孔滤膜，收集滤液，得过柱前溶液。取 0.5 mL

胶束溶液至葡聚糖凝胶柱 Sephadex G-50 顶部，然

后加入 0.5 mL PBS 缓冲液洗脱 1 次，将 2 次洗脱液

合并，甲醇定容至 5 mL，过 0.45 μm 微孔滤膜，收

集滤液，得过柱后溶液。按照“2.2.4”项下色谱条

件进样分析，记录过柱前、后溶液中鬼臼毒素的峰

面积，根据下列公式计算胶束中鬼臼毒素的包封率。 

包封率＝过柱后鬼臼毒素含量/过柱前鬼臼毒素含量 

2.3.2  处方优选  选用 BBD-RSM 实验设计方法，

以 Soluplus 与 TPGS1000 质量比（X1）、Soluplus 与鬼

臼毒素质量比（X2）和水化温度（X3）3 个因素为自

变量，以 HA-oxi-Ms/Pod 中鬼臼毒素的包封率（Y）

为因变量，通过考察药物包封率 Y，对 HA-oxi-Ms/ 

Pod 处方进行改良，得到最优处方。在前期预试验

的基础上，3 个自变量设定范围：X1 0.5∶1～3.5∶

1，X2 80∶1～20∶1，X3 10～50 ℃。实验方案与包

封率测定结果见表 1。 

利用 Design-Expert 8.0.6.1 软件拟合方程如下：

Y＝94.720－0.048 7 X1＋6.560 X2－2.390 X3－1.960 

X1X2－2.170 X1X3＋2.220 X2X3－6.550 X1
2－12.310 

X2
2－6.970 X3

2，R2＝0.996 7，P＜0.05。拟合结果表

明，该实验设计可以明确地对比 Y 值的大小，判定

以此方法来筛选 HA-oxi-Ms/Pod 的最优制备工艺，

是切实可行的。方差分析结果见表 2，结果表明因 

表 1  BBD-RSM 实验设计与包封率测定结果 (处方量为 5 mL) 

Table 1  Experimental design and encapsulation efficiency results of BBD-RSM (prescription dosage is 5 mL) 

序号 X1 X2 X3/℃ Y/% 序号 X1 X2 X3/℃ Y/% 

1 3.5∶1 (+1) 20∶1 (+1) 30 (0) 81.31 10 2.0∶1 (0) 40∶1 (0) 30 (0) 95.06 

2 3.5∶1 (+1) 80∶1 (−1) 30 (0) 71.16 11 2.0∶1 (0) 20∶1 (+1) 10 (−1) 81.77 

3 3.5∶1 (+1) 40∶1 (0) 10 (−1) 85.24 12 2.0∶1 (0) 40∶1 (0) 30 (0) 94.66 

4 2.0∶1 (0) 80∶1 (−1) 10 (−1) 74.02 13 2.0∶1 (0) 40∶1 (0) 30 (0) 95.13 

5 2.0∶1 (0) 80∶1 (−1) 50 (+1) 64.69 14 2.0∶1 (0) 40∶1 (0) 30 (0) 93.49 

6 0.5∶1 (−1) 80∶1 (−1) 30 (0) 66.51 15 0.5∶1 (−1) 40∶1 (0) 50 (+1) 81.51 

7 3.5∶1 (+1) 40∶1 (0) 50 (+1) 76.25 16 0.5∶1 (−1) 40∶1 (0) 10 (−1) 81.83 

8 0.5∶1 (−1) 20∶1 (+1) 30 (0) 84.50 17 2.0∶1 (0) 20∶1 (+1) 50 (+1) 81.31 

9 2.0∶1 (0) 40∶1 (0) 30 (0) 95.27      
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表 2  方差分析结果 

Table 2  Analysis results of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1 572.370 9 174.710 231.730 ＜0.000 1 X2
2 637.630 1 637.630 845.730 ＜0.000 1 

X1 0.019  1 0.019 0.025 0.878 3 X3
2 204.460 1 204.460 271.190 ＜0.000 1 

X2 344.660 1 344.660 457.150 ＜0.000 1 残差 5.280 7 0.754   

X3 45.600 1 45.600 60.480 0.000 1 失拟向 3.170 3 1.060 2.010 0.254 5 

X1X2 15.370 1 15.370 20.380 0.002 7 纯误差 2.100 4 0.526   

X1X3 18.790 1 18.790 24.930 0.001 6 总离差 1 577.650 16    

X2X3 19.670 1 19.670 26.090 0.001 4 R2 0.997     

X1
2 180.420 1 180.420 239.300 ＜0.000 1 Radj

2 0.992     
 

素 X1对胶束包封率 Y 无显著影响（P＞0.05），交互

因素 X2、X3 对胶束包封率 Y 影响极其显著（P＜

0.001），因素 X1X2、X2X3、X1X3 对胶束包封率 Y 有

显著统计学差异（P＜0.01），因素 X1
2、X2

2、X3
2对

胶束包封率也有极其显著影响（P＜0.001）；实验模

型相关系数 Radj
2＝0.992 4，表明该实验模型可以很

好地反应胶束包封率受 3 因素的影响而改变，证明

用此模型来分析 HA-oxi-Ms/Pod 的处方可行。 

使用 Design-Expert 8.0.6.1 软件绘制各因素的

三维效应面图和二维等高图，结果见图 3。对图表

进行直观分析，根据实际情况，最终确定最优处方

工艺为 Soluplus 40 mg，Soluplus 与 TPGS1000 质量

比 2∶1，Soluplus 与鬼臼毒素质量比 40∶1，DSPE-

PEG2000-TK-PEG5000 2 mg，DSPE-PEG2000-HA 2 mg，

水化温度 30 ℃，处方量为 5 mL。 

2.3.3  验证实验  为了验证研究中得到的最优 HA-

oxi-Ms/Pod 处方是否合理，按照上述方法制备 3 批

HA-oxi-Ms/Pod 并测定其中鬼臼毒素的包封率，结

果 3 批 HA-oxi-Ms/Pod 中鬼臼毒素的包封率分别为

94.36%、93.61%、94.86%，平均包封率为（94.28±

0.51）%，表明所选择的处方工艺可靠。 

2.4  HA-oxi-Ms/Pod 的体外评价 

2.4.1  粒径和 ζ 电位  向 HA-oxi-Ms/Pod 溶液中添

加 1 mmol/L H2O2（即得 HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2），观

察胶束的粒径变化与表面形貌，评价胶束的活性氧

响应能力。利用激光散射粒度仪对 Pod-Ms、HA-oxi- 
 

             

             

图 3  各因素对胶束包封率影响的效应面图和等高线图 

Fig. 3  Effect surface diagrams and contour maps of influence of various factors on micelle encapsulation efficiency 
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Ms/Pod 和 HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 3 种胶束的粒径、

ζ 电位进行测定。利用 TEM 观察胶束的微观形貌。

实验结果如表 3 和图 4～6 所示，HA-oxi-Ms/Pod 的

平均粒径为（104.85±1.03）nm（图 4），加入 H2O2

后，活性氧敏感键断裂，最外层 PEG5000 脱落，粒径

收缩至（86.94±0.62）nm，其数值仍略大于 Pod-Ms

的（73.38±0.97）nm，可能是由于透明质酸修饰在

胶束的表面，增加了胶束的尺寸。HA-oxi-Ms/Pod 的

ζ 电位为（−6.40±0.43）mV（图 5），加入 H2O2后

ζ 电位升高至（−4.70±0.29）mV，而 Pod-Ms 的 ζ

电位为（−1.33±0.17）mV。TEM 观察结果显示，

HA-oxi-Ms/Pod 呈类圆形，加入 H2O2后，尺寸有所

变小，并有部分胶束破裂（图 6）。 

2.4.2  胶束的体外释放评价  利用透析袋法考察胶

束的体外释放行为，释放介质为含 5%聚山梨酯 80

的 PBS 溶液以及含 5%聚山梨酯 80、1 mmol/L H2O2

的 PBS 溶液。分别吸取 1 mL 的鬼臼毒素对照品溶

液、Pod-Ms、HA-oxi-Ms/Pod，置于截留相对分子质

量为 8 000～14 000 的透析袋中，浸于 20 mL 释放 

表 3  胶束粒径、ζ 电位及包封率验证结果 ( x s , n = 3) 

Table 3  Results of micelles particle size, ζ potential, and 

encapsulation efficiency verification ( x s , n = 3) 

胶束名称 平均粒径/nm ζ 电位/mV 包封率/% 

Pod-Ms 73.38±0.97 −1.33±0.17 94.58±0.47 

HA-oxi-Ms/Pod 104.85±1.03 −6.40±0.43 94.28±0.51 

HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 86.94±0.62 −4.70±0.29 85.15±1.69 

 

图 4  HA-oxi-Ms/Pod 的粒径分布 

Fig. 4  Particle size distribution of HA-oxi-Ms/Pod 

 

图 5  HA-oxi-Ms/Pod 的 ζ 电位 

Fig. 5  ζ potential of HA-oxi-Ms/Pod 

 

图 6  HA-oxi-Ms/Pod (A) 和 HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 (B) 

的 TEM 图 

Fig. 6  TEM of HA-oxi-Ms/Pod (A) and HA-oxi-Ms/Pod + 

H2O2 (B) 

介质中，将释放体系放入摇床中，于37 ℃、100 r/min

振荡，分别于设定的时间点（5、10、20、30 h）取

出 0.5 mL 释放介质，并及时补充 0.5 mL 新鲜的释

放介质，每种制剂重复 3 次。利用 HPLC 测定各样

品中鬼臼毒素的量，并计算各种制剂在各时间点的

药物释放量。 

体外释放率＝释放的药物量/总药量 

实验结果如图 7 所示，在第 30 小时，鬼臼毒素

游离药物体外释放率为（87.12±6.62）%，Pod-Ms

体外释放率为（40.04±3.18）%，HA-oxi-Ms/Pod 体

外释放率为（35.42±3.91）%，HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2

体外释放率为（80.73±1.82）%。实验结果表明，

HA-oxi-Ms/Pod 分别与含有/不含有 H2O2 的释放介

质共孵育，在 30 h 内，与没有 H2O2 的释放介质相

比，释放介质中含有 1 mmol/L H2O2 时鬼臼毒素释

放率明显增加。这表明 HA-oxi-Ms/Pod 中装载的鬼

臼毒素能够在氧化环境中响应性地释放。由于正常

组织和细胞的活性氧水平相对较低，该特性可以支

持胶束在肿瘤的病理环境中选择性地释放药物。 

2.4.3  胶束的体外靶向性评价 

（1）荧光探针胶束的制备：由于鬼臼毒素不具

有荧光性，因此本实验选用具有绿色荧光的香豆素 
 

 

图 7  不同条件下鬼臼毒素的释放曲线 

Fig. 7  Release curves of Pod under different conditions 
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作为荧光探针代替鬼臼毒素，以评价胶束的体外细

胞摄取情况。各胶束制备方法同“2.1”项。 

（2）荧光显微镜观察胶束摄取情况：将 SK-OV-

3 细胞以 1.3×105/孔的密度接种于 6 孔板中，孵育

24 h 后将 B-Ms、香豆素游离药、Cou-Ms、HA-Ms/ 

Cou、HA-oxi-Ms/Cou 和 HA-oxi-Ms/Cou＋H2O2 加

到孔中（各孔中香豆素的终浓度均为 3 μmol/L。以

B-Ms 作为对照，每组 3 个复孔），继续孵育 1 h，

DAPI 避光染色 15 min，利用荧光显微镜观察荧光

强度并拍照，结果如表 4 和图 8 所示，对照组细胞 

表 4  相对荧光强度 ( x s , n = 3) 

Table 4  Relative fluorescence intensity ( x s , n = 3) 

组别 相对荧光强度 

B-Ms 0.00 

香豆素 192.70±1.65### 

Cou-Ms 205.36±1.90### 

HA-Ms/Cou 226.82±0.57###* 

HA-oxi-Ms/Cou 206.22±4.05### 

HA-oxi-Ms/Cou＋H2O2 226.89±1.77###* 

与 B-Ms 组比较：###P＜0.000 1；与 Cou-Ms 组比较：*P＜0.05。 

###P＜0.000 1 vs B-Ms group; *P < 0.05 vs Cou-Ms group. 

 

   

   

   

   

   

   

图 8  SK-OV-3 细胞的摄取情况代表性图片 

Fig. 8  Representative pictures of SK-OV-3 cells uptake 
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未见绿色荧光，给药组具有明显绿色荧光，荧光强

度为 B-Ms＜香豆素＜Cou-Ms＜HA-oxi-Ms/Cou＜

HA-oxi-Ms/Cou＋H2O2＜HA-Ms/Cou，表明通过透

明质酸修饰胶束，可显著增加 SK-OV-3 细胞对药物

的摄取；同时，也进一步证实了 HA-oxi-Ms/Cou 具

有活性氧响应能力，PEG5000 水化层脱落后，其靶向

SK-OV-3 细胞的能力与 HA-Ms/Cou 相当。 

（3）流式细胞仪考察胶束摄取情况：细胞模型

的建立同“（2）”项方法，SK-OV-3 细胞在含药培

养基中培养 1 h 后，用冷 PBS 洗 3 次，消化后用 300 

μL PBS 复悬，采用流式细胞仪测定与细胞结合的香

豆素的荧光强度，结果如图 9 和表 5 所示。流式细

胞仪的测定结果与荧光显微镜观察结果相一致，进

一步验证透明质酸修饰胶束，可以使药物更容易在

SK-OV-3 细胞中蓄积。 
 

 

图 9  流式细胞仪分析荧光强度 

Fig. 9  Fluorescence intensity analyzed by flow cytometry 

表 5  相对荧光强度 ( x s , n = 3) 

Table 5  Relative fluorescence intensity ( x s , n = 3) 

组别 相对荧光强度 

B-Ms 501.67±164.26 

香豆素 930.33±9.29 

Cou-Ms 930.33±9.29 

HA-Ms/Cou 1 164.33±33.08*### 

HA-oxi-Ms/Cou 1 037.33±15.50* 

HA-oxi-Ms/Cou＋H2O2 1 143.33±35.16* 

与 Cou-Ms 组比较：*P＜0.05；与 B-Ms 组比较：###P＜0.000 1。 

*P < 0.05 vs Cou-Ms group; ###P＜0.000 1 vs B-Ms group. 

2.4.4  胶束对 SK-OV-3 细胞的细胞毒性   采用

CCK-8 法对细胞存活率进行考察。以 1.5×104/孔的

密度将 SK-OV-3 细胞接种于 96 孔板，培养 24 h 后，

根据预实验结果加入不同浓度的 B-Ms、鬼臼毒素、

Pod-Ms、HA-Ms/Pod、HA-oxi-Ms/Pod 和 HA-oxi-

Ms/Pod＋H2O2，每个浓度设置 5 个复孔，以 DMEM

培养基为空白对照。继续培养 48 h 后弃掉培养液，

向各孔中加入含 10% CCK-8 的培养液，继续孵育 2 

h 后，于 450 nm 处测量样品吸光度（A），计算细胞

存活率，各组细胞存活率测定结果见表 6。 

细胞存活率＝A1/A2 

A1 为给药组的吸光度数值，A2为空白对照组的吸光度数值 

实验结果显示，将鬼臼毒素制备成纳米胶束，

显著提高其对肿瘤细胞的杀伤作用，其原因可能为

胶束增加了鬼臼毒素的水溶性；透明质酸修饰的胶 

表 6  不同浓度制剂的细胞毒性 ( x s , n = 3) 

Table 6  Cell cytotoxicity of preparations with different concentrations ( x s , n = 3) 

组别 
SK-OV-3 细胞存活率/% 

0.005 μmol∙L−1 0.050 μmol∙L−1 0.500 μmol∙L−1 5.000 μmol∙L−1 25.000 μmol∙L−1 50.000 μmol∙L−1 

B-Ms 98.45±4.12 98.43±3.87 98.41±1.58 98.28±2.29 98.07±4.03 97.22±4.21 

Pod 97.73±3.08 94.58±4.52 92.98±4.95 82.21±5.16 61.43±3.92 35.29±4.14 

Pod-Ms 84.66±5.65 81.54±3.18 75.36±3.68 65.54±4.67 55.61±3.49 33.30±3.18 

HA-Ms/Pod 83.87±3.37 77.42±4.42 70.03±5.47 59.87±4.08 29.85±2.88 18.51±4.48 

HA-oxi-Ms/Pod 86.84±4.76 82.87±5.07 77.45±3.86 64.15±3.83 55.77±5.87 27.06±3.52 

HA-oxi-Ms/Cou＋H2O2 83.14±3.30 79.72±3.22 70.70±3.75 52.52±4.50 33.32±3.79 21.46±4.96 
 

束比普通胶束具有更强的细胞毒性，其原因可能为

透明质酸与肿瘤细胞表面过表达的 CD44 相互作

用，增强了肿瘤细胞对胶束的摄取，从而增加了鬼

臼毒素的功效；此外，HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 的细

胞毒性与 HA-Ms/Pod 相当，并无显著性差异，且效

果优于其他组别，证明了 HA-oxi-Ms/Pod 兼具活性

氧响应性及主动靶向性。 

2.4.5  胶束抑制 SK-OV-3 细胞迁移能力评价  利

用 Transwell 小室法检测不同给药组对 SK-OV-3 细

胞迁移能力的影响。将 Transwell 小室放入 24 孔板

中，使用无血清 1640 培养基重悬 SK-OV-3 细胞后，

将 180 μL 细胞加至上腔室中；同时，将 600 μL 含

血清培养基加至下腔室中；分别将 B-Ms、Pod-Ms、

HA-oxi-Ms/Pod、HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 以 20 μL/孔

加入上腔室中，孵育 12 h 后将小室取出，PBS 清洗

小室内部 3 次，用棉签刮擦去除小室内部细胞，用
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4%多聚甲醛固定通过膜迁移的细胞 30 min，然后用

0.1%结晶紫溶液室温染色 20 min。最后 PBS 冲洗干

净，晾干，置倒置显微镜下观察并拍照计数，以迁

移过膜的细胞数平均值评估细胞迁移能力。 

实验结果如图 10 和表 7 所示，B-Ms、Pod-Ms、

HA-oxi-Ms/ Pod、HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 抑制 SK-

OV-3 细胞迁移能力逐渐增强；与 HA-oxi-Ms/Pod 相

比，HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 抑制 SK-OV-3 细胞迁移 
 

    

    

    

图 10  胶束对 SK-OV-3 细胞迁移能力的影响 

Fig. 10  Effects of micelles on migration ability of SK-OV-3 cells 

表 7  细胞迁移数 ( x s , n = 3) 

Table 7  Cell migration number ( x s , n = 3) 

组别 细胞迁移数 

B-Ms 253.00±14.00 

Pod-Ms 170.67±13.50 

HA-oxi-Ms/Pod 87.67±12.86*** 

HA-oxi-Ms/Pod＋H2O2 70.33±5.51***# 

与 Pod-Ms 组比较：***P＜0.000 1；与 HA-oxi-Ms/Pod 组比较：

#P＜0.05。 

***P < 0.000 1 vs Pod-Ms group; #P＜0.05 vs HA-oxi-Ms/Pod group. 

能力更强，差异存在统计意义（P＜0.05）。 

3  讨论 

卵巢癌是妇科恶性肿瘤中致死率最高的一种疾

病，起病隐匿，病情发展迅速，严重影响广大女性

的健康。化学疗法是目前应用最广泛的治疗方法。

然而，由于治疗药物的水溶性差和不良反应大等问

题，化疗的疗效远未令人满意[14]。 

鬼臼毒素是一种天然芳基四萜木脂素，研究表

明，鬼臼毒素对多种肿瘤细胞均具有显著的杀伤作

用[2-3]。鬼臼毒素能够特异性地与细胞分裂过程中的

微管结合，抑制有丝分裂纺锤体的形成[15]。然而，

鬼臼毒素存在水溶性差及较高的非靶标毒性等问

题，限制了其在临床中的广泛应用[16]。因此，开发

多策略纳米递药系统，可以减轻鬼臼毒素不良反应，

增强其靶向性，提高其抗肿瘤效果。肿瘤细胞通常

呈现氧化应激态，即活性氧的产生与抗氧化防御之

间的失衡，倾向于氧化。在肿瘤细胞内，活性氧的

浓度通常是正常细胞的 100 倍[17-18]。 

活性氧响应键 TK（Thioketal）是由硫和碳元素

构成的酮缩硫醇键，其能在活性氧环境下被氧化，

从而断裂，因而被广泛用于设计活性氧响应性药物

递送系统。在特定的病理状态（如肿瘤或炎症部位），

含有 TK 键的药物载体可以在这些特定部位选择性

地裂解，从而实现药物的靶向释放，减少对健康组

织的不良反应[17]。这种递药系统能够提高药物的靶

向性，使药物在 SK-OV-3 细胞中的释放量更高，增

强治疗的效果。近年来，透明质酸被广泛用于修饰
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靶向药物递送系统，其可以与肿瘤细胞表面糖-蛋白

中高度表达的 CD44 结合，实现药物递送系统的主

动靶向效果[19-21]。 

本研究通过薄膜分散法成功构建一种新型透明

质酸修饰活性氧敏感鬼臼毒素纳米胶束，以 BBD-

RSM 确定最优处方，经验证胶束包封率为（94.28±

0.51）%。进一步对胶束理化性质进行表征，经实验

测得 HA-oxi-Ms/Pod 的平均粒径为（104.85±1.03）

nm，ζ 电位为（−6.40±0.43）mV，体外释放表现为

缓释性质；活性氧响应后胶束粒径缩短，药物的体

外释放行为增加，表明该胶束具有活性氧响应能力；

通过体外摄取实验，验证透明质酸修饰胶束在 SK-

OV-3 细胞中的摄取情况显著高于未修饰胶束，HA-

oxi-Ms/Pod 在高浓度活性氧环境中的摄取情况与

HA-Ms/Pod 相当。 

此外，本研究进一步通过细胞毒性实验考察

HA-oxi-Ms/Pod 对 SK-OV-3 细胞存活率的影响，结

果显示其半抑制浓度（ half maximal inhibitory 

concentration，IC50）值为 18.94 μmol/L，活性氧敏

感键断裂后 IC50 值为 6.975 μmol/L，表现出更强的

杀伤肿瘤细胞活性。本制剂将为后续卵巢癌等疾病

的治疗与研究提供参考，为肿瘤靶向制剂的研发提

供实验依据。 
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