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要!采用乳化
E

溶剂蒸发法制备紫杉烷类
YKZEY_̂ Î

纳米粒$马尔文激光粒度仪测其粒径及
.07+

电位&

JŶ N

法测定纳米粒包封率和载药量&研究载药纳米粒在
YX9

中的释放动力学&初步评价载药纳米粒在
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细胞中的摄取及细胞毒性%结果表明$通过包载形成的纳米粒的粒径为!

#Bk#

#

*O

$分布较集

中%载体与药物的质量比在
!$l#

时$紫杉醇的均一性最好$卡巴他赛的包封率最高$达到
FF>""e

%载药纳米

粒具有较好的缓释作用$

[ZNF$B

-

J0̂+

细胞的存活率降低$与临床用注射剂效果相近%紫杉烷类
YKZEY_̂ Î

纳米粒的性质-释放-细胞抑瘤率都较好$可为开发紫杉烷类新型静脉注射制剂提供实验依据%
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紫杉烷类药物主要包括紫杉醇!

Y<]

#-多烯紫杉醇!

_<]

#-卡巴他赛!

NX<

#$是目前临床上最有效的

抗肿瘤药物之一%临床研究已经证实了
Y<]

在治疗多种实体肿瘤$包括乳腺癌-晚期卵巢癌-肺癌-脑部

和颈部肿瘤及急性白血病等方面$都有显著的作用%

_<]

的作用机制与紫杉醇相似$但抗肿瘤活性更

好$对乳腺癌-非小细胞肺癌等癌症具有明显的治疗效果+

#E!

,

%

NX<

是为
_<]

耐药的转移性去势抗性前

列腺癌!

N\YN

#的一个重要的新的治疗选择$临床上与泼尼松联用治疗既往用含
_<]

治疗方案的激素

难治性转移性前列腺癌患者+

B

,
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紫杉烷类药物其水溶性较低!约
#

!

#$

&

3

*
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#$因此$临床上所使用的
<+Q',

'

和
<+Q'70)0

'

均需要

分别使用表面活性剂聚氧乙烯蓖麻油!

N)0O'

P

/')K̂

#和聚山梨醇
F$

!吐温
F$

#$以及助溶剂乙醇来达到

溶解药物的目的%聚氧乙烯蓖麻油已被证明会导致严重的过敏反应-神经毒性-肾毒性和低血压等%此

外$聚氧乙烯蓖麻油还可在血液中形成微小颗粒包裹紫杉醇分子$影响药物分子向组织间扩散$降低抗肿

瘤效果%吐温
F$

的使用易引发病人严重的过敏反应$在化疗前$病人往往需预先服用或注射抗过敏药物

!皮质类激素和
J!

受体拮抗剂#$在输液过程中$还需连接微孔过滤器以防止药物在稀释过程中产生的

结晶微粒进入病人血液循环系统$这些均给临床应用带来极大的风险和不便+

HE%

,

%

为消除现有紫杉烷类药物剂型的不良反应$增加紫杉烷药物的溶解度-稳定性$降低毒性$国内外研

究者展开了大量紫杉烷类药物新剂型的研究$包括环糊精包合物-胶束-脂质体-白蛋白等%这些新剂型

虽然从一定程度上改善了现有制剂的不足$但均存在各自的缺陷$如'环糊精本身存在极高的肾毒性$脂

质体制剂包封率低-不稳定-易泄露等$白蛋白紫杉醇制备工艺复杂等+

D

,

%这些难以克服的缺陷限制了上

述新型制剂的产业化发展和试剂临床应用%因此$有必要开发新的紫杉烷类药物递送系统%在新剂型

中$纳米载药体系就是其中的热点之一+

"EF

,

%纳米材料由于其粒径小-比表面积大$载药量高$表面容易修

饰$可以达到控制药物的释放$实现长循环$增加稳定性$提高药物的靶向性的目的$从而也在一定程度上

降低了药物的耐药性%

聚乙二醇
E

聚乳酸嵌段共聚物!

YKZEY_̂ Î

#胶束由于其理想的增溶特性和
KY\

行为吸引了广泛关

注%韩国
9+O

8

+*

3

公司的
Z0*0Q',Y[

是以
YKZEY_̂ Î

为材料的紫杉醇聚合物$体外和动物体内的

生物相溶性较好$未见明显毒性$紫杉醇同位素体内分布实验表明$胶束进入体内后迅速解离$释放药物$

聚合物在体内可以在
#%/

内降解%

Z0*0Q',Y[

于
!$$!

年由
@_I

!

-'';+*;;)(

3

+;O2*267)+72'*

$食品

药品监督管理局#批准进入临床研究%

Z0*0Q',Y[

胶束制剂已在韩国上市$也在美国进入了临床
(

期%

与其他的纳米制剂相比$聚合物胶束具有强大的增溶能力$如紫杉醇$其固有溶解度约为
#

&

3

*

Ô

$制成

脂质体可增溶到
B>HO

3

*

Ô

&而聚合物胶束的增溶能力则可达到
#$O

3

*

Ô

以上$药载比可达到
!%e

以上&

此外$制得的聚合物胶束可过滤除菌$进一步制成冻干粉制剂$在储存时间和易用性方面将得到提升+

CE#$

,

%

本研究以
YKZEY_̂ Î

为载体$采用乳化
E

溶剂蒸发法$成功制备了分别载
Y<]

-

_<]

和
NX<

的纳

米粒%本研究对
B

种紫杉烷类药物进行了评价$通过改变载体与药物的比例$以期得到更好的剂型%通

过激光粒度仪-液相色谱等仪器表征纳米粒的形貌和释药性能$通过模拟体外释放表征纳米粒的包封率

与载药量+

##E#!

,

$通过体外细胞毒性数据-细胞摄取数据表征纳米粒的体外抗肿瘤性能+

#BE#H

,

%希望通过一

系列的实验得到比较好的制备工艺和比较全面的体内外数据$为纳米粒抗肿瘤制剂的开发提供理论和实

D#
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材料与仪器
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!济南岱罡生物工程有限公司#$
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!纯度
"

CFe

$上海龙翔生物医

药开发有限公司#$噻唑蓝!

[<<

#!美国
Z2A:'

公司#$乙腈!

JŶ N

级$

J'*0

8

L0,,

#$其他试剂均为分析

纯&人胃癌细胞!

[ZNEF$B

#和
J0̂+

!人宫颈癌细胞#购自中国科学院细胞库%

.07+62M0)?+*'.9.K?BD$$

!英国
[+,50)*

公司#$高效液相色谱
N̂E!$I

!岛津科技有限公司#$恒温

震荡箱
J.ECD#$cX

!太仓市华利达实验设备有限公司#$酶联免疫检测仪
[cB

!美国
</0)O'

公司#$

NG

!

孵箱
!H$DE!

!上海巴玖实业有限公司#$透析袋!截留相对分子质量
#H$$$

$上海源聚生物有限公司#%

<

!

方
!

法
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!

载药纳米粒的制备

称取紫杉醇
!O

3

$按
#l#$

比例称取
YKZ

!$$$

EY_̂ Î

!$$$

!$O

3

$溶解于
!Ô

乙腈中$超声处理

#%O2*

$在
D$m

-

!$)

*

O2*

的条件下减压蒸馏$蒸干溶剂后容器底部形成透明胶状基质%向基质中加入

#$Ô

蒸馏水$在
D$m

条件下使基质溶化$得透明胶束溶液+

#%

,

%

用
#l!$

-

#lH$

的比例$即分别加入
YKZ

!$$$

EY_̂ Î

!$$$

H$

-

F$O

3

$其他条件不变$制备纳米粒%再

以多烯紫杉醇和卡巴他赛为原料$根据上述方法分别进行操作$共
C

组%

<><

!

载药纳米粒的表征

用
.07+62M0)?+*'

分析仪测定纳米粒的平均粒径!

_̂ 9

#-粒径分布!用多分散系数表示$

Y_h

#及其

.07+

电位!

.07+

P

'70*72+,

#%

<>=

!

载药量及包封率的测定

将制备的纳米粒先在
!$$$)

*

O2*

转速下离心
#$O2*

$取上清液在
#$$$$)

*

O2*

-

Hm

条件下离心

B$O2*

$将离心得到的沉淀加高纯水重新溶解$然后取适量的复溶待测液加同等体积的乙腈超声
%O2*

破乳$将制备的初始纳米粒和破乳得到的待测液分别取
!$

&

^

注入液相色谱柱$测量紫杉醇的质量浓度%

进而根据以下公式求得包封率!

0*:+

P

6(,+72'*0--2:20*:

8

$

KK

#和载药量!

;)(

3

,'+;2*

3
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P

+:27
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$

_̂

#'

KKeT

载药纳米粒中的药物量
总投药量 j#$$

_̂ eT

载药纳米粒中的药物量
载药纳米粒的总质量 j#$$

取一定量的载药纳米粒溶液$加入适量乙腈溶解材料$采用
JŶ N

法测定纳米粒中紫杉烷类药物的

含量%色谱条件如下'紫杉醇$用
J

8P

0)62,G_9!N#F

色谱柱!

!%$OOjH>DOO

$

%

&

O

#$流动相为

乙腈
l

水!

%$l%$

$体积比#$流速为
#>$Ô

*

O2*

$检测波长为
!!"*O

$柱温
B$m

$进样量
!$

&

^

%多西他

赛$检测波长为
!B$*O

$其他与紫杉醇条件相同%卡巴他赛$流动相为乙腈
l

水!

D$lH$

$体积比#&检测

波长为
!B$*O

$其他与紫杉醇条件相同%

<>>

!

载药纳米粒的体外释放性质研究

采用动态透析法考察载药纳米粒的体外释放特征$以吐温
EF$

!

$>!e

#

EYX9

!

P

J">H

#为释放介质$精

密吸取用蒸馏水溶解的纳米粒分散液
$>%Ô

!含药约
#>$O

3

#$将其稀释到
#$Ô

&取
#Ô

作为零点$

其余的放到透析袋中!截留相对分子质量
#H$$$

#&取
%$Ô YX9

加入吐温
EF$

至质量分数为
$f!e

&将透

析袋放在
%$Ô YX9

的烧杯中$用保鲜膜封好$再用锡箔纸包好&在
#$$)

*

O2*

-!

B"k$>%

#

m

条件下的摇

床中进行体外释放试验$分别于
#

-

!

-

H

-

F

-

#!

-

!H/

取
#Ô

透析介质$同时向透析介质中补充
#Ô

的空

白释放介质%向取出的
#Ô

待测液中加入
#Ô

乙腈$涡旋混合均匀&按照
JŶ N

法检测各取样点中紫

杉烷类药物的含量$计算不同时间的累积释放百分率!
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#$制作释放曲线%
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累积释放百分率!
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式中'

O
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"各取样点中紫杉醇的含量&

P

$

"释放介质体积&

P

"取样体积&

/

$

"释放介质中的紫杉醇总量%
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体外抗肿瘤活性

将人宫颈癌
J0̂+

细胞株以含
#$e

胎牛血清的
\Y[Eh#DH$

!含青霉素
#$$4

*

Ô

和链霉素
#$$O

3

*

^

#$

在
B"m

-

%e

的
NG

!

孵育箱中培养$取对数生长期的细胞进行试验%

将胃癌
[ZNF$B

细胞以含有
%Dm

-

B$O2*

灭活后的
#$e

胎牛血清和
#!4

*

Ô

庆大霉素的
\Y[hE

#DH$

培养液中培养$在
B"m

-

%e

的
NG

!

孵育箱中培养$取对数生长期的细胞进行试验%

用胰酶消化对数生长期细胞$稀释细胞至!

%

!

#$

#

j#$

H 个*
Ô

%以
$>#Ô

*孔铺
CD

孔板$于细胞培

养箱中培养过夜%吸出培养液$将载药纳米粒用培养液调整到不同质量浓度$分别加入到
CD

孔板中!设

空白组和对照组#$每个质量浓度设
H

个复孔%

HF/

后每孔中加入
B$

&

^

的
[<<

溶液继续孵育
H/

%待

[<<

与细胞反应形成紫色结晶后$轻轻吸去上清$加入
#%$

&

^

的
_[9G

溶液$低速振荡反应
#$O2*

$溶出

胞内紫色结晶%在酶标仪上于
%"$*O

波长处测定吸光度!

#

#值$按照下式计算细胞存活率!

:0,,52+A2,27

8

#'

细胞生长抑制率!

e

#

T #W

实验组平均
#

值
对照组平均

#

! #值 j#$$

=

!

结果与讨论

=>;

!

原药差异及载体用量对纳米粒的影响

考察
YKZEY_̂ Î

的用量对纳米粒的影响$结果如表
#

所示%

表
;

!

原药差异及载体用量对载药纳米粒的影响

A08'(;

!

K--0:76'-')2

3

2*+,;)(

3

;2--0)0*:06+*;:+))20);'6+

3

0'*;)(

3

E,'+;2*

3

*+*'

P

+)72:,0

序号 原药 质量比
_̂ 9 Y_h .07+Y'70*72+, KK

*

e _̂

*

e

# Y<] #$l# #H># $>%%! W#>HD %B>H% F>C#

! Y<] !$l# #B># $>#F! W!>HF %D>!F %>#!

B Y<] H$l# #!>% $>#FD W$>## %!>D# !>%#

H _<] #$l# #H># $>#C% $>%D !F>HC %>"$

% _<] !$l# #B># $>!D$ #>!D !C>#D !>F%

D _<] H$l# #!>D $>B#B #>#C !H>"# #>H!

" NX< #$l# #B>H #>$$$ !>!H D#>C% #$>BB

F NX< !$l# #H>B $>"!B $>D% D#>!" %>%"

C NX< H$l# #!># $>"B$ H>F" %!>F% !>%!

!!

紫杉醇纳米粒的
_̂ 9

为!

#Bk#

#

*O

%在
#$l#

的条件下$

Y_h

较大$分散均一性不够好$而在
!$l#

与
H$l#

的条件下$

Y_h

为
$>#F

左右$粒径大小与分布基本均匀%包封率在
%$e

左右$且
!

号最高$达到

%D>!Fe

%

!

号配方最好%

多西他赛纳米粒的
_̂ 9

为!

#Bk#

#

*O

%随着载体用量增加$

_̂ 9

减小$

Y_h

更大$说明分散性反而

不好%包封率在
!$e

!

B$e

之间$且
%

号最高%但
YKZEY_̂ Î

对多西他赛的包封效果不理想%

%

号配

方最好%

卡巴他赛纳米粒的
_̂ 9

为!

#Bk#

#

*O

%其中$在
#$l#

的条件下$

Y_h

很大$分散均一性不好$而在

!$l#

与
H$l#

的条件下$

Y_h

为
$>"B

左右$稳定性稍有改善$但还是偏大%包封率在
%$e

以上$且
"

号

和
F

号均达到了
D$e

以上%

F

号配方最好%

综上$

YKZEY_̂ Î

用量是影响紫杉烷类纳米粒的质量和制备工艺的重要因素%一般情况下$

YKZE

Y_̂ Î

用量增大$药物收率和包封率亦增大$趋于平衡&载药量随
YKZEY_̂ Î

用量的增大而降低%综

合考虑$

YKZEY_̂ Î

的用量不宜过大或过小%分析可知$

B

种最优配方都是在载体与药物用量比为

!$l#

时$因此$

!$l#

为最佳载体用量%紫杉烷类药物的种类在纳米粒的形成过程中起重要作用$紫杉

F#

浙江科技学院学报 第
!"

卷



!

图
;

!

载药
YKZEY_̂ Î

纳米粒释放曲线

H#

.

E;

!

\0,0+60:()506'-;)(

3

,'+;0;

YKZEY_̂ Î*+*'

P

+)72:,0

烷类的内在性质直接影响到纳米粒的形成%

B

种药物的平均粒

径接近$都为!

#Bk#

#

*O

%紫杉醇的均一性最好$卡巴他赛的包

封率最高$达到
D#>C%e

%

.07+

电位都在
k%O=

内$在此范围

内$生物相容性较好%

=><

!

载药纳米粒的体外释放行为

为了显示释放效果$选用市场上销售的紫杉醇注射剂

<+Q',

'

-多西他赛注射剂
<+Q'70)0

'

和多卡巴他赛注射剂

&05+*+

'

作为 比 照%

<+Q',

'

的释放速率 较 快$

!H/

释放

"Bf#e

$

B

号释放最多$达到
%!>!Be

$

B

种纳米粒与其开始阶

段的释放现象相似$都具有缓慢释放的特性%实验结果表明$

本实验制备的纳米粒具有较好的缓释效果$可以长期起到作

用$但在释放量上
<+Q',

'

占有优势%对比
B

种纳米粒$发现载

体用量越多$释放度越大%

B

种多西他赛纳米粒与
<+Q'70)0

'

的释放速率及释放度都相近$具有缓慢释放的特性%

<+Q'70)0

'

最大释放量达到
FF>D%e

$

%

号释放最多$达到
"%>$$e

%

B

种

卡巴他赛纳米粒与
&05+*+

'

的释放速率及释放度都相近$且在

#$l#

与
!$l#

的条件下制备的纳米粒释放度比
&05+*+

'

更

大$

!$l#

时释放度最大$达到
F%>%$e

!图
#

#%结果表明$本研

究制备的纳米粒具有较好的缓释效果$可以长期起到作用%

=>=

!

载紫杉烷类药物纳米粒的体外抑瘤活性

用
[<<

法研究了临床应用的注射剂$载紫杉烷类药物纳

米粒的体外抑瘤活性$结果见图
!

!

图
H

%

随着纳米粒中
Y<]

质量浓度的增加$

[ZNEF$B

与
J0̂+

细胞存活率有明显下降$但效果并不如
<+Q',

'

%且载体与

Y<]

的质量比为
!$l#

时$抑瘤效果最好%从图
B

可以看

出$随着纳米粒中
_<]

质量浓度的增加$细胞存活率有明显

下降$但效果与
<+Q'70)0

'

相似%

B

种配方抑瘤效果相当%随

着纳米粒中
_<]

质量浓度的增加$细胞存活率有明显下降$

但效果与
&05+*+

'

相似$且载体与
NX<

的质量比为
!$l#

时

效果最好%

图
<

!

Y<]

纳米粒质量浓度与
[ZNEF$B

细胞-

J0̂+

细胞存活率的关系

H#

.

E<

!

h*E527)':

8

7'7'Q2:27

8

'-YKZEY_̂ Î2**+*'

P

+)72:,0:'*7+2*2*

3

Y<]+75+)2'(6:'*:0*7)+72'*6

!

$>$#W#$$

&

3

*

Ô

#

+

3

+2*67[ZNEF$B+*;J0̂+:+*:0):0,,6+7HF/

C#

第
#

期 魏
!

炜$等'紫杉烷类
YKZEY_̂ Î

纳米粒的制备及其体外评价



图
=

!

_<]

纳米粒质量浓度与
[ZNEF$B

细胞和
J0̂+

细胞存活率的关系

H#

.

E=

!

h*527)':

8

7'7'Q2:27

8

'-YKZEY_̂ Î2**+*'

P

+)72:,0:'*7+2*2*

3

_<]+75+)2'(6:'*:0*7)+72'*6

!

$>$#W#$$

&

3

*

Ô

#

+

3

+2*67[ZNEF$B+*;J0̂+:+*:0):0,,6+7HF/

图
>

!

NX<

纳米粒质量浓度与
[ZNEF$B

细胞和
J0̂+

细胞存活率的关系

H#

.

E>

!

h*527)':

8

7'7'Q2:27

8

'-YKZEY_̂ Î2**+*'

P

+)72:,0:'*7+2*2*

3

NX<+75+)2'(6:'*:0*7)+72'*6

!

$>$#W#$$

&

3

*

Ô

#

+

3

+2*67[ZNEF$B+*;J0̂+:+*:0):0,,6+7HF/

>

!

结
!

论

为了解决紫杉醇的溶解性$降低毒副作用$本研究采用生物可降解材料
YKZEY_̂ Î

$研究了影响纳

米粒形成和药物包封的主要因素$通过体外细胞毒性和细胞摄取实验$考察了制备纳米粒的体外抗肿瘤

活性%本研究主要得出如下结论'

#

#

YKZEY_̂ Î

用量是影响紫杉烷类纳米粒的质量和制备工艺的重要因素%一般情况下$

YKZE

Y_̂ Î

用量增大$载药量随载体用量的增大而降低$但药物包封率增大$即包封效果好$纳米粒中药物释

放的有效浓度增大%但当载体用量达到质量比
H$l#

时$稳定性与包封率也不一定高%综合考虑$

YKZE

Y_̂ Î

的用量不宜过大或过小$以
!$l#

为宜%

!

#紫杉烷类药物的种类在纳米粒的形成过程中起重要作用$紫杉烷类的内在性质直接影响到纳米粒

的形成%

B

种药物的平均粒径接近$都为!

#Bk#

#

*O

$粒径分布也较集中$可满足纳米粒载药体系的要求%

紫杉醇的均一性最好$卡巴他赛的包封率最高%

B

#载药纳米粒中药物均有一定程度的比较弱的突然释放$因此这些纳米粒具有较好的缓释作用%随

着时间的延长$紫杉烷类药物释放速率慢慢降低$由于聚合物在室温中性溶液中降解速度的缓慢$药物的

累积释放率也增加缓慢%载紫杉醇与多烯紫杉醇纳米粒的释放效果与市售药物相近$载卡巴他赛纳米粒

的释放效果比市售药物更好%

$!
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H

#载紫杉烷类药物纳米粒可提高药物的生物利用度$包封于纳米粒后其活性没有降低$而且可以从

纳米粒中逐渐释放出来而在更长的时间内作用于癌细胞%另外$采用载紫杉醇纳米粒的形式给药$无需

使用对人体有不良副作用的
N)0O'

P

/')K̂

等$更加有益于其临床应用%细胞存活率明显下降$与市售

药物效果相近%

%

#以
YKZEY_̂ Î

为载体包载紫杉烷类药物$并尝试通过改变载体用量来改善其溶解性的思路可

行$但还需要更多的尝试%
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