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载药果胶基纳米粒子体外 HepG2 肝癌细胞的靶向性研究
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摘摇 要:具有良好的生物相容性且生物可降解天然多糖,一直作为药物传递体系,具
有如下优点:可延长药物的生物半衰期,减轻药物的毒副作用. 本实验旨在制备一种

果胶基载 5鄄氟脲嘧啶(5鄄Fluorouracil,5鄄FU)纳米粒子(P鄄5鄄FU)载药系统,探讨果胶基

纳米载药体系本身带有大量的半乳糖残基这种天然靶头对人肝癌细胞 HepG2 的靶

向效果. MTT 法测定载药果胶基纳米粒子对 HepG2 和 A549 细胞的增殖抑制作用,
MTT 结果显示 P鄄5鄄FU 对 HepG2 细胞的增殖具有明显抑制作用,呈剂量依赖性,且作

用较 5鄄FU 强;而 P鄄5鄄FU 对 A549 细胞增殖亦有明显抑制作用,呈剂量依赖性,但与 5鄄
FU 相比无明显差别;高效液相色谱法(HPLC)对两种细胞对载药纳米粒子的摄取情

况和靶向性进行了测定. 细胞摄取结果显示 HepG2 细胞对 P鄄5鄄FU 的摄取量较 5鄄FU
明显增多,而 A549 细胞对 P鄄5鄄FU 和 5鄄FU 的摄取量没有明显的差别. 半乳糖饱和

ASGPR 结合位点后两种细胞对 P鄄5鄄FU 和 5鄄FU 的摄取量都没有明显的差别. 结果表

明果胶基纳米载药粒子可特异性靶向高表达的细胞.
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中图分类号:R94摇 摇 摇 摇 文献标识码:B

In vitro Evaluation of Pectin Nanoparticles Targeting Effect
for Hepatocellular Carcinoma Cells

WANG Yan鄄mei,LI Na鄄mei,LIU Ge鄄sha,HE Dong鄄xiu,TANG Guo鄄tao,
LEI Xiao鄄yong,YAN Feng鄄xiang,YU Cui鄄yun*

(Institute of Pharmacy & Pharmacology,Department of Pharmacy,University of South China,
Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:Natural polysaccharide with good biocompatibility and biodegradability is always
used as drug delivery system which offered numerous advantages,including reducing side
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effects,prolonging duration time,retaining drug bioactivity,and thus improving the thera鄄
peutic efficiency. This study aimed to propose a targeting human hepatocellular carcinoma
cells (HepG2) drug delivery system based on pectin nanoparticles whose chains have a
large number of galactose residues and evaluate their targeting effect on HepG2 cells. Cyto鄄
toxicity study(MTT) in HepG2 and A549 cell lines demonstrates that the resulting 5鄄flu鄄
orouracil (5鄄FU)鄄loaded nanoparticles are more potent in killing cancer cells with over鄄ex鄄
pressed asialoglycoprotein receptor ( ASGPR) on their surface, compared to free drug.
While 5鄄FU鄄 loaded nanoparticles can also inhibit the proliferation of A549 cells in a dose鄄
dependent way,but there is no significant difference compared with free 5鄄FU. Cellular up鄄
take of 5鄄FU and P鄄5鄄FU by HepG2,A549 cells was detected by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The HPLC results illustrate that the HepG鄄2 cells can uptake
more P鄄5鄄FU than free 5鄄FU,while co鄄incubated with galactose the HepG鄄2 cells has a rel鄄
atively low uptake rate compared with P鄄5鄄FU and was closely comparable to that of free 5鄄
FU. But the amount of 5鄄FU and P鄄5鄄FU in A549 cells was almost the same,when co鄄incu鄄
bated with galactose for 2h the amount of uptake of the two cell line also has no significant
difference. The results indicate that the additional galactose competes with the “galactose
residues冶 in the pectin鄄based nanoparticles for binding to HepG2 cells,thus affects signifi鄄
cantly the targeting efficacy of nanoparticles. However,no obvious difference was observed
for A549 cells under the same condition. The overall results confirm the targeting efficacy
of pectin鄄based nanoparticles towards HepG2 cells.

key words:pectin nanoparticles;HepG2;ASGPR;TDD

摇 摇 癌症是人类第一大杀手,肝细胞癌( hepato鄄
cellular carcinoma,HCC,以下简称肝癌)是世界上

第五大常见肿瘤[1] . 据统计,每年新增 HCC 病例

达 50 多万例,死亡病例达 6 万多例[1] . 5鄄氟脲嘧

啶(5鄄Fluorouracil,5鄄FU)作为目前最广泛应用的

细胞毒抗肿瘤药物之一,对结肠癌、乳腺癌、胃肠

道癌、肝癌等癌症显示良好的治疗效果,但同时也

伴随着很强的毒副作用如骨髓抑制、胃肠道反应、
白细胞减少症、血小板减少等这可能是由于较高

的血药浓度和抗癌药物的非特异性的全身分布引

起的[2],这一点严重限制了其临床应用. 此外,口
服给药后药物在胃肠道中的吸收是的非均匀,这
是药物被二氢嘧啶脱氢酶或尿嘧啶还原酶代谢所

致[3] . 因此,为了避免这些缺点,药物传递系统

如:纳米粒子,脂质体,微乳剂等应运而生[4鄄7] .
靶向给药( Targeted drug delivery,TDD)是指

药物通过局部或全身血液循环而浓集定位于靶组

织、靶器官、 靶细胞的给药方式,分为主动靶向和

被动靶向两种方式[8] . 纳米粒子,脂质体和胶束

可以通过肿瘤 EPR ( Enhanced Permeability and
Retention)效应被动靶向于肿瘤组织,同时也可通

过对纳米载体上接枝配体,利用肿瘤细胞中某些

酶和受体的高水平表达实现主动靶向[8鄄10] .
去唾液酸糖蛋白受体(ASGPR)是一种跨膜

蛋白,主要存在于哺乳动物肝实质细胞表面能专

一识别分子末端带有半乳糖残基的糖蛋白,并与

之结合,定向转运到肝细胞内的溶酶体进行代

谢[11] . 每个肝细胞包含大约 200 万 ASGPR 的结

合位点[12] . 因此,研究人员开始研究以去唾液酸

糖蛋白受体为靶点的药物传递系统,希望带有半

乳糖残基的药物传递体系可以通过血液循环将抗

肿瘤药物运送到肿瘤组织,从而增加抗癌药物的

局部浓度[13鄄14] . 近年来,研究人员致力于天然的

聚合物纳米粒子的研究,因其具有良好的生物相

容性,无毒,生物可降解性和可调节的控制释放特

性[15鄄16] . 果胶是应用最广泛的天然多糖之一,其
带有大量的半乳糖残基,而半乳糖可以与 ASGPR
结合,从而实现主动靶向肝实质细胞的作用. 我们

课题组前期已经合成果胶基载药纳米粒子,并对

其粒径,形貌,载药量,体外释药的特点进行了

研究[17] .
本研究的目的就是对载药纳米粒子在体外的

细胞毒性,细胞摄取进行评价. 研究发现,一些肿

瘤细胞如 Caco鄄2、HT鄄29[18] 结肠癌细胞及 HepG2
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肝癌细胞[19]等表面也有去唾液酸糖蛋白受体表

达,而 A549 肺癌细胞是典型的的没有 ASGPR 表

达的细胞,故本研究使用了 A549 肺癌细胞作为

HepG2 肝癌细胞的对照来进行体外的细胞毒性、
细胞摄取及靶向性的评价.

1摇 实验部分

1. 1摇 仪器与试剂

HP鄄1100 型高效液相色谱仪 (美国安捷伦公

司 ) 5鄄氟尿嘧啶 ( 5鄄FU), 果胶 ( Sigma 公司,
P9135,Mw = 1. 18 伊 105g / mol,多角度激光散射

测定 ),碳酸氢钠 (上海国药 ),氢氧化钙 (天津

科密欧有限公司 ). MTT(美国 Amresco 公司),乙
腈(天津科密欧有限公司 ),DMEM 培养基(美国

Hyclone 公司),胎牛血清 (美国 Gibco 公司),
HepG2 人肝癌细胞株(上海生命科学研究院),
A549 人肺癌细胞株(南华大学药学与生命科学学

院陈临溪课题组友情提供),其余试剂均为分

析纯.
1. 2摇 果胶基载药纳米粒子的制备、表征、载药量、

包封率及体外释放

摇 摇 载 5鄄FU 果胶基纳米粒子的制备,表征,载药

量,包封率及体外释放采用我们课题组之前的

方法[17] .
1. 3摇 MTT 法检测 5鄄FU、P鄄5鄄FU 及空白纳米粒子

对肿瘤细胞的增殖抑制作用

摇 摇 取对数生长期的 HepG2 肝癌细胞及 A549 肺

癌细胞,吸弃培养液,用 0. 25%胰酶消化,用含血

清的培养液终止消化,制成细胞悬液,调整细胞密

度至 5 伊 104 / mL,轻轻吹匀后接种于 96 孔板,每
孔 200 滋L,置于 5% CO2、37 益的孵箱培养,24 h
后吸弃培养液,分别加入含 5鄄FU 和 P鄄5鄄FU 的培

养液,设 5、 1. 7、 0. 56、 0. 19、 0. 0063、 0. 0021、
0郾 0007 mmol / L 等 7 个浓度及对照组,每组 3 个

复孔. 继续置于 5% CO2、37 益的孵箱培养,48 h
后,每孔加入 5 mg / mL MTT 20 滋L,孵箱避光培养

4 h 后,吸弃上清,每孔加入 150 滋L DMSO,震荡

10 min 分钟,使结晶物充分溶解混匀,用酶标仪检

测每孔于波长 570 nm 的光吸收值,按公式计算每

组浓度抑制率:抑制率% = (对照组 OD 值 - 给

药组 OD 值) /对照组 OD 值 伊 100% ,并用 SPSS
18. 0 计算 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 对 HepG2 肝癌细胞及

A549 肺癌细胞的 IC50 值.

1. 4摇 HPLC 方法检测 HepG2 及 A549 细胞对 5鄄
FU 及 P鄄5鄄FU 的摄取情况

1. 4. 1摇 溶液的配制

5鄄Fu 用水配成浓度为 10 g / L 的溶液备用,5鄄
BrU 用水配成 0. 5 g / L 的溶液备用.
1. 4. 2摇 给药及样品采集

取对数生长期的 HepG2 肝癌细胞及 A549 肺

癌细胞,吸弃培养液,用 0. 25%胰酶消化,用含血

清的培养液终止消化,制成细胞悬液并调整细胞

密度,轻轻吹匀后按 1 伊 106 /孔的密度接种于 6 孔

板,每孔含培养液 2 mL,置于 5% CO2、37 益的孵

箱培养,每 2 d 换液一次,直至细胞铺满整个孔的

底部. 实验开始前 24 h 更换新鲜的培养液. 给药

前 1 h,吸弃培养液,用常温 PBS 轻轻洗 2 次,然后

加入 1 mL HBSS(另设一组加入 800 mmol / L 的半

乳糖,观察半乳糖对 HepG2he A549 两种细胞对

P鄄5鄄FU 的摄取的影响),在 37 益孵育 120 min. 吸
弃上清液,加入分别含 0. 5 mM / L 的 5鄄FU 和 P鄄5鄄
FU 的 HBSS,分别在 120 min 时,(设空白对照组)
吸弃含药物的上清液,用预冷的 HBSS 洗 3 次,然
后加入 200 滋L 去离子水,放入 - 80 度冰箱保存,
设 3 个复孔.
1. 4. 3摇 样品分析

色谱条件: 色谱柱: Kromasil C18 色 谱 柱

(4. 6 mm 伊 200 mm,5 滋m);流动相:乙腈鄄水(体
积比为 5 颐 99);流速:0. 9 mL / min;检测波长:
265 nm;柱温:室温.

样品处理:将样品从 - 80 度冰箱取出,反复冻

融 3 次裂解细胞,低温离心机 12 000 r / min 离心

15 min,取上清 200 滋L 加内标(0. 05 g / L)20 滋L 和

1 mL 乙酸乙酯,涡旋混合 4 min,4 000 r / min离心

10 min,取乙酸乙酯层,氮气流吹干,残渣用 50 滋L
流动相溶解,20 滋L 进样.
1. 4. 4摇 标准曲线的建立

取对数生长期的 HepG2 肝癌细胞及 A549 肺

癌细胞,吸弃培养液,用 0. 25%胰酶消化,用含血

清的培养液终止消化,制成细胞悬液并调整细胞

密度,轻轻吹匀后按 1 伊 106 / m2 的密度接种于 6
孔板,直至细胞铺满整个孔的底部,离心取上清,
加入 5鄄FU 标准溶液,配制成终浓度为 0. 5、2、5、
10、100 滋g / mL 的样品,样品的提取按 “1. 4. 3 样

品的处理冶以 HPLC 检测其中 5鄄FU 含量,制作标

准曲线. 每组设 3 个复孔.
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2摇 结果与讨论

2. 1摇 果胶基载药纳米粒子的制备,表征,载药量,
包封率及体外释放

摇 摇 载药纳米粒子的制备方法、表征参、载药量、
包封率及体外释放参照本课题组之前的方法[17] .
包封率达到了 37. 7% ,载药量 28. 14% ,并且在平

pH =7. 4 的中性溶液中表现出明显的控释特性.
图 1 是果胶基纳米粒子的透射电镜照片,从 TEM
电镜结果可以看出,果胶基纳米粒子的平均粒径

在 40 - 80 nm 之间.

图 1摇 果胶基纳米粒子的电镜照片

Fig. 1摇 TEM images of pectin based nanospheres

2. 2摇 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 对 HepG2 肝癌细胞和 A549
肺癌细胞的增殖抑制作用

摇 摇 本研究采用 MTT 法考察了 5鄄FU、P鄄5鄄FU 及

空白纳米粒子对 HepG2 肝癌细胞和 A549 肺癌细

胞的增殖抑制作用. 空白纳米粒浓度与载药纳米

粒浓度相同,不同浓度的空白纳米粒子均未对两

种癌细胞产生抑制作用,最高浓度空白纳米粒对

HepG2 和 A549 细胞平均抑制率分别为 4. 07%和

10. 07% ,图 2 表示两种细胞在高浓度的空白纳米

粒子中处理 48 h 后的生存率,说明所制备的果胶

基纳米粒子具有很好的生物相容性.
图 3 表示的是 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 对 HepG2 及

A549 两种肿瘤细胞株的增殖抑制作用. 图 3A 表

明 P鄄5鄄FU 对 HepG2 细胞的增殖具有明显抑制作

用(p < 0. 05),且呈剂量依赖性,作用较 5鄄FU 明

显增强;而图 3B 表明 P鄄5鄄FU 和 5鄄FU 对 A549 细

胞增殖抑制作用,未见明显差别(p > 0. 05). 从表

1 和图 3 可以看出,对 HepG2 细胞而言,P鄄5鄄FU
的 IC50 值较游离 5鄄FU 的 IC50 明显减小;而对

A549 细胞而言,P鄄5鄄FU 的 IC50 值与游离 5鄄FU

的 IC50 值之间并无显著差异.

图 2摇 空白纳米粒子不同肿瘤细胞株的增殖抑制作用

Fig. 2摇 The inhibition rate of blank nanoparticles
on HepG2 and A549 cells

图 3摇 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 对不同肿瘤细胞株的

增殖抑制作用(A鄄B)(n =3)
Fig. 3摇 The inhibition rate of 5鄄FU and P鄄5鄄FU

on HepG2 and A549 cells

表 1摇 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 对不同肿瘤细胞株的 IC50 值
Table 1摇 The IC50 of 5鄄FU and P鄄5鄄FU on

HepG2 and A549 cells

IC50 / (mol·L - 1)
HepG2 A549

5鄄FU 0. 45 伊 10 - 4 依 0. 4339 0. 44 伊 10 - 5 依 0. 07308
P鄄5鄄FU 0. 17 伊 10 - 4 依 0. 4269 0. 52 伊 10 - 5 依 0. 0393

27



第 27 卷第 1 期 王彦妹等:载药果胶基纳米粒子体外 HepG2 肝癌细胞的靶向性研究

2. 3摇 标准曲线的建立

取 HepG2 及 A549 空白细胞液,分别加入系

列标准溶液,按“样品处理冶项下依法操作. 以细

胞液中 5鄄Fu 待测浓度为纵坐标,待测物与内标物

峰面积比值为横坐标,得回归方程,见图 4.

图 4摇 5鄄FU 在 HepG2 细胞液和 A549 细胞液中的

标准曲线(n =3)
Fig. 4摇 Calibration curves of 5鄄FU in HepG2 and

A549 cytosol

配置 5鄄Fu 在 HepG2 及 A549 空白细胞液中

低、中、高 3 个浓度的样品,经处理后进样,测定日

间、日内精密度均小于 5% ,见表 2.
配置 5鄄Fu 在 HepG2 及 A549 空白细胞液中

低、中、高 3 个浓度的样品,以提取后色谱峰面积

除以未经提取直接进样获得的色谱峰面积,得回

收率,均高于 85% ,见表 2.
2. 4摇 HepG2 及 A549 细胞对 5鄄FU 及 P鄄55鄄FU 的

摄取情况

摇 摇 研究采用 HPLC 法测定两种细胞对 5鄄FU 和

P鄄5鄄FU 的摄取情况,半乳糖可与 ASGPR 结合,竞
争性的抑制 ASGPR 与含半乳糖微粒的结合[20] .
为了验证 P鄄5鄄FU 和 5鄄FU 与 HepG2 细胞的结合

量的差异确与 ASGPR 介导有关,将半乳糖预先加

入含 HepG2 细胞或 A549 细胞 6 孔板中,预饱和

细胞表面 ASGPR 的结合位点,然后再加入 P鄄5鄄
FU(G鄄P鄄5鄄FU)和 5鄄FU. 如图 5 所示. HepG2 对 P鄄
5鄄FU 的摄取量是 5鄄FU 的 2. 1 倍,在加入半乳糖

后,P鄄5鄄FU 与 HepG2 细胞的结合量显著降低,且
与 5鄄FU 的摄取量无差别. 而 A549 细胞对 P鄄5鄄FU
和 5鄄FU 摄取没有明显的差别而半乳糖的加入对

P鄄5鄄FU 和 5鄄FU 与 A549 细胞的结合量均无影响.
以上结果均表明,P鄄5鄄FU 与 HepG2 细胞结合量的

提高是通过 ASGPR 介导途径实现的.

表 2摇 5鄄FU 在不同细胞液中的标准曲线

Table 2摇 Calibration curves of 5鄄FU in HepG2 and A549 cytosol

标准曲线 线性范围 r 日内 RSD 日间 RSD 提取回收率

HepG2 y = 0. 1314x - 0. 0707 0. 5 ~ 200 0. 999 5 1. 538% 0. 1711% 92. 65%

A549 y = 0. 1318x + 0. 0142 0. 5 ~ 100 0. 999 9 0. 544% 2. 086% 87. 77%

图 5摇 HepG2 及 A549 细胞对 5鄄FU 及 P鄄5鄄FU 的摄取

情况及半乳糖对细胞对 P鄄5鄄FU 摄取的影响

(n =3)1:5鄄FU 2:P鄄5鄄FU 3:G鄄P鄄5鄄FU
Fig. 5摇 The amount of cellular uptake of 5鄄FU and
P鄄5鄄FU by HepG2 and A549 cells and the effect of
glactose on the cell uptake of 5鄄FU and P鄄5鄄FU

摇 摇 提示 P鄄5鄄FU 对高表达 ASGPR 的肿瘤细胞可

能有靶向作用,可能的机制是 5鄄FU 半乳糖苷的半

乳糖基可特异识别肿瘤细胞表面的 ASGPR 受

体,通过介导细胞内吞而加速肿瘤细胞对其摄取.

3摇 结摇 论

近年来,ASGPR 介导靶向是肝靶向药物传递

系统研究的热点. 采用天然果胶基载 5鄄FU 纳米粒

子[17],利用果胶基纳米载药体系本身带有大量的

半乳糖残基这种天然靶头实现主动靶向的作用,
验证了其对 HepG2 细胞 (含 ASGPR 受体) 和

A549 细胞(不含 ASGPR 受体)的增殖抑制率及

两种细胞株对果胶基纳米载药体系的摄取情况.
实验表明 P鄄5鄄FU 与 HepG2 细胞的结合量显著高

于 5鄄FU;而二者与 A549 细胞的结合量无区别;而
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当 HepG2 细胞表面的 ASGPR 被半乳糖预饱和

后,P鄄5鄄FU 与 HepG2 细胞的结合量显著降低,与
5鄄FU 的结合量基本相当. 证实了 P鄄5鄄FU 中暴露

在纳米粒子表面的半乳糖残基,可被 HepG2 细胞

表面的 ASGPR 特异性识别,既果胶基载药纳米

粒子具有主动靶向肝癌细胞的特性. 表明果胶基

纳米粒子作为一个靶向肝脏疾病的药物传递系统

具有很好的应用前景.
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