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摘　 要:研究果胶阿霉素大分子前药纳米传递体系(ＰＤＣ￣Ｍ)的体外抗肿瘤效果与体

内药代动力学. 用马尔文纳米粒度仪检测了 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中的稳定性ꎬ 采用溴化四

唑蓝比色法(ＭＴＴ 法)评价 ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 人肝癌细胞株的体外抗肿瘤作用ꎬ
采用倒置荧光显微镜观察细胞对药物的摄取过程ꎬ采用细胞划痕法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法分

别检测 ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞迁移能力和侵袭能力的影响. 结果表明 ２４ ｈ
内 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中有较好的稳定性ꎻ ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的增殖具有明

显抑制作用ꎬ 呈剂量依赖性和时间依赖性ꎬ 并有一定缓释效果ꎻ 果胶上的半乳糖可

以通过与去唾液酸糖蛋白受体的特异性相互作用来实现主动靶向的作用ꎻ ＰＤＣ￣Ｍ 能

够可以抑制 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的迁移和侵袭.
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０　 引　 言

癌症是一个主要的公共卫生问题ꎬ 也是全球

死亡的主要原因之一[１] . 到目前为止ꎬ 化疗仍然

是治疗的主要治疗方式. 阿霉素 ( ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎꎬ
ＤＯＸ)曾被 ＦＤＡ 认为是最强大的抗癌药物之一.
因其抗瘤谱广[２]ꎬ 治疗效果好ꎬ 而被广泛使用在

肿瘤学[３￣４] . 但是阿霉素在达到抗肿瘤效果的同

时也产生了严重的心脏毒性[５￣６] . 近年来ꎬ 为减少

阿霉素的毒副作用ꎬ 研究人员致力于天然的聚合

物纳米粒子的研究ꎬ 因其具有良好的生物相容

性ꎬ 无毒ꎬ 生物可降解性和可调节的控制释放特

性[７￣１０] . 目前肝靶向系统的研究分为被动靶向法

和主动靶向法[１１] . ＤＯＸ 的被动靶向可借助纳米

给药体系包封 ＤＯＸꎬ 通过肿瘤高通透性和滞留效

应( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎꎬ ＥＰＲ)实

现ꎬ 而主动靶向则可通过在纳米给药体系的表面

接枝配体ꎬ 和肿瘤细胞中高表达的受体特异性结

合而实现[１２] . 肝细胞表面的去唾液酸糖蛋白受体

(ａｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＡＳＧＰ￣Ｒ)ꎬ 可特异识

别半乳糖残基而将其内吞清除[１３￣１４] . 近年来ꎬ 它

作为肝主动靶向的有效靶点受到了广泛研究. 果

胶是应用最广泛的天然多糖之一ꎬ其带有大量的

半乳糖残基ꎬ 而半乳糖可以与 ＡＳＧＰ￣Ｒ 结合ꎬ 从

而实现主动靶向肝实质细胞的作用[１５￣１７] . 果胶结

构中富含诸多活性基团如－ＯＨ、－ＣＯＯＨ 等[１８]ꎬ
具有高度亲水性ꎬ 容易与疏水性 ＤＯＸ 形成两亲

性胶束.
在我们前期研究中ꎬ 已经通过酰胺缩合反应

将果胶耦合到阿霉素上ꎬ 成功制备果胶￣阿霉素

大分子分子前药纳米传递体系(ｐｅｃｔｉｎ￣ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏ￣ｄｒｕｇꎬＰＤＣ￣Ｍ)ꎬ 证实

了果胶基纳米载体本身生物相容性好ꎬ 能够有效

地降低药物的毒副作用ꎬ 具有一定的缓释性能和

良好的细胞相容性和低毒性ꎬ 具有较好的抗癌效

果[１９] . 在本实验中ꎬ 我们将研究 ＰＤＣ￣Ｍ 纳米传

递体系在血清中的稳定性ꎬ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 人肝癌

细胞株的抗肿瘤活性ꎬ 细胞摄取过程ꎬ 以及迁移

能力和侵袭能力的影响.

１　 试剂与仪器

盐酸阿霉素(湖北银河化工有限公司)ꎬ 果胶

(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ ＭＴＴ(美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司)ꎬ
ＤＭＥＭ 培养基和 ＲＰＩＭ１６４０ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ
公司)ꎬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ(美国 ＢＤ 公司)ꎬ 胎牛血清(ＦＢＳꎬ
美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞购于中科

院上海生命科学研究院ꎬ 其余试剂均为分析纯.
纳米粒度及 Ｚｅｔａ 电位分析仪 ( ＺＳ９０ꎬ 英国

Ｍａｌｖｅｒｎ 公司)ꎬ 酶联免疫检测仪 ( Ｅｌｘ￣８００ 型ꎬ
Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司)ꎬ倒置荧光显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司)ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭小室(８.０ μｍ 孔径 ＰＣ 膜ꎬ美
国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司).

２　 实验方法

２.１　 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中的稳定性

ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中的稳定性试验在含有血清

的溶液中进行. 取新鲜制备分离的 ＰＤＣ￣Ｍ 纳米传

递体系ꎬ 重悬于体积比为 １０％胎牛血清的磷酸盐

缓冲溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)溶液中ꎻ
３７ ℃孵育 １２ ｈꎬ 分别在第 １、２、４、２４ ｈ 取样ꎬ 用马

尔文粒度仪测定纳米粒粒径大小. 分别测得每组

纳米传递体系在不同时间段粒径大小ꎬ 汇总并分
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析实验结果.
２.２　 ＰＤＣ￣Ｍ 对肿瘤细胞抑制率的影响

将 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞制成细胞悬液接种

于 ９６ 孔细胞培养板中ꎬ 细胞密度约为 ５×１０３ 个 /
孔ꎬ 置于体积比为 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱. 培

养 ２４ ｈ 后吸除旧培养液ꎬ 分别加入最终浓度为

１.９、３.８、７.６、１５.２、３０.４ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ 与 ＰＤＣ￣Ｍ
纳米传递体系子的培养液ꎬ 未加药物的为空白对

照组ꎬ 每组设 ３ 个复孔. 分别培养至 ２４ ｈꎬ ４８ ｈ
和 ７２ ｈ 后ꎬ 每孔加入ＭＴＴ 溶液(５ ｇ / Ｌ)２０ μＬꎬ 继

续培养 ４ ｈ 后ꎬ 吸除孔内液体ꎬ 每孔加入 １５０ μＬ
二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)ꎬ 取出 ９６ 孔细胞培养板震荡

１０ ｍｉｎꎬ 使结晶物充分溶解后用酶标仪检测每孔

于波长 ５７０ ｎｍ 的光吸收值(ＯＤ 值)ꎬ 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 × １００％ꎬ 并用 Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ 软件分析数据计算 ＩＣ５０值.
２.３　 荧光显微镜下观察肝癌细胞对 ＰＤＣ￣Ｍ 的摄

取过程

将 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞制成细胞悬液接种

于 ６ 孔 细 胞 培 养 板 中ꎬ 细 胞 密 度 约 为

４×１０４ 个 /孔ꎬ 培养基 ２ ｍＬ /孔ꎬ 置于体积比为

５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱. 贴壁 ２４ ｈ 后ꎬ 弃掉培

养基ꎬ ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ 滴加培养基(１ ｍＬ /孔)ꎬ 按

照 ＤＯＸ 浓度 ０.０１ ｇ / Ｌ 避光条件下加入 ＤＯＸ 于

ＰＤＣ￣Ｍꎬ 于培养箱内避光培养 ２ ｈ. 细胞分为 ４
组:１)ＤＯＸ 组(加入游离 ＤＯＸ)ꎻ２)ＤＯＸ＋ｇａｌａｃｔｏｓｅ
组(加入游离 ＤＯＸ 与半乳糖)ꎻ３)ＰＤＣ￣Ｍ 组(加入

ＰＤＣ￣Ｍ)ꎻ４)ＰＤＣ￣Ｍ＋ｇａｌａｃｔｏｓｅ 组(加入 ＰＤＣ￣Ｍ 与

半乳糖). 达到预定作用时间后ꎬ 小心除去上清

液ꎬ 再次 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次. 随后ꎬ 在室温下用 ４ ％
多聚甲醛固定细胞 １０ ｍｉｎꎬ 用 ＰＢＳ 洗涤两次. 然

后用 ＤＡＰＩ 来染细胞核 １０ ｍｉｎ 后ꎬ 用 ＰＢＳ 洗涤两

次. 然后于倒置荧光显微镜下观察并记录药物进

入细胞内的情况ꎬ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析数据.
２.４　 细胞划痕实验

用记号笔在 ６ 孔细胞培养板板底均匀的划横

线ꎬ 每孔划 １ 条横线. 将细胞密度为 ５×１０５ 个 /孔
的细胞铺于 ６ 孔板上ꎬ 每孔加入 １ ｍＬ 含 １０％胎

牛血清的培养液中培养细胞使形成单层细胞. 第

二天用 ２０ μＬ Ｔｉｐ 头在单层细胞上快速横线划痕ꎬ
枪头要垂直ꎬ 不能倾斜. 划痕后用 ＰＢＳ 清洗细胞

３ 次ꎬ 去除划下的细胞. 分为三组:１) ＰＢＳ 组、２)

ＤＯＸ 组、３)ＰＤＣ￣Ｍ 组. 加入 ３ 组药物培养. 按０ ｈ、
２４ ｈ 拍照并测量记录.
２.５　 细胞侵袭实验

将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ(冻存于－２０ ℃冰箱)放到 ４ ℃过

夜ꎬ 使其变成液态ꎻ用预冷的 Ｔｉｐ 头、移液管ꎬ 将

按体积比液态的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 用 ４ ℃的无血清培养基

按体积比 １ ∶ ８ 稀释ꎬ 混匀. 在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室均匀

铺 ４０ μＬ 稀释的 Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ 放入细胞培养箱中ꎬ 孵

育 ２ ｈ 后用培养基(无血清)轻洗薄层凝胶. 在 Ｔｒ￣
ａｎｓｗｅｌｌ 下室中加入 ５００ μＬ 含有 １０％小牛血清的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 液ꎬ 上室每孔加入 １００ μＬ 用无血清

培养基(含 ０.１％ ＢＳＡ)配成的 ＳＭＭＣ７７２１ 细胞悬

液(１×１０６ 个 / ｍＬ)ꎬ 分为三组:１)ＰＢＳ 组、２)ＤＯＸ
组、３)ＰＤＣ￣Ｍ 组. 加入 ３ 组药物培养ꎬ 放置于配

套的 ２４ 孔板上将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 放置于培养箱中ꎬ 培

养 ２４ ｈ 后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌꎬ 用棉签轻轻擦尽上室面

的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 和非侵袭细胞ꎬ 下室面用 ４％多聚甲醛

固定 １５ ｍｉｎ. 风干后与 １％ 结晶紫溶液染色

１５ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 洗 ２ 遍. 晾干ꎬ 将小室正置于载玻片

上ꎬ 在倒置显微镜下观察. 随机取 ５ 个高倍镜视

野ꎬ 照相、计数. 计数小室下室面的细胞数即反映

肿瘤细胞迁移能力的高低ꎬ 取平均数作为实验

结果.
２.６　 数据分析

实验中测得数据以均数 ± 标准差( ｘ± ｓ)表

示ꎬ 并用 Ｔ 检测ꎻＰ<０.０５ 提示差异有统计学意

义ꎬＰ<０.０１ 提示有显著性差异.

３　 实验结果和讨论

３.１　 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中的稳定性

ＰＤＣ￣Ｍ 纳米传递体系在血清中随时间的稳

定性情况如表 １ 所示ꎬ 可得出ꎬ 在 ２４ ｈ 内ꎬ 纳米

传递体系在血清中粒径大小没有明显改变ꎬ 均在

１００ ｎｍ 左右. 显示 ＰＤＣ￣Ｍ 纳米传递体系在血清

中是稳定的ꎬ 提示 ＰＤＣ￣Ｍ 经静脉注射进入体内

后也是稳定的ꎬ 不会引起颗粒聚集或解聚而影响

活性.
３.２　 ＰＤＣ￣Ｍ 对肿瘤细胞抑制率的影响

ＭＴＴ 试验的结果如图 １ 所示ꎬ 在所考察的各

质量浓度与培养时间下ꎬ ＤＯＸ 与 ＰＤＣ￣Ｍ 对

ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞产生的抑制ꎬ 随着药物质量

浓度增加ꎬ 培养时间延长ꎬ 药物对癌细胞的抑制

率逐渐提高ꎬ 细胞存活率呈下降趋势.
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表 １　 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中的稳定性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅａｎ ｓｉｚｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＤＣ￣Ｍ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

时间 / ｈ ０.５ １ ２ ４ ２４
粒径 / ｎｍ １５０.５１±５.０２ １５１.７２±５.２４ １４９.８０±３.３５ １５０.４４±０.２５ １５３.９３±２.３０

图 １　 ＤＯＸ 与 ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞

的抑制率

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｅ ＤＯＸ ａｎｄ
ＰＤＣ￣Ｍ ｉｎ ＳＭＭＣ７７２１ ｃｅｌｌｓ

　 　 在 ２４ ｈ 与 ４８ ｈꎬ ＰＤＣ￣Ｍ 在各个质量浓度ꎬ 对

ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞株的生长抑制作用基本都低

于 ＤＯＸꎬ 且绝大多数具有统计学显著性或极显著

性差异(Ｐ<０.０５或 ０.０１). 而在 ７２ ｈꎬ ＰＤＣ￣Ｍ 在各

个质量浓度ꎬ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞株的生长抑

制作用都高于 ＤＯＸ. 这意味着 ＰＤＣ￣Ｍ 的副作用

ＤＯＸ 小ꎬ 也从侧面说明了 ＰＤＣ￣Ｍ 具有缓释效果.
从表 ２ 可以看出ꎬ 在 ２４ ｈ 与 ４８ ｈꎬ ＰＤＣ￣Ｍ 对

ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞作用后的 ＩＣ５０ 值都大于

ＤＯＸꎬ 而在 ７２ ｈ 时与 ＤＯＸ 没有差异. 这可能说是

因 为 ＰＤＣ￣Ｍ 具 有 缓 释 效 果. ＰＤＣ￣Ｍ 对

ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞抑制率的逐渐提高可归因于

果胶的半乳糖酸可与 ＡＳＧＰ￣Ｒ 特异性结合.

表 ２　 ＤＯＸ 与 ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 细胞

作用后的 ＩＣ５０值

Ｔａｂｌｅ ２　 ＩＣ５０ ｏｆ ｆｒｅｅ ＤＯＸ ａｎｄ ＰＤＣ￣Ｍ ｏｎ
ＳＭＭＣ７７２１ ｃｅｌｌｓ

Ｄｒｕｇ
ＩＣ５０ / (μｇ􀅰ｍＬ－１)

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

ＤＯＸ ２４.５±０.３９ ８.１±０.１１ ６.７±０.１３

ＰＤＣ￣Ｍ １２９.７±０.５０ ３３.２±０.３０ ７.７±０.０７

３.３　 荧光显微镜下观察 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞对

ＰＤＣ￣Ｍ 的摄取过程

通过荧光显微镜拍照研究 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细

胞对 ＤＯＸꎬ ＰＤＣ￣Ｍ 的摄取程度. 为了研究半乳糖

酸在 ＰＤＣ￣Ｍ 的细胞摄取中的重要作用ꎬ 我们选

择半乳糖作为竞争试剂进行受体竞争结合测定.
如图 ２ 所示ꎬ 当同时加入 ＰＤＣ￣Ｍ 和半乳糖时ꎬ
ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的荧光强度显着降低ꎬ ＰＤＣ￣
Ｍ 组的荧光强度是 ＰＤＣ￣Ｍ＋ｇａｌａｃｔｏｓｅ 组的 ３ 倍.
而半乳糖的存在几乎不影响 ＳＭＭＣ７２１ 肝癌细胞

对 ＤＯＸ 的摄取. 与我们的假设一致ꎬ 半乳糖可以

通过与 ＡＳＧＰ￣Ｒ 的特异性相互作用来增强纳米药

物的内吞作用.
３.４　 ＰＤＣ￣Ｍ 对肿瘤细胞的迁移能力和侵袭能力

的影响

如图 ３ 所示ꎬ 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ ＤＯＸ、ＰＤＣ￣Ｍ
都能在一定程度上抑制肿瘤细胞的迁移. ＰＤＣ￣Ｍ
对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的迁移抑制显著高于 ＤＯＸ.
实验充分验证了 ＰＤＣ￣Ｍ 纳米体系能显著抑制肿瘤

细胞的迁移.
如图 ４ 所示ꎬ 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ ＤＯＸ 与

ＰＤＣ￣Ｍ 都能一定程度地抑制 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细

胞的侵袭. ＰＤＣ￣Ｍ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的侵袭
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抑制与游离药物相差无几.

图 ２　 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞对 ＰＤＣ￣Ｍ 的摄取过程

Ｆｉｇ.２　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ＰＤＣ￣Ｍ ｂｙ ＳＭＭＣ７７２１ ｃｅｌｌｓ

图 ３　 ＰＤＣ￣Ｍ 对肿瘤细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ４　 ＰＤＣ￣Ｍ 对肿瘤细胞侵袭能力的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

４　 结　 论

近年来ꎬＡＳＧＰＲ 介导靶向是肝靶向药物传递

系统研究的热点. 本实验中 ＰＤＣ￣Ｍ 在血清中有较

好的稳定性ꎻ 对 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的增殖具有

明显抑制作用ꎻ 能够抑制 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞的

迁移和侵袭ꎻ 并且能通过半乳糖残基与 ＡＳＧＰ￣Ｒ
的特异性相互作用来实现主动靶向的作用.
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