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荷载紫杉醇介孔二氧化硅纳米粒的制备及体外性能
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（中国药科大学新药研究中心，江苏省代谢性疾病药物研究重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　介孔二氧化硅纳米粒（ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＭＳＮ）作为药物载体已成为纳米给药系统研究的热点。
以无序孔道的ＭＳＮ为载体，以溶剂吸附法负载化疗药物紫杉醇（ＰＴＸ），从而制备得到ＰＴＸ＠ＭＳＮ。考察了ＰＴＸ＠ＭＳＮ的理
化性质、药物体外释放行为和体外抗肿瘤活性等特性。研究结果表明，ＰＴＸ＠ＭＳＮ载药量为（２３７６±１１４）％，在水性介质
中分散良好，粒径约为２５０ｎｍ，电位为 －（８０１±１８１）ｍＶ。ＰＴＸ＠ＭＳＮ具有药物缓释特性，２４ｈ后 ＰＴＸ累积释放率为
（２３６２±２１５）％。细胞毒性结果显示，空白ＭＳＮ生物安全性良好，而ＰＴＸ＠ＭＳＮ组对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作用较市
售Ｔａｘｏｌ组强。本研究为ＭＳＮ递送抗肿瘤药物提供一定的理论与应用基础。
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　　近年来，无机纳米材料的发展为药物递送系统
的研究开辟了一条新途径。自２００１年 ＶａｌｌｅｔＲｅｇｉ
等首次将 ＭＣＭ４１型介孔二氧化硅纳米粒（ｍｅｓｏ
ｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＭＳＮ）用作布洛芬药物载
体开始，介孔二氧化硅纳米粒已得到越来越广泛的

关注［１］。ＭＳＮ作为药物载体具有多种优势，如具
有较大的比表面积和孔容，载药量较脂质体、胶束

等纳米载体高。表面富含硅羟基且易于修饰，可实

现药物靶向、控释等目的。ＭＳＮ与药物分子间的

作用力主要有静电结合、范德华力及氢键等，所负

载的药物种类繁多并且不受其溶解性能的

制约［２－５］。

本研究将疏水性化疗药物紫杉醇（ＰＴＸ）通过
物理吸附负载于介孔二氧化硅纳米粒的孔道中，获

得载药介孔二氧化硅纳米ＰＴＸ＠ＭＳＮ，并重点考察
ＰＴＸ＠ＭＳＮ的理化性质、体外药物释放行为及机制
和体外抗肿瘤活性等特性，为无序孔道 ＭＳＮ作为
药物载体的应用提供研究依据。
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!

　材　料

１１　试剂与细胞
介孔二氧化硅纳米粒（ＭＳＮ，中南大学物理院

纳米生物技术实验室提供）；紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，
ＰＴＸ，江苏红豆杉生物科技有限公司）；二氯甲烷
（江苏强盛功能化学股份有限公司）；二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ，国药集团化学试剂有限公司）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基、青霉素链霉素、胎牛血清（ＦＢＳ）
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ，美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ，ＳｕｎｓｈｉｎｅＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为
市售分析纯。

Ｌ０２细胞（人正常肝细胞）、ＨｅｐＧ２细胞株（人
肝癌细胞）（中国科学院上海细胞库）。

１２　仪　器
高效液相色谱仪、紫外检测器（日本岛津公

司）；电子天平（北京赛多利斯天平有限公司）；激光

粒度测定仪（美国ＢｒｏｏｋｈａｖｅｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）；压
力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂）；荧光倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；酶联免
疫检测仪（上海智理科学仪器有限公司）；透析袋

（ＭＷＣＯ＝１４０００，北京经科宏达生物技术有限公
司）；透射电子显微镜（日本Ｊｅｏｌ公司）。

"

　方　法

２１　ＰＴＸ＠ＭＳＮ的制备
称取 ＭＳＮ１０ｍｇ，加至 ＰＴＸ乙醇溶液（ＰＴＸ

１０ｍｇ）１ｍＬ中，室温搅拌４ｈ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ收集纳米粒，真空干燥沉淀以彻底除去残留
的乙醇，即得ＰＴＸ＠ＭＳＮ粉末。
２２　ＰＴＸ＠ＭＳＮ的理化性质研究
２２１　ＭＳＮ和ＰＴＸ＠ＭＳＮ粒径、电位及ＴＥＭ　称
取ＭＳＮ和ＰＴＸ＠ＭＳＮ４ｍｇ，加至纯水４ｍＬ中，均
质分散，取适量混悬液滴加到覆盖碳膜的铜网上，

红外下干燥。将制备好的样品置于透射电子显微

镜下观察粒子大小及形貌［６］。

分别称取ＭＳＮ和 ＰＴＸ＠ＭＳＮ４ｍｇ，加至纯水
４ｍＬ中，均质分散，采用激光粒度测定仪测定纳米
粒的粒径分布及电位大小。

２２２　载药量的测定　称取 ＰＴＸ＠ＭＳＮ粉末
１０ｍｇ分散于甲醇１０ｍＬ中，超声后１４０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ收集上清液，重复两次后合并上清
液［７］。使用 ＨＰＬＣ测定上清液中 ＰＴＸ的含量，计
算载药量（ＤＬ）。
２３　体外释放研究

本研究以市售制剂 Ｔａｘｏｌ作为对照，考察
ＰＴＸ＠ＭＳＮ的体外释药情况，释放介质为 ０５％
Ｔｗｅｅｎ８０磷酸盐缓冲液（ｐＨ７４）。分别将 ＰＴＸ
＠ＭＳＮ和市售制剂 Ｔａｘｏｌ（含 ＰＴＸ０１２ｍｇ）置于
透析袋内（ＭＷＣＯ＝１４０００），两端扎紧，投入释放
介质３０ｍＬ中，于３７℃，避光，１００ｒ／ｍｉｎ搅拌条
件下考察其释放情况。在相应的时间点，分别取

样０５ｍＬ，并补充等体积新鲜的释放介质。所取
样品１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，使用
ＨＰＬＣ测定 ＰＴＸ含量，计算药物累积释放量，绘制
释放曲线。

用一级、零级、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程和ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ指
数模型分别对 ＰＴＸ＠ＭＳＮ的释放曲线进行拟合，
以考察其体外释放机制。

２４　细胞毒性试验
２４１　细胞培养　采用两株肝细胞，分别为人正
常肝细胞为Ｌ０２细胞株和人肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞
株。Ｌ０２细胞和 ＨｅｐＧ２细胞培养基为 ＲＰＭＩ１６４０
完全培养基，在 ３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中培
养。接种１ｄ后，细胞完全贴壁后更换培养基，除
去死细胞及细胞残渣。此后，每两天换１次培养
基。待细胞长至细胞培养瓶８０％以上，按１∶６的比
例进行细胞传代［８］。

２４２　空白 ＭＳＮ、ＰＴＸ＠ＭＳＮ的细胞毒性试验　
取对数生长期的 Ｌ０２细胞和 ＨｅｐＧ２细胞，分别以
每孔１×１０４个细胞的密度接种在９６孔细胞培养
板中，每孔体积为２００μＬ。放至恒温培养箱里培
养２４ｈ后，弃去培养基，然后分别加入以无血清
ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释的不同浓度空白 ＭＳＮ和空
白 Ｔａｘｏｌ材料聚氧乙烯蓖麻油（ｃｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ，
ＣｒＥＬ），以考察空白材料的细胞毒性；分别加入以
无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释的ＰＴＸ质量浓度为
０００５～２０μｇ／ｍＬ的 ＰＴＸ＠ＭＳＮ和 Ｔａｘｏｌ，以考察
制剂的细胞毒性。继续培养２４和４８ｈ，于给药结
束后，采用ＭＴＴ法评价空白 ＭＳＮ材料、空白 Ｔａｘｏｌ
材料、ＰＴＸ＠ＭＳＮ和 Ｔａｘｏｌ两组含药制剂对 Ｌ０２细
胞和 ＨｅｐＧ２细胞的细胞毒性［９－１０］。计算细胞存

活率。
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　结果与讨论

３１　ＭＳＮ和ＰＴＸ＠ＭＳＮ的理化性质研究
３１１　ＭＳＮ和ＰＴＸ＠ＭＳＮ粒径、电位及ＴＥＭ　由
电镜照片（图１）可以清楚地观察到 ＭＳＮ表面蠕虫
状的孔道，表明ＭＳＮ具有无序介孔结构，单分散性
良好，粒径约 １００ｎｍ，载药后 ＰＴＸ＠ＭＳＮ粒径为
１１０ｎｍ左右，没有显著增加。

采用激光粒度测定仪测定纳米粒的粒径、粒径

分布及电位（表１），结果显示 ＭＳＮ在水性介质中
粒径约２００ｎｍ，载药后的ＰＴＸ＠ＭＳＮ粒径稍大，为
２５０ｎｍ左右，而电镜测得的粒径分别为 １００和
１１０ｎｍ左右，造成粒径偏大的原因为：①在水性介
质中ＭＳＮ外表面的硅羟基结合水分子形成水化
层，因此较干燥状态下的粒子稍大［１１］；②激光粒度
测定仪的原理是通过激光衍射技术测定粒子粒径，

粒子对激光产生散射，因此计算机分析出的结果较

实际值偏大［７］。

ＭＳＮ和 ＰＴＸ＠ ＭＳＮ的表面电位分别为
－（２８０５±１９１）ｍＶ和 －（８０１±１８１）ｍＶ，主
要为ＭＳＮ表面的硅羟基在水性介质中可发生部分
电离呈负电性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅ（ＭＳＮ）（Ａ），（Ｂ）ａｎｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌ＠ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉ
ｃｌｅ（ＰＴＸ＠ＭＳＮ）（Ｃ）

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｉｚｅｓ，ＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｓａｎｄｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆＭＳＮａｎｄＰＴＸ＠ＭＳＮ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｉｚｅ／ｎｍ ＰＤＩ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ ＤＬ／％
ＭＳＮ １９７１±０１ ０２２７±００２５ －２８０５±１９１ ／
ＰＴＸ＠ＭＳＮ ２５６５±５５ ０２４６±００２１ －８０１±１８１ ２３７６±１１４

ＰＤＩ：Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ；ＤＬ：Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇ

３１２　载药量的测定　测定结果表明（表 １），
ＰＴＸ＠ＭＳＮ中 ＰＴＸ载药量为（２３７６±１１４）％。
ＰＴＸ分子大小约１０×１５×２０ｎｍ，本研究采用
的无序ＭＳＮ孔径约３０３ｎｍ，因此可实现对 ＰＴＸ
药物的有效负载。另外，ＭＣＭ４１型二氧化硅纳米
粒的载药量文献报道一般为（１６７±１２）％［７］，小

于本研究中无序 ＭＳＮ的载药量，推测原因可能是
无序孔道较ＭＣＭ４１比表面积大，因此所吸附的药
物分子数量更多。

３２　体外释放行为的考察
ＰＴＸ＠ＭＳＮ和 Ｔａｘｏｌ体外释放曲线如图２，比

较两组释放曲线可知，初始 ＰＴＸ＠ＭＳＮ组释放较
Ｔａｘｏｌ组稍快，这可能是ＭＳＮ外表面结合的ＰＴＸ分
子突释所致。随着时间的延长，ＰＴＸ＠ＭＳＮ组释药
速率较为缓慢，这有利于维持药物浓度在治疗窗

内。综上所述，与 Ｔａｘｏｌ相比，ＰＴＸ＠ＭＳＮ具有更
好的缓释特性。

根据一级、零级、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程和 ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ

指数模型，对 ＰＴＸ＠ＭＳＮ的体外释药曲线进行拟
合，拟合曲线如图３所示。结果表明，ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ
方程中相关系数最大，因此认为 ＰＴＸ＠ＭＳＮ体外
释药行为符合ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓ指数模型。另外，指数
模型中ｎ表示药物释放机制的特征参数，方程中
ｎ＝０２８０５，小于０４５，说明药物的释放以扩散机
制为主。

—▲—Ｔａｘｏｌ；—●—ＰＴＸ＠ＭＳＮ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＰＴＸｆｒｏｍＴａｘｏｌａｎｄＰＴＸ＠ＭＳＮ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

５５６



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（６）：６５３－６５８ 第４６卷

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＦｉｔｔｉｎｇｍｏｄｅｌｓｏｆＰＴＸ＠ＭＳＮｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅ：（Ａ）Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ；（Ｂ）Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ；（Ｃ）Ｈｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎ；（Ｄ）ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａｓｅｑｕａｔｉｏｎ

３３　细胞毒性试验
３３１　空白 ＭＳＮ细胞毒性试验　从图４Ａ可以
看出，在ＭＳＮ质量浓度介于１０～１００μｇ／ｍＬ范围
内，两种细胞的存活率均大于８５％，显示出良好的
安全性［１２］。图４Ｂ反映了 Ｔａｘｏｌ中辅料在低浓度
范围内细胞毒性低，而当ＣｒＥＬ超过００４１７５％时，

对Ｌ０２细胞和 ＨｅｐＧ２细胞的毒性会骤然变大，几
乎可以杀死全部的细胞。已有大量文献证明，

Ｔａｘｏｌ具有良好治疗效果的同时，也暴露出严重的
不足，即ＣｒＥＬ显示出严重的毒性及过敏反应，严
重时甚至威胁生命［１３］。由此可见，空白 ＭＳＮ具有
更好的生物安全性。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＭＳＮｓ（Ａ）ａｎｄｂｌａｎｋＴａｘｏｌ（Ｂ）ａｇａｉｎｓｔＬ０２ａｎｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｆｏｒ４８ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

３３２　ＰＴＸ＠ＭＳＮ的细胞毒性研究　以市售制剂
Ｔａｘｏｌ为阳性对照组，评价了 ＰＴＸ＠ＭＳＮ对 Ｌ０２细
胞和ＨｅｐＧ２细胞的细胞毒性，结果如图５所示。

ＩＣ５０的结果（表２）可见：ＰＴＸ＠ＭＳＮ和对照组
Ｔａｘｏｌ的细胞毒性呈时间依赖性和浓度依赖性，４８
ｈ的ＩＣ５０要显著小于２４ｈ的值（Ｐ＜０００１），且随
着ＰＴＸ浓度的增加，细胞毒性增强。与 Ｌ０２细胞
相比，两种制剂对ＨｅｐＧ２细胞的细胞毒作用更小，

Ｔａｂｌｅ２　ＩＣ５０ｏｆＰＴＸ＠ＭＳＮａｎｄＴａｘｏｌａｇａｉｎｓｔＬ０２ｃｅｌｌｓａｎｄＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ｃｅｌｌ ｔ／ｈ ＰＴＸ＠ＭＳＮ／（μｇ／ｍＬ） Ｔａｘｏｌ／（μｇ／ｍＬ）
Ｌ０２ ２４ ０５３０４±０００９５ ０８０５８±０１２４７

４８ ００４４１±０００４３ ００５４３±０００４９

ＨｅｐＧ２ ２４ ７９２±０９３ ８２５±２０５
４８ ０３６±００９＃ １６６±００５

Ｐ＜０００１：ＩＣ５０ａｔ２４ｈｖｓＩＣ５０ａｔ４８ｈ；＃Ｐ＜０００１：ＩＣ５０ｏｆＰＴＸ＠
ＭＳＮａｔ４８ｈｖｓＩＣ５０ｏｆＴａｘｏｌａｔ４８ｈ
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说明肿瘤细胞比普通细胞对化疗药物更加不敏感。

细胞比较两组制剂可发现，ＰＴＸ＠ＭＳＮ对 ＨｅｐＧ２
４８ｈ的ＩＣ５０显著小于Ｔａｘｏｌ组（Ｐ＜０００１）。此外，在
ＰＴＸ药物浓度较低时，ＰＴＸ＠ＭＳＮ对细胞的杀伤能
力强于Ｔａｘｏｌ，而当ＰＴＸ质量浓度大于５μｇ／ｍＬ时，

Ｔａｘｏｌ的细胞毒性骤然增强。其原因在于，当 ＰＴＸ
浓度增加的时候，Ｔａｘｏｌ制剂中ＣｒＥＬ的浓度也随之
增加，而高浓度的ＣｒＥＬ本身对细胞就具有较强的毒
性，这与图４得到的结果是一致的。综上所述，ＰＴＸ
＠ＭＳＮ组显示出更好的体外抗肿瘤活性。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＰＴＸ＠ＭＳＮａｎｄＴａｘｏｌａｇａｉｎｓｔＬ０２ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ（Ａ）ａｎｄ４８ｈ（Ｂ）．ＡｎｄｉｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａ
ｔｅｄｗｉｔｈＰＴＸ＠ＭＳＮａｎｄＴａｘｏｌｆｏｒ２４ｈ（Ｃ）ａｎｄ４８ｈ（Ｄ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

'

　结　论

介孔二氧化硅纳米粒已被广泛应用于药物传

输系统的构建。本研究采用溶剂吸附法，将 ＰＴＸ
分子通过氢键和范德华力吸附在ＭＳＮ无序的孔道
表面，制备得到的 ＰＴＸ＠ＭＳＮ可稳定分散在葡萄
糖注射液里。以市售制剂 Ｔａｘｏｌ为阳性对照，本研
究考察了 ＰＴＸ＠ＭＳＮ的体外释放行为，结果显示
其具有更好的缓释特性。此外，体外安全性研究表

明，空白ＭＳＮ生物相容性良好，而高浓度范围内的
Ｔａｘｏｌ辅料ＣｒＥＬ具有明显的毒性。细胞毒性研究
结果显示 ＰＴＸ＠ＭＳＮ具有更好的体外抗肿瘤活
性，对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的细胞毒性要显著强于
Ｔａｘｏｌ组。

在今后的研究中，拟进一步对 ＰＴＸ＠ＭＳＮ的
药动学、体内药效学进行评价，为 ＰＴＸ＠ＭＳＮ在肿

瘤治疗中的应用提供更深入的理论和实验基础。
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·新 信 息·

医药工业“十三五”规划将重点提倡创新

在１１月３０日中国医药企业管理协会主办的第二十八届中国医药产业发展高峰论坛上，来自国家相关部委的领
导透露，“十三五”规划与“十二五”相比有几大亮点。其中，提倡创新是重要内容。

据了解，在《中国制造２０２５》大框架下编制医药工业“十三五”规划，是国家战略规划。该规划由工信部等多部门
共同编制，集中行业的智慧，指导行业发展。“十三五”期间医药工业要紧扣小康，实现升级发展，进一步满足多层次、

多样化的健康需求，为卫生事业发展服务。

据工信部相关领导解读，医药工业既要推进健康中国建设服务，又要为ＧＤＰ增长跨越中等收入陷阱做贡献。遵
循行业发展规律就是要实现升级发展，既要做好增量，又要做优存量。而要做好增量，重点在于增强医药的创新能

力，“十三五”期间医药工业要实现升级发展，关键是落实创新驱动的发展战略，必须把创新摆在医药工业发展全局的

核心位置，把增强技术实力作为建设医药强国的战略支点，增强医药产业创新能力。同时要充分利用互联网、大数据

等手段提高创新能力，组织不同创新主体联合开展协同创新，实现创新资源的优化配置。

去年我国已经确定要抓紧实施已有的１６个国家重大专项，其中就包括新药创制，并在此基础上，以２０３０年为时
间结点再选择一批体现国家战略意图的重大科技项目，包括量子通讯、智能制造和机器人及健康保障领域再部署一

批重大科技项目，其中与医药行业相关的就是健康保障。这充分说明国家将增加投入，支持创新。

近年来，我国不断出台政策将医药列为战略性新兴产业和《中国制造２０２５》的重点发展领域。在战略性新兴产
业里面，医药行业位列第二方阵，在《中国制造２０２５》领域中，医药成为重点，位列第一方阵，可见医药行业的地位在
不断提升，可以说国家对医药行业空前重视。而在“十三五”期间，还将出台财税等优惠政策来积极扶持智能制造

２０２５，包括医药制造的智能化路线。
在业内人士看来，医药智能制造是实现医药工业转型升级的有力抓手，也是主攻方向。上市公司中，诚益通、迦

南科技、楚天科技等都是医药智能制造工业４．０的优质标的，在医药工业的产业升级、实现可持续增长的战略转型过
程中，将发挥重要作用，并且有望在“十三五”期间实现订单突破，受益于行业创新带来的新机遇。

（慧聪网）
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