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ＰＥＧ可脱除材料修饰 ｍｉＲＮＡ纳米粒的制备以及
体内外性质的考察
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摘　要　制备ＰＥＧ可脱除材料修饰ｍｉＲＮＡ纳米粒，考察其细胞摄取以及体内分布情况。采用酰胺键缩合的方法合成可被
β环糊精包合的金刚烷修饰的ＰＥＧ材料，通过静电作用与ｍｉＲ３４ａ复合制得纳米粒，加入与β环糊精亲和力更高的布洛芬
后可置换脱除纳米粒的ＰＥＧ壳，测定该ＰＥＧ可脱除纳米粒的粒径和Ｚｅｔａ电位；考察其在４Ｔ１细胞上的摄取能力以及在荷
有４Ｔ１细胞的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体内的分布情况。结果显示，可被β环糊精包合的金刚烷修饰的ＰＥＧ材料合成成功；通过静电
作用与ｍｉＲ３４ａ复合后制得的ＰＥＧ可脱除纳米粒，粒径为１０７７ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为１５８ｍＶ；相比于ＰＥＧ未脱除的纳米粒，被
４Ｔ１细胞摄取的能力与在小鼠体内肿瘤部位的浓度都有显著提高，该体系在肿瘤治疗领域的应用具有很大的潜力。
关键词　ＰＥＧ可脱除；基因载体；纳米粒；ＭｉＲ３４ａ；４Ｔ１细胞；乳腺癌
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一种内源性的、非编
码的、１９～２５个核苷酸的单链 ＲＮＡｓ，它们要经历

以下过程：先转录为 ｐｒｅｍＲＮＡｓ，经过内切酶的切
割，细胞核转运，最终发展成为单链成熟 ｍｉＲＮＡｓ。
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它们在基因表达中扮演着十分重要的角色，参与细

胞的分化、增殖、凋亡以及应激反应［１］。ＭｉＲ３４ａ
是ｍｉＲ３４家族的一员，调控ｐ５３基因的表达，是重
要的抑癌基因［２］。阳离子载体如聚乙烯亚胺

（ＰＥＩ）等通过静电作用能够压缩 ＤＮＡ，ｍｉＲＮＡｓ等
基因药物，制成纳米规格的粒子后能轻易通过内

吞，膜融合或两者结合的方式被细胞摄取［３－４］。但

当它们与负电性的血清蛋白结合后进而促进聚集

作用甚至免疫细胞的吞噬作用，导致体内的不稳定

性，肿瘤部位的低浓度或者炎症因子的刺激表达反

应，使得它们的应用受到很大的阻碍［５－７］。将亲水

性的成分例如ＰＥＧｓ接载到载体材料上后，能减少
蛋白质的非特异性吸附，进而改善它们的药物动力

学性质［８］。但是 ＰＥＧ化又会阻碍细胞对其的摄
取［９］。因此，ＰＥＧ的体内脱除尤其是肿瘤部位的
去ＰＥＧ化是非常必要的。利用 β环糊精（βＣＤ）
的包合物形成原理，现合成可被 β环糊精聚乙烯
亚胺（βＣＤＰＥＩ）的βＣＤ空腔物理包合的金刚烷
ＰＥＧ（ＡＤＡＰＥＧ），其中ＰＥＩ静电复合ｍｉＲ３４ａ后形
成纳米粒，ＰＥＧ层暴露在外，当引入与 βＣＤ亲和
力更高的布洛芬（ＩＢＵ）后可将 ＡＤＡＰＥＧ置换出
来，从而暴露更多正电荷，促进肿瘤细胞对纳米粒

的摄取，继而发挥更好的药效，这种ＰＥＧ可脱除策
略在肿瘤治疗领域是十分具有潜力的。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｈｅｄｄａｂｌｅＰＥＧｍｏｄｉｆｉｅｄｍｉＲＮＡｃｏｍｐｌｅｘｉｎｇｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．
（βＣＤ：βｃｙｌｏｄｅｘｔｒｉｎ；ＰＥＩ６００：ＰｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅＭＷ６００；ｍｉＲ３４ａ：Ｍｉ
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ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；ＩＢＵ：Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ）

!

　材　料

１１　试　剂
ＭｉＲ３４ａ（５′ＵＧＧＣＡＧＵＧＵＣＵＵＡＧＣＵＧＧＵＵ

ＧＵ３′）、ＦＩＴＣｍｉＲ３４ａ、ＣＹ５ｍｉＲ３４ａ（广州锐博生
物科技有限公司）；ＤＭＥＭ培养基（上海Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；ＦＢＳ、胰酶（上海复蒙基因生物科技有限公
司）；金刚烷、乙酸、ＡＤＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＮＨ２

ＰＥＧ５０００（北京键凯科技有限公司）；布洛芬
（ＩＢＵ）、二环己基碳二亚胺（ＤＣＣ）、４二甲氨基吡
啶（ＤＭＡＰ）、二氯甲烷（ＣＨ２Ｃｌ２）均为市售分析纯。
１２　仪　器

ＵｎｉｔｙＩｎｏｖａ４００型核磁共振分析仪（美国瓦里
安公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ微量分析天平（德国赛多利斯
公司）；ＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０型激光粒度及 Ｚｅｔａ电位分
析仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；Ｈ６００型透射电子显微
镜（日本日立公司）；ＭＣＯ１７ＡＣ型ＣＯ２培养箱（日
本三洋公司）；３Ｋ１５台式冷冻离心机（德国 Ｓｉｇｍａ
Ｌａｂｏｒｚｅｎｔｒｉｆｕｇｅｎ公司）；ＣａｎｔｏＴＭＦＣ５００流式细胞仪
（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＩＶＩＳ活体成像仪
（美国ＣａｌｉｐｅｒＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公司）；ＣＭ１９５０型冰冻
切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；ＬＳＭ７１０型共聚焦荧光
显微镜（德国Ｚｅｉｓｓ公司）。
１３　细胞与动物

小鼠乳腺癌（４Ｔ１）细胞购自上海 ＡＴＣＣ；
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，４～６周龄，由成都达硕动物繁
殖中心提供。所有动物实验均符合动物伦理委员

会标准。

"

　方　法

２１　金刚烷修饰的ＰＥＧ材料的合成
βＣＤ修饰的ＰＥＩ材料（ＣＤＰＥＩ６００）为本课题

组前期研究中合成所得［１０］。精密称取金刚烷乙酸

（ＡＤＡ）１０２ｍｇ，氨基末端聚乙二醇（ＮＨ２ＰＥＧ５０００）
２５３ｍｇ，催化剂二环己基碳二亚胺（ＤＣＣ）２０７ｍｇ
和４二甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ）１４９ｍｇ，溶于二氯甲烷
（ＣＨ２Ｃｌ２）１５ｍＬ中，２５℃水浴１２ｈ。反应结束后
悬干除去溶剂，再将产物溶于水中，过滤掉不溶于

水的缩合剂以及副产物，于截留相对分子质量

１０００的透析袋中透析２ｄ，再冻干，溶于ＣＤＣｌ３中，
核磁验证（６００ＭＨｚ）。
２２　纳米粒的制备和粒径、电位的测定以及形态
观察

称取 ＣＤＰＥＩ６００（ＣＰ６００）１３１ｍｇ，ＡＤＡＰＥＧ
１５２ｍｇ（摩尔比为２∶１），分别溶解于水５ｍＬ中，
将ＣＰ６００溶液缓慢滴加于 ＡＤＡＰＥＧ溶液中，室温
搅拌１２ｈ，冻干得到ＡＤＡＰＥＧＣＤＰＥＩ６００（ＡＰＣＤ）。
称取ＣＰ６００和ＡＰＣＤ粉末，配制成ＰＥＩ部分浓度为
１ｍｇ／ｍＬ的ＤＥＰＣＨ２Ｏ溶液，再 与 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ
３４ａ）按质量比ＰＥＩｍｉＲＮＡ（４∶１）等体积涡旋３０ｓ后
静置０５ｈ（每个样品含ｍｉＲＮＡ１０μｇ），制备得到纳
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米 粒 ＣＰ６００ｎｐ（ＣＤＰＥＩ６００／ｍｉＲＮＡ），ＡＰＣＤｎｐ
（ＡＰＣＤ／ｍｉＲＮＡ），ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ（ＡＰＣＤ／ｍｉＲＮＡ＋
ＩＢＵ），其中 ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ是在制备好的 ＡＰＣＤｎｐ
中加入了 βＣＤ１０倍量的布洛芬，测量前加入
ＤＥＰＣ水溶液８００μＬ稀释后，加入比色皿中，调节
光强度、介质参数和温度，平衡时间３０ｓ后，重复
测定３次。同样将稀释后的样品加入电位测定皿
中，确定无气泡后调节介质参数、温度，平衡时间

３０ｓ后重复测定３次。纳米粒形态通过透射电镜
进行考察，将各组纳米粒放置于铜网上，用磷钨酸

染色 ３０ｓ，用滤纸吸出多余染液，自然风干后在
２００ｋＶ下进行观察。
２３　摄取实验

按纳米粒制备方法制备包载了 ＦＩＴＣｍｉＲＮＡ
（ＦＩＴＣｍｉＲ３４ａ，ＦＡＭ）纳米粒。将生长状态良好的
４Ｔ１细胞消化后，按每孔１０×１０５个细胞接种于
１２孔板中，用含１０％胎牛血清和双抗的ＤＭＥＭ培养
基于３７℃，５％ＣＯ２培养过夜，至细胞融合达８５％以
上，弃去培养基，用灭菌后的ＰＢＳ洗涤３遍，加入无
血清培养基５００μＬ和各纳米粒５０μＬ（ｍｉＲ３４ａ，
２μｇ）。放于孵箱中培养２ｈ，弃去培养基后，用含
００２％ＥＤＴＡ的胰酶消化细胞，离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，
３ｍｉｎ），用ＰＢＳ洗涤３遍，除去吸附在细胞表面的纳
米粒后，用ＰＢＳ重悬进行流式细胞术检测。
２４　体内分布

将生长状态良好并处于对数期的４Ｔ１细胞消
化后，按每只 １０×１０６的细胞数接种于雌性
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的腋下，１４ｄ后待肿瘤长至肉眼可
见。将小鼠随机分成４组，每组３只，分别为空白，
ＣＰ６００ｎｐ，ＡＰＣＤｎｐ，ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ，其中 ＡＰＣＤｎｐ＋
ＩＢＵ组为在给药前３０ｍｉｎ内，在小鼠瘤内注射 β
ＣＤ１００倍量的 ＩＢＵ（每只０７ｍｇ），将 ＣＹ５ｍｉＮＡ
（ＣＹ５ｍｉＲ３４ａ）与 ＡＰＣＤ材料复合按纳米粒制备
方法制备得到纳米粒。尾部静脉注射纳米粒

２００μＬ（ｍｉＲ３４ａ，每只１０μｇ），２ｈ后处死小鼠，解
剖各脏器。在ＩＶＩＳ活体成像仪下观察。
２５　纳米粒在肿瘤部位的荧光切片

将取出的肿瘤组织，用 ＰＢＳ洗涤３遍，吸去多
余水分后用ＣＭ１９５０型冰冻切片机进行切片（每张
８μｍ），立即用４％多聚甲醛避光固定１５ｍｉｎ。小
心吸去多聚甲醛后，用 ＰＢＳ洗涤 ３次。弃去 ＰＢＳ
后，滴加 ＦＩＴＣ鬼笔环肽染液２００μＬ（５μｇ／ｍＬ），
进行细胞骨架染色，室温染色３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗

涤３次，用 ＤＡＰＩ染液 ２００μＬ（２μｇ／ｍＬ）覆盖切
片，室温避光孵育５ｍｉｎ。小心吸去溶液，再用ＰＢＳ
小心洗涤切片３次后，于共聚焦荧光显微镜下观察
ＣＹ５荧光的分布。
２６　结果分析

数据采用 Ｐｒｉｓｍ６０软件的 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ
检验各组间差异，Ｐ＜００５代表具有显著性差异，
Ｐ＜００１代表具有统计学极显著差异。

&

　结果与讨论

３１　金刚烷修饰的ＰＥＧ材料的合成验证
金刚烷修饰的ＰＥＧ（ＡＤＡＰＥＧ）材料的核磁图

如图２所示，产生了３６～３８和１７～１９的信号
峰，分别是ＰＥＧ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）和ＡＤＡ（ＣＨ２ＣＨ）的特
征峰，证实了合成产物ＡＤＡＰＥＧ材料的正确性。

Ｆｉｇｕｒｅ２　１ＨＮＭＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＤＡＰＥＧ

３２　粒径、电位以及电镜图
依靠静电复合得到的纳米粒的各粒径如下：

ＣＰ６００ｎｐ为（９０８±２９）ｎｍ，小于ＰＥＧ未脱除的粒
径为（１２８０±３７）ｎｍ的ＡＰＣＤｎｐ，而ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ
的粒径为（１０７７±１５）ｎｍ，大于 ＣＰ６００ｎｐ且小于
ＡＰＣＤｎｐ，这是因为 ＰＥＧ的引入使得纳米粒的水合
半径增大，所以 ＡＰＣＤｎｐ的粒径最大，而加入了 β
ＣＤ１０倍量的布洛芬（ＩＢＵ）后的纳米粒 ＡＰＣＤｎｐ＋
ＩＢＵ，ＩＢＵ可以竞争βＣＤ的空腔（ＩＢＵ，βＣＤ包合物
形成常数Ｍ１（越大表示越容易形成包合物）：ＩＢＵ＞
２５００，ＡＤＡ：５０１）［１１］，所以当 ＰＥＧ脱除后粒径逐渐
恢复到ＣＰ６００ｎｐ的大小，但是ＰＥＧ的不完全脱除导
致ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ略大于 ＣＰ６００ｎｐ。纳米粒的电镜
图与激光粒度仪测得的结果相一致（图３）。从Ｚｅｔａ
来看也有相同的趋势，未 ＰＥＧ化的 ＣＰ６００ｎｐ所带
的正电荷最多，Ｚｅｔａ电位为（１８３±２４）ｍＶ，而
ＰＥＧ化后，ＰＥＧ屏蔽了部分正电荷，所以 ＡＰＣＤｎｐ
的Ｚｅｔａ电位为（１０７±１８）ｍＶ，ＰＥＧ不完全脱除
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的ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ的Ｚｅｔａ电位为（１５８±３２）ｍＶ，
介于ＣＰ６００ｎｐ和ＡＰＣＤｎｐ间。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｔａｂｌｅ１　ＳｉｚｅａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ Ｓｉｚｅ／ｎｍ　 ＰＤＩ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ
ＣＰ６００ｎｐ ９０８±２９ ０２８０ １８３±２４
ＡＰＣＤｎｐ １２８０±３７ ０２１３ １０７±１８
ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ １０７７±１５ ０１８１ １５８±３２

３３　纳米粒的细胞摄取
由流式细胞仪测得的４Ｔ１细胞摄取结果如图

４所示：ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ的摄取阳性率基本与
ＣＰ６００ｎｐ相当，但显著高于 ＡＰＣＤｎｐ组，说明加入
与βＣＤ包含物形成常数更高的 ＩＢＵ后，ＩＢＵ竞争
性的亲和 βＣＤ空腔，将包合物形成常数较低的
ＡＤＡＰＥＧ置换下来，暴露出更多的正电荷，结构类
似于ＣＰ６００ｎｐ，因此其摄取进入细胞的纳米粒与
ＣＰ６００ｎｐ相当。在表示荧光强度的Ｘｍｅａｎ值的比
较中，ＣＰ６００ｎｐ最高，因为其所带的正电荷最多，与
带负电的细胞膜作用程度更高；ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ组
的Ｘｍｅａｎ值则低于阳离子的 ＣＰ６００ｎｐ，但是却明
显高于 ＡＰＣＤｎｐ组，说明 ＰＥＧ可脱除的纳米粒有
助于肿瘤细胞的摄取。

３４　纳米粒的体内分布
体内分布结果如图５所示，总体来看纳米粒主

要分布在肝、肾等代谢器官，肿瘤部位相对较低，但

当对肿瘤组织进行荧光拍摄可见（图６），荧光强度
排序为 ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ组最高，ＡＰＣＤｎｐ基本与
ＣＰ６００ｎｐ，ｍｉＲＮＡ溶液相接近，说明当加入了包含
物形成常数更高的 ＩＢＵ后，可以有效脱除 ＰＥＧ，从
而暴露更多的正电荷，摄取进入细胞的纳米粒的数

量亦更多。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｃｅｌｌｓ（ＡａｎｄＢ）ａｎｄｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（Ｃ）ｏｆＣＰ６００ｎｐ，ＡＰＣＤｎｐ，ａｎｄＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵｕｐｔａｋｅｂｙ４Ｔ１
ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｘｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒａｎｄｏｒｇａｎｓｅｘｃｉｓｅｄｆｒｏｍｍｉｃｅ
ｂｅａｒｉｎｇ４Ｔ１ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓａｔ２ｈａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ａ：Ｅｘｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｅｘｃｉｓｅｄｆｒｏｍｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇ
４Ｔ１ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓａｔ２ｈａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｂ：Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎｏｆＣＹ５ｍｉＲＮＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ４Ｔ１
ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅｂｙｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｖａｌｕｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜００１

３５　纳米粒的肿瘤荧光切片
进一步对纳米粒在肿瘤部位的分布进行荧光

显微镜考察，从图７可以看出，ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ组的
荧光强度最高，ｍｉＲＮＡ最弱，ＡＰＣＤｎｐ荧光强度基
本与ＣＰ６００ｎｐ相当且荧光较弱。说明了ＰＥＧ的脱
除有助于纳米粒摄取进入细胞内，这与流式细胞术

的结果相一致，再次说明该 ＰＥＧ脱除策略可以增
加药物在肿瘤部位的浓度。

)

　结　论

采用静电复合制备的可脱除 ＰＥＧ的 ｍｉＲＮＡ
纳米粒 ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ，粒径在纳米级别，ＰＤＩ较
小，适合静脉给药。在纳米粒的表面引入 ＰＥＧ后

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｔｕｍｏｒｓｅｃｔｉｏｎｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｔａｋｅｎｆｒｏｍｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇ４Ｔ１
ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓａｔ２ｈａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＣＰ６００，ＡＰＣＤｎｐ，ａｎｄ
ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵＴｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）ａｎｄｒｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔＣＹ５ｍｉＲＮＡ（×１００）

可以减少非特异性吸附，同时在肿瘤部位脱除

ＰＥＧ壳从而增加肿瘤细胞对纳米粒的摄取，继而
发挥更好的抗肿瘤效应。从流式细胞术检测肿瘤

细胞对纳米粒的摄取情况来看，ＰＥＧ可脱除的纳
米粒ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ组基本能达到与未 ＰＥＧ化的
阳离子纳米粒 ＣＰ６００ｎｐ的摄取水平，显著高于
ＰＥＧ未脱除的ＡＰＣＤｎｐ组，且在体内分布实验可看
出ＡＰＣＤｎｐ＋ＩＢＵ的肿瘤分布也是要高于阳离子
ＣＰ６００ｎｐ和 ＰＥＧ未脱除的 ＡＰＣＤｎｐ组，说明肿瘤
部位ＰＥＧ可脱除的设计能达到提高肿瘤部位药物
浓度的目的，接下来将进一步考察其体内外药

效学。
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·新药信息·

２０１５年中国公立医疗机构抗肿瘤药品种 ＴＯＰ２０

排名 产品名称 企业名称 ２０１５年销售额（万元） ２０１５年增长率（％）
１ 注射用紫杉醇脂质体 南京绿叶思科药业 ２１５０８１ ２２．１９
２ 替吉奥胶囊 山东新时代药业 ２０４５７９ １５３８
３ 利妥昔单抗注射液 罗氏 １９５０６４ １２８７
４ 卡培他滨片 罗氏 １７５８２４ ２３３
５ 多西他赛注射液 江苏恒瑞医药 １７０８７７ ５７１
６ 注射用曲妥珠单抗 罗氏 １６３５７２ ２２６５
７ 注射用培美曲塞二钠 江苏豪森药业集团 １５０５２７ ６４５
８ 注射用盐酸吉西他滨 江苏豪森药业集团 １４４９９３ ６１３
９ 甲磺酸伊马替尼片 诺华 １３６９３６ ８４６
１０ 注射用培美曲塞二钠 齐鲁制药 １２５８９９ ３２７
１１ 吉非替尼片 阿斯利康 １２５３８８ ９８２
１２ 注射用奥沙利铂 赛诺菲 １１７１１６ ８９１
１３ 注射用奥沙利铂 江苏恒瑞医药 ９５４４１ ３７２
１４ 多西他赛注射液 齐鲁制药 ９０４２１ １６４１
１５ 贝伐珠单抗注射液 罗氏 ８９００５ １７３５
１６ 注射用盐酸伊立替康 江苏恒瑞医药 ８４３９４ １３０８
１７ 斑蝥酸钠维生素Ｂ６注射液 贵州柏强制药 ８０９１５ ９９４
１８ 乌苯美司胶囊 浙江普洛康裕制药 ７５９６１ １８８４
１８ 多西他赛注射液 赛诺菲 ７５２５４ １１５１
２０ 注射用盐酸吡柔比星 深圳万乐药业 ６８６２１ ３３８

（数据来源：米内网）
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