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ＰＥＧ修饰的大黄酸偶联物的合成及紫杉醇纳米胶束的制备

王夏英，邱梁桢，李青卓，徐　伟，王晓颖

（福建中医药大学，福州 ３５０１２２）

摘　要　抗肿瘤药物紫杉醇（ＰＴＸ）在水中的溶解度低，其临床制剂Ｔａｘｏｌ所使用的增溶剂ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ毒副作用大，影响
其临床治疗效果。本研究设计ＰＥＧ修饰羧甲基壳聚糖并接枝大黄酸，合成了两亲性 ｍＰＥＧ羧甲基壳聚糖大黄酸（ＣＲｍＰ）
偶联物，作为ＰＴＸ的递送载体材料，并制备了载ＰＴＸ的ＣＲｍＰ纳米胶束（ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束）。利用红外光谱（ＦＴＩＲ）和
核磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ）对 ＣＲｍＰ偶联物进行结构表征。通过动态激光粒径仪（ＤＬＳ）和原子力显微镜（ＡＦＭ）对 ＰＴＸ／
ＣＲｍＰ纳米胶束的粒径与形态进行表征。通过ＭＴＴ法评估 ＣＲｍＰ偶联物和 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束对 ＭＣＦ７细胞的细胞毒
性，结果显示，ＣＲｍＰ偶联物具有良好的安全性；随给药时间的延长，ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束在相同药物浓度下表现出优于
Ｔａｘｏｌ的体外抗肿瘤活性。
关键词　紫杉醇；羧甲基壳聚糖；聚乙二醇；大黄酸；聚合物胶束；抗肿瘤；表征
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第４９卷第５期 王夏英，等：ＰＥＧ修饰的大黄酸偶联物的合成及紫杉醇纳米胶束的制备

　　聚合物胶束作为一种纳米药物载体，近年来受
到广泛的关注。聚合物胶束的疏水内核可作为疏

水性药物的存储空间，将难溶性药物包载于其中；

其亲水性外壳能提高胶束在水溶液中的稳定性，并

能保护胶束，避免其在体内被网状内皮系统识别而

被快速清除［１－３］。聚合物胶束粒径较小，能通过增

强渗透滞留效应（ＥＰＲ）提高抗肿瘤药物向肿瘤部
位递送的效果［４－５］。

羧甲基壳聚糖（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＭＣＳ）
为壳聚糖水溶性衍生物，具有良好的生物相容性，

生物活性，抗菌活性及稳定性。ＣＭＣＳ上具有多种
官能团，例如ＮＨ２和ＣＯＯＨ，具有良好的可修饰
性。因此，ＣＭＣＳ作为药物载体被广泛应用于医药
领域［６－７］。大黄酸（ｒｈｅｉｎ，Ｒ）为中药大黄的主要成
分之一，具有抗炎、抗肿瘤细胞增殖、抗肿瘤血管生

成等作用［８－９］，并与抗肿瘤药物紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，
ＰＴＸ）具有协同抗肿瘤作用［１０］。

聚乙二醇（ＰＥＧ）由重复的氧乙烯基组成，其具
有高度的亲水性。研究人员于上世纪７０年代首次
提出将ＰＥＧ用于药物的修饰［１１］。经 ＰＥＧ化的药
物能增加水溶性，降低酶降解和肾小球滤过率，下

调免疫原性或抗原性，保护其免遭体内环境破

坏［１２－１５］。目前，许多ＰＥＧ化的化疗制剂已被 ＦＤＡ
批准上市［１６－１８］。

本研究以 ＰＥＧ修饰的羧甲基壳聚糖为骨架，
接枝小分子大黄酸合成两亲性 ｍＰＥＧ羧甲基壳聚
糖大黄酸偶联物（ＣＲｍＰ偶联物）作为药物递送载
体材料，并制备了载抗肿瘤药物 ＰＴＸ的 ＣＲｍＰ纳
米胶束（ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束），该胶束能增加
ＰＴＸ的水溶性，并提高ＰＴＸ抗肿瘤的效果。

!

　材　料

１１　试　剂
Ｏ羧甲基壳聚糖（相对分子质量 １×１０５，青

岛弘海生物技术有限公司）；大黄酸（陕西澳源生

物技术有限公司，纯度≥９８％）；紫杉醇（上海中
西三维药业有限公司）；透析袋（ＭＷＣＯ１４０００，上
海绿鸟科技发展有限公司）；Ｎ羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ，纯度≥９８％）；１乙基３（３二甲氨基丙
基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ，纯度≥９８％）
（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；羧基化聚

乙二醇单甲醚（ｍＰＥＧＣＯＯＨ，相对分子质量

２０００，纯度≥９８％，上海金穗生物科技有限公
司）；ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍＭｏｄｉｆｉｅｄ，磷酸盐缓冲液（１×），
０２５％胰蛋白酶（１×），青霉素链霉素溶液（美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。
１２　仪　器

ＭＳ１０５ＤＵ十万分之一电子天平［特勒托利多
仪器（上海）有限公司］；ＪＹ９２２Ｄ超声波细胞粉碎机
（宁波新芝生物科技股份有限公司）；Ａｌｐｈａ１２ＬＤ
冷冻干燥机（德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司）；ＮＩＣＯＭＰＴＭ３８０ＺＬＳ
激光粒径测定仪（美国 ＳａｎｔａＢｂａｒｂａｒａ公司）；
ＡｖａｎｃｅＩＩＩ５００核磁共振波谱仪（瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ公
司）；原子力显微镜 ５５００（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ５０傅里叶变换红外光谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ多功能酶标仪
（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）。

"

　方　法

２１　ＰＥＧ修饰的羧甲基壳聚糖大黄酸（ＣＲｍＰ）
偶联物的合成

称取适量的 ＣＭＣＳ置反应瓶中，加入蒸馏水
１０ｍＬ溶胀３０ｍｉｎ。取反应量的大黄酸置广口瓶
中，加入１％ＮａＨＣＯ３溶液１０ｍＬ，加热使溶解，冷
却至室温。取反应量的 ｍＰＥＧＣＯＯＨ粉末置广口
瓶中，加入蒸馏水５ｍＬ溶解。将 ｍＰＥＧＣＯＯＨ溶
液加入到已冷却至室温的大黄酸溶液中，加入

ＥＤＣ·ＨＣｌ，活化２０ｍｉｎ，再加入ＮＨＳ，将此混合液搅
拌下加入ＣＭＣＳ溶液中，避光搅拌２４ｈ。反应结束
后，用丙酮沉淀反应物，静置后抽滤（０４５μｍ的滤
膜）。将抽干后的反应产物溶解于水中，冰水浴条

件下探头超声至澄清后过０８μｍ的滤膜，滤液转
置于透析袋中透析３ｄ。

透析结束后，将产物水溶液再次在冰水浴条件

下探头超声２０ｍｉｎ后，取上清液过膜（０８μｍ），
滤液－２０℃冰箱预冻，冷冻干燥，即得 ＣＲｍＰ偶
联物。

２２　ＣＲｍＰ偶联物的结构表征
２２１　红外光谱（ＦＴＩＲ）表征　采用溴化钾（ＫＢｒ）
压片法。取适量 ＣＭＣＳ、大黄酸、ｍＰＥＧＣＯＯＨ、
ＣＲｍＰ偶联物，分别加适量 ＫＢｒ，于红外灯下研磨
混合，压片，进行红外检测，记录ＦＴＩＲ光谱。
２２２　核磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ）表征　分别称取
ＣＭＣＳ、ｍＰＥＧＣＯＯＨ和 ＣＲｍＰ偶联物各 １０ｍｇ，
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ＣＭＣＳ、ｍＰＥＧＣＯＯＨ以 Ｄ２Ｏ为溶剂，ＣＲｍＰ偶联物
以Ｄ２ＯＤＭＳＯｄ６，１∶１比例为溶剂，溶解后加入核磁
管中，四甲基硅烷为内标，采用核磁共振仪测定样

品的１ＨＮＭＲ。
２３　取代度的测定
２３１　大黄酸取代度的测定　ＣＲｍＰ偶联物上大
黄酸的取代度采用紫外分光光度法测定。精密称

取大黄酸对照品适量，以甲醇为溶剂配制系列浓

度，于２２９ｎｍ波长处检测，绘制大黄酸的标准曲
线。将供试品溶液所测的吸收度，代入标准曲线

中，得到大黄酸的浓度，根据公式（１）计算大黄酸
在ＣＲｍＰ偶联物上的取代度（ＤＳＲ）：

ＤＳＲ（ｇ／ｇ）＝
ｍＲ
ｍＣＲｍＰ

（１）

式中，ｍＲ为大黄酸接枝在 ＣＲｍＰ偶联物上的
量（ｇ）；ｍＣＲｍＰ为测定时所称取的ＣＲｍＰ偶联物的量
（ｇ）。
２３２　 ｍＰＥＧＣＯＯＨ取代度的测定 　 ｍＰＥＧ
ＣＯＯＨ取代度通过１ＨＮＭＲ谱计算而得。ＣＲｍＰ偶
联物完成１ＨＮＭＲ谱图分析后，根据特征峰峰面积
的比值计算得到ｍＰＥＧＣＯＯＨ的取代度。
２４　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的制备

称取ＣＲｍＰ偶联物１８ｍｇ，加蒸馏水适量，室
温下搅拌溶解后冰水浴探头超声１０ｍｉｎ，将 ＰＴＸ
溶于无水乙醇中，然后逐滴加至ＣＲｍＰ纳米胶束溶
液中，剧烈搅拌２０ｍｉｎ，冰水浴探头超声３０ｍｉｎ，透
析２４ｈ后，冰水浴探头超声２０ｍｉｎ后用０８μｍ滤
膜滤过，即得ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束溶液，冻干后得
ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束冻干粉末。
２５　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束载药量和包封率的测定
２５１　色谱条件的建立　色谱柱为 ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ
ＳＰ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇水
（６９∶３１），流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测
波长为２２７ｎｍ，进样量为２０μＬ。
２５２　标准曲线的制备　取 ＰＴＸ３ｍｇ，精密称
定，置１０ｍＬ的量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，
摇匀，得质量浓度为 ３０７μｇ／ｍＬ的储备液。取此
储备液，以甲醇为溶剂，逐步稀释配制质量浓度分

别为９２１，６１４、３０７，２４５６，１５３５，２４５６，１５３５
μｇ／ｍＬ的 ＰＴＸ溶液，按“２５１”项下色谱条件测
定，记录峰面积，绘制标准曲线，

２５３　测定方法　精密称定适量的 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ

纳米胶束冻干粉末，加水溶解，０８μｍ滤膜滤过。
取适量的滤过液置１０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻
度，破坏胶束结构，使得ＰＴＸ从胶束中游离出来溶
解在甲醇溶液中，用０２２μｍ滤膜滤过，取续滤液
按“２５１”项下色谱条件测定，记录峰面积，计算
ＰＴＸ含量，并计算该纳米胶束的包封率（ＥＥ）和载
药量（ＤＬ）。
２６　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的表征
２６１　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的粒径分布与电位　
称取适量 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束冻干粉末，冰浴探
头超声溶解，过 ０８μｍ滤膜，制备得到 ＰＴＸ／
ＣＲｍＰ纳米胶束溶液，用动态激光粒径仪（ＤＬＳ）测
定胶束粒径分布及Ｚｅｔａ电位。
２６２　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的形态学分析　
ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的形貌研究采用原子力显微
镜（ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＡＦＭ）观察。新剥离的
云母片预先用双面胶贴在金属基片上，吸取载药

ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束溶液适量，滴加到云母表面
上，用氮吹仪使其干燥完全。待云母片上的溶液干

燥形成薄膜后，将云母片置 ＡＦＭ中进行观察进行
扫描观察，显微镜探头采用轻敲模式（ｔａｐｐｉｎｇ
ｍｏｄｅ）探测胶束形貌。
２７　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的体外细胞毒性

ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的体外细胞毒性通过３
（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐
（ＭＴＴ）法评价。
２７１　细胞培养　将ＭＣＦ７细胞（ＡＴＣＣ）加入含
有１０％ ＦＢＳ、１％青链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，
置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中，隔天换液。当细胞
贴壁达到约为８０％ ～９０％，细胞单层贴壁生长时
即可进行传代培养。

２７２　细胞种板　取对数生长期的细胞，按常规
方法消化细胞制备单细胞混悬液，将细胞混悬液

以１２００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃除上清液，加入新鲜
的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液，调整浓度为每毫升
５×１０４个细胞的悬浮液，接种于９６孔板中，每个
孔加入细胞悬浮液１００μＬ，培养箱中孵育２４ｈ使
其贴壁。

２７３　细胞毒性试验　待细胞孵育２４ｈ后，吸弃
培养液。设置不同分组，包括 Ｔａｘｏｌ组、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ
ＥＬ：无水乙醇混合溶剂（１∶１）组、ＣＲｍＰ偶联物组、
ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束组、空白组和对照组。将上
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述各组受试液向９６孔板中各加入１５０μＬ，分别含
ＰＴＸ浓度为 １０００，５００，１００，５０，１０，５，１ｎｍｏｌ／Ｌ
６种不同浓度的培养液，每个浓度平行 ６个孔，以
不含细胞的培养基和 ＭＴＴ溶液为空白组，含细胞
不给药物的细胞为正常组，３７℃，５％ＣＯ２培养箱
中孵育。分别于加药后２４，４８，７２ｈ，将培养板取
出，每孔加入０５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１００μＬ，３７℃
培养箱中继续孵育４ｈ后取出，小心吸取上清液。
每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ溶解蓝紫色结晶物。用酶
标仪在５７０ｎｍ处测定吸收度。并根据各孔的吸收
度计算细胞的存活率。

#

　结　果

３１　ＣＲｍＰ偶联物的合成
ＣＭＣＳ分子链上有丰富的氨基，大黄酸、

ｍＰＥＧＣＯＯＨ结构上含有羧基。因此，本反应以活
性较高的酰胺反应为基础，在 ＥＤＣ和 ＮＨＳ的催化
下，同时活化大黄酸和 ｍＰＥＧＣＯＯＨ的羧基，使其
与ＣＭＣＳ的氨基发生酰胺反应，将大黄酸、ｍＰＥＧ
ＣＯＯＨ接枝到 ＣＭＣＳ上形成 ＣＲｍＰ偶联物。该合
成工艺（见图１）简单，反应条件温和，产率较高，操
作简便易于重复。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣＲｍＰｃｏｎｊｕｇａｔｅ
ＣＭＣＳ：Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ；ＣＲｍＰ：ＰＥＧｙｌａｔｅｄｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎ

３２　ＦＴＩＲ图谱解析
图２ｄ为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ的 ＦＴＩＲ谱图，可以观

察到３４５５ｃｍ－１处的ＯＨ的伸缩振动峰，２８８９ｃｍ－１

处的ＣＨ的伸缩振动峰，１７４２ｃｍ－１处的 Ｃ＝Ｏ
的伸缩振动峰，以及１１１５ｃｍ－１处的ＣＯＣ键的
伸缩振动峰。图 ２ｃ为大黄酸的 ＦＴＩＲ谱图。
３０６１ｃｍ－１，１６９３ｃｍ－１为ＣＯＯＨ的振动峰。图２ｂ
为ＣＭＣＳ的ＦＴＩＲ谱图，３４２３ｃｍ－１处是ＮＨ和ＯＨ
的伸缩振动峰，２９２２ｃｍ－１处吸收峰为ＣＨ的伸缩
振动峰，１５９４ｃｍ－１处为羧基上的Ｃ＝Ｏ伸缩振动
吸收峰，１４１０ｃｍ－１处峰为ＯＨ和ＣＨ的环变形振
动吸收峰，１０６７ｃｍ－１处峰为ＣＯ伸缩振动吸收
峰。图 ２ａ为 ＣＲｍＰ偶联物的 ＦＴＩＲ谱图，与
ＣＭＣＳ谱图相比，３４５５ｃｍ－１处ＮＨ和ＯＨ的伸缩
振动吸收峰变窄，这是由于ＣＭＣＳ主链上的氨基接
枝ｍＰＥＧＣＯＯＨ和大黄酸的影响结果，２８８１ｃｍ－１

处为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ的重复单元（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）中

的ＣＨ的伸缩振动峰，此处的伸缩振动峰变强，
表明接上 ｍＰＥＧＣＯＯＨ后引入更多的碳氢键，
１２０８ｃｍ－１处ＣＯＣ键的伸缩振动峰，这些是
ｍＰＥＧ主结构的特征吸收峰；与 ｍＰＥＧＣＯＯＨ红外
吸收峰相比较，结合物在１７４２ｃｍ－１处羰基的伸缩
振动峰消失。１６２９ｃｍ－１、１５６９ｃｍ－１处出现酰胺
键Ⅰ，Ⅱ谱带，说明 ｍＰＥＧＣＯＯＨ、大黄酸上的羰基
转变成为酰胺键上的羰基。

３３　１ＨＮＭＲ图谱解析
ｍＰＥＧＣＯＯＨ、大黄酸、ＣＭＣＳ和 ＣＲｍＰ偶联物

的１ＨＮＭＲ图谱如图 ３所示。图 ３ｃ为 ＣＭＣＳ的
１ＨＮＭＲ图谱，δ４７为溶剂（Ｄ２Ｏ）峰，δ２００壳聚
糖上脱乙酰度不完全的乙酰氨基（ＮＨＣＯＨ３）的质
子峰，δ３５５～３８５是壳聚糖糖环上的质子峰（Ｈ
３，Ｈ４，Ｈ５，Ｈ６），δ３０３为ＣＭＣＳ糖环上Ｃ２Ｈ质
子峰。图３ａ为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ核磁氢谱图，δ４６８
为溶剂（Ｄ２Ｏ）峰，δ３３４为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ末端甲氧
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基（ＯＣＨ３）质子峰，δ３５～３７为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ重
复单元（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）。与图３ａ、ｃ相比较，图３ｄ
ＣＲｍＰ偶联物１ＨＮＭＲ图中 δ３４７～３８７处出现
了将强的峰，此为 ｍＰＥＧＣＯＯＨ上的重复单元
ＯＣＨ２ＣＨ２的质子峰，此外在 δ３３４出现了 ｍＰＥＧ
ＣＯＯＨ甲氧基ＯＣＨ３质子峰，除了 ｍＰＥＧＣＯＯＨ峰
外，在δ８１２、７８４、７７５、７７３、７４１（图３中放大
部分）处出现了大黄酸结构上（ＣＨ，ＯＨ）的质子
信号峰，此为大黄酸的特征信号峰，由此推断

ＣＲｍＰ偶联物已成功合成。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＣＲｍＰｃｏｎｊｕｇａｔｅ（ａ），ＣＭＣＳ（ｂ），ｒｈｅｉｎ
（ｃ），ｍＰＥＧＣＯＯＨ（ｄ）

Ｆｉｇｕｒｅ３　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｍＰＥＧＣＯＯＨ（ａ），ＣＭＣＳ（Ｃ）ｉｎＤ２Ｏ，
ａｎｄｒｈｅｉｎ（ｂ）ｉｎＤＭＳＯ，ａｎｄＣＲｍＰｃｏｎｊｕｇａｔｅ（ｄ）ｉｎＤ２Ｏ／ＤＭＳＯｃｏ
ｓｏｌｖｅｎｔ（１∶１）

３４　取代度分析
通过紫外分光光度法测得大黄酸的取代度为

７６％。从 ＣＲｍＰ的１ＨＮＭＲ谱图中可以看出，δ
３０３处ＣＭＣＳ糖环上 Ｃ２Ｈ的质子峰与 δ３３４处
ｍＰＥＧＣＯＯＨ末端甲氧基（ＯＣＨ３）的质子峰易于
分辨，故采用δ３０３与δ３３４的峰面积的比值计算
得到ｍＰＥＧ的取代度为３６％。
３５　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的形态分析

经测定，ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束的平均粒径为
（２０４１±１０７）ｎｍ（图略），ＰＤＩ为（０１３±００１），
Ｚｅｔａ电位为（－３０２１±３６９）ｍＶ。ＡＦＭ图（图４）
中可见ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束形态均一，近似球形，
粒径在２００ｎｍ左右，与ＤＬＳ测定的胶束粒径结果
相一致。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆＰＴＸ／ＣＲｍＰａｔｔｈｅｍｏｄｅｏｆ２Ｄ（Ａ）ａｎｄ３Ｄ
（Ｂ）
ＰＴＸ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ

３６　ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束载药量与包封率
ＰＴＸ质量浓度在１００～９００μｇ／ｍＬ内，其线

性关系良好。线性回归方程为 Ａ＝３５８５５ｃ－
４３５５８，其相关系数为 ｒ＝０９９９７。分别选取３组
制备得到的 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束，分别测定 ＰＴＸ
的载药量和包封率。ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束载药量
为（３８２４±２７８）％，包封率为（７９８５±７３２）％。
３７　细胞毒性实验

通过 ＭＴＴ法分别考察 Ｔａｘｏｌ的溶剂 Ｃｒｅｍｏ
ｐｈｏｒＥＬ无水乙醇混合溶剂（１∶１）和载体材料
ＣＲｍＰ偶联物对 ＭＣＦ７细胞的杀伤作用。结果
（图５）显示，对于空白载体材料，ＭＣＦ７细胞在培
养２４、４８、７２ｈ后，载体材料 ＣＲｍＰ偶联物具有良
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好的安全性，即使孵育浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，对细胞
的存活率也并无显著影响，细胞存活率均在９５％
以上。对于 ＰＴＸ制剂，Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米
胶束均对ＭＣＦ７细胞有一定的抑制率。在药物作
用２４、４８、７２ｈ时，Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束
对ＭＣＦ７细胞的抑制作用均随着 ＰＴＸ浓度的增
加，表明 Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束对 ＭＣＦ７
细胞均有时间依赖性和浓度依赖性。

ＰＴＸ市售注射剂 Ｔａｘｏｌ与 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶
束均显示出较强的细胞毒性。Ｔａｘｏｌ 与 ＰＴＸ／

ＣＲｍＰ纳米胶束２４和４８ｈ孵育浓度小于５ｎｍｏｌ／Ｌ
时，没有显著的细胞毒性，而 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束
在７２ｈ孵育浓度为５ｎｍｏｌ／Ｌ时表现出了显著的细
胞毒性，说明 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束在低浓度并长
时间给药后显示出优于Ｔａｘｏｌ对ＭＣＦ７细胞的杀
伤作用。表１中，Ｔａｘｏｌ与ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束对
ＭＣＦ７的ＩＣ５０数据中可以看出，随作用时间延长，
ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束显示出比 Ｔａｘｏｌ更好的细胞
杀伤效果。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＣＲｍＰｃｏｎｊｕｇａｔｅａｎｄＰＴＸ／ＣＲｍＰａｇａｉｎｓｔＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｂｌａｎｋｖｅｈｉｃｌｅ：ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ：ｅｔｈａｎｏｌ（１∶１）
Ｐ＜００５， Ｐ＜００１

Ｔａｂｌｅ１　ＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆＴａｘｏｌ ａｎｄＰＴＸ／ＣＲｍＰａｇａｉｎｓｔＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ
ＩＣ５０／（ｎｍｏｌ／Ｌ）

２４ ４８ ７２ｈ
Ｔａｘｏｌ ２０３８ ６７１６ １７６２
ＰＴＸ／ＣＲｍＰ ２２８６ ５０４９ ９３５８

$

　讨　论

在本研究中，通过 ＰＥＧ修饰 ＣＭＣＳ并接枝大
黄酸成功合成ＣＲｍＰ偶联物，高分子ＣＭＣＳ和ＰＥＧ
具有亲水性，小分子大黄酸为疏水性，因此，该偶联

物具有两亲性，能够在水中自组装成聚合物胶束。

ＰＴＸ为疏水性药物，能够被包载于ＣＲｍＰ胶束的疏
水内核中，形成载 ＰＴＸ的纳米胶束。ＣＲｍＰ作为
ＰＴＸ的递送载体，既增强了 ＰＴＸ的水溶性，同时可
避免ＰＴＸ直接与正常组织细胞接触而产生的毒副
作用。

ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束具有出色载药能力，载
药量达３８％；并且粒径较小，粒径分布均匀，能够
有效避免载药胶束被体内网状内皮系统吞噬而清

除，也能更多地通过 ＥＰＲ效应递送药物到达肿瘤

部位［１９］；载药胶束呈电负性，避免了对人体正常组

织细胞的杀伤作用；ＰＥＧ修饰后，可以降低胶束在
体内递送药物过程中与蛋白质的结合率［２０］，避免

在体内被快速清除。实验初步结果表明 ＰＴＸ／
ＣＲｍＰ纳米胶束具体对 ＰＴＸ具有较好的负载和递
送能力，相关体内实验有待进一步研究。

ＭＴＴ法细胞毒实验证明了 ＣＲｍＰ偶联物具有
极低的细胞毒性，因此，其可以作为安全的载体材

料应用于水难溶性药物的递送。ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米
胶束在ＭＣＦ７细胞系体现出的时间依赖性的体外
细胞毒性，表明 ＰＴＸ／ＣＲｍＰ纳米胶束由于载体材
料的包载，在短时间内细胞毒性作用并未体现出明

显优势，但能够随时间推移而呈现较强的肿瘤细胞

杀伤作用，其对肿瘤细胞的杀伤机制是否与载体材

料上的小分子大黄酸的抗肿瘤作用相关，有待深入

研究。

综合以上实验结果，本研究所合成的ＣＲｍＰ偶
联物具有较好的纳米载体特征，所制备的 ＰＴＸ／
ＣＲｍＰ纳米胶束预期能够对 ＰＴＸ起到很好的体内
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递送作用，其将在通过 ＥＰＲ效应的被动靶向肿瘤
给药方向具有良好的应用前景。
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