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载紫杉醇的大黄酸偶联物胶束对 ＭＣＦ７细胞的毒性与
细胞摄取研究

王晓颖，王夏英，邱梁桢，欧阳惠枝，徐　伟

（福建中医药大学药学院，福州 ３５０１２２）

摘　要　通过ＭＴＴ法评估了羧甲基壳聚糖大黄酸偶联物（ＣＲ偶联物）和载紫杉醇（ＰＴＸ）的 ＣＲ偶联物胶束（ＰＴＸ／ＣＲ偶
联物胶束）对 ＭＣＦ７细胞的细胞毒性，结果显示，ＣＲ偶联物具有良好的安全性；ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束２４ｈ内表现出优于
Ｔａｘｏｌ的抗肿瘤活性。通过包载环境响应型荧光探针Ｐ４，考察了共载Ｐ４和ＰＴＸ的ＣＲ偶联物胶束［（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联
物胶束］在ＭＣＦ７细胞中的摄取情况，结果显示，ＭＣＦ７细胞对其具有较好的摄取效果，（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束组与其
加维拉帕米组摄取量无显著性差异，提示ＣＲ偶联物胶束可以保护其所载荧光探针和／或药物不被Ｐｇｐ外排到细胞外。该
研究结果为ＣＲ偶联物及ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束的进一步体内研究奠定了基础。
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　　聚合物胶束是由两亲性高分子聚合物在水中
自组装而成的，具有壳核结构的纳米递药载体。
其疏水内核能增溶难溶性药物；其亲水性外壳能提

高其在水溶液中的稳定性，保护药物，减少其在体

内被网状内皮系统识别从而降低被快速清除的机

率；其纳米级粒径，利于其携带药物利用肿瘤血管

的高通透性通过增强渗透滞留效应（ＥＰＲ）被动靶
向肿瘤部位［１－２］。

载药聚合物胶束的抗肿瘤活性研究对预测其

临床药效具有重要意义，一直受到研究者关注。而

体外细胞研究为其抗肿瘤活性及其机制研究奠定

了研究基础［３］。本课题组前期用水溶性、生物相

容性良好、可降解的羧甲基壳聚糖（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ
ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＭＣＳ）与具有抗炎、抗肿瘤、抗肿瘤血管
生成的中药有效成分大黄酸（ｒｈｅｉｎ，Ｒ）合成了两亲
性的羧甲基壳聚糖大黄酸偶联物（ＣＲ偶联
物）［４］，作为难溶性药物递送载体材料，并制备了

载抗肿瘤药物紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）的 ＣＲ偶联
物胶束（ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束），本研究对其ＭＣＦ７
细胞毒性及其细胞摄取进行研究，为其进一步抗肿

瘤研究提供依据。

!

　材　料

１１　药品与试剂
紫杉醇（上海中西三维药业有限公司）；ＣＲ偶

联物（自制，大黄酸物质的量取代度为７２％），Ｐ４
荧光探针由上海复旦大学自制提供。透析袋

（ＭＷＣＯ１４０００，上海绿鸟科技发展有限公司）；磷
酸盐缓冲液（１×）、０２５％胰蛋白酶（１×）、青霉素
链霉素溶液（美国 ＨｙＣｌｏｎｅＴＭ公司）；胎牛血清、人
重组胰岛素（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；四甲基偶氮唑蓝
（德国ＢｉｏＦｒｏｘｘ公司）；ＭＥＭ、Ｇｌｕｔａｍａｘ、非必需氨基
酸（１００×）（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
（中国美仑生物公司），其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０型激光粒度仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ

公司）；ＥＳＣＡＬＡＢ２５０型 Ｘ射线光电子能谱仪（美
国ＶＧ公司）；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ多功能酶标仪（瑞
士Ｔｅｃａｎ公司）；ＬＳＭ７１０型激光共聚焦显微镜（德
国蔡司公司）；ＭＳ１０５ＤＵ十万分之一电子天平（梅
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）。
１３　细胞株

乳腺癌ＭＣＦ７细胞株（中国科学院细胞库）。

'

　方　法

２１　ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束的制备与表征
２１１　ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束的制备［５］　本课题组
前期完成了透析法对 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束载药方
法的考察，具体为：７ｍｇ／ｍＬＣＲ偶联物水溶液
２６ｍＬ，加入含３０ｍｇ／ｍＬＰＴＸ的乙醇溶液４３０μＬ，
搅拌２０ｍｉｎ，冰水浴探头超声３０ｍｉｎ，蒸馏水透析
１２ｈ，冰水浴探头超声２０ｍｉｎ，０８μｍ滤膜过滤，
冷冻干燥，得 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束。并以 ＨＰＬＣ
法测得 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束的载药量为 ３２％。
动态激光散射法（ＤＬＳ）测得 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束
的平均粒径为（１８７８±１０）ｎｍ，ＰＤＩ为（０１３±
００３）（ｎ＝３），其 Ｚｅｔａ电位为（－３１５±４２）ｍＶ
（ｎ＝３）。
２１２　Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）　将 ＰＴＸ、ＣＲ偶联物、
ＣＲ偶联物 ＋ＰＴＸ的物理混合物、ＰＴＸ／ＣＲ偶联物
胶束分别置于样品槽内，以５°／ｍｉｎ的速度扫描，扫
描的角度范围为３°～４５°。测试电压及电流分别
为２０ｋＶ、２０ｍＡ，发射源为ＣｕＫα。
２２　细胞毒实验

取对数生长期的 ＭＣＦ７细胞，消化后调整细
胞悬浮液至每毫升含５×１０４个细胞，向９６孔板中
每个孔各加入该细胞悬浮液１００μＬ，培养箱中孵
育２４ｈ使其贴壁，吸去培养液。设置不同分组：
ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ无水乙醇混合溶剂（１∶１）组、ＣＲ偶
联物组、Ｔａｘｏｌ组、ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束组、空白组
和正常对照组。向９６孔板中加入上述各组受试液
各１５０μＬ，Ｔａｘｏｌ组和ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束组分别
含ＰＴＸ浓度为１、５、１０、５０、１００、５００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
６种不同浓度，ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ无水乙醇混合溶剂
（１∶１）组和ＣＲ偶联物组按上述 Ｔａｘｏｌ组和 ＰＴＸ／
ＣＲ偶联物胶束组所含的溶剂或载体量计算，以上
每个浓度平行６个孔，以不含细胞的培养基和ＭＴＴ
溶液作为空白组，含细胞不给药物的细胞作为正常

对照组，３７℃，５％ＣＯ２培养箱中孵育。
分别于加药后２４和４８ｈ，将培养板取出，每孔

各加入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。每孔各

４３
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加入ＤＭＳＯ１５０μＬ溶解蓝紫色结晶物。用酶标仪
在５７０ｎｍ处测定吸收度（Ａ）。并根据各孔的吸收
度，按公式（１）计算细胞的存活率：

细胞存活率（％）＝
Ａｔｅｓｔ－Ａｂｌａｎｋ
Ａｎｏｒｍａｌ－Ａｂｌａｎｋ

×１００ （１）

２３　细胞摄取实验
２３１　共载 Ｐ４和 ＰＴＸ的 ＣＲ偶联物胶束的制备
　称取ＣＲ偶联物１８ｍｇ，加蒸馏水２６ｍＬ室温下
冰水浴探头超声１０ｍｉｎ使其充分溶解。称取 ＰＴＸ
１２８６ｍｇ，精密称定，溶于Ｐ４的甲醇溶液（２００μｇ／
ｍＬ）２００μＬ中，超声使其溶解并混匀，然后逐滴加
至ＣＲ偶联物胶束溶液中，剧烈搅拌２０ｍｉｎ，冰水
浴探头超声３０ｍｉｎ，透析１２ｈ后，结束透析定容至
６ｍＬ，冰水浴探头超声 ２０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液，得共载 Ｐ４和 ＰＴＸ的 ＣＲ偶联物
胶束，即（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束。
２３２　细胞摄取实验　将 ＭＣＦ７细胞以每毫升
含１×１０５个细胞的密度接种于激光共聚焦培养皿
上，每孔加入该细胞悬浮液１ｍＬ，培养至４ｄ。从
培养箱中取出激光共聚焦皿，弃去培养液，加入

３７℃预热的 ＰＢＳ溶液轻轻冲洗细胞３次。加入
各含药制剂０５ｍＬ，孵育２ｈ后，弃去药液，加入
４℃的冰冷 ＰＢＳ终止摄取，清洗细胞３次。弃去
ＰＢＳ溶液，用４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，冷 ＰＢＳ清
洗５次，加入 １０μｇ／ｍＬ细胞核染色液 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２１ｍＬ继续孵育１５ｍｉｎ，用冷 ＰＢＳ清洗３次
后加入 ＰＢＳ２００μＬ，于激光共聚焦显微镜
（ＣＬＳＭ）下观察并拍照。
２３３　流式细胞半定量实验　将 ＭＣＦ７细胞以
每毫升含２×１０５个细胞的密度接种于６孔板上，
每孔加入该细胞悬浮液２ｍＬ，培养至４ｄ。用 ＰＢＳ
溶液轻轻冲洗细胞２次，加入各含药制剂１ｍＬ，于
３７℃孵育２ｈ后，移除药液，加入４℃的冰冷 ＰＢＳ
终止摄取，清洗细胞３次，０２５％胰蛋白酶消化细
胞，加入含血清的培养液吹散细胞。收集细胞，离

心，然后加入 ＰＢＳ洗涤、离心如此重复３次后加入
ＰＢＳ０５ｍＬ将细胞制成细胞悬液。

(

　结　果

３１　ＸＲＤ测定结果
ＰＴＸ、ＣＲ偶联物、ＣＲ偶联物 ＋ＰＴＸ物理混合

物以及 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束的 ＸＲＤ图谱见图１。

ＰＴＸ在５１°和１２８°处有２个强吸收峰，在１５°～
３０°之间又有若干个弱峰。ＣＲ偶联物仅在２０°有
一较弱吸收峰。ＣＲ偶联物 ＋ＰＴＸ物理混合物图
谱具有明显的ＰＴＸ和ＣＲ偶联物的特征吸收峰，而
ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束图谱中仅５１°处有较明显的
吸收峰，可能是冻干前ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束释放在
水溶液中的少量游离ＰＴＸ造成的，但与相同量 ＣＲ
偶联物与ＰＴＸ物理混合物的ＸＲＤ图相比，ＰＴＸ其
他各吸收峰极弱，推测大部分 ＰＴＸ可能以无定型
状态包载于胶束内部。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＸＲａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ
ａ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＰＴＸ）；ｂ：Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅ（ＣＲ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）；ｃ：ＣＲｃｏｎｊｕｇａｔｅａｎｄＰＴＸｍｉｘｔｕｒｅ；ｄ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｃａｒ
ｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ（ＰＴＸ／ＣＲＰＭｓ）

３２　细胞毒实验结果
ＭＴＴ法检测Ｔａｘｏｌ的溶剂ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ无水

乙醇混合溶剂（１∶１）、ＣＲ偶联物、Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／
ＣＲ偶联物胶束的细胞毒性的结果见图２。结果显
示，在实验浓度范围内，ＣＲ偶联物具有良好的安
全性。Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束均对 ＭＣＦ７
细胞有一定的抑制率。２４和 ４８ｈ时，Ｔａｘｏｌ及
ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束对 ＭＣＦ７细胞的抑制作用均
随着ＰＴＸ浓度的增加而增强，表明 Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／
ＣＲ偶联物胶束对 ＭＣＦ７细胞的杀伤作用均有时
间和浓度依赖性。２４ｈ时，在１０～１０００ｎｍｏｌ／Ｌ范
围内，ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束表现出比Ｔａｘｏｌ更好的
细胞杀伤力。ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束２４ｈ的 ＩＣ５０为
２９３９ｎｍｏｌ／Ｌ。４８ｈ时，ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束与
Ｔａｘｏｌ对ＭＣＦ７细胞的杀伤力相近。
３３　细胞摄取实验结果

为了进一步考察 ＣＲ偶联物胶束以载药胶束
完整的形式被细胞摄取还是释放药后药物以游离

的形式被细胞摄取，环境响应型荧光探针 Ｐ４被应
用于细胞摄取实验。利用 ＣＬＳＭ定性观察（图３）

５３



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０２０，５１（１）：３３－３７ 第５１卷

和流式细胞仪定量测定（图４）的方法对Ｐ４与ＰＴＸ
共载的（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束在 ＭＣＦ７细胞
中的摄取情况进行了研究。ＣＬＳＭ拍摄的 ＭＣＦ７
细胞摄取照片（图３）中，红色荧光信号为 Ｐ４荧光
探针发出，蓝色荧光信号为 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色的
细胞核。图中显示，游离的Ｐ４溶液处于水环境中，
荧光淬灭，因此只能观察到蓝色的细胞核，而

（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束组的红色荧光主要分布
在细胞核（蓝色荧光）周围，说明（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶
联物胶束主要分布于细胞质。与此同时，给予ＭＣＦ
７细胞相同浓度的制剂并通过流式细胞仪分析，其
结果如图４所示，游离Ｐ４溶液的荧光强度极弱，可

认为是细胞自身所发出的荧光，而（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ
偶联物胶束的荧光强度是游离Ｐ４的５００倍以上，表
明（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束是以完整的胶束形式
被ＭＣＦ７细胞内吞摄入，这些结果与通过ＣＬＳＭ观
察的结果相吻合，这为之后体内的进一步研究提供

了理论依据。

ＣＬＳＭ观察结果和流式细胞术检测的（Ｐ４＋
ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束加维拉帕米组的细胞摄取结
果显示，其与（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲ偶联物胶束在ＭＣＦ７
细胞中的摄取量无明显差异，说明ＣＲ偶联物胶束
可以保护其所载的荧光探针和／或药物不被 Ｐ糖
蛋白（Ｐｇｐ）外排到细胞外。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＣＲｃｏｎｊｕｇａｔｅａｎｄＰＴＸ／ＣＲＰＭｓｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ（Ａ）ａｎｄ４８ｈｏｕｒｓ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
ＥｔＯＨ＋ＥＬ：ＤｅｈｙｄｒａｔｅｄｅｔｈａｎｏｌＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ（１∶１）
Ｐ＜００１

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＰ４ａｎｄＰＴＸｃｏｌｏａｄｅｄｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉ
ｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ［（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲＰＭｓ］ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
ｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ｖｅｒ：Ｖｅｒａｐａｍｉｌ

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆ（Ｐ４＋ＰＴＸ）／ＣＲＰＭｓｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

*

　讨　论

ＰＴＸ主要是通过抑制微管解聚，阻止肿瘤细
胞的有丝分裂，因而对肿瘤细胞产生较强的细胞

毒作用［６－７］。因此，聚合物胶束是否能够递送

ＰＴＸ到达细胞内其作用靶点上，对能否对肿瘤细

６３



第５１卷第１期 王晓颖，等：载紫杉醇的大黄酸偶联物胶束对ＭＣＦ７细胞的毒性与细胞摄取研究

胞产生杀伤作用具有重要意义。本实验结果表

明，ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束主要分布于细胞质中，与
紫杉醇作用部位相一致，有利于紫杉醇抗肿瘤作

用的发挥。

ＰＴＸ／ＣＲ偶联物胶束在 ２４ｈ时表现出优于
Ｔａｘｏｌ对ＭＣＦ７细胞的杀伤效果，本课题组前期
实验已证明ＣＲ偶联物与 ＰＴＸ具有一定的协同抗
肿瘤作用［４］，因此推测，其对ＭＣＦ７细胞良好的细
胞杀伤作用可能与载体材料 ＣＲ偶联物与 ＰＴＸ的
协同作用相关。

本实验中所使用的荧光探针 Ｐ４为上海复旦
大学药学院吴伟教授课题组开发的具有４，４′二
氟４硼３α，４α二氮杂ｓ并二苯（ＢＯＤＩＰＹ）结构
的荧光探针。这种荧光探针在水环境中荧光分

子因疏水作用会发生分子间 ππ堆积，使荧光发
生 淬 灭 （ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｃａｕｓｅｄｑｕｅｎｃｈｉｎｇ，ＡＣＱ效
应）［８－１０］。该 ＡＣＱ探针具有高度亲脂性，可以紧
密嵌入脂质或包裹在聚合物胶束内部中从而发

出荧光信号。一旦聚合物胶束解聚或探针从胶

束中泄漏，荧光探针即因被释放进入水环境中而

快速聚集发生荧光淬灭，从而与保留在聚合物胶

束中的荧光探针发射出的强烈荧光信号形成鲜

明对比，由此可以判断纳米胶束在细胞内外的完

整性。以 Ｐ４为荧光探针的实验结果表明，ＣＲ偶
联物胶束是以完整形态进入 ＭＣＦ７肿瘤细胞内，
并且可以保护其所载荧光探针和／或药物避免被
Ｐｇｐ外排到细胞外，此研究将为 ＣＲ偶联物的进
一步研究奠定基础。

致谢：感谢复旦大学吴伟教授和赵伟利教授提

供Ｐ４探针。感谢闽台中药分子生物技术国家地方
联合工程研究中心，福建省中药学重点实验室，福

建省中药资源研究与开发利用重点实验室对本研

究的支持。
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