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摘要: 采用直接透析法制备载羟基喜树碱 聚乳酸( H CPT PLA )纳米粒并研究其理化性质、体外释放和细胞毒性. 以

HCPT PLA 纳米粒的载药率为评价标准, 通过正交设计考察 PLA 浓度、HCPT 与 PLA 的质量比和不同截留分子质量

透析袋对其指标的影响. 利用 Malvern nano zs 粒度测定仪、XRD、DSC 和激光共聚焦显微镜( CLSM )对 HCPT PLA 纳

米粒的理化性质进行表征.薄膜透析法考察体外释药特性; MT T 试验检测细胞毒作用. 在优化条件下制备的载药纳米粒

为实心球形,平均粒径为 226. 8 nm, 多分散系数为 0. 270,载药率为 7. 49% . H CPT 是以晶体状态均匀分布于 PLA 纳米

粒中.药物体外释药符合 H iguchi方程 Q= 2. 000 6X 1/2- 2. 593 4, r = 0. 989 2. MTT 试验显示 HCPT PLA 纳米粒呈现

明显细胞毒作用.透析法制备 HCPT PLA 纳米粒,粒径小且分布均匀,具有较好的缓释特性; 细胞毒性试验表明 HCPT

PLA 纳米粒具有较强的抑瘤作用且抑瘤效果优于 HCPT .
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羟基喜树碱( Hydroxycamptothecin, HCPT )是喜

树碱( CPT)的衍生物, 是从中国特有的珙桐科植物喜

树中分离出的一种吲哚类生物碱, 它能通过抑制拓扑

异构酶 而抑制肿瘤细胞的增殖, 对非小细胞肺癌、腹

水型肝癌、胃癌及白血病有一定疗效,为广谱抗肿瘤药

物[ 1 4] .与 CPT 相比,它具有更强的抗肿瘤效果和更宽

的抗瘤谱. 但 HCPT 在临床使用时仍存在着一些问

题:如 HCPT 在生理条件下大部分以开环羧酸盐

HCPT 形式存在,水针剂的开环羧酸盐 HCPT 与闭环

内酯 HCPT 相比虽增加了水溶性但抗肿瘤活性明显

降低且不易保存, 而且开环羧酸盐 HCPT 毒副作用

大.近年来国内外研究多将 HCPT 制成微粒或脂质体

以提高其在体内的生物利用度及降低毒副作用[ 4 6] .宋

金春等[ 5]采用旋转薄膜分散 冻融法制备了 HCPT 脂

质体,但该法存在 HCPT 脂质体粒径较大、粒径分布

不均一、大量使用有机溶剂的缺陷. Shendero va 等[ 7]

采用乳化 溶剂挥发法制备 H CPT 微粒, 但该法因大

量使用表面活性剂可能导致纳米粒生物降解、释放、体

内分布等性能的改变; Zhang 等
[ 8]
采用喷雾干燥法制

备了聚乙二醇修饰的 HCPT 纳米级脂质体,虽然制备

过程简单,但稳定性较差.透析法操作简单,条件温和,

有机溶剂用量小, 可以避免使用表面活性剂, 成球性

好,产率高,有望应用于工业化生产, 具有重要的研究

意义和应用前景.

聚乳酸 ( Polylactide, PLA )具有性能稳定、无毒、

应用安全、生物相容性和生物降解性好及成膜成球性

好、价格低廉等优点[ 9 11] , 经 FDA 批准可用作注射用

微胶囊、微球及埋植剂等缓释制剂的辅料和内固定装

置,在生物医学领域有着广泛的应用.

本研究以 HCPT 为模型药物, PLA 为载体,采用

直接透析法成功制备了 HCPT 新缓释剂型, 即载

HCPT 的 PLA ( HCPT PLA )纳米粒, 并对其理化性

质、体外释放和细胞毒性进行了研究, 为临床提供

HCPT 新制剂的制备和运用奠定了一定的基础.

1 材料与方法

1. 1 材 料

PLA ( MW 1 ku,所用 PLA 均为外消旋 PLA, 山

东省医疗器械研究所) , HCPT(  99%, 湖北李时珍医

药集团) , N, N 二甲基甲酰胺( DMF, 分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司) ,二甲亚砜( DM SO, 分析纯, 广



东汕头市西陇化工厂) ,乙腈(色谱纯) , 甲醇(色谱纯) ,

透析袋(截留分子质量( MWCO) 3 500, 7 000, 14 000

u北京经科宏达) .

LEO1530 型场发射 SEM, PANalyt ical X 'pert

PRO 粉末 X 射线衍射仪, JEM 2100 透射电子显微

镜, M alvern nano zs粒度测定仪, Water s2695 2996高

效液相色谱仪, Netzsch DSC 204 差示扫描量热仪,

FV 1000激光共聚焦显微镜.

1. 2 HCPT PLA 纳米粒的制备

精确称取一定量的 PLA 和 HCPT , 用 10 mL

DMF 充分溶解.将上述混合液装入透析袋并置于循环

水中透析 10 h即得 HCPT PLA纳米粒.

1. 3 HCPT PLA 纳米粒的制备工艺优化

以载药率和粒径 ( 200 nm 左右)为考察指标, 以

PLA质量浓度, HCPT 与 PLA 的质量比, 不同 MW

CO透析袋 3个因素的 3 个水平进行正交设计[ 12 13] ,

采用 L9( 33 )见表 1.

表 1 正交设计实验( L9( 33 ) )

T ab. 1 Facto r level in o rthogonal design exper iments of L9( 33)

水平

因素

A
( PLA) /( mg!mL - 1)

B
m(H CPT )∀ m(PLA)

C
M WCO/ u

1 1 1∀ 15 3500

2 2 1∀ 10 7000

3 3 1∀ 5 14000

1. 4 标准曲线的绘制及载药率的测定

精确称取闭环内酯 H CPT 粉末 10 mg, 置于 100

mL 棕色量瓶中,加 DMF 稀释并定容至刻度得质量浓

度为 100 g/ mL 的母液. 分别从母液中取出 0. 1, 0. 3,

0. 5, 0. 7, 0. 9, 1. 1, 1. 3, 1. 5 mL 于 10 mL 量瓶中, 依

此补充 DMF 并定容.在 383 nm 波长处测定各个浓度

的紫外吸收值, 并对质量浓度进行线性回归, 得方程

y= 0. 127 4x - 0. 061 3, R2 = 0. 999 9. 线性范围:

1. 0~ 15 g / mL.

载药率= (载药微粒中药物的质量/载药微粒的

质量) # 100% .

1. 5 HCPT PLA 纳米粒的理化性质鉴定

1. 5. 1 形态观察及粒度分析

将透析后的乳液直接滴加到专用铜网上,室温下

自然干燥,使粒子浓缩沉积,以透射电子显微镜进行观

察. 将透析后的乳液经蒸馏水适当稀释后于 25 ∃ 测
定粒径及 Zeta电位.

1. 5. 2 X 射线衍射分析

电流: 30 mA,电压: 40 kV,起始角 5%,结束角60%,

扫描步长: 0. 016%/步, 10 s/步,铜靶,石墨单色器.

1. 5. 3 差热扫描分析

取样品 5~ 10 mg 置于铝盘内并密封, 升温速率

10 ∃ / m in,于氮气( 40 mL/ m in)保护下测定样品的热

性能.

1. 5. 4 激光共聚焦显微镜( CLSM)分析

将透析后的乳液滴加在干净的载玻片上自然干燥

后制成样品, HCPT 荧光由 382 nm 的氩激光激发,样

品的荧光分布由 z 轴的方向从纳米颗粒的最顶部往最

底层观察,每层之间相隔 60 nm.

1. 6 HCPT PLA 纳米粒的体外释放试验

HCPT 浓度的测定采用 HPLC 法[ 14 15] .

1) 体外释药.精确称取 HCPT PLA 纳米粒粉末

并装入透析袋内 ( MWCO 3 500 u ) , 加入少量 0. 1

mol/ L 磷酸盐缓冲液( PBS) ( pH 7. 4) , 扎紧后将其置

于 100 mL PBS 中, 在( 37. 0 & 0. 5) ∃ , 100 r/ m in 条

件下恒温振荡, 定时取样,并立即补加相同量的释药介

质.样品在 380 nm 处测定吸光度, 根据标准曲线得到

HCPT 的浓度, 计算释放量.

2) HPLC 标准曲线的绘制. 精确称取闭环内酯

HCPT 粉末 10 mg, 置于 100 mL 棕色量瓶中, 加色谱

纯甲醇稀释并定容至刻度得质量浓度为 100 g/ mL

的母液,吸取母液用适量 pH 3的 V ( 0. 01 mol/ L 柠檬

酸) ∀ V (乙腈) = 50 ∀ 50 混合液分别稀释成一系列浓

度的闭环内酯 HCPT 标准液;用适量 pH 9的 V ( 0. 01

mol/ L 硼酸) ∀ V (乙腈) = 50 ∀50混合液分别稀释成

一系列浓度的开环羧酸盐 H CPT 标准液.

3) 色谱条件. 预柱 30 mm # 4. 6 mm, C18, 5 m

和分析柱 Symmetry RP C18 ( 250 mm # 4. 6 mm, 5

m) ;流动相为 V ( 0. 075 mol/ L 醋酸铵) ∀ V (乙腈) =

72∀ 28;流速为 0. 8 mL/ min,进样量为 50 L, 柱温为

30 ∃ , 紫外检测波长为 380 nm . 在该色谱条件下,

两种形式的 HCPT 完全分离,闭环内酯 HCPT 的保

留时间为 6. 5 m in, 开环羧酸盐 HCPT 的保留时间

为 2. 9 min(图 1) .

1. 7 细胞毒性试验( M TT )

体外细胞培养实验采用人肝癌细胞 BEL 7402,

细胞培养采用RPMI 1640培养基(含10% (体积分数)
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图 1 开环羧酸盐 HCPT 和闭环内酯 HCPT 混合物的色谱

图

F ig. 1 Chromatog ram o f mix ture o f carboxylate H CPT and

lactone HCPT

小牛血清,青霉素 100 U/ mL,链霉素 100 g/ mL) ,在

CO 2 培养箱( 5% (体积分数) CO2 , 37 ∃ 饱和湿度)中

培养
[ 16]

;取对数生长期细胞, 胰酶消化后, 在 96孔板

中铺板, 铺板密度为 3. 5 # 10
4
mL

- 1
;待细胞贴壁后,

加入不同浓度 ( 10, 5, 2. 5, 1. 25, 0. 625 mo l/ L ) 的

HCPT、PLA 纳米粒和 HCPT PLA 纳米粒,每一浓度

重复 5孔, 重复 2板( n= 2) , PBS为空白对照. 48 h后

加入 MTT 溶液( 5 mg/ mL) 20 L 继续培养 4 h,弃上

清, 每孔加入 150 L DM SO, 37 ∃ 孵育15 min后用酶

联免疫检测仪测定 570 nm 处 A 值.绘制细胞生长抑

制率图表.细胞生长抑制率计算公式如下:

抑制率= ( 1- A实验组 / A对照组 ) # 100% .

2 结果与分析

2. 1 HCPT PLA 纳米粒的制备工艺优化

本文选择 DMF 作为溶剂并以载药率为考察指

标,三因素正交设计实验,结果见表 1~ 3.直观分析表

明,因素中 HCPT 与 PLA 的质量比对纳米粒的载药

率的影响高度显著, PLA 质量浓度也较显著地影响纳

米粒的载药率. 经分析,优化后的最佳条件为 A2 B3 C1 ,

即 PLA质量浓度为 2 mg/ mL, HCPT 与 PLA 的质量

比为 1 ∀ 5, MWCO 为 3 500 u 的透析袋. H CPT 与

PLA的质量比对纳米粒的载药率有显著影响, 在一定

范围内,随着 HCPT 的量的增加,纳米粒的载药率呈

增长趋势. 其原因可能是 HCPT 在水中溶解已饱和,

增加了未溶于透析外液的药物与 PLA 分子间的碰撞.

然而当 HCPT 浓度过高导致透析时 H CPT 易于结晶

而析出.

PLA质量浓度对纳米粒的载药率也有较大影响.

当PLA质量浓度过低, 如小于1 mg/ mL时,纳米粒的

表 2 不同实验条件对载药率的影响

Tab. 2 The drug loading efficiency in different exper imental

conditions

序号
水平

A B C
载药率/ %

1 1 1 1 0. 41

2 1 2 2 1. 52

3 1 3 3 1. 29

4 2 1 2 0. 39

5 2 2 3 2. 22

6 2 3 1 7. 49

7 3 1 3 0. 61

8 3 2 1 1. 70

9 3 3 2 6. 60

表 3 正交设计结果

Tab. 3 Result of o rtho gonal design experiments L9( 33 )

项目
载药率/ %

A B C

K 1 3. 22 1. 41 9. 60

K 2 10. 1 5. 44 8. 51

K 3 8. 91 15. 38 4. 12

R 6. 88 13. 97 5. 48

载药率很低( < 0. 5%) ,可能是 PLA 与 HCPT 分子

发生碰撞的机会变少, 在纳米粒形成时包入的药物变

少.然而当 PLA 质量浓度过高时 ( 20 mg/ mL) , 纳米

粒的载药率变低且粒径不均一, 也不符合实验要求的

粒子( > 1 m) ,因此选择合适的浓度是很有必要的.

2. 2 HCPT PLA 纳米粒的形态及粒径

HCPT PLA纳米粒的透射电镜 ( TEM )照片见

图 2, 结果可见, H CPT PLA 纳米粒呈实心球形, 大

小均一,分散均匀.经 Malvern nano zs粒度测定仪测

定, HCPT PLA平均粒径为 226. 8 nm , 多分散系数

为 0. 270, Zeta 电位为- 45. 7 mV, 与空白 PLA 纳米

粒( - 30 mV )相比显著减小, 推测可能是 HCPT 增

加了纳米粒的稳定性.

2. 3 HCPT PLA 纳米粒的理化性质鉴定

HCPT PLA 的 X 射线衍射图显示, HCPT PLA

纳米粒为晶体特征, H CPT 的部分晶体峰消失, 与

HCPT 和PLA的物理混合物( 1 ∀ 1, 摩尔比)衍射图
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图 2 HCPT PLA 纳米粒的透射电镜照片

F ig. 2 T he T EM image o f HCPT PLA nanopar ticles

图 3 HCPT、空白 PLA 纳米粒、HCPT 和 PLA 的物理混合

物及 HCPT PLA 纳米粒的 XRD谱图

F ig . 3 XRD spectra of H CPT , blank PLA nanopar ticles,

physical mix ture of HCPT and PLA , and H CPT

PLA nanopar ticles

图 4 HCPT ,空白 PLA 纳米粒和 HCPT PLA 纳米粒的差

热扫描图

F ig. 4 DSC analy sis o f H CPT , blank PLA nanopart icles and

H CPT PLA nanopart icles

类似(图 3) .说明H CPT 是以晶体状态存在于PLA 纳

米粒中的.差热扫描图显示, HCPT 有 2个吸热峰( 70

和 110 ∃ ) , PLA 大约在 60 ∃ 也有 1 个吸热峰,

HCPT PLA 纳米粒曲线中同时出现了HCPT 和PLA

的吸热峰 ( 图4 ) . 这个结果与XRD结果相吻合 .

图 5 HCPT PLA 纳米粒的 CLSM 断层扫描照片

Fig. 5 Confocal optical sections of H CPT PLA nanopar ti

cles captured by CLSM

图 6 HCPT PLA 纳米粒在 0. 1 mol/ L PBS ( pH 7. 4)中的

释放

HCPT 总量等于开环羧酸盐 HCPT 与闭环内酯

HCPT 之和

F ig. 6 Drug r elease behavio r o f H CPT PLA nanoparticles

in 0. 1 mol/ L PBS ( pH 7. 4)

CLSM 分析结果表明 HCPT 均匀分布于 PLA 纳米粒

中(图 5) .

2. 4 体外释药结果

对开环羧酸盐 H CPT 及闭环内酯 HCPT 溶液进

行分析,以峰面积( Y )为纵坐标, HCPT 质量浓度( X ,

g/ mL)为横坐标进行线性回归, 发现 H CPT 在 50~

3 000 ng/ mL 范围内线性关系良好, 闭环内酯 HCPT

回归方程为 Y= 294. 62X - 4 721. 5( R2 = 0. 997 9) ,

开环羧酸盐 HCPT 回归方程为 Y= 252. 85X+ 9 555

( R
2
= 0. 997 9) .

体外释药结果见图 6. 由图可见, HCPT PLA 纳米

粒700 h后累积释药 40%左右.可见其具有一定的缓释

作用, HCPT PLA 纳米粒能显著延长 HCPT 的释放,

长效作用更加明显. 经过拟合, 优化后制得的 HCPT

PLA 纳米粒的体外释药遵循 Higuchi 方程 Q总 =

2.000 6X 1/ 2 - 2.593 4, r= 0.989 2; Q内酯 = 0.986 2X 1/ 2+
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1.123 3, r= 0.957 4; Q羧酸= 1.014 5X
1/ 2

- 3.716 7,

r= 0. 953 7.

2. 5 体外细胞毒性试验

MT T 结果显示(表 4)空白 PLA 纳米粒对人肝癌

细胞 BEL 7402并无细胞毒作用, 对比空白 PLA 纳米

粒与 PBS 空白对照组 A 值差异均无统计学意义( p >

0. 05) .实验组细胞生长抑制率显示, 纯 HCPT 以及

HCPT PLA 纳米粒均具有明显浓度依赖性细胞毒作

用. HCPT PLA纳米粒各浓度的生长抑制率均略高于

HCPT.

表 4 空白 PLA 纳米粒, H CPT 以及 HCPT PLA 纳米粒对

人肝癌细胞 BEL 7402 的抑制率

T ab. 4 In v itro cytot ox icity assay against human liver BEL

7402 cells ( 48 h)

c( H CPT ) /
( mol ! L- 1 )

抑制率/ %

空白 PLA
纳米粒

HCPT
HCPT PLA
纳米粒 ∋

0. 625 - 2. 3 5. 50 17. 1

1. 25 - 5. 1 11. 7 40. 2

2. 5 - 4. 5 27. 5 45. 6

5 - 7. 2 39. 9 55. 4

10 - 5. 9 50. 4 57. 9

注: . 空白 PLA 纳米粒的浓度和同水平的载药粒子浓

度一致; ∋ . HCPT PLA 纳米粒的载药率为 5. 16% .

3 结 论

1) 采用直接透析法成功制备了符合实验需要的

HCPT PLA 纳米粒,该方法简单,条件温和,重复可控

性好;

2) H CPT 是以晶体状态均匀分布于 PLA 纳米粒

中;

3) 体外释放试验表明 HCPT PLA 纳米粒具有药

物缓释优点;

4) 细胞毒性试验表明 HCPT PLA 纳米粒具有较

强的抑瘤作用且抑瘤效果优于 H CPT.
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Abstract: In this paper, H CPT loaded PLA nanopart icles o f desired size range for t reating liver cancer wer e successfully prepared by

using the facile dialy sis method w ithout the additional sur factants. Effect of exper imental parameter s on preparation o f HCPT loaded

PLA nanopart icles was evaluated. T he results of or thogonal test show d that the mass ratio of HCPT to PLA w as the most impor tant

determinant o f drug lo aded content . The obtained H CPT loaded PLA nanoparticles had spherical shape and smooth sur face w ith a

mean diameter of about 226. 8 nm. The distr ibution o f H CPT in PLA nanopart icles w as uniform and H CPT was a cry stalline state ex

ist ed in PLA nanopar ticles. In v itr o r elease study indicated that H CPT in PLA nanopa rticles show ed a sustained release tr end over a

per iod of 30 days wit h no bur st release at initial st age. T he mean in v itr o cumulat ive release percent age of H CPT from HCPT loaded

PLA nanoparticles vs time curve fit well w ith the H iguchi equation ( Q= 2. 000 6X 1/ 2- 2. 593 4, r = 0. 989 2) . Cy toto x icity assay a

gainst BEL 7402 show that, compared to HCPT , the H CPT loaded PLA nanopar ticles have higher cyto tox icity .

Key words: hydroxycamptothecin; polylact ide nanoparticles; in vitro release study ; cyto tox icit y assay
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