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［摘要］　目的：制备三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）白蛋白微球并鉴定其理化特性及抗肿瘤活性。方法：通过乳化热固化法制备（Ａｓ２Ｏ３）

白蛋白微球，应用电镜、微球稳定性实验及体外动力缓释实验等测定其理化特性和释放特性，并以 ＭＴＴ法测定缓释液对骨肉癌

细胞株Ｕ２ＯＳ、人肺癌细胞株（ＳＰＣＡ１）增殖的抑制能力。结果：Ａｓ２Ｏ３微球粒径集中在５６．４～２５６．７μｍ，平均（１５６±３．５６）

μｍ。微球含量为（５５．２２±１１．１９）％。Ａｓ２Ｏ３微球半数释放时间为２３．３４ｈ。Ａｓ２Ｏ３微球缓释液表现出对Ｕ２ＯＳ及ＳＰＣＡ１较强

的抑瘤活性。结论：经检测乳化热固化法制备出的Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球，具有较好的理化、缓释特性及抑瘤能力。
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　　三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）用于治疗肿瘤具有悠久的
历史。近年来由于Ａｓ２Ｏ３在急性早幼粒白血病治疗
中的显著疗效使这一老药重获新生。目前研究表明

Ａｓ２Ｏ３具有极为广泛的抗瘤谱，不仅对白血病细胞
具有极好的抑制作用，同时对于众多的实体肿瘤也
有很好的抑瘤作用，其中包括肺癌、消化道肿瘤、卵
巢癌、骨髓瘤和骨肉瘤等［１３］。目前的研究多集中于

Ａｓ２Ｏ３的全身用药，对于其局部用药的研究相对较
少。研究证实，肿瘤局部化疗具有在局部获得相对
于全身用药更高的药物浓度、减少全身用药达到该
浓度所产生的多系统损害、直接作用于局部肿瘤细
胞等优点。

　　本实验拟构建 Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球，并考察其理
化性能及抑瘤作用，为后期应用于骨及软组织肿瘤
的局部化疗作前期准备。

１　材料和方法

１．１　实验原料器材　实验原料：Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球
（制备参照文献［４］），乙醚（分析纯）。人骨肉癌细胞
株Ｕ２ＯＳ及人肺癌细胞株ＳＰＣＡ１均购自中国科
学院上海细胞生物研究所细胞库。

　　实验器材：ＡＦＳ２３０原子荧光光度计（北京海
光仪器有限公司），紫外吸收分光光度计（日本日立
公司），Ｓ２４６０扫描电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ公司），

ＨＰＩＡｓ１０００高清晰度彩色病理图文分析系统，

ＺＲＤ６Ｂ型药物溶出度仪（上海黄海药检仪器厂），
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细胞孵箱（Ｈｅｒｅａｕｓ），高速低温离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ），
酶联免疫检测仪（Ｂｉｏｌｉｓａ）。

１．２　Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球制备 　 参照文献［４］将

Ａｓ２Ｏ３１００ｍｇ与２５０ｍｇ人血清白蛋白溶于１ｍｌ的

０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ溶液中，运用乳化热固化法，制
备并干燥得淡黄色 Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球。封入安瓿，
暗处低温保存。

１．３　Ａｓ２Ｏ３微球含量测定　参照微球消解法测定

Ａｓ２Ｏ３微球含量。精确称量 Ａｓ２Ｏ３微球各３００ｍｇ，
分成３组。每组含Ａｓ２Ｏ３微球１００ｍｇ加入试管中，
以０．３％胃蛋白酶溶液５０ｍｌ，恒温３７℃，消解３ｈ，
待溶液澄清后，加水稀释至２００ｍｌ，以原子荧光分光
光度计法测量其中Ａｓ２Ｏ３浓度［５］：

　　Ａｓ２Ｏ３ 微球含量＝
Ａｓ２Ｏ３ 含量
１００ｍｇ ×１００％

１．４　微球粒径　随机选取 Ａｓ２Ｏ３微球，分成３组，
以扫描电子显微镜分析。每组在扫描电镜下选取３
个视野，以 ＨＰＩＡｓ１０００高清晰度彩色病理图文分
析系统测量任意１００个微球粒径，取其平均值并确
定粒径范围。

１．５　微球稳定性实验（光照稳定性试验）　精确称量

Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球１０ｍｇ以上述微球消解法进行

Ａｓ２Ｏ３含量测定，设为对照组。另称量Ａｓ２Ｏ３白蛋白
微球３０ｍｇ，分成３组封入安瓿中设为实验组，置２
５００ｌｘ不变光下分别照射５ｄ和１０ｄ及３７℃避光保
存３个月后，测定Ａｓ２Ｏ３含量。每组设３个平行实验。

１．６　微球体外释放特性实验　配制模拟体液［７］：

８ｇＮａＣｌ、０．２ｇＫＣｌ、１．４４ｇＮａ２ＨＰＯ４、０．２４ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，溶于８００ｍｌ水中，经ｐＨ 计检测、盐酸稀
释，并以ｐＨ计调至７．４处，定容至１０００ｍｌ。

　　参照动态膜透析法［６］，称取 Ａｓ２Ｏ３微球１０ｍｇ
于透析袋，袋内加模拟体液５ｍｌ，扎紧端口中，以浸
入含４９５ｍｌ模拟体液中，恒温（３７±１）℃，恒速振荡

５０ｒ／ｍｉｎ，分别于２、４、６、８、１３、１８、２３、２８ｈ取样，取
样后即补充等量的模拟体液。每天取样１次进行浓
度测定，取样后即补充等量的模拟体液。每次取样
量为２０ｍｌ，以相等量Ａｓ２Ｏ３粉末进行直接溶出实验
以作对比。按以下公式计算：

　　累积缓释百分比＝
累计缓释量
样本初始含量×１００％

１．７　细胞培养及药物诱导　骨肉癌细胞株 Ｕ２
ＯＳ、人肺癌细胞株ＳＰＣＡ１接种于含有１０％小牛
血清的ＤＭＥＭ 液中，５％ＣＯ２、３７℃ ，饱和湿度下常
规培养。细胞传代后２４ｈ用血细胞计数板直接计
数法精确计数细胞，用小牛血清将细胞配成１×１０３／

ｍｌ细胞浓度，接种９６孔培养板，每孔接种１ｍｌ，接

种２４ｈ后，进行无血清同步化２４ｈ处理。将上述不
同缓释时间取样的 Ａｓ２Ｏ３溶液行６０Ｃｏ消毒，加入实
验孔中，每组设３个重复孔。对照组加入相同体积
的培养液。药物作用２４ｈ。于每孔加入浓度为５
ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ（噻唑蓝）溶液０．１ｍｌ，在ＢＩＯＬＩＳＡ
酶联免疫检测仪上测定每孔的Ｄ５７０值。抗肿瘤药物
对肿瘤细胞的抑制率按下式计算：

　　抑制率＝
１－加药实验组Ｄ５７０值
未加药对照组Ｄ５７０值 ×１００％

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据
分析。

２　结　果

２．１　微球微结构分析　经电镜扫描可见微球表面光
滑，圆整。经图像分析示Ａｓ２Ｏ３微球粒径集中在５６．４～
２５６．７μｍ，平均（１５６±１３．５６）μｍ（图１）。

图１　电镜下Ａｓ２Ｏ３蛋白微球

Ｆｉｇ１　Ａｓ２Ｏ３ａｌｂｕｍｉｎｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ

ｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４０００）

Ａ：Ａｇｇｒｅｇａｔｅｐｈａｓｅ；Ｂ：Ｓｉｎｇｌｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ

２．２　Ａｓ２Ｏ３微球含量测定及光稳定性检测　经微
球消解法测定，微球含量为（５５．２２±１１．１９）％。

Ａｓ２Ｏ３微球封入安瓿后经２５００ｌｘ不变光照射５ｄ、

１０ｄ和３７℃避光保存３个月仍有９８．７％、９４．８％和

９５．５％的药物未分解，说明 Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球对该
类条件是稳定的。

２．３　Ａｓ２Ｏ３微球体外释放特性实验　动态膜透析
实验表明，Ａｓ２Ｏ３微球释放速度明显慢于 Ａｓ２Ｏ３粉
剂直接释放（图２）。而Ａｓ２Ｏ３粉剂在４ｈ内释放完。
回归方程：Ｙ＝１３．０５ｔ１／２－１３．０７（ｒ＝０．９８），其中Ｙ
为Ａｓ２Ｏ３微球累积缓释百分比（％），ｔ１／２为时间（ｈ）
的平方根。由此计算 Ａｓ２Ｏ３微球５０％缓释时间为

２３．３４ｈ。

２．４　细胞抑制能力测定　由图３可知，随着Ａｓ２Ｏ３
微球缓释时间的延长，其细胞抑制率增加。结合图

２，Ａｓ２Ｏ３微球随缓释时间延长而浓度逐渐上升，由
此可知Ａｓ２Ｏ３随浓度上升对骨肉癌细胞株Ｕ２ＯＳ、
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人肺癌细胞株ＳＰＣＡ１的抑制率增强。

图２　Ａｓ２Ｏ３微球及粉末累积缓释百分比

Ｆｉｇ２　Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｏｆ

Ａｓ２Ｏ３ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅａｎｄｐｏｗｄｅｒ

图３　Ａｓ２Ｏ３微球缓释液对

Ｕ２ＯＳ、ＳＰＣＡ１细胞株增殖的影响

Ｆｉｇ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｌｏｗｒｅｌｅａｓｅｄｆｌｕｉｄｏｆ
Ａｓ２Ｏ３ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｏｎＵ２ＯＳａｎｄＳＰＣＡ１ｃｅｌｌｓｌｉｎｅｓ

３　讨　论

　　微球是一种用适宜高分子材料为载体包裹或吸
附药物而制成的球形或类球形微粒，粒径一般为

１～５００μｍ。作为微球载体一般应具有良好的生理
相容性、生物降解性、较大的载药能力和良好的缓释
性。载药的载体一般为：（１）天然高分子载体材料，
这类材料一般无毒、无抗原性，目前应用较多，如白
蛋白、明胶、淀粉等；（２）合成高分子载体材料［７］。本
次实验以人血白蛋白为微球的包裹材料，也可用牛
血清白蛋白代替。研究表明，由于白蛋白微球在制
备过程中已变性，故无抗原性，在临床使用中具有较
高的安全性［７］。微球粒径集中在５６．４～２５６．７μｍ，
平均（１５６±３．５６）μｍ。含量为（５５．２２±１１．１９）％，
经检测具有较好的稳定性。本实验制备微球的目的

是后期与骨水泥复合，以制备载药骨水泥，故平均直
径选取１００～２００μｍ之间，其目的是缓释后骨水泥
中留下的孔隙以利于后期骨细胞长入。本实验中以
动态膜透析法检测Ａｓ２Ｏ３微球在体外模拟体液中的
缓释性能，主要是为了近似地模拟体内体液不断循
环的内环境。经回归方程计算Ａｓ２Ｏ３微球的半数缓
释时间为２３．３４ｈ，与Ａｓ２Ｏ３粉末直接溶出实验有显
著差异，证明本实验设计并制作的 Ａｓ２Ｏ３蛋白微球
具有良好的缓释性能。

　　近年来研究表明 Ａｓ２Ｏ３具有极为广泛的抗瘤
谱，不仅对白血病细胞具有极好的抑制作用，同时对
于众多的实体肿瘤也有很好的作用，其中包括肺癌、
胰腺癌、食管癌、卵巢癌、胃癌和结肠癌等［８１０］。砷
剂对肿瘤细胞的作用与剂量相关，即提高单位体积
的砷剂浓度则可提高对肿瘤细胞的抑制率。本实验
中随模拟体液中 Ａｓ２Ｏ３微球累积释出百分比增加，
其对骨肉癌细胞株Ｕ２ＯＳ、人肺癌细胞株ＳＰＣＡ１
的抗肿瘤活性增强，为 Ａｓ２Ｏ３白蛋白微球后期应用
奠定了基础。
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