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　　［摘要］　目的　制备载紫杉醇的聚２口恶唑啉纳米胶束，通过改变投药量考察药物引起的胶束形态变化，以期构建

新型的高荷载嵌段共聚物胶束递药系统。方法　采用薄膜水化法制备聚２口恶唑啉载药胶束，以粒径、包封率和载药量

等评价其理化性质，采用膜透析法考察其体外释药特性，利用ＣＣＫ８法测定其细胞毒性。结果　随着投药比由

８０∶１００（紫杉醇与聚２口恶唑啉质量比）增加至１１０∶１００，胶束逐渐由球形延长，变为蠕虫状。投药比为８０∶１００时，球

形胶束的平均粒径为（４３．１７±０．９５）ｎｍ，包封率为（８８．８１±２．９３）％，载药量为（４０．４９±２．０３）％；投药比增加至

１１０∶１００后，所得蠕虫状胶束的平均粒径为（１０７．８３±１．５１）ｎｍ，包封率为（７７．０８±０．９７）％，载药量为（４０．３４±

０．５１）％。球形和蠕虫状胶束在磷酸盐缓冲液中２４ｈ的累积释放量分别达到（７６．５８±３．０７）％和（７７．６６±１．００）％，在

含２％小牛血清白蛋白的ＰＢＳ溶液中２４ｈ的累积释放量高达（１００．３１±１．８０）％和（９９．７３±２．５６）％。球形胶束和蠕虫

状胶束对人肺腺癌细胞Ａ５４９的杀伤ＩＣ５０值分别为０．３３６和０．３４２μｇ／ｍＬ。结论　成功制备了高荷载的球形和蠕虫

状载药胶束，体外细胞毒性实验证明其具备抗肿瘤活性。
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　　紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）是从红豆杉植物树皮中

提取的四环二萜类，具有抗癌活性，作为微管稳定剂

与β微管蛋白结合可促进微管蛋白聚集，使细胞停止

在有丝分裂的Ｇ２／Ｍ期，从而引起细胞凋亡以达到抗

肿瘤目的［１］。临床上主要用于治疗转移性乳腺癌、晚

期卵巢癌和非小细胞肺癌等恶性肿瘤［２］。ＰＴＸ现有

制剂主要为Ｔａｘｏｌ（泰素）、Ａｂｒａｘａｎｅ（凯素）和注射用

紫杉醇脂质体（力扑素）。Ｔａｘｏｌ中ＰＴＸ含量仅为

１％，其余９９％均为辅料，而其主要辅料聚氧乙烯蓖麻

油会导致严重的过敏反应、低血压和神经毒性；

Ａｂｒａｘａｎｅ的载药量有所增加，但也低于１０％，且主要

辅料为白蛋白，给药同期不可进行放射治疗［３４］。注

射用紫杉醇脂质体为南京绿叶思科药业有限公司研

制，目前临床应用较少［５］。基于现状，我们需要寻找

安全的载体，构建适宜的递药系统，增加ＰＴＸ的溶解

度，提高载药量，减小药物毒副作用。

聚合物胶束基于两亲性嵌段聚合物，通过自组装

形成具有壳核结构的纳米粒子，实现对疏水性药物的

荷载，显著提高抗肿瘤药物的溶解度［６］。胶束利用其

纳米尺度和实体瘤高通透性和滞留 （ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ＥＰＲ）效应经血管渗

透到肿瘤细胞；表面的亲水性基团可避免网状内皮

系统的识别和吞噬，延长药物的体内循环时间，使得

药物成功递送至肿瘤部位［７８］。值得注意的是，聚合

物胶束的形态对胶束的体内分布和药动学行为等具

有重要影响［９］。Ｇｅｎｇ等
［１０］证实蠕虫状胶束的体内

循环时间长达１周，是相同材料球形胶束的１０倍。

Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ等
［１１］报道圆柱体胶束相对球形胶束可以

延长药物血液循环时间，提高药物抗肿瘤效果同时

降低药物毒性。

聚２口恶唑啉［ｐｏｌｙ（２ｏｘａｚｏｌｉｎｅ），ＰＯｘ］具备相对

分子质量分布范围窄、性质可调范围广以及优越的

生物相容性等优点。本研究采用（聚２甲基２口恶唑

啉）２９犫（聚２丁基２口恶唑啉）１７犫（聚２甲基２口恶唑

啉）２１三嵌段共聚物作为载体，构建了载ＰＴＸ的高

荷载聚合物胶束递药系统，探索了ＰＴＸ的投药量与

胶束形态变化之间的关系，并对所得胶束的理化性

质及体外抗肿瘤活性等进行了表征测定和考察。

１　材料和方法

１．１　仪器　ＢＰ２１１Ｄ 电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ

Ｔｏｌｅｄｏ公司）；ＤＬ３６０Ａ超声波清洗器（上海之信仪

器有限公司）；ＬＳＤ２０２恒温金属浴（美国Ｆｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＵｌｔｉＭａｔｅ○
Ｒ

３０００高效液相色谱仪

（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１８高速

离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＮａｎｏＺＥＮ３６００激

光粒度分析仪（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；透射电子显微

镜（日本ＪＥＯＬ公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）。

１．２　药品和试剂　ＰＴＸ（纯度＞９８．０％，江苏红豆

杉药业有限公司，批号：２０１３１００２）；聚２口恶唑啉

（ＡｄｖａｎｃｅｄＰｏｌｙｍｅｒＭａｔｅｒｉａｌｓＩｎｃ，批号：１６０１０１４）；

色谱纯乙腈、分析纯乙醇（国药集团化学试剂有限公

司）；人肺腺癌细胞系Ａ５４９细胞（中国科学院上海

细胞库）；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（英国Ｇｉｂｃｏ公

司）；ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁化学研究所）。

１．３　聚合物胶束的制备　ＰＴＸ胶束的制备工艺采

用薄膜水化法［１２］。精密称取适量的ＰＴＸ和ＰＯｘ，

分别加入乙醇溶解制得１０ｍｇ／ｍＬ的储备液，将二

者按一定质量比（ＰＴＸ∶ＰＯｘ＝４０∶１００，８０∶１００或

１１０∶１００）混匀，空气流下挥干溶剂形成均匀薄膜，

用去离子水／盐水水化即得胶束溶液粗品。将该粗

品８６０９×犵高速离心５ｍｉｎ除去不溶物，取上清即

得ＰＴＸ胶束。

１．３．１　投药量对聚合物胶束形态和载药量的影

响　考察ＰＴＸ理论投药量（０．４、０．８和１．１ｍｇ）对

聚合物胶束形态和载药量的影响。固定载体量为

１ｍｇ，观察投药量从０．４ｍｇ增加至１．１ｍｇ时胶束

形态的变化。

１．３．２　盐浓度对聚合物胶束形态的影响　固定水

化溶液的量，分别以０％、０．９％和２．０％的ＮａＣｌ溶

液水化薄膜，制备胶束，考察ＮａＣｌ浓度对聚合物胶

束形态的影响。

１．４　聚合物胶束表征的测定

１．４．１　粒径及分布　采用激光粒度分析仪考察胶

束的粒径及分布，将新制备的ＰＴＸＰＯｘ胶束溶液

加入适量生理盐水稀释。由于胶束溶液的浓度对粒

径测定结果有影响，稀释倍数以ＰＯｘ质量浓度

１ｍｇ／ｍＬ为准计算，稀释后取８０μＬ置于微量样品

池中进行粒径及分布测定。

１．４．２　胶束形态　采用透射电子显微镜观察胶束

的形态。取不同制备条件下ＰＴＸ聚合物样品滴至

铺有碳膜的铜网上，２．０％磷钨酸染色，自然干燥，待

粒子在铜网上沉积后观察并拍照。
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１．４．３　包封率和载药量　采用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）测定包封率和载药量。色谱条件为
［１３］：色

谱柱ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８反相色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５μｍ），流动相：乙腈水（体积比５５∶４５），流速：

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３０℃，进样量：２０μＬ，检测波长：

２２７ｎｍ。精密移取上述制备胶束溶液１００μＬ，加流

动相定容至１ｍＬ，微孔滤膜过滤后进样测定。按公

式计算包封率（ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）：ＥＥ

（％）＝胶束包载药物量／投药量×１００％。按公式计

算载药量（ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ，ＬＣ）：ＬＣ（％）＝胶

束包载药物量／载药胶束总质量×１００％，其中载药胶

束总质量指投入的药物质量与辅料质量之和。

１．４．４　体外释放度　采用膜透析法考察载药胶束

的体外释放行为，释放介质分别为ｐＨ＝７．４的ＰＢＳ

和含２％小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的ＰＢＳ。利用释放

介质将胶束溶液稀释成０．１ｍｇ／ｍＬ，取１ｍＬ置于截

留相对分子质量为３５００的透析袋中，两端封好，将

含药透析袋置于含１００ｍＬ释放介质的烧杯中，在

３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ摇床条件下进行释放，分别于１、２、

３、４、６、８、１０、１２、２４ｈ时吸取适量透析液，并及时补

充等量同温释放介质。ＰＢＳ释放介质中取出的样品

微孔滤膜过滤后ＨＰＬＣ进样检测，含ＢＳＡ的释放介

质中取出的样品用甲醇沉淀蛋白后ＨＰＬＣ进样检

测。计算不同时间点时药物的累积释放百分率，绘

制时间累积释放率曲线。

１．５　细胞毒性实验　选取对数生长期的人肺腺癌

细胞系Ａ５４９细胞，胰酶消化制备单细胞悬液，显微

镜计数，调整细胞密度为５×１０４／ｍＬ，以每孔１００μＬ

的单细胞悬液量接种于９６孔板中，细胞悬液周围外

孔需加入１００μＬＰＢＳ防止边缘效应，在３７℃、５％

ＣＯ２条件下孵育１２ｈ。细胞贴壁后，弃除旧培养基，

加入不同浓度的含药培养基，每孔１００μＬ，每个处理

组每个药物浓度设３个复孔，继续在３７℃、５％ＣＯ２

条件下孵育４８ｈ。ＰＴＸ注射剂Ｔａｘｏｌ和ＰＴＸ胶束

组药物浓度均为０．００１、０．００４、０．０１３、０．０４、０．１２、

０．３７、１．１１、３．３３和１０μｇ／ｍＬ。加药处理４８ｈ后弃

去含药培养基，每孔加入１００μＬ含１０％ＣＣＫ８的

细胞培养基，孵育２～３ｈ，采用酶标仪于４５０ｎｍ处

测定各孔光密度（犇）值。计算细胞存活率：细胞存

活率（％）＝（实验组犇值－空白组犇值）／（未处理组

犇值－空白组犇值）×１００％。采用ＧｒａｐｈＰａｄ５．０软

件绘制药物浓度细胞存活率图。

２　结　果

２．１　胶束制备条件的考察

２．１．１　投药量对聚合物胶束形态和载药量的影

响　结果见图１。固定载体量为１ｍｇ，透射电镜观

察可知，投药量为０．４和０．８ｍｇ（即投药比为

４０∶１００和８０∶１００）时，胶束呈现球形（图１Ａ～

１Ｆ）；投药量增加至１．１ｍｇ（投药比为１１０∶１００）时，

胶束由球形逐渐延长，转变成蠕虫状（图１Ｇ～１Ｉ）。

当投药量为０．４ｍｇ时，胶束载药量为（２５．６２±

０．０２）％；增大投药量至０．８或１．１ｍｇ时，载药量大

幅提升至（４０．４９±２．０３）％、（４０．３４±０．５１）％。综

合考虑，我们确定制备球形胶束的投药量为０．８ｍｇ，

制备蠕虫状胶束的投药量为１．１ｍｇ。

２．１．２　盐浓度对聚合物胶束形态的影响　结果见

图１。当投药比为４０∶１００时，加入０．９％或者

２．０％ＮａＣｌ溶液水化对胶束的形态没有明显影响

（图１Ｂ、１Ｃ）；当投药比为８０∶１００时，２．０％的ＮａＣｌ

溶液水化后部分胶束逐渐由球形延长成为短棒状

（图１Ｆ）；当投药比为１１０∶１００时，加入０．９％ＮａＣｌ

溶液水化，大量胶束呈现蠕虫状（图１Ｈ），而ＮａＣｌ

浓度继续升至２．０％未引起胶束形态的剧烈变化

（图１Ｉ）。这显示了在胶束形成的过程中，决定胶束

形态的主因是投药量的增加，辅因是ＮａＣｌ溶液浓度

的提高。考虑到后期的动物实验，在给药时维持药

液生理渗透压可减少对动物的刺激性，确定后续制

备时均采用生理盐水（０．９％ＮａＣｌ溶液）水化。

２．２　胶束的表征

２．２．１　粒径及分布　由图２可见投药比为８０∶１００

时，所得球形胶束的粒径为（４３．１７±０．９５）ｎｍ，多分

散性指数（ＰＤＩ）约为０．０９；投药比为１１０∶１００时，

制得的蠕虫状胶束的粒径为 （１０７．８３±１．５１）ｎｍ，

ＰＤＩ约为０．２２６。结果表明薄膜水化法制备的载药

胶束粒度分布均匀，有助于充分利用ＥＰＲ效应向肿

瘤内部渗透。

２．２．２　包封率　固定载体量为１ｍｇ，当投药量为

０．４ｍｇ时胶束包封率为（８９．８５±０．０６）％；增加投

药量至０．８ｍｇ时，包封率为（７７．０８±２．９３）％；继续

增加投药量至１．１ｍｇ时，包封率为（７７．０８±

０．９７）％，说明随着投药量的增加包封率降低。
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图１　不同制备工艺条件下胶束的透射电镜下形态

犉犻犵１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犲狊狅犳犿犻犮犲犾犾犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狆狉狅犮犲狊狊犲狊狌狀犱犲狉狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

ＡＣ：０．４ｍｇＰＴＸ；ＤＦ：０．８ｍｇＰＴＸ；ＧＩ：１．１ｍｇＰＴＸ；Ａ，Ｄ，Ｇ：ＤＩｗａｔｅｒ；Ｂ，Ｅ，Ｈ：０．９％ ＮａＣｌ；Ｃ，Ｆ，Ｉ：２．０％ ＮａＣｌ．ＰＴＸ：

Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；ＤＩｗａｔｅｒ：Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ

图２　球形胶束粒径分布（犃）和蠕虫状胶束粒径分布（犅）

犉犻犵２　犘犪狉狋犻犮犾犲狊犻狕犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狊狅犳狊狆犺犲狉犻犮犪犾

犿犻犮犲犾犾犲狊（犃）犪狀犱狑狅狉犿犾犻犽犲犿犻犮犲犾犾犲狊（犅）

Ａ：ＰＴＸ∶ＰＯｘ＝８０∶１００；Ｂ：ＰＴＸ∶ＰＯｘ＝１１０∶１００．ＰＴＸ：

Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；ＰＯｘ：Ｐｏｌｙ（２ｏｘａｚｏｌｉｎｅ）

２．２．３　体外释放度　图３为球形和蠕虫状胶束在

ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）和含２％ＢＳＡ溶液中的释放曲线。

结果显示，在ＰＢＳ介质中，两种形态的胶束１２ｈ累

积释放量达７５％；在含２％ＢＳＡ的介质中，蠕虫状

胶束较球形胶束释放速率减缓，２４ｈ药物均可完全

释放。胶束在４ｈ释药５０％左右，表明在释放初始

阶段均存在突释现象；但随后释放缓慢，有利于维持

体内药物浓度。

２．３　细胞毒性实验　如图４Ａ所示，ＰＯｘ载体对细

胞几乎无毒性。如图４Ｂ所示，ＰＴＸ注射剂Ｔａｘｏｌ

和载ＰＴＸ胶束对Ａ５４９细胞均存在浓度依赖性杀

伤作用。Ｔａｘｏｌ、球形胶束和蠕虫状胶束对Ａ５４９细

胞的ＩＣ５０值分别为０．５６８、０．３３６和０．３４２μｇ／ｍＬ，
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均能杀伤Ａ５４９肺癌细胞株。

图３　球形胶束和蠕虫状胶束在不同介质中

体外释放的时间累积释放率曲线

犉犻犵３　犐狀狏犻狋狉狅狋犻犿犲犮狌犿狌犾犪狋犻狏犲狉犲犾犲犪狊犲犮狌狉狏犲狅犳狊狆犺犲狉犻犮犪犾

犿犻犮犲犾犾犲狊犪狀犱狑狅狉犿犾犻犽犲犿犻犮犲犾犾犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻犪

ＰＢＳ：Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ；ＢＳＡ：Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ．

狀＝３，珔狓±狊

图４　空白载体（犃）和不同犘犜犡制剂（犅）

对犃５４９细胞的活性影响

犉犻犵４　犐狀狏犻狋狉狅犮狔狋狅狋狅狓犻犮犻狋狔狅犳犫犾犪狀犽犿犻犮犲犾犾犲狊（犃）犪狀犱

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犘犜犡犳狅狉犿狌犾犪狋犻狅狀狊（犅）犻狀犃５４９犮犲犾犾狊

犆ＰＯｘ：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＯｘ；犆ＰＴＸ：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＴＸ．ＰＯｘ：

Ｐｏｌｙ（２ｏｘａｚｏｌｉｎｅ）；ＰＴＸ：Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

聚２口恶唑啉类聚合物在２０世纪６０年代被首次

报道［１４］，直至近年来始发现该聚合物亲疏水性质可

调，通过活性开环反应可合成系列嵌段共聚物，从而

构建纳米聚合物胶束递药系统［１２，１５］。本实验选择聚

２口恶唑啉类三嵌段聚合物作为递药载体，其对紫杉

烷类药物亲和力高、增溶能力强，通过自组装实现了

对ＰＴＸ的高荷载，其载药量高达４０％，可有效减小

辅料使用量。其中，载药量的测定鉴于ＰＴＸ的水溶

性差（溶解度仅约１μｇ／ｍＬ）
［１６］，高速离心后胶束外

游离ＰＴＸ浓度极低，故可忽略不计。

与粒径、电荷性质相似，嵌段聚合物胶束的形态

对胶束的载药、体内分布和药动学行为具有重要影

响。本研究结果显示随着投药量的增加，胶束由球

形转变成了蠕虫状。我们猜测这种形态的转变是由

于ＰＴＸ与聚２口恶唑啉载体间存在氢键作用，随着药

物量的增大，氢键作用增强，疏水内核体积增大，亲

水性外壳变薄，使得部分裸露的内核相互连接，导致

球形胶束向蠕虫状转变，后期我们将通过具体实验

验证。实验表明投药量是形态变化的主因，水化溶

剂中的盐浓度对胶束形态也有重要影响。ＮａＣｌ的

加入使得体系中电解质浓度增强，嵌段聚合物临界

聚集浓度减小，聚合物更易生长成蠕虫状。

综上，本实验通过薄膜水化法构建了２种形态

的载ＰＴＸ聚２口恶唑啉胶束，其粒径分布均一，包封

率和载药量较高，细胞毒性实验验证其具备抗肿瘤

活性。在后续实验中，我们将对不同形态胶束的成

形机制和体内抗肿瘤活性作进一步探究。
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