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"摘要#

!

目的
!

制备载吉西他滨磁纳米微球"

a6)3NNPR

$!考察其协同恒定外磁场下对人胰腺癌细胞
N23

2̂R3"

的体外杀伤效应%方法
!

采用化学共价耦联法制备
a6)3NNPR

!扫描电子纤维镜"

FSP

$观察纳米粒形态!

紫外分光光度计法测定载药量及包封率!体外考察
a6)3NNPR

在拟溶菌酶存在的不同
8

W

值下药物累积释放率!

P44

法检测协同恒定外磁场下
a6)3NNPR

对
N2̂ 2R3"

体外增殖的抑制效应!流式细胞术"

_NF

$检测细胞凋亡%

结果
!

a6)3NNPR

呈球形!平均粒径约为
,%+)

!载药量为
!,[

!包封率为
$,[

!

8

Wf1

时
$&<

累积释放量仅

",[

!

8

Wf"

时药物累计释放率可达
&$[

#

a6)3NNPR

协同外磁场时可增强对肿瘤细胞增殖的抑制作用!诱导细

胞凋亡和坏死%结论
!

a6)3NNPR

联合外磁场可有效抑制
N2̂ 2R3"

细胞的生长%

"关键词#

!

吉西他滨#

!

纳米#

!

胰腺癌#

!

N2̂ 2R3"

#

!

杀伤

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$2&$1&%%'

文献标志码$

2

文章编号$

!.1"3'$,,

"

"%!,

$

!$3!'&$3%-

#-I+8>9,84=

;

9-

?

6:7+8<@+-67<>>

;

+-

??

+>9-079-8<+-+-

?

:<

?

-68+7-<-9

F

<>8+756,+-8>6<8+-

?F

<-7>6<8+77<>7+-9:<7655,

"

!

NJ/KA5&(P>5&

'

!

#

.-B%(Q2%

!

#

@3/0KA2

!

#

+,"/0,2(

)

A&

"

#

+,3-B%5(

C

%5

"

#

!,J/MA(

=

A

"

#

N"/0B%2

"

#

$

1%:D;82

9

5:;<2&;*

=

02&2:5F@A:

'

2:

)

#

H2%P>*AHA&%?%

9

5F$2*

9

F2GD,*D

9

%;5F

#

H2%P>*A

#

0A5&

'

E*&

'

,!$%&'

#

!>%(

&5

%

"782

9

5:;<2&;*

=

,2

9

5;*R%F%5:

)

@A:

'

2:

)

#

@A&K5;(D2&H2<*:%5F,*D

9

%;5F

#

@A&K5;(D2&-&%I2:D%;

)

#

0A5&

'

P>*A

#

0A5&

'

E*&

'

,!%!"%

#

!>%&5

&

'

B@,8><78

(

!

"@

*

678+I6

!

45

8

:6

8

>:6;<6

D

6)C*;>A*+6C>::

@

*+

D

)>

D

+6;*C+>+5

8

>:;*C96=

$

a6)3NNPR

&

>+0;5*+H6=3

;*

D

>;6;<6*:*+H*;:5J*99*+

D

6??6C;=5+

8

>+C:6>;*CC>:C*+5)>C6999*+6N2̂ 2R3"*+C599>A5:>;*5+5?;<6C5+=;>+;67;6:+>9

)>

D

+6;*C?*690=#J68G9=,

!

a6)3NNPRG>=

8

:6

8

>:60A

@

;<6C<6)*C>9C5H>96+;9*+J>

D

6C5B

8

9*+

D8

:5C60B:6#Y;=)5:3

8

<595

D@

G>=5A=6:H60A

@

=C>++*+

D

696C;:5+)*C:5=C5

8

6

$

FSP

&

#4<60:B

D

95>0*+

D

>)5B+;>+06+C>

8

=B9>;*+

D

:>;*5G6:6

06;6:)*+60A

@

;<6B9;:>H*596;=

8

6C;:5

8

<5;5)6;:

@

#4<6>CCB)B9>;*+

D

:696>=6:>;65?a6)3NNPRB+06:0*??6:6+;

8

W

H>9B6=*+;<667*=;6+C65?9

@

=5I

@

)6G>=*+H6=;*

D

>;60*+H*;:5#4<6*+H*;:5

D

:5G;<*+<*A*;*+

D

6??6C;5?a6)3NNPR5+

N2̂ 2R3"B+06:;<6C599>A5:>;*H6C5+=;>+;67;6:+>9)>

D

+6;*C?*690G>=06;6C;60A

@

;<6P44>==>

@

#4<6>

8

5

8

;5=*=5?

N2̂ 2R3"G>=06;6C;60A

@

;<6?95GC

@

;5)6;:

@

#K6,458,

!

a6)3NNPRG6:6=

8

<6:*C>9G*;<>H6:>

D

60*>)6;6:5?,%+)

#

;<60:B

D

95>0*+

D

>)5B+;G>=!,[>+0;<66+C>

8

=B9>;*+

D

:>;*5G>=$,[#4<6$&<CB)B9>;*H60:B

D

:696>=6>)5B+;>;

8

Wf1G>=5+9

@

",[

#

AB;G<*C<>;

8

Wf1C5B90:6>C<&$[

%

a6)3NNPRC599>A5:>;60G*;<67;6:+>9)>

D

+6;*C?*690=

C5B906+<>+C6;<6J*99*+

D

6??6C;5+N2̂ 2R3"

#

>9=5*+0BC60;<6C699B9>:>

8

5

8

;5=*=>+0+6C:5=*=#L9-754,+9-

!

a6)3NN3

PRC5)A*+60G*;<67;6:+>9)>

D

+6;*C?*690=C5B906??6C;*H69

@

*+<*A*;;<6

D

:5G;<5?N2̂ 2R3"*+H*;:5#

'

M6

;

N9>=,

(

!D

6)C*;>A*+6

%

!

+>+5

8

>:;*C96=

%

!8

>+C:6>;*CC>:C*+5)>

%

!

N2̂ 2R3"

%

!

J*99*+

D

!!

吉西他滨$

a6)

&是食品和药物管理局批准的用于治疗进

展期胰腺癌的一线用药#对胰腺癌单一或联合其他抗癌药物都

取得很高的疗效*

!

+

)但
a6)

不良反应大#体内代谢快#血浆半

衰期短#仅
!#,<

)磁导向抗肿瘤靶向治疗是一种新兴的肿瘤

靶向治疗方法#将化疗药物,磁性内核包入高分子材料中制成

的纳米微球中#注入体内后#在体外磁场的作用下滞留于靶区#

平稳释放药物杀伤肿瘤细胞#同时降低药物不良反应*

"

+

)本实

验以生物可降解材料羧甲基壳聚糖为原料#包裹磁性纳米

_6

-

e

$

#采用化学共价耦联法制备吉西他滨
3

羧甲基壳聚糖氧化

铁纳米微球$

a6)3NNPR

&#考察协同恒定外磁场条件下#对人

胰腺癌细胞
N2̂ 2R3"

的体外杀伤效应)

$

!

材料与方法

$#$

!

试剂与仪器
!

盐酸
a6)

购自上海英轩医药科技有限公

司%自制枸橼酸钠稳定的磁流体$

-%)

D

"

)/

&#正硅酸乙酯

$

4SeF

&,

-3

三乙氧基硅基甲基丙烯酸酯$

P̂ F

&,

R3

乙基
3Rc3

$

-3

二甲氨基丙基&碳二亚胺盐酸盐$

SZN

&均购自汕头市光华

化学厂%

]̂ PY!.$%

为美国
a*AC5

产品%噻唑蓝$

P44

&购自美

国
F*

D

)>

公司%

2++67*+3E

"

Ŷ

双染试剂盒购于深圳晶美公司%

胰腺癌细胞
N2̂ 2R3"

购于中科院上海细胞库)

S\gY3

ReM,,

型傅立叶变换红外光谱仪$德国
L:BJ6:

公司&%扫描电

子纤维镜$

FSP

#

\g2R42$%%

#

gX

&%

F

8

6C;:B)9>A,"

型紫外

分光光度计$上海棱光技术有限公司&%

P50693.&%

酶标仪购于

北京金辉盛业科技有限公司%

_2NFN>9*AB:

型流式细胞仪购于

美国
LZ

公司%钕铁硼稀土永磁体购于广州钕磁铁厂)

$#/

!

方法

$#/#$

!

磁性马来酰化羧甲基壳聚糖微球$

NNPR

&的制备
!

取

"#%)/

磁流体超声分散于
"%%)/

含有
,#%)/

氨水的醇"水

$

E

"

Ef$h!

&的混合液中#机械搅拌下将混合体系升温至

-

$&'!

-

检验医学与临床
"%!,

年
1

月第
!"

卷第
!$

期
!

/>AP60N9*+

!

QB9

@

"%!,

!

E59#!"

!

R5#!$

"

基金项目!国家重大专项课题 $

"%!"dM!%%%"

!

%!.

&%中山大学临床研究
,%!%

项目$

"%!%%%'

&)

!!

作者简介!温苑章#男#硕士研究生#主治医师#研究方向为肝胆胰腺肿瘤的诊治)

!

#

!

通讯作者#

S3)>*9

!

G>+

DK

*6=B+

@

>;=6+

"

!.-#C5)

)



$%i

#并加入
4SeF%#,)/

反应
!"<

#在外加磁场作用下

$

.%%%a

&收集产物
_6

-

e

$

"

F*e

"

#去离子水和乙醇反复洗涤

后分散于含有
"#%)/

氨水的乙醇中#加入过量的
P̂ F

#室温

下机械搅拌
$&<

后#外加磁场作用下$

.%%%a

&从反应液中分

离产物
_6

-

e

$

"

F*e

"

"

P̂ F

#去离子水反复洗涤并分散于去离

子水中#浓度为
"%)

D

"

)/

%取
"#%)/

的
_6

-

e

$

"

F*e

"

"

P̂ F

分散液#加入到含有
PNF%#%$

D

和
X̂ F,)

D

的水溶液中#机

械搅拌分散#通氮气
-%)*+

后#升温至
1%i

反应
$<

后于外加

磁场作用收集产物
NNPR

#并用去离子水多次洗涤#并重新分

散于水中#浓度为
"%)

D

"

)/

)

$#/#/

!

a6)3NNPR

的制备
!

在室温下#取
a6)

盐酸盐$

%#-1

D

#

!#"))59

&溶于
,)/

含有
SZN%#,

D

和
RWF%#!

D

的水溶

液中#并将该反应液滴加于
,)/

上述
NNPR

的分散液中#避

光机械搅拌反应
$&<

#反应结束后#在外加磁场作用下得到产

物#去离子水反复洗涤后#放入冷冻干燥机内在
j$%i

下真空

干燥#称质量#备用)

$#/#'

!

a6)3NNPR

纳米特征检测
!

将真空干燥后的
a6)3

NNPR

微球与
XL:

研磨并压片#在傅立叶变换红外光谱$

_43

Y]

#

R*C596;

#

gF2

&测定红外透射谱图)将真空干燥后的
a6)3

NNPR

微球滴在玻璃片上#自然干燥后表面喷金处理#用
FSP

观察形态,粒径及粒径分布)

$#/#1

!

a6)3NNPR

载药量及接枝率测定
!

取
")/

上述反

应后的液体#离心#紫外分光光度计测定其在
".1#.+)

下的吸

光度值#根据标准曲线计算残液中
a6)

的含量#根据公式计算

a6)3NNPR

的包封率及载药量#公式如下)公式!包封率
f

$

a6)

总量
j

残液
a6)

含量&"

a6)

总量
`!%%[

%载药量
f

$

a6)

总量
j

残液
a6)

含量&"

a6)3NNPR

重量
!̀%%[

)

$#/#2

!

a6)3NNPR

的体外药物释放
!

取
a6)3NNPR%#,

)

D

加入
,)/

浓度为
%#!)

D

"

)/

的胰蛋白酶的磷酸盐缓冲

液$

L̂F

&溶液中#并在
-1i

的恒温水浴中振荡#分别加入
!#%

)59

"

/

的
WN9

或
!#%)59

"

/

的
R>eW

调节溶液的
8

W

至
"

,

-

,

$

,

,

,

1#$

#培育不同时间后#用
.%%%a

磁场及
"%%%:

"

)*+

离

心分离出上层悬浮液#测定其在
".1#.+)

下的吸收度值#取
-

次实验平均值#根据标准曲线计算出悬浮液中
a6)

的累积释

放量)

$#/#)

!

P44

法测定
a6)3NNPR

对胰腺癌细胞
N2̂ 2R3"

的

增殖抑制率
!

取对数生长期的
N2̂ 2R3"

细胞#用
%#",[

的胰

蛋白酶消化后制成
!̀ !%

$

"

)/

的细胞悬液#接种于
'.

孔培养

板中#

"%%

微升"孔#

-1i

,

,[Ne

"

条件下培养
"$<

)实验分

为
>

!

RF

阴性对照组%

A

!

NNPR

空载对照组%

C

!单纯磁场组%

0

!

a6)

阳性对照组%

6

!

a6)3NNPR

治疗组%

?

!

a6)3NNPR

联合

磁场治疗组#同时设空白对照组#每个亚组设
,

个平行孔)磁

场强度为
.%%%a

#药物组含
a6)

量为
!.

&

D

"

)/

)培养
$&<

后#加
P44

$

,)

D

"

)/

&

"%

微升"孔#继续培养
$<

%吸除各孔原

液#加入二甲基亚砜$

ZPFe

&

!,%

微升"孔#振荡混匀
!%)*+

#

酶联免疫监测仪测定
$'"+)

各孔
2

值)计算各组的增殖抑

制率)抑制率
f!j

实验组平均
2

值"阴性对照组平均
2

值
`

!%%[

)

$#/#.

!

流式细胞术检测
N2̂ 2R3"

凋亡
!

N2̂ 2R3"

细胞以

!̀ !%

,

"

)/

细胞悬液孔接种于
.

孔板内#无血清培养液培养

"$<

使绝大多数细胞处于
a%

"

a!

期同步化)每孔分别加入含

a6)

$

!.

&

D

"

)/

&的培养液#以
RF

为空白对照$

2

&#分为单纯

a6)

治疗组$

L

&,

a6)3NNPR

组$

N

&以及
a6)3NNPR

联合磁

场治疗组$

.%%%a

&$

Z

&)培养
$&<

后胰酶消化收集细胞#

L̂F

吸两遍#结合缓冲液悬浮细胞#调整细胞浓度为
!̀ !%

.

"

)/

#取

!',

&

/

的细胞悬液加入
,

&

/2++67*+E

"

_Y4N

#室温避光孵育

!%)*+

#

!'%

&

/

结合缓冲液洗涤并重新悬浮细胞后#加入
!%

&

/

,

"%

&

D

"

)/

的
Ŷ

#每组重复
-

次#

!<

内检测凋亡和坏死

细胞)

$#'

!

统计学处理
!

采用
F̂ FF!-#%

统计软件进行分析#计量

资料以
O(D

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
$

%

%#%,

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

a6)3NNPR

的红外光谱图
!

从红外光谱中看到在
!."!

C)

j!和
!,"'C)

j!处出现了两个尖锐的峰是
3NeRW3

的特征

吸收峰#提示
a6)

在
SZN

的作用下其氨基和磁性粒子表面的

羧基进行了反应)

,'!C)

j!处为
_6

的特征吸收峰)见图
!

)

图
!

!

a6)3NNPR

的红外光谱图

/#/

!

a6)3NNPR

载药量及接枝率测定
!

经紫外分光光度计

测定
a6)3NNPR

载药量约为
!,[

#接枝率约为
$,[

)

/#'

!

a6)3NNPR

的
FSP

形态
!

从
FSP

照片中可以看出制

备
a6)3NNPR

为球形或近似球形纳米粒子#粒径较均匀#平

均直径约为
,%+)

)

/#1

!

a6)3NNPR

体外药物释放
!

各组的累积药物释放率见

图
"

)从图中可见微球
!"<

就能达到药物的最大释放率#

8

Wf"

时药物
$&<

最大的累积释放率达
&$[

#而
8

Wf1#$

时仅为
",[

)表明
a6)3NNPR

在
8

Wf1#$

时较为稳定#而

8

Wf"

时溶菌酶活性高#可充分水解
a6)3NNPR

的肽键

$

3NeRW3

&释放
a6)

)

图
"

!

各组的累积药物释放率

/#2

!

P44

法测定
a6)3NNPR

对胰腺癌细胞
N2̂ 2R3"

的增

殖抑制率
!

各组的
N2̂ 2R3"

增殖抑制率见表
!

)通过单因素

方差分析#结果表明
a6)

及
a6)3NNPR

均明显抑制
N2̂ 2R3

"

细胞的生长#但差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&)而
a6)3NN3

PR

联合磁场对
N2̂ 2R3"

的抑制作用明显高于其他治疗组#

差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&)但
NNPR

空载治疗组与
RF

治疗组差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&#提示
NNPR

作为药物

载体具有良好的生物相容性)各组
N2̂ 2R3"

细胞活力#

a6)3

-

,&'!

-
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年
1
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!"

卷第
!$

期
!
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!
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NNPR

联合磁场处理
N2̂ 2R3"

细胞活力明显高于其他治疗

组#差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&)

表
!

!

N2̂ 2R3"

增殖抑制率
P44

分析

组别
2

值$

O(D

& 增殖抑制率$

[

&

RF

阴性对照组$

>

&

%#&$&$(%#%$ j

NNPR

空载对照组$

A

&

%#&-$%(%#%$ !#1%

单纯磁场组$

C

&

%#1'1'(%#%- ,#',

a6)

阳性对照组$

0

&

%#,$!1(%#%, -.#!,

a6)3NNPR

治疗组$

6

&

%#,",%(%#%, -&#!"

a6)3NNPR

联合磁场组$

?

&

%#$-&"(%#%" $&#-,

!!

注!

?

组与其他组比较#

$

%

%#%,

%

0

组和
6

组比较#

$

&

%#%,

%

>

组和

A

组比较#

$

&

%#%,

)

j

表示无数据)

/#)

!

流式细胞术检测
N2̂ 2R3"

凋亡
!

各组的
N2̂ 2R3"

的

凋亡坏死率见表
"

)从表
"

中可以看出#

L

,

N

,

Z

组细胞凋亡,

坏死率均高于
2

组$

$

%

%#%,

&#

L

组与
N

组差异无统计学意义

$

$

&

%#%,

&#而
Z

组凋亡,坏死率均高于其他治疗组#差异有统

计学意义$

$

%

%#%,

&)提示
a6)3NNPR

联合磁场可明显诱导

N2̂ 2R3"

细胞发生凋亡及坏死)

表
"

!

N2̂ 2R3"

凋亡率和坏死率流式细胞术分析%

O(D

'

[

&

组别 凋亡率 坏死率

RF

阴性对照组$

2

&

%#1-(%#!" %#1'(%#!%

a6)

阳性对照组$

L

&

'#-"(!#!$ ,#"1(%#',

a6)3NNPR

治疗组$

N

&

&#'"(!#-" ,#1$(!#"%

a6)3NNPR

联合磁场组$

Z

&

!$#-!(-#!. '#&-("#"&

'

!

讨
!!

论

'#$

!

U*006:

早在
!'1&

年就提出.磁控纳米靶向载药系统/的

概念*

-

+

)近几十年来随着生物技术以及纳米技术的飞速发展#

磁控纳米载药系统的研究发展到了一个新的高度#但良好的生

物相容性仍是纳米医用材料的首要必备条件*

$

+

)本实验采用

壳聚糖是天然碱性多糖#是甲壳素脱乙酰基的产物#具有良好

的生物相容性和生物可降解性#在体内能被溶菌酶等降解#降

解产物能完全被人体吸收#无不良反应*

,

+

)而选用的铁磁流体

乃人体必需元素#少量应用对人体无不良反应*

.

+

)而
P44

结

果也显示!单纯的
NNPR

纳米微球对
N2̂ 2R3"

细胞生长无

明显抑制作用#提示
NNPR

可作为良好的靶向给药载体)

'#/

!

a6)

又名
"c3

脱氧
3"c

#

"c3

二氟胞苷#是一种具有抗癌活性

的脱氧胞苷酸类似物#属细胞周期特异性抗肿瘤药#是临床治

疗胰腺癌的有效药物之一*

13'

+

)

a6)

在进入细胞之前通常以

无活性的形式存在#在细胞内由核苷激酶代谢成有活性的二磷

酸核苷$

0_0NẐ

&和三磷酸核苷$

0_0N4̂

&#联合抑制细胞

ZR2

的合成*

!%

+

)本实验采用化学共价耦联的方法#通过肽键

$

NeRW

&将
a6)

共价耦联于
NNPR

微球上#制备出
a6)3NN3

PR

纳米微球#其平均粒径约为
,%+)

#载药量达
!,[

#具有磁

响应性强以及长时间药物缓释的优点%体外释放实验证实

a6)3NNPR

可避免在生理
8

Wf1#$

条件下被降解#可保证

a6)3NNPR

以有活性形式释放于细胞内#达到细胞内靶向给

药的目的#提高细胞内药物浓度#增加疗效)同时该纳米微球

保持
a6)

抗癌活性#

P44

结果显示
a6)3NNPR

对
N2̂ 2R3

"

的增殖有明显的抑制作用#和相同浓度的
a6)

治疗组比较#

差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&)流式细胞术结果也证实
a6)3

NNPR

具有良好的抑瘤作用#联合磁场可明显增加
a6)3NN3

PR

的抑瘤作用$

$

%

%#%,

&#除
a6)3NNPR

具有缓释效果外#

磁场还可通过影响细胞生物膜的电位,通透性以及酶活性的改

变#以增加药物对肿瘤细胞的杀伤效应)

'#'

!

本实验制备了一种新的磁纳米载药体系
a6)3NNPR

#体

外实验证实其具有良好的安全,缓释,磁响应性#能有效抑制肿

瘤细胞生长#诱导细胞凋亡及坏死#为进一步的体内磁靶向治

疗提供了实验依据)
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