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人血浆蛋白多烯紫杉醇纳米粒子的自组装及对肿瘤的靶向性

龚光明，陈美惠，王曙东

　 　 ［摘要］ 　 目的　 提高多烯紫杉醇的溶解度，提高其靶向性能。 方法　 用二硫键断裂法制备人血清白蛋白多烯紫杉醇纳

米粒子，并用电镜进行观察。 对粒子载药量、稳定性及粒子对肿瘤部位趋向性进行表征。 结果　 二硫键断裂法成功组装了白

蛋白⁃多烯紫杉醇纳米粒子。 电镜观察该纳米粒子外貌为 ８０～１００ ｎｍ 左右的球形粒子，高效液相和蛋白质定量检测多烯紫杉

醇载药量可达 ２１．５％。 结果 白蛋白多烯紫杉醇纳米制剂可显著提高多烯紫杉醇的溶解度，提高对肿瘤靶向性。 结论　 白蛋

白⁃多烯紫杉醇纳米粒子对肿瘤细胞具有良好的靶向作用，具有临床运用的潜在价值。
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　 　 肿瘤新生血管不遵循正常的血管结构而具有毛

细血管的特征［１］，其高通透性使得一些特殊大小的药

物载体容易通过肿瘤血管但不能通过正常血管，药物

体系在其中聚集且潴留时间延长，这就是渗透和滞留

效应（ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ， ＥＰＲ） ［２⁃４］，
是肿瘤被动靶向［５］。 除分子靶向肿瘤药物外［６⁃７］，血
清白蛋白可在快速生长的肿瘤中积蓄，具有主动靶向

性［８⁃９］，负载的药物能被选择性输送到肿瘤组织，药物

毒副作用被降低［１０］。 多烯紫杉醇是一类合成的微管

为靶点的抗肿瘤药物，使用时需要吐温 ８０ 和乙醇增

溶，具有显著毒性。 前期我们用巯基乙醇为变性剂制

备了白蛋白纳米粒子［１１］。 本研究中我们用工艺更简

便的 三 （ ２⁃羧 乙 基 ） 膦 （ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＴＣＥＰ）为变性剂制备了白蛋白多烯紫杉醇纳米粒子，

并进行了相关表征。

１　 材料与方法

１．１　 材料 　 人血清白蛋白（ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，
ＨＳＡ），近红外⁃７９７ （ＮＩＲ⁃７９７），购自 Ｓｉｇｍａ （美国）。
ＴＣＥＰ 购自 Ｐｉｅｒｃｅ（美国）。 三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）购
自国药集团，多烯紫杉醇（Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ）购自南京泽朗医

药，等其余试剂均为国产试剂，现购现用。 Ｓ１８０（小鼠

肛门纤维肉瘤细胞，购自上海博谷生物公司），ＩＣＲ 小

鼠雄性，２０～２２ ｇ，１０ 只，购自上海西普尔⁃必凯实验动

物有限公司〔合格证号：２００８００１６４０７６９，许可证号码：
ＳＣＸＫ（沪）２０１３⁃００１６〕。 ＪＥＭ⁃２１００ 电子显微镜（ＪＥＯＬ，
日本）。
１．２　 方法

１．２．１　 白蛋白多烯紫杉醇粒子 （ＨＳＡ ｄｏｃｅｔａｘｅｌ ｎａｎ⁃
ｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ） 的制备、形态观察 　 将

ＨＳＡ 溶解于，５ ｍＭ Ｔｒｉｓ（ｐＨ ７．８），浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ，
搅拌作用下，向 ＨＳＡ 溶液中加入 ＴＣＥＰ，１０ ｍｉｎ 后加

入 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ（１０ ｍｇ ／ ｍＬ）。 Ｔｒｉｓ 缓冲液对纳米粒子

溶液进行透析，时间为 ２４ ｈ。 粒子溶液滴在 ２００ 目
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镀碳膜铜网上，用 １％磷钨酸染色。 干燥后，用 ＪＥＯＬ
电子显微镜观察粒子。
１．２．２　 纳米粒子中 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 含量分析 　 ＨＰＬＣ 色

谱条件：色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ 柱，５ μｍ， ２５０ ｍｍ×
４．６ ｍｍ；流速：１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相：乙腈 ∶水（７６ ∶２４，
ｖ ／ ｖ）；检测波长：２３０ ｎｍ。

载药量根据公式：载药量 ＝ Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 重量 ／ （蛋
白质重量＋Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 重量）×１００％

取 １００ μＬ ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 加入 ８００ μＬ 乙腈，震
荡，混匀后，１０ ０００ ｒｐｍ，离心 １０ ｍｉｎ，取上清。 Ｄｏ⁃
ｃｅｔａｘｅｌ 标准品为对照，ＨＰＬＣ 测定样品中 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ
质量，考马斯亮蓝试剂盒测定样品中白蛋白质量，
计算纳米粒子溶液中 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 载药量。
１．２．３　 纳米粒子在 ２５ ℃ ５％葡萄糖水溶液中的稳

定性　 取 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 冻干样品，５％葡萄糖＋蒸馏

水溶解后，用激光粒度测定仪检测粒径起始粒子大

小，将溶液静置在 ２５ ℃，分别在 ０、２、６、１８、２４、３６、
４８ ｈ 检测其粒子大小。
１．２．４　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的大鼠血液毒性 　 不同组分

别连续 ３ 次给予生理盐水、Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）和
ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ （１０、２０ ｍｇ ／ ｋｇ）后，抗凝管采血，全血

自动分析仪 （ＸＳ⁃８００ｉ， ＳＹＳＭＥＸ， Ｊａｐａｎ）分析白细

胞和红细胞的数量。
１．２．５　 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 在小鼠体内的分布　
用 ５ ｍｇ ＮＩＲ⁃７９７（二甲亚砜溶解）与 ５０ ｍｇ ＨＳＡ（５
ｍＭ Ｔｒｉｓ，ｐＨ ７．８， １０ ｍＬ）混合反应 ２ ｈ 制备 ＮＰｓ⁃Ｄｏ⁃
ｃｅｔａｘｅｌ，５ ｍＭ Ｔｒｉｓ 缓冲液透析 ２４ ｈ，加入 １％甘露醇

后冻干，临用前用水稀释。
１．２．５．１ 　 Ｓ１８０ 小鼠肿瘤模型 　 参照 Ｗｕ 等［１２］ 方

法，将所购 Ｓ１８０ 细胞接种至 ＩＣＲ 小鼠左腋皮下，构
建荷瘤小鼠。 １ 周后选肿瘤长径、短径在 ０．５ ～ １ ｃｍ
之间的成瘤小鼠 ６ 只，分成两组，３ 只 ／组，分别用于

ＮＩＲ⁃７９７ 和 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 成像，以脱毛膏

脱去肿瘤部位毛发用于活体成像。
１．２． ５． ２ 　 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 示踪 　 ＮＩＲ⁃７９７⁃
ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 溶液甘露醇冻干粉用水溶解后，取
２００ μＬ 尾静脉注射肿瘤小鼠，间隔 ３、８、３０、７２、１０８
ｈ 在近红外检测仪下观察荧光标记纳米粒子在小鼠

体内成像情况。
１．２．５．３　 实时荷瘤小鼠 ＮＩＲ 体内示踪过程　 小鼠麻

醉后，放入红外成像仪暗室，将暗室通麻醉气体使

小鼠处于麻醉状态，明场调节视野，使小鼠全身在

视野范围之内，荧光激发波长调节至 ７０４ ｎｍ，发射

波长 ７００～９５０ ｎｍ，成像后保存图象待处理。 小鼠活

体成像结束后，将小鼠取心、肝、脾、肺、肾、肿瘤、

大脑、小肠、胃等脏器观察红外荧光，并拍片。 拍片

后，用活体成像仪上的软件处理小鼠活体和解剖后

各组织器官的荧光信号。

２　 结　 果

２．１　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的制备 　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 形成过

程中，溶液逐渐变成淡蓝色，透射电镜观察粒子大

小为 ８０～１００ ｎｍ 左右（图 １）。 ＴＣＥＰ 是一种广泛运

用的二硫键断裂剂，无色无味、无毒性，后期易处

理。 制备的纳米粒子溶液搅拌条件下透析 ２４ ｈ，中
间发现溶液及容器壁上均有白色颗粒，可能在透析

过程中，Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 从粒子中逐步释放出来，聚集成

白色悬浮物，部分粒子分散开。

　 　 图 １　 透射电镜观察白蛋白多西紫杉醇粒子外貌和

形状 （１％磷钨酸染色×１５０ 万）

２．２　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 载药量和溶解度分析　 高效液相

检测 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 溶液中 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的含量为 ０．４２
ｍｇ ／ ｍＬ，ＨＳＡ 含量为 １．９５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 载药量

为 ２１．５％。 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的溶解度提高了近 １００ 倍。
２．３　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 在 ２５ ℃５％葡萄糖水溶液中的

稳定性　 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的起始大小为 １２４．７ ｎｍ，随
其在 ２５ ℃葡萄糖水溶液中放置时间的延长，纳米粒

子逐渐变大，见图 ２。 样品放置 ４８ ｈ 以内，没有明显

沉淀，粒子小于 ２４０ ｎｍ（ＤＬＳ 检测）。

　 　 图 ２　 白蛋白多烯紫杉醇粒子与 ５％葡萄糖孵育 ４８ ｈ
内粒径的变化
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２．４　 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 及其制剂对大鼠血液毒性 　 大鼠分

别连 续 ３ 次 给 予 生 理 盐 水、 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 和 ＮＰｓ⁃
Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 制剂后，抗凝管采血，结果显示，Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ
组与生理盐水组相比，白细胞数目呈显著性降低

（Ｐ＜０．０５，图 ３ａ），而 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 组白细胞与对照

组相比，无显著下降（图 ３ａ）。 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 和 ＮＰｓ⁃Ｄｏ⁃
ｃｅｔａｘｅｌ 注射剂与对照组相比，对大鼠红细胞数量无

显著影响（图 ３ｂ）。 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 所致的骨髓抑制

较 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 更低。
２．５　 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 在荷瘤小鼠体内的分

布　 将 １ ｈ、２４ ｈ 和 ７２ ｈ 的 ＮＩＲＦ 数据信号提取后，
获取荧光信号如图 ４。 结果显示：２４ ｈ 内，ＮＩＲ⁃７９７

组小鼠（左）和 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 组小鼠（右）
荧光主要在腹腔和膀胱位置富集，可能 ＮＩＲ 经过胆

道沿着肠道排泄，另外沿泌尿系统移行至膀胱，而
被排出体外。 ７２ ｈ 后，ＮＩＲ⁃７９７ 小鼠腹腔部位荧光

难以检测，主要集中于肝脏和肿瘤部位；ＮＩＲ⁃７９７⁃
ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 组小鼠荧光在肠道和肿瘤部位均有

聚集（图 ４ａ）。 ７２ ｈ 后，荷瘤小鼠各组织器官心脏、
肝脏、肺脏、脾脏、肾脏、肿瘤、脑、小肠、胃被解剖剥

离，近红外检测 ＮＩＲ 荧光。 结果表明，ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ
组肿瘤部位荧光最强，肝脏和肾脏相对弱，其他器

官没有检测到纳米粒子荧光，ＮＩＲ⁃７９７ 组小鼠肿瘤

部位荧光较弱（图 ４ｂ）。

图 ３　 大鼠全血细胞计数分析［（ａ）白细胞计数；（ｂ）红细胞计数；∗Ｐ＜０．０５］

　 　 图 ４　 小鼠成像图［（ａ）Ｓ１８０ 荷瘤小鼠静脉注射近红外⁃７９７、近红外⁃７９７⁃白蛋白多烯紫杉醇后 １ ｈ、２４ ｈ 和 ７２ ｈ 成像图；
（ｂ）７２ ｈ 后，小鼠离体脏器成像］
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３　 讨　 论

ＴＣＥＰ 变性法可用于制备 ８０ ～ １００ ｎｍ 大小的

ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ。 二硫键的破坏可能导致了 ＨＳＡ 疏

水性区域的暴露［１１］，在 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的协同作用下形

成了纳米粒子。 本 文 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 的 载 药 量 达 到

２１．５％，大大提高了 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 溶解度。 临床上使用

Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 时，需要吐温和乙醇作为增溶剂，而 ＮＰｓ⁃
Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 无需吐温和乙醇增溶，避免了溶血反应的

发生。 纳米粒子在 ５％葡萄糖溶液中稳定性可达

３０ ｈ，粒径仍然小于 ２４０ ｎｍ，表明 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 非
常稳定，符合注射剂的注射要求。 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 对
白细胞数量降低的影响小于 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 组，骨髓抑制

毒性显著降低。 由于 ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 对肿瘤组织具

有较好被动或主动靶向作用，因此，本方法制备的

ＮＰｓ⁃Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 是良好的 Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ 递送系统，具有较

强的临床开发价值。
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