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姜黄素诱导转铁蛋白纳米载体体系的组装
及其抗肿瘤靶向作用

赵志刚，曹燕丽，高　 茗，龚光明，恽时锋

　 　 ［摘要］ 　 目的　 增加姜黄素（ＣＣＭ）溶解性及对肿瘤的靶向性。 　 方法　 以盐酸为变性剂，构建转铁蛋白（Ｔｆ）⁃ＣＣＭ 纳米

粒子（Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ），电镜观察其外貌。 对体系载药量、稳定性及其靶向性进行考察。 　 结果　 盐酸变性法成功构

建了转铁蛋白⁃姜黄素纳米体系。 Ｔｆ 某些疏水基团充分暴露，引发了粒子的聚集。 电镜观察粒子为 １５０ ｎｍ 左右的球形粒子，
高效液相测定其载药量为 ５％，该纳米体系可使姜黄素的溶解度增加超过 １ 万倍。 ＣＣＭ 比 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 更容易降解，稳定性弱。
ＮＰｓ⁃ＣＣＭ （０􀆰 ０５～１ ｍｇ ／ ｍＬ）的溶血效果明显低于游离 ＣＣＭ （Ｐ＜０􀆰 ０５），当 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 与 ＣＣＭ 的浓度在 ０􀆰 ００２５～ ０􀆰 ００１ ｍｇ ／ ｍＬ
之间，两者的溶血性无显著差异。 与 ＣＣＭ 相比，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 靶向性显著提高。 　 结论　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 体系对肿瘤细胞具有良好的

靶向性，具有潜在的临床运用价值。
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０　 引　 　 言

转铁蛋白（ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ，Ｔｆ）是一种无毒性和免疫

原性［１］ 的血浆蛋白，已被用于纳米载体体系的

制备。 转铁蛋白由 ６９６ 个氨基酸组成，肿瘤细胞

（食管鳞状细胞癌）表面的 Ｔｆ 受体（Ｔｆ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，Ｔｆ⁃
Ｒ）数量是正常细胞［２］ 表面的 ２ ～ １０ 倍。 肿瘤细胞

表面 Ｔｆ⁃ Ｒ 和转铁蛋白的结合率比正常细胞表面［３］

的结合率高 １０～１００ 倍。 治疗药物通过积极靶向血

浆蛋白和血浆蛋白受体介导的内吞作用，特异性靶

向癌细胞、干细胞和脑肿瘤发挥治疗作用［２，４⁃７］。 转

铁蛋白相关制剂，包括偶联物［８⁃９］、融合转铁蛋白、
转铁蛋白结合纳米载体系统［１０］、转铁蛋白相关肽和
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（或）受体相关抗体制剂［１１］，已被用于肿瘤成像、精
确检测和肿瘤治疗。 姜黄素（ ｃｕｒｃｕｍｉｎ，ＣＣＭ）是一

种从姜黄植物中提取的疏水多酚，无毒，具有多种

生物和治疗作用［１２⁃１５］。 该化合物通过调控多个分

子靶点的表达和（或）活性，通过多种生物学途径表

现出多种抗癌活性，包括突变、细胞周期调控和转

移等［１６⁃１７］。 本研究用酸变性法构建转铁蛋白姜黄

素纳米载体体系，提高疏水性药物溶解度和靶向

性，并进行相关表征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 转铁蛋白、近红外⁃７９７（ＮＩＲ⁃７９７）和姜

黄素来自西格玛（美国）。 １⁃（苯胺）⁃ａｐｈｔｈａｌｅｎ ⁃８⁃磺
酸（ＡＮＳ）购自国药集团（中国）。 美国癌症研究所

（ＩＣＲ）小鼠，体重 ２０ ～ ２５ ｇ，购自南通大学。 动物实

验经金陵医院动物实验机构伦理委员会批准（指导

编号：２０１９５２４）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 转铁蛋白姜黄素粒子（ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ⁃ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ）的制备、形态观察、包封率

和载药量　 ３０ ｍｇ 转铁蛋白溶解于 １０ ｍＬ 纯水（２５
℃）。 加入最终浓度为 ４ ｍＭ 的 ＨＣｌ，连续搅拌 １０
ｍｉｎ。 加入 ２ ｍｇ 姜黄素（４ ｍｇ ／ ｍＬ，乙醇为溶剂），将
溶液 ｐＨ 调节为 ７􀆰 ０。 将制备好的粒子溶液滴加在

２００ 目碳膜铜网上。 干燥后，用 ＪＥＯＬ 电子显微镜观

察粒子的形貌。 将 １ 体积的 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 溶液加入 ９ 体

积的乙醇中提取姜黄素，然后超声５ ｍｉｎ，离心 １０
ｍｉｎ。 过滤溶液中的姜黄素通过膜过滤，然后用 Ｌ⁃
１５２５ 泵、ＰＤＡ ２９９６ 紫外检测器和 Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ 柱通过

ＨＰＬＣ （Ｗａｔｅｒｓ １５２５⁃２９９６，美国）进行定量。 流动相为

乙腈：４％冰醋酸溶液（４８ ∶５２，ｖ ／ ｖ）。 色谱柱流出液检

测波长 ４３０ ｎｍ，流速 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 转铁蛋白用 Ｂｒａｄ⁃
ｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂盒（南京建成）进行定量。 药

物包封率（ＥＥ）的计算公式如下：
ＥＥ＝（粒子中姜黄素重量 ／ 滤过液中姜黄素重

量＋粒子中姜黄素重量）×１００％
载药量（％）＝ （粒子中姜黄素的重量 ／ 粒子中姜

黄素和转铁蛋白的重量）×１００％
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 的药物释放和降解　 药物释放：
将已知重量的 Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 纳米颗粒用 ｐＨ ７􀆰 ４ （ ５
ｍＭ）的 ２ ｍＬ ＰＢＳ 重新分散后，装入透析袋（截留相

对分子量 ８０００ ～ １２ ０００）中。 将透析袋放入 １０ ｍＬ
释放缓冲液（含 ６％乙醇的 Ｔｒｉｓ 溶液，ｖ ／ ｖ）中。 在 １、

２、４、８、１２ ｈ 提取姜黄素释放缓冲液用于高效液相

色谱分析。 降解：ＮＰｓ⁃ＣＣＭ（均为 １００ μｇ ／ ｍＬ 姜黄

素）在磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ，ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）中通过测量

姜黄素在 ２５ ℃的吸光度变化进行检测。 将游离的

姜黄素（１００ μｇ ／ ｍＬ） 和 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ（等效姜黄素浓

度）置于 ＰＢＳ 中孵育 ２４ ｈ，间隔 ２ ｈ，用紫外⁃可见分

光光度计检测吸光度（４２５ ｎｍ），检测常温下，ＮＰｓ⁃
ＣＣＭ 和 ＣＣＭ 溶液稳定性。
１􀆰 ３　 ＣＣＭ制剂诱导小鼠溶血　 眼眶后血液样本采

集红细胞（ＲＢＣ）。 然后，将 １ ｍＬ 细胞沉淀重悬于

１００ ｍＬ ＰＢＳ 中制备 １％ ＲＢＣ 悬液，并将 ＲＢＣ 悬液与

不同浓度（１、０􀆰 ５、０􀆰 ２５、０􀆰 １、０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ００１ ｍｇ ／ ｍＬ）的
姜黄素按 １ ∶１的比例在 ３７ ℃下混合 ０􀆰 ５、４、２４ ｈ。 通

过离心分离沉淀物，用分光光度计（瑞士）在 ５７０ ｎｍ
处检测上清液中的游离血红蛋白。 以纯水或 ＰＢＳ 孵

育红细胞的溶血率为阳性（Ａｂｓ１００）和阴性（Ａｂｓ０）对
照。 用下式计算 ＣＣＭ 配方的溶血率。

溶血率（％）＝ （ＯＤ５７０ 的 Ａｂｓ－Ａｂｓ０） ／ （Ａｂｓ１００－
Ａｂｓ０）×１００％

１􀆰 ４　 体内靶向性

１􀆰 ４􀆰 １　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 荷瘤小鼠的制备 　 将肉瘤株

Ｓ１８０ 细胞培养液注入 ＩＣＲ 小鼠左腋窝制备荷瘤小

鼠。 １ 周后选肿瘤长径和短径在 ０􀆰 ５ ～ １ ｃｍ 之间的

成瘤小鼠 ８ 只，分成 ２ 组，４ 只 ／组，分别用于 ＮＩＲ⁃
７９７ 和 ＮＩＲ⁃７９７⁃Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 成像。
１􀆰 ４􀆰 ２　 体内靶向能力 　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 和游离 ＮＩＲ⁃７９７
溶液（０􀆰 １ ｍｇ ＮＩＲ⁃７９７）注射到 Ｓ１８０ 肿瘤小鼠（雄
性，ＩＣＲ，３０～３２ ｇ，ｎ＝ ４，ｉｖ），静脉注射后的 １、２８、４８、
１２０ 和 １６８ ｈ 后使用 ＩＶＩＳ 光谱仪器（Ｃａｌｉｐｅｒ，美国），
在 ８００～ ９００ ｎｍ 监测近红外荧光成像，时间为 ２ ｓ。
成像后，取肿瘤和心、肝、脾、肾和肺等主要器官进

行成像，以评估 ＮＩＲ⁃７９７ 和 ＮＩＲ⁃７９７ ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 的

聚集。
１􀆰 ５　 统计学分析　 所有实验均重复 ３ 次，计量资料

结果以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 组间比较采用学

生 ｔ 检验（Ｅｘｃｅｌ 自带程序）；以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 的制备　 Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 的形成过程中，
溶液逐渐变成淡黄色。 透射电镜观察粒子大小约

为 １４０～１５０ ｎｍ，见图 １。
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图 １　 高分辨率透射电镜观察 Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 纳米颗粒的尺寸、
形状和形貌及动态光散射仪观察粒子大小

２􀆰 ２　 纳米粒子的姜黄素包封率（ＥＥ）和 载药量 　
经检测，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 粒子大小为（１６２±６􀆰 ７） ｎｍ，包封

率和载药量分别为（９２􀆰 ５７±５􀆰 ４）％和 ５􀆰 ２。
２􀆰 ３　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 释药和稳定性 　 图 ２ａ 显示了

ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 在缓冲液中长达 １１ ｈ 的累积 ＣＣＭ 释放

曲线， 在 ３７ ℃， １１ ｈ 后， 释 放 溶 液 形 成 沉 淀。
５􀆰 ２％的载药量下，１１ ｈ，ＣＣＭ 的释放量为纳米粒

的 ２１％。 ＣＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 溶液在 ３７ ℃下孵育 １２
ｈ，２ ｈ 间隔取样，用紫外可见分光光度计测量吸光

度结果表明，游离的 ＣＣＭ 降解速度比 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ
快，见图 ２ｂ。

ａ：ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 在 ＰＢＳ（６％乙醇）中，３７ ℃，１２ ｈ 内的体外释放；

ｂ：ｐＨ ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 中降解 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 和游离 ＣＣＭ

图 ２　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 纳米粒子体外释放和降解

２􀆰 ４　 ＣＣＭ 游离药物和 ＣＣＭ 纳米粒子诱导体外

小鼠红细胞溶血率　 游离 ＣＣＭ 和 ＣＣＭ 粒子对红细

胞溶血率结果显示：ＣＣＭ 在 ０􀆰 ０５ ～ １ ｍｇ ／ ｍＬ 之间

时，两者的溶血率有显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）；随浓度

逐渐降低，差异不显著（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 ３。

ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 与相同浓度的 ＣＣＭ（聚氧乙烯蓖麻油和乙醇）比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 ＣＣＭ 游离药物和 ＣＣＭ 纳米粒子诱导体外小鼠红细

胞溶血率（ｎ＝３）

２􀆰 ５　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 的体内和靶向能力　 ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃
ＣＣＭ 对 Ｓ１８０ 肿瘤移植小鼠的靶向能力结果显示，
ＮＩＲ⁃７９７ 在前 ２４ ｈ 内分布在小鼠全身，大部分 ＮＩＲ⁃
７９７ 在腹部聚集，后逐渐在肿瘤部位富集。 ４８ 和

１２０ ｈ，ＮＩＲ⁃７９７⁃ＮＰｓ⁃ ＣＣＭ 在肿瘤部位比 ＮＩＲ⁃７９７ 富

集更多，见图 ４ａ。 组织的离体图像显示，ＮＩＲ⁃７９７⁃
Ｎｐｓ ⁃ ＣＣＭ 在肿瘤、肝和肾中积累， ＮＩＲ⁃７９７ 结合的

ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 在肿瘤中的荧光强度强于 ＮＩＲ⁃７９７，见图

４ｂ。 这些结果表明，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 比游离 ＮＩＲ⁃７９７ 具有

更好的肿瘤靶向性。

ａ：Ｓ１８０移植小鼠静脉注射ＮＩＲ⁃７９７标记的Ｎｐｓ⁃ＣＣＭ 和游离ＮＩＲ⁃
７９７后 ２４、４８、１２０和 １６８ ｈ 的体内图像；ｂ：给药后 １６８ ｈ 小鼠组织

（肿瘤、肝、胃、肺、肾、肠、心和脾）体外 ＮＩＲ⁃７９７荧光图像

图 ４　 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 荷瘤小鼠体内和靶向能力
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３　 讨　 　 论

临床研究中，疏水性抗肿瘤药物的溶解度一直

是亟待解决的难题。 本研究通过盐酸变性方法将

转铁蛋白的疏水区域与姜黄素的疏水区域结合后

制备了 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ，其载药量为 ５􀆰 ２％，尺寸约为 １６０
ｎｍ（水合半径）。 推测盐酸分子使转铁蛋白疏水基

团完全暴露，疏水姜黄素的加入使姜黄素与转铁蛋

白聚集，形成稳定的 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 纳米载体体系。 水溶

液中，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 仍然在胶束核心内，不溶于水的

ＣＣＭ 被亲水蛋白壳包围。 这种胶束结构在很大程

度上保护 ＣＣＭ 不被降解，并使颗粒在水介质中非常

稳定。 姜黄素的溶解度增加了 １ 万倍以上，ＮＰｓ⁃
ＣＣＭ （０􀆰 ０５～１ ｍｇ ／ ｍＬ）的溶血效果明显低于游离姜

黄素 （Ｐ＜０􀆰 ０５），当 ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 与姜黄素的浓度在

０􀆰 ００２５～ ０􀆰 ００１ ｍｇ ／ ｍＬ 之间时，两者的溶血性无显

著差异。 本实验避免了类似紫杉醇、多系紫杉醇临

床运用时，需用吐温、乙醇、聚氧乙烯蓖麻油作为溶

剂存在的引起机体副反应、给药时间长、靶向性低

的缺点，因此，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 实现姜黄素有效增溶的同

时，可显著降低溶血风险。 另外，姜黄素的降解时

间延长。 靶向性试验表明，相较于游离姜黄素，ＮＰｓ⁃
ＣＣＭ 具有更好的肿瘤靶向能力，可能与注射后体内

长时间循环，不断在肿瘤部位富集有重要关系。 因

此，ＮＰｓ⁃ＣＣＭ 是一种有效、安全的姜黄素递送载体，
具有潜在的临床运用价值。
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［１４］ 　 Ｓａｈｅｂｋａｒ Ａ，Ｃｉｃｅｒｏ ＡＦＧ，Ｓｉｍｅｎｔａｌ⁃Ｍｅｎｄｉａ ＬＥ，ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ

ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｕｍａｎ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ ｌｅｖｅｌｓ： Ａ ｓｙｓ⁃

ｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓ

［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ，２０１６，１０７：２３４⁃２４２．

［１５］ 　 Ｓａｈｅｂｋａｒ Ａ． Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｂｌｏｏｄ

ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ． Ｃｌｉｎ Ｎｕｔｒ，２０１４，３３（３）：４０６⁃４１４．

［１６］ 　 Ｐｅｒｒｏｎｅ Ｄ，Ａｒｄｉｔｏ Ｆ，Ｇｉａｎｎａｔｅｍｐｏ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｔｈｅｒａ⁃

ｐｅｕｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ａｎｄ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ

Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ，２０１５，１０（５）：１６１５⁃１６２３．

［１７］ 　 Ｍａｈｍｏｏｄ Ｋ，Ｚｉａ ＫＭ，Ｚｕｂｅｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ

ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｎｄ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｂａｓｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ： Ａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０１５， ８１：

８７７⁃８９０􀆰

（收稿日期：２０２３⁃０１⁃１７；　 修回日期：２０２３⁃０２⁃２８）

（责任编辑：叶华珍；　 英文编辑：朱一超）
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