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以泊洛沙姆 188为稳定剂的番荔枝内酯纳米混悬剂的 
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摘要: 番荔枝内酯 (annonaceous acetogenins, ACGs) 是从番荔枝科番荔枝的种子中提取分离得到的有效部
位, 对多种肿瘤细胞具有良好的抗肿瘤活性。但溶解度差, 毒副作用大, 限制了其临床应用。本研究选择泊洛沙
姆 (Poloshamer-188, P188) 作为药物载体, 用反溶剂沉淀法制备 ACGs 纳米混悬剂 (ACGs nanosuspensions, 
ACGs-NSps); 动态光散射测量粒径; 透射电镜考察形态; 高效液相考察载药量和体外药物释放, 并对 ACGs-    
NSps 的放置稳定性、在不同介质中的粒径变化、溶血性、冻干复溶等进行研究; 用 MTT 法考察纳米混悬剂对
肿瘤细胞的生长抑制情况, 4T1荷瘤小鼠模型考察其体内抗肿瘤效果。结果表明, ACGs-NSps呈球形, 平均粒径
169.4  ± 1.25 nm, 多分散指数 (polydispersity index, PDI) 值为 0.130  ± 0.020, zeta电位  −19.8 mV, 载药量为 48.18%, 
室温放置 15天粒径未见显著变化, 可以用 0.5%  葡萄糖和 2%  P188为联合保护剂进行冻干, 144 h 缓慢释放累积
达 80.82%。纳米混悬剂在各生理介质可稳定存在, 不溶血, 既能口服也能静脉注射给药。体外细胞毒性实验中, 
与 ACGs溶液相比, ACGs-NSps对多种肿瘤细胞的生长抑制作用 (IC50值) 均显著优于 ACGs溶液 (4T1: 0.892  ± 

0.124 μg·mL−1和 2.495  ± 0.108 μg·mL−1, P < 0.05; HeLa: 0.747  ± 0.051 μg·mL−1和 2.204  ± 0.064 μg·mL−1, P < 0.01; 
HepG2: 2.265  ± 0.081 μg·mL−1和 4.159 ± 0.071 μg·mL−1, P < 0.01; MCF-7: 0.473  ± 0.024 μg·mL−1和 1.196 ± 0.022 
μg·mL−1, P < 0.05)。体内研究表明, ACGs-NSps每天口服给药 (3 mg·kg−1) 抑瘤率 (67.23%) 优于同剂量油溶液的
抑瘤率 (53.11%), 与隔天静脉注射 0.5 mg·mL−1 ACGs-NSps的抑瘤率 (70.34%) 相当。纳米混悬剂的制备, 有效
解决了 ACGs 的溶解性和给药问题。P188 是 FDA 批准的静脉注射辅料, 以 P188 为稳定剂的 ACGs 纳米粒, 有
望成为可在临床上应用的抗肿瘤药物。 
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Abstract: Annonaceous acetogenins (ACGs) are effective part extracted and separated from Annona 
squamosa seeds, they have good antitumor activity against a variety of tumor cells.  However, the solubility          
of ACGs is poor with serious toxic and side effects, which greatly limits their application in clinical practice.  In 
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this study poloxamer 188 (P188) was selected as a drug carrier or a stabilizer to prepare ACGs nanosuspensions 
(ACGs-NSps) using anti-solvent precipitation.  The nanosuspensions were examined via dynamic light scattering 
(DLS) method to examine size of the nanosuspensions.  Transmission electron microscopy was used to observe 
their morphology.  HPLC assay was used to measure their drug loading content and the in vitro drug release.  
The stability of ACGs-NSps at room temperature, in various physiological media and plasma, and the hemolytic 
test and lyophilization were all investigated.  MTT assay was performed to study the cytotoxocity of 
ACGs-NSps against four tumor cell lines.  4T1 bearing tumor model was used to assess their in vivo antitumor 
therapeutic efficacy.  The obtained ACGs-NSps were spherical, the average particle size was 169.4  ± 1.25 nm, 
the polydispersity index (PDI) value was 0.130  ± 0.020, the zeta potential was −19.8 mV and the drug loading 
content was 48.18%.  ACGs-NSps were stable at room temperature for at least 15 days.  They could be        
lyophilized in the presence of 0.5% glucose and 2.0% P188.  ACGs-NSps showed sustained in vitro drug release, 
and the cumulative drug release reached 80.82% within 144 hours.  ACGs-NSps maintained their particle size in 
various physiological media, and plasma with no hemolysis and then met demands of both oral and intravenous 
administration.  In contrast to free ACGs, ACGs-NSps displayed significantly higher cytotoxicity against 4T1 
(IC50, 0.892  ± 0.124 μg·mL−1 vs 2.495  ± 0.108 μg·mL−1, P < 0.05), HeLa (IC50, 0.747  ± 0.051 μg·mL−1 vs 2.204  ± 

0.064 μg·mL−1, P < 0.01), HepG2 (IC50, 2.265  ± 0.081 μg·mL−1 vs 4.159  ± 0.071 μg·mL−1, P < 0.01), and MCF-7 
(IC50, 0.473  ± 0.024 μg·mL−1 vs 1.196  ± 0.022 μg·mL−1, P < 0.05).  The in vivo study demonstrated that the daily 
oral administration of ACGs-NSps (3 mg·kg−1) resulted in higher tumor inhibition rate compared to ACGs/oil 
solution (67.23% vs 53.11%), comparable to the intravenous injection of 0.5 mg ·kg−1 ACGs-NSps every other 
day (70.34%).  Nanosuspensions effectively solved the problem of ACGs insolubility and difficulty in drug      
delivery.  Using P188, a pharmaceutic adjuvant approved by FDA for iv injection, the resultant ACGs-NSps       
appear promising as an anti-tumor drug that can be used in clinic. 
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番荔枝内酯 (ACGs), 又称番荔素, 是由番荔枝
科植物中分离的抗肿瘤有效部位, 由一系列结构类
似的化合物组成[1]。这些化合物在结构上通常含有

35～37个碳原子的长链脂肪族酸、1个 α, β不饱和链、
0～3个四氢呋喃环和 γ-内酯环[2−4]。番荔枝内酯及从

中分离得到的单一化合物对多种癌细胞均表现出强

烈的抗肿瘤活性[5]。泡番荔枝辛 (bullatacin) 是活性最
强的番荔枝内酯化合物之一。从 ED50看, 对 A549和
MCF-7 的生长抑制作用是多柔比星的 1×104～1×105

倍[6], 对人白血病细胞 HL-60的杀伤作用是一线抗癌
药紫杉醇的 300倍[7]。 ACGs还能逆转许多肿瘤细胞
系的多重耐药性 (multidrug resistance, MDR) [8]。然    
而, ACGs的溶解性差 (小于 1 μg·mL−1) 和较窄的治
疗窗口限制了药物递送和体内抗肿瘤研究[9, 10]此外, 
ACGs 是植物来源的有效部位, 是一系列具有类似结
构的天然成分的混合物, 给制剂的制备也带来一些
困难。目前报道的 ACGs的制剂有乳剂[11]、滴丸剂[12]

和固体分散剂[13]等, 在体内研究中还有使用ACGs的
油溶液[14], 但这 4种剂型载药量都很低。ACGs本身
是脂溶性长脂肪链内酯类成分, 乳剂中大量油相的
存在给 ACGs的含量测定带来很大困难。且滴丸、固
体分散体和油溶液只能口服, 无法静脉注射给药。 

纳米混悬剂是一种以少量辅料将难溶性药物制

备成的纳米大小的颗粒, 具有极高的载药量, 可高效
递送难溶药物[15, 16], 同时可兼顾口服和静脉注射等
多种给药途径[17]。本课题组先后以 PCL-mPEG 和
TPGS 等为主要辅料, 报道了 ACGs 纳米混悬剂的制
备, 显示其在解决 ACGs 溶解性的同时, 既能口服    
给药, 也能静脉注射, 显著提高了其体内外抗肿瘤作
用[18, 19]。但这些辅料缺乏药用规格, 所制备的 ACGs
载药纳米粒在临床上暂时还不具备应用的可能性。为

此, 本研究采用 FDA 批准可用于静脉注射, 且在国
内能通过商业途径获得药用规格的辅料为载体, 尝
试制备ACGs纳米粒, 考察是否具有较好的稳定性和
能否显著提高体内抗肿瘤药效, 以便为ACGs走向临
床应用奠定基础[20]。 
 

材料与方法 
仪器和材料  Zetasizer Nano ZS 90 型粒度仪/电

位仪 (英国 Malvern Instruments 公司); Ultimate 3000 
高效液相色谱仪 (美国 Dionex 公司); Venusil C18 
Plus色谱柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); Tecan Infinite 
M1000 PRO 全波长多功能酶标仪 (瑞士 TECAN 公
司); JSM-IT500 扫描电子显微镜 (日本电子珠式会
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社); KM-200DE 超声仪 (昆山市美美超声仪器有限公
司); PLPHR 2-4 LD Plus低温冻干机 (德国 CHRIST
有限公司); JN-3000温控型高压均质机 (广州聚能仪
器有限公司); RYJ-12B 药物透皮扩散仪 (上海黄海
药检有限公司); MCO-18AC 二氧化碳培养箱 (日本
Sanyo公司); 番荔枝总内酯 (批号 20180112)、番荔枝
内酯 K19 由药用植物研究所黄文华研究员实验室提
供; 泊洛沙姆 (P-188, 批号 P-7000)、泊洛沙姆 P407 
(批号 P2443-250G) (美国 Sigma公司); 卵磷脂 (SPC, 
批号 A4140170, 广州汉方中药研发有限公司); 人血
清白蛋白 (HSA, 批号 70024-90-7, 北京诺其雅盛生物
科技有限公司); 葡萄糖 (批号 170228, 北京化工厂); 
紫杉醇注射剂 (PTX, 批号 170903, 北京协和药厂)。 

动物及细胞培养   Balb/c 小鼠 , 雌性 , 体重    
17～18 g; 昆明小鼠, 雌雄各半, 体重 19～21 g, 北
京华阜康动物技术有限公司提供, SPF级, 合格证号: 
11401300078017, 许可证编号: SCXK (京) 2014-004; 
4T1 鼠乳腺癌细胞株、HeLa 宫颈癌细胞株、HepG2
肝癌细胞株、MCF-7人乳腺癌细胞株 (北京协和医学
院细胞中心); RPMI 1640培养基、高糖 DMEM培养
基、胎牛血清、青链霉素双抗 (美国 Gibco公司); 96
孔无菌培养板 (美国 Corning公司)。 

番荔枝内酯纳米混悬剂的制备及条件筛选 
载体种类筛选  精密称量药物载体 P188、P407、

SPC和 HSA (0.1%  含量的载体, m/v) 各 5 mg, 分别    
溶于 5 mL纯水中; 另称量 ACGs 5 mg, 用 200 μL的
有机溶剂 (甲醇、无水乙醇或丙酮) 溶解, 室温和超
声 (250 W) 条件下将有机溶液缓慢滴入 5 mL 水相
中, 形成带有乳光的液体, 即番荔枝内酯纳米混悬剂 
(ACGs-NSps), 37 ℃减压旋转蒸发除去有机溶剂, 调
整水相体积至 5 mL, 测定其粒径、电位和多分散指
数 (polydispersity index, PDI) 值, 筛选出最合适的
载体。 
药载比筛选  精密称取ACGs各 5 mg, 按照ACGs

和 P188的重量比 (药载比) 为 1∶1、5∶1和 1∶5称
取相应的辅料, 按上述方法制备 ACGs-NSps 并测定, 
筛选出合适的药载比。 

超声功率筛选  精密称取 ACGs 10 mg, 用无   
水乙醇 0.5 mL 溶解, 室温下分别在 100、150、200
和 250 W 的功率下, 超声滴注到 10 mL 水相中 (含    
2 mg·mL−1 P188), 按上述方法制备 ACGs-NSps并测
定, 筛选出合适的超声功率。 

制备温度筛选  精密称取 ACGs 10 mg, 0.5 mL
无水乙醇溶解, 250 W的超声功率下, 分别在温度为

4、25、37 和 45 ℃下滴注到 10 mL 水相中 (含 2 
mg·mL−1 P188), 按上述方法制备ACGs-NSps并测定, 
筛选出合适的制备温度。 

采用最优制备工艺, 平行 3 次制备 ACGs-NSps, 
测其粒径和表面电位。 

ACGs-NSps 粒径和形态  用双纯水将 ACGs-   
NSps稀释至 100 μg·mL−1, 取 5 μL滴在 300目的铜网
上, 5 min 后吸去多余液体, 自然晾干, 用 2% (w/v) 
乙酸铀染色, 晾干 3 h, 使用 JEM-1400电子显微镜观
察药物颗粒的形态。 

ACGs的HPLC含量测定  参照文献[6]建立番荔

枝内酯 HPLC 色谱条件, 由于番荔枝内酯是混合物, 
其成分中 K19 (squamocin) 含量最多, 因此将 K19作
为成分指标, 绘制标准曲线。精密称取 ACGs 10 mg
用甲醇溶解后转移到 10 mL 棕色量瓶中, 摇匀定容
至刻度, 得到 1 mg·mL−1的母液, 用色谱甲醇依次稀
释, 得到质量浓度分别为 5、10、25、50、75 和 100 
μg·mL−1的标准溶液, 各取样品 20 μL于 HPLC进行
分析, 测得的色谱峰面积 (Y) 对 ACGs 标准溶液浓
度 (X) 进行线性回归得出标准曲线方程。 

载药量测定   精密吸取 ACGs-NSps 5 mL 冻     
干称重, 即为 ACGs-NSps 的总质量 (W1); 加入甲醇
5 mL溶解并释放出 ACGs, 甲醇定容到 25 mL, 稀释
到检测范围内, 取 200 μL进行HPLC测定, 计算 5 mL 
ACGs-NSps中药物质量 (W2)。所有样品均平行 3份, 
通过下式计算载药量 (drug loading, DL): 

DL = W2 / W1 × 100% 
ACGs-NSps 室温放置的粒径稳定性  将制备的

ACGs-NSps 在室温下放置, 在第 0、1、3、5、7 和
15天中, 取样品 1 mL测定粒径及其分布, 并观察是
否有肉眼可见的混浊、沉淀或悬浮物。每个样品均平

行 3份。 
生理介质中 ACGs-NSps 的粒径稳定性  用 1 

mol·L−1 HCl和 1.0%  胃蛋白酶配制人工胃液, 1.0%  胰

酶和 pH 6.8 的磷酸二氢钾溶液配制人工肠液, 与
ACGs-NSps (1 mg·mL−1) 按照 4∶1 体积比混合 ,     
37 ℃孵育, 在 0、2、4、6和 8 h, 测定指标同上。 

将 ACGs-NSps (1 mg·mL−1) 与 8% NaCl、10% 
Glu溶液和 2×pH 7.4磷酸盐缓冲液 (PBS) 按照体积
比 1∶1混合, 测定指标同上。 

体外血浆稳定性实验研究  观察血浆成分 (血清
白蛋白和酶) 是否与 ACGs-NSps 相互作用并诱导聚
集, 将 ACGs-NSps (1 mg·mL−1) 与小鼠血浆 (1∶4, 
v/v) 混合, 测定指标同上。 
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溶血性测定  前期研究中发现 ACGs 具有较强
的溶血性, 故使用健康的小鼠红细胞进行溶血实验, 
考察以 P188 为载体的 ACGs-NSps 是否能够静脉注    
射给药。将新鲜小鼠血液 5 000 r·min−1离心 10 min, 
沉淀的红细胞用 0.9% NaCl 多次离心洗涤至上清无
血色, 稀释成 4% (v/v) 的红细胞悬液。取获得的红   
细胞悬浮液 0.5 mL分别与 0.5 mL去离子水 (阳性对
照)、0.5 mL的 0.9% NaCl (阴性对照) 和 0.5 mL不     
同质量浓度的 ACGs-NSps (0.25、0.5、1.5、2和 2.5 
mg·mL−1, 以生理盐水为分散介质) 混合, 37 ℃孵育

4 h, 5  000 r·min−1离心 5 min, 在 540 nm 处测定上    
清液的吸光度 (A) 值。另取 0.5 mL不同质量浓度的
ACGs-NSps (0.25、0.5、1.5、2和 2.5 mg·mL−1, 以生
理盐水为分散介质), 加入生理盐水 0.5 mL, 同样条
件下测定 A值, 作为样品对照。根据以下公式计算溶
血百分比 (hemolytic rate, HR): 

HR = (A 样品−A 阴性对照)/(A 阳性对照−A 阴性对照) ×100% 
药物体外释放  采用透析袋扩散法考察 ACGs-    

NSps的体外释放。将 ACGs-NSps (4 mL, 1 mg·mL−1) 
置于截留相对分子质量 8 000～14 000 的透析袋内并
浸入 2 L PBS (pH 7.4, 0.1 mol·L−1) 中, 在 37 ℃和    
100 r·min−1条件下搅拌。在特定时间间隔内, 从透析
袋中精密吸取样品 50 μL, 加入 450 μL甲醇中破坏和
溶解 ACGs-NSps, 释放出游离药物, 13 000 r·min−1离

心 10 min, 采用 HPLC分析含量。这种方法实测的是
透析袋内剩余的药物含量, 通过与透析袋内原有的
药物对比, 以减量法计算 ACGs的累积释放度。释放
介质每 24 h更换 1次。所有样品平行 3份进行测定。 

ACGs-NSps冻干复溶  取 ACGs-NSps 2 mL直
接冻干, 剩余 ACGs-NSps 平均分成 3 组, 每组平行    
3份 (每份 5 mL), 以 0.5%  葡萄糖、1.5%  葡萄糖、0.5% 

葡萄糖  + 2% P188 作为冻干保护剂, −20 ℃预冻 6 h, 
冷冻干燥, 加入去离子水 5 mL复溶, 观察状态, 测其
粒径及其分布。 

ACGs-NSps 对肿瘤细胞的体外抗肿瘤作用研究  
使用 4T1、HeLa、MCF-7和 HepG2细胞系通过 MTT
法测定 ACGs-NSps 的细胞毒性。取消化后的细胞    
150 μL 接种于 96 孔板 (每孔 1.0×104个细胞) 于培   
养箱温育过夜。加入不同浓度的 ACGs-NSps 或游离
ACGs 的 DMSO 溶液, 孵育 48 h 后, 取 MTT 溶液     
(5 mg·mL−1) 20 μL加入细胞后孵育 4 h。除去培养基, 
每孔加入 200 μL DMSO以溶解结晶, 在摇床上震荡
10 min后, 通过酶标仪在 570 nm波长下检测最大 A
值, 计算细胞抑制率 (cell inhibitory rate, CIR): 

CIR = (1−A 实验组/A 空白对照组)×100% 
ACGs-NSps对 4T1荷瘤小鼠的体内抗肿瘤药效

研究  将密度长到 80%～90% 的小鼠 4T1细胞悬浮于
培养基 (每毫升 1.0×107 细胞) 中, 并在无菌条件下
皮下注射 0.2 mL 到小鼠的右腋下。当肿瘤达到 100 
mm3 时, 将小鼠随机分成 5 组 (每组 10 只): 0.5 
mg·kg−1 ACGs-NSps 静 脉 注 射 组 ; 3 mg·kg−1 
ACGs-NSps灌胃组; 3 mg·kg−1 ACGs油溶液 (原药溶
于大豆油) 灌胃组; 静脉注射 6 mg·kg−1 PTX作为阳
性对照组; 静脉注射 0.9%  生理盐水作为阴性对照组。

静脉注射组每两天给药 1次, 灌胃组每天给药, 共给
药 14 天。每两天监测体重和肿瘤体积。停药后解剖
处理小鼠, 称量肿瘤和肝脾的重量, 计算体内肿瘤抑
制率 (tumor inhibition rate, TIR) 和肝脾指数 (liver 
index, LI; spleen index, SI): 

TIR = (1−Wt/Wn)×100% 
LI = WL/WM 
SI = WS/WM 
其中, Wn为阴性对照组的平均肿瘤重量, Wt为实

验组的平均肿瘤重量, WL为肝的重量, WS为脾的重量, 
WM为小鼠的体重。 

统计学分析  使用 SPSS软件的单因素方差分析
来检验实验组之间的统计分析, *P < 0.05被认为具有
统计学意义。 
 

结果 
1  ACGs-NSps的制备及条件筛选 
1.1  载体种类的筛选  由表 1可以看出, 在各种载体
中, 当用 P188为ACGs载体时粒径相对最小, 平均粒
径为 163.2 nm, PDI值为 0.080, zeta电位为  −26.4 mV。
因此, ACGs-NSps的制备选用 P188作为载体。 
1.2  药载比筛选   由图 1A 可见 , 3 种药载比的
ACGs-NSps的粒径都不大, 但 ACGs和 P188的药载
比例为 1∶1时粒径较小, 粒径分布也较好。因此, 使
用药载比 1∶1的 ACGs-NSps。 
 
Table 1  Particle size, polydispersity index (PDI) value and zeta 
potential of annonaceous acetogenins nanosuspensions 
(ACGs-NSps) with different stabilizer.  SPC: Soya lecithin; 
HAS: Human serum albumin.  n = 3, x ± s 

Stabilizer 
Drug 

/stabilizer ratio 
Size/nm PDI 

Zeta 
/mV 

P188 1∶1 163.2 ± 1.153 0.080 ± 0.011 −26.4 

P407 1∶1 192.5 ± 1.756 0.151 ± 0.034 −15.6 

SPC 1∶1 210.7 ± 13.60 0.291 ± 0.031 −20.3 

HSA 1∶1 367.5 ± 26.53 0.383 ± 0.005 −18.9 
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Figure 1  Particle size and PDI of ACGs-NSps with different drug-stabilizer ratios (A).  The impact of ultrasonic intensity on 
ACGs-NSps (B).  The impact of different preparation temperature on particle size of Quercetin-NSps (C).  n = 3, x ± s.  Particle size, 
distribution and image of ACGs-NSps (D) 
 
1.3  超声功率筛选  由图 1B可见, 粒径随功率大小
的变化, 当超声功率逐渐增强, 制备的粒径也不断变
小。功率为 200 W和 250 W时粒径接近, 为便于后
续研究, 选择 250 W作为 ACGs-NSps的制备功率。 
1.4  制备温度筛选  由图 1C 可见, 随着制备温度    
升高, 所得纳米粒的粒径也随之增大。温度为 4 ℃和

25 ℃时粒径接近。从制备方便考虑, 选择 25 ℃作为

ACGs-NSps的最适制备温度。 
综上, 以 P188 为载体制备 ACGs-NSps 的最优   

方案: 药载比 1∶1, 将 ACGs 的乙醇溶液在 25 ℃和

250 W 超声滴注到水相, 减压旋转蒸发除去有机溶
剂。按照最优方案制备的 ACGs-NSps 实物照片和粒
径分布如图 1D所示, 平均粒径约 160 nm左右, 粒径
分布均匀。 
2  ACGs-NSps的表征 
2.1  ACGs 的标准曲线的建立  通过标准曲线方法
建立得到 ACGs标准曲线方程 Y = 0.097 5 X − 0.038 5, 
R2

 = 0.999 9, 检测范围为 5～100 μg·mL−1。药物浓度

和峰面积符合线性关系, 精密度、准确度和最低检测
限均良好, 符合测定要求。 
2.2  ACGs-NSps 的形态和载药量  电镜下 ACGs-    
NSps呈圆整的球形 (图 2), 实测载药量为 48.18%, 与
理论值比较接近。 
2.3  ACGs-NSps 放置稳定性  ACGs-NSps 在室温
下连续放置 15 天, 期间测定 6 次粒径, 发现粒径尺     

 
Figure 2  Transmission electron microscope images of ACGs-    
NSps  
 
寸变化不大 (图 3A), 溶液未见沉淀浑浊现象, 说明
ACGs-NSps可在此时间内稳定存放。 
2.4  ACGs-NSps在生理介质中的粒径稳定性和溶血
性  制备的 ACGs-NSps 与生理盐水、PBS 或 5%  葡

萄糖在 37 ℃孵育 4 h后, 粒径略有增加 (图 3B); 孵
育 8 h时, 粒径增加不到 30 nm, 说明以 P188为稳定
剂制备的 ACGs-NSps 具有较好的生理介质稳定性。
与人工胃液或人工肠液孵育 8 h后也是如此, 同时未
见有肉眼可见的颗粒物出现。 

血浆含有各种血清白蛋白和酶, 可能吸附在纳
米粒的表面并改变其表面性质。这些变化可能导致粒

径增大甚至形成大颗粒聚集, 带来堵塞血管等潜在
的安全隐患。为此, 将 1 mg·mL−1 ACGs-NSps与小鼠
血浆于 37 ℃温育, 定时测定粒径尺寸和 PDI 值。结
果孵育 8 h内, ACGs-NSps粒径略有增加, 但未见大
颗粒出现。 
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Figure 3  The characterization of ACGs-NSps.  The placement stability of ACGs-NSps (A).  The particle size change of ACGs-NSps 
in different media (B).  Hemolysis rate of ACGs-NSps in different concentrations (C).  Cumulative ACGs release from ACGs-NSps in 
PBS at 37℃ with in 144 h (D).  n = 3, x ± s 
 

纳米粒系统在静脉内给药时不应该有溶血现象。

ACGs 自身具有强烈的溶血作用, 但制备成纳米混悬
剂后发现, 当药物稀释到 2.5 mg·mL−1时溶血率低于

10%; 1 mg·mL−1及更低浓度时, 完全不溶血 (图 3C)。 
综上, 制备的 ACGs-NSps 在生理盐水、PBS、    

5%  葡萄糖和血浆中粒径没有明显变化, 同时质量浓
度低于 1 mg·mL−1时完全不溶血, 从而满足静脉注射
给药的基本要求, 可以静脉给药。 
2.5  药物体外释放  ACGs-NSps 的体外释放大体有
两个阶段: 0～12 h释放相对较快和 12～144 h释放缓
慢, 共累积释放了 80.82% (图 3D), 其释放基本符合
一级动力学方程 (表 2)。ACGs-NSps在前 4 h大约释
放 27%, 这可能是因为吸附在纳米混悬剂表面或分
布于纳米混悬剂浅表层的 ACGs快速释放的结果。 
2.6  ACGs-NSps 冻干复溶  本文分别选用 0.5%  葡 
 
Table 2  The fit curves of drug release from ACGs-NSps in 
phosphate buffered saline  

Type Equation R2 

Zera-order Q = 0.491 22 t + 22.792 92 0.900 38 

First-order Q = 72.145 01 (1 − e−0.070 19t) 0.981 2 

Higuchi Q = 6.541 8 t1/2 + 9.944 9 0.950 1 
 

萄糖、1.5%  葡萄糖和 0.5%  葡萄糖/2% P188作为冻干
保护剂复溶, 结果如表 3。直接冻干的 ACGs-NSps
复溶振荡后有细小悬浮物, 超声后粒径尺寸显著增
大。当用 0.5%  葡萄糖/2% P188联合作为冻干保护剂
时, 冻干的粉末加水后快速分散且平均粒径最小, 为
189.5 nm。因而, 初步选用 0.5%  葡萄糖/2% P188为
联合冻干保护剂, 对 ACGs-NSps进行冻干。 
 
Table 3  The particle size of ACGs-NSps reconstituted after 
lyophilization using different lyoprotectants.  n = 3, x ± s 

Lyoprotectant Ratio/% Size/nm PDI Zeta/mV 

ACGs −  Precipitation  

Glucose 0.5 222.7 0.283 ± 0.127 −10.11 

Glucose 1.5 249.7 0.234 ± 0.089 −12.8 

Glucose/P188 0.5 189.5 0.200 ± 0.091 −16.6 

 
3  ACGs-NSps体内外药效学研究 
3.1  ACGs-NSps对肿瘤细胞的毒性实验  由图 4可
知, ACGs-NSps在绝大多数浓度下, 对 4T1、HeLa、
MCF-7和 HepG2细胞株的生长抑制作用均显著强于
ACGs游离药物 (P < 0.05、P < 0.01或 P < 0.001)。由
IC50值 (表 4) 显示, ACGs-NSps 对 4 种细胞株的体    
外抗肿瘤也均显著优于 ACGs游离药物 (P < 0.05或 
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Figure 4  The growth inhibition rate of ACGs-NSps and ACGs solution against 4T1 cells (A), HeLa cells (B), HepG2 cells (C) and 
MCF-7 cells (D).  n = 6, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs ACGs solution 

 
Table 4  IC50 values of ACGs-NSps and ACGs solution against 
4T1, HeLa, HepG2 and MCF-7 cell lines.  n = 3, x ± s.  *P < 

0.05, **P < 0.01 vs ACGs solution 

IC50 value 
Cell line 

ACGs solution/μg·mL−1 ACGs-NSps/μg·mL−1 

4T1 2.495 ± 0.108 0.892 ± 0.124* 

HeLa 2.204 ± 0.064 0.747 ± 0.051** 

HepG2 4.159 ± 0.071 2.265 ± 0.081** 

MCF-7 1.196 ± 0.022 0.473 ± 0.024* 

 
P < 0.01), 原因是纳米粒与细胞的非特异性相互作用
及随后的入胞增加了细胞对载药纳米粒的摄取, 同
时说明 ACGs-NSps 提高了 ACGs的抗肿瘤活性。从
敏感性程度看, MCF-7对游离的ACGs和ACGs-NSps
最为敏感, HepG2最不敏感。 
3.2  ACGs-NSps对 4T1荷瘤小鼠的体内抗肿瘤活性  

用 4T1荷瘤鼠对 ACGs-NSps的体内抗肿瘤药效进行
评估。由各组小鼠肿瘤体积随时间变化曲线 (图 5A) 
可知, 阴性对照组的肿瘤体积快速增长, 实验终点时
远大于各实验组 (P < 0.001); 3 mg·kg−1剂量下灌胃给

药的油溶液和 ACGs-NSps 肿瘤体积变化曲线比较接
近; 0.5 mg·kg−1 剂量下隔天注射给药的 ACGs-NSps
肿瘤体积增长最为缓慢, 与 8 mg·kg−1 PTX注射液效
果相似并略好。 

由表 5可知, 阳性药 PTX注射液 (8 mg·kg−1, iv) 
抑瘤率为 55.08%, ACGs油溶液 (3 mg·kg−1) 抑瘤率
为 53.11%; 而 ACGs-NSps灌胃 (3 mg·kg−1) 和静脉
注射 (0.5 mg·kg−1) 抑瘤率分别为 67.23%  和 70.34%, 
均高于阳性对照药, 提示 ACGs 是比 PTX 抗肿瘤活
性更强的药物。相同剂量下, 灌胃给药 ACGs-NSps的
抑瘤率高于 ACGs 油溶液 (分别 67.23%  和 53.11%), 

 
Table 5  The in vivo antitumor inhibition rate of ACGs-NSps , paclitaxel (PTX) injections and ACGs oil solution in 4T1 tumor-bearing 
mice and the index of liver and spleen.  n = 8, x ± s.  ***P < 0.001 vs normal saline group; #P < 0.05 vs ACGs oil solution 

Formulation Tumor weight/g Inhibition rate/% Liver index Spleen index 

Nomal saline 3.540 ± 0.204 − 0.045 ± 0.004 0.031 ± 0.003 

PTX injections (8 mg·kg−1, iv) 1.593 ± 0.198*** 55.08 0.046 ± 0.005 0.029 ± 0.004 

ACGs oil solution (3 mg ·kg−1, ig) 1.664 ± 0.215*** 53.11 0.054 ± 0.008 0.022 ± 0.005 

ACGs-NSps (0.5 mg·kg−1, iv) 1.062 ± 0.236***# 70.34 0.049 ± 0.004 0.032 ± 0.003 

ACGs-NSps (3 mg·kg−1, ig) 1.160 ± 0.301***# 67.23  0.05 ± 0.004 0.032 ± 0.004 
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Figure 5  The change of tumor volume of 4T1 tumor-bearing mice after administration of ACGs-NSps, PTX injections, normal saline 
and ACGs oil solution (A).  n = 10, x ± s.  ***P < 0.001; ##P < 0.01.  The body weight change of 4T1 tumor-bearing mice after admini-
stration of ACGs-NSps, PTX injections, normal saline and ACGs oil solution (B)  n = 8, x ± s 
 
显示纳米混悬剂比油溶液具有更好的口服生物利用

度。虽然在肝脾指数上, ACGs-NSps与油溶液比较没
有显著不同 (表 5), 但实验中其他各组小鼠的体重都
有所增长, 只有给予油溶液的小鼠体重明显下降 (图
5B), 提示油溶液具有较强的毒副作用。实验过程中
也观察到油溶液组小鼠出现静卧和蜷缩等现象, 而
其他各组小鼠未见异常行为。这些结果提示, 与油溶
液相比, ACGs-NSps灌胃同时具有增效和减毒两方面
的作用。ACGs-NSps 静脉注射, 在隔天给药和 0.5 
mg·kg−1 的低剂量下, 比灌胃给药 (3 mg·kg−1) 具有
更高的抑瘤率 (分别为 70.34%  和 67.23%), 除了静脉
注射具有完全的生物利用度外, 主要的原因可能在
于 ACGs-NSps 静脉注射改变了 ACGs 的组织分布, 
如由于 EPR效应在肿瘤组织有更高的蓄积[6]。 
 

讨论 
从可用于静脉注射的辅料中, 筛选出 P188 制备

ACGs-NSps, 其平均粒径 169.4 nm, PDI 值为 0.130, 
zeta电位−19.8 mV, 载药量高达 48.18%, 室温放置 15
天, 粒径未见显著变化, 以 0.5%  葡萄糖和 2% P188
为联合保护剂进行冻干 , 加水分散后粒径相似。
ACGs-NSps 既可静脉注射, 也可口服给药, 成功解
决了 ACGs的难溶和难给药问题。纳米混悬剂通过内
吞作用显著提高了ACGs对 3种肿瘤细胞的体外抗肿
瘤作用。 

在 4T1 荷瘤鼠模型上, 肿瘤体积变化曲线终点时
显示的肿瘤抑制情况 (图 5A) 与以瘤重为基础计算的
肿瘤抑制率略有不同, 这种情况下通常以瘤重抑瘤
率为准。这是因为小鼠肿瘤形状多不规则, 不同测量
者的手法和把握尺度松紧也有不同, 这些都会带来一
些误差, 而实验结束后剖取肿瘤称重比较客观和准

确, 据此计算出来的肿瘤抑制率也更为可靠。本研究
中, ACGs-NSps有效提高了 ACGs的肿瘤治疗效果。 

对于细胞毒药物来说, 灌胃给药应关注对胃肠
刺激性。本研究药效实验结束后, 对 ACGs-NSps 灌
胃给药组与阴性对照组的胃、小肠和大肠外观进行    
了检查, 结果未发现有肉眼可见的异常。这可能与
ACGs-NSps具有较好的缓释作用、药物局部浓度不高
有关。抗肿瘤药物通常需要在较长时间内连续用药, 
多次给药对胃肠的反复刺激是否会带来不良反应需

要在以后的工作中继续探索。 
综上, 以 P188为稳定剂制备的 ACGs-NSps口服

给药有望发展成为一种可在临床上应用的有效抗肿

瘤药物。 
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