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冰片/RGD双修饰多烯紫杉醇纳米粒经鼻给药抗脑胶质瘤作用研究
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摘要: 构建冰片 (borneol, Bo)/RGD (Arg-Gly-Asp) 双修饰载多烯紫杉醇 (docetaxel, DTX) 经鼻给药纳米靶向系

统 (DTX-Bo-RGD-NPs), 提高DTX抗脑胶质瘤的治疗效果。采用乳化-溶媒挥发法制备DTX-Bo-RGD-NPs, 考察其

形态、粒径、zeta电位、载药量、稳定性及体外释放行为; 采用包载 coumarin-6荧光探针的纳米粒, 考察C6和 16HBE

细胞对不同修饰纳米粒的摄取, 评价体外靶向性; 建立大鼠原位脑胶质瘤模型, 鼻腔给予载DiR的纳米粒后, 通过小

动物活体成像观察脑肿瘤部位的荧光强度, 评价其体内靶向性, 并进行DTX-Bo-RGD-NPs抗大鼠原位脑胶质瘤的

药效学研究。动物福利和实验过程均遵循上海中医药大学动物伦理委员会的规定。结果显示DTX-Bo-RGD-NPs

形态圆整、大小均一, 粒径在 140 nm左右, zeta电位在-20～-30 mV, 具有较好的体外粒径稳定性和缓释特性。体内

和体外研究结果表明DTX-Bo-RGD-NPs具有良好的脑肿瘤靶向效果。新型脑部靶向递药系统DTX-Bo-RGD-NPs

能有效提高经鼻给药后纳米粒的脑肿瘤靶向性能, 增加其在肿瘤部位的聚集, 提高DTX的抗脑胶质瘤治疗效果。

关键词: 脑胶质瘤; 鼻腔给药; 纳米粒; 冰片; RGD肽; 多烯紫杉醇

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2021)12-3233-10
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Abstract: Borneol (Bo) and Arg-Gly-Asp (RGD) co-modified docetaxel (DTX) loaded MPEG-PLGA

nanoparticles (DTX-Bo-RGD-NPs) were prepared to improve the therapeutic effect of DTX against glioma after

intranasal administration. DTX-Bo-RGD-NPs were prepared by emulsification-solvent evaporation method, and

their morphology, particle size, zeta potential, drug loading capacity (DLC), stability, and in vitro release properties

were investigated. The fluorescence probe coumarin-6 loaded NPs were prepared for investigating the NPs' uptake

property on C6 and 16HBE cell models to evaluate in vitro targeting ability. The DiR loaded NPs were prepared for

observing the fluorescence intensity at the brain tumor site after intranasal administration through in vivo imaging

system in a C6 rat orthotropic model, evaluating the targeting ability in vivo. The anti-tumor effects of DTX-Bo-

RGD-NPs were also investigated in such C6 rat orthotropic model in vivo. Animal welfare and experimental

procedures are in compliance with the regulations of the Animal Ethics Committee of Shanghai University of

Traditional Chinese Medicine. The results showed that DTX-Bo-RGD-NPs were spherical and uniformly

distributed, with a particle size of about 140 nm and a zeta potential of -20 to -30 mV. The drug delivery system
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showed good stability and sustained release property in vitro, and favorable brain tumor targeting effect in vitro and

in vivo. Such novel drug delivery system significantly improved the accumulation of DTX-Bo-RGD-NPs in tumor

sites and displayed a higher brain tumor targeting efficiency, providing promising therapeutics of DTX for the

treatment of glioma after intranasal administration.
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脑胶质瘤是脑部肿瘤中最常见且恶性程度最高的

肿瘤[1]。根据 2013～2017 年癌症数据统计报告显示 ,

全球每 10万人中约有 23.79人患有原发性脑肿瘤和其

他中枢神经系统肿瘤, 其中 29.7%为恶性肿瘤, 脑胶质

瘤占恶性肿瘤的 80%[2,3]。脑胶质瘤的中位生存期极

短, 在进行外科手术、放疗和化疗的情况下, 原发性胶

质母细胞瘤的中位无进展生存期为 6.9个月, 总生存期

为 14.6个月[4]。由于脑胶质瘤与正常脑组织界限不明

显[5], 导致传统手术不能完全切除 , 术后复发率高达

100%。血脑屏障 (BBB) 是中枢神经系统与毛细血管

之间的高度选择性和相互作用的动态屏障, 其是中枢

神经系统的半透性保护膜, 由于血脑屏障的存在, 药物

递送入脑严重受限[6]。事实上, 超过 98% 的小分子药

物和几乎 100%大分子药物都不能通过BBB[7]。因此,

亟需高效的脑部靶向系统提高现有脑胶质瘤药物治疗

效果。

为了克服这些问题, 目前采用脑部靶向的策略主

要有细胞穿膜肽介导、纳米递药系统、鼻腔给药系统、

P-gp (P-glycoprotein) 抑制 , 以提高脑部疾病治疗效

果[8,9]。鼻腔给药是一种非侵入性给药方法, 可以绕过

BBB 将药物直接递送进入中枢神经系统[10]。药物经

鼻给药后, 主要经过嗅球和三叉神经通路转运, 直接进

入脑部[11]。来源于传统中药的芳香“开窍”药冰片

(borneol, Bo) 是一种单萜类化合物, 可以有效促进药

物入脑[12]。此外 , Bo 还能增加药物透过鼻腔黏膜渗

透[13], 进而提高药物经鼻入脑转运及在脑组织中的分

布。作者前期研究发现, 经Bo修饰的纳米粒可以通过

调节 P-gp, 促进纳米粒的经鼻入脑转运[14,15]。RGD肽

是一类广泛存在于体内, 含有精氨酸-甘氨酸-天冬氨

酸 (Arg-Gly-Asp) 的短肽[16,17]。其介导细胞间和细胞

与细胞外基质间连接, 可与肿瘤细胞上高表达的整合

素 ανβ3受体相结合而被胶质瘤血管内皮或肿瘤细胞摄

取[18]。因此, 将 Bo的经鼻给药脑靶向性和 RGD 修饰

纳米给药系统的肿瘤靶向性相结合, 有望进一步改善

脑胶质瘤的治疗效果。

多烯紫杉醇 (docetaxel, DTX) 是一种复杂的二萜

生物碱, 具有广谱的抗实体瘤的作用, 如卵巢癌、乳腺

癌、肺癌和脑肿瘤[19,20]。文献报道DTX在体外胶质瘤

模型上有良好的治疗效果, 但由于其水溶性差, 分子质

量高 , 导致在体内胶质瘤模型上的治疗效果较差[21]。

因此, 设计脑部靶向的递药系统对于提高DTX的抗胶

质瘤治疗至关重要。

本研究构建DTX-Bo-RGD-NPs给药系统, 以DTX

为模型药物[22], 研究该系统对于脑胶质瘤的治疗效果,

并对DTX-Bo-RGD-NPs的粒径、电位、载药量、释放及

稳定性进行表征。在 16HBE细胞和C6细胞体外模型

上, 研究 Bo-RGD-NPs经鼻给药的体外脑肿瘤靶向效

果。在体内脑胶质瘤模型中验证其体内靶向性并进行

药效学研究。采用MPEG-PLGA聚合物作为载体, 修

饰 Bo 和 RGD, 利用 Bo 引药上行的特点, 发挥经鼻入

脑靶向的作用, RGD可以将纳米粒进一步靶向至肿瘤

部位。这一新型冰片/RGD双修饰纳米粒有望为难治

性疾病脑胶质瘤的治疗提供一种新型的经鼻给药治疗

手段, 提高难治性脑胶质瘤的治疗效果。

材料与方法

药品与试剂 多烯紫杉醇 (纯度 > 99.7%, 上海天

伟生物制药有限公司); MPEG 和 NHS-PEG (北京键

凯科技有限公司); 莰胺、DIPEA、HEPES、香豆素 6

(coumarin-6, 纯 度 ≥ 99%)、DAPI (4', 6-diamidino-2-

phenylindole; 美国Sigma公司); 氯仿、乙醚、氘代氯仿、

NaCl、Na2HPO4·7H2O和乙腈 (国药集团化学试剂有限

公司); 荧光染料 DiR (1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetrame‐

thylindotricarbocyaine iodide, 上海翊圣生物科技有限

公司); DMEM 高糖培养基、胎牛血清 (FBS)、青霉素

(100 u·mL-1) 和链霉素 (100 μg·mL-1) (美国Gibco公司);

RGD (杭州中肽生化有限公司); TUNEL试剂盒、BCA

试剂盒 (上海碧云天生物技术有限公司)。

仪器 HPLC (SPD-20AD) 高效液相色谱系统 (日

本岛津公司); NICOMPZLS 380 激光粒径和 zeta 电位

测定仪 (美国 Santa Barbara公司); Centrifuge 5810R低

温离心机 (德国 Eppendorf 公司); Buchi R-215 旋转蒸

发仪 (瑞士步琪公司); JEM-1400透射电镜 (日本电子

公司); HEDA Class100细胞培养箱、Varioskan Flash全

波长扫描仪 (美国赛默飞世尔科技公司); Spectra

MAX190 酶标仪和高内涵成像仪 ImageXpress Micro
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Confocal (美国Molecular Device公司); 小动物活体成

像仪 (美国MaestroTM EX-RRO公司)。

动物与细胞株 雄性 SD (Sprague Dawley) 大鼠,

SPF级, 220～250 g, 由上海中医药大学动物中心提供,

所有对动物的处理和操作均通过上海中医药大学伦理委

员会的批准 [许可证号: SYXK (沪) 2014-0008]; 16HBE

细胞和C6细胞 (上海中国科学院细胞库)。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs 的制备 Bo-PEG-PLGA 由课题组前期

通过 NHS-PEG-PLGA 和莰胺反应制得 (相对分子质

量: 43 743)[14]。通过乳化-溶媒挥发法制备DTX-NPs、

DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs 和 DTX-Bo-RGD-NPs。

DTX-Bo-RGD-NPs制备方法如下:精密称取10 mg MPEG-

PLGA、Bo-PEG-PLGA 和 NHS-PEG-PLGA (8∶1∶1) 溶

于含有 0.75 mg DTX的 1 mL乙腈溶液, 为有机相, 超

声使其完全溶解。将有机相缓慢地滴入 2 mL去离子

水的水相中, 1 000 r·min-1室温搅拌 1 h, 旋转蒸发完全

除去乙腈, 加入 30 μL 1 mg·mL-1 RGD, 室温 300 r·min-1

搅拌 9 h, 即得 DTX-Bo-RGD-NPs。DTX-NPs、DTX-

RGD-NPs 和 DTX-Bo-NPs 制备参照上述方法 , 其中 ,

DTX-NPs 和 DTX-RGD-NPs 制备时材料为 MPEG-

PLGA∶NHS-PEG-PLGA (9∶1, w/w); DTX-Bo-NPs制备

时材料为 MPEG-PLGA∶Bo-PEG-PLGA (9∶1, w/w)。

DTX-NPs和DTX-Bo-NPs搅拌过夜时以 30 μL去离子

水替代RGD肽。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs 的表征 所制得 DTX-NPs、DTX-RGD-

NPs、DTX-Bo-NPs 和 DTX-Bo-RGD-NPs 经 1%～2%

(w/v, pH 7.0) 磷钨酸负染色后, 透射电镜下观察纳米粒

形态。使用美国NICOMPZLS 380激光散射粒度仪测

定纳米粒的粒径和 zeta电位, 观察其粒径分布情况。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs载药量测定 取制备得到的纳米粒溶液

1 mL 置于离心管中 , 4 ℃、11 000 r·min-1离心 30 min,

弃上清 , 沉淀加入 1 mL 乙腈 , 涡旋使其溶解 , 4 ℃、

11 000 r·min-1离心5 min, 取上清稀释, 进行含量测定。根

据下列公式 (1)计算载药量 (drug loading capacity, DLC):

DLC (%) =
é

ë
êê

W1

W1 + W2

ù

û
úú × 100 % (1)

其中, W1指包裹进纳米粒中的DTX的量, W2指纳

米材料的量。

HPLC测定使用 5 μm Kromasil 4.6 mm × 250 mm

色谱柱 , 柱温 30 ℃, 流速为 1.0 mL·min-1。检测波长

230 nm, 流动相为乙腈和水 (55∶45, v/v)。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs 粒径的稳定性 分别将制得的 DTX-

NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs 和 DTX-Bo-RGD-

NPs纳米粒加入 4和 37 ℃的磷酸盐缓冲液 (PBS, 含有

0.2% Tween-80), 于设定时间点 (1、2、4、8、12、24 和

48 h) 取样测定粒径, 观察其在 4及 37 ℃介质中粒径的

稳定性。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs体外释药特性 采用透析法[23]考察所制

得纳米粒的体外释药特性。取制得的纳米粒于 4 ℃、

11 000 r·min-1 条件离心 30 min 后弃上清 , 将沉淀用

1 mL 含 0.2% Tween-80 的 PBS 复溶 (DTX 浓度为

22.5 μg·mL-1), 加入透析装置, 立即置于37 ℃、100 r·min-1

恒温水浴摇床中 , 并于 1、2、4、8、12、24 和 48 h 取样。

根据不同时间点 DTX 释放量占 DTX 药物总量的比

例, 计算 DTX在 0.2% Tween-80 PBS中的累计释放百

分率。

Coumarin 6-NPs、coumarin 6-RGD-NPs、coumarin

6-Bo-NPs和coumarin 6-Bo-RGD-NPs的制备 Coumarin

6-Bo-RGD-NPs的制备方法如下: 与DTX-Bo-RGD-NPs

制备方法一致 , 制备过程中将 0.75 mg DTX 替换为

0.02 mg coumarin-6, 除去乙腈后, 用10 mL PBS过葡聚

糖凝胶柱除去游离 coumarin-6, 而后离心, 弃上清, 复溶

沉淀, 加入 30 μL 1 mg·mL-1 RGD溶液, 搅拌 9 h, 即得

coumarin 6-Bo-RGD-NPs。Coumarin 6-NPs、coumarin

6-RGD-NPs和coumarin 6-Bo-NPs与上述制备方法一致,

材料比同DTX-NPs、DTX-RGD-NPs和DTX-Bo-NPs。

Coumarin 6-NPs、coumarin 6-RGD-NPs、coumarin

6-Bo-NPs 和 coumarin 6-Bo-RGD-NPs 的体外摄取实

验 将 C6 和 16HBE 细胞分别以每毫升 1×105个的密

度接种至 24孔板中, 培养 12 h后, 加入用HBSS稀释后

的 coumarin 6-NPs、coumarin 6-RGD-NPs、coumarin 6-

Bo-NPs 和 coumarin 6-Bo-RGD-NPs (coumarin-6 浓度

为 2.29 μg·mL-1) 的纳米粒孵育 1 h后, 弃去纳米粒, 进

行DAPI染色 10 min, 于高内涵成像仪下观察细胞, 考

察 4 种纳米粒被 16HBE 和 C6 细胞摄取的情况。取

400 μL 1% Triton-X 100裂解液于冰上处理细胞,取100 μL

裂解液用 Varioskan Flash 全波长扫描式多功能读数

仪测定 coumarin-6浓度, 另取 20 μL裂解液经 BCA 试

剂盒用酶标仪测定细胞的蛋白浓度。以“摄取指数

(uptake index)”作为评价指标, 即药物浓度与细胞蛋白

浓度的比值 (ng·mg-1), 表示单位浓度细胞蛋白中所含

有的 coumarin-6浓度。

NPs、RGD-NPs、Bo-NPs 和 Bo-RGD-NPs 经鼻给

药脑胶质瘤靶向性的体内评价 取处于对数生长期的
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C6细胞, 计数调节细胞浓度至每微升 5×106个。雄性

SD大鼠经腹腔麻醉 (4%戊巴比妥钠溶液, 40 mg·kg-1)

后, 于前囟颅骨 (+2 mm, -1 mm) 缓慢注入C6细胞悬液

10 μL, 持针10 min后缓慢拔针, 缝合切口。荷瘤7天后,

随机分组 , 经麻醉 (4% 戊巴比妥钠溶液 , 40 mg·kg-1)

后, 大鼠鼻腔分别给予DiR-NPs、DiR-RGD-NPs、DiR-Bo-

NPs 和 DiR-Bo-RGD-NPs 溶液 (DiR, 400 μg·kg-1), 8 h

后处死大鼠, 收集脑组织, 生理盐水冲洗, 采用小动物

活体成像仪观察各组织中DiR荧光信号, 并拍照记录。

收集肿瘤组织称重, 加入 10倍体积超纯水, 采用超声

波细胞粉碎仪匀浆肿瘤组织, 用无水乙醇提取肿瘤组

织中 DiR 后 , 采用 Varioskan Flash 全波长扫描式多功

能读数仪测定组织中DiR浓度。以单位质量脑肿瘤组

织中DiR含量为评价指标 (ng·g-1) 作为评价指标, 比较

各组制剂经鼻给药后脑胶质瘤靶向性。

DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs和DTX-

Bo-RGD-NPs 经鼻给药抗脑胶质瘤作用的体内研究

取原位荷 C6 脑胶质瘤 SD 大鼠模型 35 只 , 随机分成

5组 (每组7只), 于荷瘤后第7天开始给药, 大鼠鼻腔分

别 给 予 DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-Bo-NPs 和

DTX-Bo-RGD-NPs溶液 (DTX, 5 mg·kg-1), 3天 1次, 共

给 5 次 , 记录各组荷瘤小鼠的死亡时间 , 利用 Graph‐

Pad Prism 8.0绘制生存曲线, 并计算比较各组的中位

生存期。另取原位荷C6脑胶质瘤 SD大鼠模型 20只,

随机分成 5组 (每组 4只), 给药方式如上所述, 给予载

药纳米粒后, 处死大鼠, 收集脑组织, 制成石蜡切片, 进

行TUNEL染色。

NPs、Bo-NPs、RGD-NPs 和 Bo-RGD-NPs 纳米粒

的体内体外安全性初步评价 将对数生长期的C6和

16HBE细胞以每毫升 1×105个的密度接种于 96孔板中

进行常规培养, 培养 12 h后进行实验, 将材料浓度为

0.1、0.25、0.5和 1 mg·mL-1的未载药的NPs、RGD-NPs、

Bo-NPs 和 Bo-RGD-NPs 纳米粒溶液分别加入到铺有

C6和 16HBE的 96孔板中, 孵育 2 h, 取出纳米粒, 加入

新鲜培液继续孵育 22 h后, 弃去培液, 以MTT法评价

纳米粒的体外安全性。

取 SD 大鼠模型 30 只 , 随机分成 5 组 (每组 6 只),

大鼠鼻腔分别给予 DTX-NPs、DTX-RGD-NPs、DTX-

Bo-NPs 和 DTX-Bo-RGD-NPs 溶液 (DTX, 5 mg·kg-1),

3天1次, 共给5次, 末次给药后第2天处死大鼠, 收集心

肝脾肺肾各组织脏器, 制成石蜡切片, 进行H&E染色。

统计学分析 实验平均重复3次以上, 数据用
-
x ± s

表示, 使用GraphPad Prism 8.0统计分析软件进行数据

统计和计算 , 用 t-test 或 one-way ANOVA 检验各组间

的差异, 显著性结果以*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001

和****P < 0.000 1分别表示。

结果

1 DTX-Bo-RGD-NPs的制备与表征

1.1 单因素试验 本课题采用的给药方式是鼻腔给

药, 对于鼻腔给药的纳米制剂来说, 纳米粒的粒径越小

越利于鼻腔吸收和脑内递送, 载药量越高对后续应用

越有利。因此, 以粒径和载药量为指标, 考察对载药量

和粒径影响较大的因素DTX投药量 (mg)、有机相与水

相比例和转速 (r·min-1) 对所制得的纳米粒的粒径大

小、分布以及载药量的影响, 对包载DTX的基本处方

进行优化。如图 1所示, 有机相与水相比例和DTX投

药量对纳米粒的粒径和载药量具有显著影响。转速对

纳米粒的粒径和载药量影响不大。根据单因素试验结

果 (图 1), 确定 DTX-Bo-RGD-NPs 的最优处方如下 :

DTX 投药量为 0.75 mg, 有机相水相比例为 1∶2, 转速

为1 000 r·min-1。按照所得的最优处方和工艺, 制备3批

DTX-Bo-RGD-NPs, 测定其粒径和载药量, 结果显示,

其粒径为 140.50 ± 6.90 nm, 载药量为 2.61% ± 0.29%,

电位为-28.28 ± 3.29 mV。

1.2 DTX-Bo-RGD-NPs的表征 透射电镜照片显示

DTX-NPs、DTX-Bo-NPs、DTX-RGD-NPs 和 DTX-Bo-

RGD-NPs四种纳米粒形态圆整、大小均一 (图 2A)。不

同时间点时纳米粒粒径的变化见图 2B, 结果显示纳米

粒粒径在48 h内变化小于20%, 表明NPs具有良好的粒

径稳定性。图 2C显示, DTX-NPs、DTX-Bo-NPs、DTX-

RGD-NPs和 DTX-Bo-RGD-NPs四种纳米粒 48 h 累积

释放达80%, 表明纳米粒具有一定的缓释功能。

2 Bo-RGD-NPs纳米粒经鼻给药脑胶质瘤靶向性的

体外研究

2.1 Coumarin 6-NPs、coumarin 6-RGD-NPs、coumarin

6-Bo-NPs和coumarin 6-Bo-RGD-NPs的表征 以荧光

探针 coumarin-6 为示踪剂 , 制备载 coumarin-6 的纳米

粒, 用于观察不同修饰纳米粒在16HBE和C6细胞上的

摄取情况 (图 3)。透射电镜照片显示 coumarin 6-NPs、

coumarin 6-RGD-NPs、coumarin 6-Bo-NPs 和 coumarin

6-Bo-RGD-NPs 纳米粒形态圆整、大小均一 (图 3A)。

纳米粒粒径、电位的变化见图 3B。所制得的 4种纳米

粒粒径均在 140 nm左右, 呈高斯分布, 粒径分布较窄,

电位在-30 mV左右, 载药量均在0.11%左右。

2.2 Coumarin 6-Bo-RGD-NPs 在 16HBE 和 C6 细胞

上的摄取 鼻腔黏膜上皮细胞是纳米粒经鼻给药进入

脑部的第一屏障[24]。Coumarin-6作为一种检测灵敏度很

高的脂溶性荧光染料, 常作为探针被用来研究纳米递

药系统的体内外行为[25,26]。为了评价NPs的摄取, 以人
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类支气管上皮细胞16HBE作为鼻黏膜细胞模型, 由于它

的细胞表面性质与鼻腔黏膜细胞类似, 故在研究药物鼻

腔黏膜吸收时常用来作为体外模型[27], 研究 coumarin

6-Bo-RGD-NPs纳米粒经鼻给药的体外靶向性能。

由给药 1 h 后 16HBE 和 C6 细胞上的 coumarin-6

荧光强度 (图 3C、E), 可以看出 , 在 16HBE 细胞上

Figure 1 Effects of formulation factors on the particle size and drug loading capacity of nanoparticles. A: Organic phase and aqueous

phase ratio; B: Stirring rate; C: Docetaxel (DTX) concentration. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

Figure 2 Characterization of DTX-NPs, DTX-Bo-NPs, DTX-RGD-NPs, and DTX-Bo-RGD-NPs. A: TEM photograph and size distribu‐

tion, the scale bar is 500 nm; B: Size stability of different NPs at 4 ℃ and 37 ℃ PBS (containing 0.2% Tween-80); C: In vitro release of

DTX, DTX-NPs, DTX-Bo-NPs, DTX-RGD-NPs, and DTX-Bo-RGD-NPs in 37 ℃ PBS (containing 0.2% Tween-80). n = 3,
-
x ± s. Bo:

Borneol; NP: Nanoparticle; PBS: Phosphate buffered saline; TEM: Transmission electron microscope
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coumarin-6荧光信号以 coumarin 6-Bo-RGD-NPs较强,

其次是 coumarin 6-Bo-NPs、coumarin 6-NPs和 coumarin

6-RGD-NPs组相当; 在C6细胞上 coumarin-6荧光信号

以coumarin 6-Bo-RGD-NPs较强, 其次是coumarin 6-Bo-

NPs和 coumarin 6-RGD-NPs, coumarin 6-NPs组最弱。

对 coumarin-6的荧光信号定量分析结果显示 (图

3D、F): ① 在 16HBE细胞上, 经 Bo修饰后, 能够使载

coumarin-6 的纳米粒摄取增多 , coumarin 6-Bo-RGD-

NPs 组的荧光信号强度最高 , 是 coumarin 6-Bo-NPs、

coumarin 6-NPs和 coumarin 6-RGD-NPs组的 1.04、1.16

和 1.21 倍 ; coumarin 6-Bo-NPs 组的细胞摄取荧光信

号强度是 coumarin 6-NPs 和 coumarin 6-RGD-NPs 组

的1.12和1.17倍。② 在C6细胞上, 经Bo和RGD修饰

后, 能够使载 coumarin-6的纳米粒摄取增多, coumarin

6-Bo-RGD-NPs 组的摄取指数最高 , 分别是 coumarin

6-Bo-NPs、coumarin 6-NPs 和 coumarin 6-RGD-NPs 组

的 1.19、2.02和 1.23倍; coumarin 6-Bo-NPs和 coumarin

6-RGD-NPs组的摄取指数分别是 coumarin 6-NPs组的

1.69和1.63倍。

3 DiR-Bo-RGD-NPs纳米粒的经鼻给药脑胶质瘤靶

向性的体内研究

采用活体成像研究载DiR的不同修饰纳米粒经鼻

给药后的脑内分布。如图显示给予载DiR纳米粒 8 h

后, 在荷瘤大鼠的脑组织和脑肿瘤组织中观察到荧光

(图 4A、B), 说明经Bo或RGD修饰后的纳米粒具有更

好的靶向能力, 且经Bo和RGD双修饰后的纳米粒具

有更好的脑靶向效果。对肿瘤组织内DiR荧光信号进

行匀浆定量分析 (图 4C), 结果显示 DiR-Bo-RGD-NPs

组脑肿瘤组织中DiR的累积量是 control、NPs、Bo-NPs

和 RGD-NPs 组的 7.86、2.51、1.95 和 1.74 倍 ; DiR-Bo-

NPs和DiR-RGD-NPs组脑肿瘤组织中DiR的累积量分

别是NPs组的 1.29和 1.45倍; DiR-RGD-NPs组脑肿瘤

组织中DiR的累积量是DiR-Bo-NPs组的1.12倍。

4 DTX-Bo-RGD-NPs 经鼻给药抗脑胶质瘤药效学

研究

结果如图5所示。原位荷瘤大鼠多次给予DTX-NPs、

DTX-Bo-NPs、DTX-RGD-NPs和DTX-Bo-RGD-NPs后

的生存曲线结果显示 (图 5C), 生理盐水组大鼠最先开

Figure 3 Characterization of coumarin 6-NPs, coumarin 6-Bo-NPs, coumarin 6-RGD-NPs, and coumarin 6-Bo-RGD-NPs, and the uptake

of NPs by 16HBE and C6 cells in vitro. A, B: TEM photograph and size-zeta potential distribution, the scale bar is 200 nm; C, D: Image and

quantification of coumarin-6 fluorescence signal after uptake of different NPs by 16HBE; E, F: Image and quantification of coumarin-6 fluo‐

rescence signal after uptake of different NPs by C6. The scale bar is 100 μm. Blue: 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI); Green: Couma‐

rin-6. n = 6,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1; ###P < 0.001, ####P < 0.000 1; $$$P < 0.001
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始死亡 , 最后死亡组为 DTX-Bo-RGD-NPs 组。通过

GraphPad Prism 8.0分析计算出每组的中位生存期为生

理盐水组 (9 天)、DTX-NPs 组 (19 天)、DTX-Bo-NPs 组

(18.5 天)、DTX-RGD-NPs 组 (18.5 天) 和 DTX-Bo-

RGD-NPs 组 (21 天)。结果证实 DTX-Bo-RGD-NPs 纳

米粒可以显著提高荷瘤大鼠的生存时间, 与生理盐水

组相比中位生存期延长至 2.33倍; 与DTX-NPs组相比

中位生存期延长至 1.11 倍 ; 与 DTX-Bo-NPs 和 DTX-

RGD-NPs组相比中位生存期延长至1.14倍。

从 TUNEL 染色结果可以看出经 Bo 和 RGD 修饰

的纳米粒组细胞凋亡数显著高于未修饰组, 其中DTX-

Bo-RGD-NPs组凋亡信号最强, 其次是RGD与Bo单修

饰组, 未修饰组最低 (图5A)。半定量结果表明 (图5B),

DTX-Bo-RGD-NPs 治疗组细胞凋亡数量是 control、

DTX-NPs、DTX-Bo-NPs 和 DTX-RGD-NPs 组的 7.15、

3.26、1.77 和 1.40 倍 ; DTX-Bo-NPs 和 DTX-RGD-NPs

组细胞凋亡数是 DTX-NPs 组的 1.84 和 2.34 倍; DTX-

RGD-NPs组细胞凋亡数是DTX-Bo-NPs组的1.27倍。

5 Bo-RGD-NPs纳米粒的体内外安全性初步研究

在16HBE和C6体外模型上, 通过MTT法对未载药

的 4种纳米粒NPs、Bo-NPs、RGD-NPs和Bo-RGD-NPs

进行体外安全性评价 (图6A、B)。结果表明, 1 mg·mL-1

的 NPs、Bo-NPs、RGD-NPs 和 Bo-RGD-NPs 纳米粒并

不会显著影响细胞活力, 具有较好的体外安全性。

Figure 4 Images of brain and brain tumor after administrated with DiR-NPs for 8 h treatment. The signal of DiR on orthotopic C6-bearing

mice was monitored using IVIS spectrum. A: Brain; B: Brain tumor; C: Quantification of DiR fluorescence signals in brain tumor. n = 3,
-
x ± s.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; #P < 0.05

Figure 5 TUNEL staining of tumor sections after different treatments and survival curves of C6 tumor-bearing rats after administration of

different formulations. A: TUNEL staining. Blue: DAPI; Green: Apoptosis cells. n = 4, the scale bar is 20 μm; B: Quantification of TUNEL

fluorescence signal expressed as the percentage of total cell number (DAPI signal). n = 4,
-
x ± s; C: Survival curves. n = 7,

-
x ± s. **P < 0.01,

***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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体内H&E染色结果表明 (图 6C), DTX-NPs、DTX-

Bo-NPs、DTX-RGD-NPs 和 DTX-Bo-RGD-NPs 纳米粒

经鼻给药后对组织器官无明显损伤 , 初步证实 Bo-

RGD-NPs递药系统具有较好的安全性。

讨论

脑胶质瘤是一种具有高发病率和致死率的原发性

中枢神经系统肿瘤。由于 BBB的存在以及化疗药物

对肿瘤细胞的非特异性, 其治疗受到阻碍[28]。因此, 本

课题构建冰片/RGD修饰经鼻给药的纳米靶向递药系

统, 以提高DTX抗脑胶质瘤治疗效果。冰片是一种引

经中药, 研究证明其能够改善BBB的渗透性, 促进药

物入脑。临床上, 经常使用冰片治疗中枢神经系统疾

病。此外, 冰片能透过鼻腔黏膜, 增加药物在脑组织中

的分布。文献报道冰片可以增强人类鼻黏膜上皮细胞

的转运, 增加药物经鼻给药后的脑部递送[29,30]。

由于肿瘤细胞上高表达 ανβ3受体, RGD可以与其

结合, 因此作者希望通过RGD修饰进一步促进纳米粒

在肿瘤部位聚集。体内外靶向性结果显示 , 经冰片/

RGD共修饰的纳米粒可以显著增加肿瘤细胞的摄取

和脑部肿瘤部位的聚集, Bo和 RGD 的共修饰具有更

好的脑胶质瘤靶向效果。

纳米粒具有高稳定性、高生物利用度、低毒性、缓

释性能等优点。此外, 纳米粒的粒径大小影响药物的

缓释行为和渗透鼻黏膜的能力。经鼻给药时, 粒径小

于 1 μm时可以有效穿透鼻黏膜, 粒径越小, 纳米粒越

容易在肿瘤部位聚集[31]。此外, 成功的纳米系统标志

之一是拥有较高的DLC, 同时给药时可以降低载体的

量[32], 高 DLC的纳米粒更利于鼻腔给药。因此, 以纳

米粒的粒径和DLC为考察指标, 进行单因素筛选, 尽

可能筛选出拥有较小的粒径和高DTX载药量的纳米

粒处方。根据单因素试验, 确定最优处方制得的 4种

纳米粒粒径均在 140 nm左右, 载药量均在 2.6%左右,

适用于鼻腔给药。此外, DTX-Bo-RGD-NPs递药系统

粒径大小均一, 粒径稳定性良好, 具有较好的缓释性

能。在 16HBE细胞模型上, 经Bo和RGD修饰的纳米

粒的摄取能力是 Bo 和 RGD 单修饰纳米粒的 1.04 和

1.21倍。在C6细胞模型上, 经Bo和RGD修饰的纳米

粒的摄取能力是 Bo 和 RGD 单修饰纳米粒的 1.19 和

1.23倍。

Figure 6 The cytotoxicity of nanoparticles on 16HBE and C6 cells in vitro and the hematoxylin-eosin (H&E) results of different tissues

after intranasal administration of different NPs to rats. A: By 16HBE, treated with NPs, RGD-NPs, Bo-NPs, and Bo-RGD-NPs; B: By C6,

treated with NPs, RGD-NPs, Bo-NPs, and Bo-RGD-NPs; C: H&E results, treated with DTX-NPs, DTX-RGD-NPs, DTX-Bo-NPs, and DTX-

Bo-RGD-NPs (DTX, 5 mg·kg-1). n = 6,
-
x ± s. The scale bar is 200 μm
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鼻腔递送是一种非侵入性的给药方式, 具有给药

方便、起效迅速和避免首过代谢等优点[33], 能够绕过

BBB, 将大部分药物经过嗅球和三叉神经通路转运直

接递送入脑。经鼻给药相比静脉给药, 所需剂量更低。

但鼻黏膜的生理特性, 限制药物吸收[34]。因此, 经鼻递

药策略常常依赖渗透增强剂的修饰, 提高递药系统的

入脑量[35]。本研究通过Bo的修饰增强纳米粒的鼻黏

膜渗透性 , 促进 RGD 的肿瘤靶向性 , 体内 Bo-RGD-

NPs 系统的经鼻递送入脑靶向性能评价结果表明 ,

DiR-Bo-RGD-NPs 组脑肿瘤组织中 DiR 的累积量比

Bo-NPs和 RGD-NPs组提高 1.95和 1.74倍, 证实经 Bo

和RGD修饰后的纳米系统具有协同靶向入脑肿瘤组织

的效果, Bo-RGD-NPs具有较好的经鼻给药入脑胶质瘤

靶向性。此外, MPEG-PLGA是经FDA (Food and Drug

Administration) 认证的安全可降解的生物材料[36], 本研

究体外安全性初步实验结果表明, 纳米制剂材料对鼻

腔黏膜细胞模型活力无显著影响, 体内H&E染色结果

证实体内给药后对各器官无明显损伤。制备成纳米系

统后可减少抗肿瘤药物与鼻腔黏膜的直接接触, 减少

抗肿瘤药物对鼻黏膜的损坏, 但少量释放出纳米系统

的抗肿瘤药物对于鼻腔黏膜的安全性还有待于后续进

一步研究。

DTX是一种半合成黄酮类化合物[37]。但 DTX水

溶性差、生物利用度低, 很难到达脑部。冰片/RGD修

饰载 DTX 经鼻给药的纳米靶向递药系统可以解决

DTX的水溶性差问题, 提高DTX的生物利用度, 增加

DTX在肿瘤部位聚集。根据文献报道, RI-LP-M-DTX

纳米系统静脉给予U87-MG荷瘤小鼠后, 小鼠的中位

生存期与生理盐水组相比延长 1.6倍[20]。本研究体内

药效学结果显示 DTX-Bo-RGD-NPs 纳米粒可以显著

提高荷瘤大鼠的生存时间, 与生理盐水组相比中位生

存期延长 2.33 倍, 显著提高对脑胶质瘤的治疗效果。

DTX-Bo-RGD-NPs 治疗组细胞凋亡数量是 DTX-Bo-

NPs 和 DTX-RGD-NPs 组的 1.77 和 1.40 倍 , 证明冰片/

RGD双修饰能进一步提高脑胶质瘤的治疗效果。体

内外安全性研究结果初步证实Bo-RGD-NPs纳米系统

具有较好的安全性。因此, Bo和 RGD 双修饰纳米粒

是一种新型且有效的脑胶质瘤治疗策略 , DTX-Bo-

RGD-NPs为脑胶质瘤的治疗提供了一种新型靶向纳

米递药系统。
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