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基于胃癌术前化疗的叶酸修饰磷脂包被紫杉醇纳米晶制剂研究
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摘要: 本文旨在为胃癌术前经内镜注射局部化疗研制一种具有良好稳定性、高药物含量和显著肿瘤细胞靶向性

的叶酸修饰磷脂包被紫杉醇纳米晶 (PTX NC@FA)。以“从小到大”法继以超声法制备PTX NC@FA, 考察其颗粒形

态、粒径分布、ζ-电位、药物含量、叶酸修饰磷脂 (FA-DSPE-PEG2000) 含量、晶型特征、稳定性、体外释放行为、对人胃

癌细胞株SGC-7901的细胞毒性及在裸鼠SGC-7901皮下肿瘤模型两种不同肿瘤大小 (瘤体积 100 mm3或 300 mm3)

情况下单次瘤旁给药的缩瘤效果。动物实验经复旦大学药学院实验动物伦理委员会批准。结果表明, PTX NC@FA

呈短棒状, 平均粒径为175.3 ± 2.5 nm (多分散指数0.17 ± 0.02), ζ-电位为-2.5 ± 0.2 mV, PTX含量为 (28.23 ± 0.74) % (w/w),

FA-DSPE-PEG2000含量为 (4.40 ± 0.60) % (w/w), 在磷酸盐缓冲液或含血清磷酸盐缓冲液中均能稳定至少 4天, 可在

96 h内缓慢释放药物。PTX NC@FA对SGC-7901细胞的 IC50显著低于无叶酸修饰纳米晶。单次瘤旁注射 (20 mg·kg-1)

后, PTX NC@FA抑瘤效果显著优于无叶酸修饰纳米晶和市售紫杉醇注射液 (Taxol)。荷小肿瘤体积裸鼠 (100 mm3)

给药 12天后, PTX NC@FA组 7只动物肿瘤均完全消失, 抑瘤率 100%。荷大肿瘤体积裸鼠 (300 mm3) 给药 12天后,

PTX NC@FA组 7只动物中的 3只肿瘤完全消失, 剩余 4只瘤体亦缩小, 抑瘤率约 90%。结果提示, PTX NC@FA具

有良好应用潜力, 有望用于术前缩小肿瘤, 增加保胃机会, 提高患者的术后生存质量。
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Abstract: This paper aims to develop folic acid-modified paclitaxel nanocrystals (PTX NC@FA) with good

stability, high drug loading and tumor cell targeting for endoscopic injection for preoperative local chemotherapy

of gastric cancer. PTX NC@FA was prepared by the "bottom-up" followed by ultrasonic to study its morphology,

particle size, ζ -potential, drug loading, folic acid-modified phospholipid (FA-DSPE-PEG2000) content, crystalline

characteristics, stability, in vitro release, cytotoxicity against human gastric cancer cell line SGC-7901, and anti-tumor

effect in two different tumor sizes (tumor volume 100 mm3 or 300 mm3) after single peri-tumor injection in a murine

subcutaneous SGC-7901 tumor model. Animal experiments were approved by the Experimental Animal Ethics

Committee of the School of Pharmacy, Fudan University. The resulting PTX NC@FA was of short rod-like shape,

average particle size 175.3 ± 2.5 nm (PDI 0.17 ± 0.02), ζ- potential -2.5 ± 0.2 mV, PTX loading (28.23 ± 0.74) %

(w/w) and FA-DSPE-PEG2000 content (4.40 ± 0.60) % (w/w). The size of the PTX NC@FA remained unchanged

for 4 days in phosphate buffer with or without serum. Cellular growth inhibition effect on SGC-7901 showed the
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superiority of PTX NC@FA over nanocrystals without FA modification. PTX NC@FA inhibited tumor growth

more efficiently than both nanocrystals without FA modification and commercially available paclitaxel injection

(Taxol) 12 days after peri-tumor injection. For model tumor with the volume of 100 mm3, tumors of all animals

in the PTX NC@FA group disappeared completely. For model tumor with the volume of 300 mm3, tumors of 3

animals in the PTX NC@FA group completely disappeared and tumors of the rest 4 animals also became significantly

smaller with a tumor volume inhibition rate of 90%. PTX NC@FA showed good potential for preoperative chemo‐

therapy of increase the chances of function preserving gastrectomy and improve the quality of life of patients.

Key words: paclitaxel; nanocrystal; folic acid-modified phospholipid; gastric cancer; peritumoral injection;

preoperative chemotherapy

胃癌是我国主要恶性肿瘤种类之一[1], 手术是首

选治疗方案。因目前胃癌早期诊断率偏低, 多数患者

就诊时已处于局部进展期, 肿瘤组织浸润出黏膜外[2],

不得不采取全胃切除。但是, 全胃切除后患者生活质

量低, 餐后腹部不适, 胆汁反流性食管炎和高血糖高

发[3,4]。因此, 胃癌手术发展趋势之一是术前先行化疗,

缩小肿瘤体积和浸润范围, 从而在确保病灶彻底切除

的前提下留一定的胃功能, 避免全胃切除, 切实提高患

者术后的生活质量及长期预后[5]。

值得注意的是, 以全身化疗行术前化疗时, 能抵达

肿瘤的药量有限, 缩瘤效果并不理想, 还会干扰免疫系

统及胃肠道屏障功能, 不利于术后恢复[6]。若能行局

部化疗 , 则有望提高病灶内药物浓度 , 降低全身毒

性[7,8]。胃癌病灶的位置特点使通过内镜注射行局部化

疗成为可能[9-11]。因此, 本文以紫杉醇 (paclitaxel, PTX)

为模型药物, 以纳米晶作为制剂形式, 设计了一种具有

高药物含量、良好稳定性和显著肿瘤细胞靶向性能的

新型纳米制剂——叶酸修饰磷脂包被紫杉醇纳米晶

(PTX NC@FA)。胃癌病灶内及周边可注射的体积有

限, 纳米晶的高药物含量特征符合胃癌瘤旁注射对制

剂药物含量的要求[12-14]。胃癌细胞多高表达叶酸受

体[15], 叶酸修饰有利于提高肿瘤细胞对纳米晶的摄取。

本文以“从小到大”法制备紫杉醇纳米晶, 以超声

法将类脂及叶酸修饰磷脂 (FA-DSPE-PEG2000) 包被于

紫杉醇纳米晶表面, 得到 PTX NC@FA。研究内容包

括颗粒形态、粒径分布、ζ-电位、药物含量、FA-DSPE-

PEG2000含量、晶型特征、稳定性和体外释放行为, 并在

细胞水平考察PTX NC@FA对人胃癌细胞SGC-7901的

细胞毒性, 进一步考察PTX NC@FA在两种不同肿瘤大

小 (瘤体积100 mm3或300 mm3) 情况下裸鼠SGC-7901

皮下肿瘤模型上单次瘤旁给药 (剂量 20 mg·kg-1) 的缩

瘤效果。

材料与方法

仪器 透射电子显微镜 H-600 (日本日立公司);

透析袋 (MW 3 500, 美国Viskase公司); JY92-IIDN超声

波细胞粉碎机 (宁波新芝公司); ZS-10-82激光粒度仪

(英国马尔文公司); Agilent 1100 高效液相色谱仪

(HPLC, 美国安捷伦科技公司); Diamonsil®C18色谱柱

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm, 迪马科技有限公司); Power

Wave XS酶标仪 (美国BioTek仪器公司); 204/1/G差式

量热扫描仪 (differential scanning calorimetry, DSC, 德

国耐驰公司); D2 Phaser X 射线衍射仪 (X-ray diffrac‐

tometer, XRPD, 美国Bruker公司)。

药物与试剂 PTX、维生素 E 聚乙二醇琥珀酸

酯 (D-α -tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate,

TPGS)、噻 唑 蓝 (thiazolyl blue tetrazolium bromide,

MTT) (大连美仑生物技术有限公司); 紫杉醇注射液

(Taxol, 美国百时美-施贵宝公司); 蛋黄卵磷脂 (egg

yolk phosphatidylcholine, EPC)、胆 固 醇 (cholesterol,

Chol)、N-(羰基-甲氧基聚乙二醇 2000)-1,2-二硬酯酰-

sn-甘油-3-磷酰乙醇胺 (MeO-PEG-DSPE2000) (上海艾

伟拓医药科技有限公司); 磷脂-聚乙二醇-叶酸 (FA-

DSPE-PEG2000, 上海芃硕生物科技有限公司); DMEM

细胞培养基、胰蛋白酶和细胞用磷酸盐缓冲液 (PBS)

(美国赛默飞世尔科技有限公司)。

细胞株与动物 人胃癌细胞株 SGC-7901购自中

国科学院上海细胞库。SPF级裸鼠 (雄性, 体重20 ± 2 g)

购自上海斯莱克实验动物有限公司 (生产许可证号

SCXK 沪 2017-0005), 动物实验符合动物实验伦理学

标准, 经复旦大学药学院实验动物伦理委员会批准。

纳米晶制备

“从小到大”法制备纳米晶 精密称取PTX 3.00 mg

和TPGS 4.00 mg, 以适量乙醇溶解后于 37 ℃水浴上减

压旋蒸, 形成均匀薄膜后, 加入 35 mmol·L-1 NaHCO3溶

液 5 mL, 于 25 ℃空气摇床中振荡水化, 即得PTX纳米

晶 (paclitaxel nanocrystals, PTX NC)。

超声法对 PTX NC进行磷脂包被 精密称取EPC

2.30 mg、Chol 1.15 mg、TPGS 1.15 mg、MeO-PEG-DSPE2000

1.12 mg和FA-DSPE-PEG2000 0.49 mg, 以适量乙醇溶解
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后, 减压旋蒸后挥去乙醇, 形成均匀薄膜。用上述所得

PTX纳米晶混悬液水化薄膜后, 120 W探头超声15 min,

即得 PTX NC@FA。无叶酸修饰的磷脂包被紫杉醇

纳米晶 (PTX NC@0% FA) 的制备方法类似 , 但以等

摩尔MeO-PEG-DSPE2000代替 FA-DSPE-PEG2000。所得

PTX NC@FA 及 PTX NC@0% FA 混悬液以 25 155 ×g

离心 30 min, 待上清完全澄清后, 取沉淀冻干, 供后续

药物含量、FA-DSPE-PEG2000含量、DSC 和 XRPD 测试

之用。

颗粒形态、粒径分布及 ζ-电位检测 以透射电子

显微镜观察 PTX NC及 PTX NC@FA的形态。以激光

粒度仪测定 PTX NC@FA 及 PTX NC@0% FA 的粒径

分布和 ζ-电位, 每个样品测3次, 求均值。

药物含量和包封率检测 分别精密称取 5.00 mg

PTX NC、PTX NC@FA及PTX NC@0% FA冻干品, 以乙

腈溶解, 0.45 μm滤膜过滤后, 采用HPLC测定 PTX含

量, 色谱条件: Diamonsil®C18色谱柱 (250 mm × 4.6 mm,

5 μm), 乙腈-水 (70∶30, v/v), 进样量 20 μL, 洗脱时间

12 min,流速0.7 mL·min-1,柱温 25℃,检测波长227 nm。

按公式 (1) 和 (2) 计算药物含量 (drug loading, DL)

和包封率 (encapsulation efficiency, EE):

DL =
W1

W2

× 100% (1)

EE =
W1

W0

× 100% (2)

其中, W0为纳米晶中药物的投量, W1为纳米晶中

紫杉醇质量, W2为纳米晶总质量。

FA-DSPE-PEG2000 含量检测 分别精密称取约

5.00 mg PTX NC@FA 及 PTX NC@0% FA 冻干品 , 以

DMSO-异丙醇混合溶剂 (1∶9, v/v) 溶解并定容至1.0 mL,

0.45 μm滤膜过滤, 采用HPLC测定FA-DSPE-PEG2000含

量, 色谱条件: Diamonsil®C18色谱柱 (250 mm × 4.6 mm,

5 μm), 梯度洗脱 (80%～100% B, 10 min), 其中A相为

甲醇-10 mmol·L-1醋酸铵 (60∶40, v/v), 以醋酸调 pH至

6.4, B相为异丙醇-10 mmol·L-1醋酸铵 (90∶10, v/v), 以

醋酸调 pH至 6.4, 进样量 20 μL, 洗脱时间 10 min, 流速

0.7 mL·min-1, 柱温 25 ℃ , 检测波长 350 nm。按公式

(3) 计算FA-DSPE-PEG2000含量。

FA-DSPE-PEG2000含量 =
m1

m2

× 100% (3)

其中, m1为纳米晶中 FA-DSPE-PEG2000质量, m2为

纳米晶总质量。

X射线粉末衍射分析 (XRPD) 考察 PTX原料药

(PTX bulk)、PTX NC、PTX NC@FA及 PTX NC@FA包

被材料 (1% FA bulk) 的XRPD特征, 具体参数如下: 测

量范围 3°～50°, 温度 25 ℃, 湿度 55.2% RH, 扫描速度

0.02°·s-1, 管电压40 kV, 管电流100 mA。

差示扫描量热分析 (DSC) 考察紫杉醇原料药

(PTX bulk)、PTX NC、PTX NC@FA及 PTX NC@FA包

被材料 (1% FA bulk) 的DSC特征。具体参数如下: 测量

范围30～300 ℃, 参比物为空气, 升温速率10 ℃·min-1。

稳定性检测 按300 μg·mL-1 PTX浓度, 将PTX NC、

PTX NC@0% FA 和 PTX NC@FA 分散在 10 mmol·L-1

PBS (pH 7.4) 中, 于37 ℃静置, 在0、1、2、4、8、16和96 h

以DLS测量其粒径分布。

按 300 μg·mL-1 PTX 浓度, 将 PTX NC、PTX NC@

0% FA 和 PTX NC@FA 分散在 10 mmol·L-1 PBS (pH

7.4)-胎牛血清 (FBS) 的混合液中 (1∶1, v/v), 于37 ℃静

置 , 在 0、1、2、4、8、16 和 96 h 以酶标仪测定混合液在

560 nm处吸光度 (A) 值[16]。

体外释放实验 分别取 1 mL 的 PTX NC@FA、

PTX NC@0% FA 和 PTX 游 离 药 (PTX 浓 度 均 为

0.6 mg·mL-1) 置于透析袋内, 浸入 60 mL释放介质 [含

1% Tween 80 (w/v) 的 PBS] 中 , 在 37 ℃水浴震荡 ,

100 r·min-1, 于 0、0.5、1、2、4、6、8、12、24、48、72和 96 h

取出透析袋, 测定袋内残余药物的量, 从而求出释放

百分率。游离药PTX组配制方法为将 3.00 mg PTX用

78.00 mg Tween 80溶解后, 用 13%乙醇稀释至PTX浓

度为0.6 mg·mL-1。

体外细胞毒性实验 以DMEM培养基培养 SGC-

7901细胞, 按照细胞数3 000个/孔种植在96孔细胞培养

皿上, 37 ℃培养过夜后, 观察细胞形态, 确认细胞状态良

好后, 将原有培养介质替换为含有 PTX NC@FA、PTX

NC@0% FA 或 Taxol的新鲜介质, 设定药物系列浓度

为 0.04、1.76、7.03、14.05、35.13和 70.26 μmol·L-1, 孵育

24 h, 吸弃培养液, 向每孔加入 20 μL MTT (5 mg·mL-1),

孵育 4 h, 吸弃孔内培养液, 向每孔加入DMSO 200 μL,

在空气摇床上振荡至蓝紫色结晶全部溶解, 以酶标仪

测定各孔在波长 490 nm处 A值, 按公式 (4) 计算细胞

存活率 (CSR)。

CSR =
A实验孔 - A空白孔

A对照孔 - A空白孔

×100% (4)

体内缩瘤药效评价 在裸鼠右侧腋窝皮下接种

SGC-7901细胞悬液 200 μL (含 1.0×106个细胞)。待肿

瘤生长至瘤体积约为 100 mm3 (小体积) 和 300 mm3

(大体积) 两种情况, 各随机设 4组: 生理盐水 (阴性对

照) 组、Taxol 组、PTX NC@0%FA 组和 PTX NC@FA

组, 每组 7只, 单次瘤旁注射给药 (PTX 20 mg·kg-1), 给

药体积200 μL。每隔一天用电子秤称量裸鼠体重并用

电子游标卡尺测量肿瘤长 (L) 和宽 (W), 按公式 (5) 计
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算瘤体积 (V); 按公式 (6) 计算相对瘤体积 (RV); 按公

式 (7) 计算肿瘤体积抑瘤率 (IR)。

V = L×W2/2 (5)

RV =
V当天

V0天

×100% (6)

IR =
V对照组 - V实验组

V对照组

×100% (7)

给药后第 12天时, 处死裸鼠, 完整剥离腋窝皮下

肿瘤, 拍照, 用生理盐水进行心脏灌流, 取出心、肝、脾、

肺、肾及瘤旁组织, 制成H&E染色切片后进行组织学

观察。

统计学方法 使用GraphPad Prism软件版本 8计

算 IC50值并进行实验组间的统计分析, P < 0.05被认为

具有统计学意义。

结果

1 粒径分布、ζ-电位与微观形态

PTX NC 和 PTX NC@FA 均呈短棒状。PTX NC

平均粒径为 99.8 ± 3.1 nm, 多分散指数 (PDI) 为 0.12 ±

0.01, ζ-电位为-10.8 ± 0.9 mV; PTX NC@FA粒径略大,

平均粒径为 175.3 ± 2.5 nm, PDI为 0.17 ± 0.02, ζ-电位

为-2.5 ± 0.2 mV。结果见图1。

2 组成特征

在 PTX定量色谱条件下, PTX NC@FA液相图谱

如图2A所示。该色谱条件下, PTX保留时间约为8 min,

而辅料EPC、TPGS和FA-DSPE-PEG2000保留时间 < 4 min

(图2B～D)。PTX NC、PTX NC@0% FA和PTX NC@FA

的DL和 EE见表 1所示, 体现了纳米晶药物含量高的

特征。

因 FA-DSPE-PEG2000、EPC和TPGS三者在 206 nm

处都有较强的吸收 (图 3A), 为避免EPC和TPGS可能

对 FA-DSPE-PEG2000定量造成的干扰, 选择 350 nm 作

为 FA-DSPE-PEG2000的检测波长, 液相图谱如图 3B所

示, 线性关系良好。

经测定, 5.00 mg冻干品中, FA-DSPE-PEG2000质量

为 0.22 ± 0.03 mg, 质量占比 (4.40 ± 0.60) %; PTX质量

为 1.37 ± 0.03 mg, FA-DSPE-PEG2000与 PTX 的质量比

约为1∶6.2, 与投量比基本一致。

3 晶型特征

由 XRPD图谱 (图 4) 可知, PTX NC和 PTX NC@

FA 的特征衍射峰 (30.4°和 34.4°) 显著不同于 PTX 原

料药 (5.6°、9.0°和 12.5°)。在PTX NC@FA组的衍射图

谱中, 除了 30.4°和 34.4°的衍射峰, 还存在一些与包被

材料 (1% FA bulk) 类似的特征衍射峰。DSC图谱 (图5)

也有类似趋势 , PTX 原料药在 224 ℃处有放热峰 ,

233 ℃处有吸热峰, 而PTX NC和PTX NC@FA的图谱

中没有上述特征峰, 却在 185 ℃处出现了放热峰。上

述结果提示 , PTX NC 和 PTX NC@FA 中 PTX 的晶型

不同于PTX原料药, 而磷脂包被过程对PTX晶型的影

响不显著。

Table 1 Drug loading (DL) and encapsulation efficiency (EE) of

PTX NC, PTX NC@0% FA and PTX NC@FA. n = 3,
-
x ± s

Formulation
PTX NC
PTX NC@0% FA
PTX NC@FA

DL/%
34.45 ± 1.39
31.27 ± 1.40
28.23 ± 0.74

EE/%
96.46 ± 1.07
87.63 ± 0.76
80.47 ± 0.59

Figure 1 Particle size distribution, ζ -potential and microscopic morphology of paclitaxel nanocrystal (PTX NC) (A-C) and folic acid-

modified phospholipid-encapsulated paclitaxel nanocrystals (PTX NC@FA) (D-F)
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4 稳定性

PTX NC@0% FA和PTX NC@FA在PBS中96 h内

粒径基本保持不变, 在含 FBS的 PBS中A值亦不随时

间增长; 相比之下, PTX NC不稳定, 在 PBS中放置 1 h

后粒径已增长至近 1 000 nm, 2 h后目测可见明显絮状

沉淀, 在 PBS/FBS中放置 2 h后 A值增长到 1.5 (图 6)。

结果表明, 磷脂包被能显著提高纳米晶的稳定性。

5 体外释药行为

经预实验测定 , PTX 在含有 1% Tween 80 的 PBS

中饱和溶解度约为 16 μg·mL-1, 故设定为体外释放实

验条件, 使其满足漏槽条件。PTX NC@FA 可在 96 h

内完全释放药物 , 有无叶酸修饰对释放行为影响不

大 (图7)。

Figure 2 HPLC chromatograms of PTX NC@FA (insert: standard curve for PTX) (A), egg yolk phosphatidylcholine (EPC) (B), D-α-to‐

copherol polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS) (C) and distearoyl phosphatidyl acetamide-polyethylene glycol 2000-folic acid (FA-

DSPE-PEG2000) (D) in PTX NC@FA under the conditions for PTX

Figure 3 A: Ultraviolet scanning spectrum of FA-DSPE-PEG2000,

EPC and TPGS. B: HPLC chromatogram of PTX NC@FA under

the conditions for FA-DSPE-PEG2000 (insert: standard curve for FA-

DSPE-PEG2000)

Figure 4 X-ray powder diffraction (XRPD) diagrams of PTX

bulk, physical mixture of coating lipids of PTX NC@FA (1% FA

bulk), PTX NC and PTX NC@FA
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6 对SGC-7901细胞的细胞毒性

如图8所示, PTX NC@FA的 IC50值为10.6 μmol·L-1,

显著低于PTX NC@0% FA (19.8 μmol·L-1), 可见叶酸修

饰能提高纳米晶对肿瘤细胞的细胞毒性。

7 体内抗肿瘤药效

小肿瘤 (100 mm3) 情况下单次瘤旁给药后肿瘤体

积随时间变化曲线、肿瘤体积抑制率随时间变化曲线、

动物体重随时间变化曲线及第 12天处死动物后取出

的肿瘤照片见图 9A～D。至给药后的第 12天, 生理盐

水组瘤体积约为第 0天时瘤体积的 17倍; Taxol组瘤体

积约为第 0 天时瘤体积的 1.7 倍; PTX NC@0% FA 组

的 7只动物中有 2只肿瘤完全消失, 剩余 5只瘤体积约

为第 0天时瘤体积的 1.9倍; PTX NC@FA组 7只动物

的肿瘤均完全消失, 抑瘤率为 100%。各组裸鼠平均体

重无差异, 与起始体重相比略有上升。

大肿瘤 (300 mm3) 情况下单次瘤旁给药后肿瘤体

积随时间变化曲线、肿瘤体积抑制率随时间变化曲线、

动物体重随时间变化曲线及第 12天处死动物后取出

的肿瘤照片见图 9E～H。至给药后的第 12 天 , Taxol

组瘤体积约为第 0天时瘤体积的 3.5倍, 抑瘤率约 53%;

PTX NC@0% FA 抑瘤率约为 71%; PTX NC@FA 组 7

只动物中, 3只肿瘤完全消失, 剩余 4只瘤体积亦小于

第 0天时瘤体积, 抑瘤率约 90%。可见, PTX NC@FA

缩瘤效果显著优于Taxol组和PTX NC@0% FA。各组

裸鼠平均体重无差异, 与起始体重相比略有上升。

H&E切片结果 (图10) 显示, 与生理盐水对照组相

比, 各组主要脏器在组织学上无明显差异。PTX NC@

Figure 6 Stability of nanocrystal. A: Size distribution in PBS

measured by DLS; B: Absorbance at 560 nm (indicating aggrega‐

tion) in PBS/FBS mixture size. n = 3,
-
x ± s

Figure 5 Differential scanning calorimeter (DSC) diagrams of PTX

bulk, 1% FA bulk, PTX NC, PTX NC@0% FA and PTX NC@FA

Figure 7 In vitro drug release profiles of nanocrystals. n = 3,
-
x ± s

Figure 8 In vitro cytotoxicity of PTX NC@FA after 24 h co-

incubation. Tested cell line: Human gastric cancer cells SGC-7901.

n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001
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FA对注射部位组织亦无明显不良影响。

讨论

纳米晶热力学不稳定, 需对其表面修饰。本课题

组已建立了3种纳米晶表面修饰路线, 分别为: ① 红细

胞膜包被, 系将红细胞膜包覆在药物纳米晶外形成“仿

生保护层”[17]; ② 聚多巴胺包被, 系利用多巴胺自聚反

应, 在纳米晶的表面形成聚多巴胺包被层[18]; ③ 磷脂

包被, 系利用疏水的纳米晶表面与类脂分子的疏水头

基之间的疏水作用, 将类脂分子吸附在药物结晶表面,

形成磷脂包被[19]。从原料易得性、工艺可控性和成本

经济性等角度出发, 本文采用磷脂包被策略实现纳米

晶的稳定化。本文在磷脂包被过程中采用探头超声工

艺, 利用了超声输入能量进行强力混合, 增加了磷脂分

子疏水头与药物纳米晶疏水表面之间发生相互作用的

机会。这一包被过程亦可采用高压均质技术来实现,

Figure 9 In vivo anti-tumor effects of peritumorally-injected normal saline (N.S.), Taxol, PTX NC@0% FA and PTX NC@FA in nude

mice bearing subcutaneous SGC-7901 model tumors (single administration: dosage 20 mg·kg-1 on day 0). A-D: Smaller tumor condition

where the tumor volume (100 mm3) on day 0; E-H: Larger tumor condition where the tumor volume (300 mm3) on day 0; A, E: Tumor size

vs time curves; B, F: Inhibition rate of tumor volume vs time curves. C, G: Body weights vs time curves; D, H: Photographs of tumors on

day 12 (the tail represents a nude mouse whose tumor had disappeared). n = 7,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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具体工艺优化将是后续研究的内容之一。未进行磷脂

包被的PTX NC稳定性不佳, 易发生聚沉, 故体外释放

实验和体外细胞毒性实验中未设PTX NC组。

在体外细胞毒性实验中, Taxol组亦表现出较强的

细胞毒性, 这可能与其增溶剂成分 (如聚氧乙烯蓖麻

油) 的增溶效果有利于PTX进入肿瘤细胞及其本身对

细胞的毒性有关[20]。然而, 在整体动物水平的药效实

验中 , Taxol 的缩瘤效果远不及 PTX NC@FA, 这可能

与PTX NC@FA纳米晶能更持久地滞留在注射局部有

关, 相比之下, Taxol注射液更容易经局部血液循环吸

收入血。给药局部、主要脏器和相关淋巴结中的药物

分布及血中药代动力学将在后续工作中深入考察。

PTX NC@FA良好的缩瘤效果很可能得益于经FA

受体介导内吞进入肿瘤细胞的主动靶向机制。基于内

镜注射理念的瘤旁局部给药有利于 FA主动靶向效果

的发挥, 避免了静脉给药时FA修饰纳米药物面临的吸

附天然 IgM、激活补体系统和增强免疫原性等的不利

因素[21]。FA作为一种小分子维生素, 安全经济、稳定

性好, 加之FA-DSPE-PEG2000的加入对纳米晶的药效提

升显著, 因此, FA-DSPE-PEG2000作为新型主动靶向功

能性辅料有广阔的应用前景。所用其他辅料 (如EPC、

Chol、TPGS和MeO-PEG-DSPE2000) 均为安全性广为接

受的药用辅料[22-24], 有利于后续应用转化。

综上, 作为一种具有良好应用潜力的胃癌术前局

部化疗新制剂, PTX NC@FA有望用于术前缩小肿瘤,

增加保胃机会, 提高术后生存质量, 为胃癌患者造福。
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