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载紫杉醇的大黄酸偶联物胶束的体外释放及抗肿瘤研究
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摘要：目的　研究载紫杉醇的大黄酸偶联物（ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ）胶束的体外释放行为及其体外抗肿瘤效果。方法　采用透析法，以
泰素（Ｔａｘｏｌ）为对照，考察ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束在不同释放介质中的释药行为。采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法，以Ｔａｘｏｌ为
对照，评估ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束对小鼠乳腺癌４Ｔ１细胞的细胞毒性。通过流式细胞仪检测 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束对人宫颈癌
ＨｅＬａ细胞的细胞周期、凋亡的影响。通过划痕实验考察 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束对 ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞迁移的影响。结果　体外释放
实验结果显示，在ｐＨ７４磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束在１２和７２ｈ内分别累积释放５０８４％和７１３８％；在模
拟肿瘤微环境ｐＨ５８ＰＢＳ中，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束在１２ｈ内累积释放７９１９％，且７２ｈ几乎完全释放。细胞毒试验结果显示，
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束对４Ｔ１细胞表现出较强的肿瘤细胞增殖抑制作用，并呈时间和浓度依赖性，７２ｈ时半抑制浓度（ＩＣ５０）为

０３２１９ｎｍｏｌ·ｍＬ－１。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束能引起ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞发生早期凋亡和晚期凋亡；可使ＨｅＬａ细胞在ＰＴＸ阻滞Ｇ２／Ｍ
期的基础上同时增加 Ｇ０／Ｇ１期阻滞，抑制细胞分裂增殖。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束能抑制 ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞迁移，减少肿瘤转移。
结论　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束具有很好的ｐＨ响应释药特征，在血液环境中缓释药物，而在肿瘤微环境中实现快速释药；具有很好
的肿瘤增殖抑制效果，促进细胞凋亡，抑制肿瘤细胞迁移，具有较好的肿瘤治疗潜力。
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　　聚合物胶束（ｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ，ＰＭｓ）是一类由
两亲性聚合物在水性溶剂中自发形成的具有壳核

结构的聚集体［１３］。其具有良好的自组装能力、增溶

疏水性药物的能力；可根据药物应用需要选择适宜
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的胶束载体材料；可通过在胶束的亲水链段连接特

异性抗体、配体或某些刺激敏感系统等，实现药物定

位传递［４６］。

羧甲基壳聚糖（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＭＣＳ）
为壳聚糖水溶性衍生物，具有良好的生物相容性、抗

菌活性及生物降解性等［７８］。ＣＭＣＳ上具有多种官
能团，例如 ＮＨ２、 ＯＨ和 ＣＯＯＨ，具有良好的可修
饰性［９］。大黄酸（ｒｈｅｉｎ，Ｒ）是一种广泛存在于中草
药中的蒽醌类化合物，具有多种药理活性。近年来

发现该成分可通过调控多种分子、信号途径来发挥

抗肿瘤作用［１０］，且与抗肿瘤药物紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，
ＰＴＸ）在体外实验中表现出协同抗肿瘤作用［６］。目

前，作为 Ｐ糖蛋白抑制剂的 Ｄα生物酚聚乙二醇
１０００琥珀酸酯（Ｄαｔｏｃｏｐｈｅｒｙｌｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
１０００ｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＴＰＧＳ）能减少由能量依赖性外排泵
引起的药物流出［１１１２］，已经被广泛应用于逆转癌症

多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）的研究。
本课题组前期通过丁二酸酐（ＳＡ）开环反应，合

成ＴＰＧＳＳＡ中间体，然后通过酰化反应，将 ＴＰＧＳ
ＳＡ与疏水性Ｒ接枝于亲水骨架ＣＭＣＳ上，制备了两
亲性 ＴＰＧＳ修饰的羧甲基壳聚糖大黄酸偶联物
（ＴＰＧＳＣＲ）并确定了其结构［１３］。该偶联物能在水

中自组装成胶束并能包载 ＰＴＸ，课题组优化了载
ＰＴＸ的ＴＰＧＳＣＲ偶联物胶束（ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ）
制备工艺，并对其安全性进行了初步研究［１４］。本实

验将进一步研究 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在不同释放介
质中的释药行为，考察 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的细胞
毒性及其对细胞周期、细胞凋亡及迁移的影响，为其

体内抗肿瘤研究提供依据。

１　材　料
１１　试剂

ＴＰＧＳＣＲ偶联物（自制）；ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ胶束
［自制，ＰＴＸ载药量为（４４１７±０６４）％］；紫杉醇
（ＰＴＸ，上海金和药业有限公司，批号：２０１８０１００４，纯
度＞９８％）；多西紫杉醇（ＤＴＸ，上海阿拉丁生化科技
股份有限公司，批号：２０１８０３２２，纯度 ＞９８％）；
泰素（Ｔａｘｏｌ，百时美施贵宝，批号：７Ｊ０４５９１）；四
甲基 偶 氮 唑 蓝 （ＭＴＴ，德 国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公 司，
１３３４ＭＧ２５０）；９６孔细胞培养板、流式细胞管
（１２ｍｍ×７５ｍｍ，５ｍＬ）（康宁公司）；细胞周期检测
试剂盒（凯基生物科技有限公司，ＫＧＡ５１２）；细胞凋
亡检测试剂盒（大连美伦生物技术有限公司，

ＭＡ０３３４）；二甲亚砜（ＤＭＳＯ，国药集团试剂有限公

司，分析级）；聚氧乙烯蓖麻油（阿拉丁试剂有限公

司，Ｃ１８１２０５３）；乙腈为色谱纯，其他试剂均为分
析纯。

１２　仪器
高效液相色谱仪（ＬＣ２０ＡＴ型，日本岛津公

司）；电热恒温振荡水槽（ＤＫＺ型，上海一恒科技公
司）；细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ３１１型，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；多功能酶标仪（ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ型，瑞士
ＴＥＣＡＮ公司）；十万分之一电子天平（ＭＳ１０５ＤＵ
型，瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ集团）；流式细胞仪
（ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡ型，美国碧迪公司）；倒置显微镜
（ＣＫＸ３１型，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。
１３　细胞株

人宫颈癌（ＨｅＬａ）细胞、小鼠乳腺癌（４Ｔ１）细胞
购自中国科学院上海细胞库。

２　方　法
２１　ＰＴＸ含量测定方法的建立
２１１　ＨＰＬＣ法色谱条件　色谱柱：ＰｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５ μｍ）；流 动 相：乙 腈水
（５５∶４５），流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；检测波
长：２２７ｎｍ；进样量：２０μＬ。
２１２　标准曲线的制备　精密称定 ＰＴＸ３０ｍｇ，
置 １０ｍＬ的量瓶中，加乙腈稀释至刻度线，得
３００μｇ·ｍＬ－１的储备液。以乙腈为溶剂，逐步稀释
该储备液得质量浓度分别为２５、２０、１５、１０、７５、５、
２５、１μｇ·ｍＬ－１的 ＰＴＸ溶液。于１０ｍＬ离心管中
加各 浓 度 的 ＰＴＸ 溶 液 ２００μＬ和 内 标 ＤＴＸ
（５０μｇ·ｍＬ－１）的乙腈溶液１００μＬ，挥干溶剂后，加
入５ｍＬ的空白释放介质。所有样品分别用二氯甲
烷３ｍＬ进行萃取，涡旋５ｍｉｎ，收集２５ｍＬ二氯甲
烷萃取液至 ５ｍＬ离心管中，真空抽干溶剂，用
２００μＬ乙腈涡旋５ｍｉｎ复溶，１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清液按“２１１”项下色谱条件测定，记
录ＰＴＸ和 ＤＴＸ的峰面积。以 ＡＰＴＸ与 ＡＤＴＸ的峰面积
比值（Ｙ）对ＰＴＸ质量浓度（ρ）作图，得回归方程，每
分析批建立１条标准曲线。
２１３　精密度　配制 ＰＴＸ低、中、高（２、５、
１０μｇ·ｍＬ－１）质量浓度的样品按“２１２”项下
方法处理分析样品，当天连续测定 ５次，连续测
定 ３ｄ，计算日内、日间精密度。
２１４　提取回收率　使用 ＰＴＸ低、中、高（２、５、
１０μｇ·ｍＬ－１）质量浓度的样品测得峰面积 Ａ１。取
空白介质同“２１２”项下方法处理分析样品，在萃

·９０４１·
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取所得的上清液中加入低、中、高质量浓度的 ＰＴＸ
标准液，之后操作同前，测得峰面积 Ａ２。Ａ１／Ａ２即为
提取回收率。

２２　体外释放实验
采用透析法，以ｐＨ７４、５８、４５的磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）加水杨酸钠（浓度为０８ｍｏｌ·Ｌ－１）作为释
放介质，评估 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在不同释放介质
中的释放ＰＴＸ的情况。

取ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ冻干品，精密称定，加入
０９％氯化钠注射液探头超声溶解稀释，加释放介质
稀释至含 ＰＴＸ质量浓度为２５０μｇ·ｍＬ－１，立即取
１ｍＬ于透析袋［截留相对分子质量（ＭＷＣＯ）＝
１４０００］内，密封后浸没于盛有１００ｍＬ释放介质的烧
杯内，在１００ｒ·ｍｉｎ－１和３７℃下进行 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ在不同ｐＨ释放介质中的体外释放实验。按设
定时间间隔（０２５、０５、１、２、４、６、８、１２、２４、３６、４８、６０和
７２ｈ），取释放液５ｍＬ置于１０ｍＬ离心管（其内有已
挥干乙腈溶剂的内标ＤＴＸ５μｇ）中，同时补充等体积
的空白释放介质，样品用二氯甲烷３ｍＬ进行萃取
（ｐＨ为５８和４５的释放液萃取前调ｐＨ为中性），涡
旋５ｍｉｎ，收集二氯甲烷萃取液２５ｍＬ于５ｍＬ离心
管中，真空抽干溶剂，用２００μＬ乙腈涡旋５ｍｉｎ复溶，
１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，按“２１１”项
下ＨＰＬＣ法色谱条件测定释放液中的ＰＴＸ量，计算累
积释放量，绘制释放曲线。实验以 ＰＴＸ市售制剂
Ｔａｘｏｌ注射液为对照。每种介质中的释放平行操作
３份，并使透析袋透过面积大小相等。累积释放百分
率（Ｑｔ）的计算见公式１。

Ｑｔ（％）＝（ρｎ×Ｖ＋∑
ｎ－１

ｎ＝１
ρ×Ｖ０）／Ｍ×１００％

公式（１）
公式中，ρｎ为第ｎ次取样时释放液中 ＰＴＸ的质

量浓度，Ｖ为总释放介质体积，Ｖ０为取样体积，Ｍ为
用于释放的ＰＴＸ总量。
２３　细胞培养及传代

当培养瓶中细胞贴壁达８０％ ～９０％后可进行
传代培养。将质量分数０２５％胰蛋白酶预热。弃
旧培养基，加入１～２ｍＬＰＢＳ，洗涤后弃去，洗涤２
次。加１ｍＬ胰酶，培养箱中孵育消化，细胞变圆且
间隙增大、轻拍瓶壁见细胞脱落时即可停止，加入

２ｍＬ完全培养基终止消化。轻吹打瓶壁上的细胞，
使脱落成细胞悬浮液，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心４ｍｉｎ，弃
上清液，加适量完全培养液重悬，１∶３～１∶４比例传
代，继续培养。

２４　细胞毒性实验
取处于对数生长的４Ｔ１细胞，消化并调整浓度

至５×１０５·ｍＬ－１，向９６孔板中加入１００μＬ细胞悬
浮液，孵育２４ｈ，小心吸去培养液。加入用完全培养
液稀释配制的浓度梯度实验药液，每孔１５０μＬ，每
个浓度平行６个孔，含细胞不给药物即正常组，设置
空白对照组。试验药液包括 Ｔａｘｏｌ注射剂的混合
溶剂（蓖麻油聚氧乙烯醚无水乙醇 ＝１∶１）组、
ＴＰＧＳＣＲ偶联物组、Ｔａｘｏｌ组和 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ组。混合溶剂和ＴＰＧＳＣＲ偶联物浓度按其在相
应浓度的 Ｔａｘｏｌ和 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ中的量计
算。加药后２４、４８和７２ｈ取出，吸除上清液，每孔加
入１００μＬＰＢＳ稀释的ＭＴＴ溶液（０５ｍｇ·ｍＬ－１），孵
育４ｈ，轻轻吸弃上清。每孔用１５０μＬ的ＤＭＳＯ溶解
甲瓒结晶。酶标仪测定吸光度值（５７０ｎｍ）。细胞的
存活率按公式２计算：

细胞存活率（％）＝（Ａ实验组 －Ａ空白）／（Ａ正常组 －
Ａ空白）×１００％ 公式（２）

公式中，Ａ实验组是实验组的吸光度，Ａ正常组是空白
培养基处理细胞的吸光度，Ａ空白是空白培养基的吸
光度。

２５　细胞凋亡实验
将ＨｅＬａ细胞接种３×１０５个细胞于６孔板上，培

养２４ｈ贴壁，弃去培养液，ＰＢＳ轻轻冲洗细胞２次，设
置正常对照组、ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ（１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）
组，每组设置３个复孔，每孔加入含药和非含药完全
培养基２５ｍＬ。继续培养，作用时间截止后进行凋
亡测定。操作步骤如下：分别收集各复孔上清液，用

ＰＢＳ清洗后再次收集，加不含乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）的质量分数０２５％胰蛋白酶消化并收集，
用４℃ ＰＢＳ洗涤 ３遍。每管加 ２００μＬ预冷的
１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，重悬细胞。加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
后加入碘化丙啶 （ｐｒｏｐｉｄｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）工作液
（各５μＬ），小心混匀。室温条件下避光染色
１５ｍｉｎ。加入３００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，混匀后，过
２００目细胞筛网，移入流式管，立即上机检测。
２６　细胞周期实验

将３×１０５个 ＨｅＬａ细胞接种于６孔板上，培养
２４ｈ，ＰＢＳ冲洗细胞 ２遍，分别加入完全培养基、
Ｔａｘｏｌ、ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ ＰＭｓ（ＰＴＸ 浓 度 为

０２ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）培养，每孔２ｍＬ，每组平行３份。
收集各培养液，消化收集到离心管中，４℃ ＰＢＳ重悬
清洗２次，体积分数７０％冷乙醇０５ｍＬ固定过夜，
２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心４ｍｉｎ，经４℃ ＰＢＳ清洗３次，用
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细胞周期检测试剂盒进行染色，避光孵育１ｈ，流式
细胞仪测不同组别和处理时间对细胞周期的影响，

Ｍｏｄｆｉｔ５０软件分析实验数据。
２７　细胞划痕实验

取对数期生长的迁移作用较强的４Ｔ１、ＨｅＬａ细
胞，分别接种３×１０５个细胞于６孔板中，每组３个复
孔，每孔含培养基 ２５ｍＬ，至细胞分布均匀。将 ６
孔板于培养箱中培养 ２４ｈ（此时细胞密度应大于
９０％）。２４ｈ后弃上清，清洗２遍，２００μＬ枪头沿６
孔板底部十字标记，垂直于底部快速划出空白划痕

带，每孔划痕枪头尽量使用同一枪头，用ＰＢＳ清洗３
遍洗去刮下的细胞，并在倒置显微镜下检查划痕处

是否清洗干净。设置对照组、ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ
（１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）组，每孔加含药和不含药空白培
养基２５ｍＬ以避免由于细胞增殖导致的迁移假象。
置于倒置显微镜下进行０ｈ的拍照（×１００）。拍照
完毕后放入培养箱中培养，２４和４８ｈ后于倒置显微
镜下进行观察拍照。

３　结　果
３１　ＰＴＸ含量测定方法的建立

ＰＴＸ含量的测定按“２１１”项下条件分析。
以 ＡＰＴＸ与 ＡＤＴＸ的比值（Ｙ）对释放介质中 ＰＴＸ的质
量浓度（ρ，μｇ·ｍＬ－１）作图，得回归方程为
Ｙ＝００６１２ρ＋０２２６（ｒ２＝０９９９），结果表明，
ＰＴＸ在１～２０μｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好。

低、中、高３种浓度的ＰＴＸ样品的日内精密度分
别为（２０６±００４）（５０２±００６）及（１００４±０１９），
相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 １９４％、１１６％及
１８９％；日间精密度分别为（２０８±００３）（５０６±
００６）及（９９７±０１８），ＲＳＤ分别为１５４％、１２５％及
１８１％；ＲＳＤ均＜２％，表明该方法日内、日间精密度
良好。

低、中、高３种浓度的 ＰＴＸ样品的回收率分别
为（９９２８±１２８）％、（９９０８±１８８）％ 以 及
（９９０２±１９７）％，ＲＳＤ分别为 １２９％、１９０％及
１９９％。

上述实验数据表明，ＰＴＸ含量测定符合方法学
要求。

３２　体外释放实验
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ及Ｔａｘｏｌ在不同释放介质

中的释放曲线见图１。实验结果显示，在 ｐＨ值７４
ＰＢＳ中，Ｔａｘｏｌ释药速度较快，１２ｈ时已释放
７１４５％，２４ｈ累计释放率达到 ８０％以上。由于

Ｔａｘｏｌ中ＰＴＸ处于游离状态，且其相对分子质量
较小，可以自由通过透析袋，因而快速释药并达到平

衡状态。而ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ１２ｈ释放５０８４％，
７２ｈ内累积释放７１３８％，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ中药
物释放速度显著慢于Ｔａｘｏｌ。说明ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ在模拟血液环境 ｐＨ条件下有一定的缓释特
征，该缓释行为有利于递送 ＰＴＸ至肿瘤部位，减少
ＰＴＸ对正常组织的损伤。

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在模拟肿瘤微环境的ｐＨ值
５８ＰＢＳ中释放较快。数据显示，１２ｈＰＴＸ累积释
放了７９１９％，７２ｈ基本释放完全，呈现速释的效
果。推测 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在体内达到肿瘤微环
境后，快速释药，能使ＰＴＸ更好地发挥抗肿瘤作用。
而模拟肿瘤溶酶体内环境的 ｐＨ值 ４５ＰＢＳ中，
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ３６ｈ内释放速度较缓，其中，
１２ｈ仅释放２６９％，其原因有待进一步研究。

用Ｏｒｉｇｉｎ软件对体外释药数据进行零级、一级、
Ｈｉｇｕｃｈｉ、Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合结果见表 １。Ｔａｘｏｌ在
ｐＨ值 ７４ＰＢＳ和 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在 ｐＨ７４、
５８、４５ＰＢＳ中的释放动力学模型皆以 Ｗｅｉｂｕｌｌ模
型拟合效果最好（表１），ｒ２分别０９９１、０９７２、０９８０
及０９９０。

图１　载紫杉醇Ｄα生物酚聚乙二醇１０００琥珀酸酯修饰的
羧甲基壳聚糖－大黄酸偶联物胶束（ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ）体
外释放曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｓｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３３　细胞毒性实验
ＴＰＧＳＣＲ偶联物与 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对４Ｔ１

细胞的细胞毒结果见图 ２。等于或高于与 ＰＴＸ
１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１对应的溶剂浓度的混合溶剂组，随着
时间的延长细胞存活率急剧下降，存活率低。而

ＴＰＧＳＣＲ偶联物在４８ｈ内对４Ｔ１细胞的存活率并
没有显著影响，细胞存活率均在９０％以上；相对于
蓖麻油聚氧乙烯醚 的强非特异细胞毒性相比，
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　　　　表１　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ体外释放曲线拟合方程
Ｔａｂ１　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｆｉｔｔｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ

Ｍｏｄｅｌ　　
ＴａｘｏｌｉｎｐＨ７４ ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｉｎｐＨ７４ ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｉｎｐＨ５８ ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｉｎｐＨ４５

Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２

ＺｅｒｏｏｒｄｅｒｋｉｎｅｔｉｃｓＱｔ＝１２０８ｔ＋３０６４１ ０７８６Ｑｔ＝０７９１ｔ＋２７１２２ ０７７７Ｑｔ＝１０５３ｔ＋３６９２０ ０６９５Ｑｔ＝１２５６ｔ＋１４３４ ０９８９

ＦｉｒｓｔｏｒｄｅｒｋｉｎｅｔｉｃｓＱｔ＝９４２５６（１ｅ０１０８ｔ） ０９６０Ｑｔ＝６７８８５（１ｅ０１３３ｔ） ０８５８Ｑｔ＝８９８９３（１ｅ０１６４ｔ） ０９４６Ｑｔ＝１１７７４（１ｅ００２３ｔ） ０９１８

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｑｔ＝１１６９０ｔ１／２＋１２５２６ ０９３８Ｑｔ＝７６５４ｔ１／２＋１５２７５ ０９２７Ｑｔ＝１０４３１ｔ１／２＋２０２３４ ０８７６Ｑｔ＝１１０４ｔ１／２０３３６ ０９５４

Ｗｅｉｂｕｌｌ Ｑｔ＝１０１７６（１ｅ（００７６（ｔ＋０４９））
０７４４） ０９９１Ｑｔ＝７３４６（１ｅ（００７８（ｔ＋１７））

００７７） ０９７２Ｑｔ＝９３９（１ｅ（０１２５（ｔ＋０４７））
０７６） ０９８０Ｑｔ＝１７８９５（１ｅ（００１０３（ｔ＋１１５５））

１１２） ０９９０

ＴＰＧＳＣＲ偶联物具有较好的安全性。随着ＴＰＧＳＣＲ
偶联物浓度进一步升高及作用时间的延长，７２ｈ
时，与ＰＴＸ５０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１对应浓度的 ＴＰＧＳＣＲ偶
联物在４Ｔ１细胞上显示出一定程度的细胞增殖抑制
效果（７２ｈ抑制率为３２３１％）。说明随作用时间的
延长，ＴＰＧＳＣＲ偶联物也能够发挥一定的抗肿瘤作
用，有助于所包载的ＰＴＸ杀伤肿瘤细胞。

Ｔａｘｏｌ和ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ均对４Ｔ１细胞有一
定的抑制增殖作用，并随作用时间延长抑制能力增强，

同时呈现浓度依赖性抑制作用效果。７２ｈ时，Ｔａｘｏｌ
和 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对 ４Ｔ１细胞的半抵制浓度

（ＩＣ５０）分别为０２５７３和０３２１９ｎｍｏｌ·ｍＬ
－１，表明

Ｔａｘｏｌ及 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对４Ｔ１细胞皆具有
良好的杀伤作用。在实验测试浓度范围内，大于

ＰＴＸ５ｎｍｏｌ·ｍＬ－１时，Ｔａｘｏｌ的肿瘤杀伤作用很
大程度上是由于其增溶剂蓖麻油聚氧乙烯醚 引起

的，这也是 Ｔａｘｏｌ常引起不良反应的原因。而
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的细胞杀伤作用在 ４８ｈ内及
低于ＰＴＸ１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１的７２ｈ内与 ＴＰＧＳＣＲ偶
联物无关。ＴＰＧＳＣＲ偶联物的安全性决定了其形
成的胶束包载并在体内递送 ＰＴＸ时，能减少 ＰＴＸ
对机体的毒副作用。

图２　Ｄα生物酚聚乙二醇１０００琥珀酸酯修饰的羧甲基壳聚糖－大黄酸（ＴＰＧＳＣＲ）偶联物与 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对４Ｔ１细
胞的细胞毒性。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＴＰＧＳＣＲｃｏｎｊｕｇａｔｅｓａｎｄＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

３４　细胞凋亡实验
流式细胞仪检测 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对 ＨｅＬａ、

４Ｔ１细胞的凋亡影响，结果见图３。左上限为物理损
伤细胞，左下限为正常细胞，右上限为晚凋细胞，右

下限为早凋细胞。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对 ＨｅＬａ、４Ｔ１
细胞凋亡率的影响见表 ２。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ浓
度为１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１时，ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞凋亡率随着
作用时间延长逐渐增加。ＨｅＬａ细胞的存活率与凋
亡率相关［１４］，可见ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对ＨｅＬａ细胞
的抑制作用主要是通过引起 ＨｅＬａ发生凋亡实现
的。结合上述４Ｔ１细胞毒实验，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ
对４Ｔ１细胞的杀伤作用在一定程度上与其影响了
４Ｔ１细胞凋亡有关。

３５　细胞周期实验
流式细胞仪检测各制剂作用于 ＨｅＬａ细胞后

的细 胞 周 期 检 测 结 果 见 图 ４，表 ３。可 见，
０２ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ＰＴＸ浓度下，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ
和 Ｔａｘｏｌ使 ＨｅＬａ细胞的细胞产生了明显的变
化，Ｃｏｎｔｒｏｌ组的细胞周期主要分布在 Ｇ０／Ｇ１期。
两组制剂均能使更多细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ期，抑制
作用随时间延长而更加明显。与 Ｔａｘｏｌ相比，
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ还 能 使 较 多 细 胞 阻 滞 于
Ｇ０／Ｇ１期，可能由于载体材料中大黄酸具有阻滞
细胞于 Ｇ０／Ｇ１期作用［１５］。由此可见，ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ与 ＰＴＸ能共同阻滞细胞周期，从而共同抑制
肿瘤细胞有丝分裂，促进早期凋亡。
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图３　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对 ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞凋亡影响的流式细胞图
Ｆｉｇ３　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅＬａａｎｄ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ

表２　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对 ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞凋亡率的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨｅＬａａｎｄ４Ｔ１ｃｅｌｌｓｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｃｅｌｌｓ Ｇｒｏｕｐｓ　　　　　 ｔ／ｈ Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓ／％ Ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ／％ Ｔｏｔａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ／％

ＨｅＬａ Ｃｏｎｔｒｏｌ ３２８±１３１ ５３８±１１２ ８６６±０４７
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ２４ １８４６±１２１２） １４０７±１０９１） ３２５３±１９２２）

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ４８ ２９１９±０８６２） ５１５８±１１６２） ８０７７±０６３２）

４Ｔ１ Ｃｏｎｔｒｏｌ １０１±００８ ５０８±０７１ ６０８±０７９
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ２４ ３３２±１１９ ８４４±２１ １１７６±３２８
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ４８ ７０４±２０７１） １５０７±１９５１） ２２１１±４０２１）

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３６　细胞划痕实验结果
划痕试验结果显示见图 ５，２４、４８ｈ后 ＨｅＬａ

细胞空白组划痕距离均有缩短，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ干预的细胞划痕间距的缩短程度弱于空白
组，表 明１０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对
ＨｅＬａ细胞的迁移有抑制效果。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲ
ＰＭｓ对肿瘤细胞迁移的抑制将减少肿瘤细胞在
体内的转移，有利于抗肿瘤的治疗。

不同浓度的 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ抑制４Ｔ１细胞
迁移的结果见图６，２４ｈ时，空白对照组的划痕距离
明显缩短，４８ｈ时划痕几乎愈合；不同浓度的 ＰＴＸ／
ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ使划痕间距的缩短程度远小于空白对
照组；随着剂量增大，划痕间距变化越来越小。结果

表明，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对４Ｔ１细胞的迁移能力有
明显的抑制作用，并具有浓度依赖性。推测随着

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在体内肿瘤部位的累积，将更能
够减少肿瘤转移的情况的发生。

４　讨　论
本研究采用 ｐＨ７４、５８、４５ＰＢＳ作为释放介

质，模拟正常血液、肿瘤微环境、肿瘤溶酶体环境的

ｐＨ，对 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的体外释放行为进行了
研究。在体外释放介质中加入０８ｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸
钠作为增溶剂，以达到漏槽条件［１６１８］。体外释放实

验前，将 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ（１ｍｇ·ｍＬ－１）分别置
于３７℃以上３种体外释放介质中，考察了其稳定
性。结果显示，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在水中粒径为
（１９４８±４５）ｎｍ，在 ｐＨ７４、５８、４５ＰＢＳ（含
０８ｍｏｌ·Ｌ－１水杨酸钠）中放置后粒径逐渐变大，
７２ｈ后粒径分别为（２６５６±３９）（２７０８±５８）和
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图４　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对ＨｅＬａ细胞周期影响的流式细胞图
Ｆｉｇ４　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ

表３　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对ＨｅＬａ细胞周期的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎＨｅＬａｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　 ｔ／ｈ
Ｇ０／Ｇ１

ｐｈａｓｅ／％

Ｓｐｈａｓｅ

／％

Ｇ２／Ｍｐｈａｓｅ

／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ － ５７９９±０８３ １５６５±０６１ ２６３６±０２７
Ｔａｘｏｌ ２４ １３８３±２４９ ２２６８±０９７ ６３４９±３４５
Ｔａｘｏｌ ４８ ０３５±０３５ ２５５５±０５２ ７４０４±０４８
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ２４ １５０７±２５２ １８８４±４８８ ６６０８±５２４
ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ ４８ ２６９±１４９ ２５３５±０５２ ７１９５±１０２

图５　ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对ＨｅＬａ细胞迁移作用影响（×１００）
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＨｅＬａ
ｃｅｌｌｓ（×１００）

（２６１１±７５）ｎｍ，说明该胶束在３种介质中不会
发生聚集，粒径变大可能与药物释放有关。

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在３种介质中的体外释放
行为表现出很好的 ｐＨ响应释药特征，即其能在血
液环境中缓释药物，既能减少药物对正常组织的损

伤，又有利于将尽可能多的药物递送到肿瘤部位，

　　　　

图６　不同浓度的ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对４Ｔ１细胞迁移作用

的影响（×１００）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ

（×１００）

当其到达肿瘤微环境中能实现快速释药。从释放曲

线可以看出，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的在 ｐＨ值７４释
放介质中的体外释放行为主要分为速释与缓释部

分，速释部分所释放的药物，可能是吸附在胶束表面

的游离药物分子，而包载于 ＴＰＧＳＣＲ胶束中的药物
则以相对缓慢的释放速度从 ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ内核中
释放出来。但对于其３６ｈ内在 ｐＨ４５ＰＢＳ中释放
较在ｐＨ值７４缓冲液中释放缓慢的表现，其原因
需进一步深入研究。

ＴＰＧＳＣＲ偶联物在４８ｈ内对４Ｔ１细胞的存活率
并没有显著影响，而在高浓度（５０ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）及长
时间（７２ｈ）作用时，呈现出一定程度的细胞增殖抑制
效 果 的 情 况。细 胞 内 存 在 大 量 酯 酶［１９］，
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推测ＴＰＧＳＣＲ偶联物可能在细胞内酯酶的作用下大
黄酸和ＴＰＧＳ从该偶联物上断裂下来，对肿瘤细胞具
有一定的杀伤作用，并将会协同药物发挥杀伤肿瘤细

胞的作用。

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的细胞毒性具有时间和浓
度依赖性，其５ｎｍｏｌ·Ｌ－１浓度以下与 Ｔａｘｏｌ毒性
大小相似，更大浓度时 Ｔａｘｏｌ毒性显示更强，但
Ｔａｘｏｌ的毒性很大程度上是由于其混合溶剂引起
的，这也是 Ｔａｘｏｌ注射后引起毒副反应［２０２１］的原

因之一。ＴＰＧＳＣＲ偶联物由于在４８ｈ内几乎不显
示毒性，且其形成的胶束将药物包载于内核中，胶束

的细胞杀伤作用涉及胶束释放药物的过程。因此，

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ的细胞毒具有时间依赖性特征。
随着作用时间的延长，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在肿瘤部
位的不断累积，胶束中药物的不断释放，药物与载体

材料的协同起效，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ能更好地起到
杀伤肿瘤细胞的作用。

ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ对ＨｅＬａ、４Ｔ１细胞凋亡率也
是随作用时间的延长而凋亡率增加，也与药物的不

断释放，越来越多药物作用于肿瘤细胞有关，从而引

起对肿瘤细胞毒性的增加。从 ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ
对ＨｅＬａ的细胞周期的影响上来看，与 Ｔａｘｏｌ对比
分析，除了ＰＴＸ对细胞周期的影响外，载体材料组
成部分（如大黄酸）也可能起到了一定的作用，从而

有助于促进细胞凋亡。ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ在细胞
划痕试验中所体现出的对不同细胞的抑制迁移作用

以及浓度依赖性，也体现了该胶束能够较好地抑制

肿瘤的转移，有利于肿瘤治疗。

综上，ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ具有良好的ｐＨ响应释
药的特征，在肿瘤微酸性环境下能实现快速释药从而

提高抗肿瘤作用；在细胞水平上能实现提高抑瘤率，

促进细胞凋亡，增加在Ｇ０／Ｇ１期的周期阻滞，减少肿
瘤细胞迁移，这些作用在一定程度与其药物释放过程

有关。本研究后续将结合该体外释放和细胞实验结

果，进一步利用 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠建立４Ｔ１皮下移植瘤模
型，进行ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ抑制体内肿瘤生长和减少
ＰＴＸ毒性的药效学研究，以证实ＰＴＸ／ＴＰＧＳＣＲＰＭｓ静
脉注射给药后在体内抗肿瘤增效减毒的效果。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＷＡＮＧＸＹ，ＺＨＥＮＧＹＬ，ＱＩＵＬＺ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉ

ｔｕｍｏｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｂａｓｅｄｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉ
ｃｅｌｌｅｓｆｏｒｏｒａｌｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＰｈａｒｍ，２０２２，
６２５：１２２１３８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｐｈａｒｍ．２０２２．１２２１３８．

［２］　ＺＨＡＯＹ，ＣＡＯＷ Ｑ，ＬＩＵＹＲｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｎａｎｏｓｉｚｅｄｃａｒｒｉｅｒｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍＪＣｈｉｎＵｎｉｖ（高等学校化
学学报），２０２０，４１（５）：９０９９２３．

［３］　ＷＵＣＹ，ＣＨＥＮＴＫ，ＷＡＮＧＱＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｐｕｅｒａｒｉｎ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＣｈｉｎＭｅｄ（世界中医药），２０２０，１５
（１４）：２１８８２１９２．

［４］　ＺＨＡＮＧＸ，ＸＵＸＹ，ＷＡＮＧＸＹ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｏｍａｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｃｈｉｔｏｓａｎｂａｓｅｄｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｍｉｃｅｌｌｅｓｆｏｒｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｃｅｌａｓｔｒｏｌ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０２３，
３０３：１２０４３９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｂｐｏｌ．２０２２．１２０４３９．

［５］　ＷＡＮＧＸＹ，ＱＩＵＬＺ，ＷＡＮＧＸＹＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｒ
ｍｅａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｗｉｔｈｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｐｏｌｙｍｅｒ
ｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓｆｏｒｏｒａｌｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＰｈａｒｍ，２０２０，
５７３：１１８８４０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｐｈａｒｍ．２０１９．１１８８４０．

［６］　ＷＡＮＧＸＹ，ＧＵＯＹＬ，ＱＩＵＬＺ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｅｖａｌｕａ
ｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓｗｉｔｈｓｙｎ
ｅｒｇｉｓｔｉｃａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｆｏｒｏｒａｌｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌ［Ｊ］．Ｃａｒｂｏ
ｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０１９，２０６：１２１１３１．

［７］　ＬＩＭ，ＬＩＵＹ，ＧＯＮＧＨＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｔｕｄｙｏｆ
ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＭａｒ
Ｄｒｕｇｓ（中国海洋药物杂志），２０２２，４１（２）：１９２７．

［８］　ＰＥＩＤＴ，ＺＥＮＧＺＷ，ＺＨＯＵＸＹＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ
ｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ／ｇｌｕｃｏｓｅｈｙｄｒｏｇｅｌｉｎｓｉｔｕｃｒｏｓｓ
ｌｉｎｋｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ［Ｊ］．ＣｈｅｍＲｅｓＡｐｐｌ（化学研究与应用），
２０２２，３４（５）：１０６１１０６９．

［９］　ＷＡＮＧＸＹ，ＱＩＵＬＺ，ＬＩＱＺ，ｅｔａｌ．ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＰＥＧｙｌａｔｅｄ
ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐａｃｌｉ
ｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ（中国
药科大学学报），２０１８，４９（５）：５９６６０２．

［１０］　ＪＩＡＮＧＬ，ＹＡＮＧＹＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎａｎｔｉｔｕｍｏｒｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆｒｈｕｂａｒｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＰａｔＭｅｄ（中成药），２０２１，４３
（１０）：２７６５２７６９．

［１１］　ＧＵＯＹＹ，ＬＵＯＪ，ＴＡＮＳＷ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｖｉｔａｍｉｎ
ＥＴＰＧＳｉｎｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍＳｃｉ，２０１３，４９（２）：
１７５１８６．

［１２］　ＧＵＯＹ，ＣＨＵＭ，ＴＡＮＳ，ｅｔａｌ．ＣｈｉｔｏｓａｎｇＴＰＧＳｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｆｏｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙａｎｄｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍ，２０１４，１１（１）：５９７０．

［１３］　ＱＩＵＬＺ，ＷＡＮＧＸＹ，ＣＡＯＣＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＴＰＧＳｍｏｄｉｆｉｅｄｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｒｈｅｉｎｐｏｌｙ
ｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ［Ｊ］．ＪＳｈｅｎｙａｎｇＰｈａｒｍＵｎｉｖ（沈阳药科大学学
报），２０１９，３６（４）：３００３０７．

［１４］　ＯＵＹＡＮＧＨＺ，ＱＩＵＬＺ，ＷＡＮＧＸＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｅ
ｌｉｍｉｎａｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄＴＰＧＳＣＲｐｏｌｙｍｅｒｉｃｍｉｃｅｌｌｅｓ
［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ（中国药学杂志），２０２０，５５（７）：５３４５４１．

［１５］　ＳＨＵＬ，ＪＩＡＯＷ，ＴＩＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎａｔｕｒａｌａｇｅｎｔｒｈｅｉｎｉｎ
ｄｕｃｅｓｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｎｄｔｕｍｏｕｒｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１８，２２（１）：５８９５９９．

［１６］　ＺＨＡＮＧＺＲＳｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＬＧＡｃｏｐｏｌｙｍｅｒａｎｄ
ａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｃｒｏ
ｓｐｈｅｒｅｓ［Ｄ］．Ｗｕｈａｎ：ＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１８．

［１７］　ＣＨＥＮＺ，ＬＩＬＢＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖｉｔｒｏＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＮｏｖｅｌ
ＰａｃｌｉｔａｘｅｌＬｏａｄｅｄＬｉｐｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（药物生物
技术），２０１８，２５（２）：１０８１１３．

［１８］　ＸＵＣＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏａｄｅｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌａｎｄｓｉＲＮＡＥ７ｎａｎ
ｏｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｂｙＨｅＬａｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｉｔｓ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＪｉａｏＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０２０．

［１９］　ＹＩＮＹＧ，ＫＯＮＧＸＱ，ＬＩＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｅｓｔｅｒａｓｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｂａｓｅｄｏｎｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｅｃｏｎｊｕｇａ
ｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｓｔｅｒａｓｅｉｎｏｒｌ
ｉｓｔａｔｔｒｅａｔｅｄｂｉｏｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＣｈｉｍ Ａｃｔａ，２０２２，１１９０：
３３９２４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｃａ．２０２１．３３９２４８．

［２０］　ＺＨＡＯＹＣｌｉｎｉｃａｌａｄｖｅｒｓｅｄｒｕｇｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌｆｏｒｉｎｊｅｃ
ｔｉｏｎ（ａｌｂｕｍｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｙｐｅ）［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｒａｃｔＭｅｄ（中国实用医
药），２０２１，１６（１５）：１３７１３９．

［２１］　ＷＡＮＧＹＷ，ＭＥＮＧＬ，ＬＩＵＸＡＤＲｓｉｇｎａｌｍｉｎｉｎｇｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌ
ｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ａｌｂｕｍｉｎｂｏｕｎｄｔｙｐｅ）ｂａｓｅｄｏｎＦＤＡａｄｖｅｒｓｅｅｖｅｎｔ
ｄａｔａｂａｓｅ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍ（中国药房），２０２１，３２（３）：３２８
３３３． （收稿日期：２０２３０３０５）
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