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载吉西他滨介孔二氧化硅纳米粒的制备及其抗肿瘤活性评价 
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摘要：目的  制备载吉西他滨(gemcitabine，GemC)的介孔二氧化硅纳米粒(mesoporous silica nanoparticles，MSN)，并对

其体内外抗肿瘤活性进行评价。方法  采用聚合法制备 GemC-MSN，采用激光粒度仪测定纳米粒的粒度分布和电位，并

通过透射电镜对纳米粒的形态进行表征。应用 UV 评价纳米粒的载药量、包封率及体外释放特性。采用 MTT 染色法考察

GemC-MSN 对 A549 细胞的体外细胞毒性。建立体内肿瘤动物模型，评价纳米粒的体内抗肿瘤活性。结果  纳米粒分布

均一，平均粒径为 107.29 nm，PDI 为 0.167，Zeta 电位为 0.107 mV；药物的载药量和包封率分别为(37.31±1.25)%和

(87.37±2.12)%；体外释放结果显示，纳米粒具有一定的缓释作用，96 h 时释放达到平衡；体内外抗肿瘤试验结果表明，

GemC-MSN 较游离 GemC 具有更强的抗肿瘤活性。结论  MSN 作为药物的新型载体，具有良好的生物相容性，并能显

著提高 GemC 的载药量，控制药物的缓慢释放，能显著提高 GemC 的体内外抗肿瘤活性，将为 GemC 新型给药系统的深

入研究提供参考。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare carrier gemcitabine(GemC) mesoporous silica nanoparticles(MSN) and investigate its 
anti-tumor activities in vitro and in vivo. METHODS  Polymerization method was applied to prepare GemC-MSN. Laser 
particle size analyzer was used to detect the particle size distribution and Zeta potential of nanoparticles. Morphology 
characterization of nanoparticles was analyzed by the transmission electron microscopy. And UV was applied to evaluate the 
drug loading, encapsulation efficiency and in vitro release rate. MTT staining was applied to study the cytotoxicity of 
GemC-MSN on A549 cells. RESULTS  The nanoparticles were evenly distributed. The average particle diameter was 
107.29 nm (PDI 0.167), and Zeta potential was 0.107 mV. The drug loading and encapsulation efficiency were (37.31±1.25)% 
and (87.37±2.12)%, individually. The in vitro release trial revealed that drug sustainedly released from the nanoparticles, 
reaching the balance within 96 h. Both of the in vitro and in vivo anti-tumor activities studies showed that GemC-MSN had a 
stronger anti-tumor activity than free GemC. CONCLUSION  As a new carrier of drug, MSN displays the good 
biocompatibility. It can significantly improve the drug loading of GemC and control the release at a relative slow rate, increasing 
the anti-tumor activity of GemC in vitro and in vivo. This study can provide a reference for the futher investigation of GemC new 
drug delivery systems. 
KEY WORDS: gemcitabine; mesoporous silica nanoparticles; antitumor activity; in vitro release 
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吉西他滨(gemcitabine，GemC)为小分子靶向

治疗药物，对多种实体瘤治疗效果显著，尤其是

对非小细胞肺癌、胰腺癌和乳腺癌等[1-3]，已作为

一线化疗用药用于进展期胰腺癌[4]的治疗。目前，

已上市的 GemC 仅有注射用冻干粉针剂一种剂型，

但因其存在体内代谢快、半衰期短、剂量限制性

毒性等而在临床应用不足，且 GemC 代谢快，临

床效果弱[5]，亟待开发高效率的新型给药系统。 
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近年来，介孔二氧化硅纳米(mesoporous silica 

nanoparticles，MSN)材料因其结构稳定而在药物传

递方面的应用越来越多[6]。MSN 载体具有粒径可

控、易被细胞吞噬、生物相容性好、易于表面功

能化、粒子表面积及孔道容量大、载药量大等优

点，并且对药物的选择性小，制备方法简便[7-9]，

将有望成为一种理想的药物载体。本研究首次将

GemC 包载于 MSN，制备吉西他滨孔二氧化硅纳

米粒(GemC-MSN)，并研究 GemC-MSN 的体外释

放行为及体内外抗肿瘤活性。目前 GemC-MSN 的

制备及评价国内外暂无文献报道。 

1  材料与仪器 

盐酸吉西他滨(江苏豪森制药有限公司，批号：

030524)；透析袋(截留分子量为 14 000，上海博亚

生物科技有限公司)；肺癌细胞系 A549 细胞购于

中国科学院生物化学与细胞生物学研究所；四甲

基氮唑蓝(MTT，美国 Sigma，批号：B0050401)；

无水二甲亚砜 (DMSO，阿拉丁公司，批号：

DZ0231)；其他试剂均为分析纯。 

TU-1800PC 紫外可见分光光度仪(美国 AB)； 

BS110s 精密电子天平 (德国赛多利斯集团 )；

JEM-1230 透射电子显微镜(日本电子株式会社)；

THZ-C 恒温振荡仪(江苏太仓市实验设备厂)；

Malvern Zetasizer Nano-2000 动态光散射粒径仪

( 英国马尔文仪器有限公司 ) ；纯水仪 ( 美国

Millipore)。 

实验动物：Balb/c 裸鼠，SPF 级，5~7 周龄， 60

只，体质量 20~25 g，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司，生产许可证号：SCXK (京)2016-0002。 

2  方法 

2.1  MSN 的制备 

取十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)1.5 g，用

200 mL 二次蒸馏水超声溶解，加入氨水 6 mL，搅

拌升温到 60 ℃，快速加入适量四乙氧基硅烷

(TEOS)3 mL，恒温高速搅拌 2 h，同温下静置熟化

24 h，离心，用水和酸性乙醇反复多次洗涤去除模板

剂，然后经水洗纯化，冷冻干燥，即得 MSN。 

2.2  GemC-MSN 的制备 

精密称取 GemC 10 mg 至 10 mL 量瓶中，用

pH 7.0 PBS 溶解并定容。精密称取 10 mg MSN 冻

干粉末，加入 GemC 溶液 5 mL，在常温下搅拌

24 h。2 000 r·min1 高速离心 10 min，除去未反应

的 GemC，PBS 离心洗涤 2 遍，冻干，即得载药的

纳米粒。 

2.3  GemC-MSN 的表征 

GemC-MSN 和 MSN 的的形态应用透射电子

显微镜进行观察，使用 Formar 为支撑膜的铜网，

样品通过悬滴法制备。将铜网浸入聚合物溶液中，

用滤纸吸去多余的水，晾干，进行观察。

GemC-MSN 和 MSN 的粒径和电位采用纳米激光

粒度仪测定，即取少量纳米粒分散于超纯水，以

1∶40 的比例稀释成具有均一散射强度的混合物

后，于粒度仪测定。纳米粒的形态学特征采用透

射电子显微镜测定。 

2.4  药物包封率和药物载药量的测定 

取少量纳米粒分散于超纯水，于 4 ℃条件下，

14 000 r·min1 高速离心 30 min，取上清液，流动

相稀释至适当浓度，于 252 nm 处 UV 测定游离

GemC 的含量[10]。包封率与载药量按如下公式计

算：包封率(%)=(投样量游离药量)/投药量×100%；

载药量 (%)=(投样量－游离药量 )/(投样量+材料

量)×100%。 

2.5  载药纳米粒的体外释放研究 

采用透析法[11]考察 GemC 和 GemC-MSN 在

pH 值为 7.4 的 PBS 溶液中的释放率。将载药纳米

粒分散于去离子水中，配制成 1 mg·mL1 的溶液，

再分别精密量取 GemC 和 GemC-MSN 各 1 mL 溶

液于透析袋中，将透析袋置于 20 mL PBS 释放介

质，在 37 ℃下恒温振荡(100 r·min1)进行体外释放

考察。分别于 0.5，1，2，4，6，12，24，48，72，

96 h 取样，并补充相同体积的新鲜介质。UV 检测

每个时间点的释放介质的吸光度(490 nm)，并根据

标准曲线计算 GemC 的累积释放百分比，每组平

行制备并释放 3 份样品，计算后取平均值，绘制

释放曲线。 

2.6  载药纳米粒的体外细胞毒性研究 

将 A549 细胞培养在 DMEM 完全培养液中(含

10%小牛血清，100 U·mL1 青霉素和链霉素)，置

于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中培养。取

对数生长期的 A549 细胞，胰酶消化后制成

1×105·mL1 的细胞悬液，接种于 96 孔板中，将细

胞板置于 37 ℃孵箱中，孵育 24 h，显微镜下观察

可见细胞融合贴壁生长。向上述 96 孔细胞培养板

中加入不同浓度的聚合物溶液，每孔 25 μL，同时

设不含药物的培养基为阴性对照孔，培养 24 h 后，

每孔加入 20 μL MTT 溶液(5 mg·mL1)，继续培养
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4 h，吸出上清液，加入 200 μL DMSO，振荡 10 min，

使蓝紫色结晶充分溶解。GemC 和 GemC-MSN 贮

备液(GemC 用 DMSO 溶解制备贮备液，然后用培

养基稀释到 终浓度)，使其终浓度分别为 0.1，

0.5，1，2，5，10，20，50，100 mg·L1(均按 GemC

计算)。将细胞孔板置于酶标仪，检测孔内吸光度，

波长为 490 nm，计算细胞存活率(PR)和 IC50
[12]。 

2.7  GemC-MSN 体外抗肿瘤活性研究 

取对数生长期的 A549 细胞，胰酶消化后制成

2×105·mL1 的细胞悬液，接种于 12 孔板中。将细

胞板置于 37 ℃，5% CO2 孵箱中，孵育 24 h。并分

为对照组、5×103 mol·L1 GemC组和5×103 mol·L1 

GemC-MSN 组，72 h 后，收集贴壁细胞，于

1 000 r·min1 离心 5 min，弃培养液，用 2 mL PBS

洗一次，加入 50 mg·mL1 的碘化丙啶(PI)染料，避

光染色 30 min，荧光显微镜下观察细胞形态的改

变[13]。 

2.8  GemC-MSN 体内抗肿瘤活性研究 

Balb/c 裸鼠随机分为对照组、GemC 组和

GemC-MSN 组，每组 12 只。分别于裸鼠右腹部皮

下注射 A549 肿瘤细胞(每只 5×105 个)构建荷瘤

鼠。待裸鼠上肿瘤生长至一定大小后进行给药[14]，

每2 d 1次，分别尾静脉注射GemC(5×103 mol·L1)

和 GemC-MSN(5×103 mol·L1)，对照组给予生理盐

水，给药后每日测量肿瘤大小和裸鼠体质量，于第

7，14，21，28 天时统计并分析，并于第 28 天处

死裸鼠，测肿瘤质量，计算抑瘤率。 

3  结果 

3.1  GemC-MSN 的形态特征及粒径分布 

3.1.1  GemC-MSN纳米粒粒径和 Zeta 电位  取适

量 GemC-MSN，用去离子水分散并稀释一定倍数

后，于激光粒度及电位分析仪测定 GemC-MSN 的

粒径和 Zeta 电位。所得 GemC-MSN 分布均匀，平

均粒径为 107.29 nm，PDI 为 0.167；呈电中性，

Zeta 电位为 0.107 mV，结果见图 1。 

3.1.2  GemC-MSN 的形态学表征  将冷冻干燥后

的纳米粒分散于去离子水后，电压加至 5 kV，透

射电镜观察样品外观。结果显示，GemC-MSN 形

貌呈不规则球形，粒径均一，分散均匀，无明显

团聚现象，结果见图 2。 

3.2  药物包封率和载药量的测定 

平行制备了 3 批 GemC-MSN，UV 检测其包

封率和载药量，结果显示 GemC-MSN 具有较高的

包封率和载药量，包封率分别为 86.98%，89.66%，

85.47%，载药量分别为 37.52%，35.96%，38.44%，

平均值分别为(87.37±2.12)%和(37.31±1.25)%。 

 
图 1  GemC-MSN 的粒径与 Zeta 电位图 

Fig. 1  The particle size and Zeta potential picture of 
GemC-MSN 

 
图 2  GemC-MSN 透射电镜图 

Fig. 2  Transmission electron microscope diagram of 
GemC-MSN 

3.3  载药纳米粒的体外释放研究 

UV 测定释放的药物含量，计算累积释放率(Q)

由体外释药曲线看出，GemC 释放较快，6 h 内基

本释放完全，而 GemC-MSN 在前 6 h 释放相对缓

慢。GemC-MSN 在 12，48，96 h 累计释药量分别

为 77.48%，89.31%，100.4%，纳米粒在整个释放

过程中具有明显的缓释特征，结果见图 3。 

3.4  细胞毒性研究 

GemC 和 GemC-MSN 对 A549 细胞的杀伤作

用均呈现浓度依赖性。GemC 和 GemC-MSN 的半

数致死浓度分别为 20.62，10.73 μg·mL1，表明将

GemC 包载于 MSN 内，制成的 GemC-MSN 具有

更强的抗肿瘤活性，可为后期的体内试验提供浓

度设计依据，结果见图 4。 
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图 3  GemC-MSN 纳米粒体外释药曲线(n=3) 

Fig. 3  The in vitro release curve of GemC-MSN(n=3) 

 
图 4  GemC-MSN 和 GemC 对 A549 细胞的体外生长抑制

作用结果图(n=3) 

Fig. 4  The inhibition results of GemC-MSN and GemC on 
A549 cells in vitro (n=3) 

3.5  GemC-MSN 体外抗肿瘤活性研究 

药物作用 72 h 后，与对照组相比，GemC 组

和 GemC-MSN 组的细胞贴壁较差，部分细胞从培

养板脱落、漂浮，而对照组细胞贴壁良好，增殖

迅速，3 组细胞无明显形态学病变。于是进行了

PI 染色，在荧光显微镜下观察细胞的变化。对照

组细胞数量和密度明显较 GemC 组、GemC-MSN

组多，而 GemC-MSN 组细胞数量略少于 GemC 组，

提示 GemC-MSN 组具有较好的体外抗肿瘤活性，

且优于 GemC 组，结果见图 5。 

 
图 5  荧光染色结果图 
A对照组；GemC 组；CGemC-MSN 组。 

Fig. 5  Fluorescent staining results  
Acontrol groupGemC group; CGemC-MSN group. 

3.6  GemC-MSN 体内抗肿瘤活性研究 

GemC 和 GemC-MSN 均可抑制裸鼠 A549 肿

瘤的生长。随着给药时间的增加，GemC 组和

GemC-MSN 组裸鼠体质量的增长速度均小于对照

组，具有显著性差异(P<0.05)；给药 28 d 后，

GemC-MSN 组裸鼠的肿瘤体积明显小于 GemC 组

(P<0.05)。结果见图 6~7。给药 28 d 后，对照组、

GemC 组和 GemC-MSN 组的裸鼠肿瘤质量分别为

(4.19±0.59)g、(1.83±0.26)g 和(0.93±0.28)g，3

组之间两两比较差异均有统计学意义(P<0.05)。 

 
图 6  各组裸鼠体质量随给药时间的变化趋势图 
与对照组比较，1)P<0.05；与 GemC 组比较，2)P<0.05。 

Fig. 6  The tumor weight trend of nude mice in each group 
varies with the time of administration 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with GemC group, 
2)P<0.05. 

 
图 7   各组裸鼠肿瘤体积随给药时间的变化趋势图 
与对照组比较，1)P<0.05；与 GemC 组比较，2)P<0.05。 

Fig. 7  The tumor volume trend of nude mice in each group 
varies with the time of administration 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with GemC group, 
2)P<0.05. 

裸鼠治疗 28 d 后，对照组、GemC 组和

GemC-MSN 组抑瘤率分别为 (12.06±7.25)%、

(73.22±4.59)%和(83.44±2.86)%，GemC 和 GemC- 

MSN 组抑瘤率显著性高于对照组，且 GemC-MSN

组抑瘤率高于 GemC 组。 

4  结论 

本实验采用聚合法制备了 GemC-MSN 纳米

粒，得到粒径均一(平均粒径 107.29 nm，PDI<0.2)

的纳米粒，其包封率和载药量分别为 (87.37± 
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2.12)%和(37.31±1.25)%。体外释放试验结果表明，

在 pH 7.4 条件下纳米粒呈缓慢释放，经 96 h 释放

达到 100.4%。 

本实验所制备的 GemC-MSN纳米粒能够更好

地使滞留在肿瘤组织的药物快速释放，发挥肿瘤

抑制作用，从而降低对正常细胞和组织的不良反

应。细胞毒性试验结果表明，空白 MSN 纳米粒具

有较低的细胞毒性，载药纳米粒 GemC-MSN 对

A549 细胞的体外毒性较游离 GemC 更强。说明

MSN 具有良好的生物相容性[15-16]。体内抗肿瘤活

性研究表明，游离 GemC 和 GemC-MSN 均可抑制

肿瘤的生长，但 GemC-MSN 的抗肿瘤活性更强。 

综上所述，本实验中 GemC-MSN 的制备，降

低了药物的有效作用浓度，增加了其抗 A549 细胞

的活性。传统有机高分子纳米粒在载带中药有效

成分时，普遍存在对药物性质要求高，载药量小

不能达到有效剂量、材料本身毒性较大等问题，

而 MSN 具有可控的粒径，易被细胞吞噬，无明显

细胞毒性，粒子表面积及孔道容量大，载药量大

等特点[17]，作为载体材料具有明显优势。在药剂

领域，随着研究的深入，MSN 的潜在应用价值逐

步受到研究者的肯定，使其在药物载体领域具有

优良的研究前景。本研究为以 MSN 为载体的纳米

给药系统在肿瘤治疗中的应用研究提供更广阔的

思路和丰富的理论基础。 
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