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去甲斑蝥素温敏型原位凝胶的制备及其对肝癌的抑制作用研究 
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摘要：目的  制备去甲斑蝥素温敏型原位凝胶并探讨其对肝癌的抑制作用。方法  以泊洛沙姆 407 及泊洛沙姆 188 为载

体材料制备去甲斑蝥素温敏型原位凝胶，采用小鼠 H22 肝癌细胞实体瘤模型考察去甲斑蝥素温敏型原位凝胶对荷瘤小鼠

的肿瘤生长抑制作用。结果  制备所得原位凝胶在室温下外观为白色透明液体态，胶凝温度下发生相转变形成凝胶时外

观为白色透明凝胶态，凝胶温度为 34 ℃，具有显著的缓释特性；体内抗肿瘤活性实验研究表明，对小鼠荷肝癌实体瘤

具有明显抑制作用。结论  去甲斑蝥素温敏型原位凝胶性质稳定，并具有良好的抗肿瘤活性。 
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Study on Preparation and Anti-hepatoma of Norcantharidin Thermosensitive In-situ Gel 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare thermosensitive in-situ gel of norcantharidin (NCTD) and to explore its inhibitory 
effects on hepatoma. METHODS  NCTD thermosensitive in-situ gel was prepared using poloxamer 407 and poloxamer 188. 
Tumor growth inhibition caused by NCTD thermosensitive in-situ gel was examined on tumor-bearing mice using mouse H22 
hepatoma cells to build a solid tumor model. RESULTS  The prepared in-situ gel displayed a white transparent liquid state at 

room temperature but a white transparent gel state at gelling point, which was 34 ℃. Significant slow release characteristic was 

presented at gel state; anti-tumor activity experiment in vivo suggested significant inhibition effects on tumor growth in solid 
hepatoma bearing mice. CONCLUSION  NCTD thermosensitive in-situ gel owns stable properties and good antitumor 
activities. 
KEY WORDS: norcantharidin; thermosensitive in-situ gel; tumor inhibition  
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去甲斑蝥素(norcantharidin，NCTD)是斑蝥素

的衍生物，由马来酸酐和呋喃按 Diels-AIder 加成

反应人工合成，是我国首先合成的具有较强抗肿

瘤活性和独特的升高白细胞作用的新型抗肿瘤药

物，主要用于原发性肝癌的治疗[1-4]，具有良好的

应用前景[5-9]。但是 NCTD 有一定程度的泌尿系统

毒性，且较大剂量或长期使用有肾脏毒性；同时，

由于其在体内消除速度较快，给药次数增加，降

低了患者用药的顺应性。NCTD 的这些不良反应

使其在临床应用上有着一定的限制。降低不良反

应，更好地发挥 NCTD 的抗肿瘤活性，开发具有

良好靶向性、缓释性的新型制剂已迫在眉睫[10]。一

种制剂以溶液状态给药后，能够立即在用药部位

发生相变化，成为半固体的凝胶状态，称为原位

凝胶。与传统的给药系统相比，原位凝胶能较长

时间和用药部位紧密接触；有较好的生物粘附性，

从而提高生物利用度；同时，原位凝胶能够缓慢

地释放药物，减少给药次数，提高患者用药的依

从性。温度敏感型原位凝胶是一种随着温度的改

变而发生相转变的凝胶，将 NCTD 制备成温度敏

感型原位凝胶用于局部抗肿瘤注射给药，可延长

药物在用药部位的停留时间，使病患部位的药物

浓度显著提高，降低不良反应，减少药物的刺激

性，从而增加药物的临床疗效[11-14]。本实验通过
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制备 NCTD 温度敏感型原位凝胶，测定凝胶温度

和考察体外释药，并进行体内抗肿瘤作用研究，

以期制备出适合临床使用的安全、有效、不良反

应小、有良好抗肿瘤作用的新型给药系统。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent 1100 高效液相色谱仪(美国 Agilent)；

BT25S 分析天平[赛马利斯科学仪器(北京)有限公

司]；KQ-50E 超声仪(昆山市超声仪器有限公司)；

SHA-C 型水浴恒温振荡器(常州澳华仪器有限公

司)；TQZ-312 台式全温振荡器(上海精密实验设备

有限公司)；85-2 型恒温磁力搅拌器(上海志威电器

有限公司 )；Centrifuge 5415R 型离心机 (德国

Eppendorf)；BS223S 型电子天平(德国 Sartorius)；

CX21 型显微镜(Olympus 公司)；Cobas 8000 型生

化仪(德国罗氏公司)。 

1.2  材料与试剂 

NCTD 对照品(中国食品药品检定研究院，纯

度：99.9%，批号：100414-201302)；NCTD 原药(美

仑生物，纯度>98%，批号：MB2105)；泊洛沙姆

188(上海昌为医药辅料技术有限公司，批号：

WPDI608B)；泊洛沙姆 407(上海昌为医药辅料技

术有限公司，批号：WPMI556B)；羟丙甲基纤维

素(上海卡乐康有限公司)；H22(小鼠肝癌细胞株)。 

1.3  动物 

Balb/c 裸鼠，♀，SPF 级，4~6 周龄，体质量

16~20 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，

动物合格证号：SCXK(沪)2007-0005，饲养于浙江

大学动物实验中心 SPF 屏障系统内。 

2  方法 

2.1  NCTD 温敏型原位凝胶的制备[15] 

精密称取 NCTD 原药 62.5 mg 于 50 mL 烧杯

中，加入 25 mL 纯化水，搅拌使溶解。然后将其

倒入一个预先加入 7 g 泊洛沙姆 407、0.4 g 泊洛沙

姆 188 以及 0.025 g 羟丙甲基纤维素的烧杯中。混

合物自然溶胀 4 ℃储存过夜除气泡，直到形成透

明的溶液。 

2.2  胶凝温度、凝胶相变时间及凝胶相变前后黏

度的测定 

按“2.1”项下方法制备 3 份 NCTD 温敏型原

位凝胶溶液，应用倒置法进行测试[16]，测得溶液

不再流动时所需的 低温度即为胶凝温度，每个

样品测 3 次，取平均值；按“2.1”项下方法制备

3 份 NCTD 温敏型原位凝胶溶液，25 ℃放置 0.5 h，

置于已预热至 37 ℃的试管中并保温，记录相变时

间；按“2.1”项下方法制备 3 份 NCTD 温敏型原

位凝胶溶液，分别测定 25 ℃和 37 ℃(胶凝后)时

的黏度，考察凝胶相变前后黏度的变化。 

2.3  稳定性的考察 

将 2 份凝胶溶液分别于 25 ℃和 37 ℃条件下

放置 15 min，2 000 r·min1 离心 15 min，观察其是

否有分层等不稳定现象。 

2.4  NCTD 温敏型原位凝胶体外释药的考察   

精密吸取 5 mL供试品溶液加入经过处理的透

析袋内，将袋口扎紧放入装有 100 mL PBS(pH 6.6)

溶液的广口瓶中，将广口瓶放入(37±1)℃的恒温

水浴振荡器中，定时吸取 0.5 mL 透析液，并补加

入等量的 PBS 溶液。同时考察原药的释放情况。

采用 HPLC 测定 NCTD 浓度，计算累积释放率并

绘制累积释放曲线。 

2.5  体内抗肿瘤活性 

将 0.2 mL 的 H22 细胞悬液(8×106·mL1)皮下

注射于裸鼠腋下，生长 1 周后测量肿瘤体积达到

100 mm3，将裸鼠随机分为 6 组(n=6)：空白组，瘤

内注射不含药物的凝胶；模型组，不给任何药物；

注射剂组， NCTD 腹腔注射，给药剂量为

2 mg·kg1，每天给药 1 次；温敏型原位凝胶低、

中、高剂量组，瘤内注射，NCTD 给药剂量分别

为 3.3，6.6，9.9 mg·kg1，隔 3 d 给药 1 次。每次

给药前测量裸鼠体质量及瘤径。停药观察 2 d 后处

死动物，测瘤径和瘤重。根据以下公式计算肿瘤

体积：肿瘤体积(V)=1/2×长径×短径 2。 

2.6  统计学处理 

选择 SPSS 16.0 软件进行统计分析，采用独立

样本 t 检验分析，P<0.05 为差异有统计学意义，

P<0.01 为差异有显著统计学意义。 

3  结果 

3.1  NCTD 温敏型原位凝胶的外观与胶凝温度测定 

NCTD 温敏型原位凝胶室温时外观为白色透

明液体态，胶凝温度时外观为白色透明凝胶态。

所制得的 3 份样品的相变温度分别为 34，33.9，

34.1 ℃。结果显示 NCTD 温敏型原位凝胶相变温

度稳定在(33.9~34.1)℃，相变温度合适，符合在室

温下为流体，在体温下发生相转变形成凝胶的要求。 

3.2  凝胶相变时间测定 

3份样品发生相变时间分别为 101，103，102 s。
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结果显示 NCTD 温敏型原位凝胶的相变时间较

短，胶凝速度较快，表明凝胶溶液在体温下能迅

速胶凝。 

3.3  凝胶相变前后黏度的测定 

NCTD 温敏型原位凝胶在室温下黏度较小，

有很好的流动性；在体温下黏度较大。结果见表 1。 

表 1  凝胶相变前后的黏度测定 

Tab. 1  Viscosity of NCTD thermosensitive in-situ gel 
before and after gelation 

温度/℃ 
黏度/mPa·s 

样品 1 样品 2 样品 3 

25 310 330 320 

37 >100 000 >100 000 >100 000 

3.4  稳定性考察 

凝胶溶液在 25 ℃和 37 ℃胶凝后经离心不发

生分层现象，提示制剂稳定性较好。 

3.5  体外药物释放考察 

NCTD 原药及原位凝胶在 24 h 内的释放曲线

见图 1，由图中可以看出 NCTD 原位凝胶比原药

释放缓慢，说明原位凝胶具有缓释的效果。 

 

 
图 1  NCTD 原药及原位凝胶释放曲线(n=3) 

Fig. 1  In vitro drug release profiles of NCTD thermosen- 
sitive in-situ gel and free NCTD drug(n=3) 

3.6  体内抗肿瘤作用 

NCTD 温敏型原位凝胶低、中、高剂量组与

空白组、模型组比较，肿瘤生长均缓慢(P<0.01)，

结果见图 2。与注射剂组比较，NCTD 温敏型原位

凝胶中剂量组肿瘤体积显著改善(P<0.05)，高剂量

组有极显著的改善(P<0.01)，这表明 NCTD 温敏型

原位凝胶能有效抑制肿瘤生长，延长荷瘤鼠存活

时间。第 10 天注射剂组小鼠体质量明显低于其他

组，原位凝胶各剂量组体质量与空白组、模型组

比较无明显降低，这表明 NCTD 温敏型原位凝胶

具有良好的安全性。 

 
图 2  NCTD 温敏性原位凝胶体内抗肿瘤作用研究(n=6, 

sx  ) 
与空白组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01；与注射剂组相比，
3)P<0.05，4)P<0.01。 

Fig. 2  Anti-tumor activity of NCTD thermosensitive in-situ 
gel on H22 tumor-bearing mice(n=6, sx  ) 
Compared with blank group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01; compared with injection group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

4  讨论 

根据预实验结果以及相关参考文献[17-19]，用

泊洛沙姆 407、188 以及羟丙甲基纤维素作为辅料

来制备温敏型原位凝胶，凝胶温度适宜人体体温，

体外溶蚀时间较长，有利于延长 NCTD 在用药部

位的滞留时间，且其体外释放呈现出明显的缓释

特性。泊洛沙姆 407、188 在凝胶中所占的比例对

凝胶温度的影响较大，为使温敏型原位凝胶在注

入人体后随温度升高迅速发生相转变，应使凝胶

温度略低于人体体温为 适宜[20-22]。此外，由于

温敏型原位凝胶的制备需要一个过程，需让其在

自然溶胀，4 ℃条件下储存 3~4 d 才能制备成透明

的溶液[23]。 

在体内的抗肿瘤活性实验中，以模型组、空

白组和 NCTD 注射液组为对照，比较了 NCTD 温

敏型原位凝胶低、中、高剂量组对荷瘤小鼠的抑

瘤作用，结果表明中、高剂量的温敏型原位凝胶

抑瘤效果较好。这主要由于温度敏感型凝胶注入
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人体后由于温度升高而迅速发生相转变，在给药

部位变成半固体状态的凝胶，填充于组织间隙，

使患病部位的药物浓度显著提高，达到靶向、增

加药物疗效的目的[22-25]。根据本研究结果，将进

一步通过相关药效学及药动学研究，从而开发适

合临床应用的 NCTD 新制剂。 
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