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载阿霉素的大黄酸偶联物胶束的制备及其细胞毒性评价 
   

韩利峰，欧阳惠枝，邱梁桢，谢玉萌，徐伟，王晓颖*(福建中医药大学，福州 350122) 
 

摘要：目的   制 备 载 阿 霉 素 (doxorubicin ， DOX) 的 TPGS 修 饰 的 羧 甲 基 壳 聚 糖 - 大 黄 酸 (TPGS-CR) 偶 联 物 胶 束

(DOX/TPGS-CR 胶束)，考察其体外对人乳腺癌 MCF-7 细胞的毒性。方法  以 TPGS-CR 偶联物为载体材料，利用透析法

制备 DOX/TPGS-CR 胶束，使用动态激光粒径测定仪测定其粒径，紫外分光光度法测定载药量和包封率；在 pH 7.4 的 PBS
中进行了体外释放研究，计算了 DOX 的累计释放率，绘制了累计释放曲线；MTT 法检测其对人乳腺癌 MCF-7 细胞毒作

用，计算细胞的存活率。结果   DOX/TPGS-CR 胶束的平均粒径为 (151.3±1.8)nm， PDI 为 0.129±0.020，电位为

(–26.9±0.8)mV，载药量为(23.16±0.01)%，包封率为(55.00±0.04)%。DOX/TPGS-CR 胶束在 pH 7.4 的 PBS 中，24 h 时累计

释放 DOX 仅有(35.732.21)%，而游离 DOX·HCl 在 6 h 时累计释放达到了(90.256.20)%；DOX/TPGS-CR 胶束浓度在

5~20 μg·mL–1 内，尤其在 48 h 时，对 MCF-7 细胞杀伤能力强于 DOX·HCl。结论  DOX/TPGS-CR 胶束载药量良好，

粒径小，分布均匀，具有缓释特征；载体材料 TPGS-CR 偶联物毒性小，安全性高，DOX/TPGS-CR 胶束对 MCF-7 细

胞有较强的杀伤作用。 
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Preparation and Cytotoxicity Evaluation of Doxorubicin-loaded Rhein Conjugate Micelles  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare doxorubicin(DOX)-loaded TPGS modified carboxymethyl chitosan-rhein(TPGS-CR) 
polymeric micelles(DOX/TPGS-CR PMs), and study its cytotoxicity in human breast cancer MCF-7 cells in vitro. METHODS  
DOX/TPGS-CR PMs were prepared by dialysis method using TPGS-CR conjugate. The particle size of DOX/TPGS-CR PMs 
was detected by dynamic light scattering(DLS), the entrapment efficiency(EE) and the drug loading-capacity(DL) were studied 
by Ultraviolet spectrophotometry. The vitro release studies were performed in PBS(pH 7.4), the cumulative release rate of DOX 
was calculated, and the cumulative release profile was plotted. The cytotoxicity of DOX/TPGS-CR PMs in human breast cancer 
MCF-7 cells was detected by MTT assay, and the survival rate of the cells was calculated. RESULTS  The average particle size 
and polydispersity coefficient of DOX/TPGS-CR PMs were (151.3±1.8)nm and 0.129±0.020, respectively. The zeta potential of 
DOX/TPGS-CR PMs was(–26.9±0.8)mV. The DL and EE of DOX/TPGS-CR PMs were(23.16±0.01)% and(55.00±0.04)%, 
respectively. Cumulative release of DOX in PBS(pH 7.4) from DOX/TPGS-CR PMs was only about(35.732.21)% at 24 h, while 
the cumulative release of free DOX·HCl reached(90.256.20)% at 6 h. The cytotoxicity of DOX/TPGS-CR PMs was better than 
doxorubicin hydrochloride(DOX·HCl) in the concentration range of 520 μg·mL–1, especially at 48 h. CONCLUSION  The 
DL of DOX/TPGS-CR PMs is good, and the particle size is small and uniform. DOX/TPGS-CR PMs have a sustained-release 
characteristic. TPGS-CR conjuage is less toxic and safe. DOX/TPGS-CR PMs display cytotoxicity significantly in MCF-7 cells. 
KEYWORDS: doxorubicin; TPGS modified carboxymethyl chitosan-rhein polymeric micelles; polymer micelles; MCF-7 cells 
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阿霉素(doxorubicin，DOX)为蒽环类广谱抗肿

瘤药物，其通过插入 DNA 双链结构中阻止 DNA
的 复 制 ， 同 时 也 可 以 抑 制 拓 扑 异 构 酶 Ⅱ

(topoisomerase 2，TOP2)的功能，结合 DNA 形成

TOP2-DOX-DNA 裂解复合物，破坏 DNA 结构，

产生细胞毒性作用[1]。DOX 难溶于水，而盐酸阿

霉素(DOX·HCl)虽然水溶性好，但不具有靶向性，

易被 P-糖蛋白(P-gp)外排引起多药耐药现象，而且
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有严重的不良反应，尤其是心脏毒性作用[2-4]。使

用纳米递药系统递送 DOX，通过 EPR 效应可有效

增加 DOX 在肿瘤部位的积累，同时减少多药耐药

现象的发生，增强抗肿瘤作用。 
聚合物胶束作为具有壳-核结构的纳米递药

载体，能将疏水性药物包裹在其疏水内核中，增

加难溶性药物的水溶性，同时可降低药物对正常

组织的不良反应[5]。研究表明，大黄酸有一定的

抗肿瘤作用，同时可与 DOX 产生协同作用，降

低肿瘤细胞中线粒体的能量，并在逆转 DOX 的

多药耐药性方面有一定作用[6-8]。故本研究用本课

题组前期合成的维生素 E 聚乙二醇琥珀酸酯

(TPGS)修饰的羧甲基壳聚糖 -大黄酸(TPGS-CR)
偶联物为载体材料，制备载 DOX 的聚合物胶束

(DOX/TPGS-CR 胶束)，并评价其细胞毒性。 
1  仪器与试剂 
1.1  仪器 

Zetasizer Nano ZS90 型激光粒度仪 (英国

Malvern 公司)；MS105DU 型十万分之一电子天平

(梅特勒-托利多仪器有限公司)；TU-1901 型双光束

紫外可见分光光度计(北京谱析通用仪器有限责任

公司)；TDL-50H 型低速离心机(上海安亭科学仪器

厂)；JY92-2D 型超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物

科技股份有限公司)；Infinite M200 PRO 型多功能

酶标仪(瑞士 TECAN 公司)；ALPHA1-2 LD 型冷

冻干燥机(德国 Christ 公司)；DKZ 系列电热恒温振

荡水槽(上海一恒科技有限公司)；Thermo 311 型细

胞培养箱(美国 Thermo 公司)；MWCO14000 型透

析袋(上海绿鸟科技发展有限公司)。 
1.2  试剂与药品 

二甲基亚砜(分析纯，上海泰坦科技股份有限

公司)；三乙胺、二水合磷酸二氢钠、十二水合磷

酸氢二钠、氯化钾均为分析纯，来自国药集团股

份有限公司；磷酸二氢钾(分析纯，上海泰坦科技

股份有限公司)；氯化钠(分析纯，西陇化工有限公

司 ) ； 磷 酸 盐 缓 冲 液 (HyCloneTM ， 批 号 ：

AE26543276) 、 0.25% 胰 蛋 白 酶 溶 液 (1× ， Hy 
CloneTM)、青霉素链霉素溶液(HyCloneTM)均来自

美国通用电气集团；噻唑蓝(MTT，Biofroxx，广

州赛国生物科技有限公司 ) ；重组人胰岛素

(SolarbioTM，北京索莱宝科技有限公司)；MEM 培

养基 (1×，批号：2044313)、胎牛血清 (批号：

2148200RT)、(100×)谷氨酰胺-I、(100×)MEM 非必

需氨基酸溶液均为 Gibco®，来自赛默飞世尔科技

中国有限公司；水为超纯水；DOX·HCl(大连美仑

生物技术有限公司，含量：98%；批号：m0420a)；
TPGS-CR 偶联物为本课题组自制，其大黄酸摩尔

取代度为 (5.73±0.23)%， TPGS 摩尔取代度为

(0.28±0.05)%。 
1.3  细胞株 

人乳腺癌 MCF-7 细胞，来自中国科学院干细

胞库。 
2  方法与结果 
2.1  DOX 含量测定方法的建立 

采用紫外-分光光度法对 DOX/TPGS-CR 胶束

中 DOX 的含量进行测定。 
2.1.1  检测波长的确定   分别取 DOX·HCl、
DOX/TPGS-CR 胶束及 TPGS-CR 偶联物适量，用

甲醇溶解，波长在 200~800 nm 内进行扫描，确定

在 502 nm 为 DOX 含量的测定波长，在该波长下

其他各成分对 DOX 测定无干扰，结果见图 1。 
 

 
 

图 1  紫外光谱图 
ADOX·HCl；BDOX/TPGS-CR 胶束；CTPGS-CR 偶联物。 
Fig. 1  UV spectrum 
ADOX·HCl; BDOX/TPGS-CR PMs; CTPGS-CR conjugate. 
 
2.1.2  线性关系考察  精密称取 DOX·HCl 2 mg，
用甲醇定容于 10 mL 量瓶中，得 0.2 mg·mL–1 DOX
储备液，将此储备液稀释为 15，20，25，30，
35 μg·mL–1 系列浓度，以甲醇为空白溶液，在

502 nm处测定其吸光度(A)，以 A对浓度 C(μg·mL–1)
进行线性回归，得回归方程为 A=0.020 9C0.025 9 
(r=0.999 7)，浓度在 15~35 μg·mL–1 内线性关系良好。 
2.2  DOX/TPGS-CR 胶束的制备 

DOX·HCl 脱 盐 ： 精 密 称 取 12.86 mg 
DOX·HCl，用 0.42 mL DMSO 溶解后，磁力搅拌

下加入三乙胺(DOX·HCl∶三乙胺=1∶3，摩尔比) 
9.52 μL，搅拌过夜，使三乙胺与 DOX·HCl 充分反

应，除去 HCl 形成 DOX，即得脱盐后 30 mg·mL–1 
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DOX 的 DMSO 溶液。 
采用透析法制备 DOX/TPGS-CR 胶束。称取

TPGS-CR 偶联物 18 mg，加 3 mL 超纯水溶解，冰

水浴超声 10 min，然后磁力搅拌下，将 400 μL DOX
的 DMSO 溶液(30 mg·mL–1)缓慢滴加到 TPGS-CR
偶联物溶液中，剧烈搅拌 20 min 后，冰水浴探头

超声 30 min，置透析袋中，蒸馏水为透析介质，

透析 12 h。结束透析后，冰水浴探头超声 20 min，
用 0.8 μm 微 孔 滤 膜 过 滤 ， 冷 冻 干 燥 即 得

DOX/TPGS-CR 胶束。 
2.3  DOX/TPGS-CR 胶束粒径、分布及电位 

称取 4 mg DOX/TPGS-CR 胶束，加入 4 mL
蒸馏水，冰水浴探头超声 10 min，0.8 μm 滤膜过

滤，常温下用激光粒度仪测定胶束的粒径及其分

布。平均粒径为(151.3±1.8)nm，PDI 为 0.129±0.020 
(n=3)，粒径<200 nm，且分布均匀，电位为(–26.9± 
0.8)mV(n=3)。载体材料 TPGS-CR 偶联物胶束的粒

径为(122.80±7.80)nm，电位为(–4.52±3.65)mV。与

载体材料相比较，载药胶束粒径略有增大，其电

位相对值变化较大，载药胶束体系稳定性较好。 
2.4  DOX/TPGS-CR 胶束的形态学表征 

取适量 DOX/TPGS-CR 胶束溶液，用 2.0%磷

钨酸溶液负染，透射电子显微镜观察，DOX/TPGS- 
CR 胶束呈球形或类球形，分布较均匀。结果见图 2。 
 

 
 

图 2  DOX/TPGS-CR 胶束透射电镜图 
Fig. 2  TEM photograph of DOX/TPGS-CR PMs 
 
2.5  DOX/TPGS-CR 胶束载药量 (drug loading 
capacity，DL)及包封率(entrapment efficiency，EE)
的测定 

采用紫外-可见分光光度法测定 DOX/TPGS- 
CR 胶束的 DL 及其 EE。 

精密称取 4 mg DOX/TPGS-CR 胶束，加 2 mL 
纯水冰水浴探头超声溶解，取 250 μL 用甲醇定容

至 5 mL，按“2.1”项下方法测定 DOX 的 A，并

计算 DOX 的浓度，根据下列公式计算 DOX/ 
TPGS-CR 胶束的 DL 和 EE。 

1

2
DL(%)= 100%m

m
  

1EE(%)= 100%m
m

  

上式中，m1 为载入胶束中 DOX 的质量，m 为

DOX 的投药量，m2 为 DOX/TPGS-CR 胶束的质量。 
经计算，DOX/TPGS-CR 胶束的 DL 和 EE 分

别为(23.16±0.01)%和(55.00±0.04)%(n=3)。 
2.6  DOX/TPGS-CR 胶束体外释放研究 

采用透析袋法进行 DOX/TPGS-CR 胶束体外

释放试验。考察了 DOX/TPGS-CR 胶束在模拟正

常人体内环境的 pH 7.4 的 PBS 溶液中释放情况。 
以 pH 7.4 的 PBS 溶液为空白，使用紫外分光

光度计在 502 nm 处建立 DOX 的标准曲线。其线

性方程为 A=0.017 5C–0.002 4(r=0.999 8)，浓度在

15~40 μg·mL–1 内线性关系良好。  
分别精密称取 DOX·HCl 2.13 mg 和 DOX/ 

TPGS-CR 胶束 8.63 mg，分别用 4 mL PBS(pH 7.4)
溶解，取 2 mL 置于透析袋中，以 100 mL PBS(pH 
7.4)为释放介质，在恒温振荡水槽中，设置转速

100 r·min，37 ℃进行体外释放试验。分别于 0.25，
0.5，0.75，1，1.5，2，3，4，6，8，10，12，18，
24，36，48，60 h 取透析袋外释放介质 30 mL，同

时补加 30 mL 同温空白 PBS(pH 7.4)。取出的释放

介质经冷冻干燥后用适量 PBS 复溶，使用紫外分

光光度计测定其中 DOX 的含量，根据下列公式计

算 DOX 的累计释放率。 
1

0 11
DOX

DOX
% 100( %)

n
i nV C V C

Q
M




   

上式中，QDOX 为 DOX 的累计释放率；V0 为

每个时间点取出的释放介质的体积，V0=30 mL；

Ci 为第 i 次取样时，释放介质中 DOX 的浓度；V1

为释放介质的体积，V1=100 mL；Cn 为第 n 次取样

时，释放介质中 DOX 的浓度；MDOX 为透析袋中

DOX 的总质量(DOX 总质量=载药量载药胶束的

质量)。 
载药胶束在 pH 7.4 的 PBS 溶液中的释放结果

见图 3。DOX·HCl 在 PBS(pH 7.4)溶液中释放较快，

在 6 h 时释放>90%，10 h 时累计释放率开始降低，

推测其可能由 DOX 的光敏感性引起。而 DOX/ 
TPGS-CR 胶束的释放较慢，6 h 时累计释放率为

26%，24 h 累计释放率仅 35%，而释放 60 h 后，
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DOX 的释放率也只有 44%。 
2.7  DOX/TPGS-CR 胶束对 MCF-7 细胞毒性研究 
2.7.1  细胞培养  MCF-7 细胞在 37 ℃，CO2(5%)
培养箱中用 MEM 培养基进行培养，该培养基中含

有 10%胎牛血清，1%重组人胰岛素，1%非必需氨

基酸，1%谷氨酰胺。孵育后当细胞汇合度达到

80%~90%时，即可传代培养，每周换液 2~3 次。 

 
 

图 3  DOX·HCl 和 DOX/TPGS-CR 胶束体外释放曲线

(PBS，pH 7.4) 
Fig. 3  In vitro release profile of DOX·HCl and DOX/ 
TPGS-CR PMs(PBS, pH 7.4) 
 

2.7.2  细胞毒试验  通过 MTT 法评估各 DOX 制

剂对 MCF-7 细胞的细胞毒性，并以 DOX·HCl 为

对照。取对数生长期的细胞，以 1×105·mL–1 的密

度接种在 96 孔板中，每孔加入细胞悬浮液 100 μL，

在培养箱中孵育 48 h 使其贴壁。设置 DOX·HCl
组、DOX/TPGS-CR 胶束组、TPGS-CR 偶联物组(按
DOX/TPGS-CR 胶束中所含 TPGS-CR 偶联物量

计)、空白组和正常组。孵育后将培养基替换成上

述各组受试液，向 96 孔板中各加入 150 μL 含药培

养液或空白培养液，DOX 浓度为 0.01~25 μg·mL–1

的 8 种不同浓度，每个浓度平行 6 个孔，以不含

细胞的培养基和 MTT 溶液为空白组，含细胞不给

药物为正常组，外圈加入 PBS 溶液避免边缘效应，

37 ℃，5%CO2 培养箱中孵育。分别于加药后 24，
48，72 h 将培养板取出，去除培养液，每孔加入

0.5 μg·mL–1 MTT 溶液 100 μL，37 ℃培养箱中继续

孵育 4 h 后取出，小心吸取上清液。每孔加入 DMSO 
150 μL 溶解蓝紫色结晶物。 后用酶标仪在

570 mm 处测定吸光度。相对细胞存活率计算如下： 

sample blank

control blank
(%)= 100%

A A
A A





相对细胞存活率  

上式中 Asample 是含细胞给药组的吸光度，

Acontrol 是用空白培养基处理的细胞的吸光度，Ablank

是空白培养基组的吸光度。 
不同浓度 DOX 制剂及 TPGS-CR 偶联物在

24，48，72 h 时对 MCF-7 细胞的细胞毒作用见图

4，用 GraphPad Prism 5.0 计算各组制剂的 IC50。

通过 MTT 试验，TPGS-CR 偶联物浓度在 0.01~ 
25 μg·mL–1 内，24，48 h 时，TPGS-CR 偶联物对

MCF-7 细胞几乎没有表现出毒性作用，体现了

TPGS-CR 偶联物作为载体材料的良好安全性；而

在 72 h 时，TPGS-CR 偶联物对 MCF-7 有较弱的

杀伤作用。DOX/TPGS-CR 胶束在 24，48，72 h
时的 IC50 值为 8.849，1.797，0.444 μg·mL–1，

DOX·HCl 在 24，48，72 h 时的 IC50 值为 9.115，
1.710，0.209 μg·mL–1，结果表明 DOX/TPGS-CR
胶束在 24，48，72 h 时的 IC50 值与 DOX·HCl 的 

 

 
 

图 4  DOX 制剂及载体对 MCF-7 细胞的细胞毒作用(n=6) 
A24 h 细胞毒作用；B48 h 细胞毒作用；C72 h 细胞毒作用； 
DOX/TPGS-CR 胶束与 DOX·HCl 相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 4    Cytotoxicity of DOX preparations in MCF-7 cells(n=6) 
Acytotoxicity at 24 h; Bcytotoxicity at 48 h; Ccytotoxicity at 72 h; 
DOX/TPGS-CR PMs vs DOX·HCl, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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IC50 值相近，并于 24 h 时略好于 DOX·HCl。浓度

在 0.01~1 μg·mL–1 内，DOX/TPGS-CR 胶束的细胞

杀伤能力弱于 DOX·HCl，在 1 μg·mL–1 时存在显

著性差异(P<0.01)。而 DOX/TPGS-CR 胶束浓度在

5~20 μg·mL–1 内呈现比 DOX·HCl 更强的细胞杀伤

能力，尤其在 48 h 时，其细胞杀伤能力显著强于

DOX·HCl (P<0.01)。 
3  讨论 

本实验以 TPGS-CR 偶联物为载体材料，其

中大黄酸为中药大黄的主要成分，具有抗炎，抗

菌，诱导恶性细胞凋亡的作用，但水溶性差，可

作为聚合物胶束的疏水内核的组成部分[9-10]，并

且其与 DOX 具有相似的母核结构，以其作为胶束

内核对 DOX 有较好的相容性；羧甲基壳聚糖具有

良好的水溶性、生物相容性和生物可降解性[11-12]；

TPGS 是一种水溶性的非离子表面活性剂，其可

逆转 P-gp 介导的多药耐药性，能够增强药物靶向

作用[13-15]。以大黄酸、羧甲基壳聚糖及 TPGS 共

同构建的 TPGS-CR 偶联物对 DOX 具有较好的包

载作用，对 DOX 在体内的递送作用、药效学研究

将进一步研究。 
本研究建立紫外-可见分光光度法对 DOX 进

行含量测定，操作简单方便，干扰少，有利于载

DOX 胶束的 DL 和 EE 的快速测定。 
透析法制备的 DOX/TPGS-CR 胶束，粒径< 

200 nm 且分布均匀，能够有效避免网状内皮系统

的清除，预期可通过长循环和 EPR效应，提高 DOX
在肿瘤部位的积累，能够减少对其他器官的毒副

作用。 
DOX/TPGS-CR 胶束体外释放试验表明，载药

胶束在正常组织环境中释放缓慢，与 DOX·HCl 的
快速释放形成鲜明对比，载药胶束缓释特征有助

于其减少对机体正常组织的毒副作用。 
MCF-7 细胞毒试验表明，72 h 时 TPGS-CR 偶

联物对 MCF-7 细胞有较弱的杀伤作用，可能与

TPGS-CR 偶联物中大黄酸的杀伤肿瘤细胞作用相

关，该杀伤作用较弱，可能与载体材料上大黄酸

的取代度尚未达到强杀伤作用的浓度，也可能是

由于载体材料是大黄酸与羧甲基壳聚糖通过酰胺

键化学偶联在一起，断裂后才起效，但酰胺键断

裂可能需要更久的时间，所以可能更久才能体现

出较好的协同效果。TPGS-CR 偶联物毒性小，适

合作为难溶性药物体内递送载体材料，其对 DOX
的包载避免了 DOX 与正常器官组织的直接接触，

对降低DOX对正常器官组织的毒副作用有较好的

意义。DOX/TPGS-CR胶束在48 h浓度5~ 20 μg·mL–1

时表现出比 DOX·HCl 更强的肿瘤细胞杀伤作用，

说明在一定浓度范围内，DOX/TPGS-CR 胶束具

有更好的抗肿瘤潜力，可能与其胶束内核的大黄

酸的抗肿瘤作用有关，大黄酸与 DOX 的协同作用

及逆转 DOX 多药耐药性相关实验将进一步研究。 
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