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隐形顺铂聚乳酸纳米微粒对口腔鳞癌
原发灶的靶向性研究
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[摘要 ] 　目的 　研究隐形顺铂聚乳酸纳米微粒 (CDDP- PLA- PEG-NP)的物理特性及对口腔鳞癌原发灶的靶向性。方

法 　用乳化溶剂蒸发法制备 CDDP- PLA- PEG-NP ;建立地鼠口腔颊鳞癌模型 ,并随机将 64 只动物分为实验组和对照

组 ,每组各 32 只。实验组和对照组分别静脉注射 CDDP- PLA- PEG-NP(616 mgΠkg) 和 CDDP(1 mgΠkg) ,每组于给药后

01083、015、1、2、4、6、12、24 h 各处死 4 只动物。用高效液相色谱仪测定两组各时间点血浆和癌组织中药物浓度 ,求

出 CDDP- PLA- PEG-NP对口腔鳞癌原发灶的靶向指数、选择性指数和口腔鳞癌原发灶对 CDDP- PLA- PEG-NP的相对摄

取率。结果 　CDDP- PLA- PEG-NP的平均粒径为 (14312 ±118) nm ,粒径分布范围为 10315 ～17518 nm ,载药量和包封

率分别为 (1512 ±019) %、(89. 0 ±018) % ;在 8 个时间点的靶向指数和选择性指数均远大于 1 ,口腔癌组织对 CDDP-

PLA- PEG-NP的摄取量是 CDDP的 10136 倍。结论 　CDDP- PLA- PEG-NP在动物体内对口腔鳞癌原发灶具有良好的靶

向性 ,是具有发展前途的口腔癌纳米靶向给药系统。
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[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the target deliver of Cisplatin to oral carcinoma tissues by intravenous injection of Cispla2
tin loaded polylactic acid- polyethylene glycol nanoparticles(CDDP- PLA- PEG-NP) . Methods 　 CDDP- PLA- PEG-NP was pre2
pared by the emulsion- solvent evaporation method. The buccal cancer model was established in 64 golden hamsters , which were

divided randomly into two groups for 32 animals in each group , CDDP- PLA- PEG-NP(616 mgΠkg ) and CDDP(1 mgΠkg) were re2
spectively injected into mice tail vein. At 01083、015、1、2、4、6、12、24 h after drug administration. 4 animals in each group were

sacrificed and CDDP concentration in the plasma and tumor were determined by high performance liquid chromatography. Targeting

ability was evaluated by targeting index(TI) , selectivity index(SI) and relative extraction efficiency(re ) . Results 　The average

diameter of CDDP- PLA- PEG-NP was (14312 ±118) nm. The diameter distribution was from 10315 nm to 17518 nm. Drug loading

and embedding ratio were (1512 ±019) % , (89. 0 ±018) % respectively. Values of TI and SI are more than 1 at 8 time points.

The area under CDDP concentration-time curve of oral carcinoma tissues in CDDP- PLA- PEG-NP group was 10. 36 times as many

as that in CDDP group. Conclusion 　CDDP- PLA- PEG-NP can specifically deliver CDDP to oral carcinoma tissues by vein injec2
tion. Stealth anticancer nano-particle system can be regarded as a valuable drug deliver system to treat oral carcinoma.

[ Key words] 　squamous cell carcinoma ; 　nanoparticles ; 　cisplatin ; 　polylactic acid ; 　polyethylene glycol

[收稿日期 2005-03-09 ; 修回日期 2005-08-03

[基金项目 ]重庆市科委应用基础研究资助项目 (渝科发计字〔2003〕43

号) ;重庆医科大学科技基金资助项目 (XB200207)

[作者简介 ]杨　凯 (1965-) ,男 ,重庆人 ,副教授 ,博士
[通讯作者 ]杨　凯 , Tel : 023-89011227

　　顺铂 (cisplatin , CDDP) 由于抗癌活性强 ,抗癌谱

广 ,与其他抗癌药物较少产生交叉耐药等特点 ,是目

前口腔颌面部恶性肿瘤应用最广泛和最有效的抗癌

药物之一 ,但顺铂较大的剂量依赖性毒副作用使其在

临床上应用受到很大限制 ,如何增强顺铂在体内对肿

瘤细胞的靶向性 ,从而达到减毒增效的目的 ,一直是

顺铂等抗癌药物在临床应用中亟需解决的问题之一。

近年来发展起来的纳米靶向给药系统在提高药物对

癌细胞的靶向性、降低药物的毒副作用方面显示出巨

大的发展前景 1 ～6 。由于普通抗癌纳米粒进入血液

后易被单核吞噬系统 (mononuclear phagocyte system ,
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MPS)细胞作为异物认别而吞噬 ,影响其对癌细胞的

靶向性 ,目前研究的策略就是对纳米粒进行表面修

饰 ,制备能逃避 MPS 细胞吞噬的隐形纳米系统

(stealth nanoparticles system) 7 ,8 。本研究用可在体内

生物降解的聚乳酸 (polylacticacid ,PLA) 为纳米载体 ,

用 CDDP 为模型药物 ,以能阻止 MPS细胞吞噬的亲水

性长链聚乙二醇 (polyethylene glycol ,PEG) 为纳米表面

修饰剂 ,制备隐形顺铂聚乳酸纳米 ( cisplatin loaded

polylacticacid-polyethylene glycol nanoparticles , CDDP-

PLA- PEG-NP) ,并采用此隐形纳米系统对口腔鳞癌动

物模型静脉注射 ,探索该制剂对口腔鳞癌原发灶的靶

向性。

1 　材料和方法

1. 1 　主要仪器和试剂

JME-100CX型透射电子显微镜 (日本电子公司) ,

2040 型冷冻干燥机 ( Snijifers scientific 公司 ,荷兰) ,

LC-6A 高效液相色谱仪 (日本岛津公司) ,78-1 型磁力

加热搅拌器 (杭州仪表电机厂) ,SALD-2001 型激光散

射粒度分析仪 (日本岛津公司) ,L8-80M 型超速冷冻

离心机 (Beckman 公司 ,美国) ,顺铂 (辽宁锦州制药一

厂) ,聚乳酸-聚乙二醇共聚物 (Birmingham polymers 公

司 ,美国) 。金黄地鼠 (四川大学华西动物实验中心提

供) 64 只 ,鼠龄 6～8 周 ,体重 (90 ±10) g ,雌雄各半。

1. 2 　CDDP- PLA- PEG-NP的制备

用乳化溶剂蒸发法制备 CDDP- PLA- PEG 纳米

粒 3 ,7 ,8 :将 CDDP 与聚乳酸-聚乙二醇共聚物 ( PLA-

PEG)按质量比 111∶415 的比例溶于二氯甲烷溶液中 ,

混合均匀后缓慢加入到 013 %聚乙烯醇水性溶液内 ,

在室温下高速搅拌直至二氯甲烷完全挥发 ,然后用微

孔滤膜抽滤 ,分离离心 ,用蒸馏水洗涤 3 次 ,冷冻干燥

即得 CDDP- PLA- PEG-NP冻干针剂。

1. 3 　CDDP- PLA- PEG-NP形态学观察及粒径测量

CDDP- PLA- PEG-NP冻干针剂加注射用水溶散后

取适量制片 ,以 115 %磷钨酸负染 ,然后于透射电镜

下观察形态 ,用激光散射粒度分析仪测定粒径分布。

1. 4 　CDDP- PLA- PEG-NP载药量 (drug loading , DL) 和

包封率 (embedding ratio , ER)测量 3 ,8

取 2 mg CDDP- PLA- PEG-NP冻干针剂 ,加 5 ml 注

射用水分散后 ,行低温超速离心 (4 ℃,40 000 rΠmin ,

120 min) 分离上清液 ,用高效液相色谱仪测定上清液

中游离 CDDP 浓度 ,记为 C1 ,另取同量 CDDP- PLA-

PEG-NP 冻干针剂以混合溶剂溶解 ,同法测定总 CDDP

浓度 ,记为 C2 ,PLA- PEG的浓度记为 C3 ,按下列公式

计算包封率和载药量。包封率 ( ER) =〔(C2 - C1 )ΠC2〕

×100 % ,载药量 (DL) =〔(C2 - C1 )ΠC3〕×100 %。

1. 5 　口腔颊鳞癌模型的建立 9

金黄地鼠 64 只 ,将地鼠固定于特制的固定夹上 ,

用自制的开口器牵开口腔暴露颊囊 ,第 15 周后进行

实验。即用 015 %二甲基苯并蒽丙酮液涂擦颊囊黏

膜 ,每周星期一、星期三、星期五涂擦 (共 3 次) ,共 12

周。

1. 6 　靶向性实验5 ,6

将 64 只颊癌金黄地鼠随机分为实验组和对照

组 ,每组 32 只。实验组和对照组分别用 CDDP- PLA-

PEG-NP 616 mgΠkg (相当于 CDDP 1 mgΠkg) 和 CDDP 1

mgΠkg 行静脉注射。2 组分别于给药后 01083、015、1、

2、4、6、12、24 h 各处死 4 只动物 ,处死前取静脉血 2

ml ,离心后取上层血清 ,留取癌组织称重后匀浆 ,将匀

浆液和血清用高效液相色谱仪测定其在各时间点的

药物浓度 ,根据各药物浓度值用实用药代动力学计算

程序 3P97 软件计算出药物 CDDP 在血浆和癌组织中

药物浓度-时间曲线下面积 (areas under concentration-

time curves , AUC) ,然后计算靶向指数 (targeting index ,

TI) 、选择性指数 (selectivity index , SI)和癌组织对药物

的相对摄取率 ( relative extraction efficiency ,re ) 。计算

方法为 :TI 是指给予实验动物载药纳米粒或游离药

物后 ,两组癌组织在各时间点药物浓度之比值 ;SI 是

指给予实验动物载药纳米粒或游离药物后 ,癌组织内

药物浓度与血液中药物浓度在各时间点之比 ;re 是指

给予实验动物载药纳米粒或游离药物后 ,两组癌组织

的AUC值之比。当以上值大于 1 时 ,表明纳米对癌

细胞有靶向性 ,其值越大 ,代表靶向性越强。

2 　结果

2. 1 　纳米粒径大小、分布及载药量和包封率

纳米粒呈圆形和椭圆形 (图 1 ) , 平均粒径

(14312 ±118) nm ,粒径分布范围为 10315～17518 nm ;

载药量 (1512 ±019) %、包封率 (89. 0 ±018) %。

图 1 　CDDP- PLA- PEG-NP 形态　TEM　×10 000

Fig 1 　Image of CDDP- PLA- PEG-NP 　TEM　×10 000

2. 2 　血药浓度

CDDP- PLA- PEG-NP 和 CDDP 分别行颊癌地鼠静

脉注射后血中药物浓度随时间变化结果见图 2。在
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所测的 8 个时间点内 ,两组地鼠的血药浓度峰值分别

为 4102 mgΠL、2101 mgΠL ( P < 0. 01) 。

图 2 　CDDP- PLA- PEG-NP 和 CDDP 静脉注射后颊癌地鼠血药浓

度-时间曲线

Fig 2 　The drug concentration-time curves in the plasma of the golden

hamsters buccal cancer model injected with CDDP- PLA- PEG-NP

and CDDP

2. 3 　癌组织内药物浓度

CDDP- PLA- PEG-NP 和 CDDP 分别行颊癌地鼠静

脉注射后癌组织内药物浓度随时间变化结果见图 3。

在所测的 8 个时间点内 ,两组地鼠癌组织内药物浓度

峰值分别为 3153μgΠg、0173μgΠg ( P < 0. 01) , 实验组

在出现峰值后药物浓度还有一相对平台维持期 (015

～2 h) ,然后下降 ,而对照组出现峰值后迅速下降。

图 3 　CDDP- PLA- PEG-NP 和 CDDP 静脉注射后颊癌地鼠癌组织内

血药浓度 - 时间曲线

Fig 3 　The drug concentration-time curves in the cancer tissue of the

golden hamsters buccal cancer model injected with CDDP- PLA-

PEG-NP and CDDP

2. 4 　CDDP- PLA- PEG-NP对癌组织靶向性的定量评价

用靶向指数 (TI) 、选择性指数 (SI) 定量评价 CD2
DP- PLA- PEG-NP 对口腔癌组织的靶向性结果见表 1 ,

由表 1 可见 TI 和 SI 各值均大于 1。计算相对摄取率

(re )为 10136。

表 1 　CDDP- PLA- PEG- NP对小鼠颊癌组织靶向性指标

计算结果

Tab 1 　The drug- targeting index values to the cancer tissue

in golden hamsters buccal cancer model

检测
指标

时间 (h)

0. 083 　　0. 5 　　1 　　2 　　 4 　　6 　　　12 　　24 　

靶向指
数 (TI) 9. 71 　4. 84 　9. 91 12. 07 11. 43 14. 77 　7. 10 　4. 75

选择性
指数 (SI) 1. 02 3. 84 11. 57 14. 17 24. 00 27. 42 23. 67 18. 50

3 　讨论

纳米靶向治疗是指借助纳米粒为运输载体 ,将治

疗药物或制剂定向作用于靶部位 ,从而达到减毒增效

的作用。在纳米靶向给药系统中 ,目前将纳米粒的粒

径界定在 1～1 000 nm(01001～1μm) 1 ,2
,由于纳米级

微粒 (1～1 000 nm) 比人体内最小的毛细血管内径

(4 000 nm)和红细胞 (6 000～9 000 nm) 小得多 ,故它

可以在血中自由运动到达人体的各部位 ,这为纳米粒

作为靶向给药载体提供了基础。但由于纳米粒进入

体内后会被单核吞噬系统 (MPS) 细胞作为异物认别

在几秒钟至几分钟之内迅速被吞噬清除 7 ,8 ,因此 ,目

前经静脉纳米靶向治疗主要是针对含 MPS 细胞丰富

的肝脾等器官进行 ,随着近年来人们对恶性肿瘤自身

特性的深入研究和纳米技术的进一步发展 ,为纳米靶

向技术对非肝脾器官的恶性肿瘤进行静脉给药行靶

向治疗提供了基础。

目前研究证实 ,随着癌症的发生和发展 ,癌组织

及周围伴有大量的新生毛细血管生成 ,这些新生血管

有极大的通透性 ,它允许 400 ～600 nm 以下的纳米级

微粒透过血管壁而到达癌组织区域 10
,同时 ,又由于

癌细胞膜的通透性较正常细胞大为提高 ,据报道 11 ,

癌细胞较正常细胞的通透性增加 10 倍以上 ,因此 ,如

何阻止进入血内的纳米粒被 MPS 细胞吞噬而使其进

入对纳米粒具有“通透性和吸收性”的癌细胞 ,这成为

抗癌纳米粒对口腔等实体癌行静脉给药靶向治疗的

关键。研究发现 ,MPS细胞对纳米粒具有强大吞噬作

用是通过血中亲脂性的调理蛋白介导的 ,因此目前研

究的策略就是用亲水性长链物质对纳米粒进行表面

修饰 ,制备能逃避 MPS细胞认别吞噬的隐形纳米粒。

本实验用顺铂 (CDDP) 和聚乳酸 - 聚乙二醇共聚物

(PLA- PEG)制备隐形顺铂聚乳酸纳米系统 ,是因为亲

水段 PEG和疏水段 PLA 的溶解度有很大差别 ,在介

质中呈现不同的构象形态 ,因而在反应体系中能够自

组装成具有核 - 壳结构的纳米粒 ,疏水段 PLA 通过

成核聚集形成包裹药物的核 ,亲水段 PEG则包围核

形成修饰在纳米表面的外壳 ,由于该纳米系统表面的

PEG具有亲水性 ,它可以降低纳米粒对亲脂性调理蛋

白的结合力 ,同时 PEG亲水性长链结构具有很好的

柔韧性 ,其柔韧性不仅使纳米粒的空间结构时刻发生

变化而使 MPS细胞难以对其产生有效的识别而难以

吞噬 ,而且亲水性长链的柔韧性在纳米微粒表面形成

的“空间栅栏”作用 ,也能有效地减少体内调理蛋白对

纳米粒的吸附 ,使其修饰后的纳米粒能逃避 MPS 细

胞的认别吞噬而靶向癌细胞。

本实验用 CDDP- PLA- PEG-NP行颊癌地鼠静脉注

射后 ,口腔癌组织内药物浓度值在各时间点均高于

CDDP对照组 ;8 个时间点的靶向指数 ( TI) 和选择性

指数 (SI)均提示 CDDP- PLA- PEG-NP 对口腔癌具有高
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度的靶向性 ;AUC 值是代表组织在某一段时间内吸

收药物程度的量化指标 ,本实验组中癌组织的 AUC

值是对照组的 10136 倍 ,这进一步证实了该隐形顺铂

纳米系统对口腔癌具有高度的靶向性。
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能下调 Tca8113 细胞中端粒酶催化亚基 mRNA 基因

的表达和翻译。端粒酶催化亚基 mRNA 和端粒酶在

Tca8113 细胞、口腔鳞癌中均高表达 ,正常口腔黏膜无

表达7 。由此 ,可以设想 ,诱导细胞凋亡、抑制口腔鳞

癌端粒酶催化亚基表达是 As2O3 作用于 Tca8113 细胞

的机制之一。有几种可能 : ①As2O3 直接抑制 hTERT

基因 ,hTERT下降参与细胞凋亡。②As2O3 通过抑制

细胞凋亡相关基因如 c-myc ,间接下调 hTERT ,因为 c-

myc 能与 hTERT 启动子结合 ,促进 hTERT 转录。③

在一些因素作用下 ,hTERT 下调与凋亡同时发生 ,加

速细胞衰竭 ,死亡 ,这还需进一步研究。

综上所述 ,本研究表明 ,As2O3 能抑制 Tca8113 细

胞增殖 ,诱导其凋亡 ,还能抑制端粒酶催化亚基基因

的转录和翻译。这也为针对端粒酶的肿瘤治疗提供

了实验资料。As2O3 不但能通过诱导细胞凋亡治疗

口腔肿瘤 ,还可作为针对 hTERT治疗肿瘤的药物。
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