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【摘要】 目的 探讨二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向纳米探针的构建方法和理化性质，并

评价对肝癌细胞治疗作用的体外生物学特性及MRI的可行性。方法 利用点击化学反应将含二硫键

的端炔基聚己内酯（alkyne‑SS‑PCL）与端叠氮基透明质酸（HA‑N3）合成透明质酸‑二硫键‑聚己内酯

（HA‑SS‑PCL），再通过透析方法将阿霉素（DOX）及超顺磁性氧化铁（SPIO）包载于HA‑SS‑PCL内核中，

制成透明质酸‑二硫键‑聚己内酯@阿霉素/超顺磁性氧化铁（HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO），测量其粒径、

DOX及SPIO负载率。利用四唑盐比色法（MTT），以碱性磷酸盐（PBS）为对照组，评价HA‑SS‑PCL对人

肝癌细胞 HepG2及正常肝细胞 LO2的安全性，透明质酸‑聚己内酯@阿霉素/超顺磁性氧化铁

（HA‑PCL@DOX/SPIO）及HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO对人肝癌细胞HepG2的细胞毒性。采用免疫荧光及

流式细胞术观察HA‑PCL@DOX/SPIO及HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组人肝癌HepG2细胞表面CD44受体

表达情况。通过体外 MRI成像，以 PBS为对照组，观察 SPIO浓度为 10、20、40、80 μg /ml时，

HA‑PCL@DOX/SPIO及HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO纳米探针T2WI信号强度变化情况。两组间计量资料

的比较采用 t检验，多组间计量资料的比较采用单因素方差分析。结果 成功构建纳米探针

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO，其粒径为（126.9±6.3）nm，呈大小均一的球形结构，该纳米探针对DOX及

SPIO负载率分别为 61.4%、58.7%。MTT试验显示，HA‑SS‑PCL即使在浓度为 500 μg/ml时，HepG2及
LO2细胞存活率仍>80%；当DOX浓度为 10.00 μg/ml时，HA‑PCL@DOX/SPIO组HepG2细胞存活率为

66.6%，HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 组 HepG2 细 胞 存 活 率 为 55.2%。 免 疫 荧 光 及 流 式 细 胞 检 测

HA‑PCL@DOX/SPIO及HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组均具有较强的荧光，后者荧光强度更强，分别为

139.70±8.52、245.06±13.21。体外MRI成像示HA‑PCL@DOX/SPIO及HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO较对照

组其 T2信号强度均有明显下降（F值分别为 613.591、569.234，P均<0.01），后者下降率更为显著。

结论 经二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向纳米探针理化性质优良，在体外细胞水平对人肝癌细

胞HepG2具有较好的靶向性及MRI显像功能。
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【Abstract】 Objective To explore the construction method and physicochemical properties of
disulfide‑bonded hyaluronic acid‑functionalized sodium‑meter probe for hepatocellular carcinoma, and its
biological evaluation in vitro and feasibility of MRI. Methods Synthesis of hyaluronic
acid‑disulfide‑bonded‑poly ε‑caprolactone (HA‑SS‑PCL) by disulfide‑bonded alkynyl‑terminated
polycaprolacton (alkyne‑SS‑PCL) and azido‑terminated hyaluronic acid (HA‑N3) by clicking chemicalreaction, then doxorubicin (DOX) and superparamagnetic iron oxide (SPIO) were encapsulated in
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HA‑SS‑PCL core by dialysis method.HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO was prepared and its particle size,DOX and
SPIO loading rate were measured. With PBS as control group, the safety of HA‑SS‑PCL on human
hepatocellular carcinoma cells HepG2 and normal liver cells LO2 was evaluated by the methylthiazolyltetrazolium (MTT) assay, and the cytotoxicity of HA‑PCL@DOX / SPIO and HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO on
human hepatocellular carcinoma cells HepG2 was evaluated. Immunofluorescence and flow cytometry wereused to observe the expression of CD44 receptor on the surface of HepG2 cells in HA‑PCL@DOX/SPIO andHA‑SS‑PCL@DOX/SPIO groups.Through in vitro MRI, PBS was used as the control group to observe the
changes of T2 signal intensity of HA‑PCL@DOX / SPIO and HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO groups when SPIOconcentration was 10, 20, 40, 80 μg / ml. One way ANOVA test and t test were used. Results
HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO sodium‑meter probes were successfully constructed. The particle size of
HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO was (126.9±6.3) nm,and they were spherical with uniform size. The loading rates of
DOX and SPIO were 61.4% and 58.7%. MTT assay showed that the survival rate of HepG2 and LO2 cells wasmore than 80% even at 500 μg /ml of HA‑SS‑PCL, 66.6% in HA‑PCL@DOX / SPIO group and 55.2% in
HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO group. Immunofluorescence and flow cytometry showed that HA‑PCL@DOX/SPIO
and HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO groups all have strong fluorescence, and the latter has stronger fluorescence
intensity the former fluorescence intensity was 139.70±8.52,less than the latter 245.06±13.21. In vitro MRI
showed that the T2 signal intensity of HA‑PCL@DOX/SPIO and HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO was significantlylower than that of the control group (F values were 613.591 and 569.234,P=0.000), the latter decline rate
was more significant. Conclusion The disulfide‑bonded hyaluronic acid‑functionalized sodium‑meter
probe for hepatocellular carcinoma has excellent physicochemical properties, good targeting and MRI
functions on human hepatoma cell HepG2 at the cellular level in vitro.
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纳米探针越来越多地被用于肿瘤的靶向治疗

中，不仅可以提高肿瘤的治疗效果，还可通过分子

影像手段对其疗效进行早期监测［1］。因此，找到一

种合适的纳米探针对肿瘤的靶向治疗起着至关重

要的作用。优良的纳米探针必须具备良好的生物

安全性、靶向性、亲水性、疏水性及快速释放抗癌药

物的能力［2］。透明质酸（hyaluronic acid，HA）具有

良好的亲水性，并可与人体肿瘤细胞表面的CD44
靶向结合，可用作纳米探针的亲水片段［3］。聚己内

酯（poly ε‑caprolactone，PCL）具有良好的生物安全

性及疏水性，常被用于纳米探针的疏水片段。二硫

键（SS）作为人体内特殊的化学键，当其处于还原性

介质中，则会断裂生成巯基基团［4‑5］。基于以上思

路，笔者试图利用HA的靶向性及亲水性，PCL的疏

水性及二硫键的还原性构建一种高效抗癌载体透

明质酸‑二硫键‑聚己内酯@阿霉素/超顺磁性氧化

铁（HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO），并在体外细胞水平对

其生物学行为及MRI的可行性进行评价。

资料与方法

一、HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO的制备

（一）纳米探针的制备

1. 制 备 含 二 硫 键 的 端 炔 基 聚 己 内 酯

（alkyne‑SS‑PCL）：在干燥的具有磁力搅拌器的玻璃

烧瓶中加入引发剂炔丙基氨基甲酸乙基二巯基乙

胺（0.028 g，0.15 mmol）、ε‑己 内 酯（1.28 g，
11.5 mmol）以及 5 ml无水甲苯。真空下除去约

3.0 ml 甲苯以带走微量水分，后将辛酸亚锡

（0.1 ml，0.1 mol/L甲苯）注入上述反应混合物中，并

将空气与氮气交换3次。将玻璃烧瓶浸入110℃的

油浴中，搅拌以开始聚合。24 h后，将反应混合物

快速冷却至室温，然后用四氢呋喃（tetrahydrofuran，
THF）稀释，将粗产物在过量的石油醚中沉淀。最

后收集沉淀物并在真空中干燥48 h直至恒重（1.24
g，产率95.2%，凝胶渗透色谱Mn为6.4 kDa，聚合物

分散性指数1.26）。
2.合成端叠氮基透明质酸（HA‑N3）：在20 ml、pH

为5.6的醋酸盐缓冲溶液中溶解3.0 g（0.2 mmol）透

明质酸钠，添加1.7 g（20.0 mmol）叠氮丙胺，再加入

1.3 g（20.0 mmol）氰基硼氢化钠，在50℃下连续搅拌

7 d，其间每天添加20 mg氰基硼氢化钠。反应结束后

用透析的方法进行提纯，冷冻干燥得到白色产物2.7
g，产率为91%。由于透明质酸钠不能在二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）中溶解，为了能够进行点

击反应，需要先用盐酸对透明质酸钠进行酸化处理。

3.合成两亲性嵌段聚合物HA‑SS‑PCL：首先将

0.22 g HA‑N3（0.54 mmol）与 0.1 g alkyne‑SS‑PCL溶
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于 10 ml DMSO中，并通入氩气驱走氧气。加入

15 mg CuSO4·5H2O，继续通入氩气 10 min，后加入

30 mg抗坏血酸钠（NaAsc）。然后，将烧瓶在氩气

下密封，并在 40℃的油浴中浸泡 3 d后将反应介质

转移至截留分子量为3.5 kD的透析膜，首先针对乙

二胺四乙酸（EDTA）透析3 d，然后针对纯水透析3 d，
以除去铜和抗坏血酸盐及过量HA‑N3。得到白色

固体的最终产物HA‑SS‑PCL（产量0.146 g，82%）。
4.通过透析方法将疏水性阿霉素（doxorubicin，

DOX）和 超 磁 性 氧 化 铁（superparamagnetic iron
oxide，SPIO）装载到胶束 HA‑SS‑PCL的疏水内核

中：将HA‑SS‑PCL 10 mg、2 mg DOX·HCl、等摩尔量

的三乙胺（TEA）和 1.5 mg SPIO溶解在 2 ml DMSO
中。然后，在温和搅拌下，将去离子水 5 ml缓慢加

入到上述混合溶液中。将混合溶液装进截留分子

量为3.5 kD的透析袋中，在常温下用去离子水透析

24 h，并且每8小时更换透析水以去除DMSO，最后

的透析液用 0.45 μm的针式过滤器过滤，以除去未

包封的DOX与 SPIO。最终形成载有DOX/SPIO的

聚合物胶束HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO。
（二）纳米探针的表征

使用日本Tokyo JEM‑2100F透射电子显微镜测

定HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO纳米探针的尺寸和形态

学图像；采用荧光分光光度法及原子吸收分光光度

计测定HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO纳米探针中的DOX
及SPIO负载率。

二、细胞存活率的检测

采用 3‑（4，5‑二甲基噻唑‑2）‑2，5‑二苯基四氮

唑溴盐比色法（MTT）检测细胞存活率。首先评价

HA‑SS‑PCL纳米探针对人肝癌细胞HepG2及正常

肝细胞 LO2细胞的安全性，其浓度配置成 10、25、
50、100、250、500 μg/ml。将对数生长期的人肝癌

细胞HepG2及正常肝细胞LO2按1×104个/孔分别接

种于 96孔板中。以碱性磷酸盐（PBS）组处理的细

胞作为对照组，在 96孔培养板中加入上述浓度样

品，常温孵育48 h后，加入检测液，继续孵化4 h后，

采用酶标仪读板，读取吸光度（A）值，计算细胞存活

率。细胞存活率＝（实验组A值/对照组A值）×100%。然

后 再 评 价 HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 及

HA‑PCL@DOX/SPIO纳米探针对人肝癌细胞HepG2
的细胞毒性，将其配置成 DOX浓度分别为 0.25、
0.50、1.00、2.50、5.00及 10.00 μg/ml，以 PBS组处理

的细胞作为对照组，计算细胞存活率。实验均重复

3次，每浓度设3复孔，取其平均值。

三、二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向纳米

探针的体外结合实验

1.免疫荧光定性检测人肝癌细胞HepG2对纳

米微粒的吸收：采用 4’，6‑二脒基‑2‑苯基吲哚

（DAPI）染色检查HepG2对HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO
和HA‑PCL@DOX/SPIO纳米微粒的吸收情况，DOX
浓度为10.00 μg/ml。将对数期HepG2细胞按1×106
个/孔接种12孔板中，加入配好的培养液200 μl，与
HepG2细胞共孵育4 h。PBS冲洗3次，每孔加入4%
的多聚甲醛溶液0.5 ml，37℃下固定10 min，吸除固

定液，用PBS冲洗 3次，每孔加入 1 ml的DAPI染液

（终浓度为 1×10-3 μg/ml）对细胞核染色，2 min后，

通过倒置荧光显微镜观察各组荧光强度并拍照。

实验重复3次，每组设3复孔。

2.流式细胞术定量检测人肝癌细胞HepG2对
纳米微粒的吸收：将对数期HepG2细胞按 1×106细
胞/孔接种12孔板中，以PBS处理的细胞为对照组，

然 后 按 分 组 加 入 HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 及

HA‑PCL@DOX/SPIO溶液 200 μl，溶液配成DOX浓

度为10 μg/ml，与HepG2细胞共孵育4 h。PBS清洗

3次，每孔加入 2 ml 0.25%的胰酶消化 3 min，收集

细胞溶液（1 000 转/min，5 min），弃上清，重悬于

1 ml PBS中。测量各组几何平均荧光强度。实验

重复3次，每浓度设3复孔，取其平均值。

3.体外 MR成像：采用德国 Siemens Erlangen
Verio 3.0 T MR 扫 描 仪 及 表 面 线 圈 对

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO及 HA‑PCL@DOX/SPIO溶

液进行 T2 Map扫描，测定 T2信号强度，将其配成

SPIO浓度为 10、20、40、80 μg/ml。将对数期HepG2
细胞1×106个/孔接种12孔板中，以PBS处理的细胞

为对照组，按分组加入HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO及

HA‑PCL@DOX/SPIO溶液 200 μl，与HepG2细胞共

孵育 2 h，PBS清洗 3次，加入 0.25%的胰酶消化

3 min，收集细胞溶液（1 000转/min，5 min），弃上清，

重悬于2 ml PBS中，取1.5 ml于Ep管行MRI扫描，测

定其T2信号的强弱。实验重复3次，每组设3复孔。

扫描采用SE序列，TE 80 ms，TR 1 000 ms，反转

角 150°，层厚 3 mm，矩阵 444×448。体素 0.5 mm×
0.5 mm×3.0 mm，获取5幅T2WI结构性原始图及1幅
T2Map图后，在T2Map图上测量Ep管轴面每个ROI
的T2信号强度，每个ROI测量3次，取平均值。

四、统计学分析

应用SPSS 24.0统计软件包。Kolmogorov‑Smirnov
对计量资料进行正态性检验，符合正态分布的资料
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用 x̄ ± s表示。两组间计量资料的比较采用 t检验，

多组间计量资料的比较采用单因素方差分析，组内

两两比较采用LSD（方差齐性）或TambaneT2（方差

不齐）法。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向纳米

探针的构建与表征

二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向纳米探针

构建成功。透射电镜下显示其平均粒径为（126.9±
6.3）nm，呈大小均一的球形结构（图1）。该纳米探针

对DOX及SPIO负载率分别为61.4%、58.7%。

二、细胞存活率

1. HA‑SS‑PCL 纳 米 探 针 安 全 性 评 价 ：

HA‑SS‑PCL纳米探针浓度从 10 μg /ml逐渐增至

500 μg/ml时，肝癌细胞HepG2及正常肝细胞LO2的
生存率均维持在 80% 以上，说明该纳米探针

HA‑SS‑PCL对正常肝细胞及肝癌细胞的杀伤力较

小，安全性较高，可用于接下来的实验研究（图2）。
2.HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO纳米探针的细胞毒

性：随着DOX浓度的升高，HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO
及HA‑PCL@DOX/SPIO对人肝癌细胞HepG2杀伤力

逐渐增强，前者更为明显（图 3）。t
检验结果显示，当 DOX 浓度为

0.25、0.50、1.00、2.50、5.00 μg/ml时，

与 HA‑PCL@DOX / SPIO 相 比 ，

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO对肝癌细胞

HepG2杀伤作用差异无统计学意义

（P 均 >0.05）。 当 DOX 浓 度 为

10.00 μg/ml，与HA‑PCL@DOX/SPIO
相 比 ，HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 对

HepG2人肝癌细胞杀伤作用差异有

统计学意义（t=-6.249，P=0.000），前
者下降率为 66.6%，后者下降率

为 55.2%。因此，在后续细胞实

验 研 究 中，将 DOX 浓度设定为

10.00 μg/ml。
三、HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO纳

米探针的体外结合实验

1. 免 疫 荧 光 成 像 ：

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 及

HA‑PCL@DOX/SPIO纳米探针与肝

癌细胞HepG2共孵育 4 h后，细胞膜

及细胞质均具有较多的阳性荧光染色，前者更为显

著，提示经二硫键优化的HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO
纳米探针作为抗癌药物载体对肝癌细胞HepG2具
有更好的靶向结合作用（图4，5）。

2. 流 式 细 胞 检 测 结 果 ：对 照 组 、

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO及 HA‑PCL@DOX/SPIO纳

米胶束组平均几何荧光强度分别为 65.24±26.04、
245.06±13.21、139.70±8.52，各组间荧光强度的差

异有统计学意义（F=79.409，P=0.000），其中两两比

较 的 差 异 均 有 统 计 学 意 义（P 均 <0.01），

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 组 荧 光 强 度 最 强 ，

图2 为肝癌细胞HepG2及正常肝细胞LO2与透明质酸‑二硫键‑聚己内酯（HA‑SS‑PCL）纳
米颗粒孵育48 h后的细胞存活率情况。即使在HA‑SS‑PCL浓度很高（500 μg/ml）时，其细

胞存活率仍>80% 图 3 为HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO、透明质酸‑聚己内酯@阿霉素/超
顺磁性氧化铁（HA‑PCL@DOX/SPIO）与HepG2孵育48 h后的细胞存活率情况。随着阿霉

素（DOX）浓度增高，细胞存活率逐渐下降，HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组下降更为明显

图4，5 为HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO、HA‑PCL@DOX/SPIO与肝癌细胞HepG2共孵育4 h后
的荧光图（×100）。HepG2细胞膜及细胞质中均具有较多的阳性荧光染色，前者更为显著

图 1 电子显微镜下显示透明质酸‑二
硫键‑聚己内酯@阿霉素/超顺磁性氧化

铁（HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO）纳米颗粒

粒径为 126.9 nm，大小均一，呈球形（×
50 000）
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HA‑PCL@DOX/SPIO组次之。

3. 体 外 细 胞 MRI 成 像 ：无 论 是

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO还是 HA‑PCL@DOX/ SPIO
组，与肝癌细胞HepG2共同孵育2 h后，与对照组比

较，T2信号强度差异均有统计学意义（F值分别为

613.591、569.234，P均<0.01）；另外，同一SPIO浓度

下，HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 组的 T2 信号强度较

HA‑PCL@DOX/SPIO组下降更为明显（表1）。随着

SPIO浓度的增加，无论是HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO
还是HA‑PCL@DOX/SPIO组与HepG2共同孵育 2 h
后 ，其 T2 信 号 强 度 呈 逐 渐 下 降 趋 势 ，

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组下降更为明显（图6）。

讨 论

一、二硫键优化透明质酸介导的纳米探针主动

靶向性及高效抗癌性

靶向投递系统是近年来肿瘤药物治疗的研究

热点，利用受体和配体结合的特异性，可实现对肿

瘤的靶向监测和治疗。既往研究制备的纳米探针

载体功能多数较单一，仅涉及靶向性研究，在靶向

性基础上，如何进一步提高其对抗癌药物的释放，

发挥其高效抗癌性涉及较少［6］。透明质酸广泛存

在于结缔组织中［7］，可与许多上皮来源的肿瘤细胞

表面的CD44受体特异性结合，同时可作为是纳米

探针的亲水段，对其进行修饰，实现在体内的“隐

身”和长循环［8］。二硫键在细胞外介质及体液循环

中能够稳定存在，当进入肿瘤细胞内则会发生断

裂［9‑10］。因此，笔者尝试利用纳米制备技术，将HA
负载在纳米探针的亲水性外壳上，利用二硫键连

接，制备一种二硫键优化透明质酸介导的肝癌靶向

纳米探针，以期提高纳米探针作为载体的高效抗

药性。

本研究中，笔者采用高效温和的点击化学反应

成功制备由二硫键链接的透明质酸/聚己内酯两亲

性嵌段聚合物。以该嵌段聚合物为载体，通过透析

法同时包载疏水性的肿瘤药物阿霉素及MR成像

对比剂 SPIO，得到二硫键优化透明质酸介导的肝

癌靶向纳米探针。其粒径为126.9 nm，呈大小均一

的球形结构，对DOX及SPIO负载率分别为61.4%、

58.7%，表明该纳米探针作为载体具有较好的物理

稳定性及发挥高效抗癌的可行性。细胞毒性实验

进一步显示未载药纳米探针HA‑SS‑PCL即使较高

浓度下，细胞存活率均维持在80%以上，具有较好

的 生 物 安 全 性 及 相 容 性 。 载 药 纳 米 探 针

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO，当 DOX 浓 度 达 到

10.00 μg/ml时，HepG2细胞的存活率在 50%以下，

其 细 胞 生 存 率 明 显 低 于

HA‑PCL@DOX/SPIO，表明经二硫键优化

的纳米探针在体外细胞水平具有更高效

的 抗 癌 性 。 笔 者 将

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO、
HA‑PCL@DOX/SPIO分别与人肝癌细胞

HepG2孵育 4 h后，通过免疫荧光法、流式

细胞检测从体外细胞水平验证了经二硫

键 优 化 透 明 质 酸 介 导 的 纳 米 探 针

HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO 对人肝癌细胞

HepG2细胞具有更好的靶向性。

二、二硫键优化透明质酸介导的纳米

探针MRI的可行性

图 6 为 透 明 质 酸‑二 硫 键‑聚 己 内 酯 @ 阿 霉 素/超 顺 磁 性 氧 化 铁

（HA‑SS‑PCL@DOX / SPIO）、透明质酸‑聚己内酯@阿霉素/超顺磁性氧化铁

（HA‑PCL@DOX/SPIO）纳米探针与肝癌细胞HepG2共同孵育 2 h后体外MRI图
像。随着超顺磁性氧化铁（SPIO）浓度的增加，无论是HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO还

是HA‑PCL@DOX/SPIO组的T2信号强度呈逐渐下降趋势，HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO
组下降更明显

表1 各组纳米探针T2信号强度及下降率的

比较结果（n=9）
组别

对照组

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组

SPIO为10 μg/ml
SPIO为20 μg/ml
SPIO为40 μg/ml
SPIO为80 μg/ml

HA‑PCL@DOX/SPIO组

SPIO为10 μg/ml
SPIO为20 μg/ml
SPIO为40 μg/ml
SPIO为80 μg/ml

T2信号强度
（x̄ ± s）

915.33±10.21

772.33±15.19
545.78±4.46
459.56±5.78
341.22±7.53

803.78±6.04
615.33±12.95
497.00±6.29
370.22±9.15

T2信号强度下
降率（%）

—

15.6
40.3
49.7
62.7

12.1
32.8
45.7
59.6

注：HA：透明质酸；PCL：聚己内酯；DOX：阿霉素；SPIO：超顺磁

性氧化铁；SS：二硫键；—：无数据
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纳米探针作为抗癌药物载体，如何对其疗效进

行早期监测是研究关注的焦点［11］。MRI多采用的

对比剂是Gd‑DTPA，能缩短组织的T1弛豫时间，对

T2弛豫时间的影响较小，由于Gd3+的毒副作用，影

响了其应用。SPIO作为一种MRI阴性对比剂，可

显著缩短T2弛豫时间，对T1时间影响甚微，且SPIO
颗粒小、穿透力强，弛豫率为同样条件下Gd3+的 7~
10倍，同时具有生物可降解性，近年来引起广泛关

注［12］。然而，SPIO在体内的分布具有明显的特异

性，在到达肿瘤细胞之前容易被网状内皮系统的巨

噬细胞吞噬。因此，笔者试图利用透析方法将

SPIO包载于HA‑SS‑PCL的内部，从而避开巨噬细

胞的吞噬，到达肿瘤细胞内。本研究中以PBS为对

照 ，通 过 体 外 细 胞 MRI 分 别 评 价 了

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO及 HA‑PCL@DOX/SPIO成

像的可行性，结果显示，HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO及

HA‑PCL@DOX/SPIO较对照组其 T2信号强度均有

明 显 下 降 ， 同 等 SPIO 浓 度 下

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO组其 T2信号强度下降更为

明显，提示经二硫键优化透明质酸介导的纳米探针

HA‑SS‑PCL@DOX/SPIO对人肝癌细胞HepG2细胞

具有更好的靶向性及MRI的可行性。

综上所述，经二硫键优化的透明质酸介导的纳

米探针具有良好的理化性质，在体外细胞实验中对

人肝癌细胞HepG2有较好的靶向标记作用及MR显

像功能。然而，本研究仍停留在体外细胞实验的基

础上，未对纳米微粒最佳给药浓度进行测定，纳米

微粒尺寸的控制还不够理想，这是本研究的不足之

处。笔者将在后续实验中不断完善改进上述不足，

体内动物实验是课题组的下一步计划。
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