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 摘要      为达到鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)的靶向化疗, 该研究通过酰胺化反应和配

位偶联技术制备叶酸(folic acid, FA)分子靶向载顺铂(cisplatin, CDDP)羧甲基-β-环糊精(carboxymethyl-
β-cyclodextrin, CM-β-CD)纳米复合物(FA-CM-β-CD-CDDP), 采用邻苯二胺(o-phenylenediamine, OPDA)
比色法检测复合物中CDDP含量, 紫外分光光谱检测FA含量, 透射电镜观察复合物形态, 激光粒度

仪测定复合物粒径大小。荧光显微镜观察NPC叶酸受体(folate receptor, FR)阳性HNE-1细胞及FR
阴性CNE-2细胞对偶联FITC的复合物的吞噬及OPDA比色法检测细胞内CDDP的浓度。通过MTT
法、集落形成实验和流式细胞术检测复合物对HNE-1细胞增殖能力和凋亡的影响。研究结果显

示, 复合物中偶联的FA和CDDP浓度分别为340 µg/mL和2 mg/mL, CDDP包封率达20.00%, 复合物

粒径均匀且大小为157.8 nm。HNE-1细胞内见较多FITC, 细胞内CDDP浓度为6.24 ng/mL, 而CNE-2
细胞内FITC较少, 细胞内CDDP浓度仅约2.01 ng/mL。HNE-1生长抑制率在24 h明显高于对照组

(CM-β-CD-CDDP), 其IC50(4.80 µg/mL)明显低于对照组(6.97 µg/mL), 但当所载的CDDP终浓度达到

16.00 µg/mL时, 两组抑制率均达到80%以上; 作用48 h两组抑制率无明显差异。在24 h, 当复合物的

CDDP终浓度为1.00 µg/mL时, HNE-1的集落形成率为33.21%, 明显低于对照组(52.27%)。当复合物

的CDDP终浓度为0.25 µg/mL和1.00 µg/mL时, HNE-1的凋亡率分别达12.65%和22.35%, 明显高于

对照组(6.91%和14.21%)。研究结果表明, 成功构建的FA-CM-β-CD-CDDP纳米复合物能够靶向抑

制FR阳性的NPC细胞增殖并促进其凋亡。
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鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)是中国

南方最常见的头颈部恶性肿瘤, 一直以来, 放射治疗

是NPC的首选治疗手段。尽管放疗设备和技术不断

地更新, 晚期NPC单纯放疗的平均5年生存率仍低于

40%。近年来化疗的作用已越来越被重视, 特别是

以顺铂(cisplatin, CDDP)为主的诱导化疗和同期放

化疗在NPC的治疗中已显示出重要的作用[1]。但目

前临床使用的CDDP化疗都是非靶向性的, 如何达

到更安全有效的靶向治疗是提高化疗疗效中急需解

决的技术难题。

我们课题组前期研究发现, 叶酸受体(folate 
receptor, FR)在人NPC组织和HNE-1细胞中高表达, 并
随NPC临床分期进展增加, 而在正常组织不表达[2], 
FR已经成为恶性肿瘤的分子靶点之一[3]。羧甲基-β-
环 糊 精(carboxymethyl-β-cyclodextri, CM-β-CD)具
有腔内疏水、腔外亲水的两亲性特点, 且有良好的

生物相容性。其腔内可包合疏水化疗药物, 表面羧

基可取代CDDP的氯(-Cl)并与叶酸(folic acid, FA)分
子氨基偶联, 利用FR与其配体高效、特异的结合能

力能实现对肿瘤细胞的主动靶向化疗。本研究构

建了FA分子靶向载CDDP的复合物(FA-CM-β-CD-
CDDP), 并以FR表达阳性的NPC细胞株HNE-1为研

究对象, 观察该复合物治疗NPC的体外疗效, 现将结

果报道如下。

1   材料与方法
1.1   试剂及仪器

人NPC HNE-1、CNE-2细胞由本实验室保存。

细胞培养板、微孔滤过膜(美国Corning公司)。无叶

酸RPMI-1640培养液(美国GIBCO公司)。CDDP(山
东齐鲁制药厂)。β-CD(国药集团化学试剂有限公

司)。FITC(上海生工生物工程有限公司)。SDS细胞

裂解液(上海碧云天生物技术有限公司)。Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒(美国eBioscience公

   

Abstract       In order to achieve targeted chemotherapy for NPC, FA-CM-β-CD-CDDP nanocomposites 
was prepared by amidation reaction and ligand coupling technology in this research. The concentration of CDDP, 
concentration of FA, morphology and particle size of nanocomposites were detected by OPDA colourimetry, UV 
spectroscopy, transmission electron microscopy and laser particle detector, respectively. The phagocytic effects 
of NPC FR expressing positive HNE-1 cells and FR expressing negative CNE-2 cells on FA-CM-β-CD-CDDP 
coupling with FITC were observed using fluorescence microscope and the concentration of CDDP in cells was 
detected by OPDA colourimetry. The effects of nanocomposites on HNE-1 cells proliferation and apoptosis were 
measured with MTT, colony forming experiment and flow cytometry. Results showed that concentration of FA and 
CDDP coupled with nanocomposites were 340 µg/mL and 2 mg/mL, respectively, and the encapsulation efficiency 
of CDDP was 20.00%. FA-CM-β-CD-CDDP nanocomposites was in uniform dispersion, and its average particle 
size was 157.8 nm. More FITC was seen in HNE-1 cells, concentration of CDDP in cells was 6.24 ng/mL, but less 
FITC was seen in CNE-2 cells, and concentration of CDDP in cells was only 2.01 ng/mL. The growth inhibiting ratio 
of HNE-1 cells in FA-CM-β-CD-CDDP group was significantly increased compared to control group (CM-β-CD-
CDDP) after cells were treated for 24 h. IC50 (4.80 µg/mL) of CDDP in FA-CM-β-CD-CDDP group was significantly 
decreased compared to control group (6.97 µg/mL). Cell growth inhibition rate of the two groups all were above 
80% when the final concentration of CDDP of the two kinds of nanocomposites reached 16.00 μg/mL, and cell 
growth inhibition rate of the two groups had no significant difference after 48 h. Colony forming rate (33.21%) of 
HNE-1 cells in FA-CM-β-CD-CDDP group was significantly lower than that of control group (52.27%) when the 
final concentration of CDDP in two groups were 1.00 µg/mL, and apoptosis rates of HNE-1 cells in FA-CM-β-CD-
CDDP group (12.65% and 22.35%, respectively) were significantly higher than that of control group (6.91% and 
14.21%, respectively) when the final concentration of CDDP both were 0.25 µg/mL and 1.00 μg/mL respectively 
after cells were treated for 24 h. The results showed that constructed FA-CM-β-CD-CDDP nanocomposites can 
targeted to inhibit FR expressing positive NPC cells proliferation and promote their apoptosis.

Key  words       folic acid; molecular targeted; nanocomposites; nasopharyngeal carcinoma; CDDP



62 · 研究论文 ·

司)。TGL-16G高速离心机(中国上海安亭科学仪

器厂)、UVIKON923紫外–可见光分光光度计(美国

BIO-TEK公司)、 台式微量离心机(美国Beckman公
司)。BIORAD3550酶联免疫吸附仪(美国Bio-Rad公
司)、FACSCalibur流式细胞仪(美国BD公司)。JEM-
100CXⅡ型透射电子显微镜和Brookhaven ZetaPlus
激光粒度散射仪(暨南大学测试中心)。
1.2   方法

1.2.1   FA-CM-β-CD-CDDP复合物制备      (1)CM-
β-CD的合成: 将一氯乙酸修饰β-CD羟基得到 CM-β-
CD。按已有的文献步骤[4], 称取一氯乙酸6.8 g, 用少量

水溶解后, 加入30%的NaOH溶液15 mL, 再加入β-CD 
11.35 g使之形成混悬液, 在电磁搅拌下, 在5 h内加入

30% NaOH溶液7.5 mL。反应持续10~12 h。将反应

液用盐酸调节pH至5~6, 再加入甲醇120 mL, 产生大

量沉淀, 抽滤。用蒸馏水30 mL重新溶解滤渣, 再加

入甲醇200 mL, 将产物沉淀, 抽滤。用少量水溶解滤

渣后冷冻干燥, 得白色粉末状CM-β-CD。1H NMR 
(300 MHz, D2O): δ (ppm) 4.90 (s, 7H, OCH(CH)O), 
4.20 (s, 8H, OCH2COOH), 3.95 (s, 7H, OCH(CH)
CH2OH), 3.60-3.80 (m, 14H, CHCH(CH)OH), 3.50 
(m, 14H, CHCH2O), 2.85 (s, 7H, OCH(CH)CH)。(2)
FA-CM-β-CD的合成: 将1.2 g CM-β-CD溶解于15 mL
二甲基亚砜(DMSO)中, 然后再加入0.88 g FA, 待样

品完全溶解。向体系中加入0.42 g二环己基碳二亚

胺(DCC)和0.23 g N-羟基琥珀酰亚胺(NHS), 在室温

条件下CM-β-CD的侧链羧基与靶分子FA的氨基进

行酰胺化反应24 h。反应结束后将偶联产物透析, 每
12 h换水, 透析3 d后, 过滤。将所得滤液冷冻干燥, 即
得FA-CM-β-CD共聚物。将1 g FA-CM-β-CD与10 mg
绿色荧光素(FITC)共同溶解于20 mL水溶液中, 避
光, 4 °C反应12 h后, 避光透析3 d。将透析液冷冻

干燥, 得到FITC修饰的FA-CM-β-CD。(3)FA-CM-β-
CD-CDDP复合物制备: 将0.1 g FA-CM-β-CD溶解于

1 mL水中, 再加入10 mg CDDP, 充分摇匀后放置于

恒温摇床上24 h, 温度37 °C, 85~90 r/min。将反应

后溶液用超纯水透析48 h后冷冻干燥保存。同时将

FA-CM-β-CD-CDDP冻干物溶解于1 mL水中为下一

步实验备用。

1.2.2   FA-CM-β-CD-CDDP复合物表征      紫外分析

该纳米复合物FA成分及浓度: 由于FA分子中含高度

共轭的苯环结构, 在363 nm处存在特征性的强吸收

峰, 利用这个特点可采用紫外分光光度计法分析物

质中FA成分及测定含量[5], 以吸光度值为横坐标, FA
浓度为纵坐标, 根据不同浓度的FA和相对应的紫外

吸光度绘制标准曲线。根据标准曲线, 以稀释10倍
后的FA-CM-β-CD-CDDP复合物所测得的吸光度值

计算出FA浓度。

透射电镜观察复合物粒径外形: 将制备的FA-
CM-β-CD-CDDP悬液用双蒸水稀释至合适浓度超声

振荡(200 W, 3 min)后滴至专用覆膜铜网上, 常温干

燥后在透射电子显微镜下观察并拍摄照片。

激光粒度仪测定其粒径大小: 将FA-CM-β-CD-
CDDP悬液用双蒸水稀释超声振荡, 采用激光粒度

散射仪(选择632 nm的发射光源, 散射角为90度)测
定水动力学粒径。

采用邻苯二胺(OPDA)比色法测定复合物所载

CDDP含量: 将FA-CM-β-CD-CDDP冻干后精确称重, 
蒸馏水稀释、容量瓶定容后以分光光度计法测定

703 nm波长下复合物所载CDDP浓度[6-7], 计算包封

率, 包封率(%)=CDDP含量/CDDP总量×100%。并将

溶液稀释到CDDP浓度为100 µg/mL, 用于下一步的

体外实验。

1.2.3   FA-CM-β-CD-DOC包合物体外FA靶向性观

察      FA靶向吞噬实验: FR表达阳性的HNE-1细胞

和阴性的CNE-2细胞在无FA RPMI-1640全培养基贴

壁生长24 h后, 与无FA RPMI-1640稀释的偶联FITC
的FA-CM-β-CD-CDDP复合物共培养2 h(CDDP终
浓度2.00 µg/mL), PBS洗涤后在荧光显微镜下观察

细胞内的FITC。6孔培养板上生长的上述细胞用冰

PBS清洗3次, 每孔加入100 µL SDS细胞裂解液, 37 °C裂
解细胞30 min, 收集裂解溶液放入微管, 涡旋10 min, 
4 000 r/min离心5 min后, 取上清液采用OPDA比色

法测定细胞内吞噬的CDDP浓度。

1.2.4   FA-CM-β-CD-CDDP复合物对HNE-1的体外

抑制实验      采用噻唑蓝比色实验(即MTT法)检测

作用前后细胞增殖能力: 将HNE-1细胞用无叶酸

RPMI-1640全培养基在96孔板培养, 培养体系100 µL。
分为对照组、调零孔组(仅有培养基)、FA-CM-β-
CD组、实验对照组CM-β-CD-CDDP及实验组FA-
CM-β-CD-CDDP, CDDP的终浓度均依次为: 0.25, 
0.50, 1.00, 2.00, 4.00, 8.00, 16.00 µg/mL。分别作用

24 h和48 h。每孔加入MTT(5 mg/mL) 20 µL继续培

养4 h, 倾去培养液加入DMSO 150 µL, 震荡摇匀于
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酶标仪上测490 nm波长处的吸光度(D490)。计算复

合物对HNE-1细胞生长的抑制率: 抑制率=(对照组

调零后D490–实验组调零后D490)/对照组调零后D490。

集落形成实验: 收集处于指数生长期的HNE-1
细胞, 接种于培养皿, 细胞贴壁24 h后, 分组同上, 
CM-β-CD-CDDP及FA-CM-β-CD-CDDP的CDDP浓
度均为1.00 µg/mL, 于培养箱孵育24 h, 消化收集细

胞, 然后每组细胞进行稀释重新接种到6孔板培养皿

中。每个培养皿接种的细胞数如下: 空白对照组100
个, FA-CM-β-CD组100个, CM-β-CD-CDDP组和FA-
CM-β-CD-CDDP组各200个。置细胞于培养箱中培

养, 2周后计数克隆。计数方法: 吸出培养液, 用结晶

紫染色, 在低倍显微镜下计数细胞数大于50个的集

落数, 求出细胞集落形成率, 集落形成率(%)=(集落

数/接种细胞数)×100%。

流式细胞仪检测细胞凋亡: 分组同上, CDDP终
浓度分别为0.25 µg/mL、1.00 µg/mL, 细胞分别作

用24 h后用不含EDTA的胰酶消化收集, 用PBS洗涤

细胞; 加入200 µL Binding Buffer(1×)悬浮细胞, 细
胞密度为(2~5)×105/mL; 加入5 µL Annexin V-FITC
到195 µL细胞悬液中混合, 在室温下孵育10 min; 
用200 µL Binding Buffer(1×)洗涤细胞, 加入190 µL 
Binding Buffer(1×)悬浮细胞; 加入10 µL Propidium 
Iodide(碘化丙啶, 20 µg/mL)混匀行FACS分析细胞凋

亡。

1.3   统计学分析

采用SPSS 11.5统计软件对数据分析, 两组样本

均数比较采用独立样本的t检验, 多个样本均数两两

比较采用单因素方差分析(One-way ANOVA), 表示

为x
_
±s, P<0.05为差异显著。

2   结果
2.1   FA-CM-β-CD-CDDP复合物的表征

为证实成功得到FA修饰的CM-β-CD, 我们利用

紫外–可见吸收光谱对产物进行了表征, 结果如图1
所示, 未被FA修饰的CM-β-CD在210~600 nm波长范

围内无特征吸收峰; 修饰连接上FA后, 所得FA-CM-
β-CD在365、280和255 nm处出现了FA的特征吸收

峰, 说明FA已成功偶连到CM-β-CD上。

为得到FA-CM-β-CD中FA的含量, 利用紫外–可
见吸收光谱测定其标准曲线, 在2.5~100 µg/mL范围内

FA的含量与OD值有良好的线性关系, 回归公式Y(FA

浓度)=112.08X(D值)–0.3832(R2=0.999 6)。按此公式

测得该化合物中 FA的浓度为340.00±0.08 µg/mL。

FA-CM-β-CD-CDDP复合物的粒径形态: 电镜

观察纳米复合物颗粒呈球形, 分散均匀(图2)。
激光粒度仪测定其粒径大小: 平均水动力学粒

径为157.8±8.9 nm(图3)。
按照OPDA比色法测定CDDP含量: CDDP含

量和吸光度有良好线性关系, 回归公式Y(CDDP浓
度)=0.112 9X(吸光度)–0.187 1; R2=0.986 1。按此

方法和公式测定计算得到该复合物所载CDDP含
量为: 2.00±0.52 mg/mL, 复合物中CDDP包封率为: 
20.00%±2.37%。

制备的FA-CM-β-CD-CDDP复合物在常温下静

置, 液体无浑浊, 外观流动性佳, 连续观察3个月未发

现颗粒沉淀。

2.2   FA-CM-β-CD-CDDP复合物体外FA靶向性

观察

HNE-1细 胞 和CNE-2细 胞 分 别 与FA-CM-β-
CD-CDDP复 合 物(CDDP终 浓 度2.00 µg/mL)共 培

FA-CM-β-CD

CM-β-CD

图1   FA-CM-β-CD紫外光谱图

Fig.1  Ultraviolet spectrum graphics of FA-CM-β-CD

图2   FA-CM-β-CD-CDDP纳米复合物透射电镜

Fig.2   TEM of FA-CM-β-CD-CDDP nanocomposites
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养2 h后, 显微镜下观察可见, HNE-1细胞内有较多

FITC(图4A和图4B)。而CNE-2细胞内的FITC很少(图
4C和图4D)。

OPDA比色法测定HNE-1细胞内吞噬的CDDP
浓度为6.24±1.10 ng/mL, 明显高于CNE-2细胞内吞

噬的CDDP(浓度为2.01±0.65 ng/mL)(P<0.05)。
2.3   FA-CM-β-CD-CDDP复合物对HNE-1细胞的

体外抑制实验

MTT实验结果显示, 终浓度为40, 80, 160, 320 µg/mL

的FA-CM-β-CD载体与HNE-1细胞作用24 h后, 细
胞 抑 制 率 分 别 为: 0.16%±0.04%、0.25%±0.02%、

0.32%±0.09%、1.07%±0.03%。作用48 h后, 细胞抑

制率分别为: 0.23%±0.32%、0.49%±0.13%、1.66%± 
0.04%、3.03%±2.11%。实验组与空白对照组相比

较, 差别无显著性(P>0.05)。不同药物浓度的FA-CM-
β-CD-CDDP复合物与HNE-1细胞共培养24 h, 抑制效

果明显强于CM-β-CD-CDDP复合物, 但当复合物所

载CDDP终浓度达到16.00 µg/mL时, 两组抑制率均

达到80%以上, 无明显差异。随着共培养时间延长

至48 h, 两种包合物的细胞抑制率均增强, 但组间差

距缩小, FA-CM-β-CD-CDDP的抑制作用略高于CM-
β-CD-CDDP, 细胞抑制率无明显差异(P>0.05)(表1和
图5)。

FA-CM-β-CD-CDDP组24 h的IC50(4.80±0.42) µg/mL低
于 CM-β-CD-CDDP组 的IC50值(6.97±0.59) µg/mL(P<0.05)。
但48 h两组IC50值接近[分别为(1.59±0.31) µg/mL, 
(1.61±0.25) µg/mL], 差异无统计学意义(P>0.05)。

细胞集落形成实验显示, 空白对照组和FA-CM-
β-CD(320 µg/mL)载体组细胞集落形成率分别为

A: HNE-1细胞普通光显微镜图; B: HNE-1细胞对应荧光显微镜图; C: CNE-2细胞普通光显微镜图; D: CNE-2细胞对应荧光显微镜图。

A: HNE-1 cells picture under ordinary optical microscope; B: HNE-1 cells corresponding picture under fluorescence microscope; C: CNE-2 cells 
picture under ordinary optical microscope; D: CNE-2 cells corresponding picture under fluorescence microscope.

图4   体外细胞吞噬(200×)
Fig.4   Cell phagocytosis in vitro (200×)

(A)

(C) (D)

(B)

图3   FA-CM-β-CD-CDDP纳米复合物粒径

Fig.3   Particle size of FA-CM-β-CD-CDDP nanocomposites 
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表1   复合物对HNE-1细胞的抑制率

Table 1  Inhibition rate of compounds on HNE-1 cell growth

*P<0.05, 与24 h CM-β-CD-CDDP组比较。

*P<0.05 compared with CM-β-CD-CDDP group (24 h). 

载CDDP浓度(μg/mL)
Concentration of loading CDDP (µg/mL)

CM-β-CD-CDDP (%) FA-CM-β-CD-CDDP (%)
24 h 48 h  24 h 48 h

0.25   8.52±0.76 14.75±1.42  14.65±1.34* 17.82±3.51 
0.50 15.95±1.83 23.47±0.53  21.34±0.73* 25.56±4.72
1.00 17.80±2.84 45.23±0.89  28.95±3.31* 47.07±5.42 
2.00 23.26±0.85 53.39±3.26  36.28±2.40* 55.18±1.45
4.00 36.68±4.62 67.57±4.23  49.81±5.66* 68.10±1.59
8.00 58.83±4.56 78.60±4.00   69.48±4.58* 80.62±5.03
16.00 82.72±0.90 93.55±0.51   85.72±2.44 92.41±1.27      

图5   复合物对HNE-1细胞生长的抑制作用

Fig.5   Effects of compounds on HNE-1 cell growth

(70.38%±4.34%和68.79%±5.01%), 两组无显著性差异

(P>0.05)。当载CDDP终浓度为1.00 µg/mL, FA-CM-
β-CD-CDDP组细胞集落形成率为33.21%±4.28%, 低
于CM-β-CD-CDDP组(52.27%±6.01%)(P<0.05), 两组

细胞集落形成率均低于空白对照组和FA-CM-β-CD
载体组(P<0.05)。FA-CM-β-CD-CDDP组的集落形

成率最小(图6)。           

流式细胞仪检测结果显示, 空白对照组和FA-
CM-β-CD载体组凋亡率及死亡率无显著性差异

(P>0.05)。当载CDDP终浓度分别为0.25 µg/mL和
1.00 µg/mL, CM-β-CD-CDDP组和FA-CM-β-CD-CDDP

A: 空白对照组; B: FA-CM-β-CD (320 µg/mL); C: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL); D: FA-CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL)。
A: control group; B: FA-CM-β-CD (320 µg/mL); C: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL); D: FA-CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL).

图6   细胞集落

Fig.6   Cell colony
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组凋亡率和死亡率均随药物浓度增加而增加, FA-
CM-β-CD-CDDP组凋亡率分别为12.65%±1.43%和

22.35%±2.52%, 高于相应浓度的CM-β-CD-CDDP组

凋 亡 率(6.91%±0.32%和14.21%±1.02%)(P<0.05), 两

组凋亡率均高于空白对照组和FA-CM-β-CD载体组

(P<0.05)(图7)。

A: 空白对照; B: FA-CM-β-CD (320 µg/mL); C: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 0.25 µg/mL); D: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL); E: FA-CM-β-CD-

CDDP (CDDP, 0.25 µg/mL); F: FA-CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL)。*P<0.05, 与空白对照组比较。

A: control group; B: FA-CM-β-CD (320 µg/mL); C: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 0.25 µg/mL); D: CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL); E: FA-CM-β-

CD-CDDP (CDDP, 0.25 µg/mL); F: FA-CM-β-CD-CDDP (CDDP, 1.00 µg/mL). *P<0.05 vs control group.

图7  流式检测细胞凋亡

Fig.7  Cell apoptosis by flow cytometry

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)
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3   讨论
晚期NPC单纯放疗效果不佳, 联合化疗可改善5

年生存率, 目前最常用的药物之一是CDDP。CDDP
为重金属铂的络合物, 可以与细胞的核酸和蛋白质

反应, 抑制DNA复制和转录, 导致DNA断裂和误码, 
抑制细胞有丝分裂, 可诱导肿瘤细胞凋亡而抑制肿

瘤生长。虽然CDDP对NPC具有确切疗效, 但由于

其水溶性低、在体内代谢速度快、对正常细胞也造

成很大伤害, 限制了其抗肿瘤作用更好的发挥。如

果采用具备缓释效果的靶向药物载体给药, 就能使

CDDP在体内缓慢释放, 降低药物的毒副作用, 提
高治疗效果。现有采用高分子材料, 如PGLA[8]、

mPEG-PLGA-PLL[9]、PEG PAsp[10]、 聚(γ, L-谷
氨酸)[11]等作为CDDP载体制备大分子药物, 虽然所

得大分子药物能有效地降低CDDP的毒性, 并在一

定程度上提高局部药物浓度, 但也存在着载体合成
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困难、载体本身毒性较高、缺乏特异分子主动靶向

等不足。为此, 开发新型高效低毒的分子靶向CDDP
药物成为近年肿瘤治疗的研究热点。

环糊精(CD)是由6~8个葡萄糖单元通过α-1,4糖
苷键相连而形成的环状化合物(α,β和γ-CD), 由7分子

葡萄糖组成者称为β-CD。由于β-CD具有空腔内径

大小适中、包力强、原料能大量生产、经济易得等

优点而应用最广。其呈两端开口中空的环筒状立体

结构, 具有腔内疏水、腔外亲水的两亲性特点, 具有

良好的生物相容性, 可与多种客体化合物形成超分

子包合物, 通过结构修饰、聚合或超分子组合等设

计被逐渐应用于药物载体系统, 改善药物理化性质, 
包括提高水溶性、促进吸收度等。为达到靶向治疗

效应, 已有将β-CD聚合物为载体连接药物及半乳糖

基配体[12]、转铁蛋白配体[13], 发现均可以靶向到特

殊细胞。羧甲基(CM)-β-CD在人体肠道pH6~7的环

境中具有很好的溶解性, 可在药物延长释放剂型中

使用, 同时具有比β-CD、γ-CD和HP-β-CD等更低的

溶血性[14], CM-β-CD在药学领域的应用将具有极大

的潜力。

国内外研究发现, FR在人NPC等众多恶性肿瘤

中高表达, 是恶性肿瘤的分子靶点之一[1-2]。FA是一

种人体细胞必需的维生素, 与FR有高度亲和性, 而
且FA被偶联后仍然能够保持与FR的高亲和性[15], 通
过胞吞作用被特异性摄入细胞内。FA靶向载化疗

药物(紫杉醇、阿霉素)能选择性识别并靶向进入KB
细胞[16-17]、Bel 7402细胞[18]及裸鼠移植瘤, 明显增加

抗肿瘤效应。FA靶向载甲氨蝶呤树状聚合物对头

颈部鳞状细胞癌细胞(UM-SCC-1、UM-SCC-17B、
UM-SCC-22B等)生长和裸鼠成瘤等有着很强的抑

制效应和更低的全身毒性[19]。FR介导的细胞内吞

转运机制以及FR的组织分布特点为靶向恶性肿瘤

的载药和释药奠定了基础, 为增强常规化疗的杀伤

特异性提供了条件。

CDDP也是一种配位化合物, 其中氨基是稳定

的配位体, 而氯原子是不稳定的配位体, 可以被高分

子材料的羧基取代。我们制备了CM-β-CD, 利用其

侧链的羧基与靶向分子FA的氨基进行酰胺化反应

偶联, 同时又能取代氯原子与CDDP进行配位偶联, 
制成了FA-CM-β-CD-CDDP纳米药物。主动靶向纳

米药物通常要满足以下两个条件: 粒径200 nm以内

和含有亲水的改性表层, 这样才有可能逃避网状内

皮系统的吞噬, 获得更长的循环时间和更高的靶向

能力[20]。本文按照以往我们制备的FA靶向纳米载

体实验程序[21-22], 对FA-CM-β-CD-CDDP复合物进行

的表征结果显示, 该纳米药物颗粒分散均匀, 形态规

则, 平均水动力学粒径为157.8 nm, 复合物符合主动

靶向纳米药物的应用要求。

观察结果显示, 该纳米药物常温下稳定性好, 
紫外分析证实载体成功与FA分子偶联。纳米药物中

CDDP包封率稍低, 为20.00%, 可能与FA-CM-β-CD
载体表面的羧基欠丰富有关。我们将该纳米药物表

面偶联上FITC, 通过观察细胞内的FITC和检测细胞

内吞噬的CDDP浓度证实FR表达阳性的HNE-1细胞

对FA-CM-β-CD-CDDP复合物有良好的分子靶向吞

噬效应。本文制备的药物采用CM-β-CD连接CDDP, 
是一种可逆释放的连接方式, 理论上推测进入细胞

后能够有效解离发挥疗效。我们通过体外实验证

实FA-CM-β-CD-CDDP复合物在24 h就表现出对人

NPC的HNE-1细胞株很高的细胞抑制效果, 且IC50较

CM-β-CD-CDDP明显降低。但当两组复合物载高

浓度CDDP作用24 h以及复合物作用时间延长至

48 h时则两组细胞毒性差异不明显。原因可能是偶

联FA的复合物高亲和、高效特异性被HNE-1细胞内

吞, 但这种FR介导的吞噬有饱和性[23], 因此在较短

的作用时间和较低的药物浓度下, 通过FR途径可以

获得更显著的细胞抑制效果; 而随着作用时间延长

和药物浓度的增大, FR途径饱和, 这种优势逐渐消

失, 不同治疗药物可通过非特异性途径进入细胞[24], 
就产生了环境中高药物浓度和长时间直接接触所产

生的随机细胞毒性, 故表现出非靶向药物在高浓度

和长时间作用的效果与靶向药物几乎相似。

克隆形成实验是测定细胞增殖能力的有效方

法之一, 通过该方法, 我们发现FA-CM-β-CD-CDDP
复合物作用24 h细胞集落形成率小于CM-β-CD-
CDDP复合物, FA-CM-β-CD-CDDP表现出更强的抑

制细胞增殖能力。流式细胞术也证实了FA-CM-β-
CD-CDDP复合物作用24 h细胞凋亡率随浓度增加而

增加, 并明显高于CM-β-CD-CDDP组。

总之, 本研究成功地制备出一种新的载CDDP
高分子FA靶向复合物, 提高了CDDP的水溶性, 降
低了CDDP的毒副作用, 靶向抑制FR阳性人NPC 
HNE-1细胞株增殖和促进其凋亡, 体外抗肿瘤效果

良好。载CDDP药量不足可通过包合其他疏水化疗
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药物来补偿, 应该说是一种比较好的水溶性药物载

体, 该药物的体内效果如何尚待进一步研究证实。   
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