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键合紫杉醇纳米胶束对 Ｈ２２肝癌小鼠的体内疗效评估

盛世厚ａ　于惠秋ａ　刘铜军ａ　柳　时ｂ　郑勇辉ｂ　胡秀丽ｂ　宋祥福ｃ

（ａ吉林大学中日联谊医院　长春 １３００３３；ｂ中国科学院长春应用化学研究所　长春；ｃ吉林大学公共卫生学院　长春）

摘　要　以Ｈ２２肝癌的ｂａｌｂ／ｃ荷瘤小鼠为动物模型，考察了紫杉醇纳米胶束、紫杉醇注射液和生理盐水对小
鼠肿瘤的抑制效果。紫杉醇注射液组、紫杉醇纳米胶束低剂量组和紫杉醇纳米胶束高剂量组在给药后１０ｄ
的肿瘤相对体积抑制率分别为２２％、４９％和６７％，瘤重抑制率分别为２９％、４５％和４７％；蛋白表达检测结果
显示，紫杉醇纳米胶束组呈现ｐ５３的高表达和 ｂｃｌ２的低表达，说明紫杉醇纳米胶束对小鼠 Ｈ２２肝癌的抑制
作用强于紫杉醇注射液。
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紫杉醇（ＰＴＸ）是从红豆杉属植物中分离的天然抗癌活性物质，其抗癌机制是促进微管蛋白聚合形
成稳定的微管，抑制微管的解聚，从而抑制癌细胞的增殖，对肺癌、乳腺癌、肝癌和宫颈癌等多种恶性肿

瘤具有良好的治疗效果［１］，已经在临床治疗中推广应用［２］。但因其水溶性很低，临床用注射液是以聚氧

乙烯蓖麻油和无水乙醇的混合液溶解药物，对机体有较强的不良反应，如过敏和低血压等［３］，致使临床

应用受到很大限制。因此，解决其水溶性和降低其毒副作用备受关注。

过去的几十年，纳米胶束在药物传递方面的研究显示出诸多的优势，如高水溶性、高载药能力、低毒

性、血液中的长循环和增加在肿瘤组织的蓄积等［４］。聚合物键合药是将药物分子用共价键结合到高分

子上，在生理条件下药物分子从高分子上解离下来，发挥治疗或诊断的作用。药物与两亲性聚合物键合

后可以改善亲油性药物的亲水性，自组装成胶束后，药物一般处于胶束的内核，且与高分子结合牢固，很

难通过扩散从胶束中逃逸出来。在高分子的保护下，药物可以免受生理环境中酶和免疫系统的攻击。

所以它具有传统物理包埋胶束的优点，又避免了因动力学上的不稳定造成的药物突释，从而提高药物的

生物利用度并减少药物的毒副作用［５］。肝脏是人体内最大的器官，具有非常重要的代谢和清毒功能。

中国是世界上乙肝和肝癌患病人数最多的国家，而治疗肝病的药物往往对其它正常器官有非常大的毒

副作用，而且药物在循环过程中的寿命较短等均是目前面临的问题。为了解决这类问题，人们研究利用

不同的载体对药物进行包埋，以延长药物的血液半衰期，使大部分药物能够到达肝部，发挥药效。为减

少其不良反应，提高靶位的药物浓度，人们积极利用相关生物材料对其进行修饰。

本研究选用两亲性生物降解高分子聚乙二醇ｂ聚（乳酸ｃｏ碳酸酯）（ＭＰＥＧｂＰ（ＬＡｃｏＭＣＣ））同
紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）键合，制成高分子的前体药物，并将其组装成纳米胶束。紫杉醇是一种脂溶性药
物，形成胶束后会增加其在水中的溶解度，延长药物在体内的循环时间，提高生物利用度，降低毒副作

用。为探讨其对肿瘤的抑制作用，采用Ｈ２２肝癌荷瘤小鼠进行动物实验，并进行相关检测，以期为临床
应用提供理论依据。

１　实验部分
１．１　实验材料

Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠，体重为（２０±２）ｇ，购自北京协和医院动物中心。实验用紫杉醇注射液购自北京
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华素制药股份有限公司，是紫杉醇在聚氧乙烯蓖麻油／无水乙醇１∶１的混合溶液中的溶液，浓度６ｇ／Ｌ，
使用前用生理盐水稀释。紫杉醇原料药购自重庆美联制药有限公司，纯度９９５％。实验用紫杉醇纳米
胶束冻干粉由中国科学院长春应用化学研究所景遐斌课题组提供［６］。其分子结构为ＭＰＥＧｂＰ（ＬＡｃｏ
ＭＣＣ／ＰＴＸ），其中ＭＰＥＧ（甲氧基聚乙二醇）嵌段的分子量是５０００，Ｐ（ＬＡｃｏＭＣＣ）（丙交酯与２甲基２
羧基丙二醇碳酸酯的无规共聚物）嵌段的分子量约１５００，紫杉醇（ＰＴＸ）与 ＭＣＣ上的羧基以酯键相连，
质量含量１０％。ｂｃｌ２（批号ＢＳ１５１１）、ｐ５３（批号ＢＳ１５６５）鼠抗单克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限
公司。免疫组织化学染色ＵｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ超敏染色试剂盒（批号ＫＩＴ９７１０／９７２０／９７３０）、浓缩型ＤＡＢ
购自福州迈新生物技术开发有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立与分组　抽取在ｂａｌｂ／ｃ鼠腹腔内传代到第３代的 Ｈ２２肿瘤腹水，用无菌生理
盐水按１∶３比例稀释后，接种至ｂａｌｂ／ｃ鼠右后肢皮下，０１ｍＬ／只。７ｄ后，待瘤体积达到４００ｍｍ３左右，
选择肿瘤生长良好、无自发性出血坏死的ｂａｌｂ／ｃ鼠，随机分为４组，每组１０只，分别为生理盐水对照组、
紫杉醇注射液组（６ｍｇ／ｋｇ）、紫杉醇纳米胶束低剂量组（相当于ＰＴＸ３ｍｇ／ｋｇ）、紫杉醇纳米胶束高剂量
组（相当于ＰＴＸ６ｍｇ／ｋｇ）。采用尾静脉注射，每隔２ｄ给药一次，共给药４次。
１．２．２　观察生存时间和由肿瘤体积变化计算肿瘤体积抑制率　给药后动物正常饲养，每天观察动物一
般状态，记录生存天数。以平均生存天数（ｍｅａｎｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ）评价每组生存时间，观察至接种后３０ｄ。
每周２次测量肿瘤直径（游标卡尺），计算肿瘤体积（Ｖ）：Ｖ＝（ａｂ２）／２（式中，ａ为肿瘤长径，ｂ为肿瘤短
径）。比较各组相对肿瘤体积（Ｒｅｌａｔｉｖｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ，ＲＴＶ），ＲＴＶ＝Ｖｔ／Ｖ０，式中，Ｖ０为分笼给药当天
（Ｄａｙ０）测量所得肿瘤体积，Ｖｔ为每一次测量时的肿瘤体积。用相对肿瘤体积计算药物对肿瘤体积的抑
制率（Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ＶＩＲ）：

ＶＩＲ＝（１－ ＲＴＶ治疗组
ＲＴＶ阴性对照组）×１００％。

１．２．３　肿瘤重量抑制率　动物模型的建立、分组和给药方法同１．２．１节，于给药后的第３、６和１０ｄ处
死动物，完全分离皮下肿瘤组织，称重，计算各组的瘤重抑制率（Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ＷＩＲ）：

ＷＩＲ＝（１－治疗组平均瘤重
对照组平均瘤重

）×１００％。

取第１０ｄ处死动物的新鲜肿瘤组织，４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，４μｍ厚切片，先行 ＨＥ染
色，再贴附于涂有多聚赖氨酸的玻片上，备用于免疫组化染色。

１．２．４　瘤组织ｐ５３、ｂｃｌ２抗原表达检测　采用 ＳＡＢＣ免疫组织化学方法检测［７］：石蜡切片经常规脱蜡

和水化后，抗原微波热修复１０ｍｉｎ，试剂盒中的ｐ５３抗体和 ｂｃｌ２抗体溶液稀释５０倍，ＰＢＳ代替第一抗
体作阴性对照，ＤＡＢ显色，苏木精复染，自来水冲洗返蓝，盐酸酒精分化后充分水洗，酒精脱水，二甲苯
透明化处理，封固片。细胞质或细胞核着色，阳性染色呈棕黄色颗粒物。利用 ＣＸＯｌｙｍｐｕｓ自动数码图
象分析系统对ｐ５３、ｂｃｌ２蛋白表达进行分析，在高倍镜下取５个视野，输入分析系统内，计算平均灰度
值。

１．２．５　统计学分析　所有数据均用ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，分别用单因素方差分析、ｔ检验。

２　结果与讨论
２．１　生存时间

图１给出了生理盐水对照组、紫杉醇注射液组（６ｍｇ／ｋｇ）、紫杉醇纳米胶束低剂量组（相当于 ＰＴＸ
３ｍｇ／ｋｇ）、紫杉醇纳米胶束高剂量组（相当于ＰＴＸ６ｍｇ／ｋｇ）尾静脉注射给药后，各组的平均生存时间，
分别为１０、２０、１９和２２ｄ。与生理盐水注射组相比，紫杉醇及紫杉醇纳米胶束组的平均生存时间均有显
著延长（Ｐ＜００１），但纳米胶束组与紫杉醇注射液组之间的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２．２　相对肿瘤体积和肿瘤体积抑制率

给药后的第０、６和１０ｄ处死动物，完全分离皮下肿瘤组织，相对肿瘤体积及按相对肿瘤体积计算
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图１　荷Ｈ２２肿瘤小鼠各治疗组平均生存时间
Ｆｉｇ．１　ＡｖｅｒａｇｅｓｕｒｖｉｖｉｎｇｔｉｍｅｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ
ｍｉｃｅａｆｔｅｒｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

的肿瘤体积抑制率见表１。治疗前（Ｄａｙ０）各组移植
瘤的体积差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。给药第
６ｄ，紫杉醇注射液组和生理盐水对照组的相对肿瘤
体积ＲＴＶ分别为５６±１１和６７±１３，二者之间
的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。紫杉醇纳米胶束
的低剂量组和高剂量组的相对肿瘤体积分别为

３３±１５和２２±０８，二者均明显小于生理盐水对
照组（Ｐ＜００１），其中，高剂量组（６ｍｇ／ｋｇ）的 ＲＴＶ
小于低剂量组（３ｍｇ／ｋｇ（Ｐ＜００５））。给药第１０ｄ，
生理盐水对照组、紫杉醇注射液组、紫杉醇纳米胶束

低剂量组和紫杉醇纳米胶束高剂量组的 ＲＴＶ分别
为１５２±３４、１１８±３６、７７±３３和 ５０±１４。
根据其相对肿瘤体积，按照１１２节中的公式计算
出３个试验组在给药后６和１０ｄ的相对肿瘤体积抑制率分别为１６％、５１％、６７％和２２％、４９％、６７％。

表１　Ｈ２２肝癌荷瘤小鼠各治疗组移植瘤的相对肿瘤体积
Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
０Ｄａｙ ６Ｄａｙｓ １０Ｄａｙｓ
Ｖｔ／ｍｍ３ Ｖｔ／ｍｍ３ ＲＴＶ ＶＩＲ／％ Ｖｔ／ｍｍ３ ＲＴＶ ＶＩＲ／％

Ｓａｌｉｎｅ ４３９±１４７ ２９４２±１０２２ ６．７±１．３ － ６６７４±９０８ １５．２±３．４ －
ＰＴＸ（６ｍｇ／ｋｇ） ４５８±１６９ ２５６４±９３８ ５．６±１．１ １６ ５４０３±１０５４ １１．８±３．６ ２２
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（３ｍｇ／ｋｇ） ４１８±２１０ １３８１±７４５ ３．３±１．５ ５１ ３２１９±１８４１ ７．７±３．３ ４９
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（６ｍｇ／ｋｇ） ４６７±２１７ １０２７±６０９ ２．２±０．８ ６７ ２３３５±９３４ ５．０±１．４ ６７

　　表２显示了各组动物平均瘤重和瘤重抑制率。至治疗第６ｄ，紫杉醇注射液与生理盐水对照组的瘤
重差异无统计学意义（Ｐ＞００５），紫杉醇纳米胶束组（３和 ６ｍｇ／ｋｇ）的瘤重则低于生理盐水对照组
（Ｐ＜００５），但低剂量紫杉醇纳米胶束组（３ｍｇ／ｋｇ）与高剂量紫杉醇纳米胶束组（６ｍｇ／ｋｇ）的瘤重差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）（表２）。至治疗第１０ｄ，各试验组的瘤重抑制率分别为２９％、４５％和４７％。

表２　荷Ｈ２２肝癌小鼠各治疗组瘤重和抑瘤率
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（ＷＩＲ）ｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
３Ｄａｙｓ ６Ｄａｙｓ １０Ｄａｙｓ

Ｔｕｍｏｒｍａｓｓ／ｇ ＷＩＲ／％ Ｔｕｍｏｒｍａｓｓ／ｇ ＷＩＲ／％ Ｔｕｍｏｒｍａｓｓ／ｇ ＷＩＲ／％
Ｓａｌｉｎｅ １．４±０．２ ２．２±０．５ ２．９±０．８

ＰＴＸ（６ｍｇ／ｋｇ） １．１±０．３ １８ １．９±０．３ １６ ２．１±０．７ ２９
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（３ｍｇ／ｋｇ） ０．９±０．５ ２９ １．６±０．４ ２７ １．６±０．５ ４５
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（６ｍｇ／ｋｇ） ０．９±０．１ ３６ １．５±０．４ ３２ １．５±０．８ ４７

２．３　ｐ５３和Ｂｃｌ２的表达
细胞凋亡受阻是肿瘤发病的重要机制之一，恶性病变是肿瘤细胞丧失自发凋亡反应能力的最终结

果。故诱导肿瘤细胞凋亡成为肿瘤治疗研究中的主要目标与手段，许多抗癌药物正是通过诱发细胞凋

亡而发挥抗癌作用，细胞凋亡己成为评价抗癌药物的重要指标之一。研究表明，紫杉醇的作用机制是诱

导与促进微管蛋白聚合、微管装配，使微管稳定化而不发生解聚，打破微管蛋白聚合和解聚之间的平衡，

从而阻止癌细胞生长，引起凋亡［８］。研究还表明，癌细胞的凋亡往往伴随相关蛋白的表达行为的变化，

因而可以通过检测这些蛋白的表达情况来判断细胞凋亡的程度和机制。ｂｃｌ２基因是目前研究较为深
入的凋亡调控基因之一，是线粒体凋亡途径的主要调控因子。ｂｃｌ２及其所编码蛋白能抑制细胞凋亡，
并能在生长因子缺乏时延长细胞存活时间，甚至使细胞“永生化”。研究表明，作为凋亡抑制因子，ｂｃｌ２
蛋白的高表达与恶性肿瘤的发生、发展密切相关［９１０］。ｐ５３则是最常见的抑癌基因，是维持细胞基因稳
定和完整的关键因子。ｐ５３主要是通过周期依赖性激酶２（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ２，ＣＤＫ）途径阻止细
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胞生长，使ＤＮＡ出现损伤的细胞停滞于Ｇ１期，有利于细胞启动自身修复机制。若 ＤＮＡ受损的细胞修
复无效，则 ｐ５３可介导细胞凋亡。ｐ５３基因可分为野生型 ｐ５３（ｗｔｐ５３）和突变型 ｐ５３（ｍｔｐ５３）２种，
ｗｔｐ５３参与了ＤＮＡ损伤修复、细胞周期调控、细胞凋亡及抑制血管生成等过程。当Ｐ５３基因突变至结构
和功能缺失时，失去对细胞周期的负调控作用，刺激细胞旺盛分裂，最终失去控制并向癌变发展［１１１３］。

所以本研究用免疫组化的方法来考察 ｐ５３蛋白和 ｂｃｌ２蛋白的表达情况。随机选取 ５个视野
（×４００），采用ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ４１生物显微图象分析系统对蛋白表达进行分析，以平均灰度值表示。平均灰

图２　荷Ｈ２２肝癌小鼠各治疗组肿瘤中ｐ５３蛋白的表达情况
Ｆｉｇ．２　ｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ

Ａ．Ｓａｌｉｎｅ；Ｂ．ＰＴＸ（６ｍｇ／ｋｇ）；Ｃ．Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（３ｍｇ／ｋｇ）；Ｄ．Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（６ｍｇ／ｋｇ）

图３　荷Ｈ２２肝癌小鼠各治疗组肿瘤中ｂｃｌ２蛋白的表达情况
Ｆｉｇ．３　ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ

Ａ．Ｓａｌｉｎｅ；Ｂ．ＰＴＸ（６ｍｇ／ｋｇ）；Ｃ．Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（３ｍｇ／ｋｇ）；Ｄ．Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（６ｍｇ／ｋｇ）
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度值大（染色强度弱、透光度强）表明蛋白表达减弱，反之则表达增强。结果显示，ｐ５３蛋白在生理盐水
对照组肿瘤中阳性表达较弱，６ｍｇ／ｋｇ紫杉醇纳米胶束组中ｐ５３蛋白的表达比生理盐水对照组、紫杉醇
注射液和３ｍｇ／ｋｇ紫杉醇纳米胶束组强（Ｐ＜００１）（表３，图３）。而ｂｃｌ２蛋白在生理盐水对照组肿瘤中
阳性表达较强，６ｍｇ／ｋｇ紫杉醇纳米胶束组中ｂｃｌ２蛋白的表达弱于其它各组（Ｐ＜００１）。

表３　ｐ５３、ｂｃｌ２在荷Ｈ２２肝癌小鼠肿瘤中阳性表达的比较
Ｔａｂｌｅ３　ｐ５３ａｎｄｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ２２ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐ５３ ｂｃｌ２

Ｓａｌｉｎｅ ６ １９７．０±４．７ １１６．０±３．９
ＰＴＸ（６ｍｇ／ｋｇ） ６ １７２．０±１．６ １３３．６±３．８
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（３ｍｇ／ｋｇ） ６ １５６．４±２．７ １６２．０±２．９
Ｍｉｃｅｌｌｅｓ（６ｍｇ／ｋｇ） ６ １３３．２±２．８ １９６．４±４．７

　　Ｎｏｔｅ：ｎｉｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｅ．

３　结　论
本研究针对抗癌药紫杉醇水溶性差和过敏性等弱点，利用紫杉醇与侧链含有羧基的双亲性嵌段聚

合物ＭＰＥＧｂＰ（ＬＡｃｏＭＣＣ）共价键合并进一步自组装的方法，制备了核壳结构的纳米胶束，紫杉醇被
包裹在胶束的内部，聚乙二醇形成胶束的壳，其中的紫杉醇含量为１０％。以 Ｈ２２肝癌的 ｂａｌｂ／ｃ荷瘤小
鼠为动物模型，通过测量给药后小鼠的肿瘤相对体积抑制率、瘤重抑制率、ｐ５３和 ｂｃｌ２蛋白表达情况，
考察了紫杉醇纳米胶束、紫杉醇注射液和生理盐水对小鼠肿瘤的抑制效果。

实验研究结果亦表明，紫杉醇对Ｈ２２肿瘤生长有明显抑制作用，而键合紫杉醇的纳米胶束的抗肿
瘤效果更为明显。以高剂量组疗效最佳，给药１０ｄ后，其肿瘤体积抑制率为６７％，肿瘤重量抑制率为
４７％，分别是紫杉醇注射液相同剂量组的３０和１６倍。

近来研究表明，许多抗癌药物通过诱发细胞凋亡而发挥作用，细胞凋亡己成为评价抗癌药物的重要

指标之一。本实验发现，紫杉醇纳米胶束高剂量组的 ｂｃｌ２蛋白阳性表达明显低于其它治疗组，而 ｐ５３
蛋白的阳性表达均明显高于其它治疗组，这些结果提示键合紫杉醇的纳米胶束较紫杉醇注射液可以更

加显著地下调ｂｃｌ２蛋白的表达，上调ｐ５３蛋白的表达，并呈剂量依赖性，从而促进细胞凋亡，延迟或者
阻滞癌的演进。
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