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新型生物素接枝改性聚乳酸多烯紫杉醇纳米粒体外抗肿瘤研究
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　　［摘要］　目的　以人卵巢癌细胞ＳＫＯＶ３为模型，研究负载多烯紫杉醇（ＴＸＴ）的新型生物素接枝改性聚乳酸纳米粒
（ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ）的体外抗肿瘤作用。方法　 以不同剂量ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ（１、１０、１００、１０００、１００００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理ＳＫＯＶ３细
胞不同时间（１２、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ）后用 ＣＣＫ８检测细胞增殖抑制率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｃａｓｐａｓｅ３表达。结果　 在１０～１００００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，相同时间点下，ＴＸＴ和ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ对ＳＫＯＶ３细胞生长的抑
制率均呈现出剂量依赖性。在相同浓度下，ＴＸＴ组在２４ｈ和４８ｈ对ＳＫＯＶ３细胞的增殖抑制率、凋亡率及ｃａｓｐａｓｅ３的表
达均明显高于ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组（Ｐ＜０．０５）；７２ｈ后，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组对 ＳＫＯＶ３细胞的增殖抑制率、凋亡率及 ｃａｓｐａｓｅ３
的表达均明显高于ＴＸＴ组（Ｐ＜０．０５）。结论　 与ＴＸＴ相比，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ能够更加持续地抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖，并
促进ｃａｓｐａｓｅ３介导的细胞凋亡，具有更强的持续性抗肿瘤作用。
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　　多西他赛（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ，ＴＸＴ）又名多烯紫杉醇，是来
源于红豆杉属太平紫杉的一种细胞毒性物质［１－２］，被

广泛用于乳腺癌［３］、前列腺癌［４］、卵巢癌［５］、头颈部肿

瘤［６］和非小细胞肺癌［７］的治疗。卵巢癌是发生于卵

巢组织的恶性肿瘤，在女性生殖道恶性肿瘤中占第
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３位，占所有妇科恶性肿瘤的１５％左右，具有起病隐
匿、早期不易发现、易转移、预后差等特点，是病死率极

高的一种肿瘤［８］。ＴＸＴ目前已经无可争议地成为晚
期卵巢癌化疗的一线药物，无论是单一或联合用药都

优于以往传统的化疗方案，可以不同程度地改善患者

的预后，延长患者无瘤生存时间并提高生存率［２，９］。

　　由于ＴＸＴ难溶于水及多种药用溶媒，目前国内外
绝大部分 ＴＸＴ都是以聚氧乙基代蓖麻油与无水乙醇
作为混合溶媒制成的注射剂，常导致机体产生严重的

过敏反应，从而使ＴＸＴ的临床应用受到限制。因此开
发新的ＴＸＴ剂型，增加ＴＸＴ的水溶性，改善 ＴＸＴ在体
内的分布代谢过程，避免由于复合溶媒带来的过敏反

应和其他不良反应，对加强 ＴＸＴ的临床应用，改善卵
巢癌等恶性肿瘤的治疗效果具有重要的意义。

　　重庆大学生物工程学院合作课题组以聚乙二醇
（ＰＥＧ）为原料，对聚乳酸（ＰＬＡ）进行接枝改性，合成了
ＰＥＧ接枝改性 ＰＬＡ（ＰＰＬＡ），又进一步利用 Ｎ羟基琥
珀酰亚胺（ＮＨＳ）活化酯法，将生物素（ｂｉｏｔｉｎ）连接到
ＰＰＬＡ侧链，制备出生物素接枝改性聚乳酸（ＢＰＬＡ）材
料。该过程中并未改变ＰＬＡ的主链结构，不影响其可
降解特性，同时可通过调节 ＰＥＧ的接枝率以及所用
ＰＥＧ的分子量来控制聚合物的亲水性、分子量等特
性［１０］。本研究利用该 ＢＰＬＡ高分子材料，通过自乳
化／溶剂扩散技术对ＴＸＴ进行包裹，制备成ＴＸＴＢＰＬＡ
纳米粒（ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ），在体外观察其对人卵巢癌细
胞ＳＫＯＶ３的生物学效应，包括抑制 ＳＫＯＶ３细胞的增
殖，调节ＳＫＯＶ３细胞凋亡，并初步探讨其调节机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＴＸＴ（江苏恒瑞医药股份有限公司），ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ、ＢＰＬＡ
ＮＰｓ（重庆大学生物工程学院制备），人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３
（中国科学院上海细胞库），ＣＣＫ８（日本 Ｄｏｊｉｎｄ公司），Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡试剂盒（美国ＢＤ公司），ｃａｓｐａｓｅ３抗
体（美国Ｕｐｓｔａｔｅ公司），辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ抗
体（武汉博士德公司），细胞裂解液和 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒（碧云天公司），ＲＰＭＩ１６４０培养液、胎牛血清和小牛血清（美
国Ｇｉｂｃｏ公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将 ＳＫＯＶ３细胞置于含有１００ｍｇ／Ｌ胎牛
血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，培养条件为５％ＣＯ２，饱和湿
度，温度为３７℃。待细胞汇合度为０．８０～０．９０时，用２．５ｍｇ／Ｌ
胰酶消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　ＣＣＫ８检测细胞增殖抑制率　　取对数生长期ＳＫＯＶ３

细胞，调整细胞数为３×１０７／Ｌ，将细胞悬液接种于９６孔板中，每
孔取２００μＬ（６×１０３／孔），每个浓度设置３个复孔。培养１２ｈ
后，吸去培养液，分别加入用１６４０完全培养基系列稀释的ＴＸＴ
ＢＰＬＡＮＰｓ、ＴＸＴ、ＢＰＬＡＮＰｓ，使前 ２组的终浓度为 １、１０、１００、
１０００、１００００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＢＰＬＡＮＰｓ的终浓度为１００００ｎｍｏｌ／Ｌ（其
内为１００００ｎｍｏｌ／ＬＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ所需的空球量），并设对照
组。培养１２、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ后，每孔加入ＣＣＫ８２０μＬ继
续培养２ｈ，用酶标仪测定各细胞培养孔４５０ｎｍ波长处的光密
度值［Ｄ（４５０）］，每组重复３次，并按公式计算抑制率。
　　抑制率＝［１－Ｄ（４５０）实验组／Ｄ（４５０）对照组］×１００％
１．２．３　流式细胞仪检测细胞凋亡　　取对数生长期 ＳＫＯＶ３
细胞，将细胞接种于６孔培养板（６×１０４／孔），培养２４ｈ后换含
１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ、ＴＸＴ、ＢＰＬＡＮＰｓ的培养液继续培
养，并设对照组。共同培养２４、４８、７２、１２０ｈ后消化，１０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗２次，收集细胞，用美国 ＢＤ公司的
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡试剂盒检测细胞凋亡，严格按
照试剂盒和说明书操作［１１］。先用常规方法收集细胞，用冰冷

的ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞后用１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，制成
１×１０５／ｍＬ的细胞悬液；在 １００μＬ的细胞体系中，分别加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和（或）ＰＩ工作液，轻轻混匀，室温避光孵育
１５ｍｉｎ；每份细胞加入１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ４００μＬ，在１ｈ内用流
式细胞仪进行分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达　　设对照组
及１００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ、ＴＸＴ、ＢＰＬＡＮＰｓ组。收集培
养２４、４８、７２、１２０ｈ后的各组细胞１×１０６个，用 ＲＩＰＡ液裂解提
取总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。取４０μｇ总蛋
白，选择１０％分离胶和５％浓缩胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，完毕后
将蛋白质电转印至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ封闭１ｈ后
加入１∶５００稀释的 ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗涤３次，再加入１∶１０００稀释的ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ温育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，用ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ显影，观察各组细胞中的
凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３的水平［１２］。以 ｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎ的比值表
示ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的相对表达量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行 ｔ检验和单
因素方差分析。

２　结果

２．１　载药纳米粒电位、粒径及分布、稳定性
　　动态激光光散射仪分析结果显示，浓度为１ｍｇ／ｍＬ时的
ＴＸＴＢＰＬＡ纳米粒 Ｚ均粒径为 １５９．４ｎｍ，分散系数（ＰＤＩ）为
００５８，Ｚｅｔａ电位为－２４．３ｍＶ，稀释１０倍和１００倍后 Ｚ均粒径
分别为１６３．７、１６５．５ｎｍ，ＰＤＩ分别为０．１２２、０．２５２，Ｚｅｔａ电位分
别为 －２４．３、－２６．５ｍＶ，说明 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ稀释稳定性
较好。

２．２　ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ抑制ＳＫＯＶ３细胞增殖
　　ＣＣＫ８检测结果显示，与对照组比较，ＢＰＬＡＮＰｓ对细胞增
殖无明显抑制作用（Ｐ＞０．０５）；ＴＸＴ和 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ能显著
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抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖，存在剂量和时间依赖性。在 １０～
１００００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度之间，相同时间点下，２种药物对 ＳＫＯＶ３细
胞增殖抑制率均随药物浓度的增加而增加，而且两者还呈现出

不同的时间依赖性。在相同浓度下，药物作用后 ４８ｈ以前，
ＴＸＴ对ＳＫＯＶ３细胞增殖的抑制能力明显强于 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ；
７２ｈ后，ＴＸＴ的抑制能力趋于平缓，而ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ仍然表现
出更强的抑制能力；ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ能够更加持续地发挥其抑
制细胞增殖的效应，且ＴＸＴ和ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１。

２．３　ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ持续诱导ＳＫＯＶ３细胞凋亡
　　对照组和ＢＰＬＡＮＰｓ组在２４、４８、７２、１２０ｈ凋亡率无明显差
异（Ｐ＞０．０５）。ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组、ＴＸＴ组与对照组比较，ＴＸＴ
ＢＰＬＡＮＰｓ组与 ＴＸＴ组比较，差异均具有统计学意义（Ｐ＜
００５）；且药物处理２４、４８ｈ，ＴＸＴ组比ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组凋亡率

更高，７２ｈ后，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组比ＴＸＴ组高。这提示７２ｈ后
ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ比 ＴＸＴ具有更强的诱导肿瘤细胞凋亡的能力，
而且其持续诱导细胞凋亡的时间更长。见图２。

２．４　ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ影响ＳＫＯＶ３细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３的
表达

　　各组细胞中内参蛋白 βａｃｔｉｎ条带亮度相似，和对照组相
比，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组和 ＴＸＴ组均能明显上调 ＳＫＯＶ３细胞中
ｃａｓｐａｓｅ３的表达，在药物作用后的２４ｈ和４８ｈ，ＴＸＴ组ｃａｓｐａｓｅ３
的表达明显高于 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组；７２ｈ后 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组
ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显高于 ＴＸＴ组，其变化的时间动力学趋势
与ＳＫＯＶ３细胞的凋亡变化趋势一致，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组、ＴＸＴ
组与对照组比较，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组与ＴＸＴ组比较，差异均具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＢＰＬＡＮＰｓ组和对照组 ｃａｓｐａｓｅ３的表
达无明显差异（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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图１　不同浓度ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ作用不同时间对ＳＫＯＶ３细胞增殖抑制率的变化
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１：对照组；２：ＢＰＬＡＮＰｓ组；３：ＴＸＴ组；４：ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组
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图２　ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ诱导不同时间ＳＫＯＶ３细胞凋亡率的变化
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１：对照组；２：ＢＰＬＡＮＰｓ组；３：ＴＸＴ组；４：ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ～Ｅ：半定量分析结果　Ｂ：２４ｈ；Ｃ：４８ｈ；Ｄ：７２ｈ；Ｅ：１２０ｈ　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与

ＴＸＴ组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ上调ＳＫＯＶ３细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

３　讨论

　　卵巢癌是影响妇女身心健康的一种恶性肿瘤，其
不易被早期发现和诊断，恶性程度高，从而导致患者病

死率高［１３－１４］。卵巢癌治疗的基本原则是手术治疗辅

以化学治疗，后者在卵巢癌的治疗中具有极为重要的

地位［１５］。ＴＸＴ是卵巢癌化学治疗的一线药物，属于紫
杉类化合物抗肿瘤药，其基本作用机制是加强微管蛋

白聚合作用和抑制微管解聚作用，导致形成稳定的非

功能性微管束，因而破坏肿瘤细胞的有丝分裂［１６］。由

于ＴＸＴ难溶于水及多种药用溶媒，客观上严重限制其
临床应用。因此开发新的ＴＸＴ剂型，增加ＴＸＴ的水溶
性，改善 ＴＸＴ在体内的分布代谢过程，对优化 ＴＸＴ的
临床应用，改善卵巢癌等恶性肿瘤的治疗效果具有重

要的意义［１７－２０］。已有研究者开展了很多这些方面的

工作，其中采用最多的是脂质体和改性脂质体包裹

ＴＸＴ［２１－２４］。本研究采用ＢＰＬＡ包裹ＴＸＴ有以下优点：
ＢＰＬＡ是改性的聚乳酸，有着良好的生物相容性；通过
自组装的方式实现包裹，减少溶剂的使用，增加安全

性；容易对ＢＰＬＡ做进一步的化学改性，赋予其更多的
功能，如靶向性等。因此，我们在前期研究的基础上，

以体外培养卵巢癌细胞为模型，研究了ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ
体外抗肿瘤作用，重点在于其抑制靶细胞增殖和诱导

靶细胞凋亡。

　　本研究结果显示，ＴＸＴ组和 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组均
可抑制细胞增殖和促进凋亡的作用。然而，ＴＸＴ组在

给药４８ｈ及以前的细胞增殖抑制率和凋亡率显著增
加，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组在给药７２ｈ及以后的细胞增殖
抑制率和凋亡率显著增加，分析原因可能是 ＴＸＴ组的
药物直接释放到肿瘤细胞，可以在较短的时间内达到

药物峰浓度，对细胞的增殖产生较快的抑制作用，但这

种抑制作用维持时间较短；ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组的药物
是从纳米粒中持续、稳定释放，达到峰浓度的时间相对

较慢，但其满足有效抗癌浓度的时间相对较长，对卵巢

癌细胞的抑制作用可以维持较长的时间［２１］。同时，本

研究证实了肿瘤细胞在持续、稳定的抗肿瘤药物作用

下，更能促进细胞的凋亡作用，并且ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组
和 ＴＸＴ组 ＳＫＯＶ３细胞的 ｃａｓｐａｓｅ３表达明显升高，
７２ｈ后，前者较后者表达量更高。这也可以从细胞凋
亡的机制上进一步证明持续释药可以延长肿瘤细胞凋

亡蛋白的表达，从而达到持久的抗肿瘤作用。

　　本研究结果表明，与对照组相比，ＢＰＬＡＮＰｓ组对
细胞增殖无明显的抑制作用，其凋亡率及凋亡蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３表达明显低于 ＴＸＴ组和 ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组，
与对照组比较无明显差异。这说明 ＢＰＬＡＮＰｓ组没有
明显抑制肿瘤细胞增殖和促进肿瘤细胞凋亡的作用，

ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ组的药理作用均由 ＴＸＴ药物本身引
起。本研究同时也证实，ＢＰＬＡＮＰｓ组是一种安全可靠
的新型纳米粒，可用于进一步的临床药物研究。

　　综上所述，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ对人卵巢癌 ＳＫＯＶ３细
胞有明显的增殖抑制及促凋亡作用，且其药物缓释效

应可以使其对卵巢癌细胞增殖的抑制和凋亡作用更稳
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定、作用时间更长、更安全。本实验为 ＴＸＴ抗肿瘤药
的进一步开发应用、降低副作用并提高化疗效果提供

了新思路及实验依据。然而，ＴＸＴＢＰＬＡＮＰｓ还有待
改进，开发具有靶向、可控释放和更长缓释时间的聚乳

酸类药物释放系统是我们下一步的工作。
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