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联合装载紫杉醇和依他硝唑的靶向纳米粒对乏氧肿瘤
细胞的放射增敏作用研究
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【摘要】目的:本研究为解决乏氧肿瘤细胞的放射抵抗问题设计了一种 VEGF单抗修饰的联合装载紫杉醇和依他硝唑

的靶向纳米递药系统。方法:采用单乳溶媒挥发法制备聚乳酸-羟基乙酸共聚物联合装载紫杉醇和依他硝唑的纳米粒,碳化

二亚胺/羟基琥珀酰亚胺交联法制备VEGF单抗修饰的纳米粒。高效液相色谱法分析载药纳米粒的包封率、载药率和模拟体

外释药,扫描电镜研究纳米粒的形态,荧光显微镜观察人乳腺癌 MCF-7细胞和宫颈癌 HeLa细胞吞噬摄取纳米粒,细胞存活

分析检测载药纳米粒对肿瘤细胞克隆形成能力的影响。结果:靶向纳米粒呈球形,粒径平均约120
 

nm,紫杉醇和依他硝唑的

载药率分别为4.66%和1.94%。体外释放实验展示双相释药特征,紫杉醇在5
 

d内缓释30%,依他硝唑在3
 

h内突释50%,

24
 

h达90%。VEGF单抗修饰显著增强 MCF-7和 HeLa细胞对纳米粒的摄取效率,联合10
 

Gy剂量照射靶向纳米粒使乏氧

肿瘤细胞克隆形成率较非靶向组降低。结论:本研究中的靶向纳米递药系统通过乏氧靶向和时空差异释药双重机制协同增

强放疗作用,为克服肿瘤放射抵抗提供了新思路。
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【Abstract】Objective:To
 

design
 

a
 

VEGF
 

monoclonal
 

antibody
 

(mAb)
 

-modified
 

nanoparticles
 

co-loaded
 

with
 

paclitaxel
 

(PTX)
 

and
 

etanidazole
 

(ETA)
 

for
 

radioresistance
 

in
 

hypoxic
 

tumor
 

cells.Methods:Poly(lactic-co-glycolic
 

acid)
 

(PLGA)
 

nanoparticles
 

co-
 

loaded
 

PTX
 

and
 

ETA
 

were
 

prepared
 

using
 

a
 

single
 

emulsion-solvent
 

evaporation
 

method.VEGF
 

monoclonal
 

antibodies
 

were
 

conjugated
 

to
 

the
 

nanoparticles
 

via
 

carbodiimide/N-hydroxysuccinimide
 

(EDC/NHS)
 

coupling.High-

performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

was
 

employed
 

to
 

analyze
 

drug
 

encapsulation
 

efficiency,loading
 

capacity,and
 

drug
 

release
 

simulated
 

in
 

vitro.The
 

morphology
 

of
 

nanoparticles
 

was
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscopy
 

(SEM).Cellular
 

uptake
 

of
 

nanoparticles
 

by
 

human
 

breast
 

cancer
 

MCF-7
 

cells
 

and
 

cervical
 

cancer
 

HeLa
 

cells
 

was
 

evaluated
 

using
 

fluorescence
 

microscopy.The
 

effect
 

of
 

drug
 

loaded
 

nanoparticles
 

on
 

the
 

clonal
 

formation
 

ability
 

of
 

tumor
 

cells
 

were
 

analysed
 

and
 

detected
 

by
 

cell
 

survival.Results:The
 

targeted
 

nanoparticles
 

exhibited
 

a
 

spherical
 

morphology
 

with
 

an
 

average
 

particle
 

size
 

of
 

approximately
 

120
 

nm.The
 

drug
 

loading
 

capacities
 

for
 

PTX
 

and
 

ETA
 

were
 

4.66%
 

and
 

1.94%,respectively.In
 

vitro
 

release
 

profiles
 

demonstrated
 

biphasic
 

characteristics:PTX
 

showed
 

sustained
 

release
 

(30%
 

over
 

5
 

days),while
 

ETA
 

exhibited
 

rapid
 

release
 

(50%
 

within
 

3
 

h
 

and
 

90%
 

within
 

24
 

h).VEGF
 

antibody
 

modification
 

significantly
 

enhanced
 

nanoparticle
 

uptake
 

by
 

both
 

MCF-7
 

and
 

HeLa
 

cells.Combined
 

with
 

10
 

Gy
 

radiation,the
 

targeted
 

nanoparticles
 

significantly
 

reduced
 

the
 

colony
 

formation
 

rate
 

of
 

hypoxic
 

tumor
 

cells
 

compared
 

to
 

non-targeted
 

counterparts.Conclusion:The
 

developed
 

nano-system
 

synergistically
 

enhanced
 

radiotherapeutic
 

efficacy
 

through
 

dual
 

mechanisms
 

of
 

hypoxia
 

targeting
 

and
 

spatiotemporally
 

differential
 

drug
 

release
 

to
 

provide
 

a
 

novel
 

strategy
 

to
 

overcome
 

tumor
 

radioresistance.
【Key

 

words】Paclitaxel;Etanidazole;Nanoparticle;VEGF
 

mAb;Radiosensitization

  肿瘤乏氧是制约放疗疗效的关键问题之一。许

多研究[1-2]表明,在实体瘤中有高达50%~60%的

氧分压低于5
 

mmHg的乏氧区域,其中的乏氧细胞

对电离辐射的抗性较常氧细胞增高2~3倍,这是肿
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瘤复发和转移的重要原因之一。放射增敏剂可以通

过模拟氧效应或调控细胞周期来增强肿瘤细胞的放

疗敏感性,但传统放射增敏药物具有一定局限,比如

紫杉醇(Paclitaxel,PTX)作为微管稳定剂可诱导肿

瘤细胞出现G2/M 期阻滞而发挥放射增敏效果,然
而紫杉醇的强疏水性导致临床剂型使用要依靠辅料

聚氧乙烯蓖麻油,其容易引起过敏反应[3-4];硝基咪

唑类代表药物依他硝唑(Etanidazole,ETA)通过耗

竭肿瘤细胞的谷胱甘肽发挥治疗作用,能够选择性

的针对乏氧细胞增敏,但是其半衰期较短,不能长时

间维持有效治疗浓度[5-6]。目前而言,放射增敏剂

的联合用药是其提高疗效,降低毒性的可行且有效

的途径[7-10]。
纳米生物技术近年已成为国际生物技术领域前

沿和热点,在医药卫生领域,特别是肿瘤治疗方面有

着广泛的应用前景,其中的纳米药物是药物研发领

域中一个很有活力的新方向
 [11-14]。聚乳酸-羟基

乙酸共聚物[Poly
 

(D,L-
 

lactide-co-glycolide),PL-
GA]为载体材料的纳米粒因其可生物降解、可控制

释药,表面易配基修饰等特性被广泛应用于药物递

送系统[15-17]。另有研究[18]表明,纳米载体可依靠

增强药物溶解性、延长药物血液循环时间、靶向传输

等机制来增效减毒。目前,针对肿瘤微环境的主动

靶向策略备受重视,其中血管内皮生长因子(vascu-
lar

 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)作为乏氧诱导

因子HIF-1的关键下游靶点,在肿瘤血管异常生成

中发挥核心作用[19]。利用VEGF单抗修饰载药纳

米粒,既可实现靶向病灶,又能阻断 VEGF信号通

路,有望抑制“乏氧-血管增生-放射抵抗”的恶性循

环[20-22]。
现有研究多聚焦于单一药物递送或被动靶向策

略,对多机制协同的放射增敏治疗探索明显不足。
本研究构建 VEGF单抗修饰的共载PTX与ETA
的PLGA纳米粒,通过时空差异性释药,ETA快速

释放耗竭GSH、PTX缓释维持细胞周期阻滞,更联

合主动靶向的双重协同机制来增强放射增敏效果。

1 材料和方法

1.1 细胞系

人乳腺癌 MCF-7细胞系和宫颈癌 HeLa细胞

系被培养于美国 Gibco公司DMEM 培养液,其内

含链霉素50
 

μg/mL,青霉素100
 

U/mL和10%热

灭活胎牛血清,在参数为37
 

℃﹑5%CO2 及饱和湿

度培养箱培养。细胞每3~5
 

d被传代一次,对数生

长期细胞被收集用于研究。

1.2 主要试剂

紫杉醇(纯度为99.7%)购自北京华奉联博科

技有限公司,VEGF单抗、PLGA(L/G=50/50,分
子量 =25

 

000)、聚 乙 烯 醇 (Polyvinyl
 

Alcohol,

PVA,分子量=30
 

000~70
 

000)、乙腈、碳化二亚胺

(Carbodiimide
 

hydrochloride,EDC)、羟基琥珀酰亚

胺(N-hydroxysuccinimide,NHS)、碘化丙啶(Pro-
pidium

 

iodide,PI)、联二苯-己三烯(1,6-Diphenyl-
1,3,5-hexatriene,DPH)购自美国Sigma公司,二
氯甲烷被购于国药试剂公司。

1.3 联合装载紫杉醇和依他硝唑纳米粒制备

6
 

mg依他硝唑被溶于0.2
 

mL水中,将此溶液

倒入含有5
 

mg紫杉醇和0.1g
 

PLGA二氯甲烷4
 

mL中并给予磁力搅拌得到初次乳化液,再将其加

入到20
 

mL
 

的1%
 

PVA水溶液中,给予剧烈搅拌

并超声乳化3
 

min形成的悬浊液,此后给予悬浊液

持续磁力搅拌6
 

h,彻底挥发除去二氯甲烷,给予悬

浊液3
 

000
 

r/min离心弃上清,再用蒸馏水洗涤沉

淀3遍,冷冻干燥沉淀获得纳米粒干粉,干粉被4
 

℃
保存。

1.4 VEGF单抗修饰的联合装载紫杉醇和依他硝

唑纳米粒制备

联合装载药物的纳米粒被分散于pH
 

6.3的磷

酸二氢钠溶液中,获得浓度为5
 

mg/mL的悬浊液。
取1

 

mL紫杉醇纳米粒悬浊液,其中加入10
 

μL的

50
 

mg/mL
 

EDC和10
 

μL的
 

50
 

mg/mL
 

NHS,在室

温条件持续搅拌20
 

min来活化 PLGA 的羧基。

VEGF单抗被溶于
 

pH
 

7.0的 HEPES溶液,其终

浓度为1
 

μg/μL,与等体积上述悬浊液混合发生酯

化反应,即VEGF单抗的氨基通过酰胺键与纳米粒

PLGA的羧基端共价结合,生成靶向纳米粒。将最

终获得的悬浊液以30
 

000
 

r/min、低温离心5
 

min,
收集沉淀,去除未结合的抗体。沉淀被蒸馏水洗涤

3次并冷冻干燥,从而获得靶向纳米粒的干粉,干粉

被4
 

℃保存。纳米粒制备过程中加入10
 

mg
 

DPH
(溶质质量/溶液体积为

 

0.25%)制备荧光纳米粒,
其余方法同前。

1.5 包封率和载药率测定

靶向纳米粒被溶于1
 

mL二氯甲烷,将其加到

3
 

mL乙腈∶水=50∶50混合溶液中萃取,导入氮气

挥发二氯甲烷至溶液完全清亮,给予2
 

000
 

r/min
离心,上清被保存。美国 Agilent公司高效液相色

谱仪分析上清中紫杉醇含量,流动相采用乙腈∶水=
50∶50,流速1

 

mL/min,紫外探测波长为227
 

nm,
紫杉醇标准曲线为线性,该检测在50~100

 

000
 

ng/

mL范围内相关系数R2=0.99。
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靶向纳米粒被溶于1
 

mL二氯甲烷,将其加到

3
 

mL磷酸盐缓冲液(Phosphate
 

buffered
 

solution,

PBS,pH
 

7.4)萃取,导入氮气挥发二氯甲烷至溶液

完全清亮,给予2
 

000
 

r/min离心,上清被保存。高

效液相色谱分析上清中依他硝唑的含量,流动相采

用乙腈∶水=5∶95,流速1
 

mL/min,紫外探测波长

为324
 

nm,依他硝唑标准曲线为线性,该检测在50
~100

 

000
 

ng/mL范围内相关系数R2=0.97。包

封率和载药率公式计算如下:
包封率=(载药纳米粒中药物的含量/所用药物

总量)×100%
载药率=(载药纳米粒中药物的含量/纳米粒的

总量)×100%
1.6 模拟体外释药

靶向纳米粒被分散在10
 

mL
 

PBS中,形成混悬

液,将其放于37
 

℃的摇床上给予120
 

r/min震荡,
在预定不同时间点取出混悬液,给予2

 

000
 

r/min
离心,上清被保存,采用高效液相色谱分析上清中紫

杉醇和依他硝唑的含量,方法同前。所得沉淀被重

悬于新鲜PBS
 

10
 

mL中,给予继续震荡。

1.7 纳米粒的形态和粒径分析

1
 

mg纳米粒被分散于2
 

mL水中,将其滴于盖

玻片上并烤干,给予溅射喷金,采用日本JEOL公司

扫描电镜观察纳米粒的形态特征。

1.8 荧光显微镜观察细胞吞噬摄取纳米粒

MCF-7和HeLa细胞以1×106/孔被接种于六

孔细胞培养板,此前在培养板内预先放置盖玻片,细
胞被培养48

 

h后贴壁生长于盖玻片,此后将制备的

荧光纳米粒被加入培养板来共孵育24
 

h。此细胞

爬片被95%酒精固定,用PI衬染细胞核。采用紫

外光激发,荧光显微镜观察,细胞核呈现为橙黄色,
荧光纳米粒呈现为蓝色。

1.9 细胞存活分析

MCF-7和HeLa细胞以500个/孔被接种于六

孔细胞培养板,在乏氧培养箱被孵育24
 

h,此后分

别加入单独及联合装载紫杉醇和依他硝唑的纳米

粒,终浓度为1
 

mg/mL,在乏氧培养箱中被孵育24
 

h,乏氧培养箱通入95%氮气和5%二氧化碳。孵育

后细 胞 给 予 单 次60Co照 射 共53
 

s,分 别 为0、

225.77、452.30、668.78、893.97、1126.86
 

cGy/min
剂量率,0、2、4、6、8和10

 

Gy吸收剂量。细胞在照

射后常规培养条件下生长10~14
 

d,此后给予细胞

姬姆萨染色,细胞克隆数被记录,在细胞数超过50
的克隆标记为阳性,通过未给药的照射组计算接种

率(Plating
 

efficiency,PE),细胞存活率=处理组细

胞形成的克隆数/(接种细胞数×PE)×100%,最后

绘制剂量存活曲线。

1.10 统计学分析

采用SPSS
 

21.0统计软件对数据进行统计分

析。计量资料以(x-±s)表示,组间比较采用独立样

本t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

制备VEGF单抗修饰的联合装载紫杉醇和依

他硝唑纳米粒获得成功,纳米粒呈现为光滑球形,粒
径分布在100~300

 

nm(图1),在纳米粒中紫杉醇

的包封率和载药率分别为89.72%和4.66%,依他

硝唑的包封率和载药率分别为22.58%和1.94%。
两种药物的模拟体外释药曲线都呈现为包括爆发释

放和缓慢释放的双相,即紫杉醇在5
 

d内药物释放

量约30%,1
 

d内释放量约15%;依他硝唑在3
 

h内

释放量约50%,1
 

d内药物释放量超过90%。荧光显

微镜观察发现 MCF-7和 HeLa细胞能够吞噬摄取

VEGF单抗修饰的纳米粒(图2)。照射后,VEGF单

抗修饰的联合装载紫杉醇和依他硝唑纳米粒给药的

乏氧MCF-7和HeLa细胞的克隆形成能力较单纯联

合装载纳米粒组降低(P<0.05,图3)。

图 1 VEGF 单抗修饰的联合装载紫杉醇

和依他硝唑纳米粒扫描电镜照片

图 2 不同细胞对 VEGF 单抗修饰的联合装载紫杉醇

和依他硝唑纳米粒吞噬摄取的荧光照片(×200)
A. MCF-7 细胞；B. HeLa 细胞。

A B

M
C
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细

胞
存

活
率

（ %
） 100

80

60

40

20

00 2 4 6 8 10
吸收剂量（Gy）

单纯联合装载纳米粒

VEGF 单抗修饰纳米粒

①
①

①
①

①
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图 3 在不同剂量照射下纳米粒对乏氧 MCF-7
和 HeLa 细胞存活能力的影响
①P＜0.05，与单纯联合装载纳米粒比较。

H
eL
a细

胞
存

活
率

（ %
）

100

80

60

40

20

0
0 2 4 6 8 10
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单纯联合装载纳米粒

VEGF 单抗修饰纳米粒

①
①

①
①

①

3 讨论

本研究通过纳米生物材料技术成功构建了

VEGF单抗修饰的联合装载PTX与ETA的双药

靶向递送系统,并验证了其增强乏氧肿瘤细胞放射

敏感性的效果。
首先,纳米载体的应用有效克服了两种药物的

固有缺陷。PLGA纳米粒的双相释药特性使依他硝

唑在最初3
 

h快速释放约50%,有利于迅速降低乏

氧肿瘤细胞谷胱甘肽水平,而紫杉醇的5
 

d释放

30%的缓释特征,可维持 G2/M 期阻滞的持续效

应。相较于传统剂型,纳米载体不仅提高了紫杉醇

的溶解性,而且避免使用辅料聚氧乙烯蓖麻油引起

的过敏反应,更通过延长依他硝唑的有效作用时间

(传统剂型半衰期仅5~8
 

h),实现时空差异化的药

物释放模式。
其次,在本研究中双药协同机制得到较深入的

探讨[23]。依他硝唑通过耗竭谷胱甘肽直接增强

DNA辐射损伤效率,而紫杉醇诱导的 G2/M 期阻

滞使细胞处于辐射敏感时相延长。在乏氧条件下,

HIF-1α介导的VEGF高表达能够促进肿瘤血管异

常增生来加剧缺氧微环境发展,本研究将VEGF单

抗导向纳米粒的抗血管生成与放射增敏双重策略进

行整合,为打破“乏氧-血管增生-放射抵抗”的恶性

循环提供现实的可能性。细胞实验结果证实靶向组

的放射增敏效应显著优于单纯联合载药的非靶向

组,提示抗体介导的主动靶向能提高病灶局部药物

浓度。
本研究存在的问题是体外释药数据显示依他硝

唑24
 

h释放量达90%,这明显影响长期疗效,未来

可通过调整PLGA分子量,例如改用75∶25的乳

酸-羟基乙酸比例,或添加壳聚糖外层构建核壳结构

来延缓药物的释放[24]。在本研究中,紫杉醇的包封

率与此前文献报道的PLGA载药系统相当,但依他

硝唑的包封率仍有较大的提升空间,可以通过优化

乳化工艺来改善,例如应用微流控技术。

细胞摄取实验说明纳米粒可以通过内吞途径进

入细胞。VEGF单抗修饰纳米粒通过受体介导的

胞吞明显增强内化效率,但具体内化通路需通过进

一步的抑制剂实验来明确。值得注意的是,乏氧可

能通过调节网格蛋白表达影响内吞的效率,这为后

续研究提供了新方向。
在临床应用前景方面,该靶向递药系统可望实

现三重治疗优势:(1)VEGF单抗抑制肿瘤血管生

成和介导纳米药物靶向输送;(2)依他硝唑增强放射

敏感性;(3)紫杉醇发挥细胞毒性与放射增敏的协同

作用。未来研究应开展荷瘤动物实验,并评估纳米

粒的增强渗透和滞留效应与主动靶向的协同作

用[25-26]。
综上,本研究为克服乏氧肿瘤的放射抵抗提供

了新型纳米药物解决方案,其临床转化需重点关注

以下问题:(1)PLGA降解产物的长期生物安全性;
(2)双药释放动力学的精准调控;(3)纳米粒在复杂

肿瘤微环境中的渗透能力和生物学行为[27-31]。通

过多学科交叉创新,此类多功能纳米策略有望为精

准、高效放疗开拓新的方向。
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