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摘要 :目的　探讨负载紫杉醇的聚乙二醇单甲醚 2聚乳酸 2乙醇酸 (mPEG2PLGA )亲性嵌段共聚物纳米粒及其对肝癌 H22细胞

的体内抗肿瘤作用。方法　采用界面沉积法制备紫杉醇 mPEG2PLGA纳米粒 ( Ptx2Np s) ;应用透射电镜表征纳米粒的形态 ;粒

径分析仪测其粒径及 Zeta电位 ;研究 mPEG在共聚物中的含量及紫杉醇投药量对纳米粒的影响 ;考察纳米粒对昆明小鼠肝癌

H22的疗效和过敏实验。结果　Ptx2Np s成球型 ,粒径为纳米级 ( < 120 nm) ,均带负电荷 (适合于静脉注射 ) ,与紫杉醇注射液

( Ptx)相比 , Ptx2Np s对肝癌 H22的抑制作用比 Ptx好。结论　采用界面沉积法制备的纳米粒在紫杉醇投药量为 1% , mPEG含

量为 4%时包封率最佳 ,本研究为开发紫杉醇新型静脉注射制剂提供了实验依据 , mPEG2PLGA共聚物可成为抗肿瘤药物的理

想新型载体。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　 To investigate the characterization of paclitaxel2loaded methoxy poly ( ethylene glyeol) 2poly ( lactic2co2
glycolic acid) copolymer nanoparticles and the anti2tumoral activity of the Ptx2Np s on m ice liver cancer H221 M ETHOD S　The pacli2
taxel( Ptx) poly ( ethylene glyeol2lactic2co2glycolic acid) (mPEG2PLGA ) nanoparticles were p repared by the interfacial deposition

method1The particle size and Zeta potential were evaluated byMalvern Zertasizer. The morphology of mPEG2PLGA Ptx/Np s was char2
acterized by transm ission electron m icroscopy1The influences of the paclitaxel2fed amount and different contents of mPEG in the copoly2
mer on Ptx2Np s were studied1Therapeutic effect of the Np s was studied on Kunm ing m ice liver cancer H22 and hypersuscep tible test

was also carried out1 RESUL TS　Ptx2Np s of p reparation allowed the formation of spherical nanometric ( < 120 nm) , homogeneous and

negatively charged particles which were suitable for intravenous adm inistration1The tumor inhibiting effect of Ptx2Np s wasmore effective

compared with paclitaxel injection1 CO NCL US IO N　The incorporation efficiency of paclitaxel in nanoparticles was the best when u2
sing 1% paclitaxel2fed amount and 4% mPEG in the copolymer. This study will p rovide an experiment basis for the development of new

kind of intravenous adm inistration of paclitaxel, mPEG2PLGA copolymer becomes a new perfect material of anti2tumoral drug1
KEY WO RD S: interfacial deposition method; methoxy Poly ( ethylene glyeol) 2poly ( lactic2co2glycolic acid) ; paclitaxel; nanoparticles

(Np s) ; liver cancer

　　紫杉醇 ( paclitaxel, Ptx)主要作用于微管 ,与细

胞微管蛋白结合 ,通过诱导与促进微管蛋白聚合 ,使

微管过稳定化及排列异常 ,使细胞有丝分裂受到阻

断而发挥抗肿瘤作用 ,对卵巢癌 ,乳腺癌 ,肺癌 ,宫颈

癌 ,颈部癌症以及难治愈的前列腺癌均有较好的抗

癌作用 [ 122 ]。目前临床用的紫杉醇注射液是以聚氧

乙稀蓖麻油 ( cremophor EL ) 2无水乙醇 (50∶50)制成

的。聚氧乙稀蓖麻油易引起过敏反应和低血压等不

良反应 ,极大的限制了临床应用 [ 3 ]。为提高紫杉醇

的治疗作用 ,减少不良反应 ,采用靶向给药技术和控

缓释技术来改善紫杉醇的给药方式和疗效 [ 4 ]是研

究的趋势。

本实验采用聚乙二醇单甲醚 2聚乳酸 2乙醇酸共
聚物 (mPEG2PLGA)为载体材料制备紫杉醇纳米粒

具有很好的生物相容性和应用安全性 , PLGA和

mPEG都是通过美国 FDA认可作为体内适用的聚
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合物。PLGA和 mPEG两者通过共价键或非共价键

的物理协同合成了 mPEG2PLGA两亲性嵌段共聚

物 ,可有效地改善纳米粒的亲水性和降解性 ,延长纳

米粒在体内的循环时间 [ 5 ]
, mPEG亲水性极强 ,免疫

原性和抗原性极低 , mPEG在共聚物中含量 2%～

5%时是抵抗蛋白吸附的临界值 ,可产生有效的立体

稳定作用 ,使其在控制释放中被广泛应用 [ 6 ]。PLGA

(50 /50,MW 14 500)的包封率最高 [ 7 ] ,采用界面沉

积法制备了负载紫杉醇的 mPEG2PLGA共聚物纳米

粒 [ 7 ]
,考察其形态结构 ,粒径分布 , Zeta电位 , mPEG

在共聚物中不同含量对纳米粒的影响 ,进行了纳米

粒对昆明小鼠肝癌 H22细胞的疗效 [ 8 ]及其过敏实

验 [ 9 ] ,并与紫杉醇注射液进行比较。

1　材料与仪器

聚乙二醇单甲醚 (mPEG∶Mn 2000) 2聚乳酸 2乙
醇酸 ( PLGA∶50 /50,MW 14 500)聚合物 (山东济南岱

罡生物技术有限公司 ) ;紫杉醇原料和紫杉醇注射

液 (北京四环医药科技股份有限公司 ) ; F68 (药用

级 ,南京金陵石化公司表面活性剂研究所 ) ;丙酮、

二氯甲烷、磷酸均为分析纯 ;甲醇、乙腈均为色谱纯。

高效液相色谱系统 (美国 W aters公司 ) ;粒度仪

[ a malcern zetasizer Nano - 2 s90 (Malvern instrument

uk) ];超速离心机 (日本日立 , H imal CP 100MX) ;

LGJ - 10型冷冻干燥机 (北京四环科学仪器厂 ) ;透

射电镜 (日立 H - 600 ) ;酶联检测仪 ( Sunrise TE2
CAN Austria)。

2　实验方法

211　紫杉醇纳米粒 ( Ptx2Np s)的制备

采用界面沉积法 ,将一定量的紫杉醇原料药溶

于 1 mL丙酮中 ,再将聚合物材料加入该溶液中 ,涡

旋使材料完全溶解后加入丙酮使溶液体积为

10 mL,马上将 10 mL溶液滴加在磁力搅拌下含有

F68 (0125% )的等量双蒸水中 ,搅拌 20 m in,然后将

纳米溶液减压旋转蒸发至丙酮完全挥发 ,取出溶液 ,

在 4 ℃超速离心 ( 5 ×10
4

r·m in
- 1 ) 1 h,取出离心

管 ,弃掉上清液 ,用双蒸水洗 3次沉淀物 ,洗去未包

封入纳米粒的药物 ,将沉淀物冷冻干燥 24 h,即得冻

干粉。

212　载药量和包封率的测定

载药量的测定 :称取一定质量的 Ptx2Np s冻干

粉 ,加入 1 mL二氯甲烷 , 5 mL乙腈 22 mmol·L
- 1磷

酸盐缓冲液 (50∶50)溶解 ,涡旋溶解 5 m in,用氮气

吹至溶液澄清 ,再用一定量的流动相稀释后 ,用

HPLC测溶液中紫杉醇的峰面积 ,结合紫杉醇的标

准曲线 ,计算载药量。

包封率的测定 :用 5 mL乙腈 22 mmol·L - 1磷酸

盐缓冲液 (50∶50)溶解离心分离的沉淀物 ,用 HPLC

测溶液中紫杉醇的峰面积 ,结合紫杉醇的标准曲线 ,

计算包封率。

213　纳米形态、粒度和 Zeta电位的测定

取载药前后的纳米粒胶体溶液适量分别滴加于

铜丝网膜上 ,在透射电子显微镜下观测其形态并照

相 ;取纳米粒胶体溶液用蒸馏水稀释后 ,用粒度仪测

定粒度及 Zeta电位 ,每个样品 3次 ,算出平均值。

214　Ptx2Np s对小鼠肝癌 H22疗效分析

以注射生理盐水为对照实验 ,比较紫杉醇注射

液和 Ptx/Np s对昆明小鼠肝癌 H22的疗效 , 10只小

鼠为 1组 ,共 7组 ,进行 ip给药 ,隔 2 d给药 1次 ,共

给药 4次 ,采用统计学检验方法 t检验。

215　急性过敏性实验

取豚鼠 12只 ,随机分为 2组 ,每组 6只 ,♀♂各

半。分别按照 2 mg·kg- 1 , 腹腔注射 2种供试药物

015 mL,隔天注射 ,连续 3次 ,观察豚鼠行为及不良

反应。其中两组中取一半于 7 d由腹腔注射 2 mL,

进行激发 ,观察注射后豚鼠有无用爪搔鼻、喷涕、竖

毛、抽搐、大小便失禁、休克和死亡现象。另一半于

首次注射后 14 d腹腔注射相同剂量 ,并进行观察。

3　结果与讨论

311　mPEG在共聚物中的含量及投药量等对纳米

粒的影响

mPEG在共聚物中的含量及紫杉醇投药量对纳

米粒的影响见表 1。由表 1可以看出 , mPEG的含量

为 4% ,投药量为 1%时 ,纳米粒的包封率为最好

[ (92176 ±0123) % ];紫杉醇纳米粒的粒径在 70～

120 nm之间 ,粒径分布较窄 ,随着紫杉醇投药量和

载药量的增加 ,粒径并不增大 ; Ptx2Np s的 Zeta电位

为 - (11125 ±0127) , Zeta电位绝对值越小 ,对纳米

粒表面电荷的屏蔽作用越强 ,同时 ,随着隐形纳米粒

粒径的减少 , Zeta电位也相应减少 ,导致纳米粒稳定

性提高 [ 10 ]。

312　Ptx2Np s显微形态观察

取载药前后适量纳米胶体溶液分别滴在铜丝网

膜上 ,在透射电子显微镜下观测其形态并摄影 ,见图

1。纳米溶液形态均呈球形 ,载药后粒径小于载药

前 ,粒径分布较窄 ,与粒度仪所测粒径非常相近。

313　Ptx2Np s对昆明小鼠癌细胞 H22疗效分析

以注射生理盐水为对照实验 ,比较紫杉醇注射

液 ( Ptx)和紫杉醇纳米粒对昆明小鼠肝癌 H22的疗
·4841·
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　　表 1　mPEG在共聚物中的含量及紫杉醇投药量等对纳米粒的影响 1n = 3, �x ±s
Tab 1　 Influences of the different contents of mPEG in copolymer and the paclitaxel - fed amount etc on nanoparticle1n = 3, �x ±s

Contents of mPEG/% Paclitaxel2fed amount/mg Size /nm Zeta potential/mV Entrapment efficiency/% D rug2loaded amount/%

2 0145 ±01005 109181 ±0165 - (1111 ±0172) 80141 ±0130 0136 ±01012

0199 ±01018 111103 ±0140 - (1417 ±0149) 86118 ±0162 0186 ±01018

4 0142 ±01006 79176 ±0149 - (718 ±0120) 90138 ±0134 0141 ±01002

1102 ±01029 81169 ±0122 - (11125 ±0127) 92176 ±0123 0191 ±01008

5 0145 ±01009 73180 ±0151 - (919 ±0151) 84118 ±0123 0138 ±01006

1100 ±01013 94140 ±0159 - (915 ±0125) 79166 ±0153 0182 ±01002

图 1　纳米粒载药前 ( ×40 000)后 ( ×80 000)的透射电镜照

片
A -载药前 ; B -载药后 , 1%载药量

F ig 1 　 Transm ission electronic m icophotographs of before

( ×40 000) and after( ×80 000) loading drug Np s

A - before loading drug; B - after loading drug with the drug amoun 1%

效 ,结果见表 2。结果说明 ,生理盐水对肿瘤无抑制

作用 ,紫杉醇注射液和紫杉醇纳米粒对肿瘤均有抑

制作用 ,但在 215, 5 mg·kg
- 1剂量条件下 , Ptx2Np s

对肿瘤的抑制率大于 Ptx注射液 ,肿瘤重量明显减

小 ;剂量为 715 mg·kg
- 1时 , Ptx2Np s与 Ptx比较有

显著性差异 ( P < 0105 ) ,与对照组比较 ( P <

01001) ,有非常显著性差异 ,说明 Ptx2Np s对昆明鼠

肝癌 H22的抑制生长比 Ptx效果好。

314　过敏实验

31411　判断指标　根据两组大鼠反应的过敏症状

不同 ,分为 1～4级。0级 :无明显反应 ;一级 :有轻

微抓鼻、竖毛 ;二级 :有明显的抓鼻、竖毛、颤抖或喷
表 2　紫杉醇纳米粒和紫杉醇注射液对昆明小鼠癌细胞 H22疗效分析. n = 4, �x ±s
Tab 2　Therapeutic effect of Paclitaxel nanoparticles and injection on Kunm ing m ice liver cancer H22. n = 4, �x ±s

Group Dosage /mg·kg - 1 Animal amount Begin /end Avoirdupois/g Begin / end W eight of tumour/g Restraining efficiency/%

Control - 10 /10 18. 62 /27. 04 3. 67 ±0. 54 -

Ptx 2. 5 10 /10 18. 75 /28. 07 2. 73 ±0. 48 25. 611)

5. 0 10 /10 18. 75 /28. 07 2. 28 ±0. 42 37. 791)

7. 5 10 /10 18. 82 /30. 14 1. 50 ±0. 43 59. 261)

Ptx /Np s 2. 5 10 /10 18. 46 /27. 09 2. 69 ±0. 38 26. 591)

5. 0 10 /10 18. 81 /29. 93 2. 09 ±0. 31 42. 971)

7. 5 10 /10 18. 84 /33. 76 1. 19 ±0. 16 67. 682)

注 : 1) P < 0. 001,与对照组相比 , 2) P < 0. 05,与紫杉醇注射液相比

Note: 1) P < 0. 001, vs Control, 2) P < 0. 05, vs Ptx

嚏 ;三级 :多次连续喷嚏、伴有呼吸困难或痉挛、抽

搐 ;四级痉挛、抽搐、大小便失禁、休克死亡。

31412　过敏反应症状　紫杉醇注射液具有明显的

过敏反应 ,在第一次给药后即出现抓鼻及颤抖 ,并在

激发过后出现呼吸困难及抽搐。紫杉醇纳米粒在致

敏过程中均未发生抓鼻、喷嚏、竖毛等过敏反应 ,但

在激发过后个别出现抓鼻及轻微颤抖 ,过敏反应的

程度明显底于紫杉醇注射液 ;两组动物无一只死亡。

4　结　论

采用界面沉积法制备的紫杉醇 mPEG2PLGA纳

米粒 (Ptx2Np s) , 粒径小于 120 nm,粒径分布较窄 ,随

着紫杉醇投药量和载药量的增加 ,粒径并不增大 ;实

验结果表明 ,在筛选 mPEG2PLGA材料中 , PLGA为

50 /50,MW 14 500, mPEG (Mn = 2 000)的含量为 4%

时 ,包封率最高 ,与文献报道稳合 [ 7 ]
;紫杉醇投药量为

1% ,mPEG含量为 4%时 , Ptx2Np s的包封率达 (92176

±0123) % ,载药量为 (0191 ±01008) % , Zeta电位为

- (11125±0127) ; Ptx2Np s抑制昆明鼠肝癌 H22细胞

的生长比紫杉醇注射液好 ,随剂量增大抑制率增大 ;

急性过敏试验结果表明 ,所制纳米粒的过敏反应的程

度小于紫杉醇注射液 ,与文献报道一致 [ 9 ]。

紫杉醇是近来治疗癌症的最有前途的药物之

一。目前临床使用的只有紫杉醇注射液 ,怎样解决

形成一种合适的给药体系是最重要的。我们使用的

聚乙二醇单甲醚 2聚乳酸 2乙醇酸共聚物 (mPEG2PL2
GA)可成为抗肿瘤药物的理想新型载体 ,为临床提

高治愈率并降低不良反应提供了实验依据。
REFERENCES
[ 1 ] 　ZHANG G L. Progress and clinical app lication of paclitaxel[ J ].

Chin N ew D rugs J (中国新药杂志 ) , 1995, 4 (2) : 325.
[ 2 ] 　CROSASSO P, CERUTIM, BRUSA P, et a l. Preparation, charac2

terization and p roperties of sterically stabilized paclitaxel2contai2
ning liposomes[ J ]. J Controlled Release, 2000, 63 (1) : 19230.

·5841·
中国药学杂志 2007年 10月第 42卷第 19期

　　　　　　　　　　　　　
Chin Pharm J, 2007 O ctober, Vol142 N o119



作者简介 :关心 ,女 ,硕士研究生　　3通讯作者 :钟大放 ,男 ,教授 ,博士生导师　　Tel / Fax: (021) 50800738　　E2mail: zhongdf@china1com

液相色谱 2串联质谱法测定人血浆中厄贝沙坦
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摘要 :目的　建立快速、灵敏的液相色谱 2串联质谱法测定人血浆中厄贝沙坦的浓度。方法　50μL血浆样品经乙腈沉淀蛋白

处理后 ,以乙腈 2水 2甲酸 (90∶10∶0125)为流动相 , Zorbax SB C18柱分离 ,通过电喷雾离子源四极杆串联质谱 ,以选择反应监测

( SRM )方式进行检测。结果　测定血浆中厄贝沙坦方法的线性范围为 210～5 000μg·L - 1 ,定量下限为 210μg·L - 1。日内、

日间精密度 (RSD)均小于 813% ,准确度 (RE)在 ±411%以内。厄贝沙坦和内标替米沙坦的回收率分别为 9019%和 9014% ;

每个样品测试时间仅为 316 m in。应用此法研究了 18名健康受试者单剂量 po 150 mg厄贝沙坦片后的药动学特点。结论　该

法选择性强 ,灵敏度高 ,适用于厄贝沙坦的临床药动学研究。

关键词 :液相色谱 2串联质谱法 ;厄贝沙坦 ;药动学 ;血浆药物浓度
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D eterm ina tion of Irbesartan in Human Pla sma by L iqu id Chroma tography2Tandem M a ss Spectrom etry
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Pharm acokinetics Research, Shangha i Institu te of M ateria M edica, Chinese A cadem y of Sciences, Shangha i 201203, Ch ina; 21 Sheny2
ang Pharm aceutical U niversity, Shenyang 110016, Ch ina)

ABSTRACT:O BJECT IVE　To develop a LC /MS2MS method for direct quantification of irbesartan in human p lasma1 M ETHOD S

　An aliquot of 50μL p lasma was treated by a simp le p rotein p recip itation using acetonitrile, then separated on a Zorbax SB C18 col2
umn1 The mobile phase consisted of acetonitrile2water2form ic acid (90∶10∶0125) 1 A trip le quadrupole tandem mass spectrometer e2
quipped with an electrosp ray ionization ( ESI) source was used as detector and was operated in the positive ion mode1 Selected reaction

monitoring ( SRM ) mode using the p recursor to p roduct ion of m / z 429 to m / z 207 and m / z 515 to m / z 276 was performed to quantify

irbesartan and the internal standard telm isartan, respectively1 RESUL TS　The linear calibration curves were obtained in the concen2
tration range of 210～5 000μg·L - 1 1 The lower lim it of quantification was 210μg·L - 1 1 The inter2 and intra2 day p recision (RSD)

was below 813% , and the accuracy ( RE) was within ±411% calculated from QC samp les1 The method gave the mean recovery

9019% and 9014% to irbesartan and internal standard telm isartan, respectively1 The total chromatographic run time was only 316 m in1
The method was emp loyed in a pharmacokinetic study of irbesartan after an oral adm inistration to 18 healthy volunteers1 CO NCL U2
S IO N　The method was p roved to be selective, sensitive, and suitable for clinical investigation of irbesartan pharmacokinetics1
KEY WO RD S: liquid chromatography2tandem mass spectrometry; irbesartan; pharmacokinetics; p lasma concentration
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