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Abstract
AIM: To observe the effects of magnetic nano-
controlled paclitaxel at different concentrations 
on the growth of esophageal carcinoma cell line 
Eca109.

METHODS: Eca109 cells in logarithmic growth 
phase were treated by magnetic nano-controlled 
release paclitaxel at different concentrations, 
fluorouracil (5-FU) and Taisu, while dimethyl-
surfoxide (DMSO) and RPMI 1640 were used 
in the control cells. MTT assay was used to 
examine the inhibitory rate through the absor-
bency of 24, 48, and 72 h. After Eca109 cells were 
disposed by magnetic nano-controlled release 
paclitaxel at different concentrations for 72 h, 
the cellular ultrastructure was observed under 
electron microscope and cell cycle and apoptosis 
were analyzed by flow cytometry.

RESULTS: Magnetic nano-controlled release 

paclitaxel inhibited the proliferation of Eca109 
cell in vitro, and the effect had characteristic 
of slower release in comparison with that of 
5-FU or Taisu (78.1% vs 60.0%, 63.8%, P < 0.01). 
Chromation condensation, nucleic fragmenta-
tion and apoptic body formation were found in 
drug-treated cells by electron microscopy. Flow 
cytometry analysis showed an obvious apop-
totic peak before G1 peak and magnetic nano-
controlled release paclitaxel blocked Eca109 cells 
in G2-M phase, which was associated with the 
concentrations.

CONCLUSION: Magnetic nano-controlled re-
lease paclitaxel can induce apoptosis and block 
cell cycle of esophageal cells.

Key Words: Magnetic nano-controlled release pacli-
taxel; Esophageal carcinoma; Cell cycle; Cell apop-
tosis
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摘要
目的: 观察不同浓度磁性纳米控释紫杉醇对
食管癌细胞Eca109的影响及与不同化疗药物
的对比. 

方法: 取对数生长期的食管癌Eca109细胞作
细胞增殖抑制实验, 实验组分别给予不同浓度
的磁性纳米控释紫杉醇和5-氟尿嘧啶、泰素, 
同时设立二甲基亚砜(DMSO)和RPMI 1640液
对照, 测定24, 48, 72 h三个时间段的吸光度值, 
计算抑制率. 经不同浓度的磁性纳米控释紫杉
醇作用72 h后, 用电镜观察细胞超微结构, 同
时用流式细胞仪测定细胞周期和细胞凋亡. 

结果: MTT实验显示磁性纳米控释紫杉醇可
抑制食管癌细胞增殖, 与5-氟尿嘧啶, 泰素相
比, 具有缓释性(P <0.01); 电镜可发现药物作
用组细胞核固缩、解聚以及凋亡小体; 流式
细胞仪检测显示G1峰前有明显的凋亡峰; 细
胞周期分析提示磁性纳米控释紫杉醇可将
Eca109细胞阻滞于G2-M期, 且与浓度相关.

®

■背景资料
食管癌严重危害
人民生命健康, 化
学治疗是中晚期
食管癌的主要治
疗手段之一. 磁性
纳米紫杉醇作为
一种新型药物, 是
利用超声乳化-溶
剂挥发法制备成
白蛋白纳米微粒, 
以四氧化三铁作
为磁性材料, 目的
使其在外加磁场
的作用下, 如食管
支架上加磁场, 使
药物选择性的浓
集于肿瘤局部, 以
达到高效, 缓释的
杀伤肿瘤细胞, 提
高疗效, 减少副作
用. 磁性纳米紫杉
醇在体外对食管
癌细胞生长的抑
制作用及可能的
机制, 目前尚未阐
述清楚.
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结论: 磁性纳米控释紫杉醇对人食管癌细胞
Eca109的生长有明显的抑制作用, 使细胞分裂
阻滞于G2-M期, 并诱导细胞凋亡, 且具有缓释
效果.

关键词: 磁性纳米控释紫杉醇; 食管肿瘤; 细胞周

期; 细胞凋亡 
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0  引言

食管癌严重危害人民生命健康, 目前主要的治

疗方法包括外科手术、化学治疗、放射治疗及

生物免疫治疗. 外科手术是实体瘤的首选治疗

方法, 但许多患者往往在就诊时已有局部或全

身转移病灶, 手术无法根除原发病灶, 此时化学

治疗成为主要治疗手段之一. 化疗药物对肿瘤

缺乏特异亲和性和专一性, 临床应用全身毒副

作用大. 因此, 多年来人们一直希望能改变化疗

药物剂型, 使其能有效到达肿瘤部位, 提高疗

效, 降低毒副作用[1]. 磁靶向给药系统(magnetic 
targeting drug delivery system, MTDDS)作为一种

新型药物载体指将药物与适当的磁活性成分配

置在稳定系统中, 于一定磁场作用下将药物定

位于靶器官而发挥作用[2]. 本课题采用我们自行

制备的纳米级磁性控释紫杉醇进行体外对食管

癌细胞株生长的抑制作用及其机制的研究, 为
其用于食管癌的临床治疗提供实验基础. 紫杉

醇(tatol, paclitaxel)是近年来研究开发的化学结

构新颖、作用机制独特的新型抗肿瘤药物. 他
可促进微血管双聚体装配成微管, 并阻止微管

蛋白解聚, 使微管稳定, 从而阻碍细胞分裂, 使
其发生凋亡, 达到抑制肿瘤细胞的生长, 对多种

中晚期肿瘤有一定的疗效, 但其水溶性差, 不便

临床应用[3-5]. 利用超声乳化-溶剂挥发法自行制

备的磁性纳米控释紫杉醇具有水溶性好、缓

释、靶向性的特点[6]. 如在体外被证实对食管癌

细胞具有良好的制抑生长及促进凋亡作用, 将
对其用于临床, 在足够强的外加磁场作用下, 使
其在体内定向移动, 定向浓集, 作用于食管癌局

部, 从而达到提高治疗效果, 降低毒副作用带来

广阔的应用前景. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养液, 小牛血清, 四甲基偶

氮唑蓝(MTT), 碘化丙啶(PI)及Rnase(美国Sigma

公司), 磁性白蛋白纳米控释紫杉醇(磁性材料

为Fe3O4, 分子质量853.9 Da, 自行制备), 5-氟尿

嘧啶, 泰素(紫杉醇的商品名, 由百时美施贵宝

公司提供, 6 g/L, 分子质量853.9 Da). 人食管癌

细胞株Eca109取自北京肿瘤防治研究所, 用含

100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液培养, 
生长于37℃含50 mL/L的CO2孵箱中, 待细胞长

至单层后, 以2.5 g/L的胰蛋白酶消化贴壁细胞, 
选用对数生长期细胞用于实验.
1.2 方法 

1.2.1 细胞增殖抑制实验 采用MTT法, 选择对

数生长期细胞, 调整细胞数为2.5×107/L接种于

96孔培养板, 每孔200 mL, 实验组分别给予10-5, 
10-6, 10-7, 10-8, 10-9 mmol/L浓度的磁性纳米控释

紫杉醇和5-氟尿嘧啶(5-FU)、泰素, 同时设立二

甲基亚枫(DMSO)和RPMI 1640液对照, 每组的

每个浓度设8个复孔, 分别于24, 48, 72 h, 每孔

加入20 mL 5 g/L MTT, 孵育4 h后, 弃上清, 加入

DMSO终止反应. 微振荡后, 于酶标仪波长620 nm
处测吸光度值(A ), 抑制率(%) = (1-实验组A /对
照组A )×100%, 即吸光度值越大, 抑制率越小. 
1.2.2 形态学观查 细胞经不同浓度的磁性纳米

控释紫杉醇作用, 72 h后用胰酶消化, 离心收集

细胞, 25 g/L戊二醛固定, 置于4℃冰箱30 min, 常
规制作电镜标本, 双铅染色后, 置1200EX型透射

电镜下观察细胞超微结构, 并摄像. 
1.2.3 细胞周期和细胞凋亡率的测定 72 h后, 收
集不同浓度作用的Eca109细胞, PBS洗涤后用

4℃的700 mL/L乙醇固定12 h以上, 经离心去乙

醇, 加10 g/L Rnase 200 mL, 37℃水浴15 min, 加
碘化丙啶染色, 用Becton Dickinons公司FACS 
Calibur型流式细胞仪检测(汞灯激发光波长为

488 nm), 根据DNA含量测定细胞时相(G0-G, S, 
G2-M). 位于G0-G1前期的亚二倍体峰为“凋亡

峰), 所得资料均经LysisⅡ软件收集、贮存和分析.

■研发前沿
在过去的10余年
中, 人们对紫杉醇
在妇科及消化道
肿瘤的治疗作用
的研究较多, 紫杉
醇的抑癌作用已
得到公认. 磁性纳
米紫杉醇与紫杉
醇及其他化疗药
物相比, 对食管癌
细胞的生长抑制
作用有无差异及
可能机制, 对其进
行深入研究, 有望
开辟肿瘤治疗的
又一重要途径.

表  1  72 h不同浓度磁性纳米紫杉醇吸光度值比较(mean
±SD)

     
浓度(mmol/L)                    吸光度值(A )                 抑制率(%) 

空白                              0.907±0.086         

10-5                               0.625±0.178                  31.1 

10-6                               0.395±0.129                  56.4b

10-7                               0.637±0.146                  29.8

10-8                               0.636±0.122                  29.9

10-9                               0.597±0.135                  34.2

bP<0.01 vs  空白组.

■相关报道
Mul et al 研究认
为, 磁性纳米紫杉
醇是一种新型的
缓释的抗癌新药, 
Sun et al 研究认
为, 磁性纳米紫杉
醇可增加靶向作
用, 国内张伟、沈
锡中在正常小鼠
体内应用磁性阿
克拉霉素, 认为可
增加靶向性. 这些
研究均提示, 磁性
纳米紫杉醇作为
一种新型抗癌药
物, 可增加化疗的
效果, 达到高效、

缓释、靶向的作
用.
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统计学处理 采用t检验补充检验水准等.

2  结果

2.1 对食管癌细胞生长的影响及与不同药物的

对比 不同浓度磁性纳米控释紫杉醇与Eca109细
胞共同孵育后, 细胞生长受到抑制, 并呈剂量效

应关系. 在3个不同的时间段, 各浓度的抑制率

都在72 h达到最高, 其中, 10-6 mmol/L浓度的磁

性紫杉醇其他浓度相比, 抑制率明显高于对照

组. 不同浓度磁性纳米控释紫杉醇与空白, 泰素

在24, 48, 72 h的吸光度值相比, 均有显著差异, 
其中, 24, 48 h磁性纳米紫杉醇抑制率小于对照

组, 而在72 h抑制率明显高于对照组, 有缓释作

用(表1-2). 图1表明随着时间的延长, 任意浓度

的磁靶向纳米紫杉醇对肿瘤细胞的抑制率均逐

渐升高, 说明其抑制肿瘤细胞增殖的效应具有

时间依赖性. 任意时间段内, 10-6 mmol/L浓度的

磁性紫杉醇的抑制率高于其他任何浓度组.

图  1  不同时间不同
浓度磁性纳米紫杉
醇抑制率对比.

■创新盘点
磁靶向给药系统
作为一种新型药
物载体, 于一定磁
场 作 用 下 ,  药 物
可浓集于肿瘤局
部, 达到高效、缓
释、靶向的目的, 
因此, 对磁靶向给
药系统的研究成
为抗肿瘤研究的
新 热 点 ,  可 以 预
见, 随着对磁靶向
给药系统的深入
研究, 有可能开辟
肿瘤治疗的又一
个重要有效途径.
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图  2  经磁性纳米
紫杉醇处理的细胞
电镜下形态学变化
(×8000). A: 空白

对照; B: 10-5 mmol/L; 

C:  10 -6 mmol/L; 

D:  10-7 mmol/L; 

E: 10-8 mmol/L; F: 

10-9 mmol/L.

表  2  10-6 mmol/L与不同药物各时间点吸光值比较(mean±SD)

     
                     24 h吸光度              48 h吸光度               72 h吸光度               抑制率(%) 

空白         1.060±0.209 

磁性         0.874±0.092         0.623±0.073         0.232±0.056         17.6/41.3/78.1

泰素         0.483±0.059         0.394±0.043         0.384±0.065         54.5/62.8/63.8

5-FU       0.511±0.044         0.438±0.057         0.424±0.056         51.8/58.7/60.0

3种药物相比, 磁性纳米紫杉醇在72 h后抑制率超过对照, 有缓释作用.
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2.2  细胞形态学变化 正常情况下, Eca109细胞呈

多角形, 贴壁生长. 在磁性纳米紫杉醇的作用下, 
癌细胞逐渐变圆, 折光性减弱, 贴壁细胞数减少. 
电镜下经磁性纳米紫杉醇处理的细胞可出现细

胞核DNA固缩, 解聚以及凋亡小体, 并可见大量

处于分裂期的细胞, 而空白对照组细胞生长良

好, 未见上述改变, 而以72 h各浓度组凋亡小体

出现最多(图2).
2.3 流式细胞仪分析结果 无论低浓度还是高浓

度磁性纳米紫杉醇均可将E c a109细胞阻滞于

G2-M期, 低浓度磁性纳米紫杉醇处理的细胞阻

断G2-M期短暂, 不完全, 而高浓度磁性纳米紫杉

醇对食管癌细胞的G2-M期阻断较低浓度的完

全、持久. 在G2-M期阻断过后, 流式细胞仪可检

测到凋亡期, 10-5, 10-6, 10-7 mmol/L的磁性纳米紫

杉醇作用后, 凋亡细胞明显多于空白及对照组, 
且持续时间延长, 具有缓释性. 高浓度组在24 h
后出现诱导凋亡作用, 而在72 h后呈直接杀伤作

用, 低浓度组在48 h后出现诱导凋亡作用(图3).

3  讨论

理想的药物分布应该是, 目的药物选择性的、

■应用要点
传统的化疗药物
对肿瘤细胞缺乏
特异亲和性和专
一性, 药物疗效与
剂量呈正相关, 临
床应用毒副作用
大, 因此, 多年来
人们一直希望能
改变药物剂型, 使
其能有效到达肿
瘤 部 位 ,  提 高 疗
效 ,  降 低 毒 副 作
用. 磁性纳米紫杉
醇可以有望成为
这样一种剂型.
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图  3  磁性纳米紫杉醇作用后的Eca109细胞的流式细胞仪分析结果. A: 空白对照; B: 10-5 mmol/L; C: 10-6 mmol/L; D: 

10-7  mmol/L; E: 10-8 mmol/L; F: 10-9 mmol/L.
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 集中分布到需要发挥疗效的作用部位, 并在必

要时间内维持一定浓度, 尽量少向无关部位分

布, 即具有靶向性、缓释性. 纳米粒由于其粒度

小, 易穿过各种生理屏障而达到特定部位. 他们

容易被肝、脾、骨髓等网状内皮系统的巨噬细

胞吞噬, 被动的靶向于此类器官中, 其中, 肝富

集最多. 若病变部位不在此类器官, 则被动靶向

是不利的. 要使纳米粒能靶向于特定部位, 可以

对纳米粒进行表面修饰. 其中方法之一是加磁

性材料, 通过外加磁场, 对于特异性部位有很好

的靶向性[7-9]. 磁性纳米紫杉醇是利用超声乳化

-溶剂挥发法制备成白蛋白纳米微粒紫杉醇, 以
Fe3O4作为磁性材料, 目的使其在外加磁场的作

用下, 如食管支架上加磁场, 使药物选择性的浓

集于肿瘤局部, 以达到高效, 缓释的杀伤肿瘤细

胞, 提高疗效, 减少副作用[10-13]. 紫杉醇已被证实

是一种新型独特的抗肿瘤药, 作用机制是其可

促进微管双聚体装配成微管, 并防止微管蛋白

解聚, 使微管稳定, 促使肿瘤细胞凋亡, 达到抑

制肿瘤细胞生长的作用[14-17]. 磁性纳米紫杉醇和

紫杉醇及其他抗肿瘤药相比, 在体外对食管癌

细胞生长的抑制作用有无差异及可能的机制, 
是本课题要探讨的问题.

在本实验中, MTT实验及流式细胞仪细胞

周期分析, 均提示磁性纳米紫杉醇具有缓释作

用, 在72 h后药物作用达高峰, 高于对照组, MTT
实验中, 不同浓度磁性纳米紫杉醇作用于肿瘤

细胞后, 提示10-6 mmol/L浓度的磁性纳米紫杉醇

对肿瘤细胞的生长抑制率最高. 细胞生长抑制

率大小是反映药物抑制细胞增殖分化功能的指

标. 10-6 mmol/L浓度的磁性纳米紫杉醇有较强的

抑制作用, 推测可能与其更能影响微管蛋白的

聚集有关, 表明该浓度对微管蛋白聚集有更强

的细胞毒作用而诱导细胞发生凋亡的. 流式细

胞细胞周期分析结果显示, 高浓度组在24 h后出

现诱导凋亡作用, 而在72 h后呈直接杀伤作用, 
低浓度组在48 h后开始出现诱导凋亡作用. 推测

由于缓释作用, 高浓度药物在24 h后药物释放的

浓度达到最低诱导凋亡浓度, 而在72 h后药物释

放高峰后, 药物浓度增加, 呈直接杀伤作用. 而
低浓药物在48 h后药物释放达到最低诱导凋亡

浓度. 凋亡诱导时间与药物浓度在一定范围内

呈时间依赖性关系. 磁性纳米紫杉醇的抗癌效

果与其诱导细胞凋亡的能力密切相关. 本实验

用药组电镜下出现的细胞核固缩, 解聚以及凋

亡小体, 流式细胞仪可检测到明显的凋亡峰, 充

分证明磁性纳米紫杉醇对食管癌细胞有明显的

抑制作用, 他不仅可将细胞阻滞于G2-M期, 还可

诱导凋亡, 并随着时间的延长, 其药物释放量达

峰值后, 药物作用更趋明显, 有缓释作用. 
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■名词解释
磁靶向给药系统
(MTDDS): 是一
种新型的药物载
体, 指药物与适当
的磁活性成分配
置在稳定的系统
中, 在一定磁场作
用下, 将药物定位
于靶向而发挥作
用.


