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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of SN-
38-loaded polymeric micelles and compare 
their inhibi tory ef fect on human gastr ic 
adenocarcinoma BGC-823 cells with that of free 
SN-38.

METHODS: SN-38/PCL-PEG nanoparticles 
(SN-38-NP) were synthesized by solvent diffu-
sion method. The morphology of nanoparticles 

were detected by atomic force microscopy and 
transmission electron microscopy. The drug 
loading content, encapsulation efficiency, and 
in vitro release of SN-38-NP were evaluated 
by ultraviolet spectrophotometry and high-
performance liquid chromatography (HPLC). 
The effects of SN-38-NP on the proliferation 
of BGC-823 cells were examined by methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. The level of 
reactive oxygen species (ROS) was detected by 
dichlorofluorescein (DCF) assay. 

RESULTS: The average diameter of drug-loaded 
nanoparticles was less than 100 nm. The drug-
loaded nanoparticles had higher drug loading 
content (about 11%) and encapsulation efficiency 
(about 80%) than free SN-38. SN-38 could be ef-
fectively incorporated into nanoparticles with 
core-shell structure to act as a water-soluble con-
trolled release drug delivery system. The results 
of MTT assay showed that the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) of SN-38-NP was 
obviously lower than that of free SN-38 at 24 
and 72 h after treatment (P < 0.05) though there 
was no significant difference at 48 h. Although 
both free SN-38 and SN-38 nanoparticles could 
increase ROS production, the SN-38-NP induced 
more ROS at low concentrations (P < 0.05). 

CONCLUSION: SN-38-NP could be effectively 
incorporated into core-shell nanoparticles to act 
as a water-soluble controlled release drug deliv-
ery system. SN-38-NP is superior to free SN-38 
in restraining the growth of tumor cells even at 
low concentrations. 
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摘要
目的: 检测喜树碱活性代谢产物SN-38载药纳
米微球(SN-38-np)的各项特征, 比较该载药纳
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■背景资料
羟基喜树碱活性
代谢产物SN-38, 
是喜树碱经化学
结构改进而制得
的衍生物, 具有抗
癌作用强、活性
高等特点. 为了提
高SN-38及其他喜
树碱衍生物的水
溶性并延长其体
内半衰期, 学者已
开始对其剂型进
行改造. 

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科



米微球与裸药抗人胃癌肿瘤细胞BGC-823的
效果. 

方法: 用溶剂分散法制备SN-38/PCL-PEG纳
米微球. 原子力显微镜和透射电子显微镜观察
纳米微球形态, 采用高效液相色谱法(HPLC)
测定SN-38浓度并计算该载药微球载药量、

包封率及描绘其体外释放曲线. 采用MTT法
观察该微球对人胃癌细胞株B G C-823的生
长抑制效果, 荧光显微镜检测细胞内活性氧
(ROS)水平.  

结果: 微球为不规则的圆形, 平均粒径小于100 
nm. 载药量11%左右, 包封率80%左右; SN-38
纳米微球可稳定溶解于水中且具有良好的
缓释特性; MTT结果显示, 较低浓度的SN-38
载药纳米微球在72 h抑制肿瘤效果明显优于
SN-38裸药, 同时计算IC50发现SN-38载药纳米
微球在24 h和72 h的IC50明显低于SN-38裸药
(P <0.05), 两者48 h时间点的IC50相当; 细胞内
活性氧(ROS)检测结果显示: 裸药和载药微球
均可明显诱导ROS产生, 在较低作用浓度时, 
SN-38载药纳米微球可比裸药诱导产生更多
的细胞内ROS产物. 

结论: SN-38载药纳米微球可使细胞内达到并
维持有效药物浓度, 即使在较低作用浓度下亦
可持续有效的抑制肿瘤细胞生长, 效果明显优
于相同浓度下SN-38裸药. 

关键词: SN-38; 纳米; 胃癌; BGC-823; 氧化应激
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0  引言

喜树碱(camptothecin, CPT)是一种从珙桐科植

物喜树中分离得到的细胞毒性生物碱, 因其对

哺乳细胞中DNA和RNA的合成有明显的抑制

作用而获得临床的广泛重视[1]. 大规模临床试

验均证实了其对消化系恶性肿瘤, 如胃癌, 肠癌

等以及急慢性粒细胞白血病、膀胱癌等有较好

的疗效[2-3]. 但由于他能引起骨髓抑制、呕吐、

腹泻和严重出血等不良反应限制其在临床的进

一步应用[4]. 羟基喜树碱(7-乙基, 10-羟基喜树

碱, hydroxycamptothecin, HCPT)的活性代谢产

物SN-38, 是喜树碱经化学结构改进而制得的衍

生物, 具有抗癌作用强、抗癌活性高, 在多种人
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肿瘤移植细胞中显示出潜在的活性, 可与多种

抗肿瘤药物配伍产生协同作用且无交叉耐药等

特点[5], 其作用机制主要是通过抑制DNA拓扑异

构酶Ⅰ(TopoⅠ)抑制细胞分裂, 同时诱导细胞内

活性氧产物增多诱导多个凋亡相关途径[6]. 由于

SN-38存在E-内酯环闭环结构而极难溶于水, 目
前临床使用的SN-38是经过碱化开环后溶于水

的羧酸盐注射液, 但是其质量不稳定、开环后

活性降低、体内半衰期短、代谢较快等缺陷严

重影响疗效. 为了提高SN-38及其他喜树碱衍生

物的水溶性并延长其体内半衰期, 学者已开始

对其剂型进行改造[7]. 近年来, 两亲嵌段共聚物

(amphiphilic block polymer)微球药物剂型逐渐成

为生物医学工程以及药物、基因[8]等领域研究

较多的材料之一, 尤其是在药物的控释、缓释、

靶向以及智能药物缓释系统中的应用受到了广

泛的关注[9]. 他由亲水和疏水链节组成球形芯-壳
微球结构. 疏水嵌段组成的微球的芯可以用为微

药库, 而围绕芯核的亲水嵌段构成水合性外壳可

保护内核逃避肝脏吞噬细胞的吞噬, 其粒径小, 
可在体内缓释, 延长药物的体内半衰期并产生独

特分布[10-11]. 因此, 本实验选用美国FDA批准可

用于人体的聚己内酯-聚乙二醇(PCL-PEG)作为

载体高分子材料制备SN-38纳米微球, 并对其性

能, 表征以及体外抑瘤效果等进行了考察. 

1  材料和方法

1.1 材料 SN-38, 聚己内酯(使用前用CaH2干燥后

减压蒸馏), 单甲氧基聚乙二醇(mPEG, 相对分

子质量为4000 Da), MTT试剂, 2, 7二氯二氢荧光

素乙酰乙酸(DCFDA)均购自美国Sigma公司; 人
胃癌BGC-823细胞株购自中国科学院上海细胞

生物所; RPMI 1640培养基、胎牛血清(FBS)购
自美国Invitrogen公司; 其他试剂为进口或国产

分析纯. 激光粒径测定仪(美国Brookheaven公
司), 红外测定仪(美国Brookheaven公司), 原子力

显微镜(日本Seiko公司), 透射电子显微镜(美国

Brookheaven公司), 荧光显微镜(日本Nikon公司). 
1.2 方法 
1.2.1 载体材料的合成以及SN-38纳米微球的制

备: 用开环聚合法制备PCL-PEG二嵌段共聚物[12], 
其中PCL为相对分子质量20000 Da, PEG为相对

分子质量4000 Da. 采用溶剂分散法制备SN-38
微球: 将一定量的SN-38与PCL-PEG溶于丙酮, 
将得到的溶液滴入正在搅拌的水中, 透析除去

其中所含的丙酮即得到SN-38纳米微球. 空白纳

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来, 两亲嵌段
共聚物微球逐渐
成为生物医学工
程以及药物、基
因等领域研究较
多的材料之一, 聚
己内酯-聚乙二醇
(PCL-PEG)作为
载体高分子材料
制备SN-38纳米微
球, 具有良好的水
溶性和缓释作用, 
并且可以使药物
的使用浓度降低. 
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米微球的制备采用相同的方法但只不加SN-38. 
1.2.2 SN-38纳米微球的形态观察以及粒径分布: 
用原子力显微镜和透射电子显微镜观察SN-38
纳米微球的形态, 并用动态光散射仪测定纳米

微球的粒径. 
1.2.3 SN-38纳米微球的载药量以及包封率的

测定: 取出一定量的载药微球的分散液在40℃
下真空干燥, 残留物经准确称质量后溶解于一

定量的流动相, 高效液相色谱(HPLC)测定微球

中SN-38的含量[13]. SN-38流动相为磷酸二氢钠

(pH3.1, 25 mmol/L)和乙腈胺50∶50体积比配

制. 在紫外波长微265 nm处测定吸光度, 根据

标准曲线求出溶液中的SN-38含量, 进而根据

以下公式得出载药量(loading capacity)和包封

率(encapsulation efficiency): 载药量 = 载药纳米

微球中所含的药物量(MSN-38)/微球的总质量

(MSN-38+MPEG-PBLG)×100%; 包封率 = 载药

纳米微球中所含的药物量(MSN-38)/投入的总药

量(MSN-38投药量)×100%.
1.2.4 SN-38纳米微球的体外释放实验: 将一定

量的SN-38微球溶液放入透析袋中(Cut-off相对

分子质量为12 000 Da), 然后将透析袋完全浸入

0.01 mol/L PBS, pH7.4, 整个释放实验于37℃下

进行. 分别于1、2、5、9、24、36、48、75、
90、100 h时间点取出外液, 并加入新的等量

PBS. 所得到的不同时间点的外液用HPLC法测

定SN-38浓度, 并描绘体外累积释放特征. 色谱

测定方法同上.
1.2.5 SN-38纳米微球作用的细胞增殖实验: 细
胞在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液

中培养. 在96孔板中每孔接种细胞103/100 μL, 

37℃, 50 mL/L CO2, 连续培养24 h后吸弃上清液, 
加入含不同浓度SN-38的培养基每孔100 μL, 继
续培养至不同时间点, 逐孔中加入MTT溶液(5 
g/L)20 μL,  4 h后去上清, 加入150 μL DMSO振

荡10 min后比色, 选择 490 nm波长处测定吸光

值(酶标仪, Bio-Rad680, 美国). 计算SN-38的半

数抑制浓度IC50值. 
1.2.6 SN-38纳米微球对细胞内活性氧(ROS)水
平的影响: 采用荧光探针2, 7-二氯二氢荧光素

乙酰乙酸(DCFDA)检测细胞内活性氧的含量. 
设置SN-38裸药组, SN-38微球组及相应的对照

组. 转种人胃癌细胞株BGC-823细胞于6孔培养

板中, 待细胞生长至70%汇合时更换培养液, 加
入SN-38裸药与SN-38纳米微球(剂量均对应于

SN-38裸药, 15 µg/L)干预相应时间, 于实验结束

前30 min加入4 µmol/L DCFDA, 继续37℃孵育

30 min, PBS洗2次, 应用荧光显微镜检测荧光(激
发光492 nm, 发射光530 nm), 于培养板不同位置

随机选择6处成像, 荧光图片通过Image-Pro  Plus 
version 6.0软件分析细胞内荧光强度, 荧光强度

与ROS产物水平成正相关. 
统计学处理 所有统计分析均通过SPSS11.5 

统计软件完成 .  正态分布的资料应用t 检验和

方差分析比较差异. 数据均用mean±SD表示. 
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 SN-38纳米微球的表征及载药量, 包封率的

测定 可见所得到的微球为不规则的圆形, 表面

光滑, 其平均粒径小于100 nm. 通过调整投料比, 
从初始投药比5∶1, 提高到10∶4, 所测的载药

量在11%左右, 包封率则在80%左右(图1, 表1). 
2.2 SN-38纳米微球的体外释放实验 SN-38纳米

微球具有良好的体外突释-缓释特性, 在最初的6 
h内, 大约有35%的SN-38释放, 而在随后的3 d内, 
总共释放出了62%左右的SN-38(图2). 由此可以

表  1  SN-38纳米微球的主要性质 (mean±SD)

     
微球               粒径(nm)     多分散性     载药量(%)  包封率(%)

空白微球 　 78.3±0.9  0.14±0.04        NA           NA

SN-38微球  90.1±2.5  0.15±0.06  11.5±2.2   80±6.5

图  2  载药纳米微球的体外释放曲线.
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■相关报道
有 研 究 表 明 ,  聚
乙二醇修饰的微
球能够减少网状
内 皮 系 统 ( R E S )
对于微球的摄取
从而使微球在体
内能存留更长的
时 间 ,  避 免 其 在
血清中迅速代谢, 
更容易达到肿瘤
组 织 发 挥 药 效 ; 
同时药物被高分
子材料负载成为
载药纳米粒子具
有裸药所不能比
拟的低毒性. 

图  1  所制备的微球形态. A: 电镜; B: 原子力显微镜.
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发现SN-38被载入纳米微球后, 可以达到一个长

时释放的效果, 同时由于两亲嵌段高分子共聚

物的特性, 即一端疏水, 一端亲水, 使得SN-38在
开始的几小时内有一个突释效应, 随后则表现

为缓释的特点. 这样使得该微球在体内发挥疗

效时可以通过最初的突释来达到一个较高的血

药浓度, 而随后的长时释放则为保持一定的有

效浓度提供了保证, 从而达到了长效缓释的抗

肿瘤效果. 
2.3 SN-38纳米微球对细胞增殖活性的影响 对于

人胃癌细胞株BGC-823细胞, SN-38纳米微球与

SN-38裸药都具有明显的杀伤作用, 且都具有浓

度以及时间依赖性(图3A-B); 空白载药微球则对

细胞生长基本无毒性(图3C); 较低浓度的SN-38
载药纳米微球在72 h抑制肿瘤效果明显优于

SN-38裸药(图3D); 同时计算IC50发现SN-38载药

纳米微球在24 h和72 h的IC50明显低于SN-38裸
药, 两者48 h的IC50相当(表2). 
2.4 SN-38纳米微球对细胞内ROS水平的影响 
SN-38引起ROS增多是SN-38作用下的早期变化

之一, 而细胞内ROS的增多则提示细胞凋亡的

发生. 由于SN-38可以显著诱导产生大量ROS, 
在高浓度药物干预下可能会湮没差异, 因此我

们通过文献[6]及预实验结果, 选择15 μg/L这个

轻微抑制肿瘤生长的浓度作为ROS检测的干预

浓度. 结果显示: 载药微球组和裸药组细胞内

ROS水平均明显升高(与对照组比较, P <0.05)并
呈现时间依赖性特征(图4A-B); 而纳米材料对

细胞内ROS水平并没有影响(图4C); 24 h时, 载
药微球组细胞内ROS水平与裸药组无明显差异, 
但随着时间的进行, 我们发现载药微球于48、
72 h诱导产生的ROS产物显著高于裸药(P <0.05, 
图4D), 进一步说明SN-38载药纳米微球良好的

缓释特性. 

3  讨论

本研究选用聚己内酯与聚乙二醇合成的二嵌段

共聚物(PCL-PEG)作为药物载体制备纳米级的

SN-38载药微球, 聚己内酯与聚乙二醇均为美国

FDA批准医用的材料, 具有可生物降解性的特

点. 载药两亲嵌段共聚物纳米微球是一种新型

的药物缓释系统, 聚己内酯作为疏水端, 可以使

脂溶性的药物更容易被载入微球; 聚乙二醇作

为亲水端在水中自组装成较小粒径的纳米粒子, 
有研究表明聚乙二醇修饰的微球能够减少网状

内皮系统(RES)对于微球的摄取从而使微球在

体内能存留更长的时间, 避免其在血清中迅速

代谢, 更容易达到肿瘤组织发挥药效[14]; 同时药

物被高分子材料负载成为载药纳米粒子具有裸
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表  2  两组在不同时间的IC50值比较

     
IC50(μg/L)  　            24 h    　    　   48 h          　     72 h

SN-38裸药   245.08±11.34  49.09±7.62    30.27±4.41

SN-38微球   198.83±6.88    54.07±10.04  12.88±4.57

图  3  SN-38载药纳米微球对人胃癌细胞BGC-823抗肿瘤作用. A: SN-38裸药; B: SN-38纳米微球; C: 空白纳米微球; D: 

SN-38裸药及SN-38纳米微球对BGC-823细胞不同浓度下作用72 h(aP<0.05 vs  SN-38-np, n  = 3).
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■应用要点
通 过 剂 型 改 造 , 
SN-38纳米微球药
物性质更稳定, 杀
伤肿瘤细胞的效
果更佳. 这些优势
为SN-38载药纳米
微球未来临床应
用提供了支持, 同
时特异性肿瘤靶
向的纳米载体将
是我们今后努力
的方向. 
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药所不能比拟的低毒性, 这为在以后的使用中

增加药物的使用剂量而不引起毒性反应提供了

依据[15-16]. 为临床提供高效低毒的抗肿瘤药物新

载体奠定了基础. 
本实验中二嵌段共聚物(PCL-PEG)作为载

体进行物理包埋获得了不错的载药效率, 所制

备的SN-38纳米微球的载药量达到了11%左右, 
包封率达到80%左右. 

细胞活力实验和ROS水平检测结果证实通

过载药纳米微球的改造, 使得SN-38具有良好的

水溶性和缓释作用, 并且可以使药物的使用浓

度降低, 同时能够较长时间保持在有效杀伤肿

瘤细胞的水平, 继而达到了优于裸药的效果. 纳
米改造后的SN-38在较低的药物浓度下即可诱

导产生大量的细胞内ROS产物, 一方面与纳米微

球的缓释特性有关, 另一方面与纳米微球进入

细胞方式有关: 细胞通过高效的胞吞作用摄取

纳米微球药物[17], 从而在低浓度作用时也能达到

比较高的胞内药物浓度, 从而高效持续的诱导

细胞内活性氧产生参与细胞的凋亡或死亡. 
比较SN-38纳米改造前后, SN-38纳米微球

药物性质更稳定, 杀伤肿瘤细胞的效果更佳. 这
些优势为SN-38载药纳米微球未来临床应用提

供了支持, 同时特异性肿瘤靶向的纳米载体将

■同行评价
本研究设计合理,  
方法先进, 具有较
好的实用性.

图  4  SN-38纳米微球对细胞内ROS水平的影响. A: SN-38裸药(15 μg/L, DCF染色); B: SN-38纳米微球(15 μg/L, DCF染色); 

C: 纳米微球对细胞ROS水平的影响(n = 6); D: ROS水平统计结果, 以相应对照的荧光值为参照, 结果以和参照的比值表示. 

(aP<0.05 vs  SN-38-np, n  = 3). 
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是我们今后努力的方向. 
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