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　　［摘要］　目的　探讨三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）纳米新剂型的制备和质量控制。方法　以聚乙醇化聚乳酸（ＰＥＧＰＬＡ）为载体材

料，Ｗ／Ｏ／Ｗ型超声乳化制备Ａｓ２Ｏ３ 纳米粒，同时偶联具有肝癌靶向作用的 ＶＥＧＦＲ２，最终得到人源抗 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧ

ＰＬＡ纳米粒。对其粒径分布、Ｚａｔａ电位、载药量和包封率进行测定，通过透射电镜（ＴＥＭ）观察其表观形态，同时考察其体外释药

和稳定性。选择２４只肝癌裸鼠，随机分为 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组及 Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组，通过尾静脉注射纳米粒，高效

液相色谱法测定Ａｓ２Ｏ３ 在两组裸鼠体内的分布；免疫组化及蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）表

达量。结果　本实验制得的Ａｓ２Ｏ３ 纳米制剂 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ粒径为（１４１．９±１３．２）ｎｍ，Ｚａｔａ电位为（１０．２±１．１）

ｍＶ；经ＴＥＭ观察呈圆形或椭圆形颗，粒状、大小较一致，分散性较好；载药量为（５．５１±１．８３）％，包封率为（６２．１２±５．９８）％。体

外释放发现其具有缓释效果，半数释放时间狋１／２分别为１０ｈ；初步稳定性考察结果发现该制剂稳定性良好。与 Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ

组比较，ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组中肿瘤、肝组织的Ａｓ２Ｏ３ 浓度较高，心、血液、肾组织的 Ａｓ２Ｏ３ 浓度较低（犘＜０．０５），且肿

瘤组织中ＶＥＧＦＲ２阳性率及蛋白表达较低。结论　以ＰＥＧＰＬＡ为载体材料制备得到 Ａｓ２Ｏ３ 纳米制剂，且偶联具有肝癌靶向

作用的ＶＥＧＦＲ２，最终得到粒径分布均匀，包封率和载药量高，稳定性良好的纳米制剂，且初步证实在肝癌裸鼠体内具有良好的

靶向作用。
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　　三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）是中药砒霜的主要有效成分，长期以

来被认为是一种致癌物。２０世纪７０年代，我国学者首先将其

用于急性早幼粒性白血病的治疗，取得了显著临床疗效［１］。大

量研究证实，Ａｓ２Ｏ３ 能够抑制胃癌、肺癌、肠癌、胰腺癌、前列腺

癌、卵巢癌多种实体瘤的生长，提示Ａｓ２Ｏ３ 是一种广谱抗肿瘤

药物，其抗肝癌作用更是受到人们的重视［２４］。目前，国内外临

床上应用Ａｓ２Ｏ３ 治疗肿瘤的剂型主要是注射液，进入体内的

Ａｓ２Ｏ３ 由于血液循环的作用弥散至周围组织，给正常组织带来

毒性和不良反应的同时降低了肿瘤部位的有效药物浓度。为

了满足临床需要，需要将其制成高效低毒的纳米新剂型。
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近年来，纳米技术越来越多地被应用于抗肿瘤药物的缓释

治疗研究，取得了较好的效果［５］。纳米粒状态的肿瘤药物体内

释放机制为缓慢释放，因此药物峰谷浓度波动减小，药物作用

时间延长。近年来肝癌治疗的新方向为抗血管生成治疗，灵感

来源于肝癌的富血管特性，肿瘤血管的生长有益于其生长。其

中，血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）是肝癌血管生成中最重要

的因子之一，其通过与其受体（ＶＥＧＦＲ）结合后自身磷酸化后

激活细胞内信号传导通路实现其生物学效应［６７］，因此 ＶＥＧ

ＦＲ２可作为肝癌免疫靶向治疗及抗血管生成治疗的双重靶

点。本文采用聚乙醇化聚乳酸（ＰＥＧＰＬＡ）为载体材料，同时

偶联具有肝靶向作用的 ＶＥＧＦＲ２，制备 Ａｓ２Ｏ３ 纳米粒，并对

其质量进行了控制，以期提高Ａｓ２Ｏ３ 的疗效。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂　ＶＣＸ８００型超声波细胞粉碎机（ＳＯＮ

ＩＣＳ公司），ＡｌｌｅｇｒａＸ１５Ｒ低温高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），

Ｔｅｃ１０透 射 电 子 显 微 镜 （Ｐｈｉｌｉｐｓ公 司），Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ３０００

（Ｍａｌｖｅｒｎ公司），ＣＯ２ 培养箱（ＲＥＶＣＯ公司），Ａｓ２Ｏ３（Ｓｉｇｍａ公

司）。本实验室自制 ＶＥＧＦＲ２ｓｃＦｖ（单链可变区片断）；ＰＥＧ

ＰＬＡ（上海宝生），兔抗 ＶＥＧＦＲ２多克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公

司），ＢＣＡ试剂盒、兔抗 ＧＡＰＰＤＨ 单克隆抗体（碧云天生物技

术有限公司）。人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞株由南昌大学第二附属医

院提供。

１．２　方法

１．２．１　制备 Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒　Ｗ／Ｏ／Ｗ 型超声乳化

法制备Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒。（１）制备 Ｗ／Ｏ初乳液：超声

条件下将适量Ａｓ２Ｏ３ 溶液加入到５ｍＬＰＥＧＰＬＡ二氯甲烷溶

液中，后将少量Ｔｗｅｅｎ８０与Ｓｐａｎ８０混合乳化剂（５∶１）加入

所得混合溶液中，超声（１００Ｗ，５ｍｉｎ）下使之均一稳定，获得

Ｗ／Ｏ初乳液。（２）Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒制备：所得初乳液

在超声条件（１００Ｗ，１０ｍｉｎ）下滴加到５０ｍＬＯ羧甲基壳聚糖

（ＯＣＭＣ）水溶液中，获得 Ｗ／Ｏ／Ｗ 复乳液。所得复乳液室温

下电磁搅拌（３００ｒ／ｍｉｎ）４ｈ以上，使有机溶剂完全挥发。此时

所得混悬液以２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液保留沉淀

物，用蒸馏水离心洗涤沉淀３次，除去未包埋药物，冷冻干燥所

得沉淀，即Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒。

１．２．２　人源抗 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ隐形纳米粒的制

备　取Ａｓ２Ｏ３ 隐形纳米粒与抗ＶＥＧＦＲ２单链抗体（质量比为

３∶１），将二者溶于ＳＢＦ溶液（ｐＨ＝７．４），电磁搅拌下加入碳二

亚胺（与单抗质量比为２∶１）溶液，４℃下搅拌２ｈ后离心分

离，所得内容物经超声分散后采用去离子水洗涤３遍，经冷冻

干燥所得粉状固体即Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒与抗 ＶＥＧＦＲ２

单链抗体的偶联物（抗 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ隐形纳米

粒）。抗ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ隐形纳米粒纯化过程采

用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析柱进行。

１．２．３　粒径分布及Ｚａｔａ电位　取 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧ

ＰＬＡ粉末适量，加水稀释，用激光粒度仪测定纳米粒的平均粒

径及分布，同时用Ｚａｔａ电位测定仪测定其Ｚａｔａ电位。

１．２．４　透射电镜（ＴＥＭ）形态表征　用ＴＥＭ观察载药纳米粒

的结构。试样制作：把冷冻干燥后 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧ

ＰＬＡ隐形纳米粉末加入到烧杯中，加入去离子水超声，然后将

液体样品滴到已载膜的铜网上。晾干后于ＴＥＭ 下观察纳米

粒子的大小和形貌。

１．２．５　载药量（ＤＬ）和包封率（ＥＲ）测定　砷含量测定采用氢

化物原子荧光法。ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ隐形纳米粉末

微波消解后，酸性条件下加入硫脲抗坏血酸和硼氢化钾，还原

砷为ＡｓＨ３
［７］。二氯甲烷中溶于一定量的 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３

ＰＥＧＰＬＡ隐形纳米粒，后加入５ｍＬ蒸馏水，充分混悬后静置

１ｈ。混合２次分离收集的水相溶液，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

取上清液测 Ａｓ２Ｏ３ 浓度。根据测试结果计算出纳米粒中的

Ａｓ２Ｏ３ 水平按公式：ＤＬ＝犠ｓ／犠ｐ×１００％ 和 ＥＲ＝犠ｓ／犠ｔ×

１００％计算。犠ｓ为纳米粒中所含Ａｓ２Ｏ３ 质量，犠ｐ为所测纳米

微粒质量，犠ｔ为制备相应量纳米微粒所需 Ａｓ２Ｏ３ 质量。标准

工作曲线：砷标准储备液，精密称取一定量的 Ａｓ２Ｏ３ 标准品，

于容量瓶中，用适量氢氧化钾溶液溶解，用稀硫酸溶液调节

ｐＨ至微酸性，最后用水定容。使用时，用水稀释成系列砷标

准工作液，加入硫脲抗坏血酸混合液和盐酸，用水定容至刻度

并摇匀。放置１０ｍｉｎ进样，绘制标准曲线。

１．２．６　体外释放　用动态透析法进行释药试验，用原子荧光

分光光度法测量释药量。精密称取适量 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３

ＰＥＧＰＬＡ纳米粒装入透析袋内，加入一定体积的ＰＢＳ（０．１

ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）形成混悬液，扎紧后置于确定体积的ＰＢＳ（０．１

ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），置于（３７．０±１．０）℃，８０ｒ／ｍｉｎ恒速搅拌，于

设定的时间点取样，同时补加同体积的ＰＢＳ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ

７．４）。测定不同时间点所取样品中 Ａｓ２Ｏ３ 浓度，计算得出累

积释药百分数，并作出释放曲线图。

１．２．７　初步稳定性试验　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ胶体

溶液不稳定，放置过程中粒子容易聚集，且包载的 Ａｓ２Ｏ３ 也可

能从纳米粒中泄漏。选取低温４℃和室温２５℃的条件下放置

的ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ胶体溶液，分别于１、２、３ｄ取

样，计算载药量和渗漏率（ＬＲ）。ＬＲ＝（Ｗ定期－Ｗ初始）／Ｗ总×

１００％。Ｗ定期为定期（不同时间点）测得游离药物量，Ｗ初始 为试

验初始游离药物量，Ｗ总 为药物总量。

１．２．８　肝癌裸鼠模型的建立
［８］
　人肝癌Ｂｅｌ７４０２细胞株培养

于含２０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２

培养箱中培养，取处于对数生长期的细胞用于模型的建立。细

胞密度为１×１０７／ｍＬ，于无菌操作台中将０．１ｍＬ细胞悬液注

射于４～６周龄的三级ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠右侧肩胛部，饲养２

周，肝癌裸鼠模型即可建立成功。

１．２．９　肝癌裸鼠模型分组及处理
［８］
　荷人肝癌裸鼠模型２４

只分成２组，每组１２只，分别经尾静脉注射抗 Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧ

ＰＬＡ纳米粒、ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒。其中每组

各６只给药后０．５ｈ处死，取血液、心、肝、肾、肿瘤等组织，用

于Ａｓ２Ｏ３ 浓度的测定。另外每组各６只给药后，在第２１天处

死，取肿瘤组织，免疫组化测定ＶＥＧＦ的表达。

１．２．１０　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测 Ａｓ２Ｏ３ 在两组肝癌裸

鼠组织中的分布实验　给药０．５ｈ后，裸鼠股静脉取２ｍＬ血，

分离获得血浆；处死裸鼠，取肿瘤、心、肝、肾等组织各２．０ｇ，研

磨成匀浆；标本加内标液２０μＬ，后加甲醛∶氯仿（４∶１）混合

液５ｍＬ，进行 ＨＰＬＣ分析，通过已测定的标准曲线进行计算

获得Ａｓ２Ｏ３ 浓度。色谱条件为流动相为甲醇磷酸二氢铵冰

乙酸（７０．０∶３０．０∶０．５），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ
［９］。
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１．２．１１　免疫组化检测 ＶＥＧＦＲ２在肿瘤组织中的表达　取

肿瘤组织，ＰＢＳ冲洗干净后在１０％甲醛溶液中过夜固定，石蜡

包埋，切片，用免疫组化ＳＰ法检测ＶＥＧＦ的表达。操作过程：

对切片加抗原修复液进行修复，室温冷却３０ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗

２次，室温孵育１０ｍｉｎ后滴加１％浓度的一抗，４℃孵育、ＰＢＳ

冲洗２次，每次５ｍｉｎ；滴加二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ后ＰＢＳ冲

洗２次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色后，流水冲洗，并经过复染，脱

水，透明，最后树胶封片，于镜下观察。阴性对照选择 ＰＢＳ

溶液。

１．２．１２　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＶＥＧＦＲ２在肿瘤

组织中的表达　取肝组织，按比例加入ＲＩＰＡ（１０μｇ／ｍＬ）裂解

液和蛋白酶抑制剂，超声破碎制成组织匀浆，将破碎后的组织

匀浆放置于冰中３０ｍｉｎ，使组织彻底裂解，每隔１０ｍｉｎ置于涡

旋仪中震荡３０ｓ，４０ｍｉｎ后，４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小

心吸取上清，即可获得总蛋白。采用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓

度。煮沸变性１０ｍｉｎ，蛋白样品放置于－２０℃冰箱中待测。

各取２０μＬ蛋白样品上样，跑１２％ ＳＤＳ凝胶电泳，后湿法转

膜。含５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，一抗溶液孵育，４℃过夜；二

抗溶液中室温孵育１～２ｈ。在凝胶成像系统中曝光。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据统计，

计量资料用狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　粒径分布及Ｚａｔａ电位　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ平

均粒径为（１４１．９±１３．２）ｎｍ，呈正态分布，见图１。Ｚａｔａ电位为

（１０．２±１．１）ｍＶ。

图１　　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ平均粒径分布图

２．２　ＴＥＭ观察　本实验制备的ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳

米粒ＴＥＭ下为圆形或椭圆形颗，大小均一，分散性好。见图２。

图２　　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒ＴＥＭ图

２．３　ＤＬ和ＥＲ测定　以荧光强度Ｆ为纵坐标，药物浓度Ｃ为

横坐标建立标准曲线，得标准曲线方程Ｆ＝１００．７６Ｃ＋８．４７７６

（犚２＝０．９９９７）。经计算，ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒

的ＤＬ为（５．５１±１．８３）％，ＥＲ为（６２．１２±５．９８）％。见图３。

图３　　Ａｓ２Ｏ３ 标准工作曲线

２．４　体外释放试验　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒中

Ａｓ２Ｏ３ 释放缓慢，而游离Ａｓ２Ｏ３ 在８ｈ内已完全释放。Ａｓ２Ｏ３

和ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒的药物半数释放时间

狋１／２分别为１２０ｍｉｎ和１０ｈ。见图４。

图４　　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒和Ａｓ２Ｏ３

体外释放曲线图

２．５　稳定性试验　观察３ｄ内低温和室温纳米粒胶体溶液的

外观形态未发生改变，无沉淀可见。随着时间推移，低温和室

温条件下，ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒 ＤＬ均呈降低

趋势，ＬＲ不断上升，且室温条件下ＬＲ显著高于低温条件下。

见表１。

表１　　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米

　　　粒ＤＬ和ＬＲ变化（％）

时间（ｄ）
低温

ＤＬ ＬＲ

室温

ＤＬ ＬＲ

１ ５．５１ ３．１２ ５．４３ ６．５８

２ ５．２３ ５．９０ ５．０２ １０．９１

３ ４．９５ ７．０２ ４．５２ １５．３７

　　：犘＜０．０５，与低温条件下ＬＲ相比。

２．６　Ａｓ２Ｏ３ 在两组裸鼠体内的分布　ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧ

ＰＬＡ组肝癌裸鼠肿瘤、肝组织中的 Ａｓ２Ｏ３ 的浓度显著高于

Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＶＥＧＦＲ

２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组肝癌裸鼠血液、心、肾中的 Ａｓ２Ｏ３ 浓度

显著低于Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

见表２。

２．７　ＶＥＧＦＲ２在肿瘤组织中的表达　ＶＥＧＦＲ２在ＶＥＧＦＲ

２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组中的阳性表达及蛋白表达显著低于

Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组（犘＜０．０５）。见图５。
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表２　　Ａｓ２Ｏ３ 在两组裸鼠体内的分布（μｇ／ｍｇ，狓±狊）

组别 肿瘤 血液 心 肝 肾

Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组 ０．７５８±０．１３７ ０．３７６±０．０５３ ０．２０４±０．０３８ ０．３９５±０．０９１ ０．３７４±０．１０２

ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组 １．３９６±０．２０２ ０．１８６±０．０７４ ０．１２６±０．０１９ ０．６８７±０．１１３ ０．１５６±０．０４２

　　：犘＜０．０５，与Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组比较。

　　Ａ：ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组；Ｂ：Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组。

图５　　ＶＥＧＦＧ２在肿瘤组织中的表达

３　讨　　论

　　原发性肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，因其具有侵

袭性强、生长速度快、治疗后易复发、易导致肝功能衰竭等特

点，预后很差，其病死率在全球居第三位［１０］。我国是肝癌的高

发地区之一，每年有１０多万人死于肝癌，占全球肝癌死亡人数

的５０％以上，在我国恶性肿瘤中居第二位。我国应用砷作为

抗肿瘤药物历史悠久，上世纪末 Ａｓ２Ｏ３ 注射液正式通过临床

审批，现被临床广泛应用且效果显著。Ａｓ２Ｏ３ 抗肝癌作用从体

内、外实验到临床应用晚期肝癌治疗的试验均取得令人鼓舞的

效果，从而奠定了 Ａｓ２Ｏ３ 肝癌治疗的基础。目前应用临床上

的Ａｓ２Ｏ３ 注射液，给药后血药浓度升高快，生物利用度低，毒

副反应多，严重者造成肾功能损害，患者生活质量显著降低，因

此迫切需要一种不良反应少、毒副作用低的新型 Ａｓ２Ｏ３ 用于

临床肝癌治疗。

纳米技术进行纳米载药可增强靶向性，降低毒副反应，从

而显著提高药物疗效。本实验使用的主要辅料为ＰＥＧＰＬＡ

类高分子材料进行 Ａｓ２Ｏ３ 纳米制剂的制备，它具有良好的生

物相容性，在药物递送方面具有独特的优势。有文献称ＰＥＧ

ＰＬＡ作为药物载体可承载一些水溶性差，半衰期短，毒副作用

大的药物，具有有效提高药物的生物利用度，减少药物对全身

毒副作用的优点［１１］。本实验制得的Ａｓ２Ｏ３ 纳米制剂ＶＥＧＦＲ

２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ粒径为（１４１．９±１３．２）ｎｍ，呈正态分布，

Ｚａｔａ电位为（１０．２±１．１）ｍＶ，经 ＴＥＭ 观察呈圆形或椭圆形

颗，粒状、大小较一致，分散性较好，表明该剂型杀伤肿瘤细胞

的重要途径之一是通过透过有缺陷的肿瘤毛细血管壁使抗肿

瘤药物高浓度的积聚在肿瘤部位实现的。结果发现 ＶＥＧＦＲ

２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒的 ＤＬ 为（５．５１±１．８３）％，ＥＲ 为

（６２．１２±５．９８）％。张乐等
［１２］以乳酸羟基乙酸共聚物为载体

制备得到 Ａｓ２Ｏ３ 纳米粒，平均粒径为 １７８．２ｎｍ，ＥＲ为５３．

１９％，ＤＬ为０．６４％，低于本实验结果。药物体外释放结果发

现，ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒体外具有缓释效果，药

物半数释放时间明显延长，提示 Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒可延

长对肿瘤的作用时间，同时Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ可以显著提高肿

瘤细胞内Ａｓ２Ｏ３ 浓度而降低正常组织中药物作用浓度，因此

说Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒改变 Ａｓ２Ｏ３ 水溶性的同时改善其

药代动力学。初步稳定性研究表明，Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ纳米粒

在低温４℃条件下，３ｄ内ＬＲ小于１０％，表明其具有可靠地稳

定性。

ＶＥＧＦＲ２受体主要分布于肿瘤血管内皮表面及肿瘤细胞

表面，介导ＶＥＧＦ在肿瘤新生血管的形成，对肿瘤血管的生成

至关重要［１３１４］。研究表明，ＶＥＧＦＲ２在肝癌组织中的阳性表

达率高达６０％～７０％，而正常组织中ＶＥＧＦＲ２呈阴性或仅为

低度表达［１５１６］。本研究中，由于增加了实验室自制的具有肝

靶向作用的靶头ＶＥＧＦＲ２，并把有靶头和没有靶头的纳米粒

通过尾静脉注射到肝癌裸鼠，通过检测发现ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３

ＰＥＧＰＬＡ组中肿瘤、肝组织中的 Ａｓ２Ｏ３ 浓度高于 Ａｓ２Ｏ３

ＰＥＧＰＬＡ组，血液、心、肾组织中的 Ａｓ２Ｏ３ 浓度低于 Ａｓ２Ｏ３

ＰＥＧＰＬＡ组，充分说明制作的 ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ

靶向作用显著。ＶＥＧＦＲ２／Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ 组肿瘤组织中

ＶＥＧＦ的阳性表达低于Ａｓ２Ｏ３ＰＥＧＰＬＡ组，说明自制的靶头

ＶＥＧＦＲ２，可能具有显著的抗血管作用，从而可能达到肝癌细

胞毒性治疗与抗血管生成治疗相结合的双重效果。

综上所述，本文以ＰＥＧＰＬＡ为载体材料制备得到 Ａｓ２Ｏ３

纳米制剂，且偶联具有肝靶向作用的ＶＥＧＦＲ２，最终得到粒径

分布均匀，ＤＬ和ＥＲ高，稳定性良好的纳米制剂，且初步证实

在肝癌裸鼠体内具有良好的靶向作用，并可能同时起到抗血管

生成作用，为其肝癌机制研究和治疗提供了理论基础。

参考文献

［１］ＣａｉＹＸ，ＭｅｎｇＦＹ，ＳｕｎＱＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅ

ｚｏｍｉｂａｌｏｎｅｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｈａｒｒｉｎｇｔｏｎｉｎｅｏｒａｒｓｅ

ｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＸｕｅＹｅＸｕｅＺａＺｈｉ，

２００８，２９（１１）：７３７７４０．

［２］ＣｈｉｕＨＷ，ＴｓｅｎｇＹＣ，ＨｓｕＹＨ，ｅｔａｌ．Ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅｉｎ

ｄｕｃｅｓｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｔｈｒｏｕｇｈｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＥＲ

ｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ

ｉｎｈｕｍａｎｓａｒｃｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１５，３５６（２Ｐｔ

Ｂ）：７６２７７２．

［３］ ＵｄｅｎｓｉＵＫ，ＴａｃｋｅｔｔＡＪ，ＢｙｒｕｍＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｂａｓｅｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙａｂｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｈｕ

ｍａｎｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＪＰｒｏ

ｔｅｏｍｉｃｓＢｉｏｉｎｆｏｒｍ，２０１４，７（７）：１６６１７８．

［４］ ＷａｎｇＧＺ，Ｚｈａｎｇ Ｗ，ＦａｎｇＺＴ，ｅｔａｌ．Ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅ：

ｍａｒｋｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（下转第５０４８页）

４４０５ 重庆医学２０１６年１２月第４５卷第３６期



参考文献

［１］ＬｉａｎｇＳＱ，ＭａｒｔｉＴＭ，ＤｏｒｎＰ，ｅｔａｌ．Ｂｌｏｃｋｉｎｇｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉ

ａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙａｂｒｏｇａｔｅｓｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｔｏａｎｔｉｆｏｌａｔｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１５，６（５）：ｅ１８２４．

［２］ ＷａｎｇＨ，ＺｈａｎｇＧ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉ

ａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｌｉｋｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｉｎｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ｔｈｒｏｕｇｈＡＫＴ／βｃａｔｅｎｉｎ／Ｓｎａｉｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｅｕｒ

ＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，７２３（２）：１５６１６６．

［３］ＺｈａｎｇＷＪ，ＦｅｎｇＭＬ，ＺｈｅｎｇＧＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ

５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｉｎｄｕｃｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳｎａｉｌｉｎＭＣＦ７ｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１２，４１７（２）：

６７９６８５．

［４］ ＮａｍｂａＴ，ＫｏｄａｍａＲ，ＭｏｒｉｔｏｍｏＳ，ｅｔａｌ．Ｚｉｄｏｖｕｄｉｎｅ，ａｎ

ａｎｔｉｖｉｒａｌｄｒｕｇ，ｒｅｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｐａｎｃｒｅ

ａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＡｋｔ

ＧＳＫ３ｂｅｔａＳｎａｉｌｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１５，６（３）：

ｅ１７９５．

［５］ ＺｈｕｏＷ，ＷａｎｇＹ，ＺｈｕｏＸ，ｅｔａｌ．Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｓｎａｉｌ，ａ

ｎｏｖｅｌＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ｖｉａＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ

ｅｎｃｅｉｎｃｒｅａｓｅｓａ５４９ｃｅｌｌｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎｖｉａＪＮＫ／

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒ，２００８，６２（１）：８

１４．

［６］ ＴｏｒｚｉｌｌｉＰＡ，ＢｏｕｒｎｅＪＷ，ＣｉｇｌｅｒＴＡ．Ａｎｅｗｐａｒａｄｉｇｍｆｏｒ

ｍｅｃｈａｎｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．

ＳｅｍｉｎＣａｎｃｅｒＢｉｏｌ，２０１２，２２（５／６）：３８５３９５．

［７］ＦｉｓｃｈｅｒＫＲ，ＤｕｒｒａｎｓＡ，ＬｅｅＳ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｓｎｏｔｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｕｔ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１５，５２７

（７５７９）：４７２４７６．

［８］ＬｉＪＰ，ＬｉｕＨ，ＹｕＪＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｉｎｄｕｃｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＨＣＴ１１６ｃｏｌｏｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１５，１２（１）：１９２１９８．

［９］ ＴｏｄｅｎＳ，ＯｋｕｇａｗａＹ，ＪａｓｃｕｒＴ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｍｅｄｉａｔｅｓ

ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｔｏ５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲＮＡｉｎ

ｄｕｃｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｉｎｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，

２０１５，３６（３）：３５５３６７．

［１０］ＢｌａｎｃｏＭＪ，ＭｏｒｅｎｏＢｕｅｎｏＧ，ＳａｒｒｉｏＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｏｆｓｎａｉｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅａｎｄｌｙｍｐｈ

ｎｏｄｅｓｔａｔｕｓｉｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００２，２１

（２０）：３２４１３２４６．

［１１］ＹａｎｇＪ，ＭａｎｉＳＡ，ＤｏｎａｈｅｒＪＬ，ｅｔａｌ．Ｔｗｉｓｔ，ａｍａｓｔｅｒｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｏｆｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｐｌａｙｓａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｔｕｍｏｒ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００４，１１７（７）：９２７９３９．

（收稿日期：２０１６０７１８　修回日期：２０１６０９１６）

（上接第５０４４页）

　　 ｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＴｗｉｓｔｉｎ

ｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１４，１４０

（７）：１１２５１１３６．

［５］ＤｅｂｏｔｔｏｎＮ，ＰａｒｎｅｓＭ，ＫａｄｏｕｃｈｅＪ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｔｈｅ

ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｏｂｓｔａｃｌｅｓｔｏｗａｒｄｓｔａｒｇｅｔｅｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ：ｉｎ

ｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｄｒｕｇｌｏａｄｅｄｉｍ

ｍｕｎｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２００８，１２７（３）：

２１９２３０．

［６］ＩｎｏｕｅＫ，ＴｏｒｉｍｕｒａＴ，ＮａｋａｍｕｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｖａｎｄｅｔａｎｉｂ，ａｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ２ａｎｄＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｓｕｐｐｒｅｓ

ｓｅｓｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒ

ｃａｎｃｅｒｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，１８（１４）：３９２４

３９３３．

［７］ＪａｙａｓｉｎｇｈｅＣ，ＳｉｍｉａｎｔｏｎａｋｉＮ，ＨａｂｅｄａｎｋＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｌ

ｅｖａｎｃｅｏｆｃｅｌｌｔｙｐｅａｎｄｔｕｍｏｒｚｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃＶＥＧＦＲ２ａｃ

ｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｌｏｃａｌｌｙａｄｖａｎｃｅｄｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＥｘｐＣｌｉｎ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１５，３４（１）：４２．

［８］ 殷香保，邬林泉，黄跃英，等．三氧化二砷聚乙二醇聚乳

酸偶联人源抗血管内皮细胞生长因子受体２隐形纳米粒

的抗肝癌机制探讨［Ｊ］．中国全科医学，２０１５，１８（２３）：

２８０５２８０９．

［９］ 殷香保，邬林泉，黄长文，等．阿霉素纳米ＶＥＧＦＲ２单抗

交联物的抗肝癌作用［Ｊ］．广东医学，２０１４，３５（１９）：２９７２

２９７５．

［１０］ＷａｎｇＹＸ，ＤｅＢａｅｒｅＴ，ＩｄｅｅＪＭ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒｅｍ

ｂｏｌｉｚａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ：ａｎｕｐｄａｔｅｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｅｖｉ

ｄｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１５，２７（２）：９６１２１．

［１１］赵刚，苏庆，李静，等．聚乙二醇聚乳酸嵌段共聚物及其

微粒给药系统的研究进展［Ｊ］．中国新药杂志，２０１１，２０

（１）：３６４０．

［１２］张乐，周世文．三氧化二砷ＰＬＧＡ纳米粒的制备及工艺优

化［Ｊ］．第三军医大学学报，２００６，２８（１１）：１２４９１２５１．

［１３］ＭｏｙｌｅＣＷ，ＣｅｒｅｚｏＡＢ，ＷｉｎｔｅｒｂｏｎｅＭＳ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｉｎｈｉ

ｂｉｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦＲ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｔｉｇｈｔｂｉｎｄｉｎｇｏｆｇｒｅｅｎ

ｔｅａｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎｇａｌｌａｔｅａｎｄａｐｐｌｅｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｔｏ

ＶＥＧＦ：ｒｅｌｅｖａｎｃｅｔｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＮｕｔｒＦｏｏｄ

Ｒｅｓ，２０１５，５９（３）：４０１４１２．

［１４］ＩａｃｏｖｅｌｌｉＲ，ＳｔｅｒｎｂｅｒｇＣＮ，ＰｏｒｔａＣ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲｐａｔｈｗａｙｉｍｐｒｏｖｅｓｓｕｒｖｉｖａｌｉｎａｄｖａｎｃｅｄ

ｋｉｄｎｅｙｃａｎｃｅｒ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１５，１６（２）：１６４１７０．

［１５］戴丽娟，鄢成伟，李淑珍，等．抗ＶＥＧＦＲ２／抗ＣＤ３双特异

单链抗体的表达及初步活性检测［Ｊ］．细胞与分子免疫学

杂志，２０１１，２７（８）：８８３８８６．

［１６］马满玲，郭美华，杨丽杰，等．三氧化二砷新剂型的研究进

展［Ｊ］．中国药学杂志，２０１１，４６（７）：４８９４９２．

（收稿日期：２０１６０７０９　修回日期：２０１６０９２０）

８４０５ 重庆医学２０１６年１２月第４５卷第３６期


