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超声促释载紫杉醇纳米复合凝胶系统抑制大鼠C6胶质瘤细胞
生长的实验研究

李一鸣，张海娴，汪晓虹，王意达，王　怡
复旦大学附属华山医院超声医学科，上海 200040

　　【摘要】　目的：探究载紫杉醇纳米复合凝胶系统及其结合超声辐照对C6胶质瘤细胞生长的抑制作用。方法：分为

对照组、空白纳米复合凝胶组、游离紫杉醇组、载紫杉醇纳米复合凝胶组、超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组，分别处

理C6胶质瘤细胞，利用四唑盐(methyl thiazolyl tetrazolium，MTT)比色法检测C6细胞的相对生长率(relative growth 

rate，RGR)，观察各组细胞生长情况。结果：对照组与空白纳米复合凝胶组比较RGR差异无统计学意义，含药物的游离紫杉

醇组、载紫杉醇纳米复合凝胶组、超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组均有明显的细胞增殖抑制作用(P<0.05)。与游离紫杉

醇组比较，载紫杉醇纳米复合凝胶组RGR减低，差异有统计学意义(P<0.05)，载紫杉醇纳米复合凝胶组与超声辐照载紫杉

醇纳米复合凝胶组之间RGR差异有统计学意义(P<0.05)。结论：载紫杉醇纳米复合凝胶系统的制备材料具有良好的生物相

容性，紫杉醇可明显抑制C6胶质瘤细胞生长。载紫杉醇纳米复合凝胶影响紫杉醇对细胞的生长抑制作用，具有缓释作用，

超声辐照可促进载紫杉醇纳米复合凝胶内药物释放。
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　　【Abstract】 Objective: To observe the inhibitory effects of paclitaxel (PTX)-loaded nanoparticle (NP) gel system combined 
with ultrasonic irradiation on the growth of C6 glioma cells.  Methods: Five groups were set up: Control, BLANK-NP-GEL, PTX, 
PTX-NP-GEL and PTX-NP-GEL-US. They were administered to C6 glioma cells respectively. The relative growth rate (RGR) of 
cells was detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) method, and the inhibitory effects on the growth of C6 glioma cells were 
observed. Results: The nano materials had no obvious inhibitory effects on cell proliferation. Paclitaxel could obviously inhibit cell 
proliferation compared to control group (P<0.05). There were significant differences in RGR among PTX, PTX-NP-GEL and PTX-
NP-GEL-US groups (P<0.05). Conclusion: The selected nanoparticle gel system materials have fine biocompatibility. Paclitaxel 
can inhibit the growth of C6 glioma cells. The paclitaxel-loaded nanoparticle gel system has sustained release effect, and ultrasonic 
irradiation can promote drug release.
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　　脑胶质瘤是最常见的原发性颅脑肿瘤，且恶

性者居多，具有浸润性生长的特点，患者5年生

存率<5%，手术切除后需联合放疗和化疗杀伤浸

润性生长的残留肿瘤细胞[1]。因脑组织受血-脑

屏障保护，传统化疗药不仅无法发挥抗胶质瘤作

用，反而易引发系统毒性作用，致使脑胶质瘤

的化疗受到极大限制[2]。本研究利用纳米生物技

术，将紫杉醇（paclitaxel，PTX）制备成由纳米

材料包裹修饰的载紫杉醇纳米复合凝胶系统，提

高药物的生物稳定性和生物利用率，实现药物的

缓释作用[3-4]，从而使该载药纳米复合凝胶系统

原位稳定聚集于胶质瘤组织周围，成功避开血脑

屏障，在减低系统毒性的同时实现特异靶区持续

性肿瘤杀伤作用[5]。此外，将超声作为一种触发

条件促进载紫杉醇纳米复合凝胶内药物释放，可

实现药物在一定程度上的无创控释[6-7]。
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1.4　超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶系统对

C6胶质瘤细胞增殖的抑制作用

　　实验分组：对照组(CONTROL)、空白纳

米复合凝胶组(BLANK-NP-GEL)、游离紫杉醇

组(PTX)、载紫杉醇纳米复合凝胶组(PTX-NP-
GEL)、超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组(PTX-
NP-GEL-US)。将96孔板划分为4×4个小孔组成的

6大板块，每一板块作为一组实验单位。将上述

各组溶液用培养液稀释30倍，取20 µL分别加入

孔中。并按1.3条件对第5组进行超声辐照一次。

分别于24、48、72 h进行四唑盐(methyl thiazolyl 
tetrazolium，MTT)比色，用酶联免疫检测仪检

测各样品在490 nm处的吸光度(optical density，

OD)，按以下公式计算反映细胞存活情况的指

标——细胞相对生长率(relative growth rate，

RGR)，分析各组实验干预条件对C6胶质瘤细胞

增殖抑制作用。

　 　 R G R = ( O D 实 验 组- O D 空 白 组) / ( O D 对 照 组- O D 

空白组)×100%
1.5　统计学处理

　　使用SPSS 22.0统计软件，结果以x±s表示，

利用方差分析比较差异，P<0.05 为有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　载紫杉醇纳米复合凝胶系统特性

　 　 应 用 超 声 乳 化 法 成 功 制 备 药 物 浓 度 为 

100 µg/mＬ的载紫杉醇纳米复合凝胶系统，

检测到载紫杉醇纳米粒包封率达86.5%，载紫

杉醇纳米粒粒径为(204.2±84.4) nm，分散指数 

(polydispersition index，PDI)为0.15(图1)。转子

法测试胶凝温度为(35.8±2.2) ℃，胶凝时间为

(263±8) s。

2.2　C6胶质瘤细胞增殖的抑制作用

　　各组RGR统计结果见表1、图2。首先比较

各组内不同时间的RGR，可分为两类：一类为对

照组、空白纳米复合凝胶组，表现为与对照组相

比，空白纳米复合凝胶组中细胞RGR随时间延长

未发生明显变化，表明细胞稳定生长；一类为游

离紫杉醇组、载紫杉醇纳米复合凝胶组、超声辐

照载紫杉醇纳米复合凝胶组，表现为随时间延长

超声促释载紫杉醇纳米复合凝胶系统抑制大鼠C6胶质瘤细胞生长的实验研究

1　资料和方法

1.1　细胞培养

　　大鼠C6脑胶质瘤细胞株由上海市肿瘤研究

所赠予，用含10%灭活胎牛血清、100 U/mL 青
霉素、100 µg/mL链霉素的DMEM细胞培养基，

在5% CO2、37 ℃恒温培养箱中培养。待C6细胞

处于对数生长期时，用0.25%胰蛋白酶消化，加

入适量新鲜培养液制成单细胞悬液，调节细胞悬

液密度至5×104个/mL，吸取单细胞悬液180 µL加

至96孔细胞培养板，显微镜下观察细胞状态、

分布情况、有无污染，并于培养箱中静置培养 

备用。

1.2　载紫杉醇纳米复合凝胶系统的制备与特性

　　采用超声乳化法制备药物浓度为100 µg/mL
的载紫杉醇纳米复合凝胶(PTX-NP-GEL)。设置

紫杉醇:聚合物纳米材料多聚乙二醇(mPEG)-聚乳

酸-羟基乙酸共聚物[poly(lactic-co-glycolic acid)，
PLGA]投药比为5%，普朗尼克F68:二氯甲烷油

水相体积比为10∶1，应用超声波乳化法制备载

紫杉醇纳米粒溶液，强度400 W，脉冲超声2 s，

15次/min，60次。将溶液充分乳化后，置于西林

瓶内机械搅拌使有机溶剂充分挥发，即制成载紫

杉醇纳米粒溶液。加入普朗尼克F127粉末后，将

溶液置于冰浴中12 h，待充分溶解后搅拌均匀，

制成20%载紫杉醇纳米复合凝胶系统[4,8]。用高效

液相色谱法检测载紫杉醇纳米粒的包封率，Zeta-
sizer Nano ZS90激光粒度仪检测载紫杉醇纳米粒

的粒径和表面电位，转子法检测载紫杉醇纳米复

合凝胶的胶凝时间与胶凝温度。同样方法制备无

紫杉醇的纳米复合凝胶及药物浓度为100 µg/mL
的游离紫杉醇溶液。

1.3　超声辐照

　　选取日本伊藤公司US-750型低频超声波治

疗仪。声波频率设为1 MHz，脉冲波占空比为

30%，强度设为0.75 W/cm2，时间设为30 s。选

取该超声波治疗仪L型探头，表面涂抹耦合剂后

直接作用于96孔细胞培养板中载紫杉醇纳米复合

凝胶系统[9]。
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表 1　各组别细胞RGR (%)统计结果

组别 24 h 48 h 72 h

对照组 1.06±0.06 1.00±0.08 1.00±0.05

空白纳米复合凝胶组 1.01±0.06 0.96±0.04 0.95±0.04

游离紫杉醇组 0.64±0.07 0.53±0.04 0.47±0.04

载紫杉醇纳米复合凝胶组 0.78±0.04 0.69±0.03 0.58±0.04

超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组 0.69±0.04 0.62±0.03 0.51±0.04

图 1　载紫杉醇纳米复合凝胶系统粒径检测图

超声促释载紫杉醇纳米复合凝胶系统抑制大鼠C6胶质瘤细胞生长的实验研究

图 2　各组别细胞相对生长率(%)统计条形图

细胞RGR有逐渐降低趋势，表明细胞生长持续受

到抑制。然后比较组间RGR，对照组与空白纳米

复合凝胶组细胞RGR无显著差异，均为100%左

右。游离紫杉醇组、载紫杉醇纳米复合凝胶组、

超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组细胞RGR比

对照组显著减低，差异有统计学意义(P<0.05)，
RGR为60%~80%。此3组均加入紫杉醇，3组之

间RGR也存在差异，其中游离紫杉醇组RGR减

低最明显，24 h时RGR为64%，其次为超声辐照

载紫杉醇纳米复合凝胶组，RGR为69%，最后为

载紫杉醇纳米复合凝胶组，RGR为78%。表明纳

米复合凝胶系统对药物的抑制效果产生明显影

响，可降低紫杉醇对C6细胞的生长抑制作用；

而在载紫杉醇纳米复合凝胶系统基础上结合超声

辐照，药物所发挥的细胞生长抑制作用进一步 
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增强。

3　讨　　论

　　传统化疗存在药物溶解度小、生物稳定性

差、生物利用率低、不良反应强等缺陷，严重限

制了其在抗胶质瘤方面的应用[2]。通过纳米生物

技术将抗肿瘤药物制备成载药纳米凝胶复合系统

被广泛研究，该系统的优势主要表现在以下几

方面：① 本研究制备的载紫杉醇纳米粒粒径为

(204.2± 84.4) nm，PDI为0.15，载药纳米粒大小

达纳米级别，且粒径均匀，可保证载药纳米粒的

均一性。纳米级粒径可使药物在机体微小的空间

发挥作用，跨过机体生理屏障或通过残缺的肿瘤

血管渗入肿瘤内部，还可根据不同组织需求调节

乳化条件从而调节粒径范围[5,10-13]。② 本研究制

备的载紫杉醇纳米复合凝胶包封率达86.5%，胶

凝温度为(35.8±2.2) ℃，胶凝时间为(263±8) s，

高分子聚合物外壳可将抗肿瘤药暂时隔离，提高

药物生物稳定性，减低其非特异细胞毒性，从而

在实现药物靶区分布的同时减低系统毒性，使药

物缓释，在靶区持续发挥作用，提高药物利用率

及抗肿瘤疗效[11,14-15]。③ 载药纳米凝胶系统可由

温度、压力、pH值、超声等条件触发释放其内

部药物。超声波作用于载药纳米复合凝胶可产生

空化效应，产生的能量激发生成的自由基断离聚

合物连接键，使载药纳米复合凝胶系统释放其内

包裹的药物[9]。本研究是将超声波作为体外触发

条件来探究药物靶向局部促释。

　　应用细胞增殖抑制实验测定药物及其他处理

方式对体外培养细胞的毒性，并测定细胞增殖

情况与活性。应用MTT法处理各组细胞并检测

OD值，计算细胞RGR，可反映细胞存活情况，

进而反映载紫杉醇纳米复合系统及其在超声辐照

后所起的作用。统计组内24、48、72 h时RGR差

异发现，对照组与空白纳米复合凝胶组RGR随

时间延长无明显差异，表明空白纳米复合凝胶组

的细胞生长状态与对照组相仿，两组细胞均处

于良好生长状态，纳米复合凝胶对细胞无杀伤作

用；游离紫杉醇组、载紫杉醇纳米复合凝胶组、

超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶组RGR随时间

延长不断下降，差异有统计学意义(P<0.05)。此

3组均加入药物紫杉醇，表明紫杉醇抑制细胞生

长的作用是持续性的，且随时间延长越发明显。

统计组间RGR差异发现，对照组与空白纳米复

合组24、48、72 h的RGR均在95%以上，且两组

间差异无统计学意义，表明制备纳米复合凝胶

所采用的聚合物mPEG-PLGA及普朗尼克F68、

F127对细胞无明显杀伤作用，两者有较好的生物

相容性；包含药物的游离紫杉醇组、载紫杉醇纳

米复合凝胶组、超声辐照载紫杉醇纳米复合凝胶

组RGR在47%~78%之间，与对照组有显著统计

学差异(P<0.05)，表明C6细胞对紫杉醇敏感，紫

杉醇可作为抗胶质瘤的化疗药；24、48、72 h时

载紫杉醇纳米复合凝胶组与超声辐照载紫杉醇纳

米复合凝胶组之间差异有统计学意义(P<0.05)；
3个时间段内游离紫杉醇对细胞的杀伤作用比载

紫杉醇纳米复合凝胶强，表明载药纳米复合凝胶

对药物的杀伤作用有影响，载药纳米凝胶对包裹

其中的紫杉醇起暂时隔离作用，从而产生相应的

缓释作用，故可应用该特征建立靶区特异性持久

抗胶质瘤药物模型。在载紫杉醇纳米复合凝胶组

基础上进行超声辐照，RGR有所下降，且载紫杉

醇纳米复合凝胶组与超声辐照载紫杉醇纳米复合

凝胶组24、48、72 h时RGR差异均有统计学意义

(P<0.05)，表明超声辐照增强了紫杉醇对细胞的

生长抑制作用，超声促使载紫杉醇纳米凝胶内药

物更快地释放，从而抑制细胞生长。

　　以上结果表明，C6胶质瘤细胞对紫杉醇敏

感，紫杉醇对其杀伤作用明显，因此紫杉醇可作

为一种抗胶质瘤的化疗药。制备载紫杉醇纳米

复合凝胶系统的主要原料高分子聚合物mPEG-
PLGA及普朗尼克F127、F68对细胞无明显杀伤

作用，有较好的生物相容性。载药纳米复合凝胶

形式影响药物对细胞生长的抑制作用，与游离紫

杉醇相比，载紫杉醇纳米复合凝胶具有较好的缓

释作用，超声辐照能增强载紫杉醇纳米复合凝胶

内药物释放速度，从而影响药物对细胞的生长抑

制作用。因此，应用超声辐照载紫杉醇纳米复合

凝胶系统抑制大鼠C6胶质瘤细胞，可实现药物

缓释结合药物促释，为实现胶质瘤体外无创个体

超声促释载紫杉醇纳米复合凝胶系统抑制大鼠C6胶质瘤细胞生长的实验研究
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化治疗打下基础。
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