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【摘要】 目的 构建 !"!

#标记的、共载 !'!丙烯胺基!!'!去甲氧基格尔德霉素（!'!<<=）与>0?+.&

两种分子靶向性药物的新型多功能介孔二氧化硅（)@+7

&

）纳米载体，测定其表征，了解其释药动

力学，以及甲状腺未分化癌（<>A）细胞对其摄取的情况。方法 采用传统的模板法制作 )@+7

&

，

按照浓度比为 !"! 的比例装载两种靶向药物 !'!<<= 与 >0?+.&，并在其表面进行氨基化修饰后连

接胎牛血清白蛋白（B@<），测定其基本表征、药物的载药量及包封率。采用高效液相色谱法分析

纳米载体所载药物的体外释放情况。采用氯胺 > 法对纳米载体进行 !"!

# 标记，测定其标记率及放

化纯度。通过核素胞内摄取定量实验了解该纳米载体被 <>A 细胞的摄取及滞留情况。采用

@C@@!D4$ 统计学软件，对数据进行独立样本 !#检验。结果 成功制备 )@+7

&

并完成装载（!'!<<=E

>0?+.&）2)@+7

&

!B@<!

!"!

# 纳米载体，经测定得到两者的有效直径分别约为 !'$$&%$ .) 和 &$$$

"$$ .)，并证实所得纳米载体的分散性好且具有理想的球形形态。!"!

# 标记率为 334"!F$'G4&%F，

放化纯度为 DG4G$F$DD4;&F，)@+7

&

对 !'!<<= 及 >0?+.& 的载药量分别为（'4"!%$4&&）F和（34$;%

$4'D）F，包封率分别为（G34&!%!4"&）F和（G%4!'%&4$%）F。证实所得纳米载体对 !'!<<= 与 >0?+.&

均具有一定的缓释效果。<>A 细胞内核素摄取定量实验结果显示（!'!<<=E>0?+.&）2)@+7

&

!B@<!

!"!

#

可被细胞快速摄取且于 " H 时达摄取高峰，其细胞摄碘量明显高于 I*

!"!

#溶液，差异有统计学意义

（!J"&43"$!$D4"!，均 "K$4$!）。结论 )@+7

&

纳米载体可以实现两种靶向药物的共载及 !"!

#的标记，

且具有一定的药物缓释作用，<>A细胞能够明显、快速地摄取（!'!<<=E >0?+.&）2)@+7

&

!B@<!

!"!

#。
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甲状腺未分化癌（0"0120/;'7 ;?95:'< 70"735，U>b）

是目前人类致死性最高的实体恶性肿瘤之一，虽然

它的发病率低，但恶性度高，且目前尚无有效治疗

手段k,l。,-,

. 核素治疗是经典的治疗分化型甲状腺癌

的有效方法之一，但在非摄碘性肿瘤中的应用明显受

限kDl。既往研究结果证实，热休克蛋白 QF 抑制剂

,B#丙烯胺基#,B#去甲氧基格尔德霉素（,B#!2292!%'":#

,B#<3%3;?:V9A32<!"!%97'"，,B#UUT）和哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（%!%%!2'!" 5!1!%97'" ;!5A3; 15:;3'"，

%>Ym）抑制剂 >:5'"D 均可明显抑制 U>n增殖并诱

导其凋亡k-^Rl。但将多种水溶性差的靶向药物溶解

并最大限度地降低正常组织毒性仍为亟待解决的问

题。通过纳米载体将多种靶向治疗药物及核素共

载，可有望解决上述难题并实现同时作用于多分子

靶点的目的，增强其抗肿瘤活性。本研究拟构建一

种新型的表面修饰胎牛血清白蛋白（I:@'"3 /356%

!2I6%'"，Z&+）、标记 ,-,

.、共载 ,B#++T 与 >:5'"D

的多功能介孔二氧化硅（%3/:1:5:6/ /'2'7!，%&'Y

D

）

纳米载体，并对其表征、释药动力学及胞内核素摄

取定量等方面进行相关研究。

5 材料与方法

,J, 主要材料

mhf. ,KRC 培养基购自美国 n:5"'"A 公司，胎

牛血清、>:5'"D 购自美国 &'A%! 公司，,B#++T 购

自美国 &32237W 公司。,-,

. 由北京原子高科股份有限

公司提供。+>n 细胞系 jmY 为日本长崎大学山下

俊一教授惠赠。opYq#,CCnr.. 型透射电子显微镜

产自日本电子光学公司，已经过计量质控的 ,DK,

型 ! 计数仪产自澳大利亚 qs* 公司，,DKC ."8'"';9

型高效液相色谱仪产自美国安捷伦公司。

,JD （,B#++Tc>:5'"D）t%&'Y

D

#Z&+ 的构建及表征

,JDJ, （,B#++Tc>:5'"D）t%&'Y

D

#Z&+ 的构建

采用传统的模板法制作 %&'Y

D

纳米载体kPl。按

照浓度比为 ,/, 对 ,B#++T 与 >:5'"D 两种药物进行

装载，将硅球进行氨基化修饰后连接 Z&+。制备

好的纳米载体置于^DC0保存备用。

,JDJD （,B#++Tc>:5'"D）t%&'Y

D

#Z&+ 的基本表征

通过透射电镜和动态光散射对纳米载体的形

貌、粒径和粒径分布进行表征分析。

,JDJ- （,B#++Tc>:5'"D）t%&'Y

D

#Z&+ 的载药量及包

封率

将浓度为 CJC-,DP、CJCKDPC、CJ,DPCC、CJDPCCC、

CJPCCCC %Au%q 的 ,B#UUT 溶液及浓度为 FJF-,DP、

FJFKDPF、FJDPFFF、FJPFFFF、,JFFFFF %Au%q 的>:5'"D

溶液分别在 --P "% 及 -,B "% 处测定特征紫外吸

光度值，建立两种药物的标准曲线并通过拟合方

程计算得出纳米载体的载药量及包封率，计算方

法如下。

载药量（M）v（投药量1上清液药量）u纳米载体

的质量2,CCM （,）

包封率（M）v（投药量1上清液药量）u投药量2

,CCM （D）

,L- （,B#UUTc>:5'"D）t%&'Y

D

#Z&U的体外药物释放

实验

将包载 ,B#UUT 和 >:5'"D 的纳米载体置于释放

介质（1wBLR 的 hZ& 缓冲液）中，间隔特定时间后每

次取样 , %q，用高效液相色谱法分析并计算 ,B#
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!!" 和 #$%&'( 的浓度，以纯药的释放度作对照。

每组平行 ) 个样本，取平均值。

*+,

*)*

- 标记（*.!!!"/#$%&'0）123&4

0

!53!

采用氯胺 #法进行 *)*

-标记678。取适量 *9 2:;2<

载药纳米载体加入 =9 !<（= 2:;2<）的氯胺 # 及

).>5?@A

*B*

-溶液，反应 79 C，加入 =9!<（=2:;2<）

偏重亚硫酸钠终止反应。测定混合物的放射性活

度后，以 =999 %;2&' 离心 D 2&'，离心半径 = E2，

重复 B 次以提纯标记物。测定产物的标记率及放

化纯度。

*+= （*.!!!"/#$%&'0）123&4

0

!53!!

*B*

- 的 !#F 胞内

摄取定量实验

将 GH4 细胞以 0+="*9

= 个;孔接种于 0, 孔板，

每孔分别加入 *+** >5? 的 *)*

-!@A-、（*.!!!" /

#$%&'0）123&4

0

!53!!

*)*

-，分别培养 9+=、*、)、=、

.、I、** J 后冲洗并裂解细胞，用 " 计数仪测量

放射性计数。

*+7 统计学方法

采用 3K33*I+9 统计学软件进行分析，对符合

正态性分布的实验数据采用 !!" 表示，核素胞内摄

取定量实验所得数据经检测为方差不齐，组间均数

比较采用独立样本 ##检验。$$9+9= 为差异有统计学

意义。

! 结果

(+* （*.!!!"/#$%&'(）123&4

(

!53! 的构建及基本

表征

本研究成功构建了多功能纳米载体（*.!!!"/

#$%&'(）123&4

(

!53!，并经动态光散射分析显示，

23&4

(

和（*.!!!"/#$%&'(）123&4

(

!53! 的有效直径

约为 *.9%(=9 '2和 (99%B99 '2；透射电镜结果显示

纳米载体的分散性好，具有理想的球形形态（图 *）。

将所测不同浓度 *.!!!" 及 #$%&'( 的紫外吸

光度值（%）与浓度（&）建立药物的标准曲线，通过

线性拟合所得 *.!!!" 及 #$%&'( 的标准曲线拟合

方程分别为 &L&9+99,*7/9+B(B,D%、'

(

L9+III=D 及

&L&9+9=IB7/9+DD.9I%、'

(

L9+II9BD，证明两种药

物的标准曲线有较高的线性相关程度（图 (），代入

公式（*）、（(）得到 23&4

(

仅装载单药时分别对 *.!

!!"及 #$%&'( 的载药量及包封率，并通过计算间

接得到（*.!!!"/#$%&'(）123&4

(

!53! 对 *.!!!" 及

图 " 纳米载体的透射电镜图 图中，!：23&4

(

；5：（*.!!!"/

#$%&'(）123&4

(

!53!；23&4

(

：介孔二氧化硅；*.!!!"：*.!丙

烯胺基!*.!去甲氧基格尔德霉素；53!：胎牛血清白蛋白。

#$%&" #%A'C2&CC&$' MNMEO%$' 2&E%$CE$PQ &2A:MC $R OJM 'A'$PA%O&!

ENMC

! 5

9+0 !2 9+0 !2

图 ! *.!!!" 及 #$%&'0 的紫外吸收波长与标准曲线 图中，

*.!!!"：*.!丙烯胺基!*.!去甲氧基格尔德霉素。

#$%&! ST AUC$%UA'EM A'V COA'VA%V EW%XMC $R *.!!!" A'V #$%&'0

)99 ,99 =99 799 .99 D99

#$%&'0 波长;'2

*+=

*+9

9+=

9

吸
光

度

9+9)*0= 2:;2<

9+970=9 2:;2<

9+*0=99 2:;2<

9+0=999 2:;2<

9+=9999 2:;2<

9 9+0= 9+=9 9+.= *+99 *+0= *+=9

吸光度

*+0

9+I

9+7

9+)

9

#
$
%
&
'
0
浓

度
;
（
2
:
;
2
<
）

&LY9+9=IB7/9+DD.9I%

'

0

L9+II9BD

9 9+0= 9+=9 9+.= *+99 *+0= *+=9 *+.=

吸光度

9+.

9+7

9+=

9+,

9+B

9+0

9+*

9

*
.
!
!
!
"

浓
度
;
（
2
:
;
2
<
）

&LY9+99,*7/9+B0B,D%

'

0

L9+III=D

B99 ,99 =99 799 .99 D99

*.!!!" 波长;'2

*+=

*+9

9+=

9

吸
光

度

9+9B*0= 2:;2<

9+970=9 2:;2<

9+*0=99 2:;2<

9+0=999 2:;2<

9+=9999 2:;2<

0=9
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!"#$%& 的载药量分别为（'()*!+(&&）,和（-.+/!

+.01）,，包封率分别为（2-(3*!*(43）,和（25(*0!

3(65）,。

3.3 （*0"7789:"#$%3）;<=>?

&

"@=7 的体外药物释放

实验

体外药物释放曲线（图 A）显示，*0"778 和

:"#>%&、纳米载体包裹的 *0"778和 :"#>%&在 /2+ <>%

时的累积释放量分别为（A2.-1!+.*5）,、（&+.&+!

+.*A）,、（*5.&-!+.&2）,和（5*.&+!+.+1）,，且基本

均在 *2+ <>% 后保持缓慢平稳释放。

&.A （*0"7789:"#>%&）;<=>?

&

"@=7"

*A*

B 的标记率及

放化纯度测定

经薄层层析法测定证实 *A*

B 已成功标记到（*0"

7789:"#>%3）;<=>?

3

"@=7 上，且所得产物的标记率

为 --.A*,#02.35,，放化纯度高达 12.2+,#11./3,。

3./ （*0"7789:"#>%3）;<=>?

3

"@=7"

*A*

B 的 7:C 胞内

摄取定量实验

（*0"7789:"#$%3）;<=$?

3

"@=7"

*A*

B 可被7:C 细

胞快速摄取，且于 A D 时达摄取高峰，5 D 后基本

保持动态平衡，EF? 细胞对纳米载体携带的 G4G

B 摄

取量明显高于 HI

G4G

B 溶液（!J43.-4#G+1.4G，均"K

+.+G）（表 G）。

! 讨论

7:C 患者肿瘤细胞无法主动摄碘而不能按传

统的方法进行 G4G

B 治疗，而分子靶向治疗又存在不

良反应大及肿瘤耐药等问题L0M。纳米载体可通过肿

瘤部位的增强渗透与滞留效应实现被动靶向，聚集

在肿瘤周围，增加局部药物浓度或放射性活度，以

实现对肿瘤的治疗作用L2M。在甲状腺癌的治疗中，

将多种靶向治疗药物及核素通过纳米载体共载，一

方面可实现同时作用于多分子靶点的目的，另一方

面可利用纳米载体的靶向性及缓释性，增强其抗肿

瘤活性，有效逆转肿瘤耐药的发生 L1M。但目前为

止，纳米载体共载 G4G

B 并联合装载多种靶向药物的

相关研究甚少。有学者制备了一种新型具有酸敏感

性能的阿霉素前药纳米粒，并经体外研究发现其具

有良好的抗脑胶质瘤作用LG+M。闫岩等LGGM制备得到包

载 G0"778 的聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒，并证实

其可对肝癌、黑色素瘤、宫颈癌、乳腺癌等多种肿瘤

细胞产生较好的抗肿瘤活性。此外，还有相关研究显

示，同时包载紫杉醇及阿霉素的重组高密度脂蛋白

纳米载体对肝癌的治疗具有明显优势L2M。N> 等LGOP通

过 G4G

B"Q8EF"@=7"RCN（其中，Q8EF：表皮生长因

子受体；RCN：聚乙内酯）纳米脂质体对多种肿瘤细

胞如肺癌、乳腺癌、结肠癌、鳞状细胞癌的体内外

研究发现，其在肿瘤的治疗及显像上具有独特优势。

热休克蛋白 1+ 抑制剂 G'"778 可明显抑制

7:C 细胞增殖、诱导细胞凋亡L4P。研究发现，经一

图 ! 载药纳米载体（G'"7789:"#>%O）;<=>?

O

"@=7 的体外药

物释放曲线 图中，G'"778：G'"丙烯胺基"G'"去甲氧基格尔

德霉素；<=>?

O

：介孔二氧化硅；@=7：胎牛血清白蛋白。

"#$%! B% S>T#" U#VW #XYZI[Z \ZDIS$"# "] TDZ %I%"^_#T>`YX[
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释
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量
a
,

*0"778

（*0"7789:"#>%3）;<=>?

3

"@=7 中的 *0"778

6 -6

7

表 & 7:C 细胞系 EF? 在不同时间点的胞内放射性计数（#!$）（$*6

3

CRb）

'()*+ & C"V%T[ ^X# <>%VTX "c

*4*

B >% TdX EF? `XYY[ _T e>ccX#X%T T><X[（#!$）（$*6

3

CRb）

注：表中，7:C：甲状腺未分化癌；*0"778：*0"丙烯胺基"*0"去甲氧基格尔德霉素；<=>?

3

：介孔二氧化硅；@=7：胎牛血清白蛋白。

组别 6(5 d * d 4 d 5 d 0 d 1 d ** d

HI

*4*

B /(/6!6(12 /(/3!6(00 /(/5!6(5* /(56!6(04 /(41!6(55 /(43!6(/* /(3*!6(52

（*0"7789:"#>%3）;<=>?

3

"@=7"

*4*

B /2*(-/!1(0- 5*-(3*!*6(2* 543(/*!2(45 424(43!*4(*0 460(*2!2(15 35/(03!**(3* 3/4(5-!*3(-1

! 值 2/(30 2*(26 *61(4* /1(0/ 52(/1 42(-- 43(-4

% 值 K6(6* K6(6* K6(6* K6(6* K6(6* K6(6* K6(6*
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定浓度的 !"!##$ 作用后，还可进一步提高转染

钠%碘转运体基因的 #&' 细胞的摄碘率，且明显延

迟碘的外流，提高细胞内碘的滞留率(!)*。+&,- 抑

制剂 &./012 可通过使 +&,- 表达的基因沉默而阻

断 +&,- 复合物 !（+&,-'!）和 +&,- 复合物 2

（+&,-'2）的活性，进一步导致 #34、56!78! 和

79: 等的失活，以及 ;<;=01>! 的下调，诱导 #&'

等肿瘤细胞凋亡(5*。鉴于此两种药物的不同抗肿瘤

机制，将其联合应用可有望从多通路发挥协同抗肿

瘤作用。+?0,

2

是一种具有超高比表面积、较大孔

容量、形貌和尺寸可控等特点的新型的无机生物材

料，硅酸盐和硅铝酸盐是构成硅基介孔材料的骨

架。+?0,

2

纳米材料具有较高的化学稳定性、良好

的生物相容性，且合成简易、价格低廉，因而在生

物医药领域被广泛关注和应用(@*。

本研究制备了一种新型的共载 !)!

A 及 !"!##$、

&./012 的 +?0,

2

多功能纳米载体，为了提供碘标记

位点且同时又能够增加纳米载体的生物相容性和体

内药学性能，将 7?# 修饰于其表面，并经测定结

果证实该纳米载体具有较好的粒径分布、球形结构

及较高的标记率、放化纯度。本研究采用经典的氯

胺 & 标记核素方法 (B*，该种标记方法具有标记率

高、标记方法简单易行、重复性好、试剂价格低廉

且易获取等优点。其原理为氧化剂氯胺 & 可在水

溶液中产生次氯酸，使阴离子 !)!

A、!2@

A 等在碘化反

应中产生一种具有强氧化性的带正电荷的碘原子，

并可取代酪氨酸酚环上羟基位的氢，从而通过取代

反应生成碘化后的标记产物。本研究所得标记产物

的标记率及放化纯度与其他研究相比，已处于较高

水平(!5*。

体外药物释放实验结果显示，该纳米载体对

!"!##$、&./012 均具有理想的缓释功能，均可在

约 ) C 内快速达到最高的释放率水平，继而保持缓

慢平稳释放。!"!##$ 较纳米载体包裹后的 !"!##$

具有更大的释药量，可能与载体内部装载的药物需

额外从其内部扩散到外水相相关，但也提示纳米载

体内部仍有部分药物尚未释放出来，提示其有明显

的缓释能力，可减少用药次数并降低因多次用药所

致的药物不良反应等(!!*。&./012 的释放较纳米载体

包裹后的 &./012 药物释放缓慢，释药量少，可能

为 &./012 在 +?0,

2

纳米载体中有较高的溶解度所

致。原来以结晶状态存在的药物分子由于纳米材料

的空间限制，转变为以非晶体或无定形的形式存

在，导致药物溶解度提高，达到有效作用浓度的时

间缩短，从而能更有效地发挥抗肿瘤作用(!@*。

核素胞内摄取定量实验结果显示，D-, 细胞

可明显快速地摄取（!"!##$E&./012）F+?0,

2

!7?#!

!)!

A，细胞对其携带的 !)!

A 摄取量明显高于 G9

!)!

A 溶

液中的 !)!

A，其原因可能为 D-, 细胞本身无摄 !)!

A

的能力，标记于纳米载体上的 !)!

A 可通过纳米载体

的靶向作用而随其同时被细胞更多地摄取(!2*。

综上所述，利用纳米载体的诸多特性，将多种

分子靶向药物联合应用与核素治疗相结合的（!"!

##$E&./012）F+?0,

2

!7?#!

!)!

A 具有良好的载体表征

参数及缓释药物能力，并可快速而明显地被 #&'

细胞摄取并滞留其内部，从而有望发挥明显的杀伤

肿瘤细胞功效，成为治疗 #&' 的新方法。进一步

的研究应证实此两种药物联合应用后的协同作用及

（!"!##$E&./012）F+?0,2!7?#!

!)!

A 对肿瘤细胞具有

更为明显的杀伤能力。
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名称：错误（正确）

甲状腺机能（甲状腺功能）

` 光片（` 线片）

帕金森症（帕金森病）

食道（食管）

适应征、适应症（适应证）

禁忌征、禁忌症（禁忌证）

毒副反应（不良反应）

肌肉注射（肌内注射）

心率失常（心律失常）

中风（卒中）

生理机能（生理功能）

机能（功能）

药动学（药代动力学）

机理（机制）

脑溢血（脑出血）

粘附（黏附）

粘液（黏液）

粘膜（黏膜）

层黏联蛋白（层黏连蛋白）

机率、几率（概率）

脱腊（脱蜡）

纵膈（纵隔）

红血球（红细胞）

白血球（白细胞）

二磷酸腺苷（腺苷二磷酸）

四乙铵（四乙胺）

酒精（乙醇）

死亡率（病死率）

心肌梗塞（心肌梗死）
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