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要!两亲性聚合物纳米颗粒作为疏水性抗肿瘤药物载体因其能够增强化疗效率并

降低毒副作用而受到广泛关注
<

采用双乳液溶剂挥发法制备了聚$

A?

羟基丁酸酯
?:)?A?

羟基

戊酸酯%$

M0N;

%"葡聚糖纳米颗粒#测得平均粒径为
$%"<%O#<@,P

#

Q46-

电势为
R&<"@

O%<&$P;

#纳米颗粒具有明显的壳核结构#粒径均一#分散性良好
<

将疏水性化疗药物顺铂

包载后#其粒径及电势均无明显变化#载药量达
&@<AO$<@S<

顺铂在模拟肿瘤细胞环境
T

0

U"<"

的磷酸盐缓冲液$

MN9

%中比正常细胞环境
T

0U><!

时释放更快#且累计释放周期均

长达
>H

以上#表明该药物载体具有一定的
T

0

响应性以及优异的缓释性能
<

细胞集落形成

实验表明
M0N;

"葡聚糖纳米药物载体具有良好的生物相容性#而载药纳米颗粒对肿瘤细

胞的毒性明显高于正常细胞#表明该纳米颗粒对肿瘤细胞具有更强的杀伤作用
<

综上所述#

M0N;

"葡聚糖纳米颗粒具有两亲性分子结构#合适的粒径及
Q46-

电势#显著的缓释效果#

对肿瘤细胞具有
T

0

响应性及更强的杀伤作用等优势#有望成为一种新型纳米药物载体#在

癌症化疗中显著提高药物利用率并降低毒副作用
<
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随着药物载体的发展#两亲性聚合物纳米颗粒

作为抗肿瘤化疗药物载体的研究受到广泛关

注'

&R$

(

#两亲性聚合物纳米药物载体具有以下优势%

将疏水性药物有效包载从而提高药物在水溶液中的

溶解度#同时避免传统复合溶媒或增溶剂产生的毒

副作用'

A

(

$表面亲水性可防止纳米颗粒被内皮网状

系统识别排异从而延长药物体内循环时间'

&

#

$

#

!R"

(

$

通过肿瘤组织特有的高渗透及滞留效应!

a,G-,:4H

M4+P4-62),V464,62),4//4:6

#

aMV

"

'

#

(被动靶向到

肿瘤组织#增加肿瘤部位血药浓度$通过聚合物载体

的降解将药物缓慢释放#有效避免药物突释现象并

延长药物作用时间#从而提高化疗药物的治疗效率#

降低体内非特异性药物分布从而减轻对正常组织的

伤害#降低毒副作用'

>

(

<

药物载体材料必须具有良好的生物相容性#生

物可降解性及进入血液循环后相对稳定的物理性

质'

'

(

<

常用的药物载体材料包括聚己内酯#多糖#聚

丙烯酸#聚羟基脂肪酸等'

"

(

<

聚!

A?

羟基丁酸酯
?:)?A?

羟 基 戊 酸 酯"!

M).

7

!

A?G

7

H+)I

7

J*6

7

+-64?:)?A?

G

7

H+)I

7

3-.4+-64

"#

M0N;

"是由原核微生物合成的

天然高分子共聚物#具有良好的生物相容性及生物

可降解性'

@

(

#广泛应用于抗肿瘤药物载体系统'

&%R&&

(

及生物材料领域'

&$R&A

(

<Y+2562-,;2.)5

等'

&%

(将
M0?

N;

用于构建疏水性化疗药物紫杉醇的纳米载体#

并通过分子动力学方法模拟
M0N;

的降解过程从

而解释了紫杉醇在
M0N;

中的缓释行为
<X-+G-

-̀5))H

等'

&&

(研究表明将化疗药物玫瑰树碱包载于

M0N;

纳米颗粒后较游离药物对肿瘤细胞的抑制

作用显著增强#化疗效率明显提高
<

然而在血液循环

过程中#疏水性的物质易与调理素结合#并被网状内

皮系统识别排异'

&

(

#为了提高
M0N;

的体内循环时

间#使其到达肿瘤组织#在
M0N;

表面包覆一层亲

水性物质成为一种很好的策略
<

葡聚糖是由多个以

"

?

!

&

#

#

"键合的葡萄糖分子聚合而成的低聚糖#具

有良好的生物相容性)生物可降解性和无免疫原性#

作为血浆替代品至今超过五十年#也是注射用药的

成分之一#且葡聚糖本身不带电荷'

"

#

>

#

&$

#

&!

(

#在药物

载体领域受到广泛研究
<

抗肿瘤化疗药物以疏水性药物居多#如常用的

顺铂#紫杉醇#阿霉素等
<

临床化疗方案中顺铂的使

用频率超过
"%S<

顺铂具有较强的广谱抗癌作用#

但其毒副作用明显#如肾毒性)耳毒性)神经毒性等#

且容易与其他药物产生交叉耐药性
<

用药物载体将

其包载后#可增加其溶解度#被动靶向到肿瘤组织以

提高药效#降低正常组织中的药物分布从而降低毒

副作用'

&"R&#

(

<

本文采用双乳液溶剂挥发法制备了
M0N;

&葡

聚糖纳米药物载体#通过正交实验优化纳米颗粒粒

径制备参数#对其成分)粒径)

Q46-

电势)形貌以及

生物相容性进行表征后#通过分子间疏水作用将化

疗药物顺铂包载其中#通过对载药量)包封率)体外

模拟药物累计释放效率#以及载药纳米颗粒对正常

细胞和肿瘤细胞的毒性进行表征#以此评估
M0?

N;

&葡聚糖纳米颗粒作为药物载体在癌症化疗中的

!&&
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&葡聚糖纳米药物载体的制备及表征

应用前景
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实验部分
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试剂与仪器
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!dUA%%%%%

#
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"#宁波天安生

物材料有限公司#结构式见图
&

!

-

"$葡聚糖!

!dU

$%%%%

"#生化试剂#国药集团化学试剂有限公司#结

构式见图
&

!

J

"$聚 乙 烯 醇
&$!

!

M;W

#

!dU

&%"%%%

"#分析纯#西陇化工股份有限公司$二氯甲

烷!

Y0

$

Y.

$

"#分析纯#天津市富起化工有限公司$丙

酮#分析纯#国药集团化学试剂有限公司$顺铂!
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@@S

"#武汉纽拜尔医药科技有限公司$甲醇#生工生
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$双抗!青霉素和链霉素"#胰蛋白酶#结晶紫#

北京鼎国生物技术有限公司$细胞培养皿#

\+42,4+
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图
&

!

M0N;

$

-

%和葡聚糖$

J

%的分子结构式

X2

Z
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96+*:6*+4)/M0N;
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-,HH4I6+-,
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J

%

电子天平#

XW&&%!

#上海天平仪器厂$集热式恒

温加热磁力搅拌器#

BX?&%&9

#广州市星烁仪器有限

公司$超声波细胞破碎仪#

9̀ ?&"%B

#南京舜玛仪器

设备有限公司$傅里叶红外光谱仪#

84I*5

#

cG4+P)

82:).46

$纳米粒径及
Q46-

电位仪#

8-,)?Q9

#

-̀.3?

4+,

$透射电子显微镜#

c4:,-2\$X$%

#

XaD

$高效液

相色谱仪!

0M[Y

"#

W

Z
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#

WP4+2:-,

$万能倒

置显微镜#

De>&

#

C[_ M̀19

$生物安全柜#
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#中国力新发展有限公司$
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$

培养箱#
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#
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实验过程

&<$<&

!

M0N;

"葡聚糖纳米颗粒的制备

采用新型双乳液溶剂挥发法制备
M0N;

&葡聚

糖纳米颗粒#该方法操作简单#无有毒试剂残留#粒

径易于控制#且纳米颗粒收率较高#是一种理想的纳

米药物载体制备方法
<

将
M0N;

加入二氯甲烷中#

#A

)

Y

恒温水浴
&%

P2,

使其溶解
<

将
&%P

Z

&

P[

葡聚糖水溶液与一定

量的丙酮混合均匀#然后以
&fA

体积比加入
M0?

N;

&二氯甲烷溶液#在冰浴条件下超声破碎形成初

乳!

"

&

&

#

&

"!超声参数%功率
&$%g

#工作时间
$5

#间

隔时间
A5

#超声时长
"P2,

"再按
&fA

体积比加入

"P

Z

&

P[

的
M;W

水溶液#超声破碎形成复乳!

"

&

&

#

&

&

"

$

"#最后将复乳倒入一定体积
%<" P

Z

&

P[

M;W

水溶液中#缓慢搅拌直至有机溶剂挥发完全#

通过进一步离心)洗涤)重悬#得到分散在水中的

M0N;

&葡聚糖纳米颗粒
<

&<$<$

!

顺铂药物包封实验

通过分子间疏水作用将顺铂包封于
M0N;

&葡

聚糖纳米颗粒的疏水内核中#具体操作如下%在

M0N;

&葡聚糖纳米颗粒的制备过程中#将顺铂加入

葡聚糖水溶液加热使其溶解#再与丙酮混合均匀后

与
M0N;

&二氯甲烷溶液混合超声形成初乳#后期

实验步骤同上
<

&<$<A

!

顺铂药物包封率及体外释放效率的测定

将载药纳米颗粒离心收集时的上清液作为试

样#通过高效液相色谱仪!

0M[Y

"检测游离顺铂的

浓度#得到游离的顺铂药物质量#计算出顺铂药物在

纳米颗粒中的包封率及载药量'

&>

(

<

包封率!

S

"

U

!顺铂投入总量
R

游离顺铂质

量"&顺铂投入总量
h&%%S

!

&

"

载药量!

S

"

U

!顺铂投入总量
R

游离顺铂质

量"&收集的载药纳米颗粒质量
h&%%S

!

$

"

顺铂药物体外释放实验%将
!P

Z

载顺铂纳米

颗粒分散于
'P[

磷酸盐缓冲液!

MN9

"后转移到透

析袋中#加入
@

倍体积
MN9

释放介质#在摇床中于

A>i

以
&%%+

*

P2,

R&恒温震荡#于不同时刻取出
$

P[

释放介质作为样品#并加入等量新鲜介质#用

0M[Y

检样品中顺铂浓度#并计算其累计释放效率
<

色谱条件%流动相%

&%S

甲醇#

@%S

水$流量体积%

&

P[

&

P2,

$检测波长%

$&%,P

$进样量%

$%

#

.

$色谱柱

型号%

Y?&'"

#

P

!

$"%PPh!<#PP

"

<

&<$<!

!

细胞集落形成实验

细胞集落形成实验是一种全面评价细胞毒性的

实验方法'

&'R&@

(

#具体实验操作如下%吸去细胞培养

皿中培养液#使用
MN9

清洗细胞#加入含有
aBcW

的胰蛋白酶消化细胞后加入适量培养液制成细胞悬

液#使用细胞计数板进行细胞计数
<

将含有
"%%

个细

胞的悬液加入含有
'P[

新鲜培养液的培养皿中

!直径
':P

"#将其均匀分散后放置于细胞培养箱

"&&
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中
<

细胞贴壁
!G

后#分别加入等量的空白及载药

M0N;

&葡聚糖纳米颗粒
<

于培养箱中处理
$!G

后#

使用
A>jY

预热的
MN9

将纳米颗粒洗净#然后加入

新鲜培养液培养
<

每三天换一次液#并在显微镜下观

察#当培养皿中出现
A%

$

"%

个细胞组成的细胞集落

时取出细胞房#使用
MN9

洗去残留的培养液#加入

R$%jY

预冷的甲醇#处理
$

$

AP2,

#固定细胞
<

弃

去甲醇#加入
&S

的结晶紫溶液!甲醇
f

蒸馏水体积

比为
&f&

"#室温染色
$%

$

A%P2,<

染色完毕后使用

蒸馏水清洗培养皿#洗去结晶紫溶液
<

被染成紫色的

细胞集落清晰可见#肉眼观察对集落进行计数#计算

细胞生存率
<

3

!

结果与讨论

3<2

!

纳米颗粒的化学成分分析

通过傅立叶红外光谱法对
M0N;

)葡聚糖以及

制备的纳米颗粒进行成分分析#结果如图
$

所示#红

外图谱
$

!

-

"中
&>$!:P

R&为
M0N;

典型的羰基!

Y

UC

"伸缩振动峰#

&$'%:P

R&为
YRCRY

的伸缩振

动峰#

$@'A:P

R&

#

$@A!:P

R&

#

$'@%:P

R&分别为

RY0

A

#

RY0

$

#

RY0

的反对称伸缩振动峰
<

红外

图谱
$

!

J

"中
A!A%:P

R&为葡聚糖典型的羟基!

R

C0

"伸缩振动峰
<

制备的纳米颗粒中含有明显的羰

基及羟基伸缩振动峰#表明其化学成分由
M0N;

和

葡聚糖构成#如图
$

!

:

"所示
<

波数&
:P

R&

图
$

!

红外光谱对比图!

M0N;

$

-

%#葡聚糖$

J

%#

M0N;

"葡聚糖纳米颗粒$

:

%

X2

Z

<$

!

XcDV5

T

4:6+-)/M0N;

$

-

%#

H4I6+-,

$

J

%

-,HM0N;

"

H4I6+-,,-,)

T

-+62:.45

$

:

%

3<3

!

纳米颗粒的粒径及形貌分析

粒径作为药物载体系统的重要参数#以
M0?

N;

&葡聚糖纳米颗粒粒径为考量标准#将
M0N;

浓

度)丙酮用量)初乳&外水相体积比作为参变量#通过

三因素三水平正交实验#确定最佳纳米颗粒粒径的

制备参数#由表
&

分析可知#

M0N;

&葡聚糖纳米颗

粒平均粒径随
M0N;

浓度增大而增大#随丙酮用量

增大而减小#随初乳&外水相体积比增大而减小#且

初乳&外水相体积比对颗粒粒径影响最大#

M0N;

浓度次之#丙酮用量对于颗粒粒径影响较小#由此确

定最佳实验参数为%

M0N;

浓度为
AP

Z

&

P[

#丙酮

用量为
!P[

#初乳&外水相体积比为
&f#<

表
2

!

!"#$

$葡聚糖纳米颗粒平均粒径正交实验表

4*&52

!

46-7-*8'9:-0;!"#$

$

1-<()*88*80

=

*)(9+>-'&

.

0)(60

?

08*>-<

=

-)97-8(

编号
M0N;

浓度

&!

P

Z

*

P[

R&

"

丙酮用量&
P[

初乳&外水相

体积比
平均粒径&

,P

多分散系数&!

MHD

"

& A & &f! $'&<$O&"<$ %<%"$O%<%A

$ A $ &f$ $'%<'O&%<' %<%!"O%<%"

A A ! &f# $%"<%O#<@ %<%A'O%<&$

! # & &f$ A$&<!O$&<! %<%!#O%<%>

" # $ &f# $"><#O&!<# %<%$#O%<%!

# # ! &f! $#@<%O&$<" %<%$"O%<%#

> @ & &f# $>$<%O$A<# %<%A&O%<%$

' @ $ &f! $#A<#O&"<' %<%#AO%<%"

@ @ ! &f$ A#&<#OA&<! %<&#&O%<&>

!!

最佳实验参数下制备出
M0N;

&葡聚糖纳米颗粒

粒径为
$%"<%O#<@,P

!如图
A

!

-

"所示"#粒径分布均

匀#

Q46-

电势为
R&<"@O%<&$P;

!如图
A

!

J

"所示"

<

有研究表明带正电荷的药物载体系统在静脉注射后

易与带负电荷的血清白蛋白形成聚合物而被吞噬细

胞识别排异#而表面不带电荷的药物载体系统则能有

效降低血浆蛋白的吸附并提高细胞的非特异性摄取

效率'

$%

(

<

通过透射电镜观察纳米颗粒粒径及形貌#结

#&&
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&葡聚糖纳米药物载体的制备及表征

果如图
A

!

:

"!

H

"所示#纳米颗粒形貌圆润#呈现出两亲

性纳米颗粒明显的壳核结构
<

粒径均匀且粒径大小与

动态光散射法测试结果一致#由于肿瘤组织内皮细胞

间隙约为
'

$

!%%,P

#且药物释放效率与载体尺寸相

关#故药物载体的粒径为
$%%,P

左右时#既能满足大

多肿瘤模型的
aMV

效应#又具有较长的缓释周期'

$&

(

<

图
A

!

M0N;

"葡聚糖纳米颗粒粒径分布图$

-

%#

Q46-

电势分布图$

J

%#

cà

形貌图$

:

%$

H

%

X2

Z

<A

!

92K4H256+2J*62),-,-.

7

525

$

-

%

-,HK46-

T

)64,62-.-,-.

7

525

$

J

%

-,Hcà 2P-

Z

45)/MB8M5

$

:

%$

H

%

3<@

!

纳米颗粒对顺铂药物的包载及其体外释放

顺铂作为一种常用化疗药物#通过疏水作用使

顺铂包封于
M0N;

&葡聚糖纳米颗粒的疏水内核#

通过加入不同质量的顺铂探讨其对包封率及载药量

的影响#结果表明!如表
$

所示"#随着顺铂投入质量

的增加#载药量随之增大#但包封率会相对降低#粒

径略微增大#而
Q46-

电势无明显变化
<

当顺铂与

M0N;

质量比为
A%S

时#载药量可达
&@<AO$<@S

#

包封率为
"&<"O><>S<

同时考虑顺铂药物的利用

效率与纳米颗粒的包载能力#选用顺铂投入质量为

M0N;

质量的
A%S

条件下的载药纳米颗粒进行后

期研究
<

表
3

!

!"#$

$葡聚糖纳米颗粒包载顺铂后的理化表征

4*&53

!

A6*)*+(-)9'(9+'0;+9'

=

>*(98B>0*1-1!"#$

$

1-<()*88*80

=

*)(9+>-'

编号 顺铂%

M0N;

&

S

载药量&
S

包封率&
S

平均粒径&
,P Q46-

电势&
P;

多分散系数

& % R R $%"<%O#<@ R&<"@O%<&$ %<%A'O%<&$

$ &% '<"O&<' #"<$O'<" $$"<$O&%<' R&<%"O%<%! %<$A%O%<&>

A $% &!<'OA<" #$<>O"<@ $$@<#O'<@ R&<A!O%<%> %<&@%O%<$$

! A% &@<AO$<@ "&<"O><> $A&<>O$&<% R%<>!O%<%# %<$%'O%<%@

!!

体外药物释放效率如图
!

所示#顺铂水溶液!游

离顺铂"在
T

0U"<"

或
><!

时快速扩散到整个介质

中#释放周期小于
&$G

#而顺铂包封于
M0N;

&葡聚

糖纳米颗粒后#药物初始阶段的突释现象显著降低#

且在正常组织环境
T

0U><!

时释放缓慢#

>H

累计

释放量约为
#%S

#而在肿瘤组织环境
T

0U"<"

时

释放较快#

>H

累计释放约
'%S<M0N;

&葡聚糖纳

米药物载体表现出的
T

0

响应性主要得益于
M0?

N;

&葡聚糖纳米颗粒在酸性环境下比在中性环境下

具有更快的溶胀速率#而使小分子药物通过渗透作

用得以释放'

$$

(

<

综上所述#

M0N;

&葡聚糖载药纳米

颗粒在减少药物初始阶段突释效应而降低对正常细

>&&
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年

胞的毒副作用#并且通过延长药物缓释时间减少化

疗用药次数)用药剂量并提高化疗药物治疗效率
<

且

药物载体具有一定的
T

0

响应性#在正常组织中释

放缓慢#而在肿瘤组织中具有较快的释放效率#对于

化学治疗中降低对正常组织的杀伤作用#以及增强

对肿瘤组织的治疗效果具有重大意义
<

时间&
H

图
!

!

游离顺铂$

-

%$

J

%及顺铂在
M0N;

"葡聚糖纳米载体

$

:

%$

H

%中于
T

0U"<"

$

-

%$

:

%和
T

0U><!

$

J

%$

H

%的
MN9

中累计释放效率

X2

Z

<!

!

D,326+)H+*

Z

+4.4-54

T

+)/2.4)//+44:25

T

.-62,

$

-

%$

J

%

-,H:25

T

.-62,?.)-H4HMB8M5

$

:

%$

H

%

2,MN9

-6

T

0U"<"

$

-

%$

:

%

-,H

T

0U><!

$

J

%$

H

%

3<C

!

纳米颗粒的细胞毒性

细胞集落形成实验是一种全面评价细胞毒性的

手段#为了验证
M0N;

&葡聚糖纳米颗粒作为药物

载体的生物相容性及载药纳米颗粒的细胞毒性#采

用人体宫颈癌细胞
04[-

以及人体正常肝细胞
[%$

作为细胞模型进行实验
<

结果如图
"

!

-

"所示#在空

白纳米颗粒浓度高达
&%%

#

Z

&

P[

时#细胞存活率仍

达到
'%S

以上#表明
M0N;

&葡聚糖纳米颗粒对正

常细胞以及肿瘤细胞均表现良好的生物相容性
<

图

"

!

J

"!

:

"显示同等浓度下载药纳米颗粒对正常细胞

的杀伤作用明显小于肿瘤细胞#具有显著性差异#表

明该载药纳米颗粒对肿瘤细胞具有更强的杀伤作

用#作用机制与肿瘤细胞对葡萄糖的代谢更加旺盛

有关#由于纳米颗粒表面的葡聚糖水解产生大量葡

萄糖#从而增加肿瘤细胞对纳米颗粒的摄取#导致更

高浓度的顺铂药物作用#从而对肿瘤细胞产生更强

的抑制效果'

$A

(

<

综上所述#

M0N;

&葡聚糖纳米颗粒

作为一种新型纳米制剂#具有良好的生物相容性及

对肿瘤细胞更强的杀伤作用#有望在癌症化疗中发

挥更好的治疗效果
<

图
"

!

M0N;

"葡聚糖纳米颗粒$

-

%#和载药纳米颗粒$

J

%$

:

%孵育
$!G

对
[%$

和
04[-

的细胞存活率$

"

$

%

%%%"

#

""

$

%

%%%%&

%

X2

Z

<"

!

D,326+):

7

6)6)I2:26

7

)/J.-,F

$

-

%

-,H:25

T

.-62,?.)-H4HMB8M5

$

J

%$

:

%

2,[%$-,H04[-:4..5-/64+2,:*J-62),/)+$!G<

$

"

$

%

%%%"

#

""

$

%

%<%%&

%

'&&
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M0N;

&葡聚糖纳米药物载体的制备及表征

@

!

结
!

论

两亲性聚合物纳米药物载体在提高化疗药物药

效的同时降低毒副作用#对于癌症治疗具有重要意

义
<

通过双乳液溶剂挥发法制备的新型
M0N;

&葡

聚糖纳米药物载体#其粒径均一#表面几乎不带电

荷#呈明显壳核结构状的球形颗粒
<

通过对疏水性化

疗药物顺铂的包载#该载药纳米颗粒具有较高的包

封率及载药量#且体外缓释效果显著#对正常细胞和

肿瘤细胞的
T

0

环境具有明显的响应性#且该载药

纳米颗粒对肿瘤细胞的杀伤作用明显高于正常细

胞#在癌症治疗中能显著降低化疗药物对正常组织

的毒副作用
<M0N;

&葡聚糖纳米颗粒有望成为一种

新型抗肿瘤药物载体#对更多的疏水性抗肿瘤药物

进行有效包载并达到缓释效果#甚至可实施亲疏水

性药物间的联合治疗#以提高化疗效率并减轻毒副

作用
<
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