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载 5- 氟脲嘧啶聚己内酯纳米粒子对人胆管癌细胞的

体外杀伤作用
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摘   要	 目的：探讨聚己内酯载 5- 氟尿嘧啶（5-FU）纳米粒子对人胆管癌细胞株的体外杀伤作用、安全性及机制。

方法：超声乳化法制备载 5-FU 聚己内酯纳米粒子（5-FU-PCL-NP），观察空载纳米粒子的体外溶血及

5-FU-PCL-NP 的体外药物释放情况，检测 5-FU-PLA-NP 对人胆管癌细胞株 Hccc-9810 增殖抑制及凋亡

诱导作用。

结果：5-FU-PCL-NP 成功合成，其载药率为 15.1%，包封率为 41.9%，溶血试验阴性，5-FU-PCL-NP

体外释放 5-FU 缓慢，其 72 h 释放率为 62.9%。与单纯 5-FU 比较，5-FU-PCL-NP 对 Hccc-9810 细胞的

增殖抑制作用明显增强，IC50 明显降低 [（1.32±0.12）μg/mL vs.（2.5±0.39）μg/mL]，促 Hccc-9810

细胞凋亡作用明显增强（均 P<0.05）。空载纳米粒对 Hccc-9810 细胞凋亡无明显影响（P>0.05）。

结论：载 5-FU 聚己内酯纳米粒子 5-FU-PCL-NP 具有良好的药物缓释效应，可延长 5-FU 的作用时间窗，

对胆管癌细胞有较好的体外杀伤作用，且生物安全性好。
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Killing effect of 5-fluorouracil loaded polycaprolactone 
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Abstract	 Objective: To investigate the killing effect of 5-fluorouracil (5-FU) loaded polycaprolactone nanoparticles on 

human cholangiocarcinoma cells in vitro, and its safety and mechanism.

Methods: The 5-FU loaded polycaprolactone nanoparticles (5-FU-PCL-NPs) were prepared by ultrasonic 

emulsification. In vitro hemolysis of the empty nanoparticles and drug release of 5-FU-PCL-NPs was observed, 

and the inhibition of proliferation and induction of apoptosis of 5-FU-PCL-NPs in human cholangiocarcinoma 

Hccc-9810 cells were determined.
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胆 管 癌 （ c h o l a n g i o c a r c i n o m a ） 是 一 种 较 常

见 的 消 化 道 肿 瘤 ， 近 年 来 国 内 外 发 病 率 呈 上 升 趋

势 ， 其 恶 性 程 度 高 ， 早 期 诊 断 率 较 低 ， 发 现 时 往

往 处 于 晚 期 ， 手 术 切 除 率 很 低 ， 因 此 目 前 非 手 术

治疗仍然为胆管癌治疗的重要手段 [1-2]。在非手术

治 疗 上 传 统 化 疗 由 于 药 物 半 衰 期 较 短 ， 因 此 给 药

量 较 大 ， 对 机 体 产 生 的 副 作 用 常 常 使 晚 期 癌 症 患

者无法耐受[3]。利用纳米技术载药对恶性肿瘤进行

治 疗 是 目 前 生 物 技 术 领 域 中 最 前 沿 的 研 究 方 向 之

一 ， 其 中 新 型 生 物 可 降 解 纳 米 材 料 是 一 种 良 好 的

药 物 载 体 ， 其 载 药 量 大 ， 可 通 过 缓 释 作 用 延 长 药

物 的 生 物 半 衰 期 ， 从 而 减 少 给 药 次 数 ， 减 轻 药 物

毒副作用 [4-6]。本实验选择聚己内酯（PCL）为载

体，制备包封5-氟脲嘧啶（5 -FU）的PCL纳米粒

子，评估了其生物安全性，并与单纯5 -FU对比，

观察其对人胆管细胞株Hccc-9810的体外杀伤效应

及其作用机制。

1  材料与方法

1.1  材料

人 胆 管 癌 细 胞 株 H c c c - 9 8 1 0 由 上 海 交 通 大 学

医学院胆道研究所保存；RPMI -1640培养基购自

Gibco公司；胰蛋白酶购自于上海复申生物技术公

司；胎牛血清购自Gibco公司；青霉素、链霉素购

自于上海医药集团；5 -FU、载5 -FU聚己内酯基生

物可降解纳米载药系统（5 -FU -PCL -NP）由华东

理工大学材料学院提供；CCK-8购自于同仁公司；

流式细胞凋亡试剂盒购自BD公司。MCO-15AC 型

CO 2培养箱（日本Sanyo公司）；台式离心机（美

国 T h e r m o  S c i e n c e ） ； O l y m p u s 显 微 镜 B X - 5 3 ；

分 光 光 度 计 （ 上 海 光 谱 ， S P - 1 9 0 0 ） ； 透 射 电 镜

（JEOL/JEM-1400）。

1.2  聚己内酯颗粒的合成及 5-FU-PCL-NP 的

合成

接 枝 聚 合 物 的 制 备 通 过 引 发 羧 甲 基 壳 聚 糖 上

的 羟 基 开 环 ε - 己 内 酯 聚 合 而 成 。 5 - F U - P C L - N P

通过自组装-透析法构建，并于透射电镜（JEOL/

J E M - 1 4 0 0 ） ， 在 1 0 0  k e V 的 加 速 电 压 下 观 察 ，

载药率（drug  load ing  e ffic iency，DLE）平均为

15.1%，包封率（encapsulation efficiency，EE）

平 均 为 4 1 . 9 % 。 D L E （ % ） = 载 药 纳 米 粒 子 包 载

5 - F U 的 质 量 / 载 药 纳 米 粒 子 总 质 量 × 1 0 0 % ， E E

（%）=载药纳米粒子包载5-FU的质量/初始投药质

量×100%。

1.3  空载纳米粒子体外溶血试验

在 红 细 胞 悬 浮 液 中 加 入 蒸 馏 水 ， 由 于 渗 透 压

差 异 导 致 红 细 胞 破 裂 作 为 阳 性 对 照 ， 在 红 细 胞 悬

浮 液 中 加 入 P B S 使 得 红 细 胞 不 破 裂 作 为 阴 性 对 照

组，选取两种高浓度（2 mg/mL、1 mg/mL）的空

载纳米粒子进行了溶血测试。

1.4  5-FU-PCL-NP 的体外释药研究

使 用 分 光 光 度 计 对 5 - F U 溶 液 进 行 2 0 0 ~ 4 0 0 

n m 的 全 波 长 扫 描 ， 确 定 了 5 - F U 在 水 相 环 境 下 的

最 大 吸 收 波 长 为 2 6 6 . 4  n m ， 调 整 至 标 准 曲 线 模

式，分别选择最大吸收波长作为光源，进行5 -FU

标 准 曲 线 的绘制，通过这条标准曲线，药物释放

环境下， 分 别 于 0 、 1 2 、 2 4 、 3 6 、 4 8 、 7 2  h 测 得

吸 光 度 值 ， 并 根 据 标 准 曲 线 计 算 释 药 量 ， 绘 制 释

药曲线。

Results: The 5-FU-PCL-NPs were successfully synthesized, with drug loading rate of 15.1% and encapsulation 

efficiency of 41.9%. The empty nanoparticles showed a negative result in hemolysis test. 5-FU-PCL-NPs exhibited 

a sustained 5-FU release and the 72-h release rate was 62.9%. Compared with pure 5-FU, 5-FU-PCL-NPs had 

a significantly increased inhibitory effect on proliferation in Hccc-9810 cells, significantly decreased IC50 value 

[(1.32±0.12) μg/mL vs. (2.5±0.39) μg/mL], and significantly enhanced effect on apoptosis in Hccc-9810 cells (all 

P<0.05). The empty nanoparticles exerted no obvious effect on apoptosis in Hccc-9810 cells (P>0.05).

Conclusion: The 5-FU loaded polycaprolactone nanoparticles (5-FU-PCL-NPs) possess a sustained-

release property that prolongs the suppressive effect of 5-FU, and have enhanced killing effect on human 

cholangiocarcinoma cells in vitro, with a satisfactory biological safety profile.
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1.5  细胞培养

Hccc-9810细胞在含10%胎牛血清的1640培养

基中，37 ℃，5% CO2饱和度下培养。

1.6  CCK-8 法测定肿瘤细胞增殖抑制实验

取处于对数生长期的Hccc-9810细胞，接种于 

96孔板，调节细胞浓度，使每孔细胞数为8 000个，

37 ℃，5% CO2饱和度下培养箱孵育过夜，待细胞

贴壁后，分按空白NP组，单纯5-FU组，5-FU-PCL-

NP组（按载药率折算5-FU的量），分别按5-FU药

物浓度0、5、10、15、20、40、80 μg/mL，每个

浓度组设立5个复孔，共培养48 h，后均用CCK -8

法检测各孔存活细胞吸光度。细胞存活率=（处理

组OD值-空白对照组OD值）/（对照组OD值–空

白对照组OD值）×100%。同时计算半数有效浓度

（IC50）值。

1.7  流式细胞仪检测细胞凋亡率 

取处于对数生长期的Hccc-9810细胞，接种于 

6孔板，调节细胞浓度，使每孔细胞数为2×105个，

将 细 胞 分 为 ： 空 白 对 照 组 、 空 载 纳 米 粒 组 、 单 纯

5 -FU组、5 -FU -PCL -NP组；根据CCK -8实验所筛

选出半数有效浓度，按5 -FU 1 .5  μg /mL分别加药

共 培 养 细 胞 4 8  h ， 用 不 含 E D T A 的 胰 酶 消 化 收 集

收集6孔板细胞，PBS清洗2遍，加入500 μL的结

合缓冲液悬浮细胞，加入分别5 μL Annex in  V，

5 μL Prop id ium Iod ide混匀；避光，室温下反应 

15 min，后上机检测细胞凋亡率。

1.8  统计学处理

所有实验均重复3次，统计资料结果以均数±

标准差（x± s）表示，两组间比较采用 t检验，多

组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 两 两 比 较 采

用SNK法，P<0 .05表示差异有统计学意义。使用

SPSS 19.0软件进行统计分析。

2  结　果

2.1  5-FU-PCL-NP 形态观察

透 射 电 镜 照 片 所 示 ， 5 - F U - P C L - N P 呈 现

出 完 好 的 球 形 形 态 ， 分 布 均 匀 无 粘 连 情 况 ， 表

明 成 功 合 成 相 关 载 药 纳 米 材 料 ， 并 且 结 构 稳 定 

（图1）。

2.2  空载纳米粒子体外溶血试验

体 外 溶 血 试 验 结 果 显 示 ， 阳 性 对 照 组 出 现 明

显溶血，阴性对照组及2个浓度的空载纳米粒子组

均未出现溶血（图2）。

100 nm

图 1　5-FU-PCL-NP（浓度 1 mg/mL）电镜图片（×100 000）
Figure 1　View of 5-FU-PCL-NPs (concentration 1 mg/mL) under 

TEM (×100 000)

A B C D

图 2　溶血试验　　A：空载纳米粒溶液 1 mg/mL；B：空载
纳米粒溶液 2 mg/mL；C：蒸馏水；D：生理盐水

Figure 2　Hemolysis test　　A: Solution of empty nanoparticles 
(1 mg/mL); B: Solution of  empty nanopar ticles  
(2 mg/mL); C: Distilled watergroup; D: Physiological 
saline Group

2.3  5-FU 载药纳米粒子的体外药物释放

体外释药实验结果显示，单纯5-FU在8 h内即

达峰值；而5 -FU -PCL -NP的释放比较平缓，在前

24 h达50%，在72 h后达到62.9%（图3）。

2.4  5-FU-PCL-NP 对 Hccc-9810 细 胞 增 殖 抑

制作用

单 纯 5 - F U 及 5 - F U - P C L - N P 分 别 按 按 5 - F U 药

物浓度0、5、10、15、20、40、80 μg/mL与Hccc-

9810细胞共培养48 h之后，细胞活性随药物浓度

上升而下降，5 -FU -PCL -NP组对细胞的增殖抑制

作用明显强于单纯5-FU（P<0.05）。5-FU-PCL-NP

组与单纯5-FU组的IC50分别为（1.32±0.12）μg/mL 

和 （ 2 . 5 ± 0 . 3 9 ） μ g / m L ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）（图4）。
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2.5  流式细胞仪检测细胞凋亡率

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 ， 空 白 对 照 组

和 空载纳米粒子组凋亡率分别为（6.5±2.4）%、

（7.2±3.1）%，两组间差异无统计学意义（P>0.05）；

5-FU-PCL-N P组凋亡率为（37.5 ±4.5）%，而单纯

5-FU组细胞凋亡率分别为（26.4±3.2）%，组间比

较差异有统计学意义（P<0.05）（图5）。

3  讨　论

胆 管 癌 是 消 化 道 较 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 发

病率呈上升趋势 [1-2]，由于其恶性程度高，早期诊

断 困 难 ， 且 因 其 周 围 解 剖 结 构 复 杂 ， 容 易 向 周 围

组织侵润，手术R 0切除率低（约15%~20%），预

后 较 差 ， 因 此 近 年 来 针 对 胆 管 癌 的 非 手 术 治 疗 逐

渐成为研究的热点[7-9]。

5 -FU为治疗消化道恶性肿瘤的经典药物 [10]，

Thongprasert等[11]报道以5-FU为基础的化疗组患者

对胆管癌控制率可达50%。但其治疗剂量较大，为

增 强 疗 效 而 加 大 剂 量 会 带 来 毒 性 作 用 ， 临 床 上 患

者 表 现 为 强 烈 的 化 疗 后 副 反 应 ， 往 往 不 易 耐 受 。

因 此 通 过 药 物 的 缓 释 ， 减 慢 药 物 代 谢 ， 增 加 作 用

时间窗，提高疗效具有重要的临床意义[12-14]。

纳 米 微 球 由 于 粒 径 小 、 比 表 面 积 大 ， 具 有 特

殊 的 体 积 效 应 和 表 面 效 应 ， 使 之 具 有 特 殊 的 表 面

性 能 [ 1 5 - 1 7 ]， 包 括 生 物 黏 附 性 、 电 性 、 亲 和 性 等 ，

这 有 利 于 增 加 所 载 药 物 在 吸 收 部 位 的 接 触 时 间

和 接 触 面 积 ， 加 之 其 对 药 物 具 有 明 显 的 保 护 作

用 ， 故 可 大 大 提 高 药 物 的 吸 收 和 生 物 利 用 度 ，

并 可 延 长 其 在 体 内 的 循 环 时 间 ， 大 大 增 加 作 用
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图 3　体外药物释放曲线
Figure 3　Curves of in vitro Ddrug  release curve in vitro

图 4　单纯 5-FU 与 5-FU-PCL-NP 对 Hccc-9810 细胞增殖

的抑制作用
Figure 4　Inhibition ory eff ect of pure 5-FU and 5-FU-PCL-NPs 

on proliferation of c Hccc-9810 cellsdifferent dose 
drugs
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时 间 窗 [ 5 ,  1 8 - 1 9 ] 。 聚己内酯材料是一种新型的生物

可降解材料 [20-21]，本实验合成了5 -FU -PCL -NP，

其载药率为15.1%，包封率为41.9%，并通过透射

电 镜 证 明 了 其 成 功 合 成 ， 具 有 稳 定 的 形 态 ， 同 时

体外药物缓释实验结果表明单纯5-FU在前8 h即达

峰值，而5-FU-PCL-NP的释放在前24 h达50%，说

明具有一定突释 作用，后释放趋于平稳，至72 h

后达到62.9%，表明该材料具有良好的药物缓释作

用 。 体 外 溶 血 试 验 结 果 表 明 ， 高 浓 度 的 纳 米 材 料

也 不 会 引 起 细 胞 的 溶 血 ， 证 明 了 其 较 好 的 生 物 安

全性。CCK-8增值抑制实验表明5-FU-PCL-NP对肿

瘤细胞的增值抑制作用优于单纯5 -FU，进一步应

用流式细胞仪检测凋亡，结果提示5 -FU -PCL -NP

明显促进了肿瘤细胞的凋亡，表明载药纳米粒子在

细胞吸收后，通过缓释作用，增强了作用时间，促

进肿瘤细胞的凋亡增强了药物的杀伤作用。

综上所述，5 -FU -PCL -NP具有良好的生物安

全 性 ， 缓 释 作 用 ， 可 以 明 显 增 强 药 物 的 抑 制 增 殖

效 果 ， 并 能 诱 导 人 胆 管 癌 细 胞 的 凋 亡 。 本 研 究 结

果 为 载 药 纳 米 给 药 系 统 的 开 发 和 应 用 提 供 了 一 定

的 实 验 基 础 ， 为 胆 管 癌 的 药 物 治 疗 提 供 了 新 的 思

路 ， 同 时 随 着 后 期 相 关 官 能 团 的 修 饰 ， 可 以 进 一

步 实 现 肿 瘤 的 靶 向 治 疗 ， 对 于 改 善 胆 管 癌 患 者 的

预后具有重要意义。
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