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摘   要 目的：探讨载阿帕替尼（apatinib）纳米胶束对脐静脉内皮细胞（HUVECs）的抑制作用及其释放规律

与安全性。

方法：分别用紫外 - 吸收法和溶血实验检测载 apatinib 纳米胶束的释放率与使用安全性，然后分别用

CCK-8 实验、迁移实验、体外小管形成实验观察载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 的抑制作用。

结果：载 apatinib 纳米胶束有短暂的突释效应（2 h 达 20.5%），随后呈缓慢释放（72 h 达 62.9%），

其溶血实验阴性。载 apatinib 纳米胶束与单纯 apatinib 均能明显抑制 HUVECs 的增殖，并呈浓度与时

间依赖性（均 P<0.05）；48 h 内载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 的抑制率小于单纯 apatinib 组（48 h 

IC50：1.385 µmol/L vs. 0.768 µmol/L，P=0.012），但随着时间延长至 72 h，载 apatinib 纳米胶束的抑

制率超过单纯 apatinib（63.34% vs. 59.70%，P=0.005）。载 apatinib 纳米胶束与单纯 apatinib 均能明

显抑制 HUVECs 的迁移及小管形成，并呈浓度与释放时间依赖性，且体外释放 3 d 的载 apatinib 纳米

胶束对 HUVECs 迁移及成管的抑制超过单纯 apatinib（均 P<0.05）。

结论：载 apatinib 纳米胶束具备良好的安全性及缓释性，对 apatinib 进行纳米包载可增强 apatinib 对

HUVECs 的抑制作用并延长 apatinib 的作用时间窗。
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Abstract Objective: To investigate the inhibitory effect of apatinib-loaded nanomicelles on human umbilical vein 

endothelial cells (HUVECs) as well as its release pattern and safety.

Methods: The release rate and use safety of apatinib-loaded nanomicelles was determined by ultraviolet 

spectrophotometry method and hemolytic assay, respectively. And then, the inhibitory effect of apatinib-loaded 

nanomicelles on HUVECs was tested by CCK-8 assay, migration assay and tube formation assay, respectively.
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胃 癌 是 世 界 上 常 见 恶 性 肿 瘤 ， 致 死 率 位 于

所 有 恶 性 肿 瘤 中 的 第 三 位 [ 1 ] 。 晚 期 胃 癌 预 后 往

往 较 差 ， 平 均 生 存 时 间 约 为 半 年 [ 2 ] 。 阿 帕 替 尼

（apatinib）可以通过抑制血管内皮细胞生长因子

（VEGF）信号通路抑制肿瘤内新生血管生成，达

到抗胃癌效果 [3]。2014年，apatinib作为晚期胃腺

癌或胃-食管结合部腺癌患者三线及三线以上治疗

方案获得中国食品药品监管局批准上市[4]。apatinib

明 显 改 善 了 晚 期 胃 癌 患 者 的 生 存 期 ， 但 也 存 在 着

一些副作用[4-6]。虽然apatinib的副作用可通过减药

或者停药来改善，但这降低了apatinib的抗肿瘤效

果。近期的一项研究[7]表明，间断使用抗VEGF治疗

可能诱发肿瘤转移。因此，有必要寻找一种能降低

apatinib的副作用促使apatinib能够长期不间断应用

的方法，使apatinib更好的发挥抗肿瘤作用。

目前，纳米载药技术是实现药物缓释作用、改

善药物副作用、增加药物反应时间的有效手段[8-10]。 

本实验拟合成一种载apatinib纳米胶束，并在此基

础 上 进 行 细 胞 实 验 及 安 全 性 实 验 ， 以 评 价 纳 米 载

apatinib对脐静脉内皮细胞（HUVECs）的抑制作用。

1　材料与方法

1.1  实验材料与设备

HUVECs、内皮细胞基础培养基（BM）、内

皮细胞生长因子（ECGS）、胰蛋白酶、胎牛血清

（FBS）、双抗（P/S）、牛纤维蛋白均购自于美

国Science l l公司；重组人内皮细胞血管生长因子

（rhVEGF121）购自南京Genscript公司；磷酸缓冲

盐溶液（PBS）购自于Hyclone公司；十二烷基硫

酸钠（SDS）购自于国药集团化学试剂有限公司；

CCK-8购自于日本同仁公司；基底胶（Matrigel）

购自于美国BD公司；T -25培养瓶、96孔培养板、

T r a n s w e l l 小 室 购 自 于 C o r n i n g 公 司 ； a p a t i n i b 由

江 苏 恒 瑞 公 司 提 供 ； 单 甲 醚 聚 乙 二 醇 嵌 段 聚 己

内酯载apat in ib纳米胶束（MPEG 5000-b-PCL 5000-

a p a t i n i b ） 由 合 作 单 位 华 东 理 工 大 学 材 料 学 院 合

成 ， 其 最 佳 载 药 率 为 1 6 . 2 1 % ， 对 应 的 包 封 率 为

56.74%，平均粒径（55.7±4.1）nm，呈球形、近

单分散体系；MCO15AC型CO2培养箱（日本Sanyo

公司）；台式离心机（美国Thermo  sc i ence）；

Olympus显微镜BX-53（日本Olympus公司）。

1.2  实验方法

1.2.1  载 apatinib 纳米胶束的体外释放实验　紫外光

谱全波长 200~500 nm 扫描 apatinib 在 PBS 中的紫外

吸收曲线，得出 apatinib 的特征吸收峰在 347 nm，

再 根 据 5 组 不 同 浓 度 对 应 的 吸 收 度 绘 制 一 条 标 准

曲 线。 将 10 mL 的 载 apatinib 胶 束 加 入 透 析 袋 中

（截留分子量：3 500），将透析袋两段封紧后浸

入 50 mL 的 PBS（含 0.2%SDS 以满足漏槽条件）

缓冲溶液中（pH=7.4），置于 37 ℃恒温振荡箱中

振荡（振荡速度为 100 r/min）；分别于 1、2、4、

8、16、24、36、48、72 h 等时间点从外液相缓冲

溶液中取出 5 mL 缓冲溶液，同时补入 5 mL 的新

Results: The apatinib-loaded nanomicelles showed a transient immediate-release (2 h release rate reached 20.5%) 

and then a slow release (72 h release rate was 62.9%), and the results of hemolytic assay were negative. The 

proliferation of HUVECs was significantly inhibited by either apatinib-loaded nanomicelles or free apatinib in a 

concentration- and time-dependent manner (all P<0.05); the inhibition rate of apatinib-loaded nanomicelles on 

HUVECs was lower than those of free apatinib within 48 h (48 h IC50: 1.385 µmol/L vs. 0.768 µmol/L, P=0.012), 

but it surpassed that of free apatinib with time up to 72 h (63.34% vs. 59.70%, P=0.005). The migration and tube 

formation of HUVECs were significantly suppressed by both apatinib-loaded nanomicelles and free apatinib in a 

concentration- and releasing time-dependent manner, and the inhibitory effects of apatinib-loaded nanomicelles 

with 3-d release on migration and tube formation of HUVECs were significantly greater than those of free apatinib 

(both P<0.05).

Conclusion:  The apatinib-loaded nanomicelles have good safety and sustained release property. 

Nanoencapsulation can enhance the inhibitory effect of apatinib on HUVECs and extend its action time window.

Key words Antineoplastic Agents; Angiogenesis Inhibitors; Nanotechnology; Delayed-Action Preparations

CLC number: R979.1
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鲜 PBS 缓 冲 溶 液（ 含 0.2%SDS）。 对 于 取 出 的 溶

液，测试其在 347 nm 处的紫外 - 可见光谱吸光强

度，代入标准曲线求出浓度，最终得到载 apatinib

纳米胶束所释放出的 apatinib 的量。

1.2.2  载 apatinib 纳米胶束的体外溶血实验　取大

鼠血 2 mL，4 ℃ 2 000 r/min 离心 5 min，而后利

用冰 PBS 洗涤后离心 5 min，如是 3 次。弃去上清

液，加入 PBS，制备成 8% 体积比浓度的红细胞悬

液。设计 4 组红细胞悬液，分别加入载 apatinib 纳

米胶束使终浓度（以 apatinib 浓度计算）为 10.0、

5.0、2.5、1.25 μmol/L，另设计两组分别加入 PBS

和 Trixon-100 以 设 立 阴 性 和 阳 性 对 照 组。 放 入 

37 ℃培养 30 min 后 4 ℃ 2 000 r/min 离心 5 min。

取 各 组 上 清 液 100 μL 加 入 96 孔 板， 并 在 自 动 微

板读数仪测定 414 nm 的吸光度。

1.2.3  HUVECs 正 常 培 养 及 传 代　 将 1 mL 细 胞

悬 液 转 移 到 T-25 培 养 瓶 中， 加 4 mL 完 全 型 内 皮

细 胞 专 用 培 养 基（ECM， 含 BM、FBS、ECGS、

P/S，配制比例为 500:25:0.5:0.5）混匀；将细胞培

养瓶放入 37 ℃、5% CO2 培养箱中；待细胞培养长

至 90%~95% 进 行 传 代； 将 原 ECM 移 除， 用 1 mL

稀 释 至 0.125% 的 胰 酶 消 化 3 min， 后 加 入 1 mL 

ECM 终止消化，800 r/min 离心 4 min，弃去上清

液并加入 1 mL ECM 进行重悬，而后将细胞悬液转

移 至 新 的 培 养 瓶 中 并 放 入 CO2 培 养 箱 培 养。 本 实

验所用原代细胞传代均不大于 7 次。

1.2.4  HUVECs 的饥饿及 VEGF 的诱导培养　利

用 ECM 培养新传代的 HUVECs，待 6 h 细胞贴壁后，

弃去原 ECM，换用 BM 培养 12 h 进行饥饿。待细

胞饥饿完毕后，弃去 BM，加入 VEGF 诱导培养基

（VCM； 含 BM、FBS、rhVEGF121、P/S， 配 制 比

例为 500:5:0.5:0.5）进行培养。

1.2.5  CCK-8 实验　取对数生长期细胞，制备成

用 ECM 重悬、密度为 5×105/mL 的细胞悬液，以

每 孔 100 μL 接 种 于 96 孔 培 养 板 上， 待 细 胞 贴 壁

后，弃去原 ECM 并加入 BM 进行饥饿 12 h。待饥

饿完毕后，加入 VCM 进行 VEGF 诱导培养。而后

每孔分别加入 1 μL 不同浓度的单纯 apatinib 和载

apatinib 纳米胶束，使终浓度（以 apatinib 的含量

计 算） 分 别 为 10、5、2.5、1.25 μmol/L 与 625、

312.5、156.25 nmol/L；设立空白纳米胶束（不载

药 物 的 纳 米 胶 束） 对 照 组： 按 上 述 浓 度 设 计（ 以

纳 米 胶 束 的 对 应 含 量 计 算） 加 入 相 同 体 积 的 空 白

纳米胶束；设立空白对照组：加入等体积的 PBS；

培养至 48 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继

续 培 养 4 h， 后 用 BIO-TEK 自 动 微 板 读 数 仪 测 定

450 nm 的 吸 光 度（A）。 为 研 究 载 apatinib 纳 米

胶束对增殖的抑制与时间的关系，取 1 μmol/L（以

apatinib 的含量计算）的载 apatinib 纳米胶束及单

纯 apatinib，加入按上述方法细胞铺板并饥饿处理

的 96 孔板内，连续培养 3 d，分别设计 12、24、

36、48、60、72 h 6 个 时 间 点， 培 养 结 束 后 加 入

10 μL CCK-8，4 h 后测定吸光度。抑制率按如下

公式进行计算，抑制率（%）=（空白对照孔 A 值 -

实 验 孔 A 值 ）/ 空 白 对 照 孔 A 值 ×100%。 采 用

Bliss 法计算 IC50。

1.2.6  HUVECs 迁 移 实 验　 利 用 牛 纤 维 蛋 白 包

被 Transwell 小 室 并 将 小 室 放 在 37 ℃ 恒 温 箱 内 培

养 12 h 对 Transwell 小室做预处理。取对数生长期细

胞 制 成 利 用 BM 重悬、 密 度 为 2×10 5/mL 的 细 胞 悬

液，以每孔 100 μL 接种于 Transwell 小室的上腔内，

设 立 实 验 组： 在 Transwell 下 腔 加 入 VCM 500 μL， 

并 按 上 述 CCK-8 实 验 步 骤 中 的 方 法 加 入 单 纯

apatinib 以及载 apatinib 纳米胶束使药物浓度（以

apatinib 的 含 量 计） 为 10、1、0.1 μmol/L； 设 立

VEGF 诱导阳性对照组：下腔内只加入 VCM 以观

察 VEGF 诱 导 的 迁 移； 设 立 FBS 诱 导 对 照 组： 下

腔 内 不 加 入 VCM 而 只 加 入 ECM 以 观 察 FBS 诱 导

的迁移；设计空白对照组：下腔内加入 BM。为探

究载 apatinib 纳米胶束释放时间对迁移的影响，在

下 腔 内 加 入 已 释 放 0、1、2、3 d 的 载 apatinib 纳

米胶束及单纯 apatinib，使药物浓度（以 apatinib

的 含 量 计） 为 1 μmol/L， 并 按 上 述 设 立 VEGF 诱

导 阳 性 对 照 组。 在 37 ℃ 含 5%CO2 恒 温 箱 内 培 养

12~24 h 后， 用 90% 乙 醇 固 定 30 min， 完 毕 后 利

用结晶紫染色 20 min。利用 PBS 清洗 3 次，每次

5 min。而后在 Olympus 显微镜下观察计数，每小

室取 5 个视野。抑制率计算 =（VEGF 诱导阳性对

照孔 - 实验孔）/VEGF 诱导阳性对照孔 ×100%。

1.2.7  HUVECs 小管成型实验　将 50 μL Matrigel

加 入 预 冷 的 96 孔 板 内 进 行 包 被 并 在 37 ℃ 培 养

箱 内 过 夜 进 行 预 处 理。 因 单 纯 的 VEGF 不能 诱

导 HUVECs 进 行 体 外 小 管 成 型 [3]， 故 实 验 设 计 中

将 VCM 内 的 FBS 含 量 提 升 至 5%。 设 立 实 验 组：
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制 备 以 VCM 重 悬、 密 度 为 2×105/mL 的 脐 静 脉 内

皮 细 胞 悬 液， 在 各 已 被 Matrigel 包 被 的 孔 内 加 入 

100 μL 细 胞 悬 液， 并 加 入 载 apatinib 纳 米 胶 束 及

单纯 apatinib，使药物浓度（以 apatinib 含量计）

为 10、1 μmol/L； 设 立 VCM 阳 性 对 照 组： 加 入

PBS 进行处理 VCM 重悬的细胞悬液；设立空白对

照组：各孔内加入 100 μL 利用 BM 重悬的细胞悬

液而不加入任何药物；设立 ECM 对照组：各孔内

加 入 100 μL 利 用 ECM 重 悬 的 细 胞 悬 液 而 不 加 入

任何药物。为探究载 apatinib 纳米胶束释放时间对

小管成型的影响，按上述方法加入 VCM 重悬的细

胞悬液，并于各孔内加入 1 μmol/L 单纯 apatinib 及

已释放 0、1、2、3 d 的载 apatinib 纳米胶束；按上

述设立 VCM 阳性对照组。在 37 ℃ 5%CO2 培养箱

内培养 6 h 后，利用倒置相差显微镜进行观察、拍照，

每孔拍摄 5 个视野。小管成型率计算 =（VCM 阳性

对照孔 - 实验孔）/VCM 阳性对照孔 ×100%。

1.3  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 20.0软件进行统计分析，利用Graphpad软件

及Image J软件进行图片处理。

2　结　果

2.1  载 apatinib 纳米胶束在体外的释放

体外释放实验显示，载apatinib纳米胶束的释

放率在前2 h达20.5%，后释放逐渐减慢，至72 h后

释放率达到62.9%（图1）。

80

60

40

20

0

释
放

速
率

（
%

）

0 20 40 60 80
时间（h）

◆
◆

◆

◆

◆

◆
◆

◆

◆ ◆

图 1　载 apatinib 纳米胶束的体外释放
Figure 1　Release of apatinib-loaded nanomicelles in vitro

2.2  载 apatinib 纳米胶束的溶血测试

体外溶血实验显示，与Trix ion -100可以引起

明显的溶血相比，所有载apatinib纳米胶束组溶血

率均<5%（均P<0.05）（图2）。
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图 2　载 apatinib 纳米胶束的溶血实验
Figure 2　Hemolysis tests of apatinib-loaded nanomicelles

2.3  载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 增殖的抑

制作用

C C K - 8 结 果 显 示 ， 研 究 中 所 有 设 计 的 空 载 纳

米 胶 束 组 中 ， H U V E C s 增 值 率 都 在 9 5 % 以 上 （ 均

P>0 . 0 5 ） 。 单 纯 a p a t i n i b 及 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束

按apat in ib药物浓度10、5、2.5、1.25  µmol /L与

625、312.5、156.25 nmol/L分别作用48 h之后，

对 H U V E C s 增 殖 的 抑 制 率 随 药 物 浓 度 上 升 而 增 加

（ 图 3 A ） ， 此 时 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 对 H U V E C s

增殖的抑制率平均仍然小于单纯apat in ib（IC 50：

1.385 µmol/L vs.  0.768 µmol/L，P=0.012）。但通

过 延 长 作 用 时 间 并 进 行 不 同 时 间 点 测 试 ， 在 浓 度

同是1 µmol/L下，虽然载apatinib纳米胶束组在作

用开始时弱于原药apatinib组，但随着时间延长，

载apatinib纳米胶束的抑制作用逐渐增加并于72 h

接近并超过单纯apatinib组（63.34% vs.  59.70%，

P= 0 . 0 0 5 ） ； 且 单 纯 a p a t i n i b 的 抑 制 率 初 始 抑 制

率 增 加 很 高 ， 后 随 时 间 变 化 逐 渐 趋 于 平 缓 ， 而 载

apatinib纳米胶束抑制率稳定增加（图3B）。

2.4  载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 迁移的抑

制作用

为进一步证明载apatinib纳米胶束对HUVECs

的抑制作用，本研究进行了Transwel l迁移实验。

迁 移 实 验 结 果 显 示 ， 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 及 单 纯

apatinib均可以抑制HUVECs的迁移，抑制能力随
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图 3　载 apatinib 纳米胶束与单纯 apatinib 对 HUVECs 增殖的抑制作用　　A：不同浓度的载 apatinib 纳米胶束及单纯

apatinib 作用 48 h 对 HUVECs 增殖的抑制率；B：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束及单纯 apatinib 作用不同时间对 HUVECs

增殖的抑制率
Figure 3　Inhibitory effects of apatinib-loaded nanomicelles and free apatinib on proliferation of HUVECs　　A: Inhibition rates of 

various concentrations of apatinib-loaded nanomicelles and free apatinib on HUVECs at 48 h; B: Inhibition rates of 1 μmol/L apatinib-
loaded nanomicelles and free apatinib on HUVECs at different time points
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图 4　不同浓度的载 apatinib 纳米胶束及单纯 apatinib 对 HUVECs 迁移的抑制　　A：BM 对照；B：ECM 对照；C：VCM 对照；

D：apatinib 10 μmol/L；E：apatinib 1 μmol/L；F：apatinib 0.1 μmol/L；G：载 apatinib 纳米胶束 10 μmol/L；H：载 apatinib

纳米胶束 1 μmol/L；I：载 apatinib 纳米胶束 0.1 μmol/L 
Figure 4　Inhibitory effects of various concentrations of apatinib-loaded nanomicelles and free apatinib on migration of HUVECs　　

A: BM control; B: ECM control; C:VCM control; D: 10 μmol/L apatinib; E: 1 μmol/L apatinib; F: 0.1 μmol/L apatinib; G: 10 μmol/L 
apatinib-loaded nanomicelles; H: 1 μmol/L apatinib-loaded nanomicelles; I: 0.1 μmol/L apatinib-loaded nanomicelles 

药物浓度上升而增加（图4）；随着载apat in ib纳

米胶束释放时间变长，其对HUVECs迁移的抑制能

力也会增强（图5），且释放3 d的apatinib纳米胶

束抑制迁移能力大于单纯apatinib（P=0.005）。
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2.5  载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 成管能力

的抑制作用

为模拟载apatinib纳米胶束对肿瘤新生血管的

抑制作用，本研究进行了HUVECs成管实验。成管

实验结果显示，单纯apat in ib及载apat in ib纳米胶

束均对HUVECs成管能力的抑制可随浓度增加而增

加；药物浓度增加至10 µmol/L时，单纯apatinib可

以使HUVECs成管能力完全消失，而载apatinib纳

米胶束即使达到10 µmol/L，对HUVECs成管能力

的抑制依然不是很强（图6）；但随着载apat in ib

纳 米 胶 束 释 放 时 间 延 长 ， 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 对

HUVECs成管能力的抑制会逐渐增加，且释放3 d

的 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 抑 制 迁 移 能 力 会 超 越 单 纯

apatinib（P=0.042）（图7）。

A B C

D E F

图 5　1 μmol/L 单纯 apatinib 及 1 μmol/L 不同释放时间的载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 迁移的抑制　　A：VCM 对照； 

B：apatinib 1 μmol/L；C：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 0 d；D：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 1 d；E：1 μmol/L

载 apatinib 纳米胶束释放 2 d；F：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 3 d 
Figure 5　Inhibitory effects of 1 μmol/L free apatinib and 1 μmol/L apatinib-loaded nanomicelles with different releasing time on 

migration of HUVECs　　A: VCM control; B: 1 μmol apatinib L; C: 1 μmol/L 0-d releasing apatinib-loaded nanomicelles;  
D:1 μmol/L 1-d releasing apatinib-loaded nanomicelles; E: 1 μmol/L 2-d releasing apatinib-loaded nanomicelles; F: 1 μmol/L 3-d 
releasing apatinib-loaded nanomicelles

A B C

D E

图 6　不同浓度的载 apatinib 纳米胶束及单纯 apatinib 对 HUVECs 成管能力的抑制作用　　A：VCM 对照；B：apatinib 10 μmol/L；

C：apatinib 1 μmol/L；D：载 apatinib 纳米胶束 10 μmol/L；E：载 apatinib 纳米胶束 1 μmol/L
Figure 6　Inhibitory effects of various concentrations of apatinib-loaded nanomicelles and free apatinib on tube formation of HUVECs 

　　A: VCM control; B: 10 μmol/L apatinib; C: 1 μmol/L apatinib; D: 10 μmol/L apatinib-loaded nanomicelles; E: 1 μmol/L 
apatinib-loaded nanomicelles 
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3　讨　论

晚 期 或 者 转 移 性 的 胃 癌 预 后 往 往 较 差 ， 平 均

生 存 时 间 约 为 半 年 ， 在 接 受 一 线 化 疗 方 案 后 ， 晚

期 或 转 移 性 胃 癌 患 者 可 以 延 长 6 个 月 左 右 的 生 存

时 间 [ 1 ]， 但 在 一 线 化 疗 方 案 不 起 作 用 的 情 况 下 ，

只 能 选 用 二 线 或 三 线 化 疗 治 疗 方 案 （ 多 西 他 赛 、

伊 利 替 康 或 紫 杉 醇 等 ） ， 但 平 均 生 存 时 间 往 往

也会减短 [ 1 1 ]。血管新生在肿瘤的发展及转移过程

中 具 有 重 要 作 用 [ 1 2 ]， 而 V E G F / V E G F R - 2 通 路 是

控制血管新生最重要的管理器 [ 13]，因此，VEGF/

VEGFR -2通路可以作为以抑制血管新生而达到抗

肿瘤目的的关键靶点。目前，已经研究出的VEGF/

V E G F R - 2 通 路 的 抑 制 剂 包 括 3 类 ： 特 异 性 结 合 抗

体、可溶性VEGF干扰分子及小分子酪氨酸激酶抑

制剂（TKI）[3]。apatinib作为小分子TKI，可通过

特 异 性 结 合 V E G F R 2 受 体 的 酪 氨 酸 激 酶 位 点 ， 抑

制磷酸化反应，从而抑制VEGF/VEGFR2信号通路

产 生 的 反 应 ， 进 一 步 抑 制 血 管 内 皮 细 胞 增 殖 、 迁

移，产生抗肿瘤的效果 [14]。目前，apatinib在中国

进 行 I I 期 和 I I I 期 临 床 试 验 后 ， 已 经 证 明 可 以 显 著

改善晚期胃癌患者的生存时间 [5-6]。在apa t in ib的

两个临床试验内，apatinib明显改善了晚期胃癌患

者 生 存 期 ， 但 也 存 在 着 较 为 明 显 的 副 作 用 。 这 些

高 频 率 的 副 作 用 可 通 过 减 药 或 者 停 药 来 改 善 ， 但

也降低了apat in ib的抗肿瘤效果 [4-6,  15 ]。近期的一

项研究 [7]表明：间断使用抗VEGF治疗可能诱发肿

瘤转移。因此，需要寻找一种能降低apatinib的副

作用促使apatinib能够长期不间断应用的方法。分

析apatinib导致副作用发生的原因，可能有两种：

⑴ apatinib具有新生血管区域靶向性，这种靶向性

不 仅 使 其 作 用 于 肿 瘤 新 生 区 域 ， 还 作 用 于 微 血 管

较 密 集 的 区 域 比 如 黏 膜 、 手 足 末 端 等 ， 从 而 导 致

了并发症；⑵ apa t in ib的部分症状可以通过减药

来 实 现 ， 可 以 推 测 ， 非 靶 向 部 位 过 高 释 放 浓 度 的

apatinib可能导致了并发症的发生。因此，有必要

寻求一种可以降低局部非靶向部位apatinib的浓度

并且使apatinib具有缓释性的方法。

纳米技术与生命科学进行了广泛的交叉 [16]，

新 型 的 利 用 无 毒 高 分 子 材 料 作 为 纳 米 级 药 物 载

体 ， 已 经 成 为 药 物 研 究 领 域 重 要 的 研 究 方 向 。

由 于 肿 瘤 细 胞 有 较 强 的 吞 噬 能 力 以 及 肿 瘤 等 病 变

部 位 的 血 管 内 皮 细 胞 缝 隙 远 大 于 正 常 内 皮 细 胞 间

隙 ， 因 此 当 纳 米 胶 束 循 环 至 肿 瘤 所 在 部 位 的 时 候
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图 7　1 μmol/L 单纯 apatinib 及 1 μmol/L 不同释放时间的载 apatinib 纳米胶束对 HUVECs 成管能力的抑制　　A：VCM 对照；

B：apatinib 1 μmol/L；C：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 0 d；D：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 1 d；E：1 μmol/L

载 apatinib 纳米胶束释放 2 d；F：1 μmol/L 载 apatinib 纳米胶束释放 3 d
Figure 7　Inhibitory effects of 1 μmol/L free apatinib and 1 μmol/L apatinib-loaded nanomicelles with different releasing time on 

tube formation of HUVECs　　A: VCM control; B: 1 μmol/L apatinib; C: 1 μmol/L 0-d releasing apatinib-loaded nanomicelles;  
D: 1 μmol/L 1-d releasing apatinib-loaded nanomicelles; E: 1 μmol/L 2-d releasing apatinib-loaded nanomicelles; F: 1 μmol/L 3-d 
releasing apatinib-loaded nanomicelles
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其 进 入 肿 瘤 等 病 变 部 位 的 机 会 增 多 ， 同 时 纳 米 胶

束 缓 释 抗 肿 瘤 药 物 延 长 了 药 物 在 肿 瘤 内 的 存 留 时

间 ， 减 慢 了 肿 瘤 的 生 长 ， 与 游 离 药 物 相 比 ， 延 长

了 药 效 时 间 。 因 此 ， 纳 米 载 药 系 统 是 实 现 药 物 缓

释 作 用 的 有 效 手 段 [ 1 7 ]。 聚 己 内 酯 （ P C L ） 是 一 种

半 结 晶 性 脂 肪 族 聚 酯 ， 在 生 物 安 全 性 方 面 ， 聚 己

内 酯 聚 合 物 材 料 现 已 被 证 明 具 有 良 好 的 生 物 相 容

性 ， 且 已 被 美 国 食 品 与 药 品 管 理 局 （ F D A ） 批 准

用作生物医用材料[18]，但PCL由于结晶性强、熔点

低 、 降 解 速 率 慢 、 缺 乏 反 应 性 官 能 团 等 特 点 ， 部

分 限 制 了 其 在 生 物 应 用 领 域 的 应 用 范 围 ， 因 而 需

要对其进行改性[19]。单甲醚聚乙二醇（mPEG）于

常 态 下 比 较 稳 定 ， 但 其 活 性 羟 基 端 也 可 以 在 特 殊

条 件 下 引 起 环 状 物 质 的 开 环 及 聚 合 [ 2 0 - 2 3 ]； 此 外 ，

m P E G 具 有 良 好 的 生 物 降 解 性 及 优 越 的 生 物 相 容

性 ， 其 在 生 物 体 内 可 以 直 接 通 过 生 物 降 解 ， 且 其

本 身 具 有 免 疫 学 惰 性 ， 在 生 物 体 内 引 起 免 疫 反 应

的 几 率 较 小 [ 2 0 ,  2 4 ]， 因 此 ， m P E G 对 生 物 体 影 响 较

小，产生的毒性低[25]。因此，利用mPEG作为引发

剂、诱导CL开环合成的单甲醚聚乙二醇嵌段聚己内

酯材料（mPEG-b-PCL）是一种可用于载药的安全

有效的生物可降解材料。目前，mPEG-b-PCL已经

应用于包载依托泊苷[26]、表柔比星[27]等化疗药物，

也可以通过修饰后作为干扰RNA的靶向载体[28]。虽

然 有 许 多 研 究 表 明 纳 米 载 药 系 统 应 用 于 改 善 化 疗

药 物 的 药 效 ， 但 很 少 有 研 究 表 明 纳 米 载 药 系 统 可

用 来 改 善 抗 血 管 生 成 药 物 的 药 效 。 本 实 验 创 新 性

的利用纳米载药系统mPEG-b-PCL包载抗血管生成

药物apatinib，并对其进行了缓释性检测及细胞学

方面的研究。

本 实 验 所 使 用 的 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 的 最 佳

载 药 率 为 1 6 . 2 1 % ， 对 应 的 包 封 率 为 5 6 . 7 4 % ， 平

均 粒 径 （ 5 5 . 7 ± 4 . 1 ） n m ， 呈 球 形 、 近 单 分 散 体

系 ， 具 有 稳 定 的 形 态 。 根 据 纳 米 载 药 系 统 的 缓 释

性 理 论 [ 8 , 1 7 ]， 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 可 以 持 续 缓 慢

释 放 a p a t i n i b 可 能 由 于 ： 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 由

于 逐 步 的 水 解 作 用 或 者 缓 慢 的 降 解 作 用 导 致 的 结

构 稳 定 性 破 坏 ， 从 而 使 a p a t i n i b 通 过 扩 散 的 方 式

释 放 至 胶 束 外 部 。 为 验 证 其 缓 释 性 ， 本 研 究 进 行

了 体 外 释 放 实 验 。 体 外 药 物 缓 释 实 验 结 果 表 明 ：

载a pa t i n i b纳米胶束的释放在前2 h达20 .5%，说

明 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 具 有 一 定 突 释 作 用 ， 后 释

放 趋 于 平 稳 ， 至 7 2  h 后 达 到 6 2 . 9 % ， 这 说 明 载

a p a t i n i b 纳 米 胶 束 具 有 良 好 的 药 物 缓 释 作 用 。 载

apat in ib纳米胶束的缓释性可能会延长apat in ib在

肿瘤内部的存留时间，与游离的apatinib相比，载

apat in ib纳米胶束可以延长apat in ib的作用时间，

减小apat in ib的使用剂量 [25]。载apat in ib纳米胶束

的合成原料mPEG、PCL都具有良好的生物安全性

及 生 物 相 容 性 [ 1 8 , 2 0 , 2 4 ]， 多 项 研 究 [ 2 5 - 2 8 ]表 明 ： 利 用

mPEG、PCL合成的纳米材料mPEG -b -PCL安全性

良 好 。 为 检 测 m P E G - b - P C L 是 否 可 以 安 全 地 作 为

a p a t i n i b 的 载 药 系 统 ， 应 用 于 静 脉 制 剂 ， 本 研 究

进 行 了 体 外 溶 血 实 验 。 体 外 溶 血 试 验 结 果 表 明 ，

高 浓 度 的 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 也 不 会 引 起 细 胞 的

溶 血 ， 这 说 明 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 具 有 较 好 的 生

物 安 全 性 ； m P E G - b - P C L 可 以 作 为 改 善 a p a t i n i b

作 用的纳米材料。为了研究载apatinib纳米胶束是

否可以改善apatinib对新生血管抑制能力，本研究

进 行 了 增 殖 及 迁 移 实 验 。 在 T i a n 等 [ 3 ]的 研 究 中 ，

apatinib对HUVECs增殖抑制的IC50为0.17 μmol/L， 

而本研究中的IC50为0.768 μmol/L，这可能是由于

本研究与Tian等[3]的研究所使用的VEGF种类及含

量不同导致。在48 h时，单纯apatinib对HUVECs

增殖的抑制率仍然高于载apatinib纳米胶束，根据

前 述 缓 释 性 的 研 究 ， 此 时 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 此

时释放的apatinib抑制能力仍然低于单纯apatinib；

而随着时间的进一步延长，载apatinib纳米胶束对

HUVECs增殖的抑制于72 h超越单纯apatinib，这

可能是因为 [8]：单纯apat in ib通过扩散的方式进入

H U V E C s 内 部 作 用 于 V E G F R 2 的 磷 酸 化 位 点 [ 2 9 ]； 

而 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 既 可 以 通 过 释 放 出 的

apatinib的扩散进入HUVECs内部，而且一部分载

apatinib纳米胶束可能可以被HUVECs通过胞吞作

用进入HUVECs内部，两者所释放出的apatinib抑

制能力超越单纯apatinib。迁移实验结果表明，载

apatinib纳米胶束对HUVECs的迁移也可以产生抑

制 作 用 ， 且 抑 制 能 力 表 现 出 浓 度 依 赖 性 及 释 放 时

间 依 赖 性 ； 这 两 项 实 验 结 果 说 明 ， 载 a p a t i n i b 纳

米胶束可增加apat in ib的利用率，改善apat in ib对

HUVECs的抑制作用。为了进一步研究载apatinib

纳 米 胶 束 是 否 可 以 改 善 a p a t i n i b 对 新 生 血 管 抑 制

能 力 ， 本 研 究 还 进 行 了 体 外 小 管 成 型 实 验 来 模 拟

体内的微血管形成。10 μmol /L单纯apat in ib可以
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使 H U V E C s 完 全 丧 失 成 管 能 力 ， 而 1 0  μ m o l / L 载

a p a t i n i b 纳 米 胶 束 对 H U V E C s 成 管 能 力 的 抑 制 并

不 是 很 强 甚 至 弱 于 1  μ m o l / L 单 纯 a p a t i n i b ， 这 可

能是因为成管实验的实验时间为6 h [3]，而此时载

a p a t i n i b 纳 米 胶 束 大 部 分 药 物 尚 未 释 放 的 缘 故 。

随 着 释 放 天 数 的 延 长 ， 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 对

H U V E C s 成 管 能 力 的 抑 制 也 会 逐 渐 增 强 ， 这 与 增

殖 与 迁 移 实 验 的 结 果 相 一 致 。 以 上 实 验 表 明 了 载

apatinib纳米胶束可以抑制血管的形成，也说明了

载apat in ib纳米胶束缓释性及对apat in ib进行纳米

包载的可行性及优越性。 

综 上 ， 载 a p a t i n i b 纳 米 胶 束 良 好 的 生 物 安 全

性 、 缓 释 作 用 。 本 研 究 结 果 可 以 进 一 步 加 深 对 药

物 利 用 的 理 解 ， 为 抗 血 管 生 成 药 物 的 研 究 提 供 新

的 思 路 和 研 究 方 法 ， 也 为 以 后 肿 瘤 药 物 的 治 疗 提

供新的手段。
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