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载阿霉素聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒对 Ｌ０２
细胞的毒性研究

桂凯，张阳德

（卫生部纳米生物技术重点实验室，湖南 长沙 ４１０００８）

　　摘要：目的　检验载阿霉素聚氰基丙烯酸正丁酯纳米粒（ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ）对人肝细胞株 Ｌ０２细
胞的毒性。方法　体外培养人肝细胞株 Ｌ０２，检测各组不同纳米粒浓度培养上清液中乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）的活性；用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测 Ｌ０２在与 ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ，阿霉素（ＡＤＭ）和空白纳米粒

（ＰＢＣＡＮＰ）共同培养的条件下对肝细胞的毒性，通过对不同浓度 ＰＢＣＡＮＰ的溶血试验测定其生物相

容性。结果　ＭＴＴ结果显示，ＡＤＭ组，ＡＤＭＮＰ组，ＰＢＣＡＮＰ组在 １０－６ｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内，细胞毒性

均为 １级，即对细胞无害。各组肝细胞 Ｌ０２培养上清液中 ＬＤＨ活性的测定无统计学差异。结论　在

１０－６ｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，ＡＤＭＮＰ和 ＰＢＣＡＮＰ对肝细胞 Ｌ０２无明显毒性作用；在一定的浓度范围内细

胞相容性良好，不会引起溶血。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（２）：１５９－１６１］
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　　细胞毒性实验是一类在离体状态下模拟生物
体生长环境、检测材料和器械接触机体组织后生

物学反应的体外试验，它是生物学评价体系中最

重要的检测指标之一。本实验室采用界面聚合的

方法制备出粒径分布良好的阿霉素聚氰基丙烯酸

正丁酯纳米粒（ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ）。并对其生物相
容性进行系统性评价。采用 ＭＴＴ法检测细胞培
养液中 ＬＤＨ的释放量，以评价聚氰基丙烯酸正丁
酯纳米粒（ＰＢＣＡＮＰ）及 ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ对 Ｌ０２
的毒性，为体内的进一步研究提供依据。
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１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
人肝细胞株 Ｌ０２（中南大学湘雅医学院细胞

培养中心），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ公司），胎牛血清（ＦＢＳ）
（ＧＩＢＣＯ公司），ＤＨａｎｋ′ｓ液（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胰蛋
白酶（ＧＩＢＣＯ公司），ＤＭＥＭ培养液及 ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ
公司）。５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ贮 存 液：５０ｍｇＭＴＴ溶 于
１０ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，调整
至 ｐＨ７．３，过滤除菌，置棕色瓶内，４℃冰箱贮存。
低温高速离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、超净工作
台（苏州安泰空气技术有限公司）、恒温 ＣＯ２培养
箱（美国 Ｑｕｅｎｅ公司）、ＩＸ７０倒置显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、显微照相系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）、全自动紫外分光光度计（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公
司）、Ｅ２６０电子天平（梅特勒公司）、细胞培养瓶
及培养板等为 Ｃｏｓｔａｒ，Ｏｒａｎｇｅ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ等公司产
品；阿霉素（珐玛希亚公司），ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ及
ＰＢＣＡＮＰ为本实验室自制。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　Ｌ０２细胞用含 １０％新生小
牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００Ｕ／ｍＬ链霉素的
ＲＰＭＩ１６４０完全培养液于 ３７℃，５％恒温 ＣＯ２培
养箱中培养约 ３～４ｈ后，细胞已贴壁，再培养
１～２ｄ观察细胞生长状态，至对数生长期时提取
细胞进行实验。

１．２．２　细胞毒性实验分组［１］　细胞分为（１）空
白对照组，加入完全培养基；（２）ＡＤＭ组，加入阿
霉素；（３）ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ组，加入阿霉素纳米粒；
（４）ＰＢＣＡＮＰ组，加入空白纳米粒。（１）（２）（３）
组 加 入 的 药 物 终 浓 度 分 别 为 １０－６ ｍｏｌ／Ｌ，
１０－７ｍｏｌ／Ｌ及１０－８ｍｏｌ／Ｌ３个剂量。加药培养２４ｈ
后，行 ＭＴＴ测定。
１．２．３　ＭＴＴ法测定细胞相对增值率　取生长状
态良好的处于对数生长的 Ｌ０２细胞，用 ０．２５％
胰蛋白酶消化，直接用吸管吹打后，用含 １０％小
牛血清的培养基配成细胞悬液（５×１０４／ｍＬ），接
种于 ９６孔培养板中，每孔细胞悬液 ２００μＬ；４ｈ
后待细胞贴壁生长良好时加入待测药物，与细胞

共孵 育 ２４ｈ后 洗 ２次；加 入 ２０μＬ ＭＴＴ液
（５ｍｇ／ｍＬ），置培养箱反应 ４ｈ；小心吸弃孔内培养
上清液后，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，使
结晶物充分溶解，于 ５７０ｎｍ处在酶联免疫检测仪
上测各孔光密度（ＯＤ）值，细胞相对增殖率％ ＝实
验组 ＯＤ均值／阴性对照组 ＯＤ值 ×１００％。参照

美国药典的毒性分级法［４］评价细胞毒性（表 １）。
实验结果为 ０或 １级反应为合格，实验结果为２级
反应的结合细胞形态综合评价，实验结果为 ３到
５级反应为不合格。

表１　美国药典中细胞相对增殖率与细胞毒性分级的关系

细胞相对增殖率（％） 细胞毒性分级

　　　１００ 　　　０

　　　≥８０ 　　　１

　　　≥５０ 　　　２

　　　≥３０ 　　　３

　　　≥０ 　　　４

１．２．４　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性的测定　将制备
好的细胞悬液接种于 ６孔培养板上，按上述方法
培养、分组，分别加入相应浓度的药物，继续培养

至 ２４ｈ；取培养液 ｌｍＬ离心，用比色法测定上清液
中漏出细胞外的 ＬＤＨ。
１．２．５　 血液反应 　 抽取新西兰 兔新鲜血 液
２ｍＬ，加入 ２％草酸钾抗凝，玻璃棒搅动，除去纤
维蛋白原；加 １０倍量的生理盐水，摇匀，离心，弃
去上清液；沉淀的红细胞再用生理盐水如法洗涤

２～３次，至上清液不显红色为止。将所得红细胞
用生理盐水配成２％的悬液。取试管６只，按表２
比例依次加入 ２％红细胞悬液和生理盐水（第 ５
管和第６管分别作为阴性对照组和阳性对照组）；
混匀后，于 ３７℃恒温箱放置 ３０ｍｉｎ；分别加入不
同量的空白纳米粒，摇匀，置 ３７℃水浴箱中。每
隔１５ｍｉｎ观察１次，观察１ｈ后，再每隔１ｈ观察１
次，观察 ４ｈ（如溶液中有棕红色絮状沉淀，表示
有红细胞凝聚），再将各管溶液置于干燥的离心

管中离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取上清液，移入
比色皿内，用分光光度计测 Ｄ（λ）值，紫外光波长
为 ５４５ｎｍ。

阳性对照组 Ｄ（λ）值应为（０．８±０．３），阴性
对照组 Ｄ（λ）值应不大于 ０．０３。溶血率（％）＝
［待测样品 Ｄ（λ）值 －阴性对照管 Ｄ（λ）值）／阳
性对照 管 Ｄ（λ）值 －阴 性 对 照 Ｄ（λ）值］×
１００％。若溶血率 ＜５％，说明材料无溶血作用，
符合医用材料的溶血试验要求。

表２　溶血试验

试管号码

１ ２ ３ ４ ５ ６
２％红细胞悬液（ｍＬ） ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５

生理盐水 ２．０ ２．１ ２．２ ２．３ ２．５ ０

蒸馏水（ｍＬ） ０ ０ ０ ０ ０ ２．５

空白纳米粒（ｍＬ） ０．５ ０．４ ０．３ ０．２ ０ ０

０６１
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１．３　统计学处理
数据以均数 ±标准差表示（ｘ±ｓ），对照组与

实验组之间比较采用 ｔ检验，实验组组间显著性
差异采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析。各实验组与对照
组的比较采用最小显著差值法（ＬＳＤ）。Ｐ＜０．０５
为差异有显著意义。

２　结　果

２．１　各组肝细胞 Ｌ０２的毒性观察
ＡＤＭ组，ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ组和 ＰＢＣＡＮＰ组在

１０－６浓度内的细胞性分级均为Ⅰ级，即无细胞毒
性（表 １）。

表３　各组Ｌ０２细胞毒性（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

　组别 浓度（ｍｏｌ／Ｌ） ＯＤ值
相对增殖

率（％）

毒性分级

（０４）
　对照组 ０．８８７±０．０４６
　ＡＤＭ １０６ ０．８４７±０．０８７ ８０．２３ １

１０７ ０．７８３±０．０４９ ８２．２４ １

１０８ ０．８６１±０．０３０ ８５．２７ １

　ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ １０６ ０．７８２±０．０２４ ８０．２２ １

１０７ ０．７５４±０．０７５ ８３．２３ １

１０８ ０．７４２±０．０５８ ８１．０１ １

　ＰＢＣＡＮＰ １０６ ０．７６８±０．０２４ ８７．２５ １

１０７ ０．７９０±０．０１２ ８４．３２ １

１０８ ０．８３７±０．０２９ ８９．７８ １

　　注：Ｐ＜０．０５

２．２　各组肝细胞 Ｌ０２细胞上清液 ＬＤＨ的活性
ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ组，ＰＢＣＡＮＰ组的 ＬＤＨ释放值

与 ＡＤＭ 组和空白对照组相比，差异无显著性
（Ｐ＞０．０５），亦说明在 １０－６ ｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内，
ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ和 ＰＢＣＡＮＰ对肝细胞 Ｌ０２无明显
毒性作用（表 ４）。

表４　各组Ｌ０２细胞ＬＤＨ释放的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
浓度

１０－６ １０－７ １０－８

空白对照 ４３．４±５．０６

ＡＤＭ ４５．３±６．３４ ４２．５±５．１４ ４０．９±５．０８

ＡＤＭＰＢＣＡＮＰ ４６．３±５．０６ ４３．８±５．０８ ４２．６±４．１５

ＰＢＣＡＮＰ ４５．１±６．３２ ４３．１±４．３３ ４２．７±５．２６

　　注：Ｐ＞０．０５

２．３　溶血试验
不同浓度 ＰＢＣＡＮＰ的溶血率均 ＜３．５％（表５）。

表５　不同浓度ＰＢＣＡＮＰ的溶血率

试管号码

１ ２ ３ ４ ５ ６

Ｄ（λ） ０．０５０ ０．０５５ ０．０５９ ０．０５７ ０．０２３ １．０８

溶血率％ ２．５５ ３．０３ ３．４１ ３．２２ ２．０ １００

３　讨　论

ＰＢＣＡ在体内的降解途径主要为酯键的水解；
其降解产物为水溶性的，被机体从肾脏排泄［２］，此

过程可被血清酯酶、细胞溶酶体、胰液等催化［３］；

此外在体外还观察到 ＰＢＣＡ可以降解为甲醛及异
丁醇，并认为是此类材料具有细胞、组织毒性的主

要原因［４］，但相对于体内酯酶的催化降解过程而

言，这一过程是很缓慢的。本实验结果显示，ＡＤＭ
组、ＡＤＭＮＰ组、ＰＢＣＡＮＰ组在 １０－６ｍｏｌ／Ｌ的浓度
范围内，细胞毒性均为 １级，即对细胞无毒。同时
其溶血率均小于３．５％，说明其生物相容性好，在
一定的浓度范围内不会引起溶血。尽管 ＰＢＣＡ对
机体的毒性很小，但是在 Ｔｓｅｎｇ等［５］的研究中发

现，向培养的肝细胞中加入 ＰＢＣＡＮＰ，浓度达到
１５０ｕｇ／ｍＬ后可以出现细胞膜的损伤。ＡＤＭ的细
胞培养浓度常在 １０－６～１０－８ｍｏｌ／Ｌ。

体外细胞毒性试验并不能完全反映药物在机

体内的情况。实际上，在体外细胞培养的过程中，

纳米药物与细胞的比例远远高于体内给药的浓

度，而且体外培养时纳米药物的代谢产物聚集在

培养液中，对细胞可产生持续的刺激作用；而在体

内，代谢产物会及时被机体排泄到体外。但由于

机体内药物的作用和代谢过程较体外更复杂，故

上述试验结果尚待动物实验进一步验证。
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