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摘要: 探讨果胶阿霉素的抗肿瘤活性，将果胶与阿霉素经过缩合反应生成果胶阿霉素轭合物( PAC) ; 通
过高压均质和冷冻干燥的方法制备成 PAC纳米混悬剂; 采用 CCK － 8 方法考察 PAC 对 8 种人源性肿瘤细
胞株的生长抑制作用; 以 KM小鼠 H22 腹水为模型，考察 PAC 对腹水瘤的抗肿瘤活性、对免疫器官的影响
以及 H22 腹水小鼠生存期的影响; 初步考察 PAC对 KM 小鼠的急性毒性，并与阿霉素作对比． PAC 对 8 种
人源性肿瘤细胞株均有抑制作用，在阿霉素质量浓度为 4、8 μg /ml 时，对各种肿瘤细胞的生长抑制率达到
50%以上． PAC能有效地抑制 H22 腹水的生长，在阿霉素质量分数为 2． 5、5、10 mg /kg时产生的腹水量分别
为 3． 32 ± 0． 41、0． 96 ± 0． 17、0 mL．生存期方面，从接种肿瘤后至 45 d时，PAC 10 mg /kg组未出现小鼠死亡，
PAC 5 mg /kg组和 2． 5 mg /kg组存活率分别为 75%、60%，阿霉素组 2． 5 mg /kg存活率 80%，而对照组在 25
d以内全部死亡． PAC对 KM小鼠的 LD50 为 49． 32 mg /kg，而阿霉素对 KM小鼠的 LD50 为 14． 70 mg /kg．结
论: PAC能有效地抑制细胞的生长，有良好的抗肿瘤作用． PAC能有效地抑制 H22 腹水的产生，对免疫器官
的影响小于阿霉素，能明显延长腹水癌小鼠的生存期． PAC的 LD50 较 ADM 提高了 2． 36 倍，毒性反应大大
降低，有望开发成一种高效低毒的高分子抗癌药物．
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阿霉素( ADM) 是从放线菌发酵液中提取的重
要的氨基糖苷类抗生素，可抑制 DNA 和 ＲNA 的合
成，抗瘤谱较广，用于治疗血液系统癌症、各种实体
瘤和肉瘤．由于 ADM是小分子，给药后分布到全身
各部位，没有靶向性，在杀灭癌细胞的同时也危害

正常细胞，在达到抗癌疗效的同时也产生严重的毒

副作用，特别是有明显的心脏毒性和肾毒性［1 － 3］．
此外，由于多药耐药性以及 ADM 在体内较短的半
衰期，大大限制了该药的临床应用［4 － 6］． 为了改变
ADM进入体内后的分布情况，以及减小毒副作用，
靶向给药系统应运而生，特别是近几十年得到快速

发展．靶向给药系统( TDS) 系利用载体负载药物，
通过局部给药或全身血液循环选择性地使药物浓

集于靶器官、靶组织、靶细胞以提高疗效、降低毒副
作用的新型给药手段． 将 ADM 与高分子聚合物果
胶通过酰胺键反应相结合，由于增强通透和滞留效

应( EPＲ效应) 以及肿瘤细胞较强的吞噬作用，该轭

合物在肿瘤细胞大量积累，在溶酶体的作用下释放

出有效成分，用于定向治疗肿瘤，以提高其治疗效

果和降低毒副作用［7 － 8］．该轭合物与传统的药物相
比，使靶部位的药物质量浓度增加了数倍，有的甚

至达到数十倍［9 － 11］，在肿瘤定向治疗领域具有很好

的应用前景．
许多恶性肿瘤，如胃癌、肝癌、卵巢癌易发生腹

膜转移癌后形成癌性腹水．目前常用治疗腹膜转移
癌的治疗方法为手术加全身化疗，但不能有效地提

高患者的生存质量． 腹腔注射高分子前药，一方面
可以减少化疗药物本身对腹膜的刺激性，另一方面

由于腹膜 －血浆屏障的存在，可以防止腹膜对大分
子药物的吸收，使腹腔内维持高质量浓度的药物质

量浓度，外周血管则保持相对较低的药物质量浓

度，因此增加了药物对游离癌细胞的细胞毒作

用［12］，能有效改善患者的生存期和生活质量，是一

种值得推荐的治疗方案．
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1 材料和方法

1． 1 药品试剂、仪器与细胞株 1 ) 药品试剂:
DMEM高糖培养基、青霉素链霉素溶液、PBS 缓冲
液、新生小牛血清( 赛默飞世尔生物化学制品北京
有限公司) ; CCK － 8 检测试剂( DOJINDO) ; 注射用
盐酸 ADM( 深圳万乐药业有限公司) ; PAC( 实验室
制备) ; 2 ) 仪器: 生物倒置显微镜( 上海光学仪器
厂) ; 培养箱( SANYO) ; 离心机( XiangYi) ; 超净工
作台( 苏静安泰) ; 水浴锅( 上海跃进医疗器械有限

公司) ; 酶标仪( Thermo FC ) ; 3 ) 细胞株与动物:
SMMC － 7721; Bel － 7402; MCF － 7 /ADＲ; HCT －
116; Hela; SiHa; SKOV3; HO － 8910; K562; H22． 以
上细胞由四川大学生物治疗国家重点实验室惠赠．
KM小鼠( 成都达硕生物科技有限公司) ．
1． 2 方法
1． 2． 1 PAC 纳米混悬剂的制备 将果胶与 ADM
通过缩合剂发生酰胺化反应生成 PAC 轭合物． 用
紫外分光光度法测定其载药量为 15% ．再采用高压
均质法制备 PAC 纳米混悬剂，测得其粒径为 150
nm左右，通过冷冻干燥方法制备成制剂［13］．
1． 2． 2 CCK －8 方法检测 PAC 的体外抗肿瘤活性
取对数生长期的各种肿瘤细胞制成单细胞悬液，

计数并调整细胞体积浓度大约为 105 个 /mL，取 96
孔板，每孔加入 100 μL的细胞悬液，大约5 000个细
胞，放入 37 ℃，体积分数 5% CO2 的孵箱，12 h 后，
将细胞分成 3 组: ADM 组、PAC 组、阴性对照组．
ADM组加入质量浓度梯度的药物( 8、4、2、1、0． 5、
0． 25 μg /mL) ． PAC 组根据载药量计算，加入质量
浓度梯度的 ADM 质量浓度( 8、4、2、1、0． 5、0． 25
μg /mL) ，每个质量浓度设置 4 个复孔．设置不加药
物的阴性对照组以及不加细胞和不加药物的空白

对照组．放入37 ℃、体积分数 5% CO2 孵箱，孵育

48 h．轻轻吸掉孔内的液体，每孔加入 90 μL的新鲜
培养基，再加入 10 μL 的 CCK － 8 检测试剂，放入
37 ℃、5% CO2 孵箱孵育 2 h 后，在酶标仪 450 nm
处检测光密度( OD 值) ． 计算药物对细胞的抑制
率为

抑制率 =
［( OD0 － OD空白) － ( OD实验 － OD空白) ］

( OD0 － OD空白)
．

1． 2． 3 PAC对 H22 腹水瘤的抗肿瘤活性 取液氮
保存的 H22 细胞株一支，放入 37 ℃的水浴锅，使其

快速融化，加入生理盐水重悬，离心 1 000 r /min，3
min．弃掉上层液体，细胞加入 1 mL 的生理盐水重
悬．取正常的雌性 KM小鼠，腹腔注射 0． 2 mL 的细
胞悬液，待小鼠长出腹水后，传 1 ～ 2 代后，在无菌
条件下取腹水，离心 1 000 r /min，3 min，弃掉上层
液体，沉淀的细胞用生理盐水重悬，混匀后用台盼

蓝进行细胞计数，确认活细胞数大于 95%，根据计
数结果调整细胞浓度为 1 × 107 个 /mL．取 100 只体
重在 18 ～ 22 g的正常雌性小鼠，每只腹腔接种 0． 1
mL的细胞悬液． 3 d后，称取小鼠体重，将小鼠分成
5 组: PAC 10 mg /kg 组、PAC 5 mg /kg 组、PAC 2． 5
mg /kg组、ADM 2． 5 mg /kg 组和阴性对照组( 相同
体积的生理盐水) ，按照体重腹腔给药，间隔 3 d 第
二次按照上述方法给药． 给药期间，观察小鼠的毛
发、食欲、精神状态等情况．第二次给药 3 d后，每组
小鼠随机取 10 只小鼠称体重后全部脱脊椎处死，
无菌条件下收取腹水，计算腹水的重量． 解剖取小
鼠的胸腺、脾脏称重，计算小鼠的胸腺、脾脏指数．
每组剩余 10 只饲养，考察动物的生存期．动物的饲
养条件: 温度 25 ℃，湿度 60% ．饲养条件为 SPF 级
( 无特定病原体) ，整个实验研究过程遵从实验动物

饲养管理和使用指南．
1． 2． 4 PAC的急性毒性 将 120 只 KM 小鼠随机
分成 12 组，每组 10 只，腹腔注射 PAC混悬液，给药
剂量分别为 ADM 质量分数 19． 69、26． 25、35． 00、
46． 67、62． 22、82． 96 mg /kg，剂间比为 0． 75．腹腔注
射 ADM溶液，给药剂量分别为 8． 00、10． 00、12． 50、
15． 63、19． 53、24． 41 mg /kg，剂间比为 0． 8． 给药后
观察 14 d，记录各组动物食欲、精神状态以及死亡
数，计算 LD50( 半数致死量，简称 LD50) ．

2 结果

2． 1 PAC 对 8 种人源性肿瘤细胞的抑制作用
PAC对 8 种人源性肿瘤细胞均有较好的抑制作用，
并与质量浓度呈正相关． 对 SMMC － 7721、Bel －
7402、HCT － 116、SiHa、SKOV3、K562、HO － 8910 的
生长抑制作用与 ADM 相当( P ＞ 0． 05 ) ，在质量浓
度为 ADM 质量浓度 8、4 μg /mL 时，对肿瘤细胞的
生长抑制率达到 50%以上．对耐 ADM 细胞株 MCF
－7 /ADＲ的生长抑制作用好于 ADM( P ＜ 0． 05) ．各
种药物质量浓度 －抑制率曲线见图 1．
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2． 2 PAC 对 H22 腹水癌细胞的抑制作用
PAC10、5、2． 5 mg /kg 3 个剂量组产生的腹水量分别
为 0、0． 96 ± 0． 17、3． 32 ± 0． 41，ADM 2． 5 mg /kg 产
生的腹水为 0． 86 ± 0． 41 mL，而阴性组产生的腹水
量为 9． 82 ± 2． 34 mL，3 个剂量组均能有效的抑制
腹水的产生，且呈现出量效关系． PAC 10 mg /kg组、
PAC 5 mg /kg组和 PAC 2． 5 mg /kg与对照组相比腹
水的重量明显减少，3 个剂量组与对照组相比有明
显差别( P ＜ 0． 05 ) ，ADM 2． 5 mg /kg 组与 PAC 5
mg /kg组效果相当( P ＞ 0． 05) ． 3 个剂量组中，PAC
2． 5 mg /kg和 PAC 5 mg /kg组对免疫器官的影响小
于 ADM 2． 5 mg /kg( P ＜ 0． 05) ．从腹水瘤小鼠的生
存期方面看，PAC 能明显延长荷 H22 小鼠的生存
期，阴性组小鼠在肿瘤接种 15 d后由于腹水逐渐增
多开始出现死亡，且在 25 d 内已经全部死亡． PAC
10 mg /kg 组未出现小鼠死亡，PAC 5 mg /kg、PAC
2． 5 mg /kg、ADM 2． 5 mg /kg 组中有个别小鼠由于

腹水量较大无法承受而死亡，分别死亡 3、4、2 只，
记录各组小鼠死亡时间作生存时间曲线．实验结果
见图 2 和表 1．
2． 3 PAC的急性毒性 在给药后 5 ～ 6 d，ADM组
小鼠出现嗜睡、慵懒、立毛、体重减轻的现象，个别小
鼠出现粘液便，随着 ADM剂量的加重动物死亡数也
逐渐增加． 采用 bliss 法计算 LD50 为 14． 70 mg /kg
( 95%可信限为 12． 17 ～116． 99 mg /kg) ． PAC组仅在
46． 67、62． 22、82． 96 mg /kg 3 个剂量组出现立毛、嗜
睡、体重减轻现象，采用 bliss 法计算 LD50 为 49． 23
mg /kg( 95%可信限为 42． 17 ～57． 94 mg /kg) ．病理结
果可见: ADM组 12． 5 mg /kg及其以上组出现胃肠粘
膜损坏、局部有炎细胞浸润． 心肌细胞的细胞核消
失、呈片状坏死．而 PAC组在 46． 67 mg /kg及其以上
组出现胃肠有轻度病理损害、心肌细胞有点状坏死，
病理损害明显减轻． PAC 将 ADM 的 LD50 提高了大
约 2． 36倍，而 CCK －8的检测结果显示，PAC在降低
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了药物毒性后，同时保持了其抗肿瘤活性．各实验小 组小鼠的死亡情况见表 2和 3．
表 1 PAC对 H22 腹水以及免疫器官的影响(珚X ± s，%)

Table 1 Effect of PAC on immune organs of H22 ascites mice( 珚X ± s，%)

组别 剂量 / ( mg /kg) 平均体重 /g 胸腺指数 /% 脾脏指数 /%
NS / 34． 14 ± 1． 47 0． 003 5 ± 0． 001 5 0． 130 ± 0． 026

PAC 10 25． 55 ± 1． 30* 0． 001 8 ± 0． 000 6* 0． 052 ± 0． 014*

5 26． 18 ± 0． 96* 0． 002 9 ± 0． 0014# 0． 084 ± 0． 025#

2． 5 30． 94 ± 1． 81# 0． 003 1 ± 0． 001 6## 0． 092 ± 0． 031#

ADM 2． 5 25． 74 ± 0． 96* 0． 001 3 ± 0． 000 8＊＊ 0． 041 ± 0． 024＊＊

注: 和 NS比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 和 ADM比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01．

表 2 PAC各组给药剂量以及小鼠死亡数
Table 2 The dosage of PAC and the number of death mice

剂量 / ( mg /kg) 动物总数 /只 死亡动物数 /只
10． 69 10 0

26． 25 10 0

35． 00 10 0

46． 67 10 4

62． 22 10 4

82． 96 10 10

表 3 ADM各组给药剂量以及小鼠死亡数
Table 3 The dosage of ADM and the number of death mice

剂量 / ( mg /kg) 动物总数 /只 死亡动物数 /只
8． 00 10 0

10． 00 10 0

12． 50 10 3

15． 63 10 7

19． 53 10 9

24． 41 10 10

3 讨论

肿瘤一直以来都威胁着人类的身体健康，恶性

肿瘤居全球死亡原因的第二位［14］． 目前治疗肿瘤
的方法常为手术加化疗，而传统的化疗药物常常都

不具备选择性，在杀灭肿瘤细胞的同时，引起大量

正常组织和细胞的死亡． 临床上，为了更好地控制
肿瘤，往往需要多次化疗，因此大多数癌细胞会对

药物产生多药耐药性．许多体外显示有良好抗肿瘤
活性的化疗药物，由于多药耐药性的产生，治疗效

果大大降低，影响化疗效果［15］． 为了提高疗效，加
大化疗药物的用药，又会引起严重的副反应，如骨

髓移植、免疫力下降、恶心呕吐等［16］．
为了改善传统化疗药物的不足，医学研究者一

直在寻找合适的治疗方法，高效低毒的靶向化疗药

物是抗癌药物发展的方向和热点．研究发现肿瘤新
生血管生成的速度很快，血管壁结构存在缺陷，还

伴有淋巴引流系统不完善，对高分子颗粒有较强的

通透性和滞留效应［17］．将果胶与 ADM 制成一种抗
肿瘤的高分子前药，由于通透性、滞留效应以及肿
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瘤细胞的吞噬作用，使 ADM 的质量浓度在靶器官
富集，减少用药剂量，大大降低了 ADM 的毒副作
用． PAC注射到体内后，改变了药物在体内的分布，
主要分布在网状内皮系统器官如肝脏、肺、脾，使心
脏的药物质量浓度明显降低，减少了药物对实质性

器官的损害［13］．由于 PAC 的 LD50 较 ADM 大大提
高，临床上有望增加药物用量，提高抗肿瘤效果．体
外实验显示 PAC 能有效抑制肿瘤细胞的生长，对

耐药株细胞的抑制作用要好于 ADM，提示高分子
药物由于进入细胞方式的改变，可以克服由于多次

化疗而引起的部分多药耐药性，为临床对化疗药物

耐药的患者的研究提供了重要的意义． PAC 能有效
地抑制 H22 癌腹水的产生，延长腹水癌小鼠的生存
期，为临床上癌性腹水的治疗提供了一条新路径．
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Study on Anti-tumor Activity of Pectin-adriamycin Conjugate
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Abstract: Pectin-adriamycin conjugate( PAC) ，was made by amidation condensation between pectin and adriamycin，and its anti-
tumor activity was studied． PAC nano suspension was made by high pressure homogenization and freeze drying． The in vitro antitumor
effect of PAC against eight kinds of tumor cells were evaluated by CCK-8 method． H22 ascitic tumor bearing mice were used to investi-
gate the effects of PAC on tumor，ascites，thymus，spleen and survival rate． Then the acute toxicity of PAC was detected，using adria-
mycin as comparison． PAC could effectively inhibit the growth of eight tumor cell lines． The growth inhibition rates of PAC on these
tumor cells reached more than 50% when adriamycin equivalent concentration of PAC between 4 － 8 μg /mL． H22 ascites tumor was
significantly inhibited by PAC． As the adriamycin equivalent doses were 2． 5，5 and 10 mg /kg ，the volumes of the ascites were 3． 32 ±
0． 41，0． 96 ± 0． 17 and 0 mL respectively． The negative effects of PAC on the immune organs was obviously smaller than adriamycin．
After 45 d observation，the survival time of the mice from each groups was different． The survival rates were 60%，75% and 100% at
2． 5，5 and 10 mg /kg of adriamycin equivalent dose while none of the mice in the untreated group were alive in 25 d． The LD50 of PAC
on KM mice was 49． 32 mg /kg，while the LD50 of adriamycin was 14． 70 mg /kg． Therefore，PAC could effectively inhibit the cells
growth and H22 ascites，and prolong the survival time of mice with ascites carcinoma，showing a good antitumor activity． The LD50 of
PAC was increased 2． 36 times compared to adriamycin and the toxicity was greatly reduced． The PAC could be expected to be devel-
oped into polymeric prodrug with high efficiency and low toxicity．
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