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摘要： 目的　开发一种透明质酸（HA）修饰的克唑替尼（Cri）纳米递药系统（HDC NPs），以改善 Cri 的水溶性

差、生物利用度低等问题，同时赋予其 pH 响应性控释、主动靶向及长循环特性，为非小细胞肺癌（NSCLC）的精准治

疗提供新策略。方法　采用 3'3-二硫代二丙酸（DTPA）作为连接臂，通过酰胺化反应共价偶联 HA 与 Cri，合成两

亲性聚合物 HA-DTPA-Cri （HDC），并利用自组装法制备 HDC NPs。通过傅里叶变换红外光谱（FTIR）和核磁共

振氢谱（1H-NMR）验证化学结构；动态光散射（DLS）和透射电镜（TEM）表征纳米粒的粒径、Zeta 电位及形态；紫外

分光光度法测定载药量（DL）和包封率（EE）；透析法评价体外释放行为（pH 7.4 vs. 5.0）；流式细胞术和共聚焦显微

镜分析 A549 细胞对纳米粒的摄取效率；细胞毒性实验（MTT 法）评估体外抗肿瘤活性。结果　成功合成了 HDC，

通过调整亲水材料与疏水材料的比例，制备出多种不同尺寸的 HDC NPs。当 HA-DTPA（HD）与 Cri 的投料比为

1∶1 时，HDC NPs 的粒径为（215.97±10.12） nm，电位为（-17.23±0.98） mV，多分散指数（PDI）为（0.197±0.048），透

射电镜观察显示纳米粒子呈均匀球形。以上述比例制备的纳米药物制剂，载药量为（3.55±0.48）%，包封率为

（42.61±3.96）%。体外释放实验表明，HDC NPs 具有缓释性能，并可在 pH 5.0 的酸性环境下实现控制释放，72 h 的

累积释放率为（73.28±1.88）%。以 A549 细胞为 NSCLC 细胞模型的体外细胞实验结果表明，HDC NPs 的细胞摄取

率为（28.12±0.66）%，显著高于 Free Cri，并且在抑制肿瘤细胞增殖和活力方面表现出更显著的效果。结论　本研

究制备的新型纳米药物制剂 HDC NPs 具有均匀的粒径、规整的形态及良好的分散度和稳定性，能够实现缓释和控

释功能。在体外实验中，HDC NPs 表现出优异的抗肿瘤效果，为克唑替尼的剂型改良及 NSCLC 靶向治疗提供了

新的思路。
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(HDC NPs)  to address the poor water solubility and low bioavailability of Cri, while endowing it with properties of pH-re⁃
sponsive controlled release, active targeting and long circulating, so as to provide a novel strategy for precise treatment of 
non-small cell lung cancer (NSCLC). Methods Using 3,3'-dithiodipropionic acid (DTPA) as a linker, HA and Cri were co⁃
valently conjugated via amidation reaction to synthesize the amphiphilic polymer HA-DTPA-Cri (HDC), followed by self-as⁃
sembly to prepare HDC NPs.  The structure of the polymer was verified using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
and proton nuclear magnetic resonance (¹H-NMR). Dynamic light scattering (DLS) was employed to determine the particle 
size and zeta potential, while transmission electron microscopy (TEM) was used to observe nanoparticle morphology. Ultravio⁃
let spectrophotometry was used to determine drug loading (DL) and encapsulation efficiency (EE). In vitro release behavior 
(pH 7.4 vs. 5.0) was evaluated via dialysis. Flow cytometry and confocal microscopy were used to analyze the cellular uptake 
efficiency in A549 cells, while cytotoxicity assay (MTT method) to assess the antitumor activity. Results The HDC polymer 
was successfully synthesized. By optimizing the ratio of hydrophilic to hydrophobic materials, various HDC NPs with differ⁃
ent sizes were prepared. When the mass ratio of HA-DTPA (HD) to Cri is 1∶ 1, the nanoparticles exhibited a size of 
(215.97±10.12) nm, a zeta potential of (-17.23±0.98) mV, and a polydispersity index (PDI) of (0.197±0.048). Observation 
of nanoparticles as uniform spherical shapes through TEM. The nanodrug formulation prepared at this ratio has a drug load⁃
ing capacity of (3.55±0.48)% and an encapsulation efficiency of (42.61±3.96)%. In vitro release studies showed that HDC 
NPs exhibited sustained release properties and pH-responsive controlled release under acidic conditions (pH 5.0), with a 
72-hour release rate of (73.28±1.88)%. Cellular experiments using A549 cells as an NSCLC model showed that HDC NPs 
achieved a cellular uptake rate of (28.12±0.66)%, significantly higher than free Cri, and exhibited enhanced inhibition of tu⁃
mor cell proliferation and viability. Conclusion The newly developed HDC NPs exhibit uniform size, well-defined morphol⁃
ogy, excellent dispersibility, and stability. They enable sustained and controlled release and demonstrate superior antitumor 
efficacy in vitro. This study provides a promising strategy for the improvement of crizotinib formulations and targeted thera⁃
py for NSCLC. 
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0　前言

肺癌是全球范围内发病率和死亡率最高的恶性

肿瘤。最新流行病学数据显示，肺癌新发病例占全

球癌症总发病率的 23.6%，死亡病例占癌症总死亡

率的 16.8%［1］。在组织学分类中，非小细胞肺癌（non-
small cell lung cancer， NSCLC）是最主要的病理类

型，约占肺癌的 85%［2］，其高发病率和高死亡率对全

球公共卫生构成了严峻挑战。

克唑替尼（crizotinib， Cri）作为首个获得临床批

准的多靶点酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase in⁃
hibitor， TKI），可通过特异性抑制间变性淋巴瘤激酶

（anaplastic lymphoma kinase， ALK）与细胞间质上皮

转化因子（cellular-mesenchymal epithelial transition 
factor， c-Met）激酶的磷酸化，有效阻断肿瘤细胞的

增殖信号通路并诱导细胞凋亡［3-4］。临床研究证实，

该药物可显著改善 ALK 阳性局部晚期或转移性

NSCLC患者的无进展生存期（progression-free survival， 
PFS）和总生存期（overall survival， OS）［5］。然而，克

唑替尼作为口服制剂存在明显的局限性（如水溶性

差、受食物影响显著、首过效应明显等），导致其生

物利用度较低［6-7］。因此，如何提升克唑替尼的溶解

性和生物利用度，优化其药代动力学性能，并减少

药物相关不良反应，已成为当前研究的关键问题和

重要挑战。

近年来，纳米药物递送系统作为一种新型肿瘤

靶向治疗策略，因其独特的优势而备受关注。该系

统具有良好的生物相容性、靶向定位能力、隐形特

性、长效循环性、缓释与控释特性及表面易修饰性

等显著特征，可将药物分子特异性地传递至病灶部

位，因而在抗肿瘤药物的靶向运输和肿瘤联合治疗

中得到了广泛应用［8-10］。CD44 作为一种跨膜糖蛋

白，在多种恶性肿瘤细胞中过表达，可通过调控细

胞增殖、迁移和上皮-间质转化（epithelial-mesen⁃
chymal transition， EMT）等过程促进肿瘤进展［11］，是
实现精准治疗、提高靶向治疗疗效的重要靶点。透

明质酸（hyaluronic acid， HA）是一种天然糖胺聚糖，

由葡萄糖醛酸和 N-乙酰氨基葡萄糖的双糖单元反

复交替连接而成，具有良好的生物相容性和优异的

可降解性。HA功能基元丰富，易于进行化学改性，

通过接枝功能单元制备的纳米药物递送载体能很

好地保持多肽、蛋白、基因等物质的活性及其与
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CD44受体的高亲和结合能力［12-13］，因而引起了人们

的广泛关注。

本研究计划将HA与Cri进行偶联，制备一种新

型透明质酸-3'3-二硫代二丙酸-克唑替尼纳米前

药递送系统（HDC NPs），旨在克服现有制剂的药学

局限性。通过利用纳米材料的小尺寸效应及HA赋

予的长循环特性，该制剂能够借助肿瘤组织的高通

透性和滞留（enhanced permeability and retention， 
EPR）效应，大量聚集在肿瘤部位［14-16］。在肿瘤组织

的酸性环境下，该制剂可实现药物的控制释放［17-18］。
此外，HA与肿瘤细胞高表达的CD44受体结合，能够

实现被动靶向与受体介导的主动靶向相结合，从而

介导细胞内吞，提高肿瘤细胞对药物的摄取率。本

研究有望为Cri的药物剂型改良及NSCLC的靶向治

疗提供新的思路。

1　材料

1.1　细胞系

A549细胞（人 NSCLC肺泡基底上皮细胞系）由

湖南师范大学医学部任凯群教授课题组提供。

1.2　药物与试剂

Cri（货号：C137735）、1-乙基-（3-二甲基氨基丙

基）碳二亚胺盐酸盐（EDCI·HCL）（货号：25952-53-8）、
4- 二甲氨基吡啶（dimethylaminopyridine， DMAP）
（货号：1122-58-3）购自阿拉丁试剂（上海）有限公

司；纳诺寡聚水解透明质酸钠（货号：9067-32-7）购

自华熙生物；3'3 二硫代二丙酸（dithiodipropionic ac⁃
id， DTPA）（货号：D807054）、N-羟基琥珀酰亚胺（N-hy⁃
droxysuccinimide， NHS）（货号：6066-82-6）购自麦

克林化学试剂有限公司；二甲亚砜（dimethyl sulfox⁃
ide， DMSO）（货号：67-68-5）购自国药试剂；DMEM
培养基（货号：C11995500BT）、磷酸盐缓冲溶液（货

号：C20012500BT）、胰蛋白酶（货号：25200-056）、

青-链霉素混合液（货号：15140-122）购自 Gibco；胎
牛血清（货号：FSP100）购自依科赛生物。

1.3　主要仪器

磁力搅拌器（DF-1Z，长城科学仪器有限公司）；

傅立叶变换红外光谱仪（Nicolet 360， Thermo Fisher 
Scientific）；紫外-可见分光光度计（UV-Probe-2450， 
Shimadzu）；核磁共振波谱仪（Quantum-I Plus 500 MHz，
北 京 欧 贝 尔 仪 器 有 限 公 司）；动 态 光 散 射 仪

（Ma11118509， Malvern Panalytical）；透射电子显微

镜（Tecnai F20， FEI Company）；二氧化碳培养箱

（THF 151，力康生物医疗科技控股有限公司）；倒置

荧光显微镜（DMi8，Leica Microsystems）；多功能酶

标仪（Synergy HTX， BioTek Instruments）。

2　方法

2.1　HA的合成

称取透明质酸钠 3.0 g，加入适量纯水充分溶

解，采用浓盐酸调节溶液的 pH值至 2~3。将混合液

转移至截留分子量 3 000 Da的透析袋中，于纯水中

透析过夜。透析完成后，将所得溶液进行冷冻干

燥，最终得到产物HA。

2.2　HD的合成

分别准确称取DTPA 0.21 g、EDCI 0.19 g、DMAP 
0.12 g溶于适量DMSO中，常温条件下磁力搅拌活化

1 h。另取 HA 0.38 g，用适量纯水溶解，制备 HA 溶

液。将活化后的混合溶液与 HA 溶液混合，45 ℃反

应 48 h。反应完成后，将反应液转移至截留分子量

3 000 Da的透析袋中，用去离子水透析 48 h，透析完

成后静置 6 h，过滤除去残留小分子（DTPA、EDCI、
DMAP）。将纯化后的溶液进行冷冻干燥，获得白色

海绵状透明质酸-3，3'-二硫代二丙酸（HA-DTPA，

简称HD）产物。

2.3　HDC的合成

分别准确称取NHS 8.06 mg和EDCI 13.4 mg，溶
于适量DMSO中。另称取 40 mg HD，溶于适量纯水

中。将上述溶液混合，常温下磁力搅拌活化 1 h。称

取 40 mg Cri，溶于适量 DMSO 中。活化完成后，将

Cri 溶液缓慢滴加至上述混合溶液中，45 ℃恒温反

应 24 h。反应完成后，将反应液转移至截留分子量

3 000 Da 的透析袋中，用去离子水透析 48 h。透析

完成后静置 6 h，过滤除去残留的NHS、EDCI及Cri。
将纯化后的溶液进行冷冻干燥，得到HA-DTPA-Cri
（HDC）产物。按照HD∶Cri投料比（1∶1、1∶2、2∶1）分别进

行合成，筛选出最佳尺寸比例的HDC复合物（图1）。
2.4　HDC NPs的制备

准确称取HDC聚合物 40 mg，溶于适量纯水中，

常温下磁力搅拌 2 h，使聚合物充分溶解。将溶液转

移至截留分子量 3 000 Da的透析袋中，用去离子水

透析 48 h。透析完成后，收集透析袋内液体，过滤，

冷冻干燥，得到HDC NPs。
2.5　NPs的表征

采用傅里叶变换红外光谱（Fourier transform 
infrared spectroscopy， FTIR）和核磁共振氢谱（pro⁃
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ton nuclear magnetic resonance， 1H-NMR）对HA、HD及

HDC的化学结构进行表征。使用动态光散射（dy⁃
namic light scattering， DLS）测定 HDC NPs 的水合粒

径、Zeta 电位及聚合物分散指数（polymer dispersity 
index， PDI）；采用透射电子显微镜（transmission 
electron microscope， TEM）观察 HDC NPs 的形态及

粒径分布。

2.6　载药量和包封率

准确称取 5 mg Cri溶于 25 mL DMSO中，配制成

200 μg·mL-1的标准储备液。采用梯度稀释法制备

一系列不同浓度的标准溶液，使用紫外分光光度计

测定Cri的吸光度值，绘制标准曲线，拟合线性回归

方程。通过紫外分光光度计测量Cri和HDC NPs的
吸光度值，并利用线性回归方程计算纳米粒子中Cri
的浓度，从而得到载药量和包封率。计算公式

如下：

载药量（%）=纳米粒子中Cri质量

HDC NPs质量
×100%，

包封率（%）=纳米粒子中Cri总质量

投料Cri总质量
×100%。

2.7　HDC NPs的稳定性

将制备的 HDC NPs 水分散液于室温条件下避

光保存。在 0、1、2、3、5、7 d 的固定时间点取样，采

用DLS测定其水合粒径、Zeta电位及PDI值，评估纳

米颗粒的物理稳定性。

2.8　体外药物释放曲线

精确量取 5 mL HDC NPs 溶液（1 mg·mL-1，含
Cri）装入截留分子量 3 000 Da的透析袋中。取 5 mL 

Cri溶液（1 mg·mL-1）同法处理。将上述透析袋分别

浸入 pH 7.4（模拟生理环境）和 pH 5.0（模拟肿瘤微

环境）的PBS缓冲液中，37 ℃、100 r·min-1避光振荡，

模拟体内循环环境。分别在T=0.25、0.5、1、2、4、12、
24、48、72 h时间点取出所有释放样品，并立即补充

等体积同 pH 的新鲜 PBS。采用紫外分光光度法测

定各时间点介质中 Cri 的浓度，并按以下公式计算

释放率：R（%）=∑i = 1

n Ci×V/M×100%。其中，M 为纳

米粒子中药物的质量，Ci 为 T时置换取样时释放药

物的浓度，V 为 PBS 的置换体积，R 为药物释放百

分率。

2.9　细胞培养

选用人 NSCLC A549 细胞作为模型细胞系，在

含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum， FBS）和 1% 青

霉素-链霉素（penicillin-streptomycin， PS）的 DMEM
高糖培养基中培养，培养条件为37 ℃、5% CO2。
2.10　细胞摄取实验

取对数生长期A549细胞，以 5×10⁴个/孔的密度

接种于 6 孔细胞培养板中，每孔加入 2 mL 含 10% 
FBS的DMEM完全培养基。将培养板置于37 ℃、5% 
CO₂恒温培养箱中孵育24 h，待细胞贴壁且融合率达

80%后进行后续实验。吸弃孔内旧培养基，分别加

入含FITC标记和Free FITC溶液的HDC NPs的新鲜

完全培养基。将处理后的细胞放回培养箱，分别于

2、6、12 h时间点终止孵育。小心吸弃孔内培养液。

用预冷的PBS（pH 7.4）轻柔洗涤细胞 3次，以去除未

内化的荧光物质。用4%多聚甲醛室温固定15 min，
并用 DAPI染色液染色，经 PBS洗涤后，使用倒置荧

图1　HDC纳米材料的合成路线图

Fig.  1　Roadmap for the synthesis of HDC nanomaterials
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光显微镜观察并采集图像。

2.11　细胞活力检测

取对数生长期 A549 细胞，调整细胞密度至

2×10⁴个/mL，接种于 96孔板，每孔加入 100 μL 细胞

悬液。将培养板置于 37 ℃、5% CO₂恒温培养箱中孵

育 24 h，待细胞完全贴壁后进行后续处理。分别加

入系列浓度的Cri和HDC NPs处理细胞，其中CCri=1、
2、4、8、16 μmol·L-1，将处理后的细胞继续培养 48 h。
对照组加入等体积完全培养基继续培养。每孔加

入 10 μL MTT溶液（5 mg·mL-1），轻轻混匀后放回培

养箱孵育 4 h。小心吸弃孔内培养液，每孔加入 150 
μL DMSO，室温避光振荡 15 min。使用多功能酶标

仪在 490 nm 波长下检测各孔的 OD 值，计算细胞存

活率。细胞存活率计算公式：

细胞存活率（%）=OD实验 − OD空白

OD对照 − OD空白

×100%。

3　结果

3.1　FTIR分析

HA具有多个-OH，HA、HD及HDC在3 419 cm⁻¹
附近均观察到O-H伸缩振动峰，表明分子中仍存在

未反应的羟基。HA在1 733 cm⁻¹处显示典型的C=O
伸缩振动峰，而 HD 中该峰消失，证实 HA 的羟基与

DTPA 通过酯化反应成功偶联。HDC 在 1 376 cm⁻¹
处出现新的吸收峰，归属为酰胺键（C-N）的伸缩振

动，且因共轭效应向低波数方向移动。以上结果表

明，Cri 通过酰胺化反应成功接枝至 HD 分子上，

HDC成功合成（图2）。

3.2　1H-NMR分析

HDC 在 δH 4.44 ppm 和 δH 4.35 ppm 出现了 HA
的 1号位氢和 1'号位氢，在 δH 3~4 ppm之间出现了

HA单体糖环上的 2~6号位质子以及 2'~5'位质子信

号，在 δH 1.91 ppm 处出现了 HA 单体上的 7号位甲

基氢，这表明 HDC完整保留了 HA 的主体结构。而

HDC在 δH 6.5~8 ppm出现了接枝物上的 6个芳环氢

信号，即 i-H、g-H、h-H、j-H、m-H 和 n-H；在 δH 
6.09 ppm 处出现了一处 q 峰，符合接枝物上的 k-H
特征；在 δH 3.13 ppm 处出现了接枝物上的 a-H 和

b-H信号；在 δH 1.74 ppm出现了接枝物上的 o-H信

号。新特征峰的出现证实接枝物已通过共价键成

功引入HA骨架，HDC制备成功（图3）。

图2　HA、HD和HDC聚合物的红外图谱

Fig.  2　Infrared profiles of HA, HD, HDC polymers

图3　HA和HDC聚合物的核磁共振氢谱

Fig.  3　1H-NMR of HA and HDC polymer
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3.3　纳米粒子的表征

采用 DLS 系统测定以不同质量比（HD∶Cri）制

备的 HDC NPs的理化参数。当投料比为 1∶1时，纳

米粒子的平均水合粒径较优，离子表面带负电荷，

可有效防止纳米粒子聚集，使纳米粒子在血液中具

有良好的稳定性；当 PDI<0.3，可认为纳米粒子具有

优良分散指数（图 4、表 1）。通过 TEM 对最优比例

（HD∶Cri=1∶1）的纳米粒子进行形貌表征（图 5），纳

米粒子呈现规整的近球形形貌，粒径分布均匀，实

测尺寸略小于DLS测得的数据。经分析，这可能归

因于DLS测定的是水合状态下的流体动力学直径，

而TEM测定的是干燥状态下的实际颗粒尺寸。

3.4　Cri标准曲线的绘制及HDC的载药量和包封

率计算

采用紫外分光光度法对 Cri标准溶液进行全波

长扫描（200~400 nm），结果显示其在 279 nm处具有

最大吸收峰。对比分析HD NPs和HDC NPs的紫外

吸收光谱，证实二者最大吸收峰与Cri特征吸收峰无

重叠，表明在 279 nm处测定具有特异性。在 279 nm
检测波长下，测定系列浓度 Cri 标准溶液（10、20、
30、40、50 μg·mL-1）的吸光度值。经线性回归分析

得标准曲线方程：y=0.034 3x+0.009 7（R²=0.999 1），

显示浓度与吸光度在测定范围内呈现良好的线性

关系（图 6）。基于标准曲线计算得出：Cri载药量为

（3.55±0.48）%，包封率为（42.61±3.96）%。

3.5　HDC NPs稳定性测试

为评估HDC NPs的稳定性，将其置于室温下储

存 7 d，并每日监测其粒径、Zeta电位及PDI。结果表

明，在观察期内，HDC NPs 的粒径、Zeta 电位及 PDI

注：（A）投料比（HD∶Cri）=1∶1 HDC粒径分布图；（B）投料比（HD∶Cri）=1∶2 HDC粒径分布图；（C）投料比（HD∶Cri）=2∶1 HDC粒径分布图；

（D）投料比（HD∶Cri）=1∶1 HDC电位分布图；（E）投料比（HD∶Cri）=1∶2 HDC电位分布图；（F）投料比（HD∶Cri）=2∶1 HDC电位分布图。

Note: 1∶1 HDC particle size distribution (A) and potential distribution (D); 1∶2 HDC particle size distribution (B) and potential distribution (E); 
2∶1 HDC particle size distribution (C) and potential distribution (F).

图4　不同投料比HDC的粒径和电位分布图

Fig.  4　Particle size and potential distribution of HDC at different scales

图5　不同比例尺下投料比（HD∶Cri）为1∶1的HDC NPs透射

电镜图

Fig.  5　Transmission electron microscopy of HDC NPs with 1∶
1 mass ratio at different scales

表 1　不同投料比（HD∶Cri）制备的 HDC 粒径、Zeta电位和

PDI的具体数值

Tab. 1　Specific values of HDC particle size, zeta potential and 

PDI prepared in different ratios

投料比（HD∶Cri）
1∶1
1∶2
2∶1

粒径/nm
215.97±10.12
331.20±6.88

342.83±20.46

Zeta电位/mV
-17.23±0.98
-16.97±3.24
-17.44±1.76

PDI
0.197±0.048
0.271±0.032
0.240±0.075
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均未发生显著变化（P>0.05），表明该纳米颗粒在短

期内具有良好的物理稳定性（图7）。

3.6　体外药物释放试验

采用不同 pH值的 PBS缓冲溶液（pH 7.4和 5.0）
模拟生理及肿瘤微环境，考察HDC NPs的体外药物

释放特性。Free Cri在两种 pH条件下均于 24 h内接

近完全释放，而 HDC NPs 组表现出显著的缓释特

性。在 pH 7.4的中性环境中，HDC NPs负载的Cri释
放速率较慢，72 h 累计释放率为（45.88±2.73）%；而

在 pH 5.0 的酸性条件下，释放速率显著提高（P<
0.05），72 h累计释放率达（73.28±1.88）%（图 8）。这

一结果表明，HDC NPs 不仅能够实现药物的缓释，

还能响应肿瘤微环境的酸性条件，促进药物的靶向

释放。

3.7　细胞摄取实验

采用倒置荧光显微镜对 A549 细胞摄取 Free 
FITC和 FITC标记HDC NPs的效率进行系统观察与

分析。FITC荧光信号（绿色）定位于胞质区域，DAPI
染色（蓝色）清晰标记细胞核。荧光定量分析表明，

平均荧光强度与孵育时间呈显著正相关，两种形式

的FITC摄取均呈现时间依赖性增加趋势；经 12 h孵

育后，HDC NPs 负载组细胞摄取率（28.12±0.66）%，

较 Free FITC 组 的（17.70±0.25）% 提 升 约 1.6
倍（图9）。

3.8　细胞活力检测

通过 MTT 法系统评估 Free Cri 和 HDC NPs 对

A549细胞的体外细胞毒性作用。在低浓度范围（<
4 μmol·L-1）内，Free Cri 与 HDC NPs 均未表现出显

著细胞毒性（P>0.05），提示药物需达到临界浓度才

能发挥细胞杀伤作用。当浓度升至 4 μmol·L-1时，

注：（A）用 Free FITC 处理的 A549细胞；（B）用含 FITC HDC NPs
处理的 A549 细胞；（C）两组细胞摄取率统计分析图（***P<0.001， 
****P<0.000 1）。

Note: (A) A549 cells treated with Free FITC; (B) A549 cells treated 
with FITC HDC NPs; (C) Statistical analysis of cell uptake rates in the 
two groups. (***P<0.001, ****P<0.000 1).
图9　分别用Free FITC和含FITC HDC NPs培养2、6、12 h后

A549细胞的细胞摄取研究

Fig.  9　Cell uptake study of A549 cells after incubation with 
Free FITC and HDC NPs containing Fic for 2, 6, and 12 hours

图8　不同条件下Free Cri和HDC NPs中Cri的释放情况

Fig.  8　Cri release from Free Cri and HDC NPs under different 
conditions

图6　Cri的标准曲线

Fig.  6　Standard curve of Cri

图7　HDC NPs 7 d稳定性考察

Fig.  7　7-day stability examination of HDC NPs
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两组均开始显现细胞生长抑制作用，其中HDC NPs
组抑制效果显著优于 Free Cri 组（P<0.05）。在 16 
μmol·L-1高浓度条件下，HDC NPs 组细胞存活率接

近 0%，而 Free Cri 组仍保持约 20% 的细胞存活率

（P<0.01），表明 HDC NPs 可显著增强 Cri 的体外抗

肿瘤活性（图10）。

4　讨论

NSCLC 是肺癌最主要的病理学亚型，与 SCLC
相比，肿瘤细胞增殖和转移速率相对缓慢，但由于早

期症状隐匿，约 75%的患者在确诊时已进展至中晚

期，导致临床预后极差，病死率居高不下［20］。Cri作
为首个获批的ALK和 c-MET口服抑制剂，是具有里

程碑意义的小分子靶向药物［21］。然而，该药物在临

床应用过程中常引起血细胞减少、转氨酶升高及呼

吸困难等不良反应，这在一定程度上降低了其临床

使用效果和患者的获益程度［21］。此外，Cri水溶性差、

血浆清除率高及首过效应显著，导致其生物利用度

仅为 32%~66%［24］。因此，本研究旨在通过剂型改良

优化Cri的药代动力学性能，并减轻其不良反应，从

而为NSCLC的靶向治疗提供更优的治疗选择。

近年来，纳米技术在药物递送领域的应用取得

了突破性进展。与传统制剂相比，纳米药物递送系

统凭借其独特的物理化学特性（粒径、可调控的表

面电荷及多样的形态结构），可显著改善药代动力

学和药效学性能，从而提高疗效，展现出广阔的应

用前景［22］。许多纳米药物，如盐酸阿霉素脂质体和

白蛋白结合型紫杉醇，已成功从实验室进入临床应

用，最终为患者带来了生存获益［23］。
为解决 Cri 水溶性差这一关键药学问题，本研

究创新性地采用HA与Cri进行分子偶联，成功构建

了具有自组装特性的纳米递送系统（HDC NPs）。该

系统可在水性介质中自发形成稳定纳米胶体，显著

提高了 Cri 的水溶性。此外，HDC NPs 在溶液中呈

现出规整的球形结构，其表面带有负电荷。这种结

构特点不仅保证了纳米粒子在水相体系中的良好

分散性，还显著减少了血浆蛋白在其表面的吸附，

故HDC NPs在体内的血浆清除率得到有效降低。

纳米药物递送系统的另一关键优势在于其优

异的靶向性能。通过表面修饰特异性配体，纳米颗

粒可实现基于配体-受体相互作用的主动靶向；同

时，借助 EPR 效应的被动靶向机制，可进一步提高

药物在肿瘤组织的选择性蓄积。这种双重靶向策

略不仅能优化药物在体内的分布，显著提升肿瘤部

位的药物浓度，还可减少非靶组织的药物暴露，从

而降低系统性毒性［22］。研究表明，粒径在 200~300 
nm 范围内的纳米颗粒最有利于 EPR效应介导的肿

瘤富集［25］。基于此，本研究通过精确调控 HA与 Cri
的 投 料 比 ，将 所 构 建 的 HDC NPs 粒 径 控 制 在

（215.97±10.12） nm，以最大化其肿瘤靶向效率。体

外释放实验证实，HDC NPs 在生理条件下（pH 7.4）
呈现缓释特性，而在肿瘤微环境条件下（pH 5.0）释

放速率显著提升约 60%。此外，HA 修饰赋予 HDC 
NPs独特的主动靶向性和优异的生物相容性。作为

天然阴离子多糖，HA 可与肿瘤细胞表面过表达的

CD44 受体特异性结合，介导受体依赖性内吞［26］。
本研究发现，HA修饰使HDC NPs在A549细胞中的

摄取效率较游离药物提升 50%，这一现象与 CD44
受体介导的主动靶向作用密切相关。HA作为高度

亲水的阴离子多糖，其表面修饰赋予纳米颗粒双重

功能特性：一方面能够赋予纳米粒子负电荷，另一

方面可增加其水化层厚度。这种修饰可使纳米粒

子在体内实现长循环，同时减少其与巨噬细胞的非

特异性相互作用，进而降低纳米粒子在肝脏和脾脏

的积累。此外，HA 修饰还可影响肝脏单核吞噬细

胞系统（mononuclear phagocyte system， MPS）对纳米

粒子的识别与清除过程，从而在减轻 Cri 肝脏毒性

等不良反应方面表现出显著的潜力［26］。

5　结论

本研究成功制备了一种 HA 与 Cri 偶联的新型

纳米药物递送系统（HDC NPs）。通过优化配方投料

比，该系统表现出均匀的粒径分布、规则的球形形

图10　不同浓度HDC NPs与Free Cri处理A549细胞48 h的

细胞活力研究（****P<0. 000 1）
Fig. 10　Cell viability study of A549 cells treated with different 
concentrations of HDC NPs and Free Cri for 48 h (****P<0. 000 1)
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态及出色的稳定性和分散性。在体外细胞实验中，

HDC NPs 在 A549细胞模型中展现出良好的抗肿瘤

效果，为NSCLC靶向治疗提供了一种新的策略和潜

在的应用前景。
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