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白藜芦醇白蛋白纳米粒的制备及其
抗卵巢癌细胞增殖作用的研究

郭莉媛 , 姚晶萍 , 隋丽华
(哈尔滨医科大学附属肿瘤医院妇科 , 哈尔滨 150040)

摘要 　以牛血清白蛋白 (BSA)为载体 , 用去溶剂化 2化学交联法制备白藜芦醇白蛋白纳米粒 (RES2BSANP).

以原子力学显微镜 (AFM )观察其形态 , 用高效液相色谱法 (HPLC)对制备的纳米微粒进行分析. 采用四甲基

偶氮唑盐微量酶反应比色法 (MTT)及流式细胞技术 ( FCM )比较 RES2BSANP和 RES对卵巢癌 SKOV3细胞的

抗增殖活性及对细胞周期和凋亡的影响. 结果表明 , 获得的 RES2BSANP纳米粒的平均粒径为 400～500 nm,

表面光滑 , 12 mg纳米粒中 RES载药量为 41077 mg, 包封率 33197% , 24 h内的稳定性好 , 水溶性较 RES显

著提高. 二者的抗肿瘤增殖作用呈剂量依赖性 , 中高浓度组纳米粒组的抗增殖活性及凋亡细胞比率显著提

高. 两种药物均使细胞周期阻滞于 G0 /G1 + S期 , 纳米组使进入 S期细胞比率明显增加 , 表明白藜芦醇白蛋

白纳米粒在抗卵巢癌细胞增殖方面有广阔的应用前景.
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多年来的研究已证实 , 天然抗肿瘤药物白藜芦醇对消化、血液、呼吸、生殖等多个系统来源的多

种肿瘤细胞都有拮抗作用 , 在肿瘤细胞的起始、促进、发展 3个阶段均发挥抑制乃至逆转效应 [ 1 ]
. 但

白藜芦醇难溶于水 , 能溶于乙醇、乙酸乙酯、丙酮等 , 人口服白藜芦醇 115 mg/kg, 30 m in血药浓度达

高峰 , 120 m in恢复. 为了增加白藜芦醇的溶解度及改善吸收 [ 2 ] , 提高生物利用度 , 可将白藜芦醇制成

白蛋白载药微粒. 随着新型白蛋白溶剂型药物如紫杉醇白蛋白纳米粒、阿霉素白蛋白纳米粒等的相继

问世 [ 3, 4 ]
, 多项临床研究已经证实 , 其在乳腺癌等多种肿瘤的治疗中取得突破性进展 [ 5, 6 ]

. 本文采用去

溶剂化 2化学交联法制备白藜芦醇白蛋白纳米粒 (RES2BSANP) , 检测其在体外条件下生物活性的改变.

1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

白藜芦醇 (西安华萃生物技术责任有限公司 , 批号 : HC220070912, 纯度 > 90% ) ; 人卵巢癌

SKOV3细胞株 (哈尔滨医科大学肿瘤研究所提供 ) , BSA牛血清白蛋白 (东北林业大学生命科学院提

供 ) ; 小牛血清 (杭州四季青生物公司 ) ; 1640培养基和胰蛋白酶 ( Gbico公司 ) ; 二甲亚砜和四甲基偶

氮唑盐 ( Sigma公司 ) ; 细胞周期试剂盒 (DNA2Pre). pStain Kit (Beckmani2Coulter) ; Annexin V2F ITC /P I

凋亡试剂盒 (Apop tosisDetection Kit, B iovision公司 ) , 戊二醛及乙醇均为分析纯试剂. 高压均质机 ( YO2
SH IDA) , CSPM2000wt原子力学显微镜 , JHN2M24E超声分散仪. STA409PC型综合热分析仪 , 高效液

相色谱仪 (W aters公司 ) , EL ITE ESP型流式细胞仪. W ellscan MK3全自动酶标仪.

1. 2　实验过程

1. 2. 1　白藜芦醇白蛋白纳米粒的制备 　取 10 mg BSA溶于 1 mL二次蒸馏水中 , 将 12 mg RES溶解于

6 mL无水乙醇中 , 然后逐滴将 RES的无水乙醇溶液加入到 BSA水溶液中 ; 加入 25μL质量分数为

zhk
铅笔



ww
w.

sp
m

.co
m

.cn

0125%的戊二醛溶液 , 搅拌 8 h. 取 500μL搅拌均匀的混悬液离心 (1000 r/m in) , 上清液用 HPLC法检

测包被率. 剩下的混悬液旋转蒸发除去乙醇 , 加入二次蒸馏水后超声清洗 20 m in, 离心 (1000 r/m in) ,

清洗 2次. 最后加入蒸馏水至 6 mL, 超声混匀 , 待用.

1. 2. 2　上清液 RES的测试 　将 510 mg白藜芦醇对照品置于 25 mL容量瓶中 , 用甲醇溶解至刻度 , 摇

匀. 分别取适量上述溶液 , 用流动相稀释 , 摇匀 , 配成系列浓度的对照品溶液. 经 0145μm微孔滤膜过

滤 , 取 20μL滤液进样 , 进行 HPLC
[ 7 ]分析 , 以峰面积为纵坐标 ( y) , 浓度为横坐标 ( x)绘制标准曲线.

1. 2. 3　包封率、溶解性和原子力学显微镜检测 　将混悬液离心洗涤后干燥至恒重. 按下式计算包封

率. 包封率 ( % ) = [ (投入量 -上清液量 ) /投入量 ] ×100%.

分别取 RES和 RES2BSANP的过饱和水溶液 , 离心后取上清液 , 稀释至合适的浓度后 , 在 306 nm

下测定其紫外吸收值 , 再对照 RES的工作曲线得出其饱和水溶液的浓度 , 并折算出 RES和 RES2
BSANP在水中的溶解度.

样品制备时 , 吸取 50μL液体滴到新解离的云母片表面 , 用滤纸吸去多余液体 , 置于室温下风干

后进行 AFM观察. 每个样本观察 10个不同的区域. 利用 AFM 支持软件 CSPM2000 Online对有形颗粒

的大小进行测量和三维构图.

1. 2. 4　MTT法对细胞生长抑制率的测定 　收集对数生长期细胞 , 每孔 5 ×103个接种于 96孔培养板 ,

于 37 ℃、5% CO2 孵育箱中培养 24 h, 细胞贴壁后弃去培养液 , 分别加入 2, 5, 10, 20, 40, 60, 100和

200μmol/L RES和 RES2BSAND 200μL, 为评估 DMSO对实验的影响 , 设 4个 DMSO组 (浓度与 RES

一致 ) , 同时设空白对照组 , 每组均设 4个复孔. 继续培养 24 h, 每孔加入 20μL 5 mg/mL的 MTT, 继

续孵育 4 h后弃去培养液 , 每孔加入 150μL DMSO, 振荡 10 m in, 用酶标仪测吸光度 (A ) , 按下式计算

抑制率 : 细胞增殖抑制率 ( % ) = [ (对照组 A490 nm -实验组 A490 nm ) /对照组 A490 nm ] ×100%. 取 4孔均值

绘制浓度效应曲线.

1. 2. 5　流式细胞仪对细胞周期的测定 　依据 MTT结果 , 分别取 15, 50, 100μmol/L RES2BSANP及

RES, 设一个空白对照组与实验组共 7组. 分别于 24 h后收集细胞 , 按 DNA2PrepStain Kit试剂盒和

Apop tosis Detection Kit试剂盒说明书进行细胞固定 , 染色 , 上流式细胞仪分析. 实验重复 3次 , 取均值

进行统计.

2　结果与讨论

2. 1　 RES对照品的 HPLC标准曲线

流动相 : V (乙腈 ) ∶V (水 ) = 25∶75; 检测波长 : 305 nm; 流速 : 1 mL /m in; 柱温 : 25 ℃; 进样量 :

10μL. 色谱柱规格 D iamonsil2C18 5U (250 mm ×416 mm, 5μm ). 在该色谱条件下白藜芦醇的保留时间

约为 151550 m in (图 1).

F ig. 1　HPLC of RES con trol sam ple F ig. 2　Standstard curve of peak area vs.

concen tra tion of RES

白藜芦醇在 2～4 mg/mL浓度范围内与峰面积之间线性关系良好 , 回归方程为 y = 4569668165x +

48259908189; R
2

= 0199, 结果见图 2.

2. 2　RES2BSANP的包封率

由 HPLC测得 RES2BSANP上清液中的药物含量 (图 3) , 计算包载纳米粒子的药量 (投入量 - 上清
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液量 ) , 得上清液浓度为 11585 mg/mL, 上清液中 RES含量为 71923 mg, 纳米粒中 RES含量为 12 -

71923 = 41077 mg, 经计算 , 包封率 = (41077 /12) ×100% = 33197%.

F ig. 3　HPLC of clear superna tan t of

RES2BSANP

F ig. 4　AFM image of m icrospheres of

RES2BSANP

2. 3　RES2BSANP的粒径形态、稳定性和溶解度

RES2BSANP形态多为圆形 , 大小及粒径分布均匀 , 所获得的 RES2BSANP平均粒径为 400～500 nm

(图 4).

取同一份样品溶液 , 在 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 h时间段分别进样 , 记录峰面积积分值 , 求得 RSD为

0175% , 表明样品在 24 h内稳定.

参照文献 [ 8 ]的方法 , 分别测定 RES和 RES2BSANP在纯水中的溶解度. 实验结果表明 , RES在纯

水中的溶解度为 010169 mg/mL, 而 RES2BSANP的溶解度为 012021 mg/mL, 表明 RES2BSANP在纯水

中的溶解度比 RES提高了 12倍. 这充分说明了将 RES变为 RES2BSANP后 , 其水溶性得到了显著改

善 , 从而更有利于 RES在生物体内的吸收和代谢 , 这为提高 RES的生物学性能、改变药物的给药方式

和途径提供了可能.

2. 4　抗卵巢癌细胞生长抑制率的比较

由表 1可以看出 , RES2BSANP对 SKOV3细胞的生长抑制作用在 5μmol/L以下时不明显 , 尤其在

2μmol/L时反而较 RES组有所下降 ( P < 0105 ). 当两组浓度分别为 10, 20, 40μmol/L 时 , RES2
BSANP组细胞生长抑制作用呈普遍增强趋势 ( P > 0105). 当 RES2BSANP浓度分别为 60, 100, 200

μmol/L时 , 抗 SKOV3增殖作用与对照组相比显著增强 ( P < 0105).

根据文献 [ 9 ]报道 , 当白藜芦醇浓度较高时 , 与人血清白蛋白 (HSA )的结合蛋白质的二级结构局

部稳定性较强. 因此在本实验中 , 浓度低于 5μmol/L时 , RES2BSANP的抗细胞增殖作用较差 , 可能是

由于药物在浓度较低的情况下 , 短时间内无法完全释放 , 且低浓度下药物结合局部稳定性差所致. 当

药物浓度逐渐增加时 , RES2BSANP的抗肿瘤优势逐渐发挥出来 , 尤其以 60μmol/L以上各浓度更为显

著 ( P < 0105) , 分析该药物的抗肿瘤活性不再受浓度和辅料的干扰 , 因粒径改善及细胞膜对药物通透

性的增加而使细胞毒性显著增强.

Table 1　Effects of RES and RES2BSANP on prolifera tion of SKO V3 cells( inh ib it ra te, %)

Samp le
D rug concentration / (μmol·L - 1 )

2 5 10 20 40 60 100 200

RES 0104 ±0102 0111 ±0104 0122 ±0104 0143 ±0104 0157 ±0106 0164 ±0104 0182 ±0105 0189 ±0102

RES2BSANP 01004 ±01023 0112 ±0104 0125 ±0103 0144 ±0105 0154 ±0104 0171 ±01033 0189 ±01033 0195 ±01013

　　3 Mean ±SD, n = 2, P < 0105 as compared with control group.

2. 5　FCM 检测细胞周期及凋亡

两组药物对 SKOV3的细胞生长的抑制作用呈现剂量依赖性 , 随着剂量的增加 , 凋亡显著提高 , 且

G0 /G1 + S期细胞阻滞加重. 与 RES相比 , RES2BSANP在低剂量时 ( 15μmol/L )即能引起少量细胞发

生凋亡 (凋亡率为 0171 ±0103) ; 在中等剂量时 , 进入 S期细胞比率明显增加 ( 46122 ±3132, P <

0105) , 凋亡显著增加 ( P < 0101) ; 当药物浓度为 100μmol/L 时 , 进入 S期细胞比率进一步增加 ,

G0 /G1 + S期细胞阻滞进一步加重 (表 2).

在肿瘤化疗过程中 , G0 /G1 期细胞的大量存在是肿瘤复发和转移的主要原因之一 , 而 S期为 DNA
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合成期 , 大量该期细胞 DNA解旋复制 , 沿 DNA单链暴露出更多活性部位 , 可为化疗药物提供更多的

作用位点 , 有助于提高化疗的疗效. 本实验研究发现 , 对 SKOV3细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用而

言 , 50μmol/L RES2BSANP的细胞凋亡现象显著增强 , 且 S期细胞增加明显 ( P < 0105) , 而 G2 /M期相

对稳定 , 这说明 RES能动员 SKOV3细胞由 G0 /G1 期进入 S期 , 同时 , 又能阻止 S期细胞进入 G2 /M

期 , 导致细胞在 S期阻滞增加 , 从而抑制细胞增殖并且提高化疗效果.

Table 2　Effects of RES and RES2BSANP on cell cycle and cell apoptosis

Concentration /

(μmol·L - 1 )

G0 /G1 cell cycle ( % ) S cell cycle ( % ) Cell apop tosis

RES RES2BSANP RES RES2BSANP RES RES2BSANP

15 50187 ±2113 51153 ±1161 35131 ±0149 34198 ±312 0111 ±0102 0171 ±0103c

50 49127 ±0163 42122 ±4150 40147 ±0193 46122 ±3132a 3159 ±0148 8118 ±0152d

100 69153 ±3161 50193 ±3101 24156 ±1118 47134 ±1191b 9142 ±0146 10167 ±0162

　　a. Mean ±SD, n = 2, P < 0105; b. P < 0101; c. P < 0101; d. P < 0101, as compared with control group at the same time.
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Prepara tion and Effects of Resvera trol Bov ine Serum

A lbum in Nanoparticles on Prolifera tion of

Human O var ian Carc inoma Cell SKO V3

GUO L i2Yuan, YAO J ing2Ping, SU IL i2Hua
3

(Gynecology D epartm ent of Harbin Tum or Hospita l, Harbin M edica l U niversity, Harbin 150040, Ch ina)

Abstract　Resveratrol bovine serum album in nanoparticles ( RES2BSANP) were synthesized by desolvation.

HPLC and A tom ic force m icroscopy(AFM ) were emp loyed to study the shape, mean size and particle distribu2
tion of RES2BSANP. MTT was used to detect the effects of RES and RES2BSANP on the growth rate of cell

SKOV3 at various concentration of them, and flow cytometry ( FCM ) was app lied to assaying the cell cycle and

cell apop tosis of cells SKOV3. The results show that RES2BSANP are slick and uniform ity, the average diame2
ter of RES2BSANP is about 400—500 nm, drug loading is about 41077 mg/12 mg, entrapment efficiency is

33197%. MTT test shows the growth of SKOV3 can be significantly inhibited by RES and RES2BSANP in

dose2dependence manner, while RES2BSANP is superior to RES at concentrations of 60, 100, 200μmol/L

( P < 0105). FCM test shows RES2BSANP make cells SKOV3 be in S phase and the apop tosis of cells SKOV3

more significant compared with RES. Therefore, RES2BSANP appears to be a very p rom ising drug for anti2p ro2
liferation on human ovarian carcinoma.

Keywords　Resveratrol(RES) ; Bovine serum album in (BSA) ; Resveratrol bovine serum album in nanoparti2
cles(RES2BSANP) ( Ed. : F, Z)
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