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摘要 喜树碱衍生物对瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖有明显的抑制作用，为提高药物利用度，提供透皮给药的治疗途径，本文

采用微乳法制备了一种新的 O/W型透明质酸纳米载体(HA-GMS)，包载药物 10, 11-亚甲二氧基喜树碱(MD-CPT)，制备过程
中无酒精，且没有使用化学增强剂，经透射电镜和激光粒度仪分别测得 HA-GMS纳米乳粒径为(177.33依27.11) nm，zeta电位
为-15.6依1.7，多分散系数为 0.55依0.01，纳米微乳对 MD-CPT药物的包封率为(77.85依1.29)%，且稳定性良好．用 MTT法检
测 HA-GMS对人正常细胞 HSF、HUVECs的作用，细胞相对存活率为 75%～ 95%，生物相容性良好，用 HA-GMS对瘢痕疙
瘩成纤维细胞培养 48 h，其生长抑制率为 28.2%．HA-GMS纳米乳运载的 MD-CPT皮肤渗透量明显高于对照组 MD-CPT乙
醇溶液对皮肤的渗透量，作用 4 h的累积渗透量分别为(660.72依20.54) 滋g/cm2和(102.73依13.81) 滋g/cm2，HA-GMS纳米乳明显
增加了MD-CPT的透皮效率，本研究结果为透皮给药治疗瘢痕疾病提供了基础．
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创伤修复失控可导致伤口愈合后形成瘢痕疙

瘩，且治疗后易复发[1-2]，但目前该病的发病机制

仍不明确[3]．瘢痕疙瘩通过手术和局部注射治疗容

易造成皮肤的二次创伤，极易复发[4]．通过口服药

物治疗，针对性不强，药物有效利用率较低，且可

能对机体代谢造成损害．因此，为降低瘢痕疙瘩的

复发几率，避免肝脏首过效应，提高药物利用率，

降低药物对机体其他组织和器官的不良影响，局部

透皮给药体外治疗瘢痕疙瘩是一个值得研究探索的

新策略．在病理性瘢痕成纤维细胞中，拓扑异构

酶玉存在高表达，而病理性瘢痕的形成与成纤维细
胞异常增殖密切相关[5]．喜树碱类药物作为 DNA
拓扑异构酶玉抑制剂，抑制 DNA的复制和细胞的
有丝分裂，不仅对部分癌细胞有较好的杀伤力，对

增生性成纤维细胞也有较为明显的抑制效果[6]，用

其治疗瘢痕疙瘩的研究已经成为关注的焦点．但是

药物对肝脏等具有一定的毒副作用，口服或者注射

难免对机体造成损害，同时药物本身的难溶性也限

制了其药效的发挥．纳米微乳的粒径小，表面张力

低，易于透过皮肤，同时可增加药物的溶解度，提

高载药量，增大药物浓度梯度．纳米微乳有望成为

其经皮给药的良好载体[7]，并改善其治疗功效．本

文通过制备一种 O/W 型透明质酸纳米载体(HA-
GMS)包载 10, 11- 亚甲二氧基喜树碱(MD-CPT)，
研究纳米微乳药剂的理化特征和其体外对瘢痕成纤

维细胞及人皮肤正常成纤维作用的效果．

1 材料与方法

1援1 材料

分子质量在 110～10 K Fsa 的透明质酸(HA)，
琢- 甘油单硬脂酸酯 (GMS)，N- 羟基琥珀酰亚胺
(NHS，97%)，二氯乙烷(EDC)，二氯甲烷，PBS缓
冲液(pH 7.4)购自 Sigma-Aldrich公司；各种表面活
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性剂聚氧乙烯山梨醇酐脂肪酸酯(吐温)和山梨醇酐
脂肪酸酯(司盘)，无水氯化钙，溴化钠均为分析
纯，Triton X-100购自 Sigma-Aldrich公司；磷酸缓
冲液(pH 7.4)，10, 11-亚甲二氧基喜树碱(MD-CPT)
由中国海洋大学医药学院江涛课题组提供．

胰蛋白酶(Trypsin)购自 Amresco公司；胎牛血
清 (FBS)购自 Gibco 公司； D-Hank's 缓冲液、
DMEM(高糖)液体培养基购自 Hyclone 公司；盐
酸、乙醇等均为分析纯．噻唑蓝(MTT)购自 Sigma
公司；二甲基亚砜(DMSO)购自 Merck公司；瘢痕
疙瘩成纤维细胞(KFs)和人皮肤成纤维细胞(HSF)由
青岛大学医学院附属医院整形美容中心提供的瘢痕

疙瘩组织，经原代培养获得；人气经脉内皮细胞

(HUVECs)由滨州医学院提供．
1援2 方法

1援2援1 合成双亲性 HA-GMS．
HA-GMS 的制备参照文献[8]，GMS 由 EDC

催化通过酯键连接到 HA的羧基基团上．将 HA和
EDC/NHS按摩尔比 1∶1∶1分别溶于 PBS(pH 7.4)
中，两溶液混合搅拌 2 h．将混合溶液逐滴加入
到 GMS的丙酮溶液中，HA 与 GMS 的摩尔比为
1∶1，边加边搅拌，室温反应 48 h．终产物在
15 000 r/min、4℃下离心 20 min/周期，直到获得
不再浑浊的溶液，将其用 Spectra/Por透析膜(拦截
分子质量 6000～8000)充分透析 72 h后，冻干 72 h.
利 用超声 自组 装法 制备载 MD-CPT 的

HA-GMS 纳米乳 [9]．称取 20 mg HA-GMS 溶于
19 ml蒸馏水中；称取 MD-CPT 50 mg于 5 ml离心
管中，加入二氯甲烷 0.6 g，涡旋至均匀分散．加
入表面活性剂吐温 80-司盘 20(HLB = 12.5) 0.9 g，
涡旋至均匀分散，取 1 g上述混合液，逐滴加入
HA-GMS溶液中，磁力搅拌 30 min．冰浴条件下，
超声处理 2个周期(功率为 150W，超声 10 s，停
2 s，3 min/周期)得纳米乳．不加 MD-CPT，做空
白对照．

1援2援2 包封率的计算．

利用 G25柱层析分离新鲜制备的 MD-CPT－
HA-GMS 纳米乳和游离的 MD-CPT．用荧光酶标
仪检测(激发波长：367 nm，发射波长：405 nm)，
绘制 MD-CPT标准曲线，计算 HA-GMS纳米乳中
包载的MD-CPT浓度．通过公式(1)计算 HA-GMS
纳米乳的包封率(encapsulation efficiency，EE)．

EE = W 1 伊 100% / W 0 (1)

其中，W 0为MD-CPT总量，W 1为包载入纳米

乳的MD-CPT的质量．
1援2援3 平均粒径与 zeta 电位的测定．利用激光粒
度仪(Malvern Zetasizernano ZS90，UK)，通过动态
光散射的方法对 HA-GMS纳米乳的平均粒径大小
和 zeta电位进行测定，检测温度为 25℃，每个样
品测试重复 3次，检测波长为 633 nm．
1援2援4 透射电镜(TEM)观察．将 HA-GMS纳米乳
悬液稀释后滴到铜网上，1%的醋酸双氧铀(pH 6)染
色 5 min，过夜干燥，通过透射电镜观察 HA-GMS
纳米乳的表面形态和颗粒的分布情况[10]．

1援2援5 体外皮肤渗透研究．

皮肤处理：割取小白鼠毛皮，剃去毛发．在生

理盐水中浸润 30 min，待毛皮软化后放入 2 mol/L
NaBr溶液中浸泡 90 min，然后取出切成 3块进行
剥皮，留取角质层进行实验，4℃冻存 24 h．
利用体外透皮扩散池研究纳米乳液的透皮性

能．取透皮杯，内置转子，在杯中注满 PBS缓冲
液，将角质层膜覆盖于透皮杯上，移取 1.0 ml制备
的载有药物的纳米微胶囊以及空载微胶囊，从上端

分别注入两只透皮杯中．分别在 0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0、3.5、4、6、8、10、12、24 h取样
100 滋l加到 96孔黑色微孔板，设 3个平行孔，并
及时补充等体积 PBS 溶液．每个样孔分别加入
50 滋l 的甲醇裂解纳米乳，实验过程中避光．用
荧光酶标仪分别在激发波长与发射波长为 367、
405 nm处测定载有药物的纳米微胶囊以及空载微
胶囊的吸光度值．以 MD-CPT 乙醇溶液为对照
组．做标准曲线，通过公式(2)计算活性成分累计
透过量(Qt，滋g/cm2)

Qt=V rCt+移t-1

t=0 VsCi (2)

其中，Ct为每个检测时间扩散到透皮杯中的
药物浓度，Ci为第 i次取样中样品浓度，V r 为透
皮杯的体积，Vs为取样体积．Qt为单位皮肤面积
药物透过量[11]．

1援2援6 对瘢痕疙瘩成纤维细胞、人皮肤成纤维细胞

和人脐静脉内皮细胞增殖的影响．

分别取指数生长期的瘢痕疙瘩成纤维细胞

(KFs)、人皮肤成纤维细胞(HSF)和人脐静脉内皮细
胞(HUVECs)，用胰酶消化后接种于 96孔细胞培养
板上 (200 滋l/ 孔，接种密度为 3伊104 个 /ml)，在
37℃、5% CO2、95%湿度的二氧化碳培养箱中培养
12 h至细胞贴壁[11]．待细胞生长成单层，吸出原培
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Fig. 1 Physical characterization of no鄄load and
MD鄄CPT鄄HA鄄GMS NPs by TEM

(a) No MD-CPT. (b) 80 MD-CPT. (c) 160MD-CPT.

Nanoemulsion Particle size/nm Zeta potential/mV PdI EE/%

No MD-CPT 112.41 依 18.62 -19.3 依 2.2 0.33 依 0.07 -
80MD-CPT 177.33 依 27.11 -15.6 依 1.7 0.55 依 0.01 77.85 依 1.29

160MD-CPT 242.33 依 13.83 -14.3 依 3.8 0.49 依 0.03 55.23 依 6.71

80MD-CPT means the concentration of MD-CPT was 80 mg/L during nanoemulsion preparation, 160MD-CPT means the concentration

was 160 mg/L. Data represented the x 依 s, n=3. EE: encapsulation efficiency.

养液，每孔加入不同浓度的无菌 HA-GMS纳米乳
悬液(200 滋l/孔，每个浓度设 6个平行样)，用含
10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 培养液作为阴性对
照，继续培养 72 h后．每孔加入 20 滋l MTT(2.5 g/L)
溶液反应，继续培养 4 h后弃去上清液，每孔加入
100 滋l DMSO终止反应，恒温振荡 10 min，在酶
标仪(Bio-tekELX800UV，USA) 492 nm处测定培养
板各组样品的吸光度值(A )，按照公式(3)计算细胞
的相对存活率(relative cell proliferation rate，RPR)：

RPR= A t

A nc
伊100% (3)

其中，A t和 A nc分别为样品组和阴性对照组在

490 nm波长处的吸光度值[12]．

按照公式 (4)计算细胞的相对生长抑制率
(growth inhibitory rate，GIR)：

GIR = 1- RPR (4)
1援2援7 统计方法．应用 SPSS13.0统计软件进行统
计学处理，配对组间比较采用 t检验，组间比较采
用方差分析， P < 0.05为显著性差异．

2 结 果

2援1 纳米材料的制备与表征

GMS由 EDC催化通过酯键连接到 HA上，以
保持亲水 -疏水性平衡．在超声波的协助作用下，
更有利于分子内与分子间的氢键作用和疏水基团的

疏水作用，柔性分子链间的接触缠绕利于形成稳定

的疏水微区，最终形成稳定的具有亲水外壳和疏水

内核的 HA-GMS纳米乳[9]．

2援1援1 纳米乳的 zeta电位，平均粒径及粒径分布.
载药 HA-GMS纳米乳的 zeta电位，平均粒径

及粒径分布见表 1．载药后，纳米乳的平均粒径随
药物浓度略有增大，zeta电位绝对值因为药物的包
载而略有减小．多分散系数(PdI)分别为 0.33依0.07,
0.55 依0.01， 0.49 依0.03，说明载药和未载药的
HA-GMS纳米乳的均一性较好．但纳米粒子的形
态和稳定性并未出现明显变化，表现出较高的包封

率，均大于 50%．

Table 1 Zeta potential, particle size and polydispersity index (PdI) of HA鄄GMS NPs

2援1援2 纳米乳的形态学观察．

通过透射电镜对载药 MD-CPT-HA-GMS纳米
乳进行形态学观察，由图 1测量出纳米乳的平均粒

径约为 55、101、132 nm，这与通过激光粒度分布
仪测得的平均粒径不一致，原因可能是电镜检测的

是在铜网上干燥状态下的纳米颗粒大小，而激光粒

度仪检测的是在溶液中纳米颗粒的水和粒径，因此

电镜照片中测量出的粒径偏小．由图 1微乳装法制
备的 HA-GMS纳米乳呈球形，形态完整，分布均
匀，几乎没有聚集的现象，与 2.1.1的结果相吻合.
2援1援3 纳米乳的稳定性检测．

通过对制备了 1、 7、 14 天的载药纳米乳
80MD-CPT-HA-GMS 的平均粒径、zeta 电位和多
分散系数(PdI)的测定和透射电镜(TEM)观察，由
表 2和图 2可见，粒径大小差异不大、分布均匀、
几乎没有聚集的现象，HA-GMS纳米乳的稳定性
良好．

(a) (b) (c)

100 nm 100 nm 100 nm
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Fig. 3 Permeation profiles of MD鄄CPT through the
excised rat skin from HA鄄GMS nanoemulsion formulation

The control sample was ethanol solution of MD-CPT (1.0 g/L). Data

represented the x依s, n=3. : MD-CTP-HA-GMS; : Enthonal solution.

Fig. 2 TEM of MD鄄CPT鄄HA鄄GMS NPs
at 1 day, 7 days, 14 days

2援2 体外皮肤渗透研究

外用药物的透皮效率直接影响药效．10, 11-亚
甲二氧基喜树碱(MD-CPT)水溶性差，并难溶于常
见药用有机溶剂，限制了其药效的发挥．通过

HA-GMS纳米乳的亲水外壳和疏水内核结构，解
决了药物的难溶问题，同时 HA-GMS纳米乳的皮
肤促渗透性能，使药物能够通过皮肤屏障，实现经

皮给药．由图 3 所示，MD-CPT HA-GMS 纳米乳

的皮肤渗透量高于 MD-CPT 乙醇溶液．作用 4 h
后，累积渗透量 Qt分别为(660.72+20.54) 滋g/cm2和

(102.73+13.81) 滋g/cm2．可见，HA-GMS纳米乳明
显增加了MD-CPT的透皮效率．
2援3 材料 HA鄄GMS和药物 MD鄄CPT 对瘢痕疙瘩
成纤维细胞、人皮肤成纤维细胞和人脐静脉内皮细

胞增殖的影响

利用MTT法检测所制备的 HA-GMS纳米乳和
喜树碱衍生物对瘢痕成纤维细胞(KFs)和正常的人
皮肤成纤维细胞 (HSF)以及人脐静脉内皮细胞
(HUVECs)的细胞增殖的影响．
空载的 HA-GMS纳米乳对以上三种细胞作用

48 h的细胞增殖情况如图 4所示．随着纳米乳浓度
的增加，两种人正常细胞 HSF和 HUVECs相对成
活率均在 75%～95%．根据 ISO 10993-5手册中关
于MTT细胞毒性检验中的规定，当材料与细胞共
培养 24 h后，若细胞的相对存活率大于 70%，则
被认为该材料不具有潜在的细胞毒性[13]．由此可

见，HA-GMS纳米乳在 63～1000 mg/L浓度范围内
时，对 HSF 细胞和 HUVECs 细胞 [14]均无细胞毒

性．同时，对瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖也无太大

影响，在 1 g/L浓度下有小于 30%的抑制率，可以
用于瘢痕疙瘩．

Table 2 Zeta potential, particle size and polydispersity index (PdI) of HA鄄GMS NPs
Preparation time/d Particle size/nm Zeta potential/mV PdI EE/%

1 177.33 依 27.11 -15.6 依 1.7 0.55 依 0.01 77.85 依 1.29

7 190.98 依 23.15 -11.2 依 3.2 0.59 依 0.02 71.22 依 3.37

14 214.23 依 13.83 -10.3 依 2.8 0.60 依 0.03 65.23 依 6.71

Data represented the x 依 s, n=3.
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药物 MD-CPT对三种细胞作用 48 h的细胞增
殖情况如图 5所示．随着药物浓度的增加，对两种
人正常细胞 HSF 和 HUVECs 的细胞增殖略有抑
制，药物浓度 100 mg/L时，细胞相对存活率降至
(75.43依3.55)%和 (83.21依3.13)%，但仍大于 70%，
而对瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖有明显抑制，细胞

相对成活率为 52.5%～56.7%[15]．由此可见，10, 11-
亚甲二氧基喜树碱(MD-CPT)对细胞增殖的影响是
带有选择性的，在 100 mg/L浓度以下时，对 HSF
细胞和 HUVECs细胞[16]的杀伤率较低，而对瘢痕

疙瘩成纤维细胞的增殖有明显抑制作用．瘢痕疙瘩

主要以成纤维细胞过度增殖为特征，相较而言，正

常的人皮肤成纤维细胞的增殖能力较弱，DNA的
合成与表达不如前者．而将 MD-CPT和 HA-GMS
同时加入，评价药物和材料对三种细胞共同作用

48 h的细胞增殖情况如图 6所示．与药物MD-CPT
直接对三种细胞作用 48 h的细胞增殖趋势(图 5)无

明显差异，较高浓度(80 mg/L)细胞相对存活率略有
上升，达到(53.81依5.56)%，即对瘢痕疙瘩的抑制略
有减弱，可能是 HA-GMS的双亲性使 MD-CPT易
于结合在疏水区，减弱了与细胞表面的结合，从而

降低了细胞对药物的吞噬率．

3 讨 论

皮肤具有保护和防渗透的特性用来防止机体失

去水、矿物质和溶解蛋白，透皮输送体系仍作为局

部给药方式在医药和化妆品产业中占据优势．相较

于传统的药物摄取方式，无创性是透皮给药的特

色，可以尽量消除不良副反应，有助于病人配合和

增加连续性、可控地摄取药物的可能性[17]．

体外局部透皮给药治疗瘢痕疙瘩可以避免造成

皮肤的二次创伤，降低复发机率，加强药物针对

性，提高其有效利用率，降低对机体代谢造成的损

害，温和可行．喜树碱类药物对瘢痕疙瘩成纤维细

胞有较为明显的抑制[15]，成为治疗瘢痕疙瘩的研究

热点，但药物本身的难溶性限制了药效的发挥．本

实验通过超声自组装的方法，成功制备了一种不含

酒精的 O/W 型透明质酸纳米乳 HA-GMS 包载
MD-CPT，为其提供了透皮给药的治疗途径．
从空载开始随着制备过程中 MD-CPT加药量

的增加，纳米乳的粒径大小依次为(112.41依18.62) nm、
(177.33依27.11) nm和(242.33依13.83) nm．多分散系
数(PdI)分别为(0.33依0.07), (0.55依0.01), (0.49依0.03),
说明载药和未载药的 HA-GMS纳米乳的均一性较
好．虽然 zeta电位绝对值减少，但纳米粒子的形
态和稳定性并未出现明显变化．通过透射电镜观

察，纳米粒均为完整的球形、形态完整、粒径大小

差异不大、分布均匀、几乎没有聚集的现象、且稳

定性良好．

HA-GMS纳米乳运载的 MD-CPT皮肤渗透量
明显高于 MD-CPT乙醇溶液对皮肤的渗透量．作
用 4 h，累积渗透量分别为(660.72依20.54) 滋g/cm2

和(102.73依13.81) 滋g/cm2．可见，HA-GMS纳米乳
明显增加了MD-CPT的透皮效率．
利用MTT法检测材料 HA-GMS对瘢痕疙瘩成

纤维细胞(KFs)和正常的人皮肤成纤维细胞(HSF)以
及人脐静脉内皮细胞(HUVECs)的细胞增殖的影
响．HA-GMS在 63～1000 mg/L浓度范围内时，对
HSF细胞和 HUVECs 细胞均无细胞毒性．同时，
对瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖也无明显影响，在

1 g/L浓度下抑制率小于 30%．MD-CPT作为 DNA

: HSF; : HUVECs; : KFs.

Fig. 5 Relative cell proliferation of MD鄄CPT in
KFs cells, HSF cell and HUVECs cells
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拓扑异构酶玉抑制剂，抑制 DNA 复制和有丝分
裂，对瘢痕疙瘩和正常人细胞的抑制作用有选择

性，而加入 HA-GMS，对 MD-CPT作用以上三种
细胞的效果无显著影响，说明作为治疗瘢痕疙瘩的

药物载体有优势，为进一步研究体外透皮给药的方

式进行瘢痕修复提供了思路．
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The Study of HA Nanoemulsionloading MD鄄CPT by Transdermal
Delivery Effect on Keloid Repair*

GAO Yuan-Yuan1), KONG Ming1), CHENG Xiao-Jie1), WANG Zhi-Guo2), CHEN Xi-Guang1)**

(1) College of Marine Life Science, Ocean University of China, Qingdao 266003, China;
2) Department of Plastic Surgery, The Affiliated Hospital of Medical College Qingdao University, Qingdao 266013, China)

Abstract Camptothecin derivatives have an obvious inhibitory effect on keloid fibroblasts proliferation. In
order to improve the utilization rate of drug and provide a transdermal drug treat method, a non-alcoholic
hyaluronic acid O/W type nanoemulsion without any chemical enhancers was made to encapsulate
10,11-methylenedioxycamptothecin (MD-CPT). We used transmission electron microscopy (TEM) and laser
particle size instrument to survey the HA-GMS nanoemulsion morphology observation, and measured the particle
size of (177.32依27.11) nm, the zetaelectric potential of -15.6依1.7, the PdI of 0.55依0.01 and the encapsulation
efficiency of (77.85 依1.29)% . Determination by MTT method was used to research the effect of biomaterial
HA-GMS on HSF cells and HUVECs cells, and the relative cell viability range from 75%～95%, having good
biocompatibility, and for keloid fibroblasts culture, growth inhibition rate was 28.2%.The transdermal effect of
HA-GMS nanoemulsion carrying MD-CPT was obviously better than that of the control group (CPT MD-CPT
ethanol solution), treating for 4 h, the cumulative drug permeation was (660.72依20.54) 滋g/cm2 and (102.73依13.81)
滋g/cm2 respectively, the HA-GMS nanoemulsion significantly increased the efficiency of MD-CPT through skin,
which may provide a good drug delivery approach.
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