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抗肿瘤药物给药的方法和途径除常用的口服和静脉用药

外，还可以局部或腔内给药。为了提高肿瘤区域的药物浓度，

肿瘤局部给药系统的研究方兴未艾[1-3]，研究的重点主要集中

在提高疗效和降低不良反应方面[4-5]。近年来，用作药物载体

材料的释药特征[6]、对主药活性的影响[7]以及所构建的给药系

统的生物安全性[8]也为许多实验研究所关注。离子互补型自

组装短肽作为新型生物材料，由于其基本结构简单可控且具

有良好的自组装特性和生物相容性，得到许多领域研究者的

注意[9-10]，探讨自组装短肽以混悬液、水凝胶等形式被开发为药

物载体的研究是其中颇具特色的部分[9，11]。已有研究表明，离

自组装短肽RAD16-Ⅰ构建抗肿瘤药物原位水凝胶的初步研究Δ
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摘 要 目的：探索自组装短肽RAD16-Ⅰ构建抗肿瘤药物原位水凝胶的可能性。方法：采用流变仪测量含与不含抗肿瘤药物紫

杉醇的 0.1％、0.2％、0.5％ RAD16-Ⅰ水溶液与等体积的磷酸盐缓冲液（PBS）混合前后的储存模量（G′）、损耗模量（G″）、相位角

（Δ）等流变学参数；通过倒置显微镜观察含与不含紫杉醇的RAD16-Ⅰ水溶液加入乳腺癌MDA-MB-435S细胞的培养基后形成的

水凝胶状态及对细胞形态的影响（与紫杉醇水溶液比较）。结果：在含与不含紫杉醇的RAD16-Ⅰ水溶液中，G′近似或略大于G″，

随RAD16-Ⅰ浓度增加G′和G″变化很小；与不加PBS比较，加入PBS后G′显著增加且呈浓度依赖性，G″也有增加但增加幅度比

G′要小很多，Δ显著变小。含紫杉醇的RAD16-Ⅰ溶液在细胞培养基中能形成并保持水凝胶状态，水凝胶与同浓度紫杉醇水溶液

作用于细胞相同时间后的细胞形态基本相同。结论：含紫杉醇的RAD16-Ⅰ水溶液可在模拟生理条件下形成水凝胶，并保持凝胶

状态和紫杉醇固有的抗肿瘤作用。

关键词 自组装短肽RAD16-Ⅰ；紫杉醇；原位水凝胶；流变学参数；细胞形态

Primary Study on Constructing Anti-cancer Drug in-situ Hydrogel by Self-assembling Peptide RAD16-Ⅰ
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the possibility of constructing anti-cancer drug in-situ hydrogel with self-assembling

peptide RAD16-Ⅰ. METHODS：The rheological parameters as storage modulus（G′），loss modulus（G″）and phase angle（Δ）of

0.1％，0.2％ and 0.5％ RAD16-Ⅰ solution containing paclitaxel or not were determined by rheometer before and after mixing with

isometric phosphate buffer solution （PBS）；RAD16- Ⅰ solution containing paclitaxel or not were mixed with breast cancer

MDA-MB-435S cells culture medium to obtain hydrogel，the status and effect of which on cell morphology were observed by in-

verted microscope（compared with paclitaxel solution）. RESULTS：In RAD16-Ⅰ solution containing paclitaxel or not，G′was

close to or slightly higher than G″，and G′and G″had changed slightly as the concentration of peptide increased. Compared with

not mixed with PBS，G′increased significantly in concentration-dependent manner after mixed with PBS，and G″also increased

but was slighter than G′；Δ decreased significantly. In cell culture media，RAD16-Ⅰ solutions containing paclitaxel could form hy-

drogel and maintain their gel form，cancer cells kept same morphology after treated with hydrogel and same concentration of pacli-

taxel solution for same time. CONCLUSIONS：RAD16-Ⅰ solutions containing paclitaxel can form hydrogel under simulated physi-

ological conditions，which can maintain their gel form and have anti-cancer effect of paclitaxel.

KEYWORDS Self-assembling peptide RAD16-Ⅰ；Paclitaxel；in-situ hydrogel；Rheological parameters；Cell morphology
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子互补型自组装短肽RAD16-Ⅰ不仅能作为胶体稳定剂使水

难溶性药物在水中相对稳定地存在，而且在体液离子强度和

（或）pH条件下能够迅速形成具有一定机械强度的水凝胶，显

示了其具有成为原位水凝胶药物载体的潜力[12-13]。本研究采

用临床常用且疗效显著的抗肿瘤药物紫杉醇（PAC）作为模型

药物[14]，初步探讨以自组装短肽RAD16-Ⅰ构建抗肿瘤药物原

位水凝胶载体的可能性。

1 材料
1.1 仪器

AR200ex 流变仪（美国 TA 公司）；CKX41-A32PH 倒置相

差显微镜（日本Olympus公司）；TGW16离心机（长沙英泰仪器

有限公司，离心半径：12 cm）。

1.2 药品与试剂

RAD16- Ⅰ（Ac-RADARADARADARADA-CONH2，上海

波泰公司商业合成，纯度：≥98％，制成1％（m/V）的水溶液，临

用前稀释为所需浓度）；PAC（中国食品药品检定研究院，批号：

100382-201102，供含量测定用）；L-15培养基、胎牛血清、双抗

（100 u/ml的青霉素和 100 μg/ml链霉素，使用时稀释 100倍）、

胰酶细胞消化液 0.25％Trypsin-EDTA（美国 Invitrogen公司）；

牛胰岛素（美国Sigma公司）；水为超纯水，其余试剂为分析纯。

1.3 细胞

乳腺癌MDA-MB-435S细胞（四川大学纳米生物医学与膜

生物学研究所保存）。

2 方法与结果
2.1 含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水凝胶的黏弹性特征

将1％的RAD16-Ⅰ水溶液稀释制成0.1％、0.2％、0.5％的

RAD16-Ⅰ水溶液。将 1％的RAD16-Ⅰ水溶液和PAC水溶液

（1.75 μg/ml）稀释制成含PAC的不同浓度（0.1％、0.2％、0.5％）

的RAD16-Ⅰ水溶液。取上述水溶液分别与等体积磷酸盐缓

冲液（PBS）混合，采用流变仪测量混合前、后的储存模量（G′）、

损耗模量（G″）和相位角（Δ）。测量用夹具直径20 mm，不锈钢

锥板锥度1 °，平截25 μm，应变设为固定的0.5％，频率扫描时

频率范围为0.1～100 Hz，时间扫描时频率为1.0 Hz，加盖防止

溶液挥发，帕耳贴板控温系统控制温度为 25 ℃，每次测量用

70 μl 样品。含与不含 PAC 的 RAD16-Ⅰ水凝胶的黏弹性特

征测定结果见表 1。

表1 含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水凝胶的黏弹性特征

Tab 1 Viscoelastic properties characteristics of RAD16- Ⅰ

hydrogels containing PAC or not

组分

RAD16-Ⅰ
RAD16-Ⅰ+PBS

RAD16-Ⅰ+PAC

RAD16-Ⅰ+PAC+PBS

0.1％ RAD16-Ⅰ
Δ

47.47

5.89

36.17

7.34

G′
0.61

16.56

0.71

143.51

G″
0.14

1.71

0.17

18.49

0.2％ RAD16-Ⅰ
Δ

27.57

7.18

15.07

4.52

G′
1.37

101.22

1.47

252.89

G″
0.39

12.77

0.39

19.97

0.5％ RAD16-Ⅰ
Δ

13.92

5.05

14.73

4.89

G′
4.25

458.65

3.40

839.60

G″
1.05

40.49

0.89

71.69

由表 1可知，在含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水凝胶中，G′

略大于G″，G′和G″随RAD16-Ⅰ浓度增加变化很小。当加入

等体积的PBS后，尽管RAD16-Ⅰ的浓度实际上下降了一半，

但与加入PBS前相比，G′显著增大且增加幅度随RAD16-Ⅰ浓

度增加而增加；G″也有增加但增加幅度比G′要小许多，Δ显著

变小。可见在含与不含PAC的0.5％ RAD16-Ⅰ水溶液中加入

PBS后，G′分别增加了 107、246倍。在其他RAD16-Ⅰ浓度下

PAC的存在也同样使接触PBS前后G′增加幅度比不含PAC的

更大。这说明含PAC的RAD16-Ⅰ水凝胶在PBS环境下可以

形成机械强度更大的水凝胶。含与不含PAC的0.5％ RAD16-

Ⅰ水凝胶在加入PBS前后的流变学参数随频率变化的情况详

见图1（注：△、▲分别表示混合前、后的储存模量G′；○、●分

别表示混合前、后的损耗模量G″）。

从图1中可以看出，未加入PBS之前，溶液的G′在频率达

到1 Hz后随频率增加急剧增加，而加入PBS之后，在10 Hz以

下，G′随频率变化的幅度都很小，且在不同频率下G′远大于G″。

2.2 细胞培养基中含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水凝胶的形态

特征及抗肿瘤效果

MDA-MB-435S细胞贴壁达80％时，胰酶消化，离心（135×

g，5 min），细胞计数，细胞终浓度为1×104/孔。接种于96孔板，

置于37 ℃下培养，在分别培养1 d后，更换培养基，分别加入含

与不含PAC（75 nmol/L）的不同浓度（0.2％、0.5％）的RAD16-Ⅰ

水凝胶或PAC溶液（75 nmol/L），置于培养箱中培养。分别于

24、48 h后观察水凝胶的形状、透明程度、凝胶状态的维持情况

以及不同给药情形下培养基或水凝胶中肿瘤细胞的细胞密

度、细胞形状，同时设不加药物的空白对照进行比较。含与不

含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶作用24 h的细胞显微镜图见

图 2，含与不含 PAC的 0.2％、0.5％ RAD16-Ⅰ水凝胶作用 24、

48 h的细胞显微镜图见图3。

由图 2可知，含与不含PAC的RAD16-Ⅰ溶液均能在培养

基中形成水凝胶，水凝胶呈透明的膜片状；在未更换培养基的

情况下，水凝胶与细胞共处 24 h时仍然很好地保持其存在的

状态。由图3可知，从细胞密度、细胞形状等方面对比，含PAC

水凝胶的培养基中细胞生长状况与加入PAC水溶液的培养基

中细胞生长状况相似，提示水凝胶形成后保持了其中所加载

药物PAC固有的抗肿瘤效果。

3 讨论
水溶液具有的黏弹性，可用G′和G″的大小和对频率的依

赖性来表征[15-16]。G′代表材料的弹性特征，此值增加意味着材

料特性更接近于弹性固体；G″代表材料的黏性特征，此值增加

图1 含与不含PAC的0.5％％RAD16-Ⅰ水凝胶的流变学特征

Fig 1 Theological characteristics of 0.5％％ RAD16-Ⅰ hydro-

gel containing PAC or not
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图2 含与不含PAC的0.2％％ RAD16-Ⅰ水凝胶作用24 h的细

胞显微镜图（×200）

Fig 2 Cell micrograms of 0.2％％ RAD16-Ⅰ hydrogel contain-

ing PAC or not after incubated for 24 h（×200）

A.含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶 B.不含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶
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意味着材料特性更接近于黏性液体；Δ的正切等于G″/G′，其值

的增加意味着材料在相对黏弹性上趋向于黏性液体。本研究

中流变学参数测定结果表明，含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水溶

液在与PBS接触前表现为更接近于黏性液体的行为特性，与

PBS接触后表现更接近于标准的弹性体行为，表示溶液中粒

子间相互缔合、缠结作用较强，已处于聚集状态，表现出一定

的机械强度；较低频率时呈现出显著的弹性且随频率变化不

明显，表明水溶液中形成了典型的交联网络结构。这提示

RAD16-Ⅰ在接触到 PBS后能够迅速形成具有一定机械强度

的水凝胶。由于PBS能基本模拟体液中的离子强度和 pH情

况，所以上述实验显示的RAD16-Ⅰ的动态黏弹流变性能表明

RAD16-Ⅰ具有成为PAC等抗肿瘤药物原位水凝胶载体的潜力。

原位水凝胶作为药物载体需要形成的水凝胶在目的作用

部位以一定的形状保持足够的时间，以保证所加载药物的缓

控释作用发挥。观察水凝胶在有细胞生长的培养基中的存在

状态和保持时间，以及细胞的形状和生长状况，可以简单、直

观地初步表征这种原位水凝胶在体内应用的可能性。本试验

结果显示，不同浓度的含与不含PAC的RAD16-Ⅰ水溶液均能

在模拟生理条件下形成透明的膜片状的凝胶并维持相当时

间，且细胞生长状况对比提示水凝胶形成后保持了其中所加

载药物PAC固有的抗肿瘤效果。

本研究初步表明了自组装短肽构建抗肿瘤药物原位水凝

胶并在体内应用的可能性。离子互补型自组装短肽属于具有

高度生物相容性的生物可降解合成生物材料，可以利用其在

肿瘤组织原位形成亲水性凝胶而作为抗肿瘤药物载体。后续

研究需要进一步开展深入的细胞和动物实验以充分验证其可

行性。
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作用24 h：

A.空白对照 B.不含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶 C.不含PAC的0.5％ RAD16-Ⅰ水凝胶

D. PAC水溶液 E.含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶 F.含PAC的0.5％ RAD16-Ⅰ水凝胶
作用48 h：

A.空白对照 B.不含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶 C.不含PAC的0.5％ RAD16-Ⅰ水凝胶

D. PAC水溶液 E.含PAC的0.2％ RAD16-Ⅰ水凝胶 F.含PAC的0.5％ RAD16-Ⅰ水凝胶

图 3 含与不含PAC的 0.2％％、0.5％％的RAD16-Ⅰ水凝胶作用

24、48 h的细胞显微镜图（×200）

Fig 3 Cell micrograms of 0.2％％ and 0.5％％ RAD16-Ⅰ hydro-

gel containing PAC or not after incubated for 24 and

48 h（×200）
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