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地塞米松（Dexamethasone，Dex）是临床最常用的糖皮质

激素，主要适应证包括过敏性与自身免疫性炎症性疾病（如结

缔组织病，严重的支气管哮喘、皮炎等过敏性疾病）、溃疡性结

肠炎、急性白血病、肺腺癌和恶性淋巴瘤等[1-2]，但因其半衰期

短，需要反复给药，且在局部病变部位的滞留时间短，疗效较

差[3-4]，所以患者依从性较差[5]。为了延长Dex的半衰期，延缓

释放速率，增强疗效，目前的研究热点主要是将糖皮质激素类

药物制备成前体药物、各种缓控释制剂或者其他长效制剂如

胶束[6]、脂质体[7]和纳米粒[8]等。相比较普通剂型而言，这些长

效剂型不仅可以延缓药物的释放[9]，而且可以增加其在病变部

位的蓄积，增强疗效[10-11]。

γ-聚谷氨酸（γ-PGA）是一种由D，L-谷氨酸单体经过γ-酰胺

键结合而形成的多聚氨基酸，其具有良好的生物相容性、水溶

性和可降解性[12-13]，并且其侧链上存在大量游离羧基，其有利

于进行化学修饰和携带生物活性基团[14-15]，因此备受广大国内

外研究者的关注，在生物医学领域具有较好的应用前景[16-17]。

本研究将γ-PGA与Dex通过透析法制备成Dex纳米胶束

（简称Dex胶束），并对其进行性质表征和抗肿瘤作用研究，以

期为进一步的体内研究提供实验基础。
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摘 要 目的：制备地塞米松（Dex）纳米胶束（简称Dex胶束），并研究其体外抗肿瘤作用。方法：以γ-聚谷氨酸（γ-PGA）为载体、二

甲基亚砜为有机溶剂，采用透析法制备Dex胶束；观察并检测其形态、粒径、Zeta电位、多分散系数（PDI）、临界胶束浓度（CMC）、

载药量、包封率；比较pH 5.5、7.4条件下Dex胶束和Dex的体外释药情况；比较0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 μmol/ml的Dex、γ-PGA、Dex胶

束和泼尼松龙（阳性对照）对人肺腺癌A549细胞存活率的影响，比较A549细胞在4、37 ℃下对0.5 μmol/ml的Dex胶束和Dex的摄

取量。结果：所制备 Dex 胶束呈圆球形、形态规则，粒径为（76.25±3.74）nm，Zeta 电位为 5.0 mV，PDI 为 0.163±0.38，CMC 为

7.609 μg/ml，载药量为（9.56±0.92）％，包封率为（89.25±1.36）％；与 Dex 比较，Dex 胶束在 pH 5.5、7.4条件下释药时间延长；在

0.05～0.2 μmol/ml范围内，游离Dex、γ-PGA、Dex胶束和泼尼松龙对细胞存活率的影响差异无统计学意义（P＞0.05）；在0.5、1.0 μ

mol/ml时，Dex胶束作用下细胞存活率明显低于游离Dex或泼尼松龙作用（P＜0.05）。4 ℃下，细胞对Dex胶束和Dex的摄取量差

异无统计学意义（P＞0.05）；37 ℃下，细胞对 Dex 胶束的摄取量明显高于游离 Dex 和 4 ℃下的游离 Dex、Dex 胶束（P＜0.05）。结

论：所制备的Dex胶束能延长Dex的释药时间，降低A549细胞的存活率和细胞的摄取效率。
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Preparation of Dexamethasone Nano-micelles and Study on Its in vitro Anti-tumor Effect
HOU Jierong，HOU Sikui，YANG Xin，YAO Xiaodong（Dept. of Health，Southwest Medical University，Sichuan
Luzhou 646000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Dexamethasone（Dex）nano-micelles（called Dex micelles for short），and to study its in

vitro anti-tumor effect. METHODS：Using γ-PGA as carrier，DMSO as organic solvent，Dex micelles were prepared by dialysis

method. The morphology，particle size，Zeta potential，PDI，CMC，drug-loading amount and entrapment efficiency（EE）of mi-

celle were observed and detected. Drug release of Dex micelles and Dex were compared under pH 5.5，7.4. The effects of free

Dex，γ-PGA，Dex micelles and prednisolone（positive control）（0.05，0.1，0.2，0.5，1.0 μmol/ml）on the survival rate of human

lung adenocarcinoma A549 cells were compared. The uptake amount of A549 cells to 0.5 μmol/ml Dex micelles and free Dex were

compared at 4，37 ℃. RESULTS：Prepared Dex micelles were spheroidal and completely round with particle size of（76.25±3.74）

nm，Zeta potential of 5.0 mV，PDI of 0.163±0.38，CMC of 7.609 μg/ml，drug-loading amount of（9.56±0.92）％ and EE of

（89.25±1.36）％. Compared with free Dex，the duration of drug release for Dex micelles prolonged under pH 5.5，7.4. When the

concentration ranged 0.05-0.2 μmol/ml，the effects of free Dex，γ-PGA，Dex micelles and prednisolone on cellular survival rate

had no statistically significant difference（P＞0.05）. When the concentration was 0.5，1.0 μmol/ml，survival rate of A549 cells treat-

ed with Dex micelles was significantly lower than that treated with free Dex or prednisolone （P＜0.05）. At 4 ℃，the uptake

amount of A549 cells to Dex micelles and free Dex had no statistically significant difference（P＞0.05）. At 37 ℃，the uptake

amount of A549 cells to Dex micelles was significantly higher than that of cells to free Dex，and that of A549 cells to Dex micelles

and free Dex at 4 ℃. CONCLUSIONS：Prepared Dex micelles can prolong the duration of drug release of Dex，and decrease the

survival rate of A549 cells and cellular uptake efficacy.

KEYWORDS Dexamethasone；γ-glutamic acid；Nano-micelles；Preparation；Anti-tumor
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高效液相色谱仪，包括P680A四元低压梯度泵（美国戴安

公司）；Zeta Sizer-Nano ZS90纳米粒度仪（英国马尔文公司）；

SP-752紫外-可见分光光度计（上海奥析科学仪器有限公司）；

RF-5301PC 荧光分光光度计（日本岛津公司）；Tecnai G2F-20

透射电镜（上海费尔伯恩实业发展有限公司）；DG5031酶联免

疫检测仪（上海珂淮仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

Dex 对照品（成都艾科达化学试剂有限公司，批号：

201305，纯度：＞99％）；γ-PGA（湖北兴纵晨科技有限公司，批

号：201402，纯度：＞95％）；乙腈为色谱纯；水为超纯水；其余

试剂为分析纯。

1.3 细胞

人肺腺癌A549细胞由上海博谷生物科技有限公司提供，

以含 10％小牛血清、100 u/ml 青霉素和 100 u/ml 链霉素的

DMEM培养基进行培养，每隔1 d换1次培养基。

1.4 其他

透析袋（美国Sigma公司，截留分子质量：5 000 Da）。

2 方法
2.1 Dex胶束的制备与性质表征

采用透析法制备Dex胶束。首先将适量γ-PGA固体溶于

2.0 ml 0.02 mol/L 的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）中，搅拌 30

min，加入 3.0 ml有机溶剂二甲基亚砜（DMSO），继续搅拌 1 h

后，缓慢滴入适量Dex溶液，使得Dex与γ-PGA的比例为1 ∶10，
再继续搅拌 30 min 后，置于 4 ℃去离子水中透析 24 h，获得

Dex胶束溶液。将制得的Dex胶束溶液用水稀释至 1 mg/ml，

用Zeta Sizer-Nano ZS90纳米粒度仪测定其粒径、多分散系数

（PDI）、Zeta电位，再取适量于透射电镜下观察Dex胶束形态。

2.2 临界胶束浓度（CMC）的测定

采用芘荧光探针法测定 Dex 胶束的 CMC。按“2.1”项下

方法制备 1～10－4 mg/ml的Dex胶束溶液，使其每个质量浓度

溶液中芘的终浓度为 1.0×10－7 mol/L，超声 0.5 h，室温下避光

放置 24 h。测定各溶液 372 nm波长处的峰（I372）与 383 nm波

长处的峰（I383），其中激发波长（Ex）390 nm，Ex狭缝 3 nm，发射

波长（Em）狭缝 3 nm，计算 I383/I372。以 I383/I372（y）为纵坐标、胶束

浓度对数值（lgc，x）为横坐标，用 Origin 8.0软件按照 Boltz-

mann 公式[18]进行曲线拟合。

2.3 Dex的含量测定方法

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：乙腈-水（60 ∶ 40，V/V），流速：1 ml/min；柱温：

35 ℃；检测波长：240 nm；进样量：20 μl。

2.3.2 专属性试验 分别取空白乙腈溶液、Dex溶液、Dex胶

束溶液，按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱。

2.3.3 标准曲线的制备 精密称取Dex 10 g，加乙腈溶液溶解

并定容制成1 g/ml贮备液。精密量取上述贮备液适量，用乙腈

溶液稀释至质量浓度1、5、10、25、50、100、150、200 mg/ml后按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，以峰面积（A）对质量浓度（c）

进行线性回归分析。

2.3.4 精密度试验 取质量浓度 55 mg/ml 的 Dex 溶液，按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，重复进样6次，考察精密度。

2.3.5 回收率试验 精密吸取不同浓度的Dex溶液于量瓶中，

按“2.1”项下方法制备成 5、50、200 mg/ml的Dex胶束溶液，按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定峰面积，计算回收率和RSD。

2.4 载药量和包封率的测定

固定γ-PGA的量，将Dex与γ-PGA以 1 ∶ 5和 1 ∶ 10投料，溶

于适量的DMSO中制得Dex胶束溶液，然后加入3倍量的乙腈

溶液，13 500 r/min（离心半径25 cm）离心10 min，取上清液，按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定游离 Dex 含量。计算载药量

（DL）和包封率（EE），DL（％）＝（Dex投入量－游离Dex的量）/

Dex 胶束的量×100％，EE（％）＝（Dex 投入量－游离 Dex 的

量）/Dex投入量×100％。

2.5 体外释放特性的考察

取Dex适量，加入DMSO-生理盐水（3 ∶8）溶液制成1 mg/ml

的Dex溶液。取Dex溶液和“2.1”项下制备的Dex胶束溶液各

0.5 ml，分别置于透析袋中，密封后，放入装有 25 ml pH 5.5或

7.4的PBS释放介质的圆底烧瓶中，于 37 ℃ 下 100 r/min恒温

水浴振荡孵育，于 1、2、4、8、16、32、48、60、72 h时吸出各烧瓶

中释放介质300 μl，同时补加等量新鲜释放介质至烧瓶中。按

照“2.3”项下方法测定释放介质中Dex的含量并作图。

2.6 细胞存活率的测定

取生长状态良好的A549细胞，采用0.25％胰酶消化后，再

用相应的培养基制成单个细胞悬液，调整密度为 1×104个/ml，

接种于96孔板，每孔体积为200 μl，待细胞长至80％左右时再

进行MTT试验。分别用无血清无双抗培养基制备阳性对照溶

液（含0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 μmol/ml的泼尼松龙）、游离Dex溶

液（0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 μmol/ml）、γ-PGA溶液（0.05、0.1、0.2、

0.5、1.0 μmol/ml）和 Dex 胶束溶液（0.05、0.1、0.2、0.5、1.0

μmol/ml），并用0.22 μm滤膜过滤除菌。然后分别加入至接种

有A549细胞的 96孔板中，每个浓度设 5个复孔，另设阴性对

照孔（加入培养基和细胞，不加药物）和空白孔（只加培养基，

不加细胞和药物），置于37 ℃、5％ CO2下培养24 h。吸出孔内

液体，PBS 洗涤 3次，加入 180 μl 培养基和 20 μl MTT 液（5

mg/ml），再继续培养 4 h。取出培养板并吸出上清液，再加入

DMSO 150 μl，最后将培养板置于37 ℃下振摇15 min，使结晶

物甲瓒充分溶解后，于酶联免疫检测仪上570 nm波长处测定各

孔的吸光度（A），计算细胞存活率[（A 加药孔－A 空白孔）/（A 阴性对照孔－

A 空白孔）×100％][19]。

2.7 细胞摄取量的测定

将 1×104个/ml 的 A549细胞接种于 96孔板，待细胞贴壁

80％左右时进行细胞摄取试验。吸出培养皿中的培养基，加

入4 ℃或37 ℃预热的含相同浓度（0.5 μmol/ml）的Dex胶束溶

液或Dex溶液，设3个复孔，分别于4 ℃或37 ℃孵育1 h。吸出

含有 Dex 胶束或游离 Dex 的培养基，用 PBS 洗涤 3 次，用

0.25％胰酶消化细胞后，吸取细胞悬液入 1.5 ml 的 EP 管中，

5 000 r/min（离心半径15 cm）离心10 min，收集细胞沉淀，并用

0.5 ml的 RIPA细胞裂解液裂解细胞15 min，取20 μl用二喹啉

甲酸（BCA）法测定蛋白含量。然后再取其中500 μl，加入乙腈

沉淀蛋白，13 500 r/min（离心半径 25 cm）离心 10 min，取上清

液20 μl进样，测定Dex含量。

3 结果
3.1 Dex胶束的粒径、PDI、Zeta电位

所制备的Dex胶束呈圆球形、形态规则，粒径为（76.25±

3.74）nm，PDI为0.163±0.38，Zeta电位为5.0 mV。Dex胶束的

透射电镜图见图1，粒径和Zeta电位分布见图2。

3.2 Dex胶束的CMC

I383/I372-lgc的曲线图见图3。

由图 3可知，曲线方程为 y＝（A1－A2）/[1+e（x－x0）/dx]+A2，式

中，A1为低浓度下的 I383/I372（1.926 4），A2为高浓度下的 I383/I372
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图 6 不同浓度游离Dex、γ-PGA、Dex胶束和泼尼松龙对A549

细胞存活率的影响（n＝5）

Fig 6 Effects of different concentrations of free Dex，

γ-PGA，Dex micelles and prednisolone on survival

rate of A549 cells（n＝5）
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（1.037 8），x0是曲线突变中点（－2.118 4），dχ＝0.525 8。由于

χ0/dχ＜10，χ0就是CMC的对数值[20]，即CMC＝10－2.118 4 mg/ml＝

0.007 609 mg/ml＝7.609 μg/ml。

3.3 Dex的含量

在“2.3.1”项色谱条件下，Dex溶液和Dex胶束溶液的出峰

时间一致，均为5.0 min，且空白乙腈溶液不干扰Dex的含量测

定。Dex检测质量浓度的线性范围为1～200 mg/ml，回归方程

为A＝7.549c+25.676（r＝0.999 7）；精密度试验的RSD＝0.82％

（n＝6）；平均回收率为 98.42％（RSD＝0.93％，n＝9）。色谱图

见图4。

3.4 Dex胶束的DL和EE

不同Dex和γ-PGA投料比对DL无显著影响，但对EE的影

响较大。当投料比例从1 ∶ 5减小到1 ∶ 10时，EE从35％增大到

89.25％，因此选择Dex和γ-PGA的投料比为1 ∶10。按此比例制

备的 3 批 Dex 胶束的 DL 为（9.56±0.92）％，EE 为（89.25±

1.36）％。

3.5 体外释药特性

Dex 在 pH 5.5、7.4的 PBS 中 48 h 内的累积释放度均达到

100％；Dex胶束在 pH 5.5的PBS中 48 h内的累积释放度仅为

87.65％，而在pH 7.4的PBS中48 h的累积释放度为85.19％，在

两种PBS中72 h内的累积释放度才达到100％。由此可见，在

相同的时间点Dex胶束在两种释放介质中的累积释放度均低

于 Dex 的累积释放度，说明以γ-PGA 包载 Dex 并制备成胶束

后，可延长Dex的释药时间。Dex和Dex胶束在 pH 5.5、7.4的

介质中的释放曲线见图5。

3.6 细胞存活率

游离Dex、γ-PGA、Dex胶束和泼尼松龙在0.05～0.2 μmol/ml

浓度范围内对 A549细胞的存活率均无明显影响（P＞0.05）。

在0.5、1.0 μmol/ml时，Dex胶束作用下细胞存活率明显低于游

离 Dex 或泼尼松龙（P＜0.05）。不同浓度游离 Dex、γ-PGA、

Dex胶束和泼尼松龙对A549细胞存活率的影响见图6。

3.7 细胞摄取量

4 ℃下，A549细胞对Dex胶束和游离Dex的摄取量差异无

统计学意义（P＞0.05）；37 ℃下，A549细胞对游离Dex胶束的

摄取量明显高于游离Dex和4 ℃下的游离Dex、Dex胶束（P＜

0.05）。A549细胞对游离Dex和Dex胶束的摄取结果见图7。

图2 Dex胶束的粒径和Zeta电位分布

Fig 2 Particle size and Zeta potential of Dex micelles
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图3 I383/I372-lgc的曲线图

Fig 3 Curves for I383/I372-lgc
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图5 Dex和Dex胶束在pH 5.5、7.4的介质中的释放曲线（n＝3）

Fig 5 Release curves of Dex and Dex micelles under pH

5.5 and 7.4（n＝3）
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图4 高效液相色谱图

Fig 4 HPLC chromatograms
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4 讨论
本研究中体外释放结果显示，γ-PGA与Dex形成胶束后，

增加了Dex的水溶性，而且延缓了Dex的释放，增强了其在局

部细胞的滞留时间。在进一步的MTT试验中，证明在低剂量

时，游离Dex和Dex胶束对A549细胞均无显著抑制作用（P＞

0.05）；而在高剂量时游离Dex和Dex胶束均表现出对A549细

胞的抑制作用和毒性，Dex胶束的抑制作用显著强于游离Dex

（P＜0.05）。这说明利用γ-PGA作为游离Dex的一种新型载体

材料制备纳米胶束，能够显著增强对A549细胞的抑制作用。

这与体外释放试验结果一致，说明Dex胶束对A549细胞的显

著抑制作用是通过增强在细胞局部的滞留时间而实现的。

在体外细胞摄取试验中发现，37 ℃时Dex胶束在A549细

胞中的摄取量显著高于 4 ℃时的摄取量，而且也显著高于

37 ℃和 4 ℃时游离Dex在A549细胞中的摄取量。该结果表

明，Dex胶束在A549细胞中的摄取具有温度依赖性，所以其

进入细胞是依靠能量依赖性的主动靶向作用；而游离Dex的摄

取不具有温度依赖性，是被动靶向进入细胞的。

以上研究均证明，γ-PGA作为Dex的一种新型载体，可以

增强Dex对A549细胞的抑制作用，提高细胞对Dex的摄取量，

从而有希望发展为其他糖皮质激素类药物的载体，为增加糖

皮质激素类药物在疾病部位的滞留作用、提高其治疗效果提

供研究思路。
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图7 A549细胞对游离Dex和Dex胶束的摄取结果（n＝3）

Fig 7 Uptake of A549 cells to free Dex and Dex micelles（n＝

3）
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