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喜树碱 -氟尿苷纳米颗粒对口腔鳞癌细胞 Tca-8113增殖与迁移的影响 *
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摘要目的：探究喜树碱 -氟尿苷(CPT-FUDR)纳米颗粒对口腔鳞癌 Tca-8113细胞增殖与迁移的影响。方法：制备喜树碱 -氟尿苷

纳米颗粒，通过丁达尔现象证明已组装完毕。将制备好的纳米颗粒组和喜树碱(CPT)单药组、氟尿苷(FUDR)单药组以及两种单药

混合组(CPT/FUDR)作对比，采用 MTT实验检测药物对口腔鳞癌细胞 Tca-8113增殖的抑制作用，通过划痕实验探究 CPT-FUDR

纳米颗粒和 CPT/FUDR混合药物对细胞迁移能力的影响。结果：MTT结果显示：在药物浓度大于 0.1 滋M时，随着浓度的增加，四
组细胞存活率均明显下降(P<0.05)，而 CPT-FUDR纳米颗粒组 Tca-8113细胞的存活率明显低于单药 CPT、FUDR和 CPT/FUDR

混合物组(P<0.05)。在划痕实验中，培养 48 h后，CPT/FUDR混合物组和 CPT-FUDR纳米颗粒组均显著低于空白组(P＜0.05)，且

CPT-FUDR纳米颗粒组显著低于 CPT/FUDR混合物组(P<0.05)。结论：在体外，CPT-FUDR纳米颗粒对口腔鳞癌 Tca-8113细胞的

增殖与迁移有较好的抑制作用，且抑制效果优于 CPT/FUDR两种单药混合。
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The Influence of Camptothecin-fluorouridine Self-assembled Nanoparticles
on the Proliferation and Migration of Oral Squamous Cell Carcinoma

Tca-8113 Cells*

To explore the influence of camptothecin-fluorouridine (CPT-FUDR) self-assembled nanoparticles on the

proliferation and migration of oral squamous cell carcinoma Tca-8113 cells. The camptothecin-fluorouridine self-assembled

nanoparticles which could be confirmed by the Tyndall phenomenon were prepared. MTT was used to detect the inhibitory effect of

drugs on the proliferation of oral squamous cell carcinoma cell line Tca-8113 by comparing the nanoparticles group, camptothecin

prepared (CPT) single drug group, Floxuridine (FUDR) single drug group and two single drug mixed group (CPT/FUDR). Wound scratch

assay was used to explore the effect of nanoparticles and CPT/FUDR mixture of drugs on the cell migration of Tca-8113 cells.

MTT results showed that the cell viability of four groups were dramatically decreased (P<0.05) as the increase of drug concentration.

when the concentration of drug was higher than 0.1 滋M, the viability of Tca-8113 cells in CPT-FUDR nanoparticles group was

significantly lower than thoseof the CPT group, FUDR group and CPT/FUDR mixed group (P<0.05). Wound scratch assay showed that

the healing rate of CPT/FUDR mixed group and CPT-FUDR nanoparticles group were dramatically lower than that of the control group

(P<0.05), which was higher in the CPT-FUDR nanoparticles group than that of the CPT/FUDR mixed group (P<0.05) after incubating for

48 h. In vitro, the CPT-FUDR nanoparticles had inhibitory effect on the the proliferation and migration of oral squamous cell

carcinoma Tca-8113 cells, which was better than that of CPT/ FUDR mixture.
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前言

口腔癌是头颈部常见的恶性肿瘤，其中舌癌是口腔颌面部

最多发的恶性肿瘤。舌癌中 90 %以上为鳞状细胞癌，在全世界

范围内每年将有 40多万人确诊为口腔鳞癌，且这个数目仍在

逐年上升，以手术为主的综合治疗是目前最有效的治疗手段
[1-3]。对于癌症晚期的患者，化疗的疗效尤为重要，而目前化疗药

物的疗效却十分有限。研究表明喜树碱(Camptothecin, CPT)对
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图 1 CPT、FUDR、CPT/FUDR混合物以及 CPT-FUDR纳米颗粒对

Tca-8113细胞生长存活率的影响

Fig.1 Effect CPT, FUDR, CPT/FUDR mixture, and CPT-FUDR

nanoparticles on the viability of Tca-8113 cells

口腔鳞癌 Tca-8113细胞的增殖具有抑制作用[4]。但由于其具有

较大的毒副作用，且难溶于水，应用受到限制。氟尿苷(Floxuri-

dine，FUDR)是一种水溶性非常好的高效抗肿瘤药物，与 5-氟

尿嘧啶(5-FU)相比，氟尿苷的细胞毒性更低，在体内也更易于

吸收，但其在体内会快速地被血液清除，缺乏选择性[5]。胡敏曦

等[6]采用一种两亲性自组装药物缀合物的方法构造无载体的联

合化疗药物输送系统，通过药物选择将具有协同作用的一种亲

水性药物 FUDR与一种疏水性药物 CPT作为原料，形成可以

自组装的两亲性药物缀合物，组装后对肿瘤具有靶向作用，构

造出喜树碱 -氟尿苷(CPT-FUDR)两亲性缀合物，其体外实验

显示出优异的抗结肠癌 HT-29肿瘤的作用。为探究口腔鳞癌化

学治疗的新方法，本实验主要探讨了 CPT-FUDR纳米颗粒对

Tca-8113舌磷癌细胞的增殖与迁移的影响，以期为口腔鳞癌的

临床治疗提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 材料

Tca-8113舌癌细胞株(哈尔滨工业大学馈赠)；喜树碱 -氟

尿苷(CPT-FUDR)缀合物(上海交通大学馈赠)；喜树碱(大连美

仑生物技术有限公司)，氟尿苷产自(阿拉丁试剂公司)，DMEM

(美国 Hyclone公司)；胎牛血清 (美国 Biowest公司)；MTT，

DMSO(美国 Sigma公司)；酶标仪为美国 Biotek公司产品；超净

工作台为上海博迅实业有限公司；倒置相差显微镜购自日本

Olympus公司。

1.2 方法

1.2.1 CPT-FUDR 纳米颗粒的制备 在室温下，称取 1 mg

CPT-FUDR缀合物溶解在 1 mL四氢呋喃中，在磁力搅拌器搅

拌下，用微量滴注法，滴加到去离子水中。溶液具有丁达尔效

应，说明两亲性 CPT-FUDR纳米颗粒已自组装。滴加完成后把

悬浊液转移到(MWCO=1000)透析袋中，并置于去离子水中透

析，每四小时更换一次去离子水，透析 24小时。去除其中有机

溶剂。

1.2.2 细胞培养 Tca-8113细胞采用含有 10 %灭活胎牛血清

(FBS)和 1 %双抗 (50 U·mL-1青霉素和 50 U·mL-1链霉素)的

DMEM培养基培养，培养箱环境为 37℃，5 %CO2。

1.2.3 CPT-FUDR 纳米颗粒的体外抗肿瘤活性检测 采用

MTT 的方法评估不同浓度下的 CPT-FUDR 纳米颗粒、CPT、

FUDR、CPT/FUDR在体外对 Tca-8113细胞的抑制作用。待培

养的 Tca-8113细胞生长状况良好时，进行细胞计数，以每孔八

千个细胞的密度铺到 96孔板中，每孔 200 滋L培养基，每个孔
板需设置空白对照组及阴性对照组，空白对照组无细胞，阴性

对照组中不加药。5 %CO2和 37℃的培养箱内培养 24小时，换

入含有不同浓度的各组药物的新鲜培养基，每个浓度设置 6个

复孔。加药完成后将细胞置于 5 %CO2和 37℃的培养箱内培

养 48小时，之后在每个孔中加入浓度为 5 mg/mL的 MTT溶

液 20 滋L，继续在 5 %CO2和 37℃培养箱中孵育 4小时后。吸

去每个孔中的培养基，加入 200 滋L的 DMSO，震荡 10分钟使

甲瓒完全溶解。用酶标仪测其在 490 nm波长的吸光度值。细胞

存活率的计算公式如下：

1.2.4 CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞迁移的研究 用

记号笔在六孔板背面均匀画线，每隔 0.5 cm画一条平行线，将

生长状况良好的 Tca-8113细胞以每孔约 5× 105个细胞的密度

铺入 6孔板中，每孔 2 mL培养基。在 5 %CO2和 37℃培养箱

中培养 24 h，待贴壁细胞长满培养瓶底的 90 %以上时，用移

液枪将孔内培养基吸去，用 2 滋L枪头垂直于记号笔所画的线
划痕。用 PBS轻柔冲洗三遍，分别加入 CPT、FUDR、CPT/FU-

DR 混合物、CPT-FUDR 纳米颗粒的无血清培养基 2 ml，根据

MTT结果，设置每组给药浓度为 0.1 滋M。每组 3个复孔，以

不作药物处理的细胞作为对照组。加药完成后将细胞置于 5

% CO2和 37℃的培养箱内培养分别于 0 h、12 h、24 h、48 h应

用倒置显微镜观察记录(100× )，将图片应用 Image pro plus软

件进行分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0进行统计学分析，计量资料采用均数± 标

准差( x依s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比
较采用 t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞的体外生长的影响

利用 MTT法评价 CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞

的体外生长的抑制作用，并与单药 CPT、FUDR和 CPT/FUDR

混合物进行比较，未经过药物处理的细胞作为对照组。经计算，

CPT-FUDR 纳米颗粒对 Tca-8113 细胞半数生长抑制浓度

(IC50)为 0.575 滋M。CPT、FUDR和 CPT/FUDR混合物的 IC50

分别为 5.792 滋M、95.121 滋M和 2.226 滋M，可见 CPT-FUDR纳

米颗粒可以高效的抑制 Tca-8113细胞增殖。不同药物在不同

浓度下共培养 Tca-8113 细胞 48小时后的细胞存活率如图 1

所示，在药物浓度大于 0.1 滋M时，随着浓度的增加，四组细胞
存活率均明显下降 (P<0.05)，而 CPT-FUDR 纳米颗粒组

Tca-8113细胞的存活率明显低于单药 CPT、FUDR和 CPT/FU-

DR混合物组(P<0.05)，具有统计学意义如表 1所示。

2.2 CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞迁移的影响

细胞划痕培养 12 h 后，空白组愈合率为 (9.4± 3) %，

CPT/FUDR组愈合率为 (5.5± 2) %，CPT-FUDR纳米颗粒组愈

合率为(2.2± 1) %，CPT组愈合率为(4.9± 3) %，FUDR组愈合

率为(5.0± 3) %。各组间差异无统计学意义。细胞划痕培养 24
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图 2 CPT、FUDR、CPT/FUDR混合物、CPT-FUDR纳米颗粒对口腔鳞癌细胞 Tca-8113迁移的影响

**代表与 CPT-FUDR纳米颗粒组比较 P<0.01，*代表与 CPT-FUDR纳米颗粒组比较 P<0.05

Fig.2 The effect of CPT，FUDR，nanoparticles and CPT/FUDR mixture of drugs on the cell migration respectively

through the Tca-8113 Wound scratch assay

**P<0.01 compared to CPT/FUDR mixture of drugs group，*P<0.05 compared to CPT/FUDR mixture of drugs group

Concentration（滋M） FUDR Group（%） CPT Group（%）
CPT/FUDR mixture Group

（%）

CPT-FUDR nanoparticles

Group（%）

0.1 92.582± 2.892** 79.218± 2.912** 72.591± 2.212* 64.925± 2.008

0.5 87.126± 2.789** 72.173± 1.809** 66.169± 4.786* 51.191± 3.814

1.0 84.170± 1.883** 67.063± 2.923** 58.812± 1.232** 48.015± 1.723

2.0 76.384± 3.213** 59.130± 3.263** 50.715± 3.550* 40.310± 1.009

5.0 69.315± 2.001** 52.261± 1.009** 45.696± 2.121** 35.311± 2.314

10 63.916± 2.723** 43.046± 2.814** 37.785± 2.659* 28.106± 2.723

20 60.623± 1.737** 33.308± 1.826** 25.895± 1.384* 21.784± 1.786

50 58.098± 2.493** 28.153± 2.543* 23.325± 1.432* 19.461± 1.232

表 1各组药物在不同浓度下作用于 Tca-8113细胞抑制率

Table 1 The viability of Tca-8113 cells in different concentration groups

Note：**P<0.01 compared to CPT/FUDR mixture of drugs group，*P<0.05 compared to CPT/FUDR mixture of drugs group.

图 3划痕实验的划痕愈合情况(× 100)

Fig.3 The light microscope photos of the scratch wound healing .(original magnification× 100)
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h后，空白组愈合率为(40.4± 4) %，CPT组愈合率为(24.8± 4)

%，FUDR组愈合率为(33.9± 4) %，CPT/FUDR混合物组愈合率

为 (20.6± 4) %，CPT-FUDR纳米颗粒组愈合率为 (6.0± 4) %，

CPT/FUDR混合物组和 CPT-FUDR纳米颗粒组均显著低于空

白组(P＜0.05)，且 CPT-FUDR纳米颗粒组显著低于 CPT/FUDR

混合物组 (P<0.05)。细胞划痕培养 48 h后，空白组愈合率为

(77.3± 6) %，CPT组愈合率为 (49.1± 2) %，FUDR组愈合率为

(60.3± 5) %，CPT/FUDR 混合物组愈合率为 (44.9± 5) %，

CPT-FUDR纳米颗粒组愈合率为(16.1± 6) %，CPT/FUDR混合

物组和 CPT-FUDR纳米颗粒组均显著低于空白组 (P＜0.05)，

且 CPT-FUDR纳米颗粒组显著低于 CPT/FUDR混合物组(P<0.

05)。如图 2、图 3所示。

3 讨论

口腔鳞癌是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤之一，目前以综

合治疗为主，尤其对于晚期患者，常发生远处转移，化疗是目前

最常用的治疗手段之一。传统的化疗药物的耐药性及副作用一

直是难以攻克的难题[7]。由于单一化疗药具有药效减弱反应，严

重的副作用和治疗效果不佳的局限性。从上世纪 60年代开始，

人们开始逐渐开始对联合化疗广泛研究[8]。联合化疗的基本原

理是使用多种具有不同作用机理的药物到达各自的最大耐受

剂量[9-11]。由于现在联合化疗各种具有不同药代动力学的化疗

药物在体内分布不协调，其无法同时作用于肿瘤组织[12，13]。传统

的治疗策略，例如手术和放化疗，在过去的一些年里有所改善，

可是，他们仍然远远不能达到最佳效果，而纳米药物输送系统

的发展为癌症的治疗提供了一种新可能[14]。它可将具有不同药

代动力学的化疗药物同时输送到肿瘤组织中去，且因它对实体

瘤的高通透性和滞留效应为大家所重视[15-21]。基于纳米技术的

各种有效载体系统被广泛地应用，这使它在癌症的治疗方面具

有巨大潜力[22]。为探究口腔鳞癌化学治疗的新方法，我们选用

具有两亲性的 CPT-FUDR 纳米颗粒进行研究，在体外通过

MTT 实验及划痕实验证实这种纳米颗粒可以有效的抑制

Tca-8113细胞的增殖及迁移。

喜树碱 -氟尿苷纳米颗粒对 Tca-8113细胞的体外生长抑

制情况的结果显示当 CPT/FUDR混合物与 CPT-FUDR纳米颗

粒含有相同的药物剂量时，CPT-FUDR纳米颗粒具有更好的抑

制 Tca-8113细胞增殖的作用。与混合物的自由扩散不同的是，

纳米颗粒可通过细胞内吞作用摄入纳米颗粒，一定时间后，细

胞内药物浓度相对更高，药效更明显。胡等人[6]此前在体外实验

发现合成的纳米颗粒 CPT-FUDR对结肠癌 HT-29细胞具有增

殖抑制作用。HT-29细胞与 Tca-8113细胞均属于鳞癌，这说明

CPT-FUDR纳米颗粒对鳞癌细胞的增殖具有一定体外抑制作

用。此次实验中，我们发现纳米颗粒 CPT-FUDR对 Tca-8113细

胞作用的 IC50大于此前实验对 HT-29细胞的 IC50，提示此种

纳米颗粒或许对 HT-29细胞的药效较好。胡等人在相同浓度下

的 CPT、FUDR、CPT/FUDR 混合物以及 CPT-FUDR纳米颗粒

对 Caspase-3酶表达影响的研究中发现纳米颗粒可以明显激

发 Caspase-3酶表达，引起细胞凋亡，我们推测 Caspase-3上调

可能是 CPT-FUDR 纳米颗粒抑制 Tca-8113 细胞增殖的机制

之一。

肿瘤转移是患者死亡的主要原因，而转移本质是癌细胞的

转移和扩散。肿瘤细胞入侵到机体内其他组织器官形成转移性

肿瘤[23]，而细胞迁移在肿瘤转移中起着重要作用，迁移的物质

基础有微丝、微管和中间丝。细胞迁移的平衡正是由这些结构

与各种辅助蛋白在一起共同维系的。其中，许多信号分子如

Rho GTPases家族、MAPK家族的激酶和 FAK激酶等都参与

调节这个复杂的过程，调控着细胞迁移的信号网络[24]。因此，研

究药物对肿瘤细胞迁移的影响是一个重要的评价指标。由于胡

等人通过实验验证了 CPT与 FUDR具有协同作用，因此这种

联合用药的效果优于单药，而喜树碱类抗癌药物与 5-氟尿嘧

啶的联合用药早在十九世纪便是治疗大肠癌的一线用药方式，

尤其是晚期结肠直肠癌[25]。我们重点比较 CPT/FUDR混合物和

CPT-FUDR纳米颗粒之间的差异。在划痕实验中我们观察了

48 小时内 CPT 单药组、FUDR 单药组、CPT/FUDR 混合物和

CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞迁移能力的影响，结果

显示 CPT/FUDR的愈合率最低，表明了其对 Tca-8113迁移能

力的抑制作用最明显。12 h 时可见 CPT-FUDR 纳米颗粒对

Tca-8113 细胞迁移的抑制具有优于 CPT/FUDR 混合物的趋

势，但不具有统计学意义。此时以自由扩散为主的混合药物可

以更早的进入肿瘤接触发挥药效，纳米颗粒的内吞作用并不占

有优势。24 h时可见 CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞迁

移的抑制明显优于 CPT/FUDR混合物，且数据具有显著差异。

原因是随着时间的延长，药物通过内吞作用进入肿瘤细胞的效

率逐渐高于自由扩散，纳米颗粒分解时，可以释放一定比例具

有协同作用的药物，这也可是药效增强的原因之一。

综上所述，CPT-FUDR纳米颗粒对 Tca-8113细胞具有抑

制增殖和迁移的作用，并优于 CPT/FUDR 混合物。目前，对

CPT-FUDR纳米颗粒的研究尚停留在体外实验，由于体内环境

复杂多变，我们下一步应进行体内相关研究，以更加明确纳米

颗粒的作用机制及其适用范围以及体内毒性作用。CPT-FUDR

纳米颗粒合成步骤少，可以降低合成成本，且体外实验效果较

好，未来具有较好的研究价值和发展前景。
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