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［摘要］　目的：探讨面包酵母β葡聚糖颗粒负载甲氨蝶呤缓释药物（以下简称：ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ）抗急性髓系白血病
Ｍ５型（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａＭ５，ＡＭＬＭ５）的效果。方法：采用溶解沉淀法制备ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ，利用紫外分光光度
计测定载药量，通过透射电子显微镜进行形貌表征，Ｘ射线粉末衍射反映负载情况，并在体外模拟胃肠道的释放条件
测定缓释效率。ＣＣＫ８法检测药物细胞毒性及安全性。采用流式细胞仪检测各组凋亡和周期的比例。结果：ＭＴＸ
成功载入ＢＢＧ空腔，负载量为７．８％，２ｈ时胃液模拟液中 ＭＴＸ释放率小于１５％，２４ｈ时在肠液模拟液释放率约
９５％。与生理盐水对照组相比，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ能有效抑制ＡＭＬＭ５细胞系增殖且具有时间及浓度依赖性，流式细胞
术结果表明其可显著促进ＡＭＬＭ５细胞的凋亡（Ｐ＜０．００１），且阻滞细胞周期于 Ｇ０／Ｇ１期（Ｐ＜０．０００１）。与等量游
离ＭＴＸ相比，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ处理２４ｈ后对正常细胞系毒性较小（Ｐ＜０．０５）。结论：ＢＢＧ可以作为ＭＴＸ的有效缓释
载体，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ可对ＡＭＬＭ５细胞起到抑制增殖、诱导凋亡及阻滞细胞周期的作用，并且对正常细胞系毒性较
小，提示其或可作为有效的抗ＡＭＬＭ５临床口服药物缓释剂。
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　　急性单核细胞白血病（ａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭｏＬ）是一类血液系统的恶性肿瘤，是急性髓系白
血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）ＦＡＢ分型中的
Ｍ５型，占儿童 ＡＭＬ的２０％，在婴儿 ＡＭＬ中占比甚
至超过一半［１］。临床上，该病常表现为白细胞增

多、髓外浸润和凝血功能异常［２］。该病治疗以药物

化疗、骨髓移植以及支持治疗为主，但易耐药复发，

患者生存率低下［３］。甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）
为二氢叶酸还原酶抑制剂，化学结构与叶酸相似，是

一种抗代谢和抗叶酸药物，可干扰 ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋
白质的形成。ＭＴＸ广泛应用于治疗实体瘤、血液系
恶性肿瘤和自身免疫疾病，如乳腺癌、白血病、类风

湿关节炎等［４５］。然而ＭＴＸ在水中的不溶性和低生
物利用度限制了其临床应用［６］。ＭＴＸ对热和光敏
感，暴露后易分解，在２０℃蒸馏水中的溶解度只有
０．０１ｍｇ／ｍＬ，并且是 ｐＨ依赖性的，易溶于稀碱，微
溶于稀盐酸，合适 ｐＨ值为６．６～８．２［７］。肾脏能在
短时间内消除大量的 ＭＴＸ，血浆半衰期只有４．５～
１０ｈ［８］。由于其半衰期短且消除率高，临床上需要
高剂量给药，但低水溶性会导致其生物利用度低，更

重要的是高剂量的ＭＴＸ导致许多严重的毒性作用，
例如骨髓抑制、肝毒性、肾毒性、神经毒性和肺毒

性［９１０］。为了降低毒性并提高治疗效果，需要开发

新型ＭＴＸ缓释递送系统。本次研究制备了以面包
酵母 β葡聚糖（ｂａｋｅｒ’ｓｙｅａｓｔｄｅｒｉｖｅｄβｇｌｕｃａｎ，
ＢＢＧ）为载体、以生物相容性海藻酸钙凝胶（ａｌｇｉｎａｔｅ
ｇｅｌｃｒｏｓｓｅｄｂｙＣａ２＋，Ａｌｇ）进行封装的ＭＴＸ缓释体系
（以下简称：ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ），并对结构进行表征，初
步探究了其体外抗急性单核细胞白血病的毒性及安

全性。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
面包酵母多糖购于东方酵母有限公司（日本，

东京），由神户大学 ＨｉｓｈｏｓｈｉＡｓｈｉｄａ教授友情提供，
β葡聚糖含量约为 ７５％；氢氧化钠（ＮａＯＨ）、盐酸
（ＨＣｌ）、氯化钙（ＣａＣｌ２）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）等化学
试剂购自国药集团，由申试化工提供；ＭＴＸ购自Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；海藻酸钠（３２～２５０
ｋＤａ）购自上海源叶生物技术有限公司，并测定其在
２５℃下０．１ＭＮａＣｌ水溶液中的特性粘度（［η］）为
１２．５６２ｄＬ／ｇ；胎牛血清，胰蛋白酶，购自 Ｇｉｂｃｏ；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，ＤＭＥＭ培养基，ＩＭＤＭ培养基，ＰＢＳ
缓冲液，购自Ｈｙｃｌｏｎｅ；双抗（青霉素和链霉素），购
自Ｂｉｏｓｈａｒｐ；ＣＣＫ８试剂盒，购自日本同仁；Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡试剂盒，细胞周期试剂盒，购自
联科生物。

１．２　细胞系及培养
人急性单核细胞白血病细胞株ＴＨＰ１和ＭＶ４

１１购自中国科学院（上海）细胞库。正常细胞株小
鼠胚胎成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、人成骨细胞 ｈＦＯＢ１．１９
由武汉大学中南医院科学研究中心保存。ＴＨＰ１培
养于含１０％胎牛血清和１％青霉素链霉素的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基；ＭＶ４１１培养于含 １０％胎牛血清
和１％青霉素链霉素的 ＩＭＤＭ培养基；ＭＣ３Ｔ３Ｅ１、
ｈＦＯＢ１．１９培养于含１０％胎牛血清和１％青霉素链
霉素的 ＤＭＥＭ培养基。以上细胞均于 ３７℃，５％
ＣＯ２条件下培养。
１．３　主要仪器与设备

紫外分光光度计，ＳｈｉｍａｄｚｕＵＶ２６００，日本；Ｘ
射线粉末衍射（Ｘｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）仪，Ｒｉｇａｋｕ
Ｍｉｎｉｆｌｅｘ６００，日本；透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ），ＪＥＭ２１００Ｆ，日本；细胞计
数仪，Ｔｈｅｒｍｏ，德国；恒温细胞培养箱，Ｈｅｒａｅｕｓ，德
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国；超净台，苏州苏净；酶标仪，ＵＮＩＣＯ，上海；流式细
胞仪，ＢＤ，美国；电子分析天平，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国。
１．４　方法
１．４．１　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的制备　基于 ＭＴＸ易溶于
稀碱，微溶于稀盐酸的特性，采用溶解沉淀法［１１］制

备ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ，具体步骤为：将２５０ｍｇＭＴＸ粉
末分散在 ５ｍＬ去离子水中，添加 ３．５ｍＬ浓度为
０．２５Ｍ的ＮａＯＨ溶液，从而得到澄清的 ＭＴＸ·２Ｎａ
溶液。然后加入１ｇＢＢＧ，持续搅拌１２ｈ后离心收
集上清。根据上清体积，加入适量 ＨＣｌ中和，搅拌
１０ｍｉｎ，同时使 ＢＢＧ内部 ＭＴＸ沉淀。离心收集沉
淀，超纯水清洗后冻干。为了进一步将ＭＴＸ固定在
ＢＢＧ中，将 ＢＢＧ／ＭＴＸ冻干粉浸泡在０．５％的海藻
酸钠中并搅拌６ｈ。５０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，弃上清。
将沉淀边添加边搅拌至５０ｍＬ２％ ＣａＣｌ２溶液中，随
后静置１５ｍｉｎ，离心去上清，沉淀用超纯水漂洗后冻
干，便得到水凝胶固定包裹在ＢＢＧ中的ＭＴＸ（ＢＢＧ／
ＭＴＸ／Ａｌｇ）。ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ为黄色粉末，室温避光
保存于干燥器中。

１．４．２　ＴＥＭ形貌表征　将样品溶于ＤＭＳＯ，配置成
适当浓度，取 ５μＬ溶液滴于碳膜涂覆的铜网上，
６０℃真空烘干６ｈ，然后用ＴＥＭ观察形貌。
１．４．３　ＸＲＤ　通过粉末衍射仪测定 ＢＢＧ、ＭＴＸ、
ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的 Ｘ射线衍射光谱，扫描区域设置
为２θ＝３°～４０°，步距为０．０２°，扫描速度为２°／ｍｉｎ。
１．４．４　载药量测定　将 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ溶于 ＤＭ
ＳＯ，并使用紫外分光光度计在３０３ｎｍ处测量其紫
外吸收。配置ＭＴＸ溶于ＤＭＳＯ的不同浓度标准品，
并测定其紫外吸收，得到标准曲线。基于标准曲线

得到载入 ＭＴＸ的重量，再根据公式载药量（％）＝
（载入 ＭＴＸ的重量／ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的总重量）×
１００％计算ＭＴＸ在冻干ＢＢＧ／ＭＴＸ中的载药量。
１．４．５　体外药物模拟释放　模拟药物体外胃肠道
释放条件：胃液ｐＨ通常位于１～２之间［１２］，食物或

药物停留大约１～３ｈ，使用０．０４ＭＨＣｌ溶液作为模
拟缓冲液，ｐＨ值为 １．２；肠液 ｐＨ值约为 ５．５～
７．５［１２］，使用０．９％ ＮａＣｌ缓冲液作为模拟缓冲液，
ｐＨ值为７。称取５ｍｇＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ载药颗粒，分
散于１ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ溶液，置于截留分子量８～１０
ｋＤａ透析管中。将透析管放置于８０ｍＬ胃液模拟液
（ｐＨ１．２的ＨＣｌ溶液）中，３７℃下７０ｒｐｍ模拟释放。
在设定时间点取出１ｍＬ模拟液，并迅速加入等量新
鲜模拟液。使用紫外分光光度计在３０３ｎｍ下测量
紫外吸收，并计算ＭＴＸ的累积释放量。２ｈ后将透

析管转移至８０ｍＬ肠液模拟液（ｐＨ７的０．９％ ＮａＣｌ
溶液），后期实验步骤同上。模仿药物体外缓冲液

释放条件：使用０．９％ ＮａＣｌ溶液作为释放介质，测
量方法同上。

１．４．６　细胞增殖／毒性实验（ＣＣＫ８法）　取实验
细胞用台盼蓝染色后，使用细胞计数仪计数并测定

细胞活力。取２×１０４／１００μＬ每孔的标准均匀铺于
９６孔板中，每个试验孔至少设计三个副孔，培养箱
孵育过夜后进行药物处理。根据预实验结果，设定

实验组ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ用生理盐水稀释至终浓度为
５０、１００、２００、４００ｎｇ／ｍＬ，对照组为等量生理盐水。
根据实验设计处理相应时长后，每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ８检测工作液，混合均匀后置于培养箱避光孵
育１～４ｈ，用酶标仪检测４５０ｎｍ处吸光度值（ＯＤ
值），再根据公式细胞存活率（％）＝（实验孔 ＯＤ值
－空白对照孔 ＯＤ值）／（对照组 ＯＤ值 －空白对照
孔ＯＤ值）×１００％计算细胞存活率。
１．４．７　细胞凋亡检测（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）　取实
验细胞１×１０６／２ｍＬ每孔的标准均匀铺于 ６孔板
中，培养箱孵育６ｈ后进行药物处理。根据预实验
结果，实验组ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ终浓度为１μｇ／ｍＬ，对
照组用等量生理盐水。处理２４ｈ后收集细胞，用预
冷ＰＢＳ离心洗涤２次，用５００μＬ的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆ
ｅｒ重悬细胞。每管加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬ
ＰＩ，轻柔涡旋混匀后，室温避光孵育５ｍｉｎ。随后在
流式细胞仪上通过 ＦＩＴＣ通道检测 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和通过ＰＥ通道检测ＰＩ。实验独立重复３次。
１．４．８　细胞周期检测　取实验细胞１×１０６／２ｍＬ
每孔的标准均匀铺于６孔板中，培养箱孵育６ｈ后
进行药物处理。实验组 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ终浓度为
１μｇ／ｍＬ，对照组用等量生理盐水。处理２４ｈ后收
集细胞，用预冷ＰＢＳ离心洗涤１次，加入１ｍＬＤＮＡ
ＳｔａｉｎｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ和 １０μＬＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ，
轻柔涡旋振荡混匀，室温避光孵育３０ｍｉｎ。选择低
速上机，流式细胞仪检测处理前后细胞周期变化。

实验独立重复３次。
１．５　统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计学分
析，实验数据用均数±标准差呈现。两组数据选用ｔ
检验，多组间分析选用方差分析。Ｐ＜０．０５被认为
具有统计学意义。流式分析数据主要应用 ＣｙｔＥｘ
ｐｅｒｔ２．３进行分析。ＸＲＤ数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１９ｂ进
行分析。

２　结　果
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２．１　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的制备
按１．４．１的步骤，通过重沉淀法将橙黄色小分

子药物 ＭＴＸ载入到乳白色 ＢＢＧ粉末的空腔内，并
用Ａｌｇ进一步固定，得到淡黄色 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ复
合药物。ＢＢＧ、ＭＴＸ、复合药物 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的实
物如图１所示。

２．２　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的表征
２．２．１　ＴＥＭ形貌表征　ＢＢＧ、ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ横截
面的ＴＥＭ图像如图２所示，呈扁平态，可见 ＢＢＧ内
部为中空结构，封装ＭＴＸ后，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ依然保
持着ＢＢＧ的形态，但显示出更高的衬度，表明 ＭＴＸ
成功载入ＢＢＧ空腔并保持ＢＢＧ自身结构不变。

图１　ＢＢＧ、ＭＴＸ和ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的图片
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＢＢＧ，ＭＴＸａｎｄＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ

ＢＢＧ：Ｂａｋｅｒ’ｓｙｅａｓｔｄｅｒｉｖｅｄβｇｌｕｃａｎ；ＭＴＸ：Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ；Ａｌｇ：ＡｌｇｉｎａｔｅｇｅｌｃｒｏｓｓｅｄｂｙＣａ２＋．

图２　ＢＢＧ和ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ形貌特征
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＢＢＧａｎｄＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
Ａ．ＴｈｅＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＢＢＧ；Ｂ．ＴｈｅＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ．
ＴＥＭ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ｏｔｈｅｒａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

２．２．２　ＸＲＤ图谱　为了进一步进行物相分析，
ＢＢＧ、ＭＴＸ、ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ行 ＸＲＤ，衍射光谱如图３
所示。ＭＴＸ在９．３°、１３．７°、１４．１°、１９．６°、２７．８°处显
示出特征性晶体峰，与 Ａｇｒａｗａｌ［１３］等报导的 ＭＴＸ的
ＸＲＤ图谱一致。ＢＢＧ与 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ的 ＸＲＤ图
谱在６．４°处均表现出Ｈｉｓａｍａｔｓｕ等［１４］曾报道的三螺

旋酵母β葡聚糖有序排列晶体峰，说明ＢＢＧ依然保
持着原有的结构和部分结晶。但 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ中
未见 ＭＴＸ结晶峰，表明 ＭＴＸ被封装在 ＢＢＧ颗粒
内，且呈非晶态，可能是由于 ＭＴＸ在重沉淀的过程

中来不及结晶。

２．２．３　载药量及体外药物模拟释放　通过紫外分
光光度计测得 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ中 ＭＴＸ的负载量约
７．８％。其体外药物释放效率如图４所示，在２ｈ的
胃液模拟液中 ＭＴＸ的累积释放率小于１５％，能保
证后续肠道中 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ负载的 ＭＴＸ具有足
够的浓度。另一方面，ｐＨ值对药物释放速率有明显
影响，当０～２ｈ处于胃液模拟液中时，药物释放速
率明显较生理盐水中快，并对后续释放有促进作用，

这可能是因为海藻酸盐凝胶在酸性环境下具有更强

·８７４· 肿瘤预防与治疗２０２１年６月第３４卷第６期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ｊｕｎｅ２０２１，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．６



的溶胀特性［１５］。但 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ中包裹的 ＭＴＸ
在２４ｈ释放率均达到９５％左右，这有利于体外实验
数据为体内实验提供参考。

２．３　各组细胞增殖抑制率
２．３．１　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对ＡＭＬＭ５增殖的影响　不

同浓度不同时间ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ处理ＴＨＰ１和ＭＶ
４１１后结果如图５所示，可见与等量生理盐水对照
组即药物浓度为０相比，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ能有效抑制
ＡＭＬＭ５细胞的增殖，且细胞增殖抑制率呈浓度及
时间依赖性。

图３　ＢＢＧ、ＭＴＸ和ＢＢＧ／ＭＴＸ／ＡｌｇＸ射线粉末衍射光谱
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＸＲＤＳｐｅｃｔｒａｏｆＢＢＧ，ＭＴＸａｎｄＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
ＸＲＤ：Ｘｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ．

图４　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ模拟在胃肠道及 ０．９％ ＮａＣｌ中的
ＭＴＸ释放
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＲｅｌｅａｓｅｏｆＭＴＸｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄＧＩａｎｄ０．９％ ＮａＣｌ
ＧＩ：Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒａｃｔ；ＮａＣｌ：Ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ．

图５　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对ＴＨＰ１和ＭＶ４１１增殖的影响
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／ＡｌｇｏｎｔｈｅＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１Ｃｅｌｌｓ
Ａ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ（０～４００ｎｇ／ｍＬ）ｆｏｒ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈ；Ｂ．ＭＶ４１１
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ（０～４００ｎｇ／ｍＬ）ｆｏｒ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈ．
ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８；ｅａｃｈｖａｌｕｅｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｄａｔａｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

２．３．２　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对正常细胞的毒性　为了确
定药物的安全性，我们进一步检测了ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
对正常细胞的细胞毒性。根据 ＶｉｓＵＶ光谱法测得
的ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ中ＭＴＸ的载药量比例，以等量游
离ＭＴＸ作为对照组，不同浓度 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ作为

实验组处理正常细胞系２４ｈ，结果如图６。可见在
２００ｎｇ／ｍＬ以下未见ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ细胞毒性（Ｐ＜
０．０５），而在较高的浓度，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对 ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１和ｈＦＯＢ１．１９的细胞毒性比等量游离 ＭＴＸ的毒
性小。
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图６　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ和ＭＴＸ对正常细胞的毒性
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／ＡｌｇａｎｄＭＴＸｔｏＮｏｒｍａｌＣｅｌｌｓ
Ａ．ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ（０～４００ｎｇ／ｍＬ），ａｎｄｗｉｔｈｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｆｒｅｅＭＴＸｆｏｒ
２４ｈ；Ｂ．ｈＦＯＢ１．１９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ（０～４００ｎｇ／ｍＬ），ａｎｄｗｉｔｈｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｆｒｅｅ
ＭＴＸｆｏｒ２４ｈ．
ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８；ｅａｃｈｖａｌｕｅｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｄａｔａｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄ

ｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；ｎｓ：Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１．

２．４　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对ＴＨＰ１和ＭＶ４１１凋亡的
ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ处理后，ＴＨＰ１及ＭＶ４１１细胞

凋亡率显著升高。与 ＴＨＰ１对照组（７．２７％ ±
３．２９％）相比，１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ处理 ＴＨＰ１
２４ｈ时，细胞凋亡率为３４．２２％±３．７７％。与ＭＶ４

１１对照组（１１．６３％ ±４．７２％）相比，１μｇ／ｍＬＢＢＧ／
ＭＴＸ／Ａｌｇ处理 ＭＶ４１１２４ｈ时，细胞凋亡率为
４６．１％±２．１０％。差异均具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１）（图７、８）。

图７　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ促进ＴＨＰ１和ＭＶ４１１凋亡
Ｆｉｇｕｒｅ７．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１ＰｒｏｍｏｔｅｄｂｙＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
Ａ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｌｉｎｅｆｏｒ２４ｈ；Ｂ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ；Ｃ．ＭＶ４１１
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｌｉｎｅｆｏｒ２４ｈ；Ｄ．ＭＶ４１１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ．
Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
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图８　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ作用后ＴＨＰ１和ＭＶ４１１的凋亡率
Ｆｉｇｕｒｅ８．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＲａｔｅｓｏｆＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１
ＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ．
Ｐ＜０．００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．５　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对ＴＨＰ１、ＭＶ４１１周期的影
细胞周期流式检测结果如图９、１０所示，与对照

组相比，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ处理后，ＴＨＰ１及 ＭＶ４１１

处于Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例均明显上升，且差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０００１），这提示 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
处理后阻滞细胞于Ｇ０／Ｇ１期。

图９　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ对ＴＨＰ１和ＭＶ４１１细胞周期的影响
Ｆｉｇｕｒｅ９．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢＢＧ／ＭＴＸ／ＡｌｇｏｎＣｙｃｌｅｓｏｆＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１Ｃｅｌｌｓ
Ａ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｌｉｎｅｆｏｒ２４ｈ；Ｂ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ；Ｃ．ＭＶ４１１
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｌｉｎｅｆｏｒ２４ｈ；Ｄ．ＭＶ４１１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ．
Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
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图１０　ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ作用后ＴＨＰ１和ＭＶ４１１各周期比例
Ｆｉｇｕｒｅ１０．ＰｅｒｃｅｎｔｓｏｆＣｅｌｌＣｙｃｌｅｏｆＴＨＰ１ａｎｄＭＶ４１１
Ａ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ２４ｈ；Ｂ．ＭＶ４１１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｇ／ｍＬＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇｆｏｒ
２４ｈ．

ｎｓ：Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０００１．

３　讨　论

白血病是血液系统常见的恶性肿瘤，占２０２０年
全球癌症新发人数的２．５％和死亡人数的３．１％［１６］。

ＡＭＬＭ５是最常见的急性白血病之一，与其他 ＡＭＬ
亚型相比，混合系白血病基因（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｌｅｕｋｅ
ｍｉａ，ＭＬＬ）重排和不良预后基因更多是其遗传学特
点［１７］。ＡＭＬＭ５发病急，化疗敏感性差，化疗后复
发率高。诊断为 ＡＭＬＭ５的老年患者由于治疗引
发的不良反应导致差的预后，其平均总生存期仅５
～１０个月［１８］。因此，需要寻找毒性更小且更有效

的治疗方式来应对 ＡＭＬＭ５。其中，口服缓释制剂
因释药缓慢，血药浓度“峰谷”波动小，可避免超过

浓度范围的毒副作用，又能维持疗效，具有给药方

便、用药次数少、毒性小、药效高、开发周期短等优

势，引起了越来越多关注。

ＭＴＸ作为常用叶酸拮抗剂，是治疗白血病及其
他癌症的有效药物，它可以竞争性地抑制叶酸合成

的关键酶，进一步阻止嘌呤和嘧啶地合成，从而抑制

肿瘤细胞地生长［１９］。ＭＴＸ价格便宜，最方便的给
药途径是口服，然而其渗透性低溶解性差，在胃肠道

中的吸收主要通过质子依赖的主动吸收，且具有浓

度依赖性，因此口服 ＭＴＸ生物利用度较低。ＭＴＸ
缺少靶向性，在肠道部位对正常肠道上皮细胞也有

伤害作用，因此副作用较大，在临床应用上受限。目

前已经报道了许多类型的新型ＭＴＸ缓释递送系统，
例如纳米颗粒、脂质体、聚合物胶束、微球等［２０２１］，

能够实现ＭＴＸ的缓慢释放和靶向治疗，取得较好的
疾病治疗效果，但仍存在一些问题，比如释放时长远

大于胃肠道停留时间或使用的交联剂对胃肠道产生

毒性。

近年来，由于天然多糖良好的生物活性及生物

相容性，其作为药物缓释载体的功能引起广泛关

注［２２］。酵母多糖作为美国食品药品监督局认定的

安全食品成分，是酵母细胞壁的主要成分，为水不溶

性多糖，其主要成分为 β１，３Ｄ葡聚糖，含有少量
β１，６Ｄ葡聚糖。采取不破坏酵母细胞壁结构的温
和化学提取方法，可以得到保持酵母细胞壁结构形

态的酵母 β葡聚糖颗粒，呈中空结构，粒径 ２～４
μｍ，是药物释放的天然载体［１１，２３］。在肠道部位，酵

母β葡聚糖颗粒能够在肠道部位通过小肠 Ｍ细胞
主动吸收的方式进入体内［２４］，可促进负载药物在肠

道部位的吸收，减少副作用。另外，酵母 β葡聚糖
具有良好的生物活性，课题组前期研究已证明 ＢＢＧ
具有良好的抗炎活性［２３］。除此之外，β葡聚糖还具
有良好的免疫调节、抗肿瘤活性等［２５］，相比于合成

高分子药物载体，酵母β葡聚糖颗粒作为药物载体
具有其内在优势。

ＭＴＸ呈弱酸性，在碱性条件下可溶，在中性和
酸性条件下水不溶，利用该特点，本研究通过调节

ｐＨ，将ＭＴＸ溶解后重新沉淀载入ＢＢＧ的空腔，为了
实现 ＭＴＸ在 ＢＢＧ空腔内的缓慢释放，我们利用生
物相容性良好的 Ａｌｇ封装，制备 ＭＴＸ缓释制剂，以
期提高口服 ＭＴＸ的疗效及减少毒性。透射电镜和
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ＸＲＤ表征实验结果均证明 ＭＴＸ成功载入 ＢＢＧ空
腔。口服药物载体的第一道挑战就是通过胃部强酸

性环境时保证载体的完整性和稳定性，体外模拟胃

肠道释放实验证明，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ复合物在 ｐＨ＝
１．２的模拟胃液中２小时药物释放量低于１５％，大
部分ＭＴＸ通过载体到达肠道部位，保证ＢＢＧ／ＭＴＸ／
Ａｌｇ到达肠道部位 ＭＴＸ依然具有足够的有效剂量，
到达肠道部位后３～１０小时 ＭＴＸ的累积释放量急
剧增加，在１０ｈ内达到７０％左右，然后缓慢释放，在
２４ｈ释放量达到９５％左右，使 ＭＴＸ在肠道部位迅
速达到有效的吸收浓度，并长时间维持有效浓度，这

有利于药物于胃肠道安全释放及被吸收。

课题组前期研究已证明ＢＢＧ负载 ＭＴＸ颗粒可
以有效促进 ＭＴＸ在结肠炎治疗中的临床应用。［１１］

由于ＭＴＸ还具有良好的抗白血病特性，课题组进一
步合作研究ＢＢＧ负载ＭＴＸ抗急性单核细胞白血病
的效果，并根据预实验结果调整药物成分，以期得到

更佳的释放速率与抗白血病效果。体外实验证明，

新合成的ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ能有效抑制急性单核细胞
白血病细胞系 ＴＨＰ１和 ＭＶ４１１增殖，随着时间的
延长，抑制增殖的作用增强。在２００ｎｇ／ｍＬ的较低
浓度下，７２ｈ对ＴＨＰ１和ＭＶ４１１的增殖抑制率达
７５％和７０％，随着处理浓度的增加，ＭＶ４１１增殖抑
制作用更强，而增加浓度对 ＴＨＰ１增殖的影响较
小。在正常细胞系中，与等量游离 ＭＴＸ相比，ＢＢＧ／
ＭＴＸ／Ａｌｇ处理２４ｈ后对正常细胞系的毒性较小，说
明合成的缓释制剂具备更低的毒性，提示其更有利

于临床应用。体外细胞实验环境下 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ
中ＭＴＸ的释放特性可以通过 ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ在生
理盐水的环境中释放来模拟（图４），在０～２４ｈ内，
ＭＴＸ保持着平稳缓慢的释放，因此相比于游离
ＭＴＸ，ＢＢＧ负载后能够降低 ＭＴＸ与正常细胞的接
触，从而降低ＭＴＸ对于正常细胞的毒性。

细胞凋亡实验结果显示，与生理盐水对照组相

比，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ能显著触发 ＡＭＬＭ５细胞系的
凋亡反应，阻滞白血病细胞从 Ｇ１期进入 Ｓ期从而
抑制增殖，这与 Ｚｈａｏ等［２６］合成的寡核苷酸适体
ＭＴＸ偶联物抗 ＡＭＬ结果一致。ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ在
体外通过抑制白血病细胞增殖，并阻滞细胞于 Ｇ０／
Ｇ１期促进其凋亡，有效抑制白血病细胞生长，且对
正常细胞具有更低的毒性，说明 ＢＢＧ作为 ＭＴＸ的
缓释载体，能够保证 ＭＴＸ发挥正常的药效，并降低
对正常的毒性，具有一定的应用前景。

综上所述，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ因其低毒高效，或可

作为良好的抗急性单核细胞白血病口服缓释药。我

们的实验为临床应用 ＭＴＸ治疗 Ｍ５型白血病提供
了新的治疗手段和理论依据，ＢＢＧ／ＭＴＸ／Ａｌｇ在体外
对白血病细胞系具有良好的抑制作用，其体内代谢

途径、白血病治疗效果以及作用机制还有待进一步

深入研究。
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