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摘要院目的 观察 pH敏感性水凝胶荷载卡铂对肺癌细胞增殖的抑制作用遥方法 采用化学交联法袁以聚乙烯吡咯烷酮渊PVP冤尧壳
聚糖及多巴胺为材料袁合成 pH敏感性水凝胶曰采用人红细胞及脐静脉内皮细胞体外共培养袁测定 pH敏感性水凝胶的溶胀性尧
安全性及载药释放能力曰采用 A549 人肺腺癌细胞体外共培养袁研究 pH敏感性水凝胶荷载卡铂对肺腺癌细胞增殖的抑制作用遥
结果 通过化学交联法合成的 pH敏感性水凝胶具有良好的溶胀性渊固化时间更短袁t约5 h, 约0.001冤尧安全性渊pH敏感性水凝胶
溶血率约5%袁 约0.001袁内皮细胞存活率跃85%冤和药物荷载释放能力渊pH=6.0肿瘤酸性环境下药物释放率为 65%袁高于 pH=7.45
生理环境下的 40%袁 约0.001冤曰pH敏感性水凝胶荷载卡铂给药较直接卡铂给药对体外 A549人肺腺癌细胞增殖的抑制率之比跃
2颐1袁而癌细胞克隆形成率则约1颐2遥 结论 传统化疗药物与 pH敏感性水凝胶结合具有更强的抗肺腺癌细胞增殖作用袁可能为将
来化疗药物抗肺腺癌治疗提供新的给药途径遥
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Abstract：Objective To observe the inhibitory effect of pH -sensitive hydrogel loaded carboplatin on the proliferation of lung cancer cells.
Methods The pH-sensitive hydrogel was synthesized by chemical crosslinking method with polyvinylpyrrolidone (PVP), chitosan and dopamine as
materials. Co-culture of human red blood cells and human umbilical vein endothelial cells in vitro was used to determine the swelling, safety and drug
release capacity of pH-sensitive hydrogels. A549 human lung adenocarcinoma cells were co-cultured in vitro to study the inhibitory effect of pH-
sensitive hydrogel loaded with carboplatin on the proliferation of lung adenocarcinoma cells. Results The pH -sensitive hydrogel synthesized by
chemical cross-linking method had good swelling properties (shorter curing time, t<5 h, <0.001), safety (pH-sensitive hydrogel hemolysis rate<5%,
P<0.001, endothelial cell survival rate>85%) and drug load release ability (the drug release rate of pH=6.0 tumor acidic environment was 65%, which
was higher than 40% of pH=7.45 physiological environment, <0.001). The ratio of inhibition rate of pH-sensitive hydrogel loaded with Carboplatin to
that of direct Carboplatin on the proliferation of A549 human lung adenocarcinoma cells in vitro was >2颐1, while the colony formation rate of cancer cells
was <1颐2. Conclusion The combination of traditional chemotherapy drugs and pH-sensitive hydrogels has a stronger anti-proliferation effect on lung
adenocarcinoma cells, which may provide a new route of administration for the treatment of lung adenocarcinoma with chemotherapy drugs in the future.
Key words：Lung adenocarcinoma; Hydrogel; pH-sensitivity; Carboplatin; Administration route

肺癌（lung cancer）是我国最常见的恶性肿瘤，
据 2023年国家癌症中心数据显示：我国肺癌新发

病例达 82.8万，死亡人数达 65.7万，严重威胁国民
身心健康和社会经济发展[1]。随着医学的发展，虽然
肺癌的疗效和预后持续改善，但是以化疗为基础的

肺癌治疗毒性和复发转移风险仍是全球性难题[2,3]。
此外，全身性治疗毒性和局部药物浓度不高仍是制

约肺癌患者化学药物治疗的主要原因之一[4，5]。水凝
胶（Hydrogel）是一种具有良好生物组织相容性和高
pH敏感性的聚合物，其可通过 PVP与壳聚糖为材
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料合成，已被广泛应用于食物保鲜、生物支架及药

物载体等领域[6，7]。引入多巴胺（Dopamine），可以通
过 Michael加成和 Schiff碱反应增强水凝胶的药物
荷载和释放能力，从而增加局部药物溶度，并减少

全身性药物不良反应[8，9]。然而，水凝胶在实际应用
中也受到一定的限制，例如长期使用可能会对人体

组织中的其他正常细胞产生一定的影响，包括导致

正常细胞的凋亡和坏死等[10，11]。因此，如何将水凝胶
对正常细胞的不利影响控制在最低范围，同时又能

发挥其强大的载药释放能力来达到治疗目的，逐渐

成为近年来全球研究的热点。因此，本文旨在合成

一种新型的 pH敏感性水凝胶，并使其荷载卡铂来
研究其对肺腺癌细胞增殖的抑制作用，以期为将来

开展抗肺腺癌治疗提供全新的给药途径。

1材料与方法
1.1 pH 敏感性水凝胶合成 将 5 ml 二级水、0.13 g
PVP、0.15 g壳聚糖（海鑫生物，宁波）及 2 ml H+

（3mol/L）加入 15 ml 圆底烧瓶中充分搅拌后，采用
真空泵将其抽至真空；再加入 0.2 ml 37%的甲醛，在
室温环境中静置 24 h后制成水凝胶。将 0.05 g多巴
胺加入 10 ml Tris-HCl溶液中（0.05 mol/L）溶解后，
再加入预先合成的水凝胶中，经室温浸泡 48 h后过
滤、干燥后制成 pH敏感性水凝胶备用。
1.2 pH敏感性水凝胶溶胀性 将 10 g干燥后的 pH
敏感性水凝胶溶入 37 益 PBS（pH=7.45/6.0）中，每隔
10 min提取一次水凝胶称重，共进行 80 min（各实
验独立样本量为 4）。计算溶胀率%=（As-Ad）/Ad伊
100%，其中 As表示溶胀水凝胶的重量，Ad表示干
燥水凝胶的初始重量。

1.3 pH敏感性生物安全性
1.3.1 pH 敏感性水凝胶溶血率 将 1 ml 红细胞液
（细胞密度为 4.5伊107/ml）加入 3.67 ml生理盐水中，
在离心机中以 1500 rpm离心 15 min分离出不含红
细胞的上清液。将预先制备的四种水凝胶分别与 1 ml
生理盐水搅拌均匀后，分别取 100 滋l加入 1 ml生
理盐水中制成供试液。采用 1 ml生理盐水作为对照
组。再将 100 滋l红细胞悬液分别加入各供试液中，
在 37 益环境下培养 1 h。在离心机中以 300 rpm离
心 15 min后取各样品加入 96微孔板中，在读数器
540 nm时计算结果。计算溶血率%=（Ht-Hn）/（Hp-
Hn）伊100%，其中 Ht和 Hp分别表示实验组和阳性对
照组的光密度（OD），Hn表示阴性对照组的 OD值。

1.3.2 pH敏感性水凝胶细胞毒性 将 10 ml人脐静
脉内皮细胞（HUVEC,细胞密度：1伊105/ml）分别加入
到 10%FBS 的 RPMI1640 培养基和 DMEM 培养基
中，在 37 益、5%CO2及 95%湿度环境下共培养 24 h。
取同质量预先制备的四种水凝胶加入相应的培养基

中，过滤、灭菌后得到 1 mg/ml的无菌母液，再接种
到 96微孔板中共培养。最后，采用 CCK-8（Focus
Bioscience, 上海）分别在第 1、3、5天测定培养基中
细胞的活力，并计算细胞活力%=OD 结果/OD 对
照伊100%。

采用 Calcein-AM/PI 双染色剂（源叶生物，上
海）进行活死细胞染色，将 5 滋l 16 mmol Calcein-PI
溶液 B原液加入 10 ml PBS溶液中制成 8 滋mol溶
液 B工作液，再将 5 滋l 4 mmol Calcein-AM溶液 A
原液加入制成的溶液 B工作液中，制成混合工作溶
液用于活死细胞染色。最后，将混合工作溶液分别加

入上述培养基中共培养 0.5 h，用 10 滋l PBS液洗涤
后，在 490 nm发射波长的显微镜下观察。
1.4 pH敏感性水凝胶载药释放能力 pH 敏感水凝
胶通过 Michael 加成和 Schiff 碱反应荷载卡铂
（Carboplatin）后，分别置于 pH=7.45/6.0的两组 10 ml
PBS中持续释放 16 d，每隔 2 d抽取 100 滋l溶液滴
入 96 微孔板中对结果进行量化，并在抽取后立
即补充 100 滋l PBS 实验溶液（各实验独立样本量
为 4）。
1.5 pH 敏感性水凝胶体外抗癌作用 既往研究表

明，卡铂在体内外均可以有效抑制 A549 人肺腺癌
细胞的增殖和转移 [12]。因此，通过 Michael 加成和
Schiff碱反应，共制成 4组实验溶液备用，包括 2.5 滋mol
Carboplatin、5 滋mol Carboplatin、pH敏感性水凝胶+
2.5 滋mol Carboplatin 及 pH 敏感性水凝胶+5 滋mol
Carboplatin各 10 ml，将同等细胞数的 A549人肺腺
癌细胞（泽叶生物，上海）分别加入到四组备用实验

溶液中进行体外共培养（各组中癌细胞数为 8伊106，
实验中每组的独立样本量为 4）。最后，采用流式细
胞仪分别在第 1、3、5 天测定各培养液中的细胞凋
亡数和细胞周期。

1.6 统计学方法 通过 SPSS 25.0 进行数据处理，
采用单因素方差分析和 Tukey Kramer多重比较后
检验实验的统计学差异，采用 检验对未配对的

数据进行组间比较，以 约0.05 表示差异有统计学
意义。
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2结果
2.1 pH敏感性水凝胶合成 以 PVP和壳聚糖为基质
通过化学交联合成实验所需的四组水凝胶，其中 pH
敏感性水凝胶呈棕色，与其他三组水凝胶显著不同，

见图 1。
2.2 pH敏感性水凝胶溶胀性 通过量化四组水凝胶

完全固化的时间，结果表明 pH敏感性水凝胶的固

化时间短于其他三组（t约5 h，约0.001），提示多巴胺
改性水凝胶在肿瘤病灶内更快凝固，有利于减少肿

瘤细胞浸润和转移（见图 2A）。此外，水凝胶在人体
生理（pH=7.45）环境下的溶胀性明显高于肿瘤酸性
（pH=6.0）环境，表明 pH敏感性水凝胶有利于提高
肿瘤病灶内的药物浓度，并延长药物释放持续时间

（见图 2B）。

2.3 pH敏感性水凝胶生物安全性
2.3.1 pH敏感性水凝胶溶血率 四组水凝胶的溶血

率测定结果均约15%，pH敏感性水凝胶的溶血率更
是约5%（ 约0.001），表明 pH敏感性水凝胶具有良好
的生物安全性，见图 3。

2.3.2 pH敏感性水凝胶细胞毒性 将四组水凝胶与

人脐静脉内皮细胞共培养 1、3、5天后，四组内皮细
胞均存活良好；活死细胞染色结果表明各组内皮细

胞存活率均跃85%，表明 pH敏感性水凝胶具有良好
的生物组织相容性，见图 4。
2.4 pH敏感性水凝胶载药释放能力 通过酶标检测

仪连续 16天测定 PVP+壳聚糖+多巴胺+Carboplatin
水凝胶不同 pH值（pH=7.45/6.0）下药物释放结果提
示，肿瘤酸性（pH=6.0）环境下 Carboplatin药物的释
放率（最高 65%）明显高于人体生理环境（pH=7.45）
（最高 40%），表明改性水凝胶在酸性的肿瘤组织微
环境中具有更强的药物释放能力，见图 5。

图 1 四组水凝胶照片
注：从左到右依次为：PVP水凝胶、壳聚糖水凝胶、PVP+壳聚糖水凝胶及 pH敏感性水凝胶。

图 3 各组水凝胶溶血率比较
注：绎绎绎 约0.001。

图 2 水凝胶表征比较
注：A：四组水凝胶完全凝固时间比较；B：pH敏感性水凝胶不同 pH值下溶胀率；绎绎绎 约0.001。

A B
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图 6 体外抗癌作用

注：A、C：直接 Carboplatin给药及 pH敏感性水凝胶荷载 Carboplatin给药 2.5 滋mol、5 滋mol后 A549细胞克隆形成率及定量图；B：直接 Car原
boplatin给药及 pH敏感性水凝胶荷载 Carboplatin给药 2.5 滋mol、5 滋mol后 A549细胞抑制率；D：直接 Carboplatin给药及 pH敏感性水凝胶荷
载 Carboplatin给药 2.5 滋mol、5 滋mol后 A549细胞 G1期细胞数。绎绎 约0.01，绎绎绎 约0.001。

A

B

2.5 pH敏感性水凝胶体外抗癌作用 体外细胞共培

养结果表明，在 2.5 滋mol及 5 滋mol实验中，pH敏

感性水凝胶荷载卡铂给药较直接卡铂给药对体外

A549 人肺腺癌细胞增殖具有更强的抑制作用，癌
细胞增殖抑制率之比跃2:1。此外，在 A549人肺腺癌
细胞克隆过程中发现，pH 敏感性水凝胶荷载卡铂
给药组的细胞克隆形成率明显低于直接卡铂给药

组，进一步证明 pH敏感性水凝胶具有更强的人肺
腺癌细胞增殖抑制作用，见图 6。通过流式细胞仪测
定细胞周期发现，pH 敏感性水凝胶荷载卡铂可有
效抑制 A549人肺腺癌细胞周期，使细胞 G1期发生
变化，导致细胞分裂能力显著低于对照组，表明 pH
敏感性水凝胶荷载卡铂可通过延长细胞周期来抑

制肺腺癌的增殖。

注：绎绎绎 约0.001。
图 5 pH敏感性水凝胶在不同 pH环境中的药物释放率比较

图 4 水凝胶生物安全性比较

A

B
注：A：对照组、PVP水凝胶、壳聚糖水凝胶、PVP+壳聚糖水凝胶及 pH敏感性水凝胶活死细胞染色；B：各组水凝胶与人脐静脉内皮细胞共

培养第 1、3、5天后细胞存活率。
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3讨论
肺腺癌的发病率和死亡率日益增高，占肺癌总

数的 40%~50%，且与吸烟关系不大，逐渐成为最常
见的肺癌类型[13]。随着靶向治疗药物和免疫检查点
抑制剂的相继问世，为肺腺癌的精准治疗开辟了众

多新途径，显著延长了此类患者的生存期，并提高患

者的生活质量。然而，仍有一部分肺腺癌患者目前

仍缺乏可用的靶向或免疫治疗药物，而必须依靠传

统的细胞毒药物来维持治疗[14,15]。目前，肺腺癌患者
常用的治疗方案仍以铂类为基础，联合培美曲塞、紫

杉醇等一线化疗药物，并可联合抗血管生成类药物，

然而细胞毒药物治疗的毒性是患者延迟或中断治疗

的主要因素[16]。因此，在部分晚期肺腺癌患者靶向和
免疫治疗药物缺乏的情况下，通过合成新型的 pH
敏感性水凝胶来荷载传统细胞毒药物（如顺铂、卡

铂、培美曲塞等）来提高治疗效果的同时，又降低因

治疗毒性而避免治疗中断的可能，不失为可选的新

给药途径。

本研究通过化学交联法成功合成了一种 pH敏
感性水凝胶，并证明其具有良好的溶胀性、安全性和

药物荷载释放能力。pH敏感性水凝胶具有良好的安
全性，其对体外正常组织细胞的损害较小，可作为未

来荷载细胞毒药物治疗肺腺癌的良好载体。pH敏感
性水凝胶具有更短的固化时间，可在肿瘤病灶内更

快凝固，使其能在更短的时间内将病灶内的癌细胞

固定在有限的空间内，有利于减少肿瘤细胞向周围

组织浸润和转移。pH敏感性水凝胶具有更强的组织
环境辨识力，其在肿瘤酸性环境中的溶胀率更低,荷
载药物后可显著提高肿瘤病灶内的药物浓度，并显

著延长荷载药物释放的持续时间，有利于在获得更

强且持久抗肿瘤疗效的同时，减轻细胞毒药物治疗

所致的全身性不良反应。在体外肺腺癌细胞研究中，

pH敏感性水凝胶荷载卡铂给药较直接卡铂给药对
体外 A549人肺腺癌细胞增殖的抑制率之比跃2:1，而
癌细胞克隆形成率则约1:2，这表明 pH敏感性水凝胶
荷载卡铂给药较单独卡铂给药对肺腺癌细胞增殖具

有更强的抑制作用。此外，对肺腺癌细胞周期的测定

表明，pH敏感性水凝胶荷载卡铂对肺腺癌细胞增殖
的抑制作用主要是通过延长癌细胞的细胞周期来实

现的。

然而，长期应用 pH敏感性水凝胶可能仍存在
一定的组织损伤，如可能导致机体组织正常细胞通

透性、脆性增加、加速细胞凋亡和坏死等[17-19]。因此，
在应用 pH敏感性水凝胶与传统化疗药物联合时应
尽量缩短水凝胶治疗的持续时间，可通过补液、水

化、利尿及促排泄等方法加快水凝胶在体内的代谢，

以确保肿瘤病灶内在达到足够高药物浓度的同时，

又能减少全身性的治疗毒副作用[20-22]。此外，本研究
结果仅限于体外细胞实验，尚未进行动物模型体内

实验。未来研究应进一步提高 pH敏感性水凝胶的
纯度、减少不良反应，并进行动物模型体内实验，将

为进一步发展传统化疗药物抗肺腺癌治疗新给药途

径提供更有力的证据。

本研究表明，pH敏感性水凝胶具有良好的溶胀
性、安全性、药物荷载释放及组织环境辨识力，传统

化疗药物与 pH敏感性水凝胶结合具有更强的抗肺
腺癌细胞增殖作用，其可能为未来抗肺腺癌治疗提

供新的给药途径。
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