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丁酸前药BBA纳米晶的构建及其对结肠癌细胞
的抑制作用
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【摘 要】目的 本研究将丁酸与5-氨基水杨酸（5-aminosalicylic acid，5-ASA）通过化学反应合成2-丁酰氧基-5-丁酰胺基苯甲酸（2-

butyloxide-5-butylaminobenzoic acid，BBA），作为治疗结肠癌的前体药物，利用纳米技术制备BBA纳米晶缓控释制剂，并探讨BBA纳米晶对结

肠癌细胞的抑制作用。 方法 采用溶剂反溶剂沉淀法制备BBA纳米晶，通过核磁共振扫描、红外光谱仪和透射电镜等进行物理化学表征；使用

高效液相色谱法检测含量；并通过MTT实验检测不同浓度的BBA、BBA纳米晶、空白纳米晶、5-氟尿嘧啶、5-氨基水杨酸和丁酸钠与结肠癌细

胞SW620共同孵育24、48、72 h后细胞的存活率，以探索BBA纳米晶对结肠癌细胞SW620的抑制效果。 结果 本实验成功制备了BBA纳米

晶。MTT结果显示，作用时间为24 h时，各个浓度条件下BBA纳米晶与BBA对结肠癌细胞SW620的抑制率较低，两组间差异无统计学意义

（P > 0.05）；作用时间分别为48 h和72 h，药物浓度为30 μm和40 μm时，BBA纳米晶对结肠癌细胞SW620的体外抑制效果低于阳性对照5-氟

尿嘧啶组，但明显优于其余各同浓度给药组；BBA纳米晶与BBA，两组间比较对结肠癌细胞SW620的抑制率差异有统计学意义（P < 0.05），从

而表明BBA纳米晶具有缓释性，并对结肠癌细胞SW620有较好的抑制作用。结论 本研究成功制备了丁酸前药BBA纳米晶，并证明了该新型

药物制剂对结肠癌细胞具有抑制作用，这一结果将为结肠癌的临床治疗提供新的思路和方法。
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【Abstract】 Objective In this study，2-butyloxide-5-butylaminobenzoic acid（BBA）was synthesized with butyric acid and 5-
aminosalicylic acid，which can be used as the prodrug for the treatment of colon cancer. The sustained-release preparation of BBA nano‑
crystals expected with good targeting and high bioavailability was prepared by using nanotechnology，which could effectively solve the
problems of antitumor drug solubility and pharmaceutical properties. Methods BBA nanocrystals were prepared by solvent-antisolvent
precipitation，and were characterized by NMR scanning，infrared spectrometer and transmission electron microscopy. High-performance
liquid chromatography（HPLC）was used to detect the content of BBA. The cell viability of SW620 cells treated with different concen‑
trations of BBA，BBA nanocrystals，blank nanocrystals，5-fluorouracil（5-FU），5-aminosalicylic acid（5-ASA）and sodium butyrate
（NaB）were detected by MTT assay. Results BBA nanocrystals were successfully prepared. MTT results showed that the in vitro inhibi‑
tory effect of BBA nanocrystals on colon cancer cells of SW620 was slightly lower than that of the positive control group of 5-FU（P >
0.05），but was similar to the other groups at the same concentration，indicating that BBA nanocrystals showed desire inhibitory effect on
colon cancer cells SW620 in vitro（P < 0.05）. Conclusion In the present study，we successfully prepared the nanocrystals of BBA as
the pro-drug of butyric，which proved that the new drug preparation showed an inhibitory effect on colon cancer cells，and might provide
an extremely significant new idea and original approach for the clinical treatment of colon cancer.
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技术创新

结肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤，国内的一项

流行病学数据显示，结肠癌的发病率跃居世界第3位，

已成为危害人类健康的重要疾病[1-4]。化学治疗在其

防治过程中占有重要地位，但目前临床治疗结肠癌的

常规药物易产生耐药性，缓释效果差，缺乏靶向特异

性，生物利用度低，在杀伤肿瘤细胞的同时也对正常细
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胞产生毒性[5]，例如紫杉醇、姜黄素等存在溶解性差、非

特异性分布导致生物利用度低、不良反应大，在制剂开

发中受到限制[6-7]。因此,构建新型递药系统是解决目

前临床治疗结肠癌问题的有效途径[8]，开发新型的靶向

治疗结肠癌缓控释药物具有重要的社会效益和经济效

益。肿瘤的发生发展往往伴随着炎症的发生，本项目

拟制备丁酸与 5-氨基水杨酸前体药物，2-丁酰氧基-
5-丁酰胺基苯甲酸（2-butyl oxide-5-butylaminobenzoic
acid，BBA），利用纳米沉淀法制备 BBA纳米晶缓控释

制剂。前体药物 BBA在结肠肿瘤部位的酸性条件下

水解，生成的丁酸和 5-氨基水杨酸分别发挥抗癌和抗

炎双重疗效；同时，利用纳米晶所具有的“缓释长效、靶

向性好、生物利用度高”等诸多优势，可有效解决BBA
溶解性、成药性等难题；抗癌和抗炎二者双管齐下，以

期实现对结肠癌安全有效的治疗。

1 材料与仪器

1.1 实验试剂

5-氨基水杨酸（上海易恩化学技术有限公司）；丁

酰氯（济南万得丰环保科技有限公司）；丁酸酐（上海凯

茵化工有限公司）；10% Gibco胎牛血清，0.25%胰蛋白

酶，1%青霉素-链霉素（成都市科隆化学品有限公司）。

1.2 实验仪器

旋转蒸发仪（上海耀特仪器设备有限公司）；真空

干燥仪（江苏天宸干燥工程有限公司）；电子天平（赛多

利斯科学仪器有限公司）；400 M核磁共振波谱仪（瑞

士Bruker公司）；Metabo GE 700超声仪（巩义市予华仪

器公司）；傅立叶红外光谱仪（岛津科技有限公司）；磁

力搅拌器（济南欧莱博技术有限公司）；LC-2030型高

效液相色谱仪（SHIMADZU岛津）；DG3022酶标仪（常

州市中贝仪器有限公司）。

2 方法

2.1 BBA纳米晶的制备

2.1.1 合成5-丁酰胺基-水杨酸 5-丁酰胺基-水杨酸

的合成参照文献报道进行[9]：称取0.4 g（1.3 mmol）5-氨
基水杨酸置于 25 mL单口圆底烧瓶中，加入 8 mL饱和

碳酸氢钠溶液搅拌溶解，在 4 °C的冰水条件下冰浴 10
min，用移液枪缓慢滴加配好的含有丁酰氯 0.13 mL的
丙酮溶液4 mL。滴加完毕后，于25 °C恒温水浴的环境

中磁力搅拌4 h使其均匀反应。反应完全后，在旋转蒸

发仪上50 °C 90 r/min旋蒸除去烧瓶中的丙酮和多余水

分，在蒸发后得到的红棕色粘稠状液体中加入1 mL浓
盐酸进行酸化，进行抽滤后，得到深巧克力色的沉淀，

最后在真空干燥箱中 40 °C干燥 36 h后得到第一步的

产物5-丁酰胺基-水杨酸。

2.1.2 合成BBA 于干燥洁净的25 mL圆底烧瓶中加入

第一步所得产物 5-丁酰胺基-水杨酸 0.32 g（1.09
mmol）和6 mL的丁酸酐，一边振摇一边缓慢滴加2滴浓

硫酸，振摇圆底烧瓶至固体物质充分溶解。然后用磁

力搅拌器水浴加热，将水浴温度控制在75°C ~ 85°C之

间，反应4 h后撤去水浴装置。将烧瓶中的反应液移入

事先盛装100 mL冰水的烧杯中，用洁净的玻璃杯搅拌

10 min，放置3 h。待烧杯中的液体完全分层后，用移液

枪吸出下层水层，于杯口覆盖适当大小的滤纸在真空

干燥箱中以 40 °C的真空干燥条件干燥 48 h后得到第

二步产物BBA。
2.1.3 BBA的NMR分析 将适量的BBA溶解在装有

650 μL的DMSO核磁管内，放入核磁共振仪，对其进

行 1H NMR和 13C-NMR图谱分析。

2.1.4 BBA纳米晶制备 本研究采用溶剂反溶剂沉淀

法制备BBA纳米晶：3 mg BBA连同稳定剂（3.7 mg维生

素E聚乙二醇琥珀酸酯和 7.5 mg枸橼酸）加入 3 mL乙
醇中完全溶解，设置温度为 40 °C，于旋转蒸发仪上蒸

干溶液，产物成膜，附着于烧瓶内壁，加入 3.5 mL 30
mM NaHCO3溶液，再于探头超声仪上冰水浴探头超声

5 min（80 w，1 s），即得BBA纳米晶混悬液。

2.2 BBA纳米晶制剂的表征

2.2.1 透射电镜扫描 将调整至适宜浓度的BBA纳米

晶混悬液滴加在透射电镜专用的铜网上，以浓度为2%
的磷钨酸溶液对样品进行负染，在室温条件下自然挥

干液体后再用透射电镜在加速电压为 80 kV下观察纳

米晶体的形态。

2.2.2 红外光谱扫描 将BBA、BBA纳米晶和空白纳米

晶三种冻干粉末各3 mg样品与100 mg的KBr晶体在干

燥状态下于玛瑙研钵里混合研磨，然后将混合粉末用

液压机压片，在 12 MPa压力下停留 15 s将混合粉末样

品压制成厚度为 1 mm左右的均匀半透明KBr薄片后

放入红外光谱仪测定。

2.3 BBA纳米晶含量测定

2.3.1 高效液相色谱法检测 本实验采用高效液相色

谱 法（HPLC）测 定 BBA 含 量 。 色 谱 柱 ：Agilent
ZORBAXSB-C18柱（4.6*250 mm，5 μm）；流动相：乙腈/
乙酸（0.1 mol/L，50∶50）；检测波长：240 nm；流速：1 mL/
min；柱温：30 °C；进样量：20 μL。
2.3.2 检测波长的确定 精密称取 5 mg BBA，置于 50
mL的容量瓶中，加入HPLC级甲醇使其完全溶解后定

容，得到BBA储备液（100 μg/mL）。量取BBA储备液少

量，用HPLC级甲醇稀释至适宜浓度，以HPLC级甲醇

作为空白对照，用紫外分光光度计在 200 nm ~ 700 nm
波长范围内对样品进行扫描，以确定BBA样品的最大

吸收波长。

2.3.3 HPLC方法学考察

2.3.3.1 专属性考察 精密称取BBA适量，用HPLC级
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甲醇将其溶解并配制成适宜浓度的溶液，用0.22 μm微

孔滤膜过滤后加入进样瓶。取空白纳米晶和载药纳米

晶0.5 mg，分别加入1 mL的HPLC级甲醇溶液，水浴超

声 30 min后在涡旋仪器上混合 5 min，再在 4 000 ×g条
件下离心 4 min进行破乳处理后，用移液枪小心吸取

EP管内的上层清液置于5 mL容量瓶中，加入HPLC级

甲醇定容，即得BBA纳米晶和空白纳米晶破乳液，以

0.22 μm微孔滤膜过滤。取上述三种溶液样品按 2.3.1
项含量测定方法测定样品的高效液相色谱图并记录。

2.3.3.2 线性关系考察 精密称取 BBA 100 mg，置于

200 mL容量瓶中，用HPLC级甲醇稀释定容，制得 0.5
mg/mL的BBA母液。取母液0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、
12、25 mL，分别置于 25 mL容量瓶中，用HPLC级甲醇

稀释定容，摇匀，配制成 10、20、40、60、80、100、120、
140、160、180、240、500 μg/mL浓度的 BBA溶液。按

2.3.1项下色谱条件进样，记录样品的吸收峰面积并绘

制标准曲线。

2.3.3.3 精密度实验 日内精密度试验：精密量取适宜

体积的BBA储备液置于 5 mL容量瓶中，以HPLC级甲

醇定容，配制成低、中、高浓度分别为 18 μg/mL、36 μg/
mL、54 μg/mL的不同浓度BBA溶液各 3份。在 4 °C的

冰箱中储存，按2.3.1项色谱条件在一天中5个不同的时

间点进样测定，每一个时间点测 3次求平均值记录峰

面积。

日间精密度试验：精密量取适宜体积的BBA储备

液于 5 mL容量瓶中，以HPLC级甲醇定容，配制成高、

中、低浓度分别为 437 μg/mL、184 μg/mL、101.7 μg/mL
的BBA溶液各 3份。在 4°C的冰箱中储存，按 2.3.1项
色谱条件在连续5 d相同的时间点进样测定，每一个时

间点测3次求平均值记录峰面积。

2.3.3.4 重复性考察 制备BBA纳米晶混悬液1 mL，加
4 mL的HPLC级甲醇溶液，涡旋5 min，在4 000 ×g条件

下离心 4 min进行破乳处理后，用移液枪小心吸取EP
管内上层液体于5 mL的容量瓶后再次加入HPLC级甲

醇定容至刻度线，从中量取相同体积的6份样品，分别

再用HPLC级甲醇稀释至适宜浓度，用0.22 μm微孔滤

膜过滤刚配制的相同体积 6份样品，按 2.3.1项色谱条

件测定6份滤液样品中的BBA的含量，每份测定3次求

平均峰面积并记录。

2.3.3.5 回收率测定 精密量取 2 mg BBA于 10 mL容
量瓶中，加入4 mg空白纳米晶混悬，用HPLC级甲醇定

容至10 mL，进行纳米晶的破乳处理（涡旋5 min，4 000
× g离心4 min，取离心后的上层清液配制成浓度为680
μg/mL、340 μg/mL、68 μg/mL溶液各3份），按2.3.1项色

谱条件高效液相色谱进行回收率的进样检测，每个浓

度测量3次，求平均峰面积并记录。

2.4 BBA纳米晶的体外研究

2.4.1 细胞培养 本实验采用小鼠结肠癌细胞系

SW620，用含 10%的Gibco胎牛血清（FBS）和 1%青霉

素-链霉素配制的DMEM培养液，于温度为37 °C、浓度

为 5%的CO2气体环境下进行常规细胞培养。实验时

取生长状态良好的 SW620结肠癌细胞，用 0.25%的胰

蛋白酶消化 SW620结肠癌细胞，调整成适宜浓度以作

备用。

2.4.2 MTT实验 本实验采用MTT[3-（4，5-二甲基噻

唑-2-基）-2,5-二苯基四唑鎓溴化物]法检测细胞活性，

测定步骤为：

①接种 SW620结肠癌细胞：用胰酶消化生长良好

的SW620结肠癌细胞后，加入空白培养液停止消化，离

心后倒掉管中液体，再加入适量的DMEM培养液充分混

匀 SW620结肠癌细胞，将管内细胞浓度调整为 4 × 104
cells/mL，用移液枪在96孔细胞培养板中每孔接种100 μL
的配置好的混悬液，并在上下两排加入无细胞的 PBS
作为空白细胞对照孔；

②SW620结肠癌细胞的培养：待细胞在 37 °C、5%
浓度的CO2和饱和湿度条件下孵育良好后，在接种了

SW620结肠癌细胞的 96孔板中加入不同浓度的BBA、
BBA纳米晶和空白纳米晶（每种药物每个浓度组设五

复孔）并放入CO2孵箱中继续孵育培养；

③MTT试剂的显色：分别在 24、48和 72h时间点，

每孔加入MTT液（4 mg/mL）20 μL，取出后小心吸弃孔

内的 MTT培养液，每孔加入 100 μL DMSO，振荡 10
min，使结晶充分溶解；

④比色：将结晶充分溶解后的96孔细胞培养板在

DG3022酶联仪上于570 nm处检测吸光度（OD570），重

复测定3次并记录求平均值。

⑤细胞存活率计算：将所选适宜相同浓度的 5-氟
尿嘧啶（5-FU）、丁酸钠（NaB）、5-氨基水杨酸（5-
ASA）、BBA、BBA纳米晶、空白纳米晶溶液共同孵育24
h、48 h、72 h后（其中5-FU作为阳性对照）通过MTT检
测 SW620细胞与制剂在孵育不同时间段后的细胞存

活率。

由测得的吸光度值计算细胞存活率，计算公式为：

细胞存活率（Cell Viability，%）= [A（加药）- A（空白）] /
[A（0加药）- A（空白）] × 100。
3 结果

3.1 BBA合成产物的核磁共振扫描结果

3.1.1 中间产物 2-羟基-5-丁酰胺苯甲酸 如图 1所
示，第一步产物 2-羟基-5-丁酰胺苯甲酸的核磁共振

氢谱和碳谱显示核磁共振氢谱中（g）处出现了化学位

移为9.84的单峰，则表明了酰胺的存在，即生成了第一

步产物2-羟基-5-丁酰胺苯甲酸。
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图1 2-羟基-5-丁酰胺苯甲酸的结构表征

Figure 1 Structural characterization of 2-hydroxy-5-butyramidebenzoic acid
注：A：核磁共振氢谱；B：核磁共振碳谱。

3.1.2 2-丁酰氧基-5-丁酰胺基苯甲酸 图 2显示了

第二步产物BBA样品的核磁共振氢谱，相比于第一步

产物 2-羟基-5-丁酰胺苯甲酸核磁共振氢谱，在 0.95
位移处出现了三重峰裂分的甲基峰，在1.7化学位移处

出现了多重峰的亚甲基，在 2.54位移处出现了三重峰

的亚甲基，说明在第一步合成的基础上完成了羟基的

酯化，合成了第二步产物BBA。

A

B
图2 BBA的结构表征

Figure 2 Structural characterization of BBA

注：A：核磁共振氢谱；B：核磁共振碳谱。

3.2 透射电镜扫描结果

透射电镜扫描结果如图 3所示，纳米晶呈现不规

则形状，可以看出多数 BBA纳米晶的粒径在 70 nm ~
150 nm，粒径分布均匀，与测定的粒径范围相符。

A B

C D
图3 透射电镜检测BBA纳米晶的形貌结构

Figure 3 morphology detection of BBA nanocrystals by transmission
electron microscopy

注：A：标尺长度为 200 nm；B：标尺长度为 100 nm；C：标尺长度

为50 nm；D：标尺长度为20 nm。加速电压为80 kV。

3.3 红外扫描结果

如图4所示，BBA的酰胺键在3 300·cm-1附近处有

明显凸起的特征峰，苯环在 1 633·cm-1附近处有经平

滑处理后呈现出较宽的特征峰；BBA样品的部分特征

峰在空白纳米晶和载药纳米晶的红外光谱中明显减弱

甚至消失，如 3 300·cm-1附近可以明显看出BBA结构

中酰胺键的 N-H键伸缩振动峰减弱，可以由此判断

BBA被包入了纳米晶。

图4 BBA、BBA纳米晶和空白纳米晶的红外光谱图

Figure 4 Infrared spectroscopy of BBA，BBA nanocrystals，and blank
nanocrystals

3.4 HPLC检测方法验证

3.4.1 检测波长的确认 通过紫外分光光度计对BBA
溶液进行全波长扫描，最终选择240 nm作为BBA最佳

适用UV检测波长，检测的灵敏度为0.01 AUFS。
3.4.2 专属性考察 专属性实验结果如图 5所示，BBA
在2.3.1项下色谱条件的保留时间为6.4 min，BBA纳米

晶的破乳液保留时间为6.37 min，空白纳米晶的破乳液

A

B
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在6.4 min左右处没有明显的吸收峰，故空白纳米晶在

2.3.1项色谱条件不会对BBA的测定造成干扰，证明该

色谱条件完全满足BBA的体外含量测定的要求。

A

B

C
图5 高效液相色谱图

Figure 5 Liquid chromatography
注：A：BBA；B：空白纳米晶；C：BBA纳米晶。

3.4.3 标准曲线的绘制 按 2.3.1项色谱条件进样测

定，以所测得的BBA峰面积（X）对浓度（Y）进行线性回

归，得到标准曲线的回归方程为：y = 48265x + 2 × 106
（R2 = 0.9966）。表明BBA在浓度1 μg/mL ~ 500 μg/mL
的范围内线性关系良好，见图6。

图6 BBA标准浓度曲线

Figure 6 BBA standard concentration curve

3.4.4 精密度、重复性、回收率考察

3.4.4.1 日内精密度 按2.3.1项色谱条件下进样检测，

测得样品峰面积如表1所示。根据峰面积计算出BBA
溶液低浓度的日内标准偏差为0.33%，中浓度的日内标

准偏差为 0.15%，高浓度的日内标准偏差为 0.13%，均

小于 1.5%，表明该方法日内精密度良好，符合限度

要求。

表1 日内精密度考察结果表（n = 5）
Table 1 Intraday precision test results（n = 5）

Con（μg/mL）

36

18

54

Peak area

2 776 440

1 289 380

4 046 995

2 776 439

1 991 585

2 860 870

2 401 360

2 354 125

3 053 050

24 219 120

3 438 002

3 928 842

3 574 247

3 367 987

3 632 595

Mean ± SD

2 790 080.20 ± 424 721.20

2 488 215.60 ± 821 939.10

3 504 470.00 ± 470 923.80

RSD（%）

0.15

0.33

0.13

3.4.4.2 日间精密度 同理，日间精密度实验中，不同

时间点BBA溶液进样测得峰面积，结果如表2所示，根

据峰面积计算BBA溶液，低浓度的样品测定结果的日

间标准偏差为0.41%，中浓度的样品测定结果的日间标

准偏差为0.62%，高浓度的样品测定结果的日间标准偏

差为 0.31%，均小于 1.5%，表明该方法日间精密度良

好，符合分析要求。

表2 日间精密度考察结果表（n = 5）
Table 2 Daytime precision test results（n = 5）

Con（μg/mL）

437

184

101.7

Peak area

45 435 959

17 064 001

11 494 837

51 703 765

36 366 274

14 718 936

31 999 307

13 442 729

7 431 451

24 905 588

9 307 245

5 521 218

24 615 539

7 667 464

5 456 264

Mean ± SD

35 732 031.60 ± 10 990 759.70

16 769 542.60 ± 10 331 698.80

8 924 541.20 ± 3 633 794.30

RSD（%）

0.31

0.62

0.41

3.4.4.3 重复性 按2.3.1项色谱条件测得样品峰面积

数据如表3所示，通过计算，峰面积的RSD为0.14%，表

明该色谱方法重复性良好。

表3 重复性考察结果表

Table 3 Repetitive investigation results
Con（μg/mL）

36.31

Peak area

2 652 763 2 873 338 2 142 773 2 283 904 1 870 420 2 518 437

Mean ± SD

2 390 272.50 ± 332 038.30

RSD（%）

0.14
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3.4.4.4 加样回收率 按2.3.1项色谱条件对样品进样

检测，每个浓度同法测定 3次，计算平均峰面积并记

录。计算其含量及回收率。实验结果如表4所示。高

中低 3个浓度的BBA平均回收率均在 99.0% ~ 101%，

RSD小于1.5%，证明该方法满足测定要求。
表4 加样回收率考察结果

Table 4 Results of recovery rate survey
Con

（μg/mL）

415

196.5

19.65

Found

（μg/mL）

414.22
414.54
416.35
196.76
195.23
195.96
19.58
19.41
19.71

Recovery（%）

99.81
99.89
100.32
100.13
99.35
99.72
99.69
98.79
100.31

Mean ± SD

100.07 ± 0.24

99.93 ± 0.27

99.92 ± 0.99

RSD（%）

0.28

0.39

0.76

注：实验测得BBA纳米晶的包封率为85% ± 1%。

3.5 BBA纳米晶对结肠癌细胞的抑制作用

如图 7A所示，作用时间为 24 h时，在考察的各个

浓度条件下BBA纳米晶与BBA对结肠癌细胞 SW620
的抑制率较低，两组间无明显差异（P > 0.05）。作用时

间分别为 48 h（图 7B）和 72 h（图 7C），药物浓度为 30
μm和40 μm时，BBA纳米晶对结肠癌细胞SW620的体

外抑制效果虽然低于同浓度阳性对照组5-FU，但明显

优于其余各同浓度给药组（图 7D）；BBA纳米晶与

BBA，两组间显示出有差异（P < 0.05），表明BBA纳米

晶对结肠癌细胞SW620有较好的抑制作用。不同浓度

的 3种制剂与 SW620结肠癌细胞孵育 48 h后（图 7B），

30 μM 的 BBA 组 SW620 结肠癌细胞的存活率为

58.52%，同浓度的BBA纳米晶组的SW620结肠癌细胞

存活率为49.32%，BBA纳米晶能使SW620结肠癌细胞

存活率明显降低，说明BBA纳米晶对SW620结肠癌细

胞的抑制生长作用较强。作用时间为72 h时（图7C），

结果与作用 48 h趋势一致。综上，本实验制备的BBA
纳米晶在较长时间内对癌细胞SW620具有较好的体外

抑制活性。

图7 BBA纳米晶的细胞增殖抑制实验
Figure 7 Cell proliferation inhibition of BBA nanocrystals

注：A：24 h；B 48 h；C：72 h；D：各组溶液浓度为30 μM。

4 讨论

结肠癌的发病率和致死率极高，严重威胁着人们

的生命健康。传统治疗结肠癌的药物缓释效果不佳且

缺乏靶向性，本课题开发了一种新型的缓控释制剂以

改善结肠癌治疗效果。流行病学资料显示，高膳食纤

维饮食可以预防或减少结肠癌的发生。目前认为，是

丁酸介导了这种保护机制。丁酸是膳食纤维经结肠内

菌群酵解产生的一类短链脂肪酸，不仅对维持结肠上

皮细胞正常增殖和更新有极其重要的作用[10-11]，而且

具有明显的抗结肠癌作用[12-15]。丁酸治疗结肠癌的作

用机制比较复杂，主要包括：①丁酸作为组蛋白去乙酰

化抑制剂，促进组蛋白高乙酰化，降低DNA转录活性，

抑制结肠癌细胞增殖；②丁酸作为良好的细胞分化诱

导剂，明显增强结肠癌细胞的分化诱导，改善细胞的恶

性生物学行为，降低癌细胞的恶性程度[16-17]；③丁酸诱

导结肠癌细胞凋亡[18]；④抑制结肠癌细胞的浸润性；⑤
丁酸抑制炎症产生[19]。

但由于丁酸带有难闻的气味，味先辣后甜，人体内

丁酸的血清半衰期仅6 min，丁酸较差的药代动力学特

征和狭窄的安全剂量限制了它以传统的剂型在各种疾

病治疗中的应用。同时，丁酸具有弱酸性，对人体有腐

蚀性，不能直接服用，既亲水又亲脂，容易挥发。此外，

据研究证明，丁酸在治疗时临床疗效差主要是由于代

谢太快。为了克服这些缺点，丁酸的新型前体药物受

到研究者的关注。另外，有研究显示，将5-氨基水杨酸

（5-ASA）用于治疗结肠癌伴随的炎症反应，通过抑制

NF-κB及清除自由基而发挥抗癌作用[20]。因此，为了

克服这些缺点，本课题组制备了丁酸与 5-氨基水杨酸

前体药物，即BBA，可在结肠肿瘤部位的酸性条件下水

解，生成的丁酸和 5-氨基水杨酸分别发挥抗癌和抗炎

双重疗效，更好地达到了抑制肿瘤生长的目的。

将BBA制备成药物纳米晶，可增大其溶出速率和

饱 和 溶 解 度 。 根 据 Noyes-Whitney 和 Freundlich-
Ostwald方程，当药物的粒径减少到纳米级别时，由于

其表面积的增大，其溶出速率和饱和溶解度也随之增

大[21]。纳米晶通过减小药物的粒径，从而使药物对胃

肠道黏膜具有一定的黏附性，延长药物在胃肠道内的

滞留时间，增加了胃肠道对药物的吸收，进而达到缓释

长效的作用，同时提高了药物的生物利用度[22-25]。随

着对纳米晶研究的不断深入，其在生物医学领域的应

用前景也正逐步展现。本研究中，BBA纳米晶缓释制

剂的制备，将纳米技术和晶型研究进行有机结合，提供

了一种安全、稳定和高效的新型给药策略，能够提高

BBA的溶出，预期将增强BBA缓释和靶向作用，丰富其

给药途径，对于提高 BBA成药性具有良好的促进

作用[26]。
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本研究对HPLC检测BBA的色谱条件专属性、精

密度、重复性、回收率进行了比较，证明该方法能够满

足体外分析BBA高效液相色谱分析要求。在BBA纳

米晶的细胞增殖抑制实验中，由于其缓释效应，在作用

时间较短或低浓度时，BBA纳米晶与BBA相比具有相

近的体外抗癌活性。同时，由于BBA药物难溶，选择低

浓度进行对比，以便让BBA充分溶解，使其与BBA纳

米晶在同一水平进行比较。因此本实验选择30 μM作

为对照试验的浓度。此外，除阳性对照组 5-FU外，与

NaB和 5-ASA相比，经孵育 48 h的 30 μM BBA组显示

出显著的细胞生长抑制效应，进一步证明了本课题合

成的药物前体BBA对比于单独的NaB和 5-ASA，细胞

增殖抑制作用更强。经孵育24 h和48 h后30 μM BBA
纳米晶的细胞生长抑制效应较强，从而证明本实验制

备的BBA纳米晶在较长时间内对癌细胞 SW620具有

较好的体外抑制活性。

5 结论

本课题组成功制备了丁酸前体BBA纳米晶，并评

估了该新型药物制剂对结肠癌细胞增殖的抑制作用，

证明了所研制的BBA纳米晶缓控释药物具有抑制结肠

癌细胞增殖的作用，为研发抗癌效果好而且毒性低的

新型制剂提供了重要的理论依据。该研究结果不仅展

示了BBA纳米晶在结肠癌治疗中的潜在应用，也为未

来的抗癌药物开发和临床应用提供了有价值的基础

数据。
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