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双载药丝蛋白水凝胶的构筑及其释药性能研究 
王苏杭 a    孙灵娜 a    曹涵 b    钟一鸣 c    邵正中*,b 

(a深圳大学  化学与环境工程学院  深圳 518060) 
(b复旦大学  聚合物分子工程国家重点实验室  先进材料实验室  高分子科学系  上海 200433) 

(c Babel International College, Perth, WA 6100, Australia) 

摘要  可注射水凝胶因其可以长时间在肿瘤病灶部位缓慢释放药物及避免外科手术风险等而备受关注. 本工作将载有

盐酸阿霉素(DOX)的介孔硅分子筛 SBA-15/DOX 与混有血管阻断剂康普瑞汀磷酸二钠盐(CA4P)的再生丝蛋白(RSF)水
溶液均匀混合后, 根据丝蛋白能在多种促进条件下易形成 β-折叠构象并成为物理交联点/区域的特性, 通过超声法制得

了具有两种不同药物释放行为的(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)可注射水凝胶. 其中快速释放的 CA4P, 与肿瘤血管的内皮

细胞中 β-微管蛋白的秋水仙碱结合位点结合, 破坏已生成的肿瘤血管, 进而阻断对肿瘤细胞的氧气输送和营养输送; 
而长时间持续缓慢释放的 DOX, 将抑制肿瘤细胞的生长 . 具有不同药物释放动力学的良好组合 , 使得

(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶在较长时间内对人乳腺肿瘤细胞(MDA-MB-231)的增殖有较强的抑制作用, 同时达

到了降低 DOX 的使用剂量但仍能保持高效的抗肿瘤细胞作用的目的. 另外, 此类水凝胶具有可塑性和可注射性, 也能

在暗场下发出相应的荧光, 这为其在生物医疗方面的应用带来了极大的便利.     
关键词  生物大分子; 丝蛋白; 水凝胶; 可注射性; 双药物释放行为 

Development of a Dual-drug-loaded Silk Fibroin Hydrogel and  
Study on Its Drugs Release Behaviors 

Suhang Wanga    Lingna Suna    Han Caob    Yiming Zhongc    Zhengzhong Shao*,b 
(a College of Chemistry and Environmental Engineering, Shenzhen University, Shenzhen 518060, China) 

(b State Key Laboratory of Molecular Engineering of Polymers, Laboratory of Advanced Materials,  
Department of Macromolecular Science, Fudan University, Shanghai 200433, China) 

(c Babel International College, Perth, WA 6100, Australia) 

Abstract  Injectable hydrogels, as an effective vehicle for localized drug delivery, have attracted increasing attention in 
recent years. With improved tumor-specific drug accumulation and lowered risk of infection, the application of in 
situ-forming injectable hydrogels provides an alternative to surgical implantation. In this study, based on a unique feature of 
regenerated silk fibroin (RSF) that it can easily form β-sheet structures, which function as physical cross-links, under various 
conditions, we designed an injectable silk fibroin hydrogel which encapsulated SBA-15 for the co-delivery of a vascular dis-
rupting agent, combretastatin A4 disodium phosphate (CA4P), and doxorubicin hydrochloride (DOX). Such a CA4P and 
DOX co-encapsulated hydrogel ((RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)), simply prepared through a designed ultrasonication proce-
dure, showed two different types of drug release behavior. CA4P was rapidly released, and it not only targeted the abnormal 
vasculature of tumors, causing vascular collapse, but also inhibited tumor cell proliferation by binding to tubulin and arresting 
mitosis. On the other hand, the sustained release of DOX can inhibit the proliferation of tumor cells for a prolonged period of 
time. Because of the rapid disruption of tumor vasculature and sustained inhibition of tumor cells proliferation, the 
(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX) hydrogel showed significantly enhanced cytotoxicity against human breast carcinoma cells 
(MDA-MB-231). By using this co-delivery system, the required dose of DOX can be lowered, and at the same time, the su-
perior antitumor efficacy of the drugs is maintained. Our results suggest that the application of silk fibroin hydrogels to the 
co-delivery of a vascular disrupting agent and a chemotherapeutic agent with different drug release behaviors is a promising 
strategy in tumor treatment. Moreover, after sonication, the hydrogel precursor of (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX), can reach 
target irregular-shaped tumor sites via intratumor injection, and the hydrogels then form in situ, simply induced by body heat. 
Such silk fibroin-based hydrogels are injectable and malleable and fluorescent in dark field, which greatly facilitates their 
biomedical applications. 
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1  引言 
癌症是一种严重威胁人类健康的常见病和多发病,

其死亡率仅次于心脑血管疾病. 目前, 癌症的治疗方法

一般有放射治疗、手术治疗、免疫治疗和药物治疗(即
化学治疗)等. 其中, 只要具备了相应的临床指征, 化学

治疗可同时在术前和术后采用, 因此受到多方关注. 然
而, 常用的化学治疗采用静脉注射给药的方式, 往往存

在着若干缺陷, 比如: 化疗药物到达肿瘤病灶部位时的

有效浓度较低, 或即使达到有效的抑制肿瘤浓度, 也难

以长时间维持; 同时, 由于化疗药物对正常组织亦具有

一定程度的毒性, 静脉注射的给药方式容易引起组织损

伤、疼痛以及各种潜在并发症. 近年来, 局部化学治疗

由于可以提高到达肿瘤病灶部位的药物浓度, 同时减小

对正常组织的损伤而引起了广大研究人员的兴趣. 其
中, 可注射水凝胶不仅可以避免外科手术风险, 而且能

长时间地在肿瘤病灶部位缓慢释放药物, 以达到减少给

药次数并降低对正常组织的毒副作用的效果[1-4], 由此

备受重视. 
除了药物缓释的特性, 可注射水凝胶另一优势在于

能够通过不同的物理/化学作用负载多种药物, 这一特

点使其常用作多药联用体系的载体. 早在几十年前, 研
究人员就发现多药物联用的方式, 能够展现出 1＋1＞2
的协同效应, 显著提升单一药物的化疗效果[5-7]. 药物联

用有多种形式, 比如亲水性与疏水性药物的联用[5-8]、多

药耐药性抑制剂与抗肿瘤药物的联用[9-10]以及不同释放

顺序的多种药物联用[11-12]等. 血管阻断剂和化疗药物联

用是一种常见的药物联用思路, 已有大量的研究表明这

两类药物联用具有协同效应, 能够显著提高肿瘤抑制效

果[13-17]. 本工作选择了临床上应用较为广泛的血管阻断

剂, 康普瑞汀磷酸二钠盐(combretastatin A4 disodium 
phosphate, CA4P). CA4P 是康普瑞汀(combretastatin A4, 
CA4)的前体, 在细胞内磷酸酯酶的作用下, CA4P 能够

转化为 CA4. 由于肿瘤区域的血管高度增殖, 因此这些

血管细胞的磷酸酯酶处于过表达状态, 这一特点使得

CA4P 在肿瘤血管中能被选择性地激活并转变为

CA4[18]. 进而 CA4 与内皮细胞中 β-微管蛋白的秋水仙

碱结合位点结合, 通过改变血管内皮细胞的结构, 引起

大范围的出血和凝血, 阻断肿瘤细胞氧气和养料的输

送, 从而抑制肿瘤细胞的生长[19-22]. 然而, CA4P 单独使

用时抗肿瘤效果较差, 一般需与其它不同药理作用的化

疗药物如紫杉醇 [23]、盐酸阿霉素(doxorubicin hydro-
chloride, DOX)[17,24]等联用, 才能长时间维持较佳的抗

肿瘤效果. 
考虑到血管阻断剂和化疗药物的不同作用机制, 我

们希望在药物释放体系中血管阻断剂能够实现突释以

达到迅速阻断肿瘤养分摄入的目的; 而化疗药物能够实

现缓释以达到长效抑制肿瘤生长的目的. 然而现在的多

药负载体系中, 不同药物释放曲线(动力学)较为相近, 

难以根据实际需求控制药物的释放顺序和释放量. 考虑

到水凝胶载体(尤其是可注射水凝胶)能通过不同作用负

载多种药物的特点, 本工作设计了一种双载药可注射水

凝胶, 其中负载的血管阻断剂和化疗药物能通过不同的

机制释放. 首先, 我们将血管阻断剂 CA4P 以高浓度负

载于丝蛋白水凝胶中, 以实现注射后的突释; 再生丝蛋

白(regenerated silk fibroin, RSF)水凝胶由于制备简单可

控, 具有良好的生物相容性和生物降解性, 广泛地应用

于亲疏水药物负载的领域[25-28]. 其次, 化疗药物 DOX
则先负载于介孔硅中, 再混入丝蛋白水凝胶中, 以实现

注射后的缓释. 本工作选择了具有高水热稳定性、高比

表面积和高均一性的六角相介孔分子筛 SBA-15 作为

DOX 的载体[29-33]. DOX 的释放需要通过介孔硅和水凝

胶两重“阻碍”. 因此我们设想, 当将双载药水凝胶

(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)注射于肿瘤比如乳腺肿瘤

内时(图1), 由于水凝胶的可注射性和可塑性, 经超声后

的双载药(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶前驱体具

有可注射特征. 因此, 通过瘤内注射, 此类丝蛋白基水

凝胶可以有效地填充到具有不规则形状的肿瘤和瘤周

组织, 并逐步释放其间所载的药物. CA4P 快速地从水

凝胶中释放出来, 选择性地作用于肿瘤血管中的内皮细

胞, 在磷酸酯酶的作用下转变为 CA4, 与内皮细胞中 β-
微管蛋白的秋水仙碱结合位点结合, 特异性地富集并破

坏已生成的肿瘤血管, 从而将阻断肿瘤细胞的氧气和营

养输送. 与此同时, DOX 缓慢地从凝胶中释放出来, 通
过被动扩散进入到肿瘤细胞中并进入细胞核, 随后嵌入

DNA 来抑制核酸的合成, 以达到杀死肿瘤细胞的目的. 
通过 CA4P 与 DOX 的不同释放顺序, 以“先切断后围

剿”的形式进攻肿瘤细胞, 期望能长时间维持较佳的抗

肿瘤效果. 

 
图 1  双载药水凝胶按顺序释放药物的机理图 
Figure 1  Schematic representation of the sequential drug release in dual 
drugs loaded hydrogel 

本文对所制备的可注射水凝胶的可注射性以及药

物释放动力学进行了深入考察; 同时在细胞层面上初步

论证了所制备的水凝胶能够通过控制 CA4P 和 DOX 的

不同释放行为, 达到抑制血管内皮细胞和乳腺肿瘤细胞

增殖的目的. 
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2  结果与讨论 

2.1  水凝胶的性能 
SBA-15 的长度约为 1 μm, 具有非常规则均一的孔

道, 孔径约为 9 nm(图S1). 负载DOX之后, 可以观察到

SBA-15 大部分的孔道被药物 DOX“填满”(图 S2). 氮
气吸附-脱附等温线实验结果(图 S3)表明, SBA-15 的比

表面积为 835 m2•g−1, 孔容为 1.08 cm3•g−1, 孔径为 9 nm; 
负载 DOX 之后, 其比表面积、孔容和孔径分别降低为

为 249 m2•g−1、0.48 cm3•g−1 和 7.8 nm. 这是因为 SBA-15
带有负电荷(zeta-电位为－22.3 mV)且孔道内含有大量

的硅羟基, 而盐酸阿霉素带有正电荷, 通过正负电荷相

互吸引的作用, DOX 容易负载到 SBA-15 的孔道中, 由
此 SBA-15/DOX 的 zeta-电位升至－4.4 mV. 通过计算, 
SBA-15 中 DOX 的载药量为 23.5%±1.0%, 负载率为

82.2%±0.6%. 
在超声的刺激下, 丝蛋白的分子链容易发生构象转

变, 由无规线团或螺旋结构转变为 β-折叠结构[27,34]. 通
过简单的超声, 可快速制得丝蛋白水凝胶. 将 SBA-15
分散于再生丝蛋白水溶液中, 同样可以通过超声法制备

RSF-(SBA-15)水凝胶 . 从扫描电子显微镜 (scanning 
electron microscopy, SEM) 图 ( 图 2) 可 以 观 察 到 , 
SBA-15(表面颗粒, 图中的绿色和棕色方框)均匀地分散

于 RSF 水凝胶中. 

 

图 2  冻干 RSF-(SBA-15)水凝胶断面的 SEM 图 
Figure 2  SEM images of the cross section of the lyophilized 
RSF-(SBA-15) hydrogel 

从图 3 可知, RSF 水凝胶与 RSF-(SBA-15)水凝胶的

流变学行为基本一致, 在 0.01～10 Hz 频率扫描范围内, 
两者的储能模量G' (约为3000 Pa)均大于其损耗模量G'', 
而且保持稳定. 对于应变扫描(图 3b), 两者的流变行为

有所区别, 即在小应变下, 两者的储能模量 G'均大于其

损耗模量G'', 水凝胶保持其固体特性; 而当应变分别增

加至 41%和 63%时, RSF 和 RSF-(SBA-15)水凝胶的 G'
和 G''开始大幅下降, 这提示着水凝胶的网络结构遭到

破坏; 由于 G'的下降程度大于 G''的, 在 G'与 G''相交后, 

G''大于 G', 表明此时水凝胶的三维网络结构崩解, 转变

为可流动的液体. 这说明了 SBA-15 的加入除了能使

RSF 水凝胶能承受更大的应变外, 对其流变性能并无很

大的影响. 

 
图 3  RSF 和 RSF-(SBA-15)(其中 SBA-15 的质量分数为 20%)水凝胶

的流变学行为. (a) 在 37 ℃条件下, RSF 和 RSF-(SBA-15)水凝胶的储

能模量 (G')与频率之间的关系 . (b) 在 37 ℃条件下 , RSF 和

RSF-(SBA-15)水凝胶的储能模量(G')与应变之间的关系 
Figure 3  The rheology characterization of the RSF hydrogel and the 
RSF-(SBA-15) (w(SBA-15)＝20%) hydrogel. (a) Storage modulus (G') 
versus frequency for the RSF hydrogel and the RSF-(SBA-15) hydrogel 
at 37 ℃. (b) Storage modulus (G') versus strain for the RSF hydrogel and 
the RSF-(SBA-15) hydrogel at 37 ℃ 

将负载有DOX的SBA-15分散到含有CA4P的RSF
溶液中, 通过简单的超声法可制备得到负载两种不同药

物的 RSF 水凝胶. (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶呈

橙红色(图 4), 因同样有着较好的触变性而能被直接注

射并形成各种形状, 能满足生物材料对各种异状物的要

求. 由于 DOX 具有自发荧光的光化学性质, 因此, 制得

的水凝胶在暗场下同样能显示出荧光, 有利于观察水凝

胶在体内的降解代谢等过程, 为水凝胶在生物应用中提

供了极大的方便. 

2.2  双载药水凝胶在体外的药物释放动力学 
(1)如图 S4a 所示, SBA-15/DOX 具有明显的药物突

释行为. 第 1天, 43%的DOX从 SBA-15中释放出来, 这
部分 DOX 应该是简单地被吸附到了 SBA-15 的表面.  
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图 4  (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶的制备图示. 该水凝胶具有

可注射性, 而且在暗场下能自发荧光 
Figure 4  Illustration of the preparation of the (RSF/CA4P)- 
(SBA-15/DOX) hydrogel. The hydrogel was injectable, and fluorescent in 
dark field 

(2)对于 RSF/CA4P 水凝胶, 如图 S4b 所示, 在第 1
天, 大部分(80%以上)的 CA4P 快速地从水凝胶中释放

出来.  
(3)对于双载药(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶, 

如图 5a 所示, 其中的 CA4P 快速地从水凝胶中释放出

来, 释放曲线与 RSF/CA4P 水凝胶的释放曲线(图 S4b)
基本一致; 然而, DOX 表现出良好的缓释行为, 基本接

近于零级释放, 并与 RSF-(SBA-15/DOX)水凝胶的释放

曲线(图5b)基本一致. 这表明了CA4P和DOX的释放行

为不会因为彼此的同时存在而受到影响. 倘若将 DOX
直接负载于 RSF 水凝胶中, 如图 S4c 所示, 在释放的第

1 天, DOX 具有一定的突释行为, 而且随后的释放速率

较 快 , 释 放 相 同 含 量 DOX 所 需 的 时 间 约 为

(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶所需时间的一半. 这
是因为若将 DOX 先负载于 SBA-15 内, 再分散于 RSF
中, 理论上 DOX 需要通过两种载体才能释放出来, 因
此速率较慢. 显然, 这样的水凝胶具有一定的缓释行为, 
能持续释放药物, 在很大程度上有利于抗肿瘤治疗.  

(4)有趣的是, 我们发现同样都是直接将药物负载

于RSF水凝胶中(即RSF/CA4P和RSF/DOX水凝胶), 却
有着截然不同的药物释放行为(图 S4b 和图 S4c). 这可

能是因为, CA4P 分子较小, 与 RSF 没有任何相互作用, 
只是简单地包含于其中; 而 DOX 分子相对较大, 可能

与RSF的 β-折叠有一定的结合, 即类似于刚果红与丝蛋

白之间的作用[35-36], 因此导致两者的释放行为有所不

同.  
(5)由于人体内含有多种蛋白酶, 丝蛋白水凝胶在

含有蛋白酶的环境中会发生一定的降解, 因此, 为了观

察水凝胶在体内降解时是否对药物(主要是 DOX)的释

放造成一定的影响, 我们考察了 RSF-(SBA-15/DOX)和
(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶在含蛋白质水解酶

XIV 的磷酸缓冲溶液(PBS)中的药物释放情况. 如图 5b
所示, 两者在含蛋白质水解酶的情况下, DOX 的释放速

率较快, 但仍具有一定的缓释行为.  

 
图 5  37 ℃时 , 在 0.01 mol/L, pH 7.4 的 PBS 溶液中 , (a) 
(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶中 CA4P 和 DOX 的体外释放情况; 
(b) RSF-(SBA-15/DOX)和(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶中 DOX
的体外释放情况和在含有 5 U/mL 蛋白质水解酶情况下 DOX 的体外

释放情况 
Figure 5  In vitro drug release in 0.01 mol/L, pH 7.4 PBS at 37 ℃. (a) 
CA4P and DOX release from the (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX) hydrogel; 
(b) DOX release from the RSF-(SBA-15/DOX) and (RSF/CA4P)- 
(SBA-15/DOX) hydrogels with or without 5 U/mL protease XIV 

2.3  不同药物对细胞的作用情况 
不同成分的水凝胶与人脐静脉血管内皮细胞

(human umbilical vascular endothelia cells, HUVEC)作用

一定时间之后, 通过细胞免疫荧光实验, 可以观察不同

药物对细胞的作用情况, 如图 6 所示. 空白对照组中, 
HUVEC 细胞的 β-微管是完整的, 没有任何破损. 而
HUVEC 细胞与含有 CA4P 的水凝胶, 即 RSF/CA4P 和

(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶作用 12 h 之后, 可观

察到 HUVEC 细胞的 β-微管发生弥散、遭到破坏. 而仅

含 DOX 的 RSF-(SBA-15/DOX)水凝胶与 HUVEC 细胞

作用 12 h, 甚至 24 h 之后, 均未观察到 HUVEC 细胞的

β-微管有任何破损. 这说明了, 对 HUVEC 细胞的 β-微
管造成破坏的是 CA4P 而非 DOX. 同时, 随着作用时间

的延长, DOX 不断地从水凝胶中释放出来, 其释放量逐

渐增加, 而且进入细胞并到达细胞核. 与此同时, 我们
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将不同成分的水凝胶作用于海拉细胞(HeLa cells), 也可

观察到类似的现象(图 S5). 

 
图 6  HUVEC 细胞的免疫荧光实验. 在 37 ℃, 5% CO2 的条件下, 
HUVEC 细胞与不同水凝胶共培养 12 h 或 24 h, 于激光共聚焦显微镜

下成像, 标尺 20 μm 
Figure 6  Immunofluorescent staining of HUVEC cells. The HUVEC 
cells were imaged at 12 h or 24 h post-incubation with different hydrogels 
at 37 ℃ under an atmosphere of 5% CO2. Scale bar, 20 μm 

2.4  双载药 RSF 水凝胶在体外的细胞毒性(抗肿瘤药

效) 
通过 CCK-8 测试, 研究具有两种药物释放行为的

(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶, 在体外对乳腺肿瘤

细胞 MDA-MB-231 增殖的抑制作用以及不同药物释放

顺序是否能达到更佳的抗肿瘤药效. 其结果如图7所示, 
说明如下: 

(1)未负载药物的 RSF-(SBA-15)水凝胶在整个时间

观察范围内, 对MDA-MB-231细胞基本没有毒性, 同时

对非肿瘤细胞(小鼠成纤维细胞 L929)也基本没有毒性

(图S6), 这说明RSF-(SBA-15)水凝胶具有良好的生物相

容性.  
(2)对于RSF/CA4P水凝胶而言, 以CA4P为 0.25 μg

的剂量作用于MDA-MB-231细胞, 第1天就表现出较强

的细胞毒性. 随着作用时间的延长, 抑制肿瘤细胞生长

的效果越来越明显. 然而, 当作用到第 4 天并加入 2×
104个 MDA-MB-231 细胞来模拟肿瘤生长的时候, 可以

观察到其对肿瘤细胞生长的抑制作用越发孱弱. 当在第

9 天和第 14 天分别加入 5 × 104 和 1 × 105 个

MDA-MB-231 细胞后, 载药水凝胶已基本起不到抗肿

瘤效果. 根据相应的药物释放图(图5a), 第4天时, 水凝

胶中CA4P的释放量已很少, 仅为 1%, 达不到有效的抗

肿瘤浓度; 而到第 9 天, 由于释放量极低(接近于 0, 超
出了紫外光谱仪的检测范围), RSF/CA4P 水凝胶对于后

期加入的细胞已起不到抑制生长的作用.  
(3)对于 DOX 剂量为 60 μg 的 RSF-(SBA-15/DOX)

水凝胶, 由于 DOX 的释放速率较慢, 因此第 1 天和第 2
天其细胞毒性均小于 RSF/CA4P 水凝胶的. 然而作用到

第 3天, 由于DOX的持续释放, 水凝胶的细胞毒性逐渐

高 于 RSF/CA4P 水 凝 胶 的 . 即 便 后 期 再 加 入

MDA-MB-231 细胞, RSF-(SBA-15/DOX)水凝胶仍然显

示出较强的细胞毒性. 
(4)对于负载两种药物的(RSF/CA4P)-(SBA-15/ 

DOX)水凝胶, 以 CA4P 0.25 μg 和 DOX 60 μg 的剂量作

用于 MDA-MB-231 细胞时, 其细胞毒性分别高于相同

剂量的 RSF/CA4P 和 RSF-(SBA-15/DOX)水凝胶. 随着

 
图 7  通过 CCK-8 法测试不同水凝胶在体外的细胞毒性. 在第 4 天、第 9 天和第 14 天时, 将每个孔中的培养液吸弃, 分别加入 1 mL 含有 2×104

个细胞(第 4 天), 5×104个细胞(第 9 天), 1×105个细胞(第 14 天)的 DMEM-FBS(含胎牛血清的细胞培养液)溶液. 
Figure 7  In vitro cytotoxicity studies of different hydrogels were examined as a function of incubation time via CCK-8 assay. At the 4th, 9th, 14th day, 
the media of each well was removed and replenished with 1 mL DMEM-FBS containing 2×104 cells (at the 4th day), 5×104 cells (at the 9th day), 1×105 
cells (at the 14th day)
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后期 MDA-MB-231 细胞的加入, 仍表现出明显的抑制

细胞生长的作用. 这说明了 CA4P 与 DOX 的不同释放

行为, 能达到很好的综合效果, 在较长时间内均有更佳

的抗肿瘤药效. 
(5)将(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶负载的两

种药物的剂量分别减半, 即 CA4P 为 0.125 μg 和 DOX
为 30 μg 后作用于 MDA-MB-231 细胞. 实验结果表明, 
在前 2 天其细胞毒性弱于RSF/CA4P水凝胶(CA4P: 0.25 
μg)而高于 RSF-(SBA-15/DOX)水凝胶(DOX: 60 μg); 但
随着 DOX 的持续释放(图 5b), 其细胞毒性逐渐超过了

RSF/CA4P 水凝胶的. 因此, 这两种具有不同药物释放

行为的药物联用, 即便降低药物的剂量, 同样能达到与

高剂量但单载的水凝胶相近甚至更佳的抗肿瘤效果. 
综合以上结果, (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶

由于具有两种不同的药物释放行为, 即前期主要释放

CA4P, 后期主要释放 DOX; 且这两种药物具有不同的

药理作用, 使得(RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶能长

时间保持较佳的抗肿瘤效果, 同时达到了我们所期望的

降低 DOX 的使用剂量但仍能保持高效的抗肿瘤细胞作

用的目的.  

3  结论 

本工作制备了一种双载药可注射水凝胶, 这一水凝

胶能够通过控制血管阻断剂 CA4P 和化疗药物 DOX 的

释放动力学而实现长效、全面地抗肿瘤效果 . 其中

CA4P 在前期快速地释放, 选择性地作用于肿瘤血管中

的内皮细胞, 在磷酸酯酶的作用下转变为 CA4, 与内皮

细胞中 β-微管蛋白的秋水仙碱结合位点结合, 破坏已生

成的肿瘤血管, 从而阻断了对肿瘤细胞氧气和营养的输

送; 而 DOX 保持一定的缓释行为, 逐渐地从水凝胶中

释放出来, 在后期持续抑制肿瘤细胞的生长. 细胞实验

证明了这一双载药水凝胶可以控制两种药物通过不同

的动力学进行释放, 并且在细胞层面上表现出长效的肿

瘤细胞抑制效果 . 由于在动物模型上 , 其它的

CA4P/DOX联用体系已表现出较好的抗肿瘤效果, 因此

我们认为在更为精细地控制了这两种药物的释放行为

后, 本工作制得的双载药可注射水凝胶具有更佳的实际

应用前景. 此外, 丝蛋白和介孔分子筛 SBA-15 各自在

现有的药物负载体系中已表现出良好的应用价值, 因此

这一双载药可注射水凝胶体系也可应用于其它的多药

联用平台的制备上, 以通过控制释放动力学来提高治疗

效果. 

4  实验部分 

4.1  再生丝蛋白水溶液的制备 
将桑蚕茧在质量分数为 0.5%的Na2CO3沸水溶液中

脱胶 45 min, 用去离子水漂洗干净后在 40 ℃烘箱中干

燥备用. 将脱胶蚕丝溶于 9.3 mol/L 的溴化锂水溶液中, 
60 ℃溶解 1 h. 将溶液经 8 层医用纱布过滤去除固体杂

质后, 置于去离子水中透析 3 天, 透析袋的截留分子量

为 12～14 kDa. 透析后离心(8000 r/min, 10 min)再次除

杂, 得到质量分数约为 4.5%的再生丝蛋白水溶液, 并置

于 4 ℃冰箱中备用[37]. 
4.2  (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝胶的制备 

称取一定量的 SBA-15/DOX(制备方法参见 S1.3)粉
末置于 1 mL 去离子水中, 普通超声 1 h, 使 SBA-15/ 
DOX 均匀分散. 然后加入到 5 mL 含有 CA4P 的 RSF 水

溶液中, 涡旋混匀. 接着进行探针超声(上海生析超声

仪器有限公司, FS-1200 N), 1200 W×30%, ON 10 s, 
OFF 2 s, 超声 3 min. 最后用 1 mL 注射器吸取上述混合

溶液, 于 37 ℃烘箱中放置 10 min 后形成水凝胶. 

4.3  RSF-(SBA-15)水凝胶的表征 
扫描电子显微镜形貌表征: 先将 RSF-(SBA-15)水

凝胶(制备方法参见 S1.5)进行冷冻干燥, 然后用导电胶

将样品贴于断面样品台上, 喷金 60 s, 于 Hitachi-S-4800
扫描电子显微镜上观察, 加速电压为 1 kV.  

动态流变学测试: 流变学测试在 Physica MCR301 
(Anton Paar GmbH)流变仪上完成. 使用直径为 25 mm
的平行夹板(PP25), 上下板间距为 0.5～0.7 mm. 在测试

过程中, 为了防止样品水分的挥发, 需在样品与夹板边

缘滴加一层很薄的低粘度硅油(粘度约为 10 mPa•s). 测
试温度为 37 ℃, 对于频率扫描, 频率范围为 0.01～10 
Hz, 应变固定在 3%; 对于应变扫描, 应变范围为 1%～

300%, 频率固定在 0.1 Hz. 水凝胶的用量均为 1 mL. 

4.4  双载药丝蛋白水凝胶在体外的药物释放 
称取 5 mg SBA-15/DOX 粉末, 量取 RSF/CA4P、

RSF-(SBA-15/DOX)和 (RSF/CA4P)-(SBA-15/DOX)水凝

胶各 200 μL, 分别置于 2 mL 离心管中, 加入 1 mL PBS 
(0.01 mol/L, pH 7.4)或含有 5 U/mL 蛋白质水解酶

(Protease XIV)的 PBS 溶液, 在 37 ℃摇床中(100 r/min)
恒温 20 天. 每隔一段时间取样, 每次取样后更换 1 mL
新鲜的 PBS 溶液 . 最后采用紫外 /可见分光光度计

(Hitachi UV 2910 UV-Vis)在 290 nm 或 480 nm 定波长下

测定 PBS 溶液中 CA4P 或 DOX 的吸光度. 

4.5  细胞实验 
HUVEC 细胞用内皮细胞培养液 (ECM) 培养 , 

MDA-MB-231 细胞用培养液(DMEM)培养, 两种培养液

中都添加了10%胎牛血清(FBS)、100 U/mL青霉素和100 
μg/mL 链霉素, 置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养, 每
隔 3 天用 0.25%胰酶-EDTA 消化后传代. 
4.5.1  细胞免疫荧光实验 

将 HUVEC 细胞培养在载玻片上, 并置于 24 孔板

中, 培养 18～24 h, 当细胞密度约为 50%时, 与不同材
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料共培养一定的时间. 水凝胶与细胞的共培养均采用

Transwell, 示意图如图 8 所示. 细胞免疫荧光实验具体

方法参见 S1.6.  

 

图 8  水凝胶作用于肿瘤细胞的详细图示 
Figure 8  Illustration representation of the detail cell experiment of 
hydrogels treated tumor cells 

4.5.2  双载药水凝胶在体外的细胞毒性(抗肿瘤药效)实
验 

体 外 细 胞 毒 性 实 验 通 过 CCK-8 法 测 定 . 
MDA-MB-231 细胞以每孔 5×104 个细胞的密度接种于

24 孔板中, 于 37 ℃, 5% CO2培养箱中培养 24 h. 吸弃

培养液, 加入 1 mL 新鲜的 DMEM. 分别取 200 μL 含有

不同药物或不同剂量的水凝胶 , 即 RSF-(SBA-15)、
RSF/CA4P 、 RSF-(SBA-15/DOX) 和 (RSF/CA4P)- 
(SBA-15/DOX)水凝胶, 加入到含有 0.5 mL DMEM 的

Transwell 嵌套膜内, 置于 24 孔板中. 培养 1 天之后, 将
培养液换成新鲜的无血清 DMEM. 根据说明, CCK-8 在

避光条件下加入, 作用 2 h 后用酶标仪(Elx 800, Biotek, 
USA)检测在 450 nm 处的吸光度.  

检测后吸出 CCK-8 试剂, 用 PBS洗涤细胞 2 次, 然
后每孔加入 1 mL DMEM 继续培养. 在培养的第 2 天和

第 3 天, 以同样的测试方法检测细胞毒性. 为了模拟肿

瘤再生, 在第 4 天吸出 CCK-8 试剂后每孔重新加入 1 
mL 含有 2×104个 MDA-MB-231 细胞的 DMEM 继续培

养; 在第 9 天吸出 CCK-8 试剂后每孔重新加入 1 mL 含

有 5×104个MDA-MB-231细胞的DMEM继续培养; 在
第 14 天吸出 CCK-8 试剂后每孔重新加入 1 mL 含有 1
×105个 MDA-MB-231 细胞的 DMEM 继续培养. 

4.6  数据分析 
数据平均值之间的统计学差异通过 one-way 

ANOVA analysis 和 Tukey’s test 分析. 不同组数据之间

的统计学差异表示为: p＜0.05(*)、p＜0.01(**)和 p＜
0.001(***), NS 表示没有显著性差异, p＞0.05. 
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