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　　［摘要］　目的　制备主动靶向乳腺癌的ｐＨ响应负载多烯紫杉醇（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ，ＤＴＸ）的纳米粒子，并考察其理化性

质、载药和药物缓释特征及对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的靶向和杀伤效果。方法　采用纳米沉淀法和基于聚多巴胺

（ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ，ＰＤＡ）的表面修饰方法制备主动靶向ＭＣＦ７细胞的载ＤＴＸ的叶酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ，ＦＡ）和ＰＤＡ修饰的胆酸

聚乳酸羟基乙酸共聚物纳米粒子（ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ）；采用透射电镜观察纳米粒子的形貌，

纳米粒度仪分析纳米粒子的粒径和ｚｅｔａ电位，Ｘ射线光电子能谱仪（ＸＰＳ）分析纳米粒子表面修饰情况；采用透析法和

高效液相色谱法研究纳米粒子的载药率、包封率以及体外释放曲线；采用激光扫描共聚焦显微镜和流式细胞仪分析负

载荧光探针的纳米粒子的体外细胞摄取；采用ＭＴＴ法研究载药纳米粒子对ＭＣＦ７细胞的存活率的影响。结果　本

研究制备的ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ呈“核壳”结构，水合粒径为（１６６．４±３．９）ｎｍ，ｚｅｔａ电位为

（－１１．７±３．８）ｍＶ，载药量为（９．６７±０．４５）％，包封率为（８８．３２±３．１０）％，在ｐＨ５．０的释放介质中药物释放较在ｐＨ

７．４的释放介质中快，ＸＰＳ分析结果显示ＰＤＡ和叶酸在纳米粒子表面的修饰，ＭＣＦ７细胞摄取的主动靶向的纳米粒子

多于未连接主动靶向配体的纳米粒子，载药主动靶向纳米粒子的细胞毒性明显优于ＤＴＸ的临床制剂泰素帝○Ｒ。结论

　主动靶向乳腺癌的ｐＨ响应的载药纳米粒子表现出良好的主动靶向性和ＭＣＦ７细胞杀伤效果。
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ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ）ｅｘｈｉｂｉｔｓｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔａｒｇｅｔｉｎｇａｂｉｌｉｔｙａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ犻狀狏犻狋狉狅ａｇａｉｎｓｔＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ；ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ；ｔａｒｇｅｔｅｄｄｅｌｉｖｅｒｙ；ｐＨｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｂｒｅａｓｔｎｅｏｐｌａｓｍｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：７０７７１４］

　　近年来肿瘤纳米药物被广泛研究，其中连接主

动靶向配体的纳米药物载体是一种可以实现精准靶

向的给药系统［１］。这种给药系统能够在肿瘤病灶部

位有效富集，通过靶向配体介导的内吞作用进入细

胞，并通过控制药物释放实现对肿瘤细胞的杀伤，减

少化疗药物的不良反应［２］。传统的靶向配体连接策

略是直接在纳米粒子表面修饰以及预先制备聚合

物靶向分子共聚物。这些方法具有以下缺点：采用

的偶联剂、催化剂等需要通过复杂的纯化过程予以

剔除［３］；复杂的反应机制大大增加了合成难度，降低

了方法的通用性［４］。

聚多巴胺（ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ，ＰＤＡ）是一种具有黏

附性和良好生物相容性的大分子，温和条件下可以

通过多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ）氧化聚合而附着在多种材料

表面［５］。ＰＤＡ具有良好的生物学特性，在体外和体

内都没有明显的毒性，作为一种表面改性剂可应用

于多个领域［６］。近年来，ＰＤＡ应用于纳米药物表面

改性的研究逐渐增多［７１０］。Ｐａｒｋ等
［９］采用ＰＤＡ对

载药纳米颗粒进行表面修饰并偶联靶向配体，结果

表明ＰＤＡ改性的纳米颗粒具备优异的生物相容性，

并且对肿瘤细胞具有明显的靶向性。此外，ＰＤＡ有

良好的ｐＨ响应性，在ｐＨ中性环境（如血液、组织

液等）中，ＰＤＡ修饰膜可以保持稳定，而在肿瘤内部

偏酸性环境中可被降解从而释放药物［１１］。另外，最

近研究发现ＰＤＡ还具备优良的光热转换功能，可应

用于肿瘤的光热治疗［１２］。

叶酸受体介导的靶向给药主要是以叶酸受体为

靶点，通过叶酸与肿瘤细胞表面过表达的叶酸受体特

异性结合，进而将药物载体内吞进入细胞［１３］。聚乙二

醇（ＰＥＧ）是一种无毒性、无刺激性、具有良好亲水性

的聚合物，被广泛应用于药物载体修饰，能够增加药

物载体的溶解度、渗透性、稳定性以及生物利用度［１４］。

本研究中采用的叶酸聚乙二醇氨基（ＮＨ２ＰＥＧＦＡ）

同时具备了上述两个方面的优点。本课题组前期研

究发现，星型共聚物胆酸聚乳酸羟基乙酸共聚物

（ＣＡＰＬＧＡ）是一类良好的药物载体，具有粒径小、载

药量大、包封率高等优点［１５］。多烯紫杉醇（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ，

ＤＴＸ）是一种临床抗肿瘤药物，广泛应用于多种实体

瘤的化疗。因此本实验设计了一种负载ＤＴＸ的纳米

给药系统———叶酸和ＰＤＡ修饰的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒

子（ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ），并借助主动靶

向和ｐＨ响应机制增加其在肿瘤部位的富集与药物

释放，从而改善ＤＴＸ的化疗效果。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　ＤＴＸ和泰素帝○Ｒ（Ｔａｘｏｔｅｒｅ○
Ｒ）购

自上海金和生物技术有限公司，多巴胺盐酸盐

（ｄｏｐａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）、香豆素６（ｃｏｕｍａｒｉｎ６）、

３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐

（ＭＴＴ）、４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）、乙腈

（ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，色谱纯）和甲醇（ｍｅｔｈａｎｏｌ，色谱纯）购

自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＮＨ２ＰＥＧＦＡ和聚乙

二醇氨基（ＮＨ２ＰＥＧ）购自上海炎怡生物科技有限

公司，星型共聚物ＣＡＰＬＧＡ按照文献［１５］所述方

法合成，人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株购自美国ＡＴＣＣ

公司。透射电镜（ＴｅｃｎａｉＧ２２０，美国ＦＥＩ公司），纳

·８０７·
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米粒度分析仪（ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０，英国马尔文仪

器有限公司），Ｘ射线光电子能谱仪（ＸＰＳ，日本

ＵＬＶＡＣＰＨＩ公司），高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ，

ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００ｓｅｒｉｅｓ，美国安捷伦公

司），激光扫描共聚焦显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＦＶ１０００，日

本奥林巴斯公司），流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

１．２　载药纳米粒子的制备　采用优化的纳米沉淀

法制备载药纳米粒子，称取１００ｍｇＣＡＰＬＧＡ、

１０ｍｇＤＴＸ溶于８ｍＬ丙酮中，在室温搅拌的条件

下，将上述溶液逐滴加入到１００ｍＬ的０．０３％（质量

体积分数）的聚乙二醇维生素Ｅ琥珀酸酯（ＴＰＧＳ）

水溶液中，继续室温搅拌过夜，充分挥发丙酮并载

药，３９１９１×犵离心１５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀用去离

子水洗涤３次，得到载ＤＴＸ的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒子

（ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ），冷冻干燥后备用。

１．３　ＰＤＡ的修饰　在弱碱性（ｐＨ为８．０～８．５）条

件下实现ＰＤＡ的表面修饰，称取适量１．２项下制备

的载药纳米粒子ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ，按浓

度１ｍｇ／ｍＬ重悬于Ｔｒｉｓ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝

８．５），然后室温搅拌加入多巴胺盐酸盐，（多巴胺盐

酸盐的终浓度为 ０．５ ｍｇ／ｍＬ），反应 ５ｈ 后

３９１９１×犵离心１５ｍｉｎ，弃上清液，取沉淀用去离子

水洗涤３次，得到载 ＤＴＸ 的 ＰＤＡ 修饰的 ＣＡ

ＰＬＧＡ纳米粒子（ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／

ＮＰｓ），冷冻干燥后备用。

１．４　靶向配体的修饰　在弱碱性（ｐＨ为８．０～８．５）

条件下实现靶向配体的修饰，按终浓度１ｍｇ／ｍＬ称

取适量１．３项下制备的纳米粒子ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡ

ＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／ＮＰｓ重悬于Ｔｒｉｓ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝８．５），然后室温搅拌加入ＮＨ２ＰＥＧＦＡ，使终

浓度为２ｍｇ／ｍＬ，继续搅拌５ｈ，３９１９１×犵离心

１５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀用去离子水洗涤３次，得到

载ＤＴＸ的叶酸和ＰＤＡ修饰的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒子

（ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ），冷

冻干燥后备用。

按同样方法加入ＮＨ２ＰＥＧ合成载ＤＴＸ的聚

乙二醇和ＰＤＡ修饰的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒子（ＤＴＸ

ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ）。

按同样方法合成载香豆素６的聚乙二醇和ＰＤＡ

修饰的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒子（ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄＣＡ

ＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ）和载香豆素６的叶酸和

ＰＤＡ修饰的ＣＡＰＬＧＡ纳米粒子（ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄ

ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ），只需将ＤＴＸ替换

为香豆素６。

１．５　纳米粒子的表征分析　将上述制备的纳米粒

子ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ重

悬于去离子水超声分散后，用纳米粒度分析仪测定

其粒径和ｚｅｔａ电位。将纳米粒子重悬于乙醇中超声

分散后，滴加到碳膜铜网上晾干，用透射电镜观察其

形貌。用ＸＰＳ分析纳米粒子表面的元素组成。留

存并过滤上述纳米粒子制备过程中的每一步反应前

后的上清液，用ＨＰＬＣ分析残留药物浓度，按公式

计算纳米粒子的载药量和包封率：载药量（％）＝（纳

米粒子药物含量／纳米粒子质量）×１００％；包封率

（％）＝（纳米粒子药物含量／投药量）×１００％。

ＨＰＬＣ的参数为：色谱柱为反相Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ，Ｃ１８），流动相为乙腈∶水（５０∶５０，体

积比），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ，紫外检测

波长为２２７ｎｍ。

１．６　载药纳米粒子的体外释放检测　采用透析法

测定载药纳米粒子的体外释放曲线。称取５ｍｇ载

药纳米粒子分散于１ｍＬ的释放介质ＰＢＳＴ溶液（含

质量体积分数为０．１％吐温８０的 ＰＢＳ溶液，

ｐＨ７．４），转移到透析袋（截留相对分子质量３５００，

上海生工生物工程技术服务有限公司）中，封口，再

浸于装有１５ｍＬ释放介质ＰＢＳＴ溶液的５０ｍＬ离

心管中，最后置于恒温水浴摇床３７℃震荡。在１４ｄ

内每隔２４ｈ从离心管中取出１ｍＬ溶液用于分析，

再补充等量的新鲜溶液。于取出的１ｍＬ溶液中加

入１ｍＬ二乙醚萃取，弃去水相后通Ｎ２挥发二乙醚，

待二乙醚完全挥发后，加入１ｍＬ流动相乙腈∶水

（５０∶５０，体积比）经超声分散并过滤后，取２０μＬ加

入到ＨＰＬＣ进样孔中进行测量，测试条件同１．５项

所示。根据ＤＴＸ的标准曲线绘制体外释放曲线。

１．７　纳米粒子的细胞摄取实验　将ＭＣＦ７细胞接

种到玻底培养皿中，培养过夜并贴壁后，分别加入

２５０μｇ／ｍＬ的载香豆素６的纳米粒子ｃｏｕｍａｒｉｎ６

ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ和纳米粒子

ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄ ＣＡＰＬＧＡ ＠ ＰＤＡＰＥＧＦＡ／

ＮＰｓ，另外验证组加入载香豆素６的纳米粒子

ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ

（１２５μｇ／ｍＬ）和游离叶酸（１２５μｇ／ｍＬ）。培养０．５ｈ

和２ｈ后ＰＢＳ洗涤３次，用４％多聚甲醛溶液固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，然后用 ＤＡＰＩ染细胞核

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，采用荧光共聚焦显微镜观察

细胞对纳米粒子的摄取情况，蓝色通道激发波长为

·９０７·
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３４０ｎｍ，绿色通道激发波长为４８５ｎｍ。进一步采用

流式细胞仪定量研究细胞摄取，按１×１０６／孔的细胞

密度将ＭＣＦ７细胞接种到６孔板上，培养过夜并贴

壁后，分别加入２５０μｇ／ｍＬ的载香豆素６的纳米粒

子ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ

和ｃｏｕｍａｒｉｎ６ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／

ＮＰｓ，另设不加入荧光纳米粒子作为对照。培养１ｈ

后，小心消化细胞、ＰＢＳ清洗后，重悬于ＰＢＳ溶液中

用流式细胞仪检测，激发波长和发射波长分别为

４８８ｎｍ和５３０ｎｍ，每组检测约１００００个细胞。

１．８　载药纳米粒子的体外细胞毒性实验　用ＭＴＴ

法测定纳米粒子在２４ｈ和４８ｈ对ＭＣＦ７细胞的细

胞毒性。将ＭＣＦ７细胞以１×１０４／孔的密度接种到

９６孔板上，培养过夜并贴壁后，分别用纳米粒子

ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ（不载药）、泰素帝○Ｒ

（Ｔａｘｏｔｅｒｅ○
Ｒ）、ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／

ＮＰｓ和 ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／

ＮＰｓ处理２４ｈ和４８ｈ，其中载药各组ＤＴＸ的质量

浓度分别为０．２５、２．５、１２．５、２５μｇ／ｍＬ，不载药纳米

粒子的浓度与载药纳米粒子的浓度一致。之后，９６

孔板每孔加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液，继续

培养４ｈ后弃去培养液，每孔加入１５０μＬ二甲基亚

砜，于摇床避光震荡３０ｍｉｎ使得甲!

晶体完全溶

解，最后用酶标仪测定４９０ｎｍ的光密度（犇）值。参

照存活率为零的空白对照组和存活率为１００％的对

照组计算每组细胞的存活率。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据

分析，实验数据以珔狓±狊表示，两组间比较采用狋检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　载药纳米粒子的表征　如图１Ａ所示，本实验

设计的主动靶向载药纳米粒子 ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡ

ＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ为“核壳”结构，包括

作为核心载药的ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ以及作为壳结构

的ＰＤＡ和靶向配体。图１Ｂ为主动靶向纳米粒子的

透射电镜照片，纳米粒子均表现为尺寸大小均一的

“核壳”结构，说明ＰＤＡ黏附在纳米粒子表面。如

图１Ｃ所示，采用纳米粒度仪测得水合粒径为

（１６６．４±３．９）ｎｍ，这个粒径有助于纳米粒子在体内

通过高渗透和滞留（ＥＰＲ）效应在肿瘤部位富集并对

肿瘤进行杀伤。另外测得的纳米粒子的粒径分布比

较窄（多分散指数＜０．１５），有利于改善纳米粒子在

体内的分布。根据透射电镜照片估计，纳米粒子的

粒径较小（８５ｎｍ），这是因为透射电镜测得的粒径为

干态的纳米粒子，纳米粒度仪测得的粒径为湿态的

纳米粒子，纳米粒子在干燥过程中粒径有所收缩。

图１Ｄ为采用纳米粒度仪测得的纳米粒子的ｚｅｔａ电

位（－１１．７±３．８）ｍＶ，绝对值较大的负电位有助于

纳米粒子在水溶液中稳定分散。

图１　载犇犜犡的叶酸和聚多巴胺修饰的犆犃犘犔犌犃纳米粒子的表征

犉犻犵１　犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犇犜犡犾狅犪犱犲犱犆犃犘犔犌犃＠犘犇犃犘犈犌犉犃／犖犘狊

Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ；Ｃ：Ｔｈｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｂｙｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；Ｄ：Ｔｈｅｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｆｏｌｉｃａｃｉｄ（ＦＡ）ａｎｄｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ（ＰＤＡ）；ＤＴＸ：Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ；ＣＡＰＬＧＡ：

Ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ

２．２　纳米粒子的ＸＰＳ分析结果　为了进一步对纳

米粒子的结构进行验证，我们采用ＸＰＳ对不载药的

４种纳米粒子ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ、ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／

ＮＰｓ、ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ、ＣＡＰＬＧＡ＠

ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ进行了表面元素分析，结果如

图２所示。图２Ａ中的Ｃ１ｓ峰和Ｏ１ｓ峰来自ＣＡ

ＰＬＧＡ／ＮＰｓ，图２Ｂ中出现的Ｎ１ｓ峰证明了ＰＤＡ的

表面修饰，图２Ｃ和２Ｄ中增强的Ｎ１ｓ峰分别说明了

ＮＨ２ＰＥＧ和 ＮＨ２ＰＥＧＦＡ的修饰。结合上述电

镜照片，确认纳米粒子核心为ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ，壳结

构为ＰＤＡ和ＮＨ２ＰＥＧＦＡ。

·０１７·
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图２　未载药纳米粒子的犡犘犛谱图

犉犻犵２　犡犘犛狊狆犲犮狋狉犪狅犳犱狉狌犵犳狉犲犲狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊

Ａ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ）；Ｂ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ（ＰＤＡ）（ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／ＮＰｓ）；Ｃ：

ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ（ＰＥＧ）ａｎｄＰＤＡ（ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ）；Ｄ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｂｙｆｏｌｉｃａｃｉｄ（ＦＡ）ａｎｄＰＤＡ（ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ）．ＣＡＰＬＧＡ：Ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＸＰＳ：Ｘｒａｙｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

２．３　载药纳米粒子的体外释放　纳米粒子的载药

量、包封率以及药物缓释均对其化疗效果有重要影

响。表１为测得的４种载药纳米粒子的载药量以及

包封率，载药量均约为１０％，表明纳米粒子的表面

功能化几乎不影响其载药能力。分别在ｐＨ７．４和

ｐＨ５．０的释放介质中进行药物体外释放实验，结果

如图３所示，载药纳米粒子展现两相释放特征。第

一阶段的突释可以归因于吸附在纳米粒子表面的药

物，并且可以快速释放出来，前２ｄ大约释放５０％。

随后的缓释主要是由于药物缓慢从纳米粒子的核层

渗透出来，１４ｄ时可以释放约８０％。通过对比发

现，在ｐＨ５．０的释放介质中，药物释放较快，这是由

于在酸性条件下ＰＤＡ分解促进药物释放。

表１　载犇犜犡纳米粒子的表征

犜犪犫１　犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犇犜犡犾狅犪犱犲犱狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊

狀＝３

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｉｚｅ犱／ｎｍ，珔狓±狊 ＰＤＩ ＺＰφ／ｍＶ，珔狓±狊 ＬＣ（％），珔狓±狊 ＥＥ（％），珔狓±狊

ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ １０３．４±２．８ ０．１１５ －２２．５±４．３ ９．９６±０．３４ ９４．１２±３．５０

ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／ＮＰｓ １６０．８±３．４ ０．１２２ －１８．４±４．１ ９．７８±０．２８ ９１．６３±３．９０

ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ １６４．５±３．１ ０．１１９ －１２．４±３．２ ９．６５±０．３２ ８９．０５±４．４０

ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ １６６．４±３．９ ０．１３９ －１１．７±３．８ ９．６７±０．４５ ８８．３２±３．１０

　　ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ（ＰＤＡ）；ＣＡＰＬＧＡ

＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ（ＰＥＧ）ａｎｄＰＤＡ；ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｆｏｌｉｃａｃｉｄ（ＦＡ）ａｎｄＰＤＡ；ＣＡＰＬＧＡ：Ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＤＴＸ：Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ；ＰＤＩ：Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ；ＺＰ：Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＬＣ：Ｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔ；ＥＥ：Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

图３　载犇犜犡纳米粒子的药物释放曲线

犉犻犵３　犐狀狏犻狋狉狅犱狉狌犵狉犲犾犲犪狊犲狆狉狅犳犻犾犲狊狅犳犇犜犡犾狅犪犱犲犱狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊

Ａ：ｐＨ７．４；Ｂ：ｐＨ５．０．ＣＡＰＬＧＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ

（ＰＤＡ）；ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｆｏｌｉｃａｃｉｄ（ＦＡ）ａｎｄＰＤＡ；ＣＡＰＬＧＡ：Ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ

犮狅ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）；ＤＴＸ：Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ．狀＝３，珔狓±狊
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２．４　纳米粒子的体外细胞摄取　肿瘤细胞对纳米

粒子的摄取直接影响药物进入细胞，进而影响化疗效

果。分别采用定性和定量的方法研究纳米粒子的体

外细胞摄取，图４Ａ为用激光扫描共聚焦显微镜观察

ＭＣＦ７细胞对载香豆素６的纳米粒子的摄取结果，由

图可见，绿色的纳米粒子大多处于细胞质中，且紧紧

围绕在蓝色的细胞核周围，培养时间从０．５ｈ延长到

２ｈ时，细胞摄取的纳米粒子的荧光增强，其中细胞摄

取载香豆素６的ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ的

荧光强度均明显强于载香豆素６的ＣＡＰＬＧＡ＠

ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ；另外，加入游离叶酸组的荧光强度明

显减弱，证明叶酸介导了的纳米粒子主动靶向作用。

图４Ｂ和４Ｃ为用流式细胞仪定量研究ＭＣＦ７细胞对

纳米粒子的摄取，结果与上述定性分析一致，提示叶

酸介导的细胞内吞作用明显增加了ＭＣＦ７细胞对纳

米粒子的摄取（犘＜０．０１）。

图４　犕犆犉７细胞对载香豆素６（犆６）纳米粒子的摄取

犉犻犵４　犆犲犾犾狌犾犪狉狌狆狋犪犽犲狅犳犮狅狌犿犪狉犻狀６（犆６）犾狅犪犱犲犱狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊

Ａ：ＬａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒ０．５ｈａｎｄ２ｈ．１，２，ａｎｄ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＣ６

ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ，Ｃ６ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓａｎｄＣ６ｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓｗｉｔｈｆｒｅｅＦＡ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ：Ｇｒａｐｈｉｃｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ （ＦＣＭ）ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ１ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｃ：

ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＦＣＭｈｉｓｔｏｇｒａｍ （狋ｔｅｓｔ，犘＜０．０１）．ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ

（ＰＥＧ）ａｎｄｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ（ＰＤＡ）；ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ：ＣＡＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｆｏｌｉｃａｃｉｄ（ＦＡ）ａｎｄＰＤＡ；ＤＡＰＩ：４’，

６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．狀＝３，珔狓±狊

２．５　载药纳米粒子的体外细胞毒性　体外细胞毒

性实验直接反映载药纳米粒子对于肿瘤细胞的杀伤

效果，本研究采用 ＭＴＴ法测定了纳米粒子在培养

２４ｈ和４８ｈ后对ＭＣＦ７细胞的细胞毒性。如图５

所示，ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ（不载药）在

各个浓度均没有表现出细胞毒性，排除了药物载体

的细胞毒性；其余ＤＴＸ配方均表现出细胞毒性，其

中２种载药纳米粒子的细胞毒性均大于临床用的

ＤＴＸ制剂泰素帝○Ｒ；随着浓度和时间的增加，两种载

药纳米粒子均表现出细胞毒性增加的趋势；载药纳

米粒子ＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ表现出最

强的细胞毒性。
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图５　纳米粒子培养２４犺（犃）和４８犺（犅）对犕犆犉７的细胞毒性实验结果
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３　讨　论

本研究首先采用优化的纳米沉淀法制备负载疏

水性药物的聚合物纳米粒子，接着在纳米粒子表面

修饰一层ＰＤＡ分子，最后通过迈克尔加成反应

（Ｍｉｃｈａｅｌａｄｄｉｔｉｏｎ）或席夫碱反应 （Ｓｃｈｉｆｆｂａｓｅ

ｒｅａｃｔｉｏｎ）在ＰＤＡ修饰层上连接具有氨基或巯基的

配体［９］，从而实现载药纳米粒子的主动靶向和体内

长效循环。相对于传统的配体连接方式，即直接在

缺乏活性基团的纳米粒子表面连接配体和预先制备

聚合物配体共聚物，基于ＰＤＡ的表面修饰具有以

下优点：（１）ＰＤＡ分子可方便地黏附在多种材料表

面，如聚合物纳米粒子［７］、金纳米粒子［１６］、介孔二氧

化硅纳米粒子［１１］等；（２）可以连接多种具有氨基或

巯基的配体，如半乳糖胺［７］、核酸适体巯基
［１７］、叶

酸［９］等；（３）ＰＤＡ具有ｐＨ敏感性，在中性环境（正

常组织）中保持结构稳定，在酸性环境（如肿瘤组织）

中被降解，有利于改善药物的可控释放。

采用的聚合物为文献中合成的星型共聚物ＣＡ

ＰＬＧＡ，疏水性药物为传统抗肿瘤药物ＤＴＸ，制备的

载药纳米粒子ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ

ＦＡ／ＮＰｓ具有合适的粒径［（１６６．４±３．９）ｎｍ］和

ｚｅｔａ电位［（－１１．７±３．８）ｍＶ］，有利于避免纳米粒

子在体内循环时被网状内皮系统清除［１４］，更多地通

过ＥＰＲ效应富集在肿瘤部位。通过体外细胞摄取

实验可以发现，连接了主动靶向配体叶酸的纳米粒

子更容易被ＭＣＦ７细胞摄取，从而使富集在肿瘤部

位的载药纳米粒子更容易通过叶酸受体介导的内吞

作用进入肿瘤细胞，为之后的肿瘤杀伤作用奠定基

础。此外，基于ＰＤＡｐＨ响应性的药物控制释放有

利于减少药物提前泄漏，更多地被递送到肿瘤细胞。

体外抗肿瘤效果可以通过体外细胞存活实验检测，

比较２４ｈ和４８ｈ的细胞存活率，抗肿瘤效果依次为

ＤＴＸｌｏａｄｅｄ ＣＡＰＬＧＡ ＠ ＰＤＡＰＥＧＦＡ／ＮＰｓ＞

ＤＴＸｌｏａｄｅｄＣＡＰＬＧＡ＠ＰＤＡＰＥＧ／ＮＰｓ＞泰素

帝○Ｒ，说明主动靶向以及ｐＨ响应机制能够显著提高

ＤＴＸ的抗肿瘤效果。

本研究构建的主动靶向乳腺癌的ｐＨ响应的载

药纳米粒子能够有效负载疏水性抗肿瘤药物，结合

主动靶向和ｐＨ响应机制，有望实现纳米粒子在肿

瘤部位的有效富集和摄取，并通过控制药物释放提

高肿瘤抑制率，同时减少对正常细胞的毒性，从而改

善传统抗肿瘤药物的化疗效果，为临床用药提供一

种新剂型、新思路。另外，考虑到ＰＤＡ良好的光热

性能，未来还可以基于本研究联合光热治疗和化疗，

进一步提高对肿瘤的有效杀伤。
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