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【摘要】树枝状聚合物是一种人工合成的新型纳米材料，具有天然的纳米尺寸、独特的单分散性、表面多官能团等特点。这些独特的理化性质使其在生物医学领域得到了广泛地应用，尤其在靶向药物传递方面。药物可包封在树枝状聚合物的内部空腔，也可通过化学键偶联在其表面的官能基团上。表面众多的官能团还可与各种靶向配基如抗体和其Fab片段、叶酸、生物素等偶联，从而将药物传递至配基靶向部位，实现靶向治疗。本文主要探讨树枝状聚合物在靶向药物传递中的应用，并简单介绍这种聚合物的毒性作用。
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Progress of dendrimer in application of targeted drug delievery

PENG xia,LI li

First People's Hospital,Shanghai Jiaotong University, shanghai, china, 200080

【Abstract】Dendrimer is a new synthetic materials, with natural nanometer-size, unique monodispersion, multifunctional surface groups, and so on.These unique properties has been widely used in the biomedical domain，especially in targeted drug delievery.Drug moleculars can be either encapsulated in the hydrophobic chambers inside the dendritic skelecton，or chemically conjugated to the functional groups on the surface of dendrimer。The multifunctional surface groups can be linked chemically to various targeted ligands，such as monoantibody and its Fab fragment 、FA、biotin and so on。Drugs are then delivered to the targeted sites for targeted therapy。This article mainly discusses the applications of dendrimers in targeted drug delivery, whose toxicity property has also be simply introduced.
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0  引言
靶向给药系统是指借助载体将药物通过局部给药胃肠道、或全身血液循环而选择性地浓集定位于靶组织、靶器官、靶细胞或细胞内结构的给药系统[1]。目前靶向给药系统应用于临床治疗仍面挑战，如找到与疾病密切相关的靶点（细胞、蛋白或基因），找到作用专一、疗效好的治疗药物及合适的载体[2]。
近年来随着纳米技术的发展，采用纳米载体同时装载药物和靶向基序，形成共轭物，可能使靶向给药由理想变为现实。传统的靶向给药载体主要有纳米脂质体、固体脂质纳米粒、聚合物胶束等。1978年美国化学家D.A.Tomalia博士发明并成功合成了一种高度分支的聚合物—树枝状聚合物。相比于传统的纳米载体，树枝状聚合物具有精确的纳米级结构和易控的纳米尺寸、独特的单分散性、表面多功能基团等特点。这些突出的特性使树枝状聚合物作为药物载体在医药学领域脱颖而出。目前树枝状聚合物已经在多个方面被广泛应用，主要包括纳米级药物及基因载体、免疫诊断纳米试剂、纳米疫苗及抑制剂、核磁共振造影剂等[ 3]。在靶向药物传递方面，树枝状聚合物已成为抗癌、抗炎、抗病毒药物研究最多的载体，大量的体内外实验正在研究当中。
1  树枝状聚合物结构和类型

如图1[4]所示，经典的树枝状聚合物是由位于中心的核心分子、内部的空腔、分支单位和表面基团组成的半球形或球形大分子，具有三维空间结构。
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图1  树枝状聚合物的结构
Figure 1 The structure of dendrimer
目前树枝状聚合物尚无明确的分类标准，应用较广的有聚丙烯亚胺（PPI）树枝状聚合物、聚酰胺-胺（PAMAM）树枝状聚合物、多聚柠檬酸(PCA)树枝状聚合物、多聚赖氨酸(PLS)树枝状聚合物等。聚酰胺-胺（PAMAM）树枝状聚合物是树枝状聚合物家族中首个商业化的产品，也是目前用于药物研究最多的类型。PAMAM树枝状聚合物已合成至第10代。G0-G10代的PAMAM树枝状聚合物分子量为517-539000u，分子尺寸大小为1-13nm。
2  树枝状聚合物的合成
树枝状聚合物的传统合成方法主要有发散法和收敛法。发散法是以一个中心分子或者起始分子如氨、乙二胺等为核心向四周生长、发散，如图2[4]。每增加一层，就在已形成的聚合物上增长1“代”（Gneration，G）。随着合成代数的增加，树枝状聚合物的分子大小和表面官能团成指数规律增加，但到了较高代数后,继续引入分支单元,合成反应会受到空间位阻的影响,从而使树状大分子产生结构上的缺陷，同时树枝状聚合物的产量也将下降。目前大部分树枝状分子产品都按照该方法合成。与发散法相反，收敛法一种由外及里的合成过程。先将一系列小的分支单位反复耦合，生成树枝状结构，然后锚定一个核心分子，从而产生多个树枝状结构组成的树枝状聚合物，如图2。其优点是可以构建含多种末端基团的树枝状聚合物[5]。随着对树枝状聚合物的研究方法日趋成熟，新合成策略不断涌现，如“多核”和“分支单元”生长方法、双指数生长方法、积木化学合成、点击化学合成方法等[4]。这些方法可明显减少反应试剂和纯化步骤，改善传统合成方法中合成步骤繁琐、时间长、不易大规模生产的缺点。
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图2  树枝状分子的合成方法
Figure 2  Synthesis methods of dendrimer
3  树枝状聚合物装载药物方式
树枝状聚合物独特的三维结构，使其在药物传递中具有很强的优势。树枝状聚合物的内部空腔可以装载疏水药物，实现对药物的物理包封；表面众多的官能基团，可以通过共价键与药物分子连接。
3.1非共价键包封
疏水药物可通过疏水键和氢键与核分子结合，包裹在树枝状聚合物的非极性内部空腔。与游离药物相比，药物与树枝状聚合物所形成的包合络合物可提高疏水药物的水溶性及药物的稳定性。G3 PAMAM树枝状聚合物装载磺胺类药物形成包合络合物，包合络合物对大肠杆菌的疗效比其游离状态更佳，且释放性能增加[6]。喜树碱是一种水溶性极低的临床常用抗癌药物，以羟基末端的G4.5聚酯树枝状聚合物成功地包裹该药物形成包合络合物，相比于游离喜树碱，包合络合物中药物的IC50均有所下降，而药物的细胞摄取率却显著升高[7]。
3.2共价连接
药物也可直接连接于树枝状聚合物表面或由连接分子（linker）将药物与载体共价偶联或使药物分子成为树枝状载体的一部分，到达特定部位后通过某种激发条件（如化学降解和酶解）释放。优点是药物的负载量和释放速率可控。布洛芬与PAMAM通过酯键连接形成偶联化合物，进入细胞后水解，短时间（30min）内产生前列腺素抑制效应，而游离布洛芬1小时才发挥药效，说明共价偶联物中药物活性更高[8]。另一个实验中，PAMAM-青霉素Ⅴ共价偶联物并不比游离青霉素抗菌活性高，可是共价偶联物中青霉素可保持稳定的释放速率[9]。
    两种载药方式都增加了药物的活性，但在实际应用过程中到底应该采取哪种载药方式呢？Anil K. Patri比较了FA-树枝状聚合物-MTX共价偶联物与FA-树枝状聚合物-MTX包合络合物的释放活性，结果显示共价偶联物中MTX在水和PBS溶液中均可稳定释放，表明共价偶联物更适合靶向药物传递，但包合络合物可提高难溶药物的溶解度[10]。

4  树枝状聚合物的细胞内运输
药物发挥药效的前提是药物被成功传递进入细胞特定部位并释放，包括穿过胞膜、胞内定位及药物释放的过程。已知树枝状分子通过内吞作用进入细胞[11]，包括巨吞饮、网格蛋白介导的途径、细胞膜穴样凹陷、不依赖网格蛋白及穴样凹陷的内吞。但其在细胞内定位仍存在争议。目前研究表明树枝状聚合物的表面性质、大小、细胞类型等是影响载药树枝状聚合物内吞机制和胞内定位的重要因素。Perumal等研究了树枝状聚合物表面功能基团的差异对A549肺上皮细胞内吞作用及胞内定位的影响，发现表面携带阴离子基团的树枝状聚合物通过膜穴样凹陷机制被细胞摄取，而以阳性和中性基团为末端的则通过非凹陷样和非网格蛋白介导的方式被摄取；进入细胞后表面携带阴离子基团的树枝状聚合物主要定位在溶酶体外周的小囊泡部位，以阳性和中性基团为末端的则聚集在溶酶体中[12]。这对于在溶酶体中经酶解释放的药物有重要意义。经酰胺键连接表面为阳性的树枝状聚合物-MTX偶联物药效比游离MTX高25倍，而经酰胺键连接表面为阴性的树枝状聚合物-MTX偶联物却不表现出药物活性[13]。Lorenzo Albertazzi研究了Hela细胞的内吞作用后发现，膜亲和力与树枝状聚合物表面阳离子电荷数成正比，如不同代树枝状聚合物细胞内吞速率依次为G6>G4>G2。比较HepG2、PC12、人肺成纤维细胞MRC5和星形胶质细胞等细胞系对G4 PAMAM的细胞内吞情况，结果表明：不同细胞系与树枝状聚合物相互作用的时间、细胞内吞速率、细胞内吞机制及细胞内定位均不相同[14]。药物与树枝状聚合物一般通过酯键、酰胺键或腙键连接，偶联物进入细胞后，PH改变将导致药物释放。连接键类型的差异对药物释放速率也有一定影响，如酯键对PH的敏感度比酰胺键高，而腙键的反应更灵敏，但腙键的形成需要在载体或药物分子上载入其他功能基团[15]。目前有研究表明使用二硫键连接药物与树枝状聚合物，也可提高药物释放速率和药物活性[16]。
5  药物靶向传递中的应用
靶向给药时指药物选择性地到达特定生理部位、器官、组织或细胞，并在该靶部位发挥作用。选择性给药可以增强药物在靶向部位的活性，减少其在非靶部位的毒副作用，提高治疗指数。靶向给药一般有2种方式，即主动靶向和被动靶向[17]。被动靶向是指通过减少与非靶器官、组织及细胞的非特异性相互作用来增加靶部位/非靶部位的药物水平比率。主动靶向是利用抗原—抗体结合及配体一受体结合等生物特异性相互作用来实现药物的靶向传递。树枝状聚合物与靶向分子偶联实现主动靶向，常用的靶向分子有抗体及其片段（如抗CD14抗体、抗PSMA抗体、抗HER2抗体及其片段、抗CD19抗体）、叶酸、肽（血管活性肠肽、RGD、适体）、转铁蛋白、胰岛素等。随着细胞生物学的发展，新的靶分子也不断涌现，如重组FGF-1、生物素等。
5.1以抗体为导向的靶向载体

1975年单克隆抗体技术诞生，引发了以单克隆抗体为导向，以抗癌药物或毒素为导弹的威力强大的“生物导弹”的设想。然而因为抗体载药量低，结合药物后活性下降，使其作为“生物导弹”的研究步履维艰。树枝状聚合物具有表面多功能基团等特点，可同时结合抗体分子和药物，而又不影响抗体和药物活性，因此可用作靶向给药。目前偶联抗体的树枝状聚合物主要装载抗肿瘤药物靶向作用于肿瘤细胞。

2004年Thomas等将抗CD14抗体60bca和抗PSMA抗体J591/PA分别偶联到G5 PAMAM分子上，并连接荧光标签，形成G5-FI-60B和G5-FI-PA，研究其对CD14高表达的人原始粒细胞白血病细胞HL-60和PSMA高表达的前列腺癌细胞LNCaP的毒性作用。结果G5-FI-60B和G5-FI-PA分别被HL-60和LNCaP细胞摄取，并杀死肿瘤细胞，而仅连接荧光素的对照组G5 PAMAM结合物G5-FI缺乏特异毒性作用 [18]。

Rameshwer Shukla也证实偶联抗-HER2抗体的PAMAM能够被表面高表达HER2的细胞快速而有效地吞噬，体内试验也证实了抗体与表达HER2的肿瘤组织结合的特异性[19]。

为了解决抗EGFR单抗进入机体后迅速清除及难以穿越血脑屏障的问题。Gong Wu将G5 PAMAM树枝状聚合物与西妥昔单抗（C225）及MTX偶联，特异性靶向上皮生长因子(EGFR)和其变异形式EGFRvIII。体内外实验结果表明C225-G5-MTX特异性靶向高表达EGFR的大鼠神经胶质瘤细胞系F98及实验大鼠的神经胶质瘤区域。但分别接受C225-G5-MTX、西妥昔单抗、游离MTX注射的小鼠平均生存时间为15d, 17d和19.5d，对照组与实验组差异不明显，这表明高效而特异的靶向作用只是生物导弹的一部分[20]。
5.2 以叶酸为导向的靶向载体

目前通过树枝状聚合物运输最有效的细胞特异性靶向试剂是FA，与抗体相比，FA作为靶向分子具有体积小、无免疫原性、性质稳定等优点[21]。FA能够优先与FAR高表达的肿瘤细胞结合[22]，因此主要用作抗肿瘤药物的靶分子。
Hong定量地检测了FA-G5 PAMAM分子与细胞的亲合力，发现随着表面叶酸分子数目增加，与FAR高表达的细胞亲和力也增加，5-6个FA/PAMAM分子时达到亲合力饱和。由此推测5-6个FAR预先在膜表面聚集[23]。 

体外试验表明，表面共价偶联FA、荧光素和MTX的G5 PAMAM与KB细胞的结合具有高度的选择性和特异性，且细胞对MTX的毒性作用比游离的MTX提高了100倍[22，24]。在接种人上皮细胞系KB或乳腺癌细胞系SK-BR-3的小鼠肿瘤模型中进一步证实了靶向作用的特异性[15]。

抗肿瘤药物如紫杉醇、5-氟尿嘧啶、阿霉素等与偶联FA的树枝状聚合物形成的共轭物用于靶向治疗肿瘤的研究是目前的热门领域，体内外试验均取得了满意的结果。

类风湿性关节炎（RA）病人滑膜腔的巨噬细胞表面也有FR表达。Durairaj Chandrasekar首次证实了偶联FA的抗关节炎药物吲哚美辛具有炎症组织的靶向特异性[25]。
5.3 以生物素为导向的靶向载体

    生物素是一种必需的微量营养素，在快速增长的细胞如肿瘤细胞中含量增加。K. Yellepeddi研究了生物素化的FITC-G4 PAMAM与卵巢癌OVCAR-3细胞和人胚肾HEK 293T细胞（对照）的体外作用。流式细胞分析显示OVCAR-3细胞摄取FITC-生物素化PAMAM的能力比HEK 293T细胞高12% [26]。Wenjun Yang采用生物素偶联的部分乙酰化PAMAM分子作用于HeLa细胞得到了相似的结果[27]。叶酸、维生素B12和生物素等维生素导向物中生物素抗癌活性最强，因此生物素化树枝状聚合物有望成为抗癌药物的新载体。

6  毒性作用

树枝状聚合物的特殊结构使其在靶向药物传递过程中表现出了突出的优势，但其固有的毒性作用也限制了其体内应用。
    树枝状聚合物的主要毒性作用有溶血毒性和细胞毒性。毒性作用产生的主要原因是树枝状聚合物阳离子表面与细胞膜阴离子相互作用，导致膜破裂或膜变薄，毒性与树枝状聚合物的浓度、代数和表面电荷有关。Anupa R. Menjoge研究表明阴离子和中性表面PAMAM比阳离子表面PAMAM毒性作用大；毒性与其代数成正比，如G=2-4代树枝状聚合物毒性高于G=0-1代[28]。但并非所有阳离子表面树枝状聚合物均表现出毒性作用，二氨基丙酸树枝状聚合物就是例外。

   目前降低树枝状聚合物毒性的方法主要有两大类，一为选择生物可降解的材料或代谢途径的中间产物作为合成原料以提高树枝状聚合物的生物相容性，近年来涌现出大量由生物相容性材料组成的树枝状聚合物，如由枸橼酸、聚乙二醇、磷酸盐或赖氨酸等为单位组成的树枝状聚合物。二为减少表面阳离子电荷，主要方法有（1）表面酰胺化，与PEG链、糖链或肽链偶联以中和表面电荷；（2）合成半代树枝状分子（如G3.5、G4.5）得到阴离子表面[29]。Kolhatkar, R.B.研究表明胺末端的树枝状聚合物表面酰胺化后毒性减低10倍。PEG化的聚合物形成“隐形”树枝状聚合物，具有更高的生物相容性[30]。余沛霖研究经PEG进行表面修饰 的聚酰胺-胺树枝状大分子作为药物载体时对药物的包裹及释放能力，发现经PEG修饰后的不仅具有更高的药物包裹能力和一定的药物缓释能力，其细胞毒性与未PEG化的树枝状聚合物相比明显减低[31]。Jevprasesphant等研究了全代（阳性）和半代（阴性）PAMAM对Caco-2细胞的毒性作用，发现全代PAMAM毒性作用比半代PAMAM大[32]。树枝状聚合物的毒性作用主要是由其内在性质引起，所以未来减少树枝状聚合物毒性的方法应从该分子本身着手，对树枝状聚合物分子的核心、分支单元及表面基团进行精细地调节，尤其要改善表面所带电荷的数量以及性质，以减少毒性作用，使之能达到临床对药物载体低或无毒性的要求。
7  总结

      树枝状聚合物作为一种具有精确纳米结构、单一分散性和表面众多功能基团的载体，在药物传递方面具有先天的优势。目前树枝状聚合物已经用于抗癌、抗炎和抗微生物药物的研究中，多数研究处于体内外实验阶段。一种用于预防HIV感染的药物VivaGel™ (SPL7013 Gel) [33]正处于临床中期试验，有望开辟树枝状聚合物临床应用的先河。作为新型的靶向给药载体，树枝状聚合物有待解决的问题有：（1）改进合成方法，以便大规模商业化生产；（2）深入研究药物释放机理和控制药物释放的方法；（3）改善树枝状聚合物的性质，以减少其毒性作用。随着对树枝状聚合物研究的不断深入和改善，树枝状聚合物将会成为新世纪靶向给药的首选载体。
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