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摘要　 通过两步可逆加成⁃断裂链转移自由基聚合（ＲＡＦＴ）和缩醛脱保护反应合成了一种亲水段含半乳糖侧

基和疏水段含吡啶环二硫键侧基的两亲性嵌段聚合物 ＰＭＡＩｇＧＰ⁃ｂ⁃ＰＰＤＳＭＡ（ＰＭｇＰＰ）， 用核磁共振氢谱

（ １Ｈ ＮＭＲ）和凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）分析验证了目标产物的化学结构． 利用纳米沉淀技术和巯基氧化自交联反

应制备内核二硫键交联的 ＰＭｇＰＰ 纳米粒（ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ）． 动态光散射（ＤＬＳ）和透射电子显微镜（ＴＥＭ）测
定结果表明， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 粒径较小（＜３０ ｎｍ）， 且粒径分布较窄． 在谷胱甘肽（ＧＳＨ）还原环境下， ＰＭｇＰＰ⁃
ＣＣ ＮＰｓ 粒径不断增大， 发生了解组装． 以阿霉素（ＤＯＸ）为模型药物制备了 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ， 载药量可

达 １２􀆰 ５％， 对应包封率为 ８３􀆰 ３％， 其粒径与空白 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 粒径大小相近， 且粒径分布均匀． 体外药物

释放实验表明， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 在体液条件下 ４６ ｈ 释放了 ４􀆰 ４７％的 ＤＯＸ， 而在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＨ 条件下

累积释放量达到了 ５０􀆰 ６％． 细胞胞吞实验进一步验证了 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 可高效入胞并在细胞内快速释

放 ＤＯＸ． 体外细胞毒性（ＭＴＴ）实验表明， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 对肝癌 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞表现出良好的增殖抑制活

性． 因此， 多功能 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 在实现肝靶向纳米精准给药上呈现出良好的应用前景．
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刺激响应性纳米药物递送系统是解决传统肿瘤化疗药物临床应用的最具前景的技术手段之一， 在

提高抗癌药物溶解性、 有效性和安全性等方面具有优势［１～４］ ． 刺激响应性纳米药物递送系统可通过响

应肿瘤细胞内的独特微环境： 内涵体和溶酶体的弱酸性（ｐＨ＝ ４􀆰 ５ ～ ６􀆰 ５）、 高浓度还原性物质谷胱甘肽

（ＧＳＨ， ２～１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和高活性生物酶等， 实现胞内的药物可控快速释放， 提高了治疗效果［５～８］ ．
尽管如此， 刺激响应性药物递送系统在系统给药上仍需克服血液长循环稳定性、 肿瘤组织高效富

集及快速入胞等问题． 对纳米药物递送载体的壳或核进行交联常作为一种有效策略， 不仅可以提高纳

米载体在血液循环过程中的稳定性， 而且可以减少药物提前释放， 降低毒副作用［９，１０］ ． 二硫键是一种

常用的氧化还原型官能团， 常用于制备还原刺激响应型的纳米前药、 壳或内核交联的刺激响应性纳米

载体［１１～１４］ ． 基于二硫键可逆交联的纳米药物除了可提高长循环稳定性能之外， 还能响应肿瘤细胞内高

浓度 ＧＳＨ 刺激， 快速解组装， 实现药物胞内快速释放［１５］ ． 聚甲基丙烯酸 ２⁃（吡啶基⁃２⁃二硫烷基）乙酯

（ＰＰＤＳＭＡ）因无毒、 良好生物相容性和氧化还原响应性等优点， 广泛应用于氧化还原响应性纳米载体

的构建［１６］ ．
在纳米药物表面修饰主动靶向配体是提高刺激响应性纳米药物递送系统在肿瘤组织高效富集和快

速入胞的有效策略． 通常使用的靶向配体包括半乳糖（ＧＡＬ）、 乳糖、 叶酸、 抗体或多肽等［１７，１８］ ． 其中，
半乳糖残基或乙酰半乳糖胺残基与去唾液酸糖蛋白受体（ＡＳＧＰＲ）具有特异性识别能力， 常用于肝主

动靶向的配体． ＧＡＬ 侧基亲水性好， 含有 ＧＡＬ 基团的聚合物所组装的纳米载体具有良好生物相容性，
广泛用于既具有肝靶向基团又具有良好分散性纳米药物载体的构建［１９］ ． 曹阿民等［２０］ 利用可逆加成断



裂链转移自由基聚合（ＲＡＦＴ）方法制备了亲水段含 ＧＡＬ 侧基、 疏水段含有羧基和胆固醇侧基的两亲性

嵌段聚合物， 其纳米组装体对抗癌药物阿霉素（ＤＯＸ）表现出高效的负载性能（包封率高达 ９１􀆰 ２％）， 并

实现了肿瘤细胞 Ｈ１２９９ 内的 ｐＨ 响应释放、 载药纳米粒和等剂量裸药 ＤＯＸ 对肿瘤细胞的增殖抑制活性

基本一致． 洪春雁等［２１］利用 ＧＡＬ 的靶向性， 制备了含 ＧＡＬ 侧基的聚甲基丙烯酸二甲氨基乙酯型阳离

子共聚物为亲水段， ＰＰＤＳＭＡ 为疏水段的两亲性嵌段共聚物， 构建了基因药物共负载载体， 以 ＧＡＬ 靶

向作用促进了 ＤＯＸ 和基因的高效入胞， 并响应细胞内 ＧＳＨ 促进 ＤＯＸ 释放． 但上述纳米载体内核未交

联， 理论上缺乏长循环稳定性， 而且对 ＤＯＸ 的负载能力不佳（包封率为 ２８􀆰 ２％， 载药量为 ７􀆰 ２％）．
本文以含有 ＧＡＬ 基团的聚合物为亲水段， ＰＰＤＳＭＡ 为疏水段， 制备了外壳含 ＧＡＬ 侧基靶向配体

和内核二硫键交联的氧化还原敏感型核交联纳米粒（ＣＣ ＮＰｓ）， 利用已合成的含 ＧＡＬ 的 ６⁃Ｏ⁃甲基丙烯

酰基⁃１，２，３，４⁃双⁃Ｏ⁃异亚丙基⁃Ｄ⁃比喃半乳糖（ＭＡＩｐＧＰ）和 ２⁃（吡啶基⁃２⁃二硫烷基）甲基丙烯酸乙酯

（ＰＤＳＭＡ）为功能聚合单体， 通过两步可逆加成⁃裂解链转移自由基聚合（ＲＡＦＴ）和酸诱导缩醛脱保护

反应， 制备两亲性嵌段聚合物 ＰＭＡＩｇＧＰ⁃ｂ⁃ＰＰＤＳＭＡ（ＰＭｇＰＰ）， 并用核磁共振氢谱（ １Ｈ ＮＭＲ）和凝胶渗

透色谱（ＧＰＣ）对 ＰＭｇＰＰ 进行化学结构表征． 以 ＤＯＸ 为模型药物， 通过纳米沉淀技术和巯基氧化自交

联反应制备空白和载药 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ（见 Ｓｃｈｅｍｅ １）， 测试载药性能． 用纳米粒径电位分析仪

（ＤＬＳ）、 透射电子显微镜（ＴＥＭ）等对其粒径大小和分布进行测试， 并在细胞水平上研究 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 的氧化还原响应性和在肝癌肿瘤细胞（ＨｅｐＧ⁃２）内的药物控释行为， 最后用体外细胞毒性

（ＭＴＴ）法考察了空白材料的生物相容性和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 对 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞的增殖抑制活性．

Ｓｃｈｅｍｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｄｏｘ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ＧＡＬ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ＤＯＸ

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

参照文献［１６］方法制备 ＰＤＳＭＡ， 参照文献［２１］方法制备 ＭＡＩｐＧＰ， 并对其化学结构进行 １Ｈ ＮＭＲ

３９５１　 Ｎｏ．７ 　 赵军强等： 细胞内氧化还原响应型肝靶向嵌段聚合物的合成及纳米自组装性能



测试； 参照文献［２２］方法制备三硫代十二烷酰⁃２⁃氰基异丙酸酯（ＣＴＡ）； Ｄ⁃（ ＋）⁃半乳糖（ＧＡＬ， 纯度

９５％）、 甲基丙烯酰氯（纯度 ９５％）、 ２，２′⁃二硫二吡啶（纯度 ９８％）及谷胱甘肽（ＧＳＨ， 纯度 ９７％）， 天津

希恩思生化科技有限公司； β⁃巯基乙醇（纯度 ９９％）、 盐酸阿霉素（ＤＯＸ·ＨＣｌ， 纯度 ９８％）及 ＤＭＥＭ 培

养基， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， ＤＯＸ·ＨＣｌ 经脱盐冻干之后得到疏水性的 ＤＯＸ； 正己烷（纯度 ９８％）、
乙酸乙酯（纯度 ９９％）、 甲醇（纯度 ９９％）、 冰醋酸（纯度 ９９％）、 甲苯（纯度 ９９％）、 甲酸（纯度 ８５％）、
氢氧化钠（纯度 ９６％）及无水硫酸镁（纯度 ９９％）， 天津风船化学试剂科技有限公司； 丙酮（纯度 ９８％）、
三乙胺（Ｅｔ３Ｎ， 纯度 ９９％）、 四氢呋喃（ＴＨＦ， 纯度 ９９％）及二氯甲烷（ＤＣＭ， 纯度 ９９％）， 天津科密欧化

学试剂有限公司， 经常压蒸馏得到无水丙酮， Ｅｔ３Ｎ， ＴＨＦ 和 ＤＣＭ； 无水乙醚（纯度 ９９％）， 天津禹源科

技试剂有限公司； 浓硫酸（Ｈ２ＳＯ４， 纯度 ９８％）， 天津化学试剂一厂； 偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ， 纯度 ９９％），
上海四赫维化工有限公司， 经无水乙醇重结晶， 得到高纯度的 ＡＩＢＮ； 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ， 纯度 ９９％），
天津科密欧化学试剂有限公司； 氯化钠（纯度 ９９％）， 天津光复科技发展有限公司； 二甲基噻唑⁃二苯基

溴化四唑（ＭＴＴ， 纯度 ９８％）及胎牛血清（ＦＢＳ， 纯度 ９９％）， 美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司； 肝癌 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞取自

中国医学科学院放射医学研究所．
Ｂｒｕｋｅｒ ４００ ＭＨｚ 核磁共振氢谱分析仪（ １Ｈ ＮＭＲ）， 德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司， 溶剂为氘代氯仿（ＣＤＣｌ３）或氘

代二甲基亚砜（ＤＭＳＯ⁃ｄ６）； Ｗａｔｅｒｓ １５１５ 型凝胶渗透色谱（ＧＰＣ）， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司， 色谱柱系统为

ＧＰＣｍａｘＴＭ， 流动相为 ＴＨＦ， 流速为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 采用 Ｍｏｄｅｌ ３５８０ 视差折光指数检测器， 聚苯乙烯为

标准物； Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ ＢＩ⁃２００ＳＭ 型纳米动态光散射（ＤＬＳ）， 美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ 公司； ＴＵ⁃１９０１ 型紫外⁃可见

分光光度计（ＵＶ⁃Ｖｉｓ）， 北京普析通用仪器有限责任公司； ＪＥＭ⁃１０１１ 型透射电子显微镜（ＴＥＭ）， 日本

ＪＥＯＬ 公司； Ｌｅｉｃａ ＡＦ ６５００ 型共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）， 德国 Ｌｅｉｃａ 公司．
１．２　 ＰＭｇＰＰ 的合成

以 ＭＡＩｐＧＰ 为单体， ＣＴＡ 为 ＲＡＦＴ 链转移剂， 通过 ＲＡＦＴ 聚合制备第一嵌段 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 聚合

物； 然后以其为 ＲＡＦＴ 大分子链转移剂， ＰＤＳＭＡ 为单体， 通过 ＲＡＦＴ 聚合制备两嵌段 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ｂ⁃
ＰＰＤＳＭＡ（ＰＭｐＰＰ）聚合物； 最后利用甲酸诱导缩醛脱保护反应制备两亲性嵌段聚合物 ＰＭｇＰＰ； 合成路

线如 Ｓｃｈｅｍｅ ２ 所示．

Ｓｃｈｅｍｅ ２　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ＰＭｇＰＰ

１．２．１　 大分子引发剂 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 的合成　 在 Ｎ２ 氛围下， 将 ＭＡＩｐＧＰ（２􀆰 ５ ｇ， ７􀆰 ６１×１０－３ ｍｏｌ）， ＣＴＡ
（０􀆰 １ ｇ， ２􀆰 ４８×１０－４ ｍｏｌ）， ＡＩＢＮ（０􀆰 ０１ ｇ， ０􀆰 ６１×１０－４ ｍｏｌ）和甲苯（１０ ｍＬ）分别加入至 ２５ ｍＬ 带有磁子的

Ｓｃｈｌｅｎｋ 管中， 分散均匀后经冷冻⁃抽真空⁃充氩气 ３ 次循环除氧． 在 ７０ ℃油浴磁力搅拌下， 反应 ２４ ｈ．
反应结束后， 在冰正己烷中沉淀， 过滤． ３０ ℃真空干燥 ２４ ｈ， 得到黄色粉末状 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ， 收率

９１􀆰 ５％．
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１．２．２　 ＰＭｐＰＰ 的合成　 以 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 为大分子 ＲＡＦＴ 试剂， ＰＤＳＭＡ 为单体， 经过第二步 ＲＡＦＴ 聚

合得到具有不同亲疏水比的两嵌段聚合物 ＰＭｐＰＰ（Ⅰ）和 ＰＭｐＰＰ（Ⅱ）． 以 ＰＭｐＰＰ（Ⅱ）的合成为例， 将

ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ（０􀆰 ８ ｇ， ９􀆰 ２９×１０－５ ｍｏｌ）， ＰＤＳＭＡ（０􀆰 ９ ｇ， ３􀆰 ６２×１０－３ ｍｏｌ）， ＡＩＢＮ（３􀆰 ８ ｍｇ， ２􀆰 ３２×１０－５

ｍｏｌ）和甲苯（８ ｍＬ）加入 ２５ ｍＬ 带有磁力搅拌子的 Ｓｃｈｌｅｎｋ 管中， 分散均匀后经冷冻⁃抽真空⁃充氩气３ 次

循环除氧． ７０ ℃油浴磁力搅拌条件下， 反应 ２４ ｈ． 反应结束后， 在冰正己烷中沉淀， 过滤． ３０ ℃真空干

燥 ２４ ｈ， 得到浅黄色粉末 ＰＭｐＰＰ， 收率 ９２􀆰 ６％．
１．２．３　 ＰＭｇＰＰ 的合成　 将 ＰＭｐＰＰ（１􀆰 ５ ｇ）和甲酸（１５ ｍＬ）加入至 ２５ ｍＬ 带有磁力搅拌子的 Ｓｃｈｌｅｎｋ 管

中， 室温磁力搅拌 ４８ ｈ； 然后， 向反应管中加入 ３ ｍＬ 蒸馏水， 继续室温磁力搅拌 ３ ｈ； 反应结束后， 将

反应液置于透析袋（透析袋截留分子量为 ３５００）中， 经蒸馏水透析 ４８ ｈ， 然后冷冻干燥， 得到脱保护后

的 ＰＭｇＰＰ 粉末．
１．３　 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的制备及抗稀释稳定性测试

１．３．１　 ＰＭｇＰＰ 内核未交联（ＮＣ）和 ＣＣ ＮＰｓ 的制备与表征　 首先采用纳米沉淀透析法制备 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ
ＮＰｓ． 在室温条件下， 将 ＰＭｇＰＰ（１０􀆰 ０ ｍｇ）溶于 ＤＭＳＯ（１ ｍＬ）中， 磁力搅拌 ６􀆰 ０ ｈ； 然后， 将 ９􀆰 ０ ｍＬ 磷

酸缓冲溶液（ＰＢ， ｐＨ＝ ７􀆰 ４， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）逐滴加入 ＤＭＳＯ 溶液中， 继续搅拌 １２ ｈ． 反应结束后， 用 ＰＢ 溶

液透析 ２４ ｈ， 每 ４ ｈ 更换 １ 次透析介质， 制得空白 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 溶液．
将 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 溶液除氧， 在 Ｎ２ 氛围下， 将 ＧＳＨ（ＧＳＨ 与聚合物中吡啶环二硫键的摩尔比为

０􀆰 ７ ∶ １）加入到 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 溶液中， 搅拌 ８ ｈ． 将反应完全的 ＮＰｓ 溶液经无氧 ＰＢ 缓冲液透析 ８ ｈ，
在空气条件下继续用 ＰＢ 缓冲液透析 ２４ ｈ， 透析过程中 ＮＰｓ 内核分子链段上的巯基经氧气自交联反应，
制备空白 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ． 用 ＤＬＳ 测定 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的粒径及分布．
１．３．２　 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的抗稀释稳定性测试　 分别将 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 溶
液用 ＰＢ 稀释 １０００ 倍， 磁力搅拌分散均匀后， 用 ＤＬＳ 测定 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的粒径及

分布， 评价抗稀释性能．
１．４　 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 氧化还原刺激响应性能表征

在 Ｎ２ 氛围下， 向 ４ ｍＬ ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 溶液中加入适量 ＧＳＨ（ＧＳＨ 的浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 模拟肿瘤

细胞内还原微环境）， 然后在恒温振荡器（３７ ℃， １１０ ｒ ／ ｍｉｎ）中， 分别放置 ５， １０ 和 ２４ ｈ 后， 用 ＤＬＳ 跟

踪 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 粒径变化， 考察 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的氧化还原敏感性．
１．５　 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的制备与表征

ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的制备方法与空白 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 相似， 通过 ＵＶ⁃Ｖｉｓ 测试， 计算载药量

（ＤＬＣ）和包封率（ＤＬＥ）． 将 ＰＭｇＰＰ（１０ ｍｇ）和 ＤＯＸ（２􀆰 ５ ｍｇ）溶于 ＤＭＳＯ（２􀆰 ０ ｍＬ）中， 室温避光条件下

磁力搅拌 ６􀆰 ０ ｈ； 然后， 将 ９􀆰 ０ ｍＬ ＰＢ 逐滴加入 ＤＭＳＯ 溶液中； 滴加结束后， 继续磁力搅拌 １２ ｈ， 用 ＰＢ
透析 ２４ ｈ， 透析过程中每间隔 ４ ｈ 更换 １ 次透析介质， 制得 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ．

将 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液除氧， 在 Ｎ２ 氛围下， 将 ＧＳＨ 加入 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液中， 搅

拌 ８ ｈ． 首先在无氧 ＰＢ 中透析 ８ ｈ， 然后在空气条件下继续用 ＰＢ 透析 ２４ ｈ， 制备 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ．
用 ＤＬＳ 测定 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的粒径大小及分布． 将少量 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ
ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液滴加到铜网上， 待溶液挥发干燥后， 用 ＴＥＭ 观察 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ
ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的微观形貌．

将 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液冻干后制成冻干粉， 分别将 ０􀆰 ５ ｍｇ 冻干粉

加入到 ５􀆰 ０ ｍＬ 容量瓶中， 用 ＤＭＳＯ 定容到刻度线， 用 ＵＶ⁃Ｖｉｓ 测试 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和

ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ溶液吸光度（检测波长为 ５００ ｎｍ）， 根据 ＤＯＸ 在 ＤＭＳＯ 中的紫外标准曲线计算

ＤＬＣ 和 ＤＬＥ．
１．６　 体外药物释放

将 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液分别装入透析袋中， 用 ＵＶ⁃Ｖｉｓ 测定 ＰＭｇＰＰ⁃
ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 在非氧化还原和氧化还原条件下的释放． 将 ３０ ｍＬ ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液平均分为 ６ 份， 在 Ｎ２ 氛围下分别加入透析袋中， 将其中 ３ 份分别放入 ２０ ｍＬ 非氧化还
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原介质（ＰＢ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）中， 另外 ３ 份分别放入同等体积的 ２ 种氧化还原释放介质（ＰＢ，
ｐＨ＝ ７􀆰 ４， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ＧＳＨ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）中， 在水浴恒温振荡器（３７ ℃， １００ ｒ ／ ｍｉｎ）中进行释放 ＤＯＸ 研

究． 每隔一段时间取出 ４ ｍＬ 释放液取样后补加 ４ ｍＬ 释放介质， 用 ＵＶ⁃Ｖｉｓ 检测， 计算出浓度和药量，
绘制累积释放量随时间的变化曲线．
１．７　 细胞胞吞实验

以含 １０％（体积分数）ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 为基础培养液， 将 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞以 １×１０５ Ｃｅｌｌ ／ ｍＬ 细胞浓度接

种于 ６ 孔板中， 置于 ３７℃， ５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养 ２４ ｈ． 然后分别加入等剂量浓度（１０ μｇ ／ ｍＬ）
的裸药 ＤＯＸ， ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液， 继续培养 ８ ｈ． 待到达指定培养时间

后， 加入 １􀆰 ０ ｍＬ ＰＢ 冲洗 ＤＯＸ 和 ＮＰｓ， 重复 ２ 次． 在 ２５ ℃条件下， 用 ４％多聚甲醛溶液固定 １５ ｍｉｎ， 然

后用 ＤＡＰＩ 对细胞核进行染色， 用 ＣＬＳＭ 进行观察， 拍照记录．
１．８　 细胞毒性实验

用 ＭＴＴ 法评价空白及 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的细胞毒性． 以含 １０％（体积

分数）ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 为基础培养液， 将 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞以 １×１０５ Ｃｅｌｌ ／ ｍＬ 接种于 ９６ 孔板中， 置于 ３７ ℃，
５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养 ２４ ｈ． 用 ＤＭＥＭ 稀释裸药 ＤＯＸ， ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 溶液， 得到药物浓度为 ０􀆰 １～２０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 取 １００ μＬ 各浓度的上述溶液分别加到接种过

细胞的孔板中替代原培养液， 继续培养 ２４ ｈ． 用 １００ μＬ ＤＭＥＭ 取代上述培养液， 加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶

液， 培养 ４ ｈ． 培养结束后， 取出培养基， 加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 待其完全溶解， 使用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ６８０ 微孔检

测 ５７０ ｎｍ 处的吸光度， 计算细胞存活率．

２　 结果与讨论

２．１　 单体和聚合物的化学结构表征

含有 ＧＡＬ 缩醛保护和吡啶二硫键功能基团的 ＭＡＩｐＧＰ 和 ＰＤＳＭＡ ２ 种单体的 １Ｈ ＮＭＲ 见图 １． 由图

１ 可见， ２ 种单体化学结构中所含有的 Ｈ 质子均出现了对应的特征峰， 峰面积和各 Ｈ 质子数之比相等，
表明合成了 ＭＡＩｐＧＰ 和 ＰＤＳＭＡ 功能单体．

Ｆｉｇ．１　 １Ｈ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＡＩｐＧＰ（Ａ） ａｎｄ ＰＤＳＭＡ（Ｂ） ｍｏｎｏｍｅｒｓ

图 ２（Ａ）为 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 的 １Ｈ ＮＭＲ 谱图． 可以看出， δ ５􀆰 ５２（ｊ）处的吸收峰为糖环中异头碳相连

氢质子特征峰， δ ２􀆰 ２４（ａ）处的吸收峰为 ＣＴＡ 的亚甲基氢质子特征峰． 通过 ２ 个特征峰峰面积之比可以

计算 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 中 ＭＡＩｐＧＰ 单体的聚合度为 ２５􀆰 ０． 以 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 为大分子 ＲＡＦＴ 链转移剂， 通

过控制 ＰＤＳＭＡ 投料量制备了疏水 ＰＰＤＳＭＡ 不同链长的 ２ 种嵌段聚合物 ＰＭｐＰＰ（Ⅰ）和ＰＭｐＰＰ（Ⅱ）．
图 ２（Ｂ）为 ＰＭｐＰＰ（Ⅱ）的 １Ｈ ＮＭＲ 谱图． 与图 ２（Ａ）对比可以发现， δ ３􀆰 ７５～４􀆰 ７５（ｅ， ｆ， ｇ， ｈ， ｉ）处的吸

收峰归属于 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ， δ ７􀆰 １３（ｐ）， ７􀆰 ７４（ｑ， ｒ）和 ８􀆰 ４９（ｓ）处的吸收峰归属于 ＰＰＤＳＭＡ 中的吡啶

环所对应的氢质子特征峰． 根据 ＰＭＡＩｐＧＰ 特征化学位移 δ ５􀆰 ４８（ ｊ）和 ＰＰＤＳＭＡ 特征化学位移 δ ８􀆰 ４９
（ｓ）处的峰面积可以计算出 ＰＭｐＰＰ 中 ＰＤＳＭＡ 的聚合度和和聚合物分子量， 结果列于表 １．

通过 ＧＰＣ 表征 ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ 和 ＰＭｐＰＰ 的分子量分布［图 ２（Ｄ）］， 可见所有图谱都是单峰分布，
并且 ＰＭｐＰＰ 的图谱随着分子量的增大向高分子量区域移动， 分布指数较小， 符合 ＲＡＦＴ 活性聚合特
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征． 含有缩醛键的 ＰＭｐＰＰ 在甲酸中可以发生甲酸诱导缩醛脱保护反应生成两亲性嵌段聚合物 ＰＭｇＰＰ．
对比图 ２（Ｃ）和（Ｂ）可以看出， δ １􀆰 ２～１􀆰 ６ 处吸收峰几乎全部消失， 表明合成了 ＰＭｇＰＰ．

Ｆｉｇ．２　 １Ｈ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ（Ａ）， ＰＭｐＰＰ（Ｉ）（Ｂ） ａｎｄ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）（Ｃ）
ａｎｄ ＧＰＣ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＰＭＡＩｐＧＰ⁃ＣＴＡ ａｎｄ ＰＭｐＰＰ（Ｄ）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＭｐＰＰ（Ⅰ） ａｎｄ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ（ ／ ｕｎｉｔ）（ １Ｈ ＮＭＲ）
ＭＡＩｐＧＰ ＰＤＳＭＡ

Ｍｎ

（ １Ｈ ＮＭＲ）
Ｍｗ ／Ｍｎ（ＧＰＣ）

Ｍｎ（ＰＭＡＩｐＧＰ） ／Ｍｎ（ＰＰＤＳＭＡ）
（ １Ｈ ＮＭＲ）

ＰＭｐＰＰ（Ⅰ） ２５．０ ２９．０ １６０１３ １．０９ ０．６３
ＰＭｐＰＰ（Ⅱ） ２５．０ ３９．０ １８５６６ １．３２ ０．５０

２．２　 ＮＰｓ 的组装及抗稀释稳定性

嵌段聚合物 ＰＭｇＰＰ 亲水段含有 ＧＡＬ 侧基， ＧＡＬ 富含羟基和醚键， 易溶于水， 可作为聚乙二醇的

替代物［２１］； ＰＭｇＰＰ 中 ＰＰＤＳＭＡ 段疏水， 因此， 两亲性 ＰＭｇＰＰ 聚合物可以通过纳米沉淀法制备

ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ． ＰＰＤＳＭＡ 上的部分吡啶环二硫键在适量 ＧＳＨ 还原条件下被打开， 经无氧 ＰＢ 溶液透析

后， 形成侧基富含巯基的 ＰＰＤＳＭＡ， 然后通过巯基⁃巯基氧化自交联反应制备内核二硫键交联的

　 　 　 　 　 　 Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ
ａｎｄ ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ

Ｓａｍｐｌｅ
ＮＣ ＮＰｓ ＣＣ ＮＰｓ

Ｓｉｚｅ ／ ｎｍ ＰＤＩ Ｓｉｚｅ ／ ｎｍ ＰＤＩ

ＰＭｇＰＰＩ ２３．９±０．８ ０．１４ ２２．７±１．５ ０．１６

ＰＭｇＰＰＩＩ ２６．０±１．６ ０．１５ ２３．７±０．２ ０．１８

ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ． 由表 ２ 可见， ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 和

ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的粒径大小在 ２２􀆰 ７～２６􀆰 ０ ｎｍ 之间，
分布指数（ＰＤＩ＝ ０􀆰 １４～０􀆰 １８）较窄． 决定聚合物纳米

组装体水化半径的因素有亲疏水段的比例、 聚合物

的分子量、 亲疏水段的分子结构以及形成胶束时的

环境条件等多种因素． ２ 种 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 粒径差

别不大， 是因为所用的 ２ 种聚合物的分子量差别不大， 亲疏水段的比例相差较小 （ 表 １ ）．
ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ较其对应 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 的粒径稍有变小， 这是内核二硫键交联所致． 如图 ３ 所示， 将

浓度 为 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 溶 液 分 别 稀 释 至 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 发 现

ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ稀释后粒径明显变小， 说明 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 抗稀释稳定性较差； 而 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 粒

径尺寸变化很小， 分布仍较窄， 因此， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 有利于提高其在体内血液循环过程中的抗稀释

稳定性［２３］ ．
２．３　 氧化还原响应性

在还原条件下， 氧化还原诱导 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 内核二硫键断裂有利于 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 的解组

７９５１　 Ｎｏ．７ 　 赵军强等： 细胞内氧化还原响应型肝靶向嵌段聚合物的合成及纳米自组装性能



Ｆｉｇ．３　 ＤＬＳ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ） ⁃ＮＣ ＮＰｓ（ａ）， １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃
ＣＣ ＮＰｓ（ｂ）， １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＮＣ ＮＰｓ
（ｃ） ａｎｄ １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＣＣ ＮＰｓ（ｄ）

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｚｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ） ⁃ＣＣ ＮＰｓ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＨ ／ （ ｍｍｏｌ · Ｌ－１ ） ａｎｄ ｔｉｍｅ ／ ｈ：
ａ． ０， ０； ｂ． １０， ５； ｃ． １０， １０； ｄ． １０， ２４． 　

装［１５］ ． 由图 ４ 可见， 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＨ（模拟肿瘤细胞内还原微环境）的条件下， ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ＮＰｓ
处理 ５ ｈ 后， 粒径尺寸由 ２３􀆰 ７ ｎｍ 膨胀到 ２５􀆰 ０ ｎｍ， １０ ｈ 时出现了部分粒径大小为 ２ μｍ 的组装体， 这

是因为还原条件下， ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ＮＰｓ 内核二硫键断裂而解体并组装成大粒子． 这种变化将有利于

负载在 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 内核中的疏水性抗癌药物的释放［５］， 因此， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 可用于氧化还原敏

感性纳米药物载体．
２．４　 药物负载与表征

ＤＯＸ 作为一种常用的抗癌化疗药物， 以其为模型药物， 研究 ＰＭｇＰＰ 聚合物作为一种氧化还原性

纳米药物载体对 ＤＯＸ 负载和体外释放性能． 表 ３ 给出 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的
ＤＬＣ， ＤＬＥ 和粒径大小及其分布的结果． 从表 ３ 可以看出， 当 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的 ＤＬＣ 为 １２􀆰 ０％
时， ＤＬＥ 为 ８０􀆰 ０％， 说明 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 对 ＤＯＸ 呈现出较好的负载能力． 当 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的

ＤＬＣ 为 １２􀆰 ５％时， ＤＬＥ 为 ８３􀆰 ３％， 与 ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ＮＰｓ 相比， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 对 ＤＯＸ 表现略强的负载效

　 　 　 　 Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ ａｎｄ ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ∗

Ｓａｍｐｌｅ
ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ

Ｓｉｚｅ ／ ｎｍ ＰＤＩ ＤＬＣ（％） ＤＬＥ（％） Ｓｉｚｅ ／ ｎｍ ＰＤＩ ＤＬＣ（％） ＤＬＥ（％）
ＰＭｇＰＰ（Ⅰ） ２１．５ ± ４．８ ０．１６ １１．９ ７９．３ ２０．１ ± ４．８ ０．１９ １１．７ ７８．０
ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ２５．０ ± ３．２ ０．１９ １２．０ ８０．０ ２４．８ ± ３．９ ０．１８ １２．５ ８３．３

　 　 ∗ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ＤＬＣ： １５．０％．

Ｆｉｇ．５　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ
（Ａ） ａｎｄ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ（Ｂ）

果， 可能是由于以下 ２ 个原因协同作用而导致的：
（１） ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 内核中吡啶环与 ＤＯＸ 分子中

的芳香环存在 π⁃π 共轭作用和 疏 水 作 用［１６］；
（２） ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ＮＰｓ 内核二硫键的交联， 使内核结

构更加稳定， 有利于对 ＤＯＸ 的物理包覆． 另外

ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ和 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的粒

径大小比较接近， 均呈现粒径低分布指数． 图 ５ 给

出 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 的 ＴＥＭ 图． 可以看出， ２ 种载药 ＮＰｓ 均呈

近似球形， 粒径大小分布均匀．
２．５　 体外药物释放性能

ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 与 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 均具有 ＧＳＨ 敏感性， 以 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ
为研究对象， 利用透析法测试不同氧化还原条件下 ＤＯＸ 的体外释放行为（图 ６）． 在不含 ＧＳＨ 的缓冲液

中（模拟血液）， ４６ ｈ 时 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的累积药物释放量为 ４􀆰 ４７％， 低于 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 的 ５􀆰 ２６％， 说明在类似体液条件下， ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 比较稳定， 有利于降低毒副作

用． 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＨ 缓冲液中， ４６ ｈ 时 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的累积释放量为 ５０􀆰 ６％， 高于

８９５１ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３９　



Ｆｉｇ．６　 ＧＳＨ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＤＯＸ ｒｅｌｅａｓｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｒｏｍ
ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ（ ａ， ｂ） ａｎｄ ＰＭｇ⁃
ＰＰ（Ⅱ） ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ（ｃ， ｄ）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＨ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）： ａ， ｃ． ０； ｂ， ｄ． １０．

ＰＭｇＰＰ （ Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的 累 积 释 放 量

４１􀆰 ８％． 这是由于在相同 ＧＳＨ 浓度下， 当 ＧＳＨ
作用于 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 时， 打开 １ 个由 ２
个重复结构单元末端巯基所形成的二硫键将生

成 ２ 分子的亲水性巯基； 而 ＧＳＨ 作用于 ＰＭｇ⁃
ＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 时， 打开 １ 个吡啶环二硫键

生成 １ 分子巯基和 １ 分子巯基吡啶； ＰＭｇＰＰ⁃
ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 受 ＧＳＨ 作用后， 内核具有更强亲

水性， 所以 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 与 ＰＭｇＰＰ⁃
ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 相比 ＧＳＨ 敏感性略强． 在正常体

液环境中 ＧＳＨ 浓度非常低， 一般细胞外基质

中 ＧＳＨ 浓度为 ２ ～ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 如此低浓度的

ＧＳＨ 不能快速实现对 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的解组装， 因此， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 在体液环境中结构

稳定， 药物累积释放量很低． 上述结果表明， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 不仅在生理条件下具有优异的稳定

性， 而且在模拟肿瘤细胞氧化还原刺激条件下快速地释放药物， 有利于降低 ＤＯＸ 毒副作用， 提高生物

利用度．
２．６　 细胞胞吞性能

ＰＭｇＰＰ 中 ＧＡＬ 侧基对肝癌肿瘤细胞 ＨｅｐＧ⁃２ 具有特异性靶向作用， 通过 ＣＬＳＭ 可以监测 ＨｅｐＧ⁃２
细胞对 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 的胞吞和胞内药物释放行为． 图 ７ 给出在同等 ＤＯＸ 剂量（１０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ．７　 ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＨｅｐＧ⁃２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ （Ａ—Ｃ）， ＰＭｇＰＰ （Ⅱ） ⁃
ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ （ Ｄ—Ｆ ） ａｎｄ ｆｒｅｅ ＤＯＸ （ Ｇ—Ｉ ） ａｔ
ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ＤＯＸ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ８ ｈ
Ｉｍａｇｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｓｈｏｗ ＤＯＸ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｃｅｌｌｓ（ｒｅｄ） ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ） ａｎｄ ｏｖｅｒｌａｙｓ ｏｆ ｔｗｏ ｉｍａｇｅｓ．

条件下， ＨｅｐＧ⁃２ 细胞对裸药 ＤＯＸ， ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ
ＮＰｓ 的 ＣＬＳＭ 图． 从图 ７ 可以看出， 对于裸药

ＤＯＸ 处理的 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞， 因被动扩散机理细

胞核内出现了强红色荧光； 当 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞经

ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 处理后， 细胞质和细胞核中出现了较

强的红色荧光， 但经 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ
ＮＰｓ 处理的细胞内荧光强度要高于 ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 处理的细胞． 这种红色荧

光强度和出现区域的区别主要是因为 ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ （Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ
ＮＰｓ 是通过 ＧＡＬ 介导主动靶向的内吞作用进

入细胞． 由于细胞质中高浓度 ＧＳＨ 的存在，
ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 较 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 药物释放速度更快， 释放出的 ＤＯＸ
可快速进入到细胞核， 所以 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／
ＤＯＸ ＮＰｓ 处理的细胞核中荧光强度较强． 这些

结果证明 ＧＡＬ 介导的 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 较

ＰＭｇＰＰ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 更有利于抗肿瘤纳米药

物在肿瘤细胞内的高效快速释放．
２．７　 细胞毒性

空白 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ＮＰｓ 对 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞的生物相容性可以用 ＭＴＴ 法进

行评估（图 ８）， ＨｅｐＧ⁃２ 细胞经浓度高达 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ＮＰ 处

理 ４８ ｈ， 细胞存活率仍然在 ９５％以上， 说明 ２ 种 ＮＰｓ 对肿瘤细胞的增殖没有明显抑制活性， 因而

９９５１　 Ｎｏ．７ 　 赵军强等： 细胞内氧化还原响应型肝靶向嵌段聚合物的合成及纳米自组装性能



ＰＭｇＰＰ聚合物具有良好的生物相容性， 可以作为一种安全的纳米药物载体材料．
ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 对 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞的增殖抑制活性可以进一步用 ＭＴＴ 法进行研究． 以 ＰＭｇＰＰ

（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和裸药 ＤＯＸ 为对比， 测试结果见图 ９， ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 和 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃
ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 以及裸药 ＤＯＸ 对 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞增殖抑制效果呈现明显的药物浓度依赖性． 对比可以发现，
ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 对 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞增殖抑制活性略强于 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ， 这是由于

ＧＡＬ 介导的主动靶向高效入胞后 ＰＭｇＰＰ（Ⅱ）⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 有较快的药物释放， 与 ＣＬＳＭ 结果一致．

Ｆｉｇ．８　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｂｌａｎｋ ＰＭｇＰＰ （Ⅱ） ⁃
ＮＣ ＮＰｓ ａｎｄ ＰＭｇＰＰ（Ⅱ） ⁃ＣＣ ＮＰｓ ｔｏｗａｒｄｓ
ＨｅｐＧ⁃２ ｃｅｌｌｓ
　

Ｆｉｇ．９　 Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｒｅｅ ＤＯＸ，
ＰＭｇＰＰ （ Ⅱ ） ⁃ＮＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ ａｎｄ ＰＭｇＰＰ
（Ⅱ） ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ ａｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＯＸ
ｄｏｓａｇｅｓ ｔｏｗａｒｄｓ ＨｅｐＧ⁃２ ｃｅｌｌｓ

３　 结　 　 论

通过两步 ＲＡＦＴ 聚合和缩醛脱保护反应制备了亲水段含有 ＧＡＬ 和疏水段含有可二硫键交联的两

亲性嵌段聚合物 ＰＭｇＰＰ， 并对其化学结构进行了测试表征． 以其为 ＤＯＸ 药物载体， 构建了带有 ＧＡＬ
靶向基团和氧化还原响应可解组装的内核交联 ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ． ＰＭｇＰＰ 对 ＤＯＸ 呈现出良好的负

载能力， 载药量高达 １２􀆰 ５％， 包封率为 ８３􀆰 ３％． ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 在体液环境中结构稳定， 药物累

积释放量很低， 而在 １０􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＳＨ 下交联内核解体， 实现药物快速释放， 对肝癌 ＨｅｐＧ⁃２ 细胞呈现

出较强的增殖抑制活性． 合成的 ＰＭｇＰＰ 两亲性嵌段聚合物可作为药物载体， 其对疏水性抗癌药物呈现

良好负载性能和良好的入胞能力， 并且针对肿瘤部位特殊的生理微环境具有氧化还原刺激响应性， 因

此， ＰＭｇＰＰ⁃ＣＣ ／ ＤＯＸ ＮＰｓ 在肝靶向肿瘤药物精准医疗领域具有潜在的应用前景．
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１０６１　 Ｎｏ．７ 　 赵军强等： 细胞内氧化还原响应型肝靶向嵌段聚合物的合成及纳米自组装性能


