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摘要：目的　探讨透明质酸修饰的乳腺癌微环境响应纳米粒的制备方法，并对其理化性质，体外功能进行评价。方法　首先
通过腙键将透明质酸（ＨＡ）与聚天冬氨酸（ＰＡＳＰ）连接，制备聚合物ＨＡＰＡＳＰ，并且采用聚乙二醇（ＰＥＧ）制备对照聚合物ＰＥＧ
ＰＡＳＰ。以多柔比星（ＤＯＸ）为模型药物，采用透析法制备纳米粒 ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ。采用粒度测
定仪和透射电镜（ＴＥＭ）观察纳米粒粒径、形态及Ｚｅｔａ电位；纳米粒的理化性质从包封率、载药量、稳定性、释药能力等方面进
行评价；体外功能从乳腺癌细胞靶向性、肿瘤微环境响应性进行评价。结果　ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ呈球形大小均一，平均粒
径为（１４３±２１）ｎｍ，平均Ｚｅｔａ电位（－２７８±３８）ｍＶ，包封率和载药量为５８３％和５２％；在 ｐＨ７４条件下纳米粒结构稳定
超过３０ｄ，在ｐＨ６５条件下药物释放高达９６％；ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ对ＭＤＡＭＢ２３１细胞具有靶向性，提高肿瘤细胞对ＤＯＸ
的摄取。结论　透析法制备的ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ粒径均一，能有效包裹ＤＯＸ，实现对乳腺癌细胞的靶向以及在肿瘤酸性的
环境中高效释放药物，从而提高抗肿瘤活性。
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　　透明质酸（ＨＡ）是一种天然存在的非硫酸化黏
多糖，是细胞外基质重要的组成部分，一半以上分布

在皮肤，因此 ＨＡ具有良好的生物相容性，安全无
毒［１］。ＣＤ４４是存在于细胞膜表面的一种跨膜糖蛋
白，调控细胞基质和细胞与细胞间的相互作用，由于

ＣＤ４４有１０种不同的外显子，所以在细胞外的表达

形式分为 ＣＤ４４ｖ６１５，它们是肝癌、乳腺癌、肺癌、胰
腺癌、结肠癌、淋巴癌等发生转移的蛋白标记物，并

且与肿瘤侵袭和转移具有显著相关性［２］。ＨＡ是
ＣＤ４４的主要配体，其中必要结合位点为两个 ＢＸ７Ｂ
结构（Ｘ７为任意７个非酸性氨基酸，Ｂ为赖氨酸或
精氨酸）［３］。肿瘤细胞表面表达的 ＣＤ４４远高于正
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常细胞，使得 ＨＡ高效靶向于肿瘤细胞。因此，将药
物或纳米药物载体（脂质体、微囊、胶束）与 ＨＡ结
合后可靶向 ＣＤ４４特异性表达的肿瘤细胞，实现药
物在肿瘤细胞的富集［４］。

利用对肿瘤微环境或外界刺激响应的聚合物组

装载体包裹抗肿瘤药物是选择性释放药物的重要策

略，它们在体内循环过程中保持稳定，到达肿瘤部位

后，经过刺激响应，物理化学性质发生变化，高效的

释放负载药物，提高肿瘤组织和细胞内的药物浓度，

从而提高疗效［５］。在所有的刺激中，酸性 ｐＨ被视
为纳米粒选择性释放抗肿瘤药物的理想 “触发器”，

因为在体内存在明显的 ｐＨ梯度，原发性和转移性
肿瘤中 ｐＨ值（６８）均低于正常组织和血液的 ｐＨ
值（７４）［６］。基于以上研究背景，本实验以乳腺癌
细胞ＭＤＡＭＢ２３１为模型，设计一种 ＨＡ修饰的酸
敏纳米粒，实现对肿瘤细胞的主动靶向，并且在酸性

的肿瘤细胞中高效快速释放抗肿瘤药物，提高纳米

粒的抗肿瘤活性，为纳米递药系统的临床应用奠定

基础。

１　材　料
１１　试剂

聚天冬氨酸（ＰＡＳＰ，百灵威有限公司，相对分子
质量５０００），ＨＡ（山东福瑞达有限公司，相对分子质
量３５０００），多柔比星（ＤＯＸ，浙江海正有限公司），
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，天津富宇有限公司），透析袋
（截留相对分子质量１０００和５０００）、肝素、生理盐
水（科昊生物科技有限公司）。４％多聚甲醛、ｈｏｅ
ｃｈｅｓｔ（碧云天生物科技有限公司），ＤＭＥＭ培养液
（Ｓｉｇｍａ公司），ＭＴＴ（北京鼎国生物科技有限公司）。
１２　仪器

Ｓ－４８００型透射电镜（日本日立公司），ＺＦ－２
型三用紫外仪（北京六一仪器厂），Ｐｉｐｅｔｍａｎ加样枪
（Ｅｆｆｅｎｄｏｒｆ公司），ＩＮＯＶＡ－４００ＭＨｚ型超导核磁共
振仪（美国Ｖａｒｉａｎ公司），冷冻干燥机（美国 ＳＩＭ公
司），Ｚｅｔａ电位及纳米粒度分析仪（美国贝克曼库尔
特仪器有限公司），Ｌ３－５ＲＫ离心机（上可成仪器分
析厂），９７０ＣＲＴ荧光分光光度计（上海精密仪器有
限公司）。ＨＨＣＰ－０１二氧化碳恒温培养箱（上海
和呈仪器制造有限公司），ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２－激光共聚
焦显微镜（德国ＬＥＩＣＡ公司），酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）。
１３　细胞与动物

人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１（中科院上海细胞

库），ＳＤ大鼠（ＳＰＦ级，西安交通大学医学院实验动
物中心）。

２　方法
２１　纳米粒的制备
２１１　ＨＡＰＡＳＰ的合成　２０ｍＬ蒸馏水中加入
ＰＡＳＰ（８００ｍｇ，０１ｍｍｏｌ），用 ＥＤＣＩ（５７３ｍｇ，３
ｍｍｏｌ），ＮＨＳ（３４５ｍｇ，３ｍｍｏｌ）和 ＴＥＡ１００μＬ室温
搅拌 １２ｈ活化 ＰＡＳＰ上的部分羧基，随后加入
ＮＨ２ＮＨ２·Ｈ２Ｏ（１２ｍＬ，２ｍｍｏｌ）搅拌１２ｈ。反应混
合物在透析袋（截留相对分子质量１０００）中透析６
ｈ，每３ｈ换１次水，透析结束后在１０００×ｇ离心１０
ｍｉｎ取上清液，冻干，得到 ＰＡＳＰＣＯＮＨＮＨ２。ＨＡ（３５
ｍｇ，００１μｍｏｌ）溶于 ２０ｍＬ蒸馏水后，加 ＰＡＳＰ
ＣＯＮＨＮＨ２（８６ｍｇ，０１７２ｍｍｏｌ）和２０μＬＴＦＡ室温
搅拌１２ｈ。反应混合物在透析袋（截留相对分子质
量为５０００）中对水透析６ｈ，每３ｈ换１次水，冻干
透析袋内的液体，得到终产物ＨＡＰＡＳＰ。
２１２　ＰＥＧＰＡＳＰ的合成　２０ｍＬ蒸馏水中加入
ＰＡＳＰ（８００ｍｇ，０１ｍｍｏｌ），用 ＥＤＣＩ（１７４ｍｇ，１
ｍｍｏｌ），ＮＨＳ（１０３ｍｇ，１ｍｍｏｌ）和ＴＥＡ５０μＬ室温搅
拌 １２ｈ活化 ＰＡＳＰ上的部分羧基，随后加入 ＰＥＧ
ＮＨ２（４００ｍｇ，０１ｍｍｏｌ）搅拌 １２ｈ。反应混合物在
透析袋（截留相对分子质量１０００）中透析６ｈ，每３
ｈ换１次水，透析结束后在１０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ取
上清液，冻干，得到 ＰＥＧＰＡＳＰ。
２１３　ＨＡＰＡＳＰ和 ＰＥＧＰＡＳＰ的安全性评价　通
过红细胞溶血实验评价材料的安全性。大鼠眼眶取

血 ４ｍＬ，加一定量的肝素防止凝血，用５ｍＬ的生理
盐水稀释。将聚合物 ＨＡＰＡＳＰ和 ＰＥＧＰＡＳＰ分别
用 ｐＨ７４的 ＰＢＳ配制成 ５００μＬ浓度为 １ｍｇ·
ｍＬ－１的溶液，加入５００μＬ的上述稀释血液，３７℃孵
育６０ｍｉｎ后，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ。将 １ｍＬ上清
液加入到２ｍＬ体积分数９９％乙醇盐酸（３７％，Ｗ／
Ｖ）为３９∶１的混合溶液中，离心５ｍｉｎ，取３ｍＬ上清
液，紫外分光光度计在３９８ｎｍ处测吸光度值（Ａ）。
计算公式如下：

溶血率 ＨＲ（％）＝（Ａ样 －Ａ阴）／（Ａ阳 －Ａ阴）×
１００％。其中阳性为蒸馏水与稀释的血液孵育，阴性
为０９％生理盐水与稀释的血液孵育。
２１４　纳米粒 ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰ
ＮＰｓ＠ＤＯＸ的制备　３ｍｇＤＯＸ·ＨＣｌ溶于 ６ｍＬ
ＤＭＳＯ中，加入３μＬＴＥＡ，８０℃油浴避光搅拌０５
ｈ，得到游离的 ＤＯＸ。加入１０ｍｇＨＡＰＡＳＰ或ＰＥＧ
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ＰＡＳＰ继续搅拌３ｈ，然后缓慢滴加 ３０ｍＬ蒸馏水持
续搅拌３ｈ，上述混合液避光对水透析（截留相对分
子质量为 ５０００）３ｈ，冻干透析袋中的液体，得到
ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ。
２２　纳米粒的理化性质
２２１　粒径和Ｚｅｔａ电位　称取１ｍｇ的冻干纳米粒
溶于３ｍＬ蒸馏水中，用０４５μｍ滤膜过滤，用粒度
测定仪测定纳米粒粒径分布和Ｚｅｔａ电位。
２２２　形态表征　称取 １ｍｇ冻干纳米粒溶于 １
ｍＬ蒸馏水中，用０４５μｍ滤膜过滤后，取１滴滴于
铜网上，待溶剂快干时，加一滴磷钨酸复染，干燥后

用透射电镜进行观察。

２２３　载药量和包封率　以 ＤＭＳＯ为溶剂分别配
制含ＤＯＸ０１、１、２、３、５、１０、１５μｇ·ｍＬ－１的标准溶
液，采用荧光分光光度法在激发波长为４７０ｎｍ，发
射波长为 ５９７ｎｍ处测定上述溶液的荧光强度，以
质量浓度为横坐标，荧光强度为纵坐标绘制标准曲

线，得到线性范围在０１～１５μｇ·ｍＬ－１之间的标准
曲线回归方程为ｙ＝２３６２５ρ＋１０４３，ｒ２＝０９９８１。

称取１ｍｇ的冻干纳米粒，避光条件下在３ｍＬ
ＤＭＳＯ中超声溶解，待测。先用 ＤＭＳＯ在激发波长
为４７０ｎｍ，发射波长为５９７ｎｍ处将荧光分光光度
计调零，将上述溶解好的纳米粒稀释到 ０１～１５
μｇ·ｍＬ－１，测定荧光强度。根据以下公式乘以稀释
倍数测定载药量和包封率：载药量％ ＝（胶束中的
药量／胶束的量）×１００％；包封率％ ＝（胶束中的药
量／投入的药物总量）×１００％。
２２４　稳定性研究　称取１ｍｇ的冻干 ＨＡＰＡＳＰ
ＮＰｓ＠ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ。分别分散于
蒸馏水中，用０４５μｍ的滤膜过滤，每３ｄ用激光粒
度分析仪测定胶束粒径和 ＰＤＩ的变化。
２２５　释药行为　称取５ｍｇ的 ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠
ＤＯＸ和ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ分别溶于５ｍＬ的ｐＨ
６５和ｐＨ７４的ＰＢＳ缓冲液中，待充分溶解后装入
截留相对分子质量为５０００的透析袋中，分别置于
５０ｍＬｐＨ６５和 ｐＨ７４的磷酸缓冲液中，３７℃恒
温震荡避光透析，分别在０５、１、３、７、１２、２４、３６、４８、
７２ｈ取３ｍＬ透析袋外的液体，在激发波长为 ４７０
ｎｍ发射波长为５９７ｎｍ处测量荧光强度值，并补加
３ｍＬ相应的ＰＢＳ缓冲液。根据ＤＯＸ标准曲线计算
累计释药量，以时间为横坐标，ＤＯＸ释放量为纵坐
标绘制释药曲线。

２３　纳米粒的体外功能评价
２３１　不同 ｐＨ条件下 ＭＤＡＭＢ２３１对纳米粒的

摄取　将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于放有盖玻片的
２４孔板中（细胞浓度为 １×１０４个·ｍＬ－１，每孔 ２
ｍＬ），孵育过夜待细胞贴壁，弃去培养液，将 ＨＡ
ＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ分别溶
于ｐＨ６５和ｐＨ７４的培养液中（折合ＤＯＸ质量浓
度为２０μｇ·ｍＬ－１），以每孔２ｍＬ加入２４孔板中，
孵育２０ｍｉｎ和３ｈ，弃去培养液，取出盖玻片，ＰＢＳ
清洗２次每次２ｍｉｎ，然后用 ｈｏｅｃｈｅｓｔ（１∶１００００）避
光染色１０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ清洗２次每次２ｍｉｎ。用
４％多聚甲醛固定盖玻片上的细胞 １５ｍｉｎ，甘油封
片，激光共聚焦显微镜下观察细胞对纳米粒的摄取。

２３２　抗乳腺癌细胞活性研究　利用 ＭＴＴ测定
ＤＯＸ、ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠
ＤＯＸ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的毒性。将 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞接种于９６孔板中（细胞浓度为１×１０４个·
２００μＬ－１，每孔２００μＬ），孵育过夜待其贴壁，弃培
养液，加入分别含有 ＤＯＸ、ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和
ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ（折合 ＤＯＸ８μｇ·ｍＬ－１）ｐＨ
为６５和ｐＨ７４的培养液，孵育２４ｈ。加入质量浓
度为５ｍｇ·ｍＬ－１的２０μＬＭＴＴ再孵育４ｈ，将９６孔
板中的培养液弃去，加入２００μＬＤＭＳＯ，并置于摇
床振摇１５ｍｉｎ，酶标仪在４９２ｎｍ处测定吸光度值，
每个实验设５个复孔，细胞生存率％ ＝（给药后的
吸光度值／对照吸光度值）×１００％，以药物浓度为
横坐标，以生存率为纵坐标绘制生存率曲线。

３　结　果
３１　ＨＡＰＡＳＰ和ＰＥＧＰＡＳＰ的结构验证

ＨＡＰＡＳＰ和ＰＥＧＰＡＳＰ的１ＨＮＭＲ结果（Ｄ２Ｏ，４００
Ｈｚ）见图１，δ＝３１４为ＰＥＧ中［－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－］的
特征峰，δ＝３２８～３８５为ＨＡ中糖苷键［－ＣＨ（ＣＨ２）－］
的特征峰，δ＝２６为ＰＡＳＰ中［－ＯＣ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ
（ＮＨ）－］的特征峰，δ＝３５为腙键的特征峰，结合图谱
可知合成的２种聚合物为目标产物。
３２　不同处方对纳米粒理化性质的影响

为了得到粒径更小，载药量更高的纳米粒，笔者

通过改变药物材料比，优化纳米粒的载药量和包封

率，通过改变蒸馏水量、搅拌时间优化纳米粒的大小

和均一性。随着蒸馏水的不断增多，纳米粒的粒径

不断减小，并且ＰＤＩ也同时减小，说明纳米粒的均一
性也有所提高；随着搅拌时间的增加，纳米粒的粒径

也逐渐减少（表１）。当药物的投放比例不断增加，
载药量与包封率也不断增加，当这一比例增加到

４∶１０时，载药量减少，见表２。
·３１３１·
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３３　ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ和 ＰＥＧＰＡＳＰ＠ＤＯＸ的
理化性质表征

从 ＤＬＳ图可以看到，２种纳米粒的粒径在
１２０ｎｍ左右，通过 ＴＥＭ观察为光滑的球形，呈典
型的壳核结构（图 ２Ａ，２Ｂ）。将 ２种纳米粒充分
溶解在 ｐＨ为 ７４的蒸馏水中，３０ｄ内粒径均没
有发生显著的变化，并且没有沉淀析出溶液透

亮，说明纳米粒在正常的体液环境中能够稳定存

在（图２Ｃ）。聚合物材料 ＨＡＰＡＳＰ和 ＰＥＧＰＡＳＰ
与大鼠红细胞共孵育 ６０ｍｉｎ后溶血率均 ＜５％，
根据文献［７］报道可视为安全材料，可作为纳米
粒载体，进行后续实验（图２Ｄ）。
３４　纳米粒的乳腺癌细胞靶向性与酸敏性研究

为了验证纳米粒的酸敏性，笔者首先在体外进

行了释药实验，纳米粒 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ在 ｐＨ
６５和ｐＨ７４的环境中释药没有显著性差异，７２ｈ
后释药量仍不足４０％（图３Ａ）；图３Ｂ所示是纳米粒
ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ的释药情况，在 ｐＨ７４条件

下７２ｈ累计释药量＜３５％，在ｐＨ６５条件下２ｈ的
释放量达到７８％，１０ｈ后释放量高达９５％。其次，
通过激光共聚焦实验观察不同ｐＨ条件下ＭＤＡＭＢ
２３１细胞对ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ的摄取，实验结果
再次印证ｐＨ６５的酸性环境中，由于腙键断裂，大
量的ＤＯＸ摄取到细胞核中（图３Ｃ）。我们将２种纳
米粒与ＭＤＡＭＢ２３１细胞在ｐＨ７４的条件下，共同
孵育２０ｍｉｎ观察２种纳米粒对乳腺癌细胞的靶向
性，见图 ３Ｄ，ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ孵育后细胞中
ＤＯＸ的含量明显多于 ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ组，说
明ＨＡ在纳米粒的表面发挥靶向作用。
３５　纳米粒的体外毒性研究

将２种纳米粒在不同 ｐＨ条件下对 ＭＤＡＭＢ
２３１的毒性作用进行比较，见图４。从图４中可见，
ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ在 ｐＨ６５条件下，乳腺癌细
胞的存活率最低，这一结果说明，在酸性条件下ＨＡ
ＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ中的腙键断裂，彻底释放出 ＤＯＸ，
发挥抗肿瘤作用。

图１　透明质酸聚天冬氨酸聚合物（ＨＡＰＡＳＰ）（Ａ）和聚乙二醇聚天冬氨酸聚合物（ＰＥＧＰＡＳＰ）（Ｂ）的核磁图谱
Ｆｉｇ１　ＮＭＲｏｆＨＡＰＡＳＰ（Ａ）ａｎｄＰＥＧＰＡＳＰ（Ｂ）

表１　蒸馏水量和搅拌时间对纳米粒理化性质的影响．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒａｎｄｓｔｉｒｉｎｇｔｉｍｅｏｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
Ｖ（Ｗａｔｅｒ）／ｍＬ Ｔｉｍｅ／ｈ

１０ ２０ ３０ １ ２ ３

Ｓｉｚｅ ２１５±２７ １８９±２１ １５９±１７ ３０１±３４ ２５７±２９ １９９±２１

ＰＤＩ ０３４±０１２ ０１８±０１１ ００６±００２ ０２７±０１２ ０２３±０１６ ０２６±０１２

Ｚｅｔａ －１７４±３５ －２３４±３６ －２５３±５２ －２４３±４２ －２５２±５２ －２８３±４２

表２　药物材料对纳米粒理化性质的影响．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｌｙｍｅｒｓｏｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｐｈｙｓｉ
ｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｄｒｕｇｍａｔｅｒｉａｌ ＤＬ／％ ＥＥ／％

１∶１０ ２４±０９ ２６３±３５
３∶１０ ５１±１１ ３９５±２４
４∶１０ ４８±１５ ５５８±３１

４　讨　论
ＤＯＸ是一种作用于 ＤＮＡ化学结构的广谱抗肿

瘤药物，对于急性白血病、恶性淋巴瘤、乳腺癌、肺

癌、卵巢癌等恶性程度较高的癌症均有较好的作

用［８］。但由于心脏毒性作用，使其在临床中的应用

受到极大的限制，并且当药物进入到体内后缺乏
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图２　纳米粒的理化性质评价．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ，Ｂ－２种纳米粒的ＴＥＭ和ＤＬＳ图；Ｃ－２种纳米粒的稳定性示意图；Ｄ－２种材料对红细胞的溶血率

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｙ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ，Ｂ－ｔｈｅＴＥＭａｎｄＤＬＳｏｆｔｗｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｃ－ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｗｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｄ－ｔｈｅｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｈｅｍｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｏｆｔｗｏｐｏｌｙｍｅｒ

图３　纳米粒的乳腺癌细胞酸敏性与靶向性．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ在不同ｐＨ条件下的释药；Ｂ－ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ在不同ｐＨ条件下的释药；Ｃ－激光共聚焦观察在不同ｐＨ条件下ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠

ＤＯＸ的摄取；Ｄ－在ｐＨ７４条件下共聚焦观察２种纳米粒的靶向性

Ｆｉｇ３　Ａｃｉｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａ－ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ；Ｂ－ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ；Ｃ－ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸｂｙＬＳＣＭｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ；Ｄ－ｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｔｗｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｂｙＬＳＣＭｕｎｄｅｒｐＨ７４

靶向性，在破坏肿瘤组织的同时对正常组织也产生

了损害［９］。纳米技术是 ２１世纪世界各国经济发展
的驱动力之一。纳米技术在医药领域的应用极为广

泛，其中最引人注目的是纳米递药系统，据不完全
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图４　２种纳米粒在不同 ｐＨ条件下对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
抗肿瘤活性作用．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＴｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｗｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｔｏＭＤＡＭＢ
２３１ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

统计，全世界制药企业作为新型药物制剂开发的纳

米药物立项多达２７０余项，其中已上市和正在进行
临床研究的药物共５６个［１０１１］。本实验采用腙键作

为纳米粒的骨架，在肿瘤偏酸性的环境中纳米粒快

速破裂，释放出 ＤＯＸ，通过体外释药及稳定性实验
结果，证明纳米粒在正常环境中稳定存在，在酸性条

件下ＤＯＸ快速高效的释放，释放量大于９５％，提高
了ＤＯＸ的利用率。该纳米粒采用 ＨＡ外壳修饰，通
过激光共聚焦观察纳米粒与 ＭＤＡＭＢ２３１细胞短
时间孵育后，ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ组的吸附量明显
高于ＰＥＧＰＡＳＰＮＰｓ＠ＤＯＸ组，说明 ＨＡ与细胞表
面 ＣＤ４４的高亲和力，将大量的 ＨＡＰＡＳＰＮＰｓ＠
ＤＯＸ靶向到细胞表面。为了得到载药量高且粒径
均一的纳米粒，我们对制备条件进行了优化，增加蒸

馏水量和搅拌时间后，有可能是聚合物得到充分自

组装，使得纳米粒的粒径明显减小，并且粒径分布更

加均一；通过改变药物材料的投放比，当这一比例
为３∶１０时在保证不浪费原材料的同时载药量与包
封率达到最大值。综上所述，本实验以ＤＯＸ为模型

药物，进一步考察了透明质酸修饰的核壳纳米粒的

理化性质和体外功能评价，纳米粒呈现良好的酸敏

性和靶向特性，具有良好的抗肿瘤活性。
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