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新型酶响应型水凝胶合成及其在预防
三阴性乳腺癌术后复发研究
付之光 1，陶成 2，王宇 1，温宁 3*，胡琳 4*

摘要 应用溶剂—反溶剂法制备舒尼替尼纳米粒，通过迈克尔加成反应将药物装载入水凝

胶，即合成新型酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶；通过扫描电镜、粒径分析、药物溶出率计算

等方法对新材料进行鉴定和表征；进一步体内外功能试验评估该材料的抗肿瘤及防复发作

用；最后对该材料进行初步安全性评价。实验结果表明，实现了酶响应型舒尼替尼纳米粒水

凝胶的成功制备，舒尼替尼纳米粒在水凝胶中分布均匀，粒径约 400 nm，稳定性能良好；新材

料表现出优异的控缓释作用，在体外抑制肿瘤细胞及血管内皮细胞活性，在体内促进小鼠肿

瘤细胞凋亡、阻抑肿瘤复发；局部给药过程中，小鼠耐受性良好，新材料无明显毒副作用。
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三阴性乳腺癌（triple negative breast cancer，
TNBC）是特指雌激素受体（estrogen receptor，ER）、

孕激素受体（progesterone receptor，PR）和人类表皮

生长因子受体-2（human epidermal growth factor-2，
HER-2）表达阴性的一种乳腺癌。与其他类型乳

腺癌相比，TNBC侵袭性高、预后差，约 46%TNBC
患者术后复发，复发后中位生存期仅 13.3个月，现

有预防和姑息治疗措施效果不佳，严重威胁女性生

命健康，因此亟待探索预防 TNBC术后复发，改善

预后的新策略[1-2]。近年来，材料学与医学交叉融

合，以水凝胶为代表的高分子材料成为研究热点，

酶响应型水凝胶则是在载体结构网中加入酯或肽

键，使其可被特定的酶切割，实现药物的“精准”递

送[3]。本课题组前期成功制备了基质金属蛋白酶
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响应型水凝胶（matrix metalloproteinase response
hydrogel，MRH），以此为载体，装载吲哚菁绿和阿

霉素，实现了口腔鳞癌的光化联合治疗[4]。舒尼替

尼是一种多靶点的抗血管生成药物，临床中可用于

多种实体瘤的治疗，对肿瘤的复发有显著抑制作

用[5]。本研究在此基础上，继续探索MRH的生物医

用 功 效 ，首 次装载舒尼替尼纳米粒（sunitinib
nanoparticles, nano-su），合成新型纳米载药系统

——酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶（sunitinib
nanoparticles @ matrix metalloproteinase-response
hydrogel, NSMRH），通过体内外试验对 NSMRH进

行理化性能表征与鉴定，证实了其良好的抑制肿瘤

细胞活性及抵抗肿瘤复发的作用，同时评估了其可

靠的生物安全性，为早期三阴性乳腺癌术后复发的

防治提供新的思路。

1 实验过程

1.1 材料

人三阴性乳腺癌细胞（MDA-MB-231）购自美

国ATCC公司；胎牛血清购自Gibco公司；苹果酸舒

尼替尼（Sunitinib）购自 aladdin公司；基质金属蛋白

酶多肽交联剂HS-MMP-SH购自 JenKem Technolo⁃
gy 公司；聚乙二醇购自 Sigma 公司（7181, CAS:
25322-68-3）；透明质酸（HA）购自 Bloomage Freda
公司。

1.2 方法

1.2.1 聚乳酸-聚乙二醇-聚乳酸（PDLLA-PEG-
PDLLA）的合成

30 g聚乙二醇（分子量 9-10 kDa）与 10 g D,
L-丙交酯（分子量 144 Da）加入到圆底烧瓶中，在

110℃下抽真空 6 h除去水分，然后向圆底烧瓶中通

入氩气排出氧气，并在氩气保护下加入一定质量的

催化剂辛酸亚锡，待搅拌混合好后，温度调整为

135℃反应 24 h。将反应产物用二氯甲烷全部溶解

后，用正戊烷沉降，反复进行 3次，对聚合物进行纯

化，除去未反应的单体和催化剂；最终产品真空干

燥，得到PDLLA-PEG-PDLLA聚合物。

1.2.2 丙烯酸酯基透明质酸（HA-AC）的合成

4.0 g（20 mmol）催化剂EDC存在下，透明质酸

（2.0 g，50 kDa，含有 5.28 mmol 羧基）与 25.0 g
（143.5 mmol）的己二酸二酰肼（ADH）在 pH=4.75
的水中反应，室温过夜。反应结束后在超纯水中透

析（MWCO=8000 Da）纯化 5 d。将纯化的中间产物

（HA-ADH）冻干并在-20℃下储存待用。准确称量

2.0 g的 HA-ADH与 N-丙烯酰氧基琥珀酰亚胺

（NHS-Ac）（1.40 g，8.28 mmol）在 HEPES 缓冲液

（10 mM HEPES，150 mM NaCl，10 mM EDTA，pH=
7.2）中反应，室温过夜，然后在超纯水中透析（MW⁃
CO = 8000 Da）3~4 d，冻干并在-20℃下储存待用。

1.2.3 液相反溶剂沉淀法制备舒尼替尼纳米粒

称取 20 mg的舒尼替尼粉末，在室温下，将其

溶于 1 mL的DMSO中，记为药物溶液。分别按照

舒尼替尼与 PDLLA-PEG-PDLLA的质量比 1/0、1/
10、1/20和 1/50将 0、200、400、和 1000 mg的 PDL⁃
LA-PEG-PDLLA 充分溶解于 PBS（150 mM，pH=
7.4，室温）中，得到 4份含有 PDLLA-PEG-PDLLA
的聚合物溶液作为反溶剂相。以药物溶液与反溶

剂1/20的比例将药物溶液快速加入反溶剂中，磁子

搅拌 30 min，记为混合液。混合液用超纯水透析

（MWCO=3500，4℃），透析后冷冻干燥即得到舒尼

替尼纳米粒（nano-su）。

1.2.4 酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶

（NSMRH）的合成与表征

在室温条件下，将 50 mg/mL nano-su冻干品加

入 PBS中超声震荡，然后用 nano-su溶液溶解聚合

物HA-AC，再用TEA缓冲液溶解具有MMP-2响应

的巯基化交联剂HS-MMP-SH（浓度 100 mg/mL），

以 3/2体积比混合后形成NSMRH。通过扫描电镜、

稳定性检测等方法对新材料进行鉴定和表征。

1.2.5 体外药物溶出试验

在室温条件下，首先利用紫外—可见分光光度

计（UV-vis）测定拟合得到 sunitinib的标准曲线（Y=
0.0624*X-0.02898，R2=0.99934）。称取一定量的 na⁃
no-su冻干品，加入PBS（5 mL，pH=7.4）中超声震荡

30 min后置于透析袋（MWCO=3500 Da）中，绑紧后

置入盛有 20 mL PBS（pH=7.4）的瓶中，37 ℃水浴。

实验组 PBS中加入 1.5 μg/mL MMP-2酶的新鲜

PBS（pH=7.4，3 mL）。定时从瓶中取出待测样品

（3 mL），并补充新鲜 PBS（pH=7.4，3 mL）。测得待
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测样品的吸光值Abs，根据标准曲线的方程式计算

出待测样品的浓度，测得释放第 i 天的 nano-su浓
度记作 Ci，质量为Wi，释放前浓度记作 C0，质量为

W0，计算累积释放溶出率=∑Wi /W0×100%。比较

组间药物累积溶出率。

1.2.6 体外细胞存活率检测

分别通过MTT法及活细胞/死细胞双染试剂盒

（Calcein-AM/PI）检测 NSMRH对MDA-MB-231细
胞存活的影响。（1）将生长状态良好的MDA-MB-
231细胞（4×103个/孔）铺于 96孔板中，待细胞贴壁

后，加入 NSMRH（浓度 0、12.5、25、50 和 100 μg/
mL）。48 h后移除孔中的含药培养液，再加入含有

5 mg/mL MTT的 100 μL DMEM的混合物。4 h后
孔内换为 100 μL的DMSO。检测各孔 570 nm处的

OD值，绘制浓度-存活率曲线（细胞存活率%=实验

组（OD570）/空白组（OD570）。（2）将生长状态良好的

MDA-MB-231细胞铺于 6孔板中，培养约 12 h后，

加药处理（NSMRH最终浓度是 100 μg/mL）继续孵

育 48 h。将 5 μL calcein AM、15 μL PI与 DMEM
（1 mL）混匀后，每孔加 100 μL，30 min后孔中换成

80 μL DMEM再检测（Calcein AM：495/515 nm，PI：
535/617 nm）激光共聚焦拍照。（3）通过AlamarBlue
法检测NSMRH对人脐静脉内皮细胞（Human Um⁃
bilical Vein Endothelial Cells，HUVEC）存活影响。

将生长状态良好的HUVEC细胞铺于 96孔板中，培

养约12 h后，加入不同浓度NSMRH，加药处理后细

胞继续孵育 48 h，然后孔中换成 100 μL新鲜的

DMEM，再加入 10 μL的AlamarBlue。4 h后，检测

各孔在 570 nm和 600 nm处的OD值，绘制 SUN浓

度-存活率曲线（细胞存活率%=实验组（OD570-
OD600）/空白组（OD570-OD600））。

1.2.7 NSMRH预防术后复发的体内试验及

安全性评价

将含有GFP标签的MDA-MB-231细胞接种于

雌性 BALB/c裸鼠皮下（2×106 cells/100 μL），当小

鼠皮下肿瘤生长至 150 mm3时，开始进行实验，将

12只荷载乳腺癌肿瘤的雌性 BALB/c裸鼠分成 3
组，每组 4只，分别为 PBS组、sunitinib组和NSMRH
组。切除各只小鼠荷载的肿瘤体积的 2/3，并在其

局部注射 NSMRH，浓度为 10 mg/kg，200 μl，最后

将小鼠皮肤缝合好。利用小动物活体光学成像系

统（IVIS）评测乳腺癌小鼠模型术后复发的情况。

在观察期间，动物死亡或者瘤体生长至 1000 mm3

时即可认为动物因肿瘤死亡，记录死亡时间，测量

肿瘤体积。取复发肿瘤组织，行免疫荧光Tunnel染
色、CD31蛋白染色，以及Caspase-3蛋白染色，评价

NSMRH对血管生成以及肿瘤凋亡的影响。通过动

态记录实验动物一般意识状态、体重，对肿瘤及重

要脏器行苏木精-伊红（H&E）染色，评估 NSMRH
局部用药的耐受性与安全性。

1.3 统计学分析

所有实验均行 3次独立重复试验，结果均采用

均数（x）±标准差（SD），使用GraphPad Prism 7. 0进
行统计分析。两组比较采用 t检验，3组及以上比

较采用 one-way anova检验，P<0.05被认为是有统

计学差异（*表示P<0.05，**表示P<0.01，***表示P

<0.001）。

2 结果与分析

2.1 NSMRH的合成及表征

成功制备酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶

（NSMRH），其合成示意图如图 1（a）所示。该载药

水凝胶呈黄色，电镜显示形貌良好，状态稳定（图 1
（b）和图 1（c））。舒尼替尼纳米粒在水凝胶中分布

均匀，其粒径大小在 400 nm左右（图 1（d）和图 1
（e））。稳定性试验结果显示（图 1（f）），NSMRH放

置 1周后，在 30 d内，其 nano-su粒径大小保持稳

态，表明NSMRH具备良好的稳定性能。药物溶出

试验提示（图 1（g）），NSMRH中 nano-su在 24 h后，

呈现稳定缓释，观察至 72 h左右，其释放效率基本

保持不变。当溶液中加入MMP-2时，可观察到 na⁃
no-su释放效率明显增加，这可能是由于MMP-2与
水凝胶表面的酶响应肽链反应，加速了NSMRH的

降解及药物的释放。因此，我们得到了一个性能稳

定，缓控释良好，且具有特异性MMP-2响应型新材

料NSMRH。
2.2 NSMRH在体外影响细胞存活能力研究
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体外细胞存活实验中，首先通过MTT法检测

NSMRH对三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231存活

能力的影响，如图 2（a）所示，无论是舒尼替尼组还

是NSMRH组，均对细胞存活有明显的浓度梯度依

赖性抑制作用，当舒尼替尼浓度达到 50 μg/mL后，

细胞存活率保持在 20%左右。进一步应用活细胞/

图1 酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶的合成与表征

（a）酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶合成示意

（b）酶响应型舒尼替尼纳

米粒水凝胶宏观图片

（c）酶响应型舒尼替尼纳

米粒水凝胶扫描电镜示意

（d）舒尼替尼纳米

粒粒径示意

（e）舒尼替尼纳米

粒粒径大小分析

（f）舒尼替尼纳米粒

粒径稳定性分析

（g）酶响应型舒尼替尼纳米粒水

凝胶中舒尼替尼纳米粒溶出示意

图2 酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶在体外对细胞存活影响

（a）酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶对乳腺

癌细胞存活影响统计结果

（c）酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶对HU⁃
VEC细胞存活影响统计结果

（b）酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶活细胞/死细胞染色免

疫荧光示意
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死细胞免疫荧光染色对上述结论进行验证（图 2
（b）），发现 50 μg/mL NSMRH能够显著诱导MDA-
MB-231细胞死亡，该实验表明 NSMRH对肿瘤细

胞存活能力的影响，主要来自于其杀伤肿瘤效应，

而非抑制增殖能力。考虑到舒尼替尼是一个血管

生成因子抑制剂，因此进一步评估NSMRH能否抑

制血管内皮细胞的活性。图 2（c）结果表明，与

MDA-MB-231细胞类似，NSMRH可以显著抑制人

脐静脉内皮细胞HUVEC的增殖，且该抑制作用呈

现浓度梯度依赖性。值得注意的是，在对照组中，

发现未载药水凝胶组（MRH）对 2种细胞存活能力

均无明显抑制作用，提示该材料在体外细胞水平毒

性较弱。以上试验均表明，NSMRH在体外能够显

著抑制肿瘤细胞及血管内皮细胞的活性。

2.3 NSMRH体内预防局部复发研究

建立裸鼠移植瘤切除后复发模型。选择能够

表达GFP绿色荧光蛋白的MDA-MB-231细胞，对

雌性 BALB/c裸鼠进行接种，得到荷瘤裸鼠模型。

当移植瘤生长至 150 mm3大小时，对其进行部分切

除，在创面进行 NSMRH及相关对照组干预，最后

将小鼠伤口消毒缝合，观察复发情况。动物实验结

果表明，与对照组相比，单纯舒尼替尼组及NSMRH
组均能够有效抑制残留肿瘤组织再生，然而随着时

间的延长，NSMRH组展现出更为显著的抑制复发

能力（图 3（a）和 3（c））。在实验终点，对瘤体组织

进行免疫组化染色，发现NSMRH组凋亡相关标志

分子 Tunnel和 Caspase-3的表达较对照组显著增

加，血管内皮标志物分子CD31的表达较对照组显

著减少（图 3（b）、3（d）和 3（f）），提示NSMRH可通

过促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤新生血管组抑乳腺

癌术后复发。

2.4 NSMRH生物安全性评价

初步评估了 NSMRH在体内的生物安全性。

如图 4（a）所示，在荷瘤裸鼠模型给药过程中，定期

监测小鼠一般状态及体重变化，发现局部给药后

30 d左右，小鼠耐受性良好，体重波动范围不大，未

发生明显不良反应事件。对小鼠主要器官H&E染

色分析（图 4（b）），主要器官（包括脑、心脏、肝脏、

图3 酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶体内预防复发研究

（c）小鼠肿瘤体积变化曲线示意

（d）Tunnel染色半定量分析 （e）CD31染色半定量分析 （f）Caspase-3 染色半定量分析

（a）酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶

作用下复发模型小鼠活体成像示意

（b）肿瘤免疫组化示意（标尺：100 μm）
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图4 酶响应型舒尼替尼纳米粒水凝胶安全性评价

（a）小鼠体重变化曲线示意 （b）小鼠重要脏器H&E染色示意（标尺为100 μm）

脾脏、肺和肾）中组织结构未见明显异常，各组间无

显著差异。因此，本研究 NSMRH生物安全性良

好，小鼠耐受程度可。

3 结果与讨论

三阴性乳腺癌（TNBC）占全部乳腺癌的 10%~
29%[6-8]，即便是早期患者，仍有复发风险，大多数死

亡发生在治疗后 5年内[9]。初诊分期Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期

的 TNBC 患 者 3 年 复 发 率 分 别 为 8%、15% 和

40%[10]。因此，如何减少和延缓早期患者复发至关

重要。

水凝胶是由亲水性聚合物链交联而成的高分

子聚合物[11-12]。通常情况下，凝胶可由藻酸盐等天

然聚合物或聚乙二醇等聚合物制备而成。三维结

构水凝胶因具有良好的包封细胞和生物活性分子

的能力，被广泛当作理想的药物缓释及靶向递送材

料[13-14]。与其他材料相比，水凝胶凭借其更加稳定

的生物相容性、可注射性以及缓控释性能，在药物

局部递送研究中占据重要位置[15]。酶响应型水凝

胶可以根据肿瘤微环境中酶的特异性，释放搭载药

物，对毒性较强的药物及半衰期短的药物来说意义

重大[16]。基质金属蛋白酶（MMPs）是肿瘤细胞过度

分泌的生物大分子，其通过诱导基质降解，帮助肿

瘤细胞侵袭转移和复发[17]。阻断该酶的分泌或抑

制该酶的活性，可在一定程度上抑制肿瘤侵袭转移

能力，逐渐成为延缓肿瘤发展的一种新策略[18]。本

研究利用三阴性乳腺癌侵袭性高，MMP-2分泌强

的生物学特点，制备基质金属蛋白酶响应型水凝胶

（MRH），从载体层面增加了药物递送的靶向特异

性，通过智能调控所载药物的释放速率，进一步优

化药物作用，达到疗效。

舒尼替尼是一种成熟的抗血管生成药物，可阻

止包括血管内皮生长因子受体（VEGFR）在内的多

种受体的激活。FDA已批准舒尼替尼用于治疗肾

细胞癌和胃肠间质瘤[19-20]。此外，舒尼替尼在神经

内分泌肿瘤、非小细胞肺癌、结肠癌、原发性肝癌和

乳腺癌等多项临床研究中也表现出良好的临床疗

效[21-25]。然而，上述研究中舒尼替尼的给药途径以

口服（临床研究）或静脉注射（临床前研究）为主。

而本研究成功制备了舒尼替尼纳米粒，将其装载到

水凝胶中，以期实现术后局部给药，有效防治乳腺

癌复发。就已知文献，这是舒尼替尼改变粒径、改

变剂型以及改变给药途径的创新尝试，已申请了实

用新型专利（CN 201711358718.8）。以 nano-su为
内核的NSMRH的优势在于：（1）既往载药水凝胶

多装载传统化疗药物，药物释放后，缺乏特异性，不

良反应较大。而舒尼替尼作为分子靶向药物，特异

性较好，作用机制明确，即通过抑制肿瘤新生血管

的生成，阻止肿瘤的局部复发。与临床上应用的舒

尼替尼相比，舒尼替尼纳米粒的制备，使其稳定性、

分散性均得到优化；（2）酶响应型水凝胶作为载体
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可以实现药物的控释和缓释，最大程度地保证了肿

瘤周围血药浓度。局部给药的方式也在一定程度

上避免了因口服或静脉给药造成的全身毒副反应。

综上所述，本研究设计合成了一种新型智能纳

米载药系统NSMRH，以水凝胶为载体，装载抗血管

生成的分子靶向药物舒尼替尼纳米粒，实现了对早

期三阴性乳腺癌术后复发的有效干预。在未来的

工作中，NSMRH用于预防乳腺癌复发的具体分子

机制有待深入探讨，此外，智能水凝胶搭载纳米化

分子靶向药物的局部用药尝试，有待于在其他肿瘤

类型或其他疾病中进一步论证。
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Synthesis of novel enzyme responsive hydrogel and its applications

in prevention of postoperative recurrence of triple negative breast

cancer

AbstractAbstract Triple negative breast cancer has a high local recurrence rate and poor prognosis, which seriously threatens women's
health. It is urgent to find a new strategy to effectively prevent progressive disease. The intelligent drug delivery system based on
new biomedical materials can play a vital role in the comprehensive and synergistic treatment of the disease. In this study,
sunitinib nanoparticles were prepared by solvent precipitation. A new enzyme responsive hydrogel was well prepared after loading
the nano-drug into it by Michael addition reaction. Then the novel hydrogel was identified and characterized by transmission
electron microscope, stability test, and drug dissolution test. Furthermore, the anti-tumor and anti-recurrence effects of the
hydrogel was evaluated by function tests both in vitro and in vivo. Finally, the preliminary biosafety evaluation of the hydrogel
was performed. The results indicate that the enzyme responsive hydrogel loading sunitinib nanoparticles was successfully
prepared. The physicochemical properties of the new hydrogel showed good stability. The particle size of nano-sunitinib was
about 400 nm. The dissolution curves showed that sunitinib nanoparticles could release continuously from the hydrogel, and the
release efficiency was higher under the exposing of matrix metalloproteinase-2; functional tests showed that the hydrogel
exhibited a good anti-tumor effect in vitro, showing a good biological function to promote apoptosis and prevent recurrence in
vivo; the biosafety of the hydrogel in vivo was evaluated and showed no obvious toxicity, mice were well tolerated. Such a therapy
strategy may inhibit the local recurrence and improve the clinical benefit of patients.
KeywordsKeywords enzyme responsive hydrogel; sunitinib nanoparticles; triple negative breast cancer;
postoperative recurrence ●
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