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Heparosan 多糖聚合物胶束的制备及体外抗肿瘤活性 

葛  璐, 邱立朋, 单晓甜, 毛  静, 李志超, 陈敬华* 

(江南大学药学院, 江苏 无锡 214122) 

摘要 : 聚合物胶束作为新型药物传递系统可以提高疏水性药物的溶解性并具有良好的生物相容性和稳        
定性。本研究通过合成 heparosan多糖−维生素 E琥珀酸酯 (heparosan-adipic dihydrazide-vitamin E succinate, KV) 
载体, 利用核磁共振氢谱 (1H NMR) 对其进行结构确证。以疏水性抗肿瘤药多柔比星 (doxorubicin, DOX) 为模
型药物, 制备载 DOX 的 KV 聚合物胶束 (DOX/KV), 并对其进行表征。结果表明, 胶束形貌为球形, 粒径为
140～150 nm, zeta电位为−20 mV左右, 包封率为 80%  左右, 载药量在 10%～15%  之间, 并且具有良好的缓释行
为。选择MGC80-3肿瘤细胞和 COS7正常细胞考察体外细胞毒性和细胞摄取情况。体外细胞毒性结果显示, 空
白胶束对两种细胞几乎没有毒性, 载药胶束对MGC80-3细胞的细胞毒性要大于 COS7细胞。从细胞摄取考察也
可以看出, 载药胶束对MGC80-3细胞的摄取量更高。综上, KV可以很好地包载 DOX, 并且可以提高其对癌细胞
的选择性, 具有良好的抗肿瘤活性。 
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Preparation and properties of heparosan polysaccharide-vitamin E  
succinate polymer micelles  

GE Lu, QIU Li-peng, SHAN Xiao-tian, MAO Jing, LI Zhi-chao, CHEN Jing-hua* 

(School of Pharmaceutical Sciences, Jiangnan University, Wuxi 214122, China )  
 

Abstract: Due to the advantages of polymer micelles and the anticancer activity of doxorubicin (DOX), the 
polymer micelle of DOX is expected to be used for drug delivery in anticancer applications.  As a biocompatible 
and biodegradable polymer, amphiphilic copolymer heparosan-adipic dihydrazide-vitamin E succinate (KV) can 
be self-assembled to form micelles with core-shell structure in aqueous phase.  In this article, KV conjugates 
with two different degrees of substitution (DS) were synthesized to load DOX and were characterized by 1H NMR.  
The size distribution, morphology, zeta potential and release behavior in vitro of the DOX-loaded micelles were 
studied.  In vitro cytotoxicity was investigated by MTT assay against MGC80-3 and COS7 cells.  The cellular 
uptake of the DOX-loaded micelles was observed by fluorescence microscopy and flow cytometry.  The         
1H NMR spectra results confirmed the KV polymers were successfully conjugated and the degree of VES grafted 
on heparosan polysaccharide were 12% and 25%.  Briefly, the micelles with two different DS were expressed as 
KV12 and KV25.  The DOX-loaded micelles could resist serum adsorption because of the negative charge on      
the surface.  The average particle size measured by dynamic light scattering (DLS) method was 140−150 nm 
and the TEM results indicated that the morphology of DOX-loaded micelles were spherical.  The encapsulation 
efficiency and drug loading were 80% and 10%−15%, respectively.  The DOX-loaded micelles had sustained 
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release behavior and the cumulative release of DOX/KV12 was slightly higher than DOX/KV25.  Moreover, the 
viabilities of cells which were co-incubated with blank micelles were greater than 90%.  It is clear that the blank 
micelles almost non-toxic to both cells.  The IC 50 of drug-loaded micelles against COS7 cells was much higher 
than that of MGC80-3 cells and the DOX/KV12 exhibited greater cytotoxicity.  The cellular uptake of DOX/KV 
on MGC80-3 was greater than COS7 cells.  In this study, KV polymer micelles have a sustained drug release 
activity and have a good selectivity to tumor cells, so it would be a potential carrier in drug delivery. 

Key words: heparosan polysaccharide; vitamin E succinate; polymer micelles; doxorubicin 

                                                                                                         

目前, 化疗是临床上治疗恶性肿瘤最常见的方
式之一。多柔比星 (doxorubicin, DOX) 是抗生素类
抗癌药物, 作为最常用的化疗药物之一, 可用于多种
癌症的治疗[1, 2], 但其靶向性差, 毒副作用强, 而且
长期使用会产生耐药性[3−5]。药物传递系统靶向治疗癌

症受到了人们的广泛关注。聚合物胶束作为一种常用

的药物载体, 有很好的发展前景, 尤其是在药剂学和
生物学领域[6]。这类载体一般是两亲性嵌段共聚物在

浓度大于临界胶束浓度 (critical micelle concentration, 
CMC) 时在水溶液中自组装形成的具有壳核结构的
纳米粒[7−9], 疏水性内核可以包载亲脂性药物, 亲水
性外壳使载体在静脉注射后有效地避免网状内皮系

统的清除, 增加载体在体内的稳定性, 达到长循环的
效果[10, 11]。作为一种纳米粒, 聚合物胶束还可以通过
渗透与滞留效应 (EPR) 使药物优先累积到肿瘤组织, 
实现被动靶向, 减少毒副作用[12−14]。 

然而, 合成型的聚合物胶束材料显现出在体内
难以被降解甚至会引起肾脏毒性等缺点[15], 故生物
可降解性和生物相容性成为在研究过程中需要考     
虑的关键性因素[16]。天然多糖作为一种聚合物材料, 
因其生物相容性好、生物可降解、无免疫原性被广泛

的应用于纳米载体中[17]。Heparosan多糖是硫酸乙酰
肝素和肝素的前体, 可通过发酵大肠杆菌 heparosan
菌株再从其荚膜中分离获得[18, 19]。Heparosan多糖的
非硫酸化性质使其与肝素相比有更高的细胞摄取效

率[20], 并且没有凝血活性也可以避免肝素在使用中
出现的血小板减少症等不良反应, 有更好的生物安
全性[21]。另外, heparosan多糖可被肿瘤细胞中过表达
的 β-葡萄糖醛酸酶降解[22−24]。由于 heparosan多糖呈
负电性, 可避免在血液中聚集也可防止非特异性吸
附到血浆蛋白上[25]。Heparosan多糖亲水骨架上也有
很多官能团可以进行疏水性修饰, 故适于作为聚合
物胶束的亲水性材料。 

维生素 E 琥珀酸酯 (D-α-tocopheryl succinate, 
vitamin E succinate, VES) 是维生素 E 的酯类衍生    
物, 作为一种有潜力的预防药物而受到广泛的关注。

VES 不仅具有抗肿瘤作用, 而且对正常组织无毒副
作用[26−28]。VES 可以抑制肿瘤细胞的迁移并且还可
以从多种途径诱导肿瘤细胞的凋亡[29−31], 抑制肿瘤
的浸润、转移, 所以越来越多的研究者将其应用于抗
肿瘤药物的传递。 

本实验利用疏水性的 VES, 通过己二酸二酰肼 
(adipic dihydrazide, ADH) 连接修饰亲水性的天然
heparosan 多糖合成了两种取代度的两亲性共聚物, 
在水溶液中自组装形成聚合物胶束包载抗癌药物

DOX, 并对载体胶束的制剂学性质及体外抗肿瘤活
性进行了考察。 
 

材料与方法 
仪器  Aduance III核磁共振波谱仪 (德国 Bruker

公司); JEM-2100 透射电子显微镜 (日本 Jeol 公司); 
UV-2550 紫外可见分光光度计 (日本岛津仪器有限
公司); Zetasizer Nano ZS 纳米粒度仪 (英国 Malvern
仪器有限公司); DMIL LED倒置荧光显微镜、DMIL 
LED型荧光显微镜 (德国 Leica公司); Multiskan GO
酶标仪 (美国 Thermo公司); FreeZone 2.5L 冷冻干燥
机 (美国 Labconco 公司); FACSCalibur 型流式细胞
仪 (美国 BD公司)。 

试剂  维生素E琥珀酸酯 (阿拉丁试剂有限公司); 
己二酸二酰肼 (ADH)、1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基) 

碳二亚胺盐酸盐  (EDC·HCl)、N-羟基丁二酰亚胺 
(NHS) (安耐吉化学试剂有限公司); 多柔比星盐酸盐 
(DOX·HCl, 浙江海正制药有限公司); 甲酰胺、N,N-
二甲基甲酰胺 (DMF)、二氯甲烷 (DCM)、三乙胺 
(TEA)、乙醇、四氢呋喃 (THF) (国药集团上海试剂
公司)。 

细胞与菌株  COS7 和 MGC80-3 细胞购自中国
科学院典型培养物保藏委员会细胞库; Heparosan 多
糖为实验室自制, 相对分子质量为 5.108×104。 

Heparosan多糖−己二酸二酰肼−维生素 E琥珀酸
酯 (heparosan-adipic dihydrazide-vitamin E succinate, 
KV) 的合成  Heparosan多糖 (50 mg, −COOH摩尔     



 葛  璐等: Heparosan 多糖聚合物胶束的制备及体外抗肿瘤活性 · 623  · 

 

数 1.25×10−4 mol) 溶于超纯水溶液中, 60 ℃油浴加     
热磁力搅拌使其溶解, 冷却至室温。ADH (21.75 mg/    
108.75 mg) 加入到反应混合物中。加入 EDC (40 mg, 
2.5×10−4 mol) 和 NHS (30 mg, 2.5×10−4 mol), 用 0.1 
mol HCl时反应液的 pH维持在 4.75, 反应 1 h, 用 0.1 
mol NaOH调节反应液 pH至 7.0来终止反应, 反应结
束后得到反应液在蒸馏水中透析 (MWCO 3 500), 得
到聚合物溶液用 0.45 μm水系的膜过滤除去不溶性杂
质, 冷冻干燥, 得白色粉末 heparosan-ADH。 

VES (79.56 mg, 1.5×10−4 mol) 溶解于 20 mL DMF
中。EDC (28.6 mg, 3×10−4 mol) 和 NHS (17.1 mg, 
3×10−4 mol) 加入溶液中, 避光冰浴下磁力搅拌 2 h
活化羧基。将 heparosan-ADH 50 mg 溶于甲酰胺溶液
中, 60 ℃油浴加热磁力搅拌使其溶解, 冷却至室温。
将 heparosan-ADH 溶液加入到 VES 溶液中混合液氮
气环境下搅拌反应 24 h。反应结束后得到反应液用蒸
馏水透析 (MWCO 3 500) 2天, 离心, 得白色粉末。
采用 1H NMR法检测 KV结构, 并计算取代度。 

临界胶束浓度的测定  将芘溶于丙酮中得浓度
为 6×10−5 mol·L−1溶液, 在 60 ℃温和氮气流下将丙酮

充分蒸发, 配制质量浓度范围为 5×10−4～2.0 mg·mL−1

胶束溶液 , 将溶液加入芘中 , 得到芘的终浓度为
6×10−7 mol·L−1, 超声处理 30 min, 静置过夜, 利用荧
光分光光度计测定芘的激发光谱, 发射波长为 375 nm, 
激发波长为 280～400 nm。 

载药胶束的制备  将 DOX·HCl溶于甲醇中得到
10 mg·mL−1溶液, 每 10 mL溶液中加入 TEA 200 μL, 
室温下磁力搅拌 24 h 旋蒸除掉溶剂得到脱盐 DOX, 
再将其溶于 THF中避光保存。 

溶剂挥发超声法制备载药胶束。将 KV共聚物溶
于 pH 7.4 磷酸盐缓冲溶液 (phosphate buffer saline, 
PBS) 中, 室温下磁力搅拌配制成 10 mg·mL−1 胶束     
溶液, 10 mL 胶束溶液中缓慢滴加 DOX 的 THF 溶       
液 2 mL, 室温下避光磁力搅拌 12 h 至 THF 挥发完
全。冰浴下超声 30 min, 离心除去未包入或吸附在表
面的药物, 最后用 0.22 μm 的滤膜过滤得载药胶束

DOX/KV。 
粒径、zeta电位及微观形态观察  取适量胶束溶

液于测量杯中, 利用 Zetasizer Nano ZS纳米粒度仪测
量胶束的粒径和 zeta电位。配制质量浓度为 1 mg·mL−1

胶束溶液, 将溶液滴在镀碳膜的铜网上, 待液滴自然
挥发干后用 2%  磷钨酸钠溶液进行负染色, 干燥后利
用 JEM-2100 透射电子显微镜 (transmission electron 
microscope, TEM) 进行观察。 

载药量和包封率测定  利用紫外分光光度法测
定载药胶束的包封率 (encapsulation efficiency, EE) 
和载药量 (drug loading, DL)。取 DOX/KV溶液 500 
μL, 用甲酰胺定容至 10 mL, 避光超声 10 min破坏胶
束结构释放出药物, 通过紫外分光光度计检测其在
481 nm处吸光度, 计算总药量。另取 DOX/KV溶液
2 mL于超滤杯中 (MWCO 3 000), 5 200 r·min−1 离心
30 min 截留载药胶束, 通过紫外分光光度计测定滤
出液在 481 nm处吸光度, 计算游离 DOX的量。最后
通过总药量和游离药量分别计算 DL和 EE。 

体外药物释放实验  考察载药胶束的体外释放
行为的释放介质为 pH 7.4、pH 5.0和 β-葡萄糖醛酸酶
降解的 PBS 溶液, 分别模拟正常组织与肿瘤组织内
的微环境。取 DOX/KV12载药胶束溶液 2 mL装入透
析袋中 (MWCO 3 500), 将透析袋完全浸没于 20 mL 
pH 7.4和 pH 5.0 PBS中。为了评估 β-葡萄糖醛酸酶
对药物释放行为的影响, 将 β-葡糖醛酸糖苷酶1 mg加
入到含有载药胶束的透析袋中, 降解 30 min。37 ℃、

100 r·min−1 摇床中避光进行, 在设计的时间点吸出    
1 mL释放介质并补充等量的相同的释放介质以保证
漏槽环境。通过测定不同时间点所取 PBS中 DOX的
含量计算 DOX的累积释放量。 

体外细胞毒性的考察  通过MTT法对体外毒性
进行考察, 选择 MGC80-3 与 COS7 细胞作为体外细
胞模型, 将细胞以每孔 7 000 个铺于 96 孔板中, 在    
37 ℃、5% CO2环境中孵育 24 h使其贴壁生长后, 加
入含药培养基 100 μL, 孵育 48 h后吸出培养基加入
MTT孵育 4 h后吸出 MTT, 加入 DMSO 100 μL, 测
定 570 nm处吸光度, 计算细胞存活率。 

荧光显微镜定性观察细胞摄取  将对数生长期
的细胞以每孔 104个铺于 24 孔板中, 在 37 ℃、5% 
CO2环境中孵育 24 h使其贴壁生长后, 加入 DOX终
质量浓度为 5 μg·mL−1的 100 μL含药培养基孵育 1、
2和 4 h后, 弃去培养基, 用 PBS (pH 7.4) 洗掉残留
培养基, 加入 4%  多聚甲醛 200 μL固定 15 min, 加入
PBS (pH 7.4) 洗掉多聚甲醛 , 加入细胞核染色剂 
DAPI 200 μL染色 30 min, 吸去染色剂并用 PBS (pH 
7.4) 洗掉多余残留染色剂后, 每孔加入 PBS 300 μL, 
利用荧光显微镜进行观察。 

流式细胞仪定量观察细胞摄取  将对数生长期
的细胞以每孔 4×105个铺于 6 孔板中, 在 37 ℃、5% 
CO2环境中孵育 24 h使其贴壁生长后, 加入 DOX终
质量浓度为 5 μg·mL−1的 100 μL 含药培养基孵育 1、
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2和 4 h后, 弃去培养基, 用 PBS (pH 7.4) 洗掉残留
培养基, 加入胰酶 300 μL 消化细胞, 加入培养基终
止消化, 收集细胞, 离心去除培养基, 将细胞用 PBS 
(pH 7.4) 吹散, 转移至流式管中, 利用流式细胞仪进
行定量观察。 

统计学方法  实验数据表示为 x ± s。统计分析采
用 one-way ANOA (SPSS 17.0, Chicago, IL, USA)。统
计学的显著、非常显著和极非常显著差异分别表示为

P < 0.05、P < 0.01和 P < 0.001。 
 

结果与讨论 
1  KV的合成 

两亲性共聚物 KV的合成如合成路线 1所示, 通
过 1H NMR 确证其结构, 由图 1 可知, KV 图谱中 δ 
3.63、3.83和 5.31处出现了 heparosan多糖氨基葡萄
糖上 H的特征吸收峰, 1.98处为 heparosan多糖氨基
葡萄糖甲基 (-CO-CH3) 的特征吸收峰, 3.29、3.72和
4.54处出现了 heparosan多糖葡萄糖醛酸上 H的特征

吸收峰。1.05～1.35 和 2.85 处出现了 VES 烷烃链上
亚甲基 (-CH2-) 的特征吸收峰, 2.63出现了VES苯环
上甲基 (-CH3) 的特征吸收峰。8.05～8.11 之间出现
了酰胺基团 (-CONH-) 的吸收峰, 由此确定两亲性
共聚物 KV已成功合成。 

通过峰面积的积分计算 heparosan多糖上VES分
子的取代度 (degree of substitution, DS), 即平均每个
heparosan多糖双糖单元所接枝VES分子的个数, 2.63
为 VES 分子中  -CH3 中氢原子化学位移, 5.31 处为
heparosan 多糖氨基葡萄糖 1 号碳上 1 个氢原子化学
位移, 利用峰积分面积比值计算 VES 的取代度。利
用不同的投料比合成了两种取代度的 KV共聚物, 取
代度为 12%  与 25%, 分别用 KV12和 KV25表示。 
2  载药胶束的性质表征 

采用溶剂挥发超声法制备载药胶束, 分别利用
动态光散射法 (dynamic light scattering, DLS) 和
TEM 对胶束的大小和形态进行考察, 胶束的粒径大
小如表 1所示, 空白胶束水化半径在 120～130 nm之 

 

 
Scheme 1  Synthetic scheme of heparosan-adipic dihydrazide-vitamin E succinate (KV) copolymers 
 

 
Figure 1  1H NMR spectra of KV in D2O 
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Table 1  Characterization of blank micelles and drug-loaded micelles.  aDetermined by dynamic light scattering (DLS); bThe rate of 
doxorubicin (DOX) to polymers was 2/10 (mg/mg); cPyrene probe method was used to determined micellar critical micelle concentration 
(CMC).  KV: Heparosan polysaccharide-vitamin E succinate; PDI: Polydispersity index; EE: Encapsulation efficiency; DL: Drug loading 

 Micelles sizea/nm PDIa δ-Potentiala/mV EEb/% DLb/% CMCc/mg·mL−1 

KV12 128.6 ± 4.6 0.222 ± 0.012 −24.3 ± 2.3 − − 20.56 ± 1.58 

KV25 123.4 ± 7.8 0.204 ± 0.003 −20.4 ± 2.3 − − 17.43 ± 1.25 

DOX/KV12 153.4 ± 6.3 0.147 ± 0.006 −25.7 ± 3.4 78.22 ± 1.67 12.53 ± 1.34 − 

DOX/KV25 145.1 ± 5.6 0.128 ± 0.015 −22.5 ± 3.6 89.94 ± 2.57 14.67 ± 0.85 − 

 
间, 而载药胶束在 140～160 nm之间, 比空白胶束略
有增加, 随着疏水端取代度的增加, 疏水内核形成更
加紧密, 粒径略有减小。载药胶束 DOX/KV12 粒径分
布图见图 2a, TEM 形貌见图 2b, 可以看到载药胶束
呈均匀球形, 且粒径较为均一。这样的特性可以使胶
束在体内有效躲避网状内皮系统的吞噬, 并可通过
EPR蓄积到肿瘤组织中[32]。 
 

 
Figure 2  Size distribution (a) and TEM image (b) of KV 12 
 

利用芘探针法测定了两种取代度聚合物形成胶

束的CMC, 从表 1可以看到, 两种取代度的聚合物均
有较小的 CMC 值, 说明形成聚合物胶束有较好的热
力学稳定性[33], 疏水端的取代度越高, 其 CMC 值越
低, 这是因为随着疏水性分子 VES 量的增多, 亲水−
疏水作用增强, 故 KV25相较于 KV12可形成更稳定的

胶束, 表现为更低的 CMC 值, 说明取代度是影响
heparosan多糖胶束 CMC的重要因素。 

Heparosan 多糖结构中含有羧基, 故其本身带有
负电荷, 在对 heparosan 多糖进行疏水化修饰时, 羧
基并非全部被修饰, 形成的以 heparosan 多糖为亲水
外壳的聚合物胶束表面含有大量羧基, 故测得胶束
的 zeta电位为  −20 mV以上 (表 1) 的负电位, 随着取
代度的增大, heparosan多糖链上接枝的VES增多, 链
上的羧基含量变少, 从而使胶束表面电荷减少。带有
负电荷的聚合物胶束相互排斥不仅可以保证其在体

内不会产生聚集, 还可以避免血浆蛋白对其产生吸
附[24], 可以使胶束在体内保持稳定且在血液中有更
好的循环能力[34]。 

由表 1可以看出 DOX/KV25和 DOX/KV12的包封

率在 80%  左右, 载药量在 10%～15%  之间, 有较好的
载药量和包封率。疏水端的取代度增加, 胶束的疏水
内核与药物的亲和力增强, 故DOX/KV25的载药量和

包封率略大。 
3  体外释放行为 

选择使用 pH 7.4 PBS模拟血液和 pH 5.0 PBS模
拟肿瘤部位的环境, 加入葡糖醛酸糖苷酶以模拟肿
瘤细胞的溶酶体环境, 考察载药胶束DOX/KV12的体

外释放行为, 如图 3 所示。从图中可以看到, 在释放
的初始阶段释放速率稍快, 在 10 h时 pH 7.4、pH 5.0 
和 β-葡萄糖醛酸酶组释放率分别为 40.36%、49.10%  

和 58.13%, 之后是较长时间的缓释阶段, 最终在 3组
中分别释放了 55.32%、68.24%  和 69.33%。总体而言, 
在 pH 5.0 PBS 中 DOX 的释放速率和释放量高于在
pH 7.4 PBS 中的释放速率和释放量, 表明在肿瘤部
位促进药物释放行为。由于 DOX从胶束中的释放主
要是通过自由扩散的方式, 故这种区别可能是由于
DOX在不同 pH值下的溶解度不同以及 heparosan多
糖与 DOX之间的静电相互作用。已知, DOX在离子
化状态和低 pH 下溶解性较好。因此, 低 pH 促使包
封的 DOX 从内壳迁移到外壳, 导致释放速率的增
加。Heparosan 多糖的羧基在低 pH 环境中为非电离
状态, 使得其与 DOX 之间的静电作用减弱, 药物得
到更充分的释放, 故表现出一定的 pH 敏感药物释放 
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Figure 3  In vitro drug release behavior of drug-loaded micelles 
in pH 7.4 phosphate buffered solution (PBS), pH 5.0 PBS and 
β-glucuronidase.  n = 3, x ± s 
 
行为。另外, 载有 DOX 的胶束加入 β-葡糖醛酸糖苷
酶后还显示出加速释放行为。由于 heparosan 多糖降
解, 在最初 10 h内, 超过 58%  的 DOX释放出来。肿
瘤部位微环境特征包括低 pH 和各种过表达的酶等, 
且药物释放研究中的现象表明载药胶束可能在肿瘤

环境中有较好的释放行为。 
4  体外细胞毒性 
4.1  空白胶束毒性  利用 MTT 法检测空白胶束的
细胞毒性, 分别考察了载体对正常细胞 COS7 (图 4a) 
和肿瘤细胞MGC80-3 (图 4b) 两种细胞的毒性, 从图
中可以看到, 细胞存活率均在 90%  以上, 说明空白胶 
 

 
Figure 4  In vitro cytotoxicity of the blank micelles on COS7 
cells (a) and MGC80-3 cells (b).  n = 3, x ± s 

束对细胞几乎没有毒性。 
4.2  载药胶束毒性  载药胶束的细胞毒性是决定其
是否可应用于临床治疗的重要指标之一。为了检测载

药胶束的体外抗肿瘤活性, 选择游离 DOX 作为阳性
对照, 同样利用 MTT 法考察了载药胶束对 COS7 细
胞 (图 5a) 和 MGC80-3 细胞 (图 5b) 的毒性, 从图
中可以看到, 随着 DOX 的浓度不断增大, 细胞毒性
也随之增加。游离 DOX对两种细胞的毒性都大于载
药胶束, 这是由于游离药物可以通过被动扩散快速
进入细胞, 发挥作用。 
 

 
Figure 5  In vitro cytotoxicity of the drug-loaded micelles on 
COS7 cells (a) and MGC80-3 cells (b).  n = 3, x ± s 

 
对于 DOX/KV25与 DOX/KV12胶束而言, 它们对

COS7细胞的半数抑制浓度 (IC50值) 分别为 3.6 ± 0.2
和 3.2 ± 0.1 μg·mL−1, 对于MGC80-3细胞 IC50值分别

为 2.03 ± 0.05和 1.46 ± 0.04 μg·mL−1。可以看出, DOX/    
KV12对 MGC80-3 细胞的毒性要大于 DOX/KV25, 可
能是由于高取代度的衍生物表现出不易水解和聚集

的高稳定性[35], 而 DOX 除了通过自由扩散释放之外
还有部分可能是由于胶束的解聚进行释放, 故低取
代度的载体具有更大的细胞毒性。此外, 两种不同取
代度的胶束对正常细胞的 IC50 值约为肿瘤细胞的

1.5～2倍, heparosan多糖可被肿瘤细胞中过表达的 β-
葡萄糖醛酸酶降解, 且细胞内的低 pH 环境也可促进
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药物的释放, 故对肿瘤细胞有一定的选择性, 可增强
对肿瘤细胞的杀伤作用, 并减少毒副作用。 
5  细胞摄取实验 
5.1  荧光显微镜定性观察  利用荧光显微镜定性    
观察两种载药胶束的细胞摄取情况, 对于 COS7细胞 
(图 6a), 随着时间的增加, 细胞摄取量逐渐增加, DOX
进核量也随之增多, 但是两组胶束入胞量远少于DOX, 
且在 4 h时药物仍基本聚集在细胞质中, 进核量极少。
对于 MGC80-3细胞 (图 6b), 在 1 h时各组制剂进胞
量较少但 DOX已经进核, 2 h时后, 细胞内药物的量
明显变多, 更多的药物进入到细胞核或聚集在核膜周
围, 这说明随着时间的延长, 肿瘤细胞对各组药物的
摄取量增加。且从图 6b 中可以看到, 在摄取 2 h时, 
 

 
Figure 6  Fluorescence microscopy image of free DOX and 
drug-loaded micelles incubated with COS7 cells (a), MGC80-3 
cells (b) in 1, 2, 4 h, respectively 

DOX/KV25 胶束组还有部分药物未从胶束中释放出

来而聚集在细胞质中, 而DOX/KV12胶束组的药物基

本释放并进入细胞核, 这与前面实验结果一致。 
5.2  流式细胞仪定量观察细胞摄取  利用流式细胞
仪定量考察载药胶束的细胞摄取情况, COS7 细胞和
MGC80-3细胞在 4 h的摄取结果见图 7a, b。从图中可
以看出, 游离DOX的摄取量要多于胶束组 (图7c), 可
能是由于相对于小分子的游离 DOX 而言, 大分子的
载药胶束的摄取方式为胞饮作用, 具有时间、浓度和
能量依赖性等[36], 更不易摄取进入细胞, 但 heparosan
多糖与其他多糖相比有更高的细胞摄取效率 [20]。

MGC80-3细胞对载药胶束的摄取量明显大于COS7细
胞对其的摄取量 (P < 0.01), 与定性观察结果相符。可
能的原因是 heparosan 多糖摄取进入 COS7细胞的途
径为能量依赖且仅有少量为巨胞饮途径, 而 heparosan
多糖摄取进入肿瘤细胞为多种途径介导的, 故可选
择性地高效摄取进入肿瘤细胞[37]。 
 

结论 
本文所设计的药物传递系统 KV 聚合物胶束采

用了天然 heparosan 多糖和 VES, 并考察其制剂学性
质及体外抗肿瘤性能结果。体外释放实验表明其有一

定的 pH 响应性和酶敏感性, 可使其在肿瘤组织中释
放更多药物。在体外细胞毒性实验中也可以证实, 载
药胶束对肿瘤细胞的毒性大于正常细胞, 且相较于
正常细胞载药胶束可以更高效地摄入肿瘤细胞, 这
样既可保证与游离 DOX有相似的抗肿瘤活性又可以
减小毒副作用。实验结果表明, 疏水端取代度较低的
载体 (KV12) 在一定程度上具有更好的体外抗肿瘤
活性。本研究所设计的载体仅有被动靶向作用, 后续
还可将其设计为环境响应型及主动靶向型聚合物胶

束, 并且对 VES的逆转多药耐药作用进一步研究。 
 

 
Figure 7  Fluorescence intensity of free DOX and drug-loaded micelles incubated with COS7 cells (a), MGC80-3 cells (b), respectively, 
and fluorescence intensity histograms (c) ( n = 3, x ± s) in 4 h; **P < 0.01 vs COS7 cells  
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