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共载多柔比星和 siRNA的还原敏感性纳米粒的体外靶向性评价 

王丹丹, 刘  瑞, 王  钰, 李  芳, 陈维良, 张学农* 

(苏州大学药学院, 江苏 苏州 215123) 

摘要: 本研究构建了一种透明质酸  (hyaluronic acid, HA) 修饰的共载多柔比星 (doxorubicin, DOX) 和
siRNA的还原敏感性纳米粒 (nanoparticles, NPs), 并对其体外肺癌靶向性进行评价。经酰胺化反应合成载体材料
多聚 L-赖氨酸−硫辛酸聚合物 (PLA) 并进行核磁表征。通过透析法和静电吸附法制备共载 DOX 与 siRNA 的      
NPs并以 HA对其修饰, 得到 HA-PLA/DOX-siRNA-NPs; 以粒径和 zeta电位为指标, 考察 HA-PLA/DOX-siRNA-      
NPs 的肿瘤微环境响应性; 以人源性非小细胞肺癌细胞 (A549) 为体外模型, 通过 CLSM 考察 HA-PLA/DOX-       
siRNAFAM-NPs的细胞摄取与 siRNA的内涵体逃逸。1H NMR结果显示, 载体材料 PLA成功合成, LA的接枝率为
25.1%; 体外表征结果显示, HA-PLA/DOX-NPs的包封率和载药量分别为 (86.93 ± 8.91) % 和 (4.17 ± 0.68) %, 在
载体中氮磷比 (N/P) 为 6∶1时能完全吸附 siRNA; HA-PLA/DOX-siRNA-NPs的粒径为 (167.3 ± 9.9) nm, 电荷为
(−15.5 ± 1.4) mV; 在透明质酸酶 (HAase) 环境中 zeta电位由负转正, 而在 10 mmol·L−1谷胱甘肽 (GSH) 环境中
粒径分布变乱; 体外释放结果表明, HA-PLA/DOX-NPs在 pH 7.4下释药缓慢, 而在 10 mmol·L−1 GSH环境中能够
快速释药。细胞摄取及分布实验表明, HA 的包覆能够增强 NPs 的细胞亲和性和靶向性, 且采用 HAase 处理后, 
HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs 组的细胞摄取增强; 且摄入后能有效从内涵体逃逸, 快速释放药物和 siRNA 至其
各自的靶点。结果提示: HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs对 DOX和 siRNA均具有较高的包载效率, 能显著提高其
肿瘤细胞靶向性, 并具有肿瘤微环境响应特征, 有作为基因与药物共递送体系的潜能。 
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Abstract: In this study a reduction-responsive nanoparticles (NPs) modified with hyaluronic acid (HA)       
was prepared for the co-delivery of doxorubicin (DOX) and siRNA and then evaluated as a lung cancer targeting 
delivery system in vitro.  The amphiphilic polymer of poly-L-lysine-lipoic acid (PLA) based on poly-L-lysine 
(PLL) with lipoic acid (LA) was synthesized via amidation reaction and characterized by 1H NMR.  The DOX 
loaded PLA NPs were prepared via dialysis method, and siRNA was loaded via electrostatic attraction to prepare 
the co-delivery NPs system (PLA/DOX-siRNA-NPs).  Then PLA/DOX-siRNA-NPs were coated with HA to 
obtain HA-PLA/DOX-siRNA-NPs.  The tumor microenvironment-responsive properties under different pH or 
reduction condition of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs were evaluated by investigating the particle size and zeta       
potential.  Cellular uptake of HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs by A549 cells and endosomal escape of siRNA 
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were studied using confocal laser scanning microscope (CLSM).  1H NMR spectrum demonstrated that PLA 
was successfully synthesized with LA grafting rate of 25.1%.  The encapsulation efficiency (EE) and drug 
loading (DL) of HA-PLA/DOX-NPs was (86.93  ± 8.91) % and (4.17  ± 0.68) %, respectively, and siRNA was 
loaded at an N/P of 6∶1 in carrier.  HA-PLA/DOX-siRNA-NPs exhibited a suitable size of (167.3  ± 9.9) nm 
and negative charge of (−15.5 ± 1.4) mV with the optimal ratio of PLA and HA of 1∶3.  Additionally, the zeta 
potential of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs significantly increased with charge reversal from negative to positive       
after the treatment with HAase, and the particle size of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs changed significantly under 
the condition of 10 mmol·L−1 glutathione (GSH).  The release profiles in vitro demonstrated that HA-PLA/       
DOX-NPs exhibited a maintained release behavior at pH 7.4 and the adding of GSH (10 mmol ·L−1) led to rapid 
release of DOX from NPs.  In vitro cellular uptake and subcellular distribution study demonstrated that 
themodification of HA enhanced the affinity of NPs to A549 cells and targeting ability, and the cellular uptake of 
HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs significantly increased after the treatment with HAase.  It was observed that 
HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs could escape from endo-lysosomes followed by sharp payloads release to their 
relative targets.  All these results demonstrated that the co-loaded NPs have a high entrapment efficiency of 
DOX and siRNA.  And they also exhibited an active tumor targeting efficiency and tumor microenvironment-     
responsive properties, which were beneficial to cellular uptake and intracellular release of DOX and siRNA.  In 
conclusion, these reduction-responsive NPs modified with HA have great potential as co-delivery systems for       
antitumor agents and siRNA. 
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据报道, 全球每年约有 820万人死于癌症。国家
癌症中心发布的数据显示, 我国癌症患者人数呈现
上升趋势, 每年癌症死亡人数达 250 万人, 其中以肺
癌患者居多[1]。目前癌症的治疗方法包括手术、化疗

和放疗等[2]。然而, 当前大部分抗肿瘤药物都有选择
性较差、毒副作用大等缺点[3]。例如广谱抗肿瘤药物

多柔比星 (doxorubicin, DOX) 可用于治疗乳腺癌、
卵巢癌、甲状腺癌和非小细胞型肺癌等多种癌症, 其
作用机制是嵌入 DNA 从而抑制核酸的合成 [4], 但
DOX·HCl 具有明显的不良反应尤其是心脏毒性, 极
大地限制了临床应用。 

相比于传统化疗药物, 纳米给药系统具有诸多
优势, 包括可以增加难溶性药物溶解度, 延长体内    
半衰期等而倍受重视, 尤其是粒径位于 20～200 nm
纳米粒  (nanoparticles, NPs) 可通过增强渗透滞留 
(enhanced permeability and retention, EPR) 效应实现
肿瘤组织的被动靶向[5]; 此外, 通过对 NPs 进行靶向
配体的修饰, 可进一步赋予其主动靶向特征, 利用受
配体相互作用使更多 NPs 蓄积于靶部位, 实现增效
减毒的功效。如以聚 L-赖氨酸 (poly-L-lysine, PLL) 
为基础的载体材料, 易与带负电荷的细胞膜相互作
用而被摄取, 且具较高的基因转染效率, 可以作为
DNA 和 RNA的特异性递送载体[6, 7]。但由于正电荷

的 NPs 易与血清蛋白结合发生非特异性反应, 血液
稳定性差, 易被网状内皮吞噬系统捕捉并快速清除; 
同时其生物相容性差, 具有一定的细胞毒性, 使其应

用受到限制。透明质酸 (hyaluronic acid, HA) 是一种
天然聚阴离子线性多糖, 具有良好的生物相容性和
生物可降解性; HA在中性 pH条件下呈负电荷, 可包
覆在阳离子 NPs 的表面以屏蔽其正电荷; 同时, HA
自身也是主动靶向配体 , 可被非小细胞肺癌  (如
A549) 等恶性肿瘤细胞表面过表达的 CD44 受体特
异性识别[8], 可用于药物与基因的主动靶向递送。此
外, 肿瘤细胞外酸性基质中广泛分布的透明质酸酶 
(hyaluronidase, HAase) 可降解 NPs 表面修饰的 HA, 
以暴露 NPs 正电内核[9], 促进细胞摄取, 为环境敏感
型递送系统的构建提供了可能。 

近年来, 以 siRNA为代表的 RNA干扰技术为肿
瘤的精确治疗提供了新的思路。当 siRNA 进入细胞
后, 可特异性地与相关 mRNA 结合, 下调特定的蛋白
表达[10], 如通过 siRNA 下调肿瘤细胞 VEGF 表达可
抑制肿瘤新生血管生成[11]。但 siRNA 在体内呈负电
荷并且易被酶解, 需要安全高效的基因载体运载, 而
基因载体 (如 PLL) 等有着血液稳定性差、安全性不
佳等缺点[12]。因此, 设计一种安全、高效的递送体系
尤为重要, 可为基因与药物联合增效应用提供参考, 
对肿瘤治疗具有一定的指导意义, 期望在新型纳米
剂型技术的理论、方法和技术等方面取得一定进展。 

因此, 本研究以 PLL接枝还原敏感性材料硫辛酸 
(lipoic acid, LA), 合成两亲性聚合物 PLA, 以 LA作
为还原性疏水嵌段包载 DOX, 同时利用 PLL 的阳离
子吸附带负电荷的 siRNA[13], 制得共载 DOX/siRNA 



· 2106  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (12): 2104 −2112  

 

的 NPs, 再通过静电吸附作用将 HA 包覆于 NPs 表      
面, 得到具有主动靶向效应的还原敏感型 NPs, 即
HA-PLA/DOX-siRNA-NPs。该 NPs的体内靶向递送历
经了 3个过程: ① 通过 EPR效应实现肿瘤组织被动
靶向蓄积; ② HA介导的主动靶向作用与 HAase降解
HA暴露的正电荷增强细胞摄取; ③ 胞内实现内涵体
逃逸后[14], NPs进入胞浆, 在胞浆中 NPs内部的二硫
键响应谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 而断裂, NPs结
构改变而解体, 释放 DOX 和 siRNA, 分别作用于细
胞核和 mRNA, 同时发挥诱导细胞凋亡和下调相应
目的蛋白表达的作用, 从而抑制肿瘤增殖与转移, 实
现药物与基因的联合抗肿瘤疗效[15] (图 1)。 
 

 
Figure 1  Co-delivery of doxorubicin (DOX) and siRNA via 
reduction-responsive nanoparticles (NPs) modified with hyalu-
ronic acid (HA) 
 

材料与方法 
主要仪器  全波长多功能微孔板检测仪 (Infinite 

M1000 Pro, 瑞士Tacan公司); Unity Inova 400超导核
磁共振谱仪 (美国瓦里安公司); HPP 5001 激光粒度
分析仪 (英国 Malvern公司); H-600透射电子显微镜 
(日本日立公司); 凝胶成像仪 (美国 Bio-rad 公司); 
LSM 710 共聚焦激光扫描显微镜 (德国 Zeiss 公司); 
Elx808酶联免疫检测仪 (英国 Bio-Tek公司)。 

试药  DOX·HCl (99.97%, 大连美仑生物试剂
有限公司); PLL (上海麦克林生化科技有限公司); 
LA、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐 [1- 
(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydro-
chloride, EDC·HCl]、N-羟基丁二酰亚胺 (N-hydrox-
ysuccinimide, NHS) (阿达玛斯试剂有限公司); HA 
(华熙福瑞达生物医药有限公司); GSH (上海源叶生 

物科技有限公司); 透明质酸酶  (HAase, 西格玛奥   
德里奇上海贸易有限公司); 细胞胎牛血清 (FBS, 浙
江天杭生物科技有限公司 ); RPMI-1640 培养基    
(Hyclone生物科技有限公司); siRNAFAM、Lysotraker-   
red (Beyotime生物技术有限公司); Hochest 33258 (美
国 Sigma公司); 其他试剂均为分析纯。 

非小细胞肺癌细胞 A459的培养  非小细胞肺癌
细胞株 A549 由苏州大学药理学教研室提供。A549
细胞培养条件为 RPMI-1640培养基 (含 10% FBS和
1%  青霉素−链霉素溶液), 置于 37 ℃、5% CO2细胞培

养箱中培养。 
PLA 聚合物的合成  称取 LA 250 mg, 以 N,N-

二甲基甲酰胺 (N,N-dimethylformamide, DMF) 30 mL
溶解后, 加入 EDC·HCl 233 mg和 NHS 139 mg, 在    
50 ℃搅拌条件下反应 45 min, 以活化 LA的羧基[16]。

称取 PLL 500 mg, 用 30 mL去离子水溶解, 在搅拌   
条件下将 PLL溶液缓慢滴加至 LA溶液中, 混合均匀    
后在 50 ℃下反应 24 h。将溶液装入透析袋 (MWCO     
3 500 Da) 中, 去离子水透析 48 h, 用 0.45 μm滤膜滤
过, 冷冻干燥后得到白色粉末。 

聚合物的结构表征  取适量 PLL 和 PLA 分别   
置于两只核磁管中, 以 0.55 mL D2O 完全溶解; 取    
适量 LA至核磁管中, 加入 0.6 mL CDCl3完全溶解。

用核磁共振氢谱仪测得 LA、PLL 和 PLA 化合物的     
1H NMR图。 

PLA/DOX-NPs的制备  称取 PLA 20 mg溶于去
离子水中, 搅拌至其完全溶解, 配成 2 mg·mL−1溶液, 
加入 DOX·HCl (10 mg·mL−1) 1 mL和三乙胺 500 μL, 
磁力搅拌 5 min后加至透析袋 (MWCO 3 500 Da) 中, 
去离子水透析, 以除去三乙胺和未包入的 DOX, 再
用 0.45 μm微孔滤膜过滤, 得到 PLA/DOX-NPs[17]。 

PLA/DOX-siRNA-NPs 的制备及优化  通过静
电吸附作用包载 siRNA制备 PLA/DOX-siRNA-NPs。
取 siRNA (100 nmol, DEPC 水溶解) 溶液与 PLA/    
DOX-NPs溶液以不同 N/P比 (0、2、4、6、8和 10) 
混合搅拌 15 min 后, 静置即得 PLA/DOX-siRNA-   
NPs[18]。通过琼脂糖凝胶电泳[19]来考察包载 siRNA
最佳 N/P比。具体过程如下: 配制浓度为 3%  琼脂糖

凝胶, 加热使完全溶解, 待溶液冷却到50～60 ℃时, 加
入适量 GelRed 并充分混匀, 倒入胶板中, 插入上样
梳, 室温下待其冷却凝固; 取不同 N/P比 PLA/DOX-   
siRNA-NPs 溶液与上样缓冲液混匀, 电泳并通过凝
胶成像仪观察凝胶条带的亮度及位置, 从而确定包
载 siRNA的最佳 N/P比。 
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HA-PLA/DOX-siRNA-NPs的制备及处方优化  称

取适量 HA, 以去离子水完全溶解, 使其质量终浓度
为 2 mg·mL−1; 振荡条件下将 PLA/DOX-siRNA-NPs
溶液按照 PLA/HA为 1∶1、1∶2、1∶3和 1∶4的质量
比逐滴加入 HA溶液中, 得到 HA-PLA/DOX-siRNA-   
NPs, 并以粒径和 zeta电位为指标对其进行处方筛选。 

HA-PLA/DOX-NPs 的质量评价   以包封率 
(encapsulation efficiency, EE) 和载药量 (drug loading, 
DL) 为参数, 对载 DOX NPs进行质量评价。取适量
HA-PLA/DOX-NPs 溶液用乙醇破乳并稀释, 通过全
波长酶标仪测定其荧光强度 (Ex = 480 nm, Em = 590 
nm), 计算溶液中的总药物浓度。另取适量 HA-PLA/    
DOX-NPs溶液, 4 ℃下以 25 000 ×g高速离心 30 min, 
测定上清液的荧光强度, 得到溶液中的游离药物浓
度[20]。同法测定 PLA/DOX-NPs的 EE和 DL。按式 (1) 
和 (2) 计算载 DOX NPs溶液 EE和 DL。 

EE = W0 / W1 × 100%                      (1) 
DL = W0 / W × 100%                      (2) 
式中, W0代表纳米粒中包封的药量, W1代表纳米

粒溶液中总药物量, W代表载药纳米粒总质量。 
HA-PLA/DOX-NPs的体外释药特性  采用透析

袋法考察 HA-PLA/DOX-NPs 和 PLA/DOX-NPs 在不
同 pH 和还原环境下的释放情况[21]。将 3 mL PLA/    
DOX-NPs 和 HA-PLA/DOX-NPs 分别装入透析袋 
(MWCO 3 500 Da) 中, 置于装有 100 mL不同条件透
析外液 (pH 7.4、pH 7.4 + 10 mmol·L−1 GSH、pH 5.3、
pH 5.3 + 10 mmol·L−1 GSH) 的广口瓶中 (模拟血液
循环和肿瘤细胞内环境), 放入 (37  ± 1) ℃恒温箱中

以 100 r·min−1振荡, 在 0.5、1、2、4、6、8、12 和
24 h时间点分别吸取透析外液 1 mL, 同时分别补充
等体积、等温度下的相应新鲜释放介质。采用多功能

酶标仪测定不同时间点释放外液的 DOX 浓度, 按照
公式 (3) 计算相应时间下的累积释放率 (cumulative 
release, CR) 并绘制时间−累积释放百分数曲线。 

CR = Ct × n / C × 100%                     (3) 
式中, Ct代表 t时间所测得的释放外液的DOX浓

度, n为稀释倍数, C代表纳米粒溶液中总药物浓度。 
HA-PLA/DOX-siRNA-NPs 的环境响应性验证  

取 HA-PLA/DOX-siRNA-NPs溶液分为 3组: ① 不作

处理; ② 加入 HAase (4 mg·mL−1, pH 6.5 PBS); ③ 加

入 GSH (10 mmol·L−1)。摇匀并孵育 2 h, 用马尔文粒
径测定仪检测 3 组 NPs 的粒径和 zeta 电位。另取后
两组溶液 1～2 滴置碳支持膜上, 干燥, 透射电镜 
(transmission electron microscope, TEM) 观察 NPs的

形态。 
细胞摄取实验  将 A549 细胞以 1×104 个/孔接    

种于 6孔板中, 培养 24 h。分别加入 DOX终质量浓
度均为 5 μg·mL−1 PLA/DOX-siRNAFAM-NPs、HA-PLA/   
DOX-siRNAFAM-NPs和 HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs 
(HAase) 各 1 mL。孵育 2 h后分别吸去药物, 以 pH 
7.4 PBS洗涤 3次, 加入 4%  多聚甲醛溶液 1 mL固定
细胞, PBS 清洗 3 次后, 再加入 Hoechst 33258 (10 
μg·mL−1) 1 mL, 孵育 15 min, 对细胞核进行染色。借
助共聚焦显微镜 (confocal laser scanning microscope, 
CLSM) 考察细胞对 HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs 
(HAase +/−) 和PLA/DOX-siRNAFAM-NPs的摄取情况。 

为证明 PLA 及单独 HA 的包覆增强 PLA/DOX-    
NPs 和 HA-PLA/DOX-NPs 细胞摄取的作用, 通过酶
标仪对其细胞摄取进行了定量分析。收集对数生长    
期的 4T1细胞, 胰蛋白酶消化后, 离心 5 min并以培
养基稀释成每毫升 3×105个细胞混悬液, 吹打使细胞
分散成单个状态, 置于细胞培养箱中培养 24 h。分别
加入 DOX 终质量浓度均为 10 μg·mL−1 DOX·HCl、
PLA/DOX-NPs和 HA-PLA/DOX-NPs, 孵育 2 h后吸
去药物, 以 pH 7.4 PBS洗涤 3次, 胰蛋白酶消化、计
数并超声粉碎, 为避免干扰, 以乙醇和甲醇 (5∶1, 
v/v) 萃取 DOX 并离心, 通过酶标仪测定上清液中
DOX 的荧光强度 (激发波长为 480 nm, 发射波长为
590 nm), 得到 2 h的药物摄取量。 

siRNAFAM 细胞内分布  以上述方法接种 A549
细胞于 6 孔板中, 与 HA-PLA/siRNAFAM-NPs 共孵育    
2 或 6 h 后, 吸去培养基, PBS 清洗 3 次, 加入
Lysotracker Red溶液 1 mL对溶酶体进行染色; 45 min
后, PBS清洗 3次, 用 4%  多聚甲醛固定细胞; PBS清
洗 2次后, 再加入 Hoechst 33258 (10 μg·mL−1) 1 mL
孵育 15 min, 对细胞核进行染色。通过 CLSM考察不
同时间点 siRNAFAM的胞内分布情况。 

统计学分析  实验数据采用方差分析和 t-检验
进行统计学分析。计量资料数据用 x ± s表示, 组间计
量资料的比较采用单因素方差分析, 以 P < 0.05为差
异有统计学意义。 
 

结果 
1  PLA聚合物的合成与表征 

PLA聚合物的合成见合成路线图 1。在EDC/NHS
的催化条件下, 通过酰胺化反应将 LA接枝于 PLL上, 
合成载体材料 PLA聚合物。由图 2中 1H NMR表征
结果可得, 与 PLL相比, PLA在 δ 1.75、1.51、1.36、
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2.45、2.36和 3.75处出现特征峰, 分别为 LA结构中
C-b、C-c、C-d、C-e、C-f和 C-g的氢质子特征峰, 说
明载体材料 PLA已成功合成。以 1H NMR 图中特征
峰积分面积计算 LA的接枝率为 25.1%。 
 

 
Scheme 1  Synthetic route of poly- L-lysine-lipoic acid (PLA) 
via amidation reaction 
 

 
Figure 2  1H NMR spectra of lipoic acid (LA), poly- L-lysine 
(PLL) and poly-L-lysine-lipoic acid (PLA) in D 2O 
 
2  PLA/DOX-siRNA-NPs的优化 

通过琼脂糖凝胶电泳来研究包载 siRNA 的最佳
N/P比, 凝胶成像结果 (图 3) 显示, 裸露的 siRNA可
随电泳跑出, 随着 N/P比例增大, 跑出的电泳条带亮
度逐渐减弱。N/P比高于 6∶1后, siRNA主要位于上
样孔, 几乎没有泄露, 说明 siRNA已被完全包载。因
此, 后续体外实验将 N/P设为 6∶1。 

 
Figure 3  The result of optimal N/P ratio via agarose gel elec-
trophoresis 
 
3  HA-PLA/DOX-siRNA-NPs 的制备及处方优化 

以 PLA 为载体材料, 分别通过透析法和静电吸
附法包载 DOX 与 siRNA, 得到 PLA/DOX-siRNA-    
NPs; 以一定比例的 HA对其进行包覆得到 HA-PLA/    
DOX-siRNA-NPs。如图 4 所示, 通过对 NPs 粒径与
zeta电位的测定, 发现当 PLA与 HA的质量比为 1∶
3 (w/w) 时, NPs的粒径最小, 为 (167.3  ± 9.9) nm, 并
且 zeta电位呈负值, 为 (−15.5  ± 1.4) mV, 说明 HA已
完全包覆住 NPs。因此, 确定最佳处方为 PLA/HA为
1∶3比例时制备的 NPs。 
4  HA-PLA/DOX-NPs的载药特性及其体外释放 

通过荧光法测定 NPs 中 DOX 总浓度及游离药    
物浓度并计算载药 NPs 的 EE 和 DL, 得到 PLA/    
DOX-NPs分别为 (90.04  ± 9.13) % 和 (14.82  ± 2.72) %; 
HA-PLA/DOX-NPs分别为 (86.93  ± 8.91) % 和 (4.17  ± 

0.68) %。包覆前后 NPs 的 EE 无明显变化, 说明在
HA对 NPs的包覆过程中不会导致药物的泄露。 

通过透析袋法考察 HA-PLA/DOX-NPs 和 PLA/    
DOX-NPs 中 DOX 在不同条件下的释放情况, 结果    
见图 5。从图中可见, HA-PLA/DOX-NPs在 pH 7.4条
件下释药缓慢, 累积释放率最低, 24 h时累积释放率
约为 17%, 这将有助于减少 DOX 在体液循环中的释
放, 降低其系统毒性; HA-PLA/DOX-NPs 在 pH 7.4 

 

 
Figure 4  Optimization of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs formulations.  Particle size of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs (left); zeta potential 
of HA-PLA/DOX-siRNA-NPs (right).  w/w: Mass ratio of PLA and HA 
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Figure 5  Release of DOX from HA-PLA/DOX-NPs or PLA/    
DOX-NPs under different conditions in vitro.  GSH: Glutathione 
 
下的累积释放率略低于 PLA/DOX-NPs, 说明 HA 包
覆能进一步减少 NPs在血液循环中 DOX泄露。而在
10 mmol·L−1 GSH条件下, PLA/DOX-NPs和 HA-PLA/   
DOX-NPs在 pH 5.3和 7.4下均能实现快速释放, 24 h
累积释放率超过 70%, 说明两组 NPs 在肿瘤细胞内
还原环境下能够实现药物的快速释放, 有利于提高
细胞内药物浓度, 增强疗效。 
5  HA-PLA-NPs (HA-PLA/DOX-siRNA-NPs) 的环
境响应性 

通过测定粒径与 zeta 电位对 HA-PLA/DOX-    
siRNA-NPs 的肿瘤微环境响应性进行考察。图 6 为
HA-PLA-NPs 在正常条件下和 HAase 存在条件下的
zeta 电位。图 7 为 HA-PLA-NPs 在正常条件下和 10 
mmol·L−1 GSH条件下的粒径分布与 TEM图。从图 6
可以看出, HA-PLA/DOX-siRNA-NPs 在生理 pH 下
zeta电位为负值, 但在 HAase的作用下, NPs发生电
荷翻转, zeta电位由负转为正, 说明在酶的作用下 NPs
带负电荷的 HA外壳部分降解, 暴露出正电内核。从
图 7中可以看到, HA-PLA/DOX-siRNA-NPs的粒径呈 
 

 
Figure 6  Zeta potential of HA-PLA-NPs (HA-PLA/DOX-     
siRNA-NPs) with or without HAase 

 
Figure 7  Particle size distribution and transmission electron 
microscope (TEM) of HA-PLA-NPs (HA-PLA/DOX-siRNA-NPs) 
with or without GSH 
 
单峰, 且分布均匀, 粒径约为 167.3 nm; 加入GSH后, 
粒径分布散乱, 呈多峰; 在 TEM 图中也能看出 GSH
处理后 NPs形态明显改变, 出现聚集现象, 推测可能
是 HA-PLA/DOX-siRNA-NPs中的二硫键响应高浓度
GSH而断裂, 致使 NPs结构改变从而解体。 
6  细胞摄取 

通过 CLSM 考察 A549 细胞对 HA-PLA/DOX-    
siRNAFAM-NPs (HAase +/−) 和 PLA/DOX-siRNAFAM-     
NPs的摄取情况, 结果见图 8。由图可见, 3组 NPs的
摄取均呈时间依赖性, 随着共孵育时间延长, 红色
DOX 荧光与绿色 siRNA 均有所增强, 提示其细胞摄
取量增加; PLA/DOX-siRNAFAM-NPs 组的摄取略高    
于HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs组, 推测可能是由于
HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs在生理 pH条件呈负电 
 

 
Figure 8  Confocal laser scanning microscope (CLSM) images 
of A549 cells treated with co-loaded NPs at different time points 
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荷, 而 PLA/DOX-siRNAFAM-NPs呈正电荷, 且 HA受
体介导的细胞摄取弱于正负电荷介导的细胞摄取 ; 
HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs (HAase) 的摄取在 2和
6 h 均高于 HA-PLA/DOX-siRNAFAM-NPs 组和 PLA/   
DOX-siRNAFAM-NPs组, 推测可能是由于酶降解部分
HA外壳而暴露正电荷内核, 加之未被降解的HA介导
的受配体结合增强摄取, 联合作用使得摄取量增加。 

为进一步考察 HA 及 PLA 包覆的 NPs 对 A549
细胞的体外靶向性, 通过酶标仪定量分析 A549 细胞
对 HA-PLA/DOX-NPs 组和 PLA/DOX-NPs 组的细胞
摄取情况。结果见图 9。由图可见, PLA/DOX-NPs和
HA-PLA/DOX-NPs 两组被细胞摄取的量都明显高于
DOX·HCl组, 提示 PLA及 HA的包覆提高了 NPs的
靶向性及细胞亲和性, 从而增强了 A549 细胞对 NPs
的摄取, 这可能是由于 PLA/DOX-NPs通过正负电荷
介导增强 HA-PLA/DOX-NPs 与 A549 细胞表面高表
达的 CD44+受体结合所致, 而 DOX·HCl由于不具有
靶向性因而摄取量较低, 摄取效率不佳。NPs摄取量
的增加有望充分发挥 DOX 在 A549 细胞中的作用从 
 

 
Figure 9  Quantitative analysis of cellular uptake on A549 cells 
treated with DOX-loaded NPs for 2 h using a full wavelength 
microplate reader.  n = 3, x ± s.  ***P < 0.001 vs PLA/DOX-     
NPs group or HA-PLA/DOX-NPs group 

而增强细胞毒性。 
7  siRNAFAM细胞内分布 

将 A549 细胞与 HA-PLA/siRNAFAM-NPs 共孵育    
2 或 6 h 后, 通过 CLSM 观察不同时间点 siRNAFAM

的胞内分布情况, 结果见图 10。由图可见, HA-PLA/    
siRNAFAM-NPs 的摄取呈时间依赖性, 随着共孵育时
间延长, 绿色荧光强度增强, 提示摄取量增加; 2 h时, 
HA-PLA/siRNAFAM-NPs的 siRNAFAM绿色荧光与溶酶

体的红色荧光呈强共定位, 而孵育时间延长至 6 h时, 
siRNAFAM 的绿色荧光与溶酶体的红色荧光几乎不呈

共定位, 说明载体材料能有效帮助 siRNAFAM实现内

涵体逃逸, 避免其被溶酶体酶降解, 提高细胞内基因
的浓度, 以增强疗效。 
 

讨论 
肿瘤细胞有不同于正常细胞的特殊环境。肿瘤     

组织内由于血管丰富、血管壁间隙较宽和结构完整性

差, 淋巴回流缺失, 因而 20～200 nm 的 NPs可通过
EPR效应实现肿瘤组织的被动靶向; 其次, 肿瘤细胞
表面高表达某些特异性受体, 如非小细胞肺癌表面
高表达 CD44 受体, 因此以 HA 作为主动靶向配体    
对 NPs进行修饰, 可进一步赋予其主动靶向特征, 通
过受体−配体相互作用使更多 NPs被肿瘤细胞摄取。
此外, 肿瘤细胞内呈还原环境, 胞浆中 GSH 的浓度 
(约为 2～10 mmol·L−1) 是细胞外的浓度 (约为 2～20 
μmol·L−1) 的 10～1 000 倍[22]。肿瘤细胞外基质中具

有丰富的 HAase, 远远高于正常组织, 这些都为环境
敏感性载体的设计提供了良好条件[23]。 

因此, 基于肿瘤内部特殊的微环境, 以 PLL为基
础接枝 LA, 成功合成了具还原敏感性的两亲性载体
材料 PLA, 以 LA作为还原敏感材料接枝于 PLL具有
以下优势: ① LA是人体天然存在的天然氧化剂, 生 

 

 
Figure 10  Endosomal escape of siRNAFAM in A549 cells treated with HA-PLA/siRNA FAM-NPs at different time points 
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物相容性好, 毒性小; ② LA分子中有 1个含二硫键
的五元环, 可在 GSH 作用下开环, 形成线状结构;    
③ 具有一定的疏水性, 能够作为还原性疏水内核包
载 DOX; ④ 在体内循环稳定, 能很好地抑制药物泄
露; 在胞内可响应 GSH, 二硫键被打开后疏水性下
降, 因而能够快速释放药物, 产生高抗肿瘤活性[24]。

因此, 合成的 PLA 一方面可作为 DOX 的储库, 另     
一方面表面氨基带来的正电荷可有效吸附 siRNA, 
从而构建了一种共载 DOX 和 siRNA 的还原敏感性
PLA/DOX-siRNA-NPs。此外, 为增强肿瘤靶向作用, 
并降低 PLA 的强正电荷性带来的不良反应, 通过静
电作用以 HA对 PLA/DOX-siRNA-NPs表面进行修饰, 
构建了 HA-PLA/DOX-siRNA-NPs, 用特异性配体和
还原敏感嵌段特性从而实现其主动靶向及环境响应

性的递送模式, 达到增加细胞摄取和细胞内药物有
效释放的效果。 

通过粒径和电位测定对不同包覆质量比 (PLA∶
HA分别为1∶1、1∶2、1∶3和1∶4) 的HA-PLA/DOX-     
siRNA-NPs 进行处方优化, 发现在包覆比为 1∶1 时, 
粒径最大, 为 (664.7  ± 20.8) nm, 可能会导致 NPs的
聚集, 且电位为正电荷, 不利于其稳定性和其体内循
环。随着 HA 比例增加, NPs 的粒径逐渐减小, 电位
下降, 在 PLA∶HA为 1∶3 (w/w) 时, NPs的粒径最
小, 为 (167.3  ± 9.9) nm, 可能是由于 HA和 PLL之间
的电荷吸引力增大而使 NPs 内部变得紧凑[25], 并且
zeta电位呈负值, 为 (−15.5  ± 1.4) mV, 说明 HA已完
全包覆了NPs, 因此通过此包覆比例合成的载体材料
更有利于 NPs 稳定性, 且 zeta 电位结果表明 HA 修    
饰后得到的 HA-PLA/DOX-siRNA-NPs (PLA∶HA为
1∶3) 相比于 PLA/DOX-siRNA-NPs 表面呈负电荷, 
这有助于减少在血液循环中对血浆蛋白的非特异性

吸附, 提高其血液稳定性[26]。通过对 HAase 的响应, 
HA-PLA/DOX-siRNA-NPs 发生电荷反转, 由负转正, 
但 zeta电位低于 PLA/DOX-siRNA-NPs, 推测有部分
HA被 HAase降解。细胞摄取实验也表明, 在生理条
件下 HA-PLA/DOX-NPs 摄取较低, 有助于降低其对
正常细胞的毒性; 而在 HAase 存在的条件下, HA-    
PLA/siRNAFAM-NPs 的细胞摄取明显增强, 这可能是
HA-PLA/siRNAFAM -NPs在此条件下暴露正电荷内核
及剩余 HA的主动靶向联合作用所致。酶标仪定量结
果表明, PLA及 HA包覆的 NPs相比于 DOX·HCl的
细胞摄取量显著增加, 提示这两种材料的包覆可增
加 NPs 的细胞亲和性及靶向性。因此 , 这种具有
HAase响应及 CD44主动靶向的NPs有望增强体内肿

瘤靶向作用。 
通过对粒径的考察, 可知 HA-PLA/DOX-siRNA-    

NPs 在生理条件下呈较为适宜的粒径且分布窄。经
GSH 刺激后, HA-PLA/DOX-siRNA-NPs 粒径显著变
大, 分布变宽, 且出现双峰。推测这种粒径的变化来
源于 PLA结构中 LA片段的二硫键可在 GSH作用下
还原成巯基, 亲水性上升, 导致 PLA 聚合物整体亲
疏水性平衡打破, NPs 发生解聚, 将有助于胞内还原
条件下药物的释放。通过模拟血液及肿瘤细胞内环    
境, 考察 HA-PLA/DOX-NPs 的体外释放情况, 可知
HA-PLA/DOX-NPs 在生理条件下释药缓慢, 有助于
避免或减少血液循环中 DOX释放; 而在 10 mmol·L−1 
GSH存在的条件下, 则迅速且彻底地释放包载的DOX, 
利于胞内药物释放[27]。这种肿瘤微环境刺激下的药

物释放特征有利于 NPs 在增强肿瘤细胞毒性的同时, 
降低 DOX 的系统毒副作用。细胞内 siRNA 和 DOX
分布的结果也显示, 随着孵育时间的延长, DOX可有
效释放且逐渐扩散至细胞核, 而 siRNA 则主要位于
细胞浆中。鉴于 DOX与 siRNA的最终作用靶点分别
是细胞核与 mRNA, 这种胞内分布特征有助于两者
药效的发挥。 

siRNA可被溶酶体中的酶降解, 因此作为 siRNA
的载体材料, 需要具备内涵体逃逸功能。通过对内涵
体/溶酶体染色发现, HA-PLA/siRNAFAM-NPs经过 6 h
孵育后, 与溶酶体几乎不呈共定位, 提示其已经从内
涵体逃逸, 这将有利于提高 siRNA转染效率。一般而
言, PEI或 PLL等富含氨基的载体材料在内涵体弱酸
性条件下可发生质子化, 引起H+、Cl−及H2O内流, 将
内涵体胀破, 即通过“质子海绵效应”实现内涵体
逃逸[28]。 

综上, HA-PLA/DOX-siRNA-NPs能有效改善 PLL
阳离子聚合物作为递送载体的缺陷, 提高共递送体
系在血液循环中的稳定性; 同时, 通过 HA 的主动靶
向作用及 HAase 刺激下的电荷反转, 增强细胞摄取; 
摄取后可成功实现内涵体逃逸并响应胞浆中还原环

境, 迅速释放包载的药物, 为更好地发挥药物与基因
协同抑制肿瘤增殖和转移的能力提供基础条件, 可
作为潜在的靶向非小细胞肺癌的药物递送系统。 
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