
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(8): 2102 −2111

三萜天然小分子自组装机制及其协同抗癌应用研究

程建军, 杨 鑫*

(哈尔滨工业大学化工与化学学院, 黑龙江 哈尔滨 150001)

摘要: 天然生物相容性材料如兼具抗癌活性及自组装功能的萜类小分子天然产物, 在生物医学领域展现出巨大

的潜力和应用前景。然而, 其分子自组装结构的机制并未深入系统性研究, 且作为活性载体用于药物输送的研究工

作报道较少。因此, 本研究进一步探讨了四环三萜麦角甾醇、豆甾醇及五环三萜甘草次酸和熊果酸的分子组装机

制, 并揭示萜类小分子自组装可能存在的共性规律。研究表明, 分子排列的共面性和有序性是影响其自组装成球、

杆或片层等结构的可能主要因素之一。此外, 以抗癌活性良好的麦角甾醇 (ergosterol, ET) 为代表物, 通过氢键及π-π

共轭等弱作用力装载紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 成功构建协同抗肿瘤纳米试剂ET-PTX NPs, 并根据哈尔滨医科大学

实验动物研究中心批准的方案实施荷瘤小鼠抗癌疗效评估, 发现所制备的纳米药物具备明显增强体内外抗癌活性

及优异的生物安全性, 再次证实萜类天然小分子作为药物输送体系潜在的医学价值。本研究为探索天然产物自组

装分子结构提供一定的理论依据, 并为开发活性天然生物相容性纳米材料用于协同抗癌药物输送及其他生物医学

应用提供潜在的参考价值。
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Self-assembly performance of triterpene natural small molecules

and their application in synergistic antitumor chemotherapy

CHENG Jian-jun, YANG Xin*

(School of Chemistry and Chemical Engineering, Harbin Institute of Technology, Harbin 150001, China)

Abstract: Natural biocompatible nanomaterials such as self-assembled triterpene natural small molecule

products with favorable anticancer activity show great potential for biomedical application. However, the mechanisms

of their molecular self-assembled structures have not been investigated systematically, while there are still few

reports of the natural active carrier for drug delivery. Herein, in this work, we further explored the molecular assembly

mechanism and common regularity of tetracyclic triterpenes ergosterol, stigmasterol as well as pentacyclic

triterpenes glycyrrhetinic acid and ursolic acid, which suggested that the coplanarity and orderliness of molecular

arrangements which are speculated to be responsible for their self-assembly into the spherical, rod-like or lamellar

nanostructure. Besides, ergosterol (ET) with better anticancer activity was chosen as a representative substance for

construction of the synergistic antitumor nanodrug. By intermolecular hydrogen bonding and π-π stacking, chemo‐

therapeutic drug paclitaxel (PTX) was encapsulated into ET-PTX NPs successfully. Then, the anti-cancer efficacy

of the tumor-bearing mice was evaluated according to the protocol approved by the Experimental Animal Research

Center of Harbin Medical University. The resulting nanodrug exhibited excellent biosafety and enhanced in vivo

anticancer activity efficiency of 52.3%, higher than free PTX (29.4%) or ET NPs (32.5%) alone, further verifying

the potential medical application value of triterpene natural products. This work provides not only a theoretical
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basis for exploring the self-assembly behavior of small molecule natural products, but also a promising perspective

for the fabrication of active natural biocompatible nanodrug delivery systems for synergistic antitumor therapy and

other biomedical applications.
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天然产物是目前已被批准或新药候选试剂最基本

的抗癌原材料[1,2]。由于这类物质通常来自于生物体次

级代谢物 (如传统中药), 同时兼具良好的生物降解性

和生物相容性, 加之本身特殊的生物活性 (如抗癌作

用), 其在药物研发和药物设计中的应用越来越受到关

注[3,4]。正是因为天然产物在医药中的重要性, 当前普

遍的研究主要集中在化合物的分离纯化、合成修饰和

生物活性评估等方面[5], 这些工作为推动天然产物乃

至中药的发展起着积极作用。然而, 随着结构中药学

概念的提出, 研究维度不再局限于孤立的药物分子或

组合, 而是深入探讨存在非共价键相互作用所形成特

定结构的活性相态[6]。基于这种弱的超分子作用力 ,

天然产物能够自组装形成有序纳米或微米结构的功能

也逐渐被发现和报道。

近年来 , 一系列萜类小分子具有超分子自组装

(self-assembly) 的能力相继被报道[7-9], 因其结构中含

有羧基、羟基、碳碳双键、烷基侧链及刚性骨架等结构,

能使其在氢键、π-π作用和范德华力等弱的作用力驱动

下形成有序结构的纳米自组装体[10]。在前期研究中,

本团队利用其自组装性质率先构建了兼具生物活性的

天然小分子纳米载药体系, 用于协同化疗及光动力治

疗癌症研究, 如五环三萜类[11-14]: 熊果酸、白桦脂酸和

白桦酯酮酸等; 四环三萜类[15]: 豆甾醇、麦角甾醇和 β-

谷甾醇等; 三环二萜类[16]: 枞酸和脱氢枞酸等。由于多

数的萜类小分子均呈现令人喜悦的抗癌活性, 将其作

为药物输送体系不仅实现高效协同抗肿瘤效应, 同时

也表现出优异的生物安全性如降低组织损伤等功

能[11,17]。作为潜在的活性药物成分, 兼具生物相容和

抗癌活性的萜类天然纳米材料是继无机物、聚合物、小

分子多肽和脂质体又一新型的有望用于临床研究的药

物输送体系。当前, 天然药物输送体系的研究工作报

道较少, 且对分子自组装结构机制缺乏深入系统性的

研究和探讨。探索药效成分的互助结构关系和存在形

式对揭示天然化合物发挥疗效机制有积极的作用[6]。

因而进一步深入研究其自组装行为、充分证实其作为

活性药物成分及输送体系的价值意义十分必要。

基于此, 本研究以四环三萜麦角甾醇 (ergosterol,

ET)、豆甾醇 (stigmasterol, ST) 为主要研究对象, 以五

环三萜甘草次酸 (glycyrrhetinic acid, GA)、熊果酸

(ursolic acid, UA) 为佐证物, 深入探讨了三萜类小分子

自组装机制及其分子结构排布规律, 研究表明萜类小

分子共面排布结构在驱动球、杆或片层状自组装体的

形成过程中发挥着主导作用。此外, 前期研究报道的

多数三萜、二萜小分子均与紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 呈

现显著的协同抗肿瘤效应[11,16]。因此, 本研究随后进

一步以抗癌活性良好的ET为代表物装载 PTX构建纳

米药物 ET-PTX NPs, 用于协同抗癌研究。结果表明,

ET NPs通过氢键及π-π共轭相互作用成功包埋了PTX,

所制备的纳米药物具备显著增强的抗癌活性及优异的

生物安全性, 再次证实萜类天然小分子作为药物输送

体系潜在的价值, 为开发活性天然生物相容性纳米药

物输送体系提供宝贵参考价值。

材料与方法

药品与试剂 四环三萜类ET (5%)、ST (95%) 及五

环三萜类 GA (95%)、UA (98%) 均购自南京春秋生物

工程有限公司 ; 4,6-二氨基-2-苯基吲哚 (DAPI) (Alfa

Aesar公司, HPLC >= 98%); 二氯甲烷、甲醇 (分析纯,

国药集团化学试剂有限公司); MTT [3-(4,5)-dimethyl‐

thiahiazo(-2)-3,5-diphenytetrazoliumromide]、Tween 80、

异硫氰酸荧光素 (FITC, 90%) (Sigma-Aldrich公司); 聚

乙烯醇 (polyvinyl alcohol, PVA, Mw = 30 000～40 000)

和PTX (98%) (Aladdin公司); RPMI 1640培养基、胎牛

血清 (FBS)、青霉素/链霉素 (美国 Gibco 公司)。所有

试剂均直接使用而未经任何处理。

仪器 Quanta 200FEG 扫描电子显微镜 (SEM)、

Nicolet iS5 傅立叶变换红外 (FT-IR) 光谱仪 (美国

Thermo Fisher公司); TU-1900紫外分光光度计 (北京普

析公司); 激光粒度分析仪 (英国马尔文公司); Agilent

1260高效液相色谱仪 (美国Agilent公司); 荧光倒置显

微镜 (DSY-2000X, 北京中显恒业公司); AMR-100 酶

标仪 (杭州奥盛仪器有限公司)。

萜类小分子组装体的制备 采用乳化-溶剂挥发

法构建萜类小分子自组装体。将 5 mg相应的萜类小

分子 (ET、ST、GA、UA) 样品溶解在 1 mL CH2Cl2中, 随

后加入到4 mL 2.5% PVA水溶液中涡旋1 min。采用超

声破碎仪在冰水浴低温下继续乳化 60 s (10 s off, 10 s

on, 功率 40%) 后, 将混合液加入到 30 mL 0.3% PVA水
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溶液中, 并在室温下搅拌 (转速 400 r·min-1) 12 h直到

有机试剂完全挥发。然后 , 通过离心 (11 000 r·min-1,

40 min) 得到相应的自组装纳米粒, 并用去离子水洗涤

3次, 以除去残留的PVA, 随后冻干保存待用。

协同抗肿瘤试剂ET-PTX NPs的制备 为制备协

同抗肿瘤试剂 ET-PTX NPs, 5 mg ET 溶解在 1 mL

CH2Cl2中, 并加入 50 μL PTX (30 mg·mL-1) 甲醇溶液混

匀, 然后采用上述相同操作的乳化-溶剂挥发法制备得

到ET-PTX NPs。其他不同 PTX投料比下的纳米粒制

备均严格采用相同的方法。此外, 为制备FITC标记的

ET-PTX NPs, 取 20 μL FITC (25 mg·mL-1) 甲醇溶液加

入到 ET与 PTX中并混匀, 随后采用相同的操作制备

即得。

载药量及包封率的测定 精密称取冻干后的ET-

PTX NPs固体样品, 使用DMSO将其裂解, 通过HPLC

测定样品中药物浓度, 并依据标准曲线计算 PTX实际

含量, 分别采用公式 (1) 和 (2) 计算包封率 (encapsula‐

tion efficiency, EE) 和载药量 (drug loading, DL)。此

外,色谱条件如下,色谱柱:反相TC-C18 column (250 mm×

4.6 mm i.d., Agilent Technologies, USA); 流动相: 乙腈-

水溶液 (65∶35, v/v); 流速 : 1.0 mL·min-1; 柱温 : 30 ℃ ;

进样体积: 20 μL; 检测波长: 227 nm。

EE (% ) =
W1

W2

× 100% (1)

DL (% ) =
W1

W0

× 100% (2)

其中, W1是实际的 PTX含量, W2是初始 PTX投药

量, W0是纳米样品实际总重量。

分子动力学模拟 首先采用 Materials Studio

2019 (MS)TM Dmol3模块进行所有分子的几何优化, 得

到相应能量最低结构方法选择 B3LYP (Becke-3-Lee-

YangParr), 基组选择 double numeric with polarization

(DNP)。随后采用MS构建简化的分子动力学模型, 并

在经典的 COMPASS 立场下进行计算。首先利用

Amorphous Cell建立3.7×3.7×3.7 nm3的水盒子, 然后将

12 个相应的密度泛函理论 (density functional theory,

DFT) 几何优化后的萜类小分子 (ET、ST、GA、UA) 及

1 400个水分子随机放置于盒子中, 密度设置为1.0 g·cm-3。

首先对整个盒子进行能量最小化以消除可能的构象重

叠 [1 000步 , 最速下降法 (steepest decent)], 随后采用

Forcite模块在NVE (原子数、体积、能量均恒定) 系综

下进行 20 ps的退火处理。紧接着在NVT (原子数、体

积、温度均恒定) 系综下运行 5 ns的分子动力学模拟,

模拟步长为 2 fs, 每隔 100 ps记录动力学轨迹信息。控

温方法选择Berendsen热浴法, 选择Particle-Mesh Ewald

法处理长程静电相互作用, 非键相互作用的截断半径

设置为12.5 Å。

体外药物释放 采用透析法测定ET-PTX NPs在

不同 pH值的磷酸盐缓冲盐溶液 (PBS) 中 PTX的体外

药物释放 (n = 3)。具体如下: 将 5 mL ET-PTX NPs (等

当量 PTX: 100 μg·mL-1) PBS 悬浮液转移至透析袋中

(截留分子量 7 kDa), 随后将透析袋移至 500 mL 含

Tween 80 (0.5%, v/v) 的PBS (pH 7.4或 6.5) 中, 在 37 ℃

下缓慢搅拌 (100 r·min-1), 并在设定的时间点, 用上述

HPLC方法测定透析袋中剩余PTX含量。

细胞培养 人源 MCF-7 及鼠源 4T1 乳腺癌细胞

均购于中国科学院上海细胞库。MCF-7和 4T1的培养

液均是RPMI 1640, 但分别添加 10% FBS和 20% FBS,

以及 1%青霉素/链霉素, 并在 37 ℃、5% CO2条件下进

行培养。

细胞摄取 将 4T1 细胞接种在 6 孔板中 (105个/

孔), 在 37 ℃下培养直至贴壁。然后将 FITC 标记的

ET-PTX NPs (25 μg·mL-1) 与细胞共同孵育 5、30 min和

2 h。随后吸弃药液 , 洗涤细胞 , 进行固定和 DAPI 染

色, 并在荧光倒置显微镜下成像。

MTT毒性评估 将 4T1 (104) 细胞 (或MCF-7) 接

种在96孔板中, 并培养24 h。待细胞贴壁后, 将200 μL

不同浓度梯度的药物加入至细胞中, 孵育 24和 48 h。

随后加入 10 μL MTT 染料 (5 mg·mL-1), 4 h 后终止培

养。然后, 吸弃培养基并加入 150 μL DMSO, 采用酶

标仪记录每孔在 492 nm处吸光度值, 并依此计算细胞

存活率。此外, 利用CompuSyn 2.0软件计算相应的协

同指数 (combination index, CI)。

实验动物 雌性BALB/c小鼠 (18～22 g, 6～7周

龄) 购自哈尔滨医科大学第二附属医院, 所有动物实

验均根据哈尔滨医科大学实验动物研究中心批准的方

案进行。为构建 4T1肿瘤模型, 首先将 4T1细胞消化、

离心, 并配制细胞数 0.5～1.0×108个/mL的培养基分散

液, 随后在小鼠右侧背部皮下注射100 μL, 当肿瘤体积

长至约75 mm3时, 用于实验。

体内抗肿瘤评估 采用4T1荷瘤小鼠考察ET-PTX

NPs的体内抗癌疗效。当肿瘤体积长至约 75 mm3时,

荷瘤小鼠分成 4组 , 分别是生理盐水组 (saline)、游离

PTX 组、载体 ET NPs组及 ET-PTX NPs组, 每组 5只。

连续 7天 (１天１次) 对相应组别小鼠进行静脉注射治

疗, 给药剂量为等当量PTX 4 mg·kg-1 (小鼠体重), 并指

定第１次给药为第 0天, 每隔１天记录小鼠肿瘤体积

及体重变化, 持续监测 22天, 根据以下公式计算肿瘤

体积V = a×b2×0.5, 其中 a和 b分别代表肿瘤的长径和

短径。随后, 处死小鼠并解离肿瘤, 精密称取瘤重, 按公
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式 (3) 计算肿瘤抑制率 (tumor inhibition rate, TIR)。

TIR = (1 - Wi/W) × 100% (3)

其中, Wi和W分别代表治疗组和对照组的平均瘤

重。

此外, 收集小鼠血液进行实时血常规分析, 从而评

价纳米药物潜在的生物安全性或毒性。

统计学方法 除非特殊说明, 所有数据均以平均

值±方差 (
-
x ± s) 表示, 采用 IBM SPSS Statistics 22.0进

行统计处理, P < 0.05具有统计学差异。

结果与讨论

1 萜类小分子的自组装性能

自组装的萜类天然产物具有优异的生物易降解性

及生物相容性, 以及良好的抗癌活性, 作为新型的药物

递送体系表现出显著的协同抗肿瘤效应、降低组织损

伤等高效低毒的优点[15]。在前期的研究中, 作者发现,

无论是三环二萜酸[16]、五环三萜白桦脂酮酸[13], 还是氧

化刺激响应功能化修饰的熊果酸[18]、白桦脂酸[14]均呈

现相似规律的分子自组装特性, 即这类化合物自组装

结构中分子有序的共面排布有利于驱动长杆状、片层

状和纤维状等纳米形貌的形成; 而分子垂直交叉排布

能够驱动球状、短杆状纳米粒子的形成。为进一步探

讨这一规律性, 本研究中, 首先考察了四环三萜ET、ST

及五环三萜 GA、UA小分子的自组装形貌 (图 1)。在

相同的制备条件下, 4种小分子分别形成形貌均一、尺

寸各异的短棒状 (ET)、杆状 (ST)、片层状 (GA) 及球状

(UA) 的自组装纳米结构 (图 1A)。尤其是, 具有相似

母环结构的ET与ST所形成的自组装纳米粒 (NPs) 在

尺寸上有很大区别 (图 1B), ET NPs的平均水合直径为

210 nm, 而 ST NPs的粒径尺寸达到 755 nm。类似地,

五环三萜酸GA NPs形成微米尺寸的片层体, 而UA NPs

是直径约为 162 nm的球状结构。这提示分子结构排

布的差异性的确对形貌的形成起着至关重要的作用。

2 萜类小分子的自组装机制研究

为进一步揭示其自组装机制并可视化分子排布结

构, 随后采用简化的动力学模型考察了相应分子自组装

体可能的结构 (图2)。首先, 选择结构相似、形貌差异显

著的四环三萜ET和ST为研究对象。由于前期的研究

利用红外和紫外光谱已经证实氢键和 π-π共轭等非共

价弱作用力是驱使ET自组装的主要驱动力[15]。因此,

本研究中直接借助动力学观察ET和ST可能的分子排

布结构。在ET的自聚体中 (图 2A), 在区域 region I和

II中不仅能发现部分共面平行排布的分子 (图 2B), 同

时可观察到同等程度的垂直交叉分子排布结构, 并且

存在水桥结构的氢键通过 1分子H2O桥连 ET二聚体

(图 2C), 类似的水桥结构同样稳定出现在另外的三萜

松苓新酸 (dehydrotrametenolicacid, DTA) 晶体中[9]。此

外, 共面排布的ET分子间存在明显的 π-π共轭作用力

(图2D), 直观证实π-π共轭是构建ET自组装的驱动力。

相反, 在相似结构的 ST自聚体结构中 (图 2E), 发现多

数ST分子主要是以交叉共面形式排布 (图2F), 且在形

成的 ST二聚体中同样存在水桥氢键 (图 2G) 和 π-π共

Figure 1 SEM images (magnify ×20K, ×50K) of tricyclic triterpenes ergosterol (ET), stigmasterol (ST) and pentacyclic triterpenes glycyr‐

rhetinic acid (GA), ursolic acid (UA) self-assembled nanomaterials (A). Characterization of the corresponding small molecule self-assem‐

blies (B)
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轭 (图 2H) 等弱作用力。虽然部分垂直排布的分子也

存在于体系中, 但ST分子共面排布结构占据主导地位。

基于此, 推测ST形成长杆状的纳米粒子而结构非常类

似的ET形成短棒状的自聚体结构的可能原因是: 对于

ST NPs而言, ST分子主要以共面的方式有规律地排

列, 且分子间水桥氢键和 π-π共轭为聚集体共面或者

横向生长 (单一方向排布) 提供了更多的可能性, 因此

形成长杆状的纳米结构; 相比之下, 对于类似结构的

ET NPs, 虽然ET分子呈现出部分有序的共面排布, 即使

同样存在水桥氢键和π-π共轭, 但由于同等程度的垂直

交叉排布的结构的存在, 降低了ET分子横向生长的趋

势, 因而形成短棒状的自组装体。所有研究表明, 四环三

萜类小分子共面排布的趋势可能的确更有利于分子横向

生长, 形成长径纳米自组装体, 这再次丰富和佐证了先

前关于分子排布趋势决定纳米形貌潜在的规律性。

为进一步验证这种规律的普遍性, 考察了五环三

萜GA (片层状) 及UA (球状) 的分子模拟自组装结构

(图 3)。经过 5 ns的动力学模拟, GA能够快速地形成

完整的自聚体 (图 3A)。在 GA NPs 的结构中(图 3B),

同样可以观察到非常明显的分子交叉共面排布结构,

且有明显成对共面排布的二聚体 (dimer) 存在于体系

中, 这与前期在二硫键化学修饰白桦脂酸 (BASS) 的

自组装结构中发现的现象一致[14]。此外, 水桥结构的

氢键也同样出现在GA组装体中 (图 3C)。相反, 不同

于快速聚集的GA分子, UA NPs由 3个分散的区域组

成 (图 3D), 表明 GA与 ET、ST一样, 相比于 UA, 更容

易在水中组装聚集。在UA NPs的结构中 (图 3E), 分

子垂直交叉排布的趋势似乎比GA更为明显, 可以清

晰地发现结构 1和 2中的UA分子呈现显著交叉垂直

排布; 在结构 3中, 6分子UA围绕 1个UA分子构成类

Figure 2 Structures of ET (A) and ST (E) self-assemblies obtained by molecular dynamics (MD) simulation for 5 ns with a simplified

model containing twelve ET or ST molecules and 1 400 H2O molecules using Materials Studio 2019 (MS) software. The line and stick mod‐

els were separately used for the H2O and ET or ST molecules. Possible molecular arrangement in ET (B) or ST (F) self-assemblies. Intermo‐

lecular π-π stacking and water bridge H-bond information in ET self-assemblies (C, D) and ST self-assemblies (G, H)
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似“环状球形”。且这些分子呈现显著的相互垂直交叉

排布 , 尽管有部分共面结构存在其中 , 但相比 GA 来

说, 共面堆叠结构只占少数。同样地, 在UA自组装体

中也能观察到水桥结构的氢键 (图 3F)。以上研究结

果表明, 以共面排布为主的GA分子, 在分子间水桥氢

键及疏水相互作用下组装成微米尺度的长片层状结

构, 而在以分子交叉垂直排布为主导作用的UA自组

装体中, 显然这种共面排布导致分子横向生长的趋势

明显减弱, 因而形成球状的纳米结构。整体而言, 共面

分子排布结构是驱动萜类小分子横向生长成长径自组

装体的一个可能因素, 究其形成杆或片层、纤维的原因

有待进一步考察。

3 协同抗肿瘤试剂ET-PTX NPs的构建及表征

一般纳米药物粒径小于 200 nm具备良好的高渗

透性和滞留效应 (enhanced permeability and retention

effect, EPR), 可有效增加药物在肿瘤组织中的聚集[13],

考虑到ET NPs合适的粒径尺寸及ET分子优良的抗癌

活性[19], 因此选择ET为代表性载体来递送PTX, 从而构

建ET-PTX NPs。以药物载药量和包封率为指标, 考察

了不同PTX投药量的影响 (图4A), 结果表明, 随着PTX

含量的增加, ET-PTX NPs的载药量和包封率呈现增加

的趋势; 当投入比达到 40%时, 可以明显观察到大的

固体块状颗粒 (图 4B), 且其包封率降低; 其他投料比

并不改变ET NPs原先的形貌。所有配比下的ET-PTX

NPs均呈棒状纳米结构。因此, 选择 30% PTX投药量

作为优化的比例进行后续深入研究。在这一优化条件

下 , 采用 HPLC 检测 ET-PTX NPs 中 PTX 的载药量为

11.5% (图 4A), 且纳米粒呈现窄的尺寸分布 , 平均亲

水性直径约为 258 nm (图 4C), 明显高于 SEM 中直接

观测到的尺寸 (约 182 nm)。此外 , 红外光谱 (图 4D)

显示, 单独的 ET NPs并没有明显的 C=O 振动峰及苯

环C=C-H峰, 而当 PTX 引入后, PTX的C=O伸缩振动

峰出现在 ET-PTX NPs 中 , 由原先的 1 735 cm-1 变为

1 737 cm-1; 且 PTX 中的 C=C-H (1 711 cm-1) 同样出现

在ET-PTX NPs中, 证实 PTX的成功装载。同时, 将纳

米粒分散在 PBS (pH 7.4) 中, 在持续 10天的监测时间

内, 并没有观察到明显的尺寸和电位改变, 表明ET-PTX

NPs具备良好的稳定性, 能够用于生物应用。

Figure 3 Structures of GA (A) and UA (D) self-assemblies obtained by molecular dynamics (MD) simulation for 5 ns with a simplified

model containing twelve ET or ST molecules and 1 400 H2O molecules. The line and stick models were separately used for the H2O and GA

or UA molecules. Possible molecular arrangement in GA (B) or UA (E) self-assemblies. Intermolecular water bridge H-bond information in

GA self-assemblies (C) and ST self-assemblies (F)
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为进一步可视化 PTX 的成功装载及揭示 ET 与

PTX相互作用的机制, 同样进行了简化的分子动力学

模拟研究。根据 PTX 的 11.5% 载药量 , 将 PTX 与 ET

按照 1∶16 当量的比例随机放置于 3.7×3.7×3.7 nm3水

盒子中。经过 5 ns的动力学模拟, ET与PTX能够很快

地形成一个聚集体 (图 5A)。并且PTX的酰胺键与ET

的羟基间存在明显的氢键 (键长 : 2.063 Å, 键角 :

140.3°) (图 5B)。更重要的是, PTX的苯环与 ET分子

Figure 5 MD simulation and analyses of ET-PTX NPs. A: Structures of ET-PTX NPs after MD simulation for 5 ns using sixteen ET mole‐

cules and one PTX molecule as a structural unit; B: The intermolecular hydrogen bond information among ET and PTX viewed from top

and front field, as well as corresponding detailed molecular structural diagram; C: Uv-vis absorption of ET NPs and ET-PTX NPs in water,

as well as free PTX in methanol, respectively; D: The molecular arrangement configuration of ET in ET-PTX NPs

Figure 4 Fabrication and characterization of ergosterol-paclitaxel nanoparticles (ET-PTX NPs). A: The drug loading (DL) and encapsula‐

tion efficiency (EE) of PTX in ET-PTX NPs obtained at different input ratio of PTX to ET; B: The corresponding SEM images of ET-PTX

NPs at different concentrations of PTX from 40% to 5%, as well as SEM image (magnify ×50K) of ET-PTX NPs at 30% PTX input; C: Size

distribution of ET-PTX NPs prepared at 30% PTX input, measured by dynamic light scattering (DLS); D: FT-IR spectra of free PTX, ET

self-assemblies and ET-PTX NPs; E: Size and zeta potential change of ET-PTX NPs over time in phosphate buffered saline (PBS) solutions
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的共轭双键形成明显的 T-型 (面对边) 的 π-π相互作

用, 两平面间距约为 4.52 Å。为进一步证实这一潜在

的π-π共轭, 考察了PTX装载前后ET NPs的紫外-可见

吸收变化 (图 5C)。游离PTX的紫外吸收为 233 nm, 而

ET-PTX NPs 出现了明显红移的紫外峰 (235 nm); 相比

于单独的ET NPs在 297 nm的吸收峰, ET-PTX NPs同

样出现了轻微的红移298 nm, 这表明π-π共轭作用的确

存在于ET-PTX NPs体系中, 也佐证了动力学模拟的结

果。以上数据表明, 氢键和 π-π共轭是驱动ET NPs成

功装载 PTX的主要弱作用力。此外, 在分子结构变化

中 (图 5D), PTX的引入并没有明显改变 ET分子间的

相互作用, 除了明显共面排列的结构外, ET分子交叉垂

直排布的结构也十分明显, 这也与PTX引入未明显改变

ET NPs形貌的结论相吻合。

4 ET-PTX NPs体外抗癌活性评估

为进一步评估协同抗肿瘤试剂ET-PTX NPs的抗肿

瘤疗效, 首先考察了PTX的药物释放行为, ET-PTX NPs

在pH 6.5酸性条件下24 h时PTX的释放量为34.2%, 明

显高于中性 pH 7.4环境下的 13.8% (图 6A)。由于肿瘤

微环境为弱酸性, 这一特点可能有利于ET-PTX NPs高

效协同化疗, 类似的酸性刺激释放特性同样在相似结

构的三环二萜酸运载PTX中被发现[16]。随后, 以FITC荧

光标记ET-PTX NPs, 以4T1为肿瘤细胞株, 考察了纳米

药物的吞噬能力 (图6B)。结果表明, 细胞内的绿色荧光

与孵育时间呈正相关, 随着培养时间的延长, 细胞内药物

聚集量逐渐增多, 也证实细胞对药物的摄取呈时间依赖

性。有效的细胞吞噬效率是保障抗癌疗效的前提之一, 基

于此, 本研究进一步采用MTT法考察了ET-PTX NPs对

人源乳腺癌MCF-7及鼠源4T1的细胞毒性。如图6C～F

所示, 无论是PTX还是自组装的ET NPs都对癌细胞表

现出浓度依赖性的细胞毒性, 且药物培养 48 h后的细

胞抑制率都明显高于 24 h, 这可能是由于细胞摄取量

Figure 6 In vitro PTX release profiles from ET-PTX NPs in PBS (pH 7.4, 6.5) containing Tween 80 (0.5 %, v/v) at 37 ℃ (n = 3,
-
x ± s) (A).

Cellular internalization of 4T1 cells after incubation with FITC-labelled ET-PTX NPs for 5 min, 30 min, and 3 h, imaged under fluorescent

inverted microscope (scale bar: 20 μm) (B). Cell viability of 4T1 cells (C and D), MCF-7 cells (E and F) treated with PTX, ET NPs, and ET-

PTX NPs at different equivalent PTX concentrations for 24 or 48 h. n = 6,
-
x ± s. The IC50 value of ET-PTX NPs against 4T1 and MCF-7

cells at 24 or 48 h (G). The combination index of PTX combined ET on 4T1 and MCF-7 cells after incubation for 24 and 48 h, respectively,

calculated by Chou-Talalay theorem (H)

·· 2109



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(8): 2102 −2111

的增加所致。此外, 当ET NPs成功装载PTX后, 相较

于游离的PTX与ET NPs, ET-PTX NPs对4T1和MCF-7

细胞的细胞毒性明显增强。在 24 h时ET-PTX NPs对

4T1和 MCF-7细胞的半数抑制浓度 (IC50) 分别为 0.63

和1.89 μg·mL-1 (等当量的PTX), 随着培养时间延长至

48 h, IC50值分别降至0.46和1.13 μg·mL-1 (图6G), 显著

低于PTX在 48 h对 4T1细胞 (29.29 μg·mL-1) 和MCF-7

细胞 (45.42 μg·mL-1) 的半数抑制浓度, 进一步表明ET-

PTX NPs高效、增强的抗癌活性以及两种药物协同效

应。而后, 进一步采用周-特氏联合指数法 (Chou-Ta‐

lalay)[20]研究 PTX与 ET NPs的协同效应作用 (图 6H),

结果表明, 无论是孵育 24 h还是 48 h, 两种药物之间的

联合指数 (CI) 基本普遍小于 1, 证实ET与PTX联合治

疗中的协同性。

5 ET-PTX NPs体内抗肿瘤评估

基于ET-PTX NPs高效的体外抗癌活性, 利用 4T1

荷瘤BALB/c小鼠进一步研究了纳米药物的体内抗肿

瘤疗效。如图7A所示, PTX与ET NPs均表现出适度的

肿瘤生长抑制作用, 而ET-PTX NPs组的肿瘤生长被明

显抑制, 这表明ET-PTX NPs具备良好、增强的抗癌活

性。ET-PTX NPs的肿瘤抑制率为 52.3% (图 7B), 高于

游离的PTX (29.4%) 和ET NPs (32.5%), 进一步表明两

种药物协同抗肿瘤效应。此外, 在治疗 22天后, 各组

代表性小鼠肿瘤照片更直观地证实了上述结论 , 即

ET-PTX NPs组肿瘤生长抑制明显, 肿瘤体积最小 (图

7C), 表明活性萜类小分子能够用于协同药物输送, 实

现高效增强的抗肿瘤疗效。与此同时, 各组小鼠体重

在治疗期间均无明显变化 (图 7D), 表明生物安全性良

好。为进一步验证ET-PTX NPs潜在的生物安全性, 进

一步考察了各组小鼠在 22天后的血常规, 结果表明,

除白细胞外, 各组间的其他血液指标均未见显著性的

差异 (图 7E、F)。相比于正常组, 所有荷瘤小鼠组白细

胞的升高可能是由于肿瘤生长导致的免疫炎症反应。

此外, 相比游离的PTX和ET NPs组, ET-PTX NPs组的

白细胞数更趋近于正常组, 也证实了纳米药物的抗肿

瘤效应。以上结果表明, ET-PTX NPs具有优异的生物

安全性。

结论

本研究以天然三萜类小分子为研究对象, 采用分

子动力学模拟详细探讨了四环三萜麦角甾醇、豆甾醇

分子自组装机制, 并以五环三萜甘草次酸、熊果酸为佐

证物进一步揭示三萜类小分子共组装结构差异的共性

规律。研究表明: 在这些萜类化合物中, 共平面分子排

布构型更趋向于形成长径的杆状、片层状等纳米自组

装体; 相反, 分子垂直交叉排布结构的存在会降低共面

Figure 7 In vivo anticancer efficacy and biosafety evaluation of ET-PTX NPs. A: The tumor growth curves after different treatments; B:

The excised tumors weight and corresponding tumor inhibition after 22 days of treatment in the indicated groups; C: The representative

mice-bearing 4T1 tumor after various treatments at day 0 and 22; D: Body-weight of tumor-bearing mice during the treatment; E and F:

Complete blood panel analysis after 22 days of treatment including white blood cells (WBC), red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB),

hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration

(MCHC), and platelet (PLT). n = 5,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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排布分子继续横向生长趋势, 促使短径棒状或球状纳

米粒的形成。同时, 以活性麦角甾醇为代表物运载紫

杉醇, 从而构建协同抗癌试剂, 证实氢键和 π-π共轭作

用是驱动紫杉醇成功装载的主要作用力。所制备的纳

米药物不仅呈现高效的协同抗肿瘤效应, 同时也具备

优异的生物安全性, 有望作为潜在的化疗试剂用于临

床癌症治疗。总而言之, 这项工作清楚地表明天然自

组装的、具有抗癌活性的萜类小分子是一种新型的药

物输送体系, 能够实现安全高效的协同抗癌效应。相

信未来, 更多具有自组装功能的天然生物材料将会持

续被开发, 制备安全高效药物用于抗癌研究。
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