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叶酸修饰角鲨烯化西达本胺前药自组装纳米粒的构建与增强胰腺癌

微环境递药的实验研究
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摘要: 本研究针对化药及中药亲水性小分子抗肿瘤药物难以突破胰腺癌致密间质渗透屏障达到肿瘤组织深部

发挥药效的关键问题, 将亲脂性分子角鲨烯 (squalene, SQ) 与亲水性抗肿瘤药物西达本胺 (chidamide, CHI) 以胰酶

响应键连接形成前药分子 (SQ-CHI), 进一步制备叶酸修饰的前药自组装纳米粒 (FA-SQ-CHI NPs)。作者表征了前

药分子和纳米粒; 研究其体外释放特性与空白载体细胞毒性; 比较该前药纳米粒在PSN-1单层细胞和PSN-1/HSPC

共培养肿瘤球模型中的药效和渗透过程。结果显示成功构建了SQ-CHI前药分子和FA-SQ-CHI NPs。纳米粒为规

则球形, 分散良好, 粒径为 (173.3 ± 1.5) nm, 载药量为 (59.02 ± 0.8) %, 具有胰酶响应释药特性。前药纳米粒可显著

增强CHI在 PSN-1/HSPC肿瘤球中的渗透和肿瘤细胞杀伤作用。综上, 通过构建叶酸修饰的角鲨烯化西达本胺前

药自组装纳米粒, 可显著增强西达本胺胰腺癌微环境的渗透和抗肿瘤药效, 为化药及中药亲水性小分子药物在抗胰

腺癌的应用提供新的靶向递药系统构建思路。
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Abstract: This research aimed at the key issue that chemical drugs and Chinese medicine hydrophilic small

molecule anti-tumor drugs were difficult to break through the dense interstitial permeability barrier of pancreatic

cancer to achieve the key problem of drug efficacy in the deep part of tumor tissue. To solve this problem, the

lipophilic molecule squalene (SQ) and the hydrophilic anti-tumor drug chidamide (CHI) were linked by a trypsin

responsive bond to form a prodrug (SQ-CHI) and a folic acid modified prodrug self-assembled nanoparticles

(FA-SQ-CHI NPs) were further developed. The feature of prodrug molecules and nanoparticles were characterized.

The in vitro release characteristics and cytotoxicity of blank vector were investigated. The efficacy and permeability
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of the prodrug nanoparticles in the PSN-1 monolayer cell and PSN-1/HSPC co-cultured tumor spheroids model was

evaluated. The results showed that SQ-CHI prodrug molecules and FA-SQ-CHI NPs were successfully developed.

The nanoparticles were regular spherical, well-dispersed, with a particle size of (173.3 ± 1.5) nm, a drug load of

(59.02 ± 0.8) % and showed trypsin responsive release ability. The prodrug nanoparticles can significantly enhance

the penetration and anti-proliferation effects of CHI in the PSN-1/HSPC tumor spheroids. In conclusion, the

construction of folic acid-modified SQ-CHI prodrug self-assembled nanoparticles can significantly enhance the

penetration of CHI in the pancreatic cancer microenvironment in vitro. This research would provide a new idea

for the construction of targeted drug delivery system for chemical drugs and Chinese medicine hydrophilic small

molecule drugs in the application of anti-pancreatic cancer.
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胰腺癌 (pancreatic adenocarcinoma, PDAC) 是恶

性程度较高的消化道肿瘤, 5年生存率仅有8%～9%[1]。

目前胰腺癌的治疗以手术和化疗药物为主, 预后差且

易产生耐药性[2]。胰腺癌肿瘤微环境十分复杂, 包含

多种类型炎症细胞、肿瘤相关成纤维细胞和细胞外基

质等, 约占组织总量的 50%以上[3]。致密、高组织间隙

液压及乏氧的肿瘤间质渗透屏障严重阻碍了化药及中

药亲水性小分子药物递送至胰腺癌深部, 有利于肿瘤

生长[4]。如何突破胰腺癌间质渗透屏障发挥化药及中

药抗肿瘤作用已成为关键问题。

西达本胺 (chidamide, CHI) 是一种新型组蛋白去乙

酰化酶抑制剂 (histone deacetylase inhibitors, HDACI),

目前主要应用于血液系统肿瘤的治疗[5], 临床前研究

证实其对胰腺癌、乳腺癌等实体肿瘤也具有良好的抗

肿瘤活性, 可以逆转肿瘤细胞耐药性[6]。但是CHI亲水

性较强, 同时具有对实体肿瘤组织分布特性差、肿瘤微

环境渗透效率低等缺点, 严重阻碍其抗胰腺癌临床应用。

角鲨烯 (squalene, SQ) 是天然合成胆固醇脂质

的前体物质, 生物安全性、生物相容性好[7]。化疗药物

和中药活性小分子经角鲨烯修饰, 改善亲水性小分子

药物与细胞膜的生物相容性, 从而增强其入胞效率[8],

目前已广泛应用于抗癌、抗氧化和作为药物载体等[9]。

Kotelevets 等[10] 将顺铂与角鲨烯连接制备纳米粒

(nanoparticles, NPs), 降低了顺铂耐药性和毒性的同时

提高了其抗结肠癌的疗效。本研究利用酰胺键连接西

达本胺与角鲨烯分子, 该共价键在常规生理条件下难

以发生断裂, 而在胰腺癌细胞内高表达的胰蛋白酶或

组织蛋白酶可触发酰胺键水解断裂[11], 实现CHI-SQ纳

米粒在胰腺癌细胞内响应性释药的特性。

综上, 本研究将角鲨烯与西达本胺连接形成前药

分子 , 制备叶酸 (folic acid, FA) 修饰自组装纳米粒。

该纳米粒为粒径均一的类球形, 具有良好的载药量和

包封率, 兼具胰酶响应性, 同时借助叶酸对胰腺癌细胞

表面高表达的叶酸受体 (folate receptor, FR) 的特异性

结合实现主动靶向[12], 可显著增强以CHI为代表的亲

水性化药与中药小分子药物在胰腺癌肿瘤微环境的渗

透作用和对癌细胞的杀伤作用 (图1)。

材料与方法

主要试剂与药品 西达本胺 (CHI, 批号: 20200803;

深圳微芯生物科技股份有限公司); 1,1',2-三角鲨烯酸

(1,1',2-Tris-norsqualenoyl acid, SQ-COOH; 美国 Sigma

Figure 1 The construction and cell entry mechanism of chidamide-squalene-polyethylene glycol-folic acid nanoparticles (FA-SQ-CHI NPs).

PEG: Polyethylene glycol
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公司); 聚乙二醇-氨基 (PEG2000-NH2)、叶酸-聚乙二醇-

氨基 (FA-PEG2000-NH2) (上海芃硕生物科技有限公司);

MTS试剂 (美国Promega公司); CellTiter-Glo细胞增殖

检测试剂盒 (美国 Invitrogen公司); 香豆素 6 (coumarin

6, 上海源叶生物科技有限公司); 人胰腺癌细胞株

PSN-1、胰腺星状细胞株 HPaStec (HPSC) (美国 ATCC

公司); RPMI 1640 培养液、IMDM 培养液 (美国 Gibco

公司)。

主要仪器 Z127016/00062 型 600MHz 核磁共振

波谱仪 (美国Bruker公司); SU8010型场发射扫描电子

显微镜 (日本日立公司); Nano-ZS90激光粒度测定仪

(美国马尔文公司); LSM880型激光共聚焦显微镜 (德

国卡尔·蔡司股份公司); CytoFlex型分析型流式细胞

仪 (美国贝克曼公司); 多功能酶标仪 sgaerggH1M (美

国伯腾仪器有限公司)。

CHI-SQ的制备与验证 取 SQ-COOH 120 mg溶

解于适量N,N-二甲基甲酰胺 (DMF), 随后逐步加入三

乙胺 (TEA) 50 μL、N-羟基琥珀酰亚胺 (NHS) 42 mg以

及 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸 (EDCI)

69 mg; 另取西达本胺 60 mg溶解于适量DMF中, 加入

上述反应体系中 , 补充二氯甲烷 (DCM) 3 mL 以及

TEA 100 μL, 氮气保护反应 72 h。采用快速柱层析法

分离纯化并冷冻干燥, 1H NMR鉴定结构。

角鲨烯-聚乙二醇-叶酸复合物 (SQ-PEG-FA) 制

备与验证 取 SQ-COOH 41.12 mg 溶解于适量 DMF,

随后逐步加入NHS 15.71 mg以及EDCI 24.59 mg, 氮气

保护反应 90 min。取 FA-PEG-NH2 20 mg溶解于适量

DMF, 滴加入上述反应体系, 氮气保护反应 72 h。结束

后用超滤离心管 (分子截留量 3 kDa), 以 10 000 r·min-1

转速离心 30 min, 超纯水洗涤 , 收集洗涤液并冻干 ,
1H NMR鉴定结构。

SQ-CHI-PEG-FA NPs制备工艺优化与表征 分

别用无水乙醇溶解SQ-CHI和SQ-PEG-FA制备成储备

液。采用单因素考察SQ-CHI与SQ-PEG-FA不同质量

比 (1∶0、1∶0.05、1∶0.5、1∶0.7), 水相和油相不同体积比

(1∶1、1∶5、1∶10、1∶20) 以及不同超声时间 (5、15、30、

45 min) 对纳米粒粒径分布与 zeta电位的影响。

按最佳制备工艺将 SQ-CHI储备液与 SQ-PEG-FA

储备液按适当比例混合, 然后逐滴加入去离子水中, 充

分混匀 5 min, 减压除去乙醇 , 探头超声 30 min 即得

CHI-SQ-PEG-FA NPs 混悬液。检测纳米粒粒径分布

与 zeta电位, 采用透射电子显微镜和扫描电子显微镜

观察纳米粒外观形态。

载药量测定 使用超高效液相色谱法 (UPLC法)

测定纳米粒载药量。色谱条件: 色谱柱为 ACQUITY

UPLC® BEH C18柱 (2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm); 体积流量

0.2 mL·min-1; 柱温23 ℃; 进样量5 μL; 检测时间10 min;

流动相 0.1% 甲酸溶液 : 乙腈 (75∶25, v/v); 检测波长

258 nm。供试品制备步骤如下 : 将 CHI-SQ-PEG-FA

NPs复溶, 高速离心 (12 000 r·min-1, 30 min), 取上清液

用 0.22 μm微膜过滤得续滤液。测定续滤液中CHI的

含量, 按公式 (1) 计算纳米粒的载药量 (DL%)。

DL% =
Amount of CHI in NPs

Amount of NPs
× 100% (1)

体外药物释放研究 精密移取 2 mL新鲜 CHI储

备液或 CHI-SQ-PEG-FA NPs 置于透析袋 (3 kDa) 内 ,

以含有不同浓度胰酶 (0%、0.05%、0.1%、0.25%) 的透

析介质透析, 于不同时间 (0.1、0.5、1、2、4、6、8、10、12、

24、30、36、48、72 h) 取样 1 mL, 补加等量同温的释放

介质。采用UPLC法 (色谱条件同上) 测定各时间点药

物释放量。

MTS 法检测细胞活力研究 将 PSN-1 细胞经胰

酶消化后接种于96孔细胞板中 (每孔3 000～5 000个),

培养 2 h使细胞贴壁。每孔加入 100 μL空白培养液以

及不同浓度 SQ-PEG, 或者含游离 CHI、CHI-SQ-PEG

NPs 或 CHI-SQ-PEG-FA NPs 培养液。继续培养 96 h

后, 弃去原培养液, 每孔加入MTS工作液继续培养, 4 h

后取出并震荡 15 s, 采用酶标仪测定A值 (490 nm), 计

算细胞增殖率。

共培养细胞模型构建及细胞活力研究 将处于对

数期的PSN-1与HPSC细胞悬液按 2∶7比例混合, 以每

孔5 000个细胞置于超低吸附细胞板中形成体外共培养

肿瘤球模型。将不同纳米药物和 DMSO 分别与肿瘤

球共孵育 48、96、144 h后, 加入等体积的CellTiter-Glo

试剂, 将细胞培养板放置于轨道式振荡器振摇 15 min,

室温避光放置 30 min, 吸取细胞裂解液至黑色 96 板

孔内, 采用多功能酶标仪检测发光信号值 (检测波长

562 nm)。

单层培养细胞摄取纳米药物的研究 首先制备香

豆素 6 标记 CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs。然后取处于对

数生长期的单层培养 PSN-1细胞常规培养 24 h, 分别

加入空白培养液、游离香豆素 6、CHI-SQ-PEG/C6 NPs

或 CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs 的无血清培养液 (各组含

5 μmol·L-1 CHI 或 2.6 μmol·L-1香豆素 6) 孵育 4、12 和

24 h, 4',6-二脒基-2-苯基吲哚 (DAPI) 染色, 使用荧光

显微镜测定香豆素 6 荧光强度 (Ex = 360 nm, Em =

477 nm)。

流式细胞术 取处于对数生长期的单层培养

PSN-1细胞, 分别加入空白培养液、游离香豆素 6、CHI-

SQ-PEG/C6 NPs或 CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs的培养液
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(各组含 5 μmol·L-1 CHI 或 2.6 μmol·L-1香豆素 6) 于细

胞培养箱孵育 4、12和 24 h, 采用流式细胞仪定量分析

细胞摄取情况。

肿瘤球模型摄取研究 取 PSN-1/HPSC共培育肿

瘤球模型, 分别加入含游离香豆素 6、CHI-SQ-PEG/C6

NPs 和 CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs, 在无血清培养液中

培养 (香豆素 6 的终浓度为 2.6 μmol·L-1) 12 h 后加入

0.5 mL DAPI (0.2 μg·mL-1) 孵育, 采用激光共聚焦显微

镜观察药物在肿瘤球内分布情况。

统计学分析 采用软件 SPSS 20.0进行统计分析,

两组间均数采用 t检验进行比较, 多组间均数采用单因

素方差分析进行比较 , 实验数据以 (
-
x ± s) 进行表示 ,

P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果与讨论

1 各产物验证

图 2A、B 所示 , δ 2.80～2.90、δ 5.15～5.20 为角鲨

烯链上的质子峰 , 对比游离 CHI 和 FA-PEG-NH2说明

成功连接角鲨烯, CHI-SQ和SQ-PEG-FA成功合成。

2 纳米粒处方优选及表征

图3A～C所示, 当SQ-CHI和SQ-PEG质量比1∶0.7,

有机相与水相体积比1∶10, 超声时间30 min, 所制备的

纳米粒粒径最小, 分布最均匀。图 4A所示, 最优处方

工艺条件下所制备的纳米粒粒径为 (173.3 ± 1.5) nm,

PDI 为 (0.2 ± 0.2), zeta 电位为 (-13.1 ± 0.9) mV。图

4B、C所示, CHI-SQ-PEG-FA NPs粒径分布均匀, 具有

典型“核壳”结构。CHI经SQ修饰后, 更易形成自组装

纳米粒, 同时 SQ-PEG片段可以增加纳米粒稳定性[13]。

UPLC法测得纳米粒的载药量为 (59.02 ± 0.77) %。

3 体外药物释放

胰腺癌患者丝氨酸蛋白酶 1 基因 (PRSS1) 突变 ,

因此肿瘤细胞胰蛋白酶分泌水平较正常细胞高[9], 故

本实验针对前药纳米粒对胰蛋白酶的释药响应性展开

相关研究。结果如图 5所示, CHI-SQ-PEG-FA NPs释

放 CHI 的量随胰蛋白酶浓度增加而提高 (0.05%、

0.1%、0.25%)。当胰酶浓度为 0.25%时, 纳米粒 72 h释

放CHI的累积释放率达 (80.22 ± 4.22) %, 而在不含有

胰蛋白酶的介质中纳米药物的 CHI 累积释放率仅为

(33.04 ± 3.03) %, 提示 CHI-SQ-PEG-FA NPs具有胰蛋

白酶响应性, 可实现胰腺癌细胞特异性释药。

4 体外药效研究

图 6A所示, 不同浓度 SQ-PEG处理 PSN-1细胞后

细胞存活率均高于 90%, 显示了空白载体低的细胞毒

性, 且对肿瘤细胞本身并无药效。

图 6B 所示 , 高浓度前药纳米粒与 CHI 游离药物

(50 μmol·L-1) 对单层培养的 PSN-1细胞生长抑制率分

别为 (88.38 ± 0.13) % (CHI-SQ-PEG NPs) 和 (89.87 ±

3.69) % (CHI-SQ-PEG-FA NPs), 但两者之间没有显著

差异 (P > 0.05)。图 6C所示成功构建 PSN-1/HPSC共

培养肿瘤球模型, 该肿瘤球轮廓清晰, 边缘光滑, 且较

稳定。图6D所示, 相比游离CHI, CHI-SQ-PEG-FA NPs

在共培养肿瘤球模型中具有更强的肿瘤生长抑制作

用 (P < 0.01)。肿瘤球模型可以在体外模拟胰腺癌微

Figure 2 1H nuclear magnetic resonance (NMR) of CHI-SQ (A) and SQ-PEG-FA (B)

·· 3264



陈凯迪等: 叶酸修饰角鲨烯化西达本胺前药自组装纳米粒的构建与增强胰腺癌微环境递药的实验研究

环境致密的药物渗透屏障, 阻碍小分子药物进入胰腺

癌组织内发挥药效[14], 因此相比游离 CHI, CHI-SQ-

PEG-FA NPs可能更易渗透入肿瘤球内部发挥药效。

5 体外摄取研究

为了进一步探究角鲨烯化西达本胺纳米粒与游离

西达本胺体外药效存在差异的原因。本课题选用香豆

素 6 (C6) 作为荧光示踪剂, 将其结合在纳米粒内, 并且

比较了纳米粒与游离药物的肿瘤细胞摄取特性。结果

如图 7A～C所示, 单层培养的PSN-1细胞对游离C6摄

取较快, 给药后4 h即达到峰值, 且荧光信号很快消除。

这可能是因为游离C6滞留于肿瘤细胞表面, 并很快被

代谢与排除有关[15]; 而对 CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs 和

CHI-SQ-PEG/C6 NPs摄取较慢, 给药后 12 h才达到峰

值, 但荧光信号消除较慢。流式细胞实验结果 (图 7D)

也得到了相同趋势, 且CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs和CHI-

SQ-PEG/C6 NPs 组的荧光强度显著高于游离药物组

(P < 0.05)。CHI经角鲨烯化制备成纳米粒后可被肿瘤

细胞高效内吞入胞内部, 抑制细胞外排作用, 从而延长

纳米粒在肿瘤细胞内滞留时间[16]。图 7E所示, PSN-1/

HPSC共培养体系肿瘤球给药 12 h后, 游离药物组几

乎不可见荧光信号, 前药纳米粒组则具有明显的荧光

信号, 且CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs组荧光强度显著强于

CHI-SQ-PEG/C6 NPs组, 提示CHI形成前药自组装纳

米粒后更易突破胰腺癌肿瘤致密的细胞外间质层渗透

入肿瘤球内部, 且在肿瘤球内部的滞留时间显著延长。

这可能是因为西达本胺经角鲨烯化形成纳米粒后亲脂

性显著提高, 更易利用肿瘤细胞内吞和细胞间传递作

用实现肿瘤微环境深渗透; 同时叶酸靶头修饰可使纳

Figure 4 Characterization of CHI-SQ-PEG-FA NPs. A: Particle

size distribution of CHI-SQ-PEG-FA NPs; B: Transmission elec‐

tron microscope image of CHI-SQ-PEG-FA NPs. Scale bar: 200 nm;

C: Scanning electron microscope result of CHI-SQ-PEG-FA NPs.

Scale bar: 250 nm

Figure 3 The preparation procedure optimization for CHI-SQ-

PEG-FA NPs. A: The particle size and zeta potential of CHI-SQ-

PEG NPs prepared with different mass ratios of SQ-CHI and SQ-

PEG; B: Different volume ratios of organic phase and water phase;

C: Different ultrasound time. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.01, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 5 In vitro cumulative release curve of free CHI and CHI-

SQ-PEG-FA NPs in different concentrations of human trypsin

release medium for 72 h. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.01, **P < 0.01, ***P <

0.001 vs the release rate of CHI-SQ-PEG-FA NPs in human trypsin

free medium
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米粒经由胰腺癌细胞表面高表达的叶酸受体介导的内

吞作用进一步增强肿瘤细胞的摄取作用, 从而提高药

物的体内药效[17]。Bulanadi等[18]制备了吉西他滨前药

脂质纳米粒, 降低游离吉西他滨毒性的同时增强药物

对胰腺癌肿瘤细胞的渗透作用。通过将亲水性药物分

子与亲脂性材料组成纳米药物从而提高其入胞性能的

思路在中药药效成分纳米递送系统构建中也得到广泛

利用, 如Wang等[19]将亲水性小分子中药三氧化二砷制

备成前药脂质体, 使药物更易穿透血脑屏障, 提高靶向

性。Fan等[20]基于亲水性小分子中药小檗碱, 开发了

Figure 6 A: The effect of different concentrations of blank SQ-PEG on the proliferation of PSN-1 cells; B: Co-cultivation of different

drugs and PSN-1 cells for 96 h; C: PSN-1/HPSC co-cultured tumor spheroids. Scale bar: 1 000 μm; D: CHI-SQ-PEG NPs or CHI-SQ-PEG-

FA NPs inhibited proliferation of PSN-1/HPSC co-cultured tumor spheroids. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs free CHI group; ▲P < 0.05, ▲▲P <

0.01, ▲▲▲P < 0.001 vs DMSO group; ×P < 0.05, ××P < 0.01 vs CHI-SQ-PEG NPs treatment group

Figure 7 Fluorescence microscope images of PSN-1 treated with free coumarin 6 or different coumarin 6 labeled nanoparticles for 4 h (A),

12 h (B), and 24 h (C). Fluorescent nanoparticles or free coumarin 6 are green, and the nucleus DAPI staining is blue. PSN-1 cells were treated

with different fluorescent nanoparticles for 4-24 h (D). Confocal laser confocal image analysis of the fluorescence intensity in PSN-1/HPSC

co-culture tumor spheroid after exposure to free coumarin 6, CHI-SQ-PEG/C6 NPs, and CHI-SQ-PEG-FA/C6 NPs for 12 h (E). n = 3,
-
x ± s.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group; ×P < 0.05, ×××P < 0.001 vs coumarin 6 treated group. Microscope magnification: 100×;

scale bar: 400 μm. DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole
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一种活性氧 (ROS) 响应聚合物胶束, 以硒代胱胺聚合

物作为载体, 显著改善小檗碱的吸收和疗效。

结论与展望

本研究制备了一种叶酸修饰的角鲨烯化西达本胺

前药自组装纳米粒, 对纳米粒表征结果表明该纳米粒

粒径均一, 为规则类球形, 载药量 (59.00 ± 0.8) %。体

外释放结果显示胰酶可促进纳米粒释放CHI。体外细

胞药效和摄取结果表明该前药纳米粒生物安全性好,

可显著增强CHI在 PSN-1/HSPC肿瘤球模型中的渗透

和杀伤作用, 提高CHI对胰腺癌肿瘤的组织分布性和

肿瘤微环境渗透性。但目前本研究仅在细胞水平阐释

了该新型前药纳米粒的递药优势, 尚需进一步展开相

关体内药效与药动学研究, 并进一步探讨其主要的肿

瘤微环境渗透机制。综上, 本研究可为提高化药与中

药亲水性活性小分子胰腺癌微环境深部渗透提供新的

制剂思路。
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