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靶向叶酸受体和线粒体的载雷公藤红素PAMAM纳米递药系统构建

及体外抗炎作用

荆紫琪, 王 雪, 闫天月, 张玉杰*, 马鹏凯*

(北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 促炎巨噬细胞在类风湿性关节炎的发生和发展中发挥关键调控作用。本研究构建了一种可靶向叶酸受

体和线粒体的载雷公藤红素 (celastrol, Cel) 聚酰胺-胺树枝状聚合物 (polyamide-amine dendrimer, PAMAM) 纳米递

药系统, 实现可靶向炎症巨噬细胞的集化疗和光热于一体的协同治疗。以PAMAM为纳米载体, 通过酰胺反应偶联

叶酸受体靶向基团叶酸 (folic acid, FA) 和线粒体靶向基团 IR808 (同时作为光热剂), 通过静电吸附作用负载抗炎药

Cel, 制备了FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物。体外表征结果表明, 该纳米复合物中Cel载药量为 50.90%, 粒径为

130～160 nm, 平均电位在 1.0～3.5 mV, 释药呈现 pH敏感性, 经近红外光照射 10 min温度可达 42.5 ℃; 体外摄取实

验表明, 纳米复合物有明显的叶酸靶向性和线粒体靶向性; 纳米复合物在近红外光照后可显著增强细胞毒性和诱导

细胞凋亡能力, 并浓度依赖性降低促炎因子肿瘤坏死因子 α (TNF-α)、白细胞介素-1β (IL-1β)、白细胞介素-6 (IL-6)、

一氧化氮 (NO) 分泌量。本研究为开发新型的抗类风湿性关节炎纳米药物提供了思路。
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Construction of folate receptors and mitochondria targeting 

celastrol-loaded PAMAM nano-drug delivery system and its 

in vitro anti-inflammatory effect
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(School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 102488, China)

Abstract: Pro-inflammatory macrophages play key regulatory role in the occurrence and development of rheu‐

matoid arthritis (RA). In this study, we constructed a celastrol (Cel)-loaded polyamide-amine dendrimer (PAMAM) 

drug delivery system, which could target folate receptor and mitochondria. It could target inflammatory macro‐

phages and realize chemo-photothermal synergistic therapy. Using PAMAM as the nano-carrier, folate receptor-

targeting group folic acid (FA) and mitochondria-targeting group IR808 (also known as the photothermal agent) 

were conjugated with PAMAM through amide reaction, and then complexed with anti-inflammatory drug Cel to 

prepare the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex. In vitro characterization results showed that the drug loading 

efficiency of the nanocomplex was 50.90%, particle size was between 130 and 160 nm, average potential was 

between 1.0 and 3.5 mV, the drug release showed pH sensitivity, temperature reached to 42.5 ℃ after near-infrared 

(NIR) light irradiation for 10 min. In vitro cellular uptake experiments showed that the nanocomplex had obvious 

folate receptor-targeting and mitochondria-targeting ability. Following irradiation with NIR light, the cytotoxicity 
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and cellular apoptosis enhanced. The secretion of pro-inflammatory factors tumor necrosis factor α (TNF-α), inter‐

leukin (IL)-1β, IL-6 and nitric oxide (NO) decreased in a concentration-dependent manner. This study provided 

insights for the development of novel anti-RA nanomedicines.

Key words: rheumatoid arthritis; celastrol; polyamide-amine dendrimer; folic acid; mitochondria

类风湿关节炎 (rheumatoid arthriti, RA) 是一种以

侵蚀性关节炎为主要表现的全身性自身免疫病, 常造

成关节破坏和畸形, 严重者可致残[1,2]。RA 发病由多

种免疫细胞和炎症因子介导, 其中最突出的是巨噬细

胞。活化的巨噬细胞表达大量细胞因子和趋化因子, 

包括肿瘤坏死因子 α (TNF-α)、白细胞介素 1β (IL-1β)、

白细胞介素 6 (IL-6) 等, 从而激活成纤维样滑膜细胞 

(fibroblast-like synovial cells, FLSs), 其无限增殖、迁移

和侵袭, 最终导致软骨及骨组织损害[3,4]。目前 RA的

治疗主要集中于炎症因子抑制与免疫抑制[5-7], 如阿司

匹林、甲氨蝶呤、英夫利昔单抗等, 而相关治疗药物不

仅不良反应大、价格高昂 , 且由于 RA 的发病机制复

杂, 很难通过使用一种治疗手段来完全缓解 RA。因

此, 在开发新的治疗药物的同时探索多种治疗手段相

结合的联合治疗方案成为RA治疗趋势。

最近研究发现光热治疗 (photo-thermal therapy, 

PTT) 对RA有特殊优势。PTT是利用光热剂在具有较

强组织穿透的近红外光 (near-infrared light, NIR) 照射

下产生的热量以消融恶性病变的一种治疗方式[8]。与

传统化疗相比, PTT可实现时空可控地对病灶区域照

射, 达到最大限度地减少不良反应的作用。IR808作

为经典的吲哚花菁素染料, 可靶向细胞线粒体, 是优良

的光敏剂[9], 并且 IR808经近红外光照射后具有较强的

光-热转换效果 , 因此近年来常作为光热剂用于

PTT[10]。我国治疗RA已有上千年历史, 雷公藤作为经

方验方的常用中药, 其对 RA疗效已为大量临床所证

实。对其深入研究发现, 雷公藤红素 (celastrol, Cel) 是

抗风湿中药雷公藤的活性成分之一, 其作用途径包括

抑制炎性因子 IL-1β和TNF-α等的表达[11]、抑制免疫细

胞的过度募集, 从而减缓炎症反应及减少骨损害[12,13]。

然而, Cel较差的水溶性、低生物利用度和全身毒性极

大限制了其临床应用。因此, 若能通过新型递药方式

整合Cel和光热剂作用优势, 对改善Cel成药性及RA

临床治疗均具有重要价值。

纳米递药系统 (nano-drug delivery system, NDDS) 

因能提高药物溶解度、改善药物药代动力学和组织分

布、提高药物靶向性并降低不良反应, 近年来成为药剂

学领域研究的热点[14,15]。与脂质体、胶束、纳米粒等纳

米载体相比 , 聚酰胺-胺树枝状聚合物 (polyamide-

amine dendrimer, PAMAM) 具有均一的粒径、规整的球

形结构、疏松的内部空腔, 特别是表面带有大量胺基基

团, 可进行靶向配体、荧光探针的化学修饰, 表面胺基

所带正电荷还可通过静电作用吸附药物, 这些特性使

其成为应用价值极高的纳米载体[16,17]。

本研究以 PAMAM 为纳米载体 , 分别通过 FA 和

IR808对其表面进行化学修饰, 合成可同时靶向炎症

细胞叶酸受体和线粒体的 FA-PAMAM-IR808 共价偶

联物, 随后通过其表面胺基正电荷吸附带有羧基基团

的 Cel, 构建 FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物, 在特

异性靶向到炎症细胞线粒体后, 可通过 Cel化学作用

及 IR808光热作用, 促进依赖线粒体途径的炎症细胞

凋亡, 从而有效抑制RA。

材料与方法

试剂与耗材 PAMAM G4 (批号 MKCJ8572, 美

国 Sigma Aldrich 公 司); 叶 酸 (folic acid, FA, 批 号

D27D11S135592)、Cel (98%, 批 号 P28M10F84300) 

(上海源叶生物科技有限公司); 1-乙基-(3-二甲基氨

基丙基) 碳二亚胺盐酸盐 [EDCI, 批号 WG0019757-

170409001, 韶远化学科技 (上海) 有限公司]; 1-羟基苯

并三唑 (HoBt, 批号KCEBI26, 北京伊诺凯科技有限公

司); IR808 (99%, 批号 IR808-202001, 上海凯瑜琳医药

科技有限公司); MD34-7000D透析袋 (北京索莱宝科技

有限公司); 娃哈哈水 (娃哈哈集团有限公司); 二甲基亚

砜 (DMSO, 天津百伦斯生物技术有限公司); Hoechst 

33342 (北京拜尔迪生物技术有限公司); YF488-Annexin 

V/PI凋亡试剂盒 (北京百瑞极生物科技有限公司); 激

光共聚焦培养皿 (无锡耐思生命科技股份有限公司)。

仪器 TU-1901紫外分光光度计 (北京普析通用

仪器有限责任公司); LGJ-10真空冷冻干燥机 (北京松

源华兴科技发展有限公司); AVANCE Ⅲ HD 700 MHz

核磁共振波谱仪 (德国 Bruker 公司); LS45 荧光光谱

仪、13UV003激光共聚焦显微镜 (美国 PerkinElmer公

司); Sorvall ST 8R 高速冷冻离心机 (美国 Thermo 公

司); Malvern Zetasizer Nano-ZS动态光散射粒度仪 (英

国 Malvern Instruments公司); SIGMA 300场发射扫描

电镜 (德国Zeiss公司); JEM-2100透射电子显微镜 (日

本 JEOL 公司); A00-1102 流式细胞仪 [贝克曼库尔特
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商贸 (中国) 有限公司]。

细胞 RAW264.7细胞 (中国科学院细胞库)。

FA-PAMAM-IR808 偶联物的合成 合成路线

如图 1 所示。称取 FA (4.5×10-3 mmol)、EDCI (22.66×

10-3 mmol) 和 HoBt (22.66×10-3 mmol) 于圆底烧瓶中 , 

以二甲基甲酰胺 (DMF) 和 DMSO 溶液 (3∶1) 为溶剂

溶解, 室温避光搅拌 2 h活化 FA羧基。PAMAM (0.9×

10-3 mmol) 溶解于DMSO中, 加入到上述反应液中, 在

室温下避光搅拌 24 h。反应结束后 , 将反应液透析

24 h, 除去未反应的 FA 及催化剂 , 过 0.22 µm 微孔滤

膜 , 冻干即得 FA-PAMAM 偶联物。随后 , 称取 IR808 

(3.6×10-3 mmol) 溶解于DMSO中, 按上述反应条件活化

2 h, 加入 DMSO 溶解的 FA-PAMAM (0.72×10-3 mmol) 

继续搅拌 24 h。反应结束后, 透析除去未反应的 IR808

及催化剂, 过0.22 µm微孔滤膜, 冻干即得FA-PAMAM-

IR808偶联物[18]。采用核磁共振仪 (1H NMR)、紫外-可

见分光光度计 (UV-Vis)、荧光光谱仪 (FS, Em = 780 nm/

Ex = 808 nm) 对共价偶联物化学结构进行确证。建立

FA和 IR808的 UV-Vis含量测定方法并进行方法学考

察, 确定各分子连接数量。

FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物的制备 精密

称取过量的Cel (3.07×10-3 mmol) 于反应瓶中, 加10 mL

甲醇溶解, 再向反应瓶中加入甲醇溶解的FA-PAMAM-

IR808偶联物 (0.61×10-3 mmol), 室温下避光搅拌过夜, 

反应液旋干, 加水复溶, 9 000 r·min-1离心 30 min, 取上

层清液, 过0.22 µm微孔滤膜, 冻干。

载药量 通过 HPLC 建立 Cel 定量方法 , 并测定

FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物中Cel的负载量, 测

定条件及方法如下。

色谱条件 使用 Kromasil C18 色谱柱 (4.6 mm × 

150 mm, 5 μm), 流动相为甲醇-1%乙酸 (90∶10), 流速

1.0 mL·min-1, 柱温25 ℃, 检测波长422 nm[19]。

对照品溶液制备 精密称取Cel 5.0 mg, 甲醇溶解

并定容至 10 mL量瓶中, 得到 0.5 mg·mL-1的对照品母

液, 精密移取 1 mL对照品母液, 定容到 50 mL量瓶中, 

得 10 µg·mL-1的对照品储备液。分别精密移取对照品

储备液 0.5、1、2、4、6、8 mL, 定容至 10 mL量瓶中, 得到

质量浓度分别为 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 µg·mL-1的系

列对照品溶液。

载药量测定方法 精密称取过量的Cel于反应瓶

中, 加 3 mL甲醇溶解, 再向反应瓶中加入甲醇溶解的

纳米复合物, 室温下搅拌过夜, 反应液旋干, 加水复溶, 

9 000 r·min-1离心 30 min, 取沉淀, 加色谱甲醇溶解, 过

0.22 μm微孔滤膜, 按上述色谱条件进行测定, 记录峰

面积, 根据标准曲线计算未负载的药物量, 计算方法如

公式 (1)。

载药量 = (投料量 − 未负载量/纳米复合物量) × 100%

(1)

粒径、电位及形态 纳米复合物 (5 mg·mL-1) 分散

于超纯水中 , 0.22 μm 微孔滤膜过滤 , 采用 Malvern 

Zetasizer Nano-ZS动态光散射粒度仪测定纳米复合物

的粒径、电位。采用扫描电子显微镜 (SEM) 和透射电

子显微镜 (TEM) 观察纳米复合物的形态。

稳 定 性 将 FA-PAMAM-IR808、FA-PAMAM-

IR808/Cel分散于 pH 7.4磷酸盐缓冲液 (PBS), 质量浓

度为 5 mg·mL-1, 于室温放置 , 采用 Malvern Zetasizer 

Nano-ZS动态光散射粒度仪测定 7天内纳米复合物的

粒径和多分散系数 (polymer dispersity index, PDI)。

光热转化效率 吸取 200 µL 不同浓度的 FA-

PAMAM-IR808/Cel 水 溶 液 ( 以 IR808 计 为 5、10、

20 µmol·L-1) 于不透光 96孔板中, 以水为空白对照, 用

808 nm功率为 1.5 W·cm-2的激光照射 600 s, 每 60 s记

录 1次温度变化, 并用相同方法测定其 (以 IR808计为

10 µmol·L-1) 在 3种不同功率 (1.5、1、0.5 W·cm-2) 激光

Figure 1　Schematic diagram of the synthetic route of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex. FA: Folic acid; PAMAM: Polyamide-

amine dendrimer; Cel: Celastrol

·· 552



荆紫琪等: 靶向叶酸受体和线粒体的载雷公藤红素PAMAM纳米递药系统构建及体外抗炎作用

照射下的温度变化。

体外释药 采用透析法对 Cel 及 FA-PAMAM-

IR808/Cel 的体外释放行为进行考察。配制 pH 5.0、

7.4、8.8的PBS溶液作为释放介质, 精密称取Cel及FA-

PAMAM-IR808/Cel 溶于相应的释放介质中 , 得质量

浓度为 1 mg·mL-1的含药溶液 (以 Cel 计)。精密移取

1.0 mL于透析袋中, 将透析袋的两端用细线扎紧, 然后

浸没于 50 mL 离心管中 , 放置于恒温水浴振荡箱中 

(37 ℃、100 r·min-1)。分别于放置后 10、15、30、45 min, 

1、2、4、8、12、24、36、48、60、72 h取1.0 mL释放介质, 过

0.22 μm 微孔滤膜, 采用 HPLC 测定 Cel浓度 Cd, 与此

同时补加 1.0 mL新鲜的释放介质至原释放介质中, 使

释放介质总体积保持不变, 按公式 (2) 计算校正浓度

Cc, 按公式 (3) 计算累积释放率F(t), 其中Wt为载药偶

联物中Cel含量。

Cc = Cd + 1/50∑i = 1

n = 1Cd (2)

F ( t ) =
Cc × 50

Wt
× 100% (3)

叶酸受体靶向性 激光共聚焦培养皿中以5×104个

细胞/皿密度接种RAW264.7细胞, 待细胞融合到 80%, 

用PBS冲洗3次, 加入PAMAM-IR808/Cel、FA-PAMAM-

IR808/Cel溶液 (以 IR808 计浓度为 4 µmol·L-1)。培养

4 h后, 用 PBS冲洗 3次, 然后加 1 mL PBS或无血清培

养液, 将培养皿置于激光共聚焦显微镜下观察拍照, 评

价不同药物细胞摄取情况。

此外 , 配制 2 种浓度 FA-PAMAM-IR808/Cel 溶液 

(1、2 µmol·L-1), 固定摄取时间, 观察给药 4 h后细胞摄

取情况 ; 固定药物浓度 , 观察给药 4、8 h 后细胞摄取

情况。

线粒体靶向性 取对数生长期 RAW264.7 细胞 , 

加入 3 mL含纳米复合物的培养基 (以 IR808计浓度为

4 µmol·L-1), 与细胞共孵育 8 h, 随后用移液枪小心将含

纳米复合物的培养液移出 , 细胞用预冷的 PBS 洗涤

3 次, 除去未被细胞摄取的纳米复合物。然后加入浓度

为 50 nmol·L-1的 MitoTracker Green 线粒体荧光探针 , 

在培养箱中避光孵育 30 min; 再加入 1 mL 的 Hoechst 

33342 (10 µg·mL-1) 细胞核荧光探针 , 继续避光孵育

20 min, 之后细胞用预冷的 PBS 洗涤 3 次除去游离染

料。置于激光共聚焦显微镜下观测不同荧光在细胞内

的分布, 并进行相关分析。

细胞毒性 实验分组: 共价偶联物组、Cel原药组 

(±NIR)、PAMAM-IR808/Cel纳米复合物组 (±NIR)、FA-

PAMAM-IR808/Cel纳米复合物组 (±NIR)。RAW264.7

细胞培养在96孔板中, 以1×105个细胞/孔的密度种板。

24 h后, 加入药液 (以Cel计 0.25～25 µmol·L-1) 与细胞

共孵育 24 h, 细胞用预冷的 PBS 洗涤 3 次 , 加入新鲜

培养基 , 继续培养 24 h。对于近红外光照射组 , 细胞

洗涤后加入新鲜培养基 , 用 808 nm 激光照射 10 min 

(1.5 W·cm-2), 继续培养 24 h。培养结束后弃掉培养基, 

每孔加入 100 μL 0.5 mg·mL-1 MTT 溶液, 并放入培养

箱中继续孵育 4 h, 取出 96孔板, 用移液枪移去各孔内

培养基, 并加入 150 μL DMSO, 用酶标仪测定 490 nm

处各孔吸光度 (A) 值 , 以未加药孔为对照 , 按照公式 

(4) 计算细胞存活率。

存活率 (% ) =
实验组A值
对照组A值

× 100%            (4)

细胞凋亡 采用YF488-Annexin V/PI双染法检测

细胞凋亡。RAW264.7细胞于6孔板培养, 每孔1×106个

细胞。24 h后, 用 1 mL 5 µmol·L-1药物溶液 (以Cel计

算) 孵育 24 h, 小心移去药液 , 然后用预冷 PBS 洗涤

3 次 , 对于近红外光照射组 , 用 808 nm 激光照射 10 

min (1.5 W·cm-2), 加入新鲜培养基, 继续孵育24 h。孵育

结束后用不含 EDTA 的胰酶消化, 1 800 r·min-1离心 5 

min, 预冷的 PBS冲洗 2次, 然后加入 100 μL PBS重悬

细胞, 每管加入 5 μL YF488-Annexin V和PI工作液, 室

温下避光孵育 10～15 min, 孵育结束后加入 400 μL 

PBS, 流式细胞仪检测。

FA-PAMAM-IR808/Cel 纳米复合物对细胞炎症

因子的调节作用 将RAW264.7细胞以5×105个/孔的密

度接种于 24孔板中, 培养 24 h后弃旧培养基, 分别加

入以完全培养基稀释的各浓度药物 (根据MTT细胞活

力实验, 选择以 Cel计浓度为 0.25、0.50、1.00 μmol·L-1

的纳米复合物溶液), 并设置空白组、LPS 模型组、Cel

组、PAMAM-IR808/Cel (±NIR) 组、FA-PAMAM-IR808/

Cel (±NIR) 组, 其中Cel组、PAMAM-IR808/Cel (±NIR) 

组、FA-PAMAM-IR808/Cel (±NIR) 组设高、中、低浓

度, 每个浓度设3个复孔。药物作用细胞4 h后, 加入含

1 μg·mL-1 LPS的DMEM培养基, 孵育 48 h[20]。培养结

束后, 收集上清培养液, 3 500 r·min-1离心 10 min, 取上

清液用 ELISA 试剂盒测定 TNF-α、IL-1β、IL-6 因子及

一氧化氮 (NO) 含量。

统计学分析 使用 SPSS 17.0软件通过单因素方

差分析对数据进行统计学分析。实验数据以均数 ± 

标准差 (
-
x ± s) 表示, 比较组间差异, P < 0.05表示统计

学差异。

结果

1　FA-PAMAM-IR808共价偶联物化学结构表征

首先, 合成了可靶向叶酸受体和线粒体的共价偶联

物, 用于负载抗炎药物Cel。FA-PAMAM、FA-PAMAM-
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IR808的 1H NMR如图 2A所示, δH 2.0～3.5为 PAMAM

氢特征峰[21], 其中 δH = 2.20～2.35 ppm (H3), δH = 2.45～

2.53 ppm (H5), δH = 2.62～2.72 ppm (H4), δH = 2.91～

3.00 ppm (H1), δH = 3.10～3.20 ppm (H2), δH = 3.29～

3.36 ppm (H6)。 δH 7～8 为 FA、IR808 的芳香氢特征

峰[22]; 不同偶联物 UV-Vis扫描结果如图 2B 所示, FA-

PAMAM、FA-PAMAM-IR808均在 285 nm处显示叶酸

特征吸收峰, FA-PAMAM-IR808在808 nm处显示 IR808

特征吸收峰; 荧光光谱如图2C所示, FA-PAMAM-IR808

的荧光信号在808 nm处有与 IR808相同的最大发射波

长。因此, 从 1H NMR、UV-Vis及 FS检测结果可确定, 

FA、IR808均成功连接到PAMAM上。

2　FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物理化性质表征

2.1　载药量 　通过紫外分光光度法对 FA和 IR808连

接个数进行了定量分析。叶酸在最大吸收波长285 nm

处标准曲线回归方程为: y = 0.063x + 0.035, R2 = 0.996 

(图 3A); IR808在最大吸收波长 808 nm处标准曲线回

归方程为 : y = 0.113 8x − 0.006 9, R2 = 0.999 (图 3B)。

经计算 , 每个 FA-PAMAM-IR808 共价偶联物中 FA 和

IR808连接个数分别为1.60和4.55。

分别进样Cel对照品溶液和空白溶剂, Cel色谱峰

保留时间为 10.0 min且无其他干扰 (图 3C), 专属性符

合含量测定要求; Cel在 0.5～10 μg·mL-1的标准曲线回

归方程为 y = 13.839x − 5.764 9, R2 = 0.993, 线性良好, 

符合测定要求。经计算 , FA-PAMAM-IR808/Cel 中负

载Cel的含量为50.90%, 包封率为67.48%。

2.2　粒径、电位及形态表征 　通过动态光散射粒度仪

和扫描电镜对纳米复合物的粒径、电位和形态等物理

化学性质进行了表征。粒径、电位结果如图 3D、E所

示, FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物的粒径在 130～

160 nm, 平均电位在 1.0～3.5 mV; 从扫描电镜和透射

电镜结果可观测到其形态近为球形 (图3F、G)。

2.3　稳定性考察 　FA-PAMAM-IR808 偶联物和 FA-

PAMAM-IR808/Cel纳米复合物稳定性考察结果如图

3H所示, 室温下放置 7天, FA-PAMAM-IR808偶联物、

FA-PAMAM-IR808/Cel 纳米复合物的粒径在 130～

160 nm, PDI在 0.22～0.26, 在 7天内均无明显变化, 说

明 FA-PAMAM-IR808 偶联物和 FA-PAMAM-IR808/

Cel纳米复合物稳定性较好。

2.4　体外光热效应评价 　通过温度变化对FA-PAMAM-

IR808/Cel的体外光热效应进行评价。结果如图3I所示, 

在808 nm近红外光照射下温度变化呈现明显的浓度依

赖性和激光功率依赖性。FA-PAMAM-IR808/Cel (以

IR808计, 浓度为20 µmol·L-1) 使用激光功率为1.5 W·cm-2, 

照射时间为 600 s时, 温度可达 42.5 ℃, 说明可迅速将

808 nm的光能转化为热能, 已超过对细胞产生杀伤作

用的温度 (40 ℃)。

2.5　体外释药 　利用透析法对 Cel 及 FA-PAMAM-

IR808/Cel的体外释药行为进行评价, 结果如图3J所示, 

可看出Cel和 FA-PAMAM-IR808/Cel的体外释药行为

均呈现显著的 pH 依赖性, 随着 pH 增大, 释药速率加

快, 同时在碱性条件下, FA-PAMAM-IR808/Cel在 24 h

Figure 2　Structural characterization of the FA-PAMAM and FA-PAMAM-IR808 conjugates. A: Nuclear magnetic resonance hydrogen 

(1H NMR) spectrum of conjugates; B: Ultraviolet and visible (UV-Vis) spectrum of conjugates at concentration of 1 mg·mL-1; C: Fluorescence 

spectrum of conjugates at concentration of 10 μg·mL-1. Wavelength: Em = 780 nm, Ex = 808 nm. n = 6, 
-
x ± s
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内Cel几乎完全释放, 明显高于Cel原药。

3　细胞摄取

通过激光共聚焦显微镜考察了PAMAM-IR808/Cel

和FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物被细胞摄取的情

况, 结果如图 4所示, 修饰了 FA的纳米复合物相比于

不修饰 FA的纳米复合物, 其被RAW264.7细胞摄取的

能力显著增加, 说明造成细胞摄取增加的原因是通过

细胞表面过表达的FA受体对FA靶向配体的特异性识

别和转运作用; 此外, RAW264.7 细胞对 FA-PAMAM-

IR808/Cel的摄取具有浓度和时间依赖性的特点, 随着

共孵育时间和浓度增加, 细胞摄取增加 (图4)。

4　细胞靶向性研究

通过激光共聚焦显微镜观测各纳米复合物被摄取

进入细胞后的细胞内定位, 结果如图 5所示, IR808本

身呈红色荧光, 代表的是纳米复合物的分布情况; 细胞

核被Hoechst 33342荧光探针试剂标记成蓝色荧光; 利

用MitoTracker Green线粒体荧光探针试剂将线粒体标

记为绿色荧光。当 PAMAM 连接线粒体靶向基团

IR808后, 纳米复合物进入细胞后大多聚集到线粒体

部位, 具有明显的线粒体靶向性。

5　体外药效学研究

5.1　细胞毒性评价 　采用 MTT 法评价了空白载体、

Cel及各载药偶联物在不同条件下对RAW264.7细胞的

毒性作用。结果如图6A所示, 空白载体组FA-PAMAM-

IR808较 PAMAM、PAMAM-IR808在不同浓度下毒性

差异明显 (P < 0.05), 说明连接靶向基团FA后细胞毒性

增强。Cel 及 PAMAM-IR808/Cel、FA-PAMAM-IR808/

Cel对 RAW264.7细胞的增殖抑制作用均随浓度增加

而增大, 在无其他因素干扰下, 5～25 μmol·L-1浓度的FA-

PAMAM-IR808/Cel 和 PAMAM-IR808/Cel 比 Cel 原药

表现出更强的细胞毒性 (P < 0.05), 并且 FA-PAMAM-

IR808/Cel和 PAMAM-IR808/Cel的细胞毒性也有明显

Figure 3　Characterization of the physicochemical properties of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex. A, B: UV-Vis scanning spec‐

trum and standard curve of FA (A) and IR808 (B); C: UV-Vis scanning spectrum, chromatogram and standard curve of Cel; D: Particle size 

distribution graph of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex; E: Potential distribution graph of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex; 

F: Scanning electron microscope (SEM) image of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex; G: Transmission electron microscope (TEM) 

image of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex. Scale bar: 100 nm; H: Particle size and polymer dispersity index (PDI) change curves of 

the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex in 7 days; I: Temperature change curves of the FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex with 

different concentration after irradiation with different power density of near-infrared light (NIR); J: Drug release curve of the FA-PAMAM-

IR808/Cel nanocomplex. n = 6, 
-
x ± s
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差异 (P < 0.05); 在近红外光照射条件下 , PAMAM-

IR808/Cel、FA-PAMAM-IR808/Cel 的细胞毒性与正常

组相比明显增强 (P < 0.05), Cel的细胞毒性无明显变

化; 同时给予近红外光照射时, 在 20～25 μmol·L-1浓度

的 FA-PAMAM-IR808/Cel 和 PAMAM-IR808/Cel 显示

更强的细胞毒性, 并且强于Cel的细胞毒性 (P < 0.05) 

(图 6B、C)。Cel (±NIR)、PAMAM-IR808/Cel (±NIR)、

FA-PAMAM-IR808/Cel (±NIR) 的 IC50值分别为 18.19/

17.92、16.56/12.53、8.10/6.84 μmol·L-1 (图 6D)。在近红

外光照射下 , FA-PAMAM-IR808/Cel 的细胞毒性作用

是在正常条件下的 1.18倍, 是Cel的 2.66倍, 说明光热

治疗可显著增强细胞毒性, 增强抑炎效果。

5.2　细胞凋亡 　利用双染法评价了Cel和各纳米复合

物对细胞凋亡作用的影响, 结果如图 6E、F所示, 与空

白对照组相比, Cel及各纳米复合物的细胞凋亡率均显

著提高 , 在近红外光照射下 , FA-PAMAM-IR808/Cel 

(82.85%) 诱导细胞凋亡作用增强 (P < 0.05), 且高于

Cel, 显示最强的凋亡诱导作用 (P < 0.05)。其中近红

外光照射占主导作用, 表明通过化疗联合光热治疗可

增强诱导细胞凋亡作用。

6　FA-PAMAM-IR808/Cel对炎症因子的影响

通过ELISA法对TNF-α、IL-1β、IL-6和NO的含量

进行测定, 4种炎症因子的标准曲线如图 7A所示, 在

0.1～2.5 pg·mL-1时与吸光度值呈线性关系。用1 μg·mL-1

的LPS诱导RAW264.7细胞后, 细胞炎症因子TNF-α、

IL-1β、IL-6及NO的分泌水平明显高于对照组 (图 7B), 

说明已成功构建RAW264.7细胞炎症模型。各给药组

在和LPS共同孵育细胞 48 h后, 对不同因子的抑制效

果不同, 且显示出剂量差异 (图7C)。对TNF-α、IL-1β和

IL-6 因子的检测结果显示 , FA-PAMAM-IR808/Cel + 

NIR组与Cel组、FA-PAMAM-IR808/Cel组相比显著降

低了 RAW264.7 细胞分泌的 3 种因子的含量 (P < 

0.05)。对于NO而言, FA-PAMAM-IR808/Cel + NIR组

在 1.0 μmol·L-1时显示出与Cel组、FA-PAMAM-IR808/

Cel组的明显差异 (P < 0.05)。总之, 在高浓度下, FA-

Figure 4　 Confocal laser scanning microscope images of 

RAW264.7 cells after uptake different drugs (IR808, PAMAM-

IR808/Cel and FA-PAMAM-IR808/Cel, 4 μmol·L-1) for 4 h, and 

treatment of RAW264.7 cells with the FA-PAMAM-IR808/Cel 

nanocomplex at different concentrations and time points. Scale 

bar: 50 µm

Figure 5　Organelle localization images of RAW264.7 cells after uptake the IR808, PAMAM-IR808/Cel nanocomplex and FA-PAMAM-

IR808/Cel nanocomplex. Scale bar: 13 µm
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PAMAM-IR808/Cel纳米复合物在近红外光照射下使

LPS 诱导的 RAW264.7 细胞的 TNF-α、IL-1β、IL-6 和

NO分泌量明显降低, 说明FA-PAMAM-IR808/Cel能够

抑制炎症巨噬细胞中炎症因子的产生。

讨论

雷公藤制剂临床上主要用于治疗RA、强直性脊柱

炎和银屑病等免疫系统疾病。Cel作为中药雷公藤的

活性成分, 由于其广泛的抗肿瘤、抗炎、抗氧化等药理

活性而备受关注, 但其较差的溶解性和较强的不良反

应是制约其向临床转化的关键。本研究所构建的FA-

PAMAM-IR808/Cel纳米复合物, Cel主要是通过静电

作用吸附在 PAMAM 上 , 与其他 Cel 纳米制剂如脂质

体、胶束等通过物理包裹实现载药的机制不同, 其载药

量可高达 50.90%, 有效解决了Cel溶解性差的问题, 同

时使其具备 pH 响应的特点, 在线粒体基质碱性条件

下, 通过打破静电平衡实现快速释药, 减少在体内循环

和正常组织生理环境下的药物泄露。此外, 纳米复合物

利用巨噬细胞过表达 FAR介导的线粒体靶向作用, 可

显著提高细胞摄取, 将药物高效递送到作用靶标线粒

体, 极大提高了药效, 降低脱靶效应所致的全身毒性。

我国在几千年前已将热疗应用在“寒痹证”的治疗

中 , 借助热气进入体内 , 起到散寒驱邪、舒筋活络及

缓解疼痛等作用 , 结合现代科技的光热治疗因其时

空可控的优点, 已广泛应用于肿瘤等疾病的治疗[23], 于

风湿的治疗目前还处于探索之中 , 本研究所构建的

FA-PAMAM-IR808/Cel纳米复合物, 在经过 808 nm下

1.5 W·cm-2 的激光照射后 , 短时间内温度即可达到

42.5 ℃, 具有优良的光热转化效率。近红外光照射下, 

Figure 6　Cytotoxicity and apoptosis of Cel, conjugates and nanocomplex to RAW264.7 cells. A: Cell survival rate of empty carrier. *P < 

0.05 vs PAMAM; #P < 0.05 vs FA-PAMAM-IR808; B, C: Cell survival rate of Cel and nanocomplexes to RAW264.7 cells without (B) or 

with (C) NIR irradiation. *P < 0.05 vs Cel; #P < 0.05 vs PAMAM-IR808/Cel; D: Half maximal inhibitory concentration (IC50) of the Cel, 

PAMAM-IR808/Cel, FA-PAMAM-IR808/Cel nanocomplex with or without NIR irradiation. *P < 0.05 vs without NIR irradiation; E: Flow 

cytometer spot map of RAW264.7 cells after treatments with the Cel, PAMAM-IR808/Cel nanocomplex and FA-PAMAM-IR808/Cel nano‐

complex with or without NIR irradiation; F: Apoptosis analyses of flow cytometer spot map. *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs Cel. n = 6, 
-
x ± s
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纳米复合物对RAW264.7巨噬细胞的细胞毒性与诱导

细胞凋亡能力显著增强, 能消灭病变部位过度募集的

巨噬细胞, 减少炎症因子的释放, 从而减缓 FLSs对关

节的侵袭, 其在动物模型上的药效有待进一步验证。

综上所述 , 本研究构建的 FA-PAMAM-IR808/Cel

纳米复合物增加了 Cel的溶解性, 通过 FAR和线粒体

双重靶向作用, 以及Cel化学治疗和 IR808光热治疗的

联合作用, 提高了药效并降低了不良反应, 是一种极具

开发前景的纳米药物。
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