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双磷酸盐修饰多柔比星制备及体外抗肿瘤活性评估
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摘要: 本文以异型双功能交联剂 3-(2-吡啶二硫代) 丙酸N-琥珀酰亚胺酯为偶联剂, 采用化学交联法将多柔比星 

(doxorubicin, DOX) 与帕米膦酸钠偶联, 制备双磷酸盐修饰多柔比星 (bisphosphonate-modified doxorubicin, P-DOX)。

利用傅里叶变换红外光谱及紫外可见光谱对药物基团进行表征, 测定磷酸钙与改性前后药物的结合量, 表征药物的

体外骨靶向性, 同时评估药物在不同 pH值和半胱氨酸调控下的体外释放行为。最后, 将药物与成骨前体细胞、前列

腺癌细胞和骨肉瘤细胞共培养, 评价P-DOX对正常骨组织细胞活性的影响及对肿瘤细胞生长的抑制能力。红外光

谱分析表明, 成功合成了DOX/双磷酸盐复合物。磷酸钙吸附实验显示, 修饰后的DOX与羟基磷灰石的吸附率增加

了约 1 倍 , 并能实现在半胱氨酸富集环境及酸性环境下的有效释放。细胞共培养实验表明 , 与传统 DOX 相比 , 

P-DOX在成骨前体细胞中累积较少, 有效减少了化疗药物对正常骨组织细胞的毒性。并且, P-DOX能被肿瘤细胞

有效摄取, 能够有效抑制肿瘤细胞增殖、迁移及侵袭能力, 并促进肿瘤细胞凋亡、坏死。P-DOX的合成为治疗恶性

骨肿瘤提供了一种新的方案, 为开发更具靶向性的抗肿瘤药物提供了重要参考。
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Abstract: Using the heterobifunctional crosslinker 3-(2-pyridinedithio) propionate N-succinimidyl ester (SPDP) 

as a coupling agent, doxorubicin (DOX) was coupled with pamidronate sodium via a chemical cross-linking 

method to prepare bisphosphonate-modified doxorubicin (P-DOX). The obtained product was characterized by 

Fourier transform infrared spectroscopy and ultraviolet-visible spectroscopy. To evaluate the in vitro bone targeting 

of the drugs, the binding amount of drugs onto calcium phosphate was measured, and the in vitro drug release 

behavior was measured under different pH values and in the presence of cysteine. Finally, to evaluate the effect of 

phosphorylated doxorubicin on the cellular activity of normal bone tissue and its inhibitory ability on the growth of 
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tumor cells, the drug was co-cultured with osteogenic precursor cells, prostate cancer cells, and osteosarcoma cells, 

respectively. Infrared spectra analysis showed that DOX/bisphosphonate complex was successfully synthesized. 

The drug adsorption experiments showed that the adsorption rate of modified doxorubicin onto hydroxyapatite was 

increased by about one time, and effective release was achieved in a cysteine-rich environment and acidic 

environment. Cell co-culture experiments showed that compared with traditional doxorubicin, phosphorylated 

doxorubicin accumulated less in osteogenic precursor cells, effectively reducing the toxicity of chemotherapeutic 

drugs to normal bone tissue cells. In addition, phosphorylated doxorubicin could be effectively taken up by tumor 

cells, which effectively inhibit the proliferation, migration, and invasion of tumor cells, and promote apoptosis and 

necrosis of tumor cells. Thus, the synthesis of doxorubicin-bisphosphonate conjugates provides a new solution for 

the treatment of malignant bone tumors and provides an important reference for the development of more targeted 

antitumor drugs.
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骨肿瘤是一种发生在骨骼及其附属组织的肿瘤, 

按病理性质可分为良性和恶性两大类。良性骨肿瘤通

常具有良好的预后, 并且可以通过手术治疗来实现完

全康复。然而, 近年来恶性骨肿瘤, 特别是转移性骨肿

瘤的发病率不断上升, 其中以转移性前列腺癌和转移

性乳腺癌最为常见[1,2]。恶性骨肿瘤一旦发生, 常会导

致一系列与骨组织相关的并发症, 如骨质疏松、骨骼溶

解、肌肉萎缩及骨髓抑制等。这些并发症不仅会引起

持续的疼痛, 还可能导致骨折、压迫性骨髓瘤综合征、

贫血、感染及瘤栓形成等严重后果, 威胁患者健康[3]。

恶性骨肿瘤的治疗一般通过手术切除外加长时间全身

化疗, 但手术切除往往伴随骨骼结构受损, 并且残留的

肿瘤细胞可能引起复发和二次转移[4]。另一方面, 长

时间全身化疗药物的应用可能导致骨髓毒性、黏膜组

织损伤、脱发和心力衰竭 , 甚至可能导致多器官衰

竭[5]。因此, 开发具有较低毒副作用的骨靶向抗肿瘤

药物, 对实现恶性骨肿瘤的精准治疗并减轻机体损伤

具有重要意义。

多柔比星 (doxorubicin, DOX) 是一种蒽环类药

物, 于 1960年从凯撒链霉菌中分离出来, 并获得了美

国食品药品监督管理局 (FDA) 的临床批准[6]。作为一

种广谱抗肿瘤药物, DOX通过捕获共价结合的拓扑异

构酶 II诱导DNA损伤, 并生成大量活性自由基等方式

来抑制癌细胞的增殖和生存能力, 被广泛用于多种肿

瘤疾病的治疗, 如骨肉瘤、血癌及淋巴癌等[7]。但长期

使用DOX往往会导致心脏毒性反应, 在癌症患者尤其

是晚期患者中, 这种毒性反应表现得更加明显。常见

的心脏毒性反应包括心律失常、心电图紊乱、左心室射

血分数降低、心室颤动、心脏重构等, 严重的并发症还

可能包括充血性心力衰竭, 甚至导致患者死亡[8,9]。因

此, 提升DOX的使用效率, 减轻其全身毒副作用显得

尤为关键。

在以往的研究中 , 通常采用简单吸附的方法将

DOX与纳米载体结合, 实现药物的局部缓释, 以减少

全身毒副作用, 提高抗肿瘤能力[10]。然而, 这种方法在

药物释放的初期往往会出现突释现象, 同时也难以有

效地将药物集中在骨骼周围[11]。因此, 研发具有骨靶

向性质的化疗药物实现药物在病灶局部的聚集, 从而

有效避免药物产生的全身毒性显得愈发重要[12]。长久

以来, 双磷酸盐被广泛用于临床骨科疾病治疗, 如骨质

疏松症、骨髓瘤、骨转移瘤、Legg-Perthes病、恶性甲状

旁腺功能亢进症等[13,14]。另一方面, 双磷酸盐分子中

含有两个磷酸基团, 可与磷酸钙中的钙离子形成络合

作用, 表现出对骨组织高度亲和的特性, 使得双磷酸盐

在骨靶向药物递送领域也得到了广泛应用[15]。此外, 

研究表明, 双磷酸盐还能通过阻止受体活化的核因子

κ配体释放, 抑制骨肿瘤细胞生长及破骨细胞活性, 从

而阻断骨肿瘤的恶性循环, 有效减少骨溶解、病理性骨

折、骨质疏松等骨相关事件的发生[16,17]。因此, 本研究

拟将DOX与双磷酸盐偶联, 以提高DOX与磷酸钙基

质或骨组织的结合能力, 从而实现对骨肿瘤周围区域

化疗药物的有效释放。

材料与方法

材料 盐酸多柔比星、N-乙基马来酰亚胺、二甲基

甲酰胺、3-(2-吡啶二硫代) 丙酸N-琥珀酰亚胺酯 [3-(2-

pyridyldithio) propionic acid N-succinimidyl ester, SPDP]、

帕米膦酸钠、2-亚氨基硫杂环戊烷盐酸盐 (D107159、

N131907、D112003、S164298、P129944、I106793, 上海

阿拉丁生化科技股份有限公司); Tris缓冲溶液、结晶

紫染液 (T1010、G1062, 北京索莱宝科技有限公司); 

40 g·L-1多聚甲醛、CCK-8 试剂盒、丙啶碘 (propidium 

iodide, PI)、钙 黄 绿 素 (calcein acetoxymethyl ester, 

Calcein-AM)、细 胞 活 性 与 细 胞 毒 性 检 测 试 剂 盒 
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(P0099、C0038、C2015M, 上海碧云天生物技术有限公

司); Matrigel 基 质 胶 (356234, 美 国 Corning 公 司); 

Annexin V-APC/DAPI 细胞凋亡检测试剂盒 (E-CK-

A258, 武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司); 小鼠成

骨前体细胞 (MC3T3-E1)、人骨肉瘤细胞 (MG-63)、小

鼠前列腺癌细胞 (RM-1) (中国科学院上海库)。

仪器 傅里叶红外光谱仪 (Nicolet 6700, 美国赛

默飞公司); 紫外分光光度仪 (7230G, 上海精密科学仪

器有限公司); 荧光倒置显微镜 (DMi8, 德国徕卡公

司); 流式细胞仪 (FACS Calibur, 美国碧迪公司); 酶标

仪 (ST-360, 上海科华实验系统有限公司)。

制备偶联帕米膦酸钠的 DOX 药物 首先 , 将 N-

乙基马来酰亚胺溶解于二甲基甲酰胺中, 得到浓度为

100 mmol·L-1的溶液。随后, 取含有 1 mg·mL-1 DOX的

Tris缓冲液 10 mL, 与 20 mL N-乙基马来酰亚胺溶液混

合反应 30 min。同时, 配制 50 mmol·L-1 SPDP 二甲基

甲酰胺溶液。DOX溶液经孵育后离心, 再加入 10 mL 

SPDP溶液, 继续反应 2 h, 之后在磷酸盐缓冲液 (PBS) 

中透析, 以去除未反应的试剂。另一方面, 将帕米膦酸

钠 (20 mmol·L-1) 的Tris缓冲液与等体积的 2-亚氨基硫

杂环戊烷盐酸盐 (100 mmol·L-1) 的Tris缓冲液混合, 并

反应2 h, 进行硫醇化处理。最后, 将经过SPDP处理的

DOX溶液与硫醇化的帕米膦酸钠溶液等体积混合反

应 1 h, 之后用去离子水透析去除未反应的试剂。收集

透析后的溶液, 经过离心和冷冻干燥, 最终得到双磷酸

盐修饰多柔比星 (bisphosphonate-modified doxorubicin, 

P-DOX)。上述所有反应均在室温下进行 (合成路线1)。

利用傅里叶红外光谱和紫外可见光谱对药物修饰前后

进行表征。

P-DOX骨靶向性及体外释放表征

P-DOX 和 DOX 的标准曲线 用电子天平称取

P-DOX 和 DOX 各 1 mg, 溶解于 pH 8.8 的 Tris 缓冲液

Scheme 1　Synthetic schematic diagram of P-DOX prepared by chemical crosslinking method using SPDP as a coupling agent. DOX: 

Doxorubicin; P-DOX: Bisphosphonate-modified doxorubicin; SPDP: 3-(2-Pyridyldithio) propionic acid N-succinimidyl ester
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中, 再将母液按一定比例进行稀释。利用紫外分光光

度计对药物修饰前后进行全谱扫描。再根据扫描结

果, 分别测量P-DOX在 500 nm和DOX在 536 nm处的

吸光度值, 计算药物浓度。

药物与羟基磷灰石结合能力表征 为验证P-DOX

在体外的骨靶向性, 首先, 按照文献[18]的方法制备了

10 mg 的羟基磷灰石微球 ; 接着 , 将这些微球分别加

入到装有 5 mL P-DOX 和 5 mL DOX (质量浓度均为

100 µg·mL-1) 的离心管中 , 在 100 r·min-1 的震荡速率

下, 持续震荡 3 h; 随后, 使用高速离心 (7 000 r·min-1、

10 min) 的方法将微球与溶液分离, 并对微球进行洗涤; 

最后, 采用多功能酶标仪测定溶液上清液吸光度值并

用标准曲线换算为浓度, 根据公式 (1) 计算药物浓度。

Cdrug = [(C1 − C0)/C1] × 100% (1)

其中, Cdrug为药物浓度; C1为不含羟基磷灰石的药

物浓度; C0为含羟基磷灰石的上清液药物浓度。

药物释放 配制 10 mL 含有 10 mmol·L-1半胱氨

酸的 pH 7.4的Tris缓冲液及 pH 7.4、pH 6.5的不含半胱

氨酸的Tris缓冲液, 模拟人体正常生理环境及肿瘤组

织微环境[19]。在缓冲液中加入 10 mg的药物负载磷酸

钙, 置于 37 ℃下进行恒温振荡。于预定时间取样上清

液, 并测定药物的浓度。

P-DOX 的细胞生物学性能评价 小鼠成骨前体

细胞系MC3T3-E1使用含有 1%双抗和 10%胎牛血清

的 α-MEM培养基进行培养。人骨肉瘤细胞系MG-63

使用含有1%双抗和10%胎牛血清的DMEM高糖培养

基进行培养。小鼠前列腺癌细胞系 RM-1 使用含有

1%双抗和 10%胎牛血清的 1640培养基进行培养。当

细胞密度达到培养皿容积的70%～80%时, 使用0.25%

胰酶进行消化, 并进行细胞计数。

CCK-8 法检测各组细胞毒性 将 MC3T3-E1、

MG-63和RM-1细胞分别以每孔 8×103、5×103和 5×103

个的密度接种于 96 孔板中 , 于恒温培养箱中进行孵

育 (37 ℃、5% CO2)。培养 12 h后, 更换不含药物的完

全培养基、含有 10 µg·mL-1 P-DOX的完全培养基和含

有10 µg·mL-1 DOX的完全培养基。

MC3T3-E1细胞接种 1、3和 5天, 采用CCK-8法测

定MC3T3-E1细胞的增殖情况。MG-63和RM-1细胞

接种 1、2和 3天, 采用CCK-8法测定MG-63和RM-1细

胞的增殖情况。具体方法如下: 弃去旧培养基, 用无菌

PBS对每孔进行3次洗涤; 然后, 将200 µL的CCK-8试

剂与培养基混合 (体积比 1∶9), 加入每孔中, 在 37 ℃、

5% CO₂条件下孵育 1 h, 孵育后, 取每孔的 100 µL待测

液, 使用酶标仪在 450 nm波长下测量其吸光度值。根

据公式 (2) 计算细胞活力。

细胞活力 = [(Aa − Ab) / (Ac − Ab)] × 100% (2)

其中, Aa为实验组的吸光度值; Ab为空白组的吸光

度值; Ac为对照组的吸光度值。

活\死细胞染色表征细胞活性 将MC3T3-E1、MG-

63和 RM-1细胞以每孔 1×105个的密度接种入 24孔板

中 , 培养 12 h 后 , 更换不含药物的完全培养基、含有

10 µg·mL-1 P-DOX的完全培养基和含有 10 µg·mL-1 DOX

的完全培养基。细胞接种第3天, 根据PI和Calcein-AM

细胞活性与细胞毒性检测试剂盒的说明进行染色

操作, 去除培养基, 并用 PBS溶液清洗 3次, 加入 PI和

Calcein-AM 溶液染色, 染色 15 min, 去除染液并用 PBS

溶液清洗3次, 置于倒置荧光显微镜下进行观察。

药物被细胞摄取的情况 将MG-63和RM-1细胞

以每孔 1×105个的密度接种到 24孔板中, 孵育 12 h后, 

更换不含药物的完全培养基、含有 10 µg·mL-1 P-DOX

的完全培养基和含有 10 µg·mL-1 DOX的完全培养基。

继续培养 6 h后, 去除培养基, 并用PBS溶液清洗 3次。

加入 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 (4′,6-diamidino-2-phenyl‐

indole, DAPI) 染色溶液 , 染色 15 min, 去除染液并用

PBS溶液清洗3次, 将孔板放置于荧光显微镜下观察。

划痕实验评估药物对MG-63和RM-1细胞迁移能

力的影响 将 MG-63和 RM-1细胞以每孔 3×105个的

密度种植于6孔板中, 培养24 h后, 垂直于孔板平面, 在

细胞层用1 mL枪头作宽为0.5 cm的细胞划痕。划痕完

成后用PBS清洗3次, 去除脱落细胞。更换不含药物的

完全培养基、含有 10 µg·mL-1 P-DOX的完全培养基和

含有10 µg·mL-1 DOX的完全培养基, 分别于0和48 h在

显微镜下观察拍照记录, 运用 Image J软件分析结果。

Transwell实验评估药物对MG-63和RM-1细胞侵

袭能力的影响 首先, 将基质胶与无血清培养基按照

1∶5 体积比于冰面混合 , 取 50 μL 混合液加入上室平

铺 , 置于 37 ℃培养箱中孵育 1 h, 使基质胶成膜。将

MG-63和RM-1细胞置于不含药物的无血清培养基、含

有10 µg·mL-1 P-DOX的无血清培养基、含有10 µg·mL-1 

DOX的无血清培养基中, 以每孔 5×104个的密度种植

于上室。向每个处理组的下室中加入600 μL含30%血

清的培养基, 培养 48 h后取出上室, 去除原培养液, 用

棉签擦净上室表面的细胞, 浸入 40 g·L-1多聚甲醛中固

定 0.5 h, 再用 0.1%结晶紫染色。用 PBS清洗后, 在显

微镜下观察并拍照记录, 运用 Image J软件分析结果。

利用流式细胞术检测 MG-63 和 RM-1 细胞凋亡 

将 MG-63和 RM-1细胞以每孔 3×105个的密度种植于

6孔板中, 培养箱中孵育 12 h后, 更换不含药物的完全

培养基、含有 10 µg·mL-1 P-DOX的完全培养基和含有

10 µg·mL-1 DOX的完全培养基。继续培养 48 h后, 用

·· 2327



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(7): 2324−2334

无EDTA的胰酶消化离心 (1 000 r·min-1、10 min), 收集

约 1×106个细胞。按照Annexin V-APC/DAPI细胞凋亡

检测试剂盒说明书操作评估各组细胞凋亡, 应用Flow 

Jo软件分析结果。

统计学方法 所有实验中数据分析均设置 3个独

立平行样, 采用GraphPad Prism 8.0.2软件分析实验数

据和作图, 组间两两比较采用Tukey检验, 多组间比较

采用单因素方差分析, 结果以
-
x ± s表示, P < 0.05则认

为差异有显著性意义。

结果

1　P-DOX的光谱分析与标准曲线

1.1　红外光谱 通过红外光谱分析发现, 与 DOX 相

比, P-DOX的红外光谱中出现了新的峰值, 分别位于

1 089 和 968 cm-1, 这两个峰对应于磷酸根 (PO₄³⁻) 的

不对称伸缩振动[20], 表明 P-DOX 中含有磷酸根基团 

(图 1A); 500 cm-1则为二硫键的特征吸收峰[21], 表明双

磷酸盐与DOX以二硫键的形式连接, 说明成功制备了

P-DOX。

1.2　紫外光谱 通过对药物进行紫外光谱全谱扫描

可知, P-DOX在 270、500、535 nm有吸收峰, 而DOX在

268、502、536 nm有吸收峰。P-DOX相比于DOX的各

吸收峰位置基本一致但吸收强度有所降低 (图 1B)。

这表明双磷酸盐修饰前后DOX的分子结构整体一致, 

但因双磷酸盐修饰, 导致其特征吸收峰强度变弱。

1.3　标准曲线 以药物浓度为横坐标 , 以 P-DOX 在

500 nm 和 DOX 在 536 nm 处的吸光度值作为纵坐标, 

在 Excel 中绘制出吸光度−浓度标准曲线 , 得到方程

ADOX = 1.571 55 x + 0.066 54 (R2 = 0.996 2), AP-DOX = 

0.896 54 x + 0.065 32 (R2 = 0.999 2) (图1C、D)。

2　P-DOX与磷酸钙结合及体外释放表征

P-DOX 与磷酸钙微球的结合率为 (77.4 ± 0.7)%, 

而DOX与磷酸钙的结合率仅为 (42.5 ± 0.1)% (图 2A)。

P-DOX对骨矿物的亲和力提升近 1倍。此外, 作者还

研究了 P-DOX在不同 pH的Tris缓冲液和含有半胱氨

酸的Tris缓冲液中的释放情况。药物释放实验结果显

示, 当溶液中不含半胱氨酸时, 在 pH 7.4的环境中药物

释放缓慢, 24 h内药物释放率波动小, 7天仅仅释放了 

(11.36 ± 1.56)%; 在pH 6.5的环境中药物释放较中性环

境加快 , 24 h 内药物释放率缓步提升 , 7 天共释放 

(30.95 ± 0.94)%; 在添加半胱氨酸的 pH 7.4的溶液中, 

药物释放速度显著提高, 24 h内药物释放率明显加快, 

24 h 即释放 (23.82 ± 1.19)% , 7 天累计释放量高达 

(64.52 ± 0.78)%, 是中性条件的5倍多 (图2B～D)。

3　体外细胞试验

3.1　P-DOX对MC3T3-E1、MG-63和RM-1细胞增殖

活力的影响 使用不含药物、含有 10 µg·mL-1 P-DOX

和含有 10 µg·mL-1 DOX 的完全培养基与 MC3T3-E1、

MG-63和 RM-1细胞进行共培养, 并利用 CCK-8对细

胞增殖情况进行检测并计算细胞活力 (图3)。

Figure 1　Structural characterization and standard curves of DOX and P-DOX. A: Fourier transform infrared spectroscopy of DOX and 

P-DOX; B: Ultraviolet-visible spectroscopy of DOX and P-DOX; C: Standard curves for DOX; D: Standard curves for P-DOX

Figure 2　The binding rate of P-DOX onto calcium phosphate microspheres and its release curves in different solutions. A: The binding 

rate of P-DOX and DOX with calcium phosphate microspheres; B: Total release of P-DOX in different solutions for 7 days; C: Release 

curves of P-DOX in different solutions for 24 hours; D: Cumulative release curves of P-DOX in different solutions for 1, 3, 5 and 7 days. 

n = 3, 
-
x ± s. ****P < 0.000 1
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根据结果显示, 随着时间的延长, 3种细胞对照组

均表现出良好的增殖行为。在P-DOX组中MC3T3-E1

细胞共培养第 5天的细胞活力为 65%、MG-63和RM-1

细胞共培养第 3 天的细胞活力分别为 47%、20%; 在

DOX组中MC3T3-E1细胞共培养第 5天的细胞活力为

10%, MG-63和RM-1细胞共培养第 3天的细胞活力分

别为 18%、1%。MC3T3-E1细胞中P-DOX组的细胞活

力明显高于 DOX 组 (P < 0.000 1); 随着时间的延长 , 

P-DOX和DOX两组的肿瘤细胞的细胞活力均逐渐降

低。综上所述, 相比于DOX, P-DOX显著降低了对正

常骨组织细胞的细胞毒性。同时, 尽管其对肿瘤细胞

的抑制效率略有下降, 但依然能够有效地抑制肿瘤细

胞的生长。

3.2　活\死细胞染色评估细胞活性 药物细胞共培养

第 3 天, 采用 PI和 Calcein-AM 进行染色, 并在荧光显

微镜下观察 (图 4)。MC3T3-E1细胞染色为扁平的多

角形细胞, 对照组中细胞呈现出良好的生长状态, 染色

后显示大片绿色, 偶尔出现零星的红色荧光; P-DOX

组中细胞生长状态较好, 染色后显示大片绿色, 红色荧

光较少呈散点状分布。DOX组中细胞数明显少于对

照组, 细胞生长状态较差, 染色后绿色荧光散点状分

布, 红色荧光较多。

MG-63 细胞染色后细胞呈梭形 , RM-1 细胞染色

后细胞呈念珠状。两种细胞对照组中细胞均呈现出良

好的生长状态, 染色后显示大片绿色, 偶尔出现零星的

红色荧光; 两种肿瘤细胞DOX组中活细胞数显著少于

对照组, 染色后绿色荧光呈散点状分布, 而红色荧光与

Calcein-AM染色的绿色活细胞荧光相重合; 两种肿瘤

细胞P-DOX组中肿瘤细胞明显少于对照组, 染色后绿

色荧光散在分布, 而红色荧光与Calcein-AM染色的绿

色活细胞荧光相重合。分析实验结果可知, 所观察到

的红色荧光可能源自两个方面: 一部分是PI标记的细

胞核发出的红色荧光; 另一部分则是化疗药物被细胞

吸收并分布于细胞内, 从而产生的红色荧光。

3.3　P-DOX在细胞内的摄取情况 为了解P-DOX和

DOX在肿瘤细胞内的吸收情况, 本文采用DAPI染色

来标记细胞核。同时, 由于 P-DOX 和 DOX 能自发红

色荧光, 因此可直接观察它们在细胞内的存在。高倍

镜下, 对照组中未观察到带有 DOX特征的红色荧光, 

仅存在DAPI标记的蓝色细胞核; 在 P-DOX组与DOX

组中, 同时观察到了红色和蓝色两种荧光信号 (图 5)。

红色荧光与蓝色荧光分布无明显差异, 红色荧光部分

Figure 3　Detection of different cell activity. A: MC3T3-E1 cells; B: MG-63 cells; C: RM-1 cells. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1

Figure 4　The results of live/dead staining in different cells. Scale 

bar: 200 μm
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显示出细胞的形态, 环绕着中间的蓝色细胞核, 这说明

P-DOX 与 DOX 都能被肿瘤细胞成功摄取, 并主要分

布在细胞质中。

3.4　各处理组对肿瘤细胞迁移的影响 更换培养基后, 

分别于0和48 h在显微镜下观察拍照记录 (图6)。48 h

时 MG-63 细胞对照组的划痕部分已被完全填充; 而

P-DOX组细胞划痕部分细胞较少 (图 6A), 且相对迁移

距离明显小于对照组 (P < 0.000 1, 图6B); DOX组细胞

划痕部分细胞少 (图 6A), 相对迁移距离明显小于对照

组 (P < 0.000 1, 图6B); DOX组细胞相对迁移距离小于

P-DOX组 (P < 0.000 1, 图6B)。48 h后RM-1细胞对照

组的划痕部分已被完全填充; 而P-DOX组细胞仍未完

成迁移 (图 6C), 相对迁移距离小于对照组 (P < 0.05, 

图6D); DOX组划痕部分迁移细胞少 (图6C), 相对迁移

距离小于对照组 (P < 0.000 1, 图 6D); DOX 组细胞相

对迁移距离小于P-DOX组 (P < 0.000 1, 图6D)。

3.5　各处理组对肿瘤细胞侵袭的影响 48 h染色处

理后可见, MG-63细胞对照组已有大量细胞穿过基质

胶, 细胞呈现为梭形 (图 7A); P-DOX组细胞侵袭数量

少, 相对侵袭细胞数量仅为对照组的 54% (P < 0.000 1, 

图 7B); DOX组细胞侵袭数量少, 相对侵袭细胞数量仅

为对照组的 15% (P < 0.000 1, 图 7B)。RM-1细胞对照

Figure 6　The migration results of tumor cells. A: MG-63 cell migration experiment; B: Statistics on the relative migration distance of MG-

63 cells; C: RM-1 cell migration experiment; D: Statistics on the relative migration distance of RM-1 cells. Scale bar: 200 μm. n = 3, 
-
x ± s. 

****P < 0.000 1

Figure 5　Fluorescence results of drug uptaken by tumor cells. A: 

MG-63 cell control group; B: MG-63 cell P-DOX group; C: 

MG-63 cell DOX group; D: RM-1 cell control group; E: RM-1 

cell P-DOX group; F: RM-1 cell DOX group. Scale bar: 25 μm
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组细胞大量侵袭至小室下方 , 细胞呈扁平的多角形 

(图 7C); P-DOX 组细胞侵袭数量少, 相对侵袭细胞数

量仅为对照组的 51% (P < 0.000 1, 图 7D); DOX 组细

胞侵袭数量少, 相对侵袭细胞数量仅为对照组的 10% 

(P < 0.000 1, 图7D)。

3.6　各处理组对肿瘤细胞凋亡的影响 将不含药物

的完全培养基、含有 10 µg·mL-1 P-DOX的完全培养基

和含有10 µg·mL-1 DOX的完全培养基与MG-63细胞和

RM-1 细胞进行共培养。共培养 48 h 后使用 Annexin 

V-APC/DAPI 细胞凋亡检测试剂盒进行检测, 并运用

Flow Jo软件进行结果分析 (图 8)。结果显示, 不论是

MG-63还是RM-1细胞, 对照组中细胞凋亡均较少, 细

胞主要为正常活细胞群; 而在P-DOX组中均有明显的

早期凋亡细胞群和晚期凋亡细胞群。且 P-DOX组凋

亡细胞明显多于对照组 (P < 0.000 1); 在DOX组中肿

瘤细胞大量凋亡, 细胞凋亡率最高 (P < 0.000 1)。

讨论

近年来, 恶性骨肿瘤的发病率不断上升, 而传统

的手术切除和全身化疗则存在着骨骼结构受损和全身

毒性大等问题。为了减轻患者的痛苦并提升抗肿瘤治

疗效果 , 本文使用异型双功能交联剂 SPDP, 将 DOX

与帕米膦酸钠相偶联, 成功制备出了一种对骨矿物有

良好亲和力的抗肿瘤药物——P-DOX。通过红外光

谱和紫外可见光光谱确认了磷酸根基团的成功接枝。

P-DOX与磷酸钙的结合显示出了高骨矿化物亲和力, 

同时实现了在还原态及酸性环境下的药物有效释放。

细胞共培养实验表明, 与传统DOX相比, P-DOX在成

骨前体细胞中累积较少, 有效减少了化疗药物对正常

骨组织细胞的毒性。此外, 两种形式的DOX都能被前

列腺癌细胞和骨肉瘤细胞有效摄取, 能够有效抑制肿

瘤细胞增殖、迁移及侵袭能力, 并促进肿瘤细胞凋亡、

坏死。P-DOX减少了对正常骨组织细胞的毒性, 同时

有效抑制了肿瘤细胞生长, 展现出对改善癌症治疗策

略的显著潜力。

在最近的研究中, 为实现局部输送高浓度的抗肿

瘤药物, 避免全身不良反应, 同时使骨骼再生, 从根本

上改善骨肿瘤的治疗, 各种生物材料已被测试用于递

送抗肿瘤药物, 尤其是DOX。Liu等[22]将DOX通过静

电相互作用与 nHA结合, 24 h结合率最高为 42%; Qiu

等[23] 通过氨基酸的开环聚合反应制备出了一种

VATANST多肽 (STP) 修饰、负载DOX的纳米颗粒, 通

过STP与肿瘤表面高表达的 vimentin特异性结合实现

肿瘤靶向性。此外, 许多临床和临床前研究表明双磷

酸盐不仅对骨吸收过度的疾病如佩吉特骨病、骨质疏

松症等展现出良好的抗骨吸收作用, 并且BPs的使用, 

如氯屈膦酸盐、帕米膦酸钠、伊班膦酸钠和唑来膦, 可

以对抗非转移性 (早期) 癌症 (主要是乳腺癌、前列腺

癌和肺癌) 患者的骨转移, 而在转移性 (晚期) 癌症患

者中, 它可以显著预防和推迟SREs, 降低死亡率, 已成

Figure 8　 Apoptosis staining results of tumor cells. A: Scatter 

plots of apoptosis of MG-63 and RM-1 cells; B, C: Total apoptosis 

rate of MG-63 and RM-1. n = 3, 
-
x ± s. ****P < 0.000 1

Figure 7　The results of cell invasion experiments of tumor cells. 

A, B: Cell invasion experiment and the relative number of MG-63; 

C, D: Cell invasion experiment and the relative number of RM-1. 

Scale bar: 100 μm. n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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为治疗肿瘤引起的高钙血症的首选药物[24,25]。本文将

双磷酸盐与DOX相偶联, 通过磷酸基团与钙离子的络

合反应有效提升了药物与骨矿物的结合率。相比改性

之前提升了 1倍, 结合更加稳固高效, 同时实现了针对

酸性、还原态微环境下的有效释放 (图9)[26]。

P-DOX 的合成过程包括以下几个步骤: 首先, 将

DOX侧链上的伯胺基与SPDP反应, 引入吡啶二硫基; 

然后, 通过 2-亚氨基硫烷与帕米膦酸钠上的氨基反应

生成巯基; 最后, 通过巯基与DOX的二硫键进行交换, 

完成 P-DOX的合成[27]。对 P-DOX进行傅里叶红外光

谱检测, 观察到 P-DOX中含有磷酸根、二硫键的形成, 

表明成功制备了由二硫键偶联的 P-DOX。接着, 利用

药物与羟基磷灰石的结合作为骨亲和力测试模型评估

了其骨靶向性。在磷酸根基团与钙离子的螯合作用

下 , P-DOX 与骨矿物的结合率相比于改性之前提升

了1倍。

在肿瘤微环境中, 存在着高水平的谷胱甘肽, 而半

胱氨酸是合成谷胱甘肽的重要原料之一, 参与维持氧

化还原平衡[28,29]。此外, 肿瘤组织的一个主要特征是

细胞外的酸性环境。这种酸化主要是由于肿瘤细胞通

过无氧糖酵解产生乳酸并释放到细胞外所致[30]。本实

验中, 当缓冲液中无半胱氨酸存在时, 中性溶液中药物

释放缓慢, 7天共释放 (11.36 ± 1.56)%, 而酸性溶液中

药物释放量明显提高, 7天共释放 (30.95 ± 0.94)%, 这

可能是由于酸性环境增加了羟基磷灰石的溶解度从而

促进了P-DOX的解离。而溶液中存在半胱氨酸时, 药

物的释放量较中性溶液增加 5 倍 , 7 天释放量高达 

(64.52 ± 0.78)%。在半胱氨酸的存在下, 由于其巯基会

使 P-DOX 中的二硫键断裂, 导致 DOX 与双磷酸盐发

生解离[31]。P-DOX这种针对肿瘤微环境的释药行为在

P-DOX结合支架植入人体后, 有望在骨肿瘤微环境中能

够保持有效释放并有效减轻对正常组织细胞的毒性。

CCK-8实验结果显示, 相较于 DOX, P-DOX对正

常组织的成骨前体细胞的毒性更小, 共培养至第 5天

时, 细胞活力高达 65%, 而同期DOX处理组的细胞活

力仅为 10%。此外, 虽然双磷酸盐修饰处理使DOX对

肿瘤细胞的抑制效果略有降低, 但它仍显著抑制了肿

瘤细胞的增长。第 3天的共培养中, MG-63和RM-1细

胞的细胞活力仅为 47% 和 20%。通过活/死细胞染色

和 DAPI 染色实验 , 发现无论是 P-DOX 还是 DOX, 被

细胞吸收后都主要分布于细胞质中, 呈现红色荧光。

两者均能有效被肿瘤细胞摄取, 从而影响肿瘤细胞增

殖。特别地, 在MC3T3-E1细胞中, P-DOX的内部积累

较少, 细胞生长状态良好, 红色荧光呈散点状分布; 而

DOX大量累积于细胞内, 细胞生长状态较差, 红色荧

光呈片状分布。在肿瘤细胞迁移、侵袭及凋亡实验中, 

尽管 P-DOX对肿瘤细胞的迁移和侵袭能力的抑制作

用有所减弱, 但仍能有效抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭, 

并促使癌细胞凋亡。分析实验结果显示, P-DOX表现

出了优良的生物相容性和抗肿瘤活性。这种优异特性

可能源于以下几个因素: 首先, 二硫键作为桥梁将双磷

酸盐与DOX连接起来, 形成的 P-DOX既保留了DOX

的抗肿瘤活性,  又具有磷酸根基团的靶向性;  此外,  研

究表明,  磷酸根基团对成骨前体细胞具有保护作用,  

P-DOX 在成骨前体细胞内的累积较少[32]; 另外, 由于

肿瘤细胞具有独特的代谢特性, 导致其更容易摄取化

疗药物。在转移性癌组织中, 化疗药物的摄取率甚至

可以达到正常骨组织细胞的数十倍[33]。

本研究利用交联剂 SPDP 成功制备了 P-DOX, 在

增强化疗药物骨靶向性的同时, 实现了针对酸性和还

原态环境的有效释放。细胞实验结果表明, P-DOX对

正常细胞具有低毒性特征, 同时还可实现对肿瘤细胞

的有效抑制, 为治疗骨肿瘤提供了一种具有靶向性和

低毒性的新策略。然而, 仍有较多问题有待解决, 首

先, 将DOX进行双磷酸盐修饰后, 虽然使药物具有了

靶向性, 降低了对正常细胞的毒性, 但相应的肿瘤细胞

抑制作用也有所降低, 这可能是因为磷酸化修饰消耗

了 DOX 分子结构上的碱性氨基 , 导致其抗癌作用减

弱; 其次, 磷酸化修饰后DOX分子质量增加, 而使在相

同质量浓度下的相对摩尔浓度降低, 在未来研究中, 可

以考虑提升 P-DOX浓度或将其与具有抗肿瘤活性的

纳米粒子结合, 以进一步增强其治疗效果; 另外, 本研

究的局限性在于尚未深入探讨 P-DOX在体内的骨靶

向性及其体内活性, 在未来的研究中将继续对这些方

Figure 9　 Schematic diagram of experimental principle. GSH: 

Glutathione; HA: Hydroxyapatite
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面进行探索。
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