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载血卟啉单甲醚电荷反转型纳米载体构建及评价 
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摘要: 构建具有电荷反转功能的纳米载体, 实现药物的溶酶体逃逸, 提高抗肿瘤效果。合成胆固醇−聚乙烯
亚胺−六氢邻苯二甲酸酐 (Chol-PEI-HHPA) 聚合物, 利用 1H NMR进行结构表征, 构建具有电荷反转功能的脂质
体 (Lipo-HHPA) 并负载声敏药物血卟啉单甲醚 (HMME), 考察 Lipo-HHPA-HMME 在不同 pH 条件下的电荷反
转情况, 利用 MCF-7 细胞研究载体的溶酶体逃逸及细胞毒性。结果显示, 所构建的 Lipo-HHPA 外观均匀, 平均
粒径为 102 nm, 在超声激发下可实现 HMME的突释; 当 pH从 7.4变为 4.5时, 其表面电位由−23.5 mV反转为  

+21.2 mV; 体外细胞实验结果显示, Lipo-HHPA可逃逸溶酶体降解, 提高 HMME的细胞毒性。以上结果表明, 电
荷反转型载体有利于增强药物的细胞毒性, 提高抗肿瘤效果。 
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Abstract: Charge-reversal nanocarrier was constructed to enhance lysosomal escape and improve antitumor 

effect.  We synthesized the cholesterol-polyethyleneimine-hexahydrophthalic anhydride (Chol-PEI-HHPA)     
polymer and characterized by 1H NMR.  The charge-reversal liposomes (Lipo-HHPA) were synthesized and the 
hematoporphyrin monomethyl ether (HMME) was loaded.  pH-triggered charge conversion was determined at 
different pH values.  The lysosomal escape and cytotoxicity of the Lipo-HHPA were evaluated in MCF-7 cells.  
The Lipo-HHPA was uniform with an average particle size of 102 nm.  Upon the irradiation of ultrasound,        
burst release of HMME could be observed.  The zeta potential of Lipo-HHPA changed sharply from negative 
(−23.5 mV) to positive (+21.2 mV) over the pH range of 7.4−4.5.  In the cellular uptake experiment, the        
lysosomal escape of Lipo-HHPA was observed.  HMME loaded Lipo-HHPA displayed obviously enhanced      
cytotoxicity towards MCF-7 cells.  These results indicate that the charge-reversal liposomes hold a great      
potential in improving the cytotoxicity and antitumor effect. 

Key words: charge conversion; lysosomal escape; hematoporphyrin monomethyl ether; sonodynamic        
therapy; targeted delivery     
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在药物靶向传递过程中, 要克服多重障碍, 包括
经过血液循环到达肿瘤部位、进入肿瘤细胞, 细胞内
溶酶体降解等。其中逃逸溶酶体降解是提高药物靶    
向传递效率的又一途径。阳离子聚合物 (polycation) 
如壳聚糖 (chitosan)、聚赖氨酸 (PLL) 和聚乙烯亚胺 
(PEI) 等, 在细胞内具有“质子海绵效应”, 可通过
吸收大量水分导致溶酶体破裂, 最终协助药物逃逸
降解, 进而实现高效递送 [1]。利用该原理已经实现

DNA[2]和 siRNA[3]等多种物质的递送, 但在传递过     
程中, 阳离子聚合物会与带负电的血浆蛋白结合导
致严重的凝血反应[4, 5], 同时还容易被巨噬细胞系统 
(RES) 识别并清除。因此, 如何解决这一矛盾成为提
高靶向效率的关键。具有电荷反转功能的聚合物的出

现, 为解决这一矛盾提供了可能。利用带负电化合物
对阳离子聚合物进行可逆修饰, 使其在血液中带负
电荷, 当到达肿瘤组织或癌细胞内后通过水解等方
法脱去负电化合物, 再生为阳离子聚合物, 即可实现
电荷反转[6, 7]。Xu 等[8]研究显示酰胺键的水解具有   
pH 依赖性, 其在 pH 5 时水解较快; pH 6 时较慢;     
pH 7.4环境下 60 h仅水解 50%。本文构建胆固醇−聚
乙烯亚胺−六氢邻苯二甲酸酐 (Chol-PEI-HHPA) 修
饰的脂质体, 当其进入溶酶体 (pH 4.5～5.5) 时 PEI
与 HHPA之间的酰胺键水解断裂, 促使 PEI再生, 从
而协助药物逃逸溶酶体, 提高靶向效率。 
 

材料与方法 
药品与试药   血卟啉单甲醚 (HMME, 上海笛

柏化学品有限公司); 六氢邻苯二甲酸酐 (HHPA, 国
药化学试剂有限公司); 聚乙烯亚胺 (PEI, MW 800)、

酰氯胆固醇 (阿拉丁试剂有限公司); 噻唑蓝 (MTT, 
Sigma 试剂公司); 人乳腺癌 MCF-7 细胞 (中国科学
院上海生化与细胞研究所); 其他试剂均为分析纯。 

仪器  超声治疗仪 (838A, 深圳圣祥科技有限
公司); 透射电子显微镜 (TEM, JEM-2100, 日本电子
株式会社); 酶标仪 (Thermo MK3, 美国热电公司); 
纳米粒径仪 (ZS90, 英国马尔文公司); 激光共聚焦
显微镜 (TCS SP5 II, 德国莱卡公司); 核磁共振光谱
仪 (AvanceⅡ 400MHz, 瑞士布鲁克公司); 紫外可见
分光光度仪 (UV-2450, 日本岛津公司)。 

Chol-PEI-HHPA 的合成  按照已有文献[9, 10]并

经修改后合成 Chol-PEI。具体步骤如下: 取聚乙烯   
亚胺 (PEI, 800 Da) 2 g 置于 50 mL圆底烧瓶中, 加    
二氯甲烷 20 mL 和三乙胺 0.2 mL, 冰浴中搅拌反应
30 min。称取酰氯胆固醇 2 g, 溶于 10 mL冰二氯甲
烷, 然后将其于 30 min 内缓缓滴加至上述 PEI 溶液    
中, 冰浴搅拌反应 12 h。反应完成后旋转蒸发除去有
机溶剂, 真空干燥后加入 0.1 mol·L−1 HCl 100 mL溶
解, 利用二氯甲烷萃取数次, 除去未反应的酰氯胆固
醇, 水溶液冻干后, 得 Chol-PEI产物。 

取 Chol-PEI 0.2 g与HHPA 0.6 g共溶于适量二甲
亚砜 (DMSO) 中, 在室温氮气保护下搅拌反应 48 h, 
反应完成后加入无水乙醚沉淀纯化数次, 将沉淀真
空干燥即得 Chol-PEI-HHPA, −20 ℃保存备用 (合成
路线图 1)。所得产物用氘代氯仿溶解后装入核磁管    
中, 室温下用核磁共振仪测定, 用 NUTS软件积分处
理数据。 

电荷翻转脂质体 (Lipo-TPP) 的制备及 HMME
的负载  载 HMME 脂质体的制备分两步, 首先制备 

 

 
Scheme 1  A schematic diagram showing the synthesis of cholesterol-polyethyleneimine-hexahydrophthalic  anhydride (Chol-PEI-HHPA) 
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空白脂质体, 再通过孵育进行载药。这主要是由于在
脂质体制备过程中需要进行超声分散, 而 HMME 在
超声过程中会产生活性氧, 进而氧化脂质导致脂质
体破坏。按照重量比 4∶1∶0.1 精密称取大豆磷脂、
胆固醇 (Chol)、Chol-PEI-HHPA溶于适量氯仿中, 加
入磷酸盐缓冲液 (PBS, pH 7.6) 后, 利用细胞超声破
碎仪超声 5 min, 形成乳浊液, 然后减压除去有机溶
媒, 微孔滤膜 (0.22 μm) 过滤后, 得到电荷反转脂质
体 (Lipo-HHPA)。用 Chol 代替 Chol-PEI-HHPA, 利
用相同方法制备普通脂质体。取少量脂质体滴于 200
目铜网, 经 1%  磷钨酸染色后, 利用 TEM进行观察。
样品经过稀释后, 利用激光粒径仪测定 Lipo-HHPA
的粒径分布。 

将所制备的电荷反转脂质体与 HMME 甲醇溶    
液 (300 μg·mL−1) 按照体积 1∶1混合后, 搅拌 2 h后
超速离心 (40 000 r·min−1) 30 min分离脂质体, 水洗     
3次后, 得载药脂质体, 标记为 Lipo-HHPA-HMME。
收集上清后, 通过紫外测定 HMME 浓度, 计算载药
量。载药普通脂质体 (Lipo-HMME) 的制备方法与
Lipo-HHPA相同。 

体外释放研究   取所得 Lipo-HHPA-HMME     
(含 HMME 50 μg) 1 mL, 经超声处理 3 min或不经     
超声处理后, 装入透析袋 (MWCO 10 kDa) 中, 置于
50 mL PBS (pH 7.4) 中, 继续搅拌 2 h (50 r·min−1), 
分别在 15、30 min, 1、2 h, 取出样品 1 mL, 同时补
充空白PBS 1 mL, 所取样品在 396 nm处测定吸光度, 
计算 HMME浓度及累计释放百分率。 

Zeta 电位反转研究  为了研究 HHPA 脱落对
Lipo-HHPA 表面电位的影响, 将 Lipo-HHPA 与不同
pH缓冲盐溶液共孵育后, 测定其 zeta电位。取 1 mL 
Lipo-HHPA与 2 mL不同 pH (7.4、6.5、5.5、4.5) 的
PBS于 37 ℃孵育 12 h, 完成后取 300 μL 溶液加入到
2 mL 相同 pH 的 PBS 中, 然后利用粒径电位仪测定
zeta电位。 

细胞培养  人乳腺癌 (MCF-7) 细胞用于载体的

细胞评价研究, 培养基为含 10%  胎牛血清和青霉素/
链霉素双抗的 RPMI 1640, 培养温度为 37 ℃, 培养   
环境为 5% CO2气体。 

Lipo-HHPA 的溶酶体逃逸研究  本研究的主要
目的为构建具有溶酶体逃逸功能的载体, 从而提高
其药物的递送效率。为此, 利用 LysoTracker 对溶酶
体进行标记, 通过激光共聚焦显微镜研究 Lipo-HHPA
的细胞内定位情况。首先, 将 MCF-7 细胞按照每孔

1×105细胞数接种于单孔细胞培养板中, 培养 24 h后, 
加入 Lipo-HHPA-HMME 及 Lipo-HMME (HMME 质
量浓度为 10 μg·mL−1), 孵育 4 h后, 用 PBS洗涤细胞
3次, 加入 LysoTracker Green 30 min后, 再洗涤 3次, 
经 Hoechst染色后加入 4%  多聚甲醛固定 30 min, 利
用荧光显微镜观察细胞并记录。 

空白载体毒性评价  采用MTT法测定空白脂质
体的细胞毒性, 具体方法如下: 将对数生长期MCF-7
细胞接种于 96 孔细胞培养板 (每孔 5×103 细胞数), 
待细胞完全贴壁后 , 每孔分别加入不同浓度的
Lipo-HHPA 空白脂质体, 使得脂质体的终质量浓度
为 5、10、20、50、100、200、500和 1 000 mg·mL−1, 
继续培养 24 h后, 将培养液换成新鲜培养基, 并加入
MTT溶液 (5 mg·mL−1) 31.5 μL, 4 h后吸出培养液, 
加入二甲亚砜溶液 200 μL, 10 min 后利用酶标仪在
570 nm处测定吸光度, 计算存活百分率。 

Lipo-HHPA-HMME的体外抗肿瘤效果评价  将
MCF-7按照空白脂质体毒性评价方法接种于 96孔板
后, 分别加入不同浓度的游离 HMME、Lipo-HHPA-     
HMME或 Lipo-HMME培养 4 h后, 分别用超声仪在
1.0 W·cm−2功率强度下超声 3 min, 继续培养 24 h, 以
未经超声的细胞作为对照, 按照上述 MTT 方法测定
细胞存活率。 
 

结果与讨论 
1  Chol-PEI-HHPA 的合成及表征 

通过 1H NMR 对化合物中氢核的化学位移进行
检测, 确定 Chol-PEI-HHPA的生成。图 1为 Chol-PEI-      
HHPA的 1H NMR图谱, 具体参数如下: 0.693 (CH3, 
cholesterol)、0.904 [(CH3)2, cholesterol]、0.919 (CH3, 
cholesterol)、1.072 (CH3, cholesterol)、1.216～2.021 
(CH2CH2和 CHCH2, cholesterol)、4.457 (=CH=CHC, 
cholesterol)、5.357 (=CH-C, cholesterol)、2.5～3.4     
(PEI) 和 1.92, 1.85, 1.53, 1.51 (HHPA)。以上结果证明
Chol-PEI-HHPA成功合成。 
 

 
Figure 1  The 1H NMR spectrum of Chol-PEI-HHPA 
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2  Lipo-HHPA的表征及载药量测定 
通过 TEM对制备的 Lipo-HHPA进行表征, 结果

见图 2。从图 2A 中可以看出, 所制备的 Lipo-HHPA
外观为类球形, 分散均匀, 粒径均一, 平均粒径约为
90 nm, 所得脂质体均为单室脂质体, 未见多层结构。
同时通过激光粒径仪测定脂质体的水合粒径, 记录
平均粒径及多分散系数, 从粒径分布图 (图 2B) 可以

看出, 所制备的脂质体粒径成正态分布, 平均粒径为
102 nm, 多分散性系数为 0.261。体外载药结果显示, 
HMME的载药量为 1.37%。 
3  Lipo-HHPA-HMME的体外释放考察 

由于脂质体的主要成分为磷脂, 对氧化较为敏
感, 被氧化后易导致脂质体结构的破坏及药物的释
放, 而HMME作为一种光敏剂, 同时也是声敏剂, 可
在超声的激发下产生活性氧, 氧化破坏脂质体。因     
此, 考察 Lipo-HHPA-HMME 在超声及非超声条件    
下的释放情况, 结果见图 3。在无超声激发的条件下, 
药物释放缓慢, 0.5 h释放 14.3%, 2 h释放 26.3%, 这
可能与 HMME为脂溶性药物、磷脂亲和性较强以及
在水中溶解度较小有关。经过 1.0 W·cm−2超声处理     
3 min后, 药物释放速率显著提高, 0.5 h释放 59.1%,      
2 h释放 70.3%。该结果表明, 超声可以激发 HMME
产生 ROS, 氧化破坏脂质体, 显著提高药物的释放速
率, 而这种触发释放对载体的体内特异性治疗具有
重要意义。 
4  Lipo-HHPA的电荷反转研究 

本文的主要目的为构建具有电荷反转功能的载

体, 以实现载体在酸性条件下从负电到正电的转变, 
载体在不同 pH条件下的表面 zeta电位变化情况见图
4。从图中可以看出, 在正常生理 pH条件下, 载体带
有负电荷, 表面电位为−23.5 mV。随着 pH 的降低, 
Lipo-HHPA的表面电位逐渐升高, 当 pH达到 4.5时, 
表面电位达到+21.2 mV。该结果是由于 PEI与 HHPA
所形成的酰胺键在酸性条件下快速水解, 从而导致 

 
Figure 3  The release of hematoporphyrin monomethyl ether 
(HMME) from Lipo-HHPA with or without the irradiation of 
ultrasound 
 

 
Figure 4  Zeta potential of Lipo-HHPA at different pH values 
 
HHPA 脱落, 使 Lipo-HHPA 表面所修饰的 Chol-PEI-    
HHPA 转变为 Chol-PEI, 由于 PEI 的强正电作用, 导
致表面电位升高。 
5  Lipo-HHPA在细胞溶酶体的逃逸研究 

为了进一步证实HHPA的脱落及其脱落对药物摄
取的影响, 考察了 Lipo-HMME与 Lipo-HHPA-HMME
经细胞摄取后的胞内分布情况, 结果见图 5。从图 5A
中可以看出, 普通 Lipo经过细胞摄取 4 h后, HMME
的荧光与溶酶体荧光基本重合, 表明普通 Lipo经细胞
摄取后主要存在于溶酶体中, 4 h后并未逃逸溶酶体。
从 Lipo-HHPA的摄取图 (图 5B) 中可以看出, HMME
荧光出现在溶酶体以外区域, 这表明 Lipo-HHPA在细
胞摄取 4 h后可从溶酶体中部分逃逸, 提示 Lipo-HHPA 

 

 
Figure 2  Transmission electron microscope (TEM) image (A) and particle size distribution (B) of HHPA mo-dified liposomes 
(Lipo-HHPA) 
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Figure 5  Fluorescent images of MCF-7 cells after incubation 
with HMME loaded liposomes (Lipo-HMME) (A) and HMME 
loaded HHPA modified liposomes (Lipo-HHPA-HMME) (B) for 
4 h.  The lysosomes were stained by LysoTracker Green, green-    
lysosomes; red-HMME.  Scale bar  = 10 μm 
 
具有更好的抗肿瘤效果。同时考察 Lipo-HHPA-HMME
的细胞经时摄取情况, 结果见图 6。从图中可以看出, 
随着摄取时间的延长, 药物的摄取量显著增加, 说明
Lipo-HHPA-HMME的摄取具有时间依赖性。 
6  Lipo-HHPA-HMME的体外细胞毒性研究 

在药物靶向传递过程中, 所使用的载体本身应
无毒、具有良好的生物相容性。因此, 首先考察空白
Lipo-HHPA 的体外细胞毒性 (图 7), 将不同浓度的
Lipo-HHPA与 MCF-7细胞孵育 24 h后, 并未对细胞
存活率产生显著影响, 当质量浓度高达 1 000 μg·mL−1, 
细胞存活率仍超过 90%, 这表明空白载体本身的细
胞毒性很小。 

Lipo-HHPA-HMME 在超声和非超声条件下的细
胞毒性结果见图 8。从图中可以看出, 在无超声激发
条件下 (图 8A), 游离 HMME、Lipo-HHPA-HMME
及 Lipo-HMME 均具有一定的细胞毒性, 这可能是由
于 HMME 作为光敏剂, 在实验过程中难以做到完全
闭光, 因此具有一定的毒性。相对于 Lipo-HMME,     
游离 HMME 具有更强的细胞毒性, 这可能是由于游
离药物更易进入细胞直接发挥作用, 被 Lipo 包裹的
HMME 毒性有所降低, 这可能也是临床应用中脂质
体药物毒性降低的原因。Lipo-HHPA-HMME 组相对  

 
Figure 6  Fluorescence microscopic images of MCF-7 cells after 
incubation with stained with Lipo-HHPA-HMME for 30 min, 2 h 
and 4 h 
 

 
Figure 7  The cytotoxicity of blank Lipo-HHPA 
 
于其他组具有更强的细胞毒性, 这可能是由于 Lipo-    
HHPA 协助 HMME 逃逸溶酶体降解, 从而发挥更强
的细胞毒性。 

超声触发后, 3 组药物的细胞毒性均显著增强 
(图 8B), 说明超声可激发 HMME产生 ROS导致更强
细胞毒性, 游离 HMME 相对于其他组毒性最低, 这
是由于脂质体在 ROS条件下迅速破坏, 导致 HMME
快速释放, 该结果与体外释放结果一致。Lipo-HHPA-     
HMME 组显示出最强细胞毒性, 表明逃逸溶酶体降
解可提高药物的抗肿瘤效果。从细胞形态图 (图 8C) 
可以看出, 未经处理的细胞伸展良好, 形态规则, 单
纯超声对细胞形态并无显著影响, Lipo-HMME 组与
Lipo-HHPA-HMME 组均可导致细胞发生明显变化, 
Lipo-HHPA-HMME 组毒性最大, 处理后的细胞明显
变圆, 失去原形貌。以上结果表明, Lipo-HHPA有助
于协助 HMME 逃逸溶酶体降解, 可显著提高药物的
细胞毒性。由于脂质体可通过高通透性和滞留效应 
(enhanced permeability and retention, EPR) 进入肿瘤
部位, 常作为抗肿瘤药物载体[11], 因此所构建的电荷
反转型脂质体有利于提高药物的抗肿瘤效果, 降低
药物毒性。 
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Figure 8  Antiproliferation of free HMME, Lipo-HMME and Lipo-HHPA-HMME without (A) and with (B) irradiation of ultrasound.  
C: The morphology of MCF-7 cells after different treatments 
 
 

结论 
本文合成了Chol-PEI-HHPA, 并利用其构建了具

有电荷反转功能的脂质体用于负载声敏剂 HMME。
所制备的脂质体外观均一, 成类球形, 平均粒径约为
100 nm。体外释放结果显示, 超声可显著提高药物的
释放速率, 2 h释放从 26.3%  提高到 70.3%。所构建的
Lipo-HHPA在低 pH条件下可实现电荷反转, 同时可
促进药物逃逸溶酶体的降解, 提高药物的细胞毒性, 
超声的激发可进一步提高载体的抗肿瘤效果。以上研

究结果为新型抗肿瘤药物载体的构建提供一定的研

究数据, 同时也为敏感释放药物载体的构建及肿瘤
特异性治疗提供了新的思路。 
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