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共载新型二甲双胍聚合物和多柔比星的核膜型脂质纳米粒制备

及治疗乳腺癌的研究
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摘要: 本研究将二甲双胍聚合物 (metformin polymer, PolyMet) 与多柔比星 (doxorubicin, DOX) 共载制备一种静

电吸附的核膜型脂质纳米粒 (PolyMet-DOX-lipid-nanoparticles, PolyMet-DOX-LNPs), 并对其治疗乳腺癌的效果进

行评价。首先 γ-聚谷氨酸 (γ-polyglutamic acid, PGA) 和DOX经酰胺反应合成阴离子链 (PGA-DOX) 并进行核磁表

征; 采用静电吸附法共载PolyMet与PGA-DOX, 得到PolyMet-DOX-NPs; 再用阳离子脂质体膜包裹纳米粒得到核膜

型的PolyMet-DOX-LNPs; 采用透射电子显微镜观察其结构与形态; 以粒径、zeta电位、包封率、载药量和体外释放特

性等对其进行表征。采用 MTT法检测 PolyMet联合 DOX对 4T-1细胞的杀伤作用。用荷 4T-1Fluc乳腺癌小鼠研究

PolyMet-DOX-LNPs的体内抗肿瘤疗效。所有动物实验符合伦理学标准, 并获得浙江中医药大学实验动物伦理委

员会批准。结果表明, PolyMet-DOX成功合成, DOX接枝率为 (72.03±1.29)%。制得的PolyMet-DOX-LNPs呈良好的

圆球形和分散性, 粒径稳定在 (159.3 ± 7.4) nm, zeta电位为 (+36.3 ± 1.9) mV, 包封率和载药量分别为 (72.76 ± 1.92)%

和 (1.16 ± 0.12)%。体外释放曲线显示, PolyMet-DOX-LNPs在 48 h内生理 pH值下 (pH 7.4) 表现出缓慢且持续释放

的特性。进一步研究显示, PolyMet与DOX联合能体外协同增强对 4T-1细胞的杀伤作用。活体生物发光成像 (bio‐

luminescence imaging, BLI) 结果显示, PolyMet-DOX-LNPs处理后 4T-1Fluc细胞发光信号强度降低, 抑制肿瘤体积生

长。H&E染色和体重变化结果显示, PolyMet可减轻DOX的毒性。综上, PolyMet与DOX联合治疗乳腺癌具有较

好的增效减毒作用, 为新型二甲双胍聚合物在抗肿瘤方面的应用奠定了一定的基础。
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Abstract: In this study, the lipid membrane-wrapped nanoparticles loaded with metformin polymer (PolyMet)

and doxorubicin (DOX) was prepared and then evaluated therapeutic effect on breast cancer. An anionic chain PGA-
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DOX based on γ -polyglutamic acid (PGA) with DOX was synthesized via amidation reaction and characterized

by 1H NMR. The PGA-DOX and PolyMet were loaded via electrostatic attraction to prepare the co-delivery

nanoparticles system (PolyMet-DOX-NPs). Then, PolyMet-DOX-NPs were coated with cationic liposome

membrane to form the core-membrane structural system (PolyMet-DOX-lipid-nanoparticles, PolyMet-DOX-LNPs).

The structure and morphology of PolyMet-DOX-LNPs were observed by transmission electron microscope. The

particle size, zeta potential, encapsulation efficiency (EE), drug loading (DL), release behavior in vitro of PolyMet-

DOX-LNPs were investigated. The MTT assay was used to examine the cytotoxicity of PolyMet combined with

DOX on 4T-1 cells. The 4T1Fluc tumor-bearing mice model was used to evaluate the therapeutic efficacy of

PolyMet-DOX-LNPs in vivo. All animal experiments were performed in line with ethical standards and approved

by the Animal Experiments Ethical Committee of Zhejiang Chinese Medical University. 1H NMR spectrum showed

that PGA-DOX was successfully synthesized with DOX grafting rate of (72.03 ± 1.29) % . The EE and DL of

PolyMet-DOX-LNPs was (72.76 ± 1.92) % and (1.16 ± 0.12) % , respectively. PolyMet-DOX-LNPs exhibited a

suitable size of (159.3 ± 7.4) nm and positive charge of (+36.3 ± 1.9) mV with good spheroidal morphology and

dispersibility. The release profiles in vitro showed that PolyMet-DOX-LNPs exhibited a slowly and maintained

release behavior at physiological pH value (pH 7.4) within 48 h. Further studies showed that PolyMet combined

with DOX could synergistically enhance the cytotoxicity on 4T-1 cells. Bioluminescence imaging (BLI) result

showed that the luminescence signal intensity of 4T-1Fluc cells was reduced after treatment with PolyMet-DOX-

LNPs and the tumor volume growth was also inhibited. Additionally, the H&E staining and changes of body weight

showed that PolyMet could reduce the toxicity of DOX. To sum up, PolyMet has a good synergistic effect with

DOX in the treatment of breast cancer, which provide the foundation for this novel metformin polymer on the anti-

tumor application.
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乳腺癌是女性中最常见的癌症, 最新癌症统计报

告显示乳腺癌发病率占女性癌症的 30%[1], 其发病率

已经上升到我国女性恶性肿瘤的第一位[2]。目前肿瘤

治疗方法有化疗、放疗和手术治疗等, 其中化疗仍然是

治疗肿瘤特别是晚期肿瘤并防止肿瘤术后复发的主要

手段[3]。然而, 目前大部分化疗药物均有选择性较差、

毒副作用大等缺点[4]。如多柔比星 (doxorubicin, DOX)

是治疗乳腺癌的一线抗肿瘤药物之一, 其作用机制是

通过抑制肿瘤细胞核酸的合成来发挥作用[5]。但DOX

具有严重不良反应特别是剂量依赖性的心脏毒性, 长

期应用还可引起耐药, 极大地限制了其在临床上的应

用[6,7]。因此, DOX常与环磷酰胺、紫杉醇等联合应用,

可同时作用于肿瘤细胞内不同的信号通路, 克服单靶

点治疗缺陷, 有效提高DOX的抗肿瘤功效、减轻或逆

转耐药等[8,9]。

二甲双胍 (metformin, Met) 是常用的治疗糖尿病

药物, 流行性病学资料显示, 应用 Met的糖尿病患者,

其在一些恶性肿瘤中的发病率明显低于使用其他药物

患者[10,11]。最近研究表明, Met对肝癌、胰腺癌、结肠癌

和乳腺癌等多种恶性肿瘤的生长具有明显的抑制和诱

导凋亡作用[12]。因此, Met与DOX联合治疗乳腺癌具

有很大潜力。但 Met 在体内半衰期短 , 易被清除 , 且

Met亲水性高, 难以跨过细胞膜[13]。研究显示, Met发

挥作用必须借助有机阳离子转运体或外排转运蛋白进

入细胞, 提高其跨膜效率, 增加生物利用度, 但可能会

增加其不良反应, 如横纹肌溶解等[14]。而游离的DOX

进入体内后与血浆结合率低, 可迅速分布于各组织器

官中, 从而降低抗肿瘤效果并伴随严重的毒副作用[15,16]。

使用纳米载体提高Met的入胞效率和延长半衰期, 降

低DOX毒性以达到更好的抗肿瘤效果是一种可行的

方法。目前对Met的载体研究已有的报道不多, 尽管

有多柔比星脂质体[17]已投入临床使用, 但DOX与Met

共载的脂质体或纳米粒等研究较少。因为两药或多药

纳米给药系统研究面临种种困难, 如很难同时兼顾两

种药物的包封率、载药量, 载体构建的复杂性增加; 且

两药之间由于理化性质差异难以按比例共载等[18]。

本课题组前期将聚乙烯亚胺与双胍基在加热

的条件下合成了二甲双胍聚合物 (polymetformin,

PolyMet)[19,20]。前期研究表明, PolyMet具有 Met类似

的作用机制和抗肿瘤效果 , 即通过激活 AMPK, 抑制

mTOR及其下游效应激酶 (p70S6K) 的活性引发癌细

胞自噬[21], 甚至表现出比Met更好的抗肿瘤作用。并

且 PolyMet 是一条富含胍基的带正电荷的高分子链 ,

富含胍基的分子可增加细胞的穿透性, 促进细胞的摄

取和跨膜转运[22], 可在抗肿瘤的同时作为载体, 如递送

siRNA[20], 以及将一些难溶性的药物如顺铂制备成负
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电荷的高分子链从而实现共载等[19]。

因此, 本文拟将 PolyMet与DOX联合使用研究其

治疗乳腺癌的效果; 将DOX和 γ-聚谷氨酸 (γ-polyglu‐

tamic acid, PGA) 制备成阴离子高分子链 (PGA-DOX),

与阳离子高分子链PolyMet通过静电吸附形成负电荷

的稳定纳米粒 (PolyMet-DOX-nanoparticles, PolyMet-

DOX-NPs), 随后利用阳离子脂质体膜包裹纳米粒制

备 得 到 核 膜 型 脂 质 纳 米 粒 (PolyMet-DOX-lipid-

nanoparticles, PolyMet-DOX-LNPs) (图 1), 研究其对乳

腺癌小鼠移植瘤生长抑制作用 , 考察其降低 DOX 毒

性的能力。本研究首次将 PolyMet 与水溶性抗肿瘤

药物 DOX 共载于一个脂质纳米粒中 , 为进一步扩大

PolyMet在抗肿瘤领域的应用奠定基础。

材料与方法

材料与试剂 盐酸多柔比星 (doxorubicin, DOX,

纯度 99.9%, 中国海正辉瑞公司); PolyMet (本实验

室合成); 高糖 DMEM 培养基、青/链霉素 (P/S)、0.25%

胰蛋白酶 (美国 Gibico 公司); 胎牛血清 (FBS, 美国

Corning 公司); 二甲亚砜 (DMSO)、3-(4,5-二甲基噻

唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴 (MTT试剂)、苏木精、伊红

(美国 Sigma-Aldrich公司); 磷脂 (DOTAP, mPEG2000-

DSPE, malPEG3400-DSPE, 上海艾韦特医药科技有限

公司); 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐

(EDC·HCl)、1-羟基苯并三唑 (HOBt) (上海阿拉丁生化

股份有限公司); γ-聚谷氨酸 (PGA)、胆固醇 (上海源叶

生物科技有限公司); D-荧光素钾 (美国Thermo公司);

磷酸缓冲盐溶液 (PBS, 杭州 Northrend 公司); 携带萤

火虫荧光素酶 (Fluc) 的慢病毒转染试剂盒、嘌呤霉

素 (上海吉凯基因化学技术有限公司); 中性树胶封

片剂 (北京博奥森生物技术有限公司); 羊血清 (美国

Invitrogen公司); 其他试剂均为分析纯。

主要仪器 Mill-Q超纯水器、分子截留MW 3 500 Da

超滤离心管 (美国 Millipore 公司); 倒置荧光显微镜

(日本 Nikon 公司); IVIS 小动物活体成像系统 (美国

Xenogen公司); cope A1光学显微镜 (德国EISS公司)。

细胞培养 鼠乳腺癌细胞株 4T-1, 由浙江中医药

大学高建莉教授赠送。4T-1 细胞用含 1% P/S 和 10%

FBS的高糖DMEM培养基在 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养, 每 1～2 天换液, 当细胞生长至 80%～90% 丰度

时, 采用酶消化法按1∶2进行传代。

实验动物 Balb/c小鼠, 雌性, 4～6周龄, 18～20 g,

由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供, 生产许可

证 : SCXK (沪) 2017-0005。动物实验符合伦理学标

准, 并获得浙江中医药大学实验动物伦理委员会批准。

小鼠分笼饲养, 每笼 5～6只, 饲养于浙江中医药大学

动物实验中心, 饲养条件: 环境温度 (25 ± 2) ℃, 相对

湿度50%～60%。动物均自由饮水、进食。

稳定转染4T-1细胞株构建 取对数生长期的4T-1

细胞用 0.25%胰蛋白酶消化, 制成每毫升 8.0×104个细

胞悬液 , 按 100 μL/孔均匀滴加于 96 孔板中 , 培养过

夜。待细胞汇合至 30% 左右且细胞状态良好时弃去

上清液, 将携带萤火虫荧光素酶报告基因的慢病毒液

用无 P/S的培养液稀释成所需的不同感染复数 (multi‐

plicity of infection, MOI), 按 100 μL/孔加入 96孔板, 分

别为 MOI=10、30、45、60和 90 [MOI=(病毒滴度×病毒

体积)/细胞数目]。加入 polybrene, 使每孔的终质量浓

度为 5 μg·mL-1, 转染 8 h后于显微镜下观察细胞生长

状态和数量, 并更换为常规培养液。培养 2～3 天后,

收集部分细胞加入荧光素酶底物 (D-荧光素钾), 于小

动物活体成像仪 (IVIS) 检测发光信号, 将每个发光信

号值以各处理组蛋白浓度平均化, 即得各处理组的相

对生物发光信号值 (relative bioluminescence imaging,

BLIrel)。筛选发光信号强度高的细胞用含嘌呤霉素

(1 μg·mL-1) 的完全培养基培养 1周使其稳定表达Fluc,

用于后续实验。

PolyMet 联合 DOX 体外细胞毒性实验 取对数

生长期的 4T-1细胞, 用 0.25%胰蛋白酶消化, 加入适量

DMEM培养液稀释制成细胞数为 8×104个/mL的细胞

Figure 1 Lipid membrane-wrapped nanoparticles loaded with

metformin polymer (PolyMet) and doxorubicin (DOX) (PolyMet-

DOX-LNPs). PGA: Polyglutamic acid; PEG-DSPE: Polyethylene

glycol-distearoyl phosphoethanolamine; DOTAP: (2, 3-Dioleoy‐

loxy-propyl)-trimethylammonium
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悬液接种于 96 孔板中 , 每孔 100 μL, 置于 37 ℃、5%

CO2饱和湿度的培养箱中培养。待细胞汇合 80% 时,

弃去上清 , 按浓度梯度分别加入含 DOX、PolyMet 和

DOX+PolyMet培养液, 每组 6个复孔。阴性对照组为

不加药的等体积新鲜培养液 , 阳性对照组为含 Met、

DOX+Met的培养液, 转入培养箱中继续培养 48 h。弃

去含药培养液, PBS清洗 2～3次, 每孔加入 100 μL含

MTT (0.5 mg·mL-1) 的培养液继续孵育 4 h, 弃去上清,

每孔加入DMSO 100 μL, 置于摇床上低速震荡 10 min,

使结晶物充分溶解, 采用多功能酶标仪在 490 nm处测

定各孔的吸光度 (A) 值, 以空白组调零, 计算4T-1细胞的

增殖抑制率及 IC50值。采用Chou-Talaly法对药效综合

指数 (CI) 进行计算, 并以CI值判断DOX与PolyMet之

间的作用关系, 其中CI<1 (协同效应)、CI=1 (相加效应)

和CI>1 (拮抗效应)。

阳离子高分子链PolyMet合成 根据前期研究方

法合成PolyMet[19,20]。将聚乙烯亚胺 (MW ～8 000) 0.2 g

与双氰胺 (MW 84) 2.0 g溶解于 10 mL去离子水中, 加

入浓盐酸 2 mL混匀, 在氮气保护下油浴 (100 ℃) 反应

4 h。所得产物用透析管纯化 (截留MW 3 500 Da) 后置

于冷冻干燥机中冻干, 所得的冻干产物存放于-20 ℃

冰箱。

阴离子高分子链PGA-DOX合成 精密称取PGA

粉末 10 mg置于茄形瓶中, 加入 pH 6去离子水 20 mL

搅拌 15 min使其溶解; 精密称取DOX粉末 6.2 mg, 加

入去离子水 1 mL溶解, 并缓慢滴入 PGA溶液中, 室温

下搅拌 30 min后转入 4 ℃下继续搅拌 15 min。分别称

取 EDC • HCl 3.2 mg 和 HOBt 1.4 mg 溶解于 1 mL

DMSO中, 加入到上述溶液中, 于 4 ℃下搅拌 4 h后转

入室温下继续搅拌 20 h。所得溶液经 0.22 μm滤膜过

滤纯化即得PGA-DOX溶液, 最后用超滤离心管 (截留

MW 3 500 Da) 低速离心除去未与 PGA 结合的游离

DOX, 冷冻干燥后得到PGA-DOX粉末。

PGA-DOX结构表征和合成率测定 采用 1H NMR

验证 PGA-DOX 是否成功合成。测定方法 : 取适量

DOX、PGA 和 PGA-DOX 分别置于核磁管中 , 以氘水

1 mL 完全溶解 , 用核磁共振氢谱仪测得各化合物的
1H NMR 图。采用高效液相色谱法 (high performance

liquid chromatography, HPLC) 测定 PGA-DOX 的合成

效率。色谱条件: 色谱柱为 Aglient ZORBAX Eclipse

Plus C18柱 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相为十二烷

基硫酸钠溶液-乙腈-甲醇 (500∶500∶60, w/w); 流速 :

1.00 mL·min-1; 检测波长: 254 nm; 柱温 23 ℃; 进样量

5 μL。测定方法: 精密量取过滤纯化后的 PGA-DOX

溶液 1 mL, 于 5 mL 量瓶中加流动相定容至刻度 , 采

用 HPLC测定 PGA-DOX含量, 记录 CPGA-DOX。同法测

定同等投药量的DOX溶液并测定含量, 记录CDOX, 计

算合成率 (synthesis efficiency, SE%), SE%=(CPGA-DOX/

CDOX)×100%。

PolyMet-DOX-LNPs制备及粒径、zeta电位、形态

观察 将 PGA-DOX 与 PolyMet 均匀混合 (摩尔比为

3∶2), 于室温下孵育 10 min即得PolyMet-DOX-NPs, 采

用经典的薄膜分散法制备空白脂质体膜包裹纳米粒。

精密称取处方量 DOTAP、胆固醇、mPEG2000-DSPE、

malPEG3400-DSPE (摩尔比为 1∶1∶0.12∶0.11) 置于圆

底烧瓶中 , 用氯仿 2 mL 溶解 , 在 40 ℃下减压除去氯

仿, 待圆底烧瓶瓶壁上形成一层均匀的薄膜后, 用1 mL

蒸馏水将脂质膜水合过夜 , 并依次通过聚碳酸酯膜

(100 nm×5次, 50 nm×5次) 挤出即得空白阳离子脂质

体溶液。按照 PolyMet-DOX-NPs与DOTAP的摩尔比

为 1∶16 计算 , 将脂质体溶液加入到含 PolyMet-DOX-

NPs 的水溶液 , 水浴超声混合 , 即得 PolyMet-DOX-

LNPs (图 1)。根据相同的方法制备载 DOX 的脂质纳

米 粒 (DOX-LNPs) 和 载 PolyMet 的 脂 质 纳 米 粒

(PolyMet-LNPs)。采用马尔文粒径仪测定粒径和 zeta

电位, 透射电镜下观察其形态。

包封率及载药量测定 采用超滤离心法测定包封率

(encapsulation efficiency, EE) 和载药量 (drug loading,

DL), HPLC法分析所得的样品含量。色谱条件: 色谱

柱为 Aglient ZORBAX Eclipse Plus C18 柱 (250 mm×

4.6 mm, 5 μm); 流动相为十二烷基硫酸钠溶液-乙腈-

甲醇 (500∶500∶60, w/w); 流速: 1.00 mL·min-1; 检测波

长 : 254 nm; 柱温 23 ℃ ; 进样量 5 μL。测定方法 : 取

PolyMet-DOX-LNPs用超滤离心管离心 (12 000 r·min-1,

10 min), 将离心后滤液加入Triton-100破坏脂质膜, 过

0.22 μm微孔滤膜, 采用HPLC测定脂质纳米粒中DOX

的量 (WDOX) 和 PolyMet的量 (WPolyMet), 根据公式 (1)～

(3) 计算EE和DL。

EE% = (WDOX/W 总DOX) × 100% (1)

DLDOX% = (WDOX/WLNPs总量) × 100% (2)

DLPolyMet% = (WPolyMet/WLNPs总量) × 100% (3)

其中, W 总DOX为总DOX投药量; WLNPs总量为脂质纳

米粒总量。

体外释放特性 采用透析法考察 PGA-DOX 和

PolyMet-DOX-LNPs中DOX的释放情况。测定方法: 以

PBS作为释放介质, 将2 mL DOX、PGA-DOX和PolyMet-

DOX-LNPs溶液分别装入预先处理过的透析袋内, 置

于装有 30 mL释放介质的广口瓶中, 于 (37 ± 0.5) ℃恒

温箱中以 75 r·min-1振荡, 分别于 0.1、0.25、0.75、1、1.5、

2、4、6、8、10、12、24、36 和 48 h 时间点吸取透析介质
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1 mL, 同时补加等量等温度的释放介质, 所有样品经

0.22 μm 微孔滤膜滤过后用 HPLC 测定释放介质中

DOX的浓度, 按照公式 (4) 计算相应时间下DOX累积

释放率 (Q%), 并绘制释药曲线。

Mn = CnV0+ΣCiVi

Qn% = Mn/V0×100% (4)

式中, Mn为每个时间点的药物累积释放, Qn为每

个时间点药物累积释放百分比, Cn为 tn时的药物浓度,

V0为释放介质的体积, Vi为每次取样体积, Ci为 ti时的

药物浓度, C0为总药物浓度。

PolyMet-DOX-LNPs体内抗乳腺癌药效研究 取

对数生长期的 4T-1Fluc 细胞制成每毫升 4×106个细胞悬

液, 无菌条件下抽取 0.1 mL, 通过皮下接种于Balb/c小

鼠左侧第二对乳房处, 建立荷4T-1Fluc移植瘤模型。待肿

瘤长至约 100 mm3时, 随机分为 5组 (n=6): 对照组 (生

理盐水)、游离 DOX 组、PolyMet-LNPs 组、DOX-LNPs

组和 PolyMet-DOX-LNPs 组。采取尾静脉给药, 剂量

以 DOX 计算 (5 mg·kg-1), 给药体积均为 0.1 mL, 隔天

给药, 连续给药 10次。给药后观察肿瘤生长情况, 用

游标卡尺测量肿瘤的体积, 绘制皮下肿瘤生长曲线。

肿瘤体积计算公式: V=1/2×L×W2。式中 , V 为肿瘤体

积, L为肿瘤长距, W为肿瘤宽距。以活体生物发光成

像技术 (BLI) 监测给药后肿瘤组织中存活的 4T-1细胞

发光信号强度。称取适量D-荧光素钾, 用PBS溶解制

备过饱和 D-荧光素钾溶液 (75 mg·kg-1) , 荷瘤小鼠用

异氟烷气体吸入麻醉后, 腹腔注射 D-荧光素钾溶液,

立刻置于 IVIS成像系统中, Em=533 nm, 记录测得的发

光信号值 (获取总光子数) 作为定量单位, 绘制肿瘤细

胞发光变化曲线, 结合肿瘤体积生长曲线评价肿瘤抑

制情况。

PolyMet-DOX-LNPs体内毒性评价 给药后记录

荷瘤小鼠体重、一般状态等毒性指标, 并绘制小鼠体重

动态变化曲线。于治疗后第 20天, 每组颈椎脱臼处死

荷瘤小鼠, 肿瘤组织和各器官 (心、肝、脾、肺、肾) 固定

于 4%多聚甲醛中, 用于制备石蜡切片, 通过H & E染

色评估PolyMet是否可以降低DOX的毒性。

统计学方法 实验结果数据以
-
x ± s 表示 , 采用

SPSS 13.0软件进行统计学处理, 比较多组间均数采用

单因素方差分析, 比较两组间均数采用 t检验。以P<

0.05表示有显著性差异。

结果

1 PolyMet联合DOX对乳腺癌 4T-1细胞增殖抑制作

用的影响

MTT 实验结果如图 2A, 用 DOX、PolyMet、Met、

PolyMet+DOX、DOX+Met分别处理 4T-1细胞 48 h后,

联合用药组DOX的 IC50小于单用DOX组, 且 PolyMet

联合DOX降低 IC50更多, 提示PolyMet能增强DOX抑

制 4T-1乳腺癌细胞的增殖作用, 协同指数分析 (图 2B)

显示, PolyMet联合组的CI值为 0.58, 远小于Met联合

组 (CI值为 0.95), 说明 PolyMet协同DOX抗乳腺癌的

效果更好。

2 PGA-DOX的合成及表征

PGA分子链上有丰富的羧基, DOX结构上含有氨

基。因此, 该反应以活性较强的酰胺反应为基础, 在

EDC•HCl和 HOBt 的催化下活化 PGA 上的羧基 , 与

DOX上的氨基发生酰胺反应, 将DOX接枝 PGA上形

成PGA-DOX偶联物。该反应条件温和、简单, 合成率

较高, 操作简便易于重复。通过对 1H NMR的图谱进行

分析 (图 3), 其中DOX的化学式中标注位置 (a, b, c, d)

分别在图谱中对应 , PGA 化学式中标注的两个位置

(e, f) 同样在图谱中对应, 并且上述标注的出峰位置在

PGA-DOX 的图谱均能对应 , 说明合成产物中含有

DOX和 PGA。另外, PGA-DOX图谱中在 δ 6.0附近出

现特征峰, 为 PGA 和 DOX 发生酰胺反应后形成的酰

胺键上的氢质子特征峰 , 提示 PGA-DOX 成功合成。

Figure 2 Cell proliferation of 4T-1 for 48 h after treatment with different drugs (A). The combination index (CI) curve of different combi‐

nation groups (B). Fa: Inhibition rate. n = 6,
-
x ± s
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马尔文粒径仪测得其 zeta电位为 (-57.0 ± 1.23) mV (表

1)。通过HPLC法测定PGA-DOX中DOX的含量并计

算合成率, 结果表明合成率可达 (72.03 ± 1.29)%。

3 PolyMet-DOX-LNPs的质量评价及其体外释放

PolyMet 前期研究证明其 zeta 电位为 (+22.0 ±

1.10) mV。因此, 当 PGA-DOX的量多于 PolyMet可通

过静电吸附形成负电荷的PolyMet-DOX-NPs, 在PGA-

DOX 与 PolyMet 的摩尔比为 3∶2 时 , 该纳米粒粒径

为 (119.9 ± 2.00) nm, zeta电位为 (-27.2 ± 1.10) mV; 空

白脂质体溶液粒径为 (164.7 ± 0.55) nm, zeta 电位为

(+43.0 ± 0.50) mV (表1)。当PolyMet-DOX-NPs加入到

该阳离子脂质体溶液后, 其粒径为 (159.3 ± 7.40) nm,

PDI为 0.20 ± 0.01, zeta电位由负电荷转变为 (+36.3 ±

1.90) nm, 透射电子显微镜结果如图 4A 所示, 该脂质

纳米粒呈中心黑色、边缘白色的光滑圆球形, 根据前

期研究显示[20]未包裹脂膜的纳米粒为不光滑的黑色

团状。因此, 本实验结果证明 PolyMet-DOX-NPs被脂

膜包被后形成了核-膜结构脂质纳米粒PolyMet-DOX-

LNPs。

通过HPLC法测得LNPs中DOX总浓度及游离药

物浓度并计算 LNPs 的 EE 和 DL, 得到 PolyMet-DOX-

LNPs的EE为 (72.76 ± 1.92) %, DLDOX为 (1.16 ± 0.12) %,

DLPolyMet为 (10.45 ± 0.63) %。

通过透析法考察PGA-DOX和PolyMet-DOX-LNPs

中DOX的释放情况, 结果如图 4B。游离DOX体外释

放很快 , 在 4 h 内释放约 90%; PGA-DOX 在 12 h 内累

积释放 (66.04 ± 1.02) %, 在 48 h 后累积释放可达到

(71.3 ± 0.93) %, 其释放行为较游离DOX缓慢。此外,

PolyMet-DOX-LNPs 在 48 h 内呈现出适当的释放速

率, 释放速率明显慢于PGA-DOX和DOX (P<0.05), 前

12 h的累积释放量为 (55.05 ± 0.69)%, 说明该脂质纳

米粒具有较好的缓释效果。

Table 1 Average size, polydispersity index (PDI) and zeta potentials

of PGA-DOX, blank liposomal membrane, PolyMet-DOX-NPs and

PolyMet-DOX-LNPs. n = 3,
-
x ± s

Group

PGA-DOX
Blank liposomal membrane
PolyMet-DOX-NPs
PolyMet-DOX-LNPs

Diameter

/nm

-

164.7 ± 0.60
119.9 ± 2.00
159.3 ± 7.40

PDI

-

0.100 ± 0.00
0.200 ± 0.10
0.200 ± 0.10

Zeta potential

/mV

-57.0 ± 1.23
+43.0 ± 0.50
-27.2 ± 1.10
+36.3 ± 1.90

Figure 3 Nuclear magnetic resonance hydrogen spectroscopy of

DOX (A), PGA (B), PGA-DOX (C)

Figure 4 Transmission electron microscope (TEM) images of PolyMet-DOX-LNPs (A). Release of DOX from PGA-DOX or PolyMet-

DOX-LNPs in vitro (B). n = 3,
-
x ± s
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4 稳定转染4T-1Fluc细胞株构建

本课题组前期通过将携带萤火虫荧光素酶报告基

因或携带绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein,

GFP) 的慢病毒感染 MCF-7 细胞株, 证实采用慢病毒

感染的方式可以成功转染细胞株, 使细胞株稳定表达

萤火虫荧光素酶报告基因[23]。本研究采用相同的方

法, 通过慢病毒转染技术将萤火虫荧光素酶基因导入

4T-1 细胞株 , 发光信号强度随着 MOI 的增大而增加 ,

当MOI = 90时, BLI的响应值明显增加 (P<0.001), 因

此, 本文选择MOI = 90为最佳感染值, 并以该MOI的

4T-1Fluc细胞株用于后续实验。

5 PolyMet-DOX-LNPs对乳腺癌小鼠移植瘤 (4T-1Fluc)

生长抑制作用的影响

5.1 PolyMet-DOX-LNPs 对乳腺癌小鼠移植瘤生长

的影响 以实验天数为横坐标, 肿瘤体积为纵坐标绘

制肿瘤生长曲线 , 结果见图 5。由图 5A 可知 , 游离

DOX 组 、PolyMet-DOX-LNPs 组 、DOX-LNPs 组 和

PolyMet-LNPs 组的肿瘤体积增长速率显著低于对照

组 (P<0.001), 其中PolyMet-DOX-LNPs组与游离DOX

组、DOX-LNPs组比较均具有显著性差异 (P<0.05), 提

示共载DOX/PolyMet的纳米脂质体较DOX单给药组

具有更好的肿瘤抑制作用。

5.2 PolyMet-DOX-LNPs 对移植瘤 4T-1Fluc细胞增殖

的影响 监测肿瘤体积时, 实际测定得到的是肿瘤细

胞和其他细胞如肿瘤相关成纤维细胞等多种细胞和细

胞基质的混合体积, 本研究中采用BLI技术实时监测

体内存活的肿瘤细胞进一步评价体内药效。由于 4T-

1Fluc细胞成功表达萤火虫荧光素酶报告基因, 当小鼠

腹腔注射荧光素酶底物 (D-荧光素钾) 后, 置于 IVIS系

统中可在几分钟内产生发光现象 (图 5B)。以实验天

数为横坐标, BLIrel为纵坐标绘制肿瘤细胞发光变化曲

线 , 结果见图 5C。由图可知 , 游离 DOX 组、PolyMet-

DOX-LNPs组、DOX-LNPs组和 PolyMet-LNPs组的肿

瘤细胞发光强度显著低于对照组 (P<0.001); 相比游离

DOX, DOX-LNPs 处理后发光强度有所降低 , 而

PolyMet-DOX-LNPs 处理后显著降低 , 说明 PolyMet-

DOX-LNPs处理后4T-1Fluc细胞增殖速率降低更快, 存活

的4T-1Fluc细胞更少 (P<0.01)。值得一提的是, PolyMet-

Figure 5 Tumor inhibition effects of PolyMet-DOX-LNPs on 4T-1 tumor-bearing mice. A: Tumor volume curve after treatment with different

drugs for different times in vivo; B: The changes of tumor luminescent intensity of tumor-bearing mice; C: BLIrel signal photon-time curve

after treatment with different drugs for different times in vivo; D: Effect of different drugs on body weight of tumor bearing mice. n = 6,
-
x ± s.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. BLIrel: Relative bioluminescence imaging
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LNPs处理后肿瘤生长受到抑制, 说明PolyMet 自身具

有较好的抗肿瘤作用, 进一步证明了 PolyMet作为载

体递送DOX的优势。

6 PolyMet-DOX-LNPs对乳腺癌小鼠 (4T-1Fluc) 体内

毒性评价

6.1 PolyMet-DOX-LNPs 对乳腺癌小鼠体重的影响

各组荷瘤小鼠在给药期间均无死亡。实验过程中, 各

组小鼠体重变化情况如图 5D, 游离DOX组小鼠在第 2

次给药后即开始出现体重下降, 与对照组相比有显著

性差异 (P<0.001), 提示游离的 DOX 可对小鼠产生明

显毒性使其体重下降。而其余组小鼠体重在给药后没

有明显下降。

6.2 PolyMet-DOX-LNPs 对乳腺癌小鼠中肿瘤组织

和各脏器毒性的影响 H&E 染色后组织病理切片

结果如图 6 显示 , 对照组的肿瘤细胞成团块状 , 索状

排列 , 肿瘤核大深染 , 可见红染核仁 , 肿瘤细胞大小

形态不等 ; 而 PolyMet-DOX-LNPs 组、DOX-LNPs 组、

PolyMet-LNPs组和游离DOX组的肿瘤细胞有局灶性

坏死, 细胞核染色加深, 密度减少, 可见空洞, 提示肿瘤

细胞发生了凋亡和坏死。另外, 对照组各脏器的细胞

大小均匀、紧密排列, 细胞形态完整, 基本没有发生凋

亡和坏死, 而游离 DOX组心肌细胞间隙变大且较多,

排列松散, 形态改变, 表明游离DOX可导致较严重的

心脏损伤; 其余各组心肌细胞间隙较少, 排列相对有

序 , 其中 , 与 DOX-LNPs 组比较 , PolyMet-DOX-LNPs

组心肌细胞间隙更少, 排列更有序, 说明PolyMet可减

轻 DOX 引起的心脏毒性。各药物处理组其他器官

(肝、脾、肺、肾) 细胞形态较完整, 胞核无明显增大, 未

见显著性损伤。

讨论

纳米给药技术已经被广泛应用于各种化疗药物的

递送以延长体内循环时间和提高药物的生物利用度,

其优势在于利用了肿瘤部位增强的渗透性和保留效

应, 使药物被动地蓄积于肿瘤部位, 起到靶向递送抗肿

瘤药物的目的[24]; 或通过对递药系统表面修饰特定的

靶分子, 如抗体、多肽、蛋白等使其能被特定的细胞所

识别和摄取[25]。有研究表明 DOX 和 Met联合应用能

够起到抗肿瘤的作用 , 如 Met 能增强 MCF-7 细胞对

DOX 的敏感性及减少氧化应激来增强抗乳腺癌疗

效[26]; Met通过靶向缺氧的肿瘤微环境, 增强 DOX 的

抗肿瘤作用[8]。但Met理化性质限制其难以跨膜[27]; 而

DOX具有非特异性细胞毒性, 通常会产生严重的不可

逆的心脏毒性, 因此在抗肿瘤应用方面具有一定的局

限性。纳米技术递送药物的优势或许能使之成为共载

DOX/Met的理想载体。但由于Met亲水性强, 制备成

普通的脂质体容易从内水相渗漏至外水相, 导致包封

率低, 稳定性不高, 若与同为水溶性的DOX•HCl共载

制备脂质体更加困难, 虽有不少研究者通过将水溶性

药物疏水化或制备成前体药物改变药物性质等[28,29],

但均具有一定的局限。因此, 目前关于Met载体的报

道不多, 也只有少数的Met纳米粒被报道。已报道的

载体, 如聚醚酰亚胺、聚酰胺-胺型树枝状高分子等, 其

本身不能表现出抗肿瘤活性。在前期研究中[20],

PolyMet已被证实兼具药物载体和抗肿瘤治疗等优势,

可在一定程度上比Met产生更好的抗肿瘤效果。Xiong

等[19]制备了 PolyMet/CDDP共载的纳米粒通过肿瘤特

异性受体 (σ受体) 主动靶向递送大量药物进入肿瘤部

Figure 6 H&E staining of major tissue and tumor from tumor-bearing mice after therapy by different drugs and bar repreaents 100 μm
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位来治疗非小细胞肺癌, PolyMet通过激活 AMPK 通

路导致mTOR蛋白失活引起细胞自噬来达到一定的抗

肿瘤作用。

本文还运用BLI技术进一步评价体内药效。该技

术不需要激发光源, 是生物体内的自发荧光, 通过成像

系统可直接监测生物体内分子及细胞等的发展进程例

如细胞迁移、信号转导、增殖和凋亡等[30]。其原理主要

是荧光素酶在ATP及氧气存在的条件下和荧光素发生

催化反应而发光, 且本文中荧光素酶仅构建于肿瘤细

胞内激发相等摩尔量的光子, 因此只有在活细胞内才

会产生发光现象, 而光的强度 (光子数值) 与标记细胞

的数目线性相关[31]。通过对同一组荷瘤小鼠进行监

测, 便可跟踪给药后荷瘤小鼠中存活的 4T-1Fluc细胞发

光强度变化。因此, 利用该方法可以准确地实时定量

治疗后体内存活的肿瘤细胞, 更好地评价肿瘤的抑制

情况。与传统的方法相比, BLI技术直接用于活细胞

检测, 在肿瘤动物皮下和深部组织器官均可检测到发

光信号, 具有较高的灵敏度和操作方法简便、省时。

总之 , PolyMet 是一种具有一定抗肿瘤作用的载

体, 目前已成功用于装载水溶性药物 (DOX) 或难溶性

药物 (顺铂), 因此可考虑进一步扩大其在抗肿瘤领域

的应用。
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