
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(1): 211 −221

共递送 IR-780及18β-甘草次酸的还原敏感胶束型纳米粒的构建及其

抗肿瘤效果评价
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摘要: 光热治疗 (photothermal therapy, PTT) 是一种高效的抗肿瘤手段, 但在激光照射消融肿瘤的同时, 通常会

引发一系列炎性反应, 促进肿瘤的进一步发展, 影响肿瘤治疗效果。因此, 在肿瘤光热治疗的同时, 实现对抗炎药物

的肿瘤精准靶向递送, 抑制光热治疗引发的炎性反应, 是提高抗肿瘤效果的有效手段。为此, 本课题以还原敏感连

接物 3,3'-二硫代二丙酸 (DA) 键合疏水段抗炎药物 18β-甘草次酸 (18β-GA) 和亲水段甲氧基-聚乙二醇-氨基

(mPEG-NH2) 得到还原敏感的两亲性聚合物 PEG-DA-GA, 并包载光热剂 IR-780, 制备得到还原敏感胶束型纳米粒

PDG/IR-780 NPs。PDG/IR-780 NPs的粒径均一, 为 80.2 ± 5.3 nm, 多分散指数 (PDI) 为 0.215 ± 0.079。所有动物实

验遵循四川大学伦理委员会制定的伦理学要求。结果表明, 与非还原敏感的对照纳米粒 PSG/IR-780 NPs 相比,

PDG/IR-780 NPs可响应肿瘤细胞内高表达的谷胱甘肽, 促进纳米粒解体, 有效释放出 18β-GA, 对 4T1细胞的杀伤效

率显著提升。肿瘤组织的冰冻切片实验结果表明, 与游离药物组相比, 所设计的 PDG NPs可提高药物在肿瘤的分

布。最后, PDG/IR-780 NPs在小鼠4T1三阴性原位乳腺癌模型中表现出显著的抗肿瘤疗效, 为肿瘤光热治疗提供了

新的思路。
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Abstract: Photothermal therapy (PTT) is a highly effective anti-tumor method. However, when laser radiation

was used to ablate tumors, it usually triggers a series of inflammatory reactions, promoting the further development

of tumors and affecting the effect of anti-tumor therapy. Therefore, it is an effective method to improve the anti-tumor

effect by suppressing the inflammatory response through the precise targeted delivery of anti-inflammatory drug

while realizing the photothermal treatment of tumors. To this end, the redox-responsive linker 3,3'-dithiodipropionic

acid was used to bond the classic hydrophobic anti-inflammatory drug 18β -glycyrrhetinic acid (18β -GA) and the

hydrophilic fragment methoxy-polyethylene glycol (mPEG-NH2) to obtain redox-responsive amphiphilic polymer

PEG-DA-GA in this study. Then, photothermal agent IR-780 was encapsulated to prepare redox-responsive polymer
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micelle PDG/IR-780 NPs. The PDG/IR-780 NPs exhibited uniform particle size of 80.2 ± 5.3 nm and the polydis‐

persity index (PDI) was 0.215 ± 0.079. All animal experiments followed the ethical requirements formulated by the

Ethics Committee of Sichuan University. The results showed that PDG/IR-780 NPs could respond to the abundant

glutathione (GSH) in tumor cells to promote the disintegration of nanoparticle and the release of 18β -GA, thus

significantly improved the killing efficiency on 4T1 cells, when compared with the non-redox-responsive control

PSG/IR-780 NPs. When the concentration of 18β-GA was 50 μg·mL-1, the cell viability of 4T1 cells in the PDG/

IR-780 NPs group was only (19.29 ± 1.80) %, which was significantly lower than the result of in PSG/IR-780 NPs

group (29.30 ± 1.37) %. The results of frozen sections of tumor tissues showed that the designed PDG NPs can

promote the tumor-targeted distribution of drugs compared with the free drug group. Eventually, PDG/IR-780 NPs

achieved wonderful anti-tumor efficacy on 4T1 triple-negative breast cancer model, revealing the new possibility

of the combined therapy strategy of photothermal and anti-inflammatory therapy.
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近年来, 光热治疗在恶性肿瘤的治疗中体现出重

要的价值。光热治疗是利用特定的激发光照射, 使光

热剂发生光热转换效应, 使靶部位的温度达到临界治

疗温度 (41～48 ℃甚至更高), 从而消融肿瘤的一种治

疗手段[1]。光热治疗作为一种局部治疗方式, 具有不

良反应小、治疗效果明显等独特优势[2]。目前, 光热治

疗或光热联合疗法在三阴性乳腺癌和黑色素瘤等多种

肿瘤模型中均表现出良好的抗肿瘤效果, 具有广阔的

应用前景[3]。

IR-780是一种重要的花菁类的小分子光热剂, 其

在近红外 (700～1 000 nm) 具有较高的光热转化效率,

在近年来的肿瘤光热治疗被广泛使用[4]。IR-780分子

是一个大的 π共扼体系, 这种基本结构特征决定了染

料的主要吸收在 700～1 000 nm 范围 , 由于 IR-780 在

近红外区存在吸收, 激光照射后, IR-780电子的能量增

加, 会发生电子跃迁, 由基态跃迁至单线激发态, 当电

子由单线激发态回落至基态时, 激发态的一些能量可

以通过振动弛豫或其他非辐射跃迁途径转化为热。如

果组织内的产热速率超过组织散热速率, 则组织温度

会逐渐升高, 从而消融肿瘤细胞[5]。同时, 其具有明显

的疏水性, 便于被多种纳米载体, 如聚合物胶束、脂质

体和白蛋白纳米粒等进行包载实现对 IR-780 的肿瘤

靶向性递送。

炎症是影响肿瘤发生发展的重要因素[6]。在 1863

年, Rudolfville Leopard首次提出了炎症与癌症密不可

分的观点[7]。多项研究表明[8,9], 炎性细胞因子和趋化

因子通常在肿瘤细胞中过度表达, 比如白细胞介素-6

(interleukin-6, IL-6) 和肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis

factor-α, TNF-α) 等的分泌可构成肿瘤炎性微环境并促

进肿瘤的发展。当光热治疗诱导癌细胞坏死时, 会破

坏质膜的完整性, 从而导致炎性细胞因子大量释放[10]。

Xie等[11,12]研究表明, 光热治疗能提高TNF-α和 IL-6等

细胞因子水平。这些因子通过激活残留癌细胞中的促存

活基因, 诱导对后续治疗的抵抗[13-15]。此外, 炎性细胞

因子可促使中性粒细胞迁移到肿瘤, 进一步产生炎症

反应, 促进肿瘤的再生与转移[16-19]。由此可见, 开发在增

强光热治疗效果的同时抑制光热治疗诱导炎症反应的

癌症治疗策略, 对提高肿瘤光热治疗效果至关重要。

18β-甘草次酸 (18β-GA) 是由甘草酸水解脱去糖酸

链而形成的五环三萜类化合物[20], 其在三阴性乳腺癌、

黑色素瘤及结肠癌等多种肿瘤模型中都表现出明确的

抗肿瘤疗效 , 是一种具有良好抗肿瘤作用的天然产

物[21-23]。文献[24-26]表明, 18β-GA可下调多种细胞的 IL-6

和TNF-α等炎性因子的分泌, 从而发挥抗炎活性。因

此, 在采用光热疗法消融肿瘤的同时联用18β-GA抑制

光热所引发的炎性反应的策略有望改善目前光热疗法

受到炎性反应制约的现状, 提升肿瘤光热治疗的效率。

与传统的治疗手段相比, 纳米技术是目前受到广

泛重视、且具有广阔前景的抗肿瘤手段[27], 构建具有协

同光热治疗与抗炎功效的肿瘤靶向纳米递药系统对于

提高肿瘤治疗效果具有重要的意义。纳米递药系统可

利用肿瘤增强的渗透及滞留 (enhanced permeability

and retention, EPR) 效应富集于肿瘤部位[28,29]。因此 ,

为实现 IR-780及 18β-GA的肿瘤靶向性递送, 如图 1所

示, 本研究以还原敏感连接物 3,3'-二硫代二丙酸 (DA)

键合疏水性 18β-GA 和甲氧基-聚乙二醇-氨 (mPEG-

NH2) 得到还原敏感两亲性聚合物 PEG-DA-GA, 并包

载光热剂 IR-780, 得到还原敏感胶束型纳米粒 PDG/

IR-780 NPs, 对其进行了理化性质表征并在小鼠 4T1

原位三阴性乳腺癌模型中初步评价了其抗肿瘤效果。

材料与方法

试剂与材料 18β-GA、DA、辛二酸 (美国 Sigma-

Aldrich公司); 甲氧基-聚乙二醇-NH2 (北京键凯科技

·· 212



白文静等: 共递送 IR-780及18β-甘草次酸的还原敏感胶束型纳米粒的构建及其抗肿瘤效果评价

股份有限公司); 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺

盐酸盐 (EDCI)、N-羟基琥珀酰亚胺 (NHS) (北京百灵

威科技有限公司); 四氢呋喃 (THF, 超干燥, 安耐吉化

学公司); N,N-二甲基甲酰胺 (DMF)、三乙胺 (TEA) (天

津致远化学试剂有限公司); 乙酰氯 (上海阿拉丁生化

科技股份有限公司)。

主要仪器 微量电子天平 (BT 25 S, 德国Sartorius

公司); 恒温磁力搅拌器 (85-2型, 上海司乐仪器有限公

司); 真空冷冻干燥机 (FreeZone 2.5L, 美国 Labconco

公司); 恒温空气摇床 (ZHWY-100B, 上海智城医疗仪器

厂); 激光粒度仪 (Sizer Nano ZS90, 英国Marlvern公司);

多功能酶标仪 (Varioskan Flash Multimode Reader, 美国

Thermo Fisher公司); 冰冻切片机 (CM1950, 德国Leica

公司)。

实验细胞 小鼠乳腺癌细胞 (4T1) 购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库, 采用含 10%胎牛血

清和 1%青链霉素混合液的 1640培养基, 在 37 ℃、含

5% CO2的无菌孵箱中进行培养。

实验动物 雌性BALB/c小鼠 (18～22 g, 4～6周

龄), 购自成都达硕实验动物有限公司 , 生产许可证

号: SCXK (川) 2020-030, 实验动物质量合格证号: No.

51203500020484。所有动物实验遵循四川大学伦理委

员会制定的伦理学要求。

PEG-DA-GA的合成

DA-GA的合成 称取 DA 2.8 g, 与 28 mL乙酰氯

共置于 100 mL圆底烧瓶中, 于 65 ℃油浴中回流 4 h。

反应液冷却至室温后, 采用水浴旋蒸除去过量乙酰氯。

随后, 将粗产物加入到过量的冷乙醚 (100 mL) 中, 静置

1 h。抽滤后产物用冷乙醚洗 3次, 真空干燥得到酸酐。

称取 18β-GA 169.7 mg、酸酐 300.0 mg和 4-二甲氨基吡

啶 (DMAP) 21.8 mg, 溶解于3 mL THF中并加入酸酐的

1.5倍摩尔量TEA, 移入 10 mL的圆底烧瓶中, 于 30 ℃

油浴下, 搅拌反应 48 h。反应结束后, 粗产物用硅胶柱

层析进行纯化, 通过真空干燥获得产物DA-GA。随后,

将辛二酸 (SA) 作为非还原敏感的对照连接物, 采用相

同方法合成非还原敏感对照产物SA-GA。

PEG-DA-GA的合成 称取DA-GA 4.0 mg、EDCI

5.8 mg 和 NHS 3.5 mg, 溶解于 2 mL、DMF 中 , 加入相

当于EDCI的1.2倍当量的TEA, 室温搅拌, 反应5～6 h。

随后, 称取mPEG-NH2 30.8 mg, 溶解于1 mL DMF后缓

Figure 1 Schematic illustration of the construction of redox-responsive polymer micelle PDG/IR-780 NPs and the enhanced anti-tumor

efficiency of the combined regimen of IR-780 and 18β -glycyrrhetinic acid (18β -GA). DA: 3, 3'-Dithio-dipropionic acid; Meo-PEG-NH2:

Methoxy-PEG-amine; PTT: Photothermal therapy
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慢滴加到上述反应溶液中, 于室温条件下, 搅拌反应

36 h。反应结束后, 将反应液缓慢滴入体积比为 1∶20

的去离子水中, 搅拌 30 min后, 转移至透析袋 (MWCO

5 000 Da) 中。透析 48 h 后 , 冻干即得产物 PEG-DA-

GA。随后, 采用相同方法合成非还原敏感的对照产物

PEG-SA-GA。

纳米粒的制备 采用溶剂注入法制备胶束型纳米

粒。首先, 称取PEG-DA-GA材料5.0 mg, 溶解于100 μL

THF, 在搅拌条件下缓慢滴加到 20倍体积的磷酸盐缓

冲液 (PBS, pH 7.4) 中, 室温搅拌 30 min以上。随后旋

转蒸发除去 THF, 并将溶液体积进行浓缩, 即得 PEG-

DA-GA (PDG) NPs。为进行 IR-780的包载, 按照载体

材料与 IR-780的质量比为 55∶1的比例通过上述 THF

溶剂注入法制备纳米粒, 并通过 0.22 μm 微孔滤膜进

行过滤, 旋转蒸发除去THF, 浓缩溶液体积, 即得PDG/

IR-780 NPs。之后, 于激光粒度仪下采用动态光散射

(DLS) 法对所制备的纳米粒进行粒径分布情况测定。

同法制备非还原敏感对照纳米粒 (PSG/IR-780 NPs)。

血清稳定性考察 采用浊度法考察各纳米粒的血

清稳定性。将进口胎牛血清 (FBS) 经 0.22 μm微孔滤

膜过滤, 再将制备得到的纳米粒 (PDG NPs及PDG/IR-

780 NPs) 分别与 FBS按体积比 1∶1混匀, 并于 37 ℃、

70 r·min-1摇床中进行孵育, 同时采用去离子水作为空白

对照, 将等体积的PBS与FBS进行混匀, 作为阴性对照。

在不同时间点 (0、2、4、8、12和 24 h) 分别取样 150 μL

置于 96孔板中, 于酶标仪 750 nm处测定吸光度值 (A),

按公式 (1) 计算透光率 (T), 并绘制透光率曲线。

T (% ) = 10
A
对照吸光度

- A
样品吸光度 × 100% (1)

稳定性考察 将 5 mL 制备好的纳米粒放置于

4 ℃冰箱, 分别于第 0、2和 7天采用激光粒度仪测定粒

径, 以考察各纳米粒的4 ℃稳定性。

溶血性考察 首先 , 自健康雌性 BALB/c 小鼠眼

眶取全血 0.5 mL, 1 500 r·min-1离心 5 min后弃去上清,

得到红细胞沉淀。用PBS (pH 7.4) 洗涤沉淀3次, 再取

适量 PBS (pH 7.4) 重悬, 即得 2%红细胞悬液 (每毫升

约 20 μL 红细胞)。用 PBS 将 PDG NPs 和 PDG/IR-780

NPs稀释, 加入等体积 2%红细胞悬液, 充分混匀。以

经PBS稀释的红细胞悬液作为阴性对照。在摇床中于

37 ℃条件下 , 75 r·min-1孵育 8 h, 期间于不同时间点

(0.5、1、2和 3 h) 经 1 500 r·min-1离心 5 min后取上清液

100 μL, 采用酶标仪于 540 nm 波长下测定 A, 按公式

(2) 计算溶血率 (H)。

H (%) = A 样品 / (Awater - APBS) × 100% (2)

还原敏感性考察 按上述方法制备还原敏感的

PDG/IR-780 NPs 和作为非还原敏感对照的 PSG/IR-

780 NPs, 浓度为 5 mg·mL-1, 在 10 mmol·L-1 二硫苏糖

醇 (DTT) 条件下进行孵育 , 12 h 后分别取孵育后的

PDG/IR-780 NPs与 PSG/IR-780 NPs, 于激光粒度仪下

测定其粒径分布情况, 以考察其还原敏感性能。

细胞摄取情况考察 按上述方法培养 4T1 细胞,

以细胞数 1×105 个/孔接种于 6 孔板中 , 于 37 ℃、5%

CO2条件下培养 24 h以达到合适密度。随后, 弃去培

养基, 将细胞在含不同制剂 (游离制剂 free DiD、还原

敏感纳米粒 PDG/DiD NPs、非还原敏感纳米粒 PSG/

DiD NPs) 的无血清培养基中孵育 1 或 3 h, 每孔 1 mL

培养基。孵育结束后 , 将各孔细胞用 PBS 洗 3 次 , 用

0.25% 胰蛋白酶进行消化, 于 2 000 r·min-1离心 3 min,

用PBS洗涤后重悬细胞并进行流式测定。

细胞毒性考察 采用 MTT法考察所制备的纳米

粒对 4T1细胞的细胞毒性。首先, 4T1细胞按照 3×103

个/孔的密度接种于 96孔板, 每孔 200 μL培养基, 以不

接种细胞的孔作为阴性对照, 置于 37 ℃、含 5% CO2的

细胞培养箱中, 培养 24 h。24 h后弃去培养基, 将游离

18β-GA、PDG/IR-780 NPs及PSG/IR-780 NPs用无血清

培养基稀释为不同浓度, 每孔加入180 μL, 并进行激光

照射 (808 nm, 0.5 W·cm2, 3 min)。以仅与无血清培养

基孵育的细胞孔作为阳性对照。孵育 24 h 后配制

MTT 溶液: 称取 MTT 粉末 , 溶解于无菌 PBS, 配制为

5.0 mg·mL-1, 并采用一次性无菌滤头进行过滤。随后,

每孔加入 5.0 mg·mL-1 MTT 溶液各 20 μL, 继续孵育

4 h。之后弃去培养基, 每孔各加入DMSO 150 μL, 于

37 ℃摇床, 75 r·min-1下振摇 20 min, 在酶标仪 570 nm

处测定各组A, 并按公式 (3) 计算细胞的存活率 (CV)。

CV (%) = (A样品-A阴性对照) / (A阳性对照-A阴性对照)×100%

(3)

4T1原位乳腺肿瘤小鼠模型的建立 培养 4T1细

胞至细胞融合度为 90%时, 消化收集细胞。经细胞计

数仪计数后, 调整细胞浓度。采用 1% 戊巴比妥钠对

BALB/c小鼠进行麻醉, 待小鼠的翻正反应消失后, 将

小鼠第二乳垫部位的毛发刮净, 按细胞数 1×106个/只

将 4T1细胞悬液接种于小鼠乳垫部位。随后, 隔日观

察小鼠肿瘤体积增长情况。

ELISA炎性因子检测 按上述方法建立荷 4T1原

位乳腺肿瘤的小鼠模型, 待肿瘤体积长至 50～100 mm3

时, 将小鼠随机分为4组: PBS、PSG NPs、PSG/IR-780 NPs

和 PDG/IR-780 NPs, 并进行给药及激光照射 (808 nm、

0.5 W·cm2, 3 min, IR-780, 0.5 mg·kg-1), 每隔 2 天给药

1次, 共给药4次。给药结束3天后, 收集各组小鼠的肿

瘤组织, 加入 pH 7.4的 PBS, 进行组织匀浆。随后, 于
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3 000 r·min-1下离心 20 min。收集上清, 并采用TNF-α

及 IL-6 ELISA试剂盒进行测定。

抗肿瘤治疗实验 按上述方法建立荷 4T1原位乳

腺肿瘤的小鼠模型, 待肿瘤体积长至50～100 mm3时, 将

小鼠随机分为 5 组 : PBS、free GA、PDG NPs、PSG/IR-

780 NPs 和 PDG/IR-780 NPs, 并进行给药及激光照射

(808 nm、0.5 W·cm2, 3 min, IR-780, 0.5 mg·kg-1), 每隔

2天给药 1次, 共给药 4次。同时, 隔天监测并记录各

组小鼠的肿瘤体积和体重的变化情况。在第 24天时,

处死各组小鼠并收集肿瘤组织, 进行拍照及称重。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 6.0 软件进行

分析, 数据用
-
x ± s表示。数据两组采用 student's t test

进行统计比较 , 多组采用 one-way ANOVA 分析和

Tukey post-hoc test进行统计检验, P < 0.05认为有显著

性差异。

结果与讨论

1 胶束材料PEG-DA-GA的表征

按照上述步骤合成DA-GA材料, 称取 18β-GA及

DA-GA样品粉末各5.0 mg, 分别溶于100 μL甲醇, 采用

红外光谱仪对其进行红外光谱测定, 结果如图 2所示。

在GA的红外光谱 (图2A) 中, 于1 645.36 cm-1处出现羧

基峰为明显的GA特征峰。在DA-GA的红外光谱 (图

2B) 中 , 出现明显的 GA 特征峰 , 同时在 1 731.14 cm-1

处也出现明显的酯基峰为DA特征峰, 表明DA-GA合

成成功。另外, mPEG-NH2的红外光谱如图 2C 所示。

对比图 2B 中的 DA-GA 及图 2C 中的 mPEG-NH2的红

外光谱图 , 在图 2D 中可明显看到 DA-GA 在 1 731.14

的特征峰及在 1 089.24 cm-1处为基团CH2CH2O中碳碳

不对称伸缩振动的强吸收峰为mPEG-NH2特征峰, 表

明PEG-DA-GA材料的成功合成。

2 纳米粒的粒径分布

首先, 以 THF为溶剂, 采用溶剂注入法制备 PDG

NPs及 PDG/IR-780 NPs。随后, 采用马尔文激光粒度

仪经DLS法测定各纳米粒的粒径分布情况。如表 1所

示 , PDG NPs 的粒径为 75.9 ± 4.3 nm, 多分散指数

(PDI) 为 0.194 ± 0.098。包载 IR-780 后 , PDG/IR-780

NPs 的粒径为 80.2 ± 5.3 nm, PDI 为 0.215 ± 0.079, 与

PDG NPs相比, 粒径略有增加。从图 3的粒径分布图

可知, 所制备的PDG NPs及PDG/IR-780 NPs的粒径较

为均一。

3 稳定性考察

通过浊度法及粒径法评价了所制备的 PDG NPs

及 PDG/IR-780 NPs在 50% FBS中的稳定性。结果分

别如图 4A、B 所示 , PDG NPs 和 PDG/IR-780 NPs 与

50% FBS 孵育后 , 在 24 h 内 , 透光率始终保持在 90%

以上; 在 50% FBS中孵育 24 h, 粒径均无明显变化, 表

明所制备纳米粒均具有良好的血清稳定性。

进一步考察了纳米粒的 4 ℃稳定性。实验结果如

图 4C 所示 , 在 4 ℃环境下 , PDG NPs 和 PDG/IR-780

NPs在 24 h内的粒径基本无明显变化, 表明纳米粒在

4 ℃下均有良好的稳定性。

Table 1 Particle size distribution of PDG NPs and PDG/IR-780

NPs (n = 3,
-
x ± s). NP: Nanoparticle; PDI: Polydispersity index

NP

PDG NPs

PDG/IR-780 NPs

Z-Average size/nm

75.9 ± 4.3

80.2 ± 5.3

PDI

0.194 ± 0.098

0.215 ± 0.079

Figure 2 Infrared spectrum of GA (A), DA-GA (B), PEG (C) and PEG-DA-GA (D), respectively
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PSG/IR-780 NPs及PDG/IR-780 NPs的溶血率随时

间变化的曲线如图4D所示, 结果显示2种纳米粒在3 h

内的溶血率均低于5%, 在体外未观察到明显溶血[30]。

4 PDG/IR-780 NPs的还原敏感降解性

由于肿瘤细胞内存在丰富的谷胱甘肽 (glutathione,

GSH) 2～10 mmol·L-1, 因此, 可利用该特征设计还原敏

感的纳米载体, 从而促进药物的释放及抗肿瘤疗效。研

究表明, GSH可通过巯基与二硫键之间的交换反应使含

有二硫键的还原敏感连接物DA被切断, 从而促进含DA

的纳米载体的解体。本实验中, 采用 10 mmol·L-1 DTT

来模拟细胞内的还原敏感环境, 然后考察还原敏感的

PDG/IR-780 NPs 及对照组非还原敏感的 PSG/IR-780

NPs的降解情况。结果如图5所示, 图5A中非还原敏感

PSG/IR-780 NPs在10 mmol·L-1 DTT环境中孵育后粒径

分布保持均一, 表明还原敏感条件无法促进 PSG/IR-

780 NPs的解体, 而在图5B中10 mmol·L-1 DTT孵育后,

PDG/IR-780 NPs的粒径分布发生明显变化, 表明PDG/

IR-780 NPs在还原敏感环境中发生了解体, 且其还原

敏感特性是由具有二硫键的连接物DA所导致的。从

表 2中可见, PDG/IR-780 NPs组的 PDI发生明显增大,

说明其具有还原敏感的特性, 而因为还原敏感组降解

后粒径有大有小, 所以平均粒径仅增加了几十纳米。

5 细胞摄取

选用三阴性乳腺癌 4T1细胞为模型细胞, 考察其

Figure 3 The particle size distribution of PDG NPs (A). The particle size distribution of PDG/IR-780 NPs (B)

Figure 4 A: Determination of the serum stability of different NPs in 50% FBS using turbidimetric method. B: The particle size variation of

PDG NPs and PDG/IR-780 NPs at different time points after stored under 4 ℃. C: The hemolysis rates of PDG NPs and PDG/IR-780 NPs at

various time points. n = 3,
-
x ± s. FBS: Fetal bovine serum
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对不同制剂的摄取情况。如图 6A所示, 与 free DiD组

相比, 在 3 h 时 PDG/DiD NPs组的荧光强度明显提高,

表明PDG NPs能显著促进游离药物进入4T1细胞。如

图 6B所示, 非还原敏感的PSG/DiD NPs与还原敏感的

PDG/DiD NPs的细胞摄取水平在 1及 3 h时均无明显

差异, 表明 PSG NPs与 PDG NPs的入胞能力相近。

6 细胞毒性

通过MTT实验考察不同制剂对4T1细胞的细胞毒

性。实验结果如图7所示, 各给药组的细胞存活率均随给

药浓度的增加而降低。还原敏感PDG/IR-780 NPs组的细

胞存活率显著低于非还原敏感的PSG/IR-780 NPs组, 表

明该还原敏感纳米粒可响应胞内高GSH水平释放药物,

促进对4T1细胞的杀伤。PDG/IR-780 NPs在18β-GA质量

浓度为3.125 μg·mL-1时,细胞的存活率为 (77.30 ± 2.38) %。

当 18β-GA质量浓度升高至 50 μg·mL-1后, 细胞的存活

率降低为 (19.29 ± 1.80) %。非还原敏感的PSG/IR-780

NPs组不具还原敏感能力, 难以有效释放药物杀伤肿瘤

细胞, 因此4T1细胞的细胞存活率更高, 在18β-GA质量

浓度为50 μg·mL-1时, 细胞的存活率为 (29.30 ± 1.37) %。

7 体内抗炎效果

经 PSG/IR-780 NPs给药及激光照射后, 肿瘤部位

的炎性因子TNF-α及 IL-6的分泌水平明显上升 (图8)。

同时, 与PBS组相比, PSG NPs组的TNF-α和 IL-6的分

泌水平无明显变化, 表明光热是引起TNF-α和 IL-6上

调的主要原因。此外, PDG/IR-780 NPs组的TNF-α和

IL-6 的分泌水平与 PSG/IR-780 NPs 组相比显著性下

降, 表明 PDG/IR-780 NPs由还原敏感特性释放的 GA

能有效缓解光热治疗所导致的炎症反应。

8 肿瘤靶向性

为考察 PDG NPs 对疏水性药物的肿瘤靶向递送

能力, 采用DiD作为荧光探针, 以尾静脉注射方式进行

Table 2 Particle size distribution of PDG NPs and PDG/IR-780

NPs (n = 3,
-
x ± s). Sample A represents the particle size distribu‐

tion of PSG/IR-780 NPs after incubated in 10 mmol · L-1 DTT

environment. Sample B represents the particle size distribution of

PDG/IR-780 NPs after incubated in 10 mmol·L-1 DTT environment

Sample

A

B

Z-Average size/nm

72.9 ± 6.4

123.8 ± 28.5

PDI

0.208 ± 0.097

0.769 ± 0.113

Figure 6 The cell uptake assay of free DiD, redox-responsive

PDG/DiD NPs and non-redox-responsive PSG/DiD NPs under flow

cytometry. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01; N.S.: Not significant

Figure 7 The cell viability of 4T1 cells after treated with various

formulations detected by MTT assay. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05

Figure 5 A: The particle size distribution of PSG/IR-780 NPs after incubated in 10 mmol·L-1 dithiothreitol (DTT) environment. B: The

particle size distribution of PDG/IR-780 NPs after incubated in 10 mmol·L-1 DTT environment
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给药, 并于 24 h后处死小鼠, 收集小鼠的肿瘤组织, 进

行冰冻切片考察。肿瘤冰冻切片的共聚焦成像结果如

图 9 所示 , 在 24 h 时 , free DiD 组的肿瘤冰冻切片中

DiD的荧光十分微弱, 表明游离DiD难以有效蓄积于

肿瘤组织。同时, PDG/DiD NPs在肿瘤组织中具有很

强的荧光分布, 这是由于乳腺癌具有比较明显的EPR

效应[31], PDG NPs可利用EPR效应被动靶向分布至肿

瘤部位。上述结果表明, PDG NPs可有效提高疏水药

物在4T1原位肿瘤组织中的分布。

9 体内抗肿瘤效果

建立 4T1原位乳腺癌小鼠模型, 以考察不同制剂

的抗肿瘤效果。图 10A表明, PBS组小鼠的肿瘤体积

增长速度最快。同时, 图 10B、C 也表明, free 18β-GA

对肿瘤增殖虽有一定抑制作用, 但效果不佳。将 18β-

GA载于胶束后, 对肿瘤的抑制效果有所提升, 这可能

是因为 PDG NPs能通过 EPR 效应促进对疏水性 18β-

GA 的肿瘤靶向递送所致。另外, 相比于非还原敏感

的PSG/IR-780 NPs组, 还原敏感的PDG/IR-780 NPs组

的肿瘤抑制效果显著提升, 相较于其他组表现出了最

佳抗肿瘤效果, 这可能是PDG/IR-780的还原敏感特性

促进药物释放所致。图 10D中的肿瘤重量结果同样表

明PDG/IR-780 NPs具有最佳的抗肿瘤效果。此外, 由

图 10E中小鼠体重变化情况可知, 各制剂组小鼠体重

均呈缓慢上升趋势, 初步表明各制剂对荷瘤小鼠无明

显不良反应。

进一步通过对肿瘤组织进行H&E染色和TUNEL

染色, 考察各制剂组肿瘤细胞的凋亡和组织的坏死情

况。如图 11所示, PDG/IR-780 NPs组的肿瘤切片中可

观察到最大面积的细胞坏死区域和最明显的细胞凋亡

现象, 表明PDG/IR-780 NPs具有最强的杀伤肿瘤细胞

的能力。

10 初步安全性考察

对各组小鼠的主要脏器经石蜡切片后进行 H&E

染色, 以考察各制剂 (PBS、18β-GA、PDG NPs、PSG/IR-

780 NPs、PDG/IR-780 NPs) 对荷瘤小鼠主要脏器的毒

性情况。结果表明, 各组制剂与 PBS组相比无明显差

异, 说明各制剂组的小鼠的心、肝、脾、肺及肾均未出现

明显的病理变化, 初步表明各制剂对荷瘤小鼠未产生

明显的不良反应。

结论

本课题以还原敏感连接物DA键合疏水性抗炎药

物 18β-GA和亲水片段mPEG-NH2得到还原敏感两亲

性聚合物, 并包载光热剂 IR-780, 制备得到还原敏感胶

束性纳米粒 PDG/IR-780 NPs。随后, 对该纳米粒进行

了表征、基本性质考察及体内外抗肿瘤实验。实验结

果表明 , 本课题构建的 PDG/IR-780 NPs 稳定性良好 ,

体外无明显溶血, 具有明显的还原敏感降解能力, 体外

能显著降低 4T1细胞存活率, 且能提高疏水性药物的

肿瘤组织分布, 并通过光热剂 IR-780 与 18β-GA 的联

用策略在三阴性乳腺癌 4T1肿瘤模型中体现出良好的

抑瘤效果。本课题构建的 PDG NPs, 可为多种类型的

疏水性药物提供一种通用的还原敏感性纳米递送平台。

同时, 本课题针对光热疗法受炎症反应制约的现状, 提

Figure 8 ELISA results about the inflammatory factors of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) after various treat‐

ments. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 9 The fluorescence distribution of various formulations

in the frozen sections of 4T1 tumors observed under confocal

microscope. Scale bar represents 20 μm
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Figure 11 H&E staining and TUNEL staining results of tumor tissue sections in various groups at the end of therapy. Scale bars represent

100 μm (H&E) and 50 μm (TUNEL), respectively

Figure 10 A: The tumor growth curves of mice in various groups. B: The tumor photos of mice in various groups after therapy. C: The

tumor volume growth curve of mice in PBS group, free 18β -GA group, PDG NPs group, PSG/IR-780 NPs group and PDG/IR-780 NPs

group, respectively. D: The tumor weight of mice in various groups at the end of therapy. E: The change curves of the body weight of mice

during therapy. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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出将光热剂 IR-780及抗炎药物 18β-GA进行共递送的

抗肿瘤策略 , 为高效的肿瘤光热治疗提供了更多的

可能。
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