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基于丝素蛋白的纳米粒药物递送系统研究进展
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摘要: 丝素蛋白 (silk fibroin, SF) 是一种天然高分子, 具有一定的水溶性、结构修饰性、良好的生物相容性和生

物降解性, 可作为药物递送的载体材料。SF载药纳米粒可控制药物释放、减少不良反应、提高治疗效果, 是一种有

前景的药物递送系统。本综述介绍了SF的基本特征、SF载药纳米粒的制备方法和SF在纳米粒药物递送系统的应

用, 在此基础上, 对SF载药纳米粒的进一步发展进行了展望。
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Abstract: Silk fibroin is a natural polymer with certain water solubility, structural modification, good

biocompatibility and biodegradability, which can be used as a drug delivery carrier material. As a promising drug

delivery system, drug-loaded silk fibroin nanoparticles can control drug release, reduce toxicity and improve

therapeutic effects. In this paper, the basic characteristics of silk fibroin, the preparation methods of drug-loaded

silk fibroin nanoparticles and the application of silk fibroin in nanoparticulate drug delivery systems are reviewed,

and on this basis, the further development of drug-loaded silk fibroin nanoparticles is prospected.
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药物递送系统的快速发展使得对药物有效性的评

价不仅基于其治疗效率还需考虑其带来的不良反

应[1,2], 疾病治疗更需生物利用度高、能缓慢长期释放、

较少或没有不良反应的制剂[3]。纳米递送系统可增加

药物的溶解度和稳定性, 选择性增加细胞摄取, 控制药

物释放, 减少不良反应等, 提高药物治疗效果[4]。

载体类纳米药物是纳米递送系统重要的组成部

分, 指以无机、脂质或高分子材料等为载体, 将原料药

包裹、分散、共价或非共价结合形成的具有纳米尺度的

微粒。其中无机材料最大的不足是会在器官中大量累

积, 引起免疫系统的永久刺激, 对机体造成长期毒性反

应[5]; 脂质材料虽是生物相容的, 但成分复杂, 会影响

纳米粒稳定性[6]; 高分子材料不仅生物相容性和稳定

性好, 且易于制备, 成本合理, 已受到越来越多关注。

高分子材料可分为合成和天然两类, 合成高分子

材料如聚酯、聚酸酐等已被广泛使用 , 其中聚乳酸

(PLA)、乳酸-羟基乙酸共聚物 (PLGA) 等生物相容性

较好, 但会产生酸性降解产物影响局部 pH, 造成包封
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药物变性, 降低药物治疗效率[7]。相比之下, 各种天然

高分子材料如丝素蛋白 (silk fibroin, SF)[3]、壳聚糖[8]、

玉米蛋白[9]等同时具有良好的生物相容性和生物降解

性, 是更值得选择的纳米药物载体材料。其中SF是经

美国食品和药品监督管理局 (FDA) 批准的广泛用于

缝合、组织再生和药物递送系统的生物材料[10], 除安全

可降解外, 还具有来源广泛、制备灵活、药物包封率高

等优点[11], 其经各种方法制成的载药纳米粒具有多种

理化及生物学新功能。本综述对 SF的基本特征、SF

载药纳米粒的制备方法和 SF在纳米粒药物递送系统

的应用进行了总结。

1 SF的提取、结构和性质

1.1 SF的提取

SF主要从家蚕蚕丝中提取, 蚕丝由约 75% SF和

25%丝胶蛋白组成。丝胶蛋白是水溶性胶状蛋白, 在

蚕丝中作为外层包裹 SF, 以维持结构完整性[11]。一般

认为丝胶蛋白的存在会引起过敏反应, 故需去除丝胶

蛋白[12], 也有研究发现单纯的丝胶蛋白可作为一种具

有良好生物相容性的材料使用[13], 所以可能SF和丝胶

蛋白同时存在才会导致免疫反应[10]。

SF的完整提取过程是首先通过脱胶处理 (degum‐

ming process) 去除丝胶蛋白, 脱胶工艺是一种热化学

处理, 主要利用丝胶蛋白的水溶性, 合适的脱胶剂和脱

胶条件可充分彻底除去丝胶蛋白, 脱胶剂一般选择碱

性试剂如碳酸钠, 脱胶条件为100 ℃、30～60 min[14]。脱

胶后得到的 SF晶体结构为不溶性的 silk II, 通过转化

剂如溴化锂、氯化钙等可使其转化为可溶性的 silk I,

再经透析离心除去转化剂 , 形成再生 SF (regenerated

silk fibroin) 溶液, 后续可冻干以长期保存[14]。

1.2 SF的结构

SF由重 (H) 链、轻 (L) 链和P25糖蛋白单元组成, 三

者摩尔比为6∶6∶1[15]。重链约为390 kDa[11], 含有亲水和

疏水结构域, 短的亲水结构域散布在疏水结构域之间,

疏水结构域主要包含了高度保守的甘氨酸-丙氨酸-甘

氨酸-丙氨酸-甘氨酸-丝氨酸重复单元[15]。轻链约为

26 kDa, 没有重复氨基酸单元, 具有亲水性和一定弹性[11]。

重链和轻链单元间以二硫键相连, 形成H-L复合物, P25

糖蛋白单元与复合物非共价连接, 约为25 kDa[16]。

SF主要含有 silk I和 silk II两种结晶态, 二者晶体

结构的差异源于二级结构的不同。Silk I为含无规则

卷曲、α-螺旋和 β-折叠结构的混合物[11], 具有水溶性和

热力学不稳定性[17]; 而在氨基酸分子内和分子间氢键

及范德华力作用下 , 重链的重复单元能形成反平行

β-折叠结构, 使 SF中出现高度有序的晶体区域[15], 这

种晶体结构是 silk II, 具有疏水性和热力学稳定性[16]。

此外, 再生 SF溶液在气/水界面中存在少量不稳定的

silk III[11], 为三重螺旋晶体结构[14]。通过改变离子溶

液、有机溶剂、温度等条件, 可调节SF中 β-折叠结构含

量, 使 silk I和 silk II发生相互转化[14]。

1.3 SF的性质

SF具有一定的水溶性、结构修饰性、良好的生物

相容性和生物降解性等, 使其成为纳米粒药物递送系

统的理想载体材料。

1.3.1 水溶性 SF的水溶性与结晶态和环境 pH显著

相关。由于 silk I比 silk II更易溶解, 故使得难溶性的

silk II转变为 silk I的方法都可增加 SF的水溶性[14], 如

再生SF的晶体结构为 silk I, 水溶性较好, 可制备成SF

水溶液。此外, SF的理论等电点 pI是 4.53[18], 当环境

pH在等电点附近时, SF的水溶性会下降。基于 SF有

一定水溶性的特点, 在制备时可减少有机溶剂的使用,

从而减少对包封药物的影响。

1.3.2 结构修饰性 具有化学和基因修饰其固有结构

的能力对生物材料至关重要。化学修饰是对 SF结构

中的活性基团如氨基和羧基进行修饰, 增加材料的功

能性。基因修饰是从源头改变SF结构, 获得性能优化

的新材料品种。

由于 SF具有一定的生物活性, 不载药的 SF纳米

粒有抗炎和修复作用, 而RGD肽 (精氨酸-甘氨酸-天

冬氨酸) 能靶向细胞表面的整合素受体, 减少免疫细

胞浸润[19]。以戊二醛作交联剂, 两端分别连接RGD肽

的氨基和 SF纳米粒表面的氨基, 可得到RGD肽修饰

的 SF纳米粒 (RGD-SFNs), 其明显减少了结肠炎中促

炎细胞因子 (IL-6、IL-12等) 和诱导型一氧化氮合酶的

表达, 可改善结肠上皮层损伤, 治疗结肠炎[19]。除RGD

肽外, SP5-52肿瘤靶向肽[20]、叶酸[21]、硫酸软骨素[22]、透

明质酸[23]等都能对 SF 进行修饰 , 用于药物的靶向递

送, 聚乙二醇 (PEG)[24]也能修饰SF, 延长药物在体内的

循环时间。此外, 1-乙基-3 (3-二甲氨丙基) 碳二亚胺

盐酸盐 (EDC) 或带正电的聚合物聚乙烯亚胺 (PEI) 可

作为交联剂与 SF的羧基等带电基团发生离子相互作

用 , 能在-15～+30 mV 内调节 SF 纳米粒的表面电势 ,

EDC还能增加 silk II的含量[25], 有利于增加载药量和

包封率, 提高治疗效果[26]。

在基因修饰方面 , 调节蚕的饮食可将甲硫氨酸

(Met) 类似物整合到 SF 中 , 这些类似物被甲硫氨酰

tRNA 合成酶识别 , 与 tRNAMet结合 , 竞争性翻译腺嘌

呤-尿嘧啶-鸟嘌呤 (AUG) 密码子, 诱导氨基酸突变,

可用于开发高性能生物材料[27]。

1.3.3 良好的生物相容性和生物降解性 作为一种来

源于大自然的物质, SF由天然氨基酸组成, 其在体外
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和动物及至人类体内都具有良好的生物相容性。体外

研究表明 , SF 可依附成纤维细胞 L-929 并促进其生

长[28], 对免疫系统的黏附和激活有限[29]; 体内实验则发

现SF在大鼠中只引起可忽略不计的炎症反应[30]。

SF 能在体内生物降解且降解产物没有细胞毒

性[31], 可被多种酶如蛋白酶XIV、胶原酶 IA等降解, 生

物降解速率受降解酶的类型影响[32]。此外, SF的结晶

度和提取来源也影响降解速率, 由于 silk II比 silk I结

晶度高, 故 silk II含量多时, 会延长降解时间[33], 控制

SF的晶体结构, 可实现缓释给药。而非家蚕蚕丝提取

的 SF有高 α-螺旋和 β-折叠结构, 晶体结构更紧凑, 和

蚕丝提取的SF相比, 降解会更缓慢[34]。

对 SF 生物相容性和生物降解性的研究表明 , SF

是安全无毒的天然高分子材料, 解决了药物载体安全

性的问题, 使其在纳米粒药物递送系统的应用中具有

一定优势。

2 SF载药纳米粒的制备方法和影响因素

2.1 制备方法

一般将制备SF载药纳米粒的方法分为两类, 即自

上而下法和自下而上法[14]。自上而下法指通过研磨或

均质等机械过程制备纳米粒, 将大颗粒分散为小颗粒,

制备时不需加入有机溶剂, 但较长的操作时间可能会

引入杂质, 且粒径分布大[35], 不适用于载药纳米粒的制

备。自下而上法则通过 SF的相分离或自组装制备纳

米粒, 通过增加反平行 β-折叠结构, 经疏水作用使溶液

中的 SF浓集并形成纳米粒[14], 相比于自上而下法, 自

下而上法的应用更广泛。自下而上法进一步可分为化

学法、仪器法和其他方法。其中, 化学法有去溶剂化

法[36]、盐析法[18]、反微乳液法[37]等, 仪器法包括超临界

流体法 [38]、电喷雾法 [39]、毛细管法 [40]等 , 其他方法有

聚合物共混法 [41]等 , 常用的制备方法和主要特点如

表 1[14,35]所示。

去溶剂化法是制备 SF载药纳米粒的最常见方法,

是将 SF水溶液和与水混溶的有机溶剂混合后自发形

成不溶性纳米粒的过程。Zhang 等[36]将 5.0% 的再生

SF溶液加入与水混溶的有机溶剂如丙酮、乙醇中, 有

机溶剂体积至少占终体积的 70%, SF悬浮在水和有机

溶剂的混合物中, 形成有良好结晶度的微小球状粒子,

纳米粒自发聚集产生缓慢的沉降, 最后通过离心和过

滤等操作可从混合物中收集并纯化沉淀, 得到粒径范

围在35～125 nm的粒子。

盐析法则通过加入盐溶液与SF竞争水分子, 使纳

米粒形成。Lammel等[18]通过向SF水溶液中加入磷酸

钾溶液, 诱导相分离制备纳米粒, SF溶液和磷酸钾溶

液的体积比为 1∶5, 得到的纳米粒冷冻保存并离心, 使

用前需重新分散并洗涤 3次, 通过改变 SF浓度, 可得

到486 nm～2 μm粒径范围的粒子。

超临界流体法 (SCF) 指 SF溶液在可控高压下被

超临界二氧化碳雾化, 二氧化碳蒸发后纳米粒形成的

过程。Zhao等[38]采用超临界二氧化碳 (scCO2) 作为溶

液增强分散剂的工艺 (SEDS) 制备载有吲哚美辛的SF

纳米粒。当溶液接触 scCO2时, 高速的 scCO2将溶液分

解成非常小的液滴, 诱导 SF的相分离, 出现超饱和现

象, 从而导致聚合物颗粒的成核和沉淀。获得的纳米

粒表面光滑, 粒径分布狭窄, 平均粒径约为 50 nm, 使

药物以稳定方式释放, 减少了突释。

2.2 影响因素

许多因素如 SF的浓度和结晶度、包封药物性质、

制备和贮存条件、生理病理环境等会对纳米粒的粒径

和粒径分布、表面电势、包封率和载药量、稳定性、药物

释放速率等性质有很大影响, 在制备时要进行合理的

设计和选择。

Table 1 Common preparation methods and main features of silk fibroin (SF)

Method

Desolvation

Salting out

Microemulsion

Supercritical fluid

Electrospraying

Capillary microdot

PVA blend film

Advantage

Comparatively mild conditions; easy to scale up;

simplicity of operation; small and controllable size

Low cost; high yield; simplicity and safe operation;

no organic solvent; easy to maintain activity of protein

Controllable particle size

No organic solvent; controllable size; high drug

entrapment and loading capacity

No organic solvent; controllable size; high drug

entrapment and loading capacity; high purity and

excellent monodispersity

Small and controllable size

Mild conditions; simple operation; no organic solvent

Disadvantage

Easy to aggregate; low drug entrapment and loading

capacity; organic solvent residues; rigorous washing

steps

Difficult to entrap hydrophobic drugs; salt-out agent

residues; rigorous washing steps

Surfactant and organic solvent residue

Expensive; need post treatment to induce silk II;

complicated operation

Expensive; need post treatment to induce silk II

Need post treatment to induce silk II

Polymer residues; need post treatment to induce

silk II

Particle size

35-125 nm

486 nm-2 μm

167-169 nm

～50 nm

59-75 nm

20-130 nm

300 nm-20 μm
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2.2.1 SF的浓度和结晶度 制备时 SF的浓度会影响

纳米粒的粒径和粒径分布, 浓度增加, 粒径和粒径分布

增加, 过大浓度还会形成团簇和无定形聚集体[18]。而

SF的结晶度对药物释放有重要作用, 高含量的 silk II

可形成更加紧实的颗粒[25], 同时减慢SF的降解速率[33],

从而显著延长药物释放时间, 利于药物缓慢释放。

2.2.2 包封药物的性质 稳定性较好的药物可先溶解

或混合于 SF溶液中, 再制备载药纳米粒, 这是最常用

且直接的方式, 但需温和的制备方法, 以确保制备过程

不会影响药物活性[42]; 药物也可在 SF制成纳米粒后,

再通过透析等方法与其共价偶联或吸附, 形成载药纳

米粒, 该方式能维持药物的稳定性[42], 但药物与 SF结

合或形成偶联物的能力取决于药物的物理化学性质,

由于在生理环境下SF表面带负电, 故带正电或疏水性

药物可与SF紧密结合, 表现出更缓慢的释放[43]。

不论何种加入方式, 药物一般与SF都存在静电相

互作用、氢键作用或疏水作用, 这可能会破坏 SF反平

行 β-折叠结构的氢键作用, 使结晶度下降, 影响药物的

包封率和释放速率[26]。此外, 药物的溶解度和 pKa值

会影响SF的包封率和载药量[26]。

2.2.3 制备和贮存条件 不同制备方法会产生不同粒

径范围的纳米粒, 同一制备方法中条件的变化也会对

纳米粒的形态、表面电势、粒径等有影响。去溶剂化法

中, 极性有机溶剂如甲醇、乙醇、丙酮等都可从SF水溶

液中诱导球状纳米粒产生, 但选用丙酮为溶剂时纳米

粒的形态较好, 而乙腈只能聚集 SF分子, 不产生细小

颗粒, 形成没有特定形状的丝素团块[36]; 当采用EDC或

PEI修饰SF时, 能对纳米粒的表面电势进行调节[25]。盐

析法中, 盐析效率随盐溶液离子强度的变化而变化, 只

有当离子强度到达某一值后才能形成颗粒[18]。

纳米粒的贮存温度也会显著影响其稳定性, 包括以

冻干粉末贮存时。25 ℃时纳米粒碰撞过多, 分子内和分

子间相互作用增大, 会引起粒子聚集; 而较低温度 (如

4 ℃) 接触减少, 纳米粒能在6个月内保持稳定[26]。

2.2.4 生理病理环境 SF 结构的特殊性如二硫键、

β-折叠结构中的氢键等, 使得SF纳米粒具有多种刺激

响应性释放药物的能力。

许多研究表明 SF 纳米粒对 pH 变化有响应性 ,

其中 SF 包封的药物多是弱碱性药物 , 如多柔比星

(DOX)[24,44,45]、普萘洛尔[24]、喜树碱[22]等, 在模拟溶酶体

环境即 pH 4.5时药物的释放速率显著高于其他 pH条

件 (pH 6.0的核内体环境和 pH 7.4的血浆环境), 可能

是酸性环境下 SF β-折叠结构的破坏[22]和弱碱性药物

与 SF间静电作用力减弱[45]造成的, 此外, 溶酶体酶还

能降解SF, 可进一步加快药物释放[45]。

SF纳米粒对谷胱甘肽 (GSH) 和活性氧 (ROS) 的

增加也具有响应性, GSH对SF分子中连接轻链和重链

的二硫键具有还原性, ROS则会破坏SF纳米粒的 β-折

叠结构, 加速药物释放[22]。有研究发现温度也会影响

SF纳米粒中药物的释放, 高温能增加分子的运动, 促

进药物扩散, 不过一般需要外加刺激[23]。

总之, SF纳米粒对生理病理环境中 pH/溶酶体酶/

GSH/ROS的内在刺激具有选择性响应能力, 可用于设计

靶向病灶部位按需释放药物的纳米粒药物递送系统[46]。

3 SF在纳米粒药物递送系统的应用

SF 具有与各种类型化合物结合的能力 , 如小分

子、蛋白及多肽类和核酸类药物等。以SF为载体包封

这些药物形成的纳米粒, 借助增强渗透与滞留 (EPR)

效应有一定的被动靶向性, 且若 SF经结构修饰, 还具

有主动靶向性, 从而能降低全身毒性。而SF的降解速

率决定着药物的释放速率, 可控制药物释放, 提高药物

生物利用度, 在多种疾病的治疗中有着广泛研究。此

外 , SF 可与其他高分子材料共同制备复合载药纳米

粒, 改善对药物的包封, 维持药物稳定性, 促进吸收。

3.1 小分子药物

一些小分子化合物存在低渗透性、快速代谢、无特

异性靶向和分布、不良反应大等不足, 纳米粒药物递送

系统可有效改善这些问题。SF能对多种小分子药物

如化学合成药物、天然来源药物单体、荧光试剂等进行

递送, 主要用于癌症、炎症的治疗及粒子追踪。

3.1.1 化学合成药物 SF作为载体递送的化学合成

药物常用于癌症的治疗。目前, 可与SF制备纳米粒的

化学合成药物包括DOX[47]、甲氨蝶呤[48]、吉西他滨[20]、

5-氟尿嘧啶[49]、顺铂[41]、氟尿苷[50]、普萘洛尔[24]等。

DOX是广泛使用的抗癌药物, 毒性大, 易引起肿

瘤的多药耐药性。Tian等[47]通过盐析法制备了 DOX

磁性SF纳米粒即DMSs, 形成机制如图 1所示, 带正电

的DOX与带负电的 Fe3O4磁性纳米粒 (MNPs) 结合后

再被 SF包封, 形成带负电的DMSs, 在雌性BALB/c裸

鼠的毒理学研究表明, DMSs对肝、脾、肺、肾没有明显

毒性, 而心脏切片出现心肌纤维撕裂现象, 这可能是

DOX引起的。小鼠尾静脉注射DMSs和载有DOX的

SF 纳米粒 (DOX-SFNs) 后 , 当磁体附着在肿瘤处时 ,

DMSs 可在肿瘤处积累 , DOX-SFNs 则主要聚集在肝

脏, 与游离 DOX相比, DMSs治疗的小鼠乳腺癌耐药

肿瘤体积显著减少, 肿瘤的生长抑制效果更好, 第30天

小鼠的生存率仍为 100%, 且DMSs治疗的小鼠和对照

组的小鼠体重变化相似, 而DOX治疗的小鼠体重有明

显波动。通过外加磁场的刺激, DMSs能聚集到肿瘤

处, 增强对肿瘤的抑制并减小不良反应, 还能对抗肿瘤
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多药耐药性, 是一种治疗肿瘤的有效方法。

SF还可用于改善亲水性高分子材料如白蛋白对

疏水性药物的包封。Subia等[48]通过去溶剂化法和戊

二醛交联法制备了 SF-白蛋白 (SF-Alb) 纳米粒, 然后

通过超声透析将甲氨蝶呤 (MTX) 偶联到 SF-Alb纳米

粒上, 得到平均大小为140～300 nm的MTX-SF-Alb纳

米粒。由于 SF的羧基和白蛋白的氨基之间存在较强

的静电相互作用, 改善了对药物的包封, 避免药物泄

漏。测试浓度下, SF-Alb纳米粒很少或几乎不引起溶

血反应, 可很好地进入成纤维细胞 (AH927) 且不影响

细胞生存率, 这些都表明SF-Alb纳米粒有很好的生物

相容性。而在MTX-SF-Alb纳米粒的体外细胞毒性评

价中, 其可缓慢释放MTX, 比游离的MTX更有效地抑

制乳腺癌细胞MDA-MB-231, 半数抑制浓度 (IC50) 更

低, 可提高疗效。

3.1.2 天然来源药物单体 天然来源药物单体对多种

疾病有治疗作用, SF可成功递送不同的天然来源药物

单体, 典型的有紫杉醇 (PTX)[51]、姜黄素 (CUR)[22]、雷

公藤内酯[52]、南蛇藤醇[52]、槲皮素[53]、白藜芦醇[54]、α-倒

捻子素[26]等, 提高这些药物的治疗效果。

PTX已被证明能对抗多种实体瘤, 但其治疗往往

伴随严重的不良反应, 如与骨髓抑制相关的中性粒细

胞减少等。Wu等[51]用去溶剂化法制备了PTXSF纳米

粒 (PTX-SF-NPs), 其粒径为 195～210 nm。体外摄取

实验发现 PTX-SF-NPs能迅速被人胃癌细胞BGC-823

和SGC-7901摄取, 多集中在细胞质和核周空间。体内

抗肿瘤活性研究表明, 相比游离 PTX, PTX-SF-NPs更

能减慢肿瘤生长, 且其局部治疗优于全身治疗, 有极好

的抗癌活性, 还能降低PTX的全身毒性。此外, 对重要

器官的病理研究发现 SF-NPs处理的小鼠器官形态无

明显变化, 具有良好的体内安全性。故SF作为递送载

体的局部给药可能是一种潜在的临床癌症治疗方案。

CUR是从姜黄中提取的酚类色素, 具有许多药理

作用, 包括抗氧化、抗炎和抗癌活性。Gou等[22]用去溶

剂化法制得CUR-SF纳米粒 (CUR-SFNPs) 后, 再用硫

酸软骨素 (CS) 对其进行表面功能化得到了CS-CUR-

SFNPs, 制得的粒子平均粒径是 175.4 nm。体外细胞

摄取实验发现各种 SF纳米粒作用时, 随时间延长, 巨

噬细胞对CUR的吸收都有所增加, 说明都具有一定的

缓释性, 但CS-CUR-SFNPs作用时巨噬细胞中CUR含

量最高, 靶向性最强。体内治疗溃疡性结肠炎疗效研

究表明CS-CUR-SFNPs通过巨噬细胞的特异性内化作

用在结肠炎组织积累, 巨噬细胞的内在刺激 (pH/GSH/

ROS) 控制着CUR的释放, 增强抗炎活性。口服和静

脉注射CS-CUR-SFNPs后, 都有较好的血液和组织相

容性, 不引起免疫反应, 给药后无明显毒性。该研究设

计的能按需释放药物的 SF载药纳米粒是一种有前景

的天然多反应性药物递送系统。

从雷公藤中分离到的雷公藤内酯 (TPL) 和南蛇藤

醇 (CL) 具有广泛的生物活性, 可用于治疗胰腺癌, 但

水溶性不好且有较大毒性。Ding等[52]通过去溶剂化

法制备了TPLSF纳米粒 (TPL-SFNPs) 和CLSF纳米粒

(CL-SFNPs), 纳米粒的EPR效应可使药物在癌组织被

动聚集, 降低毒性。在凋亡实验中发现TPL-SFNPs和

CL-SFNPs均比各自的游离型更能有效地抑制胰腺癌

细胞 MIA PaCa-2和 PANC-1, 且联合使用时细胞抑制

增加, 具有协同作用。

3.1.3 荧光试剂 许多亲水性或疏水性荧光试剂都可

被 SF 递送 , 用于追踪粒子或光热治疗 , 如吲哚菁绿

(ICG)[55]、罗丹明B[18]、阿尔辛蓝[18]、结晶紫[18]等。

ICG是一种近红外荧光染料, 由于光热转化效率

显著, 生物相容性好, 广泛应用于生物医学成像、诊断

和治疗, 但存在着水稳定性差、肠道吸收能力差、缺乏

靶向性等不足。如图 2所示, Chen等[55]采取单步环保

的超临界反溶剂 (SAS) 工艺制备了包封 ICG的 SF纳

米粒 (ICG-SFNPs) , 再将纳米粒尾静脉注射进小鼠, 利

用 pH 响应性释放和近红外诱导, 对癌症进行光热治

疗。ICG-SFNPs可有效减少 ICG的降解并维持其光学

活性, 且其比游离 ICG在MCF-7细胞的细胞核附近累

积量增多, 呈时间依赖性。体内光热治疗 (PTT) 效率

实验表明 ICG-SFNPs在光的存在下能显著减小肿瘤

体积, 破坏肿瘤细胞, 优于游离的 ICG。

3.2 蛋白及多肽类药物

蛋白及多肽类药物主要包括生长因子、酶和其他

蛋白及多肽类, 用于组织再生、催化反应或疾病治疗,

Figure 1 Schematic illustration of the formation of doxorubicin-

loaded magnetic silk fibroin-based nanoparticles (DMSs): doxorubicin

(DOX) is partly adsorbed on the surface of magnetic Fe3O4

nanoparticles (MNPs) and then capsulated in the silk fibroin-based

nanoparticles (SFNs) during the salting-out generation process.

(Adapted from Ref. 47 with permission. Copyright © 2014 WILEY-

VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim)
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作用十分重要, 但在临床应用中面临许多问题, 如半衰

期短、稳定性差、组织渗透有限、潜在毒性等。SF可安

全有效地递送这些大分子化合物, 但目前研究多集中

在体外实验, 有待于进一步研究[14]。

3.2.1 生长因子 生长因子可刺激细胞生长和分化,

多用于组织再生领域。SF 已在血管内皮生长因子

(VEGF)[56]、血小板源性生长因子[57]、骨形态发生蛋白2[58]

等有所应用。

VEGF能促进血管内皮细胞生长, Kundu等[56]使用

去溶剂化法制备了SF纳米粒, 得到稳定、球形、带负电、

平均粒径在150～170 nm的纳米粒, 且大部分呈β-折叠

的结晶结构, 再将重组人源VEGF (rhVEGF) 溶液与SF

纳米粒溶液过夜搅拌 , 后经透析得到 VEGF-SFNPs,

VEGF和SF纳米粒间存在静电相互作用。不同浓度纳

米粒与小鼠成纤维细胞L929孵育 24 h后, 发现当浓度

不超过100 mg·mL-1时, 细胞生存率较好, 不会引起细胞

毒性。体外释放实验中, 纳米粒能在至少3周内缓慢释

放VEGF, 且无突释现象, 延长了作用时间, 表明 SF纳

米粒用于生长因子的递送有一定前景。

3.2.2 酶 大多数酶是有生物催化作用的一类蛋白质,

酶的缺乏可能会引起机体的严重失常。SF可用于酶的

递送和固定化, 常见的有溶菌酶[59]、L-天冬酰胺酶[60]、

Pin1异构酶[61]等, 增加这些酶的稳定性。

将重组蜘蛛丝蛋白 eADF4 (C16) 用于酶的递送 ,

可减少天然SF的质量差异性。Hofer等[59]以溶菌酶为

模型药物, 制备了载有溶菌酶的 eADF4 (C16) 纳米粒,

在生理条件下, 带负电的该纳米粒与带正电的溶菌酶

通过静电相互作用结合 , 溶菌酶的装载效率能达到

100%, 通过荧光标记发现溶菌酶不仅吸附在纳米粒表

面, 还会扩散到基质中。溶菌酶的释放程度取决于释

放介质的离子强度和 pH值, pH减少或离子强度增加

会削弱溶菌酶和 eADF4 (C16) 纳米粒间的静电相互作

用 , 使溶菌酶从纳米粒中释放。该研究说明 eADF4

(C16) 作为大分子药物载体有一定适用性, 可用于其

他酶类递送的研究。

3.2.3 其他蛋白及多肽类 SF还能用于递送胰岛素[62]、

牛血清白蛋白[63]、抗原[64]等其他蛋白及多肽类药物, 维

持其稳定性, 提高治疗效果。

胰岛素是治疗糖尿病常用的药物, 一般通过皮下

注射给药, 但该药物易被蛋白酶水解, 且在血液中很短时

间内活性就会丧失, 需频繁给药。SF可作为胰岛素生物

偶联的载体, 能减少蛋白酶对水溶性胰岛素的水解。Yan

等[62]通过加入0.7%戊二醇溶液使胰岛素和SF纳米粒发

生交联反应,再经甘氨酸溶液终止反应,离心过滤后得到胰

岛素SF生物偶联物 (Ins-SFN)。酶联免疫分析 (ELISA)

显示 Ins-SFN的回收率为 90%～115%, 体外实验表明 ,

Ins-SFN可显著提高胰岛素在人血清和胰蛋白酶溶液

中的稳定性, 在人血浆中的半衰期是胰岛素的2.5倍。

3.3 核酸类药物

核酸类药物如质粒基因 (pDNA)[65]、寡脱氧核苷

酸[66,67]、小干扰 RNA (siRNA)[68]等主要用于基因治疗,

但其稳定性差、降解快且吸收少, 有效且成本合理的基

因传递方法的缺乏显著阻碍了基因治疗的发展。SF

作为载体可使基因穿过细胞或核内体膜等细胞内屏障

Figure 2 Schematic illustration showing the outline of preparation of indocyanine green-silk fibroin (ICG-SF) nanoparticles by the

supercritical anti-solvent (SAS) process and dual-triggered cancer therapeutics. NIR: Near-infrared; SC: Supercritical. (Adapted from Ref.

55 with permission. Copyright © 2018 American Chemical Society)
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并保护其免于降解, 还有高转染效率和DNA酶耐性,

可作为基因递送系统的载体。

PEI是一种转染效率高, 但具有细胞毒性的阳离

子递送载体。Ma等[65]使用柞蚕中的 SF (ASF) 与 PEI

结合使用, 作为可同时表达VEGF165和血管生成素-1

(Ang-1) 双基因的质粒的传递载体, 通过混合涡旋制备

了 ASF/PEI/pDNA 复合物 , ASF 载体可保护 pDNA 不

被核酸酶降解, 还显著改善了 PEI对小鼠成纤维细胞

L929的毒性, 提高细胞生存率。而与 PEI/pDNA相比,

用ASF/PEI/pDNA转染时, 小鼠成纤维细胞L929和中

国仓鼠肺成纤维细胞 CHL 的基因转染效率更高 ,

VEGF的分泌也有所增加, 更有利于血管生成。

Song 等[66]使用盐析法制备 SFPEI 纳米粒 (SPPs)

和磁性SFPEI纳米粒 (MSPPs), 再将纳米粒与 c-myc反

义寡脱氧核苷酸 (ODN) 结合, 二者可能的结合机制是

ODN包裹纳米粒形成球形复合物。细胞毒性结果发

现 SPPs和 MSPPs作用时 , 对人真皮成纤维细胞 HDF

的细胞毒性都远低于乳腺癌细胞 MDA-MB-231。此

外, 体外细胞摄取研究发现, SPP-ODN和MSPP-ODN

均能将ODN递送进入乳腺癌细胞MDA-MB-231并显

著抑制细胞生长, MSPP-ODN还可通过磁转染实现药

物快速有效的吸收。

Shahbazi 等[68]将壳寡糖 (OC) 和 SF 结合 , 作为递

送 siRNA的复合载体, 通过去溶剂化法制备了 SF/OC/

siRNA纳米粒。复合纳米粒的载药量、稳定性、细胞摄

取和转染效率均优于OC单独作为载体的纳米粒, siRNA

具有更好的基因沉默作用, 且细胞毒性也有所降低, 使

得SF/OC成为一种具有强大潜力的基因载体。

4 总结与展望

以去溶剂化法为代表的自下而上法是制备 SF载

药纳米粒的主要方法。目前已有广泛研究证明 SF可

用于递送小分子、蛋白及多肽类和核酸类药物, 可提高

药物包封率、减少药物降解、控制药物释放、降低不良

反应。此外, 利用SF纳米粒对 pH/溶酶体酶/GSH/ROS

内在刺激的选择性响应, 可设计靶向病灶部位按需释

放药物的智能纳米粒药物递送系统。总之, 基于SF的

纳米粒药物递送系统有着广阔的应用前景。

对于 SF载药纳米粒的研究主要集中在癌症治疗

上, 而目前临床上抗肿瘤药物纳米粒的首选载体材料

之一是白蛋白。白蛋白是蛋白质类天然高分子材料,

人血清白蛋白 (HSA) 稳定性高、生物相容性和生物降

解性良好、无免疫原性、能进行结构修饰[69]。值得注意

的是 SF的基本性质和白蛋白相似, 还具有 pH/溶酶体

酶/GSH/ROS的内在刺激响应性, 且来源广泛, 获取成

本远低于人血来源的白蛋白。但另一方面, 不同来源

的 SF存在差异性[70], silk II结晶结构的缓慢降解还使

得SF不适合需快速完全从体内清除的情况[69], 这些可

能是SF在药物递送系统应用的阻碍。转基因SF可实

现质量一致性[71], 通过调整分子结构还能改变SF的降

解速率, 也有作为药物递送载体材料的研究[59,72], 是一

种很有前景的解决策略。此外, 目前通常是实验室自

行对SF进行提取和制备, 成熟的SF工业化分离、精制

方法与产品仍较少见, 且尚无发达国家药典标准或有

影响力的行业标准收载本品种; SF载药纳米粒的相容

性和安全性试验也未见有全面的探讨。因此, 仍有大

量基础与应用研究有待开展。
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