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肿瘤微环境双重响应性水飞蓟宾纳米胶束体外抗乳腺癌活性及

转移研究

贾玲玉#, 郝单丽#, 杨佳颖, 谢 冉, 德格晶, 易 红, 臧 琛, 赵 钰*, 

赵庆贺*, 陈燕军*

(中国中医科学院中药研究所, 北京 100700)

摘要: 肿瘤微环境的复杂特征为肿瘤治疗带来考验的同时也为新型治疗策略提供了新的途径。本研究合成了

肿瘤微环境 pH响应和谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 响应的聚(2-乙基-2噁唑啉)-聚乳酸-二硫键聚 β氨基酯 [poly(2-

ethyl-2-oxazoline)-poly(lactic acid)-SS-poly(β-amino ester), PEOz-PLA-SS-PBAE] 三嵌段共聚物, 通过薄膜水化法负

载水飞蓟宾 (silybin) 制备胶束, 以提高水飞蓟宾抗肿瘤活性。通过芘荧光探针法测定该聚合物的临界胶束浓度 

(critical micelle concentration, CMC) 为 1.8 μg·mL-1。动态光散射法测定胶束粒径为 155.30 ± 1.80 nm, 多分散指数 

(polydispersity index, PDI) 为0.168 ± 0.004。HPLC测定胶束的载药量和包封率为 (5.48 ± 0.04)%和 (68.52 ± 0.48)%。

其体外释放结果表现出胶束具有 pH与GSH敏感性, 具有缓释效果。通过测定空白胶束的溶血率和细胞毒性试验

证明材料具有良好的生物相容性。载药胶束组细胞毒性实验和细胞凋亡实验表明 PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束

对 MDA-MB-231细胞具有显著的抑制效果和诱导其凋亡的效果。细胞划痕实验与 Transwell侵袭实验结果显示

PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束能够显著抑制MDA-MB-231细胞的转移。因此, 本研究制备的PEOz-PLA-SS-PBAE

载药胶束具有良好的体外抑制肿瘤生长以及抗肿瘤转移的作用, 为水飞蓟宾的进一步应用铺垫了基础。
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pH and GSH dual-responsive silybin nano-micelles for inhibition of 

breast cancer activity and metastasis in vitro
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ZHAO Yu*, ZHAO Qing-he*, CHEN Yan-jun*

(Institute of Chinese Materia Medica, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100700, China)

Abstract: The clinical tumor therapy was greatly challenged due to the complex characteristics of tumor 

microenvironment, however, which also provide arena for novel therapeutic strategies. In this study, poly(2-ethyl-2-

oxazoline)-poly(lactic acid)-SS-poly(β-amino ester (PEOz-PLA-SS-PBAE) triblock copolymers with pH and GSH 

double response were synthesized, polymer micelles were prepared by thin film hydration method for loading of 

silybin to improve its antitumor activity. The critical micelle concentration was determined by pyrene fluorescence 

method as 1.8 μg·mL-1. The particle size was 155.30 ± 1.80 nm as determined by dynamic light scattering, with 

polydispersity index of 0.168 ± 0.004. The drug loading and entrapment efficiency of the micelles were determined 

by HPLC as (5.48 ± 0.04)% and (68.52 ± 0.48)%, respectively. The in vitro drug release profiles showed that the 
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micelles have low pH sensitivity and high GSH responsiveness, and exhibited sustained release profiles. The good 

biocompatibility of the material was proved by measuring the hemolysis rate and cytotoxicity of the blank micelle. 

The cytotoxicity and apoptosis rate of tumor cells showed that the drug loaded PEOz-PLA-SS-PBAE micelles had 

significant inhibitory effect and apoptosis-inducing effect on MDA-MB-231 cells. The results of wounding healing 

assay and Transwell invasion test showed that the drug loaded PEOz-PLA-SS-PBAE micelles could significantly 

inhibit the metastasis of MDA-MB-231 cells. The PEOz-PLA-SS-PBAE drug-loaded micelles prepared in this 

study have good inhibitory effect on tumor growth and anti-tumor metastasis in vitro, which lays the foundation for 

the further application of silybin.
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根据国际癌症研究机构 (International Agency for 

Research on Cancer, IARC) 发布的 GLOBOCAN 2020

统计[1], 乳腺癌新增人数超过肺癌, 成为 2020年全球癌

症发病率的首要原因。在中国, 乳腺癌的发病率和死

亡率都居于女性恶性疾病的首位[2]。未发生转移的乳

腺癌患者的 5年总生存率大于 80%[3], 然而, 发生转移

将导致这一比率急剧下降至约 25%[4]。根据乳腺癌的

分子分型, 三阴性乳腺癌侵袭性最强、预后效果最差, 

通常在晚期被诊断出, 容易导致高复发率和低存活率, 

且三阴性乳腺癌不表达雌激素受体、孕激素受体和人

表皮生长因子受体 2, 导致其缺乏有效的靶向治疗手

段 , 容易发生转移[5]。肿瘤微环境 (tumor microenvi‐

ronment, TME) 由复杂基质中的不同细胞群组成[6]。

TME在不同程度上帮助肿瘤形成肿瘤标志物, 与肿瘤

细胞共同维持增殖信号、抵抗细胞死亡、诱导血管生

成、激活侵袭和转移、引发促肿瘤炎症和避免免疫破坏

等[7]。整个肿瘤微环境形成一些独特的特征, 成为治

疗癌症的靶点, 例如: 酸性、高GSH浓度、低氧、免疫微

环境等, 这些与肿瘤的发生发展密切相关。这些特性

也可以被用于设计智能药物递送平台, 以定点在肿瘤

组织中释放药物。

水飞蓟宾从水飞蓟素的醇提物中分离得到, 是两

个非对映异构体的近似等摩尔混合物[8]。研究发现水

飞蓟宾可通过调控激酶、转录因子和细胞信号通路等

多个环节抑制癌细胞生长, 影响肿瘤细胞转移、侵袭等

作用[9,10]。例如 : Wu 等[11]研究发现水飞蓟宾通过使

β-catenin/ZEB1信号失活, 阻断膀胱癌细胞上皮-间充

质转化, 降低肿瘤细胞干性, 抑制肿瘤转移; Si和Lash‐

garian等[12,13]研究发现水飞蓟宾通过降低Rac1基因的

表达水平、诱导线粒体融合等通路抑制乳腺癌MDA-

MB-231细胞的迁移。但由于水飞蓟宾的疏水性质, 其

溶解度极低( < 0.04 mg·mL−1), 导致水飞蓟宾生物利用

度较低, 从而限制了其临床应用[14]。

纳米胶束具有改善药物分子的溶解性、延长包封

药物的体内循环时间、提高药物的靶向性、降低药物毒

副作用等优点[15]。聚(2-乙基-2-噁唑啉) [poly(2-ethyl-

2-oxazoline), PEOz] 共聚物通过阳离子开环聚合而成, 

表现出良好的生物相容性, 其作为胶束亲水性外壳使

用 , 可以降低网状内皮系统对胶束的非特异性清

除[16-18]。聚乳酸 [poly(lactic acid), PLA] 安全性高、可

生物降解, 已获得美国食品药品监督管理局批准, 在纳

米给药系统的开发中得到广泛应用[19,20]。含二硫键聚-

β-氨基酯 [poly(β-amino ester), PBAE] 嵌段共聚物是由

合成的含二硫键的二丙烯酸酯类化合物和胺类化合物

聚合而成, 聚合物中二硫键在肿瘤微环境GSH浓度高

的条件下发生断裂[21], 叔胺在肿瘤微环境酸性条件下

发生质子化, 引起聚合物链之间的静电排斥效应, 使得

胶束膨胀, 药物释放; 且其原料廉价、合成简单、毒性相

对较低, 是一种在全身给药中应用前景广阔的药物载

体[22]。本研究将上述三种材料制备成三嵌段共聚物, 赋

予其pH-GSH双重响应性, 同时负载水飞蓟宾制备成纳

米胶束 , 借助渗透和滞留效应 [enhanced permeability 

and retention (EPR) effect] 被动富集于肿瘤部位[23], 基

于肿瘤部位微环境酸性、高 GSH 浓度的特征释放药

物。通过体外实验初步评价了其对乳腺癌MDA-MB-

231细胞的抗肿瘤及抗转移活性。

材料与方法

材料 丙交酯 (上海麦克林生化科技有限公司); 

6-氨基-1-己醇 (阿拉丁控股集团有限公司); 丙烯酰氯 

(上海阿达玛斯贝塔化学试剂有限公司); 芘 (阿拉丁控

股集团有限公司); 水飞蓟宾 (北京谨明生物科技有限

公司); 透析袋 MD44、L-15培养基、0.4%台盼蓝染液、

0.1%结晶紫水溶液、青霉素−链霉素溶液、3-(4,5-二甲

基噻唑基)-2,5-二苯基四氮唑溴盐 (MTT) (北京索莱宝

科技有限公司); 红细胞 (50%, 北京互持生物科技有限

公司); MDA-MB-231乳腺癌细胞 (中国医学科学院细

胞库); 胎牛血清 (FBS, 上海文韧生物科技有限公司); 

胰蛋白酶 (美国 Gibco 公司); 磷酸盐缓冲液 (PBS, 

HyClone 公 司); Corning Matrigel Invasion Chambers 

·· 2786



贾玲玉等: 肿瘤微环境双重响应性水飞蓟宾纳米胶束体外抗乳腺癌活性及转移研究

(美国康宁公司); FITC 偶联 Annexin-V 凋亡检测试剂

盒 (美国BD公司); PEOz与二硫代二乙醇丙烯酸酯均

为本实验室自制; 水为去离子水; 乙腈、甲醇为色谱纯; 

其他试剂均为分析纯。

仪器 核磁共振仪 (Ascend-600, 德国 Bruker 公

司); 荧光分光光度计 (F-7000, 日立公司); 激光粒度仪 

(Nano ZS90, 英国马尔文仪器有限公司); 透射电镜 

(H7650, 日立公司); 冷冻干燥机 (LGJ-10C, 北京四环

科学仪器厂); 高效液相色谱仪 (Agilent 1260, 安捷伦

科技有限公司); 旋转蒸发器 (RE-2000, 上海亚荣生化

仪器厂); 循环冷却器 (DL-400, 郑州长城科工贸有限

公司); 倒置显微镜 (CKKX41, 奥林巴斯 (中国) 有限公

司); 酶标仪 (SYNERGY H1, 美国伯腾仪器有限公司); 

流式细胞仪 (FACS Calibur, 美国BD公司)。

PEOz-PLA-SS-PBAE 材料的合成 聚合物材料

的合成过程如图 1所示, 通过取代的方法, 将N-(叔丁

氧羰基)乙醇胺与对甲苯磺酰氯反应, 得到引发剂Boc-

OTs[24]。以此引发剂引发 2-乙基-2-噁唑啉 (2-ethyl-2-

oxazoline, EOz) 的开环聚合反应, 得到亲水性聚合物

聚 (2-乙基 -2-噁唑啉) [poly(2-ethyl-2-oxazoline), Boc-

PEOz), 在此基础上以辛酸亚锡 Sn(Oct)2为催化剂, 利

用Boc-PEOz的末端羟基引发丙交酯的开环聚合, 得到

聚(2-乙基-2-噁唑啉)-聚乳酸 [poly(2-ethyl-2-oxazoline)-

poly(lactic acid), Boc-PEOz-PLA], 加入三乙胺和丙烯

酰氯进行丙烯酰化反应, 得到丙烯酰化后的产物Boc-

PEOz-PLA-A, 加入 6-氨基-1-己醇, 二硫代二乙醇丙烯

酸酯 (以丙烯酰氯和二硫代二乙醇为原料, 在三乙胺

的催化下合成) 按照 1∶10∶11的摩尔比进行迈克尔加

成反应, 合成最终产物PEOz-PLA-SS-PBAE。

PEOz-PLA-SS-PBAE聚合物核磁共振 (1H NMR) 

表征 称取 5 mg聚合物材料溶于氘代氯仿, 以四甲基

硅烷为内标 , 用核磁共振仪扫描 1H NMR 图谱 , 解析

图谱。

聚合物材料CMC的测定 采用芘荧光探针法测

定聚合物的CMC值[25], 分别称取聚合物 PEOz-PLA和

PEOz-PLA-SS-PBAE 材料各 10 mg 于 100 mL 量瓶中, 

加去离子水溶解并定容至刻度, 配成 100 μg·mL-1的聚

合物溶液, 备用。称取 2 mg芘于 100 mL量瓶中, 加入

丙酮溶解并定容至刻度, 再稀释得到 1×10-5 mol·L-1芘

溶液, 备用。取 10 μL芘溶液于 10 mL量瓶中, 室温静

置过夜, 挥去丙酮, 向其中加入不同浓度的各聚合物溶

液 (0.01～100 μg·mL-1), 50 ℃超声 2 h, 使芘充分混匀

进入胶束, 避光条件下室温静置过夜, 待测。使用荧光

分光光度计, 固定发射波长 390 nm, 激发光扫描波长

Figure 1　The schematic illustration of the synthesis route of poly(2-ethyl-2-oxazoline)-poly(lactic acid)-SS-poly(β -amino ester), PEOz-

PLA-SS-PBAE (PEOz-PLA-SS-PBAE). ① Boc-OTs, ② Boc-PEOz, ③ Boc-PEOz-PLA, ④ Boc-PEOz-PLA-A, ⑤ Dithiodiethanol diacrylate, 

⑥ PEOz-PLA-SS-PBAE
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范围为 300～360 nm, 激发狭缝为 5 nm, 发射狭缝为

10 nm, 获得各溶液的激发光谱。以 336 和 334 nm 处

荧光强度的比值, 对聚合物浓度作图, 通过曲线的突变

点确定各共聚物的CMC值。

空白及载药胶束的制备 采用薄膜水化法制备胶

束[26]。空白胶束的制备, 分别称取PEOz-PLA和PEOz-

PLA-SS-PBAE 两种材料各 20 mg。载药胶束的制备, 

分别称取PEOz-PLA和PEOz-PLA-SS-PBAE两种材料

各 20 mg, Silybin 1.7 mg。分别加入 10 mL 甲醇溶解, 

50 ℃真空状态下旋蒸 30 min, 加入 10 mL 去离子水 , 

常压状态下, 水化 5 min, 过孔径 0.45 μm滤膜, 得到空

白及载药纳米胶束, 冻干备用。

胶束粒径、稳定性及形态学表征 采用激光粒度

仪测定胶束的粒径分布, 称取胶束冻干粉各 10 mg加

5 mL去离子水溶解, 制备成 2 mg·mL-1胶束溶液, 取适

量至马尔文粒径样品池中, 设置温度为 25 ℃, 每个样

品平行测量 3次取平均值。将各胶束放置于 4 ℃冰箱

及37 ℃条件下, 于不同时间点取样, 测定其粒径大小。

称取聚合物胶束用去离子水配成 2 mg·mL-1溶液, 

铜网放置于滤纸上, 吸取胶束溶液滴于铜网上, 静置过

夜, 利用透射电子显微镜观察胶束形态。

溶血性考察 通过 PEOz-PLA 和 PEOz-PLA-SS-

PBAE两种材料的空白胶束与红细胞孵育来检测溶血

作用。材料起始浓度从 1 000 μg·mL-1开始, 使用二倍

稀释法将材料稀释后分别与等量的红细胞样品在

37 ℃、5% CO2的培养箱中孵育 1 h, 其中PBS溶液为阴

性对照 (A阴性), 1%曲拉通 100溶液为阳性对照 (A阳

性)。将混合物离心, 使用酶标仪测定上清液在 540 nm

处的吸光度。每组重复 3次, 取平均值。通过以下公

式计算 : 溶血率 = (A 实验 - A 阴性) / (A 阳性 - A 阴

性) × 100%。

水飞蓟宾纳米胶束载药量和包封率的测定 配制

浓度为 6.25、12.5、25、50、100、200 μg·mL-1的水飞蓟宾

溶液, 根据美国药典中检测水飞蓟宾的色谱条件[27], 采

用高效液相色谱 (HPLC) 测定水飞蓟宾的含量, 并绘

制标准曲线。称取 2 mg水飞蓟宾纳米胶束于离心管

中, 加入甲醇溶解, 通过上述实验所得标准曲线计算其

载药量和包封率。载药量 = 胶束中水飞蓟宾质量/材

料与药物投料量×100%; 包封率 = 胶束中水飞蓟宾质

量/水飞蓟宾投药量×100%。

水飞蓟宾纳米胶束体外释药性能研究 采用透析

法分别考察两种载药胶束在 pH 7.4 或 pH 6.0, 含有

10 mmol·L-1 GSH 或不含 GSH 条件下的释药性能 , 将

两种载药胶束配制成 7 mg·mL-1 的胶束溶液 , 吸取

3 mL于透析袋 (MWCO = 3 500) 中, 置于含 12 mL不

同释放介质的离心管中, 于 37 ℃恒温振荡培养箱中, 

100 r·min-1振荡, 分别在预定的时间取出 750 μL 的上

清液并用相同体积的相应释放介质替换, 取出样品用

HPLC 测定其含量 , 计算每个时间点的累积释放率。

每组三个平行样, 计算后取平均值。

细胞毒性实验 精密称取游离药物、空白胶束及

各载药胶束冻干粉适量, 使用L-15培养基分别配制空

白胶束浓度为 200、400、600、800、1 000 μg·mL-1 的溶

液。使用 L-15 培养基配制水飞蓟宾浓度 12.5、25、

37.5、50、100、150 μg·mL-1的游离药物与两种水飞蓟宾

胶束溶液。将 MDA-MB-231 细胞以 1×104个/孔接种

于 96孔板中, 37 ℃孵育过夜后, 加入上述配制的系列

浓度空白胶束、游离药物以及各载药胶束溶液。分别

孵育 24、48、72 h后, 每孔加 10 μL MTT溶液继续培养

4 h之后, 移除L-15培养基, 每孔加入 150 μL DMSO置

摇床上低速振荡 10 min, 使结晶充分溶解 , 在酶标仪

570 nm处测量每孔吸光度值 (A实验)。以不加药的孔

作为对照组 (A对照), 同时设置背景孔 (A空白), 测量

并计算每孔的细胞存活率。公式如下: 存活率 = (A实

验 − A空白) / (A对照 − A空白) × 100%。

细胞凋亡实验 采用 Annexin V-FITC 细胞凋亡

检测试剂盒检测载药胶束对MDA-MB-231细胞凋亡的

影响。将MDA-MB-231细胞以 2×105个/孔接种于 6孔

板内, 待细胞贴壁后, 加入含水飞蓟宾 50 μg·mL-1浓度

的游离药物及各载药胶束溶液。每组分别设置 3个复

孔, 孵育24 h后, 消化细胞, 离心机2 000 r·min-1、4 ℃离

心5 min。弃上清, 再用预冷的PBS洗涤细胞两次, 加入

300 μL binding buffer重悬细胞。加入Annexin V-FITC 

5 μL混匀后室温避光染色 15 min, 加入PI 5 μL混匀后

室温避光染色 5 min, 加入 200 μL binding buffer, 通过

流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

细胞划痕实验 取对数生长期的 MDA-MB-231

细胞, 以 1×106个/孔接种至 6孔板, 待细胞贴壁后, 用

200 μL枪头在细胞上划痕, 用PBS洗 3次, 加入用不含

血清的L-15培养基配制的含水飞蓟宾 50 μg·mL-1浓度

的游离药物及各载药胶束溶液, 孵育 24 h后吸去培养

液, 置倒置荧光显微镜下观察、拍照。

Transwell侵袭实验 取对数生长期的MDA-MB-

231细胞, 消化、离心后, 加入无血清培养基重悬并计

数, 制备成每毫升5×105的单细胞悬液。取基质胶包被

的孔径为 8 μm 的 Transwell 小室 , 向小室内分别加入

100 μL无血清培养基制备的细胞悬液和100 μL用无血

清培养基配制的含水飞蓟宾 50 μg·mL-1浓度的游离药

物及各载药胶束溶液。小室外的24孔板中加入600 μL

含 10% FBS的培养基配制的含水飞蓟宾 50 μg·mL-1浓
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度的游离药物及各载药胶束溶液, 置 37 ℃孵育 24 h。

24 h后, 取出小室, 用棉签擦去上层的基质胶和没有穿

过碳酸脂膜的细胞 , 用 4% 多聚甲醛固定下层细胞。

PBS洗涤三次, 并用 0.1%结晶紫室温染色 10 min, PBS

洗三次去除多余染料, 适当风干后, 倒置显微镜下观

察, 拍照6个不同视野并对每个视野内的细胞计数。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

分析, 数据用 x̄ ± s表示。数据两组采用 t test进行统计

比较 , 多组采用 one-way ANOVA 分析进行统计学检

验, P < 0.05认为有显著性差异。

结果

1　聚合物材料PEOz-PLA-SS-PBAE表征

按照上述过程合成聚合物材料 PEOz-PLA-SS-

PBAE, 通过 1H NMR验证了产物的结构, 结果如图2所

示, 聚合物材料氢归属为: PEOz重复单元结构中 δ 1.11 

(-C-CH2-CH3), δ 2.40 (-C-CH2-CH3), δ 3.44 (-N-CH2-CH2-O-), 

证明 PEOz 段成功合成 ; PLA 重复单元结构中 δ 1.54 

(-O-CH(CH3)-O-), δ 5.17 (-O-CH(CH3)-O-), 证明 PLA

段成功嵌合到产物中 ; PBAE 重复单元结构中 δ 4.33 

(-O-CH2-CH2-), δ 2.82 (-S-CH2-CH2-), δ 2.92 (-N-CH2-), 

δ 1.30 (-N-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-), δ 3.61 (-CH2-OH), 

证明 PEOz-PLA-SS-PBAE 材料合成成功。亲水性聚

合物嵌段 PEOz分子量通过凝胶渗透色谱测定其数均

分子量为 2591 Da, 计算得其聚合度为 26, 最终产物

PEOz-PLA-SS-PBAE的分子量主要根据核磁图谱中不

同基团的氢积分高度比进行计算, 得 PLA嵌段共聚物

的聚合度为 11 (分子量 792 Da), PBAE嵌段共聚物为

4 (分子量379 Da)。

2　临界胶束浓度的测定

采用芘荧光探针法考察了聚合物材料的临界胶束

浓度, 随着聚合物材料浓度的增加, 芘的荧光强度增

大, 最大激发波长从 334 nm红移到 336 nm, 以聚合物

浓度的对数值为横坐标, 以 I336/I334为纵坐标作图, 求得

PEOz-PLA和 PEOz-PLA-SS-PBAE的临界胶束浓度分

别为1.2和1.8 μg·mL-1。

3　胶束粒径、稳定性及形态学表征

利用动态光散射法测定了胶束的粒径及分布, 结果

如图 3所示, PEOz-PLA胶束的粒径为 69.25 ± 1.09 nm, 

PDI为 0.260 ± 0.003; PEOz-PLA-SS-PBAE胶束的粒径

为 155.30 ± 1.80 nm, PDI为 0.168 ± 0.004, 粒径分布较

均一。分别考察两种胶束在 4 ℃和 37 ℃条件下的稳

定性, 在预定时间测量其粒度的变化, 各胶束粒径随时

间变化的曲线如图 1C。在 4 ℃时, 两种胶束的粒径变

化在 72 h内均较为稳定, 37 ℃时, 两种胶束在 48 h后, 

均有较大变化, 表明将胶束储存于 4 ℃的环境下, 更有

利于保持其稳定性。透射电镜下观察两种胶束形态, 

均呈现球形或类球形状态, 大小均一, 分散良好。

4　溶血性考察

对制备的两种材料的空白胶束溶血性进行了测

定, PEOz-PLA、PEOz-PLA-SS-PBAE 材料的空白胶束

在考察的浓度范围 (7.8～1 000 μg·mL-1) 内, 溶血率均

未超过 5%, 证明制备的聚合物材料具有良好的血液相

容性。

Figure 2　1H NMR spectra of synthetic products: PEOz (A), PEOz-

PLA (B), PEOz-PLA-A (C), PEOz-PLA-SS-PBAE (D)

Figure 3　The particle size and size distribution, as well as the transmission electron microscopy (TEM) images of PEOz-PLA micelles 

(A), and PEOz-PLA-SS-PBAE micelles (B), as well as the stability of the respective micelles at 4 ℃ and 37 ℃ (C). n = 3, x̄ ± s
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5　载药量和包封率的测定

使用 HPLC 测定 PEOz-PLA 载药胶束和 PEOz-

PLA-SS-PBAE载药胶束中水飞蓟宾的浓度, 计算得到

PEOz-PLA胶束的载药量和包封率为 (7.03 ± 0.10)%和 

(89.55 ± 1.29)%, PEOz-PLA-SS-PBAE 胶束的载药量

和包封率为 (5.48 ± 0.04)%和 (68.52 ± 0.48)%。

6　体外释药性能研究

研究了水飞蓟宾两种载药胶束在不同pH值和还原

条件下的释放, 图4A表明, PEOz-PLA载药胶束在PBS 

(pH 7.4) 和PBS (pH 6.0) 的环境下, 72 h内的累积释放

量分别为 (36.74 ± 0.21)%和 (43.90 ± 1.24)%。PEOz-

PLA-SS-PBAE 载药胶束在 PBS (pH 7.4) 和 PBS (pH 

6.0) 的环境下 , 72 h 内的累积释放量分别为 (35.38 ± 

0.64)%和 (44.46 ± 2.26)%。两种胶束在 pH 变化的情

况下, 药物释放量无显著差别, 可能是由于PBAE嵌段

位于胶束内部, 针对pH改变, 未能及时响应。

图 4B 表明 , 在不同 pH 条件下 , 加入 GSH, PEOz-

PLA-SS-PBAE 载药胶束的释放显著加快。在 PBS 

(pH 6.0+GSH) 条件下时, PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶

束在 72 h 内的释放累积量达到最大 (64.54 ± 0.67)%, 

说明酸性和还原环境共同促进了药物释放。

图 4C、D表明, 当两种载药胶束处于相同 pH环境

中时, PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束在含有GSH的释

放环境下, 与不含GSH的释放环境相比, 药物释放量

有显著性差异, 而 PEOz-PLA载药胶束药物释放量无

显著差别。

7　细胞毒性实验

采用MTT法考察了空白胶束、游离药和各载药胶

束对 MDA-MB-231 细胞的毒性。如图 5 所示 , MDA-

MB-231细胞在不同浓度的空白胶束作用下, 72 h内细

胞存活率大于80%, 说明材料具有良好的安全性。MDA-

MB-231细胞在不同浓度游离药和各载药胶束作用下, 

对细胞的杀伤作用呈现出对水飞蓟宾的剂量依赖性。

当水飞蓟宾浓度相同时, PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶

束组对 MDA-MB-231细胞的毒性明显要大于游离药

与 PEOz-PLA 载药胶束组 , 说明 PEOz-PLA-SS-PBAE

材料能够有效地将水飞蓟宾转运进入细胞内, 发挥水

飞蓟宾的药效。

8　细胞凋亡实验

采用Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒检测载

药胶束对MDA-MB-231细胞凋亡的影响, 如图 6所示, 

经 PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束组处理的MDA-MB-

231细胞的凋亡比例高于PEOz-PLA载药胶束组与游离

药组, 两两之间差异显著, 表明水飞蓟宾载药胶束组通过

诱导细胞凋亡使癌细胞死亡从而达到抗肿瘤的目的。

9　细胞划痕实验

MDA-MB-231是三阴性乳腺癌细胞, 具有侵袭和

迁移能力, 通过划痕实验检测游离药和各载药胶束抑

制细胞迁移的能力。如图 7所示, 与对照组相比, 各给

药组的细胞迁移受到不同程度的抑制, PEOz-PLA-SS-

Figure 4　Cumulative release of silybin loaded PEOz-PLA and PEOz-PLA-SS-PBAE micelles in vitro. A: The release of silybin from two 

micelles under different pH; B: The release of silybin from the two micelles with GSH; C: The release of silybin from the two micelles at 

pH 7.4, with or without GSH; D: The release of silybin from the two micelles at pH 6.0, with or without GSH. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs PEOz-PLA-SS-PBAE micelles; △△P < 0.01 vs PEOz-PLA micelles
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PBAE载药胶束组与 PEOz-PLA载药胶束组和游离药

组相比 , 能够更大程度抑制 MDA-MB-231 细胞的迁

移, 差异显著。

10　Transwell侵袭实验

采用Transwell侵袭实验检测不同给药组对MDA-

MB-231细胞侵袭能力的抑制作用。结果如图 8所示, 

PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束组的每视野内的平均细

胞数明显小于PEOz-PLA载药胶束组和游离药组每视

野内的平均细胞数, 表明相对于 PEOz-PLA载药胶束

组和游离药组, PEOz-PLA-SS-PBAE载药胶束组更能

显著地抑制肿瘤细胞的侵袭。

讨论

本研究依据肿瘤微环境特征, 设计并合成了两亲性

聚合物材料PEOz-PLA-SS-PBAE, 并负载水飞蓟宾制备

胶束, 针对该材料进行了一系列表征和体外抗肿瘤实验。

通过测定CMC值来评价了该聚合物材料在溶液

中形成胶束的稳定性, 结果说明该材料在较低的浓度

Figure 5　In vitro cytotoxicity assay of different blank micelles and silybin micelles on MDA-MB-231 cells. The cytotoxicity of MDA-MB-

231 cells treated with different blank micelles for 24 h (A), 48 h (B) and 72 h (C). The cytotoxicity of MDA-MB-231 cells treated with free 

drugs and the two drug-loaded micelles for 24 h (D), 48 h (E) and 72 h (F). n = 6, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs silybin group; △△△P < 

0.001 vs PEOz-PLA group. N.S.: Not significant

Figure 6　The apoptosis rate of MDA-MB-231 cells incubated with different silybin preparations. A: Flow cytometry analysis via Annexin 

V/PI staining; B: The quantitative analysis of tumor cells apoptosis after incubation with different silybin preparations for 24 h. n = 3, x̄ ± s. 
***P<0.001 vs silybin group; △△△P<0.001 vs PEOz-PLA group
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下能够在水溶液中自组装形成胶束, 较为稳定。最终

制备的胶束粒径为 (155.30 ± 1.80) nm, 在符合通过

EPR效应被动靶向于肿瘤部位的粒径范围内[28], 透射

电镜结果能够观察到形成的胶束大小均一、形状规则、

分散均匀。

为了验证该聚合物胶束的 pH、GSH响应性, 考察

了载药胶束在不同 pH以及有无GSH条件下水飞蓟宾

的释放行为, 结果表明, 当缓冲介质的 pH从 7.4下降至

6.0时, PEOz-PLA和 PEOz-PLA-SS-PBAE两种胶束中

水飞蓟宾的释放量都有一定范围的提升, 分析原因可

能是亲水端 PEOz中含有叔胺, 在酸性条件下发生质

子化, 增加了药物的释放量; 但两种胶束在酸性环境下

释放量无差别, 分析原因可能是由于 PBAE端包裹在

胶束内部, 未能有效针对环境中 pH的改变做出响应; 

当缓冲介质中加入GSH后, PEOz-PLA-SS-PBAE胶束

中水飞蓟宾的释放量明显增加, PEOz-PLA 胶束的释

放量却没有变化, 说明二硫键断裂并释放更多的水飞

蓟宾; 释放结果显示在PBS (pH 6.0+GSH) 环境下药物

释放量最高, 说明二硫键的断裂加速 PBAE端叔胺的

质子化 , 使得药物释放量达到最高 , 证明 PEOz-PLA-

SS-PBAE载药胶束对肿瘤微环境具有双重响应性。

溶血性考察与空白胶束的毒性实验说明该材料具

有较好的生物相容性与安全性, 为后续实验奠定基础。

细胞毒性实验与细胞凋亡实验结果一致, 表明 PEOz-

PLA-SS-PBAE载药胶束组对细胞的杀伤作用远高于

游离药物与 PEOz-PLA载药胶束组, 且能显著地引起

MDA-MB-231 细胞的凋亡。说明该双重响应性的材

料更能够提高药物的利用率, 实现对癌细胞的最大杀

伤。细胞划痕实验与Transwell实验证明了PEOz-PLA-

SS-PBAE 载药胶束组能够显著地抑制 MDA-MB-231

细胞的转移与侵袭。本研究初步证明了PEOz-PLA-SS-

PBAE载水飞蓟宾胶束抑制乳腺癌MDA-MB-231细胞

生长与转移的作用, 为后续开展动物实验, 进一步评价

其药效奠定了基础。

作者贡献: 贾玲玉负责进行实验和结果分析, 完成文章

撰写; 郝单丽、杨佳颖指导材料合成实验和结果分析; 谢冉、

Figure 8　The inhibition effect of different silybin formulations on the invasion of MDA-MB-231 cells. A: The images of invasion of differ‐

ent formulations; B: The quantitative analysis of the inhibitory effects on cell invasion. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs silybin group; △P < 0.05 vs 

PEOz-PLA group

Figure 7　The inhibition effect of different silybin preparations on the migration of MDA-MB-231 cells. A: Wound healing images of 

different preparations; B: The migration rate of different preparations. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs silybin group; △P < 0.05 vs 

PEOz-PLA group
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