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摘要：目的　设计具有体内长循环能力和肿瘤细胞微环境刺激触发药物释放的双氢青蒿素（ＤＨＡ）前药，提高肿瘤部位的药
物蓄积，增强药物抗肿瘤疗效。方法　采用ＤＨＡ为模型药物，十六胺（Ｃ１６）为载体，二硫键（ ＳＳ ）和碳碳键（ ＣＣ ）为

连接臂，合成２种ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药（ＤＨＡＳＳＣ１６和ＤＨＡＣＣＣ１６）。采用纳米沉淀法制备 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药自组装纳
米粒（ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ）。体外细胞研究评价ＮＰｓ对４Ｔ１细胞的增殖抑制能力；采用大鼠和小鼠分别
研究ＮＰｓ在大鼠体内的药动学特征及在４Ｔ１荷瘤小鼠体内的抗肿瘤活性。结果　成功合成了２种 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药，制
备的ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ的粒径和 Ｚｅｔａ电位分别为（１１５７±３０）（１０６６±１０）ｎｍ，（－３４５±０４）
（－２１３±０５）ｍＶ，２种ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的平均包封率和载药量分别大于９５％和７９％，稳定性良好。ＮＰｓ可抑制４Ｔ１
细胞的增殖，降低其迁移能力。药动学和药效学研究结果显示，ＮＰｓ均不同程度地延长了 ＤＨＡ的平均滞留时间，提高了
ＤＨＡ的曲线下面积（ＡＵＣ），对４Ｔ１荷瘤小鼠的肿瘤抑制效果远高于 ＤＨＡ溶液剂组，且 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ抗肿瘤效果优于
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ。结论　本实验设计的以二硫键为连接臂的 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药自组装纳米递药系统 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ
能够延长药物在体内的滞留时间，提高药物在肿瘤部位的蓄积能力，实现肿瘤部位微环境响应药物释放，增强了药物抗肿

瘤能力，改善了小鼠的生存质量，使其有望成为一种有前景的长效智能纳米递药系统。
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　　双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是我国创
新药物青蒿素（ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＡＲＴ）衍生物，在保留
ＡＲＴ特殊骨架结构和过氧桥活性基团的同时，具有
更好的抗疟疗效和生物安全性［１２］。近年来研究发

现，ＤＨＡ亦可抑制恶性肿瘤的生长，主要通过阻断
细胞周期、诱导细胞凋亡、抑制肿瘤血管生成和增强

抗肿瘤免疫等途径发挥抗肿瘤作用［３４］。然而，

ＤＨＡ溶解度差、生物半衰期短、生物利用度低等缺
点在一定程度上限制了肿瘤的治疗［５］。如何提高

ＤＨＡ的抗肿瘤疗效，降低对正常组织脏器的损伤，
是ＤＨＡ面临的挑战。

近年来，自组装纳米粒（ＮＰｓ）成为制备纳米药
物递送系统的一种新策略。这种自组装策略通常采

用共价结合方法使药物与载体制备成偶联前体药物

（前药），偶联前药成为自形成和自释放的单组分纳

米药物，具有制备简单，重现性好，提高药物稳定性、

延迟释放等优点［６８］。同时，肿瘤血管的异常导致高

渗透性长滞留效应（ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎ
ｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ＥＰＲ）增强，前药纳米制剂可实现肿瘤内
被动蓄积，从而提高疗效、降低毒性［９１０］。本课题组

前期合成并制备了十二醇修饰的 ＤＨＡ前药［１１］、十

四胺修饰的 ＤＨＡ前药［１２］、十八胺修饰的 ＤＨＡ前
药［１３］等，并制备成 ＮＰｓ，制备过程简单方便、快速，
包封率和载药量高，显著降低了制剂中辅料的应用，

减少了制剂毒性，治疗效果较佳。

因此，本研究在前期研究的基础之上，以十六胺

（ｃｅｔｙｌａｍｉｎｅ，Ｃ１６）作为载体，与ＤＨＡ共价结合，并选
择二硫键为 ＤＨＡ与 Ｃ１６之间的连接臂，利用肿瘤
细胞内高浓度的谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的优
势，设计ＧＳＨ还原响应断裂的二硫键为连接臂的
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药［１４１６］。本研究设计的前药，一方

面有Ｃ１６的引入，可增加 ＤＨＡ的脂溶性，改善药物
的膜通透性，延长药物在体内的循环时间，提高生物

利用度；另一方面前药中的二硫键与ＧＳＨ发生化学
反应，实现药物在肿瘤细胞中的选择性释放，由于较

多的ＤＨＡ释放在肿瘤细胞，降低对正常细胞的细胞
毒性，抑制肿瘤生长。

基于上述策略，本研究成功设计并合成了以二

硫键（ ＳＳ ）和碳碳键（ ＣＣ ）为连接臂的 ２种
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药，并将其制备成 ＮＰｓ（ＤＨＡＳＳ

Ｃ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ），对制剂学、抑制肿瘤
细胞增殖能力、大鼠体内药动学特征和体内药效学

等方面进行了评价，综合研究其抗肿瘤效果，为偶联

前药纳米递药系统的开发提供依据。

１　材　料
１１　仪器

ＢＴ２５Ｓ型电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；Ｎａｎｏ
ＺＳ９０型粒度分析仪（英国马尔文仪器有限公司）；
ＫＤＣ１４０ＨＲ型高速冷冻离心机（安徽中佳科学仪器
有限公司）；ＴＤＬ５Ａ型低速台式离心机（上海安亭
科学仪器厂）；ＨＡＢＡ型气浴恒温振荡器（荣华仪器
制造有限公司）；ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸发仪（上海亚荣
生化仪器厂）；ＺＦ７型暗箱三用紫外分析仪（上海嘉
鹏科技有限公司）；ＬＣ２０３０型高效液相色谱仪（日
本岛津制作所）。

１２　材料
ＤＨＡ和青蒿琥酯（重庆武陵山制药有限公司）；

Ｃ１６和３，３′二硫代二丙酸（阿拉丁生物科技有限公
司）；４二甲氨基吡啶、Ｎ羟基琥珀酰亚胺和 Ｎ，Ｎ′
二环己基碳二亚胺（国药化学试剂有限公司）；

ＤＳＰＥＭＰＥＧ２０００（上海艾伟特医药科技有限公司）；
ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ高糖培养基、胰蛋白酶、
青霉素、链霉素和胎牛血清（武汉博士德生物工程

有限公司）；四甲基偶氮唑蓝（北京索莱宝科技有限

公司）；其余试剂均为分析纯。

健康Ｂａｌｂ／ｃ小鼠（２０±２ｇ），雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ
ｌｅｙ（ＳＤ）大鼠１８只（１８０～２２０ｇ），均由山西医科大
学实验动物中心提供。动物实验伦理批准文件编号

（２０２１２４０）。

２　方　法
２１　ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的合成
２１１　ＤＨＡＳＳＣ１６的合成　①将３，３′二硫代二
丙酸（０９５ｍｍｏｌ）与３ｍＬ乙酸酐混匀，３０℃反应
３５ｈ，甲苯除去乙酸酐，得到二硫代二丙酸酐，产物
直接与ＤＨＡ（０３２ｍｍｏｌ）、４二甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ，
００３ｍｍｏｌ）在二氯甲烷中３５℃下反应３６ｈ，混合液
采用薄层大板分离纯化，即得中间产物 ＤＨＡＳＳ
ＣＯＯＨ。②取 ＤＨＡＳＳＣＯＯＨ（０２１ｍｍｏｌ）、Ｎ羟基
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琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，０２５ｍｍｏｌ）和 Ｎ，Ｎ′二环己基碳
二亚胺（ＤＣＣ，０２５ｍｍｏｌ），溶于适量的二氯甲烷溶
液中，混合液于 ０℃反应 ４ｈ后，室温继续反应
２０ｈ。③ 将 上 述 ② 的 反 应 液，滴 加 至 Ｃ１６
（０２５ｍｍｏｌ）的二氯甲烷溶液中，室温反应４８ｈ，采
用薄层大板分离纯化即得最终产品（ＤＨＡＳＳＣ１６），
以高分辨质谱（ＨＲＭＳ）进行相对分子质量鉴定。
２１２　ＤＨＡＣＣＣ１６的合成　①取青蒿琥酯（ＡＳ，
０３９ｍｍｏｌ）、ＮＨＳ（０７８ｍｍｏｌ）和 ＤＣＣ（０７８ｍｍｏｌ）
溶于适量的二氯甲烷溶液中，０℃反应４ｈ后，室温继
续反应２０ｈ。②取Ｃ１６（０４７ｍｍｏｌ）的二氯甲烷溶液
滴加至第一步的反应液中，室温下反应３６ｈ。采用薄
层大板分离纯化即得最终产品（ＤＨＡＣＣＣ１６），以ＨＲ
ＭＳ进行相对分子质量鉴定。
２２　ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药自组装纳米粒的制备及
表征

采用纳米沉淀法制备 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ，
取适量 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药溶于含 ＤＳＰＥＭＰＥＧ２０００
的无水乙醇溶液中，以一定的搅拌速度和制备温度注

入纯化水中，即得自组装的纳米粒溶液（ＤＨＡＳＳＣ１６
ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ）。采用 ＮａｎｏＺＳ９０粒度分
析仪测定样品的粒径、多分散指数（ＰＤＩ）和 Ｚｅｔａ电
位，透射电子显微镜观察ＮＰｓ的形状和大小。
２３　包封率和载药量的测定

采用低速离心法测定 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ
的包封率（ＥＥ）和载药量（ＤＬ）。具体操作如下：取
１ｍＬＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ于３５００ｒ·ｍｉｎ－１的
速度下离心２０ｍｉｎ，分别取离心后的上清液及未离
心的ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ各０８ｍＬ，置于５ｍＬ
量瓶中，甲醇稀释定容，涡旋 ５ｍｉｎ，超声 ５ｍｉｎ，
０２２μｍ有机滤膜过滤，采用反相高效液相柱后衍生
法测定ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的ＥＥ和ＤＬ（公式１～２）。

ＥＥ（％）＝
ｍ１
ｍ×１００％ 公式（１）

ＤＬ（％）＝
ｍ１
ｍ２
×１００％ 公式（２）

式中，ｍ１为ＮＰｓ中ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的质量；
ｍ２为制备ＮＰｓ时使用的ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的总质
量；ｍ２为ＮＰｓ中 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药和稳定剂的总
质量。

２４　初步稳定性研究
取优化处方制备的 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡ

ＣＣＣ１６ＮＰｓ适量，采用纯化水稀释一定倍数，４℃
储存条件下储存３６ｄ；并采用ｐＨ７４磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）和 ＤＭＥＭ高糖培养液稀释一定倍数，于 ３７
℃恒温震荡２４ｈ，在不同时间点取样，以粒径和ＰＤＩ
为评价指标，考察２种ＮＰｓ的初步稳定性。
２５　体外细胞毒研究

将４Ｔ１细胞株置于ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％
胎牛血清、１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素和链霉素）中，于
３７℃、相对湿度９０％、含体积分数５％ ＣＯ２的无菌
培养箱中培养。采用 ＭＴＴ法检测 ＤＨＡ溶液剂
（ＤＨＡｓｏｌ）、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ
对４Ｔ１细胞增殖抑制力的影响。首先将４Ｔ１细胞以
每孔８０００个的比例接种于９６孔板，贴壁２４ｈ后，弃
去旧的培养液，加入１００μＬ不同浓度的 ＤＨＡｓｏｌ、
ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ进行孵育，未
处理的细胞为对照组，每个浓度设置３个重复孔。孵
育 ４８和 ７２ｈ后，每孔加入 ２０μＬＭＴＴ溶液
（５ｍｇ·ｍＬ－１），孵育４ｈ后弃去上清液，加入二甲亚
砜１５０μＬ，室温震荡１５ｍｉｎ，采用酶标仪４９０ｎｍ测定
每孔的吸光度（Ａ），按公式３计算细胞抑制率。

细胞抑制率（％）＝
Ａ对照组吸光度 －Ａ样品组吸光度

Ａ对照组吸光度
×

１００％ 公式（３）
２６　细胞迁移研究

采用细胞划痕试验考察 ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳＣ１６
ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ对４Ｔ１细胞迁移能力的影
响。将４Ｔ１细胞以每孔１×１０５个接种于６孔板，孵
育２４ｈ后，采用２００μＬ无菌枪头制备划痕，并做好
标记，每孔分别加入 １００μＬ的 ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳ
Ｃ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ（２６μｍｏｌ· Ｌ－１

ＤＨＡ），与细胞孵育０和２４ｈ时，在显微镜下观察并
拍照，测量划痕面积。

２７　大鼠体内药动学研究
采用健康雄性 ＳＤ大鼠研究不同制剂在大鼠体

内药动学行为特征。１８只大鼠，自由饮水，禁食１２ｈ，
随机分 ＤＨＡｓｏｌ（ＤＨＡｓｏｌ由本课题组前期研究提
供［１２］）、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ３组，
每组６只，给药剂量为６３ｍｇＤＨＡ·ｋｇ－１。尾静脉
注射不同制剂后，于００８３、０１６６、０２５、０５、０７５、１、
２、４、６、８、１２、２４ｈ，取血０５ｍＬ，在１４０００ｒ·ｍｉｎ－１的
条件下，离心１０ｍｉｎ，取血浆，－２０℃保存备用。

采用液液萃取法提取大鼠血浆中 ＤＨＡ及
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前体药物，以液相色谱串联质谱法
（ＬＣＭＳ／ＭＳ）测定大鼠血浆中ＤＨＡ和ＤＨＡ／Ｃ１６偶
联前药的含量，采用统计矩分析计算相关药动学

参数。
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２８　小鼠体内药效学研究
以皮下接种４Ｔ１细胞的 Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠为模

型动物，考察不同制剂在小鼠体内抗肿瘤疗效。首

先取０２ｍＬ的４Ｔ１细胞悬液（每毫升２×１０６个）注
射于Ｂａｌｂ／ｃ小鼠第４对乳房右侧皮下组织处，建立
肿瘤模型，选取肿瘤体积６０～１００ｍｍ３进行药效学
实验。

将４Ｔ１荷瘤小鼠随机分为４组，每组１０只，尾静
脉分别注射生理盐水、ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ，给药剂量为１０ｍｇＤＨＡ·ｋｇ－１，隔
１ｄ给药 １次，连续给药 ５次。观察并记录小鼠
体质量和肿瘤体积，给药结束后第 ８天处死小
鼠，将心、肝、脾、肺、肾及肿瘤于多聚甲醛固定，

石蜡包埋，切片，苏木精伊红（ＨＥ）染色，评价不
同制剂的毒性。

２９　统计学分析
所有实验均重复 ３次，数据以平均值 ±ＳＤ表

示，采用ｔ检验进行统计学分析，以Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

３　结果与讨论
３１　ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的合成与表征

ＤＨＡＳＳＣ１６和ＤＨＡＣＣＣ１６的合成路线见图
１Ａ和１Ｂ，高分辨质谱结果见图１Ｃ和１Ｄ。ＤＨＡＳＳ
Ｃ１６和 ＤＨＡＣＣＣ１６的质荷比分别为 ６９９４１和
６０７４７，图１Ｃ和 １Ｄ高分辨质谱结果中质荷比为
７２２４１的化合物组成为［Ｃ３７Ｈ６５ＮＯ７ＮａＳ２］

＋，６３０４３
的化合物组成为［Ｃ３５Ｈ６１ＮＯ７Ｎａ］

＋，与实际分子式结

果一致，证明合成的 ＤＨＡＳＳＣ１６和 ＤＨＡＣＣＣ１６
相对分子质量正确。

Ａ，Ｃ－二硫键为连接臂的双氢青蒿素／十六胺偶联自组装纳米粒（ＤＨＡＳＳＣ１６）；Ｂ，Ｄ－碳碳键为连接臂的双氢青蒿素／十六胺偶联自组装纳米粒（ＤＨＡＣＣＣ１６）。

Ａ，Ｃ－ＤＨＡＳＳＣ１６；Ｂ，Ｄ－ＤＨＡＣＣＣ１６．

图１　双氢青蒿素／十六胺偶联前药的合成路线和高分辨质谱图
Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｓａｎｄＨＲＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ／ｃｅｔｙｌａｍｉｎｅｃｏｕｐｌｅｄｐｒｏｄｒｕｇｓ

３２　ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药自组装纳米粒的制备与
表征

采用纳米沉淀法成功制备了 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ
和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ。ＮＰｓ显示出淡蓝色乳光，透射
电镜结果显示ＮＰｓ均为球形，外观呈圆形（图２Ａ和
２Ｂ）。ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ的粒
径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ电位、ＥＥ和 ＤＬ见表１。由表１可知，

制备的 ＮＰｓ具有较高的载药能力，主要是由于
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药本身既是载体又是药物，可显著
提高药物的递送效率，同时本研究设计的 ＮＰｓ，仅含
有一种 ＤＳＰＥＭＰＥＧ２０００辅料，可降低制剂中添加
的赋形剂引发的不良反应。此外，Ｚｅｔａ电位的测量
可以表明纳米体系的稳定性，本实验制备的 ＮＰｓ带
有负电位，具有较好的抗聚集稳定性。
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表１　ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ的粒径、多分散系数（ＰＤＩ）、Ｚｅｔａ电位、包封率（ＥＥ）和载药量（ＤＬ）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．１　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ＰＤＩ，ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＥＥ，ａｎｄＤＬｏｆＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｐｒｏｄｒｕｇ Ｓｉｚｅ／ｎｍ ＰＤＩ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ ＥＥ／％ ＤＬ／％

ＤＨＡＳＳＣ１６ １１５７±３０ ０２４±００２ －３４５±０４ ９６１±１２ ８０１±１０

ＤＨＡＣＣＣ１６ １０６６±１０ ０１４±００３ －２１３±０５ ９５３±０４ ７９４±０３

３３　初步稳定性研究
制备的２种 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６

ＮＰｓ在４℃放置 ３６ｄ粒径和 ＰＤＩ分布见图 ２Ｃ～
２Ｆ。ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ在储存期间较为稳定，ＤＨＡ
ＣＣＣ１６ＮＰｓ的粒径分布略有增加（图２Ｄ）。研究
结果 表 明，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ粒 径 第 ３６天 时
［（１０９２±０２１４）ｎｍ］与 第 １ 天 的 粒 径

［（１０８６±１１９３）ｎｍ］没有统计学差异（Ｐ＞００５），而
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ粒径第３６天时［（１２３２±７８２４）
ｎｍ］比第１天的粒径［（１０１９±１３８）ｎｍ］显著增加
（Ｐ＜００５），ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ的 Ｚｅｔａ电位绝对值高

于ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ（表１），本研究结果提示，ＤＨＡ
ＣＣＣ１６ＮＰｓ稳定性没有 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ好，ＤＨＡ
ＳＳＣ１６纳米粒具有较好的稳定性有利于药物在肿瘤
部位的蓄积，发挥抗肿瘤作用。２种 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联
前药ＮＰｓ在 ＰＢＳ和 ＤＭＥＭ高糖培养基中保存２４ｈ
后，粒径均小于２００ｎｍ，无明显变化（图２Ｇ和２Ｈ）。
初步稳定性研究结果表明，２种 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药
ＮＰｓ在研究条件下，均能稳定保存，具有良好的长期
储存稳定性和物理稳定性。分析原因是制剂中

ＤＳＰＥＭＰＥＧ２０００含有亲水性的 ＰＥＧ，能显著增加制
剂的稳定性，有利于后续药动学和药效学实验［１７］。

图２　ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ、ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ溶液的外观与透射电镜图（Ａ，Ｂ）；４℃储存３６ｄ后粒径分布和粒径与ＰＤＩ变化（Ｃ，
Ｄ，Ｅ，Ｆ）以及与ＰＢＳ和ＤＭＥＭ孵育２４ｈ后的粒径及ＰＤＩ变化（Ｇ，Ｈ）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＡｐｐｅａｒａｎｃｅａｎｄＴＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ（Ａ，Ｂ）；Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｓｉｚｅ，
ａｎｄＰＤＩｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏＮＰｓａｆｔｅｒｓｔｏｒａｇｅａｔ４℃ ｆｏｒ３６ｄａｙｓ（Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ）；ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｉｚｅａｎｄＰＤＩｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏＮＰｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈ
ＰＢＳａｎｄＤＭＥＭｆｏｒ２４ｈ（Ｇ，Ｈ）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３４　体外细胞毒研究
ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ

对４Ｔ１细胞的增殖抑制能力呈浓度依赖性和时间依
赖性（图３）。与ＤＨＡｓｏｌ相比，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ的半抑制浓度（ＩＣ５０）值均小于
ＤＨＡｓｏｌ，表明ＮＰｓ抑制肿瘤细胞增殖的效果低于溶
液剂组，这可能是由于 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ中
的ＤＨＡ的释放需要一定的时间，延缓了 ＤＨＡ的释
放（表２）［１８］。此外，以二硫键为连接臂的 ＤＨＡＳＳ
Ｃ１６ＮＰｓ的 ＩＣ５０值优于 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ。这是因

为在肿瘤细胞内高浓度的 ＧＳＨ可与二硫键发生相
互作用，加速二硫键的断裂，释放更多的 ＤＨＡ，促进
肿瘤细胞凋亡［１９］。

３５　细胞迁移研究
细胞划痕实验成本低、操作简便，通过计算细胞的

迁移面积可初步反映不同制剂在４Ｔ１细胞中的迁移抗
性（图４）。与４Ｔ１细胞孵育２４ｈ后，各组细胞划痕面
积均减小，ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６
ＮＰｓ划 痕 愈 合 率 分 别 为 （４７４３±０５８）％、
（４８５５±１３２）％和（５３８０±１３２）％。与空白对照组
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图３　双氢青蒿素溶液剂（ＤＨＡｓｏｌ）（Ａ），ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ（Ｂ）和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ（Ｃ）与４Ｔ１细胞孵育的４８和７２ｈ的抑制
率。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｓｏｆＤＨＡｓｏｌ（Ａ），ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ（Ｂ），ａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ（Ｃ）ｏｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ａｎｄ７２ｈｉｎｃｕ
ｂａｔｉｏｎｎ＝３，珋ｘ±ｓ

表２　ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ和
４Ｔ１细胞孵育４８和７２ｈ后的半抑制浓度（ＩＣ５０）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．２　ＩＣ５０ｏｆＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ，ａｎｄＤＨＡＣＣ
Ｃ１６ＮＰｓｉｎ４Ｔ１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ａｎｄ７２ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ　　 ＩＣ５０（４８ｈ）／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＩＣ５０（７２ｈ）／μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＨＡｓｏｌ ２６０±０２２ １２５±００４
ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ ２７８±０１２ １８０±０１７
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ ３０４±０１１ ２０９±００５

比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），结果表明
不同制剂组均可抑制 ４Ｔ１细胞的迁移，其中
ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ抑制细胞 迁 移 的 能 力 优 于
ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ，结果表明ＳＳ为连接臂的 ＤＨＡ
前药比ＣＣ为连接臂的 ＤＨＡ前药易于被肿瘤细
胞内高浓度的 ＧＳＨ响应释放 ＤＨＡ而发挥抗细胞
迁移的作用。

图４　ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ与４Ｔ１细胞孵育２４ｈ后对细胞迁移能力的影响（×１００）
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ，ａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ（×１００）

３６　大鼠体内药动学研究
大鼠尾静脉注射 ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ

和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ后的体内血浆中 ＤＨＡ和
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药的平均血药浓度时间曲线分
别见图 ５Ａ和 ５Ｂ，药动学参数见表 ３。由表 ３可
知，２种 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ在血液中的滞留
时间显著延长，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ组 ＤＨＡ／Ｃ１６偶
联前药的 ＡＵＣ０ｔ是 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ组的 １５倍，
相应的，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ组体内 ＤＨＡ的 ＡＵＣ０ｔ低
于ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ组（Ｐ＜００５）。ＤＨＡＣＣＣ１６
ＮＰｓ在大鼠血浆中的 ＤＨＡ含量大于 ＤＨＡＳＳＣ１６

ＮＰｓ，可能是由于以碳碳键为连接臂的 ＤＨＡ前药
结构稳定性差，纳米结构易于破坏，故 ＤＨＡ释放
较多，表现出 ＤＨＡ血药浓度高，而 ＤＨＡＣＣＣ１６
前药的浓度低［２０］。本研究设计合成的 ＤＨＡＳＳ
Ｃ１６是基于肿瘤细胞中高浓度的谷胱甘肽还原相
应的二硫键为连接臂进行设计，希望药物在血液

中稳定，达到长循环的目的，将更多的药物递送至

肿瘤部位，发挥抗肿瘤作用，而血液中的谷胱甘

肽含量远低于肿瘤细胞，因此 ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ
血液中的 ＤＨＡ浓度较低，ＤＨＡＳＳＣ１６前药的
浓度高［２１］。同时 ＤＨＡＳＳＣ１６的 ＭＲＴ是 ＤＨＡ
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ＣＣＣ１６的 ３７７倍，显著延长了前药在体内的
滞留时间，因此血液中的 ＤＨＡ释放缓慢，血药
浓度时间曲线平缓，具有较长的长循环特征，可

利用肿瘤组织增强的高通透和滞留效应（ＥＰＲ）
效应提升药物在肿瘤中的蓄积能力，显著增加

其抗肿瘤效果。

图５　大鼠尾静脉注射ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ后血浆中ＤＨＡ（Ａ）和ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药（Ｂ）的平均血
药浓度与时间的曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＭｅａｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆＤＨＡ（Ａ）ａｎｄＤＨＡｃｏｕｐｌｅｄｐｒｏｄｒｕｇ（Ｂ）ｉｎｒａｔｐｌａｓｍａａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ，ａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

表３　大鼠尾静脉注射６３ｍｇＤＨＡ·ｋｇ－１的ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ２４ｈ后血浆中ＤＨＡ和ＤＨＡ／Ｃ１６
偶联前药的药动学参数。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．３　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＤＨＡａｎｄＤＨＡ／Ｃ１６ｃｏｕｐｌｅｄｐｒｏｄｒｕｇｉｎｐｌａｓｍａｏｆｒａｔａｆｔｅｒ２４ｈｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
６３ｍｇＤＨＡ·ｋｇ－１ｏｆＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ，ａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＤＨＡｏｆ

ＤＨＡｓｏｌ

ＤＨＡｏｆ

ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ

ＤＨＡｏｆ

ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ

ＤＨＡＳＳＣ１６ｏｆ

ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ

ＤＨＡＣＣＣ１６ｏｆ

ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ

ＡＵＣ０２４／ｎｇ·ｈ·Ｌ－１ ８５７５９±１０３７４ ６１９６５６±１３８８８０ １８２０６４８±４４３５５２ ７６９８１８５±２０１９９５８ ５１７５４６±３８４９０９
ＡＵＣ０∞／ｎｇ·ｈ·Ｌ－１ ２２８６５±４９６６ ６２４８２５±１３９３５７ １８６７３１±４４３９０４ ７７０２０３７±２０１９０８１ ５３４６４４±３７６６４１

ＭＲＴ／ｈ ０２９±００３ １６７±０２４ ０３４±００３ １３２±０２９ ０３５±０１１

ＣＬ／Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１ ６８４±０７６ １０６±０２９ ０３６±０１ ０２１±００６ ３９６±３０１

Ｖ／Ｌ·ｋｇ－１ ２２７±０１９ １３９±０５５ ０１２±００３ １７７±１１８ ０１６±００６
ｔ１／２／ｈ ０２３±００１ ０９±０１３ ０２３±００２ ０５２±００７ ０２６±０１３

３７　小鼠体内药效学研究
４Ｔ１荷瘤小鼠尾静脉注射 ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６

ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ后，肿瘤体积、体质量和苏木
精伊红（Ｈ＆Ｅ）染色结果见图６。生理盐水组肿瘤持续
快速 生 长，第 １８天 时 平 均 肿 瘤 体 积 达 到
（１２４４８２±２３７６２）ｍｍ３，其他３组肿瘤生长明显慢于
生理盐水组。试验结束时ＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ
和 ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ肿瘤体积分别为（７５９２１±
１７４１７）（５１６６±１４８８４）和（８９３１３±９８９４５７９）ｍｍ３。
２种ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药ＮＰｓ组的小鼠肿瘤生长均
明显被抑制，且以二硫键为连接臂的 ＤＨＡ／Ｃ１６偶
联前药 ＮＰｓ组的肿瘤体积比以碳碳键为连接臂的
ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ组肿瘤体积较小，抗肿瘤
效果相对较好（图 ６Ａ）。从给药开始至停药后 ８
ｄ，各组小鼠体质量均无明显变化，说明 ＮＰｓ对小

鼠的毒性较小（图６Ｂ）。不同组织的 Ｈ＆Ｅ染色结
果见图６Ｃ，由图６Ｃ可知生理盐水组和ＤＨＡｓｏｌ组
肾小球萎缩变形，肾小管增大，边缘模糊，肝窦周

围细胞放射状排列不明显，肿瘤细胞密集分布；

ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ组小鼠心脏、肝脏、脾脏、
肺脏、肾脏未见明显组织损伤，且ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ
处理的小鼠肿瘤细胞坏死明显。

上述结果表明，２种ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药ＮＰｓ治
疗组的平均肿瘤体积更小，肿瘤生长速度更慢，体内

抗肿瘤作用更强，这是由于所制备的 ＮＰｓ表面存在
负电荷，保证了 ＮＰｓ良好的稳定性，使其在 ＥＰＲ作
用下更容易在肿瘤内蓄积［２２］。更重要的是，二硫键

的存在使ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ具有更显著和相对持久
的肿瘤组织药物蓄积的能力，提高了ＤＨＡ的治疗指
数，具有潜在的临床应用价值。
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图６　４Ｔ１荷瘤小鼠尾静脉注射ＤＨＡｓｏｌ、ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和ＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓ后肿瘤体积（Ａ）、体质量（Ｂ）和不同组织切片
的苏木精伊红（ＨＥ）染色（Ｃ）变化。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ（Ａ），ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（Ｂ），ａｎｄＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｃ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆ４Ｔ１ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＨＡｓｏｌ，ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ，ａｎｄＤＨＡＣＣＣ１６ＮＰｓａｔ１０ｍｇＤＨＡ·ｋｇ－１ｖｉａｔａｉｌｖｅｉｎｎ＝６，珋ｘ±ｓ

４　结　论
综上所述，本研究成功地开发了具有体内长循

环能力兼具在肿瘤蓄积能力的 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药
自组装纳米递药系统（ＤＨＡＳＳＣ１６ＮＰｓ和 ＤＨＡ
ＣＣＣ１６ＮＰｓ），２种 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ均具有
较小的粒径、较高的包封率与载药量。与对照组相

比，２种纳米制剂均能显著抑制４Ｔ１细胞增殖，降低
细胞迁移能力，促进细胞凋亡。一方面，２种纳米制
剂在体内保留时间较长，且二硫键凸显出较好的优

势。另一方面，两种纳米制剂对４Ｔ１荷瘤小鼠肿瘤
生长表现出良好抑制作用。但是由于对氧化还原环

境反应的敏感性不同，故以二硫键为连接臂的

ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ在体内抗肿瘤疗效方面优
于以碳碳键为连接臂的 ＤＨＡ／Ｃ１６偶联前药 ＮＰｓ。
综上所述，这种制备方法简单、具备较高的载药量和

高效的肿瘤微环境刺激响应释放的前药 ＮＰｓ的设
计为智能纳米药物递送系统的开发提供了新的思

路，并为ＤＨＡ及其他药物共载和共递送的双协同治
疗和递送提供了可能性。
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