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摘　要：　叶酸受体在实体瘤组织细胞表面的过度表

达使得叶酸介导的靶向释药系统成为治疗癌症的研究

热点；纳米粒子能够逃避 网 状 巨 噬 细 胞（ＲＥＳ）的 捕 获

并加强渗透和滞留效应（ＥＰＲ）是其应用于药物控释系

统的主要原因。以聚乳酸、氨基封端的 聚 乙 二 醇 和 叶

酸为原料，采 用 活 性 酯 的 方 法 合 成 了 聚 乳 酸－聚 乙 二

醇－叶酸偶合物，并 以 此 为 载 体，采 用 溶 液 挥 发 自 组 装

的方 法 制 备 具 有 主 动 靶 向 性 的 纳 米 微 粒。采 用１　Ｈ
ＮＭＲ，对材料结构进行表征；采用荧光探针法对 微 粒

的稳定性进行检测；采用人乳腺癌细胞（ＭＣＦ－７）和 成

纤维细胞（ＣＣＬ－１１０）对微粒的细胞靶向选择性进行实

验。结果表明，在成功合成材料的基础上，制备的纳米

粒子具有很好的细胞选择性，和同类材料相比 具 有 较

好的稀释稳定性，有望成为叶酸受体介导的靶 向 药 物

控释系统的载体材料。
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１　引　言

在生理条件下，人体内所需 的 叶 酸 是 从 外 界 环 境

中摄取，而叶酸末端的两个羧基使其很难自由 地 通 过

细胞膜。因此，生物体引入了两种机制：一种是利用低

亲和力的跨膜蛋白直接将叶酸转入胞浆；另一 种 是 通

过高亲和力的糖蛋白受体（即叶酸受体），经过细胞的

内吞作用，将叶酸以氧化物的形式转入细胞内，这也是

介导叶酸进入细胞的主要途径［１，２］。
在过去２０年，肿瘤组织表面叶酸受体的过度表达

成为临床诊断和治疗癌症的新靶点［１，３］。综合分析，其
研究主要集中在 以 下 几 个 方 面：（１）利 用 叶 酸 受 体 的

抗体，单抗片断或嵌合小分子进行肿瘤的诊断及治疗；
（２）利用效应分子，如发射射线的放射性核素，反以寡

核苷酸（ＡＳＯＮ）及抗肿瘤药物等与叶酸类似物进行偶

联，并通过受体介导进入细胞内进行受体显像 和 靶 向

治疗；（３）叶酸受体介导的药物靶向载药系统。以上３
种方法相比较而言，前两种技术中存在［４］：单抗技术具

有免疫原性，价格昂贵和分子量大，循环周期长影响诊

断准确性，肿瘤组织与非靶向性组织的放射性 核 素 之

比（Ｔ∶ＮＴ）未 达 到 标 准 的 情 况。在 受 体 介 导 的 药 物

靶向载药系统中，与其它受体介导的基因载体相比，有
其独特优势：（１）不需合成和纯化配体蛋白，无配体所

致的潜在免疫原性；（２）结构简单，容易合成；（３）体积

较小，可重复给药；（４）仅在肿瘤细胞高表达，具有很

好的肿瘤组织靶向性。
目前，在受体介导的靶向药物控释系统研究中，纳

米粒子由于能够逃避网状内皮系统的捕捉并加强渗透

和滞留作用，因此被广泛的作为药物控释系统的载体。
而在众多的纳米载体材料中，聚乳酸（ＰＬＡ）因为其良

好的生物相容性和生物可降解性而被用作载体的主要

原料，聚乙二醇（ＰＥＧ）因为其良好的柔韧性而 常 作 为

微粒的保护层。只是在对其作为纳米载体材料的层出

不穷的研 究 中，发 现 对 于 微 球 的 动 态 稳 定 性 研 究 极

少［５，６］。当线性高分子作为微球载体材料时，只有在大

于临界胶束浓 度（ＣＭＣ）时 才 可 形 成 热 动 力 学 稳 定 的

高分子微 粒。而 当 浓 度 低 于ＣＭＣ时，粒 子 将 解 离 为

链分子。因此，在实际的应用过程中，当这种微粒进入

机体后，必将面临严重的稀释，从而呈现出热动力学不

稳定，导致微粒的破坏。而微粒结构破 坏 的 结 果 将 直

接导致包埋药物的释放，潜在的大幅度的药物 浓 度 的

波动将直接导致严 重 的 中 毒 问 题［７］。针 对 这 种 情 况，
本文采用活化酯的方法将叶酸和十二烷醇封端的聚乳

酸－聚乙二醇（Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ）进行偶合，在对材料

进行结构鉴定的同时，进行了微球的临界胶束 浓 度 与

稀释稳定性检测，并对纳米粒子的体外细胞靶 向 性 进

行了实验，以期为该类材料的临床应用提供实验依据。

２　实　验

２．１　材料
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胎血清与青霉素－链霉素：碧云天；成纤维细胞株（ＣＣＬ－
１１０）（第七代）和乳 腺 癌 细 胞 株（ＭＣＦ－７）（第 六 代）：西

南医院肿瘤研究中心馈赠。

２．２　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ的制备和纯化

采用三步法合成：（１）称取适量的Ｄｏｌ－ＰＬＡ，溶于

干燥的二氯甲烷中，加入微量吡啶后，依次加入ＳＣＡ、

ＤＣＣ、ＤＭＡＰ，四者量之比为１∶１∶１．２∶１，经间或超

声２５ｍｉｎ后，在低于３５℃的环境，均匀搅拌，持续反应

１５ｈ后，过滤除去二环己基脲（ＤＣＵ），制得琥珀酸封端

的聚 乳 酸（Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＳＣＡ－ＣＯＯＨ）溶 液；（２）将 Ｄｏｌ－
ＰＬＡ－ＳＣＡ－ＣＯＯＨ溶 液 加 入 Ｈ２Ｎ－ＰＥＧ－ＮＨ２ 中，待 其

溶解完全后，依次加入ＮＨＳ与ＤＣＣ，四者的量之比为

１∶１∶１．０５∶１．２，间或超声２５ｍｉｎ后，均匀搅拌下室

温持续 反 应２４ｈ。反 应 液 经 有 机 微 孔 滤 膜 过 滤 除 去

ＤＣＵ，得氨基封端的聚乳酸－聚乙二醇（Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－
ＮＨ２）溶液；（３）将经ＮＨＳ活化的叶酸二氯甲烷溶 液

加入 到 Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＮＨ２ 溶 液 中，并 加 入 ＤＣＣ，三

者量之比为１∶１∶１．１，均匀 搅 拌，持 续 反 应２４ｈ后；
采用二氯甲烷－水 体 系，将 制 取 聚 合 物 反 复 纯 化３次，

４０℃真空干燥至恒重，制得偶合叶酸的聚乳酸－聚乙二

醇（Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ）。

２．３　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ的表征

以 氘 代 氯 仿（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｃａ，重 氢 含 量 不 低 于

９９．８％）为溶 剂，四 甲 基 硅 烷（ＴＭＳ）为 内 标，用 ＡＶ－
５００型核磁共振波谱仪（瑞 士，Ｂｒｕｋｅｒ公 司）检 测Ｄｏｌ－
ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ的１　Ｈ　ＮＭＲ。

２．４　 以 Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ 为 载 体 的 纳 米 粒 子 的

ＣＭＣ以及稀释稳定性检测

通过荧光法［８－１０］测试Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ纳米粒子

在去离子水中的ＣＭＣ，以芘为荧光探针。方法简述如

下：将一定体 积 的 芘－丙 酮 溶 液 加 入 试 管 中，待 丙 酮 挥

发后，将１０ｍＬ浓度分别为５．０×１０－６、１．０×１０－５、５．０
×１０－５、１．０×１０－４、５．０×１０－４、１．０×１０－３、５．０×
１０－３、１．０×１０－２和５．０×１０－２　ｍｇ／ｍＬ的 纳 米 微 球 乳

液分 别 加 入 试 管 中，使 之 具 有 相 同 的 芘 浓 度，超 声

３０ｍｉｎ，４０℃静 置２４ｈ。参 数 设 置：激 发 和 发 射 狭 缝

５ｎｍ，速率５００ｎｍ／ｍｉｎ，发射波长为３９５ｎｍ，用ＬＳ－５０Ｂ
荧光分析仪在３００～３６０ｎｍ范围进行荧光激发光谱扫

描。相 对 于 芘 在 ３３６．５ｎｍ 的 激 发 波 长，Ｄｏｌ－ＰＬＡ－
ＰＥＧ－ＦＡ的 芘 溶 液 的 激 发 波 长 出 现 红 移，其ＣＭＣ为

３３８．５与３３６．５ｎｍ 波 长 处 强 度 的 比 值 出 现 突 变 点 的

Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ浓度。
对纳米粒 的 稀 释 稳 定 性 进 行 检 测 时，将１．０ｍｇ／

ｍＬ的纳米粒 稀 释 设 定 的 倍 数 后，观 察 芘 溶 液 光 谱 偏

移情况。

２．５　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ纳米粒的体外细胞 靶 向 性 检

测

取一定量新 鲜 制 备 的 经 无 菌 处 理 的 纳 米 粒－培 养

基溶液，加入到细胞铺展良好的９６孔 板 中，培 养 设 定

时间后，采用Ｌｅｉｃａ－ＳＰ５激光共聚焦 显 微 镜 观 察 细 胞－
微粒的相互作用情况。

３　结果与讨论

３．１　偶合叶酸的聚乳酸－聚乙二醇制备与结构分析

在材料制备过程中，分别采用了酰化和活性酯法，
具体过程如图１所示。

为了确认叶酸是否偶合，对 材 料 做 了 核 磁 共 振 氢

谱分析，结 果 如 图２所 示。在 图 谱 中 除 了ＰＬＡ、ＰＥＧ
的特征峰ａ、ｂ、ｃ与ｄ外，在δ＝（６．８～７．５）×１０－６范围

之间出 现 了 叶 酸 的 特 征 峰（图 中ＦＡ 标 记 部 分 的 小

峰），这和有关文献结果相吻合［１１］。

图１　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ的制备路线图

Ｆｉｇ　１Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ
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图２　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ的核磁共振氢谱

Ｆｉｇ　２　１　Ｈ　ＮＭＲ　ｏｆ　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ
３．２　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ纳米粒子的ＣＭＣ检测

对于两亲聚合物材料，一般 采 用 溶 剂 挥 发 法 自 组

装［１２］制备纳米粒子。简述如下：将溶解过夜的高分子

有机溶液，逐滴加入温和搅拌的水溶液中，待有机溶剂

完全挥发后，高速离心，冷冻 干 燥，制 得 纳 米 粒。作 为

衡量粒子 稳 定 性 参 数，ＣＭＣ的 检 测 具 有 实 际 应 用 意

义。从图３可以看出，本文所制备的纳米粒子的ＣＭＣ
为１．９９５×１０－４ｇ／Ｌ（即１．２×１０－８　ｍｏｌ／Ｌ），该 值 明 显

小于嵌段聚 合 物 自 组 装 形 成 胶 束 时 的 临 界 胶 束 浓 度

（ＣＭＣ）范围 内（１０－７～１０－６　ｍｏｌ／Ｌ），且 小 于 其 它 类 型

材料所测得数值［１３－１５］。这些对于微粒作为释药载体是

非常关键的。

图３　芘在 激 发 波 长３３８．５和３３６．５ｎｍ处 的 荧 光 强

度比值随Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ微粒浓度的变化

Ｆｉｇ　３Ｔｈｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　Ｉ３３８．５／Ｉ３３６．５ｆｒｏｍ　ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｐｙｒｅｎｅ

　　对微粒稀释稳定性的分析，采用浓度稀释的方法，
通过检测荧光光谱偏移来表示，结果 如 图４所 示。从

图４看出，当微粒浓度被稀释到１０４ｇ／Ｌ时，光谱仍然

能够 保 持 稳 定，而 当 其 稀 释 倍 数 进 一 步 扩 大，到 达

１０５ｇ／Ｌ时，光 谱 开 始 偏 移。这 个 结 果 和 所 测 得 的

ＣＭＣ相一致，即１０－４ｇ／Ｌ这一数量级是一个分界点，
当低于该数量级时微粒将发生热动力学不稳 定，产 生

解离形成链分子。所以，从局部注射应用角度而言，这
个稀释范围具有十分重要的应用意义。

图４　芘在不同浓 度Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ纳 米 粒 水 溶

液中的激发光谱图

Ｆｉｇ　４Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｐｙｒｅｎｅ　ｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ
Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ

３．３　Ｄｏｌ－ＰＬＡ－ＰＥＧ－ＦＡ纳米粒的体外乳腺 癌 细 胞 靶

向检测

在药物控释体 系 研 究 中，大 量 的 文 献［１６－２０］阐 述 了

纳米粒子作为药 物 载 体 的 重 要 意 义：（１）具 有 加 强 渗

透滞留效应（ＲＥＳ）；（２）延 长 了 药 物 在 血 液 循 环 中 的

时间；（３）可 以 摆 脱 网 状 巨 噬 细 胞 吞 噬 作 用（ＥＰＲ）。
究其原因，这是由纳米粒子的纳米特性和粒子 表 面 特

性造 成 的。为 此，通 过 观 察 载 有 罗 丹 明６Ｇ的 纳 米 粒

子和不同细胞间的相互作用来研究这种带有叶酸配体

的纳米粒子的 靶 向 选 择 性，结 果 如 图５所 示。从 图５
可以看出，在同等时间内，肿瘤细胞内的荧光强度远远

高于成纤维细胞，且进入细胞的微球均匀分布 在 细 胞

胞浆中，细胞核内几乎没有微粒分布；但 是，随 着 时 间

的延长，成纤维细胞中的荧光稍有加 强。我 们 把 细 胞

的这种作用现象称作亲和性，并把这种亲和性 的 原 始

驱动力理解为两种作用机制：细胞的内吞作用 和 叶 酸

配体介导的靶向作用。当含叶酸配体的纳米粒子作用

于 ＭＣＦ－７时，其除了表现出与成纤维细胞相同的内吞

作用外，细胞表面的叶酸受体也加强了与含叶 酸 配 体

的纳米粒子间的亲和力，这和生理环境下机体 摄 取 叶

酸时的主要途径———靶向介导起的重要作用理论相一

致［１，２］。
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图５　细胞与粒子的作用

Ｆｉｇ　５Ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ＭＣＦ－７ａｎｄ　ＣＣＬ－１１０ｉｎｃｕｂａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

４　结　论

通过酰化与活性酯法将叶 酸、聚 乳 酸 与 聚 乙 二 醇

偶合制备两亲性聚合物，并采用溶剂挥发自组 装 法 制

备了具有主动靶向性的纳米粒。通过检测微粒的临界

胶束浓度、微粒稀释稳定性以及体外细胞靶向 性 可 获

得如下结论：
采用该种材料所制备的纳米粒的ＣＭＣ为１．９９５

×１０－４ｇ／Ｌ，对于稀释具有良好的稳定性，且在体外对

ＭＣＦ－７具有显著的靶向性，有望成为主动靶向性药物

控释系统的载体材料。
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