
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（６）：６５９－６６４

　收稿日期　２０１５０４１５　　通信作者　Ｔｅｌ：０２５－８３２７１０２７　Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｈｕｌｉｎ３＠１６３ｃｏｍ

基金项目　江苏省自然科学基金资助项目（ＮｏＢＫ２０１４０６５９）
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摘　要　以低相对分子质量聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）为骨架，将线粒体靶向基团三苯基膦（ＴＰＰ）和化疗药物氯尼达明（ＬＮＤ）
以酰胺键接枝到ＰＥＩ上，构建线粒体靶向聚合物ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ。ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ经１ＨＮＭＲ确证。采用透析法考察ＴＰＰＰＥＩ
ＬＮＤ的体外释放。采用ＨｅＬａ细胞研究ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的线粒体靶向能力和细胞毒性。结果显示，ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ线粒体靶向
聚合物制备成功，其释药行为呈现缓释特点，并可以靶向递送药物到达线粒体，显著增强药物对肿瘤细胞的疗效。
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　　目前，以线粒体为作用靶点的化疗药物的研发
是肿瘤治疗的热点［１］。氯尼达明（ＬＮＤ）作为线粒
体介导的抗肿瘤药物，在临床上用于多种肿瘤如头

颈部癌、肺癌、慢性淋巴细胞白血病和乳腺癌等的

治疗，且没有传统化疗药物的骨髓抑制、脱发等不

良反应［２－３］。然而氯尼达明水溶性较差，缺乏选择

性分布，到达肿瘤细胞线粒体的量过少，从而导致

临床上疗效不理想，而加大剂量又会引起严重的不

良反应［４］。因此，提高氯尼达明的水溶性及线粒

体靶向性问题是提高其疗效的关键点。聚合物前

药通常由水溶性的聚合物载体、疏水性药物和靶向

分子等组成，是由药物与聚合物通过化学键相连而

形成［５］。聚合物前药因能提高疏水性药物的溶解

性以及能链接靶向基团，将可有效地解决此类

问题［６］。

本研究以水溶性的支链型聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）
为聚合物载体，通过酰胺键键合作用于线粒体的抗

肿瘤药物氯尼达明，改善氯尼达明的疏水性。为进

一步增强聚合物前药的线粒体靶向能力，再通过酰

胺键引入线粒体靶向分子三苯基膦（ＴＰＰ）。通过
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氢谱验证聚合物 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的结构，并对其体
外释药能力、线粒体靶向性、增强抗肿瘤细胞药效

等进行了研究。

!

　材　料

１１　试　剂
氯尼达明（武汉顶辉化工有限公司）；聚乙烯

亚胺（ＰＥＩ，Ｍｒ１８ｋ，阿法埃莎化学有限公司）；二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ，天津希恩思生化科技有限公
司）；三苯基膦、６溴己酸、Ｎ，Ｎ′二环己基碳二亚胺
（ＤＣＣ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺（阿拉丁试剂有限公
司）；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ，天津希恩思生化科技
有限公司）；细胞增殖与毒性检测试剂盒（ＭＴＳ）
（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胰酶（Ｇｉｂｃｏ，美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈ公司）；其他试剂
均为分析纯。

１２　仪　器
ＤＹＹＢ１０冷冻干燥机（上海德洋意邦仪器有限

公司）；ＲＥ５２ＡＡ旋转蒸发器（上海予华仪器设备有
限公司）；ＡＶ３００核磁共振仪（瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司）；ｐＨ计（ＰＢ１０，德国赛多利斯公司）；ＸＳ１０５ＤＵ

分析天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水
系统（ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０，美国密理博公司）；激光共聚
焦显微镜（德国徕卡显微系统有限公司）。

１３　细　胞
ＨｅＬａ细胞购于中国科学院上海细胞库。

"

　方　法

２１　ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚合物的合成
ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚合物的合成路线见图１。

２１１　５羧戊基三苯基溴化頮（ＴＰＰＣＯＯＨ）的合
成　根据文献［７］方法，称取三苯基膦（ＴＰＰ，
１０ｍｍｏｌ）、６溴己酸（１０５ｍｍｏｌ），溶于无水乙腈，
氮气保护，回流反应１６ｈ。反应物经重结晶后即得
ＴＰＰＣＯＯＨ。
２１２　ＴＰＰＰＥＩ聚合物的合成　称取 ＴＰＰＣＯＯＨ
（２ｍｍｏｌ）、ＤＣＣ（２４ｍｍｏｌ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ，２４ｍｍｏｌ）溶于无水 ＤＭＳＯ１０ｍＬ，室温反
应１２ｈ后，加入 ＰＥＩ（１ｍｍｏｌ），室温下继续反应
１２ｈ后，反应液转移到透析袋（截留相对分子质量
１０００），先用 ＤＭＳＯ透析２４ｈ再用去离子水透析
４８ｈ。透析液经冷冻干燥后得到中间状态产物
（ＴＰＰＰＥＩ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＴＰＰＰＥＩＬＮＤ（ＴＰＰ：Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈｉｎｅ；ＰＥＩ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ；ＬＮＤ：Ｌｏｎｉｄａｍｉｎｅ）

２１３　ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚合物的合成　称取 ＬＮＤ
（４ｍｍｏｌ）、ＤＣＣ（４８ｍｍｏｌ）、ＮＨＳ（４８ｍｍｏｌ）溶于
无水 ＤＭＳＯ，室温反应 １２ｈ后，加入 ＴＰＰＰＥＩ
（１ｍｍｏｌ），室温下继续反应 １２ｈ后，余步骤同

“２１２”项。
２１４　结构表征　以 ＤＭＳＯｄ６为溶剂，通过
１ＨＮＭＲ表征ＴＰＰＣＯＯＨ、ＰＥＩ、ＴＰＰＰＥＩ、ＬＮＤ、ＴＰＰ
ＰＥＩＬＮＤ的结构。
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２２　缓冲能力
ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的缓冲能力通过酸碱滴定法测

定［８］。移取含 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ２ｍｇ的 ０１５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液 １０ｍＬ。用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节 ｐＨ至
１０，然后用０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ滴定，每次滴定４μＬ，至
溶液ｐＨ到３为止，利用ｐＨ计实时记录溶液ｐＨ变
化情况。０１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液（阴性对照）和含
ＰＥＩ１８ｋ２ｍｇ的０１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液（阳性对
照）以同样方式滴定。

２３　体外释放研究
精密称取适量的 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ溶于乙醇溶液

中，转入截留相对分子质量为１０００的透析袋中。
分别以ｐＨ７４、６５、４５的 ＰＢＳ缓冲液１００ｍＬ为
释放介质，３７℃，１２０ｒ／ｍｉｎ振摇。在预设时间点
取样３ｍＬ，同时补充相同体积及相同温度的相应
介质３ｍＬ。０４５μｍ微孔滤膜过滤，采用紫外分
光光度计在波长２９８ｎｍ处测ＬＮＤ的吸收度，计算
ＬＮＤ的质量浓度。
２４　激光共聚焦观察（ＣＬＳＭ）

对数生长期的 ＨｅＬａ细胞以每孔５×１０４个细
胞接种于激光共聚焦培养皿中，３７℃培养１２ｈ后，
分别加入培养基（含 ＦＩＴＣ标记的 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ或
ＰＥＩＬＮＤ，质量浓度为 ２０μｇ／ｍＬ）２ｍＬ，共孵育
６ｈ。然后用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗１次，加入
１００ｎｍｏｌ／ＬＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ染色３０ｍｉｎ。再用冷
ＰＢＳ清洗２次，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗
后，用激光共聚焦显微镜观察聚合物前药线粒体靶

向情况。

２５　细胞毒性
将对数生长期的ＨｅＬａ细胞以每孔１×１０４个

细胞加入 ９６孔板中，过夜培养后，弃去培养基，
分别加入含药培养基（ＴＰＰ组、ＰＥＩ１８ｋ组、ＬＮＤ
组、ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ组、ＰＥＩＬＮＤ组、ＰＥＩ２５ｋ组），
每个样品至少 ３复孔，以正常细胞作为对照组，
只加培养基的为空白组。培养２４ｈ后，每孔加入
ＭＴＳ溶液 ２０μＬ，３７℃避光振摇 ４ｈ，于 ４９０ｎｍ
用酶标仪检测吸收度（Ａ）。每孔细胞存活率计算
公式如下：

细胞存活率（％）＝
Ａｓ－Ａ０
Ａｃ－Ａ０

×１００

其中：Ａｓ、Ａｃ和 Ａ０分别表示处理组、对照组和
空白组的吸收度。

２６　统计分析
每组实验至少重复３次，实验结果以 珋ｘ±ｓ表

示，采用统计软件 ＳＰＳＳ２１０对数据进行统计分
析，Ｐ＜００５表示具有显著性差异，Ｐ＜００１表示
具有极显著性差异。

#

　结　果

３１　ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚合物的结构表征
根据图２的氢谱结果，将各个单体化合物的

１ＨＮＭＲ进行归属。ＴＰＰＣＯＯＨδ：１２０１（ｓ，１Ｈ，
ＣＯＯＨ），７９１～７７５（ｍ，１５Ｈ，ＡｒＨ），３６２～３５３
（ｍ，２Ｈ，ＣＨ２），２１７～２１４（ｍ，２Ｈ，ＣＨ２），１５０（ｓ，
６Ｈ，ＣＨ２）；ＬＮＤ：δ１３０９（ｓ，１Ｈ，ＣＯＯＨ），８１４～
８１１（ｄ，１Ｈ），７８２～７７９（ｄ，１Ｈ），７６９（ｄ，１Ｈ），
７５２７４４（ｔ，１Ｈ），７４０～７３２（ｍ，２Ｈ），６９８～
６９５（ｄ，１Ｈ），５８４（ｓ，２Ｈ，ＣＨ２）；ＰＥＩ：δ２２７～
２５５（ｍ，ＨＮＣＨ２ＣＨ２）。

图２中红色虚线表示的是 ＴＰＰＣＯＯＨ的特征
化学位移７７５～７９１，蓝色虚线表示的是 ＰＥＩ的
特征化学位移２２７～２５５。中间产物 ＴＰＰＰＥＩ氢
谱上有 ＴＰＰＣＯＯＨ和 ＰＥＩ的特征化学位移，提示
ＴＰＰＰＥＩ的成功合成。绿色虚线表示的是 ＬＮＤ的
特征化学位移５８４。在终产物ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ氢谱
图中ＬＮＤ、ＴＰＰＣＯＯＨ、ＰＥＩ的特征化学位移均有出
现，这些结果说明ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的成功合成。

Ｆｉｇｕｒｅ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＴＰＰＣＯＯＨ（Ａ），ＰＥＩ（Ｂ），ＴＰＰＰＥＩ
（Ｃ），ＬＮＤ（Ｄ）ａｎｄＴＰＰＰＥＩＬＮＤ（Ｅ）
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ＴＰＰＰＥＩ中的 ＴＰＰ含量是通过紫外分光光度
法在２６７ｎｍ处测定，ＴＰＰ的质量浓度在２５～１２５
μｇ／ｍＬ范围内与吸收度呈良好线性关系，Ａ＝
０００８５８ｃ－０００１２７（ｒ＝０９９９９），计算得 ＴＰＰ
的含量为１６３４％（ｇ／ｇ）。ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ中的 ＬＮＤ
载药量是通过紫外分光光度法在２９８ｎｍ处测定，
ＬＮＤ在２５２５～２５２５μｇ／ｍＬ质量浓度范围内呈良
好线性关系，Ａ＝００３３６９ｃ－００１１７８（ｒ＝０９９９８）。
ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ中ＬＮＤ载药量为１９８６％。
３２　ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的缓冲能力

研究认为，ＰＥＩ具有较高的内涵体缓冲能
力［９］，ＰＥＩ及其衍生物在基因转染中表现出较高的
转染效率与其缓冲能力密切相关，其以质子海绵效

应使内涵体溶酶体渗透肿胀至破裂，使其从内涵
体逃逸［１０］。采用酸碱滴定法考察ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚
合物的缓冲能力，滴定曲线如图３所示。结果显示
在ｐＨ５０～７４范围内，聚合物 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ与
ＰＥＩ１８ｋ的缓冲能力基本一致。
３３　体外释放

分别在模拟生理环境（ｐＨ７４）、肿瘤微环境
（ｐＨ６５）和溶酶体环境（ｐＨ４５）的 ＰＢＳ中，进行
ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ聚合物中 ＬＮＤ的体外释放试验［１１］。

结果如图４所示，聚合物ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ具有一定的
缓释性，ＬＮＤ的释放无明显的ｐＨ响应特性，这是由
于在这３种ｐＨ之间酰胺键的稳定性差异不大。
３４　线粒体靶向能力

ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ线粒体靶向能力通过激光共聚
焦成像来观察。从图５可看出，ＦＩＴＣ标记的 ＴＰＰ
ＰＥＩＬＮＤ显示绿色荧光，ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染线粒体呈

红色荧光，二者叠加后呈黄色，说明 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ
已递送至线粒体。与不含 ＴＰＰ的 ＰＥＩＬＮＤ相比，
ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ孵育的细胞中黄色荧光最多，表明
ＴＰＰ可有效地靶向递送ＬＮＤ到达线粒体。

—●—ＮａＣｌ；—▲—ＰＥＩ１．８ｋ；—■—ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＢｕｆｆｅｒｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆＴＰＰＰＥＩＬＮＤｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ
ｔｉｔｒａｔｉｎｇｐｏｌｙｍｅｒａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（０２ｍｇ／ｍＬ）ｉｎ０１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
（ｐＨ１０）ｗｉｔｈ０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ

—■—ｐＨ４．５；—●—ｐＨ６．５；—▲—ｐＨ７．４
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＬＮＤｉｎｐＨ７４，６５ａｎｄ
４５ＰＢＳ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣＬＳＭｉｍａｇｅｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＴＰＰＰＥＩＬＮＤｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＩＴＣＴＰＰＰＥＩＬＮＤｏｒＦＩＴＣＰＥＩＬＮＤｆｏｒ６ｈ
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３５　ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ体外细胞毒性
采用 ＭＴＳ测定 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ对 ＨｅＬａ细胞的

毒性。从图６Ａ中可看出，ＴＰＰ对 ＨｅＬａ细胞基本
没有毒性；ＰＥＩ１８ｋ在１００μｇ／ｍＬ时ＨｅＬａ细胞的
存活率约８０％，说明 ＰＥＩ１８ｋ对 ＨｅＬａ细胞的毒
性较低。而 ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ显示出对 ＨｅＬａ细胞有
显著的毒性作用，并呈剂量依赖性；且在浓度５０和

１００μｇ／ｍＬ时，对 ＨｅＬａ细胞的毒性显著高于不含
ＴＰＰ的ＰＥＩ１８ｋＬＮＤ（Ｐ＜００１），说明 ＴＰＰ线粒
体靶向递送能显著提高 ＬＮＤ对肿瘤细胞的毒性。
图６Ｂ显示的是ＬＮＤ对ＨｅＬａ细胞的毒性作用，其
ＩＣ５０为 ３７９４５μｇ／ｍＬ；ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ的 ＩＣ５０是
２３２８μｇ／ｍＬ；结果进一步说明ＴＰＰ靶向修饰可显
著提高ＬＮＤ对ＨｅＬａ细胞的毒性。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｏｆＴＰＰＰＥＩ１８ｋＬＮＤ，ＰＥＩ１８ｋＬＮＤ，ＰＥＩ１８ｋ，ＰＥＩ２５ｋ，ＴＰＰ（Ａ）ａｎｄＬＮＤ（Ｂ）ａｔｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔ２４ｈ
ｉｎＨｅＬａｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜００１

'

　讨　论

聚合物前药可有效解决抗肿瘤药物的疏水性

问题，提高抗肿瘤药物的生物利用度，并可接枝靶

向基团具备靶向递送能力，其为抗肿瘤药物的临床

应用提供了新的机遇［１２－１３］。本研究选择低相对分

子质量的聚乙烯亚胺为聚合物载体，文献资料以及

实验结果显示 ＰＥＩ１８ｋ的细胞毒性较低，是相对
比较安全的载体材料［１４－１５］。ＰＥＩ接枝 ＬＮＤ后，水
溶性主链可增强 ＬＮＤ的溶解性，且 ＰＥＩ由于含有
较多的胺类基团，在生理条件下显示正电性，更易

于增加与肿瘤细胞的结合，从而提高 ＬＮＤ的摄取
率。合成的聚合物前药具有一定的缓冲能力，有利

于其以质子海绵效应从内涵体逃逸。线粒体靶向

基团三苯基膦的引入显著提高了聚合物前药到达

线粒体的量，较好地解决了 ＬＮＤ到达线粒体量少
的问题［１６］。体外释放实验显示ＴＰＰＰＥＩＬＮＤ具有
缓释性，说明聚合物前药在递送过程中释放 ＬＮＤ
较少，可将大部分 ＬＮＤ靶向递送到达线粒体。有
文献报道显示对氯尼达明的羧酸进行修饰并不影

响ＬＮＤ的活性［１７－１８］，所以ＬＮＤ接枝在低相对分子
质量ＰＥＩ上，被递送到线粒体后可能不释放也能显
示出活性。细胞毒性结果表明聚合物显著增强了

ＬＮＤ的药效。因此，聚合物靶向递送以线粒体靶
点的药物到达线粒体，可有效提高此类药物的

疗效。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》近期刊登的论文受到读者关注

《中国药科大学学报》的品牌特色栏目“药学前沿”对《中国药科大学学报》的学术影响力具有重要的作用。该栏

目自２００１年创建起，发表了百余篇关于药学各领域最前沿研究技术和发展趋势的学术论文，具有较高的学术影响
力，读者反响较好，下载次数最多的接近４０００次。

通过《中国药科大学学报》网站“下载排行”统计分析，下载排名前２０的论文中有１３篇为“药学前沿”论文（该栏
目论文占发文总量的 ９５％）。另外，本刊网站单篇研究性论文的累计下载最高达 ６５４４次，发表后被引 １７次
（ＣＮＫＩ）。

（本刊编辑部）
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