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摘　要　为了提高化疗药物的抗肿瘤疗效，将米托蒽醌（ＭＴＯ）与聚乙二醇１０００维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＴＰＧＳ）通过丁二酸连
接臂化学键合形成前体药物（ＴＰＧＳＭＴＯ）。该前药在水中能够自组装形成胶束，ＨＰＬＣ测定 ＭＴＯ的载药量为（１８６１±
０２４）％；粒径电位仪测得的胶束粒径为（２５６１±０９２）ｎｍ，多分散指数 ＰＤＩ为０２２±００４，Ｚｅｔａ电位为 －（３９８±００９）
ｍＶ；透射电镜（ＴＥＭ）显示胶束为均匀的类球形结构；体外生理环境下２４ｈ内粒径无明显变化；体外研究显示胶束在生理条
件下无突释现象，２４ｈ释放量为９０４％，随着 ｐＨ降低，释放速率加快；细胞摄取实验表明，ＴＰＧＳＭＴＯ胶束可有效促进
ＭＣＦ７细胞对药物的摄取，６ｈ的摄取量较ＭＴＯ溶液提高１１８倍。ＭＴＴ法结果显示，胶束对乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＭＣＦ７／
ＭＤＲ均具有明显的抗肿瘤作用，尤其对耐药株细胞，ＴＰＧＳＭＴＯ表现出优于ＭＴＯ的抑制效果。ＴＰＧＳＭＴＯ有望开发为一种
水溶性抗肿瘤前药制剂，提高其抗肿瘤活性。
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　　聚乙二醇１０００维生素Ｅ琥珀酸酯（ＴＰＧＳ）是一
种天然维生素Ｅ的水溶性衍生物，因被美国ＦＤＡ认
定为安全的药用材料，近年来受到了广泛的关注。

它是由聚乙二醇１０００和Ｄα生育酚琥珀酸酯通过
酯化反应合成得到，应用于制备或修饰多种纳米载

体，如胶束、ＴＰＧＳ修饰的脂质体、聚乳酸羟基乙酸
共聚物（ＰＬＧＡ）、聚乳酸（ＰＬＡ）共聚物等，这些制剂
可以明显提高药物的溶解度、渗透性和稳定性［１］。

ＴＰＧＳ载体可以提高制剂中药物的稳定性、渗透性，
实现缓释和控释的递送效果［２］，同时可以有效抑制

Ｐｇｐ外排，起到逆转多药耐药的作用［３］。

广谱细胞毒类抗肿瘤药物米托蒽醌（ｍｉｔｏｘ
ａｎｔｒｏｎｅ，ＭＴＯ）是一种人工合成的蒽醌类抗生素，为
非特异性抗肿瘤药物，临床上作为治疗乳腺癌的一

线药物，辅助治疗急性白血病、恶性淋巴瘤等［４］。但

因其相对分子质量小，进入体内容易扩散，组织分布

无特异性，而易产生心、肝、骨髓等的不良反应［５］。

长期用药还易产生多药耐药性，使得ＭＴＯ的临床应
用受到限制［６］。

将药物与聚合物通过化学键偶联形成高分子前

药是一种常用的药物改性手段。药物经聚合物修饰

后分子结构发生变化，使药物的理化性质和体内行

为得到改善，有利于降低药物本身的不良反应，提高

其生物活性［７］。王竞等［８］通过制备透明质酸紫杉
醇前药的胶束，延缓了紫杉醇药物在体内的滞留时

间，提高了药效。Ｃａｏ等［９］设计了阿霉素ＴＰＧＳ前
药递药系统，有效抑制 ＭＣＦ７肿瘤细胞的增殖，与
阿霉素原料药相比前药的体内半衰期和ＡＵＣ分别
提高了４５和２４倍。本研究选用生物相容性良好
的ＴＰＧＳ通过丁二酸连接臂偶联ＭＴＯ制备得ＴＰＧＳ
ＭＴＯ前药，以期提高 ＭＴＯ的体内活性和增加抑瘤
效果。

!

　材　料

１１　药品与试剂
ＴＰＧＳ、３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮

唑溴盐（ＭＴＴ）［西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公
司］；ＭＴＯ（湖北健源化工有限公司）；琥珀酸（ＳＡ）、
对二甲氨基吡啶（ＤＭＡＰ）和 Ｎ，Ｎ二乙基乙胺
（ＴＥＡ）（国药集团化学试剂有限公司）；Ｎ羟基琥珀
酰亚胺（ＮＨＳ）、１（３二甲氨基丙基）３乙基碳二亚
胺盐酸盐（ＥＤＣ）（上海阿拉丁试剂有限公司）；其他
试剂均为分析纯。

１２　仪　器
ＬＣ１０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

ＺｅｔａＰｌｕｓ粒径电位测定仪（美国布鲁克海文公司）；
Ｈ７６５０透射电镜仪（日本日立公司）；酶联免疫测定
仪（美国赛默飞世尔公司）；电子天平（德国赛多利

斯公司）。

１３　细　胞
人乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７）和人乳腺癌耐药细胞

株（ＭＣＦ７／ＭＤＲ）均购于南京凯基生物技术有限
公司。

'

　方　法

２１　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的制备
ＴＰＧＳＭＴＯ前药的合成采用两步合成法［９］（图

１），首先制备 ＴＰＧＳ活化产物 ＴＰＧＳＣＯＯＨ，产率为
８６２７％。活化的 ＴＰＧＳＣＯＯＨ再与游离的 ＭＴＯ反
应得 ＴＰＧＳＭＴＯ前药。精密称取制备得的 ＴＰＧＳ
ＭＴＯ前药５０ｍｇ溶于二氯甲烷，室温下旋转蒸发４
ｈ，除去有机溶剂，真空干燥过夜。去离子水滴入
ＴＰＧＳＭＴＯ薄膜，振荡超声，使形成聚合物胶束。
２２　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的载药量、粒径、电位和形貌

ＭＴＯ的含量采用ＨＰＬＣ法测定［１０］，计算ＴＰＧＳ
ＭＴＯ胶束的载药量。ＴＰＧＳＭＴＯ胶束经粒径电位测
定仪测定粒径、多分散指数和电位。形貌特征通过

透射电镜（ＴＥＭ）观察。
２３　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束体外稳定性

取ＴＰＧＳＭＴＯ冻干样品室温下分散于ＰＢＳ（ｐＨ
７４）中制备胶束，分别在５，１５，３０ｍｉｎ，１，２，４，６，８，
１２，１８和２４ｈ时测定粒径变化。
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ＴＰＧＳ：Ｄａｔｏｃｏｐｈｅｒｙｌｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ１０００ｓｕｃｃｉｎａｔｅ；ＭＴＯ：Ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ

２４　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的体外释放
将 ＴＰＧＳＭＴＯ胶束溶液（ＭＴＯ质量浓度为

１ｍｇ／ｍＬ）取１ｍＬ置于透析袋（截留相对分子质
量１ｋＤ），分别浸入不同 ｐＨ的释放介质（ｐＨ
４５，５５，６５，７４）５０ｍＬ，控制温度（３７±０５）
℃，以１００ｒ／ｍｉｎ的恒速搅拌。以 ＭＴＯ原料药作
为对照组浸入 ｐＨ７４释放介质。分别于０５，１，
２，４，６，８，１２，２４ｈ吸取释放介质２ｍＬ，并补充同
体积新鲜释放介质。提取的样品液进 ＨＰＬＣ测定
其中的ＭＴＯ含量，计算出不同时间的累积释放度
百分率，拟合释放曲线。

２５　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的细胞摄取研究
取对数生长期的 ＭＣＦ７细胞，以每孔１×１０４

个细胞用含有１０％胎牛血清培养基接种于２４孔
板中进行细胞培养，３７℃孵育过夜。待细胞约达
到８０％贴壁后，弃去培养基，分别加入不含血清的
培养基稀释的 ＭＴＯ溶液和 ＴＰＧＳＭＴＯ胶束溶液
５００μＬ，细胞置于３７℃孵育，分别在０，０５，１５，
４０和６０ｈ后，移去介质，每孔用４℃冰ＰＢＳ（ｐＨ
７４）清洗３遍后加入含有０５％ Ｔｒｉｔｏｎ裂解缓冲
液的 ０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液 １５０μＬ，３７℃孵育
１０ｍｉｎ。ＨＰＬＣ法测定各孔的药物浓度，以不含细
胞的制剂组作对照，以测试组与对照组浓度比对浓

度作图，研究不同制剂的细胞摄取行为。

２６　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束对肿瘤细胞毒性研究
采用ＭＴＴ法考察ＴＰＧＳＭＴＯ胶束对ＭＣＦ７细

胞和ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞的毒性作用。取对数生长
期生长良好的 ＭＣＦ７和 ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞，用
０２５％胰蛋白酶消化后，以每孔１×１０４个细胞的

密度将细胞接种于９６孔板，将培养板移入培养箱
中，在 ３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度条件下培养
２４ｈ。孵育后，吸去培养液，分别加入不含血清培
养基稀释的不同浓度ＭＴＯ溶液和ＴＰＧＳＭＴＯ胶束
溶液２００μＬ，３７℃孵育４８ｈ。随后每孔加入 ＭＴＴ
溶液（５ｍｇ／ｍＬ，ｐＨ７４ＰＢＳ）２０μＬ，３７℃继续孵
育４ｈ。弃去上清液，每孔再加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振
摇溶解蓝紫色的甲瓒结晶，用酶联免疫测定仪于

５７０ｎｍ测定各孔吸收度。以不含血清的培养液孵
育细胞，相同操作作为对照，计算细胞存活率。每

个样品做６个复孔。

(

　结果与讨论

３１　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的制备和表征
ＴＰＧＳＭＴＯ前药经两步酯化反应合成得到。

１ＨＮＭＲ图谱分析，中间产物 ＴＰＧＳＣＯＯＨ在 δ：
３３５～３５７处有新峰出现，属丁二酰基的二亚甲
基氢，确认丁二酸酐解环后成功接在 ＴＰＧＳ上。
ＴＰＧＳＭＴＯ１ＨＮＭＲ图谱分析得 ４３８和 ７０２、
６５２信号峰，分别归属于 ＴＰＧＳ和 ＭＴＯ，证实了目
标物ＴＰＧＳＭＴＯ的成功制备（图略）。

ＴＰＧＳＭＴＯ载药胶束的粒径、多分散指数、载
药量及电位见表１。其中，ＴＰＧＳＭＴＯ胶束平均粒
径相对于无药物偶联的 ＴＰＧＳ材料形成的胶束，粒
径略有增加且分布更为均匀，这是由于 ＴＰＧＳ偶联
药物后疏水链段增加、胶束形成能力增强、空间结

构发生改变所致［１１］。药物偶联前后的电位没有发

生明显的变化。ＴＥＭ图可观察到胶束的尺寸和形
貌，如图２，胶束呈现类球形，尺寸分布比较均匀。
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Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＴＰＧＳＭＴＯａｎｄＴＰＧＳｍｉｃｅｌｌｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｉｚｅ／ｎｍ ＰＤＩ ＤＬ／％ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ
ＴＰＧＳＭＴＯ ２５６１±０９２ ０２２±００４ １８６１±０２４ －３９８±００９
ＴＰＧＳ １８９４±１２６ ０３５±０１７ ／ －３５２±０１７

ＰＤＩ：Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ；ＤＬ：ｔｏｔａｌｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔｃｏｎｓｉｓｔｏｆｍｉｃｅｌｌｅｓ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＴＰＧＳＭＴＯｍｉｃｅｌｌｅｓ

３２　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的体外稳定性
为了研究前药胶束的稳定性，考察了模拟生理

ｐＨ条件下，ＴＰＧＳＭＴＯ胶束粒径随时间的变化规
律。如图３所示，胶束在２４ｈ内粒径及其分布没
有明显变化，表明ＴＰＧＳＭＴＯ胶束能够在生理条件
下保持稳定。这有利于药物经体内运输至肿瘤部

位发挥药效，同时可以满足正常的贮存条件。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＲｅａｌｔｉｍｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＴＰＧＳＭＴＯｍｉｃｅｌｌｅｓｉｎ
ＰＢＳ（ｐＨ７４）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３３　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的体外释放
图４显示了ＴＰＧＳＭＴＯ在不同模拟生理环境下

的体外释放曲线，图中ＴＰＧＳＭＴＯ胶束的释药行为
具有ｐＨ依赖性。在 ｐＨ７４环境下 ＴＰＧＳＭＴＯ胶
束只有少量ＭＴＯ缓慢释放出来，２４ｈ后药物的累积
释放量不到１０％。随着ｐＨ降低至５５和４５，胶束
变得不稳定，ＭＴＯ释放量增加，但是没有突释现象。
而ＭＴＯ药物溶液组快速释药，８ｈ基本释放完全。
这些现象说明ＴＰＧＳＭＴＯ胶束在ｐＨ７４条件下表

现出良好的缓控释特性，并且在酸性条件下释药速

率加快，这可能与酸性条件加速了前药中的酯键连

接臂断裂有关［１２］。另外，低ｐＨ环境下引起的ＭＴＯ
质子化和极性增加，可能导致胶束结构失稳和药物

的水溶性提高，也将促进药物的释放。这种 ｐＨ响
应的释药特征，有利于胶束在正常生理条件下的稳

定存在和传输，而到达肿瘤（ｐＨ４５～６５）后定位释
放药物，提高病灶部位的药物浓度［１３］。

—●—ＴＰＧＳＭＴＯ（ｐＨ７４）；—▲—ＴＰＧＳＭＴＯ（ｐＨ６５）；——
ＴＰＧＳＭＴＯ（ｐＨ５５）；—◆—ＴＰＧＳＭＴＯ（ｐＨ４５）；—■—ＭＴＯ
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＭＴＯａｎｄＴＰＧＳＭＴＯｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨｂｕｆｆｅｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜００５ｖｓＴＰＧＳＭＴＯ（ｐＨ７４）ｇｒｏｕｐ

３４　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束细胞摄取研究
如图５所示，ＴＰＧＳＭＴＯ的细胞摄取具有时间

依赖性，即细胞对胶束的摄取随着孵育时间的延长

而增加，且胶束制剂明显提高了 ＭＴＯ摄取。研究
表明ＴＰＧＳ能够促进药物的细胞摄取，这主要是通
过ＴＰＧＳ载体的修饰，改变药物通透性，减少药物
的代谢并且抑制外排系统实现的［１４］。因此 ＴＰＧＳ
ＭＴＯ前药胶束可以有效增加药物对肿瘤细胞的摄
取，提高药物疗效。

３５　ＴＰＧＳＭＴＯ胶束对 ＭＣＦ７和 ＭＣＦ７／ＭＤＲ细
胞的抑制作用

孵育４８ｈ后，ＭＴＯ溶液和 ＴＰＧＳＭＴＯ胶束对
ＭＣＦ７和ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞均表现了不同程度的
生长抑制作用，且抑制作用呈现出浓度依赖性，随

着药物浓度的增加抑制细胞生长的能力增强（如

４１３



第４７卷第３期　　　　高雅晗，等：聚乙二醇１０００维生素Ｅ琥珀酸酯米托蒽醌前药胶束的制备及其抗肿瘤活性

图６所示）。ＭＴＯ溶液和 ＴＰＧＳＭＴＯ对 ＭＣＦ７细
胞的 ＩＣ５０分别为０７７和 １２１μｇ／ｍＬ，对 ＭＣＦ７／
ＭＤＲ细胞的 ＩＣ５０为 １３５和 １０１μｇ／ｍＬ，显示出
ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞对ＭＴＯ的敏感度下降，而 ＴＰＧＳ
ＭＴＯ对两种细胞均表现出相当的毒性。这种结果
可能与ＴＰＧＳ促进药物的细胞摄取，并能干扰和调
控细胞内代谢过程有关［１５］。

—●—ＴＰＧＳＭＴＯ；—■—ＭＴＯ
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｕｐｔａｋｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｓｔｉｎｅ
ＭＴＯａｎｄＴＰＧＳＭＴＯｍｉｃｅｌｌｅｓａｔｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１ｍｇ／
ｍＬ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌａｒｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＭＣＦ７／
ＭＤＲｃｅｌｌｓ（Ｂ）ａｆｔｅｒ４８ｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＭＴＯａｎｄＴＰＧＳＭＴＯ
ｍｉｃｅｌｌｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｔｖａｒｉｏｕｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔＭＴＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝６）
Ｐ＜００５ｖｓＭＴＯｇｒｏｕｐ

)

　结　论

本实验将 ＭＴＯ和 ＴＰＧＳ通过丁二酸偶联，制
备了具有抗肿瘤活性的聚合物前药胶束 ＴＰＧＳ
ＭＴＯ。该前药胶束在生理条件下具有较高的稳定
性和缓慢的释放特征，有效阻滞了药物的突释，降

低对正常组织的不良反应。低 ｐＨ环境下释药速
率的加快，有利于胶束在肿瘤部位弱酸性环境下的

释药，提高病灶区域的药物浓度。在 ＭＣＦ７细胞
摄取实验中，ＴＰＧＳＭＴＯ表现出时间依赖的摄取行
为，且摄取率高于 ＭＴＯ溶液组。体外细胞毒性实
验表明，ＴＰＧＳＭＴＯ胶束可有效抑制 ＭＣＦ７和
ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞的增殖，对耐药细胞 ＭＣＦ７／
ＭＤＲ的抑制率高于 ＭＴＯ对 ＭＣＦ７／ＭＤＲ细胞的
作用，有效提高了药物抗肿瘤活性。因此，ＴＰＧＳ
ＭＴＯ有望开发为一种前药胶束制剂，改善药物理
化性质，提高药物摄取，减少游离药物的不良反应

并且提高抗肿瘤活性。
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·新 动 态·

２０１５年销售增速最快药物 Ｔｏｐ１０

２０１５年全球销售额增长最快的前５０种药物合计比去年增长４１０亿美元。仅吉利德（Ｇｉｌｅａｄ）的丙肝药物Ｈａｒｖｏｎｉ
带来的增长额就高达１１７亿美元，占总增长额的２９％。销售增长额超过１０亿美元的药物共有８个（表１），其中有３
个为丙肝药物，均于２０１４年上市。增长最快的前１０个药物合计增长额为２３０亿美元，相当于总增长额的５６％。艾
伯维（ＡｂｂＶｉｅ）的修美乐（Ｈｕｍｉｒａ）和辉瑞（Ｐｆｉｚｅｒ）的沛儿（Ｐｒｅｖｎａｒ）同时位列２０１５年销售额增长最快药物前１０榜单和
２０１５年最畅销药物前１０榜单中，新基医药（Ｃｅｌｇｅｎｅ）的Ｒｅｖｌｉｍｉｄ未能进入销售增速十强。

表１　２０１５年销售额增长最快的药物Ｔｏｐ１０
药物（商品名） 　制药公司 适应证／类型 增长额（百万美元）

Ｈａｒｖｏｎｉ 吉利德 丙型肝炎 １１７３７
Ｐｒｅｖｎａｒ 辉瑞 肺炎链球菌疫苗 １７８１
Ｖｉｅｋｉｒａ 艾伯维 丙型肝炎 １５９１
Ｈｕｍｉｒａ 艾伯维 自身免疫 １４６９
Ｄａｋｌｉｎｚａ 百时美施贵宝 丙型肝炎 １３４７
Ｅｌｉｑｕｉｓ 百时美施贵宝 抗凝剂 １０８６
Ｘｔａｎｄｉ 安斯泰来 前列腺癌 １０７６
Ｔｒｉｕｍｅｑ 葛兰素史克 ＨＩＶ １０２９
Ｅｙｌｅａ 再生元 年龄相关的黄斑病变 ９４０
Ｏｐｄｉｖｏ 百时美施贵宝 黑色素瘤／非小细胞肺癌 ９３６

　　在销售增速榜单的前２０个药物中，值得注意的是一些新上市的药物。除了丙肝药物以外，葛兰素史克（Ｇｌａｘｏ
ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ）２０１４年上市的ＨＩＶ药物Ｔｒｉｕｍｅｑ有１０亿美元的增长。百时美施贵宝（ＢｒｉｓｔｏｌＭｙｅｒｓＳｑｕｉｂｂ）于２０１４年底
上市的ＰＤ１抑制剂Ｏｐｄｉｖｏ在２０１５年创造了９４２亿美元的销售额（２００４年销售额仅为６００万美元）。辉瑞在２０１５
年初上市的乳腺癌新药获得了７２３亿美元的增长，位列榜单的１３名。

在销售增速５０强榜单中，罗氏（Ｒｏｃｈｅ）拥有５个药物，合计增长额为１９亿美元；强生（Ｊｏｈｎｓｏｎ＆Ｊｏｈｎｓｏｎ）拥有４
个药物，合计增长额为２０亿美元。有３个上榜药物的公司分别是百时美施贵宝（增长额：３４亿美元，下同）、艾伯维
（３３亿美元）、诺和诺德（１８亿美元）、葛兰素史克（１８亿元）、新基医药（１５亿美元）、百健（１３亿美元）。吉利德仅有２
个药物上榜，但获得了最高的增长额，为１２４亿美元。

在这些药物中，治疗丙肝的药物增长最多，有１４７亿美元，肿瘤药物增长６５亿美元。在美国支付压力越来越大
的情况下，糖尿病药物依然获得了２８亿美元的增长，抗凝血剂、免疫治疗药物、ＨＩＶ药物各增长２１亿美元。

（医药经济报）
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