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基于点击化学修饰的肿瘤靶向阿霉素脂质体的制备与表征

尚云凯，鞠曹云，谢达平，张　灿

（中国药科大学新药研究中心，江苏省代谢性疾病重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　首先合成了叠氮化的胆固醇和炔基化的奥曲肽，并基于叠氮化的胆固醇制备了叠氮修饰的阿霉素脂质体 Ｄｏｘ＠
Ｎ３Ｌ；随后利用点击反应在其表面修饰了具有肿瘤靶向功能的奥曲肽，得到奥曲肽靶向阿霉素脂质体 Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ；最后考
察了点击反应的进程、点击修饰对药物包封率的影响以及脂质体的体外靶向性。结果表明，通过点击反应能成功将奥曲肽

修饰到载药载体表面，点击修饰对脂质体中荷载的药物没有影响，包封率为９９８％，与点击前无显著差异。细胞毒性实验
结果显示，Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ对肿瘤细胞ＨｅｐＧ２的杀伤作用强于Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ，表明Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ对ＨｅｐＧ２细胞具有一定的靶向性。
因此，利用点击化学在荷载药物的载体表面修饰是一种温和有效的方式，可方便地实现载药载体表面的功能化。
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　　纳米制剂具有一系列独特的优势，包括载药量
高、靶向性、可同时包载多种药物、释药行为可控以

及可逆转肿瘤耐药性等，在肿瘤治疗中显示出重要

的作用。为了提高纳米药物的递送效率，进而提高

８０７
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肿瘤的治疗效果，通常需要对载体表面进行修饰，

并赋予纳米载体多种功能。因此，简单高效的纳米

载体表面修饰方法受到人们越来越多的关注。

近年来，一种温和高效的反应类型———点击反

应被广泛应用于纳米载体的表面修饰研究中。点

击反应是一种发生在模块分子之间的反应，具有选

择性强、条件温和、反应迅速和产物稳定等诸多优

点，为纳米载体尤其是载药纳米载体的表面修饰提

供了一条新的方法［１－３］。其中，铜催化的叠氮炔
环加 成 反 应 ［Ｃｕ（Ｉ）ｃａｔａｌｙｚｅｄ ａｚｉｄｅｓａｌｋｙｎｅｓ
ｃｙｃｌｏａｄｄｉｔｉｏｎ，ＣｕＡＡＣ］是最经典、应用最广泛的一
类点击反应［４］。此外，奥曲肽（ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ，Ｏｃｔ）是一
种具有肿瘤靶向性功能的环状多肽，可以特异性的

靶向于肿瘤表面过度表达的生长抑素受体（ｓｏｍａ
ｔｏｓｔａｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＳＴＲｓ），将其修饰到载体表面后，
能赋予纳米粒肿瘤靶向性。因此，本研究利用

ＣｕＡＡＣ反应将肿瘤靶向性分子奥曲肽修饰到包载
阿霉素的脂质体表面，制备了奥曲肽靶向阿霉素脂

质体，并考察了点击反应的进程、点击反应对药物

包封率的影响，以及通过细胞毒性实验体外验证了

脂质体的靶向性能。

!

　材　料

１１　试　剂
盐酸阿霉素（纯度９９％，北京华奉联博科技有

限公司）；葡聚糖凝胶ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（美国Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基、青霉素链霉素、胎
牛血清（ＦＢＳ，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶（美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ，南京生兴生物
技术有限公司）；大豆磷脂（ＳＰＣ，上海太伟药业有
限公司）；胆固醇（纯度９５％，上海惠兴生化试剂有
限公司）；其他试剂均为市售分析纯。

１２　细胞株
人源肝肿瘤细胞 ＨｅｐＧ２细胞株（中国科学院

上海细胞库）。

１３　仪　器
ＢＳ１１０Ｓ电子天平（德国赛多利斯公司）；Ｚｅｔａ

Ｐｌｕｓ电位粒径分析仪（美国Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）；ＥＵ
２６００Ａ紫外可见分光光度计（上海昂拉仪器有限公
司）；ＬＣ２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
酶标仪（美国赛默飞世尔公司）。

"

　方　法

２１　点击化学模块分子的合成与表征
２１１　叠氮化胆固醇（Ｎ３Ｃｈｏｌ）的合成与表征　
叠氮化胆固醇的合成参照本课题组之前的报

道［３］，基本合成方法如下。

２［（２叠氮乙基）氨基甲酰］苯甲酸（Ｎ３ＨＨＰＡ）
的合成　２氯乙胺盐酸盐（５０ｇ，４３１ｍｍｏｌ）与叠
氮钠 （８４ｇ，１２９０ｍｍｏｌ）溶 于 水 中，油 浴
８０℃搅拌１５ｈ。然后加入氢氧化钾固体，调节ｐＨ
１２～１４。乙醚萃取，浓缩，产率 ５０５％。将产物
（２１ｇ，２４４ｍｍｏｌ）和六氢苯酐（ＨＨＰＡ，３７ｇ，
２４４ｍｍｏｌ）溶于氯仿中，室温搅拌３ｈ。反应结束
后柱色谱纯化，得到白色粉末状固体 Ｎ３ＨＨＰＡ，产
率８０３％。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１１８（１Ｈ，
ｂｒｓ，ＣＯＯＨ），７８６（１Ｈ，ｓ，ＣＯＮＨＣＨ２），３３６～３１１
（４Ｈ，ｍ，ＣＯＮＨＣＨ２ＣＨ２Ｎ３），２７４～２５６（１Ｈ，ｍ，
ＣＨＣＯＯＨ），２４８～２５３（１Ｈ，ｍ，ＣＨＣＯＮＨ），２０５～
１８６（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ），１７１～１４９（３Ｈ，ｍ，
ＣＨ２ＣＨ２ＣＨａｎｄＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２），１４５～１２２（３Ｈ，ｍ，
ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２）。

Ｎ３Ｃｈｏｌ的合成　将 Ｎ３ＨＨＰＡ（５９ｇ，２４５
ｍｍｏｌ），ＤＭＡＰ（０６ｇ，４９ｍｍｏｌ）和 ＥＤＣＩ（９４ｇ，
４９ｍｍｏｌ）溶于氯仿，０℃搅拌 １ｈ。加入胆固醇
（９５ｇ，２４５ｍｍｏｌ），室温继续搅拌１２ｈ。反应结
束后柱色谱纯化，得到白色粉末状固体Ｎ３Ｃｈｏｌ，产
率６８４％。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：５３６（１Ｈ，
ｓ，Ｃ＝ＣＨ），３７１（１Ｈ，ｍ，ＣＨＯＣＯ），３５０（４Ｈ，ｍ，
Ｎ３ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ），２８９（１Ｈ，ｍ，ＣＨＣＯＮＨ），２５（１Ｈ，
ｍ，ＣＨＣＯＯ），２０～１５（８Ｈ，ｍ，ＣＨ２（ｈｅｘａｈｙｄｒｏ
ｂｅｎｚｅｎｅ）），１５～１０１（４３Ｈ，ｍ，ＣＨ２（Ｃｈｏｌ））。
２１２　炔基化奥曲肽（ａｌＯｃｔ）的合成与表征

５己炔醛的合成　草酰氯（０６ｍＬ，５０ｍｍｏｌ）
溶于二氯甲烷１０ｍＬ中，置于 －７８℃液氮乙醇浴
中，搅拌 ５ｍｉｎ，加入 ＤＭＳＯ（０７ｍＬ，１０ｍｍｏｌ），
２０ｍｉｎ后加入５己炔１醇（０５ｍＬ，４５ｍｍｏｌ），维
持反应温度在－７８℃，搅拌２０ｍｉｎ后加入三乙胺
２５ｍＬ，在 １０ｍｉｎ内升温至室温，加入二氯甲烷
４０ｍＬ，先用１／２饱和碳酸氢钠溶液（４０ｍＬ×２）再
用０５ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸（４０ｍＬ×２）洗，无水硫酸钠干
燥，浓缩，硅胶柱色谱纯化（石油醚乙酸乙酯，２∶１）
得到黄色油状物，产率６０４％。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，
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ＣＤＣｌ３）δ：９８２（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝１２Ｈｚ，ＣＨＯ），２６０（２Ｈ，
ｍ，ＣＨ２Ｃ≡ＣＨ），２２７（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＣＨＯ），１９５（１Ｈ，ｔ，
Ｊ＝２４Ｈｚ，Ｃ≡ＣＨ），１８６（２Ｈ，ｍ，ＣＨ２）。

ａｌＯｃｔ的合成　醋酸奥曲肽（２０ｍｇ，２０ｎｍｏｌ）
溶于 ｐＨ５０醋酸醋酸钠缓冲液（０１ｍｍｏｌ／Ｌ）
２０ｍＬ中，加入氰基硼氢化钠（２５ｍｇ，４ｍｍｏｌ），然
后加入５己炔醛（４０ｍｇ，４００ｎｍｏｌ）的二氯甲烷溶
液，剧烈搅拌，室温反应２４ｈ，反应结束后分离出水
相，冻干得到白色粉末。

ａｌＯｃｔ的理化表征　高效液相色谱法：色谱
柱：ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳＳＰＣ１８（２５０ｍｍ×３６ｍｍ，５μｍ）
分析柱；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２１５ｎｍ；柱
温：３０℃；流动相 Ａ：００１％三氟乙酸水溶液，Ｂ：
００１％三氟乙酸乙腈溶液，采用梯度洗脱，流动相
Ｂ比例在２０ｍｉｎ内由３５％升至５０％。

圆二色谱法：将奥曲肽与 ａｌＯｃｔ溶解在 ｐＨ
７４的００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液中（质量浓度均为
１００μｇ／ｍＬ），扫描波长范围 １９０～２５０ｎｍ，带宽
１ｎｍ，扫描速度１００ｎｍ／ｍｉｎ，每个样品扫描３次，
将ＣＤ值转换成氨基酸残基平均摩尔椭圆度（ｄｅｇ·
ｃｍ２／ｄｍｏｌ）。
２２　叠氮修饰的阿霉素脂质体（Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ）的
制备

采用薄膜分散法制备叠氮修饰的脂质体，随后

采用硫酸铵梯度法包载盐酸阿霉素。

２２１　叠氮修饰的脂质体的制备　称取大豆磷脂
１２０ｍｇ、Ｎ３Ｃｈｏｌ３６ｍｇ，加氯仿４ｍＬ、甲醇１ｍＬ溶
解，置于５００ｍＬ茄形瓶中，４０℃减压蒸发成膜，真
空干燥过夜，加入 ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸铵溶液（ｐＨ
５５）５ｍＬ，３７℃水合，３０ｍｉｎ后取出置于西林瓶
中，探头超声（功率３０％）分散１５ｍｉｎ，过０２２μｍ
微孔滤膜，得到叠氮修饰的脂质体 Ｎ３Ｌ，４℃保存
备用。

２２２　硫酸铵梯度法载盐酸阿霉素　将 Ｎ３Ｌ置
于１０％蔗糖溶液中（ｐＨ６８）透析过夜；称取盐酸
阿霉素 ３ｍｇ，溶于 ５０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ缓冲液（ｐＨ
７４）４５ｍＬ，与等体积经过透析处理的Ｎ３Ｌ５５℃
共孵育１ｈ，得到叠氮修饰的阿霉素脂质体 Ｄｏｘ＠
Ｎ３Ｌ。
２３　载药脂质体表面的点击反应

催化剂点击反应溶液的制备：抗坏血酸钠水溶

液（１ｍｇ／ｍＬ）８０μＬ和五水硫酸铜水溶液（１ｍｇ／

ｍＬ）１０μＬ混合，然后加入铜离子络合配体水合红
菲绕啉二磺酸钠水溶液（１ｍｇ／ｍＬ）４０μＬ。

取Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ５００μＬ，加入催化剂点击反应溶
液１１０μＬ，然后加入 ａｌＯｃｔ溶液［１ｍｇ／ｍＬ，炔基
叠氮（００３∶１）］７２μＬ，置于水浴３７℃摇床中，反
应２ｈ，采用葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱纯化，除
去游离的盐酸阿霉素、炔基奥曲肽和催化剂，得到

奥曲肽修饰的阿霉素脂质体Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ。
采用激光粒度测定仪，分别测定Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ与

Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ的粒径与表面电位。
２４　ａｌＯｃｔ点击反应的表征
２４１　ａｌＯｃｔ标准曲线（ＨＰＬＣ法）的绘制　精密
称取ａｌＯｃｔ４２ｍｇ置于５ｍＬ量瓶中，加水定容至
刻度，作为储备液。精密量取上述储备液适量，置

５ｍＬ量瓶中，纯水定容至刻度，分别配制成质量浓
度为 １０，２０，５０，１００，２００，８００μｇ／ｍＬ的工作液，
ＨＰＬＣ检测，以峰面积（Ａ）对ａｌＯｃｔ的浓度（ｃ）进行
线性回归，绘制标准曲线。

２４２　制剂中游离 ａｌＯｃｔ浓度的测定　取 Ｄｏｘ＠
Ｎ３Ｌ５００μＬ，加入催化剂点击反应溶液１１０μＬ，然
后加入ａｌＯｃｔ溶液（１ｍｇ／ｍＬ）７２μＬ，置３７℃摇床
中，反应 ２ｈ，制备 Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ，另取 ａｌＯｃｔ溶液
７２μＬ，加入水６１０μＬ稀释作为对照。

将上述两种制剂各取２００μＬ，加入２倍体积
乙腈将脂质体破乳，涡旋５ｍｉｎ，置于离心机中离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），然后取上清液进样，记录
各组制剂所得ＨＰＬＣ峰面积，代入标准曲线计算相
应浓度。

２５　点击修饰对包封率的影响
２５１　阿霉素标准曲线（ＵＶ法）的绘制　精密称
取盐酸阿霉素５０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，纯水定容
至刻度，做为储备液。精密量取上述储备液适量，

置于１０ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇水溶液定容至刻
度，分别配制成０５，２０，５０，２０，５０，１００μｇ／ｍＬ的
工作液。采用紫外可见分光光度计测定４８０ｎｍ下
各工作液的吸收度Ａ４８０。以Ａ４８０对盐酸阿霉素质量
浓度（ｃ）进行线性回归，绘制标准曲线。
２５２　阿霉素包封率的测定　取 Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ
５００μＬ，加入催化剂点击反应溶液１１０μＬ，然后加
入ａｌＯｃｔ溶液（１ｍｇ／ｍＬ）７２μＬ，置于水浴３７℃摇
床中，反应２ｈ，制备 Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ，另取 Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ
５００μＬ，加入水１８２μＬ稀释作为对照。
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取上述两种制剂，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱色谱纯
化，稀释至相同的程度。取两组纯化后的制剂各

１００μＬ，加 ４倍体积的甲醇破乳，涡旋，离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上清液，于紫外可见分
光光度计中测定吸收度Ａ４８０，代入标准曲线中计算
各组制剂中阿霉素的浓度，计算点击修饰前后阿霉

素的包封率。

２６　细胞毒性实验
２６１　细胞培养　采用人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２进行
制剂的细胞毒性研究，用含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖培养基进行培养，加入１％青链霉素，
置于３７℃含５％ ＣＯ２的恒温细胞培养箱中。每隔
两天更换新鲜的细胞培养液，待细胞融合率达到

８０％以上，以１∶６的比例进行细胞传代。
２６２　Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ、Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ和阿霉素溶液的
细胞毒性试验　取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞，分
别以每孔１×１０４个细胞的密度接种在９６孔细胞
培养板中，每孔体积为２００μＬ。置于恒温培养箱
里培养２４ｈ后，弃去培养基，然后分别加入以无
血清 ＤＭＥＭ高糖培养基稀释至不同浓度的 Ｄｏｘ
＠ＯｃｔＬ、Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ和阿霉素溶液各２００μＬ，各
组中阿霉素的质量浓度为 ０３１，１２５，２５０，１０，
２０μｇ／ｍＬ，设 ３个复孔，并以未经药物处理的
ＨｅｐＧ２细胞为对照组，空白培养基为空白组。于
３７℃培养箱中继续培养 ２４ｈ，然后每孔加入含
ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，培养３ｈ后弃去ＭＴＴ溶液，
每孔加入ＤＭＳＯ２００μＬ，用酶标仪检测５７０ｎｍ处
吸收度，计算各组细胞存活率，计算方法见公式

（１）：

Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ＝
Ａｉ－Ａ０
Ａｃ－Ａ０

×１００％ （１）

其中：Ａｉ、Ａｃ和Ａ０分别代表实验组、对照组和
空白组测得的吸收度Ａ５７０。

&

　结果与讨论

３１　ａｌＯｃｔ的合成
奥曲肽的一级结构如图１所示。奥曲肽是一

个８肽结构，具有两个游离的氨基，通常会对这两
个游离氨基进行功能性修饰。但是，在对其进行衍

生化研究时发现，Ｎ端单衍生的产物具备较好的结
构稳定性和生物活性［５－６］，因而本研究将致力于合

成Ｎ端单衍生化的ａｌＯｃｔ。文献研究表明，由于 Ｎ

端氨基（ｐＫａ＝７８）和 Ｌｙｓ残基（ｐＫａ＝１０１）在 ｐＨ
５０时质子化程度不同，导致Ｎ端氨基反应活性强
于Ｌｙｓ残基的氨基，因此，在酸性（ｐＨ５０）条件下
进行奥曲肽炔基化反应，可以筛选得到 Ｎ端单衍
生化的ａｌＯｃｔ［６］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ（Ｏｃｔ）

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＲＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｌｋｙｎｅｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ（ａｌＯｃｔ）

ａｌＯｃｔ的高分辨质谱结果见图２，结果表明，相
对分子质量 １０００～１２００附近主要的碎片峰为
ｍ／ｚ１１０２４９０７，与单衍生的ａｌＯｃｔ相对分子质量
相符。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＯｃｔａｎｄａｌＯｃｔ

图３为奥曲肽和ａｌＯｃｔ的高效液相色谱图，保
留时间在８２ｍｉｎ附近的信号峰为 ａｌＯｃｔ，经过面
积归一化法计算，ａｌＯｃｔ的纯度为９３％。

随后，对合成的ａｌＯｃｔ通过圆二色谱进行了二
级结构表征，结果如图４所示。在１９０～２５０ｎｍ范
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围内，奥曲肽与 ａｌＯｃｔ的谱图走向基本一致，说明
合成的ａｌＯｃｔ与奥曲肽相比，二级结构没有发生明
显的改变，仍具有肿瘤靶向功能。

——Ａｌｋｙｎｅｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ；—●—Ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ
Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｉｒｃｕｌａｒｄｉｃｈｒｏｉｓｍｓｐｅｃｔｒａｏｆｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅａｎｄａｌｋｙｎｅｏｃｔｒｅｏｔｉ
ｄｅ

通过高分辨质谱、高效液相色谱以及圆二色谱

的表征，成功合成了 Ｎ端单衍生化的 ａｌＯｃｔ，得到
的ａｌＯｃｔ不仅纯度较高，而且仍然保留了游离奥曲
肽的肿瘤靶向功能，有利于后续实验的进行。

３２　脂质体表面的点击修饰
为了考察点击修饰对载体表面理化性质的影

响，本研究表征了点击修饰前的Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ与点击
修饰后的Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ的粒径分布和表面电位。结
果显示，Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ粒径为（１５９８±１２）ｎｍ，多分
散系数为 ０２４６±００１５，电位为 －（０１３±０８１）
ｍＶ，Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ粒径为（１６２６±１４）ｎｍ，多分散系
数为０２４４±００２７，电位为（０６３±０１１）ｍＶ。结果
表明，本文制备的阿霉素脂质体的粒径分布均一，表

面电位在０ｍＶ附近，有利于降低载体血液循环中的
毒性，且点击修饰后载体粒径和电位都无明显的变

化，表明靶向分子奥曲肽的点击修饰对脂质体的粒

径电位几无影响，是一种温和的修饰方式。

３３　ａｌＯｃｔ点击反应的表征
３３１　ａｌＯｃｔ的ＨＰＬＣ标准曲线　以ａｌＯｃｔ质量浓
度（ｃ）为横坐标，峰面积（Ａ）为纵坐标，线性回归方
程为Ａ＝８９４３６ｃ－１１０８５０，ｒ＝０９９９９，表明ａｌＯｃｔ
在质量浓度为１０～８００μｇ／ｍＬ范围内线性良好。
３３２　游离ａｌＯｃｔ浓度的测定　ａｌＯｃｔ与叠氮修
饰的阿霉素脂质体反应之后，炔基与叠氮基团会形

成三氮唑结构，将两端的奥曲肽和胆固醇分子连接

在一起，从而使奥曲肽分子固定在脂质体表面，造

成游离的ａｌＯｃｔ减少甚至消失，可以从ＨＰＬＣ谱图

中观察到游离 ａｌＯｃｔ的峰面积减少。参考相关文
献研究［７］，认为ＨＰＬＣ检测结果中减少的ａｌＯｃｔ已
经成功修饰到载体表面，并以此计算加入的 ａｌＯｃｔ
反应的比例，计算方法见公式（２）：

ａｌＯｃｔｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ＝ １－
ｃｒｅｍａｉｎｅｄ
ｃ[ ]
ｃｏｎｔｒｏｌ

×１００％ （２）

其中，ｃｒｅｍａｉｎｅｄ代表阿霉素脂质体与 ａｌＯｃｔ发生
点击反应后测得的反应液中ａｌＯｃｔ的浓度；ｃｃｏｎｔｒｏｌ代
表ａｌＯｃｔ溶液对照组中炔基奥曲肽的浓度。

以发生反应的 Ｎ３Ｃｈｏｌ的比例表示连接到载
体表面的ａｌＯｃｔ的数量，计算方法见公式（３）。

Ｎ３Ｃｈｏｌｏｃｃｕｐｉｅｄ＝（ａｌｋｙｎｅ∶Ｎ３ｒａｔｉｏ）×ａｌＯｃｔ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ （３）

本文中，炔基∶叠氮 ＝００３∶１（摩尔比，见
“２３”项），结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｌＯｃｔａｆｔｅｒｃｌｉｃｋｅｄｗｉｔｈＤｏｘ＠Ｎ３Ｌ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ ａｌＯｃｔｃｏｎｔｒｏｌ
ａｌＯｃｔｃｏｎｃ（μｇ／ｍＬ） ９２ １３５
ａｌＯｃｔｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ（％） ３０ －
Ｎ３Ｃｈｏｌｏｃｃｕｐｉｅｄ（％） ０９ －

　　结果显示，载体表面的 ａｌＯｃｔ占 Ｎ３Ｃｈｏｌ物质
的量的０９％，据文献报道，载体表面奥曲肽用量
在０５％～１０％范围内可以产生靶向功能，因此这
种修饰程度可以赋予脂质体肿瘤靶向功能［８－９］。

然而，加入的 ａｌＯｃｔ只有３０％连接到了载体表面，
修饰效率不够理想，且点击反应结束后需要除去催

化剂，增加了制剂的制备步骤，这些都不利于

ＣｕＡＡＣ反应在载体表面修饰中的应用。
３４　点击修饰对药物包封率的影响
３４１　阿霉素标准曲线（ＵＶ法）的绘制　以阿霉
素质量浓度（ｃ）为横坐标，吸收度（Ａ）为纵坐标，求
得的直线回归方程为 Ａ＝００２２４ｃ－０００６６，
ｒ＝０９９９９，表明阿霉素在质量浓度为 ０５～１００
μｇ／ｍＬ范围内线性良好。
３４２　点击修饰前后药物包封率的变化　在脂质
体表面进行修饰可能会造成脂质体膜的扰动，从而

导致药物的泄漏，因此，必须考察修饰方法对载体

药物包封率的影响，本研究以点击修饰前后阿霉素

包封率的变化来考查点击修饰对脂质体稳定性的

影响。从表 ２中可以看到，Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ与 Ｄｏｘ＠
ＯｃｔＬ的包封率没有显著性差异，说明点击反应修
饰基本不会造成药物的泄漏，进一步表明点击反应
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是一种温和的修饰方式，有利于载药载体表面的修

饰，这一点与相关文献报道的结果一致［７］。

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｌｉｃｋｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｎｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ＥＥ／％
Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ ９７３±５８
Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ ９９８±７８

３５　细胞毒性实验
为了考察奥曲肽修饰后的载药脂质体的抗肿

瘤活性，本文研究了 Ｄｏｘ＠ＯｃｔＬ、Ｄｏｘ＠Ｎ３Ｌ和阿
霉素溶液对表面过度表达生长抑素受体的肝肿瘤

细胞ＨｅｐＧ２的细胞毒性［１０］，结果见图５。由于游
离阿霉素具有正电性，易与表面呈负电的细胞膜亲

和，因而其细胞毒性大于普通阿霉素脂质体［１１］，而

奥曲肽的点击修饰明显提高了阿霉素脂质体对肿

瘤细胞ＨｅｐＧ２的细胞毒性，在高浓度时，奥曲肽靶
向阿霉素脂质体的细胞毒性强于游离阿霉素，表明

奥曲肽的点击修饰明显提高了阿霉素脂质体对肿

瘤细胞ＨｅｐＧ２的细胞毒性，证明通过这种方式修
饰到脂质体表面的奥曲肽，可以与肿瘤细胞表面过

度表达的生长抑素受体有效结合，发挥一定的靶向

性，提高了ＨｅｐＧ２细胞对脂质体的摄取，从而增强
了其细胞杀伤作用。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＤｏｘ＠ＯｃｔＬ，Ｄｏｘ＠Ｎ３ＬａｎｄｆｒｅｅＤｏｘｔｏ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜００５

)

　结论与展望

本研究通过两种点击模块分子的合成，构建了

基于点击反应的奥曲肽靶向阿霉素脂质体。该奥曲

肽靶向阿霉素脂质体利用奥曲肽与 ＨｅｐＧ２细胞表
面过度表达的ＳＳＴＲｓ的特异性结合，增加了ＨｅｐＧ２

细胞对其的摄取，从而提高了奥曲肽靶向阿霉素脂

质体的细胞毒性。从实验结果中也可以看出，点击

反应是一种温和有效的修饰方式，不会显著影响药

物的包封率，因而对于载药纳米载体的表面修饰是

一种重要且有效的手段。但是本文采用的经典点击

反应———铜催化的叠氮炔环加成反应，会在反应体
系中引入铜离子催化剂，可能会产生严重的生理毒

性，不利于载体的临床应用，未来将进一步研究无铜

催化的点击反应在载体系统表面修饰中的应用，推

进更为安全有效的表面修饰方法的发展。
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