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自组装白蛋白纳米粒作为阿克拉霉素 Ａ 递送载体

陈美惠１，丁厚伟１，张庆明１，龚光明１，朱　 庆２，王曙东１

　 　 ［摘要］ 　 目的　 本研究旨在通过阿克拉霉素（ＡＣＭ）共价结合氨基氧乙酸（ＡＯＡ）产生的活性中间体，以降低 ＡＣＭ 毒性

和提高靶向药物。 　 方法　 采用三（２⁃羧乙基）膦（ＴＣＥＰ）作为二硫键断裂分子，通过分子间的“打开⁃中间⁃闭合”开关制备人

血清白蛋白（ＨＳＡ）的自组装纳米粒（Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＮＰｓ）。 　 结果　 核磁共振氢谱（ １Ｈ⁃ＮＭＲ）分析表明 ＡＣＭ 和 ＡＯＡ 之间的结

合发生在 ＡＣＭ 的酮基（ １２Ｃ）位置。 ＨＳＡ 纳米粒（ＮＰｓ⁃ＡＣＭ）负载 ＡＣＭ 的载药量为 ７􀆰 ４％。 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的释放与 ｐＨ 相关。 与游

离 ＡＣＭ 相比，ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的细胞毒性和心脏毒性降低。 体内研究表明，ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 对荷瘤小鼠靶向性比游离 ＡＣＭ 高 ４ 倍（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 　 结论　 纳米粒 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 前体药物是理想的 ＡＣＭ 肿瘤靶向药物载体。
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　 　 阿克拉霉素（ａｃｌａｃｉｎｏｍｙｃｉｎ，ＡＣＭ）是来自于链霉

菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｇａｌｉｌａｅｕｓ）的一种强效抗生素，有抑

制拓扑异构酶 ＩＩ 和拓扑异构酶 Ｉ 毒素的作用［１］。
ＡＣＭ 可用于有效治疗多种人类恶性肿瘤。 然而，
ＡＣＭ 临床使用中的两个主要问题是导致心肌炎症和

骨髓抑制［２］。 药物输送系统（ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ，
ＤＤＳ）用以增强制剂抗肿瘤作用，减少其毒性，并显示

出对肿瘤微环境的优势，引起了很大的关注［３］。 不同

的 ＤＤＳ，如乳剂、脂质体和磁性纳米粒均可作为 ＡＣＭ

载体［４⁃５］。 然而，静脉注射乳剂可在肝脏和脾脏被单

核吞噬系统（ＭＰＳ）迅速吞噬［６］。 此外，脂质体的缺

陷，如不稳定和复杂的制备工艺，限制了其应用。 前

药可增加母体化合物预期的治疗指数，同时以一种可

控的方式降低其不利影响［７］。
人血清白蛋白（ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＨＳＡ）是一

种多功能血浆蛋白，能将铁、药物和小分子输送到组

织到身体各处。 近年来，白蛋白因为其无免疫原性、
生物降解性和丰度，已成为合适的候选药物载体［８］。
ＨＳＡ 纳米粒通过增强的渗透性和保留效应（ＥＰＲ）的
被动靶向和通过 ｇｐ６０ 受体引起的主动靶向而具备双

靶向功能［９］。 以 ＨＳＡ 为基础的 ＤＤＳ 可以通过共价

连接药物荧光探针以及暴露的活性基团或非共价组

装，如交联和高压均质化被开发［１０⁃１１］。 白蛋白的水化

膜在去溶剂化法中易被破坏。 ＡＣＭ 盐酸盐是水溶性

的化学药品。 因此，前药法是 ＡＣＭ 制备 ＤＤＳ 的一种
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合适的方法。 各种交联剂，如二硫腙肽［１２］，可以在母

体药物释放的微环境被代谢。 这些交联剂已用于

ＤＤＳ 的制备肿瘤靶向化疗［１３］。 目前，缺乏 ＡＣＭ 的前

药递送系统。 基于这些概念，本研究开发了氨基氧乙

酸（ＡＯＡ）为交联剂的 ＨＳＡ 纳米粒（ＮＰｓ⁃ＡＣＭ）靶向

递送系统。 ＡＯＡ 通过 Ｃ＝Ｎ 键耦联 ＡＣＭ，与 ＴＣＥＰ 为

还原剂制备的 ＨＳＡ 纳米粒形成 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ。 用电喷雾

电离质谱（ＥＳＩ⁃ＭＳ）、核磁共振氢谱（１Ｈ⁃ＮＭＲ）、药物

释放、高分辨电镜（ＨＲＴＥＭ）、活体成像等方法对 ＮＰｓ⁃
ＡＣＭ 进行了表征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料 　 ＨＳＡ，近红外 ７９７ （ ＮＩＲ⁃７９７） 和

ＴＣＥＰ 均购自 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ（圣路易斯，美国）。 阿

克拉霉素盐酸盐（９８％，化学级）购自万乐药业有限

公司（深圳，中国），小鼠肛门纤维肉瘤细胞 Ｓ１８０ 和

乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 购自上海博谷生物公司，ＩＣＲ 小

鼠 （ ＳＰＦ 级， 购 自 南 通 大 学， 许 可 证 号：
２００８００１６８３０３１。 通风条件，室温 ２５ ℃，自由采食）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 合成 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ　 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的

制备见图 １。 １００ｍｇ 的 ＡＣＭ 溶解在 １０ｍＬ 的 ５％葡萄

糖溶液，３７ ℃条件下，加入 １００ ｍｇ ＡＯＡ。 ３ ｈ 后，用
１００ｍＬ 氯仿提取ＡＯＡ⁃ＡＣＭ，蒸发至干燥。 在室温下，
以四甲基硅烷作为内标，以 Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶＡＮＣＥ ＩＩＩ 光谱

仪（４００ ＭＨｚ），１Ｈ⁃ＮＭＲ 分析 ＡＣＭ⁃ＡＯＡ 的结构。 电

喷雾质谱（ＥＳＩ⁃Ｍ）定 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 的相对分子量。

①ＡＣＭ； ② ＡＯＡ⁃ＡＣＭ； ③ ＡＣＭ 中间体； ④ ＨＳＡ；
⑤ＴＣＥＰ 还原的 ＨＳＡ 分子暴露的疏水区域；⑥纳米

白蛋白；⑦ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 纳米粒

图 １　 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 的合成和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 纳米粒制备示意图

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＮＰｓ⁃ＨＳＡ 及 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的制备 　 ２００ ｍｇ 的

ＨＳＡ 在 ３７℃下溶解于 ５０ ｍＬ Ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ ７􀆰 ４），添加 ＴＣＥＰ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。 搅拌 １０ ｍｉｎ 制备

纳米粒 ＨＳＡ。 合成的纳米 ＨＳＡ 与 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 结合。
ＨＳＡ 蛋白粒子耦联 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ： ２ ｍＬ 二甲酰胺

（ＤＭＦ）溶解 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ（８０ ｍｇ），加入 ＤＣＣ（５０ ｍｇ，
０􀆰 ２２５ ｍｍｏｌ）和 ＮＨＳ（６０ ｍｇ，０􀆰 ５１ ｍｍｏｌ）。 混合物在

室温下搅拌 ８ ｈ 后 ０􀆰 ４５ μｍ 小滤器（密理博公司产

品）过滤，。 上清液中加入 ＨＳＡ（２００ ｍｇ）磷酸盐缓

冲液（１０ ｍＬ）进一步搅拌 １２ ｈ。 透析出去未结合的

小分子后冻干。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞摄取 　 异硫氰酸荧光素（ ＦＩＴＣ）标记

ＮＰｓ⁃ＡＣＭ：２０ ｍｇ 的前药被溶解在 ２ ｍＬ 碳酸氢盐缓

冲液（０􀆰 ０５ Ｍ），加入 ２ ｍｇ ＦＩＴＣ。 溶液在 ３７ ℃孵育

１２ ｈ，ｐＨ ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 透析。 ＭＣＦ⁃７ 细胞（１×１０５） ／孔
接种到共聚焦培养板 （生物科技，美国） 后，培养

２４ ｈ。 用 ＦＩＴＣ 标记的 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ，等量的 ＡＣＭ （１
μｍｏｌ ／ Ｌ）分别共培养 ２ ｈ 和 ４ ｈ。 ＰＢＳ 清洗去除残留

的 ＦＩＴＣ，并用 ４００ μＬ ４， ６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２ 苯基吲哚

（ＤＡＰＩ） 染细胞核 １５ ｍｉｎ，甲醇固定。 奥林巴斯

ＦＶ１０００ 激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）观察细胞。
ＦＩＴＣ 和 ＤＡＰＩ 的激发（ＥＸ）波长和发射（ＥＭ）波长

分别为 ４９０ ｎｍ 和 ５２５ ｎｍ，３５８ ｎｍ 和 ４６１ ｎｍ。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的细胞毒性和心脏毒

性　 培养２４ ｈ 后，ＭＣＦ⁃７ 和 Ｓ１８０ 肿瘤细胞与 ＡＣＭ
和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 孵育（０􀆰 １ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ７􀆰 ４） 共孵

育 ２４ ｈ。 每孔加入 ３⁃（４，５⁃二甲基噻唑⁃２）⁃２，５⁃二苯

基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）（５ ｍｇ ／ ｍＬ）１０ ｕＬ，３７℃孵育 ４ ｈ
后，加入 ２００ μＬ 二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶解甲瓒晶体。
采用分光光度法（５７０ｎｍ）测定甲瓒吸光度。 组织病

理学法评价 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的心脏毒性。 １５ 只

健康雄性 ＩＣＲ 小鼠（２２～２５ ｇ）分为 ３ 组，每组 ５ 只。
ＡＣＭ 组和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 组第 １ 天、第 ３ 天和第 ５ 天，注
射入 ６ｍｇ ／ ｋｇ 游离 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ，对照组注射等

渗盐水。 最后一次注射后 ４ ｄ，剥离小鼠心脏，ＨＥ 染

色，并进行组织学分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 荷瘤小鼠模型的构建以及 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃
ＡＣＭ 的体内分布　 ２００ ｕＬ Ｓ１８０ 细胞悬浮液（５×１０５

细胞 ／ ｍＬ，ＰＢＳ 稀释）注射至 ＩＣＲ 小鼠左腋下，制备

荷瘤小鼠模型。 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 按照 ６ ｍｇ ／ ｋｇ 剂

量静脉注射荷瘤小鼠。 ４８ ｈ 后，处死小鼠，取瘤组

织、心、肝、脾、肺和肾。 对照组小鼠注射等渗盐水

（０􀆰 １ ｍＬ ／只）。 用 ＩＶＩＳ Ｓｐｅｃｔｕｍ（Ｃａｌｉｐｅｒ，ＵＳＡ）成像
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系统分析，自发背景荧光利用软件进行抑扣除。 激

发波长 ４２５ ｎｍ，发射波长 ５１０ ｎｍ，评价 ＡＣＭ 及前体

药物在各器官的分布。
１􀆰 ３　 统计学分析 　 用 Ｅｘｃｅｌ 进行数据统计分析，
组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 合成 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ　 １Ｈ⁃ＮＭＲ 显示 ＡＣＭ 可以通

过其他的１２ Ｃ⁃酮基基团与小分子 ＡＯＡ 反应形成

ＡＯＡ⁃ＡＣＭ，见图 ２。 ＥＳＩ⁃ＭＳ 显示 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 以正离

子模式 ［Ｍ ＋ Ｈ］ 形成离子峰，相对分子质量为

ｍ ／ ｚ＝ ８８５􀆰 ４２，见图 ３。

图 ２　 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 的核磁共振氢谱

图 ３　 ＡＯＡ⁃ＡＣＭ 的质谱图

２􀆰 ２　 ＨＳＡ 蛋白与 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 外貌和大小 　 ＡＯＡ⁃
ＡＣＭ 与 ＮＰｓ⁃ＨＳＡ 粒子耦联形成 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 前药。
ＨＳＡ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的半径和外貌见图 ４。 两者分别

为 １０～１８ ｎｍ 及 ３０～９０ ｎｍ 的球形粒子。 粒径１００ ｎｍ
可以获得较好的靶向性能［１４］。

ａ：游离的 ＨＳＡ；ｂ：ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 粒子
图 ４　 高分辨电镜观察粒子外貌和动态光散射察粒子大小

２􀆰 ３　 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的载药量和体外释放　 紫外吸光法

测定 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的载药量。 ＨＳＡ 和 ＡＣＭ 分别在

２８０ ｎｍ和 ４３０ ｎｍ 处具有吸收峰。 纳米粒中的 ＨＳＡ
含量为 ４２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ （ＢＣＡ 试剂盒定量），ＡＣＭ 浓度

为 ３􀆰 ０６ ｍｇ ／ ｍＬ。 载 药 率 为 ３􀆰 ０６ ／ ４２􀆰 ５ × １００ ＝
７􀆰 ４％。 耦联物中，ＡＣＭ 与 ＨＡＳ 的比例为 ６ ∶１。 ３６ ｈ
内，ｐＨ５􀆰 ０ 条件下，约 ６０％的 ＡＣＭ 从 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 释

放，而 ｐＨ ７􀆰 ２ 条件下，只有 １０％左右。 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的

释放是依赖于酸不稳定 Ｃ ＝ Ｎ 之间的连接 ＡＣＭ 和

ＡＯＡ 部分。 见图 ５。

图 ５　 不同 ｐＨ 条件下 ＡＣＭ 从 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 中累积释放

２􀆰 ４　 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的体外细胞毒性和心脏毒性 　 结

果显示，ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 相对于 ＡＣＭ 的细胞毒下降，见
图 ６。 可能与 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 相对分子量比较大，ＡＣＭ
迅速扩散抑制肿瘤细胞生长有关。 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 释放
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ＡＣＭ 依赖于细胞内释放酸性环境，在发挥抗肿瘤

活性方面有滞后性。 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 穿透细胞膜较慢，
进入溶酶体后释放 ＡＣＭ，呈现对抗肿瘤细胞较低

的细胞毒性。 其 ＩＣ５０ 较 ＡＣＭ 大。

ＭＴＴ 测定细胞半数抑制率（ｎ＝ ６）
图 ６　 ＡＣＭ和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ对 Ｓ１８０肿瘤细胞的体外细胞毒性

　 　 小鼠心脏组织病理分析结果显示：与对照组相

比，ＡＣＭ 组心脏显示出了严重的空泡和嗜酸性病

变，而 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 组与对照组无明显的细胞病变，见
图 ７。 显示纳米制剂对小鼠的心脏毒性显著下降，
可能与选择性的肿瘤靶向有关。
２􀆰 ５　 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 细胞摄取　 结果表明，ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 在

ＭＣＦ⁃７ 细胞质中的浓度增加具有时间依赖性（２ ｈ 到

４ ｈ）。 见图 ８。
２􀆰 ６　 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的体内分布 　 结果显示，
ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 主要聚集于肿瘤和肝组织，在肝组织的荧

光强度高于 ＡＣＭ，但差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 对肿瘤的靶向性约为 ＡＣＭ 的 ４ 倍（Ｐ ＝
０􀆰 ０２３）。 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的 ＥＰＲ 效应以及在血液循环时

间的延长可能是导致其对肿瘤靶向性的重要因素。
见图 ９。

ａ：等渗盐水对照组； ｂ：ＡＣＭ 组；ｃ：ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 组

图 ７　 各组小鼠心脏组织病理形态（ＨＥ ×２００）

图 ８　 ＬＳＣＭ 显示 ＦＩＴＣ 标记的 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 在 ３７℃下孵育 ２ ｈ 和 ４ ｈ 的 ＭＣＦ⁃７细胞
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ａ：离体 ＮＩＲＦ 光学图像；ｂ：荧光定量

荷瘤小鼠注射游离 ＡＣＭ 和 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 后，各器官或组

织携带小鼠荧光量比较（ｎ＝ ３），∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ９　 荷瘤小鼠 ＡＣＭ 制剂的体内分布

３　 讨　 论

本研究提出了一种简便的方法，制备活性中间

体和药理物质（含有酮基的 ＡＣＭ）靶向输送系统。
ＡＯＡ 与 ＡＣＭ 在酮基的１２Ｃ 位置发生耦联，随后结合

ＮＰｓ⁃ＨＳＡ 生成 ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 前药，载药量为 ７􀆰 ４％。
ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 的释放依赖于 ｐＨ。 与游离 ＡＣＭ 相比，
ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 肿瘤靶向性大大提高，心脏毒性大大降

低。 因此，ＮＰｓ⁃ＡＣＭ 是一种安全的、可注射的，有前

景的用于肿瘤靶向的 ＤＤＳ。
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ｂｕｍｉｎ： ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｓｅ ｆｏｒ ５⁃ｆｌｕｒｏｕｒａｃｉｌ

ｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］􀆰 Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ，２０１２， ５１（５）： ８７４⁃８７８．

［１１］ 　 Ｓｕｂｉａ Ｂ， Ｋｕｎｄｕ ＳＣ． Ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

ｕｓｉｎｇ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ⁃ａｌｂｕｍｉｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｓ ｃａｒｒｉｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｎｏ⁃

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３， ２４ （ ３）： ０３５１０３． ｄｏｉ： １０􀆰 １０８８ ／ ０９５７⁃４４８４ ／

２４ ／ ３ ／ ０３５１０３．

［１２］ 　 Ｋａｓｔｌ Ｒ， Ｗｅｎｎｅｍｅｒｓ Ｈ． Ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｓｔｅｒｅｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ａｌｌ⁃ｃａｒｂｏｎ ｑｕａｔｅｒｎａｒｙ ｓｔｅ⁃

ｒｅｏｇｅｎｉｃ ｃｅｎｔｅｒｓ［Ｊ］􀆰 Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ Ｅｎｇｌ，２０１３，５２ （２８）：

７２２８⁃７７３２．

［１３］ 　 Ｋｉｔａｍｕｒａ Ｉ，Ｏｋｉ Ｔ，Ｉｎｕｉ Ｔ． Ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｃｌａｃ⁃

ｉｎｏｍｙｃｉｎ Ａ ａｎｄ ｉｔｓ ａｎａｌｏｇｓ ｂｙ ｔｈｉｎ⁃ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｆｌｕ⁃

ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｔｉｂｉｏｔ （ Ｔｏｋｙｏ）， １９７８， ３１ （ ９ ）：

９１９⁃９２２．

［１４］ 　 龚光明，陈美惠，王曙东． 人血浆蛋白多烯紫杉醇纳米粒子的

自组装及对肿瘤的靶向性［ Ｊ］ 􀆰 东南国防医药，２０１６，１８（５）

４６８⁃４７１．

（收稿日期：２０１７⁃０４⁃１７；　 修回日期：２０１７⁃０８⁃２１）

（本文编辑：叶华珍； 　 英文编辑：王建东）
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