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聚乙烯醇 一硫辛酸载多柔比星纳米颗粒的制备 

及其体外抗乳腺癌细胞活性的实验研究 
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【摘 要】目的：合成聚乙烯醇一硫辛酸聚合物，研究其载多柔比星纳米颗粒的制备及初步的体内、外实验研究。方法：采用“一步 

法”合成PVA 旷4％LA聚合物，激光粒径测定仪测定其粒径、多分散系数和‘电位，电镜下观察其形态，分光光度法测定其载多 

柔比星的包封率，透析法研究其药物释放特性，以及 MTS法研究其体外抗乳腺癌细胞的活性；建立荷乳腺癌裸鼠模型，行初步 

体内实验评价。结果：合成的PVA~x-4％LA聚合物在水相中形成纳米级颗粒，电镜下形态不规则，平均粒径、多分散系数和 ‘电 

位分别为(8．30±3．02)nm、(0．129±0．063)和(一26,68±O．98)mV；对 DOX的包封率为 86．12％，平均粒径、多分散系数和‘电位 

分别为(9．35-1-3．30)nm、(0．114±0．056)和(一28．57±1．63)mV，与PVAz~-4％LA相比较均无统计学差异(P值分别为0．023、 

0．0512和0．332)；DOX在PBS溶液中随时间缓慢释放；乳腺癌细胞能快速摄取PVA 。 4％LA—DOX，IC 为 537-3 ng／mL(与游离 

DOX组相比，P=0．005)；纳米颗粒能靶向聚集在荷瘤裸鼠的肿瘤部位。结论：PVAzIK-4％LA在水相中能自组装形成不规则的纳 

米颗粒，能有效装载DOX，通过缓释DOX实现对乳腺癌细胞的杀伤作用；PVA 一4％LA在荷瘤裸鼠体内能靶向聚集在肿瘤 

部位。 
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Fabrication of Doxorubicin loaded poly(vinyl alcoho1)-lipoic acid nanoparticles 

and CharaCterizatiOn of the anti-breast cancer eell activity／n vitro 
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【Abstract]Objective：To explore the fabrication of poly(vinyl alcoho1)(PVA)-lipoic acid(LA)polymers and to study the basic 

physieochemieal properties，as well as the anti-breast cancer cell activity；to preliminarily evaluate the biodistribution of PVA2~x-4％LA 

in breast cancer—bearing mice．Methods：“One-step”method was used to fab ricate the PVA~K-4％LA polymer．The mean particle 

size，poly dispersity and∈potential were detected using dynamic light scattering；the morphology was observed under transmission 

electron microscope(TEM)；the cytotoxicity of the polymer was studied．Dialysis method was employed to incorporate Doxorubicin 

(DOX)into PVA 一4％LA．The drug content，drug release rate，cell uptake and cytotoxieity were further investigated．The breast 

cancer-bearing mouse model was established ．and stod y the biod istribution of the nanoparticles in vivo．Results：PVA ％LA can be 

self-assembled into nanoparticles in water solution，which was irregular in shape when observed under TEM．Th e mean particle size， 

poly dispersity and￡potential were(8．30±3．02)nm，(0．129±0．063)and(一26．68±0．98)mV respectively．The encapsulation 

efficiency was 86．12％：dialysis method was used to incorporate DOX into PVAz~--4％LA．Th e morphology of PVA27K一4％LA-DOX was 
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similar with that of PVA~-4％LA．Th e mean particle size，poly 

dispersity and‘potential were(9．35±3．30)nm，(0．114± 

0．056)and(-28．57±1．63)mV respectively(P value were 

0．023．0．0512 and 0．332 respectively)．The DOX released from 

PVA ％LA—DOX was much faster in the first 4 hours．On the 

24th hours．about 60％ of the DOX was released．The breast 
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cancer cells MDA—MB一23 1 could uptake PVAz~-4％LA—DOX quickly．The cancer cells could be killed efficiently，with the IC50 of 

537．3 ng／mL(P=0．005)．PVA K一4％LA accumulated in tumor site，and reached highest dose at the 24th hour．Liver，lung and 

spleen also had PVAz~-4％LA distribution．Conclusion：PVAz~-4％LA could be self-assembled into irregular nanoparticles in water 

solution．DOX could be incorporated into PVA 一4％LA efficiently．PVA 一4％LA—D0X could be uptaken by breast cancer cells 

MDA—MB一23 1，and could kill the cancer ceils via releasing DOX gradually．PVAz~-4％LA nanoparticles could targeted accumulate 

in the tumor site of breast cancer-bearing mice． 

【Key words]poly(vinyl alcoho1)；tipoic acid；nanoparticle；doxorubicin；breast cancer cell 

聚乙烯醇[poly(vinyl alcoho1)。PVA]是一种由聚 

醋酸乙烯酯经碱催化后醇解而得到的水溶性高分 

子聚合物，在药物载体、植入材料和手术修复材料 

等生物医学领域有着广泛的应用f11。PVA的亲水性、 

溶解性和良好的生物相容性使其成为制作水凝胶 

的优异材料，在提高药物稳定性、降低药物全身毒 

性、控制药物释放及靶向运送等方面起着重要作用。 

但PVA水凝胶的分子量大。难以达到纳米水平(<100 

nm)，因而临床应用受限l2J。尽管如此，PVA具有合成 

简易、安全低毒、产品质量易于控制、价格便宜、使 

用方便等特点，使其成为具有再次开发潜力的优良 

药用辅料。 

硫辛酸(1ipoic acid，L )是一种在动物体内和 

植物中存在的天然抗氧化剂，兼具脂溶性与水溶性 

(微溶)的双硫化合物，在C6、C8位上有二硫键相连[3J。 

本研究中。本研究拟通过“一步法”在聚乙烯醇的醇 

基上通过成酯键反应接人一定比例的硫辛酸，制备 

PVA—LA有机高分子聚合物，研究其在水相中自组装 

结构的理化l 顷 ；研究PV A_I 对多柔比星的包封率、 

载药后药物释放等特性，以及载药后在体外对乳腺 

癌细胞的杀伤效应等，并在荷乳腺癌裸鼠进行初步 

体内评价，以期为抗肿瘤药物提供新的纳米载体。 

1 材料与方法 

1．1 仪 器与试 剂 

FD一1型台式冻干机(巩义市英峪予华仪器厂)，Zetasizer 

3000 HS激光粒径测定仪(英国Malvern)，透射电镜(荷兰 

PhilipS)。超净工作台(苏州宏瑞净化科技有限公司)，磁力搅 

拌器(山东威海新元化机)，NanoDrop2000超微量分光光度计 

(美国赛默飞世尔科技)，倒置相差显微镜(日本Olympus)， 

酶联免疫检测仪(美国 BioRAD)，激光共聚焦显微镜(德国 

Leica)。Kodak小动物活体成像系统(上海)。 

聚乙烯醇(Sigma公司，分子量27 kD)，硫辛酸(LA，上海 

抚生试剂公司)，N，N’一二异丙基碳二亚胺(N，N—diisopropy— 

Icarbodiimide，DIC，厦门博欣生物技术有限公司)，l一羟基苯 

并三唑(1-hydroxybenzotriazole，HOBT，厦门博欣生物技术有 

限公司)，4一二甲氨基吡啶(4一dimethylaminopyridine，DMAP， 

厦门博欣生物技术有限公司)，多柔比星(Doxorubicin，DOX， 

北京华奉联博科技有限公司)，Cy5．5(Sigma公司)。 

1．2 矣验 方法 

1．2．1 聚乙烯醇一硫辛酸的合成方法 使用分子量为27 kD 

的PVA，按4％的比例连接 LA。首先，DIC先和LA上的羧基 

通过缩合反应生成一个活化酯(DMSO作偶联剂)，然后在 

HOBT以及DMAP的催化下与 PVA上的醇基形成酯，5倍体 

积预冷的乙醇沉淀 PVA—LA，再用乙醇洗涤 3次，溶解在 

DMSO里，在双蒸水里透析去掉小分子物质，最后冻干。 

1．2．2 PVA抓一4％LA装载多柔比星纳米颗粒的制备 首先 

将多柔比星和PVA r-‘4％LA溶解在DMSO溶液里，磁力搅拌 

器下进行搅拌，逐滴加入双蒸水，持续搅拌约 2 h，随后将溶 

液装入膜分子量为 3．5 kD的透析袋中，在 1 L的 PBS溶液中 

透析8 h。PVAz~-4％LA—DOX中DOX含量的测定方法为：纳 

米溶液中DOX含量／DOX总量x100％。 

1．2．3 PVAzT~-4％LA—DOX基本性质的鉴定 包封率测定： 

将 DOX用DMSO梯度稀释成0．3、0．2、0．1、0．05、0．02和0．O1 

mg／mL，分光光度法测定峰值(482 am)，GraphPad Prism 5．0 

绘制DOX标准曲线，并拟合回归方程，计算线性范围。取制 

备好的PVAz~-4％LA—DOX，测定其在482 nm的峰值，通过 

标准曲线计算出DOX的含量。再计算包封率。 

粒径、多分散系数及 ∈电位测定：使用Zetasizer3000 HS 

激光粒径测定仪测定粒径、多分散系数及 ‘电位。将 PVA 一 

4％LA和～PVAzr4％LA—DOX溶解在水相中，调整聚合物浓 

度为1 m#mL后进行检测。 

形态观察：磷钨酸负染法染色。取 1滴待测溶液滴于瓷 

板的凹槽内．并将喷碳铜网放于溶液上，1—2 min后取出铜网， 

用滤纸小片从铜网边缘吸去残余液体；将该铜网放在染液(4％ 

磷钨酸溶液，pH 7．O)上约30 S，吸干多余染液、干燥，透射电 

镜观察形态。 

药物释放实验：采用透析法检测药物的释放特性，在透 

析盒(透析膜分子量小于27 kD)中注入0．5 mL PVA ％LA— 

DOX的PBS溶液，在 1 L PBS溶液中进行透析，放入37℃ 

摇床，加入适量活性炭形成漏槽效应 ，在透析前及透析后不 

同时间点用微量注射器取 10 进行检测(分光光度法，482 

nm)，游离的DOX作为对照。 

1．2．4 PVArr~-4％LA—DOX细胞摄取实验 使用近红外染料 

Cy5．5对 PvA 一4％LA进行标记，避光保存。乳腺癌细胞系 

MDA—MB一231接种到 6孔板 ．加入 0．1 mg／~L(按 DOX的含 
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图3 乳腺癌细胞 MDA—MB一231摄取 DOX激光共聚焦图像 

Fig．3 Laser confocal images of breast cancer cells 

MDA——MB——231 uptaking DOX 

2．5 细胞毒性 实验 

乳腺癌细胞 M1)A—MB-23】干̈ MCt一、一7与终浓度为 20、 

100、500、2 500 IJ,g／rn1 的 I】VA27K--4％1 A，、IL培养 72 h，MTS法 

测定细胞仔活牢．结 均 99％以 4A)；检7ij10 PVA 一 

4％1 A—I)OX刈‘川)A—MI{一23 l JJ包的杀伤效应．MTS法测定 

抑制浓度Oc ) 537 3 l1 I11l ，游离 I)OX的IC 为328．8 
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图4 MTS法评价 PVA K_4％LA的安全性及 PVAz~-4％LA—DOX 

的细胞毒性效应(X± ，n=3) 

Fig 4 Evaluation of the safety of PVA2扩 4％LA and the 

cytotoxicity effect of PVA27r 4％LA—DOX using MTS method 

(x±s。n=3l 

2。6 荷瘤裸 鼠成像 

肿瘤体 约500 Illlll II,f进行 像研究，尾静脉注目,j-Cy5．5 

标 n PVA 27K--4％1 A水溶液 200 tx1 (10 mg，mI )，IJT l h卞̈ 

5 h裸鼠体内 )匕令吁分 ，软组织荧光强，24 h时软组织荧 

比逐 ~ -,̈̂, 4 t4，JjIfl 化 荧)匕增强，48 h和 72 h时软组织荧 

进一步减弱，伏)匕 分 在肿瘤部位( 5A)。72 h 像 ̂ 

柬 处死 鼠，墩⋯Jlq,@和l丰要脏器，可 肿瘤的荧光最强 ， 

Hf叭次之． 、睥f1I 肷少 荧光分 (罔 5B)。 

l h 5 h 24I1 48 

A．I'VA 27K--4％I A在倘蛔裸鼠活{奉 的分 

肿 fIJ1．I 小Jl勿呻舭 肾脏 肝脏 心脏 肺 腹从 

R() 4(X1 800 I 500 

I{_1)、A ， 一4％1．A在荷瘤裸鼠器官内分 

图 5 荷乳腺癌裸鼠成像 

Fig．5 Optical imaging of nude mice bearing breast cancer 

3 讨 论 

过太 纳米载体技术在医学领域的 速发 

展为各种肿瘤的诊断 治疗开辟了新的途径 。纳 

米载体主要是利，LII纳米颗粒的高通透性币̈滞留效 

J (enhan{·e(t t) Inealiility all{]retentioi】effects，EPR) 

改善药物的靶向聚集、吸收和控制药物的释放，同 

时?q,qLJ载体的』详蔽作 实现对药物的保护及减轻 

药物的全身毒性， 传统药物剂型相比，具仃明 

的优势 I． 刮日前为止，I1I供选择的纳米载体材 

料有限、制备方法复杂 、包装成本高。 此，开发结 

构简 、 济 、安全的纳米材料更具应用价值。本文 

研究中采川的聚乙烯醇和硫辛酸作为原料，在溶解 

性 、安全性、佳物相容性等方面有突jI1优势 本文研 

究中，采川“ ·步法”合成 PVA27K--4％LA，即将比例 

为4％f19 1,A(乙烯醇分子量为 44，IA摩尔数=27 000／ 

44×4％)通过酯键反J、 连接在 PVA的侧链醇基上， 

反应 只需要JJll入 I)IC、HOBT和 DMAP 3种催化剂 
一 步反应即l叮，反应过程简单有效，HOBT是反应的 

催化剂 还仃防止 性消旋的作用，1)MAP是一种超 
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强亲核的酰化作用催化剂。对于基本理化性质的鉴 

定本研究发现，合成的PVA砑 一4％LA聚合物极易溶 

于水溶液，加热后可溶于DMSO，其高浓度的水溶液 

对MDA—MB一231和MCF一7细胞均无明显的毒性 

作用。因此，合成的化合物具有很好的亲水性和生物 

安全l生。 

PVA凹 ％LA作为有机聚合物，由亲水l生的PVA 

主链和亲脂性的LA侧链组成，理论上能在水相中 

通过疏水作用自组装形成纳米结构，但是由于PVA 一 

4％LA的化学结构与典型的胶束系统不同，疏水基 

团是随机连接在PVA的侧链上，不会形成典型的球 

状纳米颗粒。本实验结果证实，PVA I4％LA在水相 

中可自组装形成纳米颗粒，电镜下观察发现PVA 一 

4％LA纳米颗粒的形态不规则，呈疏松的片状。这与 

聚合物可能的化学结构相一致。作为纳米载体， 

PVA~-4％LA能通过透析法有效装载DOX。包封率 

最高在 85％左右，这可能是由于在载药过程中， 

DOX位于纳米颗粒的疏水内核。在物理包合过程 

中，微溶于水的 DOX在 PVA K一4％LA—DOX纳米颗 

粒形成过程中有一小部分分散在水相中，引起包封 

效率下降。载药后的纳米颗粒PVA _4％LA—DOX粒 

径分布及电镜下形态与载药前相似，表明PVA 一 

4％LA形成的纳米体系是稳定的。随后的药物释放 

实验表明．，PVA 一4％LA—DOX能控制释放装载的 

药物。 ， 

细胞对 PVA K__4％LA—DOX纳米颗粒摄取是实 

现DOX杀伤细胞的前提。由于PVA 一4％LA自身 

不会发射荧光，以Cy5．5荧光染料标记纳米载体自 

身，而DOX本身可发射绿色荧光，可以在激光共聚 

焦显微镜下追踪其在细胞内的分布情况。激光共聚 

焦显像结果表明，MDA—MB一231细胞能快速摄取 

PVAz~--4％LA—DOX纳米颗粒．并在胞质中缓慢释放 

出DOX，随后 DOX进入细胞核发挥作用。细胞毒性 

实验结果显示 PVA 一4％LA—DOX对 MDA—MB一 

231的 IC5o为 537_3 ng／mL，高于游离 DOX的328．8 

ng／mL(P=0．005)，这是因为 PVA 一4％LA—DOX中 

DOX的释放速度慢．在实验终点时纳米粒中的DOX 

并没有完全释放，细胞内DOX浓度低于游离DOX， 

故而计算出的IC卯较高。在体外实验中，载药纳米 

颗粒无法展现其自身优势，而在体内实验中，纳米 

制剂将在药物靶向输送、对药物的保护及减轻药物 

的全身毒性等方面更有意义。在初步的体内实验评 

价中，本研究组观察到肿瘤部位对PVA27K-4％LA的 

摄取在24 h时达到最高。随着纳米颗粒在体内被逐 

渐清除，其主要聚集在肿瘤部位，到 72 h仍滞留在 

肿瘤组织。同时，肝脏也有大最摄取，可能与纳米颗 

粒被吞噬细胞吞噬有关。 

总的来说，本研究通过“一步法”合成一种简 

单、经济、无毒的高分子有机聚合物PVA玎K．．4％LA， 

其在水相中能自组装形成不规则的纳米颗粒，能对 

DOX进行高效装载。载药后的PVA27K-4％LA纳米 

颗粒能快速被乳腺癌细胞摄取。通过缓慢释放出 

DOX而实现对乳腺癌细胞的杀伤作用，体内实验发 

现PVA~x-'4％LA能靶向聚集在肿瘤部位。因此， 

PVA钾K一4％LA具有成为抗肿瘤药物新型纳米载体 

的潜能。 
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