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pH/温度双重响应抗肿瘤药物微球的制备和研究

朱颖
（天津医科大学第二医院药学部，天津 300211）

摘要 目的：制备能够在人体正常生理温度及肿瘤细胞内部酸性环境中，可实现 pH/温度双重刺激响应性控制释药的抗肿瘤药
物微球。 方法：采用蒸馏-沉淀聚合法合成球形网状结构的载药微球，在表面沉积金纳米粒子，并用氯金酸还原法，将沉积在微
球上的氯金酸中 Au3＋还原为 Au°，并通过细胞实验检测该微球的毒性。 结果：成功合成聚合物微球 P（MAA-MBA）－EDA-FA-
AuNP，发现其 pH/温度的可控释药特性以及在高浓度下仍然保持较低毒性。 结论：初步评价了 P（MAA-MBA）－EDA-FA-AuNP
聚合物微球作为抗肿瘤药物输送体系的潜力和优势。
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Preparation and application of pH/temperature double -responsive polymer microspheres on delivery of
anti-tumor drugs
ZHU Ying
（Department of Pharmacy, The Second Hospital, Tianjin Medical University, Tianjin 300211, China）
Abstract Objective: To prepare pH/temperature dual stimuli responsive polymer microspheres on controlled release of anti-tumor drugs
at normal human body temperature and in acid environment for tumor cells. Methods: The drug carrier microspheres with spherical mesh
structure were synthesized via distillation -precipitation polymerization. Gold nanoparticles were deposited on the surface of obtained
microspheres, and then the Au3+ was reduced to Au° by chloroauric acid reduction method. Finally, the toxicity of microspheres was tested
using cell experiments.Results: The polymer microspheres P (MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP were successfully synthesized, which showed
pH/temperature controlled drug release characteristic and low toxicity even at high concentration. Conclusion: The advantages of polymer
microspheres P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP may function as a potential anti-tumor drug delivery system.
Key words distillation-precipitation polymerization; pH; temperature; controlled drug release

近年来， 随着靶向抗肿瘤药物的研究与发展，
多重刺激响应性药物载体应运而生，其制备和应用
为攻克肿瘤带来了新机遇 [1-2]。然而，如何实现该类药
物载体的可控制备及确保其随环境因素（如 pH[3-5]、
温度[6]、氧化还原电位[7-8]和光[9]等）改变而精准协调地
调整释药仍是研究者面临的两大挑战。 目前纳米药
物载体的肿瘤靶向大都依赖实体瘤组织的高通透性
和滞留效应 （enhanced permeability and retention，
EPR 效应）原理，颗粒大小应设计在 10~300 nm 之
间。 叶酸（folic acid，FA）是应用较早的肿瘤靶向分
子，且 FA 受体在大肠癌、卵巢癌和乳腺癌等上皮恶
性肿瘤中有过表达[10-12]。经 FA 修饰的载体可以通过
受体介导的内吞作用被 FA 受体高表达的细胞高效
摄取[13]。 阿霉素（doxorubicin，DOX）由于靶向性差，
临床应用受到限制 [14]。 若将 DOX 组装于纳米载体，
既可以提高 DOX靶向性，又可以延长其体内滞留时
间，提高药物疗效[15]。 金纳米粒子（gold nanoparticles，

AuNP）是直径介于 1～100 nm的金颗粒，具有生物相
容性好、组织渗透性强、表面易于修饰等优点[16]。 有
研究表明：AuNP 本身具有抗肿瘤血管生成作用[17]。
另外，AuNP可以通过物理吸附、离子键结合、共价结
合等方式结合抗肿瘤药物， 组成 AuNP载药系统[18]。
基于以上理论，本实验将 FA、DOX 和 AuNP 有效结
合，制备大小合适的载药微球，既可以抗肿瘤血管生
成，又可以抗肿瘤本身，发挥多靶点抗肿瘤作用。
1 材料与方法
1.1 试剂与仪器
1.1.1 试剂 甲基丙烯酸 MAA（天津化学试剂公
司）；N,N’-亚甲基双丙烯酰胺 MBA（天津化学试剂
公司）；偶氮二异丁腈 AIBN（南开大学化工厂）；甲
基丙烯酸缩水甘油酯 GMA（上海阿拉丁试剂有限公
司）；乙腈 CN（天津杰尔正化工贸易有限公司）；甲
醇（天津利安隆博华医药化学有限公司）； 乙二胺
EDA（天津市光复精细化工研究所）；叶酸 FA（南京
博全科技有限公司）；1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基
碳二亚胺盐酸盐 EDC（西格玛奥德里奇贸易有限公
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司）；N-羟基琥珀酰亚胺 NHS（上海阿拉丁试剂有限
公司）；氯金酸 HAuCl4（天津市风船化学试剂科技有
限公司），所有药品均为分析纯。 阿霉素 DOX（上海
浩然生物技术有限公司）； 细胞培养基 DMEM
（HyCloneTM 公司）；胎牛血清 FBS（HyCloneTM 公司）；
青/链霉素（GibcoTM）；0.25%胰蛋白酶-EDTA（1×）
（生命科技公司）； 二甲基亚砜 DMSO （Sigma-
Aldrich）；水溶性四唑盐 WST-1 细胞增殖及细胞毒
性检测试剂盒（碧云天生物技术研究所）；实验用水
均为超纯水。
1.1.2 仪器 电子天平（北京赛多利斯仪器系统有
限公司，BS124S）；数控超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司，KQ-500DB）； 离心机（Eppendorf，
centrifuge 5810R）；磁力搅拌器（巩义市予华仪器有
限责任公司，85-1）；透射电镜（Hitachi，HT7700）；紫
外-可见吸收光谱仪（JASCO，V-570）；元素分析仪
（Perkin Elmer 2400）；酸度计（上海精密科学仪器有
限公司，PHS-25）；透析袋（MWCO=7000）（天津市联
星生物技术有限公司）； 纯水仪（MillipakOR40
（Millipore））；高压灭菌锅（Hirayama）；三用恒温水箱
（金怡仪器厂）；SW-CJ-1FD 型单人单面净化台（苏
州净化设备仪器厂）；培养瓶（Corning）；2.0 mL 冻存
管（Corning）；微量移液器（Eppendorf）；CO2 培养箱
（Forma Scientific）；低温冰箱（Haier 公司）；酶标仪
（PromegaTM，GloMax誖-Multi）；离心机（Eppendorf，
centrifuge 5810R）；96 孔板（Costar）；2470 自动伽玛
计数器（Perkin Elmer 公司）；CRC-25 活度计（美国
CAPINTEC.INC 公司）；Scientific CL31R 低温冷冻离
心机（美国 Thermo 公司）。
1.2 实验方法
1.2.1 制备聚合物微球
1.2.1.1 P（MAA-MBＡ）微球的制备 : 在 250 mL 的
圆底烧瓶中，吸取单体 MAA1.00 mL，然后加入交联
剂MBA（交联度为 10%）0.176 5 g和溶剂乙腈 80 mL，
超声使其完全溶解，然后加入引发剂 AIBN 0.023 5 g
（其中，交联剂的量占单体量的 15%，引发剂占单体
量的 2%）。 圆底烧瓶上面依次连接刺型蒸馏管，蒸
馏头，直型冷凝管，牛角管，磨口锥形瓶。 冷凝管通
水，将圆底烧瓶置于磁力搅拌电热套中加热，使反
应体系在反应开始 20 min 时沸腾，30 min 时有乙腈
从牛角管口滴入锥形瓶， 继续反应 60 min 终止反
应。 反应终止时， 末端锥形瓶中有约 40 mL 乙腈液
体。待反应体系自然降温后，产物离心（12 000 r/min，
10 min）获得，用乙腈洗 3 次，在真空干燥箱中干燥
至恒重。

1.2.1.2 P(MAA-MBA)-EDA-FA 微球的制备: 向无
水甲醇（6 mL）中加入 P(MAA-MBA)聚合物微球
0.04 g，超声使其分散，加入 EDA（3 mL），25 ℃下搅
拌 2 d，离心得到 P(MAA-MBA)-EDA 聚合物微球，
用无水甲醇洗 3 次， 在真空干燥箱中干燥至恒重。
取 FA（0.04 g，0.09 mmol）超声溶于 DMSO（4 mL）中，
加入活化剂 EDC（0.035 g，0.18 mmol）和 NHS（0.021 g，
0.18 mmol），溶解，37 ℃下搅拌 60 min，活化。将前一
步得到的 P(MAA-MBA)-EDA 微球（0.04 g）加入该
黄色透明液体中，继续避光搅拌 3~4 d，离心得到 P
（MAA-MBＡ）-EDA-FA 聚合物微球，用 DMSO 和水
洗至紫外-可见吸收光谱仪检测不到上清中的 FA
分子。 在真空干燥箱中干燥至恒重。
1.2.1.3 P (MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP 微球的制
备: 取 P (MAA-MBA)-EDA-FA 聚合物微球 0.08 g，
溶于 40 mL 去离子水中，超声使其分散，依次加入
0.4 mL 1%柠檬酸钠，0.2 mL 1% HAuCl4，之后，在剧
烈搅拌下，缓慢逐滴滴加羟胺 NH2OH（80 mmol·L-1，
0.2 mL），继续磁力搅拌，其间用超声分散，防止其聚
集，反应 30 min后，产物离心（12 000 r/min，10 min），
得到P (MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP聚合物微球，用
去离子水洗 3遍。 产物在真空干燥箱中干燥至恒重。
1.2.2 载药性能研究 考察 P（MAA-MBＡ）-EDA-
FA-AuNP 聚合物微球的药物负载和释放性能，选用
的是传统化疗药物阿霉素 DOX。 具体做法如下：将
一系列不同初始浓度的 DOX 溶液分别与相同量的
P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP 微球（0.5 mg·mL-1）
混合均匀，置于摇床上，室温条件下避光摇晃 24 h。
离心得到负载 DOX 的聚合物微球，并通过紫外-可
见吸收光谱仪测定其上清在 480 nm 处的吸收值，
代入 DOX 标准曲线计算得到上清中 DOX 的浓度。
初始溶液中 DOX 的总量与负载后上清溶液中 DOX
的量之差即为负载在该聚合物微球上的 DOX 药
量。 聚合物微球的载药量和包封率由以下公式计算
得到：

Drug loading capacity = (Wadministereddose-Wresidualdoseinsolution)
/Wmicrospheres×100%

Encapsulation efficiency = (Wadministered dose-Wresidual dose

in solution)/Wadministered dose×100%
其中，Wadministered dose 指初始溶液中 DOX 的总量，

Wresidual dose in solution 指负载后上清溶液中 DOX 的残余量，
Wmicrospheres 指用于载药微球的量。
1.2.3 体外释药研究 根据载药性能研究的结果，
选择载药 DOX 溶液初始浓度为 9.135×10-4 g·mL-1

P（MAA-MBA）-EDA-FA-AuNP微球（5×10-4 g·mL-1），
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分别在不同 pH 值的磷酸缓冲溶液（50 mmol·L-1，pH
5.5 或 7.4）中和不同温度（25 ℃或 37 ℃）下进行体
外释药研究。 具体做法如下：载药微球超声分散于
12 mL 水中，等分为 4 份，分别置于截留分子量为
7 000 的透析袋中， 再将透析袋分别置于 4 个不同
条件（pH 和温度）下的 60 mL 磷酸缓冲溶液中，在
释药容器内连续搅拌进行释药， 每个条件平行做
3组。 在每个设定的时间点均从释药容器内取出
2.0 mL 缓冲溶液，测定其在 480 nm 处的吸收，计算
得到其中 DOX 的浓度。 为保持药物释放体系的体
积不变，每次取样后向容器内补加相同条件的等量
新鲜的磷酸盐缓冲盐溶液。 以停止释药实验时穿过
透析膜释放的药物分子总量表示累积释放药量。
1.2.4 聚合物微球的细胞毒性研究
1.2.4.1 聚合物微球的细胞毒性检测: 人乳腺癌细
胞 MCF-7 培养于含 10%胎牛血清 FBS 和 1% 青/链
霉素的细胞 DMEM 培养液中，在 5% CO2、37 ℃的培
养箱中培养， 长满后用 0.25%胰酶消化， 以 1∶3 传
代。按约 5 000 个细胞每孔的浓度接种于 96 孔细胞
培养板中，每孔终体积为 0.2 mL，5% CO2、37 ℃的培
养箱中培养 1 d 后， 按 1、10、100、500、1 000、2 000
μg·mL-1 的浓度分别加入 P（MAA-MBA）-EDA-
FA-AuNP 微球。 微球事先经过 Co60 照射灭菌，每个
浓度设置 3 个复孔。培养 48 h 后，吸弃 96 孔内的培
养基，用无菌的 PBS 溶液洗 3 次，并向孔板内加入
新鲜的 DMEM 基本培养基 0.1 mL 和 WST 显色剂
0.01 mL。 培养 1 h 后，在酶标仪上测定 450 nm 波长
处每孔的吸光值， 以未加载体的孔作为对照孔，以
空白孔作为调零孔，按公式计算上述培养基中的相
对细胞存活率：

W = (A-A0)/(A1-A0)×100%
其中，W 为相对细胞存活率，A 为实验孔吸光

值，A0 为空白孔吸光值，A1 为对照孔吸光值。
1.2.4.2 载 DOX 聚合物微球和游离 DOX 的细胞毒
性比较: 根据 P（MAA-MBA）-EDA-FA-AuNP 微球
对 DOX 的负载量， 向经 Co60 照射灭菌的载体溶液
中加入已知浓度的 DOX 溶液， 混合均匀后置于摇
床上，避光温和地摇晃 24 h，使 DOX 负载于载体之
上，制备载药 P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP 微球
溶液。 按照 1.2.4.1 的方法， 将 MCF-7 细胞传代于
96 孔板中，在培养箱中培养 1 d 后，按 0.01、0.1、1、
10、100 μg·mL-1 的 DOX 浓度分别加入载药微球溶
液，以相同浓度的游离 DOX 溶液处理组作为对照，
每个浓度设置 3 个复孔。在培养箱中培养 48 h 后吸
弃 96 孔内的培养基，用无菌的 PBS 溶液洗 3 次，并

向孔板内加入新鲜的 DMEM 基本培养基 0.1 mL 和
WST 显色剂 0.01 mL。 培养 1 h 后， 在酶标仪上检
测，测定方法同上。
2 结果
2.1 聚合物微球的表征
2.1.1 TEM 表征 取各步骤制得的聚合物微球，
分别制备样品，吸取一滴滴在碳膜铜网上，待自然
晾干后于透射电镜下观测并摄片记录（图 1）。 TEM
图片表明，各步所得微球均为单一分散、大小均匀
的球形聚合物，且最后制得的 P（MAA-MBA）-EDA-
FA-AuNP聚合物微球平均粒径大小约 230 nm。

2.1.2 UV 光谱检测 采用紫外-可见吸收光谱仪
(UV-siv)分别检测 FA 修饰前的 P（MAA-MBA）微球
和 FA 修饰后的 P（ＭAA-MBA）-EDA-FA 微球的紫
外吸收光谱图。 分别将样品分散于蒸馏水中，稀释
至适当浓度，加入比色池中扫描样品，扣除蒸馏水
的吸收后得到样品的紫外吸收曲线（图 2）。 由图 2
可以看出，FA 修饰后的微球（分散于蒸馏水中）在
约 283 nm 出现一个吸收峰（b），与游离的 FA 分子
在 280 nm 处的强吸收（c）表现一致。 这说明 FA 被
成功连接到聚合物微球上。

图 1 聚合物微球透射电镜图片
Fig 1 TEM images of polymer microspheres

吸
光
度

200 300 400 500
波长/nm

a. P(MAA-MBA)微球; b. P(MAA-MBA)-EDA-FA微球; c. FA分子
图 2 聚合物微球紫外吸收图谱
Fig 2 UV absorbance spectra of polymer microspheres

a.P（MAA-MDA）聚合物微球 b.P（MAAMBA）EDA FA聚合物微球 c.P（MAAMBA）EDA-FA-AuNP
聚合物微球
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2.1.3 Zeta 电位测试 将聚合物微球分别超声分
散于蒸馏水中，采用激光粒度分析仪分别检测各聚
合物微球的 Zeta 电位。 其中，P（MAA-MBA）-EDA
用磷酸钠盐缓冲溶液调至 pH 4。 聚合物微球 P
（MAA-MBA）、P（MAA-MBA）-EDA 和 P（MAA-
MBA）-EDA-FA 的 Zeta 电位值（mV）分别为-48.3、
-3.4、-46.6。 这说明加入 EDA 引入氨基，聚合物带
电性明显正向移动。
2.1.4 元素分析 取适量聚合物微球 P（MAA-
MBA）、P （MAA-MBA）-EDA 和 P (MAA-MBA) -
EDA-FA， 分别测定其 N 含量为 2.72%、3.78%、
4.38%。
2.2 微球载药性能研究 等量的 P（MAA-MBA）-
EDA-FA-AuNP 微球分别与一系列不同初始浓度的
DOX 溶液混合，其载药量和包封率如图 3 所示。 在
一定范围内，P（MAA-MBA）-EDA-FA-AuNP 微球
的载药量随着 DOX 溶液初始浓度的增加而不断增
大， 而包封率则随着 DOX 溶液初始浓度的增加而
不断减小。 当 DOX溶液的初始浓度为 1 206μg·mL-1

时，微球的载药量为 198.4%，包封率为 82.3%。 此
时，P（MAA-MBA）-EDA-FA-AuNP 微球的载药量
达到饱和，不再随初始 DOX 的量的增加而增大。

2.3 体外释药研究 本研究选择负载 DOX 的 P
(MAA -MBA) -EDA -FA -AuNP 微球 （载药量为
173.0%），在不同 pH 值（pH 5.5 或 7.4）和不同温度
（25 ℃或 37 ℃）下对其释药行为进行考察，其药物
累积释放率对时间的折线图见图 4。

由图 4 可知，在 pH 为 7.4、温度为 25 ℃的缓冲
液中，DOX 的累积释放率很低，仅约为 18%；在 pH

为 5.5 温度为 37 ℃的缓冲液中 DOX 的累积释放率
最大，约为 81%。当温度相同时 pH为 5.5的 DOX累
积释放率均大于 pH 为 7.4 的 DOX 累积释放率，当
pH相同时，37℃的 DOX 累积释放率均大于 25℃的
DOX累积释放率。 由此说明，在人体正常生理温度
条件下，载药聚合物微球的释放速率和累积释放率
大于室温，且在内环境为偏酸性的肿瘤细胞中的释
放速率和累积释放率均大于其在内环境偏碱性的
人体正常细胞中的释放速率和累积释放率。
2.4 聚合物微球的细胞毒性研究

2.4.1 聚合物微球的细胞毒性检测 WST-1 试验
结果表明，P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP 微球在高
浓度（2 000 μg·mL-1） 下对细胞生长依然无明显影
响，具备低毒性，见图 5。

2.4.2 载 DOX 聚合物微球和游离 DOX 的细胞毒
性比较 本研究继续采用 WST-1 实验进一步评估
负载 DOX（载药量为 173.0%）的 P（MAA-MBA）-
EDA-FA-AuNP 微球对肿瘤细胞 MCF-7 的杀伤作
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图 3 不同初始浓度 DOX 溶液下 P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP
微球的载药量和包封率

Fig 3 The drug loading capacity and encapsulation efficiency of P
(MAA-MBA) -EDA -FA -AuNP microspheres at different
initial DOX concentrations
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图 4 载 DOX 的 P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP 微球在不同 pH
和不同温度下的药物释放曲线

Fig 4 The controlled release of DOX from DOX-loaded P (MAA-
MBA) -EDA -FA -AuNP microspheres under different pH
values,and at different temperatures
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图 5 P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP微球处理后 MCF-7 细胞的
相对生存率

Fig 5 Relative cellular viability of MCF -7 cells after treatment
with P(MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP microspheres
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用， 以等量的 DOX 处理组作为对照。 结果表明，
载 DOX 微球与等量 DOX 具有相近的细胞毒性，
见图 6。

3 讨论
本课题用蒸馏-沉淀聚合法制备了一种表面光

滑大小均一且具有肿瘤靶向性的药物载体。 该载体
可以有效运载抗肿瘤药物 DOX 到达肿瘤部位，并
通过受体介导的内吞作用将其运输至细胞内部，并
在人体正常生理温度及肿瘤细胞内部的酸性环境
中实现 pH/温度双重响应性控制释药，提高 DOX 对
肿瘤细胞杀伤作用的同时降低了对正常组织和细
胞的毒副作用。 本课题初步评价了 P(MAA-MBA)-
EDA-FA-AuNP 聚合物微球作为抗肿瘤药物输送体
系的潜力和优势。
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图 6 游离 DOX 和负载 DOX 的 P (MAA-MBA)-EDA-FA-AuNP
微球处理后MCF-7细胞的相对生存率

Fig 6 Relative cellular viability of MCF -7 cells after treatment
with free DOX and DOX-loaded P (MAA-MBA)-EDA-
FA-AuNP microspheres
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