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还原响应型甲氨蝶呤/羟基喜树碱纳米粒的制备及体外评价 
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摘要：目的  合成药物-聚合物偶联物透明质酸-二硫键-甲氨蝶呤-亚油酸(hyaluronic acid-disulfide bond-methotrexate- 
linoleic acid，HA-SS-MTX-LA)，并以其为载体包载羟基喜树碱(hydroxycamptothecin，HCPT)制备纳米粒(nanoparticles，
NPs)(HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs)，考察该 NPs 的体外释药行为及体外抗肿瘤活性。方法  在 1-乙基-(3-二甲基氨基丙

基)碳二亚胺盐酸盐、N-羟基琥珀酰亚胺的催化下，通过酰胺化反应合成药物-聚合物偶联物 HA-SS-MTX-LA，并采用核

磁共振氢谱、傅里叶变换红外光谱确证其化学结构。采用超声法制备 HA-SS-MTX-LA NPs，以临界聚集浓度和粒径为指

标，筛选获得 LA 和 HA-SS-MTX 的最佳投料比。以 HCPT 为模型药物，采用乳化溶剂挥发法包载药物，考察 HA-SS- 
MTX-LA NPs 的共载药性能。通过体外释放试验考察 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的还原响应性，采用 MTT 法考察其体

外抗肿瘤活性。结果  成功制得 HA-SS-MTX-LA NPs，LA 和 HA-SS-MTX 的最佳摩尔投料比为 1∶1，临界聚集浓度为

60.50 μg⋅mL–1，NPs 粒径为(226.6±2.5)nm，PDI 为 0.180±0.036。HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的粒径为(257.59±1.41)nm，

PDI 为 0.132±0.009，包封率为(72.46±0.73)%，载药量为(11.51±0.32)%。体外释放结果表明药物在高浓度谷胱甘肽条件下

可快速释放，MTT 试验结果表明 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 对 HepG2 细胞和 Bel-7402 细胞生长具有显著的抑制作用。

结论  制得的 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 粒径均匀，包封率和载药量较高，具有良好的共载药性能、还原响应性和抗肿

瘤活性，同时可进一步提高 HCPT 和 MTX 的体外抗肿瘤效果。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To synthesize drug-polymer conjugate hyaluronic acid-disulfide bond-methotrexate-linoleic acid 
(HA-SS-MTX-LA), prepare nanoparticles(NPs)(HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs) with it as a carrier by encapsulating 
hydroxycamptothecin(HCPT), and investigate its in vitro drug release behavior and in vitro antitumor activity. METHODS  The 
drug-polymer conjugate HA-SS-MTX-LA was synthesized by amidation reaction under the catalysis of 1-ethyl-3- 
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide and N-hydroxy succinimde, and its structure was confirmed by hydrogen nuclear 
magnetic spectroscopy and Fourier transform infrared spectroscopy. HA-SS-MTX-LA NPs were prepared by ultrasound method. 
The critical aggregation concentration and particle size were used as indicators to optimize the feeding ratio of LA to 
HA-SS-MTX. Using HCPT as a model drug, HCPT-loaded HA-SS-MTX-LA NPs(HA-SS-MTX-LA@HCPT) were prepared by 
emulsifying solvent evaporation method to investigate the drug co-loading property. The reduction responsiveness of 
HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs was evaluated by in vitro release test. The anti-tumor activity in vitro of drug-loaded 
nanoparticles was assessed by MTT assay. RESULTS  HA-SS-MTX-LA NPs was prepared successfully. The optimal feeding 
ratio of LA to HA-SS-MTX was 1∶1, the critical aggregation concentration was 60.50 μg⋅mL–1, and the particle size was 
(226.6±2.5)nm with PDI of 0.180±0.036. The particle size of HA-SS-MTX-LA@ HCPT NPs was (257.59±1.41)nm with PDI of 
0.132±0.009. The encapsulation efficiency and drug loading of HCPT were (72.46±0.73)% and (11.51±0.32)%, respectively. The 
in vitro release results showed that the drug could be rapidly released under high concentration of glutathione. The results of 
MTT experiment indicated that HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs had a significant inhibitory effect on the growth of HepG2 liver 
cancer cells and Bel-7402 liver cancer cells. CONCLUSION  The HA-SS- MTX-LA@HCPT NPs have uniform particle size, 
with high encapsulation efficiency and drug loading, good drug co-loading ability, good reduction responsiveness and anti-cancer 
activity. The anti-tumor effect of HCPT and MTX in vitro is further improved. 
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在过去的几十年中，为了实现更有效和更安

全的抗肿瘤治疗，也由于传统肿瘤疗法的内在局

限性，各种纳米技术飞速发展并广泛应用[1]。利用

纳米技术设计功能性生物材料用于递送药物，能

够显著增加药物的溶解度和生物利用度，提高药

物的稳定性 [2]。然而，普通纳米粒(nanoparticles, 
NPs)由于释放位置选择性及靶向能力有限等问

题，在递送抗肿瘤药物时易导致抗肿瘤效果不佳、

不良反应严重的后果，为了解决此类问题，针对

肿瘤微环境响应的靶向 NPs 受到关注；在 NPs 表

面修饰靶头，使其具有靶向性而减轻不良反应也

被广泛研究。除此之外，由于肿瘤细胞具有异质

性，在肿瘤细胞的生长过程中，子细胞基因发生改

变，使肿瘤细胞的生长速度、药物敏感性、侵袭能

力等方面产生差异，单包埋药物治疗范围有限，运

用纳米载体共递送不同分子靶点的抗肿瘤药物，能

够减轻单一药物大剂量使用的不良反应，通过多条

代谢途径加强对肿瘤细胞的杀伤和抑制作用[3]。 
透明质酸(hyaluronic acid，HA)是具有良好的

生物相容性和生物可降解性的亲水性聚合物，结

构中含有羧基和羟基，被广泛用于疏水分子改造

或纳米载体材料中[4]。此外，HA 可特异性结合肿

瘤细胞表面过度表达的 CD44 受体[5]，从而具有靶

向性。甲氨蝶呤(methotrexate，MTX)可以竞争性

抑制细胞二氢叶酸还原酶，影响叶酸的代谢，从

而使肿瘤细胞凋亡[6]。此外，多种肿瘤细胞表面高

度表达叶酸受体，MTX 因其化学结构与叶酸相似，

能与肿瘤细胞表面的叶酸受体结合，从而兼具靶

向 作 用 和 治 疗 作 用 [7] 。 羟 基 喜 树 碱

(hydroxycamptothecin，HCPT)是一种广谱抗肿瘤

药物，对消化道肿瘤疗效显著。但其水溶性不佳，

不良反应大，将其包载于 NPs 的疏水空腔中可增

加其溶解性和靶向性，降低不良反应[8]。 
本研究设计将 MTX、亚油酸(linoleic acid，LA)

通过酰胺化反应共价键合到 HA 上合成一种新型

的还原敏感型的药物-聚合物偶联物透明质酸-二硫

键-甲氨蝶呤-亚油酸(hyaluronic acid-disulfide bond- 
methotrexate-linoleic acid，HA-SS-MTX-LA)，并采

用超声法制得 HA-SS-MTX-LA NPs。用其包载

HCPT，研究共载药纳米粒的体外释药行为和体外

抗肿瘤活性。 
1  仪器与试剂 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公

司 ) ， 色 谱 柱 为 Phenomenex C18 键 合 硅 胶 柱

(250 mm×4.6 mm，5 µm)；90Plus Zeta 型纳米粒度

和 Zeta 电位分析仪 (美国 Brookhaven 公司 )；

FreeZone 6L 真空冷冻干燥机(美国 LABCONCO 公

司)；T18 digital ultra turrax 分散机(德国 IKA 公司)；
Avance III HD 600 MHz 核磁共振波谱仪(美国

Bruker 公司)；Spectrum 100 傅里叶红外光谱仪(美
国 Perkin Elmer 公 司 )； Multiskan FC 酶 标 仪

(Thermo)；5424R 台式低温高速离心机(Eppendorf)；
SCIENTZ-ⅡD 超声波细胞破碎仪(宁波新芝生物

科技股份有限公司)；H-7650 透射电子显微镜(日
本 Hitachi 公司)。 

MTX(武汉巨胜科技有限公司，批号：2021 
1105)；HCPT(成都兰贝植化科技有限公司，批号：

210920；纯度：99.8%)；MTT(批号：MB4698)、
HA(批号：M0220A，相对分子质量：10 kDa)均购

自大连美仑生物技术有限公司；甲醇(色谱纯，北

京迈瑞达科技有限公司)；乙腈(色谱纯，美国默克

公司)；胎牛血清(浙江天杭生物科技股份有限公

司，批号：22090201)；DMEM 高糖培养基(批号：

8122114)、青霉素-链霉素(批号：2321138)、胰酶(批
号：1928609)均购自 Gibco；水为蒸馏水；其余试

剂均为分析纯。人肝癌细胞 HepG2 和 Bel-7402 受

赠于广东药科大学药学院药物化学系。1-乙基-(3-
二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐 [1-ethyl-3- 
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide，EDCI](上海

阿拉丁生化科技股份有限公司，批号：J221307)；
N-羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxy succinimde，NHS) 
(广州市齐云生物技术有限公司，批号：201908)；
二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO，批号：C1 
4206253)、胱胺二盐酸盐(cystamine dihydrochloride，

CYS，批号：C13193104)均购自上海麦克林生化科

技有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  HA-SS-MTX-LA 的合成 

HA-SS-MTX-LA 的合成路线见图 1。 
2.1.1  HA-CYS 的合成  称取 HA 100 mg，溶于

10 mL PBS(pH=7.2~7.4)中，依次加入 3 倍摩尔量

的 NHS 和 EDCI，搅拌溶解后，室温下活化 2 h，

然后加入 HA 5 倍摩尔量的胱胺二盐酸盐，室温搅

拌反应 24 h。然后透析 3 d，以去除未反应的小分

子物质，冻干，4℃保存备用。 
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图 1  HA-SS-MTX-LA 合成路线 
Fig. 1  Synthetic route of HA-SS-MTX-LA 
 
2.1.2  HA-SS-MTX 的合成  参考文献方法[9]并作

适当修改，称取 60 mg MTX 溶于 DMSO 中，依次

加入 3 倍摩尔量的 NHS 和 EDCI，在室温下搅拌

2 h。另称取 2 倍摩尔量的 HA-CYS 冻干品于 3 mL
甲酰胺中，40 ℃溶解，冷却至室温后用 DMSO 稀

释到 5 mL，制得 HA-CYS 溶液。将 HA-CYS 溶液

加入上述 MTX 反应液中并在室温下搅拌 24 h，然

后透析 3 d，冻干，4℃避光保存备用。 
2.1.3  HA-SS-MTX-LA 的合成  当 HA-SS-MTX
与 LA 的摩尔比为 1∶1 时，操作如下：称取

HA-SS-MTX 52.9 mg，在 40 ℃下溶解在 3 mL 甲

酰胺中，冷却至室温后用 DMSO 稀释到 5 mL，制

得 HA-SS-MTX 溶液。另称取 28 mg LA 溶解在

5 mL DMSO 中，加入 3 倍摩尔量的 NHS 和 EDCI，
在室温下搅拌 2 h。将 HA-SS-MTX 溶液加入该 LA
溶液中，室温避光搅拌 24 h，然后透析 3 d，第 1
天透析介质为乙醇/水(3∶1)，第 2，3 天透析介质

为去离子水，冻干，4 ℃避光保存备用。 
按照上述方法分别制备 HA-SS-MTX 与 LA 的摩

尔投料比为 1∶0.3，1∶0.5 和 1∶2 的 HA-SS- 
MTX-LA。 
2.2  HA-SS-MTX-LA 的结构表征 
2.2.1  核磁共振氢谱检测  取适量 HA、HA-CYS、

HA-SS-MTX 和 HA-SS-MTX-LA 溶解于氘代水中，

LA 溶解于氘代三氯甲烷中，MTX 溶解于氘代

DMSO，采用核磁共振波谱仪测定各样品的核磁共

振氢谱。HA-CYS 在 1.9 ppm 的信号属于 HA 骨架

上的 N-乙酰基的甲基质子，2.7~2.9 ppm 的特征峰

是 CYS 的亚甲基质子峰[10]，3.3~3.8 ppm 的特征峰

是 HA 骨架上的糖环质子峰[11]，4.4 ppm 处的特征

峰是 HA 通过羧基和 CYS 的氨基反应产生的酰胺

键与 CYS 相连，与文献报道一致[9]，见图 2。

HA-SS-MTX 在 7.5，8.0，8.6 ppm 处出现了 MTX
中芳香环质子特征峰，说明 MTX 已连接到 HA 骨

架上[12]。HA-SS-MTX-LA 在 0.81，1.5 ppm 处出

现了 LA 的质子特征峰，说明 LA 成功接枝到 HA
骨架上。综上，HA-SS-MTX-LA 成功合成。根据 

 

 
 
图 2  化合物的核磁共振氢谱图 
A−HA；B−HA-CYS；C−MTX；D−HA-SS-MTX；E−LA；F−HA-SS- 
MTX-LA(1∶1)。 
Fig. 2  1H-NMR spectra of compounds  
A−HA; B−HA-CYS; C−MTX; D−HA-SS-MTX; E−LA; F−HA-SS- 
MTX-LA(1∶1).  
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N-乙酰基的特征峰与 MTX 中芳香环特征峰的积

分比、LA 质子特征峰的积分比分别计算了 MTX
和 LA 连接到 HA 骨架上的量[13]，MTX 取代度为

12.5%；HA-SS-MTX 与 LA 的摩尔比为 1∶0.3，1∶

0.5，1∶1 和 1∶2 时的 LA 取代度分别为 0.1%，

2.5%，3.25%和 4.6%。 
2.2.2  傅里叶变换红外光谱检测  取产物粉末适

量，与溴化钾粉末研匀后压片，采用傅里叶变换

红外光谱仪测定各样品的红外光谱。HA 的特征峰

主要有 3 400 cm–1 左右的羧基的–OH 伸缩振动吸

收 ， 1 740 cm–1 左 右 的 羧 基 的 羰 基 吸 收 峰 和

1 613 cm–1 的酰胺的羰基吸收峰 [14]；HA-CYS、

HA-SS-MTX 和 HA-SS-MTX-LA 的酰胺的羰基吸

收峰较 HA 向高波数方向位移至 1 640 cm–1。与 HA
相比，HA-CYS 的图谱没有显示出显著的变化，可

能是因为其特征吸收带被 HA 的吸收带所掩盖[15]。

HA-SS-MTX 和 HA-SS-MTX-LA 的 3 300 cm–1 左

右的伸缩振动吸收峰较 HA 的向低波数发生位移，

原因可能是羧基的 O-H 伸缩振动减少，酰胺的 N-H
伸缩振动增加，且有氢键的产生。在 HA-SS-MTX
的红外图谱中，在 1 601 cm–1 和 1 511 cm–1 出现了

MTX 的 芳 香 环 的 碳 碳 骨 架 振 动 特 征 峰 ， 在

691 cm–1 显示了单取代苯环的 C-H 面外弯曲振动

的 特 征 峰 ， 表 明 HA-SS-MTX 成 功 合 成 。 在

HA-SS-MTX-LA 的红外图谱中，3 080 cm–1 是碳碳

双键上的–CH 吸收峰，1 640 cm–1 是 C=C 吸收峰

和酰胺的羰基吸收峰的重叠峰，表明 HA-SS-MTX- 
LA 成功合成。结果见图 3。 

 

 
 

图 3  化合物的傅里变换叶红外光谱图 
A−HA；B−HA-CYS；C−MTX；D−HA-SS-MTX；E−LA；F−HA-SS- 
MTX-LA(1∶1)。 
Fig. 3  FI-IR spectra of compounds 
A−HA; B−HA-CYS; C−MTX; D−HA-SS-MTX; E−LA; F−HA-SS- 
MTX-LA(1∶1). 

2.3  临界聚集浓度(critical aggregation concentration，

CAC)的测定 
采用芘荧光探针法测定 HA-SS-MTX-LA 的

CAC。芘的荧光发射光谱在 330~350 nm 内有 5 个

振动峰，其中以Ⅰ1(372 nm)和Ⅰ3(383 nm)对质量浓度

的对数作图，交点处对应的质量浓度即为 CAC 值，

结果见图 4。HA-SS-MTX 与 LA 的摩尔投料比为

1∶0.3，1∶0.5，1∶1 和 1∶2 时的 CAC 分别为

84.17，78.28，60.50，53.9 μg⋅mL–1。随着 LA 取

代度的增加，CAC 逐渐降低。 
 

 
 

图 4  HA-SS-MTX-LA(1∶1)的 I372/I383-lgC 图 
Fig. 4  Plot of I372/I383-lg C of HA-SS-MTX-LA (1∶1) 
 

2.4  HA-SS-MTX-LA NPs 的制备及粒径、Zeta 电

位测定 
采用超声法制备 HA-SS-MTX-LA NPs。称取

HA-SS-MTX-LA 置于蒸馏水中，冰浴探头超声

10 min，然后过 0.45 μm 微孔滤膜，即得自载药

NPs 悬液。测定其粒径和 Zeta 电位，结果见表 1。

HA-SS-MTX-LA NPs 粒径在 226.6~338.5 nm，随

着 LA 取代度的增加，粒径呈现先减少后增加的趋

势，在 HA-SS-MTX 与 LA 的摩尔比为 1∶1 时最

小。HA-SS-MTX-LA NPs 的 Zeta 电位介于–23.07~ 
–22.58 mV，说明该 NPs 较稳定。综合粒径和 CAC
值，选取 HA-SS-MTX 和 LA 的最佳摩尔投料比为

1∶1。 
 

表 1  HA-SS-MTX-LA NPs的粒径和 Zeta 电位( x s± , n=3) 
Tab. 1  Particle size and Zeta potential of HA-SS-MTX-LA 
NPs( x s± , n=3) 

样品(HA-SS-MTX∶LA) 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV

HA-SS-MTX-LA(1∶0.3) 338.5±3.6 0.189±0.027 –22.58±0.21
HA-SS-MTX-LA(1∶0.5) 282.6±4.5 0.213±0.019 –22.61±0.13
HA-SS-MTX-LA(1∶1) 226.6±2.5 0.180±0.036 –23.07±0.17
HA-SS-MTX-LA(1∶2) 269.7±1.3 0.193±0.042 –22.97±0.11
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2.5  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的制备及处方

优化 
2.5.1  HCPT 含量测定方法的建立  采用 HPLC
测定 HA-SS-MTX-LA@HCPT 中 HCPT 的含量。

①色谱条件：色谱柱为 Phenomenex C18(250 mm× 
4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈-水(25∶75)；流速

为 1.0 mL⋅min–1；检测波长为 267 nm；柱温为

25 ℃；进样量为 20 μL。②专属性测定：分别称取

适 量 HCPT 原 料 药 、 HA-SS-MTX-LA NPs 及

HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 溶于甲醇或水中，分

别按①项下色谱条件进行测定，记录色谱图。结

果显示：HCPT 的出峰时间大约在 9 min，峰形良

好，且载体无干扰。检测限为 0.01 μg⋅mL–1，定量

限为 0.05 μg⋅mL–1。③HCPT 标准曲线的制备：称

取 HCPT 约 2.5 mg，用甲醇溶解并定容至 100 mL，

得 25 μg⋅mL–1 的母液。分别移取不同体积的母液，

适当稀释得 0.05，0.1，0.5，1.25，2.5，5.0，10.0，

15.0 μg⋅mL–1 的 HCPT 系列浓度，测定峰面积(A)。
以 A 值对浓度 (C)线性回归，得标准曲线方程

A=85.701C–0.276 9(R2=0.999 8) ， 表 明 HCPT 在

0.05~15.0 μg⋅mL–1 线性关系良好。④精密度：取适

量 HCPT 母液，分别制成 0.05，2.5，15 μg⋅mL–1

的 HCPT 样品液，日内连续测定 3 次，计算日内

精密度；连续测定 3 d，计算日间精密度。结果 3
种浓度的日内精密度 RSD 分别为 1.93%，0.78%和

0.11%，日间精密度 RSD 分别为 0.64%，1.87%和

0.30%，均满足方法学要求。⑤稳定性试验：移取

同一 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 悬液 1 mL 于

5 mL 棕色量瓶中，加甲醇定容，超声 10 min。于

0，2，4，6，8，12，24 h 测定峰面积，根据标准

曲线计算 HCPT 浓度并计算 RSD。结果 RSD 值为

0.19%，满足方法学要求。 
2.5.2  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的制备  参考

文献方法[16]并作改进，采用乳化溶剂挥发法制备

HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs。 精 密 称 取 20 mg 
HCPT，置于 20 mL 棕色量瓶中，加入甲醇-二氯

甲烷(1∶1)混合溶剂超声溶解，定容，得 1 mg⋅mL–1

的 HCPT 溶液。精密称取 5 mg HA-SS-MTX-LA，

置于西林瓶中，加入一定量的 HCPT 溶液，并补

加甲 醇 -二氯甲 烷 (1∶1)混合 溶剂至 3 mL，待

HA-SS-MTX-LA 完全溶解后，在 15 000 r·min−1 下，

将此溶液逐滴滴入适量蒸馏水中，室温下均质

5 min，形成初乳。将此初乳于探头超声条件下以

一定功率超声乳化数分钟后，34 ℃旋蒸 10 min 除

去有机溶剂，所得 HA-SS-MTX-LA@HCPT 纳米

悬液过 0.8 μm 微孔滤膜后，用蒸馏水定容 至

25 mL，冰箱 4 ℃保存，备用。 
2.5.3  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 中 HCPT 包封

率和载药量测定  移取 HA-SS-MTX-LA@HCPT
纳米悬液 1 mL 于 5 mL 棕色量瓶中，用甲醇破坏

NPs 结构并溶解药物后，定容，摇匀。HPLC 测定

其中 HCPT 浓度，计算包封率。HA-SS-MTX- 
LA@HCPT 纳米悬液冻干后，称重，同法测定，

计算载药量。 
包封率(%)=NPs 中药物的质量/投药量×100% 
载药量(%)=NPs 中药物的质量 /NPs 总质量× 

100% 
2.5.4  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 处方工艺优

化  以包封率和载药量的综合评分为指标，采用

Box-Behnken 设计-响应面法优化 HCPT 投药量

(A)、水相/油相体积比(B)和超声时间(C)，采用

Design-expert 13 软件设计 3 因素 3 水平的 Box- 
Behnken 设计-响应面试验，综合评价各因素对响

应值的影响[综合评分=(包封率/最大包封率×0.5+
载药量/最大载药量×0.5)×100]。试验设计与结果见

表 2，方差分析结果见表 3。 
 

表 2  Box-Behnken 设计-响应面试验设计与结果  
Tab. 2  Design and results of Box-Behnken design-response 
surface experiments 

序号
A 投药

量/mg
B 水相/油
相体积比

C 超声 
时间/min 

包封率/ 
% 

载药量/
% 

综合评分

1 0.2 2 15 59.26 1.51 39.45 

2 1.0 2 15 51.87 5.37 48.62 

3 0.2 10 15 79.93 3.00 56.55 

4 1.0 10 15 60.79 11.40 74.80 

5 0.2 6 10 85.77 3.55 61.83 

6 1.0 6 10 65.31 10.89 75.62 

7 0.2 6 20 86.71 5.78 70.16 

8 1.0 6 20 56.24 14.34 82.43 

9 0.6 2 10 57.17 3.37 44.73 

10 0.6 10 10 55.90 6.49 54.87 

11 0.6 2 20 44.42 3.02 36.13 

12 0.6 10 20 65.70 8.16 66.33 

13 0.6 6 15 73.65 9.82 76.71 

14 0.6 6 15 78.78 10.50 82.06 

15 0.6 6 15 80.43 9.65 80.04 

16 0.6 6 15 76.42 10.58 80.97 

17 0.6 6 15 76.64 9.51 77.37 
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表 3  Box-Behnken 设计-响应面模型的方差分析结果  
Tab. 3  Variance analysis result of Box-Behnken design- 
response surface model 

来源 平方和 自由度 均方 F P 

Model 3 910.82 9 434.53 73.44 <0.000 1 

A 357.62 1 357.62 60.44 0.000 1 

B 873.81 1 873.81 47.68 <0.000 1 

C 40.47 1 40.47 6.84 0.034 6 

AB 20.60 1 20.61 3.48 0.104 3 

AC 0.58 1 0.58 0.10 0.763 9 

BC 100.61 1 100.61 17.00 0.004 4 

A2 7.02 1 7.02 1.19 0.312 1 

B2 2 283.21 1 2 283.21 385.89 <0.000 1 

C2 133.39 1 133.39 22.54 0.002 1 

残差 41.42 7 5.92   

失拟项 20.17 3 6.72 1.27 0.398 7 

纯误差 21.25 4 5.31   

总差 3 952.23 16    
 

通过 Design-Expert 13 软件对结果进行模型拟

合，得到二次多项方程：综合评分=79.43+6.69A+ 
10.45B+2.25C+2.27AB–0.379 8AC+5.02BC–1.29A2

–23.29B2–5.63C2，进一步对结果进行分析，得到三

维响应面图，见图 5。由表 3 可知，该模型具有显

著性差异(P<0.001)；失拟项中 P 为 0.398 7，表示

失拟项不显著，说明该模型拟合程度较好，可信

度高。一次项中投药量(A)和水相/油相体积比(B)
对综合评分的影响极显著，超声时间(C)不显著；

二次项中 B2 和 C2 对综合评分的影响均显著，A2

不显著，交互项中 AB、AC、BC 对综合评分的影

响均不显著，参照表 3 中 F 值的大小可得出结论：

3 个因素对综合评分的影响程度为投药量(A)>水

相/油相体积比(B)>超声时间(C)。 
对回归拟合方程进行求解，得出 HA-SS-MTX- 

LA@HCPT NPs 的最优处方工艺为 A=0.762、

B=6.9、C=15.704，此条件下，预测包封率为 73.58%，

载药量为 11.83%，综合评分为 83.67。根据试验和

实际操作可行性，调整修正后的 NPs 最优处方工

艺：投药量为 0.8 mg，水相/油相体积比为 7，超

声时间为 15 min。在此条件下进行验证试验，得到

NPs 的包封率为(72.46±0.73)%、载药量为(11.51± 
0.32)%，综合评分为 81.93±0.75，同模型预测值的

相对误差仅为 2.07%，说明响应面法对 NPs 的处

方工艺优化得到的处方条件参数准确可靠，具有

一定应用价值。 

 
 

图 5  两因素交互作用对综合评分影响的响应面图 
Fig. 5  Response surface diagram of two-factor interaction 
affecting comprehensive score  
 
2.5.5  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 粒径及形态  
纳米粒度和 Zeta 电位分析仪测得 HA-SS-MTX- 
LA@HCPT NPs 的粒径为(257.59±1.41)nm，PDI
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为 0.132±0.009，Zeta 电位为(–21.94±0.51)mV。透

射电镜结果见图 6，由图可知，HA-SS-MTX-LA 
@HCPT NPs 为类球形，无黏连现象。透射电镜显

示 NPs 粒径约为 170 nm 左右，小于纳米粒度仪测

定结果，可能与透射电镜制样时 NPs 失水有关。 
 

 
 

图 6  HA-SS-MTX-LA@HCPT  NPs 的透射电镜图(20 000×) 
Fig. 6  TEM photograph of HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 
(20 000×) 
 
2.5.6  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 初步稳定性

考察  将制备的 3 批 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs
置于 4 ℃冰箱中保存，连续 7 d 测定其粒径、PDI
和 HCPT 包封率，考察其稳定性。粒径和包封率

变化见图 7，PDI 在 0.136~0.142，变化不大，平均

粒径和包封率未发生明显变化，初步稳定性考察

显示该 NPs 稳定性良好。 
 

 
 

图 7  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 初步稳定性(n=3) 
Fig. 7  Preliminary stability of HA-SS-MTX-LA@HCPT 
NPs(n=3) 
 

2.6  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的体外释放 
采用动态透析法对 HA-SS-MTX-LA@HCPT 

NPs 的 体 外 释 放 进 行 考 察 。 精 密 移 取 HA-SS- 
MTX-LA@HCPT NPs[其中 MTX 和 HCPT 的载药

量 分 别 为 (10.41±0.15)% ， (11.51±0.32)%] 悬 液

5 mL，置于预先处理好的透析袋中，透析袋两端

固定，分别以不含 GSH 和含 10 mmol⋅L–1 GSH 的

PBS 溶液(含 0.5%吐温 80)作为释放介质，然后放

入装有 100 mL 释放介质的烧杯中，透析袋完全没

入液面以下，同时以 MTX 原料药溶液、HCPT 原

料药溶液作为对照。置于 37 ℃恒温摇床中以

100 r·min−1 振荡，分别于 0.5，1，2，3，4，6，8，

12，24，36，48，72 h 取出 5 mL 释放介质，并补

充等温等量的新鲜释放介质。取出的释放液加

200 μL 冰醋酸酸化 2 h，样品经微孔滤膜过滤后，

按“2.5.1”项下的色谱条件进样，测定 HCPT 浓

度，计算 HCPT 的累积释放率并绘制释放曲线，

结果见图 8A。采用 HPLC 测定 MTX 的标准曲线[17]，

拟合得 A=58.828C−1.206 3(R2=1)，计算 MTX 的累

积释放率并绘制释放曲线，结果见图 8B。 
 

 
 

图 8  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的体外释放曲线 
A−HCPT；B−MTX。 
Fig. 8  In vitro drug release profiles of HA-SS-MTX-LA@ 
HCPT NPs 
A−HCPT; B−MTX. 
 

由于 HCPT 难溶于水，通过在释放介质中加

入少量吐温 80 增加 HCPT 的溶解度。由图 8 可知，
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HCPT 原料药和 MTX 原料药在 6 h 时累积释放率

均已达到 90%，HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 在

0 mmol⋅L–1 GSH 中 HCPT 的累积释放率在 30%左

右，MTX 的累积释放率在 20%左右。原因可能是

HCPT 是物理包埋，MTX 是共价结合，故 MTX 的

释放比 HCPT 更慢。HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs
在 10 mmol⋅L–1 GSH 中二硫键响应断裂，药物快速

释放，HCPT 在 24 h 时累积释放率达 90%，MTX
在 12 h 时累积释放率达到 90%左右，表明 HA-SS- 
MTX-LA@HCPT NPs 具有显著的还原响应性。 
2.7  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 的体外抗肿瘤

活性 
采用 MTT 法考察 HCPT 溶液、MTX 溶液、

HCPT+MTX 混合溶液、HA-SS-MTX-LA NPs 悬液

和 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 悬液对 HepG2 细

胞、Bel-7402 细胞的体外抗肿瘤活性。将细胞以

每孔 1×104 个的密度接种于 96 孔板中，37 ℃培养

箱中培养 24 h，弃去培养液，试验组加入 200 μL

不同浓度的 HCPT 溶液、MTX 溶液、HCPT+MTX
混合溶液、HA-SS-MTX-LA NPs 悬液或 HA-SS- 
MTX-LA@HCPT NPs 悬液。对照组加入等体积培

养基，每组 5 个复孔，培养 48 h 后，每孔加入

10 μLMTT(5 mg⋅mL–1)后培养 4 h，终止培养并弃

去上清，每孔加入 150 μL DMSO，避光振荡 10 min
后于 490 nm 处测定吸光度(A)，计算细胞抑制率

[细胞抑制率(%)=(A 对照–A 试验)/(A 对照–A 空白)×100%]。 
由图 9 可知，Bel-7402 细胞和 HepG2 细胞表

现出相同的趋势。与单独给药组相比，HCPT+MTX
混合溶液组对细胞的杀伤作用更强，主要是 MTX
和 HCPT 联合应用产生了协同效应，通过不同的

途径和通路抑制肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细胞凋

亡。HA-SS-MTX-LA NPs 组比 MTX 溶液组表现出

更高的细胞抑制率，可能是 HA 靶向 CD44 受体的

作用以及 NPs 中引入了还原响应的二硫键有关。

HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 组较单独给药组有

更显著的细胞抑制率，比 HCPT+MTX 混合溶液组 
 

 

 
 

图 9  HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs 对肝癌细胞生长的影响( x s± ，n=5) 
A−Bel-7402 细胞；B−HepG2 细胞；与 HCPT 溶液组相比，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001；与 MTX 溶液组相比，4)P<0.05，5)P<0.01，6)P<0.001；

与 HCPT+MTX 混合溶液组相比，7)P<0.05，8)P<0.01。 
Fig. 9  Effect of HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs on growth of liver cancer cell( x s± , n=5) 
A−Bel-7402 cells; B−HepG2 cells. Compared with HCPT group, 1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P<0.001; compared with MTX group, 4)P<0.05, 5)P<0.01, 
6)P<0.001; compared with HCPT+MTX mixed solution group, 7)P<0.05, 8)P<0.01. 
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表现出显著的抑制细胞增殖现象，表明将两者制

成共载药 NPs 具有更好的抗肿瘤效果。 
3  讨论 

本研究成功制得 HA-SS-MTX-LA NPs，并共

载 HCPT 制得 HA-SS-MTX-LA@HCPT NPs。随着

LA 取代度增大，HA-SS-MTX-LA NPs 粒径呈现先

减小后增加的趋势，这可能是因为更多疏水链 LA
的引入可以增强 HA-SS-MTX-LA 分子内/间的疏

水作用，有利于形成更加紧密的内核；而随着取

代度的进一步增大，粒径并未继续减小，反而增

大 ， 这 可 能 是 因 为 过 多 疏 水 链 的 引 入 降 低 了

HA-SS-MTX-LA 的溶解度，从而限制了偶联物分

子的进一步卷绕。此外，随着 LA 取代度增大，

HA-SS-MTX-LA 的 CAC 值呈现减小的趋势，原因

可能在于更多 LA 的接枝使偶联物的疏水性增强，

会增强分子内/间的疏水作用，可以促进两亲性聚

合物的自组装行为。 
利用 HA-SS-MTX-LA NPs 的疏水内核包载疏

水药物 HCPT 时，预试验曾采用透析法、溶剂扩

散法制备 NPs，但有大量药物析出，包封率和载药

量均很低。与之相比，采用乳化溶剂挥发法制得

的 HA-SS-MTX-LA@HCPT 的包封率和载药量均

有明显提高。 
体外释放结果表明，HA-SS-MTX-LA@HCPT 

NPs 在含 10 mmol⋅L–1 GSH 的 PBS 中 24 h HCPT
和 MTX 的累积释放率可达约 90%，而不含 GSH
的 PBS 中的 MTX 累积释放率<30%，表明 HA-SS- 
MTX-LA@HCPT NPs 具有明显的还原响应性。这

为 NPs 到达肿瘤细胞后，由于肿瘤环境中较高浓

度的 GSH 可以使二硫键断裂，破坏 NPs，释放药

物，从而实现定位浓集释药并减轻其不良反应的

设计提供了必要的实验依据。 
体外抗肿瘤活性试验表明 HA-SS-MTX-LA@ 

HCPT NPs 对人肝癌细胞 HepG2 细胞和 Bel-7402
细胞的抑制作用最强，这与 NPs 中引入了还原响

应的二硫键有关，以及与该 NPs 中有 CD44 受体

靶头有关，更与 MTX 和 HCPT 联合给药发挥协同

效应有关。HCPT 主要通过抑制拓扑异构酶 I 的活

性来发挥抗肿瘤作用，拓扑异构酶 I 是一种与 DNA
复制、重组和转录有关的细胞核内酶。当细胞 DNA
复制时，拓扑异构酶 I 剪切 DNA 双链形成拓扑异

构酶 I-DNA 可裂解复合物，HCPT 能与其结合，

形成 HCPT-拓扑异构酶 I-DNA 三元复合物，使可

逆的可解离复合物转变成不可逆的复合物，抑制

由拓扑异构酶 I 介导的 DNA 裂解和重新连接反

应，最终引起 DNA 链断裂，从而导致细胞死亡[18]。

MTX 是一种抗叶酸类抗肿瘤药物，与二氢叶酸还

原酶的结合能力比二氢叶酸强 1 000 倍，几乎能不

可逆地结合二氢叶酸还原酶，主要抑制二氢叶酸

还原酶而使二氢叶酸不能还原成具有生理活性的

四氢叶酸，从而使嘌呤核苷酸和嘧啶核苷酸的生

物合成过程受阻，使 DNA 的生物合成受到抑制，

从而导致细胞死亡[19]。MTX、HCPT 通过不同机

制发挥作用，二者联用可使制剂通过多重机制发

挥作用，从而达到更好的抗肿瘤作用。 
本研究成功合成药物-聚合物偶联物 HA-SS- 

MTX-LA，并制得 HA-SS-MTX-LA NPs 和 HA-SS- 
MTX-LA@HCPT NPs，该 NPs 具有明显的还原响

应性和良好的共载药性能，有望能够实现多重靶

向，并能在细胞内浓集定位触发释放，从而有利

于所包载化疗药在体内疗效的发挥，这些功能将

在后续实验中进一步加以确证。 
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