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pH 敏感型热休克笼形蛋白纳米载体的构建及其理化性质评价 
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摘要：目的  设计并制备具有靶向肿瘤且 pH 敏感的热休克蛋白(heat shock proteins，HSP)笼形蛋白纳米递药系统，并对

其理化性质进行表征。方法  采用基因全合成与蛋白质重组表达技术纯化 HSP 为母版，通过表面官能团功能化制备得到

修饰穿膜肽 Tat、聚乙二醇包衣的热休克笼形蛋白纳米载体(PT-HSP)。通过透射电镜、纳米粒度与 Zeta 电位测定仪对其

形态、粒径及 Zeta 电位进行表征，并建立 HPLC 测定其载药量与包封率。考察载紫杉醇(paclitaxel，PTX)的 PT-HSP 在生

理 pH 条件(pH 7.4)与肿瘤 pH 条件(pH 6.5)下的体外释药行为。结果  形态学结果表明，PT-HSP 是呈现典型双层结构的

均一球体，平均粒径为(154.4±23.6)nm，Zeta 电位为(2.6±0.7)mV。HPLC 测得载 PTX 的 PT-HSP 的包封率为(75.3±3.6)%，

载药量为(7.0±0.2)%。体外释药试验结果表明 PT-HSP 在 pH 7.4 条件下的释放速率显著慢于 pH 6.5 条件下的释放速率

(P<0.01)。结论  本研究制备得到的 pH 敏感的 HSP 笼形蛋白智能纳米递药系统具有载药量高、稳定性强及智能靶向等优

点，有望成为一种安全、有效、智能的抗肿瘤药物载体。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To design and prepare a tumor-targeted pH-sensitive delivery system based on heat shock 

proteins(HSP) nanocages, and to evaluate its physicochemical properties. METHODS  Using HSP as the matrix, which were 

prepared by total gene synthesis and protein recombination expression technology, HSP nanocages modified with cell- 

penetrating peptides Tat and PEG(PT-HSP) were produced via the functionalization of surface groups. Morphology was 

examined by TEM, particle size and Zeta potential were determined by nanometer particle size and zeta potential measuring 

instrument. Encapsulation efficiency and loading capacity were determined by HPLC. The in vitro release behavior of 

paclitaxel-loaded PT-HSP under pH 7.4 and pH 6.5 was investigated. RESULTS  Morphological results showed that PT-HSP 

presented uniform spherical with a typical two-layer structure, the average size of PT-HSP was (154.4±23.6)nm, Zeta potential 

was (−2.6±0.7)mV. Encapsulation efficiency and loading capacity of PT-HSP detected by HPLC were (75.3±3.6)% and 

(7.0±0.2)%. The results of in vitro release test showed that the release rate of PT-HSP at pH 6.5 was faster than pH 7.4(P<0.01). 

CONCLUSION  The pH-sensitive intelligent HSP nanocages drug delivery system constructed in this study, is expected to 

become a safe, effective and intelligent antitumor drug delivery carriers by its high loading capacity, good stability and 

intelligent tumor-targeting. 
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紫杉醇(paclitaxel，PTX)是从红豆杉属植物紫

杉的树干和树皮中提取的一种天然抗肿瘤活性成

分。其能与细胞中 β-微管蛋白结合，抑制微管解

聚化，从而抑制细胞有丝分裂，为临床治疗卵巢

癌和乳腺癌的一线药物，广泛应用于肺癌、食道

癌、膀胱癌、头颈部癌的治疗[1]。然而 PTX 的不

良反应较多，其中骨髓抑制、神经毒性和心脏毒

性较常见[2]。因此，开发新型的 PTX 纳米载体，

既可以增加其溶解度，实现体内缓慢释放，又能

增强 PTX 对肿瘤细胞的杀伤作用，减少对正常细

胞的损伤，提高主动靶向性[3-6]。小分子热休克蛋

白(small molecular heat shock protein，sHSP)是一种

由 24 个相同亚基构成的球状笼形空心结构，其内

部空腔可以作为药物的载库[7-8]。在 pH 5~11、常温

和 70 ℃条件下都比较稳定，并且内部和外部表面

都有丰富的可修饰位点[9]。Flenniken 等[10]将一种

甲烷球菌的 HSP(Mj-HSP)的外部结合 RGD-4C 后

发现可以靶向整合素 αVβ3 表达的细胞，将

Mj-HSP 的外部结合抗 CD4 抗体后可以特异性靶

向 CD4 阳性细胞，表明 Mj-HSP 可以成为一种细

胞特异性靶向的纳米载体。他们还研究发现将

Mj-HSP 内部的一些氨基酸定点突变为含巯基的

半胱氨酸后，可以通过一种对酸敏感的键把抗肿瘤

药阿霉素共价结合到 Mj-HSP 内部[11]。Tat 肽作为一

种常用的细胞穿膜肽，已广泛用于药物传递系统

的构建。它可以透过生物屏障，向细胞内转运不

同分子，甚至粒径为 200 nm 的纳米载体，且不引

起显著的细胞毒性[12-13]，是一种高效安全的转运

载体。相关文献表明[14-15]，体内肿瘤部位的 pH 值

比正常组织略低，酸度敏感性纳米载体在结构上

含有对酸、碱敏感的基团，随着外界环境的改变，

基团可以发生化学键的断裂或携带相反的电荷，

进而引起性质的改变。目前已有报道的是含有腙

键的聚合物[16]及磺胺嘧啶制备的纳米胶束[17-18]。

本研究以 Mj-HSP 为母版，将穿膜肽 Tat 和磺胺嘧

啶/聚乙二醇丙烯酸共聚物修饰到蛋白表面，制备

得到具有 pH 敏感的 HSP 笼形蛋白纳米载体，对

其形态、粒径、结构、载药率、释放及稳定性等

重要理化性质进行表征，为 HSP 靶向递药系统的研

究提供依据。  

1  仪器与试剂 

DF-2 集热式磁力加热搅拌器(上海浦东物理

光学仪器公司)；SB-100DT 超声仪(宁波新芝生物

科技公司)；RE-2000 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪

器厂)；AB265-S 电子天平(梅特勒-托利多公司)；

PB-21 pH 计(德国 Sartorius 公司)；MIKRO-200R

高速冷冻离心机(德国 Hetttich 公司)；FD-1C-50 冷

冻干燥机(北京博医实验仪器公司)；F4500 荧光分

光光度计(日本日立)；Nicomp 380/ZLS 纳米粒度- 

Zeta 电位测定仪(美国 PSS)；SHZ-82 恒温振荡箱

(上海比朗仪器公司)；UV-2450 紫外-可见分光光度

计、LC-20A 高效液相色谱仪(日本岛津)；HD-6 凝

胶渗透层析仪(上海沪西分析仪器厂)。 

重组 MJ 热休克蛋白 HSP(上海生工生物工程

公司，批号：207853)；聚乙二醇(PEG) 4000(分析

纯，国药集团，批号：T20110211)；PEG 6000(分

析纯，南京化学试剂公司，批号：13020420087)；

Tat 肽(上海生工，批号：103013)；PTX(西安昊轩

生物科技公司，批号：20140319)；PEG 2000(分析

纯，批号：1207033)、乙酸钠(分析纯，批号：1204011)

均购自西陇化工公司；磺胺嘧啶(分析纯，批号：

27960)、氰基硼氢化钠(批号：20049862)、三氟乙

醇(批号：B1425031)均购自上海阿拉丁试剂公司；

葡聚糖凝胶(Sephadex G-50，美国 Pharmacia 公司，

批号：10031)；水为双蒸水；其他试剂为分析纯。 

2  方法 

2.1  PEG/Tat 共修饰热休克笼形蛋白纳米载体

(PEG/Tat-heat shock protein，PT-HSP)的制备 

向 pH 9.0 的硼酸盐缓冲液中加入 HSP 

(1.0 mg)、 0.25%戊二醛溶液 (50 μL)与 Tat 肽

(1.0 mg)，37 ℃搅拌反应 6 h 后，加入 1%的氰基

硼氢化钠溶液(20 μL)，室温搅拌 1 h。透析分离纯

化后将收集的 T-HSP 组分冷冻干燥得 T-HSP，合

成路线见图 1。 

 
图 1  T-HSP 的合成反应式示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of T-HSP synthetic reaction 

称取 40 mg 磺胺嘧啶，加入 50 mL 蒸馏水，

在室温搅拌下逐滴加入 1 mol·L1 的 NaOH 溶液，

直至磺胺嘧啶完全溶解。取 20 μL 丙烯酰氯溶于

10 mL THF 中，加入磺胺嘧啶溶液，搅拌反应 1 h，

抽滤，真空干燥后得丙烯酰磺胺嘧啶 (acryl 

sulfadiazine，SDA)。分别称取 PEG 2000，4000，
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6000 各 1，2，3 g，各加入 15 mL 二氯甲烷溶解，

随后加入丙烯酰氯 30 μL，室温搅拌反应 12 h，

50 ℃减压蒸除溶剂后加水溶解，充分透析，冷冻

干燥得不同相对分子质量的聚乙二醇丙烯酸酯

(PEGA)。 

称取 100.0 mg SDA，用 pH 9.0 的 NaOH 溶液

溶解，加入亚硫酸钠 15.6 mg，氮气保护下加入过

二硫酸钾 15.6 mg，60 ℃搅拌反应 1 h；随后投入

480.0 mg PEGA，继续搅拌反应 1 h。渗透膜透析

法纯化反应产物，冷冻干燥得到 SDA 与 PEGA 共

聚物(PSPA)。 

将 T-HSP 溶解于 PBS(pH 7.4，0.15 mol·L1)

中，按照摩尔比 1∶1，1∶2，1∶3 加入 PSPA，

37 ℃搅拌反应 2 h。凝胶渗透层析纯化收集得到

PT-HSP 的混悬液。 

2.2  载 PTX 的 T-HSP 与载 PTX 的 PT-HSP 的制备 

将 5.0 mg T-HSP 溶解于 5 mL 三氟乙醇中，将

1.0 mg PTX 溶于 5 mL 乙醇中，两者混合后超声，

真空旋蒸后形成分散的载体与药物薄膜，随后加

入 10 mL 的 pH 7.4 PBS，缓慢旋转复溶，采用探

头式超声仪超声 30 min 进行自组装。混合液经

0.45 μm 微孔滤膜过滤，得到载 PTX 的 T-HSP 纳

米混悬液。 

向载 PTX 的 T-HSP 混悬液中加入一定比例的

PSPA，37 ℃搅拌 2 h，凝胶渗透层析柱分离得到

载 PTX 的 PT-HSP 纳米混悬液，见图 2。 

 
图 2  载 PTX 的 PT-HSP 的制备示意图 

Fig. 2  Preparation schematic of PTX-loaded PT-HSP 

2.3  载药量的测定 

精密称定一定量的 PTX，甲醇溶解制备成标

准储备液。取一定量标准储备液用甲醇配制成 30，

20，10，5.0，2.0，1.0 μg·mL1 的 PTX 标准溶液。

每个浓度重复进样 3 次，记录峰面积 A，以 A 为

纵坐标，PTX 浓度为横坐标绘制标准曲线。 

采用 PEG 6000，HSP 与 PSPA 比例(H∶P)为

1∶2 制备载 PTX 的 PT-HSP 混悬液，取 0.4 mL 加

入凝胶微柱顶端，1 000 r·min1 离心 5 min，继续

加去离子水 0.4 mL，1 000 r·min1 离心 2 min，分

离载体与游离药物，收集 2 次洗脱液，于 5 mL 量

瓶中加甲醇定容，0.22 μm 滤膜过滤，HPLC 测定

被包裹的 PTX 药物浓度 C；另取 0.4 mL 载 PTX

的 PT-HSP 混悬液，直接用甲醇定容至 5 mL，超

声 10 min，0.22 μm 滤膜过滤，HPLC 进样，测定

PT-HSP 中 PTX 总浓度 C0。按下式计算包封率

(encapsulation efficiency，EE)，载药量 (loading 

capacity，LC)： 

EE(%)=C/C0×100% 
LC(%)=C×V/(C×V+W)×100% 

C：被包裹的药物浓度；C0：载 PTX 的 PT-HSP

混悬液中药物总浓度；V：载药 PT-HSP 纳米混悬

液总体积；W：载药 PT-HSP 纳米混悬液中 PT-HSP

的总质量。 

2.4  PT-HSP 理化性质的考察 

2.4.1  粒径与 Zeta 电位  将 HSP、T-HSP、PT-HSP

混悬液分别用蒸馏水适当稀释，用 Nicomp 

380/ZLS 型纳米粒度与 Zeta 电位测定仪测定纳米

粒的粒径与 Zeta 电位，并分别考察 PSPA 中 PEG

相对分子质量分别为 2000，4000，6000 以及 HSP

亚基与 PSPA 投料比为 1∶1，1∶2，1∶3 对 PT-HSP

纳米粒径及电位的影响。此后实验中所采用的

PT-HSP 样品组成均为 PEG 6000，H∶P=1∶2。 

2.4.2  形态学研究  将 HSP、T-HSP、PT-HSP 混

悬液分别用去离子水适当稀释，滴于铜网上，自

然晾干后，拍摄透射电镜照片，观察形态。 

2.4.3  pH 敏感性  配制 pH 5.0、pH 6.0 的醋酸盐

缓冲液，pH 6.5、pH 7.0、pH 7.4、pH 8.0 的磷酸

盐缓冲液、pH 9.0 的硼酸盐缓冲液溶液(离子强度

均为 0.15 mol·L1)，将 T-HSP 和 PT-HSP 样品分别

溶解于不同 pH 的缓冲液中，搅拌 0.5 h 后纳米粒

度仪测定粒径大小，通过 PT-HSP 粒径的变化考察

其包衣结构是否具有肿瘤 pH 敏感性。 

2.4.4  体外稳定性实验   配制 PBS(pH 7.4，

0.15 mol·L1)缓冲液与含 4.5% 牛血清白蛋白

(bovine serum albumin，BSA)的 PBS(pH 7.4，

0.15 mol·L1)缓冲液(与血液中白蛋白浓度接近)，

分别在 0，2，4，6，8，12，24 h 时测定粒径大小，

考察T-HSP与PT-HSP在缓冲液与模拟体液中的稳
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定性。 

2.4.5  载药 PT-HSP 释药特性的研究  取 6.5 mL

载 PTX 的 PT-HSP 纳米粒混悬液装入透析袋

(MWCO：1000)，分别置于装有 50 mL PBS(pH 6.5，

0.15 mol·L1)溶液和 PBS(pH 7.4，0.15 mol·L1)溶

液的烧杯中，烧杯中另外添加 10 mL 二氯甲烷，

保鲜膜封口，各平行 3 份。将 6 个装有透析袋的

烧杯置于恒温振荡箱中，37 ℃，100 r·min1，考察

其释放行为。分别于 0.5，1，2，4，6，8，12，

16，24 h 吸取 1 mL 二氯甲烷层溶液，同时补充等

体积的二氯甲烷；45 ℃旋蒸除掉溶剂后用甲醇复

溶，再用甲醇定量至 5 mL，用紫外分光光度计在

227 nm 下测定吸光度，计算累积释放百分率，绘

制释放曲线。 

2.5  统计学分析 

所有实验数据以 sx  表示，利用 SPSS 13.0

进行单因素方差分析，假设检验水准按 α=0.05 判

定，P<0.05 为差异具有统计学意义。 

3  结果与分析 

3.1  粒径与 Zeta 电位 

采用纳米粒度-Zeta 电位测定仪检测 HSP、

T-HSP 与 PT-HSP 的粒径分布与 Zeta 电位。结果

显示，HSP 表面修饰 Tat 和 PSPA 对纳米粒的粒径

和 Zeta 有显著影响，与 HSP 相比，T-HSP 的表面

电 荷 由 负 电 荷 (9.3±1.5)mV 转 变 为 正 电 荷

(9.7±0.8)mV，这是由于 Tat 本身所携带正电荷造

成的；与 T-HSP 相比，PSPA 的修饰使得 PT-HSP3 

(PEG 6000，H∶P=1∶2)的表面电荷再次由正电荷

转为略带负电荷(2.6±0.7)mV，原因有 2 点：①生

理环境下携带负电荷的 PSPA 通过静电作用与

T-HSP 结合，从而掩盖了 T-HSP 的正电荷；②由

PT-HSP 表面存在的 PEG 亲水长链所造成的。经

Tat 和 PSPA 修饰的 T-HSP 及 PT-HSP，粒径分别

从 (18.2±2.0)nm 增加至 (71.5±12.7)nm 和 (154.4± 

23.6)nm。PT-HSP 的粒径随 PSPA 中 PEG 相对分

子质量增加而略微增大。HSP 亚基与 PSPA 的投料

比对粒径影响不明显。结果见表 1。 

3.2  形态学研究 

通过透射电镜照片可观察到图 3B中T-HSP纳

米粒经 Tat 修饰后呈现边界较为模糊的球状颗粒；

图 3C的PT-HSP纳米粒周围呈明显的“形态云”，

推测为吸附在纳米粒表面的 PEG 亲水长链。结果

见图 3。 

表 1  HSP 及其功能化产物的粒径与 Zeta 电位(n=3) 

Tab. 1  Particle size and Zeta potential of HSP and its 
functionalized products(n=3) 

样品 粒径/nm 
多分散 
性指数 

Zeta 电位/mV 

HSP 18.2±2.0 0.18 9.3±1.5 

T-HSP 71.5±12.7 0.18 9.7±0.8 

PT-HSP 1 117.7±16.9 0.14 3.8±1.1 

PT-HSP 2 122.9±29.2 0.23 1.6±0.7 

PT-HSP 3 154.4±23.6 0.12 2.6±0.7 

PT-HSP 4 149.4±30.3 0.14 3.7±1.0 

PT-HSP 5 157.8±36.2 0.19 2.9±0.8 

注：PT-HSP 1[PEG 2000，HSP 与 PSPA 比例(H∶P)=1∶2]，PT-HSP 

2(PEG 4000，H∶P=1∶2)，PT-HSP 3(PEG 6000，H∶P=1∶2)，PT-HSP 

4(PEG 6000，H∶P=1∶1)，PT-HSP 5(PEG 6000，H∶P=1∶3)。 

Note: PT-HSP 1[PEG 2000， ratio of HPS to PSPA(H∶P)=1∶2], 

PT-HSP 2(PEG 4000, H∶P=1∶2), PT-HSP 3(PEG 6000, H∶P=1∶2), 

PT-HSP 4(PEG 6000, H∶P=1∶1), PT-HSP 5(PEG 6000, H∶P=1∶3). 

 
图 3  HSP 及其衍生物纳米载体的透射电镜图 
AHSP；BT-HSP；CPT-HSP。 
Fig. 3  TEM images of HSP and its derivative nanocarriers  
AHSP; BT-HSP; CPT-HSP. 

3.3  LC 和 EE 的测定 

按建立的 LC 及 EE 测定方法，测定 3 批

PT-HSP 混悬液的载药量及包封率，结果见表 2。  

表 2  载 PTX 的 PT-HSP 的载药量及包封率(n=3) 

Tab. 2  Drug loading and encapsulation rate of PTX-loaded 
PT-HSP(n=3) 

样品 载药量/% 平均值/% 包封率/% 平均值/%

1 6.7 

7.0±0.2 

71.4 

75.3±3.6 2 7.0 74.4 

3 7.2 80.1 

3.4  pH 敏感性 

T-HSP 在 pH 5.0~9.0 内，粒径基本保持稳定。

PT-HSP在 pH≥7.0时，粒径约为 140 nm；当 pH<6.5

时，粒径突然减小至约 69 nm。结果见图 4。 

3.5  体外稳定性试验 

T-HSP在不含BSA的PBS缓冲液中，能在 24 h

内保持稳定，而在含 4.5% BSA 的 PBS 中，粒径

在短时间内急剧变大乃至 终沉淀。PT-HSP 在普

通及含 4.5% BSA 的 PBS 中均保持了较好的稳定

性，24 h 其粒径大小未发生明显改变。结果见图

5~6。 



 

中国现代应用药学 2019 年 9 月第 36 卷第 17 期                     Chin J Mod Appl Pharm, 2019 September, Vol.36 No.17     ·2117· 

 
图 4  T-HSP 与 PT-HSP 在不同 pH 值缓冲液中的粒径变化 

Fig. 4  Particle size change of T-HSP and PT-HSP in 
different pH buffer  

 
图 5  T-HSP 与 PT-HSP 在 PBS 缓冲液中的稳定性(pH 7.4，

0.15 mol·L1) 
Fig. 5  Stability of T-HSP and PT-HSP in PBS buffer(pH 7.4, 

0.15 mol·L1)  

 
图 6  T-HSP 与 PT-HSP 在 4.5% BSA 溶液中的稳定性(pH 

7.4，0.15 mol·L1) 

Fig. 6  Stability of T-HSP and PT-HSP in 4.5% BSA(pH 7.4, 

0.15 mol·L1) 

3.6  载药 PT-HSP 释药特性的研究 

根据标准曲线，经计算，以时间点为横坐标，

PTX 的累积释放百分率为纵坐标，绘制释放曲线。

结果显示，载 PTX 的 PT-HSP 纳米粒在 pH 6.5 时

的释放呈现先快后慢的释药模式，在 2，8，24 h

的累积释放百分率分别为 (33.3±3.3)%， (60.0± 

1.7)%和(80.5±2.0)%。而在 pH 7.4 时，载 PTX 的

PT-HSP 纳米粒在对应时间点的累积释放百分率分

别为(10.4±2.2)%，(28.0±3.3)%和(41.7±5.0)%，显

著慢于 pH 6.5 时的释放速率(P<0.01)。结果见图 7。 

 
图 7  不同 pH 条件下 PT-HSP 释放曲线 

Fig. 7  In vitro release of PT-HSP under different pH  

4  结论 

本研究成功构建了对肿瘤 pH 敏感的 PT-HSP

智能纳米递药载体，其 外层 PSPA 通过静电相互

作用与T-HSP结合，得到修饰Tat/PSPA的PT-HSP。

由于体内肿瘤部位的 pH 比正常组织略低，PT-HSP

在肿瘤弱酸条件下去包衣化，PEG 长链脱落暴露

出 Tat，增强 HSP 纳米粒在肿瘤组织的渗透能力；

在生理 pH 条件下包衣化，PEG 长链掩盖 Tat 的穿

膜作用，使其不易被细胞摄取，实现了对肿瘤的

特异性摄取增强，从而减少了 PTX 在正常组织的

不良反应。通过这种 pH 敏感的包衣-去包衣转变，

使 Tat 肽在正常组织被掩盖而在肿瘤组织被暴露，

实现“智能”的肿瘤靶向性。T-HSP 的平均粒径为

(71.5±12.7)nm，较 HSP 明显增加，Zeta 电位为

(9.7±0.8)mV ； PT-HSP 的 平 均 粒 径 为 (154.4± 

23.6)nm，Zeta 电位为(2.6±0.7)mV。透射电镜可

清晰地观察到 PT-HSP 呈明显的“形态云”。纳米

粒度仪检测 PT-HSP 在不同 pH 下的粒径变化，证

明其在 pH 6.5 附近发生包衣-去包衣的转变。

PT-HSP 在 pH 7.4 的 PBS 及含 4.5% BSA 的 PBS

中均保持了较好的稳定性，表明 PSPA 包衣层的保

护可以使 PT-HSP 免受血浆蛋白的吸附。目前上市

的 PTX 白蛋白纳米粒中 PTX 的包载不使用交联

剂，采用简单的物理吸附作用包载药物，因此 PTX

较易从白蛋白纳米粒表面释放。白蛋白纳米粒的

无肿瘤靶向性，主要依靠 EPR 效应被动进入肿瘤

组织，但再难以向肿瘤深处渗透；同时其在多种

组织中均有分布，在减少 PTX 对正常组织的不良

反应方面效果不好。本研究采用的 HSP 蛋白具有
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独特的亚基解体-重组装特性，利用此过程包载

PTX，可以使大部分药物包封在蛋白外壳内，同时

由于包覆于 HSP 蛋白外部的亲水性 PSPA 包衣层

的阻碍，PTX 在包衣未脱离时体外释放(模拟血液

环境)较为缓慢，24 h 仅释放 40%左右，表明其在

血液循环时泄漏的比例低。 

综上所述，PT-HSP 纳米载体具有良好 pH 敏

感性和肿瘤靶向性，可显著增强了 PTX 的抗肿瘤

效果，减少了不良反应，是一种前景广阔的抗肿

瘤药物递药载体。 
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