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聚己内酯-紫杉醇高分子前药的合成及性能研究 
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摘要  利用侧链带有羧基的官能化两亲性聚己内酯基共聚物 Pluronic-b-poly(ε-caprolactone-co-6-carboxylic-ε- caprolac-

tone) [Pluronic-b-P(CL-co-CCL), FC]为底物, 与紫杉醇(PTX)反应得到了一系列PTX的聚合物前药FCPTX. 通过核磁共

振(1H NMR)和高效液相色谱(HPLC)表征了聚合物前药结构并分析了前药中的 PTX 接枝率. 通过聚合物前药胶束进一

步物理包载 PTX, 得到载有 PTX 的聚合物前药胶束 PTX/FCPTX, 其载药量和包封率随着前药 FCPTX 中的 PTX 接枝

率的增加而提高. 利用荧光光谱(FS)、透射电镜(TEM)和粒径分析仪(DLS)表征了胶束的临界胶束浓度(CMC), 形态和

粒径. 体外细胞评价表明, 聚合物前药 FCPTX 具有较高的胞内累积量和良好的血液相容性、能有效降低紫杉醇的药物

毒性. 作为一种优秀的药物载体, 聚合物前药 FCPTX 在联合化疗领域有着较大的应用潜力.  

关键词  己内酯; 聚合物前药; 紫杉醇; 胶束 
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Abstract  This study presents a paclitaxel (PTX) based polymeric prodrug (FCPTX) using functionalized Pluron-
ic-b-poly(ε-caprolactone) bearing carboxyl groups [pluronic-b-poly(ε-caprolactone-co-6-carboxylic-ε-caprolactone), Pluron-
ic-b-P(CL-co-CCL), FC] as the substrate by a dicyclohexylcarbodiimide/4-dimethylaminopyridine-catalyzed 
(DCC/DMAP-catalyzed) esterification reaction. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and 1H NMR were em-
ployed together to prove the successful reaction and confirmed the structure and composition of FCPTX. The result revealed that 
the 2'-OH of PTX participated in reaction and the PTX content in FCPTX was up to 18.3 wt%. The polymeric prodrug could 
self-assemble into micelles via an emulsion/solvent evaporation technique. Furthermore, the micelle was used as the nanomicel-
lar carrier for delivery of free PTX. TEM and DLS were used to study the size and morphologies of the FCPTX micelles and 
PTX-loaded FCPTX (PTX/FCPTX) micelles. The results demonstrated that the two micelles were spherical spheres with narrow 
distribution and the size of PTX/FCPTX micelles was larger than that of FCPTX micelles due to the micellar core was enlarged 
by the loaded drug. The drug loading content (DLC) and drug loading efficiency (DLE) demonstrated that the great drug loading 
capability of FCPTX for free PTX which could be attributed to the fact that the excellent compatibility between drug and micel-
lar core. The sustained in vitro release of PTX/FCPTX was due to that the forceful intermolecular interaction between conjugat-
ed PTX on the polymer and the encapsulated PTX, also, the forceful intermolecular interaction led to the high residual of PTX 
(only 33.0% total release after 72 h at pH 7.4). However, in the lower pH environment, the drug release was accelerated due to 
hydrolysis of ester bond and disaggregation of micelles. In vitro antitumor experiments showed that the cytotoxicity of the con-
jugated PTX was reduced due to that the 2'-OH of PTX was reacted and the drug activity was crippled. The PTX/FCPTX mi-
celles revealed high antitumor activity due to the high cellular accumulation by micelle delivery. Subsequently, the great blood 
compatibility of FCPTX micelles and PTX/FCPTX micelles were obtained. All of the results demonstrated the use of the poly-
meric conjugated PTX as the core of the polymeric micelles afforded an ideal affinity site for free PTX and had a marvelous 
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potential in combination chemotherapy. 
Keywords  ε-caprolactone; polymeric prodrug; paclitaxel; micelle 

   
1  引言 

聚合物前药系统是将药物通过共价键连接到聚合

物上得到通过化学键接的载药系统[1～4], 由于其药物释

放需要切断化学键, 因此具有较好的缓释效果, 并且往

往通过实现和药物的活性点反应得到药物惰性的聚合

物前药, 在释放过程中切断化学键重新得到具有药物活

性的游离药物[5]. Yan等[6]报道了利用亲水性的超支化聚

醚酯通过琥珀酸酐偶联 PTX, 将药物作为疏水段, 自组

装形成紫杉醇(PTX)聚合物前药胶束. 最近此课题组又

开创性地利用亲水抗肿瘤药物(伊立替康)和疏水抗肿瘤

药物(苯丁酸氮芥)反应, 利用亲水药物作为亲水段, 疏

水药物作为疏水段, 自组装得到两亲性的药物-药物纳

米粒子, 实现了两种抗肿瘤药物的联合化疗, 并且该纳

米粒子具有一定程度的逆转肿瘤细胞多药耐药能力[7].  

此外, 聚合物前药本身也可以作为一种药物载体系

统, 通过包载相同或者不同药物实现联合化疗效果. 由

于前药胶束内核和被包载的药物具有相同的化学结构, 

具有极佳的聚合物-药物相容性, 可以实现较高的载药

量和包封率, 并且能够克服一般胶束载药系统所面临的

早期突释缺陷. Xie 等[8]报道了利用单甲基聚环氧乙烯

醚-聚烯丙氧基环氧丙烯醚(mPEG-b-PAGE)通过巯基乙

酸偶联 PTX, 并利用此聚合物前药再次包载 PTX, 具有

较高的载药量和包封率, 体外和体内实验结果显示其有

良好的抗肿瘤活性. Zhong 等[9]利用聚乙二醇单甲醚-b-

聚丙烯酸(PEG-b-PAA)通过具有 pH 敏感性的乙缩醛链

接 PTX, 得到了 pH 响应的 PTX 聚合物前药载体系统, 

并且利用此前药系统进一步包载阿霉素(DOX), 实现

PTX 和 DOX 的联合给药.  

紫杉醇是一类一线广谱抗肿瘤药物, 具有很强的微

管稳定功能, 疗效显著[10], 但是, 在水中的溶解度极低

(小于 1 μg•mL－1)[11], 限制其进一步的应用. 临床上使用

的配方 Taxol®是由聚氧乙烯蓖麻油(Cremophor EL)和无

水乙醇(V∶V＝50∶50)组成, 尽管增加了PTX的溶解度, 

但是相应地也带来了一系列副作用如过敏性、肾毒性和

神经毒性等[12]. 紫杉醇的结构中存在两个具有反应活

性的羟基, 文献报道 2'-OH 具有更高的反应活性, 并且

对紫杉醇药物活性有较大的贡献, 被取代后能够大幅降

低紫杉醇的药物活性[5,6]. 由于聚己内酯不含有侧基官

能团, 基于聚己内酯-紫杉醇的前药系统的研究鲜有报

道. 本研究利用侧链带有羧基的两亲性官能化聚己内酯

嵌段共聚物 Pluronic-b-P(CL-co-CCL) (FC)为底物[13], 通

过酯化反应实现与 PTX 的共价结合, 制备了聚己内酯-

紫杉醇前药系统, 充分利用聚己内酯作为药物载体系统

的生物可降解和对小分子药物通透性的优势, 改善 PTX

的憎水性缺陷, 实现无 Cremophor EL 的 PTX 前药制剂. 

由于是通过侧基键接紫杉醇药物, 因此可以提高化学接

枝量, 同时由于化学键接的作用, 可以减少药物的泄露, 

并期望前药用残留羧基对细胞摄取的促进作用, 增加前

药胶束的入胞量, 并且利用此前药进一步物理包载 PTX, 

通过一系列体外实验考察其在肿瘤治疗领域的应用潜

力.  

2  结果与讨论 

2.1  紫杉醇聚合物前药 FCPTX 的合成 

如图式 1 所示, 采用侧链带有羧基的两亲性官能化

聚己内酯嵌段共聚物 Pluronic-b-P(CL-co-CCL) (FC)为

底物, 通过 DCC/DMAP 催化缩合, 与紫杉醇(PTX)发生

酯化反应, 使得 PTX 接枝到聚合物侧链得到 PTX 的聚

合物前药 FCPTX.  
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图式 1  PTX 的化学结构和聚合物前药 FCPTX 的合成路线 
Scheme 1  The chemical structure of PTX and the synthesis route of 
polymeric prodrug FCPTX 

高效液相色谱(HPLC)是以经典的液相色谱为基础,

以高压下的液体为流动相的检测过程, 具有高灵敏和快

速等特点. 我们这里采用 HPLC 检测反应进程, 证明反

应的成功进行. 图 1 是不同时间下的反应体系以及最终
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产物的 HPLC 图. 从图中可以看出, 游离的 PTX 的保留

时间在 5.92 min. 当反应进行 24 h 之后, 体系中出现了

一个新的峰, 其保留时间在 6.95 min. 并且随着反应的

进行, 游离 PTX 的峰面积减小而新的峰面积增大, 意味

着 PTX 在逐渐被反应掉, 而新出现的峰是产物前药

FCPTX 的信号峰. 通过透析除掉游离的 PTX 后, 最终

产物的 HPLC 仅在 6.95 min 处有信号峰, 证明了最终产

物中没有游离的 PTX, 并且根据此信号峰的峰面积通过

HPLC 法(见支持信息)计算产物中 PTX 的含量(表 1).  

 

图 1  FCPTX 的 HPLC 图 
Figure 1  HPLC curve of FCPTX 

聚合物前药的相对分子量通过 GPC 测定, 结果汇

总在表 1. 可以发现, 随着前药中 PTX 的含量增大, 聚

合物的分子量也相应的变大, 当 PTX 在前药中的含量

达到 18.3%时, 前药的分子量有 27 kDa, 这是因为聚合

物上不断接枝上 PTX, 导致其分子量变大.  

为了进一步证明药物键接到聚合物上, 我们通过
1H NMR 来分析聚合物前药 FCPTX 的化学结构. 图 2

是 FCPTX 的 1H NMR 谱图, 所有质子峰的归属均标于

图上. 其中 a, b, c, d, e, e'和 f 是聚合物骨架上的带有侧

羧基官能团的PCL链段的特征峰[14,15]. 根据文献报道[8], 

PTX 上两个羟基的特征峰 2'-CH 和 7-CH 的化学位移分

别在 δ 4.77 和 4.45, 而在图 2 的 FCPTX 的核磁谱图中, 

7-CH 的特征峰(峰 7)仍然存在而 2'-CH 的特征峰已经消

失, 证明了 PTX 已经通过 2'-C 上的羟基成功键接到聚 

合物上.  

 

图 2  FCPTX 的 1H NMR 谱图 
Figure 2  1H NMR spectra of FCPTX 

2.2  FCPTX 胶束和 PTX/FCPTX 胶束的表征 

2.2.1  临界胶束浓度(CMC) 

聚合物的临界胶束浓度被定义为能够形成胶束的

聚合物的最低浓度[16,17]. 其数值越低意味着胶束越稳定. 

本文通过荧光光谱法确定聚合物前药的 CMC, 从表 1

可以发现, 随着 PTX 接枝率的增大, 聚合物前药的

CMC 逐渐降低. 这是由于 PTX 是个极其疏水的分子, 

而原本带有羧基的 PCL 链段相对亲水. 当羧基逐渐被

PTX 取代后, PCL 链段也就变得相对更加疏水, 因此导

致了前药的 CMC 的降低[14].  

2.2.2  形态和粒径 

图 3综合描述了一个典型的聚合物前药 FCPTX3胶

束及其FTX/FCPTX3载药胶束的形貌和粒径分布. 其中

图 3A 和图 3C 分别是 FCPTX3 胶束和 FTX/FCPTX3 胶

束的 TEM 图. 可以观察到两者胶束都呈比较规则的球

形并且大小较为均一. 图 3B 和图 3D 分别是 FCPTX3

胶束和FTX/FCPTX3胶束的粒径分布情况, 可以发现两

者都有较好的粒径分布. 前药胶束和前药载药胶束的粒

径见表 1. 对于前药胶束而言, 其粒径随着 PTX 接枝量

的增大而增大, 这是由于 PTX 作为一种疏水性药物, 接

枝到两亲性聚合物的疏水的 PCL 段上, 相当于增加 

表 1  前药 FCPTX 的结构和载药性能的表征 
Table 1  The structure and drug loading capability of prodrug FCPTX 

Prodruga PTX in feed/wt% PTX in prodrugb/wt% Mn
c×104 CMCd/(μg•mL－1) Sizee/nm DLCf/% DLEf/% Sizeg/nm

FCPTX1 5 4.82 2.4 8.64 101.6 7.74 81.53 114.5 

FCPTX2 10 9.57 2.5 3.58 109.7 8.32 89.26 129.1 

FCPTX3 20 18.3 2.7 2.37 126.6 8.79 93.47 144.0 
a FC was the abbreviation of Pluronic-b-poly(ε-caprolactone) bearing carboxyl groups [Pluronic-b-P(CL-co-CCL)] with Mn＝22 kDa, PDI＝1.46 and every single 
molecule had 13.2 carboxyl groups on average; b determined by HPLC; c determined by GPC; d estimated by fluorescence method using pyrene as the fluorescence 
probe; e the size of FCPTX micelle determined by DLS; f the DLC and DLE of FCPTX prodrug micelle encapsulated free PTX; g the size of PTX/FCPTX micelle 
determined by DLS. 
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了两亲性聚合物的疏水段分子量, 导致其胶束内核体积

增大使得胶束粒径也相应的增大. 而前药载药胶束的粒

径要大于相应的前药胶束粒径也是由于被包载的 PTX

进入胶束内核, 同样使得内核体积增大而导致粒径增 

大[18,19].  

 
图 3  聚合物前药胶束 FCPTX3和前药载药胶束 PTX/FCPTX3的形貌

和粒径分布 
Figure 3  The size and morphology of polymeric prodrug micelles 
FCPTX3 and drug-loading polymeric prodrug micelles PTX/FCPTX3  
A, B: the size of FCPTX3 and PTX/FCPTX3, respectively; C, D: the mor-
phology of FCPTX3 and PTX/FCPTX3, respectively 

2.2.3  包封率、载药量和 PTX 体外释放曲线 

前药载药胶束的载药量和包封率见表 1. 可以发现

随着 PTX 接枝率的增大, 其对 PTX 的物理包载能力也

有了相应的提高. 这是由于聚合物和药物之间的相容性

对胶束载药能力有着比较显著的影响, 而在聚合物的疏

水段引入 PTX 后, 大大提高了疏水段和包载的 PTX 之

间的相互作用, 使得 PTX 更加容易被包载, 这一影响直

接体现在载药量和包封率的同步提高上[8].  

图 4 是 FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束在不同

pH 下的体外释放曲线. 由于 PTX 在水中的溶解度非常

小(小于 1 μg•mL－1)[11], 考虑到释放模型的漏槽条件以

及高浓度盐对 HPLC 色谱柱的影响, 本工作选用含 0.5 

wt% Tween 80 的 PBS 溶液(pH 7.4 和 5.0)作为释放介  

质[8,20]. 从图 4 中可以发现, FCPTX3 胶束在两种 pH 环

境下均不存在突释现象, 当 pH＝7.4 时, 72 h 后的释放

量仅为 8.3%, 而当 pH＝5.0 时, 其 72 h 后的释放量有了

明显上升, 达到 17.4%, 这是由于在聚合物前药 FCPTX

中, 药物和聚合物通过酯键偶联, 其药物释放需要通过

水解酯键才能实现, 而一般情况下酯键在 PBS (pH 7.4)

环境中是比较稳定的, 而在模拟肿瘤细胞内部的弱酸性

环境中, 酯键相对容易水解. 此外 FCPTX 中残留未反

应的羧基, 它也能对酯键水解有催化加速作用. 这一结

果也在一定程度证明了此聚合物前药的稳定性[8]. 同时, 

由PTX/FCPTX3胶束的释放曲线可以发现, 相比较于游

离药物 PTX (12 h 释放 82.6%), PTX 从聚合物前药

FCPTX3 中释放同样没有突释发生. 另外, PTX 在 pH 

7.4 环境下最终释放量也很低(72 h 后释放 33.0%), 这意

味着有大量的 PTX 依然被胶束包埋. 这是由于 FCPTX

前药胶束的内核与包载的 PTX 具有相同的化学结构, 

彼此存在强烈的相互作用, 具有极佳的聚合物-药物相

容性, 使得 PTX 更加容易滞留在胶束内核而不被释放, 

使得一般载药胶束的早期突释变得很不明显[20]. 然而

当 pH＝5.0 时, PTX/FCPTX3 胶束的最终释放量有了大

幅提高, 达到 56.9%. 这是由于在弱酸性环境下, 由聚

酯构成的胶束内核也发生了降解导致胶束的解离, 使得

药物从胶束内核释放出来.  

 

图 4  PTX, FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束分别在 37 ℃下 pH 7.4
和 5.0 的 PBS 缓冲溶液(含 0.5 wt% Tween 80)中的体外释放曲线 
Figure 4  Typical in vitro release profile of FCPTX and PTX/FCPTX in 
phosphate buffer (pH 7.4 and 5.0) containing 0.5 wt% Tween 80 at 37 ℃, 
sample is FCPTX3 and PTX/FCPTX3 

2.3  FCPTX 胶束和 PTX/FCPTX 胶束的体外药效学评

价 

胶束通常经由细胞内吞的方式进入细胞内部. 细胞

对载药胶束的摄取是影响其药效的一个重要的因素. 我

们通过包载香豆素-6 来实现胶束的体外示踪, 并通过细

胞内香豆素-6 的荧光强度定性的观察胶束的胞内累积.  

图 5 是 FCPTX 胶束的细胞摄取的荧光照片. 从图中

可以发现, 随着 PTX 的接枝率的增大, 其前药胶束的入

胞量发生了有限的降低. 这是由于 FCPTX 中含有未反应

的羧基, 而根据文献报道, 羧基的存在能够促进胶束被

细胞摄取, 并且表现出一定程度的剂量依赖特征[21]. 由

于从 FCPTX1 到 FCPTX3, PTX 的接枝率逐渐增大, 前药

中残留的羧基数量相对逐渐减小, 因此 FCPTX3 胶束的

入胞量相对较小. 但是和不带官能团的 Pluronic-b-PCL 

(FC0)胶束相比, 由于前药胶束中残留羧基的存在, 其入
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胞量仍然要明显大于 FC0 胶束. 证明了前药胶束有着比

普通的 Pluronic-b-PCL 胶束更好的给药效率.  

 

图 5  FCPTX 胶束的细胞摄取 
Figure 5  The cellular uptake of FCPTX micelles  
A: FC micelles; B: FCPTX1 micelles; C: FCPTX2 micelles; D: FCPTX3 
micelles 

药物制剂的体外药效可以通过比较其对肿瘤细胞

的生长抑制能力来评价. 图 6 是通过 MTT 法得到的

PTX、FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束对 C6 细胞的

体外生长抑制曲线, 并且根据此结果利用 GraphPad 

Prism® 6.0 软件计算得到 PTX, FCPTX3 胶束和

PTX/FCPTX3胶束体外抗C6细胞的 IC50值分别为101.1, 

148.5 和 83.63 ng•mL－1. 有文献已经证实了 PTX 2'-C 羟

基在其促进微管蛋白聚合中有较大的贡献, 被取代则会

极大的降低其药物活性[5,6]. 另一方面, 由于药物和聚合

物之间的化学键接, 导致具有药物活性的 PTX 在细胞

内环境中被缓慢释放, 以上原因是前药 FCPTX3 的 IC50 

值高于 PTX 的 IC50值的原因[22]. 而 PTX/FCPTX3 胶束

的 IC50值低于 PTX 的 IC50值的原因则是由于 PTX 被胶

束包载之后更容易被摄取而进入细胞, 有着比游离 PTX 

 

图 6  PTX, FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的体外细胞毒性 
Figure 6  In vitro cytotoxicity of PTX, FCPTX3 and PTX/FCPTX3 
against C6 glioma cells 

更高的递送效率, 同时被包载的药物又能在细胞内很快

被释放出来, 因此 PTX 载药胶束往往具有较高的抑制

肿瘤细胞生长活性[23]. 

前药胶束和前药载药胶束的细胞凋亡结果进一步

验证了其对C6细胞的生长抑制效率(图 7). 从图中可知, 

PTX 组的早期凋亡和晚期凋亡分别为 7.97%和 11.62%.

而 FCPTX 组的早期凋亡和晚期凋亡分别为 6.79%和

11.70%, PTX 接枝到聚合物上能降低其药物活性. 而

PTX/FCPTX 组的早期凋亡和晚期凋亡分别为 11.54%和 

 

图7  C6细胞分别在PTX (A), FCPTX3 (B)和PTX/FCPTX3 (C)下的凋

亡 
Figure 7  Induction of apoptosis on C6 glioma cells by PTX (A), 
FCPTX3 (B) and PTX/FCPTX3 (C) 
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6.81%. 说明前药载药胶束有着最好的促进C6细胞凋亡

的能力, 这结果也是与胶束的 MTT 结果一致的. 

2.4  FCPTX3胶束和PTX/FCPTX3胶束的体外血液安

全性评价 

血液安全性, 包括溶血特性和血细胞诱导聚集特性, 

是用来衡量一种药物制剂是否适合注射给药的重要指

标[25,26]. 图 8 是聚合物前药 FCPTX3 胶束和聚合物前药

载药 PTX/FCPTX3 胶束的溶血特征考察. 从图中可见, 

相比较于 PTX, FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的溶

血特征都不明显, PTX 无论是被键接到聚合物上还是被

包载, 其溶血性被大幅降低了. 这是由于无论是 FCPTX

胶束还是PTX/FCPTX胶束, PTX都在胶束内核, 隔绝了

PTX 和血液的相互接触[27,28].  

 

图 8  PTX, FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束在不同 PTX 浓度下的

溶血率 
Figure 8  Hemolysis of PTX, FCPTX3 and PTX/FCPTX3 at various 
PTX concentration 

图 9 是 FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的红细

胞聚集情况, 由于细胞膜表面带负电, PEI 作为一种阳

离子聚合物, 具有很强的细胞毒性, 常在红细胞聚集实

验中用作阳性对照 . 相比较于 PEI, 可见无论是

FCPTX3胶束还是PTX/FCPTX3胶束都不会导致红细胞

聚集, 这是由于胶束的壳层是 Pluronic 链段, 其能抑制

血细胞粘附, 具有一定的抗凝血性, 因此 Pluronic 作为

壳层的胶束不会导致红细胞聚集[25,28]. 从溶血实验结果

和红细胞聚集实验结果中可见 , FCPTX3 胶束和

PTX/FCPTX3 胶束都具有较好的血液安全性.  

3  结论 

利用携带侧羧基官能团的聚合物 Pluron ic -b - 

P(CL-co-CCL)为底物成功合成了一系列不同接枝率的

PTX聚合物前药FCPTX. 通过乳化溶媒挥发法, 利用此

前药包载 PTX 制备得到载药前药胶束 PTX/FCPTX. 体

外实验结果表明此聚合物前药能够有效提高药物载药

量和包封率, 对于 PTX 药物具有较好的缓释效果. 该前 

 

图 9  FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的红细胞聚集照片(PTX 浓

度 0.1 mg•mL－1) 
Figure 9  The red blood cell aggregation of FCPTX3 and PTX/FCPTX3 
micelles (PTX concentration at 0.1 mg•mL－1) 
A: FCPTX3, B: PTX/FCPTX3, C: normal saline, D: PEI 

药聚合物胶束能够增加胶束的入胞量, 同时又降低了药

物的细胞毒性, 并且具有良好的血液相容性, 表明此聚

合物前药作为一种新型抗肿瘤药物有着良好的应用前

景, 并且在联合化疗方面也有一定潜力.  

4  实验部分 

4.1  FCPTX 的合成 

将 0.2 g 的 FC 加入到三次真空-氩气冲洗过的

Schlenk 瓶中, 用干燥的二氯甲烷溶解后, 加入 DCC 和

DMAP, 在室温下反应 0.5 h 后加入一定量 PTX 

[n(DCC)∶n(DMAP)∶n(PTX)＝20∶20∶1], 继续在室

温下反应 72 h, 期间用 HPLC 检测反应进行. 离心除去

沉淀后将上清液加入到透析袋(MWCO＝3500 Da)中, 

于 DMSO 相中透析 12 h 以除去未反应的 PTX, 期间四

次替换外 DMSO 相, 然后转移至水相中透析 48 h 以除

去 DMSO, 期间多次替换外水相. 透析结束后取出透析

袋中溶液, 冷冻干燥除掉水分, 得到产物 FCPTX, 采用
1H NMR 和 HPLC 测定其结构和 PTX 含量.  

4.2  FCPTX 胶束和 PTX/FCPTX 胶束的制备 

前药胶束、前药载香豆素-6 胶束和前药载药胶束采

用乳化溶媒挥发法[23]制备, 具体步骤如下描述. 将 10 

mg 前药 FCPTX 用 1 mL 二氯甲烷溶解后, 与 2 mL 胆酸

钠溶液(1 wt%)混合, 采用超声乳化法(240 W, 超声 2 s, 

间隔 1 s, 全程时间 2.4 min)制备乳液, 立即与 8 mL胆酸

钠溶液(0.5 wt%)混合, 搅拌 5 min 后, 室温下旋蒸除掉

有机溶剂, 将采用低温高速离心(TGL-16C 台式离心机, 

14500 r/min, 4 ℃, 60 min)从胶束的胆酸钠溶液中得到

胶束沉淀, 加入一定量双蒸水重旋(XW-80A 漩涡混合

器)得到胶束溶液.  
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前药载药 PTX/FCPTX 胶束制备方法则是将 10 mg

前药 FCPTX 和 1 mg PTX 共同用 1 mL 二氯甲烷溶解, 

余下步骤与上述相同. 将得到的前药载药胶束冻干后用

HPLC 法按以下公式计算其载药量 (DLC)和包封率

(DLE).  

Amount of  free PTX in the micellesDLE 100%
Total amount of  PTX added

＝ × (1) 

Amount of  free PTX in micellesDLC 100%
Weight of  micelles

＝ ×  (2) 

前药载香豆素-6胶束的制备方法是将10 mg前药和

10 μg 香豆素-6 (w＝0.1%)用 1 mL 二氯甲烷共溶, 余下

步骤与上述相同. 由于香豆素-6 的载量很低, 前药胶束

对其近乎完全包载, 其体外泄露也极低(见支持信息图

1), 因此前药载香豆素-6 胶束可用于体外示踪[29,30]. 作

为对照, 我们按照同样方法制备了载香豆素-6 的不带侧

基官能团的聚合物 FC0(材料性质见支持信息)的胶束溶

液.  

4.3  FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的体外释放 

采用透析法考察 FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶

束的体外释放行为, 释放介质为含 0.5 wt% Tween 80 的

PBS溶液(pH 7.4和pH 5.0). 具体方法如下: 在预溶胀的

透析袋(MWCO＝3500 Da)中加入 1 mL FCPTX3 胶束或

PTX/FCPTX3 胶束, 扎紧透析袋口, 将透析袋置于 39 

mL 释放介质中, 于 37 ℃, 50 r/min 的条件进行释放实

验. 在预定时间点取 200 μL 释放介质同时补入等量的

空白释放介质, 采用HPLC测定释放样品中的PTX含量, 

计算 PTX 累积释放率.  

4.4  FCPTX3胶束和PTX/FCPTX3胶束的体外药效学

评价 

采用 C6 脑胶质瘤细胞为模型肿瘤细胞, 通过包载

香豆素-6 对 FCPTX 胶束实现荧光标记, 定性观察细胞

对胶束的摄取作用[23]. 取对数生长期的 C6 细胞在 24 孔

板中按每孔 40000 个的密度接种培养 24 h, 然后换用载

香豆素-6 的前药胶束或普通胶束的 DMEM 溶液(香豆 

素-6 的浓度 200 ng•mL－1)继续培养 1 h. 结束后, 吸弃胶

束溶液并用 PBS 冲洗三次后, 用 4%的多聚甲醛溶液固

定15 min. 再次用PBS冲洗后, 通过荧光显微镜观察C6

细胞对不同前药胶束的摄取情况.  

同样采用 C6 脑胶质瘤细胞为模型肿瘤细胞, 通过

MTT 法评价 PTX、FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束

对 C6 细胞的体外毒性作用. 具体步骤如下: 将对数生

长期的 C6 细胞按每孔 5000 个的密度接种于 96 孔板中, 

加入 DMEM 在常规培养条件下培养 24 h, 之后分别加

入 PTX 浓度为 0～1000 ng•mL－1的 PTX, FCPTX3 胶束

和 PTX/FCPTX3 胶束的 DMEM 溶液继续培养 72 h, 平

行操作三份. 培养结束后移去上清液, 用 PBS 溶液(pH 

7.4)冲洗三次后加入 MTT 溶液(20 μL, 5 mg•mL－1)后继

续培养 4 h, 小心吸弃上清培液, 加入 200 μL DMSO 溶

解沉淀物. 待固体完全溶解后用酶标仪(Bio-Rad 550)于

570 nm 波长下读数, 按照以下公式计算细胞存活率, 并

根据存活率利用 GraphPad Prism® 6.0 软件计算 PTX、

FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束体外抗 C6 细胞的

IC50值.  

sample

control

OD
Cell viability 100%

OD
＝ ×  (3)  

其中 ODsample 为加入胶束的细胞孔板的 OD 值, ODcontrol

为未加入胶束的细胞孔板的 OD 值.  

前药胶束的体外药效进一步通过 C6 细胞凋亡实验

验证[23]. 取对数生长期的 C6 细胞在 6 孔板中按每孔

50000 个的密度接种培养 24 h, 然后加入前药胶束和前

药载药胶束(PTX浓度为100 ng•mL－1)继续培养24 h. 用

冷的 PBS 冲洗细胞后, 加入胰酶消化, 离心收集细胞, 

用 Annexin V-PI 染色法通过流式细胞仪统计细胞凋亡

情况.  

4.5  FCPTX3胶束和PTX/FCPTX3胶束的体外血液安

全性评价 

通过溶血实验和红细胞聚集实验来评价前药胶束

和前药载药胶束的血液安全性. 红细胞悬浮液由兔子耳

缘静脉取血后经多次加入生理盐水离心洗涤得到. 在

2.5 mL 红细胞悬浮液中加入 0.5 mL 不同浓度 PTX 的

PTX, FCPTX3 胶束和 PTX/FCPTX3 胶束的生理盐水溶

液使最终的 PTX 浓度分别为 0.1 和 0.4 mg•mL－1, 于

37 ℃下培养 3 h 后样品在 2500 r/min 下离心 10 min, 取

上清液利用紫外分光光度计(SP-1900, Shanghai Spec-

trum)测定其在 541 nm 波长处的吸光度. 蒸馏水和生理

盐水分别作为正负对照. 溶血率按照以下公式计算:  

test solution negative control

positive control negative control

ABS ABS
Hemolysis 100%

ABS ABS
－

＝
－

× (4) 

其中 ABStest solution是样品的吸光度; ABSnegative control是生

理盐水组的吸光度; ABSpostive control是蒸馏水组的吸光度.  

红细胞聚集实验步骤和上述方法类似, 同样是在

2.5 mL 红细胞悬浮液中加入 0.5 mL 的 PTX, FCPTX3 胶

束和 PTX/FCPTX3 胶束的生理盐水溶液使最终的 PTX

浓度为 0.1 mg•mL－1, 于 37 ℃下培养 1 h 后离心分离红

细胞, 用生理盐水重分散红细胞后用荧光显微镜(Leica 

DMI4000 B, Germany)在明场下观察红细胞聚集情况. 

PEI 溶液和生理盐水分别作为正负对照. 
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