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顺铂前药纳米载药系统联合丁硫氨酸亚砜亚胺增强肿瘤化疗效果的研究
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摘 要：目的  合成 4种顺铂前药并考察其自组装能力，制备聚乙二醇（PEG）化顺铂前药纳米粒，联合丁硫氨酸亚砜亚

胺（BSO）用于肿瘤的共同治疗。方法  以顺铂为原料药，合成4种顺铂前药（C6-Pt、C10-Pt、C12-Pt、C18-Pt）；采用一步

纳米沉淀法筛选出自组装能力较强的顺铂前药，制备纳米粒；完成纳米粒的外观形态、稳定性、粒径、Zeta电位及体外药

物释放考察；CCK-8法考察顺铂、C12-Pt NPs对MCF-7、B16F10、LLC、4T1的细胞毒性，以B16F10为细胞模型测定BSO

的无毒浓度及C12-Pt NPs和BSO联用的最佳摩尔比，考察顺铂、顺铂/BSO、C12-Pt NPs、C12-Pt NPs/BSO对B16F10细胞

的生长抑制作用；试剂盒法测定顺铂、顺铂/BSO、C12-Pt NPs、C12-Pt NPs/BSO处理B16F10细胞 24 h后的胞内GSH水平。

结果  成功合成 4种顺铂前药（C6-Pt、C10-Pt、C12-Pt、C18-Pt）；顺铂前药质量浓度为 1 mg·mL−1时，仅有C12-Pt能自组装

成为纳米粒（C12-Pt NPs）；C12-Pt NPs粒径分布均匀，具有较好的长期稳定性和血浆稳定性；在含 0、1 mmol·L−1 DTT的

PBS（pH 7.4）缓冲液中纳米粒释药缓慢，在含 10 mmol·L−1 DTT的PBS（pH 7.4）缓冲液中，72 h内药物释放率可达 76%；

C12-Pt NPs对 4种肿瘤细胞的抑制作用强于顺铂；对于B16F10细胞，BSO未表现出明显毒性；当顺铂前药、BSO摩尔比为

1∶40时对肿瘤细胞抑制作用最强，表明BSO对顺铂前药具有较好的化疗增敏作用；与顺铂相比，顺铂/BSO、C12-Pt NPs、

C12-Pt NPs/BSO处理后B16F10细胞中GSH水平均显著下降（P＜0.001）。结论  C12-Pt NPs制剂学性质良好，C12-Pt NPs对

多种肿瘤细胞均具有较强的生长抑制作用，BSO能够有效增强C12-Pt NPs对肿瘤的杀伤效果。
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Abstract: Objective To synthesize four cisplatin prodrugs and examine their self-assembly ability to prepare PEGylated cisplatin 

prodrug nanoparticles, combined BSO for co-treatment of tumors. Methods Four cisplatin prodrug (C6-Pt, C10-Pt, C12-Pt, C18-Pt) 

were synthesized using cisplatin as the raw material drug; a one-step nanoprecipitation method was used to screen the cisplatin 

precursors with better self-assembly ability; the appearance morphology, stability, particle size, Zeta potential and in vitro drug 

release of the nanoparticles were investigated; The cytotoxicity of cisplatin solution and C12-Pt NPs solution on MCF-7, B16F10, 

LLC, and 4T1 was examined; determination of the non-toxic concentration of BSO and the optimal molar ratio for the combination 

of C12-Pt NPs and BSO using B16F10 as a tumor cell model; the growth inhibitory effects of cisplatin solution, cisplatin/BSO 
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mixed solution, C12-Pt NPs solution and C12-Pt NPs/BSO mixed solution on B16F10 cells were examined; the intracellular GSH 

contents of B16F10 cells after 24 h treatment with cisplatin solution, cisplatin/BSO mixed solution, C12-Pt NPs solution and C12-Pt 

NPs/BSO mixed solution were determined. Results Four cisplatin prodrugs (C6-Pt, C10-Pt, C12-Pt, C18-Pt) were successfully 

synthesized; only C12-Pt could self-assemble successfully at a cisplatin prodrug concentration of 1 mg·mL−1; C12-Pt NPs had a 

uniform particle size distribution with good long-term stability and plasma stability; the drug release rate of nanoparticles was slow 

in PBS (pH 7.4) buffer containing 0 and 1 mM DTT, and up to 76% within 72 h in PBS (pH 7.4) buffer containing 10 mmol·L−1 

DTT; the inhibitory effect of C12-Pt NPs on four tumor cells was stronger than that of cisplatin solution; for B16F10 cells, BSO did 

not show significant toxicity; the strongest inhibitory effect on tumor cells was observed when the molar ratio of cisplatin prodrug: 

BSO was 1:40, indicating that BSO has a better chemotherapy sensitization effect on cisplatin prodrugs. Compared with cisplatin, 

the levels of GSH in B16F10 cells significantly decreased after treatment with cisplatin/BSO, C12-Pt NPs, and C12-Pt NPs/BSO 

(P < 0.001). Conclusion C12-Pt NPs have good formulation properties; C12-Pt NPs have strong growth inhibitory effects on a 

variety of tumor cells; BSO can effectively enhance the tumor-killing effect of C12-Pt NPs.

Key words: cisplatin prodrug; glutathione; L-buthionine sulfoximine; self-assembly; anti-tumor

顺铂是一种广谱抗癌药物，被用于多种实体瘤

的临床治疗［1］，但是耐药性和严重毒副作用限制了

其临床疗效。研究显示，肿瘤细胞中高浓度的谷胱

甘肽（GSH）能够与顺铂形成结合物，随后被外排蛋

白转移至胞外，减少了顺铂在细胞内的蓄积，进而

诱导肿瘤细胞产生耐药性［2-3］。丁硫氨酸亚砜亚

胺（BSO）是一种GSH抑制剂，能够有效下调肿瘤细

胞内GSH的水平［4］，BSO对GSH的下调作用能有效

增加肿瘤细胞对铂类制剂的敏感性［5］。

前药纳米递送系统在载药量、药动学、靶向性

以及生物安全性等方面展现出明显的优势，极大改

善了化疗药物的体内递送效率［6］。将二价顺铂

Pt（II）添加 2个轴向配体转化为 Pt（IV）［7］，可以微调

还原电位、亲脂性和动力学稳定性等性质，具有高

配位数的 Pt（IV）相比于 Pt（II）是高动力学惰性的，

能有效避免在血液循环过程中与人血清白蛋白结

合引起的毒副作用，而在肿瘤微环境中，Pt（IV）能够

被GSH还原为具有活性的Pt（II），进而靶向DNA分

子，诱导肿瘤细胞凋亡［8-9］。基于此，构建顺铂前药

纳米载药系统并联合 BSO用于肿瘤治疗将有望改

善目前存在的耐药性或毒副作用等缺陷。

1　材料

1.1　主要仪器

DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器（南京沃

中仪器设备有限公司）；2XZ-2旋片式真空泵（北京

中兴伟业世纪仪器有限公司）；ME204E/02 万分之

一电子天平（上海梅特勒-托利多国际贸易有限公

司）；DD2-400-MR核磁共振波谱仪（美国安捷伦）；

倒置生物显微镜（南京江南永新光学有限公司）；

318C+全自动酶标仪（上海赣闽分析仪器有限

公司）。

1.2　主要材料

顺 铂（ 山 东 铂 源 药 业 有 限 公 司 ，批 号 ：

180602CI，质量分数95%）；30%过氧化氢（西陇科学

股份有限公司）；正己酸酐、癸酸酐、月桂酸酐、硬脂

酸酐（上海麦克林生化科技有限公司）；乙醚（上海

润捷化学试剂有限公司）；无水乙醇（江苏强盛功能

化学股份有限公司）；N，N-二甲基甲酰胺［阿达玛斯

贝塔（上海）化学试剂有限公司］；顺铂前药（实验室

自制）；BSO（沈阳德汇骏业科技有限公司）；GSH测

定试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

1.3　细胞系

MCF-7、B16F10、LLC、4T1 细胞由安徽中医药

大学科研中心提供。

2　方法

2.1　顺铂前药的合成

称取 600.06 mg（2 mmol）顺铂于 100 mL圆底烧

瓶中，加入 40 mL过氧化氢（30%），在 75 ℃下避光

反应 8 h，得到澄清溶液，待反应溶液冷却至室温

后冷藏过夜，得到亮黄色晶体后抽滤，用水、丙

酮、乙醚洗涤晶体，即得到四价的双侧轴向羟

基 的 顺 铂［Cis（IV）-2OH］。将 上 述 制 备 的

Cis（IV）-2OH（100 mg，0.3 mmol）悬浮于 5 mL N，

N-二甲基甲酰胺中，在 50 ℃搅拌下加入 3倍摩尔当

量的相应酸酐（正己酸酐、癸酸酐、月桂酸酐、硬脂

酸酐），在氮气保护、避光条件下搅拌至溶液澄清后

停止反应，减压旋蒸除去大部分溶液后加入冷的乙

醚，抽滤，得到淡黄色粉末，再用冷乙醚和丙酮淋洗

数次，真空干燥，得到C6-Pt、C10-Pt、C12-Pt、C18-Pt 

4种目标产物。具体合成路线见图 1。经高分辨质

谱（ESI-MS）、核磁共振氢谱（1H-NMR）对 4 种目标

产物的结构进行表征，结果显示其结构与相对分子
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质量均与目标产物一致，表明成功合成 4 种顺铂

前药。

2.2　顺铂前药纳米粒的制备与制剂学评价

2.2.1　顺铂前药纳米粒的制备 在超声作用下，分

别将C6-Pt、C10-Pt、C12-Pt、C18-Pt与二十四碳六烯

酰 基 磷 脂 酰 乙 醇 胺（DSPE）- 聚 乙 二 醇 单 甲

醚（mPEG2k）共同溶解于 0.3 mL四氢呋喃与乙醇的

混合溶液中，缓慢滴加至 2 mL搅拌的去离子水中，

形成顺铂前药自组装纳米体系，之后在 30 ℃下减压

旋转蒸发，除去纳米体系中残留的有机溶剂，即得

所需纳米粒。

顺铂前药纳米体系自组装结果及外观图分别

见表 1、图 2。当顺铂前药质量浓度为 0.5 mg·mL−1

时，C6-Pt难以自组装成功，外观无乳光；C10-Pt有微

弱乳光，但底部有沉淀产生；而 C12-Pt和 C18-Pt均

能形成外观均匀透明且具有较强乳光的纳米体系，

马尔文粒径仪测定 C12-Pt NPs 和 C18-Pt NPs 的粒

径分别为（173.56±1.40）nm 和（189.70±1.10）nm，

聚合物分散性指数（PDI）分别为 0.15±0.03 和

0.14±0.03。而当顺铂前药质量浓度提升至1 mg·mL−1

时，C18-Pt的底部出现沉淀，仅有 C12-Pt能形成稳

定纳米粒体系，表明 C12-Pt 具有较好的自组装能

力，因此选择 C12-Pt NPs 作为研究对象进行后续

实验。

2.2.2　粒径、Zeta电位与外观形态 将 C12-Pt NPs

用去离子水稀释 20倍，采用马尔文粒径仪测定纳米

粒的粒径、PDI、Zeta 电位；将 C12-Pt NPs 分别用去

离子水稀释 20 倍，滴加到碳膜覆盖的铜网上静

置 1 min，自然干燥后用磷钨酸染液负染 2 min，用滤

纸吸取多余液体，自然干燥，采用透射电子显微镜

观察C12-Pt NPs的形态并拍照记录。

如图 3所示，C12-Pt NPs的粒径分布均匀，外观

形态规整，粒径为（182.60±1.20）nm，PDI为 0.21±

0.02，Zeta 电位为（−29.60±0.28）mV。较小的粒径

和负的 Zeta电位有助于延长药物在体内的循环时

间，并且通过高通透性和滞留效应（EPR）增强药物

在肿瘤组织的蓄积［10］。

2.2.3　顺铂前药纳米粒的稳定性考察 以粒径和

PDI 为指标，将 C12-Pt NPs 用去离子水稀释 20 倍，

放置于 4 ℃环境中避光储存 1个月，检测粒径及PDI

变化考察纳米粒的长期稳定性；使用含 10% FBS的

PBS（pH 7.4）缓冲液将 C12-Pt NPs稀释 20倍，置于

37 ℃，100 r·min−1摇床中，分别于特定时间点（0.5、

2.0、4.0、6.0、8.0、12.0、24.0、48.0 h）测定粒径变化情

况，考察C12-Pt NPs的血清稳定性。

C12-Pt NPs在 4 ℃储存 30 d的稳定性结果如图

表1　4种纳米粒的粒径及PDI（x
—

±s， n=3）

Table 1　Particle size and PDI of four nanoparticles (x
—

±

s, n=3)

纳米

体系

C6-Pt

C10-Pt

C12-Pt

C18-Pt

0.5 mg·mL−1

粒径/nm

/

/

173.56±1.40

189.70±1.10

PDI

/

/

0.15±0.03

0.14±0.03

1.0 mg·mL−1

粒径/nm

/

/

182.60±1.20

/

PDI

/

/

0.21±0.02

/

图1　顺铂前药的合成方法

Fig. 1　Synthesis method of cisplatin prodrug

图3　C12-Pt NPs的粒径分布、透射电镜图（A）以及Zeta电

位（B）

Fig. 3　Particle size distribution， transmission electron mi‐

croscopy (A) and Zeta potential (B) of C12-Pt NPs

图2　顺铂前药自组装外观图

Fig. 2　Self-assembly appearance of cisplatin prodrug
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4-A、B所示，粒径和PDI未发生明显改变，表明其具

有较好的长期稳定性。如图 4-C 所示，在含 10% 

FBS的PBS（pH 7.4）缓冲液中，C12-Pt NPs在 48 h内

粒径无明显变化，表现其具有较好的血清稳定性。

2.2.4　顺铂前药纳米粒的体外释放 以二硫苏糖

醇（DTT）模拟肿瘤内部还原性的微环境，取 2 mL 

C12-Pt NPs溶液分别加至 20 mL含 0、1、10 mmol·L−1 

DTT 的 PBS（pH 7.4）缓冲液中 ，放置于 37 ℃ ，

110 r ·min−1转速的摇床中恒温振荡，分别在 2、4、6、

8、12、24、48、72 h取出 0.2 mL释放介质，使用HPLC

测定其中剩余顺铂前药的含量，并计算出 C12-Pt 

NPs的释药速率，释放过程均在避光条件下进行。

结果如图 5 所示，在 0 mmol·L−1 DTT 中 C12-Pt 

NPs几乎没有释放药物，在 1 mmol·L−1 DTT中仅释

放了约 49.91%的药物，而在 10 mmol·L−1 DTT中，纳

米粒在 72 h内的释药量高达 73.45%，该实验结果表

明C12-Pt NPs具有较好的还原响应能力。

2.3　顺铂前药的体外细胞实验

2.3.1　顺铂前药纳米粒的细胞毒性 将 MCF-7、

B16F10、LLC、4T1分别以每孔 2 000个细胞的密度

接种至 96孔板中孵育 24 h，待细胞贴壁后弃去旧培

养基，加入含顺铂或 C12-Pt NPs（系列浓度见图 6）

的含药培养基，每组平行 5个复孔，继续培养 48 h，

采用CCK-8法考察顺铂和C12-Pt NPs对上述 4种细

胞的毒性，并计算药物的 IC50值。

结果如图 6 和表 2 所示，顺铂和 C12-Pt NPs 对

肿瘤细胞均有一定的生长抑制作用，且呈浓度相关

性，其中C12-Pt NPs相比于顺铂溶液剂具有更强的

细胞毒性，这可能是由于纳米粒以胞吞形式进入肿

瘤细胞，具有更好的递送效率。

2.3.2　C12-Pt NPs/BSO 的比例筛选 BSO 对细胞

中GSH的合成具有不可逆的抑制作用，将BSO用于

肿瘤化疗增敏具有很好的前景［11-12］。据文献报道，

B16F10细胞内的GSH浓度较高，因此选择B16F10

图4　C12-Pt NPs的长期稳定性（A、B）和血清稳定性（C）（x
—

±s， n=3）

Fig. 4　Long-term stability （A、B） and serum stability （C） of C12-Pt NPs (x
—

±s, n=3)

图5　C12-Pt NPs在含不同浓度DTT缓冲溶液中的释放曲

线（x
—

±s， n=3）

Fig. 5　Release curves of C12-Pt NPs in buffer solutions 

containing different concentrations of DTT (x
—

±s, n=3)

图6　C12-Pt NPs或顺铂处理不同细胞系48 h后的细胞存活率（x
—

±s， n=5）

Fig. 6　Viability of different cell lines treated with C12-Pt NPs or 顺铂 for 48 h (x
—

±s, n=5)
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作为肿瘤细胞模型，探究BSO对铂制剂的化疗增敏

作用［13］。由于 BSO 在高剂量时会对细胞产生毒

性［14］，因此在研究BSO对化疗药物增敏作用时，需

要测定其安全浓度范围。细胞毒性实验方法

与“2.3.1”项相同，采用 CCK-8 法考察不同浓度的

BSO（6.25～400.00 μmol·L−1）对B16F10细胞存活率

的影响；采用 CCK-8 法考察不同摩尔比的 C12-Pt 

NPs/BSO（铂浓度为0.004 89至5.0 μmol·L−1，BSO以

C12-Pt NPs 的 40、20、10、5 倍当量加入）对 B16F10

细胞存活率的影响，筛选出C12-Pt NPs/BSO的最佳

比例；考察顺铂、顺铂/BSO、C12-Pt NPs 和 C12-Pt 

NPs/BSO（系列浓度见图7）对B16F10细胞的毒性。

BSO 对 B16F10 的细胞毒性如图 7-A 所示，当

BSO浓度达到 200 μmol·L−1时，B16F10的细胞存活

率仍能达到 79.15%，表明 BSO 具有较好的生物安

全性。

不同比例的C12-Pt NPs/BSO处理B16F10细胞

48 h后的细胞生长情况如图 7-B 所示，其中 C12-Pt 

NPs的 IC50值为 0.91 μmol·L−1，C12-Pt NPs/BSO的摩

尔比为 1∶40、1∶20、1∶10、1∶5时，相应 IC50值分别为

下降至 0.44、0.57、0.87、0.86 μmol·L−1，由实验结果

可知，随着BSO加入的比例增大，肿瘤细胞的存活

率逐渐降低，当 C12-Pt NPs/BSO 的比例达到 1∶40

时，C12-Pt NPs/BSO 对细胞的生长抑制作用最强，

IC50值最低，因此选择 C12-Pt NPs/BSO 的摩尔比为

1∶40进行后续实验。

顺铂、顺铂/BSO、C12-Pt NPs 和 C12-Pt NPs/

BSO对细胞的生长抑制作用呈剂量相关性，IC50值

分别为 3.40、3.32、0.91、0.30 μmol·L−1，结果如图 7-C

所示，联合BSO的C12-Pt NPs对细胞表现出更强的毒

性，表明BSO对铂类制剂具有较好的化疗增敏作用。

2.3.3　细胞内GSH含量测定 将B16F10细胞接种

至 6孔板中，孵育 12 h待细胞贴壁后弃去旧培养基，

加 入 顺 铂 、顺 铂/BSO、C12-Pt NPs、C12-Pt NPs/

BSO（顺铂浓度为 10 μmol·L−1，BSO 与铂制剂比例

为 40∶1），每组平行 3个复孔，置于培养箱继续孵育

24 h，弃去含药培养基，用冷的 PBS洗涤 3次，放置

于冰上裂解细胞，并测定蛋白浓度，另取细胞悬液

离心后用试剂盒测定GSH含量。

GSH可以与顺铂形成结合物导致药效下降，并

被药物外排泵转移至胞外，导致顺铂在细胞内的蓄

积减少，引起细胞耐药［15］。GSH耗竭策略已被用于

解决铂类药物的耐药性问题［16］。如图 8所示，与顺

铂相比，顺铂/BSO 和 C12-Pt NPs处理后 B16F10细

胞中GSH含量均显著下降（P＜0.001），表明BSO具

表2　C12-Pt NPs或顺铂处理细胞48 h后的 IC50值

Table 2　IC50 values of cells treated with C12-Pt NPs or 

cisplatin after 48 h

药物

顺铂

C12-Pt NPs

IC50/（μmol·L−1）

LLC

0.785

0.038

B16F10

3.40

0.91

4T1

2.16

0.19

MCF-7

6.03

0.64

图7　不同浓度BSO（A）、不同比例C12-Pt NPs/BSO（B）、BSO增敏作用下的铂制剂（C）对B16F10细胞的存活率影响（x
—
±s， n=5）

Fig. 7　Effect of different concentrations of BSO (A), different ratios of C12-Pt NPs/BSO mixture (B), and platinum prepara‐

tion under sensitizing effect of BSO (C) on survival rate of B16F10 cells (x
—

±s, n=5)

**P＜0.01  ***P＜0.001
**P < 0.01  ***P < 0.001

图8　不同溶液剂处理B16F10细胞后胞内GSH水平（x
—

±s， 

n=3）

Fig. 8　GSH percentage of B16F10 cells treated with differ‐

ent solution agents (x
—

±s, n=3)
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有下调GSH水平的特性，C12-Pt NPs也能有效耗竭

瘤细胞中 GSH。其中 C12-Pt NPs/BSO 对细胞内的

GSH下调作用最强，与顺铂、顺铂/BSO比较均差异

显著（P＜0.01、0.001）。

2.4　数据分析

数据应用 GraphPad Prism 7.00 处理分析并绘

图，结果用 x
—
±s表示，经过单因素方差分析判断是

否具有显著性差异。

3　讨论

肿瘤血管之间有 100～780 nm的间隙，而 C12-

Pt NPs的粒径小于 200 nm，这一粒径范围保证了纳

米粒具有较好的EPR效应，有利于提高药物在肿瘤

组织的蓄积［17］。研究表明，肿瘤细胞中GSH表达水

平高达 1～10 mmol·L−1，而正常血液循环中的 GSH

水平为 1～10 μmol·L−1，GSH 水平的差异为构建还

原响应型纳米粒提供了思路［18-19］。通过 DTT 模拟

肿瘤微环境中高还原性微环境，考察了C12-Pt NPs

在不同浓度DTT的PBS（pH 7.4）缓冲液中释药速度

的变化，表明其具有还原响应的特性，肿瘤细胞内

的高还原特性（GSH浓度高达 10 mmol·L−1）可以使

纳米粒进入肿瘤细胞后快速释放药物，发挥抗肿瘤

效果。BSO是一种常用的化疗增敏剂［20］，为了排除

BSO自身存在的细胞毒性，对BSO的安全浓度范围

进行了考察，结果表明 BSO 具有较好的生物安全

性。为了进一步研究 BSO对铂制剂的化疗增敏作

用，在BSO安全浓度范围内筛选了C12-Pt NPs/BSO

联合用药的最佳比例，当C12-Pt NPs/BSO摩尔比为

1∶40 时，抗肿瘤效果最强。细胞毒性实验结果表

明，C12-Pt NPs对肿瘤细胞的生长抑制作用强于顺

铂溶液剂，这可能是由于溶液剂中的药物通过被动

扩散进入肿瘤细胞，相比于同等剂量的溶液剂，纳

米粒不仅通过内吞作用进入细胞，药物递送效率最

强，同时还能够耗竭肿瘤细胞中的 GSH［21］，在一定

程度上改善了肿瘤耐药性，因此展现出比游离药物

溶液更好的抗肿瘤效果。本研究结果为化疗增敏

剂 BSO 联合铂制剂增强肿瘤化疗效果提供了新

思路。
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