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紫杉醇还原敏感型聚合物胶束的制备及其逆转肿瘤多药耐药的研究  

张梦欣，于英杰，董  优，宋  煜* 

福建中医药大学药学院，福建 福州  350122 

摘  要：目的  合成还原敏感型透明质酸-熊果酸聚合物（hyaluronic acid-cystamine-ursolic acid，HSU）和非还原敏感型透明

质酸-熊果酸聚合物（hyaluronic acid-ursolic acid，HU），包载紫杉醇制备成聚合物胶束（PTX-HSU 和 PTX-HU），对二者的

逆转肿瘤多药耐药性进行研究。方法  通过傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FT-IR）、氢核磁共

振波谱（hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy，H1-NMR）法对 HSU 和 HU 进行表征；通过差示扫描量热（differential 

scanning calorimetry，DSC）和 X 射线衍射（X-ray diffraction，XRD）法对 PTX-HSU 进行物相鉴定；通过体外释放实验考察

PTX-HSU 和 PTX-HU 的体外释放行为；选择人乳腺癌细胞 MCF-7 和人乳腺癌紫杉醇耐药细胞株 MCF-7/ADR 细胞为细胞模

型，通过噻唑蓝比色法（MTT）实验、细胞摄取实验以及胞内谷胱甘肽（glutathione，GSH）测定实验，对 HSU 逆转肿瘤多

药耐药（multidrug resistance，MDR）进行研究。结果  通过 FT-IR、H1-NMR 表征证明了 HSU 和 HU 的成功合成；DSC、

XRD 图谱说明紫杉醇以分子状态或无定形存在于 HSU 胶束骨架中；体外释药实验中 PTX-HSU 在 3 h 内快速释放高达 80%

的紫杉醇，展现出还原响应快速释药性能；MTT 实验表明载药胶束均呈现浓度依赖性的细胞毒性，其中 PTX-HSU 呈现出一

定的 MDR 逆转效果；细胞摄取实验表明 MCF-7/ADR 对 HSU 展现出更多的摄取量，胞内 GSH 测定实验表明 HSU 降低了

MCF-7/ADR 细胞内的 GSH 表达水平（P＜0.001）。结论  PTX-HSU 作为还原敏感型聚合物胶束可通过增加细胞摄取量、下

调胞内 GSH 表达水平以实现逆转 MCF-7/ADR 细胞的多药耐药性。 
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Preparation of paclitaxel-loaded reduction-sensitive polymer micelles and their 

reversal effect on multidrug resistance in tumor 
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Abstract: Objective  To synthesize reduction-sensitive hyaluronic acid-cystamine-ursolic acid (HSU) and non-reduction-sensitive 

hyaluronic acid-ursolic acid (HU), prepare paclitaxel-loaded polymeric micelles (PTX-HSU and PTX-HU), investigate the reversal 

effect on tumor multidrug resistance (MDR) of the polymeric micelles. Methods  HSU and HU were characterized by Fourier 

transform infrared spectroscopy (FT-IR) and hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy (H1-NMR). The phase identification 

of PTX-HSU was carried out by differential scanning calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (XRD). The in vitro release behavior of 

PTX-HSU and PTX-HU was investigated by in vitro release assay. Human breast cancer cell MCF-7 and human breast cancer paclitaxel 

resistant cell line MCF-7/ADR were selected as cell models, and thiazole blue colorimetry (MTT) assay, cell uptake assay and 

intracellular glutathione (GSH) assay were performed to investigate the reversal effect of multidrug resistance in HSU. Results  The 

synthesis of HSU and HU was verified by FT-IR and H1-NMR. DSC and XRD patterns indicated that paclitaxel existed in the HSU 

micelle skeleton in the molecular state or amorphous form. It was observed that more than 80% of paclitaxel in PTX-HSU was released 

during three hours in the assay of drug release in vitro, which showed a reductive-responsive rapid drug release behavior. The drug-

loaded polymeric micelles showed concentration-dependent cytotoxicity by the MTT assay, and PTX-HSU showed a certain reversal 
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effect of MDR. The cellular uptake of PTX-HSU in vitro was examined in MCF-7/ADR cells by flow cytometry, which assay 

demonstrated that MCF-7/ADR exhibited increased uptake of HSU. The intracellular GSH assay showed that HSU decreased the 

expression of GSH in MCF-7/ADR cells (P < 0.001). Conclusion  As a reduction-sensitive polymeric micelle, PTX-HSU can be used 

to reverse multidrug resistance in MCF-7/ADR cells by increasing cellular uptake and down-regulating intracellular GSH expression. 

Key words: reduction sensitive type; polymer micelle; reverse tumor multidrug resistance; ursolic acid; paclitaxel; active targeting; 

hyaluronic acid 

 

目前，化疗仍是临床治疗乳腺癌的主要方式之

一 [1-4] 。临床研究表明，多药耐药（multidrug 

resistance，MDR）的存在是造成化疗失败和肿瘤复

发的主要原因[5-10]。MDR[11]是指癌细胞因接触一种

化疗药物产生耐药性的同时，对其他多种不同结构、

不同作用机制的化疗药物同样存在耐药性。研究表

明，乳腺癌 MDR 是多种细胞机制共同作用的结果，

主要作用机制包括跨膜蛋白过度表达[12]、谷胱甘肽

及其酶系统[13]、凋亡基因表达异常[14]、药物作用靶

点改变[15]等，致使癌细胞对化疗药摄取量减少、外

排量增加以及增加了对化疗药凋亡作用的抗性等。

基于乳腺癌 MDR 的病理特征，只考虑一种因素无

法解决化疗过程中出现的耐药性问题，因此只有从

多途径、多因素、多靶点、多角度上进行逆转才可

以更好地寻求合理的解决方案。 

本研究所合成聚合物胶束载体还原敏感型透明

质酸 -熊果酸聚合物（hyaluronic acid-cystamine-

ursolic acid，HSU）中的熊果酸除自身具有明显的抗

肿瘤活性外，还具有多靶点逆转 MDR 的功能[16]；

透明质酸作为 CD44 配体，可通过乳腺癌细胞表面

过度表达 CD44 受体进而介导促进药物细胞内吞[17]；

与正常生理环境相比，肿瘤环境下的谷胱甘肽

（glutathione，GSH）浓度高至 100～1000 倍，而二

硫键连接臂所构建的还原敏感型胶束能够在肿瘤微

环境高还原响应下快速释放化疗药物进而减少药泵

外排[18]。因此，本研究联合以上 3 种策略所构建的

还原敏感型载体用于递送化疗药紫杉醇，考察 PTX-

HSU 的体外释放行为，并对该载药胶束的细胞毒

性、细胞摄取和胞内 GSH 进行研究，以期实现逆转

乳腺癌多药耐药性的目标。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

JY92-2D 型超声波细胞破碎仪，宁波新芝生物

科技公司；Alpha1-2 LD plus 型冷冻干燥机，德国

Christ 公司；Nicolet iS5 型傅里叶变换红外光谱仪，

赛默飞世尔科技公司；NicompTM 380ZLS 型激光粒

径测定仪（DLS），美国 Santa Barbara 公司；Avance 

III 500 型核磁共振波谱仪，瑞士 Bruker 公司；H7650

型透射电子显微镜（TEM），日本日立公司；DKZ 型

系列电热恒温振荡水槽，上海一恒科技公司；Infinite 

M200 PRO 型酶标仪，瑞士 Tecan 公司；LC 2030 型

高效液相色谱仪，岛津公司；DMIi8-M 型倒置荧光

显微镜，德国 Christ 公司。 

1.2  材料 

熊果酸（批号 F1928106，质量分数≥98%）、N-

羟基琥珀酰亚胺（NHS，质量分数≥98%）、碳二亚

胺盐酸盐（EDC，质量分数≥98%）、己二酸二酰肼

（ADH，质量分数≥98%）、甲酰胺（分析纯）、二甲

基亚砜（DMSO，分析纯）、二甲基甲酰胺（DMF，

分析纯），阿拉丁生化科技公司；紫杉醇，批号 902-

1812401，质量分数≥98%，福建南方制药股份有限

公司；胱胺二盐酸盐（CYS），质量分数≥97%，梯

希爱化成工业发展公司；透明质酸，相对分子质量

9850，江苏海华生物科技有限公司；透析袋，截留

相对分子质量（MWCO）3500，上海源叶生物科技有

限公司；RMPI 1640 基础培养基、胎牛血清，Gibco

公司；MTT、香豆素-6（coumarin-6，C6，质量分数

98%），Sigma 公司。 

1.3  细胞 

人乳腺癌紫杉醇敏感细胞株 MCF-7 细胞、人乳

腺癌紫杉醇耐药细胞株 MCF-7/ADR 细胞，上海艾

研生物科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  HSU 与 HU 的合成 

合成路径如图 1 所示。本实验将熊果酸和透明

质酸中的-COOH 通过酰胺化反应分别连接在 CYS

或 ADH 两端的-NH2 上，得到具有还原敏感型的

HSU 和非还原敏感型的 HU。 

2.1.1  HSU 的合成  称取透明质酸（0.8 mmoL）置

烧瓶中，甲酰胺溶解，加入 EDC（1.6 mmoL）和 NHS

（1.6 mmoL），冰浴 0.5 h，加入 CYS（8 mmoL），搅

拌反应 24 h 后，冰丙酮沉淀、抽滤，适量水复溶，

0.8 μm 微孔滤膜滤过，超纯水透析（MWCO 3500）48 

h 后，冷冻干燥，即得 HA-CYS 纯品。 
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图 1  HSU/HU 的合成路径图 

Fig. 1  Synthesis path diagram of HSU/HU 

称取熊果酸（0.1 mmoL），置烧瓶中，30 mL 

DMF-甲酰胺（1∶1）混合溶剂溶解，加入 EDC（0.7 

mmoL）和 NHS（0.7 mmoL），冰浴 4 h，加入 HA-

CYS（0.2 mmoL），室温反应 24 h 后，冰丙酮沉淀，

抽滤，适量水复溶后，离心，上清液 0.8 μm 膜滤过，

超纯水透析（MWCO 3500）48 h 后，冷冻干燥，即得

HSU 纯品。 

2.1.2  HU 的合成  称取透明质酸（0.8 mmoL）置

烧瓶中，超纯水溶解，加入 EDC（1.6 mmoL）和 ADH

（7.5 mmoL），冰浴 1 h，室温下保持 pH 4.75 反应 2 

h，调节反应溶液至 pH 7.0，0.8 μm 微孔滤膜滤过，

超纯水透析（MWCO 3500）48 h 后，冷冻干燥，即得

HA-ADH 纯品。 

称取熊果酸（0.5 mmoL），置烧瓶中，40 mL 

DMF-甲酰胺混合溶剂溶解，加入 EDC（4.6 mmoL）

和 NHS（4.6 mmoL），冰浴 4 h，加入 0.1 g HA-ADH，

室温反应 24 h 后，冰丙酮沉淀，抽滤，适量水复溶

后，离心，上清液 0.8 μm 膜滤过，超纯水透析（MWCO 

3500）48 h 后，冷冻干燥，即得 HU 纯品。 

2.2  结构表征 

2.2.1  FT-IR 分析  分别称取透明质酸、HA-CYS、

HA-ADH、HU 和 HSU 适量，KBr 压片法，FT-IR 表

征结构。HSU、HU 及反应原料的 FT-IR 图谱如图 2

所示。1618 cm−1 和 1715 cm−1 两处吸收峰分别是透

明质酸和熊果酸结构中-COOH 的对称伸缩振动峰

（νC=O）；而在 HSU 与 HU 图谱中，并未出现熊果酸 
 

 

图 2  合成原料及聚合物 FT-IR 图 

Fig. 2  FT-IR diagram of synthetic materials and polymers 
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的特征峰，推测其已被掩盖，熊果酸经反应已生成

新键；HA-CYS 图谱中 1653、1558 cm−1 处吸收峰和

HA-ADH 图谱中 1644、1559 cm−1 处吸收峰分别对

应酰胺键对称伸缩振动峰（νC=O，酰胺 I 带）和面内

弯曲振动峰（βC=O，酰胺 II 带），证明 HA-CYS 和

HA-ADH 的成功合成；根据 HSU 图谱中 1653 cm−1

（νC=O，酰胺 I 带）、1558 cm−1（βC=O，酰胺 II 带）

和 HU 图谱中 1646 cm−1（νC=O，酰胺 I 带）、1541 

cm−1（βC=O，酰胺 II 带）处出现酰胺键特征峰，推

测 HSU 图谱和 HU 图谱中出现的酰胺键可能为熊

果酸与 2 中间体反应生成的新酰胺键吸收峰，但与

原来中间体酰胺键吸收峰重叠。为证实 HSU 和 HU

合成成功，HSU 和 HU 的结构需要通过 H1-NMR 进

一步表征。 

2.2.2  H1-NMR  分别将适量透明质酸、HA-CYS、

HA-ADH、HSU 和 HU 溶于 D2O，熊果酸溶于

DMSO-d6，H1-NMR 表征结构，并计算 CYS、ADH

以及熊果酸的取代度（degree of substitution，DS，

定义为每 100 个透明质酸单体上 CYS 和 ADH 的嫁

接个数）。HSU（D2O）、HU（D2O）及反应原料透

明质酸（D2O）、HA-CYS（D2O）、HA-ADH（D2O）、

熊果酸（DMSO-d6）的 H1-NMR 图如图 3 所示。透

明质酸特征峰出现在 δ 2.03（3H，-NH-CO-CH3）处

和 δ 3.25～4.78（2H-CH2-、H、-OH）；与透明质酸

相比，合成中间体 HA-CYS 和 HA-ADH 分别在 δ 

2.84（2H，-CH2CH2NH2-，CYS 特征峰）和 δ 1.69

（2H，-NHNHCOCH2CH2-CH2-，ADH 特征峰）、δ 

2.18～2.33（2H，-NHNHCOCH2CH2-，ADH 特征峰）

处出现的吸收峰，证明中间体合成成功，与 FT-IR

结果一致。按照透明质酸（δ 2.0）、CYS（δ 2.9）和

ADH（δ 2.6）的特征峰面积，计算出中间体 CYS 和

ADH 的 DS，分别为（31.13±1.13）%和（50.75±

2.63）%；在此基础上，HSU H1-NMR 图在 δ 0.97～

1.10、1.28～1.29 和 HU H1-NMR 图在 δ 1.28～1.29

（HU H1-NMR 图中 δ 0.97～1.10 处吸收峰由于磁各

向异性的缘故，向低场移动，被 HA-ADH 中 δ 1.14

覆盖，因此消失）处出现的吸收峰归属于熊果酸角 

 

图 3  合成原料及聚合物的 H1-NMR 图 

Fig. 3  H1-NMR diagram of synthetic materials and 

polymers 

甲基的特征吸收峰，结合 FT-IR 推测的结果，判断

熊果酸已成功接枝，HSU 和 HU 合成成功。通过熊

果酸角甲基氢（δ 1.28）与透明质酸中 N-乙酰基中

甲基氢（δ 2.0）的吸收峰面积比值，计算出 HSU 和

HU 中熊果酸的取代度分别为（3.12±0.17）%和

（3.33±0.47）%，除了中间化学连接臂结构不同，

二者取代度相差不大，因此，HU 可以做 HSU 的对

比参照。 

2.3  PTX-HSU 的制备 

固定 HSU 载体投料量为 18 mg，紫杉醇与 HSU 

质 量 比 为 1 ∶ 1.8 ， 以 粒 径 、 多 分 散 指 数

（polydispersity index，PDI）、包封率、载药量为考察

指标。精密称取 HSU 载体 18 mg，加水 3 mL，室

温溶解 30 min，逐滴滴加 25 mg/mL 的紫杉醇乙醇

溶液 400 μL 于载体水溶液中，剧烈搅拌 15 min，冰

浴探头超声 30 min，重蒸水透析过夜，0.8 μm 滤膜

滤过，即得载药胶束溶液。PTX-HU 同法可制得。 

取 500 μL 胶束溶液稀释至 5 mL，通过激光粒

度测定仪分别测定 PTX-HSU 及 PTX-HU 的平均粒

径、PDI 和 ζ 电位。结果见表 1。PTX-HSU 和 PTX-

HU 胶束 ζ 电位稳定在−18～−20 mV，这是因为透

明质酸结构中的-COOH 在水中解离为带负电荷

COO−，较大的 ζ 电位表明粒子间存在较大的斥力，

说明该胶束制剂物理稳定性良好。 

表 1  粒径及分布、ζ 电位 ( x s , n = 3) 

Table 1  Particle size and distribution, ζ potential ( x s , n = 3) 

样品 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 载药量% 包封率% 

PTX-HSU 152.8±8.5 0.105±0.010 −20.98±3.44 33.11±2.36 89.27±9.52 

PTX-HU 183.4±3.7 0.176±0.009 −18.69±2.79 30.40±1.90 85.00±10.10 

6.0       5.0       4.0       3.0       2.0       1.0        0 

δ 

透明质酸 

 

HA-CYS 

 

HSU 

 

HA-ADH 

 

HU 

 

熊果酸 
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2.4  载药量与包封率的测定 

精密量取 100 μL PTX-HSU 和 PTX-HU 胶束溶

液，甲醇稀释定容至 10 mL，参照本研究前期所建

立的方法学，采用 HPLC 法进行测定[19]。 

紫杉醇含量测定色谱条件：色谱柱为 Agilent 5 

TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-

水（75∶25）；体积流量为 1 mL/min；进样量为 20 

μL；柱温为 30 ℃；检测波长为 227 nm。分别按照

以下公式计算紫杉醇的载药量和包封率。 

载药量＝物理包载于胶束中的紫杉醇质量/载药胶束总

质量 

包封率＝物理包载于胶束中的紫杉醇质量/载药投入紫

杉醇质量 

所制备的 PTX-HSU 和 PTX-HU 均具有较高的

紫杉醇包封率（表 1），分别为（89.27±9.52）%和

（85.00±10.10）%；同时具有良好的负载效果，其载

药量分别为（33.11±2.36）%和（30.40±1.90）%。 

2.5  PTX-HSU 的物相鉴定 

称取紫杉醇、HSU、紫杉醇与 HSU 的物理混合

物（含量比与 PTX-HSU 相同）及 PTX-HSU 适量，

分别进行 DSC 分析和 XRD 测试。 

2.5.1  DSC  紫杉醇、HSU、紫杉醇与 HSU 物理混

合物、PTX-HSU 冻干粉针的 DSC 图谱如图 4 所示。

219.9 ℃（吸热峰）和 240.8 ℃（放热峰）分别为紫

杉醇的熔融峰和降解峰，说明紫杉醇是以结晶态存

在；241.3 ℃放热峰为 HSU 中修饰的熊果酸降解

峰；紫杉醇的 2 个特征峰（222.75、242.5 ℃）出现

在紫杉醇和 HSU 的物理混合物中，而未在 PTX-

HSU 载药胶束图谱中出现；PTX-HSU 载药胶束图

谱中仅出现了 HSU 中熊果酸的降解峰（241.4 ℃）；

说明紫杉醇可能以分子状态或无定形形式存在于

HSU 胶束骨架中。 

 

图 4  DSC 图谱 

Fig. 4  DSC patterns 

2.5.2  XRD  紫杉醇、HSU、紫杉醇与 HSU 物理混

合物、PTX-HSU 载药胶束的 XRD 图谱如图 5 所

示。XRD 图谱中 5°、9°和 12°处 3 个强吸收峰以及

15°～30°若干弱杂峰为紫杉醇特征峰；HSU 的 XRD

图谱在 5°～30°无任何吸收峰；紫杉醇与 HSU 物理

混合物则在 XRD 图谱中出现了紫杉醇的特征峰，

而 PTX-HSU 载药胶束图谱与 HSU 图谱相似，在

5°～30°无任何吸收峰。综合以上图谱数据，说明紫

杉醇以分子状态或无定形存在于纳米胶束骨架中。 

 

图 5  XRD 图谱 

Fig. 5  XRD patterns 

2.6  PTX-HSU 体外释药动力学考察 

配制紫杉醇质量浓度为0.5 mg/mL的PTX-HSU

和 PTX-HU 溶液，分别取 1 mL 置于透析袋（MWCO 

14 000）内，放入 50 mL 含有不同 GSH 浓度（0、

10 mmol/L）的水杨酸钠（1 mol/L）的 PBS（pH 7.4）

缓冲液中，100 r/min 恒定振速和 37 ℃温度下，考

察紫杉醇制剂的体外释放特性。分别在 0、1、3、

6、8、10、12 h 用相同体积的新鲜释放介质更新释

放介质，HPLC 测定释放介质中的紫杉醇质量浓度，

计算各取样时间点紫杉醇的累积释放量。 

体外释药结果如图 6 所示。当 GSH 浓度为 0 

mmol/L 时，PTX-HSU 和 PTX-HU 在 12 h 时累积释

药量分别为 76.31%和 67.24%，二者释药趋势一致，

均无快速释药的趋势；而在 GSH 浓度为 10 mmol/L

时，PTX-HU 累积释放量仅为 61.17%，而 PTX-HSU

累积释放量则已经达到 89.18%；PTX-HU 载药胶束

无论是 0 μmol/L 或是 10 mmol/L 的 GSH 释放介质

中，累积释放量相差不大；相对来说，PTX-HSU 在

0 μmol/L 的 GSH 释放介质中的 12 h 累积释放量与

PTX-HU 释放趋势一致，但是在 10 mmol/L 的 GSH

释放介质中在 3 h 内释放量急剧增加，呈现出快速

释放现象，推测原因可能是因为 HSU 分子结构中的

二硫键被释放介质中的 GSH 切断，促使处于 PTX- 

紫杉醇 
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图 6  载药胶束的体外释放结果 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Results of in vitro release of drug loaded micelles 

( x s , n = 3) 

HSU 载药胶束核心的紫杉醇快速释放，证明 HSU

具有还原响应快速释药的能力。 

2.7  体外逆转耐药 

MCF-7 和 MCF-7/ADR 细胞分别以 1×104个/孔

接种于 96 孔板，细胞贴壁 24 h 后，弃去培养基，

不同紫杉醇质量浓度（0.001、0.01、0.1、1、10、100 

μg/mL）的不同组（对照、紫杉醇、PTX-HSU、PTX- 

HU）含药培养基培养 48 h 后，弃去含药培养基，

100 μL/孔加入 MTT 溶液（1 mg/mL），37 ℃培养 4 

h 后，弃去培养液，加入 150 μL DMSO，570 nm 波

长测定吸光度。计算紫杉醇各制剂的半抑制浓度

（50% inhibiting concentration，IC50），按照公式和分

别计算耐药倍数和逆转倍数[20]。结果表明（表 2），

紫杉醇各制剂组对 2 种乳腺癌细胞均呈现出浓度相

关性的细胞毒性，且 PTX-HSU 制剂组的 IC50 明显

低于 PTX-HU 和紫杉醇组，说明 HSU 胶束作为载

体可增强紫杉醇对肿瘤细胞的杀伤作用。 

耐药倍数＝IC50-PTX-MCF-7/ADR/IC50-PTX-MCF-7 

逆转倍数＝IC50-PTX-MCF-7/ADR/IC50-PTX-HSU 或 PTX-HU-MCF-7/ADR 

IC50-PTX-MCF-7/ADR 为紫杉醇对 MCF-7/ADR 细胞的 IC50，IC50-

PTX-MCF-7 为紫杉醇对 MCF-7 细胞的 IC50，IC50-PTX-HSU 或 PTX-HU-

MCF-7/ADR 为 PTX-HSU 或 PTX-HU 对 MCF-7/ADR 细胞的

IC50 

表 2  体外逆转 MDR 细胞毒性结果 ( x s , n = 3) 

Table 2  Results of in vitro reversal of MDR cytotoxicity ( x s , n = 3) 

质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

MCF-7 细胞存活率/% MCF-7/ADR 细胞存活率/% 

紫杉醇 PTX-HU PTX-HSU 紫杉醇 PTX-HU PTX-HSU 

0.001 85.59±1.46 80.34±1.36 76.34±0.63* 99.11±1.68 97.63±1.49 96.37±3.20 

0.01 72.81±3.59 52.94±0.97* 41.11±1.20**# 98.16±1.22 97.55±3.64 94.62±1.11 

0.1 30.20±1.90 25.46±0.29 24.23±1.04* 94.00±1.00 93.15±2.18 93.33±0.78 

1 24.39±0.17 21.41±0.15* 20.62±0.96* 87.03±2.19 84.74±0.39 66.32±3.63**## 

10 19.72±0.14 13.48±0.41*** 11.93±0.07***# 72.93±3.01 70.97±1.09 41.88±4.50***## 

100 12.98±0.20 9.64±0.36* 9.30±0.18** 42.18±0.27 41.46±0.95 30.14±0.94***### 

与紫杉醇组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 PTX-HU 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 

*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 vs paclitaxel group; #P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 vs PTX-HU group 

在 MCF-7 的细胞毒性结果中，紫杉醇、PTX-

HU 以及 PTX-HSU 组的 IC50 分别为 0.028、0.013、

0.006 μg/mL，其中 PTX-HU 制剂组 IC50 是紫杉醇组

的 2.15 倍，推测这可能是 MCF-7 细胞表面过度表

达 CD44 受体（透明质酸靶向受体），MCF-7 细胞通

过受体介导的内吞作用增加对 PTX-HU 的摄取，使

得更多的紫杉醇进入细胞内；而 PTX-HSU 组 IC50

分别是 PTX-HU 组和紫杉醇组的 2.17 倍和 4.67 倍，

推测一方面可能是由于在受体介导的主动靶向摄取

载药胶束后肿瘤细胞内强还原敏感环境切断了

HSU 胶束中还原感二硫键，使得 PTX-HSU 中紫杉

醇相对紫杉醇组更多进入细胞的基础上，快速从胶

束内释放出来，显著提高了抗肿瘤活性；另一方面，

熊果酸自身就具有杀伤肿瘤细胞的能力，可能是

HSU 胶束断裂后的疏水端熊果酸起到了杀伤 MCF-

7 细胞的作用。 

在 MCF-7/ADR 的细胞毒性结果中，紫杉醇、

PTX-HU 以及 PTX-HSU 组的 IC50 分别为 15.01、

13.09、1.39 μg/mL。为考察 MCF-7/ADR 细胞对紫

杉醇的耐药强度以及是否可以作为体外逆转 MDR

的细胞模型，通过计算得到 MCF-7/ADR 细胞对紫

杉醇的耐药倍数为 533，表明此细胞对紫杉醇呈现

出较强的耐药性，可以作为逆转 MDR 的细胞模型。

MTT 结果表明，紫杉醇各制剂组均显示出浓度依赖

性的细胞毒性，通过各组制剂的 IC50 值计算 MDR

逆转倍数发现，PTX-HSU 组和 PTX-HU 组相对紫
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杉醇组逆转倍数分别为 10.79 倍和 1.15 倍，且 PTX-

HSU 组是 PTX-HU 组的 9.41 倍，表明 HSU 载药系

统在逆转乳腺癌 MDR 方面呈现出明显的优势。原

因推测一方面可能是由于 HSU 通过透明质酸受体

介导的内吞和连接臂 CYS 还原敏感快速释药增效

紫杉醇；另一方面可能与 HSU 中疏水端熊果酸具

有多靶点杀伤肿瘤耐药细胞的活性有关。 

2.8  体外逆转耐药的细胞机制研究 

2.8.1  HSU/HU 对细胞定性摄取的影响   MCF-

7/ADR 细胞以 1×105个/孔接种于 24 孔板，按照 0.5 

mL/孔接种于 24 孔板，37 ℃培养 24 h 后，弃去培

养基，分别加入含有 C6-HSU 和 C6-HU（胶束质量

浓度为 80 μg/mL）的培养基，37 ℃孵育 0.5 h 后，

弃去培养基，PBS 洗 5 次，于倒置荧光显微镜下成

像。结果如图 7 所示，在相同条件下，给以 C6-HSU

干预的细胞内荧光强度显著强于给以 C6-HU 干预

的细胞。据文献报道[17]，透明质酸的结构中羧基是

透明质酸靶向受体（CD44 受体）的识别位点，其羧

基的修饰程度与其靶向性有关；因此，推测可能是

由于 HU 结构中透明质酸骨架上的羧基修饰程度大

于 HSU，影响了其靶向效率，导致用 C6-HU 干预

的细胞内绿色荧光强度较弱；进一步推测，HSU 很

可能可以通过增加乳腺癌耐药细胞对其的摄取量，

以增加进入细胞内化疗药物的量，相对于单纯的化

疗药，在耐药细胞同步外排的作用下，HSU 干预的

细胞内化疗药有望具有更多的有效积累药量，来发

挥部分逆转 MDR 的作用。 

2.8.2  HSU/HU 对细胞定量摄取的影响  细胞以

5×105个/孔的细胞量接种于 6 孔板中，按照 2 mL/孔

接种于 6 孔板，37 ℃培养 24 h 后，弃去培养基，

分别加入含有 C6-HSU 和 C6-HU（胶束质量浓度为

100 µg/mL）的培养基，37 ℃孵化 4 h 后，移去上

层供试液，加入预冷 PBS 洗 3 遍终止摄取。往 6 孔

板中加入消化液，收集细胞，2000 r/min 离心 3 min， 

 

图 7  定性考察细胞对 HSU 与 HU 的摄取情况 (×400) 

Fig. 7  Qualitative examination of cellular uptake of HSU 

and HU (× 400) 

弃去上清液，用预冷 PBS 洗 3 遍后加入 0.7 mL PBS

重悬，在流式细胞仪的 FL2 通道（Ex 488 nm）检测

C6 含量，分析结果。在竞争性抑制实验中，预先用

质量浓度为 10 mg/mL 的透明质酸溶液孵育 2 h，再

重复上述实验步骤。结果如表 3 所示，在相同质量

浓度下，HSU-C6 和 HU-C6 组的荧光强度均大于游

离 C6（P＜0.001），说明 C6 探针经胶束包载后，在

透明质酸的主动靶向作用下促进了细胞对 C6 的摄

取。HSU-C6 和 HU-C6 相比，还原敏感型 HSU 胶

束组的荧光强度更强，推测是因为 HSU 含有二硫

键，可以使 C6 快速释放从而促进 C6 在细胞内的累

积。同时，实验结果也表明，随着胶束浓度的增加，

荧光强度也随之增加，说明细胞对胶束摄取呈现一

定的质量浓度相关性。 

表 3  定量考察细胞对 HSU 与 HU 的摄取情况 ( x s , n = 3) 

Table 3  Quantitative examination of cellular uptake of HSU 

and HU ( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 荧光强度 

C6 − 265.06±6.54 

HU-C6 80 677.61±30.84*** 

透明质酸＋HSU-C6 80 727.17±22.23*** 

HSU-C6 80 824.15±13.24***###ΔΔ 

与 C6 组比较：***P＜0.001；与 HU-C6 组比较：###P＜0.001；与

透明质酸＋HSU-C6 组比较：ΔΔP＜0.01 

***P＜0.001 vs C6 group; ###P＜0.001 vs HU-C6; ΔΔP＜0.01 vs HA + 

HSU-C6 group 

为进一步阐明胶束摄取机制，采用 10 mg/mL的

透明质酸溶液先与细胞孵育，再加入 HSU 胶束孵

育。结果发现，HSU 胶束的摄取被显著抑制，荧光

强度均显著低于不加透明质酸孵育的 HSU 组（P＜

0.01），此结果表明 HSU 胶束是通过透明质酸受体

介导的内吞而被摄取的。 

2.8.3  HSU 对胞内 GSH 浓度的影响  MCF-7/ADR

细胞以 1×106个/孔接种于 6 孔板，37 ℃培养 24 h

后，弃去培养基，用含有 HA-CYS、HSU、HU 的培

养基干预 48 h 后，还原型谷胱甘肽测定试剂盒检测

细胞内 GSH 水平。结果表明（表 4），相对于对照

组，HA-CYS 均可显著（P＜0.05）降低细胞内的 GSH

表达水平，推测可能是由于 HA-CYS 中的二硫键与

细胞内 GSH 相互作用，胞内 GSH 在此过程中得到

消耗；HSU 在 HA-CYS 的基础上，进一步降低了细

胞内的 GSH 表达水平（P＜0.001），也可能与 HSU

释放的熊果酸有关，此结果与文献中报道熊果酸可 

HSU                           HU 

50 μm 50 μm 
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表 4  胞内 GSH 的测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 4  Determination results of intracellular GSH ( x s , 

n = 3) 

组别 GSH/(mmol∙L−1) 组别 GSH/(mmol∙L−1) 

对照 43.3±4.7 HU 19.2±1.7** 

HA-CYS 30.0±8.2* HSU 7.5±0.7***###Δ 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 HA-CYS 组

比较：###P＜0.001；与 HU 组比较：ΔP＜0.05 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs 

HA-CYS group; ΔP < 0.05 vs HU group 

以在一定程度上抑制细胞内 GSH 表达结果一致[21]。 

HU 干预细胞 48 h 后，相对对照组也显著性降

低了细胞内 GSH 表达水平（P＜0.01），推测也可能

是 HU 释放了熊果酸有关；但是经 HU 干预后的胞

内 GSH 表达水平显著性地高于 HSU（P＜0.05），

可能是由于 HU 结构中没有二硫键，既不能像 HA-

CYS 一样消耗细胞内 GSH，也不能像 HSU 一样快

速释放熊果酸所致；文献报道[22]，与 GSH 相关的耐

药机制主要包括：（1）GST-π 可以催化 GSH 与化疗

药物结合，使化疗药物易于从尿液中排出或代谢为

无毒性的醇类物质；（2）GSH 的结构可以作为细胞

外排 MRP 泵的底物，GST-π 可以通过调节 GSH 而

控制 MRP 的耐药程度。以上机制均表明胞内 GSH

浓度下降后均能减少化疗药外排。因此，推测 HSU

中的还原敏感二硫键与熊果酸共同作用，通过降低

癌细胞内 GSH 的水平，进一步降低了肿瘤细胞对

紫杉醇的外排和代谢，来发挥逆转乳腺癌 MDR 的

作用。 

3  讨论 

本研究成功合成了还原敏感型和非还原敏感型

透明质酸-熊果酸聚合物 HSU 和 HU。其中熊果酸

以药载两用的形式，成功改善了其肿瘤靶向特异性

低、水溶性差的缺点，提高了其生物利用度和临床

应用。以 HSU/HU 为载体成功制备了可高效负载紫

杉醇的载药胶束 PTX-HSU 和 PTX-HU，在体外还

原性环境中，PTX-HSU 制剂显示出还原响应快速释

放药物的能力。PTX-HSU 和 PTX-HU 均呈现出浓

度依赖性的细胞毒性，其中 HSU 不仅可以增强紫

杉醇对 MCF-7 细胞的抗肿瘤活性，而且可以增强紫

杉醇对 MCF-7/ADR 细胞的杀伤作用，在逆转乳腺

癌 MDR 方面呈现出一定的优势，实现了 HSU 对乳

腺癌 MDR 的逆转目标。 

通过对体外逆转耐药的细胞研究推测出，HSU

是通过：（1）受体介导的胞吞作用进入 MCF-7/ADR

细胞内，增加 MCF-7/ADR 细胞对 HSU 的摄取量，

以增加细胞内药物的有效积累来逆转 MDR；（2）显

著性地降低 MCF-7/ADR 细胞中的 GSH 表达水平，

从而减少 GSH 相关的药物外排以逆转 MDR。 
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