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摘 要 目的：制备还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束。方法：对普朗尼克F127的疏水段引入甲基丙烯酸叔丁酯和

半胱胺，合成强疏水性的巯基化衍生物F127-SH。利用薄膜水化法和巯基的氧化反应，制备载紫杉醇（PTX）的还原响应型高载药

量普朗尼克F127聚合物胶束（F127-SS/PTX），检测其粒径、包封率、载药量，考察其在还原和非还原环境下的粒径变化和释药行

为。结果：该胶束的平均粒径为（77.87±1.79）nm，包封率为（92.73±2.35）％，载药量为（16.25±0.99）％；在10 mmol/L二硫苏糖

醇作用下，其粒径迅速增大，PTX释药速度显著增加。结论：成功制得还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束。
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Preparation of Redox-responsive Pluronic F127 Micelles with High Drug-loading Efficiency
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading efficiency. METHODS：

The thiol derivative F127-SH with strong hydrophobicity was synthesized by introducing tert-butyl methacrylate and cysteamine to

the hydrophobic segments of F127. Paclitaxel（PTX）-loaded redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading effi-

ciency（F127-SS/PTX）were prepared by film-hydration method as well as oxidation reaction of thiol groups. The diameter，encap-

sulation efficiency and drug-loading amount were detected，and the change of diameter and drug release behavior of micelles were

investaged under reducing environment or non-reducing environment. RESULTS：Mean diameter of F127-SS/PTX micelles was

about（77.87±1.79）nm，and encapsulation efficiency and drug-loading amount were（92.73±2.35）％ and（16.25±0.99）％，re-

spectively. The diameter of the micelles increased rapidly and drug release rate of PTX increased significantly in the presence of 10

mmol/L dithiothreitol. CONCLUSIONS：The redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading efficiency are pre-

pared successfully.

KEYWORDS Redox-responsive；Drug-loading amount；Polymeric micelles；Pluronic F127；Paclitaxel

HepG2细胞具有高效的靶向性，并高效地抑制细胞生长，但对

A549细胞的作用无明显提高。
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刺激响应型智能药物递送体系，由于具有改变药物分布、

靶向等作用，越来越受到人们的关注，目前已发展出的释药机

制包括 pH、酶、还原环境、温度响应等 [1-2]。还原型谷胱甘肽

（GSH）作为体内主要的还原剂，其在细胞内的浓度（1～10

mmol/L）远远高于细胞外（2 μmol/L），且肿瘤细胞的GSH水平

较正常细胞高出7～10倍[3]。这一还原环境可用来构建还原响

应型药物递送体系。二硫键在人体的正常体温、pH 和氧化环

境下非常稳定，而在一定量的GSH或二硫苏糖醇（DTT）等还

原剂作用下易被还原成巯基，且细胞外的GSH浓度不足以还

原二硫键[4]。因此，含有二硫键的药物载体在体循环中可以保

持稳定，到达肿瘤组织进入靶细胞后，在胞内高浓度GSH作用

下二硫键断裂，载体解聚，可完全地释放药物。目前，还原响应

型药物递送体系已被广泛应用于抗肿瘤药物的递送[5-6]。

近年来，由两亲性嵌段共聚物组成的胶束系统，作为一种

有效的药物载体受到广泛关注[7-8]。普朗尼克（Pluronic）F127

（简称F127）是一种两亲性的三嵌段共聚物，被广泛用于胶束

的制备[9]。本研究对F127的疏水段引入甲基丙烯酸叔丁酯和

半胱胺，合成强疏水性的巯基化衍生物（F127-SH）。利用薄膜

水化法和巯基的氧化反应，制备载紫杉醇（PTX）的还原响应型

普朗尼克F127聚合物胶束（F127-SS/PTX），现报道如下。

1 材料
1.1 仪器

AvanceⅢ 400型核磁共振仪（美国 Bruker 公司）；Nexus

470型红外光谱（FT-IR）仪（美国尼高力仪器公司）；680型酶标

仪（美国Bio-rad公司）；LC-10A型高效液相色谱（HPLC）仪（日

本岛津公司）；Malvern Zetasizer Nano ZS型激光粒度仪（英国

Malvern Instruments公司）。

1.2 药品与试剂

F127（美国Sigma-Aldrich公司，批号：BCBG0585V）；甲基

丙烯酸（MAA）、甲基丙烯酸叔丁酯（t-BMA）、盐酸半胱胺

（Cym·HCl）（美国 Sigma-Aldrich公司，批号：728960MV、MK-

BF0026V、021M1783V，纯度：99％、98％、98％）；PTX 原料药

（陕西森弗生物技术有限公司，批号：20130721，纯度：99％）；

其他试剂均为分析纯。

2 方法
2.1 F127-SH的合成

2.1.1 F127-MAA/t-BMA的合成 取0.5 mmol F127溶于适量

甲苯，加入5 mmol过氧化苯甲酸叔丁酯于甲苯溶液，140 ℃下

搅拌活化 1 h；将 0.08 mmol MAA、0.04 mmol t-BMA加入到反

应体系中，140 ℃下反应6 h。反应结束后，将反应混合液用过

量正己烷沉淀，过滤，将得到的白色沉淀用二甲基亚砜

（DMSO）溶解，转入透析袋（截留分子质量：3 500）中。用蒸馏

水充分透析2～3 d，冻干，得白色絮状产物F127-MAA/t-BMA。

收率为65％，－20 ℃下保存备用。产物进行FT-IR、氢核磁共

振（1H-NMR）鉴定，图谱见图1。

由图 1显示，第一步向F127的疏水段连入羧基和疏水性

基团，得反应产物 F127-MAA/t-BMA。F127-MAA/t-BMA 的

FT-IR图谱（图 1A）所示，该产物在 1 722 cm－1处新增C＝O的

伸缩振动峰，表明成功连入羧基。F127-MAA/t-BMA 的 1H-

NMR图谱（图1B）所示，δ＝1.0～1.2为F127上的—CH3，δ＝12.2

为MAA中的—COOH，δ＝1.4～1.5为 t-BMA中的—C（CH3）3。
1H-NMR图中除了有F127的特征质子峰，也有MAA和 t-BMA

的特征质子峰，表明F127-MAA/t-BMA的成功合成。

2.1.2 F127-SH的合成 将 0.2 mmol F127-MAA/t-BMA和适

量 1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸盐（EDC）-N-

羟基琥珀酰亚胺（NHS）[EDC-NHS（1 ∶1，mol/mol）]溶于二甲基

甲酰胺中，室温、避光反应过夜；将2 mmol Cym·HCl逐滴加入

上述活化介质中，用 1 mol/L盐酸调反应体系 pH至 4.0～4.5，

室温、避光反应6 h。反应结束后，将反应溶液转入透析袋（截

留分子质量：3 500）中，10 ℃避光条件下用 1 mmol/L 盐酸、1

mmol/L盐酸和 1％氯化钠的混合溶液、1 mmol/L盐酸分别充

分透析24 h，冻干，得白色絮状产物F127-SH。收率为75％，－20

℃下保存备用。采用Ellman’s Assay法测定产物中巯基含量[10]，

结果F127-SH中巯基含量为190.42 μmol/g。

2.2 胶束的制备

2.2.1 制备方法 采用薄膜水化法及巯基的氧化反应制备胶

束。精密称取10 mg F127-SH和2.5 mg PTX溶于5～8 ml乙腈

中，完全溶解后，37 ℃下减压旋蒸 40 min挥尽溶剂，得到药物

与聚合物薄膜。加入 2 ml的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4），剧

烈涡旋振荡5 min，将得到的水化液置于水浴中超声，得到透明

澄清略带蓝色乳光的溶液，即为非还原响应型载药胶束

（F127-SH/PTX）。向胶束溶液中通入氧气，巯基经氧化交联为

二硫键，即得到还原响应型载药胶束（F127-SS/PTX）。同法，

用未经修饰的F127包载PTX，制备对照胶束F127/PTX。

2.2.2 粒径和 Zeta 电位的测定 将胶束进行动态光散射

（DLS）分析。采用Malvern Zetasizer Nano ZS型激光粒度仪测

定胶束的粒径和Zeta电位。

2.2.3 包封率和载药量的测定 采用HPLC法测定胶束中的

PTX含量。色谱条件：色谱柱为Agilent C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为乙腈-水溶液（54 ∶ 46，V/V），流速为 1 ml/min，

检测波长为 227 nm，进样量为 20 μl。以PTX峰面积（A）对质

量浓度（c）进行回归分析，得标准曲线为 A＝39.015c+72.37

（r＝0.999 5），PTX检测质量浓度的线性范围为0.5～100 μg/ml。

精密吸取0.1 ml胶束溶液，加0.9 ml乙腈稀释10倍，剧烈涡旋

使胶束破膜并释放出包载的PTX，进样，采用HPLC仪测定胶

束溶液中PTX含量。按下式计算包封率（EE）和载药量（DL）：

EE（％）＝胶束中药物含量/投药量×100％，DL（％）＝胶束中药

物含量/（辅料量+投药量）×100％。

2.2.4 工艺优化 以胶束的粒径和多分散系数（PDI）为指标，

分别对F127-SS/PTX胶束制备方法中超声时间（0、10、30 min）

和超声温度（25、60 ℃）进行优化，结果见表1。

表1显示，对胶束水化液进行适当超声有利于胶束的形成

和均一化分散；但若超声时间过长，胶束的粒径反而增大，粒

径分布也呈变宽趋势，可能是由于过度超声而破坏了胶束的

图1 F127-MAA/t-BMA的FT-IR图谱和 1H-NMR 图谱

Fig 1 FT-IR spectra and 1H-NMR spectra of F127-MAA/

t-BMA
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稳定内核。另外，超声温度对胶束的形成也有一定影响，60 ℃

较25 ℃下形成的胶束粒径更小。所以，胶束制备的方案定为

在60 ℃下超声10 min。

2.2.5 质量控制 按照优化处方制得的 F127-SS/PTX、F127/

PTX胶束的粒度及分布、Zeta电位、EE、DL的测定结果见表2。

表2 2种胶束的粒径、PDI、Zeta电位、EE和DL（x±±s，n＝3）

Tab 2 Diameter，PDI，Zeta-potential，EE and DL of F127-

SS/PTX and F127/PTX micelles（x±±s，n＝3）

胶束
F127-SS/PTX

F127/PTX

粒径，nm

77.87±1.79

28.27±2.59

PDI

0.25±0.02

0.30±0.12

Zeta电位，mV

-1.08±0.10

-6.57±0.67

EE，％
92.73±2.35

74.01±0.05

DL，％
16.25±0.99

1.36±0.24

与 F127/PTX 胶束比较，F127-SS/PTX 胶束的粒径增大、

PDI 减小、均一度更好。F127-SS/PTX 胶束的 Zeta 电位为

（－1.08±0.10）mV，绝对值较F127/PTX胶束低。值得注意的

是，F127-SS/PTX 胶束的 DL 为（16.25±0.99）％，远远大于

F127/PTX胶束（P＜0.05）。

2.3 胶束的还原响应型评价

2.3.1 DLS 分析 取适量 F127-SS/PTX 胶束溶液，加入 10

mmol/L DTT，37 ℃下 100 r/min恒温空气振荡，选取不同时间

点，通过 DLS 检测不同取样点胶束粒径随时间的变化情况。

另设不加入 DTT 的对照组，同法进行操作。F127-SS/PTX 胶

束在有或无还原剂DTT下的粒径变化情况见图2。

由图 2可知，在有DTT条件下，F127-SS/PTX胶束迅速发

生聚集，5 h内粒径就呈现多分散状态。其原因是DTT的加入

使F127-SS/PTX胶束中的二硫键断裂，导致疏水段之间发生聚

集而产生较大的粒子。而无DTT条件下，胶束能够始终保持

稳定，粒径在24 h后仍无明显变化。

2.3.2 体外药物释放 采用透析法检测胶束的体外释放行

为。释放介质为含1.0 mol/L水杨酸钠的PBS溶液。精密吸取

1 ml F127-SS/PTX胶束溶液放入活化好的透析袋（截留分子质

量：12 000～14 000）中，置于含 10 mmol/L DTT 的释放介质

中，37 ℃下100 r/min振荡，分别在0、2、3、4、5、6、10、12、24 h吸

取 500 μl释放介质，并补加同体积同浓度的含DTT的新鲜释

放介质。另设不含DTT的释放介质的对照组，同法操作。将

各时间点的药物释放样品进行HPLC分析，测定PTX的含量，

计算PTX的累积释放率（Q），绘制释放曲线，每个时间点每个

样品设 3个平行样。Q（％）＝（V0cn+Vi ∑
i＝1

n－1

ci）/m 药×100％，其中，

V0（ml）为释放介质总体积；cn（mg/ml）为在 tn时所取样品的质量

浓度；Vi（ml）为在 ti时所取样品的体积；ci（mg/ml）为在 ti时所取

样品的质量浓度；m 药（mg）为胶束中游离 PTX 的总量。

F127-SS/PTX胶束在有或无还原剂DTT条件下的药物释放情

况见图3。

由图3可知，在无DTT条件下，F127-SS/PTX胶束在6 h内

释药较快，之后则缓慢释药，24 h时Q为50.15％。而在有DTT

条件下，释药速率则大大加快，24 h时Q为 74.21％，明显高于

无DTT作用下药物的释放。原因是DTT的加入使胶束中起交

联作用的二硫键断裂，胶束不稳定而结构遭到破坏，使包载的

药物释放出来。

3 讨论
F127由亲水段聚氧化乙烯（PEO）和疏水段聚氧化丙烯

（PPO）构成（PEO106-PPO70-PEO106）。作为药物载体材料，

F127具有以下优势：（1）其两亲性可使其在水中自组装形成胶

束，通过肿瘤组织的透过增强和滞留效应（EPR）增强被动靶向

能力；（2）毒性低，可由肾脏排泄[11]；（3）可以通过降低耐药细胞

的三磷酸腺苷（ATP）水平、抑制药物外排蛋白等来实现逆转多

药耐药（MDR）的作用[12]。但是，F127自组装形成的胶束存在

以下问题：（1）不够稳定，使胶束注射入血后经稀释分解，引发

药物早释，这主要是因为 PPO 段的疏水自组装作用力较弱；

（2）载药量较低。

针对以上问题，本研究对F127进行如下修饰：（1）合成部

分，第一步反应为自由基聚合反应，参考文献[13]报道的反应

方法并作一定修改。在引发剂过氧化苯甲酸叔丁酯的作用

下，MAA和 t-BMA连入F127的PPO段，其中，MAA用来提供

羧基，t-BMA用来增加F127中PPO段的疏水性。第二步反应

中，F127-MAA/t-BMA 中的 MAA 羧基与 EDC 在交联剂 NHS

表 1 不同超声时间和超声温度的F127-SS/PTX胶束的粒径

和PDI（x±±s，n＝3）

Tab 1 Diameter and PDI of F127-SS/PTX micelles under

different ultrasound time and ultrasound tempera-

ture（x±±s，n＝3）

项目
超声时间，min

超声温度，℃

取值
0

10

30

25

60

粒径，nm

109.70±7.20

80.55±5.69

100.01±9.34

94.38±2.29

80.72±2.14

PDI

0.41±0.02

0.24±0.01

0.37±0.02

0.28±0.01

0.27±0.01

图 2 F127-SS/PTX胶束在有或无还原剂DTT下相同或不同

时间的粒径变化

Fig 2 Diameter change of F127-SS/PTX micelles with or

without reducer DTT at same or different time points
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图 3 F127-SS/PTX胶束在有或无还原剂DTT条件下的药物

释放情况

Fig 3 Drug release of F127-SS/PTX micelles with or with-

out reducer DTT
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作用下形成活性酯，与Cym的氨基通过成酰胺反应偶合，从而

向PPO段引入巯基，在体外通过巯基氧化交联为二硫键，实现

胶束疏水内核的交联，提高胶束结构的稳定性，同时赋予胶束

还原响应型特征。（2）将合成产物F127-SH与PTX通过薄膜水

化法先形成F127-SH/PTX，再向胶束溶液中通氧气，使胶束疏

水内核中的巯基氧化交联形成二硫键，得到F127-SS/PTX。相

比于胶束F127/PTX，F127-SS/PTX的粒径和载药量均增大，可

能是由于 t-BMA疏水基团的引入导致胶束的疏水内核增大，

同时提高了对难溶药物的包载能力。另外，带正电的微粒易

与白蛋白发生吸附作用，带负电的微粒则有被血小板表面附

着的倾向，且电势绝对值越大，越容易被吸附[14]。本研究中的

胶束表面所带电荷近中性，可以减少胶束在体内被这些成分

的吸附，提高其在血液中的稳定性。

F127-SS/PTX胶束的还原响应型特征主要通过胶束在还

原环境和非还原环境下的粒径变化和释药行为来验证。本文

以DTT作为还原剂[15]，在无DTT条件下，F127-SS/PTX胶束在

二硫键的交联作用下可以稳定存在；而有DTT条件下，二硫键

断裂，胶束内核解聚，导致胶束间发生聚集，药物快速释放。

这种还原响应型特征，可保证胶束在体循环中保持稳定，而在

进入肿瘤部位后在刺激触发下迅速完全地释药，有利于提高

药效、降低毒性。

本研究通过对普朗尼克F127进行疏水性和巯基化修饰，

合成了一种新型材料，并通过巯基-二硫键的氧化还原转换，用

其制备还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束F127-

SS/PTX。研究结果表明，F127-SS/PTX 胶束的载药量大大提

高；在二硫键的交联作用下能够保持稳定，而在还原剂存在时

二硫键断裂，迅速释放药物。此外，由于 F127还具有逆转

MDR的作用，提示在接下来的研究中可进一步考察其对耐药

肿瘤细胞的作用。另外，还可以在F127的亲水PEO段连接靶

头，使其具备主动靶向功能。因此，F127-SS/PTX胶束在肿瘤

治疗中有着较好的应用前景。
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