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摘 要 目的：制备脑靶向多柔比星胶束，并评价其体外理化性质。方法：合成葡萄糖修饰的泊洛沙姆P105衍生物（葡萄糖-泊洛

沙姆P105），考察其氢核磁共振（1H-NMR）图谱，计算葡萄糖的偶联率。用透析法以葡萄糖-泊洛沙姆P105制备脑靶向多柔比星胶

束，用单因素法考察处方中多柔比星的投药量、二甲基亚砜（DMSO）与水相的比例对胶束包封率和载药量的影响；考察所制胶束

的粒径、Zeta电位、形貌、体外释药情况；以星型胶质细胞和小鼠脑微血管内皮（BMVECs）细胞模拟体外血脑屏障（BBB），比较多

柔比星水溶液、多柔比星普通胶束、多柔比星胶束透过 BBB 的转运率。结果：合成的葡萄糖-泊洛沙姆 P105的葡萄糖偶联率为

88.7％。随着多柔比星投药量和 DMSO 有机相比例的增加，包封率和载药量均呈先升高后降低的趋势，其中多柔比星为 7 mg、
DMSO 与水相的体积比为 0.10 ∶ 1时包封率和载药量最好；所制胶束的平均粒径为（26.7±5.4）nm，Zeta 电位为（－6.48±0.64）
mV，透射电镜照片显示呈球状；体外释药动力学符合Weibull方程；多柔比星胶束的BBB转运率明显高于多柔比星普通胶束。结

论：成功制得具有脑靶向功能的多柔比星胶束。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare the brain-targeting doxorubicin micelles and evaluate its physical and chemical properties
in vitro. METHODS：The glucose-mediated poloxamer P105 derivatives（glucose-poloxamer P105）was synthesized，its 1H-NMR
was investigated and coupling rate was calculated. Glucose-poloxamer P105 brain-targeting doxorubicin micelles were prepared by
dialysis. The effect of doxorubicin dosage and the proportion of DMSO and water phase on micelles encapsulation efficiency and
drug loading amount was investigated with single factor. The diameter，the Zeta potential and appearance of micelles were investi-
gated. Astrocytes and mice brain microvascular endothelial cells（BMVECs）were used to construct blood-brain barrier（BBB）in vi-
tro to compare the transport ratio of doxorubicin solution，doxorubicin ordinary micelles and doxorubicin micelles through BBB.
RESULTS：The glucose coupling rate of synthesis glucose-poloxamer P105 was 88.7％. As the drug feed and DMSO organic phase
ratio increased，the entrapment rate and drug-loading amount were increased first and then decreased，especially best in the volume
ratio of DMSO and water phase was 0.10 ∶ 1 and 7 mg doxorubicin. The micelles had a mean diameter of（26.7±5.4）nm，and Zeta
potential was（－6.48±0.64）mV. TEM images showed spherical micelles doxorubicin. The drug release kinetics in vitro of mi-
celles met the Weibull equation. In the BBB model，drugs transport ratio of glucose-mediated doxorubicin micelles was significantly
higher than ordinary ones. CONCLUSIONS：The brain-targeting doxorubicin micelle is obtained successfully.
KEYWORDS Brain-targeting；Poloxamer P105；Glucose；Doxorubicin；Micelles
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血脑屏障（Blood-brain barrier，BBB）是存在于脑与血液之
间的一种特殊的生理屏障，由脑毛细血管内皮细胞、细胞间紧
密连接、星形胶质细胞和基膜等组成，其致密的结构限制了
95％以上的小分子药物和几乎所有的大分子药物进入，使药
物难以在脑内达到有效治疗浓度，致使脑部疾病如脑肿瘤、慢
性疼痛、癫痫、精神分裂症和中风等难以得到有效治疗[1]。故
目前临床上治疗脑部疾病主要采用脑部植入、脑室注射和脑
内注射等方式，给患者带来极大痛苦。目前，脑肿瘤发病率与
病死率不断上升，而脑肿瘤化疗中多数化疗药物不易透过血
脑屏障，加大全身给药剂量又会产生严重的毒副作用，因此脑
靶向给药在脑肿瘤化疗中日益受到重视。

BBB上存在多种转运蛋白，如葡萄糖转运蛋白（GLUT1）、

单羧酸转运蛋白（MCT1）等[2]，能够影响药物透过血脑屏障的
行为及在脑内的分布程度。GLUT1分布于哺乳动物的血液、

脑、胎盘和视网膜中，主要集中在血脑-神经屏障，是细胞摄取
葡萄糖、穿过BBB的最基本载体；肌肉、脂肪、肝和其他组织中
GLUT1的含量较低[3]。人体消耗葡萄糖最大的部位是脑，人类
中枢葡萄糖的消耗量占肌体葡萄糖消耗总量的 30％，且大脑
内皮细胞每 1 min转运至脑内的葡萄糖质量是其自身质量的
数十倍[4]，故被葡萄糖修饰的分子具有良好的脑靶向性[5]。泊
洛沙姆（Poloxamer）是一种安全的药用高分子材料，是目前少
数用于静脉注射的乳化剂之一，由聚氧乙烯-聚氧丙烯-聚氧乙
烯（PEO-PPO-PEO）三嵌段构成，呈两亲性，在水中能自组装形
成胶束，其PPO链可形成疏水内核，包载难溶性抗肿瘤药物，

增加其溶解度，提高体内外的稳定性；PEO 链可形成亲水外
壳，具有空间稳定作用和增强渗透滞留（EPR）效应，避免网状
内皮（RES）系统的吞噬，延长体循环时间，增强被动靶向能力，

是一种较为理想的药物载体[6]。有报道称，泊洛沙姆能克服肿
瘤多药耐药性（MDR）[7]。另外，泊洛沙姆在药物穿越BBB的
过程中亦起着重要作用，可通过不同的作用机制使药物靶向
入脑，提高药物在脑内的生物利用度，由此为药物的脑部靶向
提供了新的思路和策略。

多柔比星是临床常用的蒽环类抗肿瘤药物，其结构中既
有脂溶性蒽醌环配基和水溶性的柔红糖胺，又有酸性的酚羟
基和碱性的氨基，易通过细胞膜进入肿瘤细胞，通过作用于
DNA达到抗肿瘤的目的。多柔比星的抗瘤谱较广、疗效好，但
毒性较大，长期应用可发生剂量依赖性的不可逆性心肌病变，

因而引起严重的心脏毒性和肝脏损害，同时由于其MDR的存
在，使其临床应用受到了一定限制[8-9]。为了减轻多柔比星的
毒性，本研究设计合成了一种采用葡萄糖修饰的泊洛沙姆
P105衍生物（葡萄糖-泊洛沙姆P105），以其制备了多柔比星胶
束，同时对其体外性质进行了考察。

1 材料
1.1 仪器

DRX-500 型核磁共振仪（瑞士Bruker公司）；UV-9600紫
外-可见分光光度仪（北京普析通用仪器有限公司）；动态光散
射仪（DLS，英国Malwern公司）；DELSA400SX型Zeta电位测
定仪（美国Beckman Coulter公司）；H-7000型透射电子显微镜
（日本日立公司）；FD-1冷冻干燥机（北京博医康技术公司）。

1.2 药品与试剂
盐酸多柔比星注射液（浙江海正药业股份有限公司，批

号：090904，规格：5 ml ∶ 10 mg）；泊洛沙姆P105（德国BASF公
司，批号：WP0D645F，纯度：99％）；葡萄糖（东莞市乔科化学有
限公司）；其余试剂均为分析纯。

1.3 细胞
星型胶质细胞和小鼠脑微血管内皮BMVECs细胞（上海

拜力生物科技有限公司）。

2 方法与结果
2.1 葡萄糖-泊洛沙姆P105的合成及表征

将 3.2 g（0.5 mmol）泊洛沙姆P105溶解于 30 ml无水乙醇
中，再加入 0.86 ml现制的琼斯试剂（2 mol/L），室温下搅拌 45

min，滤去不溶物，滤液置于透析袋中，去离子水透析过夜，冻
干后得到羧化的泊洛沙姆P105。将3.3 g（0.5 mmol）羧化的泊
洛沙姆 P105溶解于 40 ml 二氯甲烷中，加入 30 ml 含 0.22 g

（1.0 mmol）二环己基碳二亚胺、10 mg（0.5 mmol）4-二甲氨基
吡啶的二氯甲烷溶液，室温下搅拌40 min，在搅拌的条件下缓
慢加入 10 ml含 0.5 g（1.0 mmol）葡萄糖的二氯甲烷溶液[10]，室
温下搅拌24 h，减压蒸去有机溶剂。将3.6 g（0.5 mmol）产物溶
解于40 ml四氢呋喃中，再加入1.5 g（13.0 mmol）三氟乙酸，室
温下搅拌1 h，透析过夜后冻干，即得葡萄糖-泊洛沙姆P105。以
全氘代三氯甲烷（CDCl3）为溶剂，考察产物的氢核磁共振（1H-

NMR）图谱，并根据积分值计算得葡萄糖的偶联率为88.7％。

2.2 多柔比星载药胶束的制备[11]

2.2.1 采用透析法制备胶束 取一定量的盐酸多柔比星，2倍
摩尔量加入三乙胺及适量的二甲基亚砜（DMSO），避光搅拌
过夜。将 50 mg葡萄糖-泊洛沙姆 P105溶解于适量去离子水
中，在搅拌的条件下将一定量的多柔比星溶液缓慢加入到聚
合物水溶液中，然后将混合液转移至透析袋中，避光下以 pH

7.4的磷酸盐缓冲液透析。分别于 1、2、4、8、12 h 更换新鲜的
缓冲液，透析24 h后得到载药胶束。

2.2.2 载药量和包封率的测定 紫外分光光度计法测定不同
质量浓度下多柔比星水溶液的吸光度，以多柔比星质量浓度
（c）对吸光度（A）进行线性回归，得回归方程为 c＝0.016 5A+

0.009 3（r＝0.999 9，n＝6）。结果表明，多柔比星检测质量浓度
在0.5～64 μg/ml范围内与其吸光度呈良好的线性关系。根据
以下公式计算包封率（EE）和载药量（LC）：EE＝载入多柔比星
质量/投药量×100％；LC＝载入多柔比星质量/胶束总质量×

100％。

2.2.3 投药量对包封率和载药量的影响 固定其他条件不
变，以葡萄糖-泊洛沙姆P105为 200 mg，考察多柔比星的投药
量分别为5、6、7、8、9 mg时对胶束包封率和载药量的影响。结
果，胶束的载药量随多柔比星投药量的增加而增加，包封率也
随之增加，但多柔比星的投药量增加到与葡萄糖-泊洛沙姆
P105的质量比为 9 mg ∶ 200 mg时，载药量和包封率均迅速下
降，具体见表1。

表1 多柔比星的投药量对胶束制备的影响（n＝3）
Tab 1 Effects of doxorubicin dosago on micelle preparation

（n＝3）

多柔比星/葡萄糖-泊洛沙姆P105（mg/mg）

5/200

6/200

7/200

8/200

9/200

包封率，％
35.3±0.66

43.2±1.03

46.7±0.85

45.8±0.96

38.4±0.93

载药量，％
0.86±0.010

1.26±0.012

1.58±0.013

1.76±0.012

1.65±0.016

2.2.4 有机相DMSO和水相的比例对载药量和包封率的影响
固定其他条件不变，考察有机相DMSO和水相的体积比分别
为0.05 ∶ 1、0.10 ∶ 1、0.15 ∶ 1、0.20 ∶ 1时对胶束载药量和包封率的
影响。结果当体积比为 0.10 ∶ 1时，胶束的包封率和载药量达
到最大值，分别为 48.2％和 1.85％，表明有机相的量太大或太
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小都不利于药物的包封，具体见表2。

表2 有机相DMSO与水相的比例对胶束制备的影响（n＝3）
Tab 2 Effects of the proportion of DMSO and water phase

on micelle preparation（n＝3）

DMSO/水（ml/ml）

0.05

0.10

0.15

0.20

包封率，％
37.4±0.52

48.2±0.46

45.8±0.41

34.5±0.58

载药量，％
1.44±0.010

1.85±0.012

1.76±0.014

1.32±0.012

综合“2.2.3”“2.2.4”项下结果表明，多柔比星胶束中多柔
比星/葡萄糖-泊洛沙姆（mg/mg）为9/200，DMSO与水的体积比
为0.10 ∶1。
2.2.5 胶束的粒径、电位及形貌测定 采用动态光散射对空
白胶束和按所筛选条件制备的多柔比星胶束在水溶液中的水
合粒径尺寸、分布进行了测定。使用Zeta电位测定仪测定胶
束的Zeta电位。取稀释后的胶束水溶液滴于铜网上，待网上
滴液快干时，滴加 1滴磷钨酸（1％）溶液进行负染，自然晾干，

用透射电子显微镜观察该胶束的形貌。结果，空白胶束的粒
径为（22.6±3.4）nm；多柔比星胶束的粒径为（26.7±5.4）nm，

Zeta电位为（－6.48±0.64）mV。透射电镜照片显示，多柔比
星胶束为磷钨酸溶液染色的黑色球状，大小较均一，呈良好的
分散状态，且无团聚现象发生，这可能与胶束表面亲水层的有
效排斥作用相关。多柔比星胶束的粒径分布图见图1，透射电
镜图见图2。

2.3 胶束的体外释放动力学考察
精密吸取多柔比星水溶液或多柔比星胶束2.0 ml，置于透

析袋中，置于 100 ml、pH 7.4的磷酸盐缓冲液中，37 ℃下恒温
搅拌，转速为 100 r/min。定时取出释放介质 10 ml，同时加入
等体积等温的新鲜释放介质。采用紫外分光光度法测定释放
介质中的药物含量，计算累积释放度并绘制释放曲线。多柔
比星水溶液和多柔比星胶束的体外释放曲线见图3。

由图 3可见，在 pH 7.4 的磷酸盐缓冲液中，多柔比星的释
放过程包括前期的突释和随后的缓释两个阶段。突释发生的
主要原因是由于有部分药物未被包裹在疏水内核中，而吸附
于胶束粒子表层，在漏槽条件下其不需克服任何阻力就能直
接透过透析袋扩散到磷酸盐缓冲溶液中。这一阶段释放的药
物占胶束载药量的23％左右。突释之后的药物释放速率逐渐
降低，48 h 累积释放度为46.2％，表现出较好的缓释效果。可
能的原因是药物缓慢地从载体材料的微孔中扩散出来而释
放。载药胶束的缓释特性可有效携带药物至靶组织和靶细
胞，减少药物对机体正常组织和器官的毒性。而多柔比星水
溶液的体外释放并没有表现出明显的缓释特征。分别将多柔
比星水溶液和多柔比星胶束的释放曲线进行线性拟合，结果表
明，多柔比星水溶液体外释药动力学符合一级动力学方程（r＝

0.985 3），多柔比星胶束体外释药动力学符合Weibull方程（r＝

0.954 7）。方程中，Q为累积释放度，t为释放时间。考虑到多
柔比星在水溶液中的稳定性受pH、温度、光照等因素影响，因
此本研究仅考察了多柔比星胶束 48 h 时的体外释放。通过
Weibull方程可预测，36 d时多柔比星从胶束中的释放可达到
90％以上。

2.8 体外BBB跨膜转运的考察
将星型胶质细胞以 1.0×106个/孔种于预先铺有多聚赖氨

酸的插件反面培养约 6 h，待细胞贴壁后翻过来培养，培养 5

d。BMVECs细胞种在预先涂有2％明胶的12孔插件上，细胞
密度为 6.0×104个/孔，用含有 20％小牛血清的DMEM作为培
养液。两种细胞在 37 ℃共同培养 6 d，每 2 d更换 1次细胞培
养液。试验前，用跨膜电阻仪测定单层细胞的转移上皮电阻
（TEER）。TEER值大于250 Ω·cm2方可用于实验。待BBB模
型建立后，比较多柔比星水溶液、多柔比星普通胶束、多柔比星
胶束透过BBB的转运率。均以8 μg/ml多柔比星质量浓度加入
模型上层，以Hank’s作为转运媒介，在 4 h点从下层接收液中
取样 300 μl。样品中的含药量用带有荧光检测器的高效液相
色谱仪进行测定，结果见图4。

本研究采用BMVECs细胞建立体外BBB。BMVECs细胞
是构成 BBB 的主要成分，拥有内皮细胞的特性和 BBB 的特
征，由于体外培养的BMVECs细胞保持了较多体内固有的特
点，因此其体外培养模型已广泛用于研究制剂的转运特性。

由图 4可见，多柔比星胶束的体外BBB转运率显著高于普通
胶束（P＜0.05）。

3 讨论
Fernández C等[12]合成了一系列多巴胺葡萄糖衍生物，以

不同的连接基团将多巴胺的氨基分别于葡萄糖的C-1、C-2和

图1 多柔比星胶束的粒径分布

Fig 1 The diameter distribution of doxorubicin micelle
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图2 多柔比星胶束的透射电镜图

Fig 2 TEM images of doxorubicin micelle

图3 多柔比星水溶液和多柔比星胶束的体外释放曲线（n＝3）

Fig 3 Release profiles of doxorubicin solution and doxorubi-

cin micelle in vitro（n＝3）
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C-6位相连。通过人体红细胞亲和力测试，发现葡萄糖6位与
药物相连形成的前药比与其他位点偶联时对GLUT的识别能
力更强。因此，在合成葡萄糖-泊洛沙姆P105时，采用葡萄糖

进行化学反应，使葡萄糖的C-6位与泊洛沙姆P105相连。

由于盐酸多柔比星脱盐酸盐后的水溶性很小，所以制得

的胶束溶液中未包裹的药物主要以颗粒形式存在。因此将透

析后得到的胶束过0.22 μm滤膜除去未包裹的药物，然后测定

包入胶束中的多柔比星的量，根据加入的聚合物材料的量，可

计算包封率和载药量。

据文献报道，嵌段共聚物胶束溶液对疏水性药物的增溶

作用与药物的分子体积和胶束的疏水核与药物之间的相互作

用力如范德华力、氢键以及偶极-偶极相互作用力有关[13]。随

着投药量的增加，包封率和载药量呈先增加后下降的趋势。

开始阶段增加投药量，载药量和包封率上升，主要是由于胶束

疏水性内核对药物的包裹未达饱和；而随后载药量和包封率

的下降，原因可能是由于多柔比星在胶束疏水性内核的包载

达到饱和时，多余的多柔比星因具有高度的疏水性而形成大

的药物颗粒沉积下来，由于这些颗粒聚集的速度明显高于药

物被胶束包裹的速度，继而产生沉淀，因此导致载药量和包封

率显著降低。

在制备的过程中，考察了有机相DMSO和水相的比例对

包封率和载药量的影响。若有机相的量太小时，药物的浓度

较高，将药物溶液滴加入载体材料水溶液中时，会形成疏水性

药物分子局部浓度过高而迅速发生团聚且来不及扩散到胶束

中，不利于药物的包封；若有机相的量太大，会干扰胶束的形

成，并降低药物进入疏水性胶束内核的内力，也不利于胶束对

药物的包封。因此，在制备多柔比星载药胶束时需严格控制

有机相的加入量。

有研究表明，当纳米粒子的穿透性与其粒径成反比时，较

小的粒子（＜200 nm）更易穿透实体瘤微脉管系统[14]。这些实

体瘤微脉管系统由于血管壁间隙较宽、结构完整性较差、淋巴

回流缺失，造成实体瘤组织的渗透和EPR效应增强，通过纳米

载体在肿瘤组织的高浓度累积实现对肿瘤的被动靶向。本研

究所制备的胶束平均粒径约为（26.7±5.4）nm，Zeta 电位为

（－6.48±0.64）mV。研究表明，微粒表面的电位可影响其与

血浆蛋白的结合，带正电的微粒容易和血浆白蛋白发生吸附

作用而被白细胞吞噬，带负电的微粒容易附着在血小板表面，

而且Zeta电位绝对值越大，越容易附着[15]。该胶束的表面Zeta

电位绝对值不是很大，可减少胶束和血浆蛋白与血小板的吸

附，提高其在血液中的稳定性，有利于发挥其长循环的作用，

使其更多地进入靶组织和靶细胞，提高靶向效率。
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图4 多柔比星水溶液、多柔比星普通胶束和多柔比星胶束的

体外BBB转运率（n＝4）

Fig 4 Transport ratio of doxorubicin solution，doxorubicin

ordinary micelle and doxorubicin micelle through

BBB in vitro（n＝4）
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