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药物治疗是当今临床治疗肿瘤的重要手段之一。

目前，约有80余种抗肿瘤药物用于临床，但均存在一定

的副作用[1]。抗肿瘤药物副作用的产生主要是由抗肿瘤

药物的靶向性不足、水溶性差、肿瘤组织渗透性差等原因

而引起[2]。肿瘤组织由于肿瘤细胞代谢旺盛，分裂与增

殖失控，生理特征与正常细胞显著不同：（1）弱酸性环

境。肿瘤细胞内溶酶体（pH 4.5～5.0）、内涵体（pH 5.5～

6.0）[3-4]、细胞外微环境（pH 6.5～7.2）等都属于弱酸性环

境。（2）酶过度表达。胞内组织蛋白酶B（CaB）和胞外基

质金属蛋白酶2（MMP-2）、MMP-9以及α-淀粉酶等过度

表达。（3）高还原性环境。肿瘤细胞的谷胱甘肽（GSH）

是正常细胞的 7～10倍。（4）缺氧。肿瘤细胞的异常增

殖，使得肿瘤细胞内的氧供应远低于细胞生长代谢需

要，导致肿瘤微环境缺氧[3-6]。刺激响应型药物是指能够

根据其所处的环境做出特定响应的药物。基于肿瘤组

织独特的微环境，设计肿瘤微环境刺激响应型药物，如

刺激响应型纳米粒、微囊、高分子-药物偶联物、前体药

物等，可有望解决肿瘤药物的靶向性不足、水溶性差、渗

透性低等缺点[7-8]。

然而，随着人们的研究深入，亦发现利用肿瘤微环

境设计的药物仍存在诸多缺陷，如稳定性不足、无法透

过生理屏障、在药物释放位置无选择性、释放速度不受

控制等[9]。而刺激响应型药物大部分采用肿瘤细胞外独

特微环境的被动靶向，这使得药物无法在靶点区域达到

有效浓度，即无治疗效果，进而阻碍了刺激响应型药物

在抗肿瘤中的进一步应用[10]。

叶酸（FA）又名维生素B9，是细胞增殖必不可少的一

种维生素。哺乳动物细胞内缺乏合成叶酸的酶，细胞的

生长必须依赖从外界获取叶酸，而叶酸本身很难自由穿

过细胞膜。大部分哺乳动物通过低亲和力的跨膜蛋白

转运和叶酸受体（FR）介导的内吞作用吸收叶酸。FR对

叶酸表现出高亲和力，并在正常组织中低表达，肿瘤细

胞中高表达。叶酸靶向药物通过FR介导的内吞作用，

可以增加抗肿瘤药物的靶向性，降低抗肿瘤药物在正常

组织中的分布，减少不良反应的发生[11-13]。肿瘤细胞内

外微环境以及FR介导的内吞作用示意图见图1。
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摘 要 目的：为肿瘤微环境刺激响应型叶酸靶向前体药物的设计提供参考。方法：以“Folate-targeted”“Tumor microenviron-

ment”“Stimuli-responsive”“Intracellular release”等为关键词，组合查询2000年1月－2018年3月在ACS、ScienceDirect、PubMed等

数据库中的相关文献，从pH刺激响应型、还原刺激响应型、酶刺激响应型、缺氧刺激响应型等4个方面对肿瘤微环境刺激响应型

叶酸靶向前体药物的研究进行论述。结果与结论：共检索到相关文献138篇，其中有效文献57篇。肿瘤细胞的代谢异常，导致肿

瘤细胞内的微环境与正常细胞表现出显著差异，如弱酸性、强还原性、酶的过度表达、缺氧等。刺激响应型叶酸靶向前体药物通过

叶酸受体介导的内吞进入肿瘤细胞，在肿瘤细胞内独特的微环境的作用下释放药物，从而达到诊断、靶向治疗肿瘤的目的。基于

肿瘤微环境的刺激响应型叶酸靶向前体药物，借助叶酸的主动靶向，可解决抗肿瘤药物的靶向性不足、稳定性差、无法实现药物定

位释放和控制释药速度等难题。但是，单一地依靠肿瘤微环境的靶向治疗，容易引发肿瘤的代偿机制，导致肿瘤复发和转移。在

应用过程中，刺激响应型叶酸靶向前体药物也出现了一些问题，如耐药性、水溶性差、药物活性受到影响等。未来刺激响应型叶酸

靶向前体药物的研究方向包括加强多重刺激响应型前体药物的研究，如pH/还原、还原/缺氧、pH/温度/磁场等多重刺激；将诊断和

治疗药物连接到同一刺激响应型前体药物中，可实现治疗和诊断的一体化；进行多靶点联合治疗，可提高靶向性，降低毒副作用；

基于肿瘤的微环境，设计开发新型敏感基团，可提高药物活性和定位释放。

关键词 肿瘤微环境；叶酸靶向；前体药物；细胞内释药；释药机制

图1 肿瘤细胞内外微环境以及FR介导的内吞作用

~
~

FR

缺

··3018



中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com

中国药房 2018年第29卷第21期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 21

表1 常见的pH敏感键及其化学结构、降解产物和敏感

pH范围

pH敏感键
腙键

亚胺键

肟键

乙缩醛/缩酮键

乙烯醚键

原酸酯键

化学结构

乙缩醛 缩酮

降解产物

乙缩醛 缩酮

敏感pH范围
4.0～5.0

5.0～6.8

4.0～5.0

4.0～5.0

4.0～5.0

4.0～5.0

文献
[17-18]

[19-20]

[21-22]

[23-24]

[25]

[26-27]

前体药物是指药物经过化学结构修饰，得到的在体

外无活性或活性较小、体内经转化释放出活性药物而发

挥药效的化合物[14]。在前体药物设计合成中，药物的结

构发生改变，会影响药物药效的发挥。基于叶酸的靶向

性和肿瘤细胞内微环境的特点，引入胞内刺激响应型敏

感化学键，设计胞内刺激响应型叶酸靶向前体药物，可

有望解决抗肿瘤药物的靶向性不足、稳定性差、无法实

现药物定位释放和控制释药速度等难题[15-16]。胞内刺激

响应型叶酸靶向前体药物应具有以下特点：（1）生理条

件下具有一定的稳定性。（2）肿瘤细胞内能快速释放药

物。（3）主动靶向递药。近年来，在该领域已经取得较大

的研究进展。目前，关于肿瘤微环境刺激响应型叶酸靶

向前体药物的研究多见于国外文献。笔者以“Folate-tar-

geted”“Tumor microenvironment”“Stimuli-responsive”

“Intracellular release”等为关键词，组合查询 2000年 1

月－2018年 3月在 ACS、ScienceDirect、PubMed 等数据

库中的相关文献。结果，共检索到相关文献138篇，其中

有效文献57篇。现从pH刺激响应型、还原刺激响应型、

酶刺激响应型、缺氧刺激响应型等 4个方面对肿瘤微环

境刺激响应型叶酸靶向前体药物的研究进行论述，以期

为肿瘤微环境刺激响应型叶酸靶向前体药物的设计提

供参考。刺激响应型叶酸靶向前体药物设计示意图见

图2。

1 pH刺激响应型叶酸靶向前体药物

由于肿瘤组织的代谢异常，导致肿瘤组织的 pH低

于血液和正常组织，特别是肿瘤细胞内的溶酶体（pH

4.5～5.0）和内涵体（pH 5.5～6.0）[3-4]。pH刺激响应型叶

酸靶向前体药物利用肿瘤组织和正常组织的 pH差异，

将抗肿瘤药物靶向定位于肿瘤组织，通过FR介导的内

吞作用进入肿瘤细胞，完成快速释药，达到治疗肿瘤的

目的。pH刺激响应型叶酸靶向前体药物的 pH敏感键，

能稳定存在于生理 pH 中，在弱酸性（pH 4.0～6.0）中能

断裂，释放药物。笔者整理文献[17-27]，将常用的pH敏

感键及其化学结构、降解产物和敏感pH范围进行归纳，

结果见表1。

与纳米载药系统、高分子药物载体比较，小分子药

物靶向递送系统（＜2 000 Da）具有良好的穿透性、长循

环、靶向性等特点，有着巨大的潜在临床应用价值 [28]。

多柔比星（DOX）是一种抗肿瘤抗生素，可抑制RNA 和

DNA的合成，抗瘤谱较广，对胃癌、肝癌、前列腺癌等多

种肿瘤均有抑制作用[29]。Ye WL等[29]以氨基乙酸（AMA）

为连接基团，叶酸作为靶向基团，腙键为pH敏感键，制备

了前体药物1（FA-AMA-DOX），用于化疗药物的靶向递

送。该研究发现，在pH为5.0条件下，放置2 h，FA-AMA-

DOX中DOX的释放达到85％；在pH为7.4条件下，放置

2 h，DOX 的释放只有 15％，表明在前体药物中引入腙

键，可实现在弱酸性（pH＝5.0）条件下的药物释放。生物

活性研究发现，相同浓度下，与DOX比较，FA-AMA-DOX

在FR阳性人口腔表皮样癌细胞（KB细胞）中的荧光强

度较强，表明FA-AMA-DOX在FR阳性KB细胞中的富集

程度更高。在相同浓度下，FA-AMA-DOX对FR阳性人

肺腺癌A549细胞的细胞毒性，与DOX比较，并未降低。

Leamon CP等[30]利用FR介导的靶向，以长春碱类衍

生物DAVLBH为母体药物，腙键作为pH敏感键，叶酸作

为靶向基团，设计合成了前体药物2（FA-DAVLBH）。药

物释放研究发现，在 pH 为 5.0、37 ℃条件下，FA-DAV-

LBH的溶液中药物浓度降至一半所需的时间（t1/2）为5.5

h；在 pH为 7.4、37 ℃条件下，FA-DAVLBH的 t1/2为 22 h，

表明FA-DAVLBH在 pH为 5.0的条件下，能实现药物的

释放。体外试验发现，FA-DAVLBH对FR阳性细胞具有

较强的亲和力，并具有较强的细胞毒性，多肽作为连接

基团，增加了药物的溶解性。

利用p-甲氧基苯亚甲基乙缩醛（ACA）作为pH敏感

基团，Yang J等[31]制备了前体药物3（DAVLBH-ACA-FA，

EC193），释放研究发现，在 pH 为 5.0、37 ℃条件下，

EC193的 t1/2为 25 min；pH为 7.4、37 ℃条件下，EC193的

t1/2为 16 h，表明EC193在弱酸性（pH＝5.0）条件下，能较

快释放药物，且能较稳定地存在于生理pH（pH＝7.4）条

件下。生物活性试验却发现，EC193并不具有药物活

性，但EC193的释药速度大于FA-DAVLBH。前体药物

图2 刺激响应型叶酸靶向前体药物设计

叶酸 敏感连接基团 药物
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1～3的结构示意图见图3。

在pH敏感型的叶酸靶向药物设计中，除表1所列举

的常用pH敏感键外，还有pH敏感多肽、pH敏感聚合物

（阳离子聚合物、阴离子聚合物）、pH敏感咪唑衍生物（如

N-乙氧基苄醇咪唑）等。pH刺激响应型的叶酸靶向前体

药物，通过 FR介导的内吞作用进入肿瘤细胞，pH敏感

基团要在肿瘤细胞内pH条件下（4.5～6.5）完成断裂，释

放药物，有望改善药物的治疗效果。pH敏感键通过共价

键的形式与抗肿瘤药物相结合，会引起药物的活性发生

改变，甚至会导致药物失去活性，如EC193。因此，设计新

型pH敏感键、引入亲水基团等将成为未来研究的重点[32-34]。

2 还原刺激响应型叶酸靶向前体药物

由于肿瘤细胞代谢异常，肿瘤细胞内GSH浓度是正

常细胞的7～10倍，而在正常细胞内的GSH浓度是细胞

外的 200倍以上，细胞内具有较高的还原性[35]。在细胞

外，由于GSH浓度较低，双硫键可以稳定存在于体液中，

如血液、细胞外基质。但在肿瘤细胞内高还原环境下，

会发生巯基-二硫键交换反应，导致载体中二硫键发生

断裂，释放药物[36]。因此，基于肿瘤细胞内外还原性差

异设计还原刺激响应型叶酸靶向前体药物，成为人们关

注的热点，并取得了显著的研究进展[37]。

还原刺激响应型叶酸靶向前体药物结构中常用的

还原敏感键有琥珀酰亚胺-硫醚键[37]、二硒键[38]、双硫键[39]

等。二硒键在氧化或还原环境中均易断裂，琥珀酰亚

胺-硫醚键降解速度比双硫键慢。目前报道的还原刺激

响应型叶酸靶向前体药物大多采用双硫键作为还原敏

感键。笔者整理文献[40-41]，将常见的还原敏感双硫键

化学结构、释放机制及降解产物进行归纳，结果见表2。

Santra S等[42]利用叶酸和DOX，通过巯基-二硫键交

换反应法，制备了一种含双硫键的叶酸-DOX 前体药

物。该研究表明，在FR阳性人肺腺癌A549细胞中，前

体药物 4（Doxo-S-S-Fol）通过FR介导的靶向作用，靶向

肿瘤细胞并内吞进入肿瘤细胞，在 GSH 作用下释放出

DOX-SH，显示较强的细胞毒性；而前体药物 5（Doxo-

C-C-Fol）可通过FR介导的内吞进入肿瘤细胞，但无法释

放药物母体，无细胞毒性。前体药物 4在小鼠血液中有

良好的稳定性，t1/2为 47 h，具有良好的临床应用前景。

前体药物4和前体药物5中的Doxo，是DOX上连接了一

个氧原子，将其简写为了Doxo，以区别于DOX。

喜树碱（CPT）为治疗癌症的传统中药，但CPT溶解

性差、靶向性不足，限制了其在临床上的广泛应用。

Reddy JA等[43]以双硫键作为还原敏感键，多肽作为亲水

基团，叶酸作为靶向基团，通过含双硫键活性碳酸酯与

巯基交换反应，合成了前体药物6（叶酸-多肽-CPT）。释

放研究发现，在二硫苏糖醇作用下 1 h，释药率＞80％。

释放机制研究表明，双硫键的释放属于 1，2-释放机制。

细胞试验表明，叶酸-多肽-CPT对FR阳性KB细胞具有

较强的细胞毒性和靶向性。

Vlahov IR等[44]以2-巯基苯甲醇作为连接基团，长春

碱类衍生物DAVLBH作为母体药物，制备了前体药物7

（DAVLBH-Ph-S-S-FA，EC195）。研究表明，EC195 在

37 ℃、pH为 7.4、GSH作用下，t1/2为 45 min；小鼠血液中

的稳定性良好（t1/2＞24 h）。释放机制研究发现，以 2-巯

基苯甲醇作为连接基团，释放机制属 1，6-释放机制。

Vlahov IR等[39]在合成EC195过程中还发现，引入2-巯基

苯甲醇要比2-巯基乙醇困难，导致利用1，6-释放机制设

计合成的还原刺激响应型小分子靶向制剂的研究相对

较少。前体药物4～7的结构示意图见图4。

聚乙二醇（PEG）的引入，改善了前体药物的水溶

性。Li D 等 [45]以光敏剂间-四羟基苯基卟吩（m-THPC）

为母体药物，叶酸作为靶向基团，制备了一种靶向前体

药物m-THPC-PEG-FA。研究发现，m-THPC-PEG-FA对

肿瘤细胞具有良好的靶向性。细胞试验表明，m-THPC-

PEG-FA 具有一定的光毒性，但与母体药物 m-THPC 比

较，其光毒性有所降低。在前期的研究基础上，Li D等[46]

利用还原敏感的双硫键，又设计合成了一种还原刺激响

应型叶酸靶向前体药物，释放研究表明，该前体药物在

图3 前体药物1～3的结构示意图

A.前体药物1

B.前体药物2

C.前体药物3

表2 常见的还原敏感双硫键化学结构、机制及产物

化学结构 释放机制

（1，2-释放机制）

（1，6-释放机制）

降解产物 文献
[40]

[41]

[40]
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二硫苏糖醇（DTT）作用下，可完整释放母体药物m-THPC。

目前的研究表明，二硫键对还原性环境敏感的独特

化学性质，使还原刺激响应型叶酸靶向前体药物在肿瘤

细胞内的还原环境下，快速分解并释放药物，从而提高

药物的水溶性、靶向性和有效性。然而，有关还原刺激

响应型叶酸靶向前体药物的应用研究尚有许多亟待探

讨解决的问题，如前体药物在肿瘤细胞内释药的具体部

位尚不清楚、双硫键在细胞内断裂的方式仍存争议，以

及血液及细胞表面存在的巯基可能影响肿瘤细胞对前

体药物的摄取等[47-48]。

3 酶刺激响应型叶酸靶向前体药物

在肿瘤组织中，肿瘤细胞的调控失控及基因过表达，

导致肿瘤微环境中某些酶过度表达。笔者整理文献[31，

49-51]，将肿瘤组织中常见的异常表达的酶及其高表达

部位和敏感连接基团进行归纳，结果见表3。

表3 肿瘤组织中常见的异常表达的酶及其高表达部位

和敏感连接基团

酶
MMP-2、MMP-9

CaB

α-淀粉酶
分泌性磷脂酶A2（PLA2）

赖氨酰基氧化酶（LOX）

β-葡萄糖醛酸苷酶

高表达部位
肿瘤细胞外微环境
肿瘤细胞内溶酶体
肿瘤细胞外微环境
肿瘤细胞外微环境
肿瘤细胞外基质
坏死性肿瘤区域或肿瘤细胞内溶酶体

敏感连接基团
多肽GPLGV、PVGLIG

多肽GFLG

多糖
水解磷脂的SN-2位酯键
抗体
葡萄糖醛酸

文献
[51]

[51]

[49]

[50]

[49]

[31]

叶酸靶向前体药物要在肿瘤细胞内完成药物的释

放，必须借助肿瘤细胞内过度表达的酶，如CaB和β-葡

萄糖醛酸苷酶。CaB在多种肿瘤细胞内过度表达，如前

列腺癌、乳腺癌、结肠癌、肺癌等。在叶酸靶向前体药物

中，引入CaB敏感的多肽GFLG，得到酶刺激响应型叶酸

靶向前体药物将成为人们研究的重点[51]。

Lee H等[52]利用KCNQ2基因抗体（ATTO655）、缬氨

酸（Val）、抗环瓜氨酸肽（Ccp），设计合成了前体药物 8

（ATTO655-Val-Ccp-FA，FSA）。ATTO655在与叶酸-多

肽偶联时，发生荧光淬灭；细胞试验发现，当前体药物 8

通过FR介导的内吞进入细胞，并在CaB的作用下释放

出ATTO655时，可激发ATTO655的荧光特性。通过比

较CaB、组织蛋白酶L（CaL）、组织蛋白酶S（CaS）对FSA

的影响，发现 FSA在CaB的作用下荧光强度增强 3倍，

而在CaL、CaS中并未发现荧光增强。前体药物 8结构

示意图见图5。

β-葡萄糖醛酸苷酶，也是一种在肿瘤细胞中过度表

达的酶。Yang J等[31]利用葡萄糖苷酸（GD）对β-葡萄糖

醛酸苷酶的敏感特性，CPT的衍生物，制备了酶刺激响

应型叶酸靶向前体药物 9（FA-GD-CPT）。研究发现，前

体药物9可通过1，6-释放机制释放药物CPT。血液中的

稳定性试验结果显示，在 14 d、37 ℃下，CPT 的释放＜

1％，表明FA-GD-CPT在血液中具有良好的稳定性。前

体药物9释放机制见图6。

4 缺氧刺激响应型叶酸靶向前体药物

除pH刺激响应型、还原刺激响应型、酶刺激响应型

可实现叶酸靶向药物肿瘤细胞内释放药物外，缺氧刺激

响应型前体药物也是目前研究的热点之一。由于肿瘤

细胞增殖失控，肿瘤组织中血管尚未成熟，导致肿瘤细

胞处于缺氧状态。缺氧状态下，肿瘤细胞内的氧化还原

酶则只有还原性。靶向前体药物在进入肿瘤细胞后，在

缺氧状态下的氧化还原酶[还原前体药物如丝裂霉素C、

溴代异磷酰胺氮芥（TH302）、吲哚醌（EO9）、细胞色素

P450等]的作用下释放药物，达到靶向释药的目的。常用

图4 前体药物4～7的结构示意图

A.前体药物4

C.前体药物6

D.前体药物7

B.前体药物5

图5 前体药物8的结构示意图

图6 前体药物9释放机制

X=N or O
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的缺氧敏感基团有三甲基苯醌类、硝基芳烃类和吲哚醌

类。缺氧敏感基团为还原性基团，在肿瘤细胞内GSH还

原性条件下，缺氧敏感基团无法被还原。因此，在叶酸

靶向前体药物中引入缺氧敏感基团，可实现叶酸靶向前

体药物在肿瘤细胞内的定位释药[53-55]。还原酶作用下缺

氧敏感基团的释放机制示意图见图7。

Bawa KK等[56]利用磷酰胺氮芥（PM）作为抗肿瘤药

物，硝基芳烃（NA）作为缺氧敏感基团，制备了可在肿瘤

细胞内释放药物的缺氧刺激响应型叶酸靶向前体药物

10（FA-PM-NA）。研究发现，通过FR介导的内吞作用，

前体药物10进入肿瘤细胞，并在肿瘤细胞缺氧状态氧化

还原酶的作用下被还原，释放PM。与PM比较，前体药

物 10的细胞毒性增加了400倍。前体药物 10的结构示

意图见图8。

缺氧敏感基团的释放机制虽已被大量文献报道，但

在叶酸靶向前体药物设计中的应用相对较少。缺氧状

态下氧化还原酶只具有还原性，但其仍具有一定专一

性，缺氧敏感基团被过度修饰后，无法被还原，限制了其

在叶酸靶向前体药物中的进一步应用。肿瘤细胞缺氧

导致肿瘤细胞并非通过氧化磷酸化获得能量，而是通过

糖降解过程获得能量。该过程中，会产生过量乳酸和二

氧化碳（CO2）。此外，肿瘤细胞缺氧还导致肿瘤组织内

的活性氧（ROS）浓度大于正常组织。目前，ROS刺激响

应型药物已取得较大研究进展，如ROS刺激响应型纳米

药物[55]、ROS刺激响应型微球[56]、ROS刺激响应型聚合物

等[57]；CO2刺激响应型药物研究相对较少。

5 结语

FR 在肿瘤组织中的过度表达，可在肿瘤细胞内被

激活，以FR作为抗肿瘤靶点，成为人们关注的热点。肿

瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存的环境，彼此相互依存、

相互关联，其特殊理化性质，如 pH、缺氧、还原性等，成

为肿瘤治疗的关键靶点。然而，单一的依靠肿瘤微环境

的靶向治疗，容易引发肿瘤的代偿机制，导致肿瘤复发

和转移。基于肿瘤微环境的刺激响应型叶酸靶向前体

药物，借助叶酸的主动靶向，可解决抗肿瘤药物的靶向

性不足、稳定性差、无法实现药物定位释放和控制释放

药物速度等难题。在应用过程中，刺激响应型叶酸靶向

前体药物也出现了一些问题，如耐药性、水溶性差、药物

活性受到影响等。未来刺激响应型叶酸靶向前体药物

的研究方向主要有：（1）多重刺激响应型前体药物，如

pH/还原、还原/缺氧、pH/温度/磁场等。（2）将诊断和治疗

药物连接到同一刺激响应型前体药物中，实现治疗和诊

断一体化。（3）多靶点联合治疗，提高靶向性、降低毒副

作用。（4）基于肿瘤的微环境，设计开发新型敏感基团，

提高药物活性和定位释放。
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