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I 

摘   要 

目前，恶性肿瘤正在严重威胁着人类的健康，而化疗药物存在抗肿瘤选择性

及靶向性差和毒副作用大等缺点，治疗效果不理想，并给患者带来极大的痛苦。

因此，如何提高抗癌药物的靶向性及治疗效果，减少毒副作用，进而提高肿瘤患

者的生活质量，成为如今肿瘤治疗的首要命题。细胞膜表面普遍存在叶酸受体，

肿瘤细胞膜表面上的叶酸受体的数量及活性显著高于一般正常细胞，而且叶酸与

该受体的结合具有高度特异性和选择性。因此，可以利用叶酸介导靶向给药系统

来介导药物靶向。甲氨蝶呤是一种叶酸拮抗剂，与叶酸有着极其相似的结构，其

与叶酸受体的也有一定的亲和力，因此同样可以利用甲氨蝶呤修饰的纳米给药系

统来介导药物靶向。而且甲氨蝶呤作为临床常用药，还具有很好的抗癌治疗效果。 

本研究目的在于开发一种甲氨蝶呤修饰的、粒径可控的纳米粒，载药后使其

成为一种双载药、可主动靶向肿瘤组织的抗肿瘤给药系统。 

研究内容：（1）利用乙酸酐疏水化修饰普鲁兰多糖，合成不同取代度的乙酰

化普鲁兰多糖衍生物（PA）；（2）将叶酸（FA）或甲氨蝶呤（MTX）连接到取代

度较低的 PA 上，使其具有主动靶向性，通过红外光谱法及核磁共振法进行结构

验证；（3）透析法制备空白纳米粒子以及包裹多西紫杉醇的载药纳米粒子；（4）

通过细胞毒性试验（MTT），验证普鲁兰纳米粒子对肿瘤的抑制作用。 

研究结果：（1）成功合成了双亲性的、叶酸或甲氨蝶呤修饰的 PA。（2）利

用透析法成功制备出了粒径在 200~500 nm 的纳米粒子。（3）经叶酸修饰，并载

有多西紫杉醇的 PA 纳米粒子载药量为 1.9%、包封率为 20.6%。（4）经甲氨蝶呤

修饰，并载有多西紫杉醇的 PA 纳米粒子，多西紫杉醇的载药量为 2.3%，包封率

为 24.4%，MTX 的载药量为 30.4%。（4）MTT 结果显示，双载药的 PA 纳米粒

子的细胞毒性明显高于载有相同量的甲氨蝶呤和多西紫杉醇的纳米粒子之和。 

关键词：主动靶向；抗肿瘤；乙酰化普鲁兰纳米粒；双载药系统 
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II 

Abstract 

Presently, malignant tumor is a serious threat to human health. Chemotherapy is 

usually impotent in effectible treatment according to its unfavorable specificity 

towards tumors and great side effects which leading to great pain to the patients.As a 

result,the most important challenge for researchers is to improve thespecificity and 

safety of anti-cancer drugs, reduce side effects, to amelioratethe quality of 

patients’life.FA receptor, a specific and high affinity receptor for FA, has been found 

to be widely distributed on the cancer cell and generally overexpressed on the 

membrane surface of cancer cell, while it is highly restricted in the normal cell in a 

proof-of-principle experiment. As such, one pivotal strategy to develop the effective 

nanoparicle-based drug delivery system is the functionalization of a targeting ligand 

such as FA on the surface of nanoparticles via FA receptor mediated endocytosis. 

MTX is an analogue of FA because of chemical structure of MTX analogous to that of 

FA, regardless the key features that MTX has an amino group whereas FA has a 

hydroxyl group at the 4-position of pteridine ring. Despite the lower affinity of FA 

receptorfor MTX compared to FA, MTX can specifically bind to FA receptor. And, 

MTX is a widely effective anticancer drug in clinic application by virtue of its 

inhibition of enzymatic activity of dihydrofolate reductase （DHFR）  protein 

localized in the cytosol in cellular FA metabolism. For this reason, MTX exhibits not 

only an apoptosis-inducing effect but also a potentially targeting effect. So, one would 

wonder whether it is possible to take advantage of its novel dual-acting role to 

develop the targeted nanoparicle-based drug delivery system.  

The present work includes: （1）Synthesize pullulan acetate（PA） with acetic 

anhydride. （2） Folate and MTX were coupled to pullulan acetate （PA）.The product 

was characterized by 1H NMR spectroscopy. The degree of folate and MTX 

substitution （DS） calculated by ultraviolet spectrometry is 0.243 and 0.261 per sugar 

residues of PA. （3）Folate（or MTX） conjugated pullulan acetate nanoparticles and 

DTX-loaded nanoparticles were prepared by dialysis method. （4）Cytotoxicity test, 
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III 

were performed to study the behavior of the drug system 

The main findings are as follows:（1） Successful synthesis of folic conjugated 

acetate pullulan and methotrexate conjugated acetate pullulan; （2）The folate acid 

modified DTX-loading nanoparticles （DTX-FPA-NPs）, MTX modified nanoparticles 

（MPA-NPs）and MTX modified DTX-loading nanoparticles （DTX-MPA-NPs）

were preparedDTX-FPA-NPs’sdrug-loading and entrapment efficiencyrespectively 

were 1.9% and 20.6%.MPA-NPs’ MTX-loading efficiency were 31.1%. 

DTX-MPA-NPs’s MTX-loading and DTX-loading efficiencyrespectively were 2.3% 

and 30.4%. （ 3 ）  It’s shownby Cytotoxicity test,DTX-MPA-NPs is higher 

cytotoxicthan DTX-FPA-NPs and MPA-NPs. 

Key words: Pullulan nanoparticals; active targeting; double drug loading 
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第一章   绪  论 

1 

第一章  绪  论 

1.1  肿瘤的危害 

近些年来，恶性肿瘤已经在全球范围内严重威胁着人类的生命和健康，成为

人类健康的头号杀手。各国政府都在肿瘤的防治研究方面投入了巨额资金，各国

科学家也在积极地进行着大量的研究工作，但至今，其仍然是当今生命科学领域

的一个难题。所以，开展恶性肿瘤的防治研究工作，对于预防恶性肿瘤的发生、

降低发生率、减少死亡率、指导临床以及提高肿瘤患者的生存质量等都具有十分

重要的现实意义[1]。对于恶性肿瘤的治疗，目前是以化疗、放疗和手术切除为主；

其中，化学药物治疗经历了半个多世纪的发展，迄今为止依然是肿瘤综合治疗的

主要手段。而目前临床使用的绝大多数抗肿瘤化学药物均有不同程度的毒副作用。

它们在杀伤肿瘤细胞的同时，对正常组织的细胞有着很强的毒副作用，尤其是杀

伤人体中生长发育旺盛的血液、淋巴等组织细胞，这不仅给患者带来了极大的痛

苦，而且破坏了人体重要的免疫防御系统，因此其在临床上的应用收到了很大限

制。现阶段，人们希望找到一种既能杀死肿瘤细胞又不会引起严重毒副作用的药

物释放体系。因此，纳米药物载体以及靶向给药体系成为了现今抗肿瘤药物研究

领域的热点之一[2]。 

1.2  纳米给药系统 

对于疾病的治疗，不仅要根据治疗机制和治疗效果选择不同的药物，而且还

要根据药物的性质选择一个合适的药物运载系统，能够将药物有效的运达病灶，

从而有效地发挥其功能并得到良好的治疗效果。因此，必须选择合适的药物释放

体系（包括药物剂型、药物载体及给药途径等），已达到更高的治疗效果[3]。 

1.2.1   纳米给药系统的定义 

纳米给药系统（nanoparticle drug delivery system，NDDS）是指使用药物与

辅料或直接使用药物，采取特殊的处理方法，制备的粒径为 1-1000nm 的纳米级
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2 

药物传输系统。广义的 NDDS 包括微乳（mieroemulsions）、纳米粒（nanopartieles）、

纳米囊（nanocapsules）、纳米球（nanospheres）、纳米脂质体（nanoliposomes）、

固体脂质纳米粒（solidlipidnanparticle，SLN）、聚合物胶束（polymeric micelles）

以及药物纳米粒混悬液等。 

1.2.2   纳米给药系统的优点 

药物经纳米化后具有特殊的物理及化学性质，例如表面效应、小尺寸效应、

体积效应、量子隧道效应等，使其在药物输送方面具有许多优越性[4]。 

（l）增加药物吸收 

由于纳米粒具有高度分散性，表面积大，并且具有特殊的表面性能（如生物

粘附性、亲和性、电性等），有利于增加药物在吸收部位的滞留时间和接触面积，

加之纳米粒子对药物具有明显的保护作用，故可明显提高人体对药物的吸收效率

和药物的生物利用度。 

（2）控制药物释放 

由于载体材料、制备工艺以及纳米粒的结构不同等原因，药物会具有不同的

释药速度。 

（3）改变药物的体内分布 

纳米粒进入体内后由于网状内皮系统的吞噬作用，可靶向于吞噬细胞丰富的

肝脏、脾脏、肺和淋巴组织等，特别小纳米粒还可进入骨髓组织。纳米粒经抗体

介导、配体介导或磁场介导等，可主动靶向靶组织，是抗肿瘤药物的良好载体。 

表 1.1 不同粒径的药物载体体内靶向的部位[5]
 

Table 1.1 The function of carrier size and the target location in the body
[5]

 

载体粒径 体内靶向 

<50 nm 穿过肝脏或通过淋巴传输到脾和骨髓，也可到达肿瘤组织最终进入肝脏 

0.1 μm~0.2 μm 被网状内皮系统吸收，最后富集于肝、脾中 

1 μm 白细胞吞噬 

2 μm~12 μm 毛细血管摄取，不仅可到达肺，也可进入肝、脾 

7 μm~12 μm 在肺中富集 

>12 μm 阻滞在毛细血管末端 
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（4）提高药物稳定性 

纳米粒载体可以提高药物稳定性，避免药物在到达病灶前被吞噬或降解，这

对于基因药物和具有生物活性的药物具有非常重要的意义。 

（5）改变药物的膜转运机制 

纳米粒子可以增加药物在生物膜的穿透性，从而有利于药物对一些特殊部位

的治疗，例如在穿膜肽的作用下，药物能够穿过血脑屏障到达大脑皮层，对大脑

内病灶产生作用。 

（6）用于抗肿瘤药物的载体 

抗肿瘤药物可以通过纳米粒的作用，改变其在体内的分布及药代动力学性质，

提高药物对肿瘤部位的靶向性，进而提高疗效，降低毒副作用。另一方面，肿瘤

部位的细胞通透性较正常细胞更大，因此抗癌药物在血液循环中存在的时间越长，

就越有利于肿瘤的治疗。 

鉴于以上优点，纳米给药系统已成为一种非常有前途的，并已引起人们广泛

关注的给药体系。目前，将纳米粒子作为抗肿瘤药物的载体研究方面，己经做了

大量的工作，所涉及的抗肿瘤药物包括:阿霉素、甲氨喋吟、5-氟尿嘧啶、米托蒽

醌、放线菌素 D、阿克拉霉素、长春胺、顺铂和碳铂等等。从各种抗肿瘤药物的

载药纳米粒子的动物实验结果来看，在药物与纳米粒子结合后，绝大多数药物的

体内过程都能够得到改善，使药物在体内的循环时间延长，提高抑瘤率，可以将

药物的治疗效果提高 50%以上[6，7]。 

1.3  纳米给药系统的载体材料 

药物载体是纳米给药系统的重要组成部分，也是影响药效的最主要的因素之

一。为使纳米给药系统具有缓释（控释）、靶向等功能，载体材料起着非常关键

的作用。而这就对材料的性质提出了非常严格的要求[8]
: 

（1）具有良好的生物相容性，不引起血象变化，不产生过敏反应； 

（2） 靶向材料应能增加药物的定向性及在靶区的滞留性，这一点要求较高，

靶向性可靠偶联抗体获受体分子来实现，因此材料应有可偶联性，理想的靶向材

料应对组织具有一定亲和性以增加其在目标区域的滞留性； 

（3）载体进入靶区后，能够按设计要求释放药物，并在释药后可经体内代
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谢，变成无毒物质排出体外，即具有良好的生物降解性； 

（4）与药物有足够的亲和力，具有足够大的载药能力； 

（5）能够增加药物稳定性，降低药物毒副作用； 

（6）具有符合要求的其他特性（如黏度、渗透性、亲水性、溶解性等）。 

满足以上要求的高分子材料主要有：①天然大分子材料：多糖、明胶、淀粉

和天然蛋白等；②合成高分子材料：聚乳酸（PLA）、聚羟基乙酸（PGA）及其

共聚物（PLGA）、聚酸酐类、半固态聚原酸酯类等。 

1.3.1  天然高分子材料 

天然高分子材料是指来源于动植物或者人体内天然存在的大分子。天然高分

子材料是人类最早使用的医用材料，具有良好的生物相容性，几乎都可以降解，

且降解产物无毒。但作为医用的天然材料，除具备以上特性之外，还需具备以下

几个条件： 

（1） 原料来源丰富，便宜易得； 

（2） 可用常规的方法加工成型； 

（3） 具有与合成材料相当的物理力学性能； 

（4） 不引起排异反应。 

迄今为止能完全满足这些条件的天然高分子材料很少，但一些天然高分子材

料经过适当的化学改性或与合成材料复合后，便可广泛应用于临床医学中。它们

大多被用作人工皮肤、可吸收缝合线、药物控释载体、组织修复和替代组织隔离

膜等。下边简单介绍几种常见的天然高分子材料： 

(1). 甲壳素和壳聚糖 

甲壳素是一种不溶于水的线型多糖，它是目前研究较多的一种多糖类天然生

物高分子，它广泛存在于低等动物之中，特别是低等动物（如真菌、藻类、酵母）

的细胞壁以及节肢动物的外壳（如昆虫、蜘蛛、甲壳类）中。壳聚糖是目前研究

最多的多糖类天然高分子，它由甲壳素经脱乙酰化反应后得到，是生物界中大量

存在的唯一的一种呈碱性的多糖。其溶解性较甲壳素大为改善，化学性质也较活

泼。这两种多糖均具有良好的生物相容性和生物可降解性，能止血并促进细胞生

长，将其植入人体后，引起的生物组织排异反应小，能够避免伤口受细菌感染，

并可被组织缓慢吸收。目前己被广泛开发用作手术缝合线、止血试剂、人工皮肤、
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诊断膜及药物释放载体等[9]。 

 

图 1.1 甲壳素和壳聚糖的化学结构 

Fig 1.1 Chemical structures of chitin and chitosan 

(2). 明胶 

明胶是氨基酸与肽交联而成的直链聚合物，通常为平均相对分子质量在

15000~25000 之间的不同相对分子质量的混合物。根据制备时水解方法的不同，

明胶可以分为酸法明胶（A 型）和碱法明胶（B 型）。A 型明胶的等电点为 7~9，

B 型明胶等电点为 4.7~5。两者的成囊性或成球性无明显差别，都可被生物降解，

几乎无抗原性，可根据药物对酸碱性的要求选用 A 型或 B 型明胶。明胶为淡黄

色至黄色的，半透明的，微带光泽的颗粒或薄片状固体；无臭，潮湿后易为细菌

分解；在水中久浸会吸水膨胀并软化形成凝胶，重量可增加 5~10 倍；在热水、

醋酸或甘油与水的热混合液中溶解后，水溶液的粘度在 0.2~0.75 cPa 之间，在乙

醇、氯仿或乙醚等溶剂中不溶。明胶作为一种胶体，其最重要特性是在 35~40℃

的水中能形成凝胶或胶体，在较高温度下，可以形成溶液。在 40℃以上明胶可

缓慢解聚并降低成胶力，在 65℃以上解聚加快，80℃加热 1 h，其成胶力降低 50%，

pH2 以下或 pH10 以上，均加速解聚。通常解聚的速率和程度与其相对分子质

量有关，相对分子质量愈小的解聚愈快。 

(3). 淀粉 

淀粉是一类多糖类的天然高分子，与其它天然高分子相比，淀粉具有来源更

加广泛、价格更加低廉、更易被生物降解等特点，在生物降解材料领域具有非常

重要的地位。淀粉是由多个脱水葡萄糖单元经糖苷键连接而成，每个葡萄糖单元

的 2、3、6 三个位置上各有一个羟基，所以，淀粉分子中存在大量可反应的基团，

淀粉的衍生物是通过将其分子中葡萄糖单元上羟基与某些化合物反应而制得的。

淀粉基高分子的降解分为两个过程：一是淀粉被真菌、细菌等微生物侵袭后逐渐
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