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实验教学与创新 :

智能药物传输载体综合实验设计

程 度， 余东升， 陈极峰
(中山大学 材料科学与工程学院，广州 )

摘 要: 智能药物传输载体是生物材料领域的前沿研究方向，将其融入本科教学是
践行科教融合和培养创新型人才的重要途径 通过简便化和模块化设计，将较为
成熟的科研实例聚乙二醇 聚天冬氨酸( 苄胺 二异丙基氨基乙酯) ［ (
) ］的合成与评价设计成综合实验，与传统药物传输载体实验相比，更侧重于训

练学生掌握智能响应性聚合物的合成表征和药物控释性能的评价方法，使学生系
统了解先进生物材料研究技术和启发学生创新性思维 为在高年级本科实验课程
融入前沿研究技术提供新思路和新方法，利于创新型人才的培养
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引 言

我国目前面临的 卡脖子 难题很多与新材料密

切相关，新材料的发展关系到国家重大战略的实

现
［］，攻克这些 卡脖子 难题和实现国家重大战略都

需要具有科研前沿视野的创新型材料人才
［］

因此，

本科人才培养应着眼于服务国家重大战略需求，探索

出培养具有科学前沿视野和创新性人才的新思路和新

方法 科教融合是实现上述人才培养目标的有效策

略，其中的关键问题是如何将前沿科研成果与本科教

学客观要求相结合，依据本科教学的规律，打磨前沿科

研成果并融入本科教学实践中 选用的科研成果要具

有前沿性，利于拓宽学生的视野和培养学生的创新性;

科研成果经过多年的打磨，成熟度相对较高，便于本科

实验条件下顺利开展;另外，还需将科研成果进行简便

化和模块化设计，利于因材施教和因地制宜地开展教
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阿霉素和紫杉醇等是治疗肿瘤的一线药物，但是

这类化疗药物存在体内生物利用度低和毒副作用

大
［］

近 几年以来，材料科学家发展了聚合物基药

物载体包载和传输这些药物，显著提高了药物的体内

利用度和减轻了药物的毒副作用
［ ］

但是，载体材

料难以控制药物在肿瘤等致病部位的释放，药物浓度

在短时间内难以达到治疗浓度，限制了疗效的提高

为解决此难题，近年来科学家们发展了基于刺激响应

性聚合物材料的智能药物载体材料
［ ］，载体材料将

药物输送到肿瘤部位后，可以响应肿瘤部位的微环境

信号(如低 和还原剂)刺激将药物快速释放出来，

是药物浓度在短时间内达到工作浓度，有效提高治疗

效果，是当今生物材料领域的研究热点

近年来多种基于刺激响应性聚合物聚天冬氨酸

(二异丙基氨基乙酯)［ ( )］的载体材料得到

了开发，且具有药物控释性能和抗肿瘤治疗效

果
［ ，］

为了将此研究成果融入本科教学中，对此类

聚合物进行了简便化和模块化设计，简化了载体结构，

突出了药物控释性能及其评价方面的设计，打造了智

能药物传输载体聚乙二醇 聚天冬氨酸(苄胺 二异丙

基氨基乙酯)［ ( )］综合实验，内容涵

盖了刺激响应性聚合物合成与表征等高分子化学模

块 纳米粒子组装与表征和药物释放行为等高分子物

理模块 聚合物药物传输和抗肿瘤性能评价等生物学

功能评价模块，使学生对药物传输载体前沿研究有较

为全面的了解，掌握智能药物传输载体研究的基本方

法和技能，启发学生的创新性科研思维，为后续的学习

和工作打下扎实的基础

药物传输载体的制备与性能测评实验

实验试剂

甲基醚聚乙二醇氨基( ，

) 和 ， 二甲基甲酰胺( ，无水反应级，

)购自 反应前于

真空干燥 后使用 天冬氨酸 苄酯 羧基环

内酸酐( )购自吉尔生化(上海) 盐酸多柔

比星( )购自浙江海正药业有限公司 ，

二异丙基乙二胺 苄胺 ［ ( ，

) ， ］均购自

公司 透析袋(截留分子量为 )购自上

海鸟生物科技有限公司 实验中所用试剂均为分析

纯，除细胞生物学实验外，水均为双蒸水 人肺腺癌细

胞 细胞在含有 胎牛血清( ) 的

培养基及 的空气与 的 混合气体环

境下，于 下培养

实验仪器

使用核磁共振仪( ，

， )对聚合物进行氢谱 分析

下使用动态光散射系统 ( ，

， ， )测定纳米药物

的粒 径 旋 转 蒸 发 仪 采 用 公 司 ( ，

)生产的 型号 紫外可见分光光度

计采用 公司( ， ， )生产的

型 号 采 用 徕 卡 (

， ， )型号的倒置荧

光显微镜观察细胞中的荧光 采用 公司

( ， ， )生产的 型号酶标仪进

行 分析 采用 公司

( ， ， )生产的 型号 培养箱培

养细胞

( )聚合物的制备

根据已发表的文献合成嵌段共聚物

( )［ ］，合成路线如图 所示 引发

天冬氨酸 苄酯 羧基环内酸酐( )开环

聚合得到聚乙二醇 聚( 天冬氨酸苄酯) (

)，接着分别与卞胺( )和 ， 二异丙基乙二

胺( )进行胺解反应，将 和 引入到聚合物

侧链，合成出具有酸敏响应的聚合物 (

)

图 嵌段共聚物 ( ) 的合成路线
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负载阿霉素纳米载体的制备

取 的 ( )聚合物样品和一

定量的疏水性 (将水溶性 溶解在甲醇

中，再向溶液中加入三乙胺， 后用旋转蒸发仪将

溶液旋干制备而成)共同溶解于 溶液中

在超声作用下，溶有 和载体聚合物的有机相缓慢

滴加入 超纯水中形成红色透明的胶束溶液，然

后将此胶束溶液装入到透析袋(截留分子量为

)中透析 ，期间多次更换透析用的超纯水，除

掉游离的 和溶剂，然后用孔径为 的水相

滤膜过滤，得到载药纳米粒子 ( )

，命名为 采用类似的方法制备不含

的空白纳米粒子

纳米药物理化性能的评价

( ) 粒径分析 用动态光散射系统( ，参数

为: ， 入射角)分析载药纳米粒子的粒径，每个

样品测量 次，取平均值做为该样品的粒径值

( ) 形貌分析 取浓度为 的纳米药

物溶液 ，滴于铜网上，在干燥器中静置风干 ，

经 的染色剂乙酰双氧铀染色 后，用滤纸吸附

除去多余的染色剂，在 下干燥过夜，制得的样品

置于透射电子显微镜观测纳米粒子的形貌

( ) 药物包封率和载药量分析 在纳米药

物中的质量百分比为药物负载量(载药量， )，纳米

药物中 的质量占所投入 总质量的百分比为

药物包封率( ) 纳米药物内 质量可通过紫

外可见光吸收光谱进行测定，取一定量冻干的负载

的 ( ) 的纳米药物溶于

中，在 处测定 的紫外吸收，依据

质量 吸光度值的标准曲线计算出 的质量:

纳米药物所载 质量
包载药物后纳米药物的总质量

纳米药物所载 质量
所投入 总质量

体外模拟条件下药物控释性能评价

体外模拟条件下评价药物释放性能:在体外模拟

正常生理环境( 和 )和肿瘤细胞溶酶体环

境( 和 )的条件下测定智能载体控制药物

释放的性能 取 的纳米药物溶液加入透析袋

(截留分子量为 )中，再加入 的缓冲

液 根据缓冲液 值的不同分为 和

两组，每组设 个平行样品 透析袋密封后，放入

离心管中，离心管中加入相应 值的缓冲溶液，

置于 下的恒温摇床中震荡孵育 每隔一定时间

从离心管中取出 溶液，并补充等体积的具有相应

值的缓冲液进入离心管 通过 质量 吸光度

值的标准曲线计算出每个样品每个时间点的 释

放量， 释放量为 个平行样品中 释放量的

平均值

细胞吸收和细胞内药物控释性能评价

以 个 孔的密度将 细胞接种于细胞

培养皿中，于 培养培养过夜后，加入负载 的

纳米药物( 终浓度为 )，孵育 后，细胞培

养基中加入 ( )染料对细胞核染

色 弃去培养基，用 液洗涤细胞 次，除去

未被细胞吸收的纳米药物及细胞核染色剂

置于倒置荧光显微镜下观察，

标记的细胞核发出蓝色荧光， 发出红色荧光

细胞存活率分析

将 细胞以 个 孔的密度接种于 孔

板上，在 和 环境下的恒湿恒温细胞培养

箱中培养过夜，然后将负载 的纳米药物

和未负载 的空白纳米粒子 按照不同

剂量加入培养基中(每组处理设 个复孔)，共孵育

后，弃去培养基 将 含 的培养基(

浓度为 )加入培养孔中，在 和

环境下的恒温恒湿培养箱中孵育 ，弃去培养基后，

加入 的二甲基亚砜震荡溶解生成的固体后，用

酶标仪测定每孔在 的吸光度值，依据下式计算

出细胞的存活率，每组设 个平行重复 即

细胞存活率
实验组吸光度值
对照组吸光度值

实验结果与分析

聚合物材料的制备与表征

聚乙二醇 聚( 天冬氨酸苄酯) ( )

的 图谱如图 ( )所示， 为 中

的( )， ( )，(

) 为主链上( )，

为 侧 链 上 靠 近 苯 环 的 亚 甲 基 峰

( )， 为 苯 环 峰

( )，这些峰的位置与研究文献报道的

一致
［ ］

根据 段亚甲基峰与 段苯环峰的

面积积分值计算， 的聚合度为

( )的 图谱如图 ( )所

示， 为 中末端( ) 的峰，

为苯环峰( )，根据 段亚甲基

峰与 段苯环峰以及 中末端甲基峰的积分面积

之比，得出 和 的重复单元数分别为 和

纳米药物 的粒径和形貌

如图 所示，采用动态光散射( )方法测定纳

米药物 的水合粒径为( ) ;透射

电子显微镜下 粒子的形貌为大小均匀的

球形，粒径约为 ，其结果与 测出的粒径一致
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( )

( ) ( )

图 聚合物 图谱( ， )

图 纳米药物 的粒径分布和透射电子显微图

载体材料对药物的包封率和载药量

通过测定纳米药物 中的 的质

量得出智能药物传输载体 ( ) 对

的包封率和载药量， ( )对

的包封率为 ，纳米药物 中 的

载药量为

药物体外释放性能

通过体外模拟肿瘤细胞微环境评价传输载体控制

释放的性能 纳米药物通过内吞途径进入肿瘤

细胞后，分布于溶酶体中，而溶酶体是酸性微环境(

) 智能药物传输载体 ( )中的

具有酸敏性，在 的条件下呈现出疏水性，

而在 条件下表现为亲水性 利用其酸敏性，可

以在 条件下通过亲疏水作用包载疏水性

，制备出纳米药物，并且使药物在血液循环(

)等正常生理条件下基本不释放药物，减少对正常

组织的毒副作用;进入肿瘤细胞后则响应溶酶体的酸

性微环境( )， 发生质子化由疏水转变为亲

水，使纳米药物解体，从而将 快速释放出来，使细

胞内药物浓度快速达到有效治疗浓度，提高药物的治

疗效果

如图 所示，在血液模拟( )的条件下，

内 释放量仅有 ，在随后的时间段内

的释放量没有明显提高仍维持在低水平，表明纳米药

物 在 的条件下释放的药物非常

少;而在溶酶体模拟( )的条件下，在 内

释放的速度最快，释放量达到 ，在 时约

的 从纳米药物中释放出来，证实 载体

具有很好的 响应性，能够响应肿瘤细胞溶酶体酸

性微环境快速释放

图 在不同模拟条件下的累计释放量曲线

纳米药物的粒径和形貌表征 纳米药物的 载

药量和 体外释放行为表明智能药物传输载体

( )能够有效包载 形成纳米粒

子，在血液循环等正常生理条件下减少 的释放，

并可智能响应肿瘤细胞内溶酶体酸性微环境而快速释

放 ，利于减少毒副作用的同时提高抗肿瘤治疗

效果

细胞吸收和细胞内药物分布

通过荧光显微镜观察纳米药物 被细

胞吸收情况以及 在细胞内的分布情况(见图 )，

细胞与 共同孵育 后，用

(蓝色荧光)标记细胞核， 荧光在整个细胞

分布，并且与细胞核的荧光重叠呈现出紫色 纳米药

物 具有一定的粒径，不能进入到细胞核
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中，只有从纳米载体中释放出来的游离 才能进入

细胞核
［］

细胞核中 红色荧光与细胞核的蓝色

荧光重叠，表明 从纳米药物中释放出来，并进入

细胞核 这些研究结果表明智能药物传输载体

( )能够将 输送进肿瘤细胞，并在肿

瘤细胞中响应溶酶体酸性微环境将 释放出来

( ) 标记 ( ) 发出的红色荧光 ( ) ( )和( )的叠合图像细胞核的蓝色荧光

图 智能药物传输载体 ( )输送 进入 细胞和 在细胞内分布的荧光

抗肿瘤细胞增殖活性

肿瘤细胞 分别与一系列不同浓度的空白纳

米粒子 和负载 的纳米药物 孵

育后，通过 法对细胞存活率进行测定分析(见图

)，从而评价纳米药物对肿瘤细胞的毒性 空白纳米

粒子 未表现出明显的细胞抑制作用，在聚合物

浓度高达到 时，细胞存活率仍然约为

，表明未负载 的空白纳米粒子 具有

非常小的细胞毒性，证实载体材料 (

)具有非常好的生物安全性 负载 的纳米药

物 则显著降低了肿瘤细胞的存活，在

浓度下，细胞存活率约 ，

浓度则将细胞存活率降低至约 这些研究

结果表明负载 的纳米药物 具有显

著的杀灭肿瘤细胞的能力

图 不同浓度下空白纳米粒子 和载 纳米药物

对 细胞存活率的影响( ，与

条件下的细胞存活率相比)

讨 论

具有微环境响应性的智能药物传输载体是生物材

料的研究热点，属于材料科学的前沿研究方向 近年

来开发的多种智能药物传输载体材料，可以响应内源

微环境信号(如低 富含还原剂 活性氧和肿瘤基

质内基质金属蛋白酶等信号)
［ ， ，］

和外源信号(如

红外光 热 超声等信号)
［ ， ，］

控制药物的释放，并

在载体结构中进一步引入二硫键交联中间层
［ ］

敏感中间层
［］
以及酶敏感中间层

［ ］，使药物在血液循

环中不释放，到达肿瘤组织中则可快速释放，不仅减少

了药物在血液循环中泄漏所引起的毒副作用，也提高

了药物在肿瘤组织中的有效浓度，显著提高了药物杀

灭肿瘤细胞的能力和降低了潜在的毒副作用 为了践

行通过科教融合培养创新型人才的教学理念，在生物

材料理论教学中对智能药物传输载体材料的相关知识

进行了介绍和分析，为了加深学生对智能药物传输载

体材料的理解和掌握，并利用前沿研究启发其创新性

科学思维，将智能药物传输载体的研究成果设计成综

合实验，训练高年级本科生利用所学的高分子化学 高

分子物理以及材料制备与表征技术进行综合研究的

能力

为了便于本科生实验的开展，对智能药物传输载

体材料方面的研究成果进行简便化和模块化设计，一

方面在突出药物控释性能基础上尽量简化载体结构，

便于本科实验的开展和推广;另一方面也通过模块化

设计，既保证模块之间的相互衔接，也使各模块具有一

定的独立性，可以分时段分别完成，便于本科课程的安

排与管理 因此，在已有研究成果的基础上，设计了具

有酸敏响应性的聚合物材料 ( )，通

过 开环聚合和胺解两步反应即可制备出载体聚

合物，并通过后续的纳米药物制备与表征模块 药物控

释行为表征模块以及生物学功能评价模块，使学生较

为系统地了解智能药物传输载体的研究方法和思路，

培养学生进行前沿科学研究的兴趣和能力

酸敏响应性的聚合物材料 ( )可

高效负载抗癌药物 ，所形成的载药纳米粒子结构

稳定且均一，进入肿瘤细胞后在酸性的溶酶体中实现
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的暴释，有效地提高了肿瘤细胞内药物浓度，降

低对健康组织的毒副作用 这种酸敏纳米药物作为一

种高效的纳米医药平台在肿瘤治疗中具有代表性 同

时简便化和模块化设计也提供了一种简便和完整的纳

米药物实操体系，使其在本科教学中成为可能，可以完

整地训练学生认识 学习 制备智能药物传输载体的过

程，培养学生的前沿科研思维

结 语

在已有前沿科学研究成果的基础上，通过简便化

和模块化策略，设计了基于酸敏聚合物

( )的智能药物传输载体本科生综合实验，训练

本科生较为全面了解和掌握智能药物传输载体材料的

制备 表征 控释性能和生物功能评价方面的基本知识

和实验方法，启发学生的科学思维 通过简便化和模

块化设计策略等教学实践，探索将前沿科学研究成果

引入本科教学的有效手段
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名人名言

提出一个问题往往比解决一个问题更重要，因为解决问题也许
仅是一个数学上或实验上的技能而已 而提出新的问题新的可能
性，从新的角度去看旧的问题，都需要有创造性的想象力，而且标志
着科学的真正进步

爱因斯坦


