
安徽工程大学硕士学位论文 

分类号: Q81                         单位代码：10363 

密  级：公开                        学    号：2210530120 

 

 

 

 

CCR2-MCP-1 介导巨噬细胞自发结合普朗尼克纳米颗

粒靶向递送阿霉素用于肿瘤治疗 

 

CCR2-MCP-1- mediated macrophage spontaneously 

binding pluronic nanoparticle for targeting delivery of 

doxorubicin for tumor therapy 

 

 

 
 

学生姓名：         胡 成 锐       

指导教师：      朱 龙 宝（教授）  

专    业：        生物与医药      

研究方向：       生物制药工程  

  

 

论文答辩日期：  2024 年 5 月 30 日 



安徽工程大学硕士学位论文 

安徽工程大学学位论文原创性声明 

 

 

本人郑重声明：我恪守学术道德，崇尚严谨学风。所呈交的学位论文，是本

人在导师的指导下，独立进行研究工作所取得的成果。除文中已明确和引用的内

容外，本论文不包含其他个人或集体已经发表或撰写过的作品及成果的内容。论

文为本人亲自撰写，我对所写的内容负责，并完全意识到本声明的法律后果由本

人承担。 

 

学术论文作者签名:  

 

日期：  2024年 6 月 3 日 



安徽工程大学硕士学位论文 

安徽工程大学学位论文版权使用授权书 

 

学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，同意学校保留

并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版，允许论文被查阅或借阅 。

本人授权安徽工程大学可以将本学位论文的全部或部分内容编入有关数据库进

行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存和汇编本学位论文。 

                   

 

          保密，在     年解密后使用本版权书 

本学位论文属于 

          不保密   

学位论文作者签名：                        指导教师签名： 

 

 

日期：2024 年 6月 3日                     日期：2024年 6 月 3 日



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
I 

 

CCR2-MCP-1 介导巨噬细胞自发结合普朗尼克纳米颗粒靶

向递送阿霉素用于肿瘤治疗 

 

摘 要 

 

肿瘤严重威胁人类身体健康，传统的化疗是目前治疗肿瘤的主要

手段之一，但存在毒副作用强，易复发等问题。基于纳米颗粒（NP）

的载药系统可有效提高药物在肿瘤部位的蓄积以减轻毒副作用，已成

为提高癌症治疗效果的一种有效策略。然而，目前已报道的纳米颗粒

在临床试验中并不能转化为更好的疗效，因其在血液循环中会迅速被

免疫清除，缺乏特异性的靶向肿瘤，而且在肿瘤组织中的扩散也受到

限制。因此，需开发高效的主动靶向纳米药物递送系统。利用巨噬细

胞（MA）等内源性细胞的肿瘤归巢特性和生物相容性开发的主动靶

向给药系统，成为解决肿瘤治疗中传统载药输送系统存在问题的新策

略。本文利用巨噬细胞表面 CCR2/MCP-1 信号轴的相互作用，设计了

一种载阿霉素的纳米颗粒（DOX@MPF127-MCP-1, DMPM）负载在

巨噬细胞（RAW264.7）表面，制备的主动的肿瘤靶向药物递送系统

用于肿瘤的靶向治疗，主要研究内容和结果如下： 

（1）DMPM 纳米颗粒的合成与表征。 

首先，利用固相合成制备 MCP-1 多肽（CYNFTNRKISVQRLAS

YRRITSSK），然后利用酯化反应将两亲性嵌段共聚物普朗尼克 F127
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 （PF127）末端羟基进行羧基化修饰，以 1-乙基-（3-二甲基氨基丙

基）碳酰二亚胺（EDC）和 N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）将 MCP-1 肽

与 MPF127 以酰胺键偶联，成功制备出 MPF127-MCP-1（MPM），M

PM 可以在 20 mg/mL 的浓度条件下进行自组装，将 DOX 自组装在

MPM 中，制备出粒径约为 100 nm 的 DMPM 纳米胶束。紫外-可见

分光光度计、傅里叶红外光谱和 EDS 等表征结果表明纳米粒子 DMP

M 的成功合成。体外稳定性及药物释放实验结果表明 DMPM 具有较

高的稳定性，且能在微酸环境（pH 5.5）中进行药物释放。体外溶血

实验及 CCK-8 实验进一步证明了 DMPM 对于正常小鼠成纤维细胞

（MEF）及巨噬细胞（RAW264.7）的伤害较小，具有良好的生物安

全性。 

（2）DMPM 纳米颗粒的靶向及抗肿瘤活性研究。 

细胞靶向及迁移实验结果表明： DMPM 可与巨噬细胞

（RAW264.7）表面 CCR2 受体结合形成 MA-DMPM 输送载体，同时

表明 MCP-1 能吸引巨噬细胞并表现出归巢作用，与对照组相比，MA-

DMPM 体外归巢率达到 220%，表明 MA-DMPM 具有良好的肿瘤靶

向递送能力。体外细胞实验表明：DMPM 具有明显的肿瘤抑制效果，

与 DOX 相比，DMPM 对 NCI-H1299 细胞的抑制率从 55％提高至

60％，体外细胞摄取也表明 NCI-H1299 细胞能够对 DMPM 进行有效

摄取。荷瘤小鼠实验结果表明，经过 14 天的治疗，DMPM 组的小鼠

肿瘤相对体积及肿瘤重量明显低于对照组，说明 MA-DMPM 能显著

抑制肿瘤细胞生长，表明其在肿瘤治疗中有一定的应用前景。荧光成
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像（IVIS）结果表明，MA-DMPM 在体内表现出良好的肿瘤靶向性。

H&E 切片及肝肾功能分析表明 DMPM 对小鼠主要脏器（心、肝、脾、

肺和肾）损伤较小，具有良好的生物安全性。TUNEL 肿瘤组织切片

显示出 DMPM 处理组的肿瘤细胞凋亡率约为 63.33%，高于纯 DOX

处理组的 51.29％，相比较体外细胞实验，MA 具有较好的药物转送

能力且能够到达肿瘤部位，提升了 DMPM 的肿瘤抑制效果。ELISA

炎症因子的分析进一步验证了 DMPM 的体内生物安全性较好且可以

在一定程度上促进机体免疫。 

综上所述，本研究设计了一种能够靶向巨噬细胞及肿瘤的纳米材

料（DMPM），通过液相、质谱、紫外、红外、粒径、XPS、EDS 等表

征方法证明了纳米材料及其前体物的成功合成。细胞毒性及细胞摄取

实验表明纳米材料可被肿瘤细胞摄取并对肿瘤细胞造成一定的毒性。

细胞迁移实验证明了 DMPM 可与巨噬细胞进行靶向偶联并且 MA-

DMPM 可通过归巢作用向肿瘤细胞迁移。体内荧光成像实验进一步

证明了 MA-DMPM 可在肿瘤部位聚集。小鼠实验表明 MA-DMPM 可

以抑制小鼠肿瘤的生长且不会对小鼠正常生理活动造成影响。本文所

构建的利用巨噬细胞进行靶向药物递送系统对于肿瘤治疗具有一定

的参考意义。 

 

关键词：靶向运输，肿瘤治疗，普朗尼克，CCR2/MCP-1，巨噬细胞 
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CCR2-MCP-1-MEDIATED MACROPHAGE 

SPONTANEOUSLY BINDING PLURONIC NANOPARTICLE 

FOR TARGETING DELIVERY OF DOXORUBICIN FOR 

TUMOR THERAPY 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Tumor poses a significant health risk, and while traditional 

chemotherapy is a primary method of tumor therapy, it often comes with 

strong side effects and the risk of recurrence. Nanoparticle (NP)-based drug 

delivery systems have shown promise in improving drug accumulation at 

tumor sites and reducing side effects, making them an effective strategy for 

enhancing tumor therapy. However, challenges such as rapid immune 

clearance, lack of tumor-specific targeting, and limited spread in tumor 

tissues have hindered the translation of NPs efficacy in clinical trials. To 

address these issues, the development of an efficient actively targeted 

nanomedicine delivery system is necessary. Utilizing the tumor-homing 

properties and biocompatibility of endogenous cells like macrophages 

(MA), an actively targeted drug delivery system has emerged as a new 

approach to improving traditional drug delivery systems in tumor therapy. 
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By leveraging the interaction of the CCR2/MCP-1 signaling axis on 

macrophages, a doxorubicin-loaded nanoparticle (DMPM) was designed, 

which could be loaded on the surface of macrophages (RAW264.7) for 

targeted tumor therapy. The main research and results are as follows: 

(1) The synthesis and characterization of DMPM. Initially, the MCP-

1 peptide (CYNFTNRKISVQRLASYRRITSSK) was prepared through 

solid-phase synthesis. Subsequently, the hydroxyl group at the terminus of 

the amphiphilic block copolymer Pluronic F127 (PF127) was carboxylated 

via an esterification reaction. The MCP-1 peptide was then coupled with 

MPF127 through an amide bond using 1-ethyl- (3-dimethylaminopropyl) 

carboimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) to prepare MPF127-

MCP-1 (MPM). MPM demonstrated self-assembly capabilities at a 

concentration of 20 mg/mL. The DMPM micelles, with a particle size of 

approximately 100 nm, were prepared through the self-assembly of DOX 

within MPM. The successful synthesis of DMPM was confirmed through 

various analytical techniques such as ultraviolet-visible spectrophotometry, 

fourier infrared spectroscopy and EDS. External stability and drug release 

experiments indicated that DMPM exhibited high stability and could 

release drugs in a slightly acidic environment (pH 5.5). In vitro hemolysis 

and CCK-8 assay further proved that DMPM displayed good biosafety and 

caused minimal damage to normal mouse embryo fibroblasts (MEF) and 

macrophages (RAW264.7). 
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(2) Study on the targeting and anti-tumor activity of DMPM. The 

results of cell targeting and migration experiments revealed that DMPM 

can bind to the CCR2 receptor on the surface of macrophages (RAW264.7), 

forming the MA-DMPM transport vector. Additionally, it was observed 

that MCP-1 can attract macrophages, exhibiting a homing effect. In 

comparison to the control group, the homing rate of MA-DMPM reached 

220% in vitro, indicating its strong tumor-targeted delivery capability. In 

vitro cell experiments demonstrated a significant tumor inhibition effect of 

DMPM, with the inhibition rate on NCI-H1299 cells increasing from 55% 

to 60% compared to free DOX. Moreover, NCI-H1299 cells showed 

effective uptake of DMPM. The tumor-bearing mice experiments after 14 

days of treatment showed that the relative tumor volume and weight in the 

DMPM group were notably lower than those in the control group, 

indicating a substantial inhibition of tumor cell growth by MA-DMPM. In 

vivo imaging systems (IVIS) results confirmed the effective tumor 

targeting of MA-DMPM in vivo. H&E sections and analysis of liver and 

kidney function indicated good biosafety of DMPM with minimal damage 

to major organs. TUNEL tumor tissue sections revealed a higher apoptosis 

rate of tumor cells in the DMPM treatment group (63.33%) compared to 

the free DOX group (51.29%). Compared with in vitro cell experiments, 

MA had better drug delivery ability and could reach the tumor site, which 

improved the tumor inhibition effect of DMPM. ELISA analysis of 
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inflammatory factors further verified that DMPM has good biosafety in 

vivo and can promote immunity. 

This study focused on designing a nanomaterial (DMPM) with the 

ability to target both macrophages and tumors. The successful synthesis of 

the nanomaterial and its precursors was demonstrated using various 

characterization methods such as liquid phase, mass spectrometry, 

ultraviolet, infrared, particle size, XPS, and EDS. Cytotoxicity and cell 

uptake experiments revealed that the nanomaterials could be internalized 

by tumor cells and exhibit toxicity towards them. Cell migration 

experiments indicated that DMPM could effectively target macrophages, 

and MA-DMPM showed homing capabilities towards tumor cells. IVIS 

confirmed the accumulation of MA-DMPM at the tumor site. Tumor-

bearing mice experiments demonstrated that MA-DMPM could inhibit 

tumor growth without adverse effects on the normal physiological 

activities of the mice. The targeted drug delivery system utilizing 

macrophages presented in this study holds significant implications for 

tumor therapy. 

 

KEY WORDS: Active targeting delivery, Tumor therapy, Pluronic 

micelles, CCR2/MCP-1, Macrophage
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中英文缩略词对照表 

 

缩略词 英文全称 中文名称 

NP Nanoparticle 纳米颗粒 

MA Macrophage 巨噬细胞 

CCR2 C-C chemokine receptor-2 C-C 趋化因子受体-2 

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 单核细胞趋化蛋白-1 

PF127 Pluronic F127 普朗尼克 F127 

EDC 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 1-乙基-（3-二甲基氨基丙

基）碳酰二亚胺 

NHS N-Hydroxysuccinimide N-羟基琥珀酰亚胺 

RAW264.7 Mouse leukemia cells of monocyte macrophage 小鼠单核巨噬细胞白血病

细胞 

MEF Mouse Embryonic Fibroblast 小鼠胚胎成纤维细胞 

NCI-H1299 Non-small cell lung cancer cell 人非小细胞肺癌细胞 

IVIS In Vivo Imaging Systems 体内成像系统 

H&E Hematoxylin-Eosin staining 苏木精/伊红染色实验 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated 

dUTP Nick End Labeling 

原位末端转移酶标记技术 

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 酶联免疫吸附法 

XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy X 射线光电子能谱 

EDS Energy Dispersive Spectroscopy 能量色散 X 射线光谱 

RES Reticulo-Endothelial System 网状内皮系统 

TME Tumor microenvironment 肿瘤微环境 

DOX Doxorubicin 阿霉素 

CMC Critical Micelle Concentration 临界胶束浓度 

EPR Enhanced permeability and retention effect 高通透性和滞留效应 
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第 1 章 绪论 

1.1 引言 

肿瘤是由于细胞异常增殖而形成的，其中的恶性肿瘤具有较强的侵袭及转移

性，生长速度快，严重威胁人类健康，是导致人类死亡的主要原因，也是提高各

国人口预期寿命的重要障碍[1, 2]。近年来，中国癌症患者的病例数正在逐年增加，

给社会经济发展带来了沉重的负担，也给人类生命健康造成了巨大威胁[3, 4]。自

2005 年以来，癌症一直是中国城乡男性居民的首要死因和女性居民的前三大死

因，分别占男性和女性死亡总人数的 1/4 和 1/5[5]。由于庞大的人口规模，中国的

癌症负担可能会强烈影响中国政府和个人的医疗保健负担能力[6]。为减轻癌症所

能带来的负担，我国出台了《健康中国行动—癌症防治行动实施方案》等政策文

件指导癌症防治[7]，并在后续的癌症防治工作中取得了初步进展。但当前仍然亟

需更加有效的治疗方法及手段来治疗癌症，发展新的抗癌技术以推进癌症的预防

和治疗，是控制我国甚至全球癌症、提高癌症患者生存率和治愈率的有效措施。 

随着现代纳米技术的发展及对于癌症的认识越来越广泛，癌症的治疗方式及

手段也在不断与时俱进[8-11]。癌症传统治疗手段包括手术治疗、放疗、化疗等，

但随着对癌症的认识越来越广泛，传统疗法都显示出了弊端和局限性，比如手术

治疗对于晚期癌症转移不够理想[12, 13]；化疗对于机体没有特异性，易造成机体副

作用[14]；放疗会使患者产生恶心呕吐等不良反应，严重者会影响患者的正常生活

等[15]。基于此，各种新的治疗手段，如免疫治疗[16]、化动力治疗[17]、光热[18]、光

动力治疗[19]等不断出现，并研究出了把抗癌药物运输到肿瘤部位而设计的纳米

药物载体。纳米药物载体现如今被认为是一种比较有效安全的能够递送抗癌药物

的材料，由于其微小的粒径，足以渗透到肿瘤部位，且不易在到达肿瘤部位前发

生裂解[20]，从而不易对身体造成副作用。现如今倚靠于纳米载体而进行的药物递

送研究屡见不鲜，已成为抗癌药物研究的热点方向。 
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1.2 传统肿瘤治疗手段及其局限性 

（1）化疗 

化疗是目前肿瘤治疗常用的一种方式，由于肿瘤转移的频繁发生，联合化疗

已成为一种重要的治疗策略[21]。常规化疗药物多种多样，根据其主要或表面的作

用机制分为烷基化剂、抗代谢药物和抗肿瘤抗生素等多个种类[22]。烷化剂和铂类

似物会诱导 DNA 链间或链内交联，从而使 DNA 不稳定并导致 DNA 断裂；抗

代谢药可以抑制 DNA、RNA 或其成分合成；拓扑异构酶抑制剂可阻断 DNA 解

旋酶等，其相关作用机制如图 1-1 所示[23]。 

图 1-1 常规化疗的作用机制[23] 

Figure 1-1 Mechanism of the conventional chemotherapy[23]. 

虽然化疗药物对肿瘤患者全身的肿瘤细胞有治疗作用，但由于其低选择性和

药物扩散不可控性[24]，同时也会对患者体内的正常细胞有一定副作用，且化疗药

物由于溶解度低[25]、缺乏肿瘤靶向性[26]和多种药物耐药性[27]等原因导致疗效不

佳并常常伴随着不良反应，如脱发、贫血、神经毒性和肾毒性等[28]，这些不良反

应进一步限制了化疗药物的使用[29]。所以单一使用化疗药物的局限性越来越显

著，需要寻找联合治疗方案以平衡化疗药物的副作用。 

（2）手术治疗 

手术治疗是目前实体瘤的主要治疗方法之一，因为它能够最大限度地消除肿

瘤组织并降低肿瘤细胞的恶性增殖率，手术治疗是通过直接切除癌症患者的肿瘤

组织来实现治疗效果[30]。但是由于体内器官及个体的差异性，手术治疗想要达到
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良好的疗效就需要在肿瘤早期进行手术切除，这样才能使得术后恢复最佳。虽然

一些患者可能会从手术治疗中受益，但相当多的患者容易出现并发症，例如术后

炎症毒性、畸形组织修复、肿瘤复发和转移[31]。此外手术治疗也有局限性，一是

对于实体瘤的治疗，手术会有相应的抑制作用，但对于白血病、淋巴瘤等血液系

统瘤的治疗，手术就没有抑制效果。第二就是手术所切除的实体瘤部分往往也会

携带一部分机体器官正常组织，正常机体组织被切除后，在很大程度上也会影响

手术患者术后的行动能力。 

（3）放疗 

随着医疗技术的发展，放射治疗（RT）已广泛应用于癌症的治疗[32]。肿瘤放

射治疗是肿瘤的一种局部治疗方法，利用放射线如 α、β、γ 射线和各类 X 射线

及其它粒子束等来治疗恶性肿瘤。RT 的目的是阻止肿瘤细胞增殖并诱导肿瘤细

胞死亡，但不会立即杀死细胞，肿瘤细胞死亡可能会在放疗后的一段时间内[33, 34]。

传统的 X 射线放疗中，由于肿瘤组织被正常组织包围，电子密度较低，很难将足

够的剂量转移到肿瘤部位，这表明 X 射线治疗需要较高的剂量[35]。而想要达到

较好的治疗效果，就需要较高的放射剂量，从而可能会增加放射损伤的概率，使

得正常组织细胞受到损伤，导致机体出现不良反应[36]。此外辐射会诱导髓源性抑

制细胞（MDSC）、M2 型肿瘤相关巨噬细胞和免疫抑制细胞因子（TGF-β、IL）

的释放从而促进免疫抑制微环境，影响肿瘤的治疗[37]。 

1.3 新型纳米载体抗肿瘤应用进展 

在实体瘤的治疗中，手术和化疗/放疗被认为是最重要的治疗措施。但是由

于效果不佳，机体出现不良反应，频繁发生肿瘤的转移与复发，于是逐渐将化疗

与其他方式相结合已成为一种重要的治疗策略。手术中辅助化疗，使用特定的化

学物质抑制癌细胞的增殖，可以在一定程度上减少肿瘤的复发和扩散[38]。近年来，

纳米医学技术发展迅速，例如基于 mRNA 脂质体纳米颗粒（NPs）的 COVID-19

疫苗已获得美国食品药品监督管理局的批准[39, 40]。开发有效的药物递送系统为

抗肿瘤药物的应用提供了广阔的前景，纳米载体递送化疗药物已日益成为肿瘤治

疗的常用方法[21]。 
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1.3.1 纳米载体的种类及应用 

（1）聚合物纳米载体 

聚合物纳米载体包括合成聚合物和天然聚合物，是较受欢迎的一种纳米颗粒

传递系统[41]。线性聚合物和两亲性嵌段共聚物是最常见的类型，主要形成胶束、

囊泡、树枝状大分子和纳米凝胶。聚合物纳米粒子因具有良好的生物相容性、无

毒、循环时间长、无免疫原性等特点，能够应用到肿瘤纳米载体的研究及治疗。

由于不同药物分子的性质不同，需要根据具体药物的性质选择合适的纳米材料，

其中具有 pH 响应性的聚合物纳米材料具有广阔前景[42]。聚合物纳米载体目前应

用较为广泛，是一种治疗癌症的理想候选载体。 

图 1-2 pH 响应性高分子纳米材料负载抗肿瘤药物进入肿瘤环境示意图[42] 

Figure 1-2 Diagram of PH-responsive polymer nanomaterials carrying antitumor drugs into the 

tumor environment[42]. 

（2）细胞类纳米载体 

人体是由具有不同生理功能的多种细胞组成的，某些类型的活细胞可以用来

吞噬或装载纳米颗粒进行药物的靶向传递，例如红细胞（Red blood cells, RBCs），

干细胞（Stem cells, SCs）和一些免疫细胞[43]。相关研究中，间充质干细胞（MSCs）

和神经干细胞（NSCs）能够向肿瘤微环境进行迁移[44, 45]。以红细胞纳米载体为

例，作为天然的血液成分，红细胞是用作药物递送系统的良好候选者，以改善不

同药物的药代动力学、生物相容性等。红细胞载体适用于各种抗癌药物，特别是

纳米粒子等，可以辅助药物逃避网状内皮系统（RES）的吞噬作用[46]。Zhao[47]等
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人设计了一种免疫调节性锌明矾/卵清蛋白纳米疫苗通过红细胞辅助级联免疫激

活促进癌症金属免疫治疗，该研究针对癌症疫苗的局限性利用红细胞来促进免疫

调节性锌明矾/卵清蛋白纳米疫苗在脾脏和肿瘤部位的积累，通过预先注射衰老

红细胞使肝脏巨噬细胞瞬时饱和，然后全身施用锌明矾/卵清蛋白纳米疫苗，在

脾脏中，纳米疫苗诱导有效的自噬依赖性抗原交叉呈递，促进特异性 T 细胞激

活。同时，在 TME 中，纳米疫苗激活特异性 T 细胞并增强 T 细胞浸润，这种红

细胞辅助级联免疫激活方法为稳健的癌症金属免疫治疗提供了一种简单而有效

的策略。 

图 1-3 免疫调节性锌明矾/卵清蛋白纳米疫苗通过红细胞辅助级联免疫激活促进癌症金属免

疫治疗[47] 

Figure 1-3 Immune-regulated zinc alum/ovalbumin nanovaccines promote metal immunotherapy 

in cancer through erythrocyte assisted cascade immune activation[47]. 

（3）无机纳米载体 

无机纳米载体具有制备简单、稳定性较好、有较强的生物相容性等性质，是

药物输送载体构建的理想材料[48]。近些年来，基于无机纳米结构材料的药物载体

如二氧化锰[49]、金纳米颗粒[50]等已被制备。在纳米医学领域开发的各种纳米材料

中，金纳米颗粒（AuNPs）在生物条件下相对无毒[51]，因此它们比其他类型的纳

米材料更适合体内测试[52]。AuNPs 表面可以进行简单的功能化，且其形状和尺

寸可以精确控制以及稳定的物理/化学性质而受到了极大的关注[53]。由于 Au 的

生物相容性和靶向肿瘤细胞的能力，可以用于载药从而治疗肿瘤。相关文献表明，

AuNPs 可作为米托蒽醌 （MTX）[54]、酞菁-4 （Pc4） [55]和光敏剂[56]的载体，靶

向肿瘤细胞并增强化疗效果影响。图 1-4 显示了 AuNPs 作为药物载体在体内的

应用及其在近红外辐射下产生 ROS 促进肿瘤细胞凋亡的能力[53]。 
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图 1-4 AuNPs 作为药物载体在体内的应用及其在近红外辐射下产生 ROS 促进肿瘤细胞凋亡

的能力[53] 

Figure 1-4 Application of AuNPs as a drug carrier in vivo and its ability to induce tumor cell 

apoptosis by producing ROS under near-infrared radiation[53]. 

（4）脂质体纳米载体 

脂质体是最早的纳米药物，主要由磷脂分子双层构成，可以组成纳米到微米

级的脂泡，可用于将抗肿瘤药物封装在疏水性磷脂双层或中央亲水性空腔中，脂

质体的药物搭载是通过物理封装途径实现的[42]。脂质体表面可以与靶向分子结

合，如靶向性多肽的修饰等。脂质体可以通过特异性靶向癌细胞或血管生成标记

物而进行主动富集，是一种目前应用较为广泛的一类纳米载体[57]。 

图 1-5 pH 响应和靶向肽缀合的脂质聚合物纳米颗粒提高阿法替尼和 microRNA 的抗癌效

果示意图[58] 

Figure 1-5 Diagram of pH-responsive and peptide-targeted conjugated lipid polymer nanoparticles 

enhancing the anticancer effects of afatinib and microRNA[58]. 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
7 

 

如图 1-5 所示，Hong[58]等人设计了以聚乳酸-乙醇酸共聚物为疏水核心的脂

质-聚合物杂化纳米粒子，将阿法替尼或 miR-139 封装在内部，并进一步用配体

精氨酸和 pH 敏感的细胞穿透肽组氨酸修饰壳层，以增强这些多功能纳米粒子

在结直肠癌细胞酸性微环境中的靶向和渗透。 

1.3.2 纳米载体的治疗手段 

1.3.2.1 化学动力学治疗 

在纳米载体的发展过程中，化学动力学疗法（CDT）被认为是一种具有低副

作用的肿瘤特异性治疗方法[59]。一般来说，在 CDT 中具有代表性的是由肿瘤微

环境（TME）引发的芬顿/类芬顿反应，采用过渡金属离子（铁、铜等）催化分解

活性较低的过氧化氢（H2O2），产生高毒性的羟基自由基（•OH）。由于肿瘤细胞

中的生物分子物质被破坏（蛋白质、脂质和核酸等），导致氧化应激，从而诱导

肿瘤细胞死亡[60]。因此，CDT 疗法比化疗、放疗和手术治疗等更加具有肿瘤特

异性、选择性较高、且副作用低。 

图 1-6 芬顿/类芬顿特性的纳米材料用于 CDT 或基于 CDT 的联合癌症治疗方法[61] 

Figure 1-6 Nanomaterials with Fenton/Fenton-like properties for CDT or CDT-based combination 

cancer therapies[61]. 

然而，在进行肿瘤的临床治疗中，CDT 的治疗效果也会受到一定的限制。首

先是肿瘤内源性 H2O2 含量低和药物催化效率低，导致催化效果较高的铁基催化

剂（如 Fe3O4 和 FeS2）和铜基纳米材料（如 Cu2Se 和 CuO2）也无法达到令人满

意的治疗效果[62, 63]。其次是由于 TME 中的谷胱甘肽（GSH）的过度表达会抵消
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•OH 的产生，从而降低 CDT 的治疗效果[64]。基于以上问题限制，现如今开发出

了具有芬顿/类芬顿特性的纳米材料联合其他疗法对癌症进行治疗的研究[61]如图

1-6 所示。 

1.3.2.2 光动力治疗 

光动力疗法（PDT）因其光控选择性、非侵入性、耐药性可忽略、副作用低

等优异特性，已在临床上用于治疗浅表肿瘤[65]。当光敏剂（PS）被光激发时，PS

可以与 H2O 或 O2 反应，通过电子转移机制产生活性氧（ROS），例如羟自由基

（•OH）和超氧自由基（O2
-）[66]。另一方面，PS 还可以通过能量转移产生剧毒

的单线态氧（1O2）[67]。因此在 PDT 中，当有足够的 O2 和光量时，PS 分子可以

持续产生 1O2，使用少量的 PS 就可以达到良好的治疗效果[68, 69]。 

然而，PDT 的治疗仍然存在一定的局限性，肿瘤细胞的恶性增殖和肿瘤血管

的异常生长导致肿瘤组织 O2 供应不足[70, 71]，从而间接削弱 PDT 的疗效。此外，

PDT 过程消耗大量 O2，破坏肿瘤血管，进一步阻断 O2 供应，造成严重的 TME

缺氧[72]。此外，肿瘤新生血管和缺氧诱导因子（HIF-1α）的形成可诱导癌细胞的

复发和侵袭[73, 74]。因此，开发新型的缺氧肿瘤 PDT 材料具有重要的科学意义[75]。 

1.3.3 纳米载体的递送方式及其局限性 

根据靶向类型，目前已有三种纳米载体递送系统。第一种纳米载体递送系统

是指缺乏肿瘤特异性的被动靶向[76]；第二种纳米载体递送系统基于主动靶向[77]；

第三代纳米载体递送系统遵循多阶段策略[78]。递送的纳米载体制剂不仅应改善

药效学和药代动力学，而且生产过程也应非常简单，以最大限度地提高药物的临

床转化率[79]。 

（1）被动递送 

用于药物递送系统的纳米颗粒或纳米载体被称为纳米医学，是一种新的递送

技术。纳米载体可以通过控制药物释放和改变药物的生物分布来防止对正常组织

的副作用[80, 81]。利用增强渗透性和滞留（EPR）效应，纳米颗粒从循环系统外渗

到肿瘤区域并在肿瘤中累积，这种效应被称为被动靶向[82-84]。然而，Sindhwani 等

人[85]的研究结果显示，仅有 3%至 25%的纳米粒子可以通过内皮细胞（例如跨细

胞通道和胞吞作用/转胞吞作用）进入肿瘤。所以纳米载体的低肿瘤渗透性在很
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大程度上影响了肿瘤的治疗，而且由于纳米载体和药物不能深入进入肿瘤内部，

对肿瘤中心区域的细胞影响较小，会导致肿瘤再生和转移。 

（2）主动递送 

将载药纳米粒子选择性靶向肿瘤细胞仍然是开发纳米载体的挑战。虽然 EPR

效应可以将纳米颗粒以非特异性方式在肿瘤中蓄积，但主动靶向可以最大限度地

减少药物毒性并确保治疗药物输送的剂量，基于纳米技术的方法已用于选择性靶

向肿瘤并改善化疗结果[86]。肿瘤靶向策略包括利用肿瘤组织独特的病理生理学

特征来装饰纳米载体（纳米颗粒、胶束、树枝状聚合物等）用于主动靶向的目标

特异性配体连接；除了靶向肿瘤细胞之外，纳米粒子还可用于将有效负载传递至

其他细胞类型，例如用于刺激抗肿瘤免疫反应的抗原呈递细胞（APC）；靶向肿

瘤细胞的另一种方法是使用细胞药物载体[87]，T 细胞、红细胞、巨噬细胞和间充

质干细胞（MSC）都有一定的靶向肿瘤的能力[88]。Wan 等[89]开发了一种基于两

亲性凋亡肽（KLA）的自递送纳米平台（HKI），用于精准线粒体靶向光热治疗。

自递送纳米平台合成后通过 CD44 受体介导的识别被肿瘤细胞内化，然后在酸性

环境中被分解，导致凋亡肽KLA和具有线粒体锚定能力的光热剂 IR780的释放，

实现了线粒体的精确引导和破坏。这种靶向肿瘤线粒体的自递送纳米平台能够有

效地将光热剂和凋亡肽递送至肿瘤细胞线粒体，从而精确破坏线粒体并增强亚细

胞器水平上的肿瘤细胞抑制。 

图 1-7 基于两亲性凋亡肽的自递送纳米平台用于精准线粒体靶向光热治疗示意图[89] 

Figure 1-7 Schematic diagram of a self-delivered nanoplatform based on amphiphilic apoptotic 

peptides for precise mitochondria-targeted photothermal therapy[89]. 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
10 

 

基于受体配体的靶向可以使纳米载体在靶位点更大程度地积累，从而改善药

物输送并减少副作用。然而，主动靶向的纳米载体必须首先在肿瘤中被动积累，

以便从与靶位点增加的亲和力中受益。虽然被动靶向纳米载体已被批准用于临床，

但主动靶向纳米载体均未通过临床试验[90]。主动靶向的主要障碍是靶标肿瘤表

达的异质性[91]。肿瘤细胞中受体的这种不均匀分布限制了传统单分子靶向系统

的靶向能力，包括基于适体、葡萄糖、抗体或肽的策略。因此，肿瘤特异性靶向

在这些条件下要么效率低下，要么难以在没有明显副作用的情况下实现[87]。 

（3）纳米载体递送方式的局限性 

基于纳米粒子的载药系统可有效提高药物的蓄积，减轻药物的不良反应，已

成为提高肿瘤治疗效果的一种有前景的策略。然而，由于循环中的快速免疫清除、

缺乏特异性肿瘤靶向性和肿瘤组织扩散受限，许多已获批准的纳米颗粒在临床试

验中并不能改善疗效[92, 93]。一般情况下，基于 EPR 效应，纳米材料可以通过被

动靶向的方式在实体肿瘤中聚集。另一种方式是基于靶向配体（如叶酸、透明质

酸、大分子多肽等）与纳米粒子的高亲和力的主动靶向递送，这些配体可以结合

肿瘤细胞表面的受体[94, 95]。与被动靶向相比，肿瘤细胞可能摄入更多的药物，从

而提高基于纳米载体的药物递送系统治疗癌症的效率。 

然而，过去十年的研究表明，纳米粒子在肿瘤中的靶向递送效率仍然低于

1%[96, 97]。最近的一项研究报道，即使纳米颗粒被识别配体包裹，也只有 0.0014%

的注射剂量可以递送到靶向癌细胞[98]。肿瘤异质性、异常的肿瘤微环境（包括密

集的细胞外基质）、缺氧、供血不足和组织间液体压力增加等因素严重阻碍了纳

米粒子对肿瘤的高效渗透[99, 100]。此外，人工合成的有机、无机或有机/无机杂化

纳米载体通常具有“非自我”性质，容易被 RES 捕获，传统的被动或主动靶向

策略无法使纳米载体深入渗透实体瘤，导致药物在肿瘤区域的蓄积不足[101]。肿

瘤穿透性差严重限制了治疗效果。因此，利用主动输送系统进一步提高肿瘤深层

转运效率的高效和低不良反应是肿瘤治疗的迫切需要。 

1.3.4 主动靶向药物输送载体的研究进展 

肿瘤由于其微环境的复杂多变性，成为最难治愈的疾病之一。越来越多的研

究表明，肿瘤微环境（TME）在肿瘤的发生、转移与防治发挥着重要作用，不仅
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参与肿瘤生长、侵袭、转移，而且还参与免疫抵抗。TME 是肿瘤细胞、免疫细胞

（T 淋巴细胞和巨噬细胞）、成纤维细胞、血管和淋巴管、神经纤维、信号分子

和细胞外基质成分的高度动态和异质的组合[102, 103]。基于肿瘤微环境的特殊性，

随着对于纳米药物的进一步研究，为了进一步降低纳米药物的副作用，同时提升

纳米药物的转送效率，各种新型的主动纳米药物载体获得了越来越的关注。现如

今主动靶向药物输送载体的研究进展基于 NPs 连接的靶向配体与肿瘤细胞表面

的受体高亲和性而进行的递送，其中包括肿瘤细胞因子[95]、肿瘤微环境以及配体

受体介导[104]的靶向递送。 

1.4 巨噬细胞载体的研究进展 

近年来，内源性类细胞巨噬细胞介导的主动给药系统作为一种新型的肿瘤治

疗策略已被广泛研究。巨噬细胞是免疫系统的重要细胞，广泛参与多种疾病的病

理过程。巨噬细胞或其细胞膜因与体细胞相似的膜结构而不会被机体特异性识别

从而造成免疫清除，因此巨噬细胞成为递送药物的良好候选细胞[105, 106]。巨噬细

胞在肿瘤的发展和转移中起着重要作用，根据其作用机制可以分为 M1 及 M2 两

种， M1 型巨噬细胞（促炎）可以抑制肿瘤细胞的增殖[107]， M2 型巨噬细胞（抗

炎）如肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）则促进肿瘤的生长和侵袭。大多数纳米粒子

的血液半衰期不够长，无法在肿瘤组织中实现深度渗透。巨噬细胞作为天然免疫

细胞和抗原呈递细胞，具有较长的血液半衰期，在肿瘤穿透性[108]、循环时间长、

生物相容性和跨越生物屏障[109, 110]的能力等方面显示出了其优于其他肿瘤靶向

给药系统的优势，并能与肿瘤组织特异性结合。因此，活的巨噬细胞可以作为药

物载体，将巨噬细胞应用于药物输送将显著增加药物在肿瘤中的蓄积。为了进一

步提高巨噬细胞的肿瘤靶向能力，可以对其进行靶向配体的改造。此外，借鉴红

细胞（RBC）膜包衣技术，巨噬细胞膜包衣被开发出来，从而增强了肿瘤对药物

的摄取[111]。 

1.4.1 巨噬细胞的肿瘤趋向性 

巨噬细胞可通过趋化行为渗透到实体瘤中，巨噬细胞可被一些趋化因子（如

CCL2）募集到肿瘤微环境[112]，并有效地进入通常难以到达的区域进行常规递送



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
12 

 

[113]，这一现象也被称为肿瘤固有归巢特性[108]。巨噬细胞携带纳米颗粒的深度是

EPR 被动扩散的 2-5 倍[114, 115]。同样，来源于巨噬细胞的载体也可以递送到肿瘤

细胞，这正是由于巨噬细胞细胞膜表面继承了大量趋化因子 CCR2[116]。因此，巨

噬细胞的特性表明，巨噬细胞有很大的潜力有效地携带纳米粒子进入实体肿瘤。

与此同时，由于巨噬细胞能够容纳外部药物并协助其逃避血液清除[117]，因此巨

噬细胞已被开发为药物载体，如原代骨髓巨噬细胞和 RAW264.7 细胞（小鼠巨噬

细胞），已被证明可迁移到肿瘤的乏氧区域，并可作为“特洛伊木马”递送载体，

转运纳米颗粒，以提高治疗效果[118]。因此，将巨噬细胞优异的肿瘤归巢特性应

用于药物载体的靶向运输，会使药物在肿瘤中的蓄积显著增加。 

相关研究表明，CCL2/CCR2 信号轴参与了多种肿瘤的增值与转移。在胃癌、

肺癌等恶性肿瘤中均观察到 CCL2 的过表达，且与肿瘤的预后呈负相关[119]。多

项研究表明，CCL2/CCR2 信号轴能够促进原发肿瘤部位的细胞增殖和转移。肿

瘤细胞分泌的 CCL2 能募集血液中的单核细胞到肿瘤微环境中，继而分化成巨噬

细胞，从而发挥免疫抑制活性[120]。肿瘤相关巨噬细胞通常被认为是 M2 型巨噬

细胞，通过分泌转化生长因子 β（transforming growth factor-β, TGF-β）等，从而

加速肿瘤的进展和转移[100]。 

1.4.2 巨噬细胞作为载体的种类及应用 

在肿瘤治疗中，可以通过抑制巨噬细胞募集和清除 TAMs 来缓解免疫抑制的

TME，而将 TAMs 重新编程为 M1 型巨噬细胞并阻断 CD47Sirpα 通路可以将免

疫抑制的肿瘤微环境改变为炎症性肿瘤微环境，使巨噬细胞吞噬肿瘤细胞。在巨

噬细胞给药中，不仅巨噬细胞，而且巨噬细胞衍生的仿生体和巨噬细胞膜包被的

纳米粒都显示出肿瘤靶向性，在药物传递中得到了广泛的应用[113]。 

据报道，有几种方法可以作为纳米颗粒主动靶向载体，例如分离巨噬细胞细

胞膜用于载纳米颗粒药物的涂层[121]，纳米颗粒通过与活巨噬细胞进行孵育包载

[105]。在自然界中吞噬外来纳米颗粒与被巨噬细胞膜包裹的 NPs 相比，通过负载

NPs 的活巨噬细胞在靶点表现出更高的蓄积，这可能是由于肿瘤更加趋向于招募

活细胞载体到肿瘤部位。 
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（1）活细胞作为载体进行药物输送 

在免疫细胞的分类中，单核细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等在伤口、炎症和肿

瘤部位均具有一定的趋向性并进行迁移和聚集[122]。所以利用该类型细胞可以将

携带的纳米药物靶向运输到病灶部位并且可以减少药物的免疫原性及药物毒性

等。其中的炎性单核细胞可以优先招募到转移生态位，然后分化为成熟的巨噬细

胞促进转移性肿瘤的形成[123-125]。此外，单核细胞也是一种吞噬细胞，可以对多

种纳米粒子进行摄取[126]。He 等人[127]报告了一种负载豆酶激活纳米颗粒的炎性

单核细胞可以主动靶向肺转移并启动转移特异性智能药物释放以用于抗转移治

疗。将纳米颗粒加载到炎性单核细胞中，制备负载 NPs 的单核细胞递送系统。该

输送系统在循环中将处于活细胞状态，以确保其主动靶向肺转移瘤，并在单核细

胞分化为巨噬细胞时在转移部位发生响应性损伤。抗癌药物以游离药物分子和载

药微泡的形式从纳米载体中智能释放，对转移性 4T1 乳腺癌细胞的增殖、迁移

和侵袭活性产生显着抑制。这种方式提供了一种智能仿生药物递送策略，用于有

效的肿瘤抗转移治疗。 

图 1-8 炎性单核细胞负载纳米颗粒以靶向乳腺癌肺转移并启动转移特异性药物释放以实现

抗转移功效的示意图[127] 

Figure 1-8 Schematic illustration of inflammatory monocytes loading nanoparticles to target lung 

metastasis in breast cancer and initiating metastasis-specific drug release to achieve anti-

metastatic efficacy[127]. 

（2）利用仿生巨噬细胞膜作为载体进行药物输送 

细胞膜作为一种天然的药物递送载体已经用于纳米颗粒的装载。纳米药物载
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体在体内总是会被 RES 系统捕获而从快速清除[128]，而细胞膜包覆的纳米载体可

以免于被各种免疫细胞捕获，从而能够准确高效的被募集到肿瘤部位并实现药物

递送。目前对于巨噬细胞膜作为载体进行药物输送的研究较为广泛，如 Li 等人

[129]设计了一种巨噬细胞膜包被的纳米吉西他滨系统（MNG）来促进淋巴细胞浸

润，然后协同抗程序性死亡配体 1（抗 PD-L1）来重新激活耗尽的淋巴细胞。 

MNGs 表现出有效的肿瘤内渗透和响应性药物释放能力，显着消除多功能免疫抑

制细胞，并促进淋巴细胞浸润到肿瘤的癌细胞区域。为巨噬细胞膜作为药物输送

载体提供了新策略。 

图 1-9 巨噬细胞膜包被的纳米吉西他滨系统（MNG）促进肿瘤内渗透和淋巴细胞浸润以协

同抗 PD-L1 进行癌症治疗的示意图[129] 

Figure 1-9 Schematic illustration of the macrophage membrane-coated nanogemcitabine system 

(MNG) promoting intra tumor infiltration and lymphocyte infiltration to synergistically anti-PD-

L1 for cancer therapy[129]. 

1.4.3 巨噬细胞载体的局限性 

当巨噬细胞作为纳米粒子/药物递送载体时，其应用仍存在一些局限性:首先，

纳米粒子或药物被隔离在吞噬体中，降低了药物的释放速率;其次，巨噬细胞可

能会降解所载药物。第三，负载的纳米粒子或药物可能影响巨噬细胞的活性。随

后，减少向实体瘤的趋化性迁移。因此，通过巨噬细胞摄取靶向递送药物仍然是

一个重大挑战，因为平衡高载药量和实体瘤中的高蓄积非常复杂[130]。根据之前

的报道，这意味着巨噬细胞吞噬后的载药量低于 1.0 μg / 100 万个细胞。考虑到
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在正常的细胞治疗过程中的注药量，大约需要注射 1-1000 万个细胞，所以使用

这种方法治疗肿瘤的药物量是非常不足的[114]。 

为了克服这些局限性，可以将巨噬细胞作为背包，将载药纳米粒子驻留或附

着在巨噬细胞表面，负载 NPs 的药物被巨噬细胞递送[131]。这样，负载纳米粒子

的巨噬细胞仍然具有肿瘤靶向性，并且负载纳米粒子的性质不会受到影响。虽然

该策略在药物递送应用方面很有前景，但目前的方法仍依赖于过继性细胞转移。

在此治疗过程中，将从内脏提取的巨噬细胞进行扩增，并在专门的培养基中用

NPs 进行标记，随后被标记的巨噬细胞被重新输入癌症患者体内进行相应治疗

[132]。然而，细胞提取、扩增和体外标记耗时且难以复制，阻碍了实际的临床转

化[133, 134]。为了解决这一问题，我们需要可直接注入血液循环，并在体内与巨噬

细胞载体结合的载药 NPs 以实现体内纳米粒子向肿瘤区域的高效递送能力。由

于趋化因子（C-C 基序）配体 MCP-1 与趋化因子受体 CCR2 相互作用[135]，介导

TME 中肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）的趋化，趋化因子配体通过与其受体上的 G

蛋白偶联趋化因子受体 (GPCR) 结合来发挥其功能，因此 CCR2 与其配体 CCL2

（单核细胞趋化蛋白-1）之间的信号轴可介导巨噬细胞在体内粘附载 NPs 药物

[119, 136-138]。多种细胞都能产生 MCP-1，包括肿瘤细胞、内皮细胞、成纤维细胞、

上皮细胞、平滑肌细胞和骨髓细胞[139]，而具有 CCR2 受体的细胞仅为单核细胞、

巨噬细胞和其他免疫细胞[140]。因此，NPs 被 MCP-1 功能化，并可在体内被巨噬

细胞表面的 CCR2 识别和结合。NPs 可通过 MCP-1/CCR2 相互作用于巨噬细胞

表面，并在体内自发组装 MCP-1/CCR2-巨噬细胞[141]，然后将载药的 NPs-MCP-

1/CCR2 巨噬细胞募集到肿瘤内部，实现药物在肿瘤区域的精准释放。 

1.5 本论文的研究内容及意义 

1.5.1 研究内容 

本文将一种两亲性嵌段共聚物用于自组装纳米粒子来负载阿霉素（DOX），

DOX 是治疗不同类型癌症的常用药物之一，包括肺癌、胃癌和乳腺癌等[142]。通

过静脉注射给药的阿霉素有一定的副作用，比如恶心、呕吐、脱发等。将 DOX

封装在纳米粒子中可降低与给药相关的全身毒性[143]。这种两亲性嵌段共聚物是
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聚（环氧乙烷）（PEO）-聚（环氧丙烷）（PPO）-PEO，即普朗尼克，是美国食品

药品监督管理局批准用于生物医学应用的三嵌段共聚物[144, 145]。PEO-PPO-PEO

三嵌段共聚物在高于临界胶束浓度（CMC）时容易自组装形成核-壳胶束，疏水

的内核提供了容纳不溶水药物的空间，核心中的药物在生物介质中免受降解[146, 

147]。它们可增加溶解度，延长循环时间，并在靶点释放药物[148]。此外，在 PF127

的 PEO 末端可以进行羟基的修饰从而变成羧基，通过温和的酯化反应制备羧基

化的 F127-COOH 三嵌段[149]。然后，将改性后 PF127 的羧基与 MCP-1 的氨基通

过酰胺键进行连接，将F127-COOH-MCP-1 （MPM）与DOX共组装形成DMPM。

在体内，DMPM 可以通过 MCP-1/CCR2 相互作用主动结合在巨噬细胞表面，产

生巨噬细胞-DMPM （MA-DMPM）递送系统。然后，DOX 在肿瘤微环境的酸性

条件下通过裂解释放。本研究选择肺癌细胞作为肿瘤模型实验，相关研究表明在

肺癌细胞中 MCP-1/CCR2 通路明显表达[150-152]，而肺癌是世界上最常见的肿瘤之

一[153]，约占癌症相关死亡的四分之一，其中非小细胞肺癌细胞占 85%[154]。目前

非小细胞肺癌的治疗仍然面临困境，因此有必要开发新的治疗策略来治疗非小细

胞肺癌。本文成功合成了 DMPM 纳米材料并研究了其体内及体外抗肿瘤活性，

实验原理图如图 1-10 所示。 

1.5.2 研究意义 

本研究设计了一种基于巨噬细胞的功能型智能纳米平台，将其与肿瘤靶向

治疗、化疗等药物递送策略相结合，成功开发了一种新型治疗肿瘤的方式。利

用广泛存在的 CCR2/CCL2 轴和巨噬细胞的肿瘤归巢作用将载药纳米粒子靶向

递送到肿瘤位置，并通过 TME 的微酸性响应性释放 DOX，从而对肿瘤进行抑

制以达到治疗的目的。该方法具有一定的可行性，为肿瘤的治疗提供了一种新

思路。 
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图 1-10 巨噬细胞自发结合功能性普朗尼克纳米颗粒靶向递送 DOX 用于抗肿瘤示意图 

Figure 1-10 Schematic of macrophage spontaneously binding functional pluronic nanoparticle for 

targeted delivery of DOX for anti-tumor. 
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第 2 章 DOX@MPF127-MCP-1 靶向载体的制备 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验试剂 

表 2-1 实验试剂 

Table 2-1 The main reagents of the experiment 

药品名称 化学式或缩写 公司 

普朗尼克 F127 PF127 麦克林有限公司 

4-二甲氨基吡啶 DMAP 上海阿拉丁有限公司 

三氟乙酸 TFA 上海阿拉丁有限公司 

N,N-二甲基甲酰胺 DMF 上海阿拉丁有限公司 

1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）

碳酰二亚胺 

EDC 上海麦克林有限公司 

N-羟基琥珀酰亚胺 NHS 麦克林有限公司 

盐酸阿霉素 DOX 麦克林有限公司 

异硫氰酸荧光素 FITC 上海阿拉丁有限公司 

三乙胺 TEA 上海麦克林有限公司 

2.1.2 实验仪器 

表 2-2 实验仪器与设备 

Table 2-2 Experimental instrunlents and equipments 

设备 型号 公司 

傅里叶红外光谱仪 IR Prestige-21 日本岛津公司 

恒温磁力搅拌器 SZCL-2 上海岐耀设备有限公司 

冷冻干燥机 FD8-3 美国 SIM 公司 

流式细胞仪 CytoFLEX 贝克曼公司 

高速离心机 TGC-10B 上海安亭仪器设备有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州净化设备有限公司 

倒置荧光显微镜 IX73-DP80 日本奥林巴斯公司 

CO2 培养箱 371 德国艾本德股份公司 
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2.2 DOX@MPF127-MCP-1 的合成与表征 

2.2.1 MCP-1 多肽的合成 

以 Fmoc 保护的 L 型氨基酸作为原料，通过标准固相合成法，从 C 端到 N

端合成 MCP-1 多肽（CYNFTNRKISVQRLASYRRITSSK）[155]。将多肽合成所需

的高分子载体王树脂用 DCM 溶液浸泡 10 min，抽干后加入 DMF，在第一个氨

基酸进行反应结束后，用乙酸酐和 DIEA 对未进行反应的基团封头处理 60 min。

洗涤三次后用含哌啶的 DMF 溶液浸泡树脂，然后用含有 6％茚三酮的乙醇溶液

检测反应是否完全，之后按顺序添加氨基酸完成 MCP-1 肽的合成。最后，甲醇

洗涤树脂三次，抽干后加入到 TFA：H2O：EDT：TMSBr=95:2:2:1 的切割液中反

应 4 h 以分离多肽并除去侧链保护基团[156]，然后离心沉淀以获得 MCP-1 粗肽。

使用反相 HPLC 纯化粗肽，通过液相色谱质谱法进行检测[157, 158]从而获得纯

MCP-1 肽。 

2.2.2 PF127 的羧基化 

将普朗尼克、丁二酸酐、4-二甲氨基吡啶和三乙胺按 100:1:1:1 的质量比例溶

于 400 mL 1,4-二氧六环中，在室温下搅拌 24 h，减压蒸发除去 1,4-二氧六环得到

剩余物，将所得剩余物加入冰乙醚缓慢搅拌，有沉淀生成，过滤收集产生的沉淀

并重复洗涤三到五次，得到的白色固体进行干燥，得到羧基化的普朗尼克

（MPF127）[159]。 

2.2.3 MPF127-MCP-1 的合成 

利用 EDC/NHS[160]对 MPF127 与 MCP-1 进行偶联，将 EDC：NHS：MPF127：

MCP-1 以 3：1：1：0.1 将各反应物加入到足量超纯水中，室温条件下旋转搅拌

4-6 h，后将反应后的溶液置入透析袋（MWCO=2000 Da）中进行透析 24 h，期间

定期换水，以去除多余的反应试剂，然后通过对溶液进行 BCA、紫外等检测多

肽是否已接合在 MPF127 上，而后将其冻干以进行红外表征。对冻干后的 MPM

进行称重，低温保存。 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
20 

 

2.2.4 临界胶束浓度的测定 

首先，在试管中加入少量芘的丙酮溶液（6×10-6 mol/L），避光条件下使丙酮

完全挥发，再分别在试管中配制 10 mL 浓度为 0.625 mg/L 至 40 mg/L 的 PF127、

MPF127、MPM 的水溶液，而后在振荡培养箱中避光振荡 24 h（37 ℃，100 rpm），

使 PF127、MPF127、MPM 包载芘形成胶束，而后以激发波长 335 nm 测定不同

浓度溶液在 350-500 nm 之间的荧光激发光谱，狭缝宽度均为 5 nm[161]。临界胶束

浓度（CMC）的值，以高浓度与低浓度下 I373/I384 的值与 PF127 浓度对数拟合的

两条直线交点计算而得出。 

2.2.5 DOX@MPF127-MCP-1 的制备 

将 DOX 及 MPM 混合溶解在超纯水中（20 mg/mL），在室温条件下进行旋

转搅拌 24 h，后使用透析袋（MWCO=2000 Da）对反应溶液进行透析 24-48 h，

期间定时换水，以去除多余的 DOX。 

2.2.6 DOX@MPF127-MCP-1 纳米材料的表征 

（1）用扫描电镜和透射电镜观察 DMPM 的形貌。将 DMPM 溶液进行稀释，

取一滴样品溶液在硅片上进行风干，利用导电胶将含样品的硅片放在电镜铜片上，

而后使用 SEM 进行观察。同样的，将溶液进行一遍铜网过滤，进行 TEM 观察。 

（2）使用傅里叶变换红外光谱仪（IR Prestige-21，日本岛津）进行红外分析。

将溴化钾与干燥后的粉末状 PF127、MPF127、MCP-1、MPM、DOX 和 DMPM

一起按照 200：1 的比例充分研磨，压片后使用仪器进行测定。 

（3）用液相色谱法（LC-20AR, 日本岛津）和液相色谱质谱联用（LCMS-

8030，日本岛津）对 MCP-1 肽进行鉴定。将合成好的 MCP-1 多肽溶液进行稀释，

而后使用液相色谱仪和液相色谱质谱联用仪对 MCP-1 进行鉴定和制备纯化。 

（4）用 BI-200SM 多角度动态激光散射仪进行动态光散射（DLS）及马尔文

Zeta sizer Nano 90 仪器（英国马尔文）测定样品粒径和 Zeta 电位。将 PF127、

MPF127、MCP-1、MPM、DOX 和 DMPM 溶液进行稀释，取 1mL 稀释后的样品

溶液置于样品池中，进行粒径及 Zeta 电位检测。 
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（5）用荧光分光光度计（FL）测量材料的临界胶束浓度（CMC）。将芘与不

同浓度梯度 PF127、MPF127 和 MPM 进行共孵育 24 h，然后将各组溶液置于比

色皿中进行荧光检测。 

（6）用紫外-可见分光光度计（UV2700，日本岛津）记录紫外可见吸收

光谱。将 PF127、MPF127、MCP-1、MPM、DOX 和 DMPM 溶解在超纯

水中并超声至完全溶解。用超纯水建立基线，将各组溶液置于比色皿中

进行紫外光谱检测。  

（7）用双辛酸蛋白测定法（BCA 蛋白测定法）测定 DMPM 中的 MCP-1

含量。将 MCP-1 与 MPM 分别溶解稀释，将不同浓度的蛋白标准品、MCP-1、

MPM 置入 96 孔板中进行显色反应，后用酶标仪进行测定分析。 

2.3 DOX@MPF127-MCP-1 的载药及体外药物释放研究 

采用透析法评价 DMPM 胶束在不同 pH 条件下的体外药物释放的能力[162]。

首先制备 0.5 mg/mL 的 DMPM 胶束溶液，然后将溶液转移到透析袋

（MWCO=1000 Da）中并放入含有 50 mL 的 pH 缓冲液的烧杯中进行透析，并在

振荡培养箱中避光搅拌 60 小时（37 °C , 100 rpm），在不同时间段分别取 2 mL 缓

冲液，并立即用新的 2 mL 缓冲液代替。然后，使用紫外可见分光光度计检测溶

液在 480 nm 处的吸光度。使用 DOX 标准曲线公式 1 和公式 2 计算 DOX 载药率

（DLE, Rt, %）。 

 Y = 0.0219X − 0.0313      R2 = 0.9997    公式 1 

   DLE =
Weight of loaded DOX

Weight of micelle
× 100 ％          公式 2 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 MCP-1 多肽的鉴定 

（1）MCP-1 肽的结构式 
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MCP-1 肽由 24 个氨基酸组成，由其结构式可以计算出该多肽的分子量为

2892.36 道尔顿（Da） （图 2-1）。 

图 2-1 MCP-1 肽的结构式 

Figure 2-1 Structural formula of MCP-1 peptide. 

（2）MCP-1 肽的液相色谱分析 

使用液相色谱对 MCP-1 肽进行表征分析，分析得出 MCP-1 肽在 HPLC 上呈

单峰，保留时间为 13.175 min，纯度约为 84.51%（图 2-2）。 

图 2-2 MCP-1 肽的液相色谱分析 

Figure 2-2 Liquid chromatography analysis of MCP-1 peptide. 

（3）MCP-1 肽的质谱分析 

对该多肽进行质谱分析，分析其质荷比和强度显示出[M+2H]2+=1447.18，

[M+3H]3+=965.12， [M+4H]4+=724.09，[M+5H]5+=579.472， [M+6H]6+=483.06（图

2-3），对应多肽的分子量可以验证成功合成 MCP-1。 

图 2-3 MCP-1 肽的质谱分析 

Figure 2-3 Mass spectrogram of MCP-1 peptide. 
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2.4.2 MPF127 的表征 

（1）MPF127 的合成流程图 

MPF127 是 PF127 的羟基末端进行羧基化所合成的，合成所需条件及流程如

图所示（图 2-4）。 

图 2-4 MPF127 的合成流程图 

Figure 2-4 Flow chart of MPF127 synthesis. 

（2）MPF127 的红外图谱 

红外光谱（图 2-5）显示，与 PF127 相比，MPF127 丁二酸酐在 1734.2 cm-1

处出现了羰基特征峰，成功验证了 PF127 的羟基改性为羧基[163, 164]。 

图 2-5 PF127、MPF127 的红外图谱 

Figure 2-5 FT-IR sepctra of PF127 and MPF127. 
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（3）MPF127 的紫外图谱 

通过分析紫外光谱可以得出，MPF127 在 212 nm 和 280 nm 处出现了吸收峰

（图 2-6）。以上结果验证了 PF127 成功修饰为 MPF127。 

图 2-6 PF127、MPF127 的紫外图谱 

Figure 2-6 UV-vis sepctra of PF127 and MPF127. 

2.4.3 MPF127-MCP-1 的表征. 

（1）MPF127-MCP-1 的红外光谱 

利用红外光谱分析了 MPM 的表面化学性质。如图 2-7 所示，在 MPM 中检

测出了属于 MCP-1 的酰胺 I （C=O）的 1673 cm-1 以及酰胺 II （N-H）和（C-

N） 的 1532 cm-1, 1204 cm-1 和 1139 cm-1 峰值[136]，同时显示出了来源于 MPF127

的（C-H）和（C=O）的 2887 cm-1 和 1734 cm-1 峰值。 

图 2-7 MPF127、MCP-1 及 MPM 的红外图谱 

Figure 2-7 FT-IR sepctra of MPF127、MCP-1 and MPM. 
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（2）MPF127-MCP-1 的 XPS 图谱 

XPS 全扫描显示 MPM 的所有元素（C/N/O/S）如图 2-8 a 所示。对 C 1s 

（286.04 eV, 288.94 eV）和 O 1s （532.44 eV, 531.44 eV）的 XPS 谱进行分析得

出了 C-O-C 和 O-C=O 的特征峰（图 2-8 b-c）。通过 N 1s 谱和 S 2p 谱（图 2-8 d-

e）成功验证了有酰胺键 N-（C=O）-的存在（399.94 eV），并且含有多肽中的 S

元素 C-S（163.54 eV），从而成功验证了 MPM 的成功合成[165]。 

图 2-8 MPM 的 XPS 总图（a）及 C 1s（b），O 1s（c），N 1s（d）和 S 2p（e）分析。 

Figure 2-8 XPS diagram of MPM (a) and analysis of C 1s (b), O 1s (c), N 1s (d) and S 2p (e). 

（3）MPF127-MCP-1 的 EDS 元素分析 

图 2-9 MCP-1（a）及 MPM（b）的 EDS 分析 

Figure 2-9 EDS analysis of MCP-1 (a) and MPM (b). 
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EDS 显示出 MPM 所具有的元素为 C、O、N、S 等（图 2-9 a-b），在 MPM

中的 C 和 O 的占比分别为 81.69％和 12.98％，在 MCP-1 中仅有的 S 元素在 MPM

中的占比约为 5.33％，EDS 中的元素组成与 MCP-1 和 PF127 中的元素一致，并

与 XPS 图谱相对应，验证了 MPM 的成功合成。 

（4）MPF127-MCP-1 中的 MCP-1 含量测定 

使用 BCA 试剂盒绘制标准曲线（图 2-10 b）并检测 MPM 中 MCP-1 多肽的

含量，相关检测结果如图 2-10 a 所示，计算结果得出 MPM 中 MCP-1 肽的占                                   

比达到 8.53%。 

图 2-10 MCP-1 及 MPM 的 BCA 检测结果示意图（a）和 BCA 标准曲线（b） 

Figure 2-10 BCA detection diagram of MCP-1 and MPM (a), BCA standard curve (b). 

2.4.4 临界胶束浓度评估 

临界胶束浓度（CMC）是 MPM 形成胶束负载 DOX 的重要参数。当溶液浓

度超过 CMC 时，MPM 可自组装成外亲内疏的包绕 DOX 的胶束。随着溶剂中

PF127、MPF127 和 MPM 浓度的增加，芘的荧光强度增加。峰的红移（从 375 nm

到 376.2 nm）表明 PF127、MPF127 和 MPM 自组装成胶束，芘聚集在疏水胶束

核心中（图 2-11 a-c）。如图 2-11 d-f 所示，用 I373/I384 的比值来测定 PF127、MPF127

和 MPM 的 CMC 值[161]，分别约为 12.53 mg/mL、15.56 mg/mL 和 14.11 mg/mL。
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同时，结果表明改性后 PF127 的 CMC 没有明显变化，表明其具有很好的组装包

载能力，可用作药物靶向递送材料。 

图 2-11 荧光光谱分析：PF127（a）、MPF127（b）和 MPM（c）；I373/I384 比值：PF127

（d）、MPF127（e）和 MPM（f） 

Figure 2-11 Fluorescence spectral analysis of PF127 (a), MPF127(b) and MPM (c); The ratio of 

I373/I384: PF127 (d), MPF127(e) and MPM (f). 

2.4.5 DOX@MPF127-MCP-1 的表征 

（1）DOX@MPF127-MCP-1 的合成 

在完成 MPM 的合成后，将 DOX 与 MPM 进行混合，加入超纯水进行搅拌，

MPM 浓度控制在 20 mg/mL 以上，此时 MPF127 即可自组装将 DOX 包裹在疏水

核心内部，其合成流程图如图 2-12 所示。 

图 2-12 DMPM 的合成流程图 

Figure 2-12 Synthesis flowchart of DMPM. 

（2）DOX@MPF127-MCP-1 的 SEM 及 TEM 电镜图 

使用扫描电镜及透射电镜对所得到的 DMPM 进行表征，从 SEM 图可以看

出 DMPM 为均一的球形，平均直径约为 150 nm 左右（图 2-13 a），随后进行了
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透射电镜的表征，从 TEM 图可以得出与 SEM 相似的结论，但粒径稍有变化，大

约为 100 nm 左右（图 2-13 b）。 

图 2-13 DMPM 的扫描电镜（a）和透射电镜（b） 

Figure 2-13 SEM (a) and TEM (b) of DMPM. 

（3）DOX@MPF127-MCP-1 的粒径 

使用动态光散射 DLS 粒径检测对 DMPM 的平均粒径进行了分析，结果显示

DMPM 的平均流体动力学直径约为 110 nm 左右（图 2-14），结果与 SEM 及 TEM

相一致。 

图 2-14 MPF127，MPM 和 DMPM 的粒径分布图 

Figure 2-14 Particle size distribution of MPF127, MPM and DMPM. 

（4）DOX@MPF127-MCP-1 的稳定性分析 

为了对 DMPM 的稳定性进行测定，将 MPM 以及 DMPM 均匀分散在 PBS

中 7 天，如图 2-15 所示，在经过 7 天的分散之后，DMPM 的平均直径并未发生

较大变化，表明 DMPM 在溶液中较为稳定。 
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图 2-15 DMPM 的七天稳定性分析 

Figure 2-15 Seven-day stability analysis of DMPM. 

（5）DOX@MPF127-MCP-1 的紫外光谱、红外光谱及 Zeta 电位分析 

紫外-可见吸收光吸收测试可以分析 DMPM 在制备过程的合成情况。通过紫

外图谱我们可以看出（图 2-16 a）DMPM 在 MCP-1 的 275 nm 峰和 MPF127 的

280 nm 峰有一定的蓝移。同时，负载 DOX 的 DMPM 在 480 nm 处的峰出现了明

显的红移，证明成功制备了 DMPM。 

傅里叶红外光谱进一步解释了我们设计的 DMPM 的合成，通过图 2-16 b 可

以看出在 DMPM 的 IR 光谱中观察到 3526 cm-1、3330 cm-1 （O-H）、1617 cm-1 

（C=O）、1617 cm-1 （C=O）和 991 cm-1 （N-H）处的 DOX 特征峰，表明 MPM

已成功包裹 DOX 形成 DMPM 纳米颗粒。 

使用 Zeta 电位检测对 DMPM 的电位进行了测量，得出 DMPM 的平均电位

大约为 15.31 mV（图 2-16 c），与前体材料 MPF127、MCP-1、MPM 的电位测定

结果有较高的一致性。 

图 2-16 DMPM 的紫外图谱（a），红外图谱（b）和电位分析（c） 

Figure 2-16 The UV-vis sepctra (a), FT-IR sepctra (b) and Zeta potential (c). 
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2.4.6 DOX@MPF127-MCP-1 的药物装载及体外药物释放 

为了了解 DMPM 中 DOX 的装载量，我们绘制了 DOX 的标准曲线（图 2-17 

a），通过测量 DMPM 溶液在 480 nm 下的吸光度，根据公式 1 计算得出 DOX 的

装载量约为 1.5％。同时为了研究 DMPM 在酸性 TME 下的阿霉素释放[166]，我们

采用透析法分别在正常组织pH 7.4、肿瘤微环境pH 6.5[167]和肿瘤溶酶体pH 5.5[168]

下研究了 DMPM 中 DOX 的释放。结果表明，释放出的 DOX 能够在 10 小时左

右达到平衡，这与之前报道的参考文献一致[169]（图 2-17 b）。根据药物释放数据

显示，在 37℃条件下，10 h 内释放率分别为 49.5% （pH 7.4）、68.75% （pH 6.5）

和 75.42% （pH 5.5）。DMPM 内的 DOX 的释放具有 pH 响应性，表明 DMPM

能够在肿瘤区域酸敏释放 DOX，这可能会减少 DOX 对正常机体的副作用。 

图 2-17 DOX 标准曲线（a）及 DMPM 的药物释放曲线（b） 

Figure 2-17 DOX standard curve (a) and drug release of DMPM (b). 

2.5 本章小结 

本章利用固相合成法成功合成了 MCP-1 多肽，液相及质谱均显示其成功合

成，同时将普朗尼克 F127 末端的羟基成功进行羧基化，而后将 MCP-1 与改性后

的普朗尼克 F127 以 EDC/NHS 法连接到一起，最终包裹 DOX 合成了 DMPM，

合成后的 DMPM 具有较为均一的球形且分散性较好，粒径大小约为 100 nm 左

右，适宜于在体内进行循环。电位、红外、紫外等均显示出了 MPM 及 DMPM 纳

米材料的合成成功。将 DMPM 在 PBS 中溶解并放置 7 天，表现出较高的稳定

性。药物释放结果表明，合成的 DMPM 纳米材料具有一定的酸响应性释放，为

该纳米材料在生物体内的应用提供了进一步的可能性。 
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第 3 章 DOX@MPF127-MCP-1 载体用于肿瘤靶向治疗的体

外研究 

3.1 引言 

肿瘤组织微环境的复杂性导致对肿瘤细胞的治疗有很大难度，基于纳米材料

的给药体系虽可以增加药物效果，减少药物副作用，但是其仍然是依靠 EPR 效

应的被动转运，运输效率较低。而巨噬细胞作为一种内源性细胞，与其他肿瘤靶

向给药系统相比有很大的优势。以巨噬细胞作为转运载体，把巨噬细胞作为背包

携带纳米材料从而进入肿瘤细胞内部，从而释放纳米药物，可以更加准确高效的

对肿瘤进行防防治。巨噬细胞可被 CCL2 募集到肿瘤微环境中，并可通过趋化行

为渗透到实体瘤内部，有效地进入通常难以到达的区域进行常规递送，极大地增

强了纳米材料的肿瘤渗透性。CCR2 及其配体 CCL2 （MCP-1）之间的信号轴可

在体内介导巨噬细胞负载纳米药物，而巨噬细胞表面就具有该趋化因子受体，所

以巨噬细胞适宜于作为纳米载体运输载药纳米材料从而进入到肿瘤内部。相关研

究表明，肺癌细胞中的 CCL2/CCR2 通路明显。本章以此为基础在体外对 DMPM

复合材料使用非小细胞肺癌细胞（NCI-H1299）进行机理研究。对 DMPM 的体

外生物安全性，体外靶向结合巨噬细胞，体外细胞毒性等实验验证了 DMPM 纳

米材料的抗肿瘤效果及靶向巨噬细胞的应用效果。 

3.2 细胞系 

将 MEF、RAW264.7 和 NCI-H1299 三种细胞在含 5％CO2 的环境（37℃）中

进行传代培养，以用于后续细胞实验及荷瘤小鼠模型的建立。实验中所使用的培

养基均由 DMEM、10％胎牛血清（FBS）和 1％青霉素/链霉素配制而成。 
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3.3 DOX@MPF127-MCP-1 的体外生物相容性研究 

3.3.1 体外溶血实验 

对无菌大鼠血血液样本加入乙二胺四乙酸 （EDTA） 抗凝，而后加入 PBS

缓冲液（pH=7.4）进行离心（1500 rpm/min，15min）分离血清中的红细胞（RBC），

去除上清之后继续使用 PBS 洗涤三次，后用 PBS 配制成为 2％的混悬液。取七

支试管，其中两支分别设置为阴性（加入 PBS）和阳性（加入纯水）对照，将浓

度范围为 0.156 mg/mL-2.5 mg/mL 的 DMPM 依次加入编号试管中，混匀后，置

于 37℃，100 rpm 的条件下孵育 3-4 小时，期间每隔 1 小时观察一次。最后，将

试管以 1000 rpm离心 10分钟，并通过酶标仪读取在 570 nm 处上清液的吸光度，

样品设置三个平行试验，相对溶血率计算如公式 3 所示[170]。 

Hemolysis % =
OD sample − OD negative

OD positive − OD negative
×  100 ％      公式 3 

其中 OD sample、OD negative 和 OD positive 分别是测试样品、阴性对照

（PBS）和阳性对照（H2O）的吸光度值。 

3.3.2 体外对 RAW264.7 和 MEF 的相容性研究 

使用细胞计数试剂盒（CCK-8）法检测 DMPM 在体外对小鼠正常细胞 MEF

以及巨噬细胞 RAW264.7 的细胞相容性。使用培养基 DMEM 制备不同浓度（0 ~ 

800 μg/mL）的 PF127、MPF127、MCP-1、MPM 和 DMPM 胶束样品。将 MEF

以及 RAW264.7 两种细胞分别接种于 96 孔板（1×106 细胞/孔）培养 24 h 后，加

入含不同浓度样品的培养基 100 μL，以纯 DMEM 作为对照。孵育 24 h 后，移去

培养液，用 PBS 洗涤 2 次，而后与 100 μL 含 10% CCK-8 的培养液混合孵育 1 

h，最后使用酶标仪测定孔板在 450 nm 处吸光度并计算细胞活力（%）。 

3.4 DOX@MPF127-MCP-1 的体外靶向特性研究 

3.4.1 体外巨噬细胞迁移实验 

（1）将经过培养的 RAW264.7 细胞均匀接种在细胞迁移 24 孔板的上室迁移

mailto:DOX@MPF127-MCP-1对RAW264.7
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膜表面（200 μL， 2×105 细胞/孔），在 37℃，5％CO2 的条件下培养 24 h，而后

下室培养液中添加 MPF127、MCP-1、MPM 和 DMPM。培养 24 h 后,移去 24 孔

板中的培养基,将迁移膜用 PBS 轻洗, 5%多聚甲醛固定 20 min,轻轻洗三次,而后

使用 0.1%结晶紫染色 15 分钟,使用荧光显微镜观察迁移膜下层的迁移细胞[94, 136]。 

（2）将经过培养的 NCI-H1299 细胞均匀接种在细胞迁移 24 孔板的下室中

（2×105 细胞/孔），培养 24 h，而后将 RAW264.7 细胞均匀接种在细胞迁移 24 孔

板的上室迁移膜表面（200 μL， 2×105 细胞/孔），培养 24 h 后，参照 1）所示步

骤进行染色观察。 

（3）将经过培养的 NCI-H1299 细胞均匀接种在细胞迁移 24 孔板的下室中

（200 μL， 2×105细胞/孔），培养 24 h，同时将 RAW264.7 细胞与 DMPM 在 37℃，

5％CO2 的条件下共孵育 24 h，而后将 MA-RAW264.7 进行消化，均匀接种在细

胞迁移 24 孔板的上室迁移膜表面（200 μL， 2×105 细胞/孔），培养 24 h 后，参

照 1）所示步骤进行染色观察。 

3.4.2 体外与巨噬细胞结合及在肿瘤部位释放 DOX 研究 

（1）将经过培养的 RAW264.7 细胞均匀接种在 6 孔板（2×105 细胞/孔）中，

孵育 24 h，而后分别加入游离 DOX （15 μg/mL）和 DMPM （1 mg/mL），孵育

12 h。清洗后使用 5%多聚甲醛固定 20 min, 然后使用 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚

（DAPI）对细胞核进行染色，清洗后使用荧光显微镜下观察巨噬细胞捕获 DMPM

的情况。 

（2）将经过培养的 NCI-H1299 细胞均匀接种在 6 孔板（2×105 细胞/孔）中，

孵育 24 h，而后将 RAW264.7 与 DMPM 共孵育后的 RAW264.7-DMPM 进行消

化，并均匀接种在 NCI-H1299 的 6 孔板中，共孵育 24 h，孵育完成后参照 1）所

示步骤进行染色，荧光显微镜下观察 DMPM 的荧光分布情况。 

3.4.3 体外与巨噬细胞结合量的研究 

将经过培养的 RAW264.7 细胞均匀接种在两个 6 孔板中（2×105 细胞/孔）孵

育过夜，用 PBS 轻轻洗涤 3 次。在一个 6 孔板中加入 2 mg/mL DMPM，孵育不

同时间（0、1、2、4、6、8 h），分析时间对吞噬功能的影响。同时，在另一个 6
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孔板中加入 0、0.33、0.66、1、1.33、2 mg/mL DMPM 孵育 RAW264.7 细胞 8 h。

两个六孔板孵育完成后，离心收集细胞，并反复冻融 3~5 次，直至细胞完全溶解

并释放被吞噬的 DMPM。用紫外-可见分光光度法测定释放的 DMPM 的吸光度

值，用标准曲线（以 DOX 浓度表示）计算每个细胞中 DMPM 的量。 

3.5 DOX@MPF127-MCP-1 的体外细胞实验 

3.5.1 体外对 NCI-H1299 细胞的毒性研究 

使用细胞计数试剂盒（CCK-8）法检测 DMPM 在体外对 NCI-H1299 的细胞

毒性。使用培养基 DMEM 制备不同浓度（0 ~ 800 μg/mL）的 PF127、MPF127、

MCP-1、MPM、DOX 和 DMPM 胶束样品。将 NCI-H1299 细胞接种于 96 孔板

（1×106 细胞/孔）培养 24 h 后，加入含不同浓度样品的培养基 100 μL，以纯

DMEM 作为对照。孵育 24 h 后，移去培养液，用 PBS 洗涤三次，而后与 100 μL

含 10% CCK-8 的培养液混合孵育 1 h，使用酶标仪测定孔板在 450 nm 处吸光度

并计算细胞活力（%）。 

3.5.2 体外细胞活死染色 

采用活死细胞试剂盒（AM/PI 试剂盒）检测 DMPM 对细胞活力的影响。将

NCI-H1299 细胞接种于 6 孔板（2×105 细胞/孔），在 37℃、5% CO2 条件下培养过

夜，然后在孔中加入 1 mL 含不同浓度 DOX （10 μg/mL）、MPM （10 μg/mL）

和 DMPM （5-30 μg/mL）的 DMEM 培养基，以纯 DMEM 作为对照。培养 24 h

后，AM/PI 染色 15-20 min, PBS 洗涤三次，用 AM/PI 试剂盒检测细胞活力，荧

光显微镜观察细胞形态。 

3.5.3 体外细胞摄取实验 

（1）将 NCI-H1299 细胞样本（2×105 细胞/孔）接种于 6 孔板并培养过夜，

然后在不同时间间隔（0.5、2、6 和 12 h）加入 DMPM（浓度为 15 μg/mL），以

纯 DMEM 作为对照。孵育结束后，用 5%多聚甲醛固定 NCI-H1299 细胞 20 min, 

DAPI 染色，荧光显微镜下观察细胞核形态。 
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（2）将 DMPM （DOX 浓度为 15 μg/mL）接种于 NCI-H1299 细胞孵育不

同时间（0.5、2、6、12 h）后，用无 EDTA 胰蛋白酶消化并离心，而后使用流式

细胞术检测 DMPM 的荧光强度。 

3.6 结果与讨论 

3.6.1 溶血实验 

溶血试验是评价纳米粒子生物相容性的常用方法。材料的高血液毒性会引起

红细胞破裂，使得血红蛋白从红细胞的细胞质膜释放到血流中。根据 ISO/TR7406

标准，纳米粒子的溶血率不能超过 5%[171]。通过比较阳性对照（H2O）和阴性对

照（PBS）来分析 DMPM 的溶血效果（图 3-1 a），分析溶血实验数据，可以得出

DMPM 在 2.5 mg/mL 和 0.625 mg/mL 浓度下的溶血率分别达到 23.83%和 2.65%

（图 3-1 b）。在正常实验条件下，DMPM 的浓度仅为 0.8 mg/mL，溶血率远低于

5%，表明 DMPM 具有良好的生物相容性。 

图 3-1 DMPM 溶血效果示意图（a）和溶血率测定（b）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

ns, 无显著差异, P > 0.05） 

Figure 3-1 Schematic diagram of hemolytic effect of DMPM (a) and the determination of 

hemolysis rate (b). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns, not significant, P > 0.05) 

3.6.2 体外对 RAW264.7 和 MEF 的生物相容性研究 

通过 CCK-8 法检测小鼠成纤维细胞（MEF）和小鼠单核巨噬细胞白血病细
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胞（RAW264.7）的细胞活力。结果表明当 DMPM 中 DOX 浓度为 0.75 ~ 12 μg/mL

时，RAW264.7 和 MEF 细胞活力从 90%逐渐下降至约 80%。在 DOX 浓度为 12 

μg/mL 时，RAW264.7 和 MEF 的细胞活力仍可达到 80%（图 3-2 a-b）。此外，在

正常组织 pH 下，DMPM 中的 DOX 释放水平较低，与药物释放结果相匹配。 

图 3-2 MEF（a）和 RAW264.7（b）的细胞活力检测（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

ns, 无显著差异, P > 0.05） 

Figure 3-2 Cell viability of MEF(a) and RAW264.7 (b). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns, 

not significant, P > 0.05) 

3.6.3 体外巨噬细胞迁移分析 

本研究通过跨膜迁移实验[136, 172]检测了在 CCR2/MCP-1 轴的介导下，DMPM

自发结合在巨噬细胞（RAW264.7）表面组装一个背包（MA-DMPM）， MA-DMPM

具有主动靶向性渗透到肿瘤区域。简言之，巨噬细胞被培养在迁移膜的上层，被

DMPM 和肿瘤募集，从上层迁移到迁移膜的下层。对膜下迁移的 RAW264.7 进

行结晶紫染色并拍照。如图 3-3 a-b 所示，对照组和 MPF127 组几乎没有迁移细

胞（紫点），而 MCP-1、MPM、DMPM 组细胞迁移明显（图 3-3c- e）。与对照组

相比，MCP-1、MPM、DMPM 的相对迁移率分别达到 170%、220%、210%（图

3-3 f），结果表明 MCP-1 可以介导 DMPM 与 MA 结合组装背包（MA-DMPM），

其在 PF127 表面的 MCP-1 修饰具有相同的效果。此外，该结果进一步证明了

CCR2/MCP-1 轴的相互作用可以广泛用于靶向递送系统。 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

 

 
37 

 

图 3-3 巨噬细胞迁移：上室接种 RAW264.7，下室空白（a），接种 MPF127（b）， MCP-1

（c），MPM（d）和 DMPM（e），细胞迁移率（f）。单独 RAW264.7（g, h）和 RAW264.7-

DMPM（j, k）接种于上室，NCI-H1299 细胞接种于下室（h, k）或下室空白（g, j），细胞

迁移率（i, l）（*P < 0.05, **P < 0.01, ns, 无显著差异, P > 0.05） 

Figure 3-3 Macrophage migration: RAW264.7 was inoculated in the upper chamber and the down 

chamber were inoculated with control (a), MPF127 (b), MCP-1 (c), MPM (d) and DMPM (e), cell 

mobility (f). RAW264.7 alone (g, h) and RAW264.7-DMPM (j, k) were inoculated in the upper 

chamber, NCI-H1299 cells were inoculated in the down chamber (h, k) and blank of down 

chamber (g, j), cell mobility (i,l). (*P < 0.05, **P < 0.01, ns, not significant, P > 0.05) 

迁移实验进一步验证了 RAW264.7 和 RAW264.7-DMPM （MA-DMPM）对

NCI-H1299 细胞的靶向归巢能力。首先，上室仅接种 RAW264.7 细胞，下室接种

DMEM 对照组（图 3-3 g）和 NCI-H1299 细胞组（图 3-3 h）。NCI-H1299 细胞组

的迁移细胞较对照组明显，相对迁移率达到了 243%（图 3-3 i），这可能是由于肿

瘤细胞可以释放趋化因子并吸引 MA 到肿瘤区域[173-176]。接下来，我们进一步研

究了 MA-DMPM 在体外趋化作用下可以募集到肿瘤区域。下室接种对照组（图

3-3 j）和 NCI-H1299 细胞组（图 3-3 k），上室接种 RAW264.7-DMPM，仍然观察
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到 MA-DMPM 的归巢靶向作用，相对迁移率约为 220%（图 3-3 l）。RAW264.7

与 RAW264.7-DMPM 相比，虽然相对迁移率有所下降，但可能与 RAW264.7 的

蛋白受体被 DMPM 占据，RAW264.7 的 CCR2/MCP-1 轴相互作用减弱有关。结

果表明，MA 可能通过归巢效应将 NPs DMPM 递送到肿瘤细胞中。与 MA 的仿

生膜相比，活体 MA 作为背包可以更有效地将药物递送到肿瘤区域，且几乎不会

引起机体的免疫排斥反应。 

3.6.4 体外 DOX@MPF127-MCP-1 与巨噬细胞结合及在肿瘤部位释药研究  

进一步验证巨噬细胞 RAW264.7 体外高效捕获 DMPM 组装 MA-DMPM 并

在肿瘤区域释放 DOX。使用 Hoechst 33258 对 RAW264.7 进行染色（蓝色荧光），

DOX 标记的 DMPM 发出红色荧光。如图 3-4 a 所示，RAW264.7 细胞表面的点

状红色荧光表明 RAW264.7 细胞在体外能够成功捕获 DMPM[136]。同时，将

RAW264.7-DMPM 与 NCI-H1299 细胞共培养，观察肿瘤区域 MA-DMPM 释放

DOX 的情况。在 RAW264.7 和 NCI-H1299 细胞中可以看到 DMPM 中 DOX 的红

色荧光，这证实了 DOX 可以从 MA-DMPM 中释放并引起肿瘤摄取（图 3-4 b）

从而影响肿瘤增殖。 

图 3-4 DMPM 靶向巨噬细胞结果（a），RAW264.7-DMPM 与 NCI-H1299 共孵育结果（b） 

Figure 3-4 The image of DMPM targeting macrophage (a), the image of RAW264.7-DMPM and 

NCI-H1299 co-incubation (b). 
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3.6.5 体外巨噬细胞与 DOX@MPF127-MCP-1 结合量评估 

将 2 mg/mL DMPM 与 RAW264.7 孵育，分别在 0、1、2、4、6、8 h 用 DOX

浓度表达捕获的 DMPM 量，以量化巨噬细胞对 DMPM 的捕获量。如图 3-5 b 所

示，RAW264.7 对 DMPM 的捕获量在 6 h 达到最大值（28 pg/cell），因此 DMPM

与 RAW264.7 孵育的最佳时间为 6 h。随后，检测不同浓度 DMPM（0、0.33、

0.66、1、1.33、2 mg/mL）分别与 RAW264.7 孵育 6 h，离心后，沉淀呈红色。结

果显示，当 DMPM 浓度为 2 mg/mL 时，RAW264.7 捕获的 DMPM 量达到 31 

pg/cell，是 DMPM 浓度为 0.33 mg/mL 时捕获量的 4 倍（图 3-5 c）。结果表明，

RAW264.7 在体外可有效捕获 DMPM，可作为 DMPM 的药物递送载体[177, 178]。 

图 3-5 同浓度不同时间的 DMPM 与 RAW264.7 的荧光图（a），同浓度不同时间内的捕获

量分析（b），不同浓度同时间的捕获量分析（c）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001） 

Figure 3-5 The fluorescence image of RAW264.7 incubation with DMPM at different time (a)，

analysis of the amount of the DMPM captured by macrophage with the same concentration at 

different time (b), analysis of different concentrations at the same time of the DMPM captured by 

macrophage (c). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) 

采用半定量荧光分析法确定巨噬细胞捕获 DMPM 的最佳时间。将游离 DOX 

（5 μg/mL）和 DMPM 中 DOX （330 μg/mL）与 RAW264.7 共孵育，采用 CFDA-

SE（绿色荧光）和 DAPI（蓝色荧光）对 RAW264.7 细胞和细胞核分别进行染色，
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以区分 DOX（红色荧光）出现在细胞质中还是出现在细胞核中。游离 DOX 孵育

的 RAW264.7 在 4 h 内细胞核内呈现红色荧光，而 DMPM 围绕在细胞核周围（图

3-5 c），呈淡红色点状分布，与细胞质重叠，几乎没有进入细胞核。随着培养时

间的延长，DMPM主要分布在DOX荧光表达的细胞质中。孵育12 h后，RAW264.7

捕获的 DMPM 量增加，同时伴随着 RAW264.7 细胞核内 DOX 荧光的增加，这

可能是由于 RAW264.7 内化和吞噬 DMPM，开始裂解和释放 DOX[179, 180]。结果

表明，巨噬细胞捕获 DMPM 的最佳时间应控制在 12 h 内，以发挥巨噬细胞最大

的转运 DMPM 效率。研究表明，纳米材料在体内循环一周约 4 小时[94],12 小时

的孵育时间完全足以将 MA-DMPM 募集到 NCI-H1299 细胞附近。 

3.6.6 体外 DOX@MPF127-MCP-1 对 NCI-H1299 细胞的毒性研究 

采用CCK-8试剂盒验证DMPM的抗肿瘤能力，评价DMPM的抗肿瘤作用。

如图 3-6 a 所示，PF127、MPF127、MCP-1 和 MPM 组即使在 800 μg/mL 的高浓

度下，NCI-H1299 细胞仍保持较高的细胞活力。而 DMPM 和 DOX 在低浓度下

均表现出明显的抗肿瘤能力，当 DMPM 浓度为 800 μg/mL 时，细胞存活率仅为

40%左右，此时的 DOX 浓度为 12 μg/mL，比等浓度游离 DOX 表现出更高的抗

肿瘤能力（细胞存活率约 45%），这可能是由于普朗尼克能够抑制 P -糖蛋白降低

了肿瘤细胞的耐药性[181]。根据图 3-6 a 的结果，计算出 DMPM 的 IC50 约为 9.15 

μg/mL（图 3-6 b），以 DOX 浓度表示。 

图 3-6 NCI-H1299 细胞活力测定（a）及 IC50 值（b）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001） 

Figure 3-6 The cell viability of NCI-H1299 (a) and the IC50 values (b). (*P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001) 
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3.6.7 体外细胞活死染色 

对空白组、MPM 对照组、DOX 组和 DMPM 组进行活死细胞染色。如图 3-

7 所示，在空白和 MPM 组的 NCI-H1299 细胞未见凋亡，说明其细胞活力较高

（绿色荧光）。而随着 DMPM 中 DOX 浓度的增加，活细胞数减少，死亡细胞数

增加（红色荧光），在 10 μg/mL DOX 和 DMPM 时细胞凋亡数与存活数大致达到

平衡，与细胞毒性结果相对应。 

图 3-7 NCI-H1299 的细胞活死染色结果 

Figure 3-7 Schematic diagram of cell Live/Death staining for NCI-H1299. 

3.6.8 体外细胞摄取实验 

肿瘤治疗的有效性取决于肿瘤细胞内吞的纳米载体的量[182]。将 DMPM 与

NCI-H1299 细胞共孵育，定时观察荧光分布情况，进行流式荧光分析及荧光半定

量分析细胞对 DMPM 的摄取情况。如图 3-8 a 所示，NCI-H1299 细胞在 0 h 时未

观察到荧光，随后 DOX 的荧光强度随着孵育时间的延长逐渐增加，在 12 h 时达

到较高水平，流式细胞术结果也显示出了相同的趋势，细胞内 DMPM 的荧光强

度随着孵育时间的延长而增加（图 3-8 b）。荧光半定量分析结果表示（图 3-8 c），

在 12 h 时细胞的平均荧光强度达到 37.58 AU，显示出 NCI-H1299 细胞核已被

DOX 完全侵入，这表明 DMPM 可在 12 h 内被 NCI-H1299 细胞吞噬并导致细胞

死亡。上述结果进一步验证了 DMPM 中的 DOX 能够成功释放，DMPM 可被

NCI-H1299 细胞摄取以抑制肿瘤细胞增殖。 
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图 3-8 DMPM 与 NCI-H1299 细胞共孵育荧光图（a），流式细胞术分析（b）和荧光半定量

分析（c）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001） 

Figure 3-8 Fluorescence image of DMPM incubated with NCI-H1299 cells (a), flow cytometry 

analysis (b) and semi-quantitative fluorescence analysis (c). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) 

3.7 本章小结 

本章延续上一章节对合成的 DMPM 纳米材料进行体外细胞毒性及靶向机理

的验证。第一步是对材料的靶向性进行了验证，完成了细胞迁移实验，首先验证

的是 MCP-1 是否具有靶向 RAW264.7 的能力，与 DMEM、MPF127 对照组相比，

MCP-1 及 DMPM 都显示出了一定的靶向性；其次验证了单独 RAW264.7 与装载

了 DMPM 的 RAW264.7 的靶向肿瘤的能力，与空白组进行比较，装载了 DMPM

的 RAW264.7 仍可以被肿瘤所募集并进行迁移，说明巨噬细胞可以作为背包，携

带 DMPM 纳米材料，向肿瘤进行药物运输，显示出此主动运输方法的可行性。

在进行细胞迁移试验后，研究了 NCI-H1299 细胞对 DMPM 的摄取能力以及

MPF127、DOX、MPM 以及 DMPM 对 NCI-H1299 的抑制作用，通过流式细胞仪

的测定，可以看出，随着时间的延长，细胞内荧光强度越强，说明 DMPM 纳米
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材料可以成功被肿瘤细胞所摄取。随后的 CCK-8 实验同样可以得出 DMPM 对

NCI-H1299 有一定的抑制作用，其抑制作用比单独使用 DOX 要强，说明普朗尼

克可以有一定的化疗增敏的作用。为了验证 DMPM 对于肿瘤细胞抑制的同时，

对于正常细胞是否也有伤害，使用了 RAW264.7 以及 MEF 细胞进行了生物安全

性评估，结果表明，即使 DMPM 的浓度达到了 800 μg/mL 时，也没有对 MEF 及

RAW264.7 有很高的伤害，其生物安全性较好，且溶血实验进一步证明了其在溶

血浓度 5％范围内可达 1 mg/mL 以上，其适于应用在生物体内实验，且不会对生

物健康造成危害。 
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第 4 章 DOX@MPF127-MCP-1 载体用于肿瘤靶向治疗的体

内研究 

4.1 引言 

在体外，本课题对 DMPM 进行相关表征以及药物释放效果进行了测定，结

果表明 DMPM 纳米材料具有一定的稳定性且形貌均一，随后进行了体外细胞实

验进一步证明了 DMPM 纳米材料的生物安全性，并通过迁移实验验证了 DMPM

与巨噬细胞的可结合性以及肿瘤募集趋向性，最后对 DMPM 的肿瘤抑制效果进

行了体外细胞层面的评估，结果都表明该纳米材料可对肿瘤有一定的抑制效果，

然而在体内该材料是否具有同样的靶向抑制效果还尚待验证。本章即研究验证

DMPM 纳米材料在小鼠体内的应用效果及生物安全性。 

4.2 DOX@MPF127-MCP-1 的体内抗肿瘤效果研究 

4.2.1 动物模型的建立 

将 20 只 BALB/c 雌性裸鼠饲养于恒温 22℃，相对湿度 50％的小鼠房内，使

用 NCI-H1299 细胞对该裸鼠进行腋下肿瘤接种（1×107 细胞/mL, 100 μL），以建

立 NCI-H1299 细胞肿瘤模型，而后定期对裸鼠肿瘤的生长状态进行观察。 

4.2.2 体内抗肿瘤效果的研究 

当肿瘤生长至 100 mm3左右时，将 20 只裸鼠分为 4 组（每组 5 只），分别给

予 PBS、MPM、DOX 和 DMPM 治疗。将这些溶液注射到小鼠体内，各组隔日

按 2 mg/kg 剂量注射给药并测量记录小鼠肿瘤体积和体重。 

4.2.3 肿瘤 H&E 及 TUNEL 染色 

在进行体内抗肿瘤效果评估后，将小鼠进行处死并取其肿瘤组织分别做好标

记，使用 4％的多聚甲醛固定组织切片，之后进行反复冲洗，再按照脱水、脱蜡
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等步骤进行 H&E 染色，最后统计拍照。同样的，将切好的肿瘤组织片按照相同

的处理进行 TUNEL 染色并进行拍照。 

4.3 DOX@MPF127-MCP-1 的体内肿瘤靶向性研究 

为了进一步证明 MA-DMPM 在体内的肿瘤靶向作用，我们使用了 NCI-

H1299 细胞模型，通过监测 Cy5 标记的 DMPM （Cy5-DMPM）的荧光分布来研

究 MA-DMPM 的肿瘤靶向性。当肿瘤生长至 100 mm3时，尾静脉注射 Cy5-DMPM，

并在不同时间点（0.5、1、2、4、6、8、12 和 24 h）进行 IVIS 成像[183]。此外，

为了探索 DMPM 在肿瘤中的体内富集情况，将裸鼠尾静脉注射 Cy5-DMPM 24 h

后处死，利用 IVIS 对心、肝、脾、肺、肾等主要器官和肿瘤组织进行成像。采

用 IVIS 和 Image-J 软件对荧光成像数据进行分析。 

4.4 DOX@MPF127-MCP-1 的体内生物安全性研究 

4.4.1 小鼠主要器官 H&E 染色 

在进行体内抗肿瘤效果评估后，处死小鼠取其主要器官（心、肝、脾、肺、

肾）并做好标记，参照 4.2.3 的步骤对小鼠主要器官进行 H&E 染色。 

4.4.2 小鼠血生化及炎症因子水平分析 

在进行体内抗肿瘤效果评估后，取一半裸鼠全血，分离血清，分析其生理生

化及炎症因子指标。将全血标本 3000 rpm/min 离心 15 min，取上清使用全自动

生化仪自动测定小鼠肝肾功能指标（谷丙转氨酶ALT、门冬氨酸氨基转移酶AST、

肌酐 CREA 和尿素 UREA）。同样的，离心后将血清标本放于-20℃或-80℃保存，

而后按照包被、封闭、洗涤、加样等步骤进行 ELISA 测定。 
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4.5 结果与讨论 

4.5.1 DOX@MPF127-MCP-1 的体内抗肿瘤效果评价 

图 4-1 小鼠实验流程图（a），分阶段给药代表性图像（b），小鼠体重变化（c），肿瘤相对

体积变化（d）和肿瘤质量（e）（*P < 0.05, **P < 0.01） 

Figure 4-1 Flow chart of mice experiment (a), representative images of phased administration (b), 

body weight change in mice (c), the relative volume change of tumor (d) and the tumor weight (e). 

(*P < 0.05, **P < 0.01) 

为了进一步评估 MA-DMPM 在荷瘤小鼠中的抗肿瘤作用，在接种 NCI-

H1299 细胞后，当肿瘤体积接近 100 mm3 时[94]，将小鼠按照肿瘤大小随机分为

PBS 组、MPM 组、游离 DOX 组和 DMPM 组，每隔 2 天静脉注射 100 μL 不同

药物，实验流程如图所示 （图 4-1 a）。如图 4-1 b 所示，注射 DMPM 后，肿瘤

被明显抑制。游离 DOX 组的治疗效果较 DMPM 组弱，这可能是由于普朗尼克
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使得肿瘤细胞内的 P-糖蛋白的含量降低导致肿瘤细胞耐药性降低，并且 DMPM

可以结合 MA 组装 MA-DMPM 背包，靶向肿瘤区域，提高 DOX 的疗效。对肿

瘤体积（图 4-1 d）和肿瘤重量（图 4-1 e）的记录并分析，结果显示 DMPM 显著

抑制肿瘤生长，而小鼠体重无明显变化（图 4-1 c），说明 DMPM 具有良好的抗

肿瘤能力和生物安全性。 

4.5.2 肿瘤 H&E 和 TUNEL 染色 

通过 H&E 和 TUNEL 染色分析肿瘤组织细胞凋亡情况，与对照组相比，

DMPM 组肿瘤细胞凋亡明显（图 4-2 a-b），荧光半定量分析得出凋亡率达到 63.33%

（图 4-2 c），而游离 DOX 组细胞凋亡率仅为 51.29%。结果表明，DMPM 能够有

效到达小鼠体内肿瘤部位并释放 DOX 从而引起肿瘤细胞凋亡。 

图 4-2 各处理组的小鼠肿瘤 H&E 及白光 TUNEL 染色（a），荧光 TUNEL 染色（b）和凋

亡率分析（c）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001） 

Figure 4-2 The tumor H&E and white light TUNEL staining of mouse in each treatment group (a), 

fluorescent TUNEL staining (b) and the apoptosis rate (c). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) 
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4.5.3 DOX@MPF127-MCP-1 的体内肿瘤靶向性评价 

图 4-3 不同时间段小鼠体内 IVIS 成像图（a），体内荧光半定量分析（b），不同器官体外

IVIS 成像图（c）和体外器官荧光半定量分析（d）（*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001） 

Figure 4-3 IVIS imaging of mice in different time periods (a), semi-quantitative fluorescence 

analysis in vivo (b), IVIS images of different organs in vitro (c) and semi-quantitative fluorescence 

analysis of organs in vitro (d). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) 

体外迁移实验结果初步证实了 MA-DMPM 作为主动靶向药物通过募集作用

可以渗透到肿瘤区域，但仍需进一步证明其在体内的靶向作用。通过 IVIS 监测

Cy5 标记的 DMPM （Cy5-DMPM）在体内的荧光分布，研究 Cy5-DMPM 在 NCI-

H1299 细胞肿瘤模型小鼠体内的募集、组装和靶向性。结果显示，DMPM 首先

在肝和肾中富集，然后逐渐到达肿瘤区域并聚集 （图 4-3 a）。Cy5-DMPM 注射

后 1 h 内在肿瘤区域可见少量荧光，定量分析显示荧光占比为 0.62%（图 4-3 b）。

随着时间的推移，肝、肾部位荧光逐渐减弱，而肿瘤部位荧光开始增强。肿瘤部

位的荧光强度占比从2 h的2.76%增加到12 h的67.16%，在24 h仍保持在58.58%，

而肝、肾的荧光强度在 24 h 时较低。24 h 后使用气体麻醉处死裸鼠，收集小鼠

主要器官和肿瘤组织进行组织荧光成像，结果显示肿瘤组织具有最强的荧光强度，

其次是肝和肾组织（图 4-3 c）。定量分析肿瘤中 Cy5-DMPM 的平均荧光强度约
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为 7.66 × 107（图 4-3 d），其次是肾组织（7.07 × 107），最低的是心脏（8.53 × 106），

说明该材料对心脏毒性较小，可以有效减少 DOX 的心脏毒性。这些结果进一步

表明，在 CCR2/MCP-1 轴的介导下，DMPM 可以主动结合 MA 组装 MA-DMPM

背包，从而实现体内主动靶向递送药物。MA 介导的载药纳米系统可在肿瘤内聚

集并维持一定时间，对肿瘤治疗有显著效果。 

4.5.4 小鼠主要器官 H&E 染色 

另外，观察各组小鼠主要脏器（心、肝、脾、肺、肾）的组织形态学。与对

照组相比，不同治疗组的主要器官均未出现显著的组织学异常（图 4-4），进一步

表明 DMPM 具有出色的生物安全性。 

图 4-4 各处理组的小鼠主要器官 H&E 染色 

Figure 4-4 H&E staining of major organs of mice in each treatment group. 
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4.5.5 小鼠血生化分析 

提取小鼠血清，检测肝功能指标 ALT、AST、CREA 和 UREA。与对照组相

比，DMPM 组小鼠的肝肾功能无明显变化，表明 DMPM 在体内具有良好的生物

安全性（图 4-5 a-d）。 

图 4-5 小鼠肝功能指标：ALT（a）和 AST（b）；肾功能指标：CREA（c）和 UREA（d） 

Figure 4-5 The liver function indexes of mice in each treatment group: ALT (a) and AST (b). 

Renal function indicators: CREA (c) and UREA (d) 

4.5.6 小鼠体内炎症因子水平评估 

为了检测小鼠的不良免疫反应，使用 Elisa 试剂盒检测血液中炎症因子的分

泌水平，包括白细胞介素-6 （IL-6）、IL-12、肿瘤坏死因子-α （TNF-α）和干扰

素-γ （IFN-γ）。通过检测结果可以看出，血清中的 IL-6 水平无显著变化，表明

进入外源性 DMPM 未引起体内的全身性免疫毒性[184]（图 4-6 a）。同时，IL-12、

TNF-α 和 IFN-γ 轻度升高，表明 DMPM 可以促进免疫应答，从而进一步在免疫

层面可能会抑制肿瘤的生长繁殖（图 4-6 b-d）。 
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图 4-6 小鼠炎症因子 ELISA 分析：IL-6（a），IL-12（b），TNF-α（c）和 IFN-γ（d） 

Figure 4-6 ELISA analysis of inflammatory factors in mice of each treatment group: IL-6 (a), IL-

12 (b), TNF-α (c) and IFN-γ (d). 

4.6 本章小结 

本章延续了第三章的思路进行后续的体内实验，更加深入探究了 DMPM 纳

米材料在体内的作用效果及机理。通过建立 NCI-H1299 肿瘤小鼠模型，探究了

DMPM 在体内的作用效果，结果显示出 DMPM 在体内仍然有很强的肿瘤抑制

性，且比单独使用 DOX 要强，这与毒性试验对应。小鼠体重变化与心、肝、脾、

肺、肾切片 H&E 染色以及肝肾功能指标分析进一步表明在体内的治疗过程中，

DMPM 并不会对小鼠机体产生副作用，从而影响小鼠正常的生理活动，生物安

全性较高。在对小鼠进行体内荧光成像时，可以清晰的看出 DMPM 聚集在肿瘤

部位且随着肝肾代谢完成，肿瘤部位的荧光仍然较为强烈，说明 DMPM 在体内

可以靶向巨噬细胞并被肿瘤细胞募集转运到肿瘤部位，DMPM 的靶向输送能力

得到了验证。 

肿瘤的 H&E 切片染色及 TUNEL 染色可以看出在体内肿瘤模型经过 DMPM

治疗之后，肿瘤的凋亡率随之升高，与单独 DOX 治疗结果相对比，DMPM 治疗
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后的肿瘤凋亡率达到 63.33％，而 DOX 仅有 51.29％，相比较体外细胞毒性实验，

显示出巨噬细胞作为载体能够有效输送 DMPM 到达肿瘤部位附近，提高单一

DMPM 的作用效果。ELISA 实验结果表明 DMPM 实验组的小鼠体内的白细胞介

素-6 并没有发生太大的变化，表明 DMPM 纳米材料不会对小鼠造成免疫应激反

应，同时体内的炎症因子水平略微上升，表明 DMPM 可以上调小鼠体内的免疫

应答，促进小鼠机体本身对肿瘤的抑制作用。简而言之，合成的 DMPM 纳米材

料对于抗肿瘤的应用具有一定的潜力。 
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结论与展望 

纳米材料靶向输送是当前肿瘤治疗的研究热点，本文通过将 MCP-1 连接在

普朗尼克表面，再将 DOX 负载在普朗尼克疏水内核中，联合化疗与靶向治疗，

克服了 DOX 的药物副作用的同时将药物递送到肿瘤部位。构建的 DMPM 的纳

米颗粒通过扫描电镜、透射电镜、电位、粒径、红外、紫外等表征，验证了其成

功合成并具有良好的尺寸和分散性。通过溶血与正常细胞活力分析证明了纳米材

料的安全性，通过迁移实验验证了 MCP-1 的巨噬细胞靶向性及巨噬细胞的肿瘤

趋向性，为体内实验提供了良好的基础。 

以 NCI-H1299 为研究对象，评估了 DMPM 的体外抗肿瘤效果，结果显示

DMPM 可以被 NCI-H1299 细胞摄取，并具有一定的杀伤作用。在建立的动物实

验模型中，DMPM 与巨噬细胞相联合，显示出了良好的靶向肿瘤效果，体内 IVIS

实验结果表明 MA-DMPM 在体内能够聚集在肿瘤部位，靶向肿瘤表现良好的实

验结果。综上所述，本文构建的 CCR2/MCP-1 轴介导的巨噬细胞主动靶向药物

输送系统可以用于药物的输送及治疗，为抗肿瘤的研究提供了新的思路与方式，

具有良好的研究前景。 

通过本次研究，我们了解了巨噬细胞的靶向机理及作用在肿瘤的方式，构建

了以巨噬细胞为载体的药物输送方式，提高了化疗药物在体内的治疗效果，但本

文还存在很多问题值得深入思考。首先是在体外的细胞毒性测研究时，我们发现

DMPM 单独作用于肿瘤时具有比单一 DOX 所展现的效果强，查阅相关文献发现

这可能是由于普朗尼克的存在导致肿瘤细胞表面的 P-蛋白的含量降低，从而降

低了肿瘤细胞的耐药性，但对于普朗尼克的肿瘤抗性我们并没有做太多的验证，

因此，本文可以基于这一点进一步研究普朗尼克的肿瘤抑制效果。其次就是在进

行体内实验时，对于体内巨噬细胞装载 DMPM 的量我们未能进行测定，一方面

是由于DMPM的不仅作用于巨噬细胞，而且也作用于肿瘤，经代谢产出的DMPM

的量不能代表巨噬细胞在体内与巨噬细胞结合的量，所以这也是下一步重点研究

的对象。总而言之，本文在提供了一种新的肿瘤靶向治疗方式的同时，也存在一

些待解决的问题，在后续的研究中，这些问题将被深入探讨，以为更加科学的肿

瘤治疗及临床提供思路。 
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