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聚轮烷-喜树碱偶联物的制备及其抗肿瘤作用 

赖春丽, 赖  乐, 赵建彬, 陈建海* 

(南方医科大学南方医院, 广东 广州 510515) 

摘要: 本文研究了聚轮烷-喜树碱偶联物的制备及其抗肿瘤作用。制备了聚轮烷-喜树碱偶联物, 并对其体外

释药行为进行研究; MTT 法及形态学考察偶联物对卵巢癌细胞株 A2780 的体外增殖抑制作用; 考察偶联物对

S180 荷瘤小鼠的生长影响, 进一步评价偶联物抗肿瘤效果。结果表明, 聚轮烷-喜树碱偶联物对卵巢癌细胞株

A2780 的增殖有明显抑制作用, 且呈量效关系; 对 S180 荷瘤小鼠的生长影响结果表明能显著减少肿瘤的生长、浸

润程度以及血管数量, 提示其抗肿瘤作用机制可能是通过影响肿瘤的血管生成, 减少供血而导致肿瘤细胞坏死。 
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Synthesis of polyrotaxane-camptothecin conjugates and  
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Abstract: To prepare polyrotaxane-camptothecin conjugates and evaluate its anti-tumor effect, polyrotaxane- 

camptothecin conjugates were successfully synthesized, and the release behavior was performed; MTT assay and 
cell morphology were used to examine the inhibition of cells’ proliferation effect in vitro.  The experimental 
study of the antitumor effect on S180 mice in vivo was also performed to further evaluate the anti-tumor effect  
of conjugate.  The result showed polyrotaxane-camptothecin conjugates can effectively inhibit the proliferation 
in a dose dependent effect.  In vivo study and cell morphology observation of S180 mice showed significant    
decrease in growth of tumor, degree of tumor infiltration and blood vessel number.  The result indicated 
anti-tumor mechanism may be through affect the angiogenesis and reduced blood supply to tumor cells and then 
leading to necrosis. 
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 喜树碱 (camptothecin, CPT) 是喜树中所含的吲

哚类生物碱, 在临床上用于治疗复发性及难治性乳

腺癌和卵巢癌等多种癌症, 具有显著的抗癌活性。喜

树碱水溶性极低, 毒副作用较大, 限制了其在临床上

的广泛使用。 
近年来, 聚轮烷作为一种新型的药物载体材料越

来越引起人们的关注。它是以环状分子环糊精 (CD) 
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为客体分子, 长链线性 PEG 为骨架, 通过非共价键

链接, 两端大分子基团封端后形成的一类新型的高

效低毒的药物载体。由于 CD 环上有丰富的活泼-OH
基团, 可通过活化 CD 上的羟基, 将喜树碱等抗癌药

物与载体进行链接, 从而改善药物的水溶性差、载药

量低和生物利用度低等缺点。本实验室以新型药物载

体聚轮烷为主体, 通过化学聚合反应, 合成新的聚轮

烷-喜树碱偶联物, 提高了难溶性药物喜树碱的水溶

性及降低毒副作用。 
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材料与方法 
试药  喜树碱 (CPT)、α-环糊精 (α-CD)、N-羟

基琥珀酰亚胺 (NHS)、二环己基碳二亚胺 (DCC)、叶

酸、三乙胺 (Et3N) 及吡啶等购自 Sigma 公司; 聚乙

二醇二胺 4000 (PEG-BA 4000) 购自北京凯正生物公

司; 其余试剂均购自日本和光纯公司 (WAKO Pure 
Chemical), 蒸馏水为双蒸水。 

仪器  智能药物溶出仪 (ZBS-4 天津大学无线

电厂); 匀速搅拌器 (D60-2F 上海华岩仪器设备有限

公司); 涡旋混合仪 (XW-80A 上海医科大学仪器厂); 
核磁共振仪  (Varian INOVA500NB 美国 ); 酶标仪 
(SpectraMax M5美国); Waters高效液相色谱仪 (2478
双波长吸收检测仪, Empower 数据工作站) 等。 

动物  BALB/c 小鼠, 体重 18～22 g, 雌雄各半, 
由南方医科大学实验动物中心提供 , 合格证号 : 
SCXK 粤 2009-0045。 

活性叶酸酯的制备  将适量叶酸预先溶解于无

水二甲基亚砜溶液中, 依次加入 DCC、NHS 及 Et3N,
叶酸/DCC/NHS/Et3N 的摩尔比: 1.2∶1.5∶1.5∶5。反

应溶液在 300 r·min−1 的条件下室温避光搅拌过夜。

反应完毕后, 过滤除去异环己基脲。所得物冷冻干 
燥后, 制得淡黄色粉末即为叶酸活性酯 (合成路线1), 
产率 85%。 

聚轮烷 (PR) 的制备  取 PEG-BA (3.0 × 10−4 
mol) 1.2 g 溶解于 1 mL 水溶液中, 与 α-CD 饱和溶液 

(12 g, 1.20 × 10−2 mol) 混合, 室温下搅拌 24 h 后, 即
得白色轮烷包合溶液。产物经过离心, 冷冻干燥后 
得白色粉末, 反应产率 90%。取上述粉末 12 g 与叶

酸活性酯 5 g, 溶于无水 DMSO 中, 搅拌反应 96 h, 
反应液倒入冰乙醚中, 淡黄色沉淀物经乙醇和水各

洗涤 3 次, 真空干燥后即得聚轮烷 (图 1), 反应产率

为 88%。 

 
Scheme 1  The synthesis of active folic acid ester 

 
聚轮烷-喜树碱偶联物 (PR-CPT conjugates) 的

制备  取聚轮烷粉末 1 g, 溶解于无水吡啶溶液中, 

加入丁二酸酐 (SA, 5 × 10−4 mol), 室温下反应48 h后, 

随后加入 CPT, 1 × 10−3 mol), 共沸反应 2 h 后停止反

应。随后反应液于冰浴 20 min, 加入 4-甲氨基吡啶碘 

(DMAP, 4.1 × 10−3 mol)。室温下搅拌反应 96 h, 过量

乙醚沉淀, 反应产物用乙醇和水洗涤 3 次, 干燥后以

DMSO-d6 为溶剂测 1H NMR 谱, 结构确认 (图 2)。 

聚轮烷-喜树碱偶联物的体外药物释放度测定  

取偶联物1 mg于透析袋中 (截留相对分子质量3 000), 

加入 PBS 缓冲液 (pH 7.4) 2 mL 溶解, 置于 100 mL 

PBS (pH 7.4) 圆底烧瓶中, 37 ℃下 100 r·min−1 搅拌 

透析, 分别于 3、6、12、24、46、48、72、96、120

和 144 h 取透析液 1 mL, 并补充同体积溶出介质, 

0.45 μm 微孔滤膜过滤后进行 HPLC 分析, 色谱条件: 

Diamonsil ODS C18 柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 乙

腈/水: 30∶70; 流速 1 mL·min−1; 检测波长 254 nm; 

进样量 10 μL, 进行含量测定。计算聚轮烷-喜树碱偶

联物中喜树碱的含量及累积释放度, 以时间为横坐

标, 累积释放度为纵坐标, 绘制药物的累积释放度-

时间曲线。 
 

 
Figure 1  The structure schematic figure of polyrotaxanes (PR) 
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Figure 2  The structure schematic figure of polyrotaxane-camptothecin conjugates (PR-CPT) 

 
MTT 法检测聚轮烷-喜树碱偶联物对卵巢癌细

胞株 A2780 的增殖抑制作用  实验分为喜树碱组和

聚轮烷-喜树碱偶联物组。偶联物体外释药含量测定

结果表明载药量为 8%, 偶联物组给药浓度按载药量

折算成相应的含喜树碱的量。每组药物设置 7 个浓度

梯度, 终质量浓度分别为 0.1、0.5、2.5、10、25、50
和 100 μg·mL−1, 每个浓度设 6个复孔, 每板设一个空

白孔。取对数生长期 A2780 细胞, 按细胞数 5×103/孔
接种于 96 孔板, 24 h 贴壁后, 吸出培养液, 每孔加入

培养液稀释的不同浓度药物 100 μL, 继续培养 48 h。
每孔加入 5 g·L−1 MTT 10 μL, 37 ℃继续孵育 4 h, 弃
除培养液, 再加入二甲基亚砜 150 μL, 在酶标仪上以

490 nm 和 630 nm 的波长测定吸收度 (A) 值。根据

公式计算细胞增殖率: 细胞增殖抑制率  (%) = (1－加

药孔平均 A 值) / 对照孔 A 值×100%, 并以线性回归法

计算各药物对细胞的半数抑制浓度 (IC50)。 
细胞形态学观察  取对数生长期细胞, 以细胞

数 5×105/孔接种于 6 孔板中, 孵育 24 h 贴壁后, 分别

以 0.1 mg·L−1喜树碱及按载药量折算含喜树碱质量浓

度为 0.1、1 和 5 mg·L−1 的聚轮烷-喜树碱偶联物作用

于 A2780 细胞, 48 h 后于倒置显微镜下观察细胞的生

长及形态的变化。 
动物体内抗肿瘤试验  肿瘤模型的建立: BALB/c

小鼠饲养于无特定病原菌环境, 将常规复苏后的 S180
腹水癌细胞接种于小鼠腹腔内。当移植瘤生长 3 d 后, 
选择肿瘤生长旺盛且动物一般状况良好的荷瘤鼠 , 
消毒后吸取腹水, 用生理盐水以 1∶5 的比例稀释后, 
调整细胞数为 1×107, 取 0.1 mL 接种于小鼠大腿内侧

皮下, 密切观察肿瘤生长。 
实验动物分组与处理: BALB/c 小鼠接种后按随

机数字法分为 CPT 阳性对照组、偶联物治疗组与荷

瘤模型组, 每组 8 只。接种第 2 天开始, 每组分别腹

腔注射 0.1 mg·L−1 CPT、1 mg·L−1 聚轮烷- 喜树碱偶

联物生理盐水溶液和生理盐水各 100 μL, 每日 1 次, 
连续给药 7 次。实验期间观察小鼠进食、排便、精神

状态及活动情况。于接种后第 7、9、11、13、15、
17 和 19 天应用游标卡尺 (精度为 0.1 mm) 测量并记

录小鼠皮下瘤结节大小, 计算肿瘤体积, V (mm3) = 
0.52ab2 (a 为瘤体最长径, b 为最短径), 取每组均数, 
制作肿瘤生长曲线。于接种后第 19 天, 以 10%水合

氯醛 3 mL·kg−1麻醉小鼠, 剥离皮下瘤, 称瘤重, 计算

肿瘤抑制率。肿瘤抑制率  = (荷瘤模型组平均瘤重  − 

治疗组平均瘤重) / 荷瘤模型组平均瘤重×100%。最后

以常规 10%中性多聚甲醛固定, 制成石蜡切片备用。 
统计学分析  实验数据采用均数±标准差 ( x ± s) 

表示, SPSS13.0 软件进行 one way ANOVA 分析, 多
重比较用 LSD 法, 方差不齐时用 Welch 法和 Games- 
Howell 法。 

 

结果 
1  聚轮烷-喜树碱偶联物的合成 

聚轮烷载体 1H NMR 结果: 1H NMR: 2.9～3.8 
(1H, m, H-3, 5, 6, 4, 2), 4.44 (1H, t, OH-6), 4.79 (1H, d, 
H-1), 5.3 (1H, d, OH-3), 5.45 (1H, d, OH-2) 为载体上

α-CD中的H; 3.51 (2H, s, CH2) 为PEG中H; 6.65 (2H, 
d, H-3′, 5′), 7.65 (2H, d, H-2′, 6′), 8.77 (1H, s, H-7) 为
叶酸中 H。 

α-CD 的 1H NMR: δ 3.08 (1H, t, H-4), 3.19 (1H, d, 
H-2), 3.39 (1H, m, H-5), 3.44 (2H, m, H-6), 3.57 (1H, t, 
H-3), 4.52 (1H, t, OH-6), 4.60 (1H, d, H-1), 5.43 (1H, d, 
OH-3), 5.57 (1H, d, OH-2)[1]。从核磁共振数据来看, 
聚轮烷载体上 α-CD 中的 H-1、H-3 及 C 2、3、6 位 
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羟基的化学位移有明显移向低场的变化, 证实 PEG
穿过 CD 空腔, 形成了“管形”结构, 与文献报道相

符[1]; δ 3.51 为 PEG 中 CH2特征峰, δ 6.65、7.65 和 8.77
处为叶酸的特征核磁共振峰, 分别为叶酸结构中 3′、
5′ 的 H、2′、6′ 的 H 及蝶啶环 7 位 H 的化学位移。由

上述数据可见, 聚轮烷载体已合成。 
聚轮烷-喜树碱偶联物 1H NMR 结果: δ 0.9 (3H,  

t, H-18), 1.9 (2H, m, H-19), 8.3 (1H, q, H-12) 为偶联

物中喜树碱的 H 特征峰; 3.51 (2H, s, CH2)为 PEG 中

H; 5.3 (1H, d, OH-3),5.45 (1H, d, OH-2) 为载体上的

α-CD 的 H; 6.65 (2H, d, H-3′, 5′), 7.65 (2H, d, H-2′, 6′), 
8.77 (1H, s, H-7) 为叶酸中 H 的特征峰。从上述数据

可见, 位移为 4.44 (1H, t, OH-6) 处的羟基特征峰被

取代后消失, 而 C 2、3 位羟基未被取代, 说明喜树碱

链接于 CD 环上的 C6 位, 与文献[1]报道相符。而在

0.9、1.9 和 8.3 处为喜树碱的特征性核磁共振峰, 分
别为 C 18、19、12 位氢的化学位移。以上数据表明, 
聚轮烷-喜树碱偶联物已合成。 
2  聚轮烷-喜树碱偶联物的体外药物释放测定 

偶联物在 PBS 缓冲液中稳定释放 (图 3), 3、6、
12 和 24 h 内未见突释的情况, 6 天内缓慢释放, 第 6
天达到约 92%, 得到偶联物的载药量为 8%。 
3  聚轮烷-喜树碱偶联物对卵巢癌细胞株 A2780 的

增殖抑制作用 

以药物浓度为横坐标, 细胞存活率为纵坐标作

图 (图 4)。结果表明, 随药物浓度的增大聚轮烷- 喜

树碱偶联物对卵巢癌细胞株 A2780 的抑制作用增高, 
具有量效关系。喜树碱与偶联物的 IC50 分别为 5.37
和 44.8 mg·L−1。与喜树碱相比, 偶联物组 IC50 提高了 

约 8 倍, 提示聚轮烷-喜树碱偶联物的毒副作用相对

较低。 
4  细胞形态学观察 

未加药物组 A2780 细胞生长状态良好, 呈菱形

或梭形 , 大小正常 , 生长旺盛 ; 经过喜树碱和聚轮 
烷- 喜树碱偶联物处理后, 普遍出现细胞凋亡、失去

正常生长形态, 其生长明显受到抑制 (图 5)。 
 

 
Figure 3  Drug-releasing curves of polyrotaxanes-camptothecin 
conjugates (n = 3) 
 

 
Figure 4  Viability of free camptothecin (CPT) and polyrotaxane- 
camptothecin conjugates against A2780 human ovarian cancer 
cells.  (n = 3) 

 

 
Figure 5  Cells treated with CPT and PR-CPT conjugates for 48 h (×100).  a: A2780 cells; b: 0.1 mg·L−1 CPT; c: 0.1 mg·L−1 PR-CPT 
conjugates; d: 1 mg·L−1 PR-CPT conjugates; e: 5 mg·L−1 PR-CPT conjugates 
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5  聚轮烷-喜树碱偶联物对小鼠肿瘤的影响 
接种后第 3天全部小鼠成瘤, 皮下结节直径均超

过 0.5 cm, 成瘤率 100%。CPT 阳性对照组及偶联物

治疗组小鼠的肿瘤生长速度逐渐减缓, 明显受到抑

制, 而荷瘤模型组小鼠的肿瘤生长速度较快, 生长曲

线明显上升 (图 6)。 
 

 
Figure 6  The growth effect of S180 mice after treated with 
CPT and polyrotaxanes-camptothecin conjugates (n = 8) 

 
接种 19 天后偶联物治疗组与荷瘤模型组小鼠的

肿瘤平均体积之间差异有统计学意义 (P <0.01), 偶
联物治疗组与荷瘤模型组小鼠的肿瘤平均瘤重之间

差异亦有统计学意义 (P < 0.01), 见表 1。实验期间, 
偶联物治疗组与荷瘤模型组小鼠健康状况良好, 进
食、排便、精神及活动等比较正常, 小鼠对偶联物治

疗的耐受性较好, 未见明显的出血、腹泻及其他药物

副作用, 偶联物治疗组小鼠的体重较治疗前增加。

CPT 阳性对照组则出现轻微毒副反应, 表现为反应

迟钝, 眼睛呆滞, 眼角有分泌物等, 实验结束时各组

小鼠无死亡。 
 
Table 1  The mean volume and weight of tumor on 19th days.  
n = 8, x ± s.  **P < 0.01 vs tumor model group 

Group 
Tumor 

volume/mm3 
Tumor 

weight/g 
Inhibition 

rate/ % 

Tumor model group 4.10 ± 2.35 7.2 ± 1.3 − 

Positive control group 1.24 ± 0.13** 2.1 ± 0.6** 81 

PR-CPT group 0.95 ± 0.24** 1.8 ± 0.8** 85 

将预先用石蜡包埋的肿瘤组织进行切片, HE 染

色, 在光学显微镜下进行组织病理学观察。结果显示, 
荷瘤模型组瘤细胞生长旺盛, 细胞较密集或呈大片

状, 核分裂数多, 浸润较深, 至脂肪、肌层等处, 血管

较丰富, 坏死范围较小。治疗组各指标程度较轻, 但
坏死较严重 (图 7)。 
 

讨论 
聚轮烷是一种通过非共价键相互作用组合得到

的超分子结构, 与生物体有良好的相容性, 这类超分

子优点是可溶于水, 又能包合或负载药物和基因, 还
可生物降解, 被机体吸收并且毒副作用极小。作为一

种新兴的高分子材料, 在药物的缓控释载药、基因转

染和组织工程支架材料等方面有较强的优势[2−5]。 
作为轮烷骨架的 PEG 是中性、无毒且具有独特

理化性质和良好的生物相溶性的高分子聚合物, 也
是经 FDA 批准的极少数能体内注射药用的合成聚合

物之一, 具有高度的亲水性。当偶联到药物分子中或

药物表面时, 可以将其优良性质赋予修饰后的药物

分子, 改变它们在水溶液中的生物分配行为和溶解

性, 从而提高药物的溶解性。作为客体分子的 CD 原

料为淀粉, 其构成单位为葡萄糖, 被广泛应用于各种

食品或药品中作为添加剂使用, 毒性极低。CD 表面

有丰富的羟基, 经活化后可以与多种活性基团反应,
从而链接上药物。 

本课题采用聚轮烷为载体, 通过聚合反应制备

出聚轮烷- 喜树碱偶联物, 以降低喜树碱毒性、提高

药物的水溶性。体外释放实验结果表明, 聚轮烷- 喜

树碱偶联物在体外缓慢稳定释放。MTT 法表明, 不
同浓度的偶联物对卵巢癌细胞株 A2780 均有明显的

抑制作用, 其 IC50 与喜树碱相比, 提高了 8 倍, 提示

聚轮烷- 喜树碱偶联物的毒副作用相对较低, 并且呈

现良好的剂量效应关系; 细胞形态学检测证实其对

A2780 细胞有抑制增殖的作用。 
聚轮烷- 喜树碱偶联物对荷瘤小鼠的影响表明,  

 

 
Figure 7  Pathological results of tumor tissues (×200).  a: Tumor model group; b: Positive control group; c: PR-CPT conjugates group 
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它具有明显的抗肿瘤作用。病理形态学的变化证实了

聚轮烷- 喜树碱偶联物的作用并揭示其作用的可能机

制。光镜下可以看出荷瘤小鼠瘤细胞生长旺盛、细胞

较密集或呈大片状, 核分裂数多, 浸润较深; 治疗组

上述各指标程度较轻, 而坏死较严重, 且有大量淋巴

细胞、巨噬细胞浸润, 与荷瘤小鼠组比较具有显著性

差异。聚轮烷- 喜树碱偶联物对瘤细胞的生长浸润及

血管数抑制作用更明显, 进一步提示聚轮烷- 喜树碱

偶联物在直接杀伤肿瘤细胞的同时, 影响肿瘤的血

管生成, 使其供血减少而导致瘤细胞坏死[6−12]。 
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