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摘要 目的：合成具有酸敏特性的琢-亚麻酸 -阿霉素前体药物，并观察其抗肿瘤活性以及对肿瘤细胞的靶向性。方法：以 Boc-

NHNH2、琢-亚麻酸、阿霉素为主要反应原料，先后合成 Boc保护的 琢-亚麻酰肼、琢-亚麻酰肼和 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接物，

采用核磁共振、质谱等方法鉴定其结构；采用 LC/MS方法研究连接物在不同 pH介质中的药物释放行为；采用 MTT法观察连接
物对人肝癌细胞 HepG2、乳腺癌细胞MDA-MB-231和 MCF-7细胞的毒性作用。结果：在 1-乙基 -(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚

胺盐酸盐(EDC·HCl)的催化作用下，合成了 琢-亚麻酸 -阿霉素前体药物，波谱分析提示为目标产物。通过在体外酸性条件下水解

连接物，我们发现该连接物具有显著的 pH值敏感性。同时在体外细胞毒性实验中，我们发现相比于游离阿霉素，该合成连接物 琢-

亚麻酸 -阿霉素对 HepG2、MDA-MB-231和 MCF-7三种肿瘤细胞具有更强的细胞毒性，而且细胞毒性作用可被外源性 琢-亚麻

酸抑制。结论：琢-亚麻酸 -阿霉素连接物能经 琢-亚麻酸受体介导靶向于 琢-亚麻酸受体丰富的肿瘤细胞，是一种潜在的新型抗肿

瘤药物。
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The Synthesis of 琢-Linolenic Acid-Doxorubicin Conjugate and its Antitumor
Activity in Vitro*

To prepare the pH-sensitive conjugate of 琢-linolenic acid-doxorubicin and observe its antitumor activity in

vitro. Boc-LH, LH and L-DOX are synthesized with the catalyst（EDC·HCl）and the main raw materials: BocNHNH2,

琢-linolenic acid and doxorubicin, and characterized in terms of H1NMR and MASS. The drugs release characteristic was performed in

different pH media in vitro by the by LC/MS. The cytotoxicity effects of L-DOX on human hepatocellular carcinoma cell HepG2, human
breast cancer cell line MDA-MB-231 and MCF-7 cells was measured by MTT assay. With the help of EDC·HCl, the L-DOX

was synthesized. The cytotoxicity of L-DOX on the three different tumor cells were stronger than doxorubicin at the same concentration,
and could be inhibited by adding the free琢-linolenic acid. L-DOX could be targeted to tumor cells via 琢-linolenic acid recep-

tor. It could be a new potential anticancer drug.

琢-linolenic acid; Doxorubicin; Cytotoxicity; Tumor targeting

;

前言

在目前的临床治疗肿瘤的方法中，化学疗法和手术治疗是

两种最重要的治疗手段，其中化学疗法在手术后期康复中更是

尤为重要，然而在实际应用中我们面临着两大难题：一是在化

学药物治疗中几乎都会引起严重的毒副作用。二是肿瘤细胞自

身会对化疗药物产生多药耐药性 (multidrug resistance，MDR)。

近年来，为了解决以上难题，药物工作者们提出一个全新的递

药系统概念：靶向药物传递系统(targeting drug delivery systern，

TDDS) [1]，作为一种全新的递药手段，其在抗肿瘤药物传递中已

经显示出了良好的成效。阿霉素又称多柔比星（doxorubicin），
是一种十分有效的抗肿瘤药物，主要用来治疗实体瘤，如乳腺

癌、卵巢癌、肺癌、甲状腺癌、肝癌、肉瘤等。但由于其对心脏、骨

髓毒性大从而限制了其在临床上的应用[2-5]。

琢-亚麻酸（琢-Linolenic Acid，琢-LNA，全顺式 9,12,15-十八
碳三烯酸）,是人类每天的必须营养素，它是一种主要存在于蔬

菜油中的多不饱和脂肪酸，是我们人体中细胞膜和生物酶的基

本组成物质。科学研究发现 琢-亚麻酸的主要很强的药理作用：
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其中具有明显的降血压，降血脂以及抗炎，抗血栓，抗心律失常

等作用[6-8]，同时它对人体预防心脑血管病的发生还具有积极作

用[9]。随着研究的深入，近年来，研究者又相继发现 琢-亚麻酸还

具有预防乳腺癌的发生[10]。同时其还可以在一定程度抑制肿瘤

细胞的活性，从而可以抑制癌症的发生和转移[11]。最近有报道

称，在大多数的肿瘤细胞表面都存在能够与不饱和脂肪酸特异

结合的靶点，有科研工作者将抗肿瘤药物与一些不饱和脂肪酸

通过化学键连接，结果这些抗肿瘤药物显示出一定的肿瘤细胞

靶向性[12,13]。因此我们实验设计是通过化学键将阿霉素与 琢-亚
麻酸连接，可以使阿霉素直接靶向至肿瘤细胞，从而可以选择

性的杀死肿瘤细胞，避免对人体正常组织器官的损伤。我们知

道设计药物递送至肿瘤细胞内需要释放出游离药物才能真正

的发挥抗肿瘤作用，然而如何去释放药物呢？在此我们根据肿

瘤组织微环境对化学桥连键进行设计。

科学研究表明在人体血液中其 pH值偏中性为 7.4，而在

肿瘤组织微环境以及肿瘤细胞内其 pH值偏酸性为≤ 6。同时

据报道发现腙键在 pH值偏中性的环境下稳定，而当 pH≤ 6的

环境中会发生迅速断裂[14-18]。根据以上人体生理特点以及腙键

的独特酸敏感性药学工作者们制备出了具有酸敏特性的抗肿

瘤药物，从而使其可特异地释放到肿瘤偏酸性环境中，进而发

挥抗肿瘤作用[19]。因此本文拟通过腙键将琢-亚麻酸与阿霉素连

接，合成具有主动靶向及对肿瘤细胞溶酶体微环境（溶酶体和

内涵体，pH<5）有特异性响应的 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接

物，采用质谱、核磁共振等方法对其进行结构鉴定，同时应用

LC/MS对其体外释药特性进行评估以及利用 MTT法对体外

抗肿瘤活性进行初步研究。

1 材料与方法

1.1 实验仪器
DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义市科瑞仪器有

限公司）；SZ-93自动双重纯水蒸馏器（上海雅荣生化设备仪器

有限公司）；DK-D型电热恒温水槽（上海一恒科技有限公司）；
RE-52AA旋转蒸发仪（上海亚荣公司）；Model-680型酶联免疫

检测仪（美国 Bio-Rad Laboratories）；HY-5回旋式振荡器（江苏

省金坛市宏华仪器厂）；倒置相差显微镜（德国 LEICA公司）；

培养箱（Thermo Forma 371）；Waters 2695 高效液相色谱仪
（Waters 公司 ) , Waters Quatro-premier 型串联四级杆质谱仪

（Waters 公司），Masslynx 4.1 软件操作系统；INOVA-400 MHz

型超导核磁共振仪（美国 Varian公司）。
1.2 实验材料

阿霉素（浙江海正药业股份有限公司）；琢-亚麻酸（上海新

量化工试剂有限公司）；EDC·HCl（纯度 99%, Shanghai Medpep

Co.,Ltd）；三氟乙酸 (98%, Sigma)；BocNHNH2 (98%, Alfa Ae-

sar)；其余试剂均为分析纯。人肝癌细胞 HepG2、乳腺癌细胞
MDA-MB-231 和 MCF-7 购自上海生化所细胞库；RPMI1640

培养液（Sigma公司）；胰酶（北京利科恒达科贸有限公司）；
MTT（北京鼎国生物技术有限责任公司）；特级胎牛血清（天津

市濒洋生物制品科技责任有限公司）；96孔培养板（加拿大 JET

Biochemicals Int, Inc）；6 空培养板（加拿大 JET Biochemicals

Int, Inc）。

1.3 实验方法
1.3.1 Boc保护的琢-亚麻酰肼（Boc-LH）的合成 在干燥的圆

底烧瓶中加入 290 mg 琢- 亚麻酸、605.4 mg EDC·HCl、186 mg

BocNHNH2和 9 mL DMF，室温下反应 12 h。TLC检测，待反应

完全后停止反应。向反应液中加入 90 mL蒸馏水，用乙酸乙酯

（100 mL× 2）萃取，收集乙酸乙酯层，用盐水(30 mL× 2)洗二

次，用无水硫酸钠干燥，减压蒸干溶剂，得黄色油状液体。将黄

色油状液体以环己烷 -乙酸乙酯(2:1)为洗脱剂，用硅胶柱层析

分离纯化。得到浅黄色油状液体 348.8 mg。产率：85.3%。
1.3.2 琢-亚麻酰肼（LH）的合成 将 322 mg Boc-LH 加入到
100mL干燥的圆底烧瓶中，加入 25 mL二氯甲烷，6 mL三氟乙

酸，室温反应 15 min。TLC检测，待反应完全后停止反应。用饱

和碳酸氢钠水溶液调节 pH为 7，然后加入 100 mL二氯甲烷，

最后用水（100 mL× 2）洗涤。得到的有机层用无水硫酸钠充分
干燥，然后蒸馏得深黄色液体。将上述深黄色液体以二氯甲烷 -

甲醇(30:1)为洗脱剂，用硅胶柱层析分离纯化。得到 192.7 mg黄

色粘稠液体。产率：80.2%。
1.3.3 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）的合成 将 234.8 mg

阿霉素盐酸盐用 25 mL甲醇溶解，再加入 12 滋L三氟乙酸和
192.7 mg LH，室温反应 12 h。待反应完全后停止反应，减压蒸

除溶剂，得粗产物。将粗产物用硅胶柱层析分离纯化，以二氯甲

烷 -甲醇(5:1)为洗脱剂，并在洗脱剂中加入少量三乙胺。得到
163.5 mg暗红色固体。产率：49.4%。
1.3.4 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）的体外释药研究 根

据中国药典规定方法配制三种不同的磷酸盐缓冲溶液，分别

是：pH5.0、pH6.5和 pH7.4的，考察目标连接物 L-DOX的释药
性能。将 100 滋g/mL的连接物溶于 pH为 5.0的醋酸盐缓冲液

以及 pH为 6.5和 7.5的磷酸盐缓冲液中，37℃水浴摇床孵育，

并于以下时间点 0 h、0.5 h、1 h、1.5 h、3 h、5 h、7 h和 10 h 进行

取样，分别取出 20 滋L注入 HPLC-MS-MS进行检测分析。

1.3.5 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）的细胞毒性 实验分

为以下三组：阴性对照组、阿霉素和 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物

组。首先用含 10％胎牛血清的 RPMI1640培养液培养肿瘤细

胞，在其处于对数生长期且生长状态良好的情况下，用 0.25％

胰蛋白酶消化成单个细胞，然后离心使细胞沉淀，再用 PBS洗

涤，用含 10％胎牛血清 RPMI1640培养液稀释成单个细胞悬

液，然后按每孔 3000个细胞的密度接种于 96孔培养板中，每

孔 200 滋L。最后将细胞培养板放入培养箱中，在 37℃、5％CO2，

及饱和湿度条件下培养 24 h后分别加入阿霉素、琢-亚麻酸 -

阿霉素，使终质量浓度分别为 0.08、0.4、2、10、50 滋M（目标连接

物折算成阿霉素的等价浓度），再培养 48 h后，每孔加入 MTT

溶液（5 mg/m L）20 滋L，然后继续放入孵箱内培养 4 h，随后小

心弃培养液，每孔加入 150 滋L的 DMSO，最后用酶联免疫检测

仪在 490 nm条件下测定吸光度值（A）。根据抑制率 =（1-A药
物 /A对照）× 100％计算得出抑制率，以抑制率对药物浓度作

图分析。

1.3.6 外源性琢-亚麻酸对 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）

细胞毒的影响 细胞培养方法如方法 1.3.5。96空板制备好后

分别在各组中加入含有 0.4、2和 10 滋M游离 琢-亚麻酸阻断 琢-

亚麻酸受体，而 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接物的药物终浓度
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为 10 滋M（连接物折算成阿霉素的等价浓度），培养 48 h后，用

酶联免疫检测仪在 490 nm 条件下测定吸光度值（A），以存活

率对药物浓度作图。

2 结果

2.1 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物的合成路线

2.2 Boc取代的 琢-亚麻酰肼（Boc-LH）的结构表征

图 2为 Boc保护的 琢-亚麻酰肼的质谱图，其准分子离子

峰为 391（M-）。图 3是以氘代氯仿为溶剂测定 Boc保护的 琢-

亚麻酰肼核磁共振氢谱图（1H NMR）。由图可知: 啄 5.28-5.40 (6

H, m), 2.81 (4 H, s), 2.02-2.10(4 H, m), 1.64-1.66 (2 H, m), 1.47

(9 H, s, Boc), 1.31-1.39 (10 H, m), 0.98 (3 H, t, CH3, J=7.4 Hz)
ppm。

2.3 琢-亚麻酰肼（LH）的结构表征

图 4 为 琢- 亚麻酰肼（LH）的质谱图，其准分子离子峰为
293（M+）。图 5是以氘代氯仿为溶剂测定 琢-亚麻酰肼核磁共

振氢谱图（1H NMR）。由图可知: 啄 5.28-5.43 (6 H, m), 2.81 (4
H, s), 2.03-2.10(4 H, m), 1.63 (2 H, s), 1.24-1.31 (10 H, m), 0.97

(3 H, t, CH3, J=7.6 Hz) ppm。

2.4 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接物（L-DOX）的结构表征

图 6为 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键双效前体药（L-DOX）的质

谱图，准分子离子峰为 818（M+）。图 5是以氘代氯仿为溶剂测

定 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键双效前体药的核磁共振氢谱图（1H

NMR）。由图可知: 啄 5.12-5.60 (9 H, m), 3.82-4.21 (7 H, m),

3.30-3.53 (3 H, m), 2.60-2.78 (6 H, m), 2.41-2.58 (5 H, m),

1.97-2.06(5 H, m), 1.66-1.90 (3 H, m), 1.14-1.66(14 H, m), 0.92(3

H, t, CH3, J=6.8 Hz) ppm。

图 1 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）的合成路线

Fig. 1 Reaction route for the synthesis of DOX-hyd-LNA

图 2 Boc取代的琢-亚麻酰肼（Boc-LH）的质谱图

Fig. 2 LC-MASS spectra of the protection of Boc alpha linolenic acid

hydrazide

图 3 Boc保护的琢-亚麻酰肼的 1H NMR图

Fig. 3 1HNMR spectrums of the protection of Boc alpha linolenic acid

hydrazide

图 4 琢-亚麻酰肼（LH）的质谱图

Fig. 4 LC-MASS spectra of Alpha linolenic acid hydrazide (LH)

图 5 琢-亚麻酰肼的 1H NMR图

Fig. 5 1HNMR spectrums of alpha linolenic acid hydrazide
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2.5 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接物（L-DOX）的体外释药特性
L-DOX的释药特性如图 8所示。由图中我们可以看出，在

三种不同 pH值的磷酸缓冲液中，L-DOX药物释放行为表现出

明显的 pH值依赖性，其中在 pH 7.4的缓冲液中，经过 5h后我

们可以看出 L-DOX的释药量只有约 18.6%，而同样经过 5 h

后，在 pH 6.5的缓冲液中 L-DOX的释药量为 31.8%，而当 pH

下降为 5.0的时候 L-DOX的释药量陡增为 76.1%。从以上结果
我们可以明显的看出 L-DOX具有很强的 pH值敏感的释药特

性。这其中主要原因正是因为随着 pH降低，其起桥连作用的

腙键则更容易降解，从而释放出阿霉素，而在中性介质中腙键

较稳定，故而有相对很少的阿霉素得到释放。由此我们可以得

出在溶酶体 pH介质中，L-DOX的释药速度很快，而在血液 pH

值介质中 L-DOX相对较稳定。

2.6 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）的细胞毒性

以阿霉素为阳性对照，用 MTT法观察 琢-亚麻酸 -阿霉素
连接物的体外抗肿瘤活性，绘制细胞抑制率曲线，评价药物的

体外细胞毒性。从结果可以看出，对于三种不同的肿瘤细胞，琢-

亚麻酸 -阿霉素连接物的抗肿瘤作用效果均强于游离阿霉素，

且具有明显的药物浓度依赖性。

2.7 外源性 琢-亚麻酸对 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX）细

胞毒的影响

外源性 琢-亚麻酸对 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物细胞毒性的

影响如图 10所示，从图中我们可以看出，琢-亚麻酸 -阿霉素连

接物对三种肿瘤细胞的细胞毒性都会因外源性 琢- 亚麻酸

的加入而显著减弱，且呈现出一定的浓度依赖性。提示琢-亚

麻酸 -阿霉素通过 琢-亚麻酸受体介导进入肿瘤细胞，从而说

明连接物 琢-亚麻酸 -阿霉素具有一定的肿瘤主动靶向性。

图 6 琢-亚麻酸 -阿霉素（L-DOX）的质谱图

Fig. 6 LC-MASS spectra of 琢 - linolenic acid - doxorubicin (L-DOX)

图 7 琢-亚麻酸 -阿霉素的 1H NMR图

Fig. 7 1HNMR spectrums of 琢 - linolenic acid - doxorubicin (L-DOX)

图 8 不同 pH条件下 L-DOX的体外释药曲线（n=3，x± SD）

Fig. 8 DOX release pro覱les from the L-DOX in different pH medium

（n=3，x± SD）

图 9 阿霉素（DOX），琢-亚麻酸 -阿霉素连接物（L-DOX），在48 h内对

HepG2（A）、MDA-MB-231（B）和 MCF-7（C）的细胞毒性

Fig. 9 The cytotoxicities of DOX and L-DOX on HepG2 cells（A）、

MDA-MB-231 cells（B）和 MCF-7 cells（C）in 48 h in vitro
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3 讨论

科学研究表明，合成的叶酸 -药物连接物都会与肿瘤细胞
膜表面的叶酸受体发生特异性结合，然后其会在细胞膜表面形

成多处凹陷，进而形成内涵体，而内涵体由于膜质子泵的作用

使其内部 pH急剧下降，一般 pH值会小于 5，这样就会使叶酸
-药物复合物的结构发生改变，使得药物从复合物上解离，然后

被释到细胞内发挥抗肿瘤作用 [20]。同时王玉强等人合成的

DHA-阿霉素腙键连接物在治疗黑色素瘤裸鼠模型已展示出

了很好的抗肿瘤活性[21]。根据以上研究基础理论，我们设计合

成了 琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接的双效前体药，预计该双效

前体药有双重的功能，一是，通过其头部的 琢-亚麻酸能与肿瘤

部位 琢-亚麻酸受体选择性的结合，从而具有肿瘤靶向性。二
是，通过腙键在正常生理条件以及血液中稳定，而在肿瘤组织

以及肿瘤细胞内涵体的偏酸环境易发生断裂的特点，使其具有

pH值敏感性。所以该连接物将会有选择性的在肿瘤部位发生
断裂，进而释放出阿霉素，发挥抗肿瘤作用。

体外酸性模拟实验结果表明，琢-亚麻酸 -阿霉素腙键连接
在血液循环及肿瘤细胞外环境稳定，而在肿瘤细胞内溶酶体的

酸性环境中将 DOX释放出来，进而发挥抗肿瘤作用。同时体外
细胞毒性实验结果表明，琢-亚麻酸 -阿霉素连接物对三种不同
肿瘤细胞显示出比阿霉素更强的细胞毒性，这是主要是因为该

连接物通过 琢-亚麻酸受体介导进入肿瘤细胞，并且能够有效
释放出游离阿霉素，同时我们推测该靶向药物也会在某种程度

上可以逆转部分多要耐药，从而增加了药物在细胞内的蓄积，

使其抗肿瘤作用增强。为了进一步证实该合成连接物进入肿瘤

细胞是由当 琢-亚麻酸受体介导作用。我们通过观察在培养基
中加入外源性 琢-亚麻酸后，对其细胞毒性是否会有影响。结果
我们看出 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物对三种肿瘤细胞的细胞毒
性都明显降低。这主要是由于外源性游离的 琢-亚麻酸竞争性
的将 琢-亚麻酸受体占据，使得 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物不能
通过受体介导进入细胞。结果很好的证明该合成连接物是通过

细胞膜表面的 琢-亚麻酸受体介导的内吞进入肿瘤细胞的，然
后该连接物分布于细胞内的酸性细胞器（如内涵体和溶酶体）

中，进而腙键发生断裂，释放出游离阿霉素而发挥杀伤肿瘤作

用。

本实验合成了 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物，通过体外酸水
解实验证明目标连接物具有明显的 pH值敏感性。同时实验还
研究了目标连接物的体外抗肿瘤细胞活性以及肿瘤靶向性，结

果证实了 琢-亚麻酸 -阿霉素连接物可经 琢-亚麻酸受体介导的
内吞途径靶向肿瘤细胞，达到靶向作用，并且可以有效释放出

阿霉素，提高抗肿瘤活性，降低毒副作用。
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