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摘要：为探究载紫杉醇（PTX）的 pH 敏感型热休克蛋白（HSP）纳米载体的肿瘤细胞摄取

特性及药理学活性，采用荧光分光光度法分析不同相对分子质量和投料比聚乙二醇丙烯酸共

聚物（PSPA）制备的 pH 敏感型热休克蛋白纳米载体（PT-HSP）的细胞摄取情况；采用台

盼蓝染色法分析载紫杉醇的 PT-HSP 对肿瘤细胞的选择性杀伤能力；通过树脂天青法分析其

细胞毒性并进行溶血试验；并对 PT-HSP 被肿瘤细胞摄取的机制进行探讨。结果显示，当

PT-HSP 中的 PSPA 相对分子质量达到 6 K 且与 HSP 亚基的摩尔比为 2:1 时，可以显著抑制

正常细胞对 PT-HSP 的摄取，而不影响肿瘤细胞对其大量摄取，说明其良好的体外肿瘤靶向

性；同时，相比 PTX，载 PTX 的 PT-HSP 对对正常细胞伤害小，对肿瘤细胞杀伤力强，并

具有良好的生物安全性；摄取机制结果表明 PT-HSP 可能通过依赖能量的巨胞饮方式以及小

窝介导的内吞方式进入肿瘤细胞。综上所述，PT-HSP 能选择性进入肿瘤细胞并释放 PTX 发

挥抗肿瘤药效，有望成为一种安全、有效、智能的抗肿瘤药物载体。 
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药物治疗是恶性肿瘤治疗的重要方法之一。传统的抗肿瘤化疗药物靶向性差，毒副作用

大，患者耐受性差，很大程度上制约了化疗药物在临床中的应用[1-2]，而纳米粒给药系统由

于其独特的尺寸性质和分子结构，可以将抗肿瘤药物靶向性的输送到指定肿瘤部位，提高肿

瘤部位的药物浓度，增强杀伤能力，因而在肿瘤治疗领域中具有较多优势，已成为国内外研

究者最关注的热点之一[3-5]。小分子热休克蛋白（sHSP）是一种由十几个到二十几个亚基构

成的球状笼形空心结构，其内部空腔可作为药物的载库[6]，且内、外表面都有丰富的可修饰

位点[7]，可通过基因工程或化学手段进行改造，使其具有理想的性能与更多的功能[8-9]。 
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通过前期的研究和自行设计，已成功构建出对 pH 敏感的 PT-HSP 智能纳米递药载体，

载体以笼形蛋白 HSP 作为载药内核，穿膜肽 Tat 通过戊二醛接枝到 HSP 表面得到 T-HSP，

最外层为 pH敏感的聚磺胺嘧啶/聚乙二醇丙烯酸共聚物（PSPA），通过静电相互作用与T-HSP

结合，制备得到修饰 Tat/PSPA 的 PT-HSP。利用体内肿瘤部位的 pH 比正常组织略低[10-11]， 

PT-HSP 在生理 pH 条件下包衣化，在肿瘤 pH 条件下去包衣化。通过这种 pH 敏感的包衣-

去包衣转变，使 Tat 肽在正常组织被掩盖而在肿瘤组织被暴露，实现“智能”的肿瘤靶向性。

为进一步地阐明 PT-HSP 智能纳米递药载体进入肿瘤细胞的过程和作用，本研究将 PT-HSP

与人肺癌细胞（A549）以及人宫颈癌细胞（HeLa）共孵育，观察药物入胞情况，探究其影

响因素及入胞机制，综合评价载紫杉醇的 PT-HSP 的细胞杀伤能力，分析 PT-HSP 纳米载体

的生物相容性，为靶向肿瘤的纳米给药系统提供新思路。 

 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 药品及试剂 

聚乙二醇 2000（西陇化工公司）；聚乙二醇 4000（国药集团化学试剂公司）；聚乙二醇

6000（南京化学试剂公司）；重组嗜热古细菌（Methanococcus jannaschii）热休克蛋白（HSP，

上海生工生物工程公司，>85%）；Tat 肽（上海生工生物工程公司，>85%）；紫杉醇（PTX，

西安昊轩生物科技公司，98.5%）；异硫氰基荧光素（FITC，上海阿拉丁试剂公司）；树脂天

青（上海阿拉丁试剂公司，≥90%）；秋水仙碱（日本东京化成工业株式会社）；制霉菌素（美

国 BIOSHARP 公司）；盐酸氯丙嗪（CPZ，日本东京化成工业株式会社）；莫能星钠（上海

源叶生物科技公司）；叠氮钠（国药集团化学试剂有限公司）；台盼蓝（K940，南京凯基生

物科技公司，0.4%）；RIPA 裂解液（南京凯基生物科技公司）。 

1.1.2  仪器 

荧光分光光度计（F4500）；紫外-可见分光光度计（UV-2450，日本日立公司）；冷冻干

燥机（FD-1C-50，日本岛津公司）；低速离心机（5702，北京博医实验仪器公司）；显微镜

（CKX31，德国 Eppendorf 公司）；倒置荧光显微镜（U-REL-T, TH4-200, TX2-ILL100，日本

奥林巴斯公司）。 

1.1.3  细胞株和动物 

仓鼠肺成纤维细胞（CHL，中国科学院上海细胞库）；人肺癌细胞（A549，中国科学院
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上海细胞库）；人宫颈癌细胞（HeLa，中国科学院上海细胞库）；普通级兔（徐州医科大学

实验动物中心）。 

1.2 方 法 

1.2.1 细胞摄取影响因素实验 

A549、HeLa 和 CHL 细胞均采用含 10%胎牛血清，1%双抗的 DMEM 培养基，在 37 ℃，

5% CO2细胞培养箱中培养。 

取对数生长期的 CHL 细胞以 1×105 个/孔置于 24 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为 pH 7.4 的无血清 DMEM 培养基。分别选择相对分子质量为 2 K、4 K、6 K 的 PSPA 制

备的 PT-HSP，然后向每孔中加入 200 μg/mL 的 FITC 标记的 T-HSP 与 FITC 标记的 PT-HSP

纳米载体（称取 4.0 mg Tat 溶于 5 mL DMSO 中，按照摩尔比 1:2 加入 1.6 mg FITC，37 ℃

搅拌反应 12 h，将混合液装入透析袋置于水中透析，4 h 更换透析液一次，透析 24 h。透析

液经凝胶渗透层析柱（Sephadex G50）分离游离的 FITC，收集 FITC 标记的 Tat 即 FITC-Tat，

进一步制备得到 FITC 标记的 T-HSP 与 PT-HSP 纳米载体），37 ℃，100 r/min 共孵育 4 h。

倒置荧光显微镜拍摄其入胞情况。RIPA 裂解液裂解细胞 20 min，将裂解液 3000 r/min 离心

10 min，取上清用荧光分光光度计检测 FITC 的荧光强度（激发波长：450 nm，发射波长：

520 nm，狭缝宽度：5 nm），以 T-HSP 组为对照，分析不同相对分子质量的 PSPA 对细胞

摄取的影响。 

参照上述操作步骤，分别按照摩尔比（HSP 亚基：PSPA）1:1，1:2，1:3 制备 PT-HSP，

以 T-HSP 组为对照，分析不同投料比对细胞摄取的影响。 

1.2.2 体外细胞摄取研究 

取对数生长期的 CHL，A549 和 HeLa 细胞以 1×105个/孔置于 24 孔板培养 24 h，弃掉

原有培养基，CHL 细胞更换为无血清 DMEM 培养基，A549 和 HeLa 细胞更换为 pH 6.5 的

无血清 1640 培养基。然后向每孔中加入 200 μg/mL 的 FITC 标记的 T-HSP 与 FITC 标记的

PT-HSP 纳米载体，37 ℃，100 r/min 共孵育 4 h。倒置荧光显微镜拍摄其入胞情况。 

1.2.3 细胞杀伤实验 

取对数生长期的 CHL 细胞以 1×105 个/孔置于 24 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为无血清 DMEM 培养基。分别将 PTX DMSO 溶液、载 PTX 的 T-HSP 及载 PTX 的 PT-HSP

按照 50 μg/mL、25 μg/mL 的浓度（实际含 PTX 浓度）加入到培养孔中，每个浓度平行 3 孔，

加完药的 24 孔板继续放回细胞培养箱内培养 24 h。 
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取对数生长期的 HeLa 细胞以 5×104 个/孔置于 96 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为 pH 6.5 的无血清 DMEM 培养基。分别将 PTX DMSO 溶液、载 PTX 的 T-HSP 按照 0.5，

1.0，2.0，10，15，25，50 μg/mL 的浓度（实际含 PTX 浓度）加入到培养孔中，每个浓度

平行 3 孔，加完药的 96 孔板继续放回细胞培养箱内培养 24 h。 

取对数生长期的 A549 细胞以 5×104 个/孔置于 96 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为 pH 6.5 的无血清 1640 培养基。分别将 PTX DMSO 溶液、载 PTX 的 T-HSP 按照 1.0，

2.0，5.0，10，15，25 μg/mL 的浓度（实际含 PTX 浓度）加入到培养孔中，每个浓度平行 3

孔，加完药的 96 孔板继续放回细胞培养箱内培养 24 h。 

24 孔板内 CHL 细胞弃去培养基，用 PBS 冲洗细胞三遍，各孔加入 200 μL 胰酶消化细

胞，待细胞完全悬浮后，加 200 μL 完全培养基终止消化，吸取各孔液体，置于 1.5 mL 离心

管中 1500 r/min 离心 3 min，弃去上清液，依次加入 400 μL 0.04%台盼蓝溶液，小心吹打混

匀，取 10 μL 用计数板在显微镜下计数。 

96 孔板内 HeLa、A549 细胞弃去培养基，用 PBS 冲洗细胞三遍，各孔加入 100 μL 胰酶

消化细胞，待细胞完全悬浮后，加 100 μL 培养基终止消化，吸取各孔液体，置于 1.5 mL 离

心管中 1500 r/min 离心 3 min，弃去上清液，依次加入 200 μL 0.04%台盼蓝溶液，小心吹打

混匀，取 10 μL 用计数板在显微镜下计数。 

以不给药的细胞数量为对照，计算各给药组对 CHL、HeLa 及 A549 细胞活性的影响。 

1.2.4 生物安全性评价 

1) CHL 细胞毒性 

取对数生长期的 CHL 细胞以 1×105 个/孔置于 24 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为 pH 7.4 的无血清 DMEM 培养基。分别将 HSP、T-HSP 及 PT-HSP 按照 1500，750，325，

160，80，40 μg/mL 的浓度加入到培养孔中，每个浓度平行 3 孔。加完药的 24 孔板继续放

回细胞培养箱内培养 24 h。 

CHL 细胞弃去培养基，用 PBS 冲洗细胞 3 遍后，按照 100 μg/mL 加入树脂天青溶液[12]，

继续放回细胞培养箱内培养 2 h，将培养液稀释 100 倍后用荧光分光光度计测定荧光强度，

以不加载体组的荧光强度为对照，计算各浓度对 CHL 细胞活性的影响。 

2) 溶血试验 

抽取普通级兔新鲜血液 15 mL，加入适量肝素，1500 r/min 离心 5 min，得到红细胞。

用 PBS（0.15 mol/L, pH 7.4）清洗三遍后，弃去上清，配制成 2.5%（体积分数）的红细胞

PBS 悬液。分别配制 20 mg/mL 的 T-HSP 与 PT-HSP 纳米混悬液，各取 0.1，0.2，0.4 mL，
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用 PBS 定容至 2 mL，另取 2 mL PBS 和去离子水，均加入 2 mL 红细胞悬液，充分混匀，其

中 PBS 组作为阴性对照组，去离子水组作为阳性对照组。在恒温振荡箱中 37°C 孵育 1 h，

3000 r/min 离心 10 min，分别用 T-HSP 与 PT-HSP 混悬液作为空白，在 541 nm 处测上清的

吸光度，计算溶血率（hemolysis ratio，HR），公式如下： 

HR=（OD 样-OD 阴性对照）/（OD 阳性对照-OD 阴性对照）×100% 

1.2.5 细胞摄取机制研究 

取对数生长期的 A549 细胞以 1×105 个/孔置于 24 孔板培养 24 h。弃掉原有培养基，更

换为 pH 6.5 的无血清 1640 培养基。分别加入不同的细胞摄取抑制剂盐酸氯丙嗪（CPZ，10 

μg/mL）、秋水仙碱（50 μg/mL）、叠氮钠（1 mg/mL）、制霉菌素（6 μg/mL）及莫能星钠

（2 μg/mL），37 ℃，100 r/min 共孵育 30 min，再向每孔加入 200 μg/mL 的 FITC 标记的

PT-HSP 纳米载体，37 ℃，100 r/min 继续孵育 2 h。RIPA 裂解液裂解细胞 20 min，将裂解

液 3000 r/min 离心 10 min，取上清用荧光分光光度计检测 FITC 的荧光强度，以不加抑制剂

的单纯载体组为对照，比较各个抑制剂的作用强度，探寻入胞机制。 

1.2.6 统计学分析 

所有实验数据以 Mean±SD 表示，利用 SPSS 13.0 进行单因素方差分析，假设检验水准

按 α=0.05 判定，P<0.05 认为有显著性差异。 

 

2 结果与分析 

2.1 细胞摄取的影响因素 

为分析 PSPA 包衣层对细胞摄取的影响，获得最佳细胞靶向性，采用不同相对分子质量

的 PSPA 和不同摩尔比（HSP 亚基：PSPA）制备的 PT-HSP 与 CHL 细胞共培养。 

2.1.1 不同相对分子质量的 PSPA 对细胞摄取的影响 

如图 1 所示，PEG2K 与 PEG4K 组成的 PT-HSP 入胞较好，几乎无法对 PT-HSP 的入胞

产生明显的抑制作用。而 PEG6K 组成的 PT-HSP 的胞内分布明显减少，这与 PEG2K、PEG4K

入胞情况有明显统计学意义，表明只有具有长链 PEG 的 PSPA 包衣层才可以显著抑制 CHL

细胞对 PT-HSP 的摄取。 
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（a）显微镜观察 

 

*，**，***分别代表各组与 T-HSP 组比较，P<0.05，P<0.01，P<0.001。 

（b）数据统计分析 

图 1  PSPA 相对分子质量对 PT-HSP 入胞的影响 

Fig. 1  Effects of PSPA with different molecular weight on PT-HSP enterance into the cells 

2.1.2 不同投料比对细胞摄取的影响 

如图 2 所示，当 HSP 亚基与 PSPA 的摩尔比分别为 1:1，1:2，1:3 时，PT-HSP 进入 CHL

细胞的情况与 T-HSP 相比，投料比为 1:1 时无显著差异，而投料比为 1:2，1:3 时有显著差异，

其抑制入胞作用显著强于 1:1，而投料比 1:2 与 1:3 相比无显著差异。 
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***代表各组与 T-HSP 组比较，P<0.001。 

图 2  HSP 亚基与 PSPA 投料比对 PT-HSP 入胞的影响 

Fig. 2  Effects of the ratio of HSP to PSPA on PT-HSP enterance into the cells 

 

细胞摄取影响因素实验表明，当 HSP 亚基与 PSPA 的摩尔比超过 1:2 并且其中的 PEG

相对分子质量较大（MW=6K）时，PSPA 包衣可完全掩盖 Tat 肽，对 PT-HSP 进入正常细胞

发挥抑制作用。故此研究后期所用 PT-HSP 均采用 HSP 亚基与 PSPA 的摩尔比 1:2 并且其中

的 PEG 相对分子质量为 6K 进行制备。 

2.2 不同细胞的体外摄取 

为了探究正常细胞和肿瘤细胞对 PT-HSP 的摄取情况，我们设计将 T-HSP 和 PT-HSP 与

CHL、A549 以及 HeLa 细胞共培养。 

从图 3 的荧光显微照片可以看出：T-HSP 在正常生理 pH 条件（pH 7.4）培养的 CHL 细

胞中有一定的分布，而 PT-HSP 在正常生理 pH 条件培养的 CHL 细胞中基本不入胞。T-HSP

被肿瘤 pH 条件（pH 6.5）培养的 A549 和 HeLa 细胞大量摄取，呈现很强的荧光；而 PT-HSP

在同样条件下，在 A549 和 HeLa 细胞中也呈现很强的荧光，荧光强度未见减弱。可见 PT-HSP

能够被 A549 和 HeLa 两种肿瘤细胞大量摄取，而被正常细胞 CHL 摄取得极少，体现出良好

的体外肿瘤细胞靶向性。 
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图 3  T-HSP 和 PT-HSP 在肿瘤细胞和正常细胞中的摄取情况 

Fig. 3  Tumor and normal cells uptake T-HSP and PT-HSP 

 

2.3 细胞杀伤实验 

为确认载 PTX 的 PT-HSP 对正常细胞和肿瘤细胞具有高选择性杀伤能力，我们设计采

用台盼蓝染色法对其进行验证。由图 4 可见，在 CHL 细胞中，载 PTX 的 PT-HSP 组的细胞

存活率均大于 PTX 注射液组和载 PTX 的 T-HSP 组。由于 PT-HSP 在肿瘤细胞 pH 条件下去

包衣化暴露出 Tat 肽，故只分析 T-HSP 在相同 PTX 浓度下的肿瘤细胞杀伤作用。在 A549

和 HeLa 细胞中，载 PTX 的 T-HSP 细胞存活率均低于 PTX 组（P＜0.05）。 

由此表明，与 PTX 组相比，载 PTX 的 T-HSP 不论对肿瘤细胞还是正常细胞均产生较强

的杀伤作用；而载 PTX 的 PT-HSP 对正常细胞伤害较小，对肿瘤细胞具有较强的杀伤力，

说明经 PSPA 包衣后的 PT-HSP 能够更好地选择性杀伤肿瘤细胞而减少对正常细胞的损害。 
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***代表各组与 PT-HSP 组比较，P<0.001。 

 

 

图 4  PTX 与载 PTX 的 T-HSP 对 CHL（a），A549（b）和 HeLa（c）细胞的杀伤作用 

Fig. 4  Cell killing effects of PTX and PTX -loaded T-HSP on CHL (a), A549 (b) and Hela (c) cells 

 

2.4  生物安全性评价 

(a) 

(b) 

(c) 
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为进一步确认本研究中的 PT-HSP 对正常细胞较为安全，我们设计通过树脂天青法分析

其细胞毒性并进行体外溶血试验进行生物安全性分析。 

2.4.1 细胞毒性实验 

如图 5 所示，在 40~750 μg/mL 的浓度下，不同载体对细胞均无显著影响，仅当 T-HSP

的浓度高达 1.5 mg/mL（远超其使用浓度）时才对 CHL 细胞产生显著影响，而 HSP 与 PT-HSP

在高浓度时仍没有对 CHL 细胞活性产生显著影响，表明这三者在正常使用时对 CHL 细胞不

会产生毒性，其中 PT-HSP 的安全性要优于 T-HSP。 

 

图 5  HSP、T-HSP、PT-HSP 对 CHL 细胞的毒性 

Fig. 5  Cytotoxicity of HSP 、T-HSP、 PT-HSP to CHL cells 

2.4.2 溶血试验 

如图 6 所示，分别分析高、中、低三种浓度的载体体外溶血率，T-HSP 分别是(4.9±0.8)%，

(2.6±0.5)%，(1.2±0.7)%，PT-HSP 分别是(1.6±0.5)%，(1.2±0.4)%，(0.7±0.2)%。结果显示，

静脉注射 PT-HSP 纳米粒具有较好的安全性。 

 

**代表 PT-HSP 组与 T-HSP 组比较 P<0.05。 
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图 6  T-HSP、PT-HSP 的溶血试验结果 

Fig.6  Hemolysis of T-HSP and PT-HSP 

生物安全性评价结果表明，对于 CHL 细胞，HSP、T-HSP、PT-HSP 细胞毒性无差异，

安全性较好；溶血率低于 5%，表明注射 PT-HSP 不会引起溶血[13]，说明 PT-HSP 具有良好

的生物安全性。 

2.5 细胞摄取机制研究 

细胞内吞机制主要有网格蛋白介导的内吞，小窝蛋白介导的内吞，巨胞饮以及网格蛋白

和小窝蛋白非依赖的内吞这四种机制[14]。为探索 PT-HSP 是通过何种内吞方式进入肿瘤细胞，

我们选用 5 种抑制剂探究 PT-HSP 的入胞机制，各自功能如下：叠氮钠可以抑制 ATP 酶，

CPZ 封闭网格蛋白有被小泡，莫能星钠阻断网格蛋白受体的循环利用，制霉菌素抑制小窝

蛋白，秋水仙碱抑制微管蛋白从而阻断细胞的巨胞饮作用。 

图 7 显示各抑制剂的加入对 PT-HSP 入胞情况的影响：叠氮钠对 PT-HSP 的入胞具有最

显著抑制作用，细胞摄取率为(2.4±0.5)%，其次为秋水仙碱和制霉菌素，摄取率分别为

(35.1±8.7)%和(50.4±1.4)%，盐酸氯丙嗪和莫能星钠的抑制作用不显著。 

 

***代表各组与未加抑制剂的单纯载体组比较，P<0.001。 

图 7  细胞摄取抑制剂对 PT-HSP 入胞的影响 

Fig. 7  Effects of inhibitors on PT-HSP enterance into the cells 

 

结果表明 PT-HSP 是通过依赖能量的巨胞饮方式以及受体介导的内吞方式进入 A549 细

胞，说明 Tat 肽在 PT-HSP 的进胞过程中起了主导作用。 
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3 结 论 

本研究基于前期构建的 pH 敏感的 PT-HSP，进一步对其在肿瘤细胞中的摄取特性、药

理学活性和细胞摄取机制进行探究。这种载 PTX 的 PT-HSP 体外肿瘤靶向性能佳，相比 PTX

和载 PTX 的 T-HSP 能够更好地选择性杀伤肿瘤细胞同时减少对正常细胞的伤害，且载体具

有良好的生物安全性。综上所述，PT-HSP 作为一种新型肿瘤药物载体，既实现了增强抗肿

瘤药的抗肿瘤效应，又减少了其毒副作用，是一种前景广阔的抗肿瘤药物递药载体。 
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Abstract: In this paper, we investigated the pharmacological activity, bio-safety of pH-sensitive 

paclitaxel (PTX)-loaded heat shock proteins nano-carriers. The cellular uptake of PT-HSP was 

observed through fluorescence microscopy and spectrofluorimetry was used to explore the 

relationship among molecular mass, ratio of PSPA and cellular uptake. The lethal specificity to 

tumor cells was evaluated by trypan blue staining, and cytotoxicity was assessed with resazurin 

method. We also treated tumor cells with various endocytosis inhibitors to analyze the mechanism 

of cellular uptake. The results showed that PSPA could inhibit the uptake of normal cells 

significantly and the uptake amount of PT-HSP by tumor cells was dramatically higher than 

normal cells when PSPA composed of PEG6K and the molar ratio of HSP to PSPA was 1:2. In 

addition, PTX-loaded PT-HSP was significantly lethal and better selective to tumor cells. And we 

speculated that PT-HSP might be taken through the energy-dependent endocytosis and 

caveolin-mediated endocytosis. Together, these results indicated that PT-HSP was an excellent 

nano-carrier which enhanced anti-tumor effect with fewer side effects compared with traditional 

drug delivery system. PT-HSP may be a very potential targeted nano-carrier in the anti-tumor 

therapy. 

Keywords: heat shock protein; pH-sensitive; targeting delivery; cellular uptake 
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