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研究报告                                                              

生物响应酸性磷酸酶浓度的载药聚电解质的体外控释 
分析 
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摘  要: 研制一种可响应酸性磷酸酶浓度变化的聚电解质胶囊, (PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊, 在分析胶囊的理化性质

的基础上对其阿霉素药物包封和体外控释行为进行研究。通过层层组装的方法, 制备囊壁含有酸性磷酸酶底物β-甘油磷

酸酯的空壳胶囊和囊壁不含酸性磷酸酶底物的对照空壳胶囊; 用电镜测定胶囊的大小和形态; 用 MTT 方法分析胶囊的

生物相容性。通过药物浓度梯度法进行胶囊的阿霉素药物包封并测定其包封率。将酸性磷酸酶标准品、分泌酸性磷酸

酶的 HepG2 细胞株分别与载药阿霉素胶囊和载药阿霉素对照胶囊作用, 观察阿霉素胶囊的药物控释情况和对肿瘤细胞

生长的影响。空壳(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊粒径多在 200~300 nm 之间, 胶囊浓度≤250 μg/mL 时生物相容性良好,

对阿霉素的包封率达 68.12%; 载药胶囊组和对照组分别与酸性磷酸酶标准品作用, 至 48 h 时分别释放出载药量的 38%

和 15%, 两者差异具有显著的统计学意义(P<0.05); 载药胶囊组较载药对照组对 HepG2细胞株的生长抑制作用明显增加, 

24 h HepG2 细胞凋亡相差 7.59%(13.73 Vs 6.14), 有明显统计学意义(P<0.05)。囊壁含有酸性磷酸酶底物的载药聚电解质

胶囊, 可在体外响应酸性磷酸酶浓度变化, 具有药物控释性状, 为临床上有酸性磷酸酶升高的良、恶性疾病的药物控释

治疗提供了一种新的方法, 其应用前景值得进一步探讨。 

关键词 : 酸性磷酸酶 , 生物响应 , 控释  
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Abstract: The aims of the study were to prepare polyelectrolyte nanocapsules effected by acid phosphatease (ACP) and to study 
prolonged-releasing performance of the nanocapsules in vitro. Using the layer by layer (LbL) self-assembly technique, 



1802    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech             October 25, 2008  Vol.24  No.10 

  

Journals.im.ac.cn 

polyelectrolyte-β-glycerophosphoric acid nanocapsules were prepared. The morphologies of the nanocapsules were characterized by 
transmission electron microscopy (TEM) and biocompatibility was well examined by cell-culture method. The drug adriamycin 
would be loaded in nanocapsules for concentration gradient, the encapsulation efficiency could be calculated. Nanocapsules were 
reacted with acid phosphatease standard and HepG2 cells that express the ACP, respectively. The prolonged-releasing of adriamycin 
was verified and tumor cells apoptosis were measured. TEM images showed that the nanocapsule sizes were between 200~300 nm. 
The material biocompatibility was good until the concentration of nanacapsule was up to 250 μg/mL. The drug encapsulation 
efficiency reached 68.12%. The release rate of polyelectrolyte (PAH/PSS-β-glycerophosphoric acid)s nanocapsules was higher than 
in the control nanocapsules at 48 h (38% Vs 15%) after its reaction to the ACP standard(P<0.05). Compared with the control, 
nanocapsules could significantly inhibit the growth of HepG2 cells that expressed the ACP, and the efficiency of cell apoptosis was 
7.59% higher at 24 h (13.73 Vs 6.14, P<0.05). Polyelectrolytes (PAH/PSS-β-glycerophosphoric acid) nanocapsules in vitro have 
response to acid phosphatease by which prolonged-releasing can be affected. This property can be used for treatment of some 
malignant and benign diseases with elevated acid phosphatease level. 

Keywords: acid phosphatease, biological response, prolonged-releasing performance 

临床上化疗药物的毒副作用需要寻找一种新的

药物载体。聚电解质胶囊是以胶体颗粒为核心, 通

过层层自组装制得。由于核壳式胶囊具有球形貌和性

质可控、环境友好(大多数为水溶液)、简单且重复性

好等优点, 作为一种药物载体其具有独特优势[1,2]。在

体外实验中, 纳米级的聚电解质胶囊对 pH 值、离子

强度、温度等外在条件的变化非常敏感, 其囊壁的

渗透性也随以上因素的变化而变化。Antipov[3]等报

道其制备的聚电解质胶囊在 pH 为 3.5 的情况下孔径

最大, 在 pH 为 7 的情况下孔径几乎关闭; Dai[4]和

Shchukin[5]等报道其制备的聚电解质胶囊在温度

90oC 或 32oC 的情况下孔径才打开。但对人体内环境

系统而言, 由于其存在大量酸碱缓冲体系以及三大

调节机制, pH 值、离子强度、温度等因素的变化受

到限制[6,7], 探索其它有效的控释条件对体内应用有

重要的实际意义。 

当肿瘤发生时 , 人体内某些基因异常表达 , 导

致体内某些特异性酶(即肿瘤标志物)浓度升高 , 这

为我们探讨新的控释条件提供了一种方法。本实验

利用聚电解质胶囊壁可组装的特点, 制备囊壁含有

酸性磷酸酶底物的空壳胶囊, 对其进行阿霉素药物

的包封以及载药胶囊分别与酸性磷酸酶标准品、表

达酸性磷酸酶的细胞株作用, 对制备生物响应酸性

磷酸酶浓度的载药聚电解质胶囊的可行性进行研究, 

为进行体内生物响应研究提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂及胶囊制备 
四甲基偶氮唑盐 (MTT)、二甲亚枫 (DMSO) 

(Sigma), 酸性磷酸酶标准品 (Abbott), 酸性磷酸酶

染色液(上海太阳生物技术有限公司), Annexin-FITC

凋亡检测试剂盒(BD), 盐酸阿霉素(深圳万乐药业有

限公司 ); 其余试 剂为国产分 析纯。聚电 解质

(PAH/PSS)胶囊(由本实验室提供 , 制备方法参见文

献[8])。 

1.1.1  制备 PSS-β-甘油磷酸酯复合物的水溶液 

配制浓度为 2 g/L 的阴离子聚电解质聚 4-苯乙

烯磺酸盐(PSS)(含有 0.6 mol/L NaCl)和β-甘油磷酸

酯水溶液 1000 mL, 在磁力搅拌下加以混合, 继续

搅拌 30 min, 使其充分混合均匀, 制得 PSS-β-甘油

磷酸酯复合物的水溶液。 

1.1.2  制备(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊 

将 PSS-β-甘油磷酸酯代替原方法中的 PSS溶液, 

并参见文献[8], 通过层层自组装制得囊壁含有酸性

磷酸酶底物的空壳胶囊, 即(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)

胶囊 , 囊壁不含有酸性磷酸酶底物的聚电解质

(PAH/PSS)胶囊为对照胶囊。 

1.2  细胞株 
人肝癌细胞株 HepG2、人前列腺癌细胞株 PC3

为中国科学院上海细胞所保存株, 鼠成纤维细胞株

3T3、人前列腺癌细胞株 DU145 为上海交通大学医

学院细胞生物学实验室所惠赠。 

1.3  空壳胶囊的理化性质及其生物相容性测定 
1.3.1  透射电镜观察溶解内核前后聚电解质(PAH/ 

PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊的形状、粒径等情况 

将溶解内核前后的胶囊滴在铜网上 , 待干 , 

用 PHILIP  (荷兰菲利浦公司) CM-120 透射电镜

观察。  
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1.3.2  空壳胶囊与 3T3 细胞株的 MTT 试验。 

将 3T3 细胞悬液接种于 96 孔培养板中, 10、100、

200、250、300、500 μg/mL 的 6 个剂量组, 阳性对

照组为 0.7%丙烯酰胺, 阴性对照组为 DMEM 培养

液。37oC、5% CO2 孵育 24 h、48 h 后, 加入 MTT

溶液(5 mg/mL), 4 h 后, 弃去 MTT, 加入 DMSO, 摇

床上摇匀 10 min。置于酶标仪在 570 nm 下测定每孔

溶液的 OD 值, 计算 3T3 细胞的相对增殖率。细胞

相对增殖率(RGR)=干预因素组 OD 值/对照组 OD 值

×100%, 按分级标准把值转换成 0~Ⅳ级, 以评定材

料的毒性程度。分级标准如下: RGR≥100%为 0 级, 

80%~99%为 I级, 60%~79% 为Ⅱ级, 30%~59% 为Ⅲ

级, 0~29%为Ⅳ级[9]。 

1.4  胶囊的阿霉素包封及包封率测定 
取不同剂量的聚电解质 (PAH/PSS-β-甘油磷酸

酯)空壳胶囊分别与 100 μg/mL 的阿霉素溶液混合, 

且加入 0.7 mol/L NaCl 调节盐浓度后, 置于振荡器

中 20oC 恒温振荡 24 h, 随后高速离心, 取上层清液, 

以去离子水为空白, 于 490 nm 处测定 OD 值, 计算

包封率 , 并结合胶囊的生物相容性 , 确定最合适的

空壳胶囊和阿霉素溶液比值。 

1.5  阿霉素载药胶囊与酸性磷酸酶标准品溶液反应 
1.5.1  与酸性磷酸酶标准品溶液反应 

实验组是阿霉素聚电解质 (PAH/PSS-β-甘油磷

酸酯)胶囊和酸性磷酸酶标准品溶液混合; 对照组是

去离子水取代酸性磷酸酶标准品溶液与胶囊混合。

各组分别在不同时间点高速离心取超滤液, 以去离

子水为空白对照, 于 490 nm 处测定 OD 值并作出阿

霉素的释放曲线。 

1.5.2  透射电镜观察 

通过透射电镜观察反应后胶囊的形状和粒径。 

1.6  阿霉素载药胶囊与表达酸性磷酸酶的细胞株

作用 
1.6.1  HepG2细胞株和 DU145细胞株的酶细胞化学

染色 

文献报道[10,11], HepG2 细胞株表达酸性磷酸酶

阳性, DU145 细胞株几乎不表达酸性磷酸酶。HepG2

细胞和 DU145 细胞分别用胰酶消化后涂片, 在孵育

液中孵育 10~30 min(37oC), 用双蒸水洗数次, 甘油

明胶封片。孵育液包括α-萘酚磷酸钠、N, N-二甲基

甲酰胺、醋酸盐缓冲液、坚牢蓝 B 盐、MnCl2、双

蒸水等[12]。 

1.6.2  载药胶囊对 HepG2 细胞、DU145 细胞的生长

抑制作用 

将 HepG2细胞悬液接种于 96孔培养板中, 实验

组分别加入不同浓度的阿霉素胶囊、阿霉素对照胶

囊、游离阿霉素, 对照组用 DMEM 培养液补足。

37oC、5% CO2 恒温细胞培养箱中孵育 12 h、24 h 后, 

分别取一板, 加入 MTT 溶液(5 mg/mL), 4 h 后, 弃去

MTT, 加入 DMSO, 摇床上摇匀 10 min。置于酶标

仪在 570 nm 下测定每孔溶液的 OD 值, 计算 HepG2

细胞 12 h 和 24 h 的抑制率。细胞抑制率=(对照组

OD 值-干预因素组 OD 值)/对照组 OD 值×100%。

DU145 细胞的 MTT 试验同上。 

1.6.3  载药胶囊对 HepG2 细胞凋亡的影响 

将 HepG2 细胞悬液接种于 6 孔培养板中, 实验

组分别加入阿霉素胶囊、阿霉素对照胶囊、游离阿

霉素, 对照组用 DMEM 培养液补足, 分别于 3 h、6 h、

12 h、24 h 收集细胞, 按 Annexin-FITC 凋亡检测试

剂盒说明书提示标记凋亡细胞。用 EPICS ProfileⅡ

型流式细胞仪检测, 观察各组细胞凋亡是否存在凋

亡, 检测结果用 Cellquest 软件分析。 

1.7  统计学分析 
实验所有数据以均值±标准差 ( ±S)表示 , 

SPSS11.0 分析, 组间比较采用 t 检验和方差分析。 

2  结果 

2.1  聚电解质胶囊(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)的形

状和粒径 
聚电解质胶囊的 TEM 照片见图 2-a 所示。由图

可见 , 制得的聚电解质胶囊球形度较好 , 在溶液中

分散均匀, 电镜下测量粒径多在 200~300 nm。 

2.2  空壳胶囊的生物相容性 
聚电解质 (PAH/PSS-β-甘油磷酸酯 )空壳胶囊

与鼠成纤维细胞(3T3 细胞)培养 24 h、48 h 后, 空

壳胶囊浓度≤300 μg/mL 的实验组细胞生长状态良

好 , 细胞数量明显增加 , 与阴性对照组无差别。

MTT 比色法检测 , 0.7%丙烯酰胺的阳性对照组毒

性为 4 级, 其 OD 值明显低于其他组(P<0.05); 阴

性对照组与≤250 μg/mL 各处理组之间均无显著差

异(P>0.05), 说明其生物相容性良好 , 能够进一步

进行体内实验。  
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2.3  空壳胶囊对阿霉素包封率的测定 
不同的空壳(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊与阿

霉素浓度比导致了包封率的不同。在空壳胶囊和阿

霉素的浓度比为 1:1 时, 包封率为 19.37%, 随着其

比值逐渐增高, 包封率逐渐增加; 当空壳胶囊和阿

霉素的浓度比>20:1 时, 包封率基本不变。 

结合胶囊的生物相容性, 确定实验中空壳胶囊

和阿霉素的浓度比为 20:1, 此时胶囊对药物阿霉素

的包封率为 68.12%。 

2.4  胶囊的载药释放和形态改变 
2.4.1  胶囊与酸性磷酸酶标准品溶液反应 

室温下, 阿霉素胶囊存在着一种称为“初始爆

发性释放”的性质。在开始的 2 h 内, 阿霉素胶囊和

阿霉素对照胶囊分别释放了载药量的 17.97%、

13.80%。其后, 随着时间的延长, 组 1(即阿霉素胶囊

组)由于酸性磷酸酶和其胶囊壁上的磷酸脂反应, 胶

囊壁被破坏 , 胶囊内的阿霉素释放速率逐渐加快 , 

至 48 h 时释放出载药量的 38.42%, 组 2(对照组)仅

因为存在浓度梯度, 渗透释放阿霉素, 至 48 h 时仅

释放出略高于 15%的载药量, 两者差异具有显著的

统计学意义(P<0.05), 胶囊对酸性磷酸酶浓度具有

明显的生物响应的控释作用(图 1)。 

 

图 1  胶囊和酸性磷酸酶标准品作用后释放的游离阿霉

素占总包封阿霉素的量 
Fig. 1  The Ratio of free ADM and the total absorded ADM 
after the reaction of the nanocapsules to the ACP standard 

Group1 is ADM (PAH/PSS-β-glycerophosphoric acid) nanocapsule 
reacted with ACP; group 2 is ADM (PAH/PSS) nanocapsule reacted 

with ACP 
 

2.4.2  胶囊的形态变化 

实验组的胶囊与酸性磷酸酶反应后, 胶囊球形

结构几乎被完全破坏, 视野中出现“雪花状”物质; 

对照组的胶囊球形度仍较好 , 在溶液中分散均匀 , 

与空壳胶囊形状和粒径类似(图 2, A 为实验组, 标尺

为 1000 nm; 图 2, B 为对照组, 标尺为 500 nm)。 

 

图 2  实验组和对照组反应 48 h 后的电镜照片 
Fig. 2  TEM pictures at the 48th hour 

A: ADM (PAH/PSS-β-glycerophosphoric acid) nanocapsules 
reacted with ACP, the scale is 1000 nm; B: ADM (PAH/PSS-β- 
glycerophosphoric acid) nanocapsules reacted with ddH2O, the 

scale is 500 nm 
 

2.5  阿霉素胶囊与表达酸性磷酸酶的细胞株作用 
2.5.1  细胞株的酸性磷酸酶染色 

在光镜下, HepG2 细胞内反应产物呈现均匀一致

的红色沉淀物, 呈强阳性分布在细胞浆中(图 3, A), 但

不存在几乎无磷酸酶分泌的 DU145 细胞中(图 3, B)。 

 

图 3  细胞酶化学反应后的组织学观察(1000×) 
Fig. 3  Histological image of cells after ACPhase reaction 

(1000×) 
(A) HepG2 cell line  (B) DU145 cell line 

 
2.5.2  载药胶囊对 HepG2 细胞、DU145 细胞的生长

抑制作用 

如表 1 所示, 12 h 时阿霉素载药胶囊和对照载药

胶囊其对 HepG2 肝癌细胞生长的抑制率相似, 对肿

瘤细胞的抑制率分别为 38.04%和 38.82%, 与游离阿

霉素组的接近(44.70%); 但在 24 h 时, 阿霉素胶囊对

HepG2 肝癌细胞生长的抑制率明显高于对照胶囊组, 

分别为 64.67%和 41.25%, 二者有明显差别(P<0.05), 

但其和游离阿霉素组比较无明显差别(P>0.05)。 

在无酸性磷酸酶分泌的细胞实验中, 阿霉素胶

囊组和对照胶囊组其对 DU145 前列腺癌细胞的生长

抑制作用无明显差别(见表 1)。 

2.5.3  载药胶囊对 HepG2 细胞凋亡的影响 

流式细胞仪分析结果显示, 在初始 3 h 时, 阿霉

素胶囊与游离阿霉素对 HepG2 细胞凋亡的影响分别

为 6.12%和 6.02%, 两者差异无统计学意义(P>0.05); 
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但随着时间的延长, 游离阿霉素对促 HepG2 细胞凋

亡的作用在 6 h 后逐渐下降, 而由于阿霉素胶囊存

在控释, 24 h 前都能维持一个较高的促凋亡作用, 两

者差异具有显著的统计学意义(P<0.05)。 

阿霉素胶囊和对照胶囊分别在 3 h、6 h、12 h、

24 h 时对 HepG2 细胞凋亡的影响分别为 6.12 Vs 

2.69, 6.96 Vs 4.03, 14.08 Vs 10.7, 13.73 Vs 6.14,两者

差异具有显著的统计学意义(P<0.05)。 

表 1  MTT 法分析二种胶囊对 HepG2 细胞、DU145 细胞生长的影响 
Table 1  Influence of two nanocapsules on the HepG2 cell line and DU145 cell line by MTT assay 

Growth suppression rate (%) 
 t (h) ADM (PAH/PSS-β-glycerophosphoric acid) 

nanocapsule 6 μg/mL 
ADM (PAH/PSS) 

nanocapsule 6 μg/mL Free ADM 10 μg/mL 

12 38.04 38.82 44.70 
HepG2 cell 

24 64.67 41.25 61.01 

12 36.73 36.34 17.86 
DU145 cell 

24 49.70 49.70 45.18 

 

 

图 4  流式细胞仪分析不同干预因素对 HepG2 细胞凋亡的影响 
Fig. 4  Influence of different factors on HepG2 cell apoptosis analysed by flow cytometer 
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3  讨论 

本研究中 , 根据文献[8]的方法 , PSS-β-甘油磷

酸酯溶液代替原方法中的 PSS 溶液, 以明胶颗粒为

核心, 通过层层自组装的方法制备出(PAH/PSS-β-甘

油磷酸酯)纳米级胶囊。通过电镜观察到胶囊的球形

度良好, 粒径多在 200~300 nm 之间, 在溶液中分散

比较均匀。文献报道[15], (PAH/PSS)此类型的聚电解

质不能进行生物降解, 影响生物相容性。本研究通

过空壳(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊与鼠成纤维细

胞(3T3)的培养实验证明, 该胶囊浓度≤300 μg/mL

时, 3T3 细胞生长状态良好, 细胞数目增加, 说明空

壳(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)胶囊在某一浓度范围内

的生物相容性良好, 可以进行体内实验。 

在纳米胶囊制备过程中包裹药物或在溶液中吸

附药物均是常用的载药方法, 影响包封率的因素包

括材料性质、药物性质、pH、药物浓度以及聚合物

浓度等[13]。本研究采用后一种包封方法中的浓度梯

度渗透法包封药物。由于不同的(PAH/PSS-β-甘油磷

酸酯)纳米级胶囊浓度与阿霉素浓度比导致了药物

的包封率不同, 当两者比值>20:1 时, 胶囊对阿霉素

的包封率基本不变, 维持在 60%~70%。所以在此基

础上 , 并结合胶囊的体外细胞相容性实验 , 确定最

合适的空壳胶囊和阿霉素溶液比值为 20:1, 并调节

溶液的 pH 值和盐浓度, 此时胶囊对阿霉素的包封

率可达 68.12%。这与文献报道的此类聚电解质药物

包封 60.74%基本一致[14]。 

本研究中 , 通过包封阿霉素的(PAH/PSS- β-甘

油磷酸酯)胶囊与酸性磷酸酶标准品作用, 证明囊壁

成份中的磷酸酯确能与酸性磷酸酶反应, 释放出胶

囊内包封的阿霉素。随着时间的延长, 囊壁破裂程

度逐渐增加, 药物阿霉素的释放量逐渐增多; 反应

后, 实验组与对照组的电镜照片也证明了在酸性磷

酸酶的作用下 , 聚电解质胶囊囊壁被完全破坏 , 聚

电解质残体 PAH、PSS 正、负电荷相互吸引, 并夹

带反应后的残留物, 聚集成“雪花”状, 这样胶囊内

包封的药物释放更充分, 解体后的聚电解质残体体

积变小 , 在体内更利于代谢 , 可提高其与机体的生

物相容性。包封阿霉素的(PAH/PSS-β-甘油磷酸酯)

胶囊和包封阿霉素的(PAH/PSS)胶囊分别与表达酸

性磷酸酶的 HepG2 细胞株作用, 前者因囊壁含有磷

酸酯成分, 与 HepG2 细胞表达的酸性磷酸酶反应, 

对细胞的生长抑制率和凋亡率明显高于对照组; 两

种胶囊分别与无酸性磷酸酶表达的 DU145 细胞反应, 

对 DU145 细胞的生长抑制率和无统计学意义上的差

异。因此, 本研究初步证实了此胶囊能受肿瘤标志

物浓度的调控, 具有优良的智能化体外控释能力。 

利用肿瘤标志物作为聚电解质胶囊的控释条件,

为寻找新的控释条件提供了一种新思路。一方面 , 

随着聚电解质材料的进展, 可以采用具有良好生物

相容性、生物降解、生物粘结性能的材料来制备聚

电解质胶囊, 如壳聚糖/海藻酸钠微囊[15]; 另一方面, 

随着肿瘤分子靶向药物的研究[16], 可以在聚电解质

胶囊的囊壁中加入与抗原特异性更高的抗体, 胶囊

包封化疗药物 , 进一步完善智能化控释体系 , 达到

优良的体内控释, 为临床上的恶性肿瘤及一些良性

疾病的治疗提供新方法。 
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