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摘要 目的：阿霉素（DOX）是常用的抗肿瘤药物，但是它的毒副作用大，而且肿瘤细胞易对 DOX产生耐药，限制了其临床应用。本

研究利用肿瘤细胞线粒体跨膜电位较高的特性，将亲脂性阳离子（3-丙羧基）三苯基溴化膦（TPP）与 DOX相连接制备具有线粒体

靶向功能的 TPP-DOX，以期达到逆转肿瘤细胞耐药的目的。方法：以 DOX、TPP为原料，合成 TPP-DOX，通过核磁、质谱等方法进

行结构鉴定。采用 MTT方法研究 TPP-DOX对 KB细胞、A549细胞及耐 DOX肿瘤细胞MDA-MB-231/ADR的体外抗肿瘤活性。

采用激光共聚焦显微镜观察 TPP-DOX 在肿瘤细胞内的分布。结果：TPP-DOX 对 KB 细胞和 A549 细胞的毒性低于 DOX，

TPP-DOX对耐 DOX肿瘤细胞 MDA-MB-231/ADR的毒性明显大于 DOX。激光共聚焦显示 TPP-DOX分布于细胞核和线粒体

中。结论：TPP-DOX具有线粒体靶向特性，可有效逆转肿瘤耐药，有进一步研究的价值。
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Preparation of Mitochondrial Targeting TPP-DOX Conjugate to Overcoming
the Drug Resistance of Doxorubicin*

Doxorubicin (DOX) is a commonly used chemotherapy drug for tumor treatment. However, the severe side

effects and multiple drug resistance (MDR) hinder its clinical application. The mitochondrial trans-membrane potential is relative high,

thus lipophilic cations show high affinity with mitochondria. In this paper, (3-carboxyl) phenyl bromide phosphine (TPP) was conjugated

with DOX to prepare mitochondria targeting TPP-DOX to overcome drug resistance of tumor cells. TPP-DOX was synthesized

by connecting TPP and DOX. The structure of TPP-DOX was confirmed by 1HNMR and MS. The antitumor activity of TPP-DOX was

tested in vitro against KB cells, A549 cells and MDA-MB-231/ADR cells by MTT method. The laser confocal microscope was used to

observe the cellular uptake and distribution of the TPP-DOX in tumor cells. TPP-DOX exhibited lower cytotoxicity than free

DOX on KB cells and A549 cells, but it showed higher cytotoxicity than free DOX on MDA-MB-231/ADR cells. Confocal microscopy

confirmed that TPP-DOX distributed in the mitochondria and nucleus. TPP-DOX can overcome drug resistance in tumor

cells, and it is worthy of further investigation.
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前言

阿霉素（doxorubicin, DOX）属于广谱抗肿瘤药，广泛应用

于肿瘤的临床治疗。然而它的选择性低、毒副作用大，具有明显

的剂量依赖性心脏毒性，而且肿瘤细胞易对其产生耐药，从而

限制了阿霉素的临床使用。阿霉素主要通过进入细胞核内,插

入细胞 DNA，干扰转录过程，抑制 DNA和 RNA的合成而发挥

药效。肿瘤细胞在耐 DOX的情况下，DOX不能进入细胞核发

挥作用，造成化疗失败。据报道，阿霉素能够刺激肿瘤细胞线粒

体，增加凋亡蛋白的数量，最终导致细胞凋亡。在耐药的情况
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图 1 TPP-DOX的合成路线

Fig. 1 Synthetic scheme of TPP-DOX

图 2 TPP-DOX的质谱图

Fig. 2 The mass spectrum of TPP-DOX conjugate

下，如果能将 DOX运送至线粒体，则有可能杀死耐药肿瘤细

胞，从而逆转耐药[1-4]。研究表明脂质阳离子三苯基膦对线粒体

具有很高的亲和力[5-8]，本文将 DOX与三苯基膦相连接，合成得

到具有线粒体靶向特性的 TPP-DOX复合物。采用 MTT方法

研究 TPP-DOX对 KB细胞 (人口腔表皮样癌细胞)、A549细胞

(人肺癌细胞)及耐 DOX肿瘤细胞 MDA-MB-231/ADR（耐阿霉

素人乳腺癌细胞）的体外抗肿瘤活性，采用激光共聚焦显微镜

观察 TPP-DOX在肿瘤细胞内的分布。结果显示 TPP-DOX可

进入耐药肿瘤细胞的线粒体；与游离 DOX相比，其对耐药细胞

的细胞毒性显著增加，提示 TPP-DOX可逆转肿瘤细胞耐药。

1 材料与方法

1.1 药品、试剂和仪器

（3-丙羧基）三苯基溴化膦（TPP）购自北京百灵威公司；阿

霉素（DOX）购自浙江海正药业股份有限公司；N-羟基丁二酰

亚胺（NHS），1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺（EDCI），3-

（4, 5-二甲基噻唑 -2）-2, 5-二苯基四氮唑溴盐（MTT）购自北京

鼎国生物技术有限责任公司；线粒体探针 Mito Track green购

自 Invitrogen 公司；RPMI1640 培养液、胎牛血清均购自 Hy-

Clone公司；4’,6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）购自碧云天生物

技术研究所；INOVA-400MHz型超导核磁共振仪（美国 Varian

公司），Waters Quatro-premier质谱仪（美国 Waters公司）；Le-

icaTCSSP2激光共聚焦显微镜（德国 LEICA公司）；酶标仪（美

国 Awareness公司）。

1.2 细胞培养

人口腔表皮样癌 KB细胞、人肺癌 A549细胞（购自中国科

学院上海药物研究所）及 MDA-MB-231/ADR细胞（耐 DOX细

胞，由本教研室采用小剂量 DOX长期孵育诱导而成）接种于培

养瓶中，加入于 1640培养液（含 10% 胎牛血清），置于孵箱中

孵育（37 ℃、5% CO2），定期更换培养液。

1.3 TPP-DOX的合成及表征

TPP-DOX 的合成路线如图 1 所示，称取 43 mgTPP、25

mgNHS、40 mgEDCI溶于 20 mL二氯甲烷中，50 mgDOX溶于

10 mL二氯甲烷中，加入 20 滋L三乙胺，将 DOX二氯甲烷溶液

缓慢滴加入 TPP溶液中，室温搅拌反应 24 h。目标产物通过硅

胶柱层析纯化。运用质谱（MS）、核磁氢谱（1HNMR）进行结构鉴

定。

1.4 细胞毒性实验

采用 MTT法[9]检测 TPP-DOX的体外抗肿瘤活性。分别将

MDA-MB-231/ADR细胞、KB 细胞和 A549 细胞接种于 96 孔

板中（接种密度为 1× 104个 /孔），培养至对数生长期，吸弃培

养液，向培养板中分别加入含有不同药物浓度的无血清培养基

（不含药物的培养液为空白组），孵育 48 h后，每孔加入 MTT（5

mg/mL）20 滋L，继续孵育 4 h；孵育结束后弃去上清液，每孔加

入 150 滋L的 DMSO溶解培养板中的结晶紫沉淀，酶标仪于

490 nm下检测吸光度值。

1.5 TPP-DOX在肿瘤细胞内的分布实验

将 MDA-MB-231/ADR细胞和 A549细胞于孵箱中培养，

长满后，接种于放置有盖玻片的 24孔板中（密度为 1× 104/mL，

体积为 500 滋L），孵育 24 h后弃去培养液，分别加入 500 滋L的

DOX以及 TPP-DOX（DOX浓度均为 2 mol/L）。37 ℃孵育 4 h

后弃去培养液，PBS震摇清洗 3次，每次 5 min，用线粒体探针

Mito Track green染色，15 min后吸弃染料，用 PBS震摇清洗 3

次；然后加入 50 滋L 500 ng/mL 的 DAPI染色，5 min 后吸弃

DAPI染料，用 PBS震摇清洗 3次；最后用 50 滋L 4%多聚甲醛

固定 10 min后，吸弃固定液，甘油封片，激光共聚焦显微镜下

观察。

2 结果

2.1 TPP-DOX的结构表征

TPP-DOX为红色固体，其质谱如图 2所示，TPP-DOX的

准分子离子峰[M+H]+为 875。核磁图谱如图 3所示，7.97 (m,

1H) H3, 7.63 (m, 15H)为苯环氢化学位移，5.46 (s, 1H)为酰胺键

氢化学位移，其他氢的化学位移分别为 5.32 (s, 1H) H1'，4.00 (s,
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3H) OCH3，3.55(m, 1H) H4'，3.16(dd, 1H) H10, 2.16(m, 1H) H3'，

1.72(m, 2H) H2'，1.25(d, 3H) CH3, 3.35 (m, 2H) H3，2.49 (m, 2H)

H1，2.01(m, 2H)。

2.2 细胞毒性实验

DOX 和 TPP-DOX 对 MDA-MB-231/ADR 细胞、KB 细胞

以及 A549细胞的毒性如图 4所示，DOX和 TPP-DOX能够剂

量依赖性地抑制肿瘤细胞增殖。DOX对 KB细胞以及 A549细

胞的毒性均高于 TPP-DOX。但是 DOX对MDA-MB-231/ADR

细胞的毒性很小，TPP-DOX 对 MDA-MB-231/ADR 细胞的毒

性明显高于 DOX。

2.3 TPP-DOX在肿瘤细胞内的分布

DOX通过嵌入细胞核 DNA从而抑制肿瘤细胞的增殖，因

此进入细胞核的阿霉素的量决定其抗肿瘤活性的强弱。如图 5

所示，当 DOX与 A549细胞一起孵育时，DOX蓄积于肿瘤细

图 3 TPP-DOX的核磁氢谱图

Fig. 3 1HNMR spectrum of the TPP-DOX conjugate

图 4 阿霉素和 TPP-DOX对 KB细胞(A)、A549 (B)和 MDA-MB-231/ADR细胞 (C)的细胞毒性，细胞孵育 48 h

Fig. 4 The cytotoxicity of DOX and TPP-DOX on KB cells (A), A549 cells (B) and MDA-MB-231/ADR cells (C) after 48 h of incubation

胞核中，因此 DOX对 A549细胞显示出明显的细胞毒性。然

而，当 DOX与 MDA-MB-231/ADR细胞共同孵育时，只有少量

DOX能够进入细胞核，大部分 DOX被肿瘤细胞外排出细胞，

因此 DOX 对 MDA-MB-231/ADR 细胞的细胞毒性很小。当

MDA-MB-231/ADR细胞与 TPP-DOX共同孵育时，如图 6所

示，可以明显看到大量 TPP-DOX蓄积于肿瘤细胞线粒体中，还

有部分分布于细胞核中，因此提高了对耐药肿瘤细胞的杀伤

力。

图 5 A549细胞的激光共聚焦扫描图。阿霉素(A)和 TPP-DOX(B)分别

与 A549细胞在 37℃孵育 4 h。阿霉素浓度 2 滋mol/L。黄色区域显示

的为线粒体(绿色)中的阿霉素(红色)。粉红色区域显示的为细胞核(蓝

色)中阿霉素(红色)(60× )

Fig. 5 Confocal laser scanning microscopy image of A549 cells treated with

DOX (A) and TPP-DOX (B) at 37℃ for 4 h. The DOX concentration was 2

滋mol/L. The yellow color shows the localization of DOX (red) in

mitochondria (green).The pink region shows the localization of DOX (red)

in the nucleus (blue)(60× )

图 6 MDA-MB-231/ADR细胞激光共聚焦扫描图。阿霉素(A)和

TPP-DOX(B)分别与MDA-MB-231/ADR细胞在 37℃孵育 4 h。阿霉

素浓度 2 滋mol/L。黄色区域显示的为线粒体(绿色)中的阿霉素(红

色)。粉红色区域显示的为细胞核(蓝色)中阿霉素(红色)(60× )

Fig. 6 Confocal laser scanning microscopy image of MDA-MB-231/ADR

cell treated with DOX (A) and TPP-DOX (B) at 37℃ for 4 h. The DOX

concentration was 2 滋mol/L. The yellow color shows the localization of

DOX (red) in mitochondria (green). The pink region shows the

localization of DOX (red) in the nucleus (blue)(60× )
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3 讨论

肿瘤细胞产生多药耐药（MDR）是肿瘤化疗失败的主要原

因。肿瘤细胞产生多药耐药性后，表现为对化疗药物不敏感，

IC50值显著增高，且不同类型抗肿瘤药物之间具有交叉耐药

性。MDR发生的机制非常复杂，可能与 MDR相关基因产物的

过度表达，DNA 修复功能增强，抗凋亡活性提高，谷胱甘肽 S

转移酶、蛋白激酶 C活性以及谷胱甘肽含量增高等机制有关[9-12]。

线粒体中存在一些细胞凋亡的相关因子，如细胞色素 C、

caspase前体、凋亡诱导因子等。阿霉素能够刺激肿瘤细胞线粒

体，增加凋亡蛋白的表达。细胞凋亡是由凋亡蛋白和抗凋亡蛋

白的比例决定，凋亡蛋白和抗凋亡蛋白比例的增加能够破坏线

粒体膜的完整性，导致细胞色素从线粒体中释放，从而活化

caspase-3，最终诱导肿瘤细胞凋亡[13-17]。

多数肿瘤细胞较正常细胞有较高的线粒体膜电位[18]，因此

亲脂阳离子已被设计成线粒体靶向递药系统的配体，将亲脂阳

离子与抗癌药物相连接，达到定向破坏肿瘤细胞线粒体功能的

作用。一些生物活性分子包括抗氧化剂与 TPP有机结合而被

选择性地递送到线粒体。例如，TPP与维生素 E的连接物能够

增加维生素 E在线粒体的蓄积量，相比于维生素 E，TPP-维生

素 E连接物可以更有效地保护线粒体免受氧化损伤[19]。此外，

一种 TPP泛醌衍生物线粒体靶向MitoQ，被广泛使用以防治与

氧化损伤及氧化应激相关的疾病。MitoQ在线粒体的蓄积量是

无靶向辅酶 Q10的 100多倍并且具有明显疗效[20]。

本研究利用线粒体跨膜电位较高的特性，通过亲脂性阳离

子 TPP与 DOX有机结合，合成了新型 DOX衍生物，使 DOX

在线粒体发挥作用。结果显示 TPP-DOX能够分布于不同肿瘤

细胞的线粒体和细胞核中，避免了 DOX被耐药肿瘤细胞外排，

对耐药肿瘤细胞毒性明显高于 DOX。TPP-DOX的体内抗肿瘤

作用还需进一步研究。
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