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脂质体（Liposome，Lip）是一种单层或双层磷脂双分子膜
形成的球型纳米载体，由于其低毒性和可修饰性，常被用于药
物的载体。研究发现，纳米脂质体（Nano liposome，nLip）可以
聚集在体内的肿瘤部位，但其靶向性较低[1-2]。因此在 nLip上
偶联一些靶向分子，可以有效地改善其靶向性。

叶酸（Folic acid，FA）受体是一种锚定于细胞膜表面的糖
蛋白，对FA有着极高的亲和力，其在卵巢癌、晚期乳腺癌、宫颈
癌、子宫内膜癌等肿瘤细胞表面过量表达，多分布于上皮细胞
表面的胞膜上。FA分子偶联的药物能在FA靶向探头引导的
作用下特异性地结合到该类细胞的表面，从而达到肿瘤药物
靶向治疗的目的[3-5]。

长春新碱（Vincristine，VCR）是从夹竹桃科植物长春花中
提取出来的生物碱，具有良好的抗肿瘤作用[6-7]，但临床使用中

发现其具有体内滞留时间短、易引发肝脾肾的毒副作用。研

究者常通过改变剂型来达到增效减毒的目的[8]。本研究利用

带有 FA 靶头的空白 nLip 包裹 VCR 制备成 FA 修饰的 VCR-

nLip（VCR-nLip-FA），以人肝癌HepG2细胞、人肺癌A549细胞

为研究对象，考察其对人肝、肺癌细胞的作用。

1 材料
1.1 仪器

CX41-12C02普通光学显微镜（日本Olympus公司）；LSM

510 system激光共聚焦显微镜（德国 Zeiss公司）；CytoFLEX流

式细胞仪（美国Beckman公司）；ELx800酶标仪（美国Bio-Tek

公司）；Zetasizer APS激光纳米粒度仪（英国马尔文仪器有限公

司）；紫外分光光度计（瑞士Mettler Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

VCR（南京凯基生物科技发展有限公司，批号：KGA8252，

纯度：≥95％）；胎牛血清（FBS）、DMEM 细胞培养基（美国

Gibco公司）；聚乙二醇修饰的FA分子（DSPE-PEG-FA，北京盛

科博源生物科技有限公司，批号：PG2-DSFA-2k）；鞘磷脂和胆
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摘 要 目的：制备叶酸（FA）修饰的长春新碱（VCR）纳米脂质体（VCR-nLip-FA）并考察其对人肝、肺癌细胞的作用。方法：采用

硫酸铵梯度法制备VCR-nLip-FA，考察其粒径分布、Zeta电位、包封率、释放率。以人肝癌HepG2细胞、人肺癌A549细胞为例，比

较VCR-nLip-FA和VCR-nLip的细胞摄取率和体外抑制效果（5～80 µg/ml）。结果：VCR-nLip-FA的粒径分布为98.1～159.0 nm，

平均粒径为 132.2 nm，平均 Zeta 电位为－40.1 mV，平均包封率为（86.6±3.5）％（n＝4），24 h 的累积释放率为（42.2±2.6）％。与

VCR-nLip比较，A549细胞对VCR-nLip-FA的摄取率和VCR-nLip-FA对A549细胞活力的抑制作用差异无统计学意义（P＞0.05）；

HepG2细胞对VCR-nLip-FA的摄取率和VCR-nLip-FA对HepG2细胞活力的抑制作用明显增加（P＜0.01），且抑制作用呈浓度依赖性。

结论：所制备的VCR-nLip-FA可高效地将抗癌药物靶向到HepG2细胞，并高效地抑制其生长；但对A549细胞的作用无明显提高。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare folic acid（FA）-loaded vincristine（VCR）nano liposome（VCR-nLip-FA）and to study its

effects on human liver and lung cancer cells. METHODS：VCR-nLip-FA was prepared by ammonium sulfate gradient method，and

particle size，Zeta-potential，encapsulation rate and release rate were investigated. Taking human liver cancer HepG2 cells and lung

cancer A549 cells as example，uptake rate and inhibitory effect in vitro（5-80 µg/ml）were compared between VCR-nLip-FA and

VCR-nLip. RESULTS：The particle size distribution，average particle size，average Zeta-potential，average encapsulation rate and

24 h accumulative release rate of VCR-nLip-FA were 98.1-159.0 nm，132.2 nm，－40.1 mV，（86.6±3.5）％（n＝4）and（42.2±

2.6）％. Compared with VCR-nLip，there was no statistical significance in uptake rate of A549 cells to VCR-nLip-FA and inhibitory

effect of VCR-nLip-FA on A549 cell viability（P＞0.05）；uptake rate of HepG2 cells to VCR-nLip-FA and inhibitory effect of

VCR-nLip-FA on HepG2 cell viability increased significantly（P＜0.01），in dose-dependent manner. CONCLUSIONS：Prepared

VCR-nLip-FA can target anti-tumor drug to HepG2 cells efficiently，and highly inhibit the growth of HepG2 cells. But it has no

higher effects on A549 cells.
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固醇（美国 Sigma公司）；硫酸铵（上海阿拉丁生化试剂公司）；

透析袋（美国Spectrum公司，截留分子质量：1 000）。

1.3 细胞

人肝癌HepG2细胞、人肺癌A549细胞均购于上海细胞库。

2 方法
2.1 nLip-FA的制备

2.1.1 空白 nLip-FA 的制备 采用硫酸铵梯度法制备 nLip。

第一步制备有机相：取鞘磷脂39 mg（54.9 nmol）、胆固醇15 mg

（38.8 nmol）、DSPE-PEG-FA 12 mg（4.2 nmol），置于 1.5 ml EP

管中，加热溶解于0.40～0.5 ml 的乙醇溶液（65 ℃）中，涡旋均

匀，吸至 1 ml注射器中，65 ℃水浴 5 min。 第二步制备水相：

取 5 ml 的 250 mmol/L 的硫酸铵溶液（不调 pH）于小烧杯中，

65 ℃加热条件下磁力搅拌。最后用注射器，缓慢将有机相注

入水相中（液面下均匀注射20 s），形成nLip。在 65 ℃条件下，

15 min蒸发除去残余乙醇，再透析除去残余的硫酸铵，得到空

白nLip-FA。

2.1.2 VCR-nLip-FA的制备 将预先配好的 5 mg/ml VCR水

溶液加入到空白nLip-FA溶液中，使终质量浓度为2 mg/ml，于

60 ℃水浴中20 min，透析去除游离VCR，得到VCR-nLip-FA。

2.2 粒径和 Zeta电位的检测

用去离子水稀释VCR-nLip-FA溶液，加至样品杯中，用激

光纳米粒度仪重复检测粒径 3次。同种样品放到Zeta电位检

测皿中，重复检测溶液的Zeta电位3次。同种样品VCR-nLip-

FA溶液放置在 4、25、37 ℃的环境中 7 d，每天检测其粒径，观

察粒径变化，每天重复检测4次。

2.3 包封率的检测

利用紫外分光光度计检测 VCR 吸光度，绘制标准曲线。

准确称取 10 mg 的 VCR 溶于 1 ml 的去离子水中，稀释至 1

mg/ml，然后等比稀释至 0.5、0.25、0.125、0.062 5 mg/ml。采用

紫外分光光度计在270 nm波长处测定吸光度（A），以A为纵坐

标、质量浓度（c）为横坐标绘制标准曲线。利用标准曲线的公

式计算 nLip中VCR的浓度，按公式计算VCR的包封率[包封

率（％）＝脂质体中包封的药物量/投入的药物总量×100％]。

2.4 体外释放率的检测

取 5 ml的VCR-nLip-FA溶液放入透析袋中，透析袋放入

1 L 的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）中，在 37 ℃透析。分别于

1、2、4、8、12、24、48 h取样 0.1 ml，并补加同温同体积的 PBS。

用紫外分光光度法测定透析液中 VCR 的含量，计算释放率

（％）＝（m 总－m 剩）/m 总×100％（m 总：投入VCR的总质量；m 剩：剩

余VCR的总质量）。

2.5 体外细胞靶向性的考察

取处于对数生长期的HepG2、A549细胞于共聚焦培养皿

中，密度为105个/ml，培养24 h后，分别加入20 µg/ml用异硫氰

酸酯荧光染料（FITC）标记的 VCR-Lip-FA 和 VCR-Lip（FITC-

VCR-nLip-FA和FITC-VCR-nLip），再孵育 3 h，加入 4′，6-二脒

基-2-苯基吲哚（DAPI）标记细胞核，用PBS清洗掉细胞外纳米

颗粒，然后加入适量PBS。在激光共聚焦显微镜下观察细胞中

FITC 的荧光，并采用流式细胞仪检测细胞中 FITC 的荧光信

号，并进行统计学分析。整个试验在避光环境下进行，每个试

验重复3次。

2.6 体外细胞活力的考察

分别取处于对数生长期的HepG2、A549细胞于96孔板中，

每孔加入 100 μl 含血清培养基细胞悬液，细胞密度为 40 000

个/ml，于 37 ℃、5％ CO2细胞培养箱中过夜培养。取 0、5、10、

20、40、80 µg/ml（以VCR为计）的VCR-nLip -FA、VCR-nLip、空

白 nLip（0、50、100、150、200 µg/ml）和单独的VCR溶液加入到

96孔板中，每个药物 4个平行孔，37 ℃下孵育 24 h 后，将含药

培养基吸出，然后加入含 10 μl CCK-8 试剂的新鲜培养基，避

光，37 ℃下孵育30 min。用酶标仪测定450 nm波长处CCK-8

的吸光度（A），计算细胞活力，细胞活力（％）＝（A 加药－A 空白）/

（A 未加药－A 空白）×100％。

2.7 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计分析。数据以x±s表示，多

组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t检验。P＜

0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 粒径和Zeta电位

结果显示，VCR-nLip-FA的平均粒径为 132.2 nm，分布在

98.1～159 nm之间，最大Zeta电位为－40.1 mV，说明其具有很

好的水溶性。VCR-nLip-FA在 4、25、37 ℃下放置 7 d，粒径几

乎没有较大波动，保持在 130 nm左右。VCR-nLip-FA的粒径

分布见图 1，Zeta电位分布见图 2，不同温度下 7 d内粒径变化

见表1。

3.2 包封率

结果显示，VCR 的标准曲线为 A＝1.661c－0.035 8（r＝

0.999 4），VCR-nLip-FA中VCR的包封率为（86.6±3.5）％（n＝

4）。

图1 VCR-nLip-FA的粒径分布

Fig 1 Particle size distribution of VCR-nLip-FA
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图2 VCR-nLip-FA的Zeta电位分布

Fig 2 Zeta-potential distribution of VCR-nLip-FA
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表1 VCR-nLip-FA在不同温度下7 d内粒径变化（n＝4，nm）

Tab 1 Changes of particle size of VCR-nLip-FA under different temperatures for 7 days（n＝4，nm）

温度，℃
4

25

37

0 d

130.2±13.2

129.4±7.9

133.9±10.2

1 d

130.9±11.1

133.6±8.8

136.1±6.9

2 d

136.5±4.9

135.2±5.6

132.6±8.2

3 d

134.2±7.1

132.9±7.2

133.1±8.5

4 d

131.2±14.5

134.5±13.8

136.9±9.9

5 d

134.4±12.2

128.9±11.2

137.8±5.6

6 d

132.9±7.6

133.1±10.2

138.9±12.5

7 d

132.9±9.8

135.4±8.9

139.7±12.1
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3.3 体外释放率

结果显示，37 ℃下，VCR 可以缓慢地从 VCR-nLip-FA 中

释放出来，1～7 h时释放速率最大，在第 7 h的累积释放率达

（37.6±1.2）％（n＝4）。随着时间的增长，累积释放率缓慢增

加，第 24 h 的累积释放率为（42.2± 2.6）％（n＝4）。 VCR-

nLip-FA的累积释放曲线见图3。

3.4 体外细胞靶向性

激光共聚焦显微镜结果显示，与 VCR-nLip 比较，VCR-

nLip-FA 可以被 HepG2细胞高效地摄取（P＜0.01），摄取率分

别为（8.7±4.2）％、（56.9±3.4）％（n＝4）。而 A549 细胞对

VCR-nLip和VCR-nLip-FA的摄取率差异不大，分别为（9.7±

4.9）％、（14.6±2.9）％（n＝4），原因可能是 A549细胞为表面

FA受体阴性细胞，FA分子可以高效地与FA受体结合而被细

胞摄取，因此对A549细胞的摄取效果不明显。HepG2、A549

细胞对 VCR-nLip-FA 和 VCR-nLip 的细胞摄取激光共聚焦显

微镜图见图4。

3.5 细胞抑制作用

结果显示，0～200 µg/ml的空白nLip对HepG2、A549细胞

均没有明显毒性；随着VCR质量浓度的增加，VCR、VCR-nLip

和VCR-nLip-FA作用后HepG2、A549细胞活力逐渐降低，其中

VCR-nLip-FA效果较VCR-nLip更明显（P＜0.01），但是对A549

细胞的作用差异无统计学意义（P＞0.05）。不同nLip对HepG2、

A549细胞活力的作用见图5。

4 讨论
Lip是一种人工模拟的单层或双层脂质分子层，其球形结

构的内外表面为亲水层，中间为疏水层，其中内部的亲水区域

可以携带亲水性药物，而疏水层可以插入疏水性药物[9-10]。Lip

外表面可以修饰以多种功能团，如靶向基团、发光基团等 [1]。

当其进入体内后，会随着体内循环系统游动，在循环过程中，

靶向分子可以将Lip药物靶向聚集到靶点，这样可以对病灶部

位实施定向杀伤，从而降低药物使用剂量和对人体正常体细

胞的毒副作用。FA是细胞表面FA受体的特异性配体，当FA

受体过量表达的细胞周围存在FA分子偶联的药物时，随着FA

分子与胞膜上FA受体的结合，FA分子所偶联的药物同时被胞

吞进入细胞内，并在胞内酸性环境下与FA受体解离而被释放

入胞内，达到靶向传递药物的目的[11]。

目前已上市的长循环Lip制剂如盐酸多柔比星隐形脂质

体、顺铂长循环Lip、奥沙利铂长循环Lip[12-13]，这些Lip药物已

表现出优于普通Lip的特征，达到增效减毒的目标，但此类制

剂仍属于被动靶向，没有主动靶向的能力。

本研究采用硫酸铵梯度法制备了 nLip颗粒，包被了抗癌

药物VCR，并在 nLip外表面修饰以FA分子。经过表征，本方

法制备的VCR-nLip-FA具有很好的稳定性和生物相容性。这

为脂质体药物的生物医学应用奠定了基础。靶向试验表明，

VCR-nLip-FA可以被HepG2细胞高效摄取，而被A549细胞摄

取的很少，HepG2细胞是FA受体过表达的细胞系，而A549细

胞是FA受体低表达的细胞系。由此说明FA确实可以高效靶

向结合细胞表面的FA受体。体外细胞活性抑制效果进一步表

明了FA的高效靶向性。

综上所述，本研究成功制备了 VCR-nLip-FA，其对肝癌

图3 VCR-nLip-FA的累积释放曲线

Fig 3 Cumulative release curve of VCR-nLip-FA
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图5 不同nLip对HepG2、A549细胞活力的影响
注：与 0 µg/ml 比较，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.05；与 VCR-nLip 比较，#P＜
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Fig 5 Effect of different nLip on HepG2 and A549 cells via-

bility
Note：vs. 0 µg/ml，＊P＜0.05，＊＊P＜0.05；vs. VCR-nLip，#P＜0.05，##P＜
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对A549细胞的作用
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C. VCR、VCR-nLip、VCR-nLip-FA
对HepG2细胞的作用
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图 4 HepG2、A549细胞对VCR-nLip-FA和VCR-nLip的细

胞摄取激光共聚焦显微镜图

Fig 4 The uptake of HepG2 and A549 cells to VCR-nLip-FA

and VCR-nLip by confocal microscopy
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还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束的制备

串星星 1＊，印亚双 1，王学清 2 #（1.北京大学国际医院，北京 102206；2.北京大学药学院药剂学系，北京 100191）

中图分类号 R943 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）19-2693-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2016.19.32

摘 要 目的：制备还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束。方法：对普朗尼克F127的疏水段引入甲基丙烯酸叔丁酯和

半胱胺，合成强疏水性的巯基化衍生物F127-SH。利用薄膜水化法和巯基的氧化反应，制备载紫杉醇（PTX）的还原响应型高载药

量普朗尼克F127聚合物胶束（F127-SS/PTX），检测其粒径、包封率、载药量，考察其在还原和非还原环境下的粒径变化和释药行

为。结果：该胶束的平均粒径为（77.87±1.79）nm，包封率为（92.73±2.35）％，载药量为（16.25±0.99）％；在10 mmol/L二硫苏糖

醇作用下，其粒径迅速增大，PTX释药速度显著增加。结论：成功制得还原响应型高载药量普朗尼克F127聚合物胶束。

关键词 还原响应；载药量；聚合物胶束；普朗尼克F127；紫杉醇

Preparation of Redox-responsive Pluronic F127 Micelles with High Drug-loading Efficiency
CHUAN Xingxing1，YIN Yashuang1，WANG Xueqing2（1.Peking University International Hospital， Beijing
102206，China；2.Dept. of Pharmaceutics，School of Pharmaceutical Sciences，Peking University，Beijing
100191，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading efficiency. METHODS：

The thiol derivative F127-SH with strong hydrophobicity was synthesized by introducing tert-butyl methacrylate and cysteamine to

the hydrophobic segments of F127. Paclitaxel（PTX）-loaded redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading effi-

ciency（F127-SS/PTX）were prepared by film-hydration method as well as oxidation reaction of thiol groups. The diameter，encap-

sulation efficiency and drug-loading amount were detected，and the change of diameter and drug release behavior of micelles were

investaged under reducing environment or non-reducing environment. RESULTS：Mean diameter of F127-SS/PTX micelles was

about（77.87±1.79）nm，and encapsulation efficiency and drug-loading amount were（92.73±2.35）％ and（16.25±0.99）％，re-

spectively. The diameter of the micelles increased rapidly and drug release rate of PTX increased significantly in the presence of 10

mmol/L dithiothreitol. CONCLUSIONS：The redox-responsive pluronic F127 micelles with high drug-loading efficiency are pre-

pared successfully.

KEYWORDS Redox-responsive；Drug-loading amount；Polymeric micelles；Pluronic F127；Paclitaxel

HepG2细胞具有高效的靶向性，并高效地抑制细胞生长，但对

A549细胞的作用无明显提高。
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