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原发性肝癌（Primary hepatic carcinoma，PHC）是由肝细胞
或肝内胆管上皮细胞发生的恶性肿瘤[1]。在我国，原发性肝癌
是最常见的恶性肿瘤之一，每年约导致36万人发病、35万人死
亡，现已成为位居所有肿瘤年病死率第2位的疾病[2-3]。当前肝
癌的治疗以手术为主、化疗为辅。然而化疗药物的副作用严
重影响了肝癌的治疗，因此探讨具有靶向性的肿瘤给药系统
成为了当前研究的热点 [4-6]。本研究以脂质体（LP）为药物载
体，以临床常用的紫杉醇（PTX）为模型药物，在脂质体表面连
接转铁蛋白（TF），探讨 TF 修饰 PTX-LP（TF-PTX-LP）对肝癌

细胞增殖的抑制作用。

1 材料
1.1 仪器

Varioskan Flash酶标仪（美国Thermo公司）；TGW16 离心

机（长沙英泰仪器有限公司，离心半径：12 cm）；电子分析天平

（德国Sartorius公司）；ZQF-85 旋转蒸发仪（上海医疗器械厂）；

数控浴式超声仪（昆山市超声仪器有限公司）；Leica 7CS SP5

双扫描激光共聚焦显微镜（美国Leica公司）。

1.2 药品与试剂

紫杉醇原料药（江苏恒瑞药业公司，批号：14102，纯度：

99.8％）；卵磷脂（EPC，德国LipoidGmbH公司）；胆固醇（Chol，

美国Pharmacia Biotech 公司）；RPMI 1640培养基和胎牛血清

（美国Gibco公司）；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000

（DSPE-PEG2000）购自美国Avanti polar lipids公司；TF修饰的

DSPE-PEG2000（TF-DSPE-PEG2000）购自上海强耀生物科技
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摘 要 目的：制备转铁蛋白（TF）修饰紫杉醇（PTX）脂质体（TF-PTX-LP），并研究其抑瘤作用。方法：采用薄膜分散法制备

TF-PTX-LP并观察其形态；定性和定量考察肝癌HepG2细胞对TF-LP和LP的摄取情况；检测PTX、PTX-LP和TF-PTX-LP分别处

理HepG2细胞24、48、72 h后细胞的增殖抑制率；以HepG2细胞制备肿瘤球，考察生理盐水、PTX、PTX-LP和TF-PTX-LP分别处理

0、1、2、4、5、6、7 d 对肿瘤球体积的影响；复制 HepG2荷瘤裸鼠模型，考察生理盐水、PTX、PTX-LP 和 TF-PTX-LP（以 PTX 计 8.5

mg/kg）对荷瘤裸鼠移植瘤的抑制作用。结果：TF-PTX-LP均呈均一球形，粒径在100～120 nm。TF-LP处理后细胞的荧光强度强

于LP（P＜0.01）。与PTX、PTX-LP比较，TF-PTX-LP处理后细胞的增殖抑制率更高（P＜0.01）。与生理盐水、PTX、PTX-LP比较，

TF-PTX-LP处理后肿瘤球体积更小，对荷瘤裸鼠的抑瘤率更高，且6、7 d后抑瘤率差异有统计学意义（P＜0.01）。增殖抑制率和肿

瘤球体积变化呈时间依赖性。结论：成功制得具有良好抑瘤作用的TF-PTX-LP。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare transferrin modified paclitaxel-loaded liposome（TF-PTX-LP），and to study the tumor in-

hibition effect. METHODS：TF-PTX-LP was prepared by thin-film method，and morphology of TF-PTX-LP was observed. Qualita-

tive and quantitative investigation were used to value the uptake efficiency of TF-LP and LP by HepG2 cells. The proliferation inhi-

bition rate of HepG2 cells was investigated after treated with PTX，PTX-LP and TF-PTX-LP for 24，48 and 72 h. Tumor spheres

were prepared by using HepG2 cells. Effects of normal saline，PTX，PTX-LP and TF-PTX-LP on the volume of tumor spheres

were investigated after 0，1，2，4，5，6 and 7 d treatment. HepG2 tumor-bearing nude mice model was induced. Inhibitory effects

of normal saline，PTX，PTX-LP and TF-PTX-LP（8.5 mg/kg by PTX）on transplantable tumor of tumor-bearing nude mice were in-

vestigated. RESULTS：TF-PTX-LP showed uniform spherical shape，with particle size of 100-120 nm. The fluorescence intensity of

HepG2 cells treated with TF-LP was stronger than that treated with LP（P＜0.01）. Compared with PTX and PTX-LP，TF-PTX-LP

showed higher proliferation inhibition rate（P＜0.01）. Compared with normal saline，PTX and PTX-LP，tumor spheres were small-

er in volume after treated with TF-PTX-LP，and inhibition rate of tumor was higher in tumor-bearing nude mice；there were statisti-

cal significance after treated for 6，7 d（P＜0.01）. The proliferation inhibition rate and tumor spheres volume changed in time-de-

pendent manner. CONCLUSIONS：TF-PTX-LP which owns good tumor inhibition effect is prepared successfully.

KEYWORDS Transferrin；Paclitaxel；Liposome；Lung cancer HepG2 cell；Nude mice；Proliferation inhibition rate；Tumor inhi-

bition rate
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有限责任公司。

1.3 细胞与动物

人肝癌HepG2细胞来源于美国ATCC细胞库。裸鼠，♂，

体质量 20～30 g，购自新乡医学院实验动物中心，动物许可证

号：HNDW201308-2。本研究得到了新乡医学院伦理道德委员

会批准。

2 方法
2.1 PTX-LP和TF-PTX-LP的制备

按质量比 2.27 ∶ 0.65 ∶ 0.98 ∶ 0.13取 EPC、胆固醇、DSPE-

PEG2000和PTX，置于50 ml梨形瓶中，加适量氯仿溶解，37 ℃

减压蒸发有机溶剂得到透明脂膜。精密吸取适量pH 7.4的磷

酸盐缓冲液（PBS）加入梨形瓶中，37 ℃恒温空气浴摇床，2 000

r/min水化 1 h，超声（120 W，10 s×5 s×10次），得到PTX-LP，并

于 4 ℃室冷藏备用。将 TF-DSPE-PEG2000制备成胶束，将

PTX-LP 与 TF-DSPE-PEG2000胶束混合后，37 ℃避光反应 1

h，反应后除去游离的TF-DSPE-PEG2000，得到TF-PTX-LP。

2.2 TF-PTX-LP的形态观察

取TF-PTX-LP分散液适量稀释至合适浓度，滴至覆有支

持膜的铜筛网上，用2％磷钨酸染色，自然干燥后，用透射电镜

观察其形态。

2.3 HepG2细胞对TF-LP摄取的检测

按“2.1”项下方法，用适量的香豆素 6取代PTX制备得到

载香豆素 6的脂质体，即 LP-香豆素 6和 TF-LP-香豆素 6。取

HepG2细胞按 2×105个/孔的密度接种于放有洁净盖玻片的 6

孔细胞板中，用含血清的培养基培养，37 ℃、5％CO2及饱和湿

度条件下培养24 h，弃去孔内培养基，每个细胞孔加入新鲜含

血清培养基，再分别加入LP-香豆素 6和TF-LP-香豆素 6。将

细胞板置于 37 ℃、5％CO2条件下孵育4 h后，用冷PBS洗细胞

3次，4％多聚甲醛固定 15 min，弃去多聚甲醛，用冷PBS洗细

胞 2次，再每孔加入 0.5 ml 4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染

液（5 μg/ml）室温避光染色 10 min，再用冷PBS洗细胞 2次，将

盖玻片取出倒置于载玻片上，用甘油封片。使用激光共聚焦

荧光倒置显微镜观察细胞内荧光强度并拍照。

将对数生长期的HepG2细胞以 5×105个/孔的密度接种于

6孔培养板中，37 ℃培养 24 h后，每孔分别加入适量的LP 或

TF-LP，37 ℃孵育1、2、4 h，除去含脂质体培养基，PBS洗3次。

荧光分光光度法测定 HepG2细胞荧光强度，激发波长为 465

nm，吸收波长为502 nm。

2.4 细胞活性的检测

分别考察 PTX、PTX-LP、TF-PTX-LP 对 HepG2细胞的细

胞毒性。将对数生长期的HepG2细胞以 1 500个/孔的密度接

种于96孔细胞板中，在37 ℃、5％ CO2及饱和湿度条件下培养

24 h，待细胞完全贴壁生长后，更换孔内培养基，每个细胞孔加

入170 μl新鲜含血清培养基，再分别加入含生理盐水（空白对

照）、PTX、PTX-LP、TF-PTX-LP的新鲜含血清培养基，加入量

以PTX计为 20 μg/ml，于 37 ℃、5％ CO2条件下孵育 24、48、72

h。吸出孔板内液体，每孔内加入 5 mg/ml MTT-PBS 溶液 20

μl，37 ℃、5％CO2条件下孵育 4 h，小心吸出孔板内液体，每孔

加入200 μl 二甲基亚砜（DMSO）溶解生成的甲臜，放置孔板于

摇床中，37 ℃、75 r/min，孵育 20 min。取出晾冷至常温后，用

酶标仪检测各孔在490 nm波长处的光密度（OD），计算增殖抑

制率[增殖抑制率（％）＝（空白对照OD－加药孔OD）/空白对

照OD×100％]，每组设5个复孔。

2.5 肿瘤球体积的检测

将 2％的琼脂糖加入不含血清的 RPMI 1640 培养基中灭

菌（121 ℃，30 min）后趁热加入至 96孔板中（80 μl/孔），冷却

至室温。以2×104个/孔的密度将HepG2细胞接种入上述培养

基，在 37 ℃、5％ CO2条件下培养 5 d后 ，选大小均一的肿瘤球，

分别加入生理盐水、PTX、PTX-LP、TF-PTX-LP，加入量以PTX

计为20 μg/ml。分别于给药后0、1、2、4、5、6、7 d用显微镜观察

并测量肿瘤球的长径和短径，计算体积（V＝长径×短径 2×0.52），

以当天体积与给药0 d时的体积之比为指标评价细胞毒性。

2.6 体内抗肿瘤研究

将 HepG2细胞用含 100 mg/L 青霉素和链霉素的双抗、

10％胎牛血清的DMEM培养基，于 37℃、5％CO2饱和湿度条

件下培养。取裸鼠，将HepG2细胞悬浊液皮下接种于裸鼠背

部，7 d 后出现米粒大肿瘤则证实接种成功。取荷瘤裸鼠 40

只，随机均分为生理盐水组、PTX组、PTX-LP组和TF-PTX-LP

组，分别于第3、6、9、12 d尾 iv相应药物，给药剂量以PTX计为

8.5 mg/kg。每2天观察各组荷瘤裸鼠的活动和饮食情况，测量

第 20天瘤质量（m），并计算抑瘤率[抑瘤率（％）＝（1－加药组

m20 d/生理盐水组m20 d）×100％。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。正态计量资

料采用均数±标准差进行描述，组间比较采用方差分析，检验

水准α＝0.05。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 TF-PTX-LP的形态特征

镜下，TF-PTX-LP形态规则，粒径大约在100～120 nm，呈

均一球形。TF-PTX-LP的透射电镜图见图1。

3.2 HepG2细胞对TF-LP的摄取情况

结果表明，TF-LP-香豆素 6细胞的荧光强度强于LP-香豆

素 6，其荧光强度是LP-香豆素 6的 2.9倍，差异有统计学意义

（P＜0.01），且各作用时间比较差异有统计学意义（P＜0.01）。

HepG2细胞对TF-LP和LP摄取的荧光图及二者叠加后效果见

图2，荧光强度测定结果见图3。

3.3 细胞活性变化

与 PTX、PTX-LP 比较，TF-PTX-LP 对细胞增殖的抑制率

更高（P＜0.01），各作用时间比较差异有统计学意义（P＜0.01）。

不同PTX样品处理后细胞的增殖抑制率测定结果见 图4。

3.4 肿瘤球体积变化

与生理盐水、PTX、PTX-LP比较，TF-PTX-LP处理后肿瘤

球体积更小。不同PTX样品处理后肿瘤球的体积比见表1。

3.5 体内抗肿瘤作用

与生理盐水组、PTX组、PTX-LP组比较，TF-PTX-LP组荷

瘤裸鼠的肿瘤质量减轻，抑瘤率增加（P＜0.01）。不同PTX样

品处理后的抑瘤率测定结果见表2。

图1 TF-PTX-LP的透射电镜图

Fig 1 TEM of TF-PTX-LP
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4 讨论
目前转铁蛋白受体（Transferrin receptor，TFR）是基于受体

介导途径的肿瘤靶向传递策略中研究较为广泛的受体 [7-8]。

TFR在肝癌细胞表面高度表达，将其天然配体TF连接于LP可

以介导LP实现肿瘤主动靶向[9-10]。PTX是一种有效的抗肿瘤

药物，对多种实体肿瘤有效，然而由于其严重的毒副反应，临

床应用受到了一定的限制 [11-13]。因此本研究将 TF 连接到 LP

表面，制备了TF-PTX-LP。

本研究采用的薄膜分散法制备PTX-LP是目前常用的制

备方法。透射电镜观察结果显示，本研究制备的TF-PTX-LP

粒径均一，粒径在 100～120 nm，这有利于其通过EPR效应到

达肿瘤组织[14-15]。细胞摄取试验证实，TF能够增强LP被肝癌

细胞吞噬的作用，这是由肿瘤细胞表面的 TFR 介导作用所

致。肿瘤细胞对TF-LP的摄取与时间呈正相关，这与体外MTT

试验和体外肿瘤球生长抑制试验的结果一致。在MTT试验

中，笔者发现PTX的细胞增殖抑制率高于PTX-LP，这可能是

由于PTX的溶剂（乙醇）毒性导致的。荷瘤裸鼠的实验结果表

明，TF-PTX-LP对肿瘤的抑瘤作用最强，此外 PTX-LP的抑瘤

作用强于PTX，这可能是由于PTX-LP在实体瘤中的高通透性和

EPR效应使其蓄积到肿瘤组织，实现了PTX在肿瘤组织中的高

浓度蓄积，并且有效地降低了PTX全身分布带来的毒副作用。

综上所述，本研究成功制得了具有良好抑瘤作用的 TF-

PTX-LP。
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图3 TF-LP或LP处理后HepG2细胞的荧光强度测定结果
注：与LP比较，＊P＜0.01；与1、2 h比较，#P＜0.01

Fig 3 Results of fluorescence intensity of HepG2 cells after

treated with TF-LP or LP
Note：vs. LP，＊P＜0.01；vs. 1，2 h，#P＜0.01
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图2 HepG2细胞对TF-LP和LP摄取的荧光图

Fig 2 Fluorescence spectrophotometry of the uptake of TF-

LP and LP in HepG2 cells
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图4 不同PTX样品处理后细胞的增殖抑制率测定结果
注：与PTX、PTX-LP比较，＊P＜0.01；与24、48 h比较，#P＜0.01

Fig 4 Cell proliferation inhibition rate after treated with dif-

ferent PTX samples
Note：vs. PTX and PTX-LP，＊P＜0.01；vs. 24，48 h，#P＜0.01
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表1 不同PTX样品处理后肿瘤球的体积变化率（x±±s，n＝3）

Tab 1 The rate of volume change of tumor spheres after

treated with different PTX samples（x±±s，n＝3）

样品
生理盐水
PTX

PTX-LP

TF-PTX-LP

1 d

1.01±0.02

0.99±0.03

1.01±0.03

0.93±0.05

2 d

1.12±0.03

0.95±0.04

0.97±0.04

0.86±0.06

3 d

1.18±0.05

0.88±0.07＊

0.93±0.02＊

0.78±0.08

4 d

1.24±0.06

0.81±0.11＊

0.85±0.06＊

0.71±0.07

5 d

1.29±0.10

0.78±0.05＊

0.81±0.03＊

0.67±0.04

6 d

1.34±0.13

0.75±0.04＊

0.77±0.11＊

0.62±0.08＊#

7 d

1.44±0.11

0.69±0.05＊

0.72±0.03＊

0.55±0.05＊#

注：与生理盐水比较，＊P＜0.01；与PTX、PTX-LP比较，#P＜0.01

Note：vs. normal saline，＊P＜0.01；vs. PTX、PTX-LP，#P＜0.01

表2 不同PTX样品处理后的抑瘤率测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 2 The inhibition rate of transplantable tumor after

treated with different PTX samples（x±±s，n＝10）

组别
生理盐水组
PTX组
PTX-LP组
TF-PTX-LP组

肿瘤质量，g

4.85±0.24

3.49±0.18＊

2.66±0.17＊

1.28±0.12＊#

抑瘤率，％
0

28.0±2.1

45.2±1.4

73.6±2.7＊#

注：与生理盐水组比较，＊P＜0.01；与、PTX 组、PTX-LP 组比较，
#P＜0.01

Note：vs. normal saline group ，＊P＜0.01；vs. PTX group and PTX-

LP group，#P＜0.01
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特异乳酸菌对环磷酰胺抗人大肠癌HCT116细胞作用的影响Δ
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中图分类号 R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）01-0047-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2016.01.15

摘 要 目的：研究特异乳酸菌（Lb-f）对环磷酰胺（CTX）体内外抗人大肠癌HCT116细胞作用的影响。方法：体外培养HCT116

细胞，MTT法考察4、2、1 μg/ml CTX与加入10 μg/ml Lb-f 联用后对HCT116细胞存活率的影响。复制HCT116细胞异种移植瘤裸

鼠模型，考察100、50、25 mg/kg CTX与加入180 mg/kg Lb-f联用后对荷瘤鼠瘤体积、瘤质量及二者相对抑瘤率、化疗增敏效果（以q

值表示）、外周血白细胞及血小板数量的影响。结果：与单用CTX比较，CTX联用Lb-f对HCT116细胞的存活率，对荷瘤裸鼠瘤体

积相对抑瘤率、瘤质量相对抑瘤率和 q 值均无明显影响（P＞0.05），能增加外周血白细胞及血小板数量（P＜0.05）。结论：Lb-f 对

CTX体内外HCT116细胞的抑制生长作用未见协同效应；对CTX引起的HCT116细胞异种移植瘤裸小鼠外周血白细胞及血小板

减少具有抑制作用。

关键词 特异乳酸菌；环磷酰胺；人大肠癌HCT116细胞；裸小鼠；细胞存活率；抑瘤率

Effects of Lactobacillus fermentum on the Inhibition of Cytoxan on Human Colorectal Cancer HCT116 Cells
LIU Huaqing1，LIN Rui1，CHEN Yong2，LIU Rui1，HUANG Hui1，LUO Xiaoling1（1.Dept. of Pharmacy，Huizhou
Hospital of TCM，Guangdong Huizhou 516001，China；2.Dept. of Pharmacy，the First Affiliated Hospital of
Guangdong Pharmaceutical University，Guangzhou 510000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Lactobacillus fermentum（Lb-f）on inhibition of cytoxan（CTX）on HCT116

cells of human colorectal cancer in vitro and in vivo. METHODS：HCT116 cells were cultured in vitro. MTT assay was used to in-

vestigate the effects of 4，2，1 μg/ml CTX and combined with 10 μg/ml Lb-f on the survival rate of HCT116 cells. HCT116 cell xe-

nograft tumor nude mice model was induced to investigate the effects of 100，50，25 mg/kg CTX and combined with 180 mg/kg

Lb-f on tumor volume，tumor weight，relative tumor inhibition rate，the sensitization effect of chemotherapy（by q value），the

number of peripheral blood leucocyte and platelet. RESULTS：Compared with CTX alone，CTX combined with Lb-f had no signifi-

cant effect on survival rate of HCT116，relative inhibition rate of tumor volume in nude mice， relative inhibition rate of tumor

weight and q value（P＞0.05），but increased the number of peripheral blood leucocyte and platelet（P＜0.05）. CONCLUSIONS：

No synergistic effects of Lb-f is found on the inhibition of CTX on the growth of HCT116 in vitro and in vivo；Lb-f can inhibit the

decrease of peripheral blood leucocyte and platelet of HCT116 cell xenograft tumor nude mice induced by CTX.

KEYWORDS Lactobacillus fermentum；Cytoxan；Human colorectal cancer HCT116 cell；Nude mice；Survival rate；Inhibition rate
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