
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１３，４４（３）：２４４－２４８

不同表面性质纳米脂质体对肝肿瘤细胞摄取的影响
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摘　要　以紫杉醇为模型药物，选用不同的脂质材料制备不同电性和粒径的紫杉醇脂质体，考察其体外药物释放特
性。通过细胞摄取实验研究不同表面性质脂质体在肝肿瘤细胞系中的摄取。制剂的体外释药实验显示，４８ｈ累积释放量
均不超过３０％，具有缓释特征。采用ＭＴＴ法考察了制剂的细胞毒性，发现紫杉醇质量浓度低于５０μｇ／ｍＬ时，细胞４８ｈ存
活率不低于８０％。比较了两种肿瘤细胞摄取能力的差异，并测定了肝肿瘤细胞ＢＥＬ７４０２细胞和ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ内对药
物的摄取。结果表明，随着制剂粒径的减小和表面Ｚｅｔａ电位的增大，细胞摄取药物增加。
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　　近年来，脂质体广泛应用于抗肿瘤药物载体的
研究。如何提高细胞对脂质体的摄取，是进一步提

高脂质体药物传递效率及降低不良反应的关键。

纳米载体的表面性质如粒径、表面电性及亲水性等

是影响细胞摄取的主要因素［１－２］。其中，纳米载体

表面的Ｚｅｔａ电位对摄取具有较大的影响。由于细
胞膜表面带负电，使得正电性纳米粒更容易被这些

细胞摄取或内化。本实验室设计合成了模拟磷脂

的阳离子脂质２（２，６二氨基己酰胺基）乙酸十八
醇酯（图１）。该脂质以十八烷基为疏水链，在脂质
体制备过程中可以进入磷脂双分子层的疏水区域。

脂质结构中，甘氨酸充当连接臂作用，分别通过酯

化反应和酰胺化反应链接十八醇和赖氨酸。赖氨

酸上的氨基在水中质子化，脂质体呈正电性［３］。

Ｐｒａｂｈａ等［４］研究发现，纳米粒的粒径尺寸会影响

基因表达水平，在ＣＯＳ７细胞中，小粒径纳米粒转

４４２

 收稿日期　２０１３０４０７　　通信作者　Ｔｅｌ：０２５－８３２７１１７１　Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｃａｎ＠ｃｐｕｅｄｕｃｎ
基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１０７２５８９，８１２７３４６８）



第３期 李文婷等：不同表面性质纳米脂质体对肝肿瘤细胞摄取的影响

染效率比大粒径高出２７倍；Ｃｈａｍｐｉｏｎ等［５］考察了

粒径范围在６０ｎｍ～３０μｍ的２０多种形态不一的
聚合物粒子的细胞吞噬行为，进一步验证了细胞吞

噬作用具有粒径尺寸选择性。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｂａｓｅｄｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｉｄ

本研究以紫杉醇为模型药物，制备具有不同表

面电性和粒径的脂质体，考察其体外药物释放特

性；通过 ＭＴＴ法评价不同制剂对肝肿瘤细胞系
（ＢＥＬ７４０２细胞和ＨｅｐＧ２细胞）的毒性；最后通过
细胞摄取实验研究了不同表面性质脂质体在两种

肝肿瘤细胞系中摄取的差异。

"

　材　料

１１　药品、细胞与试剂
紫杉醇（纯度９９６６％，无锡红豆杉药业有限

公司）；大豆卵磷脂［磷脂酰胆碱（ＰＣ）含量８０％、
９５％，上海太伟有限公司］；寡肽阳离子脂质［２
（２，６二氨基己酰胺基）乙酸十八醇酯，本课题组自
制］；海藻糖、吐温８０（国药集团化学试剂有限公
司）；人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和人肝癌细胞系 ＢＥＬ
７４０２（中国药科大学新药研究中心提供）；高糖
ＤＭＥＭ、胎牛血清、噻唑蓝（ＭＴＴ）、蛋白定量分析试
剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；其余试剂均为分析纯；
水为超纯水。

１２　仪　器
透析袋（截留相对分子质量１４０００，北京经科

宏达生物技术有限公司）；ＺＲＳ８Ｇ智能溶出实验
仪器（天津市天大天发科技有限公司）；激光粒度

分析仪（美国Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）；ＬＣ２０１０ＡＨＴ高效
液相色谱仪、紫外检测器（日本岛津公司）；标准细

胞培养箱、酶联免疫检测仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

#

　方法与结果

２１　薄膜分散法制备紫杉醇脂质体
精密称取大豆卵磷脂１５０ｍｇ、胆固醇５ｍｇ、紫

杉醇５ｍｇ，溶于氯仿５ｍＬ中，置于５００ｍＬ茄形瓶
中，于４０℃水浴中旋蒸除去有机溶剂，在茄形瓶内
壁形成脂质薄膜，加入超纯水５ｍＬ，３７℃充分振荡
水合，得到约含１ｍｇ／ｍＬ紫杉醇的脂质体混悬液，
用超声波细胞粉碎机分散，即得紫杉醇脂质体。

２１１　负电性脂质体的制备　使用 ＰＣ含量为
８０％大豆卵磷脂，制备紫杉醇脂质体混悬液，并
将其用超声波细胞粉碎机进行分散，超声强度分

别为１３，６５，１３０Ｗ，超声时间分别为１，１０，３０ｍｉｎ，
０４５μｍ微孔滤膜过滤，制备不同粒径的负电性脂
质体制剂。

２１２　正电性脂质体的制备　将 ＰＣ含量为９５％
的大豆卵磷脂与正电性脂质寡肽阳离子脂质 ２
（２，６二氨基己酰胺基）乙酸十八醇酯一起分散于
氯仿中，按“２１１”项下的超声条件制备不同粒径
的正电性脂质体制剂。

２１３　近中性脂质体的制备　使用 ＰＣ含量为
９５％的大豆卵磷脂，按“２１１”项下的超声条件制
备不同粒径的近中性脂质体制剂。由于近中性制

剂粒子间几乎没有静电排斥作用，稳定性差，因此

需制成冻干粉。为保证冻干粉复溶，在溶液中加入

６０％海藻糖作为冻干保护剂。冻干后渗漏率为
（１９６±０９３）％，冻干粉外观性状良好。
２２　脂质体包封率测定

采用 ＲＰＨＰＬＣ法测定脂质体中紫杉醇的含
量［６］。色谱条件：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８色谱柱（１５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水（７５∶２５）；检测波
长：２２７ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样体
积：２０μＬ。峰面积对质量浓度的线性回归方程为：
Ａ＝４６５×１０４ｃ－３６２×１０４（ｒ＝０９９９９），紫杉醇
在１０～１００μｇ／ｍＬ范围内线性良好，符合定量分
析要求。

精密量取紫杉醇脂质体溶液２００μＬ于５ｍＬ
量瓶中，甲醇定容，振摇混匀，取２０μＬ进样分析，
测定紫杉醇含量，计算包封率。不同表面性质的紫

杉醇纳米脂质体包封率测定结果如图２所示。其
中负电性脂质体包封率在８５％左右，正电性包封
率在７５％左右，近中性脂质体包封率在９０％左右。
２３　粒径和Ｚｅｔａ电位的测定

取适量紫杉醇脂质体溶液，去超纯水稀释１００
倍，用激光粒度分析仪测定其粒径及 Ｚｅｔａ电位，结
果见图３，４。
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　　为了获得不同表面电性的制剂，本研究选用
ＰＣ含量不同的磷脂材料制备了近中性脂质体
（Ｚｅｔａ电位约为 －５ｍＶ）和负电性脂质体（Ｚｅｔａ电
位约为 －２５ｍＶ），加入阳离子脂质材料制备了正
电性脂质体（Ｚｅｔａ电位约为４５ｍＶ）。

超声时间越长，强度越大则粒径越小，但是持

续增强超声条件不仅损耗机器还会影响脂质体稳

定性。参考相关文献［７］，综合考虑脂质体的粒径

范围（８０～２００ｎｍ），本研究制备正电性和近中性
脂质体的超声条件分别为 １３０Ｗ，３０ｍｉｎ；１３Ｗ，
１０ｍｉｎ及６５Ｗ，１ｍｉｎ，所得脂质体粒径分别为４０，
１１０，２００ｎｍ。制备负电性脂质体的超声条件分别
为６５Ｗ，３０ｍｉｎ；１３０Ｗ，１ｍｉｎ；１３Ｗ，１ｍｉｎ所得脂
质体粒径为４０，１１０，２００ｎｍ。
２４　不同电性脂质体的体外释放

取紫杉醇脂质体溶液 １０ｍＬ放入透析袋

中，置于含１０％吐温８０的 ｐＨ７４磷酸盐缓冲
液１５０ｍＬ中，分别于 １，３，６，１０，１４，１９，２４，３０，
３６，４８ｈ取出透析袋外溶液１０ｍＬ，０４５μｍ微
孔滤膜过滤，同时补充同温同量释放介质，ＨＰＬＣ
测定含量，计算各时间点累积释药百分率，绘制

释药曲线。

据文献［８］报道，在本研究所用的透析介质
中，紫杉醇的饱和溶解度为７６μｇ／ｍＬ，释放实验符
合漏槽条件。不同电性的紫杉醇脂质体的释放特

性如图５。结果显示，所有脂质体４８ｈ累积释放都
低于３０％，均呈现了明显的缓释特性。从不同电
性的紫杉醇脂质体的释放曲线可知，粒径对脂质体

释放有一定的影响，随着粒径增大，脂质体的累积

释放呈现减少的趋势。不同电性，相同粒径尺寸的

载药脂质体中，正电性和负电性脂质体的累积释放

量接近，近中性脂质体的累积释放明显较低。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｄｒｕｇｌｏａｄｅｄｎｅｇａｔｉｖｅ（Ａ），ｐｏｓｉｔｉｖｅ（Ｂ），ｎｅｕｔｒａｌ（Ｃ）ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２５　ＭＴＴ法评价制剂毒性
将对数生长期ＢＥＬ７４０２、ＨｅｐＧ２细胞，按每孔

１×１０５个细胞的密度接种于９６孔板中，加培养液
至２００μＬ，培养２４ｈ后移出培养液，加入不同电性
的脂质体，用培养基稀释至２００μＬ，使药物浓度分
别为１，２０，５０，１００，２５０，５００μｇ／ｍＬ，培养４８ｈ后，

每孔加噻唑蓝（ＭＴＴ，５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃继续孵
育４ｈ。弃去上清液，加入ＤＭＳＯ１５０μＬ溶解甲瓒
结晶，用酶联免疫检测仪于５７０ｎｍ测定吸收度。
以空白培养基为对照，以不含细胞孔为细胞培养板

的空白背景，每个样品做 ５个复孔。ＭＴＴ实验结
果如图６所示。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＰＴＸ）ｌｏａｄｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｎｅｕｔｒａｌ，ｎｅｇａｔｉｖｅｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｇａｉｎｓｔＢＥＬ７４０２ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（Ｂ）
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

　　由两种肝癌细胞的 ＭＴＴ毒性考察结果可见，
相同药物浓度下正电性脂质体的毒性强于近中性

和负电性脂质体，且随着药物浓度增大，细胞存活

率下降趋势较另外两种制剂更为明显。所有脂质

体在药物质量浓度为５０μｇ／ｍＬ时，细胞存活率均
高于８０％。因此选择５０μｇ／ｍＬ作为细胞摄取实
验的最大药物浓度。

２６　细胞摄取
按“２２”项下方法制得不同电性紫杉醇脂质

体，测定含量和包封率，用 ｐＨ７４的 ＰＢＳ溶液稀
释，使紫杉醇终浓度为１００μｇ／ｍＬ，分别测定稀释
后的粒径大小和电位。

分别将 ＢＥＬ７４０２细胞和 ＨｅｐＧ２细胞培养至
对数生长期。以每孔１×１０５个细胞的密度接种于
２４孔细胞培养板中，３７℃培养２４ｈ后，吸去培养
液，每孔加不含血清培养液４００μＬ孵化１５ｍｉｎ后

弃去，再加入不含血清培养液稀释的制剂（５０μｇ／
ｍＬ）４００μＬ，３７℃继续孵化。４８ｈ后移去培养液，
每孔加 ＰＢＳ４００μＬ洗涤３次，除去游离细胞和脂
质体溶液。加入细胞裂解液（０１％ 的十二烷基硫
酸钠水溶液）２００μＬ裂解细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。取上清液１０μＬ进行ＢＣＡ蛋白含量分析，
并取上清液１００μＬ加入相同体积甲醇沉淀蛋白，
提取紫杉醇，离心后ＨＰＬＣ分析紫杉醇含量。紫杉
醇细胞摄取量（μｇ／ｍｇ）＝摄取入胞紫杉醇浓度
（μｇ／ｍＬ）／细胞蛋白含量（ｍｇ／ｍＬ）。

由图７可知，ＢＥＬ７４０２细胞及 ＨｅｐＧ２细胞摄
取脂质体，药物摄取总量均随着粒径的减少而增

大；摄取表面电性不同的脂质体时，摄取量大小依

次为正电性制剂、近中性制剂和负电性制剂。相同

条件下，ＢＥＬ７４０２细胞摄取的药量多于 ＨｅｐＧ２
细胞。

７４２
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３１　不同表面性质纳米脂质体释放特性差异
粒径２００ｎｍ左右的脂质体呈现了一定的多室

脂质体性质，其释放更为缓慢且累积释放的药量在

电性相同的制剂之中最小。另一方面，不同电性，相

同粒径的载药脂质体中，近中性脂质体的累积释放

明显较低，这主要是由于近中性脂质体为了解决制

剂稳定性问题，加入了冻干保护剂所致。冻干保护

剂海藻糖分子中丰富的羟基结构可与磷脂极性基团

形成氢键结合于磷脂膜上，并且冻干保护剂在发挥

渗透及体积效应同时还会在脂质体周围形成玻璃态

的间隔基质［９－１０］。同时由于这些因素，脂质体冻干

制剂复溶后渗漏率较低，药物释放的阻力增加，因此

相较其他两种脂质体具有更为缓慢释放特性。正电

性载药脂质体制剂的释放略高于负电性脂质体，这

可能是由于正电性材料中十八醇结构在磷脂双分子

层的疏水区域与疏水性药物的相互作用，在一定程

度上促进了药物从疏水区域释放出来。

３２　不同表面性质纳米脂质体肿瘤细胞摄取行为
差异

表面电性不同的载体细胞摄取结果差异显著，

主要是因为细胞膜为负电性，表面正电性的制剂通

过静电吸引力作用富集在肿瘤细胞周围，细胞周围

药物浓度升高，摄取药物的量也随之增大。而载体

表面负电性会与细胞膜表面产生静电斥力，不利于

细胞对载药制剂的吸附。

制剂释放特性的差异是影响摄取的因素之一。

在给药的４８ｈ内，脂质体释放出一部分游离的紫
杉醇，其相对分子质量小，更容易进入肿瘤细胞。

从释放特性可见，２００ｎｍ左右的载体表现出了多

室脂质体的某些性质，如释放缓慢且累积释放量较

小，相应的细胞摄取也相对较少。同时，不同粒径

的载体和不同种类的肿瘤细胞相互作用，还可能产

生不同的空间位阻效应，从而影响细胞摄取。
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