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摘要：目的　研究盐酸米托蒽醌聚乙二醇化脂质体（ＤＨＡＤＰＥＧＬ）的制备及其抗肿瘤细胞增殖作用，比较ＤＨＡＤＰＥＧＬ与常
规盐酸米托蒽醌（ＤＨＡＤ）制剂的抗肿瘤活性差异。方法　以主动载药法制备获得ＤＨＡＤＰＥＧＬ；以人非小细胞肺癌 Ａ５４９细
胞为模型，采用ＭＴＴ法考察ＤＨＡＤＰＥＧＬ和ＤＨＡＤ对肿瘤细胞的抑制效果，测定制剂作用肿瘤细胞４８ｈ后的ＩＣ５０值；以方差
分析法比较ＤＨＡＤＰＥＧＬ与 ＤＨＡＤ抗肿瘤活性的统计学差异。结果　ＤＨＡＤＰＥＧＬ和 ＤＨＡＤ对 Ａ５４９细胞的 ＩＣ５０分别是

（１５６１±０．０９）ｍｇ·Ｌ－１和（０．８６２±０．０２）ｍｇ·Ｌ－１；药物经聚乙二醇（ＰＥＧ）脂质体包封后，与常规制剂相比，高浓度时肿瘤
抑制作用略有下降，低浓度时抑制作用增强。结论　ＰＥＧ化技术可运用于脂质体，对 ＤＨＡＤ进行减毒增效改造，预期可降低
药物不良反应。
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透细胞膜的内化作用。

综上所述，本研究依赖于生物信息学蛋白结构

和跨膜蛋白结构的原理设计合成具有高效穿膜活

性的ＰＴＤ结构和Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ融合表达，经过实验显
示良好的穿膜特性，进一步提高了 ＰＴＤ分子的内化
作用，为建立一种高效的ＰＴＤ分子打下了良好的基
础。而ＰＴＤ能够携带生物大分子高效进入成活细
胞的特性也预示着其广阔的应用前景，可以把 ＰＴＤ
作为一种载体工具，携带缺少穿越细胞膜能力的生

物大分子高效穿越细胞生物膜来发挥其生物活性，

进行靶向治疗。
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　　盐酸米托蒽醌（Ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ，ＤＨＡＤ）是一种具
有蒽环结构的广谱抗肿瘤抗生素，通过其自身化学

结构的“嵌插”机制，可阻断肿瘤细胞 ＤＮＡ的合成、
转录，对多种临床常见的肿瘤细胞有明确疗效［１３］。

但该药具有较明显的骨髓抑制、心脏毒性及白细胞

减少等不良反应［４５］。将抗肿瘤药物制备成脂质

体，可改变药物的分布性质，从而实现对药物动力

学的优化，减少不良反应［６］。在制备脂质体时，通

过添加聚乙二醇（ＰＥＧ）磷脂，将高分子材料嵌插入
脂质体结构从而改变脂质体表面性质，可显著提高

脂质体的稳定性，延长血循环时间提高药物作用效

果。随着研究的不断深入，ＰＥＧ修饰技术与包封药
物的释放性能之间的关系、是否会对释药造成负面

影响，目前研究观点仍未达成一致意见［７８］。为探

索ＰＥＧ化修饰对脂质体制剂细胞毒作用的影响，本
课题制备了ＤＨＡＤＰＥＧ化脂质体（ＤＨＡＤＰＥＧＬ），
以ＤＨＡＤ水溶液模拟常规ＤＨＡＤ制剂为参比、以人
非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞为模型开展细胞药效学试
验，从而明确ＤＨＡＤ减毒增效的改造方向，以期提高
药物化疗效果，减少不良反应，提高患者生存质量。

１　材料与方法
１．１　仪器　细胞培养箱（２１２３ＴＣ，ＳＨＥＬＬＡＢ）；倒
置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）；光吸收读板机（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ）；超净工作台（苏净）；冷冻离心机（ＢＥＣＫ
ＭＡＮ）；细胞培养瓶、９６孔培养板（Ｃｏｓｔａｒ）；Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ２５葡聚糖凝胶柱（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）；高效液相色谱
（Ｗａｔｅｒｓ）；紫外检测仪（上海琪特）；ＮａｎｏＺＳ粒度分
析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ）。
１．２　试剂　ＤＨＡＤ原料药（湖北健源化工，纯度 ＞
９９％）；ＰＥＧ化空白脂质体由安徽安科生物工程股
份有限公司协助制备（成分规格：氢化磷脂８．８ｇ·
Ｌ－１、ＰＥＧ磷脂２．９５ｇ·Ｌ－１、胆固醇２．９５ｇ·Ｌ－１）；
ＲＰＭＩ１６４０培养基、小牛血清及胰蛋白酶（ＧｉＢｃｏ）；
ＭＴＴ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；Ｌ谷氨酰胺、Ｔｒｉｔｏｎ１００、丙酮酸钠、
二甲亚砜（ＤＭＳＯ）均购自国药集团有限公司（分析

纯）。

１．３　细胞　Ａ５４９人非小细胞肺癌细胞株（由安徽
安科生物工程股份有限公司提供）。

１．４　方法
１．４．１　主动载药法制备脂质体药物　移取适量空
白ＰＥＧ化脂质体至透析袋，置１０００倍体积的生理
盐水中透析１０ｈ，置换ＰＥＧ脂质体外相液，并以１．０
ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液调节外相 ｐＨ值至７．４附近。
精密移取４．５ｍＬ空白ＰＥＧ脂质体和０．５ｍＬＤＨＡＤ
溶液（１０．０ｇ·Ｌ－１）至试管中混匀，６０℃恒温水浴
孵育３０ｍｉｎ，即得载药ＰＥＧ化脂质体ＤＨＡＤＰＥＧＬ。
１．４．２　载药脂质体的理化表征　粒径和 Ｚｅｔａ电
位：以适量生理盐水对 ＤＨＡＤＰＥＧＬ进行稀释后，
使用粒度电位分析仪进行测定，计算平均粒径、电

位和粒径分布。包封率：使用 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚
糖凝胶柱洗脱脂质体溶液，流动相为生理盐水，洗

脱速度１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；收集脂质体峰，以Ｔｒｉｔｏｎ１００
溶解破坏脂质体膜后使用ＨＰＬＣ以标准曲线法测定
包封药物的含量，参照以下公式计算包封率［９］。

包封率 ＝ 柱层析后脂质体系统中包封的药量

柱层析前系统中包封和未包封的药物总量
×１００％

１．４．３　细胞复苏及培养　Ａ５４９细胞以３７℃温水
融化复苏，以１０００～２０００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心３～５
ｍｉｎ。小心吸去上清液，加入１．０ｍＬ预热的细胞培
养液，将细胞吹散后转移至培养瓶。补充 ＲＰＭＩ
１６４０培养基４．０ｍＬ，并添加１０％的小牛血清。置
于培养箱中３７℃常规培养（ＣＯ２浓度５％）。Ａ５４９
细胞消化传代频率为１次／周，换液间隔为３ｄ。
１．４．４　细胞增殖抑制试验　取对数生长期的Ａ５４９
细胞，用ＲＰＭＩ１６４０培养基配制单细胞悬液（每毫
升细胞个数１．０×１０５个），以每孔１００．０μＬ接种于
９６孔板，３７℃常规培养（ＣＯ２浓度５％）４ｈ。实验
设３组：分别将ＤＨＡＤＰＥＧＬ、ＤＨＡＤ溶液和空白脂
质体稀释成２５０、２５、２．５、０．２５、０．０２５、０．００２５ｍｇ·
Ｌ－１共６个梯度浓度作为制剂测试组。其中，空白
脂质体的稀释方法以４．５ｍＬ空白ＰＥＧ脂质体加入
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０．５ｍＬ生理盐水溶液的混合物为原液，参照含药组
进行同倍数稀释。ＤＨＡＤＰＥＧＬ每孔加药量为
１００．０μＬ，另设置空白对照组（加入生理盐水与肿
瘤细胞）和校零组（单纯培养基）。继续培养 ４８ｈ
后，每孔加入５．０ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ溶液２０．０μＬ，震荡
混匀后继续培养４ｈ后以２０００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心
１０ｍｉｎ，弃上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０．０μＬ，震荡
溶解结晶后以读板机进行光吸收扫描，设定波长

４９０ｎｍ，记录数据并分析。
１．５　统计学方法　半数抑制浓度ＩＣ５０值的计算：每
组吸光度 Ａ４９０ｎｍ均值依以下公式求算细胞抑制率，
并使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件计算ＩＣ５０值。

细胞抑制率 ＝１－ 加药组Ａ４９０ｎｍ值
空白对照组Ａ４９０ｎｍ

( )值 ×１００％

ＤＨＡＤＰＥＧＬ、ＤＨＡＤ溶液和空白 ＰＥＧ脂质体
在不同浓度下对 Ａ５４９细胞抑制作用的结果，使用
ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理。以单因素方差分析
法对肿瘤细胞抑制作用进行组间比较，以 Ｐ＜０．０５
认为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　脂质体的理化性质　经粒度电位分析仪检
测，本实验制备获得的 ＤＨＡＤＰＥＧＬ平均粒径为
（１０３．６±２．８）ｎｍ，平均Ｚｅｔａ电位为（－１２．２±１０）
ｍＶ，粒径分布Ｄ１０平均值为（３８．２±１．１）ｎｍ，Ｄ５０平
均值为（７９．６±２．５）ｎｍ，Ｄ９０平均值为（１６０．７±
３１）ｎｍ。各批次 ＤＨＡＤＰＥＧＬ的粒径、粒径分布
和Ｚｅｔａ电位检测结果如表１所示。
　　上述 ＤＨＡＤＰＥＧＬ经柱层析、表面活性剂破膜
处理后通过 ＨＰＬＣ进行定量分析，计算获得３批次
ＤＨＡＤＰＥＧＬ的包封率分别为（９５．２±２．４）％、
（９４．３±１．６）％和（９５．８±１．８）％，平均包封率为
（９５１±１．９）％。

表１　ＤＨＡＤＰＥＧＬ的粒径参数及Ｚｅｔａ电位／ｘ±ｓ

表征项目
测定值

批次一 批次二 批次三

粒径／ｎｍ １０２．５±２．７ ９７．５±３．５ １１０．７±２．１

Ｚｅｔａ电位／ｍＶ －１２．９±０．８ －１２．０±１．１ －１１．７±１．０

Ｄ１０／ｎｍ ３８．６±１．３ ３９．６±１．０ ３６．５±０．９

Ｄ５０／ｎｍ ７７．５±２．３ ８１．３±２．１ ７９．８±２．９

Ｄ９０／ｎｍ １６０．８±３．５ １５８．２±２．６ １６３．０±３．０

２．２　ＩＣ５０值　ＤＨＡＤＰＥＧＬ、ＤＨＡＤ溶液对 Ａ５４９
细胞作用４８ｈ后的 ＩＣ５０值分别为（１．５６１±０．０９）、
（０８６２±０．０２）。
２．３　肿瘤细胞抑制作用的差异性　经方差分析，
各组的制剂类型因素和浓度因素有交互效应（Ｆ＝
１３７７０．７３６、Ｐ＜０．００１），说明不同制剂对 Ａ５４９细
胞的抑制作用随浓度变化而变化。三组制剂在不

同浓度时细胞抑制率的组间比较采用单因素方差

分析法，结果显示 ＤＨＡＤＰＥＧＬ组、ＤＨＡＤ溶液组
各浓度的细胞抑制率差异有统计学意义，表明两种

含药制剂均能抑制 Ａ５４９细胞增殖 （ＦＰＥＧ ＝
２６７５４２８９、ＰＰＥＧ＜０．００１；ＦＤＨＡＤ＝１６７５３．５５９、ＰＤＨＡＤ
＜０．００１）；空白脂质体组各浓度间差异无统计学意
义（Ｆ空白脂质体 ＝０．９２９、Ｐ空白脂质体 ＝０．４９６），推断空白
脂质体对Ａ５４９细胞增殖没有抑制作用。在相同浓
度条件下，不同制剂组细胞抑制率的组间比较采用

单因素方法分析后进行两两比较，结果均差异有统

计学意义。其中，当药物浓度范围在０．００２５～０．２５
ｍｇ·Ｌ－１时，ＤＨＡＤＰＥＧＬ的细胞抑制作用显著强
于ＤＨＡＤ溶液；当浓度在 ２．５～２５０ｍｇ·Ｌ－１时，
ＤＨＡＤＰＥＧＬ的细胞抑制作用显著弱于 ＤＨＡＤ溶
液。见表２。

表２　不同浓度的ＤＨＡＤＰＥＧＬ、ＤＨＡＤ溶液和空白脂质体对Ａ５４９细胞的抑制作用／ｘ±ｓ

组别
细胞抑制率／％

０．００２５ｍｇ·Ｌ－１０．０２５ｍｇ·Ｌ－１０．２５ｍｇ·Ｌ－１ ２．５ｍｇ·Ｌ－１ ２５ｍｇ·Ｌ－１ ２５０ｍｇ·Ｌ－１
Ｆ１值 Ｐ１值

ＤＨＡＤＰＥＧＬ ５．５３±０．３７ １３．８６±０．２４ ３０．０６±０．２８ ６７．９２±０．２９ ７４．２９±０．４６ ８２．３２±０．４１ ２６７５４．２８９ ＜０．００１

ＤＨＡＤ溶液 １．５７±０．４４ １１．１７±０．１９ ２８．１５±０．８９ ７６．６５±０．７６ ８５．４７±０．３１ ９３．３７±０．２８ １６７５３．５５９ ＜０．００１

空白脂质体 １．５０±０．２４ １．７７±０．１９ １．５８±０．２６ １．７１±０．２２ １．７２±０．１７ １．７９±０．１０ ０．９２９ ０．４９６

Ｆ２值 １９０．８７５ １２７４．２３４ ２５３０．２６０ １６４０６．７１５ ５６３２１．５３８ ６２１８１．２１８

Ｐ２值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：Ｆ１、Ｐ１值为同一制剂类型因素下不同浓度组间方差分析的检验统计量和概率值；Ｆ２、Ｐ２值为同一浓度因素下不同制剂组间方差分析

的检验统计量和概率值。
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图１　两种制剂对Ａ５４９细胞增殖抑制作用的显微成像图（浓度０．２５ｍｇ·Ｌ－１）

　　通过显微成像图可以直观看出，当药物浓度为

０．２５ｍｇ·Ｌ－１时，经 ＤＨＡＤＰＥＧＬ作用的 Ａ５４９细
胞凋亡明显，ＰＥＧ修饰脂质体的优势开始展现。见
图１。
３　讨论

鉴于临床上以 ＤＨＡＤ治疗人非小细胞肺癌应
用较为常见，本研究选择 Ａ５４９细胞和 ＭＴＴ法开展
细胞抑制实验研究，方法简捷、可靠性高。值得注

意的是，ＭＴＴ法的常用扫描波段５４０～５９５ｎｍ会与
ＤＨＡＤ吸收波长范围（５００～７００ｎｍ）发生干扰，因
此本研究选择４９０ｎｍ波长作为折中［１０１１］，实验取

得良好效果。

本研究表明，与高浓度药物组（≥２．５ｍｇ·
Ｌ－１）相比较时，ＰＥＧ脂质体药物并未体现药效学优
势，癌细胞的抑制作用反比常规制剂低，这可能与

ＰＥＧ脂质体表面的毛线团状分子屏障有关，降低了
肿瘤细胞与药物的直接接触和摄取。当药物浓度

下降接近至常规用药血药浓度（≤０．２５ｍｇ·Ｌ－１）
时，其细胞抑制作用开始优于常规制剂，其机制可

能与脂质体包封高浓度药物，使药物局部浓度远高

于普通溶液状态有关［１２］，当载药 ＰＥＧ脂质体被细
胞摄取或附着于表面进行局部释放时，可在肿瘤细

胞局部形成高浓度作用区域，增强细胞抑制作用。

这对于降低药物的全身血药浓度、实现靶向给药从

而减少或减轻患者的不良反应有着重要意义。

脂质体制剂经 ＰＥＧ修饰后可获得更长的血循
环时间达到病灶［１３］。本研究在理论上证实了注射

相同剂量的ＰＥＧ脂质体药物，相较于常规制剂，预
期可使肿瘤部位获得更高的药物浓度，更好的抑制

肿瘤生长，使患者耐受量增加，药物毒副作用下降，

减少不良反应。然而，低浓度药物组的ＰＥＧ脂质体
对Ａ５４９细胞总体抑制率不足１０％，这表明在今后
的研究中，应当加大载药工艺和包封工艺的研究，

并对细胞摄取机制进一步探索，优化脂质体膜材料

的成分组成和结构，增强药物在肿瘤细胞局部的毒

性杀伤作用，从总体上优化肿瘤的治疗效果。
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ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏＥＧＦＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎＡ５４９，ａｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃ

ｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ［Ｊ］．ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒ，２００９，６３（２）：２１９２２６．

［１２］谢雨礼，苏红．抗肿瘤药物多柔比星脂质体［Ｊ］．药学与临床研

究，２０１０，１８（２）：１０７１１１．

［１３］王立英，刘雨萌，吴丽艳，等．藤黄酸长循环脂质体制备及药动

学研究［Ｊ］．中草药，２０１６，４７（８）：１３０９１３１４．

（收稿日期：２０１６１０１９，修回日期：２０１６１２３１）

·７２２·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｆｅｂ，２２（２）


