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载阿霉素的重楼皂苷脂质体制备及其体外协同抗非小细胞肺癌的活性研究
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［摘要］ 目的 以重楼皂苷H（polyphyllin H，ppH）替代胆固醇作为脂质体膜材，制备具有葡萄糖转

运蛋白 1（glucose transporter 1，Glut1）靶向性的载阿霉素（doxorubicin，DOX）脂质体（doxorubicin/
polyphyllin H-liposomes，DOX/ppH-LPs），并对其体外协同抗非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）活性进行研究。方法 采用薄膜分散法制备 DOX/ppH-LPs，并采用单因素考察法优化处方。

采用透射电镜、动态光散射仪等手段，对优化后的 DOX/ppH-LPs 脂质体的形态、粒径、粒度分布

（polydispersity index，PDI）及 Zeta电位进行表征。采用HPLC法测定载药量（drug loading，DL）。同时考

察了脂质体在 4 ℃ PBS中的 7 d储存稳定性及在 37 ℃含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）DMEM
中的 48 h血清稳定性；并分别对其在 pH 7. 4和 pH 5. 0的 PBS中的释药性进行了体外研究。以人非小

细胞肺癌细胞 A549 为细胞模型，利用 MTT 比色法检测不同浓度（0. 5、5. 0、15. 0 µg/mL）的 DOX/ppH-

LPs及对照组（ppH+DOX/LPs，即游离 ppH与不含 ppH的载DOX脂质体物理混合）对肿瘤细胞的增殖抑

制作用；通过荧光显微镜评价A549细胞对含等量DOX（5 µg/mL）的DOX/ppH-LPs和DOX/LPs在15 min
和 2 h的摄取情况，并通过活/死细胞染色评估含等量DOX（15 µg/mL）的制剂孵育 48 h诱导细胞凋亡/死
亡的效果；通过Transwell实验评估其抑制细胞迁移侵袭的能力，从而综合评价DOX/ppH-LPs的靶向性

及体外协同抗NSCLC的活性。结果 DOX/ppH-LPs的最优处方为水化温度 50 ℃，DOX为 6 mg，ppH为

2 mg，卵磷脂为 24 mg。制备得到的 DOX/ppH-LPs外观呈圆球形，分布均匀，其平均粒径和 PDI分别为

（145. 13±22. 14） nm 和 0. 15±0. 05，电位为（-23. 92±1. 73）mV，DOX 和 ppH 的载药量分别为（10. 13±
0. 71）%和（1. 22±0. 21）%。 DOX/ppH-LPs在4 ℃ PBS中储存7 d及在37 ℃含10%FBS DMEM中孵育48 h，
其粒径、PDI和 Zeta电位均未发生显著变化，表现出良好的物理稳定性和血清稳定性。两种脂质体在

pH 7. 4下释放缓慢，而在 pH 5. 0下释放显著加速（P<0. 05），表现出 pH敏感释放特性。MTT结果表明：

DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞的毒性显著强于 ppH+DOX/LPs 组（P<0. 05）。相较于 DOX/LPs，DOX/ppH-

LPs在A549细胞中的摄取作用显著增强（P<0. 05），且更多DOX定位在细胞核内，活/死细胞染色结果显

示，在相同 DOX 浓度（15 µg/mL）下，DOX/ppH-LPs 处理组诱导的细胞凋亡/死亡比例显著高于 ppH+
DOX/LPs组。Transwell小室实验结果显示，DOX/ppH-LPs组穿过滤膜的细胞数（迁移和侵袭）均显著少

于 ppH+DOX/LPs组。结论 ppH替代胆固醇构建的Glut1靶向载阿霉素脂质体可靶向NSCLC细胞，显

著增强DOX与ppH的体外协同抗NSCLC活性。
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Preparation of doxorubicin-loaded polyphyllin H liposomes and synergistic anti-
tumor activity against non-small cell lung cancer in vitro
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YUAN Xiaofeng ⁵ ， XIANG Yong ⁵　　 1Department of Medical Service， 2Department of Emergency Medicine， 
5Department of Pharmacy， No.  967 Hospital of Joint Logistics Support Force， Dalian， Liaoning； 3Department of 
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［Abstract］ Objective　To prepare glucose transporter 1 (Glut1) -targeted doxorubicin (DOX) -loaded 
liposomes (doxorubicin/polyphyllin H-liposomes, DOX/ppH-LPs) using polyphyllin H (ppH) instead of 
cholesterol as the liposomal membrane material, and to investigate their in vitro synergistic anti-tumor activity 
against non-small cell lung cancer (NSCLC).  Methods　DOX/ppH-LPs were prepared using thin-film 
hydration, and the formulation was optimized by single-factor investigation.  The optimized DOX/ppH-LPs were 
characterized for morphology, particle size, polydispersity index (PDI), and zeta potential with transmission 
electron microscopy (TEM) and dynamic light scattering (DLS).  Drug loading DL% was determined by high-

performance liquid chromatography (HPLC).  The storage stability was evaluated by observing in PBS at 4 ℃ 
for 7 d, and the serum stability was observed in DMEM containing 10% fetal bovine serum (FBS) at 37 ℃ for 
48 h.  In vitro drug release was studied in PBS at pH 7. 4 and pH 5. 0 values, respectively.  Human NSCLC 
A549 cells were subjected as the model, MTT assay was performed to detect the proliferation inhibition by 
DOX/ppH-LPs at different concentrations (0. 5, 5. 0, 15. 0 µg/mL) and the control group (ppH + DOX/LPs, a 
physical mixture of free ppH and DOX-loaded liposomes).  Fluorescence microscopy was used to observe 
cellular uptake of DOX/ppH-LPs and DOX/LPs (containing 5 µg/mL DOX) at 15 min and 2 h.  Live/dead cell 
staining was applied to assess apoptosis/necrosis induced by formulations (15 µg/mL DOX) after 48 h 
incubation.  Transwell assay was conducted to evaluate inhibitory effect on cell migration and invasion, and 
the targeting property and in vitro synergistic anti-NSCLC activity of DOX/ppH-LPs were then 
comprehensively evaluated.  Results　The optimal formulation of DOX/ppH-LPs was determined as 
hydration temperature at 50 ℃, 6 mg DOX, 2 mg ppH, and 24 mg lecithin.  The prepared DOX/ppH-LPs were 
in spherical shape, uniform distribution, and at an average particle size of 145. 13±22. 14 nm, a PDI of 0. 15±
0. 05, a zeta potential of -23. 92±1. 73 mV, and a DL of 10. 13±0. 71 % for DOX and (1. 22±0. 21)% for ppH.  
DOX/ppH-LPs maintained stable particle size, PDI, and exhibited significantly unchanged zeta potential after 
storage in PBS at 4 ℃ for 7 d or incubation in DMEM containing 10% FBS at 37 ℃ for 48 h, demonstrating 
excellent physical and serum stability.  Both liposomes showed slow release at pH 7. 4 value, while drug 
release was significantly accelerated at pH 5. 0 value (P<0. 05), indicating pH-sensitive release 
characteristics.  MTT assay revealed that DOX/ppH-LPs exerted significantly stronger cytotoxicity against 
A549 cells than the ppH+DOX/LPs control group (P<0. 05).  Compared with ppH+DOX/LPs, DOX/ppH-LPs 
showed remarkably enhanced cellular uptake in A549 cells (P<0. 05), with more DOX localized in the 
nucleus.  Live/dead cell staining showed that at the same DOX concentration (15 µg/mL), the proportion of 
apoptotic/necrotic cells induced by DOX/ppH-LPs was significantly higher than that of the DOX/LPs control 
group.  Transwell assay demonstrated that there were significantly less cells migrating and invading through 
the membrane in the DOX/ppH-LPs group than the ppH+DOX/LPs group.  Conclusion　Glut1-targeted 
doxorubicin-loaded liposomes (DOX/ppH-LPs) constructed by substituting cholesterol with ppH can target 
NSCLC cells, significantly enhance the in vitro synergistic anti-NSCLC activity of DOX and ppH.
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非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）
是全球发病率和病死率最高的恶性肿瘤之一。据统

计，全球NSCLC新发病例数从 2017年的 173. 1万增至

2021年的 192. 6万，年复合增长率 2. 7%，预计 2025年

将达 214. 1 万例，2030 年进一步升至 242. 1 万例［1-2］。
我国 NSCLC 新发病例增长显著，2025 年预计达 92 万

例，2030 年增至 105. 7 万例，病死率亦呈逐年攀升趋

势［3］。尽管当前治疗手段已从手术扩展至放疗、化疗、

靶向及免疫治疗，但由于肿瘤异质性、耐药性及传统

药物靶向性不足等问题，临床疗效仍受限［4］。开发新

型高效低毒的抗肿瘤药物及其递送系统，成为NSCLC
治疗领域的研究热点。

脂质体作为经典纳米药物载体，具有生物相容性好、

药物包封率高、靶向性可调和释药行为可控等优势［5］。
其膜材通常由磷脂、胆固醇等天然成分构成，可通过

静电吸附、受体介导等方式实现肿瘤组织靶向［6］。然

而，传统膜材胆固醇缺乏主动靶向功能，限制了脂质

体对肿瘤细胞的精准识别。研究表明，以具有靶向功

能的天然产物替代胆固醇可显著提升脂质体活性，如

人参皂苷Rg3（ginsenoside Rg3，Rg3）因含葡萄糖基，能

与肿瘤细胞表面高表达的葡萄糖转运蛋白 1（glucose 
transporter 1，Glut1）结合，被成功用于构建主动靶向脂

质体［7-8］。
NSCLC 细胞中 Glut1 呈高表达状态，其作为葡萄

糖跨膜运输的关键蛋白，是理想的靶向位点［9］。重楼

皂苷 H（polyphyllin H，ppH）是从重楼属植物中提取的

活性单体，其分子结构与Rg3相似，亲水侧链含 2个葡

萄糖基，可与Glut1底物特异性结合［10-11］；同时，ppH具

有类似胆固醇的甾体骨架，具备嵌入脂质体膜发挥稳

定作用的潜力［12］。此外，ppH自身可阻滞肿瘤细胞周

期、增强化疗药物敏感性，但因其水溶性差、体内清除

快等问题限制了其临床应用［13-14］。
基于上述背景，本研究以ppH替代胆固醇作为脂质

体膜材，通过ppH的Glut1靶向性与膜稳定作用，构建兼

具主动靶向与协同抗肿瘤效应的载阿霉素（doxorubicin，
DOX）脂 质 体（doxorubicin/polyphyllin H-liposomes，
DOX/ppH-LPs，DOX/ppH-LPs），以期为临床抗肿瘤治

疗提供新的策略和选择。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　主要实验仪器　　本研究采用的主要仪器

有：杭州大卫科教仪器有限公司M-1100-D型旋转蒸发

仪；上海力辰邦西仪器科技有限公司 DF-101S集热式

磁力搅拌器；宁波新芝生物科技股份有限公司 JY92-

ⅡN超声波细胞粉碎机；美国贝克曼库尔特有限公司

J-15RIV 高速冷冻离心机；英国马尔文仪器有限公司

Malvern Panalytical 激光粒度仪 MASTERSIZER 2000；
日本日立公司 H-7650 透射电子显微镜（transmission 
electron microscope，TEM）；美 国 Thermo Fisher 
Scientific 公司 THZ-300C 恒温培养箱；德国 Carl Zeiss
公司LSM 880荧光显微镜。

1. 1. 2　药品与试剂　　DOX购自浙江海正制药科技

股份有限公司；ppH购自湖北实顺生物科技公司；卵磷

脂、胆固醇购自上海源叶生物科技有限公司；DMEM
培养基购自苏州赛默飞世尔仪器有限公司；胰酶、胎

牛血清购自武汉尚恩生物技术有限公司；多聚甲醛、

四甲基偶氮唑蓝、DAPI染色液购自北京索莱宝科技有

限公司；磷酸盐缓冲液购自武汉赛维埃尔生物技术有

限公司；甲醇、二氯甲烷、无水乙醇购自上海德诺化工

有限公司。

1. 1. 3　细胞系　　肺癌人类肺泡基底上皮细胞

（human lung adenocarcinoma epithelial cells，A549）购

自上海雅吉生物科技有限公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　DOX/ppH-LPs 的制备　　采用薄膜分散法制

备脂质体，称取处方量的 DOX、ppH、磷脂酰胆碱

（phosphatidylcholine，PC）至圆底烧瓶，加入等体积无

水乙醇及二氯甲烷（1∶1），超声至药物全部溶解，分别于

不同温度（30、50、70 ℃）的恒温水浴条件下，以11 200×g
减压旋转蒸发30 min，得到均匀的脂膜，再加入一定量

的去离子水，水化 1 h，使之充分溶化，为使其充分发

挥作用，用细胞破碎仪超声（功率 28%，超声 5 s，间
隔 5 s，1 min），即为脂质溶液。以相同的方法制备不

含胆固醇的载药脂质体DOX/LPs。
1. 2. 2　DOX/ppH-LPs 载药量（drug loading，DL）的测

定　　准确称取DOX/ppH-LPs脂质体 5 mg，加入 1 mL
的甲醇，水浴超声 30 min，对脂质体样品破乳。随后，

以 11 200×g离心 10 min，取上清加甲醇调稀至适宜倍

数。用 HPLC 对药物在乳后溶液中的浓度进行检测。

通过以下公式对载药量进行计算：

DL= We
Wm × 100%

其中，We 表示脂质体中被包封药物质量，Wm 表

示载药脂质体总质量。

1. 2. 3　DOX/ppH-LPs 处方的单因素考察　　以平均

粒径、粒度分布（polydispersity index， PDI）及载药量为

指标对水化温度、药脂比、苷脂比 3个因素进行考察。
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水化温度的考察：将 DOX 固定为 6 mg，ppH 固定为

2 mg，卵磷脂固定为 24 mg，分别在 30、50、70 ℃的水浴

条件下，按“1. 2. 1”项所述实验方法，制备 DOX/ppH-

LPs。药脂比的考察：设定 DOX 和卵磷脂的药脂质比

分别为 1∶3、1∶4、1∶5，固定反应温度 50 ℃，按“1. 2. 1”
项下的实验方法，制备DOX/ppH-LPs。苷脂比考察：设

定 ppH 与卵磷脂的苷脂质比分别为 1∶24、1∶12、1∶6，
将反应温度固定为 50 ℃，药脂比 1∶4，按“1. 2. 1”项下

实验方法，制备DOX/ppH-LPs。
1. 2. 4　DOX/ppH-LPs 的表征　　利用激光力度测定

仪检测 DOX/ppH-LPs 的粒径及电位值，取 1 mL 的

DOX/ppH-LPs样品，随后在 25 ℃下进行测量。透射电

子显微镜观察：将一定量的DOX/ppH-LPs样品滴加到

铜网上，静置2 min，随后用滤纸吸去多余液体，使用透

射电子显微镜对DOX/ppH-LPs形态进行观察。

1. 2. 5　稳定性研究　　对 DOX/ppH-LPs在室温储存

条件下的稳定性进行考察：将最佳处方制备所得

DOX/ppH-LPs溶液于室温下储存，在第 1、3、5、7天，分

别使用马尔文粒度仪对 DOX/ppH-LPs 溶液的粒径和

PDI进行测定。对DOX/ppH-LPs在37 ℃条件下的血清

稳定性进行考察：将最佳处方制备所得 DOX/ppH-LPs
溶液与等体积的含有 10% FBS 的 DMEM 血清溶液混

合，在37 ℃条件下进行孵育。之后分别在6、12、24、48 h
时间点取样，测定DOX/ppH-LPs溶液的粒径和PDI。
1. 2. 6　DOX/ppH-LPs 体外药物释放特性实验　　在

pH 5. 0 和 pH 7. 4 的含 0. 2% 聚山梨酯-80 的 PBS 中研

究 DOX/ppH-LPs 的药物释放。取一定量 DOX/ppH-

LPs 装入 3000 D 的透析袋中，将透析袋置于 50 mL 离

心管中，内装释放介质 20 mL，摇床 37 ℃，100 r/min，在
预定时间点 0、4、8、16、24、36、48、60、70 h用移液枪吸

取 500 µL的释放液，并加入等量释放介质，利用HPLC
检测释放药物，反复实验3次。

1. 2. 7　MTT 比色法　　将 A549 细胞消化成单细胞

悬液，以每孔 5×10³个细胞的密度接种于 96孔板，培养

过夜。对照组加入等量培养液，给药组分别加入不同

浓度的DOX/ppH-LPs和DOX/LPs，使DOX的终浓度分

别为 0. 5、5. 0、15. 0 µg/mL，DOX/LPs 组同时加入等量

游离 ppH，各组均孵育 48 h。孵育结束后，每孔加入

20 µL 的四甲基偶氮唑盐溶液（5 mg/mL），继续孵育

4 h。随后，小心吸去上清液，每孔加入 150 µL二甲基

亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO），轻轻震荡 10 min，使
结晶物充分溶解。最后，用酶标仪在 490 nm波长处测

定各孔的吸光度［A（490）］值，计算细胞存活率。细胞

存活率=（A 给药组/A 对照组）×100%。

1. 2. 8　细胞摄取实验　　将 A549细胞消化成悬液，

接种于 6孔板，培养 24 h。弃培养液，加DOX/ppH-LPs
或 DOX/LPs，DOX 终浓度为 5 µg/mL，DOX/LPs 组加等

量游离 ppH，孵育 15 min 或 2 h。孵育结束后，用 PBS
轻轻清洗细胞 3次，以去除未摄取的脂质体。随后，加

入 4% 多聚甲醛溶液固定细胞 15 min，再用 PBS 清

洗 3 次。接着，加入DAPI染液（1 µg/mL）染核 10 min，
最后用 PBS清洗 3次后，加入适量 PBS，用荧光显微镜

观察并分析细胞摄取情况。

1. 2. 9　活/死细胞染色实验　　将 A549 细胞接种于

6 孔板，培养 24 h 后，加入 DOX/ppH-LPs 或 DOX/LPs，
DOX终浓度为 15 µg/mL，DOX/LPs组中加入等量游离

ppH。继续培养 48 h 后，用 Assay Buffer 洗涤细胞，加

染色工作液孵育 20 min，荧光显微镜观察细胞染色情

况，计算死/活细胞比例。

1. 2. 10　划痕愈合实验　　将A549细胞接种于6孔板

中，待细胞生长至完全铺满孔底后，使用200 µL移液枪

头在细胞单层上划 1条直线，制造出一个清晰的划痕。

用PBS轻轻冲洗细胞2~3次，以去除划痕产生的细胞碎

片。随后，加入含有不同浓度DOX/ppH-LPs和DOX/LPs
的培养液，使DOX的终浓度为 5 µg/mL，DOX/LPs组同

时加入等量游离 ppH。在 0和 24 h分别在显微镜下观

察并拍照记录划痕的愈合情况，使用 Image J软件测量

划痕的宽度，计算细胞迁移率。细胞迁移率=（划痕宽

度0 h-划痕宽度24 h）/划痕宽度0 h×100%。

1. 2. 11　DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞纵向迁移能力影

响的检测　　将 A549 细胞接种于 Transwell 供池中，

培养 4 h 后，加入 DOX/ppH-LPs 或 DOX/LPs，DOX 终

浓度为 5 µg/mL，DOX/LPs 组中加入等量游离 ppH。

继续培养 24 h后，固定细胞，用结晶紫染色，计算细胞相

对迁移率。

1. 2. 12　DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞侵袭能力影响的

检测　　将Matrigengel matrix稀释后加入Transwell供
池中，使其凝固。将 A549 细胞接种于含 Matrigengel 
matrix的Transwell供池中，培养 4 h后，加入DOX/ppH-

LPs 或 DOX/LPs，DOX 终浓度为 5 µg/mL，DOX/LPs 组
中加入等量游离ppH。继续培养24 h后，固定细胞，用

结晶紫染色，计算细胞相对侵袭率。

1. 3　统计学分析

所有实验采用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行统计

学处理，计量资料以 x̄±s表示，组内及组间差异分析采

用单因素方差分析，组间两两比较采用非配对 t检验，

P<0. 05认为差异具有统计学意义。
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2　结果

2. 1　DOX/ppH-LPs处方的优化结果

2. 1. 1　水化温度对脂质体制备的影响　　在不同水

化温度下制备 DOX/ppH-LPs 的 DL、粒径及电位并没

有显著差异（图1）。但水化温度为50 ℃时制备的脂质

体粒径和 PDI 较小，且载药量最大，故选用 50 ℃作为

水化温度。

2. 1. 2　药脂比对载药量及粒径的影响　　研究结果显

示，药脂比为1∶5时虽然脂质体的粒径最小，但其载药量

相对最低；药脂比为1∶3、1∶4时制备的脂质体载药量相

近，比较二者的粒径时发现，药脂比为1∶4时粒径相对较

小（图2）。本研究选择药脂比为1∶4时制备的脂质体，因

其粒径较小，有助于增强稳定性，延长体内滞留时间。

2. 1. 3　苷脂比对脂质体载药量及分散性的影响　　

苷脂比为1∶12时制备的脂质体粒径较苷脂比为1∶24、
1∶6时的脂质体粒径小，载药量高。故后续制备中苷

脂比选择1∶12（图3）。

2. 2　DOX/ppH-LPs的理化性质表征

2. 2. 1　脂质体的粒径分布及 Zeta电位特征　　采用

激光粒度仪对 DOX/ppH-LPs 和 DOX/LPs 的粒径和电

位进行测定。结果显示，DOX/ppH-LPs的平均粒径为

（145. 13±22. 14）nm，DOX/LPs的平均粒径为（136. 12±
16. 08）nm（图 4、图 5）。两种脂质体的 PDI 值均小于

0. 2，表明两种脂质体颗粒具有良好的均匀性。Zeta电
位反映了粒子表面的电荷状态，是表征粒子稳定性的重

要指标之一。结果显示，DOX/ppH-LPs的 Zeta电位为

（-23. 92±1. 73）mV，DOX/LPs 的 Zeta 电位为（-21. 21±
2. 13）mV。两种脂质体的Zeta电位均处于一个相对稳

定的范围，预示着它们在溶液中具有良好的稳定性，

能够有效减少颗粒间的团聚现象。

2. 2. 2　脂质体的透射电镜形态学分析　　利用透射

电子显微镜观察 DOX/ppH-LPs 和 DOX/LPs 的形态结

构。结果显示，这两种脂质体均呈现出球形结构，表面

光滑，没有发现明显的缺陷（图 6）。通过测量，DOX/
ppH-LPs 的平均粒径约为 120 nm，而 DOX/LPs 的平均

粒径约为 110 nm。电镜结果直观表明 ppH 同样可以

作为脂质体膜材，且能形成稳定的脂质体结构。

2. 3　DOX/ppH-LPs 的稳定性特征

2. 3. 1　脂质体的储存稳定性特征　　将 DOX/ppH-

LPs 和 DOX/LPs 分别放置在 4 ℃的冰箱中储存，并在

不同时间点取出进行粒径、Zeta电位等指标，进而评估

图1　不同水化温度下DOX/ppH-LPs的平均粒径、

PDI粒度分布及载药量（n=3，x̄±s）
Figure 1　Average particle size， PDI， and DL of DOX/ppH-

LPs with different hydration temperatures （n=3，x̄±s）

图2　不同药脂比条件下DOX/ppH-LPs的平均粒径、

PDI及载药量（n=3，x̄±s） 
Figure 2　Average particle size， PDI， and DL of DOX/ppH-

LPs with different drug-to-lipid ratio condition
（n=3，x̄±s） 

图3　不同苷脂质比条件下DOX/ppH-LPs的平均粒径、

PDI及载药量（n=3，x̄±s）
Figure 3　Average particle size， pPDI， and DL of DOX/ppH-

LPs with different glycoside-to-lipid ratio conditions
（n=3，x̄±s）
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其储存稳定性。这两种脂质体的粒径、Zeta电位在长

达 7 d 的储存过程中未发生显著变化，均表现出良好

的储存稳定性（图7）。

2. 3. 2　脂质体的血清稳定性分析　　将 DOX/ppH-

LPs 和 DOX/LPs 分别置于含有 10% 胎牛血清的 PBS
溶液中，评估其在生物环境中的稳定性。结果显示，

这两种脂质体的粒径和 Zeta电位未发生显著变化，说

明它们具有良好的血清稳定性（图8）。

2. 4　DOX/ppH-LPs的pH敏感性释药行为

为了探讨不同 pH 条件下 DOX/ppH-LPs 和 DOX/
LPs 的药物释放特点，将其分别放置在不同的 pH 值

PBS中。结果显示，两种脂质体在 pH 值为 7. 4的 PBS
环境中，药物释放率均保持低位；但当孵育介质中PBS
的 pH 值降至 5. 0 时，药物释放量明显提高（P<0. 05，
图 9）。提示这两种脂质体都具有很好的体外酸敏释

放特性。

2. 5　DOX/ppH-LPs对A549细胞的增殖抑制效应

通过MTT试验评估DOX/ppH-LPs和ppH+DOX/LPs
两种制剂对 A549 细胞的毒性影响。结果显示，DOX/
ppH-LPs 的 IC50 值为（4. 49±0. 06）µg/mL，这显著低于

ppH+DOX/LPs的 IC50值［（9. 46±0. 73）µg/mL，P<0. 05，
图 10］。DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞的毒性显著强于

ppH+DOX/LPs，显示出其在细胞毒性方面的优越性。

此外，这一发现也提示DOX/ppH-LPs可能在治疗相关

疾病时具有更高的效率和更低的剂量需求。

图4　DOX/LPs、DOX/ppH-LPs的粒径分布图（A、B）和 zeta电位图（C、D）
Figure 4　Particle size distribution diagrams （A、B） and zeta potential diagrams （C、D） of DOX/LPs and DOX/ppH-LPs

图5　最优条件下DOX/ppH-LPs和DOX/LPs的表征（n=3）
Figure 5　Characterization of DOX/ppH-LPs and DOX/LPs 

under optimal conditions（n=3）

图6　DOX/LPs（A）和DOX/ppH-LPs（B）的TEM图像

Figure 6　TEM images of DOX/LPs （A） and 
DOX/ppH-LPs （B）
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2. 6　DOX/ppH-LPs体外靶向摄取能力

采用荧光显微镜观察 A549 细胞对 DOX/ppH-LPs
和 DOX/LPs 两种制剂的摄取情况。结果显示，DOX/
ppH-LPs组细胞内的DOX蓄积量显著高于DOX/LPs组
（P<0. 05），且DOX/ppH-LPs组细胞核内的DOX含量也

明显增多（图11）。说明DOX/ppH-LPs能够更有效地被

A549细胞摄取，并且能够更有效地转运至细胞核内，从

而发挥其抗肿瘤作用。以上结果进一步表明ppH作为

脂质体膜材可以促进 A549细胞对 DOX/ppH-LPs的摄

取，在治疗过程中具有更高的靶向性和治疗效率。

图7　DOX/LPs和DOX/ppH-LPs在4 ℃的粒径（A）和 zeta电位（B）稳定性

Figure 7　Stability of particle size （A） and zeta potential （B） of DOX/LPs and DOX/ppH-LPs at 4 ℃

图8　DOX/LPs和DOX/ppH-LPs在37 °C 的粒径（A）和 zeta电位（B）稳定性

Figure 8　Stability of particle size （A） and zeta potential （B） of DOX/LPs and DOX/ppH-LPs at 37 ℃

a： P<0. 05， in comparison with DOX/LPs+pH 7. 4； b： P<0. 05， in comparison with DOX/ppH-LPs+pH 7. 4
图9　DOX/LPs和DOX/ppH-LPs在不同释放介质中的体外药物释放情况（n=3）

Figure 9　In vitro drug release profiles of DOX/LPs and DOX/ppH-LPs in different release media （n=3）
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2. 7　DOX/ppH-LPs诱导A549细胞凋亡的效应

采用Annexinv-FITC/PI双染法，对经不同药物处理

的A549细胞进行活/死细胞染色。实验结果显示，在相

同DOX浓度（15 µg/mL）下，DOX/ppH-LPs诱导细胞凋

亡的比例明显高于 ppH+DOX/LPs（图 12）。这一结果

明确显示，Dox/ppH-LPs诱导 A549细胞凋亡的能力更

强，可能与其高效摄取细胞有关，也与细胞毒性有关。

2. 8　DOX/ppH-LPs对A549细胞横向迁移的抑制作用

探讨 ppH+DOX/LPs和DOX/ppH-LPs对A549细胞

水平迁移能力的影响。划痕愈合实验结果显示，ppH+
DOX/LPs 和 DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞的迁移能力具

有显著的抑制作用，且这种抑制作用呈现剂量依赖性

（图 13）。在相同浓度（15 µg/mL）条件下，DOX/ppH-

LPs相较于 ppH+DOX/LPs表现出更强的抑制效果，提

示其在调控细胞水平迁移方面具有更强的作用机制。

a： P<0. 05， in comparison with DOX/LPs+ppH
图10　ppH+DOX/LPs 和 DOX/ppH-LPs 对 A549 细胞活性的

影响（n=5）
Figure 10　Effects of ppH+DOX/LPs and DOX/ppH-LPs on 

the viability of A549 cells （n=5）

图11　CLSM 观察A549细胞对DOX/LPs和DOX/ppH-LPs的摄取

Figure 11　CLSM displaying uptake of DOX/LPs and DOX/ppH-LPs by A549 cells
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2. 9　DOX/ppH-LPs对A549细胞纵向迁移能力影响的

检测

本研究通过 Transwell 实验来检测 DOX/ppH-LPs
和 ppH+DOX/LPs对A549细胞迁移能力的影响。实验

结果显示，DOX/ppH-LPs处理组的细胞迁移数目明显

减少（图 14）。这一结果说明 DOX/ppH-LPs 能够显著

抑制 A549 细胞的迁移能力，这可能与其较强的细胞

毒性以及对细胞骨架的干扰有关。

2. 10　DOX/ppH-LPs对A549细胞侵袭的抑制作用

采用 Transwell实验来评估 DOX/ppH-LPs和 ppH+
DOX/LPs 对 A549细胞侵袭能力的影响。实验结果显

示，DOX/ppH-LPs 处理组的细胞侵袭数目明显低于

ppH+DOX/LPs 处理组和对照组（图 15）。这一结果表

明 DOX/ppH-LPs具有更强的抑制 A549细胞侵袭能力

的作用，这可能与其能够有效抑制细胞迁移和细胞外

基质降解酶的活性有关。

图12　活死细胞法观察ppH+DOX/LPs和DOX/ppH-LPs对A549细胞活性的影响

Figure 12　Live/dead cell assay showing effects of ppH+DOX/LPs and DOX/ppH-LPs on the viability of A549 cells
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图13　ppH+DOX/LPs和DOX/ppH-LPs对A549细胞水平迁移能力的影响

Figure 13　Effects of ppH+DOX/LPs and DOX/ppH-LPs on the horizontal migration ability of A549 cells

图14　ppH+DOX/LPs和DOX/ppH-LPs对A549细胞纵向迁移能力的影响

Figure 14　Effects of ppH+DOX/LPs and DOX/ppH-LPs on the vertical migration ability of A549 cells
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3　讨论

3. 1　NSCLC 靶向治疗的挑战与脂质体递送系统的

创新

NSCLC 的高发病率和死亡率对临床治疗提出严
峻挑战，传统化疗药物因缺乏靶向性导致的毒副作用
限 制 了 其 应 用［15］。 药 物 递 送 系 统（drug delivery 
system，DDS）的发展为解决这一问题提供了新思
路［16］。脂质体作为经典纳米载体，凭借良好的生物相
容性和药物保护作用，在抗癌药物递送上具有独特优
势［6］。本研究创新性地以 ppH作为脂质体膜材，利用
其与NSCLC细胞表面高表达的Glut1的特异性结合能
力 ，构 建 了 载 阿 霉 素 脂 质 体（DOX/ppH-LPs），为
NSCLC靶向治疗提供了新策略。
3. 2　DOX/ppH-LPs的制备工艺优化与理化性质表征

本研究采用薄膜分散法制备DOX/ppH-LPs，并通过
单因素考察法优化处方，最终确定最佳制备条件为水化
温度50 ℃、DOX 6 mg、ppH 2 mg、卵磷脂24 mg。优化后
的 DOX/ppH-LPs 形态规整呈圆球形，粒径（145. 13±
22. 14）nm，PDI 为 0. 15±0. 05，Zeta 电 位（-23. 92±
1. 73）mV，载药量分别为 DOX（10. 13±0. 71）%和 ppH
（1. 22±0. 21）%，显示出良好的分散性和稳定性。透
射电镜结果进一步证实其无明显团聚现象，为后续体

外活性研究奠定了基础。

3. 3　DOX/ppH-LPs 的体外靶向性与协同抗肿瘤活性验证

细胞实验表明，DOX/ppH-LPs对A549细胞的增殖

抑制作用显著强于游离药物组合（ppH+DOX/LPs），其

IC50值为（4. 49±0. 06）µg/mL，较后者降低约 59%。荧

光显微镜观察显示，DOX/ppH-LPs在A549细胞中的摄

取量显著增加，且能有效抑制细胞的克隆形成、迁移和

侵袭能力。活/死细胞染色及 Transwell 实验进一步证

实，DOX/ppH-LPs可诱导细胞凋亡并抑制其转移潜能，

体现了ppH 靶向递送与DOX化疗的协同抗肿瘤效应。

3. 4　DOX/ppH-LPs的协同作用机制探讨

DOX/ppH-LPs 的协同抗肿瘤机制可能涉及三方

面：首先，ppH作为Glut1的底物类似物，通过受体介导

的内吞作用引导 DOX 进入细胞，提高胞内药物浓

度［17-18］；其次，ppH 自身的抗肿瘤活性可与 DOX 产生

协同，增强对肿瘤细胞的杀伤作用［13，19］；此外，ppH可

能通过调节细胞代谢途径和信号传导通路，间接增强

DOX的抗肿瘤效果，从而降低药物用量和副作用［20］。
3. 5　DOX/ppH-LPs 的临床转化潜力与应用前景

与已报道的其他靶向脂质体相比，DOX/ppH-LPs
在靶向性、药物载荷量及抗肿瘤活性等方面表现出显

著优势。ppH 作为天然产物，具有来源广泛、制备简

单、生物相容性好等特点，其作为脂质体膜材不仅赋

图15　ppH+DOX/LPs和DOX/ppH-LPs对A549细胞侵袭能力的影响

Figure 15　Effects of ppH+DOX/LPs and DOX/ppH-LPs on the invasive ability of A549 cells
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予载体主动靶向功能，还能与化疗药物产生协同效
应，为临床抗肿瘤治疗提供了新的选择。此外，DOX/
ppH-LPs的酸敏释药特性可实现肿瘤微环境的精准药
物释放，有助于提高疗效并降低全身毒性，展现出良
好的临床转化潜力。
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