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脂质−磷酸钙核/壳纳米粒作为抗肿瘤药物载体的初步研究 

缪云秋 1, 2, 何淑芳 2, 梁金英 2, 柯  琴 2, 张馨欣 2*, 王  瑞 1*, 甘  勇 2 

(1. 上海中医药大学中药学院, 上海 201203;  2. 中国科学院上海药物研究所, 上海 201203) 

摘要: 本文拟构建一种新型的脂质−磷酸钙核/壳纳米粒 (lipid bilayer-coated calcium phosphate nanoparticles, 
LCAPNs) 可在胞内溶解实现迅速释药, 以提高抗肿瘤药物对肿瘤细胞的杀伤活性。采用薄膜分散法合成制备了
包载紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 的脂质−磷酸钙核/壳纳米粒 (lipid bilayer-coated calcium phosphate nanoparticles 
loaded with PTX, PTX-LCAPNs), 并对其进行形态、粒度和体外释放行为的表征。同时, 以人肝癌细胞 Huh-7为细
胞模型, 考察载体的细胞摄取、胞内溶解特性、药物胞内蓄积量和抗肿瘤活性。研究结果表明: LCAPNs在透射
电镜下呈球形, 平均粒径为 124.73  ± 6.41 nm。载体在体外模拟正常生理 pH条件下 PTX泄漏量低, 而在胞内酸性
pH环境中快速释药。另外, LCAPNs可有效提高 Huh-7细胞对药物的摄取量, 并且在胞内溶解以快速释药。PTX-     
LCAPNs 显著增加 PTX 对肿瘤细胞的杀伤力, 将包载紫杉醇的磷酸钙纳米粒 (calcium phosphate nanoparticles 
loaded with PTX, PTX-CAPNs) 的胞内药物浓度提高了 1.7倍, 半数抑制浓度 (IC50) 降低了约 5倍, 抗肿瘤效果
显著增强。 
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Abstract: This study aims to prepare lipid bilayer-coated calcium phosphate core-shell nanoparticles 

(LCAPNs), which can dissolve in an acidic environment to improve the tumor cell toxicity of antitumor drug.  
Paclitaxel (PTX) loaded lipid coated calcium phosphate nanoparticles (PTX-LCAPNs) were prepared by 
thin-film dispersion method.  The morphology, particle size and in vitro release behavior were characterized.  
Meanwhile, the intracellular uptake, intracellular dissolution, cell toxicity of PTX-LCAPNs and intracellular      
accumulation of PTX were evaluated in human HCC cell line (Huh-7).  The results suggested that the mean       
diameter of the spherical LCAPNs was 124.73  ± 6.41 nm.  The PTX-LCAPNs demonstrated little drug leakage 
in simulated normal physiological conditions, while a rapid release was observed in simulated intracellular       
condition in vitro.  Moreover, the PTX-LCAPNs achieved 1.7 fold improvement in the intracellular PTX      
concentration leading to 5-fold reduction in half maximal inhibitory concentration (IC 50) values of PTX       
compared with calcium phosphate nanoparticles loaded with PTX (PTX-CAPNs), demonstrating a stronger     
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cancer cell lethality. 
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肿瘤是严重威胁人类健康的一大类疾病, 居各
类疾病死亡率的第二位, 针对肿瘤药物递药系统方
面的研发已经成为目前医药领域的热点。常见的纳米

载体递药系统包括脂质体、聚合物纳米粒及囊泡等, 
具有增加难溶性药物的溶解度、减少药物对正常组织

的损伤并提高药物抗肿瘤作用等功效[1]。然而传统的

纳米制剂, 如普通的脂质体, 由于其在体液中的理化
性质不稳定, 注射后在到达肿瘤部位前, 聚集、沉积、
破裂等原因产生一定的药物泄露[2−5], 而进入肿瘤组
织后药物释放也较慢, 导致肿瘤组织内药物浓度较
低, 生物利用度不高, 对正常组织及器官造成严重损
伤的同时, 也限制了临床治疗效果[6]。因此, 需要新
型的药物传递系统以提高药物抗肿瘤疗效。 

磷酸钙 (calcium phosphate, CAP) 是一种天然
的生物材料, 具有良好的生物安全性和可降解性。
CAP 类物质可与多种药物和生物活性物质结合, 且
不会使结合的药物失去活性, 因此可用作药物载体。
已有文献[7]报道将 CAP类物质作为抗生素、蛋白质、
生长因子及抗癌药物的载体。磷酸钙纳米粒 (calcium 
phosphate nanoparticles, CAPNs) 作为载体材料, 具
有生物相容性好、比表面积大、无不良反应、不像脂

质体易被巨噬细胞摄取及具有较好载药性能等一系

列优点。最重要的是 CAP对酸敏感[8], 在肿瘤酸性环
境下可以快速释药, 使肿瘤部位的药物浓度有所提
高, 进而增强抗肿瘤作用, 但 CAP 在一定程度上也
存在到达肿瘤组织前的药物泄露问题。此外, 尽管磷
酸钙具有较好的生物相容性, 但是作为无机材料, 其
细胞摄取水平不高, 降低了药物疗效。因此, 在 CAP
上包裹一层脂质膜, 可减少制剂到达肿瘤前的药物
泄露, 提高细胞摄取, 延长体内循环时间。 

本研究设计了一种将磷酸钙与脂质体相结合的

核/壳纳米粒 (LCAPNs) 药物递送系统, 以抗肿瘤药
物紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 为模型药物, 制备了包载
PTX的脂质−磷酸钙核/壳纳米粒 (PTX-LCAPNs)。一
方面, 脂质膜可以有效保护包载的药物, 减少制剂到
达肿瘤前的泄露; 另一方面, 磷酸钙纳米粒的酸溶解
性使得药物实现在胞内的迅速释放, 发挥药效。此外, 
该载体有利于增加细胞摄取, 提高药物在细胞内的
蓄积, 进一步提高药效。在构建载体的基础上, 本研
究对 LCAPNs进行了表征, 并评价了其细胞摄取、胞

内溶解特性及体外抗肿瘤活性。 
 

材料与方法 
材料与试剂  PTX 原料药 (含量  > 99%, 大连美

仑生物技术有限公司); 泊洛沙姆 188 (Poloxamer 188, 
Pluronic F68)、聚氧乙烯蓖麻油 (Cremophor EL)、泊
洛沙姆407 (Poloxamer 407, Pluronic F127) (德国BASF
公司); 卵磷脂 E80 (德国 Lipoid 公司); 海藻酸钠    
(青岛晶岩生物科技开发有限公司); 胎牛血清 (美国
Hyclone公司); DMEM培养基 (美国Gibico公司); 异
硫氰酸罗丹明 B (Rhodamine B isothiocyanate, RITC, 
阿拉丁化学试剂有限公司); 胆固醇、(3-氨丙基) 三
乙氧基硅烷  (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 
(国药集团化学试剂有限公司); 超纯水 (MiliQ); Fluo-   
3-乙酰氧基甲基酯 (Fluo-3-acetoxymethyl ester, Fluo-3 
AM), Hoechst 33342 (上海翊圣生物科技有限公司); 
MTT、DAPI (碧云天生物技术公司); 其他试剂均为
色谱纯。 

主要仪器  Agilent 1200 高效液相色谱仪 (美国
Agilent公司); Zetasizer Nano ZS粒度仪 (英国Malvern
公司); JEM-2100F型透射电镜 (日本 JEOL公司); CO2

培养箱 Binder 150L (德国 Binder 公司); FV1000 型     
激光共聚焦显微镜 (日本 Olympus 公司); BD FACS 
Calibur型流式细胞仪 (美国 Becton Dickinson公司); 
Synergy H1 全功能酶标仪 (美国 BioTek公司); 旋转
蒸发仪、加热磁力搅拌器、恒温摇床 IKA KS 3000i     
(德国 IKA公司); Allegra 64R高速冷冻离心机 (美国
Beckman Coulter 公司); 红外光谱仪 (IS5·FT-IR, 美
国 Thermo公司)。 

细胞模型  人肝癌 Huh-7 细胞株 (中国科学院
上海药物研究所) 培养于含 10%  胎牛血清 DMEM培
养液中, 在 37 ℃、5% CO2孵箱中孵育, 每 1～2天更
换一次培养液。 

HPLC 色谱条件  色谱柱 Agilent Zorbax SB-    
C18 (150 mm  × 4.6 mm, 5 µm), 流动相为水−乙腈 
(45∶55), 流速 1.0 mL·min−1, 柱温 30 ℃, 检测波长
227 nm, 进样量 50 µL。 

CAPNs 的制备  精密称取泊洛沙姆 188 (F68) 
1.4 g于 70 mL去离子水中, 40 ℃加热搅拌, 待溶液    
澄清后, 加入海藻酸钠溶液 (2 mg·mL−1) 10 mL, 搅
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拌 1 h后, 依次加入 25 mol·L−1 Ca(NO3)2·4H2O 15 mL
和 25 mol·L−1 Na2HPO4 10 mL, 并用氨水调 pH为 10, 
继续搅拌 24 h, 离心收集沉淀, 以水和乙醇交替清洗, 
再离心收集沉淀, 4 ℃保存[9]。 

载 PTX载体的制备 
PTX-CAPNs 的制备  取 CAPNs 10 mg 分散于     

1 mL 水中, 将 PTX 4 mg 和十八胺 4 mg 加热溶于
10% 无水乙醇和90% 聚氧乙烯蓖麻油中配制成40 g·L−1

的油溶液, 并将 PTX油溶液加入到CAPNs水溶液中, 
避光搅拌 24 h, 离心收集沉淀, 以 pH 7.4磷酸盐缓冲
液  (phosphate buffer solution, PBS) 清洗 , 即得
PTX-CAPNs, 4 ℃保存。 

PTX-LCAPNs的制备  称取 E80 15 mg、胆固醇
1.5 mg于圆底烧瓶中, 氯仿适量溶解, 40 ℃旋转蒸发

除去有机溶剂, 形成均匀脂质膜。以 PTX-CAPNs 的
PBS溶液 (其中 CAPNs质量浓度为 2.5 g·L−1) 1 mL
于 45 ℃水化 30 min, 以 1%  功率探头超声 2 min。离
心除去空白脂质体和游离 PTX, 即得 PTX-LCAPNs, 
4 ℃保存。 

PTX-LPs的制备  在相同实验条件下, 称取 E80 
15 mg、胆固醇 1.5 mg和 PTX 0.3 mg于圆底烧瓶中
形成均匀脂质膜。以 1 mL PBS溶液水化, 即得包载
紫杉醇的脂质体 (liposomes loaded with PTX, PTX-    
LPs), 4 ℃保存。 

荧光标记载体的制备  精密称取 RITC 1 mg, 加
入无水乙醇 1 mL溶解, 再加入 APTES 10 µL, 室温
搅拌过夜[10], 即得 RITC-APTES。取 CAPNs 10 mg分
散于 2 mL水中, 加入 RITC-APTES 100 µL, 于 40 ℃

下搅拌 24 h, 离心收集沉淀, 并用水清洗, 即得RITC
标记的磷酸钙纳米粒 (RITC labeled CAPNs, RITC-   
CAPNs)。参考“PTX-LCAPNs的制备”, 在相同实验
条件下, 以 RITC-CAPNs的 pH 7.4 PBS溶液水化磷
脂膜, 即得到荧光染料 RITC 标记的脂质−磷酸钙核/
壳纳米粒 (RITC labeled LCAPNs, RITC-LCAPNs)。
参考“PTX-LPs的制备”, 称取 E80 15 mg和胆固醇
1.5 mg于圆底烧瓶中, 氯仿适量溶解, 并加入 RITC-    
APTES 25 µL, 40 ℃旋转蒸发除去有机溶剂, 形成      
均匀脂质膜。以 pH 7.4 PBS溶液 1 mL于 45 ℃水化      
30 min, 1%  功率探头超声 2 min, 并将纳米粒溶液过
G50 凝胶柱, 即得荧光染料 RITC 标记的纳米脂质体 
(RITC labeled LPs, RITC-LPs)。 

粒径和 zeta 电位  取 CAPNs 及 LCAPNs 适量, 
用水稀释, 采用 Zetasizer Nano ZS粒度电位测定仪测
定载体的粒径、粒径分布和 zeta电位。 

透射电镜 (TEM)  用水分别稀释 CAPNs、LCAPNs
至 0.2 g·L−1, 各取适量滴加在铜网上, 用 2%  磷钨酸

负染[11], 置于透视电镜下观察纳米粒的形态。 
红外光谱 (IR)  以KBr为介质, 用Thermofisher· 

Nicolet·IS5·红外光谱仪 (IS5·FT-IR) 对 CAPNs 进行
红外光谱的表征。 

载体稳定性  通过纳米粒粒径变化考察载体稳
定性。取 LPs、CAPNs及 LCAPNs适量, 用水稀释, 分
别于 1、2、7和 15天测定载体的粒径。 

载药量的测定  精密量取 PTX-CAPNs 或 PTX-    
LCAPNs 1.0 mL, 加入甲醇 2 mL, 超声 30 min, 离心
并收集上清液, 沉淀物中加入甲醇 2 mL, 重复操作 3
次, 合并上清液, 以流动相定容至 10 mL, HPLC测定
PTX 含量 , 采用以下公式计算纳米载体的载药量 
(drug loading capacity, DLC): 

DLC = We / Wt × 100% 
其中, We: 纳米载体中包载的 PTX含量 (mg); Wt: 

包载 PTX的纳米载体的总重量 (mg)。 
体外释放度研究  精密吸取 PTX-CAPNs、PTX-    

LCAPNs及 PTX-LPs各 0.2 mL, 分别加入 pH 7.4或
5.0的 PBS (含 0.2% Tween 80) 等渗溶液 7.8 mL为释
放介质, 于 37 ℃, 100 r·min−1振荡, 1、2、4、8、12、
24和 48 h取样, 并用超滤管 (截留分子量 5 000 Da) 
离心, 取上清用甲醇稀释 5 倍, 采取 HPLC 法测定
PTX浓度, 计算累积释药量[12]。 

细胞摄取实验  将 Huh-7 细胞接种于 12孔板的
玻璃盖玻片上, 培养 24 h, 分别以 RITC-LPs、RITC-    
CAPNs和 RITC-LCAPNs于 37 ℃、5% CO2孵育体系

下孵育细胞 4 h, 弃去孵育液, 以 PBS 7.4洗涤; 加入
4%  多聚甲醛室温固定细胞 15 min, 除去固定液, 以
PBS 7.4洗涤; 加入 5 µg·mL−1 DAPI室温孵育 10 min, 
除去染色液, 以 PBS 7.4 洗涤, 取出盖玻片, 以 90% 

甘油封片, 置于共聚焦显微镜下观察[13]。 
流式细胞仪检测  将 Huh-7 细胞以 1×105个/孔

接种于 12孔板中, 培养 24 h后, 分别以 RITC-LPs、
RITC-CAPNs和 RITC-LCAPNs于 37 ℃、5% CO2孵

育体系下孵育细胞 4 h, 弃去孵育液, 以 PBS 7.4洗涤, 
胰酶消化, 最终将细胞悬于 0.5 mL PBS 7.4 中, 以流
式细胞仪检测荧光强度[13]。 

磷酸钙胞内钙离子释放  将 2 mmol·L−1 Fluo-      
3-乙酰氧基甲基酯溶液与 20% F127 溶液等体积混    
匀, 用 Hank’s平衡盐溶液稀释 1 000倍, 得到新鲜配
制的 Fluo-3 AM 工作液。将 Huh-7 细胞以 1×105个/
孔接种于激光共聚焦培养皿中, 培养 24 h 后, 加入     
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Hoechst 33342 染液 200 µL, 室温孵育 20 min后, 移
去染液, 用PBS清洗 2～3次, 加入新鲜配制的Fluo-3 
AM工作液 200 µL, 于 37 ℃、5% CO2条件下孵育 1 h, 
弃去孵育液, 用PBS清洗2～3次后, 加入空白DMEM
培养基, 置于共聚焦显微镜下观察; 再加入 CAPNs
或 LCAPNs 200 µL, 于 488 nm激发波长处观察[8]。 

细胞内 PTX浓度测定  将 Huh-7细胞接种于 12
孔板上, 培养 24 h, 分别以游离 PTX、PTX-LPs、
PTX-CAPNs和 PTX-LCAPNs (其中 PTX质量浓度为
0.25 µg·mL−1) 孵育液代替培养液, 孵育 0.5、1和 2 h, 
弃去孵育液, 以 PBS (pH 7.4) 洗涤, 除去残留药物。
胰酶消化细胞, 以细胞裂解液 200 µL 孵育后, 加入
甲醇 300 µL[14], 超声并离心后, 取上清液采用 HPLC
法测定 PTX浓度, 计算胞内药物蓄积浓度。 

体外抗肿瘤活性检测  以MTT法[15]检测制剂的

体外抗肿瘤活性。将 Huh-7细胞以 1×104个/孔接种于
96孔板中, 培养 24 h。以完全培养基稀释游离 PTX、
PTX-LPs、PTX-CAPNs和 PTX-LCAPNs, 使 PTX的
梯度质量浓度为 0.25、1.25和 2.5 µg·mL−1, 在对应孔
中分别加入含不同药物浓度的制剂 100 µL, 每组设 4
个复孔, 处理细胞 24 h。结束后, 每孔加入新鲜配制
的 MTT溶液 (5.0 g·L−1) 10 µL, 孵育 4 h; 弃去上清
液, 每孔加入 DMSO 150 µL并置于 37 ℃摇床中振荡

15 min以溶解紫色结晶产物, 于 490 nm处检测吸收
度值。 

空白载体的安全性评价  以MTT法考察空白载
体的安全性。LPs、CAPNs和 LCAPNs空白纳米粒浓
度与“体外抗肿瘤活性检测”项下的高浓度制剂的

浓度一致, 以此孵育 Huh-7细胞, 同时参考“体外抗
肿瘤活性检测”, 在相同条件下实验, 以研究空白载
体对抑制肿瘤细胞增殖的影响。 

数据处理  实验所有数据以 x ± s 表示, 如果数
据符合正态分布, 统计方法采用双侧 t检验; 3组及以
上数据采用方差分析, P < 0.05为显著性差异, P < 0.01
为极显著性差异。 
 

结果 
1  纳米载体的制备与表征 

PTX-LCAPNs 的制备过程见图 1。在 CAPNs 的

制备过程中, 改变Ca(NO3)2·4H2O和Na2HPO4的投料

量, 选择合适的量进行实验。Zetasizer Nano ZS粒度
电位测定仪于 25 ℃测定, 结果见表 1。可见 CAPNs
和 LCAPNs的粒径均小于 150 nm, 粒度分布窄。 
 

 
Figure 1  Schematic illustration of the synthesis of PTX-loaded 
lipid bilayer-coated calcium phosphate core-shell nanoparticles 
(PTX-LCAPNs).  The calcium phosphate nanoparticles (CAPNs) 
as the core of the drug delivery system was synthesized by     
stirring pluronic F68 and alginate followed by adding Ca 2+ and 
PO4

3− in hot water.  After CAPNs loading PTX, lipid bilayer 
composed of E80 was then fused to PTX-loaded cores through 
film-hydration method.  PTX: Paclitaxel  
 

Zeta 电位是微粒表面荷电性质与大小的标志 , 
往往决定着微粒的物理稳定性、体内分布及药物动   
力学。测定结果显示, CAPNs 的 zeta 电位值为负值, 
与 Seong 等[9]的研究结果一致。本研究采用注射级     
蛋黄卵磷脂 E80 包被 CAPNs, E80 显电中性。结果     
显示, LCAPNs 的表面电位为  −6 mV 左右, 证实脂    
质膜对磷酸钙纳米粒的包覆, 表明本研究成功制备
了 LCAPNs。 

透射电镜结果 (图 2A) 显示, CAPNs近球形, 粒
径 100 nm左右。图 2B显示, LCAPNs具有明显的核/ 
壳结构, 其颗粒大小与粒度测定结果一致。 

经 IS5·FT-IR 红外光谱检测, 结果如图 3 所示, 
并参照文献[9]分析可知 1 093.44、1 031.73、962.30、
603.61和 565.04 cm−1处的峰是 PO4

3−的特征峰。结果

表明, 制备的纳米粒中含有 PO4
3−离子。 

通过粒径变化考察纳米粒的稳定性, 结果见表 2。
CAPNs在 15天内粒径增长了 20 nm左右, 而LCAPNs
的粒径没有变化, 表明包裹磷脂膜可以提高 CAPNs 

 
Table 1  The characterization of CAPNs and LCAPNs in deionized water.  PI: Polydispersity index.  n = 3, x ± s 

Group Size/nm PI Potential/mV Drug loading capacity/% 

CAPNs 103.21 ± 3.54 0.09 ± 0.02 −24.32 ± 0.09 11.58 ± 0.57 
LCAPNs 124.73 ± 6.41 0.24 ± 0.06  −6.51 ± 0.02  1.69 ± 0.09 
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Table 2  The diameter of LPs, CAPNs and LCAPNs in 1, 2, 7, 15 days.  LPs: Liposomes.  n = 3, x ± s 

Size/nm 
Nanoparticles group 

1 d 2 d 7 d 15 d 

LPs 125.26 ± 5.98 123.58 ± 5.01 127.74 ± 6.30 131.92 ± 7.48 

CAPNs 103.21 ± 3.54 105.26 ± 1.45 115.84 ± 3.47 125.42 ± 4.63 

LCAPNs 124.73 ± 6.41 126.01 ± 3.60 125.53 ± 4.84 124.31 ± 4.02 

 

 
Figure 2  Transmission electron micrographs (TEM) of CAPNs 
(A) and LCAPNs (B)  
 

 
Figure 3  FT-IR spectra of CAPNs  
 
的稳定性。普通制剂 LPs粒径稍有变化, 15天内增长
了 5 nm左右, 但是没有显著性差异。 

以 HPLC 法测定 , PTX-CAPNs 的载药量为 
(11.58  ± 0.57) % (n = 3); PTX-LCAPNs 的载药量为 
(1.69  ± 0.09) % (n = 3)。 
2  体外释放的研究 

以超滤离心法研究 CAPNs 和 LCAPNs 的体外    
释放行为, 结果表明载体具有 pH 敏感释药特性。在 

生理环境 (pH 7.4) 下, PTX-CAPNs释放较慢, 48 h
仅释放了 50%  左右; 而 PTX-LCAPNs 的累积释放量
明显低于 PTX-CAPNs, 48 h 时仅释放了 20%  左右,     
将 PTX-CAPNs 的释放量降低了 30%  左右, 表明脂    
质包载后进一步减少了载体中药物的释放, 一定程
度上减少了 PTX-CAPNs到达肿瘤组织前的药物泄    
露 (图 4A); 在 pH 5.0条件下, PTX-CAPNs和 PTX-  
LCAPNs 的释放速率均较快 , 12 h 时释放量超过     
90%, 而 PTX-LPs 组的释放速率远低于 PTX-CAPNs
和 PTX-LCAPNs。结果表明, 与普通的脂质体相比, 
PTX-CAPNs 和 PTX-LCAPNs 具有快速释药的效果 
(图 4B)。 

有研究表明[13, 14], 在酸性条件 (pH 5.0) 下, 脂
质膜不稳定。与正常生理环境相比, PTX-LPs在酸性
条件下释放较快。结果表明, 在正常生理条件 (pH 
7.4) 下, LCAPNs 结构较稳定, 载体可以有效地将药
物递送至肿瘤组织及细胞中, 包裹的磷脂膜可以减
少CAPNs的药物泄露对正常组织和细胞造成的损伤, 
降低不良反应, 增加药效; 载体在模拟肿瘤胞内环境
中 (pH 5.0) 表现出一定的突释性, 快速释药, 提高
肿瘤细胞内的药物浓度。 
3  荧光载体的细胞摄取研究 

RITC-CAPNs、RITC-LPs和 RITC-LCAPNs处理
组的孵育时间为 4 h, 细胞摄取结果如图 5所示。激
光共聚焦实验结果显示, 3 组荧光载体在胞内的荧光
强度有明显差异, LCAPNs 组荧光最强, 强度顺序为
RITC-LCAPNs组 > RITC-LPs组 > RITC-CAPNs组 (图  

 

 
Figure 4  The release profiles of PTX-LPs, PTX-CAPNs and PTX-LCAPNs in vitro.  The release of PTX in simulated body fluid pH 
7.4 (A) and pH 5.0 (B) acid fluid at 37 ℃ for 48 h.  n = 3, x ± s  
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Figure 5  Confocal micrographs (A, scale bar: 20 µm), flow 
cytometry charts (B) and intracellular fluorescence intensity 
assay (C) of Huh-7 cells incubated with RITC-CAPNs, RITC-    
LPs, RITC-LCAPNs for 4 h.  The nuclei were stained with 
DAPI (blue).  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs CAPNs, LPs 
 

5A)。流式细胞仪检测结果如图 5B、C所示, LCAPNs
组的胞内 RITC荧光强度 55.77  ± 1.32高于 CAPNs组
14.33  ± 1.23和 LPs组 30.33  ± 1.37, 且 3个处理组的胞
内荧光强度有显著性差异。由激光共聚焦及流式细胞

仪结果可看出, LCAPNs组的胞内荧光强度比 CAPNs
高, 表明脂质包载后纳米粒的摄取水平显著提高; 另
外, LCAPNs 组的摄取比 LPs组多, 可能是由于磷酸
钙核的原因, LCAPNs 的硬度比 LPs 大, 使 LCAPNs
摄取较多 [16,  17]。以上实验结果表明, LCAPNs 和 

CAPNs 均可以在短时间内被细胞摄取, 但 LCAPNs
显著增加了其在细胞中的摄取量。激光共聚焦实验及

流式细胞仪检测结果均表明脂质膜可显著提高载体

的细胞摄取量。 
4  磷酸钙胞内钙离子释放 

磷酸钙是一种酸溶性的沉淀物, 在酸性条件下
可以快速溶解并释放钙离子。在酸性肿瘤环境中, 质
子可以渗透到 LCAPNs 磷脂膜内进而溶解 CAPNs。
本研究采用 Fluo-3 AM 检测细胞内钙离子的情况。

Fluo-3 AM是一种细胞膜可渗透钙离子荧光探针, 常
用来检测细胞内钙离子浓度。Fluo-3 AM穿透细胞膜
进入细胞后被细胞内的酯酶剪切形成 Fluo-3, Fluo-3
游离配体几乎是非荧光性的, 当与细胞内钙离子结
合后可以产生较强的荧光。先用 Fluo-3 AM 孵育细    
胞, 再加入 CAPNs或 LCAPNs, 在激发波长 488 nm, 
发射波长 525 nm 条件下成像, 结果见图 6。在加入     
制剂孵育 10 min 左右即可观察到绿色荧光, 随着时
间延长, 在孵育 1 h后, 荧光明显增强。表明 CAPNs
进入细胞后会迅速溶解。而 LCAPNs 组无论是在 10 
min还是 1 h, 其绿色荧光均比 CAPNs组强, 表明该
组Huh-7细胞内钙离子含量较高, 主要是因为其细胞
摄取比 CAPNs组好。这些结果均表明, CAPNs在肿
瘤环境中可以迅速溶解, 达到快速释药的效果, 并与
细胞摄取实验中 RITC-LCAPNs 摄取水平较高的结    
果一致。 
5  Huh-7细胞内 PTX蓄积 

游离 PTX、PTX-LPs、PTX-CAPNs 和 PTX-   
LCAPNs溶液分别处理细胞 0.5、1和 2 h后, 细胞内
PTX的浓度见图 7。处理 30 min后, Huh-7细胞对 4
种制剂均有一定的摄取, 但 PTX-LCAPNs 体现出显
著的摄取优势; 2 h 时, 游离 PTX、PTX-LPs、PTX-   
CAPNs 和 PTX-LCAPNs 的胞内 PTX 的浓度分别为 

 

 
Figure 6  The intracellular calcium release profile of CAPNs and LCAPNs.  The fluorescence images of Fluo-3 labeled Huh-7 cells 
after the addition of CAPNs or LCAPNs with 10 min or 1 h.  The nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue).  Scale bar: 20 µm  
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Figure 7  Intracellular accumulation of PTX in Huh-7 cells 
treating with free PTX, PTX-LPs, PTX-CAPNs and PTX-LCAPNs 
for differential time.  Huh-7 cells were incubated with free PTX, 
PTX-LPs, PTX-CAPNs and PTX-LCAPNs with PTX 0.25 µg·mL−1 
for 0.5, 1 and 2 h.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs PTX, PTX-LPs, 
PTX-CAPNS 
 
25.38  ± 1.61、49.14  ± 0.76、43.12  ± 1.52及 73.14  ± 1.80 
ng/106 cells; 与游离 PTX、PTX-LPs 和 PTX-CAPNs
相比, PTX-LCAPNs 胞内 PTX 的浓度显著提高 (P < 

0.01); 以上结果表明, 各处理组的细胞摄取均呈现
出一定的时间依赖性; 同样条件下 PTX-LCAPNs的细
胞摄取显著高于 PTX-LPs和 PTX-CAPNs, 胞内 PTX
浓度明显增大, 从而提高抗肿瘤效果。 
6  MTT法测定载体的体外抗肿瘤活性 

通过 MTT 法测定含药载体对 Huh-7 细胞的杀    
伤能力, 如图 8A所示。结果表明, 游离 PTX、PTX-     
CAPNs、PTX-LPs和 PTX-LCAPNs对 Huh-7 细胞均
有抑制其增殖的作用, 且抑制作用均具有剂量依赖
性。由图 8A可见, PTX质量浓度为 2.5 µg·mL−1, 孵
育 24 h 后, 游离 PTX 组未对 Huh-7 细胞增殖产生     
显著的抑制作用, 细胞存活率仍达 80%以上。与游离
PTX组相比, PTX-LPs、PTX-CAPNs和 PTX-LCAPNs
组的抑制细胞增殖作用有明显差异, 具有较强的抗  

肿瘤效果。其中, PTX-LCAPNs 组与另外两组相比,
对细胞增殖的抑制作用更大, 且有显著性差异 (P < 

0.01)。在 3组载体制剂中, PTX-LCAPNs的抗肿瘤活
性最强。 

以 SPSS 对数据进行拟合, 计算 2 组载体 PTX-    
CAPNs、PTX-LCAPNs作用细胞 24 h的 IC50值分别

为 2.52 和 0.54 µg·mL−1, 可知 PTX-LCAPNs 对细胞
的杀伤力是 PTX-CAPNs的 4.7倍, 表明 PTX-LCAPNs
具有更高的抗肿瘤活性。 

通过MTT法测定空白载体对 Huh-7细胞的细胞
毒性。结果如图 8B所示, 3种空白载体没有对 Huh-7
细胞增殖产生显著的抑制作用 , 细胞存活率仍达
90%  以上, 且各载体组之间没有显著性差异。结果表
明, 空白载体的细胞毒性较低, 安全性较高。PTX-    
LPs、PTX-CAPNs 和 PTX-LCAPNs 的体外抗肿瘤活
性结果与载体本身的毒性无关。 
 

讨论 
脂质−磷酸钙核/壳纳米粒融合了磷酸钙快速释

药的特性及脂质体良好的生物相容性的优势, 克服
了二者的不足, 从而达到增加紫杉醇的载药量和细
胞摄取量, 减少药物的泄露, 增加药物在肿瘤部位的
浓度及蓄积的目的。 

研究发现, CAPNs纳米载体在酸性 (pH 5.0) 条
件下可以快速溶解, 药物迅速释放。但 CAPNs 的细
胞摄取量少, 入胞后即使能快速释药, 其胞内药物含
量也较低。而 LCAPNs 中以脂质双分子层为 CAPNs
的药物泄露增加了一道屏障, 降低了 CAPNs 包载的
紫杉醇在正常生理条件下 (pH 7.4 PBS) 的释放。同
时脂质双分子层由于磷酸钙的支撑, 提高了其物理
稳定性及细胞摄取水平。在酸性环境中, 脂质双层膜 

 

 
Figure 8  Cytotoxicity of free PTX, PTX-LPs, PTX-CAPNs, PTX-LCAPNs against Huh-7 cells during 24 h with the concentration       
of PTX at 0.25, 1.25, 2.5 µg·mL−1 (A).  And cytotoxicity of LPs, CAPNs, LCAPNs against Huh-7 cells during 24 h with the highest    
concentration of blank nanoparticles used in the antitumor activity  in vitro (B).  n = 4, x ± s.  **P < 0.01 vs PTX-LCAPNs group 
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遭到破坏, 磷酸钙溶解, 继而药物快速释放, 从而达
到减少药物胞外泄露, 胞内药物快速释放的目的。因
此, LCAPNs具有更好地抑制肿瘤细胞增殖的效果。 

Huh-7细胞对LCAPNs的摄取量大于CAPNs, 推
测原因是 LCAPNs 表面包被的脂质双分子层与细胞
膜有极大的相似性, 使得载体对细胞膜的亲和性增
加。此外, LCAPNs的细胞摄取量高于 LPs, 可能是因
为LCAPNs包载了CAPNs, 提高了其硬度, 使得载体
更易被细胞摄取。 

PTX-LCAPNs对Huh-7细胞增殖的抑制作用在一
定范围内呈现浓度依赖性。同样条件下, PTX-LCAPNs
比 PTX、PTX-LPs和 PTX-CAPNs具有更高的细胞增
殖抑制率, 可以推测 LCAPNs 通过增加细胞的摄取量
以提高胞内药物的浓度, 从而增加细胞增殖抑制率。
而 PTX-LPs 组的胞内 PTX的浓度比 PTX-CAPNs 组
高, 却显示较低的细胞增殖抑制率, 推测原因是在酸
性条件下 PTX-CAPNs 的释药速率比 PTX-LPs 快,     
从而产生较高的胞内游离药物浓度。通过 MTT法对
空白载体进行了安全性评价, 结果表明空白载体的
细胞毒性较低, 排除了空白载体的细胞毒性对 PTX-    
LCAPNs的抗肿瘤活性实验结果的影响。 

本研究表明, 脂质−磷酸钙核/壳纳米粒作为抗
肿瘤药物紫杉醇的智能药物传递系统具有一定的应

用前景。然而, 目前对该载体的研究尚处于初步研究
阶段, 有待进一步地考察载体的体内抗肿瘤活性, 此
外肿瘤组织靶向性也值得研究与摸索。 
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