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光敏感型盐酸多柔比星脂质体逆转乳腺癌耐药 
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摘要: 本文旨在构建一种新型光敏感共输送脂质体, 联合光动力学治疗与化疗, 逆转乳腺癌耐药。采用薄膜
水化挤出−硫酸铵主动载药法制备共输送光敏剂二氢卟吩 e6三甲酯 (chlorin e6 trimethyl ester, Ce6tM) 与盐酸多
柔比星 (doxorubicin hydrochloride, DOX) 的脂质体 (liposomes loaded with Ce6tM and DOX, CDL), 对 CDL的粒
径、zeta 电位、光敏感释药行为及释药机制进行了研究。在此基础上, 进一步考察该脂质体对人乳腺癌耐阿霉素
MCF7/ADR细胞的细胞毒性、摄取、胞内三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, ATP) 水平和细胞周期的影响。最
后探究了 CDL中 DOX在荷 MCF7/ADR肿瘤裸鼠中的组织分布和抗肿瘤效果。结果表明, CDL具有良好的光敏
感释药特性, 在 671 nm (2 W·cm−2) 激光照射过程中, 2 min内 DOX的累积释放就达到 (96.52  ± 0.11) %。低功率、
短时间 (15 s, 0.25 W·cm−2) 光照后, CDL中 DOX仍可继续快速释放。这种光敏感释药行为有助于增加 DOX在
MCF7/ADR细胞中的蓄积。与未光照组比较, 光照CDL组中DOX对MCF7/ADR细胞的半数抑制浓度 (inhibitory 
concentration 50, IC50) 降低了 601.9倍, 这可能与肿瘤细胞内 DOX的蓄积增加、单线态氧 (singlet oxygen, 1O2) 产
生、ATP水平下降以及细胞周期的阻滞有关。药效学实验结果表明, 光照 CDL组的肿瘤抑制率达到 (94.7 ± 6.2) %。
光敏感 CDL在逆转乳腺癌耐药治疗方面具有明显的潜在应用价值。 
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Abstract: This study was aimed to build a new photo-sensitive co-delivery liposomes which combine       

photodynamic therapy with chemotherapy to reverse drug resistance of breast cancer.  Photodynamic photosen-
sitizer chlorin e6 trimethyl ester (Ce6tM) and chemotherapeutic drug doxorubicin hydrochloride (DOX) were 
loaded into the liposomes (liposomes loaded with Ce6tM and DOX, CDL) by thin-film hydration extrusion and 
ammonium sulfate active loading methods.  CDL was characterized with cryo-transmission electron microscopy 
(Cryo-TEM), dynamic light scattering particle size, zeta potentials and photo-sensitive DOX release behaviors      
in vitro.  CDL cytotoxicity, singlet oxygen production, DOX accumulation, intracellular ATP level and cell cycle 
analysis in MCF7/ADR cells were evaluated.  Finally, the tissue distribution of DOX and antitumor effects of 
CDL in BALB/c-nu nude mice bearing MCF7/ADR tumor were investigated.  The results showed that the parti-
cle size of obtained CDL was 90.7  ± 1.1 nm and distributed uniformly.  CDL possessed outstanding properties of 
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photo-sensitive drug release profile.  The accumulated release of DOX reached (96.52  ± 0.11) % in 2 min under 
671 nm laser irradiation (2 W·cm−2).  Interestingly, DOX in CDL could maintain rapid release after 671 nm      
laser irradiation with low power and short time (15 s, 0.25 W ·cm−2).  This phenomenon was caused by oxidation 
of unsaturated phospholipids in CDL under 671 nm laser irradiation and had nothing to do with the slightly      
elevated temperature.  Photo-sensitive drug release behavior contributed to increased DOX accumulation in 
MCF7/ADR cells.  The half inhibition concentration (IC 50) of DOX in CDL laser group in MCF7/ADR cells 
was decreased by 601.9-fold compared with no laser group, which could be related to increased accumulation      
of DOX, decreased ATP levels and cell cycle arrest in MCF7/ADR cells.  With the help of CDL, DOX          
accumulation in tumor was increased and in cardiac toxicity was reduced in vivo.  CDL laser group showed a 
good anti-tumor effect.  The tumor inhibition rate was (94.7  ± 6.2) %.  These results suggest that CDL has a 
promising potential in reversing drug resistance of breast cancer. 
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2015 年我国新增癌症患者约 429 万, 癌症发病
形势严峻。其中, 乳腺癌位居女性癌症发病率之首, 
约占所有女性癌症的 15%[1, 2]。肿瘤耐药现象的发生

是导致乳腺癌临床治疗失败的主要原因之一。导致肿

瘤细胞耐药的机制主要包括药物摄取减少与外排增

加、DNA 损伤修复机制改变、细胞解毒系统活性升
高、凋亡途径失活及药物作用靶点的改变等[3, 4]。联

合多种治疗手段, 从不同作用机制出发逆转肿瘤耐
药是目前的研究热点之一, 主要包括化疗、靶向治
疗、基因治疗、光动力学治疗和光热力学治疗等[5−10]。

借助于纳米技术, 能够将不同药理活性的药物包载
到同一药物输送系统中, 实现多种治疗手段的融合, 
更好地发挥协同效应[11]。其中, 光敏感纳米药物共输
送系统有着独特的优势 [12], 首先, 光是一种非侵入
无创或微创的外源性刺激, 患者顺应性较好, 并且在
一定程度上避免了内源响应性药物输送系统在肿瘤

患者中应用时的个体差异; 其次, 能够在时间、空间
和强度上对激光进行精确控制, 减少不良反应的发
生。据报道, 脂质体在经过直径约 1 cm的肿瘤时, 其
经过肿瘤组织内部血管的最短滞留时间仅为 50～
100 s[13, 14], 因此, 设计制备快速光响应的药物输送
系统尤为必要。此外, 光疗过程中激光的强度会随着
穿透组织深度的增加而锐减[15], 进而削弱了药物对
较深部位肿瘤组织的治疗效果。改善低功率、短时间

光疗的效果也是亟待解决的科学问题之一。 
本文以二氢卟吩 e6 三甲酯 (Ce6tM) 为光敏剂, 

盐酸多柔比星  (DOX) 作为化疗药物 , 大豆磷脂 
(soybean phospholipid, SPC) 脂质体为载体, 构建了
一个制备过程简单、可以光敏感快速释放化疗药物的

药物输送系统, 为解决光疗过程中遇到的困难, 更好
地逆转乳腺癌耐药提供了一定的研究基础。在该药物

输送系统中, 亲脂性的 Ce6tM 嵌入在脂质体的磷脂

双分子层中, 亲水性药物 DOX 则位于脂质体的内水
相中。在激光照射过程中, Ce6tM发生光动力学反应, 
产生 1O2, 1O2 直接作用于磷脂双分子层, 氧化破坏
SPC, 增强脂质体磷脂双分子层的通透性, 快速释放
药物, 在局部达到一个较高的药物浓度, 增加 DOX
在肿瘤细胞中的蓄积和细胞毒性。在光照后, 由于脂
质体膜的氧化破坏是不可逆的, 滞留在肿瘤微环境
或肿瘤细胞内的脂质体仍然可以继续较快地释放药

物, 即使在低功率、短时间的光照后, 该释放行为依
然存在。这有助于增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感    
性, 改善低功率、短时间光照的治疗效果。此外, 光
动力学可以从不同的机制出发杀死肿瘤细胞, 在治
疗效果上与化疗药物 DOX 形成互补, 更好地逆转乳
腺癌耐药。 
 

材料与方法 
材料与试剂  DOX、氨苄霉素和硫酸链霉素 (大

连美仑生物技术有限公司); Ce6tM (和光纯药工业株
式会社); S100型大豆磷脂酰胆碱 (SPC, 德国 Lipoid
公司); 胆固醇、DSPE-PEG2000 (上海艾韦特医药科技
有限公司); ProElut PLS SPE固相萃取小柱 (30 mg,     
1 mL, 上海迪柯马分析技术有限公司); 脂质氧化检
测试剂盒、Hoechst 33342、活性氧检测试剂盒和增强
型 ATP检测试剂盒 (上海碧云天生物技术有限公司); 
单线态氧绿色探针  (singlet oxygen sensor green, 
SOSG)、1640干粉培养基、0.25%  胰蛋白酶消化液和

胎牛血清 (美国 Life Technology 公司); 细胞毒性检
测试剂盒 (Cell Counting Kit-8, CCK8, 上海翊圣生
物科技有限公司); 其他试剂均为分析纯。 

仪器  脂质体挤出器 (LiposoFast LF1, Avestin, 
Canada); 红外激光器  (MRL-FN-671, 长春新产业    
光电技术有限公司); 酶标仪 (Enspire, PerkinElmer, 
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USA); 快速冷冻制样机 (Vitrobot, FEI, USA); 场发
射冷冻透射电镜 (TF20, FEI, USA); 粒度和 zeta电位
分析仪 (Zetasizer Nano ZS90, Malvern, UK); 红外热
成像仪 (AI50-15-M, 明和电子企业有限公司); 倒置
荧光显微镜 (TH4-200, Olympus, Japan); 流式细胞仪 
(FACS Calibur, Becton Dickinsion, USA); 组织匀浆
仪 (Precellys 24, Bertin technology, France)。 

细胞  人乳腺癌细胞株 MCF7 购自中国科学院
上海细胞库; 人乳腺癌耐阿霉素细胞株 MCF7/ADR
购自上海博谷生物科技有限公司。二者均采用含有

10%  胎牛血清的完全 1640 培养基培养, 其中 MCF7/    
ADR 细胞培养基中加入化疗药物 DOX 维持细胞的
耐药性, 终质量浓度为 1 μg·mL−1。 

动物  BALB/c-nu 裸鼠 (18～20 g, 雌性, 合格
证号: 2013001822795) 购自中国科学院上海实验动
物中心, 置于 25 ℃、12 h 光−暗交替的环境下饲养, 
动物可自由饮水及取食。所有实验动物的相关操作均

按照中国科学院上海药物研究所实验动物管理和使

用委员会的相关要求进行。荷 MCF7/ADR 肿瘤的裸
鼠动物模型的建立方法: 取 BALB/c-nu裸鼠, 于右侧
腋窝第三对乳腺脂肪垫皮下接种 MCF7/ADR 细胞, 

每只裸鼠接种 1×107个细胞。 
CDL 的制备  采用薄膜水化−硫酸铵主动载药

法制备共输送 Ce6tM 与 DOX 的脂质体 CDL。称取
SPC、胆固醇、DSPE-PEG2000和 Ce6tM (质量比 70∶
17.5∶10∶3), 溶解于甲醇/二氯甲烷混合溶剂 (体积
比 9∶1), 45 ℃旋转蒸发成膜, 200 mmol·L−1硫酸铵     
溶液水化得到初乳。置于挤出器中, 过 50 nm 聚碳      
酸酯膜 15 次, 去离子水透析。加入 15%  质量比的

DOX, 45 ℃水浴孵育 10 min, 过葡聚糖凝胶 Sephadex 
G-50 柱, 除去未被包载的 DOX, 得到 CDL。空白脂
质体 (blank liposomes, SBL)、单载 DOX 的脂质体 
(liposomes loaded with DOX, SDL)、单载 Ce6tM的       
脂质体 (liposomes loaded with Ce6tM, SCL) 和 SDL
与 SCL的物理混合物 (SDL+SCL mixture) 的制备方
法与 CDL 类似, 不同之处在于处方中不加 DOX 或
Ce6tM。 

CDL 的处方筛选   采用上述方法 , 分别改变
Ce6tM的比例 (质量比 0%、0.25%、0.5%、1%  和 3%), 
胆固醇与 SPC 的比例 (质量比 1∶2、1∶4、1∶8 和
0), 制备不同处方的 CDL。以 37 ℃水浴处理 6 h 和      
2 W·cm−2 671 nm激光照射 1 min后 DOX的释放情    
况作为考察条件, 筛选最优处方。检测最优处方 CDL
中 DOX的包封率。 

DOX 释放检测  用 PBS (pH 7.4) 将 CDL 或
SDL 中 DOX 稀释至 400 μg·mL−1, 经过不同处理后 
(37 ℃, 671 nm激光光照或水浴孵育), 利用固相萃取
小柱检测 DOX的释放百分比。 

粒径与 zeta 电位  用马尔文粒度测定仪检测
CDL在室温 PBS (pH 7.4) 中的粒径和 zeta电位。 

冷 冻透 射电 镜  (cryo-transmission electron     
microscopy, Cryo-TEM)  将 CDL 脂质总质量浓度
稀释至 10 mg·mL−1, 采用 FEI Vitrobot快速冷冻机制
样, 上样量 3 μL, 吸附力度为−1, 吸附时间为 4.5 s。
圆孔碳支持膜铜网事先经过 10 s亲水化处理。Tecnai 
TF20 200 kV 透射电镜拍摄观察 CDL形态。 

光热效应考察  取 DOX质量浓度为 400 μg·mL−1 
CDL、SDL或 80 μg·mL−1 SCL置于 37 ℃水浴中, 671 
nm激光照射, 红外热成像仪实时监测溶液温度变化。 

1O2的检测  将 CDL 或 SCL 中 Ce6tM 稀释至      
95 ng·mL−1, 加入 SOSG 甲醇溶液, 使其终浓度为     
10 μmol·L−1。37 ℃水浴, 不同功率 671 nm激光照射
不同时间, 酶标仪检测溶液的荧光强度值 (Ex/Em = 

504/525 nm)。另考察 CDL在 30 mmol·L−1 NaN3中的
1O2产生情况。 

磷脂氧化产物丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 
的检测  采用脂质氧化检测试剂盒考察脂质体光照
后产物中 MDA的产生情况。由于试剂盒的荧光检测
条件与 DOX较为接近, 因此没有设置含 DOX各脂质
体处方的实验组。将 SCL中 Ce6tM稀释至 80 μg·mL−1, 
37 ℃水浴中, 不同功率 671 nm激光照射不同时间。
按照试剂盒说明书处理后, 酶标仪检测荧光强度值 
(Ex/Em = 535/553 nm), 计算 MDA浓度。 

DOX 细胞内蓄积  定量检测 DOX 细胞内蓄积
的方法: 将 MCF7/ADR 细胞以 8×104 个/孔接种到     
24孔培养板中, 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。
分别加入游离 DOX、SDL、CDL 和 SDL+SCL 混合
物, DOX终质量浓度为 5 μg·mL−1, Ce6tM终质量浓    
度为 1 μg·mL−1, 避光孵育 1、2、4、8和 12 h。光照
组 12 h后于 37 ℃, 2 W·cm−2, 671 nm激光光照 2 min,     
光照后尽快用流式细胞仪 FL-2 通道检测各组细胞中
DOX 的平均荧光强度值。采用类似方法另考察低功
率、短时间下 671 nm激光光照 (0.25 W·cm−2, 15 s) 
对 CDL中DOX胞内蓄积的影响, 不同之处在于激光
的功率、光照时间及孵育时间 (12 h和 18 h)。定性
观察 DOX 细胞内蓄积的方法如下, 按照前面所述制
备好不同时间点的细胞样品, 每孔加入 6 mg·mL−1 
Hoechst 33342染料 1 μL, 37 ℃孵育 10 min, 标记细胞
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核。0.4%  台盼蓝的 PBS 淬灭细胞表面吸附的荧光药
物, 冷 PBS 洗涤 2 次, 荧光显微镜定性观察细胞内
DOX的蓄积分布情况 (FL1和 FL4通道)。 

细胞毒性  将 MCF7、MCF7/ADR 细胞分别以     
4×103个/孔接种到 96孔培养板中, 培养 24 h。加入不
同浓度的游离 DOX、SDL、SCL、CDL和 SDL+SCL
混合物 (DOX与 Ce6tM质量比为 5∶1), 另设空白对
照组。37 ℃避光培养 12 h后, 光照组在 37 ℃下 671 nm 
(2 W·cm−2, 2 min) 激光照射, 继续避光孵育 36 h。采
用 CCK8法检测各脂质体对 MCF7和 MCF7/ADR细
胞的细胞毒性。将浓度的对数值与细胞存活率用

GraphPad Prism软件拟合, 计算各制剂的 IC50值。另

采用类似方法考察低功率、短时间 671 nm激光光照 
(0.25 W·cm−2, 15 s) 下 CDL、SCL和 SDL对 MCF7/   
ADR细胞细胞毒性的影响。 

细胞内 1O2 检测  利用活性氧检测试剂盒检测
CDL等在细胞内 1O2的产生。将 MCF7/ADR细胞以
8×104个/孔接种到 24 孔培养板中, 培养 24 h 后, 分
别加入游离 DOX、SDL、SCL、CDL 和 SDL+SCL
混合物, DOX终质量浓度为 5 μg·mL−1, Ce6tM终质   
量浓度为 1 μg·mL−1, 另设空白对照组。避光孵育      
12 h后移去含有药物的培养基, PBS洗涤两次, 加入
10 μmol·L−1 2,7-二氯荧光素二乙酸酯工作液 0.5 mL, 
37 ℃避光孵育 30 min, 装载探针。将光照组细胞用
671 nm激光 (2 W·cm−2, 2 min) 照射。冷 PBS洗涤 2
次, 消化, 离心收集细胞, 流式细胞仪FL-1通道检测。 

细胞内 ATP 水平检测  将 MCF7/ADR 细胞以
1.5×105个/孔接种到 12孔培养板中, 培养 24 h后, 加
入游离 DOX、SDL、SCL、CDL 和 SDL+SCL 混合
物 (DOX终质量浓度为 5 μg·mL−1, Ce6tM终质量浓
度为 1 μg·mL−1), 设空白对照组, 避光孵育 12 h, 将
光照组细胞用 671 nm激光 (2 W·cm−2, 2 min) 照射, 
继续避光孵育 12 h。根据 ATP检测试剂盒使用说明
书制备样品, 检测各实验组细胞内 ATP水平。 

细胞周期  将 MCF7/ADR 细胞以 1.5×105个/孔
接种到 12孔培养板中, 培养 24 h后, 加入游离DOX、
SDL、SCL、CDL和 SDL+SCL混合物 (DOX终质量
浓度为 5 μg·mL−1, Ce6tM终质量浓度为 1 μg·mL−1), 
设空白对照组, 避光孵育 12 h, 将光照组细胞用 671 
nm激光 (2 W·cm−2, 2 min) 照射, 继续避光孵育 12 h。
消化离心收集细胞, 冷 PBS洗涤 2次。用冷 PBS 0.3 
mL 重悬细胞, 边涡旋边缓慢加入无水乙醇 0.7 mL,     
4 ℃固定过夜。离心收集细胞, PBS洗涤 2次, 向细胞
悬液中加入 10 mg·mL−1 RNase A 2 μL及 2 mg·mL−1

碘化丙啶 5 μL, 37 ℃避光孵育 30 min, 流式细胞仪
FL-2A 通道检测 MCF7/ADR 细胞的细胞周期分布     
情况。 

DOX体内分布  取荷MCF7/ADR肿瘤的 BALB/   
c-nu裸鼠 42只, 随机分为 7组 (游离 DOX组、SDL
组、SDL光照组、CDL组、CDL光照组、SDL+SCL
混合物组和 SDL+SCL 混合物光照组), 每组每个时
间点 3 只。经尾静脉给予 DOX 剂量为 5 mg·kg−1的

制剂。其中光照组在给药 4 h后, 对肿瘤给予 671 nm
激光照射 (2 min 2 W·cm−2)。给药后 4和 24 h处死     
裸鼠, 取心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织称重, 置于
组织匀浆管中, 按 2 mL·g−1 比例加入 DMSO, 匀浆   
后离心取上清液, 酶标仪检测各个组织中 DOX 浓度 
(Ex/Em = 485/590 nm)。 

药效学评价  取荷 MCF7/ADR 肿瘤的 BALB/    
c-nu 裸鼠 40 只, 随机分为 8 组, 每组 5 只。设生理      
盐水组、游离 DOX组、SCL组、SDL组、CDL组、
SCL光照组、CDL光照组和 SDL+SCL混合物光照组。
经尾静脉给药, 给药剂量为 DOX 5 mg·kg−1, Ce6tM     
1 mg·kg−1。每 4天给药 1次, 共给药 3次。光照组在
给药 4 h 后对肿瘤给予 671 nm 激光照射 (2 min,       
2 W·cm−2)。给药期间, 每 2天用游标卡尺测量肿瘤的
最大直径 (Lmajor axis) 和最小直径 (Lminor axis), 计算肿
瘤体积 (V), 公式如下: 

2
Major axis Minor axis

Tumor 2
L L

V
×

=  

然后分别与各组裸鼠第 1 天的肿瘤体积值相比, 
计算相对肿瘤生长速率。实验结束后, 用戊巴比妥钠
将各组裸鼠麻醉, 并拍照。CO2 窒息法将裸鼠处死, 
小心完整地取出裸鼠体内肿瘤组织, 清洗后拍照称
重。按照如下公式计算肿瘤抑制率 (tumor inhibiting 
rate, TIR): 

test

saline

TIR (1 ) 100%W
W

= − ×  

其中, Wsaline 表示生理盐水组裸鼠肿瘤的平均重

量, Wtest表示各制剂组裸鼠肿瘤的平均重量。 
CDL 的初步生物安全性评价  取正常 BALB/    

c-nu裸鼠 6只, 按照药效学评价中生理盐水组、游离
DOX 组、SCL组、SDL 组、CDL 组和 CDL 光照组
的方案给药, 在第 14天时, 经CO2窒息法处死, 小心
取出心、肝、脾、肺和肾组织, 置于 4%  多聚甲醛中

固定, 乙醇−二甲苯脱水, 石蜡包埋, 切片。之后用二
甲苯彻底脱蜡。用梯度的乙醇水溶液 (100%、95%、
75%、0%) 和 PBS (pH 7.4) 复水化。苏木精和伊红 
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(hematoxylin and eosin, H&E) 染色, 显微镜下观察
拍照。 

统计学方法  实验数据均以均值 ±  标准差 ( x ± s) 
表示。采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行方差齐性检
验, 两组样本之间比较采用 t检验, 多组间采用单因素
方差分析。显著性结果以*P < 0.05、**P < 0.01和***P < 

0.001表示。 
 

结果与讨论 
1  CDL处方的筛选与表征 

37 ℃孵育 6 h后不同处方脂质体中 DOX释放结
果见图 1A。Ce6tM 载药量在 0.25%～3%  时对 DOX
的释放速度影响不大。SPC与胆固醇的比例影响较大, 
当二者比例为 1∶8 时, 6 h 内释放 DOX 速度明显加      
快, 表明一定范围内胆固醇比例的提高有利于脂质
体稳定。从图 1B 结果可以看出, Ce6tM 载药量的增
加、胆固醇比例的降低有助于加快脂质体中 DOX在
光照条件下的释放。此外还发现, 如果 Ce6tM 的质   
量比继续提高至 5%, 此时磷脂膜的刚性增强, 挤出
法制备工艺难度增加, 同时得到的 CDL 稳定性大大
降低, 室温放置 36 h 后会有 Ce6tM 析出 (数据未列
出)。为了兼顾 CDL 在 37 ℃条件下的稳定性和光敏

感释药特性, 选择 Ce6tM 载药量 3%, 胆固醇与大豆
磷脂质量比 1∶4为最终的制剂处方。 

经检测, 最佳处方的 CDL 中 DOX 的包封率为 
(99.7  ± 1.5) %。利用冷冻透射电镜观察到 CDL呈圆球
形, 较均一, 粒径在 90 nm左右 (图 1C)。因为 DOX
为亲水性药物, 位于脂质体内水腔, 在冰冻状态下形

成结晶而呈棒状。采用动态光散射的方法检测到

CDL在 PBS (pH 7.4) 中粒径为 90.7  ± 1.1 nm, 多分散
指数为 0.130  ± 0.019, 与透射电镜结果一致 (图 1D)。
Zeta电位呈近中性, 为−1.5 ± 0.6 mV。CDL表面的中
性电荷, 有助于其躲避网状内皮系统的识别, 延长其
体内循环时间, 增强抗肿瘤效果。 
2  DOX的光敏感释放 

CDL 在不同功率 671 nm 激光照射过程中 DOX
的累积释放情况如图 2A所示。CDL中 DOX的释放
速度与激光功率呈正相关。在未光照条件下, 4 min内
CDL中 DOX几乎无释放。当激光功率提高 4 W·cm−2

时, DOX在 1 min内释放达到了 (94.1  ± 1.8) %。然而
相同条件下, SDL组 DOX几乎没有释放, 与未光照
CDL组没有显著性差异, 表明 Ce6tM赋予了 CDL光
敏感释药特性。 

短时间、较低功率光照后 CDL 中 DOX 释放结
果见图 2B。CDL 在经过 671 nm 激光 (15 s, 0.25 
W·cm−2) 光照后, DOX突释 8%  左右, 之后虽然不再
有激光照射, 但是该组 CDL中DOX的释放速度明显
快于未光照 CDL组。在 24 h, 该组 DOX释放接近完
全  [(97.0  ± 1.0) %], 而未光照 CDL组仅释放了 11.1%。
调整激光光照的时间点至 6 h, 观察到类似的现象。
然而同样条件的激光照射对 SDL组中DOX的释放速
度均没有影响, 表明短时间、低功率的光照可能导致
了 CDL 磷脂双分子层通透性不可逆的改变, 加速了
光照后 CDL中 DOX药物的释放。 
3  光敏感释药机制 

为了考察 CDL 光敏感释药机制, 首先利用冷冻 
 

 
Figure 1  Formulation screening of liposomes loaded with chlorin e6 trimethyl ester (Ce6tM) and doxorubicin hydrochloride (DOX) 
(CDL).  Percentages of DOX release from different CDL formulations after treatment with 6 h, 37  ℃ water incubation (A) or 1 min,      
2 W·cm−2, 671 nm laser irradiation (B); C: Cryo-transmission electron microscopy (Cryo-TEM) images of CDL; D: Particle size distribu-
tion of CDL measured by dynamic light scattering.  SPC: Soybean phospholipid 
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Figure 2  Photo-sensitive DOX release behaviors in vitro of CDL and its mechanism.  A: Cumulative release of DOX from CDL or 
liposomes loaded with DOX (SDL) in PBS (pH 7.4) under 671 nm laser irradiation with different power; B: Cumulative release of DOX 
from CDL or SDL after 15 s, 0.25 W ·cm−2, 671 nm laser irradiation in 37  ℃, PBS (pH 7.4); C, D: Cryo-TEM images and particle size 
distribution of CDL after 4 min, 2 W ·cm−2, 671 nm laser irradiation; E: Temperature change curves of CDL, SCL or SDL under 671 nm 
laser irradiation with different power; F: Cumulative release of DOX from CDL in 60  ℃ water bath; G: Cumulative release of DOX     
from CDL in 37  ℃ PBS (pH 7.4) after 15 s, 60  ℃ water incubation treatment; H: Generation of 1O2 by CDL or SDL under 671 nm laser 
irradiation; I: Detection of oxidation products malondialdehyde (MDA) from liposomes loaded with Ce6tM (SCL) after 671 nm laser 
irradiation; J: Effects of 1O2 quencher NaN3 on DOX release rate from CDL under 671 nm laser irradiation (2 W ·cm−2).  n = 3, x ± s 

 
透射电镜观察了 CDL经过 2 W·cm−2、671 nm激光照
射 4 min 后的形态, 见图 2C。CDL在光照后仍然呈
圆球形, 较为均一, 粒径在 90 nm左右。未观察到脂
质体膜明显破损。内水腔中 DOX消失, 这与释放实验
结果一致。粒度测定结果显示, 光照后 CDL 在 PBS 
(pH 7.4) 中粒径为 91.3  ± 2.3 nm (图 2D), 多分散指数 
(PDI) 为 0.123  ± 0.020。Zeta电位为−1.5 ± 0.2 mV, 仍
然呈近中性。以上结果表明, 光照后 CDL中 DOX释
放, 其形态与粒径大小并未发生明显变化。 

升温曲线结果显示, CDL在 2 W·cm−2、671 nm

光照过程中温度均略有升高 (图 2E), 0.25 W·cm−2功

率条件下, 温度几乎不变。在 60 ℃水浴孵育 4 min, 
CDL 中 DOX 几乎没有释放 (图 2F)。CDL 中 DOX
在 60 ℃水浴处理 15 s后, CDL中 DOX的释放并没有
加快, 与未经过任何处理的 CDL 组没有显著性差异 
(图 2G)。以上结果表明, 温度不是导致 CDL 光敏感
快速释放药物的主要因素。 

采用 SOSG检测 CDL在不同功率激光照射过程
中 1O2产生情况, 见图 2H。CDL在 671 nm的激光照
射过程中, 溶液荧光强度增加, 表明有 1O2 产生, 并
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且其产生速度与激光的功率呈正相关。当溶液中含

30 mmol·L−1 1O2淬灭剂 NaN3时, 荧光信号明显减弱, 
1O2被淬灭。相同 DOX浓度的 SDL在激光照射过程
中, 未见 1O2产生。脂质类化合物在经过氧化后会逐

渐分解成为一系列复杂的化合物, 其中包括 MDA。
采用脂质氧化检测试剂盒检测了 SCL 在光照后大豆
磷脂氧化产物的生成情况 (图 2I)。在 671 nm激光照
射过程中, SCL中有MDA产生, 并且与 1O2的产生情

况相似, 单位时间产生 MDA的量与激光功率呈正相
关。在相同条件下, SBL组未见 MDA产生。当 CDL
溶液中含NaN3时, 光照条件下DOX的释药速度明显
放缓 (图 2J)。结果表明, 1O2的产生对 CDL中 DOX

的光敏感释放起主导作用, 即光照条件下, CDL 中
Ce6tM激发产生 1O2, 1O2作用于磷脂双分子层, 增加
其通透性, 加快药物的释放。 
4  DOX细胞内蓄积 

671 nm 激光 (2 W·cm−2, 2 min) 照射前后, 
MCF7/ADR细胞内 DOX的蓄积情况见图 3。定量检
测结果显示, MCF7/ADR 细胞的耐药性, 游离 DOX
在 MCF7/ADR 细胞中的蓄积量很低。与游离 DOX
比较, MCF7/ADR 细胞对脂质体制剂 SDL、CDL 和
SCL+SDL 混合物中 DOX 的摄取明显增加, 在 12 h
时其荧光强度值分别是游离 DOX 的 4.70、4.76 和   
4.65倍 (P < 0.001)。经过 671 nm激光照射 (2 W·cm−2,  

 

 
Figure 3  DOX accumulation in MCF7/ADR cells after 671 nm laser irradiation (2 W ·cm−2, 2 min).  A: Quantitative analysis of DOX 
accumulation in MCF7/ADR cells after treatment with Free DOX, SDL, CDL, or SDL+SCL mixture for 1, 2, 4, 8, 12 h with or without 
671 nm laser irradiation (2 W ·cm−2, 2 min).  Laser irradiation was executed at 12 h before detection; B, C: Fluorescence images of DOX 
or Ce6tM in MCF7/ADR cells after incubation with Free DOX, SCL, SDL, CDL, or SDL+SCL mixture for 12 h before or after 671 nm 
laser irradiation (2 W ·cm−2, 2 min).  Laser irradiation was executed at 12 h.   Scale bars represented a distance of 200 μm.  n = 3, x ± s.  
***P < 0.001 
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2 min) 后, 不含光敏剂的游离DOX组和 SDL组细胞
内 DOX 的蓄积未发生明显变化。CDL 和 SDL+SCL
混合物组, 在光照后细胞内 DOX 的平均荧光强度值
均有明显升高, 与光照前比较, 分别升高了 1.55 和
1.25倍 (P < 0.001), 并且 CDL组明显强于 SDL+SCL
混合物组, 由荧光显微镜定性结果可知, 在第 12 h时, 
光照前所有的实验组中 DOX主要分布在细胞质中。
光照后, 游离 DOX和 SDL组细胞内 DOX荧光强度
未见明显变化, CDL与 SDL+SCL混合物组明显增强, 
并且 CDL组DOX荧光强度更强, 这与之前定量检测
的结果基本一致。并且在光照后, CDL组 MCF7/ADR
细胞核内的 DOX分布明显增多。 

671 nm 激光  (0.25 W·cm−2, 15 s) 照射前后 , 
CDL组 MCF7/ADR细胞内 DOX的蓄积情况见图 4。
结果显示, 在 12 h, CDL在经过 671 nm激光光照后, 
细胞中 DOX 的平均荧光强度值未见明显升高, 可能
与激光强度明显减弱有关。继续避光孵育 6 h后, 与
未光照组比较, 光照后 CDL组细胞内DOX蓄积水平
明显提高 (1.24倍, P < 0.001)。荧光显微镜图片与流
式细胞仪定量结果一致, 并且可以观察到, CDL光照
组在 18 h时 DOX细胞核内蓄积明显增加。这可能与
CDL低功率、短时间光照的光敏感释药行为有关。 
5  细胞毒性 

采用CCK8法检测671 nm激光 (2 W·cm−2, 2 min) 
照射后 CDL 对 MCF7 和 MCF7/ADR 细胞的细胞毒    
性, 见图 5A。IC50 值见表 1。因为与敏感的 MCF7      
细胞比较, MCF7/ADR 细胞中一些耐药相关蛋白过
表达 (如 P 糖蛋白等), 游离 DOX 对细胞的毒性很
小。DOX的脂质体制剂 SDL、CDL和 SDL+SCL混
合物组对 MCF7/ADR 细胞的细胞毒性比游离 DOX
略有增加, 这可能与脂质体制剂有利于增加 DOX 在
耐药细胞中的蓄积有关。SCL 未光照组在 Ce6tM 质
量浓度为 0～16 μg·mL−1内对 MCF7/ADR 和 MCF7
细胞均无明显毒性, 光照后 SCL 的细胞毒性明显增
强。对于 MCF7 和 MCF7/ADR 细胞, 当 Ce6tM 浓     
度为 8 μg·mL−1时, 未光照 SCL组细胞存活率分别为 
(95.8 ± 1.0) % 和 (95.3  ± 1.7) %, 而光照 SCL组细胞的
存活率仅为 (5.2 ± 0.6) % 和 (20.7 ± 4.6) %。这与 Ce6tM
在 671 nm 激光照射过程中产生 1O2有关。不含光敏

剂 Ce6tM 的实验组 (游离 DOX 和 SDL 组) 的细胞    
毒性在光照前后未见明显变化, 表明 671 nm 光照对
DOX的细胞毒性没有显著影响。含光敏剂 Ce6tM的
实验组 (CDL和 SDL+SCL混合物组) 在激光照射后
细胞毒性均显著增强, 并且这种效果在耐药的 MCF7/    

 
Figure 4  DOX accumulation in MCF7/ADR cells after 671 nm 
laser irradiation (0.25 W ·cm−2, 15 s).  A: Fluorescence images 
of DOX in MCF7/ADR cells after incubation with CDL for 12 h 
or 18 h with or without 671 nm laser irradiation (0.25 W ·cm−2,      
15 s).  Laser irradiation was executed at 12 h.  Scale bars     
represented a distance of 200 μm.  B: Quantitative analysis of 
DOX accumulation in MCF7/ADR cells after incubation with 
CDL for 12 h or 18 h with or without 671 nm laser irradiation 
(0.25 W·cm−2, 15 s).  Laser irradiation was executed at 12 h.      
n = 3, x ± s.  **P < 0.01 
 
ADR细胞上更加明显。光照后 CDL和 SDL+SCL混
合物组对 MCF7/ADR 细胞的 IC50值比光照前分别降

低了 601.90 和 27.95 倍, 表明光照组 CDL 能够有效
增强 MCF7/ADR细胞对 DOX的敏感性。 

进一步考察了短时间、低功率 (0.25 W·cm−2, 15 s) 
光照对不同制剂中 DOX 在 MCF7/ADR 细胞中的细
胞毒性, 见图 5B。由于激光功率低、光照时间短, 光
照后 SCL 组没有表现出明显的细胞毒性。未光照
CDL组和光照 SDL组细胞毒性也不明显。CDL光照
组细胞毒性明显增加。这可能与低功率、短时间光照

条件下 CDL中 DOX的释药特性有关。 
6  细胞内 1O2的产生 

利用 2,7-二氯荧光素二乙酸酯作为探针检测 CDL
在细胞中产生 1O2 的情况, 见图 5C。不含光敏剂
Ce6tM的实验组 (空白对照组、游离 DOX和 SDL组) 
细胞内荧光强度值在光照前后无明显变化。SCL、
CDL和 SDL+SCL混合物组细胞内的荧光强度值在光
照后明显增加, 分别为光照前的 10.45、9.91 和 9.96
倍 (P < 0.001), 表明在光照后 SCL、CDL和 SDL+SCL 



 孟庆硕等: 光敏感型盐酸多柔比星脂质体逆转乳腺癌耐药 · 817  · 

 
 

Table 1  IC50 values and 95% confidence intervals (CIs) of DOX in MCF7 and MCF7/ADR cells after treatment with free DOX, SDL, 
CDL or SDL+SCL mixture for 48 h with or without laser irradiation.  671 nm laser irradiation (2 min, 2 W ·cm−2) was executed at 12 h  

MCF7/ADR cell MCF7 cell 
 Laser irradiation 

IC50 /μg·mL−1 95% CI IC50 /μg·mL−1 95% CI 

Free DOX − 214.6 145.10 − 442.60 0.34 0.26 − 0.45 

 + 229.0 153.00 − 485.30 0.36 0.29 − 0.44 

SDL − 166.2 126.30 − 244.50 0.35 0.27 − 0.45 

 + 136.5 112.60 − 175.80 0.35 0.27 − 0.46 

CDL − 126.4 99.83 − 178.10 0.25 0.20 − 0.33 

 + 0.2 0.13 − 0.33 0.12 0.09 − 0.18 

SDL+SCL mixture − 137.5 106.10 − 202.30 0.27 0.19 − 0.37 

 + 4.9 3.76 − 6.37 0.12 0.08 − 0.18 

 
混合物组MCF7/ADR细胞内 1O2水平迅速显著升高。 
7  细胞内 ATP水平 

MCF7/ADR细胞具有较强的药物外排能力, 其中
一部分原因是它的细胞膜表面 P糖蛋白过表达。P糖
蛋白是 ABC 蛋白家族中的一员, 它发挥作用时需要
ATP 提供能量。降低 MCF7/ADR 细胞内 ATP 的水     
平对逆转耐药有重要意义。光照前后 CDL对 MCF7/    
ADR细胞内 ATP水平的影响, 见图 5D。MCF7/ADR
细胞在游离 DOX、SDL、SCL、CDL 和 SDL+SCL
混合物孵育 24 h后, 细胞内 ATP水平均未发生明显
变化。光照后, 空白对照组和 SDL 组细胞内的 ATP
水平也没有发生变化。SCL、CDL和 SDL+SCL混合
物组细胞内 ATP 水平在光照后明显降低, 分别为光
照前的 0.37、0.32和 0.36倍 (P < 0.001)。这可能与光
敏剂在光照过程中产生的 1O2的破坏作用以及细胞活

力的降低有关。 
8  细胞周期 

经过不同制剂处理后, 各组 MCF7/ADR 细胞的
周期分布情况见图 5E。未光照的游离 DOX组和 SCL
组细胞的周期分布和空白对照组接近。未光照的

DOX 脂质体制剂组 (SDL、CDL 和 SDL+SCL 混合
物组) 的细胞比空白对照组 G0/G1 期的分布略有减    
少, G2/M期略有增加。游离 DOX和 SDL组的细胞在
经过光照处理后细胞周期与光照前未发生明显改变。

SCL、CDL和 SDL+SCL混合物光照组细胞周期发生
显著变化 , 主要表现为 G0/G1 期的分布明显降低 , 
G2/M 期分布明显增加。其中 CDL 光照组细胞的细     
胞周期分布变化最大, G0/G1期、S期和 G2/M期分别
从空白对照组的 56.39%、33.69%  和 9.92%  变化为

17.33%、44.64%  和 38.03%, 细胞周期被明显阻滞。 
9  DOX体内分布 

DOX在荷MCF7/ADR肿瘤裸鼠体内各组织的分
布情况见图 6。考虑到细胞水平与动物水平的不同, 

动物给药后光照治疗时间的选择在此主要依据预实

验中 DOX肿瘤组织内分布峰值时间而确定 (4 h, 结
果未列出)。结果显示, 给药 4 h后, 未光照的 SDL、
CDL和 SDL+SCL混合物组中 DOX在各组织脏器中
的分布基本一致, 并且所有脂质体制剂组在心脏组
织中DOX分布明显少于游离DOX组, 这与脂质体的
包载有关。脂质体表面有 PEG层覆盖, 呈近中性, 该
PEG 层能够减缓药物在体内的清除速率, 延长脂质
体的血液循环时间, 并且脂质体的粒径在 90 nm左右, 
能够利用 EPR被动靶向效应, 增加 DOX在肿瘤组织
中的蓄积。SDL 组光照后在肿瘤部位的分布未见明
显变化, 这可能与 671 nm光照 (2 W·cm−2, 2 min) 对
SDL 中 DOX 释放行为及在 MCF7/ADR 细胞中的蓄
积均没有显著影响有关。CDL 组明显增多, 增加了
1.93倍。给药 24 h后, 脂质体制剂组在肿瘤部位的蓄
积明显多于游离 DOX组。光照 CDL组的 DOX在肿
瘤部位依然保持着较高的蓄积。 
10  药效学评价 

经过不同制剂给药后, 各组荷 MCF7/ADR 乳腺
癌裸鼠肿瘤体积变化情况见图 7。结果显示, 生理盐
水组荷瘤裸鼠的肿瘤体积增加非常迅速, 在 14 天内, 
肿瘤平均体积比第 1次给药时增加了 34.11倍。由于
SCL在未光照时细胞毒性较低, SCL组的肿瘤体积变
化曲线与生理盐水组相似, 14天后增加了 31.09倍。
DOX 的脂质体制剂 SDL 和 CDL 组抑制肿瘤的效果
优于游离 DOX组。CDL组和 SDL组抑瘤效果近似, 
这也再次说明了 Ce6tM 分子在未光照条件下几乎没

有抗肿瘤活性。SCL光照组光照后, TIR达到 (53.2  ± 

15.9) %, 说明光照过程中 SCL产生的 1O2能够有效地

杀死肿瘤细胞。游离 DOX组、SDL组、CDL组、SCL
光照组、SDL+SCL混合物光照组和 CDL组均显示了
不同程度的抑制肿瘤生长的效果, 它们对应的 TIR 分
别为 (36.8  ± 16.4) %、(61.8  ± 3.0) %、(61.4  ± 10.2) %、 
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Figure 5  A: Cell viabilities of MCF7 (i) and MCF7/ADR (ii) cells after treatment with free DOX, SDL,SCL, CDL or SDL+SCL      
mixture for 48 h at different concentrations.  In addition to the special note, the experimental condition of laser group was 2 min,         
2 W·cm−2, 671 nm and the laser irradiation was executed at 12 h.  The mass ratio of DOX to Ce6tM was 5:1; B: Cell viabilities of 
MCF7/ADR cells after treatment with SDL, SCL and CDL for 48 h at different concentrations with or without laser irradiation (671 nm, 
0.25 W·cm−2, 15 s); C: Determination of 1O2 in MCF7/ADR cells after incubation with free DOX, SDL, SCL, CDL or SDL+SCL mixture 
for 12 h with or without laser irradiation; D: ATP levels in MCF7/ADR cells after incubation with free DOX, SDL, SCL, CDL, and 
SDL+SCL mixture for 24 h; E: Flow cytometry analysis for cell cycle changes of MCF7/ADR cells induced by free DOX, SCL, SDL, 
CDL or SDL+SCL mixture for 24 h.  n = 3, x ± s.  ***P < 0.001 

 

 
Figure 6  Quantitative analysis of in vivo biodistribution of DOX in MCF7/ADR tumor-bearing mice at 4 h and 24 h after intravenous 
administration of free DOX, SDL, CDL and SDL+SCL mixture.  671 nm laser irradiation (2 W ·cm−2, 2 min) was executed at 4 h after 
administration.  The dose of doxorubicin was 5 mg ·kg−1.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 
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Figure 7  Inhibitory effect of CDL on tumor growth.  A: The variation profiles of tumor volumes.  The red arrows indicated the time 
points for drug administrations; B: Tumor weights at the end of the experiment; C: Picture of tumors on day 14 after first drug admini-
stration and representative photos of tumor-bearing mice at the end of the experiment.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 
 
(53.2  ± 15.9) %、(76.1  ± 11.6) % 和 (94.7  ± 6.2) %。CDL
光照组抑瘤效果最为显著, 14 天后肿瘤体积仅增加
了 1.22倍。这可能与 DOX化疗、Ce6tM光动力学治
疗及 DOX光敏感快速释放特性 3种因素在增强抗肿
瘤活性上有一定的协同效应有关。 
11  初步的生物安全性评价 

给药后, BALB/c-nu裸鼠各脏器的 HE染色切片
结果见图 8。据文献报道, DOX 在高剂量多次给药     
后, 会引起严重的系统毒性, 包括心脏毒性和肾毒性
等[16]。在实验中观察到类似的现象, 在给药 14天后, 
游离 DOX组的心脏组织 HE切片明显异常。CDL和
CDL 光照组没有引起裸鼠的心、肝、脾、肺和肾组
织的炎症反应或病理损伤, 表明光敏剂 Ce6tM 具有

较高的生物安全性, 并且光照是一种局部治疗手段, 
对于未光照的组织器官, Ce6tM 没有明显细胞毒性, 
此外, CDL 有助于减少 DOX 在心脏组织中的分布, 
减轻 DOX的毒副作用。 
 

结论 
本文首先采用薄膜水化−硫酸铵主动载药法制备

了具有光敏感特性的Ce6tM与DOX的共输送脂质体
CDL。以 37 ℃条件下脂质体中 DOX 包载稳定性及
光敏感释药速度为指标, 确定了最佳处方, 即 Ce6tM  

 
Figure 8  Histopathological analysis of tissue sections stained 
with HE after treatments with saline, free DOX, SCL, SDL,       
CDL and CDL laser.  The blue circle indicated the injured 
myocardium tissue area.  The scale bars represented a distance 
of 100 μm 
 
载药量 3%, 胆固醇与 SPC质量比为 1∶4。CDL具有
良好的光刺激响应性, 可以在 671 nm 激光照射过程
中快速释放内水腔中包载的化疗药物 DOX。同时, 
CDL在短时间、低功率的激光照射后, 与未光照组相 
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比, DOX释放速度明显加快。对 CDL光敏感释药现
象的机制进一步探索发现, Ce6tM在光照下光动力学
反应对脂质体中 DOX的释放起主导作用。光动力学
过程中产生的 1O2作用于脂质体膜, 不可逆地破坏了
其化学结构, 增加了脂质体磷脂双分子层的通透性。
从体外耐 DOX 的 MCF7/ADR 乳腺癌细胞模型实验
结果可以看出, CDL同时具有的光动力学治疗、化疗
和光敏感释药功能在一定程度上能够更好地逆转乳

腺癌的耐药。初步的机制研究结果表明, 这可能与肿
瘤细胞内 DOX的蓄积增加、ATP水平降低及细胞周
期的阻滞有关。荷MCF7/ADR乳腺癌细胞BALB/c-nu
裸鼠动物模型的动物实验结果表明, CDL 光照组肿
瘤组织中 DOX 的蓄积显著增加, 并且显示出良好抗
肿瘤生长的效果, TIR达到 (94.7  ± 6.2) %。此外, CDL
制备过程简单, 对纳米药物产业化具有一定的指导
意义。 
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