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雷公藤甲素联合人参皂苷Rg3免疫治疗胰腺癌研究
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摘要: 本研究以脂质体作为载体包载雷公藤甲素与人参皂苷Rg3, 治疗胰腺癌荷瘤小鼠, 探讨脂质体对胰腺癌

肿瘤微环境免疫因子 CD4+、CD8+的水平影响, 并对抑瘤效果和安全性进行评价。研究采用 Pan02细胞构建荷瘤

C57BL/6小鼠模型, 经过14天治疗, 观测荷瘤小鼠肿瘤体积变化和体重变化。结果表明, 脂质体高、低剂量相对于模

型组肿瘤体积有明显治疗效果 (P < 0.01), 脂质体高剂量相对于雷公藤甲素组抑瘤率有明显提高 (P < 0.05), 免疫组

化表明, 与模型组相比, 脂质体高剂量组能上调免疫因子CD4+/CD8+比值, 且能抑制肿瘤增殖因子表达, 促进肿瘤凋

亡因子表达, 经过肝、脾、肺、肾的病理苏木素−伊红染色和血清因子检测有较高的安全性。该实验方案已通过河南

中医药大学实验动物伦理委员会审核批准 (编号: DWLL202103173), 动物福利和实验过程均遵循河南中医药大学

实验动物伦理委员会的规定。本研究为胰腺癌免疫治疗探索提供了一种新的思路。
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Abstract: Liposome was used as carrier to carry triptolide and ginsenoside Rg3 in the treatment of pancreatic 

cancer tumor mice. The effects of liposome on the levels of CD4+ and CD8+ microenvironmental immune factors of 

pancreatic cancer tumor were investigated, and the tumor inhibitory effect and safety were evaluated. In this study, 

Pan02 cells were used to construct a tumor-bearing C57BL/6 mouse model. After 14 days of treatment, the changes 

in tumor volume and body weight of tumor-bearing mice were observed. The results showed that the high and low 

doses of liposome had significant therapeutic effect on tumor volume in the model group (P < 0.01), and the tumor 

inhibition rate of high doses of liposome was significantly increased compared with triptolide group (P < 0.05). 

Immunohistochemistry showed that compared with the model group, the tumor inhibition rate of liposome was 

significantly increased. The high-dose liposome group can up-regulate the ratio of immune factor CD4+/CD8+ , 

inhibit the expression of tumor proliferation factor and promote the expression of tumor apoptosis factor, and has a 

high safety after pathological hematoxylin and eosin staining of liver, spleen, lung and kidney and serum factor 

detection. Animal welfare and experimental procedures are in accordance with the regulations of the Experimental 

Animal Ethics Committee of Henan University of Chinese Medicine (approval No.: DWLL202103173). This study 
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provides a new idea for the exploration of immunotherapy for pancreatic cancer.
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癌症一直是全人类面临的共同难题, 其中胰腺癌

是致命的恶性肿瘤之一。目前手术切除是胰腺癌的主

要治疗手段[1], 但由于胰腺癌被发现时多为中晚期, 导

致术后生存率极低, 因此使得新的治疗手段策略不断

涌现, 通过改善肿瘤微环境实现肿瘤免疫治疗就是其

中之一[2]。胰腺癌的肿瘤微环境存在着多种具有不同

功能的免疫细胞[3,4], 如具有抗肿瘤效应的CD4+、CD8+

效应T细胞、自然杀伤NK细胞等。T细胞根据细胞表

面分化抗原 (cluster of differentiation, CD) 的不同主要

分为 2个亚组: CD4+和CD8+T细胞。CD4+和CD8+T细

胞在抗肿瘤免疫中都起着关键作用, CD4+T细胞可以

通过招募CD8+T细胞, 增加其增殖, 并通过干扰素-γ依

赖的趋化因子和白介素 -2 的产生来增强其效应功

能[5-7]; 而CD8+T细胞的主要功能亚群是一类毒性T细

胞可产生直接杀死肿瘤细胞的作用效果。雷公藤是卫

矛科雷公藤属植物 , 其入药部位为木制藤本的干燥

根[8-10], 有活血通络、消肿定痛的功效[11,12]。雷公藤甲

素 (triptolide, TP) 则是由中药雷公藤提取的具有生物

活性的三氧化二萜化合物[13,14]。近代研究发现, TP有

良好的抑制肿瘤细胞增殖的作用, 抑制多种肿瘤组织

的生长 , 包括乳腺癌、肺癌和各种胃肠道肿瘤、胰腺

癌等[15-20]。

人参为五加科植物人参的干燥根或根茎[21], 人参

皂苷Rg3 (ginsenoside Rg3, Rg3) 是人参中的主要活性

成分, 属于四环三菇类人参二醇型皂苷单体[22,23], 研究

发现其具有抗肿瘤[24,25]、增强免疫功能[26-28]等广泛药理

作用。现代研究表明, 人参皂苷Rg3具有多种功效, 如

刺激淋巴细胞表达 CD4+、提高 CD4+T 淋巴细胞的活

性、促进干扰素-γ (interferon-γ, INF-γ)、肿瘤坏死因子-

β (tumor necrosis factor-β, TNF-β) 等抗肿瘤细胞因子

的分泌[29]、上调 CD4+T/CD8+T 比值、增强机体免疫功

能[30,31]等, 可在一定程度上改善肿瘤抑制的免疫微环

境, 增强免疫细胞的浸润, 极有可能助力胰腺癌的临床

治疗。

纳米级脂质体是目前药物输送系统中应用极为广

泛的药物载体, 具有被动靶向实体肿瘤的能力; 通过包

载雷公藤甲素与人参皂苷Rg3可促进化药治疗和免疫

治疗的治疗效果, 从而实现增效减毒的目的。本研究

通过构建一种脂质体, 在动物水平探讨两种药物联用

对肿瘤组织的抑制作用和促进 T 细胞的免疫调节作

用, 为其临床应用提供初步依据[32]。

材料与方法

仪器 AL204精密电子秤 (梅特勒−托利多仪器上

海有限公司); FreeZone2.5冷冻干燥机 (美国Labconco

公司); LC-2030C3D Plus高效液相色谱仪 (岛津企业管

理 (中国) 有限公司); HE8433手动挤压器 (Genizer公

司); KQ3200E超声波清洗机 (昆山市超声仪器有限公

司); Brookhaven Instruments 纳米粒度与 zeta 电位仪 

(美国布鲁克海文仪器公司); JEM-1230 (HC) 透射电子

显微镜 (transmission electron microscope, TEM, 日本

电子株式会社)。

药品试剂 雷公藤甲素 (HX190617010, 含量 ≥ 

98%, 西安昊轩生物科技有限公司); 人参皂苷 Rg3 

(MUST-22033111, 含量 99.15%, 成都曼思特生物科技

有限公司); 大豆卵磷脂 (B1504087, 含量 > 98%, 阿拉

丁)、聚乙二醇 (25322683, 2 kDa) (阿拉丁); 小鼠肌酐 

(creatinine, CRE) 测定试剂盒 (C011-2-1)、小鼠尿素氮 

(blood urea nitrogen, BUN) 测试盒 (C013-1-1)、小鼠 

(alanine aminotransferase, ALT) 试剂盒 (C009-2-1)、小

鼠 (glutamic oxaloacetic transaminase, AST) 试 剂 盒 

(C010-2-1) (南京建成生物工程研究所)。

实验细胞 鼠源胰腺癌细胞 (Pan02) 购买于武汉

普诺赛生命科技有限公司。

实验动物 健康 C57BL/6 小鼠 100 只 , 本研究所

用动物为 SPF级小鼠, 雌性, 体重质量为 (20 ± 2) g, 动

物生产许可证号为SCXK (豫) 2019-0002, 该实验方案

已通过河南中医药大学实验动物伦理委员会审核批

准 (编号: DWLL202103173)。

脂质体制备 将卵磷脂、聚乙二醇、Rg3和 TP按

质量比例 18∶6∶6∶1在甲醇完全溶解搅拌 12 h后, 置于

旋转蒸发仪上 (30 ℃, 100 r·min-1) 蒸发除去甲醇, 真空

干燥箱内干燥 12 h, 加入 4.0 mL 的去离子水, 室温下

800 r·min-1磁力搅拌 2 h促进薄膜水合, 250 W下超声

10 min促进粒子分散, 挤压通过 0.22 μm的水系滤头, 

放置于超滤离心管 (截留分子质量为 3 kDa), 冷冻离心

机 6 000 r·min-1离心 20 min, 分离出溶液中游离的 TP

和 Rg3, 即得载药的脂质体 (liposomes containing trip‐

tolide saponin and ginsenoside Rg3, Rg3-TP-LPs)。

脂质体的粒径分布及 zeta电位的测定 将500 µL

的脂质体溶液用去离子水稀释至 2.0 mL, 使用粒径电

位仪的动态光散射法 (dynamic light scattering, DLS) 

测定脂质体的粒径分布及 zeta电位。在 90°散射角下
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测定3次, 得到粒径分布及 zeta电位。

脂质体的透射电子显微镜研究 取 15 µL的脂质

体放置在TEM铜网上。30 min后滤去样品滴, 然后将

新配制的1.0%磷酸钨溶液放在透射电镜铜网上15 µL。

1 min后, 除去磷酸钨溶液, 用 15 μL的去离子水洗涤

样品 3 次。样品在漏斗下清洁的无尘表面上干燥过

夜, 用TEM观察并拍摄图像。

包封率和载药量的测定

TP标准曲线的建立 采用高效液相色谱法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC) 测定 TP 的

含量, 采用ZORBAX SB-C18色谱柱 (4.6 mm × 250 mm, 

5 μm); 流动相为乙腈/水 (33∶67, v/v); 流动相流速为

1.0 mL·min-1; 检测波长为 218 nm; 色谱柱温度为

25 ℃; 进样量 10 μL。配置质量浓度为 1、5、10、25、50、

80、100、250和 500 μg·mL-1的TP标准溶液, 采用HPLC

测定不同质量浓度梯度的TP含量。

Rg3标准曲线的建立 采用HPLC测定Rg3的含

量, 色谱柱同上; 流动相流速为 1.0 mL·min-1; 流动相为

乙腈/水 (50∶50, v/v); 色谱柱温度为 25 ℃; 检测波长为

203 nm; 进样量 10 μL。配置质量浓度为 5、10、20、50、

80、100、250 和 500 μg·mL-1 的 Rg3 标准溶液 , 采用

HPLC测定不同质量浓度梯度的Rg3含量。

取 0.2 mL Rg3-TP-LPs 加入 1.0 mL 无水甲醇 , 超

声 5 min破坏脂质体结构, 通过高效液相色谱法检测

其中TP和Rg3的含量。取 1 mL脂质体冷冻干燥 24 h

后称量干燥后剩余固体的质量。分别使用公式 (1) 和 

(2) 计算脂质体包封率和载药量:

包封率 = 脂质体内包裹的药物质量 / (脂质体内包

裹的药物质量 + 未包裹的游离药物质量) × 100% (1)

载药量 = 脂质体内的药物质量/脂质体的质量 × 

100% (2)

载体与药物的投料比考察 根据预实验的结果, 

固定卵磷脂/PEG/Rg3比为 3∶1∶1, 室温水化和水化时

间 24 h, 选取载体 (卵磷脂、PEG和 Rg3) 与 TP不同的

投料比为 5∶1、10∶1、30∶1和 50∶1。制备方法如上, 并

且以载药量、包封率、粒径为考察因素。

体外稳定性考察 用动态光散射考察了纳米粒子

在 4 ℃和 37 ℃下的稳定性。将 600 µL的Rg3-TP-LPs

溶液分别用去离子水、PBS 和含有 10% 胎牛血清的

DMEM 细胞培养基稀释至 3.0 mL, 分别放置于 4 ℃ 

(冰箱)、37 ℃ (培养箱) 环境中 30天和 48 h, 在预定的

时间点通过粒径电位仪测定其粒径分布和 zeta电位。

脂质体的渗漏率 制备脂质体在4 ℃进行保存, 分

别在1、3、5、7、14天时取出脂质体重新测定经过贮藏后

的脂质体包封率, 通过公式 (3) 计算脂质体的渗漏率:

脂质体的渗漏率 = (初始脂质体的包封率 − 贮藏后

脂质体的包封率)/初始脂质体的包封率 × 100% (3)

体外释放 取 Rg3-TP-LPs 和 TP、Rg3 溶液各

1.0 mL装入 (截留分子质量为2 kDa) 透析袋中, 用夹子

密封透析袋的两端。取40 mL含有0.5% (v/v) Tween 80

的 PBS 缓冲液 (pH = 7.4) 中 , 置于 37 ℃恒温摇床中 , 

将缓冲液预热 30 min后, 将装有样品的透析袋浸入缓

冲溶液中。按照预定的时间点, 再放入 0.5、1、2、4、6、

8、12、24、36、48 h吸取 1 mL缓冲溶液, 同时补充相同

体积的新鲜缓冲溶液。

细胞培养 鼠源Pan02细胞使用含有 10%胎牛血

清、90% DMEM高糖培养基培养, 在显微镜下观察细

胞覆盖培养皿底部 80% 左右进行细胞传代。取对数

生长期细胞, 制备瘤细胞悬液, 调整细胞密度为每毫升

1×107个。

动物模型制备 收集Pan02细胞并稀释成浓度为

每毫升 1×107个, 取 0.1 mL的细胞悬液注射在小鼠右

侧腋下, 构建荷瘤小鼠模型。当肿瘤体积大小生长到

80～100 cm3为造模成功标志。游标卡尺测量瘤体的

长径和短径, 通过公式 (4) 计算瘤体体积:

体积 = (长径 × 短径 2) / 2 (4)

动物药效学 将造模成功的小鼠随机分为模型

组、雷公藤甲素组、人参皂苷Rg3组、雷公藤甲素+人参

皂苷Rg3组、脂质体高剂量组、脂质体低剂量组, 随机分

组每组5只, 给药剂量为低剂量雷公藤甲素0.2 mg·kg-1, 

人参皂苷 Rg3为 1.2 mg·kg-1; 高剂量为 0.4 mg·kg-1, 人

参皂苷Rg3为2.4 mg·kg-1, 除人参皂苷Rg3和人参皂苷

Rg3+TP采用灌胃给药, 其余组均为尾静脉给药。每两

天给药 1次, 给药 7次, 第 15天, 处死小鼠, 剥离肿瘤组

织、称重, 并进行苏木素−伊红 (hematoxylin and eosin, 

H&E)、CD4+、CD8+、TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling 

assay)、Ki67 (flex monoclonal mouse anti-human Ki67 

antigen labeling assay) 免疫组化染色。同时取肝、脾、

肺、肾组织, 进行H&E染色, 考察各给药组的生物安全

性, 通过公式 (5) 计算抑瘤率:

抑瘤率 = (对照组平均质量−实验组平均质量) / 对

照组平均质量 × 100% (5)

统计学方法 实验数据用均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 

表示, 采用统计学软件 SPSS2.1.0进行数据分析, 组间

比较采用单因素方差分析。

结果

1　Rg3-TP-LPs的形态、粒径及表面电荷

通过 DLS 测定 Rg3-TP-LPs 的粒径分布和 zeta 电
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位。Rg3-TP-LPs的粒径为168.90 ± 0.87 nm (图1A), 分

散系数 (polymer dispersity index, PDI) 为 0.22 ± 0.02, 

zeta电位为−20.68 ± 0.80 mV (图 1B)。通过透射电镜

观察 (从左到右为×100 000、×200 000) Rg3-TP-LPs分

散呈球形, 可见脂质体典型的环状类指纹结构, 粒径与

测定的大小相一致 (图1C、D)。

2　药物测定方法学

测定雷公藤甲素、人参皂苷Rg3的标准工作曲线, 

两条标准曲线的相关系数均大于 0.999 (表 1), 说明建

立了良好的HPLC方法学。

3　载体与药物投料比

可根据制备的粒径、PDI、电位值, 筛选出最佳脂

质与雷公藤甲素比例30∶1, 粒径小、分散性良好、负电荷

的脂质体 (Rg3-TP-LPs), 且包封率、载药量良好 (表2)。

测定最佳比例脂质体雷公藤甲素的载药量为 0.23% ± 

0.02%, 人参皂苷的载药23.88% ± 0.21%, 粒径168.90 ± 

0.87 nm, PDI为0.22 ± 0.02, 电位为−20.68 ± 0.80 mV。

4　脂质体稳定性

为考察Rg3-TP-LPs的体外稳定性, 作者将脂质体

加入去离子水中并存放在 4 ℃的冰箱中, 考察脂质体

的储存稳定性。同时将脂质体分别加入 PBS 和含有

10% 胎牛血清的 DMEM 中, 并存放在 37 ℃的培养箱

中, 模拟细胞培养环境。结果如图 2所示, 在 PBS中, 

30 天内粒径、PDI 变化不大 ; 脂质体在 37 ℃ PBS 中

PDI和 zeta可能是受 PBS 缓冲液中离子的影响, 电位

有下降, 但还是相对稳定; 脂质体在 10% 胎牛血清的

DMEM中粒径可能是受其中部分蛋白的影响, 在 12 h

后有所增加, PDI基本稳定, zeta电位保持稳定, 说明制

备的脂质体贮存稳定性良好, 且在模拟环境内能保持

基本形态。

5　脂质体的渗漏率

脂质体的渗漏率是评价脂质体储藏稳定性的重要

指标之一。脂质体经过一段时间的储藏后, 两种药物

的渗漏率如表 3所示, 脂质体在 4 ℃条件下随时间的

延长, 渗漏率逐步增加, 14天内脂质体的TP的渗漏率

均小于 15%, Rg3 的渗漏率小于 30%, 说明脂质体在

4 ℃条件下贮藏良好。

6　药物释放

通过 HPLC 测定样品中的 TP、Rg3 的含量 , 计算

TP、Rg3体外累计释放百分率。结果显示, TP呈快速

释放的趋势 (图 3A), 8 h内已累计释放 90%左右, 而脂

质体均呈缓慢地释放, 直到 24 h时累计释放率才达到

顶峰, Rg3的释放远大于脂质体的释放 (图 3B), 且脂质

体释放速度缓慢, 说明表现出较好的缓释性能。

7　脂质体药效学评价

经过 14天内的治疗结果如图 4所示, 与模型组相

比, 给药组肿瘤体积都有一定的抑制作用, 其中最后一

天Rg3-TP-LPs-L、Rg3-TP-LPs-H的肿瘤体积与模型组

相比肿瘤体积抑制率 (P < 0.001); 与TP组相比抑制率

明显提高 (P < 0.05)。

8　小鼠肿瘤H&E组织染色

H&E染色结果如图 5所示, 模型组的肿瘤组织的

Table 2　Lipid-drug ratio in liposomes and including triptolide and ginsenosides Rg3. n = 3, 
-
x ± s. PDI: Polymer dispersity index

Drug loading 

ratio
5∶1

10∶1
30∶1
50∶1

Particle size

/nm
123.93 ± 0.16
135.87 ± 0.31
168.90 ± 0.87
119.42 ± 0.62

PDI

0.20 ± 0.01
0.20 ± 0.01
0.22 ± 0.02
0.23 ± 0.01

Zeta electric 

potential/mV
−14.87 ± 3.06
−18.59 ± 2.41
−20.68 ± 0.80
−18.99 ± 2.32

Encapsulation 

efficiency/% (TP)
28.62 ± 0.75
58.70 ± 3.13
66.00 ± 5.23
90.11 ± 3.07

Drug loading 

capacity/% (TP)
0.15 ± 0.11
0.32 ± 0.06
0.23 ± 0.02
0.02 ± 0.01

Encapsulation 

efficiency/% (Rg3)
54.80 ± 1.89
33.90 ± 2.00
71.52 ± 5.20
46.81 ± 8.45

Drug loading 

capacity/% (Rg3)
11.85 ± 4.89
8.63 ± 0.10

23.88 ± 0.21
12.11 ± 2.08

Figure 1　Particle size, potential and morphological characteristics 

of Rg3-TP-LPs. A: Size distribution; B: Zeta potential. n = 3; 

C, D: Different micrographs of Rg3-TP-LPs using transmission 

electron microscope. TP: Triptolide; Rg3-TP-LPs: Liposomes 

containing triptolide saponin and ginsenoside Rg3

Table 1　Regression equations, correlation coefficients and linear 

ranges of each chemistry

Compound

Triptolide

Ginsenoside Rg3

Linear equation

Y = 23 269 x + 52 191

Y = 2 607.7 x + 6 135.9

Coefficient 

of 

association
0.999 7

0.999 8

Linearity 

range

/μg·mL-1

1−500

5−500
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细胞结构完整、排列整齐、细胞核的染色清晰; TP、TP+

Rg3组的肿瘤细胞形态变得膨胀、排列混乱, Rg3-TP-

LPs-L组肿瘤细胞核消失; Rg3-TP-LPs-H组肿瘤细胞

结构基本受损、细胞排列基本完全混乱。

9　肿瘤免疫组化分析

与模型组相比 , TP+Rg3、Rg3-TP-LPs-H、Rg3-TP-

LPs-L组的染色结果呈现较强的阳性效果, TP组呈现

阴性效果 (图5), 说明脂质体组和混合给药组能够促进

肿瘤组织的CD4+的表达。

与模型组相比, TP+Rg3组、脂质体Rg3-TP-LPs-L

组、Rg3-TP-LPs-H 组呈现阴性结果 (图 5), 说明 TP+

Rg3和脂质体能够抑制肿瘤CD8+的免疫应答, 但是脂

质体与两种药物混合组相比对肿瘤组织CD8+的免疫

应答抑制效果更明显, 可能与脂质体的生物利用度或

药效更高有关。

TUNEL检测结果可见, 与模型组相比, Rg3、Rg3-TP-

LPs-L、Rg3-TP-LPs-H 组肿瘤细胞被大量染色 (图 5), 

说明给药后肿瘤凋亡因子大量表达。

模型组肿瘤细胞Ki67染色呈现阳性结果, 说明模

型组细胞增殖旺盛。与模型组相比 , Rg3-TP-LPs-H、

Rg3-TP-LPs-L、TP+Rg3 组呈现阴性表达 (图 5), 说明

给药后肿瘤细胞增殖受到抑制。

10　免疫组化半定量分析

CD4+、CD8+、TUNEL、Ki67, 采用 Image J 软件对

免疫组化进行半定量分析, 结果如图 6所示。雷公藤

甲素一定程度地抑制了 CD4+和 CD8+的表达水平, 人

参皂苷 Rg3 能显著促进 CD4+和 CD8+因子的表达, 低

浓度脂质体能上调CD4+因子水平和下调CD8+因子水

平, 而且脂质体组比混合组的CD4+/CD8+比值高, 这可

Figure 2　Stability of Rg3-TP-LPs liposomes after placed in water at 4 ℃ for 30 days (A: Diameter; B: PDI; C: Zeta potential) and in PBS, 

10% FBS+90% DMEM for 48 h at 37 ℃ (D: Diameter; E: PDI; F: Zeta potential). n = 3, 
-
x ± s

Table 3　Leakage rates of TP and Rg3 in liposomes at different 

time periods. n = 3, 
-
x ± s

Time/day
1
3
5
7

14

Leakage rate (TP)/%
3.19 ± 2.44
4.66 ± 2.35
5.88 ± 3.23
8.03 ± 3.06

12.74 ± 0.21

Leakage rate (Rg3)/%
1.20 ± 1.05
4.20 ± 1.33
5.06 ± 2.08
7.97 ± 4.94

20.38 ± 8.19

Figure 3　Drug release of Rg3-TP-LPs. A: The release of TP from Rg3-TP-LPs within 48 h; B: The release of Rg3 from Rg3-TP-LPs 

within 48 h. n = 3, 
-
x ± s
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能与脂质体能延缓药物的作用时间有关 (图 6A、B)。

另外, 值得注意的是两种药物在治疗胰腺癌时, 都能抑

制肿瘤细胞增殖, 促进肿瘤凋亡 (图6C、D)。

11　体内安全性评价

11.1　小鼠体重变化 毒性是雷公藤甲素在临床应用

中的障碍之一。通过绘制抗癌疗法期间小鼠体重的曲

线以评估全身毒性 (图7), 与模型组相比均无明显降低

趋势, 说明给药剂量合理, 对小鼠体重无明显影响。

11.2　小鼠组织形态学结果 生物安全性是给药系统

评价的重要补充, 对主要脏器的H&E染色结果如图 8

所示, 可观测到雷公藤甲素对小鼠肝脏、肾脏和脾脏有

一定的损伤, 主要表现为肝细胞索排列紊乱, 肾小管球

毛细血管内皮细胞肿胀等, 脾脏红髓与白髓界限模糊, 

髓窦扩张, 充有大量的红细胞等, 与模型组相比, Rg3、

TP+Rg3、Rg3-TP-LPs-L、Rg3-TP-LPs-H 等各组在脾

脏、肝脏、肾脏、肺等器官组织无明显的病理损伤, 说明

Figure 4　Tumor changes of mice in each administration group. A: Tumor volume over 14 days; B: Tumor volume at the end of experi‐

ment; C: Tumor inhibition rate; D: Images of tumor tissue at the end of experiment. n = 5, 
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001; #P < 0.05

Figure 5　H&E staining of pancreatic cancer tumor tissue in mice (×200); Immunohistochemical expression of CD4+ , CD8+ , TUNEL, 

Ki67 in mouse pancreatic cancer tumor tissues (×200). H&E: Hematoxylin and eosin; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP-biotin nick end labeling assay;
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两种药物联合能降低雷公藤甲素对肝脏、脾脏、肾脏的

损伤。

11.3　小鼠血清因子测定 BUN、CRE、AST 和 ALT4

项指标 (图 9) 异常则表示肝脏和肾脏的功能受损。与

模型组相比 , TP 组的 CRE、AST 含量显著增加 , 说明

TP对肾脏和肝脏有一定的损伤; 其他给药组无明显变

化趋势, 这些结果与H&E病理结果相符。以上结果证

明, 两种药物联用可以有效降低TP对肝脏的毒性。

讨论

本研究成功构建了以卵磷脂为载体、人参皂苷

Rg3代替胆固醇增加双层磷脂的流动性并包载雷公藤

甲素的 Rg3-TP-LPs 脂质体。由于人参皂苷 Rg3 与胆

固醇化学结构相似, 故人参皂苷Rg3代替胆固醇不会

Figure 8　H&E staining of liver, kidney, lung and spleen of mice (×200)

Figure 6　 Immunohistochemical semi-quantitative analysis of mouse tumor tissue. n = 5, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; #P < 

0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001

Figure 7　 Changes of body weight of mice in each treatment 

group over time. n = 5, 
-
x ± s
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影响本脂质体的结构稳定性。本研究分别通过 DLS

和TEM测得Rg3-TP-LPs的粒径分布、zeta电位和形态

结构均符合实验要求, 具有典型脂质体的基本特征。

Rg3-TP-LPs脂质体分别在水、PBS和含血清的培养基

中保持良好的稳定性, 而且Rg3-TP-LPs脂质体具有良

好的缓释性能。因此制备的 Rg3-TP-LPs脂质体符合

本实验中动物实验的基本要求。

TP 和人参皂苷 Rg3 均具有抗癌作用 , 人参皂苷

Rg3可以调控机体中CD4+和CD8+细胞因子的表达水

平[26,33], 而发挥抗肿瘤作用。研究结果表明, Rg3-TP-

LPs脂质体在动物实验中上调CD4+/CD8+的表达, 调节

肿瘤 T淋巴细胞亚群比例, 改善肿瘤组织部位 T淋巴

细胞功能, 从而提高细胞免疫应答, 提高肿瘤部位T淋

巴细胞的浸润及抗肿瘤活性, 且能有效抑制肿瘤的生

长。TUNEL 与 Ki67 免疫组化染色进一步证实 Rg3-

TP-LPs脂质体能抑制肿瘤细胞的增殖, 促进肿瘤细胞

的凋亡。同时生物安全性考察显示 Rg3-TP-LPs能显

著改善由TP导致的肝脏、肾脏、脾脏毒性, 脂质体具有

良好的生物安全性。综上所述, 人参皂苷Rg3与TP联

用并制备脂质体实现了协同抗肿瘤效果, 表现出良好

的免疫调节作用, 生物安全性好, 拥有良好的临床应用

前景。

肿瘤的发生和发展是一系列复杂的生物学过程。

胰腺癌肿瘤微环境中浸润的淋巴细胞以T淋巴细胞为

主, 包括 CD4+T 淋巴细胞和 CD8+T 淋巴细胞等, 其中

CD4+T淋巴细胞是辅助诱导 T细胞, 激活后产生大量

细胞因子, 增强肿瘤免疫效果, CD8+T淋巴细胞是具有

病毒清除和黏附功能的细胞毒性 T 细胞[34,35]。CD4+/

CD8+的比值衡量机体的免疫状态, 该值越低, 说明细

胞对肿瘤的免疫反应能力越差。而肿瘤患者常处于免

疫失衡状态, CD4+T 细胞减少, CD4+/CD8+降低, 细胞

免疫功能紊乱 , 因此上调 CD4+T 细胞/CD8+T 细胞比

值, 能提高患者的免疫功能, 发挥更强的抗肿瘤作用。

本研究对肿瘤组织样本进行了CD4+、CD8+免疫组

化分析, 未对肿瘤微环境进行详细的炎症因子检测, 面

对复杂的肿瘤微环境, 本研究仅是初步探索, 未来加快

研究进展和扩大样本分析, 期望能够为临床治疗胰腺

癌研究提供理论指导。
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