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Heparosan 细胞入胞途径及其胞内分布 

彭换换, 李  颖, 袁嘉怿, 陈荆晓, 陈敬华* 

(江南大学药学院, 江苏 无锡 214122) 

摘要: 本文对肝素前体 (heparosan) 的细胞摄取途径及其进入细胞后的分布情况进行了研究。通过胞吞途径

抑制及细胞探针定位实验发现, MCF-7 肿瘤细胞较 COS7正常细胞对 heparosan的摄取效率更高, 具有选择性。

Heparosan在 MCF-7肿瘤细胞和 COS7正常细胞中的内吞过程均为能量依赖。Heparosan主要通过小窝蛋白和巨

胞饮介导的内吞进入 MCF-7肿瘤细胞, 并且主要分布于溶酶体中。 
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Abstract: In this study, the endocytosis pathway of heparosan and its intracellular distribution were          

investigated in MCF-7 tumor cells and COS7 normal cells.  The endocytosis inhibition and cellular probe        
location experiments showed that MCF-7 tumor cells took heparosan more efficiently and selectively than COS7 
cells.  The cellular uptake of heparosan was energy-dependent in both MCF-7 tumor cells and COS7 normal 
cells.  Moreover, the major endocytosis pathway of heparosan into MCF-7 tumor cells was caveolin-mediated 
endocytosis and macropinocytosis.  The internalized heparosan was mainly located in lysosomes of the cells. 
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 药物传递系统是按预定方式将药物输送至特定

部位并有效释放的一类现代制剂, 可在提高疗效的
同时降低药物的毒副作用。利用具有纳米尺寸的载体

包载药物, 不仅能提高化疗药物的水溶性, 还可延长
药物半衰期, 提高药物的利用度, 甚至透过毛细血管
和组织间隙将药物递送至靶部位, 因而受到广泛的
研究[1−3]。近年来, 多糖类化合物, 如透明质酸、壳聚
糖等, 因其良好的水溶性、生物相容性、生物可降解
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性、特殊的生物活性及易于化学修饰等特点而受到越

来越多的关注与研究[4−6]。采用这些天然大分子构建

药物载体, 不仅能有效递送药物实现治疗, 还能克服
合成型高分子 (如聚乙二醇) 无生物活性、体内难以
降解、代谢等缺陷, 在生物医学领域显示出极大的应
用潜力[7, 8]。 

肝素前体  (heparosan) 是人体内肝素和硫酸乙
酰肝素的生物合成前体, 外部可从大肠杆菌 K5 菌株 
(O10: K5: H4) 的荚膜中分离获得[9]。近年的研究表

明, 由于 heparosan与肝素具有极其类似的主链结构, 
其不仅具有良好的生物安全性, 还具有在体内不易
被免疫系统清除的特点[10, 11]。Raman 等[12]研究还发

现, 尽管 heparosan 带有负电荷, 却能够高效进入多
种肿瘤细胞。利用这些特性, 本课题组用 heparosan构



 彭换换等: Heparosan 细胞入胞途径及其胞内分布 · 475  · 

 

建了一系列药物载体, 用于抗肿瘤药物的递送[13, 14]。

在研究过程中发现, 这些纳米载体不仅能够传递药
物进入癌细胞, 且其携带药物进入癌细胞的速率较
自由的小分子药物更快、更高效。此现象引起了作者

的兴趣, 为何 heparosan 能够高效进入癌细胞, 其相
关机制如何？由于材料的入胞途径与其经细胞摄取

后在胞内的分布和命运相关[15], 这也与载体的理性
设计及能否成功将药物输送至胞内靶区域密切相关。

因此, 阐明 heparosan 的入胞机制对于今后将其作为
材料构建药物传递系统具有重要意义。 

本文将 heparosan用罗丹明B (rhodamine B, RhB) 
进行荧光标记, 以表面不带电荷、不具有胞吞特异性
的葡聚糖 (dextran) 作为对照[16], 研究 heparosan 对
肿瘤细胞 MCF-7 和正常细胞 COS7 摄取行为的差异
性。以内吞途径的抑制剂和细胞探针为工具, 通过激
光共聚焦显微镜和流式细胞技术分析, 探究 heparosan
的细胞摄取途径和胞内分布情况。 
 

材料与方法 
材料与主要仪器  COS7 细胞 (来源于经病毒转

化的非洲绿猴肾成纤维细胞) 和 MCF-7 细胞 (人乳
腺癌细胞 ) 购于中国科学院保藏中心  (上海 )。
Dextran (Mw 70 kDa, 国药上海试剂公司); RhB、N,N-
二甲基甲酰胺、甲酰胺、N,N  '-二环己基碳二亚胺、
4-二甲氨基吡啶、氯丙嗪 (chlorpromazine, CPM)、菲
律宾菌素 (filipin, FP) 和渥曼青霉素 (wortamannin, 
WTM) (阿拉丁试剂有限公司), 反应所用溶剂使用前
均经过重蒸纯化; 胰酶、青霉素−链霉素 (上海生工
生物工程有限公司); DMEM 培养基 (美国 Gibco 公
司); 胎牛血清 (美国 Hyclone 公司); Alexa Fluor® 
488-conjugated ChromPure Human Transferrin (绿色
荧光, 标记网格蛋白介导的内吞途径, 美国 Jackson 
Immuno Research 公司); Alexa Fluor® 488-Cholera 
Toxin Subunit B Conjugates (绿色荧光, 标记小窝蛋
白介导的内吞途径 , 美国 Molecular Probes 公司); 
FITC-Dextran (Mw 70 kDa, 绿色荧光, 标记巨胞饮介
导的内吞途径, 美国 Sigma公司); 4',6-二脒基-2-苯基
吲哚  (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, 
DAPI)、溶酶体绿色荧光探针  (Lyso-tracker Green) 
(美国 Invitrogen 公司); heparosan 按照参考文献[17]通

过发酵纯化制得 (Mw 70 kDa)。FreeZone 2.5L型冷冻
干燥机 (美国 Labconco公司); CR-22GII大容量高速
冷冻离心机 (日本日立仪器有限公司); CO2恒温细胞

培养箱 (美国赛默飞世尔科技公司); UV-2550型紫外

可见分光光度计 (日本岛津公司); FACSCalibur型流
式细胞仪 (美国 BD公司); DMIL激光共聚焦显微镜 
(德国 Leica公司)。 

RhB标记 heparosan (HB) 和 dextran (DB) 的
制备  称取 RhB 0.12 g溶于 N,N  '-二甲基甲酰胺 (20 
mL) 中, 加入 N,N  '-二环己基碳二亚胺 (0.42 g)、4-
二甲氨基吡啶 (0.24 g) 于冰浴搅拌 4 h, 之后将其加
入到 40 mL 含有 1.00 g heparosan 的甲酰胺溶液中, 
继续冰浴 2 h后, 转移至室温反应过夜。待反应结束
后, 离心除去不溶物, 溶液装入透析袋 (MWCO 10 
kDa) 并对去离子水透析 2天, 除去未反应的 RhB和
杂质, 冷冻干燥得 HB。用紫外可见光分光光度计于
560 nm处测定吸光度, 根据 RhB标准曲线计算得到
RhB的接枝量。DB用相同的方法制备, 并计算 RhB
的接枝量。 

细胞培养及细胞摄取实验  COS7 和 MCF-7 两
种细胞于含有 1%  双抗和 10%  胎牛血清的 DMEM 完
全培养基中培养, 置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中, 2
天传代 1次, 取对数生长期的细胞进行实验。将对数
生长期的细胞分别以每孔 3×105个接种于 6孔板中。
细胞贴壁后, 将完全培养基换成含有不同浓度 HB或
DB 的培养基溶液, 孵育 2 h 后将溶液吸出, 用 PBS
小心清洗 3 次, 除去未被细胞内吞的材料, 再将细胞
用胰酶消化, 重悬于 PBS中, 在流式细胞仪中进行定
量测试, 以未加多糖的空白组作为对照进行调试。每
个实验重复 3次, 取平均值。 

将 COS7 和 MCF-7 细胞以每孔 2×105个接种于

共聚焦用细胞培养皿中, 加入含有 HB或 DB的培养
基溶液 (400 mg·L−1), 共孵育一定时间后, 用 PBS清
洗 3次, 之后加入多聚甲醛溶液 (4%), 共孵育 20 min
固定细胞, 再加入 DAPI溶液 (200 ng·mL−1) 孵育 30 
min对细胞核染色, 最后用 PBS清洗 3次, 激光共聚
焦显微镜 (confocal laser scanning microscopy, CLSM) 
定性观察。 

温度对细胞摄取影响实验  将 COS7 和 MCF-7
细胞以每孔 3×105个分别接种到 6 孔板中, 置培养箱
中培养过夜。为考察低温的影响, 先将细胞分别置于
4 ℃和 37 ℃条件下培养 1 h, 再加入含有 HB、DB的
培养基溶液, 分别置于 4 ℃和 37 ℃条件下继续孵育   
2 h, 参照上述方法, 用流式细胞仪计数, CLSM进行
观察。 

细胞摄取途径实验  将 COS7 和 MCF-7 细胞以
每孔 3×105个接种于 6孔板, 培养 12 h, 待细胞贴壁
后移去培养基, 在不同的孔中分别加入含细胞摄取
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抑制剂氯丙嗪 (5 µg·mL−1)、菲律宾菌素 (5 µg·mL−1) 
和渥曼青霉素 (1 µg·mL−1) 的无血清培养基, 孵育    
1 h 后吸去培养基, 加入含有等量抑制剂的 HB、DB
培养液继续培养 2 h, 吸去培养基后用 PBS清洗 3次, 
用胰酶消化后, 重悬收集细胞后用流式细胞仪分析
结果。以不加抑制剂的细胞摄取组为对照, 设定其细
胞摄取量为 100%。每个实验重复 3次, 取平均值。 

同样, 与 HB 或 DB 共培养的细胞固定后, 在     
不同的孔中分别加入含 Alexa Fluor®488-conjugated 
ChromPure Human Transferrin (2 μg·mL−1)、Alexa 
Fluor®488-Cholera Toxin Subunit B Conjugates (1 
μg·mL−1) 和 FITC-Dextran (1 mg·mL−1) 的无血清培
养基, 分别孵育 30、60 和 30 min, 用于标记网格蛋
白、小窝蛋白和巨胞饮途径, PBS清洗除去上述分子
探针后用 CLSM观察。 

细胞内分布观察  为考察 HB、DB 在细胞内的
转运情况, 首先将 COS7 和 MCF-7 细胞接种到共聚
焦皿中, 加入 1 mL经无血清培养液稀释的 HB、DB
溶液, 孵育 2 h后加入 100 nmol·L−1溶酶体染色液 300 
μL, 置于培养箱中继续孵育 30 min, 用 PBS 清洗 3
次, 加入 10 mmol·L−1细胞核染色液 DAPI 300 μL后, 
孵育 20 min, PBS清洗并用 CLSM观察。 
 

结果与讨论 
1  HB和 DB的制备 

用 RhB 对 heparosan 和 dextran 进行荧光标记,     

HB 和 DB 的化学结构如图 1 所示。通过 RhB 标准       
曲线, 测得 HB和 DB上 RhB的取代度分别为 0.14%  

和 0.10%。 控制 RhB较低的取代度, 不会对 heparosan
和 dextran 的分子结构、构象和亲疏水性质造成较大
的影响, 也能够客观反映其被细胞摄取的情况。 
2  细胞对 HB和 DB摄取效率 

HB和 DB 在正常细胞和肿瘤细胞中的摄取结果
如图 2 所示。从图中可见, 与 COS7 正常细胞比较, 
MCF-7肿瘤细胞对HB的摄取能力更强, 而两种细胞
对 DB摄取的差异则不明显。通过对浓度或时间两种
因素的调控, 两种细胞内 HB 的含量均显著提高, 明
显呈现出浓度和时间依赖性, 而两种细胞对 DB的摄
取量则随上述因素的变化并不显著, 说明细胞对 DB
的摄取能力有限。当质量浓度超过 400 mg·L−1, MCF-7
细胞中 HB的摄取量可达 DB摄取量的两倍以上, 并
且远高于 COS7 细胞中 HB 的摄取量。随时间变化, 
HB在MCF-7细胞中的摄取量也明显高于其在 COS7
细胞中的摄取量, 并且共培养 12 h后, MCF-7细胞中
HB的摄取量约为 DB摄取量的 3倍。上述结果均表
明 HB具有良好的入胞能力, 并且 HB可被MCF-7肿
瘤细胞选择性的高效摄取。 

CLSM 观察 (图 3) 也显示出与上述流式细胞仪
测试同样的结果。同一孵育时间下, 与 COS7 细胞 
(图 3a) 相比, MCF-7细胞中 (图 3b) HB、DB的荧光
强度更高; 而同一种细胞中, HB 的荧光强度明显高
于 DB的荧光强度, 且孵育 4 h比 2 h的荧光强度更 

 

 
Figure 1  Synthetic routes of heporasan-RhB (HB) (a) and dextran-RhB (DB) (b).  DCC: Dicyclohexylcarbodiimide; DMAP: 
4-Dimethylaminopyridine 
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Figure 2  Fluorescent intensity of HB and DB incubated with COS7 and MCF-7 cells with different concentrations (a) and various      
periods (b) (n = 3) at 37  ℃.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs COS7 HB or MCF-7 HB 
 

 
Figure 3  Confocal laser scanning microscopy (CLSM) images of HB and DB incubated with COS7 cells (a) and MCF-7 cells (b) for 
different periods at 37  ℃.  Scale bar: 25 µm 
 

高。说明 HB 进入两种细胞的能力均要强于 DB, 并
且 HB进入 MCF-7细胞更具有选择性。 
3  温度对细胞摄取 HB和 DB的影响 

由于两种细胞对 HB具有良好的摄取能力, 因而
考察温度对摄取的影响。 从图 4中可以看出, 与 37 ℃

条件相比, 4 ℃条件下, COS7细胞 (图 4a) 和 MCF-7
细胞 (图 4b) 中 HB和 DB的荧光强度均有所降低。
图中也可看出, MCF-7细胞对 HB的摄取受温度变化
显著降低。通过流式细胞仪定量分析结果 (图 5) 可
以看出, 在 4 ℃条件下, COS7细胞对 HB和 DB摄取
量均降低约 40%, 而在 MCF-7细胞中, HB和 DB的
摄取量则分别降低 50%  和 14%。这一结果说明 COS7
和MCF-7细胞对 HB和 DB的摄取均为能量依赖, 内
摄化过程均采取主动运输方式完成。 
4  HB和 DB细胞摄取途径分析 

通过胞吞途径抑制剂结合流式细胞仪定量分析

HB 和 DB 的细胞摄取途径。分别用 CPM 阻断网格
蛋白介导途径, FP 阻断小窝蛋白途径, WTM阻断巨 

 

 
Figure 4  CLSM images of COS7 (a) and MCF-7 (b) cells     
incubated with HB and DB at 37  ℃ and 4 ℃.  Scale bar: 25 µm 
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胞饮介导的摄取途径。如图 5a 所示, 对于 COS7 细
胞, 经抑制剂处理前后, 细胞对 HB 和 DB 的摄取量
均未发生明显变化, 仅巨胞饮途径受抑制剂影响降
低 6%, 这说明 HB 和 DB 进入 COS7 细胞的途径主      
要通过巨胞饮完成。由于巨胞饮属于非特异性内吞, 
且需要细胞表面骨架蛋白产生皱褶和凹陷, 帮助完
成内摄化, 因而依赖能量, 并且内摄化的速率较慢、
效率较低[15]。此结果也与上述流式细胞分析结果和

温度影响内摄化结果相吻合。而对于MCF-7细胞 (图

5b), 经 FP 和 WTM 处理后, HB 的摄取量分别降低
22%  和 24%, 而 DB的摄取量均未降低。这一结果也
说明 HB 主要通过小窝蛋白和巨胞饮两种途径介导
内吞进入 MCF-7 细胞。由于除巨胞饮外, HB 进入
MCF-7还通过小窝蛋白介导完成, 这可能是HB能快
速并且高效进入肿瘤细胞的原因, 而且这一过程受
能量影响明显。 

将网格蛋白、小窝蛋白和巨胞饮途径用分子探针

进行荧光标记, 通过 CLSM 进行观察。如图 6 所示,  
 

 
Figure 5  Effect of various endocytosis inhibitor treatments on the uptake of HB and DB by COS7 (a) and MCF-7 (b) cells ( n = 3).  
Control: HB or DB without endocytosis inhibitor; CPM: Chlorpromazine, clathrin-mediated endocytosis inhibitor; FP: Filipin, caveolin-     
mediated endocytosis inhibitor; WTM: Wortamannin, micropinocytosis inhibitor; 4  ℃, energy-dependent.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control 

 

 
Figure 6  CLSM images of endocytosis pathway labeled COS7 (a), MCF-7 (b) co-incubated with HB and DB at 37  ℃, scale bar:        
25 µm.  Alexa 488-Transfeerin: Clathrin-mediated endocytosis probe; Alexa 488-Cholera toxin: Caveolin-mediated endocytosis probe; 
FITC-DEX: Micropinocytosis probe 
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在 COS7细胞中, HB和DB的红色荧光仅与巨胞饮内
吞途径探针的绿色荧光发生少量重叠 (图 6a); 而在
MCF-7细胞中 (图 6b), HB的红色荧光与绿色荧光标
记的小窝蛋白和巨胞饮途径相重叠, 而 DB则与 3种
通路探针均重叠较少。这可能是由于两种细胞的内吞

能力存在差异, 并且细胞本身对 DB的内吞能力有限
所致。这些结果与上述流式细胞检测结果相吻合, 进
一步说明 HB 在 MCF-7 细胞中主要通过小窝蛋白和
巨胞饮途径进入细胞。 
5  HB和 DB的胞内分布 

载体或药物通过不同入胞途径进入细胞后会在

胞内分布于不同位置。由于胞内环境各异, 因而对于
药物最终的命运具有极大影响[16]。其中, 物质通过网
格蛋白介导入胞后首先进入早期内涵体, 之后转运
到溶酶体; 通过小窝蛋白介导入胞后, 一部分进入内
质网, 另一部分进入高尔基体, 之后转运到溶酶体; 
而通过巨胞饮途径入胞则会直接进入溶酶体。上述    
实验结果分析推测, HB 和 DB 在进入细胞后, 也将     
进入溶酶体。因此, 对溶酶体进行标记, 观察 2 h 后
HB 和 DB 的荧光分布, 结果如图 7 所示。在 COS7
细胞中 (图 7A), HB和 DB的红色荧光与溶酶体探针
的绿色荧光发生重叠, 且 HB 显示出更明显的叠加    
效果, 说明 HB 和 DB 均通过巨胞饮途径进入 COS7
细胞, 并分布于溶酶体; 在MCF-7细胞中 (图 7B), HB
红色荧光均匀地分布于细胞质中, 与溶酶体的绿色
荧光重叠, 说明 HB 已经由小窝蛋白和巨胞饮介导    
进入 MCF-7细胞的溶酶体。结果说明, 用 heparosan
作为材料介导药物传递 ,  也将进入细胞溶酶体。 
 

 
Figure 7  CLSM images of HB and DB in COS7 (A) and 
MCF-7 (B) cells incubated with HB and DB at 37  ℃.  A and B: 
HB; A1 and B1: DB.  Scale bar: 25 µm 

Heparosan 受酶作用易降解, 并且肿瘤细胞溶酶体内
本身具有 pH 低和酶浓度高的特殊微环境。因此, 今
后在设计 heparosan 作为药物载体时, 可参考上述因
素及药物作用的相关机制, 制备 pH 敏感和酶敏感类
型的药物控释体系, 提高药物在溶酶体中的释放度。
通过溶酶体小泡内外的浓度差异, 实现药物从溶酶
体中逃逸, 避免药物被溶酶体内环境降解失活。 
 

结论 
本文通过荧光标记 heparosan, 对其在不同细胞

中的摄取行为、入胞途径及胞内分布进行了研究。研

究结果表明, heparosan 可选择性地高效进入 MCF-7
肿瘤细胞, 这一过程属能量依赖, 主要经小窝蛋白和
巨胞饮两种途径介导内吞进入细胞, 之后主要分布于
溶酶体中。而 COS7 正常细胞对 heparosan 的摄取属
于能量依赖, 仅有少量 heparosan 经巨胞饮途径进入
细胞, 因而内摄效率较肿瘤细胞偏低。利用 heparosan
的这一特性, 不仅易于用其构建针对肿瘤细胞靶向
的药物传递系统, 还能基于溶酶体的微环境特性, 设
计为 pH 敏感或酶敏感等开关, 用于控制药物的释放
行为。 
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