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主动包载维替泊芬阳离子脂质体用于新生血管和肿瘤靶向光动力治疗

万方劼, 陈斌龙, 杨林洁, 殷晴晴, 鄢 月, 杨 晔, 张 强, 汪贻广*

(北京大学医学部药学院, 北京 100191)

摘要 : 本研究设计了一种主动稳定包载维替泊芬 (verteporfin, BPD) 的新生血管及肿瘤靶向阳离子脂质体

(cationic liposome with drug active-loaded in lumen, CLL), 并对其体内外理化性质进行探究。采用醋酸钙梯度法对

光敏剂BPD进行主动包载, 并通过后插法加入阳离子脂质 (2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺 [(2,3-dioleoy-loxy-propyl)-

trimethylammonium, DOTAP] 成功制备CLL。体外表征结果显示, CLL粒径约 100 nm, 电位在 28 mV左右, 体外稳

定性较被动载药制剂显著增强。此外, 包载于脂质体内腔的BPD通过分子间荧光共振能量转移 (homo-FRET) 可在

递送过程中关闭光敏效应, 使光毒性降低。细胞摄取及毒性实验结果证明, 正电荷靶向可显著提高血管内皮细胞及

肿瘤细胞中药物摄取量, CLL光动力药效显著增强。体内实验结果显示, 相比于被动载药制剂, CLL血浆清除速率

降低且在肿瘤中特异性蓄积增强。离体组织定量结果显示, CLL在正常组织中分布少, 有利于提高其体内安全性。

动物实验均按照北京大学医学部实验动物伦理委员会及国际动物实验的指导原则进行。上述实验结果说明, 本研

究成功构建了新型阳离子靶向脂质体, 克服了被动载药制剂在肿瘤治疗中的局限性, 使其光动力疗效显著提高。
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Active loading of verteporfin into cationic liposome for neovasculature-
and tumor-targeted photodynamic therapy
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Abstract: To target neovasculature and tumor cells, a novel cationic liposome with verteporfin (BPD) active-

loaded in lumen (CLL) was designed and its basic in vitro and in vivo behaviors were evaluated in this study.

Calcium acetate gradient loading method was applied to encapsulate BPD actively and cationic lipid (2,3-dioleoy-

loxy-propyl)-trimethylammonium (DOTAP) was added by post-insertion for the positive charge of CLL. Results of

characterization showed that the diameter and zeta-potential of CLL were around 100 nm and 28 mV, respectively.

Compared with passive loading liposomes, CLL significantly enhanced the stability of BPD loading. What's

more, the loaded BPD in lumen could switch off the fluorescence and photosensitization during blood circulation

by homo-fluorescence resonance energy transfer (homo-FRET) effect, leading to the diminished phototoxicity to

normal tissues. In vitro cellular uptake and cytotoxicity assay exhibited that positive charge dramatically enhanced

the uptake of CLL both in vascular endothelial cells and tumor cells leading to superior therapeutic efficacy. In vivo

study further showed that CLL reduced the clearance rate and increased tumor accumulation compared with

passive loading group. Quantitative results of exvivo organ indicated that negligible CLL distributed in normal

organs contributing to low phototoxicity. Animal experiments were conducted according to the Guidelines of the
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Experimental Animal Ethics Committee of Peking University Health Science Center and International Animal

Experiments. In conclusion, we successfully designed a novel cationic targeting liposome that overcame the

limitations of passive loading and significantly enhanced the efficacy of photodynamic therapy.
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calcium acetate gradient method

脂质体具有增溶、减毒及高组织相容性等优势, 是

纳米药物领域的研究热点[1,2]。脂质体技术临床转化

前景良好, 目前已有 20多种脂质体药物被批准上市[3]。

然而, 传统的薄膜法及逆向蒸发法等被动载药方法载

药效率低、稳定性差、体内递送时极易出现药物“突

释”, 导致严重的毒副作用[4,5]。主动载药技术的出现

显著提高了脂质体载药效率及稳定性。1986年, Bally

等[6,7]首次采用 pH梯度法实现了对多柔比星高效稳定

的主动包载。1995年, 采用硫酸铵梯度法载药的长循

环脂质体Doxil®被 FDA批准上市, 通过使药物在脂质

体内部形成结晶而高效稳定包载于脂质体内腔中[8]。

随后, 又出现了醋酸钙梯度法等适用于不同性质药物

的主动载药方法[9,10]。

2000 年 , 首个光动力抗新生血管治疗 (anti-neo‐

vascular therapy, ANET) 用脂质体 Visudyne® 被 FDA

批准上市 , 适用于年龄相关性黄斑变性 (age-related

macular degeneration, AMD)[11]。光动力治疗通过使用

特定波长激光及光敏剂产生单线态氧杀伤细胞, 具有低

创、低毒及精准等优点[12]。Visudyne®采用反复冻融法

将光敏剂维替泊芬 (BPD) 被动包载到脂质体脂膜上,

入血后迅速解散, 通过与载脂蛋白结合递送, 使 BPD

特异性蓄积至脉络膜新生血管[13,14]。肿瘤中同样存在许

多新生血管为其提供营养, 靶向破坏肿瘤新生血管, 可以

显著抑制肿瘤生长[15,16]。相比于仅靶向肿瘤实质细胞,

靶向肿瘤新生血管的治疗对肿瘤血管密度依赖性低,

普适性强, 且无不可逆耐药现象[17]。但当Visudyne®应

用于肿瘤的ANET中, 存在药物包载不稳定、毒性大、

代谢快及靶向能力不足等问题, 导致肿瘤难以被根除。

肿瘤血管上存在许多如磷脂酰丝氨酸等带负电荷

的大分子, 并且缺乏糖蛋白涂层, 从而形成具有较大负电

荷的血管内皮细胞表面[18,19]。阳离子脂质体可通过静电

吸附及高渗透长滞留效应, 将药物靶向递送到肿瘤新生

血管内皮细胞[19]。也有研究发现, 正电荷修饰可增强肿

瘤细胞内化, 提高药物在肿瘤中特异性蓄积量, 肿瘤新

生血管及实质细胞双重靶向可显著提高治疗效果[20]。

为克服Visudyne®肿瘤治疗中的局限性, 本研究构

建了一种主动包载 BPD的稳定阳离子脂质体 (CLL),

通过静电吸附增强其新生血管及肿瘤靶向能力以提高

光动力疗效, 并对其基本性质、细胞靶向性、光动力细

胞杀伤效应及体内行为进行探究。

材料与方法

材料与试剂 氢化大豆磷脂 (HSPC)、二硬脂酰基

磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000 (DSPE-PEG2000) (美国

Sigma-Aldrich 公司); (2, 3-二油酰基 -丙基) -三甲胺

(DOTAP, 上海艾伟拓医药科技有限公司); 胆固醇、醋

酸钙、曲拉通X-100 (Triton X-100) (北京百灵威科技有

限公司); BPD (上海先辉医药科技有限公司); RPMI

1640培养基、F12K培养基、内皮细胞生长添加剂和肝

素 (ECGS/H)、0.25%含 EDTA胰蛋白酶、L-谷氨酰胺、

青霉素-链霉素双抗 (北京中科迈晨科技有限公司); 胎

牛血清 (FBS, 德国PAN-Biotech公司)。

仪器 690 nm激光器 (中国长春镭仕光电有限公司);

紫外-可见分光光度仪 (UH5300)、荧光光谱仪 (F7000)

(日本 HITACHI 公司); 纳米粒度及 Zeta 电位分析仪

(Zetasizer Nano ZSP, 美国 Malvern 公司); 流式细胞仪

(CytoFLEX S, 美国 Beckman Coulter 公司); 共聚焦荧

光显微镜 (TCS-SP8, 德国 Leica 公司 ; LSM880, 德国

Zeiss公司); 小动物活体成像系统 (IVIS SPECTRUM,

美国Perkinelmer公司)。

细胞培养 ① 人脐静脉内皮细胞株HUVEC-C购

自中国医学科学院基础医学研究所, 用含有0.04 mg·mL-1

ECGS、0.1 mg·mL-1 肝素、100 μg·mL-1 双抗、1% L-谷

氨酰胺和 10% FBS的 F12K培养基进行培养。细胞生

长至汇合度约 80%, 用 0.25% 含 EDTA 胰蛋白酶进行

消化, 以 1∶3的传代比例进行培养; ② 小鼠乳腺癌细

胞株 4T1 购自中国医学科学院基础医学研究所 , 用

含有 100 μg·mL-1双抗、1% L-谷氨酰胺和 10% FBS的

RPMI1640 培养基进行培养。细胞生长至汇合度约

80%, 用 0.25%含 EDTA胰蛋白酶进行消化, 以 1∶8的

传代比例进行培养。

实验动物 BALB/c 小白鼠 (雌性 , 近交系 , 18～

20 g), 购自北京大学医学部实验动物科学部, 许可证

号: SCXK (京) 2016-0010。动物于无菌条件下饲养及

进行实验操作 (温度 20～25 ℃, 湿度 50%～60%)。动

物实验均按照北京大学医学部实验动物伦理委员会及
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国际动物实验的指导原则进行。

脂质体的制备 采用薄膜分散法制备主动载药脂

质体 (liposome with drug active-loaded in lumen, LL)、

主动载药阳离子脂质体 (CLL)、被动载药脂质体 (lipo‐

some with drug passive-loaded in membrane, ML)、被动

载药阳离子脂质体 (cationic liposome with drug passive-

loaded in membrane, CML) 及DiO标记的空白脂质体。

LL 及 CLL 的制备 精密称取处方量 (表 1) 的

HSPC、DSPE-PEG2000 及胆固醇于茄形瓶中 , 加入约

10 mL三氯甲烷充分溶解。37 ℃水浴条件下减压旋蒸

抽去溶剂至形成均匀薄膜。加入适量 130 mmol·L-1醋

酸钙水化液 (冰醋酸调 pH = 6.0), 于 70 ℃水浴条件下

水化约 15 min。使用超声破碎仪对脂质体悬液进行超

声至其呈现淡蓝色乳光。使用脂质体挤出器及 0.1 μm

孔径的聚碳酸酯膜对脂质体进行整粒。待其冷却至

室温 , 过 Sephadex G-50 凝胶柱除去游离醋酸钙 , 得

到空白脂质体。加入脂材总质量 2% 的 BPD 溶液

(6 mg·mL-1), 于 70 ℃水浴条件下载药 1 h。待溶液冷

却至室温, 过 Sephadex G-50凝胶柱除去游离BPD, 得

到LL。于 70 ℃水浴条件下, 向LL溶液中加入脂材总

质量 15%的DOTAP乙醇溶液 (50 mg·mL-1), 共同孵育

30 min。待溶液冷却至室温, 过 Sephadex G-50凝胶柱

除去游离DOTAP, 得到CLL。

ML 及 CML 的制备 精密称取处方量 (表 1) 的

HSPC、DSPE-PEG2000、胆固醇及脂材总质量2%的BPD

于茄形瓶中, 加入三氯甲烷充分溶解。37 ℃减压旋蒸

形成均匀薄膜。加入适量 0.9% NaCl溶液, 70 ℃水化

15 min。使用超声破碎仪对脂质体悬液进行超声, 并

使用脂质体挤出器进行整粒, 得到ML。按照CLL制

备过程进行DOTAP的插膜, 得到CML。

DiO 标记的空白脂质体的制备 精密称取各脂

材, 加入脂材总质量 0.1% 的 DiO。不进行 BPD 包载,

其余制备步骤同上, 得到DiO标记的空白脂质体。

CLL的表征 使用紫外-可见分光光度计测定纯

化前后CLL溶液中BPD浓度, 过柱前脂质体溶液中的

药物浓度记为 Cb, 过柱前脂质体溶液体积记为 Vb, 过

柱后脂质体溶液中的药物浓度记为Ca, 过柱后脂质体

溶液体积记为Va。包封率 (EE) 计算公式如下:

EE (%) = (Ca×Va) / (Cb×Vb) ×100% (1)

使用纳米粒度及Zeta电位分析仪测定插入DOTAP

前后制剂的粒径以及zeta电位的变化。采用磷钨酸负染

法进行电镜样品的制备, 使用场发射透射电镜 (TEM)

得到制剂形态图像。

荧光开关效应 用Triton X-100完全破坏CLL, 得

到解散态样品 (disrupted, on-state)。用 0.9% NaCl溶液

同比例稀释制剂 , 得到完整态样品 (intact, off-state)。

使用荧光光谱仪测量 CLL 解散及完整状态时 λem =

690 nm 处 BPD 荧光强度 , 并计算荧光信号放大倍数

(RF), 计算公式如下:

RF = Fon / Foff (2)

使用小动物活体成像系统对 CLL解散及完整状

态进行成像 (λex = 675 nm, λem = 720 nm)。

单线态氧开关效应 采用电子顺磁共振 (electron

spin resonance, ESR) 检测自由基的产生。将样品稀释

于用重水配置的四甲基-4-哌啶酮 (5 μmol·L-1) 中, 并置

于玻璃毛细管中进行检测 , 每个样品扫描 4 遍 , 每次

1 min。CLL的解散态样品和完整态样品分别用690 nm

激光器 50 mW·cm-2进行光照, 每次光照 1 min, 光照后

立即取样进行检测得到相应吸收曲线。

体外稳定性 用含 10% FBS 的生理盐水将 ML、

CML、LL 及 CLL 共 4 种制剂分别稀释至 BPD 质量浓

度为 5 μg·mL-1, 置于 37 ℃水浴条件下进行稳定性实

验。在 0、2、4、16 及 24 h 取样 , 使用荧光光谱仪测量

λem = 690 nm处BPD荧光强度。制剂稀释后立即测量

的荧光强度, 记为F0 h; 不同时间点取样测得的荧光强

度, 记为Fi h; 用Triton X-100充分破坏同浓度制剂测得

的荧光强度 , 记为 Fon。BPD 泄漏率 (leakage, L) 计算

公式如下:

L (%) = (Fi h - F0 h) / (Fon - F0 h) × 100% (3)

细胞摄取

流式细胞技术定量检测 将HUVEC细胞和 4T1

细胞分别以 8×104个/孔、2×104个/孔接种于 12孔板中,

孵育过夜。① DiO空白脂质体的细胞摄取: DiO标记

的 LL 及 CLL 分别用完全培养基稀释至 DiO 质量浓

度为 0.25 μg·mL-1, 每孔加入 500 μL, 于 37 ℃孵育

30 min。弃去制剂, 用磷酸盐缓冲液 (PBS) 清洗 3次,

每孔加入 250 μL胰蛋白酶进行消化。1 500 r·min-1离

心 3 min收集细胞, 用 PBS清洗 3次后, 最终用 PBS重

悬。过300目细胞筛形成单细胞悬液, 采用流式细胞仪

检测单细胞中DiO的荧光强度 (λex = 488 nm, λem = 525/

20 nm BP)。以空白培养液处理组为细胞本底信号, 每

个样品收集 10 000个细胞。② 载药脂质体的细胞摄

取: 包载BPD的 LL及CLL分别用完全培养基稀释至

BPD质量浓度为5 μg·mL-1, 每孔加入500 μL, 于37 ℃分

别孵育 5、15及 30 min。后续实验操作同上, 采用流式

细胞仪检测单细胞中 BPD 的荧光强度 (λex = 638 nm,

λem = 660/20 nm BP)。

共聚焦显微镜定性检测 将HUVEC细胞和 4T1

细胞分别接种于 8孔腔室中, 孵育过夜。① DiO空白

脂质体的细胞摄取: DiO 标记的 LL 及 CLL 分别稀释
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至 DiO 质量浓度为 0.25 μg·mL-1, 每孔加入 200 μL,

于 37 ℃分别孵育 5、15及 30 min。弃去制剂, PBS清洗

3 次。每孔加入 5 μg·mL-1 Hoechst 33342 细胞核染液

200 μL, 于 37 ℃孵育约 15 min, 使用共聚焦显微镜进

行图像采集。② 载药脂质体的细胞摄取: 包载BPD的

LL及 CLL分别稀释至 BPD质量浓度为 5 μg·mL-1, 后

续实验操作同上。

胞内单线态氧的生成 采用本实验室设计合成的

SOSG单线态氧纳米探针, 检测细胞内单线态氧的生

成。将HUVEC细胞和 4T1细胞分别以 8×104个/孔、2×

104个/孔接种于 12孔板中, 孵育过夜。CLL和LL稀释

至 BPD 质量浓度为 5 μg·mL-1, 每孔加入 500 μL, 于

37 ℃孵育15 min。弃去制剂, 用PBS清洗3次。SOSG

单线态氧纳米探针用不含 FBS的培养基稀释配制, 每

孔加入 500 μL, 37 ℃孵育 1 h, 后续流式样品处理方法

同上。用 690 nm激光器 50 mW·cm-2对上述细胞悬液

进行光照, 分别连续照射 10、20、30 s及 1 min。每次光

照结束立即测量 (FITC通道), 得到累计光照时间 10、

30 s及 1、2 min时 SOSG的荧光强度, 以 SOSG荧光强

度-累计光照时间作图。

MTT细胞毒性检测 将HUVEC细胞和 4T1细胞

分别以 8 000个/孔和 2 000个/孔接种于 96孔板中, 孵

育过夜。CLL及LL稀释至BPD质量浓度为 5 μg·mL-1,

每孔加入 100 μL, 37 ℃孵育 15 min。弃去制剂 , 用

PBS 清洗 3 次 , 每孔加入 100 μL 无酚红完全培养基 ,

37 ℃孵育 1 h。使用 690 nm激光器光照 30 s, 光照功

率分别为 50、100和 150 mW·cm-2。光照结束后, 继续

在 37 ℃孵育 9 h。吸去旧培养基, 加入 100 μL MTT工

作液继续孵育 4 h。孵育结束, 加入DMSO于 37 ℃避

光振摇 30 min。使用酶标仪检测 540 nm处吸光度 (A)

值, 将实验组A值记为As, 对照组A值记为Ac, 空白组A

值记为Ab, 细胞存活率 (V) 计算公式如下:

V (%) = (As-Ab)/(Ac-Ab))×100% (4)

乳酸脱氢酶 (LDH) 细胞毒性检测 给药及光照步

骤同MTT法, 培养基进行热灭活处理 (56 ℃, 30 min)。

取各孔培养基上清液 120 μL, 分别加入LDH检测工作

液60 μL。室温避光振摇30 min, 使用酶标仪检测490 nm

处A值, 将实验组A值记为As, 对照组A值记为Ac, 细胞完

全裂解组A值记为Amax, LDH释放百分比计算公式如下:

LDH (%) = (As-Ac)/(Amax-Ac)×100% (5)

Calcein-AM/PI细胞染色 将HUVEC细胞及4T1

细胞接种于 8孔腔室中, 孵育过夜。CLL及LL稀释至

BPD质量浓度为 5 μg·mL-1, 每孔加入 200 μL, 37 ℃孵

育 15 min。弃去制剂, 加入无酚红完全培养基继续孵

育 1 h。使用 690 nm激光器 50 mW·cm-2光照 30 s。光

照结束后继续孵育约 20 min, 至使用光学显微镜可观

察到光照组细胞发生皱缩。每孔加入 Calcein-AM检

测工作液 (4 μmol·L-1) 200 μL, 37 ℃孵育30 min。吸去

染液 , 每孔加入 PI 检测工作液 (2 μmol·L-1) 200 μL,

37 ℃孵育 15 min。再吸去染液, 每孔加入无酚红培养

基200 μL, 并立即使用共聚焦显微镜进行图像采集。

Annexin V/PI凋亡细胞检测 ①共聚焦定性检测:

给药及光照步骤同Calcein-AM/PI活死细胞染色。吸去

旧培养基, 加入Annexin V工作液, 室温孵育30 min。吸

去染液, 加入 PI工作液室温孵育 10 min, 立即使用共

聚焦显微镜采集图像。② 流式定量测量: 将HUVEC

细胞及4T1细胞接种于6孔板中, 孵育过夜。给药及光

照步骤同Calcein-AM/PI活死细胞染色。吸去旧培养

基, 每孔加入 500 μL不含EDTA的胰蛋白酶进行消化。

1 500 r·min-1离心 3 min收集细胞, 加入Annexin V工作

液室温孵育 30 min。加入 PI工作液室温孵育 10 min,

立即使用流式细胞仪进行检测。

药物动力学 20 只 BALB/c 小鼠随机分为 4 组 ,

每组 5只。将BPD剂量为 1 mg·kg-1的CLL、LL、CML

和 ML 制剂分别通过尾静脉注射入小鼠体内 , 在给

药后 2、15、30 min和 1、3、6、12、24 h从小鼠内眦静脉

丛取血 , 4 ℃条件下 2 000 r·min-1离心 10 min 得到血

浆。取上层血浆 10 μL, 加入 200 μL提取液提取BPD。

10 000 r·min-1离心 10 min, 使用荧光光谱仪对上清液

中BPD含量进行测量。将 2 min时样品的荧光强度作

为给药后制剂血药浓度最高时的荧光强度, 计算各时

间点的相对荧光强度百分比, 并以荧光强度百分比对

时间进行作图。使用Das2.0软件, 采用非房室模型的

统计矩方法进行拟合, 计算得到药物动力学参数。

组织分布 9只荷4T1瘤的BALB/c小鼠随机分为

3组, 每组 3只。将BPD剂量为 1 mg·kg-1的CLL、LL和

CML制剂分别通过尾静脉注射入小鼠体内, 在给药后

10 min (代表 0 h)、1、3、6、12及 24 h, 使用小动物活体

成像系统进行图像采集 (λex = 675 nm, λem = 720 nm)。

24 h成像结束后, 对小鼠进行心脏灌流并解剖得到各

组织器官 , 使用小动物活体成像系统进行图像采集

(λex = 675 nm, λem = 720 nm)。

数据分析 采用GraphPad Prism 7软件进行处理

和分析, 所有数据以平均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, P<

0.05为具有显著性差异, P<0.01为具有极显著性差异。

结果

1 CLL的制备与表征

按照表 1中 CLL处方组成及比例精密称取脂材,

采用薄膜水化法制备脂质体。通过醋酸钙梯度法对弱
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酸性光敏剂 BPD进行包载后, 加入 DOTAP使其插入

脂质体脂膜中, 制得CLL, 见合成路线1。

使用紫外分光光度计测得包封率及载药量分别

为 (98.03 ± 1.81)%及 (1.96 ± 0.04)%, 结果表明该主动

载药法可以成功包载 BPD。为避免影响主动载药过

程 , 选择在载药后通过后插法[21]加入 DOTAP 制备

CLL。插入DOTAP前后, 制剂粒径均在 100 nm左右,

聚合物分散指数小于 0.2, 插入过程对制剂粒径无明显

影响 (图 1A)。插入DOTAP后, zeta电位值由约-6 mV

增加到约 28 mV, 表明DOTAP插入成功 (图 1B)。透射

电镜图进一步证明CLL的粒径较为均匀 (图1C)。

采用荧光光谱仪测得CLL荧光放大倍数约 10倍,

存在荧光信号的开关效应 (图 1D)。小动物活体成像

结果与荧光光谱仪测得结果一致, 如图 1E所示。ESR

结果表明, 当CLL结构完整时, 激光照射不会导致活

性氧 (reactive oxygen species, ROS) 信号的产生, ROS

信号为“OFF”状态; 当 CLL 解散时 , 激光照射会导致

ROS信号的产生, ROS信号为“ON”状态, ROS的产生

量随光照时长增加而增加 (图 1F)。荧光及ROS信号

的开关效应为制剂的高效低毒递送提供保证[22,23]。在

体内血液循环中, CLL的荧光及ROS信号关闭, 可降

低递送过程中的光毒性。到达靶点后荧光及ROS信

号恢复, 得以发挥光动力疗效。

由体外稳定性实验可知, 相比于被动包载法, 通

过主动包载法进行 BPD 的包载可显著减少药物的

泄露率 (图 1G)。阳离子脂质体 (CLL及CML) 药物泄

露率略高于相应的非阳离子制剂组 (LL 及 ML), 说

明DOTAP的插入会对制剂稳定性有一定影响。但在

24 h时CLL的药物泄露率仍低于 20%, 说明其体外稳

定性较好。

2 细胞摄取研究

2.1 DiO标记脂质体 DiO标记空白脂质体的细胞摄

取流式结果表明 , HUVEC 细胞及 4T1 细胞摄取 CLL

量均显著高于 LL组, 证明 CLL空白递送载体具有良

好的血管内皮细胞靶向能力及肿瘤细胞内化增强作

用 (图 2A、B)。在给药剂量及测量条件一致的情况下,

HUVEC细胞的CLL摄取量大约是 4T1细胞的 5倍, 而

LL摄取量则无显著差异 (荧光强度≈120)。这说明两

种细胞摄取脂质体型载体的能力相近, CLL摄取量差

异主要是由于HUVEC细胞表面含有更多负电荷组分

导致的。HUVEC细胞的共聚焦成像结果与流式定量

结果一致 , 且可知 DiO 信号主要分布在细胞膜附近

(图 2C)。一方面是由于CLL表面正电荷与HUVEC细

胞膜表面负电荷静电吸附; 另一方面是由于DiO作为

细胞膜标记物, 自身膜结合能力极强, 在细胞内化过程

中制剂中部分DiO与细胞膜融合而滞留在膜上。

2.2 载药脂质体 载药脂质体的细胞摄取流式结果表

明, 在HUVEC细胞及4T1细胞中, 各时间点CLL组BPD

摄取量均高于LL组, 说明CLL可成功将BPD靶向递送

至HUVEC细胞及 4T1细胞 (图 3A、B)。由图 3C、D可

知, 随细胞摄取时间增加, CLL组与LL组BPD摄取量

差异逐渐减小。这是由于细胞摄取制剂量存在饱和现

象, 当CLL摄取量接近饱和时, 细胞摄取速率降低; 而

此时LL摄取量未达饱和, 细胞摄取速率无明显变化。

胞内单线态氧生成能力实验结果如图 3E、F所示。

Scheme 1 Preparation of verteporfin (BPD)-loaded CLL

Table 1 Formulation of cationic liposome with drug active-loaded

in lumen (CLL). HSPC: Hydrogenated soybean phosphatidylcho‐

line; Chol: Cholesterol; DSPE-PEG2000: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-

3-phosphoethanol-amine-N- [methoxy(polyethylene glycol) -2000];

DOTAP: (2,3-Dioleoy-loxy-propyl)-trimethylammonium

Formulation
Mole number /μmol
Molar ratio
Mass /mg
Mass ratio

HSPC
24.9
64
19.5
71

Chol
7.77

20
3.00

11

DSPE-PEG2000

0.390
1
1.07
4

DOTAP
5.79

15
4.05

15
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由该结果可知, 在HUVEC细胞及 4T1细胞中, 由于制

剂摄取量差异, CLL组细胞单线态氧产生量均远高于

LL组。给药剂量为 5 μg·mL-1条件下, 单线态氧的产

生量随激光照射时间的增加而增加。在光照初始阶

段 , HUVEC 细胞和 4T1 细胞中单线态氧产生量迅速

增加, 增长曲线斜率大。当累计光照时间超过 1 min,

HUVEC细胞和 4T1细胞中CLL组单线态氧增长曲线

斜率明显降低, 单线态氧产生速率减慢。并且在 4T1

细胞中, 累计光照时间超过 1 min后LL组单线态氧产

生速率明显加快。光照时间 30 s时CLL组与LL组单

线态氧产生量差异最大, 所以最终选择 30 s作为后续

细胞水平光动力治疗最佳光照时长。

如图 3G、H所示, HUVEC细胞及 4T1细胞共聚焦

成像定性结果与流式定量结果一致。由BPD信号分

布情况可知, 由于表面带有正电荷, 短时间 (5 min) 内

CLL组BPD信号主要分布在细胞膜附近, 随摄取时间

延长 (30 min) 细胞内 BPD信号增强; 而 LL组则无明

显的细胞膜吸附现象。综合上述结果可知, 当细胞摄

取时间为 15 min时, CLL摄取量较高, 且在HUVEC细

胞及4T1细胞中CLL和LL摄取量比值约10倍, 差异显

著, 所以选择制剂摄取时间15 min进行后续细胞实验。

3 细胞杀伤能力研究

由MTT细胞毒实验结果可知, 在HUVEC细胞和

4T1细胞中, 单独光照组及单独给药组细胞存活率在

Figure 1 Characterization of verteprofin (BPD) -loaded liposomes. A: Size of liposome with LL and CLL; B: Zeta-potential of LL and

CLL; C: TEM image of CLL. Scale bar: 50 nm; D: Fluorescence spectra of disrupted and intact CLL; E: IVIS spectrum images of disrupted

and intact CLL; F: ESR absorption curve of intact and disrupted CLL with 50 mW·cm-2 690 nm laser in different time points; G: BPD

leakage to time curves of CLL, LL, CML and ML in 37 ℃ saline with 10% FBS. LL: Liposome with drug active-loaded in lumen; CML:

Cationic liposome with drug passive-loaded in membrane; ML: Liposome with drug passive-loaded in membrane; TEM: Transmission

electron microscope; IVIS: In vivo imaging system; ESR: Electron paramagnetic resonance; FBS: Fatal bovine serum. n = 3,
-
x ± s

Figure 2 Cellular uptake of DiO-labeled liposomes. A and B: Cellular uptake of DiO-labeled LL and CLL in HUVEC cells (A) and 4T1

cells (B) after 30 min incubation measured by flow cytometry; C: Cellular uptake of DiO-labeled CLL and LL in HUVEC cells measured

by confocal laser scanning microscopy. Blue: Nucleus; Green: DiO. Scale bar: 20 μm. F.I.: Fluorescence intensity. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001,

****P<0.000 1 vs LL group
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80%以上, 说明激光以及制剂本身毒性较低。相同给

药剂量及光照条件下 , CLL 组细胞存活率均低于 LL

组, CLL组药效更强。随激光照射功率增加, CLL组与

LL组细胞存活率差异逐渐减小 (图 4A)。对于 4T1细

胞, 150 mW·cm-2照射功率条件下CLL与LL的细胞毒

性已无显著差异。相同条件下, 4T1细胞的CLL摄取

量明显少于HUVEC细胞, 但其CLL组细胞存活率与

HUVEC 细胞相比无明显增加 ; 4T1 细胞及 HUVEC

细胞的 LL 摄取量相近 , 但在 100 mW·cm-2照射功率

条件下, 4T1细胞存活率约 20%, HUVEC细胞存活率

却有 40% 左右。该结果表明 , 相比于 HUVEC 细胞 ,

4T1细胞对于光动力治疗更敏感。LDH细胞毒实验结

果与MTT实验结果一致 (图 4B)。上述实验结果显示,

50 mW·cm-2照射功率条件下CLL组与LL组间药效差

异最明显, 为最佳光照功率。

按照给药剂量 5 μg·mL-1及 50 mW·cm-2光照功率

照射 30 s 条件进行 Calcein-AM/PI 细胞共聚焦成像。

Calcein-AM能被活细胞摄取而使活细胞标记为绿色,

而PI则只能渗透进入死细胞内呈现红色荧光, Calcein-

AM/PI 活死细胞共聚焦成像结果如图 4C、D 所示。

HUVEC细胞及 4T1细胞经光动力治疗后, CLL组细胞

几乎全部被 PI标记而无Calcein信号, 细胞死亡率高;

而LL组细胞几乎全部被Calcein标记而无 PI信号, 细

胞死亡率极低。该实验证明CLL光动力治疗药效显

著强于LL。

Annexin V-FITC/PI 凋亡细胞共聚焦成像结果如

图 5A、B 所示。HUVEC 细胞及 4T1 细胞经光动力治

疗后, CLL组中大部分细胞被Annexin V-FITC及 PI标

记, 细胞凋亡率高; 而LL组细胞无Annexin V-FITC/PI

信号, 细胞形态呈伸展梭形, 存活状态良好。该实验结

果再次证明CLL药效显著强于LL。

使用流式细胞术对处于正常存活、早期凋亡、晚

期凋亡及坏死的 HUVEC 细胞进行定量分析 , 以

Annexin V-FITC 及 PI 荧光强度为横纵坐标进行作

图 , 细胞分群结果如图 5C所示。其中LL区域代表存

活细胞 (Annexin V-/PI-), LR 区域代表凋亡早期细胞

(Annexin V+/PI- ), UR 区 域 代 表 凋 亡 中 晚 期 细 胞

(Annexin V+/PI+), UL 区域代表坏死细胞 (Annexin V-/

PI+)。实验结果显示, CLL组活细胞比例低于 20%, 约

50%细胞处于凋亡中晚期阶段, 是LL组的10倍; 约26%

Figure 3 Cellular uptake of BPD-loaded (5 μg·mL-1) liposomes. A and B: Cellular uptake of BPD-loaded CLL and LL in HUVEC cells

(A) and 4T1 cells (B) during 30 min incubation measured by flow cytometry; C and D: BPD mean fluorescence intensity ratio of CLL to LL

in HUVEC cells (C) and 4T1 cells (D) during 30 min incubation measured by flow cytometry; E and F: Singlet oxygen yield of CLL and LL

in HUVEC cells (E) and 4T1 cells (F) during 2 min irradiation measured by flow cytometry; G and H: Cellular uptake of BPD-loaded CLL

and LL in HUVEC cells (G) and 4T1 cells (H) during 30 min incubation measured by confocal laser scanning microscopy. Blue: Nucleus;

Red: BPD. Scale bar: 20 μm. n = 3,
-
x ± s
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细胞处于早期凋亡状态, 是LL组的3倍。此外, 光动力

治疗后几乎无坏死细胞出现, 说明CLL介导光动力治疗

主要诱导细胞发生凋亡而非坏死。对处于凋亡早中晚期

的细胞占细胞总量的百分比进行统计, 结果显示CLL

组凋亡细胞约为LL组的4倍, CLL药效更佳 (图5D)。

4 体内动力学及组织分布研究

CLL、LL、CML和ML的药物动力学曲线如图 6A

所示。LL、CML及ML组血药浓度随时间增加不断降

低, LL的降低速率最慢。CLL组血药浓度则随时间增

加先迅速降低, 然后逐渐增加, 之后再次降低。这种现

象有可能是由于CLL带正电荷, 注射入血后易被血管

内皮细胞吸附或分布到肺部[24-26], 血液中药物浓度迅

速降低。之后富集区域的CLL缓慢入血, 血药浓度出

现增高现象。而 LL不带正电荷, 不易富集至其他区

域, 所以血药浓度随时间增加缓慢降低。CML和ML

由于采用被动载药法, 药物包载不稳定, 注射入血后药

物快速泄露 , 游离药物被机体迅速清除。相比 ML,

CML由于带正电荷, 体内循环过程中易与血浆蛋白结

Figure 4 Cytotoxicity assay of CLL and LL. A: MTT assay of CLL and LL with different laser dosage in HUVEC cells and 4T1 cells; B:

Lactic dehydrogenase (LDH) release assay of CLL and LL with different laser dosage in HUVEC cells and 4T1 cells; C and D: Calcein-AM/

PI double stain images of CLL and LL with 50 mW·cm-2 laser in HUVEC cells (C) and 4T1 cells (D) measured by confocal laser scanning

microscopy. Green: Calcein-AM; Red: PI. Scale bar: 200 μm. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1

Figure 5 Apoptosis assay of CLL and LL. A and B: AnnexinV-FITC/PI apoptosis images of CLL and LL with 50 mW·cm-2 laser in

HUVEC cells (A) and 4T1 cells (B) measured by confocal laser scanning microscopy. Green: Annexin V-FITC; Red: PI. Scale bar: 20 μm;

C: Annexin V-FITC/PI apoptotic images of PBS, LL and CLL in HUVEC cells measured by flow cytometry; D: Percentage of apoptotic

cells in HUVEC cells treated with LL and CLL. n = 3,
-
x ± s. ****P<0.000 1
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合, 加速制剂的清除[27]。所以注射后 1 h内, CML血药

浓度降低更迅速。

使用Das2.0软件计算得到制剂的血浆清除率 (表

2)。结果显示主动载药的LL及CLL的血浆清除率远

低于被动载药的ML及CML, 证明主动载药能提高制

剂的体内稳定性。由于携带正电荷, CLL的血浆清除

率略高于LL, 但在 12 h时, 仍有 (7.52 ± 1.57)% CLL在

体内循环 , 分别是此时 ML [(1.96 ± 0.10)%] 及 CML

[(1.52 ± 0.28)%] 的4倍和5倍。

LL、CLL及CML静脉注射后 24 h内, 荷 4T1瘤小

鼠活体成像结果如图 6B所示。结果显示LL及CLL在

肿瘤中特异性蓄积, 而CML特异性蓄积不明显且代谢

更快。这说明主动载药可显著提高制剂的体内递送稳

定性, 并降低其血浆清除速率。CLL注射后1 h即可在

肿瘤区域观察到特异性蓄积的制剂信号, 而LL在注射

后 3 h才可观察到明显蓄积。这证明了CLL正电荷靶

向血管及肿瘤进而更加迅速地蓄积到靶点的优势。尽

管正电荷靶向增加了CLL的肿瘤蓄积速率, 但其肿瘤

蓄积峰值 (6 h) 低于LL组蓄积峰值 (12 h)。这可能是

由于肿瘤外细胞基质含有可与带电粒子发生静电吸附

或排斥作用的物质, 降低带电粒子扩散速率, 而中性粒

子所受影响小[28]。尽管 CLL迅速蓄积至肿瘤新生血

管并从血管壁渗出, 但由于肿瘤外细胞基质的阻碍作

用 , 不能有效扩散 , 使其肿瘤蓄积量降低 , 分布不均

匀[29]。CML组肿瘤与周围皮肤的制剂信号强度差异

小, 小鼠毛发上也有制剂信号分布。这说明CML被动

载药的体内稳定性差, 注射入血后大量制剂解散使得

BPD信号打开, 迅速分布至小鼠全身而难以在肿瘤组

织中特异性蓄积, 这也进一步证明了主动载药法对于

提高制剂稳定性的重要性。

上述实验结果显示 , LL 的体内生物学性质优于

CLL。但根据已有文献[30]报道, 非血管靶向脂质体几

乎全部蓄积至肿瘤实质细胞, 血管内皮细胞上分布极

少。而阳离子脂质体尽管肿瘤渗透性较弱, 但肿瘤血

管靶向性显著增强, 并且扩散进入肿瘤细胞间隙的药

物可被肿瘤实质细胞大量摄取, 而中性及负电性粒子

则无此效果。因此, 尽管与LL相比, CLL体内清除速

Table 2 Plasma clearance (CL) of LL, CLL, ML and CML. n = 5,
-
x ± s

Group

LL

CLL

ML

CML

CL / L·h-1·kg-1

3.92 ± 0.10

6.81 ± 3.33

18.14 ± 0.56

23.67 ± 5.02

Figure 6 In vivo pharmacokinetics and biodistribution of LL, CLL and CML in mice bearing 4T1 tumor. A: Pharmacokinetics curve of LL,

CLL and CML with BPD dosage of 1 mg·kg-1 (n = 5,
-
x ± s). F.I. was normalized by F.I. at 2 min post injection; B: Fluorescence images of

LL, CLL and CML in mice bearing 4T1 tumor during 24 h post injection measured by IVIS. Tumor was marked by dotted circle; C: Ex vivo

fluorescence images of the organ separated from 4T1 tumor-bearing mice treated with LL, CLL and CML at 24 h post injection, measured

by IVIS; D: Organ to muscle ratio in 4T1 tumor-bearing mice treated with CLL at 24 h post injection. n = 3,
-
x ± s
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率更快、肿瘤蓄积总量更低, 但仍有可能达到良好疗

效, 具有研究考察意义。

制剂注射后 24 h离体组织活体成像结果如图 6C

所示。与在体成像结果一致, LL及 CLL在肿瘤中特

异性蓄积 , 而 CML 肿瘤蓄积量极少。在制剂注射后

24 h, CLL在肝脏中蓄积量低于 LL组, 这是由于二者

肝脏蓄积量达峰值所需时间不同。CLL在注射入血后

会迅速蓄积至肝脏[31], 然后从肝脏中排泄至体外, 使得

24 h时肝脏中药物蓄积量减少。而LL在体内循环时

间更长, 缓慢蓄积至肝脏, 24 h时肝脏中药物蓄积量反

而高于CLL组。由药代动力学曲线可知, 相同时间条

件下, LL组血药浓度均高于CLL组, 这也使得LL组药

物在各组织中的蓄积量增加, 制剂注射后 24 h时脾、肾

及皮肤中LL组药物蓄积量均略高于CLL组。

对 CLL组各离体组织中制剂荧光强度进行定量

分析, 结果如图 6D所示。结果显示 CLL在肿瘤和肝

脏中蓄积最多。根据已有文献[32]报道, 血清学检测及

组织病理学分析结果显示, 在常规给药剂量下阳离子

脂质体对肝脏等正常组织无明显损伤, 但可能存在一

定的基因毒性。CLL在心、肺和肌肉中蓄积量很少, 这

有利于降低CLL对正常组织的光毒性损伤。阳离子

脂质体易在肺中蓄积并引发严重的肺部炎症[25,33],

CLL在肺中的低蓄积量有利于减少肺部炎症的发生,

提高其体内安全性。

讨论

本研究设计了一种稳定包载BPD的新生血管及

肿瘤靶向阳离子脂质体, 采用醋酸钙梯度法对BPD进

行主动包载 , 并通过后插法加入 DOTAP 成功制备

CLL。体外表征结果显示 , CLL 粒径分布均一 , 插入

DOTAP后电位增加, 体外稳定性较被动载药法明显增

强, 且具有荧光及ROS信号开关现象, 有利于CLL在

血液循环及正常组织中关闭光敏效应以降低光毒性。

细胞摄取及药效实验结果显示, 相比于LL, 血管内皮

细胞及肿瘤细胞中CLL摄取量明显增加, 药效显著增

强, 证明CLL具有良好的新生血管及肿瘤靶向能力。

体内药物动力学及组织分布实验结果显示, 相比于被

动载药制剂, 主动载药法可显著提高制剂体内稳定性,

降低制剂血浆清除速率, 增加药物在肿瘤中的特异性

蓄积量。同时, CLL在正常组织中分布少, 有利于提高

其体内安全性。综上所述, 本研究成功构建了主动稳

定包载BPD的阳离子脂质体用于新生血管和肿瘤靶

向的光动力治疗, 克服了被动载药制剂存在的不稳定、

毒性大、代谢快及特异性蓄积少等问题, 显著提高了光

动力疗效。
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