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　　［摘要］　目的　构建以ＣＲＥＫＡ肽修饰的包载多西他赛脂质体（ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ），评价该药物传
递系统体外靶向性和体外抗肿瘤效应。方法　首先采用迈克尔加成反应合成靶向部分 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ，随后使用薄膜水化超声法制备ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ并对其基本表征进行评价；将 ＰＣ３
细胞和ＲＷＰＥ１细胞分别分为３组（ｎ＝３）：空白对照组、ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组和 ＣＲＥＫＡＰＥＧＤｉＩ组，脂质体
与细胞共孵育后，用激光共聚焦显微镜和流式细胞术分别对脂质体的细胞摄入进行定性和定量的分析，

从而评价ＣＲＥＫＡ修饰脂质体对 ＰＣ３细胞的靶向性；将 ＰＣ３细胞分为４组（ｎ＝３）：空白对照组、游离
ＤＴＸ组、ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组和ＣＲＥＫＡＰＥＧＤｉＩ组，通过ＣＣＫ８法和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法评价该药物载
体对ＰＣ３细胞的增殖抑制效应。结果　成功制备出ＣＲＥＫＡ肽修饰的载药脂质体（ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ），
其粒径为（１３０．３７±１．４４）ｎｍ，包封率为（９１．９３±４．６４）％。该药物载体稳定性良好，体外释放结果显示
其具有较好的缓释性。激光共聚焦显微镜和流式细胞术分析结果显示，与 ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组相比，ＰＣ３
细胞对ＣＲＥＫＡ修饰脂质体的摄取显著增加（Ｐ＜０．０５），而 ＲＷＰＥ１细胞对 ＣＲＥＫＡ修饰脂质体的摄取
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；体外抗肿瘤实验结果显示，与游离 ＤＴＸ组和 ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组相比，
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组增强了多西他赛对ＰＣ３细胞的杀伤作用（Ｐ＜０．０５），而且使 ＰＣ３细胞早期凋亡和
晚期凋亡的数量均显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　成功制备出一种具有长循环和肿瘤特异靶向特性的高
效低毒的脂质体载药系统，体外可以特异靶向于ＰＣ３细胞，提高了该载体的体外抗肿瘤效应。
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　　前列腺癌是男性常见的癌症之一，也是癌症相关
死亡的常见原因之一［１］。虽然局限性前列腺癌可以

通过手术和放疗得到有效的治疗，但是大多数患者

会逐渐发展为更具侵袭性的去势抵抗性前列腺癌

（ｃａｓｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＣＲＰＣ）［２］。化疗药
物如多西他赛已被广泛用于 ＣＲＰＣ的治疗［３］，但由于

这些药物存在一些难以克服的缺点，如水溶性差、血液

半衰期过短、对正常细胞毒副作用大等，仅显示出中等

的生存获益，成为限制其化疗效果的一个持续的临床

问题［４－５］。因此，更有效的治疗 ＣＲＰＣ的替代策略非
常有必要探讨。

　　近年来，越来越多的研究表明纳米载体在肿瘤的
诊断成像、治疗等方面有效［６］。在各种被研究的纳米

载体中，脂质体在药物传递领域具有很大的应用前景。

脂质体是一种球状结构，由一个或多个围绕离散水空

间的同心双脂层形成，脂质体与其他药物输送系统相

比存在一些独特的特征，如生物相容性、无免疫原性、

自组装能力、能够负荷亲水性和疏水性药物从而改善

其溶解性等［７］。为了提高脂质体抗癌药物的疗效，纳

米载体常与分子如抗体及其可变片段、肽、核酸适体、

维生素和碳水化合物结合从而靶向性将药物递送至癌

细胞，达到最大化治疗效果［８］。在癌症进展过程中，

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）发生了巨大变
化，促进癌细胞迁移和侵袭。在重建的肿瘤 ＥＣＭ中，
纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）水平上调，以帮助肿瘤生
长、进展和侵袭。ＦＮ是ＥＣＭ分子的中心组织者，调节
肿瘤微环境与癌细胞之间的相互作用。它的上调与血

管生成、癌症进展、转移和耐药性相关［９］。迄今为止，

ＦＮ靶向制剂已被广泛应用于肿瘤的诊断与治疗［１０］。

凝块结合肽半胱氨酸精氨酸谷氨酸赖氨酸丙氨酸
（ＣＲＥＫＡ）是在 ＭＭＴＶＰｙＭＴ转基因乳腺癌小鼠体内

噬菌体展示中获得的一种 ＦＮ靶向配体，研究表明
ＣＲＥＫＡ肽可以通过与肿瘤血管内的 ＦＮ和 ＦＮ相关的
凝血血浆蛋白结合靶向于肿瘤部位［１１］。

　　因此，本研究将 ＣＲＥＫＡ肽作为一种靶向配体，构
建以ＣＲＥＫＡ肽修饰的包载多西他赛的脂质药物传递
系统，并初步探讨该药物传递系统体外靶向性和抗肿

瘤效应，为进一步开发前列腺癌的靶向治疗制剂提供

新的可能性。

１　材料与方法

１．１　实验试剂和仪器
　　ＣＲＥＫＡ肽（ＣｙｓＡｒｇＧｌｕＬｙｓＡｌａ，纯度＞９５％）由上
海生工合成；大豆卵磷脂（ＳＰＣ）、二硬脂酰基磷脂酰乙
醇胺聚乙二醇 ２０００（ＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００）、二硬脂酰基
磷脂酰乙醇胺聚乙二醇 ２０００马来酰亚胺（ＤＳＰＳ
ｍＰＥＧ２０００ＭＡＬ）、胆固醇（Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ）购自瑞士Ｃｏｒｄｅｎ
公司；多西他赛（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ，ＤＴＸ）购自大连美仑生物有
限公司；细胞膜红色荧光探针（ＤｉＩ）、ＤＡＰＩ细胞核染色
液购自上海碧云天生物技术有限公司；ＣＣＫ８试剂购自
ＭＣＥ公司；ＰＣ３细胞、ＲＷＰＥ１细胞购自 Ｐｒｏｃｅｌｌ公司；
Ｆ１２Ｋ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＭＥＭ
培养基购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
　　ＲＥ５２Ａ旋转蒸发仪购自上海亚荣生化仪器厂，声
震仪购自美国Ｓｏｎｉｃ公司，马尔文ＮａｎｏＺＳ９０型粒径分
析仪购自英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司，ＬＣ１０Ａ型高效液相色谱
仪购自日本岛津公司，ＪＥＭ２１００Ｆ型透射电子显微镜
购自日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司，激光共聚焦扫描显微镜购自日
本Ｎｉｋｏｎ公司，流式细胞仪购自美国 ＢＤＩｎｆｌｕｘ公司，
多功能酶标仪购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，ＡＶＡＮＣＥ
Ⅲ ６００ＭＨｚ核磁共振波谱仪购自瑞士Ｂｒｕｋｅｒ公司。
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１．２　合成ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ
　　参照文献［１２］报道的实验方法，ＣＲＥＫＡ肽段末
端半胱氨酸结构中巯基与 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ中
ＰＥＧ链末端的马来酰亚胺基团通过迈克尔加成反应
生成ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ。将ＣＲＥＫＡ肽与 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＭＡＬ（摩尔比 １．１∶１）分别溶于甲醇和氯仿
（体积比１∶１），少量的三乙胺作为反应的催化剂，该反
应在室温下反应１２ｈ。为了进一步纯化合成物ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＭＡＬ，将反应后的混合物装进截流分子量
３５００的透析袋中，然后在去离子水中透析４８ｈ，最后
将纯化好的反应物进行冻干，存储在－２０℃备用，获得
的纯化物通过核磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ）进行验证。
１．３　ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ的制备
　　采用薄膜水化超声法制备脂质体制剂，按照一定
比例精密称取 ＳＰＣ、胆固醇、ＤＳＰＥｍＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ
和ＤＴＸ，加入适量氯仿溶解，使用旋转蒸发仪在真空
条件下去除有机溶剂，圆底烧瓶内壁形成一层脂质薄

膜，然后室温下加入ＰＢＳ缓冲溶液（ｐＨ７．４）对脂质薄
膜进行水化，直至薄膜水化完全。涡旋振荡使脂质薄

膜分布均匀，再将获得的脂质体悬液在冰水浴中使用

探头声震仪超声振荡８ｍｉｎ（１５０Ｗ，５ｓｏｎ／５ｓｏｆｆ），即
得ＣＲＥＫＡ修饰的包载ＤＴＸ的脂质体悬液（ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ
ＤＴＸ）。在制备过程中，将 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ换
成ＤＳＰＥＰＥＧ２０００，即可得到无ＣＲＥＫＡ肽修饰的包载
ＤＴＸ脂质体（ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ）。
１．４　ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ基本表征
１．４．１　粒径、粒径分布、Ｚｅｔａ电位的测定　　使用马
尔文ＮａｎｏＺＳ９０型动态光散射粒径分析仪在 ２５℃下
测定各脂质体的粒径和粒径分布。取适量各种脂质体

悬液，稀释成适宜浓度，置于 Ｚｅｔａ样品池中，使用粒径
分析仪测定Ｚｅｔａ电位。
１．４．２　脂质体包封率的测定　　采用超滤法测定脂
质体的包封率，精密量取制备好的脂质体悬液０．５ｍＬ
两份：一份加入到超滤管中，进行超滤离心１０ｍｉｎ，转
速１４０００ｒ／ｍｉｎ，分离出游离药物和脂质体，取离心流
出滤液用 ＨＰＬＣ法分析，测定 ＤＴＸ含量，即为未载入
脂质体中的 ＤＴＸ质量，记为 Ｗ游；另一份直接用甲醇
溶液破乳，超声１０ｍｉｎ，使脂质体完全破裂，测定 ＤＴＸ
含量，即为制剂中 ＤＴＸ总量，记为 Ｗ总。按以下公式
计算包封率（ＥＥ）。
　　ＥＥ＝（Ｗ总－Ｗ游）／Ｗ总×１００％
１．４．３　纳米脂质体稳定性研究　　通过监测脂质体
在５０％ＦＢＳ中的浑浊度变化情况来评价脂质体在血清
中的稳定性，将脂质体制剂和 ＦＢＳ按１∶１的比例混合
并放在３７℃下孵育７２ｈ，在不同时间点（０、１、２、４、８、

１２、２４、４８和７２ｈ）使用多功能酶标仪在７５０ｎｍ波长
检测混合物的光密度，并计算出相应的透射比，实验重

复３次。
１．４．４　体外释放研究　　配制含 ０．５％Ｔｗｅｅｎ８０的
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７．４）作为释放介质，以释放介质为溶
剂，配制成质量浓度分别为１、１０、２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ
的ＤＴＸ溶液，按照色谱条件：色谱柱为ＨａｎｂｏｎＣ１８柱
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）、柱温３０℃、流动相为乙腈水
（体积比５０∶５０）、检测波长２３０ｎｍ、流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ、进
样量２０μＬ，分别进样 ＨＰＬＣ分析，记录峰面积，以峰
面积（ｙ）对多西他赛质量浓度（ｘ）作线性回归方程，即
可得ＤＴＸ的标准曲线。
　　采用动态膜扩散法研究脂质体制剂的体外释放药
物性能，用移液器精密吸取 ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ、ＰＥＧ
ｌｉｐｏＤＴＸ、游离 ＤＴＸ溶液各０．５ｍＬ，分别置于分子量
８０００～１４０００透析袋中，透析袋两端扎紧后置于盛有
５０ｍＬ释放介质的容器中，置于恒温摇床（３７℃，
１２０ｒ／ｍｉｎ）振荡，分别于预设时间点 ０、１、２、４、８、１２、
２４、４８ｈ定量吸取释放介质，并同时补充同温等量相
同释放介质，ＨＰＬＣ法测定 ＤＴＸ浓度，计算累计释放
率，并绘制药物的体外释放曲线，实验重复３次。
１．５　细胞培养
　　实验选取人前列腺癌ＰＣ３细胞，其为雄激素非依
赖性前列腺癌细胞，被广泛用于雄激素抵抗性型前列

腺癌的研究［１３］，可以满足实验要求，选取人前列腺正

常细胞 ＲＷＰＥ１作为正常对照组。ＰＣ３细胞采用
Ｆ１２Ｋ完全培养基（１０％ＦＢＳ和 １％的青霉素／链霉
素），ＲＷＰＥ１细胞采用 ＤＭＥＭ完全培养基（１０％ＦＢＳ
和１％的青霉素／链霉素），在３７℃，５％ＣＯ２的培养箱
中培养，实验均采用处于对数生长期的细胞。

１．６　体外细胞摄取实验
　　为了验证细胞对脂质体的摄入情况，采用细胞膜红
色荧光探针ＤｉＩ作为一种荧光染料代替ＤＴＸ载入脂质
体中进行细胞摄取实验，在激光共聚焦显微镜下观察细

胞对不同制剂的摄取情况。将ＰＣ３细胞和ＲＷＰＥ１细
胞按１×１０５／孔接种于共聚焦专用皿中，在３７℃、５％ＣＯ２
环境下孵育２４ｈ，使其完全贴壁，分别加入含ＰＥＧｌｉｐｏ
ＤｉＩ和ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ的培养基，以只加培养基的细胞
作为空白对照组，在３７℃下继续分别共同孵育２ｈ。孵
育结束后吸出皿中的培养基，用冷ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞
３遍，然后在室温下用４％多聚甲醛固定细胞１０ｍｉｎ，固
定结束后再用冷 ＰＢＳ缓冲液冲洗细胞，接下来加入
ＤＡＰＩ核染色液对细胞核染色 １０ｍｉｎ，实验中全程避
光，最后使用共聚焦显微镜对细胞观察并拍照。

　　通过流式细胞仪检测细胞的平均荧光强度以对细
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胞摄取脂质体进行定量分析。将ＰＣ３细胞和ＲＷＰＥ１
细胞按２×１０５／孔接种于６孔板中，在５％ＣＯ２、３７℃条
件下孵育２４ｈ后，分别加入含ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ和ＣＲＥＫＡ
ｌｉｐｏＤｉＩ的培养基，随后在３７℃继续孵育２ｈ。孵育结
束后吸出孔板中的培养基，用冷 ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞
３遍，然后加入胰酶消化细胞，待细胞分离后，含血清
的完全培养基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，用
０．５ｍＬＰＢＳ缓冲液重悬细胞，该实验中全程避光，最
后用流式细胞仪检测并分析，并对细胞的平均荧光强

度进行分析，以定量评价细胞摄入脂质体情况。随后

又评价了时间对ＰＣ３细胞摄入脂质体的影响，将细胞
与脂质体在３７℃共孵育１、２、４ｈ，随后用流式细胞仪
检测并分析。

１．７　竞争性抑制实验
　　将对数生长期ＰＣ３细胞经胰酶消化后离心重悬、
细胞计数板计数，按 １×１０５／孔接种于 １２孔板中，５％
ＣＯ２、３７℃条件下孵育 ２４ｈ后，在加入脂质体制剂前
加入过量游离 ＣＲＥＫＡ肽与 ＰＣ３细胞共孵育 ０．５ｈ，
用培养基清洗细胞，再分别加入含 ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ和
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ的培养基，以只加培养基的细胞作为
空白对照组，随后在３７℃继续孵育２ｈ，孵育结束后吸
出孔板中的培养基，用冷 ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞 ３遍，
然后加入胰酶消化细胞，待细胞分离后，含血清的完全

培养基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，用 ０．５ｍＬ
ＰＢＳ缓冲液重悬细胞，该实验中全程避光，最后用流式
细胞仪检测并分析。

１．８　细胞毒性实验
　　采用 ＣＣＫ８法检测各制剂对前列腺癌细胞 ＰＣ３
的细胞毒性作用。选取处于对数生长期的ＰＣ３细胞，
以３×１０３／孔接种于９６孔板中，在３７℃、５％ＣＯ２环境
中培养２４ｈ。以完全培养基分别稀释 ＤＴＸ、ＰＥＧｌｉｐｏ
ＤＴＸ、ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ悬液至浓度为 ０．１、１、５、１０、
２０μｇ／ｍＬ，用配制的溶液替换上述９６孔的培养基，每
个浓度３个复孔，在 ３７℃继续培养 ４８ｈ。每孔加入
ＣＣＫ８孵育１ｈ后，使用多功能酶标仪在波长４５０ｎｍ
处测定光密度值［Ｄ（４５０）］，计算细胞存活率。
１．９　细胞凋亡实验
　　细胞凋亡通过 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染色进行定量分
析，ＰＣ３细胞中分别加入相同药物浓度的 ＤＴＸ、ＰＥＧ
ｌｉｐｏＤＴＸ和ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ制剂，共孵育２４ｈ，孵育
结束后吸出孔板中的培养基，用冷 ＰＢＳ缓冲液洗涤细
胞３遍，然后加入胰酶消化细胞，待细胞分离后，含血
清的完全培养基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用
０．５ｍＬＰＢＳ缓冲液重悬细胞，分别加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ与５μＬＰＩ染液，避光孵育１５ｍｉｎ，然后通过流

式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

１．１０　统计学分析
　　采用 Ｅｘｃｅｌ与 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ软件进行统计学分
析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　合成ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ
　　ＣＲＥＫＡ肽结合到 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ上，通过
ＣＲＥＫＡ肽上的半胱氨酸结构中巯基与ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＭＡＬ上的马来酰亚胺（Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ）反应，从核磁氢谱图
可以看到，在４．５～５．０ｐｐｍ之间典型的共振峰是溶剂
残留峰，ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ与 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＭＡＬ核磁氢谱图在３．５～４．０ｐｐｍ之间都存在ＰＥＧ共
振峰，表明它们都存在 ＰＥＧ长链；从 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＭＡＬ核磁氢谱图可以看到６．５～７．０ｐｐｍ存在ＭＡＬ基
团的特征峰，而ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ核磁氢谱图中
ＭＡＬ基团的特征峰完全消失，表明 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＭＡＬ中的 ＭＡＬ基团被完全消耗完，而且 ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００ＭＡＬ与ＣＲＥＫＡ核磁氢谱图在２．０～５．０ｐｐｍ出
现完全重叠的共振峰，进一步说明 ＤＳＰＥＰＥＧ２０００
ＣＲＥＫＡ合成成功（图１）。
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图１　ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＭＡＬ、ＣＲＥＫＡ与ＤＳＰＥＰＥＧ２０００ＣＲＥＫＡ
的核磁氢谱图

２．２　脂质体的制备及基本表征
　　采用薄膜水化法成功制备出脂质体制剂，透射电
镜可见ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ类似圆球状结构，分布均匀，
粒径约为１３０ｎｍ（图 ２Ａ）。粒径仪测得 ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ
ＤＴＸ粒径为（１３０．３７±１．４４）ｎｍ，分布均匀，呈正态单
峰分布，Ｚｅｔａ电位为（－３０．６６±０．２８）ｍＶ（图 ２Ｂ、Ｃ）。
各脂质体的粒径在 １００～１３０ｎｍ之间，多分散系数
（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）在０．２左右，而且各种脂质体
的Ｚｅｔａ电位均为负电位。纳米脂质体对ＤＴＸ有较高的
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包封率，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ的包封率为（９１．９３±４．６４）％，
ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ的包封率为（９６．４５±０．８９）％（表１）。脂
质体稳定性检测发现，两种载药脂质体在３７℃孵育７２ｈ
后，透射比一直在９０％以上，没有明显变化（图２Ｄ）。
　　采用高效液相色谱法建立ＤＴＸ标准曲线，回归方程
为ｙ＝２０４５６ｘ＋１９７３３，Ｒ２＝０．９９９３，ＤＴＸ在１～２００μｇ／ｍＬ
之间线性良好（图２Ｅ）。考察 ＤＴＸ溶液在３７℃释放

介质中稳定性良好，没有降解现象。对比各组释药性

能可以发现，在释药 ０～１２ｈ，ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ及 ＣＲＥ
ＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组的累计释放均在 ４０％以下，而游离
ＤＴＸ组累计释放已经超过了 ９０％；在释药 １２～４８ｈ，
ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ及ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组的药物释放呈现
缓慢释放阶段，且 ＣＲＥＫＡ的修饰对载药脂质体的药
物释放性能无明显影响（Ｐ＞０．０５，图２Ｆ）。

表１　不同脂质体的粒径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ电位及包封率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 粒径／ｎｍ 多分散系数 Ｚｅｔａ电位／ｍＶ 包封率（％）

ＰＥＧｌｉｐｏ组 １０３．２７±２．２３ ０．１６±０．０３ －３１．８１±０．３３ －

ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ组 １０８．３４±１．９７ ０．１８±０．０２ －２７．４９±０．４８ －

ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组 １２０．７０±２．４３ ０．２２±０．０１ －２８．３３±０．０９ ９６．４５±０．８９

ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组 １３０．３７±１．４４ ０．２４±０．０３ －３０．７４±０．２８ ９１．９３±４．６４
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图２　脂质体的基本表征
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２．３　体外细胞摄入实验
　　激光共聚焦显微镜观察可见，在相同孵育时间，
ＰＣ３细胞中 ＣＲＥＫＡ修饰的脂质体组（ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ
ＤｉＩ）细胞核周围与细胞膜之间的红色荧光信号明显多
于非 ＣＲＥＫＡ修饰的脂质体组（ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ），见图
３Ａ；而在 ＲＷＰＥ１细胞中，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组与 ＰＥＧ
ｌｉｐｏＤｉＩ组的红色荧光信号无明显差别（图３Ｂ）。说明
ＣＲＥＫＡ肽的修饰提高了 ＰＣ３细胞对脂质体的摄取，
而对ＲＷＰＥ１的摄取无明显影响。
　　为了进一步说明细胞对脂质体的摄取能力，采用
流式细胞仪检测并分析细胞摄入脂质体后的平均荧光

强度来定量分析细胞摄取能力。结果显示，在ＰＣ３细

胞中，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组的脂质体摄入量大约是 ＰＥＧ
ｌｉｐｏＤｉＩ组的 ３倍（图 ３Ｃ）；而在 ＲＷＰＥ１细胞中，
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组的脂质体摄入量只略高于 ＰＥＧ
ｌｉｐｏＤｉＩ组，差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３Ｄ），与激
光共聚焦显微镜观察结果是一致的。ＰＣ３细胞对脂
质体的摄入随着时间的增加而增加，共孵育 １ｈ时，
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组的平均荧光强度与 ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；共孵育２ｈ时，ＣＲＥＫＡ
ｌｉｐｏＤｉＩ组的平均荧光强度显著高于 ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组
（Ｐ＜０．０５）；共孵育 ４ｈ时，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组的平均
荧光强度与ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组的差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图４Ａ）。
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图３　激光共聚焦显微镜及流式细胞仪检测细胞摄取脂质体情况
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图４　时间和游离ＣＲＥＫＡ肽对ＰＣ３细胞脂质体摄入的影响（ｎ＝３）

２１１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　竞争性抑制实验
　　在进行脂质体摄取实验前加入过量游离 ＣＲＥＫＡ
肽与 ＰＣ３细胞共孵育，对比 ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组与
ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组的抑制作用。结果显示，在加入游离
ＣＲＥＫＡ肽后，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组的摄取减少具有统计
学差异（Ｐ＜０．０５），其摄取相当于加入游离 ＣＲＥＫＡ肽
前的ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组，而ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组的摄取减少无
统计学差异（Ｐ＞０．０５，图４Ｂ）。表明ＣＲＥＫＡ肽修饰的
脂质载体的细胞内吞是配体受体介导的结果。
２．５　细胞毒性实验
　　ＣＣＫ８实验结果显示，ＤＴＸ对 ＰＣ３细胞毒性作
用具有浓度依赖性。ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组、ＰＥＧｌｉｐｏ
ＤＴＸ组、游离 ＤＴＸ组的 ＩＣ５０值分别为（９．３４±１．７８）、
（１６．７８±０．６７）、（２５．８０±１．１５）μｇ／ｍＬ。ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ
ＤＴＸ的ＩＣ５０值显著低于 ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组（Ｐ＜０．０５），
表明ＣＲＥＫＡ的修饰提高了抗肿瘤效果。游离ＤＴＸ组
的ＩＣ５０值显著高于 ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组和 ＰＥＧｌｉｐｏ
ＤＴＸ组（Ｐ＜０．０５，图５Ａ），表明载药脂质体具有较好的
肿瘤杀伤效果。此外，还对空白脂质体的细胞毒性进

行了评估，其细胞存活率一直接近 １００％（图 ５Ｂ），表
明其对细胞的毒性作用可以忽略不计。

２．６　细胞凋亡实验
　　ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组的诱导凋亡率（５５．９０±１．９４）％
显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组的凋亡
率［（２９．７０±１．３０）％］也高于游离 ＤＴＸ组［（１９．４１±
１．７０）％，Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ、Ｂ］。另外，空白脂质体组
ＰＥＧｌｉｐｏ和ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ的凋亡率分别为（４．４０±１．２０）％、
（４．２６±０．５１）％，与空白对照组相比差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），表明空白脂质体对细胞凋亡诱导基本无
影响，与前面的细胞毒性检测结果一致。

３　讨论

　　对于常规化疗来说，由于非特异性和系统性的药
物释放常导致药物快速被清除，需要给予最高耐受剂

量的药物。这是不经济的，并且通常表现出高毒性。

而肿瘤靶向治疗可以区分正常细胞和肿瘤细胞之间的

细微差异，通常比其他常规治疗更有效，并且表现出较

少的副作用［１４］。脂质体是一种新颖的药物运载工具，

通过它可以将药物输送到肿瘤细胞中，同时最大限度

地减少药物泄漏到正常细胞中，其与特异性肿瘤生物

标记配体的结合可以达到更高效的靶向治疗效

果［１５－１６］。ＣＲＥＫＡ肽是一种肿瘤靶向肽，可以与ＦＮ及
ＦＮ的复合物结合从而特异性定位于肿瘤部位，已被广
泛应用于前列腺癌的靶向诊断与治疗［１７－１８］。

　　本研究采用脂质体作为纳米载体，ＣＲＥＫＡ肽作为
靶向配体，并装载 ＤＴＸ作为治疗药物，制备一种靶向
于前列腺癌细胞的药物传递系统。制备出的脂质体粒

径分布均匀，且小于２００ｎｍ。这种粒径的脂质体更易
于利用肿瘤部位的高通透性和滞留效应在肿瘤部位进

行积累从而杀伤肿瘤细胞［１９］。对于药物载体系统而

言，控制药物释放一直是一个需要特别研究的问题。

本实验制备的靶向载药系统具有良好的稳定性，有助

于脂质体达到肿瘤部位释放药物，而且制备的脂质体

包封率高，可以很好地满足临床需要。通过激光共聚

焦显微镜观察发现，在ＰＣ３细胞中，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ组
脂质体的摄入明显多于ＰＥＧｌｉｐｏＤｉＩ组，而在ＲＷＰＥ１
细胞中，两组无明显差别；同时流式细胞术分析也得出

相同的结果。表明 ＣＲＥＫＡ的修饰提高了 ＰＣ３细胞
对脂质体的摄取量，而对 ＲＷＰＥ１没影响，证实了
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ对ＰＣ３细胞的靶向性。随后竞争抑制
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图５　各脂质体制剂对ＰＣ３细胞的毒性作用（ｎ＝３）

３１１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）



!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'()*!+,!!-

：：
-../01. 2 +34'!-

'
(
)
*
!
+
,
&
!
-

：
：
5
3
5
'
$
6
$
!
-

7!

"6#$

78

869:

7%

;86$

7&

%6"!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'()*!+,!!-

：：
-../01. 2 +34'!-

'
(
)
*
!
+
,
&
!
-

：
：
5
3
5
'
$
6
$
!
-

7!

8689

7&

:6:$

7%

:;6:

78

!"6&

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'()*!+,!!-

：：
-../01. 2 +34'!-

'
(
)
*
!
+
,
&
!
-

：
：
5
3
5
'
$
6
$
!
-

7!

"69%

78

!86$

7%

#;6$

7&

!:68

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'()*!+,!!-

：：
-../01. 2 +34'!-

'
(
)
*
!
+
,
&
!
-

：
：
5
3
5
'
$
6
$
!
-

7!

!6#;

78

&%6:

7%

%"6:

7&

886;

'<=>-!?1*(!@4A

组

空白对照组 游离
@4A

组

5=B!?1*(!@4A

组

! 8 & %

组别

9"

#"

%"

8"

"

凋
亡
率
（
C

）

DE

E

- F

E

Ａ：各处理组诱导ＰＣ３细胞凋亡的流式分析；Ｂ：各处理组凋亡率的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）　１：空白对照组；２：游离ＤＴＸ
组；３：ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组；４：ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＥＧｌｉｐｏＤＴＸ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＲＥＫＡｌｉｐｏ
ＤＴＸ组比较

图６　流式细胞仪检测ＰＣ３细胞凋亡结果

实验、流式细胞术分析显示，过量的 ＣＲＥＫＡ肽提前与
ＰＣ３细胞的受体相结合，阻断了ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ通过
ＣＲＥＫＡ肽与受体结合介导的内吞作用，从而导致
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤｉＩ的摄取量显著降低。这表明 ＣＲＥＫＡ
肽修饰的脂质载体的细胞内吞是 ＣＲＥＫＡ配体与其受
体介导的结果。采用细胞毒性实验和凋亡实验观察该

靶向载体体外抗肿瘤效应，结果显示，相较于其他组，

ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组的细胞毒性作用最大。这是由于
ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ的靶向作用促进了 ＤＴＸ的递送，提
示细胞内药物水平与肿瘤抑制效果存在相关性。此

外，还对空白脂质体的细胞毒性进行了评估，其细胞存

活率一直在９５％以上，表明其对细胞的毒性作用可以
忽略不计。接下来又评估了 ＰＣ３细胞的诱导凋亡结
果，ＣＲＥＫＡｌｉｐｏＤＴＸ组诱导凋亡作用最强，作为阳性
对照，游离ＤＴＸ的凋亡率也远小于两载药脂质体组，
与细胞毒性结果基本一致。因此，基于 ＣＲＥＫＡ肽修
饰脂质体的给药系统对前列腺癌细胞具有特异靶向性

及高效的杀伤效应。

　　综上所述，本研究成功制备了一种靶向于前列腺
癌的脂质载药系统。该系统通过特异性靶向于前列腺

癌，可以最大程度将化疗药物递送到肿瘤部位。这不

仅能够提高化疗药物的治疗效率，而且可以降低化疗

药物所带来的严重副作用，对改善肿瘤治疗具有重要

的意义。这将为进一步开发前列腺癌的靶向治疗制剂

提供新的可能性。
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ａｎｄＰＳＭＡｍｅｄｉａｔｅｄｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｉｐｏｓｏｍｅｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄ
ｔｈｅｒａｐｙｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１３，３４
（２８）：６９７６－６９９１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ．２０１３．
０５．０５５．

［１７］ＡＧＥＭＹＬ，ＳＵＧＡＨＡＲＡＫＮ，ＫＯＴＡＭＲＡＪＵＶＲ，ｅｔａｌ．
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｉｎｄｕｃｅｄｖａｓｃｕｌａｒｂｌｏｃｋａｄｅｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１０，１１６（１５）：２８４７－２８５６．ＤＯＩ：１０．
１１８２／ｂｌｏｏｄ２０１００３２７４２５８．

［１８］ＷＵＸＭ，ＹＵＧＰ，ＬＩＮＤＮＥＲＤ，ｅｔａｌ．Ｐｅｐｔｉｄｅｔａｒｇｅｔｅｄ
ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｍａｇｉｎｇｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｗｉｔｈ
ＭＲＩ［Ｊ］．ＡｍＪＮｕｃｌＭｅｄＭｏｌＩｍａｇｉｎｇ，２０１４，４（６）：５２５－
５３６．

［１９］ＲＡＪＳ，ＫＨＵＲＡＮＡＳ，ＣＨＯＵＤＨＡＲＩＲ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｉｔｈｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｉｎ
ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＣａｎｃｅｒＢｉｏｌ，２０１９．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｓｅｍｃａｎｃｅｒ．２０１９．１１．００２．

（收稿：２０２００５２９；修回：２０２００７３１）

（编辑　汪勤俭）

　　（上接２０８０页）
［１４］周玫余，袁帅，向颖，等．长链非编码ＲＮＡＳＦＴＡ１Ｐ在非小

细胞肺癌组织中的表达和细胞功能研究［Ｊ］．中华疾病控
制杂志，２０２０，２４（３）：３４１－３４７．ＤＯＩ：１０．１６４６２／ｊ．ｃｎｋｉ．
ｚｈｊｂｋｚ．２０２０．０３．０１８．
ＺＨＯＵＭＹ，ＹＵＡＮＳ，ＸＩＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｃｅｌｌｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＳＦＴＡ１Ｐｉｎｎｏｎ
ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＤｉｓＣｏｎｔｒｏｌＰｒｅｖ，２０２０，
２４（３）：３４１－３４７．ＤＯＩ：１０．１６４６２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｈｊｂｋｚ．２０２０．０３．
０１８．

［１５］ＺＨＡＮＧＨ，ＸＩＯＮＧＹＱ，ＸＩＡＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＳＦＴＡ１Ｐｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１７，３９（２）：１０１０４２８３１７６９１４１８．
ＤＯＩ：１０．１１７７／１０１０４２８３１７６９１４１８．

［１６］ＺＨＯＵＺＲ，ＷＡＮＧＷＷ，ＬＩＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｅｐｔｈｍｉｎｉｎｇｏｆ
ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａ：ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ
ｗｉｔｈＲ［Ｊ］．ＡｎｎＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１９，７（２３）：７９６．ＤＯＩ：１０．
２１０３７／ａｔｍ．２０１９．０８．６３．

［１７］ＰＡＮＨ，ＳＨＩＸＳ，ＸＩＡＯＤＫ，ｅｔａｌ．Ｎｏｍｏｇｒａｍｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｆｏｒｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］．ＪＴｈｏｒａｃＤｉｓ，２０１７，９（３）：５０７－５１８．ＤＯＩ：１０．
２１０３７／ｊｔｄ．２０１７．０３．１２１．

［１８］ＩＡＳＯＮＯＳＡ，ＳＣＨＲＡＧＤ，ＲＡＪＧＶ，ｅｔａｌ．Ｈｏｗｔｏｂｕｉｌｄ
ａｎｄｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｎｏｍｏｇｒａｍｆｏｒｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ
Ｏｎｃｏｌ，２００８，２６（８）：１３６４－１３７０．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．
２００７．１２．９７９１．

［１９］ＬＩＡＮＧＷＨ，ＺＨＡＮＧＬ，ＪＩＡＮＧＧＮ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａｎｏｍｏｇｒａｍｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａ
ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｅｓｅｃｔｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ
Ｏｎｃｏｌ，２０１５，３３（８）：８６１－８６９．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．
２０１４．５６．６６６１．

［２０］ＷＡＮＧＴ，ＬＵＲ，ＬＡＩＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
ｏｆａｎｏｍｏｇｒａｍｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍｏｄｅｌｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｄｖａｎｃｅｄ
ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｎｆｏｒｍ，２０１９，１８：
１１７６９３５１１９８３７５４７．ＤＯＩ：１０．１１７７／１１７６９３５１１９８３７５４７．

（收稿：２０２００５２９；修回：２０２００８１３）

（编辑　张　维）

５１１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）


