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靶头修饰对PEG-PCL胶束在人宫颈癌细胞内转运行为的影响 Δ
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摘 要 目的 研究转铁蛋白靶向肽 T7（7pep）对聚乙二醇-聚己内酯（PEG-PCL）胶束在人宫颈癌 HeLa细胞内转运行为的影响。

方法 以香豆素-6（C6）为荧光指示探针，通过薄膜分散法制备包载有 C6的 PEG-PCL（PEG-PCL-C6）胶束以及靶头 7pep 修饰的

PEG-PCL（7pep-PEG-PCL-C6）胶束。比较两种胶束的粒径、多分散指数及外观形态；比较两种胶束被HeLa细胞实时摄取的情况

及其入胞后与早期内吞体（EE）、内吞循环室（ERC）、晚期内吞体（LE）的共定位情况。结果 PEG-PCL-C6和7pep-PEG-PCL-C6胶

束的平均粒径分别为（75.0±2.3）、（82.0±1.5）nm，多分散指数分别为0.17±0.20、0.17±0.32，外观均为规整的圆球形。7pep-PEG-

PCL-C6胶束的入胞速度和入胞量均明显快/多于PEG-PCL-C6胶束。7pep-PEG-PCL-C6胶束比PEG-PCL-C6胶束能够更快地进

入 EE，而入胞后 PEG-PCL-C6胶束进入 ERC 的速率较 7pep-PEG-PCL-C6胶束快，且 PEG-PCL-C6胶束和 7pep-PEG-PCL-C6胶束

在LE均有逐渐累积的趋势，但7pep-PEG-PCL-C6胶束入胞60 min时与LE的皮尔森系数、信号重叠比率、共定位比率均显著低于

入胞 30 min 时（P＜0.05或 P＜0.01）。结论 靶头 7pep 修饰可提高 PEG-PCL-C6胶束的入胞速率和入胞量，还可改变其胞内转运

行为。
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Effects of targeting modification on intracellular transportation of PEG-PCL micelles in human cervical 

cancer cells
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effects of transferrin-targeting peptide T7 （7pep） on intracellular transportation of 

polyethylene glycol-polycaprolactone （PEG-PCL） micelles in human cervical cancer HeLa cells. METHODS Using coumarin-6 

（C6） as fluorescent indicator probe， both coumarin-6 （C6）-loaded PEG-PCL （PEG-PCL-C6） micelles and 7pep-modified PEG-

PCL （7pep-PEG-PCL-C6） micelles were prepared by film-dispersion method. The particle size， polydispersity index and appearance 

morphology were compared between two types of micelles； the real-time uptake of two types of micelles by HeLa cells was 

compared， and the colocalization of two types of micelles with early endosomes （EE）， endocytic recycling compartments （ERC） 

and late endosomes （LE） after entry into the cells was observed. RESULTS The particle sizes of PEG-PCL-C6 and 7pep-PEG-PCL-

C6 micelles were（75.0±2.3）and（82.0±1.5）nm； the polymer dispersity indexes were 0.17±0.20 and 0.17±0.32， respectively， 

with a regular spherical appearance. The colocalization results showed that entry speed and amount of 7pep-PEG-PCL-C6 micelles 

were significantly faster/more than those of PEG-PCL-C6 micelles. 7pep-PEG-PCL-C6 micelles entered EE faster than PEG-PCL-C6 

micelles， while PEG-PCL-C6 micelles entered ERC at a faster rate than 7pep-PEG-PCL-C6 micelles， and both PEG-PCL-C6 

micelles and 7pep-PEG-PCL-C6 micelles tended to accumulate gradually in LE； Pearson coefficient， signal overlap ratio， and 

colocalization ratio of 7pep-PEG-PCL-C6 micelles with LE were significantly lower 60 minutes after entering the cell than those 30 

minutes after entering the cell （P＜0.05 or P＜0.01）. 
CONCLUSIONS Targeting 7pep modification can increase the 

entry speed and amount of PEG-PCL-C6 micelles， and also 

alter their intracellular transportation behavior.
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药物递送系统的药效不仅取决于内吞量，还与胞内

转运途径显著相关[1―2]。传统观点认为，配体修饰的主

动靶向制剂会以配体-受体复合物的形式共同内吞入

胞，在早期内吞体（early endosome，EE）的偏酸性环境

下，配体与受体解离，受体会循环返回至膜表面进行下

一轮的循环，而配体与主动靶向制剂则继续转运进入晚

期内吞体（late endosome，LE）/溶酶体中降解[3―4]。然而，

转铁蛋白受体（transferrin receptor，TfR）介导的细胞内吞

是一个特例：转铁蛋白（transferrin，Tfn）与TfR在胞外结

合后，会以TfR-Tfn-Fe2+复合物的形式内吞入胞，EE仅释

放Fe2+，使复合物转变为受体-脱铁蛋白形式，而配体和

受体并未解离，剩下的脱铁蛋白仍会与受体以复合物的

形式共同转运返回至膜表面，在遇到胞外的偏中性环境

时，该复合物会再次将配体释放至胞外基质中[5]。因此，

对TfR介导的主动靶向递送系统的胞内转运行为进行

研究，将为该类纳米递送系统的设计提供重要参考。由

于Tfn分子量大，在对纳米载体进行修饰的时候，会导致

纳米载体粒径变化过大进而影响后续细胞转运机制的

考察。转铁蛋白靶向肽 T7（transferrin-targeting peptide 

T7，7pep）是一种通过噬菌体展示技术筛选得到的短

肽，能够与TfR特异性结合，被广泛用作构建肿瘤靶向

药物递送系统的配体[6―8]。基于此，本研究以香豆素-6

（coumarin-6，C6）为荧光指示探针，通过薄膜分散法制

备 包 载 有 C6 的 聚 乙 二 醇 - 聚 己 内 酯（polyethylene 

glycol-polycaprolactone，PEG-PCL）胶 束（简 称“PEG-

PCL-C6胶束”）或靶头7pep修饰的PEG-PCL胶束（简称

“7pep-PEG-PCL-C6胶束”），然后观察靶头 7pep修饰对

PEG-PCL 胶束在人宫颈癌 HeLa 细胞内转运行为的影

响，以期为主动靶向纳米给药系统的设计与研发，以及

相关细胞机制研究提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 191L型气套式CO2培养

箱（美国CTI公司）、FDU-2110型冷冻干燥机（上海爱朗

仪器有限公司）、TCS SP8型激光共聚焦显微镜（德国

Leica公司）、Nano-ZS90型激光粒度仪（英国Malvern公

司）、LC-20AT型高效液相色谱仪（日本Shimadzu公司）、

N-1300型旋转蒸发仪（日本东京理化器械株式会社）、

JEM-2100PLUS型透射电镜（日本 JEOL公司）。

1.2　主要药品与试剂

PEG2000-b-PCL5000（批 号 MKCM9500）购 自 德 国

Merck公司；7pep-PEG2000-b-PCL5000（批号 20231222）由济

宁医学院药学院实验室自制；C6（批号LT60P69）购自北

京百灵威科技有限公司；乙腈（批号 B2211267，纯度≥

99.9%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；胎牛血

清（批号2282897RP）购自美国Gibco公司；RPMI1640培

养基（批号L0403400）购自中科迈晨（北京）科技有限公

司；牛血清白蛋白（BSA）、0.25%的胰蛋白酶消化液、抗

荧光衰减封片剂、4%组织细胞固定液、曲拉通X-100（批

号分别为 1218Q057、20210201、20221114、20201224、

112K022）均购自北京索莱宝科技有限公司；CellMaskTM 

橙色细胞质膜染色剂（批号2549243）购自赛默飞世尔科

技（中国）有限公司；兔源Rab5、Rab11B多克隆抗体（货

号分别为 ab13253、ab3612）和兔源Rab7单克隆抗体（货

号 ab126712）、Alexa Fluor® 647标记的驴抗兔 IgG H&L

二抗（货号ab150075）均购自英国Abcam公司。

1.3　细胞

人宫颈癌HeLa细胞购自国家生物医学实验细胞资

源库。

2　方法

2.1　两种胶束的制备

2.1.1　PEG-PCL-C6胶束

茄形瓶中加入PEG2000-b-PCL5000乙腈溶液（2 mg/mL）

和C6乙腈溶液（1 μg/mL）各 2 mL，于 40 ℃下避光旋转

蒸发至茄形瓶底部出现荧光薄膜，将薄膜温度升至60 ℃

后，加入 60 ℃的磷酸盐缓冲液（PBS）2 mL，涡旋 4 min，

超声5 min，过0.22 μm滤膜，即得PEG-PCL-C6胶束。

2.1.2　7pep-PEG-PCL-C6胶束

茄形瓶中依次加入 7pep-PEG2000-b-PCL5000乙腈溶液

（0.672 mg/mL）1.2 mL、PEG2000-b-PCL5000 乙 腈 溶 液（2  

mg/mL）1.7 mL以及C6乙腈溶液（1 μg/mL）2 mL，其他

步骤同“2.1.1”项，即得7pep-PEG-PCL-C6胶束。

2.2　胶束粒径、多分散指数测定及外观形态观察

利用激光粒度仪，釆用动态光散射法测定 PEG-

PCL-C6胶束或7pep-PEG-PCL-C6胶束的粒径及多分散

指数（polymer dispersity index，PDI），设定激光束波长为

633 nm，入射光与散射光束的夹角为 90 °，测定温度为

25 ℃，循环数为“自动”。采用透射电镜法观察两种胶束

的外观形态，取胶束的水分散液5 μL，轻轻滴于铜网上，

静置10 min，吸干铜网表面多余的液体，负染、晾干后观

察并拍照。

2.3　胶束细胞内转运行为的考察

2.3.1　HeLa细胞对胶束的实时摄取观察

将HeLa细胞以每孔 6.0×105个的密度接种到共聚

焦玻底小皿中，置于37 ℃的细胞培养箱中孵育过夜，加

入 500 μL 的 CellMaskTM 橙色细胞质膜染色剂，染色 10 
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min，吸弃染料，用PBS洗涤3次。将玻底小皿水平置于

激光共聚焦显微镜载物台上，采集选定细胞的明场图

像；设定488 nm绿色激发通道和555 nm橙色激发通道，

于小皿中加入200 μL的PEG-PCL-C6胶束或7pep-PEG-

PCL-C6胶束（用完全培养基稀释，C6质量浓度为 150 

ng/mL，下同），利用X-Y-t程序每隔 3 s对视野选定区域

进行图像采集，持续3 min。

2.3.2　胶束在HeLa细胞内的分布考察

将HeLa细胞以每孔1.0×105个的密度接种到24孔

板中，当细胞密度达 80% 左右时，加入 1 mL 的 PEG-

PCL-C6胶束或 7pep-PEG-PCL-C6胶束作为实验组，同

时设置空白对照组（加入 1 mL完全培养基），分别于细

胞培养箱中孵育 3、5、10、15、30、60 min。孵育结束后，

迅速吸弃上清液，并用冰PBS洗涤细胞3次，加入4%组

织细胞固定液 500 μL固定细胞，加入含 0.2%曲拉通X-

100的磷酸缓冲盐溶液（TPBS）透化细胞 5 min，再加入

含 3%BSA 的 TPBS 溶液，于 37 ℃孵育 1 h。然后，实验

组分别加入用含 1% BSA 的 TPBS 溶液稀释的 Rab5、

Rab11B、Rab7 抗体（稀释比例分别为 1∶100、1∶200、       

1∶200），空白对照组加入含 1%BSA 的 TPBS 溶液，于

4 ℃下孵育过夜；次日取出细胞，吸弃上清液，用PBS洗

涤细胞3次，加入二抗（稀释比例为1∶200），于37 ℃下孵

育 1 h，吸弃上清液，再用PBS洗涤细胞 3次。通过激光

共聚焦显微镜观察Rab5、Rab11B、Rab7在细胞内的荧光

染色情况，通过共聚焦分析软件计算皮尔森相关系数、

信号重叠比率以及共定位比率来评价胶束与EE、内吞

循环室（endocytic recycling compartments，ERC）以及LE

的共定位情况。按照时间先后，每个内吞体设定3个观

测时间。

2.4　统计学方法

采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析。每个

样品至少采集3个不同视野单细胞的数据，结果以平均

值或 x±s表示，采用双尾 t检验分析比较同一时间两组

胶束的差异，采用单因素方差分析比较同组胶束不同时

间的差异。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　胶束的粒径、PDI及外观形态

PEG-PCL-C6胶束和7pep-PEG-PCL-C6胶束的平均

粒径分别为（75.0±2.3）、（82.0±1.5）nm，PDI 分别为

0.17±0.20、0.17±0.32，外观均为规整的圆球形。结果

见图1和图2。

3.2　细胞对胶束的实时摄取情况

PEG-PCL-C6胶束和7pep-PEG-PCL-C6胶束在考察

时间段内均有明显的入胞行为。7pep-PEG-PCL-C6胶

束整体的入胞速度和入胞量均明显快/多于 PEG-PCL-

C6胶束。两种胶束入胞0、30 s以及3 min时的激光共聚

焦实时显微镜图见图3。

3.3　胶束在HeLa细胞内的分布情况

3.3.1　胶束与EE的共定位情况

7pep-PEG-PCL-C6胶束在入胞 5、10 min时与EE的

皮尔森相关系数、信号重叠比率和共定位比率（入胞 10 

min 时除外）均显著高于 PEG-PCL-C6胶束（P＜0.05或

P＜0.01），表明与 PEG-PCL-C6 胶束比较，7pep-PEG-

PCL-C6胶束能够更快地进入EE。结果见图4和图5。

3.3.2　胶束与ERC的共定位情况

PEG-PCL-C6胶束在入胞 5 min时与ERC的共定位

比率最高，而7pep-PEG-PCL-C6胶束在入胞10 min时与

ERC 的共定位比率最高，且入胞 10 min 时 7pep-PEG-

PCL-C6胶束与ERC的皮尔森相关系数、信号重叠比率、

共定位比率均显著高于其入胞 5 min 时（P＜0.01）。在

考察时间范围内，入胞5 min时，7pep-PEG-PCL-C6胶束

的皮尔森相关系数、信号重叠比率、共定位比率均显著

低于PEG-PCL-C6胶束（P＜0.01）。结果见图6和图7。
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图2　两种胶束的外观形态显微镜图
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图4　两种胶束与EE共定位的激光共聚焦显微镜图
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图5　两种胶束与EE的共定位参数比较（x±s，n＝3）
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图6　两种胶束与ERC共定位的激光共聚焦显微镜图
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3.3.3　胶束与LE的共定位情况

7pep-PEG-PCL-C6 胶束入胞 15 min 后与 LE 的共

定位比率呈先增加后降低的趋势，而 PEG-PCL-C6胶

束入胞 15 min 后与 LE 的共定位比率几乎呈增加趋

势。7pep-PEG-PCL-C6胶束入胞 60 min 时与 LE 的皮

尔森相关系数、信号重叠比率、共定位比率均显著低

于入胞 30 min 时（P＜0.05 或 P＜0.01）。结果见图 8

和图 9。

7pep-PEG-PCL-C6胶束
PEG-PCL-C6胶束

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

皮
尔

森
相

关
系

数

5                 10                 15
时间/min

A.皮尔森相关系数

a

0.6

0.4

0.2

0

信
号

重
叠

比
率

5                 10                 15
时间/min

B.信号重叠比率

a
50

40

30

20

10

0

共
定

位
比

率
/%

5                 10                 15
时间/min

C.共定位比率

a

7pep-PEG-PCL-C6胶束
PEG-PCL-C6胶束

7pep-PEG-PCL-C6胶束
PEG-PCL-C6胶束

a：与PEG-PCL-C6胶束比较，P＜0.01；b：7pep-PEG-PCL-C6胶束不同时间比较，P＜0.01。

图7　两种胶束与ERC的共定位参数比较（x±s，n＝3）
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图9　两种胶束与LE的共定位参数比较（x±s，n＝3）
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4　讨论

本课题采用薄膜分散法制备了 7pep-PEG-PCL-C6

胶束以及 PEG-PCL-C6胶束，结果显示，两种胶束的粒

径差别不大，均在80 nm左右，且分布均匀，外观相似，可

以用于后续细胞转运机制的比较研究。

纳米给药系统入胞后的经典路线是先进入EE（特

异性标记物为Rab5蛋白），然后是ERC（特异性标记物

为 Rab11B 蛋白），最后是 LE（特异性标记物为 Rab7蛋

白）[9―10]。本研究采用免疫组化法，利用Rab5、Rab11B以

及Rab7的特异性抗体对细胞进行免疫荧光染色，同时

结合两种胶束的细胞实时摄取实验结果发现，7pep-

PEG-PCL-C6胶束的入胞速度和入胞量均明显快/多于

PEG-PCL-C6 胶束，具有明显的主动靶向特征；7pep-

PEG-PCL-C6胶束比PEG-PCL-C6胶束能够更快地进入

EE，但入胞后的PEG-PCL-C6胶束转运进入ERC的速率

较 7pep-PEG-PCL-C6 胶束快，且 PEG-PCL-C6 胶束和

7pep-PEG-PCL-C6胶束在 LE 均有逐渐累积的趋势；不

同的是，PEG-PCL-C6胶束进入LE后持续累积，而7pep-

PEG-PCL-C6胶束进入LE后随着时间的延长，皮尔森系

数、信号重叠比率、共定位比率均先升高后降低。由此

可见，7pep-PEG-PCL-C6胶束的胞内转运行为与 PEG-

PCL-C6胶束不同，可能存在LE逃逸情况。

综上所述，靶头7pep修饰可提高PEG-PCL-C6胶束

的入胞速率和入胞量，还可以改变其胞内的转运行为。

本研究可为今后主动靶向药物递送系统的构建以及临

床转化提供参考。
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