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2.2  统计学分析 
运用 GraphPad Prism 5.01 软件对数据进行统计

分析，计量资料采用 ±x s 表示。多组间数据比较采

用单因素方差分析 Bartlett’s 检验。 
2.3  肿瘤细胞增殖抑制实验 
2.3.1  细胞培养  在 5% CO2、37 ℃条件下用含有

10%灭活胎牛血清的无叶酸 RPMI 1640 培养基培养

人宫颈癌 HeLa 细胞和宫颈正常鳞状上皮细胞，传

代 2～3 次，然后取对数生长期的细胞用于实验。 
2.3.2  MTT 法  取 1×104 个/mL 对数生长期的

HeLa 细胞接种于 96 孔酶标板中，共分 4 组，每组

设 6 个复孔，每孔加入 100 μL 的细胞培养液，在

37 ℃、含 5% CO2 的培养箱中孵育 24 h；随后分别

加入除菌的 4 组药物（普通熊果酸脂质纳米粒、靶

向熊果酸脂质纳米粒加入相应的细胞培养液中，使

其熊果酸终浓度为 200 μmol/L；叶酸受体靶向阻断

组为同样浓度的靶向熊果酸脂质纳米粒，并含 1 
mmol/L 游离叶酸；空白靶向脂质纳米粒组加入空白

靶向脂质纳米粒），同时另设空白对照组（空白脂质

体）和阴性对照组（含 PBS）继续分别培养 48 h 和

72 h；培养结束后每孔加入质量浓度约为 5 mg/mL 的

MTT 20 μL，于 37 ℃继续孵育 4 h 后弃原液。每孔再

加入 150 μL DMSO，使蓝紫色结晶完全溶解，并静置

20 min；在 490 nm 条件下用酶标仪检测吸光度（A），
计算细胞存活率（存活率＝A 脂质纳米粒/A 空白对照）。 

另外，为考察靶向熊果酸脂质纳米粒对正常细

胞是否具有毒性，取对数生长期的 HeLa 细胞及宫

颈正常鳞状上皮细胞，以每孔 1×104个/mL 接种于

96 孔培养板，贴壁后分别加入 0（对照）、15、30、
60、120、240 μmol/L（熊果酸浓度）的靶向熊果酸

脂质纳米粒孵育 72 h。按 MTT 法测定，计算细胞

存活率（存活率＝A 药物/A 对照）。 
实验结果如图 2 所示，与其他各组相比较，靶

向熊果酸脂质纳米粒呈现明显的细胞增殖抑制作

用，72 h 的抑制率大于 70%，抑制率约为普通熊果

酸脂质纳米粒的 3～4 倍；而空白靶向脂质纳米粒及

普通熊果酸脂质纳米粒对 HeLa 细胞的增殖几乎无

抑制作用；叶酸受体靶向阻断组则有一定的增殖抑

制作用，是因为加入的 1 mmol/L 叶酸对 HeLa 细胞

表面 FR 的封闭作用，其细胞增殖抑制强度远比靶

向熊果酸脂质纳米粒低。空白对照组（空白脂质体）

与空白靶向脂质纳米粒组（未加药物仅加靶向脂

质材料）的细胞存活率基本一致。因本实验的药

物分组未设置游离熊果酸，全部是脂质纳米制剂，

因此，选择对细胞存活几乎无影响的空白脂质体

为空白对照组作为后续实验的基线对照，更具代

表性。 
从宫颈正常鳞状上皮细胞和 HeLa 细胞的差异

性研究中发现，不同浓度靶向熊果酸脂质纳米粒组

药物处理 HeLa 细胞和正常细胞 72 h 后，2 种细胞

的存活率均有所下降，但 HeLa 细胞的存活率明显

低于正常细胞，正常细胞的存活率随药物浓度的增

加呈现缓慢下降的趋势，结果见图 3。因采用含 10%
灭活胎牛血清的无叶酸的 RPMI 1640 培养基培养，

正常细胞的少量死亡可能受无叶酸培养条件及处理

工艺的影响[10]。靶向熊果酸脂质纳米粒对 HeLa 细

胞及正常细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为 77.26 
μmol/L 及 470.5 μmol/L。 
 

 

图 2  脂质纳米粒对 HeLa 细胞增殖的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 2  Effects of lipid nanoparticles on HeLa cells proliferation 
( x ±s, n = 3) 

 

图 3  靶向熊果酸脂质纳米粒对 HeLa 和宫颈正常鳞状上皮 
细胞存活率的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 3  Effects of targeted group drugs on HeLa and normal  
cell survival ( x ±s, n = 3) 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡实验 
采用流式细胞术定量分析检测细胞凋亡的情

况。收集经空白脂质体、普通熊果酸脂质纳米粒、

靶向熊果酸脂质纳米粒及靶向熊果酸脂质纳米粒和
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