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甘草次酸修饰的姜黄素阳离子脂质体肝靶向性和抗肝癌作用研究

刘炎清 1，李瀚旻 2，常明向 1*，陈 诺 1

1. 湖北中医药大学  中药资源与中药化学重点实验室，湖北  武汉    430065

2. 湖北中医药大学附属湖北省中医院，湖北  武汉    430061

摘 要：目的  研究甘草次酸修饰的姜黄素阳离子脂质体（GAMCLCL）肝靶向性以及抗肝癌作用。方法  制备甘草次

酸（GA）配体——GA和十八胺盐（SGO），用红外光谱和质谱检测；并进一步利用 SGO制备GAMCLCL，透射电镜观察

脂质体形态，Nano ZS90纳米粒度仪测定脂质体粒径与电位；采用活体成像系统观察GAMCLCL小鼠体内荧光分布。Wistar

大鼠随机分为对照组、模型组、阿霉素（阳性药，2 mg·kg−1）组、姜黄素（20 mg·kg−1）组和GAMCLCL低、高剂量（2、4 mg·kg−1）

组 ，除对照组外 ，采用 Walker-256 细胞种植法制备肝原位移植瘤模型 ，每天 1 次 ，尾 iv 给药 ，连续 7 d；另设

GAMCLCL（4 mg·kg−1）给药 14 d组；称肿瘤质量，计算肝脏系数、脾脏系数；全自动生化分析仪测定血液红细胞（RBC）、白细

胞（WBC）、血小板（PLT）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）和肌酐（CRE）水平，试剂盒法检测乳酸脱氢酶（LDH）水平；ELISA法检测

血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和白细胞介素-6（IL-6）水平；Western blotting 法检测肿瘤组织血管内皮生长因子（VEGF）、

cleaved Caspase-3、Bcl-2、p53、p-PI3K、p-Akt蛋白表达水平。结果  红外光谱和质谱的结果可以验证GA与十八胺的反应生成

了 SGO；GAMCLCL外观呈球形，其粒径为（194±0.25）nm，聚合物分散性指数（PDI）为 0.21±0.02，电位为（31.9±0.31）mV；

GAMCLCL在 2个月内呈黄色透明溶液，无沉淀析出；GAMCLCL与血清混合未出现任何聚集和沉淀现象；活体成像实验显

示，给药后各时间点荧光主要集中在肝脏，10、30、60 min时肝脏荧光较强，120 min时肝脏荧光明显减弱，240 min时肝脏荧光

基本消失。与模型组比较，各给药组大鼠肿瘤质量均明显减轻（P＜0.05、0.01）；各给药组肝脏系数显著降低（P＜0.05、0.01），

游离姜黄素组、GAMCLCL 4 mg·kg−1 （7、14 d）组脾脏系数显著下降（P＜0.01）；阿霉素及 GAMCLCL 4 mg·kg−1 （7、14 d）组

的RBC和 PLT计数均显著升高（P＜0.01），WBC计数均显著降低（P＜0.05、0.01）；各给药组大鼠ALT、CRE均显著降低（P＜

0.05、0.01），除游离姜黄素组外，各给药组 LDH 显著降低（P＜0.05、0.01）；各给药组 IL-6、TNF- α 均显著降低（P＜0.01、

0.05）；各给药组VEGF、Bcl-2、Akt、p-PI3K的蛋白表达均显著下调（P＜0.05、0.01），cleaved Caspase-3和P53蛋白表达均显著上

调（P＜0.05、0.01）；GAMCLCL（4 mg·kg−1）给药 7 d与 14 d的抗肿瘤效果相似，明显强于游离姜黄素。结论  GAMCLCL能显著

增强姜黄素的肝靶向性和抗肝癌作用，有利于提高荷瘤大鼠的无进展生存期。

关键词： 姜黄素；甘草次酸；阳离子脂质体；Walker 256肝原位移植瘤；抗肿瘤作用

中图分类号：R285.5   文献标志码：A   文章编号： 1674-6376（2024）04-0754-11

DOI：10.7501/j.issn.1674-6376.2024.04.009

Study on anti-hepatocellular carcinoma efficacy of glycyrrhetinic acid-modified 

curcumin-loaded cationic liposomes

LIU Yanqing1, LI Hanmin2, CHANG Mingxiang1, CHEN Nuo1

1. Hubei University of Chinese Medicine, Hubei Key Laboratory of Resources and Chemistry of Chinese Medicine, Wuhan 

430065, China 

2. Hubei Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine, Affiliated with Hubei University of Traditional Chinese Medicine, 

Wuhan 430061, China

Abstract: Objective To investigate the liver targeting of glycyrrhizic acid-modified curcumin-loaded cationic liposomes 

(GAMCLC) and its anticancer effects. Methods Prepared glycyrrhetinic acid (GA) ligands-GA and octadecylamine salt (SGO) and 

detected them using infrared spectroscopy and mass spectrometry, and further used SGO to prepare GAMCLC, and observed the 

morphology of liposomes under transmission electron microscopy, and measured the particle size and potential of liposomes using 
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Nano ZS90 nanoparticle size analyzer. Using a live imaging system to observe the fluorescence distribution in GAMCLC mice. 

Wistar rats were randomly divided into a control group, a model group, a doxorubicin (positive drug, 2  mg·kg−1) group, a curcumin 

(20 mg·kg−1) group, and a GAMCLCL low and high dose (2, 4 mg·kg−1) group. Except for the control group, a Walker-256 cell 

seeding method was used to prepare a liver orthotopic transplantation tumor model. The rats were administered once a day for 7 

consecutive days, and set up a 14 day group of GAMCLCL (4 mg·kg−1) for administration. Weighed the tumor mass, calculated the 

liver coefficient and spleen coefficient. The levels of red blood cells (RBC), white blood cells (WBC), platelets (PLT), alanine 

aminotransferase (ALT), and creatinine (CRE) were measured using a fully automated biochemical analyzer, and lactate 

dehydrogenase (LDH) levels were detected using a reagent kit method. ELISA method was used for detecting serum tumor necrosis 

factor- α (TNF- α) and the level of interleukin-6 (IL-6). Western blotting was used to detect the expression levels of vascular 

endothelial growth factor (VEGF), cleaved Caspase-3, Bcl-2, p53, p-PI3K, and p-AKT proteins in tumor tissues. Results The results 

of infrared spectroscopy and mass spectrometry could verify that the reaction between GA and octadecylamine generated SGO. 

GAMCLCL had a spherical appearance with a particle size of (194±0.25) nm, a polymer dispersibility index (PDI) of 0.21±0.02, and 

a potential of (31.9±0.31) mV. GAMCLCL appeared as a yellow transparent solution within two months, with no precipitation. 

GAMCLCL did not exhibit any aggregation or precipitation when mixed with serum. Live imaging experiments showed that 

fluorescence was mainly concentrated in the liver at various time points after administration. The liver fluorescence was strong at 10, 

30, and 60 min, significantly weakened at 120 min, and basically disappeared at 240 min. Compared with model group, the tumor 

mass of rats in each treatment group was significantly reduced (P < 0.05, 0.01). The liver coefficient significantly decreased in each 

treatment group (P < 0.05, 0.01), while the spleen coefficient significantly decreased in the free curcumin group and GAMCLCL 

4 mg·kg−1 (7, 14 d) group (P < 0.01). The RBC and PLT counts were significantly increased (P < 0.01) and WBC counts were 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01) in the groups of doxorubicin and GAMCLCL 4 mg·kg−1 (7, 14 d). ALT and CRE of rats in 

each treatment group were significantly reduced (P < 0.05, 0.01). Except for the free curcumin group, LDH in each treatment group 

was significantly reduced (P < 0.05, 0.01). IL-6 and TNF-α in each administration group significantly decreased (P < 0.01, 0.05). 

The protein expression of VEGF, Bcl-2, AKT, and p-PI3K in each treatment group was significantly downregulated (P < 0.05, 0.01), 

while the protein expression of cleaved Caspase-3 and p53 was significantly upregulated (P < 0.05, 0.01). The anti-tumor effects of 

GAMCLCL (4 mg·kg−1) administered for 7 d and 14 d were similar, significantly stronger than free curcumin. Conclusion 

GAMCLCL significantly enhanced the liver-targeting and anti-hepatocellular carcinoma effects of curcumin, and was beneficial to 

the progression-free survival of tumor-bearing rats.
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肝癌是世界上第六大常见肿瘤和第四大致死

性癌症，每年约 78.2万人死于肝癌［1-3］。肝癌早期诊

断困难，一旦发现多属中、晚期，80%左右的患者只

能采用非手术疗法。近年来肿瘤免疫治疗取得较

大进展，但只适用于少数患者，且费用昂贵。因此，

非手术疗法中，化疗仍是临床最普遍采用的方法。

化疗的基本理念是采用“毒性”或“损伤性”抗

癌药物（5-氟尿嘧啶、阿霉素等）引起肝癌细胞或组

织坏死，从而治疗肝癌。在化疗过程中，由于化疗

药物缺乏肿瘤部位靶向性，分布全身，常给患者带

来严重不良反应［4-5］。因此，迫切需要开发出毒性低

和靶向性好的给药系统。

姜黄素是从药食同源中药姜黄中分离出来的

一种天然活性成分，其具有抗癌、抗炎、增强放疗和

化疗敏感性等多种药理作用［6-7］。研究表明，其对肝

癌、结肠癌、胃癌、乳腺癌等具有抗肿瘤活性［8-11］，而

且临床研究也证明它是安全的［12-15］。但由于姜黄素

水溶性低、稳定性差和生物利用度低，其临床应用

受到很大限制［16-17］，也因此有人质疑其临床效

果［18-19］。但前期研究表明，姜黄素脂质体可以提高

其水溶性和稳定性［20-21］。

研究表明，肝细胞膜上存在大量甘草次酸（GA）

特异性受体，可制备GA配体修饰的肝靶向脂质体，

以提高脂质体肝靶向效率和抗肿瘤作用［22-24］。为

此，本课题组制备了GA修饰的姜黄素阳离子脂质

体（glycyrrhetinic acid-modified curcumin-loaded 

cationic liposomes，GAMCLCL），前期研究了其对

Walker256细胞的影响和对H22荷瘤小鼠的抗肿瘤

作用［25-26］。然而，H22荷瘤小鼠的肿瘤位于前腋窝

区域，该在体研究无法真正揭示GAMCLCL的肝靶

向性和抗肝癌作用。因此，本研究制备了原位肝移植瘤

模型，并探讨了GAMCLCL的肝靶向性和抗肿瘤作用。

1　材料

1.1　试剂

姜黄素原料药（杭州天草科技有限公司，批号

20130625，质量分数＞98%）；甘草次酸（GA，武汉远
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大制药集团有限公司，批号 T27J7X18416，质量分

数＞98%）；阿霉素（深圳美乐制药有限公司，批号

1504E2）；卵磷脂（上海艾维泰科技制药有限公司，

批号 AL13008）；十八胺（美国 Sigma 公司，批号

#BCBH3265V，质量分数＞98%）；1，1'-二十八烷基-3，

3，3'- ，3' 四甲基吲哚三碳菁碘化物（DiR，美国

Invitrogen 公司）；IRPMI-1640 培养基与双抗（美国

Hyclone公司）；四季青无支原体胎牛血清（浙江天

杭生物科技股份有限公司，货号 11012-8611）；胰

酶（美国 Gibco 公司，批号 25200-056）；Immuno-

Bridg+试剂盒（美国GBI公司）；乳酸脱氢酶（LDH）

试剂盒（南京建成生物工程研究所，货号 A020-2-

2）；无水乙醇（国药集团化学试剂有限公司）；磷酸

酶抑制剂、RIPA裂解液（大连美仑生物技术有限公

司，货号MB12707、MA0151）；胞浆胞核蛋白提取试

剂盒（南京凯基生物公司 ，货号 KGP150）；兔

GAPDH多克隆抗体（杭州贤至生物有限公司，货号

AB-P-R001）；小鼠P53多克隆抗体（美国CST公司，

货号#2524）；HRP标记羊抗小鼠二抗、HRP标记山

羊抗兔二抗（武汉博士德生物工程有限公司，货号

BA1051、BA1054）。

1.2　主要仪器

DK-98-Ⅱ电热恒温水浴锅（北京心雨仪器仪表

有限公司）；Nicolet 5700 红外光谱仪（美国热电公

司）；LCQ advantage液相色谱仪-质谱联用仪（美国

菲尼根公司）；HF90细胞培养箱（力康生物医疗科技

控股有限公司）；5424 离心机（艾本德中国有限公

司）；F50酶标仪（上海帝肯贸易有限公司）；7020型

全自动生化分析仪（日本日立公司）；IVIS Lumina Ⅱ

小动物活体成像系统（美国Caliper公司）。

1.3　细胞与动物

Walker-256 细胞系（CL-0377）购自 Procell 公

司。雄性昆明小鼠（20±2.0）g 和雄性 Wistar 大

鼠（200±20）g购自湖北省疾病控制中心医学动物

试验中心，实验动物生产许可证号SCXK（鄂）2017-

0018。所有实验均经湖北中医药大学动物护理和

使用委员会批准（编号 2019017），并按照《实验动物

使用伦理原则和指南》（中华人民共和国）进行。

2　方法

2.1　GA配体的合成

参考文献报道［27］方法改进后制备GA配体。将

GA 和十八胺（质量比 1.2∶1）溶解于适量无水乙醇

中，置于 50 ℃的水浴锅中保温 1 h后蒸发乙醇。在

4 ℃冰箱储存 1 h后，用乙醚和石油醚反复重结晶 4

次，得到 GA配体——GA和十八胺盐（SGO），制得

样品 KBr压片，红外光谱仪工作参数设定为：谱区

范围 400～4 000 cm−1 ；扫描次数 32 次；分辨率为

8 cm−1。质谱条件［28］为电喷雾离子源（ESI），负离子

模式扫描，全扫描模式。

2.2　GAMCLCL的制备

根据前期研究方法［29］制备 GAMCLCL。将

SGO 25 mg、卵磷脂 200 mg 溶于无水乙醇中，保

温 5 min，加入姜黄素 8 mg，保温 5 min，然后开启搅

拌机，转速 250 r·min−1，用 5 mL注射器以 1 mL·min−1

匀速缓慢地将乙醇液滴入到 20 mL、50 ℃重蒸

水中，搅拌 15 min 后再继续水浴放置 20 min。取

出，室温放置 24 h，200 nm 微孔滤膜滤过 ，即得

400 μg·mL−1的GAMCLCL，所得脂质体 4 ℃冰箱放

置。用同样的方法制备不含姜黄素的阳离子脂质

体，作为空白对照脂质体。以十八胺代替 SGO，用

同样的方法制备不含GA配体的阳离子脂质体，作

为空白对照阳离子脂质体。

2.3　GAMCLCL形态学考察及粒径、电位测定

采用磷钨酸负染透射电镜观察脂质体形态。

取适量GAMCLCL样品滴于 300目铜网表面，3 min

后用滤纸吸去多余液体，再在铜网表面滴入 1滴 3%

磷钨酸溶液染色 3 min，滤纸吸去多余液体，自然晾

干后用透射电镜观察。取适量脂质体用重蒸水稀

释 30倍，在Nano ZS90纳米粒度仪上测定脂质体粒

径、聚合物分散性指数（PDI）与电位。

2.4　GAMCLCL脂质体在血清中的稳定性考察

用透明一次性试管观察 GAMCLCL 溶液与大

鼠血清（1∶1）混合 0、2、4、8、24 h后的外观形态。每

10天重复1次，连续观察60 d。不含GA配体的空白

对照阳离子脂质体作为对照。

2.5　小鼠活体成像分析

活体成像用脂质体的制备方法与 GAMCLCL

相同，只是用2 mg的DiR染料代替姜黄素。将10只

昆明小鼠分为 2 组：①游离 DiR 组：注射 10 μg·kg−1 

DiR稀乙醇溶液（乙醇体积分数＜1%）；②DiR脂质

体组：注射载DiR脂质体 10 μg·kg−1（以DiR计）。在

小鼠麻醉后的 10、30、60、120、240 min，采用小动物

活体成像系统观察小鼠的荧光成像。

2.6　肝原位移植瘤模型制备及给药方法

参照文献报道方法制备肝原位移植瘤模型［30］。

将Walker-256细胞种植（2×106）于大鼠右前肢腋部

皮下，正常条件下喂养 7 d 后，分离新鲜肿瘤，取

0.2 mm3植入实验大鼠左肝叶。
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36只实验大鼠分为 6组，造模饲喂 8 d后，每天

1次尾 iv药物，连续 7 d（第⑥组给药 14 d）。分组及

给药方案：①模型组：注射等量 0.9%氯化钠溶液；②

阿霉素组：阳性药，2 mg·kg−1 ；③姜黄素组：注射

姜黄素稀释乙醇溶液 20 mg·kg−1 ；④GAMCLCL

高剂量组：4 mg·kg−1（以姜黄素计）；⑤GAMCLCL

低剂量组：2 mg·kg−1；⑥GAMCLCL给药14 d组：注射

GAMCLCL 4 mg·kg−1，连续 14 d；⑦对照组：另取 6

只正常大鼠注射等量 0.9%氯化钠溶液。给药过程

中记录各组大鼠的行为。①～⑦组大鼠（除⑥组

外）均于第 8天称质量。腹主动脉采集大鼠血液后

处死大鼠，分别取肿瘤、肝脏和脾脏，称质量。⑥组

大鼠在第 15天同样处理。计算肿瘤抑制率、肝脏系

数、脾脏系数。

肿瘤抑制率＝（模型组平均肿瘤质量－给药组平均肿瘤

质量）/模型组平均肿瘤质量

2.7　血液生化检查

采用全自动生化分析仪测定红细胞（RBC）、白

细胞（WBC）、血小板（PLT）、丙氨酸氨基转移

酶（ALT）和肌酐（CRE）。乳酸脱氢酶（LDH）采用

LDH试剂盒检测。

2.8　ELISA 法检测血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

和白细胞介素-6（IL-6）

血样室温保存2 h后，以3 000 r·min−1离心10 min分

离上清，上清暂时保存在−80 ℃。采用ELISA法严

格按照试剂盒说明书操作检测TNF-α和 IL-6水平。

2.9　 Western blotting 法检测血管内皮生长因

子（VEGF）、cleaved Caspase-3、Bcl-2、p53、p-

PI3K、p-Akt

采用 Western blotting法，按照说明书检测各组

大鼠肿瘤组织中 VEGF、cleaved Caspase 3、Bcl-2、

p53、p-PI3K、p-Akt 的表达。利用 BandScan 软件计

算灰度值。

2.10　统计分析

实验结果用统计软件包Graph Pad Prism 9进行

处理，数据均以 x
—
±s表示。采用 t检验比较组间差

异分析。

3　结果

3.1　SGO的光谱特性

红外光谱如图 1 所示，SGO 与 GA 或十八乙胺

之间存在不同的峰。GA 羧基的 1 706.5 cm−1（νc=o）

消失，其紫移与C-11羰基峰（νc=o 1 664.5 cm-1）重叠，

形成了 SGO 中 1 659.7 cm−1 的 -coo-（νc=o）峰。SGO

中的 1 555.2 cm−1来自于十八胺中伯胺的 N-H弯曲

振动吸收峰 1 570.8 cm−1的紫移。720.4 cm−1为长链

烷基带峰，同时存在于十八胺和SGO中。SGO的相

对分子质量为740.21，在质谱中可以看到m/z 740特征

峰（图2）。

配体的化学合成通常比较复杂，流程长，常产

生多种副产物，致使纯化过程困难。本研究GA配

体的合成中，反应条件温和（反应温度≤50 ℃，溶剂

为无水乙醇）。因此，发生缩合反应的可能性极小，

而成盐的可能性最大。由于没有副产物生成，因

此，红外光谱和质谱的结果可以验证GA与十八胺

的反应生成了SGO。

3.2　GAMCLCL的特征

如图 3 所示，GAMCLCL 外观呈球形，其粒径

为（194±0.25）nm，PDI 为 0.21±0.02，电 位

为（31.9±0.31）mV。姜黄素不溶于水，如果没有被

脂质体包裹，就会沉淀析出。在本实验条件下，

GAMCLCL在 2个月内呈黄色透明溶液，无沉淀析

出，说明脂质体较为稳定。

3.3　GAMCLCL与血清混合的稳定性考察

如图4所示，不含GA配体的空白对照阳离子脂

质体与大鼠血清混合后立即出现浑浊，24 h后在试

管底部出现沉淀。在 2个月内，GAMCLCL与血清

混合未出现任何聚集和沉淀现象。

图1　SGO、GA、十八胺的红外光谱色谱图

Fig. 1　Infrared spectrum of SGO， GA and octadecylamine 

detected by infrared spectrometry

图2　SGO质谱图

Fig. 2　 Mass spectrum of SGO
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3.4　体内荧光分布

DiR是活体成像中常用的荧光染料。由于DiR

和姜黄素具有相似的溶解特性，选择DiR作为实验

荧光染料［31］。

活体图像如图 5所示，可见各时间点荧光主要

集中在肝脏。10、30、60 min时肝脏荧光较强（口腔

部位荧光为小鼠舔注射部位所致）；120 min时，肝脏

荧光明显减弱；240 min时，肝脏荧光基本消失。此

外，将注射了载DiR脂质体的小鼠与正常小鼠同时

成像，可以直接对照比较观察肝脏部位荧光情况。

然而，游离DiR组在小鼠体内的荧光生物分布

行为极不规律，每只小鼠的荧光结果不能重复。因

此，没有得到游离DiR组的荧光分布结果。

由于不含GA的空白对照阳离子脂质体与血清

混合后立即浑浊，不含GA的阳离子脂质体没有作

为对照组进行注射给药观察荧光分布。

3.5　抗肿瘤作用

不同组肿瘤形态及大小如图 6所示，与模型组

比较，各给药组大鼠肿瘤质量均明显减轻（P＜0.05、

0.01）。GAMCLCL组肿瘤质量与注射剂量呈负相

关。注射 4 mg·kg−1 GAMCLCL 7 d组的肿瘤质量与

14 d组的相似。

游离姜黄素在 20 mg·kg−1 时的肿瘤抑制率为

25.49%，与低剂量 GAMCLCL 组（2 mg·kg−1 时为

27.45%）相近。结果表明GAMCLCL的抗肿瘤作用

明显强于游离姜黄素。

与对照组比较，模型组肝脏系数、脾脏系数均

增大（P＜0.01），说明种植瘤刺激了肝脏和脾脏的生

长，激活了免疫系统；与模型组比较，各给药组肝脏

系数显著降低（P＜0.05、0.01），游离姜黄素组、

GAMCLCL 4 mg·kg−1 组脾脏系数显著下降（P＜0.01）。

4 mg·kg−1 GAMCLCL注射 7 d组与注射 14 d组结果

相似。

3.6　血液生化分析

血液生化分析结果见图 7，与对照组比较，模型

组的 RBC 和 PLT计数均显著降低（P＜0.05、0.01）；

与模型组比较，阿霉素及 2 个高剂量 GAMCLCL

组（7 d和 14 d）的RBC和 PLT计数均显著升高（P＜

图3　GAMCLCL的形态

Fig. 3　Morphology of GAMCLCL

图4　GAMCLCL与血清混合结果

Fig. 4　Results of mixing GAMCLCL with serum

图5　小鼠活体成像图

Fig. 5　Living image pictures
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0.01）。高剂量 GAMCLCL 7 d 和 14 d 组的 RBC 和

PLT计数相似，两组间差异无统计学意义。

与对照组比较 ，模型组 WBC 计数显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，阿霉素及 2个高剂量

GAMCLCL组（7 d和 14 d）小鼠WBC计数均显著降

低（P＜0.05、0.01）。高剂量 GAMCLCL 7 d 和 14 d

后WBC计数差异无统计学意义。

ALT、CRE、LDH 分别与肝、肾、心功能有关。

与对照组比较，模型组 ALT、CRE、LDH 均显著升

高（P＜0.01），说明心、肝、肾功能受损。与模型组比

较，各给药组大鼠ALT、CRE均显著降低（P＜0.05、

0.01），除游离姜黄素组外，各给药组 LDH 显著

降低（P＜0.05、0.01）。2个高剂量GAMCLCL组（7 d和

14 d）的ALT、CRE、LDH比较，差异无统计学意义。

结果表明，GAMCLCL可改善肿瘤接种引起的大鼠

心、肝、肾功能损伤。

3.7　IL-6、TNF-α检测结果

IL-6、TNF-α检测结果如图 8所示，与对照组比

较，模型组 IL-6、TNF-α均显著升高（P＜0.05、0.01）；

与模型组比较，各给药组 IL-6、TNF- α 均显著降

低（P＜0.01、0.05）；2个高剂量GAMCLCL组（7、14 d）

IL-6、TNF- α 值相近，与阿霉素组比较无统计学

差异。

3.8　VEGF、Bcl-2、Akt、PI3K、cleaved Caspase-3、P53

的蛋白表达结果

Western blotting结果如图 9、10所示，与模型组

比较，各给药组 VEGF、Bcl-2、p-Akt、p-PI3K 的蛋白

表达均显著下调（P＜0.05、0.01），GAMCLCL 组

VEGF、Akt、p-PI3K 的 表 达 与 剂 量 呈 负 相 关 。

cleaved Caspase-3和 P53的表达在各给药组均显著

上 调（P＜0.05、0.01），GANCLCL 组 cleaved 

Caspase-3和 P53表达与GAMCLCL剂量呈正相关。

高剂量GAMCLCL 组 7、14 d 的各种蛋白表达基

本一致。

上述体内实验结果表明，用GAMCLCL处理7 d与

14 d的效果相似。GAMCLCL组的肿瘤质量没有随

着给药时间的延长而进一步减少，肿瘤质量和大小

基本不变，各项指标稳定，说明 GAMCLCL 的抗肿

瘤特点是先缩小肿瘤体积，然后维持肿瘤形态稳

定，防止肿瘤进一步恶化。一般情况下，如果不对

肿瘤进行治疗，肿瘤会继续生长变大或导致动物死

亡，因此没有设立14 d模型组。

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group

图6　各组肿瘤质量、肝脏系数和脾脏系数 （x
—

±s，n=6）

Fig. 6　Tumor weight, liver index and spleen index in various groups (x
—

±s, n=6)
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图8　各组 IL-6、TNF-α水平（x
—

±s，n=6）

Fig. 8　IL-6 and TNF-α level in each group (x
—

±s, n=6)

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group

图7　血液生化指标（x
—

±s，n=6）

Fig. 7　Blood biochemical indicators (x
—

±s, n=6)
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4　讨论

肝靶向给药系统（HTDDS）能有效地将药物输

送到肝脏，提高治疗效果，减少不良反应，已成为治

疗肝癌的重要给药方法。受体介导的HTDDS是主

要的HTDDS之一，其靶向效率往往受配体、受体表

达程度、配体与受体结合亲和力等因素的影响。其

中，配体是影响靶向效率的关键因素之一［32］。肝细

胞表面存在大量GA受体，因此GA常被选择作为肝

脏靶向配体并用于制备HTDDS。

由于阳离子脂质体（正电荷）与血清（负电荷）

混合后会立即沉淀，因此阳离子脂质体通常用于体

外细胞转染，而不能通过静脉注射给药。本研究观

图10　各组肿瘤组织VEGF、cleaved Caspase-3、Bcl-2、P53、p-Akt和p-PI3K的蛋白表达

Fig. 10　Protein expression of VEGF, cleaved Caspase-3, Bcl-2, P53, p-Akt and p-PI3K in tumor tissues of each group

与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图9　各组肿瘤组织VEGF、cleaved Caspase-3、Bcl-2、P53、p-Akt和p-PI3K的统计图

Fig. 9　Statistical chart of VEGF, cleaved Caspase-3, Bcl-2, P53, p-Akt and p-PI3K in tumor tissues of each group
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察了GAMCLCL与血清混合状况，结果显示没有沉

淀出现，表明可以静脉给药。大鼠 iv GAMCLCL 

14 d 表明，大鼠生长状况正常，说明 GAMCLCL 可

以静脉注射。分析原因可能是GA与十八胺结合形

成盐，正电荷被掩盖，当GAMCLCL与血清混合时，

正电荷会阻碍带正电的 GAMCLCL 与带负电的血

清结合形成沉淀。GAMCLCL 的这一特性将有利

于阳离子脂质体的 iv和体内转染。

小鼠活体成像实验可以直接观察药物或载体

系统在动物活体内不同时间点的体内分布［33］。为

了观察GAMCLCL的肝靶向性，采用小鼠活体成像

仪观察给药后小鼠体内荧光分布，某器官中荧光分

布越强，代表该器官中脂质体分布越多，脂质体靶

向性越强。活体成像中小鼠体内的动态分布表明，

经GA修饰的脂质体主要分布在肝脏，其他器官很

少分布，这表明其在体内具有良好的肝靶向性。

在肝内种植Walker-256细胞可以模拟人肝癌的

肿瘤和浸润性生长模式［34-36］，因此本研究采用

Walker-256肝原位移植瘤来研究GAMCLCL的抗肿

瘤作用。抗肿瘤结果表明，GAMCLCL的抗肿瘤作

用远强于游离姜黄素。游离姜黄素组（20 mg·kg−1）

的抑瘤率为25.49%，低剂量GAMCLCL组（2 mg·kg−1）

的抑瘤率为 27.45%。在本课题之前的研究［25］中，游

离姜黄素（20 mg·kg−1）组在H22荷瘤小鼠中的抑瘤

率为 20.42%，低剂量 GAMCLCL（5 mg·kg−1）组为

22.66%。尽管动物模型不同，但以游离姜黄素组作

为参考，GAMCLCL在原位肝肿瘤中的抗肿瘤作用

应该比在H22荷瘤小鼠中更强。

ALT、CRE 和 LDH 等指标分别与肝、肾和心的

功能有关，如果异常，则分别反映肝、肾、心的功能

损伤。血液生化检测显示，Walker-256肿瘤大鼠的

心、肝、肾功能受损，而GAMCLCL可改善荷瘤大鼠

的器官功能损伤。

癌症的发生往往与慢性炎症有关［34］，研究表

明，IL-6 直接参与了肝癌的发生［33-34］。TNF-α 的过

度表达与肝癌的发生、发展、侵袭和转移密切相

关［35］。注射GAMCLCL能明显降低 IL-6、TNF-α的

水平，说明 GAMCLCL 具有抗炎作用，有利于肿瘤

的治疗。

肿瘤的发生和发展受多种通路影响，肿瘤治疗

需要应用具有多靶点作用的药物［37］，结果表明，姜

黄素和 GAMCLCL均能下调 VEGF、Bcl-2、p-AKT、

p-PI3K的表达，上调 cleaved Caspase-3、P53的表达。

与游离姜黄素比较，GAMCLCL 的调节作用明显

更强。

本课题组最初计划研究 3种剂量的GAMCLCL

抗肿瘤作用。由于大鼠注射量的限制，高剂量组只

能选择注射 4 mg·kg−1的 GAMCLCL。为了观察更

高剂量的作用，尝试延长 2倍给药时间，因此设置了

4 mg·kg−1 GAMCLCL 的 14 d 给药组。结果显示，

GAMCLCL 治疗 7 d 的效果与 14 d 的效果非常相

似，肿瘤质量和大小基本不变，各项参数稳定，这表

明GAMCLCL首先可以抑制肿瘤的生长，然后维持

肿瘤的稳定并阻止肿瘤的进一步恶化。

目前，癌症患者的无进展生存已成为临床治疗

癌症的新理念［38-39］。然而，如何找到既能稳定肿瘤，

又能减少不良反应的药物是关键问题。显然，

GAMCLCL 的抗肿瘤特性符合临床上无进展生存

的要求。

虽然只延长了 GAMCLCL 7 d 的用药时间，但

根据人类和大鼠的年龄换算（http：//www.taletn.com/

rats/age/age），大鼠的 7 d 相当于人类的 6～7 个月。

事实上，作为治疗HCC的一线靶向疗法，索拉非尼

的中位生存时间为 3～5个月［40］。此外，根据实验结

果，给药时间可以进一步延长，这将进一步延长大

鼠的无进展生存期。从理论上讲，与索拉非尼比

较，它能进一步延长患者的生存期，在这方面还需

要进一步研究。

GAMCLCL是一种肝脏靶向性阳离子脂质体，

增强了肝原位荷瘤大鼠的靶向性和抗肿瘤作用。

GAMCLCL也是一种可注射的阳离子脂质体，克服

了阳离子脂质体在体内的应用局限。姜黄素和

GAMCLCL 通过调节多种信号通路达到抗肿瘤效

果，且 GAMCLCL 的调节效果远优于游离姜黄素。

特别是注射 7 d与注射 14 d的GAMCLCL的抗肿瘤

效果非常相似，其抗肿瘤特性符合癌症无进展生

存 的 理 念 ，有 利 于 延 长 荷 瘤 大 鼠 的 带 瘤 生

存期。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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