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基于 mPEG-PCL 修饰的多西他赛脂质体的制备及体外抗肿瘤活性评价  
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摘  要：目的  制备单甲氧基聚乙二醇 5000-聚己内酯 10000（mPEG5000-PCL10000）修饰的多西他赛（DTX）脂质体（DTX-

PLip），并初步评价其体外抗肿瘤活性。方法  采用薄膜分散-水化法制备 DTX-Plip。以粒径、包封率（EE）、载药量（LC）

为评价指标，通过单因素及正交试验优选 DTX-PLip 的最佳处方工艺；研究 DTX-PLip 的透射电镜微观形态、粒径、电位、

EE 及 LC；考察其在 4 ℃放置 21 d 内的稳定性；采用透析法对 DTX-PLip 的体外释放特性进行研究；采用 MTT 法评估 DTX-

PLip 对小鼠乳腺癌 4T1 细胞的增殖抑制效应；通过体外细胞摄取实验，结合荧光显微镜观察与流式细胞术定量分析 4T1 细

胞对 DTX-PLip 的摄取效率。结果  DTX-PLip 最佳处方为 mPEG5000-PCL10000 用量 150 mg，DTX 用量 8 mg，药脂比

为 1∶20，胆脂比为 1∶5。透射电子显微镜图片显示 DTX-PLip 具封闭囊泡结构，平均粒径为（82.13±3.33）nm，电位

为（−15.70±3.86）mV；EE 为（89.34±1.07）%，LC 为（2.04±0.02）%；体外释放结果表明，DTX-PLip 72 h 体外累积释

放率为 58%，具有一定的缓释性，4 ℃放置 21 d 内储存稳定；细胞毒实验结果表明 DTX-PLip 对 4T1 细胞的半数抑制浓度

（IC50）值为（0.13±0.01）μg·mL−1，均显著高于 DTX 溶液组和 DTX 脂质体（DTX-Lip）组（P＜0.001），具有良好的抗肿

瘤活性；荧光显微镜观察结果表明 DTX-PLip 在各个时间平均荧光强度均显著高于 DTX-Lip（P＜0.01），流式细胞术结果

表明，与 DTX-Lip 相比，DTX-PLip 细胞摄取量显著增加（P＜0.001）。结论  DTX-PLip 表现出明显的缓释作用，能增强

DTX 的抗肿瘤效果。 
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Abstract: Objective  To prepare monomethoxy polyethylene glycol 5000- Polycaprolactone 10000 (mPEG5000-PCL10000) 

modified docetaxel (DTX) liposomes (DTX-PLip), preliminary evaluate the antitumor activity in vitro. Methods  DTX-PLip was 

prepared by thin film dispersion-hydration method. The optimal prescription process of DTX-PLip was optimized by one-way and 

orthogonal tests using particle size, encapsulation efficiency (EE), and drug loading capacity (LC) as evaluation indexes, the 

transmission electron microscopy microstructure, particle size,  potential, EE, LC, and stability of the optimized DTX-PLip were 

investigated. The in vitro release characteristics of DTX-PLip were studied using dialysis method. MTT method was used to evaluate 

the inhibitory effect of DTX-PLip on the proliferation of mouse breast cancer 4T1 cells. Quantitative analysis of the uptake efficiency 

of DTX PLip by 4T1 cells was conducted through in vitro cell uptake experiments, combined with fluorescence microscopy observation 

and flow cytometry. Results  The optimal formulation of DTX-PLip was mPEG5000-PCL10000 at 150 mg, DTX at 8 mg, with 

a drug-to-lipid ratio of 1∶20 and a bile-to-lipid ratio of 1∶5. Transmission electron microscopy images showed that DTX-PLip 
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had a closed vesicular structure, with an average particle size of (82.13 ± 3.33) nm and a ζ potential of (−15.70 ± 3.86) mV. EE was 

(89.34 ± 1.07)%, and LCwas (2.04 ± 0.02)%. In vitro release results indicated that the cumulative release rate of DTX-PLip was 

58% after 72 h, demonstrating a certain sustained-release property. It remained stable during storage at 4 °C for 21 d. The 

cytotoxicity assay results showed that the IC50 value of DTX-PLip against 4T1 cells was (0.13 ± 0.01) μg·mL−1, which was 

significantly higher than that of the DTX solution group and the DTX-Lip group (P < 0.001), indicating good anti-tumor activity. 

Fluorescence microscopy observations revealed that the average fluorescence intensity of DTX-PLip was significantly higher than 

that of DTX-Lip at each time point (P < 0.01). Flow cytometry results indicated that the cellular uptake of DTX-PLip was 

significantly increased compared with DTX-Lip (P < 0.001). Conclusion  DTX-PLip demonstrated a significant sustained-release 

effect and could enhance the anti-tumor efficacy of DTX. 

Key words: docetaxel; mPEG-PCL; liposomes; prescription process; anti-tumor activity; breast cancer  

 

据世界卫生组织国际癌症研究机构发布的

GLOBOCAN 最新报告显示，2022 年全球范围内有

近 2 000 万例新癌症病例，乳腺癌是仅次于肺癌的最

常见的癌症，约有 232 万新发病例（11.6%）。预计

2050 年癌症病例将达到 3 500 万例[1]。癌症已成为

死亡的主要原因。 

多西他赛（DTX），又名多西紫杉醇，属于紫

杉醇类抗肿瘤药，其作用机制主要是通过在细胞周

期的 G2/M 阶段抑制微管解聚进而破坏肿瘤细胞的

有丝分裂进程，达到抗肿瘤效果，作为临床上使用

的主要化疗药物之一，DTX 广泛应用于卵巢癌、晚

期乳腺癌、肺癌和头颈癌等的治疗[2-3]。然而该药物

存在肾脏清除率快、水溶性差、体内分布缺乏选择

性以及剂量相关性毒性等局限性[4]。目前临床上常

用的是 DTX 注射液，虽然价格低；但处方中作为溶

剂的聚山梨酯-80 易引发超敏反应、神经毒性等不

良反应[5]。因此，优化 DTX 的处方及剂型，对于提

高药物生物利用度、改善治疗效果和降低药物的不

良反应具有重要意义。 

脂质体作为新型靶向给药系统，已成为抗肿瘤

药物或基因类药物的重要载体。相较于其他纳米载

体，脂质体具有良好的生物降解性，可有效将生物

活性物质递送至细胞质内，且不良反应小[6]。目前

研究热点主要聚焦于普通脂质体、免疫脂质体及聚

乙二醇（PEG）修饰的脂质体 3 类。普通脂质体存

在包封率（EE）低、稳定性差等问题，进入体内循

环后，易被网状内皮组织系统（RES）吞噬，且药

物达肿瘤部位之前易发生泄漏；免疫脂质体对不同

抗原的 EE 效果存在显著性差异，部分抗原的 EE 难

以满足临床需求；而 PEG 修饰的脂质体，能够有效

避免脂质体与体内内源性成分的结合，改善药物的

生物利用度。 

两亲性聚合物材料单甲氧基聚乙二醇-聚己内

酯（mPEG-PCL）因具有良好的生物相容性和生物

降解性，及其结构特点和 PEG 的“隐形作用”，已

被广泛应用于胶束、纳米粒等纳米载体的制备[7]。

其结构中mPEG链段的生物相容性和亲水性使其能

够锚定在磷脂双分子层的亲水界面，而 PCL 的亲脂

性，能较好地融合于脂质体的疏水层中。这种嵌合

特性不仅增强脂质体结构的完整性和稳定性，还可

避免因聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）、聚乳酸

（PLA）等强疏水性聚合物导致的膜结构破坏及药物

泄露问题。此外，mPEG-PCL 修饰后的脂质体，能

避免 RES 的清除，延长血液循环时间，并通过高通

透性和滞留效应（EPR）在肿瘤组织中富集[8]。Xing

等[9]制备的基于 mPEG-PCL 修饰的固体脂质纳米粒

表明 mPEG 的抗蛋白吸附特性可延长药物循环时

间，也能增加难溶性药物的溶解度；PCL 与 DTX 产

生的氢键的相互作用可提高药物在脂质体中的 EE，

增强抗肿瘤活性。但固体脂质体纳米粒制剂仍存在粒

径较大、载药量（LC）低、药物突释等问题[10]。到目

前为止，关于采用 mPEG-PCL 修饰脂质体的研究尚

处于起步阶段。基于此，本研究开发一种基于 mPEG-

PCL 修饰的 DTX 脂质体（DTX-PLip）给药系统，旨

在优化制剂的粒径分布、EE、DL 及稳定性，实现长

效缓释，为抗肿瘤药物递送提供新策略。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Mili-Q 超纯水系统（美国 Milliporre 公司）；

DV215CD 型电子天平（美国奥豪斯公司）；KQ-

500DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有

限公司）；RE-52AA 型旋转蒸发仪（上海亚荣生

化仪器厂）；JY92-II 型超声波细胞粉粹机（宁波

新芝生物科技有限公司）；UltiMate3 000 型高效

液相色谱仪（美国 Thermo Scientific Technologies

公司）；TCL-16G 型离心机（上海安亭科学仪器
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厂）；Nano-Zs90 型激光纳米粒度分析仪（英国马

尔文公司）；CJ-2F 型医用净化工作台（苏州市冯

氏实验动物设备有限公司）；E191 型 CO2 培养箱

（美国 SIM 公司）；BH-2 型荧光倒置显微镜（日

本 Olympus 公司）；细胞培养板（无锡耐斯生物

科技有限公司）。 

1.2  试药与细胞 

DTX（批号 190318，质量分数＞99%），北京怡

禾生物技术有限公司；胆固醇（批号 20220812085），

天津市博迪化工有限公司；注射用大豆磷脂（PC-80，

批号 202209013），上海太伟药业有限公司；PLGA

（批号 2022101526）、PLA（批号 2022092503）、

mPEG5000-PCL45000 （ 批 号 2022071508 ） 、

mPEG5000-PLGA28000 （批 号 2022071710 ） 、

mPEG5000-PCL15000 （ 批 号 2022070908 ） 、

mPEG2000-PCL15000 （ 批 号 2022071122 ） 、

mPEG5000-PCL10000（批号 2022072014），济南岱

罡生物技术有限公司；RPMI 1640 培养基（货号

39205），北京索莱宝科技有限公司；鼠源性乳腺癌

4T1 细胞株，南京科佰生物科技有限公司；pH 7.4 磷

酸盐缓冲盐（PBS，批号 69151709），郑州创生生物

工程有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  DTX-PLip 的制备 

通过查阅文献和前期预试验结果，采用薄膜分

散-水化法[11]制备 DTX-PLip。称取 DTX、胆固醇、

PC-80、mPEG-PCL 适量，置于圆底烧瓶中，加入

3 mL 氯仿和 2 mL 乙醚的有机溶剂，37 ℃，旋转

蒸发 1 h 后，待有机溶剂蒸发完全，形成一层致密

的薄膜。加入 4 mL PBS，45 ℃，水合 30 min。将

水化液放入超声波细胞粉碎机中，在冰浴条件下超

声处理 2 min（200 W，工作 3 s，间歇 4 s，循环 40

次），经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得 DTX-PLip。 

2.2  空白脂质体的制备 

按照“2.1”项下制备步骤，不加 DTX，即得空

白脂质体。 

2.3  DTX 脂质体（DTX-Lip）的制备 

按照“2.1”项下制备步骤，不加聚合物 mPEG-

PCL，其余操作相同，即得 DTX-Lip。 

2.4  DTX 含量测定 

2.4.1  色谱条件  色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-

C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；柱温 30 ℃；检

测波长 229 nm；流动相为甲醇-水（75∶25）；体积

流量 1.0 mL·min−1；进样量 20 μL。 

2.4.2  对照品溶液的制备  精密称取 DTX 对照

品 1.26 mg，置于 10 mL 量瓶中，加入适量甲醇，

超声溶解，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得对照

品溶液。 

2.4.3  供试品溶液的制备  取 DTX-PLip 0.5 mL

置于 5 mL 量瓶中，加入甲醇超声溶解并定容至刻

度。用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，吸取续滤液 1 mL

至 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得

供试品溶液。 

2.4.4  线性关系考察  分别吸取 DTX 对照品溶液

40、80、160、320、640、1 280、2 560、4 200 μL 至

10 mL 量瓶中，用甲醇定容至刻度，配制成质量浓

度分别为 0.504、1.008、2.016、4.032、8.064、16.128、

32.256、52.920 μg·mL−1 的溶液。按“2.4.1”项下色

谱条件进样分析，以峰面积（Y）为纵坐标、质量浓

度（X）为横坐标绘制标准曲线，拟合标准曲线方程：

Y＝23 843 X＋11 733，R2＝0.999 1，线性范围

0.504～52.920 μg·mL−1。 

2.4.5  专属性考察  分别称取“2.4.2”项下对照品溶

液 0.5 mL、空白脂质体、DTX-PLip 制剂于 5 mL 量

瓶中，加入甲醇定容至刻度，涡旋，超声。5 000 r·min−1，

离心 30 min，取上清液按“2.4.1”项下方法进样测定。

空白脂质体在对照品出峰位置上无吸收，对照品溶液

和供试品溶液中色谱峰分离度良好（图 1），表明该

方法专属性强。 

 

图 1  DTX 对照品、DTX-PLip、空白脂质体的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of DTX reference substance, 

DTX-Plip and blank liposome 

2.4.6  精密度考察  精密称取 DTX 加甲醇配制成

质量浓度分别为 0.504、8.064、52.92 μg·mL−1的DTX

溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，分别于

1 d 内取不同质量浓度的 DTX 溶液连续进样 5 次，

持续测定 5 d，计算日内及日间 DTX 峰面积的相对

标准偏差（RSD）。日内精密度 RSD 分别为 0.47%、
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0.97%和 1.23%；日间精密度 RSD 分别为 0.98%、

1.59%和 0.61%，表明仪器精密度良好。 

2.4.7  重复性试验  取“2.1”项下供试品 6 份，按

“2.4.3”项下的方法制备供试品溶液，按“2.4.1”项

下色谱条件连续进样测定峰面积，RSD 为 1.07%，

表明该方法重复性良好。 

2.4.8  稳定性试验  按“2.4.3”项下的方法制备供

试品溶液，分别在室温下于制备 0、2、4、6、8、

10、12、24 h 按“2.4.1”项下色谱条件进样测定。

结果显示，供试品溶液峰面积的 RSD 为 0.59%，表

明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.4.9  加样回收率试验  精密吸取“2.2”项下空白

脂质体 1 mL，分别加入适量 DTX 对照品溶液，用

甲醇稀释成质量浓度为 0.504、8.064、52.92 μg·mL−1，

按“2.4.1”项下方法进样测定，计算药物浓度。DTX

的平均回收率为 97.31%，RSD 为 1.33%，表明该方

法准确度高。 

2.5  EE、LC、粒径及电位的测定 

采用超滤离心法[12]进行 EE 测定。吸取 1 mL 

DTX-PLip 于超滤离心管中，转速为 4 000 r·min−1，

离心 30 min，取滤液，按“2.4.1”法测定并计算

游离 DTX 的量；另吸取 1 mL DTX-PLip 到 5 mL 量

瓶中，加适量甲醇溶解，涡旋 5 min，加甲醇定容至

刻度，超声 10 min，破乳成功后，10 000 r·min−1，

离心 10 min，取上清液，按“2.4.1”法测定，计

算脂质体中药物的量。取 0.2 mL DTX-PLip，加

入超纯水稀释至 2 mL，置于激光纳米粒度分布

仪，设置仪器温度为 25 ℃，测定粒径和电位。

每份样品测定 3 次，取平均值。 

EE＝（W 总－W 游离）/W 总 

LC＝（W 总－W 游离）/W 

W 游离指游离 DTX 的量，W 总指脂质体中药物的量，W 指脂

质体中药物和载体材料的总质量 

2.6  单因素考察 

2.6.1  聚合物种类的考察  固定DTX用量为8 mg，

药脂比 1∶20，胆脂比 1∶5，聚合物用量 50 mg，

分别加入 50 mg 不同种类的聚合物材料溶于氯仿∶

乙醚＝3∶2 的混合溶剂中，按照“2.1”项下方法制

备脂质体，以粒径、EE、LC 为评价指标，结果如

表 1 所示，选择聚合物材料 mPEG5000-PCL10000

制备的 DTX-PLip 制剂，有较小的粒径且 EE 和 LC

最大，故本实验选择用两嵌段共聚物 mPEG5000-

PCL10000 对脂质体进行修饰。 

表 1  聚合物种类考察 ( ±s, n＝3) 

Table 1  Investigation of polymer types ( ±s, n = 3) 

聚合物种类 粒径/nm EE/% LC/% 

PLGA 153.81±1.13 46.64±0.10 1.490±0.003 

PLA 160.22±1.07 49.66±0.09 1.590±0.003 

mPEG5000-

PCL45000 
84.53±2.01 63.92±0.09 2.050±0.002 

mPEG5000-

PLGA28000 
150.21±1.42 67.83±0.13 2.170±0.004 

mPEG5000-

PCL10000 
87.89±1.63 79.48±0.09 2.540±0.003 

mPEG5000-

PCL15000 
204.42±0.35 71.38±0.64 2.280±0.021 

mPEG2000-

PCL15000 
338.11±0.89 58.43±0.04 1.870±0.001 

2.6.2  聚合物 mPEG5000-PCL10000 用量的考察  

固定 DTX 用量 8 mg，药脂比 1∶20，胆脂比 1∶

5，设定聚合物添加的质量分别为 50、100、150、

200 mg，按照“2.1”项的方法制备脂质体，以粒

径、EE、LC 为评价指标，结果见图 2。 

随着聚合物质量的增加，粒径先减小后增加，

EE 先增加后减小；聚合物用量的增加会使得脂质

体中载体材料增加，使得 LC 减小，当聚合物用

量为 150 mg 时，与聚合物添加量为 50 mg 相比，

LC 降低不明显，仅降低了 0.14%，说明聚合物

mPEG5000-PCL10000 的加入增大了药物 EE，但

当聚合物量继续增加到 200 mg，EE 呈现下降趋

势，LC 下降明显，LC 下降了 0.4%；且当聚合物

用量为 150 mg 时脂质体的粒径最小，EE 最大。

故选择加入聚合物的质量为 150 mg 进行后续实

验优化。 

2.6.3  DTX 用量的考察  固定药脂比为 1∶20，胆

脂比为 1∶5，mPEG5000-PCL10000用量为 150 mg，

调整 DTX 用量分别为 4、8、12、16 mg，按照“2.1” 

 

图 2  聚合物用量考察 ( ±s, n＝3) 

Fig. 2  Investigation of polymer amounts ( ±s, n = 3) 
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项的方法制备脂质体，以粒径、EE、LC 为评价指

标，结果见图 3。 

随着 DTX 药物用量的增加，脂质体的粒径逐

渐增加，EE 先增加后减小，LC 先增加后基本保

持不变；说明一定量的载体材料在制备脂质体时

只能包封一定质量的药物，当脂质体中 DTX 药物

质量增加到一定值时，载体材料不足以包封所添

加的药物，会出现药物的泄露，致使制剂的 EE 和

LC 下降；当 DTX 用量为 8 mg 时，EE、LC 最大，

粒径较小。故选择 DTX 用量为 8 mg 进行后续实

验优化。 

 

图 3  DTX 用量考察 ( ±s, n＝3) 

Fig. 3  Investigation of DTX amounts ( ±s, n = 3) 

2.6.4  药脂比的考察  固定 mPEG5000-PCL10000 

用量为 150 mg，DTX 用量为 8 mg，胆脂比为 1∶5，

调整药脂比 1∶15、1∶20、1∶25，按照“2.1”项的

方法制备脂质体，以粒径、EE、LC 为评价指标，结

果见图 4，随着磷脂加入量的增加，粒径先减小后增

加，EE 和 LC 先增加后减少。当药脂比为 1∶20 时，

粒径最小，EE 和 LC 最大。故选择药脂比为 1∶20 进

行后续实验优化。 

2.6.5  胆脂比的考察  固定 DTX 用量为 8 mg，药脂

比为 1∶20，mPEG5000-PCL10000 用量为 150 mg， 

 

图 4  药脂比考察 ( ±s, n＝3) 

Fig. 4  Investigation of drug-lipid ratio ( ±s, n = 3) 

调整胆脂比分别为 1∶3、1∶4、1∶5、1∶6，按照

“2.1”项的方法制备脂质体，以粒径、EE、LC 为评

价指标，结果见图 5，随着胆脂比的增加，粒径先

减小后增加，EE 和 LC 先增加后减小，当胆脂比为

1∶5 时，脂质体的粒径最小，EE 和 LC 最大。故选

择胆脂比为 1∶5 进行后续实验优化。 

 

图 5  胆脂比考察 ( ±s, n＝3) 

Fig. 5  Investigation of cholesterol-lipid ratio ( ±s,  

n = 3) 

2.7  正交试验优化 DTX-PLip 的处方工艺 

综合上述单因素考察实验结果，发现 DTX

用量、mPEG5000-PCL10000 用量、药脂比、胆脂

比影响较大，故选择 DTX 用量（A）、胆脂比（B）、

药脂比（C）、聚合物 mPEG5000-PCL10000 的用

量（D）作为主要影响因素，以粒径、EE 和 LC

参照下列综合评分公式拟合的综合评分 [8]为指

标，进行 4 因素 3 水平的正交实验，优选 DTX-

PLip 的处方工艺。 

综合评分＝粒径最小值/粒径×50＋LC/LC 最大值×

25＋EE/EE 最大值×25 

正交实验因素设计及结果见表 2，方差结果

见表 3。极差（R）的大小代表着影响脂质体粒

径、EE、LC 的不同因素之间的主次顺序，R 越

大的因素往往主要性越明显，根据极差结果显

示，4 个因素中影响程度的大小为：A＞C＞D＞

B，均值 k 的大小说明一个因素下不同水平对 EE

影响的优先顺序，即最优处方为 A2B2C2D3，即

DTX 质量为 8 mg，药脂比为 1∶20，胆脂比为

1∶5，聚合物 mPEG5000-PCL10000 的加入量为

150 mg。 

2.8  最佳工艺验证 

按最佳处方和制备工艺制备 DTX-PLip，进行 3

批次重复实验，DTX 的 EE 与 LC 分别为（89.34±

1.07）%、（2.04±0.02）%，综合评分为（90.35±

2.56），RSD 为 0.97%，结果表明该方法重复性良好。 
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表 2  正交实验设计及结果 

Table 2  Orthogonal design and results 

序号 A/mg B C D/mg 粒径/nm EE/% LC/% 综合评分 

1 4(1) 1∶4(1) 1∶15(1) 50(1) 117.80  70.40  1.38  65.01  

2 4 1∶5(2) 1∶20(2) 100(2) 98.28  79.50  1.07  72.72  

3 4 1∶6(3) 1∶25(3) 150(3) 104.25  81.20  0.84  69.08  

4 8(2) 1∶4 1∶20 150 84.56  89.30  2.00  88.51  

5 8 1∶5 1∶25 100 87.92  82.40  1.90  83.90  

6 8 1∶6 1∶15 50 135.24  78.20  3.16  74.37  

7 12(3) 1∶4 1∶25 100 123.15  74.90  2.48  72.05  

8 12 1∶5 1∶15 150 141.54  80.10  3.14  73.47  

9 12 1∶6 1∶20 50 154.08  76.70  3.70  73.67  

K1 206.80 225.56 212.84 213.04     

K2 246.77 230.09 234.90 228.66     

K3 219.19 217.12 225.02 231.05     

k1 68.93  75.19  70.95  71.01      

k2 82.26  76.70  78.30  76.22      

k3 73.06  72.37  75.01  77.02      

R 13.33 4.33 7.35 6.01     

表 3  方差分析结果 

Table 3  Variance analysis results 

误差来源 偏差平方和 自由度 均方值 F 值 显著性 

A 837.024 2 418.512 2313.83 P＜0.01 

B 42.021 2 21.010 116.160 P＜0.01 

C 206.455 2 103.227 570.714 P＜0.01 

D 75.254 2 37.627 208.030 P＜0.01 

误差 3.256 18 0.181   

2.9  储存稳定性考察 

将 DTX-PLip 于 4 ℃冰箱中保存 21 d，每隔 7

天检测该脂质体的粒径、EE 和 LC。表 4 结果显示，

粒径、EE、LC 没有发生明显变化，表明 DTX-PLip

在 4 ℃环境中储存 21 d 内，稳定性良好。 

2.10  脂质体的表征 

2.10.1  透射电镜（TEM）观察  取适量 DTX-PLip

用超纯水稀释 110 倍后，将 10 μL 稀释后的 DTX- 

表 4 储存稳定性考察 ( ±s, n＝3) 

Table 4  Storage stability of DTX-PLip ( ±s, n = 3) 

存储时间/d 平均粒径/nm EE/% LC/% 

0 80.25±3.13 90.96±0.49 2.08±0.01  

7 81.13±2.36 89.34±1.37 2.04±0.33  

14 79.47±3.21 87.29±1.02 2.00±0.02 

21 83.37±3.72 85.15±1.11 1.95±0.03 

PLip 滴加到 200 目的铜网上，静置 5 min，用 2.0%

磷钨酸负染 3 min，得到工作样品，空气干燥后，放

大 40 000 倍采用 TEM 观察 DTX-PLip 聚集形态，

结果如图 6 所示，DTX-PLip 是一种双分子层结构

形的封闭囊泡结构，粒径约为 100 nm。 

2.10.2  粒径、电位的测定  按照最佳工艺新制备

3 批 DTX-PLip，按“2.5”项下方法测定粒径和电

位。结果见图 7。DTX-PLip 的平均粒径为（82.13±

3.33）nm，电位为（−15.70±3.86）mV，DTX-PLip

分散均匀，稳定性较好。 

2.11  DTX-PLip 的体外释放研究 

采用透析袋法[13]（截留相对分子质量 8 000～ 

 

图 6  DTX-PLip 的透射电镜图 

Fig. 6  TEM image of DTX-Plip 
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图 7  DTX-PLip 的粒径及电位图 

Fig. 7  Particle size and  potential of DTX-PLip 

14 000），精密量取 DTX 溶液、DTX-Lip、DTX-

PLip 各 200 μL，置于预处理过的透析袋中，两头

扎紧后置于 30 mL 的含 0.5%聚山梨酯 80 的 PBS

溶液中，置于恒温气浴振荡器（温度 37 ℃，转速 

75 r·min−1）。分别于 1、2、4、6、8、10、12、24、

30、48、56、70、80 h 吸取 2 mL，同时补加同样

体积的释放介质。将 2 mL 待测液以 10 000 r·min−1，

离心 10 min，吸取上清液按“2.4.1”项下方法测

定 DTX 质量浓度，并计算药物累积释放率。以时

间为横坐标，药物的累积释放率为纵坐标，绘制

体外释放曲线，结果见图 8。游离 DTX 在 12 h 内

药物释放达到 100%，DTX-Lip 在 72 h 药物的累

积释放率为 84%，而 DTX-PLip 在 72 h 药物的累

积释放率为 58%。表明将 DTX 制备成聚合物脂质

体具有很好的缓释效果。 

将 DTX、DTX-Lip、DTX-PLip 释放数据按零

级、一级、Higuchi、Ritger-Peppas 方程拟合，以拟 

 

图 8  体外释放曲线 

Fig. 8  In vitro release curve 

合相关系数（r）最大为最佳结果，结果见表 5，DTX

甲醇溶液释放曲线符合一级动力学模型，可反映药

物在介质中的释放速率，有助于预测 DTX 在体内

的实际释放速率；DTX-Lip 的释放曲线符合 Ritger-

Peppas 动力学释药模型，说明 DTX-Lip 中 DTX 不

是简单的扩散过程，而是扩散和溶蚀协同作用；

DTX-PLip 的释放曲线符合 Higuchi 动力学释药模

型，表明 DTX 从 DTX-PLip 中的释放主要是通过扩

散机制进行的。 

2.12  DTX-PLip 体外抗肿瘤活性评价 

2.12.1  细胞毒性试验  采用 MTT 法[14]，取处于对

数期生长的 4T1 细胞株，以每孔 6×103 个的细胞

密度种植到 96 孔板中，于 37 ℃、5% CO2 条件下

培养 24 h 后，弃去细胞培养液。分别加入 200 μL

不同质量浓度的 DTX、DTX-Lip、DTX-Plip（0.011、

0.055、0.220、2.200、2.000 μg·mL−1），以正常培养基

为对照组，空白组不接种细胞，每个质量浓度设置 6  

表 5  体外释放模型拟合结果 

Table 5  Fitting results of in vitro release model 

样本 模型 方程 r 

DTX 甲醇溶液 零级释放 Q＝5.420 3 t＋40.603 0.938 6 

一级释放 ln(100－Q)＝0.329 7 t＋4.627 3 0.990 3 

Higuchi Q＝25.751 t1/2＋14.325 0.979 1 

Ritger-Peppas lnQ＝0.428 6 lnt＋3.596 5 0.982 4 

DTX-Lip 零级释放 Q＝0.858 t＋18.7 0.979 9 

一级释放 ln(100－Q)＝4.471 6－0.019 2 t 0.988 5 

Higuchi Q＝8.848 4 t1/2＋2.104 5 0.996 4 

Ritger-Peppas lnQ＝0.460 9 lnt ＋2.359 1 0.998 2 

DTX-PLip 零级释放 Q＝0.626 4 t＋15.952 0.956 3  

一级释放 ln(100－Q)＝4.449 9－0.0103 t 0.979 5  

Higuchi Q＝6.832 8 t1/2＋1.517 8 0.990 8  

Ritger-Peppas lnQ＝0.515 2 lnt＋1.917 6 0.990 7  
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个平行孔，于细胞培养箱中培养 24 h 后，弃去旧培

养基，加入 100 μL MTT 溶液，放在培养箱孵育 4 h

后吸出，每孔加入 DMSO 溶液 150 μL，混悬 10 min。

采用酶标仪在波长为 490 nm 下检测各组的吸光度

（A）值。计算各组细胞生长抑制率，应用 SPSS19.0

软件计算各组的半数抑制浓度（IC50）值。 

细胞生长抑制率＝1－（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

实验结果如图 9 所示。DTX、DTX-Lip 和

DTX-PLip 对 4T1 细胞的增殖均有一定的抑制作

用，且具有浓度相关性；与 DTX 组和 DTX-Lip

组相比，DTX-PLip 组对 4T1 细胞的抑制作用显

著提高（P＜0.001）。DTX-Plip、DTX-Lip、DTX

的 IC50 分别为（0.13±0.01）、（3.48±0.28）、

（116.70±4.63）μg·mL−1，与其他两组比较，DTX-

PLip IC50 存在显著性差异（P＜0.001），这可能

是由于 PLip 作为 DTX 的载体促进了 4T1 细胞对

DTX 的摄取，从而增加了 DTX 在 4T1 细胞中的

富集量，增强了药物的抗肿瘤细胞生长作用。 

 

与 DTX 组比较：***P＜0.001；与 DTX-Lip 组比较：###P＜0.001 

***P < 0.001 vs DTX DMSO group; ###P < 0.001 vs DTX-Lip group 

图 9  DTX、DTX-Lip 和 DTX-PLip 对 4T1 细胞的抑制作

用 ( ±s, n＝3) 

Fig. 9  Inhibitory effects of DTX, DTX-Lip and DTX-PLip 

on 4T1 cells ( ±s, n = 3) 

2.12.2  荧光显微镜观察细胞摄取情况  采用薄膜

分散法[15]将香豆素 6（C6）包载入脂质体中，制备

DTX-C6-Lip 及 DTX-C6-PLip。取对数期 4T1 细胞

用胰酶消化后，将细胞以 2.5×105 个·mL−1 接种于

6 孔板内，每孔加入 2 L 的细胞混悬液培养 24 h 使

其贴壁。24 h 后吸去旧培养基，向孔中加入提前用

培养基稀释的 DTX-C6-Lip 及 DTX-C6-PLip（C6 质

量浓度为 1.0 μg·mL−1），继续培养，分别在相应的

时间点（1、2、4、6 h）将培养基弃掉，用 PBS 冲

洗 2 遍。于荧光倒置显微镜下观测情况，结果见图

10，采用 Image J 软件进行平均荧光强度半定量分

析，结果见表 6，随着作用时间的增加，DTX-PLip

与 DTX-Lip 的荧光强度均有所增加。与 DTX-Lip 相

比，DTX-PLip 在各个时间平均荧光强度均显著增加

（P＜0.01、0.001），说明药物包载于 DTX-PLip 后，

可促进药物载体与细胞融合。 

 

图 10  不同时间点 4T1 细胞与脂质体的融合情况 

Fig.10  Fusion of 4T1 cells with liposomes at different time  

表 6  不同时间点的细胞摄取荧光强度 ( ±s, n = 3)  

Table 6  Fluorescence intensity of cell uptake at different 

time ( ±s, n = 3) 

组别 
荧光强度/AU 

1 h 2 h 4 h 6 h 

DTX-

Lip 

31.78±

2.59 

40.66±

0.95 

51.50±

1.17 

51.94±

0.84 

DTX-

PLip 

37.11±

1.15** 

48.01±

1.51*** 

57.73±

2.10*** 

70.40±

0.85*** 

与 DTX-Lip 比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs DTX-Lip group. 

2.12.3  流式细胞仪检测细胞摄取情况 

取生长状态良好的对数期 4T1 细胞用胰酶消

化后，将细胞以 2.5×105 个·mL−1 接种于 6 孔板

内，每孔加入 2 mL 的细胞混悬液，培养 24 h 使

细胞贴壁。24 h 后吸去旧培养基，以 1.0 μg·mL−1

的 C6 溶液为对照组，实验组每孔中分别加入用

培养基稀释的 DTX-C6-Lip 及 DTX-C6-PLip（C6

质量浓度为 1.0 μg·mL−1），继续孵育，分别于相

应的时间点（1、2、4、6 h）弃掉培养基，用 PBS

冲洗 2 遍。胰酶消化后用新鲜的培养基混悬细胞，

调细胞浓度 1×106 个·mL−1，然后将细胞悬浮液过

200 目筛，混合均匀后于避光条件下放于流式细

胞仪中进行定量测定，各组脂质体跨越细胞能力
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的流式摄取曲线结果如图 11 所示。使用 FlowJo

软件统计各组摄取量，计算摄取率[16]，结果如表

7 所示。 

细胞摄取率＝荧光细胞数量/细胞总数量 

与 DTX-Lip 相比，DTX-PLip 能够被更多的细

胞所摄取，结果与荧光显微镜观察的结果一致。因

此，聚合物修饰的脂质体可以提高细胞的摄取，以

此来增强制剂的抗肿瘤作用。

 

图 11  4T1 细胞的定量摄取图 

Fig. 11  Quantitative uptake map of 4T1 cells 

表 7  脂质体对 4T1 细胞的定量摄取结果 ( ±s, n＝3) 

Table 7  Quantitative uptake results of liposomes by 4T1 

cells ( ±s, n = 3) 

t/h DTX-Lip 摄取率/% DTX-PLip 摄取率/% 

1 12.20±0.04 15.40±0.07*** 

2 18.30±0.07 28.50±0.05*** 

4 29.20±0.11 51.30±0.08*** 

6 40.50±0.09 75.10±0.13*** 

与 DTX-Lip 比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001vs DTX-Lip group. 

3  讨论 

DTX 是一种紫杉烷类抗肿瘤药物，是乳腺癌化

疗的基石药物，但因其水溶性差，稳定性欠佳及耐药

性等问题，严重制约了临床应用的广度与深度[17]。脂

质体作为由磷脂双分子层构成的纳米级囊泡载体，

凭借将细胞毒性药物精准递送至靶细胞的独特优

势，已成为肿瘤靶向治疗领域的重要工具。但传统

脂质体存在靶向特异性不足、药物突释严重等缺

陷，限制了其治疗效果[18]。本研究采用两亲性聚合

物材料 mPEG5000-PCL10000 对脂质体进行表面修

饰，利用单因素结合正交实验优化 DTX-PLip 处方，

提高脂质体的 EE 和稳定性，并通过细胞毒及细胞

摄取实验评估其体外抗肿瘤活性。 

mPEG5000-PCL10000 作为一种两亲性聚合

物，凭借独特的亲水-疏水嵌段结构，可在脂质体的

脂质双分子层表面形成刷状外层。该外层通过空间

位阻效应显著增强脂质体粒子间的静电斥力，不仅

有效抑制脂质体的黏附和聚集，还能抵御胃肠环境

中酶的降解作用，同时保障脂质体在存储过程中的

结构完整性，从而提高脂质体的稳定性[19]。本研究

采用 mPEG5000-PCL10000 对脂质体进行修饰，利

用薄膜分散-水化法制备得到 DTX-Plip，其平均粒

径为（82.13±3.33）nm，小于 100 nm，使其能够通

过肿瘤组织特有的 EPR，顺利穿过肿瘤部位的毛细

血管壁实现靶向递送。DTX-PLip 的 EE 可达

89.34%，相较于普通脂质体有显著提升。稳定性测

试结果显示，普通脂质体在（4±2） ℃条件下放置

7 d 后底部有白色沉淀，稳定性变差，而 DTX-PLip

在（4±2） ℃条件下，放置 21 d，粒径和 EE 没有

发生明显的变化，展现出良好的长期储存稳定性。 

普通脂质体进入体循环后，易被 RES 吞噬，

采用 mPEG5000-PCL10000 修饰后的脂质体，能有

效避免与体内内源性成分结合，显著降低 RES 的

吞噬效率，进而实现制剂缓释性能的提升[20]；同

时，mPEG5000-PCL10000 的疏水 PCL 片段可以嵌

入脂质体核心，延长药物的释放时间。细胞毒实验

结果表明，DTX-PLip 对 4T1 细胞的细胞毒作用最

强，说明将聚合物脂质体作为 DTX 的载体，使得脂

质体释放时间明显延长，DTX 的细胞毒作用显著增

强；细胞摄取实验表明相较于 DTX-Lip，DTX-PLip

的的细胞内吞效率得到大幅提升。本研究成功构建

了 mPEG5000-PCL10000 修饰的脂质体递药系统，

所制备的 DTX-PLip 具备粒径均一可控、EE 高、物

理稳定性好等特点，且具有良好的缓释特性与显著

增强的抗肿瘤活性。然而，本研究目前只考察了制

剂的体外抗肿瘤作用，鉴于体内的环境比较复杂如
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RES 吞噬、血液蛋白结合、血流动力学等生理屏障

的影响，脂质体在体循环中对肿瘤细胞的靶向性及

药效仍需进一步研究。因此，后续需通过动物模型

系统研究 DTX-PLip 体内靶向分布特性，深入探究

其药动学及药效学规律，全面评估该纳米递药系统

的临床转化潜力。综上，本研究制备的 DTX-PLip

为乳腺癌的靶向治疗提供了一个极具潜力的纳米

递送策略，有望实现高效低毒的精准治疗目标，为

后续临床研究奠定理论基础。 
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