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载 As2O3 pH 敏感钙砷复合物脂质体的制备及体外评价 
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摘  要：目的  制备 pH 敏感释药的 As2O3 脂质体，并进行体外评价。方法  采用薄膜分散法制备含钙离子脂质体，然后用

离子沉淀法孵育制备钙砷复合物脂质体（CaAs-LP）。测定 CaAs-LP 的粒径、Zeta 电位及多分散系数（PDI）；透射电子显微

镜观察脂质体的形态；电感耦合等离子体发射光谱仪测定纳米药物的载药量与包封率；透析袋法考察其体外释药特性。噻唑

蓝（MTT）法考察未载药脂质体及 CaAs-LP 对人源性乳腺癌 MCF-7 细胞、人源性脑胶质瘤 U87 细胞和人源性肝癌 HepG2

细胞的毒性；共聚焦显微镜考察 U87 细胞对 CaAs-LP 的摄取效率。结果  制备的 CaAs-LP 呈规整类球型，粒径约为    

（117.16±1.94）nm，包封率和载药量分别为（74.31±2.11）%、（8.31±0.13）%。体外释放研究表明，CaAs-LP 具有明显的

缓释以及 pH 响应释药特征。未载药的脂质体在 MCF-7、U87、HepG2 和 L02 细胞中的生物相容性良好；CaAs-LP 抑制肿瘤

细胞生长的作用较原药有所上升，半数抑制浓度（IC50）值分别为 11.91、4.90、19.41、27.59 μmol/L。细胞摄取研究表明肝

癌细胞对脂质体具有良好的摄取。结论  CaAs-LP 具备显著的缓释以及 pH 响应释药的特性，在肿瘤治疗方面具有较好的应

用前景。 
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Abstract: Objective  To prepare pH-sensitive drug releasing As2O3 loaded liposome (CaAs-LP) and evaluate it in vitro. Methods  

CaAs-LP was prepared by thin film dispersion and ion precipitation method. The particle size, PDI, and Zeta potential of CaAs-LP 

were measured by Malvern particle size analyzer; The morphology of the liposome was investigated by transmission electron 

microscopy; The drug loading and entrapment efficiency of CaAs-LP by inductively coupled plasma emission spectrum. In vitro 

release characteristics of CaAs-LP under different pH conditions were investigated by dialysis bag method. MTT assay was used to 

investigate the toxicity of carrier and CaAs-LP to MCF-7, U87 and HepG2 cells. Results  The prepared CaAs-LP were spherical 

and well-dispersed with particle size of (117.16 ± 1.94) nm. The encapsulation efficiency and the drug loading rate of CaAs-LP were 

(74.31 ± 2.11)% and (8.31 ± 0.13)%, respectively. In vitro release studies showed that CaAs-LP had the characteristics of sustained 

release and pH sensitive drug release, which can achieve specific drug release in the tumor environment. The carrier displayed 

remarkable biocompatibility in MCF-7, U87, HepG2 and L02 cells. MTT assay showed that the median lethal concentrations (IC50 

values) of MCF-7, U87 and HepG2 cells were 11.91, 4.90 and 19.41 μmol/L, while L02 was 27.59 μmol/L, respectively, which 

showed strong inhibiting effect on tumor cells. Conclusion  CaAs-LP reveals significantly sustained and pH sensitive release 

characteristics. CaAs-LP is a potential drug delivery system against solid tumor with tumor micro-environment responsive. 
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As2O3（arsenic trioxide），性酸、热，有大毒，

入脾、肺、肝经，常温下为白色粉末，早在北宋初

年《太平圣惠方》中就已经有使用砷剂的记载。20

世纪 70 年代，将 As2O3 用于治疗急性早幼粒细胞白

血病（acute promyelocytic leukemia，APL）取得了

显著的疗效，对 APL 初治患者有效率高达 90%以

上，其中完全缓解率可大于 70%[1-3]。近年来有文献

证明 As2O3 对多种实体瘤细胞有抑制生长和诱导凋

亡的作用[4-6]。然而，As2O3 毒性大，且其进入体内

后血清蛋白结合率高，没有特异性分布，且肾脏清

除快，不良反应明显，因而其临床应用受到限制[6-8]。 

脂质体具有独特的类细胞结构和载药特点，是

多种药物的优良载体，能改变药物在体内的分布，

并降低毒性[9-12]。然而，脂质体载砷后，其有机性

质与 As2O3 在水溶液中的无机亚砷酸根（AsO3
3−）

形式不相容[13-15]。且 As2O3 可以自由穿透磷脂双层，

造成 As2O3脂质体不稳定，极易突释漏释[13]。基于

此，本研究利用了 As2O3 对磷脂双分子层的渗透特

性，采用离子沉淀方式使 As2O3 进入到脂质体内部

纳米空腔中与无法穿过磷脂层的离子（Mn、Ni 及

本研究的 Ca）形成水不溶性亚砷酸盐复合物达到载

药目的[16-18]。而所形成的不溶性复合物对 pH 值敏

感，在弱酸环境中可重新溶解，转化为钙离子与亚

砷酸根（As2O3 在生理环境中的起效形式）。本实验

从钙砷复合物脂质体（CaAs-LP）的构建与表征、

体外释放、细胞学评价等方面综合考察钙砷复合物

脂质体。 

1  材料与仪器 

Nano-ZS 90 激光粒度分析仪，英国 Malvern 仪

器有限公司；HT7700 透射电子显微镜（TEM），日

本日立公司；Optima Max 超速低温离心机，美国

Beckman 有限公司；FiveEasy 电导 pH 计，梅特勒-

托利多国际股份有限公司；JY92-IIN 超声波细胞破

碎仪，宁波新芝生物科技有限公司；高压均质器，

美国 ATS 公司；超滤装置微孔 Labscale TFF 系统，

美国 Milipore 公司；ICP 7000 等离子体发射光谱

仪，美国 Thermo Fisher 公司。 

As2O3，质量分数 99.9%，苏州诺德派森公司，

批号 20151005；砷标准溶液，1 mg/mL，北京世纪

奥科生物技术有限公司；大豆卵磷脂、胆固醇、聚

乙二醇化二硬脂酰磷脂酰乙醇胺（DSPE-PEG）均

购自上海艾韦特医药科技有限公司；醋酸钙，上海

凌峰化学试剂有限公司；无水硫酸钠，上海阿拉丁

工业公司；DMEM 培养液、0.25%胰蛋白酶、胎牛

血清，美国 Gibco 公司；FITC、四甲基偶氮唑盐

（MTT），美国 Sigma 公司；青-链霉素溶液，杭州四

季青公司；其余试剂均为分析纯。 

人源性乳腺癌 MCF-7 细胞、人源性脑胶质瘤

U87 细胞、人源性肝癌 HepG2 细胞及正常肝 LO2

细胞，均由浙江中医药大学动物实验研究中心提供。 

2  方法与结果 

2.1  CaAs-LP 的制备 

2.1.1  含 Ca2+脂质体的制备  取大豆卵磷脂 500 

mg、DSPE-PEG 50 mg、胆固醇 100 mg，用 50 mL

无水乙醇加热溶解，分 5 次每次 10 mL 加入茄形瓶

中，在 45 ℃水浴下减压旋转 10 min 蒸发成膜，加

入 120 mmol/L 醋酸钙溶液 10 mL 水化 10 min，随

后超声（225 W，超声 1 s 停 1 s），均质挤压过 400、

200、100 nm 膜，收集得脂质体，过超滤装置洗去

外层游离 Ca2+，得到内部纳米空腔含 Ca2+的脂质体

（Ca-LP）。 

2.1.2  CaAs-LP 的制备  将“2.1.1”项制备的 Ca- 

LP，用 120 mmol/L 硫酸钠溶液 20 mL 洗涤，并超

滤至 20 mL，加入等体积 As2O3 溶液（3 mg/mL），

室温过夜，使用生理盐水再次超滤除去脂质体外溶

液中的的砷离子游离药物，超滤至 20 mL，收集

CaAs-LP，备用。 

2.2  脂质体的表征 

2.2.1  外观形态  将制备的 CaAs-LP 稀释至 5.0 

mg/mL 并与 As2O3 溶液、Ca-LP 检查外观。如图 1

所示，脂质体纳米粒溶液呈淡乳白色，略微偏蓝，

溶液外观无混浊，较为澄明；当红外光射入时，产

生了丁达尔现象。 

取适量脂质体进行稀释，滴加到铜网，用 2%

的磷钨酸溶液进行染色，滤纸吸干，置于红外灯下

照射 10 s 进行再次烘干后进行 TEM 扫描。TEM 下

2 种脂质体纳米粒呈规整圆球状，但 CaAs-LP 因内

部有钙砷复合物而在电镜下有内部层阴影（图 2）。 

2.2.2  粒径与 Zeta 电位  采用激光粒度仪对 CaAs- 

LP 的粒径、多分散系数（PDI）和 Zeta 电位进行测 
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图 1  As2O3溶液、Ca-LP 和 CaAs-LP 的外观 (A) 及其丁

达尔效应 (B) 

Fig. 1  Appearance (A) and Tyndall effect (B) of As2O3 

solution, Ca-LP and CaAs-LP 

  

图 2  Ca-LP 和 CaAs-LP 的 TEM 图 

Fig. 2  TEM photograph of Ca-LP and CaAs-LP  

定，结果见表 1。LP-Ca 的粒径为（119.32±2.16）

nm，而载药后的 CaAs-LP 粒径无显著变化，为

（117.16±1.94）nm；两者 PDI 分别为 0.195±0.021、

0.212±0.018，较也接近；但 Zeta 电位载药前为

（−21.72±2.42）mV，而 CaAs-LP 的电位显著下降

至（−26.33±2.25）mV。这是由于亚砷酸根负载后，

负电性进一步降低。 

2.2.3  载药量及包封率  收集的脂质体用 2 mL 超

滤离心管进行离心（12 000 r/min、10 min），收集离

心液 100 μL，用 5%硝酸溶液稀释至 10 mL后过 0.22 

表 1  Ca-LP 及 CaAs-LP 的粒径、PDI 和 Zeta 电位 

Table 1  Particle size, PDI and Zeta potential of Ca-LP and 

CaAs-LP 

样品 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

Ca-LP 119.32±2.16 0.195±0.021 −21.72±2.42 

CaAs-LP 117.16±1.94 0.212±0.018 −26.33±2.25 

μm 滤膜，按事先建立好的 ICP 方法进行游离砷含

量检测[19-20]；另取脂质体 100 μL 加高氯酸 50 μL 超

声破坏，用 5%稀硝酸定容到 10 mL，过 0.22 μm 滤

膜后测总含量。设定 ICP 仪器测试参数：射频功率

1 100 W，等离子体体积流量 50 L/min，辅助气体积

流量 0.5 L/min，雾化气体积流量 0.3 L/min，泵速

50 L/min，稳定延时 5 s，清洗时间 30 s，载气高纯

氩气，砷元素分析谱线 189 nm。根据以下公式计算

包封率和载药量分别为（74.31±2.11）%和（8.31±

0.13%）。 

包封率＝(W0－W1)/W0 

载药量＝(W0－W1)/Wt 

W0为总药量，W1为所测载药后上清液中的游离药物量，Wt

为 CaAs-LP 的总质量 

2.3  体外释放研究 

选用 pH 值分别为 7.4、6.8、5.5 的 PBS 为释放

介质，考察 As2O3 及载药脂质体中 As2O3 的释放特

征。精密量取 As2O3 溶液及 CaAs-LP（含 As 1.0 mg）

2 mL，置于预先处理过的透析袋内，排除气泡后密

封，置于 200 mL 释放介质中，于（37.0±0.5）℃

恒温水浴振荡（75 r/min），分别于 0、15、30、45 min

及 1、2、4、6、8、12、24 h 取样 1 mL，并立即补

加等量同温同 pH 值新鲜释放介质，样品经 0.22 μm

微孔滤膜滤过，取续滤液稀释用 ICP 测定释放介质

中药物含量，计算累积释药率（Q），并绘制释药曲

线。As2O3 溶液和 CaAs-LP 在不同 pH 值条件下的

释药曲线如图 3 所示。As2O3 溶液在释放介质中 4 h

就几乎释放完全，且不同 pH 值下的释放曲线十分

接近，无 pH 值响应。不同 pH 值下 CaAs-LP 的释

放均显著慢于 As2O3 溶液。CaAs-LP 的释药初始时

释放较快，而后逐渐趋于平缓；释药速率随着 pH

值的降低而增加，48 h 时在 pH 值分别为 7.4、6.8、

5.5 时，累积释药率分别为 41.6%、62.1%、89.9%，

具有显著的 pH 值响应释药特性。当 pH 值为 5.5，

释放速率相对于 pH 为 7.4、6.8 时明显加快，且 48 h

接近释放完全。 

2.4  载体毒性 

分别取对数生长期的 MCF-7、U87、HepG2 细

胞和 L02 细胞，8×103 个/孔接种于 96 孔板，37 ℃

下培养 12 h，移弃培养液后分别加入不同质量浓度

（1、5、10、25、50、100、500 μg/mL）Ca-LP 的无

血清培养液，放入培养箱继续培养 48 h，吸弃含药

培养液，加入 0.2 mL 含 MTT（0.5 mg/mL）的无血 
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图 3  As2O3溶液和 CaAs-LP 在不同 pH 值释放介质中体外

释药曲线 

Fig. 3  In vitro release profiles of As2O3 solution and 

CaAs-LP in different pH medium 

清培养液继续孵育 4 h，移液枪将含有 MTT 的培养

液轻轻吸去，PBS 重复清洗 3 次，每孔加入 0.15 mL 

DMSO，于摇床上振摇 15 min，用酶标仪检测在 490 

nm 时的吸光度（A）值，并按公式计算细胞存活率

［细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白)］，结果见

图 4。在 3 种癌细胞与正常肝细胞中，不含砷的脂

质体表现出良好的生物相容性，除 MCF-7 在 500 

μg/mL 时（86%）外，存活率均大于 90%。MCF-7

存活率在质量浓度为 1～10 μg/mL 时，随脂质体的

质量浓度增加而升高，随后在质量浓度为 25～500 

μg/mL 时存活率逐步递减；U87 存活率在质量浓度

为 1～100 μg/mL 时随脂质体的质量浓度上升呈升

高趋势，随后下降；HepG2 则在质量浓度为 1～50 

μg/mL 时升高，在 100～500 μg/mL 时下降；而正常

肝细胞 L02 在质量浓度为 1～50 μg/mL 时升高，在

100～500 μg/mL 时呈下降趋势。 

2.5  递药系统体外毒性评价 

取对数生长期的 MCF-7、U87、HepG2 和 L02

细胞以 8×103 个/孔接种于 96 孔板，37 ℃下培养 

 

图 4  Ca-LP 对 MCF-7、U87、HepG2 和 L02 细胞的载体

毒性 

Fig. 4  Cytotoxicity of Ca-LP on MCF-7, U87, HepG2 and 

L02 cells 

12 h，移弃培养液，分别加入 1、5、10、25、50 μmol/L 

As2O3 及 CaAs-LP 的无血清培养液，放入培养箱继

续培养 48 h。后续步骤同 2.4，测 A 值并计算细胞

存活率，半数抑制浓度（IC50）值。 

结果见图 5，随着 As2O3及 CaAs-LP 浓度的增

加，MCF-7、U87 及 HepG2 细胞的存活率均降低，

说明 As2O3 及 CaAs-LP 对 MCF-7、U87 及 HepG2

细胞均具有较好的抑制作用，且呈浓度相关性；对

正常细胞也存在毒性。根据给药浓度及细胞存活率

计算在各细胞中的 IC50值，结果如表 2 所示。As2O3

处理的 MCF-7、U87、HepG2 和 L02 的 IC50 值分别

为 14.86、7.49、26.67、31.84 μmol/L，脂质体包载

后，IC50 值下降至 11.91、4.90、19.41、27.59 μmol/L，

说明 As2O3 及 CaAs-LP 对 3 种肿瘤细胞均具有良好

的抑制作用。经脂质体包载后，虽然缓释会影响药

物在前期的作用，但经 48 h 后，对癌细胞药效反而

被进一步加强（3 组均 P＜0.05）。 

2.6  递药系统的细胞摄取及分布 

取对数生长期的U87细胞接种于激光共聚焦专

用培养皿，数量为 1×104 个/mL，37 ℃培养 48 h，

吸去培养基，加入含 FITC 标记脂质体的 DMEM 培

养基，培养 4 h，PBS 洗涤 3 次，与 0.5 mL 4%多聚

甲醛共孵育 10 min，继续 PBS 洗涤 3 次，加入 0.1%

的 Tritonx-100 共孵育 3～5 min，加 0.5 mL 12 μg/mL

的 Hoechst 染色 15 min；PBS 洗涤 3 次，加入

Phalloidin 染色细胞骨架 20 min，洗涤 3 次，加少量

PBS 防止干燥，进行激光共聚焦检测。结果如图 6

所示，U87 对 FITC 标记的脂质体的摄取情况良好，

且主要分布在胞质部分。 

取对数生长期的 U87 细胞以密度为 1×105 

As2O3 溶液 
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图 5  As2O3溶液及 CaAs-LP 对 MCF-7、U87、HepG2 和 L02 细胞的细胞毒性考察 

Fig. 5  Cellular cytotoxicity of As2O3 solution and CaAs-LP on MCF-7, U87, HepG2 and L02 cells 

表 2  As2O3及 CaAs-LP 在 MCF-7、U87、HepG2 和 L02

中的 IC50值 

Table 2  IC50 of As2O3 and CaAs-LP in MCF-7, U87, 

HepG2 and L02 cells 

组别 
IC50/(μmol∙L−1) 

MCF-7 U87 HepG2 L02 

As2O3 14.86±1.54  7.49±0.52 26.67±2.11 31.84±2.35 

CaAs-LP 11.91±1.02* 4.90±0.38** 19.41±1.83** 27.59±2.43 

与 As2O3 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs As2O3 group 

个/mL 接种 2 mL 于 6 孔板，37 ℃培养 12 h。吸去

培养基，加入 100 μL 的 As2O3 水溶液和 CaAs-LP，

分别孵育 1、2、4 h。PBS 洗 3 次后，收集细胞，

处理后经 ICP 测定药物含量，进一步评价 U87 细胞

对 CaAs-LP 的摄取效率。结果如图 7 所示，随着共

孵育的时间增长，As2O3 与 CaAs-LP 不断摄入细胞

中。相比于 As2O3 溶液的逐步摄取，CaAs-LP 在开

始 2 h 内摄取更为迅速（P＜0.05）；4 h 后，两者胞

内浓度均趋于饱和，无显著性差异。 

3  讨论 

为了提高 As2O3 的在体稳定性，降低血浆蛋白

结合率从而延长在体循环时间并增加其靶向性，研

究者们设计了脂质体、胶束、介孔二氧化硅等纳米 

    

图 6  激光共聚焦显微镜观察 U87 细胞对 FITC 标记载体的摄取及胞内分布 

Fig. 6  Intracellular process and intracellular distribution of FITC labeled liposome cultured with U87 cells observed by 

confocal microscope 
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与 As2O3 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs As2O3 group 

图 7  U87 细胞对 As2O3及 CaAs-LP 的摄取效率考察 

Fig. 7  Cellular uptake efficiency of U87 cells to As2O3 and 

CaAs-LP 

制剂，并均展现出良好的抗实体瘤作用[21-24]。然而

无机的亚砷酸根离子（As2O3 在水溶液中的存在形

式）与脂质体及胶束的有机形式不相容，这使得药

物主要存在于纳米制剂的水相或以吸附的形式结

合，难以达到理想的包封率和载药量，并在体内循

环过程存在严重的突释漏释现象[13]。本研究在醋酸

钙梯度法制备及利用酸根差异负载药物基础上，还

利用了As2O3对磷脂双分子层的渗透特性，使As2O3

进入到脂质体内部纳米空腔中与钙离子形成水不溶

性亚砷酸盐复合物，实现对 As2O3高效包载[25]。 

CaAs-LP 在不同 pH 值释放介质中的释药速度

不同，随 pH 值的降低显著增加。不载药的 Ca-LP

在低浓度时不仅几乎没有细胞毒性，而且因为构成

脂质体的磷脂为一种细胞的营养物质，在一定程度

上增加了 3 种癌细胞的存活率。其中，U87 作为脑

胶质瘤细胞，对脂质吸收作用较好，存活率相对于

MCF-7 及 HepG2 细胞较高。因为 Ca2+浓度增加到

一定程度会超过细胞膜对 Ca2+的调节，引起细胞内

部的钙超载，引起细胞死亡[26]，所以随后浓度继续

增加，细胞的存活率反而下降。CaAs-LP 相比于

As2O3 在 3 种癌细胞中均显示出更强的细胞毒性。

这是可能是由于初始阶段，细胞膜对亚砷酸根离子

具有阻挡作用，却可以吸收 CaAs-LP，使细胞内部

的药物浓度最高时间持续更久。另一方面，As2O3

在细胞中会促进线粒体的涨溶促进细胞凋亡，而线

粒体本身是调节胞内 Ca2+浓度的细胞器。CaAs-LP

摄取后的胞内 Ca2+浓度升高，失去线粒体调节后，

形成钙超载，也增加了 CaAs-LP 的细胞毒性[27]。

CaAs-LP 具备的 pH 敏感特性可能使得药物在肿瘤

细胞内特异性释放，降低了药物的毒副作用。 

体外研究显示，基于 As2O3 本身性质设计的一

种较好的 pH 响应性纳米制剂，该研究可为如 As2O3

的半衰期短、治疗窗窄的毒性药物的新型纳米制剂

的构建究提供参考。 
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