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具有线粒体靶向功能的穿心莲内酯 TPP-PEG-PE 脂质体的制备及其作用
于胃癌模型小鼠的机制研究6 
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摘  要：目的  制备穿心莲内酯（andrographolide，AP）(3-丙羧基)三苯基溴化膦［(3-carboxy propyl) triphenylphosph-onium 

bromide，TPP］-聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）-聚乙烯（polyethylene，PE）脂质体（AP@TPP-PEG-PE#Lips），研

究其体外释放、溶血性、线粒体靶向性、促胃癌细胞凋亡和作用胃癌模型小鼠的机制。方法   采用薄膜水化法制备

AP@TPP-PEG-PE#Lips，检测该脂质体的粒径、电势、显微电镜形态、稳定性、溶血性及体外释放情况；流式细胞仪测定胃

癌细胞对脂质体的摄取情况，激光共聚焦显微镜研究其在线粒体的靶向性；评价 AP@TPP-PEG-PE#Lips 对胃癌细胞凋亡和

胃癌模型小鼠的影响。结果  AP@TPP-PEG-PE#Lips 粒径为（23.8±1.7）nm，Zeta 电位为（30.2±1.1）mV，分布较为均匀，

规则球形结构；体外试验表明，AP@TPP-PEG-PE#Lips 溶血率低、缓释性能和血液相容性好；荧光试验结果显示，TPP-PEG- 
PE#Lips 可以促进药物的细胞摄取；AP@TPP-PEG-PE# Lips 作用胃癌细胞和胃癌模型小鼠结果显示，AP@TPP-PEG-PE#Lips

可以明显降低胃癌细胞线粒体膜电位，增加细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）含量，促进半胱氨酸蛋白酶-3
（Caspase-3）的释放，增加促凋亡蛋白 B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）和减少抗凋亡蛋白 Bcl2-associated X（Bax）的表达。结论  

AP@TPP-PEG-PE#Lips 可以有效的将药物递送到线粒体，增强药物促肿瘤细胞凋亡作用。 
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Preparation of andrographolide TPP-PEG-PE liposomes with mitochondrial 

targeting function and its mechanism in gastric cancer model mice 
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Abstract: Objective  To prepare andrographolide (AP) triphenyl phosphate (TPP)-polyethylene glycol (PEG)-polyethylene (PE) 

liposomes (AP@TPP-PEG-PE#Lips), and study its in vitro release, hemolysis, mitochondrial targeting, the mechanism of promoting 

gastric cancer cell apoptosis and acting on gastric cancer model mice. Methods  The membrane hydration method was used to prepare 

AP@TPP-PEG-PE#Lips; The particle size, electric potential, micro-electron microscopic morphology, stability, hemolysis and in vitro 

release of the liposomes were detected; Flow cytometry was used to measure the uptake of gastric cancer cells to liposomes, and laser 

confocal microscopy to study its mitochondrial targeting; AP@TPP-PEG-PE#Lips in gastric cancer cells and effects of apoptosis and 

gastric cancer model mice were evaluated. Results  The particle size of AP@TPP-PEG-PE#Lips is (23.8 ± 1.7) nm, the Zeta potential 
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is (30.2 ± 1.1) mV, the distribution is relatively uniform, and the regular spherical structure; In vitro tests showed that AP@TPP-PEG- 
PE#Lips had low hemolysis rate, sustained release performance and good blood compatibility; Fluorescence test results showed that 

TPP-PEG-PE#Lips can promote the cellular uptake of drugs; AP@TPP-PEG-PE#Lips act on gastric cancer cells and gastric cancer 

model mice, the results showed that AP@TPP-PEG-PE#Lips can significantly reduce the mitochondrial membrane potential of gastric 

cancer cells, increase intracellular reactive oxygen species (ROS) content, and promote cysteine The release of Caspase-3 increased the 

pro-apoptotic protein B lymphocyte tumor-2 (Bcl-2) and decreased the expression of anti-apoptotic BCL2-Associated X (Bax) protein 

(P < 0.05). Conclusion  AP@TPP-PEG-PE#Lips can effectively deliver the drug to the mitochondria and enhance the drug’s effect of 

promoting tumor cell apoptosis. 
Key words: mitochondrial targeting; andrographolide; TPP-PEG-PE; liposome; cell uptake; gastric cancer; in vitro release; hemolytic; 

apoptosis; membrane hydration method; reactive oxygen species; Caspase-3; Bcl-2; Bax 
 

穿心莲 Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees

是爵床科的药用植物，也称为“苦味之王”，具有清

热解毒、凉血消肿的功效 [1-2] 。穿心莲内酯

（andrographolide，AP）是从穿心莲中提取的二萜内

酯类化合物。近年来，研究发现 AP 可以抑制多种

肿瘤细胞的增殖，具有抗癌活性[3-4]。刘奇章等[5]研

究发现，AP 对胃癌 SGC7901 细胞具有很好的抑制

作用，该成分通过线粒体途径诱导胃癌细胞凋亡，

上调 Caspase-3 和促凋亡蛋白 Bax 表达，下调抑凋

亡蛋白 Bcl-2 表达；另外，还可以通过上调细胞内

活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平，促使

线粒体膜电位崩溃，抑制胃癌 SGC7901 细胞的生

长。尽管如此，但 AP 存在水溶性和脂溶性均差的

成药性问题，药物递送效率不高，严重限制了 AP

在制药领域内的发展[6]。因此，开发一种新型药物

载体解决 AP 的成药性问题具有重要意义。脂质体

是目前研究比较热门的新型药物递送系统。它由脂

质双分子层组成，内部为闭合囊泡，可包载亲水性

和亲脂性药物，具有优良的生物相容性和水溶性，

并且很容易通过各种修饰，提高药物的靶向性。目

前，已经广泛应用于肿瘤药物的靶向递送[7-8]。(3-
丙 羧 基 ) 三 苯 基 溴 化 膦 ［ (3-carboxy propyl) 

triphenylphosph-onium bromide，TPP］阳离子呈正

电荷性质，常用来介导肿瘤药物载体靶向递送至线

粒体，提高药物的疗效[9-11]。因此，本实验采用 TPP

阳离子修饰脂质体，拟将 AP 递送到胃癌细胞线粒

体，精确调节线粒体功能，明显增强药物促肿瘤细

胞凋亡效果。 
1  仪器与材料 
1.1  仪器设备 

NS-3500 激光扫描共聚焦显微镜购于北京美亚

先科技有限公司；Zetasizer Nano ZSP 纳米粒度电势

仪购于英国马尔文公司；FA1004B 电子分析天平购

于上海精密仪器仪表有限公司；JEM-2100 透射电子

显微镜（TEM）购于日本电子株式会社；XPN-100

台式高速离心机购于贝克曼库尔特公司。 
1.2  药品与试剂 

AP 购自四川洪恩植物科技有限公司，批号

20191104 ，质量分数≥ 98% ； TPP- 聚乙二醇

（polyethylene glycol，PEG）-聚乙烯（polyethylene，

PE）相对分子质量约 2500，批号 20191205，PEG-PE

相对分子质量约 2000，批号 20191103，质量分数  

均≥90%，PDI 均＜0.3，均购买于西安瑞禧生物科

技有限公司；大豆磷脂，批号 20191109，购买于上

海太伟药业有限公司；胆固醇，批号 20191205，购

买于成都科龙生化公司；DID 红色荧光染料购自西

安百萤生物科技有限公司，批号 20191109，质量分

数≥98%；线粒体绿色荧光染料（MitoTrackerTM 

Green）和细胞核 Hoechst 33258 染料购自南京沃博

生物科技有限公司；色谱甲醇和乙腈购自美国

Fisher 化学试剂公司；Caspase-3 活性检测试剂盒购

买于济南碧云天生物公司，批号 C1115。 
1.3  细胞株与动物 

胃癌 SGC7901 细胞、MKN45 细胞和胃黏膜上

皮GES-1细胞购自中国科学院上海细胞生物学研究

所；DMEM 培养基（高糖）购自美国 Thermo Fisher

公司；Gibco 16000-044 胎牛血清（特级 FBS）购自

上海联硕生物科技有限公司。 
SPF 级 BALB/C 裸鼠，雄性，4～5 周龄，购买

于中科院上海细胞生物学研究所。所有动物实验遵

循河南驻马店市中心医院和河南省人民医院有关实

验动物管理和使用的规定，均符合 3R 原则。 
1.4  数据统计 

采用 SPSS 19.0 统计学软件进行数据分析，符

合正态分布的定量资料以 x s 表示，采用 χ2检验，

P＜0.05 为差异有统计学意义。 
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2  方法与结果 
2.1  穿心莲内酯 TPP-PEG-PE 脂质体（AP@TPP- 
PEG-PE#Lips）的制备及特征性分析 
2.1.1  AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips

的制备  精密称取大豆磷脂 200 mg，胆固醇 20.1 

mg，TPP-PEG-PE 或 PEG-PE 17.2 mg，AP 30 mg，

将以上材料和药物共同溶解于适量体积的混合溶剂

［氯仿-甲醇（2∶1）］中[12]，充分溶解后，置于旋转

蒸发仪中减压浓缩成膜。真空冷冻条件下干燥 5 h，

除去残留有机溶剂。加入适量的 pH 7.4 磷酸盐缓冲

溶液（phosphate buffer saline，PBS），于 37 ℃、200 

r/min 摇床中避光水化 1 h；水浴超声 5 min，使脂质

膜从瓶壁上完全脱落；0.22 μm 微孔滤膜 3～5 次，

即得粒径均匀分布的脂质体 AP@TPP-PEG-PE# 

Lips 和 AP@PEG-PE#Lips，备用。 
2.1.2  粒径分布和 Zeta 电位测定  以移液枪吸取

少许 AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips，

加入适量蒸馏水稀释，采用 Zetasizer Nano ZS 纳米

粒度电势仪测定粒径、Zeta 电位分布，结果如图 1

所示。AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips

的粒径分别为（23.8±1.7）、（20.3±1.5）nm；分布

较为均匀，PDI 分别为 0.242±0.011、0.237±0.010；

Zeta 电位分别为（30.2±1.1）、（32.2±0.8）mV。 
2.1.3  TEM 观察  移液枪吸取少量 AP@TPP-PEG- 

 

 

 

图 1  AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips 的粒

径分布和 Zeta 电位 
Fig. 1  Particle size distribution and Zeta potential of 

AP@TPP-PEG-PE#Lips and AP@PEG-PE#Lips 

PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips 溶液，滴加在 200 目

铜网上，低温吹干，TEM 下找出各个样品最适合观

察的质量浓度，最适质量浓度下样品采用常规的磷

钨酸负染[13]，最后置 TEM 下观察脂质体的微观形

态。电镜结果如图 2 所示，AP@TPP-PEG-PE#Lips

和 AP@PEG-PE#Lips 均表现为规则球形结构。 

 

图 2  AP@TPP-PEG-PE#Lips (a) 和 AP@PEG-PE#Lips 

(b) 的电镜图 
Fig. 2  Electron microscope of AP@TPP-PEG-PE#Lips (a) 

and AP@PEG-PE#Lips (b) 

特征性分析结果表明，AP@TPP-PEG-PE#Lips

和 AP@PEG-PE#Lips 基本特性差异不显著。 
2.1.4  包封率及载药量测定  吸取 AP@TPP-PEG- 
PE#Lips 溶液 500 μL，15 000 r/min 高速离心 5 min，

AP@TPP-PEG-PE#Lips 截留在 0.4 mL 超滤离心管

内（截留相对分子质量 10 000，Millipore 公司）。

加入数倍甲醇，60 ℃水浴下溶解 5 min 破坏脂质体

结构，促使 AP 从脂质体中解离出来，采用 HPLC

法[14]，具体方法步骤参考游利江等的[7]报道，测定

脂质体包封的 AP 质量（M 内）；超滤膜外为游离 AP，

采用同样的方法测定游离 AP 质量（M 外），计算脂

质体的包封率为（81.4±2.2）%；冷冻干燥离心管

内截留的 AP@TPP-PEG-PE#Lips 溶液，称质量计为

M，计算 AP@TPP-PEG-PE#Lips 载药量为（14.3±

1.6）%。 
包封率＝M 内/(M 外＋M 内) 

载药量＝M 内/M 

M 外为离心后游离 AP 质量，M 内为脂质体中 AP 质量，M 为

AP@TPP-PEG-PE#Lips 质量 

2.2  AP@TPP-PEG-PE#Lips 体外实验 
2.2.1  红细胞溶血性考察  称取AP、AP@PEG-PE# 

Lips 和 AP@TPP-PEG-PE#Lips 适量，5 mL 生理盐

水溶解后，再依次用生理盐水半倍稀释成 AP 质量

浓度为 5.00、2.50、1.25、0.62、0.31、0.16、0.08 mg/mL

的系列溶液，移取以上配制好的 AP 和 AP@TPP- 
PEG-PE#Lips 系列溶液各 200 μL 至 1.5 mL 的洁净
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粒径/nm 

0.1          1          10          100         1000 
粒径/nm 

−90         −30         30          90          150 
Zeta 电位/mV 
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a                  b 
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AP@PEG-PE#Lips 
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Eppendorf（EP）管中，阳性对照 EP 管中只加 200 μL

蒸馏水，阴性对照 EP 管中只加 200 μL 生理盐水，

红细胞溶血实验具体操作步骤参考文献报道方法[15]。

采用酶标仪测定吸光度（A），紫外吸收波长为 540 

nm。结果如表 1 所示，AP@TPP-PEG-PE# Lips 和

AP@PEG-PE#Lips 的溶血率都非常小，基本上保持

在 5%以下，由此表明，TPP-PEG-PE#Lips 具有较

好的血液相容性。 
溶血率＝(A 样品―A 阴性对照)/(A 阳性对照―A 阴性对照) 

表 1  不同 AP 质量浓度的 AP@TPP-PEG-PE#Lips 对红细

胞溶血率的影响 ( x s , n = 3) 
Table 1  Effects of AP@TPP-PEG-PE#Lips of different 

concentrations on erythrocyte hemolysis rate ( x s , n = 3)  

组别 质量浓度/(mg∙mL−1) 溶血率/% 

阴性对照 − 3.28±0.13 

阳性对照 − 100.00±1.71 

AP 0.16 3.45±0.12 

AP@PEG-PE#Lips 5.00 3.81±0.14 

 2.50 2.91±0.11 

 1.25 2.78±0.13 

 0.62 2.42±0.07 

 0.31 2.61±0.09 

 0.16 2.37±0.07 

 0.08 1.76±0.04 

AP@TPP-PEG-PE#Lips 5.00 4.34±0.15 

 2.50 3.84±0.08 

 1.25 3.21±0.09 

 0.62 2.86±0.12 

 0.31 2.73±0.06 

 0.16 2.64±0.05 

 0.08 2.11±0.06 
 
2.2.2  稳定性考察  将 AP@TPP-PEG-PE#Lips 放

置在 4 ℃冰箱中保存 56 d，每隔 7 d 检测该脂质体

的粒径和 Zeta 电位，结果见表 2，结果表明，AP@ 

TPP-PEG-PE#Lips的粒径和Zeta电位在冷藏期间基

本上变化不大，聚合物分散指数（polymer dispersity 

index，PDI）也基本保持在 0.3 以下，相对较小。

该结果表明，AP@TPP-PEG-PE#Lips 在 4 ℃存储期

间具有较好的稳定性。 
称取 AP@TPP-PEG-PE#Lips 约 1 mg，加入 2 

mL 胎牛血清培养基（10%）在旋涡混合器上振荡 2 

min 使药物完全溶解，加塞封口，于（37±1）℃的

恒温水浴锅中共同孵育 0、4、8、12、16、18、24 h

后，按照上述方法处理样品和测定样品，检测该脂

质体的粒径和 Zeta 电位，结果见表 3。结果显示，

AP@TPP-PEG-PE#Lips 在血清中粒径和电位基本

同最初状态保持一致，检测时由于存在血清蛋白的

干扰，故试验结果出现了少量的偏差。 

表 2  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在 4 ℃下保存时稳定性考察 

( x s , n = 3) 
Table 2  Stability of AP@TPP-PEG-PE#Lips when stored 

at 4 ℃ ( x s , n = 3) 

t/d 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

0 41.23±1.28 0.150±0.010 13.89±0.73 

7 41.89±1.53 0.170±0.012 14.34±0.82 

14 43.05±1.62 0.190±0.013 14.12±0.91 

21 40.24±1.35 0.180±0.011 14.67±0.89 

28 43.37±1.46 0.160±0.010 13.65±0.75 

35 43.82±1.55 0.160±0.013 14.11±0.67 

42 42.34±1.39 0.190±0.014 14.35±0.84 

56 43.89±1.54 0.170±0.013 15.02±0.89 

表 3  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在 10%胎牛血清中的稳定性

考察 ( x s , n = 3) 
Table 3  Study on stability of AP@TPP-PEG-PE#Lips in 

10% fetal bovine serum ( x s , n = 3) 

t/d 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

0 42.34±1.67 0.150±0.011 13.75±0.67 

4 43.12±1.58 0.170±0.013 14.82±0.79 

8 43.89±1.45 0.160±0.010 13.26±0.63 

12 42.01±1.37 0.190±0.014 15.22±0.94 

16 44.11±1.41 0.160±0.012 13.62±0.68 

20 43.05±1.32 0.170±0.011 15.34±0.72 

24 45.14±1.76 0.180±0.012 14.29±0.56 
 

2.3  AP@TPP-PEG-PE#Lips 的体外释放研究[16] 
取 AP 0.3 mg、AP@PEG-PE#Lips（含 AP 0.3 

mg）和 AP@TPP-PEG-PE#Lips（含 AP 0.3 mg）分

别置于 Spectrumlabs 透析袋（截留相对分子质量为

20 000）中，预定时间点 1、2、6、9、12、15、18、

21、24、36、48、72 h 采集样本，紫外分光度光度

计测定 AP 质量浓度，检测波长 540 nm，计算 AP

在胶束中的累积释放率。结果如图 3 所示，游离 AP

呈快速释放趋势，20 h 其累积释放率就高达 82%，

而 AP@ PEG-PE#Lips 和 AP@TPP-PEG-PE#Lips 均

呈缓释态势，75 h 累积释放率才达到 85%。总之，

三者总体比较，AP@TPP-PEG-PE#Lips 释放药物最 
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图 3  AP@TPP-PEG-PE#Lips 的体外释放对比研究 
Fig. 3  Comparative study on in vitro release of AP@TPP- 
PEG-PE#Lips 

慢，具有较好的缓释性能。 
2.4  细胞摄取实验 
2.4.1  细胞摄取量考察  将胃癌 SGC7901 细胞接

种于12孔培养板中，培养24 h，再将制备好的DID@ 

PEG-PE#Lips 和 DID@TPP-PEG-PE#Lips（制备方

法同 AP@TPP-PEG-PE#Lips）加入细胞液中，使得

细胞培养液中 DID 质量浓度为 10 ng/mL，共同孵育

1、2、3、4 h 后，收集 10 000 个胃癌细胞，流式细

胞仪检测荧光强度，观察 DID@PEG-PE#Lips 和

DID@TPP-PEG-PE#Lips 是否有细胞毒性。首先，

寻找最适质量浓度。然后，在最适质量浓度下检测

样品荧光强度，计算细胞摄入率（uptake rate）[17]。

结果如表 4 和图 4 所示，游离荧光染料 DID 对细胞

摄取率没有影响；DID@PEG-PE#Lips、DID@TPP- 
PEG-PE#Lips 随着时间的延长，细胞摄取率也相应

增多，具有很好的时间相关性。孵育 3 h 时，两者

的细胞摄取量基本达到平衡状态，且 DID@TPP- 
PEG-PE#Lips 细胞摄取率明显高于 DID@PEG-PE# 

Lips（P＜0.01）。该结果表明，TPP 阳离子能促进

药物的细胞摄取。 

表 4  不同质量浓度 AP@TPP-PEG-PE#Lips 对细胞摄取率

的影响 ( x s , n = 3) 
Table 4  Effects of different concentrations of AP@TPP- 
PEG-PE#Lips on cell uptake rate ( x s , n = 3) 

组别 t/h 细胞摄取率/% 组别 t/h 细胞摄取率/% 

DID 0 0.00±0.00 DID@PEG- 0 0.00±0.00 

 1 1.25±0.07 PE#Lips 1 19.11±0.74 

 2 1.61±0.11  2 31.25±0.89 

 3 1.87±0.13  3 35.14±0.91 

 4 1.92±0.14  4 36.27±0.68 

AP 0 0.00±0.00 DID@PPT-PEG- 0 0.00±0.00 

 1 1.46±0.05 PE#Lips 1 32.04±0.74 

 2 1.71±0.07  2 37.21±0.92 

 3 1.95±0.05  3 57.03±1.12 

 4 2.11±0.08  4 56.42±0.83 
 

       

A-不同时间点细胞摄取率  B-3 h 细胞摄取的流式细胞图  与 DiD@PEG-PE#Lips 比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
A-cell uptake rate at different time points  B-flow cytometry uptake at 3 h  *P < 0.05  **P < 0.01 vs DiD@PEG-PE#Lips 

图 4  胃癌 SGC7901 细胞对脂质体的细胞摄取 
Fig. 4  Cellular uptake of liposomes by gastric cancer SGC7901 cells 

细胞摄取率＝实验组药物摄取量/对照组摄取量 
2.4.2  细胞摄取方式考察  将胃癌 SGC7901 细胞

接种于 12 孔培养板中，培养 24 h，弃去培养液后，

然再分别加入 1 mL 不同质量浓度的抑制剂：150 

mg/mL 蔗糖（网格蛋白抑制剂）、5 μg/mL 环糊精（小

窝蛋白介导抑制剂）、50 mmol/L 2-D-去氧葡萄糖

（2-D-deoxyglucose，能量抑制剂）、50 μg/mL 秋水

仙碱（colchicine，微管形成抑制剂，巨胞饮抑制），

以不做抑制剂处理的细胞作为对照。流式细胞仪进

行检测各组荧光强度分析[18]。结果如图 5 所示，2- 
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图 5  胃癌 SGC7901 细胞对 DID@TPP-PEG-PE#Lips 的细

胞摄取方式 
Fig. 5  Cellular uptake of DID@TPP-PEG-PE#Lips by 

gastric cancer SGC7901 cells 

D-去氧葡萄糖和秋水仙碱处理组与对照组比较，

DID@TPP-PEG-PE#Lips 的细胞摄取率明显减少，

由此表明，该脂质体的细胞摄取方式属于能量依赖

过程，以细胞巨胞饮为主。 
2.5  线粒体靶向研究 

胃癌 SGC7901 细胞的前期处理过程同上，采用

DID@TPP-PEG-PE#Lips 和 DID@PEG-PE#Lips 与

胃癌细胞共同孵育 1、3 h 后，将细胞取出，以 50 

nmol/L 浓度 MitoTracker™ Green 染线粒体（绿色）

5 min，1 mg/mL Hoechst 33342 染细胞核（蓝色）5 

min，采用激光共聚焦显微镜观察脂质体进入细胞

后的胞内分布。结果见图 6-A 所示，绿色荧光的线

粒体与红色荧光的脂质体重合后显示为黄色，

DID@TPP-PEG-PE#Lips 的黄色深度明显高于

DID@PEG-PE#Lips，且具有较好的时间相关性，在

3 h 时黄色最为明显。定量结果见图 6-B，结果显示，

DID@TPP-PEG-PE#Lips 的泊桑分布值明显高于

DID@PEG-PE#Lips，2 组比较均具有极显著性差异

（P＜0.01），由此可见，TPP 阳离子能诱导脂质体靶

向聚集在线粒体周围，具有很好的线粒体靶向性。 
2.6  促肿瘤细胞凋亡作用 
2.6.1  细胞培养  胃癌 SGC7901 细胞接种于 24 孔

培养皿中，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中进行培养。 
2.6.2  铺板密度测定  铺板前使用 0.05%胰蛋白酶

（含 0.03% EDTA）消化，制成 1 mL 细胞悬液，取

10 μL 细胞悬液放于细胞计数板，在倒置显微镜下

进行细胞计数，计算铺板密度（铺板密度＝细胞数

目/10 μL）。 
2.6.3  细胞存活率测定  待胃癌 SGC7901 细胞长

至约 80%时，加入含有不同质量浓度药物的 1640

培养基。药物组设定有：AP、AP@PEG-PE#Lips

组、AP@TPP-PEG-PE#Lips 组，将其给药质量浓度 

 

 

与 DiD@PEG-PE#Lips 比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs DiD@PEG-PE#Lips 

图 6  DID@TPP-PEG-PE#Lips 和 DID@PEG-PE#Lips 的

线粒体靶向性 (A) 和泊桑分布系数 (B)  
Fig. 6  Mitochondrial targeting properties of (A) and 

Poisson distribution coefficient (B) of DID@TPP-PEG-PE# 

Lips and DID@PEG-PE#Lips 

设定为 0.5、1、2、4、8、16、32 μg/mL，紫外分光

光度计 570 nm 波长下检测各组的 A 值，对照只加

PBS，按公式计算细胞存活率（细胞存活率＝A 加药/  

A 对照），然后再计算各组的半数抑制浓度（half 

maximal inhibitory concentration，IC50）[19]。结果如

图 7 所示，给药后肿瘤细胞的生长得到了明显抑制，

尤 其 是 AP@TPP-PEG-PE#Lips ， 该 药 对 胃 癌

SGC7901 细胞有时间、质量浓度依赖性生长抑制效

果，随着作用时间和药物质量浓度的增加，AP@ 

TPP-PEG-PE# Lips 对胃癌细胞的生长抑制率明显

升高，在高质量浓度下、48 h 时的抗肿瘤效果最为

显著，IC50明显低于 AP@PEG-PE#Lips 和 AP 原料

药，该实验结果表明，AP@TPP-PEG-PE#Lips 能明

显增强药物抑制肿瘤细胞生长效果（表 5）。 
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图 7  AP、AP@PEG-PE#Lips 和 AP@TPP-PEG- PE#Lips

与胃癌细胞孵育 24 h (a)、48 h (b) 后细胞存活率 
Fig. 7  Cell survival rate after incubation of AP, AP@ 

TPP-PEG-PE#Lips and AP@PEG-PE#Lips with liver 

tumor cells for 24 h (a) and 48 h (b) 

表 5  AP、AP@PEG-PE 和 AP@TPP-PEG-PE 脂质体细胞

存活率的 IC50 ( x s , n = 3) 
Table 5  IC50 of cell viability of AP, AP@PEG-PE#Lips and 

AP@TPP-PEG-PE#Lips ( x s , n = 3) 

组别 
IC50/(μg∙mL−1) 

24 h 48 h 

AP 34.6±2.2 26.3±3.9 

AP@PEG-PE#Lips 22.7±3.1 12.4±2.2 

AP@TPP-PEG-PE#Lips 7.9±2.0 3.8±1.1 
 
2.6.4  胃黏膜上皮GES-1细胞的细胞毒性  胃黏膜

上皮 GES-1 细胞的处理过程同胃癌 SGC7901 细胞，

然后给予以下药物：AP@TPP-PEG-PE#Lips、AP@ 

PEG-PE#Lips，给药质量浓度分别设定为 2、4、8、

16 μg/mL，空白对照组为未加药，共同孵育 48 h 后，

添加 MTT 和二甲基亚砜，参照以上的方法计算各

组的细胞存活率，与空白对照组进行比较，其中 AP

由于具有水不溶性的特点，先将其溶解到 DMSO

中，配制成母液，再将其配制成 16 μg/mL，其中

DMSO 终浓度为 0.2%。结果如表 6 所示，不同质量

浓度下，AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@ PEG-PE# 

Lips 的细胞存活率差异不大，其中最高质量浓度 

表 6  AP、AP@PEG-PE#Lips 和 AP@TPP-PEG-PE#Lips 对胃黏膜上皮 GES-1 细胞毒性的影响 ( x s , n = 3) 
Table 6  Effects of AP, AP@PEG-PE#Lips and AP@TPP-PEG-PE#Lips on cytotoxicity of gastric epithelial GES-1 ( x s ,   

n = 3) 

组别 
细胞存活率/% 

2 μg∙mL−1 4 μg∙mL−1 8 μg∙mL−1 16 μg∙mL−1 32 μg∙mL−1 

AP@PEG-PE#Lips 95.7±1.9 94.8±1.5 95.2±2.3 95.4±2.2 96.1±2.5 

AP@TPP-PEG-PE#Lips 94.3±1.4 93.8±1.2 93.9±1.1 93.6±1.7 94.2±1.9 
 
16 μg/mL 时 AP@TPP-PEG-PE#Lips 的细胞存活率

仍然高达（93.6±1.7）%，AP@PEG-PE#Lips 为   

（95.4±2.2）%，由此表明，AP@TPP-PEG-PE#Lips

对正常胃黏膜上皮 GES-1 细胞毒性比较小，具有较

好的生物相容性。 
2.6.5  Hoechst 33258 染色  取适量对数生长期的

胃癌 SGC7901 细胞，培养于 24 孔培养皿中，待细

胞生长至约 80%时，加入药物组进行处理，具体分

组同“2.6.4”项，Hoechst 染色方法参考官娟等报

道[20]，采用 5% Hoechst 33258 对细胞进行染色，通

过统计软件计算 Hoechst 染色率，即活细胞的比率。

实验结果见图 8，与对照组相比，所有给药组的胃

癌细胞均出现了形态变化现象，尤其是 AP@TPP- 
PEG-PE#Lips 处理组，该组的细胞核出现了颜色变 

 

**P＜0.01 

图 8  AP、AP@PEG-PE#Lips 和 AP@TPP-PEG-PE#Lips

的 Hoechst 染色 
Fig. 8  Hoechst staining of AP, AP@TPP-PEG-PE#Lips 

liposomes and AP@ PEG-PE#Lips 
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暗、有些出现了碎块状致密浓染，Hoechst 染色率

最高，该结果提示，AP@TPP-PEG-PE#Lips 组具有

很好的抑制肿瘤细胞生长效果。 
2.6.6  活性氧水平   取适量对数生长期的胃癌

SGC7901 细胞，细胞处理和给药同“2.6.5”项，药

物与肿瘤细胞孵育 48 h 后，收集细胞，加入 10 

μmol/L 2′,7′-二氯荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA）荧

光探针作用 30 min，然后以 PBS 洗涤 2～4 次，除

去细胞表面残留的 DCFH-DA，DCFH-DA 正常情况

下无荧光，进入细胞内后分解为 DCFH，当细胞内

的活性氧升高时，DCFH 与活性氧反应生成带荧光

的二氨基荧光素（DCF），可以采用流式细胞技术检

测 DCF 荧光的强度，从而可以检测细胞内活性氧 

水平。 
结果见表 7 所示，AP@TPP-PEG-PE#Lips 组的

DCF 荧光强度最高，明显高于其余 3 组，具有显著

性差异（P＜0.01），由此表明，AP@TPP-PEG-PE# 

Lips 组可以明显增加肿瘤细胞内活性氧水平，激活

线粒体途径诱导 Caspase 家族依赖的细胞凋亡，故

具有很好的抑制肿瘤细胞生长效果。 
2.6.7  Caspase-3 活性  胃癌 SGC7901 细胞处理和

给药同“2.6.5”项，收集细胞，弃上清培养液，再

采用 PBS 漂洗干净，具体步骤参考 Caspase-3 活性

检测试剂盒。采用酶联免疫检测仪，设置波长为 405 

nm，测定该波长下的 A 值。结果见表 7 所示，与对

照组比较，给药组的 Caspase-3 活性升高，其中，

AP@TPP- PEG-PE#Lips 组的 Caspase-3 活性最高，

验证了 TPP-PEG-PE#Lips 将较多的 AP 递送到线粒

体部位，激活 Caspase 家族依赖细胞凋亡，故细胞

液中释放的 Caspase-3 显著增加。 
2.6.8  线粒体膜电位  胃癌 SGC7901 的孵育及各

组给药处理同“2.6.5”项方法，给药完成后收集肿

瘤细胞，采用常用的 JC-1（10 μg/mL）荧光探针检

测线粒体膜电位[21]，以流式细胞仪检测荧光进行分

析[22]。结果见表 7，以对照组红/绿荧光强度比值为

基准，给药组的该组比值与对照组进行比较，AP@ 

表 7  AP、AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips 促肿瘤细胞凋亡的比较 ( x s , n = 3) 
Table 7  Comparison of ROS levels, Caspase-3 activity and mitochondrial membrane potential of AP, AP@TPP-PEG-PE 

liposomes and AP@PEG-PE liposomes in promoting tumor cell apoptosis ( x s , n = 3) 

组别 DCF 荧光强度 Caspase-3 活性 红荧光强度 绿色荧光强度 线粒体膜电位 

对照 1 980.35±213.42 1.08±0.12 3 710.35±192.41 1 035.56±67.31 100.00±6.45 

AP 3 521.49±137.53* 1.23±0.11 3 326.26±101.32 1 214.32±58.45 82.56±7.51 

AP@PEG-PE#Lips 5 124.38±172.41**## 3.06±0.24**## 3 134.27±98.45* 1 467.38±74.59* 65.42±7.24*# 

AP@TPP-PEG-PE#Lips 8 000.46±154.83**##▲▲ 4.01±0.37**##▲▲ 2 874.39±87.36*# 2 104.56±82.45**##▲▲ 43.58±8.13**##▲▲ 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 AP 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与 AP@PEG-PE#Lips 组比较：

▲▲
P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group;  #P < 0.05  ##P < 0.01 vs AP group; 
▲▲

P < 0.01 vs AP@PEG-PE#Lips group 

TPP-PEG-PE#Lips 组的荧光比值最小，故促肿瘤细

胞凋亡效果最优。 
2.6.9  Bax、Bcl-2 蛋白表达  胃癌 SGC7901 的孵

育及各组给药处理同“2.6.5”项，对照组为含 10%

胎牛血清培养基取代药物。采用 Western blotting 方

法检测[23]。以 β-actin 作内参，用 Image J 图像分析

软件计算光密度。结果如图 9 所示，与对照组比较，

给药组均可明显降低抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达，提高

促凋亡蛋白 Bax 表达；其中，AP@TPP-PEG-PE#Lips

组调节凋亡相关蛋白的表达效果最明显，与另外 2

个给药组比较均存在显著性差异，考虑到 Bax 和

Bcl-2 是线粒体凋亡途径的主要相关蛋白，据此推

测，TPP-PEG-PE#Lips 有助于将大量药物靶向聚集

再线粒体部位，启动细胞凋亡通路，从而，导致了

相应凋亡蛋白出现了明显的改变。 

2.7  AP@TPP-PEG-PE#Lips 作用胃癌模型小鼠的

效果 
在确认 AP@TPP-PEG-PE#Lips 体外对胃癌细

胞具有促细胞凋亡后，进一步验证 AP@TPP-PEG- 
PE#Lips 在胃癌皮下瘤 BALB/C 小鼠体内生物分布

情况。选取 60 只 4～5 周龄的 Balb/c 裸鼠，将其置

于 SPF 级动物房饲养，sc 约 0.1 mL 2×106/mL 

MKN45 细胞悬浮液于裸鼠左侧腹股沟处，待皮下

瘤长至 100 mm3 左右。按照随机分组原则，将胃癌

荷瘤小鼠随机分成 4 组，对照（生理盐水）组、AP

组（16 mg/kg）、AP@PEG-PE#Lips 组（16 mg/kg）

和 AP@TPP-PEG-PE#Lips 组（16 mg/kg），每组 15

只，分别在第 0、4、8 天向荷瘤小鼠尾部给予药物。

给药后每天称量小鼠体质量，测量小鼠皮下瘤瘤径，

皮下瘤体积计算公式：体积＝1/2×长度×宽度 2； 
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*P＜0.05  **P＜0.01 

图 9  AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips 促肿

瘤细胞凋亡蛋白的表达 ( x s , n = 3) 
Fig. 9  Comparison of AP@TPP-PEG-PE#Lips and AP@ 

PEG-PE#Lips in promoting tumor cell apoptosis protein 

expression ( x s , n = 3) 

相对肿瘤体积＝第 n 天肿瘤体积（Vt）－第 0 天肿

瘤体积（V0）。给药 30 d 后，脊椎脱臼法处死小鼠，

称量皮下瘤质量。结果如图 10-a、c、d 所示，对照

组 和 AP 组 小 鼠 ， 皮 下 肿 瘤 增 长 较 快 ；

AP@TPP-PEG- PE#Lips 组和阳性对照组能很好地

抑制肿瘤生长；AP@ PEG-PE#Lips 组缓慢抑制肿瘤

生长。如图 10-b 所示，4 组小鼠体质量差异不显著。

结果表明 AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE# 

Lips 对胃癌肿瘤有显著效果，且无明显毒性。 
2.8  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在胃癌皮下瘤模型小

鼠中的体内安全性评估 
上述抑瘤实验完成后，收集各组小鼠的脾脏、

心脏、肾脏、肝脏和肺脏等主要器官以及皮下瘤，

将其完全浸入至 4%甲醛固定 24 h，制作石蜡切片，

进行 HE 染色[23]。结果如图 11 所示，给药后对照组、

AP 组（16 mg/kg）、AP@PEG-PE#Lips 组（16 mg/kg）

和 AP@TPP-PEG-PE#Lips 组（16 mg/kg）对胃癌皮

下瘤小鼠主要器官均无显著损伤。这些结果进一步

说明 AP@TPP-PEG-PE#Lips 在哺乳动物体内应用

时安全且毒性小。 
2.9  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在胃癌皮下瘤模型小

鼠中的作用机制研究 
2.9.1  活性氧水平  收集各组小鼠的皮下瘤，胰酶

消化成悬浮细胞后，按照“2.6.6”项中具体操作方 

 

 

 

 

a-皮下瘤的大体图片  b-小鼠体质量曲线  c-皮下瘤体积生长

曲线  d-皮下瘤质量 
a-general picture of subcutaneous tumor  b-mice weight curve  

c-subcutaneous tumor volume growth curve  d-weight of 

subcutaneous tumor 

图 10  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在胃癌皮下瘤模型中的体

内抗肿瘤效果 ( x s , n = 3) 
Fig. 10  In vivo anti-tumor effect of AP@TPP-PEG-PE# 

Lips in gastric cancer subcutaneous tumor model ( x s ,  

n = 3) 

式，检测细胞内活性氧水平。结果如表 8 所示，AP@ 

TPP-PEG-PE#Lips 组的 DCF 荧光强度明显高于其

他组，具有显著性差异（P＜0.01）。由此表明，AP@ 

TPP-PEG-PE#Lips 组在体内也可以明显增加肿瘤细

胞内活性氧水平，抑制肿瘤生长。 
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图 11  AP@TPP-PEG-PE#Lips 在胃癌皮下瘤模型中的体内细胞毒性评估 
Fig. 11  In vivo cytotoxicity assessment of AP@TPP-PEG-PE#Lips in gastric cancer subcutaneous tumor model 

表 8  AP、AP@TPP-PEG-PE#Lips 和 AP@PEG-PE#Lips 促胃癌皮下瘤细胞凋亡的比较 ( x s , n = 3) 
Table 8  Comparison of andrographolide, AP@TPP-PEG-PE#Lips and AP@PEG-PE#Lips in promoting apoptosis of gastric 

cancer subcutaneous tumor cells ( x s , n = 3) 

组别 DCF 荧光强度 Caspase-3 活性 线粒体膜电位/mV 

对照 2 000.41±82.56 1.34±0.15 100.00±1.18 

AP 4 245.89±147.62** 2.05±0.18* 81.67±5.78* 

AP@PEG-PE#Lips 5 057.85±186.34**# 2.89±0.23**# 63.38±5.12*# 

AP@TPP-PEG-PE#Lips 7 981.82±146.90**##▲▲ 3.75±0.31**##▲ 45.05±7.21**##▲ 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 AP 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与 AP@PEG-PE#Lips 组比较：

▲
P＜0.05  

▲▲
P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group;  #P < 0.05  ##P < 0.01 vs AP group; 
▲

P < 0.05  
▲▲

P < 0.01 vs AP@PEG-PE#Lips group 

2.9.2  Caspase-3 活性  收集各组小鼠的皮下瘤，胰

酶消化成悬浮细胞后，按照“2.6.7”项中具体操作

方式，检测细胞内 Caspase-3 活性。结果见表 8 所

示，AP@TPP-PEG-PE#Lips 组的的 Caspase-3 活性

明显高于其他组，具有显著性差异（P＜0.05、0.01）。

这个结果进一步说明，TPP-PEG-PE#Lips 将较多的

AP 递送到线粒体部位，激活 Caspase 家族依赖细胞

凋亡，故细胞液中释放的 Caspase-3 显著增加。 
2.9.3  线粒体膜电位  收集各组小鼠的皮下瘤，胰

酶消化成悬浮细胞后，按照“2.6.8”项中具体操作

方式，检测线粒体膜电位。结果见表 8，以对照组

红/绿荧光强度比值为基准，与对照组进行比较，

AP@TPP-PEG-PE#Lips 组的荧光比值最小，故促肿

瘤细胞凋亡效果最优。 
3  讨论 

胃癌作为临床上高发的一种恶性肿瘤，对其治

疗手段目前主要以手术、化疗和放疗为主。化疗和

放疗治疗效果差；手术对患者身体损伤较大，且术

后并发症多发，这些都是胃癌治疗急需解决的难  

题[24-26]。AP 根源于中医“扶正祛邪”科学理念，

对恶性肿瘤细胞具有很好的杀伤作用。研究发现，

AP 通过启动线粒体凋亡通路，显著抑制胃癌细胞

的生长[27-29]。因此，可以构建一种新型靶向给药系

统，将 AP 精确递送到肿瘤部位中细胞线粒体内。

这对于提高该药物的抗肿瘤效果具有重要意义，同

时也为如何治疗胃癌等顽固性肿瘤提供了新的研究

思路。 
增强药物的疗效，改善药物的成药性一直是制

剂学研究的热点。本研究以 AP 为研究对象，针对

该药存在的水难溶性问题，采用脂质体药物载体进

行包裹，提高 AP 的溶解性和抗肿瘤活性。针对该

药能上调胞内活性氧水平促使线粒体膜电位崩溃，

释放大量的 Caspase-3 进入细胞液中，迅速启动线

粒体凋亡通路，促发肿瘤细胞凋亡。故本研究采用

具有线粒体靶向功能的 TPP 阳离子，介导脂质体药

物载体进入线粒体，制备了 AP@TPP-PEG-PE# 

Lips。AP@TPP-PEG-PE#Lips 粒径为（23.8±1.7）

nm，Zeta 电位为（30.2±1.1）mV，在电镜下表现

肾脏             肺              心脏             肝脏             脾脏 

对照 
 
 
 
AP 
 
 
 
 
AP@PEG-PE#Lips 
 
 
 
AP@TPP-PEG-PE#Lips 
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为明显核壳球状结构，稳定性良好，溶血率微乎其

微，体外释放具有很好的缓释性能，有助于提高药

物在体内的存留时间。 
细胞摄取试验结果表明，TPP-PEG-PE#Lips 可

以明显促进药物的细胞摄取，且具有较好的时间依

耐性，一方面由于脂质体的磷脂与细胞膜的磷脂双

分子层能很好的融合，有助于细胞膜的摄取脂质体；

另外一方面是由于 TPP-PEG-PE#Lips 的正电荷性，

可以与带副电荷的细胞膜相互吸引，借助于正负电

荷的吸引，促进脂质体的跨膜转运；在细胞摄取方

式研究方面，秋水仙碱能够通过抑制微管形成从而

抑制巨胞饮途径，2-D-去氧葡萄糖是细胞无法利用

的碳源，50 mmol/L 时可阻断糖酵解，与对照组比

较，DID@TPP-PEG-PE#Lips 的细胞摄取率明显减

少，由此表明，该脂质体的细胞摄取方式属于能量

依赖过程，以细胞巨胞饮为主；药物进入细胞后，

由于 TPP 阳离子的正电荷，被带负电荷线粒体膜的

吸引，故 DID@TPP-PEG-PE#Lips 可借助于正负电

荷吸引效应，聚集在肿瘤细胞线粒体周围，从而实

现了药物的线粒体传输。 
目前已经文献证实细胞膜带 30～60 mV 负电

荷，线粒体内膜带 150～180 mV 负电荷，两者负电

荷的叠加作用，可促使 TPP 阳离子聚集于线粒体的

能力提高 100～500 倍，同时还能克服高黏度细胞液

的阻碍，很大程度上提高肿瘤药物进入线粒体的效

率，从而增强了药物抗肿瘤效果[10-11]。为了验证此

推测，本研究进行了 AP@TPP-PEG-PE#Lips 促肿瘤

细胞凋亡的药效试验，与 AP 和 AP@PEG- PE#Lips

比较，细胞毒试验显示 AP@TPP-PEG-PE# Lips 能

够明显抑制胃癌细胞的生长，且对正常的毒性较小，

具有良好的生物相容性，正好验证了中医药“扶正

祛邪，祛邪不伤正”的优越性；Hoechst 33258 染色

试验很直观的揭示了 AP@TPP-PEG-PE# Lips 诱导

肿瘤细胞凋亡的效果良好，明显高于其余 2 个给药

组；线粒体凋亡机制试验结果显示，AP@TPP-PEG- 
PE#Lips可以显著升高细胞内ROS水平和Caspase-3
活性，降低线粒体膜电位，明显降低抗凋亡蛋白

BCl-2 表达，提高促凋亡蛋白 Bax 表达。同时，还

进行了胃癌皮下瘤实验，结果发现 AP@ TPP-PEG- 
PE#Lips 能显著抑制胃癌肿瘤体积，而不影响小鼠

体质量；进一步分析其机制，发现与体外实验结果

类似，可以升高细胞内活性氧水平和 Caspase-3 活

性，降低线粒体膜电位等。 

综上所述，AP@TPP-PEG-PE#Lips 的粒径较

小，稳定性良好，具有良好的生物相容性和线粒体

靶向性，能显著增强药物促肿瘤细胞凋亡和抑制肿

瘤生长作用。 
利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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