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肝癌细胞膜嵌合的 TPP 修饰载羟基喜树碱脂质体的制备及抗肿瘤作用  
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摘  要：目的  制备肝癌细胞膜嵌合的 TPP 修饰 HCPT 脂质体（HCPT@T/HM-L），将 HCPT 高效递送到肝癌细胞线粒体，

充分发挥药物在靶细胞器的药效作用。方法  采用薄膜水化法制备 HCPT@T/HM-L，以挤压法将肝癌细胞膜嵌合在脂质体

膜上，测定粒径、ζ 电位、电镜进行表征；然后检测体外释放、溶血；以香豆素 6 为荧光探针，探索其胞内转运、线粒体靶

向效果；最后从肿瘤细胞和荷瘤小鼠模型上，系统性评价肝癌细胞膜嵌合的 HCPT@T/HM-L 抗肿瘤效果。结果  HCPT@T/ 

HM-L 在电镜下呈现为规则圆球、具有“核-壳”状结构，粒径大约为（162.7±5.8）nm，ζ 电位为（12.4±1.8）mV；HCPT@T/HM-

L 能促进载药系统的细胞摄取和靶向进入线粒体；细胞药效结果显示，HCPT@T/HM-L 能很大程度上抑制肝癌细胞的生长，

降低线粒体膜电位、升高细胞内 ROS 和 Caspase-3 水平，降低抗凋亡蛋白 Bcl-2，提高促凋亡蛋白 Bax 表达，从而增强药物

促进肝癌细胞的大量凋亡；荷瘤小鼠结果显示，HCPT@T/HM-L 能明显抑制皮下瘤的生长，促使肿瘤细胞线粒体出现严重的

功能障碍，从而促进肿瘤细胞的大量凋亡；细胞和动物试验结果均显示，HCPT@T/HM-L 具有很好的抗肿瘤效果，明显优于

其他组，这可能与肝癌细胞膜的融合以及 TPP 阳离子的线粒体靶向作用有关。结论  HCPT@T/HM-L 可以高效递药到肝癌

细胞线粒体，促进肿瘤细胞的大量凋亡，在精确治疗肿瘤方面具有较好的临床转化潜能。 
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Abstract: Objective  To prepare TPP-modified 10-hydroxycamptothecin liposomes (HCPT@T/HM-L) embedded in liver cancer cell 

membranes for the efficient delivery of hydroxycamptothecin to mitochondria of hepatocellular carcinoma cells to give full play to the 

efficacy of the drug in the target organella. Methods  TPP-modified 10-hydroxycamptothecin liposomes were prepared by thin film 

hydration method, and liver cancer cell membranes were embedded on liposome membranes using the extrusion method, and 

characterized by particle size, ζ potential and electron microscopy; Then in vitro release and hemolysis were detected; Coumarin 6 was 

used as a fluorescent probe to explore its intracellular transport and mitochondrial targeting effects; Finally, the anti-tumor effects of 

chimeric TPP-modified 10-hydroxycamptothecin liposomes were systematically evaluated in tumor cells and tumor-bearing mice. 

Results  HCPT@T/HM-L exhibited regular spheres with a “core-shell” structure under electron microscopy. The particle size was 

approximately (162.7 ± 5.8) nm, and the ζ potential was (12.4 ± 1.8) mV. The efficacy results showed that HCPT@T/HM-L largely 

inhibited the growth of hepatocellular carcinoma cells, decreased mitochondrial membrane potential, increased intracellular ROS and 

Caspase-3 levels, decreased anti-apoptotic protein Bcl-2, and increased the expression of pro-apoptotic protein Bax, thus enhancing 
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the promotion of massive apoptosis of hepatocellular carcinoma cells by the drug; the results in ruminant mice showed that 

HCPT@T/HM-L significantly inhibited the growth of subcutaneous tumors and induced severe mitochondrial dysfunction in tumor 

cells, thus promoting massive apoptosis of tumor cells; Both cellular and animal test results showed that HCPT@T/HM-L had a great 

anti-tumor effect, which was significantly better than other groups, which might be related to the fusion of liver cancer cell membranes 

and the mitochondrial targeting effect of TPP cations. Conclusion  HCPT@T/HM-L could efficiently deliver drugs to the 

mitochondria of hepatocellular carcinoma cells and promote massive apoptosis of tumor cells, which has good clinical translational 

potential in the precise treatment of tumors. 

Key words: hepatocellular carcinoma cell membrane chimerism; TPP cation; 10-hydroxycamptothecin; liposome; mitochondrial 

targeting; tumor cell apoptosis 

 

羟基喜树碱（10-hydroxycamptothecin，HCPT）

是从植物喜树中提取的一种吲哚类生物碱，HCPT

不仅可以选择性抑制拓扑异构酶 I，干扰细胞核

DNA 复制；还能诱发细胞线粒体功能障碍，导致线

粒体膜电位降低，细胞内活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）水平升高，释放细胞色素 C，引起肿

瘤细胞大量凋亡[1-2]。目前 HCPT 在治疗肝癌、肺癌、

宫颈癌等多种恶性肿瘤方面具有较好的临床疗效
[3]，但是该药物存在水难溶性，体内半衰期短，缺乏

肿瘤细胞线粒体靶向性等问题，严重影响了该药物

在临床上的预期疗效[4]。因此，寻求一种能提高药

物的水溶性、增强 HCPT 的肿瘤细胞线粒体靶向性，

对于提高 HCPT 的临床疗效具有重要意义。 

肿瘤组织血管丰富、内皮间隙较正常组织大，

普通脂质体难以进入细胞排列致密的正常组织，可

滞留在结构疏松、细胞间隙增大的肿瘤组织，故在

肿瘤部位具有较好的高渗透长滞留效应（enhanced 

permeability and retention effect，EPR）[5]。尽管如

此，这些脂质体属于人工合成的载药系统，可能会

激活巨噬细胞等免疫细胞，被当作“外来物质”予

以清除。另外，被动靶向在肿瘤部位的富集量也受

制于肿瘤部位间隙较大的微环境结构，靶向效率有

限[6-7]。据报道，癌细胞膜包被的仿生给药系统依靠

同源主动靶向和无免疫原性，可以逃逸免疫系统的

捕获，靶向肿瘤细胞；在此基础上带正电荷的三苯

基膦（triphenylphosphine，TPP），可以吸附带负电

荷的肿瘤细胞膜和线粒体膜，促进药物载体靶向肿

瘤细胞线粒体，促使药物在线粒体部分充分发挥药

效[8]。因此，本研究拟采用肝癌细胞膜包被脂质体

提高 HCPT 的肿瘤细胞靶向性，再借助于 TPP 阳粒

子的线粒体靶向性，将 HCPT 高效递送到肝癌细胞

线粒体效应部位，充分发挥药物精确作用于靶细胞

器的优势，诱发肿瘤细胞线粒体功能障碍，从而很

大程度上增强 HCPT 诱导肝癌细胞凋亡效果。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Mastersizer 3000 型马尔文粒径分析仪、Agilent 

1260 型高效液相色谱仪，美国 Agilent 公司；Tundra 

Cryo-TEM 型透射电子显微镜（TEM），赛默飞世尔

科技公司；XPR226CDR/AC 型电子分析天平，梅特

勒-托利多仪器上海有限公司；LSM 900 型激光共聚

焦显微镜，卡尔蔡司光学（中国）有限公司；Cyto 

FLEX 型流式细胞仪，美国贝克曼库尔特有限公司。 

1.2  药品与试剂 

羟基喜数碱，批号 PS2207，质量分数＞98.0%，

成都普思生物科技股份有限公司；大豆卵磷脂，批

号 CB1242041，质量分数＞98.0%，上海源叶生物科

技有限公司；胆固醇，批号 KJ221094，质量分数＞

95.0%，默沙克生物科技有限公司；甲氧基聚乙二 

醇 - 聚己内脂 - 氨基（ PEG2K-PCL-NH2 ），批号

20221209，质量分数＞95.0%，西安瑞喜生物科技有

限公司；三苯基膦，批号 20220919，质量分数＞

98.0%，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；绿色荧

光香豆素-6（coumarin-6，C6），批号 20220513，质

量分数＞98.0%，上海麦克林生化科技股份有限公

司；超滤离心管，截留相对分子质量 10 000，购自

Millipore 公司；线粒体红色荧光探针（Mito- Tracker 

Red），批号 TS20221107，赛默飞世尔科技公司；

DAPI 溶液，批号 20220918，北京索莱宝科技有限

公司；Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒，批号A11015，

上海泽叶生物科技有限公司；其他试剂均为分析纯。 

1.3  细胞 

人源肝癌细胞系 HepG2 细胞由郑州大学医学

院病理生理学教研室提供。 

2  方法与结果 

2.1  TPP-PEG-PCL 的合成和鉴定 

参照文献方法[9]，精确称取 5.4 mg TPP、5.1 mg 

EDC 和 3.1 mg NHS 置于二口烧瓶中，加入 10 mL
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二氯甲烷，在避光的环境下，反应 2 h 促使 TPP 的

羧基活化。然后再加入 30 mg PEG2K-PCL-NH2与羧

基进行酯化反应，从二口烧瓶开口处持续通入适量

的氩气进行保护，室温反应 24 h，再采用透析方法

除去小分子物质，将透析纯化后的溶液冷冻干燥，

最终得到TPP-PEG-PCL，收率大约 70%，采用HPLC

检测纯度大约 95%（峰面积比）。采用核磁对化学结

构进行鉴定，结果见图 1 所示，TPP 的三苯环峰大

约在 δ 7.5 左右，PEG 和 PCL 的特征峰分别在 δ 3.5

和 δ 1.4 左右，由此标明，TPP-PEG-PCL 高分子聚

合物已经合成。 

 

图 1  TPP-PEG-PCL 的 1H-NMR 图谱 

Fig. 1  1H-NMR spectrum of TPP-PEG-PCL 

2.2  TPP 修饰载药脂质体的制备 

参照文献方法[9]，精确称取 HCPT 2 mg、胆固

醇 4.4 mg、卵磷脂 17.1 mg、TPP-PEG2K-PCL 20 mg，

采用 30 mL 色谱甲醇溶解，置于旋转蒸发仪上，设

定水浴温度为 40 ℃，旋转蒸发除去有机溶剂，再

采用 10 mL PBS 进行水化，水化温度约 30 ℃，以

0.22 µm 针头式过滤器滤过 4～5 次，即可制备 TPP

修饰的载 HCPT 脂质体（HCPT loaded liposomes 

modified by TPP，HCPT@T-L）。 

2.3  人肝癌细胞膜的制备 

参照文献方法[10]，取人源肝癌细胞系 HepG2 细

胞，加入到含有 10% FBS 的 DMEM 细胞培养体系

中，于 37 ℃、5% CO2培养条件下进行培养。待培

养细胞长至约 80%丰度时，离心收集细胞，吸除上

清，收集细胞沉淀。采用适量冰浴预冷的 PBS 轻轻

重悬细胞沉淀，洗涤细胞 2～3 次，将含有膜蛋白抽

提试剂加入到沉淀细胞中，充分悬浮细胞，再用配

好的 Tris 低渗溶液反复吹打，采用超声波细胞破碎

仪将细胞充分破碎，取破碎后的细胞悬浮液，4 ℃

条件下，1000×g 离心 10 min，去除未破碎的细胞

和细胞核；取上清液再以 8000×g 离心 10 min，去

除下层线粒体；小心收集上清液转移至新的离心管

中，再在 4 ℃条件下，以 20 000×g 超高速离心 60 

min，取沉淀，加入生理盐水涡旋即得人源肝癌细胞

系 HepG2 细胞膜悬液（HepG2 cell membrane，HM）。

采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测所得细胞膜的

总蛋白，于−80 ℃冰箱保存备用。 

2.4  人肝癌细胞膜嵌合TPP修饰载药脂质体的制备 

参照文献方法[9,11]，将以上制备的人源肝癌细

胞系 HepG2 细胞膜悬液和 TPP 修饰载药脂质体，

按照 1∶2 体积比混合，采用 Avanti 微型挤出器通

过挤膜器（400、100 nm），大概来回 20 余次反复挤

压，即可获得粒径比较均一的人肝癌细胞膜嵌合

TPP 修饰载药脂质体（HCPT@T/HM-L）。 

2.5  HCPT@T/HM-L 的表征 

2.5.1  形态学观察  将 HCPT@T/HM-L 采用生理

盐水稀释，超声分散 10 min 后，滴于覆盖碳膜的铜

网上，电吹风吹干，采用 TEM 观察脂质体的微观形

态，结果如图 2-A 所示。TEM 结果显示，HCPT@ 

T/HM-L 大致表现为规则的圆球型，呈现为明显的

“核-壳”状结构，由此推测，人源肝癌细胞系 HepG2

细胞膜能较好的嵌合在脂质体外壳的表面。 

2.5.2  膜蛋白检测  以 SDS-PAGE 电泳方法，采用

考马斯蓝对人源肝癌细胞系 HepG2 细胞，HepG2 细

胞膜、HCPT@T/HM-L 进行膜蛋白表征，结果如图

2-B所示。SDS-PAGE电泳结果显示，HCPT@T/ HM-

L 膜嵌合后仍保持与源细胞膜特征性蛋白，蛋白条

带与源细胞膜一致，由此推测，HCPT@T/HM-L 膜

嵌合功能性蛋白，如 CD47、Galectin-3 等可能基本

保留[9]。 

2.5.3  粒径分布和 ζ 电位测定  以移液枪吸取少量

HCPT@T/HM-L，采用马尔文粒径分析仪测定脂质  

   

a-HepG2 细胞  b-HepG2 细胞膜  c-HCPT@T/HM-L 

a-HepG2 cells  b-HepG2 cells membrane  c-HCPT@T/HM-L 

图 2  HCPT@T/HM-L 的 TEM 图 (A) 和膜蛋白检测 (B) 

Fig. 2  TEM diagram (A), membrane protein detection (B) 

of HCPT@T/HM-L 

8.5          6.5          4.5          2.5          0.5 

δ 

1.1×105 

6.8×104 

4.3×104 

1.5×104 100 nm 

 

A                             B 

 

a     b     c 
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体的粒径分布及 ζ 电位，结果如图 3 所示。马尔文

粒径仪检测结果发现，HCPT@T/HM-L 的粒径大约

为（162.7±5.8）nm，ζ 电位为（12.4±1.8）mV，两

者均呈良好的正态分布，由此推测 HCPT@T/HM-L

整个体系粒子大小相对比较均一，分散性较好。  

 

 

图 3  HCPT@T/HM-L 的粒径 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 3  Particle size (A) and ζ potential (B) of HCPT@T/ 

HM-L 

2.5.4  膜嵌合状态表征  将带红色荧光的DiR载入

人肝癌细胞膜嵌合 TPP 修饰脂质体（DiR@T/HM- 

L），人肝癌细胞膜采用绿色荧光的 DiO 进行标记，

在激光共聚焦显微镜下进行观察，由图 4 可见两者

能很好的重合在一起，显示明显的黄色，由此表明，

人肝癌细胞膜与脂质体外周大豆卵磷脂很好的嵌合

在一起。 

2.5.5  载药量和包封率  吸取 HCPT@T/HM-L 溶

液 5 mL，置于超滤离心管内，采用 12 000 r/min 高

速离心 5 min，离心出来的脂质体外游离的 HCPT，

截留在超滤离心管内的 HCPT@T/HM-L，加入数倍

体积的甲醇，40 ℃水浴下溶解 5 min 破坏脂质体结

构，从而促使 HCPT 从脂质体中解离出来，参照文

献方法[11]，测定脂质体外周游离的 M 外、脂质体包

封的 HCPT 质量（M 内），将 HCPT@T/HM-L 溶液

冷冻干燥，称质量计为 M，按照下列公式计算 HCPT 

@T/HM-L 的载药量和包封率。结果 HCPT@T/HM- 
 

 

图 4  HCPT@T/HM-L 的膜融合状态 

Fig. 4  Membrane fusion state of HCPT@T/HM-L 

L 的载药量为（6.2±1.4）%，包封率为（81.5±2.6）%。 

载药量＝M 内/M 

包封率＝M 内/(M 外＋M 内) 

M 内为脂质体包封的 HCPT 质量，M 外为离心后游离 HCPT

质量，M 为 HCPT@T/HM-L 质量 

2.6  体外评价 

2.6.1  红细胞溶血  取大鼠血液，3000 r/min 离心

（离心半径为 15 cm）10 min 除去血浆，取下层血细

胞，制成 5%的红细胞悬液，然后与含 HCPT 系列

质量浓度的 HCPT@ T/HM-L 溶液（800、400、200、

100、50、30 μg/mL）进行等体积混合，于 37 ℃培

养箱中共同孵育 2 h，2000 r/min 离心（离心半径为

10 cm）5 min，取上层血红素测定吸光度，以空白

PBS 为阴性对照，蒸馏水为阳性对照，测定各样品

的红细胞溶血率，各样品平行 3 份，图 5 结果显示，

HCPT@T/HM-L 的红细胞溶血率相对较低，基本少

于 5%以下，可用于注射给药。 

 

图 5  HCPT@T/HM-L 的红细胞溶血率 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Erythrocyte hemolysis rate of HCPT@T/HM-L 

( x s , n = 3) 

2.6.2  体外释放  取 500 μg HCPT、HCPT@L、

HCPT@HM-L 和 HCPT@T/HM-L（脂质体均含 500 

μg HCPT），置于 Spectrum Labs 透析袋（截留相对

分子质量为 3000）中，两端扎紧，置于 100 mL pH 

7.4 PBS 缓冲溶液中，并加入聚山梨酯 80 作为表面

活性剂，增加 HCPT 在水中的溶解度，以确保在释

放过程中达到漏槽条件。将水温调节为 37 ℃，设

置系列时间点 1、3、6、9、12、18、24、48、72、

96 h 取样 0.5 mL，同时补充等体积的 PBS，计算

HCPT@T/HM-L 中 HCPT 的累积释放率，各时间点

样品平行 3 份，结果见图 6，游离的 HCPT 释放较

快，HCPT@L 和 HCPT@T/HM-L 释放都较为缓慢，

其中以 HCPT@T/HM-L 释药速率最慢，表现为良好

的缓释性能，可能与 HepG2 细胞膜嵌合后，阻碍了 
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图 6  HCPT@T/HM-L 的体外释药特征 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  In vitro drug release characteristics of HCPT@T/ 

HM-L ( x s , n = 3) 

药物的释放有关。 

2.7  细胞摄取 

鉴于 HCPT 无荧光，本研究采用绿色荧光 C6

载入脂质体中，即可制备载 C6 普通脂质体（C6@ 

L）、载 C6 膜嵌合脂质体（C6@HM-L）、载 C6 膜嵌

合 TPP 修饰脂质体（C6@T/HM-L），将这些脂质体

与游离香豆素 6 与人源肝癌细胞系 HepG2 细胞共

同孵育 4 h，以添加等体积 PBS 作为空白对照，采

用荧光显微镜定量检测人源肝癌细胞系 HepG2 细

胞定量摄取香豆素 6 的荧光强度，各组平行 3 份，

计量数据用 x s 表示，多组间比较采用单因素方差

分析（ANOVA），组间均数差异采用 Student’s t-test

进行检验（以下统计方法同上），代表性流式特征见

图 7，表 1 结果显示 C6@HM-L 的荧光强度值也相

对较高，由此推测，人源肝癌细胞系 HepG2 细胞膜

融合作用，可能促进了药物的细胞摄取；而 C6@T/ 

HM-L 的荧光强度最高，明显高于其他各组，具有

显著性差异，这可能与膜同源性有利于脂质体的融

合，再由 TPP 阳离子吸附负电荷细胞膜，进一步促 
 

 

图 7  C6@T/HM-L 的细胞摄取荧光特征 (n = 3) 

Fig. 7  Fluorescence characteristics of cellular uptake of 

C6@T/HM-L (n = 3) 

表 1  各组细胞荧光摄取强度 ( x s , n = 3) 

Table 1  Fluorescence uptake intensity of cells in each group 

( x s , n = 3) 

组别 荧光强度/AU 组别 荧光强度/AU 

对照 25 188±4860 C6@HM-L 557 887±45 126* 

C6 109 514±6530 C6@T/HM-L 829 695±21 191**# 

C6@L 300 670±14 654   

与 C6@L 比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 C6@HM-L 比较：#P＜0.05 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs C6@L; #P < 0.05 vs C6@HM-L 

进细胞摄取有关。 

2.8  线粒体靶向 

鉴于 HCPT 无荧光，本研究采用绿色荧光 C6

表征 HCPT 在肿瘤细胞内的线粒体靶向性[12]。将肝

肿瘤细胞株 HepG2 细胞接种到 12 孔培养板中，培

养 24 h，再将 C6@T/HM-L 和 C6@HM-L 脂质体

（最终细胞溶液中 C6 质量浓度为 100 ng/mL）共同

孵育，孵育 2、3 h 后，于 35 ℃条件下，以 50 nmol/L 

Mito TrackerTM Red 染线粒体（红色）5 min，5 mg/mL 

Hoechst 33342 染细胞核（蓝色）5 min，然后采用激

光共聚焦显微镜观察C6在肿瘤细胞内的分布情况。

结果见图 8，绿色荧光的 C6@T/HM-L 脂质体与红

色荧光线粒体重合后，两者重合后变为黄色，且随

孵育时间黄色逐渐变深。 

采用 Fiji-Image J 软件计算重合系数，结果见表

2，C6@T/HM-L 的重合系数高于 C6@HM-L，两者

存在显著性差异，由此推测，TPP 阳离子能促进脂

质体聚集在肿瘤细胞线粒体部位。 

2.9  促肝癌 HepG2 细胞凋亡作用 

2.9.1  细胞培养  将肝癌 HepG2 细胞于含 10%胎

牛血清的 DMEM 培养基进行培养，培养箱中温度为

37 ℃、5% CO2，根据试验需要接种于 96 孔板上。 

2.9.2  细胞存活率测定  将肝癌 HepG2 细胞复苏

传代，在 37 ℃、5% CO2培养箱中进行培养，待生

长至 80%丰度时，添加药物（HCPT、HCPT@L、

HCPT@HM-L 和 HCPT@T/HM-L）进行处理，设定

给药质量浓度为 HCPT 10、20、40、60、80、100、

150、200 mg/L，各质量浓度平行 3 份，加药后继续

孵育 24、48 h，添加 5 mg/mL 的 MTT 10 μL，培养

4 h 后，再添加 200 μL 二甲基亚砜，轻微振荡 15 

min，然后采用酶标仪于 570 nm 波长，检测各样品

的吸光度（A）值，计算细胞存活率，以只加 PBS 为

阴性对照。结果见表 3 所示，给药组后能显著减少

肿瘤细胞存活率，呈现明显的剂量和时间依耐性， 
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图 8  C6@T/HM-L 的线粒体靶向性 

Fig. 8  Mitochondrial targeting of C6@T/HM-L 

表 2  C6@T/HM-L 靶向线粒体后的重合系数 ( x s , n = 3) 

Table 2  Recombination coefficients after C6@T/HM-L 

targeting of mitochondria ( x s , n = 3) 

组别 
重合系数 

2 h 4 h 

C6@HM-L 0.28±0.02 0.41±0.07 

C6@T/HM-L 0.56±0.13## 0.62±0.09## 

与 C6@HM-L 比较：##P＜0.01 

##P < 0.01 vs C6@HM-L 

其中以 HCPT@T/HM-L 组抗肿瘤细胞生长效果最

优，表 4 结果显示 HCPT@T/HM-L 的 IC50 明显小

于其他各组，可能与肿瘤细胞膜同源性融合，以及

TPP 阳粒子进一步靶向进入线粒体有关。 

细胞存活率＝A 给药/A 阴性对照 

2.9.3  Hoechst 染色阳性率的测定  取适量对数生

长期的肝癌 HepG2 细胞，于培养皿中生长至约 80%

丰度时，添加药物进行处理 48 h，分别为游离 HCPT、

HCPT@L、HCPT@HM-L 和 HCPT@T/HM-L，以添

加等体积 PBS 为对照，参照文献方法[3]，设置孵育

后药物质量浓度为 50 mg/L，采用 5% Hoechst 33258 

对细胞核进行染色，通过统计软件计算 Hoechst 染

色率，如图 9 所表示，给药组均可不同程度上促进

肝癌 HepG2 细胞的凋亡，细胞形态出现了明显的形

态变化。尤其以 HCPT@T/HM-L 表现最突出，该组

细胞核形态出现颜色变暗，碎块状致密浓染，表 5

统计学结果表明，HCPT@T/HM-L 能很大程度上抑 

C6@HM-L 
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表 3  不同给药质量浓度 HCPT 的 HCPT@T/HM-L 孵育 24、48 h 的细胞存活率 ( x s , n = 3) 

Table 3  HCPT with different concentrations of administration HCPT@T/HM-L cell survival rate after incubation for 24, 48 

h ( x s , n = 3) 

组别 
孵育 24 h 细胞存活率/% 

10 mg∙L−1 20 mg∙L−1 40 mg∙L−1 60 mg∙L−1 80 mg∙L−1 100 mg∙L−1 150 mg∙L−1 200 mg∙L−1 

HCPT 91.4±0.5 86.9±0.3 80.5±0.9 67.8±0.7 61.4±0.6 52.7±0.5 45.7±0.4 32.1±0.3 

HCPT@L 87.9±0.6 83.7±0.8 72.9±0.6 59.8±0.4 46.7±0.5 35.8±0.7 30.7±0.4 25.4±0.3 

HCPT@HM-L 85.5±0.8 81.4±0.6 71.2±0.5 55.4±0.7 39.5±0.3 28.6±0.6 20.9±0.4 19.7±0.5 

HCPT@T/HM-L 81.3±0.6 76.5±0.8 68.3±0.4 51.6±0.9 35.4±0.5 25.6±0.3 18.4±0.2 15.4±0.6 

组别 
孵育 48 h 细胞存活率/% 

10 mg∙L−1 20 mg∙L−1 40 mg∙L−1 60 mg∙L−1 80 mg∙L−1 100 mg∙L−1 150 mg∙L−1 200 mg∙L−1 

HCPT 90.5±0.6 85.4±0.4 75.9±0.8 65.4±0.6 60.7±0.8 52.2±0.4 44.5±0.5 31.0±0.4 

HCPT@L 85.6±0.7 82.4±0.6 71.5±0.8 58.2±0.5 45.8±0.6 34.7±0.6 28.4±0.5 24.3±0.2 

HCPT@HM-L 83.6±0.6 79.4±0.5 69.2±0.8 54.3±0.6 38.5±0.2 27.4±0.5 19.4±0.6 18.6±0.7 

HCPT@T/HM-L 80.3±0.5 75.9±0.6 67.4±0.5 50.9±0.8 34.2±0.6 24.7±0.4 17.9±0.3 16.8±0.5 
 

表 4  HCPT@T/HM-L 的 IC50 ( x s , n = 3) 

Table 4  IC50 of HCPT@T/HM-L ( x s , n = 3) 

组别 
IC50/(mg∙L−1) 

24 h 48 h 

HCPT 75.1±4.7 68.4±3.8 

HCPT@L 63.8±5.2 57.7±5.6 

HCPT@HM-L 48.7±4.6 41.3±5.8 

HCPT@T/HM-L 38.5±3.4 30.7±6.2 

制肿瘤细胞生长，与其他各组比较存在显著性差异。 

2.9.4  ROS 水平的测定  取适量对数生长期的肝癌

HepG2 细胞，于培养皿中生长至约 80%丰度时，添

加药物进行处理，分别为游离 HCPT、HCPT@L、

HCPT@HM-L 和 HCPT@T/HM-L，以添加等体积

PBS 为对照，设置孵育时药物质量浓度为 50 mg/L，

孵育 48 h 后，收集细胞，添加 10 μmol/L 2′,7′-二氯

荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA）荧光探针继续孵育 30 

     

图 9  各组药物代表性的 Hoechst 染色阳性细胞 (n = 3) 

Fig. 9  Hoechst stain-positive cells representative of each group (n = 3) 

min，再采用 PBS 洗涤细胞，采用定量荧光显微镜

检测二氨基荧光素（diaminofluorescein，DCF）荧光

强度，结果见图 10，HCPT@T/HM-L 处理后，肝癌

HepG2 细胞组的 DCF 荧光强度值最高（表 6），由

此推测，HCPT@T/HM-L能促使肿瘤细胞内 ROS 水

平升高，从而有助于抑制肿瘤细胞的生长。 

2.9.5  线粒体膜电位和 Caspase-3 的测定  肝癌

HepG2 细胞的培养和药物孵育同上，药物处理后收

集肿瘤细胞。参照文献方法[13]采用 JC-1（10 μg/mL）

荧光探针检测线粒体膜电位，以添加 PBS 作为对照

组；以同样的方法，加入 Caspase-3 活性检测试剂盒

进行处理，结果见表 7，HCPT@T/HM-L 能很大程

度上降低线粒体膜电位，提高细胞内 Caspase-3 活

性，激活线粒体信息通路，引起肿瘤细胞大量凋亡。 

2.9.6  凋亡相关蛋白表达的测定  肝癌 HepG2 细

胞的培养和药物孵育同上，收集细胞，采用 Western 

blotting 检测凋亡相关蛋白的表达，经电泳、转膜、

封闭、裁膜，将 PVDF 膜放入一抗稀释液（Bcl-2、

Bax、GAPDH）中，在 4 ℃条件下用摇床摇 16 h，

一抗孵育结束后，回收一抗，用 TBST 清洗膜 3 次

（100 r/min）。加入相应的二抗在常温条件下孵育（40 

r/h），孵育结束回收二抗，将膜放入显影仪中，在膜 

对照                     HCPT                    HCPT@L                HCPT@HM-L             HCPT@T/HM-L 

50 μm 
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表 5  各组药物处理后的 Hoechst 染色阳性率 ( x s , n = 3) 

Table 5  Positive Hoechst staining after drug treatment in 

each group ( x s , n = 3) 

组别 
Hoechst 染色 

阳性率/% 
组别 

Hoechst 染色 

阳性率/% 

对照 6.8±0.4 HCPT@HM-L 52.5±1.9* 

HCPT 21.3±0.8 HCPT@T/HM-L 62.4±1.6**# 

HCPT@L 36.9±1.7   

与 HCPT@L 比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 HCPT@HM-L 比较：

#P＜0.05，图 5～9 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs HCPT@L; #P < 0.05 vs HCPT@HM-L, same 

as figures 5—9 

上滴入 200 μL 显影液，对目标蛋白、内参进行显

影。采用 Image J 软件进行灰度分析和统计学处理

（图 11）。结果见表 8，所有药物孵育处理组，呈不

同程度的降低抗凋亡蛋白 Bcl-2，提高促凋亡蛋白

Bax 表达，以 HCPT@T/HM-L 组调节凋亡相关蛋白

的表达最明显，与其他组比较存在显著性差异。 

2.10  抗肿瘤药效学 

2.10.1  荷瘤模型的建立及分组给药  将肝癌 HepG2

细胞稀释成 1×107个/mL 的细胞悬液，采用 7 号针

头注射 0.2 mL 于裸鼠右前肢腋下，然后正常饲料喂

养于 SPF 级动物房中。待皮下瘤长至 60～80 mm3， 
 

     

图 10  各组药物提高肿瘤细胞内 ROS 水平 (n = 3) 

Fig. 10  Each group increases intracellular ROS levels in tumor cells (n = 3) 

表 6  各组药物提高肿瘤细胞内 ROS 水平 ( x s , n = 3) 

Table 6  Each group increases intracellular ROS levels in 

tumor cells ( x s , n = 3) 

组别 
DCFH-DA 

荧光强度 
组别 

DCFH-DA 

荧光强度 

对照 1021±52 HCPT@HM-L 17 788±1117* 

HCPT 3786±504 HCPT@T/HM-L 27 691±958**# 

HCPT@L 8127±545   

表 7  各组降低肿瘤细胞线粒体膜电位和提高细胞 Caspase-3

水平 ( x s , n = 3) 

Table 7  Each group reduces tumor cell mitochondrial 

membrane potential and increase cellular Caspase-3 levels 

( x s , n = 3) 

组别 线粒体膜电位 Caspase-3 水平 

对照 98.9±0.61 0.99±0.02 

HCPT 81.2±1.8 1.97±0.11 

HCPT@L 64.4±2.1 3.16±0.22 

HCPT@HM-L 52.3±1.5* 4.09±0.36* 

HCPT@T/HM-L 44.2±1.9**# 5.27±0.29**# 
 

将肝癌荷瘤小鼠随机分成 5 组，分别为 PBS 组、

HCPT 组、HCPT@L 组、HCPT@HM-L 组、HCPT 

@T/HM-L 组，剂量均以 HCPT 计为 3 mg/kg，每组

10 只，分别在第 0、2、4 天向荷瘤小鼠的尾静脉注 

 

图 11  各组调控肿瘤细胞凋亡蛋白的表达 (n = 3) 

Fig. 11  Each group regulates expression of apoptosis- 

related proteins (n = 3) 

表 8  各组调控肿瘤细胞凋亡蛋白的表达 ( x s , n = 3) 

Table 8  Each group regulates expression of apoptosis- 

related proteins ( x s , n = 3) 

组别 Bax/GAPDH Bcl-2/GAPDH 

HCPT 1.02±0.11 3.78±0.31 

HCPT@L 2.09±0.06 2.75±0.58 

HCPT@HM-L 3.12±0.28* 4.09±0.36* 

HCPT@T/HM-L 3.98±0.56**# 5.27±0.29**# 
 

射给药。给药后每天称量小鼠体质量，测量小鼠皮

下瘤瘤径，按照上述公式计算肿瘤体积。给药 7 d

后，以脊椎脱臼法处死小鼠，然后取出皮下瘤，进

行称定质量。结果如图 12 所示，对照组小鼠皮下瘤

体积迅速增长，药物处理后呈不同程度的抑制皮下

瘤的增长，HCPT@T/HM-L 可以显著抑制皮下瘤体

积；给药后小鼠体质量并没有明显下降，由此表明， 

100 μm 

对照                     HCPT                    HCPT@L                HCPT@HM-L             HCPT@T/HM-L 

Bax 

 

Bcl-2 

 

GAPDH 

HCPT        HCPT@L      HCPT@HM-L  HCPT@T/HM-L 
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与 HCPT@L 比较：**P＜0.01；与 HCPT@HM-L 比较：##P＜0.01 

**P < 0.01 vs HCPT@L; ##P < 0.01 vs HCPT@HM-L 

图 12  HCPT@T/HM-L 在荷瘤小鼠上的抗肿瘤效果 

( x s , n = 10) 

Fig. 12  Antitumor effect of HCPT@T/HM-L in tumor- 

bearing mice ( x s , n = 10) 

HCPT@T/HM-L 毒性相对较小；7 d 后剥离皮下瘤

体积，HCPT@T/HM-L 处理组的皮下瘤质量最小，

与其他各组比较，存在显著性差异。 

2.10.2  促肿瘤细胞凋亡  7 d 后取皮下瘤组织，以

10%中性福尔马林于 4 ℃固定 24～72 h，常规石蜡

包埋并切片，厚度为 4 μm。石蜡切片采用 TUNEL

染色的方法对凋亡心肌细胞进行识别，显微镜下观

察细胞核染成 TUNEL 阳性的细胞数目（图 13）。结

果见表 9，HCPT@T/HM-L 组的 TUNEL 阳性细胞

比率最高，明显高于其他各组，由此表明 HCPT@T/ 

HM-L 促肿瘤细胞凋亡效果最佳。 

2.10.3  线粒体形态  取皮下瘤组织，以 4%戊二醛

固定 48 h，再与锇酸孵育 4 h，然后采用环氧树脂包

埋，制作成切片，以 4%乙酸双氧铀染色，置透射电

镜下检测各组代表性线粒体形态，结果见图 14。与

生理盐水组比较，药物处理组的线粒体形态发生了

明显变化，比如线粒体膜破裂，线粒体内脊排列规

格紊乱，间隙明显增大。以 HCPT@T/HM-L 表现最

为突出，由此推测，HCPT@T/HM-L 能有限将 HCPT

载入肿瘤细胞线粒体效应部位，从而促进线粒体功

能发生障碍，促进肿瘤的大量凋亡。 

3  讨论 

肝癌是最常见的、恶性程度较高的肿瘤之一，

对于早期的肝癌患者采用肝切除手术达到根治的目

的[14]。然而，60%肝癌在确诊时已处于肝癌分期

（China liver cancer staging，CNLC）的 II～III 期（中

晚期），处于中晚期的患者，肝肿瘤负荷较大和转移

严重，促使情况较差的患者无法直接接受根治性手

术[15]。常采用大量的化疗药物进行控制肿瘤的生

长，随着肝癌发病历程的进程，化疗药物对肝癌细

胞的选择性会逐渐下降，对正常细胞的损伤作用也

逐渐凸显出来，不良反应较多。HCPT 是我国研制 

     

图 13  各组荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡情况 (TUNEL 阳性细胞率, n = 10) 

Fig. 13  Each group promotes tumor cell apoptosis in tumor-bearing mice (TUNEL-positive cell rate, n = 10) 

的萜烯生物碱类化合物，具有很高的抗癌活性，可

选择性抑制拓扑异构酶 I，可干扰 DNA 复制；另外，

HCPT 还能诱导肝癌细胞凋亡前后线粒体疏水蛋白

相对表达量发生变化，线粒体膜电位下降，启动细 
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表 9  各组荷瘤小鼠细胞TUNEL阳性细胞率 ( x s , n = 10) 

Table 9  TUNEL-positive cell rate of apoptosis-promoting 

cells in hormonal mice in each group ( x s , n = 10) 

组别 
TUNEL 阳性 

细胞率/% 
组别 

TUNEL 阳性 

细胞率/% 

对照 4.21±0.47 HCPT@HM-L 31.25±3.14* 

HCPT 13.52±1.48 HCPT@T/HM-L 41.53±4.56**# 

HCPT@L 24.41±3.52   

胞凋亡通路，从而促进肝癌细胞大量凋亡[17]，目前

也是肝癌常选用的化疗药物之一。如临床上的伊立

替康、拓扑替康、贝洛替康等新一代喜树碱类药物

陆续获批上市用于肝癌治疗。大量研究证实，HCPT

对人肝癌 SMMC-7721 细胞株、HepG2 细胞株均有

抑制增殖与促进凋亡作用[16-17]，另外，载 HCPT 的

脂质体对小鼠移植性肿瘤 H22 肝癌和 S180 肉瘤均

有明显抑制作用，且无明显的毒副作用[18]。本实验 

 

图 14  HCPT@T/HM-L 作用于荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体的电镜分析 

Fig. 14  Transmission electron microscopic analysis of HCPT@T/HM-L on mitochondria of tumor-bearing mice 

结果也显示，HCPT 能提高肝癌细胞内 ROS 水平，

降低线粒体膜电位，诱发肝癌细胞大量凋亡。尽管

如此，HCPT 缺乏肿瘤细胞靶向性，给药后不能在

肿瘤部位充分发挥药物的疗效。因此，构建一种靶

向给药系统，高效递送 HCPT 到肿瘤细胞效应部位，

充分发挥药效，具有较大的临床应用价值。 

近年来，随着应用型高分子材料在医学领域的

逐步推广，纳米微球、脂质体、凝胶等新制剂在提

高药物的靶向性方面，取得了突破性进展[19]。仿生

纳米材料目前被广泛研究于各个领域，具备低免疫

原性、低毒性和天然的同源靶向性等特点，目前正

成为一种极具前景的递药策略[20]。脂质体等常规纳

米载药系统可以提高组织中药物浓度，但这些人工

制备的纳米递药系统存在免疫原性问题，容易被巨

噬细胞系统识别和吞噬，影响药物到达效应细胞器

的药物浓度[21]。故本研究采用人肝癌细胞膜嵌合在

脂质体上，增强同源靶向性，将药物载体主动富集

在肝肿瘤部位，然后再借助 TPP 阳离子的线粒体靶

向性能，促进药物载体跨膜转运，靶向进入线粒体

效应部位，充分发挥细胞器靶向给药的优势。肝癌

细胞内转运试验结果显示 C6@T/HM-L 能明显促进

胞内摄取，并靶向进入线粒体，可能与肿瘤细胞膜

的同源靶向，促进脂质体与肿瘤细胞膜的融合，再

由TPP阳离子的电荷吸引，引导脂质体进入线粒体。

目前文献表明 TPP 阳离子具有线粒体靶向性，细胞

膜带 30～60 mV 负电荷，线粒体内膜带 150～180 

mV 负电荷，两者均能吸引带正电荷的 TPP 阳离子，

故 TPP 阳离子聚集于线粒体的靶向能力可以提高

100～500 倍 [22-23]，由此推测，TPP 阳离子促使

C6@T/HM-L 克服高黏度细胞液的阻碍，介导肿瘤

药物进入线粒体效应部位，故在肿瘤细胞线粒体的

聚集量显著高于其他各组。随着线粒体效应部位药

物聚集量增多，细胞药效结果也表明，HCPT@T/ 

HM-L 能显著降低线粒体膜电位，提高 Caspase-3 活

性和 ROS 水平，调控凋亡相关蛋白的表达，从而很

大程度上提高药物促肿瘤细胞凋亡效果。根据细胞

药效结果也能推测，HCPT@T/HM-L 能高效递送

HCPT 到肝癌细胞线粒体，充分发挥药物作用于线

粒体效应部位的优势，从而很大程度上提高药物促

肝癌细胞效果。动物试验结果显示，HCPT@T/HM-

L 处理后，能明显抑制皮下瘤的生长，Tunel 染色阳

性率较高，线粒体形态变化最突出，出现了明显的

线粒体膜破裂，线粒体内脊排列规格紊乱等现象[24]。

由此推测，HCPT@T/HM-L 能将 HCPT 高效递送到

肿瘤细胞线粒体，从而促使病灶部位的线粒体形态

发生了较大改变，大量 HCPT 在线粒体效应部位发

挥作用，诱发线粒体功能障碍，从而促进肿瘤细胞

大量坏死和凋亡，故可以很大程度上增强药物抗肿

瘤效果，显著抑制肿瘤组织的增长。 

综上所述，HCPT@T/HM-L 粒径较小，稳定性

良好，该载药系统可显著提高药物在线粒体部位的

靶向性，增强药物促肝癌细胞凋亡效果，显著提高

生理盐水                   HCPT                    HCPT@L                HCPT@HM-L             HCPT@T/HM-L 

1 μm 



 中草药 2023 年 12 月 第 54 卷 第 23 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 December Vol. 54 No. 23 ·7775· 

  

药物的抗肿瘤活性，具有较好的临床转化潜能。 
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