
中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com

中国药房 2018年第29卷第14期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 14

Δ基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.81274101）

＊硕士。研究方向：靶向制剂及微生态调节剂。E-mail：942095922@

qq.com

# 通信作者：教授。研究方向：靶向制剂及微生态调节剂。E-

mail：jdyulian@163.com

T7肽修饰的硫酸长春新碱脱铁铁蛋白纳米粒制备及其对胶质瘤
细胞的体外靶向性研究Δ

翟美芳 1，2＊，杨 阳 3，张 越 2，3，陈志江 2，3，崔 琳 1，2，付诗瑶 1，2，喻芳邻 2，李志平 2，于 莲 1 #（1.佳木斯大学药学
院，黑龙江 佳木斯 154007；2.北京军事医学科学院毒物药物研究所，北京 100850；3.湖北科技学院，湖北 咸
宁 437100）

中图分类号 R944；R979.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）14-1907-06

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2018.14.09

摘 要 目的：制备T7肽修饰的硫酸长春新碱（VCR）-脱铁铁蛋白（APO）纳米粒，并研究其对胶质瘤细胞的体外靶向性。方法：

采用解离-重组法制备VCR-APO纳米粒，以靶头（T7肽）修饰后制成T7-VCR-APO纳米粒。采用质谱分析和紫外-可见分光光度

法评价靶头连接效率，并对所制纳米粒进行形态、粒径、Zeta 电位、包封率等进行表征。以胶质瘤 C6 细胞为模型，考察

T7-VCR-APO纳米粒对C6细胞及肿瘤球的靶向作用，并以低温条件和4种细胞内吞抑制剂考察C6细胞对T7-VCR-APO纳米粒

的摄取机制。结果：经质谱检测证明T7肽已连接在纳米粒上，连接率为68.39％；所制得的T7-VCR-APO纳米粒形态圆整、均一，

粒径为（31.14±1.26）nm，Zeta电位为（－23.30±0.42）mV，包封率为（39.49±2.84）％。体外靶向性研究显示，T7-VCR-APO纳米

粒可有效地被C6细胞及肿瘤球摄取，并可到达肿瘤球核心位置；C6细胞对纳米粒的摄取是多通路共同作用的结果，主要是通过

小窝蛋白介导的内吞并伴随巨胞饮途径。结论：本研究成功制得T7-VCR-APO纳米粒，其能够对胶质瘤C6细胞实现体外靶向递

送药物，入胞效率大大提高。
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Study on the Preparation of Peptide T7-modified Vincristine Sulfate Apoferritin Nanoparticles and Its in

vitro Targeting to Glioma Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare peptide T7-modified vincristine sulfate（VCR）-apoferritin（APO）nanoparticles，and to

study its in vitro targeting to tumor cells. METHODS：VCR-APO nanoparticles were prepared by dissociation-recombination

method. The targeting peptide T7 was modified to prepare T7-VCR-APO nanoparticles. Target attachment efficiency was evaluated

by MS analysis and UV spectrophotometry. The morphology，particle size，Zeta potential and encapsulation efficiency of prepared

nanoparticles were all characterized. Using glioma cells C6 as model，the targeting effects of T7-VCR-APO nanoparticles on C6

cells and tumor spheres were investigated. The uptake of T7-VCR-APO nanoparticles by C6 cells was investigated under low

temperature and by 4 kinds of cell endocytosis inhibitors. RESULTS：T7 peptide was confirmed to be linked to nanoparticles by

MS，with attachment rate of 68.39％ . The prepared T7-VCR-APO nanoparticles were round and uniform. The particle size was

（31.14± 1.26） nm，Zeta potential was （－23.30± 0.42） mV，and entrapment efficiency was （39.49± 2.84）％ . The in vitro

targeting study of tumor cells showed that T7-VCR-APO nanoparticles could be effectively taken up by C6 cells and spheres，and

can reach the sphere center. The uptake of nanoparticles by C6 cells was the result of a multi-pathway interaction mainly through

caveolin-mediated endocytosis and concomitant macrophage pathways. CONCLUSIONS：T7-VCR-APO nanoparticles are prepared

successfully，can achieve targeting drug delivery to glioma C6 cells in vitro，and endocytosis efficiency is greatly improved.

KEYWORDS Apoferritin；Peptide T7；Vincristine sulfate；Glioma；Cell uptake；Targeting

脑胶质瘤是最富于血管的人体肿瘤之一，其具有恶

性化程度高、生长速度快、患者生存期短等特点[1]。脑胶

质瘤极易侵入周围正常组织间隙从而与正常脑组织分

界不清，导致手术几乎不可能完全切除，如果采用单纯

的手术切除反而会刺激肿瘤，加快其增殖速度、加重其

恶变程度[2-3]。因此，在脑胶质瘤切除术后常常需要辅以

放疗、化疗，以延缓肿瘤复发、延长患者生存期[4]。然而

由于脑胶质瘤增长迅速，肿瘤部位因缺氧而对放疗不敏

感，而化疗药物又大多具有严重的副作用或难以透过血
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脑屏障（BBB），给术后治疗带来了许多困难。基于此，

探寻新的、安全有效的治疗方法是目前脑胶质瘤治疗领

域的研究重点，其中药物治疗在脑胶质瘤综合治疗策略

中具有重要地位。

硫酸长春新碱（VCR）为临床常用的一线抗癌药物，

但其对BBB的透过率不高、生物利用率较低，长期使用

极易引起肿瘤细胞对药物的耐受 [5]。为了解决以上问

题，本课题组选用 VCR 为模型药物，以脱铁铁蛋白

（Apoferritin，APO）纳米粒为载体包载 VCR，并以 T7肽

对纳米粒进行修饰，制备T7-VCR-APO纳米粒。其中，

APO源于人体天然蛋白，相对于其他人工合成的材料具

有生物相容性良好、毒性低、半衰期较长等优点，是优良

的纳米级药物载体[6]；T7肽作为小分子多肽，具有可化

学合成、稳定性好、靶头基团空间位阻小等优点，与在

BBB和胶质瘤细胞的表面均高表达的转铁蛋白（Tf）受

体亲和性强，能够协助载药纳米递释系统透过BBB并向

胶质瘤细胞浓集，直接作用于病灶部位，从而提高药物

的生物利用度和治疗效果[7]。同时，本课题组还考察了

T7-VCR-APO纳米粒对胶质瘤细胞的体外靶向性，以期

为开发一种能有效治疗脑胶质瘤的新型药物递释系统

提供参考。

1 材料
1.1 仪器

BT25S 型电子分析天平、PB-10型 pH 计[赛多利斯

科学仪器（北京）有限公司]；DF-101S型磁力搅拌器（巩

义市科华仪器设备有限公司）；Heal Force型CO2培养箱

（美国Thermo公司）；3K-15型台式高速冷冻离心机（美

国 Sigma-Aldrich 公司）；UV-1800型紫外-可见分光光度

计（上海菁华科技仪器有限责任公司）；JEM1230型透射

电镜（日本电子株式会社）；Nano-ZS90型马尔文激光粒

度仪（英国Malvern公司）；1200型高效液相色谱仪（美国

Agilent Technologies公司）；TCS SP2型激光共聚焦显微

镜（德国Leica公司）。

1.2 药品与试剂

VCR（海南长春花药业有限公司，批号：20150902，

纯度：≥98％）；APO纳米粒胶体溶液（北京成志科为生

物科技有限公司，批号：A36101）；琥珀酰亚胺酯-聚乙二

醇 3500-马来酰亚胺（SCM-PEG3500-MAL，上海甄准生

物科技有限公司，批号：22268p082）；T7肽（杭州中肽生

化有限公司）；5（6）-羟基二乙酸荧光素（CFDA，批号：

21877-1G-F）、N，N′-二环己基碳二亚胺（DCC，批号：

D80002-25G）、N- 羟基琥珀酰亚胺酯（NHS，批号 ：

130672-5G）均购自美国 Sigma-Aldrich 公司；荧光染料

Cyanine 5.5 NHS ester（cy5.5，广州市锐博生物科技有限

公司）；DMEM高糖培养基（赛默飞世尔仪器有限公司，

批号：8117149）；胎牛血清（浙江天杭生物科技股份有限

公司，批号：11011-8611）；胰蛋白酶（美国 Amresco 公

司）；磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）为本课题组自配，其余

试剂均为分析纯，水为双蒸水。

1.3 细胞

鼠源神经胶质瘤细胞（C6细胞）、鼠源脑微血管内皮

细胞（bEnd.3细胞）均来源于北京协和细胞资源中心。

2 方法
2.1 T7-VCR-APO纳米粒的制备

本课题组先以 APO 包载模型药物 VCR（即得

VCR-APO纳米粒），再采用双功能基团SCM-PEG3500-

MAL为连接桥梁，以—MAL基团与T7肽中的巯基反应

生 成 稳 定 的 硫 醚 键（即 得 功 能 性 化 合 物 SCM-

PEG3500-T7），然后以—SCM 基团与 APO 中的伯胺反

应形成稳定的酰胺键，从而使T7肽与VCR-APO相连接，

即制得 T7-PEG3500-VCR-APO 纳米粒（简称“T7-VCR-

APO纳米粒”）。

2.1.1 VCR-APO 纳米粒的制备 采用解离-重组法。

首先取适量APO纳米粒胶体溶液于小烧杯中，于磁力搅

拌器上搅拌（350 r/min，下同）；滴加 0.1 mol/L HCl 溶液

调节 pH 至 2.0，搅拌 10 min；然后滴加 1 mg/mL VCR 水

溶液0.2 mL，搅拌1 h；再滴加0.1 mol/L NaOH溶液调节

pH至4.5左右，搅拌20 min；继续滴加0.1 mol/L NaOH溶

液调节 pH 至 7.4，搅拌 10 min。采用透析袋（截留分子

量：300 kDa）透析 24 h除去游离的VCR，即得包载VCR

的APO纳米粒胶体溶液（简称VCR-APO纳米粒）。

2.1.2 功能性化合物的制备 称取 SCM-PEG3500-

MAL适量，以PBS制成溶液；加入T7肽适量，室温下于

磁力搅拌器上搅拌反应 24 h。透析（截留分子量：3 500

Da）24 h除去游离的T7肽，即得SCM-PEG3500-T7。

2.1.3 T7-VCR-APO 纳米粒的制备 取“2.1.1”“2.1.2”

项下制备的 VCR-APO纳米粒与功能性化合物各适量，

避光室温孵育24 h，透析（截留分子量：300 kDa）24 h除去

游离的SCM-PEG3500-T7，即得T7-VCR-APO纳米粒。

2.2 靶头连接效率的评价

靶向制剂的靶头连接率的大小很大程度上决定着

制剂透过细胞膜的效率，因此需考察功能性化合物

SCM-PEG3500-T7中的靶头（即T7肽）的连接效率。本

课题组采用基质辅助激光解吸电离飞行时间（MAL-

DI-TOF）质谱分析表征靶头连接情况；同时，考虑到T7

肽与APO载体分子量差异较大，故采用超滤离心法和紫

外-分光光度法测定靶头连接率。

2.2.1 靶头荧光标记 精密称取荧光探针CFDA 适量

溶解于二甲基亚砜（DMSO）中，依次加入适量的DCC、

NHS，室温避光搅拌24 h，4 000 r/min离心15 min。取上

清液，加入适量的SCM-PEG3500-T7和三乙胺，室温避光

反应 24 h 后透析（截留分子量 ：3 500 Da），即得

SCM-PEG3500-T7-CFDA（即荧光探针标记的功能性化

合物）。

2.2.2 靶头连接情况表征 采用MALDI-TOF质谱分析

进行靶头连接情况表征。将“2.2.1”项下制得的 SCM-

PEG3500-T7-CFDA送军事医学科学院仪器分析中心进

行质谱分析，以判断CFDA标记的T7肽靶头是否与纳米
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粒成功连接。

2.2.3 靶头连接率测定 （1）建立 CFDA 标准曲线方

程。取CFDA适量，以PBS制成系列质量浓度（1.5、2.0、

2.5、3.0、3.5 μg/mL）的溶液，采用用紫外-可见分光光度计

于493 nm波长处测定吸光度（A）；以A对质量浓度（c，μg/

mL）进行线性回归，得回归方程 A＝0.195 0c+0.007 1

（R2＝0.999 3）。（2）测定荧光探针标记的功能性化合物中

CFDA 的含量，以间接反映所连接的 T7 肽含量。取

“2.2.1”项下制备的SCM-PEG3500-T7-CFDA适量[需适

当稀释一定倍数（D），以使吸光度符合仪器测定要求]，按

“2.2.3（1）”项下方法测得A，代入回归方程计算，即得T7

肽的总含量C 总（以CFDA含量测定结果作为T7肽的含

量）；再采用超滤离心管对样品溶液进行10 000 r/min离

心（截留分子量：30 kDa）15 min，收集下层液体，同法测

定计算，即得游离T7肽的含量C 游离。（3）按公式计算靶头

连接率[连接率（％）＝（C 总×D 总－C 游离×D 游离）/（C 总×D 总）×

100％]。

2.3 T7-VCR-APO纳米粒的表征

2.3.1 形态 取T7-VCR-APO纳米粒适量，以水适当稀

释后滴加在铜网上，稍等片刻再滴加磷钨酸染色，于透

射电镜下观察T7-VCR-APO纳米粒的形态。

2.3.2 粒径分布 取T7-VCR-APO纳米粒适量，滴入已

加水的比色皿中，采用马尔文激光粒度仪测定其粒径

分布。

2.3.3 Zeta电位 取T7-VCR-APO纳米粒适量，以水适

当稀释后加入样品池中，采用马尔文激光粒度仪测定其

Zeta电位。

2.3.4 包封率 由于本研究是在载体APO包载VCR完

成后再连接的T7肽，因此不考虑T7肽对药物包载的影

响，采用超滤离心法测定VCR-APO纳米粒包封率。取

“2.1.1”项下制备的 VCR-APO 纳米粒 1 mL，加入 0.1

mol/L HCl 调节pH至2.0，加水定容至2 mL，采用高效液

相色谱法检测[色谱柱：ZORBAX SB-C8（250 mm×4.6

mm，5 µm），流动相：甲醇-1.5％二乙胺水溶液（70 ∶ 30，
V/V），柱温：30 ℃，流速：1 mL/min，检测波长：297 nm，

进样量：20 µL]，测得 W 总（即 VCR 加入总量）；另取

VCR-APO 纳米粒 1 mL，10 000 r/min离心 10 min，取下

层液体，同法测得W 游离（即游离的VCR量）；计算VCR的

包封率[包封率（％）＝（W 总－W 游离）/W 总×100％]。

2.4 T7-VCR-APO 纳米粒对肿瘤细胞的体外靶向性

研究

2.4.1 单层 C6 细胞及 bEnd.3 细胞摄取实验 由于

bEnd.3细胞是BBB的主要组成部分，而纳米粒到达脑部

病灶的关键是要先透过bEnd.3细胞从而进入BBB，然后

才能到达脑内肿瘤细胞，因此考察了两种细胞的摄取行

为。（1）C6、bEnd.3细胞培养。于 37 ℃、5％CO2培养箱

中，以含 10％胎牛血清的DMEM高糖培养基（简称“培

养液”）培养 C6、bEnd.3细胞，每 2天换 1次培养液。（2）

cy5.5-VCR-APO、cy5.5-T7-VCR-APO 溶液的制备。取

“2.1”项下制备的 VCR-APO、T7-VCR-APO 溶液各 2

mL，分别加入 2.5 mg/mL 荧光染料 cy5.5溶液 0.08 mL

（以 DMSO 为溶剂），在磁力搅拌器上避光搅拌反应 24

h，避光透析（截留分子量：300 kDa）24 h，所得透析液即

为荧光标记的 cy5.5-VCR-APO、cy5.5-T7-VCR-APO 溶

液。（3）C6、bEnd.3细胞对不同药物的摄取行为考察。①

将C6、bEnd.3细胞以1×105个/孔分别接种于激光共聚焦

培养小皿中，每皿 2 mL，平行接种 3个小皿，于 37 ℃、

5％CO2条件下培养 24 h，使细胞贴壁。②待细胞贴壁

后，用PBS漂洗2次，每皿加入培养液1.8 mL，在两种细

胞的各3个小皿中分别加入游离cy5.5、cy5.5-VCR-APO、

cy5.5-T7-VCR-APO 溶液各 0.2 mL，于 37 ℃、5％CO2条

件下培养4 h。③培养完毕后吸弃培养液，用4 ℃预冷的

PBS 漂洗 2 次，加入 4％多聚甲醛固定、二苯甲亚胺

（Hoechst 33258）染料进行细胞核染色，以 50％甘油封

片，4 ℃避光预冷。④在激光共聚焦显微镜下观察游离

cy5.5、cy5.5-VCR- APO、cy5.5-T7-VCR-APO溶液的细胞

摄取情况。

2.4.2 肿瘤球摄取实验 细胞肿瘤球模型与单层细胞

模型相比，能更好地模拟体内实体肿瘤生理环境，因此

本课题组采用C6细胞构建肿瘤球模型，以此考察实体

肿瘤对T7-VCR-APO纳米粒的摄取能力。

将 C6细胞以 1×107个/mL 接种于 6孔板中，置于

37 ℃、5％CO2条件下培养，待细胞完全连成片后吸弃培

养液，加入少量胰蛋白酶消化细胞。待细胞完全脱落后

终止消化，小心将细胞转移到已铺满琼脂的6孔板上，培

养 3～4 d即成肿瘤球。吸取肿瘤球细胞团转移到已铺

满琼脂的24孔板上，待肿瘤球沉降后，吸弃上层培养液，

使每孔剩余培养液约 50 µL，并保证每孔均有大量肿瘤

球。每孔加入适量的 cy5.5-T7-VCR-APO 溶液和培养

液，在37 ℃、5％CO2条件下培养4 h，再按照“2.4.1”项下

方法将肿瘤球固定、染核、封片，4 ℃避光预冷后在激光

共聚焦显微镜下进行自上而下的层切拍照。

2.4.3 细胞摄取机制考察 考虑到肿瘤细胞对纳米粒

的摄取可能是通过细胞内吞作用实现的，而细胞内吞具

有能量依赖性特点，在较低的温度条件下会受到抑制[8]，

因此本课题组分别考察了在低温条件和内吞抑制剂作

用下肿瘤细胞对纳米粒的摄取效果，以期阐明纳米粒对

肿瘤细胞的体外靶向机制。（1）将C6细胞以 1×105个/孔

接种于激光共聚焦培养小皿中，在37 ℃、5％CO2条件下

培养 24 h，使细胞贴壁，分为两组。（2）一组培养小皿用

不含胎牛血清的DMEM高糖培养基（简称“无血清培养

液”）换液培养，于 4 ℃、5％CO2条件下培养 30 min；加

4 ℃预冷的 PBS漂洗 2次，再加入 4 ℃预冷的以无血清

培养液稀释的 cy5.5-T7-VCR-APO溶液 2 mL，继续培养

4 h，以此考察低温对细胞摄取纳米粒效果的影响。（3）另

一组培养小皿用PBS漂洗 2次，分别加入含有 4种内吞

抑制剂的无血清培养液（20 µmol/L 盐酸氯丙嗪、100

µmol/L 磷酸氯喹、25 µmol/L 制霉菌素、50 µmol/L 阿米
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洛利）适量，在 37 ℃、5％CO2条件下培养 30 min；加入

cy5.5-T7-VCR-APO 溶液 200 µL，继续培养 4 h，以此考

察内吞抑制剂对细胞摄取纳米粒效果的影响。（4）培养

结束后，吸弃小皿培养液，用PBS漂洗 2次，加入 0.25％

胰蛋白酶（含 1 mmol/L乙二胺四乙酸）消化并吹打成单

细胞悬液，1 000 r/min离心 5 min，用 4 ℃预冷的PBS漂

洗3次并重悬细胞；细胞悬液过300目细胞筛，采用流式

细胞仪进行检测。

3 结果

3.1 靶头连接效率评价结果

3.1.1 靶头连接情况的表征结果 SCM-PEG3500-T7-

CFDA的MALDI-TOF质谱图见图 1。图中可见分子量

为 4 942 Da的峰，而SCM-PEG3500-T7-CFDA的理论分

子量即为4 935 Da，与质谱图上对应峰的分子量一致，提

示T7肽已成功连接到纳米粒上。

3.1.2 靶头连接率测定结果 由紫外-可见分光光度法

测得A 总、A 游离分别为 0.797、0.632，代入回归方程计算得

C 总、C 游离分别为4.05、3.20 μg/mL。由于测定C 总、C 游离时

分别将样品稀释了10、4倍，因此按公式计算得靶头连接

率为68.39％。

3.2 T7-VCR-APO纳米粒的表征结果

3.2.1 形态 透射电镜下，可见T7-VCR-APO纳米粒形

态圆整，大小均一，无粘连现象，详见图2。

3.2.2 粒径 经检测，T7-VCR-APO 纳米粒的粒径为

（31.14±1.26）nm。

3.2.3 Zeta电位 经检测，T7-VCR-APO纳米粒的Zeta

电位为（－23.30±0.42）mV。所测得电位的绝对值越大

则体系越稳定，纳米粒子电位绝对值大于15 mV即可达

到稳定性要求[9]。以上结果表明所制得的纳米粒体系较

稳定。

3.2.4 包封率 经检测，VCR-APO纳米粒的包封率为

（39.49±2.84）％。

3.3 T7-VCR-APO纳米粒对C6细胞及 bEnd.3细胞的

体外靶向性研究结果

3.3.1 单层细胞摄取实验结果 在激光共聚焦显微镜

下可见，连接有靶头的 cy5.5-T7-VCR-APO纳米粒在C6

细胞及bEnd.3细胞中的荧光强度最大，而游离cy5.5和未

连接靶头的 cy5.5-VCR-APO纳米粒的荧光强度很小，提

示 cy5.5-T7-VCR-APO 纳米粒对 C6细胞及 bEnd.3细胞

的靶向穿透（亦即被细胞摄取）效果明显优于后两者，详

见图3。
C6细胞：

A.游离cy5.5 B.cy5.5-VCR-APO C.cy5.5-T7-VCR-APO

bEnd.3细胞：

D.游离cy5.5 E.cy5.5-VCR-APO F.cy5.5-T7-VCR-APO

图 3 C6细胞及bEnd.3细胞摄取药物的激光共聚焦显

微图（×60）

Fig 3 Laser confocal micrograph of drug uptake of

C6 cells and bEnd.3 cells（×60）

3.3.2 肿瘤球摄取实验结果 激光共聚焦显微镜层切

图显示，游离 cy5.5在C6肿瘤球中几乎未检测到荧光，

表明其无法穿透肿瘤球；cy5.5-VCR-APO纳米粒在肿瘤

球中的荧光强度很小，且在肿瘤球核心处的荧光几乎不

可见，表明其穿透肿瘤球效果较差；而 cy5.5-T7-VCR-

APO纳米粒在肿瘤球中荧光强度大大增强，而且在肿瘤

球核心位置处也有较强荧光，表明其可靶向穿透肿瘤球

（亦即被肿瘤球摄取）并到达肿瘤球核心，详见图4。

3.3.3 细胞摄取机制考察结果 根据流式细胞仪测定

结果，在37 ℃培养条件下，cy5.5-T7-VCR-APO纳米粒在

C6细胞内的荧光强度明显比4℃低温环境培养条件下更

大，提示其进入C6细胞可能是通过细胞内吞作用实现

的。加入4种内吞抑制剂后，细胞内药物的荧光强度均呈

图1 SCM-PEG3500-T7-CFDA的MALDI-TOF质谱图

Fig 1 MALDI-TOF MS spectrum of SCM-PEG3500-

T7-CFDA
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图2 T7-VCR-APO纳米粒透射电镜图（×12 000）

Fig 2 TEM of T7-VCR-APO nanoparticles（×12 000）
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现不同程度的下降，进一步证明了细胞对纳米粒的摄取

机制为细胞内吞；其中制霉菌素组和阿米洛利组荧光强

度最小，证明纳米粒主要是通过小窝蛋白介导的内吞，

同时伴随巨胞饮途径进入细胞[10]，且整个过程呈现能量

依赖的特点。流式细胞分析结果见图5。

4 讨论
APO具有独特的空腔结构和解离重组性质，它作为

一个生物尺寸可控的生物载体已被广泛地应用于纳米

载体新剂型的开发领域[11]。而将药物包裹在纳米笼中

也有两种方法：一种是解离-重组法，其原理是APO在不

同pH条件下发生解离-重组时，能将药物包裹在其中；另

一种是扩散法，其原理是利用APO的通道性[12]。本课题

组采用解离-重组法制备VCR-APO纳米粒。

BBB 和胶质瘤细胞的表面均高表达 Tf 受体，以往

研究常采用Tf对纳米载药系统进行修饰，但机体内源性

的Tf浓度高，会竞争性抑制Tf修饰的载药系统的靶向

转运 [6]。T7肽对 Tf 受体的亲和性与 Tf 相当，能实现对

BBB 与脑胶质瘤细胞的双级靶向传递作用，但其在 Tf

受体上的结合位点与Tf不同，因此不会受到内源性Tf

的竞争性抑制，相反内源性Tf与Tf受体的结合还会提

高T7肽的入胞效率[10]。为提高纳米粒对肿瘤的靶向性，

本课题组将T7肽修饰在了APO纳米粒载体表面。经制

剂相关表征显示，所得纳米粒各项指标均符合设计要

求，且制备方法方便易行；靶头连接效率评价结果显示，

T7肽成功连接到载体表面，连接率达到68.39％，能满足

靶向制剂的要求。

对纳米载体给药系统进行细胞穿透性能评价最有

效的方法是体外细胞吞噬实验[7]。本课题组采用在胶质

瘤研究领域应用最广泛的C6细胞为模型，进行单层肿

瘤细胞和肿瘤球的摄取行为考察，结果显示经靶头修饰

制得的T7-VCR-APO纳米粒较之于未经修饰的纳米粒，

能更有效地穿透C6细胞及肿瘤球，并且可以到达肿瘤球

的核心处，入胞效率大大提高。同时，本课题组采用低温

条件和盐酸氯丙嗪、磷酸氯喹、制霉菌素、阿米洛利等 4

种细胞内吞抑制剂（分别对网格蛋白介导的内吞、内涵体

酸化、小窝蛋白介导的内吞和巨胞饮途径起作用[10]）考察

纳米粒穿透 C6细胞的机制。结果证明，T7-VCR-APO

纳米粒对C6细胞的穿透作用是通过细胞的内吞作用实

现的，而且是多个通路共同作用的结果，主要是通过小

窝蛋白介导的内吞并伴随巨胞饮途径。

综上所述，纳米粒连接T7肽后其穿透胶质瘤细胞

的靶向效果明显增强，因此T7肽修饰的APO纳米粒靶

向给药系统是一个很有潜力的抗肿瘤药物载体，其能通

过与在 BBB 和胶质瘤细胞表面均高表达的 Tf 受体结

合，实现药物在体内的脑肿瘤靶向作用。本研究证实了

T7肽作为靶向配体用于抗脑胶质瘤治疗药物研发的意

义，并为今后相关新型制剂的研发提供了理论依据，期

望能为脑胶质瘤的临床药物治疗提供新的选择。
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of drug uptake by C6 tumor spheres（×40）
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复方冬虫夏草口服液对载脂蛋白E基因敲除小鼠动脉粥样硬化
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摘 要 目的：观察复方冬虫夏草口服液对载脂蛋白E基因敲除（ApoE-/-）小鼠动脉粥样硬化（AS）的影响，并探讨其作用机制。

方法：将45只雄性ApoE-/-小鼠随机分为模型组（生理盐水）、阳性对照组（阿托伐他汀，5 mg/kg）和复方冬虫夏草口服液低、中、高

剂量组（0.4、1.2、3.6 g/kg，以生药量计），每组9只；另取9只雄性C57BL/6J小鼠作为空白对照组（生理盐水）。除空白对照组小鼠

给予普通饲料外，其余各组小鼠均给予高脂饲料以复制AS模型，并于造模同时每天灌胃给药1次，连续8周。末次给药后，分离血

清，检测各组小鼠血清中总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）水平；分离

胸主动脉及主动脉窦，以油红O染色，检测胸主动脉斑块损伤面积比（即胸主动脉斑块面积与胸主动脉总面积的比值）和主动脉窦

脂质损伤面积比（即主动脉窦脂质沉积面积与主动脉窦管腔总面积的比值）；采用免疫组化法测定主动脉窦巨噬细胞表达量（即巨

噬细胞阳性表达面积与斑块面积的比值）。结果：与空白对照组比较，模型组小鼠血清TC、TG、LDL-C水平显著升高，HDL-C水平

显著下降（P＜0.01）；胸主动脉斑块形成明显，主动脉窦脂质沉积明显增多，其斑块损伤面积比和脂质损伤面积比均显著升高（P＜

0.01）；主动脉窦巨噬细胞阳性表达明显增加，其表达量显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组小鼠血清TC、TG、LDL-C水

平均显著降低，HDL-C水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；胸主动脉斑块面积及主动脉窦脂质沉积明显减少，其斑块损伤面积

比和脂质损伤面积比均显著下降（P＜0.05或 P＜0.01）；主动脉窦巨噬细胞浸润明显减少，其表达量显著下降（P＜0.05或 P＜

0.01）。结论：复方冬虫夏草口服液可抑制AS斑块形成，其机制可能与降低血清TC、TG、LDL-C水平，缩小胸主动脉斑块面积，减

少主动脉窦脂质沉积和巨噬细胞浸润有关。

关键词 复方冬虫夏草口服液；载脂蛋白E基因敲除小鼠；动脉粥样硬化；血脂；斑块；脂质沉积；巨噬细胞

Effects of Compound Dongchong Xiacao Oral Liquid on Atherosclerosis in ApoE Knock-out Mice

HU Kangyuan1，2，WANG Quanxing3，BAO Leilei2，3，CAO Zhiwei3，BIAN Jun2（1. School of Pharmacy，Bengbu

Medical College，Anhui Bengbu 233030，China；2. Dept. of Pharmacy，No. 411 Hospital of PLA，Shanghai

200434，China；3. Dept. of Immunology，Basic Medicine Section，Navy Military Medical University，Shanghai

200433，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the effects of Compound dongchong xiacao oral liquid on atherosclerosis（AS）in ApoE

knock-out （ApoE-/-） mice，and to investigate its mechanism. METHODS：Totally of 45 male ApoE-/- mice were randomly

divided into model group（normal saline），positive group（atorvastatin，5 mg/kg）and Compound dongchong xiacao oral liquid
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