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在中国，肝癌新发和死亡人数均占全球该疾病患者

的 50％以上，给中国社会和医疗体系带来了沉重的负

担；且肝癌隐匿性强，超 70％肝癌患者确诊时已处于晚

期[1]。目前，被批准用于晚期肝癌的一线治疗药物仅有

索拉非尼和仑伐替尼2种，且其不良反应和耐药现象常

有报道，通常患者用药数月后会出现肝癌的复发和进

展，治疗后生存率和预后较差[2]。因此，探索新的治疗药

物和治疗策略仍为肝癌治疗的迫切问题。

基因调控理论的发展为癌症等严重疾病的治疗提

供了新思路。microRNA（后文简称“miRNA”）是一类由

20～24个核苷酸组成的内源性单链小RNA分子，可通

叶酸靶向anti-miR-221阴离子脂质体的制备及体外抗肿瘤作用Δ
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摘 要 目的 基于阴离子脂质体制备一种叶酸靶向miR-221反义寡核苷酸（anti-miR-221）递送系统，并初步评价其体外抗肝癌效

果。方法 采用薄膜分散水化法制备叶酸靶向 anti-miR-221脂质体（FRL），测定其粒径、Zeta电位和包封率。以钙黄绿素为模型药

物，通过体外细胞摄取实验观察所制叶酸靶向阴离子脂质体在人肝癌HepG2细胞中的靶向递送效果。利用流式细胞术检测FRL

对 HepG2 细胞凋亡和周期的影响。结果 所制 FRL 的粒径为（172.70±3.76）nm，Zeta 电位为（－1.16±0.15）mV，包封率为

（83.53±1.85）％。体外细胞摄取实验结果显示，叶酸靶向阴离子脂质体成功将模型药物钙黄绿素递送至HepG2细胞中，且递送

效率高于普通非靶向脂质体（P＜0.01）。细胞凋亡检测结果显示，FRL作用后细胞的凋亡率显著高于普通非靶向脂质体作用后的

细胞（P＜0.01）。细胞周期检测结果显示，FRL可使细胞的S期缩短，并将细胞阻滞于G0/G1、G2/M期。结论 FRL可以较好地包封

anti-miR- 221，并成功将其递送至肝癌HepG2细胞中，而且在诱导细胞凋亡和细胞周期调控方面呈现出良好的体外抗肝癌效果。
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ABSTRACT OBJECTIVE To prepare folate-targeted miR-221 antisense oligonucleotide（anti-miR-221）delivery system，and to

preliminarily evaluate its in vitro anti-cancer effect on hepatocellular carcinoma. METHODS Folate-targeted anti-miR-221

liposomes（FRL）were prepared by thin-film dispersion method；the particle size，Zeta potential and encapsulation efficiency were

determined. The delivery efficiency of folate-targeted anionic liposome in human hepatoma HepG2 cells was determined by in vitro

cellular uptake experiment using calcein as the model drug. Flow cytometry was used to detect the effects of FRL on the apoptosis

and cell cycle of HepG2 cells. RESULTS The particle size of prepared FRL was（172.70±3.76）nm，Zeta potential was（－1.16±

0.15） mV and encapsulation efficiency was （83.53± 1.85）％ . In vitro cellular uptake experiments showed that folate-targeted

anionic liposome successfully delivered calcein to HepG2 cells，and the delivery efficiency in targeted group was higher than that of

non-targeted liposome group（P＜0.01）. Apoptosis experiment results showed that the apoptotic rate of HepG2 cells treated with

FRL was significantly higher than that of non-targeted liposome（P＜0.01）. In cell cycle experiment，FRL could shorten the S

phase fraction of HepG2 cells and induced arrest in the G0/G1 and G2/M phases. CONCLUSIONS FRL can encapsulate

anti-miR-221 well and deliver it to hepatocellular carcinoma HepG2 cells successfully，and has a good in vitro anti-hepatoma effect

in inducing apoptosis and cell cycle regulation.

KEYWORDS miR-221 antisense oligonucleotide；folate；anionic liposome；hepatocellular carcinoma；targeted；nanoparticle

delivery system
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过阻断翻译和（或）降解mRNA来调节靶基因表达，并参

与各种生物学过程（如细胞增殖、凋亡、分化、代谢和肿

瘤转移）[3－5]。miR-221作为miRNA的一种，在肝癌细胞

中过度表达，并与肝硬化、肿瘤分期以及肝癌患者预后

有关[6－7]。随着对miRNA的深入研究，miRNA在肿瘤靶

向治疗领域的应用潜力逐渐受到关注。然而，开发基于

miRNA的治疗方法面临许多挑战，包括避免体循环中的

过早降解、实现足够的细胞摄取、增强组织特异性递送、

最小化全身毒性和脱靶效应等 [8－9]。化学修饰为提高

miRNA药物的稳定性提供了一些解决方案，例如引入磷

酸二酯键、硫代磷酸等[10]。此外，由于RNA具有较高的

负电荷和分子量，细胞膜屏障是RNA递送的另一个障

碍，而纳米药物递送系统（如脂质体相关制剂）可改善

RNA的细胞递送[8]。

脂质体作为经典的纳米药物释放系统，具有亲和性

好、安全性高等特点[11]。与RNA递送中常用的阳离子载

体不同，阴离子脂质体的免疫原性较低，但在递送效率

方面存在劣势[8]。对此，可通过对阴离子脂质体进行化

学修饰，在其结构中引入靶向配体，从而实现其特异性

靶向递送功能，提高其递送效率。叶酸是一种可被用作

靶向配体的维生素，对叶酸受体过度表达的癌细胞具有

较好的亲和性[12]。叶酸受体α可内化亲水的叶酸结合分

子及其他叶酸分子修饰的纳米粒，而叶酸受体再循环使

得叶酸受体靶向底物的持续累积成为可能，也使其成为

将叶酸标记的载体递送到肿瘤细胞的理想靶点[12－14]。

本研究拟制备一种阴离子脂质体，用于递送 RNA

药物，以增强RNA药物的入胞效率和药物疗效。根据

前期实验，本研究选择化学修饰的miR-221反义寡核苷

酸（anti-miR-221）作为治疗药物模型，anti-miR-221可以

降低 miR-221的表达，是一种潜在的肝癌肿瘤抑制因

子 [15]。在前期实验中，本课题组合成了叶酸-聚乙二醇

4000-胆固醇琥珀酸单酯（folate-polyethylene glycol 4000-

cholesteryl hemisuccinate，Folate-PEG4000-CHEMS）[16]，该

化合物为两亲性叶酸偶联物。为了提高阴离子脂质体

的转染效率，本研究将Folate-PEG4000-CHEMS应用于叶

酸靶向 anti-miR-221 脂质体（folate-targeted anti-miR-

221 liposome，FRL）的制备中，并利用流式细胞术考察

FRL对人肝癌HepG2细胞凋亡及周期的影响，从而为该

叶酸靶向阴离子脂质体在抗肝癌治疗中的应用提供实

验基础。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器包括ZEN3690型激光粒度

仪（英国Malvern公司），CytoFLEX型流式细胞仪[贝克

曼库尔特生物科技（苏州）有限公司]，Ziss 880型激光共

聚焦扫描显微镜（德国Carl Zeiss AG公司），UV-2000型

紫外-可见分光光度计[尤尼柯（上海）仪器有限公司]，

EnSpire型全波长扫描式多功能读数仪[珀金埃尔默企业

管理（上海）有限公司]。

1.2 主要药品与试剂

Folate-PEG4000-CHEMS 由 本 课 题 组 自 制（批 号

20200811，叶酸、PEG4000、CHEMS物质的量之比为1 ∶5 ∶5）；

细胞周期检测试剂盒（批号 C1052）购自上海碧云天生

物技术有限公司；YF®488-AnnexinⅤ/PI 凋亡检测试剂

盒（批号 HY0701）购自苏州优逸兰迪生物科技有限公

司；钙黄绿素（批号ATX189，分析纯）购自上海毕得医药

科技股份有限公司；胆固醇（批号EB12BA0036，纯度≥

95％）购自 BBI 生命科学有限公司；氢化大豆磷脂（hy-

drogenated soybean phosphotidylcholine，HSPC）、1，2-二

硬脂酰甘油磷脂酰乙醇胺 -N-甲氧基聚乙二醇 2000

（DSPE-mPEG2000）均购自上海艾韦特医药科技有限公

司；琼脂糖凝胶 CL-4B 购自上海源叶生物科技有限公

司；RPMI 1640培养基购自德国 Sigma-Aldrich 公司；胎

牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司；其余试剂

均为市售分析纯，水为超纯水。

1.3 细胞

人肝癌 HepG2细胞购自南京科佰生物科技有限

公司。

2 方法与结果
2.1 anti-miR-221的合成

anti-miR-221（碱 基 序 列 为 5′-GAAACCCAGA-

CAGACAAUGUAGCU-3′）委托广州锐博生物技术有限

公司合成，并在此核苷酸序列上进行化学修饰：在 5′位

进行 5-羧基荧光素（5-carboxyfluorescein，FAM）荧光标

记，在 3′位进行胆固醇修饰，在 5′端的 3个核苷酸间与

3′端的3个核苷酸间进行硫代磷酸酯键修饰，在2′位进

行甲氧基修饰。

2.2 脂质体的制备

采用薄膜分散水化法制备脂质体 [16]。精密称取氢

化大豆卵磷脂、胆固醇、DSPE-mPEG2000、Folate-PEG4000-

CHEMS（物质的量之比为 55 ∶ 4.5 ∶ 35 ∶ 0.5）于茄形瓶中，

加入适量三氯甲烷溶解后，置于37℃水浴下减压旋蒸1 h，

形成均匀的脂质薄膜；加入 2 mL 磷酸盐缓冲液（PBS，

pH7.4）和 anti-miR-221（20 mmol/L）160 µL，60 ℃水化孵

育30 min；水化完的液体样品分别用450、220 nm微孔滤

膜整粒，各5次；然后以PBS为洗脱剂，经CL-4B琼脂糖

凝胶柱分离纯化，即得FRL。非靶向 anti-miR- 221脂质

体（non targeted anti-miR-221 liposome，RL）的制备方法

同上，处方不含 Folate-PEG4000-CHEMS。叶酸靶向钙黄

绿素脂质体（folate-targeted calcein liposome，FCL）及非

靶向钙黄绿素脂质体（non targeted calcein liposome，CL）

的制备方法同上，处方以钙黄绿素水溶液替代 anti-miR-

221水溶液（用于细胞摄取实验）。

2.3 2种叶酸脂质体的表征

2.3.1 粒径和 Zeta 电位 取适量 FRL 和 RL，以适量

PBS（pH7.4）稀释后，利用激光粒度仪测定脂质体的粒径

和Zeta电位。采用 GraphPad Prism 5软件对实验数据进

行统计分析，数据以 x±s表示；两组间比较采用 t检验，
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检验水准α＝0.05。结果显示，FRL 的平均粒径和 Zeta

电位分别为（172.70±3.76）nm和（－1.16±0.15）mV，RL

的平均粒径和 Zeta 电位分别为（169.10±4.15）nm 和

（－1.42±0.18）mV，2种叶酸脂质体间粒径和Zeta电位

差异均无统计学意义（P＞0.05）。

2.3.2 包封率 参考文献[17－18]方法并加以调整后进

行测定。取5 nmoL anti-miR-221溶于250 µL水中，配成

20 µmol/L的水溶液，作为母液。取母液分别制备成1.0、

0.8、0.5、0.4、0.25 µmol/L 5个浓度的水溶液，利用全波长

扫描式多功能读数仪在激发波长 493 nm、发射波长 518

nm条件下检测其荧光强度。以 anti-miR-221浓度（x）为

横坐标、荧光强度（y）为纵坐标作图（图 1），并拟合得到

线性回归方程 y＝168 676x－2 472.1（R2＝0.999 6）。结

果显示，anti-miR-221在上述检测浓度范围内，与其荧光

强度呈现出良好的线性关系。

分别取FRL、RL，加入适量 10％ Triton X-100，超声
（功率480 W、频率40 kHz）振荡2 min破膜，根据前文绘
制的标准曲线，测定并计算 FRL、RL 中 anti-miR-221含
量，并计算其包封率：包封率（％）＝脂质体中 anti-miR-

221含量/总投料量×100％。按照“2.3.1”项下方法进行
统计分析。结果显示，FRL、RL 中 anti-miR-221的包封
率分别为（83.53±1.85）％、（85.23±2.43）％，两组间差
异无统计学意义（P＞0.05）。

2.4 细胞培养

将 HepG2细胞接种至含有 1％青霉素 -链霉素和
10％胎牛血清的无叶酸RPMI 1640培养基中，将培养基
置于 37 ℃、5％CO2细胞培养箱中培养。本研究所用的
为传代5～10代的细胞。

2.5 细胞摄取实验

将处于对数生长期的HepG2细胞按每孔5×105个接
种于6孔板中，将细胞置于37 ℃、5％CO2细胞培养箱中
培养过夜。分别设置空白对照组、CL组、FCL组，每组
设置3个复孔。空白对照组给予培养基常规培养，加药
组分别按钙黄绿素（模型药物）每孔 14 μg/mL的质量浓
度加入 CL、FCL，在 37 ℃培养 1 h，然后将细胞转移至
1.5 mL EP管中，以PBS清洗 3遍后，置于激光共聚焦扫
描显微镜下观察（图 2）。经 Image J 1.52a软件分析，得
各组 HepG2细胞的荧光强度。采用 GraphPad Prism 5

软件对实验数据进行统计分析，数据以 x±s表示；多组

之间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Turkey检验，检验水准α＝0.05。结果，FCL组细胞的绿

色荧光强度（134.89±17.61）显著高于 CL 组（22.30±

10.62）和空白对照组（15.34±4.39）（P＜0.01），表明细胞

对FCL的摄取量显著高于CL。该结果提示，所制叶酸

靶向阴离子脂质体可以有效地将药物递送到HepG2细

胞内。

2.6 细胞凋亡检测

采用 Annexin Ⅴ/PI 双染色法检测细胞凋亡情况。

将对数生长期的HepG2细胞按每孔8×105个接种于6孔

板中，将细胞置于培养箱中常规培养过夜。分别设置

空白对照组、RL组、FRL组。空白对照组给予培养基常

规培养，加药组按 anti-miR-221每孔 200 nmol/L 的浓度

加入 RL、FRL，在 37 ℃下培养 24 h 后，将细胞常规消

化并转移至 EP 管中，以 PBS 洗涤细胞 3遍后，按 YF®

488- Annexin Ⅴ/PI试剂盒方法操作，采用流式细胞仪分

析HepG2细胞的凋亡情况（图 3）。按“2.5”项下方法进

行统计分析。结果，与空白对照组[（13.34±1.46）％]比

较，RL 组和 FRL 组细胞的凋亡率 [分别为（19.09±

3.28）％、（33.08±2.90）％]均显著升高（P＜0.05或 P＜

0.01），且 FRL 组细胞的凋亡率显著高于 RL 组（P＜

0.01）。

2.7 细胞周期检测

将处于对数生长期的HepG2细胞按每孔8×105个接

种于6孔板中，置于培养箱中常规培养过夜。分别设置

空白对照组、RL组、FRL组，每组设置3个复孔。空白对

照组给予培养基常规培养，加药组按 anti-miR-221每孔

200 nmol/L的浓度加入RL、FRL，培养24 h后，将细胞进

图1 anti-miR-221的标准曲线
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图 2 钙黄绿素脂质体在HepG2细胞中摄取情况的荧
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行常规消化并转移至EP管中，用PBS洗涤细胞3遍。用

70％乙醇溶液固定细胞，4 ℃保存过夜，染色前用PBS洗

去固定液，加 50 µL的RNase A，37 ℃水浴 30 min，再加

200 µL PI 染色液，4 ℃避光孵育 30 min，采用流式细胞

仪进行细胞周期检测（图4）。按“2.5”项下方法进行统计

分析。结果，与空白对照组比较，FRL组G0/G1期细胞的

比例、RL 组和 FRL 组 G2/M 期细胞的比例均显著升高

（P＜0.01），RL组和FRL组S期细胞的比例均显著降低

（P＜0.01）；与RL组比较，FRL组G0/G1期细胞的比例显

著升高（P＜0.01），S 期细胞的比例显著降低（P＜

0.05）。各组细胞的周期检测结果见表1。

表1 各组细胞的周期占比检测结果（x±±s，n＝3，％％）

组别
空白对照组
RL组
FRL组

G0/G1期
59.52±0.88

61.16±1.98

67.41±2.32ac

S期
23.19±1.37

14.12±1.32a

12.12±1.94ab

G2/M期
16.77±1.00

24.02±1.34a

19.97±1.12ac

a：与空白对照组比较，P＜0.01；b：与RL组比较，P＜0.05；c：与RL

组比较，P＜0.01

3 讨论
随着癌症机制研究的拓展，RNA药物成为了应对肿

瘤治疗困境的一个新思路。miRNA 参与调节 1/3功能

基因组的表达，是机体生物机制中的重要“齿轮”，且在

肿瘤发生发展和转归中表现出重要作用[19]。miR-221在

肝癌细胞中表达水平异常升高，可作为肝癌治疗的潜在

作用靶点[4，7]。靶向脂质体制剂有助于解决RNA药物的

应用限制，2018年，全球第一款RNA药物以脂质体制剂

的形式上市，其临床应用前景诱人[20]。

本研究基于阴离子脂质体制备了一种包载了 anti-

miR-221的叶酸靶向递送系统。由于天然miRNA化学

骨架结构上的磷酸基团使其呈现微弱负电荷，导致其难

以通过细胞膜，也难以被包封至阴离子脂质体中，限制

了其应用[8]。本研究采用薄膜分散水化法制备脂质体，

使 anti-miR-221的包封率高达（83.53±1.85）％，这得益

于在 anti-miR-221结构上进行的胆固醇修饰。脂质体是

由脂质双层膜形成的磷脂囊泡，该囊泡具有独立的亲水

相和亲脂相空间，亲水性药物可以包裹在内水相中，而

疏水性药物可以包裹在脂质层中。胆固醇修饰增加了

该寡核苷酸链的亲脂性，使其更易融入脂质体的脂质层

中，从而增加了脂质体对 anti-miR-221的包封率。本研

究所制FRL的粒径为（172.70±3.76）nm，并带有微弱的

负电荷。本研究中所用辅料氢化大豆卵磷脂、胆固醇、

DSPE-mPEG2000占总处方量的99.5％，这3种辅料已被美

国 FDA 批准应用于上市脂质体制剂（如 DOXIL）的制

备[21]，其生物安全性已经得到了认可。在前期研究中，

本课题组将叶酸通过线性亲水性PEG结构与胆固醇琥

珀酸单酯偶联，合成了Folate-PEG4000-CHEMS，该两亲性

高分子材料中的亲脂性类固醇结构能够融入脂质体的

脂质层，从而完成脂质体表面的叶酸化学修饰，该化学

修饰赋予了脂质体靶向功能[16]。为了实现靶向递送，增

加靶细胞中药物富集效果，本研究在脂质体的制备中加

入了Folate-PEG4000-CHEMS。

HepG2细胞是肝癌研究中常用的细胞之一，该细胞

内miR-221异常高表达[7，22]。本研究以钙黄绿素为模型

药物，通过体外细胞摄取实验证实了所制叶酸靶向阴离

子脂质体对HepG2细胞具有靶向性。在细胞凋亡实验

中，FRL 组细胞的凋亡率相较于 RL 组显著升高，提示

FRL可以诱导更多HepG2细胞进入凋亡状态。细胞周

期实验结果显示，FRL可以使HepG2细胞 S期缩短，且

使更多细胞被阻滞于 G0/G1、G2/M 期。相关研究显示，

miR-221在肝癌细胞中的高表达可抑制 PTEN、TIMP3、

图3 各组细胞凋亡检测的流式细胞图
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图4 各组细胞周期检测的流式细胞图
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p27、p57等下游基因的表达，而上述基因是肿瘤发生发

展相关的重要基因[23－25]，其中 p27、p57等基因可导致细

胞周期阻滞于G1期[26]。

综上所述，本研究制备的FRL可以较好地包封 anti-

miR-221，并成功将其递送至体外肝癌HepG2细胞内，而

且在诱导细胞凋亡和细胞周期调控方面呈现出良好的

体外抗肝癌效果。该递送系统制备简便，可操作性和应

用性强，为包封RNA药物并靶向递送至肝癌细胞提供

了一种可行方案。本研究仅初步评价了FRL的体外递

送能力及抗肝癌效果，其体内抗肝癌效果及机制值得进

一步深入研究。
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