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脂质纳米颗粒共载 ｍｉＲ１４５／ＣＰＴ肝癌靶向共递送
及磁共振成像的初步研究
容　静１，刘彤彤２，尹秀娟１，张　磊２，王　啸１

（１安徽医科大学第一附属医院放射科，合肥　２３００２２；
２安徽医科大学药学院炎症免疫性疾病安徽省实验室，合肥　２３００３２

摘要　目的　制备肝癌靶向脂质纳米颗粒（ＬＡＣＭＧＬ）共载ｍｉＲ１４５／喜树碱（ＣＰＴ），评估其靶向性、联合抗肿瘤作用及磁共振
成像效果。方法　采用激光共聚焦显微镜和流式细胞术评估ＨｅｐＧ２细胞和ＨｅｐａＲＧ细胞对乳糖酸修饰和未修饰脂质纳米颗
粒的靶向摄取情况；实时荧光定量（ｑＰＣＲ）评估肿瘤细胞和肿瘤组织内ｍｉＲ１４５含量；采用ＣＣＫ８法检测ＣＰＴ、ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ、
ＬＡＣＭＧＬ对ＨｅｐＧ２细胞的细胞毒性；采用ｑＰＣＲ评估ＣＰＴ、ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ、ＬＡＣＭＧＬ对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响；采用磁共振成
像（ＭＲＩ）测定ＬＡＣＭＧＬ的弛豫率，评估其肝癌细胞靶向成像效果。结果　ＨｅｐＧ２细胞对 ＬＡＣＭＧＬ的摄取率明显大于
ＣＭＧＬ；ＬＡＣＭＧＬ组肝癌细胞和小鼠肝癌组织内 ｍｉＲ１４５的相对含量显著高于游离 ｍｉＲ１４５和 ＣＭＧＬ组（Ｐ＜０００１）；ＬＡ
ＣＭＧＬ组对ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率高于ＣＭＧＬ组和ＣＰＴ组（Ｐ＜００１）；在相同钆离子（Ｇｄ３＋）浓度下，ＬＡＣＭＧＬ的弛豫率显著
高于ＧｄＤＯＴＡ，且ＬＡＣＭＧＬ在ＨｅｐＧ２细胞内的ＭＲＩ信号相比ＣＭＧＬ及ＧｄＤＯＴＡ显著增高。结论　ＬＡＣＭＧＬ有良好的肝癌
靶向递送、联合抗肿瘤和磁共振肝癌靶向成像效果，为药物／基因联合治疗肝癌提供了新思路。
关键词　磁共振成像；脂质纳米颗粒；原发性肝癌；分子靶向治疗；乳糖酸；ｍｉＲ１４５；喜树碱；联合治疗
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是原
发性肝癌最常见的形式之一，其死亡率占全球癌症

相关死亡的前五位，五年生存率仅为２１％［１］。喜树

碱（ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ，ＣＰＴ）作为拓扑异构酶Ｉ的抑制剂，
是临床上广泛使用的化疗药物，因其本身自带蓝色

荧光，常常被用作为模型药物［２］。ｍｉＲ１４５作为被
广泛研究的 ｍｉＲＮＡ，在癌细胞的增殖、远处转移和
化疗耐药等方面发挥重要作用［３］。药物 －基因的
联合治疗是提高化疗药物敏感性，对抗肿瘤耐药性

的有效策略［４－５］，而缺少靶向且高效的共递送载体

是目前药物－基因联合治疗的最大障碍。如今一种
可电离脂质（ＤＬｉｎＭＣ３ＤＭＡ，ＭＣ３）的脂质纳米颗
粒（ｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＬＮＰｓ）为药物 －基因联合治
疗带来了新的希望［６］。去唾液酸糖蛋白受体（ａｓｉａ
ｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＳＧＰＲ）是一种在肝癌细胞上
高表达的受体［７］，乳糖酸（ｌａｃｔｏｂｉｏｎｉｃ，ＬＡ）中的半乳

糖分子可以特异性靶向 ＡＳＧＰＲ受体，因而 ＬＡ修饰
的ＬＮＰｓ显著增加了其对肝癌细胞的靶向性。为
此，该研究将制备 ＬＡ修饰的 ＬＮＰｓ共载 ｍｉＲ１４５／
ＣＰＴ，以实现靶向抗肝癌作用，同时在 ＬＮＰｓ内引入
钆特酸（ｇａｄｏｔｅｒｉｃａｃｉｄ，ＧｄＤＯＴＡ）以实现肝癌的磁
共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）可视化。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　ＧｄＤＯＴＡ（西安凯新生物有限
公司）；ＬＡ修饰的靶向脂质纳米颗粒（ＬＡＣＰＴｍｉＲ
１４５ＧｄＬＮＰｓ，ＬＡＣＭＧＬ）、无靶纳米脂质纳米颗粒
（ＣＰＴｍｉＲ１４５ＧｄＤＯＴＡＬＮＰｓ，ＣＭＧＬ）及靶向单载
ＣＰＴ脂质纳米颗粒 ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ由安徽医科大学
药学院合成并表征；ＨｅｐＧ２细胞株、ＨｅｐａＲＧ细胞株
（中科院生物化学与细胞生物学研究所）。纳米粒

度电位分析仪（ＮａｎｏＺＳ９０，英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；流
式细胞仪（ＣｙｔｏＦＬＥＸ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；激光共
聚焦显微镜（ＬＳＭ８８０，德国Ｚｅｉｓｓ公司）；透射电子显
微镜（ＴａｌｏｓＬ１２０ＣＧ２，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；３０Ｔ全
身超导ＭＲＩ（美国ＧＥ公司）。
１．２　实验动物　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１２０只，日龄
１２ｄ，（１２±５）ｇ，饲养于安徽医科大学实验动物中
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心。该研究已通过安徽医科大学实验动物伦理委员

会审查（批准号：ＬＬＳＣ２０２２１１１０）。
１．３　实验方法　
１．３．１　ＬＡＣＭＧＬ的合成　采用乙醇稀释法制备负
载ｍｉＲ１４５的配方［６］。所有指定摩尔比的脂质成分

以特定摩尔比 （ＤＬｉｎＭＣ３ＤＭＡ／ＤＳＰＣ／Ｃｈｏｌ／ＬＡ
ＰＥＧ＝５０／１０／３８５／１５，ｍｏｌ／ｍｏｌ）、ＣＰＴ和 Ｇｄ
ＤＯＴＡ溶解在乙醇中，ｍｉＲ１４５溶解在１０ｍｍｏｌ／Ｌ柠
檬酸缓冲液（ｐＨ４０）中。将两种溶液以体积比为
３∶１的水乙醇快速混合，得到最终质量为 ４０∶１
（总脂质／ｍｉＲ１４５）。室温孵育１０ｍｉｎ后，透析除
去游离药物（透析液：ＰＢＳ；每６ｈ更换１次），使用
透析袋（ＭＷＣＯ：３０ｋｕ），持续２４ｈ。干燥后的最终
产物为脂质纳米颗粒ＬＡＣＭＧＬ。
１．３．２　表征　
１．３．２．１　粒径分析　采用纳米粒度电位分析仪
（ＮａｎｏＺＳ９０，英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）对制备好的 ＬＮＰｓ
溶液的粒径、电位以及多分散指数进行检测，具体步

骤如下：取１ｍｌ制备好的ＬＮＰｓ溶液，采用动态光散
射法（ｄｙｎａｍｉｃｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＤＬＳ）测量 ＬＮＰｓ粒径
大小、电位和多分散指数，测量前充分摇晃使 ＬＮＰｓ
溶液均匀分散。

１．３．２．２　透射电镜　用透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓ
ｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）对制备好的 ＬＮＰｓ进
行形貌及粒径观察，具体操作步骤如下：将 ＬＮＰｓ溶
液混匀后滴加在新的２３０目铜网上，吸附约３ｍｉｎ
后，将铜网放在滤纸上自然晾干，待晾干后置于透射

电镜下观察其形貌及粒径。

１．３．３　细胞摄入实验　
１．３．３．１　ＨｅｐＧ２细胞摄取ＬＡＣＭＧＬ　取对数生长
期的细胞以每孔浓度 ２×１０５个将 ＨｅｐＧ２细胞和
ＨｅｐａＲＧ细胞分别接种于玻璃底共聚焦小皿中，置
于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后更换培养
基，分别加入ＣＭＧＬ及 ＬＡＣＭＧＬ，培养６ｈ后，弃去
培养液，ＰＢＳ洗涤２次，置于激光共聚焦显微镜（ｌａ
ｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＳＣＭ）下观察细胞对 ＬＮＰｓ
的摄取情况，测量期间显微镜设置保持一致。

１．３．３．２　流式细胞术评估 ＬＮＰｓ的摄取　为了进
一步评估ＨｅｐＧ２细胞对 ＬＮＰｓ的摄取情况，利用流
式细胞分析仪检测细胞对 ＬＮＰｓ的摄取率，以每孔
浓度２×１０５个将 ＨｅｐＧ２细胞接种于六孔板培养皿
中，置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ后更
换培养基，并分别加入 ＣＭＧＬ及 ＬＡＣＭＧＬ，培养２４
ｈ后，吸弃培养液，ＰＢＳ洗涤２次，离心收集细胞，配

置成细胞悬液，随即采用流式细胞仪进行荧光强度

的分析。

１．３．３．３　ｑＰＣＲ检测细胞及组织内ｍｉＲ１４５含量　
以每孔浓度２×１０５个将肝癌细胞 ＨｅｐＧ２及正常肝
细胞ＨｅｐａＲＧ分别接种于六孔板培养皿中，培养２４
ｈ后更换培养基，各孔分别加入 ＦｒｅｅｍｉＲ１４５、
ＣＭＧＬ及 ＬＡＣＭＧＬ，培养６ｈ后提取 ＲＮＡ；组织内
ｍｉＲ１４５含量通过尾静脉注射 ＦｒｅｅｍｉＲ１４５、ＣＭＧＬ
及ＬＡＣＭＧＬ后取新鲜肝癌组织及癌旁组织测量，
参照ｍｉｃｒｏＲＮＡ提取试剂盒说明书提取细胞及组织
内总ＲＮＡ，再参照试剂盒进行ＰＣＲ扩增定量，以Ｕ６
为内参分析ｍｉＲ１４５在细胞及组织内的相对表达水
平［８］。

１．３．４　联合抗肿瘤实验　
１．３．４．１　细胞增殖抑制率测定　采用 ＣＣＫ８法测
定细胞抑制率，将ＨｅｐＧ２细胞分为ＰＢＳ组、ＣＰＴ组、
ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ组和 ＬＡＣＭＧＬ组，各组 ＣＰＴ的最终
浓度为１０μｇ／ｍｌ。将处于对数生长期浓度为 ２×
１０５个的ＨｅｐＧ２细胞接种于 ９６孔板中，培养 ２４ｈ
后，分别加入上述溶液，继续培养２４ｈ。然后根据
ＣＣＫ８使用说明书进行后续操作，在４５０ｎｍ处测量
ＣＣＫ８的吸光度值，计算细胞的增殖抑制率。
１．３．４．２　细胞凋亡率检测　以每孔浓度２×１０５个
将ＨｅｐＧ２细胞接种于六孔板培养皿中，培养后分为
ＰＢＳ、ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ、ＣＭＧＬ及 ＬＡＣＭＧＬ组，向各孔
中分别加入对应试剂，共培养６ｈ后参照ＲＮＡ提取
试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ，再参照试剂盒进行
ＰＣＲ扩增定量，检测凋亡基因 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（Ｃ
Ｃａｓｐａｓｅ３）及Ｃｙｔｃ用于评估 ＬＮＰｓ对细胞的抗肿瘤
效果，以 βａｃｔｉｎ为内参，采用２－ΔΔＣＴ法比较分析各
基因表达［９］。基因引物根据在 ＮＣＢＩ上搜索目的基
因的序列，运用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物，由上海生工
合成引物，具体引物序列见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
Ｐｒｉｍｅｒ

ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）
ｈａｓｍｉＲ１４５ ＣＡＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＧＡＡＴＣＣＣＴ ２０
ＣＣａｓｐａｓｅ３ Ｆ：ＧＣＴＣＡＴＡＣＣＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＴ ２０

Ｒ：ＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＣＧＧＴＴ ２０
Ｃｙｔｃ Ｆ：ＧＧＧＣＧＡＧＡＧＣＴＡＴＧＴＡＡＴＧＣＡＡＧ ２３

Ｒ：ＴＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＡ ２１
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＡＴＧＡＧＡＴＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴ １９

Ｒ：ＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴ ２０
Ｕ６ Ｆ：ＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣ ２３

Ｒ：ＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧ ２２
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１．３．４．３　原位肝癌小鼠模型的建立及治疗　采用
Ｎ二乙基亚硝胺（Ｎｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ，ＤＥＮ）＋四氯
化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）腹腔注射法诱导原
位肝癌小鼠模型［１０］。模型诱导成功后，将模型小鼠

随机分为４组（每组１２只），从第２８周到第３６周，
每周２次通过尾静脉分别注射 ＰＢＳ、ＣＰＴ、ＬＡＣＰＴＬ
和ＬＡＣＭＧＬ，其中 ＣＰＴ浓度为 １０μｇ／ｍｌ，ｍｉＲ１４５
浓度为１００ｎｍｏｌ。于３８周后处死小鼠并取出肝组
织进行后续实验处理。

１．３．５　ＭＲＩ　
１．３．５．１　弛豫率测定　将 ＧｄＤＯＴＡ和 ＬＡＣＭＧＬ
配制成浓度为 ０、００１、００２、００４、００８和 ０１６
ｍｍｏｌ／Ｌ，置入２ｍｌ圆底离心管中，使用柔性线圈在
１５ＴＭＲＩ中行自旋回波（ｓｐｉｎｅｃｈｏ，ＴＥ）Ｔ１ＷＩ扫
描，回波时间（ｅｃｈｏｔｉｍｅ，ＴＥ）为８８ｍｓ，重复时间
（ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＴＲ）设置为 ３００、５００、６００、８００、１
０００ｍｓ，采集磁共振图像后测定信号强度并计算 Ｔ１
值，取１／Ｔ１作图，直线的斜率即为对比剂纵向弛豫
率。

１．３．５．２　细胞 ＭＲＩ　将 ＨｅｐＧ２细胞和 ＨｅｐａＲＧ细
胞与含 Ｇｄ３＋制剂 ＧｄＤＯＴＡ、ＣＭＧＬ和 ＬＡＣＭＧＬ在
３７℃下分别孵育１２ｈ。孵育结束后，用预冷ＰＢＳ洗

涤２次，然后转移到 ２ｍｌ圆底离心管中进行细胞
ＭＲＩ。用ＧｄＤＯＴＡ孵育的细胞作为对照组，参数与
上述参数相同。

１．３．５．３　体内 ＭＲＩ　将制备好的 ＬＡＣＭＧＬ、Ｇｄ
ＤＯＴＡ和ＣＭＧＬ溶液通过尾静脉注射入肝癌模型小
鼠体内，其中 Ｇｄ３＋浓度４０μｍｏｌ／ｋｇ，使用小鼠线圈
在３０ＴＭＲＩ中于注射前及注射后５ｍｉｎ行Ｔ１ＷＩ扫
描。

１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２２０软件用于处理
定量数据。所有数据均用 珋ｘ±ｓ表示。ｍｉＲ１４５体内
和体外摄取率的比较采用独立样本 ｔ检验，细胞抑
制率、肝癌细胞 ｍＲＮＡ表达水平、肿瘤个数、肿瘤体
积及Ｔ／Ｎ的比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。
Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　表征　ＬＡＣＭＧＬ的合成示意图如图１Ａ所示。
马尔文粒度仪测得 ＬＡＣＭＧＬ平均粒径为（１６５２±
９８３）ｎｍ（图１Ｂ），多分散指数为０１９３，Ｚｅｔａ电位为
（－３５８±０６５）ｍＶ，；通过透射电镜观察到 ＬＡ
ＣＭＧＬ为形态完整且均匀的双层脂质分子结构，形
貌见图１Ｃ所示。证明成功合成ＬＡ修饰的具有靶

图１　ＬＡＣＭＧＬ的合成及表征
Ｆｉｇ．１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＬＡＣＭＧＬ

Ａ：ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｓｔｅｐｓａｎｄｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＬＡＣＭＧＬ；Ｂ：Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅ．
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向能力的ＬＡＣＭＧＬ。
２．２　靶向性检测结果　激光共聚焦结果显示，
ＨｅｐＧ２细胞对 ＬＡＣＭＧＬ的摄取量明显高于对
ＣＭＧＬ的摄取量，表现为 ＨｅｐＧ２细胞内 ＬＡＣＭＧＬ
组ｍｉＲ１４５（红色）荧光和ＣＰＴ（蓝色）荧光强度更强
（图２Ａ）。而ＨｅｐａＲＧ细胞对二者的摄取量无明显
差异，且ＨｅｐａＲＧ细胞内的红色和绿色荧光强度明
显低于ＨｅｐＧ２细胞内荧光强度（图２Ｂ）。
　　通过流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２细胞对 ＣＭＧＬ及
ＬＡＣＭＧＬ的摄取率可以观察到，肝癌细胞对具有靶
向能力的 ＬＡＣＭＧＬ的摄取率明显大于 ＣＭＧＬ组
（图３Ａ）。
　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，三组中正常肝细胞内ｍｉＲ
１４５相对表达量均低于肝癌细胞，且在肝癌细胞内
ｍｉＲ１４５的表达量顺序为 ＬＡＣＭＧＬ＞ＣＭＧＬ＞Ｆｒｅｅ
ｍｉＲ１４５（图３Ｂ）；在组织中观察到肝癌组织中 ｍｉＲ

１４５的含量也明显高于癌旁组织，且在肝癌组织中
ＬＡＣＭＧＬ组表达量最高（图３Ｃ）。
２．３　协同抗肿瘤作用　
２．３．１　体外协同抗肿瘤作用　共培养２４ｈ后，游
离ＣＰＴ组、ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ组和 ＬＡＣＭＧＬ组的增殖
抑制率分别为（２２１６±１３２）％、（４１２７±２２１）％
和（６１８５±２５７）％（图４Ａ），差异有统计学意义（Ｆ
＝７４９１，Ｐ＜００１）。
　　与游离 ＣＰＴ及 ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ组比较（图４Ｂ），
ＬＡＣＭＧＬ组 ＣＣａｓｐａｓｅ３和 Ｃｙｔｃ基因表达显著升
高（Ｆ＝５０６２、４１０８，Ｐ＜００１）。
２．３．２　体内协同抗肿瘤作用　通过尾静脉注射给
予模型鼠治疗药物，与空白对照组比较，ＬＡＣＭＧＬ
组比单独使用ＣＰＴ具有更显著的肿瘤抑制作用，肿
瘤个数（图５Ｂ）及肿瘤体积（图５Ｃ）明显低于相应对
照组，差异有统计学意义（Ｆ＝１４６８、２１２３，Ｐ＜００１）。

图２　两种细胞对ＣＭＧＬ及ＬＡＣＭＧＬ的摄取量比较

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｕｐｔａｋｅｏｆＣＭＧＬａｎｄＬＡＣＭＧＬｉｎＨｅｐＧ２ａｎｄＨｅｐａＲＧｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌ（ｓｃａｎｂａｒ＝２０μｍ）；Ｂ：ＴｈｅｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＨｅｐａＲＧ

ｃｅｌｌｓ（ｓｃａｎｂａｒ＝２０μｍ）

图３　ＣＭＧＬ／ＬＡＣＭＧＬ的体外及体内摄取率测定
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｕｐｔａｋｅｒａｔｅｏｆＣＭＧＬａｎｄＬＡＣＭＧＬｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ

　　Ａ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉＲ１４５ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ１４５ｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ１４５ｉｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜０００１ｖｓＮｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ；＃＃＃Ｐ
＜０００１ｖｓＰａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ．
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图４　ＬＡＣＭＧＬ对肝癌细胞生长的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＡＣＭＧＬｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｃｅｌｌ；Ｇ１：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｇ２：ＣＰＴｇｒｏｕｐ；Ｇ３：ＬＡＣＰＴＬＮＰｓｇｒｏｕｐ；Ｇ４：ＬＡＣＭＧＬｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＣＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＣｙｔｃｍＲＮＡｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙｑＰＣＲ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＧ２ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＧ３ｇｒｏｕｐ

图５　治疗后肝癌小鼠肿瘤个数及体积

Ｆｉｇ．５　ＮｕｍｂｅｒｏｆｔｕｍｏｒｓａｎｄｔｕｍｏｒｓｉｚｅｉｎＨＣＣｍｉｃｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　Ａ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｓｃｈｅｄｕｌｅｏｆＨＣＣｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌａｎｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｒｅｇｉｍｅｎｆｏｒｔｈｅｒａｐｙ；Ｂ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｕｍｏｒｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ；Ｇ１：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｇ２：ＣＰＴｇｒｏｕｐ；Ｇ３：ＬＡＣＰＴＬＮＰｓｇｒｏｕｐ；Ｇ４：ＬＡＣＭＧＬｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＧ２ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＧ３

ｇｒｏｕｐ

２．４　ＭＲＩ　测量不同浓度 Ｇｄ３＋浓度时 ＬＡＣＭＧＬ
和ＧｄＤＯＴＡ对应的信号强度，计算出 ＬＡＣＭＧＬ和
ＧｄＤＯＴＡ的纵向弛豫率分别为９３７９ｍｍｏｌ－１·ｓ－１

和２８２５ｍｍｏｌ－１·ｓ－１（图６Ａ、６Ｂ）。
　　由于 ＡＳＧＰＲ介导的内吞作用有望加速 ＬＡ
ＣＭＧＬ的细胞内摄取，通过对不同组的 ＨｅｐＧ２细胞
孵育１２ｈ测量ＭＲＩ信号用来评估细胞内Ｇｄ３＋的摄
取。在相同 Ｇｄ３＋浓度下，ＬＡＣＭＧＬ在 ＨｅｐＧ２细胞
内的 ＭＲＩ信号比 ＣＭＧＬ及 ＧｄＤＯＴＡ亮得多（图
６Ｃ）。

　　ＬＡ修饰的双载药脂质纳米颗粒 ＬＡＣＭＧＬ行
尾静脉注射后，观察到肿瘤边缘呈明显强化（图

６Ｄ）；而给予商用对比剂ＧｄＤＯＴＡ组及ＣＭＧＬ组肿
瘤强化程度轻且轮廓显示不清。且相较于 Ｇｄ
ＤＯＴＡ与 ＣＭＧＬ组，ＬＡＣＭＧＬ的 Ｔ／Ｎ明显增高（图
６Ｅ），差异有统计学意义（Ｆ＝１１４５，Ｐ＜０００１）。

３　讨论

　　化疗药物的耐药性是影响肝细胞癌化疗效果的
主要原因之一。ｍｉＲ１４５是ｍｉＲＮＡ家族的一员，已
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图６　ＧｄＤＯＴＡ和ＬＡＣＭＧＬ的纵向弛豫率及小鼠肝癌ＭＲ增强

Ｆｉｇ．６　ＬｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｒｅｌａｘａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＧｄＤＯＴＡａｎｄＬＡＣＭＧＬａｎｄｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔＭＲｉｍａｇｉｎｇｏｆＨＣＣｍｉｃｅ

　　Ａ：Ｔ１ＷＩｉｍａｇｅｓｏｆＬＡ－ＣＭＧＬａｎｄＧｄＤＯＴＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧｄ３＋；Ｂ：ＬｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｒｅｌａｘａｔｉｏｎｒａｔｅｃｕｒｖｅｓｏｆＬＡＣＭＧＬａｎｄＧｄ

ＤＯＴＡ；Ｃ：Ｔ１ｗｅｉｇｈｔｅｄＭＲｉｍａｇｅｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＧｄ３＋ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（ＧｄＤＯＴＡ，ＣＭＧＬａｎｄＬＡＣＭＧＬ）ｆｏｒ１２ｈｏｕｒｓ；Ｄ：Ｔ１ＷＩｉｍａｇｅｓ

ｏｆＧｄＤＯＴＡ，ＣＭＧＬ，ａｎｄＬＡＣＭＧＬａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；Ｅ：ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｔｏｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬＮＰｓｓｏｌｕｔｉｏｎｓ；Ｐ＜

０００１ｖｓＧｄＤＯＴＡｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＭＧＬｇｒｏｕｐ

被发现在恶性肿瘤中普遍下调，并越来越多地被认

为是癌症发生、转移和治疗耐药的关键因子［１１］。此

外，ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ１４５的表达明显低于肝细胞，
过表达ｍｉＲ１４５可以通过下调细胞周期相关基因的
表达显著抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖。尽管 ｍｉＲ１４５
在调节细胞周期中起着至关重要的作用，但无论是

作为单一治疗还是联合治疗，它作为肝癌的新治疗

靶点还没有得到充分地探索。因此，ｍｉＲ１４５抗肝
癌新途径的探索和临床应用值得重视。

　　本研究制备了一种基于 ＭＣ３的 ＬＮＰｓ，用于共

递送ＣＰＴ／ｍｉＲ１４５以同时实现肝癌的化疗药物／基
因联合靶向治疗。该 ＬＮＰｓ为球形、结构稳定，直径
约为１６５ｎｍ。有研究［１２］表明，平均直径约 ２００ｎｍ
的纳米粒子因具有更长的血液循环时间和更低的单

核细胞吞噬作用，而更易通过肿瘤的高渗透长滞留

效应 （ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ＥＰＲ）在
肿瘤部位被动富集。此外，激光共聚焦结果显示，与

ＬＡＣＭＧＬ共培养后，肝癌细胞中 ｍｉＲ１４５及ＣＰＴ的
荧光强度均强于正常肝细胞；流式细胞术摄取实验

结果显示，ＨｅｐＧ２细胞对具有靶向性的 ＬＡＣＭＧＬ
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的吸收能力明显大于 ＣＭＧＬ组及对照组。上述实
验结果表明经过ＬＡ修饰后，ＬＮＰｓ可以通过靶向肝
癌细胞膜表面高表达的 ＡＳＧＰＲ受体增强肝癌细胞
对其内吞能力。为了进一步评估ｍｉＲ１４５的靶向递
送效果，采用 ｑＰＣＲ测量了 ｍｉＲ１４５在肿瘤细胞和
组织中的含量。结果表明，ｍｉＲ１４５在正常肝细胞
中的相对表达量高于肝癌细胞，加入 ＬＮＰｓ培养后，
肝癌细胞中 ｍｉＲ１４５的表达量远远高于正常肝细
胞；在动物实验中亦是如此，对照组及 ＣＭＧＬ组癌
旁组织内ｍｉＲ１４５相对含量明显高于癌组织，而通
过尾静脉注射ＬＡＣＭＧＬ后，癌组织内ｍｉＲ１４５相对
含量明显高于癌旁组织。因此，本研究结果表明，制

备的ＬＡＣＭＧＬ具有肝癌细胞靶向性。
　　本研究使用ＣＰＴ、ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ及ＬＡＣＭＧＬ与
细胞共培养２４ｈ后进行细胞抑制率的测定。结果
显示，ＬＡＣＭＧＬ对 ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制率
（６１８５％）较游离 ＣＰＴ（２２１６％）或 ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ
（４１２７％）更为明显。这是由于ＬＡ修饰的ＬＮＰｓ可
以通过靶向肝癌表面高表达的ＡＳＧＰＲ受体，从而介
导更多的 ＬＡＣＭＧＬ进入肝癌细胞并释放 ＣＰＴ和
ｍｉＲ１４５，进而产生更好的协同治疗效果。Ｃ
Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃｙｔｃ是检测细胞凋亡水平的常用指标，
本实验中各组ＬＮＰｓ对ＨｅｐＧ２细胞的凋亡作用结果
表明，各组 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃｙｔｃ水平均增高，但 ＬＡ
ＣＭＧＬ组促凋亡效果作用更强。这些结果均可表
明，ＣＰＴ和 ｍｉＲ１４５联合作用的效果明显高于游离
ＣＰＴ或ＬＡＣＰＴＬＮＰｓ。为实现临床转化的目的，本
研究进一步进行了体内实验，根据前期实验结果，采

用１０μｇ／ｍｌＣＰＴ、１００ｎｍｏｌｍｉＲ１４５通过尾静脉注
射给予模型鼠治疗药物，治疗结束后 ＬＡＣＭＧＬ组
肿瘤数量最少、肿瘤体积最小，进一步说明 ＬＡ
ＣＭＧＬ携带的ＣＰＴ和ｍｉＲ１４５比单药对肝癌有更好
的抑制作用。

　　ＭＲＩ技术在肿瘤的早期诊断和后期治疗中都发
挥着极为重要的作用。对比剂的使用能极大提高磁

共振显影的对比度，提高对软组织的分辨率。目前

临床上使用较多的对比剂主要是小分子 Ｇｄ３＋螯合
物，具有体内存留时间短、灵敏度低、缺乏靶向性等

缺点。因此将Ｇｄ３＋络合到大分子载体上构建分子
探针，能显著提高水质子的弛豫速率，提高 ＭＲＩ的
灵敏性。本研究合成的 ＬＡ修饰的靶向 ＬＮＰｓ的弛
豫率明显高于ＧｄＤＯＴＡ，这是由于合成的对比剂体
积大使得旋转速率减慢，旋转时间延长，因此水质子

弛豫率显著提高［１３］。此外，在相同 Ｇｄ３＋浓度下，

ＬＡＣＭＧＬ在ＨｅｐＧ２细胞的ＭＲＩ信号相比ＣＭＧＬ及
ＧｄＤＯＴＡ显著增高。体内实验也证实ＬＡＣＭＧＬ对
肿瘤实质的显像效果明显强于 ＧｄＤＯＴＡ及非靶向
组，与对照组相比，肝肿瘤与肝实质部分 Ｔ／Ｎ比明
显升高。以上结果均表明 ＬＡＣＭＧＬ具有良好的肝
癌组织靶向性，且 ＬＡＣＭＧＬ在肝内的堆积具有较
长的持续性，有利于检测药物的疗效。这是由于ＬＡ
修饰ＬＮＰｓ后，可以靶向识别肝癌细胞表面高表达
的ＡＳＧＰＲ受体，从而将更多的 Ｇｄ３＋递送至肿瘤细
胞内，提高了 ＭＲＩ的特异性，在肝癌的早期诊断中
有更好的效果。

　　综上所述，本研究结果初步表明 ＣＰＴ／ｍｉＲ１４５
脂质纳米颗粒具有良好的肝癌靶向递送效果和联合

抗肿瘤效应，携带的 Ｇｄ３＋也表现出很好的 Ｔ１弛豫
性能和肿瘤细胞及组织靶向成像的能力。这些发现

为肝癌的可视化药物／基因联合治疗提供了新的研
究思路。
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