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CPC/CMC-CD55sp纳米微球对宫颈癌Caski细胞的靶向杀伤作用

刘慧慧，姬欢欢，朱峰，姜良乾，刘国祥，李冰(青岛大学医学部生物学教研室，山东青岛 266021)

[摘 要] 目的:制备一种新型C-藻蓝蛋白（C-phycocyanin,CPC）/羧甲基壳聚糖-CD55配体肽（carboxymethyl chitosan-CD55-

specific ligand peptide, CMC-CD55sp）(CPC/CMC-CD55sp)纳米微球，并探究其对宫颈癌Caski细胞的靶向治疗作用。方法：采用

离子交联法制备新型CPC/CMC-CD55sp纳米微球，通过透射电镜（DLS）和红外光谱仪（FTIR）观察纳米微球的表征，Western blot-

ting和流式细胞术检测CD55在Caski细胞和成纤维（L-929）细胞表面的表达情况，CCK-8法检测纳米微球对Caski细胞增殖的影

响，流式细胞术和荧光显微镜检测纳米微球被细胞摄取情况,Western blotting和流式细胞术检测纳米微球对Caski细胞凋亡相关

信号蛋白和凋亡率的影响,溶血试验测定药物的生物安全性。结果：成功制备新型CPC/CMC-CD55sp纳米微球，其形态良好、直

径分布均匀，CD55在宫颈癌细胞Caski表面高表达而在小鼠L-929细胞表面低表达（P<0.01）。纳米微球能靶向、高效地到达Cas-

ki细胞并被摄入细胞；其在人外周血中溶血作用微弱，且在安全范围；其对Caski细胞的增殖具有明显的抑制作用并且能够诱导

Caski细胞凋亡（P<0.05或P<0.01）。结论：新型CPC/CMC-CD55sp纳米微球能够靶向抑制宫颈癌Caski细胞的增殖并诱导其凋

亡，具有较好的安全性，为海洋抗肿瘤药物的研发提供了新思路。
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Targeted antitumor effects of C-PC/CMC-CD55sp nanospheres on cervical carci-
noma Caski cells

LIU Huihui, JI Huanhuan, ZHU Feng, JIANG Liangqian, LIU Guoxiang, LI Bing (Department of Biology, Faculty of Medicine, Qingdao

University, Qingdao 266021, Shandong, China)

[Abstract] Objective: To prepare a new type of phycocyanin / carboxymethyl chitosan-CD55 ligand peptide (CPC / CMC-CD55sp)

nanospheres, and to study its targeted therapeutic effect on cervical cancer Caski cells. Methods: The novel CPC/CMC-CD55sp nano-

spheres (CPC / CMC-CD55sp) were synthesized by ionic cross-linking method, and the properties of nanospheres were observed by

transmission electron microscopy (DLS) and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The expression of CD55 on the surface of

Caski and fibroblast (L-929) cells was detected by Western blotting and flow cytometry. The effect of nanospheres on the proliferation

of Caski cells was detected by CCK-8. Flow cytometry and fluorescence microscopy were used to detect the uptake of microspheres by

Caski cells; Western blotting and flow cytometry were used to detect the effect of CPC/CMC-CD55sp on expressions of apoptosis-relat-

ed proteins and apoptosis rate in Caski cells; the hemolysis test was used to determine the biological safety of the drug. Results: CPC/

CMC-CD55sp was successfully prepared with good morphology and uniform diameter; and CD55 was highly expressed on the surface

of Caski cells but low expressed on the surface of L-929 cells (P<0.01). CPC/CMC-CD55sp could targeted and efficiently reach Caski

cells and be ingested into the cells. It exhibited weak hemolysis effect on human peripheral blood, which was in the safe range. CPC/

CMC-CD55sp displayed obvious inhibitory effect on Caski cell proliferation, and could induce cell apoptosis (P<0.05 or P<0.01). Con-

clusion: The new CPC/CMC-CD55sp can targeted inhibit the growth of cervical cancer Caski cells via inducing its apoptosis and has

good bio-safety, which provides a new idea for the research and development of anti-tumor marine drugs.

[Key words] C-phycocyanin(CPC); carbocymethyl chitosan(CMC); CD55-specific ligand peptide (CD55sp); nanoparticles; Caski cell
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C-藻蓝蛋白（C-phycocyanin,CPC）是从螺旋藻中

提取的一种生物活性物质，具有很高的营养价值，可

补充人体蛋白和维生素[1-3]；它属于PBP家族，主要由

α亚基和β亚基组成[4-5]；可以从不同的藻类获得，如螺

旋藻、乔丝藻[6]。近年来，海洋活性物质已被证明具

有良好的抗癌活性，且毒副作用小[7]。有研究[8-9]表

明，CPC对多种肿瘤细胞的生长具有抑制作用，如乳

腺癌、肝癌等。但其含量低、稳定性差、易降解、利用

率低，且天然 CPC 的开发过程中存在成本高、杂质

多、周期长等问题，上述原因限制了其应用。随着纳

米技术的发展，纳米材料与药物联合治疗多种疾病

越来越受到人们的欢迎。为了克服CPC的降解，增

强其靶向性，本研究利用离子交联法将羧甲基壳聚

糖（carbocymethyl chitosan，CMC）纳米粒和 CD55 配

体肽（CD55-specific ligand peptide，CD55sp）将 CPC

包裹制成新型 CPC/CMC-CD55sp 纳米微球。利用

CD55sp与CD55特异性结合作为靶向分子，与纳米

药物连接，实现药物的靶向投递，显著降低CPC的降

解，提高CPC的稳定性，并长时间保持药物的有效浓

度，从而提高药物的利用率，为CPC抗肿瘤应用提供

实验依据，为海洋药物的开发提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

人宫颈癌Caski细胞株、小鼠成纤维（L-929）细胞

株与人体新鲜血液均由青岛大学医学院附属医院馈

赠。CPC购自台州宾美生物有限公司，CMC购自青

岛弘海生物技术有限公司，CD55sp由中肽生化有限

公司合成，CCK-8试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公司，Annexin V-PE/7-AAD凋亡试剂盒购自上海翊

圣生物技术有限公司，FITC-CD55兔抗人一抗购自

Abcam公司，兔抗人 β-actin、羊抗兔 IgG抗体均购自

南京恩京生物有限公司，DAPI染色液购自武汉博士

德生物工程有限公司。

1.2 纳米微球的制备和理化性质检测

用离子交联法制备纳米微球。将4 ml的CPC溶

液逐滴加入 6 ml的CMC溶液中（CMC∶CPC=3∶2）。

混合均匀，在磁力搅拌器上逐滴加入CaCl2溶液，4 ℃

搅拌 30 min，然后加入 2 mg/ml的EDC（1，3-二甲氨

基丙基-3-乙基碳二亚胺盐酸盐）溶液1 ml，于4 ℃冰

箱搅拌1 h，加入0.1 mg/ml 的CD55sp 2 ml并搅拌12

h，即得CPC/CMC-CD55sp纳米微球，用孔径为 0.22

μm的无菌滤器过滤后于 4 ℃冰箱保存。将干燥的

CMC、CPC/CMC与溴化钾混合，然后研磨成粉末，随

后用红外光谱仪进行检测，扫描范围为 500~4 000

cm-1。将 CMC、CPC/CMC、CPC/CMC-CD55sp 纳米

微球悬液于超声波清洗机中分散10 min，然后在铜网

中均匀滴加分散液，让其沉降10 min，用滤纸吸去多余的

液体，完全干燥后，于透射电镜下观察微球的形态。

1.3 流式细胞术和 Western blotting 检测细胞表面

CD55的表达情况

Caski和L-929细胞于CO2培养箱中培养24 h，用

PBS洗涤 2次，再用 100 μl的 PBS重悬细胞，然后加

入 FITC标记的CD55单克隆抗体，室温避光孵育 30

min；用50目单细胞滤网过滤细胞使其分散成单细胞

悬液，用流式细胞仪检测。使用BCA蛋白检测试剂

盒检测蛋白样品的浓度。首先，将蛋白与 SDS蛋白

上样缓冲液混合，于95 ℃水浴锅中煮10 min，然后将

蛋白样品用 12% SDS-PAGE凝胶电泳分离，将蛋白

样品转到 PVDF 膜上，室温在 5%BSA 中封闭 1 h，

TBST洗涤 3次，每次 5 min，于室温在一抗稀释液中

孵育 2 h 或在 4 ℃冰箱孵育 12 h，用 TBST 洗涤 3 次

后，于室温在二抗稀释液中孵育 1 h，TBST洗涤 3次

后，加入配制好的ECL发光液，室温避光反应1 min，

对PVDF膜进行曝光。

1.4 溶血实验检测纳米微球生物安全性

用含 10%胎牛血清的DMEM培养基培养Caski

细胞和L-929细胞，溶血实验检测纳米微球的生物安

全性。实验分为 5 组：阳性对照组（Triton-X-100 处

理）、阴性对照组（PBS处理）、CPC组、CPC/CMC组

（非微球组）、CPC/CMC-CD55sp组（微球组）。将新

鲜的人体全血用0.9%的生理盐水稀释10倍，轻轻混

匀，避免红细胞破裂，1 500×g离心 5 min，弃去上清。

沉淀物用0.9%生理盐水洗涤3次，制成5%的细胞悬

液。每组 1 ml的细胞悬液中加入 0.4 ml不同质量浓

度的纳米微球（0.01、0.05、0.10、0.30、0.50、1.00 mg/

ml），37 ℃水浴锅孵育2 h，3 000×g离心10 min，取上

清。在 540 nm 下检测光密度（D）值，计算溶血率。

溶血率（%）=（D样品-D阴性对照）/（D阳性对照-D阴性对照）。其中

D样品、D阳性对照、D阴性对照分别代表不同纳米微球处理组、

Triton-X组、PBS组的D值。

1.5 CCK-8法检测纳米微球对细胞增殖的影响

取对数生长期的Caski和L-929细胞，胰酶消化

后制成细胞悬液，在96孔板中加入100 µl细胞悬液，

每孔中的细胞密度为 1×104个，CO2培养箱中培养 24

h；用不同浓度的纳米微球（终质量浓度为 0、10、50、

100、200 µg/ml）处理细胞，每孔加入100 µl，每种纳米

微球浓度设置 5个复孔，培养 24 h；设置相应只含有

培养液和纳米微球的空白孔作为空白对照组，其余

各种分别加入 20 µl的CCK-8溶液，继续培养 4 h；用

酶标仪检测 450 nm处的D值，计算每个组的细胞存

活率并计算 IC50值（半数抑制浓度，即达到 50%抑制
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效果时抑制剂的浓度），并作为后续实验的纳米微球

作用浓度。细胞存活率（%）=D样品/D对照×100%。

1.6 荧光显微镜观察和流式细胞术检测细胞对纳米

微球的摄取情况

由于CPC自带红色荧光，可以通过共聚焦显微

镜观察红色荧光在细胞内的分布，从而显示细胞对

CPC的摄取量。加药处理24 h后，用不含EDTA的胰

酶消化制成细胞悬液，4 ℃离心收集细胞，用预冷的

PBS重新吹散，再离心收集细胞，上荧光显微镜和流

式细胞仪检测。

1.7 流式细胞术检测细胞凋亡率

Caski细胞纳米微球处理24 h后，收集细胞；加入

1×结合缓冲液重悬细胞，最终收集的细胞个数为 5×

105个；取 2管凋亡细胞作为单染管，一管加入 5 µl的

Annexin PE，另一管加入10 μl 7-AAD作为对照组，其

他各组分别加入 5 µl的Annexin PE和 10 μl 7-AAD，

轻轻吹打，混匀细胞；室温避光孵育 15 min；加入 1×

结合缓冲液，轻轻混匀，用50目单细胞滤网将样品过

滤成单细胞悬液，用流式细胞仪检测。

1.8 统计学处理

采用OriginPro 8、GraphPad Prism5、Image J处理

图像，利用SPSS13.0统计软件分析数据，计量数据采

用 x̄±s 表示，组间比较采用 t 检验。以 P<0.05 或 P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功制备CPC/CMC纳米微球模型

红外光谱分析结果（图 1）显示，空载 CMC 与

CPC/CMC纳米微球的官能团峰值发生了明显的改

变（箭头所指为两者之间官能团峰值的差异），说明

CPC已经被包裹在CMC中；电镜观察结果（图 2）显

示，纳米微球呈现规则的球形，分散均匀，CD55sp均

匀规则地包裹在 CPC / CMC 的外面。表明 CPC /

CMC-CD55sp 纳米微球模型制备成功。

图1 CMC和CPC/CMC微球官能团的红外光谱

Fig. 1 Infrared spectra of functional group of CMC and CPC/CMC nanoparticles

A: CPC; B: CPC/CMC; C: CPC/CMC-CD55sp

图2 CPC、、CPC/CMC和 CPC/CMC-CD55sp微球的透射电镜图（（×50 000））

Fig. 2 TEM pictures of CPC, CPC/CMC and CPC/CMC-CD55sp nanospheres（（×50 000））

2.2 CD55在Caski细胞表面明显高表达而在L-929细

胞表面低表达

流式细胞术检测结果（图3A）显示，CD55在宫颈

癌Caski 细胞表面明显高表达，在正常细胞小鼠

L - 929 细胞表面低表达 [(98.80 ± 9.31)% vs (0.87 ±

0.10)，P<0.01]。Western blotting检测结果（图 3B）显

示，在蛋白水平上，CD55在Caski细胞表面高表达而

在L-929细胞表面低表达（P<0.01）。
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**P<0.01 vs L-929 group

A: CD55 expression on surface of Caski and L-929 cells by flow cytometry;

B: Expression of CD55 proteinon in L-929 and Caski cells was detected by Western blotting

图3 CD55在Caski和L-929 细胞表面的表达水平

Fig. 3 Expression of CD55 on surface of Caski and L-929 cells

2.3 纳米微球具有较好的生物安全性

纳米微球通过血液到达肿瘤细胞，因此评估药物在

血液中的安全性极为重要。溶血实验以溶血值来表示，溶

血值小于5%即可以说明药物是安全的，其值越低表明越

安全。结果（图4）显示，各个药物组溶血值均小于5%,且

纳米微球组的溶血值最低（P<0.01），说明纳米微球

CPC/CMC-CD55sp具有较好的生物安全性。

2.4 纳米微球明显抑制细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果显示，当药物剂量达到50 µg/

ml时，纳米微球CPC/CMC-CD55sp组对L-929细胞

抑制作用明显高于CPC组和CPC/CMC组（P<0.05,图

5A）；当药物剂量达到 10 µg/ml 时，纳米微球 CPC/

CMC-CD55sp组对Caski细胞的抑制作用就明显高于

CPC组和CPC/CMC组（P<0.05或P<0.01，图 5B），且

随着剂量的增加，其抑制作用更加明显，具有更高的

杀伤毒性。计算各种药物的 IC50值，Caski细胞均明

显低于 L-929 细胞（57.70±6.15 vs 123.19±13.22，P<

0.01），说明等同浓度的药物对Caski细胞的抑制增殖

作用更明显。

**P<0.01 vs CPC group

图4 溶血实验检测纳米微球的安全性

Fig. 4 Safety of nanoparticles was detected by hemolysis test

*P＜0.05,**P＜0.01 vs CPC or CPC/CMC group

A: L-929 cell；B: Caski cell

图5 不同质量浓度CPC、、CPC/CMC和 CPC/CMC-CD55sp对Caski和L-929细胞增殖的影响

Fig. 5 Effects of different concentrations of CPC, CPC/CMC and CPC/CMC-CD55sp on proliferation of Caski and L-929 cells
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2.5 纳米微球在Caski细胞中摄入具有明显靶向性

荧光显微镜下显示，CPC/CMC-CD55sp处理细

胞4 h后，Caski细胞中红色荧光强度明显高于L-929

细胞，表明纳米微球被 Caski 细胞摄入多，可能与

CD55sp的导向性有关（图 6A）。流式细胞术检测结

果（图6B）显示，不同药物处理细胞24 h后，靶向药物

组在Caski细胞中红色荧光强度明显高于其他组，从

另一个角度也证实了纳米微球被Caski细胞摄入最

多，表明CD55sp的导向性起了关键作用。

2.6 纳米微球可诱导Caski细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图7）显示，经纳米微球处

理细胞24 h后，CPC/CMC-CD55sp组Caski细胞凋亡

率明显高于对照组、CPC 组和 CPC/CMC 组（15.5%

vs 4.5%、7.4%、10.5%，P<0.05或P<0.01）。

2.7 纳米微球明显提高或降低Caski细胞中的 cas-

pase-3和Bcl-2蛋白的表达量

Western blotting结果（图 8）显示，经CPC/CMC-

CD55sp纳米微球处理后,Caski细胞中 caspase-3蛋白

表达量增加，Bcl-2蛋白表达量明显减少（均P<0.05

或P<0.01）。

A: Immunofluorescence microscope（×100）；B: Flow cytometry

图6 Caski细胞对纳米微球的摄取率

Fig 6 Uptake rate of nanoparticles by Caski cells

*P<0.05,**P<0.01 vs Ctrl group

图7 纳米微球对Caski细胞凋亡率的影响

Fig. 7 Effect of nanospheres on apoptosis rate of Caski cells

*P<0.05,**P<0.01 vs Ctrl group

图8 CPC/CMC-CD55sp对Caski细胞中caspase-3和Bcl-2蛋白表达的影响

Fig. 8 Effect of CPC/CMC-CD55sp on expression of caspase-3 and Bcl-2 protein in Caski cells
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宫颈癌在女性癌症中发病率高居第2位，病死率

居第 3位。世界上死于宫颈癌的女性大部分生活在

发展中国家和地区，特别是在非洲的中部、南部和东

部，是导致女性死亡的主要原因[8]。但目前常规的治

疗方法毒副作用较大，因此寻找高效低毒的治疗药

物是目前宫颈癌治疗的新方向。

肿瘤靶向给药系统已成为当今肿瘤治疗的重要

组成部分，由于其特异性和选择性给药等特点，克服

了传统药物的诸多缺点，如减少药物毒副作用，延长

体内生物半衰期，增强药物的有效作用时间。纳米

材料与药物结合能更好地治疗疾病，如肿瘤[9-10]、肥

胖[11]等。纳米药物被用于治疗脑肿瘤，能够穿越血脑

屏障（BBB）/血脑肿瘤屏障（BTB）以杀死肿瘤细胞并

提高患者生存率[12]；用于治疗肝癌动脉化疗栓塞的纳

米复合载体解决了缺乏有效的药物载体将药物靶向

投递到肿瘤组织的难题[13]。

CPC对恶性肿瘤的治疗起重要的作用[8]，是一种

潜在的天然抗炎药[4]，具有广泛的医学价值,如抗肿

瘤[14]、抗氧化[15]、抗炎症[16]，还可以去除受损神经细胞

的自由基，防止DNA氧化损伤，从而防止自由基诱导

的神经元凋亡[17]；CPC还可抑制EMT[18]。此外，CPC

能促进动物血细胞的再生[19]，提高淋巴细胞的活性，

提高机体的免疫功能，具有药物开发的潜力[20]。但

是，CPC 稳定性差，在体内易降解的特性限制了其

应用。

CD55又称衰变加速因子，是一种糖基磷脂酰肌

醇（GPI）锚定膜抑制剂，能抑制补体的激活，防止补

体激活的损伤，在多种肿瘤细胞中高表达并对肿瘤

细胞的增殖起着重要的调控作用。补体调节蛋白

CD55，可以通过干扰C3/C5转化酶在经典和替代途

径中抑制补体活化[21]。人血细胞、血管内皮细胞、黏

膜上皮细胞等均可表达补体调节蛋白。CD55可以

保护宿主细胞免受病原微生物的损伤，在胃癌、结肠

癌、乳腺癌、食管腺癌中的表达显著高于非癌变组

织[22-26]。

本研究显示，CD55在Caski细胞表面高表达，在

正常 L-929 细胞中表达较低。靶向纳米微球通过

CD55sp与CD55的特异靶标作用，其可以与Caski细

胞中CD55的特异性结合，从而实现靶向给药。纳米

微球可以靶向、快速到达肿瘤部位。与正常L-929细

胞相比，4 h后到达Caski细胞表面并进入细胞的药物

明显增加。药物可以通过血液到达肿瘤细胞，因此

评估血液中药物的安全性非常重要。药物的生物安

全性采用溶血实验检测，溶血率越低，其生物安全性

越高[27]。本研究显示，溶血率小于5%，表明该药物安

全性较好，CPC/CMC-CD55sp纳米微球的溶血率远

低于5%。

肿瘤细胞最显著的特征是增殖[25]。本研究显示，

CPC/CMC-CD55sp能抑制Caski细胞的增殖并诱导

肿瘤细胞凋亡，其作用机制如下：首先，CD55sp 与

CD55分子特异性结合，将CPC/CMC-CD55sp引导到

Caski细胞表面，再通过受体介导的内吞作用将药物

导入细胞，然后CMC降解释放CPC，抑制Caski细胞

的增殖并从而抑制Bcl-2蛋白的表达，并触发大量细

胞色素C释放到细胞质中，最终激活Caspase家族,凋

亡小体形成，引起 Caski 细胞凋亡。CPC / CMC-

CD55sp提高了CPC的稳定性和低利用率，为进一步

研究奠定了基础。
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