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摘要 目的：制备纳米级载多西紫杉醇脂质微泡（DLLM），表征其理化性质，并评估其生物安全性及体外抗肿瘤

效果，探讨其作为化疗药物靶向递送系统的潜力。方法：采用薄膜水化法制备 DLLM；利用透射电子显微镜、扫

描电子显微镜和粒径分析仪表征其形态、粒径及分布，采用高效液相色谱法测定药物包封率；以人肝癌 HepG2

细胞为模型，设置对照组（Control组）、多西紫杉醇组（DOC组）、载多西紫杉醇脂质微泡组（DLLM组）及载多

西紫杉醇脂质微泡 +超声组（DLLM+US组），通过光学显微镜观察细胞形态，CCK-8法检测细胞存活率，流式

细胞术检测细胞凋亡，评估微泡的生物相容性及其介导的超声增效抗肿瘤作用。结果：制备的 DLLM呈规则球

形，粒径分布范围为 200-600 nm，平均粒径为 380 nm，包封率 80.3%± 2.6%。DOC组和 DLLM+US组细胞存活

率显著低于 Control组（P＜0.01），凋亡率显著升高（P＜0.01）。DLLM+US组细胞存活率低于 DOC组（P＜0.05），

凋亡率高于 DOC组（P＜0.05）。DLLM组与 Control组相比，细胞存活率及凋亡率均无显著性差异（P＞0.05）。

结论：本实验制备的纳米级 DLLM，其粒径均一、包封率高、稳定性及生物相容性良好。DLLM在超声辐照触发

下可增强多西紫杉醇对 HepG2细胞的杀伤及促凋亡作用。
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To prepare nanoscale docetaxel-loaded lipid microbubbles (DLLM), characterize their

physical and chemical properties, evaluate their biosafety and anti-tumor effects in vitro, and explore their potential

as a targeted delivery system for chemotherapeutic drugs. DLLM was prepared by thin film hydration

method. The morphology, particle size and distribution were characterized by transmission electron microscopy,

scanning electron microscopy and particle size analyzer. The drug encapsulation efficiency was determined by high

performance liquid chromatography. Human hepatoma HepG2 cells were used as a model to set up the control group

(Control group), the docetaxel group (DOC group), the docetaxel-loaded lipid microbubbles group (DLLM group)

and the docetaxel-loaded lipid microbubbles+ ultrasound group (DLLM+ US group). The cell morphology was

observed by optical microscope, the cell survival rate was detected by CCK-8 method, and the apoptosis was

detected by flow cytometry. The biocompatibility of microbubbles and their mediated ultrasound-enhanced

anti-tumor effect were evaluated. The prepared DLLM was regular spherical, with a particle size distribution

range of 200-600 nm, an average particle size of 380 nm, and an encapsulation efficiency of 80.3%± 2.6%. The cell

viability of the DOC group and the DLLM+US group was significantly lower than that of the Control group (P＜0.01),

and the apoptosis rate was significantly increased (P＜0.01). The cell viability of the DLLM+US group was lower

than that of the DOC group (P＜0.05), and the apoptosis rate was higher than that of the DOC group (P＜0.05).

There was no significant difference in cell viability and apoptosis rate between the DLLM group and the Control

group (P＞0.05). The nano-scale DLLM prepared in this experiment has uniform particle size, high

encapsulation efficiency, good stability and biocompatibility. DLLM can enhance the killing and pro-apoptotic

effects of docetaxel on HepG2 cells under ultrasound irradiation.

Docetaxel; Lipid microbubbles; HepG2 cells

前言

超声微泡造影剂通常由具有生物相容性的外壳

包裹惰性气体组成，其独特的声学特性可显著增强超

声成像对比度，并具有良好的临床应用安全性[1]。近年

来，通过改造微泡壳层或内核载药，微泡已发展为重

要的药物和基因递送载体[2]。微泡在超声辐照下发生

空化效应，瞬时释放高能量，产生局部冲击波、微射

流、高温高压等物理效应，利用此特性可实现药物的

精准定位释放，增加局部药物浓度，增强杀伤效力[3,4]。

然而，传统微米级微泡受限于尺寸难以有效穿透血管

内皮间隙到达深部组织，限制了其作为载体的递送效

率[5]。因此，开发纳米级载药超声微泡已成为肿瘤靶向

治疗领域的发展方向[6]。由磷脂材料制备的脂质微泡

具有粒径小、稳定性高的优势，同时具备良好的药物

包载能力，脂溶性药物可包载于双分子层中，而亲水

性药物则可包载于内部 [7]。多西紫杉醇（docetaxel,

DOC）是一种高效的紫杉烷类抗肿瘤药物，对多种肿

瘤疗效显著[8-10]，但由于脂溶性强，水溶性差的特点，

使其临床应用中常需依赖聚山梨酯 80和无水乙醇作

为增溶剂，易引发过敏反应。此外，药物固有的细胞毒

性与增溶系统带来的不良反应相互叠加，进一步制约

了该药物的临床应用范围与患者耐受性[11]。基于此，

本研究选用生物相容性磷脂材料，制备纳米级载多西

紫杉醇脂质微泡（docetaxel-loaded lipid microbubble,

DLLM），并考察超声介导下 DLLM的抗肿瘤效果。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

二棕榈酰磷脂酸（dipalmitoyl phosphatidic acid,

DPPA）、 二 棕 榈 酰 磷 脂 酰 胆 碱（dipalmitoyl

phosphatidyl choline, DPPC）、二棕榈酰磷脂酰乙醇胺

（dipalmitoyl phosphatidyl ethanolamine, DPPE）（西安

瑞禧生物有限公司），DOC（大连美仑生物科技有限公

司），旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂），粒径分析仪

（美国 Beckman Coulter公司），透射电子显微镜（美国

FEI公司），扫描电子显微镜（日本 Hitachi公司），高效

液相色谱仪（日本 Shimadzu公司），光学显微镜（日本

Olympus公司），酶标仪（美国 Thermo 公司），流式细

胞仪（美国 BD公司），彩色超声仪（意大利 Esaote公
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司），人肝癌 HepG2 细胞（空军军医大学西京消化医

院实验中心）。

1.2 薄膜水化法制备 DLLM

按优化比称取 DPPC、DPPE、DPPA、胆固醇及

DOC，溶于适量氯仿于圆底烧瓶中。利用 50℃水浴进

行旋转蒸发以除去有机溶剂，在瓶内获得均匀的脂质

薄膜。向含脂质膜的烧瓶中加入含甘油的磷酸盐缓冲

液（pH 7.4）。在 40℃水浴中温和搅拌水化 60 min，形

成粗脂质体悬液。将悬液转移至密闭玻璃瓶，用全氟

丙烷气体置换瓶内空气。使用机械振荡器在设定的频

率和时间内振荡，形成 DLLM悬液。

1.3 微泡理化性质表征

1.3.1 形态学与粒径分析 透射电镜：在铜网上滴加

稀释的 DLLM悬液，随后用滤纸吸去多余液体。用

3 %磷钨酸溶液负染 2 min，自然干燥后观察微泡形态

并测量粒径。扫描电镜：将稀释的 DLLM悬液滴加至

导电胶上，干燥。经喷金处理后，加速电压 5 kV观察

微泡形态并测量粒径。粒径分析仪：将 DLLM悬液用

磷酸盐缓冲液适当稀释，经水浴超声分散后，使用粒

径分析仪测定微泡的平均粒径和粒径分布，每个样品

重复测定三次后取平均值。

1.3.2 检测 DLLM包封率 包封率采用高效液相色谱

法测定，实验用 DOC标准品和 DLLM样品浓度均为

50 滋g/mL。色谱条件：色谱柱：Agilent HC-C18（250 mm

× 4.6 mm，5 滋m）；柱温：室温；流动相：甲醇 -水 -乙

腈；检测波长：227 nm。分别取 DOC标准品溶液与

DLLM样品溶液注入液相色谱仪，考察色谱峰的分离

度、保留时间及干扰情况。依据标准品的峰面积计算

样品中 DOC的浓度，进而求得总药物量。采用反透析

法分离游离 DOC[12]，收集袋内液体，利用高效液相色

谱法测定其中游离 DOC的浓度，计算游离药物量。包

封率（%）按公式计算：［（总药物量 -游离药物量）/总

药物量］× 100 %。

1.4 HepG2细胞实验

1.4.1 细胞培养与分组 人肝癌 HepG2 细胞置于

37℃、5 % CO2培养箱中培养。实验使用对数生长期的

细胞，将细胞以 1.0× 105/mL密度接种于培养板。随机

分为 4组：对照组（Control组）：仅加培养基。多西紫

杉醇组（DOC组）：加入含 DOC（终浓度 10 nmol/L）的

培养基。载多西紫杉醇脂质微泡组（DLLM组）：加入

含等效 DOC 浓度（10 nmol/L）的 DLLM悬液的培养

基。载多西紫杉醇脂质微泡＋超声组（DLLM+US

组）：加入含等效 DOC浓度（10 nmol/L）的 DLLM 悬

液的培养基，并立即从培养板底部施加超声辐照（辐

照参数为 1 W/cm2，每孔辐照时长 30 s）。

1.4.2 细胞形态学观察 各组处理 48 h后，采用光学

显微镜观察细胞形态结构变化。

1.4.3 检测细胞存活率 应用 CCK-8 法测定存活

率，各组细胞处理 48h后，每孔加入 CCK-8试剂 10滋L，
再孵育 2 h，于 450 nm波长处酶标仪测定吸光度（A

值），细胞存活率（%）按公式计算：（实验组 A值 /对

照组 A值）× 100 %。

1.4.4 检测细胞凋亡情况 采用流式细胞术测定凋

亡，各组细胞处理 48 h后，消化、洗涤及离心，收集细

胞沉淀并以磷酸盐缓冲液洗涤两次，调整细胞浓度重

悬后，加入 Annexin V-FITC和 PI溶液，流式细胞仪进

行检测分析。

1.5 统计学分析

数据采用 SPSS21.0软件进行统计分析，计量资料

符合正态分布用 x± s 表示，各组间的比较采用单因
素方差分析，两组间的比较采用 LSD法。以 P＜0.05

为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 DLLM的理化性质表征

透射电镜与扫描电镜观察显示（图 1、图 2），制备

的 DLLM呈形态规则、分散性良好的球形结构，粒径

分布范围为 200-600 nm。粒径分析仪测定 DLLM的

平均粒径为 380 nm（约 80%范围为 300-500 nm），表

明微泡粒径均一、稳定性良好。高效液相色谱法分析

表明，在选定的色谱条件下，DOC色谱峰分离良好，

保留时间约 7.9 min，峰形对称，微泡辅料及溶剂无干

扰（图 3），包封率测定结果为 80.3%± 2.6%。

2.2 细胞形态学变化

Control组：细胞生长状态良好，贴壁紧密，形态

饱满且伸展充分，呈典型的梭形或多角形。DOC组：

细胞大量脱落、悬浮，形态由梭形或多角形变为圆形，

体积明显缩小，出现皱缩现象。培养液内观察到细胞

碎片和颗粒状悬浮物。DLLM组：细胞形态与 Control

组相似，贴壁良好，未观察到明显的形态学改变。

DLLM+US组：细胞损伤最为严重，脱落细胞数量多

于 DOC组，绝大多数细胞失去原有形态，严重皱缩、

变圆、体积缩小，培养液中细胞碎片及颗粒状悬浮物

多于 DOC组。见图 4。
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2.3 细胞存活率

DOC 组和 DLLM+US 组细胞存活率显著低于

Control组（P＜0.01）；DLLM+US组细胞存活率低于

DOC组（P＜0.05）。DLLM组细胞存活率与 Control

组相比无显著差异（P＞0.05）。见图 5。

2.4 细胞凋亡情况

流式细胞术检测结果（图 6、图 7）显示：DOC 组

和 DLLM+US 组细胞总凋亡率显著高于 Control 组

（P＜0.01）；DLLM+US组细胞总凋亡率高于 DOC组

（P＜0.05）。DLLM组总凋亡率与 Control组相比无显

著差异（P＞0.05）。

3 讨论

传统的超声微泡由脂质、白蛋白等可生物降解材

料构成的外壳包裹低溶解度、高分子量的惰性气体组

成，这一结构设计提高了微泡在体内的稳定性和安全

性[13,14]。超声微泡的核心作用是增强超声显影。然而，

通过对其外壳或内部结构进行改造，微泡可被赋予药

物携载能力，成为药物载体。药物可通过内核包封、嵌

入壳层或借助配体 -受体连接等方式搭载于微泡之

上[15-17]。作为药物载体，超声微泡代表了肿瘤靶向治疗

领域的一项创新技术。该技术将药物附着或包裹于微

图 1 DLLM透射电镜图（20 000×）

Fig. 1 DLLM transmission electron microscopy (20 000× )

图 2 DLLM扫描电镜图（50 000× ）

Fig. 2 DLLM scanning electron microscope (50 000× )

图 3 高效液相色谱法色谱图

Fig. 3 High performance liquid chromatography chromatogram

图 4 光学显微镜下各组 HepG2细胞形态（200× ）

Fig. 4 The morphology of HepG2 cells in each group under optical microscope (200× )
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图 6 各组 HepG2细胞凋亡情况

Fig. 6 Apoptosis of HepG2 cells in each group

图 5 各组细胞存活率

Fig. 5 Cell viability of each group

数据以 x± SD表示，n = 6。与 Control比较，**P＜0.01，

$$P＜0.01，##P＞0.05；与 **比较，$$P＜0.05。

Note: Data were expressed as x± SD, n = 6. **P＜0.01,

$$P＜0.01, ##P＞0.05, Comparison with Control; $$P＜0.05,

Comparison with **.

泡，并在靶组织内利用超声波触发药物释放，有效克

服了部分药物单独应用时的局限性，如不良反应、难

以维持有效浓度以及穿透生物屏障困难等。这种靶向

递送方式提升了药物在局部的渗透、沉积和激活效

率，从而优化了药代动力学，实现了更高的治疗指数

和更低的不良事件风险[18-20]。此外，超声微泡还具有促

进药物向深层组织传递、并精确调控药物释放速率，

使其能够在保护全身免疫水平的同时，精准杀伤肿瘤

区域细胞并缓解化疗引起的免疫缺陷[21,22]。

本实验以磷脂为膜材制备纳米级 DLLM，粒径范

围在 200-600 nm之间，平均粒径为 380 nm，小于传统

微米级微泡。与传统微米级微泡相比，纳米级超声微泡

在肿瘤治疗中展现出两大优势：首先，纳米级微泡的

尺寸与肿瘤组织特有的血管内皮间隙（100-2000 nm）

相匹配，由于肿瘤血管生成异常，其内皮细胞连接

松散、间隙增宽，而正常组织的血管内皮间隙通常

<10 nm，当纳米微泡通过血液循环到达肿瘤部位时，

可高效穿透这些宽大的内皮间隙，实现血管外渗和肿

瘤组织靶向蓄积[23,24]；其次，肿瘤组织缺乏功能性淋巴

引流系统，导致外渗的纳米微泡难以被有效清除，从

而在肿瘤部位形成被动靶向的“高浓度药物蓄积

池”，这种效应被称为“增强渗透与滞留效应”，是纳米

药物载体实现肿瘤靶向的重要机制[23-25]。包封率是评

估超声微泡制备工艺优劣和微泡质量的关键指标，本

实验采用高效液相色谱法测定微泡包封率，该方法具

有分辨率高、精密度好且受辅料干扰小的优势，结果

显示，DLLM包封率达到 80.3%± 2.6%，表明了该工

艺的合理性与可行性。体外细胞实验结果表明，在无

超声辐照条件下，DLLM本身对 HepG2细胞的存活

率和凋亡率均无显著影响，表明所用磷脂材料及空白

微泡载体具有良好的生物安全性，具有优异的生物相

容性。此外，脂质双分子层结构为脂溶性药物 DOC提

供了理想的包裹环境，有效解决了其溶解性问题。这

一特性避免了使用聚山梨酯 80 和无水乙醇等增溶

剂，可降低临床应用中的过敏风险[26,27]。

体外细胞实验发现 DLLM+US组对 HepG2细胞

的杀伤及促凋亡作用强于 DOC组。其可能的机制在

于超声触发的微泡空化效应，当超声波作用于 DLLM

时，微泡在声压作用下发生剧烈振荡、膨胀和内爆性

塌陷，瞬间释放巨大能量[28]。这一过程产生多重协同

效应，物理机械效应：空化产生的局部冲击波、微射流

和高剪切力可直接破坏肿瘤细胞膜结构，增加其通透
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图 7 各组 HepG2细胞凋亡量化情况

Fig. 7 Quantification of apoptosis of HepG2 cells in each group

数据以 x± SD表示，n=6。**P＜0.01, *P＜0.05, ***P＞0.05.

Note: Data were expressed as x± SD, n=6. **P＜0.01,

*P＜0.05, ***P＞0.05.

性，促进了药物的跨膜转运和细胞内摄取[29-31]；物理化

学效应：空化产生的局部瞬时高温高压环境，可进一

步破坏细胞膜、细胞骨架甚至细胞器[32]；生化效应：空

化过程可诱导细胞内产生大量活性氧自由基，引起氧

化应激，导致 DNA损伤、蛋白质失活及线粒体功能障

碍，最终协同触发细胞凋亡级联反应[33-35]。这些由超声

空化介导的物理、化学和生化效应的协同作用，可能

是 DLLM+US组展现出最强抗肿瘤效果的原因。

本实验结果表明，DLLM可作为 DOC 的一种有

效递送载体，并在超声触发下表现出显著的体外增效

作用。该系统结合了纳米尺寸的穿透优势、磷脂载体

的良好生物相容性与安全性，以及超声空化效应的靶

向触发与增效能力，为肿瘤的靶向治疗提供了新思路

与研究基础。本研究为体外细胞水平实验，后续研究

需深入评估 DLLM 在荷瘤动物模型中的药代动力

学、靶向蓄积效率及抗肿瘤疗效。
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