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脂质体的粒径大小对二甲基姜黄素
抗癌能力的影响研究

周舒文,徐德锋,杨幸群,马守秀,戈晓爱,冯志刚

(常州大学 制药与生命科学学院,江苏 常州213164)

摘要:为了考察不同粒径的脂质体包裹二甲基姜黄素对前列腺癌细胞增殖活性的影响,采用薄膜分散法制备脂质

体,再通过脂质体挤出器得到184、215.3、250.5nm的脂质体,包药二甲基姜黄素后,进行前列腺癌细胞给药。使用

CCK-8细胞增殖活性检测试剂盒检测不同粒径大小的脂质体包裹二甲基姜黄素对前列腺癌细胞的杀伤效果。通

过CCK-8测定,得到粒径为184nm的二甲基姜黄素脂质体对前列腺癌细胞的杀伤力最大,而粒径为250.5nm的

二甲基姜黄素脂质体对前列腺癌细胞的杀伤力较小。在一定范围内包药脂质体粒径对二甲基姜黄素抗癌能力随

着粒径减小而增强。
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Anti-TumorEffectViaDifferentSizesofLiposomesEncapsulating
DimethylCurcumininVitro

ZHOUShuwen,XUDefeng,YANGXingqun,MAShouxiu,GEXiaoai,FENGZhigang
(SchoolofPharmaceuticalEngineering&LifeScience,ChangzhouUniversity,Changzhou213164,China)

Abstract:Thisstudyistoinvestigatetheanti-cancerabilityofliposomesencapsulatingDimethylcurcumin
withdifferentsizesinprostatecancercells.LipsomesencapsulatingDimethylcurcuminwereprepared
usingthefilmdispersiontechnique,thenthroughlipsomeextruderanddialysis,184nm,215.3nmand
250.5nmlipsomeswereobtainedforprostatecancercellsadministration.Theresultsshowedthatthelipo-
somesencapsulatingDimethylcurcuminwiththesizeof184nmcouldmoreefficientlyinducetheprostate
cancercellsdeaththantheliposomeswiththesizeof250.5nm.Theanti-cancerabilityareenhancedwith
thedecreaseofparticlesize.
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  前列腺癌是对男性的身心健康有着严重危害的

恶性肿瘤。我国前列腺癌的发病率虽没有欧美高,
但近年来随着我国老龄化趋势的日渐严重,前列腺

癌发病率也在逐年递增[1]。前列腺癌的治疗与患者

年龄、健康状况、癌细胞扩散程度、显微镜下的细胞

形态及初期的治疗效果有关,目前还没有较理想的

治疗方法。
姜黄素是姜黄根茎药草(姜黄属)中的一种主要

成分[2],现已被广泛用作食品染色剂及调味品。姜

黄素通过调节多个分子靶点来表现其抗诱变和抗癌
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潜能,具有抗肿瘤、抗炎、抗病毒等多种药理作用,且
不良反应少而轻微,药源充足,极具开发前景[3-4]。
二甲基姜黄素是姜黄素的衍生物,比姜黄素显示出

更高的潜在抗癌活性,并且可以更好的抑制癌细胞

的增殖,诱导癌细胞的凋亡,抑制癌细胞的转化、侵
袭以及癌细胞的血管形成[5]。在体外细胞系和体内

小鼠研究中,二甲基姜黄素已显示出对治疗前列腺

癌和脊髓延髓肌萎缩症具有良好的效果[6-7]。但由

于二甲基姜黄素的水溶性差,生物利用度低,本研究

将其包封于脂质体内,以改善二甲基姜黄素的溶解

度及其生物利用度。
脂质体是由胆固醇和双亲性小分子磷脂组成的

双分子层所形成的囊泡包裹药物而形成的制剂[8-9],
具有靶向性、缓释作用、降低药物毒性和提高药物稳

定性等特点。而脂质体的粒径大小对其在体内的分

布以及稳定性有一定关系[10],是影响脂质体在体内

发挥作用的主要因素[11]。而脂质体的粒径对细胞

的影响目前还不明确,因此本研究通过制备不同粒

径大小的二甲基姜黄素脂质体,考察其粒径大小对

二甲基姜黄素杀伤前列腺癌细胞的影响,期待能为

脂质体的设计提供新的理念和思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

二甲基姜黄素,化学纯CP(常州大学徐德峰实

验室提供);大豆卵磷脂,生物试剂BR(国药集团化

学试剂有限公司);胆固醇,分析纯AR(国药集团化

学试剂有限公司);氯仿,分析纯AR(国药集团化学

试剂有限公司);葡萄糖,分析纯AR(天津市北辰方

正试剂厂);无水乙醇,分析纯AR(江苏永丰化学试

剂有限公司);RPMI1640培养基,胎牛血清FBS,双
抗,胰蛋白酶(Gibco公司)。

1.2 脂质体制备方法

称取大豆卵磷脂0.0023g,胆固醇0.0027g,分
别加入5mL氯仿,搅拌使溶解。将大豆卵磷脂和胆

固醇溶液混合,旋干溶剂后加入10mL5%葡萄糖溶

液,超 声 波 细 胞 清 洗 机 清 洗 5min,将 溶 液 倒 入

15mL离心管。用超声波细胞破碎仪超声30s,停

30s,共18次。测粒径。

1.3 二甲基姜黄素标准曲线的绘制

称取7.5mg二甲基姜黄素于100mL容量瓶

中,加溶剂定容,以空石英皿为空白对照,在200~
600nm波长处对溶液和溶剂进行扫描,观察其强吸

收峰的位置。同理将大豆卵磷脂,胆固醇的波长进

行确认,看其对二甲基姜黄素的波长测定是否有影

响。取二甲基姜黄素7.5mg于50mL容量瓶中,加
溶剂定容,得到0.15mg/mL溶液,分别精确量取

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0mL溶液移至编号为①~⑤
的10mL容量瓶中加溶剂定容。对①~⑤号分别测

3次(取平均值)。在二甲基姜黄素的特定波长,

419nm处进行吸光度的测定。

1.4 脂质体挤出器制备不同大小二甲基姜

黄素脂质体

  采用薄膜分散法,用电子天平称取大豆卵磷脂

0.0060g,胆固醇0.0065g,二甲基姜黄素0.0016g
(物质的量比4∶4∶1)于烧杯中,加50mL无水乙醇

搅拌溶解,倒入梨形瓶中旋干溶剂,加50mL5% 葡

萄糖溶液,全温摇床0.5h。将上述制备的包药脂质

体通过脂质体挤出器100、200、400nm的膜,得到3
种粒径的脂质体,分别测粒径。经透析后,取出脂质

体放入离心管,再分别测粒径。

1.5 前列腺癌细胞DU145和C42的培养

将解冻及灭菌好的胎牛血清(FBS)50mL和青

霉素-链霉素混合溶液(青霉素质量浓度10kU/mL、
链 霉 素 质 量 浓 度 10mg/mL)5mL 倒 入 1 瓶

500mLRPMI1640 培 养 基,作 为 前 列 腺 癌 细 胞

DU145和C42的培养基。将DU145和C42细胞和

培养基的混悬液放入细胞培养箱(二氧化碳浓度

5%,温度37℃)培养。2~3d传代1次。

1.6 细胞给药

将DU145和C42细胞分别按10000个细胞/穴

的浓度放入96穴细胞培养板中。在培养箱培养

24h后,将穴中的液体吸出,每穴各加入100μLPBS
清洗细胞3次以后,将透析完的二甲基姜黄素脂质

体按1.98μg/穴进行细胞给药。

1.7 细胞增殖活性测定

96穴细胞培养板加药后放入CO2 培养箱。按

照不同实验组及时间加入10μLCCK-8,后使用酶

标仪测吸光度。
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2 结果与讨论

2.1 二甲基姜黄素脂质体粒径的测定

为了制备不同粒径大小的脂质体,本研究采用

薄膜 分 散 法,按 大 豆 卵 磷 脂0.0060g,胆 固 醇

0.0065g,二甲基姜黄素0.0016g(物质的量比4∶4∶
1)于烧杯中用无水乙醇搅拌溶解,通过加50mL5%
葡萄糖溶液,在37℃下摇床0.5h。再将上述制备的

二甲基姜黄素脂质体通过脂质体挤出器100、200、

400nm的膜,得到3种不同粒径的脂质体。经过透

析后,分 别 测 得 平 均 粒 径 为 184nm(图 1(a)),

215.3nm(图1(b))和250.5nm(图1(c))。

2.2 二甲基姜黄素脂质体包封率的测定

通过制备二甲基姜黄素的标准曲线,计算得到

透 析 前 184nm 脂 质 体 的 药 物 总 量 为 13μg;

215.3nm脂质体的药物总量为19μg;250.5nm 脂

质体的药物总量为41μg。经过在5%葡萄糖溶液中

透析24小时后,测得游离药物总量184nm脂质体

为0.85μg;215.3nm脂质体为0.91μg;250.5nm脂

质体为0.61μg。通过包封率的计算公式:包封率=

(1-
游离药物的量

脂质体悬液中药物的总量
)×100,计算各个粒

径脂质体的包封率。计算得到184nm脂质体的包

封率 为 93.5%;215.3nm 脂 质 体 的 包 封 率 为

95.2%;250.5nm脂质体的包封率98.5%。由结果

可看出,脂质体包封率随粒径的增大而增大。

2.3 二甲基姜黄素脂质体对前列腺癌细胞

的影响

  为了考察脂质体粒径大小对细胞的影响,将不

同粒径的二甲基姜黄素脂质体1.98μg加入到前列

腺 癌 细 胞 DU145 和 C42 共 培 养 6h 后 发 现:

250.5nm的二甲基姜黄素脂质体给药后,在酶标仪

下的吸光度最大(图2)。由CCK-8的原理:活细胞

越多,吸光度越大可知,250.5nm 的二甲基姜黄素

脂质体杀死前列腺癌细胞能力相对于粒径小的脂质

体较弱。而对于不同种类的癌细胞,其粒径大小的

影响也不同。对于DU145细胞,随着包药脂质体的

粒径增加,其杀灭癌细胞的能力随之减弱(图2(a),

A组别为阳性对照,B组别为184nm包药脂质体,C
组别为215nm包药脂质体,D组别为250nm 包药

脂质体)。而对于C42细胞,184nm和215.3nm的

包药脂质体对于癌细胞的杀灭能力基本相同,而粒

径为250.5nm的包药脂质体对于癌细胞的杀灭能

力较弱(图2(b))。

图1 二甲基姜黄素脂质体的粒径分布

Fig.1 Particlesizedistributionofliposomesencapsulating
dimethylcurcumin

图2 二甲基姜黄素脂质体对C42和DU145细胞的影响

Fig.2 EffectofliposomesencapsulatingdimethylcurcuminonC42andDU145cells
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3 结 论

包药脂质体粒径大小会影响药物到达肿瘤组织

的过程。粒径的不同会影响其在肿瘤组织的积聚和

停滞时间,从肿瘤毛细管中的渗漏也会不同。较小

的包药脂质体比较容易进入肿瘤细胞。孙维彤等

人[12-13]发现脂质体后期释药缓慢,粒径小的包药脂

质体释药速度和累计释放药物的百分数提高了,这
可能是由于粒径小的包药脂质体在介质中的溶解度

更大,药 物 释 放 完 全。Chithrani等 人[14]研 究 了

14nm、50nm和74nm的金纳米颗粒被海拉细胞系

吸收的情况,研究发现吸收的动力学以及饱和浓度

因纳米颗粒的大小而不同,并且细胞吸收50nm的

颗粒最有效,表明了纳米颗粒被有效地吸收到细胞

中存在一个最佳大小值。还有研究了一系列的纳米

颗粒分别与多种细胞培养,例如海拉细胞,小鼠

264.7巨噬细胞,结果发现相同的纳米颗粒在不同

细胞的吸收存在差异。包药脂质体通过内吞等方式

进入细胞后,粒径小的包药脂质体,其包裹的药物分

散度提高,在介质中的溶解度也提高,因而小粒径的

包药脂质体释放药物较快。并且粒径小的包药脂质

体稳定性更强,更能杀死前列腺癌细胞,药物不会在

未进细胞前泄露。所以在药量相同的情况下,相对

粒径较大的250.5nm 的包药脂质体进入癌细胞、杀
灭细胞的能力较其他粒径小的弱。而对于癌细胞的

种类不同,包药脂质体的粒径大小对其杀灭的能力

就不同。这在一定程度上为二甲基姜黄素在抗癌治

疗的运用以及减小包药脂质体粒径来促进抗癌能力

提供了理论基础。而本研究中药物与细胞的作用时

间,以及粒径大小对不同种类癌细胞的影响还有待

进一步探讨。
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