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穿膜肽 R8和 pH敏感型可断裂 PEG共修饰脂质体的构建 

张  莉, 王  蛘, 高会乐, 何  勤* 

(四川大学华西药学院, 靶向药物与传递系统教育部重点实验室, 四川 成都 610041) 

摘要: 本文旨在构建穿膜肽 R8 (RRRRRRRR) 和 pH敏感型 PEG (聚乙二醇, polyethylene glycols) 共修饰的
脂质体 (R8 peptide and pH sensitive PEG co-modified liposomes, Cl-Lip) 用于乳腺癌的靶向药物传递。通过卵磷
脂、胆固醇、DSPE-PEG2K-R8和 PEG5K-Hz-PE (pH敏感型 PEG) 为材料制备共修饰脂质体, 对其粒径和 zeta电
位进行表征。采用 4T1细胞考察不同预孵育条件下细胞对 Cl-Lip的摄取。同时对其入胞途径、溶酶体逃逸能力
及肿瘤球穿透能力进行考察。结果表明, Cl-Lip粒径为 (110.4  ± 5.2) nm, PDI为 0.207  ± 0.039, zeta电位为 (−3.46  ± 

0.05) mV。体外实验证明, Cl-Lip具有良好的血清稳定性。在不同的预孵育时间点, 4T1细胞对 Cl-Lip的摄取均
呈 pH依赖性, 在 pH 6.0条件下的摄取均高于 pH 7.4条件下的摄取。Cl-Lip的入胞机制主要为网格蛋白介导的
内吞途径和能量依赖型的内吞途径。在 pH 6.0条件下, Cl-Lip具有较强的溶酶体逃逸能力和肿瘤球穿透能力。这
些结果表明, 共修饰脂质体具有较好的 pH响应性, 是一种潜在的靶向药物传递系统。 
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Abstract: The purpose of the study is to construct R8 peptide (RRRRRRRR) and pH sensitive polyethylene 

glycols (PEG) co-modified liposomes (Cl-Lip) and utilize them in breast cancer treatment.  The co-modified     
liposomes were prepared with soybean phospholipid, cholesterol, DSPE-PEG 2K-R8 and PEG5K-Hz-PE (pH sensitive 
PEG).  The size and zeta potential of Cl-Lip were also characterized.  The in vitro experiment demonstrated 
that the Cl-Lip had high serum stability in 50% fetal bovine serum.  The cellular uptake of Cl-Lip under different 
pre-incubated conditions was evaluated on 4T1 cells.  And the endocytosis pathway, lysosome escape ability 
and tumor spheroid penetration ability were also evaluated.  The results showed the particle size of the Cl-Lip 
was (110.4  ± 5.2) nm, PDI of the Cl-Lip was 0.207  ± 0.039 and zeta potential of the Cl-Lip was (−3.46 ± 0.05) mV.  
The cellular uptake of Cl-Lip on 4T1 cells was pH sensitive, as the cellular uptake of Cl-Lip pre-incubated in pH 
6.0 was higher than that of pH 7.4 under each time point.  The main endocytosis pathways of Cl-Lip under pH 
6.0 were micropinocytosis and energy-dependent pathway.  At the same time, the Cl-Lip with pre-incubation in 
pH 6.0 had high lysosome escape ability and high tumor spheroid penetration ability.  All the above results 
demonstrated that the Cl-Lip we constructed had high pH sensitivity and is a promising drug delivery system. 
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最新研究结果表明, 乳腺癌已经成为威胁女性
健康的“头号杀手”[1]。与其他癌症相比, 乳腺癌的
发病越来越趋于年轻化。目前乳腺癌的临床治疗手段

主要是保守治疗和乳房切除术[2]。其中, 化疗仍然是
治疗乳腺癌的一种主要手段。如何将化疗药物有效地

递送到肿瘤部位是众多研究关注的重点[3]。 
由于肿瘤组织内部血管壁间隙较宽, 结构不完

整, 淋巴回流缺失, 使得大分子物质和纳米给药系统
在肿瘤部位具有较强的渗透和滞留效应  (enhanced 
permeability and retention effect, EPR effect) [4]。为此, 
研究人员利用肿瘤组织的这一特点将药物包裹在纳

米载体中, 通过EPR效应, 将药物有效地靶向肿瘤部
位发挥治疗作用[5, 6]。 

在众多纳米给药系统中, 脂质体具有良好的生
物相容性和靶向性, 同时可以降低所包载药物的毒
性[7]。聚乙二醇 (polyethylene glycols, PEG) 可以显
著延长药物载体在体内的循环时间, PEG修饰的脂质
体被广泛应用在纳米给药系统的构建中[8]。但是, 当
PEG修饰的脂质体到达肿瘤部位后, PEG较弱的穿透
能力会限制脂质体入胞进一步发挥作用[9]。 

穿膜肽可以高效的介导蛋白、核酸和纳米给药    
系统入胞, 典型的穿膜肽包括 TAT (AYGRKKRRQR 
RR)[10]和 R8 (RRRRRRRR)[11]。然而, 穿膜肽通常都
缺乏组织选择性, 能够穿透所有细胞膜, 将纳米给药
系统递送到肿瘤部位的同时还会将其递送到其他脏

器[12]。另外, 由于穿膜肽 TAT 和 R8 均带有正电荷,     
在血液循环中会与血浆蛋白结合, 降低其体内稳定
性[13]。这些缺点大大限制了穿膜肽的体内应用。 

鉴于穿膜肽和 PEG的优劣, 为了利用 PEG的长
循环效应和穿膜肽的高效入胞能力, 研究人员构建
了基于敏感型 PEG 修饰的药物传递系统。这种敏感
型 PEG 包括还原敏感型 PEG[14]、酶敏感型 PEG[15]

和光敏感型 PEG[16]等。另外, 在实体瘤中, 肿瘤细胞
具有较强的增殖分化能力, 肿瘤部位氧供不足, 使得
肿瘤组织细胞外微环境含有较多乳酸, 其细胞外的
pH 值 (6.5～6.8) 普遍低于正常组织和血液的 pH 值
(7.2～7.4)[17, 18]。因此, 也可以利用肿瘤组织这一特殊
的微环境构建 pH敏感型药物传递系统。 

本课题设计了基于穿膜肽 R8 和 pH 敏感型 PEG
的共修饰脂质体给药系统 (Cl-Lip)。在血液循环中该
pH 敏感型 PEG 保持稳定, 可以屏蔽穿膜肽 R8。当    
脂质体通过 EPR 效应靶向到肿瘤部位后, 在肿瘤部
位的微酸环境条件下, 连接 PEG 的化学键水解断裂, 
使得该 pH 敏感型 PEG 断裂脱离脂质体表面, 穿膜肽

R8去屏蔽化, 介导脂质体入胞。本文构建了此共修饰
脂质体药物传递系统, 利用乳腺癌 4T1细胞, 对其体
外靶向性包括不同预孵育条件下的入胞能力、入胞途

径、溶酶体逃逸能力和肿瘤球穿透能力进行评价。 
 

材料与方法 
试剂与药物  大豆磷脂 (SPC, 上海艾韦特医药

科技有限公司); 胆固醇 (Chole, 成都市科伦化工试
剂厂); 1, 2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethalamine- 
N-[maleimide (polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG 2K- 
Mal)、1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine- 
N-(carboxyfluorescein) (CFPE) (美国 Avanti Polar Lipids
公司); R8 peptide (Cys-RRRRRRRR) (成都凯捷生物
科技有限公司); PEG5K-Hz-PE、DSPE-PEG2K-R8 (本
实验室制备); Lyso-tracker Red (美国 Invitrogen 公      
司); 4'-6-diamidino-2-pheylindole (DAPI, 江苏碧云天
生物有限公司); 1640培养基、胎牛血清 (FBS) (美国
Hyclone公司); 叠氮钠、秋水仙素 (美国Merck公司); 
多聚赖氨酸、菲氯平 (美国 Sigma公司); 氯丙嗪 (美
国 Calbiochem公司); 其他试剂均为分析纯试剂。 

仪器  激光粒度仪/zeta电位分析仪 (Nano ZS90, 
英国Malvern公司); 流式细胞仪 (CytomicsTM FC500, 
美国 Beckman Coulter 公司 ); 激光共聚焦显微镜 
(FV1000, 美国 Olympus公司)。 

细胞  小鼠乳腺癌 4T1 细胞购于中国科学院上
海细胞库。4T1细胞用含 10%  胎牛血清的 1640 完全
培养基于 37 ℃孵箱中培养, 0.25%  胰酶消化传代。 

脂质体的制备  分别精密称取 Chole、SPC、
DSPE-PEG2K-R8 和 PEG5K-Hz-PE 适量溶于氯仿溶液
中, 脂质材料按照 Chole、SPC、DSPE-PEG2K-R8 摩
尔比为 35∶57∶0.8 精密量取, 制备单纯 R8 修饰的     
脂质体 (R8-Lip)[19]; 按照 Chole、SPC、DSPE-PEG2K- 
R8、PEG5K-Hz-PE 摩尔比为 35∶57∶0.8∶8 精密量     
取, 制备共修饰脂质体 (Cl-Lip)。进一步将所有脂质
材料加入至 25 mL 茄形瓶中, 在 37 ℃条件下旋蒸      
除去氯仿至形成薄膜, 真空干燥过夜。加入 pH 8.0 
PBS溶液 1 mL放置于摇床中, 37 ℃水化 15 min, 在
冰浴条件下探头超声 (80 W, 100 s)。所形成的脂质    
体于 4 ℃条件下保存备用。对于 CFPE 标记的脂质     
体, 将适量的 CFPE氯仿溶液加入至脂质材料中共同
旋蒸形成薄膜, 使得所形成的脂质体中 CFPE终质量
浓度为 15 μg·mL−1。 

共修饰脂质体粒径和电位的考察  取Cl-Lip 100 
μL, 用纯水稀释至 1 mL, 采用激光粒度仪/zeta 电位
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分析仪对其粒径与 zeta电位进行测定。 
共修饰脂质体体外血清稳定性考察  取 Cl-Lip     

1 mL与滤过的胎牛血清 1∶1 (v/v) 混合, 分别于 0.5、
1、2、4、8和 24 h取 100 μL, 用纯水稀释至 1 mL, 采
用激光粒度仪/zeta电位分析仪对其粒径进行测定。 

不同预孵育条件下细胞对共修饰脂质体摄取的

考察  定量将所制备的 CFPE 标记的 Cl-Lip 与不同
pH条件下 (pH 7.4、pH 6.0) 的 1640培养基混合使
得 CFPE的终质量浓度为 2 μg·mL−1。混合液分别在

37 ℃下孵育 1和 2 h后, 将其 pH调至 7.4备用。 
另将 4T1细胞接种在 6孔板内, 待细胞汇合度达

到 70%～80%  时, 将原培养基吸出后, 加入 Cl-Lip与
培养基的混合液。在 37 ℃、5% CO2孵箱中孵育 2 h
后将培养基吸出, 用 PBS漂洗 3次, 胰酶消化, 离心
后用 0.4 mL PBS重悬细胞, 采用流式细胞仪检测细
胞对不同预孵育条件下 Cl-Lip的摄取强度。 

共修饰脂质体的摄取机制考察  将细胞分别加

入适量细胞摄取抑制剂氯丙嗪、多聚赖氨酸、菲氯平、

秋水仙素和叠氮钠, 孵育 30 min 后再将 Cl-Lip与培
养基的混合液加至上述含有 4T1细胞的 6孔板中, 2 h
后吸出培养基, 用 PBS漂洗 3次, 胰酶消化, 离心后
用 0.4 mL PBS重悬细胞, 采用流式细胞仪检测加入
不同抑制剂后, 细胞对 Cl-Lip摄取的程度。同时, 考
察在 4 ℃孵育条件下, 细胞对 Cl-Lip的摄取强度。 

共修饰脂质体的溶酶体逃逸能力考察   将

Cl-Lip 与培养基的混合液加入至含有 4T1 细胞的 6
孔板中, 2 h后加入Lyso-Tracker使得其终质量浓度为
1 μg·mL−1, 与细胞共孵育 30 min后, 将培养基吸出, 
用 PBS漂洗 3次, 4%  多聚甲醛固定 30 min, 1 μg·mL−1 
DAPI 溶液染色 5 min, 采用激光共聚焦观察 Cl-Lip
的溶酶体逃逸能力。 

共修饰脂质体的肿瘤球穿透能力考察  在 96 孔
板中加入 2%  低分子量琼脂糖凝胶的培养基混悬液

100 μL, 待其冷却形成凝胶。另在每孔中加入细胞混
悬液 (每孔细胞数为 8 000个), 待其生长 3天, 形成
肿瘤球后备用。 

将 Cl-Lip 与培养基的混合液加至含有肿瘤球的
96 孔板中, 与肿瘤球共孵育 2 h后, 吸出肿瘤球, 用
PBS漂洗 3次, 4%  多聚甲醛固定 30 min后, 采用激光
共聚焦观察 Cl-Lip对肿瘤球的穿透能力。 

数据处理  采用Excel 2013软件将数据录入, 求
得平均值, 并进行双样本的 t 检验及方差分析, 实验
数据用 x ± s表示。 

结果 
1  共修饰脂质体的粒径和电位 

为了使所构建的共修饰脂质体 Cl-Lip 可有效地
递送到肿瘤部位, 首先对其粒径和电位进行测定。由
表 1和图 1可见, R8-Lip的粒径为 (98.6  ± 3.6) nm, PDI
为 0.267 ± 0.148; Cl-Lip的粒径为 (110.4  ± 5.2) nm, PDI
为 0.207  ± 0.039, 表明 R8-Lip和 Cl-Lip具有良好均一
性。 

R8-Lip的 zeta电位为 (0.56  ± 0.08) mV, Cl-Lip的
zeta电位为 (−3.46  ± 0.05) mV, 结果表明, 修饰 pH敏
感型的 PEG后, Cl-Lip略带负电, pH敏感的 PEG可
以完全屏蔽穿膜肽 R8的正电荷。 
 
Table 1  Size and zeta potential of different liposomes.  n = 3, 
x ± s.  R8-Lip: R8 peptide modified liposomes; Cl-Lip: R8 
peptide and pH sensitive PEG co-modified liposomes 

Liposome Size/nm PDI Zeta/mV 

R8-Lip  98.6 ± 3.6 0.267 ± 0.148 0.56 ± 0.08 

Cl-Lip 110.4 ± 5.2 0.207 ± 0.039 −3.46 ± 0.05 

 

 
Figure 1  Size (A) and zeta potential (B) of Cl-Lip 
 
2  共修饰脂质体的体外血清稳定性 

为了模拟体内环境, 考察共修饰脂质体进入体
内的血清稳定性, 本课题将脂质体与胎牛血清混合
孵育, 并在不同时间点对其粒径进行测定, 考察其血
清稳定性。由图 2 可见, Cl-Lip 在不同的时间点, 粒
径均在 110 nm 左右, 且保持稳定, 说明该共修饰脂
质体具有良好的血清稳定性。 
3  不同预孵育条件下细胞对共修饰脂质体的摄取 

pH 敏感型 PEG 在不同条件下的水解程度是影     
响 Cl-Lip的入胞能力的重要因素。该 pH敏感型 PEG
在不同 pH的介质中和预孵育时间条件下会发生不同
程度的水解使其断裂, 从而不同程度地暴露穿膜肽
R8, 因此考察了 Cl-Lip 在不同的预孵育条件下 4T1 
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Figure 2  The size of Cl-Lip in 50% FBS at different time 
points.  n = 3, x ± s 
 
细胞对 Cl-Lip 的摄取。由图 3 可见, 在 pH 7.4 预孵
育条件下, 随着预孵育时间的增加, 细胞对脂质体的
摄取强度没有明显变化, 细胞对其的摄取强度都很
弱; 在 pH 6.0预孵育条件下, 随着预孵育时间的增加, 
细胞对脂质体的摄取强度显著性增强。同时, 在 pH 
6.0 预孵育条件下, 细胞对 Cl-Lip 的摄取强度均高于
在 pH 7.4 同等条件下的摄取强度。当预孵育时间为      
1 h时, 细胞对 pH 6.0预孵育条件下的 Cl-Lip摄取强
度是 pH 7.4 条件下的 2.35 倍; 当预孵育时间为 2 h
时, 细胞对 pH 6.0 预孵育条件下的 Cl-Lip 摄取强度
是 pH 7.4条件下的 3.87倍。此结果表明, 细胞对 Cl-     
Lip 的摄取呈 pH 依赖性和预孵育时间依赖性。由于
在预孵育时间为 2 h时, 细胞对 pH 6.0预孵育条件下
的 Cl-Lip 摄取强度较高, 且与 pH 7.4 条件下的摄取
强度对比更为明显。因此, 本课题采用的预孵育时间
为 2 h。 
 

 
Figure 3  The cellular uptake of Cl-Lip by 4T1 cells under      
different pre-incubation conditions detected by flow cytometry.  
n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs Cl-Lip (pH 7.4) groups; ΔP < 0.05 vs 
Cl-Lip (pH 6.0, 1 h) group 
 
4  共修饰脂质体的摄取机制 

本课题将不同的摄取途径抑制剂与细胞共孵育, 
以考察共修饰脂质体 Cl-Lip的入胞机制。其中氯丙嗪
为网格蛋白介导的内吞途径抑制剂, 多聚赖氨酸为
电荷依赖型的内吞途径抑制剂, 菲氯平为陷穴蛋白
介导的内吞途径抑制剂, 秋水仙素为巨胞饮途径抑

制剂, 叠氮钠为能量依赖型的内吞途径抑制剂, 4 ℃

作为能量依赖型的内吞途径的抑制条件。 
不同的摄取抑制剂对 4T1 细胞的摄取有不同的

影响 (图 4), 在 4 ℃条件下孵育对细胞摄取的抑制率

为 67.3%, 氯丙嗪、多聚赖氨酸、菲氯平、秋水仙素
和叠氮钠对细胞摄取的抑制率分别为 94.1%、30.5%、
34.9%、27.0%  和 47.1%。结果表明, Cl-Lip可通过多
种途径入胞, 其中主要为网格蛋白介导 (氯丙嗪) 和
能量依赖型 (叠氮钠) 的内吞途径。 
 

 
Figure 4  The endocytosis inhibition assay of Cl-Lip preincu-
bated in pH 6.0 on 4T1 cells detected by flow cytometry.  n = 3, 
x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 

 
5  共修饰脂质体的溶酶体逃逸能力 

由于溶酶体可以降解入胞后的脂质体, 降低治
疗效果, 因此良好的溶酶体逃逸能力是保障脂质体
发挥作用的关键性因素[20]。为此, 本课题将 CFPE标
记的 Cl-Lip 与 4T1 细胞共孵育后, 用 Lyso-Tracker
标记溶酶体, DAPI 标记细胞核来考察该脂质体的溶
酶体逃逸能力。如图 5所示, 绿色荧光代表 CFPE标
记的脂质体, 红色荧光代表 Lyso-Tracker标记的溶酶
体, 蓝色荧光代表 DAPI标记的细胞核。在 pH 7.4预
孵育条件下, 细胞对 Cl-Lip的摄取较弱, 没有在细胞
内及周围显示出较强的绿色荧光, 无法判断当其入
胞后是否可以与红色荧光标记的溶酶体重合, 没有
表现出在该条件下 Cl-Lip 具有溶酶体逃逸能力。在
pH 6.0预孵育条件下, 细胞对Cl-Lip的摄取显著性增
强。根据荧光重叠图可以看出, 尽管有部分脂质体吸
附在细胞膜的表面, 但是在溶酶体 (红色荧光) 周围
也存在散在的绿色荧光, 说明该部分脂质体已摄取
入胞, 且细胞内的绿色荧光没有与红色荧光重合, 表
明在该条件下 Cl-Lip 入胞后并没有分布在溶酶体中, 
具有较好的溶酶体逃逸能力。以上结果说明, 在低 pH
条件下, Cl-Lip具有较强的入胞能力和溶酶体逃逸能
力, 入胞后可以避免溶酶体对其的降解, 为其进一步
发挥作用提供保障。 
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Figure 5  Co-localization of liposomes, lysosomes and nuclei.  The liposomes were labeled with 1,  2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoe-
thanolamine-N-carboxy fluorescein (CFPE, green), lysosomes were stained with Lyso-Tracker (red), and the nuclei were stained with 
4'-6-diamidino-2-pheylindole (DAPI, blue).  Scale bars represent 10 μm 
 

 
Figure 6  CLSM images of penetration of CFPE labeled liposomes in 4T1 tumor spheroids within different depths.  Scale bars represent 
250 μm 
 
6  共修饰脂质体的肿瘤球穿透能力 

由于体内肿瘤部位组织为多层细胞, 为了模拟
其体内微环境, 本课题考查了 Cl-Lip 对肿瘤球的穿
透能力。由图 6可见, Cl-Lip对肿瘤球的穿透能力呈
显著的 pH依赖性。在 pH 7.4预孵育条件下, 在肿瘤
球表面仅可以看到较弱的绿色荧光, 而在肿瘤球内
部 25 μm 时, 已经无法观察到绿色荧光。结果说明, 
在生理条件下 Cl-Lip 对肿瘤球的穿透能力较弱, 仅
可以分布在其浅层的肿瘤细胞, 无法穿透进入其深
层的细胞; 在 pH 6.0预孵育条件下, Cl-Lip对肿瘤球
的穿透能力显著性增强, 在肿瘤球表面可以看到较
强的绿色荧光, 而在肿瘤球内部 25 μm时, 仍然能观
察到绿色荧光, 即使在肿瘤球内部 50 μm时, 仍有较
弱的绿色荧光。上述结果说明, 在体外模拟肿瘤组织
的微酸环境下 Cl-Lip 不仅可以分布肿瘤球浅层的肿
瘤细胞, 也穿透到达其深层的肿瘤细胞从而发挥较
好的治疗效果。 
 
讨论 

为了避免穿膜肽的组织选择性差的缺点, 结合

PEG 可以长循环的优点, 研究人员通过不同性质的
化学键合成出各类环境响应型的 PEG  , 进而将此类
PEG 和穿膜肽共同修饰在给药系统中。付寒等[21]通

过将二硫键引入 PEG 中, 合成出还原敏感型 PEG  , 
进而构建了还原敏感型给药系统。通过利用谷胱甘肽

使给药系统中的还原敏感型 PEG 在胞外断裂, 从而
介导给药系统入胞。但是由于肿瘤组织胞外的谷胱    
甘肽浓度较低[22], 无法通过胞外自身条件使得此化
学键断裂, 因此往往需要给予外源性谷胱甘肽, 增加
了该系统的不便。酶敏感型 PEG 断裂依赖于其酶浓
度[23], 使得给药系统的应用受到限制。光敏感型 PEG
需要外源性光照使得 PEG断裂, 其应用也不广泛。 

由于在大多数实体瘤中, 胞外 pH 均较低, 当给
药系统靶向至肿瘤部位后, 可以利用肿瘤部位自身
环境使 PEG中的化学键水解, 使得 PEG从给药系统
表面脱离, 通过穿膜肽入胞能力的介导给药系统发
挥作用。与其他类型的 PEG相比, pH敏感型 PEG可
以使给药系统“智能”化, 不需要外源性物质或光
照, 且能广泛应用。因此, 本课题利用肿瘤部位弱酸
性环境, 同时选取脂质体为给药系统, 构建了穿膜肽
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R8和 pH敏感型 PEG共修饰的脂质体。 
在共修饰脂质体的构建中, 本课题将穿膜肽 R8

修饰在 PEG 上, 利用 PEG 的亲水性, 可以减少穿膜
肽被网状内皮系统的摄取[19], 同时脂质体到达肿瘤
部位后, 作为“桥梁”直接与细胞膜接触, 增加其介
导脂质体入胞几率。另外, 将 R8 通过 PEG 连接在
DSPE上, DSPE-PEG2K-R8作为磷脂材料直接修饰在
脂质体上, 避免其在血液循环过程中脱离脂质体表
面, 增加共修饰脂质体的稳定性。 

通过渗透和 EPR 效应到达肿瘤部位发挥作用的
被动靶向脂质体的粒径范围为 100～200 nm[24]。实验

表明, 本课题通过薄膜分散法制备的 Cl-Lip 粒径满足
被动靶向脂质体的基本要求。与 R8-Lip 的 zeta电位
相比, Cl-Lip带有负电位, 表明所构建脂质体在 pH 7.4
条件下, 可以较好的屏蔽穿膜肽 R8的正电荷。R8-Lip
的正电荷较低可能是因为脂质体水化过程中选用 pH 
8.0 的 PBS, 该 pH条件下 PBS的弱碱性使得 R8-Lip
的正电荷略有下降。选取 pH 8.0的 PBS是为了避免
保存过程中 pH 敏感型 PEG 中腙键的水解, 降低其对
穿膜肽 R8 的屏蔽作用。同时, 体外血清稳定性实验
表明, 该脂质体与血清混合后, 具有良好的稳定性, 
主要是因为 PEG 可以屏蔽穿膜肽 R8 的正电荷, 减少
血浆蛋白对其结合并提高稳定性, 为进一步的体内
外靶向研究奠定了基础。 

为了验证所构建共修饰脂质体的 pH 响应性, 本
课题考察了在不同的 pH预孵育条件下细胞对共修饰
脂质体的摄取。结果表明, 在 pH 6.0条件下, 细胞对
Cl-Lip的摄取显著高于 pH 7.4条件下的摄取, 说明在
pH 7.4条件下穿膜肽 R8被 pH敏感型 PEG屏蔽, 当
pH降低后, pH敏感型 PEG水解暴露穿膜肽R8, 使其
介导入胞。因此, Cl-Lip具有良好的 pH响应性。 

穿膜肽介导的脂质体入胞有多种途径, 包括能
量依赖型的内吞途径、电荷依赖型的内吞途径、巨胞

饮途径、网格蛋白介导的内吞途径和陷穴蛋白介导    
的内吞途径[25]。为了考察 Cl-Lip以何种途径入胞, 本
课题考察了其内吞途径。结果表明, Cl-Lip的主要入胞
途径为网格蛋白介导的内吞途径和能量依赖型的内

吞途径。有相关报道[13]表明 R8-Lip 的主要入胞途径
为网格蛋白介导的内吞途径与巨胞饮途径。然而, 本
实验结果表明 Cl-Lip的入胞途径与 R8-Lip的入胞途
径略有差异, 其可能是因为弱酸性条件下尽管大部
分 pH 敏感型 PEG 断裂, 但是残存在脂质体表面的
PEG5K-Hz-PE会影响脂质体的入胞途径。 

另外, 研究表明, 富含精氨酸穿膜肽修饰的纳米

粒具有较强的溶酶体逃逸能力[26]。在 pH 7.4条件下, 
穿膜肽 R8被 pH敏感型 PEG屏蔽, 无法介导其入胞, 
因此细胞膜和细胞内的绿色荧光较弱, 无法考察其
溶酶体逃逸能力的强弱; 在 pH 6.0条件下, 当穿膜肽
R8暴露后, Cl-Lip在穿膜肽的介导下入胞, 因此在细
胞膜和细胞内的绿色荧光较强, 同时其入胞后表现
出良好的溶酶体逃逸能力, 进而可以避免溶酶体对
其降解, 保障其治疗作用的发挥。部分脂质体分布在
细胞膜表面可能是因为带有正电的穿膜肽 R8暴露后
会吸附在带负电的细胞膜上。 

为了模拟体内肿瘤组织环境, 本课题构建了肿
瘤球, 并考察共修饰脂质体的肿瘤球穿透能力。结果
表明, 在低 pH条件下, 由于穿膜肽R8的暴露, Cl-Lip
吸附在肿瘤球表面, 同时在穿膜肽 R8 的介导下可以
穿透进入深层的肿瘤细胞发挥作用。说明 Cl-Lip在体
内弱酸环境下可以穿透进入深层肿瘤细胞发挥作用。 

本研究初步证明了穿膜肽 R8和 pH敏感型 PEG
共修饰的脂质体具有良好的 pH 响应性, 在肿瘤组织
微酸性环境下具有较强的入胞能力, 良好的溶酶体
逃逸能力和较强的肿瘤球穿透能力, 是一种潜在的
靶向药物传递系统。 
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