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胰腺癌是一种常见的恶性肿瘤，其发病隐匿、恶性

程度高，易发生早期转移，患者5年生存率很低。随着

世界人口总数的不断增长和老龄化问题的日益严重，胰

腺癌的发病率不断升高，在中国胰腺癌造成的社会和经

济负担不断加重，因此研究新型、有效的胰腺癌综合治

疗方法迫在眉睫［1-2］。近年来，超声分子影像学技术不断

发展，为肿瘤诊断和治疗提供了新的研究思路［3］。超声

微泡造影剂作为一种新型的药物和基因载体，具有

安全、疗效好、稳定性高等优势，且得到了多项研究

证实［4-6］。前期研究发现，载多烯紫杉醇脂质微泡

（DLLM）物理性质较好，超声辐照能够促使微泡包裹的

药物释放［7］。本实验进一步研究DLLM联合超声靶向

微泡破裂技术（UTMD）对人胰腺癌细胞株BxPC3的增

殖抑制和凋亡诱导作用，为探讨DLLM联合UTMD在

胰腺癌治疗方面的应用价值提供实验依据。
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摘要：目的 制备载多烯紫杉醇脂质超声微泡，并研究其联合超声靶向微泡破裂技术（UTMD）对人胰腺癌BxPC3细胞的增殖抑

制和凋亡诱导作用。方法 采用机械振荡法制备载多烯紫杉醇的脂质超声微泡，检测其粒径、zeta电位、载药量、包封率等性质，

MTT法检测 IC50，CCK-8法检测细胞毒性作用，流式细胞术检测细胞周期，Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡率，TUNEL

法检测细胞凋亡情况，并与单纯多烯紫杉醇药物组、多烯紫杉醇药物+超声组等进行比较。结果 载多烯紫杉醇超声微泡平均粒

径1.6 μm，微泡的包封率为64.2%，平均载药量为16.1%；载多烯紫杉醇脂质微泡组的细胞毒性作用强于其他各组（P<0.01），细

胞凋亡率高于其他各组（P<0.01）；载多烯紫杉醇脂质微泡组G2/M期细胞增多，与其他组比较差异有统计学意义（P<0.01）。结

论 载多烯紫杉醇脂质微泡联合UTMD能够增加G2/M期细胞阻滞，增强对BxPC3细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用；载多烯紫

杉醇脂质微泡有望成为一种治疗胰腺癌的新型药物载体。

关键词：多烯紫杉醇；凋亡；微泡；胰腺癌

中图分类号：R736.7 文献标志码：A 文章编号：1673-4254（2012）05-0618-04

doi: 10.3969/j.issn.1673-4254.2012.05.006 http://www.cnki.net/kcms/detail/44.1627.R.20120426.1718.024.html

Abstract: Objective To investigate the proliferation inhibition and apoptosis-inducing effect of docetaxel-loaded lipid
microbubble (DLLM) combined with ultrasound targeted microbubble destruction (UTMD) on human pancreatic cancer cells
in vitro. Methods DLLM was prepared by mechanical vibration, and its physical properties were characterized. The median
inhibitory concentration (IC50) of DLLM was determined with MTT assay, and its cytotoxicity evaluated with cell counting
Kit-8 (CCK-8) assay. The effects of docetaxel, DLLM, and DLLM combined with UTMD on cell cycle and apoptosis of BxPC3
cells were tested with flow cytometry (FCM) and TUNEL assay, respectively. Results DLLM had an average size of 1.6 μm, and
the average drug entrapment efficiency and drug-loaded amount was 64.2% and 16.1% , respectively. Compared with the
control groups, DLLM had a significantly enhanced cytotoxic effect (P<0.01) and caused an increased apoptosis rate in BxPC3
cells (P<0.01). Cell cycle analysis showed that DLLM combined with UTMD resulted in an significantly higher percentage of
cells with G2/M phase arrest than the other treatments (P<0.01). Conclusions DLLM combined with UTMD can increase G2/M
phase arrest and enhance the proliferation inhibition and apoptosis-inducing effect on BxPC3 cells, and can serve as an
effective drug delivery system for pancreatic cancer therapy.
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1 材料与方法

1.1 实验材料与主要仪器

1.1.1 实验材料 二棕榈酰磷脂酰乙醇胺（DPPE）、二棕

榈酰磷酯酰胆碱（DPPC）、磷脂酸（DSPA）购自Sigma；

多烯紫杉醇（DTX）购自大连美仑有限公司；人胰腺癌

BxPC3细胞购自中国科学院上海细胞库；胎牛血清购自

Gibco；Cell Counting Kit-8、TUNEL细胞凋亡检测试剂

盒购自碧云天生物技术研究所；细胞周期检测试剂盒、

Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒购自南京

凯基生物公司。

1.1.2 主要仪器 CGZZ型超声基因转染治疗仪（重庆

医科大学超声影像学研究所研制），YJT-银汞胶囊调和

器（上海医疗器械股份有限公司），倒置荧光显微镜

（Leica），酶标仪（BD），Zetasizer Nano ZS90（Malvern）。

1.2 实验方法

1.2.1 DLLM 的制备和性质测定 称取 DTX、DPPE、

DPPC、DSPA等材料与PBS、甘油以适当比例混合，在

40 ℃水浴中孵育30 min，抽去空气，冲入全氟丙烷气

体，采用机械振荡法45 s后收集得到DLLM。在显微镜

下观察所制备的DLLM的分布、形态、大小等情况，采用

Malvern Zetasizer Nano ZS90 测量微泡粒径、zeta 电

位。用甲醇溶解DTX，用紫外分光光度法计算载药量

和包封率［7］。

1.2.2 MTT法测定DTX对BxPC3细胞增殖的影响 取

对数生长期BxPC3细胞，消化后重悬，以1×104/孔接种

于96孔板，每孔加入180 μl细胞悬液，细胞贴壁后加入

不同浓度的DTX 20 μl，使药物终浓度为 0.01、0.1、1、

10、100 nmol/L，每孔设置6个平行孔，同时设置空白对

照和溶剂对照组。分别培养24、48、72 h后用MTT法测

定各孔在570 nm波长的吸光度值，并用公示计算：细胞

生长抑制率=1-(处理组Dλ值/对照组Dλ值)×100%，再用

Bliss法计算半数抑制浓度（IC50）值。

1.2.3 细胞分组和处理 取对数生长期的BxPC3细胞，

消化重悬后接种于细胞培养板，继续培养24 h待细胞贴

壁，实验分为5组：空白对照组，DTX组，DTX+超声组，

DLLM组，DLLM+超声组。每组设置3个平行孔；药物

和 DLLM 以 IC50 的药物浓度给药；DTX +超声组，

DLLM+超声组以0.5 W/cm2的超声声强辐照45 s。

1.2.4 CCK-8法检测细胞毒性作用 按上述方法处理各

组细胞后，将细胞放入5% CO2培养箱继续培养24 h，每

孔加入10 μl CCK-8试剂，37 ℃培养箱中培养继续2 h，

用酶标仪检测在450 nm处的吸光度值。

1.2.5 流式细胞术检测细胞周期 处理各组细胞后，继

续培养24 h，PBS缓冲液洗涤2次，消化离心，收集每组

细胞并调整浓度为1×106/ml，用4 ℃预冷的70%乙醇固

定，4 ℃过夜，PBS缓冲液洗涤后加入 100 μl RNase，

37 ℃水浴30 min，加入终浓度50 μg/ml的PI染液混匀，

4 ℃避光30 min后上流式细胞仪检测，激发波长488 nm，

用Modifit软件分析细胞周期。

1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡 按分组情况处理各组

细胞后，继续培养24 h，用4 ℃预冷的PBS缓冲液洗涤3

次，消化离心，用250 μl结合缓冲液重悬细胞，调节各组

细胞浓度为1×106/ml，取100 μl细胞悬液于5 ml流式管

中，加入5 μl AnnexinV/FITC和10 μl，20 μg/ml的PI溶

液，混匀后避光室温孵育15 min，在反应管中加入400 μl

PBS缓冲液，然后用流式细胞仪分析，并计算S期细胞

比例（SPF），SPF=S /(G0/Gl+S+G2/M)×100%；细胞增殖

指数(PI)=(S+G2/M)/(G0/Gl+S+G2/M)×100%。

1.2.7 TUNEL检测细胞凋亡 BxPC3细胞按分组情况

处理后，培养24 h，室温下用4%多聚甲醛固定细胞1 h。

然后PBS浸洗两次，5 min/次。0.1%Triton X-100处理

细胞5 min。PBS浸洗两次，每次5 min。各孔滴加50

μl的TUNEL反应液，于37 ℃、潮湿、黑暗的环境孵育1

h。用PBS清洗3次，然后每孔加入0.01 mg/ml DAPI缓

冲液50 µl，室温黑暗环境中作用5 min。用PBS清洗5

次，在荧光显微镜下拍照。

1.3 统计学处理

计量资料以均数±标准差表示，应用SPSS18.0统计

软件和Microsoft Excel 2003等进行统计分析，计量资

料组间比较用单因素方差分析，两两比较采用LSD法，

以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DLLM的性质和参数

光镜下观察制备的DLLM药物微泡形态规则，呈

球形，粒径均匀，表面光滑，分散情况好，未见明显的微

泡黏连或成团现象（图1），DLLM平均粒径为1.6 μm，

Zeta电位-5.6 mV。采用紫外分光光度法测得其包封率

为64.2%，平均载药量为16.1%。

2.2 MTT法测定DTX对BxPC3细胞增殖的影响

MTT法检测不同浓度的DTX作用于BxPC3细胞

24、48、72 h 的结果表明，DTX 能显著抑制人胰腺癌

BxPC3细胞的增殖，24 h的 IC50为1 nmol/L，其抑制作

图1 载药微泡光镜观察

Fig.1 Morphology of DLLM under microscope
(Original magnification:× 200).
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用有较明显的剂量效应及时间效应关系。

2.3 CCK-8法细胞毒性检测结果

分组处理24 h后的CCK-8检测结果如图2所示，结

果表明 DTX 组，DTX +超声组，DLLM +超声组对

BxPC3细胞均有细胞毒性作用，DLLM+超声组的细胞

毒性作用明显强于单纯的DTX组以及DTX+超声组

（P<0.01）。单纯DLLM组与对照组比较，以及DTX组

与DTX+超声组比较，无显著性差异（P>0.05）。

2.4 流式细胞术检测细胞周期和凋亡率

FCM检测细胞周期结果显示：与对照组细胞比较，

单纯DTX组、DTX+超声组、DLLM+超声组G2/M期细

胞比例升高，分别为（17.23±1.26）%、（17.95±0.64）%和

（25.44±1.86）%，其中DLLM+超声组G2/M期阻滞作用

更强，与其他组比较差异有统计学意义（P<0.01）。

DLLM +超声组 SPF 和 PI 明显降低，分别为（5.41 ±

0.70）%和（30.85±1.79）%，与其他组相比差异有显著性

（P<0.01）。

Annexin V-FITC/PI双染凋亡检测结果显示：各处

理组BxPC3细胞在处理24 h后均有不同程度凋亡（图

3），其中DLLM+超声组凋亡率最高，为（12.23±1.73）%；

DTX +超声组、单纯DTX组次之，分别为（7.94±1.71）%

和（7.39±0.92）%；单纯BxPC3细胞组和单纯DLLM组

凋亡率分别为（0.45±0.35）%和（0.96±0.45）%。单纯

BxPC3细胞组和单纯多烯紫杉醇微泡组无显著性差异

（P>0.05），其余各组两两差别均有统计学意义（P<0.01）。

2.5 TUNEL检测细胞凋亡结果

凋亡的BxPC3细胞经过标记后，在相应激发光下

呈绿色，未发生凋亡的细胞呈蓝色。根据发出绿色荧光

的细胞核占所有细胞核的比例衡量细胞凋亡情况，发现

DLLM+超声组的凋亡细胞率明显高于单纯DTX组以

及DTX+超声组（图4），差异有显著性（P<0.01）。

3 讨论

超声微泡造影剂是一种新型的肿瘤诊断和治疗手

段，利用脂质超声微泡能够包载药物或基因的特性，可

以在联合超声靶向微泡破裂技术的基础上，通过在特定

区域击碎微泡，释放药物，使化疗药物靶向性地作用于

肿瘤组织，既可避免损伤正常组织，还可以通过超声空

化效应使血管内皮细胞间隙增宽、血管壁通透性增大、

提高肿瘤细胞膜通透性，从而促进药物或基因进入细

胞，提高作用于靶细胞的有效药物浓度，增强疗效［8-9］。

因此超声微泡造影剂技术为肿瘤综合治疗提供了颇具

优势和吸引力的新研究途径。

目前胰腺癌早期诊断率和手术切除率较低，现有的
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图2 CCK-8结果显示DLLM增强BxPC3细胞毒性作用
Fig.2 Cytotoxic effect of DLLM on BxPC3 cells detected
by CCK-8 assay.
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Fig.3 Cell apoptosis detected by flow
cytometric analysis with Annexin
V-FITC/PI staining.

··620



杨 健,等.载多烯紫杉醇脂质微泡增强人胰腺癌BxPC3细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用第5期

化疗和放疗效果欠佳［2］，急需新方法以提高早期诊断率

和疗效。近期研究发现，多烯紫杉醇用于胰腺癌联合化

疗可以提高患者的耐受性和生存质量［10-11］。多烯紫杉醇

是紫杉烷类新型抗肿瘤药物，其作用机制是增强微管蛋

白聚合作用，且抑制微管解聚，破坏肿瘤细胞的有丝分

裂，因而具有良好的抗肿瘤活性；多烯紫杉醇的细胞内

浓度是紫杉醇的3倍，在细胞内滞留时间更长，且多烯

紫杉醇对顺铂、5Fu或紫杉醇耐药的细胞株，不产生交

叉耐药［12］。虽然DTX应用于胰腺癌化疗具有上述许多

优势，我们也注意到多烯紫杉醇的水溶性较差，限制了

其临床应用，而且多烯紫杉醇在肿瘤治疗中有肺毒性等

潜在危险［13-14］，故本实验结合DTX脂溶性强的特点，通

过磷脂材料制备包载有DTX的脂质微泡，利用UTMD

的靶向控释作用提高有效药物浓度，探讨了DLLM联

合超声辐照对胰腺癌细胞增殖和凋亡的作用。

本实验发现DTX对人胰腺癌BxPC3细胞有明显

的细胞毒性作用；DLLM 联合 UTMD 能够明显降低

BxPC3细胞的SPF和PI，使肿瘤细胞活性显著降低，同

时能增强对 BxPC3 细胞的 G2/M 期阻滞作用，提高

BxPC3细胞凋亡率，具有增强对BxPC3细胞的增殖抑

制和凋亡诱导作用；且在同样的药物剂量下，DLLM联

合UTMD作用强于单纯使用DTX以及DTX联合超声，

同时DTX与DTX联合超声两种处理的差异无显著性，

考虑其原因可能与超声靶向微泡破裂技术使载药微泡

发生空化效应有关，适当强度和持续时间的超声辐照可

在短时间内提高靶细胞膜的通透性，同时不会过度损伤

细胞，有利于提高有效药物浓度，从而增强药物的细胞

毒性和凋亡诱导作用。

美国FDA资料显示，许多新药由于药物毒性和体

内分布等原因，没能通过 III期临床试验而被淘汰；而

DLLM性质比较稳定，在没有施加适当超声辐照时，单

纯的DLLM组与对照组细胞在细胞活性、细胞周期和

细胞凋亡率等检测结果方面没有显著性差异；同时，

DLLM作为一种超声造影剂，可以在谐波状态下观察肿

瘤的显影情况，上述结果均支持DLLM联合UTMD可

以较好的实现化疗药物的靶向控释，有利于减少药物毒

副作用。另一方面，我们认识到需要不断研发新的微泡

成膜材料，从而进一步提高化疗药物的包封率，同时，微

泡辐照参数的优化也有待于更深入的研究。

综上所述，DLLM联合UTMD能够明显抑制人胰

腺癌BxPC3细胞增殖并促进细胞凋亡，在等量药物剂

量下达到药物有效浓度更高，有利于减少化疗药物的毒

副作用，有望成为一种用于胰腺癌综合治疗的新型药物

载体，值得进一步研究开发。
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图4 TUNEL检测细胞凋亡情况
Fig.4 Apoptosis index of the 5 groups detected by
TUNEL assay.

··621


