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 · 综述 ·

活性氧自由基响应型脂质体在抗肿瘤研究中的应用进展

高习清，卢光照，鲁　莹，邹　豪 （海军军医大学药学院药剂学教研室, 上海 200433）

［摘要］　活性氧自由基响应型脂质体是基于肿瘤微环境中活性氧自由基（ROS）高水平表达的特点而制备，可使包载药

物在肿瘤部位精准释放。在外加光敏剂后，能进一步增强脂质体中药物的可控性。
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Application progress of ROS-responsive liposomes in anti-tumor research
GAO Xiqing, LU Guangzhao, LU Ying, ZOU Hao（Department of Pharmaceutical Sciences, School of Pharmacy, Naval Medical
University, Shanghai 200433, China）

［Abstract］　 Reactive oxygen species（ROS） responsive liposomes are prepared based on the high level of ROS expression
in  the  tumor  microenvironment,  enabling  precise  drug  delivery  to  the  tumor  site.  With  the  addition  of  photosensitizer,  the
controllability of drugs in liposomes can be further enhanced.
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脂质体是包封药物纳米载体的理想选择[1]，它

可以提高被包载物质溶解度，增强物质的稳定性，

减少外周不良反应发生，且自身无毒。在肿瘤疾病

治疗中，依赖高渗透长滞留 (EPR) 效应的假设，基

于病变区域的组织结构、生理功能和正常组织间的

差异，脂质体可使药物输送至肿瘤组织富集，更好

地发挥治疗作用[2]。但是，基于 EPR 效应的纳米制

剂在实体瘤内转运的靶向效率仍面临很多质疑[3]，

所有纳米颗粒 (包括脂质体在内) 仅有 0.7％(中位

数) 的注射剂量被递送至实体瘤，面临脱颗粒困

难、药物释放缓慢等问题[4]。因此在脂质体载体的

研究中，针对内源性刺激因素 pH[5]、氧化还原反

应 [6] 和酶等 [7]，外源性刺激因素温度变化 [8]、磁

场[9]、光等[10]，研究者开发出基于刺激响应以及具

有主动运输功能的靶向脂质体，以期在目标部位高

效、可控地释放运载药物，提高脂质体的靶向性并

增强细胞毒性[11]。 

1    活性氧自由基在肿瘤微环境中的作用

活性氧自由基 (ROS) 包括自由基、离子或分

子，因在它们的最外层电子中具有单个未配对的电

子，所以 ROS 具有很高的反应活性[12]。ROS 的形

式有：①游离氧自由基：超氧化物 (O 2·–)，羟基自由

基 (·OH)，一氧化氮 (NO·)，有机自由基 (R·)，过氧

自由基 (ROO·)，烷氧基自由基 (RO·)，噻吩基自由

基 ( RS·)，磺酰基 (ROS·)，巯基过氧自由基 (RSOO·)
和二硫化物 (RSSR)；②非自由基 ROS：过氧化氢

(H2O2)，单态氧 (1O2)，臭氧/三氧 (O3)，有机氢过氧

化物 (ROOH)，次氯酸盐 (HOCl) 等。内源性 ROS
主要来自于线粒体有氧呼吸中的电子传递链和黄

嘌呤氧化酶、脂氧合酶、细胞色素 P450、NADP 氧

化酶等[13]。

一方面，ROS 通过直接与蛋白质、转录因子和

基因反应并修饰其结构来调节其功能，从而调节许

多信号转导途径。同时 ROS 还参与信号细胞的生

长和分化，调节酶 (如核糖核苷酸还原酶) 的活性，

通过刺激细胞因子的产生来介导炎症反应，并消除

病原体和异物。另一方面，ROS 与生物分子 (包括

DNA，蛋白质和脂质) 具有高度反应性，可能导致

这些生物分子的氧化修饰并改变功能。 ROS 水平

的轻度升高可能会导致细胞瞬时改变，而细胞中

ROS 的严重升高则可能导致不可逆的氧化损伤，从

而导致细胞死亡[7]。ROS 具有广泛的致病作用，癌

症、心血管疾病和神经系统疾病均显示出 ROS 参

与的有力证据[14]。针对肿瘤的化学治疗、放射治疗

大多是通过促进 ROS 的产生及聚集，进而对肿瘤
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细胞产生杀伤作用[15]。而肿瘤组织为了规避过度

氧化应激对自身造成伤害，会“战略性”地调整多种

抗氧化酶并广泛利用代谢途径提供的抗氧化分子

(如 GSH 和 NADPH) 来中和并清除 ROS[16]。 

2    ROS响应型脂质体

有研究显示，癌细胞的 ROS 浓度 (100 μmol/L)
大约比正常细胞 (20  nmol/L) 高 2 个数量级 [17]。

ROS 响应型脂质体是基于 ROS 在肿瘤微环境中高

表达的特点而制备。研究者通过化学合成方法在

磷脂上键合硫醚[19]、硼酸酯类[20]、二茂铁[21] 等特殊

结构对磷脂进行修饰，当制备的脂质体到达肿瘤部

位后，在 ROS 的氧化作用下其脂质膜结构发生变

化，实现包载药物的释放。此外，也可在脂质体处

方中直接加入适量含不饱和碳碳键的磷脂[10，24-25]，

如 L-α- 卵磷脂 (Egg PC)、1,2-二-(9Z-十八烯酰基)-
sn-甘油-3-磷酸胆碱 (DOPC)、1,2-二亚油酰基-sn-
甘油-3-磷酸胆碱 (18:2 (Cis) PC) 等，不饱和碳碳键

可与 ROS 发生反应引发脂质膜结构的改变，达到

释放药物的目的。 

3    磷脂结构的修饰

与其他 ROS 响应型化学结构相比，硫醚显得

最简单有效，且具有更高的应用潜力。在 ROS 氧

化作用下，硫醚结构将转变成亚砜和其他砜类[18]。

Du 等[19] 通过化学合成方法开发出新型的硫醚磷脂

酰胆碱 (S-Pcs)，再与 DSPE-PEG2000 和胆固醇混

合，制备出 ROS 响应型隐形脂质体 (S-LPs)。采用

硫酸铵梯度法将模型药物阿霉素 (DOX) 包入脂质

体，得到载药脂质体 (DOX/S-LPs)。在考察 ROS
敏感性和 DOX 响应释放时，S-LPs 表现出很好的

ROS 敏感性反应。当 H2O2 浓度在 1～10 mmol/L
范围内，包封 DOX 能够得到有效释放。在细胞毒

性和体外抗肿瘤作用研究中，空白脂质体未表现出

对 L929 细胞的毒性；以 MCF-7 和 A549 为靶细

胞，DOX/S-LPs 表现出比 DOX/LPs 更显著的抗癌

效果。再以荷瘤 4T1 小鼠为模型考察体内的抗癌

作用，通过测量小鼠体重及肿瘤体积、重量进行分

析，DOX/S-LPs 具有比传统隐形脂质体更高的抗癌

效果。ROS 响应型硫醚脂质体作为新型的药物载

体具有很强的应用潜力。

Lou 等[20] 利用硼酸酯类化合物开发出包含合

成脂质 1的 H2O2 响应型脂质体。他们先将对

H2O2 敏感的芳基硼酸酯头基团与 DOPE 相连得到

合成脂质 1，再将脂质 1与 PC 混合制备脂质体。

当脂质体与 H2O2 接触后，一个氧原子将插入芳基

硼酸酯头基团的碳硼键中间，经预先设计的自毁连

接键反应即可释放出 DOPE。由于自身结构的特

异性，DOPE 具有不同大小的头尾体积，无法维持

脂质体双层膜稳定性，脂质体结构遭到破坏，使包

载的药物释放。该实验选择脂溶性荧光染料尼罗

红来考察脂质体响应释放特性。尼罗红可在脂质

体双分子层中溶解并发出荧光，而当其释放到水相

或析出时，荧光即被淬灭。因此，尼罗红不但可以

用来模拟非极性药物的性质，还可以根据荧光强度

的下降跟踪药物释放过程。在分析实验中，当加

入 H2O2 后，荧光强度出现即时下降。且在脂质体

中，荧光强度下降表现出对合成脂质 1含量依赖

性。当脂质 1含量为 25% 时，荧光强度下降约

5%；当脂质 1含量升至 50% 时，荧光强度下降增至

约 25%；当脂质 1含量达到 75% 时，荧光强度急剧

下降至约 40%。进一步检测发现，不同脂质 1含量

的脂质体可在 5 min 内得到完全释放，为脂质体可

作为刺激响应性药物释放载体提供了有力证据。

Tomer 等[21] 利用二茂铁修饰的磷脂制备了一

种载药脂质体，不仅可以表现出 H2O2 响应释放特

性，而且能够将化疗药物靶向输送至肿瘤部位。二

茂铁是一种性质稳定且无毒的金属有机络合物，具

有明确的外球面电子传递机制 [22]。首先将 DSPE
与二茂铁乙酸经直接偶合反应得到氧化还原活性

磷脂，再加入其他原料制备出包含模型药物阿霉素

的氧化还原活性脂质体，同时制备了不含二茂铁结

构的非氧化还原脂质体作对照。作者将脂质体与

HeLa 细胞共培养 5 h 后，清洗细胞，成像。在 590 nm
处观察细胞内阿霉素荧光信号，荧光信号强弱能够

反映出阿霉素经脂质体氧化还原响应释放后被细

胞摄取的程度。结果显示，氧化还原活性组光信号

强烈，而非氧化还原活性组信号几乎可以忽略，证

明了新建释放载体的氧化还原释放机制。通过流

式细胞技术检测两种脂质体对癌细胞响应的特异

性，他们发现用氧化还原活性脂质体处理的癌细

胞 (HeLa) 显示的荧光信号比非癌细胞 (MRC-5) 高
整整一个数量级。 

4    不饱和磷脂的应用

光动力疗法 (photodynamic therapy，PDT) 是利

用光动力效应进行疾病诊断和治疗的一种新技

术。当特定波长的激光照射时，被组织吸收的光敏

剂受到激发把能量传递给周围的氧，生成活性很强

的单态氧 (1O2)，后者和相邻的生物大分子发生氧
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化反应，产生细胞毒性作用，进而导致细胞受损乃

至死亡。

考虑到肿瘤微环境中 ROS 水平的不确定性，

结合 PDT 疗法中外界光刺激在空间和时间上的灵

活性优势，研究者开发出光触发 ROS 脂质体。将

光敏剂、化疗药物包载于处方中含不饱和磷脂的脂

质体中，这种同时包载光敏剂与化疗药物的光触

发 ROS 脂质体[23] 通过 EPR 效应到达肿瘤病变组

织。于肿瘤部位给予外界光刺激，光敏剂激发产生

大量1O2，氧化不饱和磷脂，破坏脂质膜稳定，实现

化疗药物可控释放。

Fuse 等[24] 以 DSPC、DOPE 等为膜材制备出包

载水溶性光敏剂他拉泊芬钠和模型药物钙黄绿素

的光响应脂质体。作者发现当给予脂质体近红外

光照射后，模型药物在短时间会从脂质体内部大量

释放，5 min 就达 60% 左右。进一步研究显示，药

物释放量与不饱和磷脂 DOPE 的量呈正相关性，缺

乏 DOPE 的脂质体 (DOPE 0%) 在近红外光照射下

释放较少，10 min 达 (18.7±1.0)%，，30 min 达 (25.7±
0.4)%。而更多的药物可从含有 5% 或 10% DOPE
的脂质体释放，5 min  达 (61.1±3.1)%，DOPE 5%；

5 min 达 (84.3±1.8)%，DOPE 10%。再将钙黄绿素

换成抗癌药物吉西他滨制成类似脂质体，在被近红

外光照射后，吉西他滨 5 min 可从脂质体中释放

(65.6±16.2)%，10 min 释放 (81.2±11.4)%。作者利

用 EMT6/P 乳腺癌细胞系评估含吉西他滨和他拉

泊芬钠的近红外光响应脂质体的细胞毒性作用，光

照组细胞分别存活率< 5% 和 (1.7±2.5)%；无光照组

细胞分别存活率<90% 和 (94.9±23.1)%。

Luo 等[10] 以卟啉磷脂 (porphyrin-phospholipid，
PoP)、不饱和磷脂 DOPC、DSPC、胆固醇等为原料

制备的一种 NIR 响应脂质体，以 DOX 为模型药

物。在 665 nm 近红外光照射下研究脂质体的响应

释放，当 DOPC 摩尔含量为 2% 时，DOX 释放 50%
所需要时间仅为 61 s，比不含 DOPC 的脂质体快

11.6 倍。增加 DOPC 含量可促使 DOX 更快释放，

当 DOPC 含量达到 5%，DOX 释放出 50% 仅需 43 s。
磷脂的饱和度越高越能更快的促进释放，在近红外

光下，分别含 18∶2(cis)PC(4 个不饱和键)、 18∶1
(cis)PC(2 个不饱和键 ) 的不同脂质体释放 50%
DOX 所需时间依次为 31、46 s。作者采用双肿瘤

模型评估光疗诱导 DOX 积累，经近红外光照射后，

DOX 在光照组肿瘤部位积累量是非光照组的

5.6 倍。作者利用载 MIA PaCa-2 荷瘤小鼠评价脂

质体抗肿瘤效果，在给予 6 mg/kg 注射剂量后，光

照组 (DOX-POP+laser) 明显优于无光照组 (DOX-
PoP alone)，两组小鼠的中位存活天数分别为 80.5、
22.5 d，P<0.001。

Zhao 等 [25] 报道了一种由近红外 (NIR) 激活，

同时包载奥沙利铂羧酸 (HOC) 和 Fe3O4 的1O2 响

应型脂质体 (RALP @HOC @ Fe3O4)。在该脂质体

处方中，甲基菁染料 (cypate) 作为 NIR 响应光敏

剂，其与聚乙二醇通过对酮缩硫醇基团接合形成聚

合物 mPEG-TK-Cy，在 808 nm 激光照射下可促进
1O2 的产生。蛋黄 L-α 磷脂酰胆碱 (egg-yolk L-a-
phosphatidylcholine，EPC) 的脂链中包含的不饱和

碳碳双键可被1O2 氧化裂解。当脂质体通过 EPR
效应进入肿瘤组织后，给予外界近红外光照射，光

敏剂激发产生的单态氧 (1O) 使 EPC 中不饱和双键

氧化，脂质体双层膜结构通透性改变，释放出奥沙

利铂羧酸和 Fe3O4 纳米粒。奥沙利铂羧酸能与谷

胱甘肽 (GSH) 反应，转化为奥沙利铂，同时促进

H2O2 生成。Fe3O4 纳米粒中 Fe2+与 H2O2 发生芬顿

反应生成羟基自由基 (·OH)，这是一种在肿瘤治疗

中发挥关键作用的 ROS，它不仅可以促进脂质体裂

解，还可对肿瘤细胞 DNA 造成严重损伤，使抗肿瘤

效果得到增强。

此外，当光响应 ROS 脂质体处方中没有加入

不饱和磷脂时，由光敏剂激发产生的1O2 可通过氧

化胆固醇改变脂质膜的通透性，促进包封药物的释

放 [10]。Carter 等 [26] 制备了一种以鞘磷脂 (SPM)、
pyro-lipid(卟啉磷脂的一种，化学键合 pyropheo-
phorbide-a)、胆固醇为原料的光响应 ROS 脂质体，

包载药物为伊立替康 (IRT)。作者在血清液中研究

其药物释放特性，结果表明经 665 nm 近红外光照

射后，脂质体在 60 s 内就可释放出大部分 IRT。当

给予激光照射时释放开始，照射停止时释放终止。

进一步的裸鼠单耳荧光成像也证明了 IRT 的快速

释放与激光照射处理有关。在随后进行以荷 PaCa-
2 异种移植瘤裸鼠为模型的抗肿瘤研究中，他们发

现实验组 (IRT-PoP+laser) 治愈率可达 80%，其余

各组中位存活天数分别为 29(IRT-PoP alone)、42
(empty PoP+laser)、18(free IRT)、17(Saline)d。 

5    结语

脂质体因能提高包载药物的溶解度，减少不良

反应等诸多优点，在众多领域得到广泛的应用。在

治疗实体瘤的药物研究中，因为 EPR 效应的存在，

脂质体可以作为良好的药物载体，促进药物在肿瘤

部位积聚。尤其是结合肿瘤特殊微环境和外界刺
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激而进行的刺激响应型脂质体的研究，可获得更加

安全、高效的治疗效果，实现肿瘤治疗的精准可控

释放。ROS 响应型脂质体可实现药物在肿瘤部位

的集聚，并对肿瘤组织内部 ROS 高水平表达做出

响应，使药物在发病局部释放。与光动力疗法结合

后，可以进一步克服微环境中 ROS 表达水平不可

控的特性，结合光具有的时空灵活性，可以快速高

效的实现精准治疗。尽管如此，脂质体并不会因

为 EPR 效应而完全进入肿瘤组织发挥作用，循环

至人体其他部位的脂质体可能存在潜在的风险。

不饱和磷脂在空气中容易被氧化，因而对制备所得

脂质体的保存条件要求较高。光敏剂在高剂量时

在激光照射下具有光毒性，如果不能快速清除，当

暴露在阳光下时，光毒性还可能长时间存在，因此

光敏剂的剂量调整也是需要关注的重要环节。
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