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【摘要】  目的　本研究旨在初步探究共载吡柔比星（pirarubicin, THP）与长春瑞宾（vinorelbine, VRL）的硫酸软骨素胶

束（chondroitin sulfate-modified micelles, CSmicelles）的肿瘤细胞内高尔基体的靶向性及其体外抗肿瘤转移效果。

方法　采用流式细胞术考察小鼠乳腺癌细胞株4T1摄取CSmicelles情况及摄取机制；通过共定位实验对CSmicelles的高尔基

体靶向性进行初步研究；采用GM130免疫荧光实验考察共载THP与VRL的CSmicelles（THP+VTL-CSmicelles）对高尔基体结

构的影响；最后通过细胞划痕实验和Transwell迁移/侵袭实验对THP+VTL-CSmicelles的体外抗肿瘤转移效果进行初步评价。

结果　CSmicelles能显著增加药物的入胞能力，其细胞摄取途径为网格蛋白和小窝蛋白介导的内吞，为能量依赖性的主动

转运，并具有良好的肿瘤细胞内高尔基体靶向性。THP+VTL-CSmicelles能破坏高尔基体结构，显著抑制肿瘤细胞的迁移

和侵袭。结论　THP+VTL-CSmicelles具有肿瘤细胞高尔基体靶向性，可发挥靶向效应，抑制肿瘤细胞转移。

【关键词】　高尔基体靶向　　肿瘤转移　　硫酸软骨素　　胶束　　长春瑞宾

Preliminary Study on Drug-Loaded Chondroitin Sulfate-Modified Micelles Targeting Golgi Apparatus in Tumor
Cells for the Treatment of Tumor Metastasis     ZHOU Hong-li1, LI Shao-hong2, CHEN Dan1, ZHAO Ting1, GONG Tao1,
LI Jia3△. 1. Key Laboratory of Drug Targeting and Delivery System of the Ministry of Education, West China School of
Pharmacy, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 2. Chongqing Pharmaceutical (Group) Co., Ltd, Chongqing
400010, China; 3. West China Hospital of Stomatology, Sichuan University, Chengdu 610041, China
△ Corresponding author, E-mail: lijia816@163.com

【Abstract】   Objective　To  make  preliminary  exploration  into  the  Golgi  apparatus  targeting  of  chondroitin
sulfate-modified micelles (CSmicelles) co-loaded with pirarubicin (THP) and vinorelbine (VRL) in tumor cells, as well as
their in  vitro anti-tumor  metastasis  effect. Methods　The  cellular  uptake  efficiency  and  internalization  mechanism  of
CSmicelles  in  4T1  mouse  breast  cancer  cell  line  were  investigated  by  flow  cytometry.  Preliminary  study  of  the  Golgi
apparatus targeting CSmicelles in tumor cells was conducted by co-localization experiment. Then, the effect of CSmicelles
co-loaded with  THP and VRL (THP+VTL-CSmicelles)  on the  structure  of  Golgi  apparatus  was  investigated by  GM130
immunofluorescence  experiment.  Finally,  the in  vitro anti-tumor  metastasis  ability  of  THP+VTL-CSmicelles  was
evaluated by wound healing assay and Transwell migration/invasion assay. Results　It was found that CSmicelles could
significantly  increase  cellular  uptake  of  drugs.  CSmicelles  were  internalized  into  cells  through  clathrin-mediated  and
caveolin-mediated endocytosis, which was energy-dependent active transport and exhibited substantial ability of targeting
Golgi apparatus in tumor cells. THP+VTL-CSmicelles could break down the structure of Golgi apparatus and significantly
inhibit the migration and invasion of tumor cells. Conclusion　 THP+VTL-CSmicelles demonstrate high affinity towards
Golgi apparatus in tumor cells,  exert targeted effects and inhibit  tumor cell  metastasis,  which provides a novel idea and
method for the treatment of cancer metastasis.
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癌症是一种常见的恶性疾病，死亡率高，每年有近1 000

万人死于癌症[1]。据悉90%以上的癌症患者死于肿瘤转

移[2]。肿瘤转移是一个侵袭-转移级联的多步骤生物学过

程，首先原发肿瘤细胞局部侵入周围组织、进入淋巴管或

血液中并存活，然后经血管外渗进入远端组织，最终适应

微环境并在远端组织定植生长[3]。目前FDA批准的抗肿

瘤转移的药物主要分为抗血管生成抑制剂和基质金属蛋

白酶抑制剂两类，但它们在临床上的治疗效果不佳[4]。这

可能是多种因素引起的，包括药物缺乏特异性、肿瘤细胞

产生耐药以及癌细胞的迁移侵袭机制发生变化等[4-5]。故

亟需寻找有效的方法治疗癌症转移。

高尔基体是囊泡转运过程中的重要枢纽[6]，参与多种

蛋白质的翻译后修饰、分选和运输[7-8]，在肿瘤转移过程

中发挥着重要作用。破坏高尔基体结构可能会影响肿瘤
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转移相关蛋白的表达水平，如基质金属蛋白酶[9]、血管内

皮生长因子[10]、高尔基体磷酸蛋白3[11]和高尔基体跨膜糖

蛋白[12]。因此，高尔基体可能成为抗肿瘤转移的特殊靶

点。硫酸软骨素（chondroitin sulfate, CS）是一种天然存

在的酸性黏多糖，具有CD44受体（在多种肿瘤细胞表面

过表达）靶向性[13-14]；且本课题组前期研究发现CS具有高

尔基体靶向性[15]。因此，以CS为载体构建纳米递送系统

包载高尔基体结构干扰剂，靶向肿瘤细胞内高尔基体，破

坏高尔基体的结构，有望治疗癌症转移。

我们前期构建的共载化疗药—吡柔比星（pirarubicin,

THP）和高尔基体结构干扰剂—长春瑞滨（vinorelbine,

VRL）的硫酸软骨素胶束给药系统（THP+VRL-CSmicelles）

能够显著地抑制肿瘤生长，表现出良好的体内外抗肿瘤

效果[16]。但前期研究未涉及THP+VRL-CSmicelles的抗肿

瘤转移作用，故本研究旨在初步探究THP+VRL-CSmicelles

的肿瘤细胞内高尔基体靶向性及其体外抗肿瘤转移

效果。 

1     材料和方法
 

1.1    主要药品与试剂

酒石酸VRL（湖北宏中药业股份有限公司，白色粉

末，纯度99.0%）；THP（四川百利药业有限公司，红色粉

末，纯度99.0%）)；硫酸软骨素-胆固醇聚合物（chondroitin

sulfate-cholesterol polymers, CS-Chol，自制）；FITC-CS-

C h o l（自制）；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺 -聚乙二醇

（distearoyl phosphatidylethanolamine-polyethylene glycol,

DSPE-mPEG 2 0 0 0，上海芃硕生物科技有限公司）；高糖

DMEM不完全培养基（江苏凯基生物科技有限公司）；胎

牛血清（美国Gibco公司）；高尔基体红光染料（江苏凯基

生物技术有限公司）；GM130抗体（美国Novus公司）；青霉

素、链霉素、胰酶粉末、PBS、DAPI均购于北京索莱宝科

技有限公司。 

1.2    主要仪器

B P  2 1 1 D电子天平（德国 S a r t o r i u s公司）；B D

FACSCelesta流式细胞分析仪（美国BD）；UPH-Ⅱ-10优普

超纯水仪（成都超纯科技有限公司）；移液枪（德国

Eppendorf公司）；激光共聚焦显微镜LSM 800（德国

Zeiss公司）；MCO-17AC型CO2培养箱（日本Sanyo公司）；

Transwell小室（美国Costar公司）；Axiovert 40倒置荧光显

微镜（德国Zeiss公司）。 

1.3    实验细胞

小鼠乳腺癌细胞株4T1，购自ATCC，由本实验室保

种。培养条件：将4T1细胞用高糖DMEM完全培养基（使

用高糖DMEM不完全培养基，加入1%青霉素/链霉素和

10%胎牛血清配制而成）在37 ℃、体积分数为5% CO2的

恒温培养箱中培养，隔天传代。取对数生长期的细胞用

于后续实验。 

1.4    实验方法 

1.4.1    载药CS胶束的制备　根据本课题组所建立的方

法[16]，采用超声-透析法，制备共载药CS胶束（THP+VRL-

CSmicelles）、单载THP的CS胶束（THP-CSmicelles）和单

载VRL的CS胶束（VRL-CSmicelles）。将CS-Chol替换成

FITC-CS-Chol，制备FITC标记的CS胶束 (FITC labeled

CSmicelles)。 

1.4.2    细胞摄取实验　采用流式细胞术定量考察细胞摄

取CS胶束的情况。如参考文献所述[15]，取4T1细胞接种于

12孔板中（细胞密度为1×105/孔），置于孵箱中培养。24 h

后加入1 mL分别含有THP/VRL的混合溶液（free THP/

VRL）和THP+VRL-CSmicelles的培养基，给药质量浓度按

THP量计算为10 μg/mL，同时设置对照孔（不给药组）和

复孔（n=3），继续孵育。分别在给药2 h或4 h后用胰酶消

化并收集细胞，2 000 r/min离心4 min，收集细胞沉淀，经

PBS洗涤3遍，重悬于0.4 mL PBS中，应用流式细胞仪定量

检测细胞中THP的荧光强度，用以表征细胞对free THP/

VRL和THP+VRL-CSmicelles的摄取量。 

1.4.3    摄取抑制实验　采用摄取抑制实验考察细胞摄取

CS胶束的途径。各抑制剂的功能如下：叠氮钠为能量抑

制剂[17]，氯丙嗪可抑制网格蛋白介导的内吞作用[18]，甲基

β-环糊精和制霉菌素可抑制小窝蛋白介导的内吞作用[19]，

阿米洛利可抑制巨胞饮作用[20]。如参考文献所述[15]，取

4T1细胞接种于12孔板中（细胞密度为1×105/孔），培养24 h

后，分别加入1 mL含不同摄取抑制剂的无血无抗培养基，

组别设为叠氮钠组、氯丙嗪组、甲基β环糊精组、制霉菌

素组和阿米洛利组，各抑制的终质量浓度分别为1 mg/mL、

20 μg/mL、13.0 μg/mL、27.8 ng/mL和5.3 ng/mL，同时设置

对照孔（不加摄取抑制剂）和复孔（n=3），置于培养箱中孵

育。另取一细胞板加1 mL无血无抗培养基（未予任何抑

制剂处理），于4 ℃冰箱中孵育，进行温度依赖性实验，从

侧面考察CS胶束的细胞摄取途径是否为能量依赖型。1 h

后向各细胞孔板加入1 mL含THP+VRL-CSmicelles的培养

基，给药质量浓度为10 μg/mL（按THP量计算），继续孵育

1 h。胰酶消化并收集细胞，2 000 r/min离心4 min，收集

细胞沉淀，用PBS洗涤并重悬，于流式细胞仪中检测制剂

的细胞摄取量。 

1.4.4    高尔基体共定位实验　如参考文献所述 [ 2 1 ]，取

4T1细胞接种于共聚焦小皿中（细胞密度为1×104/皿），培
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养24 h后加入1 mL含FITC labeled CSmicelles的培养基

（FITC质量浓度为1.2 μg/mL），继续孵育。1 h后用PBS洗

净，体积分数为4%多聚甲醛室温固定10 min，PBS洗涤，

加入200 μL配好的高尔基体红光染料，37 ℃避光染色

30 min，弃去染液，PBS洗3次；为增强高尔基体着色效果，

加入2%  BSA溶液，37 ℃孵育1 h，PBS洗净；最后加入

150 μL DAPI染液孵育10 min，着染细胞核，PBS洗净，使

用激光共聚焦显微镜拍摄并采集图片。 

1.4.5    GM130免疫荧光实验　如参考文献所述 [ 2 1 ]，取

4T1细胞接种于共聚焦小皿中（细胞密度为1×104/皿）培养

2 4  h后，分别加入1  m L  含T H P - C S m i c e l l e s、V R L -

CSmicelles和THP+VRL-CSmicelles的培养基继续孵育

12 h，其中THP与VRL给药质量浓度均为1 μg/mL，另设置

对照组（不给药组）。取出小皿，体积分数为4%多聚甲醛

室温固定10 min，PBS洗涤3次，0.2% Triton X-100 PBS溶

液孵育5 min，对细胞进行透明化处理。为了封闭非特异

性蛋白，用含2% BSA的PBS溶液室温孵育1 h，PBS洗涤，

加入100 μL GM130抗体（纯化IgG，1∶200，1% BSA溶液稀

释）4 ℃孵育过夜，PBS洗净后加入100 μL Alexa Fluor

594标记的二抗（抗IgG，1∶500，1% BSA溶液稀释）室温染

色1 h，PBS洗净，加100 μL DAPI染液孵育10 min，着染细

胞核，PBS洗净，使用激光共聚焦显微镜拍摄并采集图

片。不同视野下随机取30个细胞，用Image J软件统计高

尔基体碎片的数量，定量分析高尔基结构破坏程度。 

1.4.6    伤痕愈合实验　根据预实验结果选择36 h作为该

实验的药物作用时间，具体实验过程如下，取4T1细胞接

种于6孔板中（细胞密度为5×105/孔）培养，待细胞密度至

80%时，用10 μL的枪头划一条直线，PBS洗涤3次，除去细

胞残渣。分别向每孔加入2 mL含药培养基继续孵育

36 h，组别设置为free THP、free VRL、free THP/VRL、

T H P - C S m i c e l l e s、V R L - C S m i c e l l e s和T H P + V R L -

CSmicelles，其中THP与VRL给药质量浓度均为60 ng/mL，

设置对照孔（不给药组）和复孔（n=3）。分别在0 h和36 h

时，使用倒置荧光显微镜采集图片，经Image J软件分析划

痕面积并计算伤痕愈合率。伤痕愈合率（%）=（1−36 h

的细胞划痕面积/ 0 h的细胞划痕面积）×100%。 

1.4.7    Transwell迁移和侵袭实验　根据预实验结果选择

36 h作为该实验的药物作用时间，迁移实验过程如下，取

对数生长期的4T1细胞经胰酶消化、PBS重悬，配成细胞

浓度为5×10 5  mL − 1的单细胞悬液。取0.5  mL接种于

Transwell小室（孔径为8.0 μm）的上室内，分别向各上室内

加入1 mL 含free THP、free VRL、free THP/VRL、THP-

CSmicelles、VRL-CSmicelles和THP+VRL-CSmicelles的培

养基，其中THP与VRL给药质量浓度均为60 ng/mL，设置

对照孔（不给药组）和复孔（n=3）。向下室中加入2.6 mL

高糖DMEM完全培养基（含15%胎牛血清）作诱导剂，继

续孵育。36 h后取出小室，除去未穿过纤维膜的细胞，体

积分数为4%多聚甲醛固定2 0  m i n，P B S洗涤，烘干，

0.1%结晶紫溶液浸染20 min，PBS洗净，37 ℃烘干。使用

倒置荧光显微镜采集图片，用Image J软件统计细胞数并

计算迁移细胞的比例。迁移细胞比例=给药组的迁移细

胞数量/对照组的迁移细胞数量。侵袭实验步骤如下，将

经4 ℃融化的基质胶，用预冷的无血无抗培养基稀释，配

成溶液（质量浓度为300 μg/mL）。吸取0.8 mL上述基质胶

溶液于上室内，37 ℃胶凝2 h后弃去培养基，将4T1细胞接

种于上室内（细胞密度为2.5×105/孔），加入上述药物溶液

和载药胶束孵育36 h，其余操作同上。侵袭细胞比例

（%）=给药组的侵袭细胞数量 /对照组的侵袭细胞数

量×100%。 

1.5    统计学方法

x̄± s实验数据用 表示。使用GraphPad Prism 8.0软件

绘图并进行统计学分析，两组间比较采用t检验，多组间

比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），P<0.05为

差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    细胞摄取CS胶束的情况

结果见图1。对照组细胞在2 h和4 h时，没有任何荧

光；THP+VRL-CSmicelles组细胞摄取量在2 h和4 h时约为

free THP/VRL组的2倍，差异有统计学意义（P<0.000 1）；

且4 h THP+VRL-CSmicelles组细胞与2 h比较，摄取量更

多（P<0.000 1）。结果表明CS胶束能显著增强药物的入胞

能力。
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图 1  细胞摄取实验结果

Fig 1  The result of cellular uptake assay
****P<0.000 1. n=3.

  

2.2    细胞摄取CS胶束的途径

见图2。4 ℃和叠氮钠抑制组4T1细胞对CS胶束的摄
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取量较低，与对照组比较差异有统计学意义（P<0.01），提

示细胞摄取CS胶束的途径主要为能量依赖性的主动转

运。各类抑制剂中，氯丙嗪对CS胶束的摄取抑制作用最

强，甲基β-环糊精、制霉菌素有一定的抑制作用，阿米洛

利的抑制作用较弱，表明细胞摄取CS胶束的途径主要为

网格蛋白和小窝蛋白介导的内吞作用。 

2.3    CS胶束的4T1细胞内高尔基体靶向性

结果见图3。高尔基体（红色荧光）位于细胞核附近，

用绿色荧光标记的CS胶束与高尔基体呈明显共定位现

象。结果表明CS胶束具有较高的高尔基体亲和性，可被

细胞摄取靶向高尔基体。 

2.4    THP+VRL-CSmicelles对4T1细胞内高尔基体结构的

影响

结果见图4。对照组细胞内的高尔基体位于核周，结

构完整；VRL-CSmicelles和THP+VRL-CSmicelles组的高尔

基体结构发生改变，碎裂成数个小堆叠散布在胞质中；

THP-CSmicelles组的高尔基体结构无明显变化。量化结

果显示，与对照组比，VRL-CSmicelles和THP+VRL-

CSmicelles组的高尔基体碎片数量增加且差异有统计学

意义（P<0.000 1）。结果表明VRL能够解除高尔基体的极

性，破坏高尔基体的正常结构。 

2.5    THP+VRL-CSmicelles体外抗4T1细胞转移的效果

结果见图5。伤痕愈合实验结果显示，36 h后对照组

的伤痕愈合率达（63.15±3.02）%，提示4T1细胞具有较强

的运动能力。与对照组比较，各给药组4T1细胞的运动能

力均减弱（P<0.05）；其中THP+VRL-CSmicelles组的伤痕

愈合率最低，提示其具有最优的抑制细胞运动的能力，与

free THP/VRL组和THP-CSmicelles组比较，差异有统计学

意义（P<0.05）。

Transwell迁移和侵袭实验结果显示，36 h后对照组均

可见大量肿瘤细胞穿过纤维膜，提示4T1具有较强的细胞

迁移/侵袭能力。与对照组比较，给予THP/VRL后迁移/

侵袭的细胞数均减少（P<0.05）；其中THP+VRL-CSmicelles

组的迁移/侵袭的细胞数最少，提示其抑制肿瘤迁移/侵袭

能力最强，且与free THP/VRL和THP-CSmicelles组比较差
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图 2  摄取抑制实验结果

Fig 2  The result of cellular uptake inhibition assay

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, vs. control. n=3.
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图 3  高尔基体共定位实验结果

Fig 3  The result of Golgi-colocalization experiment

Golgi apparatus (red) in 4T1 cells incubating FITC-labeled CSmicelles for

1 h were stained to determine the distribution of FITC (green). A: Golgi

apparatus; B: FITC labeled CSmicelles; C: DAPI; D: Merge. Scale bar: 10 μm.
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图 4  GM130免疫荧光实验结果

Fig 4  The results of GM130 immunofluorescence experiment

A: Confocal micrographs of cis-Golgi apparatus marked by GM130 （scale bar: 10 μm）; B: Average number of Golgi fragments in 4T1 cells treated with different

preparations (n=30, ****P<0.000 1); a: Control; b: THP-CSmicelles; c: VRL-CSmicelles; d: THP+VRL-CSmicelles.
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异有统计学意义（P<0.05），与伤痕愈合实验结果一致。

以上实验结果共同表明THP+VRL-CSmicelles具有良好的

体外抗肿瘤转移效果。
 

3     讨论

高尔基体在癌症转移过程中发挥着重要作用，因此

破坏肿瘤细胞内的高尔基体结构有望抑制肿瘤转移。本

研究利用共载THP/VRL的CS胶束初步研究其肿瘤细胞

高尔基体靶向性和体外抗肿瘤转移效果。结果表明该胶

束具有较强的肿瘤细胞高尔基体靶向性，能破坏高尔基

体结构，抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭。

CS胶束实现肿瘤细胞内的高尔基体靶向需解决几个
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图 5  体外抗肿瘤转移的初步研究结果

Fig 5  Preliminary evaluation of anti-tumor metastasis effect in vitro

A: Microscopic images of wound healing assay of 4T1 cells; B: Microscopic images of the migration/invasion of 4T1 cells incubated for 36 h; C: The wound healing

ratio of 4T1 cells; D: The percentage of the migration of 4T1 cells; E: The percentage of the migration of 4T1 cells. The scale bars represent 100 μm. a: Control; b: Free THP;

c: Free VRL; d: Free THP/VRL; e: THP-CSmicelles; f: VRL-CSmicelles; g: THP+VRL-CSmicelles. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; #P<0.05, vs. the other

groups. n=3.
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难题。首先，CS胶束需具备肿瘤细胞靶向性，多项研究表

明CS可与多种肿瘤细胞表面过表达的CD44受体特异性

识别并结合，故CS胶束能够靶向肿瘤细胞。其次，CS胶

束入胞后如何到达高尔基体？摄取抑制实验结果表明

CS胶束存在小窝蛋白介导的入胞途径，且研究发现经小

窝蛋白介导的内吞途径入胞后的纳米粒可不经过溶酶体

直接去往其它细胞器[22]，这为CS胶束靶向高尔基体提供

了可能。最后，CS胶束通过何种机制靶向高尔基体？我

们实验室前期对CS的靶向机制进行了初步研究，推测该

作用是通过N-乙酰氨基半乳糖转移酶介导的[15]。N-乙酰

氨基半乳糖转移酶是高尔基体上的一类酶蛋白，与蛋白

质的糖基化修饰有关[23]。而N-乙酰氨基半乳糖是组成

CS二糖结构的重要单元[14]，可与高尔基体上的N-乙酰氨

基半乳糖转移酶特异性识别并转移至多肽链上[24]。所

以，CS胶束可以靶向肿瘤细胞内的高尔基体，高尔基体共

定位实验结果也说明了这一点。

GM130免疫荧光实验发现THP+VRL-CSmicelles靶向

高尔基体后，能破坏高尔基体结构，可能与VRL的微管抑

制作用有关[25]。微管在高尔基体结构自组装过程中发挥

重要作用[26]，干扰微管形成过程会使高尔基体结构发生

解聚[27-28]。VRL通过与微管蛋白结合，抑制微管形成[29]，

故THP+VRL-CSmicelles能够显著破坏高尔基体的结构。

体外抗转移研究结果表明THP+VRL-CSmicelles能显

著抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭，推测原因如下：①THP+

VRL-CSmicelles具有4T1肿瘤细胞靶向性，能增加肿瘤细

胞内药物的蓄积；②THP+VRL-CSmicelles具有较好的高

尔基体靶向性，能将VRL递送至高尔基体，破坏高尔基体

结构，进而下调肿瘤转移相关蛋白，抑制肿瘤细胞迁移和

侵袭。关于抑制肿瘤转移的具有机制有待深入研究。

综上， THP+VTL-CSmicelles具有肿瘤细胞高尔基体

靶向性，可发挥靶向效应，抑制肿瘤细胞转移。我们下一

步将对THP+VTL-CSmicelles的体内抗肿瘤转移作用及其

抗转移机制进行深入研究。

* * *
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