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［摘 要］　目的:制备视黄酸-伊立替康脂质体（以下称 RA-IRI@Lip）并评价其对

甲状腺未分化癌（ATC）的体外治疗效果及清除肿瘤干细胞的能力。方法:采用薄膜

水化法以脂质体为载体联合包载视黄酸（RA）和伊立替康（IRI），获得RA-IRI@Lip，
并对其粒径、Zeta 电位、包封率及体外释放能力等进行表征。通过溶血实验评价

RA-IRI@Lip血液相容性。利用FITC标记脂质体评估细胞摄取效率。通过CCK-8、

calcein-AM/PI 染色及 Transwell 实验评价 RA-IRI@Lip 的体外抗 ATC 效果，采用联

合指数分析RA与 IRI的协同效应，并采用流式细胞术检测醛脱氢酶阳性细胞比例

及 CD133 阳性细胞比例。结果:RA-IRI@Lip 的粒径为（210.3±5.2）nm，多分散性指

数小于 0.3，Zeta 电位为－（13.7±2.3）mV，RA 和 IRI 包封率分别为（88.1±2.9）%和

（86.8±1.6）%，且 RA-IRI@Lip 可显著延缓 RA 和 IRI 释放［48 h 累积释放量分别为

（66.2±3.6）%和（77.7±4.1）%］。各浓度 RA-IRI@Lip溶血率均低于 3%，提示具有良

好血液相容性，且能被甲状腺未分化癌细胞高效摄取。CCK-8 和 calcein-AM/PI 染
色结果显示，RA-IRI@Lip 能显著抑制人 ATC 细胞的活性、促进其死亡，其半抑制

浓度显著低于游离 IRI 组和 RA+IRI 组（均 P<0.01）。RA+IRI 组及 RA-IRI@Lip 组

中 RA 与 IRI 均呈协同作用（联合指数<1），且 RA-IRI@Lip 组协同效应更强。

Transwell实验结果显示，RA-IRI@Lip抑制甲状腺癌细胞迁移和侵袭的效果也最为

显著。流式细胞术检测结果显示，RA-IRI@Lip 能够显著降低醛脱氢酶阳性细胞

比例和 CD133 阳性细胞比例（均 P<0.01）。结论:成功制备了 RA-IRI@Lip，RA 和

IRI 可通过分化-化疗的协同作用有效清除 ATC 细胞及肿瘤干细胞。
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［Abstract］  Objective: To prepare retinoic acid (RA) and irinotecan (IRI) co‑loaded 
liposomes (RA-IRI@Lip) and evaluate their in vitro therapeutic effects against anaplastic 
thyroid carcinoma (ATC) and their ability to eliminate cancer stem cells (CSCs). Methods: 
RA-IRI@Lip was obtained through the co-encapsulation of RA and IRI within liposomes, 
using the thin-film hydration method. The particle size, Zeta potential, encapsulation 
efficiency, and in vitro release profiles of RA-IRI@Lip were characterized. Hemolysis assay 
was conducted to evaluate blood compatibility. Cellular uptake of FITC-labeled liposomes 
was assessed. The in vitro anti-ATC effects were evaluated by cell counting kit-8 
(CCK‑8), calcein‑AM/PI staining, and Transwell assay. The synergistic effect of RA and 
IRI was analyzed using the combination index, while flow cytometry was performed to 
detect the proportions of aldehyde dehydrogenase-positive cells and CD133-positive 
cells. Results: The prepared RA-IRI@Lip had an average particle size of (210.3±5.2) nm, 
a polydispersity index less than 0.3, and Zeta potential of － (13.7±2.3) mV. The 
encapsulation efficiencies of RA and IRI were (88.1±2.9)% and (86.8±1.6)% , respectively. 
In vitro release studies showed that RA-IRI@Lip significantly delayed the release of both 
RA and IRI, with 48-h cumulative release rates of (66.2±3.6)% and (77.7±4.1)% , 
respectively. Hemolysis assays demonstrated that all tested concentrations of RA-IRI@Lip 
exhibited hemolysis rates below 3%, indicating good hemocompatibility. Liposomes can 
be efficiently taken up by ATC cells after FITC labeling. CCK-8 and calcein-AM/PI 
staining demonstrated that RA-IRI@Lip significantly inhibited the viability of ATC cells 
and promoted cell death, with an IC50 significantly lower than those of the free IRI group 
and the free RA+IRI group (both P<0.01). Combination index analysis demonstrated 
that both the free RA+IRI group and the RA-IRI@Lip group exhibited synergistic effects 
(combination index <1), with stronger synergism observed in the RA-IRI@Lip group. 
Transwell assay results demonstrated that RA-IRI@Lip exerted the most significant 
inhibitory effect on the migration and invasion of ATC cells. Flow cytometry results 
showed that RA-IRI@Lip significantly decreased the proportions of aldehyde dehydrogenase-

positive cells and CD133-positive cells (both P<0.01). Conclusion: RA-IRI@Lip was 
successfully prepared, achieving synergistic effects of differentiation therapy and 
chemotherapy of RA and IRI, thereby effectively eliminating ATC cells and CSCs.

［Key words］ Anaplastic thyroid carcinoma; Cancer stem cells; Retinoic acid; 
Irinotecan; Liposomes
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[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2026, 55(6): 505-514.]
［缩略语］ 甲状腺未分化癌（anaplastic thyroid carcinoma，ATC）；视黄酸（retinoic 
acid，RA）；伊立替康（irinotecan，IRI）；二棕榈酰磷脂酰胆碱（dipalmitoyl phosphati-
dylcholine，DPPC）；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000（distearoyl phospha-

tidylethanolamine-polyethylene glycol 2000，DSPE-mPEG2000）；异硫氰酸荧光素

（fluorescein isothiocyanate，FITC）；4´，6-二脒基 -2-苯基吲哚（4´，6-diamidino-2-

phenylindole，DAPI）；钙黄绿素-乙酰氧甲酯（calcein-acetoxymethyl ester，calcein-

AM）；碘化丙啶（propidium iodide，PI）；细胞计数试剂盒8（cell counting kit-8，CCK-8）；

分化抗原133（cluster of differentiation 133，CD133）；藻红蛋白（phycoerythrin，PE）；磷

酸盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）；高效液相色谱法（high performance 
liquid chromatography，HPLC）；半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，IC50）

ATC 是一种罕见的恶性肿瘤，但具有极高的

侵袭性和病死率，患者中位生存期不足 5 个月，

2 年和 5 年存活率分别低于 15% 和 7%［1］。值得注

意的是，5%~20% 的分化型甲状腺癌患者可发生

去分化，发展为 ATC［2］。由于 ATC 细胞对碘的摄

取能力极低且对化学治疗（简称化疗）敏感性差，

放射性碘治疗和常规化疗一般不适用于 ATC 患

者［3］。因此，探索新的 ATC 治疗策略具有重要临

床意义。

肿瘤干细胞也称为肿瘤起始细胞，是肿瘤异

质性的决定性因素之一，具有自我更新、高致瘤

性、侵袭性，并对传统化疗和放射治疗呈抗性。

肿瘤干细胞在多种恶性肿瘤的进展、复发和转移

中起关键作用［4］。肿瘤干细胞在恶性程度较高、

预后较差的 ATC 中的含量显著高于高分化甲状

腺癌，在 ATC 进展及治疗抵抗中发挥重要作用，

与患者不良预后相关［5-7］。因此，针对肿瘤干细胞

的肿瘤分化治疗可能是 ATC 治疗的重要策略。

肿瘤分化治疗指通过分化诱导剂促进恶性细

胞向更成熟的表型分化，从而降低其干细胞样未

分化状态。分化治疗可降低肿瘤干细胞在各种实

体肿瘤中的比例，进而提高治疗敏感性，代表性药

物为 RA［8］。RA 作为强大的分化诱导剂，在多种

实体瘤的治疗中有效诱导肿瘤干细胞分化并降低

其干性［9-10］，与其他化疗药物联合使用能显著提高

疗效［11-12］。近年研究发现，拓扑异构酶Ⅰ抑制剂

IRI 在多种高度侵袭性肿瘤中展现出良好的抗肿

瘤活性［13-14］，提示该药物可能对快速增殖、低分化

的肿瘤细胞具有潜在敏感性。由于 ATC 细胞也

具有高增殖性和强侵袭性，推测 IRI 对 ATC 细胞

具有抑制作用。此外，由于肿瘤干细胞对 IRI 等

化疗药物具有较强耐药性，IRI 的抗肿瘤疗效受

到限制，而 RA 可通过诱导肿瘤干细胞分化来逆

转耐药，从而增强 IRI 的细胞毒性［15］。因此，RA
和 IRI 联合使用可能通过分化-化疗协同作用同

时消灭肿瘤干细胞和肿瘤细胞。

脂质体是基于胆固醇和天然无毒磷脂的球

形囊泡，具有良好的生物相容性和低免疫原性，

并提供可载药的疏水层和亲水层，能够提高药物

稳定性，目前已被广泛用于药物递送。鉴于疏水

性 RA 生物利用度低［16］，而亲水性 IRI 较难进入细

胞且易降解［13］，本研究拟构建一种同时包载 RA 和

IRI 的脂质体递送系统（以下称 RA-IRI@Lip），并

在细胞水平考察 RA-IRI@Lip 对 ATC 的疗效及其

对肿瘤干细胞的抑制作用，为其临床应用提供

依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞、试剂和仪器

人 正 常 甲 状 腺 细 胞 Nthy-ori3-1（ml096999）
（以 下 称 甲 状 腺 细 胞）和 人 ATC 细 胞 8505C
（ml095966）（以下称甲状腺癌细胞）为中国上海

酶联生物科技有限公司产品。RA（R106320）、IRI
（I127961）、DPPC（D130424）、胆 固 醇（C104028）、

DSPE-mPEG2000（D1520071）为中国上海阿拉丁

生化科技股份有限公司产品；FITC（IF0080）、DAPI
（C0065）、calcein-AM/PI 试剂盒（CA1630）为中国

北京索莱宝科技有限公司产品；CCK-8（C0038）为

中国上海碧云天生物技术股份有限公司产品；

ALDEFLUOR 试剂盒（01700）为加拿大 STEMCELL 
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Technologies 公司产品；CD133-PE 抗体（ab253271）
为英国 Abcam 公司产品。透射电子显微镜（FEI 
Talos F200X）为美国 Thermo Fisher Scientific 公司

产品；马尔文粒度仪（Zetasizer Nano ZS）为 英 国

Malvern 公司产品；流式细胞仪（Cytoflex）为美国

Beckman Coulter 公司产品；酶标仪（WD-2102B）

为中国北京六一生物科技有限公司产品。

1. 2　薄膜水化法制备 RA-IRI@Lip
按照文献［16］中的方法，称取由 DPPC、胆固

醇和 DSPE-mPEG2000 按摩尔比 6∶3∶1 组成的脂

质混合物 20 mg，加入 RA（脂质与 RA 质量比为

20∶1），并溶解于 1 mL 氯仿/甲醇（体积比 3∶1）溶

液中。将上述溶液转移至茄形瓶中，通过旋转蒸

发仪除去有机溶剂；待旋转蒸发仪上形成一层薄

膜后，用 1 mL 1 mg/mL 的 IRI 溶液超声水化洗膜

30 min，即得 RA-IRI@Lip。制备空白脂质体时不

添加 RA 至有机溶剂中，并将 IRI 溶液替换为 1 mL
双蒸水，其余步骤同 RA-IRI@Lip 制备。

1. 3　表征 RA-IRI@Lip 理化特性

使用透射电子显微镜观察 RA-IRI@Lip 的形

态。使用马尔文粒度仪测量空白脂质体和 RA-

IRI@Lip 的粒径和 Zeta 电位。

将 RA-IRI@Lip 分别分散于 RPMI-1640 培养

基和 PBS 中，于 4 ℃下放置 7 d，每天通过马尔文

粒度分析仪检测脂质体的粒径变化及多分散性

指数，以评估其稳定性。

1. 4　测定 RA-IRI@Lip 的包封率、载药量及体外

释放行为

精密量取 RA-IRI@Lip 溶液 1 mL，加甲醇定

容至 10 mL，静置过夜，超声 30 min 破乳，然后用

0.22 μm 微孔滤膜过滤，并采用 HPLC 法分别测定

RA 和 IRI 的总量。精密量取 1 mL RA-IRI@Lip 溶

液置于透析袋中，精密移取 5% 甲醇 20 mL 作为

透析介质，于 25 ℃磁力搅拌（300 r/min）下透析

45 min，取透析介质减压旋蒸至干，加入甲醇定容

至 10 mL，超声 30 min 后过 0.22 μm 微孔滤膜，分

别测定 RA 和 IRI 的游离量。计算包封率和载药

量：包封率=（药物总量－药物游离量）/药物总

量×100%；载药量=（药物总量－药物游离量）/载
药脂质体总量×100%，其中，载药脂质体总量=脂

质混合物质量+IRI 投药量×包封率+RA 投药量×
包封率。

将1 mL RA-IRI@Lip加入截留分子量为3000的

透析袋中，放入 19 mL 含 0.5% 吐温-80 的 PBS 中。

将混合物在 37 ℃、黑暗环境中以 100 r/min 摇匀。

在指定时间点用等量新鲜缓冲液替换 1 mL 培养

基。采用 HPLC 法分别测定 IRI 和 RA 的累积释

放量。

累积释放量 ( )% = ∑i = 1
n - 1 VaC i + V0Cn

M × 100%

其中，Va 为取样体积（Va=1 mL），V0 为释放介质总

体积（V0=20 mL），Cn 为第 n 次取样时 RA 或 IRI 的

浓度，M 为 RA 或 IRI 的总质量。

1. 5　溶血实验测定 RA-IRI@Lip 溶血率

参考文献［17］，将 800 μL 不同浓度的 RA-

IRI@Lip 溶液（50、100、200、400 和 800 μg/mL）加入

含有 200 μL 2% 小鼠红细胞悬液的离心管中，同

时用 800 μL PBS 作为阴性对照，800 μL 2% Triton 
X-100 作为阳性对照。将所有离心管于 37 ℃孵

育 1 h，2292×g 离心 5 min，收集上清液，使用酶标

仪在 540 nm 处测量各样品的吸光度值并拍照，计

算溶血率：溶血率=（待测样品吸光度值－阴性对

照吸光度值）/（阳性对照吸光度值－阴性对照吸

光度值）×100%。

1. 6　 FITC 标 记 法 检 测 RA-IRI@Lip 细 胞 摄 取

能力

采 用 FITC 代 替 IRI 制 备 RA-FITC@Lip［18］。

用游离 20 μmol/L FITC 和 RA-FITC@Lip（FITC 等

效浓度为 20 μmol/L）处理甲状腺癌细胞 4 h 后进

行 DAPI 染色，采用荧光显微镜观察细胞对上述

脂质体的摄取能力。

1. 7　CCK-8 法检测细胞存活率

评估空白脂质体对正常细胞的安全性实验

中，将甲状腺细胞与不同浓度的空白脂质体（按

IRI等效浓度计算，分别为 0、1、2、5、10、20 μmol/L）

共同培养于 96 孔板中，培养 24 h 后更换培养液并

加入 10 μL CCK-8 试剂，在 37 ℃下避光孵育 2 h
后使用酶标仪在 450 nm 波长处测定吸光度值。

评 估 空 白 脂 质 体 、RA、IRI、RA+IRI 及 RA-

IRI@Lip 对甲状腺癌细胞的毒性作用实验中，将

甲状腺癌细胞悬液接种于 96 孔板中，贴壁后分

别用溶解于 PBS 中的上述物质处理细胞 24 h（各

组给药浓度均按 IRI 等效浓度计算，分别为 1、2、

5、10、20 μmol/L）。更换培养液后 ，加入 10 μL 
CCK-8 试剂，在 37 ℃下避光孵育 2 h 后使用酶标仪

在 450 nm 波长处测定吸光度值，通过浓度-效应
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曲线获得 IC50值，并通过 CompuSyn 软件计算药物

联合指数。

1. 8　calcein-AM/PI 染色法观察细胞毒性

将甲状腺癌细胞接种至 96 孔板中，设置空白

对照组（用 PBS 处理）、空白脂质体组、RA 组、IRI
组、RA+IRI 组及 RA-IRI@Lip 组，处理 24 h 后弃

去原有培养基，用 PBS 清洗后加入 100 μL calcein-

AM 和 PI 染色液，在 37 ℃下孵育 30 min 后通过荧

光显微镜观察细胞状态。

1. 9　Transwell 实验观察细胞迁移和侵袭能力

收集各组细胞，将等量细胞悬液（3×105/mL）

接种于 Transwell 上室，其中侵袭实验需预先在上

室 涂 覆 基 质 胶 模 拟 细 胞 外 基 质 。 下 室 加 入 含

10% 胎 牛 血 清 的 完 全 培 养 基 作 为 趋 化 剂 ，在

37 ℃、5% 二氧化碳条件下培养 24 h 后移除上室

未迁移或侵袭细胞，对穿膜细胞进行固定并使用

0.5% 结晶紫进行染色，最后于显微镜下随机选取

视野拍照并统计细胞数。

1. 10　流式细胞术检测肿瘤干细胞标志物

收集各组细胞，使用 ALDEFLUOR 试剂盒染

色，用流式细胞仪分析细胞中醛脱氢酶阳性细胞

比例。

收集各组细胞，用预冷的含 1% BSA 的 PBS
重悬并调整细胞浓度。首先使用可固定活性染

料标记死细胞，经 Fc 受体阻断剂封闭后，将细胞

样本分为两份，分别加入 CD133-PE 抗体及相应

的 PE 标记同型对照抗体，4 ℃避光孵育 30 min。

洗涤后使用流式细胞仪检测各组 CD133 阳性细

胞比例。

1. 11　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统计分

析。数据采用均数±标准差（x̄±s）表示，两组间数

据比较采用独立样本 t 检验；多组间数据比较采

用单因素方差分析，进一步两两比较采用 Tukey
事后检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结 果

2. 1　RA-IRI@Lip 的理化特性

成功制备了 RA-IRI@Lip。透射电子显微镜

观察发现，RA-IRI@Lip 具有典型的脂质体双层结

构（图 1）。空白脂质体和 RA-IRI@Lip 的粒径分别

为（172.5±7.6）nm 和（210.3±5.2）nm（图 2A、B），Zeta
电位分别为－（11.5±2.3）mV 和－（13.7±2.3）mV。

稳 定 性 考 察 结 果 显 示 ，RA-IRI@Lip 在 PBS 和

RPMI-1640 培养基中放置 7 d 粒径未发生显著变

化（图 2C），多分散性指数均在 0.3 以下。结果提

示成功构建了具有良好稳定性的 RA-IRI@Lip。

2. 2　RA-IRI@Lip 的包封率、载药量及药物释放

特性

RA 和 IRI 的 包 封 率 分 别 为（88.1±2.9）% 和

（86.8±1.6）%，载药量分别为（4.29±0.15）%和（4.22±
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A：空白脂质体粒径分布；B：RA-IRI@Lip 粒径分布；C：

RA-IRI@Lip 在不同溶液中的粒径变化和多分散性指数 . 
RA-IRI@Lip：视 黄 酸-伊 立 替 康 脂 质 体 ；PBS：磷 酸 盐 缓

冲液 .
图2　RA-IRI@Lip 的粒径分布及稳定性
Figure 2　Particle size distribution and stability of 

RA-IRI@Lip

RA-IRI@Lip 具有典型脂质体双层结构 . 标尺=200 nm. 
RA-IRI@Lip：视黄酸-伊立替康脂质体 .
图1　RA-IRI@Lip 电镜图
Figure 1　Transmission electron microscopy image of 

RA-IRI@Lip
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0.23）%。游离 RA 和游离 IRI 在 12 h 内的累积释

放 量 分 别 达 到（85.9±4.3）% 和（96.4±1.6）% ，而

RA-IRI@Lip 中 RA 和 IRI 在 48 h 内的累积释放量

分别为（66.2±3.6）%和（77.7±4.1）%，见图 3，提示

RA-IRI@Lip 具有缓释特性。

2. 3　RA-IRI@Lip 的生物安全性及细胞摄取效率

在各浓度梯度下，RA-IRI@Lip 的溶血率均小

于 3%（图 4）。空白脂质体在各 IRI 等效浓度梯度

下与甲状腺癌细胞孵育 24 h，细胞存活率均大于

90%。结果提示 RA-IRI@Lip 具有良好的生物安

全性。

相较于游离 FITC，RA-FITC@Lip 组细胞中的

绿色荧光显著增强（图 5），提示 RA-FITC@Lip 能够

更高效地被甲状腺癌细胞摄取。

2. 4　RA-IRI@Lip 可以杀伤甲状腺癌细胞

单独使用空白脂质体和 RA 对甲状腺癌细胞

几乎没有毒性作用，而 IRI 可呈剂量依赖性显著降

低细胞存活率，其 IC50为 44.36 μmol/L；与游离 IRI

比较，RA+IRI增强了细胞毒性（P<0.01），其 IC50降
至 18.59 μmol/L；RA-IRI@Lip 对细胞的毒性作用

进一步增强（P<0.01），其 IC50 为 6.96 μmol/L。见

图 6。RA+IRI 组和 RA-IRI@Lip 组在不同浓度梯

度下的联合指数均小于 1，表现为协同作用；与

RA+IRI 组比较，RA-IRI@Lip 组的联合指数更低，

提示 RA 与 IRI 共载于脂质体后的协同作用更强。

见图 7。在设定的浓度范围内，IRI 等效浓度为

20 μmol/L 时，RA-IRI@Lip 组联合指数最低（0.21），
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图3　游离 RA、IRI 及 RA-IRI@Lip 中 RA、IRI 的释放

曲线
Figure 3　Release profiles of RA/IRI from free RA, 

IRI, and RA-IRI@Lip
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RA-FITC@Lip 组中 FITC（绿色荧光）较游离 FITC 组增

加 . 蓝色荧光指示细胞核 . 标尺=100 μm. RA-IRI@Lip：视

黄酸-伊立替康脂质体；FITC：异硫氰酸荧光素；DAPI：4´，
6-二脒基-2-苯基吲哚 .
图5　甲状腺未分化癌细胞对 RA-FITC@Lip 和游离

FITC 的摄取情况
Figure 5　Comparison of the uptake of RA-FITC@Lip 

and free FITC in anaplastic thyroid carcinoma 
cells
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RA-IRI@Lip：视黄酸-伊立替康脂质体 .
图4　不同浓度 RA-IRI@Lip 溶血率
Figure 4　Hemolysis rate of RA-IRI@Lip
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图6　各组甲状腺未分化癌细胞存活率比较
Figure 6　Comparison of anaplastic thyroid carcinoma 

cells viability among groups
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表明在该浓度下协同作用最强，因此后续实验选

择 IRI 浓度/等效浓度为 20 μmol/L。

calcein-AM/PI 染色结果显示，空白脂质体和

单独 RA 处理不引起甲状腺癌细胞死亡增多，而

IRI 组甲状腺癌细胞死亡数增多，活细胞减少；

RA+IRI 组甲状腺癌细胞死亡数较 IRI 组显著增

多，且 RA-IRI@Lip 组细胞死亡数增加更为显著。

见图 8。

结果提示，RA 与 IRI 联合应用可协同增强对

甲状腺癌细胞的杀伤作用，且脂质体共递送进一

步提高了其抗肿瘤细胞活性。

2. 5　RA-IRI@Lip 抑制甲状腺癌细胞迁移和侵袭

能力

Transwell 实验结果显示，单独使用 IRI 处理虽

能抑制细胞迁移和侵袭，但抑制效果相对有限；

IRI与 RA 联用可进一步抑制细胞迁移和侵袭；RA-

IRI@Lip 组抑制甲状腺癌细胞迁移和侵袭效果最

明显，见图 9 和表 1。提示 RA-IRI@Lip 对甲状腺癌

迁移和侵袭的抑制作用较 RA、IRI 单用及联合应

用均增强。
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IRI@Lip 组细胞死亡最多 . 标尺=100 μm. calcein-AM：钙黄绿素-乙酰氧甲酯；PI：碘化丙啶；RA：视黄酸；IRI：伊立替康；RA-

IRI@Lip：视黄酸-伊立替康脂质体 .
图8　各组甲状腺未分化癌细胞 calcein-AM/PI 染色情况
Figure 8　Calcein-AM/PI staining in anaplastic thyroid carcinoma cells in each group
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Figure 7　Combination index values of RA+IRI vs. 

RA-IRI@Lip in anaplastic thyroid carcinoma 
cells
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图9　各组甲状腺未分化癌细胞 Transwell 实验结果
Figure 9　Comparison of the migration and invasion of anaplastic thyroid carcinoma cells among six groups
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2. 6　RA-IRI@Lip 抑制甲状腺癌细胞肿瘤干细胞

样特征

与空白对照组［（13.0±0.7）%］比较，空白脂

质体或 IRI 对甲状腺癌细胞中醛脱氢酶阳性细胞

比例均无显著影响［分别为（13.6±0.9）%、（12.7±
1.1）%，均 P>0.05］；游离 RA 和 RA+IRI 均能减少

甲状腺癌细胞醛脱氢酶阳性细胞比例［分别为

（7.7±0.3）%和（7.4±0.3）%，均 P<0.01）］；RA-IRI@Lip
相比游离 RA 或 RA+IRI 进一步减少甲状腺癌细

胞醛脱氢酶阳性细胞比例［（5.4±0.3）%，P<0.01］，

见图 10A。

与空白对照组［（12.4±0.5）%］比较，空白脂

质体或 IRI 对甲状腺癌细胞中 CD133
阳性细胞比例均无显著影响［分别为

（12.1±0.7）% 、（11.3±0.5）% ，均 P>
0.05］；游离 RA 和 RA+IRI 均能减少甲

状腺癌细胞 CD133 阳性细胞比例［分

别为（7.7±0.4）%和（6.7±0.3）%，均 P<
0.01）］；RA-IRI@Lip 相比 RA 或 RA+
IRI 进一步减少甲状腺癌细胞 CD133
阳 性 细 胞 比 例［（5.3±0.2）% ，均 P<
0.01］，见图 10B。

上述结果提示 RA-IRI@Lip 对甲

状腺癌细胞肿瘤干细胞样特征具有

更强的抑制作用。

3　讨 论

RA 是一种在氧气、酸性环境和光

照下不稳定的疏水化合物［19］，口服易

代谢降解，生物利用度低，因此需借助

药物递送系统提升其稳定性和生物利

用度［20］。亲水性 IRI 因其结构特点较

难进入细胞中发挥作用。为了克服以

上问题，本研究将两种药物包裹在脂

质体中制备成药物递送系统。在制备

过程中，疏水性 RA 首先与脂质化合物

结合被包封在脂质双层疏水区域，再

将亲水性的 IRI 结合入脂质体中，IRI
被包裹在亲水内部核心中。制备的

RA-IRI@Lip 粒 径 为（210.3±5.2）nm，

电位为－（13.7±2.3）mV，符合典型脂

质体的基本特征，具有良好的稳定性

和药物释放能力 ，且 生 物 安 全 性 良
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A：醛脱氢酶阳性细胞比例；B：CD133 阳性细胞比例 . CD133：分化抗原

133；RA：视黄酸；IRI：伊立替康；RA-IRI@Lip：视黄酸-伊立替康脂质体 .
图10　各组甲状腺未分化癌细胞醛脱氢酶阳性细胞比例和 CD133

阳性细胞比例流式细胞术检测结果
Figure 10　Aldehyde dehydrogenase-positive cell proportion and CD133-

positive cell proportion in anaplastic thyroid carcinoma cells 
across different groups

表1　各组甲状腺未分化癌细胞迁移数和侵袭数比较
Table 1　Comparison of migration and invasion ability of 

anaplastic thyroid carcinoma among six groups
（x̄±s，n=3）

组 别

空白对照组

空白脂质体组

RA 组

IRI 组

RA+IRI 组

RA-IRI@Lip 组

迁移细胞数

208.0±8.2
209.7±4.1
189.0±2.2
145.0±2.2**

119.3±1.2**#

87.0±12.8**##△△

侵袭细胞数

183.3±10.9
179.0±5.7
162.0±4.5
123.0±5.1**

85.3±7.0**##

62.3±2.5**##△

与空白对照组比较，**P<0.01；与 IRI 组比较，#P<0.05，##P<
0.01；与 RA+IRI 组比较，△P<0.05，△△P<0.01. IRI：伊立替康；RA：

视黄酸；RA-IRI@Lip：视黄酸-伊立替康脂质体 .
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好。此外，RA-FITC@Lip 组细胞摄取 FITC 显著

高于游离 FITC 组，展示了细胞对载药脂质体良

好的摄取能力。这一优势主要归因于脂质体的

结构特性：脂质双层与细胞膜的脂质成分相似，

可通过膜融合或内吞途径高效进入细胞，同时

脂质体的纳米粒径和负电位有利于与细胞膜的

相互作用。Cristiano 等［21］使用脂质体保护 RA 免

受光降解，并由于其细胞摄取的改善而增强了

其对甲状腺癌细胞的抗增殖特性。此外，Zhang
等［22］通过将 IRI 和脂肪酸结合增加其亲脂性，使

得 IRI 在细胞内积累率更高，细胞毒性也更强。

负载 IRI 的脂质体已经进入临床试验，可显著改

善胰腺导管腺癌、胆道癌等患者的预后［23］。

本文资料显示，虽然 IRI 对甲状腺癌细胞也具

有细胞毒性，但 RA-IRI@Lip 对甲状腺癌细胞的细

胞毒性更为突出。与此同时，RA-IRI@Lip 对甲状

腺癌细胞迁移及侵袭能力的抑制十分显著，这对

于治疗具有高度侵袭性的 ATC 具有重要意义。其

效应增强一方面可能归因于脂质体提高了细胞对

药物的摄取，且赋予药物缓释能力，延长作用时

间；另一方面可能归因于 RA 对肿瘤干细胞的抑制

作用进而减弱细胞对 IRI 的耐药性。值得注意的

是，RA 和 IRI 包裹在脂质体中联合处理抑制细胞

活性的联合指数小于 1，且小于 RA 和 IRI游离状态

下联合用药的联合指数，说明载药脂质体可能通

过提高药物在细胞内的浓度和作用时间促进了

IRI与 RA协同抗 ATC的作用。Azarifar等［24］使用脂

质体实现 RA 和 5-氟尿嘧啶的协同作用提高抗结

直肠癌的能力。本文资料显示，RA-IRI@Lip 也能

减少肿瘤干细胞含量。由此可见，脂质体不仅增

加药物摄取和细胞毒性，还提高了分化-化疗的协

同作用，有助于同时消灭 ATC细胞和肿瘤干细胞。

综上，本研究制备的 RA-IRI@Lip 可通过增

强分化-化疗协同作用有效抑制 ATC 细胞及肿瘤

干细胞，具有良好的抗 ATC 应用前景。但是，本文

资料主要集中于细胞水平对载药脂质体的评估，

未涉及其在体内的治疗效果及药代动力学等方面

的研究。未来将通过体内实验进一步探讨 RA-

IRI@Lip治疗 ATC 的潜力。

本文附加文件见电子版。
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