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摘 要 

研究目的：研究以氯化胆碱(CHCL)和维生素C(VITC)为组成成分所形成的深共熔溶剂(DES)对肿瘤细胞增

殖能力的影响研究。方法：用DES混合液处理细胞24 h后，采用MTT实验检测细胞的增殖能力；采用凋

亡坏死试剂盒检测细胞中的凋亡水平；采用Western blot检测细胞相关蛋白的表达水平；采用透射电镜

观察DES对细胞的细胞膜及细胞器等各方面的影响。研究结果：DES对细胞具有毒性作用；DES促进肝癌

细胞的凋亡坏死进而抑制细胞增殖；DES通过抑制PI3K-AKT通路进而抑制细胞的增殖。研究结论：深共

熔溶剂可以从多种途径抑制肿瘤细胞的增殖。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of deep eutectic solvent (DES) formed with choline chloride 
(CHCL) and vitamin C (VITC) as components on the proliferation ability of tumor cells. Methods: 
After treating the cells with DES mixture for 24 h, the proliferation ability of the cells was detected 
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by MTT assay. Apoptosis level was detected by apoptotic necrosis kit. The expression levels of re-
lated proteins were detected by Western blot. The effects of DES on cell membranes and organelles 
were observed by transmission electron microscopy. The results showed that DES had toxic effect 
on cells. DES promoted apoptosis and necrosis of hepatocellular carcinoma cells and inhibited cell 
proliferation. DES inhibits cell proliferation by inhibiting PI3K-AKT pathway. Conclusion: Deep eu-
tectic solvent can inhibit the proliferation of tumor cells in many ways. 
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1. 引言 

DESs 最初是作为离子液体(ILs)的优先替代品，由 Abbott 于 2003 年首次提出[1]，他们团队用尿素和

季铵盐合成了第一例低熔点共晶混合物，并揭示了其特性[2]。正是由于 DESs 的这些独特的性质，使其

在生物素萃取[3]、药物溶解度增加[4]、金属化合物溶解[5] [6]、催化反应[7]等方面得到了广泛的应用。 
DESs 通常由两种或三种廉价且安全的成分组成，这些组分之间能够相互进行关联，并通过形成氢键

相互作用，进而形成共晶混合物[8]。在这种混合物中，其中一种化合物充当氢键供体(HBD)，而另一种则

被视为氢键受体(HBA)，它们之间是通过一定摩尔比的混合，在加热搅拌的基础上制备而成的[9]。最后

形成的这种共晶混合物的熔点会显著降低，且混合物的熔点相对每个单独组分的熔点来说都要低得多[10]，
而这种混合物在室温下通常会变成液体[11]。这种转变温度的降低是络合剂和卤化物盐之间的分子间作

用力(如氢键和范德华键)造成的，这些相互作用产生了与主要成分完全不同的独特性质的混合物[12]。在

HBD 和 HBA 组分之间存在广泛的氢键网络，以及液相中熵增益的增强，都会导致凝固点的深度降低，

进而降低了 DESs 的熔化温度[13]。 
DESs 最吸引人的优点之一是其制备过程简单，可以通过加热或研磨来生产，且在形成过程中不会产

生任何废物。此外，DESs 还被认为是不易燃、低蒸汽压、高度可调、低毒性、化学和热稳定性高的溶剂。

[1]。而与 ILs 和其他常规溶剂相比，DESs 被公认为挥发性低、热稳定性好、可调性强、可生物降解、毒

性小、成本低[14]，与此同时 DESs 还是化学意义上的可定制溶剂，因为它们可以通过将不同种类的季铵

盐(如 ChCl)与不同的氢键供体(HBD)结合进而设计出完全不相同的 DESs 从而满足不同的需求。因此，可

以制备具有不同物理化学性质(如凝固点、粘度、电导率和 pH 值等)的特定的 DESs [8]。这些优点极大地

促进了 DES 的实际应用。另一方面，深层共晶溶剂最大的缺点是它们的高粘度，大多数 DESs 在室温下

呈现相对较高的粘度。这主要是由于分子间的相互作用，如氢键、范德华键等离子键，强烈降低了 DESs
的运动性，高粘度导致低离子电导率和阻碍药物扩散，这可能导致体内吸收不足和生物利用度差，这在

很大程度上阻碍了 DESs 在制药和生物医学领域的实际应用[1]。为了解决这个问题，我们可以向这样的

系统中加入水以降低它们的粘度[15]，通过调整加入的水的量进而配制出我们所需要粘度的 DESs，而这

恰恰也体现了 DESs 的可调性。水在这个过程中发挥了相当重要的作用，不但可以作为 HBD 提供氢键，

更可以降低整个共晶混合物的粘度[16]，从而增加 DESs 的适用性。 
当氢键受体(HBA)和氢键供体(HBD)的成分来自生物体的代谢物时，例如胆碱衍生物、醇类、糖类、
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尿素、有机酸和氨基酸，这些共熔溶剂被称为天然深共熔溶剂(NADES) [17]。它们完全代表了绿色化学

的原则，被认为是更安全的溶剂，而 NADES 的作用途径也是多种多样的。据有关报道说，当以适当的比

例混合时，来自各种生物的许多丰富的初级代谢物的混合物可以形成 NADES，研究发现很多种的物质均

可溶于 NADES，例如一些非水溶性生物活性天然产物如麸质、淀粉、DNA、蛋白质和多糖，而 NADES
在植物中的存在及其特性表明，NADES 可能参与细胞中各种非水溶性代谢物的生物合成和储存，并暗示

NADES 在保护生物体免受极端条件影响方面的作用[18]。 
NADES 在日常生产生活中有多种应用途径。由于许多药物难以溶于现有溶剂，我们需要拓宽思路，

寻找其他解决方案。DESs 作为一种新兴的、绿色的、可持续发展的溶剂，是其中的一个可行方案。除了

在生产生活中有着诸多应用之外，它在药物制作领域的应用也是广泛的，例如可以用来递送广谱抗菌剂

[19]，可以作为蛋白质的稳定剂[20]，还可以作为脂质药物制剂中的油相[21]，甚至可以用于药物制剂和

药物输送应用[22]。而将 DESs 作为本项实验研究目标的主要原因则是 DESs 可以促进某些难溶性药物的

溶解，提高他们的溶解度，进而增加药物的生物利用度。溶解度这个因素在制药科学和工业中是具有决

定性作用的，从制药的角度来看，在生产过程中溶解度高的药物活性成分消耗较少溶剂的同时对反应器

体积的要求相对来说也是更小的，从而降低了生产总成本；此外，从医学的角度来看，在人体内，固体

药物必须首先溶解，然后被血液吸收，而在这方面，溶解速度是吸收的关键因素[23]。 

2. 材料与实验方法 

2.1. DES 的制备 

将维生素 C(抗坏血酸)作为氢键受体(HBA)，氯化胆碱作为氢键供体(HBD)，按照 1:2 的摩尔比进行

混合。在 400 转/分钟的搅拌速度和 65℃的温度条件下充分搅拌混合物，直至形成均匀透明的液体。随后

将混合物静置一段时间，观察到透明液体无沉淀生成。 

2.2. 细胞培养 

人肝癌细胞系(Huh-7, HepG2)、人正常肝细胞系(HL-02)在 Dulbecco’s Modified Eagle 培养基(DMEM, 
Life Technologies, Inc., Rockville, MD)中培养，培养基中添加 10%热灭活胎牛血清(FBS)，1%青霉素和链

霉素，并在 37℃，5% CO2 和 95%饱和湿度的培养箱中培养。为了实验目的，细胞在指数生长阶段(约
70%~80%)被使用。 

2.3. MTT 实验 

将肝癌细胞以 3000 个细胞/孔的密度接种于 96 孔板中，使其贴壁生长。24 小时后，将细胞暴露于不

同浓度梯度的 DES(浓度范围 0~0.1%)，在 37℃、5%CO₂条件下孵育 24 小时。孵育结束后，用 PBS 洗去

含 DES 的培养基，每孔加入 10 μL 的 5mg/mL MTT 溶液(3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基溴化四唑)，
继续孵育 4 小时。随后用 150 μL 异丙醇替代培养基，溶解甲酰胺晶体，搅拌约 10 分钟，避光处理。使

用微孔板读取器在 620 nm 和 570 nm 处测量还原 MTT 的光密度，以评估细胞活力。实验重复三次，数据

以平均值±标准差(SD)表示。活细胞百分率通过处理细胞与对照细胞的吸光度比值计算。此外，IC₅₀值(即
导致细胞活力降低 50%的化学物质浓度)通过非线性回归逻辑函数计算得出。 

2.4. 细胞形态学分析 

将 HL-02、Huh-7 和 HepG2 细胞以每孔 3 × 105个细胞的密度接种于 6 孔板中，在 37℃、5% CO₂条件下孵

育 24 小时。随后，用接近 IC₅₀浓度梯度的 DES 处理细胞 24 小时。使用倒置显微镜观察并记录细胞形态变化。 
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2.5. 凋亡实验 

采用 Hoechst 33342 荧光探针标记法检测 Huh-7 和 HepG2 细胞经 DESs 处理 24 小时后的凋亡水平。

将细胞以每孔 2 × 104 个细胞的密度接种于 24 孔板中，在 37℃、5% CO₂条件下孵育过夜。然后用不同浓

度的 DESs 处理细胞 24 小时，加入预配制的细胞染液(每 1 mL 细胞染色缓冲液中加入 5 μL Hoechst 和 5 
μL PI)，混匀后在冰浴或 4℃孵育 20~30 分钟。染色完成后，用 PBS 洗涤一次，直接使用荧光显微镜观察

并拍照。在该检测方法下，正常细胞表现为弱蓝色荧光，凋亡细胞表现为强蓝色荧光。 

2.6. 免疫印迹实验 

使用 RIPA 裂解缓冲液提取总细胞蛋白，并采用 BCA 检测试剂盒测定蛋白浓度。随后，通过 10% 
SDS-PAGE 凝胶分离蛋白，并将其电泳转移至 PVDF 膜(100 V，100 分钟)。将膜在 5%BSA 中封闭 1 小

时，然后与特异性一抗孵育过夜(4℃)，一抗包括 PI3K (1:1000)、P-4EBP1 (1:1000)、4EBP1 (1:1000)、AKT 
(1:1000)、P-AKT (1:1000)及 β-actin (1:2000)。接着，将膜与相应二抗孵育 1 小时，并使用增强型化学发光

检测试剂进行可视化。在化学发光成像系统(Bio-rad)下检测图像，并通过 Quantity One v4.6.2 软件进行分

析。相对蛋白含量以各蛋白条带与 β-actin 条带的灰度值比值表示 

2.7. 透射电子显微镜分析 

待细胞准备好后，吸弃培养基，用 PBS 将残余培养基洗掉。然后再加入 1 ml PBS，用无菌细胞刮轻

轻刮下细胞，收集细胞悬液移至 1.5ml 无菌离心管中。4℃离心，3000 rpm，10 分钟，离心后缓慢吸弃上

清液，留下试管底部的细胞团块。立即向试管中加入 1 ml 的 2.5%戊二醛，固定细胞。在经过固定、脱水、

浸透、切片、染色后，在透射电镜下观察，拍照记录。 

2.8. 统计分析 

使用 GraphPad Prism 9 软件进行数据统计分析。所有数据以均数±标准差(SD)汇总。两组间比较采

用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，事后多重比较采用 Tukey 多重比较检验。P < 0.05 表示差异

具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. DES 对细胞具有毒性作用 

通过实验，我们评估了 DES 对正常肝细胞和肝癌细胞的毒性作用。如图 1(a)所示，DES 处理过后，

正常肝细胞所受到的影响较小，而肿瘤细胞受到的抑制作用较大，且随着 DES 浓度的增加，抑制的效果

也在逐渐加强。同时我们可以发现，肝癌细胞的种类不一样，所受到的影响也不一样，Huh7 受到的抑制

作用要大于 HepG2。 
DES 处理过后，细胞的形态也会发生变化，如图 1(b)我们可以看到，DES 处理过后的三种细胞形态

都发生了一定的变化，且细胞的数量也有所变化。未处理的对照细胞呈单层生长，附着在培养皿底部；

经 DESs 处理 24 小时后，肝癌细胞 Huh-7 和 HepG2 逐渐失去正常形态，细胞缩小、变圆，甚至出现细胞

破裂和坏死。相比之下，DESs 对人正常肝细胞 HL-02 的影响较小，细胞大多保持典型的正常形态。 
为了进一步确认 DES 抑制肿瘤细胞增殖作用的机制，我们对 DES 处理过后的细胞进行电镜分析。

如图 1(c)我们可以看到，在未经 DES 处理的正常和肝癌细胞中，线粒体通常具有双层膜结构，内膜有清

晰的嵴，形态饱满，排列规则，未见显著异常；而从 DES 处理后的图片来看，Huh-7 细胞的线粒体发生

了显著改变，即线粒体的形态出现肿胀，体积增大，内膜嵴结构不再清晰；且部分线粒体的内膜嵴可能 
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(c) 

Figure 1. Toxic effects of DES on normal hepatocytes and hepatocellular carcinoma cells. (a) DES inhibited the proliferation 
of tumor cells. (b) Morphological changes of tumor cells after DES treatment, that is, cell shrinkage, roundness, and even cell 
rupture and necrosis. (c) The cells treated with DES showed obvious swelling, necrosis and vacuole formation under electron 
microscope. 
图 1. DES 对正常肝细胞和肝癌细胞的毒性作用。(a) DES 抑制了肿瘤细胞的增殖能力；(b) DES 处理过后的肿瘤细胞

形态学发生变化，即细胞缩小、变圆，甚至出现细胞破裂和坏死；(c) DES 处理过后的细胞在电镜下各细胞器发生了

明显的肿胀、坏死、空泡形成等。 
 

出现断裂或消失，提示线粒体功能受损。还能观察到部分线粒体内部有空泡形成的现象，这可能是细胞

应激反应或凋亡的迹象。而在正常肝细胞中可见线粒体只有轻微的肿胀，线粒体的形态大致没有发生

改变。 

3.2. DES 促进肝癌细胞的凋亡进而抑制细胞增殖 

为了探究 DES 抑制肿瘤细胞增殖的机制，我们采用凋亡试剂检测盒检测 DES 处理后肝癌细胞的凋

亡能力，采用凋亡试剂盒对 DESs 处理后的 Huh7 和 HepG2 细胞进行染色，并在荧光显微镜下观察(见图

2)。相比对照组而言，DES 处理过后的肝癌细胞中，凋亡细胞的比例在增加(弱蓝色代表正常细胞，强蓝

色代表凋亡细胞)。 
 

 
Figure 2. DES promotes apoptosis of hepatocellular carcinoma cells and then inhibits cell proliferation. Compared with the 
control group, the proportion of apoptotic cells increased in liver cancer cells treated with DES (weak blue represents normal 
cells, strong blue represents apoptotic cells). 
图 2. DES 促进肝癌细胞的凋亡进而抑制细胞增殖。相比对照组而言，DES 处理过后的肝癌细胞中，凋亡细胞的比例

在增加(弱蓝色代表正常细胞，强蓝色代表凋亡细胞)。 

3.3. DES 通过抑制 PI3K-AKT 通路进而抑制细胞的增殖 

为探究 DESs 抑制肿瘤细胞增殖的机制，首先研究了 DESs 对 PI3K/AKT 通路的影响。PI3K/AKT 通
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路在调控肝癌细胞增殖过程中起着重要作用。如图 3 所示，DESs 处理显著改变 PI3K/AKT 通路相关蛋白

的表达水平，结果显示，在两种肿瘤细胞中，磷酸化的 4EBP1 和磷酸化的 AKT 表达均下调，提示 DESs
可能通过影响 PI3K/AKT 通路的下游蛋白，抑制肿瘤细胞的增殖。 

 

 
Figure 3. DES inhibits cell proliferation by inhibiting the PI3K-AKT pathway. The expression of phosphorylated 4EBP1 and 
phosphorylated AKT were down-regulated, suggesting that DESs may inhibit the proliferation of tumor cells by affecting 
downstream proteins of PI3K/AKT pathway. 
图 3. DES 通过抑制 PI3K-AKT 通路进而抑制细胞的增殖。磷酸化的 4EBP1 和磷酸化的 AKT 表达均下调，提示 DESs
可能通过影响 PI3K/AKT 通路的下游蛋白，抑制肿瘤细胞的增殖。 

4. 结论 

本次实验以人肝细胞系作为体外模型，探究以氯化胆碱和抗坏血酸为组分所形成的 DES 对正常肝细

胞和肝癌细胞的影响。通过本实验我们可以发现 DES 对肝癌细胞具有一定的毒性作用，而对正常肝细胞

的毒性较小；DES 还可以通过促进肿瘤细胞的凋亡，进而抑制肿瘤细胞的生长。同时，DES 还可以抑制

肿瘤细胞的 PI3K-AKT 增殖通路抑制肿瘤细胞的增殖能力，进而抑制肿瘤细胞的生长。 
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附  录 

中英文缩略词表(Abbreviation) 

英文简称 英文全称 中文全称 

DES Deep eutectic solvent 深共熔溶剂 

NADES Natural Deep eutectic solvent 天然深共熔溶剂 

THEDES Therapeutic Deep eutectic solvent 治疗性深共熔溶剂 

PI3K Phosphoinositide 3-Kinase 磷脂酰肌醇激酶 

AKT Protein Kinase B 蛋白激酶 B 

4E-BP1 Eukaryotic Translation Initiation 
Factor 4E Binding Protein 1 

真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1 

MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 噻唑蓝 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 杜氏改良伊戈尔培养基 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

FBS Fatal bovine serum 胎牛血清 

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 

TBST Tris-HCL buffer solution tween Tris-HCL 吐温缓冲液 

WB Western blotting 蛋白质印迹 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 乙二胺四乙酸 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 十二烷基硫酸钠 

Tris Tris Hydroxymethyl Aminoethane 三羟甲基氨基甲烷 
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