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也摘要页 目的 优选甘草次酸修饰的莪术醇-芍药苷共载纳米脂质体渊GA-Cur-PF-Lips冤的制备工艺袁并对其理化性质进行表征遥
方法 采用乙醇注入法制备 GA-Cur-PF-Lips袁通过单因素考察和 Box-Behnken 响应面优化法优选其制备工艺曰利用透射电镜观察

其显微形态袁采用马尔文激光粒径仪测定其粒径尧多分散指数渊polydispersity index, PDI冤及 Zeta 电位袁并对其体外释放度尧溶血性进

行考察遥结果 最佳工艺:脂质量 85.19 mg袁胆脂比 1颐9.74袁总投药量 4.5 mg袁导脂比 1颐40袁超声时间 6.4 min渊工作 2 s尧停 2 s冤遥制得的

GA-Cur-PF-Lips 外观澄清并伴有淡蓝色乳光袁透射电镜下观察呈类球形曰其平均粒径为渊101.1依0.25冤 nm袁PDI 为 0.170依0.011袁Zeta
电位为渊0.333依0.060冤 mV袁莪术醇包封率为 86.65%依1.11%袁芍药苷包封率为 47.85%依1.02%袁总载药量为 1.233%依0.022%曰体外释放

呈现缓释特征袁且无明显的溶血作用遥结论 优化后的 GA-Cur-PF-Lips 包封率高尧粒径小且分布均匀袁无溶血性袁且具有一定的缓释

作用袁可为 GA-Cur-PF-Lips 进一步研发为低毒高效的抗肝癌新药奠定基础遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To optimize the preparation process of curcumol and paeoniflorin co-loaded nanoliposomes (GA-Cur-
PF-Lips) modified with glycyrrhetinic acid, and to characterize the physicochemical properties. Methods GA-Cur-PF-Lips were
prepared by ethanol injection, and the preparation process was optimized by single-factor investigation and Box-Behnken response
surface optimization method. The microscopic morphology was observed by transmission electron microscopy, the particle size,
polydispersion index (PDI) and Zeta potential were measured by Malvern laser particle size analyzer, and the release degree and
hemolysis were investigated in vitro. Results The optimum process was as follows: lipid weight was 85.19 mg, the ratio of cholesterol to
phospholipid was 1颐9.74, the total dosage was 4.5 mg, the ratio of the guiding molecule to the lipid mass was 1颐40 and the
ultrasonic time was 6.4 min (on for 2 s, off for 2 s). The obtained GA-Cur-PF-Lips were clear with pale blue opalescence, and spherical
in appearance under transmission electron microscope. The average particle size was (101.1依0.25) nm, the PDI was 0.170依0.011, the
Zeta potential was (0.333依0.060) mV, the encapsulation rate of curcumol was 86.65%依1.11%, the encapsulation rate of paeoniflorin
was 47.85%依1.02%, the total drug load was 1.233%依0.022%. Its in vitro release presented slow release characteristics, and there was
no obvious hemolysis. Conclusion With high encapsulation rate, small particle size and uniform distribution, the optimized GA-
Cur-PF-Lips have no obvious hemolysis, and have a certain sustained release effect. The experimental findings can lay a foundation
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for the further development of GA-Cur-PF-Lips as a new drug with low toxicity and high efficiency against liver cancer.
也运藻赠憎燥则凿泽页 curcumol; paeoniflorin; nano liposomes; ethanol injection method; Box-Behnken response surface method;

physicochemical property
肝癌是世界范围内癌症死亡的主要原因之一袁

肿瘤细胞具有很强的增殖能力袁且很容易转移到身

体的其他部位并产生有害物质袁破坏正常器官结构袁
危害人类生命和健康[1-2]遥 莪术醇是近年来发现的新

的抗肿瘤中药单体之一袁它与许多传统化学抗肿瘤

药物相比袁具有无致突变性尧低毒尧安全可靠的特点袁
并且对多种肿瘤有治疗效果 [3]袁芍药苷是一种水溶

性单萜类糖苷袁在抗肿瘤方面有广阔的应用前景[4]遥
已有研究表明莪术醇和芍药苷均能通过不同途径和

通路抗肝癌院莪术醇抑制肿瘤细胞增殖袁诱导肿瘤细

胞衰老和凋亡[5-8]袁芍药苷可通过不同的分子机制诱

导细胞凋亡尧抑制增殖尧侵袭和转移[9-12]遥
脂质体系指将药物包封于类脂质双分子层而形

成的微型泡囊体[13]遥 脂质体拥有独特的双分子层结

构袁既无毒又可生物降解袁且具有改善药物溶解性袁
提高药物稳定性袁增强体内靶向性从而提高药物疗

效等优点袁被广泛应用于肿瘤的治疗[14]遥肝癌多发生

于肝实质细胞袁研究证实该细胞表面存在大量的

甘草次酸渊glycyrrhetinic acid, GA冤特异性结合位点[15]袁
脂质体经甘草次酸修饰后袁对 HepG2 细胞具有更

高的亲和力[16]袁从而提高了脂质体对肝癌细胞的靶

向性遥
前期预实验发现莪术醇-芍药苷渊1颐1冤联用对

HepG2 细胞增殖的抑制有一定的协同作用袁为此设

计将莪术醇-芍药苷共载于甘草次酸修饰的脂质体

中袁以便二者通过不同途径和通路发挥协同作用袁进
一步提高其抗肝肿瘤效果遥 本文采用单因素实验结

合 Box-Behnken 设计-效应面优化法袁对 GA 修饰的

莪术醇-芍药苷共载纳米脂质体渊GA-Cur-PF-Lips冤
的处方与制备工艺进行了优化袁以期为研发一种低

毒高效的抗肝癌新制剂奠定制剂学基础遥
1 材料

Agilent Technologies 1200 Series 高效液相色

谱仪渊美国安捷伦公司冤曰Precisa XB 220A 型分析

天平渊瑞士 Precisa 重量分析股份公司冤曰01A418 型

超声细胞粉碎机尧SCIENTZ-10N 型冷冻干燥机渊宁
波新芝生物科技股份有限公司冤曰Zetasizer Nano-
ZS90 激光粒度分析仪渊英国马尔文仪器有限公司冤曰
ZNCL-G 型智能磁力搅拌器渊巩义市予华仪器有限

责任公司冤曰RE-52AA 型旋转蒸发器渊上海亚荣生化

仪器厂冤曰SPX-250B 型恒温培养箱渊上海博泰实验

设备有限公司冤曰H3-20KR 型台式高速冷冻离心机

渊湖南可成仪器设备有限公司冤遥
莪术醇对照品渊批号院100185-201908袁质量分

数 99.9%冤尧芍药苷对照品渊批号院110736-202145袁质
量分数 94.6%冤渊中国食品药品检定研究院冤曰莪术醇

原料药渊批号院F17HB175748袁质量分数 98.0%冤尧芍
药苷原料药渊批号院M28GS143089袁质量分数 90%冤尧
大豆卵磷脂渊批号院T7011F127302冤冤尧D44 mm 透析

袋渊截留相对分子质量 8000耀14 000冤渊上海源叶生

物有限公司冤曰二硬脂酰基磷脂乙醇胺-聚乙二醇

2000-甘草次酸渊DSPE-PEG2000-GA袁西安齐岳生

物科技有限公司冤曰胆固醇渊批号 20181128冤尧甲醇

渊色谱纯冤尧无水乙醇渊分析纯冤渊国药集团化学试剂有

限公司冤曰无菌脱纤维兔血渊批号 210624袁广州鸿泉

生物科技有限公司冤曰乙腈渊色谱纯袁美国 TEDIA 天

地试剂公司冤曰磷酸渊色谱纯袁天津市科密欧化学试剂

有限公司冤曰蒸馏水渊华润怡宝饮料有限公司冤袁其余

试剂均为分析纯遥
2 方法与结果

2.1 莪术醇与芍药苷的 HPLC 含量测定

2.1.1 色谱条件 渊1冤莪术醇院Zorbax SB-C18 色谱

柱渊250 mm伊4.6 mm袁5 滋m冤曰以 0.1%磷酸水-乙腈

溶液渊40颐60冤为流动相曰检测波长为 210 nm曰柱温为

35 益曰流速为 1.0 mL/min曰进样量为 20 滋L遥
渊2冤芍药苷院Zorbax SB-C18 色谱柱渊250 mm伊

4.6 mm袁5 滋m冤袁以乙腈-0.1%磷酸水渊14颐86冤为流

动相曰检测波长为 230 nm曰柱温为 25 益曰流速为

1.0 mL/min曰进样量为 10 滋L遥
2.1.2 对照品溶液尧供试品溶液及阴性对照溶液的

制备 渊1冤对照品溶液的制备院精密称取莪术醇对照

品适量袁加甲醇稀释制成每 1 mL 含 5 滋g 的莪术醇

对照品溶液遥另精密称取芍药苷对照品袁加甲醇稀释

制成每 1 mL 含 10 滋g 的芍药苷对照品溶液遥
渊2冤空白对照溶液尧供试品溶液与阴性对照溶液

的制备院溶剂甲醇过 0.22 滋m 微孔滤膜袁作为空白

对照袁备用曰精密移取 GA-Cur-PF-Lips供试品 1 mL袁
加入甲醇[17]渊破乳剂冤定容至 25 mL袁过 0.22 滋m 微

孔滤膜袁备用遥同样方法处理空白脂质体样品作为阴

性溶液遥
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2.1.3 专属性试验 分别取野2.1.2冶项下空白对照溶

液尧莪术醇对照品溶液尧芍药苷对照品溶液尧GA-Cur-
PF-Lips 供试品溶液尧阴性溶液袁按照野2.1.1冶项下色

谱条件分别进样测定遥 结果表明袁供试品色谱分别

在与莪术醇尧芍药苷对照品色谱峰相应的位置显相

同的色谱峰袁阴性对照均无干扰渊见图 1要2冤遥
2.1.4 线性关系考察 渊1冤莪术醇院精密吸取莪术醇

对照品母液稀释成质量浓度分别为 40.0尧20.0尧10.0尧
5.0尧2.5尧1.25尧0.625 滋g/mL 的系列对照品溶液袁按
野2.1.1冶项色谱条件进样测定袁以峰面积渊Y冤为纵坐

标袁质量浓度渊X冤为横坐标袁绘制标准曲线袁其回归方

程为Y越15.709X+4.231 6袁r2越0.999 9袁表明莪术醇在

0.625耀40.0 滋g/mL 范围内与峰面积具有良好的线性

关系遥
渊2冤芍药苷院精密吸取上述芍药苷对照品母液稀

释成质量浓度分别为 80.0尧40.0尧20.0尧10.0尧5.0尧2.5尧
1.25 滋g/mL 的系列对照品溶液袁按野2.1.1冶项色谱条

件进样测定袁以峰面积渊Y冤为纵坐标袁质量浓度渊X冤为
横坐标袁绘制标准曲线袁其回归方程为 Y越14.311X袁
r2越0.999 6袁表明芍药苷在 1.25耀80.0 滋g/mL 范围内

与峰面积具有良好的线性关系遥
2.1.5 方法学考察 分别进行精密度尧稳定性尧重复

图 1 莪术醇 HPLC 色谱图

注院A.空白对照曰B.莪术醇对照品曰C.供试品曰D.阴性溶液遥

t/min

图 2 芍药苷 HPLC 色谱图

注院A.空白对照曰B.芍药苷对照品曰C.供试品曰D.阴性溶液遥

t/min
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性尧加样回收实验袁结果表明袁莪术醇和芍药苷的精

密度尧稳定性尧重复性实验 RSD 均小于 3%袁符合要

求曰加样回收莪术醇加样平均回收率为 101.84%依
0.78%袁芍药苷加样回收率是 101.78%依0.67%袁表明

测定方法的准确度高遥
2.2 包封率和载药量的测定

2.2.1 包封率的测定 采用透析法测定 GA-Cur-
PF-Lips 包封率遥 精密移取 pH=5 的 PBS 50 mL 作

为透析介质袁吸取 GA-Cur-PF-Lips 1 mL 放入透析

袋中袁在 25 益尧磁力搅拌渊300 r/min冤下透析袁分别

于透析 15尧30尧45尧60尧90尧120尧150尧180 min 时取透

析液进样测定遥 结果表明袁随着透析时间延长袁透析

介质中游离莪术醇与芍药苷的峰面积均一直增加袁
从 30耀45 min 期间袁透析袋内外的莪术醇与芍药苷

呈现透析平衡状态袁而后透析介质中游离药物逐步

增多袁说明脂质体结构开始被破坏袁故确定透析时间

为 30~45 min渊见图 3冤遥 包封率按下述公式计算遥
包封率渊%冤=(总药量原游离药量)/总药量伊100%

2.2.2 总载药量的测定 精密移取 2 mL GA-Cur-
PF-Lips 置于已干燥至恒定质量的西林瓶中袁 冷冻

干燥 48 h袁得冻干粉袁称量袁计算供试品冻干粉净质

量遥 将冻干粉复溶后取 1 mL 样品充分破乳后袁按
野2.1.1冶项下色谱条件测定冻干粉中的莪术醇和芍药

苷的总药量袁计算总载药量遥
总载药量渊%冤越总药量/冻干粉净质量伊100%

2.3 GA-Cur-PF-Lips 的制备

采用乙醇注入法制备 GA-Cur-PF-Lips遥精密称

取芍药苷 2 mg 溶于 10 mL磷酸盐缓冲液渊PBS袁pH=
5冤中作为水相袁大豆卵磷脂 80 mg尧胆固醇 20 mg尧
莪术醇 2 mg 溶于 5 mL 无水乙醇中作为油相袁将油

相预热至 60 益匀速滴入水相中袁在磁力搅拌下

渊600 r/min) 于 60 益避光水合 1 h 后减压旋蒸除去

乙醇袁经探头超声渊200 W袁工作 2 s尧停 2 s冤一定时

间后定容袁分别过 0.45尧0.22 滋m微孔滤膜袁即得遥 同

样方法制备空白脂质体样品遥

2.4 制备工艺的单因素考察

2.4.1 超声时间的考察 参照野2.3冶项下方法制备

脂质体袁并分别考察不同超声时间渊3尧6尧9尧12尧15 min冤
对脂质体的影响遥 结果表明袁随着超声时间的增加袁
粒径呈现增大的趋势袁PDI 与 Zeta 电位变化不明显袁
芍药苷与莪术醇的包封率则先增大后减小袁两药包

封率均在超声 6 min 时达到最大值袁故选择超声时

间 3耀9 min 做进一步优化遥
2.4.2 脂质量的考察 通过预实验摸索袁选择以大

豆卵磷脂为原料袁其他制备条件同野2.4.1冶项袁设计脂

质量为 20尧40尧80尧120尧160 mg 分别进行考察遥 结果

表明袁随着脂质总量的增加袁粒径总体呈现减小的趋

势袁PDI 升高袁Zeta 电位总体先升高后降低袁包封率

均呈现增大的趋势袁在脂质量为 80 mg 时两药包封

率及各项指标均无较大变化袁故选择脂质量在 40耀
120 mg 做进一步优化遥
2.4.3 胆脂比的考察 固定脂质量 80 mg袁水合温

度 55 益袁其他制备条件同野2.4.2冶项袁设计胆脂比

渊即胆固醇与大豆卵磷脂的质量比冤为 1颐6尧1颐8尧1颐10尧
1颐12尧1颐14 分别进行考察遥 结果表明袁随着胆脂比的

减少渊即胆固醇相对比例下降冤袁粒径总体呈现减小

的趋势袁PDI 总体呈减小趋势袁Zeta 电位总体略有降

低袁包封率均呈现增大后减小的趋势袁在胆脂比 1颐10
时达最优值袁故选取胆脂比 1颐8耀1颐12 做进一步优化遥
2.4.4 总投药量的考察 固定胆脂比为 1颐10袁 其他

制备条件同野2.4.3冶项袁设计总投药量为 3尧4.5尧6尧9 mg
分别进行考察遥 由于莪术醇包封率约为芍药苷的 2
倍袁故将二者投药比设为 1颐2 以使包封的莪术醇-芍
药苷接近 1颐1袁从而更好地发挥其协同作用遥 结果表

明袁总投药量增加袁平均粒径尧PDI尧Zeta 电位及莪术

醇包封率无明显变化袁芍药苷包封率则呈先升后降

的趋势袁故选取总投药量为4.5 mg 进行后续实验遥
2.4.5 导脂比的考察 以二硬脂酰基磷脂乙醇胺-
聚乙二醇 2000-甘草次酸渊DSPE-PEG2000-GA冤为
导向分子袁固定总投药量为 4.5 mg袁其他制备条件

同野2.4.4冶项袁设计导脂比渊即导向分子与脂质量之

比冤为 1颐80尧1颐40尧1颐20 分别进行考察遥 结果表明袁导
脂比增加渊即导向分子相对比例增加冤袁平均粒径尧
PDI 呈上升趋势袁而 Zeta 电位和包封率则呈下降趋

势遥考虑加入过少导向分子将影响其靶向性袁而过多

导向分子会引起包封率下降袁甚至出现浑浊现象袁故
选择导脂比 1颐40 进行后续实验遥
2.5 Box-Behnken 响应面法优化工艺条件

2.5.1 实验设计及结果 在前期单因素考察的基础

图 3 透析平衡图
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表 1 因素水平表

水平

-1
0
1

A
40
80

120

B
1颐8
1颐10
1颐12

C
3
6
9

上袁选择影响较为显著的脂质量渊A冤尧胆脂比渊B冤和
超声时间渊C冤作为考察因素袁采用 3 因素 3 水平的

Box-Behnken 响应面优化法按排试验袁以芍药苷包

封率渊Y 1冤尧莪术醇包封率渊Y 2)和总载药量渊Y 3冤为评

价指标袁通过熵值法[18]对三指标进行赋权渊Y 1尧Y 2尧Y 3
的权重系数分别为 0.25尧0.364尧0.385冤并计算综合评

分渊Y冤遥 因素水平尧试验设计及结果见表 1要2遥

2.5.2 模型拟合及方差分析 应用 Design Expert
10.0.7 软件对表 2 实验数据进行处理袁以 Y 对 A尧B尧
C 进行多元回归袁拟合得到二次多项式回归方程院
Y =79.79 +7.12A -4.94B +2.33C +3.67AB -1.69AC +
1.52BC-24.57A2-16.28B2-6.57C2遥方差分析表明渊表3冤袁
回归模型 P约0.001袁表明模型具有显著性曰失拟项

P跃0.05袁说明模型拟合良好曰回归方程拟合决定系数

渊r2冤为 0.959 6袁校正决定系数渊R2adj冤为 0.907 6袁说
明该模型可以解释 90.76%的响应值的变异袁且方程

拟合程度较好曰模型变异系数为 9.44%约10%袁表明

模型准确度高曰精密度值是有效信号与噪声的比值袁
为 13.588跃4袁说明模型合理袁表明该模型可用于设

计分析遥另外袁脂质量渊A冤尧胆脂比渊B冤对 Y 均有显著

性影响渊P约0.05冤袁各因素之间交互作用不明显袁且各

因素均不是单纯的一次关系袁而是二次关系渊A2尧B2尧
C2 的 P约0.05冤遥 以 Y 为评价指标对交互因素的响应

面等高线图及 3D 效果图见图 4遥
2.5.3 验证试验 基于上述建立的二次多项式回归

方程模型袁通过 Design Expert 10.0.7 软件得到最优

工艺条件袁即脂质量 85.19 mg袁胆脂比 1颐9.74袁超声

时间 6.4 min遥 在此工艺条件下平行试验 3 次袁结果

实测值与预测值较为接近袁相对偏差较小袁表明模型

预测性良好袁优选的 GA-Cur-PF-Lips 制备工艺稳

定可行渊见表 4冤遥
2.6 质量评价

2.6.1 外观及显微形态 按优化工艺制得的 GA-
Cur-PF-Lips袁外观澄清并伴有淡蓝色乳光袁透射电

镜下可见脂质体呈类球形袁且饱满圆整渊见图 5冤遥
2.6.2 粒径与 Zeta 电位测定 取适量脂质体袁采用

Zetasizer Nano-ZS90 激光粒度分析仪测定脂质体的

平均粒径和 Zeta 电位袁结果表明院其平均粒径为

(101.1依0.25) nm袁PDI 为 0.170依0.011袁Zeta 电位为

渊0.333依0.060冤 mV遥
2.6.3 体外释放度考察 采用透析袋法[19]考察莪术

醇-芍药苷的混合溶液与 GA-Cur-PF-Lips 的体外

释放情况遥 取 5 mL 脂质体溶液置于透析袋中袁然后

将透析袋置于含有 100 mL 释放介质渊PBS 溶液袁
pH=5.0冤的容器内袁于 37 益尧150 r/min 恒温震荡袁分
别于0.5尧1尧1.5尧2尧3尧4尧6尧8尧10尧12尧24 h取样 1 mL
渊同时补充等温等量释放介质冤袁测定莪术醇尧芍药苷

含量袁计算各时间点的累积释放率并作图遥计算脂质

表 2 Box-Behnken 实验设计方案及结果

STD
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A
40
120
40
120
40
120
40
120
80
80
80
80
80
80
80
80
80

B
1颐8
1颐8
1颐12
1颐12
1颐10
1颐10
1颐10
1颐10
1颐8
1颐12
1颐8
1颐12
1颐10
1颐10
1颐10
1颐10
1颐10

C
6
6
6
6
3
3
9
9
3
3
9
9
6
6
6
6
6

芍药苷包封率 Y 1/%
38.96
45.73
40.95
43.45
35.42
46.94
45.25
44.68
39.66
40.25
48.42
47.29
49.51
49.78
47.05
51.77
46.05

莪术醇包封率 Y 2/%
82.34
86.57
80.21
88.07
80.73
89.16
79.87
89.74
88.86
86.25
89.02
85.43
85.52
87.46
87.48
84.05
86.85

总载药量 Y 3/%
1.168
0.917
1.088
0.909
1.196
0.984
1.145
0.993
1.116
1.043
1.017
1.058
1.234
1.220
1.235
1.233
1.264

综合评分/Y
42.65
41.41
29.16
42.58
34.27
60.03
40.67
59.67
62.12
45.50
65.36
54.82
77.74
83.79
81.29
75.59
80.56
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表 3 方差分析结果

方差来源

模型

A
B
C
AB
AC
BC
A^2
B^2
C^2
残差

失拟项

净误差

总离差

平方和

4893.05
405.27
194.83
43.24
53.73
11.42
9.24

2541.21
1115.54
181.58
206.21
165.52
40.68

5099.26

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均分

543.67
405.27
194.83
43.24
53.73
11.42
9.24

2541.21
1115.54
181.58
29.46
55.17
10.17

F值

18.46
13.76
6.61
1.47
1.82
0.39
0.31

86.26
37.87
6.16

5.42

P值

0.000 4
0.007 6
0.036 9
0.265 0
0.218 9
0.553 2
0.592 9

约0.000 1
0.000 5
0.042 0

0.067 9

图 4 各因素交互作用的响应面 3D效果图及等高线图

体的累积释放度[20]并绘制释放曲线渊见图 6冤遥
累积释放度计算公式院Q=渊V a

n=i

i = 1
移Ci+V bCn冤/M

Q 指累积释放度袁V a 指释放介质的补入体积袁Ci
指第 i 次取样时释放的药物浓度袁V b 指释放介质的

总体积袁Cn 指第 n 次取样时的药物浓度袁M 指脂质

体样品中的药物含量遥
结果显示袁游离的莪术醇和芍药苷在 6 h 时可

全部透过透析袋袁而 GA-Cur-PF-Lips 中的莪术醇

与芍药苷在 24 h 的透过量分别为 55.54%依1.51%和

64.04%依2.72%袁表明脂质体的包封能延缓药物的释

放袁从而有助于 GA-Cur-PF-Lips 在更长的时间内

发挥抗肝癌作用遥体外释放模型拟合表明袁GA-Cur-
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表 4 验证试验结果

试验次数

1
2
3

Y 1/%
48.83
46.80
47.92

Y 2/%
85.47
87.68
86.81

Y 3/%
1.239
1.200
1.238

Y 实测值/%
77.02
77.84
80.51

Y 预测值/%

80.74

相对偏差/%

2.83

PF-Lips 中莪术醇和芍药苷的体外释放均符合一级

释放模型(分别为 Qn=57.89(1-e -0.12t冤袁r2=0.956 3曰Qn=
65.68 (1-e-0.55t)袁r2=0.983 2)袁 故可预测 GA-Cur-PF-
Lips 在动物体内的释药情况遥

2.6.4 溶血性考察 参照 2020 版叶中华人民共和国

药典曳[21]的规定袁对 GA-Cur-PF-Lips 的溶血性进行

评估遥 取 EP 管 18 只袁分为 2 组袁分别为莪术醇-芍
药苷共载纳米脂质体组渊Cur-PF-Lips冤尧GA-Cur-
PF-Lips 组袁每组 9 只袁对其进行编号渊各组中 1耀6
号管为供试品管袁7 号管为阴性对照管袁8 号管为阳

性对照管袁9 号管为供试品对照管冤遥参考文献[22]方
案依次加入样品尧2%红细胞混悬液尧生理盐水尧去离

子水袁混匀后袁立即置于渊37.0依0.5冤 益的恒温水浴

中遥3 h 后观察溶血和凝聚反应袁肉眼观察并拍照遥同
时取上清液于比色皿中袁用紫外分光光度计于 576 nm
处测定其吸光度值袁计算溶血率袁溶血率低于 5%为

合格遥 结果表明袁Cur-PF-Lips 和 GA-Cur-PF-Lips

均未出现明显的溶血及凝聚现象袁其溶血率均小于

5%袁符合注射用药要求袁可以用于后续动物实验的

静脉给药渊见表 5冤遥 溶血率计算公式如下院
溶血率=渊A样- A阴冤/渊A阳- A阴冤伊100%
其中 A样是样品的吸光度值袁A阴是阴性对照的吸

光度值袁A阳是阳性对照的吸光度值遥

3 讨论

本研究以二硬脂酰基磷脂乙醇胺-聚乙二醇

2000-甘草次酸渊DSPE-PEG2000-GA冤为导向分子袁
利用其磷脂端渊DSPE 端冤可嵌入到脂质体的脂质双

分子层实现对莪术醇-芍药苷共载纳米脂质体的表

面修饰袁其 GA 端可与肝癌细胞膜上高表达的 GA
结合位点结合而使其具有肝肿瘤靶向性袁其亲水性

PEG2000 长链可增加脂质体的稳定性与体内循环

时间袁从而使莪术醇-芍药苷能更大程度地的协同

发挥抗肝癌作用遥
为了评价 GA-Cur-PF-Lips 的药物包封率袁本

研究前期曾采用葡聚糖凝胶柱色谱法尧低速离心法尧
凝胶微柱离心法等方法分离脂质体与游离的莪术

醇尧芍药苷袁但均不能将其较好地分离袁而透析法简

单快捷袁能同时实现莪术醇与芍药苷游离药物与脂

质体的分离袁且回收率符合要求尧结果可靠袁因此袁选
择透析法测定莪术醇与芍药苷的包封率遥

本研究较系统地考察了超声时间尧脂质量尧胆脂

比尧总投药量和导脂比多个因素对脂质体的粒径尧
PDI尧Zeta 电位尧莪术醇和芍药苷的包封率影响袁并在

此基础上采用 Box-Behnken响应面优化法确定了GA-
Cur-PF-Lips的最优工艺条件袁即脂质量为 85.19 mg袁胆
脂比为 1颐9.74袁总投药量为 4.5 mg袁导脂比为 1颐40袁
超声时间为 6.4 min渊工作 2 s尧停 2 s冤遥 Box-Behnken
响应面优化法具有具预测性好尧实验次数少尧高效

等优点袁并能对各个影响因素及其相互作用进行分

析[23]袁故常用于制剂工艺条件的优化遥 本研究前期对

图 5 脂质体显微形态图

图 6 体外释放曲线图渊n=3冤

表 5 溶血实验结果

组别

Cur-PF-Lips 组
GA-Cur-PF-Lips 组

1
-1.002
0.1785

2
-0.658
4.056

3
0.240
3.586

4
1.232
2.458

5
-1.775
3.042

6
0.773
1.395

7
0
0

8
100
100
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脂质体制备的其他影响因素渊如油水比尧水相pH尧水
合温度尧水合时间等冤也进行了考察袁发现其他因素

对脂质体的各项质量指标均无较大影响遥 另外袁考
虑到莪术醇和芍药苷的包封率差异袁将二者投料比

设计为 1颐2袁可使脂质体包载的莪术醇-芍药苷的配

比接近 1颐1袁从而有助于二者发挥协同作用遥
本研究制备的 GA-Cur-PF-Lips 具有粒径小尧

分布均匀尧外观圆整等特点袁较小粒径的脂质体有更

快尧更强的肿瘤分布[24]曰PDI 小于 0.3 说明脂质体的

粒径分布均匀且狭窄袁有助于提高其稳定性遥 体外

释放实验显示 GA-Cur-PF-Lips 具有缓释特性袁这
将有助于延长药物成分在体内的作用时间曰溶血性

实验表明 GA-Cur-PF-Lips 与 Cur-PF-Lips 均无明

显的溶血与凝聚作用袁故可注射给药遥 综上所述袁本
研究可为 GA 修饰的莪术醇-芍药苷共载纳米脂质

体的进一步研究奠定基础袁同时对于研发低毒高效

的抗肝癌新药也具有一定的意义遥
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