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摘要# 目的!制备白介素 ") "M5")# 修饰雷公藤红素K人参总皂苷脂质体& 并评价其对人脑胶质瘤细胞e.)#% 的抑制
作用’ 方法!薄膜分散法制备脂质体& "(")(二甲氨基丙基#()(乙基碳二亚胺盐酸盐 "1U‘# KX(羟基琥珀酰亚胺
"ECB# 水相缩合法将M5") 锚定在粒子表面& 考察其形态( 粒径( 7/<3电位( M5") 修饰密度的质量分数( 包封率( 体
外释放’ 以药脂比 "雷公藤红素K卵磷脂#( 胆脂比( 水合时间( M5") 投料比为影响因素& 粒径( 7/<3电位( 聚合物
分散性指数 "IUM# 为评价指标& 正交试验优化制备工艺’ 荧光定性和胞内药物定量法评价 e.)#% 细胞摄取行为&
H..法和流式细胞仪法分别测定脂质体抗肿瘤和诱导细胞凋亡作用’ 结果!最佳条件为药脂比 " h#&& 胆脂比 " h+&

水合时间 +% 24:& M5") 投料比 &L’!’ 所得脂质体均一圆整& 粒径分布较窄& 平均粒径 """*L) i)L## :2& 7/<3电位
" g)*L) i)L+# 2a& M5") 修饰密度的质量分数 &L)!& 雷公藤红素和人参总皂苷包封率分别为 "*#L) i#L-#!和
","L# i)L##!& #+ 8累计释放度分别为 "+#L% i+L-#!和 "#+L) i#L"#!’ 它可显著促进 e.)#% 细胞摄取& M‘%&为
"#L* i&L)# !OK25"以雷公藤红素计#& 低于M5") 未修饰脂质体和物理混合物 "雷公藤红素(人参总皂苷#’ 当雷公
藤红素质量浓度为 "& !OK25时& 它还能诱导 *+L)!的e.)#% 细胞发生凋亡’ 结论!M5") 修饰雷公藤红素K人参总皂
苷脂质体在体外表现出明显的人脑胶质瘤细胞e.)#% 靶向性和体外抗肿瘤作用’
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!!脑胶质瘤是最常见的脑瘤& 其恶性程度高( 治
疗效果差( 易复发’ 近年来研究发现& 白细胞介素
") "M5")# 受体在脑胶质瘤细胞表面的表达较高&
对其恶性增殖有重要影响’ 以 M5") 受体为靶标&
介导细胞外毒素以杀伤恶性胶质瘤细胞在美国已经
进入$期临床试验)"* ’ 因此& 将其作为靶修饰基
团设计定向脑胶质瘤抗肿瘤药物递送系统& 具有广
阔的研究前景’

脂质体作为临床应用中最成熟的纳米药物递送
系统& 具有高效包载抗肿瘤药物( 肿瘤被动聚集(
无毒( 可修饰等优点)#* ’ 但常规脂质体并不具备
主动靶向肿瘤组织的能力& 若将 M5") 修饰于抗肿
瘤脂质体表面& 可有望实现脂质体主动加被动靶向
脑胶质瘤组织的能力& 进一步提高抗肿瘤活性))* ’

雷公藤红素主要来自雷公藤根皮& 具有显著的
抗肿瘤( 抗炎( 免疫抑制等作用& 可控制癌细胞蛋
白酶体并诱发其凋亡& 有效率 ’%! b-)!& 超过
了紫杉醇)+* ’ 此外& 它还能降低肿瘤细胞和内皮
细胞的血管内皮生长因子受体 # "a1JAD## 表
达)%* & 抑制血管生成& 进而抑制脑胶质瘤生长&
但其毒性较大& 溶解度低)’(,* & 故急需开展高效低
毒剂型的研究’ 红参中提取得到人参皂苷 D8#(
DO)( DO%( DO"( D8"( D_" 等成分具有较好抗肿瘤
活性)*(""* & 临床上常与化疗药物协同抗肿瘤& 而且
具有表面活性剂作用& 能够促进雷公藤红素在水中
的溶解& 提高生物利用度’ 因此& 本实验制备
M5") 修饰雷公藤红素K人参总皂苷脂质体& 并评价
其对人脑胶质瘤细胞 e.)#% 的抑制作用& 以探讨
M5") 提高抗肿瘤药物靶向性和活性的优势’
HI仪器与试药
"L"!实验仪器!GO40/:<"#’& 高效液相色谱仪 "美
国GO40/:<公司#$ 紫外分光光度计 "上海凤凰光学

仪器有限公司#$ ./?:34"# 型透射电子显微镜 "荷
兰I8404W>公司#$ E3:6(7B 型马尔文激光散射粒径
测定仪 "英国马尔文公司#$ 台式冷冻离心机 "长
沙湘仪离心机仪器有限公司#$ 真空干燥箱 "天津
市华北实验仪器有限公司#$ 旋转蒸发器 "上海亚
荣生化仪器厂#$ 智能药物溶出仪 "天津大学无线
电厂#$ I300离心超滤管 "美国I300公司#$ ‘F# 细
胞培养箱 "美国 .8/X26A6X23公司#$ 71MBB 倒置
显微镜 "南京微弗德科学仪器有限公司#$ 全自动
酶标仪 "美国.8/X26公司#’
"L#!试剂与试药!雷公藤红素 "含有量 n--!#(
人参总皂苷 "含有量n*%!# "南京泽朗医药科技
有限公司#$ 大豆卵磷脂 "BI‘& 江苏曼氏科技有
限公司#$ 末端氨基聚乙二醇(硬脂酸磷脂酞乙醇胺
"UBI1(I1J(EC#& 法国 J3<</;6>>/公司#$ 胆固醇
"中国惠兴生化试剂有限公司#$ "(")(二甲氨基丙
基#()(乙基碳二亚胺盐酸盐 "1U‘#( X(羟基琥珀
酰亚胺 "ECB# "国药集团化学试剂有限公司#$
白介素 ") "M5")& 赛业生物科技有限公司#’ 胎牛
血清 "杭州四季青生物工程材料有限公司#$ 四甲
基偶氮唑盐 "H..& B=:B84:/公司#$ DIHM"’+& 培
养基( 胰蛋白酶溶液 "美国 J4_?6公司#$ 二甲基
亚砜 "UHBF& 南京化学试剂有限公司#$ e‘G试
剂盒 "凯基生物科技有限公司#$ 异硫氰酸荧光素
"AM.‘& 天津百萤科技有限公司#’
JI实验方法与结果
#L"!最佳处方筛选
#L"L"!正交试验!称取雷公藤红素( 人参总皂苷(
大豆卵磷脂( 胆固醇( UBI1(I1J(EC# 适量& 溶于
)& 25氯仿(甲醇 "# h"# 中& 再置于 "&& 25磨口
圆底烧瓶中& )& d恒温水浴减压蒸发 "转速
"&& XK24:# 除去有机溶剂至形成均匀薄膜& 真空
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干燥器中过夜& 去除残留溶剂’ 加入 %& 25WC,L+
磷酸盐缓冲液& 于 ), d恒温水浴上旋转水合
+% 24:& 使脂质体膜脱落& 得到橙色混悬液& 冰浴
下探头超声 # >& 间歇 ) >& 重复 ’& 次 "功率
"&& f#& 依次过 &L* !2和 &L+% !2微孔滤膜& 即
得脂质体混悬液’ 室温下将适量 M5")( 1U‘( ECB
依次加入混悬液中& 搅拌 #+ 8& 反应体系置于透析
袋 "截留分子量 "# &&& U3# 中& 流动水透析 ) 8&
即得M5") 修饰脂质体’

根据前期研究& 本实验中确定雷公藤红素与人
参总皂苷比例为 " h%& 选择药脂比 "G& 雷公藤红
素K卵磷脂#( 胆脂比 "e#( 水合时间 "‘# 和
M5") 投料比 "U# 进行正交试验’ 其中& 药脂比选
择 " h)&( " h#&( " h"&& 胆脂比选择 " h*( " h+(
" h#& 水合时间选择 "%( )&( +% 24:& M5") 投料比
选择 &L’!( &L-!( "L#!& 再以粒径( 7/<3电
位( 聚合物分散性指数 "IUM# 为评价指标进行正
交试验设计’ 因素水平见表 "& 直观分析见表 #&

方差分析见表 )’
由表 # 可知& 以粒径为指标时& 各因素影响程

度因此为Gn‘nUne$ 以7/<3电位为指标时& 依
次为enGn‘nU$ 以IUM为指标时& 依次为Un
enGn‘& 综合比较& 得到最优水平组合为
G#e#‘)U"’ 由表 ) 可知& 因素 G对脂质体粒径有
显著性影响 ":k&L&%#& 因素 e对脂质体 7/<3电
位有显著性影响 ":k&L&%#& 因素 U对脂质体
IUM有显著性影响 ":k&L&%#& 因素 ‘无显著性
影响 ":n&L&%#’ 因此& 最终确定最佳条件为药
脂比 " h#&& 胆脂比 " h+& 水合时间 +% 24:& M5")
投料比 &L’!’

表 HI因素水平
;+LMHIN+()#.*+/",’[’,*

因素 G药脂比 e胆脂比 ‘水合时间K24: UM5") 投料比K!
" " h)& " h* "% &L’
# " h#& " h+ )& &L-
) " h"& " h# +% "L#

表 JI正交试验设计及结果
;+LMJIB’*$0/+/".’*2,)*#&#.)1#0#/+,)’*)*

试验号 G药脂比 e胆脂比 ‘水合时间K24: UM5") 投料比K! 粒径K:2 7/<3电位K2a IUM
" " h)& " h* "% &L’ ##"L+ g#’L, &L#,"
# " h)& " h+ )& &L- "-,L% g)&L) &L#&+
) " h)& " h# +% "L# "**L+ g##L# &L)#’
+ " h#& " h* )& "L# "+,L) g)&L- &L)+,
% " h#& " h+ +% &L’ "&+L- g)*L# &L"-+
’ " h#& " h# "% &L- ")#L) g#%L, &L"*%
, " h"& " h* +% &L- ","L) g))L% &L##)
* " h"& " h+ "% "L# #&%L- g)’L’ &L)#*
- " h"& " h# )& &L’ #")L" g"-L" &L#%#

以粒径为指标
V" #&#L+)) "*&L&&& "*’L%)) ",-L*&&
V# "#*L"’, "’-L+)) "*%L-’, "’,L&))
V) "-’L,’, ",,L-)) "%+L*’, "*&L%))
O ,+L#’’ "&L%’, )"L’’’ ")L%&&

以7/<3电位为指标
V" g#’L+&& g)&L)’, g#-L’’, g#*L&&&
V# g)"L’&& g)%L&)) g#’L,’, g#-L*))
V) g#-L,)) g##L))) g)"L)&& g#-L-&&
O %L#&& "#L,&& +L%)) "L-&&

以IUM为指标
V" &L#’, &L#*& &L#’" &L#)-
V# &L#+# &L#+% &L#’* &L#&+
V) &L#’* &L#%+ &L#+* &L))+
O &L&#’ &L&)* &L&#& &L")&

#L"L#!验证试验!按最优处方制备 ) 批样品& 测
得平均粒径为 """&L" i#L’# :2& 7/<3电位为 g
"),L% i#L*# 2a& IUM为 &L"*- i&L&"%& 表明工
艺合理可行& 重复性好’

#L#!脂质体制备!按上述最优处方称取雷公藤红
素 )& 2O( 人参总皂苷 "%& 2O( 大豆卵磷脂
’&& 2O( 胆固醇 "%& 2O( UBI1(I1J(EC# ’L& 2O&
按 .#L"L"/ 项下方法制备脂质体混悬液’ 室温下
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将 ’L& 2O白介素 ")( #L& 2O1U‘( "L# 2OECB
依次加入混悬液中& 搅拌 #+ 8& 反应体系置于透析
袋 "截留分子量 "# &&& U3# 中& 流动水透析 ) 8&
即得 M5") 修饰脂质体’ 同法制得未修饰脂质体
"不含UBI1(I1J(EC# 和后续M5") 反应步骤#’

表 KI方差分析
;+LMKI8/+,3*$*#&[+.$+/(’

指标 因素 离均差平方和 自由度 E比 E临界值 :值
粒径 G "& #%)L’&- # %+L+*- "-L&&& k&L&%

e "**L",’ # "L&&& "-L&&& n&L&%
‘ " -,&L)&- # "&L+," "-L&&& n&L&%
U )+%L,,’ # "L*)* "-L&&& n&L&%
误差 "**L"* % % % %

电位 G +"L’)’ # %L-’* "-L&&& n&L&%
e #+,L’&# # )%L+-) "-L&&& k&L&%
‘ )"L’#- # +L%)+ "-L&&& n&L&%
U ’L-,’ # "L&&& "-L&&& n&L&%
误差 ’L-* % % % %

IUM G &L&&" # "L&&& "- n&L&%
e &L&&# # #L&&& "- n&L&%
‘ &L&&" # "L&&& "- n&L&%
U &L&#, # #,L&&& "- k&L&%
误差 &L&& % % % %

!!注! E&L&%"#& ## m"-

#L)!形态学研究!所得脂质体为均一圆整( 粒径
分布较窄的类球形粒子& 见图 "’

图 HI透射电镜显微照片
N$0MHI;.+/*4$**$#/’,’().#/4$(.#0.+-1*

#L+!粒径和7/<3电位测定!室温下取M5") 修饰和
未修饰脂质体溶液各 #&& !5& 分散于 "L* 25超纯
水中& 测定其平均粒径和 7/<3电位’ 结果见表 +’
由表可知& 与未修饰产物比较& M5") 修饰后& 脂
质体粒径增大& 而且表面负电荷被小幅度屏蔽’

表 OI脂质体粒径和‘’)+电位 %,P+’
;+LMOIT+.)$(,’*$d’*+/"‘’)+ -#)’/)$+,*#&,$-#*#4’*%,P+’

脂质体 粒径K:2 7/<3电位K2a
M5") 未修饰 "&%L) i#L, g+#L’ i#L)
M5") 修饰 ""*L) i)L# g)*L) i)L+

#L%!M5") 修饰密度的质量分数测定!取M5") 修饰
和未修饰脂质体混悬液各 &L% 25& 分别精密吸取
#& !5& 置于 -’ 孔板内& 按照e‘G试剂盒说明书&

将白蛋白标准品按 &( "( #( +( *( "#( "’(
#& !5加入蛋白标准品孔中& 缓冲溶液补足至
#& !5’ 各孔加入 #&& !5e‘G工作液’ ), d下孵
育 )& 24:后& 测定 %’# :2波长处吸光度& 测得白
蛋白浓度 "*# 与吸光度 "N# 的线性方程为 Nm
&L),#*p&L&*" ";m&L--- +#’ 另外& 在 M5") 投
料比为 &L’!时& 其修饰密度的质量分数为 &L)!’
#L’!包封率测定及体外释放情况考察
#L’L" CI5‘法测定雷公藤红素含有量
#L’L"L" ! 色谱 条 件 ! GO40/:<C‘(‘"* 色 谱 柱
""%& 22l+L’ 22& % !2#$ 流动相乙腈(&L+!磷
酸 " *& h#& #$ 检测波长 +#% :2$ 体积流量
"L& 25K24:$ 柱温 #% d$ 进样量 #& !5’
#L’L"L#!对照品贮备液制备!精密称取干燥至恒
重的对照品 #L& 2O& 置于 "& 25量瓶中& 流动相
定容& 即得 #&& !OK25对照品贮备液’
#L’L"L)!供试品溶液制备!精密量取脂质体混悬
液 &L% 25& 置于 I300离心超滤管的内管中&
) %&& XK24:下离心 #& 24:& 取外管中的超滤液& 流
动相定容至 " 25& 即得包封率测定中的供试品溶
液’ 再精密量取释放液 # 25& &L## !2微孔滤膜过
滤& 取 *&& !5续滤液& 氮气吹干& 加入 "&& !5流
动相& 涡旋溶解& 即得释放度测定中的供试品溶液’
#L’L"L+!标准曲线绘制!吸取 .#L’L"L#/ 项下
对照品贮备液适量& 置于 % 25量瓶中& 流动相定
容& 制备成 &L&#%( &L&%( &L"( &L%( "L&( #L&(
+L&( *L&( "’L&( )#L&( ’+L& !OK25对照品溶液&
在 .#L’L"L"/ 项色谱条件下测定’ 以出峰时间为
横坐标 "G#& 峰面积为纵坐标 " #̂ 进行回归& 得
到回归方程为 m̂+&L")"Gp"L’’,";m&L--- ’#& 表
明雷公藤红素在 &L&#% b’+L& !OK25范围内呈良
好的线性关系’
#L’L"L%!精密度试验 ! 精密吸取 &L"( +L&(
)#L& !OK25对照品溶液各 #& !5& 日内重复进样 ’
次& 日间连续 ) Y 进样& 测得雷公藤红素峰面积
DBU分别为 &L-!和 #L&!& 表明仪器精密度良好’
#L’L"L’!稳定性试验!精密吸取 .#L’L"L)/ 项
下 # 种供试品溶液& 在离心后 &( #( +( ’( *(
"#( #+ 8进样& 测得雷公藤红素峰面积 DBU分别
为 "L+!和 "L*!& 表明供试品溶液在 #+ 8 内稳定
性良好’
#L’L"L,!重复性试验!精密量取脂质体混悬液
&L% 25( 释放液 # 25& 各 ’ 份& 按 .#L’L"L)/ 项
下方法制备 # 种供试品溶液& 测得雷公藤红素含有
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量DBU分别为 "L’!和 #L&!& 表明该方法重复性
良好’
#L’L"L*!回收率试验!精密吸取 .#L’L"L#/ 项
下对照品贮备液适量& 分别加入空白脂质体溶液和
空白释放液中& 按 .#L’L"L)/ 项下方法制备 # 种
供试品溶液& 平行 ’ 份& 测得两者回收率分别为
-*L,!和 "&&L-!& DBU分别为 "L)!和 "L*!’
#L’L#!紫外分光光度法测定人参总皂苷含有量
#L’L#L"!对照品贮备液制备!精密称取干燥至恒
重的人参皂苷D/对照品 % 2O& 置于量瓶中& 甲醇
定容至 "& 25& 即得 &L%&+ 2OK25人参皂苷 D/贮
备液& 以其为对照进行定量测定)"#* ’
#L’L#L#!供试品溶液制备!精密量取脂质体混悬
液 &L% 25& 置于 I300离心超滤管的内管中&
) %&& XK24:下离心 #& 24:& 取外管中的超滤液& 流
动相定容至 " 25& 并吸取其中 &L% 25& 甲醇定容
至 % 25& 即得包封率测定中的供试品溶液’ 再精
密量取 # 25释放液& &L## !2微孔滤膜过滤& 取
续滤液 "L& 25& 甲醇定容至 % 25& 即得释放度测
定中的供试品溶液’
#L’L#L)!标准曲线绘制)")*!精密吸取 .#L’L#L"/
项下对照品贮备液 "&( #&( +&( *&( "#&( "’&(
#&& !5& 置于具塞试管中& 低温下挥去溶剂& 加入
"!香草醛高氯酸试液 &L% 25& 置于 ’& d恒温水
浴上& 充分混匀后加热 "% 24:& 再立即用冰水冷却
# 24:& 加入 ,,!硫酸溶液 % 25& 摇匀& 以试剂为
空白& 消除气泡后在 %+& :2波长处测定吸光度&
以质量浓度为横坐标 "*#& 吸光度为纵坐标 "N#
进行回归& 得线性方程为 Nm+L*&# -*p&L&)# *
";m&L--- %#& 表明人参总皂苷在 %L&+ b"&&L* !O
范围内呈良好的线性关系’
#L’L#L+!精密度试验!按 .#L’L#L)/ 项下方法
处理& 在 %+& :2波长处重复测定 ’ 次& 测得吸光
度DBU为 "L)!& 表明仪器精密度良好’
#L’L#L%!稳定性试验!取 .#L’L#L#/ 项下 # 种供
试品溶液& 按 .#L’L#L)/ 项下方法处理& 于 &(
#( +( ’( *( "#( #+ 8 测定& 测得吸光度 DBU分
别为 "L’!和 #L"!& 表明供试品溶液在 #+ 8 内稳
定性良好’
#L’L#L’!重复性试验!精密量取脂质体混悬液
&L% 25( 释放液 # 25& 各 ’ 份& 按 .#L’L#L#/ 项
下方法制备 # 种供试品溶液& 按 .#L’L#L)/ 项下
方法处理& 在 %+& :2波长处测定& 测得人参总皂
苷含有量DBU分别为 "L%!和 "L,!& 表明该方法

重复性良好’
#L’L#L,!回收率试验!精密移取 .#L’L#L"/ 项
下对照品贮备液适量& 分别加入空白脂质体混悬液
和空白释放液中& 按 .#L’L#L#/ 项下方法制备 #
种供试品溶液& 按 .#L’L#L)/ 项下处理& 平行 ’
份& 在 %+& :2波长处测定& 测得两者回收率分别
为 "&)L#!和 -,L*!& DBU分别为 "L-!和 "L,!’
#L’L)!脂质体包封率测定!精密量取M5") 修饰和
未修饰脂质体混悬液 &L% 25& 置于 I300离心超滤
管的内管中& ) %&& XK24: 下离心 #& 24:& 取外管
中的超滤液& 流动相定容至 " 25& 在 .#L’L"L"/
项色谱条件下测定游离雷公藤红素含有量& 同时吸
取进进样溶液 &L% 25& 甲醇定容至 % 25& 按
.#L’L#/ 项下方法测定游离人参总皂苷含有量’
再另取 # 种混悬液各 &L% 25& 甲醇破乳& 同法测
定两者含有量& 计算包封率& 公式为包封率 m
) "药物总含有量g游离药物含有量# K药物总含有
量* l"&&!& 结果见表 %’

表 \I脂质体包封率 %,P+’
;+LM\I%/(+-*2,+)$#/’&&$($’/($’*#&,$-#*#4’*%,P+’

脂质体
包封率K!

雷公藤红素 人参总皂苷
M5") 未修饰 *+L, i+L+ ’*L, i+L’
M5") 修饰 *#L) i#L- ,"L# i)L#

#L’L+!脂质体体外释放情况考察!精密量取脂质
体溶液 + 25& 装入透析袋"截留分子量 "# &&& U3#
中& 密封& 置于 #&& 25WC’L* 磷酸盐缓冲液 "含
"!吐温 *&# 中& 在 ), d( "&& XK24: 下释放& 于
&L%( "( #( +( ’( *( "#( #+ 8吸取 # 25释放液&
并补充 # 25相同介质& &L## !2微孔滤膜过滤&
取 *&& !5& 氮气吹干& 加入 "&& !5流动相& 涡旋
溶解& 离心后进样测定雷公藤红素含有量’ 另取续
滤液 "L& 25& 甲醇定容至 % 25& 按 .#L’L#/ 项
下方法测定人参总皂苷含有量& 绘制药物累计释放
度g时间曲线& 结果见图 #& 可知雷公藤红素和人
参总皂苷均持续缓慢释放& #+ 8 后两者释放基本
达到平台期’ 再分别用零级( 单指数( C4O=?84(
f/4_=00分布模型对各时间点累积释放度进行拟合&
发现前者符合 f/4_=00分布方程 "^m&L+’’ ’Gg
#L"&) "& ;m&L-*& - #& 后者符合 C4O=?84方程
" m̂)L-** +Gp"L"-+ #& ;m&L-+, "#& 表明脂质
体具有缓释作用 "G为时间& 为̂累积释放度#’
#L,!e.)#% 细胞摄取实验
#L,L"!细胞培养!当细胞复苏后& 将其置于含
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图 JI体外释放曲线 %%QK’
N$0MJI<%3$4#" .’,’+*’(2.[’*%%QK’

"&!胎牛血清的 DIHM"’+& 培养液中& ), d( %!
‘F# 饱和湿度孵育箱中静置培养’ 隔天更换完全培
养基& 每 % b, Y 传代 " 次& 取对数生长期细胞用
于实验’
#L,L#!试药制备
#L,L#L"!游离异硫氰酸荧光素 "AM.‘# 溶液制备
!精密称取 AM.‘" 2O& 去离子水溶解定容至
%& 25& 即得 %& !260K5溶液& + d下避光保存&
待用’
#L,L#L#!脂质体制备!除加入 %& 25含 " 2OAM.‘
的 WC,L+ 磷酸盐缓冲液外& 按 .#L#/ 项下方法
制备脂质体混悬液’ 室温下将 M5") ’L& 2O( 1U‘
#L& 2O( ECB "L# 2O依次加入混悬液中& 搅拌
#+ 8& 反应体系置于透析袋"截留分子量 "# &&& U3#
中& 流动水透析 ) 8& 所得脂质体用荧光分光光度
计定量至含 %& !260K5AM.‘’ 同法制备 M5") 未修
饰脂质体 "不含 UBI1(I1J(EC# 和后续 M5") 反应
步骤#’
#L,L)!显微镜定性观察!取对数生长期细胞& 胰
蛋白酶消化以使其脱壁& "&!胎牛血清 DIHM"’+&
培养液重悬成单细胞悬液& 进行细胞计数& 相同培
养液稀释至细胞密度 " l"&% K25& 吹打均匀& 接种
于 #+ 孔细胞培养板中& 每孔培养液 +&& !5& 在
), d( %! ‘F# 培养箱中孵育 #+ 8’ 移除孔内原培
养液& 将AM.‘溶液( M5") 未修饰脂质体( M5") 修
饰脂质体( M5") 修饰脂质体 pM5") "%&& :OK25#
用不完全培养基稀释至 % !260K5& 给药于 e.)#%
细胞& 每孔 +&& !5& 移入细胞培养箱继续培养* 8&
孵育结束后立即弃去培养基& 加入冰磷酸盐缓冲液
终止细胞摄取& 并冲洗细胞 ) 遍& 荧光倒置显微镜
下观察并比较各孔细胞形态及荧光强度& 结果见图
)’ 由图可知& M5") 修饰脂质体荧光强度显著强于

AM.‘溶液和M5") 未修饰脂质体& 表明M5") 修饰后
能够进一步增强细胞摄取作用$ 但 M5") 修饰脂质
体pM5") 的荧光强度明显低于 M5") 修饰脂质体&
表明游离M5") 对其摄取有竞争性抑制作用’

图 KI荧光倒置显微镜照片
N$0MKI>/[’.)’"&,2#.’*(’/)4$(.#*(#-’$4+0’*

#L,L+!流式细胞仪检测!取对数生长期细胞& 按
.#L,L)/ 项下方法处理’ 将四者用不完全培养基
稀释至 "&( #&( %& !OK25& 给药于 e.)#% 细胞&
每孔 +&& !5& 每个质量浓度设 ) 个平行复孔& 移
入培养箱继续培养 #+ 8 后& 弃去培养基& 每孔加
入 %&& !5冰磷酸盐缓冲液& 振荡& 弃去细胞表面
药物及死细胞& 反复清洗 ) 次& 每孔加入 "&& !5
胰酶消化& 稍微振荡后立即移除消化液& 加入含胎
牛血清的磷酸盐缓冲液 "" h-# 中终止消化& 流
式细胞仪检测细胞摄取情况& 结果见图 +’ 由图可
知& ) 种质量浓度下& M5") 修饰脂质体荧光强度均
显著高于M5") 未修饰脂质体和 M5") 修饰脂质体 p
M5") ":k&L&"#& 表明 M5") 介导可促进细胞对脂
质体的摄取& 但游离 M5") 反而会抑制细胞对药物
的摄取& 该结果与 .#L,L)/ 项一致’
#L*!体外抗肿瘤活性及诱导细胞凋亡实验
#L*L"!药物制备
#L*L"L"!物理混合物!精密称取雷公藤红素
)&L& 2O( 人参总皂苷 "%&L& 2O& 分散于 "& 25WC
,L+ 磷酸盐缓冲液中& 用前以移液器吹散混匀&
即得’
#L*L"L#!M5") 修饰脂质体!按 .#L#/ 项下方法
制备’
#L*L"L)!M5") 未修饰脂质体!按 .#L#/ 项下方
法制备’
#L*L#!H..法测定!收集对数生长期的 e.)#% 细
胞& &L#%!胰酶消化& 调整细胞密度至 % l"&) K25&
接种于 -’ 孔培养板中& 每孔 "&& !5& ), d( %!
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注!!!:k&L&"

图 OI荧光强度测定结果 %%QK’
N$0MOI <’*2,)*#&&,2#.’*(’/(’$/)’/*$)3 "’)’.4$/+)$#/

%%QK’

‘F# 培养箱中培养 #+ 8 后& 取出培养板& 弃去孔
内原培养液& 加入不同质量浓度 " &L&"( &L"(
&L+( &L*( #( %( "&( )#( *&( #&& !OK25& 以雷
公藤红素计算# 物理混合物 "雷公藤红素 g人参
总皂苷#( M5") 未修饰脂质体( M5") 修饰脂质体的
同一培养基& 每孔 "&& !5& 每个质量浓度平行 ’
个复孔’ 继续培养 +* 8 后& 每孔加入 "&& !5H..
"&L% 2OK25#& 避光培养 + 8& 弃去培养基& 每孔
加入 "&& !5UHBF& 摇床低速震荡 "& 24:& 酶标仪
检测 %,& :2波长处吸光度& 计算细胞存活率) "给
药组吸光度K对照组吸光度# l"&&!*’

图 % 显示& 在相同质量浓度下& M5") 修饰脂
质体抑制 e.)#% 细胞的活性均大于物理混合物和
M5") 未修饰脂质体& 并呈明显的剂量依赖性& 表
明M5") 可介导脂质体进入脑胶质瘤细胞& 发挥人
参总皂苷和雷公藤红素协同抗肿瘤活性的能力&
M‘%&为 "#L* i&L)# !OK25"以雷公藤红素计#’

图 \I抗肿瘤活性测定结果 %%QY’
N$0M\I<’*2,)*#&+/)$!)24#.+()$[$)3 "’)’.4$/+)$#/%%QY’

#L*L)!流式细胞仪法测定!取对数生长期细胞&
按 .#L,L+/ 项下方法处理& 将物理混合物( M5")

未修饰脂质体( M5") 修饰脂质体用不完全培养基
稀释至 %( "&( #& !OK25"以雷公藤红素计#& 给
药于e.)#% 细胞& 每孔 +&& !5& 每个质量浓度设 +
个平行复孔& 并设置空白对照组’ 移入培养箱继续
培养 "# 8后& 弃去培养基& 每孔加入 %&& !5冰磷
酸盐缓冲液& 振荡& 弃去细胞表面药物及死细胞&
反复清洗 ) 次& 每孔加入 "&& !5胰酶消化& 稍微
振荡后立即移除消化液& 加入含有胎牛血清的磷酸
盐缓冲液 "" h-# 终止消化& 洗脱细胞& 得到细
胞悬液& 取 %& !5置于 -’ 孔板中& 以 " h" 比例加
入 %& !5G::/]4: a(I1细胞凋亡检测试剂盒& 避光
孵育 "% 24:& 检测细胞凋亡情况’

图 ’ 显示& M5") 修饰和未修饰脂质体在各质
量浓度下均能诱导 e.)#% 细胞凋亡& 其中在 %(
"& !OK25时作用更显著 ":k&L&"#& 并且前者强
于后者& 表明M5") 介导能够进一步增强脂质体药
物对细胞凋亡的诱导’ 当雷公藤红素质量浓度为
"& !OK25时& M5") 修饰脂质体可诱导 *+L)!的
e.)#% 细胞发生凋亡’

注!!!:k&L&"

图 YI诱导细胞凋亡作用测定结果 %%QY’
N$0MYI<’*2,)*#&+-#-)#*$*!$/"2(’"’&&’()"’)’.4$/+)$#/

%%QY’

KI讨论
M5") 修饰是在以1U‘KECB 组合缩合剂为催化

剂的条件下& UBI1(I1J(EC# 中的氨基与 M5") 进
行缩合反应所形成的& 反应过程中投入 &L’!M5")
时& 可得到表面密度质量分数为 &L)!的M5") 修饰
脂质体& 缩合效率为 %&!’ 由于引入了长链 I1J&
其粒径较M5") 未修饰脂质体有小幅度增加& 并且
表面负电荷被一定程度的屏蔽’ 再从定性和定量角
度考察e.)#% 细胞摄取& 发现其体外进入细胞的
能力显著增强& 并且这种效应由 M5") 介导引起&
可促进体外对 e.)#% 细胞抗增殖能力和诱导凋亡
作用’
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M5") 作为多功能的细胞因子)"+* & 对某些肿瘤
的治疗有一定潜在价值& 其功效发挥是通过与
M5") 受体结合而实现的)"%* & 而其在脑胶质瘤细胞
上存在异常高的表达& 故可作为恶性脑胶质瘤免疫
靶向治疗中特异性的靶标)"’* ’ 本实验根据此原理&
成功构建了主动靶向脑胶质瘤的 M5") 修饰雷公藤
红素K人参总皂苷脂质体& 后期将进一步建立荷瘤
裸鼠模型& 采用近红外成像技术观察其口服后体内
分布情况& 并验证其药效’

参考文献!

) " * !章剑剑$M5(") 与脑胶质瘤的关系)S*$国外医学! 神经病

学 "神经外科学分册#& #&&%& )#")#! #",(##&$

) # * !丁玉玲& 马淑贤& 卢秀荣& 等$人参皂苷脂质体 "JB5# 的

研制)S*$中国药学杂志& "--%& )&",#! +"+(+",$

) ) * !杜!鹃$白介素 ") 与白喉毒素融合蛋白靶向治疗活性相关

的研究)U*$北京! 北京交通大学& #&&*$

) + * !徐峥奎$开发雷公藤单体成分新药市场前景广阔)S*$中国

医药工业杂志& #&&’& ),""&#! G")&(G")#$

) % * !黄煜伦$雷公藤红素纳米脂质体的制备及抗胶质瘤的实验

研究)U*$苏州! 苏州大学& #&&-$

) ’ * !袁!菱& 周!蕾& 陈!彦& 等$雷公藤红素纳米结构脂质载

体的制备及其理化性质考察)S*$中成药& #&")& )% "-#!

#&#)(#&#,$

) , * !Q3:OCS& ‘8/: U& ‘=4V‘& @’,9"‘/03><X60& 3<X4</XW/://](

<X3?</Y ;X62<8/‘84:/>/..8=:Y/X6;J6Y a4://& 4>3W6</:<

WX6</3>62/4:84_4<6X3:Y >=WWX/>>/>8=23: WX6><3</?3:?/X

OX6Z<8 4: :=Y/24?/) S*$*,$8@;O@)& #&&’& ’’ " - #!

+,%*(+,’%$

) * * !姜卫卫& 刘!嘉$人参皂苷D_"( DO)( D8# 抗肿瘤作用与

机制概况)S*$世界科学技术! 中医药现代化& #&")& "%

",#! "’)+("’),$

) - * !张兰兰& 高文元& 马晓慧& 等$人参皂苷D8# 对宫颈癌P"+

荷瘤小鼠的治疗作用研究 )S*$中成药& #&")& )% "##!

#"%(#"-$

)"&* !徐晓军& 石淑文& 汤永民& 等$人参皂苷D8# 抗白血病多药

耐药细胞c%’#Ka‘D作用研究)S*$中草药& #&"&& +"",#!

"")"("")%$

)""* !苏!涛& 孙宏晨& 马旭东$人参皂苷 DO) 抑制腺样囊性癌

细胞 BG‘‘(*) 增殖作用研究)S*$中国实验方剂学杂志&

#&""& ","#)#! "-%("-*$

)"#* !杨文志&于淑莲&娄子恒&等$论人参总皂苷的科学定量方

法)S*$人参研究& #&&,& "-"##! ,("&$

)")* !国家药典委员会$中华人民共和国药典! #&"% 年版一部
)B*$北京! 中国医药科技出版社& #&"%! )-#$

)"+* !B/\;4T3Y/8 E& B/\;4T3Y/8 E&J83X4_4.&@’,9$M:</X0/=[4:(") 3>

3: 42W6X<3:<?\<6[4:/! 3X/̂4/Z6: 4<>X60/>4: >62/8=23: Y4>(

/3>/>)S*$N8’, B&8;-W&-9#<<($-9L($1& #&"%& ’# " + #!

)+"(),*$

)"%* !杜!娟& 胡红刚& 侯玲玲$M5(")DG# 介导的毒素融合蛋肿

瘤治疗中的应用)S*$中国生物工程杂志& #&&-& #-"+#!

-*("&)$

)"’* !高会乐$基于不同靶向策略的脑肿瘤靶向递药系统设计及

评价)U*$上海! 复旦大学& #&")$

&-#

#&", 年 # 月
第 )- 卷!第 # 期

中 成 药
‘84:/>/.X3Y4<46:30I3</:<H/Y4?4:/

A/_X=3X\#&",
a60$)-!E6$#


