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摘要# 目的!制备聚乙二醇 "((( 维生素-琥珀酸酯 "9̂LC# 修饰青蒿琥酯脂质体% 并考察其体外抗肿瘤活性& 方法
!薄膜分散法制备脂质体% 透射电镜和粒径仪进行表征% 超滤离心法测定包封率& F99法评价其对人肝癌 G7TL# 细
胞的毒活性& 结果!所得脂质体平均粒径 "#*H4 6.% ôB(H"’#% K78/电位 g"(H" ._% 包封率 4’H’!% 载药量
"’H$’!& 其对G7TL# 细胞具有明显抑制作用% BS)(为 (H($% (.>1I.A& 结论!与 9̂LC 未修饰青蒿琥酯脂质体相比%
该方法制备的 9̂LC修饰青蒿琥酯脂质体粒径更小% 稳定性更好% 包封率更高% 而且具有更强的体外抗肿瘤活性&
关键词! 青蒿琥酯( 脂质体( 聚乙二醇 "((( 维生素 -琥珀酸酯 "9̂LC#( 制备( 体外抗肿瘤活性( 人肝癌 G7TL#
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!!青蒿琥酯是青蒿素的主要衍生物之一% 具有高
效的抗疟活性% 近年来其抗肿瘤’ 抗病毒’ 免疫调
节等多种药理作用在国内外均已得到认可)"+$* & 但
该成分的半衰期和消除时间均较短% 导致给药频
繁% 不能维持稳定的血药浓度% 从而限制其作为抗
肿瘤药物在临床上的应用)%* &

脂质体作为抗肿瘤药物的载体% 能将药物聚集
在肿瘤部位% 减少药物副作用% 提高肿瘤部位药物
浓度% 延长药物体内血液循环时间% 从而达到治疗
目的& 聚 乙 二 醇 "((( 维 生 素 -琥 珀 酸 酯
"9̂LC# ))*是维生素-的水溶性衍生物% 由维生素
-琥珀酸酯 "_-C# 的羧基与聚乙二醇 "(((
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" -̂L"(((# 酯化而成% 其应用于纳米制剂时)** %
可以作为载体基质的一部分构成纳米粒% 提高药物
包封率% 增强药物细胞渗透性和细胞毒性% 改善药
物释放特性% 提高生物利用度% 并能协同发挥抗癌
疗效% 被广泛应用于纳米载药系统中& 同时% 它还
可以抑制 +̂糖蛋白的外排作用)4* % 提高受 +̂糖蛋
白阻滞药物的生物利用度% 并能有效克服肿瘤细胞
的多药耐药性% 故以其修饰的青蒿琥酯脂质体不仅
更加稳定% 同时也可能增强抗肿瘤效果)’+,* &

由于青蒿琥酯在原药吸收后的分布以肝肠为
主% 而且 9̂LC 修饰脂质体具有肝靶向性)"(* % 故
本实验在成功制备脂质体% 并采用超滤离心法测定
其包封率和载药量后% 选择人肝癌 G7TL# 细胞进
行体外抗肿瘤活性评价&
HI仪器与试药
"H"!仪器!旋转蒸发仪’ 恒温水浴锅 "上海爱朗
仪器有限公司#( D/6>KC,( 激光散射粒径测定仪
"英国马尔文仪器有限公司#( 电子天平 "赛多利
斯科学仪器北京有限公司#( @N01768"#(( 高效液相
色谱仪( C<07682+%o超声波细胞粉碎机( 傅里叶
红外光谱仪 "日本岛津公司#( O-F+"%(( 透射电子
显微镜 "日本电子株式会社#( ?SK+’ 溶出仪 "上
海黄海药检仪器有限公司#( 紫外分光光度计 "北
京普析通用仪器有限公司#&
"H#!试药!青蒿琥酯 "上海同田生物技术股份有
限公司#( 卵磷脂’ 胆固醇’ 聚乙二醇 "((( 维生素
-琥珀酸酯 "9̂LC# "大连美仑生物技术有限公
司#( 胎牛血清 "美国GX<1>67公司#( oF-F低糖
培养基 "美国L?AL0U<>公司#( F99’ 胰蛋白酶’
青霉素’ 链霉素 "美国 C0N./公司#( 人肝癌
G7TL# 细胞株 "中国科学院细胞库#& 所用化学试
剂均购自中国医药集团上海化学试剂公司% Ĝ AS
用试剂均为色谱纯( 其他均为分析纯&
JI方法与结果
#H"!制备方法!称取卵磷脂 "(( .N’ 胆固醇
#) .N’ 9̂LC )( .N)"(+"#* ’ 青蒿琥酯对照品 )( .N%
"( .A氯仿溶解% %) i下旋转蒸发% 直至形成均
匀薄膜% 用 "( .A [̂C 缓冲液 "TGf*H%# 水化%
形成脂质体& 将其置于超声波细胞粉碎机中%
%)( c超声 "( .06 "每超声 $ 3% 间歇 $ 3#% 过
(H## (.微孔滤膜除菌% 即得& 同法制备 9̂LC 未
修饰青蒿琥酯脂质体&
#H#!表征手段!取 +#H", 项下脂质体溶液% 激
光粒度仪测定其粒径和表面电位% 并采用磷钨酸负

染法制备透射电镜样品)"$+")* & 将脂质体稀释数倍
后% 取少量滴于铜网上% #!磷钨酸溶液染色
"( .06% 在室温下将铜网烘干% 观察脂质体形态&
结果见表 " 和图 "&

表 HI脂质体理化参数
$(1OHI[%T.#,(4(0!,%&3#,(4)(’(3&+&’."-4#)"."3&.

样品 粒径I6. ôB K78/电位I._
空白脂质体 "#’H" (H"4, g%H#
9̂LC修饰脂质体 "#*H4 (H"’# g"(H"
9̂LC未修饰脂质体 "**H$ (H##( g)H’

图 HI脂质体表征结果
2#QOHI;&.*4+."-4#)"."3&,%(’(,+&’#̂(+#"0

#H$!包封率测定
#H$H"!色谱条件!S/T<711̂ /] S"’ FL色谱柱
") (.% %H* ..h#)( ..#( 流动相乙腈+(H"!磷
酸 "*) e$)#( 体积流量 "H( .AI.06( 检测波长
#"( 6.( 柱温 $( i( 进样量 "( (A)"** &
#H$H#!供试品及阴性对照溶液制备!精密吸取
9̂LC修饰和未修饰脂质体各 (H) .A% 甲醇溶解%
超声 ) .06 破乳% 定容至 # .A% 即得供试品溶液
"总药物含有量测定#& 再精密吸取各 (H) .A% 置
于 "( ]o/超滤离心管中% $ ((( RI.06 离心 ’ .06%
即得供试品溶液 "游离药物含有量测定#& 取空白
脂质体% 同法制备缺青蒿琥酯阴性对照溶液&
#H$H$!专属性试验!在 +#H$H", 项色谱条件下%
精密吸取对照品’ 供试品’ 阴性对照溶液各
"( (A% 注入液相色谱仪% 结果见图 #% 可知空白
脂质体组分不干扰青蒿琥酯含有量测定&
#H$H%!线性关系考察!取 )H(" .NI.A对照品溶
液% 进样 #’ %’ *’ ’’ "(’ "# (A分析% 以溶液含
有量为纵坐标 "F#% 峰面积为横坐标 ":# 绘制
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"&青蒿琥酯
"&/R873P6/87

图 JI/[C<色谱图
2#QOJI/[C<,%’"3(+"Q’(3.

标准曲线% 得回归方程 Ff(H(#( %#:g(H##% *$
"’f(H,,, ,#% 在 "(H(# ‘*(H"# (N范围内线性关
系良好&
#H$H)!稳定性试验!取 9̂LC 修饰和未修饰脂质
体的破乳溶液和超滤液适量% 在 +#H$H", 项色谱
条件下于 (’ #’ %’ ’’ "#’ #% M 进样% 测得青蒿
琥酯峰面积 ?Co均小于 $H(!% 表明溶液在 #% M
内稳定性良好&
#H$H*!精密度试验!将对照品溶液分为高’ 中’
低 $ 个质量浓度% 测得同 " V连续进样 * 次的峰面
积?Co分别为 (H$(!’ (H"(!’ (H$$!% 表明日
内精密度良好& 隔天再进样% 测得连续 $ V 的峰面
积?Co分别为 (H))!’ (H,%!’ (H’’!% 表明日
间精密度良好&
#H$H4!重复性试验!按 +#H$H#, 项下方法制备
供试品溶液% (H%) (.微孔滤膜过滤% 进样 "( (A
分析% 测得青蒿琥酯峰面积 ?Co分别为 "H$$!’
(H*)!’ (H’,!’ (H,%!% 表明该方法重复性
良好&
#H$H’!加样回收率试验!取高’ 中’ 低 $ 个质量
浓度对照品溶液% 加入空白脂质体 ) .A% 定容于
"( .A量 瓶 中% 甲 醇 配 制 成 )H("(’ #H)()’
"H#)$ .NI.A溶液% 过 (H%) (.微孔滤膜% 进样

"( (A分析& 结果% 平均加样回收率为 ,’H,"!%
?Co为 (H44!&
#H$H,!吸附性考察!精密移取对照品溶液% 甲醇
稀释成高’ 中’ 低 $ 个质量浓度% 各取 " .A% 置
于 "( ]o/超滤管中% $ ((( RI.06离心 ’ .06% 测得
透过率为 "((H4#!% ?Co为 (H#$!% 表明超滤膜
对青蒿琥酯无吸附% 适用于其透过率和含有量
测定&
#H$H"(!包封率测定!取 9̂LC 修饰和未修饰脂质
体各 $ 批% 分别精密移取 (H) .A% 置于 # .A量瓶
中% 加入 "H) .A甲醇% *( i水浴下溶解 ) .06%
甲醇稀释至刻度% ") ((( RI.06 离心 ) .06%
(H%) (.微孔滤膜过滤% 进样分析% 记为 8̂

)"4+"’* &
再取 # 种脂质体 (H) .A% 置于 "( ]o/超滤离心管
中% $ ((( RI.06离心 ’ .06% 测定滤液中游离药物
量 " =̂#% 计算包封率% 公式为包封率 f ) " 8̂E

=̂# Î 8* h"((!% 结果见表 #& 由表可知%
9̂LC修饰脂质体的包封率高于未修饰脂质体% 表
明该方法对青蒿琥酯有较理想的包封效果&
#H%!体外释放度测定
#H%H"!实验方法!精密量取 ) .NI.A9̂LC 修饰
脂质体’ 9̂LC 未修饰脂质体和青蒿琥酯 " )!
D/GSj$# 各 $ 份% 每份 " .A% 置于截留分子量
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!! 表 JI包封率测定结果
$(1OJI;&.*4+."-&0,().*4(+#"0&--#,#&0,T !&+&’3#0(+#"0

编号 样品 包封率I! ?CoI!

" 9̂LC修饰脂质体 44H", (H,#

# 9̂LC修饰脂质体 4’H,( "H%*

$ 9̂LC修饰脂质体 ’(H,4 (H4’

% 9̂LC未修饰脂质体 *’H$( "H(#

) 9̂LC未修饰脂质体 4$H"( "H**

* 9̂LC未修饰脂质体 **H(# (H,*

"% ((( o/的透析袋中% 固定于溶出仪搅拌桨上%
以 )(( .A磷酸盐缓冲液 "TGf4H%# 为释放介质%
$4 i’ "(( RI.06 下进行实验% 于 (H)’ "’ "H)’
#’ $’ %’ *’ ’’ "(’ "#’ #% M 取样 )H( .A% 同时
补加同体积同温度新鲜介质& 精密移取样品溶液
# .A% (H’ (.微孔滤膜滤过% 测定吸光度% 绘制
释放曲线&
#H%H#!方法学考察!精密配制 #( (NI.A青蒿琥
酯 [̂C缓冲液 "TGf4H%# )(( .A% 移取 (H)’ "’
#’ %’ *’ ’ .A% [̂C 定容到 "( .A% 配成 "’ #’
%’ ’’ "#’ "* (NI.A对照品溶液% 移取适量至石
英比色皿中% 于 #"( 6.波长处测定吸光度% 以溶
液质量浓度为横坐标 ":#% 吸光度为纵坐标 "F#
绘制标准曲线% 得回归方程 Ff(H(4":q(H((" ,
"’f(H,,, "#% 表明青蒿琥酯在 " ‘"* (NI.A范围
内线性关系良好& 在同一时间点平行取青蒿琥酯透
析液 * 份% 测得吸光度 ?Co为 (H%)!% 表明该方
法重复性良好& 移取青蒿琥酯透析液 ) .A% 于 (’
"’ #’ %’ *’ ’’ "#’ #% M 测定% 测得吸光度 ?Co
为 (H$%!% 表明溶液在 #% M 内稳定性良好& 高’
中’ 低质量浓度的日内和日间精密度 ?Co分别为
"H#4!和 "H(,!% 表明仪器精密度良好& 加样回
收率分别为 ,’H("!’ ,’H($!’ ,’H*4!% ?Co分
别为 "H(*!’ "H$"!’ (H$(!&

图 KI体外释放曲线
2#QOKI7#436&5 ’&4&(.&,*’6&.

#H%H$!结果!图 $ 显示% 青蒿琥酯溶液在 # M 内

基本释放完全% 表明释放回收率良好% 并且 9̂LC
修饰脂质体的释放速度明显快于未修饰脂质体&
#H)!稳定性考察
#H)H"!稳定常数测定!采用离心法测定脂质体稳
定常数 "_7#

)",+#(* & 将 9̂LC 修饰和未修饰脂质体
悬浮液于 ) ((( RI.06下离心 $( .06% 在 ),( 6.波
长处测定吸光度% 记为9"( 取未离心的 9̂LC修饰
和未修饰脂质体在 ),( 6.波长处测定吸光度% 记
为9(% 计算 _7% 公式为 _7f" x9( g9" xI9( # h
"((!% _7越小% 脂质体越稳定& 结果% 两者 _7分
别为 """H%’ d"H)%#!和 "##H"’ d#H4%#! "* f
$#% 表明 9̂LC修饰后可提高脂质体稳定性&
#H)H#!脂质体在胎牛血清中的稳定性测定!将
9̂LC修饰脂质体’ 9̂LC未修饰脂质体和胎牛血清
以 " e" 比例混合% $4 i下保存 # V% 并观察其粒
径变化% 结果见图 %& 由图可知% 9̂LC 修饰脂质
体粒径无明显变化% 而未修饰脂质体的粒径和 ôB
均有所增大% 表明其在血清中发生了聚集% 而
9̂LC修饰后可以提高脂质体在血清中的稳定性&

图 SI脂质体在胎牛血清中的粒径分布
2#QOSI:#̂&!#.+’#1*+#"0."-4#)"."3&.#0-&+(41"6#0&.&’*3

#H)H$!渗漏率测定!将 9̂LC 修饰脂质体在 % i
下保存% 于第 "’ 4’ "%’ #"’ #’ 天测定其包封率%
结果见图 )& 由图可知% 随着时间增加% 9̂LC 未
修饰脂质体包封率的下降程度很明显% 渗漏情况严
重% 从第 4 天开始% 底部有白色粉末状青蒿琥酯原
料药析出( 9̂LC 修饰脂质体包封率在前 4 V 下降
趋势较缓% 表明 9̂LC能显著提高脂质体稳定性&
#H*!体外抗肿瘤活性研究
#H*H"!细胞培养!以含 "(!胎牛血清的oF-F低
糖培养基体外培养人肝癌G7TL# 细胞% 在 $4 i含

),%
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图 VI脂质体渗漏率
2#QOVIC&(b’(+&."-4#)"."3&.

)!Sj# 的细胞培养箱中常规培养% 药物终质量浓
度为 *H#)’ "#H)’ #)’ )(’ "((’ #(( (NI.A% 作
用时间 #% M& 其中% 空白脂质体和 #) (NI.A质量
浓度组药物的作用时间为 #%’ %’’ 4# M)#"+##* &
#H*H#!细胞增殖能力检测!收集对数生长期细胞%
稀释于培养基中制成单细胞悬液% G7TL# 细胞密
度为 # h"(% I.A% 按 (H# .AI孔接种于 ,* 孔板中%
置于培养箱中培养% "# M 后细胞完全贴壁& 将其
随机分为对照组’ 青蒿琥酯组’ 9̂LC 未修饰脂质
体组’ 9̂LC修饰脂质体组% 空白脂质体组’ 空白
9̂LC组% 每组设 * 个复孔% 继续培养一定时间后
小心吸去上清% [̂C轻轻洗涤% 弃除上清% 每孔加
入 "’( (A新鲜oF-F培养基% 再加入 #( (AF99
溶液 ") .NI.A% 即终浓度为 (H)!#% 继续培养
% M& 小心吸去孔内培养基% 每孔加入 ")( (A
oFCj% 振荡 "( .06使结晶物充分溶解& 在 %,( 6.
波长处测定各孔吸光度% 应用 C ĈC #"H( 软件处理
数据& 结果见表 $&

表 KI抑制率测定结果
$(1OKI;&.*4+."-#0%#1#+"’T ’(+&!&+&’3#0(+#"0

质量浓度I
"(N..Ag"#

抑制率I!

青蒿琥酯组
9̂LC未修饰
脂质体组

9̂LC修饰
脂质体组

#(( ,%H) ,%H( ,)H%
"(( ,#H’ ,"H* ,$H(
)( 4(H) ’#H( ’*H*
#) )$H* *%H$ *,H*
"#H) #,H4 $)H4 %’H"
*H#) ,H, "#H’ #4H$

!!由表可知% 青蒿琥酯组’ 9̂LC 未修饰脂质体
组’ 9̂LC修饰脂质体组对G7TL# 细胞生长的抑制
作用均呈剂量依赖关系& 作用 #% M 时% 随着药物
质量 浓 度 增 加 " *H#)’ "#H)’ #)’ )(’ "((’
#(( (NI.A#% $ 组抑制率均不断上升% 并均以
9̂LC修饰脂质体组最高% 表明其抗肿瘤活性强于

其他 # 组)#$+#%* % 这可能是由于 9̂LC可增强细胞渗
透性% 并减少其外排作用所致% BS)(分别为 (H(*$’
(H()(’ (H($% (.>1I.A& 以 #) (NI.A质量浓度绘
制抑制曲线% 见图 *&

图 \I抑制曲线 $JV %QX3C&
2#QO\I=0%#1#+#"0,*’6&.$JV %QX3C&

KI讨论
本实验以 9̂LC 修饰青蒿琥酯脂质体的基础%

发现修饰后其粒径减小% ôB增加% 包封率提高%
抗肿瘤活性加强& 其中% 粒径减小的原因可能是由
于 9̂LC同时拥有亲水和亲油基团% 连接在脂质体
表面后均匀分布在周围% 降低其表面张力% 形成了
更小更稳定的水泡&

在选择制备方法时)#)+#** % 主要以粒径和载药
量为主要因素& 只有粒径 "(( ‘#(( 6.的脂质体才
能将药物运送至特定靶点% 提高药物在肝脏中浓
度% 而载药量也决定了制剂药效高低& 本实验在通
过薄膜水化法制备脂质体前% 还考察了逆向蒸发
法)#4*和乙醇注入法)#’+#,* % 发现前者所得脂质体的
粒径即使超声后也较大% 而且难以通过挤压等方法
将其减小( 后者所得脂质体的稳定性较差% 可能是
由于乙醇难以从磷脂膜中除尽&

青蒿琥酯在水中的溶解度较低% 为了模拟制剂
在体内的释放行为% 本实验以 [̂C 缓冲液 "TGf
4H%# 为释放介质% 由于该成分结构中有+SjjG结
构% 故具有弱酸性% 在上述缓冲液中的溶解度略微
增大% 约为 %(( (NI.A% 而体外释放度实验中其最
大质量浓度为 "( (NI.A% 远小于 $ 倍溶解度% 符
合漏槽条件% 可满足实验要求& 虽然 9̂LC 修饰脂
质体在 [̂C 缓冲液中的释放较快% 但渗漏率研究
发现% 其拥有良好的稳定性% 储存期间的渗漏情况
远低于 9̂LC未修饰脂质体% 其原因可能是体外释
放度实验的温度为 $4 i% 透析袋截留分子量较大%
并且释放过程中进行了搅拌% 使得脂质体释放& 而
9̂LC中聚乙二醇的亲水链可提高其亲水性% 增加
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其在水中的溶解度% 这可能是 9̂LC 修饰脂质体释
放更快的原因&

在包封率测定时)$(+$#* % 本实验所采用的超滤
法操作简便’ 耗时短’ 样品无需稀释’ 无药物泄漏
问题% 而且可快速有效地分离脂质体与游离药物&
再考察了 $’ "(’ $( ]o/超滤膜% 发现 $ ]o/不能
有效实现截留( "( ]o/较为适合% 并且在检测游
离药物时未发现纳米粒子( $( ]o/也无法分离%
一部分较小粒径的脂质体会通过超滤膜% 使得包封
率急剧降低& 同时% 还考察了不同用量甲醇和乙醇
对脂质体溶解性的影响% 发现甲醇溶解性强于乙
醇% 在 # 倍量以上时能充分溶解脂质体% 考虑到青
蒿琥酯属于紫外末端吸收% 稀释过多会给含有量测
定带来不便% 故本实验以 $ 倍量甲醇稀释脂质体&

体外抗肿瘤活性实验显示% 9̂LC修饰脂质体组
的BS)(显著低于青蒿琥酯组和 9̂LC 未修饰脂质体%
这可能是由于在以 9̂LC 制备的抗癌药物中% 药物
对细胞的渗透性有所增强% 而且由于其抑制^糖蛋
白外排的作用)4* % 药物可以大量被癌细胞摄取% 从
而显著提高对肿瘤细胞的杀伤力& 而且% 9̂LC中聚
乙二醇可增加脂质体亲水性% 减少在血清中与蛋白
质的结合% 提高了制剂的稳定性% 并利用脂质体特
性可使药物在特定部位富集% 降低了毒副作用)** &
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黄芪多糖防潮树脂复合物的制备及其吸湿性

林!浩! !李小芳!! !罗开沛! !杨!露! !罗!佳! !吴超群
"成都中医药大学药学院! 中药材标准化教育部重点实验室! 四川省中药资源系统研究与开发利用重点实
验室%省部共建国家重点实验室培育基地! 四川 成都 *"""$4$

收稿日期! #("*+(4+#’

基金项目! 四川省教育厅重点项目 "")K@((,%#( 四川省科技厅苗子工程项目 "#("*?K(($4#

作者简介! 林!浩 "",’,$#% 男% 硕士生% 研究方向为中药新制剂’ 新剂型’ 新技术& 971! "$*",(’*""$% -+./01! $*#(,($(#5

\\&<>.

!通信作者! 李小芳 "",*%$#% 女% 教授% 博士生导师% 研究方向为中药新制剂’ 新剂型’ 新技术& 971! "$’(’",)""(% -+./01! 10Z0+

/>=/6N,"’5"*$&<>.

摘要# 目的!制备黄芪多糖防潮树脂复合物% 并考察其吸湿性& 方法!静态离子交换法制备树脂复合物% 通过扫描电
镜’ 差示扫描’ 红外光谱法对其进行表征% 并测定吸湿特征参数& 以树脂载药量和药物利用率为评价指标% 多糖质量
浓度’ 树脂与多糖比例’ 反应温度’ 反应时间为影响因素% 正交试验优化制备工艺& 结果!最佳条件为多糖质量浓度
4 .NI.A% 树脂与多糖比例 # e"% 反应温度 %) i% 反应时间 4 M% 树脂载药量 "%,H( .NIN% 多糖利用率 #,H’(!& 所
得树脂复合物为棕褐色均匀分散的小颗粒% 以化学键合方式形成% 而非物理吸附& 与黄芪多糖和空白树脂相比% 其临
界相对湿度有所提高% 并降低了吸湿初速度和加速度绝对值& 结论!黄芪多糖制成树脂复合物后显示出良好的防潮效
果% 具有一定应用价值&
关键词! 黄芪多糖( 防潮( 树脂复合物( 制备( 吸湿性
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