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摘要： 目的　 制备黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳， 并考察其体外抗 Ａ５４９ 细胞活性。 方法　 筛选乳化剂 ＥＬ３５、 ＲＨ ４０、
吐温 ８０ 及助乳化剂无水乙醇、 丙二醇、 ＰＥＧ ４００， 绘制伪三元相图。 以油相与乳化剂比例为影响因素， 包封率、 载药

量为评价指标， 单因素试验优化处方， 检测粒径、 Ｚｅｔａ 电位、 包封率、 载药量、 释放率， ＣＣＫ８ 法检测体外细胞毒性。
结果　 最佳处方为主药 （黄芪甲苷） 用量 １０ ｍｇ， 油相 （８０ ｍｇ β⁃榄香烯、 ３２０ ｍｇ Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ） 用量 ４００ ｍｇ，
乳化剂 （ＥＬ ３５） 用量 ４５０ ｍｇ， 助乳化剂 （ＰＥＧ ４００） 用量 １５０ ｍｇ， 平均粒径为 （１１􀆰 ２８± １􀆰 ０５） ｎｍ， Ｚｅｔａ 电位为

（－０􀆰 １６±０􀆰 １４） ｍＶ， 包封率为 （９９􀆰 ７０±１􀆰 ４６）％ ， 载药量为 （１􀆰 ００±０􀆰 ０３）％ 。 微乳对 Ａ５４９ 细胞增殖有抑制作用， 并

且随着黄芪甲苷、 β⁃榄香烯质量浓度增加， ２４、 ４８ ｈ 抑制率升高。 结论 　 该方法稳定可靠， 可制备具有较强体外抗

Ａ５４９ 细胞活性的黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳。
关键词： 黄芪甲苷； β⁃榄香烯； 微乳； 制备工艺； Ａ５４９ 细胞

中图分类号： Ｒ９４４　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２５）０８⁃２６９１⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２５􀆰 ０８􀆰 ０３４

　 　 肺癌是常见恶性肿瘤之一， 每年约有一百多万死亡病

例［１］ ， 其中非小细胞肺癌占比 ８０％ ～ ９０％ ［２］ 。 目前， 治疗

非小细胞肺癌的主要手段会导致病情复发、 转移等负面效

果［３］ ， 并且费用较高［４］ ， 故此需要积极寻找其他方法。
黄芪是传统中药［５］ ， 含有皂苷类、 黄酮类、 多糖类等

成分， 其中皂苷类主要活性物质为黄芪甲苷［６］ ， 对肺癌、
卵巢癌、 肝癌、 乳腺癌、 结直肠癌等均有抑制作用［７⁃８］ ， 但

该成分在水中的溶解度较差， 口服给药后生物利用度也较

低［９］ ， 从而限制了其临床应用。 榄香烯是从温莪术中提取

出的生物活性成分［１０］ ， 以 β⁃榄香烯为主［１１］ ， 可通过不同

途径和靶点发挥抗肿瘤作用［１２⁃１３］ ， 如诱导细胞凋亡、 激活

细胞依赖性途径、 阻滞细胞周期等［１４］ 。 前期报道， 上述 ２
种成分联用可诱导肿瘤细胞凋亡和肿瘤细胞增殖［１５］ ， 故本

实验制备黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳 （以黄芪甲苷为主要

活性成分， β⁃榄香烯代替油相中部分辅料来减少后者用

量）， 并考察其体外抗 Ａ５４９ 细胞活性， 以期达到减毒增效

的作用。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 黄芪甲苷对照品 （批号 ＲＨ５２７３９７， 上

海易恩化学技术有限公司， 纯度 ９８％ ）； β⁃榄香烯对照品

（批号 ２３０５０１， 湖北云镁科技有限公司， 纯度 ９８％ ）。

Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ （批号 Ｎ２４０２１８００７８， 南京都莱生物技术

有限公司）； 聚氧乙烯 ３５ 蓖麻油 （ＥＬ ３５， 批号 ２０１８０２， 商

城北纳创联生物科技有限公司）； 聚氧乙烯 ４０ 氢化蓖麻油

（ＲＨ ４０， 批号 ７５３８９８０９Ｔ０， 德国 ＢＡＳＦ ＳＥ 公司）； 聚乙二

醇 ４００、 Ｔｗｅｅｎ ８０、 １， ２⁃丙二醇（批号 ２０２１１２１４、 １２０１２８、
２０１２０６０１， 国药集团化学试剂有限公司）； 无水乙醇 （批号

２０２３０４０６， 安徽安特食品股份有限公司）； ＤＭＥＭ 高糖细胞

培养基、 ＰＢＳ （批号 ８１２３６３９、 ８１２２６１８， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
胰酶细胞消化液 （批号 ２３１３６２３７， 北京兰杰柯科技有限公

司）； ＣＣＫ８ 试剂盒 （批号 ＧＫ１０００１， 上海碧云天生物技术

股份有限公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； Ｗｏｎｄａ Ｃｒａｃｔ ＯＤＳ⁃２ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ，
日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）； ＳＱＰ 电子天平 （十万分之一， 德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； 恒温磁力搅拌器 （常州市金坛区西城新瑞

仪器厂）； ＪＷ⁃２０１７ＨＲ 高速冷冻离心机 （安徽嘉文仪器装

备有限公司）； 气浴恒温振荡器 （上海世平实验设备有限

公司）； ＦＤ５⁃Ｓ 真空冷冻干燥箱 （美国 ＳＩＭ 公司）； Ｎａｎｏ⁃ＺＳ
激光散射粒径测定仪 （英国马尔文仪器有限公司）； ＪＥＭ⁃
２１００Ｆ 透射电子显微镜 （日本电子株式会社）； ＥＳＣＯ ＣＯ２

细胞培养箱 （新加坡 ＣｅｌＣｕｌｔｕｒｅ 公司）； 多功能酶标仪 （美
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国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）。
１􀆰 ３　 细胞　 人非小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞 （中国科学院细胞

库）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 处方筛选　 采用单因素试验， 固定油相用量 ４００ ｍｇ，
油相与乳化剂比例分别为 １ ∶ ９、 ２ ∶ ８、 ３ ∶ ７、 ４ ∶ ６、 ５ ∶ ５、
６ ∶ ４、 ７ ∶ ３、 ８ ∶ ２、 ９ ∶ １。
２􀆰 １􀆰 １　 油相　 称取过量黄芪甲苷对照品， 与 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４
ＣＳ 充分混合均匀， 在 ３７ ℃恒温振荡器中 １００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２４
ｈ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 甲醇稀释后采用

ＨＰＬＣ 法测定黄芪甲苷含量， 计算其在 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ 中

的溶解度， 结果为 （５７􀆰 ９±０􀆰 ９） ｍｇ ／ ｇ。 文献 ［１６］ 报道，
黄芪甲苷在辛酸 ／癸酸甘油三酯、 蓖麻油中的溶解度分别为

（５４􀆰 ３±０􀆰 １）、 （４５􀆰 ３±０􀆰 ３） ｍｇ ／ ｇ， 故本实验选择溶解度最

高的 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ 作为油相。
２􀆰 １􀆰 ２　 乳化剂　 以 β⁃榄香烯和 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ 为油相，
ＰＥＧ ４００ 为助乳化剂， ＥＬ ３５、 ＲＨ ４０、 Ｔｗｅｅｎ ８０、 ＰＥＧ ４００
（前三者与后者比例均为 ３ ∶ １） 为乳化剂， 按 “２􀆰 １” 项下

比例置于西林瓶中， 在磁力搅拌器上 ４２ ℃ 恒温水浴搅拌

６～８ ｈ 至均匀， 缓慢滴加去离子水， 记录微乳进凝胶区、
出凝胶区和成乳时所滴加的水量， 绘制伪三元相图。
２􀆰 １􀆰 ３　 助乳化剂 　 以 β⁃榄香烯和 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ 为油

相， ＥＬ ３５ 为乳化剂， 无水乙醇、 丙二醇、 ＰＥＧ ４００ 与 ＥＬ
３５ （前三者与后者比例均为 ３ ∶ １） 为乳化剂， 按 “２􀆰 １”
项下比例均匀搅拌， 记录微乳进凝胶区、 出凝胶区和成乳

时所滴加的水量， 绘制伪三元相图。
２􀆰 １􀆰 ４　 Ｋｍ 值　 以 ＥＬ ３５ 为乳化剂， ＰＥＧ ４００ 为助乳化剂，
乳化剂比例分别为 １ ∶ １、 ２ ∶ １、 ３ ∶ １， 按 “２􀆰 １” 项下比

例均匀搅拌， 记录微乳进凝胶区、 出凝胶区和成乳时所滴

加的水量， 绘制伪三元相图。
２􀆰 １􀆰 ５　 结果分析　 由表 １ 可知， 乳化剂比例为 ３ ∶ １ 时均

有变相点。 由图 １ 可知， 微乳区面积依次为 ＥＬ ３５＞ＲＨ ４０＞
Ｔｗｅｅｎ ８０， 故确定 ＥＬ ３５ 作为乳化剂。 由图 ２ 可知， 微乳区

面积依次为 ＰＥＧ ４００＞丙二醇＞无水乙醇， 故确定 ＰＥＧ ４００
作为助乳化剂。 由图 ３ 可知， Ｋｍ 值为 ３ ∶ １ 时微乳区面积

最大， 故油相、 乳化剂、 助乳化剂最优用量分别为 ４００、
４５０、 １５０ ｍｇ。

表 １　 乳化剂筛选结果

乳化剂 是否有相变点（油相 ∶ 乳化剂）
Ｔｗｅｅｎ ８０⁃ＰＥＧ４００（１ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃ＰＥＧ４００（２ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃ＰＥＧ４００（３ ∶ １） ２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点，其他无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃丙二醇（１ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃丙二醇（２ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃丙二醇（３ ∶ １） ４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点，其他无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃无水乙醇（１ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃无水乙醇（２ ∶ １） 无相变点

Ｔｗｅｅｎ ８０⁃无水乙醇（３ ∶ １） ２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２ 有相变点，其他无相变点

ＥＬ ３５⁃ＰＥＧ４００（１ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃ＰＥＧ４００（２ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃ＰＥＧ４０（３ ∶ １） １ ∶ ９、２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点

ＥＬ ３５⁃丙二醇（１ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃丙二醇（２ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃丙二醇（３ ∶ １） ２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点，其他无相变点

ＥＬ ３５⁃无水乙醇（１ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃无水乙醇（２ ∶ １） 无相变点

ＥＬ ３５⁃无水乙醇（３ ∶ １） ３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２ 有相变点，其他无相变点无相变点

ＲＨ ４０⁃ＰＥＧ４００（１ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃ＰＥＧ４００（２ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃ＰＥＧ４００（３ ∶ １） １ ∶ ９、２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点

ＲＨ ４０⁃丙二醇（１ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃丙二醇（２ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃丙二醇（３ ∶ １） １ ∶ ９、２ ∶ ８、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、９ ∶ １ 有相变点，其他无相变点

ＲＨ ４０⁃无水乙醇（１ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃无水乙醇（２ ∶ １） 无相变点

ＲＨ ４０⁃无水乙醇（３ ∶ １） ３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 有相变点，其他无相变点

２􀆰 １􀆰 ６　 投药量筛选　 课题组前期研究表明， 在 １０ ｍＬ 微乳

中黄芪甲苷投药量为 ２０、 １５、 １０ ｍｇ 时， 包封率随着投药

量增加而降低［１７］ ， 故确定为 １０ ｍｇ； β⁃榄香烯投药量为

２００、 １００、 ９０ ｍｇ 时， 微乳无乳光和分层现象， 为 ８０ ｍｇ 时

可成功制备［１７］ ， 为了减少辅料用量和后期抗肿瘤活性评

价， 故确定为 ８０ ｍｇ。
２􀆰 ２　 微乳制备　 分别精密称取黄芪甲苷 １０ ｍｇ、 β⁃榄香烯

８０ ｍｇ、 Ｌａｂｒａｆｉｌ Ｍ１９４４ ＣＳ ３２０ ｍｇ、 ＥＬ ３５ ４５０ ｍｇ、 ＰＥＧ ４００
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注： Ｍ 代表微乳区面积， Ｇ 代表凝胶区。

图 １　 基于不同乳化剂的黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳伪三元相图

注： Ｍ 代表微乳区面积， Ｇ 代表凝胶区。

图 ２　 基于不同助乳化剂的黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳伪三元相图

注： Ｍ 代表微乳区面积， Ｇ 代表凝胶区。

图 ３　 基于不同 Ｋｍ 值的黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳伪三元相图

１５０ ｍｇ， 置于西林瓶中， 在磁力搅拌器上 ４２ ℃恒温搅拌４～
６ ｈ， 缓慢滴加去离子水至 １０ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ３　 微乳表征　 吸取稀释后的 “２􀆰 ２” 项下微乳 １ ｍＬ， 测

定其粒径、 Ｚｅｔａ 电位及 ＰＤＩ， 结果三者分别为 （ １１􀆰 ２８ ±
１􀆰 ０５） ｎｍ、 （－０􀆰 １６±０􀆰 １４） ｍＶ 及 ０􀆰 ６５３±０􀆰 ０２０， 并且其外

观呈乳白色状， 见图 ４Ａ。 在透射电子显微镜下发现， 微乳

呈圆球状， 外观圆整， 见图 ４Ｂ。
２􀆰 ４　 黄芪甲苷含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ４􀆰 １　 色谱条件 　 Ｗｏｎｄａ Ｃｒａｃｔ ＯＤＳ⁃２ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （３４ ∶ ６６）； 体积流量 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 检测波长 ２０３ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密称取黄芪甲苷对照品 １０ ｍｇ，
甲醇定容至 １０ ｍＬ， 超声混匀， 过滤， 即得。

２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 精密称取 “２􀆰 ２” 项下微乳 ０􀆰 ５ ｍＬ，
甲醇定容至 ５ ｍＬ， 超声破乳， 离心， 取 ０􀆰 ２ ｍＬ 上清液， 过

滤， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ３　 专属性考察 　 精密称取空白溶剂 （甲醇） 及对照

品、 供试品溶液适量， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 结果见图 ５。 由此可知， 对照品、 供试品溶液中黄芪甲

苷色谱峰保留时间一致， 空白无干扰， 表明该方法专属性

良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 线性关系考察　 取 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下对照品溶液适量，
依次稀释至 １ ０００、 ５００、 ２５０、 １２５、 ６２􀆰 ５、 ３１􀆰 ３ μｇ ／ ｍＬ， 在

“２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横

坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得方程为 Ｙ＝
４３１􀆰 ４７Ｘ＋２ ３２４􀆰 ６ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 在 ３１􀆰 ３ ～ １ ０００ μｇ ／ ｍＬ 范

围内线性关系良好。
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图 ４　 黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳表征图

１． 黄芪甲苷

图 ５　 黄芪甲苷 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ４􀆰 ５　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下对照品溶液适量，
在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得黄芪甲苷峰

面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８５％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下供试品溶液适量，
于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 测得黄芪甲苷峰面积 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ４３％ ， 表

明溶液在 ７２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ７　 重复性试验 　 取同一批微乳， 按 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下方

法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 测得黄芪甲苷峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ９６％ ， 表明该方法

重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ８　 加样回收率试验　 精密称取黄芪甲苷对照品 １０ ｍｇ，
置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入 １０ ｍＬ 空白微乳， 甲醇定容并超

声混匀， 按 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液，

在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果，
黄芪甲苷平均加样回收率为 １００􀆰 ５４％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ５２％ 。
２􀆰 ５　 包封率测定　 取 “２􀆰 ２” 项下微乳适量， 按 “２􀆰 ４􀆰 ２”
项下方法平行制备 ３ 份供试品溶液， 取续滤液， ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算

包封率， 公式为包封率＝ （包封黄芪甲苷含量 ／黄芪甲苷投

药量） ×１００％ ， 结果为 （９９􀆰 ７０±１􀆰 ４６）％ 。
２􀆰 ６　 载药量测定　 取 “２􀆰 ２” 项下微乳续滤液 １ ｍＬ， 冷冻

干燥， 称定冻干粉质量， 加入甲醇至 １ ｍＬ， 在 “２􀆰 ４􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算载药量， 公式为载药量 ＝
（冻干粉复溶液中黄芪甲苷含量 ／冻干粉总质量） × １００％ ，
结果为 （１􀆰 ００±０􀆰 ０３）％ 。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
２􀆰 ８　 体外释药研究　 取 “２􀆰 ２” 项下微乳 ０􀆰 ６ ｍＬ， 填装于

透析袋中， 置于 ５０ ｍＬ 含 ０􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ８０ 的 ＰＢＳ 缓冲液中，
置于 ３７ ℃孵育箱中振摇， 分别于 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４、 ４８ ｈ 取样， 同时称取 １０ ｍｇ 黄芪甲苷对照品， 制

成相同质量浓度的溶液， 平行 ３ 份， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 计算释放率， 结果见图 ６。 由此可知， 黄芪

甲苷 ４８ ｈ 内累积释放度为 （８３􀆰 ３４±２􀆰 ３２）％ ， 而其微乳的

达 （９８􀆰 ５９±０􀆰 １６）％ ， 表明微乳可使原料药更快速高效地释

放到溶出介质中， 并改善后者水溶性。
２􀆰 ９　 细胞毒性试验 　 采用 ＣＣＫ８ 法， 将 Ａ５４９ 细胞置于含

１０％ ＢＳＡ 的 ＤＭＥＭ 培养基中培养， 取对数生长期者， 按 ５×
１０３ ／孔密度接种于 ９６ 孔板中， 空白组不含药物和细胞， 对

照组用不含血清的 ＤＭＥＭ 培养基处理， 实验组分别用稀释

２􀆰 ５～８０ 倍的空白微乳 ［不含黄芪甲苷和 β⁃榄香烯， 其他成

分与黄芪甲苷⁃ （ β⁃榄香烯） 微乳相同］、 黄芪甲苷 （ １
ｍｇ ／ ｍＬ）、 β⁃榄香烯 （８ ｍｇ ／ ｍＬ）、 黄芪甲苷⁃ （ β⁃榄香烯）
微乳 （１ ｍｇ ／ ｍＬ 黄芪甲苷＋８ ｍｇ ／ ｍＬ β⁃榄香烯） 处理， 细胞

贴壁后， 实验组加入稀释后的含药 ＤＭＥＭ 培养基， 对照组
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注： 与黄芪甲苷比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 黄芪甲苷体外释放曲线 （ｎ＝３）

　 　 　 　

更换 ＤＭＥＭ 培养基， 培养 ２４、 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ
ＣＣＫ８ 继续培养 ２ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ），
计算细胞增殖抑制率， 公式为 抑 制 率＝ ［ （ ＯＤ实验组 －
ＯＤ空白组 ） ／ （ ＯＤ对照组 － ＯＤ空白组 ） ］ × １００％ 。 再 采 用

Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 软件计算黄芪甲苷、 β⁃榄香烯、 黄芪

甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳 ＩＣ５０ 值， 结果 ２４ ｈ 后三者分别为

６９􀆰 ０１、 ７３􀆰 ４５、 ２１􀆰 １０ μｇ ／ ｍＬ， ４８ ｈ 后 分 别 为 ５６􀆰 ２７、
５３􀆰 ０６、 １６􀆰 ２９ μｇ ／ ｍＬ。 由图 ７ 可知， 原料药和微乳对 Ａ５４９
细胞增殖均具有抑制作用， 并呈剂量、 时间依赖性， 而空

白微乳处理后细胞存活率始终在 ５０％ 以上， 即无抑制作用；
与原料药比较， 微乳对 Ａ５４９ 细胞的抑制率更高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明黄芪甲苷和 β⁃榄香烯具有协同抗肿瘤疗效。

注： 空白微乳、 黄芪甲苷、 β⁃榄香烯、 黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳

中黄芪甲苷、 β⁃榄香烯质量浓度均分别为 １２􀆰 ５ ～ ４００、 １２􀆰 ５ ～ ４００、

１２􀆰 ５～ ４００、 １００ ～ ３ ２００ μｇ ／ ｍＬ。 与黄芪甲苷比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ
＜０􀆰 ０１。

图 ７　 黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳对 Ａ５４９ 细胞增殖的抑制

作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３　 讨论与结论

黄芪甲苷能抑制肿瘤细胞的增殖， 并促使其发生凋亡，
从而对非小细胞肺癌产生直接的抗肿瘤效果［１８］ ， 但该成分

水溶性差， 生物利用度低， 限制了临床应用。 研究表明，
将黄芪甲苷制成微乳后可提高其在水中的溶解度［１９］ ； β⁃榄
香烯是一种安全的、 临床广泛应用的抗癌成分， 常应用于

相关联合治疗中［２０］ ， 可通过抑制非小细胞肺癌细胞的增

殖、 迁移、 侵袭来降低其恶性程度［２１］ ， 但该成分存在水溶

性较差、 生物利用度低等问题。 因此， 为了解决上述问题，

本实验采用同一载体有效实现黄芪甲苷、 β⁃榄香烯共载，
并提高两者生物利用度。

微乳是一种特殊的纳米药物， 具有自发形成、 热力学

稳定等特点， 可提高难溶性药物的溶解度和生物利用度，
同时该制剂具有小粒径的优势， 能很好地渗透到肿瘤内部，
使抗肿瘤疗效得到提高［２２⁃２４］ 。 本实验将黄芪甲苷与 β⁃榄香

烯共同制成微乳， 在解决了两者溶解度差的前提下成功提

高了生物利用度。
综上所述， 本实验选择黄芪甲苷作为主要抗肿瘤活性
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成分， β⁃榄香烯替代部分微乳油相以降低常规辅料用量，
制备黄芪甲苷⁃ （β⁃榄香烯） 微乳， 发现 ２ 种成分可达到协

同抗肿瘤作用。 该制剂解决了黄芪甲苷溶解度、 生物利用

度低等问题， 同时在体外实验中具有显著抑制 Ａ５４９ 细胞增

殖的作用， 从而为基于多组分的肺癌协同治疗提供了一种

有前途的方法。
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ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ： ｐａｒｔ Ⅰ［Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖ， ２０２１， １８（１）：

７３⁃１０２．

［ ４ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｘｕ Ｔ Ｔ， Ｃｈｅｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡ⁃１９５⁃５ｐ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ａ

ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ａｎｄ ａ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｏｆ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ

ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＩＡＰＩＮ１［Ｊ］ ． Ｐａｔｈｏｌ Ｏｎｃｏｌ

Ｒｅｓ， ２０１９， ２５（３）： １１８１⁃１１９０．

［ ５ ］ 　 王绍鹏， 杨光远， 林鸿扬， 等． 黄芪甲苷的药理作用研究

进展［Ｊ］ ． 广东化工， ２０２１， ４８（２４）： ４８⁃４９； ４４．

［ ６ ］ 　 Ｌｉ Ｌ， Ｈｏｕ Ｘ Ｊ， Ｘｕ Ｒ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｔｈｅ

ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ［Ｊ］ ． Ｆｕｎｄａｍ Ｃｌｉｎ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７， ３１（１）： １７⁃３６．

［ ７ ］ 　 侯本超， 何志坚， 刘海云， 等． 黄芪甲苷对结直肠癌

ＨＣＴ１１６ 细胞增殖、 迁移及侵袭的影响［Ｊ］ ． 中国实验方剂

学杂志， ２０２３， ２９（５）： １４４⁃１４９．

［ ８ ］ 　 赵小强， 赵 　 静， 张浩波， 等． 黄芪甲苷的提取、 分离、

纯化及其药理作用的研究进展［Ｊ］ ． 华西药学杂志， ２０２２，

３７（６）： ７１１⁃７１６．

［ ９ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｚｈｕ Ｌ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ

ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｉｎ ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂｏｌ

Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ， ２００７， ３２（２）： ７５⁃７９．

［１０］ 　 Ｚｈａｉ Ｂ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｎ Ｎ， Ｈａｎ Ｘ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ β⁃

ｅｌｅｍｅｎｅ， ａ ｈｅｒｂａｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ： ａ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ

Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１９， １１４： １０８８１２．

［１１］ 　 Ｗａｎｇ Ｊ， Ｘｕ Ｃ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． β⁃Ｅｌｅｍｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ

ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ

ＡＭＰＫ ａｎｄ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＴＫＩ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｈ１９７５ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， １２（８）： ２２８５⁃２２９４．

［１２］ 　 Ｊａｍｗａｌ Ｒ． Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｌｅ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ，

２０１８， １６（６）： ３６７⁃３７４．

［１３］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｚ Ｙ， Ｊａｃｏｂ Ｊ Ａ， Ｌｏｇａｎａｔｈａｃｈｅｔｔｉ Ｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． β⁃Ｅｌｅｍｅｎｅ：

ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ

ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７， ８： １０５．

［１４］ 　 Ｃｈｅｎ Ｐ， Ｌｉ Ｘ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｒ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ β⁃

ｅｌｅｍｅｎｅ ａｎｄ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ＫＲＡＳ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２０， １０（１１）：

５１０７⁃５１１９．

［１５］ 　 Ｓｈｉ Ｌ Ｐ， Ｃｈｅｎ Ｔ Ｔ， Ｙｕａｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ

ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ β⁃ｅｌｅｍｅｎｅ ａｎｄ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｐａｋ Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ， ２０１８， ３１ ［ ５ （ Ｓｐｅｃｉａｌ ） ］：

２２７１⁃２２７６．

［１６］ 　 张小飞， 果秋婷， 邹俊波， 等． 黄芪甲苷自乳化释药系统

的制 备 及 大 鼠 在 体 肠 吸 收 研 究［Ｊ］ ． 中 草 药， ２０１９，

５０（１３）： ３０３７⁃３０４３．

［１７］ 　 陈云艳， 马　 睿， 卜晓阳， 等． 基于 “药辅合一” 的紫杉

醇⁃薏苡仁油微乳的制备及含量测定［Ｊ］ ． 中国现代应用药

学， ２０２３， ４０（８）： １０６４⁃１０６９．

［１８］ 　 刘玉才， 刘亚群， 庄海涛， 等． 黄芪抗非小细胞肺癌作用机

制研究进展［Ｊ］． 中国民族民间医药， ２０２３， ３２（１６）： ５２⁃５６．

［１９］ 　 李　 霞， 郭　 弘， 毛登烜， 等． ２ 种丹参酮ⅡＡ ⁃黄芪甲苷共

载纳米给药系统的制备及体外抗肿瘤活性比较［Ｊ］ ． 中国中

药杂志， ２０２３， ４８（３）： ６７２⁃６８０．

［２０］ 　 Ｘｕ Ｃ， Ｊｉａｎｇ Ｚ Ｂ， Ｓｈａｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． β⁃Ｅｌｅｍｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｌｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｉｎ ＥＧＦＲ⁃ｍｕｔａｎｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ．

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０２３， １９１： １０６７３９．

［２１］ 　 Ｚｈａｏ Ｓ Ｙ， Ｗｕ Ｊ Ｊ， Ｚｈｅｎｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． β⁃Ｅｌｅｍｅｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ

ＥＲＫ１ ／ ２ ａｎｄ ＡＭＰＫα ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ： ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｓｐ１［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５， １９ （ ３ ）：

６３０⁃４１．

［２２］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｚ Ｗ， Ｑｉａｎ Ｚ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｌｅａｓｅｄ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｅｎｈａｎｃｅ ａｎｔｉ⁃ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ ａｎｄ

ｃｅｌａｓｔｒｏｌ⁃ｌｏａｄｅｄ ｃｏｉｘ ｓｅｅｄ ｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４，

１９： ７２７⁃７４２．

［２３］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｚ， Ｈｕ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｆ⁃ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

ｃｏ⁃ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｎｄ ｃｏｉｘ ｓｅｅｄ ｏｉｌ ｄｅｅｐｌｙ ｐｅｎｅｔｒａｔｅｄ ｔｏ

ｅｎｈａｎｃｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖ， ２０２３，

２０（７）： ９１９⁃９２６．

［２４］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ Ｙ， Ｑｕ Ｄ， Ｆｕ Ｒ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａ Ｔｆ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｒｉｐｔｅｒｉｎｅ⁃

ｌｏａｄｅｄ ｃｏｉｘ ｓｅｅｄ ｏｉｌ ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｎｔｉ⁃ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１８， １３： ７２７５⁃７２８７．
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