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摘要： 目的　 制备莪术醇固体脂质纳米粒， 并评价其抗肿瘤活性。 方法　 乳化超声分散法制备固体脂质纳米粒， 测定

粒径、 Ｚｅｔａ 电位、 包封率、 载药量、 体外释药、 光稳定性 （４ ５００ ｌｘ， ２５ ℃）。 ＭＴＴ 法考察固体脂质纳米粒对人宫颈

癌上皮细胞 （Ｃａｓｋｉ 细胞） 的抑制作用。 结果　 所得莪术醇固体脂质纳米粒粒径为 （１９８􀆰 ８４±４􀆰 １７） ｎｍ， Ｚｅｔａ 电位为

（－２１􀆰 ８±２􀆰 ５） ｍＶ， 包封率为 ８３􀆰 ２７％ ， 载药量为 ３􀆰 ８３％ ， ３６ ｈ 内累积溶出度为 ６１􀆰 ８１％ ； 体外释药符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型

（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６０ ５）； 光照 ７２ ｈ 后， 莪术醇含有量仅降低了 ３􀆰 ４２％ ； 对 Ｃａｓｋｉ 细胞有较好的抑制作用， 并呈量效和时效依赖

性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 固体脂质纳米粒可明显提高莪术醇体外抗肿瘤活性。
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　 　 莪术是姜科植物蓬莪术、 温郁金或广西莪术的

根茎［１］， 莪术油是其主要提取物， 具有较强的抗

肿瘤、 抗病毒、 抗炎等作用［２⁃３］。 莪术醇是莪术特

征性成分， 对乳腺癌、 卵巢癌、 结肠癌、 白血病、
骨肉瘤等均具有抑制效果［４⁃６］， 但药效不高［７⁃８］。
另外， 莪术醇注射液中含有高浓度的增溶剂吐温⁃
８０， 临床应用时易引起溶血、 过敏、 疼痛等不良

反应［７］。
固体脂质纳米粒［９⁃１４］是采用与人体生物相容性

较好的脂质材料制成的一种新型给药系统， 注射后

可显著增强药物疗效。 本实验制备莪术醇固体脂质

纳米粒， 并对其粒径、 Ｚｅｔａ 电位、 形态、 体外释

药、 光降解等情况进行考察， ＭＴＴ 法评价其对人

宫颈癌上皮细胞 （Ｃａｓｋｉ 细胞） 的抑制作用， 以期

为进一步相关研究奠定基础。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 型高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）； ＪＹ９２⁃Ⅲ型超声仪 （浙江大天科学仪器有

限公司）； ＱＵＩＮＴＸ２２４⁃１ＣＭ 型电子天平 （德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）； Ｚａｎｏ⁃ＺＳ９０ 型粒度分析仪 （英国马

尔文仪器公司）； Ｈ⁃８００ 型透射电子显微镜 （日本

Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＳＺＣＬ⁃Ｈ 型温控磁力搅拌器 （郑州

宇华仪器有限公司）； Ｋｙｌｉｎ⁃Ｂｅｌｌ 型漩涡混合器

（海门其林贝尔仪器制造有限公司）； ＦＤ１０⁃ＱＸ 型

真空冻干机 （上海天赐科学仪器公司）； ＪＸＤＣ⁃４００
型氮气吹扫仪 （拓赫机电科技上海有限公司）；
ＨＮＡ⁃１２２ＤＴＡＢＡ Ｉ 型 ＣＯ２恒温培养箱 （日本三洋公

司）； ＭＲ⁃９６Ｔ 型酶标仪 （南京贝登医疗股份有限

公司）。
莪术醇对照品 （批号 １００１８５⁃２０１５０７， 纯度

９９􀆰 ９％ ， 中国食品药品检定研究院）； 莪术醇 （批
号 Ｙ⁃０８８⁃１７１００５， 纯度 ９８􀆰 ８％ ， 上海源叶生物科技

有限公司）； 单硬脂酸甘油酯 （批号 Ｔ１６０５２２， 德

国巴斯夫有限公司）； 大豆卵磷脂 （批号 ＰＣ⁃９８Ｔ，
上海辅必成医药科技有限公司）； 泊洛沙姆 １８８
（批号 ＷＰＷ１６０２Ｂ， 德国巴斯夫公司）； 胎牛血清

（ＦＢＳ）、 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
胰蛋白酶 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； 四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ， 批号 １５２４Ｂ３７）、 二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ）
（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）。

人宫颈癌上皮细胞 （Ｃａｓｋｉ 细胞， 上海研域生

物工程有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 莪术醇固体脂质纳米粒制备　 采用乳化超声

分散法 （避光操作）。 称取 ２０ ｍｇ 莪术醇、 ８０ ｍｇ
大豆磷脂、 ３００ ｍｇ 单硬脂酸甘油酯， 溶于 １０ ｍＬ
温度为 （６０ ± １） ℃ 的无水乙醇中， 作为有机相；
另取 ０􀆰 ２ ｇ 泊洛沙姆 １８８， 溶于 ３０ ｍＬ 温度为

（６０±１） ℃ 的 蒸 馏 水 中， 作 为 水 相。 在 转 速

１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ条件下， 将有机相逐滴加入水相中， 继

续搅拌 ３ ｈ， 得到初乳 （体积约 １５ ｍＬ）， 将其置于

超声波细胞粉碎仪中超声处理 ８ ｍｉｎ （功率 ６００ Ｗ，
每超声 ３ ｓ 间隔 ２ ｓ） 后立即放到－２０ ℃冰箱中固

化， 蒸馏水定容至 ３０ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ２　 莪术醇含有量测定

２􀆰 ２􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ⁃Ｃ１８ 色 谱 柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （４０ ∶
６０）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波

长 ２１５ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 线性关系考察　 称取 １０􀆰 ２０ ｍｇ 莪术醇对照

品于 １００ ｍＬ 量瓶中 （避光操作）， 加入 ７０ ｍＬ 甲

醇超声溶解， 静置 ３０ ｍｉｎ 后甲醇定容至刻度， 得

到 １０２ μｇ ／ ｍＬ 贮备液， 放到冰箱中保存， 流动相

逐 步 稀 释 成 ５􀆰 １、 １０􀆰 ２、 ２５􀆰 ５、 ５１􀆰 ０、
１０２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵

坐标 （ Ｙ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝ １􀆰 ４１４ ６Ｘ⁃
０􀆰 ０６３ ８ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 在 ５􀆰 １ ～ １０２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ范围

内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 ３　 供试品、 空白溶液制备 　 精密称取莪术

醇固体脂质纳米粒混悬液 ０􀆰 ５ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶

中 （避 光 操 作 ） ， 加 入 ５ ｍＬ 乙 腈 超 声 提 取

３ ｍｉｎ， 静 置 ３０ ｍｉｎ 后 甲 醇 定 容 至 刻 度，
１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ， 取上清液， 即得。 同

法制备空白溶液。
２􀆰 ２􀆰 ４ 　 方 法 学 考 察 　 分 别 取 １０２􀆰 ０、 ５１􀆰 ０、
５􀆰 １ μｇ ／ ｍＬ “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照品溶液作为高、 中、
低质量浓度， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定

６ 次， 测得莪术醇峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 １８％ 、
０􀆰 １３％ 、 ０􀆰 ４３％ ， 表 明 仪 器 精 密 度 良 好。 取

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、
２４ ｈ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得

莪术醇峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８４％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内

稳定性良好。 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份

供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 测得莪术醇峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ４６％ ， 表明该方法

重复性良好。 取 ６􀆰 ５ ｍＬ １０２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ对照品溶液于

１０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻度 （６６􀆰 ３ μｇ ／ ｍＬ）， 取

５１１１
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０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ于 ０􀆰 ５ ｍＬ 空白固体脂质纳米粒

混悬液中， 各平行 ３ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 测得莪术醇平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ０１％ 、
１００􀆰 ２３％ 、 ９９􀆰 ８７％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １４％ 、 ０􀆰 ６９％ 、
１􀆰 ３８％ 。 以上实验均避光操作。
２􀆰 ３　 包封率、 载药量测定　 采用超滤离心法。 量

取 ２􀆰 ０ ｍＬ 莪术醇固体脂质纳米粒混悬液于超滤离

心管 中 （ 截 留 分 子 量 ８ ０００ ～ １２ ０００ Ｄａ ），
１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ６０ ｍｉｎ， 取滤液， 在 “ ２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算莪术醇含有量

（ｍ游离）； 量取 ０􀆰 ５ ｍＬ 纳米粒混悬液于 １０ ｍＬ 量瓶

中， 加入 ５ ｍＬ 乙腈超声 ３ ｍｉｎ， 静置 ３０ ｍｉｎ 后甲

醇定容， １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算莪术醇含有量

（ｍ总）， 再测定包封率、 载药量， 公式分别为包封

率 ＝ ［ （ ｍ总⁃ｍ游离 ） ／ ｍ总 ］ × １００％ ， 载 药 量 ＝
［ （ｍ总⁃ｍ游离） ／ ｍ总质］ ×１００％ ， 其中 ｍ总质表示莪术

醇固体脂质纳米粒总质量， 平行 ３ 次， 取平均值。
结果， 平均包封率为 ８３􀆰 ２７％ ， 载药量为 ３􀆰 ８３％ 。
２􀆰 ４　 粒径分布、 Ｚｅｔａ 电位测定 　 平行制备 ３ 批莪

术醇固体脂质纳米粒混悬液， 取 ０􀆰 ２ ｍＬ 与 ４􀆰 ０ ｍＬ
蒸馏水混匀， 取 ３􀆰 ５ ｍＬ 进行测定， 结果见图 １～２。
由此可知， 平均粒径为 （１９８􀆰 ８４±４􀆰 １７） ｎｍ， ＰＤＩ
为 ０􀆰 １５１±０􀆰 ０１３， Ｚｅｔａ 电位为 （－２１􀆰 ８±２􀆰 ５） ｍＶ。

图 １　 莪术醇固体脂质纳米粒粒径分布

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｏｌ⁃
ｌｏａｄｅｄ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

图 ２　 莪术醇固体脂质纳米粒 Ｚｅｔａ 电位

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｏｌ⁃ｌｏａｄｅｄ ｓｏｌｉｄ
ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２􀆰 ５　 形态观察 　 取 １００ μＬ 莪术醇固体脂质纳米

粒， 加入 ９００ μＬ 蒸馏水， 滴加到有支持膜的铜网

上， 均匀铺展后静置 １５ ｍｉｎ， 滤纸吸干， 放到 ５％
磷钨酸溶液中浸泡 ８ ｍｉｎ 染色， 自然晾干， 在透射

电镜 （ＴＥＭ） 下观察形态， 选定区域后拍摄电镜

照片， 结果见图 ３。 由此可知， 所制备的莪术醇固

体脂质纳米粒呈类球形或球形， 大小均匀， 未见粘

连现象。

图 ３　 莪术醇固体脂质纳米粒 ＴＥＭ 图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｆｏｒ ｃｕｒｃｕｍｏｌ⁃ｌｏａｄｅｄ
ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２􀆰 ６　 体外释药研究

２􀆰 ６􀆰 １　 线性关系考察 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照品

贮备液， 精密量取 ２􀆰 ０ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶中， 流动

相定容至刻度 （２０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ）， 流动相逐步稀释成

１０􀆰 ２、 ５􀆰 １、 ０􀆰 ５１、 ０􀆰 ０５１ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液，
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以溶液质量

浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行

回归， 得 方 程 为 Ｙ ＝ １􀆰 ６０７ ５Ｘ － ０􀆰 ０７８ １ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ７）， 在 ０􀆰 ０５１～２０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系

良好。
２􀆰 ６􀆰 ２　 方法学考察　 分别取 “２􀆰 ６􀆰 １” 项下 ２０􀆰 ４、
５􀆰 １、 ０􀆰 ０５１ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶液作为高、 中、 低质

量浓度， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测 得 莪 术 醇 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ６２％ 、
１􀆰 １５％ 、 １􀆰 ３８％ ， 表明仪器精密度良好。 取 ５ ｍＬ
莪术醇固体脂质纳米粒混悬液 （０􀆰 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ）， 置

于活 化 的 透 析 袋 中 （ 截 留 分 子 量 ８ ０００ ～
１４ ０００ Ｄａ）， 两端扎紧， 溶出介质无 ２５０ ｍＬ 脱气

蒸馏水， 设置溶出仪温度为 （３７ ± １）℃， 转速为

１００ ｒ ／ ｍｉｎ， ６ ｈ 时取样 ２ ｍＬ， 滤过， 取续滤液， 作

为供试品溶液， 分别于 ０、 ２、 ８、 １２、 ２４、 ３６ ｈ，
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得莪术醇

峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ６３％ ， 表明溶液在 ３６ ｈ 内稳定性

良好。 取 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ ５􀆰 １ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶

液， 加到 １􀆰 ０ ｍＬ 供试品溶液中， 各平行 ３ 份， 滤
６１１１
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过， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得平

均 加 样 回 收 率 分 别 为 ９９􀆰 １２％ 、 １００􀆰 ８６％ 、
９９􀆰 ０５％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７１％ 、 １􀆰 ０９％ 、 １􀆰 ５３％ 。
２􀆰 ６􀆰 ３　 体外溶出实验　 取 ５ ｍＬ 莪术醇固体脂质纳

米粒混悬液 （０􀆰 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ） 和 ３􀆰 ２ ｍｇ 莪术醇原料

药 （加入 ５ ｍＬ 乙醇）， 置于活化的透析袋中 （截
留分子量 ８ ０００ ～ １４ ０００ Ｄａ）， 两端扎紧 （避光操

作）， 溶出介质为 ２５０ ｍＬ 脱气蒸馏水， 设置溶出

仪温度为 （３７ ± １）℃， 转速为 １００ ｒ ／ ｍｉｎ， 于 ０、
０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２、 ２４、 ３６ ｈ
各取样 ２ ｍＬ， 并立即补加 ２ ｍＬ 脱气蒸馏水， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算累积释放

度， 绘制释药曲线， 结果见图 ４， 可知莪术醇在

４ ｈ内几乎全部溶出， 而其固体脂质纳米粒在体外

具有 明 显 缓 释 特 征， ３６ ｈ 内 累 积 溶 出 度 为

６１􀆰 ８１％ ； 体外释药拟合结果见表 １， 可知它更符

合 Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６０ ５）。

图 ４　 莪术醇、 莪术醇固体脂质纳米粒体外释药曲线

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｃｕｒｃｕｍｏｌ ａｎｄ
ｃｕｒｃｕｍｏｌ⁃ｌｏａｄｅｄ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

表 １　 体外释药拟合结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｆｉｔｔｉｎｇ

模型 拟合方程 Ｒ２

零级模型 Ｍｔ ／ Ｍ∞ ＝ ０􀆰 ０２１ ２ｔ＋０􀆰 ２１８ ３ ０􀆰 ８００ ９
一级模型 ｌｎ（１－Ｍｔ ／ Ｍ∞ ）＝ －０􀆰 ０２７ ９ ｔ－０􀆰 ２１５ ９ ０􀆰 ８１７ ０
Ｈｉｇｕｃｈｉ 模型 Ｍｔ ／ Ｍ∞ ＝ ０􀆰 １１４ ３ ｔ１ ／ ２＋０􀆰 ０６５ １ ０􀆰 ９１３ ８
Ｗｅｉｂｕｌｌ 模型 ｌｎｌｎ（１ ／ １⁃Ｍｔ ／ Ｍ∞ ）＝ ０􀆰 ５７６ ９ｌｎｔ－１􀆰 ７８１ ６ ０􀆰 ９６０ ５

　 　 注：Ｍｔ 为 ｔ 时间点累积释放度，Ｍ∞ 为∞时间点累积释放度，ｔ 为
时间。

２􀆰 ７　 光稳定性评价　 分别配制 ６ 份 ５０ ｍＬ 莪术醇

溶液及其固体脂质纳米粒混悬液， 置于透明锥形瓶

中， 质 量 浓 度 均 为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 于 日 光 灯

（４ ５００ ｌｘ， ２５ ℃） 下照射， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、
２４ ｈ 各精密取样 １ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定

容， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见

表 ２， 可知固体脂质纳米粒可显著提高莪术醇光稳

定性。

表 ２　 莪术醇光稳定性试验结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｃｕｒｃｕｍｏｌ

时间 ／ ｈ
莪术醇剩余量 ／ ％

莪术醇溶液中 莪术醇固体脂质纳米粒混悬液中

０ １００ １００
２ ９７􀆰 ８０ ９９􀆰 ６８
４ ９４􀆰 ６６ ９９􀆰 ７２
８ ９１􀆰 ０８ ９９􀆰 ０９
１２ ８５􀆰 ４９ ９８􀆰 １７
２４ ８０􀆰 ３２ ９８􀆰 ０５
４８ ７６􀆰 １９ ９７􀆰 ２２
７２ ７２􀆰 ５６ ９６􀆰 ５８

２􀆰 ８　 抗肿瘤活性研究

２􀆰 ８􀆰 １　 给药液制备 　 １０􀆰 ０ ｍｇ 莪术醇用 ５０ ｍＬ
ＤＭＳＯ 溶解， 得到 ２００ μｇ ／ ｍＬ 母液， 临用前用含

１０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液稀释成 ２５、 ５０、
１００、 １５０ μｇ ／ ｍＬ； 取适量莪术醇固体脂质纳米粒

混悬液 （莪术醇含有量为 ０􀆰 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ）， 临用前

用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液稀释成 ２５、 ５０、
１００、 １５０ μｇ ／ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ８􀆰 ２　 细胞培养　 Ｃａｓｋｉ 细胞于 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基

中培养 （含 １０％ 胎牛血清、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素、
１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素）， 并置于温度 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、
饱和湿度培养箱中。
２􀆰 ８􀆰 ３　 实验方法 　 取对数生长期的 Ｃａｓｋｉ 细胞，
０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化后轻轻吹打成单细胞悬液， 用

含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液调整细胞浓度至

５×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 置于

温度 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度培养箱中培养 ２４ ｈ，
待细胞贴壁后弃去培养液。 设置空白溶剂组 （培
养液）、 溶剂对照组 （培养液＋细胞）、 莪术醇组、
莪术醇固体脂质纳米粒组， 每个质量浓度设置 ３ 个

复孔， 培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后取出 ９６ 孔板， 每孔加

入 ２０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液， 于 ３７ 下℃继续孵育

４ ｈ， 甩板后弃去残留液体， 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭ⁃
ＳＯ， 置于摇床上振荡 ０􀆰 ５ ｈ 充分溶解蓝紫色结晶，
酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度 （Ａ）， 计算细

胞生长抑制率， 公式为抑 制 率 ＝ ［ １ － （Ａ给药－
Ａ空白溶剂） ／ （Ａ空白对照⁃Ａ空白溶剂） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ８􀆰 ４　 增殖抑制率测定　 表 ３ 显示， 不同质量浓

度莪术醇溶液及莪术醇固体脂质纳米粒混悬液作用

一段时间后， Ｃａｓｋｉ 细胞生长均受到抑制， 随着用

药量升高而更明显， 并且在用药量相同的条件下作

用时间延长时亦然， 即呈明显的量效和时效关系。
另外， 在相同用药量的条件下莪术醇固体脂质纳米

粒的抑制效果均高于莪术醇， 作用 ４８、 ７２ ｈ 后更

明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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表 ３　 Ｃａｓｋｉ 细胞抑制率测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｋｉ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

质量浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
２４ ｈ 抑制率 ／ ％ ４８ ｈ 抑制率 ／ ％ ７２ ｈ 抑制率 ／ ％

莪术醇 莪术醇固体脂质纳米粒 莪术醇 莪术醇固体脂质纳米粒 莪术醇 莪术醇固体脂质纳米粒

０（空白辅料） — ０􀆰 ９１±０􀆰 ２ — ０􀆰 ７７±０􀆰 ２ — １􀆰 １８±０􀆰 ３
２５ ２０􀆰 １±０􀆰 ９ ２３􀆰 ０±１􀆰 ６ ２８􀆰 ７±１􀆰 ８ ３３􀆰 １±１􀆰 ３∗ ３８􀆰 ８±１􀆰 １ ４３􀆰 ６±２􀆰 ３∗

５０ ２８􀆰 ７±１􀆰 ２ ３１􀆰 １±１􀆰 ７ ３３􀆰 ８±１􀆰 ７ ３７􀆰 ２±１􀆰 ８∗ ４３􀆰 ６±１􀆰 ８ ４８􀆰 １±２􀆰 ９∗

１００ ３３􀆰 ３±２􀆰 ０ ３６􀆰 ２±２􀆰 ３∗ ３９􀆰 １±１􀆰 １ ４７􀆰 ４±２􀆰 ２∗∗ ４７􀆰 ３±１􀆰 ６ ５７􀆰 ６±２􀆰 ２∗∗

１５０ ３５􀆰 ９±１􀆰 ８ ４１􀆰 ７±２􀆰 １∗∗ ４８􀆰 ６±１􀆰 ８ ５６􀆰 ５±２􀆰 １∗∗ ５４􀆰 １±２􀆰 １ ６６􀆰 ６±１􀆰 ８∗∗

　 　 注：与莪术醇比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

纳米给药系统已成为药剂学研 究 热 点 之

一［１５⁃１６］， 应用于抗肿瘤药物给药时体现出巨大的

优势［１４］。 本实验制备的莪术醇固体脂质纳米粒采

用 混 合 脂 质 材 料 作 为 药 物 载 体， 包 封 率 达

８３􀆰 ２７％ 。 可能是混合脂质载体可增加晶格混乱程

度， 使更多药物被包裹进入纳米粒［１７⁃１８］。
体外抗肿瘤实验结果显示， 莪术醇及其固体脂

质纳米粒对 Ｃａｓｋｉ 细胞生长的抑制具有时效和量效

关系， 以后者抑制效果更强， 可能与纳米粒增强莪

术醇光稳定性有关［１９］， 一方面固体脂质纳米粒对

光的散射作用降低了莪术醇与光的接触几率； 另一

方面， 固体脂质纳米粒对莪术醇包裹后降低了外部

环境对其影响， 从而提高了稳定性。
体外释药实验结果显示， 莪术醇固体脂质纳米

粒具有明显的缓释特征［２０］， 与体外抗肿瘤实验结

果一致， 可能是因为载药纳米粒高效扩散进入细胞

后可持续、 缓慢地释放药物， 从而有效抑制 Ｃａｓｋｉ
肿瘤细胞生长。

对莪术油新剂型的研究较多， 但由于它是一种

混合物， 不仅影响了制剂含药量， 也容易导致制剂

稳定性较差、 产生毒性的问题［２１］， 故将有明确疗

效的单体 （如莪术醇等） 进行新制剂研究具有较

大意义。 今后， 将把研究重点放在莪术醇固体脂质

纳米粒冻干粉末的制备、 表面修饰、 作用机制［２２］、
体内药动学及抑瘤效果上， 为相关制剂研发及临床

应用提供资料。
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摘要： 目的　 制备钩藤碱双层渗透泵控释片， 并进行处方优化。 方法　 以释药线性和累积释放度为评价指标， 单因素

试验考察 ＰＥＯ Ｎ７５０ 用量、 ＰＥＯ Ｃｏａｇｕｌａｎｔ 用量、 ＰＥＧ ４０００ 用量、 包衣增重对体外释药的影响， 正交试验优化处方，
对体外释药过程进行模型拟合。 结果　 最优处方为 ＰＥＯ Ｎ７５０ 用量 １６５ ｍｇ， ＰＥＯ Ｃｏａｇｕｌａｎｔ 用量 ５５ ｍｇ， ＰＥＧ ４０００ 用量

８％ ， 包衣增重 ７％ ， １２ ｈ 内累积释放度为 ９３􀆰 ３６％ ， 体外释药符合零级模型 （ ｒ＝ ０􀆰 ９８９ ５）。 结论　 双层渗透泵控释片

可有效控制钩藤碱体外缓释。
关键词： 钩藤碱； 双层渗透泵控释片； 制备； 处方； 正交试验
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