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C&C&D

!

药品与试剂
!

<>

$

3E

#

((&((_

&*二油酰磷脂酰乙醇

胺$

Ẁ 9=

#

&

((&%%_

&*大豆卵磷脂$

&

((&%%_

&*胆固醇$

&

((&%%_

&*

T"LJ@+H''18/

$

&

(/&%%_

&*噻 唑 蓝 $

;FF

#

(/&%%_

#美国
4#

I

CA

公司&%

T>

钠$

;SD/%%%WA

#山东福瑞

达生物化工有限公司&%胎牛血清$

534

#美国
a23<̀

公司&%胰

酶*

W;=;

培养基$美国
T

N

LP",@

公司&%

).

香豆素$日本
F<2

公司
/7]=5.<<

&%其余试剂为分析纯)

C&C&E

!

细胞
!

人肺腺癌
>80(

细胞$川北医学院药物研究

所&%人肝癌
T@

?

a1

细胞$川北医学院药物研究所&)

C&D

!

方法

C&D&C

!

T>.Ẁ 9=

的制备'

$%

(

!

称取
T>'%C

I

#置
$%C7

蒸

馏水中溶胀后超声溶解)加入
$.

$

'.

二甲氨基丙基&

.'.

乙基碳

二亚胺盐酸盐$

=W<

&

)%C

I

和
6.

羟基硫代琥珀酰亚胺$

6T.

44

&

(%C

I

#加氢氧化钠溶液调至
?

T-&8

#于
'- ^

水浴活化

10J

)持续搅拌下滴加含
Ẁ 9=-1C

I

的混悬液#反应过夜)

透析除去反应液中多余反应物和副产物#经薄层色谱$展开剂!

氯仿
f

甲醇
f

水为
)8f18f0

#碘蒸气显色&验证反应液中已

无游离
Ẁ 9=

存在#冷冻干燥即得)

C&D&D

!

T>.<>

脂质体的制备
!

精密称取卵磷脂
$1%C

I

#胆

固醇
'%C

I

$磷脂比为
0f$

&#

<>8C

I

于茄型瓶中#加入氯仿

丙酮混合溶剂
$%C7

$氯仿!丙酮体积比为
0f$

&#超声使其充

分溶解#置于旋转蒸发仪中将溶剂蒸出#直至在瓶壁上形成均

匀的脂质膜)加入
'C7

$

?

T-&0

&

934

磷酸盐缓冲溶液和
1

C7T>.Ẁ 9=

的
934

溶液$

T>.Ẁ 9=

为
$

I

"

7

&后在
)%^

水浴条件下水化
$J

#即得)

C&D&E

!

<>

体外水平测定方法的建立
!

$

$

&色谱条件'

$$

(

!

FJ@BC"<$/

色谱柱$

0&)CCh18%CC

#

8

'

C

&%流动相为甲

醇
f%&$_

冰醋酸$

'%f-%

&%检测波长为
''%,C

%流速为
$&%

C7

"

C#,

%进样量为
8

'

7

%柱温为
'%^

)$

1

&标准曲线的绘制!

精密称取
<>

原料药适量#用甲醇溶解#制备成质量浓度分别

为
%&$%

*

%&1%

*

%&0%

*

%&)%

*

%&/%

I

"

7

的梯度标准溶液#

%&11

'

C

微孔滤膜过滤#备用)在以上色谱条件下测定
<>

的峰面积)

C&D&F

!

精密度实验
!

精密吸取浓度为
%&1%

I

"

7

的
<>

样品

溶液进样#按照
$&1&'

色谱条件测定#共测
)

次#计算相对标准

偏差$

E4W

&)

C&D&G

!

稳定性实验
!

精密吸取浓度为
%&1%

I

"

7

的
<>

样品

溶液进样测其稳定性#

'J

测
$

次#共测
)

次#计算
E4W

)

C&D&J

!

回收率实验
!

精密量取浓度为
%&0%

I

"

7

的
<>

样品

溶液适量#按比例加入
T>

空白脂质体
$C7

#用流动相配成

高*中*低
'

种质量浓度的
<>

脂质体溶液#每种
8

份#加甲醇

破坏脂质体#稀释定容至刻度#摇匀#离心吸取上清液#按照

$&1&'

色谱条件测定)

C&D&K

!

T>.<>

脂质体的包封率测定
!

采取离心法测定脂质

体的包封率)取
T>.<>

脂质体溶液
1C7

#置于离心管中#以

$0%%%B

"

C#,

离心
'%C#,

#下层沉淀部分即制备的姜黄素脂质

体)小心倒去含有游离姜黄素的上层溶液#用甲醇溶液超声

1%C#,

溶解底部的姜黄素脂质体后置
8C7

容量瓶中定容后#

按照
$&1&'

的色谱条件测定
<>

的峰面积#代入标准曲线#按

外标法计算
<>

的水平#并计算
T>.<>

脂质体的包封率#连

续测定
8

批脂质体#包封率公式如下!

包封率$

<>

&

D;<>

"

;h$%%_

其中#

;<>

为消解后测得
<>

的浓度#

;

为制备时加入的

<>

的量)

C&D&L

!

T>.<>

脂质体的细胞毒性实验
!

分别培养
>80(

细

胞$

T>

受体高表达&和
T@

?

a1

细胞$

T>

受体低表达&并接种

于
()

孔板中#当孔板中细胞完全贴壁且处于对数生长期时#以

含
$%_534

的培养基为空白对照组#以未经药物处理过的细

胞悬液为阴性对照组#加入
'

个浓度$

8

*

$8

*

'%

'

7

"

C7

&的游离

<>

*

<>

脂质体及
T>.<>

脂质体)继续培养
0/J

后取出#每

孔加入
;FF

溶液
1%

'

7

$

1%

I

"

7

&#再放回孵箱中继续孵育
0

J

)离心#弃上清液#每孔加入
1%%

'

7

二甲基亚砜$

W;4̀

&#振

荡
$%C#,

#用酶标仪在
0(%,C

处测定各孔的光密度$

2;

&值)

计算空白脂质体*游离
<>

*

<>

脂质体抑制率#以及
T>.<>

脂

质体对
>80(

*

T@

?

a1

细胞的增殖抑制率#计算公式如下!

!!

细胞抑制率
D

'

$:

$

2;

实验组
:2;

空白对照组&"$

2;

阴性对照组
:

2;

空白对照组&(
h$%%_

C&D&M

!

细胞摄取实验

C&D&M&C

!

载
).

香豆素的脂质体$

<.79

&制备
!

精密称取
).

香

豆素
%&8C

I

于
$%C7

容量瓶中#加二氯甲烷溶解#配制成
%&%8

I

"

7

的
).

香豆素储备液)另精密称取卵磷脂
$1%C

I

#胆固醇

'%C

I

$磷脂比为
0f$

&#加入氯仿丙酮混合溶剂
$%C7

$氯

仿
f

丙酮体积比为
0f$

&#超声使其充分溶解#加入
$C7

香豆

素溶液#置于旋转蒸发仪中将溶剂蒸出#直至在瓶壁上形成均

匀的脂质膜)加入
8C7

$

?

T-&0

&

934

后在
)%^

水浴条件下

水化
$J

#即得)

C&D&M&D

!

载
).

香豆素的
T>

脂质体$

T>.<.79

&制备
!

另精

密称取卵磷脂
$1%C

I

#胆固醇
'%C

I

$磷脂比为
0f$

&#加入氯

仿丙酮混合溶剂
$%C7

$氯仿!丙酮体积比为
0f$

&#超声使其

充分溶解#加入
$C7

香豆素储备液#置于旋转蒸发仪中将溶

剂蒸出#直至在瓶壁上形成均匀的脂质膜)加入
'C7

$

?

T

-&0

&

934

和
1C7T>.Ẁ 9=

的
934

溶液$

T>.Ẁ 9=

为
$

I

"

7

&后在
)%^

水浴条件下水化
$J

#即得)

C&D&M&E

!

细胞摄取实验
!

分别将培养
10J

的
>80(

*

T@

?

a1

细胞悬液$密度为
$%h$%

0 个"
C7

&弃去培养基#将
0

组药液!

).

香豆素
W;4̀

溶液$

).L"RCAB#,

&*

<.79

*

T>.<.79gT>

溶液

$

T>

为
%&0

I

"

7

&*

T>.<.79

#每孔加入
$C7

#继续于
'-^

孵

育
1J

'

$%

(

%弃去培养基#并以冷的
934

洗
1

次%再以
0_

多聚甲

醛固定
$%C#,

%再用冷的
934

洗
1

次%以
T"LJ@+H''18/

$

1&8

'

I

"

C7

&染细胞核
$8C#,

后#再以
934

洗
$

次#最后置于高内

涵仪中分析结果)

C&E

!

统计学处理
!

采用
4944$(&%

统计软件进行分析#计数

资料以率表示#组间比较采用
"

1 检验#以
!

%

%&%8

为差异有统

计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

T>.<>

脂质体的粒径测定结果
!

取脂质体适量#用超

纯水稀释后用动态光散射粒径分析仪测定粒径#测得平均粒

径*多分散系数$

9W2

&#结果见图
$

)平均粒径为
1$(&1%,C

#

9W2

为
%&$)

#粒径分布较窄#脂质体粒径较均匀)

D&D

!

<>

的标准曲线
!

以
<>

的峰面积为纵坐标#浓度为横坐

标绘制标准曲线得
<>

的标准曲线方程
9D$0%)0.:

$%'&80

#

R

1

D%&((($

#

<>

在
%&$%

#

%&/

I

"

7

时线性关系良好#

见图
1

)
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重庆医学
1%$/

年
1

月第
0-

卷第
0

期



图
$

!!

粒径分布图

图
1

!!

<>

的标准曲线

D&E

!

精密度及稳定性实验结果
!

精密度的
E4W

为
$&)'_

$

0D)

&#表明仪器精密度良好%稳定性的
E4W

为
$&-$_

$

0D

)

&#表明
<>

样品在
$8J

内稳定性良好#见表
$

)

表
$

!!

精密度和稳定性实验结果

次数 精密度$面积& 稳定性$面积&

第
$

次
108) 10-(

第
1

次
18)8 188$

第
'

次
10-/ 18/(

第
0

次
180' 10()

第
8

次
10(1 18$$

第
)

次
18%% 18)-

D&F

!

回收率及
T>.<>

脂质体包封率的测定结果
!

'

次测得

的回收率分别为
(/&1%_

*

(/&8%_

*

(/&$%_

)得到
T>.<>

脂

质体的包封率为$

/8&')Y$&%$

&

_

)

D&G

!

T>.<>

脂质体的细胞毒性实验结果
!

随着药物浓度的

增加对
>80(

*

T@

?

a1

细胞的增殖抑制率增强)在相同给药浓

度下#

T>.<>

脂质体对
>80(

细胞的增殖抑制作用明显强于

<>

脂质体$

!

%

%&%8

&%而对于
T@

?

a1

细胞
T>.<>

脂质体的

增殖抑制作用与
<>

脂质体相当#见图
'

)

!!

A

!

!

%

%&%8

#与
T>.<>

脂质体比较

图
'

!!

细胞抑制率%

0/J

(

D&J

!

细胞摄取实验结果
!

>80(

*

T@

?

a1

两种细胞在阴性对照

组*

).L"RCAB#,

组和
<.79

组的荧光摄取值比较#差异无统计

学意义$

!

$

%&%8

&%两种细胞在
).L"RCAB#,

组和
<.79

组的荧

光值略有差异#原因是细胞对于
).L"RCAB#,

和
<.79

两种药物

的摄取方式存在区别)

>80(

细胞在
T>.<.79

组的荧光值远

高于
<.79

组$

!

%

%&%8

&#而
T@

?

a1

细胞在
T>.<.79

组与
<.

79

组的荧光值比较差异无统计学意义$

!

$

%&%8

&#

>80(

细胞

在
T>.<.79gT>

组随着游离
T>

的加入导致其荧光值比

T>.<.79

组有所下降#见图
0

*

8

)

!!

$

!阴性对照组%

1

!

).L"RCAB#,

组%

'

!

<.79

组%

0

!

T>.<.79gT>

组%

8

!

T>.<.79

组%

A

!

!

%

%&%8

#与
T>.<.79

组比较

图
0

!!

细胞摄取荧光值

图
8

!!

细胞摄取荧光图

$80

重庆医学
1%$/

年
1

月第
0-

卷第
0

期
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!

讨
!!

论

恶性肿瘤已经成为威胁人类生命安全的第二大疾病#而且

呈现高发趋势'

$1

(

)目前治疗肿瘤的手段主要包括手术*放射

治疗和化学药物治疗等)但放化疗的不良反应大#易产生耐药

性'

$'

(

)由于中医药及中药成分在治疗肿瘤方面#可以发挥多

途径*多靶点作用#同时具有不良反应少*机体耐受性好等优

势#使其成为肿瘤治疗的热点'

$0

(

)

<>

作为中药成分酚酸类的

代表#研究表明可以通过诱导细胞凋亡调节细胞信号转导*诱

导细胞分化和抑制多种与细胞凋亡相关的酶活性等途径发挥

抗肿瘤作用'

$8

(

)

由于
T>

具有良好的可降解性*非免疫原性和生物相溶

性#使其介导的抗肿瘤靶向给药系统研究得到广泛关注)

T>

有三种常用方式作为抗肿瘤靶向给药系统#一是
T>.

药物偶

联物#是将药物与
T>

通过共价键的方式结合%二是
T>

基因

药物载体#既可保护
W6>

又可减少不良反应出现%三是
T>

的表面修饰#用
T>

及其衍生物修饰纳米给药系统既增强了

纳米制剂的靶向性#又延长了药物体内作用时间'

$)

(

)

本文以
T>

为主动靶向配体#脂质体为药物载体#构建了

T>

修饰的
<>

脂质体#用以改善
<>

自身理化性质的局限#从

而达到增强
<>

抑制肿瘤作用的目的)结果显示#与游离
<>

相比#将
<>

包载至脂质体后的
<>

脂质体可增强其对
>80(

和
T@

?

a1

细胞的细胞毒性)另外#

T>.<>

脂质体对高表达

T>

受体的
>80(

细胞的细胞毒性明显大于
<>

脂质体#而对

于低表达
T>

受体的
T@

?

a1

细胞而言#

T>.<>

脂质体与
<>

脂质体的细胞毒性作用相当#说明
T>.<>

脂质体由于
T>

主

动靶向配体的加入#使其能主动靶向至
T>

受体高表达细胞#

增强药物对细胞的毒性作用)细胞摄取实验同样证明#

T>

能

够增强
T>

受体高表达细胞
>80(

的细胞摄取率#从而提高药

效)关于
T>.<>

脂质体的主动靶向通路及其体内抑制肿瘤

能力等还有待进一步研究)以上研究结果表明
T>.<>

脂质

体是一个很有发展潜力的抗肿瘤药物递送系统)
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