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透明质酸靶向修饰苦参碱脂质体对肝癌Ｈ２２小鼠的抑制作用

赵玉玺，张世鹏，张 帆，刘 倪，刘 福△

（川北医学院，四川南充６３７０００）
摘要：目的考察透明质酸靶向修饰苦参碱脂质体（ＨＡ －ＭＡ脂质体）对肝癌Ｈ２２小鼠的抑制作用，并进行处方筛选。方法筛选ＨＡ －ＭＡ
脂质体的最佳制备方法；并以磷脂比、药脂比、磷酸盐缓冲液的ｐＨ为单因素考察指标，通过正交试验法筛选最佳处方工艺；使用透
析袋法检测ＨＡ － ＭＡ脂质体的体外释放度；裸鼠右腋皮下接种Ｈ２２肝癌瘤株，尾静脉注射给药１４ ｄ后，称取瘤体质量并计算抑瘤率。
结果采用薄膜分散法制备脂质体效果最好；最佳处方工艺的磷脂比为３ ∶ １，药脂比为１ ∶ ２５，磷酸盐缓冲液的ｐＨ ＝ ７． ４；ＨＡ － ＭＡ脂质
体与苦参碱脂质体释放曲线基本一致，且均有一定缓释效果；ＨＡ － ＭＡ脂质体对Ｈ２２肝癌小鼠的抑瘤率与环磷酰胺相近，高于苦参碱
和苦参碱脂质体。结论由于透明质酸的修饰，ＨＡ － ＭＡ脂质体抑制Ｈ２２肝癌裸鼠的效果明显优于苦参碱和苦参碱脂质体。
关键词：透明质酸；苦参碱；脂质体；肝癌；肿瘤细胞；抑制作用；靶向修饰；小鼠
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苦参碱牗ｍａｔｒｉｎｅ，ＭＡ牘是豆科植物苦参的干燥根、植
株、果实经乙醇等有机溶剂提取制成的生物碱，属四环
喹嗪啶类化合物犤 １ 犦，除有抗炎、抗病毒、抗肝纤维化、抗
心律失常等作用外，还有较强的抗肿瘤作用，可抑制乳
腺癌、肝癌、胃癌等多种肿瘤生长犤 ２ － ５ 犦。脂质体是由脂质
双分子层所形成的一种超微球形载体制剂，是纳米载药
系统的典型代表犤 ６ 犦，常被用作抗肿瘤药物的载体，以减
轻被包裹药物的毒性，或增加药物的溶解性，或改变药
物的分布，提高药物的生物利用度等，从而提高抗肿瘤
效果。目前，已有很多种抗肿瘤药物脂质体制剂被用于
试验和临床研究犤 ７ 犦。透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）是细
胞外基质与胞间质的重要构成部分，其保证了细胞外基
质结构。研究发现，透明质酸的特定受体包括受体ＣＤ４４
及ＲＨＡＭＭ等，这些受体通常过量表达于肿瘤细胞表

面，因此，透明质酸可作为肿瘤靶向药物配体，实现主动
靶向的目的。为增强苦参碱抗肿瘤作用，本试验中制备
了以透明质酸作为主动靶向配体修饰的苦参碱脂质体
（ＨＡ － ＭＡ脂质体），筛选３种制备脂质体的方法后，再
采用正交试验法得出最佳处方，并对ＨＡ － ＭＡ脂质体
在肝癌Ｈ２２小鼠体内的抑瘤效果进行了验证。
１ 动物、仪器与试药

实验动物：ＳＰＦ级雄性ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠，体质量（２０ ± ２）ｇ
（北京维通利华实验动物技术有限公司）；Ｈ２２细胞株
（川北医学院基础医学院实验室）。

仪器：ＳＪＩＡ － １０Ｎ － ５０Ａ型冻干机（宁波市双嘉仪器
有限公司）；ＤＦ － １０１Ｓ型集热式磁力搅拌器（上海鹏鸣
仪器有限公司）；ＲＥ － ５００３型旋转蒸发仪（巩义羽翔仪
器厂）；ＺＳ９０型激光粒度分析仪（马尔文公司）；ＤＺ －
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表１ 因素水平表

表２ 正交试验结果
编号
１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

因素Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

６３． ６９
６４． ２８
５５． ７７
２５． ５３

因素Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

５８． ２９
６５． ２４
６０． ２０
２０． ８５

因素Ｃ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

５８． ６５
６４． ５３
６０． ５５
１７． ６４

包封率牗％ 牘
６０． ６４
７４． ３２
５６． １０
６３． ９８
５９． ８３
６９． ０２
５０． ２６
６１． ５６
５５． ４９

水平
１
２
３

因素Ａ
３ ∶ １
４ ∶ １
５ ∶ １

因素Ｂ
１ ∶ ２０
１ ∶ ２５
１ ∶ ３０

因素Ｃ
６． ６
７． ４
７． ８

Ｃ１０００型超净台（丹泽科技有限公司）；ＤＭ － ＩＬ型倒
置显微镜（德国徕卡公司）；５４２４型台式离心机（艾
本德仪器公司）；恒温摇床（上海博讯有限公司）；
１００ μＬ及１ ０００ μＬ移液枪（德国Ｂｒａｎｄ公司）。

试药：苦参碱原料牗西安中鑫生物技术有限公司，纯
度＞ ９８％）；二油酰基磷脂酰乙醇胺（ＤＯＰＥ）、大豆磷脂、
胆固醇、环磷酰胺（美国Ｓｉｇｍａ公司，纯度＞ ９９％）；透明
质酸钠牗山东福瑞达生物化工有限公司，相对分子质量
８ ０００ Ｄａ，纯度＞ ９８％）；其余试剂为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 脂质体制备方法筛选 犤 ８ 犦

乙醇注入法：分别称取胆固醇３０ ｍｇ、卵磷脂
１２０ ｍｇ，置烧瓶中，加入无水乙醇１０ ｍＬ，超声溶解，缓
慢均匀注入６０ ℃含苦参碱（含量为１ ｇ ／ Ｌ）的磷酸盐缓
冲液（ｐＨ ＝ ７． ４）３ ｍＬ和含ＨＡ － ＤＯＰＥ（含量为１ ｇ ／ Ｌ）
的磷酸盐缓冲液２ ｍＬ，保温搅拌１． ５ ｈ，超声５ ｍｉｎ，即
得，编号为Ａ。

薄膜分散法：分别称取胆固醇３０ ｍｇ、卵磷脂
１２０ ｍｇ、苦参碱５ ｍｇ，置烧瓶中，加入氯仿丙酮混合溶剂
１０ ｍＬ，于３７ ℃旋转蒸发除去溶剂，形成薄膜。加入
ｐＨ ＝ ７． ４的磷酸盐缓冲液３ ｍＬ和含ＨＡ － ＤＯＰＥ（含量
为１ ｇ ／ Ｌ）的磷酸盐缓冲液２ ｍＬ，水化１． ５ ｈ（３５ ℃），即
得，编号为Ｂ。

逆向蒸发法：分别称取胆固醇３０ ｍｇ、卵磷脂１２０ ｍｇ
置茄形瓶中，加入氯仿１０ ｍＬ及含苦参碱（含量为１ ｇ ／ Ｌ）
的磷酸盐缓冲液５ ｍＬ，超声５ ｍｉｎ，形成稳定的水／油
（Ｗ ／ Ｏ）相，３５ ℃旋转蒸发至凝胶状，再加入２ ｍＬ含
ＨＡ － ＤＯＰＥ（含量为１ ｇ ／ Ｌ）的磷酸盐缓冲液，水化１． ５ ｈ
（３５ ℃），即得，编号为Ｃ。

将３种方法制得的ＨＡ － ＭＡ脂质体用蒸馏水稀释
后，再用激光粒度分析仪测定粒径，结果脂质体Ａ、脂质
体Ｂ、脂质体Ｃ的平均粒径分别为３０１． ５，２３４． １，２５７． ３ｎｍ，
多分散系数（ＰＤＩ）分别为０． ２８５，０． １５６，０． １９４。可见，以
脂质体的多分散系数值和平均粒径作为评价指标，采用
薄膜分散法制备的ＨＡ － ＭＡ脂质体效果较好，故本试
验中选用薄膜分散法。
２． ２ 正交试验法筛选处方

正交试验：采用三因素三水平正交试验表筛选制备
ＨＡ － ＭＡ脂质体的最佳处方。三因素分别为磷脂比（因
素Ａ）、药脂比（因素Ｂ）、磷酸盐缓冲液的ｐＨ（因素Ｃ），
详见表１。采用离心法分离游离苦参碱和脂质体，采用
高效液相色谱（ＨＰＬＣ）外标一点法测定ＨＡ －ＭＡ脂质体
的包封率，筛选出最佳处方。正交试验结果见表２。可见，
三因素对包封率的影响程度依次为Ａ＞Ｂ ＞Ｃ，最佳处方为
Ａ１Ｂ２Ｃ２，即磷脂比为３∶ １，药脂比为１∶ ２５，ＰＢＳ的ｐＨ ＝ ７． ４。

最佳处方工艺验证：分６批按正交试验筛选出的最
佳工艺处方制备ＨＡ － ＭＡ脂质体，测定包封率。结果为
（７５． １８ ± １． ２６）％。
２． ３ 体外释放试验

分别取ＨＡ － ＭＡ脂质体、苦参碱脂质体（制备方法
同ＨＡ － ＭＡ脂质体，在水化时加入５ ｍＬ ｐＨ ＝ ７． ４的磷
酸盐缓冲液）５ ｍＬ以及苦参碱溶液（含ＭＡ ５ ｍｇ），置透
析袋中，加入５０ ｍＬ ｐＨ ＝ ７． ４的磷酸盐缓冲液作为释放
介质，振荡温度为３７ ℃，转速为１００ ｒ ／ ｍｉｎ。分别在开始
试验的０． ５，１． ０，２． ０，４． ０，８． ０，１２． ０，２４． ０，３６． ０，４８． ０ ｈ
时各取样１ ｍＬ，用ＨＰＬＣ法测定苦参碱的药物浓度，计
算３组样品在不同时间点累积释药分数，结果见图１。
可见，苦参碱在最初的０． ５ ｈ释放已达７０． ７２％，释药曲
线在８． ０ ｈ后趋于稳定；而ＨＡ － ＭＡ脂质体和苦参碱脂
质体无明显突释现象，８． ０ ｈ累积释放度分别为
５８． ８３％和５５． ７８％；４８． ０ ｈ时，ＨＡ － ＭＡ脂质体和苦参
碱脂质体的累积释放度分别为８８． ３２％和６１． ６３％。因
此，ＨＡ － ＭＡ脂质体和苦参碱脂质体的释放曲线相似，
且与游离药物相比有一定缓释作用。
２． ４ ＨＡ －ＭＡ脂质体抑瘤试验

用生理盐水稀释Ｈ２２肝癌细胞株至适宜密度
（２ × １０６ 个／ ｍＬ），接种于小鼠右腋窝皮下（接种量为
０． ２ ｍＬ ／只）。将７５只裸鼠分为肿瘤模型组、阳性对照
组、ＭＡ组、ＭＡ脂质体组和ＨＡ －ＭＡ脂质体组，各１５只
（肿瘤模型组及ＭＡ组小鼠后各死亡１只，实际纳入
１４只）。均于接种次日开始尾静脉注射给药，１次／日，



Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年８月２０日第２７卷第１６期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． １６牞 Ａｕｇｕｓｔ ２０牞 ２０１８

７

图１ ＨＡ － ＭＡ的体外释放曲线

１００

８０

６０

４０

２０

０
１０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＭＡＴ
ＭＡＴ脂质体
ＨＡ － ＭＡＴ脂质体

ｔ ／ ｈ

累积释放度／ ％

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

表３ ５组药物对Ｈ２２肝癌小鼠的抑制作用

注：与肿瘤模型组比较，＃Ｐ＜０． ０５；与阳性对照组比较，Ｐ＜０． ０１。肿
瘤模型组及ＭＡ组小鼠各死亡１只，剔出试验。

组别
肿瘤模型组（ｎ ＝ １４）
阳性对照组（ｎ ＝ １５）
ＭＡ组（ｎ ＝ １４）
ＭＡ脂质体组（ｎ ＝ １５）
ＨＡ － ＭＡ脂质体组（ｎ ＝ １５）

剂量
（ｍｇ ／ ｋｇ）
－
１０
１０
１０
１０

瘤体质量
（Ｘ ± ｓ，ｇ）
４． ０１ ± ０． ６７
１． ４５ ± ０． ４３＃

２． ７９ ± ０． ５８＃

２． ３６ ± ０． ４１＃

１． ６２ ± ０． ３９＃

抑瘤率
（％）
－

６３． ８４
３０． ４２

４１． １５
５９． ６０

连续给药１４ ｄ。分别给予生理盐水、环磷酰胺溶液
（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、苦参碱溶液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、苦参碱脂质体（苦
参碱含量为１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、ＨＡ － ＭＡ脂质体（苦参碱含量
为１０ ｍｇ ／ ｋｇ），注射体积为每只０． ２ ｍＬ。

给药完毕处死小鼠，摘取肿瘤，称量瘤体质量。按公
式牗抑瘤率＝ １ －治疗组的平均瘤体质量／模型组的平
均瘤体质量× １００％ 牘计算抑瘤率，用ＳＰＳＳ １８． ０统计
学软件分析。由表３可知，苦参碱、苦参碱脂质体及
ＨＡ － ＭＡ脂质体均可抑制肿瘤的生长，其中ＨＡ － ＭＡ
脂质体的抑瘤率为５９． ６０％，与阳性对照药物环磷酰胺
效果相近，均明显高于苦参碱脂质体和苦参碱。结果表
明，经过透明质酸修饰的苦参碱脂质体对Ｈ２２肝癌小
鼠肿瘤的抑制效果较明显。

３ 讨论
随着研究的深入，越来越多的中药天然有效成分及

其提取物被发现有助于治疗肿瘤等疾病，且不良反应
少，不易产生抗药性犤 ９ 犦。苦参碱对多种肿瘤有抑制作用，
其机制主要为抑制肿瘤细胞增殖和诱导分化、抗肿瘤细
胞黏附和浸润转移。由于苦参碱的抗肿瘤作用机制极其
复杂，特别是诱导分化与凋亡、抗血管新生的机制尚未
清楚，因此，还需要大量的基础和临床研究，以进一步评
估其有效性及联合用药的功效犤 １０ 犦。

本试验中将苦参碱制备成脂质体，可达到缓释、长
效及被动靶向的目的，然而未经修饰的脂质体进入人体
内主要被人体网状内皮系统吞噬，有一定的系统靶向
性，但器官靶向性差。透明质酸可通过与细胞表面透明

质酸受体ＣＤ４４和ＲＨＡＭＭ结合，调节细胞的生长、
增殖和迁移，尤其在肿瘤细胞的侵袭和转移中发挥重要
作用，其中ＣＤ４４最重要，是与透明质酸结合的主要部
位犤 １１ 犦。透明质酸具有良好的生物相容性、低免疫原性等
优势，作为药物载体或靶向配体，近年来已成为治疗肿
瘤的研究热点。透明质酸对脂质体进行表面修饰可提高
脂质体的稳定性，减少脂质体被体内的网状内皮系统吞
噬，增加脂质体在人体血液中的循环时间，从而增强肿
瘤靶向性犤 １２ 犦。

本试验中通过制备方法比较和正交试验，确定了
ＨＡ － ＭＡ脂质体的制备方法和最佳处方，并通过体外释
放试验证实其有缓释作用。对Ｈ２２肝癌小鼠的抑瘤试
验结果表明，ＨＡ － ＭＡ脂质体的抑瘤率与环磷酰胺效果
相近，证实由于脂质体的包载及透明质酸配体的主动靶
向作用，提高了苦参碱的生物利用度，增强了抗肿瘤效
果，有望成为一种新型抗肿瘤靶向制剂。
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