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综上所述，本研究表明蛇床子素能显著提高

乳 腺 癌 细 胞 对 TRAIL 的 敏 感 性 ， 并 通 过

cIAP2/RIP1 途径使乳腺癌细胞在 TRAIL 的治疗下

易于形成死亡受体复合物，进而诱导肿瘤细胞进

入凋亡程序。这些研究为如何提高 TRAIL 的抗肿

瘤活性提供了新的思路和理论依据。 
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葛根素 PEG-PE 纳米胶束的制备及降低红细胞溶血的初步研究 
    

方瑞华，梁卫青，张佳军(浙江中医药大学附属嘉兴中医院，浙江 嘉兴 314001) 

 
摘要：目的  采集葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucose-6-phosphate ehydrogenase deficiency，G6PD)缺陷的动物模型血液，评价

葛根素 PEG-PE 纳米胶束降低红细胞溶血的作用。方法  1%乙酰苯肼皮下注射大鼠制备 G6PD 缺陷的动物模型，取其红

细胞制成混悬液，比较评价葛根素和葛根素 PEG-PE 纳米胶束的溶血作用、红细胞脆性及红细胞膜流动性。结果  葛根

素出现了明显的红细胞溶血，且随着浓度变化和孵育时间延长具有增加的趋势，溶血率高达 38%，而葛根素 PEG-PE 纳

米胶束未见明显溶血；另外，红细胞脆性实验结果表明，葛根素 PEG-PE 纳米胶束对红细胞膜的作用非常轻微，H50%为

(42.1±1.1)%，显著小于葛根素的该数值(53.1±1.2)%，红细胞膜流动性结果表明，葛根素 PEG-PE 纳米胶束对红细胞膜的

流动性影响非常轻微。结论  葛根素 PEG-PE 纳米胶束良好的血液相容性，为该药物的体内研究和进一步新型药物制剂

开发奠定基础。 
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Preparation of Puerarin-loaded PEG-PE Nano-micelle and Its Reducing Hemolysis Effect 
 
FANG Ruihua, LIANG Weiqin, ZHANG Jiajun(The Affiliated Jiaxing Hospital of Traditional Chinese Medicine of 

Zhejiang Chinese Medical University, Jiaxing 314001, China)  

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore and analyze the reducing hemolytic effects of puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle 
via the glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)-deficient rats blood. METHODS  The rat model with G6PD-deficiency 
was established via injecting 1% acetylphenyl-hydrazine. Then the G6PD-deficient erythrocyte suspension obtained from this rat 
model was used to evaluate the hemolytic effects of PUE and puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle via hemolytic activity, 
erythrocyte osmotic fragility assay and membrane fluidity of erythrocytes. RESULTS  PUE could cause a serious hemolysis to 
the erythrocyte suspension with the increase of drug concentration and the prolongation of drug incubation time, the hemolytic 
rate of PUE was up to 38%, while PEG-PEN revealed no significant hemolysis. Additionally, the result of erythrocyte osmotic 
fragility indicated that puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle exerted a slight effect on the erythrocyte membranes, its H50% was 
(42.1±1.1)%, much less than that (53.1±1.2)% of PUE. Erythrocyte membrane fluidity indicated that the effect of 
puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle on erythrocyte membrane fluidity was very slight. CONCLUSION  The good blood 
compatibility of puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle makes it a favorable candidate for in vivo tests and puerarin-loaded 
PEG-PE nano-micelle can also provide the useful insight for the further formulation development as an innovative drug. 
KEY WORDS: puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle; hemolysis; erythrocyte osmotic fragility; membrane fluidity of 
akaryocyte 

 

葛根素是从中药野葛 Pueraria lobata(Willd.) 

Ohwi 中提取的主要有效成分，具有扩张冠状动脉、

改善缺血心肌代谢、减慢心率、保护缺血心肌等

多种药理作用，临床上常用葛根素注射液治疗心

脑血管疾病，且疗效确切[1-3]。虽然葛根素在临床

上应用十分广泛，但急性血管内溶血反应严重，

极大限制了葛根素的临床应用。PEG-PE 为美国

FDA 批准的药用高分子材料，并且无毒、无免疫

原性和无抗原性，常用来包裹蛋白质、多肽、肿

瘤小分子药物等，制成载药纳米胶束，很大程度

上延长药物体内作用时间，提高生物利用度，增

加药效，还可减少原型药物的不良反应[4-5]。基于

此，本研究拟采用 PEG-PE 纳米胶束包裹葛根素，

减少其红细胞溶血不良反应。 
1  材料 

1.1  仪器与试药 

SP-Max 2300A2型光吸收型全波长酶标仪(上

海闪谱生物科技有限公司)；AR224CN分析天平(广

东市怡华新电子仪器有限公司)；SIGMA3-15台式

离心机(德国SIGMA公司)；SPX-150B-Z生化培养

箱(北京京海佳业科贸有限公司)。 

葛根素注射液[以下简称PUE，陕西省安康市

天宝制药有限公司，批号： 151016，规格：

2 mL·(100 mg)1]；葛根素原料药(国药集团威奇达

药业有限公司，批号：141211，纯度：99.2%)；

PEG-PE(北京凯正生物工程发展有限责任公司，分

子量约4 000 Da)；生理盐水(北京双鹤药业股份有

限公司)。 

1.2  动物 

SD 大鼠，♂，220~270 g，由浙江省实验动物

中心提供，合格证号：SCXK(浙)2013-0011。 

2  方法 

2.1  葛根素 PEG-PE 纳米胶束的制备 

吸取适量 20 mg·mL1 的葛根素乙醇溶液和

20 mg·mL1 PEG-PE 的三氯甲烷溶液置旋蒸瓶中，

再加入适量三乙胺，混合均匀。于 40 ℃恒温水浴

中用旋转仪除去有机溶剂形成含药脂膜，再真空

干燥除尽残留的有机溶剂。于上述脂膜中加入

HBS(5 mmol·L1 HEPES，0.9% NaCl，pH 7.0)缓冲

溶液，充氮气，密封，于 40 ℃恒温水浴中水化

30 min，室温下放置 2 h 后，过 0.2 μm 的无菌滤膜，

冷冻干燥，即得葛根素 PEG-PE 纳米胶束。 

2.2  载药量及包封率的测定 

取葛根素PEG-PE纳米胶束适量，采用适量

Milli-Q水溶解，精密吸取0.5 mL，加入4.5 mL有机

流动相稀释，涡旋混合提取药物，取40 μL药物提
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取液注入高效液相色谱仪中，记录峰面积，根据

标准曲线计算包载于PEG-PE纳米胶束中葛根素的

药物总量(Mload)，除以葛根素PEG-PE纳米胶束总

质量(Mtotal)，按下式(1)计算载药量(WT)；精密吸

取葛根素PEG-PE纳米胶束水溶液0.5 mL，置于

MWCO超滤管中，10 000 r·min1离心15 min，采

用HPLC测定下层液中游离葛根素的总量(Mfree)，

按下式(2)计算包封率(EE)。 

%100(%)
total

load 
M

M
WT          (1) 

%100)1((%)
load

free 
M

M
EE       (2) 

2.3  红细胞悬浮液的制备 

采用对红细胞内葡萄糖 -6- 磷酸脱氢酶

(glucose-6-phosphate ehydrogenase deficiency ，

G6PD)活性有干扰作用的强氧化剂乙酰苯肼

(acetylphenylhydrazine，APH)为造模药，复制G6PD

酶活性降低大鼠模型。采用1%APH生理盐水溶液

以1 mL·(100 g)1剂量给健康♂大鼠作皮下注射，每

天上午1次，连续2次，造模第2天晚上禁食，12 h

后从腹主动脉采集新鲜血样，小心注入抗凝管中

保存，采用PBS小心洗涤红细胞溶液，1 500 r·min1

离心4 min，重复5~6次，直至上清液清亮，配制成

所需(10%，50%)浓度的红细胞混悬液[6-7]。 

2.4  溶血率与时间关系 

2.4.1  5‰的葛根素注射液的配制  取葛根素注

射液1支，精密吸取葛根素注射液500 μL，加入生

理盐水稀释至5 mL，即得5‰的葛根素注射液。 

2.4.2  5‰葛根素PEG-PE纳米胶束溶液的配制   

精密称取葛根素PEG-PE纳米胶束约500 mg(含葛

根素50 mg)，用10 mL生理盐水溶解，使用前临时

配制，即得5‰葛根素PEG-PE纳米胶束溶液。 

2.4.2  红细胞溶血率的测定  移取配制好的5‰

葛根素注射液和葛根素PEG-PE纳米胶束各200 μL

至洁净EP管中，阴性对照管加200 μL生理盐水，

阳性对照管加200 μL蒸馏水；然后用移液枪吸取

10%红细胞悬液200 μL，添加到各管中，低速漩涡

30 s，使红细胞悬液与受试物混合均匀。各管置于

37 ℃生化培养箱中孵育，分别于0.5，1，2，3，4，

5，6，7，8 h将受试物从生化培养箱中取出，观察

血样凝集反应。每管以1 500 r·min1离心，精密吸

取上清液150 μL，转移到96孔酶标板，用酶标仪于

540 nm下测定吸光度(OD)，按以下公式计算溶血

百分率，每个样品平行3次试验。 

溶血率 (%)=(样品管OD值阴性对照管OD

值 )/(阳性对照管 OD值 阴性对照管 OD值 )× 

100%。 

2.5  溶血率与浓度关系 

2.5.1  受试液的配置  取配制好的5‰葛根素注

射液，依次用生理盐水倍半稀释成葛根素浓度为

5‰，2.5‰，1.25‰，0.625‰，0.313‰，0.157‰，

0.079‰，0.04‰的系列溶液，同样的方法可制备

系列等浓度的葛根素PEG-PE纳米胶束溶液。 

2.5.2  红细胞溶血率的测定  移取配制好的葛根

素和葛根素PEG-PE纳米胶束系列溶液各200 μL至

洁净EP管中，培养箱中孵育时间为4 h，其余同

“2.4.2”项下红细胞溶血率的测定方法。 

2.6  红细胞渗透脆性试验 

2.6.1  NaCl系列溶液的制备  将1%NaCl溶液和

蒸馏水进行配比，制备成浓度为0.176%~0.819%的

系列NaCl溶液，备用。 

2.6.2  受试药的配制  ①0.25%葛根素配制：精密

称取葛根素 10 mg，与“2.6.1”项下不同浓度的

NaCl 溶液 4 mL 混合均匀，即得。②0.25%葛根素

PEG-PE 纳米胶束的配制：精密称取葛根素

PEG-PE 纳米胶束 12.5 mg(含葛根素 1.25 mg)，与

“2.6.1”项下不同浓度的 NaCl 溶液 0.5 mL 混合

均匀，即得。③空白对照组：取“2.6.1”项下不

同浓度的 NaCl 溶液 0.5 mL，加入红细胞悬液

20 μL，即得。 

2.6.3  红细胞渗透脆性的测定  用移液枪精密吸

取 50%红细胞悬液 20 μL，加入到已添加药物的系

列 NaCl 溶液 (0.25% 葛根素或 0.25% 葛根素

PEG-PE 纳米胶束)中，各管置于 37 ℃生化培养箱

中孵育 3 h，其余同“2.4.2”项下红细胞溶血率的

测定方法，以生理盐水管为阴性对照管，蒸馏水

管为阳性对照管，计算出各管的溶血百分率。

后采用合适的数学模型，建立 NaCl 浓度与溶血率

的关系，计算葛根素 PEG-PE 纳米胶束组、葛根素

组和空白给药组各自的 H50%(当红细胞溶血率为

50%时所对应的 NaCl 浓度)。 

2.7  红细胞膜流动性 

以四氢呋喃作溶剂配制 2×103 mol·L1 的储

存液，于棕色瓶中 4 ℃低温保存，四氢呋喃工作

液临用前以等渗 PBS 稀释。采用 PBS 配置浓度为

0.25%的葛根素和葛根素 PEG-PE 纳米胶束溶液，
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加入适量浓度为 50%的红细胞悬液，再与四氢呋

喃工作液等体积混匀，于 37 ℃水浴孵育 2 h，检

测偏振荧光(激发光波长：362 nm，发射光波长：

430 nm)，以空白对照组为基准，按下列公式计算

荧光强度 I、荧光偏振度 P 和微粘度 η，比较 2 组

药物对红细胞膜流动性的影响[8]。 

P=IVVGIVH/IVV+GIVH 

η=2P/(0.46P) 

式中 IVV 和 IVH 分别是起偏和检偏器光轴为

垂直和水平方向时测得的荧光强度，G 是校正因子。 

2.8  统计学处理 

所获数据采用SPSS 13.0处理，各处理组之间

的差异进行样本t检验。 

3  结果 

3.1  载药量及包封率 

经HPLC测定，葛根素PEG-PE纳米胶束的载药

量为(10.2±1.3)%，包封率为(87.9±4.6)%，且重

复性和稳定性良好，可用于溶血试验。 

3.2  溶血率与时间关系 

由图1数据分析可知，葛根素注射液诱导的红

细胞溶血随时间延长，具有明显增长趋势，见图1。

而葛根素PEG-PE纳米胶束的红细胞溶血百分率曲

线比较平缓，基本维持在 5%~8%左右，表明

PEG-PE纳米胶束可以明显减少葛根素的红细胞溶

血现象。 

 
图 1  葛根素 PEG-PE 纳米胶束和葛根素诱导的溶血与时

间的关系 

Fig. 1  The relationship between time and hemolysis 
induced by PUE and puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle 

3.3  溶血率与浓度关系 

由图 2 可知，在低浓度条件下，葛根素注射

液的溶血百分率相对比较小，当药物浓度增大时，

尤其当葛根素浓度较高时，葛根素注射液的溶血

百分率达 38%左右，恰好与文献报道葛根素注射

液一般在高浓度时出现红细胞溶血不良反应现象

相一致[6]。而葛根素 PEG-PE 纳米胶束的溶血百分

率仅约 4%~8%，几乎没有出现明显的溶血现象，

表明 PEG-PE 纳米具有一定的抗红细胞溶血作用。

结果见图 2。 

 
图 2  溶血与不同浓度的葛根素 PEG-PE 纳米胶束和葛根

素的对比研究 

Fig. 2  Comparison of the hemolytic effects induced by 
different concentration of PUE and puerarin-loaded PEG-PE 
nano-micelle 

3.4  红细胞渗透脆性 

葛根素 PEG-PE 纳米胶束组、空白给药组和葛

根素组的红细胞脆性具体结果见图 3。葛根素

PEG-PE 纳米胶束的红细胞溶血率明显比葛根素

注射液要小。葛根素 PEG-PE 纳米胶束组对红细胞

脆性的影响甚至比空白对照组要小，可能原因是

PEG-PE 纳米胶束包裹葛根素药物后，由于

PEG-PE 良好的血液相容性，PEG-PE 为长链状的

大分子结构，缠绕并附着在红细胞表面，减少红

细胞之间的相互碰撞和作用，从而加强了红细胞

的相对空间布局有关。由表 1 的曲线拟和结果分

析，葛根素、空白对照组和葛根素 PEG-PE 纳米

胶束组 H50%分别为(53.1±1.2)%，(49.2±0.9)%，

(42.1±1.1)%，该方程表明葛根素 PEG-PE 纳米胶

束组对红细胞脆性的影响明显小于葛根素药物组，

对红细胞膜的损伤作用非常轻微。 

表 1  红细胞脆性的回归方程(n=3， sx  ) 

Tab. 1  Curvilinear equation of osmotic fragility curves of 
rat erythrocytes(n=3, sx  ) 

药物 代表性曲线方程 H50% 

空白对照 ( 0.4875)/0.0387

89.3737
2.4164

1 x
y

e  


，r=0.9992 49.2±0.9

葛根素PEG-PE
纳米胶束 

4.03912.4517 111.2349 xy e   ，r=0.9962 42.1±1.1

葛根素 ( 0.5243) /0.0363

82.49
12.9447

1 x
y

e  


，r=0.9990 53.1±1.2
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图 3  葛根素 PEG-PE 纳米胶束、葛根素和空白溶液红细

胞脆性的对比研究 

Fig. 3  Comparison of osmotic fragility curves of rat 
erythrocytes in the absence and in the presence of PUE or 
puerarin-loaded PEG-PE nano-micelle 

3.5  红细胞膜流动性 

与空白对照组比较，葛根素组的荧光偏振度

明显增大，微黏度明显增大，红细胞膜流动性显

著下降；葛根素 PEG-PE 纳米胶束组荧光偏振度与

葛根素组相比显著减少，基本与空白对照组数据

相近，表明 PEG-PE 纳米胶束具有稳定红细胞膜，

降低流动性的作用。结果见表 2。 

表 2  各组药物对红细胞膜流动性的影响(n=3， sx  ) 

Tab. 2  Effect of each group on the membrane fluidity of 
erythrocyte membrane(n=3, sx  ) 

组  别 P η 

空白对照 0.221±0.007 2.107±0.005 

葛根素PEG-PE纳米胶束  0.252±0.0031)  2.325±0.0062) 

PUE 0.357±0.006 6.287±0.008 

注：与PUE组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with PUE group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

尽管目前关于葛根素注射剂溶血不良反应的

研究报道很多，但具体发生机制仍是未知。目前

临床研究发现[9]，葛根素注射剂引起的血管内溶血

属于Ⅱ型变态反应，但无法解释临床上口服葛根

素却未发生免疫性溶血，故此结论有待进一步论

证。岳鹏飞等[10]报道，采用葛根素亚微乳静脉注

射可明显减少溶血不良反应的发生，但作用机理

尚不明确，只说可能与亚微乳的包裹作用有关。

尽管如此，普遍因为葛根素注射剂导致的红细胞

溶血现象属于药源性不良反应。在大剂量情况下，

葛根素可在体内形成一种药物性半抗原，刺激机

体产生特异性抗体，然后激活补体，导致红细胞

破坏，因而出现了溶血等一系列不良反应。一般

情况下，葛根素同其他黄酮类物质一样对红细胞

膜脂质过氧化损伤具有防护作用，但在特殊条件

下亦有可能对红细胞起损伤作用。老年患者由于

年龄较大且经常患病，常常影响红细胞膜的稳定

性。另外，老年人肝肾代谢功能逐渐衰退，葛根

素 注 射 剂 临 床 剂 量 又 偏 大 ， 一 般 为

200~500 mg·d1，很容易在体内形成蓄积。所以，

体质较弱的老年人群 有可能出现红细胞溶血不

良反应。故本实验采用对红细胞内G6PD活性有干

扰作用的强氧化剂(APH)进行造模，制作G6PD缺

陷(G6PD酶活性降低)大鼠模型，模拟临床上红细

胞膜相对比较脆弱的病理症状，便于比较葛根素

PEG-PE纳米胶束与葛根素诱导的红细胞溶血差异。 

PEG-PE是在体内可降解并经FDA批准的可用

于人体的药物载体材料，具有良好的生物相容性

和安全性。从葛根素PEG-PE纳米胶束和葛根素红

细胞溶血率的对比研究发现，在低剂量情况下，

两者没显示明显差别，在高剂量情况下，葛根素

出现了明显的红细胞溶血现象。而葛根素PEG-PE

纳米胶束的溶血率始终保持在4%~8%。由此表明，

PEG-PE纳米胶束可以降低葛根素的红细胞溶血，

可能的原因是葛根素经PEG-PE纳米胶束包裹后，

抗原性被PEG-PE大分子掩盖。从葛根素PEG-PE

纳米胶束和葛根素红细胞脆性结果分析，两者的

H50%分别为42.1%和53.1%，葛根素PEG-PE纳米胶

束的H50%甚至比空白给药物组H50%值 (49.2%)要

小。可能的原因是PEG-PE为血溶性良好的药用高

分子辅料，长链状的大分子体系，能缠绕并附着

在红细胞周围，从而减少红细胞相互之间的聚集，

类似固化了整个红细胞体系的空间布局，大大减

少了红细胞之间相互碰撞出现溶血的几率。所以，

葛根素PEG-PE纳米胶束对红细胞的损伤比较轻

微，同时该结论也可为PEG-PE纳米胶束降低葛根

素的红细胞溶血现象提供一些科学解释。另外，

红细胞膜流动性结果表明，PEG-PE纳米胶束具有

稳定红细胞膜，降低流动性的作用。也可为PEG-PE

纳米胶束降低葛根素的红细胞溶血现象提供科学

依据。 

综上所述，葛根素PEG-PE纳米胶束很大程度

上可以降低原型药物的溶血不良反应，可能与

PEG-PE本身为药用辅料的无毒、无免疫原性及大

分子体系的缠绕包裹减少红细胞之间的碰撞有
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关。另外，由于葛根素PEG-PE纳米胶束可以降低

免疫原性，针对于葛根素的抗原性引发的过敏反

应，如药物热、药疹、荨麻疹等很可能也会减少，

有待于进一步研究。 
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复方楂金颗粒中试生产及质量评价研究 
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摘要：目的  确立复方楂金颗粒中试生产工艺，并进行质量综合评价。方法  以中试规模要求，药材投料量为复方楂金

颗粒处方量的 10 倍，在小试工艺基础上，制备 3 批复方楂金中试颗粒，对中试工艺的技术参数进行考察，以浸膏得率、

流动性、成型率、溶化率、堆密度、吸湿性、含量测定为考察指标；按照颗粒剂相关检查项目对 3 批中试产品进行粒度、

水分、溶化性、装量差异检查，对其制备工艺进行综合评价。结果  复方楂金颗粒中试产品 3 批，药材投料量 60 kg，浸

膏得率分别为 12.25%，11.31%，9.61%，绿原酸含量分别为 0.016 5%，0.017 4%，0.017 1%；采用湿法制粒，浸膏粉∶

乳糖∶可溶性淀粉=56∶7∶17(以不含水计算)，混匀，以 85%乙醇为润湿剂制软材，乙醇的用量为处方总量的 60%~75%，

成型率分别为 88.25%，89.87%，88.31%，休止角、溶化率、堆密度符合颗粒剂制备要求，平衡吸湿时间分别为 140.3，

136.5，130.1 h；颗粒剂相关检查均符合规定。结论  复方楂金颗粒中试工艺可靠，连续生产的稳定性好，工艺条件合理

可行，符合大生产要求。 
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