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土贝母皂苷甲长循环脂质体的制备及体外性质考察    
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摘要：目的  制备土贝母皂苷甲长循环脂质体(tubeimoside A long-circulating liposomes，TA-LC-Lipo)，并进行体外性质考

察。方法  乙醇注入法制备 TA-LC-Lipo；采用 HPLC 测定包封率及体外释放率；通过 Marlvern 激光粒径分析仪测定粒径

和 Zeta 电位；肉眼观察法和紫外分光光度法评价其溶血作用。结果  确定处方为大豆磷脂浓度 10 mg·mL1、药脂比 1∶

10、大豆磷脂∶胆固醇=4∶1、DSPE-PEG 2000 的摩尔含量为 5%。制备得到的 TA-LC-Lipo 的平均粒径、PDI、电位、包

封率分别为 123.0 nm，0.134，1.20 mV，86.2%。结论  制得的 TA-LC-Lipo 粒度分布均匀，包封率较高，有较好的缓释

作用，并能有效改善土贝母皂苷甲的溶血现象。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare tubeimuside A long-circulating liposomes(TA-LC-Lipo), and to study the in vitro 
properties of TA-LC-Lipo. METHODS  TA-LC-Lipo was prepared by ethanol injection; encapsulation efficiency and in vitro 
release rate of TA-LC-Lipo were determined by HPLC; particle size and Zeta potential of TA-LC-Lipo were measured by a 
Marlvern Zetasizer Nano-ZS90; hemolysis of TA-LC-Lipo was assessed by visual observation and UV analysis. RESULTS  
The optimum prescription was as follows: the concentration of soybean phospholipid(SPC) was 10 mg·mL1, the ratio of drug to 
SPC was 1∶10, the ratio of SPC to cholesterol was 4∶1, and the molar content of DSPE-PEG 2000 was 5%. The average 
particle size, PDI, Zeta potential, and encapsulation efficiency of the prepared TA-LC-Lipo were 123.0 nm, 0.134, 1.20 mV, and 
86.2%, respectively. CONCLUSION  The prepared TA-LC-Lipo shows uniform particle size distribution, high encapsulation 
efficiency, sustained release, and low hemolytic activity in vitro.   
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中药土贝母 Bolbostemma paniculatum (Maxim.) 
Franquet.为葫芦科植物，是一种广泛应用的传统中

药，清代医学家赵学敏所编《本草纲目拾遗》记

载其具有清热解毒、消肿散结的功效[1]。现代医学

研究表明，土贝母化学成分具有抗肿瘤、抗病毒、

抗炎、免疫抑制等作用 [2] 。土贝母皂苷甲

(tubeimoside A，TA)是从土贝母中提取出来的主要

活性成分之一，近年来研究发现，TA 具有较强的

抗肿瘤活性，且抗瘤谱广，能有效抑制人宫颈癌

细胞 (Hela)[3]、肺癌细胞 (NSCLC)[4]、胃癌细胞

(BCG823)[5]、人肝癌细胞(HepG2)[5]、人鼻咽癌细

胞(CNE-2Z)[5]等的增殖。 
TA 为五环三萜类皂苷，结构式见图 1，静脉

注射具有很强的溶血性，无法直接应用于临床。

而五环三萜类由于口服吸收较差以及机体代谢作

用，致使其生物利用度普遍较低[6]，在一定程度上

也影响了其剂型设计及评价。 
脂质体可通过包埋技术提高药物的稳定性、

保护药物免受肠道内酶的降解、改善药物的溶血

作用等[7-8]。其作为抗肿瘤药物的载体，已得到广

泛研究和应用。但普通脂质体易被网状内皮系统

识别吞噬而造成其体内循环时间较短，近年来用

硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇(DSPE-PEG)对
脂质体膜进行修饰，发现能显著改善药物在血液

中的循环时间，从而增强药物的疗效[9]。Chen 等[10]

比较了经 DSPE-PEG2000 修饰的多西紫杉醇脂质
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体(PEGylated docetaxel liposome，PL-DOC)与普通

脂质体的体内外释放及分布行为，发现 PL-DOC
能显著降低单核吞噬系统(如肝脏和脾脏)的摄取，

同时延长血浆中 DOC 的保留时间。 

 
图 1  土贝母皂苷甲的化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of tubeimoside A 

本研究拟采用乙醇注入法制备 DSPE-PEG 2000
修饰的 TA 长循环脂质体 (tubeimoside A long- 
circulating liposomes，TA-LC-Lipo)，并对其体外

特性进行考察，从而为进一步研究其体内外抗肿

瘤作用奠定基础。     
1  仪器与试剂 

LC-20AT 高效液相色谱仪(日本岛津公司)；
HJ-3 控温磁力搅拌器(常州国宇仪器制造有限公

司)；超滤管 Amicon Ultra-4(美国 Millipore 公司，

MWCO=30 K)；DK-S22 电热恒温水浴锅(上海精

宏实验设备)；HAD-1080 恒温震荡仪(北京恒奥德

仪器仪表有限公司)；Nano-ZS90 激光粒径分析仪

(英国 Marlvern 公司)；UV-2600A 紫外分光光度计

(上海尤尼柯仪器有限公司)。 
TA(西安昊轩生物科技有限公司，批号：

HXTBM60943；纯度>98%)；大豆卵磷脂(soybean 
phospholipids，SPC，上海艾韦特医药科技有限公

司，批号：SY-SI-160101)；胆固醇(cholestrol，CHO，

日 本 精 化 株 式 会 社 ， 批 号 ： B41239) ；

DSPE-PEG 2000( 德 国 Lipoid 公 司 ， 批 号 ：

588200-2170082-01)；TA 对照品(中国药品生物制

品检定所，批号：111536-200304；纯度>99%)；
其余试剂均为分析纯。  
2  方法与结果 
2.1  TA-LC-Lipo 的制备 

采用乙醇注入法制备 TA-LC-Lipo。精密称取

处方量的 SPC、CHO、TA 及 DSPE-PEG 2000，加

入适量乙醇中，待完全溶解后，将溶液缓慢注入

到 pH=7.4 的 PBS 溶液中，恒温(40 ℃)磁力搅拌待

乙醇完全除尽，依次过 0.80，0.45 µm 微孔滤膜，

得到 TA-LC-Lipo，4 ℃冰箱保存。 
2.2  TA-LC-Lipo 的处方筛选 
    根据预实验结果及参考相关文献[11]，固定处

方中长循环材料 DSPE-PEG 2000 的摩尔含量为

5%，以粒径和包封率为评价指标，通过考察 SPC
浓度、SPC∶CHO 质量比、TA∶SPC 质量比，筛

选出最优处方。 
2.2.1  SPC 浓度考察  分别选择 SPC 浓度为 5，
10， 15， 20 mg·mL1，固定其他条件，制备

TA-LC-Lipo 。 以 粒 径 和 包 封 率 (encapsulation 
efficiency，EE)为评价指标，筛选出合适的 SPC 浓

度，结果见表 1。随着 SPC 浓度的递增，TA-LC-Lipo
的粒径与 EE 也逐渐增大。但 SPC 浓度>10 mg·mL1

时，TA-LC-Lipo 放置 1 周后容易产生沉淀，说明

SPC 浓度太大不利于形成稳定的脂质体，且一般

情况下，脂质体粒径>200 nm 时，容易被体内网状

内皮系统清除，而粒径在 100~200 nm 时，则具有

较好的体内循环时间[12]。综合考虑，确定处方中

的 SPC 浓度为 10 mg·mL1。 

表 1  SPC 浓度对 TA-LC-Lipo 的影响(n=3)   
Tab. 1  Effect of the SPC concentration on TA-LC-Lipo 
(n=3) 

SPC 浓度/mg·mL1 粒径/nm PDI EE/% 
 5  98.6 0.202 57.9 
10 121.5 0.189 80.1 
15 189.2 0.268 88.2 
20 296.2 0.271 90.8 

2.2.2  SPC∶CHO 质量比的筛选   分别选取

SPC∶CHO 质量比为 1∶1，2∶1，4∶1，6∶1，
制备 TA-LC-Lipo ，固定处方中 SPC 浓度为

10 mg·mL1，以粒径和 EE 为评价指标，筛选出合

适的比值，结果见表 2。随着处方中 CHO 用量的

增加，TA-LC-Lipo 的粒径也随之变大，当 SPC∶
CHO 质量比为 4∶1 时，EE 最高。 

表 2  SPC∶CHO 比例对 TA-LC-Lipo 的影响(n=3)  
Tab. 2  Effect of the ratio of SPC to CHO on 
TA-LC-Lipo(n=3) 

SPC∶CHO 粒径/nm PDI EE/% 
1∶1 307.2 0.223 73.2 
2∶1 289.3 0.169 79.7 
4∶1 122.2 0.198 84.3 
6∶1  92.5 0.176 77.9 

2.2.3  TA∶SPC 质量比的筛选  分别选取 TA∶

SPC 质量比为 1∶5，1∶10，1∶15，1∶20，制备

TA-LC-Lipo，固定处方中 SPC 浓度为 10 mg·mL1，



 

·834·        Chin J Mod Appl Pharm, 2020 April, Vol.37 No.7                          中国现代应用药学 2020 年 4 月第 37 卷第 7 期 

SPC∶CHO 质量比为 4∶1，以粒径和 EE 为评价

指标，筛选出合适的药脂比，结果见表 3。当磷脂

比例增大时，TA-LC-Lipo 的粒径和 EE 也随之增

大，而当比例高于 1∶10 时，EE 不再显著增加。

综合考虑，确定处方中药脂比为 1∶10。 

表 3  TA∶SPC 对 TA-LC-Lipo 的影响(n=3) 
Tab 3  Effect of the ratio of TA to SPC on TA-LC-Lipo(n=3) 

TA∶SPC 粒径/nm PDI EE/% 
1∶5 117.5 0.232 68.56 

 1∶10 127.4 0.151 86.07 
 1∶15 189.2 0.168 86.26  
 1∶20 205.3 0.197 86.72 

2.2.4 优化后的 TA-LC-Lipo 处方  SPC 浓度为

10 mg·mL1、药脂比 1∶10、SPC∶CHO=4∶1、
DSPE-PEG 2000 的摩尔含量为 5%。 
2.3  EE 测定方法的建立 
2.3.1  色谱条件   色谱柱为 DiamonsilTM C18 

(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为甲醇-水(65∶
35)；流速 1.0 mL·min1；检测波长 214 nm；柱温

30 ℃；进样量 20 µL。 
2.3.2  对照品溶液及样品溶液的配制  精密称取

TA 对照品 20.00 mg，于 20 mL 量瓶中加适量甲醇

溶解后定容至刻度，稀释至浓度为 100 µg·mL1 的

TA 对照品溶液。精密量取 TA-LC-Lipo 1 mL 于

20 mL 量瓶中，加甲醇破乳稀释至刻度，摇匀，过

0.45 µm 滤膜，得到样品溶液。 
2.3.3  标准曲线的制备  分别精密移取适量 TA
对照品溶液于 10 mL 量瓶中，加入甲醇定容稀释

成浓度分别为 5.0，10.0，20.0，40.0，60.0，80.0，
100.0 µg·mL1 的对照品溶液，取 20 µL 注入 HPLC
中，按“2.3.1”项下色谱条件测定，以浓度(C)为
横坐标，峰面积(A)为纵坐标进行线性回归，得标

准曲线方程 A=2 324.2C1 681.1 (R2=0.999 7)，说

明 TA 在 5.0~100.0 μg·mL1 内线性良好。 
2.3.4  仪器精密度试验   配制 TA 浓度为

40.0 µg·mL1 的 TA 对照品溶液，进样 6 次测定，

计算 RSD 为 0.72%，说明仪器精密度良好。 
2.3.5  稳定性试验  取同一样品溶液，分别于 0，
2，4，6，8，12 h 进样，测定峰面积 RSD 值为 0.97%，

表明样品溶液在 12 h 内稳定。 
2.3.6  重复性试验  取同一批次样品 6 份，按

“2.3.2”项下方法制备样品溶液，分别进样，测

得其峰面积 RSD 为 0.83%，说明重复性良好。 
2.3.7  回收率试验  精密吸取同一样品溶液 9 份，

分别精密加入低、中、高 3 个浓度的 TA 对照品溶

液，各 3 份，用甲醇稀释，摇匀后进样，测定峰

面积 RSD 为 1.08%，说明回收率高。 
2.4  TA-LC-Lipo 的体外表征 
2.4.1  EE 测定   通过超滤离心法 [13] 测定

TA-LC-Lipo的EE。将适量TA-LC-Lipo加入Ultra-4
超滤离心管(MWCO=30 K)中，于 5 000 r·min1 离

心 15 min。将滤液进行 HPLC 分析，计算得游离

TA 含量(C1)。同时移取同批 TA-LC-Lipo 适量于甲

醇破乳并进行 HPLC 分析，计算得脂质体中的总

TA 含量(C0)。根据以下公式计算 EE：EE(%)= 
(1–C1/C0)×100%，测得其 EE 为 86.2%。 
2.4.2  形态观察  制得的TA-LC-Lipo为略呈蓝色

乳光的半透明液体。取适量滴于铜网表面，静置

2 min，使 TA-LC-Lipo 充分吸附在铜网上。用 2%
磷钨酸染液染色 2 min，置透射电镜下观察，见图

2，可见其呈圆形或类圆形，大小分布较均匀。 

 
图 2  TA-LC-Lipo 透射电镜照片 
Fig. 2  TEM of TA-LC-Lipo 

2.4.3  粒径与电位  通过 Nano-ZS90 激光粒径分

析仪测定 TA-LC-Lipo 的粒径分布和 Zeta 电位。经

处方优化后的 3 批 TA-LC-Lipo 样品平均粒径为

123.0 nm，PDI 为 0.134，Zeta 电位为1.20 mV。

所制备的 TA-LC-Lipo 粒度分布均匀，见图 3。 

 
图 3  TA-LC-Lipo 的粒径分布 
Fig. 3  Particle size distribution of TA-LC-Lipo 

2.5  TA-LC-Lipo 体外释放度测定 
2.5.1  体外释放度测定方法建立  TA-LC-Lipo 按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，以浓度(C)为横

坐标，以峰面积(A)为纵坐标进行线性回归，得标
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准曲线方程 A=1 884.1C+45.683(R2=0.999 8)，说明

TA 在 0.10~6.00 µg·mL1 内线性关系良好。 
2.5.2  体外释放度测定   采用透析袋法考察

TA-LC-Lipo 的体外释放情况，分别取 TA-LC-Lipo
和 TA 溶液各 1 份置透析袋内。将含药透析袋置

200 mL PBS 缓冲液中，于恒温振荡仪中振荡

(37 ℃)，固定转速 75 r·min1 的条件下，分别于 0.5，
1，2，4，6，8，12，24，36，48 h 取样，每次 3 mL，
同时补加等量恒温的溶出介质，经微孔滤膜过滤后，

测定 TA 浓度，计算累积释放度(Q)，结果见图 4。 
从释药曲线可见，TA 溶液释药很快，12 h 时

药物已基本释放完全，累积释放度为 (100.63± 
3.79)%；而 TA-LC-Lipo 释放缓慢，12 h 时累积释

放度为(42.57±4.61)%，24 h 后释药曲线渐趋平稳，

48 h 时累积释放(68.66±4.43)%，可见 TA-LC-Lipo
在体外具有显著的缓释作用。 

 
图 4  TA 溶液及 TA-LC-Lipo 体外释放曲线(n=3) 
Fig. 4  In vitro release curve of TA solution and 
TA-LC-Lipo(n=3) 

2.6  TA-LC-Lipo 体外溶血作用 
2.6.1  2%红细胞悬液的配制  取新鲜鼠血加入预

先装有抗凝剂的离心管中。2 000 r·min1 离心

5 min，弃上层血浆。加入约 5~10 倍量的生理盐水，

轻轻摇匀，于 4 ℃低温离心 (2 000 r·min1) 
5~10 min，弃上清液，沉淀用生理盐水反复洗涤

2~3 次，至上清液不再呈红色为止。吸取红细胞

0.2 mL，用生理盐水稀释至 10 mL，即得 2%红细

胞混悬液。 
2.6.2  肉眼观察法  取洁净试管，编号，各管分

别加入 TA-LC-Lipo 或 TA 溶液，用生理盐水混匀，

最后每管加入 2%的红细胞混悬液，立即置于

(37±0.5)℃的恒温水浴中孵育 30 min，取出后以

1 800 r·min1 离心 10 min。判定标准：若溶液为澄

明红色，管底无细胞残留或仅有少量细胞残留，

表明发生溶血；若红细胞全部下沉，上清液无色

澄明，表明无溶血发生。结果表明脂质体可有效

抑制 TA 的溶血作用，见图 5。 

 
图 5  TA 溶液及 TA-LC-Lipo 溶血作用比较 
a15 μg·mL1 TA 溶液；a210 μg·mL1 TA 溶液；a330 μg·mL1 TA 溶

液 ； b15 μg·mL1 TA-LC-Lipo ； b210 μg·mL1 TA-LC-Lipo ；

b330 μg·mL1 TA-LC-Lipo；阴性0.9%氯化钠溶液；阳性蒸馏水。 
Fig. 5  Comparison of hemolytic activity of TA solution and 
TA-LC-Lipo  
a15 μg·mL1 TA solution; a210 μg·mL1 TA solution; a330 μg·mL1 

TA solution; b15 μg·mL1 TA-LC-Lipo; b210 μg·mL1 TA-LC-Lipo; 
b330 μg·mL1  TA-LC-Lipo; negative control0.9% sodium chloride 
solution; positive controldistilled water. 

2.6.3  分光光度法  通过UV对TA-LC-Lipo及TA
溶液的溶血作用进行进一步评价[14]。每管离心后

取上清，用紫外分光光度计在 575 nm 处测定吸光

度(A 值)，将蒸馏水作为空白对照。溶血率计算公

式：溶血率(%)=(Ai–A0)/(A1–A0)×100%，Ai 为各供

试品的吸光度，A0 为阴性对照吸光度，A1 为阳性

对照吸光度，溶血率>5%表明出现溶血。当 TA 浓

度在 10 μg·mL1 时，TA 溶液就已出现严重溶血，

溶血率高达 91.60%；而脂质体包裹后，TA 浓度高

达 500 μg·mL1 时，也未出现溶血，溶血率仅为

2.12%，结果见表 4。 

表 4  TA-LC-Lipo 和 TA 溶液的体外溶血活性 
Tab 4  In vitro hemolytic activity of TA-LC-Lipo and TA 
solution  

序号

TA 溶液 TA-LC-Lipo 
TA 浓度/
μg·mL1

吸光度

A 
溶血率/ 

% 
TA 浓度/ 
μg·mL1 

吸光度

A 
溶血率/

% 
1  5 0.091   1.61   5 0.039 0.00 
2 10 1.023  91.60  10 0.039 0.00 
3 30 1.125 101.45  30 0.048 0.00 
4     50 0.042 0.00 
5    100 0.051 0.00 
6    200 0.067 0.00 
7    500 0.116 2.12 

3  讨论 
本研究旨在构建 PEG 修饰的 TA-LC-lipo 递送

系统，并对其体外性质进行评价。DSPE-PEG 2000
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是一种兼有亲脂性和亲水性的两亲性聚合物，具

长循环特性，并可借助 EPR 效应增加药物在肿瘤

部位的蓄积[15]。体外释放实验可知，TA-LC-lipo
相比 TA 溶液，表现出了较好的缓释效果，一方面

可能是脂质体作为药物的储存形式，能使包埋的

内含物缓慢释放；另一方面 PEG 长链在脂质体表

面形成的水化层能有效阻止药物扩散[16]。Ahmad
等[11]通过比较处方中 DSPE-PEG2000 不同摩尔含

量(2%，5%和 8%)对百里醌体内循环作用的影响，

发现当其含量为 5%时，药物在血液中的 T1/2 最长。

因此，本研究固定其摩尔含量为 5%。 
另外，DSPE-PEG 2000 的用量对脂质体的稳

定也具有非常重要的影响，当其在处方中的摩尔

百分含量占 5%~7%时，脂质体能达到最佳的热稳

定状态，这可能是由于此时 PEG 分子从“蘑菇状”

构象转变成“毛刷状”构象，PEG 层几乎完全覆

盖表面，使其空间保护作用增强 [17-18]。同时，

DSPE-PEG 2000 修饰后，TA-LC-lipo 的电位绝对

值接近于零，其原因可能是 PEG 呈中性，可屏蔽

脂质体表面部分电荷[19]，这也为其减弱与巨噬细

胞表面的正电荷发生相互作用而被吞噬提供了有

利条件[20]。 
体外溶血试验发现，TA 溶液的溶血性较强，

10 μg·mL1 时的溶血率>90%，其溶血机制主要是

三萜皂苷会与生物膜上的胆甾醇形成复合物，产生

了离子通道和较大的水性孔道，导致红细胞穿孔破

裂，发生溶血[21]。而将 TA 包裹在含有胆固醇的脂

质体中，TA 已经与胆固醇相结合，就不会再与红

细胞中的胆甾醇结合而使红细胞破裂。因此，TA
经脂质体包裹后，可有效解决其溶血的不良反应。 

本研究采用乙醇注入法制备 TA-LC-Lipo，制

备工艺简单，制得的脂质体具有较高的包封率和

良好的体外缓释效果，同时显著降低了 TA 的溶血

作用，为 TA-LC-Lipo 的体内药动学及药效研究奠

定了基础。 
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