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基于DiR脂质体荧光探针验证柴胡“引药入肝”靶向性研究
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摘 要：目的  制备DiR（1，1′-dioctadecyl-3，3，3′，3′-tetramethylindotricarbocyanine iodide）脂质体荧光探针（DiR-LP），研究柴

胡作为引经药对其在小鼠体内分布的影响，初步验证柴胡引药入肝性能。方法  薄膜分散法制备DiR-LP，以包封率为主要

指标，通过单因素试验确立DiR-LP最佳处方与制备工艺，并进行表征。30只 SPF 级昆明种小鼠随机分为 5组：对照组、

DiR-LP 组和柴胡水提液低、中、高剂量（0.5、1.0、2.0 mg·kg−1）＋DiR-LP组，柴胡水提液＋DiR-LP 组小鼠预先连续 3 d按

10 mL·kg−1体积 ig相应的柴胡水提液，对照组和DiR-LP组小鼠 ig相同体积的生理盐水；除对照组外，各组小鼠以 10 mL·kg−1尾

iv DiR-LP，对照组小鼠尾 iv相同剂量的生理盐水；利用小动物活体成像仪在不同时间点（4、5、6、8 h）拍照，示踪小鼠体内

DiR-LP的分布情况；8 h时经解剖取出心、肝、脾、肺、肾等器官进行拍照，观察各器官的荧光强度。结果  DiR-LP最佳处

方与制备工艺：精密称取大豆卵磷脂 120 mg、胆固醇 12 mg、DiR 0.375 mg于 100 mL茄形瓶中，加入 10 mL无水乙醇溶解，于

40 ℃恒温水浴中，30 r ·min−1 旋转减压蒸发 1 h，形成均匀透明薄膜；再加入聚山梨酯 80 12 mg、溶于纯净水 10 mL，于

150 r·min−1旋转常压水化 1 h后，置于冰水浴中超声 10 min（功率 100 W），分别过 0.45、0.22 µm微孔滤膜整粒 3次，即得DiR-

LP。制得的DiR-LP包封率为 95.2%，粒径为 254.1 nm，聚合物分散性指数（PDI）为 0.196，Zeta电位−5.21 mV，14 d内无

沉淀或浑浊现象。DiR-LP经尾 iv后主要在肝脏中分布，柴胡水提液＋DiR-LP组肝脏部位荧光信号明显比DiR-LP组强，且

荧光信号强度与柴胡水提液剂量呈正相关。结论  使用薄膜分散法制备的DiR-LP包封率高、粒径适宜、稳定性较好；在小

鼠体内，柴胡对DiR-LP具有肝脏导引作用，且与剂量相关，初步验证了柴胡“引药入肝”的肝靶向性。
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Verification of Bupleurum chinense "drug introduction into liver" based on DiR 
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Abstract: Objective The DiR liposome fluorescent probe (DiR-LP) was prepared to study the effect of Bupleurum chinense as a 

primer on its distribution in mice and verify the liver function of B. chinense. Methods DiR-LP was prepared by thin film dispersion 

method, and the optimum formulation and preparation process of DiR-LP were determined by single factor test with the 

encapsulation rate as the main index. Thirty SPF Kunming mice were randomly divided into five groups: Control group, DiR-LP 

group and B. chinense water extract (BCWE) at low, medium and high doses (0.5, 1.0, 2.0 mg·kg−1)+DiR-LP group. Mice in BCWE+

DiR-LP group were ig with the corresponding BCWE at 10 mL·kg−1 volume for three consecutive days in advance. Mice in control 

group and DiR-LP group were given the same volume of normal saline. Except the control group, mice in each group were given 

10 mL·kg−1 DiR-LP by tail iv and the control group were given the same dose of normal saline. The distribution of DiR-LP in mice 

was traced by using small animal imager at different time points (4, 5, 6, 8 h). At 8 h, organs such as heart, liver, spleen, lung and 
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kidney were dissected and photographed to observe the fluorescence intensity of each organ. Results The optimum formulation and 

preparation process of DiR-LP were as follows: 120 mg of soy lecithin, 12 mg of cholesterol and DiR 0.375 mg were accurately 

weighed in 100 mL nightshade bottle, dissolved in 10 mL of anhydrous ethanol, and then evaporated in a constant temperature 

water bath at 40 ℃ for 1 h at 30 r·min−1 to form uniform transparent films. Then polysorbate 80 12 mg was added, 10 mL was 

dissolved in pure water, and the water was hydrated at 150 r·min−1 under atmospheric pressure for 1 h, then ultrasonic was placed in 

ice water bath for 10 min (power 100 W), and the whole grain was passed through 0.45 and 0.22 µm microporous filter membrane 

three times, to obtain DiR-LP. The entrapment efficiency of DiR liposomes was 95.2%, the particle size was 254.1 nm, the PDI was 

0.196, the Zeta potential was −5.21 mV, and there was no precipitation or turbidity within 14 days. DiR-LP was mainly distributed in 

liver after tailing iv. The fluorescence signal in liver of BCWE + DiR-LP group was significantly stronger than that of DiR-LP 

group, and the intensity of fluorescence signal was positively correlated with the dose of BCWE. Conclusion DiR-LP prepared by 

thin film dispersion method has high encapsulation efficiency, suitable particle size and good stability. In mice, BCWE has liver 

guiding effect on DiR-LP, which is related to the dose. It verifies the liver targeting of B. chinense "introducing drugs into the liver".

Key words: Bupleurum chinense DC; liposomes; DiR; fluorescent probe; liver targeting; drug introduction into liver; thin film 

dispersion method; in vivo bioluminescence image

柴胡为伞科植物柴胡 Bupleurum chinense DC.

或狭叶柴胡 B. scorzonerifolium Willd 的干燥根，药

性辛、苦，微寒，归肝、胆、肺经，具有疏散退热、疏肝

解郁、升举阳气的功效［1］。柴胡作为肝经引药具有

悠久的历史并长期应用于临床，如龙胆泻肝汤中柴

胡舒畅肝胆之气，并引诸药归于肝胆之经。逍遥散

中柴胡疏肝解郁，为方中君药，兼引诸药入肝经，主

治肝郁血虚脾弱证。现代研究表明柴胡作为引经

药可增强大黄-丹参药对改善SD大鼠的肝纤维化疗

效［2］，促进姜黄素在大鼠肝脏中的分布［3］。

DiR（1，1′-dioctadecyl-3，3，3′ ，3′-tetramethy 

lindotricarbocyanine iodide）是 1 种亲脂性的羰花青

荧光染料，其光吸收在近红外区域，具有较大荧光

强度，光稳定性好，可穿透动物组织，背景干扰小，

适用于动物活体成像的示踪［4］。但DiR的疏水性较

强，限制了其在生物活体内的广泛应用［5］。脂质体

作为一种药物载体，主要由磷脂与胆固醇组成，类

似于生物细胞膜结构，具有体内可降解、低免疫原

性、保护药物活性基团、延长药物循环时间等优

势［6］。将DiR染料包封于脂质体的疏水双分子层之

间，染料分子高度分散，发射荧光信号，随着脂质体

在体内不断降解，染料分子被释放进入体液中，分

子间较强的 π-π相互作用及疏水作用致使分子间发

生聚集而后荧光完全淬灭。因此，荧光信号即代表

脂质体的信号，通过追踪体内荧光即可研究脂质体

在体内的转运和分布过程［7］，还可有效克服DiR染

料生物利用度低问题。

本研究以制备的 DiR 脂质体荧光探针（DiR-

LP）注射于 ig柴胡提取液后的小鼠，利用小动物活

体成像仪观察不同时间点各脏器荧光强度，若柴胡

提取液可增强小鼠肝脏部位的荧光强度，则表示柴

胡可引导 DiR-LP 聚集于肝脏部位，则初步验证柴

胡“引药入肝”性能，可为柴胡应用于肝靶向制剂提

供实验依据。

1　材料

1.1　仪器

BCE224-1CCN 电子天平［赛多利斯科学仪

器（北京）有限公司］；EX125DZH 十万分之一天

平（奥豪斯仪器有限公司）；GT SONIC-P3型超声波

清洗机（功率 100 W，昆明庆宏实验室设备有限公

司）；RE212-B旋转蒸发仪（雅马拓科学株式会社）；

Cary 60 紫外分光光度计（美国安捷伦科技有限公

司）；90PlusPALS型纳米激光粒度仪（美国布鲁克海

文仪器公司）；透射电子显微镜（日本 Hitachi 

HT7700）；小动物活体成像仪（珀金埃尔默仪器有限

公司）。

1.2　药材与主要试剂

柴胡药材购买于云南昆明百草园药材经营部，

经云南中医药大学药用植物教研室李亚琼教授鉴

定，为伞科植物柴胡B. chinense DC.的干燥根，符合

《中国药典》2020年版规定；大豆卵磷脂（卵磷脂≥
90%，上海源叶生物科技有限公司，批号 S30869）；

胆固醇（质量分数 95%，上海源叶生物科技有限公

司，批号S11040）；DiR荧光染料（爱必信生物科技公

司）；聚山梨酯 80（北京鼎国生物技术有限责任公

司）；无水乙醇（分析纯，成都市科隆化学品有限公

司）；正丁醇、生理盐水等试剂均为分析纯。

1.3　实验动物

SPF 级昆明种小鼠 30 只，雄性，体质量 18～

22 g，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，实验
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动物生产许可证号 SCXK（京）2019-0010。动物饲

养于云南中医药大学动物实验中心，使用许可证

SYXK（滇）K2017-0005，动物实验经云南中医药大

学动物实验伦理委员会批准，批号R-062022002。

2　方法与结果

2.1　DiR-LP与空白脂质体的制备

采用薄膜分散法制备脂质体［8］。精密称取大豆

卵磷脂 120 mg、胆固醇 20 mg、DiR 0.3 mg于 250 mL

茄形瓶中，加入 10 mL无水乙醇溶解，于 45 ℃恒温

水浴中，30 r·min−1旋转减压蒸发 1 h，形成均匀透明

薄膜；再加入聚山梨酯80 60 mg、溶于纯净水20 mL，于

150 r·min−1旋转常压水化 1 h后，置于冰水浴中超声

15 min（功率 100 W），分别过 0.45、0.22 µm 微孔滤

膜整粒3次，即得DiR-LP，于4 ℃冷藏保存。同法制

备不加DiR荧光染料的空白脂质体。

2.2　UV测定DiR含量方法的建立［9］

2.2.1　DiR对照品溶液的制备 精密称取DiR 2 mg，

用无水乙醇定容至 10 mL，得 0.2 mg·mL−1的DiR对

照品溶液，避光4 ℃保存。

2.2.2　标准曲线的绘制 精密吸取DiR对照品溶液

100、80、60、40、20、10 μL，置于 10 mL量瓶，用无水

乙醇定容至刻度。于 745 nm波长下测定吸光度（A）

值，以质量浓度为横坐标，A为纵坐标，得到回归方

程A＝0.237 C－0.000 2（R2＝0.999 9）。表明 DiR在

0.2～2.0 μg·mL−1质量浓度与A值线性关系较好。

2.2.3　方法学考察 吸取同一质量浓度DiR-LP溶

液，于 745 nm 处重复测定 6次，结果 A值的 RSD 值

为 0.5%，说明仪器精密度良好；分别于 0、20、40、80、

160、720 min 在 745 nm 处测定 A 值，计算 RSD 为

1.2%，说明 12 h内样品较稳定；分别精密吸取 1 mL

质量浓度为 2.00、1.20、0.60 μg·mL−1的 3 组 DiR-LP

溶液各 3份，加入空白脂质体溶液 1 mL超声破乳，

并用无水乙醇定容于 10 mL量瓶中，测量A值，计算

回收率，结果显示该方法的平均回收率为 101.5%，

RSD为1.2%。

2.2.4　包封率测定 采用有机溶剂萃取法测定［10］。

经预试验，在与 DiR-LP 溶液不互溶的溶剂中，DiR

在正丁醇中溶解性较好，选择正丁醇为萃取剂。取

1 mL DiR-LP，加水饱和正丁醇 2 mL萃取 2次洗掉

未包载的DiR，精密吸取下层DiR-LP 500 μL转移至

10 mL量瓶，加无水乙醇超声破乳并定容至刻度，并

于745 nm处测定A值（A1），另精密吸取DiR-LP 500 μL，

加无水乙醇超声破乳并定容至刻度，于 745 nm处测

定吸光度A值（A2）；将A1、A2代入“2.2.2”项下线性回

归方程计算DiR-LP中DiR含量（C1）和总药量（C2）。

计算DiR-LP包封率（C1/C2）。

2.3　DiR-LP处方单因素考察

脂质体主要由卵磷脂与胆固醇组成，其中卵磷

脂按照来源可分为蛋黄卵磷脂与大豆卵磷脂，蛋黄

卵磷脂价格昂贵，制备的脂质体较混浊，可采用高

纯度大豆卵磷脂。前期使用磷酸盐缓冲溶液、生理

盐水制备脂质体时，脂质体溶液均在 12 h后产生沉

淀，选择纯净水为水化介质制备的脂质体溶液较为

稳定。添加聚山梨酯 80，其疏水端插入双分子膜，

亲水端聚氧乙烯基从脂质双层中伸出，覆盖于双层

表面，形成有一定厚度的亲水层，增加了膜的有效

厚度，防止脂质体间相互聚集融合和沉淀，可使脂

质体结构稳定性提高［11］。

2.3.1　胆脂比 固定其他因素不变，分别以胆固醇∶大

豆卵磷脂为 1∶4、1∶6、1∶8、1∶10、1∶12，按“2.1”项方

法制备 DiR-LP，测定其包封率为 87%、93%、94%、

96%、94%。结果表明，胆脂比1∶10包封率最高。

2.3.2　药脂比 固定胆脂比 1∶10，其他因素不变，

分别以DiR∶大豆卵磷脂为 1∶240、1∶320、1∶400、1∶

480、1∶560 制备 DiR-LP，测定其包封率为 91%、

96%、96%、95%、96%。结果表明，DiR∶大豆卵磷脂

大于 1∶320后包封率基本不变，选择载药量较大的

药脂比1∶320。

2.3.3　磷脂质量浓度 固定胆脂比 1∶10、药脂比 1∶

320，固定其他因素不变，分别以磷脂质量浓度为

24、12、8、6、4.8 mg·mL−1制备DiR-LP，测定其包封率

为 91%、96%、96%、97%、97%。结果表明，磷脂质量

浓度小于 12 mg·mL−1后包封率基本不变，选择载药

量较大的磷脂质量浓度12 mg·mL−1。

2.3.4　聚山梨酯 80比例 固定胆脂比 1∶10、药脂比

1∶320、质量浓度12 mg·mL−1，固定其他因素不变，分

别以大豆卵磷脂∶聚山梨酯 80为 1∶1、1∶0.75、1∶0.5、

1∶0.25、1∶0.1 制 备 DiR-LP，测 定 其 包 封 率 为

92%、94%、93%、93%、94%。结果表明，此范围

内聚山梨酯 80 比例对包封率影响不大，且比例

过大易造成溶血，选择大豆卵磷脂与聚山梨酯

80 比例 1∶0.1。

2.4　DiR-LP制备工艺单因素考察

DiR为疏水性物质，疏水性物质多采用薄膜分

散法制备。水化条件是制备脂质体的关键环节，可

能同时影响脂质体的包封率、粒径及分布，需结合

测定数据综合选择制备工艺。

2.4.1　水化温度 固定处方不变，考察水化温度分
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别为 40、45、50 ℃制备DiR-LP对包封率及粒径的影

响。结果表明，40 ℃制备的DiR-LP包封率最高，且

粒径最小。结果见图1。

2.4.2　水化时间 固定处方不变、水化温度 40 ℃，

考察水化时间分别为 30、60、90 min制备DiR-LP对

包封率及粒径的影响。结果表明，随着水化时间的

延长，脂质体粒径逐渐减小，但包封率呈先增高后

下降趋势，选择 60 min水化时间能得到最高包封率

与适宜粒径的DiR-LP。结果见图1。

2.4.3　超声时间 固定 处 方 不 变 、水 化 温 度

40 ℃ 、水化时间 60 min，考察超声时间分别为

10、15、20 min 制备 DiR-LP 对包封率及粒径的影

响。结果表明，超声 10 min 制备的 DiR-LP 具有最

高包封率与最小粒径。结果见图1。

2.4.4　DiR-LP最佳处方与制备工艺 精密称取大

豆卵磷脂 120 mg、胆固醇 12 mg、DiR 0.375 mg 于

100 mL 茄形瓶中，加入 10 mL 无水乙醇溶解，于

40 ℃恒温水浴中，30 r·min−1旋转减压蒸发 1 h，形成

均匀透明薄膜；再加入聚山梨酯 80 12 mg、溶于纯净

水 10 mL，于 150 r·min−1旋转常压水化 1 h后，置于冰

水浴中超声10 min（功率100 W），分别过0.45、0.22 µm

微孔滤膜整粒3次，即得DiR-LP，于4 ℃冷藏保存。

2.5　DiR-LP的表征

2.5.1　外观与显微形态 观察刚制备的DiR-LP为

均一蓝绿色乳状液体。用透射电镜（TEM）进行显

微形态观察，图2可见DiR-LP多为圆形或椭圆形。

2.5.2　粒径与 Zeta电位的测定 DiR-LP样品经 10

倍量纯净水稀释后，用纳米激光粒度仪测定其粒径

与Zeta电位，结果见图3。

2.5.3　最佳工艺验证 照优化后的处方与工艺制

备DiR-LP，验证优化后的处方与工艺，结果见表 1。

结果显示，此法制备的DiR-LP稳定性较好、包封率

高、粒径适宜，可用于后续实验使用。

2.6　柴胡联合DiR-LP给药方案

2.6.1　柴胡水提液的制备 按照李娇［9］筛选的水提

工艺提取。取柴胡粗粉，加 10倍水加热回流提取 3

次，每次 30 min，并调整药液生药质量浓度为 0.05、

0.10、0.20 g·mL−1。

图1　制备工艺单因素考察结果

Fig. 1　Results of single factor investigation of preparation process

图3　粒径分布（A）及Zeta电位分布（B）

Fig. 3　Particle size distribution (A) and Zeta potential dis‐

tribution (B)图2　脂质体外观（左）与显微形态（右）

Fig. 2　Appearance (left) and microscopic morphology 

(right) of liposomes
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2.6.2　实验动物分组及给药方案 30只小鼠（20～

22 g）适应性喂养 1 周，随机分为 5 组：对照组、

DiR-LP 组和柴胡水提液低 、中 、高剂量（0.5、

1.0、2.0 mg·kg−1）＋DiR-LP 组，柴胡水提液＋DiR-

LP组预先连续 3 d按 10 mL·kg−1体积 ig相应的柴胡

水提液，对照组和DiR-LP组小鼠 ig相同体积的生理

盐水。将 ig 3 d后的小鼠进行尾脱毛处理，除对

照组外，以 10 mL·kg−1尾 iv DiR-LP，对照组小鼠尾

iv相同剂量的生理盐水。

2.7　荧光图像与肝靶向性评价

将给药后不同时间点（4、5、6、8 h）的小鼠用异

氟烷进行麻醉使其平躺，小动物活体成像仪荧光成

像以750 nm作为激发光波长，785 nm作为发射光波

长，以小鼠腹部为中心进行拍照，采集图像信息，示

踪小鼠体内DiR-LP在不同器官的分布情况。

如图 4所示，对照组小鼠体内未检测到荧光，其

他组由于小鼠尾部荧光强度大，影响腹部荧光成

像，故拍摄时用黑纸盖住。根据荧光信号部位初步

判断，DiR-LP经尾 iv后主要在肝脏中分布，符合脂

质体体内分布特点，柴胡水提液＋DiR-LP组肝脏部

位荧光信号明显比DiR-LP组强，且柴胡水提液剂量

越高信号越强。

8 h时经解剖取出心、肝、脾、肺、肾等器官，进行

拍照，采集图像信息，示踪小鼠离体器官中DiR-LP

的分布情况。如图 5所示，随着柴胡水提液剂量升

高，荧光信号更集中于肝脏部位，减少了在其他部

位的分布。

3　讨论

目前治疗原发性肝癌（PHC）的首选治疗方法为

手术切除，但 80% 的肝癌患者伴有明显的肝硬化，

确诊时已无明确的手术指征［12］。随着医学技术的

发展，靶向药物及制剂技术成为新的癌症治疗研究

突破口，与传统的化疗药相比，靶向药物优势在于

能抵达病变部位，提高药物在病灶部位的聚集，有

效地减少药物在其他组织的分布，从而减少不良反

应，增加疗效［13］。

图5　DiR-LP荧光探针在小鼠离体器官分布图

Fig. 5　Distribution of DiR-LP fluorescent probe in 

isolated mouse organs

图4　DiR-LP荧光探针在小鼠体内的实时分布图

Fig. 4　Real-time distribution of DiR-LP fluorescent probe 

in mice

表1　优化后的处方与工艺验证结果

Table 1　Optimized formulation and process validation results

储存时间/d

  1

  7

14

包封率/%

95.2

95.2

94.6

粒径/nm

254.10

252.88

255.59

聚合物分散性指数

0.196

0.243

0.270

Zeta电位/mV

−5.21

−2.75

−3.29

外观性状

蓝绿色乳状液体

蓝绿色乳状液体

蓝绿色乳状液体

稳定性

均一透明，无沉淀

均一透明，无沉淀

均一透明，无沉淀
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脂质体是近年发展迅速的靶向制剂，具有缓释

性、低免疫原性、提高包封药物稳定性、降低包封药

物毒性等优势［14］，除药物载体外，还用于荧光探针、

基因转染等。引经是中医药理论的一大特色，在方

剂配伍中通过运用引经药可改变其他药物的作用

方向，使其作用侧重或集中于特定的部位，从而提

高临床疗效［15］，与现代靶向治疗不谋而合，且中医

药疗法不良反应小，各脏腑经络均有相应的引经

药，如十二经引经药、病症引经药等，靶向部位广

泛、系统，具有巨大开发前景。小动物活体成像是

近年国际上医学研究中广泛的影像技术，其优势在

于［16］：①可在同一个体中重复多次获得一系列数

据，避免个体差异；②可动态观察实验结果，并获得

直观的图像与结果；③能够非侵入式地检测活体内

的生物学特征，不必杀死动物，符合3R原则，最大限

度地模拟人体内的生理病理状态。

本课题采用优化后制备的DiR-LP荧光探针，在

活体小鼠体内初步验证柴胡“引经”性能，虽然中医

藏象理论与现代医学的解剖学概念不完全吻合，但

通过药动学等方法可侧面反映其内涵。其机制可

能是柴胡有效成分——柴胡皂苷增强了小鼠肝脏

细胞对DiR-LP的摄取，增加其在肝脏部位的滞留时

间，影像学表现为肝脏部位荧光信号增强，使其可

与肝脏组织或细胞充分作用，后续研究可将柴胡有

效成分修饰于脂质体表面，同时作为肝靶向配体及

药物载体使用。本研究将中药引经理论与现代靶

向制剂有机结合，可为柴胡用于肝靶向制剂提供可

行性实验依据。
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