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穿膜肽TAT修饰载丹酚酸B脂质体的制备及其抑制人皮肤成纤维细胞增殖
与迁移初步研究 

吴艳婷，郭思旖，时  军*，陈桂添，许小琪，张婷琼，吴  芸 

广东药科大学中药学院，广东省局部精准递药制剂工程技术研究中心，广东 广州  510006 

摘  要：目的  制备具有防治增生性瘢痕（HS）作用的载丹酚酸 B 的穿膜肽 TAT 修饰脂质体（SAB-TAT-LIP），建立其质量

评价方法，并初步考察其对体外人皮肤成纤维（HSF）细胞增殖和迁移的影响。方法  采用 pH 梯度逆向蒸发法制备脂质体，

超滤法测其包封率，以包封率为评价指标，采用 Box-Behnken 响应面法优化脂质体的处方工艺；考察其形态、粒径、Zeta

电位、体外释放、体外透皮吸收和稳定性等理化性质；在此基础上采用 MTT 法考察其对 HSF 细胞增殖的作用，采用划痕法

和 Transwell 小室法考察其对 HSF 细胞迁移和侵袭的作用。结果  SAB-TAT-LIP 的药物包封率为（86.70±0.85）%，平均粒

径为（219.90±5.09）nm，Zeta 电位（−9.25±0.92）mV，体外 24 h 累积释放率为 62.49%，无突释效应，体外 32 h 皮肤累

积透过率为 17.21%，透过速率为（28.33±4.9）μg/(cm2∙h)，真皮层滞留量为（44.39±6.87）μg/cm2，4 ℃放置 10 d 稳定性

良好。SAB-TAT-LIP 能够显著地抑制 HSF 细胞的增殖、迁移和侵袭，与对照组相比，差异显著（P＜0.01）。结论  优化得

到的 SAB-TAT-LIP 包封率较高、粒径较小，体外释放和透皮行为均满足局部透皮给药制剂的体外释放和透皮规律，对体外

HSF 细胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作用。 
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salvianolic acid B and its effect on proliferation and migration of human skin 

fibroblasts 
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Abstract: Objective  To prepare the liposomes of salvianolic acid B modified with cell penetrating peptide TAT (SAB-TAT-LIP), of 

which has effects on preventing and treating hypertrophic scars (HS), and establish the method of quality evaluation, as well as 

preliminarily investigate the effect on the proliferation and migration of human skin fibroblasts (HSF). Methods  Liposomes were 

prepared by pH gradient reverse-phase evaporation method, and the entrapment efficiency was measured by ultrafiltration. 

Box-Behnken design was performed to optimize the formulation of liposomes by using encapsulation rate as evaluating index. The 

physicochemical properties of liposomes including morphology, entrapment efficiency, particle size, zeta potential, in vitro release and 

transdermal absorption, and stability were studied. In addition, the effect of liposomes on proliferation of HSF was examined by MTT 

assay, and the effect of liposomes on migration of HSF was investigated by scratching method and Transwell assay. Results  Based on 

the optimal formulation of SAB-TAT-LIP, the entrapment efficiency of salvianolic acid B was (86.70 ± 0.85)%, the average particle size 

was (219.90 ± 5.09) nm, and the zeta potential was (−9.25 ± 0.92). The in vitro 24 h cumulative release was 62.49% of the total drug 

with no burst effect. The in vitro 32 h cumulated skin penetration rate was 17.21%, the permeance rate was (28.33 ± 4.9) μg/(cm2∙h), 

and the retention volume of dermis was (44.39 ± 6.87) μg/cm2. The stability was good when placed at 4 ℃ for 10 d. The in vitro cell 

studies showed that SAB-TAT-LIP can significantly inhibit the proliferation, migration and invasion of human skin fibroblasts,  
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compared with the control group (P < 0.01). Conclusion  The optimized SAB-TAT-LIP have higher encapsulation efficiency, 

smaller particle size, good sustained release effect, and good dermal retention effect which all satisfy the in vitro release and 

transdermal regulation of local transdermal preparation, and it can significantly inhibit the proliferation, migration and invasion of 

human skin fibroblasts in vitro. 

Key words: salvianolic acid B; cell penetrating peptide TAT; liposomes; human skin fibroblasts; hypertrophic scars 
 

增生性瘢痕（hypertrophic scars，HS）是一种

临床常见但治愈率低的皮肤纤维化疾病，目前以手

术和药物注射治疗为主[1]。HS 手术治疗复发率较

高，会给患者带来痛楚，激素类药物注射给药副作

用较大且费用相对昂贵[2-3]。现代研究表明 HS 和皮

肤炎症过度反应有关，表皮再生延迟、新生血管形

成增强，引起成纤维细胞过度增殖、迁移、凋亡，

以及细胞外基质（extra cellular matrix，ECM）的合

成、沉淀和重塑[4-5]。许多细胞参与了 HS 的形成，

以皮肤成纤维细胞为关键效应细胞，因此在细胞学

水平上治疗 HS，皮肤成纤维细胞是重要的靶点[6]。 

丹酚酸 B（salvianolic acid B，SAB）是活血化

瘀中药丹参中含量最高的活性成分，具有明显的抗

肝、肾、心肌纤维化作用[7]。现代药理研究表明，

SAB 拮抗自由基过氧化损伤，调节体液和细胞免

疫，抑制成纤维细胞增殖及胶原合成，抑制信号转

导通路，在细胞、分子、基因 3 个水平上抑制纤维

化疾病的形成，作用于纤维化发病机制中多个环节

从而发挥综合的抑制作用 [8-13]。国内外目前尚无

SAB 应用于防治 HS 的相关报道，因此，进行 SAB

的经皮递药研究，作用于皮肤深度创伤炎症期起始

阶段，高效防治 HS，对临床用药具有重要意义。 

脂质体的结构类似生物膜，作为经皮给药载体

具有诸多优势[14-16]。细胞穿膜肽（TAT）是一种具

有高度细胞穿透能力的小分子多肽，能转运药物透

过皮肤、携带较其本身相对分子质量大 20 倍的药物

进入细胞，又能促进药物跨膜转运而不会改变转导

物质生物活性或造成细胞伤害，作为一种新型促进

药物转运的佐剂，在大分子、亲水性药物经皮转运

方面具有常规促渗剂无可比拟的优势[17-18]。但 TAT

具有非特异性，无法直接作用于病变部位，在体内

易被清除，聚乙二醇［Poly (ethylene glycol)，PEG］

修饰的脂质体能够形成具有立体空间屏障的柔性亲

水表面，屏蔽和保护 TAT，并且能够延缓药物释放，

提高药物的透皮生物利用度。本研究拟构建 PEG 和

TAT 共同修饰的 SAB 脂质体透皮给药体系

（SAB-TAT-LIP），整合 TAT 和 PEG 的优点，使脂质

体具有可控的入胞能力，高效透过皮肤角质层屏障，

增强真皮层的药物递送和细胞摄取能力，从而发挥

防治 HS 的作用（图 1）。 

 

图 1  SAB-TAT-LIP 防治 HS 的作用机制 

Fig. 1  Anti-scarring mechanism of SAB-TAT-LIP 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

UltiMate3000 型高效液相色谱仪，赛默飞世尔

科技公司；BP211D 型十万分之一电子天平，德国

Sartorius 公司；JY-96IIN 型超声波细胞粉碎机，宁

波新芝生物科技股份有限公司；LF-50 型脂质体挤

出仪，加拿大 Avestin 公司；JEM-2100F 型场发射

透射电子显微镜，日本电子株式会社；LA-960S 型

激光散射粒度分布分析仪，日本 Horiba 公司；

ELX800 全自动酶标仪，美国伯腾仪器有限公司；

Optec BDS400 倒置显微镜，重庆奥特光学仪器有限

责任公司；PHS-25 型电子数显 pH 计，上海雷磁仪

器厂；SC-D4 低速离心机，安徽中科中佳科学仪器

有限公司；MCO-18AIC（UV）细胞培养箱，三洋

电机株式会社。 

1.2  药品与试剂 

丹酚酸B原料药，南京泽朗生物科技有限公司，

质量分数＞99%；丹酚酸 B 对照品，中国食品药品

检定研究院，批号 110708-201710，质量分数≥98%；

大豆卵磷脂 S100（S100），德国 Lipoid 公司，批号

DSPE-PEG1000 

DSPE-PEG1000- 

TAT 

DSPE-PEG2000 

SAB-TAT-LIP 

SAB 

wounds 

dermis new ECM 

macrophages 

fibroblasts 
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57-1140045-10；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇

1000（DSPE-PEG1000，批号 115CCG0212）、二硬脂

酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000（DSPE-PEG2000，

批号 115CCG0442）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚

乙二醇 1000 与穿膜肽 TAT 的化学耦合物 DSPE- 

PEG1000-TAT （ TAT 的 氨 基 酸 序 列 为

Cys-AYGRKKRRQRRR，批号 115CCG0451），美国

NANOCS 公司；胆固醇（Chol），上海艾韦特医药

科技有限公司，批号 B01221；四甲基偶氮唑盐细胞

活性检测试剂盒（MTT），美国 Sigma 公司；胎牛

血清（FBS，批号 42G5163K）、高糖 DMEM（批号

C11995500BT）、胰酶 TrypLE Express Enzyme（批

号 12605-028），美国 Gibco 公司； 磷酸盐缓冲液

（PBS，批号 SH30256.01）、链霉素青霉素（P/S）双

抗（批号 SV30010），美国 HyClone 公司；0.5%结

晶紫染液（Matrigel），美国 BD 公司；牛血清白蛋

白（BSA），澳大利亚 Serana 公司；水为屈臣氏超

纯水，乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。 

1.3  细胞与动物 

人皮肤成纤维 HSF 细胞株，购自中国科学院上

海生命科学研究院，用含有 10% FBS 和 1%双抗

（100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）的高糖培

养基（DMEM）于 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条件

下培养，0.25%胰酶消化传代，取第 3～8 代细胞用

于实验。健康雌性 Wistar 大鼠 6 只，体质量（200±

10）g，清洁级，由南方医科大学实验动物中心提供，

合格证号 SCXK（粤）2018-0052。本研究涉及的动

物相关操作均在广东药科大学试验动物伦理委员会

的批准下进行。 

2  方法与结果 

2.1  丹酚酸 B 的含量测定 

色谱条件：Cosmosil 5C18-MS-II（250 mm×4.6 

mm，5 μm）；流动相为乙腈-质量分数 0.5%（pH 2.3）

磷酸水溶液体积比（22∶78）；体积流量 1.2 mL/min；

检测波长 286 nm；柱温 30 ℃；进样量 15 μL[7,19]。

在此条件下，各样品的色谱图见图 2，SAB 的保留

时间为（16.25±0.60）min，峰拖尾因子在 0.95～

1.05，理论塔板数不低于 6 000，表明方法专属性强，

其他物质无干扰。以 SAB 峰面积（A）对其质量浓

度（C）进行线性回归，得标准曲线 A＝0.380 9     

C－1.341，r2＝0.999 5，表明 0.706～272.3 μg/mL

内 SAB 质量浓度与峰面积的线性关系良好。 

       

    

 

图 2  SAB 对照品 (A)、SAB-TAT-LIP (B)、体外释药接收液 (C)、体外透皮接收液 (D) 和空白脂质体 (E) 的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC of free SAB reference (A), SAB-TAT-LIP (B), released SAB (C), transdermal SAB (D), and blank-LIP SAB (E) 

2.2  包封率的测定 

采用超滤法作为脂质体包封率的测定方法，精

密量取脂质体 1 mL，加入甲醇超声破乳，稀释至一

定质量浓度，过 0.22 μm 滤膜，采用 HPLC 法检测

SAB 的质量浓度（C 总）。另精密量取脂质体 1 mL，

置于相对分子质量50 000的再生纤维素膜超滤离心

管内，4 000 r/min 离心 30 min 后取下层滤液，加甲

醇稀释至一定质量浓度，采用 HPLC 法检测 SAB

的质量浓度（C 游）。计算 SAB 的包封率（EE）[20]。 

EE＝(C 总－C 游)/C 总 

2.3  SAB-TAT-LIP 的制备 

采用 pH 梯度逆向蒸发法[21]。精密称取处方量

A B C 

D E 

0       5      10      15      20      25  0       5      10      15      20      25 

t/min 

SAB SAB SAB 
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的 S100、Chol、DSPE-PEG1000、DSPE-PEG2000、

DSPE-PEG1000-TAT（物质的量比为 100∶33.33∶2∶

1∶1）溶于有机溶剂（氯仿-甲醇 2∶1），SAB 溶于

1%甘氨酸-盐酸缓冲盐溶液。将两相体系混合后置

于磁力搅拌器中（转数为 800 r/min，温度为 50 ℃）

搅拌 10 min，充分混匀制备成均匀的油包水乳液，

将混合物转移入 250 mL 茄形瓶中，置于旋转蒸发

仪（转数为 50 r/min，温度为 50 ℃）旋干有机溶剂，

在氮气氛围下放置过夜吹干残留的有机溶剂，加入

适量的 PBS 缓冲盐溶液调至 pH 值为 6.0，继续孵

育 30 min 形成脂质体乳液，在冰浴条件下移入细胞

破碎仪中探头超声 180 次（功率 300 W，超声 1 s

间隔 1 s），过 0.8 μm 的微孔滤膜，然后用 400 nm

脂质体挤出仪来回挤出 15 次整粒，即得 SAB-TAT- 

LIP。同法制备不含 SAB 的空白脂质体（blank-LIP），

不含 PEG 成分的 SAB 常规脂质体（SAB-LIP）。 

2.4  脂质体制备工艺的优化 

2.4.1  实验设计与结果  根据前期单因素试验结

果，选取对脂质体包封率影响最显著的 4 个因素：

磷脂质量浓度（X1）、药脂比（X2）、有机相与内水

相体积比（X3）、内水相 pH 值（X4）。根据 Box- 

Behnken 效应面法设计的原理，每个因素选取 3 个

水平，以 SAB 包封率（Y）为评价指标，因素水平

和试验结果见表 1。 

2.4.2  回归分析  以 Y 为评价指标，利用 Design- 

Expert 10.0 软件对数据进行统计分析，各因素进行

二项式拟合后，得回归方程：Y＝83.05＋3.68 X1＋

1.79 X2－0.36 X3－2.41 X4＋1.48 X1X2＋1.27 X1X3＋

0.35 X1X4＋0.14 X2X3＋0.11 X2X4＋3.33 X3X4－2.74 

X1
2－3.61 X2

2－6.43 X3
2－5.66 X4

2，其方差分析见表 2，

结果发现所选二次多项模型有显著性差异（P＜

0.05），失拟项无显著性差异（P＞0.05），且相关系 

表 1  SAB-TAT-LIP 制备工艺星点设计-效应面试验分析 

Table 1  Experimental runs and observed responses for Box-Behnken design 

试验号 X1/(mg∙mL−1) X2 X3 X4 Y/% 试验号 X1/(mg∙mL−1) X2 X3 X4 Y/% 试验号 X1/(mg∙mL−1) X2 X3 X4 Y/% 

 1  8 0.050 3 3.3 73.14 11  8 0.075 2 3.3 71.34 21 10 0.050 4 3.3 69.74 

 2 12 0.050 3 3.3 77.78 12 12 0.075 3 3.0 79.72 22 10 0.075 4 3.0 70.06 

 3 10 0.075 3 3.3 82.22 13 10 0.075 2 3.6 65.35 23 12 0.075 2 3.3 77.05 

 4  8 0.075 3 3.0 74.20 14 10 0.050 3 3.0 74.33 24 10 0.075 3 3.3 83.91 

 5 10 0.050 2 3.3 72.14 15 12 0.075 3 3.6 75.35 25 10 0.075 2 3.0 76.43 

 6 10 0.075 3 3.3 83.61 16 10 0.100 3 3.6 73.80 26  8 0.075 3 3.6 68.44 

 7 12 0.075 4 3.3 79.29 17 10 0.100 2 3.3 75.55 27 10 0.050 3 3.6 69.13 

 8 10 0.075 3 3.3 83.19 18 10 0.075 4 3.6 72.28 28  8 0.100 3 3.3 72.78 

 9  8 0.075 4 3.3 68.52 19 10 0.100 4 3.3 73.71 29 10 0.075 3 3.3 82.34 

10 12 0.100 3 3.3 83.36 20 10 0.100 3 3.0 78.54       

表 2  回归方程的方差分析 

Table 2  Variance analysis of regression equation 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 754.960 14 53.930 74.36 ＜0.000 1 X3X4 44.220  1 44.220 60.98 ＜0.000 1 

X1 162.290  1 162.290 223.78 ＜0.000 1 X1
2 48.710  1 48.710 67.17 ＜0.000 1 

X2 38.450  1 38.450 53.02 ＜0.000 1 X2
2 84.610  1 84.610 116.66 ＜0.000 1 

X3 1.510  1 1.510 2.09 0.170 7 X3
2 268.110  1 268.110 369.69 ＜0.000 1 

X4 69.750  1 69.750 96.17 ＜0.000 1 X4
2 207.640  1 207.640 286.31 ＜0.000 1 

X1X2 8.820  1 8.820 12.16 0.003 6 残差 10.150 14 0.730 — — 

X1X3 6.400  1 6.400 8.83 0.010 1 失拟项 7.890 10 0.790 1.39 0.401 4 

X1X4 0.480  1 0.480 0.67 0.428 1 净误差 2.270  4 0.570 — — 

X2X3 0.078  1 0.078 0.11 0.747 2 总误差 765.120 28 — — — 

X2X4 0.053  1 0.053 0.07 0.791 0       
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数 r2＝0.986 7，表明该回归方程拟合度良好，符合

本实验的要求，能够准确预测 SAB 的包封率。通过

软件的处理，预测出 4 个因素的最佳水平为 X1＝

11.78 mg/mL；X2＝0.094；X3＝3.04；X4＝3.28，SAB

包封率的预测值为 88.60%。 

2.5  验证实验 

根据最优工艺制备 3 批 SAB-TAT-LIP 样品，测

得载药量为（ 6.31± 0.34）mg/mL，包封率为   

（86.70±0.85）%。处方量扩大 5 倍后，测得包封率

为（86.22±0.97）%，载药量为（6.27±0.51）mg/mL

（n＝6）。结果表明处方工艺稳定可靠。 

2.6  SAB-TAT-LIP 的质量评价 

按最优处方制备 SAB-TAT-LIP，PBS 稀释至适

宜浓度，滴至铜筛网上，用 4%磷钨酸负染，自然

干燥后，置于电镜下观察形态并拍照，见图 3。取

SAB-TAT-LIP 用 PBS 稀释至适宜浓度，置于激光散

射粒度分布分析仪中，测定其平均粒径、PDI 值和

Zeta 电位，见图 4。结果脂质体大小较均匀，呈球

状或近球状，分散性较好。测得其平均粒径为 

（219.9±5.09）nm，多分散系数（PDI）值为 
 

 

图 3  SAB-TAT-LIP 透射电镜图 (×5 000) 

Fig. 3  Transmission electron micrograph of SAB-TAT-LIP 

(× 5 000) 

 

 

 

 

图 4  SAB-TAT-LIP 的粒径分布 (A) 和 Zeta 电位 (B) 

Fig. 4  Particle size distribution (A) and Zeta potential (B) of 

SAB-TAT-LIP 

0.190±0.013，Zeta 电位为（−9.25±0.92）mV，说

明 PEG 长链屏蔽掉了 TAT 的正电荷，有利于减少

对细胞的毒副作用。 

2.7  脂质体的体外释放 

采用透析法考察脂质体在 0.9%氯化钠溶液中

的体外释放行为。精密吸取 3 mL 脂质体混悬液，

置于已处理好的截留相对分子质量为12 000的透析

袋中，扎紧后缚于溶出仪的杯子中，加入 150 mL

的释放介质，并于 37 ℃水浴中以 100 r/min 恒速旋

转 24 h，按预定时间间隔，分别于 0.5、1、2、3、4、

6、8、10、12、18、24 h 吸取 3 mL 释放介质，立

即补加等量同温的释放介质，HPLC 法测定每个样

品中 SAB 的质量浓度，计算游离 SAB 的累积释放

率。另精密吸取 3 mL 空白脂质体与 SAB 的物理混

合液（blank-LIP＋SAB），同上进行物理混合物的体

外释放试验。另精密吸取 3 mL SAB 水溶液（free 

SAB，与脂质体中的 SAB 质量浓度相当），同上条

件分别于 10、20、30、40、50、60、90、120、180、

210、240 min 吸取释放介质，计算游离 SAB 的累

积释放率，所有样品平行 3 份。结果见图 5，free SAB

在 3 h 时已完全释放，blank-LIP＋SAB 在 24 h 释放

率达到 96.12%，释放速率低于 free SAB。SAB-TAT- 

LIP 在 1 h 内的释放量小于 40%，无突释效应，24 h

时该脂质体释放率为 62.49%，释放速率略低于

SAB-LIP，具有明显的缓释作用。 

2.8  脂质体的体外透皮吸收 

2.8.1  皮肤的预处理  取雄性大鼠麻醉处死，剥取 
 

 

 

图 5  SAB-TAT-LIP 的体外释药曲线 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 5  In vitro release curve of SAB-TAT-LIP in 24 h ( x ±s, 

n = 3) 
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腹部皮肤，小心刮净腹部鼠毛，以避免损伤皮肤角

质层，用生理盐水洗净，滤纸吸干，将皮肤铺平，

−20 ℃冰箱保存，1 周内用完。 

2.8.2  透皮吸收实验  将离体鼠皮恢复至室温，用

生理盐水冲洗几次，用滤纸吸干表面液体，置于

Franz 扩散池（有效释药面积为 1.766 cm2，接收池

体积为 15 mL）的供给室与接收室之间，真皮层朝

向接收室。扩散池的接收室中注满接收介质 20%乙

醇-PEG400（9∶1）溶液，排尽气泡，使接收介质

与皮肤紧密接触。接收介质温度为（37.0±0.5）℃，

磁力搅拌速度为 100 r/min。分别在供给室中加入

free SAB、blank-LIP、SAB-LIP、SAB-TAT-LIP 各 2 

mL。用封口膜密封以防止溶剂蒸发，分别于试验后

0.5、1、2、4、6、8、10、12、22、24、26、28、

30、32 h 从接收室取样管中精密吸取接收液 1 mL，

立即补充等量等温的接收介质。接收液用氮气吹干，

残渣用 50 μL 50%甲醇溶解，经 0.22 μm 微孔滤膜

滤过，按“2.1”项下色谱条件进样分析，分别按公

式计算各时间点的单位面积累积透过量（Qn）、稳

态透皮速率常数（J）和表观透皮系数（Papp），绘

制透皮吸收曲线，见图 6。拟合 Qn-t 方程，见表 3，

SAB 在水溶液中的 Qn 符合零级方程及 Hixon- 

crowell 方程模型。SAB 在 SAB-TAT-LIP 中的 Qn 符

合零级方程模型，J、Papp 和累积透皮率均高于 free 

SAB 组和 SAB-LIP 组。 

Qn＝(VCn＋
1=


n

i

Ci－1Vi)/A

 

J＝V/3 600 A×dCn/dt 

Papp＝J/C0 

Qn为 n 时间点的单位面积累积透过量，Cn为 n 时间点的取

样质量浓度，Ci 为第 i（i＝n－1）个取样点的药物质量浓度，

A 为扩散池有效接触面积（1.766 cm2），V 为接收池体积（15 

mL），Vi 为取样体积，J 为模拟方程直线部分的斜率，Papp

为药物的表观透皮系数，C0为供给池初始浓度 

2.8.3  真皮滞留量  透皮试验结束后，将鼠皮取出，

用生理盐水将鼠皮表面残留的药物洗净，将鼠皮剪

碎，置于研钵研磨成浆，加 50%甲醇 2 mL 使溶解，

超声 30 min，3 000 r/min 离心 10 min，取上清液用

0.22 μm 微孔滤膜滤过，取 15 μL 滤液按“2.1”项

下色谱条件进样分析，计算真皮滞留量，见表 3。

结果表明有 SAB-TAT-LIP 具有良好的角质层穿透

能力，同时具有显著的皮肤滞留效果，能将药物集

中于皮肤病灶，以贮库的形式持续释放。 

 

 

图 6  SAB-TAT-LIP 的透皮吸收曲线 ( x ±s, n = 6) 

Fig. 6  Accumulative transdermal curve of SAB-TAT-LIP in 

24 h ( x ±s, n = 6) 

表 3  SAB-TAT-LIP 体外透皮实验结果 (n = 6) 

Table 3   Transdermal experiment results of SAB-TAT-LIP in vitro (n = 6) 

组别 透皮释药方程 r2 
Papp/ 

(×10−6 cm2∙s−1) 
J/(μg∙cm−2∙h−1) 

皮肤滞留量/ 

(μg∙cm−2) 

累积透 

皮率/% 

free SAB Q＝0.03 X3－1.14 X2＋19.73 X＋58.92 0.999 4 1.37 13.02±1.34 17.82±1.35  9.09 

SAB-LIP Q＝19.83 X＋51.19 0.982 2 2.13 19.83±2.01 35.09±3.44 12.63 

SAB-TAT-LIP Q＝28.33 X＋22.61 0.995 7 3.19 28.33±4.99 44.39±6.87 17.21 

 

2.9  稳定性考察 

将 SAB-TAT-LIP 分别于室温和 4 ℃条件下放

置 10 d，分别于 0、1、2、3、4、6、10 d 测定其包

封率、泄漏率和粒径，初步评价 SAB-TAT-LIP 的稳

定性。结果见表 4，SAB-TAT-LIP 在室温下放置 10 

d 粒径没有明显变化，但包封率下降明显，药物泄

漏率增加。SAB-TAT-LIP 在 4 ℃条件下放置 10 d

粒径、包封率和泄漏率均没有明显变化。由于 SAB

在水溶液中较不稳定，应冷冻干燥后贮存。 

2.10  脂质体对 HSF 增殖的影响 

收集生长状态良好的 HSF，经 0.25%胰酶消化

离心后，按每孔 1×104个、200 μL 将 HSF 接种于

96 孔板，于 37 ℃ 5% CO2 饱和湿度培养箱培养 24 

h，分别设置对照组，blank-LIP 组、free SAB 组、 
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表 4  SAB-TAT-LIP 在 10 d 内的包封率和粒径稳定性考察 

Table 4  Stability of SAB-TAT-LIP for encapsulation 

efficiency and vesicle size in 10 d  

t/d 
室温 4 ℃ 

包封率/% 泄漏率/% 粒径/nm 包封率/% 泄漏率/% 粒径/nm 

 0 86.55 — 219.8 86.55 — 219.8 

 1 86.49 0.07 221.2 86.58 −0.03 220.3 

 2 86.12 0.50 223.0 86.40  0.17 218.2 

 3 84.83 1.99 214.8 85.89  0.76 221.4 

 4 83.14 3.94 225.7 85.66  1.03 222.9 

 6 82.02 5.23 221.0 85.43  1.29 218.5 

10 78.45 9.40 226.3 83.94  2.86 214.9 

 

SAB-LIP 组（含 SAB 80 μmol/L）、SAB-TAT-LIP L

组（含 SAB 40 μmol/L）、SAB-TAT-LIP M 组（含

SAB 80 μmol/L）、SAB-TAT-LIP H 组（含 SAB 160 

μmol/L）。分别干预 24、48、72 h 后，采用 MTT 法

检测各组 490 nm 处吸光度（A）值，计算细胞存活

率，每组平行 6 份。 

细胞存活率＝(A 给药－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

结果见表 5，与对照组相比，blank-LIP 对 HSF

的增殖没有影响，脂质体材料对 HSF 没有毒副作

用。SAB 的 2 种脂质体对 HSF 增殖都有明显的抑

制作用，且相比于 free SAB，体现一定的缓释效果。

SAB-TAT-LIP对HSF增殖抑制作用呈现一定的剂量

和时间依赖关系。 

2.11  脂质体对 HSF 迁移的影响 

2.11.1  划痕法  收集生长状态良好的 HSF，胰酶

消化离心后，按每孔 5×105 个、2 mL 接种于 6 孔

板，于培养箱中培养 24 h，使细胞密度达到 80%～ 

表 5  SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞增殖的影响 ( x ±s, n = 6) 

Table 5  Effect of SAB-TAT-LIP on proliferation of HSF cell 

( x ±s, n = 6) 

组别 
细胞存活率/% 

24 h 48 h 72 h 

对照 100.00±8.75 100.00±2.65 100.00±3.59 

free SAB 60.84±6.81** 57.69±5.42** 39.74±3.43** 

blank LIP 102.14±6.42 101.03±3.91 100.72±2.86 

SAB-LIP 66.31±7.92** 63.94±5.07** 49.59±2.94** 

SAB-TAT-LIP L 79.90±8.75** 71.27±4.75** 53.74±3.60** 

SAB-TAT-LIP M 70.17±6.81** 62.13±3.69** 44.01±3.60** 

SAB-TAT-LIP H 59.17±6.03** 48.27±4.72** 34.91±3.76** 

与对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group  

90%后，用 200 μL 无菌的加样枪头比着尺子在每孔

长满细胞的单细胞层中迅速划线，每孔划两条竖线，

两条横线，呈“井”字状，用无菌 PBS 洗 3 次，洗

去细胞残片，并换新鲜的完全培养基，显微镜下选

取不同视野进行拍照，以这一时间作为零时间点，

拍照完毕，降低血清浓度至 3%，给药及分组同“2.9”

项，每组设 2 个平行孔，加药后分别于 12、24、48、

60 h 对同一视野拍照，每组细胞选择 4 个不同视野，

观察细胞的恢复情况。结果见图 7，对照组和 blank- 

LIP 组在 48 h 时已经恢复划痕的宽度并长满，其他

SAB 给药组在 60 h 时仍然没有恢复划痕的宽度，可

判断为 SAB及其脂质体皆能降低HSF的迁移能力，

目测可粗略观察到 SAB-TAT-LIP M 组抑制 HSF 迁

移的效果优于 SAB-LIP 组。SAB-TAT-LIP H 组可明

显地观察到细胞变小，细胞间的间隙变大，细胞核

破碎的现象，即含高剂量的 SAB-TAT-LIP 能促使

HSF 凋亡，丧失迁移的能力。 

2.11.2  Transwell 小室实验  收集生长状态良好的

HSF，胰酶消化离心后，按每孔 3.5×105 个接种于

6 孔板，培养 24 h 待细胞生长至 60%～70%后，根

据不同组别进行给药处理，给药及分组同“2.9”项，

培养 48 h 后进行侵袭实验，预先在 Transwell 小室

上表面涂上 20 μL 经 8 倍稀释的 matrigel 基质胶，

使其在冰上风干 2 h，吸去多余液体，每孔加入 50 μL 

10 g/L 牛血清白蛋白 BSA 的无血清培养基，置于培

养箱平衡 30 min。胰酶消化给药后的细胞，用无血

清培养基制备单细胞悬液，调整细胞密度至 6×105

个/mL，向上述准备好的 Transwell 小室的上室中加

入 100 μL 无血清细胞悬液，下室加入 500 μL 完全

培养基，置于培养箱中培养 24 h 后，弃去培养基，

用 500 μL 0.1%结晶紫染液（100 μL 0.5%结晶紫染

色液＋400 μL PBS）固定染色 30 min，染色结束后

用 PBS 轻轻冲洗 3 次，洗净残余染液，用棉签小心

地擦拭掉上室的细胞，在显微镜下随机选取 5 个视

野拍照，计数，计算每个视野平均值。结果见图 8

和图 9，与对照组相比，blank-LIP 组的侵袭细胞个

数没有显著性差异，即脂质体材料对 HSF 的侵袭能

力没有影响。含等剂量 SAB 的各给药组均表现出明

显地抑制 HSF 侵袭的作用，抑制效果 free SAB    

组＞SAB-TAT-LIP 组＞SAB LIP 组，且与对照组相

比差异有统计学意义（P＜0.01）。以上结果表明

SAB-TAT-LIP可以显著地抑制HSF在三维水平上的

迁移，且与 SAB 的质量浓度呈正相关。 
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图 7  SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞迁移的影响 

Fig. 7  Effect of SAB-TAT-LIP on migration of HSF cell 

    

   

图 8  SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞侵袭的影响 

Fig. 8  Inhibition effect of SAB-TAT-LIP on invasion of HSF cell 
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与对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group 

图 9  SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞侵袭的影响 ( x ±s, n = 6) 

Fig. 9  Effect of SAB-TAT-LIP on invasion of HSF cell 

( x ±s, n = 6) 

3  讨论 

SAB 属于水溶性弱酸性药物，其油水分配系数

受 pH 值的影响较大。为了克服水溶性好的药物包

封率较低的缺点，本实验采用 pH 梯度主动载药法

结合逆向蒸发法制备 SAB 脂质体，根据 Henderson- 

Hasselbalch 理论，每个 pH 单位的变化，会产生分

子形式与离子形式药物的物质的量浓度 10 倍之差，

pH 6.0的外水相与 pH 3.2的内水相形成 pH梯度差，

使 SAB 不断地以分子形式跨越磷脂膜进入到脂质

体内，然后顺着 pH 梯度以离子形式被包封在内水

相中，而无法重回到膜外，SAB 动态流动直至膜内

外的 SAB 分子达到平衡状态[22]。同时，SAB 是一

类含有羟基苯和羧基官能团的多酚化合物，其强极

性基团可以和磷脂的极性头发生相互作用，增强其

与磷脂双分子层之间的相容性，从而更容易地包封

在小尺寸脂质体的内部水相中[21]。本法制备得到的

SAB-TAT-LIP 包封率高，粒径较小，分散性较好。

初步稳定性考察结果表明，SAB-TAT-LIP 于室温放

置，包封率较不稳定，于 4 ℃条件下贮存 10 d 无沉

淀、絮凝现象，包封率较稳定，粒径大小无明显变

化。但由于 SAB 是由 3 个分子丹参素和一个分子咖

啡酸通过酯键缩合而成的二元有机弱酸，在 pH 为

3.0～6.0 的弱酸条件下较稳定，在水溶液中易降解

和氧化。因此，在后期实验中将把 SAB-TAT-LIP 冷

冻干燥制备成冻干粉贮存，并深入考察冻干保护剂

的种类等条件，进一步提高脂质体的稳定性。 

多肽具有良好的生物相容性、无免疫原性、低

毒性、可降解性等优点，在药物递送系统中的作用

日益重要。TAT（Cys-AYGR-KKRRQRRR）的末端

具有半胱氨酸，是最常用的细胞穿膜肽（CPPs）之

一。国内外已有多篇文献报道，TAT 修饰的脂质体

能够提高药物在体内的生物利用度，减少药物的毒

副作用，提高药物的治疗指数[23-26]。同时，TAT 能

够增加皮肤角质层中的细胞间隙，改善皮肤的渗透

性，提高脂质体的透皮递送能力，将药物运载至皮

肤的更深层而发挥疗效[27-28]。TAT 作为基本无细胞

毒性的体内药物运输载体和渗透促进剂，在生物大

分子物质经皮给药领域有着良好的研究价值和应用

前景。 

本研究结果表明，相比于游离 SAB 溶液，

SAB-TAT-LIP 具有明显的缓释作用，且缓释效果优

于 SAB-LIP；空白脂质体与 SAB 物理混合物的释放

慢于游离 SAB，可能是由于物理混合过程中有一部

分 SAB 被吸附于脂质体表面或主动载入脂质体中，

导致 SAB 释放减慢。SAB-TAT-LIP 能够显著增强亲

水型药物 SAB 向皮肤深层递送，形成含量较高的药

物贮库，持久发挥药物疗效，其皮肤渗透和真皮层

滞留能力优于 SAB-LIP。脂质材料对 HSF 的生长增

殖没有毒副作用。SAB-TA-LIP 能以剂量-时间依赖

性显著性地抑制 HSF 的生长和增殖，与 SAB 溶液

相比，抑制作用呈现一定的延缓效果，该结果与

SAB-TAT-LIP 体外释药的延缓释放特征相呼应。

SAB-TA-LIP 能显著地抑制 HSF 的迁移和侵袭（三

维水平上的迁移），抑制作用优于 SAB-LIP。 

在后期实验研究中，进一步考察 SAB-TA-LIP

对 HSF 的细胞周期、细胞凋亡和相关细胞因子表达

的影响，并结合动物抑瘢的药效学试验和皮肤刺激

性试验等，综合评价 SAB-TAT-LIP 透皮给药体系设

计的合理性与安全性。 
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