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番荔枝总内酯纳米混悬剂的制备及其体外抗肿瘤作用研究 
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摘  要：目的  制备番荔枝总内酯纳米混悬剂，并对其体外抗肿瘤作用进行研究。方法  使用反溶剂沉淀法中的超声法制备

番荔枝总内酯纳米混悬剂，考察其处方和制备工艺参数；动态光散射法测定其粒径和电位，透射电镜考察其粒径分布和形态；

并对其人工胃肠液稳定性进行考察；采用MTT比色法比较番荔枝总内酯纳米混悬剂和溶液对HepG2细胞毒性差异。结果  制
备方法为将 10 mg 番荔枝总内酯与 1 mg PGDA 共溶于 1 mL 有机溶剂中，超声（250 W）快速注入到 5 mL 水中，减压旋转

蒸发除去有机溶剂，调整总体积至 5 mL。番荔枝总内酯纳米混悬剂平均粒径为（146.0±2.4）nm，多分散指数（PDI）为

0.184±0.02，Zeta 电位（26.0±2.0）mV，纳米混悬剂几乎呈类球型，粒径分布接近于正态分布，分布比较均匀；人工胃肠

液内 4 h 稳定存在，粒径基本不发生变化；对 HepG2 细胞增殖均有一定的抑制作用，番荔枝总内酯纳米混悬剂组的细胞增

殖抑制效果均优于溶液组。结论  制备了以 PGDA 为载体的番荔枝总内酯纳米混悬剂，解决了药物的难溶和给药问题，为

番荔枝总内酯的纳米剂型研究提供了参考。 
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Preparation of Annonaceous Acetogenins Naonosuspensions and its anti-tumor 
activity in vitro 
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Abstract: Objective  To prepare Annonaceous Acetogenins (ACGs) Naonosuspensions and study its anti-tumor activities in vitro. 
Methods  ACGs Naonosuspensions were prepared with ultrasonic method in anti-solvent precipitation and its prescription and 
preparation process parameters were investigated. Dynamic light scattering method was used to measure particle size and transmission 
electron microscopy was used to observe the morphology. The stability of ACGs Nanosuspensions in different medium was also 
studied. MTT assay was used to assess their in vitro cytotoxicity against HepG2 cell line in contrast to free ACGs. Results  The best 
preparation method was as following: 10 mg ACGs and 1 mg PGDA co-dissolved in 1 mL organic solvents, and then were rapidly 
infused into 5 mL water by ultrasound (250 W), then decompressed and rotated evaporation to remove organic solvents, and were 
adjusted the total volume to 5 mL. The average particle size of ACGs Naonosuspensions was (146.0 ± 2.4) nm, the polydispersity 
index (PDI) value was 0.184 ± 0.02, the Zeta potential was (26.0 ± 2.0) mV, and the particle size distribution was close to normal 
distribution. Naonosuspensions were nearly spherical, and the distribution was more uniform. They were quite stable in artificial 
gastric juice and intestinal juice for 4 h. ACGs Naonosuspensions had a certain inhibitory effect against proliferation of HepG2 cells, 
and the effect of naonosuspensions group was better than that of the solution group. Conclusion  ACGs Naonosuspensions are 
successfully prepared taking PGDA as the carrier, and insolubility and drug delivery are solved, which provides reference for 
nano-formulation study of ACGs. 
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番荔枝总内酯是从番荔枝属植物中分离得到的

一系列化合物[1]，是番荔枝种子等分离出来的抗肿

瘤有效部位。从化学结构上看，总内酯的各成分是

具有长脂肪链（32 或 34 个碳）白色的蜡状的脂肪

酸内酯，末端具有不饱和的内酯环。番荔枝总内酯

表现出良好的抗肿瘤作用，对人白血病[2-3]、人肝癌

HepG2 细胞[4]、人乳腺癌细胞[5-7]等都有很强的抑制

作用，具有“抗癌之星”称号。番荔枝总内酯中化

合物 K19（squamocin）和 K16（annomin-Ⅵ）分别

占 46.8%、5.8%，构效关系研究中也发现这两个化

合物均具有很强的抗瘤活性。但无论是总内酯环还

是这两种主要成分，其在水中溶解度均小于 1 
μg/mL，为极难溶性药物，限制了其临床应用[8-9]。

纳米给药系统能够有效解决药物的难溶、难给药的

问题，并能提高口服生物利用度，改善药动学特性，

并能由于高渗透长滞留（EPR）效应提高药物在肿

瘤和炎症部位的蓄积，将总内酯制备成纳米混悬剂

无疑是一种很好的解决方案。合适的稳定剂的选择

是纳米混悬剂制备的关键。随着化学合成技术的进

步以及缓控释制剂的发展，新的聚合物材料和药用

辅料也得到了快速发展。两亲性嵌段聚合物可以自

发形成核壳结构的聚合物胶束，聚合物胶束有一个

实心的内核，作为难溶性药物的纳米储库。本课题

组合成了一种新型的两亲性分子聚合物三分枝六聚

乙二醇接枝十二胺共聚物（PGDA）[10]。PGDA 是

通过三分枝六聚乙二醇与含十二胺个碳的脂肪链共

价偶联，在水相中很易自组装成小粒径的胶束。因

此本实验选用 PGDA 作为稳定剂，制备番荔枝总内

酯纳米混悬剂，以期提高番荔枝总内酯溶解度，并

对其体外抗肿瘤作用进行研究。 
1  仪器与材料 

JEM-1400 80 kV 透射电镜（日本电子株式会

社）；DI-ONEXU3000 高效液相色谱仪（美国戴安

公司）；BioTekuquant 酶标仪（USA）；Nano-ZS90
马尔文粒度仪（英国马尔文设备公司）；AL204 电

子天平（梅特勒–托利多仪器上海有限公司）；

MCA-15AC 细胞培养箱（SANYO）；SCQ3201 超声

波清洗器（上海声彦超声仪器有限公司）；振荡仪

（Small 3-0 ROTATOR，Thermo）；Buchi R-3 旋转蒸

发仪（瑞士 Buchi）。 
番荔枝总内酯含 K20 3.2%、GK23 1.2%、K437 

8%、K19 38%、K16 9.2%，由中国医学科学院药用

植物研究所斯建勇研究员实验室提供；两亲性分子

PGDA（相对分子质量 1 171.69，本实验室合成）；

乙腈和甲醇为色谱级，其余试剂均为分析纯。 
HepG2 细胞购自中国医学科学院基础医学研

究所细胞资源中心， DMEM 培养基（批号

AB10190291）、胎牛血清（批号 1101-8611）、磷酸

缓冲盐（PBS，批号 AC10209969）、青链霉素（北

京索莱宝科技有限公司，规格 100 U/mL，批号

J170012）。 
2  方法与结果 
2.1  番荔枝总内酯纳米混悬剂的制备 

使用反溶剂沉淀法中的超声法制备番荔枝总内

酯的纳米混悬剂，通过单因素试验，考察不同因素

对处方和制备工艺的影响[11]。 
2.1.1  不同有机溶剂的选择  将 1 mg 番荔枝总内

酯与 3 mg PGDA 共溶于 1 mL 有机溶剂中，超声

（250 W）快速注入到 5 mL 水中，减压旋转蒸发除

去有机溶剂，调整总体积至 5 mL，结果见表 1。丙

酮相比其他两种有机溶剂，制备粒径小、分布均匀，

故选择丙酮作为有机溶剂进行后续研究。 

表 1  处方中有机溶剂的筛选 
Table 1  Screening of different organic solvent in prescription 

有机溶剂 粒径/nm Zeta/mV PDI 

丙酮 120.0±3.1 26.8±2.1 0.180±0.02

甲醇 153.0±2.9 22.6±2.7 0.230±0.05

乙醇 160.7±3.2 23.8±3.3 0.310±0.05

 
2.1.2  不同制备方法的选择  采用上述处方进行

单因素试验，将超声注入改为搅拌注入，考察制备

方法对粒径的影响，发现超声注入制备的纳米混悬

剂粒径更小，见表 2。故选择超生注入作为制备方

式进行后续研究。 

表 2  处方中制备方法的筛选 
Table 2  Screening of different preparation in prescription 

制备方法 粒径/nm Zeta/mV PDI 

超声法 120.0±3.1 26.8±2.1 0.180±0.02

搅拌法 144.0±2.1 19.0±3.1 0.200±0.05

 
2.1.3  不同药载比的选择  采用上述处方进行单因

素试验，不断提高药载比，考察对粒径的影响，见

表 3。结果表明，药载比 1∶3、1∶1、3∶1，粒径

差别不大，继续提高药载比 10∶1，粒径只有略微

增大。故确定最终制备方法中药载比提高到 10∶1。 
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表 3  处方中药载比对粒径的影响 
Table 3  Effect of drug-stabilizer ratio on particle size in 

prescription 

药载比 粒径/nm Zeta/mV PDI 

1∶3 120.0±3.1 25.8±4.2 0.184±0.02

1∶1 125.1±2.8 29.8±1.1 0.20±0.01 

3∶1 130.4±3.6 36.1±2.7 0.177±0.02

10∶1 146.8±7.7 26.0±3.1 0.184±0.05

 
2.1.4  最佳制备方法  将 10 mg 番荔枝总内酯与

1 mg PGDA 共溶于 1 mL 有机溶剂中，超声（250 W）

快速注入到 5 mL 水中，减压旋转蒸发除去有机溶

剂，调整总体积至 5 mL。 
2.2  番荔枝总内酯纳米混悬剂性质考察 
2.2.1  粒径、电位、多分散指数（PDI）考察  将
制备好的番荔枝总内酯纳米混悬剂稀释 10 倍，用

Nano-ZS90 马尔文粒度仪测定粒径和电位。所有测

定均在室温下进行，激光波长为 633 nm，散射角为

90°，样品平行操作 3 份。结果平均粒径为

（146.0±2.4）nm，PDI 为 0.184±0.02，Zeta 电位

（26.0±2.0）mV，粒径分布接近于正态分布，且重

现性良好。见图 1。 

 
图 1  番荔素总内酯纳米混悬剂的粒径分布 

Fig. 1  Particle size distribution of ACGs Naonosuspensions 

2.2.2  透射电镜形态考察  将制备的番荔枝总内酯

纳米混悬剂用水稀释成 100 μg/mL。取 6 μL 滴加到

电镜铜网上，自然晾干，滴加 1%的磷钨酸水溶液

6 μL 染色 15 min，滤纸吸去多余染色液，晾干，透

射电镜下观察，结果纳米混悬剂几乎呈类球型，没

有明显的聚集，分布比较均匀。见图 2。 
2.2.3  番荔枝总内酯纳米混悬剂的胃肠液稳定性试

验  将番荔枝总内酯纳米混悬剂与人工胃液、人工

肠液按照体积比 1∶4 混合，37 ℃水浴孵育，于 1、
2、3、4 h 取样测定粒径，样品平行操作 3 份。结果

番荔枝总内酯纳米混悬剂在人工胃肠液中 4 h 内粒

径无明显变化，也没有出现肉眼可见的沉淀和浑浊。

见图 3。 

 

图 2  番荔素总内酯纳米混悬剂的透射电镜照片 
Fig. 2  TEM photo of ACGs Naonosuspensions 

 

图 3  番荔素总内酯纳米混悬剂在人工胃液（A）和人工肠

液（B）中的粒径变化（⎯x ± s, n = 3） 
Fig. 3  Particle size change of ACGs Nanosuspensions in 

artificial gastric juice (A) and intestinal juice (B) 
(⎯x ± s, n = 3) 

2.3  番荔枝总内酯纳米混悬剂细胞增殖抑制实验 
HepG2 细胞株生长于 DMEM 培养基中，其中

含 10%的胎牛血清、2 mmol/L谷氨酰胺、1 000 U/mL
青链霉素，于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，

每2天更换1次培养液，每周用胰酶消化并传代（1∶
1），留取对数期细胞用于实验。MTT 试剂临用前以

pH 7.4 磷酸缓冲液配制成 5 mg/mL。 
取对数期生长的HepG2细胞接种于 96孔板上，

每孔 5×104个细胞，96 孔板于 37 ℃、5% CO2 细胞

培养箱中培养 24 h，设立空白对照组（细胞成长所

需完全培养基）、PGDA 辅料组、ACGs 的 DMSO
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溶液组和 ACGs 纳米混悬剂组。用完全培养基将药

物或载药纳米混悬剂稀释到所需浓度，每孔加入含

药辅料培养基 100 μL。96 孔板于 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养48 h。弃上清，加入5 mg/mL MTT 
20 μL，继续培养 4 h，小心吸取上清液，弃去，加

入 DMSO 100 μL，将培养板置于微孔板振荡器上振

荡 10 min 混匀。在酶联免疫荧光仪上 570 nm 波长

处测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。以药物

浓度为横坐标，对抑制率为纵坐标绘制剂量–效应

曲线，通过 GraphPad Prism5.0 软件计算细胞抑制率

为 50%的药物浓度，即半数抑制浓度。见表 4。 
细胞存活率=药物每孔 A 值/空白对照组 A 值 

 

表 4  番荔素总内酯纳米混悬剂对 HepG2 细胞生长存活率的影响（⎯x ± s, n = 6） 
Table 4  Effect of ACGS Nanopartices on viability of HepG2 cells (⎯x ± s, n = 6 ) 

细胞存活率/% 
样品 

0.1 μg·mL−1 1 μg·mL−1 5 μg·mL−1 50 μg·mL−1 500 μg·mL−1 
IC50/(μg·m L−1) 

ACGS 溶液 98.0±0.8 96.5±0.5 90.3±0.6 48.6±0.5 10.6±0.7 26.56 

ACGs 纳米混悬剂 95.2±0.9 89.0±2.4 85.4±1.5 23.8±1.9 8.1±3.5 9.64 

PGDA 溶液 98.4±0.2 96.5±0.3 96.6±0.5 82.0±0.7 89.0±0.2 — 

 

可见两者对细胞增殖均有一定的抑制作用，番

荔枝总内酯纳米混悬剂组的细胞增殖抑制效果均优

于番荔枝总内酯溶液组，其 IC50 分别是 9.64、26.56 
μg/mL。PGDA 小于 500 μg/mL 时对细胞增殖的抑

制效果不明显，说明纳米制剂中辅料无明显的细胞

抑制实验。 
3  讨论 

番荔枝总内酯是有效部位，包含了一系列长脂

肪链（含有 32 或 34 个碳和不饱和内酯环）的化合

物。虽然番荔枝总内酯已被证实具有很强的细胞毒

性和抗肿瘤作用，但水溶性差限制了其临床应用。

本实验将纳米技术应用到中药多组分中，以两亲性

分子PGDA作为稳定剂制备了番荔枝总内酯纳米混

悬剂，实现了中药有效部位和纳米技术的结合，显

著增加了番荔枝总内酯的溶解度。番荔枝总内酯纳

米混悬剂的亮点是高载药量（＞90%），这是其他制

剂无法比较的。常见的纳米剂型如胶束和脂质体，

载药量通常仅 10%～25%[12-13]。高载药量减少了辅

料的使用，在体内给药，尤其是静脉注射给药中，

能相应降低辅料本身带来的不利影响。 
透射电镜显示，番荔枝总内酯纳米混悬剂为圆

整的球形，平均粒径约为 30 nm 左右，比动态光散

射法测定的要小（146 nm）。这种差异是因为动态

光散射测定的纳米粒的等效水化半径，是纳米粒具

有水化层时的“湿态”粒径，而透射电镜测定的是

纳米粒干燥皱缩后在“干态”时的粒子。纳米混悬

剂在人工胃肠液中 4 h 内基本稳定，为口服制剂的

研究提供了数据。细胞增殖抑制实验显示，与游离

药物番荔枝总内酯相比，纳米混悬剂对肿瘤细胞具

有更强的生长抑制作用，而所用辅料对细胞增殖几

乎无抑制作用。这是因为在和肿瘤细胞的相互作用

中，载药纳米粒由于极高的比表面积常会被非特异

性吸附在细胞表面，增加了被细胞摄取的机会；同

时某些纳米粒还可增加被细胞摄取的途径，从而提

高了细胞对纳米粒携载药物的生物利用度。这说明

纳米混悬剂增加了药物的可利用率，与相同浓度的

溶液剂相比，具有较强的抗肿瘤作用。 
因此，本研究成功制备了以 PGDA 为载体的番

荔枝总内酯纳米混悬剂，解决了药物的难溶和给药

问题，并可能基于纳米效应提高疗效，为番荔枝总

内酯的进一步体内研究和临床应用提供了参考。 
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