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雷公藤甲素叶酸靶向纳米胶束的制备及其体外抗炎作用研究 

王润孔，肖焜壁，陈柯霏 

四川省骨科医院 制剂中心，四川 成都  610041 

摘  要：目的  制备雷公藤甲素叶酸靶向纳米胶束（TP@PCL-PEG-FA），并研究其体外抗炎效果。方法  采用薄膜水化法

制备 TP@PCL-PEG-FA 胶束，对粒径和电位进行表征，观察其形态特征，采用超滤法测定包封率和载药量，同时考察药物的

体外释放。观察胶束的摄取效率，考察体外抗炎作用。结果  TP@PCL-PEG-FA 胶束的平均粒径为（34.1±5.1） nm，Zeta

电位为（−10.1±2.2） mV，呈类球形，粒径分布均一。包封率为（85.7±5.8）%，载药量为（1.8±0.5）%。TP@PCL-PEG-

FA 胶束均能够相对缓慢释放药物，具有缓释效果。与普通非靶向 PCL-PEG 胶束相比，PCL-PEG-FA 胶束在脂多糖刺激的

RAW 264.7 细胞中的摄取效率明显提高，TP@PCL-PEG-FA 胶束有更强的体外抗炎效率。结论  制备了雷公藤甲素的叶酸靶

向的 TP@PCL-PEG-FA 胶束，具有更好的体外靶向抗炎作用，为雷公藤甲素的纳米递药系统提供了一种新策略和新思路。 
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Preparation and in vitro anti-inflammatory effect of triptolide-loaded folic acid- 

modified micelles 
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Abstract: Objective  To prepare triptolide-loaded folic acid-modified micelles (TP@PCL-PEG-FA), and study the in vitro anti- 

inflammatory effect. Methods  TP@PCL-PEG-FA micelles were prepared with thin-film hydration method. The size distribution, 

Zeta potential, and morphology of TP@PCL-PEG-FA micelles were characterized. The encapsulation efficiency (EE) and drug loading 

capacity (DL) of micelles were determined by ultrafiltration method, and the in vitro release of triptolide was also studied. The cellular 

uptake efficiency and in vitro anti-inflammatory effect of micelles were evaluated. Results  The average size of TP@PCL-PEG-FA 

micelles was (34.1 ± 5.1) nm, the Zeta potential was (−10.1 ± 2.2) mV. The micelles were spherical shapes with uniform particle size 

distribution. EE and DL of TP@PCL-PEG-FA micelles were (85.7 ± 5.8)% and (1.8 ± 0.5)%. TP@PCL-PEG-FA micelles showed 

obvious sustained release effect. Compared with common non-targeted PCL-PEG micelles, the cellular uptake efficiency of PCL-PEG-

FA micelles in LPS- stimulated RAW 264.7 cells was significantly enhanced, and TP@PCL-PEG-FA has stronger in vitro anti-

inflammatory effect. Conclusion  TP@PCL-PEG-FA micelles targeting folate receptors are prepared, and have better targeted anti-

inflammatory effect in vitro, which provides a new strategy and new idea for the nano-delivery system of triptolide. 

Key words: triptolide-loaded folic acid-modified micelles; size distribution; triptolide; encapsulation efficiency; drug loading capacity; 

in vitro release; cellular uptake efficiency; anti-inflammatory effect 

 

雷公藤甲素是雷公藤中效应成分和质量标志

物之一，也是雷公藤片、雷公藤多苷片中主要药效

成分之一，具有显著的抗炎、抗类风湿、免疫抑制

作用[1-2]。雷公藤甲素通过抑制核转录因子 κB 的活

性从而发挥的抗炎作用在临床中应用最广泛，但作

为环氧化二萜内酯化合物，其水溶性差，本身具有

的强烈肝肾毒性、生殖毒性等不容忽视[3]。靶向聚

合物胶束由高分子材料自组装而成，能够装载疏水

性药物，降低其不良反应，提高药物稳定性，同时

能够通过主动识别，达到靶组织、细胞选择性浓集 
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药物的目的[4-5]。聚己内酯-聚乙二醇（PCL-PEG）是

一种两亲性嵌段聚合物，具有高亲和性、高生物相

容性等特性，被广泛用于中药单体的体内递送[6-7]。

在炎症类疾病中，巨噬细胞在其生理病理反应中起

到了关键作用。病理条件下，炎症部位的巨噬细胞

被活化，并分泌肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞

介素-6（IL-6）等炎症因子。活化的巨噬细胞膜表面

的叶酸受体高表达，为构建一种靶向纳米递药系统

治疗炎症提供了靶点[8]。基于此，本研究制备了一

种叶酸修饰的纳米胶束，包载雷公藤甲素，对其进

行理化特征研究，并通过小鼠巨噬细胞 RAW 264.7

建立体外炎症模型，考察体外靶向抗炎作用。 

1  仪器与试药 

Waters e2965型高效液相色谱仪（Waters公司）；

高速离心机（Beckman 公司）；激光粒度仪（马尔文

公司）；旋转蒸发仪（Buchi 公司）；激光共聚焦显微

镜（Zeiss 公司）。 

雷公藤甲素（批号 PRF20061122，质量分数

99.58%，成都普瑞法科技开发有限公司），PCL-PEG

（R-PL1103-5k，西安瑞禧生物科技有限公司），PCL-

PEG-FA（R-PL1114-5.4KD，西安瑞禧生物科技有限

公司），超滤管（相对分子质量 10 000，Millipore 公

司），透析袋（相对分子质量 3 500，北京索莱宝科

技有限公司），香豆素 6（质量分数 98%，Aldrich- 

442631，Sigma 公司），脂多糖（Sigma-L7261，Sigma

公司），胎牛血清（货号 12483020，Gibco 公司），

DMEM 培养基（货号 11965118，Gibco 公司），小

鼠单核巨噬细胞（RAW 264.7，ATCC 中心）。 

2  方法与结果 

2.1  胶束的制备 

采用薄膜水化法制备具有叶酸靶向性的 PCL- 

PEG-FA 胶束[9-11]。称取 20 mg PCL-PEG-FA，置茄

形瓶中，加入 20 mL 乙腈，振摇使之溶解充分，在

水浴 40 ℃条件下减压旋干乙腈，使茄形瓶底部覆

盖一层均匀薄膜。加入 2 mL 纯水，在 40 ℃水浴下

轻轻振摇，水化薄膜，0.22 μm 微孔滤头滤过，即

得。同法制备空白 PCL-PEG 胶束。称取雷公藤甲素

适量，分别与 PCL-PEG-FA、PCL-PEG 按照 1∶40

共同溶解于乙腈，同法制备TP@PCL-PEG-FA胶束、

TP@PCL-PEG 胶束。 

2.2  胶束的表征 

2.2.1  粒径、Zeta 电位  吸取 1 mL 载药胶束溶液，

分别放入粒径皿和电位杯中，使用激光粒度仪测定

粒径和 Zeta 电位，结果见表 1。
 

表 1  胶束的粒径和电位值（x ± s，n=3） 

Table 1  Particle size and Zeta potential of the micelles (x ± s, n=3) 

胶束 粒径/nm PDI Zeta 电位/mV 

TP@PCL-PEG 25.3±3.7 0.154±0.068 −3.5±0.6 

TP@PCL-PEG-FA 34.1±5.1 0.226±0.088 −10.1±2.2 

 

2.2.2  透射电镜表征  吸取 0.1 mL 胶束溶液，用纯

水稀释后滴加在覆盖碳膜的铜网上，待干燥后用

2%磷钨酸染色，使用透射电镜观察胶束的大小和形

态，结果见图 1。可见两种胶束均呈类球形，粒径

分布均一。 

2.2.3  胶束稳定性   TP@PCL-PEG 胶束、TP@ 

PCL-PEG-FA 胶束置于 4 ℃冰箱存放。在规定的时

间点（1、2、3、4、5、6、7 d）测定其粒径大小，

结果见表 2。在 7 d 内胶束粒径无显著变化，说明

该温度下胶束在 1 周内比较稳定。 

2.3  雷公藤甲素的 HPLC 法测定 

2.3.1  色谱条件  Waters Symmetry C18 色谱柱（150 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈–水（26∶74）；

检测波长：218 nm；柱温：30 ℃；体积流量：1.0  

 

图 1  胶束的 TEM 和粒径分布 

Fig. 1  TEM and size distribution of the micelles 
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表 2  胶束粒径的稳定性（x ± s，n=3） 

Table 2  Stability of the micelles (x ± s, n=3) 

t/ d 
TP@PCL-PEG 胶束 TP@PCL-PEG-FA 胶束 

粒径/nm PDI 粒径/nm PDI 

1 23.5±3.0 0.160±0.053 35.9±1.9 0.196±0.058 

2 26.3±3.1 0.172±0.055 36.7±3.5 0.199±0.050 

3 27.1±0.9 0.161±0.040 39.0±2.4 0.226±0.084 

4 26.2±0.9 0.206±0.039 37.8±2.9 0.215±0.063 

5 26.5±1.1 0.221±0.064 38.2±3.0 0.223±0.045 

6 27.9±0.8 0.219±0.010 37.2±2.1 0.239±0.068 

7 27.5±1.5 0.224±0.025 39.6±2.7 0.242±0.036 

 

mL/min；进样量：10 μL。 

2.3.2  样品溶液制备  精密吸取 TP@PCL-PEG-FA

胶束 1 mL，加甲醇定容至 10 mL，振摇充分，即得

TP@PCL-PEG-FA 胶束样品溶液。同法制备空白

PCL-PEG-FA 胶束样品溶液。 

2.3.3  系统适应性  分别进样雷公藤甲素溶液、

TP@PCL-PEG-FA 胶束样品和空白 PCL-PEG-FA 胶

束样品，结果见图 2。TP@PCL-PEG-FA 胶束色谱

与雷公藤甲素溶液色谱在相同位置有同样的雷公

藤甲素色谱峰，且制剂辅料对色谱峰无干扰。 

 

*-雷公藤甲素 

*-triptolide 

图 2  雷公藤甲素对照品（A）、TP@PCL-PEG-FA 胶束（B）和空白 PCL-PEG-FA 胶束（C）的 HPLC 图谱 

Fig. 2  HPLC chromatograms of triptolide reference substance (A), TP@PCL-PEG-FA micelles (B), and blank PCL-PEG 

micelles (C) 

2.3.4  线性关系考察  精密称取雷公藤甲素对照

品 7.37 mg，甲醇定容至 25 mL，得到 294.80 μg/mL

的储备液。再配制质量浓度分别为 15.26、50.53、

45.79、61.06、76.32、114.48 μg/mL 的雷公藤甲素对

照品溶液，进样测定。分别以质量浓度、对应峰面

积为横、纵坐标，对其进行线性回归分析，得到回

归方程 Y＝7 318.8 X－2 988.4（R2＝0.999 9），线性

范围为 15.26～114.48 μg/mL。 

2.3.5  精密度试验  精密吸取雷公藤甲素对照品

溶液 10 μL，连续进样 6 次，测定峰面积，计算得

其峰面积的 RSD 值为 0.83%。 

2.3.6  重复性试验  分别取 1 mL TP@PCL-PEG- 

FA 胶束 6 份，制备样品溶液，进样测定雷公藤甲素

的峰面积，结果显示，雷公藤甲素峰面积的 RSD 值

为 1.31%。 

2.3.7  稳定性试验  TP@PCL-PEG-FA 胶束样品溶

液分别在 0、4、8、12、24 h 进样测定雷公藤甲素

峰面积，结果其 RSD 值为 2.17%。 

2.3.8  回收率试验  精密吸取TP@PCL-PEG-FA胶

束溶液（178.25 μg/mL）1 mL，分别取 6 份，置于

5 mL 量瓶中，精密加入 294.80 μg/mL 雷公藤甲素

对照品溶液 0.6 mL，加甲醇至刻度。吸取 10 μL 样

品进样测定雷公藤甲素的峰面积，计算回收率，结

果显示雷公藤甲素的平均回收率为 96.32%，RSD 值

为 1.17%。 

2.3.9  计算方法  采用外标法计算雷公藤甲素。待

测样品进样测定样品中雷公藤甲素的峰面积，再将

峰面积带入回归方程中，得到对应的质量浓度，即
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可算出雷公藤甲素的量。 

2.4  包封率和载药量测定 

采用超滤法测定胶束的包封率（EE）和载药量

（DL）。精密吸取载药胶束 1 mL，加甲醇定容至 10 

mL，振摇充分，采用 HPLC 法测定胶束中雷公藤甲

素的总量（W 总）。精密吸取载药胶束 2 mL，加入超

滤管中，6 000 r/min 离心 30 min，吸取滤液，并用

甲醇稀释定容至 5 mL，测定质量浓度，并计算游离

药物的质量（W 游）。根据公式计算胶束的包封率和

载药量，结果见表 3。胶束的包封率均超过 80%，

体现了良好的载药性能。 

EE＝（W 总－W 游）/W 总 

DL＝W 药/W 胶束 

其中 W 药指包裹进入胶束的质量，W 总指总投料药物量，

W 游指总投料药物量，W 胶束指胶束中药物和辅料的总量 

表 3  胶束的包封率和载药量（x ± s，n=3） 

Table 3  Encapsulation efficiency and loading capacity of 

micelles (x ± s, n=3) 

胶束 EE/% DL/% 

TP@PCL-PEG 93.3±4.1 2.4±0.4 

TP@PCL-PEG-FA 85.7±5.8 1.8±0.5 

 

2.5  体外释放的测定 

分别取雷公藤甲素溶液、TP@PCL-PEG 胶束、

TP@PCL-PEG-FA 胶束 2 mL，加入预先处理过的透

析袋中，用缝合线扎紧透析袋两端，放入 40 mL 含

有 0.2%聚山梨酯 80 的 PBS 溶液作为释放介质的棕

色磨口瓶中，在水浴恒温振荡器中以 37 ℃、100 

r/min 条件震荡，分别于 0.5、1、2、4、8、12、24 

h 用移液枪吸取 1 mL 介质，同时补充等量空白释放

介质。测定各个时间点介质中雷公藤甲素的质量浓

度，计算累积释放率，见图 3。 

 

图 3  胶束的体外累积释放曲线（n=3） 

Fig. 3  Cumulative in vitro release of the micelles (n=3) 

雷公藤甲素溶液中雷公藤甲素的 24 h 累积释

放率为（89.0±3.6）%，而 TP@PCL-PEG 胶束中雷

公藤甲素的 24 h 累积释放率为（70.3±3.4）%，

TP@PCL-PEG-FA 胶束中雷公藤甲素的 24 h累积释

放率为（65.8±4.7）%。与雷公藤甲素溶液相比，

TP@PCL-PEG 胶束和 TP@PCL-PEG-FA 胶束均能

够相对缓慢释放药物，具有缓释效果。 

2.6  体外摄取和抗炎 

2.6.1  体外炎症细胞模型的建立  取RAW 264.7细

胞，消化成单细胞悬液，按照 1×105个/孔的密度接

种于 12 孔板中，每孔加入 1 mL 细胞培养基，待细

胞完全贴壁后，加入脂多糖溶液，使其终质量浓度

为 0.5 μg/mL，刺激 24 h，用以活化 RAW 264.7 细

胞，即为体外炎症模型。 

2.6.2  体外摄取效率  将香豆素 6（C6）与 PCL-

PEG-FA、PCL-PEG 共同溶解于乙腈，制备载 C6

的 C6@PCL-PEG、C6@PCL-PEG-FA 胶束，并用

培养基将 C6@PCL-PEG 胶束、C6@PCL-PEG-FA

胶束分别稀释至 C6 质量浓度为 0.5 μg/mL。处理

RAW 264.7 细胞后，用空白培养基洗涤，再分别加

入香豆素 6、C6@PCL-PEG 胶束、C6@PCL-PEG-

FA 胶束溶液 1 mL，每组设置 3 个复孔，与细胞共

同孵育 2 h 后，用 PBS 洗涤，多聚甲醛固定，再使

用 DAPI 染色，使用共聚焦显微镜观察分析，结果

见图 4。可见 C6@PCL-PEG-FA 胶束在活化的 RAW 

264.7细胞中的摄取效率明显高于C6@PCL-PEG胶

束，说明叶酸的修饰能够增加胶束的摄取效率。与

普通非靶向 PCL-PEG 胶束相比，PCL-PEG-FA 胶束

在脂多糖刺激的 RAW 264.7 细胞中的摄取效率明

显提高。 

 

图 4  胶束在脂多糖刺激的 RAW 264.7 细胞的摄取效率 

Fig. 4  Cellular uptake of the micelles in LPS-stimulated 

RAW 264.7 cells 
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2.6.3  体外抗炎作用  分别设置对照组、模型组、

雷公藤甲素溶液组、 TP@PCL-PEG 胶束组、

TP@PCL-PEG-FA 胶束组，制剂组用培养基稀释至

雷公藤甲素终浓度为 100 nmol/L。除对照组外，均

按 2.6.1 项下方法培养细胞，用空白培养基洗涤后，

加入空白培养基或制剂共同孵育 8 h，收集培养液

和细胞，4 ℃条件下 3 000 r/min 离心 10 min，取上

清液，用 ELISA 试剂盒检测细胞炎症因子 TNF-α

和 IL-6 水平，结果见表 4。脂多糖刺激后 RAW 264.7

细胞的炎症因子 TNF-α 和 IL-6 水平明显升高（P＜

0.01）。与 TP@PCL-PEG 胶束组相比，TP@PCL- 

PEG-FA 胶束组 TNF-α 和 IL-6 水平明显降低（P＜

0.05），提示 TP@PCL-PEG-FA 胶束有更强的体外抗

炎效率。 

表 4  TP@PCL-PEG-FA 胶束对 RAW 264.7 细胞 TNF-α 和

IL-6 水平的影响（x ± s，n=3） 

Table 4  Effect of TP@PCL-PEG-FA micelles on levels of 

TNF-α and IL-6 in RAW 264.7 (x ± s, n=3) 

组别 TNF-α/(pg·mL−1) IL-6/(pg·mL−1) 

对照  86.3±6.1  43.1±4.2 

模型 183.9±10.7##** 121.8±5.4##** 

雷公藤甲素溶液 160.7±8.6**  94.4±6.2** 

TP@PCL-PEG 胶束 133.5±6.5*  78.7±5.2* 

TP@PCL-PEG-FA 胶束 110.6±6.3  62.5±2.3 

与对照组比较：##P＜0.01；与TP@PCL-PEG-FA 胶束组比较：*P＜0.05  

**P＜0.01 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs TP@PCL-PEG-FA 

micelles group 

3  讨论 

安全性是影响中药能否广泛使用的重要因素。

大毒中药雷公藤在临床中已被广泛应用于治疗炎

症疾病。雷公藤甲素作为雷公藤中最主要的毒效成

分之一，虽然抗炎疗效确切，但其本身的溶解性、

治疗窗窄、毒性等成药性缺陷限制其应用，如何结

合现代药剂学技术对其减毒增效是亟待关注并解

决的问题[12]。本研究基于炎症病理微环境中被活化

的巨噬细胞叶酸受体高表达的病理特征，设计并制

备 TP@PCL-PEG-FA 胶束，可实现对炎症部位巨噬

细胞的靶向富集和治疗。 

叶酸受体是一类在肿瘤细胞中非常常见的受

体，在风湿性关节炎、肺纤维化等疾病中存在于被

活化的巨噬细胞表面，也存在于极少部分上皮细胞

中，几乎不存在于正常细胞，因此，基于叶酸受体

的靶向治疗也被广泛研究[13-15]。叶酸修饰的聚合物

PCL-PEG-FA 自组装形成胶束并将雷公藤甲素包载

于胶束的内核中，可以提高其水溶性，理化性质也

相对稳定。同时根据实验也证实 TP@PCL-PEG-FA

胶束跟原药相比，有明显的缓释作用，而胶束表面

的叶酸小分子作为叶酸受体的配体，可以特异性地

与活化的巨噬细胞表面的叶酸受体结合，从而增加

了TP@PCL-PEG-FA胶束在体外炎症模型中的摄取

效率和抗炎效果。本研究还采用了香豆素 6 这个脂

溶性极强、荧光特性和便于检测等特点突出的荧光

探针来模拟脂溶性药物雷公藤甲素，便捷地对制剂

在细胞水平上的活动进行定性和定量检测[16]。 

综上，本研究成功制备了雷公藤甲素的叶酸靶

向的 TP@PCL-PEG-FA 胶束，具有更好的体外靶向

抗炎作用，为该载体用于靶向治疗炎症疾病的下一

步研究提供了数据支撑，也为雷公藤甲素的纳米递

药系统提供了一种新策略和新思路。 
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