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高载药量和厚朴酚纳米粒的制备及其抗肿瘤作用研究 
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摘  要：目的  研究一种高载药量和厚朴酚纳米粒，评价其对小鼠肝癌 H22 移植瘤的生长抑制作用。方法  用牛血清白蛋

白（BSA）和聚乙烯吡咯烷酮（PVP）为辅料，采用超声-沉淀法制备和厚朴酚纳米粒。建立 H22 肝癌皮下小鼠肿瘤模型，

以环磷酰胺注射液（CTX）为阳性对照，考查 ip 给药后其对肿瘤的抑制作用。结果  和厚朴酚纳米粒呈球形，平均粒径为

（116.5±1.3）nm，多分散指数（PDI）为 0.116±0.001，体外溶出较原料药大幅度提升。在 H22 荷瘤小鼠体内，和厚朴酚纳

米粒显示出剂量相关的抑瘤作用，低、中、高剂量（10、20、40 mg/kg）组抑瘤率分别为 52.57%、66.33%和 71.24%。结论  
和厚朴酚纳米粒对肿瘤有明显的抑制作用。 
关键词：和厚朴酚；纳米粒；肿瘤；药效学 
中图分类号：R943      文献标志码：A      文章编号：1674-6376 (2015) 03-0292-05 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-6376.2015.03.013 

Preparation of honokiol nanoparticles with high drug-loading and their 
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Abstract: Objective  To prepare honokiol nanoparticles (HK-Nps) with high drug-loading and study their anticancer efficacy on H22 
hepatoma-bearing mice. Methods  High drug-loading HK-Nps were successfully prepared using ultrasonic radiation and precipitation 
method. Bovine serum albumin (BSA) and polyvinyl pyrrolidone (PVP) were used in combination (weight ratio 1:1) as the main 
adjuvant. The antitumor effect of the resultant HK-Nps (ip administration) was evaluated against H22-bearing mice at different dose 
using CTX as a positive control. Results  The obtained HK-Nps were described as smooth surface and (116.5 ± 1.3) nm in average 
diameter with narrow and normal distribution (PDI value being 0.116 ± 0.001). HK-Nps had high drug-loading content of 38.6% and 
showed quickly and significantly enhanced dissolution in comparison with HK bulk powder. In the H22-bearing mice of tumor models, 
HK-Nps demonstrated a dose-dependent tumor suppression effect with inhibitory rate of 52.57%, 66.33% and 71.24% respectively at 
low, middle, and high dose (10, 20, and 40 mg/kg). Conclusion  The resultant HK-Nps have the obvious inhibitory effect on tumor. 
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和厚朴酚（honokiol）是来源于厚朴等植物的

一种含有酚羟基的小分子生物活性物质[1]，作为木

兰科植物的主要活性成分，具有抗氧化[2]、抗炎[3]、

抗焦虑[4]、神经保护[5]、抗血小板凝聚[6]等多方面的

药理活性。最近，研究者们不断发现和厚朴酚具有

抗肿瘤作用，如诱导肿瘤细胞凋亡、促进肿瘤细胞 
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分化、抑制肿瘤细胞增殖、抑制肿瘤转移、抗肿瘤

血管形成、逆转肿瘤多耐药等作用[7-8]。但和厚朴酚

不溶于水，难吸收，生物利用度较低，限制了其临

床应用和疗效的发挥。将和厚朴酚制备成纳米制剂，

能解决难溶性问题，提高生物利用度，静脉注射后

还能因增强渗透滞留效应（enhanced permeability 
and retention effect，EPR）而对肿瘤组织具有一定

的靶向性。目前，关于和厚朴酚的纳米制剂已有脂

质体、胶束、固体脂质纳米粒等，但这些纳米粒的

载药量均较低（＜25%），药物传输效率受到限制。

本文提供了一种高载药量和厚朴酚纳米粒的制备方

法，并通过荷瘤小鼠的抑瘤实验证实具有较好的抗

肿瘤效果且呈现剂量相关性。 
1  仪器与试药 
1.1  仪器 

KQ3200DB 型数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；Meppler Toledo AL204 电子天平

（梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司）；超净工作

台； CO2 孵育箱；酶标仪（ El × 800Bio2TEK 
Instruments）；恒温水浴锅（江苏省金坛市江南仪器

厂）；CKX31 型倒置显微镜（奥林巴斯（中国）投

资有限公司）；Zetasizer nano zs 90 纳米粒度及 zeta
电位分析仪（马尔文仪器有限公司）；LGJ—10B 冷

冻干燥机（北京四环科学仪器厂有限公司）；U3000
高效液相色谱仪（戴安中国有限公司）；透射电镜

（JEOL JEM—100CⅡ）。 
1.2  试药与实验动物 

和厚朴酚（质量分数 98%，陕西永源生物技术

有 限 公 司 ）； 和 厚 朴 酚 纳 米 粒 （ honokiol 
nanoparticles，自制）；注射用环磷酰胺（CTX，山

西普德药业股份有限公司，规格为 200 mg/支）；生

理盐水（欣辰药业股份有限公司，规格为 500 mL/
瓶）；RPMI1640 培养基（Gibco l BRL 公司）；胎牛

血清（BSA，北京元亨金马生物技术开发有限公司）；

DMSO（北京精求化工有限责任公司，分析纯）；噻

唑蓝（MTT）（美国Sigma公司）；台盼蓝（Tyrpanblue，
TB）（Amresco 公司）；胰蛋白酶-EDTA 消化液

（0.25%）（北京 Solarbio 科技有限公司）。 
H22 细胞系购自中国医学科学院基础医学究

所；ICR 小鼠 100 只，SPF 级，雄性，6～8 周龄，

体质量 18～22 g，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，动物合格证：SCXK（京）2011-2119。 
2  方法 

2.1  和厚朴酚纳米混悬剂的制备 
精密称取 BSA 50.0 mg、PVP 50.0 mg 于烧杯中

以 20 mL 水溶解，再精密称取和厚朴酚 100.0 mg
于西林瓶中加 4 mL 丙酮溶解，在 25 ℃、250 W 超

声、浆搅拌（300 r/min）的条件下，将和厚朴酚的

丙酮溶液滴入水中，40 ℃减压旋转蒸发除去丙酮，

以马尔文激光粒度仪测其粒径及粒度分布。 
2.2  载药量和包封率的测定 

精密称取适量和厚朴酚，以乙腈溶解，配置成

不同浓度。以乙腈-0.2%甲酸水（75∶25）为流动相，

体积流量为 1 mL/min，检测波长 294 nm；柱温 25 
℃；进样量 20 μL，以峰面积为纵坐标，以质量浓

度为横坐标进行线性回归，得到标准曲线方程：A
＝0.463 8C＋0.122 5（R2＝0.999 9）。结果表明，和

厚朴酚在 1～200 μg/mL 与峰面积线性关系良好。 
取 10 mL 和厚朴酚纳米粒将其冻干后，精确称

重，加入适量乙腈溶解破坏纳米粒使药物释放出来，

高效液相测定载入纳米粒内的药物含量，根据以下

公式测定载药量（drug loading，DL）和包封率

（entrapment efficiency，EE）。 
EE（%）＝（W1/W2）×100% 

DL（%）＝W1/W×100% 

其中 W1 为实测的 10 mL 纳米粒中和厚朴酚的量，W2

代表制备 10 mL 和厚朴酚纳米粒时药物的投料量，W 代表

所取 10 mL 和厚朴酚纳米粒冻干后的实测质量。 

2.3  形态学观察 
室温条件下取和厚朴酚 -Nps 加水稀释 100 

μg/mL 后滴加在覆盖碳膜的铜网上，自然干燥后，

再滴加 1%的磷钨酸溶液染色 15～20 min，晾干。

在透射电镜下观察并拍摄照片。 
2.4  储存温度 

按“2.1”项制备和厚朴酚纳米粒（实测含和厚

朴酚 4.48 mg/mL），分别放置于室温和 4 ℃下，测

0、7、15、30 d 后的粒径及分布和 Zeta 电位。 
2.5  体外释放 

分别精密量取和厚朴酚纳米粒 1 mL（按照实测

和厚朴酚的量计 5 mg）、和厚朴酚原料粉末 5 mg 及

物理混合物（含和厚朴酚原料粉末 5 mg、PVP 2 mg、
BSA 2 mg）分别至透析袋中（MwCO 为 3 500），放

置于 50 mL 释放介质（0.5% SDS/PBS，pH 7.4）中，

37 ℃恒温振荡，于 0.5、1、2、4、8、12、24、36、
48、60、72 h 取样 1 mL，分别补加相同体积的释放

介质，HPLC 法测定释放介质中药物质量浓度，计



  Drug Evaluation Research  第 38 卷 第 3 期  2015 年 6 月 - 294 - 

算累计释放率。 
2.6  H22 荷瘤小鼠模型的建立 

取腹腔内传代 7 d 的肝癌 H22 小鼠，在无菌条

件下抽取肿瘤细胞，并用生理盐水洗涤3次，经0.2%
台盼蓝染色后计算活细胞数＞95%，调整细胞浓度

为 1×107/mL。选健康活泼 ICR 小鼠 60 只，雌雄各

半，体质量 18～22 g，于每只小鼠右侧腋窝皮下接

种 H22 肝癌瘤细胞悬液 0.2 mL，建立动物模型。 
2.7  体内抗肿瘤药效研究 

接种肿瘤 7 d 后，将 H22 肝癌肿瘤小鼠随机分

为6组，每组10只：阳性对照组（环磷酰胺5 mg/kg）； 
和厚朴酚纳米粒低、中、高剂量组（和厚朴酚纳米

粒 10、20、40 mg/kg）；各组均 ip 给药。另取 10
只健康小鼠为阴性对照组（ip 0.2 mL 生理盐水）； 

每日观察各组小鼠活动、睡眠、毛发色泽和蜷

曲脱落及死亡情况，并用电子秤测量小鼠的体质量

变化（精确到 0.1 g）。末次给药后处死小鼠，完整

剥离腋窝皮下转移瘤体，称质量，计算抑瘤率。 
抑瘤率＝（对照组平均瘤质量－用药组平均瘤质量）/

对照组平均瘤质量 

2.8  统计学处理 
实验所得数据均以 ±x s 表示，以 SPSS 15.0 统

计学软件分析。数据采用单因素方差分析，两组间

比较采用 LSD 检验。 
3  结果 
3.1  和厚朴酚纳米粒的一般性状 

所制备的和厚朴酚纳米粒，采用马尔文激光粒

度仪平均粒径为（116.50±2.63）nm，PDI 为 0.12±
0.01，粒度分布较窄（图 1），实测药物浓度 4.48 
mg/mL，在电镜下呈现圆形或近圆形（图 2）。和厚

朴酚纳米粒载药量（45.45±1.84）%，包封率（89.60±
2.13）%，显著高于文献报道的载药量（25.70±2.70）
%[9]。室温放置 1 周后，纳米粒平均粒径仅增加约

10 nm，15 d 后平均粒径增加 50 nm，30 d 后平均粒

径从 124 nm 增加到 215 nm；4°C 放置稳定 
 

 
图 1  和厚朴酚纳米粒的粒径及分布图 

Fig. 1  Particle size and distribution of HK-Nps  

 

图 2  和厚朴酚纳米粒的透射电镜图 
Fig. 2  TEM photographs of HK-Nps 

性稍好一些，15 d 平均粒径增加 33 nm，30 d 增加

约 50 nm（表 1）。作为胶体分散体系，以上结果显

示和厚朴酚纳米粒恒温储存稳定性尚可，在 4°C
储存更佳；但作为给药体系，长期储存需要冻干，

临用前以注射用水分散。 

表 1  和厚朴酚纳米粒在不同温度下放置不同时间后的粒径

和粒度分布 ( x ±s, n = 3) 
Table 1  Mean particle size and distribution of HK-Nps 

 after placement at different time in different 
        temperatures ( x ±s, n = 3) 

温度/℃ 放置时间/d 粒径/nm 粒度分布/%

0 124.4±4.17 0.162±0.02

7 133.8±2.26 0.138±0.010

15 175.3±1.34 0.269±0.032

25 

30 215.1±4.81 0.483±0.038

0 124.4±4.17 0.162±0.020

7 133.1±1.39 0.117±0.050

15 147.5±0.53 0.179±0.011

4 

30 173.7±2.03 0.233±0.016

3.2  释放度 
以 0.5%SDS/PBS（pH 7.4）为释放介质，和厚

朴酚原粉、和厚朴酚纳米粒、物理混合物（和厚朴

酚、PVP、BSA 的物理混合物，比例与纳米粒中相

同）的体外释放见图 3。可知，纳米粒较和厚朴酚

原粉的释放速度和程度都显著提高，在第 60 小时，

原料药释放仅有 34.83%，而纳米粒释放已经达到

96.29%。 
3.3  抗肿瘤作用 

H22荷瘤小鼠在给药期间的体质量变化见图4。
可以看出，阴性对照组小鼠的体质量始终呈增长的

趋势；和厚朴酚纳米粒高、中剂量和环磷酰胺组的

小鼠体质量增长的速率较慢。在整个实验过程中各 
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图 3  和厚朴酚纳米粒及原药粉末在 PBS（pH 7.4）中的体

外释放曲线 (n = 3) 
Fig. 3  In vitro release profiles of HK-Nps and HK-CS in  

PBS (pH 7.4) (n = 3) 

 
图 4  给药后各组小鼠的体质量变化 (n = 10) 

Fig. 4  Relative body weight change of the mice after ip 
administration with Saline, CTX solution and 
HK-Nps (n = 10) 

组均无小鼠死亡，但环磷酰胺组和和厚朴酚纳米粒

高剂量组小鼠反应迟缓，体型相对瘦小，毛色有粘

连，不光滑，有脱毛现象，这可能与环磷酰胺较强

的副作用有关。 
各个实验组对H22小鼠的抑瘤率实验结果见表

2。与阴性对照组相比，环磷酰胺组、和厚朴酚纳米

粒高、中和低剂量的抑瘤作用差异极显著（P＜
0.01），抑瘤率分别为 86.2%、71.2%、66.3%和 52.5%。

此研究结果说明和厚朴酚纳米粒对肿瘤的生长具有

抑制作用。 
4  讨论 

本研究以 BSA 和 PVP 为辅料，采用超声-沉淀

法成功制备高载药量的和厚朴酚纳米粒。和厚朴酚

纳米粒平均粒径约 120 nm，外观呈球形，载药量高

达（45.45±1.84）%，实测药物浓度 4.48 mg/mL，
最高达到 10 mg/mL，大大改善了其溶解性差、难于 

表 2  和厚朴酚纳米粒对 H22 小鼠的抑瘤率 (n = 10) 
Table 2  In vivo antitumor effects of HK-Nps in H22 

tumor-bearing mice (n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 肿瘤质量/g 抑制率/%
阴性对照 — 1.185±0.259 — 
环磷酰胺  25 0.164±0.041** 86.2 
和厚朴酚纳米粒 40 0.342±0.144** 71.2 
 20 0.399±0.157** 66.3 
 10 0.564±0.121** 52.5 

与阴性对照组比较：**P＜0.01 
**P＜0.01 vs negative group 

给药的缺点。现有和厚朴酚纳米给药系统载药量有

限，如脂质体中不到 2%[10]；张卿[11]在和厚朴酚白

蛋白纳米粒的处方研究中，载药量最高达到了

21.2%，但从粒径等因素考虑最终用于后续研究的

纳米粒载药量不到 5%；另一篇和厚朴酚脂质体文

献中，理论载药量达到了 20%。迄今为止文献报道

载药量最高的达到了 25%[9,12]，但只有体外研究。

本研究和厚朴酚纳米粒中，实测载药量达到了 45%，

这对给药剂量相对较大的天然药物将具有很好的适

用性。 
透射电镜（TEM）可以直接获得一个样本的投

影，真实的反映了纳米粒子的形态及一定视野内的

粒子大小。由图 2 可知，本研究所制备的和厚朴酚

纳米粒呈球形，粒径较小。透射电镜显示和厚朴酚

纳米粒的粒径主要在 50 nm 左右，较用动态光散射

测的粒径稍小。这是因为动态光散射所测得的是在

水相中的水化动态半径，通常要较电镜观察到的干

态纳米粒的粒径要大，尤其是当纳米粒外周有水化

层（如 PEG 修饰）时更为明显。 
由于较大的比表面产生了高表面能，载药纳米

粒在储存过程中常会聚集、沉降，粒径增大甚至产

生沉淀。本研究以粒径和粒度分布为指标对和厚朴

纳米粒放置稳定性进行了考查。从表 2 中，在 30 d
放置时间内，和厚朴酚纳米粒在室温和 4 ℃下的平

均粒径及 PDI 值均随时间延长稍有增大，但最终粒

径仍在 220 nm 以内，低温储存粒径变化稍小。这

一结果提示，若要较长时间储存，和厚朴纳米粒需

要进行冻干保存。 
由体外释放曲线（图 3）可知，将和厚朴酚制

成纳米粒后，药物的释放显著加快，这是因为纳米

粒具有很大的比表面积和表面能，从而具有更快的

溶出速度和更高的溶出程度。将难溶性药物制备成

纳米粒，已成为改善溶解性、提高溶出度的有效策
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略。以往研究中，和厚朴酚常和其他药物联合使用

发挥抗肿瘤作用[13-15]。本研究单独使用高载药量的

和厚朴酚纳米粒，在 H22 荷瘤小鼠身上表现出了不

错的抗肿瘤作用，且呈剂量相关关系，这为和厚朴

酚进一步用于肿瘤治疗研究奠定了基础。 
从体质量增加的数据来看，中、高剂量的和厚

朴酚纳米粒组体质量增加较环磷酰胺组要低；而且

高剂量组和环磷酰胺组小鼠活动状态不佳，提示和

厚朴酚纳米粒具有一定的毒副作用，其强度与剂量

呈相关性。和厚朴纳米粒副作用的原因尚不明确，

判断主要由和厚朴酚本身的性质引起，并推测可能

与药物在纳米粒中的分布和状态有关。关于和厚朴

酚静脉给药的毒副作用，因其溶解性差难于静脉给

药，相关研究文献很少。有限的几个纳米给药系统

（包括和厚朴酚脂质体等）体内抗肿瘤研究中，也未

查阅到有价值的数据。这部分有待于未来进一步  
研究。 

腹腔注射的载药纳米粒，药物需要释放后才能

吸收入血，故本文中的和厚朴酚在血液中其实不是

以纳米粒的形式存在，纳米粒的 EPR 效应没有体现

出来。和厚朴酚纳米粒的粒径不到 200 nm，静脉注

射后应当因 EPR 效应而具有对肿瘤的被动靶向性，

从而有望提高对肿瘤抑制效果，并可能藉此降低给

药剂量和毒副作用，静脉注射后肿瘤抑制的相关研

究已计划于近期开展。同时，本课题组会选择和厚

朴酚的敏感细胞株进行下一步实验，以期降低剂量，

同时降低毒副作用。 
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