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摘=要：目的= =制备和厚朴酚脂质体（ehJiiésomes），探讨其对小鼠乳腺癌细胞（QqN细胞）的体内外生长抑制作用。方法= =将
蛋黄卵磷脂、胆固醇、mmbdOMMMJapmbOMMM、和厚朴酚按照质量比 PWNWNWN，以注入法制备成和厚朴酚脂质体。通过 weí~sizer=
n~no=wp测定和厚朴酚脂质体的粒径，透射电镜观察和厚朴酚脂质体的形态。用噻唑蓝（jqq）比色法评价和厚朴酚脂质体

对 QqN 细胞的细胞毒性。建立小鼠 QqN 乳腺癌肿瘤模型，以紫杉醇注射液为阳性对照，考察腹腔给药后和厚朴酚脂质体对

肿瘤的抑制作用。结果= =制备得到的和厚朴酚脂质体的平均粒径为（NNPKU±MKO）nm，多分散指数（MKOMV±MKMMR），电位为

（−PMKT±OKQ）ms，透射电镜观察和厚朴酚脂质体为球型。和厚朴酚溶液和脂质体对 QqN细胞的 fCRM值分别为（QPKTQ±OKPU）
μgLmi和（NOKRO±OKOQ）μgLmi。和厚朴酚脂质体高（SM=mgLkg）、中（QM=mgLkg）、低（OM=mgLkg）剂量组的抑瘤率分别为

URKNVB、SMKVRB和 PTKUPB，呈剂量相关性。结论=实验使用较为简便的制备方法成功制备粒径较小、包封率高的和厚朴酚脂

质体。荷瘤小鼠体内实验显示抑瘤效果良好。=
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AbstractW=lbjective= = qo=éreé~re=honokiol=liéosomes=Eeh=iiéosomesF=~nd=exélore=íheir=inhibiíion=of=bre~sí=c~ncer=cells=EQqNF=in=
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n~no=wpK=qhe=moréhologó=of=eh=iiéosomes=w~s=observed=bó=ír~nsmission=elecíron=microscoéeK=jqq=~ss~ó=w~s=used=ío=ev~lu~íe=íhe=
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和厚朴酚（honokiol）来自于中药厚朴，是其

最主要的两个活性成分之一。和厚朴酚具有多种生

物学活性，如抗菌、抗炎、中枢性肌肉松弛和神经

抑制作用、抗血小板凝聚、降低胆固醇、抗肿瘤等
xNz，还具有明显的抗肿瘤作用xOJQz。但是其结构中含

酚羟基，稳定性较差，易被氧化。又因其水溶性差，

限制了和厚朴酚的开发、应用。前期对和厚朴酚的

体内外抗肿瘤作用进行了研究，发现和厚朴酚在体

内具有抗肝癌效果xRz，顾伟等xSz在和厚朴酚对肝癌

eeédO 细胞生长抑制及凋亡的作用一文也明确肯

定了和厚朴酚对肝癌的抑制效果。本文将继续对和

厚朴酚针对其他类型肿瘤体内及体外的抗肿瘤作用

进行研究。=
脂质体系指将药物包封于类脂质双分子层内而

形成的超微型球状载体制剂，其结构为一层或多层

同心脂质双分子层，亦称类脂小球或液晶微囊。脂

质体材料与生物体细胞膜成分相似，具有良好的生

物相容性和生物可降解性。此外，脂质体还具有肿

瘤靶向和缓释作用xNz。在已报道的各实验研究中对

脂质体的制备方法多采用薄膜J超声分散法制备，而

本实验采用注入法制备和厚朴酚脂质体，操作简便

易行，且药载比、包封率优于许多文献报道。= =
N= =仪器与试药与细胞=
NKN= =仪器=

jeééler=qoledo=AiOMQ型电子天平（梅特勒J托
利多仪器有限公司）；mrobiA_=Cl~ssic综合纯水仪

（英国 bidA公司）；hnPOMMa_型数控超声波清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；pe_JⅢ循环水式

多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；obJROCp
型旋转蒸发器（上海振捷实验设备有限公司）；

et·pvNNJhO 电热恒温水浴锅（北京市长风仪器

仪表有限公司）；weí~sizerJn~nozs= VM= 纳米粒度及

weí~电位分析仪（马尔文仪器有限公司）；rlíim~íe=
PMMM=peries高效液相色谱仪（戴安中国有限公司）；

j~isch=pómmeíró=CNU色谱柱（ORM=mm×QKS=mm，R=
μm）；jCAJNRAC细胞培养箱（日本 p~nóo公司）；

qec~n=jNMMM多功能连续波长酶标仪（瑞士）；MKOO=
μm超速离心管（美国jilliéore公司）。=
NKO= =药品与细胞=

和厚朴酚（上海士峰生物科技有限公司，质量

分数 VUKMB，批号 PRPRQJTQJS）， mmbdOMMMJ=
apmbOMMM（上海拓旸生物科技有限公司）；卵磷脂

（广州白云山汉方现代药业有限公司，批号

AQNRMVOM）；QqN 细胞（北京协和医学院基础所细

胞中心）；omjf=NSQM培养基、胎牛血清、青霉素和

链霉素双抗（美国 dibco 公司）；VS 孔无菌培养板

（美国 Corning 公司）；PJ（QIRJ二甲基噻唑 O）OIRJ
二苯基四氮唑溴盐（噻唑蓝，jqq，美国 pigm~公
司）；乙腈（色谱纯，eimure= Chem公司），乙醇、

二甲基亚砜（ajpl）等其他药品及试剂均为分析

纯，购自国药集团化学试剂有限公司。=
O= =方法和结果=
OKN= =和厚朴酚脂质体的制备及其粒径分布=

将和厚朴酚、mmbdOMMMJapmbOMMM、胆固醇、

卵磷脂按照 NWNWNWP（质量比）溶于 N= mi乙醇中，

超声（OR=℃、ORM=t）条件下匀速缓慢注入到 R=mi
去离子水中，QR℃减压旋转蒸发除去乙醇后得到和

厚朴酚脂质体。以 weí~sizer=n~no=wp型粒度仪测定

和厚朴酚脂质体的粒径、粒度分布和表面电位。=
将蛋黄卵磷脂、胆固醇、mmbdOMMMJmCiOMMM、

和厚朴酚按照质量比 PWNWNWN 成功以乙醇注入法制

备了和厚朴酚脂质体，其平均粒径为（NNPKU±MKO）
nm，maf值为（MKOMV±MKMMR）（图 N），weí~电位为

（−PMKT±OKQ）ms。=

=

图 N= =和厚朴酚脂质体的粒径分布图=
cigK=N= = marticle=size=and=distribution=of=ehJiiposomes=

OKO= =和厚朴酚脂质体包封率的测定=
精密移取 MKR= mi 脂质体置于超滤离心管中= = =

R=MMM=rLmin离心 N=h。emiC测定滤液中和厚朴酚含

量，计算未包封的和厚朴酚量（MN）。色谱条件：

pómmeíró=CNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），流动相
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为乙腈JMKOB甲酸水（TRWOR），体积流量 NKM=miLmin，
紫外检测波长 OVQ=nm，柱温 OR℃，进样量 OM=μi。
另外精密移取 MKR=mi脂质体，用乙腈稀释 R倍后测

定和厚朴酚浓度，计算这 MKR=mi脂质体中和厚朴酚

总量（MO），计算包封率（bb），计算公式为 bbZ
（MO－MN）LMO。=

以 emiC法在 OVQ= nm处对和厚朴酚进行含量

测定，其标准曲线方程为 A=Z=MKTVO=QU=C−MKPMV=MT
（oOZMKVVV=U），线性范围 MKN～OMM=μgLmi。通过对和

厚朴酚脂质体内游离和厚朴酚以及总和厚朴酚的量

进行测定，计算得到脂质体包封率为 VQB，证明和

厚朴酚脂质体的制备比较成功。=
OKP= =和厚朴酚脂质体透射电镜观察=

以和厚朴酚含量计，将制备的和厚朴酚脂质体

稀释到 MKN=mgLmi，分别取 R=μi样品滴在 PMM目的

铜网上，R= min 后吸去多余的脂质体，晾置于阴凉

处 NM=min后，再用 R=μi=MKRB的醋酸铀染色 NKR=min，
自然晾干 P= h后，透射电镜下观察并拍照，加速电

压 UM=ks。=
在透射电镜下观察和厚朴酚脂质体类球形，分

布较为均匀，平均粒径为 RM=nm左右（图 O）。=

=

图 O= =和厚朴酚脂质体透射电镜照片=
cigK= O= = qransmission= electron= microscope= images= of= eh=
iiposomes=

OKQ= =和厚朴酚脂质体不同介质稳定性考察=
精密吸取 N= mi和厚朴酚脂质体逐渐滴加到等

体积的 O×m_p缓冲液、NKUB=k~Cl溶液、NMB葡萄

糖溶液、人工胃液、人工肠液中，PT=℃孵育，考察

其在各介质中不同时间点的粒径变化。另将和厚朴

酚脂质体放置于室温下储存，在不同时间点测其粒

径，考察其室温放置稳定性。以上各实验平行进行

P份。由表 N中可见和厚朴酚脂质体在 m_p缓冲液、

MKVB=k~Cl溶液、RB葡萄糖溶液、人工胃液、人工

肠液中均能够稳定存在，T=h后在各介质中和厚朴酚

脂质体平均粒径均在 VM～NNV=nm，比较稳定。=

表 N= = eh脂质体在不同分散介质中的稳定性考察（ ±x s，nZP）=
qable=N= = qhe=stability=of=eh=iiposomes=in=different=dispersed=medium=E ±x s I=nZPF=

介质=
粒径Lnm=

M=h= N=h= P=h= R=h= T=h=

人工胃液= NNTKV–OKMR= NNTKQ–PKMNQ= NNQKM–NKTTV= NNVKN–OKPOU= NNQKN–OKOPQ=

人工肠液= NMTKP–NKOQV= NMTKO–OKPMT= NMQKQ–OKMPN= NMUKP–OKPNS= NMOKP–NKOTQ=

m_p= NMTKM–NKMRQ= NMSKV–NKNTV= NMRKM–NKTTU= NMNKV–NKPOU= VUKPU–NKVSM=

MKVBk~Cl= NMUKU–PKSTR= VTKSQ–OKTPN= VRKTU–NKNRR= VRKMM–OKOOU= VMKPO–OKNTN=

RB葡萄糖= NNQKV–NKQRT= NNVKR–NKUUU= NNRKT–PKMOT= NNRKP–NKPSN= NMUKU–PKSTR=

=
OKR= =和厚朴酚脂质体对 QqN细胞的抑制率=

配制含 NMB胎牛血清、NMM=rLmi的青、链霉素

的 NSQM培养液。于 PT=℃、RB= ClO细胞培养箱中

培养= QqN细胞，每 O天更换 N次培养液并用胰酶消

化传代。将生长到对数期且细胞密度达到 UMB～

VMB的QqN细胞用所配制的NSQM培养液配成单个细

胞悬液，以 N×NMQ个细胞每孔接种于 VS 孔板中，

继续用 RB=ClO、PT=℃培养细胞。OQ=h后吸去培养

液，加上 OMM=μi含药不含胎牛血清的培养基继续培

养，OQ=h后按照 M（对照组）、MKR、OKR、R、NR、OR、
RM、UM=μgLmi的质量浓度给药，每个质量浓度 S个

复孔，孵育 OQ=h后每孔加入 OM=μi用 m_p配制的 R=
mgLmi的jqq溶液，继续孵育 Q=h，终止培养，吸

去各孔内液体，每孔加 ajpl 溶液 OMM= μi，充分

震荡，使蓝紫色沉淀溶解后，用酶标仪测定 RTM=nm
波长处的吸光度（ARTM）值。不同质量浓度和厚朴

酚脂质体溶液对乳腺癌细胞的增殖抑制率Z（对照

组 ARTM−用药组 ARTM）L对照组 ARTM。=
不同给药浓度下和厚朴酚脂质体和游离药物对

QqN 细胞的抑制情况见图 P。可以看出相同剂量下

和厚朴酚脂质体组比和厚朴酚溶液组对细胞的杀伤

效果更为明显；孵育 OQ=h后脂质体和游离药物对=
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=
与 ajpl组比较：GGm＜MKMN=
GGm＜MKMN=vs=ajpl=groué=

图 P= =和厚朴酚脂质体作用 QU=h后对 eepdO细胞株增殖抑

制曲线（ ±x s，nZP）=
cigK=P= = mroliferation=inhibition=of=eh=liposomes=against=QqN=
cells=after=OQ=h=of=incubation=E ±x s I=nZPF=

QqN细胞的 fCRM值分别为 QPKTQ、NOKRO= μgLmi，两

组 fCRM值具有显著性差异（m＜MKMN），证明将和厚

朴酚制备成脂质体有利于提高其药效。=
OKS= =和厚朴酚脂质体的药效学实验=
OKSKN= =动物模型的建立= =将体外培养至对数期的

QqN细胞用 m_p配成细胞密度为 N×NMT个Lmi的细

胞悬液，取 MKO=mi接种于雌性小鼠腋下，T=d后用

游标卡尺量肿瘤大小，当肿瘤长大约 PMM=mmP时筛

选出瘤体积相对一致的 SM只荷瘤小鼠进行实验。=
OKSKO= =实验分组与给药= =将 SM 只荷瘤小鼠随机分

为 S组，分别为和厚朴酚脂质体高（SM=mgLkg）、中

（QM=mgLkg）、低（OM=mgLkg）P个剂量的实验组（均

ié给药），以及紫杉醇（mqu）注射剂组（Q=mgLkg，
ié）、和厚朴酚悬浮液组（SM=mgLkg，ig）、生理盐水

对照组。以上 S组实验动物按照给药剂量隔天给药

N次。连续给药 V次。=
OKSKP= =药效评价指标= =实验中观察小鼠的一般生

理情况及移植瘤体积生长情况。每次给药前称量

小鼠体质量并记录，对比治疗前后体质量变化。

同时以游标卡尺测量皮下移植瘤最长径 a 和垂直

的短径 b，根据公式肿瘤体积EsF=Z=~bOLO计算肿瘤

体积，绘制每组动物平均肿瘤瘤体积随时间变化

的曲线图。最后一次给药 OQ=h后脱颈处死动物，

剥离肿瘤并称瘤质量（t），按照下面的共识计算

肿瘤抑瘤率。=
肿瘤抑瘤率Z（N−t 实验组Lt 生理盐水对照组）=

OKSKQ= =药效学实验结果= = =
（N）给药后小鼠体质量变化曲线= = QqN 荷瘤小

鼠在给药期间的体质量变化见图 Q，可以看出，对

照组小鼠的体质量始终呈增长的趋势。统计学分析

显示，和厚朴酚脂质体中、高剂量组与生理盐水组

相比具有显著性差异（m＜MKMR），其他组别未见显

著性差异。说明给定剂量下中、高剂量组对小鼠生

长具有一定毒副作用。而和厚朴酚脂质体低剂量组、

紫杉醇注射液组、和厚朴酚悬浮液组对小鼠生长未

见明显毒性。=

=
与生理盐水组比较：Gm＜MKMR=

Gm＜MKMR=vs=s~line=groué=

图 Q= =给药后各组小鼠的体质量变化（nZNM）=
cigK=Q= = qhe=body=weight=change=of=mice=after=ip=
administration=of=ehJiiposomesI=mqu=injectionI=
negative=control=and=ig=administration=of=
ehJpuspension=En=Z=NMF=

（O）给药后小鼠肿瘤体积变化曲线= =试验过程

中肿瘤体积变化趋势见图 R。肿瘤增长速度由慢到

快依次为脂质体高剂量组、中剂量组、灌胃高剂量

组、紫杉醇阳性药组、脂质体低剂量组、生理盐水

组。再将各组与生理盐水组对比，分别做统计学差

异均显示出具有显著性差异（m＜MKMMN），说明各给

药组均对肿瘤生长起到抑制作用。将各组对脂质体

高剂量组做统计学考察，各组与脂质体高剂量组均

具有统计学差异（m＜MKMMN），说明 eh脂质体的药

效优于其他各组及阳性药组。显示 eh脂质体具有

潜在研究开发的临床价值。=
（P）和厚朴酚脂质体对小鼠肿瘤生长抑制率= =

最后一次给药后OQ=h解剖小鼠后得到实体瘤并称量

肿瘤质量。以生理盐水组的小鼠肿瘤质量为对照，

各实验组肿瘤抑制率见表 O。解剖后得出数据与活

体测量瘤体积的数据基本一致，各给药组相对于生=

MKR= OKR= R= NR= OR= RM= UM=
M=
NM=

OM=

PM=

QM=

RM=
SM=

TM=

UM=

ehJajpl=
ehJiiéosomes=

质量浓度LEμg·mi−NF= = = = = = = = = = =

抑
制
率
LB
=

GG=

GG=

GG=

GG=
GG= GG=

M= O= Q= S= U= NM= NO= NQ= NS= NU=

NR=

NS=

NT=

NU=

NV=

OM=

G=G=

t=L=d=

体
质
量
Lg
=

= =
ehJiiéosomes=OM=mgLkg=

= =
ehJiiéosomes=QMmgLkg=
= =ehJiiéosomes=SM=mgLkg=
= =kp=
= =Crude=arug=SM=mgLkg=
= =mqu=injecíion=Q=mgLkg=
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=
与生理盐水组比较：Gm＜MKMMN；与和厚朴酚脂质体高剂量组比较：
@m＜MKMMN=
Gm＜MKMMN= vs= s~line= grouéX= @m＜MKMMN= vs= ehJiiéosomes= SM=mgLkg=
groué=

图 R= =和厚朴酚脂质体、混悬剂和 mqu阳性药对 QqN荷瘤

小鼠的抑瘤率（nZNM）=
cigKR= = qhe=in vivo=antitumor=effects=of=ehJiiposomes=in=
QqN=tumorJbearing=mice=EnZNMF=

表 O= = ehJkps对 QqN小鼠的抑瘤率（nZNM）=
qable=O= = qhe=in vivo=antitumor=effects=of=ehJiiposomes=in=
QqN=tumorJbearing=mice=EnZNMF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= 肿瘤质量Lg= 抑制率LB=
生理盐水= —= NKUQM=M–MKNTM=R@= —=

mqu= R= MKUNS=T–MKOMT=VG@= RRKSO=
和厚朴酚原料= SM= MKVVM=M–MKNQP=PG@= QSKOM=
和厚朴酚脂质体= OM= NKNQQ=M–MKOMT=VG@= PTKUP=
= QM= MKTNU=S–MKNOP=SG@= SMKVR=
= SM= MKOTO=R–MKMSN=PG= URKNV=

与生理盐水组比较：Gm＜MKMMN；与和厚朴酚脂质体高剂量组比较：
@m＜MKMMN=
Gm＜MKMMN= vs= s~line= grouéX= @m＜MKMMN= vs= ehJiiéosomes= SM=mgLkg=
groué=

理盐水组显著抑制肿瘤生长。脂质体中、高剂量组

抑瘤率明显高于阳性药组。和厚朴酚脂质体中剂量

组的肿瘤抑制率高于高剂量的和厚朴酚原料药组，

说明脂质体可有效提高和厚朴酚药物的抗肿瘤效

果，为和厚朴酚抗肿瘤应用的合适剂型。=
P= =结论=

本研究采用乙醇注入法成功制备了小粒径的和

厚朴酚脂质体。平均粒径是衡量脂质体制备成功与

否的重要参数，平均粒径越小，越有利于脂质体在

机体内的被动靶向作用，较大的电位绝对值有利于

其在水中通过静电斥力而稳定存在。吴德强xTz在和

厚朴酚脂质体的制备及表征一文中，制备的脂质体

粒径为 NRM=nm。张卿xUz在和厚朴酚固体脂质纳米粒

的制备及性质研究一文中，记录制备得到的脂质体

平均粒径为 NRV=nm。而本文所制备的脂质体平均粒

径为 NNPKU=nm，较小的粒径更利于脂质体在体内的

被动靶向作用，有助于提高其作为抗癌药物的药效。

初步结果显示所制备的脂质体室温放置稳定性良

好，具有继续研究的意义。透射电镜下观察到脂质

体粒径较马尔文粒径仪测得的粒径小，这是由于

qbj中测的为脂质体粒子在干态情况下的粒径，而

激光粒度仪测得的粒径为水化粒径。所以 qbj 中

观察到的和厚朴酚脂质体的粒径大小小于马尔文粒

径仪中测到的粒径值。和厚朴酚脂质体在人工胃肠

液、等渗溶液及缓冲盐中粒径变化较小，显示所制

备的和厚朴酚脂质体既能口服给药，也可注射给药，

可用于多种给药方式及剂型的制备。=
现有关于和厚朴酚的研究较多，但对于和厚朴

酚抑制乳腺癌细胞的体内增殖作用的文章较少。张

宇等xVz在和厚朴酚脂质体联合阿霉素抑制 QqN 细胞

增殖的机制研究一文是为数不多的有关和厚朴酚有

关乳腺癌细胞的研究，但其仅限于体外研究，而且

主要为联合用药，逆转多药耐药性。本文则主要研

究和厚朴酚单独给药对于乳腺癌细胞的体内外生

长、增殖的影响。无论是本试验中单独对于乳腺癌

细胞还是其他文献中对于胶质瘤xNNz、口腔鳞癌xNOz、

结肠癌xNPz细胞其抑瘤效果已经得到证实，但针对以

上几种细胞均未尝试脂质体载药，后续研究中将继

续探讨脂质体对以上肿瘤细胞的抑制作用，顺便筛

选对和厚朴酚更为敏感的细胞株。=
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