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纳米脂质体制剂提高苦参碱去活化肝星状细胞作用研究
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摘 要：目的 研究通过制备纳米脂质体提高苦参碱（matrine，MT）去活化肝星状细胞的体外作用效果。方法 制备不同

载药量（5%、10%、20%）的苦参碱纳米脂质体（Nano-MT）并进行表征；分析药物体外释放行为；给予LX-2细胞不同浓

度的Nano-MT（350.00、175.00、87.50、43.75、21.80、10.90、5.40、2.70、1.40 mmol/L），MTT法检测细胞存活率，计算

半数抑制浓度（IC50）；考察MT、Nano-MT（10 mmol/L）对人肝脏星状细胞LX-2的去活化效果，细胞组化染色检测平滑肌

肌动蛋白（α-SMA）、转化生长因子-β（TGF-β）表达；实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测 α-SMA、TGF-β、成纤维细

胞生长因子（FGF）、成纤维细胞活化蛋白（FAP）mRNA 表达。结果 Nano-MT透射电镜表征下呈圆形颗粒状；载药量

10%制剂载药量较高，粒径分布均一，稳定性好，满足给药需求；制剂中药物释放符合Higuchi方程（R2＝0.951 3），72 h

左右药物释放量趋于饱和，累计释放量为 92.3%。与对照组和MT组比较，Nano-MT组 α-SMA、TGF-β阳性细胞数均显著

下降（P＜0.01、0.001），α-SMA、TGF-β、FGF、FAP mRNA水平显著降低（P＜0.01、0.001）。结论 Nano-MT具有一定的

缓释作用；可以通过抑制α-SMA表达去活化LX-2细胞抑制肝纤维化。

关键词：苦参碱；纳米脂质体；缓释；肝星状细胞；去活化；平滑肌肌动蛋白；转化生长因子-β

中图分类号：R943，R285.5 文献标志码：A 文章编号： 1674-6376（2021）01-0063-07

DOI：10.7501/j.issn.1674-6376.2021.01.009

Study on nanoliposomal agents in improving effect of matrine on liver fibrosis
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Abstract: Objective To study the effect of improving matrine (MT) on deactivating hepatic stellate cells and inhibiting liver

fibrosis in vitro by nanoliposome delivery technology. Methods Matrine nanoliposomes (nano-MT) with different drug loading

(5%, 10%, 20%) were prepared and characterized. The drug release behavior in vitro was analyzed. LX-2 cells were given different

concentrations of nano-MT (350.00, 175.00, 87.50, 43.75, 21.80, 10.90, 5.40, 2.70, 1.40 mmol/L), the cell survival rate was

detected by MTT method, and the half inhibitory concentration (IC50) was calculated. The expression of α -SMA and transforming

growth factor- β (TGF- β) was detected by histochemical staining. The mRNA expression of α -SMA, TGF- β, fibroblast growth

factor (FGF) and fibroblast activating protein (FAP) were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). Results Matrine

loaded nanoliposome are round particles under transmission electron microscope characterization. The drug loading of 10%

preparation was high, the particle size distribution was uniform, and the stability was good, which can meet the needs of drug

delivery. Drug release profile of the formulation conforms to the Higuchi equation (R2 = 0.965 13). Drug release tends to 92.3% at

time point of 72 h. Compared with control and MT group, the number of α-SMA and TGF-β positive cells in nano-MT group were

significantly decreased (P < 0.01 and 0.001), and the mRNA levels of α-SMA, TGF-β, FGF and FAP were significantly decreased

(P < 0.01 and 0.001). Conclusion Martrine loaded liposomes have good pharmaceutical properties and have a certain sustained
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release effect. The liposome can inhibit liver fibrosis by effectively inhibiting the expression of α -SMA in liver stellate cells,

thereby inhibiting liver fibrosis.

Key words: matrine, nanoliposomes; slow-release; hepatic stellate cells; deactivation; α-SMA; TGF-β

苦参碱（MT）是豆科植物苦参的有效成分之

一，具有多种临床药理活性，如镇痛、抗病毒、抗炎、

抗纤维化和抗肿瘤等［1-4］。MT的这些药理作用机制

尚不明确，已有研究表明其通过抗氧化应激、调节

免疫环境，抑制炎症反应［5］；通过调节细胞凋亡的级

联反应等来阻断细胞信号转导，进而抑制组织纤维

化、促进肿瘤细胞凋亡等［6］。

肝纤维化是威胁人类健康安全的重大肝脏疾

病之一，其病理过程复杂，多种致病因子如酒精、肥

胖、药物、外伤、肝炎等导致肝内结缔组织异常增

生［7］。如果肝损伤因素长期存在，不经积极治疗，不

及时去除，极易发展成肝硬化、肝癌，严重威胁患者

的生命安全。目前对肝纤维化的治疗手段及治疗

效果非常有限，有针对致病因素戒酒、抗乙肝、丙肝

的抗病毒治疗等。针对肝纤维化本身，抑制肝星状

细胞的增生和活化从而促进胶原的降解、抑制肝纤

维化的进展具有重要的临床应用价值［8］。

MT具有重要的抗肝炎、抑制慢性肝损伤、抗肝

纤维化的临床应用潜力［9］。但MT通过氧化应激和

诱导细胞凋亡而引起的肝毒性副作用不容小觑，严

重限制了其进一步的临床应用［10］。本研究通过纳

米脂质体制剂技术［8］大大提高了MT的药理作用效

果，为该药的临床应用提供科学依据。

1 材料

1.1 主要试剂

1，2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolami

ne-N-［amino（polyethylene glycol）-2000］（DSPE-

PEG-2000）（上海金畔生物科技有限公司）；胆固

醇（质量分数≥95.0%，上海鼓臣生物技术有限公

司）；MT（CAS 519-02-8，质量分数 98%，上海源叶

生 物 科 技 有 限 公 司 ，5 g 包 装 ，批 号 S31035

201406）；MTT［3-（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）-2，5-

diphenyl-2-H-tetrazolium bromide］（北京百奥莱博

科技有限公司）；PCR 试剂购于上海翌圣生物科技

有限公司：细胞/组织总 RNA 提取试剂盒（货号

19221ES50），cDNA合成试剂盒（货号 11123ES60），

SYBR Green 高特异性定量预混液定量试剂盒（货

号 11196ES08）。α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA）抗

体，货号 AF1032，100 μL，Affinity；转化生长因子-

β（TGF-β）抗体，货号 AF1027，100 μL，Affinity；二

抗 Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）FITC-conjugated，货

号 S0008，100 μL。

1.2 主要仪器

动态光散射（DLS），Malvern Zetasizer Nano S；

多功能酶标仪 EnVision，英国Perkin公司；实时荧光

定量PCR仪，型号ABI7300，美国ABI公司。

1.3 细胞

人源肝星状细胞LX-2，购于武汉普诺赛生命科

技有限公司，培养基：DMEM 高糖＋10%FBS＋1%

双抗（青霉素加链霉素），培养条件：37 ℃、5% CO2。

2 方法

2.1 纳米脂质体制备

DSPE-PEG2 000（相对分子质量 2 805）和胆固

醇（相对分子质量 387）以 10∶1 质量比（DSPE-PEG

质量 200 mg、胆固醇 20 mg）混合溶于二氯甲烷，分

别加入 MT 10、20、40 mg（载药量分别为 5%、10%、

20%）后，40 ℃旋蒸 30 min 除尽残留的有机溶剂。

再加入水后超声水化 5 min。然后分别过 200、

100 μm 的水系滤膜。得到 MT 纳米脂质体 Nano-

MT。DLS测试粒径、粒径分布：取脂质体溶液0.5 mL左

右加入到DLS样品池，设置DLS温度 25 ℃，平衡时

间 2 min，自动扫描即得脂质体粒径大小、粒径分布

等信息。

2.2 纳米脂质体药物释放

取纳米脂质体3.0 mL置于透析膜内，放在20 mL的

pH 7.4 的 PBS 缓冲液中，磁力搅拌 24 h。期间

在 10、30 min 及 1、2、4、8、16、24 h 时各取缓冲液

0.5 mL（每个取样点设置 3个重复），高效液相色谱

法（HPLC）检测缓冲液中MT的药物浓度，HPLC法

参考文献报道［11］。采用零级动力学方程、一级动力

学方程、Nibergull以及Higuchi模型对制剂中药物的

释放曲线进行拟合分析，根据得到的回归方程推断

药物释放结果，进而分析药物的体外释放行为。

2.3 细胞毒性测定

LX-2细胞毒通过MTT法进行分析。取对数生

长期的 LX-2细胞按照每孔 5 000个接种到 96孔板

内，12 h后吸除培养基，设置Nano-MT组和对照组，

对照组以 DMEM 培养基培养不加药物，Nano-MT

组每孔给予 100 μL 不同浓度的 Nano-MT（350.00、

175.00、87.50、43.75、21.80、10.90、5.40、2.70、

1.40 mmol/L），每个浓度设置 6个复孔。48 h后吸

除上清，每孔加入DMEM配制的质量浓度为1 mg/mL的
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MTT溶液，培养箱内孵育 4 h后吸除 MTT溶液，每

孔加入 150 μL DMSO溶解产生的结晶，10 min后用

酶标仪检测 570 nm 处的吸光度，得到的结果通过

Graphpad6.0 软件分析计算 Nano-MT 对 LX-2 的半

数抑制浓度（IC50）值。另设对照组、Nano-MT（5、

10、20 mmol/L）组，给药操作不变，光镜下观察

细胞形态变化。

2.4 去活化LX-2效果评估

2.4.1 实时荧光定量PCR（qRT-PCR） 取对数生长

期的LX-2细胞按照每孔 1×105个接种到 6孔板，设

置对照组（给予空白脂质体）、MT（10 mmol/L）、

Nano-MT（10 mmol/L）组，每个样品设置 3个复孔。

细胞接种 12 h后加药，药物处理 24 h后吸除培养液

并按照试剂盒的说明裂解细胞、提取总RNA，提取

的RNA用Nanodrop进行定量后依据 cDNA合成试

剂盒说明书逆转录成单链 DNA，再通过 SYBR

Green 高特异性定量预混液定量试剂盒进行 qRT-

PCR，分析 α-SMA和TGF-β的基因表达水平。引物

序 列 为 α -SMA（ 正 向 引 物 5’-CGATGCT

CCCAGGGCTGTTT-3’，反向引物 3’-TTCGTCA

CCCACGTAGCTGTCTTT5’）；TGF-β（正向引物 5’-

CGAGTGACAAGCCTGTAGCC-3’，反向引物 3’-

AGCTGCTCCTCCACTTGGT-5’）；GAPDH（正向引

物 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’，反向引

物 3’-CAAAGTTGTCATGGATGHACC-5’）。成纤

维 细 胞 生 长 因 子（FGF，正 向 引 物 5’-CCCTC

TAGATCAGCTCTTAGCAGACATTGGAAG-3’，反

向 引 物 5’-CCCTCTAGATCAGCTCTTAGCAGA

CATTGGAAG-3’）成纤维细胞活化蛋白（FAP，正向

引物 5′-GGCATGAAGACTTGGGTAAAAATCG-3′，

反 向 引 物 5′-CGCTTAGTCTGACAAAGAGAAA

CACTG-3′）。

2.4.2 细胞组化染色分析 取对数生长期的 LX-2

细胞按照每孔 1×104个接种到 6孔板内的细胞爬片

上，细胞分组及给药同“2.4.1”项。药物处理 24 h后

吸除培养液，每孔加入 2 mL 4% 的多聚甲醛固定

10～15 min，PBS洗净后加入α-SMA、TGF-β一抗孵育

30 min，然后用 PBS 洗除一抗，加入荧光标记的

二抗孵育 30 min，再用 PBS洗除二抗后加入少量

DAPI染色液，覆盖样品即可，室温放置 7 min 后吸

除 DAPI染色液，用 PBS或生理盐水洗净。显微镜

观察（20×物镜观察即可，每个视野可以看到数百

个细胞，便于统计分析），直接在荧光显微镜下观察

或封片后在荧光显微镜下观察。

2.5 统计分析

采用Graphpad 6.0软件分析，结果以 x
―
±s表示，

数据釆用完全随机分组设计的多样本均数比较进

行统计学处理。

3 结果

3.1 Nano-MT制备与表征

不同载药量Nano-MT粒径结果如表 1所示，脂

质体外观澄清透亮，呈现蓝色乳光（图 1）。如表 1的

DLS测试结果所示，在 3个不同的载药量的制剂中，

载药量 5% 组制剂粒径最小，但是由于载药量较低

难满足后续实验的给药浓度需求；载药量 20%组制

剂载药量较高，纳米颗粒在透射电镜下观察发现少

许聚集，DLS表征结果也表明粒径较大且大小分布

不够均一；载药量 10% 组制剂载药量提高，粒径并

没有明显变化，且粒径分布均一，稳定性好，满足给药需

求。因此在后续的研究当中，选择10%载药量的制剂用

于进一步的细胞毒和抑制肝星状细胞活化的分析。

3.2 Nano-MT药物释放行为

Nano-MT药物释放曲线（图 2）显示，药物初期

释放较快，随着时间的延长，释放逐渐放缓，这可能

因为药物在脂质体表面有一定的富集而引起药物

表1 nano-MT性质表征

Table 1 Characterization of nano-MT by DLS

组别

1

2

3

载药量

5%

10%

20%

粒径/nm

80.93±3.6

89.56±6.33

115.64±12.57*

粒径分布

0.253

0.160

0.320

与载药量5%、10%组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs with 5% and 10% drug loading groups
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图1 载药量5%（A）、10%（B）、20%（C）的Nano-MT的外

观及粒径

Fig. 1 Characterization of Nano-MT loaded with 5%(A)，

10%(B) and 20%(C) with clear and uniform size distribution
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的快速释放，但是随着脂质体中药物扩散受限于纳

米孔径的大小，药物释放减缓。72 h左右药物释放

量趋于饱和，累计释放量为 92.3%。如表 2 所示，

MT体外释放曲线拟合最好的是Higuchi方程，得到

曲线 R2为 0.951 3。据此分析Nano-MT具有一定的

缓释作用。这对减小游离MT的毒副作用，提高此

纳米制剂的安全性具有重要的意义。

3.3 Nano-MT细胞毒分析

MTT结果如图 3所示，Nano-MT对LX-2的 IC50

为 19.5 mmol/L。随着药物浓度的增加，LX-2 细胞

形态受到明显的影响。基于细胞毒作用的分析，选

取 10 mmol/L作为后续实验的药物浓度，在此浓度

下细胞状态有一定的改变又不会对细胞具有严重

的杀伤作用。

3.4 Nano-MT去活化LX-2细胞

细胞荧光组化染色结果见图 4，与对照组和MT

组比较，Nano-MT 组 α-SMA、TGF-β阳性细胞数均

显著下降（P＜0.01、0.001）。与对照组和 MT 组比

较，Nano-MT组 α-SMA、TGF-β、FGF、FAP mRNA水

平显著降低（P＜0.01、0.001），见图5。

4 讨论

MT作为潜在的抗肝纤维化药物，同时具有一

定的肝毒性作用。为了将MT推向进一步的临床试

验，有必要通过更多的实验研究或者不同的制剂手

段来降低其毒副作用，扩大治疗窗口，为临床应用

提供有价值的参考。

肝星状细胞（hepatic stellate cell，HSC）在肝纤

维化过程中扮演着非常关键的角色［12］。在正常肝

脏组织中，HSC处于休眠状态，能够分泌各种胶原

蛋白（如黏连蛋白、胶原蛋白等），以及降解胶原蛋

白所需要的各种酶（如 α-SMA、透明质酸酶、基质金

属蛋白酶等），从而维持肝脏微环境细胞外基质的

平衡的状态，保持细胞正常生物学功能［13］。但是

当肝脏受到外界损伤时，如慢性肝炎、酒精、药物

刺激等，HSC会从静止状态活化变成激活态，这种

激活状态表现为：（1）细胞外观形态由圆形或椭圆

形变成“星形”；（2）胞内富含维生素 A 的脂滴丢

图3 Nano-MT对LX-2的细胞毒作用（A）及细胞状态的影响（B）（
-x±s，n=6）

Fig. 3 Cytotoxicity (A) of Nano-MT on LX-2 with change of cell morphology (B) (
-x±s，n=6)

图2 Nano-MT中MT累积释放曲线（
-x±s，n=3）

Fig. 2 Drug release of nano-MT in liposome（
-x±s，n=3）

表2 MT体外释放拟合结果

Table 2 Fitting analysis results of drug release of

formulation

零级

一级

Nibergull

Higuchi

拟合结果

Q = 1.690 3 t

Q =－0.030 6 t + 4.153 2

Q=－0. 198 7 t2+6.268 4 t+19.824 5

Q= 8.992 7 t + 24.066 0

R2

0.781 0

0.877 7

0.852 8

0.951 3
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失；（3）分泌大量的细胞外基质蛋白（如 α-SMA、透

明质酸酶、基质金属蛋白酶）；（4）分泌大量促细胞

增殖的生长因子，促炎症因子（TGF-β、PDGF、LIF、

IL6等）。这种状态的改变使得肝脏损伤部位结缔

组织增生，若不及时干预和治疗，极易逐渐发展成

为肝硬化、肝癌，严重威胁人们的健康［14］。因此，通

过药物手段抑制肝星状细胞的活化，逆转星状细胞

的生物学状态是一个潜在的治疗肝纤维化的有

效靶。

在多种体内实验当中，MT类生物碱都能够有

效抑制肝纤维化的进展，改善肝纤维化动物模型的

血清肝功能和肝纤维化指标［15-17］。但MT对肝星状

细胞的作用效果鲜见于文献报道。本实验首先制

备了粒径在 100 nm左右的Nano-MT，并根据制剂的

外观、粒径、稳定性等性质筛选出 10%的载药量，其

在纳米颗粒粒径，外观形态及稳定性方面都有较好

的药剂学性质。通过MT体外释放行为的分析，分

析其可能的体内药剂学性质。体外释放曲线拟合

结果表明，Nano-MT具有典型的缓释特性［18-20］，复合

Higuchi拟合方程。前期的MT药物释放较快，后期

药物释放明显减慢。这是因为MT在脂质体外层有

部分聚集，随着包载的MT药物分子从脂质体纳米

孔径中的释放扩散的困难性，药物释放明显减缓，

且在 72 h后才达到 92% 左右的累计释放率。对体

内效果来说，初期快速释放的药物对有效抑制星状

细胞的活化将迅速起效，且随着药物的缓释，有效

药物的浓度保持时间较长，将会有更好的去活化效

果。就药物缓释这一良好的结构制剂学性质而言，

Nano-MT可以通过静脉注射给药，未来可以避免口

服药物自身诱导代谢的弊端，从而提高一定的靶

向性。

为了进一步验证Nano-MT对LX-2的去活化作

与对照组比较：***P＜0.001；与MT组比较：##P＜0.01
***P < 0.001 vs control group；##P < 0.01 vs MT group

图4 Nano-MT去活化LX-2的作用效果（
-x±s，n=3）

Fig. 4 Deactivation effect of Nano-MT on LX-2 (
-x±s，n=3)
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用，先通过MTT法分析其对细胞的IC50为19.5 mmol/L，

在不杀伤细胞且会对细胞形态有显著作用的前提

下，选择 10 mmol/L作为后续去活化星状细胞的浓

度。在此浓度下，qRT-PCR以及细胞荧光组化染色

结果都表明，与游离MT药物相比，nano-MT具有更

好的去活化LX-2效果。作为LX-2活化的重要的标

记物，通过 qRT-PCR分析可知，α-SMA的mRNA表

达水平显著降低，与对照组相比，降低了 2倍，与MT

游离药物相比降低了 1.6 倍，表明 Nano-MT 较 MT

去活化LX-2的作用效果有显著的提升。由于去活

化LX-2而引起的细胞分泌因子的水平改变，TGF-β

和 FGF明显的降低，胶原蛋白 FAP沉积明显减少，

进一步验证了LX-2去活化的作用效果。另一方面，

细胞荧光组化染色的结果同样说明，α-SMA阳性的

细胞数量显著降低，光密度定量分析结果显示，与

对照组相比 Nano-MT 组 α-SMA 的表达降低了 2.5

倍，与游离的MT药物相比降低了 2.6倍。而游离的

MT与对照组相比没有显著性差异，这是由于细胞

对纳米脂质体制剂的内吞作用明显大于游离的MT

药物。Nano-MT对于细胞生长因子如 TGF-β、FGF

皆有明显的降低作用，这说明由于去活化LX-2，不

仅会显著抑制LX-2细胞本身增殖和转移，也会进一

步影响星状细胞与其他细胞之间的信号交流，从而

抑制由于星形细胞活化而造成的临近肝细胞、免疫

细胞等进一步增殖和分化，为后续进一步研究其去

活化机理、体内去活化星状细胞的作用效果以及抗

肝纤维化作用效果提供了参考。
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