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甘草次酸修饰马钱子碱纳米给药系统的体内外肝靶向性评价
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摘 要：目的 制备甘草次酸（GA）修饰的马钱子碱（B） -聚乙二醇 -二硫代二丙酸 -单硬脂酸甘油酯（PSG）纳米

粒（NPs）（B-GPSG-NPs）并评价其体内外肝靶向性。方法 采用溶剂乳化超声法制备B-GPSG-NPs和B-PSG-NPs，于透射

电镜下观察其外观形态，测定其粒径、多分散性指数（PDI）、Zeta电位、包封率、载药量等理化性质。建立检测心、肝、脾、

肺、肾、脑组织中马钱子碱含量的高效液相色谱法。将雌雄各半的小鼠 90只随机分为 3 组：马钱子碱组、B-PSG-NPs

组、B-GPSG-NPs组，禁食不禁水 12 h 后，尾 iv 相应溶液（以马钱子碱计 10 mg · kg−1 ），分别于给药后 10 、30 、60 、

120、180 min取各组织进行HPLC检测，计算相对摄取率（Re）和靶向效率（Te），以评价给药系统的体内靶向性。制备载

异硫氰基荧光素（FITC）的 FITC-B-PSG-NPs、FITC-B-GPSG-NPs，FITC、空白 PSG 载体制成的纳米粒（PSG-NPs）、空白

GPSG 载体制成的纳米粒（GPSG-NPs）以及含马钱子碱质量浓度分别为 500、250、125 μg·mL−1 的 FITC-B-PSG-NPs 和

FITC-B-GPSG-NPs与CBRH-7919肝癌细胞共培养 24 h，荧光显微镜下观察CBRH-7919细胞对各受试物的摄取情况，以评

价给药系统的体外靶向性。结果 B-GPSG-NPs 的粒径为（98.91±3.62）nm，呈正态分布；PDI 值为（0.221±0.006），Zeta 电

位为−（19.63±0.40）mV，包封率为（78.37±1.83）%，载药量为（2.86±0.05）%；B-PSG-NPs与B-GPSG-NPs组肝脏的Re分别为

1.49和 1.72，明显高于其他组织；马钱子碱组肾脏Te最高，脑Te最低，而B-PSG-NPs和B-GPSG-NPs组肝脏中马钱子碱的Te明

显高于其他各组织；CBRH-7919细胞摄取 B-GPSG-NPs效率明显高于 B-PSG-NPs，并表现出剂量相关性。结论 制备的 B-

GPSG-NPs在体内外均表现出良好的肝靶向效应，且优于无GA修饰的B-PSG-NPs。
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Abstract: Objective To prepare the glycyrrhetinic acid (GA) modified brucine (B) -polyethylene glycol-dithiodipropionic acid-

monostearate (PSG) nanoparticles (NPs) (B-GPSG-NPs) and evaluate its hepatic targeting property in vivo and in vitro. Methods

B-GPSG-NPs and B-PSG-NPs were prepared by solvoemulsification ultrasonic method. Their appearance was observed under

transmission electron microscope, and their physical and chemical properties such as particle size, polydispersity index (PDI), Zeta

potential, encapsulation rate and drug loading were determined. To establish a HPLC method for the determination of brucine in

heart, liver, spleen, lung, kidney and brain. Ninety mice, half male and half female, were randomly divided into three groups: brucine

group, B-PSG-NPs group and B-GPSG-NPs group, after fasting without water for 12 h, tail iv corresponding solution (10 mg·kg−1 by
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brucine) was taken from each tissue at 10, 30, 60, 120 and 180 min after administration, respectively, for HPLC detection. Relative

uptake rate (Re) and targeting efficiency (Te) were calculated to evaluate the in vivo targeting of the drug delivery system. FITC-B-

PSG-NPs and FITC-B-GPSG-NPs containing isothiocyaniferin (FITC) were prepared. FITC, blank PSG carrier nanoparticles (PSG-

NPs), blank GPSG carrier nanoparticles (GPSG-NPs) and FITC-B-PSG-NPs, FITC-B-GPSG-NPs whose brucine containing mass

concentration were 500, 250 and 125 μg·mL−1 were co-cultured with CBRH-7919 hepatocellular carcinoma cells for 24 h. The

uptake of CBRH-7919 cells to each subject was observed under fluorescence microscope to evaluate the in vitro targeting of the drug

delivery system. Results The particle size of B-GPSG-NPs was (98.91 ± 3.62) nm, and the distribution was normal. PDI value was

(0.221 ± 0.006), Zeta potential was −(19.63 ± 0.40) mV, encapsulation rate was (78.37 ± 1.83)%, drug loading was (2.86 ± 0.05)%.

The Re of liver in B-PSG-NPs and B-GPSG-NPs groups was 1.49 and 1.72, respectively, which were significantly higher than those

in other tissues. The highest Te in kidney and the lowest Te in brain were observed in brucine group, while the Te of brucine in liver

in B-PSG-NPs and B-GPSG-NPs groups was significantly higher than that in other tissues. The uptake efficacy of the B-GPSG-NPs

by CBRH-7919 cells was higher than that of the B-PSG-NPs, and exhibited dose dependence. Conclusion The prepared B-GPSG-

NPs showed improved hepatic targeting efficacy both in vivo and in vitro, compared with the B-PSG-NPs unmodified by GA.

Key words: glycyrrhetinic acid; brucine; nanocarriers; targeting evaluation; cellular uptake; liver cancer

近年来，肝癌的致死率在各大疾病中位列前

茅，目前仍然缺乏有效的治疗方法。对肝癌的治疗

不能仅依赖于手术，需要打破传统的研究思路，采

用新的理念和思维模式进行深入研究，以此来强化

肝癌治疗效果，因此越来越多的学者将目光转移至

药物载体靶向治疗［1-5］。靶向纳米粒以较小的体积

进入人体内，并作用于相应的靶细胞而发挥作用。

靶向药物能够比较精确地定位病变区域，使药物运

送到各器官的效率增加，保证药物能够在病灶部位达到

高度的积累，进而减少药物给机体带来的副作用。运

用靶向药物载体进行治疗时，可以研发出具有不同治疗

机制的药物，通过多重联合治疗来提高治疗效果［6-9］。

研究发现肝细胞表面含有丰富的甘草次

酸（GA）特异性结合位点，通过GA修饰载体能大大

提高制剂的肝靶向性，并且GA本身具有一定的抗

炎及抗癌作用，所以GA作为配体是研发肝癌靶向

治疗药物的重要研究方向［10-12］。马钱子碱为中药马

钱子的主要活性和毒性成分，研究发现其具有抗肿

瘤、抗炎、镇痛、刺激消化道等药理作用，并且还能

影响神经系统［13-15］。然而马钱子碱毒性大、水溶性差、生

物利用度低等缺点限制了其在临床上的应用，通过药物

载体靶向技术有望有效改善其临床适用性。本实验通过

酰胺、酯化等方法将 GA、聚乙二醇（PEG）以及二硫

键进行合成，构建出的马钱子碱-GA-聚乙二醇-二硫

代二丙酸-单硬脂酸甘油酯纳米粒（B-GPSG-NPs），

并进行靶向性评价，为中药靶向制剂发展提供实践

经验，推动中药临床应用的创新与突破。

1 材料

1.1 实验动物及细胞

清洁级昆明小鼠，体质量（20±2）g，2月龄，由

黑龙江中医药大学实验动物中心提供，实验动物生

产许可证号 SCXK（黑）2013-004。动物实验符合实

验用动物保护法（条例 86/609/EEC），并经黑龙江中

医药大学实验动物伦理委员会许可，批准文号：

20180921。

CBRH-7919肝癌细胞，购于上海联迈生物工程

有限公司。

1.2 主要试剂

马钱子碱对照品，批号 110706-200505，质量分

数 98%，中国食品药品检定研究院；参照已有方

法［16-17］，自制GA-聚乙二醇-二硫代二丙酸-单硬脂酸

甘油酯（GPSG）、聚乙二醇-二硫代二丙酸-单硬脂酸

甘油酯（PSG）；甲醇，色谱纯，北京DIKMA公司；泊

洛沙姆188（F68），德国BASF公司；油酸，分析纯，天

津市凯通化学试剂有限公司；卵磷脂，美国 Cargill

公司。

1.3 实验仪器

AB265-S 分 析 电 子 天 平 ，瑞 士 METTLER

TOLEDO公司；Waters e2695-2698高效液相色谱仪

系统，美国Waters公司；微型涡旋混合器，上海沪西

分析仪器厂有限公司；氮吹仪氮气发生器，杭州德

克尔实验设备有限公司；DF-101Z恒温磁力搅拌器，

郑州长城科工贸有限公司；恒温细胞培养箱，北京

诚茂兴业科技有限公司；多功能酶标仪，上海美谷

分子仪器有限公司；DM0412E台式离心机，北京白

洋医疗器械有限公司；高压灭菌锅，日本 Hirayama

公司；U-CTR30-2荧光倒置显微镜，德国徕卡。

2 方法与结果

2.1 马钱子碱纳米粒的制备

采用溶剂乳化超声法制备马钱子碱纳米粒。
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称取 PSG或GPSG 20.00 mg、油酸 40.00 mg、卵磷脂

16.00 mg、马钱子碱 2.04 mg，5 mL 无水乙醇溶解，

65 ℃水浴加热，磁力搅拌下加入马钱子碱，作为有

机相；配制 0.12% 的 F68 水溶液 20 mL，预热至

65 ℃，作为水相；1 000 r·min−1磁力搅拌条件下，在

水相中逐滴加入有机相，超声 3 min（频率 20 kHz、

功率 750 W），磁力搅拌 40 min，除去有机相，即

得 B-GPSG-NPs 或 B-PSG-NPs 溶液。将所制备 B-

GPSG-NPs经处理后放置于透射电镜下观察其外观

形态，并参照前期方法［16］测定样品平均粒径及多分

散性指数（PDI）、Zeta电位、包封率及载药量，每个

样品平行测定3次。

B-GPSG-NPs电镜观察结果见图 1，各理化性质

测定结果见图 2～4。结果显示，B-GPSG-NPs的粒

径 为（98.91±3.62）nm，呈 正 态 分 布 ；PDI 值

为（0.221±0.006），Zeta 电位为−（19.63±0.40）mV，

包封率为（78.37±1.83）%，载药量为（2.86±0.05）%。

2.2 马钱子碱含量测定方法的建立

2.2.1 马钱子碱对照品溶液的制备 精密称取2.6 mg

马钱子碱对照品，加入到 25 mL量瓶中，加入甲醇定

容，此时溶液的质量浓度为104 µg·mL−1。

2.2.2 组织样品的处理 将小鼠各组织（心、肝、

脾、肺、肾、脑）取出后，分别用 0.9% 氯化钠溶液冲

净，滤纸吸干，于离心管中加入 0.9%氯化钠溶液制

成 0.1 g·mL−1匀浆，置于高速匀浆机内，粉碎匀浆，

转移至离心管中；分别吸取 1 mL，加入 1 mol·L−1的

氢氧化钠溶液 0.5 mL，涡旋 3 min，超声 15 min，加入

氯仿 2 mL，涡旋 3 min，超声 15 min，10 000 r·min−1

离心 5 min；吸取上层匀浆液进行二次萃取，合并 2

次萃取液，37 ℃氮气吹干，滴加甲醇 1 mL，用于沉

淀蛋白，离心 5 min，取上清液置于 37 ℃氮气吹干，

用200 μL色谱甲醇溶解，离心，取上清液。

2.2.3 色谱条件 流动相为甲醇（A）-水-乙酸-三乙

胺（230.0∶2.4∶0.3）（B）30∶70，色 谱 柱 为 Dikma

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），检测波长为 265 nm，

体积流量为 1 mL·min−1，进样量为 20 μL，柱温为

30 ℃。

2.2.4 马钱子碱的组织专属性考察 取“2.2.2”项

下空白组织匀浆，分为空白组与对照组，另随机取

尾 iv马钱子碱的各组织匀浆为给药组，对照组各组

织混入马钱子碱对照品。按“2.2.3”项下色谱条件

进样分析，得到各组织色谱图。

各组色谱图见图 5。空白组无马钱子碱吸收

峰，而对照组与给药组均显示马钱子碱单一吸收

峰，表明组织的处理方法合适，未引入干扰性物质，

且测定结果不受内源性物质的影响，证明专属性符

合要求。

2.2.5 方法的线性关系考察 配制马钱子碱质量

浓度为 0.65、3.25、6.50、13.00、26.00、52.00 µg·mL−1

的系列对照品溶液，各取 200 µL，挥干溶剂，加

入 200 µL不同组织的空白匀浆液，制成各浓度组织

图1 B-GPSG-NPs透射电镜照片

Fig. 1 Picture of B-GPSG-NPs under transmission elec‐

tron microscope
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图2 粒径分布

Fig. 2 Particle size distribution
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图3 Zeta电位

Fig. 3 Zeta potential

图4 B-GPSG-NPs外观

Fig. 4 Picture of B-GPSG-NPs
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样品，按“2.2.2”“2.2.3”项方法进行样品的处理和进

样分析，记录峰面积，纵坐标为峰面积，横坐标为质

量浓度，用加权最小二乘法进行线性回归运算。

线性回归方程结果见表1。结果显示，各线性方程R2

均大于0.99，表明在0.65～52.00 µg·mL−1质量浓度内，马

钱子碱的峰面积与质量浓度呈良好的线性关系。

2.2.6 方法的精密度考察 精密量取“2.2.5”项下

质量浓度为高、中、低（52.00、13.00、0.65 µg·mL−1）的

马 钱 子 碱 与 各 组 织 混 合 样 品 各 200 µL，

按“2.2.2”“2.2.3”项方法进行样品的处理和进样分

表1 马钱子碱在各组织内的标准曲线

Table 1 Standard curve of brucine in different organs

组织

心

肝

脾

肺

肾

脑

回归方程

Y＝31 236 X－42 762

Y＝32 532 X－47 965

Y＝34 567 X－67 366

Y＝36 482 X－52 749

Y＝31 352 X－61 624

Y＝34 167 X－89 766

线性范围/（µg·mL−1）

0.65～52.00

0.65～52.00

0.65～52.00

0.65～52.00

0.65～52.00

0.65～52.00

R²

0.994 2

0.996 8

0.994 9

0.995 3

0.994 8

0.993 7

图5 各组马钱子碱色谱图

Fig. 5 Chromatograms of brucine in each administration group
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析，记录峰面积。每日连续 6次，计算日内精密度；

相同条件下连续操作 6 d，计算日间精密度。另将马

钱子碱对照品溶液不断稀释后进行分析，以测定其

最低检测限和最低定量限。

日内与日间 RSD 均小于 4.88%，符合精密度

要求。所测最低检测限为 0.428 µg·mL−1，最低定

量限为 0.650 µg·mL−1。可见该方法的灵敏度较高，

能满足马钱子碱含量测定的要求。

2.2.7 方法的回收率考察 精密量取“2.2.5”项下

52.00、13.00、0.65 µg·mL−1的马钱子碱与各组织混合

样品各 200 µL，按“2.2.2”“2.2.3”项方法进行样品的

处理和进样分析，记录峰面积。将提取的马钱子碱

各组织样品的峰面积与所配标准溶液组织混合样

品的峰面积相比得到提取回收率，将各浓度组织样

品峰面积带入标准曲线计算浓度，与相应浓度比较

得到方法回收率。

结果显示，提取回收率大于 78.25%，方法回收

率大于 87.37%，RSD＜8.82%，表明提取比较完全，

符合回收率要求。

2.2.8 样品稳定性考察 精密量取“2.2.5”项下

52.00、13.00、0.65 µg·mL−1马钱子碱与各组织混合样

品各 200 µL，室温静置，于 6、12、24 h取样，冷冻存

储，间隔 1、2、3周后取样，按“2.2.2”“2.2.3”项下方法

进行样品的处理和进样分析，记录峰面积，计算

RSD。各组样品RSD＜10%，符合稳定性要求。

2.3 药物体内靶向性考察

2.3.1 分组与给药 将雌雄各半的小鼠 90只随机

分为 3组：马钱子碱组、B-PSG-NPs组、B-GPSG-NPs

组，禁食不禁水 12 h 后，尾 iv 相应溶液（以马钱

子碱计 10 mg·kg−1），分别于给药后 10、30、60、

120、180 min 取样，按“2.2.2”“2.2.3”项下方法进行

组织样品的处理和进样分析，记录峰面积，计算马

钱子碱在不同时间点的浓度。各组给药后不同时

间点各组织中马钱子碱质量浓度见图6。

2.3.2 靶向性评价 给药系统的靶向性一般以相

对摄取率（Re）和靶向效率（Te）来衡量［18］。Re＞1表

示药物制剂在该组织或器官具有一定靶向性，Re越

大，则靶向效果越好。Re≤1 则表示没有靶向性。

Te是指各器官的AUC与血浆AUC的比值，Te表示

待测物对靶器官的选择性，Te越大选择性越强。

Re＝AUCi药物制剂/AUCi原料药溶液

Te＝AUC 器官/AUC 血浆

AUCi表示由浓度-时间曲线求得的第 i个器官或组织的药时

曲线下面积

计算各组组织的 AUC，AUC 血浆来自本课题组

前期研究［19］，代入公式计算出 Re及 Te，结果（表 2）

显示，B-PSG-NPs与B-GPSG-NPs组肝脏的Re分别

为 1.49 和 1.72，明显高于其他组织，表明肝脏对

B-PSG-NPs和B-GPSG-NPs均具有相对其他组织较

高的Re，且B-GPSG-NPs的肝脏Re高于 B-PSG-NPs。

通过对比各组的 Te值发现，马钱子碱组肾脏 Te最

高，脑 Te 最低；而 B-PSG-NPs 组与 B-GPSG-NPs 组

肝脏 Te 明显高于其他各组织，表明肝脏对 B-PSG-

NPs和B-GPSG-NPs均具有相对其他组织的较高选

择性，且对二者的选择性相当。

2.4 药物体外靶向性考察

2.4.1 载异硫氰基荧光素（FITC）纳米粒的制备

 

 

 
 

A  B  C  

图6 马钱子碱组（A）、B-PSG-NPs组（B）、B-GPSG-NPs组（C）马钱子碱在各组织内不同时间点的质量浓度（x
—

±s，n=6）

Fig. 6 Mass concentration of brucine of brucine group (A), B-PSG-NPs group (B), B-GPSG-NPs group (C) in different or‐

gans at different time points (x
—

±s, n=6)

表2 各组组织Re与Te

Table 2 Re and Te of tissues in each group

组

织

心

肝

脾

肺

肾

脑

Re

B-PSG-
NPs

0.98

1.49

0.98

0.98

0.91

0.98

B-GPSG-
NPs

0.98

1.72

0.99

0.97

0.93

0.97

Te

马钱子

碱

0.167

0.199

0.173

0.183

0.222

0.127

B-PSG-
NPs

0.050

0.092

0.052

0.055

0.062

0.039

B-GPSG-
NPs

0.044

0.091

0.046

0.047

0.055

0.033
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精密称取 PSG或GPSG 20.00 mg、油酸 40.00 mg、卵

磷脂 16.00 mg、马钱子碱 2.04 mg、FITC 1.00 mg，

并用 5 mL 无水乙醇溶解，65 ℃水浴加热，磁力搅

拌下加入马钱子碱，作为有机相；1 000 r·min−1磁力

搅拌下，将有机相缓缓滴加至 0.12% 的 F68水溶液

中，滴毕立即超声（功率750 W、频率20 kHz）3 min，磁

力搅拌 40 min，除去无水乙醇，即得 FITC-B-PSG-

NPs或FITC-B-GPSG-NPs混悬液。

2.4.2 药物的细胞摄取观察 将 CBRH-7919 肝癌

细胞用培养液稀释成密度为 1×104·mL−1的悬液，并

接种于 12孔细胞培养板中，在含一定浓度的CO2无

菌培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁后，分为FITC组，

空白 PSG 载体制成的纳米粒（PSG-NPs）组，GPSG-

NPs 组，含马钱子碱质量浓度分别为 500、250、

125 μg·mL−1 的 FITC-B-PSG-NPs 和 FITC-B-GPSG-

NPs组，共 9组，药物处理细胞 24 h。实验前后用磷

酸盐缓冲液（PBS）轻轻冲洗细胞表面 3次，置于荧

光显微镜下观察 CBRH-7919细胞对各受试物的摄

取情况。

结果如图 7所示，FITC组、PSG-NPs组、GPSG-

NPs组未显现出荧光现象，其余各组（包载了 FITC

的纳米粒）均有荧光显现，说明 FITC不能进入细胞

内部，而 GPSG-NPs、PSG-NPs 本身无荧光效应，因

此排除了游离FITC、GPSG-NPs、PSG-NPs对于荧光

的干扰。细胞与 FITC-B-PSG-NPs作用后可以观察

到荧光，且呈现量效关系，500 μg·mL−1组荧光强度

最强。FITC-B-GPSG-NPs 组荧光强度比相同质量

浓度的 FITC-B-PSG-NPs 均明显增加，也表现出量

效关系。结果表明，B-GPSG-NPs 能够被 CBRH-

7919细胞摄取，且GPSG作为载体的体外靶向性明

显优于PSG载体。

3 讨论

肝癌是人类生命健康的严重威胁之一，目前主

要治疗手段为手术和化学疗法，而当前的化疗药物

大部分理化性质差、稳定性低，并对正常组织具有

明显的毒副作用，限制了其长期应用［20］。靶向给药

系统有望通过增加对靶向器官的亲和性实现药物

在特定位置的富集，从而减少在正常组织的不良反

应。GA具备一定的肝靶向性，且其生物活性较好，

已经有大量的研究将GA不同的位点修饰后作为靶

向载体包封药物，但很多并不理想，所以寻找一个

高效简单的修饰途径和优良剂型尤为重要［21］。本

研究通过酰胺、酯化等方法成功将GA、PEG以及二

硫键进行合成构建出 B-GPSG-NPs，经实验评价对

其包封率、稳定性、肝靶向性等多方面性质较

为满意 ，有望作为 GA 修饰途径和肝脏给药

剂型。

传统意义来讲，将药物制成纳米制剂，本身就

可以增加药物的趋肝性，而本研究将GPSG载体制

成的纳米粒与PSG相比，体内实验表现出肝摄取率

的上升，并且随着时间的延长，药物逐渐在肝部富

集，从而达到肝部定向输送药物的特点，实现了药

物的优化利用。Te 计算结果显示，相对于马钱子

碱，B-PSG-NPs 与 B-GPSG-NPs 的 Te 值较低，即血

浆中药物浓度相对较高，是药物在体内长循环的间

接体现，起到了靶器官长效给药的效果。其原因，

除了GA的肝细胞导向作用，还可能与两亲性药物

载体PEG的隐形长循环有关，即PEG能有效减少药

物被蛋白分解，延长药物体循环时间［22-23］。

本研究比较了肝癌细胞对PSG与GPSG的摄取

效果，24 h孵育结果显示，高浓度的 B-GPSG-NPs

摄取效果相较于等浓度的 B-PSG-NPs 和低浓度

的 B-GPSG-NPs 均更为明显，证明纳米粒经 GA 修

饰后对肝癌细胞更明显的靶向亲和力，与体内实验

结果相吻合。

本研究结果表明，B-GPSG-NPs 的成功构建为

GA纳米粒的制备和马钱子碱肝脏给药剂型提供了

实践经验，为实现主动靶向治疗肝癌提供了可能的

新思路。

图7 荧光显微镜下的受试物细胞摄取情况（×100）

Fig. 7 Cellular uptake of brucine under fluorescence mi‐

croscope (×100)
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