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·药剂与工艺· 

转铁蛋白修饰雷公藤甲素脂质体的制备与体外评价  

杨一帆，梁艺瑶，刘保保，苏雪蓉，乔  萍，狄留庆，赵晓莉* 

南京中医药大学药学院，江苏省中药高效给药系统工程技术研究中心，江苏 南京  210023 

摘  要：目的  制备转铁蛋白（transferrin，Tf）修饰的雷公藤甲素（triptolide，TP）脂质体（Tf-TP@Lip），并对其进行质

量评价和体外靶向性研究。方法  采用薄膜分散法制备 Tf-TP@Lip，以包封率和载药量为考察指标，通过单因素考察和星点

设计-效应面优化法筛选处方和最佳制备工艺；采用超滤离心法测定药物包封率；透射电子显微镜（TEM）观察脂质体微观

形态；激光粒度仪测定脂质体的粒径、多分散指数（polydispersity index，PDI）和 Zeta 电位；并对其体外释放情况进行考察；

采用流式细胞仪和荧光显微镜探究细胞摄取情况。结果  优化后 Tf-TP@Lip 的处方和工艺：脂药比为 5.72∶1，脂胆比为

8.11∶1，磷脂与 DSPE-PEG2000 的质量比为 6∶1，成膜溶剂为无水乙醇，成膜温度 60 ℃。制得的 Tf-TP@Lip 平均粒径为 

（130.33±1.89）nm，PDI 为 0.19±0.03，Zeta 电位为（−23.20±0.64）mV，包封率和载药量分别为（85.33±0.41）%和        

（9.96±0.21）%，TEM 下呈球形，大小均匀、圆整。体外释放研究表明，Tf-TP@Lip 相比游离 TP 具有一定缓释效果。与非

靶向雷公藤甲素脂质体（TP@Lip）相比，转铁蛋白的修饰明显增加了 SMMC-7721 对脂质体的摄取效率。结论  制备

Tf-TP@Lip 稳定、可行，粒径小、外观圆整且具备较高的包封率和载药量，可用于进一步的实验研究。 
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Preparation of transferrin modified triptolide liposome and in vitro evaluation 
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Abstract: Objective  To prepare transferrin (Tf) modified triptolide (TP) liposome (Tf-TP@Lip) and evaluate the quality and in 

vitro targeting. Methods  The Tf-TP@Lip were prepared by thin-film dispersion method. With encapsulation efficiency and drug 

loading as indicators, single factor experiments and CCD-RSM were used to optimized the formulation and optimum preparation of 

Tf-TP@Lip; The drug entrapment efficiency was determined by ultrafiltration centrifugation; And the microscopic morphology of 

liposomes were observed under the transmission electron microscope (TEM); The particle size, polydispersion index (PDI), and Zeta 

potential were determined by laser particle size analyzer, and investigating the in vitro release of liposomes; flow cytometry and 

microscope were utilized for exploring the cellular uptake. Results  The optimized preparation process and formulation were as 

follow: lipid /drug ratio was 5.72:1, lipid/cholesterol ratio was 8.11:1, the mass ratio of phospholipid to DSPE-PEG2000 was 6:1, the 

film-forming solvent was absolute ethanol and the temperature was 60 ℃. The mean particle size, PDI and Zeta potential of 

optimized TP@Lip were (130.33 ± 1.89) nm, 0.19 ± 0.03, (−23.2 ± 0.64) mV, respectively. The encapsulation efficiency and drug 

loading were (85.33 ± 0.41)% and (9.96 ± 0.21)%, respectively. The resulting liposomes exhibited spherical shape and were narrow 

in size distribution. The in vitro release studies showed that Tf-TP@Lip has sustained-release effect compared with free TP. And in 
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contrast of non targeted triptolide liposomes (TP@Lip), Tf modification significantly increased the uptake efficiency of liposomes by 

SMMC-7721. Conclusion  The preparation is stable and feasible, the obtained liposomes have a uniform particle size, round 

appearance and high encapsulation efficiency and drug loading, which can be used for further research. 

Key words: triptolide; transferrin; modified; liposomes; central composite design-response surface method; quality evaluation; 

cellular uptake; in vitro targeting; thin-film dispersion method; ultrafiltration centrifugation 
 

雷公藤甲素（triptolide，TP），又称雷公藤内酯

醇，是从卫矛科植物雷公藤中分离纯化得到的一种

环氧二萜内酯类化合物。现代研究表明，雷公藤甲

素具有广泛高效的抗肿瘤活性[1]，但存在水溶性差、

生物利用度低以及治疗窗窄等问题[2]，导致其对体

内靶器官产生不同程度的毒性作用[3]。为克服以上

问题，研究者通过增强 TP 水溶性的结构修饰[4]，也

尝试改进剂型或改变给药方式[5]以提高 TP 的水溶

性，减缓 TP 体内释放，增加 TP 的靶向性。脂质体

具备磷脂双分子层结构，能够增加难溶性药物的溶

解度，降低血液清除率，延长药物在体内的半衰期，

从而提高生物利用度[6]。 

通过在脂质体表面引入与肿瘤细胞有特异性结

合的靶向分子（如多肽、单糖、多糖、叶酸、抗体、

抗体片段等），可促进纳米药物在肿瘤组织处的滞

留，从而增强纳米药物的内吞效率和肿瘤细胞内的

富集[7]。由于铁代谢异常，多种肿瘤细胞包括人肝

癌 SMMC-7721细胞、人乳腺癌MDA-MB 231细胞、

人神经胶质瘤 U87-MB 细胞和人肺癌 A549 细胞均

过表达转铁蛋白受体（transferrin receptor，TfR）[8]。

目前，已经报道转铁蛋白（transferrin，Tf）修饰的

纳米制剂包括脂质体[9]、聚合物囊泡[8]、聚合物纳

米粒[10]等。本实验采用薄膜分散法制备转铁蛋白修

饰雷公藤甲素脂质体（transferrin modified triptolide 

liposome，Tf-TP@Lip），通过响应面设计优化处方

制剂工艺，对其形态、粒径、包封率以及体外释放

进行评价，并进一步通过细胞摄取实验考察Tf-TP@ 

Lip 的体外靶向性。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

梅特勒 MS105 十万分之一电子天平，瑞士梅特

勒-托利多公司；RE-52AA 旋转蒸发器，上海亚荣

生化仪器厂；SHB-III 循环水式多用真空泵，南京

文尔仪器设备有限公司；SM-1000D 超声波细胞破

碎仪，南京舜玛仪器设备有限公司；ZS90 型纳米粒

径测定仪，英国马尔文仪器有限公司；Waters 2695

高效液相色谱仪，美国 Waters 公司；高速台式离心

机，上海安亭科学仪器厂；HT7800 透射电子显微

镜（TEM），日本日立公司；Nikon Ti 倒置显微镜，

日本 Nikon 有限公司；Gallios 流式细胞仪，美国贝

克曼库尔特公司。 

1.2  材料 

雷公藤甲素对照品，质量分数 98%，批号

FY105B201，南通飞宇生物科技有限公司；氢化大

豆磷脂酰胆碱（HSPC，批号 B60455）、胆固醇

（CHO-HP，批号 B80859）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇

胺-聚乙二醇 2000（DSPE-PEG2000，批号 B90396），

上海艾伟拓医药科技有限公司；Traut 试剂，批号

4781-83-3，南京金益柏生物科技有限公司；磷脂聚

乙二醇马来酰亚胺（Mal-PEG2000-DSPE，批号

RD0200708），西安瑞禧生物科技有限公司；磷酸盐

缓冲液（PBS，批号 P1010），索莱宝生物科技有限

公司；聚山梨酯 80（批号 9005-65-6）、MTT（批号

I1810035），南京晚晴化玻仪器有限公司；香豆素-6，

碧云天有限公司；DMEM 培养液、0.25%胰蛋白酶、

青-链霉素溶液，美国 Hyclone 公司；胎牛血清，美

国 Gibco 公司。无水乙醇、甲醇、氯仿为分析纯；

乙腈为色谱纯。 

2  方法与结果 

2.1  DSPE-PEG2000-Tf 的合成与鉴定[11] 

称取约 20 mg 转铁蛋白溶于 2 mL pH 8 的 PBS

中，在 PBS 中加入 EDTA，螯合溶液中的二价金属，

防止巯基氧化。另称取 4 mg Traut 试剂溶于 1 mL

的 pH 8.0 的 PBS 中，向转铁蛋白溶液中加入 20 倍

物质的量过量的 Traut 试剂，避光摇床内反应 1 h。

取 9.0 mg Mal-PEG2000-DSPE 溶于 2.5 mL pH 6.5 的

PBS 中，按一定的物质的量比例将硫醇化的转铁蛋

白与 Mal-PEG2000-DSPE 在避光条件下反应过夜，即

获得 DSPE-PEG2000-Tf（合成流程见图 1）。通过

SDS-PAGE 电泳法和紫外-可见光谱法对合成物进

行表征，结果见图 2，DSPE-PEG2000-Tf 电泳条带在

100 000 左右，而转铁蛋白条带在 77 000 左右，证

明合成物中包含转铁蛋白，图 3 表明合成物具有与

转铁蛋白相似的紫外吸收曲线，其中转铁蛋白最大

吸收波长为 280 nm，DSPE-PEG2000-Tf 最大波长在

278 nm 发生了蓝移，以此证明转铁蛋白偶联成功。 
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图 1  DSPE-PEG2000-Tf 的合成流程 

Fig. 1  Synthetic process of DSPE-PEG2000-Tf 

 

1-Marker  2-DSPE-PEG2000-Tf（Mal-Tf 物质的量比为 10∶1）  3-

转铁蛋白 

1-Marker  2-DSPE-PEG2000-Tf (the molar ratio of Mal-Tf is 10:1)  

3-transferrin 

图 2  合成物的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 2  SDS-PAGE electrophoretogram of reaction products 

 

图 3  合成物的紫外吸收曲线 

Fig. 3  UV-vis absorption spectrum of reaction products 

2.2  雷公藤甲素脂质体（triptolide liposomes，

TP@Lip）和 Tf-TP@Lip 的制备 

采用薄膜分散法制备载药脂质体，精密称取适

量氢化大豆卵磷脂、胆固醇、DSPE-mPEG2000 和雷

公藤甲素于茄形瓶中，加入适量有机溶剂超声使其

全部溶解，在一定温度下减压旋转蒸发，形成均匀

类脂薄膜后继续抽真空 30 min，并放置过夜，以除

尽残留的痕量有机溶剂；再加入适量去离子水，常

压旋转水化 30 min 后，置于超声波细胞粉碎机中超

声依次经过 0.2、0.1 μm 聚碳酸纤维脂膜挤压 6 次，

即得 TP@Lip 脂质体溶液，于 4 ℃冰箱中保存，备

用[12]。将制得的 TP@Lip 脂质体与 Tf-PEG2000-DSPE

在 60 ℃温育 2 h，制备 Tf-TP@Lip。 

2.3  脂质体包封率的测定 

通过超滤离心法将未包封的药物与脂质体溶液

分离，并采用“2.4.1”项下色谱条件检测并计算

Tf-TP@Lip 的包封率[13]：精密量取 40 μL 脂质体溶

液，加入 20 倍量的甲醇，超声 20 min 破乳，测定

TP 的总量（Tdrug）。另精密量取 0.2 mL 脂质体溶液

于超滤离心管（截留相对分子质量 30 000），4500 

r/min 离心（离心半径 9 cm）5 min，得到游离的 TP，

测定游离的药物含量（Fdrug），计算包封率和载药量。 

包封率＝(Tdrug－Fdrug)/Tdrug 

载药量＝(Tdrug－Fdrug)/脂质总量 

2.4  TP 含量测定方法建立 

2.4.1  色谱条件  色谱柱为 Waters X-Bridge C18 柱
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（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水（35∶

65）；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 218 nm；柱

温 28 ℃；进样量 20 μL。 

2.4.2  对照品溶液制备  精密称取 TP 对照品 2.45 

mg，置于 2 mL 量瓶中，加入适量无水乙醇超声溶

解并稀释至刻度，配制成质量浓度为 1.225 mg/mL

的对照品储备液，备用。 

2.4.3  供试品溶液制备  精密量取 40 μL TP@Lip

溶液，加入 20 倍量的甲醇，超声破乳 20 min，12 000 

r/min 离心（离心半径 11 cm）15 min，取上清液，

即得 TP@Lip 破乳液。 

2.4.4  线性关系考察  精密吸取“2.4.2”项下 TP

对照品储备液，用无水乙醇稀释配制成质量浓度分

别为 12.25、6.12、3.06、1.53、0.77、0.38 μg/mL

的系列对照品溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。以 TP 对照品溶液的质量浓度

为横坐标（X），峰面积的积分值为纵坐标（Y），绘

制标准曲线，进行线性回归，得 TP 线性回归方程   

Y＝84 273 X＋8 031.6，R2＝0.999 9。结果表明 TP

在 0.38～12.25 μg/mL 线性关系良好。 

2.4.5  精密度试验  精密量取适量的 TP 对照品储

备液，加适量甲醇配制低、中、高（5、50、250 μg/mL）

3 个质量浓度的对照品溶液。按“2.4.1”项下色谱

条件进样 6 次，考察其精密度。结果低、中、高 3

个质量浓度TP峰面积的RSD分别为0.61%、0.36%、

0.28%，表明仪器精密度良好。 

2.4.6  重复性试验  取同一批 TP@Lip 样品 6 份，

按“2.4.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.4.1”

项下色谱条件进样测定。结果 TP 峰面积的 RSD 为

2.90%，表明该方法重复性良好。 

2.4.7  加样回收率试验  取空白脂质体 6 份，每份

0.2 mL，分别加入 TP 对照品溶液（1.02 mg/mL）0.2 

mL，涡旋混匀，取 40 μL，按“2.4.3”项下方法制

备供试品溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进样测定。

结果平均回收率为 93.3%，RSD 为 1.84%。 

2.4.8  稳定性试验  取 TP@Lip 破乳液，分别于放

置 0、2、4、8、16、24 h 时进样测定，结果 TP@Lip

破乳液峰面积 RSD 为 2.6%，表明 TP@Lip 破乳液

24 h 内稳定性良好。 

2.5  Tf-TP@Lip 制备工艺及处方的单因素考察 

2.5.1  成膜条件考察  薄膜分散法制备脂质体的

关键是成膜性的好坏[14]。固定其他因素不变，选取

不同的成膜溶剂对应适宜的成膜温度，按“2.2”项

下方法制备脂质体，按“2.3”项下方法计算包封率，

结果如表 1 所示，在 3 种条件下脂质体成膜性均良

好且包封率无明显差异，出于安全性考虑，选择成

膜溶剂为无水乙醇，温度为 60 ℃。另由于药物及

膜材在无水乙醇中溶解度小，需进行恒温（45 ℃）

超声处理，可较快溶解。 

表 1  薄膜分散法成膜条件及结果 ( x s , n = 3) 

Table 1  Film forming conditions and results of film 

dispersion method ( x s , n = 3) 

成膜溶剂 成膜温度/℃ 包封率/% 

无水乙醇 60 78.2±1.6 

氯仿 40 79.2±2.4 

甲醇 55 76.5±1.9 
 

2.5.2  磷脂质量浓度的考察  设置水化溶剂的体

积为 2.5 mL，固定处方组成比例及其他制备工艺条

件，磷脂质量浓度分别设置为 0.5、1.0、2.0 mg/mL，

按“2.2”项下方法制备脂质体，各平行试验 3 份，

包封率分别为（83.9±2.2）%、（74.8±1.4）%、   

（67.5±1.6）%。以上结果表明，当磷脂浓度过高，

包封的药物达到饱和，包封率反而下降，因此，选

择磷脂质量浓度为 0.5 mg/mL。 

2.5.3  药脂比的考察  固定处方的其他条件不变，

改变投药量，设定药脂比为 1∶30、1∶20、1∶10、

1∶5、1∶2。按“2.1”项下方法制备脂质体，各平

行试验 3 份，结果包封率分别为（59.2±1.9）%、

（75.2±1.6）%、（82.9±0.4）%、（80.0±1.2）%、

（62.9±2.5）%。由以上结果可知，当药脂比小于 1∶

5 时，其包封率随着投药量的增加而增大，但由于

氢化大豆卵磷脂对 TP 的负载能力有限，当药脂比

大于 1∶5 时，负载达到饱和，继续增加投药量，其

包封率开始下降，因此选择药脂比 1∶5 左右范围继

续考察。 

2.5.4  脂胆比的考察  胆固醇是脂质体中重要组成

部分，具有维持脂质体稳定等作用，但过量存在影

响人体健康的隐患[15]。固定处方其他条件不变，改

变脂胆比，设置磷脂与胆固醇的质量比为 10∶1、

5∶1、2∶1，按“2.2”项下方法制备脂质体，各平

行试验 3 份，结果包封率分别为（75.2±1.6）%、

（71.2±2.7）%、（66.5±1.8）%。 

2.5.5  磷脂与 DSPE-PEG2000 质量比的考察  处方

中加入 DSPE-PEG2000 能够避免静脉给药后血液中

巨噬细胞对脂质体的吞噬作用，提高脂质体的稳定

性。但 DSPE-PEG2000 加入量过多则易与磷脂形成混
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合胶束，造成脂质体中药物的渗漏[16]。固定其他条

件不变，改变 DSPE-PEG2000 加入量，设置磷脂与其

比例分别为 8∶1、4∶1、1∶1，按“2.2”项下方法

制备脂质体，各平行试验 3 份，结果包封率分别为

（73.2±0.7）%、（75.9±0.4）%、（69.9±1.1）%。 

2.6  星点设计优化处方 

2.6.1  星点试验设计表及结果  应用 Design Expert 

8.0.6.1 软件进行响应面设计，在前期单因素试验的

基础上，以雷公藤甲素脂质体包封率（Y1）和载药

量（Y2）为响应值，影响较为显著的药脂比（X1）、

脂胆比（X2）和磷脂与 DSPE-PEG2000质量比（X3）

3 个因素为考察对象，采取 3 因素 5 水平的星点设

计-效应面优化法，确定最佳制备工艺。考察因素水

平、试验设计及结果见表 2。 

2.6.2  模型拟合  以包封率、载药量为响应面，对

星点试验结果进行拟合，得到方程为 Y1＝29.919 9＋

12.122 56 X1＋2.761 69 X2－3.414 07 X3－0.126 60 

X1X2＋0.293 50 X1X3＋0.166 75 X2X3－0.809 86 X1
2－

0.161 74 X2
2＋0.171 34 X3

2；Y2＝2.148 55－0.056 398 

X1＋0.671 42 X2＋1.834 33 X3－0.054 100 X1X2＋

0.021 250 X1X3－0.048 125 X2X3－0.018 588 X1
2－

8.677 58×10−3 X2
2－0.082 519 X3

2。方差分析见表 3。 

表 2  星点试验设计与结果 

Table 2  Design and results of CCD method 

试验号 X1 X2 X3 包封率/% 载药量/% 试验号 X1 X2 X3 包封率/% 载药量/% 

1 5.0 (0) 10 (0) 7.36 (+1.682) 84.99 11.09 11 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 76.96 9.08 

2 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 78.73 8.91 12 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 80.38 10.52 

3 7.5 (+1) 15 (+1) 6 (+1) 78.97 6.60 13 5.0 (0) 10 (0) 0.64 (−1.682) 76.31 4.36 

4 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 74.99 8.88 14 2.5 (−1) 5 (−1) 2 (−1) 58.96 8.66 

5 9.2 (+1.682) 10 (0) 4 (0) 81.42 5.99 15 5.0 (0) 1.59 (−1.682) 4 (0) 69.32 6.90 

6 2.5 (−1) 15 (+1) 2 (−1) 55.75 10.28 16 7.5 (+1) 5 (−1) 2 (−1) 81.17 5.48 

7 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 76.40 9.06 17 7.5 (+1) 15 (+1) 2 (−1) 66.16 5.05 

8 5.0 (0) 18.41 (+1.682) 4 (0) 65.23 9.19 18 0.8 (−1.682) 10 (0) 4 (0) 47.37 10.67 

9 5.0 (0) 10 (0) 4 (0) 74.11 8.05 19 2.5 (−1) 5 (−1) 6 (+1) 59.23 11.71 

10 7.5 (+1) 5 (−1) 6 (+1) 81.84 9.61 20 2.5 (−1) 15 (+1) 6 (+1) 57.22 12.06 

表 3  包封率和载药量方差分析 

Table 3  Analysis of variance of entrapment efficiency and drug loading 

来源 自由度 
包封率 载药量 

离均差平方和 均方 F 值 P 值 离均差平方和 均方 F 值 P 值 

模型 9 2 095.09 232.79 28.31 ＜0.000 1 84.65 9.41 9.14 0.000 9 

A 1 1 319.61 1 319.61 160.50 ＜0.000 1 41.62 41.62 40.45 ＜0.000 1 

B 1 65.81 65.81 8.00 0.017 9 0.42 0.42 0.40 0.539 5 

C 1 65.10 65.1 7.92 0.018 3 34.89 34.89 33.91 0.000 2 

AB 1 20.03 20.03 2.44 0.149 6 3.66 3.66 3.56 0.088 7 

AC 1 17.23 17.23 2.10 0.178 3 0.09 0.09 0.088 0.773 1 

BC 1 22.24 22.24 2.71 0.131 0 1.85 1.85 1.80 0.209 3 

A2 1 369.22 369.22 44.91 ＜0.000 1 0.19 0.19 0.19 0.672 9 

B2 1 235.61 235.61 28.66 0.000 3 0.68 0.68 0.66 0.435 8 

C2 1 6.77 6.77 0.82 0.385 5 1.57 1.57 1.53 0.245 0 

残差 10 82.22 8.22   10.29 1.03   

失拟项 5 55.08 11.02 2.03 0.227 9 7.09 1.42 2.21 0.202 1 

纯误差 5 27.14 5.43   3.20 0.64   

总差 19 2 177.30    94.94    
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模型 P＜0.05，具有显著性影响，而失拟项 P＞0.05，

表明失拟不显著。模型的相关系数（R2）为 0.962 2、

0.891 6，表明该模型与实际试验拟合程度良好，用

该模型分析和预测脂质体的制备工艺是合适的。 

2.6.3  效应面分析  通过Design Expert 8.0.6.1软件

对各因素之间的交互作用进行效应面分析，绘制效

应面曲线图。结果见图 4～5。 

2.6.4  效应面优化与预测  为了得到最佳处方，以

脂质体包封率和载药量处于最大值为优化指标，权

重设置 1∶1。通过 Design Expert 8.0.6.1 软件进行分

析优化，得到最佳处方为脂药比为 5.72∶1，脂胆比

为 8.11∶1，磷脂与DSPE-PEG2000的质量比为 6∶1。 

2.7  最佳工艺验证 

确定Tf-TP@Lip最优处方为脂药比为 5.72∶1，

脂胆比为 8.11∶1，磷脂与 DSPE-PEG2000 的质量比

为 6∶1。按照该处方工艺条件制备 3 批雷公藤甲素

脂质体样品，各批样品包封率分别为 84.98%、

86.14%、84.86%，载药量为 10.21%、9.55%、10.11%。

将检测结果与拟合方程的预测值进行对比，按公式

［相对偏差＝(预测值－实测值)/预测值］计算相对偏

差，结果表明实测值与预测值之间的相对偏差＜

5%，说明优选的处方工艺稳定可行。 

2.8  Tf-TP@Lip 的质量评价 

2.8.1  Tf-TP@Lip 的外观与形态  在日光下检视， 
 

             

             

图 4  基于效应曲面法不同因素对包封率的影响 

Fig. 4  Influence of different factors on encapsulation efficiency based on CCD method 

             

             

图 5  基于效应面法不同因素对载药量的影响 

Fig. 5  Effects of different factors on drug loading based on CCD method 
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按最佳工艺制备得到的 Tf-TP@Lip 外观澄清透明，

呈淡蓝色乳光，结果见图 6（左）。将 Tf-TP@Lip

混悬液滴入铜网，然后用 2%磷钨酸染色制备样品，

在台灯下对样品进行干燥处理后，置于 TEM 下观

察。Tf-TP@Lip 呈球形，圆整，分布均匀，如图 6

（右）所示。 

2.8.2  粒径与电位考察  将适量最优工艺制备所

得脂质体稀释一定倍数后，于激光粒度分析仪下测

定粒径、多分散系数（PDI）及 Zeta 电位，平行测

定 3 次。Tf-TP@Lip 的平均粒径和 PDI 分别为

（130.33±1.89）nm 和 0.19±0.03（图 7），Zeta 电

位为（−23.20±0.64）mV（图 7）。结果表明，该脂

质体粒径分布均匀且具备良好的负电性。 
 

  

图 6  Tf-TP@Lip 的表观形态 (左) 和 TEM 图 (右) 

Fig. 6  Apparent morphology (left) and TEM (right) of 

Tf-TP@Lip 

 

 

图 7  Tf-TP@Lip 的粒径分布 (a) 和 Zeta 电位 (b) 

Fig. 7  Particle size distribution (a) and Zeta potential (b) of 

Tf-TP@Lip 

2.8.3  体外释放  采用透析袋法考察游离 TP、TP@ 

Lip 和 Tf-TP@Lip 的体外释放情况[17]。取 5 mL 脂

质体溶液置于透析袋中，加入释放介质（含 1%吐

温 80 的 PBS 溶液，pH 7.4）200 mL，于 37 ℃、100 

r/min 恒温震荡。分别于 0.25、0.5、1、2、4、6、8、

10、12 h 取样 2 mL（同时补充等温等量释放介质），

用 HPLC 法测定雷公藤甲素含量，计算各时间点的

累积释放率并作图（n＝3）。结果如图 8 所示，由于

脂质体表面携带的雷公藤甲素迅速释放，使药物存

在突释阶段，1 h 之后进入缓释期，4 h 后药物释放

基本平稳，12 h 测得的累积释放率为 70.8%，表明

药物在体外释放呈先快后慢的规律，能够维持较长

的释放周期，呈现缓释现象。 

 

图 8  Tf-TP@Lip 的释放曲线 

Fig. 8  Release profile of Tf-TP@Lip 

2.9  细胞摄取实验 

2.9.1  香豆素-6储备液制备  精密称取香豆素-6适

量于 2 mL 量瓶中，三氯甲烷溶解定容至刻度，制

成 2 mg/mL 的香豆素-6 溶液，过 0.22 μm 微孔滤膜，

即得。 

2.9.2  荧光脂质体的制备  取脂质体膜材 HSPC、

CHO 和 DSPE-PEG2000，加入用无水乙醇稀释至一

定浓度的香豆素-6 溶液溶解完全，按照“2.2”项下

制备方法分别制备得到靶向荧光脂质体（Tf-C6@ 

Lip）、非靶向荧光脂质体（C6@Lip）。 

2.9.3  细胞摄取   将靶向荧光脂质体（Tf-C6@ 

Lip）、非靶向荧光脂质体（C6@Lip）与肝癌 SMMC- 

7721 细胞在 5% CO2、37 ℃环境中孵育 4 h。之后，

用 PBS 洗涤细胞，DAPI 染色 10 min。使用流式细

胞仪对细胞进行分析，同时使用荧光显微镜观察细

胞，以验证流式细胞仪的分析结果。流式细胞术测

试结果显示（图 9-A），靶向脂质体在 SMMC-7721

细胞中的荧光强度明显高于非靶向脂质体，荧光显 
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图 9  Tf-TP@Lip 的流式细胞仪分析 (A) 和荧光显微镜图

像 (B) 

Fig. 9  Flow cytometry analysis (A) and CLSM images (B) 

of Tf-TP@Lip 

微镜的测试结果与流式细胞仪一致（图 9-B），说明

转铁蛋白的修饰增强了 SMMC-7721 细胞对脂质体

的摄取。 

3  讨论 

转铁蛋白靶向脂质体递送化合物载药系统是一

种有潜力的肿瘤治疗药物。筛选得到有良好抗肿瘤

活性的化合物，通过转铁蛋白脂质体载药系统的包

载能克服原化合物难于吸收，直接给药效果差等缺

点，达到延长循环时间，肿瘤靶向的作用效果。本

研究将转铁蛋白与雷公藤甲素脂质体相结合，构建

主动靶向纳米传递系统，结合了天然药物与分子靶

向药物的优点，并且处方中选用常用、安全的氢化

大豆卵磷脂和胆固醇作为脂质体材料，价廉易得，

便于后续产品放大和临床应用。 

本实验采用薄膜分散法制备 Tf-TP@Lip，制备

脂质体的过程中成膜性的好坏是关键，应注意成膜

性的考察。选取无水乙醇、氯仿、甲醇 3 种成膜溶

剂研究其对脂质体包封率的影响。不同溶剂在相同

的成膜温度下成膜效果差异大，为防止旋蒸过程中

溶剂暴沸影响成膜效果，某些溶剂如氯仿，在成膜

时，温度需控制在磷脂相变温度（55 ℃）之下后采

用脂质体挤出器控制粒径[18]，与超声破碎法相比粒

径更小分散更均匀，稳定性好。在转铁蛋白修饰脂

质体方法上，文献报道[19]有 3 种与脂质体偶联的方

法，本实验中利用活化 DSPE-PEG2000-MAL 中的马

来酰胺基团为巯基与转铁蛋白中的氨基反应从而将

转铁蛋白连接到磷脂分子上，并通过 SDS-PAGE 以

及紫外分光度法等评价手段证明合成物偶联成功。 

在细胞摄取实验中，利用荧光显微镜和流式细

胞术考察 SMMC-7721 细胞对不同脂质体的摄取情

况。结果显示转铁蛋白修饰的脂质体的摄取显著高

于未修饰的脂质体，这是由于转铁蛋白与

SMMC-7721 细胞中丰富的 TfR 能够特异性结合，

转铁蛋白修饰在脂质体表面通过受体介导的内吞作

用透过细胞，但是具体的内吞机制还有待进一步研

究。综上所述，本研究通过响应面法优化制备了粒

径小、分布均匀、负电性好的 Tf-C6@Lip，具备一

定的缓释特性和良好的体外靶向性，为该制剂体内

外的进一步研究等工作打下了坚实地基础。 
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