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·药剂与工艺· 

人参皂苷 Rg3和大黄酸纳米乳的制备及其联合 aPD-L1 治疗三阴性乳腺癌
的药效学研究  
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摘  要：目的  根据中医治疗肿瘤时提倡的“扶正祛邪”治则，选用中药人参和大黄的主要成分人参皂苷 Rg3（ginsenoside Rg3，

G-Rg3）和大黄酸（rhein，Rhe）进行组合，制备 G-Rg3/Rhe 纳米乳（G-Rg3/Rhe NE），同时提高 G-Rg3 和 Rhe 溶解度以利于

注射给药，并利用该纳米乳联合程序性死亡受体配体 1 单抗（anti-programmed cell death ligand 1，aPD-L1）治疗三阴性乳腺

癌（triple negative breast cancer，TNBC）。方法  采用紫外分光光度法分别测定 G-Rg3 和 Rhe 在不同辅料中的溶解能力，筛

选出合适的乳化剂、助乳化剂和油相。利用伪三元相图考察乳化剂与助乳化剂质量比（Km 值）对纳米乳体系的影响，根据

形成纳米乳区域面积大小选择适宜的 Km值，优选 G-Rg3/Rhe NE 的处方，并对其进行表征和稳定性评价。选用 4T1Fluc 原位

乳腺肿瘤小鼠模型，评价 G-Rg3/Rhe NE 联合 aPD-L1 抗 TNBC 的效果。结果  G-Rg3/Rhe NE 的优化组分比为聚氧乙烯氢化

蓖麻油 EL35-聚乙二醇 400-辛癸酸甘油酯-水，其质量比为 1.33∶2.67∶2.80∶12.50，Km值为 1∶2，G-Rg3/Rhe NE 的平均粒

径为（84.8±1.1）nm，多分散性系数（polydispersity index，PDI）为 0.21±0.02，ζ 电位为（−11.30±0.43）mV。载药纳米

乳中 G-Rg3、Rhe 的包封率分别为 96.51%、97.47%，两药共载的载药量为 0.75%。G-Rg3/Rhe NE 联合 aPD-L1，能显著抑制

荷 4T1Fluc 小鼠的肿瘤生长。结论  G-Rg3/Rhe NE 粒径均一、稳定性好，可联合 aPD-L1 增强其抗 TNBC 的效果。 
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Preparation of ginsenoside Rg3 and rhein nanoemulsion and pharmacodynamics 

study of its combination with aPD-L1 in treatment of triple negative breast 

cancer  
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Abstract: Objective  According to the “supporting healthy energy to eliminate evils” treatment principle advocated by traditional 

Chinese medicine in the treatment of tumors, the main components ginsenoside Rg3 (G-Rg3) and rhein (Rhe) in ginseng and rhubarb, 

respectively, were selected to prepare G-Rg3/Rhe nanoemulsion. At the same time, the solubility of G-Rg3 and Rhe was improved to 

facilitate injection administration, and the nanoemulsion combined with anti-programmed cell death ligand 1 (aPD-L1) was used to 

treat triple negative breast cancer (TNBC). Methods  The solubility of G-Rg3 and Rhe in different excipients was determined by 

UV spectrophotometry, and the appropriate emulsifier, co-emulsifier and oil phase were screened out. The pseudo-ternary phase 
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diagram was used to investigate the effect of Km value on the nanoemulsion system, and the appropriate Km value was selected 

according to the size of the nanoemulsion area. The prescription of G-Rg3/Rhe NE was optimized, and its characterization and 

stability were evaluated. The 4T1Fluc in situ mammary tumor mouse model was selected to evaluate the effect of G-Rg3/Rhe NE 

combined with aPD-L1 on TNBC. Results  The optimized component ratio of G-Rg3/Rhe NE was as follows: polyoxyethylene 

hydrogenated castor oil EL35-polyethylene glycol 400-caprylic acid glyceride-water, and the mass ratio was 1.33:2.67:2.80:12.50, 

the Km value was 1:2. The average particle size of G-Rg3/Rhe NE was (84.8 ± 1.1) nm, the polydispersity index (PDI) was 0.21 ± 

0.02, and the ζ potential was (−11.30 ± 0.43) mV. The encapsulation rates of G-Rg3 and Rhe in drug-carrying nanoemulsions were 

96.51% and 97.47%, respectively, and the drug loading capacity of the two drugs was 0.75%. G-Rg3/Rhe NE combined with aPD-L1 

could significantly inhibit the tumor growth in 4T1Fluc-bearing mice. Conclusion  The G-Rg3/Rhe NE was of uniform particle size 

and good stability, it could synergistically enhance the antitumor effect of aPD-L1 on TNBC. 

Key words: ginsenoside Rg3; rhein; nanoemulsion; triple negative breast cancer; aPD-L1 

 

乳腺癌是全球范围内女性最常见的恶性肿瘤[1]，

其中三阴性乳腺癌（triple negative breast cancer，

TNBC）是乳腺癌的一个亚型，其特点是用于治疗

“靶点”的雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕

激素受体（progesterone receptor，PR）和人表皮生

长因子受体 2（human epidermal growth factor 

receptor 2，HER-2）均为阴性表达，占所有乳腺癌

病理类型的 10%～20%[2]，具有侵袭性强、易复发

转移和预后差等特点[3]。目前常采用的化疗手段存

在耐药性和毒副作用问题[4]。 

近年来，研究发现使用程序性死亡受体配体 1

单抗（anti-programmed cell death ligand 1，aPD-L1）

能提高肿瘤微环境中的细胞毒性 T 细胞活性，恢复

免疫细胞功能来消除癌细胞的免疫疗法，应用于多

种类型癌症的治疗[5]，如非小细胞肺癌[6]、肾细胞

癌[7]。而在 2018 年，Atezolizumab 也被批准用于治

疗 PD-L1 表达的 TNBC 患者[8]。然而，单独使用

aPD-L1 对超 80%的 TNBC 患者治疗无效[9]。因此人

们开始探索 aPD-L1 的联合疗法，如 2019 年，PD-L1

单抗阿替利珠获 FDA 批准与紫杉醇联用治疗晚期

或转移性三阴性乳腺癌患者[10]。中药治疗调控免疫

抗乳腺癌由来已久，早前便提出治疗时需将扶正固

本放在首位，强调从整体层面调节机体的免疫功能，

这和肿瘤免疫治疗的观念非常吻合[11]。同时传统中

医认为实体瘤的发生是人体正气不足，痰瘀互结形

成的有形肿块，病理因素为毒、痰、湿、瘀互结为

“瘤”，属于正虚邪实，治法宜扶正祛邪[12-14]，这也

与现代医学对肿瘤免疫的认识非常类似。此外，中

药抗肿瘤具有多方位、多靶点、多效性、不易产生

耐药性等优点[15]。因此，将传统中药联合 aPD-L1

进行肿瘤免疫治疗有望取得较好的效果。 

本实验根据中医治疗肿瘤时提倡的“扶正祛邪”

治则，选用中药人参和大黄的主要有效成分人参皂

苷 Rg3（ginsenoside Rg3，G-Rg3）和大黄酸（rhein，

Rhe）进行组合。人参和大黄为药中四维[16]，两者

常配伍扶正祛邪治疗肿瘤[17-18]。如徐灵胎所云“如

大黄与人参同用。大黄必然逐去坚积，决不反伤正

气，人参自然充盈正气，决不反补邪气”[19]。这与

肿瘤正虚邪实、需要扶正祛邪治法非常吻合，两者

配伍有攻补兼施之妙[20]。因此，将 G-Rg3/Rhe 配伍

或可联合 aPD-L1 增强抗 TNBC 的效果。但是，G- 

Rg3 和 Rhe 溶解性差，生物利用度低，不利于注射

给药[21-22]。而纳米载体技术被认为是提高难溶性药

物的溶解度和生物利用度最有前途的方法之一[23]。

目前，已有多种纳米载体系统在肿瘤免疫治疗领域

得到开发，包括基于聚合物的纳米粒和胶束，基于

脂质成分的脂质体、纳米乳等 [24-25] 。纳米乳

（nanoemulsion，NE）能极大提高难溶性药物在水中

的溶解性及稳定性[26]，由于其粒径小、黏度低、使

药物在其中有较好的分散性，有利于机体迅速吸收，

从而提高其生物利用度[27-28]。本研究拟将 G-Rg3和

Rhe共载制备成G-Rg3/Rhe纳米乳（G-Rg3/Rhe NE），

解决溶解性差等不利于注射给药的问题，并对其联

合 aPD-L1 的体内抗肿瘤药效进行初步评价。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

UV-2550 型紫外可见分光光度仪，岛津企业管

理（中国）有限公司；马尔文 Zetasizer Nano 激光

粒度仪，英国 Malvern 公司；MSE125P-100-DU 型

分析天平，北京赛多利斯科学仪器有限公司；

VORTEX3 涡旋混匀器，德国 IKA 集团；85-2 型数

显恒温磁力搅拌器，上海江星仪器有限公司；TS-200

型脱色摇床数显，海门市其林贝尔仪器制造有限公

司；CS601 型超级恒温水浴槽，上海博迅实业有限
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公司医疗设备厂；JY88-II 型液晶超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技有限公司；D3024 型台式高

速微量离心机，北京创誉科技有限公司。 

1.2  药物与试剂 

G-Rg3，质量分数≥98%，批号 ZL20201216YY，

南京泽朗医药科技有限公司；Rhe，质量分数≥98%，

批号 20200319，中国食品药品检定研究院；

InVivoMab anti-mouse PD-L1（B7-H1），美国 Bio X 

Cell 公司；油酸山梨坦，上海泰坦科技股份有限公

司；聚山梨酯 80，聚氧乙烯氢化蓖麻油 EL35

（polyoxyethylene hydrogenated castor oil EL35，

PHCO EL35）、聚乙二醇 400，源叶生物科技有限公

司；大豆油，阿拉丁试剂有限公司；油酸乙酯、辛

癸酸甘油酯，广东翁江化学试剂有限公司；肉豆蔻

酸异丙酯，上海麦克林生化科技有限公司；正丁醇、

无水乙醇、1,2-丙二醇，上海沪试化工有限公司；

75%乙醇、PBS、胰蛋白酶，杭州诺森德生物技术

有限公司；高氯酸、冰乙酸，浙江汉诺化工科技有

限公司；香草醛、氢氧化钠，杭州萧山化学试剂厂。

试剂均为分析纯。 

1.3  供试瘤株与实验动物 

鼠源乳腺癌 4T1 细胞，由浙江中医药大学高建

莉老师馈赠，4T1Fluc 细胞由慢病毒转染技术转染所

得。6～8 周龄健康雌性 SPF 级 BALC/C 小鼠，体

质量 18～22 g，由上海斯莱克实验动物有限公司提

供。所有小鼠实验期间全程饲养于浙江中医药大学

动物实验研究中心 SPF 级环境中，在 25 ℃和

50%～60%湿度下，每 12 小时进行光照/黑暗交替，

并允许自由获取水和食物。实验动物使用许可证号

为 SYXK（浙）2018-0012。所有动物实验遵循浙江

中医药大学实验动物管理和使用的规定，均符合 3R

原则。 

2  方法与结果 

2.1  G-Rg3/Rhe NE 含量测定方法的建立 

2.1.1  溶液的配制   

（1）5%香草醛冰乙酸溶液：精密称取 5.0 g 香

草醛，加适量冰乙酸使其溶解，置于 100 mL 量瓶

中，继续滴加冰乙酸定容至刻度，摇匀，即得。 

（2）0.5%氢氧化钠溶液：精密称取 0.50 g 氢氧

化钠固体，加适量水使其溶解，置于 100 mL 量瓶

中，继续滴加水定容至刻度，摇匀，即得。 

2.1.2  对照品溶液的配制  精密称取 G-Rg3对照品

10.20 mg，加适量 75%乙醇溶解，置于 10 mL 量瓶

中，继续滴加 75%乙醇定容至刻度，摇匀，即得质

量浓度为 1.02 mg/mL 的 G-Rg3 对照品溶液。精密称

取 Rhe 对照品 10.40 mg，加适量 0.5%氢氧化钠溶液

溶解，置于 10 mL 量瓶中，继续滴加 0.5%氢氧化钠

溶液定容至刻度，摇匀，即得 1.04 mg/mL 的 Rhe

对照品溶液。 

2.1.3  检测波长的选择  精密吸取 G-Rg3对照品储

备液 0.10 mL 于试管中，水浴蒸干。然后，依次加

入 0.2 mL 5%香草醛冰乙酸溶液和 0.8 mL 高氯酸，

混匀，于 60 ℃水浴锅中加热 15 min，取出，迅速

冰浴 10 min，再加入冰乙酸定容至 10 mL。将其在

200～800 nm 进行全波长扫描，选取吸收峰较大的

波长。同时将各种辅料按上述方法分别配制成相应

的溶液在 200～800 nm 进行全波长扫描，观察在选

定波长下有无吸收，确定测定 G-Rg3的最佳波长为

550 nm。精密吸取 Rhe 对照品储备液 0.10 mL，将

其在 200～800 nm 进行全波长扫描，选取吸收峰较

大的波长。同时将各种辅料用 0.5%氢氧化钠溶液分

别配制成相应的溶液，在 200～800 nm 进行全波长

扫描，确定测定 Rhe 的最佳波长为 241 nm。 

2.1.4  线性关系考察  精密吸取 0.20、0.30、0.40、

0.50、0.60、0.70 mL 的 G-Rg3对照品储备液，置于

10 mL 量瓶中，水浴蒸干后精确加入 0.2 mL 5%香

草醛冰乙酸溶液，再加入 0.8 mL 高氯酸，混匀，于

60 ℃水浴锅上加热 15 min，取出，迅速冰浴 10 min，

加入冰乙酸定容至刻度，混匀，配制成质量浓度分

别 20.40、30.60、40.80、51.00、61.20、71.40 μg/mL

的G-Rg3对照品溶液。以空白为参比，分别在550 nm

波长处测定吸光度（A）值。精密吸取 0.10、0.12、

0.14、0.16、0.18、0.20 mL 的 Rhe 对照品储备液，

置于 10 mL 量瓶中，加入 0.5%氢氧化钠溶液定容至

刻度，混匀，配制成质量浓度分别为 10.40、12.48、

14.56、16.64、18.72、20.80 μg/mL 的 Rhe 对照品溶

液。以空白为参比，分别在 241 nm 波长处测定 A

值。以 A 值为纵坐标，标准溶液质量浓度（C）为

横坐标绘制标准曲线，进行线性回归。结果 G-Rg3

的标准曲线方程为 A＝0.012 1 C＋0.033 4，R2＝

0.999 3，结果表明 G-Rg3在 20.40～71.40 μg/mL 线

性关系良好。Rhe 的标准曲线方程为 A＝0.030 6   

C－0.004 9，R2＝0.999 4，结果表明 Rhe 在 10.40～

20.80 μg/mL 线性关系良好。 

2.1.5  精密度试验  精密吸取适量的 G-Rg3、Rhe

对照品储备液，按“2.1.4”项下方法分别制得 20 
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μg/mL 的对照品溶液，于 550、241 nm 波长处测定

A值，重复 6次。结果G-Rg3 A值的RSD 值为 0.48%，

Rhe A 值的 RSD 值为 0.38%，表明仪器精密度良好。 

2.1.6  稳定性试验  精密吸取适量的 G-Rg3、Rhe

对照品储备液，各 1 份，按“2.1.4”项下方法分别

制得 40、14 μg/mL 的对照品溶液。分别于室温下放

置 0、5、10、15、20、25 min 时测定 A 值。结果

G-Rg3 A 值的 RSD 值为 1.25%，Rhe A 值的 RSD 值

为 0.66%，表明 G-Rg3 对照品溶液、Rhe 对照品溶

液在 25 min 内稳定性良好。 

2.1.7  重复性试验  精密吸取适量的 G-Rg3、Rhe

对照品储备液，按“2.1.4”项下方法分别制得 40、

14 μg/mL 的对照品溶液，各 6 份，分别于 550、241 

nm 波长处测定 A 值。结果 G-Rg3 A 值的 RSD 值为

0.41%，Rhe A 值的 RSD 值为 0.63%，表明该方法

重复性良好。 

2.1.8  加样回收率试验  称取 3.0 mg 已测定含量

的 G-Rg3，共 6 份，分别精密加入 G-Rg3 对照品储

备液 1.0 mL，置于 10 mL 量瓶中，加入 75%乙醇溶

解并稀释至刻度。按“2.1.4”项下方法显色后于 550 

nm 波长处测定 A 值。称取 1.0 mg 已知含量的 Rhe，

共 6 份，分别精密加入 Rhe 对照品储备液 0.4 mL，

置于 100 mL 量瓶中，加入 0.5%氢氧化钠溶液定容

至刻度，于 241 nm 波长处测定 A 值。结果 G-Rg3

的平均加样回收率为 98.89%，RSD 值为 0.71%，

Rhe的平均加样回收率为 97.87%，RSD 值为 0.94%，

表明该方法具有较好的加样回收率。 

2.2  G-Rg3/Rhe NE 处方的确定及制备 

2.2.1  辅料的选择   亲水亲油平衡（hydrophile- 

lipophile balance，HLB）是选择乳化剂和助乳化剂

的一个重要依据。G-Rg3、Rhe 溶解性差的问题可通

过制备成 O/W 纳米乳而改善，HLB 值介于 8～18

可用于制备 O/W 纳米乳，故选择油酸山梨坦、聚山

梨酯 80、PHCO EL35 作为侯选乳化剂，选择正丁

醇、乙醇、1,2-丙二醇、聚乙二醇 400 作为候选助

乳化剂。油相[29]是脂溶性和难溶性药物的主要载

体，一般选择成分较纯、性质稳定、黏度低的油类，

故选择药用纳米乳中常用的大豆油、油酸乙酯、肉

豆蔻酸异丙酯、辛癸酸甘油酯作为候选油相。 

2.2.2  G-Rg3 和 Rhe 在各辅料中溶解能力的考察  

量取各辅料 2 mL 置于具塞锥形瓶中，加入过饱和

的 G-Rg3 或 Rhe，涡旋 5 min，超声 20 min，置于 

（37.0±0.5）℃恒温水浴 24 h 后，4000 r/min 离心

10 min，精密吸取适量上清液，按照紫外分光光度

法测定并计算 G-Rg3 或 Rhe 在不同辅料中的溶解度

（表 1）。结合 G-Rg3 和 Rhe 两者的溶解度情况，在

各乳化剂中的溶解度为 PHCO EL35＞油酸山梨坦＞

聚山梨酯 80，在各助乳化剂中的溶解度为聚乙二醇

400＞1,2-丙二醇＞乙醇＞正丁醇，在各油相中的溶

解度为辛癸酸甘油酯＞大豆油＞肉豆蔻酸异丙酯＞

油酸乙酯。因此，选择乳化剂 PHCO EL35、助乳化

剂聚乙二醇 400、油相辛癸酸甘油酯这 3 种辅料作

为 G-Rg3/Rhe NE 的处方组成。 

表 1  G-Rg3和 Rhe 在不同辅料中的溶解度 

Table 1  Solubility of G-Rg3 and Rhe in different excipients 

辅料类别 辅料名称 G-Rg3/(μg∙mL−1) Rhe/(μg∙mL−1) 

乳化剂 油酸山梨坦 747.06±0.13 193.66±0.11 

 聚山梨酯 80 502.12±0.22 157.21±0.27 

 PHCO EL35 773.85±0.05 1 580.83±0.40 

助乳化剂 正丁醇 326.46±0.07 23.23±0.15 

 乙醇 403.65±0.31 33.14±0.21 

 1,2-丙二醇 695.40±0.57 94.50±0.34 

 聚乙二醇 400 1 806.61±0.32 3 318.88±0.51 

油相 大豆油 768.11±0.09 322.18±0.13 

 油酸乙酯 442.80±0.24 133.92±0.11 

 肉豆蔻酸异丙酯 509.78±0.17 107.48±0.05 

 辛癸酸甘油酯 1 367.06±0.32 207.61±0.02 

 

2.2.3  乳化剂与助乳化剂的质量比（Km值）对纳米

乳体系形成的影响  采用滴加水相法绘制伪三元相

图。室温条件下，首先将 Km值分别为 1∶1、1∶2、

1∶4 的乳化剂与助乳化剂混匀得到混合乳化剂

（S），再将油相和混合乳化剂分别按 1∶9、2∶8、3∶

7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 混合得

到油相混合物。然后在所得的油相混合物中缓慢滴

加水相，滴加的同时不断地搅拌，当体系变成透明

并带有淡蓝色乳光的溶液时，认定纳米乳液形成，

记录临界加入水量，绘制伪三元相图。伪三元相图

中，其中 1 条边代表乳化剂与助乳化剂组成的混合

乳化剂（S），另外 2 条边分别代表油相（O）和水

相（W），根据临界点各成分的质量分数，用 Origin 

9.1 绘制伪三元相图，确定纳米乳区界限，以形成的

纳米乳区域面积最大的体系确定最佳 Km 值。结果

显示，当 Km＝1∶2 时，所形成的纳米乳区域最大

（图 1）。因此，确定 G-Rg3/Rhe NE 的最佳处方组成

为 Km值为 1∶2 的 PHCO EL35-聚乙二醇 400-辛癸 
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ME-纳米乳区  E-普通乳液区 

ME-nanoemulsion  E-emulsion 

图 1  Km值对 PHCO EL35-聚乙二醇 400-辛癸酸甘油酯-水纳米乳体系的影响 

Fig. 1  Effect of Km value on polyoxyethylene hydrogenated castor oil EL35-polyethylene glycol 400-octyl decanoate-water 

nanoemulsion 

酸甘油酯-水，其质量比为 1.33∶2.67∶2.80∶12.50。 

2.2.4  G-Rg3/Rhe NE 的制备  精密称取 1.33 g 

PHCO EL35、2.67 g 聚乙二醇 400、2.80 g 辛癸酸甘

油酯于 50 mL 烧杯中，在 37 ℃下用磁力搅拌器以

200 r/min 的转速搅拌 10 min 使其充分混匀，之后少

量多次地投入 0.026 g G-Rg3、0.027 g Rhe，继续搅

拌 10 min 并超声助溶 30 min，最后缓慢滴加 12.50 g

水于混合体系中，混合均匀，即得 G-Rg3/Rhe NE。 

2.3  G-Rg3/Rhe NE 理化性质的考察 

2.3.1  粒径与电位考察  取 G-Rg3/Rhe NE 适量，

稀释 100 倍后使用马尔文激光粒度仪测定 G-Rg3/ 

Rhe NE 的粒径、多分散系数（PDI）及 ζ 电位。根

据优化处方制备的空白纳米乳澄清透明，略带淡蓝

色乳光，具有一定的流动性（图 2-a）。G-Rg3/Rhe NE

的外观呈淡黄色、可见乳光，流动性良好（图 2-b），

平均粒径和 PDI 为（84.8±1.1）nm 和 0.21±0.02

（图 3），ζ 电位为（−11.30±0.43）mV（图 4）。 

2.3.2  稳定性考察   

（1）离心试验：将 G-Rg3/Rhe NE 以 4000 r/min 

 

图 2  空白纳米乳 (a) 与载药纳米乳 (b) 的外观图 

Fig. 2  Appearance of blank nanoemulsion (a) and 

drug-loaded nanoemulsion (b) 

 

图 3  G-Rg3/Rhe NE 的粒径分布 

Fig. 3  Particle size distribution of G-Rg3/Rhe NE 

 

图 4  G-Rg3/Rhe NE 的 ζ 电位 

Fig. 4  ζ potential diagram of G-Rg3/Rhe NE 

离心 20 min 后，纳米乳未出现分层、浑浊、药物沉

淀等现象。 

（2）温度试验：将 G-Rg3/Rhe NE 放置于高温

（40、60 ℃）、低温（4 ℃）下，于 3、7 d 取样观

察，仍为黄色澄清均一体系，纳米乳未出现分层、

浑浊、药物沉淀等现象。表明该纳米乳具有良好的

稳定性。 

2.3.3  包封率和载药量  取适量稀释后的 G-Rg3/ 

Rhe NE，按照紫外分光光度法测定 G-Rg3和 Rhe 的

含量，计算包封率和载药量。计算得出 G-Rg3、Rhe

的包封率分别为 96.51%、97.47%，两药共载的载药

量为 0.75%。 

包封率＝W 包封/W 总 

载药量＝W 包封/(W 包封＋W 载体) 

W 包封为纳米乳中药物质量，W 总为投入药物总量，W 载体为除
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水的纳米乳空白载体质量 

2.4  G-Rg3/Rhe NE 的体内抗肿瘤药效学研究 

2.4.1  荷 4T1Fluc 小鼠模型的建立  将约 8 周龄的

BALB/C 小鼠在动物房饲养 1 周，待其适应环境后

进行造模实验。首先选择处于对数生长期的 4T1Fluc

细胞，经除去旧培养基、PBS 清洗、胰蛋白酶消化、

离心、弃去上清等一系列步骤后，立即加入 PBS 制

备成单细胞悬液，调整细胞数约为 5×106个/mL。

用无菌注射器快速吸取 0.1 mL，注射于小鼠右前肢

外侧皮下的第 2 对乳房下，当肿瘤体积长至约 60 

mm3 时，开始给药。 

2.4.2  动物分组及给药  将 20 只荷瘤小鼠随机分

为 4 组，分别为 PBS（10 mg/kg）组、aPD-L1（100 

µg/只）组、G-Rg3/Rhe NE（10 mg/kg）组、G-Rg3/Rhe 

NE＋aPD-L1组，每组5只。其中PBS组和G-Rg3/Rhe 

NE 组每天 1 次，连续给药 12 d；aPD-L1 组每 2 天

1 次，连续给药 4 次；G-Rg3/Rhe NE＋aPD-L1 组 2

种药物的给药方式与各自单一给药时相同，并于

G-Rg3/Rhe NE 给药第 1 天同时开始给予 aPD-L1。

均采用 ip 给药，停药 1 周后处死小鼠。 

2.4.3  肿瘤体积变化及抑瘤效果  给药期间，用游

标卡尺测量荷瘤小鼠肿瘤的最长径（a）与最短径

（b），自给药日起每 2 天 1 次连续测定直至处死。按

公式 V＝a2b/2 记录肿瘤体积变化，绘制肿瘤生长曲

线（图 5）。试验结束时，剥离各试验组荷瘤小鼠的

肿瘤，拍照留存（图 6）。结果显示，PBS 组荷瘤小 
 

 

与 PBS 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 aPD-L1 组比较：#P＜

0.05；与 G-Rg3/Rhe NE 组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs PBS group; #P < 0.05 vs aPD-L1 group;  

&P < 0.05 vs G-Rg3/Rhe NE group 

图 5  不同药物治疗荷 4T1Fluc 瘤株的 BALB/C 小鼠肿瘤生

长曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Tumor growth curve of 4T1Fluc-bearing tumor strain 

BALB/C mice treated with different drugs ( x s , n = 3) 

 

图 6  荷 4T1Fluc 瘤株的 BALB/C 小鼠肿瘤剥离图 

Fig. 6  Tumor stripping diagram of 4T1Fluc-bearing tumor 

strain BALB/C mice 

鼠的肿瘤体积随着治疗时间的延长而不断增长，

aPD-L1 组同 PBS 组肿瘤大小较为接近，均没有表

现出明显的肿瘤抑制作用。而 G-Rg3/Rhe NE 组和

G-Rg3/Rhe NE＋aPD-L1 组的荷瘤小鼠肿瘤体积随

时间延长得到明显抑制并同 PBS 组和 aPD-L1 组具

有显著差异。结果表明，经 G-Rg3/Rhe NE 治疗后，

能抑制荷瘤小鼠肿瘤增长，而联合 aPD-L1 能取得

更加显著的治疗效果。 

2.4.4  数据统计与分析  所有结果均以 x s 表示，

所有图列均通过 GraphPad Prism 8.0 软件作图，并

采用 t 检验法来确定统计学显著性，P＜0.05 表示差

异具有统计学意义。 

3  讨论 

G-Rg3、Rhe 及其制剂的常用的含量检测方法主

要有 HPLC 法、荧光分析法、紫外分光光度法等。

其中，HPLC 法的优点是灵敏度高、检测限低、精

确度高，但该方法操作繁琐，不适于快速分析和现

场检测。而紫外分光光度法所用仪器较普遍，操作

快速简便，重现性和稳定性好，结果准确。 

纳米乳因其粒径较小且均匀而优于普通乳剂，

同时相比其他剂型如膏剂、凝胶剂等，纳米乳的给

药途径多样，尤其适用于注射给药。纳米乳的黏度

远低于普通液滴，可缓解传统的注射给药因注射液

黏度大易导致人体注射部位疼痛的问题，因此，具

有良好的顺应性[30]。 

在纳米乳液的开发中，处方组成筛选是制备纳

米乳的关键，其实质是确定油相、乳化剂和助乳化

剂的种类及三者的最佳配比。若处方组成及比例不

当，则不能形成纳米乳或形成纳米乳的区域太小，

不能达到增溶药物的目的。因此，本实验采用紫外
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分光光度法建立含量分析方法学，测定 G-Rg3、Rhe

在不同辅料中的溶解情况来确定处方组成。最终选

择辛癸酸甘油酯作为油相，PHCO EL35 为乳化剂和

聚乙二醇 400 作助乳化剂。辛癸酸甘油酯是一种中

碳链脂肪酸甘油酯，可与各种溶剂互溶，它的溶解

性和稳定性都优于普通油脂[31]。PHCO EL35 是一种

非离子型表面活性剂，HLB 值为 15～18，常作为  

增溶剂，该乳化剂的加入可以有效降低分散体系的

界面张力，并形成界面膜，从而提高乳化液的稳定

性[32]。此外，有研究表明具有中等碳链长度和较高

HLB 值的油类在纳米乳液的生产中更可取[33-34]。但

非离子型表面活性剂在温度升高时，由于水分子会

逐渐脱离醚键而使水溶性降低，因此，助乳化剂的

加入能使纳米乳更加稳定。其中醇类是常用的助乳

化剂，与乳化剂在适宜的比例下，可在油水界面形

成油-水混合膜，破坏油水界面中水相的有序排列，

提高混合膜的柔韧性[35]，能明显减小 O/W 型纳米

乳的粒径，增大其溶解度。Km值的确定对纳米乳体

系的形成也是至关重要的。在不同的 Km 值条件下

纳米乳的粒径、载药量方面也会表现出较大的差异，

进而影响药效的发挥[36]。本研究采用伪三元相图法

对 G-Rg3/Rhe NE 的处方成分配比进行优化，该方

法操作简便，结果直观可靠。 

TNBC 是复发转移性强、侵袭性高、预后差的

难治性肿瘤，以 aPD-L1 为代表的肿瘤免疫疗法单

用响应率极低。G-Rg3/Rhe NE 的体内抗肿瘤药效学

研究也证明了这一点。且这种单方面拮抗性治疗的

观念缺乏整体性，可能导致免疫不平衡引发新的副

作用，具有一定的局限性[37]。目前 aPD-L1 常联合

化疗应用于 TNBC 但毒副作用较大，而中药调控免

疫抗 TNBC 将扶正固本放在首位，强调从整体层面

调节机体的免疫功能。目前 G-Rg3 在肿瘤免疫以及

与 aPD-L1 联合抗肿瘤的研究很多，其可抑制肿瘤

细胞增殖、侵袭和转移，促进肿瘤细胞凋亡，还可

抑制肿瘤血管生成，影响肿瘤信号转导相关基因的

表达等 [38-40]。此外，G-Rg3 能抑制核因子-κBp65

（nuclear factor-κBp65，NF-κBp65）和蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）表达[41]，调控 γ-干扰素

（interferon-γ，IFN-γ），介导磷脂酰肌醇-3 激酶/蛋白

激酶 B/哺乳动物雷帕霉素蛋白（phosphatidylinositol-3 

kinase/protein kinase B/mammalian rapamycin 

protein，PI3K/Akt/mTOR）信号通路[42]，降低化疗

耐药诱导的 PD-L1 表达，恢复 T 细胞对癌细胞的细

胞毒作用[41]。而 Rhe 能抑制肿瘤细胞增殖、迁移、

逆转多药耐药、增强低氧环境中效应 T 细胞的抗肿

瘤活性等多种途径实现抗肿瘤[43]。Shen 等[44]将 Rhe

与阿特珠单抗联合治疗乳腺癌后发现乳腺肿瘤生长

得到抑制，Rhe 可增强阿特珠单抗对乳腺癌的治疗

作用。此外，Rhe 可通过诱导活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）的产生和激活 c-Jun 氨基末端激酶

（C-Jun amino terminal kinase，JNK）/Jun/Caspase-3

这一信号通路促使细胞凋亡[45]，还可以下调缺氧诱

导因子-1（hypoxia inducible factor-1，HIF-1）的表

达，改善肿瘤免疫微环境[46]。本研究中 G-Rg3/Rhe 

NE 的体内抗肿瘤药效学也表明经 G-Rg3/Rhe NE 治

疗后，能抑制荷瘤小鼠肿瘤增长，而联合 aPD-L1

的抑瘤效果更佳。 

综上，本实验基于中医整体观及扶正祛邪治法，

选择 G-Rg3、Rhe 配伍开展了联合 aPD-L1 治疗

TNBC 的研究，制备了包载 G-Rg3和 Rhe 可 iv 的纳

米乳，为改善 G-Rg3和 Rhe 溶解度以便于临床注射

给药提供了实验基础。并结合动物实验通过初步药

效学研究证实了 G-Rg3/Rhe NE 联合 aPD-L1 可显著

抑制荷瘤小鼠乳腺肿瘤增长，为该制剂在肿瘤免疫

治疗的应用奠定了实验基础。 

浙江中医药大学中医药科学院医学科研

中心公共平台提供的技术协助。 
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