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Angiopep-2 修饰白藜芦醇脂质体的处方优化与体外评价  

于  洋，孔  亮，刘婉滢，李沣芮，李学涛* 

辽宁中医药大学药学院，辽宁 大连  116600 

摘  要：目的  制备 Angiopep-2（Ang）修饰的白藜芦醇（resveratrol，Res）脂质体（Ang-Lip/Res），并对其进行处方优化和

体外脑靶向性研究。方法  采用薄膜分散法制备 Ang-Lip/Res，利用 Box-Benhken 响应面法对影响其包封率的 3 因素（磷脂

的质量浓度、磷脂与药物的质量比、磷脂与胆固醇的质量比）进行优化处方最佳制备工艺并验证脂质体的包封率；采用磺酰

罗丹明 B 蛋白法考察脂质体对小鼠神经细胞的毒性；采用流式细胞仪和荧光显微镜探究细胞摄取情况；构建体外血脑屏障

模型，比较白藜芦醇脂质体（Res-Lip）跨越血脑屏障的能力。结果  Ang-Lip/Res 的最优处方：磷脂的质量浓度为 4.4 mg/mL，

磷脂与白藜芦醇的质量比为 11∶1，磷脂与胆固醇的质量比为 5.5∶1。按照最佳处方，以磷脂、胆固醇、DSPE-PEG2000 及

DSPE-PEG2000-Ang 为膜材制备的 Ang-Lip/Res 包封率为（93.28±1.35）%。细胞毒实验结果表明，50 μmol/L 浓度以内，Ang-

Lip/Res 对小鼠神经细胞 N2a 和 bEnd.3 无明显毒性；体外细胞摄取实验结果表明，与非靶向 Res-Lip 相比，Ang 的修饰明显

增加了 bEnd.3 细胞对脂质体的摄取，提高了脂质体体外 BBB 渗透率。结论  成功制备 Ang-Lip/Res，可进一步应用于防治

脑部疾病的研究。 
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Preparation optimization and in vitro evaluation of Angiopep-2 modified 

resveratrol liposomes 
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Abstract: Objective  To prepare and optimize the prescription of Angiopep-2 (Ang) modified resveratrol (Res) liposomes (Ang-Lip/ 

Res) and perform in vitro brain targeting study. Methods  The Ang-Lip/Res were prepared by thin film dispersion method, and the 

three factors [the egg yolk phosphatidylcholine (EPC) concentration, the mass ratio of EPC to cholesterol, and the mass ratio of to Res]  

affecting liposomes encapsulation rate were optimized using Box-Benhken response surface methodology, and the encapsulation rates 

of the liposomes were verified; The antiproliferation effect of liposomes on N2a and bEnd.3 cells was investigated by SRB assay. Flow 

cytometry and microscope were utilized for exploring the cellular uptake. An in vitro model of the blood-brain barrier was constructed 

to compare the ability of resveratrol liposomes to cross the blood-brain barrier. Results  The optimized preparation process and 

formulation were as follow: EPC concentration of 4.4 mg/mL, EPC to cholesterol mass ratio of 11:1, EPC to resveratrol mass ratio of 

5.5:1. According to the optimal prescription, the encapsulation efficiency of Ang-Lip/Res prepared with EPC, cholesterol, DSPE-

PEG2000 and DSPE- PEG2000-Ang as membrane materials were (93.28 ± 1.35)%. The results of cytotoxicity assay showed that Ang-

Lip/Res within 50 μmol/L concentration range was not significantly toxic to mouse neuronal cells N2a and bEnd.3 cells. The in vitro 

cell uptake results showed that modification of Ang significantly increased uptake efficiency of Ang-Lip/Res by bEnd.3 cells compared 

to non-targeted Res-Lip and improved its BBB penetration in vitro. Conclusion  The Ang-Lip/Res is successfully prepared, which 

can be used for further research of prevention and treatment of brain diseases. 
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白藜芦醇（3,5,4-三羟基二苯乙烯，resveratrol，

Res）是一种存在于虎杖、花生和葡萄等植物中的多

酚类化合物，因其具有多种保护健康的生物学特性，

而备受国内外专家学者的高度重视[1]。在相关报道

中，白藜芦醇表现出卓越的抗炎、抗氧化及神经保

护活性，常用于脑部疾病的研究[2]。然而，白藜芦醇

存在水溶性低、稳定性差、不能穿过高选择性的血

脑屏障（blood-brain barrier，BBB）、生物利用度低

等问题，严重阻碍了其应用。为了解决上述问题，

研究人员做出了很多努力，其中研发纳米给药系统

是较为有效的手段之一。脂质体是目前应用最广泛

的纳米给药系统，较其他纳米给药系统具有更好的

生物相容性，在靶向递药、缓释控释及减小药物毒

性等方面均具备独特优势。研究人员将白藜芦醇包

载在脂质体的双分子层闭合囊泡状结构中，应用于

阿尔茨海默病、帕金森病等脑部疾病的治疗，相比

于游离的白藜芦醇，脂质体使白藜芦醇的生物利用

度大幅提高[3]。此外，将合适的配体修饰在脂质体

表面，可以增加脂质体的主动靶向性，实现药物的

精准递送[4]。Angiopep-2（Ang）是 Angiopeps 家族

中的一种人工肽，可以通过低密度脂蛋白受体相关

蛋白（low-density lipoprotein receptor-related protein，

LRP）受体介导跨越 BBB，常应用于修饰脑靶向递

药系统，增强 BBB 穿透率[5]。 

脂质体的制备主要有乙醇注入法、硫酸铵梯度

法、逆向蒸发法及薄膜分散法等，需根据药物的性

质不同选择合适的制备方法。薄膜分散法适用于脂

溶性药物脂质体的制备，且操作简单，白藜芦醇是

脂溶性药物，宜采用薄膜分散法制备[6]。基于此，本

研究采用薄膜分散法制备Ang修饰的白藜芦醇脂质

体（Ang modified resveratrol liposomes，Ang-Lip/ 

Res），通过 Box-Behnken 设计-响应面法优化制剂处

方工艺，并进一步对 Ang-Lip/Res 的神经细胞毒性、

体外靶向性、体外 BBB 渗透能力进行考察，以期为

白藜芦醇制剂研发提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

FA1004 型电子天平，上海越平科学仪器有限公

司；RE52CS 型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；

KQ3200E 型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公

司，超声功率 150 W，工作频率 40 kHz；JY92-2D

型超声波细胞破碎机，宁波新芝生物科技股份有限

公司；85-1 型磁力搅拌器，巩义市予华仪器有限责

任公司；2010 型液相色谱仪，UV 检测器，岛津色

谱工作站；Agilent C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），月旭科技股份有限公司；葡聚糖凝胶

Sephadex G-50 柱，上海华蓝化学科技有限公司；WJ-

80B-II 型 CO2细胞培养箱，上海新苗医疗器械制造

有限公司；T1-S 型倒置荧光显微镜，日本 Nikon 公

司；HBS-1096A 型酶标仪，南京德铁实验设备有限

公司。 

1.2  材料 

白藜芦醇，大连美仑生物技术有限公司，批号

J1101A，质量分数≥97%；pH 7.4 磷酸盐缓冲液

（PBS），北京索莱宝科技有限公司，批号 1022Q021；

二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇-靶向多肽 Ang

（DSPE-PEG2000-Ang），辽宁中医药大学药剂实验室

合成，质量分数≥95%；蛋黄卵磷脂（egg yolk 

phosphatidylcholine，EPC），日本 NOF 公司，批号

120015，质量分数＞98%；胆固醇，大连美仑生物技

术有限公司，批号 F0119A ；磺酰罗丹明 B

（sulforhodamine B，SRB），大连美仑生物科技有限

公司，批号 MB1808-1；纯净水，杭州娃哈哈集团有

限公司；香豆素，大连美仑生物科技有限公司，批

号 MB4815；白藜芦醇分析对照品，成都普菲德生

物科技有限公司，批号 19042607，质量分数≥99%；

0.25%胰蛋白酶，美国 Gibco 公司，批号 2186964；

青霉素/链霉素溶液，大连美伦生物科技有限公司，

批号 MA0110-Aug-13G；甲醇为色谱纯。 

小鼠脑微血管内皮细胞 bEnd.3，中科院上海细

胞库；小鼠神经瘤母细胞 N2a，中国医学科学院基

础医学研究所。 

2  方法与结果 

2.1  Ang-Lip/Res 的制备 

采用薄膜分散法制备 Ang-Lip/Res，精密称取适

量 DSPE-PEG2000-Ang、DSPE-PEG2000、白藜芦醇、

卵磷脂和胆固醇于 50 mL 圆底烧瓶中，加入甲醇超

声溶解，旋转蒸发仪除去甲醇，此时圆底烧瓶内壁

形成一层均匀的薄膜；加入 5 mL PBS，超声振荡使

薄膜溶解；将混合液转移至 10 mL EP 管中，冰浴下

超声波细胞粉碎机超声 10 min（单次超声时长 10 s，

超声间隔 5 s），最后用 0.22 μm 聚碳酸酯膜挤压 2

次，即得 Ang-Lip/Res。 

采用同样的方法制备不加 DSPE-PEG2000-Ang

的白藜芦醇脂质体（Res-Lip），不加白藜芦醇的空白

脂质体（B-Lip）。 
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2.2  白藜芦醇含量测定的方法学建立 

2.2.1  空白溶液的制备  精密吸取 1 mL 的 B-Lip

和适量甲醇置于 10 mL 棕色量瓶中，超声破乳，定

容至刻度，4 ℃保存备用。 

2.2.2  供试品溶液的制备  精密吸取 1 mL 的 Ang-

Lip/Res 和适量甲醇置于 10 mL 棕色量瓶中，超声

破乳，定容至刻度，4 ℃保存备用。 

2.2.3  对照品溶液的制备  精密称取白藜芦醇对照

品 10 mg，以甲醇为溶剂，配成 1.0 mg/mL 的白藜

芦醇对照品母液。稀释母液制成质量浓度为 0.01、

0.10、0.19、0.28、0.37、0.46 mg/mL 的系列对照品

溶液，低温避光保存，备用。 

2.2.4  色谱条件  色谱柱为 Agilent C18 柱（250  

mm×4.6 mm，5 μm）；柱温 28 ℃；检测波长 306 

nm；体积流量 1.0 mL/min；流动相为甲醇-水（55∶

45）；进样量 10 μL。 

2.2.5  专属性考察  精密吸取 10 μL 的白藜芦醇对

照品溶液（0.10 mg/mL）、供试品溶液和空白溶液，

注入液相色谱仪。结果如图 1 所示，白藜芦醇色谱

峰在 5.9 min 左右出现，空白溶液无干扰，说明此色

谱条件可用于该脂质体中白藜芦醇的含量测定，该

方法专属性良好。 

 

 

 

图 1  白藜芦醇对照品溶液 (A)、Ang-Lip/Res 供试品溶液 

(B)、空白溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of resveratrol reference solution (A), Ang-

Lip/Res test solution (B), blank solution (C) 

2.2.6  线性关系考察  按“2.2.4”项色谱条件对

“2.2.3”项中系列白藜芦醇对照品溶液进样分析，以

系列白藜芦醇对照品溶液的质量浓度为横坐标

（X），对应的峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲线，

进行线性回归，得线性回归方程 Y＝22 337 X＋

701.72，R2＝0.999 1。结果表明，白藜芦醇在 0.01～

0.46 mg/mL 线性关系良好。 

2.2.7  精密度试验  取“2.2.3”项下白藜芦醇对照

品溶液，同 1 d 内连续进样 6 次，计算日内精密度；

连续进样 5 d，计算日间精密度。结果，日内精密度

RSD 为 0.44%，日间精密度 RSD 为 0.57%，证明仪

器精密度良好。 

2.2.8  重复性试验  按“2.2.2”项下方法平行制备

6 份供试品溶液，按照“2.2.4”项色谱条件进行 HPLC

分析。结果白藜芦醇峰面积的 RSD 为 1.01%，结果

表明该方法重复性良好。 

2.2.9  稳定性试验  按“2.1”项下方法制备 Ang- 

Lip/Res，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，分

别在制备后 0、2、4、8、12、24 h 时进样测定，结

果，白藜芦醇峰面积的 RSD 为 0.93%，结果表明供

试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.10  加样回收率试验  精密吸取 1 mL B-Lip，1 mL

白藜芦醇对照品溶液于 10 mL 棕色量瓶中，加甲醇

超声破乳、定容，制成供试品溶液，平行 6 份，进

样分析。结果，白藜芦醇的平均加样回收率为

102.25%，RSD 为 0.39%，表明该方法符合要求。 

2.2.11  最低检测限和最低定量限  按“2.2.3”项方

法制备白藜芦醇对照品溶液，进样检测，当信噪比

（S/N）＝3 时，对应的白藜芦醇质量浓度为检测限；

当 S/N＝10 时，对应的白藜芦醇质量浓度为定量限。

结果，白藜芦醇检测限为 0.3 μg/mL，定量限为 1.5 

μg/mL。 

2.3  包封率测定 

2.3.1  过柱前脂质体药物含量   精密吸取 1 mL 

Ang-Lip/Res，用 PBS 定容至 5 mL，加等量甲醇超

声破乳混匀，过 0.45 μm 微孔滤膜，备用。 

2.3.2  过柱后脂质体药物含量  使用 Sephadex G-

50 凝胶柱洗脱 1 mL Ang-Lip/Res，将洗脱液用 PBS

定容至 5 mL，加等量甲醇超声破乳混匀，过 0.45 μm

微孔滤膜，备用。 

2.3.3  包封率的测定  将上述溶液进样分析，根据

回归方程得白藜芦醇的含量，计算包封率。 

包封率＝过柱后脂质体药物含量/过柱前脂质体药物含量 

2.4  处方优化 

在文献调研及前期预试验的基础上，确定以磷

脂的质量浓度（X1）、磷脂与药物的质量比（X2）、

磷脂与胆固醇的质量比（X3）这 3 个因素为考察对

象，其中各因素的取值范围：X1 2.2～6.6 mg/mL，

X2 6∶1～16∶1，X3 3∶1～8∶1；以 Ang-Lip/Res 包

封率（Y）为响应值进行考察。利用 Design-Expert 

8.0.6.1 软件进行响应面分析，建立拟合数学模型，

描绘三维效应面图，从效应面的较优区域选取最优
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白藜芦醇 
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处方。试验因素水平设计及结果见表 1，试验方差

分析结果见表 2。 

利用 Design-Expert 8.0.6.1 软件，根据表 2 所得

试验数据分别将影响因素与包封率进行多元 2 次项 

表 1  Box-Benhnken 试验设计及结果 

Table 1  Results and experimental design of Box-Benhnken 

实验号 
X1/ 

(mg∙mL−1) 
X2 X3 Y/% 实验号 

X1/ 

(mg∙mL−1) 
X2 X3 Y/% 实验号 

X1/ 

(mg∙mL−1) 
X2 X3 Y/% 

1 4.4 (0) 11∶1 (0) 5.5∶1 (0) 91.3 7 4.4 11∶1 5.5∶1 86.2 13 2.2 16∶1 5.5∶1 90.8 

2 4.4 16∶1 (+1) 8.0∶1 (+1) 48.1 8 6.6 11∶1 3.0∶1 (−1) 67.9 14 4.4 11∶1 5.5∶1 97.7 

3 6.6 (+1) 6∶1 (−1) 5.5∶1 77.3 9 2.2 11∶1 8.0∶1 27.0 15 4.4 6∶1 3.0∶1 85.6 

4 4.4 11∶1 5.5∶1 91.3 10 4.4 6∶1 8.0∶1 4.2 16 2.2 11∶1 3.0∶1 88.7 

5 2.2 (−1) 6∶1 5.5∶1 88.0 11 4.4 11∶1 5.5∶1 96.3 17 6.6 11∶1 8.0∶1 31.3 

6 6.6 16∶1 5.5∶1 84.7 12 4.4 16∶1 3.0∶1 52.4      

表 2  回归模型及方差分析 

Table 2  Anova results of response surface quadratic model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 12 593.27 9 1 399.25 94.25 ＜0.000 1 极显著 X1
2 1.54 1 1.54 0.10 0.756 7  

X1 138.61 1 138.61 9.34 0.018 4  X2
2 192.13 1 192.13 12.94 0.008 8  

X2 54.60 1 54.60 3.68 0.096 6  X3
2 6 153.82 1 6 153.82 414.52 ＜0.000 1  

X3 4 232.00 1 4 232.00 285.07 ＜0.000 1  残差 103.92 7 14.85    

X1X2 5.29 1 5.29 0.36 0.569 3  失拟向 19.89 3 6.63 0.32 0.814 7 不显著 

X1X3 157.50 1 157.50 10.61 0.013 9  纯误差 84.03 4 21.01    

X2X3 1 486.10 1 1 486.10 100.10 ＜0.000 1  总差 12 697.19 16     
 

拟合，得到拟合方程为 Y＝51.551 10－8.217 05 X1－

2.474 10 X2＋36.102 80 X3＋0.104 55 X1X2＋1.140 91 

X1X3＋1.542 00 X2X3－0.125 00 X1
2－0.270 20 X2

2－

6.116 80 X3
2，R2＝0.964 6，P＜0.05。说明该模型能

较好地反映出响应值的变化，可用于筛选 Ang-Lip/ 

Res 的最优处方。 

对上述拟合模型进行显著性检验。由表 2 可以

看出，所建模型具有极高的显著性（P＜0.01），而

失拟项 P＞0.05，表明失拟不显著。模型的相关系数

R2＝0.964 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 Ang-Lip/Res 的制备工艺是合

适的。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，绘制因变量 Y 的等高

线图与 3D 响应面图（图 2）。 

通过 Design-Expert 8.0.6.1 软件进行分析优化，

结合脂质体性状要求，制备经验及脂质体制备的实

际情况最终确定 Ang-Lip/Res 的最优处方为 X1 4.4 

mg/mL，X2 11∶1，X3 5.5∶1，DSPE-PEG2000 3.5 mg，

DSPE-PEG2000-Ang 2 mg，超声功率 500 W，处方量

5 mL。 

2.5  最优处方确定和验证 

根据优化所得最佳处方，按相同条件制备 3 批

Ang-Lip/Res 进行验证，结果 3 批 Ang-Lip/Res 的包

封率分别为 92.17%、93.02%、94.65%，平均包封率

为（93.28±1.35）%，包封率的实测值与 Box- 

Behnken 响应面法预测值 96.35%相近，表明所建立

的数学模型具有良好的预测性，所选处方稳定性与

重现性良好。 

2.6  脂质体的生物活性初步评价 

2.6.1  细胞的培养  将 bEnd.3 细胞和 N2a 细胞接

种于含10%胎牛血清和1%青霉素/链霉素的DMEM

培养液中，在 37 ℃、5% CO2 的恒温细胞培养箱中

培养。使用 0.25%胰酶＋1 mmol/L EDTA 为消化液

进行消化和传代。 

2.6.2  脂质体对 bEnd.3 细胞和 N2a 细胞存活率的

影响  采用 SRB 染色法对细胞存活率进行考察。以

2.0×104 个/孔的密度和 1.8×104 个/孔的密度将

bEnd.3 细胞和 N2a 细胞接种于 96 孔板，培养 24 h

后，根据预实验结果加入不同浓度的白藜芦醇、B-

Lip、Res-Lip、Ang-Lip/Res，以 DMEM 培养基为空 
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图 2  各因素 (X1, X2, X3) 与响应值包封率的三维效应面图和等高线图 

Fig. 2  Three-dimensional response surface map and contour map of each factor (X1, X2, X3) and response value entrapment 

efficiency 

白对照，每个浓度设置 5 个复孔。继续培养 48 h 后

用 10%三氯乙酸固定，蒸馏水洗，SRB 染色，晾干，

1%冰醋酸洗，加入 Tris 缓冲液振摇 30 min，540 nm

处测量样品吸光度（A）值。细胞存活率＝An/A0（式

中 An为给药组的 A 值，A0为空白对照组的 A 值），

各组细胞存活率测定结果见表 3。数据显示，在 0～

50 μmol/L，B-Lip、Res-Lip 和 Ang-Lip/Res 组细胞

存活率在 90%以上，白藜芦醇组细胞存活率比脂质

体组低，表明将药物制成脂质体可减弱药物毒性；

在 0～50.0 μmol/L 制剂膜材对细胞无明显毒性，给

药制剂组不会损伤神经细胞活力，可用于进一步的

实验研究。 

2.6.3  脂质体体外摄取情况考察 

（1）荧光探针脂质体的制备：由于白藜芦醇不

具有荧光性，因此本实验选用具有荧光性的香豆素

作为荧光探针来评价脂质体的体外细胞摄取情况。

精密称取处方量的 EPC、胆固醇、DSPE-PEG2000、

DSPE-PEG2000-Ang 及香豆素于圆底烧瓶中，按“2.4”

项所述最优处方的方法制备 B-Lip、香豆素脂质体

（coumarin liposome，Cou-Lip）及 Angiopep-2 修饰

的香豆素脂质体（Ang-Lip/Cou）。 

（2）荧光显微镜观察脂质体摄取情况：将bEnd.3

细胞以 1.5×105 个/孔接种于 48 孔板中培养 24 h。

将 B-Lip、Cou-Lip 和 Ang-Lip/Cou 加到细胞板中

（各孔中香豆素的终浓度均为 3 μmol/L。以 B-Lip 作

为对照，每组 3 个复孔），继续孵育 1 h，DAPI 室温 

表 3  不同浓度制剂的细胞毒性 

Table 3  Cell cytotoxicity of preparations with different concentrations 

组别 
bEnd.3 细胞存活率/% 

0 μg∙mL−1 2.5 μg∙mL−1 5.0 μg∙mL−1 10.0 μg∙mL−1 20.0 μg∙mL−1 30.0 μg∙mL−1 40.0 μg∙mL−1 50.0 μg∙mL−1 

白藜芦醇 99.98±1.82 97.31±2.22 96.87±2.96 95.89±2.34 92.45±2.56 90.54±3.17 88.66±2.90 82.76±2.85 

B-Lip 99.99±0.99 98.93±1.19 98.47±1.02 97.93±0.95 97.47±1.01 96.66±1.07 96.03±1.63 95.76±0.46 

Res-Lip 99.97±1.68 98.51±0.67 97.86±1.77 97.83±1.35 96.98±1.96 96.19±1.67 95.98±2.04 95.17±1.45 

Ang-Lip/Res 99.96±1.51 98.44±1.22 97.49±1.96 97.29±1.44 96.94±1.56 95.92±1.77 95.33±1.91 94.91±2.15 

组别 
N2a 细胞存活率/% 

0 μg∙mL−1 2.5 μg∙mL−1 5.0 μg∙mL−1 10.0 μg∙mL−1 20.0 μg∙mL−1 30.0 μg∙mL−1 40.0 μg∙mL−1 50.0 μg∙mL−1 

白藜芦醇 99.91±1.81 96.37±2.61 95.89±3.16 94.89±2.88 91.37±2.62 90.05±4.07 87.66±3.11 81.71±2.99 

B-Lip 99.98±1.19 98.58±1.86 98.21±1.42 97.52±2.34 97.35±0.85 96.70±0.96 95.01±1.75 94.28±1.20 

Res-Lip 99.97±1.37 97.73±1.33 97.51±1.14 97.57±1.29 97.16±0.99 96.53±1.97 95.43±0.88 94.29±1.34 

Ang-Lip/Res 99.92±0.92 97.82±1.89 97.46±1.01 97.31±1.55 97.01±2.54 96.24±1.75 95.04±1.80 94.01±2.02 
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避光染色 15 min，利用荧光显微镜观察荧光强度并

拍照，结果如图 3 所示，可见，与 Cou-Lip 组（荧

光强度 309 207.00±11 792.04）相比，Ang-Lip/Cou

组（荧光强度 345 500.66±9 812.65）荧光强度具有

显著性（P＜0.05）。结果显示，对照组细胞未见香

豆素摄取，给药组具有明显香豆素摄取，摄取效果

为 B-Lip＜Cou-Lip＜Ang-Lip/Cou，表明通过 Ang 修

饰脂质体可显著增加细胞对药物的摄取。 

 

图 3  不同脂质体对 bEnd.3 细胞的摄取 

Fig. 3  Uptake of different liposomes by bEnd.3 cells 

（3）流式细胞仪考察脂质体摄取情况：细胞模

型的建立同上述方法，bEnd.3 细胞在含药培养基中

培养 1 h 后，用冷 PBS 洗 3 次，消化后用 0.3 mL 

PBS 复悬，采用流式细胞仪测定与细胞结合的香豆

素的荧光强度如图 4 所示，可见，B-Lip 组的荧光

强度为 19.13±1.53，与 Cou-Lip 组（荧光强度 

406.00±33.41）相比，Ang-Lip/Cou 组（荧光强度

451.33±9.29）荧光强度具有显著性（P＜0.05）。流

式细胞仪的测定结果与荧光显微镜观察结果相一

致，进一步验证 Ang-Lip/Cou 在 bEnd.3 细胞中表现

出更好的穿透性，使药物更容易蓄积。 

2.6.4  脂质体跨 BBB 能力的研究 

（1）荧光显微镜测定：依照文献方法 [7]利用

bEnd.3细胞和N2a细胞共培养建立体外血脑屏障模 
 

 

图 4  荧光强度用流式细胞仪分析 

Fig. 4  Fluorescence intensity analyzed by flow cytometry 

型。将 bEnd.3 细胞以 5×105 细胞/孔的密度接种在

Transwell 板的上室，N2a 细胞以 1×105 个/孔接种

在下室，培养 24 h 后，将 B-Lip、Cou-Lip 和 Ang- 

Lip/Cou 用培养基稀释后加至 bEnd.3 细胞层继续培

养 2 h（香豆素的终浓度均为 3 μmol/L。以 B-Lip 作

为对照），处理时用 PBS 洗 3 次，加 4%多聚甲醛固

定 20 min，PBS 洗 3 次，DAPI 染色 15 min，再次

用 PBS 洗 3 次，自然挥干，用荧光显微镜观察并拍

照，见图 5。如图 5 所示，B-Lip 组 N2a 细胞无香豆

素摄取，Cou-Lip（荧光强度 3 760.67±144.69）和

Ang-Lip/Cou（荧光强度 4 072.79±84.85）表现为明

显的香豆素摄取，且 Ang-Lip/Cou 组香豆素摄取效

果最好，二者相比具有显著性意义（P＜0.05），说

明 Ang 的修饰增强了脂质体体外 BBB 渗透率。 

（2）流式细胞仪测定：体外 BBB 模型的建立同

上述方法，bEnd.3 细胞在含药培养基中培养 2 h 后，

PBS 洗 3 次，0.25%胰酶消化收集细胞，PBS 复悬，

使用流式细胞仪检测各组 N2a 细胞的荧光强度，评

价靶向脂质体透过血脑屏障的效率，如图 6 所示， 

 

图 5  通过显微镜观察 N2a 细胞内的荧光信号评估脂质体

在体外跨 BBB 的能力 

Fig. 5  Capability of liposomal formulations to across BBB 

in vitro evaluated by fluorescent signals within N2a cells 

 

图 6  荧光强度用流式细胞仪分析 

Fig. 6  Fluorescence intensity analyzed by flow cytometry 
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可见，B-Lip 组的荧光强度为 10.78±2.18，与 Cou-

Lip 组（荧光强度 172.00±4.36）相比，Ang-Lip/Cou

组（荧光强度 119.00±6.56）荧光强度具有显著性

（P＜0.05）。流式细胞仪检测结果进一步确定 Ang 修

饰后显著提高脂质体穿透 BBB 的转运能力。 

3  讨论 

BBB 通过调节离子和大分子透过毛细血管壁

扩散维持脑组织成分稳定，保持中枢神经系统平衡，

防止血液循环中的致病物质进入大脑[7]。然而，BBB

也会阻断大部分药物入脑，致使药物难以在脑内达

到有效的治疗浓度，给中枢神经系统疾病的治疗增

大障碍[8]。 

长期以来，白藜芦醇被广泛报道具有较强的抗

衰老[9]、神经保护等生理活性[10-12]。但其尚存在水

溶性差、难以跨越 BBB、代谢迅速等问题，限制了

其应用[13]。脂质体是由磷脂和胆固醇合成的具有与

细胞膜相似结构的纳米递药系统，它既能包载亲水

性药物又能包载疏水性药物，具有改善药物溶解性，

保持药物活性，使药物在血液中长效循环等优势[14]。

此外，在脂质体表面修饰合适配体，利用配体和受

体特异性结合，可将脂质体靶向递送至受体过表达

的病灶处，使脂质体具有特异性靶向作用；在此基

础上，利用脑靶向基团识别脑血管内皮细胞膜上内

源性受体即可实现脂质体的主动脑靶向作用[15-16]。 

Ang 是由 19 个氨基酸组成的能够靶向低密度

脂蛋白受体相关蛋白结构域的多肽，具有辅助纳米

载体穿透 BBB 的能力。研究表明，Ang 修饰的纳米

载体，可以通过 BBB 上表达的 LRP 介导内吞进入

脑组织，且 BBB 穿透率比转铁蛋白，乳铁蛋白高数

十倍，大幅提高中枢神经系统疾病的治疗效果[17-19]。

Ang 修饰脑靶向给药系统的制备方式有 2 种：①在

已制备完成的纳米给药系统表面用 Ang 修饰；②将

末端修饰的 Ang 共价连接到脂质链或聚乙二醇

（polyethyleneglycol，PEG）链的末端与其他材料共

同构建纳米给药系统。第 1 种方法较为灵活，但后

处理步骤繁琐。第 2 种方法操作简便，有利于脂质

体的纯化，且靶向肽装载率更高[20]。因此，本研究

利用 DSPE-PEG2000-Ang 与其他材料共同构建纳米

靶向递药系统，制备 Ang-Lip/Res。 

本研究采用薄膜分散法制备 Ang-Lip/Res，通过

Box-Behnken 响应面法确定最优处方，经验证脂质

体包封率在 90%以上。本研究通过细胞毒实验考察

Ang-Lip/Res 对神经细胞存活率的影响，结果显示低

剂量 Ang-Lip/Res 具备生物安全性。此外，本研究

进一步通过体外摄取实验，验证 Ang 修饰脂质体在

小鼠 bEnd.3 细胞中的摄取情况显著高于未修饰脂

质体。Transwell 实验结果显示 Ang 修饰脂质体体外

BBB 渗透能力高于未修饰脂质体。本制剂将为后续

脑部疾病的治疗与研究提供参考，为脑靶向制剂的

研发提供实验依据。 
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