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·药剂与工艺· 

藤黄酸和雷帕霉素共载脂质体的制备及协同抗肿瘤活性研究  
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摘  要：目的  制备共载藤黄酸和雷帕霉素的脂质体（liposomes co-loaded with gambogic acid and rapamycin，GR@Lip）并

优化其处方，研究 GR@Lip 的体外抗肿瘤机制、体内药动学和生物分布。方法  以包封率、载药量及粒径为评价指标，通过

单因素和正交设计实验筛选 GR@Lip 的最佳处方，并对其进行表征和稳定性研究；通过 CCK-8 法和流式细胞术考察 GR@Lip

对肿瘤细胞增殖和凋亡的影响，细胞划痕实验与 Transwell 实验考察 GR@Lip 对肿瘤细胞迁移与侵袭的影响，透射电子显微

镜（transmission electron microscope，TEM）和免疫荧光考察 GR@Lip 对肿瘤细胞自噬的影响，液相色谱-质谱联用技术（liquid 

chromotography with mass spectrometry，LC-MS）和活体成像仪研究 GR@Lip 的体内药动学和生物分布。结果  GR@Lip 的

最佳处方为制备温度 40 ℃，药脂比 1∶1∶20，磷脂与胆固醇比例 4∶1，超声功率 195 W，超声时间 5 min，水化介质为超

纯水，水相 pH 值为 7.1；该方法制备的 GR@Lip 藤黄酸包封率为（97.27±2.76）%，雷帕霉素包封率为（96.58±3.82）%，

藤黄酸载药量为（3.29±0.44）%，雷帕霉素载药量为（4.91±0.44）%。TEM 形态观察显示 GR@Lip 呈球形，动态光散射

（dynamic light scattering，DLS）检测其平均粒径为（157.19±1.74）nm、ζ 电位为（−22.1±1.3）mV，且具有良好的稳定性。

体外抗肿瘤活性实验结果显示，藤黄酸和雷帕霉素联用能协同抑制肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭，并显著促进肿瘤细胞凋亡，

增强自噬。此外，体内药动学和生物分布结果显示，GR@Lip 可在体内滞留更长时间且具有良好的肿瘤靶向性。结论  成功

制备了 GR@Lip，揭示其具有通过多途径协同抗肿瘤的活性，并显著改善了藤黄酸和雷帕霉素的药动学行为，为进一步体内

研究和未来临床应用提供了实验依据。 
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Abstract: Objective  To prepare liposomes co-loaded with gambogic acid and rapamycin (GR@Lip), optimize its prescription, 

perform anti-tumor mechanism research in vitro, pharmacokinetics and biodistribution in vivo. Methods  The entrapment efficiency, 

drug loading, particle size were used as evaluation indicators. Single factor investigation method and orthogonal design experiments 

were used to optimize the optimum formulation of GR@Lip, and its characterization and stability were studied. The effects of GR@Lip 

on the proliferation and apoptosis of tumor cells were investigated by CCK-8 and flow cytometry. The effects of GR@Lip on the 

migration and invasion of tumour cells were investigated by cell scratching, Transwell. The effects of GR@Lip on the autophagy of 

tumour cells were investigated by transmission electron microscope (TEM) and immunofluorescence. The effects of GR@Lip on the 

pharmacokinetics and biodistribution in vivo were investigated by liquid chromotography with mass spectrometry (LC-MS) and living 

body imager. Results  The optimal conditions were determined as follows: temperature is 40 ℃, ratio of drug to lipid is 1:1:20, the 

phospholipid-cholesterol ratio is 4:1, ultrasonic power is 195 W, ultrasonic time is 5 min, hydration medium is ultrapure water and 

aqueous pH value is 7.1. The entrapment efficiency and drug loading of gambogic acid and rapamycin were (97.27 ± 2.76)%,    

(96.58 ± 3.82)%, (3.29 ± 0.44)% and (4.91 ± 0.44)%, respectively. GR@Lip showed a spherical under TEM with an average particle 

size of (157.19 ± 1.74) nm, ζ potential was (−22.1 ± 1.3) mV by dynamic light scattering (DLS), and had good stability. In vitro anti-

tumor activity experiment showed that gambogic acid combination rapamycin can inhibit the proliferation, migration and invasion of 

tumor cells, and also significantly promote apoptosis and autophagy. In addition, pharmacokinetics and biodistribution results in vivo 

showed that GR@Lip can remain for long time and had good tumor targeting. Conclusion  This study successfully prepare GR@Lip, 

revealing that it has synergistic anti-tumor activity through multiple pathways, and significantly improving the pharmacokinetic 

behavior of gambogic acid and rapamycin in vivo, providing a basis for further in vivo research and future clinical applications. 

Key words: gambogic acid; rapamycin; co-loaded liposomes; anti-tumor; drug combination; in vivo pharmacokinetics; biodistribution; 

proliferation; apoptosis; migration; invasion; autophagy 

 

恶性肿瘤是全球范围的重大公共卫生问题，严

重威胁人类的生命健康。化疗作为治疗恶性肿瘤的

重要手段之一，为肿瘤患者的生命健康做出了巨大

的贡献。雷帕霉素是雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的天

然抑制剂，已被 FDA 批准用于治疗肾癌，其衍生物

已用于脑肿瘤、胰腺癌和乳腺癌等的治疗。由于肿

瘤病理机制复杂多元，仅依靠单一抗肿瘤机制的药

物治疗很难获益。因此，探寻创新型高效低毒的药

物联用模式已成为肿瘤治疗的有效策略。中药成分

具有多靶点、多环节、多途径的特点和较低的不良

反应，与化疗药物联用可减轻临床症状、降低不良

反应、防止耐药和复发[1]，在肿瘤治疗中具有巨大

前景。藤黄酸是从中药藤黄中提取的一种天然化合

物，可有效抑制多种肿瘤生长。藤黄酸也被证实可

与化疗药物如多柔比星[2]、吉西他滨[3]等联用，协同

增强抗肿瘤疗效[4]。因此，本研究旨在探索藤黄酸

与雷帕霉素的组合策略是否可以改善肿瘤治疗效

果，并初步研究其协同抗癌机制。 

然而，藤黄酸具有水溶性差、刺激性强且选择

性较低的缺点，雷帕霉素难溶于水且单用易产生耐

药性导致临床应用受到严重阻碍，基于纳米技术的

药物共递送系统在解决上述缺陷方面表现出显著的

优势[5]。研究显示，多药共载纳米制剂可在保持药

物活性的同时显著增强疗效[6]。脂质体作为目前研

发比较成熟的装载疏水性药物的制剂，其磷脂双分

子层结构可以更有效地被细胞摄取，从而提高药物

递送效能[7-8]。此外，基于脂质体的被动靶向作用，

可以改善药物在体内的药动学行为，增强肿瘤靶向

性。本实验将藤黄酸和雷帕霉素共载于脂质体中，

通过单因素和正交设计试验对处方工艺进行优化，

研究其对多种肿瘤细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭以

及自噬的影响，并进一步研究其体内药动学和生物

分布，初步探索双药共载脂质体的抗肿瘤作用机制，

以期为藤黄酸临床制剂的应用转化提供依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

XSE205 型分析天平，梅特勒托利多仪器有限

公司；RE-2010 型旋转蒸发仪，成都康宇科技有限

公司；SHB-III 型循环水式多用真空泵，郑州长城科

工贸有限公司；WB-2000 型水浴锅，郑州长城科工

贸有限公司；SM-650A 型超声波细胞粉碎机，南京

舜玛仪器设备有限公司；Litesizer 500 型纳米粒径及

Zeta 电位分析仪，安东帕（上海）商贸有限公司；

HT7820 型低电压透射电子显微镜（TEM），日本日

立公司；Agilent 1260 型高效液相色谱系统，美国安

捷伦公司；色谱柱 Sun Fire C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm），美国 Waters 公司；SB25-12DTD 型超声波

清洗器，宁波新芝生物科技股份有限公司；i-Pure 
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Pro2 智能型纯水/超纯水机，杭州泽南科技有限公

司；FD-1C-50 型冷冻干燥机，北京博医康实验仪器

有限公司；75004240 型离心机，百乐科技有限公司；

Herocell 240 型二氧化碳培养箱，上海润度生物科技

有限公司；Epoch2 型酶标仪，美国伯腾仪器有限公

司；ICX41 型生物显微镜，宁波舜宇仪器有限公司；

NovoCyte 2070R 型流式细胞仪，安捷伦科技有限公

司；AniView 100 型多模式动物活体成像系统，广州

博鹭腾生物科技有限公司；AB Sciex Qtrap 5500 型

液相色谱-质谱联用仪，日本岛津公司。 

1.2  材料 

藤黄酸，批号 20210122，质量分数 98%，南京

康满林化工实业有限公司；藤黄酸对照品，批号

M0802AS，质量分数≥97%，大连美仑生物技术有

限公司；卵磷脂（批号 C14422665）、雷帕霉素（批

号 c12477612，质量分数 98%），上海麦克林生化科

技有限公司；雷帕霉素对照品，批号 J17GB155257，

质量分数≥99%，上海源叶生物科技有限公司；和

厚朴酚对照品，批号 20221027，质量分数≥98%，

北京北方伟业计量技术研究院；子囊霉素对照品，

批号 PR230820-29，质量分数 95.3%，广州亮化化工

有限公司；吲哚菁绿（indocyanine green，ICG），批

号 22Z144-D1，质量分数 90%，上海甄准生物科技

有限公司；胆固醇，批号 B80859，艾伟拓（上海）

医药科技有限公司；无水乙醇，分析纯，成都金山

化学试剂有限公司；甲醇，分析纯，成都市科隆化

学品有限公司；乙腈，色谱纯，Sigma-Aldrich（上

海）贸易有限公司；冰乙酸，色谱纯，天津市科密

欧化学试剂有限公司；RPMI 1640、DMEM 培养基，

批号 812338、8122762，赛默飞世尔生物化学制品

有限公司；胎牛血清、胰蛋白酶，批号 H20051277、

SS1059 ， 美 国 Gibco 公 司 ； CCK-8 （ 批 号

CR2310019）、磷酸盐缓冲液（PBS，批号 23314817），

武汉赛维尔生物科技有限公司。 

小鼠胰腺癌 Pan02 细胞和小鼠宫颈癌U14 细胞

均购自武汉华尔纳生物科技有限公司，批号分别为

SAc0135 和 CTCC-400-0316；小鼠乳腺癌 4T1 细胞

购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库，批

号 250362。Balb/c 小鼠，雌性，5～6 周龄，购自斯

贝福（北京）生物技术有限公司，质量合格证编号

为 110324241101832765。所有动物饲养在同一环境

下，环境温度为（24.0±1.0）℃，相对湿度维持在

55%～65%。本实验相关动物实验遵循四川省人民

医院实验动物研究所有关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  藤黄酸与雷帕霉素联用比例的筛选 

通过 CCK8 法测定藤黄酸、雷帕霉素及不同联

用比例对 4T1 细胞的增殖毒性，将处于对数生长期

的 4T1 细胞以 5 000 个/孔接种在 96 孔板中，孵育

24 h 后弃去旧培养基，加入不同质量浓度的药物继

续培养 24 h，然后加入 CCK-8 增殖检测试剂，37 ℃

孵育 2 h 后，通过酶标仪测定 450 nm 处的吸光度

（A），并计算半数抑制浓度（half maximal inhibitory 

concentration，IC50，单位为 μg/mL）及联合指数

（combination index，CI，CI＝DA/ICX,A＋DB/ICX,B）。

其中，A 和 B 代表 2 种不同药物，ICX,A 和 ICX,B 是

表示 A、B 2 种药物单独使用使生长抑制率达 X 时

的药物质量浓度，DA和 DB是 A 药和 B 药联合使用

使生长抑制率达 X 时 2 种药物的质量浓度）[9]。CI＝

1 表示加和作用，CI＜1 表示协同作用，CI＞1 表示

拮抗作用。结果见表 1，当藤黄酸与雷帕霉素物质

的量比为 1∶1 时，CI＝0.772＜1，协同效果最好，

因此，后续选择该比例制备共载脂质体。 

表 1  藤黄酸与雷帕霉素联用比例筛选 

Table 1  Screening of gambogic acid and rapamycin 

combination ratio 

藤黄酸与雷帕霉素 

联用物质的量比 

IC50/(μg∙mL−1) 
CI 

藤黄酸 雷帕霉素 

1∶0 (藤黄酸) 0.38±0.03 − − 

0∶1 (雷帕霉素) − 23.11±1.95 − 

3∶1 0.34±0.01 0.17±0.01 0.91±0.07 

2∶1 0.34±0.05 0.26±0.04 0.91±0.07 

1∶1 0.28±0.06 0.43±0.08 0.77±0.06 

1∶2 0.40±0.02 1.14±0.19 1.10±0.08 

1∶3 0.35±0.02 1.58±0.10 1.00±0.07 
 

2.2  GR@Lip 制备方法的考察 

2.2.1  薄膜水化法  精密称取藤黄酸 5 mg、雷帕霉

素 7.28 mg、胆固醇 9.23 mg 与大豆卵磷脂 72.43 mg

（药脂比为物质的量比 1∶1∶15，磷脂与胆固醇比

例为物质的量比 4∶1），溶于 3～5 mL 无水乙醇中，

利用旋转蒸发仪去除溶剂，待圆底烧瓶内部形成均

匀薄膜后，继续旋蒸 3 h 以完全除去残留溶剂。加

入 5 mL 超纯水水化 1 h，超声 5 min（195 W），依

次过 0.45 μm 及 0.22 μm 滤膜，即可得到 GR@Lip。 

2.2.2  逆向蒸发法  精密称取藤黄酸 5 mg、雷帕霉
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素 7.28 mg、胆固醇 9.23 mg 与大豆卵磷脂 72.43 mg

（药脂比为物质的量比 1∶1∶15，磷脂与胆固醇比

例为物质的量比 4∶1），溶于 3 mL 氯仿中，加入 1 

mL 超纯水，采用功率为 195 W 的超声波细胞粉碎

机超声 5 min，成乳后蒸发除去溶剂，加入 5 mL 超

纯水水化 1 h，超声 5 min（195 W），依次过 0.45 μm

及 0.22 μm 滤膜，即可得到 GR@Lip。 

2.2.3  乙醇注入法  精密称取藤黄酸 5 mg、雷帕霉

素 7.28 mg、胆固醇 9.23 mg 与大豆卵磷脂 72.43 mg

（药脂比为物质的量比 1∶1∶15，磷脂与胆固醇比

例为物质的量比 4∶1），溶于 3 mL 无水乙醇中，

40 ℃搅拌 30 min。5 mL 超纯水在 40 ℃下搅拌 30 

min，将无水乙醇溶液缓慢滴入超纯水中继续搅拌

30 min。旋转蒸发除去乙醇，定容至 5 mL，超声 5 

min（195 W），依次过 0.45、0.22 μm 滤膜，即可得

到 GR@Lip。 

2.2.4  考察结果  结果如表 2 所示，与逆向蒸发法

和乙醇注入法相比，薄膜水化法制备得到的脂质体

包封率最高，载药量与逆向蒸发法相近，但高于乙

醇注入法，且粒径最小，表明薄膜水化法更适于制

备 GR@Lip，因此，后续选择薄膜水化法进一步优化

其制备方法。在后续实验中通过薄膜水化法制备空

白脂质体、藤黄酸脂质体（gambogic acid liposomes，

GA@Lip）、雷帕霉素脂质体（rapamycin liposomes，

Rap@Lip）与吲哚菁绿脂质体（indocyanine green 

liposomes，ICG@Lip）。 

表 2  制备方法考察 ( x s , n = 3) 

Table 2  Investigation of preparation method ( x s , n = 3) 

制备方法 
包封率/% 载药量/% 

粒径/nm 
藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

薄膜水化法 91.55±0.26 88.20±0.08 4.016±0.007 6.502±0.011 119.38±3.21 

逆向蒸发法 86.19±0.23 79.82±0.05 4.257±0.004 6.602±0.008 152.32±2.31 

乙醇注入法 75.66±0.05 61.24±0.05 3.951±0.006 5.575±0.010 175.18±6.69 

 

2.3  HPLC 法测定 GR@Lip 包封率与载药量分析

方法的建立 

2.3.1  雷帕霉素、藤黄酸对照品溶液的配制    精

密称取雷帕霉素对照品 47.72 mg，藤黄酸对照品

32.60 mg，以甲醇溶解并定容于 10 mL 量瓶中，混

匀即得雷帕霉素/藤黄酸对照品储备液，按比例稀释

为所需质量浓度。 

2.3.2  供试品溶液及空白脂质体对照溶液的配制  

精密量取 1 mL GR@Lip 于量瓶中，加入适量甲醇，

振荡涡旋后用甲醇定容，摇匀，0.22 μm 微孔滤膜滤

过，取续滤液，即得供试品溶液。同法配制空白脂

质体对照溶液。 

2.3.3  色谱条件  色谱柱为 Sun Fire C18 柱（250  

mm×4.6 mm，5 μm）；柱温 35 ℃；体积流量 1.5 

mL/min；检测波长 288、361 nm；进样量 10 µL；流

动相梯度洗脱见表 3，色谱图见图 1。 

2.3.4  系统适用性实验  取空白脂质体溶液、雷帕

霉素、藤黄酸对照品溶液（雷帕霉素 119.30 µg/mL、

藤黄酸 81.50 µg/mL）进样分析。结果表明雷帕霉

素、藤黄酸与相邻组分分离度均大于 1.5，拖尾因子

小于 1.5，对照品溶液连续 5 次峰面积的 RSD 小于

2.0%，对照品溶液信噪比（S/N）大于 10，表明方法 

表 3  流动相梯度洗脱程序 

Table 3  Mobile phase gradient elution table 

tR/min 乙腈/% 甲醇/% 0.1%冰乙酸水溶液/% 

0 25 55 20 

9 32 60 8 

14 32 60 8 

17 25 55 20 

20 25 55 20 
 

系统适用性好。 

2.3.5  线性关系考察  取系列雷帕霉素、藤黄酸对

照品溶液，按“2.3.3”项下色谱条件进样测定，分别

以雷帕霉素、藤黄酸的质量浓度为横坐标（X），雷帕

霉素、藤黄酸的峰面积为纵坐标（Y）绘制标准曲线，

得回归方程分别为雷帕霉素Y＝14.753 4 X＋16.543 8，

R2＝0.999 9；藤黄酸 Y＝5.364 7 X＋2.271 6，R2＝

0.999 9；结果表明，雷帕霉素在 14.91～357.90 μg/mL，

藤黄酸在 10.18～244.50 µg/mL 线性关系良好。 

2.3.6  精密度试验  取同一供试品溶液，连续进样

6 次，计算日内精密度，雷帕霉素日内检测 RSD 为

0.13%，藤黄酸日内检测 RSD 为 0.06%，表明方法

精密度高。 

2.3.7  重复性试验  精密吸取同一批GR@Lip样品 
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图 1  雷帕霉素和藤黄酸对照品 (A) 及 GR@Lip 样品 (B) 

的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC of rapamycin and gambogic acid reference 

substances (A) and GR@Lip sample (B) 

6 份，加适量色谱级甲醇超声溶解，制得供试品溶

液，按色谱条件进样分析并平行测定 3 次。GR@Lip

中雷帕霉素 RSD 为 1.71%，藤黄酸 RSD 为 1.47%，

表明方法重复性良好。 

2.3.8  加样回收率试验  精密吸取低、中、高质量

浓度雷帕霉素、藤黄酸对照品储备液各 5 mL，置于

不同的 10 mL 量瓶中，再分别加入空白脂质体 5 

mL，并用色谱级甲醇定容，平行制备 3 份，再根据

“2.3.2”项下所述方法配制供试品溶液。按色谱条件

进样分析并平行测定 3 次，雷帕霉素回收率为

（102.99±3.63）%，回收率RSD 值为（0.68±0.34）%，

藤黄酸回收率为（101.13±0.05）%，回收率 RSD 值

为（0.73±0.28）%，表明方法准确度高。 

2.4  GR@Lip 包封率与载药量的测定 

藤黄酸和雷帕霉素在水中的溶解度均很小（藤

黄酸溶解度约为 0.5 μg/mL，雷帕霉素溶解度约为

0.26 µg/mL），因此，认为游离药物已在制备过程中

通过微孔滤膜滤过去除。精密量取 100 μL GR@Lip，

另精密称取一定质量的冻干的 GR@Lip，分别加入

甲醇定容至 1 mL 进行破乳，静置后，用 0.22 μm 有

机系微孔滤膜滤过，取续滤液，按“2.2.3”项下色

谱条件测定藤黄酸与雷帕霉素药物含量。按下列公

式分别计算包封率和载药量。 

包封率＝药物实际质量/药物的投入量 

载药量＝药物实际质量/制剂的总质量 

2.5  GR@Lip 处方工艺优化 

在文献调研及前期预实验的基础上，确定以制

备温度（旋蒸及水化时的温度）、药脂比（脂总量代

表磷脂与胆固醇总量）、磷脂-胆固醇比例、超声功

率、超声时间、水化介质及水相 pH 值作为考察对

象，包封率、载药量及粒径作为评价指标进行单因

素考察，并根据单因素筛选结果，进行正交设计试

验，筛选出最佳处方。 

2.5.1  单因素考察 

（1）制备温度考察：藤黄酸投药量为 5 mg，雷

帕霉素投药量为 7.28 mg，药脂比为 1∶1∶15，磷

脂-胆固醇比例为 4∶1，超声功率 195 W，超声时间

5 min，超纯水作为水化介质，水相 pH 值为 7.1 的

条件下，考察不同温度对包封率、载药量及粒径的

影响。结果见表 4，随着温度升高，包封率和载药量 

表 4  制备温度的考察 ( x s , n = 3) 

Table 4  Investigation of temperature ( x s , n = 3) 

制备温度/ 

℃ 

包封率/% 载药量/% 
粒径/nm 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

30 81.52±0.25 81.35±0.03 3.361±0.003 5.584±0.006 134.84±0.49 

40 94.94±0.27 87.84±0.28 4.375±0.009 6.264±0.010 93.10±1.13 

50 90.35±0.24 83.53±0.16 3.976±0.007 5.850±0.012 98.91±1.07 

55 82.30±0.26 76.79±0.04 3.613±0.004 5.287±0.006 92.36±1.19 

60 79.95±0.27 74.84±0.02 3.443±0.007 5.038±0.007 89.45±3.69 
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呈先上升后下降的趋势，综合考虑最佳制备温度为

40 ℃，这可能是由于温度较低时无法引发磷脂相

变，温度过高时影响磷脂稳定性造成的[10]。 

（2）药脂比考察：藤黄酸投药量为 5 mg，雷帕

霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，磷脂-胆固

醇比例为 4∶1，超声功率 195 W，超声时间 5 min，

超纯水作为水化介质，水相 pH 值为 7.1 的条件下，

考察药脂比对 GR@Lip 包封率、载药量及粒径的影

响。结果见表 5，随着脂质用量的增加，藤黄酸和

雷帕霉素的包封率逐渐增加，藤黄酸的载药量呈逐

渐下降趋势，而雷帕霉素的载药量呈现先增加后下

降的趋势，不同药脂比制得的脂质体粒径均小于

200 nm，综合考虑最佳药脂比为 1∶1∶20。这是由

于增加脂质用量有利于增加包封率，但脂质用量较

多时会降低载药量[11]。 

（3）磷脂与胆固醇比例考察：藤黄酸投药量为 

表 5  药脂比考察 ( x s , n = 3) 

Table 5  Investigation of drug-to-lipid ratio ( x s , n = 3) 

药脂比 
包封率/% 载药量/% 

粒径/nm 
藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

1∶1∶5 49.26±0.16 24.52±0.06 6.617±0.019 4.576±0.004 94.95±0.89 

1∶1∶10 81.07±0.22 55.05±0.05 5.178±0.002 5.594±0.006 89.24±6.41 

1∶1∶15 98.40±0.12 87.02±0.07 4.216±0.007 5.530±0.007 93.58±0.30 

1∶1∶20 99.33±0.12 93.71±0.05 2.916±0.002 5.265±0.002 134.90±5.20 

1∶1∶25 97.79±0.40 98.56±0.08 2.769±0.003 4.341±0.002 170.04±9.70 

1∶1∶30 99.62±0.36 100.00±0.13 2.349±0.002 3.468±0.005 168.82±5.89 
 

5 mg，雷帕霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，

药脂比为 1∶1∶20，超声功率 195 W，超声时间 5 

min，超纯水作为水化介质，水相 pH 值为 7.1 的条

件下，考察药脂比对 GR@Lip 包封率、载药量及粒

径的影响。结果见表 6，随着磷脂比例的增加，藤

黄酸和雷帕霉素的包封率略有下降，载药量先增加

后下降，粒径逐渐增加，但均小于 200 nm，综合考

虑磷脂与胆固醇的最佳比例为 4∶1。 

（4）超声功率考察：藤黄酸投药量为 5 mg，雷

帕霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，药脂比为

1∶1∶20，磷脂与胆固醇比例4∶1，超声时间5 min，

超纯水作为水化介质，水相 pH 值为 7.1 的条件下，

考察超声功率对 GR@Lip 包封率、载药量及粒径的

影响。结果见表 7，随着功率的增加，藤黄酸和雷

帕霉素的包封率和载药量逐渐增加，粒径逐渐减小。

综合考虑，确定超声功率为 195 W。 

表 6  磷脂与胆固醇比例考察 ( x s , n = 3) 

Table 6  Investigation of phospholipid to cholesterol ratio ( x s , n = 3) 

磷脂与胆 

固醇比例 

包封率/% 载药量/% 
粒径/nm 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

3∶1 100.00±0.31 95.49±0.18 3.254±0.007 4.787±0.002 128.68±1.81 

4∶1 100.00±0.28 95.40±1.42 3.777±0.005 5.160±0.023 133.52±0.42 

5∶1 93.80±0.19 93.97±2.60 3.512±0.003 5.153±0.002 166.79±7.19 

6∶1 82.25±0.26 84.14±0.05 3.351±0.267 4.759±0.001 156.11±4.79 

7∶1 86.09±0.13 86.50±0.03 3.296±0.013 5.005±0.016 176.52±12.70 

表 7  超声功率考察 ( x s , n = 3) 

Table 7  Investigation of ultrasonic power ( x s , n = 3) 

超声功率/ 

W 

包封率/% 载药量/% 
粒径/nm 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

65 91.63±0.20 98.15±0.09 3.348±0.009 4.953±0.016 185.51±6.57 

130 94.04±0.09 100.00±0.12 3.249±0.004 5.009±0.137 152.12±1.70 

195 94.24±0.18 100.00±0.05 3.375±0.003 4.984±0.051 143.75±2.98 
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（5）超声时间考察：藤黄酸投药量为 5 mg，雷

帕霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，药脂比为

1∶1∶20，磷脂与胆固醇比例 4∶1，超声时间功率

195 W，超纯水作为水化介质，水相 pH 值为 7.1 的

条件下，考察超声时间对 GR@Lip 包封率、载药量

及粒径的影响。结果见表 8，随着超声时间的增加，

藤黄酸和雷帕霉素的载药量和粒径逐渐减小，这可

能是由于过长时间的超声破坏了 GR@Lip。超声 5 

min 时的包封率、载药量及粒径均较为理想。综合

考虑，确定超声时间为 5 min。 

表 8  超声时间考察 ( x s , n = 3) 

Table 8  Investigation of ultrasonic time ( x s , n = 3) 

超声时间/ 

min 

包封率/% 载药量/% 
粒径/nm 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

5 98.14±0.09 95.20±0.26 3.466±0.003 4.799±0.010 138.68±8.08 

10 99.47±0.57 96.31±0.82 2.995±0.004 4.363±0.019 98.65±3.53 

15 93.70±0.44 94.30±0.18 2.759±0.003 4.216±0.005 75.30±0.36 
 

（6）水化介质考察：藤黄酸投药量为 5 mg，雷

帕霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，药脂比为

1∶1∶20，磷脂与胆固醇比例 4∶1，超声时间功率

195 W，超声时间 5 min，水相 pH 值为 7.1 的条件

下，考察水化介质对 GR@Lip 包封率、载药量及粒

径的影响。结果见表 9，选择超纯水作为水化介质

时，包封率及载药量均明显优于 PBS 和生理盐水，

且粒径较小。此外，生理盐水作为水化介质时，静

置数小时便析出沉淀，表明其稳定性较差。综合考

虑，确定超纯水作为水化介质。 

（7）水相 pH 值考察：藤黄酸投药量为 5 mg，

雷帕霉素投药量为 7.28 mg，温度为 40 ℃，药脂比

为 1∶1∶20，磷脂与胆固醇比例 4∶1，超声时间功

率 195 W，超声时间 5 min，超纯水作为水化介质的

条件下，考察水相 pH 值对 GR@Lip 包封率、载药

量及粒径的影响。结果见表 10，当水化介质呈弱酸

性和近中性时，包封率及载药量均较高，呈弱碱性

时略低，这可能是因为藤黄酸呈酸性，在碱性溶液

中不稳定。在弱酸性条件下，共载脂质体的粒径略

大。综合考虑，确定水相 pH 值为 7.1。 

表 9  水化介质考察 ( x s , n = 3) 

Table 9  Investigation of hydration medium ( x s , n = 3) 

水化介质 
包封率/% 载药量/% 

粒径/nm 
藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

水 94.26±0.19 93.84±0.19 3.165±0.005 5.610±0.008 163.38±9.83 

PBS 81.77±0.18 94.74±0.33 1.582±0.003 3.602±0.003 204.00±1.83 

生理盐水 92.34±0.12 90.18±0.17 2.295±0.003 3.788±0.002 255.30±13.01 

表 10  水相 pH 值考察 ( x s , n = 3) 

Table 10  Investigation of aqueous pH value ( x s , n = 3) 

水化介质 

pH 值 

包封率/% 载药量/% 
粒径/nm 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

5.5 94.31±0.42 97.04±0.78 3.075±0.001 5.514±0.004 210.70±12.12 

6.8 95.37±0.04 91.98±0.09 3.192±0.001 5.621±0.008 177.01±13.00 

7.1 95.88±0.14 92.75±0.18 3.304±0.007 5.668±0.010 152.83±4.25 

8.5 92.33±0.11 89.69±0.11 2.690±0.003 5.042±0.001 158.06±2.62 
 

2.5.2  正交设计试验  综合比较单因素实验筛选结

果，选择对包封率和载药量影响较为显著的 3 个因

素，即制备温度（A）、药脂比（B）、磷脂-胆固醇比

例（C）作为正交设计试验的主要影响因素，其他因

素采用单因素考察的最佳结果，确定超声功率为

195 W，超声时间为 5 min，水化介质为超纯水，水

相 pH 为 7.1。在 3 个主要因素水平上以藤黄酸包封

率（Y1）、雷帕霉素包封率（Y2）、藤黄酸载药量（Y3）、

雷帕霉素载药量（Y4）及粒径（Y5）作为主要评价指

标，采用 L9(34)正交试验表进行实验，筛选出最优
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处方，正交因素设计水平见表 11。 

本研究因有多个评价指标，故采用综合评分法。

通过 SPSS AUA 分析软件确定藤黄酸包封率（Y1）、

雷帕霉素包封率（Y2）、藤黄酸载药量（Y3）、雷帕霉

素载药量（Y4）及粒径（Y5）权重分别为 20.10%、

18.81%、18.22%、17.59%和 25.27%，进行综合评分。

正交设计试验结果见表 11，方差结果见表 12。极差

R 为 A＞B＞C，说明 A 因素的影响最大，即制备温

度，其次是药脂比，磷脂与胆固醇的比例的影响较

小，最佳制备工艺为 A1B2C2，即 GR@Lip 的最优处

方为制备温度 40 ℃，药脂比 1∶1∶20，磷脂与胆

固醇比例 4∶1。 

表 11  正交试验设计与结果 

Table 11  Orthogonal experiment design and results 

试验号 A/℃ B C D (空白) Y1/% Y2/% Y3/% Y4/% Y5/nm 综合评分 

1 40 (1) 1∶1∶15 (1) 3∶1 (1) (1) 94.65 94.76 4.33 5.48 103.33 64.71 

2 40 (1) 1∶1∶20 (2) 4∶1 (2) (2) 94.24 100.00 3.13 4.80 159.31 79.42 

3 40 (1) 1∶1∶25 (3) 5∶1 (3) (3) 96.99 77.62 2.52 3.97 120.17 65.62 

4 50 (2) 1∶1∶15 (1) 4∶1 (2) (3) 95.85 90.73 4.08 6.09 107.11 65.21 

5 50 (2) 1∶1∶20 (2) 5∶1 (3) (1) 95.08 93.08 3.22 5.05 138.69 73.14 

6 50 (2) 1∶1∶25 (3) 3∶1 (1) (2) 93.35 89.41 2.64 3.69 131.14 69.85 

7 55 (3) 1∶1∶15 (1) 5∶1 (3) (2) 92.08 88.75 3.83 5.50 96.81 61.33 

8 55 (3) 1∶1∶20 (2) 3∶1 (1) (3) 93.56 92.86 3.07 4.47 108.63 65.07 

9 55 (3) 1∶1∶25 (3) 4∶1 (2) (1) 87.30 41.83 2.50 1.78 119.81 56.46 

K1 209.75 191.25 199.63 194.31       

K2 208.20 217.63 201.09 210.60       

K3 182.86 191.93 200.09 195.90       

R 26.89 26.38 1.46 16.29       
 

表 12  方差结果分析 

Table 12  Analysis of variance results 

差异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

A 152.03 2 76.01 2.83 0.261 

B 150.77 2 75.38 2.80 0.263 

C 0.37 2 0.19 0.01 0.993 

D (误差) 53.79 2 26.90   
 

2.5.3  处方验证  根据正交设计试验结果，筛选出

最优处方并平行制备 3 组，测定其包封率、载药量

及粒径，对处方工艺进行验证。结果显示，GR@Lip

中藤黄酸包封率为（97.27±2.76）%，雷帕霉素包封

率为（96.58±3.82）%，藤黄酸载药量为（3.29±

0.44）%，雷帕霉素载药量为（4.91±0.44）%，平

均粒径为（157.19±1.74）nm，结果表明该方法重复

性良好。 

2.6  GR@Lip 的表征及稳定性 

2.6.1  表征  通过纳米粒径及 ζ 电位分析仪测定

GR@Lip 的粒径和 ζ 电位，采用 TEM 对 GR@Lip

进行形貌表征，考察 GR@Lip 在 4 ℃条件下放置 1

个月的粒径和 PDI 变化情况。结果见图 2 和表 13，

GR@Lip 的平均粒径为（157.19±1.74）nm，PDI 为

0.224±0.033，ζ 电位为（−22.1±1.3）mV。TEM 图

像显示，共载药脂质体呈球形形态，在 4 ℃条件下

放置 1 个月粒径及 PDI 均无明显变化，表明脂质体

的粒径具有良好的稳定性。 

2.6.2  稳定性 

（1）包封率及渗漏率的测定：将制备得到的

GR@Lip 放置于在 4 ℃条件下，每 3 天通过 HPLC

测定包封率，并计算渗漏率（渗漏率＝1－储存过程

中测得的药物包封率/第 0 天测得的药物包封率）。

结果如表 14 所示，随着储存时间延长，脂质体存在

一定程度的泄露，但储存 15 d 包封率仍大于 80%，

符合脂质体质量控制标准。 

（2）氧化产物的测定：磷脂氧化程度是脂质体

稳定性的重要指标，本研究采用氧化产物评价磷脂

的氧化程度。由于磷脂中含不饱和类脂，可被氧化

为共轭二烯，形成过氧化脂质，进一步分解为丙二

醛及溶血磷脂。丙二醛在酸性条件下与硫代巴比妥

酸（thiobarbituric acid，TBA）反应生成一种红色染

料（TBA-pigment），在 532 nm 处有最大吸收峰，吸

光度（A）值大小可以反映磷脂的氧化程度。因此，

将制备得到的 GR@Lip 放置于在 4 ℃条件下，每 3 
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图 2  GR@Lip 的粒径分布 (A)、ζ 电位 (B) 和 TEM 图 (C) 

Fig. 2  Particle size distribution (A), ζ potential (B) and 

TEM image (C) of GR@Lip 

表 13  粒径稳定性结果 ( x s , n = 3) 

Table 13  Particle size stability results ( x s , n = 3) 

t/d 粒径/nm PDI t/d 粒径/nm PDI 

0 169.38±2.34 0.193±0.009 18 173.53±4.00 0.203±0.010 

3 168.60±5.60 0.186±0.018 21 168.95±2.22 0.222±0.033 

6 169.28±7.95 0.195±0.008 24 175.53±4.00 0.209±0.002 

9 168.40±3.78 0.225±0.014 27 172.18±2.61 0.206±0.044 

12 168.69±4.20 0.238±0.003 30 173.67±4.76 0.201±0.026 

15 166.06±2.52 0.222±0.028    

天通过丙二醛检测试剂盒测定 532 nm 处的 A 值。

结果如表 15 所示，GR@Lip 在 15 d 内 A 值无明显

变化，表明脂质体具有良好的稳定性。 

表 14  包封率及渗漏率测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 14  Determination results of entrapment efficiency 

and leakage rate ( x s , n = 3) 

t/d 
包封率/% 渗漏率/% 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

0 95.76±0.14 92.61±0.18 0 0 

3 94.74±0.36 91.56±0.04 1.18±0.38 0.16±0.05 

6 88.46±0.24 91.56±0.29 7.73±0.25 1.29±0.31 

9 85.46±0.34 90.41±0.04 10.86±0.35 2.53±0.04 

12 80.87±0.06 90.03±0.04 15.65±0.06 2.93±0.04 

15 80.01±0.38 89.50±0.11 16.55±0.04 3.51±0.11 

表 15  氧化产物测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 15  Determination results of oxidative products 

( x s , n = 3) 

t/d A 值 t/d A 值 t/d A 值 

0 0.243±0.008 6 0.245±0.012 12 0.236±0.002 

3 0.243±0.010 9 0.225±0.008 15 0.275±0.032 
 

2.7  体外抗肿瘤活性 

2.7.1  细胞增殖毒性检测  通过CCK-8法测定GR@ 

Lip 对 3 种不同癌细胞的增殖毒性，将处于对数生

长期的 Pan02、U14 及 4T1 细胞以 5 000 个/孔接种

在 96 孔板中，孵育 24 h 后弃去旧培养基，加入不

同质量浓度的脂质体（GA@Lip、Rap@Lip、GR@ 

Lip）继续培养 24 h，然后加入 CCK-8 增殖检测试

剂，37 ℃孵育 2 h 后，通过酶标仪测定 450 nm 处

的 A 值，并计算 IC50 及 CI。结果如表 16 所示，与

GA@Lip 组和 Rap@Lip 组相比，GR@Lip 处理后 3

种癌细胞的 IC50 均显著降低，分别为（0.37＋0.54）、

（0.54＋0.78）、（0.34＋0.48）μg/mL。此外，GR@Lip

对 Pan02、U14 及 4T1 细胞的 CI 值分别为 0.65±

0.01、0.96±0.02、0.86±0.01，均小于 1，表明藤黄

酸与雷帕霉素联用具有协同作用。 

表 16  IC50及 CI 值计算结果 ( x s , n = 3) 

Table 16  Calculation results of IC50 and CI values ( x s , n = 3) 

细胞系 
IC50/(μg∙mL−1) 

CI 
GA@Lip Rap@Lip GR@Lip 中藤黄酸 GR@Lip 中雷帕霉素 

Pan02 0.60±0.02 19.02±0.59 0.37±0.01 0.54±0.01 0.65±0.01 

U14 0.59±0.01 13.72±0.40 0.54±0.01 0.78±0.02 0.96±0.02 

4T1 0.41±0.04 12.20±0.45 0.34±0.01 0.48±0.02 0.86±0.01 

1        10        100      1 000     10 000 

粒径/nm 

−600         −200          200          600 

ζ 电位/mV 

200 nm 
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2.7.2  细胞凋亡检测  将处于对数生长期的 Pan02、

U14 及 4T1 细胞以 6×106 个/孔接种在 6 孔板中，

孵育 24 h 后弃去旧培养基，PBS 洗涤。加入药物继

续培养 24 h，用 PBS 清洗后消化细胞，离心，收集

细胞。加入 500 μL 的 binding buffer（1×）重悬细

胞，加入 2.5 μL 的 Annexin-V-FITC 和 2.5 μL 的 PI

染色液轻轻混匀染色，避光孵育 15 min 后置于冰

上，1 h 内用流式细胞仪检测。结果见图 3 和表 17，

在 Pan02、U14 及 4T1 细胞中，与对照组的凋亡率

［（4.20±0.42）%、（4.03±0.46）%、（1.95±0.30）%］ 

          

          

          

图 3  GR@Lip 对 Pan02 (A)、U14 (B) 及 4T1 (C) 细胞凋亡的影响 

Fig. 3  Effect of GR@Lip on apoptosis of Pan02 (A), U14 (B) and 4T1 (C) cells 

表 17  细胞凋亡分析 ( x s , n = 3) 

Table 17  Apoptosis analysis ( x s , n = 3) 

组别 
凋亡率/% 

Pan02 U14 4T1 

对照 4.20±0.42 4.03±0.46 1.95±0.30 

GA@Lip 22.24±0.22*** 9.28±0.35*** 15.45±1.79*** 

Rap@Lip 13.38±0.76*** 11.95±0.42*** 0.52±0.13 

GR@Lip 32.56±1.44*** 22.15±0.44*** 25.62±1.58*** 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

及单药组的凋亡率［GA@Lip：（22.24±0.22）%、

（9.28±0.35）%、（15.45±1.79）%；Rap@Lip：  

（13.38±0.76）%、（11.95±0.42）%、（0.52±0.13）%］

相比，GR@Lip 的凋亡率分别为（32.56±1.44）%、

（22.15±0.44）%和（25.62±1.58）%，均显著高于

其他 3 组，表明藤黄酸与雷帕霉素联用具有促进肿

瘤细胞凋亡的协同作用。 

2.7.3  细胞迁移能力检测  通过细胞划痕实验研究

对细胞迁移的影响，将处于对数生长期的 Pan02、

U14 及 4T1 细胞，以 8×106 个/孔接种在 12 孔板

中，孵育 24 h 后弃去旧培养基，PBS 清洗细胞后，

采用 200 μL 移液枪枪头在单层细胞上划一字划痕，

PBS 清洗，在倒置荧光显微镜下观察并拍照，记录

为 0 h。随后加入药物继续培养 24 h，PBS 清洗 1 次

后，在倒置荧光显微镜下拍照观察细胞的迁移情况。

使用 Image J 软件分析划痕面积，并计算迁移率［迁
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76.59%            12.05% 

0.30%              0.55% 

85.77%            13.38% 

2.59%             16.76% 

63.53%            17.12% 

0.58%              1.35% 

95.89%             2.18% 

0.97%              6.00% 

90.15%             2.88% 

0.44%              1.30% 

88.06%            10.20% 

1.67%              16.36% 

76.56%             5.41% 

1.19%              0.74% 

97.20%             0.88% 
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移率＝(0 h 划痕面积－24 h 划痕面积)/0 h 划痕面

积］。结果见图 4 和表 18，在无药物干预的情况下，

左右两侧细胞逐渐向中间划痕区域靠拢，Pan02、

U14 及 4T1 细胞的迁移率达到（51.86±2.35）%、

（29.37±8.57）%和（46.96±2.94）%，而给药组向

划痕区域迁移情况均受到一定程度抑制，尤其给予

GR@Lip 后，各组细胞迁移率分别降至（3.21±

1.01）%、（5.98±2.69）%和（12.39±6.43）%，且

显著低于单药组，表明藤黄酸与雷帕霉素联用具有

协同抑制肿瘤细胞迁移的作用。 

    

    

    

    

    

    

图 4  GR@Lip 对 Pan02 (A)、U14 (B) 及 4T1 (C) 细胞迁移的影响 

Fig. 4  Effect of GR@Lip on migration of Pan02 (A), U14 (B) and 4T1 (C) cells 

表 18  细胞迁移分析 ( x s , n = 3) 

Table 18  Cell migration analysis ( x s , n = 3) 

组别 
迁移率/% 

Pan02 U14 4T1 

对照 51.86±2.35 29.37±8.57 46.96±2.94 

GA@Lip 7.22±2.97*** 14.92±1.47** 22.20±3.57*** 

Rap@Lip 30.64±0.52*** 16.23±2.84** 46.78±3.22 

GR@Lip 3.21±1.01*** 5.98±2.69*** 12.39±6.43*** 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

2.7.4  细胞侵袭能力检测  通过 Transwell 实验检

测对细胞侵袭的影响，将 Matrigel 基质胶与无血清

培养基，分别按 1∶8、1∶12、1∶14 的比例进行稀

释，以 100 μL/孔加到 Transwell 上室中，置于培养

箱中恒温孵育 5 h 至其完全凝固。吸去多余液体，

将处于对数生长期的 Pan02、U14 及 4T1 细胞分别

以 2×104、5×104、6×104个/孔接种于 Transwell 上

室，并加入 100 μL 含药无血清培养基，下室加入

750 μL的完全培养基，继续培养 24 h，弃去Transwell

上室的培养基，4%多聚甲醛固定 30 min，PBS 洗

涤，0.5%结晶紫染色 5 min。染色结束后，PBS 漂洗

3 次，自然晾干，于显微镜下选取随机视野，观察

并拍照。结果见图 5，与对照组相比，给药组穿过

Transwell 小室聚碳酸酯膜的细胞数量显著减少，其 
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图 5  GR@Lip 对 Pan02 (A)、U14 (B) 及 4T1 (C) 细胞侵袭的影响 

Fig. 5  Effect of GR@Lip on invasion of Pan02 (A), U14 (B) and 4T1 (C) cells 

中 GR@Lip 组细胞数量最少，表明藤黄酸与雷帕霉

素联用可以发挥抑制肿瘤细胞侵袭的协同作用。 

2.7.5  自噬小体检测  通过 TEM 观察 GR@Lip 对

诱导自噬的影响。将处于对数生长期的 Pan02、U14

及 4T1 细胞以 1.5×106 个/孔接种在 60 mm 培养皿

中，孵育 24 h 后弃去旧培养基，PBS 清洗，加入药

物继续培养 24 h。除去旧培养基，PBS 洗涤 1 次，用

胰酶消化，收集细胞悬液至 15 mL 离心管中，1 500 

r/min 离心（离心半径为 16.8 cm）10 min，弃去上清。 

加入 0.5%戊二醛固定液重悬，4 ℃静置 10 min，  

12 000 r/min 离心（离心半径为 8.6 cm）15 min，弃

去上清。加入 3%戊二醛固定液固定，1%四氧化锇

进行再固定，丙酮逐级脱水，Epon812 包埋，半薄

切片用甲苯胺蓝染色作光学定位，用钻石刀作超薄

切片，醋酸铀和枸橼酸铅染色后通过透射电镜观察

并拍照。结果见图 6，与对照组相比，药物干预后 
 

    

    

    

图 6  GR@Lip 对 Pan02 (A)、U14 (B) 及 4T1 (C) 自噬小体形成的影响 

Fig. 6  Effect of GR@Lip on formation of Pan02 (A), U14 (B) and 4T1 (C) autophagosomes 
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各组均可观察到自噬小体的产生（红色箭头），其中

GR@Lip 组自噬小体数量最多，表明藤黄酸与雷帕

霉素联用可以协同增强自噬。 

2.7.6  自噬相关蛋白 LC3B 和 Beclin1 的表达  采

用免疫荧光技术检测自噬相关蛋白LC3B和Beclin1

的表达情况。将处于对数生长期的 Pan02、U14 及

4T1 细胞，以 1×105个/孔接种在铺好细胞爬片的 12

孔板中，孵育 24 h 后弃去旧培养基并用 PBS 清洗，

加入药物继续培养 24 h 后，用 4%多聚甲醛固定。

结果见图 7，GA@Lip 和 Rap@Lip 处理后，在 3 种

癌细胞中均可观察到红色荧光（LC3B）或绿色荧光

（Beclin1）有所增强，表明藤黄酸与雷帕霉素均可激

活自噬。同时，GR@Lip 组中红色荧光和绿色荧光

均显著增强，表明藤黄酸与雷帕霉素联合可以协同

诱导自噬。 

2.8  体内药动学研究 

2.8.1  给药方案与样品处理  Balb/c 小鼠购进后适

应性喂养 1 周，随机分为空白组、游离藤黄酸组 4 

mg/kg、游离雷帕霉素组 6 mg/kg、GR@Lip 组（4＋

6）mg/kg，尾静脉给药 1 次后，分别于 0.25、0.50、

2.00、4.00、8.00、12.00、24.00 h 通过小鼠眼球取

血，3 500 r/min 离心 15 min（离心半径为 8.6 cm），

取上层血浆于−80 ℃保存。 

2.8.2  内标储备液与对照品储备液的配制  精密称

取内标物质和厚朴酚、子囊霉素和对照品藤黄酸、

雷帕霉素各 5 mg，于 10 mL 量瓶中，加乙腈溶解并

稀释至刻度，作为内标物质储备液和对照品储备液。 

（1）内标溶液配制：精密量取和厚朴酚内标储

备液 20 μL、子囊霉素内标储备液 20 μL 到 960 μL

乙腈中，混匀，再移取 50 μL 到 24.95 mL 乙腈中，

配制成 20 ng/mL 内标溶液，4 ℃贮存。 

（2）标准曲线建立：精密量取藤黄酸和雷帕霉

素对照品储备液，分别用乙腈稀释为 1 000、400、

100、40、10、4、1 ng/mL，作为对照品溶液。按色

谱条件进样测定，分别以雷帕霉素、藤黄酸的质量

浓度为横坐标（X），以雷帕霉素、藤黄酸峰面积与

内标物质峰面积比值为纵坐标（Y）绘制标准曲线，

得回归方程分别为雷帕霉素 Y＝8 798.467 5 X＋   

5 691.288 7，R2＝0.992 0；藤黄酸 Y＝23 967.095 9 

X－11 876.545 8，R2＝0.994 7。 

2.8.3  色谱条件  色谱柱为 Waters UPLC BEH C18

柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相为乙腈-0.01%

氨水溶液，梯度洗脱：0～1.00 min，40%～90%乙腈；

1.00～2.80 min，90%乙腈；柱温 35 ℃；进样量 1 µL；

体积流量 0.5 mL/min。 

2.8.4  质谱条件  电离方式：电喷雾离子源，离子

源温度 500 ℃，气帘气（CUR）137.895 kPa（20 psi），

喷雾电压（IS）−4 500 V，雾化气（GS1）413.685 kPa

（60 psi），加热气（GS2）413.685 kPa（60 psi），去

簇电压（DP）−100 V，离子束聚焦电压（EP）−10 

V，碰撞池出口电压（CXP）−10 V，总扫描时间 0.315 

s，监测模式：负离子多反应监测（MRM）。定量分

析的离子反应对为藤黄酸 m/z 627.2→583.2，碰撞能

−22 V；雷帕霉素 m/z 912.6→321.2，碰撞能−49 V。 

2.8.5  液质联用分析  精密量取 30 μL 待测血浆样

品，加入 120 μL 含和厚朴酚和子囊霉素 20 ng/mL

的内标溶液，涡旋混匀，13 000 r/min 离心 15 min

（离心半径为 8.6 cm），取上清液至进样小瓶，采用

上述色谱、质谱条件进行含量检测。 

2.8.6  药动学结果  根据上述检测结果，绘制血药

浓度-时间曲线见图 8，采用 DAS 2.0 软件对所得数

据进行计算分析，得出相关药动学参数见表 19。与

游离药物组相比，GR@Lip 组中藤黄酸和雷帕霉素

的 AUC0～t 分别是游离藤黄酸和游离雷帕霉素的

1.51 和 1.29 倍，AUC0～∞分别是游离藤黄酸和游离

雷帕霉素的 1.64 和 1.34 倍。 

藤黄酸和雷帕霉素的达峰浓度（Cmax）分别由

（27.29±4.61）μg/L 和（148.19±5.07）μg/L 提高至

（36.43±1.53）μg/L 和（179.69±25.78）μg/L。更重

要的是，藤黄酸和雷帕霉素的半衰期 t1/2分别由 3.67 

h 和 6.82 h 延长至 8.48 h 和 8.12 h，且平均滞留时

间（MRT0～∞）较游离组也有所延长。以上结果表明

GR@Lip 较游离药物可在体内滞留更长时间，具有

更高的生物利用率。 

2.9  体内生物分布 

采用荧光染料 ICG代替药物进行脂质体的体内

生物分布研究，Balb/c 小鼠购进后适应性喂养 1 周，

将处于对数生长期的 4T1 细胞以 3×105 个/100 μL

接种于小鼠第 2 乳腺垫皮下，建立小鼠乳腺癌原位

模型。待肿瘤生长至 200 mm3 时，随机分为 2 组，

静脉给予 1 μg/mL 的 ICG Lip 与游离 ICG，分别于

1、2、4、6、8、10、24、48 h 置于活体成像仪拍摄。

待小鼠体内荧光染料完全清除后（大于 72 h），再次

通过尾静脉给予相同剂量的 ICG@Lip 与游离 ICG，

于 8 h 时处死小鼠，解剖出心、肝、脾、肺、肾及肿

瘤组织，采用 4%多聚甲醛固定，进行离体成像，分 
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图 7  GR@Lip 对 Pan02 (A)、U14 (B) 及 4T1 (C) 细胞中自噬相关蛋白 LC3B 和 Beclin1 表达的影响 

Fig. 7  Effect of GR@Lip on expression of autophagy-related proteins LC3B and Beclin1 in Pan02 (A), U14 (B) and 4T1 (C) 

cells 

 

图 8  血药浓度-时间曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Drug concentration-time curves ( x s , n = 3) 

析各组织中 ICG 的荧光强度。结果见图 9，随着时

间的推移，游离 ICG 组中肿瘤部位的 ICG 荧光强度

逐渐减弱且下降速度较快，24 h 时荧光几乎完全消

失。而 ICG@Lip 组的 ICG 荧光强度下降速度相对

缓慢，且从 4 h 起显著高于游离 ICG 组，甚至在 48 

h 时仍旧保留部分荧光。 

心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织的离体成像结

果显示，ICG@Lip 组在肿瘤部位的荧光明显强于游

离 ICG 组。上述结果显示，与游离 ICG 相比，ICG@ 

Lip 可更长时间富集于肿瘤部位，表明脂质体可通过

被动靶向改善药物在体内的分布，增强肿瘤靶向性， 

表 19  主要药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 19  Main pharmacokinetic parameters ( x s , n = 3) 

参数 单位 
游离药物 GR@Lip 

藤黄酸 雷帕霉素 藤黄酸 雷帕霉素 

AUC0～t μg∙h∙L−1 91.23±4.01 1 440.36±88.05 138.16±6.94 1 860.58±107.89*** 

AUC0～∞ μg∙h∙L−1 93.44±6.29 1 579.01±90.04 152.78±10.07 2 116.00±96.41*** 

MRT0～∞ h 5.18±1.07 9.58±0.12 8.76±1.08 11.23±0.49 

t1/2z h 3.67±1.84 6.82±0.15 8.48±1.59 8.12±0.85 

CLz L∙h−1∙kg−1 0.06±0.01 0.004±0.000 0.04±0.00 0.003±0.000 

Cmax μg∙L−1 27.29±4.61 148.19±5.07 36.43±1.53 179.69±25.78 

与游离雷帕霉素比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P＜0.01  ***P < 0.001 vs free rapamycin. 

增加蓄积量，这可能依赖于纳米颗粒的高通透性和滞

留（enhanced permeability and retention effect，EPR）

效应。 

3  讨论 

脂质体制备方法通常包括溶剂注入法、薄膜水

化法和逆向蒸发法等。本研究首先考察了 3 种不同

制备方法对GR@Lip包封率、载药量及粒径的影响，

确定薄膜水化法为 GR@Lip 的最佳制备方法，并进

一步通过单因素实验和正交设计试验进行筛选，得

到了最优的处方工艺，实现了 2 药的高效包载。然 
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A-不同时间点下荷瘤小鼠的活体荧光图；B-8 h 后离体脏器及肿瘤荧光图；C-肿瘤部位荧光强度随时间变化曲线 ( x s , n = 3, *P＜0.05  

***P＜0.001)。 

A-in vivo fluorescence images of tumor-bearing mice at different time points; B-fluorescence images of isolated organs and tumors 8 h later; C-tumor 

site fluorescence intensity changes over time ( x s , n = 3, *P < 0.05  ***P < 0.001). 

图 9  体内生物分布图 

Fig. 9  Biodistribution in vivo 

而，薄膜水化法制备所得脂质体通常粒径较大且不

均一[12]，影响脂质体的稳定性，而脂质体的稳定性

决定了其在体内的循环时间与到达作用靶点的药物

量，从而对药物的治疗效果产生重要影响[13]。因此，

在水化后采用超声破碎方式使脂质体的平均粒径控

制在 200 nm 以内，能在 30 d 内维持粒径和 PDI 基

本不变化，改善了该制备方法的不足，并通过考察

渗漏率和磷脂氧化程度证明了其具有良好的稳定

性。此外，在藤黄酸检测方法[14]的基础上进行了改

进，建立了一种准确度高、可靠性强的 HPLC 分析

方法，可用于同时检测藤黄酸和雷帕霉素的含量。 

实体瘤具有高度异质性，单一药物的疗效有限，

加大药物剂量易带来不良反应以及多药耐药性等问

题[15]，联合疗法可以通过作用不同通路以及不同靶

点，减少耐药的发生，并可通过药物的协同作用进

一步提高药物疗效。基于肿瘤病理复杂性，抗肿瘤

药物联合使用已成为临床上的主要策略[16]。本研究

将天然化合物藤黄酸与 mTOR 抑制剂雷帕霉素联

用，实现了协同抗胰腺癌、宫颈癌及乳腺癌的作用，

与空白对照及单药组相比，GR@Lip 在诱导凋亡、

抑制迁移和侵袭方面均展现出显著优势。此外，研

究表明自噬在控制癌症的发生发展，影响肿瘤细胞

对抗癌治疗反应中发挥着重要的作用，诱导肿瘤细

胞自噬已被证明是有效的干预措施[17]。雷帕霉素作

为一种经典的自噬激活剂，可负性调控 PI3K/Akt/ 

mTOR 通路，激活自噬介导的死亡。研究表明，藤

黄酸也能够通过上调自噬蛋白 Beclin1、Atg 和 LC3

的表达，诱导自噬小体的形成[18]。 

此外，大量证据表明 Akt/mTOR 信号通路的抑

制可激活自噬关键调节因子 Beclin1[19]，这表明藤黄

酸可能上调 Beclin1 和 LC3B 的表达协同雷帕霉素

抑制 Akt/mTOR 信号通路，从而增强肿瘤细胞自噬。

本研究结果也证实藤黄酸和雷帕霉素可协同促进肿

瘤细胞产生自噬。有研究报道，雷帕霉素可诱导细

胞产生自噬性凋亡[20]，雷帕霉素单独使用时，肿瘤

细胞仅发生少量凋亡，联合应用时凋亡率显著增加。

这提示藤黄酸联合雷帕霉素对肿瘤细胞的凋亡作用

可能是通过协同增强自噬介导的，但具体机制需要

后续的实验进一步研究。 

综上，本研究采用薄膜水化法制备藤黄酸和雷

帕霉素共载脂质体 GR@Lip，并进行体外抗肿瘤作

用、体内药代动力学及生物分布研究。结果表明

GR@Lip 在胰腺癌、宫颈癌及乳腺癌细胞模型上可

通过抑制肿瘤细胞增殖、诱导凋亡、抑制迁移和侵

袭以及激活自噬等多种途径发挥协同抗肿瘤作用，

与游离药物相比在体内和肿瘤部位可滞留更长时

间，显示出用于治疗恶性肿瘤的潜力，为后续体内

抗肿瘤研究奠定了基础。 
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