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灵芝酸 A 脂质体的制备及其体外抗肿瘤活性研究  
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摘  要：目的  通过处方优化构建稳定性高、包封率优的灵芝酸 A脂质体（ganoderic acid A liposomes，GA-Lips），并评价

其细胞摄取效率及体外抗肿瘤效应。方法  采用薄膜分散法制备 GA-Lips，通过调控药物、卵磷脂和胆固醇比例进行处方优

化，并开展粒径、ζ 电位及透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）进行形貌表征。利用超滤离心法考察

GA-Lips体外释放，结合介质稳定性、稀释稳定性和长期稳定性评估 GA-Lips制剂稳定性。通过溶血实验评价血液相容性；

采用共聚焦显微镜与流式细胞术分析细胞摄取行为；以 CCK-8法测定体外抗增殖作用，并采用 Annexin V-FITC/PI流式细胞

术检测细胞凋亡。结果  优化后的 GA-Lips粒径为（74.52±1.00）nm、PDI为 0.26±0.01、ζ电位为（−46.75±1.61）mV，

形貌均一。制剂呈缓释特性，在多种介质环境与稀释梯度下均保持良好稳定性，无显著溶血。GA-Lips 显著提高 HepG2 肿

瘤细胞的摄取水平，共聚焦显微镜及流式细胞术均得到验证。CCK-8结果显示，GA-Lips对 HepG2细胞有显著的细胞毒性；

流式分析表明，GA-Lips 明显提高 HepG2 细胞凋亡比例。结论  处方优化构建的 GA-Lips 具有良好稳定性和安全性，可显

著提升灵芝酸 A的细胞摄取与体外抗肿瘤活性，为其进一步机制研究及纳米递药系统开发提供实验依据。 
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Preparation of ganoderic acid A liposomes and in vitro antitumor activity study 
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Abstract: Objective  To develop formulation-optimized ganoderic acid A liposomes (GA-Lips) with improved stability and high 

encapsulation efficiency, and to evaluate their cellular uptake efficiency and in vitro antitumor activity. Methods  GA-Lips were 

prepared using the thin-film hydration method, and formulation parameters were optimized by varying the ratios of GAA, 

phospholipids, and cholesterol. Particle size, ζ potential, and morphology were characterized. In vitro drug release and formulation 

stability were evaluated under different media, dilution, and storage conditions. Hemocompatibility was assessed by hemolysis assays. 

Cellular uptake efficiency was examined using confocal laser scanning microscopy and flow cytometry. Antiproliferative effects and 

apoptosis induction in HepG2 cells were analyzed using CCK-8 and Annexin V-FITC/PI assays, respectively. Results  The optimized 

GA-Lips exhibited a uniform spherical morphology with a mean particle size of (74.52 ± 1.00) nm, a PDI of 0.26 ± 0.01, and a ζ 

potential of (−46.75 ± 1.61) mV. The formulation showed sustained drug release, excellent stability under various test conditions, and 

negligible hemolytic activity. GA-Lips significantly enhanced cellular uptake efficiency in HepG2 cells compared with free GAA. 

Moreover, GA-Lips exhibited pronounced cytotoxic effects and markedly increased apoptosis induction. Conclusion  The optimized 

GA-Lips demonstrated favorable stability and hemocompatibility, effectively enhancing the cellular uptake efficiency and in vitro 

antitumor efficacy of GAA. These results support the potential of GA-Lips as a promising nanocarrier system for ganoderic acid A and 
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provide a foundation for further in vivo and mechanistic studies. 

Key words: ganoderic acid A; liposomes; thin-film dispersion; formulation optimization; antitumor activity; nanocarrier system 

 

灵芝酸 A（ganoderic acid A，GAA）是存在于

多孔菌科真菌赤芝 Ganoderma lucidum (Leyss. ex 

Fr.) Karst.中的三萜类天然产物[1]，具有明确的抗肿

瘤[2-3]、抗炎[4]及免疫调节活性[5]，尤其在肝癌[6-7]、

乳腺癌[8]及肺癌[9]等多种肿瘤模型中表现出细胞增

殖抑制、凋亡诱导和转移抑制等潜在药效[10-11]。然

而，灵芝酸 A本身存在水溶性差、膜通透性低、稳

定性不足等理化缺陷[12-13]，导致其在体外研究中生

物利用度有限，难以获得理想作用强度，也限制了

其作为候选抗肿瘤化合物的进一步开发[14]。 

纳米递送系统（nanocarriers）为改善天然产物

的递送性能提供了有效策略 [15]，其中，脂质体

《（liposomes）因其生物相容性好、可包封疏水性药

物、能够提高药物稳定性和细胞摄取效率[16]，而被

广泛应用于抗肿瘤药物递送[17]。已有研究表明，通

过脂质体包封疏水性天然产物[18]，可显著提升其溶

解度、改善细胞摄取途径并实现缓释效果[19]，从而

增强体外药效及安全性。但目前，针对灵芝酸 A的

脂质体制剂研究较少，缺乏系统的处方优化、结构

与理化性质表征，以及体外抗肿瘤效应的整合性评

价研究。基于此，本研究以薄膜分散法构建灵芝酸

A脂质体（ganoderic acid A liposomes，GA-Lips），

通过调节药物、卵磷脂与胆固醇比例进行处方优

化，并对优化后制剂的粒径、ζ 电位及形貌进行系

统表征。在此基础上，通过体外释放、介质稳定性

及稀释稳定性实验全面评价制剂稳定性，并以溶血

实验验证其血液相容性。进一步地，采用激光共聚

焦显微镜和流式细胞术联合分析脂质体的细胞摄

取效率；利用 CCK-8实验评估其体外抗肿瘤活性，

并通过 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡流式实验探讨

其诱导肿瘤细胞凋亡的能力。通过上述研究，旨在

提升灵芝酸 A 的递送效率，增强其体外抗肿瘤作

用，为该天然产物的纳米制剂开发与机制研究提供

新的思路与实验基础。相较于传统游离药物递送模

式，本研究构建的脂质体递送系统可显著改善灵芝

酸 A的稳定性与细胞靶向性，为中药活性成分的高

效递送提供了可借鉴的制剂技术方案。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Nano Drop One型紫外-可见分光光度计，美国

赛默飞世尔科技有限公司；KQ5200E型超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司；Zetasizer Nano ZS型

粒度分析仪，英国马尔文帕纳科有限公司；R206D

型旋转蒸发仪，上海申生科技有限公司；Dragonfly 

200 型高分辨连续光谱激光共聚焦显微镜，英国

ANDOR科技有限公司；Cyto Flex型流式细胞仪，

美国贝克曼库尔特有限公司；UFC501096型超滤离

心管，截留相对分子质量 10 000，美国Millipore公

司；JEM-1230型透射式电子显微镜，日本电子株式

社公司。 

1.2  药品与试剂 

对照品灵芝酸 A，批号 C81907622，质量分数

98%，购自南京春秋生物工程有限公司；卵磷脂，

批号 A422416-0100，购自生工生物工程《（上海）股

份有限公司；胆固醇，批号 C40110，购自艾伟拓《（上

海）医药科技有限公司；香豆素 6《（coumarin 6，C6），

货号 38215-36-0，购自美国Med Chemexpress生物

科技公司。 

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡试剂盒，货号 E-

CK-A211，购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司；DMEM 高糖培养基（货号 MA0212）、磷酸盐

缓冲液《（PBS，货号MA0015）、RPMI-1640培养基

《（货号MA0215）、CCK-8试剂《（货号MAO225），购

自大连美仑生物技术有限公司；胎牛血清（fetal 

bovine serum，FBS），货号 A5256701，购自美国赛

默飞世尔科技公司。 

2  方法与结果 

2.1  GA-Lips 的制备 

采用薄膜分散法[20]制备脂质体。将灵芝酸 A、

卵磷脂、胆固醇按预定浓度溶解于无水乙醇中，按

照预定比例，依次加入后超声辅助使各组分完全混

合，并转移至 25 mL圆底烧瓶中，加入适量的无水

乙醇，在 40 ℃和 100 r/min的条件下旋转蒸发，以

除去有机溶剂，并在烧瓶内壁形成均匀连续的脂质

薄膜。待薄膜完全形成后，加入等量双蒸水，并在

额定超声功率《（200 W）条件下处理 2 min，使脂质

薄膜充分水化并脱落，获得脂质体混悬液。脂质体

混悬液，即可得到 GA-Lips，于 4 ℃下保存。 

载体空白脂质体《（blank liposomes，B-Lips）的

制备方法与 GA-Lips相同，但不加入灵芝酸 A。 
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2.2  灵芝酸 A 体外分析方法的建立 

2.2.1  检测波长的确定  参照参考文献方法[21]，选

择灵芝酸 A的检测波长为 252 nm。 

2.2.2  线性关系考察  称取适量灵芝酸 A对照品，

溶于无水乙醇中配制成 1.250 mmol/L的母液，随后

用无水乙醇将该母液梯度稀释，得到 0.625、0.313、

0.156、0.078 mmol/L 的灵芝酸 A 对照品溶液。在

252 nm波长处测其吸光度（A）值。以灵芝酸 A浓

度为横坐标（X）、A值为纵坐标（Y）绘制标准曲线，

进行线性回归，得回归方程为 Y＝11.724 X，R2＝

0.999 6，结果表明灵芝酸 A在 0.078～1.250 mmol/L

线性关系良好。 

2.2.3  精密度考察  取灵芝酸 A对照品储备液，用

无水乙醇分别稀释为高（1.250 mmol/L）、中（0.625 

mmol/L）、低（0.313 mmol/L）3个浓度溶液，在 252 

nm波长处连续测定 6次 A值，计算其 RSD以考察

仪器精密度。结果显示，3个浓度溶液 A值的 RSD

分别为 0.86%、0.94%、1.02%，表明该方法具有良

好的精密度。 

2.2.4  稳定性考察  取 GA-Lips溶液，在室温条件

下分别于制备后 0、2、4、8、12、24 h在 252 nm波

长处测定其 A值，并根据标准曲线计算浓度，计算

其 RSD值。结果表明 A值的 RSD为 1.18%，表明

供试品溶液在 24 h内稳定性良好。 

2.2.5  重复性考察  平行制备 6份 GA-Lips溶液，

在 252 nm波长处测定其 A值，并根据标准曲线计

算浓度。结果计算得到灵芝酸 A 浓度的 RSD 为

1.05%，表明该方法重复性良好。 

2.2.6  加样回收率考察  精密吸取 B-Lips 溶液 0.1 

mL，置于 1 mL离心管中，分别加入一定量灵芝酸

A对照品溶液，使其最终浓度为高（1.250 mmol/L）、

中（0.625 mmol/L）、低（0.313 mmol/L）3个水平，

每个浓度平行制备 3 份。混匀后在 252 nm 波长处

测定其 A值，并根据标准曲线计算浓度，进一步计

算加样回收率。结果表明，灵芝酸 A在高、中、低

3个浓度水平下的平均加样回收率分别为 100.92%、

99.84%、101.15%，RSD 分别为 1.18%、1.26%、

1.34%，表明该方法准确度良好，符合检测要求。 

2.3  包封率、载药量、粒径、PDI 及 ζ 电位的测定 

2.3.1  包封率、载药量的测定  将 GA-Lips取 100 

μL，加入截留相对分子质量为 10 000的超滤离心管

中，于 4 ℃、12 000×g离心 5 min。滤液即为游离

灵芝酸 A 溶液，收集其体积（V 游离）。取滤液经适

当稀释后，用紫外-可见分光光度计在 252 nm处测

定 A值，代入标准曲线方程 Y＝11.724 X计算游离

药物质量浓度（C 游离）。 

包封率＝(W 总－C 游离V 游离)/W 总 

载药量＝(W 总－C 游离V 游离)/W 纳米粒 

W 总为初始投药量，C 游离为游离药物质量浓度，V 游离为滤液

体积，W 纳米粒为纳米粒干质量 

2.3.2  粒径及 ζ 电位的测定  取 GA-Lips 制剂 70 

μL置于粒径样品池中，采用 Zetasizer nano ZS型粒

度分析仪测定粒径、多分散指数（polydispersity 

index，PDI）；再取 GA-Lips 70 μL，采用双蒸水稀

释后，混匀，置于 ζ电位样品池中，采用 Zetasizer 

nano ZS 型粒度分析仪测定 ζ 电位，每份样品重复

测定 3次。 

2.4  单因素考察 GA-Lips 处方工艺 

为优化 GA-Lips的制备工艺，以包封率、载药

量、粒径、PDI及 ζ电位为评价指标，分别考察胆脂

比、药脂比、水化温度及超声时间对脂质体的影响。

各组分按设定比例进行相应调整。每组处方均独立

制备 3批脂质体样品，结果以 x s 表示（n＝3）。 

2.4.1  胆固醇与卵磷脂质量比（胆脂比）考察  固

定处方中灵芝酸 A（2.5 mmol/L）、卵磷脂（50.0 

mmol/L），仅调整胆脂比分别为 1∶3、1∶4、1∶5、

1∶8、1∶10、1∶20，制备 GA-Lips，以包封率、

载药量、粒径、PDI、ζ电位作为考察指标对其进行

评价，结果见表 1。本研究以胆脂比 1∶4组为参照，

经独立样本 t 检验后，在不同胆脂比条件下制备的

GA-Lips 在包封率、载药量、粒径、PDI 及 ζ 电位

等指标上均表现出一定差异。综合考虑各评价参

数，当胆脂比为 1∶4时，GA-Lips表现出相对较高

的包封率、合适的粒径与分布（PDI较小），同时 ζ

电位绝对值较大，体系分散性与稳定性较为理想。

因此，以 1∶4 胆脂比作为后续工艺优化与性能研

究的参考制备条件。 

2.4.2  灵芝酸 A 与卵磷脂质量比（药脂比）考察  

固定处方中卵磷脂（50.0 mmol/L）、胆固醇（12.5 

mmol/L）的用量，仅调整药脂比分别为 1∶10、1∶

15、1∶20、1∶25、1∶30、1∶35，制备 GA-Lips，

以包封率、载药量、粒径、PDI、ζ电位作为考察指

标对其进行评价，结果见表 2。本研究以药脂比 1∶

20组为参照，经独立样本 t检验后，在不同药脂比

条件下制备的 GA-Lips在包封率、载药量、粒径、

PDI及 ζ电位等指标上均表现出一定差异。综合考 
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表 1  胆脂比对 GA-Lips 包封率、载药量、粒径、PDI、ζ 电位的影响考察 ( x s , n = 3) 

Table 1  Investigation on effects of bile to lipid ratio on encapsulation efficiency, drug loading, particle size, PDI, and ζ 

potential of GA-Lips ( x s , n = 3) 

胆脂比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1∶3 76.87±0.64*** 2.15±0.02*** 49.50±0.4*** 0.31±0.01* −30.97±3.15** 

1∶4 82.61±0.24 2.39±0.01 60.94±0.15 0.28±0.01 −48.30±1.49 

1∶5 77.04±0.71*** 2.28±0.02** 48.54±0.52*** 0.31±0.00* −35.40±3.39** 

1∶8 79.09±0.24*** 2.42±0.01* 88.23±0.65*** 0.28±0.01 −41.13±3.61* 

1∶10 78.12±0.55*** 2.42±0.02 85.95±0.24*** 0.28±0.01 −35.93±2.25* 

1∶20 67.18±0.24*** 2.13±0.01*** 459.57±15.59*** 0.98±0.04*** −54.20±1.44* 

与胆脂比 1∶4比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs bile to lipid ratio 1:4. 

表 2  药脂比对 GA-Lips 包封率、载药量、粒径、PDI、ζ 电位的影响考察 ( x s , n = 3) 

Table 2  Investigation on effects of drug-to-lipid ratio on encapsulation efficiency, drug loading, particle size, PDI, and ζ 

potential of GA-Lip ( x s , n = 3) 

药脂比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1∶10 76.56±0.69*** 4.31±0.04*** 85.84±1.44*** 0.30±0.04 −32.93±0.31** 

1∶15 75.53±0.26*** 2.88±0.01*** 90.65±1.75*** 0.28±0.01 −28.23±2.31* 

1∶20 82.25±0.23 2.38±0.01 71.65±0.39 0.29±0.01 −20.77±2.30 

1∶25 76.77±0.45*** 1.79±0.01*** 77.09±1.23* 0.29±0.00 −16.50±1.97 

1∶30 77.43±0.45*** 1.51±0.01*** 127.60±1.55*** 0.29±0.01 −36.43±1.26*** 

1∶35 80.55±0.17** 1.35±0.00*** 91.06±0.55*** 0.28±0.00 −20.40±0.85 

与药脂比 1∶20比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs drug to lipid ratio 1:20. 

虑各评价参数，当药脂比为 1∶20时，GA-Lips表

现出相对较高的包封率、合适的粒径与分布（PDI较

小），同时 ζ电位绝对值较大，体系分散性与稳定性

较为理想。因此，以 1∶20药脂比作为后续工艺优

化与性能研究的参考制备条件。 

2.4.3  水化温度考察固定  固定处方中灵芝酸 A

（2.5 mmol/L）、卵磷脂（50.0 mmol/L）、胆固醇（12.5 

mmol/L）的用量，仅调整水化温度分别为 30、35、

40、45、50、55 ℃，制备 GA-Lips，以包封率、载

药量、粒径、PDI、ζ电位作为考察指标对其进行评

价，结果见表 3。本研究以水化温度 45 ℃组为参

照，经独立样本 t 检验后，在不同水化温度下制备

的 GA-Lips在包封率、载药量、粒径、PDI及 ζ电

位等指标上均表现出一定差异。综合考虑各评价参

数，当水化温度 45 ℃时，GA-Lips表现出相对较高

的包封率、合适的粒径与分布（PDI较小），同时 ζ

电位绝对值较大，体系分散性与稳定性较为理想。

因此，以水化温度 45 ℃作为后续工艺优化与性能

研究的参考制备条件。 

2.4.4  超声时间考察固定  固定处方中灵芝酸 A 

表 3  水化温度对 GA-Lips 包封率、载药量、粒径、PDI、ζ 电位的影响考察 ( x s , n = 3) 

Table 3  Investigation on effect of hydration temperature on encapsulation efficiency, drug loading, particle size, PDI, and ζ 

potential of GA-Lips ( x s , n = 3) 

水化温度/℃ 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

30 82.32±0.28 2.38±0.00 74.79±1.20 0.27±0.01 −43.20±2.10*** 

35 83.23±0.49 2.41±0.01 77.67±2.27 0.29±0.00 −44.07±1.21*** 

40 84.03±0.48** 2.43±0.01** 79.54±1.47* 0.28±0.00 −17.57±1.07** 

45 82.50±0.17 2.39±0.00 75.11±1.73 0.28±0.00 −23.30±1.06 

50 83.18±0.89 2.41±0.03 86.84±2.20* 0.28±0.01 −9.98±1.16*** 

55 82.21±0.27 2.38±0.01 93.41±0.74*** 0.27±0.01 −24.37±1.37 

与水化温度 45 ℃比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs hydration temperature 45 ℃. 
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（2.5 mmol/L）、卵磷脂（50 mmol/L）、胆固醇（12.5 

mmol/L）的用量，水化温度为 45 ℃，仅调整超声

时间分别为 2、4、6、8、10、12 min，制备 GA-Lips，

以包封率、载药量、粒径、PDI、ζ电位作为考察指

标对其进行评价，结果见表 4。本研究以超声时间

4 min组为参照，经独立样本 t检验后，在不同超声

时间下制备的 GA-Lips在包封率、载药量、粒径、

PDI及 ζ电位等指标上均表现出一定差异。综合考

虑各评价参数，当超声时间 4 min 时，GA-Lips 表

现出相对较高的包封率、合适的粒径与分布（PDI较

小），同时 ζ电位绝对值较大，体系分散性与稳定性

较为理想。因此，以超声时间 4 min作为灵芝酸 A

脂质体制备的最优超声参数，用于后续制剂学评价

和体外细胞实验。 

表 4  超声时间对 GA-Lips 包封率、载药量、粒径、PDI、ζ 电位的影响考察 ( x s , n = 3) 

Table 4  Investigation on effects of sonication time on encapsulation efficiency, drug loading, particle size, PDI, and ζ 

potential of GA-Lips ( x s , n = 3) 

超声时间/min 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

2 82.85±0.13 2.40±0.00 100.34±2.11*** 0.28±0.01 −18.40±8.85*** 

4 82.82±0.22 2.40±0.01 78.19±1.79 0.30±0.04 −41.99±1.39 

6 82.22±0.28* 2.38±0.01* 55.00±0.72*** 0.34±0.04 −24.29±0.69*** 

8 82.82±0.22 2.40±0.01 49.38±0.27*** 0.32±0.05 −25.27±1.06*** 

10 81.93±0.07* 2.37±0.00* 54.96±0.79*** 0.29±0.01 −30.27±4.47* 

12 81.68±0.22* 2.36±0.01* 64.86±0.87*** 0.32±0.03 −20.77±1.63*** 

与超声时间 4 min比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs sonication time 4 min. 

2.4.5  最佳处方工艺确定及实验验证  综合单因素

考察结果，确定 GA-Lips的最佳制备条件为胆脂比

1∶4，药脂比 1∶20，水化温度 45 ℃，超声时间 4 

min。在该条件下，灵芝酸 A、卵磷脂和胆固醇的投

料浓度分别为 2.5、50.0、12.5 mmol/L，脂质薄膜形

成后，加入等体积双蒸水进行水化。在单因素考察

确定的最佳处方条件《（胆脂比 1∶4，药脂比 1∶20，

水化温度 45 ℃，超声时间 4 min）下，独立制备 3

批 GA-Lips样品，对其粒径、PDI、ζ电位进行测定，

以评价工艺的稳定性和重复性，结果见表 5。 

表 5  最佳处方工艺验证结果 ( x s , n = 3) 

Table 5  Validation results of optimal prescription process 

( x s , n = 3) 

批次 粒径/nm PDI ζ电位/mV 

1 75.47 0.276 −45.09 

2 74.60 0.253 −46.86 

3 73.48 0.266 −48.31 
 

2.5  GA-Lips 的制剂学评价 

2.5.1  粒径、PDI、ζ电位的测定  采用最佳处方工

艺制备 GA-Lips，按照前述方法测定粒径、PDI、ζ

电位，结果 GA-Lips的平均粒径为（74.52±1.00）

nm，PDI为 0.26±0.01，ζ电位为（−46.75±1.61）

mV（图 1）。 

2.5.2  透射式电子显微镜（ transmission electron 

microscope，TEM）形态学观察  采用最佳处方制备 

 

 

图 1  GA-Lips 的粒径分布 (A) 和 ζ 电位分布 (B) 

Fig. 1  Particle size distribution (A) and ζ potential 

distribution (B) of GA-Lips 

GA-Lips，用适量纯水稀释后，取少许滴至铺有碳膜

的铜网上，用 2%磷乌酸染色，晾干后用 TEM观察

并拍照。结果如图 2所示，可见 GA-Lips呈近圆球

形，大小较均匀，分散性好。 

2.5.3  体外释放实验  采用超滤离心法评估 GA-

Lips的体外释放行为。首先，将 GA-Lips混悬液加 
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图 2  GA-Lips 的 TEM 形态图 

Fig. 2  TEM of GA-Lips 

入到不同 pH值条件的 PBS《（pH 7.4、6.8、5.0）中，

配成 1.2 mL体系（PBS与GA-Lips体积比 1.1∶0.1），

置于 37 ℃、100 r/min摇床中孵育。在预定时间点

（0、0.5、1、2、4、8、12、24、48 h），取样 150 µL

转移至超滤离心管中，于 4 ℃、12 000×g 离心 5 

min。收集滤液并测定其 A 值，通过同一缓冲液标

准曲线换算出当次游离药物质量浓度《（Cn）。离心后

补加等体积预热 PBS以维持体系总体积恒定，从而

避免因取样导致体系体积减少而影响累积释放量

的计算。累积释放量按以下公式计算。 

Mcum,n＝V0Cn＋∑   VsCi 

累积释放率＝Mcum,n/Mtotal 

Mcum,n为第 n个时间点的累积释放量，Mtotal为体系中药物的

总量；V0为初始释放体系总体积（1.2 mL），Vs为每次取样

体积（0.15 mL），Ci为各时间点测得的游离药物质量浓度 

实验独立重复 3次《（n＝3），结果以 x s 表示。

结果如图 3 所示，GA-Lips 在不同 pH 值条件下均

表现出典型的缓释特征。在 pH 7.4条件下，0 h即

观察到约 15%的初始释放，该现象被认为主要来源

于少量弱吸附于脂质体表面或分布于脂质双层浅

层区域的药物分子，是被动包封型脂质体体系中常

见的初始突释行为。 
 

 

图 3  GA-Lips 的体外释放曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  In vitro release curves of GA-Lips ( x s , n = 3) 

随着时间延长，药物释放速率逐渐减缓。2 h时

累积释放约为 60%，4 h升至约 80%，在 8 h之后进

入平台期，至 24～48 h累积释放稳定在约 85%，表

明GA-Lips在生理条件下具有较好的结构稳定性和

可控的持续释放能力。值得注意的是，GA-Lips 的

释放行为呈现明显的 pH 值相关性。在弱酸性条件

《（pH 6.8）下，药物释放速率较 pH 7.4明显加快，而

在更强酸性条件《（pH 5.0）下，GA-Lips表现出进一

步增强的释放行为，24 h内累积释放率接近完全释

放。这一结果表明，GA-Lips 在模拟肿瘤微环境及

内体/溶酶体环境中具有良好的酸响应释放特性，有

利于其在肿瘤细胞内实现更高效的药物释放。总体

而言，GA-Lips 在生理条件下保持相对稳定，而在

酸性环境中加速释放，兼具缓释性与环境响应性，

为其后续在肝癌细胞（HepG2 cells）中的高效抗肿

瘤作用提供了重要的实验依据。 

2.5.4  稳定性考察 

（1）介质稳定性：为评价 GA-Lips在不同生物

相关介质中的稳定性，将 GA-Lips按 8倍稀释加入

以下各体系：DMEM、PBS、RPMI-1640、DMEM＋

10% FBS、PBS＋10% FBS、RPMI-1640＋10% FBS，

采用动态光散射（dynamic light scattering，DLS）测

定脂质体粒径、PDI，并记录其变化。 

（2）稀释稳定性：为模拟 GA-Lips在细胞实验

或体内环境中的稀释行为，将 GA-Lips按不同倍数

加入 DMEM 中，使最终稀释倍数分别为 8、16、

32、64、128、256、512倍，测定其粒径与 PDI。 

（3）长期稳定性：将 GA-Lips置于 4 ℃避光条

件下保存，连续 7 d测定粒径、PDI与 ζ电位变化。

上述实验均重复 3次。 

结果如表 6～8所示，GA-Lips在多条件下均表

现出良好的物理稳定性。介质稳定性结果显示，GA-

Lips在 PBS、不同基础培养基及含 FBS的培养基中

粒径与 PDI变化均不显著；稀释稳定性表明，即使 

表 6  GA-Lips 的介质稳定性考察 ( x s , n = 3) 

Table 6  Medium stability of GA-Lips ( x s , n = 3) 

培养基 粒径/nm PDI 

PBS 60.07±0.21 0.18±0.01 

DMEM 63.90±0.81 0.15±0.01 

RPMI-1640 60.49±0.74 0.14±0.01 

PBS＋10% FBS 56.82±0.06 0.16±0.01 

DMEM＋10% FBS 59.63±0.80 0.21±0.02 

RPMI-1640＋10% FBS 56.86±0.70 0.19±0.01 
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表 7  GA-Lips 的稀释稳定性考察 ( x s , n = 3) 

Table 7  Dilution stability of GA-Lips ( x s , n = 3) 

稀释倍数 粒径/nm PDI 

8 63.90±0.81 0.15±0.01 

16 64.60±0.12 0.16±0.00 

32 64.63±0.26 0.17±0.02 

64 65.14±0.79 0.17±0.03 

128 65.77±1.21 0.20±0.03 

256 67.87±0.55 0.20±0.02 

512 69.32±0.99 0.22±0.01 

表 8  GA-Lips 的长期稳定性考察 ( x s , n = 3) 

Table 8  Long-term stability of GA-Lips ( x s , n = 3) 

t/d 粒径/nm PDI t/d 粒径/nm PDI 

1 74.52±1.00 0.26±0.01 5 77.69±0.21 0.30±0.01 

2 74.44±1.01 0.27±0.01 6 80.74±2.05 0.29±0.01 

3 76.88±1.94 0.28±0.01 7 81.46±2.19 0.30±0.03 

4 77.45±0.90 0.29±0.01    

 

在 8～512 倍的大幅稀释范围内，粒径始终维持在

60～70 nm，分散性稳定；长期稳定性结果显示，制

剂在 4 ℃存放 7 d期间粒径及 PDI基本保持不变。

上述结果说明 GA-Lips具备优异的介质稳定性、稀

释稳定性及短期储存稳定性，为后续细胞及体外实

验提供可靠的制剂基础。 

2.5.5  溶血实验  本研究制备的 GA-Lips，预期开

发为静脉给药制剂，旨在通过增强渗透与滞留

（enhanced permeability and retention，EPR）效应实

现肿瘤组织的被动靶向递送，溶血实验是静脉给药

制剂的关键安全性评价指标，因此本研究采用红细

胞溶血实验检测 GA-Lips的血液相容性，以初步验

证其静脉给药的安全性潜力。 

取新鲜抗凝全血，于 5 000×g，4 ℃离心 10 min

去除血浆后，用 PBS（pH 7.4）对红细胞进行 3次

洗涤，直至上清澄清。随后使用 PBS将红细胞重悬

制备 2%红细胞悬液备用。实验设置阴性对照

（PBS）、阳性对照（1% TritonX-100）、空白载体脂

质体、以及含药脂质体（GA-Lips）。将各样品按预

设终浓度取 20 µL，与 180 µL 2%红细胞悬液轻柔

混匀，使每孔总反应体积为 200 µL。于 37 ℃孵育

3 h，孵育结束后以 3 000×g，4 ℃离心 5 min，使

未裂解红细胞沉淀。小心吸取上清 100 µL至 96孔

板，于 540 nm测定吸光度（A）值。如设置样品空

白，则将其 A值从对应样品组中扣除，以排除样品

颜色干扰。溶血率按以下公式计算。 

溶血率＝(A 样品－A 阴性)/(A 阳性－A 阴性) 

A 阴性为阴性对照《（PBS），A 阳性为阳性对照《（1% TritonX-100） 

所有实验均进行 3次独立重复。结果如图 4和

表 9所示，PBS阴性对照组几乎无溶血现象，而 1% 

TritonX-100阳性对照组呈现完全溶血，验证了实验

方法的可靠性。GA-Lips 在检测浓度范围内，未见

明显红细胞破裂，溶血率均低于 2%，显著低于生物

材料安全评价中一般认可的 5%溶血安全阈值[22]。

同时，空白载体脂质体亦表现出相似的低溶血水

平，说明其脂质组成对红细胞膜具有良好的生物相

容性。 

 

图 4  GA-Lips 的血液相容性 

Fig. 4  Blood compatibility of GA-Lips 

表 9  GA-Lips 的溶血率 ( x s , n = 3) 

Table 9  Hemolysis rate of GA-Lips ( x s , n = 3) 

组别 溶血率/% 组别 溶血率/% 

阴性对照 0.17±0.29 载体空白 1.19±0.78 

阳性对照 100.17±5.89 GA-Lips 1.02±0.51 
 

2.6  GA-Lips 的体外抗肿瘤效应 

2.6.1  细胞摄取实验（流式细胞术分析）  为更全

面、动态地评估 GA-Lips介导的细胞摄取行为，采

用香豆素-6（C6）作为荧光探针，对 HepG2细胞在

不同孵育时间下的摄取情况进行了流式细胞术分

析。具体而言，HepG2细胞接种于 6孔板（4×105

细胞/孔），贴壁后分别给予对照（未给药）、游离 C6

（终浓度 0.6 μmol/L）以及 GA-Lips/C6（终浓度 0.6 

μmol/L）处理，并在 37 ℃、5% CO2条件下孵育 0.5、

2、4、6 h。各时间点孵育结束后，细胞经 PBS清洗

以去除细胞外非特异性荧光信号，随后消化、收集

并重悬，通过流式细胞仪在FITC通道［Ex 488 nm/Em

（530±30）nm］采集荧光信号，每组样品至少记录

10 000 个细胞（events），并以几何平均荧光强度

（mean fluorescence intensity，MFI）作为定量指标。

结果如图 5和表 10所示，游离 C6在 HepG2细胞

中的荧光信号整体较弱，相比之下，GA-Lips/C6组 

阴性对照   阳性对照    载体空白 GA-Lips 
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流式峰依次为对照组、C6、GA-Lips/C6（0.5 h）、GA-Lips/C6（2 

h）、GA-Lips/C6（4 h）、GA-Lips/C6（6 h）。 

The flow peaks were control group, C6, GA-Lips/C6 (0.5 h), GA-

Lips/C6 (2 h), GA-Lips/C6 (4 h) and GA-Lips/C6 (6 h) in turn. 

图 5  GA-Lips 在 HepG2 细胞中的摄取效率 (流式细胞术

分析) 

Fig. 5  Uptake efficiency of GA-Lips in HepG2 cells (flow 

cytometry) 

表 10  GA-Lips 在 HepG2 细胞中的摄取效率定量 ( x s , 

n = 3) 

Table 10  Uptake efficiency quantification of GA-Lips in 

HepG2 cells ( x s , n = 3) 

组别 MFI 

对照 3 364.33±599.41 

C6 56 419.33±3 843.88*** 

GA-Lips/C6（0.5 h） 140 200.67±3 397.65*** 

GA-Lips/C6（2 h） 203 956.67±10 307.45*** 

GA-Lips/C6（4 h） 118 921.67±3 064.89*** 

GA-Lips/C6（6 h） 674 666.67±33 852.62*** 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

在不同孵育时间下均表现出显著高于游离 C6 组的

荧光信号，表明GA-Lips能够有效提高C6在HepG2

细胞中的整体摄取水平。值得注意的是，GA-Lips/ 

C6 组的荧光强度随时间呈现出明显的动态变化特

征，在 6 h时达到相对较高水平，提示其细胞摄取

及胞内累积过程并非线性增加，而可能受到内吞、

胞内转运及荧光探针释放或外排等多因素的共同

调控。 

2.6.2  细胞摄取实验（共聚焦显微成像）  在明确

GA-Lips/C6 在不同孵育时间下的细胞摄取动力学

特征后，进一步选择具有代表性的时间点对其细胞

内分布情况进行共聚焦显微成像观察。基于流式细

胞术结果，6 h时 GA-Lips/C6组表现出显著高于游

离 C6 组的细胞内荧光信号水平，因此选取该时间

点用于后续共聚焦验证实验。将 HepG2细胞以每孔

1.5×105 个接种于共聚焦专用培养皿，贴壁后分别

加入对照（未给药）、游离香豆素-6（C6，终浓度 0.6 

μmol/L）以及 GA-Lips/C6（终浓度 0.6 μmol/L）处

理。细胞在 37 ℃孵育一定时间后，依次用 PBS洗

涤、4%多聚甲醛固定，并以 DAPI染核，随后在共

聚焦显微镜下采集图像。 

结果如图 6显示，对照组仅有弱背景荧光；游

离 C6组细胞呈现较低水平的绿色荧光；相比之下，

GA-Lips/C6组细胞内荧光信号明显增强，胞质区域

呈现更强、更均一的绿色荧光。该结果表明 GA-Lips

能显著提高 C6在 HepG2细胞中的摄取效率。 

 

 

 

图 6  HepG2 细胞对 GA-Lips 的摄取 (共聚焦显微成像) 

Fig. 6  Uptake of GA-Lips by HepG2 cells (confocal 

microscopy) 

2.6.3  细胞毒性实验  采用 CCK-8 法评估灵芝酸

A脂质体（GA-Lips）对 HepG2细胞的体外增殖抑

制作用。将细胞以 5 000细胞/孔的密度接种于 96孔

板中，培养过夜至贴壁。弃去旧培养基后，分别加

入以下处理组：①对照组《（完全培养基）；②载体空

白脂质体《（载体空白）；③游离灵芝酸 A；④含药脂

质体（GA-Lips）。药物浓度梯度设定为 50、100、

150、200、250、300、350 μmol/L，所有样品均采用

DMEM稀释至终浓度。细胞继续孵育 24 h后，每孔

加入 10% CCK-8试剂，置于 37 ℃下孵育 1～2 h。
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随后使用酶标仪测定 450 nm处的 A值。细胞相对

存活率按下式计算。 

细胞存活率＝(A 样品－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

A 空白为不含细胞的空白孔 A值，A 对照为未给药对照组 A值 

所有实验均进行 3次独立重复。CCK-8结果如

图 7 所示，载体空白脂质体在所给浓度范围内对

HepG2细胞几乎不产生明显细胞毒性，细胞存活率

始终保持在较高水平，表明载体材料具有良好的生

物相容性。游离灵芝酸 A 对 HepG2 细胞的增殖表

现出一定的抑制作用，且随浓度升高细胞存活率逐

渐下降。相比之下，GA-Lips 在相同药物浓度条件

下对 HepG2细胞的增殖抑制作用更为显著，尤其在

中高浓度范围（≥200 μmol/L）时，其细胞存活率明

显低于游离药物组。上述结果表明，将灵芝酸 A负

载于 GA-Lips 中可增强其对 HepG2 细胞的体外抗

增殖活性，而载体本身不引入额外细胞毒性。 

2.6.4  细胞凋亡实验  为比较GA-Lips与游离药物 
 

 

图 7  GA-Lips 对 HepG2 细胞增殖的抑制作用 ( x s ,  

n = 3) 

Fig. 7  Inhibitory effect of GA-Lips on proliferation of 

HepG2 cells ( x s ,n = 3) 

在诱导细胞凋亡方面的差异，采用 Annexin V-FITC/ 

PI双染法，对 HepG2细胞凋亡情况进行流式细胞术

分析。将 HepG2细胞铺于 6孔板，每孔接种 4.0×

105细胞，37 ℃、5% CO2培养过夜待贴壁。实验分

为对照组《（未处理）、载体空白组《（空载体同体积加

入）、游离药物组《（游离灵芝酸 A）和 GA-Lips组，

3组均设置≥3复孔。以 200 μmol/L的浓度处理 24 h

后，吸除培养基，PBS轻轻洗涤 2次；用 0.25%胰

酶收集细胞，300×g离心 5 min，弃上清，重悬于冷

PBS 中。按试剂盒说明配制 Annexin V-FITC 与 PI

溶液。将约 1×105细胞悬于 100 μL结合缓冲液中，

加入 Annexin V-FITC与 PI，室温避光孵育 10～15 

min。孵育后加入 500 μL结合缓冲液，立即用流式

细胞仪检测。使用流式细胞仪，记录 10 000个细胞

《（events）。结果如图 8和表 11所示，对照组与载体

空白组细胞主要分布于 Annexin V⁻/PI⁻象限，凋亡

率均维持在较低水平《（1%～2%），表明载体本身对

HepG2 细胞几乎无明显细胞毒性。游离药物处理

后，细胞凋亡比例出现一定程度升高，提示游离药

物对 HepG2 细胞具有一定的促凋亡作用。相比之

下，GA-Lips组中 Annexin V阳性细胞比例显著增

加，早期与晚期凋亡细胞总比例约达 50%，显著高

于对照组、载体空白组及游离药物组（P＜0.001）。

上述结果表明，在相同药物浓度和作用时间条件

下，GA-Lips较游离药物能够更有效地诱导 HepG2

细胞发生凋亡，提示纳米载体递送形式有助于增强

药物的细胞内作用效果。 

3  讨论 

灵芝酸 A是一类来源明确、结构清晰的三萜类

化合物，已有大量研究证明其在抑制肿瘤增殖、诱

导凋亡及调控多条信号通路等方面具有显著活性。

然而，由于灵芝酸 A本身水溶性差、易降解且口服 

 

             

图 8  GA-Lips 对 HepG2 细胞凋亡的影响 

Fig. 8  Effect of GA-Lips on apoptosis in HepG2 cells 
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表 11  GA-Lips 对 HepG2 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Table 11  Quantitative effects of GA-Lips on apoptosis in 

HepG2 cells ( x s , n = 3) 

组别 浓度/(μmol∙L−1) 凋亡率/% 

对照 − 2.74±1.19 

空白载体 − 2.18±0.12 

灵芝酸 A 200 29.83±2.01*** 

GA-Lips 200 45.44±1.58*** 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

吸收受限，其体内应用受到显著制约。纳米递药系

统，尤其是脂质体，以其良好的生物相容性、可改

善溶解度及延长循环时间等优势，成为提升灵芝酸

A应用潜力的重要策略。本研究基于薄膜分散法构

建并优化 GA-Lips，通过调控处方关键参数实现了

粒径小、稳定性高的递药系统，且在 HepG2肿瘤细

胞中展现出优异的细胞摄取效率及增强的体外抗

肿瘤效应，为灵芝酸 A后续纳米化研究提供了新的

思路。 

在处方优化方面，本研究发现药物、卵磷脂及

胆固醇比例对脂质体结构形成与物理性质具有决

定作用。适当的胆固醇含量不仅可调节脂双层的流

动性与致密性，还可有效提升膜稳定性，避免颗粒

在储存及稀释过程中发生聚集或泄漏。优化后的

GA-Lips粒径约 75 nm，PDI＜0.3，电位约−47 mV，

均符合高质量纳米制剂的特征。这类粒径大小既有

利于在体内实现良好的肿瘤被动靶向《（EPR效应），

又可减少巨噬系统的快速清除，同时保证制剂在细

胞内内吞途径中更为易于转运。此外，电位较高的

负电荷有助于防止脂质体之间的相互聚集，提高溶

液状态下的稳定性。 

稳定性研究结果进一步证实，GA-Lips 在多种

生理相关环境、不同稀释梯度以及长期储存条件下

均能保持较好的物理完整性及粒径均一性。其缓释

特性则可减少药物在释放过程中的突释现象，使药

物在细胞水平呈现更为平稳的暴露模式，有助于增

强抗肿瘤活性并降低潜在毒性。溶血实验显示制剂

溶血率低于 5%，符合注射级制剂标准，表明 GA-

Lips具备进一步开展体内研究的安全基础。 

在细胞摄取方面，本研究通过共聚焦显微镜与

流式细胞术对 GA-Lips 的摄取过程进行了系统评

估。结果显示 GA-Lips 能显著促进 HepG2 细胞对

药物的摄取，这可能源于脂质体结构易于通过内吞

途径进入细胞，包括网格蛋白介导的内吞、胞饮作

用及脂质筏相关内吞等多种方式。相比游离灵芝酸

A，其被动扩散能力有限，而脂质体载体能够显著

提升药物的膜通透性，增强细胞摄取效率。值得注

意的是，HepG2属于典型的高内吞活性肿瘤细胞，

GA-Lips 在该模型上表现出的高摄取能力也为后续

拓展至其他肿瘤类型提供了理论支持。 

细胞功能实验进一步表明，GA-Lips 显著增强

了灵芝酸 A 对 HepG2 细胞的细胞毒性及促凋亡作

用。CCK-8结果显示 GA-Lips制剂具有更强的抑制

增殖能力，说明脂质体载体能够提升药物在细胞内

的有效浓度，并可能延长其细胞内滞留时间。

Annexin V-FITC/PI 流式检测发现 GA-Lips 促进凋

亡的能力明显增强，这可能与增强药物进入线粒

体、促进活性氧生成、调控半胱天冬氨酸蛋白酶

《（Cysteine aspartate ase，Caspase）级联反应及影响肿

瘤细胞内稳态等机制相关。已有研究提示灵芝酸 A

可通过抑制磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B

《（ phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B，

PI3K/Akt）、细胞外信号调节激酶（extracellular 

signal-regulated kinase，ERK）及信号转导与转录激

活 因 子 3 （ signal transducer and activator of 

transcription 3，STAT3）等信号通路发挥抗肿瘤作

用，因此提高药物摄取后，其信号通路调控效率也

会相应提升。 

尽管本研究构建的GA-Lips在体外展现出良好

的稳定性和显著的抗肿瘤潜力，但仍需注意其局限

性。首先，本研究主要基于 HepG2肝癌细胞模型，

后续需加入更多肿瘤细胞系以验证其普适性。其

次，本研究尚未进行体内药动学与肿瘤靶向研究，

而这些结果对于评价脂质体在体内真实表现至关

重要。此外，还可进一步结合表面修饰技术，如肽

类靶向、叶酸受体靶向或 pH 值响应膜结构等，以

提升其在肿瘤微环境中的选择性释放与治疗效果。

从转化应用角度来看，基于灵芝酸 A结构明确、来

源稳定且具明确药理活性，其纳米化策略在潜在的

临床给药路径中亦具有一定可行性。优化后的 GA-

Lips具有合适的粒径、良好的分散稳定性以及低溶

血率，符合静脉给药制剂的基本要求，脂质体能够

在体内提供更高的药物暴露水平并减少快速代谢，

有望提升灵芝酸 A的系统递送效率。脂质体具备良

好的膜融合能力和组织渗透性，其纳米级结构也适

用于局部肿瘤治疗或局部缓释给药途径，可在降低
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系统性毒性的同时提高靶部位药物浓度。基于天然

产物在制剂开发过程中的质量可控性，GA-Lips 在

一致性评价、规模化制备和安全性方面具备良好的

可扩展性，为未来推进至体内研究及临床前开发提

供了潜在优势。 

综上，本研究构建的 GA-Lips在稳定性、细胞

摄取及体外抗肿瘤活性方面均表现出优异特征，为

灵芝酸 A的纳米递药研究提供了新的策略，也为其

后续机制研究和体内应用奠定了坚实基础。 
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