
 中草药 2026 年 9 月 第 57 卷 第 17 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 September Vol. 57 No. 17 ·6715· 

    

·药剂与工艺· 

Box-Behnken 设计-效应面法优化氯化两面针碱脂质体处方工艺及体外 

抗胆管癌活性研究  
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摘  要：目的  优化氯化两面针碱脂质体（nitidine chloride liposomes，NC-Lips）的制备工艺，表征其理化性质并评价体外

抗胆管癌活性。方法  采用薄膜分散法制备 NC-Lips，以二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000（DSPE-mPEG2000）用量、

药脂比和膜材比为关键影响因素，通过单因素实验结合 Box-Behnken 设计-效应面法（Box-Behnken design-response surface 

methodology，BBD-RSM）优化处方，以包封率、载药量、多分散指数（polydispersity index，PDI）和 ζ 电位为评价指标。

利用 HPLC 法测定药物含量，粒度分析仪和透射电子显微镜表征脂质体理化性质，透析袋法考察体外释药特性，CCK-8 法、

流式细胞术和细胞周期分析评价其对胆管癌 TFK-1 细胞的增殖抑制、凋亡诱导及周期阻滞作用。结果  最优处方为 DSPE-

mPEG2000 用量 34.79 mg、药脂比 1∶15.15、膜材比 17.88。制得的 NC-Lips 呈现典型囊泡状结构，平均粒径为（77.67±0.75）

nm，PDI 为 0.212±0.01，ζ 电位为（−11.43±0.12）mV，包封率为（85.96±0.61）%，载药量为（4.37±0.03）%。体外释药

中 Ritger-Peppas 模型拟合度最高，NC-Lips 具有明显缓释特性，4 ℃储存 30 d 稳定性良好，渗漏率＜30%。体外细胞实验表

明，NC-Lips 对 TFK-1 细胞的增殖抑制率、凋亡诱导率及 G2/M 期阻滞作用均显著优于游离 NC（P＜0.01），12 μmol/L 浓度下

作用 48 h 细胞存活率仅为（8.17±1.90）%，相同浓度下 24 h 细胞凋亡率达（28.90±2.38）%，G2/M 期占比升至（66.23±

3.31）%。结论  成功制备了工艺稳定、理化性质优良的 NC-Lips，能够通过诱导细胞凋亡和 G2/M 期阻滞来发挥优异的体外

抗胆管癌活性，为 NC 的剂型优化与后续机制及体内研究奠定实验基础。 
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Abstract: Objective  To optimize the preparation process of nitidine chloride liposomes (NC-Lips), characterize their physicochemical 
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properties, and evaluate their in vitro anti-cholangiocarcinoma activity. Methods  NC-Lips were prepared by the thin-film dispersion 

method. Three key formulation variables, namely DSPE-mPEG2000 dosage, drug-to-lipid ratio, and phospholipid-to-cholesterol ratio, 

were selected. The formulation was optimized via single-factor experiments combined with Box-Behnken design-response surface 

methodology (BBD-RSM), with encapsulation efficiency, drug loading, PDI, and ζ potential as the evaluation indices. The drug content 

was determined by HPLC. The physicochemical properties of NC-Lips were characterized using a particle size analyzer and 

transmission electron microscopy. The in vitro drug release profile was investigated by the dialysis bag method. CCK-8 assay, flow 

cytometry, and cell cycle analysis were employed to evaluate the proliferation inhibition, apoptosis induction, and cell cycle arrest 

effects of NC-Lips on cholangiocarcinoma TFK-1 cells. Results  The optimal formulation was as follows: DSPE-mPEG2000 dosage 

of 34.79 mg, drug-to-lipid ratio of 1:15.15, and phospholipid-to-cholesterol ratio of 17.88. The prepared NC-Lips exhibited typical 

liposomal vesicular morphology, with an average particle size of (77.67 ± 0.75) nm, PDI of 0.212 ± 0.01, ζ potential of (−11.43 ± 0.12) 

mV, encapsulation efficiency of (85.96 ± 0.61)%, and drug loading of (4.37 ± 0.03)%. Among the in vitro drug release models, the 

Ritger-Peppas model showed the highest goodness of fit, indicating that NC-Lips had obvious sustained-release characteristics. The 

liposomes remained stable during 30 d storage at 4 ℃, with a drug leakage percentage of < 30%. In vitro cell experiments demonstrated 

that NC-Lips exerted significantly better effects on proliferation inhibition, apoptosis induction, and G2/M phase arrest in TFK-1 cells 

than free nitidine chloride (P < 0.01). At a concentration of 12 μmol/L, the cell viability was only (8.17 ± 1.90)% after 48 h of treatment; 

at the same concentration, the apoptosis rate reached (28.90 ± 2.38)% at 24 h, and the proportion of cells in the G2/M phase increased 

to (66.23 ± 3.31)%. Conclusion  A stable and optimized NC-Lips formulation with excellent physicochemical properties was 

successfully prepared. NC-Lips exerted excellent in vitro anti-cholangiocarcinoma activity by inducing apoptosis and G2/M phase 

arrest. These findings provide an experimental basis for formulation optimization and subsequent mechanistic and in vivo studies of 

nitidine chloride. 

Key words: nitidine chloride; Box-Behnken design-response surface method; liposomes; cholangiocarcinoma; apoptosis 

 

胆管癌为起源于胆道上皮的高侵袭性恶性肿

瘤，全球范围内其发病率与死亡率均呈上升趋势[1-2]。

作为主要的原发性肝胆恶性肿瘤之一，胆管癌发病

占比为 10%～15%，发病率仅次于肝细胞癌[3]。因

早期症状隐匿且缺乏特异性，多数患者确诊时病情

已发展至中晚期。常伴有血管侵袭或淋巴结转移，

致使仅有 15%～30%的患者符合根治性手术切除条

件。然而，即便成功手术，患者预后仍极差，术后

复发率高，中位总生存期往往不足 1 年，5 年生存

率低于 20%[4-5]。对于晚期患者，吉西他滨联合顺铂

是标准的全身化疗方案，但其疗效常因肿瘤固有的

耐药性及显著的骨髓抑制等严重不良反应而受到

严重限制[6-8]。因此，开发能够克服现有治疗瓶颈、

更安全有效的新型治疗策略迫在眉睫。在此背景

下，基于纳米技术的药物递送系统展现出巨大潜

力。其通过改善药物溶解性、提高稳定性、实现靶

向递送与可控释放，有望在提升抗肿瘤疗效的同时

显著降低全身毒性，为胆管癌的治疗提供了新的突

破方向[9]。 

而中药活性成分因多靶点、低毒性等优势，成

为抗肿瘤药物研发的重要方向，将其与纳米技术相

结合，从中药资源中寻找高效低毒的活性成分并利

用纳米技术克服其成药性瓶颈，成为一个有前景的

研究策略。两面针 Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC.

是芸香科花椒属植物两面针的干燥根，又名入地金

牛、双面刺、双背针、山椒、下山虎等，该药材主

产于广西、福建、湖南、广东、云南等南方省区，

为《中国药典》2025 年版正式收载[10]。 

氯化两面针碱（nitidine chloride，NC）是从中

分离得到的一种苯并菲啶类生物碱。研究表明 NC

具有抗肿瘤、抗炎、抗溃疡、抗菌、抗心脑血管等

药理作用[11]，NC 能抑制乳腺癌、卵巢癌、肺癌、胃

癌和肾癌等多种肿瘤细胞的增殖[12]，本课题组前期

研究发现，NC 能抑制胆管癌细胞的增殖，其抗胆

管癌机制涉及诱导胆管癌细胞 G2/M 期阻滞和凋

亡、干扰氨基酸和脂质代谢、抑制磷脂酰肌醇-3-羟

激 酶 / 蛋 白 激 酶 B （ phosphatidylinositol-3-

hydroxykinase/protein kinase B，PI3K/Akt）信号通路

以及下调前列腺素内过氧化物合酶 2（prostaglandin-

endoperoxide synthase 2，PTGS2）、环腺苷酸依赖性

蛋白激酶 Aα 催化亚基（protein kinase cAMP-

activated catalytic subunit alpha，PRKACA）等靶点[13]。

这表明 NC 在胆管癌治疗方面具有较好开发价值和

临床应用前景。 

然而，其水溶性差和体内生物利用度低等缺点

限制了其临床应用。近年来，研究者围绕 NC 新制
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剂开展了大量研究探索，已将 NC 制备为磷脂复合

物[14]、微球[15]、纳米粒[16]、纳米胶束[17]等新型药物

载体。其中磷脂复合物可显著提高 NC 的脂溶性与

细胞摄取率，纳米粒与纳米胶束则能借助高通透性

和滞留（enhanced permeability and retention，EPR）

效应增强肿瘤部位富集。 

在众多载体中，脂质体因其独特的磷脂双分子

层结构而备受关注，作为药物递送载体，它可同时

包载亲水性与疏水性药物，兼具生物相容性好、载

药能力强的优点，在提高药物生物利用度的同时降

低不良反应[18]。然而，普通脂质体在体循环中易被

网状内皮系统（reticuloendothelial system，RES）快

速清除[19]。而通过聚乙二醇等亲水聚合物对脂质体

表面进行修饰，可利用其立体屏障效应减少血浆蛋

白的吸附与 RES 的识别，从而显著延长脂质体在血

液中的循环时间[20]。 

已有研究初步实现氯化两面针碱脂质体

（nitidine chloride liposomes，NC-Lips）的基础制备，

但针对 NC-Lips 的聚乙二醇修饰工艺优化、修饰后

载体的体内靶向性调控、抗胆管癌疗效增强机制及

长期安全性评估等仍缺乏系统研究，且聚乙二醇修

饰与 NC 抗胆管癌靶点的协同作用尚未明确，这一

研究缺口为本研究聚焦聚乙二醇修饰脂质体的构

建、表征及抗胆管癌机制探究提供了明确的创新切

入点与核心研究价值。基于此，本研究旨在制备一

种聚乙二醇修饰的 NC-Lips。首先采用单因素实验

初步筛选关键处方因素，进而运用 Box-Behnken 设

计-效应面法（Box-Behnken design-response surface 

methodology，BBD-RSM）进行系统性优化。最后，

将对最优处方制备的脂质体进行制剂学表征与体

外抗胆管癌活性评价，为 NC 的纳米剂型研发及后

续基础研究提供实验依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Shimadzu LC-10AT 型高效液相色谱仪，日本岛

津公司；DHG-9240A 型电热鼓风干燥箱，上海一恒

科学仪器有限公司；Sartorius SQP 型电子天平，北

京赛多利斯科学仪器有限公司；Zetasizer nano ZS 型

粒度分析仪，英国马尔文公司；KQ-800DE 型数控

超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；LDC-5

型台式低速离心机，上海泰坦科技股份有限公司；

HT7800 型透射电子显微镜，日本 Hitachi 公司；Hera 

cell 150i 型二氧化碳培养箱，美国赛默飞世尔科技

有限公司；BCD-450WDENU1 型冰箱，青岛海尔股

份有限公司；R206D 型旋转蒸发仪，上海申生科技

有限公司；超滤离心管，截留相对分子质量 3 500，

美国 Millipore 公司；Sonifier 450D 型细胞破碎仪，

美国 Bransaon 公司；Aynergy H1 型酶标仪，美国伯

腾仪器有限公司。 

1.2  试药 

NC 原料药，批号 22010702，质量分数 99.18%，

购自成都普菲德生物技术有限公司；大豆卵磷脂

（批号 SY-SO-241201）、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-

聚乙二醇 2000（DSPE-mPEG2000，批号 C40311）、

胆固醇（批号 C40563），均购自艾伟拓（上海）医

药科技有限公司；甲醇（批号 F24O8C202）、乙腈

（批号 F24O7P205），均购自赛默飞世尔科技公司；

二甲基亚砜（批号 20240408）、三氯甲烷（批号

20240911），均购自国药集团化学试剂有限公司；娃

哈哈饮用纯净水，批号 111319SD，购自杭州娃哈哈

集团有限公司；羧甲基纤维素钠，批号 589083，购

自上海皓元生物医药科技有限公司；CCK-8 试剂盒

（批号 A095259421）、Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡

检测试剂盒（批号 061923231130），均购自上海碧

云天生物技术股份有限公司；RPMI1640 培养基，

批号 6123120，购自美国 Gibco 公司。 

2  方法与结果 

2.1  NC-Lips 的制备 

精密称取 NC 原料药 10.80 mg、大豆卵磷脂

162.97 mg、DSPE-mPEG2000 34.79 mg 和胆固醇 4.60 

mg，溶于 4 mL 甲醇-三氯甲烷（体积比 1∶1）中，

并转移至 250 mL 圆底烧瓶中，于转速 50 r/min、

55 ℃下减压蒸发 30 min，以除去有机溶剂，使其在

圆底烧瓶形成类脂薄膜，随后将 55 ℃的纯水加入

至制成类脂薄膜的圆底烧瓶中，于转速 100 r/min、

55 ℃水浴条件下水化洗膜 30 min，最后将所得混

合液经细胞破碎仪超声处理（功率 100 W，超声 2 

s，间隔 2 s）15 min，于 0.22 μm 微孔滤膜滤过即得

NC-Lips，冷藏，备用。 

空白脂质体（blank liposome，B-Lips）与 NC-

Lips 制备方法一致，但不加入 NC 原料药。 

2.2  HPLC 法测定 NC 的含量 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Shim-Pack VP-ODS C18

分析柱（150 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为乙腈-

含 0.35%甲酸-0.35%三乙胺的水（32∶68）；检测波

长为 271 nm；体积流量为 1.0 mL/min；柱温为
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30 ℃；进样量为 20 μL。 

2.2.2  溶液的制备 

（1）NC 对照品溶液：准确称取适量 NC 对照

品，转移至 5 mL 棕色量瓶内。加入适量甲醇，室

温下采用 100 W 功率超声处理 10 min 其充分溶解，

随后用甲醇定容至刻度线。将溶液混合均匀后，经

0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得 NC 对照品储备液。 

（2）NC-Lips 供试品溶液：准确移取 NC-Lips 溶

液 0.5 mL，置于 5 mL 棕色量瓶中。以甲醇为溶剂，

经室温条件采用 100 W 功率超声 10 min 处理使其

溶解后，用甲醇定容至刻度。将溶液充分混匀，过

0.22 μm 微孔滤膜滤过，得到 NC-Lips 供试品溶液。 

（3）B-Lip 供试品溶液：准确移取 B-Lips 溶液

0.5 mL，置于 5 mL 棕色量瓶中，加入甲醇作为溶

剂，室温条件下 100 W 功率超声 10 min 处理助其

溶解，随后加甲醇定容至刻度。将混合液振荡均匀

后，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即得 B-Lips 供试品

溶液。 

2.2.3  线性关系考察  将制备的 NC 对照品储备液

逐步稀释，得到质量浓度分别为 5、10、25、50、

100、150、200 μg/mL 的系列梯度对照品溶液。按

照“2.2.1”项下色谱条件进样分析。以 NC 的峰面

积（Y）对其质量浓度（X）进行线性回归分析，得

回归方程为 Y＝70 177.5 X＋70 998.7，r＝0.999 9；

结果表明，NC 在 5～200 μg/mL 呈现出良好的线性

关系。 

2.2.4  专属性考察  取NC对照品溶液、NC-Lips供

试品溶液、B-Lips 供试品溶液，按照“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，分别记录高效液相色谱图，结

果见图 1。结果表明，在该色谱条件下，NC 的分离 
 

 

图 1  NC 对照品溶液 (A)、NC-Lips 溶液 (B) 和 B-Lips

溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of nitidine chloride 

reference solution (A), NC-Lips solution (B), and B-Lips 

solution (C) 

度大于 1.5，理论塔板数均在 3 000 以上，并且空白

辅料不干扰 NC 的测定。 

2.2.5  精密度考察 

（1）日内精密度：分别取低、中、高 3 种质量浓

度（80、100、120 µg/mL）的 NC-Lips 供试品溶液，

按照“2.2.1”项下色谱条件进行分析。在 1 d 内对

每份溶液连续进样 6 次，记录峰面积并计算其 RSD

值。结果显示，低、中、高质量浓度供试品溶液的

RSD 值分别为 1.59%、1.20%、1.53%，结果表明该

方法的日内精密度良好。 

（2）日间精密度：分别取低、中、高 3 种质量

浓度（80、100、120 µg/mL）的 NC-Lips 供试品溶

液，参照“2.2.1”项下色谱条件进行测定，连续 6 d

进样分析，记录峰面积并计算其 RSD 值。结果显

示，低、中、高质量浓度供试品溶液的 RSD 值依次

为 1.76%、1.21%、1.53%，结果表明该方法日间精

密度良好。 

2.2.6  稳定性考察  分别取低、中、高 3 种质量浓

度（80、100、120 µg/mL）的 NC-Lips 供试品溶液，

分别于制备后的 0、2、4、6、8、16、24 h 各时间

点，按照“2.2.1”项下色谱条件进样分析，记录峰

面积并计算 RSD 值。结果显示，低、中、高质量浓

度溶液的 RSD 值分别为 1.88%、1.35%、2.00%，结

果表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.7  重复性考察  取低、中、高质量浓度（80、

100、120 µg/mL）的 NC-Lips 供试品溶液各 6 份，

记录峰面积，计算 RSD 值。结果表明低、中、高质

量浓度（80、100、120 µg/mL）供试品溶液的 RSD

分别为 0.98%、0.73%、0.79%，结果表明该实验重

复性较好。 

2.2.8  加样回收率考察  分别移取 500 µL NC-Lips

溶液于 5 mL 棕色量瓶中，依次加入 400、500、600 

µL NC 对照品溶液，配制成低（80 µg/mL）、中（100 

µg/mL）、高（120 µg/mL）3 个质量浓度组，以甲醇

定容后，各取 500 µL 溶液置入截留相对分子质量

为 3 500 的超滤离心管中，以 4 000 r/min 离心（离

心半径 6.5 cm）60 min。收集下层滤液，经 0.22 µm

微孔滤膜滤过，参照“2.2.1”项下色谱条件进行分

析，记录峰面积并计算加样回收率。结果显示，低、

中、高质量浓度组的平均加样回收率分别为

102.36%、95.95%、95.46%，相应 RSD 值为 1.53%、

1.99%、1.31%，结果表明所建立的加样回收测定方

法准确度良好。 

NC 

A 

 

B 

 

C 

0        2        4        6        8        10 

t/min 
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2.2.9  样品测定  取各待测样品，按照“2.2.2”项方

法制备供试品溶液，按照“2.2.1”项下色谱条件进行

测定，并根据“2.2.3”项下回归方程计算 NC 含量。 

2.3  包封率、载药量、粒径及 ζ 电位的测定 

2.3.1  包封率、载药量的测定  取 500 μL NC-Lips

溶液置于截留相对分子质量为 3 500 的超滤离心管

中，于 4 000 r/min（离心半径 6.5 cm）条件下离心

60 min。收集续滤液，转移至 5 mL 棕色量瓶中，加

甲醇定容至刻度，进行 HPLC 分析，测得 NC 游离

药物量（W1）。另取 500 μL NC-Lips 溶液直接置于

5 mL 棕色量瓶中，加甲醇定容至刻度，经 0.22 μm

微孔滤膜滤过后进样，测定 NC 总量（W2）。最后，

根据公式（1）和（2）分别计算包封率与载药量。 

包封率＝(W2－W1)/W2                   （（1） 

载药量＝(W2－W1)/(W2＋W3)              （（2） 

W1 为游离药物的量，W2 为系统中药物的总量，W3 为系统中

辅料的量 

2.3.2  粒径及 ζ 电位的测定  取 NC-Lips 样品 100 

µL，加入粒径样品池中，使用 Zetasizer nano ZS 型

粒度分析仪测定其粒径及多分散指数（polydispersity 

index，PDI）。另取同批脂质体 100 µL，用纯水稀释

10 倍并混匀后，转移至 ζ 电位样品池，在同一仪器

上测定 ζ 电位。每个样品均平行测定 3 次。 

2.4  单因素考察 NC-Lips 处方及制备工艺 

2.4.1  DSPE-mPEG2000 用量考察  固定处方中 NC

（10.00 mg）、胆固醇（9.65 mg）、大豆卵磷脂（166.82 

mg）的用量，仅调整 DSPE-mPEG2000 用量分别为

10、20、30、40、50 mg，按照“2.1”项下条件制备

脂质体，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。当 DSPE-

mPEG2000 用量为 50 mg 时，NC-Lips 的包封率、载

药量、粒径、PDI 及 ζ 电位等指标综合最优，故选择

此用量进行后续优化。这可能是因为 DSPE-PEG2000 

表 1  DSPE-mPEG2000 用量考察 ( x s , n = 3) 

Table 1  Investigation of DSPE-mPEG2000 dosage ( x s ,  

n = 3) 

DSPE-mPEG2000 

用量/mg 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

10 61.98±2.90 3.17±0.15 72.48±0.45 0.235±0.004 −5.15±0.41 

20 62.65±1.54 3.31±0.08 74.68±0.99 0.223±0.004 −5.40±0.91 

30 66.00±2.98 3.17±0.13 74.59±1.15 0.227±0.003 −8.10±0.34 

40 78.25±2.39 3.55±0.12 77.88±0.65 0.219±0.006 −9.88±0.68 

50 80.91±2.40 3.66±0.10 76.65±1.14 0.218±0.009 −10.70±0.16 

的引入实现了对脂质体的 PEG 化修饰。其表面的亲

水性 PEG 长链通过产生强大的空间位阻效应，能有

效增强脂质双分子层的紧密性与完整性，从而显著

减少药物在制备过程中的泄漏，这是包封率与载药

量随其用量增加而提升的关键原因[21]。虽然本单因

素 10～50 mg 包封率仍呈上升趋势，但结合本课题

组前期预实验，DSPE-mPEG2000 用量大于 50 mg 会

破坏磷脂双分子层平衡，导致包封率下降、粒径与

PDI 恶化。因此本研究上限固定在 50 mg，同时预

实验与单因素结果显示，30 mg 之后制剂综合性能

提升显著，故后续 BBD-RSM 将该因素考察区间设

定为 30～50 mg。 

2.4.2  大豆卵磷脂与胆固醇物质的量比（膜材比）

考察  固定处方中 NC（10.00 mg）、DSPE-mPEG2000

的用量（50.00 mg），仅调整膜材比分别为 90∶0、

86∶4、82∶8、78∶12、74∶16，按照“2.1”项下

条件制备脂质体，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。随

着处方中胆固醇比例的增加，脂质体的包封率与载

药量呈现先升高后降低的趋势，在胆固醇比例适中

时达到峰值；粒径与 PDI 整体波动较小，PDI 始终

维持在较低水平，表明各组脂质体粒径分布均一；

ζ 电位均为负值，且在胆固醇比例适中时绝对值相

对更大，提示该条件下脂质体的稳定性更优。综合

各项指标，当膜材比为 86∶4 时，脂质体的包封率

与载药量最优，同时粒径分布均一、稳定性良好，

因此该比例被确定为后续工艺研究的最佳条件。适

量胆固醇可插入磷脂双分子层，增强膜的刚性、降

低膜流动性，减少药物渗漏以提升包封率与载药

量；过量胆固醇则破坏磷脂有序排列，压缩载药空

间，导致包封率与载药量下降[22-23]。胆固醇用量对

脂质体粒径和 PDI 影响较小，各组 PDI 均维持在较

低水平，表明不同比例下脂质体粒径分布均一。 

2.4.3  NC 与大豆卵磷脂质量比（药脂比）考察  固

定处方中胆固醇（7.76 mg）、DSPE-mPEG2000（50.00 

表 2  膜材比考察 ( x s , n = 3) 

Table 2  Investigation of film material ratio ( x s , n = 3) 

膜材比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

90∶0 82.48±0.77 3.54±0.05 75.89±1.14 0.218±0.008 −10.25±0.43 

86∶4 87.94±0.71 3.69±0.03 81.17±0.31 0.208±0.002 −13.23±1.44 

82∶8 85.51±0.37 3.60±0.02 77.05±0.67 0.210±0.013 −10.53±0.68 

78∶12 77.88±0.82 3.49±0.02 81.73±1.18 0.216±0.010 −10.80±0.73 

74∶16 76.18±0.79 3.44±0.03 74.83±0.6 0.196±0.012 −10.77±0.33 
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mg）的用量，仅调整药脂比为 1∶50、1∶25、1∶

16、1∶12、1∶10、1∶5，按照“2.1”项下条件制

备脂质体，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。随着 NC

用量增加，NC-Lips 包封率整体呈波动降低，当药

脂比升高至 1∶5 时包封率发生骤降。这可能是由

于在膜材比不变的情况下，其对 NC 的载药能力有

限。当药脂比为 1∶10、1∶12 时载药量大，粒径、

PDI 和 ζ 电位绝对值大小也相对较好，但其制备完

成后静置数小时便析出沉淀，表明其稳定性差，这

可能是由于过高的药脂比，导致大量 NC 分子插入

并过度扰动脂质双分子层，破坏了膜的有序结构与

稳定性，从而引发药物析出和颗粒聚集沉淀。最后

综合考虑，选择药脂比为 1∶16 进行后续工艺优化

试验。 

表 3  药脂比考察 ( x s , n = 3) 

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

药脂比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

1∶50 91.26±0.65 1.31±0.01 81.38±3.58 0.300±0.016 −15.07±0.31 

1∶25 90.27±3.14 2.53±0.14 78.48±0.92 0.241±0.002 −17.93±2.20 

1∶16 86.74±2.10 3.69±0.90 77.90±0.30 0.215±0.002 −11.43±0.21 

1∶12 87.74±1.92 4.82±0.14 80.92±1.73 0.200±0.003 −21.07±0.71 

1∶10 86.87±0.61 5.78±0.19 80.66±1.12 0.202±0.006 −22.98±0.03 

1∶5 41.28±0.97 5.25±0.12 82.82±3.09 0.204±0.007 −34.23±1.22 
 

2.4.4  水浴温度考察  固定处方中 NC（10.00 mg）、

胆固醇（3.84 mg）、大豆卵磷脂（162.98 mg）、DSPE-

mPEG2000（50.00 mg）的用量，仅调整水浴温度分

别为 45、50、55、60、65 ℃，按照“2.1”项下条

件制备脂质体，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。结

果显示，在考察的温度范围内，包封率与载药量整

体波动较小且维持在较高水平；随着温度升高，PDI

呈缓慢降低趋势，粒径无明显变化；ζ 电位的绝对

值随温度升高略有减小。在氯仿-甲醇混合溶剂体系 

表 4  水浴温度考察 ( x s , n = 3) 

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

水浴温 

度/℃ 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

40 85.29±1.08 3.76±0.04 77.90±0.23 0.243±0.009 −13.10±0.21 

45 85.06±0.01 3.69±0.05 78.90±0.03 0.220±0.002 −12.10±0.20 

50 83.65±0.55 3.74±0.09 74.59±1.15 0.218±0.006 −12.20±0.14 

55 85.40±1.94 3.71±0.05 77.88±0.65 0.210±0.013 −11.57±0.16 

60 85.18±0.02 3.65±0.14 76.65±1.14 0.214±0.009 −10.38±0.16 

中，55 ℃的水浴温度既接近溶剂沸点，可保证溶剂

快速均匀挥发，形成致密规整的脂质薄膜，也能让

磷脂膜刚好进入凝胶相向液晶相转变的适宜范围，

既提升药物嵌入效率以获得高包封率，又避免了温

度过高导致的膜结构疏松与药物渗漏，同时保障了

脂质体粒径分布均一和稳定性。因此选择水浴温度

为 55 ℃进行后续工艺优化试验。 

2.4.5  超声时间考察  固定处方中 NC（10.00 mg）、

胆固醇（3.84 mg）、大豆卵磷脂（162.98 mg）、DSPE-

mPEG2000（50.00 mg）的用量，仅调整超声时间分

别为 0、15、30、45、60 min，按照“2.1”项下条

件制备脂质体，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 5。未

超声时包封率与载药量最高，但粒径显著偏大、分

散性差；超声 15 min 后，粒径大幅降低且 PDI 处于

较低水平，脂质体分散性与均一性明显改善，包封

率与载药量虽略有下降但仍维持在较高水平；超声

时间超过 15 min 后，包封率和载药量有所下降，可

能是因为超声时间过长导致部分药物泄漏。综合考

量分散效果、载药性能与稳定性，选择 15 min 作为

后续工艺优化的超声时间。 

表 5  超声时间考察 ( x s , n = 3) 

Table 5  Investigation of ultrasonic time ( x s , n = 3) 

超声时 

间/min 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 90.54±0.67 3.99±0.03 249.17±1.21 0.234±0.005 −18.13±0.58 

15 85.01±1.00 3.75±0.04 76.54±1.18 0.211±0.005 −11.30±1.67 

30 82.07±3.38 3.62±0.15 81.38±0.32 0.218±0.003 −13.21±0.75 

45 84.16±1.43 3.71±0.06 80.41±2.01 0.210±0.008 −12.13±0.82 

60 80.24±0.33 3.54±0.01 75.29±2.07 0.211±0.009 −8.85±0.23 
 

2.5  BBD-RSM 优化 NC-Lips 处方 

2.5.1  优化方案设计  在单因素实验结果的基础上

选择 DSPE-mPEG2000 用量（X1）、药脂比（X2）和膜

材比（X3）为考察因素，以包封率（Y1）、载药量（Y2）、

PDI（Y3）和 ζ 电位（Y4）为评价指标，进行 BBD-

RSM 实验设计优化，各个因素的水平、试验设计及

结果见表 6。为了更直观地评价试验结果，在实验

过程中常引入归一化综合值（outside diameter，OD

值），其目的是将具有不同量纲的多个指标转化为

相同的量纲，以便在同一标准下对它们进行比较和

加权求和。因此，将包封率（Y1）、载药量（Y2）、

PDI（Y3）和 ζ 电位（Y4）转化为 OD 值，来考察指

标的综合效果。 
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表 6  BBD-RSM 设计实验因素水平及试验结果 

Table 6  Experimental factor level and experimental results 

of BBD-RSM 

试验号 X1/mg X2 X3 Y1/% Y2/% Y3 Y4/mV OD 值 

1 30.0 10.0 20.0 82.72 6.31 0.234 −7.20 0.270 

2 50.0 10.0 20.0 70.46 5.14 0.245 −12.96 0.250 

3 30.0 25.0 20.0 68.19 2.18 0.224 −13.60 0.240 

4 50.0 25.0 20.0 78.03 2.27 0.219 −14.10 0.320 

5 30.0 17.5 10.0 66.49 2.93 0.221 −12.03 0.290 

6 50.0 17.5 10.0 66.22 2.67 0.187 −10.53 0.300 

7 30.0 17.5 30.0 69.45 3.15 0.221 −10.63 0.300 

8 50.0 17.5 30.0 67.13 2.78 0.212 −16.26 0.340 

9 40.0 10.0 10.0 79.55 5.69 0.200 −6.50 0.000 

10 40.0 25.0 10.0 58.74 1.76 0.236 −18.00 0.000 

11 40.0 10.0 30.0 76.23 5.59 0.248 −19.80 0.000 

12 40.0 25.0 30.0 63.07 1.94 0.226 −13.10 0.150 

13 40.0 17.5 20.0 90.06 3.87 0.201 −15.00 0.600 

14 40.0 17.5 20.0 83.46 3.59 0.184 −13.20 0.556 

15 40.0 17.5 20.0 84.19 3.62 0.190 −13.00 0.545 

16 40.0 17.5 20.0 83.45 3.59 0.205 −16.20 0.550 

17 40.0 17.5 20.0 84.20 3.61 0.207 −14.70 0.530 

 

dimax＝(Yi－Ymin)/(Ymax－Ymin)              （（3） 

dimin＝(Ymax－Yi)/(Ymax－Ymin)              （（4） 

OD＝(∏   di)1/n                        （（5） 

Yi 为实际测量值，Ymax和 Ymin 分别为各指标可接受的最大值

和最小值 

对于公式（（3），当试验中某指标等于或超过 Ymax

将设为 1，反之小于 Ymin 则设为 0；对于公式（（4），

当试验中某指标等于或超过 Ymax 将设为 0，反之小

于或等于 Ymin则设为 1。 

2.5.2  模型及方差分析  采用 Design-Expert V 13.0

软件以综合指标 OD 值对 X1、X2、X3进行拟合，得

OD 值的 2 次多元回归方程为 Y＝0.556 5＋0.015 4 

X1＋0.024 8 X2＋0.026 6 X3＋0.025 4 X1X2＋0.008 6 

X1X3＋0.038 3 X2X3－0.007 4 X1
2－0.278 5 X2

2－0.239 6 

X3
2，R2＝0.991 1，P＜0.000 1。OD 值方差分析见表

7，该模型具有较高的拟合优度（（R2＝0.9911）及极

显著水平（P＜0.000 1），说明模型预测能力良好。

失拟项检验结果显示 P＞0.05，表明失拟不显著，模

型可靠性较高，能够较好地反映实际关系。模型中

各项系数的统计学显著性见方差分析表。 

2.5.3  效应面评估与预测  采用 Design-Expert V 

13.0 软件绘制了因变量与自变量的三维响应曲面

图。每次固定 DSPE-mPEG2000 用量（X1）、药脂比 

表 7  方差分析结果 (OD 值) 

Table 7  ANOVA results (OD value) 

误差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 0.626 5 9 0.069 6 87.01 ＜0.000 1 极显著 

X1 0.001 9 1 0.001 9 2.39 0.166 4  

X2 0.004 9 1 0.004 9 6.16 0.042 0 显著 

X3 0.005 7 1 0.005 7 7.09 0.032 3 显著 

X1X2 0.002 6 1 0.002 6 3.22 0.115 8  

X1X3 0.000 3 1 0.000 3 0.368 9 0.562 8  

X2X3 0.005 9 1 0.005 9 7.35 0.030 2 显著 

X1
2 0.000 2 1 0.000 2 0.285 6 0.609 6  

X2
2 0.326 7 1 0.326 7 408.38 ＜0.000 1 极显著 

X3
2 0.241 7 1 0.241 7 302.2 ＜0.000 1 极显著 

残差 0.005 6 7 0.000 8    

失拟项 0.002 6 3 0.000 9 1.12 0.439 8 不显著 

纯偏差 0.003 0 4 0.000 8    

总离差 0.632 1 16     
 

（X2）和膜材比（X3）中的 1 个因素，考察其余 2 个

因素间的交互作用对综合指标 OD 值的影响，结果

如图 2 所示。通过 BBD-RSM 进行优化分析，确定

最佳处方：DSPE-mPEG2000 用量为 34.785 4 mg，药

脂比为 1∶15.1492，膜材比为 17.879。考虑到实际

可操作性以及仪器的精确度，将最优条件调整为

DSPE-mPEG2000用量 34.79 mg，药脂比 1∶15.15，

膜材比 17.88，最优条件下的包封率为 85.23%，载

药量为 4.34%，粒径为 78.54 nm，PDI 为 0.203，ζ

电位为−11.90 mV。在此处方工艺条件下平行制备 3

批脂质体，结果见表 8。 

2.6  NC-Lips 的制剂学评价 

2.6.1  外观和丁达尔现象  观察最优处方新制备的

NC、NC-Lips 溶液外观。如图 3 所示，NC 溶液呈

淡黄色透明液体，体系均一澄明，无肉眼可见的颗

粒或沉淀，当红外激光束照射时，光束可直接穿透

溶液，未观察到明显的光路，无丁达尔现象；而 NC-

Lips 脂质体呈淡乳黄色，其颜色略深于 NC 溶液，

且半透明状，整体体系均匀、无分层或浑浊，在红

外激光束照射下可清晰观察到红色光路穿过样品，

出现明显的丁达尔效应。这种颜色差异源于脂质体

的胶体散射特性及药物包载后的局部浓度变化，而

丁达尔效应的出现则验证了脂质体的成功制备。 

2.6.2  粒径和 ζ 电位的测定  取最优处方新制备的

NC-Lips 适量，于 Zetasizer nano ZS 型粒度分析仪测

定其粒径为（77.67±0.75）nm，PDI 为 0.212±0.010，

ζ 电位为（−11.43±0.12）mV（n＝3），结果见图 4。 

n 

i=1 
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图 2  因素间交互作用的响应面 2D 图和 3D 图 (OD 值) 

Fig. 2  Response surface 2D plot and 3D plot of interaction between factors (OD value) 

表 8  最优处方的验证 

Table 8  Validation of optimal prescription 

验证序号 包封率/% 载药量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV OD 值 

1 85.45 4.34 78.72 0.207 −11.40 0.510 

2 85.61 4.35 77.10 0.226 −11.60 0.440 

3 86.82 4.41 77.18 0.203 −11.30 0.530 

均值 85.96 4.37 77.67 0.212 −11.43 0.500 

最优处方 85.23 4.34 78.54 0.203 −11.90 0.502 

RSD/% 0.86 0.61 1.26 4.49 3.92 0.40 
 

  

  

图 3  NC 溶液 (A) 和 NC-Lips 溶液 (B) 的外观和丁达尔

现象 

Fig. 3  Appearance and Tyndall effect of nitidine chloride 

solution (A) and NC-Lips solution (B) 

 

 

图 4  NC-Lips 的粒径分布 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 4  Particle size (A) and ζ potential (B) of NC-Lips 

2.6.3  透射电子显微镜（ transmission electron 

microscope，TEM）观察形态  将新制备的最优处方

的脂质体以纯水适度稀释后，取少许滴加于覆有碳

膜的铜网表面，使用 2%磷钨酸进行负染色，自然晾

干后置于 TEM 下观察并拍照，结果见图 5。视野中

可观察到脂质体典型的囊泡样结构，视野内颗粒形

态并不均一，同时伴随少量不规则碎片及轻微聚集

现象，整体符合脂质体微观形貌特征。 
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图 5  NC-Lips 的 TEM 图 

Fig. 5  TEM of NC-Lips 

2.6.4  储存稳定性考察  将同批次按最优处方新制

备的 NC-Lips 置于 4 ℃条件下储存，在 1～14 d 和

30 d 取样，分别观察 NC-Lips 的外观并测定其包封

率、载药量、泄漏率、粒径、PDI 以及 ζ 电位，以

考察脂质体的稳定性，结果见表 9。结果显示，NC-

Lips 在 4 ℃条件下储存 30 d 后，外观未见明显变

化，仍能保持均一、稳定的物理状态，粒径、PDI 以

及 ζ 电位变化幅度较小，渗漏率随储存时间延长呈 

表 9  储藏稳定性试验 ( x s , n = 3) 

Table 9  Storage stability test ( x s , n = 3) 

t/d 包封率/% 载药量/% 渗漏率/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 83.78±0.56 4.21±0.43 0 77.61±0.28 0.209±0.020 −11.78±0.16 

2 83.20±0.17 4.19±0.04 0.28±0.12 77.65±0.83 0.210±0.070 −10.41±0.26 

4 81.95±0.32 4.14±0.02 2.70±0.01 77.32±0.14 0.202±0.040 −11.28±0.79 

6 81.88±0.10 4.10±0.38 3.95±0.04 78.48±0.48 0.198±0.050 −11.28±0.18 

8 78.54±1.70 4.10±0.29 7.20±0.07 76.53±0.97 0.206±0.010 −11.43±0.57 

10 77.68±2.34 3.98±0.44 8.85±0.34 78.58±0.69 0.210±0.020 −11.44±0.39 

12 76.44±2.33 3.95±0.11 10.10±0.01 78.00±0.13 0.205±0.050 −10.08±0.24 

14 74.20±1.90 3.83±0.06 12.80±0.01 78.12±0.22 0.211±0.060 −11.84±0.06 

30 64.50±0.22 3.66±0.33 23.70±0.01 78.53±0.36 0.216±0.030 −10.18±0.85 
 

缓慢上升趋势，至第 30 天时渗漏率为 23.70%，小

于 30%，处于可接受范围。 

脂质体储存过程中磷脂组分易发生氧化降解，

可破坏磷脂双分子层膜结构，进而引起粒径增大、

电位改变、内容物泄漏升高及体系聚集沉淀。本研

究在 4 ℃条件下储存期间，脂质体粒径、PDI、ζ 电

位及药物泄漏率整体稳定，说明该处方在冷藏条件

下磷脂氧化程度较低，膜结构可维持相对完整，具

备良好的短期储存稳定性。 

渗漏率＝(初始脂质体的包封率－贮藏后脂质体的包

封率)/初始脂质体的包封率                    （6） 

2.6.5  体外释药特性研究  取等药物质量浓度（1 

mg/mL）的 NC 溶液与 NC-Lips 溶液各 1.5 mL，分

别装入已活化的透析袋（截留相对分子质量 3 500）

内，扎紧两端。将透析袋置于含 40 mL 释放介质的

容器中，体系满足漏槽条件。释放介质为 pH 7.4 PBS

溶液，加入 0.5%羧甲基纤维素钠以增溶、防止药物

析出，同时模拟体内生理黏度环境，整个系统在

（37.0±0.5）℃的恒温振荡器中运行。于 0.5、1、2、

4、6、8、10、12、24、48、72 h 时间点分别取出 1 

mL 释放液，并立即补加等温等体积的空白释放介

质。取出液经 0.22 μm 微孔滤膜滤过后，按照“2.2.1”

项下色谱条件测定峰面积，计算药物累积释放率

（M），绘制释放曲线，并采用相应数学模型对释放

行为进行拟合。结果如图 6 及表 10 所示。释放曲

线显示，NC 溶液释放速度相对较快，12 h 累积释

放率约达 60%，72 h 达 80%；而 NC-Lips 的释放速

率更平缓，12 h 累积释放率约为 40%，72 h 约达

60%，呈现出明显的缓控释特征。对释放数据进行

模型拟合后，NC 溶液与 NC-Lips 的释放曲线均与

Ritger-Peppas 动力学释药模型的拟合度最高，提示

两者释药过程均为药物扩散与骨架溶蚀协同作用的

结果。尽管遵循相似的动力学机制，但 NC-Lips 的 
 

 

图 6  NC 和 NC-Lips 的体外释放曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Release profiles in vitro of nitidine chloride and NC-

Lips ( x s , n = 3) 
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表 10  NC 和 NC-Lips 的释药模型拟合方程 

Table 10  Drug release model fitting equations of NC and NC-Lips 

模型 
拟合方程 

NC NC-Lips 

零级方程 Mt＝kt Mt＝0.813 0 t＋38.722 7，R2＝0.721 47 Mt＝0.707 6 t＋27.598 9，R2＝0.747 70 

一级方程 Mt＝a(1－e−kt) Mt＝77.777 6 (1－e−0.165 0 t)，R2＝0.769 14 Mt＝64.103 7 (1－e−0.125 6 t)，R2＝0.847 26 

Higuchi 方程 Mt＝kt1/2 Mt＝8.338 7 t1/2＋24.276 0，R2＝0.905 81 Mt＝7.187 0 t1/2＋15.265 8，R2＝0.917 39 

Ritger-Peppas 方程 Mt＝atk Mt＝29.390 7 t0.263 49，R2＝0.967 70 Mt＝20.184 9 t0.300 7，R2＝0.957 53 
 

释放速率显著更平缓，这些差异结果表明脂质体的

磷脂双分子层结构为 NC 提供了释放屏障，有效实

现药物的缓控释特性。游离 NC 为难溶性天然生物

碱，在释放介质中溶解度有限，易发生缓慢溶解与

扩散行为，因此表现出释药速率偏慢的特征，而脂

质体组则依靠载体缓释效应，呈现出更为平稳、持

久的释药趋势。 

2.7  体外抗肿瘤活性研究 

2.7.1  细胞毒性检测  采用 CCK-8 法检测细胞增

殖抑制率，并设置对照组（B-Lips）以排除载体非

特异性影响。取对数生长期的胆管癌 TFK-1 细胞，

按每孔 5×10³个的密度接种于 96 孔板，每孔加入

100 μL 细胞悬液，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h 使细胞贴壁。弃去上清后，分别加入浓度为 2、

4、6、8、12 μmol/L 的 NC 及其 NC-Lips，同时设

置未加药物的阴性对照组，另设置空白组（不接种

细胞，不给药）；每组设 6 个复孔，继续在 37 ℃、

5% CO2 条件下分别培养 24、48、72 h，移除各孔培

养基，每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 2 h 后于

450 nm 波长处测定吸光度（A）值，并按下式计算

细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 阴性对照－A 空白)   （（7） 

实验结果如表 11、12 所示。在实验浓度范围内

B-Lips 组细胞存活率均＞90%，载体生物相容性良

好，对细胞无明显毒性，不会对后续细胞增殖、凋

亡及周期检测结果产生非特异性干扰。与游离 NC

相比，NC-Lips 对 TFK-1 细胞的增殖抑制作用呈时

间与浓度相关性增强，6～12 μmol/L 抑制作用更优

（P＜0.01）。12 μmol/L NC-Lips 作用 72 h 细胞存活 

表 11  空白脂质体在 24、48、72 h 的 TFK-1 细胞存活率 

( x s , n = 3) 

Table 11  TFK-1 cell survival rates of blank liposomes at 

24, 48, 72 h ( x s , n = 3) 

空白脂质体/ 

(μmol∙L−1) 

细胞存活率/% 

24 h 48 h 72 h 

2 102.66±2.05 97.66±3.68 96.01±2.16 

4 98.33±4.10 94.33±2.05 94.66±2.49 

6 96.90±1.27 96.66±0.47 92.76±2.05 

8 96.97±1.39 94.26±1.03 92.66±2.05 

12 94.40±1.17 90.66±1.69 91.40±0.43 

表 12  不同给药组对 TFK-1 细胞增殖抑制作用 ( x s , n = 6) 

Table 12  Inhibitory effect of different administration groups on proliferation of TFK-1 cells ( x s , n = 6) 

组别 
24 h 细胞存活率/% 

0 μmol∙L−1 2 μmol∙L−1 4 μmol∙L−1 6 μmol∙L−1 8 μmol∙L−1 12 μmol∙L−1 

NC 100.00±0.02 98.23±4.53 90.24±3.75 76.77±2.52 72.20±5.76 54.05±3.13 

NC-Lips 100.00±0.02 ± 93.02± ± ±*** ±** 

组别 
48 h 细胞存活率/% 

0 μmol∙L−1 2 μmol∙L−1 4 μmol∙L−1 6 μmol∙L−1 8 μmol∙L−1 12 μmol∙L−1 

NC 100.00±0.05 86.30±0.91 71.21±4.09 46.60±3.58 38.12±2.91 22.90±2.97 

NC-Lips 100.00±0.74 94.39±0.88*** 65.77±1.89*** 14.83±4.53*** 10.47±1.73*** 8.17±1.90*** 

组别 
72 h 细胞存活率/% 

0 μmol∙L−1 2 μmol∙L−1 4 μmol∙L−1 6 μmol∙L−1 8 μmol∙L−1 12 μmol∙L−1 

NC 100.00±0.04 83.69±4.29 53.29±0.86 23.05±0.64 20.83±1.18 9.39±1.03 

NC-Lips 100.00±0.03 46.65±4.06*** 7.16±0.98*** 4.32±0.83*** 4.20±1.20*** 3.40±0.51*** 

与同一质量浓度下 NC 组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs NC group at the same mass concentration. 
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率仅为（3.40±0.51）%。提示将 NC 制备为脂质体

可显著增强其对 TFK-1 细胞的毒性作用。2、4 

μmol/L 条件下，NC 对 TFK-1 细胞的抑制效果略优

于 NC-Lips 组，这与相关研究结果一致，推测与脂

质体的缓释特性相关，脂质体表面吸附的少量药物

及体系中游离药物耗尽后，内部包裹的 NC 需通过

脂质双分子层屏障缓慢扩散，或伴随脂质膜重排、

融合引发的载体结构破坏实现持续释放，导致低浓

度下药物起效速度略慢于游离药物[24]。而在中、高

浓度（6～12 μmol/L）下，尤其在 12 μmol/L 作用 72 

h 时，NC-Lips 组细胞存活率（3.40±0.51）%显著

低于游离 NC 组（9.39±1.03）%（P＜0.001），这一

结果表明，将 NC 制备成脂质体可显著增强其对

TFK-1 细胞的毒性作用。 

2.7.2  细胞凋亡分析  采用 Annexin V-FITC/PI 细

胞凋亡检测试剂盒对 TFK-1 细胞凋亡情况进行测

定。将细胞按 1×106个/皿的密度接种于培养皿中，

贴壁后分别给予 0、3、6、12 μmol/L 的 NC 及其 NC-

Lips 制剂处理，以正常培养、不做任何药物及脂质

体处理的 TFK-1 细胞作为阴性对照，并于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中继续培养 24 h。处理结束后，采用

不含 EDTA 的胰蛋白酶消化收集细胞，用 4 ℃预冷

的 PBS 洗涤 2 次，所得细胞沉淀用 195 μL Annexin 

V 结合缓冲液重悬。随后分别加入 5 μL Annexin V-

FITC 和 10 μL PI 染色液，室温避光孵育 15 min。

染色后的样本在 1 h 内通过流式细胞仪进行检测，

其中 Annexin V-FITC 阳性细胞即判定为凋亡细胞。 

结果如图 7 及表 13 所示，对照组细胞凋亡率

维持在较低水平，为（13.57±0.11）%；经 NC 处

理后，3、6、12 μmol/L 浓度下，细胞凋亡率分别为

（18.76±1.34）%、（18.74±2.01）%、（21.59±

1.02）%，呈现一定的剂量相关性；而 NC-Lips 处理

组的凋亡率随浓度升高显著上升，3、6、12 μmol/L

浓度下分别达（18.87±1.01）%、（25.61±1.13）%、

（28.90±2.38）%。相同浓度下 NC-Lips 组的凋亡率

显著高于 NC 组，其中 6、12 μmol/L 时差异具有统

计学意义（P＜0.001），提示 NC-Lips 对 TFK-1 细

胞的凋亡诱导作用强于 NC。 

2.7.3  细胞周期检测  采用细胞周期检测试剂盒

分析 TFK-1 细胞周期分布。将细胞按 1×106 个/皿

的密度接种于培养皿，于 37 ℃、5.0% CO2条件下

培养至贴壁后，分别用 3、6、12 μmol/L 的 NC 及

相应 NC-Lips 制剂处理 24 h。处理结束后收集细胞，

经 PBS 洗涤，用 70%乙醇于 4 ℃固定过夜。离心

去除固定液，将细胞重悬于含碘化丙啶（PI）的细

胞周期染色缓冲液中，37 ℃避光孵育 30 min。随后

使用流式细胞仪在 488 nm 激发波长下检测 PI 红色

荧光信号，分析各周期时相细胞比例。 

实验结果如图 8 及表 13 所示，对照组细胞的

G0/G1期、S期、G2/M期占比分别为（38.08±4.59）%、

（38.05±2.53）%、（23.85±2.46）%。经 NC 处理

后，随着浓度升高，S 期占比逐渐降低，12 μmol/L

时降至（7.39±1.74）%，G2/M 期占比逐步上升至

（50.45±3.23）%。NC-Lips 处理组中，3 μmol/L 浓

度下 G0/G1期、G2/M 期占比与 NC 组无显著差异；

6、12 μmol/L 浓度下周期分布差异更明显，12 

μmol/L 时 G0/G1 期占比降至（25.93±1.78）%，G2/M

期占比升至（66.23±3.31）%，且 S 期占比（7.46±

0.16）%高于同期 NC 组，其中，12 μmol/L 时 G0/G1

期、G2/M 期占比的差异具有统计学意义。上述结果

提示，NC 与 NC-Lips 均可诱导 TFK-1 细胞发生 G2/ 

M 期阻滞，且 NC-Lips 在中高浓度下的阻滞作用强

于 NC。 

3  讨论 

近年来，纳米递送系统在抗肿瘤领域的应用日

益成熟，通过载体介导的药物靶向递送的方式，可

有效改善疏水性药物的溶解性与生物利用度，同时

降低药物对正常组织的毒性，为肿瘤治疗提供了高

效低毒的新思路[18]。脂质体作为经典的纳米载体，凭

借磷脂双分子层的独特结构，既能包载多种类型药

物，又具备良好的生物相容性，其表面修饰技术的

发展进一步解决了体循环中易被网状内皮系统清

除的难题，延长了药物体内循环时间。胆管癌作为

高侵袭性肿瘤，单一药物治疗易因耐药性导致疗效

不佳，而基于纳米载体的药物递送系统可通过调控

药物释放动力学、提高肿瘤部位药物富集，增强对

肿瘤细胞增殖、凋亡及周期进程的调控作用[25-26]。

NC 作为具有明确抗胆管癌活性的天然生物碱[13]，

其临床转化受限于水溶性差等缺陷，将其制备为脂

质体制剂，可借助载体优势克服其缺陷，同时可能

通过协同调控肿瘤细胞死亡通路提升抗肿瘤效果，

为胆管癌的治疗提供新的制剂方案。 

本研究采用单因素考察结合 BBD-RSM 优化

NC-Lips 处方工艺，最终确定最优参数为 DSPE-

mPEG2000 用量 34.79 mg、药脂比 1∶15.15、膜材比

17.88。验证实验表明，最优处方制备的 NC-Lips 呈 
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图 7  不同给药组对 TFK-1 细胞凋亡的影响 

Fig. 7  Effects of different administration groups on apoptosis of TFK-1 cells 

表 13  细胞凋亡分析和细胞周期分析 ( x s , n = 3) 

Table 13  Cell apoptosis analysis and cell cycle analysis ( x s , n = 3) 

组别 
浓度/ 

(μmol∙L−1) 
细胞凋亡率/% 

细胞周期分布/% 

G0/G1 S G2/M 

对照 − 13.57±0.11 38.08±4.59 38.05±2.53 23.85±2.46 

NC 原料药 3 18.76±1.34** 39.83±4.75 22.43±1.61*** 37.83±1.64*** 

 6 18.74±2.01** 35.02±2.43 19.18±4.53*** 45.82±3.42*** 

 12 21.59±1.02*** 41.96±1.86*** 7.39±1.74*** 50.45±3.23*** 

NC-Lips 3 18.87±1.01** 44.94±2.35 9.67±0.41***### 45.29±2.35*** 

 6 25.61±1.13***### 35.00±1.34 8.71±0.50***## 56.28±0.95***## 

 12 28.90±2.38***### 25.93±1.78### 7.46±0.16*** 66.23±3.31***### 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与同一质量浓度下 NC 组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs NC group at the same mass concentration. 
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图 8  不同给药组对 TFK-1 细胞周期分布的影响 

Fig. 8  Effects of different administration groups on cell cycle distribution of TFK-1 cells 

典型的囊泡样结构，粒径均一，包封率和载药量均

较优，且 4 ℃储存 30 d 稳定性良好，渗漏率维持在

较低的水平。其抗渗漏性能的提升，主要源于处方

中胆固醇与磷脂的合理配比：胆固醇插入磷脂双分

子层后增强了膜刚性，减少了分子间隙，同时DSPE-

mPEG2000 的立体屏障效应进一步维持了膜结构的

完整性，减少了药物渗漏。 

本研究中体外释放实验显示 NC 溶液与 NC-

Lips的体外释放曲线均与Ritger-Peppas模型拟合度

最高，表明二者释药均为药物扩散与骨架/载体溶蚀

协同作用的结果。二者虽动力学机制一致，但 NC-

Lips 释放速率更平缓，核心是磷脂双分子层形成的

结构屏障，大幅降低药物扩散速率，且其渐进式溶

蚀解体进一步调控释药过程，实现药物缓控释。该

结果证实 NC-Lips 作为 NC 载体的有效性，为后续

体内药动学及胆管癌靶向药效研究奠定基础，其释

药速率仍可通过处方优化进一步调控。 

体外抗肿瘤实验证实，NC-Lips 对 TFK-1 细胞

的增殖抑制、凋亡诱导及 G2/M 期阻滞作用均显著

优于游离药物，且该优势在中、高浓度下更为突出，

其机制一方面是聚乙二醇修饰的 NC-Lips，可以借

助肿瘤组织高通透性和滞留效应实现被动靶向富

集，提高肿瘤局部药物浓度。脂质体的磷脂双分子

层结构更容易被肿瘤细胞通过内吞作用批量吸收，

相比游离药物只能被动渗透进入细胞方式。另一方

面，NC-Lips 的缓慢释放特性在中、高浓度下更能

体现优势，因游离的 NC 会更容易降解失效且可能

诱导耐药。 

对照 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NC-Lips 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

800 

 

 

600 

 

 

400 

 

 

200 

 

 

0 

G0/G1 

G2/M 

S 

1 200 

 

1 000 

 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

1 200 

 

900 

 

600 

 

300 

 

0 

1 000 

 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

细
胞
数

 

细
胞
数

 

细
胞
数

 

1 000 

 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

细
胞
数

 
1 000 

 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

1 200 

 

900 

 

600 

 

300 

 

0 

细
胞
数

 

细
胞
数

 
3 μmol∙L−1 6 μmol∙L−1 12 μmol∙L−1 

细
胞
数

 

细
胞
数

 

细
胞
数

 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

S S 

S S 

S 

S S S 

G2/M G2/M 

G2/M 

G2/M 
G2/M 

G2/M 

G2/M 
G2/M 

G0/G1 
G0/G1 

G0/G1 

G0/G1 

G0/G1 

G0/G1 G0/G1 

G0/G1 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 

0     30     60     90    120    150 

Channels (PE-A-PI) 



·6728· 中草药 2026 年 9 月 第 57 卷 第 17 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 September Vol. 57 No. 17 

    

结合本课题组前期研究，NC 可通过抑制 PI3K/ 

Akt 信号通路、干扰细胞周期调控、诱导线粒体途

径凋亡发挥抗胆管癌效应。NC-Lips 凭借脂质体的

高胞内摄取、缓释与富集优势，可在细胞内维持更

稳定有效的药物浓度，进而强化对 PI3K/Akt 等关键

通路及下游周期、凋亡相关分子的调控作用，因此

中、高浓度下 NC-Lips 的抗肿瘤效果远优于 NC。

本研究中对照组细胞凋亡率高于常规肿瘤细胞培养

的空白组凋亡率，这一现象可能与多因素相关。

TFK-1 细胞作为胆管癌高侵袭性细胞系，其自身代

谢活性强，体外培养过程中易出现自发性凋亡[27]，

细胞分离与接种过程中的机械损伤、培养基营养成

分轻微波动等，可能激活部分凋亡信号通路[28]。此

外，实验所用血清批次差异也可能影响细胞稳态，

有研究表明血清中微量细胞因子失衡可诱导肿瘤

细胞低水平凋亡[29]。这一结果说明，在体外抗肿瘤

实验操作过程中需严格控制培养条件，必要时采用

空白脂质体组进一步排除非特异性影响。在本研究

过程中，发现在较高浓度时，制备的脂质体脂质会

产生沉降现象，这可能与磷脂分子的亲疏水平衡破

坏以及超过脂质体的负载能力相关，长期储存过程

中脂质氧化也可能影响制剂性能，因此有研究建议

添加维生素 E 等抗氧化剂延长储存周期[30]。本研究

中 NC-Lips 30 d 包封率仍维持在 60%以上，表明处

方中胆固醇的抗氧化作用在一定程度上延缓了脂

质氧化。 

然而，本研究仍存在一定局限性，目前仅采用

TFK-1 一种胆管癌细胞系开展体外实验，未在

QBC939、HuCCT1 等其他胆管癌亚型细胞中验证其

抗肿瘤活性，亦未在正常肝细胞中评估其安全性，

导致研究结论的普适性与安全性评价不够全面，同

时仅采用 pH 7.4 PBS（含 0.5%羧甲基纤维素钠）作

为体外释药介质，未模拟体内复杂生理环境，仅考

察短期储存稳定性，未开展长期及冻干制剂稳定性

研究，稳定性数据不够充分，此外本研究未通过

Western blotting、qPCR 等分子生物学实验深入验证

PI3K/Akt 等信号通路的调控机制，机制阐释较为浅

表，且缺乏体内药动学及动物实验数据支撑，仅通

过体外释放曲线推断缓释特性，后续将扩大细胞系

范围、完善长期及冻干制剂稳定性研究，开展分子

机制验证与体内药动学、动物药效学评价，从而完

善整体研究体系，为该脂质体制剂的后续开发奠定

实验基础。 

综上，本研究构建的 NC-Lips 在理化性质、储

存稳定性及体外抗胆管癌活性方面均表现出良好

特征，为 NC 的纳米递药研究提供了新的思路，也

为其后续机制探究与体内进一步评价奠定了实验

基础。 
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