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薯蓣皂苷元丝素蛋白纳米粒的制备、表征及其对前列腺癌荷瘤裸鼠肿瘤的 

抑制作用  
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摘  要：目的  制备薯蓣皂苷元丝素蛋白纳米粒（diosgenin silk fibroin nanoparticles，Doi-SF-NPs），并进行理化性质、肿瘤

靶向性和体内抗肿瘤作用评价。方法  单因素考察Doi-SF-NPs主要影响因素，采用Box-Behnken设计-响应面法（Box-Behnken 

design-response surface methodology，BBD-RSM）优化 Doi-SF-NPs 处方工艺。使用透射电子显微镜（transmission electron 

microscopy，TEM）和傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FT-IR）法进行表征。考察 Doi-SF-NPs

在不同 pH 值磷酸盐缓冲液（PBS）中的释药行为。采用 MTT 法和 Annexin V/PI 双染法考察 Doi-SF-NPs 对人前列腺癌 PC3

细胞的生长抑制及促凋亡作用。建立前列腺癌荷瘤裸鼠模型，比较薯蓣皂苷元原料药和 Doi-SF-NPs 在肿瘤组织中质量浓度，

采用相对摄取率和峰浓度比值考察 Doi-SF-NPs 肿瘤靶向性。将前列腺癌荷瘤裸鼠分为模型（生理盐水）组、阳性对照（顺

铂，2.0 mg/kg）组、薯蓣皂苷元原料药（10 mg/kg）组及 Doi-SF-NPs 低、高剂量（5、10 mg/kg）组，比较 Doi-SF-NPs 体内

抗肿瘤效果。评价 Doi-SF-NPs 安全性。结果  Doi-SF-NPs 最佳处方：丝素蛋白与薯蓣皂苷元质量比为 11.94∶1，有机相与

水相体积比为 5.99∶1，制备时间为 2.75 h。Doi-SF-NPs 平均包封率、载药量、粒径和 ζ 电位分别（84.07±0.70）%、（6.41± 

0.05）%、（164.29±4.43）nm 和（−23.01±1.17）mV。薯蓣皂苷元与丝素蛋白通过氢键络合作用形成 Doi-SF-NPs。Doi-SF-

NPs 外貌呈类圆形纳米颗粒。Doi-SF-NPs 在 pH 5.5、6.0 PBS 中累积释放度较高，具有明显的 pH 值敏感性。薯蓣皂苷元原

料药和 Doi-SF-NPs 对 PC3 细胞半数抑制浓度（median inhibition concentration，IC50）分别为 72.44、55.68 μmol/L。Doi-SF-

NPs 比薯蓣皂苷元原料药更有效地诱导了 PC3 细胞凋亡。Doi-SF-NPs 在肿瘤组织内相对摄取率为 3.23，峰浓度比值为 2.60，

证明 Doi-SF-NPs 能明显增加肿瘤组织的蓄积量。Doi-SF-NPs（10 mg/kg）将薯蓣皂苷元原料药（10 mg/kg）抑瘤率由 29.47%

提高至 66.18%。Doi-SF-NPs 未对荷瘤裸鼠主要脏器产生影响，使用安全性高。结论  Doi-SF-NPs 可提高薯蓣皂苷元肿瘤靶

向性，显著提高了抗肿瘤药效，有望开发成抗肿瘤药物。 
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Abstract: Objective  To prepare diosgenin silk fibroin nanoparticles (Doi-SF-NPs) and evaluate their physicochemical properties, 
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tumor targeting and in vivo anti-tumor effects . Methods  The main influencing factors of Doi-SF-NPs were investigated by single 

factor experiments, and Box-Behnken design-response surface methodology (BBD-RSM) was employed to optimize prescription 

process of Doi-SF-NPs. Doi-SF-NPs was characterized by transmission electron microscopy (TEM) and Fourier transform infrared 

spectroscopy (FT-IR). Drug release behavior of Doi-SF-NPs in phosphate buffer saline solution with different pH values was 

investigated. MTT method and Annexin V/PI double staining method were used to investigate the inhibitory and proapoptotic effects 

of Doi-SF-NPs on PC3 cells, respectively. The nude mouse of prostate cancer was established, compared the concentrations of 

diosgenin and Doi-SF-NPs in tumor tissues, and then evaluated the tumor targeting ability of Doi-SF-NPs using the relative uptake 

rate and ratio of peak concentration. The nude mouse model of prostate cancer was divided into model (normal saline) group, positive 

control (cisplatin, 2.0 mg/kg) group, diosgenin (10 mg/kg) group, low-dose Doi-SF-NPs (5 mg/kg) group and high-dose Doi-SF-NPs 

(10 mg/kg) group, the in vivo anti-tumor effects of Doi-SF-NPs was compared with diosgenin. Safety evaluation of Doi-SF-NPs was 

also performed. Results  Optimal prescription process of Doi-SF-NPs nanoparticles as follows: The mass ratio of silk fibroin to 

diosgenin was 11.94:1, the volume ratio of the organic phase to aqueous phase was 5.99:1, and the preparation time was 2.75 h. 

Average envelopment efficiency, drug loading, particle size and ζ potential were (84.07 ± 0.70)%, (6.41 ± 0.05)%, (164.29 ± 4.43) 

nm and (−23.01 ± 1.17) mV, respectively. Diosgenin formed Doi-SF-NPs with silk fibroin through hydrogen bonding. The appearance 

of Doi-SF-NPs was spherical nanoparticles. Doi-SF-NPs existed higher cumulative release in phosphate buffer solution of pH 5.5 

and 6.0, which demonstrated that Doi-SF-NPs had obvious pH-sensitivity. MTT method results showed that IC50 of diosgenin and 

Doi-SF-NPs on PC3 cells were 72.44 and 55.68 μmol/L, respectively. Doi-SF-NPs more effectively induced apoptosis of PC3 cells 

than that of diosgenin. The relative uptake rate of Doi-SF-NPs in in tumor tissue was 3.23, and the peak concentration ratio was 2.60, 

which demonstrating that Doi-SF-NPs could significantly increase the accumulation in tumor tissue. Doi-SF-NPs (10 mg/kg) 

increased the tumor inhibition rate of diosgenin (10 mg/kg) from 29.47% to 66.18%. Doi-SF-NPs did not affect the major organs of 

tumor-bearing nude mouse, which showed that the safety of Doi-SF-NPs was high. Conclusion  Doi-SF-NPs could improve the 

tumor targeting of diosgenin and significantly enhanced anti-tumor efficacy. Therefore, Doi-SF-NPs had the potential to be developed 

into an antitumor drug. 

Key words: diosgenin; silk fibroin; nanoparticles; Box-Behnken design-response surface methodology; prostate cancer; tumor 

targeting; anti-tumor; safety evaluation 

 

前列腺癌是男性较为常见的一种代谢异常疾

病，国内外发病率在逐年攀升。化疗是临床治疗前

列腺癌的主要方法，但化疗药物存在毒性大、靶向

差、预后不良等问题[1]。中医药在治疗前列腺癌方

面积累了较多经验，在降低不良反应、提高生活质

量等方面显示出独特优势[2-3]。薯蓣皂苷元俗称皂

素，属于异螺甾烷的衍生物，可从豆科、薯蓣科等

植物中提取得到。国内外研究证实薯蓣皂苷元具有

显著的抗前列腺癌作用[4-5]，该成分毒副作用极小，

可作为防治前列腺癌的候选药物。薯蓣皂苷元结构

上含疏水糖苷配基，导致水溶性极差，研究表明薯

蓣皂苷元在 pH 2.0～7.4 磷酸盐缓冲液（PBS）溶解

度均低于 10.0 μg/mL[6]，同时也影响了溶出度，极

大影响了薯蓣皂苷元体内生物利用度及药效。在薯

蓣皂苷元结构上引入亲水性基团可有效提高其水

溶性[7]，但同时也可能使其药理活性受到影响[8]。因

此，医药研究者期望借助纳米递药系统来解决薯蓣

皂苷元溶解度及溶出度问题，相关研究报道有纳米

偶联物、自组装纳米粒、纳米复合物等[7]，虽然有

效改善了薯蓣皂苷元理化性质缺陷，但这些纳米制

剂体内肿瘤靶向性较差，不利于薯蓣皂苷元抗肿瘤

药效充分发挥。新型纳米递药系统常使用化学合成

的高分子材料作为载体，但存在有机试剂残留、稳

定性差、研发成本高、安全性存疑等缺陷[8]。相比

之下，天然来源成分具有稳定高、价格低廉、安全

性好等优势，用于构建新型递药系统时可极大降低

研发成本，也有助于扩大天然成分应用范围，从而

推动中药新药研发高质量发展[9]。 

丝素蛋白是从天然蚕丝中提取的一种蛋白质，

具有优异的生物降解性和自组装特性[10]，可负载药

物形成丝素蛋白纳米粒（silk fibroin nanoparticles，

SF-NPs），被美国 FDA 批准用于新型递药系统的载

体材料。丝素蛋白的促内皮化特性和抗炎性也为其

在临床应用提供了潜在优势，有望减少患者的并发

症、提高治疗效果。丝素蛋白按二级结构可以分为

以无规卷曲和 α-螺旋为主的 Silk I 构象和以 β-折叠

为主的 Silk II 构象，其中 Silk II 构象是丝素蛋白的

一种疏水且稳定的构象[10]，也是丝素蛋白纳米粒主

要存在形式。在弱酸性环境中丝素蛋白的 β-折叠结

构的易被破坏，触发快速释药，从而表现出 pH 敏
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感特点[11]；溶酶体酶在肿瘤细胞中过度表达，而溶

酶体酶可降解丝素蛋白[12]，增加了所载药物在肿瘤

部位的释放几率；肿瘤细胞中谷胱甘肽和活性氧也

可对丝素蛋白二硫键及 β-折叠产生破坏作用[13]，利

于药物在肿瘤部位定位释放，因此丝素蛋白纳米粒

对 pH、溶酶体酶、谷胱甘肽及活性氧具有选择性响

应特征，非常适合作为抗肿瘤药物的载体。鉴于此，

本研究使用天然来源的丝素蛋白作为载体材料，构

建薯蓣皂苷元丝素蛋白纳米粒（diosgenin silk fibroin 

nanoparticles，Doi-SF-NPs），Box-Behnken 设计-响

应 面 法 （ Box-Behnken design-response surface 

methodology，BBD-RSM）优化 Doi-SF-NPs 处方工

艺，并对结合机制、理化性质、体内外抗肿瘤药效

等方面进行评价，为后续研究奠定实验基础，也为

薯蓣皂苷元应用于前列腺癌的治疗提供参考资料。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

85-2 型磁力搅拌器型磁力搅拌器，上海江星仪

器有限公司；AUW220D 型电子天平，日本岛津公

司；KM-23 型超声仪，广州科盟清洁技术有限公司；

1200 型高效液相色谱仪，美国 Agilent 公司；EYEL4

型旋蒸仪，上海泉杰仪器有限公司；C5050 型高速

离心机，上海元析仪器有限公司；Zetasizer Nono ZS-

90 型粒度测定仪，英国马尔文公司；CE7 型自动溶

出仪，美国 Sotax 公司；20S-TWIN 型透射电子显微

镜，美国 FEI 公司；NicoletiS10 型傅里叶变换红外

光谱仪，上海柜谷科技发展有限公司；Aiphal-2L 型

真空冷冻干燥机，德国 CHRIST 公司；FSH-2A 型

匀浆机，上海旌派仪器有限公司；细胞培养箱，上

海普和希健康医疗器械有限公司；Mono422 型酶标

仪，美国 BioTek Instruments 公司；LSR Fortessa 型

流式细胞仪，美国 BD 仪器公司；DS-Ri2 型光学显

微镜，日本 Nikon 公司。 

1.2  材料 

薯蓣皂苷元原料药，批号 20221015，质量分数

为 95.0%，南京清韵生物科技有限公司；薯蓣皂苷

元对照品，批号 111539-202303，质量分数为 96.8%，

中国食品药品检定研究院；甘露醇，批号 F982E，

广州合诚实业有限公司；丝素蛋白，批号 W293432，

上海阿拉丁试剂有限公司；戊巴比妥钠，批号

090206，西安科昊生物科技有限公司；二甲基亚砜

（DMSO），批号 34824985V，北京兰杰柯科技有限

公司；顺铂，批号 DR0540，北京军科弘创生物技术

有限公司；DMEM 培养基，批号 PM150110，武汉

普诺赛生命科技有限公司；FITC-Annexin V/PI 细胞

凋亡试剂盒，批号 40302ES20，苏州优逸兰迪生物

科技有限公司；丙氨酸氨基转移酶（ alanine 

aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶

（aspartate aminotransferase，AST）、肌酐和血尿素氮

（blood urea nitrogen，BUN）试剂盒（批号 C009-2-

1、C010-2-1、C011-2-1、C013-2-1）均购于南京建

成生物工程研究所。 

1.3  细胞与动物 

前列腺癌 PC3 细胞，批号 20250310，中国科学

院上海生科院细胞资源中心。Balb/c 裸鼠体质量为

18～22 g，雄性，4～6 周龄，购自河南省实验动物

中心，动物生产许可证号 SCXK（豫）2022-001。动

物实验经河南应用技术职业学院伦理委员会批准，

批准号为 DW202411-002。 

2  方法与结果 

2.1  Doi-SF-NPs 的制备 

取 25 mg 薯蓣皂苷元溶于 60 mL 无水乙醇，作

为有机相；称取处方量丝素蛋白溶于一定体积的纯

化水中，作为水相。将水相滴至有机相中，涡旋 5 

min，得白色乳浊液。置于冰浴中，在 100 W 功率

下超声一定时间。置于 40 ℃水浴中，600 r/min 磁

力搅拌一定时间，以除尽乙醇。将混悬液使用 0.45 

μm 水膜（有机尼龙材质）进行滤过，除去不溶性颗

粒，即得 Doi-SF-NPs。 

2.2  Doi-SF-NPs 中薯蓣皂苷元含量测定 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Diamonsil-C18 柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-0.05%甲酸水

溶液（70∶30）；检测波长为 210 nm；体积流量为

1.0 mL/min；进样体积为 10 μL；柱温为 30 ℃。 

2.2.2  线性关系考察  用乙腈配制 200 μg/mL 薯蓣

皂苷元对照品储备液，采用甲醇-0.05%甲酸水溶液

（70∶30）稀释成 10.00、5.00、2.50、1.00、0.50、

0.05 μg/mL，测定各质量浓度（X）对照的峰面积（Y），

得标准曲线回归方程 Y＝20.418 1 X＋1.028 0，r＝

0.999 9，因此薯蓣皂苷元在 0.05～10.00 μg/mL 线

性关系良好。 

2.2.3  Doi-SF-NPs 供试品溶液的制备  取 Doi-SF-

NPs 混悬液 1 mL，置于 100 mL 量瓶中，加入 DMSO 

50 mL，超声 5 min，放冷后采用甲醇-0.05%甲酸水

溶液（70∶30）稀释定容。以 10 000 r/min 离心（离

心半径为 6.4 cm）5 min，精密吸取 1 mL 上清液至
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10 mL 量瓶中，采用甲醇-0.05%甲酸水溶液（70∶

30）稀释定容，即得 Doi-SF-NPs 供试品溶液。 

2.2.4  专属性考察  取丝素蛋白，按照“2.2.3”项

下方法制备阴性样品溶液（不含薯蓣皂苷元），另取

Doi-SF-NPs 供试品溶液和薯蓣皂苷元对照品溶液

（2.50 μg/mL）分别进样测定，结果见图 1。在检测

波长为 429 nm 的条件下，丝素蛋白未对薯蓣皂苷

元色谱峰产生干扰，专属性高。 
 

 

图 1  Doi-SF-NPs 样品 (A)、薯蓣皂苷元对照品 (B) 和阴

性样品溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of Doi-SF-NPs sample (A), 

diosgenin reference substance (B) and negative sample 

solution (C) 

2.2.5  精密度考察  取 10.00、1.00、0.05 μg/mL 薯

蓣皂苷元对照品溶液，同日内分别连续进样测定 6

次，薯蓣皂苷元峰面积的 RSD 分别为 0.21%、

0.24%、0.66%；每天测试 1 次，连续进样测试 6 d，

薯蓣皂苷元峰面积的 RSD 分别为 0.24%、0.30%、

0.29%，结果表明该仪器日内、日间精密度良好。 

2.2.6  稳定性考察  取 Doi-SF-NPs 供试品溶液，置

于室温（25 ℃），于 0、3、6、9、12、24 h 分别进

样测定薯蓣皂苷元，其峰面积的 RSD 为 1.07%，结

果表明 Doi-SF-NPs 供试品溶液稳定性良好。 

2.2.7  重复性考察  吸取Doi-SF-NPs混悬液1 mL，

按照“2.2.3”项下方法制备 Doi-SF-NPs 供试品溶液

6 份，测得薯蓣皂苷元质量分数的 RSD 为 1.40%，

结果表明该方法重复性良好。 

2.2.8  加样回收率考察  精密吸取已测知薯蓣皂苷

元含量的 Doi-SF-NPs 混悬液 0.5 mL，置于 100 mL

量瓶中，共 9 份，分成低、中、高 3 组。按照标示

量分别加入薯蓣皂苷元对照品 50%、100%、150%，

制备供试品溶液后测定薯蓣皂苷元总含量，根据原

始薯蓣皂苷元的含量计算加样回收率。结果显示，

薯蓣皂苷元的平均加样回收率为 98.17%，RSD 值

为 1.71%，结果表明该方法可用于测定 Doi-SF-NPs

中薯蓣皂苷元含量。 

2.3  Doi-SF-NPs 包封率、载药量、粒径和 ζ 电位的

测定 

取 Doi-SF-NPs 混悬液，使用 0.45 μm 微孔水膜

滤过，除去不溶性颗粒，精密吸取 1 mL 至超滤管

内管（截留相对分子质量 3 000），8 000 r/min 离心

（离心半径为 6.4 cm）6 min，除去游离薯蓣皂苷元，

超滤管内管截留 Doi-SF-NPs，使用 DMSO 溶解该

Doi-SF-NPs 后，测定被包封薯蓣皂苷元的量（W1）。

根据投药量（W0），计算 Doi-SF-NPs 中薯蓣皂苷元

的包封率。再根据薯蓣皂苷元和丝素蛋白的总质量

（W 总），计算 Doi-SF-NPs 中薯蓣皂苷元的载药量。

使用纯化水将 Doi-SF-NPs 混悬液稀释 100 倍，取 4 

mL 混悬液至比色皿中，于粒度分析仪上测定其粒

径和多分散指数（polydispersity index，PDI）。取稀

释后的 Doi-SF-NPs 混悬液至专用电槽中，将电槽外

壁擦干，待两端液面齐平后，于粒度分析仪上测定

Doi-SF-NPs 的 ζ 电位。 

包封率＝W1/W0 

载药量＝W1/W 总 

2.4  Doi-SF-NPs 处方工艺单因素考察 

2.4.1  丝素蛋白与薯蓣皂苷元质量比的考察  有机

相与水相体积比为 6∶1，超声时间 3 min，制备时

间为 3 h 条件下考察丝素蛋白与薯蓣皂苷元质量比

对 Doi-SF-NPs 包封率、载药量和粒径的影响，结果

见表 1。Doi-SF-NPs 包封率随着丝素蛋白与薯蓣皂

苷元用量比的增加而逐渐增加，说明增加丝素蛋白

用量利于提高包封率，但丝素蛋白与薯蓣皂苷元质

量比超过 12∶1 后包封率提高幅度趋缓，而载药量

下降幅度较大。Doi-SF-NPs 粒径总体呈下降后增长

趋势，这是由于丝素蛋白用量比较低时体系乳化能

力不足[14]，药物也可能吸附在 Doi-SF-NPs 表面，导

致粒径较大；但丝素蛋白用量比过高时，Doi-SF-NPs

相互聚集倾向变大，导致粒径增长。可见丝素蛋白 

表 1  丝素蛋白与薯蓣皂苷元质量比的影响 ( x s , n = 3) 

Table 1  Effects of mass ratio of silk fibroin to diosgenin 

( x s , n = 3) 

丝素蛋白与薯蓣 

皂苷元用量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

8∶1 62.04±1.42 6.84±0.09 197.63±7.25 

10∶1 67.22±1.50 6.06±0.06 176.35±3.50 

12∶1 82.91±1.56 6.35±0.12 168.57±5.85 

14∶1 83.95±1.42 5.65±0.06 165.17±8.12 

16∶1 84.38±1.21 5.07±0.10 175.10±4.91 

0            4            8            12           16 

t/min 

薯蓣皂苷元 

A 

B 

C 
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与薯蓣皂苷元质量比对 Doi-SF-NPs 影响较大，后续

以 12∶1 为中心对丝素蛋白与薯蓣皂苷元用量比

10∶1～14∶1 进行优化。 

2.4.2  有机相与水相体积比的考察  丝素蛋白与薯

蓣皂苷元质量比 12∶1，超声时间 3 min，制备时间

为 3 h 条件下考察有机相与水相体积比对 Doi-SF-

NPs 的影响，结果见表 2。丝素蛋白主要有 Silk I、

Silk II 等构象，其中 Silk I 构象含有很大比例的 α⁃

螺旋结构以及无规则卷曲，Silk II 构象具有有序、

稳定的 β⁃折叠结构，一般经有机溶剂、超声等来诱

导丝素蛋白由 Silk I 形式向 Silk II 形式转化[14]，从

而形成 Doi-SF-NPs。随着有机相与水相体积比的增

加包封率和载药量均呈先增加后减小趋势，可能是

有机相体积较低时影响了丝素蛋白向 Silk II 形式转

化[15]，影响了 Doi-SF-NPs 载药，故包封率及载药量

较低；有机相体积过高时体系出现大量絮状沉淀，

使用 0.45 μm 水膜滤过时，部分薯蓣皂苷元也被除

去，故包封率及载药量下降。Doi-SF-NPs 粒径呈减

小后增长趋势，可见有机相与水相体积比对Doi-SF-

NPs 影响较大，后续以 6∶1 为中心对有机相与水

相体积比 5∶1～7∶1 进行优化。 

表 2  有机相与水相体积比的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effects of volume ratio of organic phase to 

aqueous phase ( x s , n = 3) 

有机相与水相体积比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

4∶1 68.77±1.27 5.18±0.04 184.20±5.11 

5∶1 75.80±1.24 5.73±0.11 173.57±6.75 

6∶1 83.27±0.62 6.35±0.08 164.43±4.48 

7∶1 77.45±0.59 5.89±0.06 182.03±6.84 

8∶1 74.75±0.57 5.69±0.04 233.80±7.35 
 

2.4.3  超声时间的考察  丝素蛋白与薯蓣皂苷元质

量比 12∶1，有机相与水相体积比 6∶1，制备时间

为 3 h 条件下考察超声时间对 Doi-SF-NPs 的影响，

结果见表 3。当不进行超声处理时 Doi-SF-NPs 粒径

较大，且包封率及载药量均相对较低，所以引入超

声工艺是必要的，有助于诱导丝素蛋白向 Silk II 形

式转化形成结构稳定的 Doi-SF-NPs。随着超声时间

的延长包封率和载药量呈先增大后下降趋势，可见

诱导丝素蛋白由 Silk I 形式向 Silk II 形式转化时超

声时间不易过长[15]，因此最终选择超声 2 min 来制

备 Doi-SF-NPs。 

2.4.4  制备时间的考察  丝素蛋白与薯蓣皂苷元用

量比 12∶1，有机相与水相体积比 6∶1，超声时间 

表 3  超声时间的影响 ( x s , n = 3) 

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

超声时间/min 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

0 62.12±1.18 4.64±0.06 673.97±54.17 

1 81.96±1.52 6.34±0.05 356.83±34.01 

2 83.41±0.68 6.35±0.07 178.47±5.61 

3 83.05±0.92 6.34±0.06 176.17±5.49 

4 79.06±1.26 6.22±0.05 225.77±6.25 
 

为 2 min 条件下考察制备时间对 Doi-SF-NPs 的影

响，结果见表 4。随着制备时间的延长包封率和载

药量均呈先增加后减小趋势，可能是制备时间较短

时体系中乙醇未处理完全，从而对 Doi-SF-NPs 结构

稳定性产生影响，药物易泄漏，故包封率及载药量

较低；制备时间过长时可能使薯蓣皂苷元降解，也

可能对 Doi-SF-NPs 结构稳定性产生影响[15]，使包

封率及载药量下降。Doi-SF-NPs 粒径呈减小后增长

趋势，可见制备时间对 Doi-SF-NPs 影响较大，后续

以 3 h 为中心对制备时间 2～4 h 进行优化。 

表 4  制备时间的影响 ( x s , n = 3) 

Table 4  Effects of prepare time ( x s , n = 3) 

制备时间/h 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

1 57.27±1.18 4.29±0.07 188.68±6.66 

2 67.71±1.42 5.16±0.05 180.19±5.35 

3 83.04±1.00 6.38±0.06 174.30±5.54 

4 77.32±0.97 5.83±0.06 198.69±6.99 

5 75.33±0.93 5.74±0.06 227.11±3.90 
 

2.5  Box-Behnken 设计-效应面法（Box-Behnken 

design-response surface method，BBD-RSM）优化

Dio-SF-NPs 处方工艺 

2.5.1  优化方案设计  选择丝素蛋白与薯蓣皂苷

元质量比（X1）、有机相与水相体积比（X2）和制备

时间（X3）分别作为 Doi-SF-NPs 主要影响因素，各

因素设置低（−1）、中（0）、高（+1）水平。包封率

（Y1）、载药量（Y2）和粒径（Y3）分别作为 Doi-SF-

NPs 质量指标，为简化 Doi-SF-NPs 处方工艺优化过

程，将 Y1、Y2 和 Y3 转换为总评归一值（overall 

desirability，OD），以得到包封率和载药量均较高，

且粒径较小的最佳处方工艺。OD 值计算过程为采

用 dmax＝(Mi－Mmin)/(Mmax－Mmin)计算包封率 d1 和

载药量 d2；采用 dmin＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin)计算

粒径 d3，其中，Mi、Mmax 和 Mmin分别为实测值、最

大值和最小值；采用 OD＝(d1d2d3)1/3 计算 OD 值。

处方工艺组合及测得结果见表 5。 



·7592· 中草药 2026 年 10 月 第 57 卷 第 19 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 October Vol. 57 No. 19 

    

表 5  试验组合及相应结果 (n = 3) 

Table 5  Experiments combinations and corresponding 

results (n = 3) 

试验号 X1 X2 X3/h Y1/% Y2/% Y3/nm OD 

1 12∶1 (0) 6∶1 (0) 3 (0) 83.16 6.42 165.88 0.953 

2 10∶1 (−1) 7∶1 (+1) 3 68.43 6.11 185.41 0.408 

3 12∶1 5∶1 (−1) 2 (−1) 72.15 5.43 180.63 0.455 

4 10∶1 6∶1 2 65.48 5.84 185.17 0.270 

5 14∶1 (+1) 6∶1 2 73.69 4.81 190.34 0.242 

6 12∶1 7∶1 2 69.44 5.33 189.23 0.307 

7 12∶1 6∶1 3 84.68 6.45 170.47 0.935 

8 10∶1 6∶1 4 (+1) 65.54 5.91 196.44 0.148 

9 14∶1 7∶1 3 70.84 4.57 186.30 0.000 

10 10∶1 5∶1 3 63.91 5.76 185.46 0.000 

11 12∶1 7∶1 4 71.95 5.56 195.71 0.253 

12 14∶1 5∶1 3 74.18 4.88 183.99 0.325 

13 12∶1 6∶1 3 82.51 6.36 169.86 0.892 

14 12∶1 6∶1 3 84.07 6.40 164.36 0.979 

15 14∶1 6∶1 4 73.67 4.76 198.43 0.000 

16 12∶1 5∶1 4 70.71 5.37 195.65 0.224 

17 12∶1 6∶1 3 82.99 6.46 172.84 0.884 
 

2.5.2  模型拟合及方差分析  根据表 5 中 17 组实

验数据（含 5 个中心点实验），并使用 Design Expert 

软件（版本 V12.0.1）得到 OD 多元 2 次项方程：

OD＝0.93－0.03 X1－4.65×10−4 X2－0.08 X3－0.18 

X1X2－0.30 X1X3＋0.04 X2X3－0.45 X1
2－0.30 X2

2－

0.32 X3
2，将该方程作为 OD 值的数学模型。方差分

析结果见表 6，数学模型方程 P 值＜0.000 1，模型

系数 R2 和修正系数 Radj
2分别为 0.992 5 和 0.982 8，

失拟项 P＝0.135 2（P＞0.05），说明该模型具有极

显著性意义，拟合值和测定值之间相关性良好，且

干扰因素对拟合值未产生显著性影响。据 P 值分析

结果可知数学模型方程中 X3、X1X2、X1
2、X2

2、X3
2

项具有极显著差异（P＜0.01）。 

2.5.3  响应面分析及 Doi-SF-NPs 最佳处方确定  

使用 Design Expert 软件（版本 V12.0.1）分别绘制

丝素蛋白与薯蓣皂苷元用量比（X1）、有机相与水相 

表 6  数学模型方差分析 

Table 6  Variance analysis of mathematical model 

来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 

模型 9 2.03 0.23 116.48 ＜0.000 1 

X1 1 8.38×10−3 8.38×10−3 4.32 0.076 2 

X2 1 1.73×10−4 1.73×10−4 0.09 0.773 8 

X3 1 0.05 0.05 27.16 0.001 2 

X1X2 1 0.13 0.13 69.25 ＜0.000 1 

X1X3 1 3.59×10−3 3.59×10−3 1.85 0.215 6 

X2X3 1 7.81×10−3 7.81×10−3 4.03 0.084 7 

X1
2 1 0.83 0.83 430.31 ＜0.000 1 

X2
2 1 0.38 0.38 196.00 ＜0.000 1 

X3
2 1 0.43 0.43 220.25 ＜0.000 1 

残差 7 0.01 1.94×10−3   

失拟项 3 7.01×10−3 2.34×10−3 1.42 0.359 5 

总偏差 4 6.56×10−3 1.64×10−3   

总离差 16 2.05    

 

体积比（X2）和制备时间（X3）与 OD 值的响应面

图。结果见图 2，均呈抛物线曲面，且开口向下，

表明 OD 值存在有峰值，提示随着 X1、X2 和 X3 增

加 OD 值先升后降，其中 X1X2 对应等高线图为扁长

椭圆形，说明丝素蛋白与薯蓣皂苷元用量比（X1）

和有机相与水相体积比（X2）交互作用较强。在确

定 Doi-SF-NPs 处方时选择 OD 值最大值作为优化

目标，得 Doi-SF-NPs 最佳处方：丝素蛋白与薯蓣皂

苷元质量比为 11.94∶1，有机相与水相体积比为

5.99∶1，制备时间为 2.75 h，预测 OD 值为 0.989。 

2.5.4  Doi-SF-NPs 工艺验证  平行制备 3 批 Doi-

SF-NPs，处方验证结果见表 7。计算得平均包封率、

载药量和粒径分别为（84.07±0.70）%、（6.41±

0.05）%和（164.29±4.43）nm，按照“2.5.1”项下

方法计算得实际 OD 值为 0.982±0.004。以预测 OD

值 0.989 为参考，实际 OD 值相对偏差为−0.71%，

说明 OD 数学模型适用性较高。Doi-SF-NPs 粒径分

布见图 3-A，另测得 PDI 值为 0.166±0.013，ζ 电位

为（−23.01±1.17）mV，见图 3-B。 

             

图 2  自变量与响应值三维图 

Fig. 2  Three-dimensional plots of independent factors and response values 

0.98 

O
D

 

11∶1 

0.00 

0.98 

0.49 

0.00 

0.98 

0.58 

0.18 

0.49 

13∶1 

11∶1 

13∶1 

5.5∶1 

6.5∶1 
X1 X1 X2 

O
D

 

O
D

 

5.5∶1 

6.5∶1 3.5 

2.5 

3.5 

2.5 X2 X3/h X3/h 



 中草药 2026 年 10 月 第 57 卷 第 19 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 October Vol. 57 No. 19 ·7593· 

    

表 7  处方验证结果 ( x s , n = 3) 

Table 7  Prescription verification results ( x s , n = 3) 

批次 包封率/% 载药量/% 粒径/nm OD 值 

1 84.35±0.75 6.43±0.07 165.43±5.21 0.977 

2 83.92±0.25 6.42±0.03 163.82±5.24 0.985 

3 83.96±1.09 6.38±0.04 163.61±4.58 0.981 
 

 

 

图 3  Dio-SF-NPs 的粒径分布 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 3  Particle size distribution (A) and ζ potential (B) of 

Dio-SF-NPs 

2.6  Doi-SF-NPs 理化性质表征 

2.6.1  透射电子显微镜（ transmission electron 

microscope，TEM）观察  取 Doi-SF-NPs 混悬液涂

敷在 TEM 专用铜网上，静置 30 min 后加 1.5%磷钨

酸钠（pH 7.0）染色，干燥后用加速电压为 80 kV 的

TEM 观察 Doi-SF-NPs 微观形貌。结果见图 4，Doi-

SF-NPs 为类圆形纳米颗粒。TEM 观察 Doi-SF-NPs

粒径时属于干燥径，而粒度分析仪测定的是水化

径，所以二者粒径数据存在一定的差别。 
 

 

图 4  Dio-SF-NPs 的 TEM 图 

Fig. 4  TEM diagram of Dio-SF-NPs 

2.6.2  傅里叶变换红外光谱（Fourier transform 

infrared spectroscopy，FT-IR）分析  取 Doi-SF-NPs

混悬液敞口置于−60 ℃超低温冰箱中预冻 3 d，取

出后立即置于−30 ℃冻干机中，抽真空，3 d 后即得

Doi-SF-NPs 粉末。FT-IR 测试条件：室温（25 ℃）

环境，相对湿度低于 30%，在 400～4 000 cm−1 扫描

32 次，分辨率为 4 cm−1。取薯蓣皂苷元原料药、丝

素蛋白、物理混合物（薯蓣皂苷元与丝素蛋白质量

比同 Doi-SF-NPs）和 Doi-SF-NPs 粉末适量，按照

样品与 KBr 质量比 1∶100 加入 KBr 研细，压片，

各样品 FT-IR 测试结果见图 5。在薯蓣皂苷元原料

药 FT-IR 图谱中，3 438 cm−1 处吸收峰由薯蓣皂苷

元-OH 伸缩振动引起，2 953、2 850 cm−1 处吸收峰

系由不对称和对称的 C-H 伸缩振动引起，1 490 cm−1

处吸收峰由 C＝C 伸缩振动引起，这些吸收峰是薯

蓣皂苷元特征吸收峰。在丝素蛋白 FT-IR 图谱中，

酰胺 I（C＝O）、酰胺 II（N-H）、酰胺 III（C-N）特

征吸收峰分别位于 1 659、1 544、1 238 cm−1，是丝

素蛋白特征吸收峰。物理混合物 FT-IR 图谱仅是薯

蓣皂苷元和丝素蛋白吸收峰的简单叠加，两者之间

无络合作用。Doi-SF-NPs 的 FT-IR 图谱与物理混合

物存在较大差别，薯蓣皂苷元在 3 438、1 490 cm−1

处特征吸收峰消失，丝素蛋白在 1 659、1 544、1 238 

cm−1 处吸收峰发生红移，因此推测薯蓣皂苷元与丝

素蛋白存在氢键络合作用。 

 

图 5  各个样品的 FT-IR 图 

Fig. 5  FT-IR spectrum of various samples 

2.6.3  Doi-SF-NPs 在不同 pH 介质中的释药行为比

较  取 Doi-SF-NPs 和薯蓣皂苷元原料药至一端尼

龙绳已扎紧的透析袋中（截留相对分子质量 8 000），

使薯蓣皂苷元含量均为 5 mg，分别加入 pH 5.5 PBS

（含 1% SDS）5 mL，尼龙绳将另一端扎紧后放入转
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篮中，置于体积为 1.0 L、温度为（37.0±0.2）℃的

pH 5.5 PBS（含 1% SDS）中，开启溶出仪，转篮转

速为 75 r/min。分别于 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、9.0、

12.0、18.0、24.0、36.0、48.0 h 取样 5 mL，并立即

补加 pH 5.5 PBS（含 1% SDS）5 mL，8 000 r/min

离心 10 min（离心半径为 6.4 cm）后测定上清液中

薯蓣皂苷元含量，计算各时间点累积释放率。同法

考察 Doi-SF-NPs 和薯蓣皂苷元原料药在 pH 6.0、

6.8、7.4 PBS 中释药情况，结果见图 6。 

Doi-SF-NPs 在 pH 5.5、6.0 PBS 释药速率和释

放度明显大于 pH 6.8、7.4 PBS，说明 Doi-SF-NPs 具

有 pH 敏感性（图 6-A）。丝素蛋白的 Silk II 构象在

pH 6.0 PBS 环境中稳定性最差[13]，故 Doi-SF-NPs 在

pH 6.0 PBS 释药速率和释放度最大。 

薯蓣皂苷元体外释药无 pH 值敏感性（图 6-B），

说明Doi-SF-NPs表现出的 pH值敏感性与薯蓣皂苷

元自身溶解度无关[16]，而与丝素蛋白 Silk II 构象的

理化性质有关。释药模型见表 8，Doi-SF-NPs 在 pH 

5.5、6.0、6.8、7.4 PBS 中释药行为均与 Weibull 模

型拟合度最高。 

2.7  Doi-SF-NPs 溶血实验 

使用注射用生理盐水配制 2%的红细胞悬液，分 
 

 

 

图 6  Doi-SF-NPs (A) 和薯蓣皂苷元原料药 (B) 在不同

pH 值 PBS 中体外释放曲线 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  In vitro release curves of Doi-SF-NPs (A) and 

diosgenin bulk drug (B) in PBS with different pH values 

( x s , n = 6) 

表 8  Dio-SF-NPs 的释药模型 

Table 8  Fitting release model of Dio-SF-NPs 

释放介质 模型 拟合方程 R2 

pH 5.5 PBS 一级 ln(1－Mt/M∞)＝−0.032 6 t－0.223 1 0.920 7 

 Higuchi Mt/M∞＝0.121 8 t1/2＋0.049 9 0.962 3 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.625 8 lnt－1.884 8 0.997 2 

pH 6.0 PBS 一级 ln(1－Mt/M∞)＝−0.053 7 t－0.486 1 0.844 1 

 Higuchi Mt/M∞＝0.143 0 t1/2＋0.142 4 0.856 4 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.677 6 lnt－1.423 3 0.974 3 

pH 6.8 PBS 一级 ln(1－Mt/M∞)＝−0.010 1 t－0.149 6 0.752 2 

 Higuchi Mt/M∞＝0.062 5 t1/2＋0.045 4 0.926 1 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.486 4 lnt－2.328 8 0.962 5 

pH 7.4 PBS 一级 ln(1－Mt/M∞)＝−0.007 8 t－0.122 3 0.741 5 

 Higuchi Mt/M∞＝0.051 0 t1/2＋0.039 8 0.916 8 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.488 7 lnt－2.577 8 0.954 8 

t 代表时间；Mt和 M∞分别为 t 和时的累积释放率；Mt/M∞为 t 时

间累积释放百分率。 

t was time; Mt and M∞ were cumulative release rates at time t and ∞, 

respectively; Mt/M∞ was cumulative release percentage at t. 

成阳性（纯化水）组、阴性（注射用生理盐水）组

和 Doi-SF-NPs（薯蓣皂苷元质量浓度分别为 0.05、

0.10、0.20、0.30、0.40、0.50、0.60 mg/mL）组，于

37 ℃水浴中孵育 0.5 h，以 3 000 r/min 离心 10 min

（离心半径为 6.4 cm）。取上清液，于 429 nm 波长

处测定吸光度（A），并计算溶血率。结果（图 7）

显示，Doi-SF-NPs 在薯蓣皂苷元 0.05～0.60 mg/mL

质量浓度的溶血率均低于 5%，表明 Doi-SF-NPs 与

血液的相容性较好，可注射给药。薯蓣皂苷元在 0.60 

mg/mL 质量浓度时溶血率误差相对较大，可能是随

着溶血程度的增加干扰因素对检验结果的影响程

度也随之增加所致，但实验结果仍具有一定的参考

价值。 

溶血率＝(A 样品－A 阴性)/(A 阳性－A 阴性) 
 

 

图 7  Doi-SF-NPs 溶血实验考察结果 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Investigation results of Doi-SF-NPs hemolysis 

experiment ( x s , n = 3) 
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2.8  Doi-SF-NPs 冻干粉的制备及其稳定性考察 

于 Doi-SF-NPs 混悬液中加入质量分数为 5%甘

露醇，溶解后按 2 mL/瓶分装至西林瓶中，敞口置

于−60 ℃超低温冰箱中预冻 3 d，取出后立即置于

−30 ℃冻干机中，抽真空，3 d 后即得 Doi-SF-NPs

冻干粉。Doi-SF-NPs 混悬液外观见图 8-A，带浅蓝

色乳光；冻干粉外观见图 8-B，色泽均匀，无塌陷

现象；Doi-SF-NPs 冻干粉复溶后混悬液仍带浅蓝色

乳光（图 8-C），使用绿色激光笔侧面照射时可观察

到明亮光路，即丁达尔现象（图 8-D），说明 Doi-SF-

NPs 冻干粉复溶后可形成胶体分散体系。 

  

图 8  Doi-SF-NPs 混悬液 (A)、Doi-SF-NPs 冻干粉 (B)、

复溶后混悬液 (C) 及其丁达尔实验 (D) 

Fig. 8  Doi-SF-NPs suspension (A), Doi-SF-NPs lyophilized 

powder (B), suspension after reconstitution (C) and its 

Tyndall effect experiment (D) 

将 Doi-SF-NPs 冻干粉密封后置于−10 ℃冰箱

中，分别 0、1、2、3、6 月取样，加注射用生理盐

水复溶后分别测定质量指标，结果见表 9。Doi-SF-

NPs 冻干粉 6 个月后包封率有所下降，但仍大于

80%；粒径有所增长，但仍小于 200 nm；PDI 值仍

小于 0.3，说明 Doi-SF-NPs 冻干粉复溶后粒径分布

较为均匀；ζ 电位绝对值波动较小，表明 Doi-SF-NPs

冻干粉在低温环境中保存时稳定性良好。 

2.9  体外抗肿瘤实验 

2.9.1  PC3 细胞培养及生长抑制研究  常规复苏

PC3 细胞，使用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液

制成浓度为 5.0×104个/mL 的细胞悬液，接种至 96 

表 9  Doi-SF-NPs 冻干粉稳定性结果 ( x s , n = 3) 

Table 9  Stability results of Doi-SF-NPs lyophilized powder 

( x s , n = 3) 

t/月 包封率/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 82.96±1.26 172.43±4.44 0.168±0.010 −22.16±0.94 

1 82.84±0.74 175.64±6.12 0.159±0.007 −23.07±0.72 

2 81.77±0.99 176.95±3.47 0.162±0.011 −22.94±1.03 

3 81.49±1.13 180.61±5.30 0.166±0.013 −23.01±1.14 

6 81.03±1.07 182.90±4.98 0.173±0.009 −22.85±0.81 

孔板，每孔体积为 100 μL。在 5% CO2、37 ℃的培

养箱内培养 24 h，细胞完全贴壁。采用培养液稀释

配制不同浓度的薯蓣皂苷元原料药和 Doi-SF-NPs

药液，设置空白（0.5% MTT 和 DMSO）组、对照

（PC3 细胞、0.5% MTT 和 DMSO）组及薯蓣皂苷元

原料药（25、50、75、100 μmol/L）组和 Doi-SF-NPs

（25、50、75、100 μmol/L）组[5]，均设 6 个复孔。

培养箱内培养 48 h，每孔分别加 0.5% MTT 溶液 20 

μL，4 h 后弃去培养液，每孔分别加 DMSO 溶液 100 

μL，放置 10 min 后振荡，使甲瓒完全溶解。将培养

板放入酶标仪中，在 490 nm 波长下测定 A 值，计

算细胞存活率，结果见表 10。与相同浓度薯蓣皂苷

元原料药比较（除 0 μmol/L 外），Doi-SF-NPs 在各

个浓度下的存活率均极显著性下降（P＜0.01），各

薯蓣皂苷元原料药和 Doi-SF-NPs 对 PC3 细胞半数

抑制浓度（median inhibition concentration，IC50）分

别为 72.44、55.68 μmol/L，Doi-SF-NPs 使薯蓣皂苷

元的 IC50 值下降，表明 Doi-SF-NPs 增强了薯蓣皂

苷元的抗肿瘤活性。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

表 10  薯蓣皂苷元和 Doi-SF-NPs 对 PC3 细胞的抑制作用 

( x s , n = 6) 

Table 10  Inhibitory effects of diosgenin and Doi-SF-NPs 

on PC3 cells ( x s , n = 6) 

浓度/ 

(μmol∙L−1) 

细胞存活率/% 

薯蓣皂苷元原料药 Doi-SF-NPs 

0 99.47±0.60 99.77±2.27 

25 89.27±1.11 81.70±2.09** 

50 72.60±2.04 53.97±2.74** 

75 48.80±3.44 40.86±3.25** 

100 41.67±3.52 28.37±2.15** 

与薯蓣皂苷元原料药比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs diosgenin bulk drug. 

2.9.2  流式细胞术检测细胞凋亡  取对数生长期

PC3 细胞，按 5.0×104 个/孔接种，置于 5% CO2、

37 ℃培养箱内培养 48 h。设置对照组、薯蓣皂苷元

原料药组和 Doi-SF-NPs 组，薯蓣皂苷元浓度均为

75 μmol/L，置 5% CO2、37 ℃培养箱内培养 48 h。

取出后加入适量 0.25%胰酶消化液（含 EDTA），贴

壁细胞可被轻轻吹下来。收集细胞悬液加入培养皿

中，轻轻振荡混匀，2 000 r/min 离心（离心半径为

6.4 cm）5 min，弃去上清液，收集细胞，加 PBS 重

悬液清洗，2 000 r/min 离心（离心半径为 6.4 cm）5 

min，弃去上清液。重悬后加 FITC 标记的 Annexin-

A            B            C               D 
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V 10 μL，黑暗室温环境中孵育 20 min，重悬 2 次，

加入碘化丙啶（propidium iodide，PI）5 μL，孵育 5 

min[17-18]，使用流式细胞仪检测 FITC 和 PI 荧光信

号，结果见图 9。薯蓣皂苷元原料药和 Doi-SF-NPs

的凋亡率分别为（32.69±0.44）%、（47.06±0.57）%，

表明 Doi-SF-NPs 增强了薯蓣皂苷元的抗肿瘤作用。 

 

             

图 9  薯蓣皂苷元原料药和 Doi-SF-NPs 对 PC3 细胞凋亡的影响 

Fig. 9  Effects of diosgenin bulk drug and Doi-SF-NPs on PC3 cell apoptosis 

2.10  Doi-SF-NPs 体内组织分布研究 

2.10.1  肿瘤模型的建立[19]  取 Balb/c 裸鼠，脱去

右侧腋窝皮下被毛，注射 100 μL 处于对数生长期的

PC3 细胞悬液（1.0×107 个/mL），棉球轻按注射部

位，正常饲养。接种 PC3 细胞 2 周后，肉眼可见明

显的肿块，挤压使之隆起，立即用游标卡尺测量长

（a）和宽（b），计算肿瘤体积（V），选取瘤体体积

为（155±5）mm3 荷瘤裸鼠作为模型。 

V＝ab2π/6 

2.10.2  实验方案及肿瘤组织供试品的制备  取禁

食过夜的 84 只荷瘤小鼠，随机分为薯蓣皂苷元原

料药组和 Doi-SF-NPs 组，每组各 36 只，分别按 10.0 

mg/kg 剂量[20]（以薯蓣皂苷元含量计）尾 iv 给药，

于 0.25、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00、8.00 h 分别

随机取 6 只荷瘤小鼠 ip 2%戊巴比妥钠（50 mg/kg）

麻醉，断颈椎处死并取肿瘤组织，称定质量后剪碎，

加入 3 倍量生理盐水后匀浆[21]，精密吸取 0.5 mL 匀

浆液至含 2 mL 乙腈的离心管中，密封涡旋 5 min，

8 000 r/min 离心（离心半径为 6.4 cm）10 min，弃

去杂质沉淀，使用氮气将上清液吹干，于残渣中加

入 0.1 mL 乙腈复溶，待测。 

2.10.3  肿瘤组织对照品溶液配制及标准曲线的绘

制  取 1 只荷瘤小鼠（未给药），ip 2%戊巴比妥钠

（50 mg/kg）麻醉，断颈椎处死并取肿瘤组织，按照

“2.10.2”项下方法处理成残渣，加入薯蓣皂苷元对

照品，制成质量浓度分别为 20.00、10.00、5.00、

2.50、1.00、0.50 μg/mL 的肿瘤组织对照品溶液。按

照“2.2.1”项下条件分别测定各质量浓度（X）对应

的峰面积（Y），拟合得肿瘤组织标准曲线回归方程

为 Y＝33.06 X＋34.17，r＝0.998 6，表明肿瘤组织对

照品溶液中薯蓣皂苷元在 0.50～20.0 μg/mL 线性关

系良好。 

2.10.4  专属性考察  分别吸取肿瘤组织样品溶液、

肿瘤组织薯蓣皂苷元对照品溶液和空白组织样品

溶液，按照“2.2.1”项下条件进样测定，色谱图见

图 10。结果表明，肿瘤组织内源性杂质不干扰薯蓣

皂苷元色谱峰，专属性较高。 
 

 

图 10  肿瘤组织样品 (A)、肿瘤组织对照品 (B) 和肿瘤组

织空白样品溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 10  HPLC chromatograms of tumor tissue sample (A), 

tumor tissue reference substance sample (B) and tumor 

tissue blank sample solution (C) 

2.10.5  稳定性考察  取薯蓣皂苷元质量浓度为 5.0 

μg/mL 肿瘤组织质控样品溶液，分别于制备后 0、

3、6、12、18、24 h 进样测定，测得薯蓣皂苷元峰

面积的 RSD 为 6.16%，结果表明样品溶液在 24 h 内

稳定性良好。 

2.10.6  重复性考察  取 5.0 μg/mL薯蓣皂苷元肿瘤

组织质控样品，平行制备成 6 份供试品溶液，测得
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薯蓣皂苷元质量浓度的 RSD 为 7.09%，结果表明该

实验重复性良好。 

2.10.7  精密度和准确度考察  取薯蓣皂苷元质量

浓度分别为 20.00、5.00、0.50 μg/mL 肿瘤组织质控

样品溶液，连续进样 6 次，测得得各个样品峰面积

的 RSD 分别为 2.14%、5.13%、5.70%，结果表明该

实验精密度良好。 

根据测得的薯蓣皂苷元峰面积，使用随行标准

曲线方程计算薯蓣皂苷元的测得质量浓度，与实际

质量浓度相比，计算得相对偏差分别为 6.01%、

−2.19%和−3.18%，结果表明该实验准确度较高。 

2.10.8  提取回收率  使用空白肿瘤组织配制薯蓣

皂苷元质量浓度分别为 20.00、5.00、0.50 μg/mL 的

样品，测定薯蓣皂苷元峰面积，带入随行标准曲线

计算测得含量。将测得含量与实际含量对比，计算

得薯蓣皂苷元的平均提取回收率为 103.42%，RSD

为 7.46%，因此该方法可测定肿瘤组织中薯蓣皂苷

元含量。 

2.10.9  肿瘤组织中薯蓣皂苷元含量测定结果  根

据肿瘤质量和测得薯蓣皂苷元的含量，计算肿瘤组

织中质量浓度，结果见表 11，以薯蓣皂苷元为参考

计算 Doi-SF-NPs 的相对摄取率（relative uptake 

efficiency，RUE）和峰浓度比值（peak concentration 

ratio，Ce），数值越大表示 Doi-SF-NPs 在肿瘤组织

中靶向性越强[21]。 

结果显示，Doi-SF-NPs 在各时间点薯蓣皂苷元

质量分数均极显著性大于薯蓣皂苷元注射液（P＜

0.01），Doi-SF-NPs 的相对摄取率为 3.23，峰浓度比

值为 2.60，证明 Doi-SF-NPs 能明显增加肿瘤组织

的蓄积量，具有肿瘤靶向作用。 

RUE＝AUCDoi-SF-NPs/AUC 薯蓣皂苷元 

Ce＝Cmax Doi-SF-NPs/Cmax 薯蓣皂苷元 

AUC 为药-时曲线下面积，Cmax为峰浓度 

表 11  薯蓣皂苷元和 Doi-SF-NPs 在各时间点肿瘤组织中

的质量分数 ( x s , n = 6) 

Table 11  Concentration of diosgenin and Doi-SF-NPs in 

tumor tissue at various time points ( x s , n = 6) 

t/h 

质量分数/(μg∙g−1) 

t/h 

质量分数/(μg∙g−1) 

薯蓣皂苷元 

原料药 
Doi-SF-NPs 

薯蓣皂苷元 

原料药 
Doi-SF-NPs 

0.25 0.98±0.39 5.07±1.88** 4.00 1.02±0.34 3.43±0.66** 

0.50 6.07±1.92 15.13±3.24** 6.00 0.50±0.17 1.27±0.42** 

1.00 4.04±1.03 10.92±2.01** 8.00 0.11±0.04 0.32±0.10** 

2.00 1.96±0.55 6.05±1.47**    

与薯蓣皂苷元原料药比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs diosgenin bulk drug. 

2.11  Doi-SF-NPs 体内抗肿瘤实验 

2.11.1  实验设计方案  30 只荷瘤裸鼠随机分成 5

组，即模型（生理盐水）组、阳性对照（顺铂，2.0 

mg/kg）组、薯蓣皂苷元原料药（DMSO 溶解，10.0 

mg/kg）组和 Doi-SF-NPs 低、高剂量（5.0、10.0 

mg/kg）组，阳性对照组顺铂 3 d 给药 1 次，其他各

给药组每天给药 1 次，连续 15 d，每 3 天测量 1 次

肿瘤体积。停药第 3 天荷瘤裸鼠 ip 2%戊巴比妥钠

（50 mg/kg），麻醉后眼眶取血 1 mL，加入抗凝剂处

理，2 500 r/min 离心（离心半径为 6.4 cm）3 min，

保存血浆。将裸鼠安乐处死，剥离瘤块，记录质量，

计算抑瘤率。同时取出荷瘤裸鼠心、肝、脾、肺、

肾组织，备用。 

抑瘤率＝1－给药组平均瘤质量/模型组平均瘤质量 

2.11.2  抑瘤作用实验结果  各组裸鼠肿瘤体积增

长情况结果见表 12，各组抑瘤率见表 13，瘤体外观

见图 11。模型组由于无药物的治疗作用，随着时间

的增加肿瘤体积越来越大。薯蓣皂苷元原料药组肿

瘤体积增长有所变缓，说明薯蓣皂苷元具有一定的

抑瘤作用，给药剂量为 10.0 mg/kg 时薯蓣皂苷元抑

瘤率为 29.47%。与薯蓣皂苷元原料药相比，Doi-SF- 

表 12  各组荷瘤裸鼠肿瘤体积变化 ( x s , n = 6) 

Table 12  Tumor volume changes of tumor-bearing nude mouse in each group ( x s , n = 6) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

肿瘤体积/mm3 

0 d 3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 

模型 − 151.17±9.39 170.66±12.24 239.32±18.08 521.17±38.39 796.16±56.41 1 227.50±96.46 

阳性对照 2.0 152.50±10.99 166.17±14.20 171.66±17.58** 206.16±12.59** 326.83±23.65** 418.33±38.33** 

薯蓣皂苷元 10.0 157.60±11.97 178.17±13.54 228.66±19.66 409.34±34.55** 583.83±62.70** 849.17±43.30** 

Doi-SF-NPs 5.0 155.66±7.94 170.32±15.79 209.83±16.70* 382.33±42.74**# 512.50±34.86**# 630.16±42.38**## 

 10.0 152.33±8.50 167.03±7.69 206.32±12.17*# 331.50±26.81**## 374.82±49.79**## 456.00±27.17**## 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与薯蓣皂苷元组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；表 12 同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs diosgenin group; Same as table 12. 
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表 13  体内抑瘤率结果 ( x s , n = 6) 

Table 13  Anti-tumor inhibition rate in vivo ( x s , n = 6) 

给药组 剂量/(mg∙kg−1) 瘤质量/g 抑瘤率/% 

模型 − 2.07±0.28 − 

阳性对照 2.0 0.46±0.27** 77.78 

薯蓣皂苷元 10.0 1.46±0.30** 29.47 

Doi-SF-NPs 5.0 1.13±0.45**# 45.41 
 

10.0 0.70±0.38**## 66.18 
 

 

图 11  荷瘤裸鼠的肿瘤外观 

Fig. 11  Tumor appearance of tumor-bearing nude mouse 

NPs 低剂量组肿瘤体积增长趋势进一步变缓，给药

第 9 天后肿瘤体积存在显著性（P＜0.05），第 15 天

肿瘤体积存在极显著性差异（P＜0.01），抑瘤率提

高至 45.41%。Doi-SF-NPs 高剂量组给药第 6 天后

肿瘤体积存在显著性（P＜0.05），第 9 天后肿瘤体

积存在极显著性差异（P＜0.01），抑瘤率进一步提

高至 66.18%。 

2.12  安全性评价 

2.12.1  血液生化指标的检测   为便于评价安全

性，另外设置了正常组和正常裸鼠＋Doi-SF-NPs 高

剂量（10.0 mg/kg）组，每组 6 只，按照“2.11.1”

项下同法取血，并制备血浆。将血浆经 3 500 r/min

离心（离心半径为 6.4 cm）15 min，取上清测定 ALT

和 AST，观察对肝功能的影响；测定 BUN 和肌酐，

观察对肾功能的影响，结果见表 14。 

与正常组相比，正常组＋Doi-SF-NPs 高剂量组

ALT、AST、BUN 和肌酐均出现一定程度升高，无

显著性差异（P＞0.05），说明 Doi-SF-NPs 未显著影

响肝、肾功能；模型组 ALT、AST、BUN 和肌酐均 

表 14  血液生化指标 ( x s , n = 6) 

Table 14  Blood biochemical indexes ( x s , n = 6) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) ALT/(U∙L−1) AST/(U∙L−1) BUN/(μmol∙L−1) 肌酐/(μmol∙L−1) 

正常 − 47.67±5.54 98.17±12.99 7.33±1.97 105.67±14.50 

正常裸鼠＋Doi-SF-NPs 高剂量 10.0 49.16±7.25 104.50±13.74 7.71±1.88 108.75±15.38 

模型 − 68.50±7.23** 172.17±11.46** 14.66±2.50** 155.17±7.44** 

阳性对照 2.0 73.33±6.53 183.50±16.79# 17.17±2.93## 158.50±8.31 

薯蓣皂苷元 10.0 55.17±6.49## 126.67±14.94## 8.16±1.94## 114.33±14.99## 

Doi-SF-NPs 5.0 54.33±7.63## 128.83±11.87## 8.33±3.01## 108.16±16.92## 
 

10.0 54.50±5.96## 118.33±16.38## 7.50±2.43## 112.33±7.74## 

与正常组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs nomal group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

极显著性升高（P＜0.01），说明模型组裸鼠肝、肾

功能受损严重。与模型组相比，阳性对照组 AST 显

著性升高（P＜0.05），BUN 极显著性升高（P＜

0.01），说明顺铂加重了肝、肾损伤[22-23]；薯蓣皂苷

元组和 Doi-SF-NPs 低、高剂量组 ALT、AST、BUN

和肌酐均极显著性下降（P＜0.01），说明荷瘤裸鼠

肝、肾损伤得到明显缓解，主要与薯蓣皂苷元具有

明显的肝、肾功能修复作用有关[24-25]。 

2.12.2  组织 HE 染色  分别取出正常组、正常裸

鼠＋Doi-SF-NPs 高剂量组、模型组、阳性对照组、

薯蓣皂苷元组和 Doi-SF-NPs 高剂量组荷瘤裸鼠肺

脏、肝脏、脾脏、肾脏和心脏，并进行 HE 染色病

理切片，结果见图 12。与正常组相比，模型组和阳

性对照组的各脏器均有不同程度损伤，炎性浸润现

象明显；而薯蓣皂苷元组和 Doi-SF-NPs 高剂量组各

脏器病理结构正常，未见炎性浸润现象，说明薯蓣

皂苷元及 Doi-SF-NPs 安全性高于顺铂。 

3  讨论 

丝素蛋白优异的生物降解性及生物相容性，使

之成为纳米递药系统的理想载体材料，安全性高于

化学合成类高分子化合物载体[8]。丝素蛋白纳米粒

的形成过程实质是丝素蛋白从不稳定的无规卷曲

结构（即 Silk I 构象）自组装聚集形成稳定的反平

行 β-折叠结构（即 Silk II）的过程[10]，在丝素蛋白

结构转变的过程中酰胺、羟基、羧基等活泼基团暴

露出来，并与药物分子结构上活泼基团通过氢键、 

模型对照 
 
 

阳性对照 

 
 

薯蓣皂苷元原料 

药 10 mg∙kg−1 

Doi-SF-NPs 

5 mg∙kg−1 

 

Doi-SF-NPs 

10 mg∙kg−1 
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图 12  各组裸鼠重要器官切片的 HE 染色 (×200) 

Fig. 12  HE staining of important organ sections from nude mice in each group (× 200) 

电荷传递、范德华力等结合在一起，从而使药物包

裹于丝素蛋白纳米粒内部[13]，也为提高药物在体内

稳定性、控制药物释放等奠定了基础。单因素实验

确定丝素蛋白与薯蓣皂苷元用量比、有机相与水相

体积比和制备时间是 Doi-SF-NPs 主要影响因素，通

过设计 BBD-RSM 优化了 Doi-SF-NPs 处方工艺。

最佳处方工艺制备 Doi-SF-NPs 包封率大于 80%，

且 Doi-SF-NPs 冻干粉在−10 ℃冰箱 6 个月后包封

率仍未低于 80%，符合《中国药典》2025 年版对微

粒制剂包封率的要求。 

本研究使用平均截留相对分子质量为 8 000 的

透析袋进行了研究，为使薯蓣皂苷元达到漏槽条

件，故在介质中加入了 1% SDS，由于 SDS 形成胶

束的相对分子质量远大于 8 000，所以胶束无法进

入透析袋内部，从而防止了 SDS 形成的胶束对 Doi-

SF-NPs 结构的影响。体外释药结果显示，薯蓣皂苷

元在不同pH值介质中释药行为无明显差异，而Doi-

SF-NPs 在 pH 5.5、6.0 PBS 介质中释药速率和累积

释放率明显高于 pH 6.8、7.4 PBS 介质，证明 Doi-

SF-NPs 具有良好的 pH 值敏感性。这是由于 Doi-

SF-NPs 中丝素蛋白是以 β-折叠为主的 Silk II 构象

存在，这种构象在弱酸性环境稳定性差[15]，Doi-SF-

NPs 结构破坏后留下释药通道，利于薯蓣皂苷元定

位释放，从而表现出 pH 值敏感特点，可使药物最

大程度聚集于弱酸性的肿瘤部位，从而增强抗肿瘤

药效。 

以薯蓣皂苷元注射液为参考，比较了 Doi-SF-

NPs 注射后在肿瘤组织中薯蓣皂苷元的蓄积情况。

结果发现，Doi-SF-NPs 各时间点的薯蓣皂苷元浓度

均极显著性高于薯蓣皂苷元注射液（P＜0.01），且

Doi-SF-NPs 相对摄取率和峰浓度比值得到明显提

高（均大于 1），证明 Doi-SF-NPs 能明显增加薯蓣

皂苷元在肿瘤组织中的蓄积量。可能是由于Doi-SF-

NPs 中载体材料丝素蛋白对 pH 值、溶酶体酶、谷

正常 
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胱甘肽及活性氧具有选择性响应特点[15]，导致丝素

蛋白快速降解及 Doi-SF-NPs 结构破坏，极大降低了

释药阻力，利于使薯蓣皂苷元在肿瘤部位定位释

药，从而提高了薯蓣皂苷元的肿瘤靶向性，为增强

抗肿瘤药效奠定基础[26]。 

空白丝素蛋白纳米粒具有优异的细胞相容性，

不会影响影响细胞增殖[15]，不会引起非特异性免疫

反应及炎症[13]，表明丝素蛋白纳米粒安全性良好，

所以在体内外抗肿瘤实验中未设置空白丝素蛋白

纳米粒组。阳性对照组荷瘤裸鼠的 AST 和 BUN 发

生显著性或极显著升高（P＜0.05、0.01），说明顺铂

对机体具有毒副作用，主要与顺铂自身毒性及体内

肿瘤靶向性较差等原因有关[21]。薯蓣皂苷元和 Doi-

SF-NPs 未表现出明显的毒性反应，主要与薯蓣皂苷

元本身毒性很小有关，而且薯蓣皂苷元对肝肾功能

损伤具有修复作用[24-25]，因此 Doi-SF-NPs 比顺铂临

床推广意义更大。薯蓣皂苷元对前列腺癌荷瘤裸鼠

瘤体的抑制作用相对较弱，说明薯蓣皂苷元抗肿瘤

药效未能充分发挥。与薯蓣皂苷元相比，Doi-SF-NPs

显著提高了薯蓣皂苷元抗肿瘤药效，可能是由于

Doi-SF-NPs 粒径小于 200 nm，通过肿瘤组织高通

透性和滞留效应（EPR 效应）在实体肿瘤中蓄积[27]，

从而利于增强药效；Doi-SF-NPs 通过对 pH 值、溶

酶体酶、谷胱甘肽及活性氧的选择性响应进一步提

高了薯蓣皂苷元在肿瘤组织中的蓄积量[28-29]，增强

了肿瘤靶向性。 

李春晓 [7]分别将玉树皂苷元制备成纳米偶联

物、自组装纳米粒、纳米复合物等，但这些纳米制

剂的 pH 值敏感性较差，可能影响薯蓣皂苷元体内

靶向递药，而且在体内抗肿瘤药效试验过程中出现

动物死亡现象，说明这些纳米制剂存在一定毒性。

本研究报道的Doi-SF-NPs体外显示出良好的 pH 值

敏感性及肿瘤靶向性，且 Doi-SF-NPs 未对肺脏、肝

脏、脾脏、肾脏及心脏产生明显损伤，表明安全性

良好。本研究采用皮下肿瘤模型进行了初步的肿瘤

靶向、体内抗肿瘤药效等研究，但皮下肿瘤模型在

支持间质、血管性质等方面与原位肿瘤模型存在较

大差异[30]，故本研究存在一定的局限性，后续还需

借助原位肿瘤模型进行深入研究。 

综上，本研究采用单因素结合 BBD-RSM 筛选

出 Doi-SF-NPs 最佳处方工艺，包封率大于 80%。丝

素蛋白和薯蓣皂苷元，可能以氢键结合在一起形成

Doi-SF-NPs，改变了薯蓣皂苷元晶型，提高了累积

释放度，释药行为表现出 pH 值敏感性特点。通过

动物模型验证了 Doi-SF-NPs 具有体内肿瘤靶向富

集作用，提高了薯蓣皂苷元体内抗肿瘤药效，且使

用安全性较高，因此，Doi-SF-NPs 有望作为抗肿瘤

药物应用于前列腺癌的治疗。 

将来继续对 Doi-SF-NPs 注射药动学、组织分

布、抗肿瘤机制等进行考察，进一步丰富研究数据。

丝素蛋白结构上含有羟基、氨基、羧基和二硫键等

基团，为 Doi-SF-NPs 表面改造和修饰提供了基础，

后续也将作进一步研究。 
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