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［摘要］ 目的:制备由甘草次酸修饰的人参皂苷Ｒh2 脂质体，评价其体外理化性质和对人肝癌细胞 SMMC-7721的生长抑制
作用。方法:采用薄膜分散法制备普通的人参皂苷 Ｒh2 脂质体( Ｒh2-L) 和甘草次酸修饰的人参皂苷 Ｒh2 脂质体( GA-Ｒh2-L) ，利
用 UPLC测定人参皂苷 Ｒh2 的含量，流动相乙腈-水( 28∶ 72) ，流速 0. 3 mL·min －1，检测波长 203 nm。考察脂质体的包封率、粒
径、体外释放率及 Zeta电位，运用噻唑蓝( MTT) 法评价人参皂苷 Ｒh2 溶液，Ｒh2-L和 GA-Ｒh2-L对 SMMC-7721 细胞体外增殖的
抑制作用。结果:与 Ｒh2-L相比，GA-Ｒh2-L的包封率、粒径、体外释放率及 Zeta电位等理化性质均无显著性差异。Ｒh2-L和 GA-
Ｒh2-L的包封率分别为( 91. 67 ± 1. 05 ) %，( 95. 54 ± 2. 23 ) %，粒径( 138. 6 ± 45. 8 ) ，( 146. 5 ± 48. 9 ) nm，Zeta 电位 － ( 12. 75 ±
0. 34) ，－ ( 14. 79 ± 0. 67) mV，72 h的体外释放率( 84. 67 ± 7. 23) %，( 89. 03 ± 8. 61) %。人参皂苷 Ｒh2 溶液在 12 h 内释药率
达( 91. 23 ± 5. 17) %。细胞用药 2 d 后，GA-Ｒh2-L 对 SMMC-7721 的半抑制率( IC50 ) 分别为人参皂苷 Ｒh2 和 Ｒh2-L 的 0. 524，
0. 596 倍，并呈浓度和时间以依赖关系。结论:甘草次酸修饰不会影响人参皂苷 Ｒh2 脂质体得理化性质，还可增加其对细胞的

靶向性，增加了细胞毒性，为肝肿瘤的靶向治疗提供了新思路。
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Preparation and in vitro Evaluation of Ginsenoside Ｒh2 Liposomes Surface-modified with Glycyrrhetinic
Acid WANG Lin1，YANG Zhi-jun2，XIANG Min1，WU Ji-kai1，FANG Chen2 ( 1. Suzhou Health College，
Suzhou 215009，China; 2. School of Chinese Medicine，Hongkong Baptist University，Hongkong 999077，China)
［Abstract］ Objective: To encapsulate ginsenoside Ｒh2 within glycyrrhetinic acid modified liposomes and

investigate its physicochemical properties and in vitro inhibitory effect on SMMC-7721 cells． Method: Ginsenoside
Ｒh2 liposomes ( Ｒh2-L) and ginsenoside Ｒh2 liposomes surface-modified with glycyrrhetinic acid ( GA-Ｒh2-L )
were prepared by film dispersion method，UPLC was employed to determine the content of ginsenoside Ｒh2 with
mobile phase of acetonitrile-water ( 28 ∶ 72 ) ，flow rate of 0. 3 mL·min －1 and detection wavelength at 203 nm．
Encapsulation efficiency ( EE) ，particle size，Zeta potential and in vitro release were measured，MTT experiment
was adopted to evaluate inhibitory effect of ginsenoside Ｒh2 solution，Ｒh2-L and GA-Ｒh2-L on SMMC-7721 cells．
Ｒesult: Modification of glycyrrhetinic acid showed no effect on physicochemical properties of Ｒh2-L，such as EE，
particle size，Zeta potential and in vitro release． EE of Ｒh2-L and GA-Ｒh2-L were ( 91. 67 ±1. 05) % and ( 95. 54 ±
2. 23) %，average particle size of them were ( 138. 6 ± 45. 8) nm and ( 146. 5 ± 48. 9) nm，Zeta potential of them
were － ( 12. 75 ±0. 34) mV and － ( 14. 79 ± 0. 67) mV，respectively． In vitro release of ginsenoside Ｒh2 from
Ｒh2-L and GA-Ｒh2-L within 72 h were ( 84. 67 ± 7. 23) % and ( 89. 03 ± 8. 61) %，while ginsenoside Ｒh2 solution
released ( 91. 23 ± 5. 17 ) % within 12 h． In vitro cytotoxicities ( IC50 ) of GA-Ｒh2-L on SMMC-7721 cells was
increased by 0. 524 fold compared with ginsenoside Ｒh2 solution and 0. 596 fold compared with Ｒh2-L． Ginsenoside
Ｒh2 solution，Ｒh2-L and GA-Ｒh2-L all inhibited proliferation of SMMC-7721 cells in dose-and-time-dependent
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manners． Conclusion: Glycyrrhetinic acid modification can not affect physicochemical properties of Ｒh2-L，and it
can increase targeting efficiency of liposomes on hepatocellular carcinoma，thus resulting in higher cytotoxicities in
comparison with Ｒh2-L． This study provides new ideas for targeted-therapy to hepatocellular carcinoma．
［Key words］ glycyrrhetinic acid; ginsenoside Ｒh2 ; liposomes; hepatocellular carcinoma; film

dispersion method

人参皂苷 Ｒh2 能有效抑制多种肝肿瘤细胞的增

殖，增加肿瘤细胞的凋亡，并诱导其骨架发生变

化［1-3］。但人参皂苷 Ｒh2 生物利用率低
［4］，文献报

道将生物利用度低的药物包封于脂质体中，可防止

药物在体内快速降解，延缓药物释放而延长药物在

体内的作用时间，如果将脂质体经过适当修饰，还能

增加药物对靶区的指向性，降低对正常细胞的毒性，

提高药物生物利用度［5-6］。肝癌多发生于肝实质细
胞，研究证实该细胞表面存在大量的甘草次酸

( glycyrrhetinic acid，GA) 特异性结合位点［7］，脂质体
经甘草次酸修饰后，借助活体成像系统检测，药物的

肝靶向指数明显提高［8］。为了提高人参皂苷 Ｒh2

脂质体( ginsenoside Ｒh2 liposome，Ｒh2-L) 的主动靶
向性，拟通过化学合成的方法将甘草次酸连接在脂

质体表面，利用肝细胞表面 GA结合位点的介导，以
提高脂质体对肝癌细胞的靶向效率。本实验采用薄
膜蒸发法制备人参皂苷 Ｒh2 普通脂质体( Ｒh2-L) 和
GA 修 饰 人 参 皂 苷 Ｒh2 脂 质 体 ( GA-modified
ginsenoside Ｒh2 liposome，GA-Ｒh2-L) ，比较这 2 种脂
质体的特性及体外释放差异，通过人肝癌 SMMC-
7721 细胞毒性试验初步研究两类人参皂苷 Ｒh2 脂

质体的体外抗肿瘤效果，为肝脏疾病的靶向性治疗

提供参考。
1 材料

Acquity 型超高效液相 ( 美国沃特世公司) ，
Delsa Nano HC型粒径测定仪( 美国贝克曼库尔特有
限公司) ，NU-4750E 型 CO2 培养箱( 美国 Nuair 公
司) ，CMS GmbH型倒置显微镜( 德国 Leica 公司) ，
5417Ｒ 型高速离心机 ( 德国 Eppendorf 公司) ，
MaxQ4000 型空气摇床( 美国 Barnstead /Lab-Line 公
司) ，Lipex型脂质体挤出器( 加拿大 Northern Lipids
公司) ，Benchmark Plus 型连续光谱酶标仪( 美国
BIO-ＲAD公司) 。透析袋( 截留相对分子质量14 000，
美国 Spectrum公司) ，甘草次酸、人参皂苷 Ｒh2 ( 南京

泽朗医药科技股份有限公司，批号分别为 20120907-
001，20110207-010) ，大豆卵磷脂、二硬脂酰基磷脂酰
乙醇胺-聚乙二醇 2000 ( DSPE-mPEG2000，美国
Avanti Polar Lipids公司) ，胆固醇( 美国 Sigma公司) ，

葡聚糖凝胶 G-50 ( sephadex G-50，美国 Pharmacia 公
司) ，人肝癌细胞株 SMMC-7721 ( 上海睿星基因技术
有限公司) ，ＲPMI-1640培养基、小牛血清 FBS和噻唑
蓝( MTT) 试剂( 加拿大 Invitrogen 公司) ，水为自制纯
化水，其他试剂均为分析纯。
2 方法与结果
2. 1 脂质体的制备 采用薄膜蒸发法制备人参皂
苷 Ｒh2 普通脂质体( Ｒh2-L) 。精密称取处方量大豆
卵磷脂、胆固醇、人参皂苷 Ｒh2，分别为 225，15，
8 mg，充分溶解于 6 mL 混合溶媒［三氯甲烷-甲醇
( 1∶ 1) ］中，转移置 500 mL 圆底烧瓶中，于 50 ℃减
压旋转 40 ～ 45 min直至彻底挥去有机溶媒，用锡纸
封住圆底烧瓶，用玻璃棒在锡纸上扎几个洞，置于

50 ℃真空干燥箱中过夜; 精密量取 50 ℃的 PBS 液
( pH 7. 4) 10 mL 注入已真空干燥过的圆底烧瓶中，
于 50 ℃水浴中旋转水化，磁力搅拌 50 ～ 60 min，运
用脂质体挤出器分别通过 0. 2，0. 1 μm 水不溶性滤
膜各 2 次，经 0. 08 μm 滤膜 6 次，得乳白色澄清液
体，置于 4 ℃冰箱中备用，得 Ｒh2-L。
称取处方量大豆卵磷脂、胆固醇、甘草次酸

( GA，15 mg ) 、人参皂苷 Ｒh2 和 DSPE-mPEG2000
( 5 mg) ，同法制备 GA 修饰的人参皂苷 Ｒh2 脂质体

( GA-Ｒh2-L) ，置于在水中浸泡过夜的透析袋中，置
于水中透析过夜，收集透析袋内 GA-Ｒh2-L，放入
4 ℃冰箱中备用。同法制备空白脂质体，即不加人
参皂苷 Ｒh2。
2. 2 脂质体粒径和外貌形态的观察 分别取 Ｒh2-L
和 GA-Ｒh2-L各 100 μL，加 PBS缓冲液稀释至2 mL，
混匀，采用激光散射粒径测定仪测得粒径分别为

( 138. 6 ± 45. 8) ，( 146. 5 ± 48. 9) nm，Zeta 电位分别
为 － ( 12. 75 ± 0. 34 ) ，－ ( 14. 79 ± 0. 67 ) mV。采用
磷钨酸钠溶液对脂质体进行染色，透射电镜下观察

脂质体形态，见图 1，结果显示 Ｒh2-L 和 GA-Ｒh2-L
均呈圆球状，前者边缘整齐，表面光滑，后者表面有

许多甘草次酸附着体，故 GA-Ｒh2-L 的粒径较前者
增加了 8 nm。
2. 3 人参皂苷 Ｒh2 的含量测定

2. 3. 1 色谱条件 Acquity UPLC BEH C18色谱柱
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图 1 人参皂苷 Ｒh2 普通脂质体( A) 和经甘草次酸修饰的脂质体

( B)粒径形态
Fig． 1 Particle morphology of Ｒh2-L( A) and GA-Ｒh2-L( B)

( 2. 1 mm × 50 mm，1. 7 μm ) ，流动相乙腈-水
( 28∶ 72) ，进样量 10 μL，流速 0. 3 mL·min －1，检测波

长 203 nm，柱温 30 ℃，见图 2。

A．空白脂质体; B．对照品; C．供试品; 1. 人参皂苷 Ｒh2

图 2 经甘草次酸修饰的人参皂苷 Ｒh2 脂质体 UPLC

Fig． 2 UPLC chromatogram of GA-Ｒh2-L

2. 3. 2 标准曲线 精密称取人参皂苷 Ｒh2 对照品

约 10 mg，置于 100 mL 量瓶中，加破膜剂［无水乙
醇-异丙醇( 1∶ 4) ］溶解并定容至刻度，混匀，得储备
液。精确量取储备液 1，2，4，6，8，10 mL，分别置于
10 mL 量瓶中，加破膜剂定容，得系列对照品溶液。
以空白脂质体为对照，在 203 nm 处测定吸光度
( A) ，以 A对质量浓度( C) 进行线性回归，得回归方
程 A = 2 041. 8C + 76 651 ( r = 0. 999 7 ) ，线性范围
10 ～ 100 mg·L －1。最低检测量( S /N = 10) 和最低检
测限( S /N = 3) 分别为 20，6 ng。另制备高、中、低质

量浓度的样品溶液，按 2. 3. 1 项下色谱条件测定日
内精密度 ( n = 6 ) 的 ＲSD 分别为 2. 0%，1. 5%，
2. 1%，日间精密度( n = 6 ) 的 ＲSD 分别为 2. 0%，
1. 7%，2. 1% ; 平均加样回收率( 97. 34 ± 2. 54) %。
2. 4 包封率的测定［9］ 采用离心超滤法分离游离
药物和含药脂质体。精密吸取脂质体 0. 5 mL 置于
1. 5 mL 超滤管中，使用高速冷冻离心机在 4 ℃，
16 400 r·min －1离心 45 min，取下层，加入破膜剂
5 mL稀释后测定药物含量。另取同批次的脂质体
0. 5 mL用破膜剂定容至 5 mL，按 2. 3. 1 项下色谱条
件测定药物总含量。按照《中国药典》2010 年版中
相关规定，计算 Ｒh2-L和 GA-Ｒh2-L的包封率分别为
( 91. 67 ± 1. 05) %，( 95. 54 ± 2. 23) %。
2. 5 体外释放度考察［10-11］ 精密吸取 Ｒh2-L，GA-
Ｒh2-L和 0. 8 g·L －1游离人参皂苷 Ｒh2 溶液各 5 mL，
分别加入 3 个透析袋内，两端夹紧后分别置于盛有
PBS液( pH 7. 4) 50 mL的具塞锥形瓶中，在 37 ℃恒
温摇床中以 50 r·min －1的速率持续振摇，分别于 0，
0. 25，0. 5，1，2，4，6，8，12，24，36，48，60，72 h 取透析
液 1 mL，同时补充相同体积和温度的 PBS 缓冲液。
72 h时取出全部的脂质体溶液，加入破膜剂 5 mL，
记为无穷时间的释药量。将样品注入 UPLC 分析，
按 2. 3. 1 项下色谱条件测定，计算人参皂苷 Ｒh2 释

放率( F) 。

F =
Cn × V +∑

i = n－1

n = 1
Ci × Vi

Q总
× 100%

Q总 为透析袋内的初始总药物量( 4 mg) ，Cn 为

指定时间点测得的释放介质中药物浓度，V 为释放
池的总体积; Ci 为上一个指定时间点测得的释放介

质中药物浓度，Vi 为取样体积。以 t 为横坐标，F 为
纵坐标，绘制 Ｒh2-L，GA-Ｒh2-L和游离人参皂苷 Ｒh2

溶液的体外释放曲线，见图 3。结果显示 Ｒh2-L 和
GA-Ｒh2-L的释放情况基本相似，72 h内的累积释放
量分别为( 84. 67 ± 7. 23 ) %，( 89. 03 ± 8. 61 ) %，在
12 h内释药均 ＜ 40% ; 而游离人参皂苷 Ｒh2 在 12 h
内释药率达( 91. 23 ± 5. 17 ) %，说明人参皂苷 Ｒh2

经脂质体包封后能延缓药物的释放，且脂质体表面

经 GA修饰后并未影响到体外释放速率。
2. 6 人肝癌 SMMC-7721 细胞抑制试验［3，12］ 选取
指数生长期的人肝癌细胞株 SMMC-7721 用 0. 5%
胰酶消化成细胞悬液，按 5 × 104 个 /mL的密度接种
于 96 孔板，每孔加入细胞混悬液 100 μL，在 5%
CO2，37 ℃培养箱中培养 1 d 后换液，加药。试验设
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A．游离人参皂苷 Ｒh2 ; B．人参皂苷 Ｒh2 普通脂质体; C． GA 修饰的人

参皂苷 Ｒh2 脂质体

图 3 游离人参皂苷 Ｒh2 及其脂质体的体外释放曲线( 珋x ± s，n = 5)

Fig． 3 In vitro release profiles of ginsenoside Ｒh2 solution，Ｒh2-L

and GA-Ｒh2-L( 珋x ± s，n = 5)

置空白组及 0. 8 g·L －1游离人参皂苷 Ｒh2 溶液组，

Ｒh2-L组，GA-Ｒh2-L组，各组依次设计 5 个终质量浓
度( 5，10，20，30，40 mg·L －1 ) ，每个质量浓度设置 3
个复孔，置于培养箱中，每 2 d 换液 1 次，处理 2，4，
6 d后采用 MTT 法测定 570 nm 处各孔的 A，按
( 1 － A样品 /A空白) × 100%计算细胞生长抑制率。将
每个样品组的细胞抑制率用统计软件 Graph pad
prism5 计算半抑制率( IC50 ) ，结果见表 1。结果显示
人参皂苷 Ｒh2，Ｒh2-L 和 GA-Ｒh2-L 均对 SMMC-721
细胞有生长抑制作用，并呈浓度和时间依赖关系。
细胞用药 2 d 后，GA-Ｒh2-L 的 IC50分别是人参皂苷

Ｒh2 和 Ｒh2-L 的 0. 524，0. 596 倍; 用药 4 d 后，GA-
Ｒh2-L 的 IC50 分别是人参皂苷 Ｒh2 和 Ｒh2-L 的
0. 592，0. 629 倍; 用药 6 d 后，GA-Ｒh2-L 的 IC50分别

是人参皂苷 Ｒh2 和 Ｒh2-L的 0. 60，0. 65 倍。说明人
参皂苷 Ｒh2 制成普通脂质体后对 SMMC-721 细胞的
毒性增强，但效果不是特别明显，当脂质体表面被

GA修饰后靶向性显著增强，对 SMMC-721 细胞的生
长起到了明显的抑制作用。

表 1 游离人参皂苷 Ｒh2 及其脂质体对人肝癌细胞 SMMC-721 的

影响( 珋x ± s，n = 3)

Table 1 Effects of ginsenoside Ｒh2 solution，Ｒh2-L and GA-Ｒh2-L

on SMMC-721 cells( 珋x ± s，n = 3)

制剂
IC50 /mg·L －1

2 d 4 d 6 d
人参皂苷 Ｒh2 29. 32 ±0. 34 22. 99 ±1. 07 19. 38 ±0. 25
Ｒh2-L 25. 81 ±0. 721) 21. 64 ±0. 43 17. 87 ±1. 30
GA-Ｒh2-L 15. 37 ±0. 972，4) 13. 61 ±0. 812，4) 11. 62 ±1. 282，3)

注: 与人参皂苷 Ｒh2 相比1) P ＜ 0. 05，2) P ＜ 0. 01; 与 Ｒh2-L 相

比3) P ＜ 0. 05，4) P ＜ 0. 01。

3 讨论
GA-Ｒh2-L的包封率略高于 Ｒh2-L，原因可能是

因为前者制备时较后者多了一步操作，即将 GA-

Ｒh2-L放入透析袋中浸泡过夜以去除多余的甘草次
酸，这一操作会将一部分游离的人参皂苷 Ｒh2 去掉，

从而提高了包封率。因为 GA 带有负电性，当其修
饰在脂质体表面时就会影响 GA-Ｒh2-L 的带电性，
使其 Zeta 电位略低于 Ｒh2-L。由于 GA 用量很少，
仅占脂质总量的 6. 5%，所以产生影响其实很小，这
也能从 2 种脂质体的体外释放曲线得以证实。本文
将人参皂苷 Ｒh2 制成 GA 修饰脂质体，借助肝肿瘤
细胞表面的 GA 结合位点，使 GA 与其结合后能特
异性地将脂质体包裹的人参皂苷 Ｒh2 导入细胞内，

抑制肿瘤细胞的生长，提示 GA 修饰脂质体在抗肝
癌方面具有良好前景。
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