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摘 要 本文采用高压均质法成功将脂溶性药物蟾毒灵( BUF) 负载于纳米结构脂质载体( NLC) 中，并对
其物理化学性质、体外释放性质及体外肿瘤细胞毒性等进行了研究。结果表明，制备获得的蟾毒灵纳米结构
脂质载体( BUF-NLC) 粒径小、分散度和稳定性好，具有明显的药物缓释作用。MTT实验表明，将 BUF 负载于
NLC后，作用初期对肿瘤细胞的毒性作用低于原药，作用时间延长，毒性与原药达到一致，说明 NLC的包裹并
未降低蟾毒灵的药效，而是逐步释放出来，这对克服临床应用中蟾毒灵的高毒副作用有非常重要的意义。
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Abstract In this paper，Bufalin loaded nanostructure lipid carrier ( BUF-NLC) was successfully prepared by
high pressure homogenization． The physicochemical properties， in vitro release and cytotoxicity ( MTT ) were
characterized． The results indicated that BUF-NLC has small particle size，good dispersibility and stability． The MTT
test suggested that the cytotoxicity of BUF-NLC on tumor cells was lower than free BUF in the initial stage，but after
prolonged the action time，the cytotoxicity of BUF-NLC was consistent with that of BUF，indicating that NLC package
does not reduce the cytotoxicity of BUF，but gradually release it，which was very important to overcome the side-
effects caused by the high toxicity of BUF．

Keywords Bufalin ( BUF) ，Nanostructure lipid carrier ( NLC) ，Sustained release，Toxicity

蟾毒灵是中国传统药物蟾酥的主要有效成

分，具有广谱抗肿瘤作用，是当前治疗恶性肿瘤的

重要药物［1］。然而水溶性差、毒性大、代谢速度
快、治疗窗窄等缺点严重限制了其临床应用。为
了克服这些缺点，国内外学者采用不同的纳米载

体包载蟾毒灵，以使其更加安全、有效、稳定地发
挥作用。目前，用于包载蟾毒灵的纳米载体主要
为脂质体和纳米结构脂质载体( NLC) 。其中，Li
等［2］制备了修饰有柑橘果胶的卵磷脂脂质体，将

其用于对蟾毒灵进行包载; Liu 等［3］制备了修饰
有胚芽凝集素的蟾毒灵脂质纳米粒子; Yin 等［4］

将蟾毒灵包裹 在 由 mPLGA-PLGA-PLL-cＲGD

( mPLGA:甲氧基聚乙二醇; PLGA: 聚乳酸-co-乙
醇酸; PLL:聚-L-赖氨酸; cＲGD: 环状精氨酸-甘氨
酸-天冬氨酸) 制成的具有靶向功能的纳米颗粒
中; Tian等［5］将蟾毒灵负载于以维生素 H 修饰的
壳聚糖纳米颗粒中。这些文献报道中，蟾毒灵药
物载体的最大包封率为( 81. 7 ± 0. 89) %。

NLC是将药物以镶嵌、吸附或溶解的方式存
于脂质基质中而形成的载体系统，具有粒径小、表
面积大、耐受性好、生物相容性好等优点。与脂质
体相比，NLC的固体纳米粒子与外水相之间不存
在药物分配现象，能更好地保护药物分子，使其不

发生降解，可显著提高稳定性［6 ～ 8］。
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基于此，本文在载体配方筛选的基础上通过

高压均质法制备了高包封率的蟾毒灵 NLC，并对
其物理化学性质、体外释放性质及体外肿瘤细胞
毒性等进行了研究，以期获得稳定性好、高生物利
用度、低毒性的蟾毒灵纳米给药系统，为蟾毒灵的
临床应用提供更多可能。

1 实验部分

1. 1 原料与仪器
蟾毒灵( 北京华奉联博有限公司) ; 油酸聚乙

二醇甘油酯( 1944 CS，法国嘉法狮) ; 双硬脂酸甘
油酯( NA，凌峰化学试剂公司) ; 辛酸癸酸甘油酯
( MCT阿拉丁试剂) ;泊洛沙姆 477 ( F127，阿拉丁
试剂) ;泊洛沙姆 188 ( F68，阿拉丁试剂) ; 海藻糖
( 阿拉丁试剂) ，重蒸水( 自制) ; 透析袋 ( Mw : 8 ～
14kDa，上海源叶) 。
高压均质机 ( NanoGenizer，苏州微流纳米生

物技术有限公司); 高速剪切机(德国);   Nicomp380 

Z3000粒度及 Zeta电位分析仪(  苏州微流纳米生物

技术有限公司)  ;  紫外可见分光光度计(  日本岛
津)  ;  电子天平 (  梅特勒-托利多仪器上海有限
公司)  ;  电热恒温水槽 (  金坛市科兴仪器厂)  ;  

冷冻干燥机(  北京博医康仪器设备有限公

司) ; 1810-B型石英自动双重纯水蒸馏器( 金坛市
科兴仪器厂) ，KDC-140HＲ 高速冷冻离心机 ( 安
徽中科中佳科学仪器有限公司) ; SHZ-82 型数显
水浴恒温振荡器 ( 金坛市科兴仪器厂) ; Nanostar
小角 X射线散射仪( 德国 Bruker公司) 。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 蟾毒灵及空白 NLC的制备 采用高压均
质法制备蟾毒灵纳米结构脂质载体 ( BUF-NLC)
及空白纳米结构脂质载体( 空白 NLC) 。具体为，
将 30mg·mL －1的油脂按固态油脂( NA) 和液态油
脂( 1944 CS和 MCT) 3 ∶ 1 ( 质量比) 比例混合后，
加入 20mg蟾毒灵，加热至 70℃熔融混匀。同时
加热含有 5mg·mL －1乳化剂( F127 和 F68) 的水相
至相同温度，迅速倒入油相中，使油相分散，样品

总体积为 50mL。用高速剪切机搅拌油水混合物
2min( 10000r·min －1，) ，用高压均质机在 600bar
下均质，循环 6 次。将得到的纳米悬浊液冷却过
夜，即可得到 BUF-NLC。为提高 BUF-NLC 的稳
定性，对其进行冷冻干燥，并用海藻糖作为冷冻保

护剂在 － 20℃下预冻 24h，然后放入冷冻干燥机
进行冷冻干燥。采用上述操作，不加入蟾毒灵，即

可得空白 NLC。
1. 2. 2 包封率和载药量的测定 将 BUF-NLC 样
品稀释 10 倍后涡旋 1min 混合均匀，取 400μL 稀
释后的样品于超滤管中，在 9000 r·min －1条件下

冷冻离心 40min，取滤液用紫外可见分光光度计
测量其在 298nm 处的吸光度。包封率和载药量
的计算方法为:

EE% = ( 1 －mU /mT ) × 100%
DL% = ( mT －mU ) /mL × 100%

其中，mU为未包封的蟾毒灵的质量( mg) ，mT为加

入 NLC中蟾毒灵的总质量( mg) ，mL为 NLC 的质
量( mg) 。
1. 2. 3 平均粒径、分散度及 zeta电位测定 制得
的 BUF-NLC 样品用重蒸水稀释一定倍数，用
450nm的滤膜过滤，经动态光散射测定其平均粒
径、分散度( PDI) 及 Zeta 电位。测试条件为 25℃
下平衡 4min，重复 3 次，取平均值。
1. 2. 4 小角 X射线散射( SAXS) X射线的波长
设置为 1. 033，散射强度通过 Pilatus 1M 检测器
( DECTＲIS Ltd) 检测。样品到检测器的距离设置
符合以下条件: 散射矢量 q 探测范围在 0. 01 ～
0. 5 －1 ( q = 4πsinθ /λ，2θ为散射角) ，对应的长度
范围为 10 ～ 600 。为减小辐射损伤，采用直径
1. 5mm、壁厚 10μm的石英流动池，曝光时间设置
为 1 ～ 2 s。每次实验都调节入射光束尺寸使 X射
线光束通过毛细管中心。为了得到好的信噪比，
每个样品重复测试 10 次。二维图像采用
BioXTASＲAW软件包通过立体角修正为平均方
位角，然后把发射束的强度归一化后转变为一维

SAXS曲线图。
1. 2. 5 体外释放实验 取 BUF-NLC 和 BUF 溶
液各 2mL置于透析袋中，将其放置在 120mL PBS
( pH 7. 4) 缓冲溶液中，于 37℃水浴中缓慢振荡。
分别在 0. 5、1、2、4、6、8、10、12、24、36、48、60 和 72
h时取释放介质 2mL，并及时补充 2mL 相同温度
的新鲜释放介质。采用紫外可见分光光度计在
298nm下测定取出的释放外液中 BUF 的浓度。
释放累积量通过如下公式计算得到:

Qn = cn × V0 +∑
n－1

i = 1
ci × Vi

其中，cn代表每个取样点缓释介质中 BUF 的浓
度，ci代表第 i次所取样品中 BUF的浓度，V0和 Vi

分别代表释放介质的体积和所取样品的体积。
1. 2. 6 体外肿瘤细胞毒性实验 A549 细胞的培
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养基为 ＲPMI1640 培养基( 含 10% ( 体积比) 小牛
血清和 100U·mL －1青霉素) ，培养条件为 37℃，
5% CO2，饱和湿度。
采用四甲基偶氮唑盐比色法 ( MTT 法) 研究

空白 NLC、BUF 原药和 BUF-NLC 对 A549 细胞的
抑制作用。具体的操作为:取对数生长期的 A549
细胞( 5 × 103cells·well － 1 ) 接种于 96 孔板中，每孔
接种体积为 100μL，在培养基中培养 24h。将培
养基分别用 BUF-NLC、blank-NLC 和 BUF 原药培
养液代替。其中，BUF-NLC和 BUF原药中的 BUF
含量相等 ( 均为 20nmol·μL －1 ) ，分别继续培养

24、48、72、96 h。弃去培养液，添加 20μL MTT 溶
液 ( 5mg·mL －1 ) ，37℃ 下培养 4h，加入 100μL
DMSO溶液，混合均匀。酶联免疫分析仪测量各

组吸光度值，吸收波长 λ = 490nm。对照组为未
处理的细胞。
细胞存活率 = ( 各组吸光值 /对照组吸光值)

× 100。
1. 2. 7 统计学方法 应用 student’s t-test 进行
统计检验，计量数据用 珋x ± SD 表示，各组间差异
比较用方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果与讨论

2. 1 空白 NLC的配方筛选
研究不同油脂浓度和不同乳化剂浓度对空白

NLC的粒径、分散度及稳定性的影响。结果见
表 1。

表 1 空白 NLCs的配方和物理表征( n =3)

Tab． 1 Formulation and physical characterization of blank-NLCs( n =3)

编号
乳化剂

/ ( mg·mL －1 )
油脂

/ ( mg·mL －1 )

粒径 /nm PDI
1d 7d 30d 1d 7d 30d

1 2. 5 30 160. 9 ± 2. 3 160. 1 ± 2. 7 168. 4 ± 2. 8 0. 183 ± 0. 01 0. 131 ± 0. 008 0. 156 ± 0. 012

2 3. 0 30 160. 0 ± 1. 8 160. 3 ± 2. 5 166. 4 ± 3. 1 0. 192 ± 0. 007 0. 168 ± 0. 015 0. 178 ± 0. 017

3 4. 0 30 152. 9 ± 1. 9 151. 6 ± 2. 6 154. 4 ± 3. 2 0. 219 ± 0. 007 0. 181 ± 0. 017 0. 174 ± 0. 019

4 5. 0 30 144. 3 ± 2. 3 147. 0 ± 2. 1 147. 6 ± 3. 7 0. 199 ± 0. 009 0. 175 ± 0. 017 0. 180 ± 0. 015

5 5. 0 35 160. 0 ± 2. 7 164. 4 ± 2. 5 166. 4 ± 2. 4 0. 192 ± 0. 01 0. 137 ± 0. 009 0. 178 ± 0. 01

6 5. 0 40 164. 8 ± 2. 5 163. 8 ± 2. 7 168. 9 ± 2. 0 0. 199 ± 0. 02 0. 183 ± 0. 018 0. 180 ± 0. 021

7 5. 0 45 173. 2 ± 2. 8 171. 9 ± 2. 3 171. 5 ± 3. 5 0. 181 ± 0. 005 0. 160 ± 0. 015 0. 155 ± 0. 02

8 5. 0 50 173. 6 ± 3. 3 172. 9 ± 2. 9 174. 8 ± 2. 7 0. 182 ± 0. 009 0. 165 ± 0. 013 0. 175 ± 0. 02

由表 1 可知，通过筛选载体配方，4 号样品粒
径较小，分散度较好，且 30d 内稳定，故选此配方
进行药物包载。
2. 2 包封率和载药量的测定
新鲜制备的 BUF-NLC 及存储 30d 的 BUF-

NLC 冻干粉包封率分别为 ( 83. 1 ± 1. 3 ) % 和
( 80. 3 ± 0. 8 ) %，载药量分别为 ( 1. 09 ± 0. 11 ) %
和( 1. 07 ± 0. 09) %。由此可以看出，在 30d 的存
储时间内，包封率和载药量均无明显变化。
2. 3 平均粒径、分散度( PDI) 及 zeta 电位
测定
由表 2 可知，加入蟾毒灵后 NLC 的粒径发

生了微小的变化，PDI 值明显小于空白 NLC，
Zeta电位的绝对值有所增加，说明 BUF-NLC 体
系的分散度更好，稳定性增加［9］。另外，BUF-
NLC平均粒径为 147. 2 ± 3. 2 nm，具有被动靶向
作用［10，11］，能高效到达靶细胞，降低对正常组织

的毒性。

表 2 空白 NLC和 BUF-NLC的平均粒径、分散度及 zeta

电位( n =3)
Tab． 2 Average particle size，PDI and Zeta potential of

blank-NLC and BUF-NLC( n =3)
粒径 /nm PDI Zeta电位 /mV

空白 NLC 144. 3 ± 2. 3 0. 199 ± 0. 009 － 39. 63 ± 0. 13
BUF-NLC 147. 2 ± 3. 2 0. 172 ± 0. 015 － 45. 45 ± 0. 15

2. 4 小角 X射线散射
空白 NLC 和 BUF-NLC 的 SAXS 扫描结果如

图 1 所示，两条曲线都有 3 个散射峰，q1 ∶ q2 ∶ q3接
近 1∶ 2 ∶ 3，说明两者均为多层结构。同时也有微
小差别，通过 d = 2π /q 可知，空白 NLC 的层间距
d = 47. 9，而 BUF-NLC的层间距 d = 48. 7，层间
距有所增加，说明蟾毒灵成功包裹进了 NLC 内
部。并且层间距的增加表明粒径增大，与粒径测
定结果一致。
2. 5 体外释放实验
以 BUF 原药作为对照组，如图 2 所示，释放

时间为 12h 时，BUF 原药的释放量已经达到
90% ; 24h时，几乎全部从透析袋中释放出来。而
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12h时 BUF-NLC 中蟾毒灵的释放量不到 60% ;
72h时，释放量为 75%左右。说明将 BUF 负载于
NLC中有明显的缓释行为，有利于 BUF在体内缓
慢发挥药效，降低局部药物浓度过高引起的毒副

作用。

图 1 SAXS曲线: ( A) 空白 NLC和 BUF-NLC的
logI( q) － q曲线; ( B) 空白 NLC的 logI( q) － logq曲线;

( C) 蟾毒灵 NLC的 logI( q) － logq曲线( n =3)

Fig． 1 SAXS curves: ( A) logI( q) ～ q curves of blank-NLC

and BUF-NLC; ( B) logI( q) － logq curve of blank-NLC;

( C) log I( q) － logq curve of BUF-NLC ( n =3)

2. 6 体外肿瘤细胞毒性实验
如图 3 所示，空白载体对 A549 细胞没有毒

性作用，而 BUF原药和 BUF-NLC对 A549 有明显
的毒性作用。24h 时 BUF 原药的毒性大于 BUF-
NLC，随着作用时间的增加，两者的毒性作用逐渐
趋于一致。以 BUF原药为对照组，作用时间分别
为 24、48、72 和 96 h，经统计学处理分析，24、48、

图 2 BUF原药和 BUF-NLC的释放曲线( n =3)

Fig． 2 In vitro release profile of BUF and BUF-NLC( n =3)

72 h 时 BUF-NLC 组与对照组比较均有统计学差
异( P ＜ 0. 05 ) ，96h 时与对照组比较无统计学差
异( P ＞ 0. 05) 。导致这种现象的原因是: ( 1) 蟾毒
灵原药溶液在细胞内外有明显的浓度差，使得蟾

毒灵通过主动扩散快速到达细胞内部，对细胞产

生明显的毒性作用，而 BUF-NLC主要是通过内吞
作用进入细胞［12，13］。( 2 ) BUF 是从 NLC 中缓慢
释放出来的，作用时间短时，释放量小，毒性作用

比原药低; 作用时间延长，释放量增加，其对肿瘤

细胞的毒性作用也随之增加，最后跟原药达到相

同的效果。根据文献报道，药物长时间以适度的
浓度与肿瘤细胞接触较短暂的高浓度接触效果要

更好［14，15］。因此，NLC 的包载能更有效地克服
BUF在临床应用中的高毒副作用。

图 3 空白载体、BUF原药、BUF-NLC对 A549 细胞的

体外毒性研究( n =3)

Fig． 3 In vitro cytotoxicity of blank NLC，BUF and

BUF-NLC against A549cells( n =3)

与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

3 结论
本文采用高压均质法制备了粒径小、分散度

高、稳定性好、包封率较高的蟾毒灵 NLC。MTT
实验表明，NLC的包裹并不会降低其对肿瘤细胞
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的毒性作用，作用初期，BUF-NLC 对 A549 的毒性
弱于原药;作用时间延长，毒性作用与原药达到一

致。说明 NLC的包载能克服 BUF 在临床应用中
的高毒副作用，增大 BUF临床应用的可能。
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