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摘 要 目的：制备五肽YIGSR修饰的半边旗提取物5F脂质体（YIGSR-5F-LP）并研究其理化性质。方法：采用薄膜分散-超声法
制备 5F-LP，以包封率为指标，通过正交试验考察磷脂胆固醇质量比、药脂质量比、超声时间及反应温度对脂质体制备工艺的影
响；采用后插入法修饰载药脂质体表面，制备表面含YIGSR的5F-LP。透射电镜法观察脂质体的形态和粒径；鱼精蛋白沉淀法测
定脂质体包封率；高效液相色谱法测定脂质体中5F含量；透析法评价载药脂质体的体外释放性能。结果：优选的最优制备工艺为
磷脂胆固醇质量比6 ∶1、药脂质量比1 ∶10、超声时间10 min、反应温度45 ℃。所制YIGSR-5F-LP呈球形或类球形，平均粒径为174.8
nm，包封率为88.9％，载药量为8.2％；其体外释放比5F溶液慢，在48 h释放完全。结论：成功制得YIGSR-5F-LP，其具有缓释特性。
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Preparation of Pteris semipinnata Extract 5F-liposome Modified by Pentapeptide YIGSR and Physicochemi-
cal Property Study
HUANG Qingyan1，2，LYU Yingnian1，DENG Xiaoyun2，LIU Mingxing2，JI Zhouxin1，LIU Linlin1，WU Kefeng1，LI-
ANG Nianci1（1.Guangdong Key Lab for Research and Development of Natural Drugs，Guangdong Medical Col-
lege，Guangdong Zhanjiang 524023，China；2. School of Pharmacy，Guangdong Medical College，Guangdong
Dongguan 523808，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Pteris semipinnata extract 5F-liposome modified by pentapeptide YIGSR（YIGSR-5F-LP）
and study its physicochemical property. METHODS：5F-LP were prepared by film-dispersion and ultrasonic method. Using encapsu-
lation efficiency as index，orthogonal test was adopted to investigate the effects of phospholipid-cholesterol mass ratio，drug-lipid
mass ratio，ultrasonic reaction time and temperature on the preparation of liposome. The appearance of drug-loaded liposome was
modified by post-insertion method，and 5F-LP modified with pentapeptide YIGSR was prepared. The morphology and particle size
of the liposome were also observed by TEM，and encapsulation efficiency of liposome was determined by protamine precipitation
method. The content of 5F in liposome was determined by HPLC，and in vitro drug release of liposome was evaluated by dialysis
method. RESULTS：The optimal preparation technology was as follows as phospholipid-cholesterol mass ratio of 6 ∶ 1，mass ratio of
drug-lipid 1 ∶ 10，ultrasonic time 10 min，temperature 45 ℃. The prepared YIGSR-5F-LP was sphere or sphere type in shape with
average particle size of 174. 8 nm，encapsulation efficiency of 88.9％ and drug-loading amount of 8.2％. The release of liposome
in vitro was slower than that of 5F solution and relased completely at 48 h. CONCLUSIONS：YIGSR-5F-LP is prepared successful-
ly；and the YIGSR-5F-LP has sustained release property.
KEYWORDS Pteris semipinnata extract 5F；Liposome；Preparation technology；Orthogonal test；Entrapment efficiency；Parti-
cle size；Release in vitro

岭南草药半边旗（Pteris semipinnata L.）系凤尾蕨属植物，

收载于《中药大辞典》，民间认为有生肌、解毒、消肿及治疗蛇
伤的功效。从中提取分离的二萜类成分 Ent-11α-hydroxy-

15-oxo-kaur-16-en-19-oic-acid（5F）具有抗肿瘤活性，其中的α、

β-不饱和环戊酮结构是发挥抗肿瘤作用的重要基团，目前在治
疗非小细胞性肺癌（NSCLC）中备受关注[1]。半边旗5F在肺癌
细胞中通过线粒体凋亡途径诱导凋亡，能有效抑制肿瘤细胞，

然而由于其体内代谢快、全身副作用大等缺点限制了该化合
物的临床应用[2-3]。

脂质体载药系统是一种新型给药系统，可以改善药物的
溶解性，利于药物的吸收、分布，并能在病灶部位控制释放，提

高作用浓度，延长作用时间，增强治疗作用。在纳米颗粒表面
用靶向性基团修饰，可以使载药纳米粒子在肿瘤组织高浓度
聚集，发挥靶向治疗作用，减少全身代谢的毒副作用[4]。现代
分子生物学研究发现，在多种不同的癌细胞中存在分子质量
为67 kD的层黏连蛋白受体（67 kD Lamnin receptor，67LR），该
受体与肿瘤组织的扩散及转移有关[5]。特定序列的五肽Tyr-

Ile-Gly-Ser-Arg（YIGSR），衍生自层黏连蛋白B1链，已经被证
实能特异性键合到癌细胞细胞表面的67LR受体上[6]。本研究
以特定序列的五肽 Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg（YIGSR）作为癌细胞
67LR的靶向物，修饰载药5F脂质体表面，制备五肽YIGSR修
饰的半边旗提取物 5F脂质体（YIGSR-5F-LP）制剂，并研究其
质量及体外释放度，为岭南特色植物半边旗药用资源的开发
利用提供依据。

1 材料
1.1 仪器

MIKRO12-24型高速离心机（德国 Hettich 公司，离心半

径：7 cm）；1200 Series 型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Agi-
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lent公司）；JEM-1400型透射电镜（日本Tokyo公司）。

1.2 药品与试剂
大豆卵磷脂（百灵威科技有限公司，批号：15675，纯度：＞

97％）；胆固醇（武汉华美华科技集团有限公司，批号：LR600108，

纯度：99％）；5F对照品[广东天然药物研究与开发重点实验室
分离纯化，批号：20130602，纯度（经HPLC检测峰面积归一化
法计算）：98％]；二硬脂酰磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000-马来
酰亚胺（DSPE-PEG2000-Mal，美国 Avanti Polar Lipids 科技公
司）；五肽 YIGSR（上海强耀生物技术公司合成）；DSPE-

PEG2000-YIGSR（广东医学院广东天然药物研究与开发重点
实验室按活性磷脂反应说明书自制，批号：20141101，Sepha-

dex-G50 凝胶色谱柱分离纯化至单一峰）；甲醇为色谱纯，其他
化学试剂为分析纯。

2 方法与结果
2.1 5F-LP的制备

采用薄膜分散-超声法[7]。精密称取处方量的大豆卵磷脂、

胆固醇、5F对照品，用二氯甲烷-甲醇（2 ∶ 1，V/V）溶解，减压旋
蒸除去有机溶剂，瓶壁形成脂膜。烧瓶中加入磷酸盐缓冲溶
液（pH 6.5），45 ℃保温旋转使脂膜溶入水相，充分溶胀水合，

超声（60 kHz，800 W）分散成脂质体混悬液，依次通过 0.8、

0.45、0.22 μm微孔滤膜过滤，即得5F-LP混悬液。

2.2 包封率的测定
采用鱼精蛋白沉淀法 [8]。取制得的各脂质体混悬液，摇

匀，取0.5 ml，置于50 ml 量瓶中，用甲醇破乳后定容，测定药物
的质量浓度，计算总质量（m1）。另取0.5 ml，置于5 ml 离心管
中，加入 10 g/L鱼精蛋白溶液 0.5 ml，搅匀，静置 5 min 后滴加
生理盐水4.0 ml，以20 000×g离心20 min，小心吸取上清液1.0

ml，甲醇定容至 10.0 ml，测定游离药物质量浓度，计算其质量
（m2）。按公式计算包封率＝（m1－m2）/m1×100％。

2.3 工艺优选
2.3.1 正交试验设计 在预试验基础上，以磷脂胆固醇质量
比（A）、药脂质量比（B）、超声时间（C，min）、反应温度（D，℃）

为因素，以包封率为指标，采用正交试验设计优化处方。因素
与水平见表1。

表1 因素与水平
Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

A

3 ∶1
6 ∶1
9 ∶1

因素
B

1 ∶5
1 ∶10

1 ∶20

C，min

10

20

30

D，℃
45

50

55

2.3.2 正交试验结果分析 采用薄膜分散-超声法制备脂质
体。按正交设计精密称取适量大豆卵磷脂、胆固醇、半边旗
5F，加二氯甲烷-甲醇混合溶液（2 ∶ 1，V/V）30 ml 使溶解，转移
至 500 ml 茄形瓶中，减压干燥使成膜。成膜后加入磷酸盐缓
冲溶液（pH 6.5），水化超声使之均匀分散，依次过 0.80、0.45、

0.22 μm微孔滤膜 3次，整粒后得 5F-LP混悬液。按“2.2”项下
方法测定包封率。正交试验设计与结果见表2，方差分析结果
见表3。

由表 2结果可知，各因素的影响程度依次为：A＞C＞D＞

B。由表3结果可知，因素A对包封率有显著影响，即磷脂胆固
醇质量比对包封率影响显著。试验结果显示，最优制备工艺
为A2B3C1D1，但从脂质体的制备综合考虑，减少脂用量，但又不
能与最优结果相差太大，因此最优制备工艺为A2B2C1D1，即磷
脂胆固醇比6 ∶1、药脂比1 ∶10、超声时间10 min、温度45 ℃。

2.3.3 处方验证 按照最优处方制备5F-LP混悬液3批，其平

均包封率为88.9％，RSD为2.51％（n＝3）。

2.4 YIGSR-5F-LP的制备
采用后插入法 [9-10]。将“2.3.3”项下制备的 5F-LP 置于

45 ℃水浴锅中恒温搅拌，按总磷脂量的 2％（摩尔比）加入
DSPE-PEG2000 -YIGSR 水溶液，孵育 3 h 后，置于透析袋（截
留分子质量：8 000）以生理盐水透析 24 h，去除未插入的配体
肽，即得YIGSR-5F-LP混悬液。

2.5 形态观察
取少量YIGSR-5F-LP混悬液，用磷酸盐缓冲液稀释后滴

至载玻片上，用 3％磷钨酸钠溶液（pH 7.0）负染后滴至有支持
膜的铜网上，自然挥干后在透射电子显微镜下观察脂质体形
态。结果显示，YIGSR-5F-LP 结构完整，外观呈球形或类球
形，分布均匀，测得平均粒径为174.8 nm。透射电镜图见图1。

2.6 含量测定
2.6.1 色谱条件与专属性试验 色谱柱：Hypersil C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；柱温：35 ℃；流动相：甲醇-0.5％乙酸（55 ∶
45，V/V），流速：0.8 ml/min；检测波长：242 nm；进样量：20 μl。

该色谱条件下，空白辅料不影响5F的含量测定。

2.6.2 线性关系考察 取5F对照品，制备成0.15、0.3、0.6、1.2、

2.4、3.0 μg/ml系列对照品溶液，进样检测。以5F的峰面积（y）

对质量浓度（x）进行线性回归，得回归方程为y＝53.66x－0.466

（r＝0.998 4）。结果表明，5F 检测质量浓度的线性范围为
0.15～3.0 μg/ml，定量限为0.15 μg/ml。

图1 透射电镜图

Fig 1 TEM

表2 正交试验设计与结果
Tab 2 Design and results of orthogonal test

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

71.8

79.8

79.6

8.0

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

76.0

77.4

77.7

1.7

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

80.1

75.2

75.8

4.9

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

79.1

76.9

75.1

4.1

包封率，％
75.9

70.2

69.2

74.9

81.0

83.4

77.2

81.1

80.5

表3 方差分析结果
Tab 3 Variance analysis result

变异来源
A

B

C

D

误差

离均差平方和
125.39

5.01

43.47

24.87

5.02

自由度
2

2

2

2

2

F

24.99

1.00

8.67

4.95

F临界值
19.00

19.00

19.00

19.00

P

＜0.05
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2.6.3 精密度试验 分别制备 0.15、0.6、2.4 μg/ml 3个质量浓
度的样品 5份，进样检测，考察日内精密度。取同一样品连续
3 d进样检测，考察日间精密度。结果显示，在低、中、高质量浓
度样品中 5F的日内、日间RSD均小于 15％，表明方法精密度
良好。

2.6.4 准确度试验 分别取“2.6.2”项下质量浓度为0.15、0.6、

2.4 μg/ml的 5F对照品溶液，进样测定，每个浓度测定 5次，根
据标准曲线求得实测浓度，以其与理论浓度的比值计算方法
回收率，结果见表4。

表4 回收率试验结果（n＝5）
Tab 4 Results of recovery test（n＝5）

质量浓度，μg/ml

0.15

0.6

2.4

回收率（x±s），％
92.38±1.76

96.86±1.84

99.23±1.63

RSD，％
1.91

1.89

1.64

2.7 载药量的测定

取 YIGSR-5F-LP 混悬液 1.0 ml，加乙醇破乳定容至 5.0

ml，按照“2.6.1”项下条件测定 5F含量，按公式计算载药量：载
药量（％）＝脂质体中所含药物总量（mg）/脂质体总量（mg）×

100％。测得3批YIGSR-5F-LP中5F的平均载药量为8.2％。

2.8 体外释放度的测定

分别取 5F 对照品溶液和 YIGSR-5F-LP 混悬液各 5.0 ml，

装入预处理透析袋中，按照2010年版《中国药典》溶出度第三法
测定释放度。在指定时间点各取样1.0 ml，检测5F含量并计算
累积释放度。YIGSR-5F-LP及5F溶液的体外释放曲线见图2。

由图 2可知，5F溶液在前 8 h 的累积释放度达到 76.2％；

而YIGSR-5F-LP的累积释放度达到 70％需 36 h，并在 48 h才
能释放完全，表明YIGSR-5F-LP的体外释放有缓释作用。

3 讨论
脂质体的主要成分是磷脂，在磷脂中加入胆固醇可以改

变磷脂的相变温度，对脂质膜的流动性产生双向调节作用[11]。

此外，胆固醇具有表面活性剂作用，能使 W/O 型乳剂稳定形
成，故在一定比例范围内，胆固醇比例越高，脂质体包封率越
高。但胆固醇的含量增加，会使脂质体刚性增大，难以通过微
孔滤膜挤出整粒；且胆固醇含量过高时，组成脂质体的磷脂量
过少，脂质体膜形成困难，包封率降低[12]。本研究以薄膜分散-超
声法制备的脂质体，在磷脂胆固醇比为6 ∶1时，包封率最高。

脂质体的表面可修饰各类蛋白抗体及多肽类配体作为靶
头[13]，靶向脂质体的制备方法有一步法和后插入法。一步法即
靶向配体-PEG-磷脂与脂质体磷脂和胆固醇共同旋转成膜，按
照薄膜分散法制备靶向脂质体，该法缺点在于成膜不均，批间
差异大，配体分布于脂质体内外两侧造成靶头浪费等。本文
采用的后插入法不仅方便快捷，而且不同配体修饰密度的脂
质体可来源于同一批普通脂质体，在工业化生产时批间差异

可控。后插入法还可避免成膜中所用有机溶剂对蛋白类配体
活性的影响。后插入法在脂质体表面修饰的多肽类配体只占
脂质体总量的 1％左右，不影响脂质体的包封率及释放度[14]。

本课题组在普通脂质体的工艺条件上，通过后插入法制备了
YIGSR-5F-LP。电镜显示该脂质体呈球形或类球形，粒径均
匀，包封率为 88.9％，载药量为 8.2％，体外释放结果表明载药
脂质体具有缓释作用。

人类肿瘤组织中层黏连蛋白受体的表达远高于正常组
织，该受体可以与具有 YIGSR 的细胞外基质相互作用。

Dubey PK等[15]将YIGSR连接到空白脂质体，考察载体对肿瘤
组织周围过表达黏连蛋白的血管内皮细胞的选择性，结果表
明，YIGSR修饰的脂质体对各种转移性肿瘤有靶向性。本文
研究了YIGSR-5F-LP的制备工艺及体外释放度，该载药制剂
的肿瘤靶向性及在动物体内的释放、分布、代谢等药效学及药
动学研究有待进一步开展。
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图2 YIGSR-5F-LP及5F溶液的体外释放曲线

Fig 2 Release curves of YIGSR-5F-LP and 5F solution in vi-
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