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异长春花碱（Vinorelbine，VRB）是从长春花 Catharathus

roseus（L）G. Don中提取出来的半合成的生物碱。VRB是一种

作用于肿瘤细胞微管蛋白的药物，主要抑制微管蛋白的聚集，

选择性地作用于细胞有丝分裂期。临床上VRB适用于治疗非

小细胞肺癌、转移性乳腺癌，同时对于急性淋巴细胞白血病、

霍奇金淋巴瘤及非霍奇金淋巴瘤等都有显著治疗功效[1]。然

而VRB在临床应用过程中，有明显的骨髓抑制、正常组织器官

细胞毒性及静脉炎等副作用。西妥昔单抗（Cetuximab，又名

IMC-C225、Erbitux）是目前临床上应用的抗表皮生长因子受体

（EGFR）人/鼠嵌合单克隆抗体，研究报道 IMC-C225可以作为

脂质体的靶向配体以增加脂质体的主动靶向效果[2]。为了降

低 VRB 的毒副作用，增加化疗药物的主动靶向性，笔者将

VRB制备成 IMC-C225修饰的隐形阳离子脂质体，并考察了其

理化性质和对肺癌Lewis细胞的抑制作用。

1 材料
1.1 仪器

LF-1脂质体挤出仪（加拿大奥维斯丁公司）；LC-1100液相

色谱仪（安捷伦科技有限公司）；Zetasizer 3000HS激光散射粒

径测定仪（英国马尔文公司）；Tecnai G220ST透射电子显微镜

（美国FEI公司）；SPI3800N原子力扫描探针显微镜（日本精工

株式会社）；XDS-1B 倒置显微镜（重庆光学电学仪器公司）；

MR-96酶标仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）。

1.2 药品与试剂

卵磷脂（EPC，日本NOF公司，批号：120015）；胆固醇（Chol，

上海普迈生物科技有限公司，批号：8280100）；聚乙二醇2000-

二硬脂酰磷脂酰乙醇胺（PEG 2000-DSPE，日本精化株式会社，

批号：B10206）；3β-[N-（N′，N′-二甲基胺乙基）胺基甲酰胺基]
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摘 要 目的：制备西妥昔单抗（IMC-C225）修饰异长春花碱（VRB）隐形阳离子脂质体（以下简称VRB阳离子脂质体），并对其理

化性质和细胞抑制作用进行研究。方法：采用硫酸铵梯度法制备VRB阳离子脂质体，同时对VRB阳离子脂质体的形态学、粒径、

多分散系数（PDI）、Zeta电位、包封率、体外释放度等理化性质进行研究，采用磺酰罗丹明B（SRB）法检测VRB阳离子脂质体对肺

癌Lewis细胞的抑制作用。结果：所制备的VRB阳离子脂质体外观呈圆球形、大小均匀、表面光滑，平均粒径为（89.06±3.56）nm，

PDI为0.175±0.01，Zeta电位为（35.91±0.51）mV，包封率为（90.61±0.80）％，48 h的体外释放度为（26.74±3.76）％（n＝3）；与异

长春花碱脂质体和 IMC-C225修饰空白隐形阳离子脂质体比较，VRB阳离子脂质体能降低Lewis细胞的存活率。结论：所制备的

VRB阳离子脂质体粒径均匀、包封率较高，对Lewis细胞有明显的抑制作用。
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Study on Preparation，Physicochemical Properties and Cell Inhibition of IMC-C225 Modified Vinorelbine
Stealth Cationic Liposomes
LIN Xianghui1，WANG Xiaomin2，WANG Yanhong2，LI Xuetao2（1.Dept. of Pharmacy，the People’s Hospital of
Linyi Economic and Technological Development Zone，Shandong Linyi 276023，China；2.School of Pharmacy，
Liaoning University of TCM，Liaoning Dalian 116600，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare IMC-C225 modified vinorelbine（VRB）stealth cationic liposomes（called VRB cationic li-

posomes for short），and to study the physicochemical properties and cell inhibition. METHODS：The VRB cationic liposomes were

prepared by ammonium sulfate gradient method. The physicochemical properties，including morphology，particle size，polydispersi-

ty index（PDI），Zeta potential，encapsulation efficiency and in vitro release rate，were studied. The inhibitory effects of the lipo-

somes on lung caner Lewis cell were evaluated by SRB methods. RESULTS：The prepared VRB cationic liposomes were spheroi-

dal in shape，even in size and smooth in surface. The average particle size of liposomes was（89.06±3.56）nm，PDI value was

0.175±0.01 and Zeta potential was（35.91±0.51）mV. The encapsulation efficiency was（90.61±0.80）％，and in vitro release rate

was（26.74±3.76）％ within 48 h（n＝3）. Compared with vinorelbine liposomes and IMC-C225 modified blank stealth cationic li-

posomes，VRB cationic liposomes could reduce the survival rate of Lewis cells. CONCLUSIONS：Prepared VRB cationic lipo-

somes have even particle size and high encapsulation efficiency，and show significant inhibitory effect on Lewis cells.

KEYWORDS Vinorelbine；IMC-C225；Stealth cationic；Liposomes；Physicochemical properties；Cell inhibition
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胆固醇（DC-Chol，上海艾韦特医药科技有限公司，批号：

201923）；IMC-C225-PEG 2000-DSPE（辽宁中医药大学药剂实

验室合成）；VRB 原料药（海南国栋药业有限公司，批号：

20080512，纯度：98.0％）；葡聚糖凝胶G-100（上海华蓝化学科

技有限公司）；RPMI-1640培养液和胎牛血清（北京迈晨科技有

限公司）；磷酸盐缓冲液（PBS，北京鼎国生物技术有限公司）；

磺基罗丹明B（SRB，美国 Sigma 公司）；三氯乙酸（TCA，北京

市兴津化工厂）；胰蛋白酶（美国Amresco公司）；其余所用试剂

均为分析纯。

1.3 细胞

小鼠Lewis肺癌细胞（中国医学科学院协和医科大学药物

研究所）。

2 方法与结果
2.1 IMC-C225修饰VRB隐形阳离子脂质体（以下简称VRB

阳离子脂质体）的制备[3]

精密称取卵磷脂 60 µmol、DC-Chol 40 µmol、PEG 2000-

DSPE 3 µmol和 IMC-C225-PEG 2000-DSPE 1 µmol，共同溶解

于10 ml氯仿中，然后在40 ℃水浴中低速旋转蒸发去除氯仿，

形成薄膜。随后加入 250 mmol/L（NH4）2SO4水溶液 5 ml，水

化，水化液超声（功率 200 W）10 min，超声后的混悬液采用脂

质体挤出仪反复通过聚碳酸脂膜（200 nm）。将过膜后的脂质

体混悬液密封于MD34透析袋（截留分子质量12 000～14 000）

中，透析袋置 PBS 中透析 24 h，每 8 h 更换 1次透析液，即得

IMC-C225修饰空白隐形阳离子脂质体（以下简称空白阳离子

脂质体）。将空白阳离子脂质体与适量的VRB混合（磷脂-药

为 30 ∶ 1，m/m），置于 40 ℃水浴中振摇 30 min，即得VRB阳离

子脂质体。

2.2 VRB的含量测定方法

2.2.1 色谱条件[4] 色谱柱：C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动

相：乙腈-0.06 mol/L磷酸二氢钾（35 ∶ 65，用磷酸调 pH为 3.0）；

流速：1.0 ml/min；检测波长：215 nm；柱温：30 ℃；进样量：20

µl。在该色谱条件下，理论板数以VRB峰计不得低于3 000。

2.2.2 线性关系考察 精密制备质量浓度分别为 0.03、0.06、

0.12、0.18、0.24、0.30 mg/ml的VRB溶液，按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定。以VRB的质量浓度（x）为横坐标、峰面积（y）为

纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程为 y＝1 245.8x－13.32（r＝

0.999 9，n＝6）。结果表明，VRB在0.03～0.30 mg/ml质量浓度

范围内线性关系良好。

2.2.3 精密度试验 取一定浓度的VRB溶液，分别连续进样6

次，计算得峰面积的RSD＝1.33％（n＝6），表明精密度良好。

2.2.4 稳定性试验 取一定浓度的VRB溶液，分别于0、2、4、

8、24 h进样分析，计算得峰面积的RSD＝1.46％（n＝5），表明

VRB溶液在24 h内稳定。

2.2.5 回收率试验 精密吸取 VRB 阳离子脂质体样品溶液

0.5 ml，分别加入适量的VRB对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定，计算加样回收率。结果，平均加样回收率为98.64％

（RSD＝1.09％，n＝9），表明本方法满足样品测定的要求。

2.3 VRB阳离子脂质体的理化性质

2.3.1 透射电子显微镜下的粒子形态观察[5] VRB阳离子脂

质体外观为乳白色半透明液体，色泽均匀，略带乳光。取适量

VRB阳离子脂质体，用蒸馏水稀释到适宜浓度，滴至反应瓷板

的凹槽内，并将喷碳铜网放于凹槽内的试液上，1～2 min后取

出喷碳铜网，用滤纸从铜网边缘吸去多余液体，然后将该铜网

放在1％醋酸双氧铀水溶液中浸泡1 min后取出，静置，使粒子

在铜网上沉积。用透射电子显微镜观察粒径大小、形态并拍

照。结果显示，VRB阳离子脂质体外观呈圆球形、大小均匀。

结构示意图见图1，透射电子显微镜图见图2。

2.3.2 原子力扫描探针显微镜下的粒子形态观察[6] 取适量

VRB阳离子脂质体，用蒸馏水稀释到适当浓度，量取 10 μl脂

质体溶液涂于硅片上，置培养皿中室温下阴干，然后使用原子

力扫描探针显微镜进行观察并拍照。结果显示，VRB阳离子

脂质体表面光滑，粒径主要分布于 100 nm左右。原子力扫描

探针显微镜图见图3。

2.3.3 粒径、多分散系数（PDI）[7]与 Zeta 电位 [8] 精密吸取

VRB阳离子脂质体 0.5 ml，加PBS稀释至 20 ml。用马尔文激

光粒度仪进行测定，粒径测定结束后分别以微粒的个数作为

基准绘制粒径分布图。结果可见，VRB阳离子脂质体的平均

粒径为（89.06±3.56）nm，呈正态单峰分布，PDI 为 0.175±

0.01，Zeta 电位为（35.91±0.51）mV。脂质体的粒径分布见图

4，Zeta电位分布见图5。

2.3.4 包封率 称取葡聚糖凝胶 G-100 2.0 g，置于 PBS 中浸

泡 24 h，然后采用湿法装柱（10 cm×1.5 cm）备用。精密吸取

VRB阳离子脂质体0.5 ml，加至凝胶柱上方，采用PBS溶液进

行洗脱，收集带有乳光的脂质体溶液，所收集的脂质体溶液加

图1 脂质体的结构示意图

Fig 1 The schematic repre-

sentation of liposomes

图 2 脂质体的透射电子显

微镜图（×10 000）

Fig 2 TEM images of lipo-

somes（×10 000）

图3 脂质体的原子力扫描探针显微镜图

Fig 3 Atomic force scanning probe microscope images of li-

posomes

A.平面结构 B.立体结构
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图4 脂质体的粒径分布图

Fig 4 Particle size distribution map of liposomes
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入9倍体积的甲醇破坏后，分别按“2.2.1”项下色谱条件进样测
定，计算包封率（EE）[9-10]。EE（％）＝（m 后/m 总）×100％，式中，

m 后是过葡聚糖凝胶 G-100柱后被甲醇破坏的 VRB阳离子脂
质体中 VRB 的质量，m 总是相同体积脂质体中的 VRB 的质
量。结果显示，VRB 阳离子脂质体中 VRB 的包封率为
（90.61±0.80）％。

2.3.5 体外释放度 精密吸取VRB脂质体和VRB阳离子脂
质体各 2 ml，分别加入 2 ml 的释放介质（含 10％胎牛血清的
PBS）中，密封于MD34透析袋中。将透析袋置于 40.0 ml PBS

中，37 ℃下100 r/min均匀振荡。分别于 0、4、8、12、24、48 h时
取出0.5 ml PBS溶液，并立即补入0.5 ml新鲜的释放介质。待
测样品分别加入同体积的甲醇溶液超声处理进行破坏，然后
10 000 r/min（离心半径为 16 cm）离心 10 min，取上清液，按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定VRB的含量[11-12]，计算累积释放
度（RR）。RR（％）＝（mi/m 总）× 100％，式中，mi为第 i个时间点
的释放介质中测得VRB的量，m 总为透析前相同体积脂质体混
悬液中VRB的量。不同脂质体的体外释放度结果见图6。

由图6可知，VRB阳离子脂质体经过48 h后，体外累积释
放度为（26.74±3.76）％，而VRB脂质体在相同条件下的累积
释放度为（49.32±2.65）％。

2.4 VRB阳离子脂质体的细胞抑制作用评价

2.4.1 细胞的培养 [13] Lewis 细胞在 RPMI-1640培养液（含
10％胎牛血清、100 u/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素）中生长，

于培养条件为37 ℃、5％CO2的孵箱内进行培养。

2.4.2 抑制作用评价 取对数生长期的Lewis细胞，接种至96

孔培养板，37 ℃、5％ CO2下培养24 h后，将VRB脂质体、VRB

阳离子脂质体及空白阳离子脂质体分别加入 96孔培养板中，

使 VRB 的最终浓度为 0.005、0.01、0.02、0.04、0.05、0.08、0.1

µmol/L。给药后继续孵育 48 h，孵育完毕吸弃孔中的培养液，

每孔加入200 µl 10％预冷的三氯乙酸，在4 ℃中放置 1 h以固
定细胞。弃去孔内液体后用蒸馏水洗涤5次以去除三氯乙酸，

在空气中干燥，向每孔加入 100 µl 0.4％ SRB（以 1％醋酸配
制）染色，室温下放置 15 min。弃去孔内液体后用 1％醋酸洗
涤 5 次以去除未结合染料，空气中干燥后用 pH 10.5 的 10

mmol/L的Tris碱200 µl溶解，振荡20 min。于酶标仪上540 nm

波长处测定吸光度（A）[14-15]，计算细胞存活率（细胞存活率＝药

物处理后的 A540 nm/空白对照孔 A540 nm×100％），绘制存活率曲

线。不同脂质体对Lewis细胞存活率的影响见图7。

由图7可知，对Lewis细胞存活率抑制作用的大小顺序依

次为VRB阳离子脂质体＞VRB脂质体＞空白阳离子脂质体。

与VRB脂质体比较，VRB阳离子脂质体在不同VRB给药浓度

下均显示出最强的抑制Lewis细胞增殖的作用。空白阳离子

脂质体对Lewis细胞的细胞毒性作用很小，可以忽略不计。

3 讨论
本试验采用硫酸铵梯度法制备VRB阳离子脂质体，该方

法具有操作简便、制备的脂质体的包封率高的特点。相对于

传统的被动载药方法，采用硫酸铵梯度法所制备的脂质体药

物不易渗漏。硫酸铵梯度法依靠脂质体内外水相的硫酸铵浓

度梯度来载水溶性药物。本试验所制备VRB阳离子脂质体的

平均包封率大于90％，平均粒径均小于100 nm，PDI小于0.20，

Zeta电位大于30 mV；通过透射电子显微镜和原子力扫描探针

显微镜观察该脂质体外观呈圆球形，表面光滑，大小均匀，所

观察的粒径和激光粒度分析仪测定的结果一致。

为了解脂质体在体内的释药情况，本试验考察了脂质体

的体外释放度。由于脂质体在机体内与血浆蛋白之间存在脂

交换作用，所以在考察脂质体的体外释放度的过程中加入了

10％的胎牛血清。结果发现，VRB脂质体和释放介质混合后

在所有的测定时间点的体外释放度均显著高于VRB阳离子脂

质体，该结果可能与VRB阳离子脂质体中的PEG 2000-DSPE

的加入阻止了血清对脂质体的破坏有关。

空白阳离子脂质体对Lewis细胞的细胞毒性作用很小，可

以忽略不计，说明VRB阳离子脂质体对Lewis细胞的细胞抑

制作用可能是由于增加了细胞对药物的主动摄取而引起的。

VRB阳离子脂质体的主动摄取一方面来自于 IMC-C225与肿

瘤细胞膜表面的抗原所发生的特异性结合，另一方面来自于

脂质体表面所带的正电荷，其可以与肿瘤细胞表面的负电荷

结合，进而增大其对肿瘤细胞的摄取强度。
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图6 不同脂质体的体外释放度结果

Fig 6 The release rate of different liposomes in vitro
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图7 不同脂质体对Lewis细胞存活率的影响

Fig 7 Effects of different liposomes on survival rate of Lew-

is cells
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Fig 5 Zeta potential distribution map of liposomes
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不同加工方法对杜仲总黄酮含量的影响Δ
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摘 要 目的：比较不同加工方法对杜仲总黄酮含量的影响，为杜仲的合理化产地加工提供科学依据。方法：将新鲜杜仲制成板

片和宽丝2种性状，各性状药材按“发汗”和未“发汗”进行阴干、晒干、烘干（60、80、100 ℃）和微波干燥（5、10、15 min）后晒干等加

工方法处理制备样品。以芦丁为对照品，采用紫外分光光度法于510 nm波长测定各样品总黄酮含量。结果：不同加工方法对杜

仲总黄酮含量有影响。同一干燥方法下，未“发汗”样品总黄酮含量高于“发汗”样品（P＜0.05或P＜0.01）；同一性状、不同干燥方

法下，总黄酮含量微波干燥＞烘干＞晒干＞阴干，以微波干燥 10 min后晒干样品中的总黄酮含量最高；宽丝状样品中的总黄酮含

量高于板片状样品。结论：若以杜仲总黄酮的药理作用为主进行临床应用时，建议杜仲采用趁鲜切宽丝、不“发汗”、微波辅助干燥

后晒干的加工方法。

关键词 杜仲；总黄酮；紫外分光光度法；加工方法；发汗

Effects of Different Processing Methods on the Content of Total Flavonoids in Eucommia ulmoides
WEI Xuejun，SUN Xiaohui，LIU Huili，HE Xin（Dept. of Pharmacy，Qiannan Medical College for Nationalities，
Guizhou Duyun 558000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the effects of different processing methods on the content of total flavonoids in Eucom-

mia ulmoides so as to provide a scientific basis for reasonable processing of E. ulmoides in the production place. METHODS：Fresh

E. ulmoides was made into flakes and shredded slices. The E. ulmoides with the two properties was classified on the basis of“sweat-

ing”and“without sweating”and dried in the shade，in the sun or by baking（60 ℃，80 ℃ and 100 ℃）or dried in the sun after

microwave drying（5 min，10 min and 15 min）for the preparation of samples. With rutin as the reference substance，ultraviolet

spectrophotometry was adopted to determine the contents of total flavonoids in all the samples at a wavelength of 510 nm. RE-

SULTS：Different processing methods had effects on the content of total flavonoids in E. ulmoides. For the samples processed by

the same drying method，the content of total flavonoids in those without“sweating”was higher than that in“sweating”ones（P＜

0.05 or P＜0.01）；for the samples with the same property and processed by different drying methods，the content of total flavo-

noids arranged from high to low were microwave drying＞baking＞dried in the sun＞dried in the shade，where the content of total

flavonoids in those dried in the sun after 10 min microwave drying was the highest；the content of total flavonoids in the shredded

slices was higher than that in the flakes. CONCLUSIONS：For clinical application of the pharmacological action of total flavonoids

in E. ulmoides，it is suggested that fresh E. ulmoides cut into shredded slices and without“sweating”should be selected and dried

in the sun after microwave drying.

KEYWORDS Eucommia ulmoides；Total flavonoids；Ultraviolet spectrophotometry；Processing methods；Sweating
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