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pH 敏感 /叶酸修饰芹菜素脂质体的制备及体内抗肿瘤作用研究

崔晓鸽∗,李　 方,王颖慧

郑州健康学院药学院,郑州 450064

摘　 要:构建 pH 敏感 /叶酸修饰芹菜素脂质体(pH-sensitive / folic acid-modified apigenin liposomes,pH / FA-Api-Lips),
进行体内药动学、组织分布及抗肿瘤评价。 薄膜 -水化法制备 pH / FA-Api-Lips,并进行理化性质表征。 考察 pH / FA-
Api-Lips 在不同 pH 值磷酸盐缓冲液中的释药行为。 采用 HepG2 细胞建立肝癌荷瘤小鼠模型,以 20 mg / kg 荷瘤小鼠

静脉注射芹菜素和 pH / FA-Api-Lips,考察荷瘤小鼠体内药动学、分布情况及抗肿瘤效果。 结果显示,pH / FA-Api-Lips
平均包封率、载药量、平均粒径和 Zeta 电位分别 92. 26% ± 1. 72% 、7. 49% ± 0. 18% 、212. 69 ± 7. 07 nm 和-21. 27 ±
0. 59 mV。 pH / FA-Api-Lips 外貌呈囊泡状,体外释药具有明显的 pH 敏感性。 pH / FA-Api-Lips 提高了芹菜素生物利

用度,在肿瘤组织中相对摄取率和峰浓度比值分别提高至 2. 64 和 1. 82 倍。 体内药效学实验结果表明,pH / FA-Api-
Lips 显著抑制了肝癌荷瘤小鼠的肿瘤体积生长,体重未见明显下降。 pH / FA-Api-Lips 将芹菜素抑瘤率由 26. 76% 提

高至 66. 67% 。 因此,pH / FA-Api-Lips 提高了芹菜素体内肿瘤组织靶向性,提高了芹菜素抗肿瘤药效,有望开发成抗

肿瘤药物。
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Preparation of pH-sensitive / folic acid-modified apigenin liposomes
and its in vivo anti-tumor effect

CUI Xiao-ge∗,Li Fang,WANG Ying-hui

School of Pharmacy,Zhengzhou Health College,Zhengzhou 450064,China

Abstract:This study aims to construct pH-sensitive / folic acid-modified apigenin liposomes (pH / FA-Api-Lips),and to con-
duct pharmacokinetics,tissue distribution and in vivo anti-tumor evaluation. pH / FA-Api-Lips were prepared by film-hydration
method,and its physicochemical properties were characterized. Drug release behavior of pH / FA-Api-Lips in phosphate buffer
saline solution with different pH values was investigated. HepG2 cells were used to establish the hepatoma-bearing mice mod-
el,apigenin and pH / FA-Api-Lips were intravenously injected to the hepatoma-bearing mice at dose of 20 mg / kg. The pharma-
cokinetics,tissue distribution and anti-tumor effects of pH / FA-Api-Lips in vivo were also investigated. The results showed that
average envelopment efficiency,drug loading,particle size and Zeta potential were 92. 26% ± 1. 72% ,7. 49% ± 0. 18% ,
212. 69 ± 7. 07 nm and -21. 27 ± 0. 59 mV,respectively. The appearance of pH / FA-Api-Lips was vesicular,and the in vitro
drug release exhibited obvious pH-sensitivity. pH / FA-Api-Lips enhanced the bioavailability of apigenin,the relative uptake
efficiency and peak concentration ratio of apigenin in tumor tissue was increased by 2. 64-fold and 1. 82-fold,respectively. The
results of the pharmacological experiments in vivo showed that pH / FA-Api-Lips significantly inhibited the tumor volume
growth in hepatoma-bearing mice,and there was no significant decrease in body weight. pH / FA-Api-Lips increased the tumor
inhibition rate of apigenin from 26. 76% to 66. 67% . Therefore,pH / FA-Api-Lips improved the tumor targeting of apigenin in
vivo,and enhanced the anti-tumor efficacy. pH / FA-Api-Lips had the potential to be developed into an anti-tumor drug.
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　 　 肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一,复发率高,生
存率低[1]。 化疗是临床治疗肝癌的常用方法,但化

疗药物(如顺铂等)的不良反应和耐药性等不利于



临床应用。 因此毒性小、安全性高的中药活性成分

成为抗肿瘤药物的研究热点。 芹菜素(apigenin)属
于天然黄酮类小分子化合物,可从柏科圆柏叶、伞形

科植物旱芹叶、卷柏科卷柏全草中提取得到[2],毒
性极小,开发价值较高。 国内外研究证明芹菜素对

肝癌、口腔癌、乳腺癌、甲状腺癌、胃癌等具有显著的

抗肿瘤活性[2]。 但芹菜素溶解度仅 1. 93 μg / mL[3],
制备成注射剂时需要添加大量表面活性剂,且体内

半衰期短[4],极大限制了芹菜素临床应用。 芹菜素

新型纳米技术研究报道有纳米结构脂质载体[4]、纳
米混悬剂[5]、胶束等[6],但体内肿瘤靶向递药效率

有待提高。
肿瘤部位精准递药一直是抗肿瘤药物临床应用

面临的巨大挑战。 人体正常组织器官 pH 值约为 7.
4,肿瘤部位 pH 值通常在 6. 0 ~ 6. 8 之间,细胞的核

内体 pH 值通常在 5. 0 ~ 6. 5 之间,溶酶体 pH 值约

为 5. 0。 基于这种 pH 差异构建 pH 敏感脂质体,可
因 pH 值的变化诱导 pH 敏感脂质体结构改变或破

坏,进而快速释放抗肿瘤药物[7]。 但正常组织 pH
值与肿瘤部位 pH 值差异较小,影响了肿瘤靶向效

率。 叶酸受体在正常细胞表面极少或不表达,但在

肿瘤细胞表面过度表达[8]。 叶酸(folic acid)是一种

偶联蛋白,与叶酸受体亲和力很高[9],因此叶酸修

饰的脂质体有助于提高肿瘤靶向效率。 所以构建同

时具有 pH 敏感响应和叶酸肿瘤靶向的脂质体有望

提高肿瘤靶向递药效率,增强药效[10]。 二硬脂酰基

磷脂酰乙醇胺-聚 ( 2-乙基-2-噁唑啉)-叶酸 [ dis-
tearoyl phosphoethanolamine-poly ( 2-ethyl-2-oxazo-
line)-folic acid,DSPE-PEOz-FA]是一种含叶酸的两

亲性分子,其中聚(2-乙基-2-噁唑啉)结构在弱酸性

环境中稳定性较差,可使 DSPE-PEOz-FA 具有 pH 敏

感特点[7]。 本研究在芹菜素脂质体( apigenin lipo-
somes,Api-Lips)处方中引入适量 DSPE-PEOz-FA,构
建 pH 敏感 /叶酸修饰芹菜素脂质体( pH-sensitive /
folic acid-modified apigenin liposomes, pH / FA-Api-
Lips),并与 Api-Lips 比较抗肿瘤药效的差异,为后

续研究奠定实验基础,也为芹菜素应用于肝癌治疗

提供新策略。
1　 材料与方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞与动物

HepG2 细胞(批号:240322),购自中国科学院

上海生科院细胞资源中心。

108 只 SPF 级 Balb / c 小鼠,体质量为 18 ~ 22 g,
6 周龄,雌雄兼具,由河南省实验动物中心提供,动
物生产许可证号 SCXK(豫)2022-001。 饲养在温度

为 20 ~ 26 ℃、相对湿度为 50% ~ 60% 环境中,12 h
昼夜交替。 本实验经郑州健康学院伦理委员会批

准, 批 准 号 为 2023-SQLL-EC-20230915-1007-
0000076。
1. 1. 2　 材料

芹菜素原料药(批号:20221028,纯度:97. 0% ,
南京泽朗农业发展有限公司);芹菜素对照品(批
号:002602,纯度:98. 5% ,成都乐美天医药科技有限

公司);磷脂(批号:SY-SO-230607,纯度:95. 0% ,上
海艾伟拓医药科技有限公司);DSPE-PEOz-FA(批
号:20230318,纯度:96. 0% ,重庆渝偲医药科技有限

公司);胆固醇(批号:C20392,纯度:98. 7% ,上海艾

伟拓医药科技有限公司);DMSO(批号:500M0231,
纯度:99. 6% ,美国 AmApico 公司);戊巴比妥钠(批
号:11715,纯度:98. 0% ,美国 Sigma 公司);顺铂(批
号 SC8452,纯度:98. 5% ,上海 Ruibio 公司)。
1. 1. 3　 仪器

MS-105 / A 型电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公

司);99-1A 型磁力搅拌器(常州金坛精达仪器制造

有限公司);LOGIQ E9 型实验室超声仪(美国 GE 公

司);1200 型高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司);
Inspect F50 透射电子显微镜(美国 Thermofisher 公

司);Zetasizer Nano ZS90 型粒度测定仪(英国 Malv-
ern 公司);5424R 型高速离心机(德国 Eppendorf 公
司);RT61212 型溶出仪(深圳市锐拓仪器设备有限

公司);CF40-8 型细胞培养箱(北京昊诺斯科技有限

公司);DW-I 型动物手术台(南京嘉玛贸易有限公

司生产)。
1. 2　 芹菜素含量测定色谱条件

流动相为甲醇-水(70 ∶ 30);流速为 1. 0 min /
mL;检测波长为 340 nm;色谱柱为 Shimadzu ODS
(4. 6 mm ×250 mm,5 μm);进样体积为 20 μL;柱温

为 35 ℃。
1. 3　 pH / FA-Api-Lips 的制备

薄膜 - 水化法制备 pH / FA-Api-Lips[11,12]。 取

50 mg 芹菜素置于茄形瓶中,加入 440 mg 磷脂、70
mg 胆固醇、90 mg DSPE-PEOz-FA 和 30 mL 混合溶

剂(二氯甲烷∶ 乙醇 = 1∶ 2),置于 50 ℃水浴中,600
r / min 磁力搅拌至完全溶解。 减压条件下(真空度

为 0. 07 MPa)旋干,使之形成均匀透明的脂质薄膜。
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将含脂质薄膜茄形瓶置于 40 ℃水浴中,加入 50 mL
pH 6. 8 磷酸盐缓冲液,600 r / min 转速下磁力搅拌

30 min,超声 5 min(功率为 200 W),依次经 0. 80、
0. 45 μm 微孔滤膜过滤,即得 pH / FA-Api-Lips 混

悬液。
1. 4　 pH / FA-Api-Lips 表征

1. 4. 1　 包封率和载药量

精密吸取 pH / FA-Api-Lips 混悬液 1 mL(未经

0. 45 μm 微孔滤膜过滤),加入甲醇破坏 pH / FA-
Api-Lips,测量芹菜素总量(m0)。 精密吸取经 0. 45
μm 微孔滤膜过滤后 pH / FA-Api-Lips 混悬液 1 mL,
转移至超滤管中(截留相对分子质量 3 000),8 000
r / min 离心 15 min,测定被包封芹菜素的量(m1),按
公式(1)计算包封率(E)。 根据 pH / FA-Api-Lips 中

芹菜素及辅料总用量(m2),按照公式(2)计算载药

量(L)。
E =m1 / m0 × 100% (1)
L =m1 / m2 × 100% (2)

1. 4. 2　 pH / FA-Api-Lips 粒径及 Zeta 电位测定

取 pH / FA-Api-Lips 混悬液 4 mL 于粒度分析仪

上测定粒径、多分散指数(polydispersity index,PDI)
和 Zeta 电位,每份样品重复 3 次。
1. 4. 3　 pH / FA-Api-Lips 形貌

取 pH / FA-Api-Lips 混悬液 20 μL 滴于铜网载

体表面,轻轻晃动使之铺展均匀,晾干,加入 1. 5%
磷钨酸钠溶液 20 μL 染色,置于透射电镜下观察形

貌。 透射电镜参数:加速电压为 120 kV,放大倍数

为 14 500,分辨率为 0. 2 nm。
1. 5　 不同 pH 值介质中的释药行为比较

取 pH / FA-Api-Lips 混悬液(芹菜素含量为 10
mg)至截留相对分子质量为 8 kDa 的透析袋中,加
入 pH 5. 0 磷酸盐缓冲液 5 mL,尼龙绳扎紧。 介质

为 1 000 mL、37 ℃的 pH 5. 0 磷酸盐缓冲液,转篮转

速为 75 r / min,于 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、6. 0、9. 0、12. 0、
18. 0、24. 0、36. 0 和 48. 0 h 取样 5 mL,补加 pH 5. 0
磷酸盐缓冲液 5 mL,测定样品中芹菜素含量,计算

各时间点累积释放度。 同法考察 pH / FA-Api-Lips
在 pH 6. 0、pH 6. 8、pH7. 4 磷酸盐缓冲液中的释药

情况。 为达到芹菜素的漏槽条件,分别使用含

1. 5%十二烷基硫酸钠的 pH 5. 0、pH 6. 0、pH 6. 8、
pH7. 4 磷酸盐缓冲液来考察芹菜素释药情况,由于

芹菜素 12 h 累积释放度均达 90%以上,故取样点调

整为 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、6. 0、9. 0、12. 0 h。

1. 6　 pH / FA-Api-Lips 介质稳定性研究

取 pH / FA-Api-Lips 混悬液 10 mL,分别与 10
mL 的 1. 8% NaCl 溶液、10% 葡萄糖溶液和 PBS 溶

液等体积混合(使介质浓度均被稀释 1 倍),置 37
℃水浴中孵育,于 1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、6. 0 h 取样。
测定 pH / FA-Api-Lips 在 0. 9% NaCl、5% 葡萄糖和

PBS 溶液中粒径和包封率的变化趋势。 选取包封率

下降最小,且粒径增长最小的介质作为 pH / FA-Api-
Lips 注射用溶剂。
1. 7　 药动学、体内组织分布及靶向性研究

1. 7. 1　 HepG2 肝癌模型的建立

取 6 周龄的 Balb / c 小鼠,于右侧腋窝皮下注射

HepG2 细胞悬液(密度为 1. 0 × 107个 / mL)0. 2 mL,
建立肝癌肿瘤模型,正常饲养。 于瘤体处喷 75% 乙

醇,轻轻挤压使之隆起,游标卡尺测量瘤体的长(a)
和宽(b),按照公式(3)计算瘤块体积(V),选取瘤

块体积 80 ± 10 mm3 的荷瘤小鼠作为肿瘤模型。
V = a × b2 × π / 6 (3)

1. 7. 2　 实验分组

将 72 只荷瘤小鼠随机分成芹菜素组和 pH / FA-
Api-Lips 组,每组 36 只(雌雄各半)。 禁食 12 h 后

按 20 mg / kg 剂量(以芹菜素计)分别尾静脉注射给

药,于给药后 0. 17、0. 50、1. 00、2. 00、4. 00、6. 00 h
腹腔注射 10%水合氯醛溶液(给药剂量为 0. 3 mL /
100g),麻醉后摘眼球取血,置于抗凝离心管中,
3 000 r / min 离心 3 min,取血浆冷冻保存。 脱颈处

死小鼠,摘取心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织。
1. 7. 3　 血浆及组织样品的制备

取 200 μL 血浆置于离心管中,加入 1 mL 甲醇,
密封涡旋 5 min,使蛋白析出沉淀,8 000 r / min 离心

10 min,取上清液于 40 ℃ 下氮气吹干,加甲醇 200
μL 复溶,8 000 r / min 离心 10 min,即得血浆样品溶

液。 取心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织,室温解冻后滤

纸吸干表面水分,称重,手术刀剪碎,加入等重量

0. 9%NaCl 溶液,置于匀浆机中匀浆。 精密吸取匀

浆液 200 μL 置于离心管中,加入 1 mL 甲醇,密封涡

旋 5 min,使蛋白析出沉淀,8 000 r / min 离心 10
min。 取上清液于 40 ℃下氮气吹干,加甲醇 200 μL
复溶,8 000 r / min 再次离心 10 min,即得各个组织

样品溶液。
1. 7. 4　 标准曲线的绘制

取荷瘤小鼠,腹腔注射 10% 水合氯醛溶液(给
药剂量为 0. 3 mL / 100 g),立即心脏取血,得空白血
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浆。 处死后立即取出心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织,
得各个空白组织样品,按“1. 7. 3”项下处理,分别加

入芹菜素对照品,配制浓度均为 0. 05、0. 50、2. 00、
5. 00、10. 00 和 20. 00 μg / mL 对照品溶液,按“1. 2”
项下色谱条件测定各个质量浓度 ( X) 的峰面积

(Y),绘制血浆及各个组织对照品溶液标准曲线方

程。
1. 7. 5　 专属性考察

分别取血浆及各个组织的空白样品溶液、芹菜

素对照品溶液和待测样品溶液分别按“1. 2”项下色

谱条件进行检测,考察分析方法的专属性。
1. 7. 6　 稳定性考察

分别取血浆、心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织质控

样品(芹菜素浓度均为 2. 0 μg / mL),置于-20 ℃冰

箱,于 0、1、2、3、5、7 d 取样,按“1. 7. 3”方法处理,测
定芹菜素浓度。 将血浆、心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组

织质控样品,按“1. 7. 3”方法处理后得质控样品溶

液,置于室温(25 ℃),分别于 0、3、6、12、18 和 24 h
测定芹菜素浓度。
1. 7. 7　 精密度和准确度考察

分别取芹菜素浓度为 0. 1、2. 0、20. 0 μg / mL 的

血浆、心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织质控样品,分别按

“1. 7. 3”处理后连续测定 6 次,计算芹菜素浓度的

日内 相 对 标 准 偏 差 ( relative standard deviation,
RSD),代入随行标准曲线计算测得浓度,与实际浓

度相比计算相对误差( relative error,RE)。 将各质

控样品连续测定 6 d,每 d 测定 1 次,分别计算芹菜

素浓度日间 RSD 和 RE。
1. 7. 8　 回收率

取空白血浆和心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织的空

白匀浆液,分别加入芹菜素对照品,使浓度均为

0. 1、2. 0、20. 0 μg / mL,各浓度均 3 份,按“1. 7. 3”项
下处理后测定。 另取 0. 1、2. 0、20. 0 μg / mL 芹菜素

对照品溶液,同一条件下进行测定。 将测得的各个

质控样品溶液峰面积与芹菜素对照品溶液的峰面积

进行对比,计算回收率。
1. 7. 9　 药动学参数的计算及靶向性评价方法

采用 DAS 2. 0 软件非房室模型分别计算芹菜

素和 pH / FA-Api-Lips 的时间 - 血药浓度曲线下面

积( area under the curve, AUC)、半衰期 ( half-life,
t1 / 2)、平均驻留时间(mean residence time,MRT)及

清除率(clearance,CL)等参数。 按照公式(4)计算

相对摄取率(ERU),按照公式(5)计算峰浓度比值

(RPC),并将 ERU和 RPC作为靶向性评价指标,数值越

大表示组织靶向性越强[12]。
ERU = A1 / A2 (4)
RPC = C1 / C2 (5)

式中,A1 为 pH / FA-Api-Lips 的 AUC,A2 为芹菜

素的 AUC,C1 为 pH / FA-Api-Lips 的 Cmax,C2 为芹菜

素的 Cmax。
1. 8　 pH / FA-Api-Lips 体内抑瘤作用研究

为对比 pH / FA-Api-Lips 体内抗肿瘤药效,故引

入 Api-Lips 作为参考。 36 只荷瘤小鼠随机分成 6
组即:模型组(0. 9% NaCl)、阳性组(顺铂,2. 0 mg /
kg)、芹菜素组(20 mg / kg)、Api-Lips 组(20 mg / kg)、
pH / FA-Api-Lips 低剂量组 (10 mg / kg) 和 pH / FA-
Api-Lips 高剂量组(20 mg / kg)。 每次给药前均禁食

12 h,每 3 d 注射给药 1 次,共注射给药 5 次。 停药

后第 3 d 腹腔注射 10%水合氯醛溶液(给药剂量为

0. 3 mL / 100g),脱颈处死小鼠,剥离瘤块、胸腺和脾

脏,分别记录重量,按公式(6)计算抑瘤率(RTI),按
公式(7)计算胸腺指数( IT),按公式(8)计算脾脏指

数( IS)。
RTI = (1-m1 / m0) × 100% (6)

IT =mT / mw (7)
IS =mS / mw (8)

式中,m1 代表给药组平均瘤重(mg),m0 代表

模型组平均瘤重(mg);mT 代表荷瘤小鼠胸腺重量

(mg);mS 代表荷瘤小鼠脾脏重量(mg);mw 代表荷

瘤小鼠体重(g)。
1. 9　 统计学分析

使用 SPSS 24. 0 软件进行统计分析,数据以平

均值 ±标准差(x ± s)表示,两组间比较使用独立样

本 t 检验,P < 0. 05 为差异具有统计学意义。
2　 结果与分析

2. 1　 pH / FA-Api-Lips 基本理化性质

按“1. 4. 1”项下方法测得 pH / FA-Api-Lips 包封

率为 92. 26% ±1. 72% ,载药量为 7. 49% ± 0. 18% 。
按“1. 4. 2”项下测得 pH / FA-Api-Lips 粒径为 212. 69
± 7. 07 nm,较小的粒径适合静脉注射给药[13]。
pH / FA-Api-Lips 的 PDI 值为 0. 132 ± 0. 09,Zeta 电

位为-21. 27 ± 0. 59 mV。 pH / FA-Api-Lips 粒径分布

见图 1A。 pH / FA-Api-Lips 形貌见图 1B, pH / FA-
Api-Lips 呈囊泡状。 由于透射电镜观察到的是干燥

后形貌,故粒径略小于粒度分析仪测得的粒径[14]。
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A B

图 1　 pH / FA-Api-Lips 粒径分布图(A)和透射电镜图(B)
Fig. 1　 Particle size distribution (A) and transmission electron microscopy (B) of pH / FA-Api-Lips

2. 2　 pH / FA-Api-Lips 和芹菜素释药行为比较

pH / FA-Api-Lips 和芹菜素在不同 pH 介质中释

药行为见图 2。 pH / FA-Api-Lips 随着 pH 值的减小

pH / FA-Api-Lips 释药速率和累积释放度逐渐增大

(见图 2A),证明 pH / FA-Api-Lips 具有 pH 敏感性,
有利于在肿瘤细胞弱酸性的核内及溶酶体中智能释

药,且表现出一定的缓释作用[15];而芹菜素在体外

释药无明显的 pH 敏感性(见图 2B)。
A B

图 2　 pH / FA-Api-Lips(A)和芹菜素(B)在不同 pH 值磷酸盐缓冲液中体外释放曲线(x ± s,n = 3)
Fig. 2　 In vitro release curves of pH / FA-Api-Lips (A) and apigenin (B) in

phosphate buffer with different pH values (x ± s,n = 3)

2. 3　 pH / FA-Api-Lips 介质稳定性研究

pH / FA-Api-Lips 在 0. 9%NaCl 溶液、5%葡萄糖

溶液和 PBS 中包封率 分 别 降 低 至 90. 11% ±
0. 74% 、85. 19% ± 0. 91% 和 78. 10% ± 1. 33% ,说

明 pH / FA-Api-Lips 在 0. 9% NaCl 溶液中包封率下

降幅度最小。 粒径变化情况见图 3,pH / FA-Api-Lips
在 0. 9% NaCl 溶液中粒径变化最小,故选择 0. 9%
NaCl 溶液为 pH / FA-Api-Lips 注射用介质。

图 3　 pH / FA-Api-Lips 在不同介质中粒径稳定性(x ± s,n = 3)
Fig. 3　 Stability of particle size of pH / FA-Api-Lips in different media(x ± s,n = 3)
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2. 4　 pH / FA-Api-Lips 体内组织分布研究

2. 4. 1　 血浆及各个组织中标准曲线

血浆、心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织对照品溶液

标准曲线方程分别为 Y = 388. 89 X + 113. 46 ( r =
0. 995 4)、Y = 382. 78 X + 172. 25( r = 0. 998 0)、Y =
386. 22 X-137. 78 ( r = 0. 996 4)、Y = 406. 31 X +
13. 36( r = 0. 997 2)、Y = 381. 56 X + 184. 43 ( r =
0. 997 2)、Y = 403. 42 X-34. 49( r = 0. 996 9)和 Y =

407. 19 X-74. 90( r = 0. 997 4),因此血浆及各组织样

品溶液中芹菜素在 0. 1 ~ 20. 0 μg / mL 浓度范围内

线性关系良好。
2. 4. 2　 专属性考察

分别取血浆及各个组织的空白样品溶液、芹菜

素对照品溶液和待测样品溶液分别按“1. 2”项下色

谱条件进行检测,发现血浆及各个组织中内源性物

质未干扰芹菜素的色谱峰,专属性高(见图 4)。
A B

DC

E F

G

图 4　 血浆(A)、心(B)、肝(C)、脾(D)、肺(E)、肾(F)和肿瘤组织(G)的 HPLC 色谱图

Fig. 4　 HPLC chromatograms of plasma (A),heart (B),liver (C),spleen (D),lung (E),kidney (F) and tumor tissue (G)
注:a. 组织样品;b. 芹菜素对照品;c. 空白样品。 Not:a. Tissue sample;b. Apigenin reference substance;c. Blank sample.
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2. 4. 3　 稳定性考察

质控样品在-20 ℃ 中放置 7 d,测得血浆、心、
肝、脾、肺、肾和肿瘤组织中的芹菜素浓度 RSD 依次

为 4. 4% 、3. 0% 、5. 0% 、3. 8% 、4. 1% 、5. 7% 和

3. 2% ;质控样品溶液在室温放置 24 h,测得血浆、
心、肝、脾、肺、肾和肿瘤组织中的芹菜素浓度 RSD
依次为 4. 0% 、2. 9% 、5. 1% 、3. 9% 、6. 0% 、3. 8% 和

3. 9% ,证明质控样品的稳定性良好。
2. 4. 4　 精密度和准确度考察

结果见表 1,血浆及各个组织中芹菜素浓度的

日内 RSD <7. 0% ,RE 绝对值 < 7. 0% ;日间 RSD <
7. 0% ,RE 绝对值 < 9. 0% ,表明精密度和准确度

良好。
2. 4. 5　 回收率

回收率结果见表 1,血浆及各个组织中芹菜素

回收率在 93. 25% ~104. 7%之间,RSD 小于 7. 0% ,

因此该法可用于血浆及组织中芹菜素的含量测定。
2. 4. 6　 药动学结果

芹菜素和 pH / FA-Api-Lips 血药浓度-时间曲线

见图 5, 药动学参数见表 2。 pH / FA-Api-Lips 的

AUCpH/ FA-Api-Lips极显著大于 AUC芹菜素 (P < 0. 01),说
明 pH / FA-Api-Lips 有效提高了芹菜素生物利用度。
pH / FA-Api-Lips 延长了芹菜素 t1 / 2 和 MRT,并使芹

菜素 CL 下降,均具有极显著性差异(P < 0. 01),说
明 pH / FA-Api-Lips 改变了芹菜素药动学行为,利于

增强药效。
2. 4. 7　 体内组织分布及靶向性评价结果

芹菜素和 pH / FA-Api-Lips 在荷瘤小鼠体内各

个组织中的浓度见图 6,靶向性参数结果见表 3。
pH / FA-Api-Lips 肿瘤组织 RUE 和 PCR 分别提高到

2. 64 和 1. 82 倍,说明 pH / FA-Api-Lips 可增加芹菜

素中肿瘤组织的蓄积量。 pH / FA-Api-Lips 使芹菜素

表 1　 精密度、准确度和回收率实验结果

Table 1　 Experiment results of precision,accuracy and recovery rate

样品
Sample

芹菜素浓度
Apigenin

concentration
(μg / mL)

日内 Intra-day 日间 Inter-day

RSD(% ) RE(% ) RSD(% ) RE(% )

回收率
Recovery
rate (% )

RSD(% )

血浆 Plasma 0. 1 2. 8 5. 0 5. 0 -1. 2 104. 1 5. 1

2. 0 3. 6 -3. 6 2. 8 -4. 6 96. 98 3. 4

20. 0 4. 0 -4. 1 3. 9 3. 8 98. 12 6. 1

心 Heart 0. 1 5. 1 3. 0 4. 2 -7. 0 96. 97 2. 9

2. 0 3. 0 -6. 0 2. 7 5. 3 93. 25 4. 2

20. 0 4. 2 4. 0 5. 0 4. 8 98. 69 5. 2

肝 Liver 0. 1 2. 9 -6. 0 5. 3 -7. 3 103. 1 3. 3

2. 0 4. 9 4. 3 3. 2 -5. 3 100. 9 6. 0

20. 0 4. 1 3. 9 3. 9 1. 1 95. 64 2. 0

脾 Spleen 0. 1 5. 3 -6. 9 4. 0 3. 7 99. 11 3. 2

2. 0 6. 1 -2. 0 2. 4 -4. 6 95. 69 4. 5

20. 0 2. 9 3. 6 5. 9 5. 8 102. 2 3. 0

肺 Lung 0. 1 5. 3 -4. 7 6. 2 3. 0 104. 3 3. 2

2. 0 4. 1 5. 1 3. 3 -8. 5 98. 16 4. 6

20. 0 3. 9 2. 2 4. 8 -5. 8 93. 78 5. 2

肾 Kidney 0. 1 3. 2 -3. 6 5. 9 4. 3 101. 0 2. 9

2. 0 4. 5 -1. 0 3. 0 2. 8 96. 87 6. 0

20. 0 6. 1 2. 6 4. 8 4. 0 102. 3 6. 2

肿 Tumor 0. 1 4. 2 -4. 2 4. 2 -5. 2 95. 77 4. 3

2. 0 3. 6 5. 0 4. 0 -6. 0 104. 7 3. 1

20. 0 5. 1 -3. 7 5. 2 1. 2 98. 10 6. 3
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图 5　 芹菜素和 pH / FA-Api-Lips 血药浓度-时间曲线(x ± s,n = 6)
Fig. 5　 Blood concentration-time curve of apigenin and pH / FA-Api-Lips(x ± s,n = 6)

表 2　 芹菜素和 pH / FA-Api-Lips 药动学参数(x ± s,n = 6)
Table 2　 Pharmacokinetic parameters of apigenin and pH / FA-Api-Lips(x ± s,n = 6)

组别 Group Cmax(μg / mL) t1 / 2(h) MRT (h) CL [L / (kg·h)] AUC (μg·h / mL)

芹菜素组 Apigenin group 8. 01 ± 1. 85 0. 82 ± 0. 19 1. 82 ± 0. 33 2. 48 ± 0. 72 25. 93 ± 4. 13

pH / FA-Api-Lips 11. 93 ± 2. 56∗∗ 2. 07 ± 0. 26∗∗ 3. 78 ± 0. 55∗∗ 0. 81 ± 0. 19∗∗ 44. 17 ± 6. 23∗∗

注:与芹菜素组相比,∗∗P < 0. 01。
Note:Compared with apigenin group,∗∗P < 0. 01.

在心、肺、肾等器官中分布有所减小,而在肝、脾等器

官的分布量增加(RUE 和 PCR 比值均大于 1),说明

pH / FA-Api-Lips 改变了芹菜素在组织器官分布。 肝

脏是药物代谢和排泄的主要场所,所以使药物在肝

脏中蓄积;脾脏中富含巨噬细胞,导致 pH / FA-Api-
Lips 被巨噬细胞识别,故使药物在脾脏中蓄积量也

有所增加。
2. 5　 pH / FA-Api-Lips 体内抗肿瘤实验

2. 5. 1　 抑瘤作用实验结果

各组荷瘤小鼠肿瘤体积增长情况结果见图 7,
各组抑瘤率见表 4。 各组荷瘤小鼠肿瘤体积均随着

时间延长而增长,但增长速度不同。 模型组荷瘤小

鼠由于无药物治疗作用,瘤体增长速度最快,芹菜素

组荷瘤小鼠瘤体增长变缓,表现出一定的抑瘤作用。
与芹菜素(20 mg / kg)相比,Api-Lips 组(20 mg / kg)
和 pH / FA-Api-Lips 低剂量组(10 mg / kg)的瘤体积

与瘤质量均有显著性下降(P < 0. 05);而 pH / FA-
Api-Lips 高剂量组(20 mg / kg)的瘤体积和瘤质量有

极显著性下降(P < 0. 01),说明 Api-Lips 和 pH / FA-
Api-Lips 提高了芹菜素抗肿瘤药效。 与 Api-Lips 组

相比,在给药剂量相同的前提下 pH / FA-Api-Lips 瘤

体积和瘤质量极显著性下降(P < 0. 01) ,说明pH /
A B

图 6　 芹菜素(A)和 pH / FA-Api-Lips(B)在荷瘤小鼠体内各个组织中的浓度(x ± s,n = 6)
Fig. 6　 Concentration of apigenin (A) and pH / FA-Api-Lips (B) in each tissue of tumor-bearing mice (x ± s,n = 6)
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表 3　 芹菜素和 pH / FA-Api-Lips 靶向性参数(x ± s,n = 6)
Table 3　 Targeting parameter of apigenin and pH / FA-Api-Lips (x ± s,n = 6)

样品
Sample

AUC (μg·h / mL)

pH / FA-Api-Lips 芹菜素
Apigenin

ERU

Cmax(μg / mL)

pH / FA-Api-Lips 芹菜素
Apigenin

RPC

心 Heart 6. 11 ± 1. 19∗ 7. 58 ± 1. 28 0. 81 3. 89 ± 0. 84 4. 17 ± 1. 03 0. 93

肝 Liver 51. 68 ± 8. 26∗∗ 36. 72 ± 5. 94 1. 41 18. 04 ± 2. 77∗ 15. 11 ± 3. 02 1. 19

脾 Spleen 14. 93 ± 3. 31∗ 12. 78 ± 3. 91 1. 17 6. 81 ± 1. 42∗ 5. 77 ± 1. 36 1. 18

肺 Lung 11. 62 ± 3. 20∗∗ 14. 54 ± 4. 03 0. 80 4. 85 ± 1. 36∗ 6. 13 ± 1. 65 0. 79

肾 Kidney 13. 07 ± 3. 64∗∗ 22. 78 ± 5. 58 0. 57 6. 64 ± 1. 52∗ 8. 76 ± 1. 71 0. 76

肿瘤 Tumor 24. 26 ± 5. 23∗∗ 9. 18 ± 1. 67 2. 64 7. 09 ± 1. 69∗∗ 3. 90 ± 0. 87 1. 82

注:与芹菜素组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note:Compared with apigenin group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.

图 7　 各组荷瘤小鼠肿瘤体积变化(x ± s,n = 6)
Fig. 7　 Tumor volume change of tumor-bearing mice in every group (x ± s,n = 6)

注:与模型组相比,##P < 0. 01;与芹菜素组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 Api-Lips 组相比,ΔΔP < 0. 01。 Note:Compared with model group,
##P < 0. 01;Compared with apigenin group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01; Compared with Api-Lips group,ΔΔP < 0. 01.

表 4　 各组荷瘤小鼠体内抑瘤率结果(x ± s,n = 6)
Table 4　 Anti-tumor inhibition rate in vivo of tumor-bearing mice in each group (x ± s,n = 6)

组别
Group

瘤质量
Tumor weight (g)

抑瘤率
Tumor inhibition rate (% )

体重
Body weight (g)

模型组 Model group 2. 13 ± 0. 31 — 30. 43 ± 2. 10

阳性组 Positive group 0. 65 ± 0. 14##∗∗ 69. 48 24. 77 ± 1. 90##

芹菜素组 Apigenin group 1. 56 ± 0. 22## 26. 76 31. 06 ± 2. 02

Api-Lips 1. 16 ± 0. 20##∗ 45. 54 32. 12 ± 1. 94

pH / FA-Api-Lips (10 mg / kg) 1. 11 ± 0. 28##∗ 47. 89 30. 85 ± 2. 26

pH / FA-Api-Lips (20 mg / kg) 0. 81 ± 0. 23##∗∗ΔΔ 66. 67 31. 44 ± 2. 31

注:与模型组相比,##P < 0. 01;与芹菜素组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 Api-Lips 组相比,ΔΔP < 0. 01。
Note:Compared with model group,##P < 0. 01;Compared with apigenin group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;Compared with Api-Lips group,ΔΔP < 0. 01.

FA-Api-Lips 抗肿瘤药效高于 Api-Lips。 与模型组小

鼠体重相比,阳性组(顺铂)荷瘤小鼠体重极显著性

下降(P < 0. 01),而芹菜素及其各个脂质体给药组

荷瘤小鼠体重未发生明显变化,说明毒副作用低于

顺铂。
2. 5. 2　 胸腺指数和脾脏指数评价

胸腺指数和脾脏指数结果见表 5。 与模型组相

比,阳性组(顺铂)胸腺指数和脾脏指数极显著性下
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表 5　 各组荷瘤小鼠免疫器官指数的比较(x ± s,n = 6)
Table 5　 Comparison of immune organ index of tumor-

bearing mice in each group (x ± s,n = 6)

组别
Group

胸腺指数
Thymus index

(mg / g)

脾脏指数
Spleen index

(mg / g)

模型组 Model group 2. 04 ± 0. 27 5. 89 ± 0. 68

阳性组 Positive group 1. 29 ± 0. 18## 3. 44 ± 0. 46##

芹菜素组 Apigenin group 2. 23 ± 0. 29&& 5. 72 ± 0. 57&&

Api-Lips 2. 28 ± 0. 32&& 5. 64 ± 0. 60&&

pH / FA-Api-Lips (10 mg / kg) 2. 21 ± 0. 32&& 5. 58 ± 0. 69&&

pH / FA-Api-Lips (20 mg / kg) 2. 26 ± 0. 34&& 5. 53 ± 0. 46&&

注:与模型组相比,# P < 0. 05,## P < 0. 01;与阳性组相比,&& P <
0. 01。
Note:Compared with model group,#P < 0. 05,##P < 0. 01;Compared with
positive group,&&P < 0. 01.

降(P < 0. 01),表明顺铂损伤了免疫器官,具有一定

的毒副作用。 与阳性组(顺铂)相比,芹菜素组、Api-
Lips 组、pH / FA-Api-Lips 低、高剂量组的胸腺指数和

脾脏指数均有极显著性增加(P < 0. 01),说明使用

安全性高远高于阳性组(顺铂)。
3　 结论

芹菜素在不同 pH 值介质中释药无明显差异,
不利于抗肿瘤药效发挥。 本研究使用 DSPE-PEOz-
FA 作为 pH 敏感材料制备了 pH / FA-Api-Lips,该材

料可使其结构在弱酸性介质中遭到破坏[7],因而

pH / FA-Api-Lips 在 pH 5. 5 和 pH 6. 0 中释药速率和

累积释放度明显高于 pH 6. 8 和 pH 7. 4 中的释药速

率和累积释放度。 在弱碱性环境中 DSPE-PEOz-FA
无 pH 敏感性,故 pH / FA-Api-Lips 结构稳定性高,有
利于改变体内组织分布、增强药效。

芹菜素和 Api-Lips 抑瘤作用相对较弱,可能与

体内肿瘤靶向性较差有关。 pH / FA-Api-Lips 极大地

提高了芹菜素抗肿瘤药效,可能是由于叶酸修饰利

于提高 pH / FA-Api-Lips 肿瘤靶向性,在叶酸受体介

导的内吞作用下促使 pH / FA-Api-Lips 进入肿瘤细

胞[16];pH / FA-Api-Lips 具有 pH 敏感性,在肿瘤细胞

弱酸性环境可快速释药,因而提高了芹菜素在肿瘤

组织的聚集量,为发挥药效、降低毒副作用奠定基

础。 芹菜素口服半数致死量(LD50)大于 8 g / kg[17],
体内注射其 LD50的 1 / 100 即约 80 mg / kg 时动物生

存状态良好[18],未见死亡现象。 本研究结合前期预

实验,最终确定芹菜素注射剂量为 20 mg / kg 进行

pH / FA-Api-Lips 药效学评价[4],实验过程中也未出

现死亡现象。

与模型组相比,顺铂组荷瘤小鼠体重、胸腺指数

和脾脏指数均出现极显著性下降(P < 0. 01),这与

顺铂自身毒副作用大有关。 pH / FA-Api-Lips 组荷瘤

小鼠体重未见明显下降,胸腺指数和脾脏指数未见

显著性变化,证明 pH / FA-Api-Lips 使用安全性明显

高于顺铂,临床推广意义更大。 一方面芹菜素本身

毒副作用极低,使用安全性高,另一方面 pH / FA-
Api-Lips 处方中磷脂作为一种营养物质,具有保护、
修复免疫器官的作用[19]。 Wang 等[4]使用固态和液

态脂质制备了芹菜素纳米结构脂质载体,体内抑瘤

率仅 37. 04% 。 本研究构建的 pH / FA-Api-Lips 体内

抑瘤率达 66. 67% ,优势更为明显。
综上, pH / FA-Api-lip 包 封 率 达 92. 26% ±

1. 72% ,符合《中华人民共和国药典》2025 年版四部

9014 项下对微粒制剂的要求(大于 80% )。 pH / FA-
Api-Lips 改变了芹菜素体内组织分布,极大提高了

药物在肿瘤部位的蓄积量,提高了抗肿瘤药效,毒副

作用远低于临床常用抗肿瘤药物顺铂,因此 pH / FA-
Api-Lips 有望作为抗肿瘤药物应用于肝癌的治疗,
值得进一步开发研究。 芹菜素和 pH / FA-Api-Lips
体内组织分布是否具有剂量依赖性需要进一步确

认,另外 pH / FA-Api-Lips 小试及中试研究、非临床

安全性评价等也是今后研究重点,后续将做进一步

科研报道。
数据可用性声明:本篇论文的关联数据可在

ScienceDB 数 据 库 ( https: doi. org / 10. 57760 / sci-
encedb. nprd. 00106)中访问获取。
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