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雷公藤甲素脂质体的制备及对蛙上颚黏膜 

纤毛毒性研究
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摘要：目的：制备雷公藤甲素脂质体，并考察其对蛙上颚黏膜纤毛的粘附性和毒性。方法：采用薄膜分散

法制备雷公藤甲素脂质体，并对其进行质量评估。以在体蛙上颚黏膜为模型，研究不同给药剂量下雷公藤甲素及

其脂质体对蛙上颚黏膜纤毛的影响，评价脂质体药物的毒性及粘附性。结果：制备的雷公藤甲素脂质体在电镜下

呈圆粒状且分布均匀，平均粒径（90.04±7.36）nm，包封率为（62.34±7.29）%；相较溶剂对照组，雷公藤甲素

中、高剂量组与雷公藤甲素脂质体高剂量组的纤毛持续运动及转运速率显著下降（P<0.01）；脂质体组相较雷公

藤甲素原药各剂量组的纤毛持续运动时间显著延长（P<0.01），且显微镜下纤毛排列更整齐活跃。结论：在完善

雷公藤甲素脂质体制备工艺条件下，雷公藤甲素脂质体比原药对纤毛损伤小，且粘附性好，能起到明显减毒增效

作用。
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Abstract: Objective: To prepare triptolide liposome and investigate its adhesion and toxicity to the mucociliary of 

maxillary mucosa of frog. Methods: Liposomes of triptolide was prepared by thin-film dispersion method and its quality was 

evaluated. To study the effects of triptolide and its liposomes on the mucociliary of frog’s maxilla, and to evaluate the toxicity 

and adhesion of the liposomes. Results: The prepared liposome of Tripterygium wilfordii was round and evenly distributed under 

electron microscope, with an average particle size (90.04±7.36) nm, encapsulation efficiency (62.34±7.29)%; Compared with the 

solvent control group, the continuous movement and transport rate of cilia in middle and high dose triptolide group and high dose 

triptolide liposome group decreased significantly (P<0.01); Compared with each dose of triptolide, the duration of cilia in liposome 

group was significantly prolonged (P<0.01), and the cilia arrangement was more neat and active under microscope. Conclusion: 

Under the condition of improving the preparation process of triptolide liposome, triptolide liposome has less damage to cilia than 

the original drug, and has good adhesion, which can obviously reduce toxicity and increase efficiency.
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雷公藤甲素（triptolide，TP）是来源于中药雷公藤根的一种具

有多种生物活性的二萜内酯，具有抗炎、抗类风湿、抗老年痴呆

等作用，但也会造成胃肠溃疡、肝肾毒性等诸多不良反应[1-3]，因

而选择一种载药量大、生物兼容性好且体内可降解的药物载体

非常关键。本课题组前期研究表明，由脂质体包裹TP可显著提

高药物的溶解度、稳定性和生物利用度，定位靶向作用于病所，

此外脂质体具有良好的生物粘附特性，能富集于病所[4-6]。采用

脂质体为载体并通过鼻腔黏膜给药方式，在治疗脑病方面，有

着其他给药方式不可比拟的优势[7-8]，可绕过血脑屏障更高效地

到达病所，但经鼻给药需考虑对鼻腔内组织损害的影响。在体

蛙上颚黏膜作为纤毛毒性研究的常用方法，操作可行性强，结

果可靠，是药物经鼻给药研究纤毛毒性的重要模型[9-11]。本实验

在完善雷公藤甲素脂质体（triptolide liposome，TPL）的制备基础

上，考察雷公藤甲素及其脂质体对在体蛙上颚黏膜纤毛的毒性

大小，及脂质体的粘附性评价，为经鼻给药治疗脑部炎症性疾

病提供有价值的参考。

材料与方法

1. 动物 普通级牛蛙48只，体质量250～300g，雌雄不限，

普通饲养。购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖场，生产许可

证号20190002。

2. 试剂与仪器 大豆卵磷脂（阿拉丁，批号：B1504087），

胆固醇（北京百灵威科技有限公司，批号：LK40Q28），TP（西安

昊轩生物公司，批号：20170704），磷酸盐缓冲液（PBS，Solarbio

公司，批号：20190328），0.9%氯化钠溶液（河南科伦药业有限

公司，批号：C19041804-2），吐温80（天津市科密欧化学试剂有

限公司，批号：20190528），二甲基亚砜（DMSO，Solarbio公司，

批号：1121E034）。手动挤压器（型号：HE8433，Genizer公司），

粒径分析仪（型号：250144，Brookhaven Instruments），高倍显微

镜（型号：TS100，Nikon），精密电子秤（型号：AL204，梅特勒-

托利多仪器上海有限公司），透射电子显微镜[型号：JEM-1230

（HC）]。

3. TPL的制备方法和质量控制 用薄膜分散法制备脂质

体[12-14]，精密准确称取大豆卵磷脂16mg、胆固醇4mg、雷公藤甲

素0.4mg加入适量的有机溶剂超声溶解，在40℃恒温水浴中，

20r/min旋转减压蒸发20min，形成均匀的类脂薄膜，真空干燥

4h；再加入磷酸盐缓冲液PBS 10mL，常温搅拌2h后，置于100W

超声5min，用手动挤压器依次过200nm、100nm的滤膜，采用

50000MWCO的超滤管二次超滤后上液即为TPL；使用透射电镜

观察脂质体的形态，粒径分析仪测得脂质体平均粒径；使用高

效液相色谱法（HPLC）[15]测得药物含量，计算包封率，公式为：

C包（%）=C包入的药物量/C总加入的药物量×100%。

4. 分组及给药方法 雷公藤甲素组：A：溶剂（PBS+DMSO）对

照组，B：高剂量组（0.1mg/mL），C：中剂量组（0.05mg/mL），D：低

剂量组（0.025mg/mL）；雷公藤甲素脂质体组：E：溶剂对照（PBS）

组，F、G、H：高、中、低剂量组分别对应原药组剂量。每组6只，雌

雄不限；将牛蛙椎管中的脊髓捣毁后固定于蛙板上，用棉签将牛

蛙的口腔撑起，使之张开不闭合，角度≥60º，上腭部保持平直，将

0.5mL上述药物分别滴加于各组牛蛙上腭部，充分接触30min。

5. 纤毛转运速率（CTR）操作方法 用25℃ 0.9%氯化钠溶

液洗净药物，脱脂棉沾干，棉签浸墨汁轻点在上腭靠前方部位

（即硬腭靠近黎骨处牙齿部位的正中线）即刻计时。此时，墨汁

将从硬腭的前面朝后运动。将圆规张开一定角度，分别位于一

定时间内墨汁传送的起始位置，记录尺上测得其长度（mm），并

计算CTR（mm/s）和相对传输速率（RTR）：RTR＝受试组CTR/

溶剂对照组CTR。

6. 纤毛持续运动时间（PVD）操作方法 小心分离上颚黏

膜（3mm×3mm），尽量避开血管部位，立即用0.9%氯化钠溶液

洗净血污，黏膜基底层平铺于载玻片上，滴加0.9%氯化钠溶液，

盖上盖玻片，于光学显微镜下观察纤毛运动情况。随后将载玻

片置于25℃的雾化蒸馏水的层析缸中，密闭。每隔适当时间取出

观察，若纤毛继续运动则放回层析缸中，至纤毛运动停止[16-17]。

若未能观察纤毛明显摆动，可在每隔一段时间后，从层析缸中取

出，用脱脂棉球小心擦干表面的液体（不伤及表面黏膜组织），

用棉棒沾墨汁在离体腭上轻点，然后再放于显微镜下找到黑色

区域，观察其是否扩散。记录从给药开始至纤毛运动停止的时

间，此即为PVD，并计算纤毛持续运动百分率（PPV）。PPV（%）= 

各试验组PVD/溶剂对照组PVD×100%。

结果

1. TPL形态及平均粒径 电镜下脂质体颗粒分布均匀，呈

圆粒状，可见脂质体典型的环状类指纹的表征，见图1。粒径仪

检测得平均粒径（90.04±7.36）nm（n=3），颗粒均匀，见图2。

2. 脂质体包封率测定 TP在5~80μg/mL浓度（x）时与峰

面积（y）有良好的线性关系y＝28 368x-75.54（r＝0.9994）， 

将TPL超滤前总浓度及超滤后上层液及下层液体浓度带入计

算，得包封率为（62.34±7.29）%（n=3）。 

Key words: Triptolide; Liposomes; Ciliary toxicity; Adhesion 
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图1 透射电镜下脂质体形态

注：A. ×25 000；B. ×50 000；C. ×100 000；D. ×200 000。
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3. 蛙上颚黏膜纤毛PVD、PPV、CTR、RTR比较 见表1。与

雷公藤甲素组溶剂对照组比较，雷公藤甲素低剂量组PVD显著

降低（P<0.05）；雷公藤甲素中、高剂量组PVD和CTR显著下降

（P<0.01）；与雷公藤甲素脂质体组溶剂对照组比较，雷公藤甲

素脂质体高剂量组PVD显著降低（P<0.01），而高、中、低剂量组

CTR显著降低（P<0.01）；雷公藤甲素脂质体高、中、低剂量组PVD

与雷公藤甲素同浓度组比较时间显著延长（P<0.05，P<0.01）。

表1 给药后蛙上颚黏膜纤毛PVD、PPV、CTR、RTR 
比较（x-±s，n=6）

组别   PVD（min）
PPV

（%）
CTR（mm/s） RTR

雷公 
藤甲
素组

溶剂对照组 686.20±9.73 100.00 0.44±0.09 1.00

低剂量组 662.00±22.76* 98.32 0.41±0.04 0.92

中剂量组 628.00±25.01** 91.53 0.31±0.03** 0.69

高剂量组 623.20±6.80** 90.82 0.25±0.03** 0.56

雷公
藤甲
素脂
质体
组

溶剂对照组 675.00±10.89 100.00 0.50±0.06 1.00

低剂量组 687.20±5.40▲ 101.81 0.34±0.03△△ 0.67

中剂量组 688.00±5.34▲▲ 101.94 0.26±0.01△△ 0.52

高剂量组 652.67±8.23△△▲▲ 97.12 0.15±0.02△△ 0.29

注：与雷公藤甲素组溶剂对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与雷
公藤甲素脂质体组溶剂对照组比较，△△P<0.01；与雷公藤甲素组同
剂量组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01。

4. 蛙上颚黏膜纤毛组织显微镜下形态 见图3。与雷公藤甲

素溶剂对照组比较，雷公藤甲素低剂量组纤毛组织完整，中、高

剂量组纤毛部分有脱落现象，纤毛排列紊乱。雷公藤甲素脂质

体低、中剂量组表面纤毛组织结构完整且摆动活跃，高剂量组

黏膜表面覆盖较厚的透明层，但纤毛完整摆动整齐。

讨论 

以脂质体为载体的药物可延长其在鼻腔黏膜上的停留时

间，具有缓释的效果[18]，更大程度地发挥药效。本实验通过工

艺改良得到符合鼻腔给药理想粒径（30～100nm）[19]的TPL药

物，相较TP原药，脂质体药物在相同浓度时对蛙上颚纤毛损伤

明显减小，说明TP以脂质体作为载体后能起到明显减毒作用。

雷公藤甲素脂质体高剂量组显微镜下可见黏膜纤毛表面覆盖较

厚的透明层，影响了纤毛的持续摆动，这与黏膜表面脂质体材料

大量堆积有关，且各组纤毛转运速率明显下降，说明脂质体药

物有粘附性作用，会增加药物在黏膜表面停留时间。有趣的是，

脂质体药物与TP原药都存在使得纤毛转运速率降低，容易产生

误区，但对比二者对纤毛持续运动时间及显微镜下纤毛黏膜形

态即可佐证笔者研究结果。

蛙上颚黏膜纤毛组织与鼻黏膜纤毛的结构功能类似，且观

察方便，因而可作为检验药物对鼻纤毛损伤程度的模型[20]。相较

离体给药而言，在体给药更能排除外界影响因素，同时可以观察

转运速率，再分离观察显微镜下形态及持续运动时间，更加完整

和节省材料[21]。TP原药对蛙上颚黏膜纤毛黏膜有较大的损伤，

不适宜直接做鼻黏膜给药，可使用脂质体作为载体，制备脂质体

药物既可减少对纤毛黏膜的损伤，且水溶性及粘附性好能更长

时间地停留在鼻腔，起到缓释效果，是进行鼻黏膜给药的优选。

在显微镜下观察纤毛运动时，后期纤毛摆动频率降低、幅

度减小，很难在镜下直接观察，可以采用墨汁扩散的间接方法

来判断纤毛是否仍在运动，但这种方法需要除净黏膜表面液

体，防止因液体带动墨汁的扩散，仅此作为后期观察时所用方

法。此为在实验过程中摸索的小技巧，以期为做此相关研究的

实验者提供一些帮助。
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图2 3批样品平均粒径分布图
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基于物质基础的蜻蜓药材质量控制研究
段秀俊1，刘培1，王伊楠1，连云岚2，朴晋华2

（1山西中医药大学，晋中  030619；2山西省食品药品检验所，太原  030031）

摘要：目的：进行蜻蜓药材的鉴别、检查及含量测定研究，为其临床应用及生产使用提供质量保证。方

法：鉴别研究采用显微鉴别及薄层鉴别方法；水分检查采用烘干法，总灰分及酸不溶性灰分检查采用炽灼残渣

法；含量测定采用总氮量法及全自动氨基酸分析仪法。结果：蜻蜓的显微鉴别特征是横纹肌、刚毛、带刚毛的

体壁、带毛窝的体壁、体壁碎片、气管壁碎片及复眼碎片。薄层鉴别特征明显，斑点显色清晰，分离效果良

好。水分为7.40%~10.00%，总灰分为5.48%~6.63%，酸不溶性灰分为2.28%~2.63%。总氮量为9.85%~10.14%。

17种氨基酸的线性相关系数为0.9997~0.9999，回收率实验RSD为1.90%~2.49%，平均回收率为97.9%~102.2%。 

6批蜻蜓药材的17种氨基酸总含量为37.84~93.30mg/g。结论：建立的显微鉴别、薄层鉴别及含量测定方法专属性

强，重现性好，水分、总灰分及酸不溶性灰分测定结果准确可靠，为制订蜻蜓药材质量标准提供实验依据。

关键词：蜻蜓；鉴别；检查；含量测定；氨基酸
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