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摘要 目的：制备 pH敏感的黄芩苷脂质体（pH-Bai-Lips），探讨其体外抗炎效果。方法：采用薄膜分散法制备 pH-Bai-Lips混悬
液后，首先系统性考察脂质体的形貌、粒径、包封率（EE）、载药率（LE）、酸响应性以及体外释放率等关键理化性质。在完成基础
理化表征的基础上，采用 MTT法检测 pH-Bai-Lips对 RAW264.7细胞 24 h活力的影响，评估其体外生物安全性。基于安全性验
证结果，进一步通过脂多糖（LPS）刺激 RAW264.7细胞构建炎症模型，运用流式细胞术定量分析 pH-Bai-Lips对促炎因子[肿瘤
坏死因子-琢（TNF-琢）、白细胞介素（IL）-6]和抗炎因子（IL-10）表达的调控作用。结果：结果显示，脂质体在电镜下呈类圆形，平
均粒径为（220.0依2.6）nm，EE 为 94.94%，LE 为 26.37%。MTT实验结果显示，pH-Bai-Lips 在 1~100 滋g/mL浓度梯度处理
RAW264.7细胞时，各浓度组与对照组相比细胞活力差异无统计学意义（t=0.25、0.29、0.26，均 P>0.05）。抗炎结果显示，在 LPS诱
导的 RAW264.7细胞炎症模型中，与 LPS组相比，1 滋g/mL pH-Bai-Lips组、10 滋g/mL pH-Bai-Lips组和 100 滋g/mL pH-Bai-Lips
组可呈浓度依赖性降低促炎因子 IL-6（t=11.78、22.47、21.37，均 P<0.001）、TNF-琢水平（t=7.76、23.28、23.41，均 P<0.001）；同时
升高抗炎因子 IL-10水平（t=7.65、20.35、6.45，均 P<0.001）。结论：采用薄膜分散法制备的 pH-Bai-Lips具有良好的生物安全性
和体外细胞抗炎效果。
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Abstract Objective：To prepare of pH sensitive baicalin liposomes（pH-Bai-Lips）and investigate their anti-inflammatory effects in
vitro. Methods：pH-Bai-Lips suspension was prepared using the thin-film dispersion method. The key physicochemical properties of
the liposomes including morphology，particle size，encapsulation efficiency（EE），drug loading capacity（LE），pH respo-nsiveness，
and release rate in vitro were systematically characterized. Following basic physicochemical characterization，biological safety in vitro of
pH-Bai-Lips was assessed via MTT assay by measuring its impact on RAW264.7 cell viability after 24 h exposure. Based on the safety
validation results，an inflammatory model was further established using lipopolysaccharides（LPS）-stimulated RAW264.7 cells. Flow
cytometry was employed to quantitatively analyze the regulatory effects of pH-Bai-Lips on the expression of pro-inflammatory cyto-kines
（TNF-琢，IL-6）and the anti-inflammatory cytokine（IL-10）. Results：The study demonstrated that the liposomes exhibited a spher原
ical morphology under electron microscopy，with an average particle size of（220.0 依 2.6）nm，an EE of 94.94%，and a LE of 26.37%. In
the MTT assay，RAW264.7 cells treated with pH-Bai-Lips at concentrations ranging from 1 to 100 滋g/mL showed no statistically signif原
icant differences in cell viability compared with the control group（t=0.25，0.29，0.26，all P>0.05）. These results indicated that pH-Bai-
Lips did not exhibit significant cytotoxicity within this concentration range. The anti-inflammatory results showed that in the LPS-
induced RAW264.7 cell inflammation model，compared with the LPS group，pH-Bai-Lips treatment at concentrations of 1，10，and
100 滋g/mL significantly and dose-dependently reduced pro-inflammatory cytokine IL-6 levels（t=11.78，22.47，21.37，all P<0.001）
and TNF-琢 levels（t=7.76，23.28，23.41，all P<0.001）. Meanwhile，the treatment significantly increased the anti-inflammatory cy原
tokine IL-10 level（t=7.65，20.35，6.45，all P<0.001）. Conclusion：pH-Bai-Lips prepared by film dispersion method have good
biological safety and cellular anti-inflammatory effects in vitro.
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牙周炎是一种常见的口腔慢性炎症疾病，通常

由细菌感染引起，分泌的毒素会刺激牙龈及周围组

织，导致牙龈肿胀、疼痛和出血。如果不及时进行治

疗，会进一步破坏牙齿的周围结构，最终导致牙齿
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松动甚至脱落。因此，抗炎是牙周炎治疗中的重要

环节之一。随着生物技术的发展，中药的有效单体

和成分被成功分离和鉴定，中药治疗日益受到关

注，药性缓和、不良反应小、价格廉惠、药源丰富都

是其优势所在。

黄芩苷是从中药黄芩根中提取纯化而来，是一

种重要的天然药物成分[1]，具有多种药理作用，可用

于抗菌、抗病毒[2]、抗肿瘤[3]、抗氧化应激[4]、抗凋亡[5]

和抗炎[6-7]治疗。然而，黄芩苷分子结构中糖基的存

在导致它在水和有机溶剂[8]中的溶解度均较低。研

究表明，黄芩苷的最大溶解度为 91 滋g/mL[9]，其口服

生物利用度仅为 2.2%[10]，其临床应用和治疗效果受

到较大限制，因此，为改善黄芩苷的溶解度和生物

利用率，本项研究综合牙周炎患者局部酸性环境和

脂质体靶向药物递送特点构建了一种 pH敏感的黄
芩苷脂质体，评估其细胞抗炎效果，为今后黄芩苷

的研究和应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 黄芩苷（纯度 95%）购自希恩思
生化科技有限公司（中国）；胆固醇（CHOL，生物技术
级）购自毕得医药科技股份有限公司（中国）；CH3Cl
（纯度99%）购自安徽泽升科技股份有限公司（中国）；
二油酰基磷酯酰乙醇胺（1，2-Dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphoethano-lamine，DOPE，生物技术级）购自
阿拉丁生化技术有限公司（中国）；胆固醇琥珀酸单

酯（CHEMS，生物技术级）由美亚生物技术有限公司
提供（中国）；多重液相蛋白定量技术自由组合试剂

（BD CBA Flex Set）购自江苏赛图生物技术有限公司
（中国）。

1.2 方法

1.2.1 空白脂质体与 pH敏感黄芩苷脂质体的制备
采用薄层分散法制备 pH-Bai-Lips 和空白脂质体
（Blank-Lips）[8，11]。准确称取 DOPE（7 mg）、CHEMS
（4 mg）、CHOL（2 mg）、黄芩苷（5 mg），溶于 37益的
6 mL CH3Cl中，100 w超声水浴 10 min使黄芩苷完
全溶解。使用旋转蒸发仪（IKA R RV-10，德国）在
40益，150 r/min条件下减压旋蒸，形成脂质薄膜[12]。

加入 10 mL PBS，37益，100 w超声水浴以水化脂膜，
最后使用超声波细胞破碎机（S-250D，美国）超声
破碎 2 min（60 w，工作 3 s/3 s），得到 pH-Bai-Lips。
Blank-Lips（不加黄芩苷成分）以同样的方式制备，
样品 4益储存备用。
1.2.2 脂质体的表征 （1）形貌特征：在黑色背景
的自然光下拍摄 pH-Bai-Lips 和 Blank-Lips 的外
观。脂质体的微观结构和形态通过透射电子显微镜

（TEM，TalosTML120C，美国）观察[13]。在室温下使用

PBS（0.01 mol/L，pH=7.2~7.4）将样品稀释 10倍后放
置在铜网格上，随后用 1%磷钨酸负染 3~5 min，用
滤纸从边缘吸走多余的液体，在脂质体溶液风干前

使用 TEM检查拍摄脂质体图像。
（2）粒径与 Zeta 电位：在室温条件下，以 90毅

为测量角度，通过动态光散射分析仪（Zetasizer Na-
nozs90，Malvern，UK）评估 pH-Bai-Lips 和 Blank-
Lips的粒径和 Zeta电位[14]。在测量之前，使用 PBS
（0.01 mol/L，pH=7.2~7.4）将样品稀释 10倍以降低
多重散射的影响。每个样品重复测量 3次。
（3）包封率和载药率：通过离心技术检测黄芩

苷在脂质体中的 EE[3]。将 pH-Bai-Lips 在 4益下
14 000 r/min离心 20 min后，吸取 100 滋L上清液，加
入 1.9 mL的甲醇乳化脂质体。通过 UV-vis分光光度
计（UV-1800，Shimadzu，Japan）280 nm 下测量上清
液中黄芩苷的吸光度。制备黄芩苷标准溶液（3.125、
6.25、12.5、25、50 滋g/mL 的黄芩苷溶解在甲醇中），
并建立标准曲线。黄芩苷浓度与吸光度的校准曲线

表示为 y=0.042 4x+0.006 9（r2=0.999 9）。根据公式
（1）计算脂质体的 EE，根据公式（2）计算 LE。

EE= mE

mT
伊100% （1）

LE= mE

mT+mC
伊100% （2）

其中 mT是脂质体系统中黄芩苷的总量；mE是

包封在脂质体中的黄芩苷含量；mC是脂质体中载体

的总量。

（4）pH-Bai-Lips的稳定性评价：将 pH-Bai-
Lips储存在避光容器中，分别放置在 4益和 25益的
环境中，每天固定时间检测脂质体粒径和 Zeta电
位，连续 30 d。
（5）pH-Bai-Lips的酸响应性评价：分别使用

100 滋L pH=7.0 的 PBS和 pH=6.5 的 PBS将黄芩苷
脂质体原液稀释至 1 mL，在 37益水浴中孵育 30 min
后检测粒径[15]。

（6）pH-Bai-Lips的体外释放评价：采用透析法
研究黄芩苷在不同 pH条件下从脂质体中的释放速
率[16-17]。将每个样品（总量 1 mL）放入透析袋（截留分
子量大小=100 kD）中，透析袋的顶部和底部封口，分
别放入含有 40 mL PBS（含 0.5%甲醇，pH=7.0 和
pH=6.5）的两个烧杯中，整个装置放置在温度为（37.0依
0.5）益的培养箱中。分别于 1、2、3、4、5、6、7、8 h收
集 1 mL释放介质，并补充新鲜的相同介质 1 mL，
样品在每个时间点取样 3次。采用紫外可见分光光
度法测定黄芩苷浓度。根据以下公式（3）计算累积
释放率。
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Q=
V c

n=1

i=1
移Ci+VTCn

M （3）

其中 Q是累积释放率；V c是 PBS的补充体积；
VT是 PBS 的总体积；Ci是第 i 个样品释放的药物
浓度；Cn是第 n个样品释放的药物浓度；M是脂质
体的总药物浓度。

1.2.3 细胞实验 （1）细胞培养：实验选取小鼠单
核巨噬细胞 RAW264.7为模型，考察材料的细胞毒
性及载药系统的抗炎能力。RAW264.7细胞来源于
天津医科大学免疫学实验室。RAW264.7细胞培养
于 DMEM培养基中（含 10%的胎牛血清和 1%青霉
素和链霉素溶液），并放置在 37益、5%CO2的加湿培

养箱中，每两天更换 1次培养基。
（2）MTT实验：采用 MTT法评估 pH-Bai-Lips

的细胞毒性[18-19]。将 100 滋L的 RAW264.7细胞以适当
密度（1.5伊105个/mL）接种到 DMEM完全培养基 96
孔板中孵育 24 h。按照对照（a）组、Blank-Lips（b）组、
1 滋g/mL pH-Bai-Lips（c）组、10 滋g/mL pH-Bai-Lips
（d）组、100 滋g/mL pH-Bai-Lips（e）组、200 滋g/mL
pH-Bai-Lips（f）组分为 6组，每组 6 个复孔。孵育
24 h后，去除培养基上清液，然后加入 MTT（10 滋L，
5 g/L）孵育 4 h，随后用 150 滋L DMSO 溶解甲瓒晶
体，使用微孔板读数器（Synergy TMNEO，Bio-Tek，
USA）在 490 nm处测量每孔吸光度。RAW264.7细
胞的细胞存活率按以下公式（4）计算。

细胞存活率（%）= ASample-ABlank

AControl-ABlank
伊100% （4）

其中 ASample代表用药物干预后各孔吸光度；ABlank

代表无 RAW264.7细胞的空白孔吸光度；AControl代表

未用药物干预的各孔吸光度。

（3）pH-Bai-Lips的抗炎效果评价：将RAW264.7
细胞以适当密度（1.5伊105个/mL）接种在 24孔板中
并培养 24 h。随后用含有 100 滋g/mL LPS的培养基
替换旧培养基，通过脂多糖（LPS）刺激 RAW264.7
细胞，模拟体内的炎性环境 [6-7，9，20]。继续孵育 24 h
后，移除含 LPS的培养基，分别对实验组细胞进行
药物干预。实验分组如下：对照（a）组、LPS（b）组、
1 滋g/mL pH-Bai-Lips（c）组、10 滋g/mL pH-Bai-Lips
（d）组、100 滋g/mL pH-Bai-Lips（e）组。药物干预
24 h后，收集细胞上清液，使用流式细胞仪检测细
胞上清液中细胞因子[白细胞介素（IL）-6、IL-10、肿
瘤坏死因子-琢（TNF-琢）]的含量。
1.3 统计学处理 使用 Graphpad Pism V9.5 软件
分析数据，正态分布的计量资料以 x依s表示，多组间
均数比较采用单因素方差分析（One-Way ANOVA），

P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 脂质体的表征

2.1.1 形貌特征 在白光下，pH-Bai-Lips和Blank-
Lips呈现出均匀的混悬液状态（图 1A）。TEM结果
显示，pH-Bai-Lips呈规则的双层膜状结构（图1B）。

2.1.2 粒径与 Zeta 电位 pH-Bai-Lips 和 Blank-
Lips的 Zeta电位如图 2A所示。结果表明，脂质体表
面存在均匀负电荷，相互排斥，保证了脂质体系统

在介质中的稳定性。如图 2B、2C所示，pH-Bai-Lips
和 Blank-Lips的平均粒径分别为（220.0依2.6）nm和
（171.0依0.7）nm，pH-Bai-Lips的平均粒径显著大于
Blank-Lips，表明黄芩苷已被成功包封。

2.1.3 包封率与载药率 经测量可知包封在脂质

体脂溶性双层中的黄芩苷含量为 474.7 滋g/mL，脂质

注：pH-Bai-Lips：pH敏感的黄芩苷脂质体；Blank-Lips：空白脂
质体；A：自然光下 pH-Bai-Lips（左）和 Blank-Lips（右）的图像；B：
pH-Bai-Lips的 TEM图像；比例尺：50 nm

pH-Bai-Lips

pH-Bai-Lips Blank-Lips

图 1 脂质体的形貌特征

Fig.1 The morphological characteristics of liposomes
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注：pH-Bai-Lips：pH敏感的黄芩苷脂质体；Blank-Lips：空白脂
质体；A：pH-Bai-Lips 和 Blank-Lips 的 Zeta 电位；B：pH-Bai-Lips
的粒径分布；C：Blank-Lips的粒径分布

图 2 脂质体的粒径与电位

Fig.2 The particle size and zeta potential of liposomes
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体系统中黄芩苷的总量为 500 滋g/mL，pH-Bai-Lips的
EE为 94.94%；脂质体中载体的总量为 1 300 滋g/mL，
pH-Bai-Lips的 LE为 26.37%。
2.1.4 pH-Bai-Lips 的稳定性评价 图 3A 表示
pH-Bai-Lips 平均粒径的波动，4毅C 时从 206.8 nm
至 243.1 nm，25益时从 203.4 nm至 230.2 nm，其平
均粒径在合理范围内波动。如图 3B所示，在 4益储
存时，最高电位为-16.9 mV，最低电位为-26.4 mV；
25益储存时，最高电位为-21.5 mV，最低电位为
-32.2 mV，其电位变化范围均为 10 mV 左右，以上
结果表明样品在低温和室温下能够长时间储存。

2.1.5 pH-Bai-Lips的酸响应性与药物释放评价
图 4A显示了不同 pH 条件下 pH-Bai-Lips的粒径
分布。与在 pH=7.0 的 PBS 中相比，pH=6.5 中的
pH-Bai-Lips的粒径分布变宽，峰值向右移动。粒径
峰值的变化表明 pH-Bai-Lips具有良好的酸响应特
性。如图 4B所示，在 PBS溶液（pH=6.5和 pH=7.0，
37益）中测量 pH-Bai-Lips的累积释放速率，其拟合
方程分别为 y=81.8伊（1-exp（-3x））和 y=60.8伊（1-exp
（-0.77x））（r2>0.99）。在 pH=6.5的 PBS中，超过 70%
的黄芩苷在 1 h内释放，随后在接下来的 7 h内逐
渐平稳释放；8 h后，共有 83.48%的黄芩苷被释放出

来。pH=7.0的 PBS溶液中 pH-Bai-Lips表现出类似
的释放曲线，但释放速率明显较慢，累积释放量也

较低。两种不同 pH 条件下的释放速率表明 pH-
Bai-Lips具有良好的酸反应性。

2.2 MTT实验 如图 5所示，与对照组相比，1、10、
100 滋g/mL pH-Bai-Lips组 RAW264.7 细胞存活率
处于相同水平，差异没有统计学意义（t=0.25、0.29、
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注：pH-Bai-Lips：pH敏感的黄芩苷脂质体；A：在 pH=6.5和pH=
7.0的 PBS溶液中 pH-Bai-Lips的粒径变化；B：在 pH=6.5和 pH=7.0
的 PBS溶液中 pH-Bai-Lips的累计释放率

图 4 脂质体的 pH响应性与药物释放评价
Fig.4 Evaluation of pH responsiveness and drug release of

liposomes
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图 5 不同浓度实验组孵育 24 h后 RAW264.7的细胞存活率
Fig.5 Cell viability of RAW264.7 cells after incubation with

different concentration groups for 24 h

注：与对照组相比，**P<0.01；a组：对照组；b 组：Blank-Lips
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图 3 脂质体的稳定性评价

Fig.3 Evaluation of liposomes stability
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0.26，均 P>0.05），200 滋g/mL pH-Bai-Lips组细胞存
活率明显降低（t=6.40，P<0.01）。与对照组相比，
Blank-Lips组对 RAW264.7细胞也没有表现出明显
的细胞毒性（t=0.79，P>0.05）。
2.3 抗炎效果评价 如图 6A所示，与 LPS组相比，
1、10、100 滋g/mL pH-Bai-Lips 组 IL-6 水平显著降

低（t=11.78、22.47、21.37，均 P<0.001）；图 6B 所示，
与 LPS组相比，1、10、100 滋g/mL的 pH-Bai-Lips组
TNF-琢 水平显著降低（t=7.76、23.28、23.41，均 P<
0.001）；图 6C所示，与 LPS组相比，1、10、100 滋g/mL
的 pH-Bai-Lips 组 IL-10 水平显著升高（t=7.65、
20.35、6.45，均 P<0.001）。
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图 6 不同浓度 pH-Bai-Lips的抗炎作用
Fig.6 The anti-inflammatory effects of pH-Bai-Lips at different concentrations

注：与对照组相比，##P<0.01，###P<0.001；与 LPS组相比，***P<0.001；与治疗组相比，银银银P<0.001；TNF-琢：肿瘤坏死因子-琢；IL-6：白细胞介
素-6；IL-10：白细胞介素-10；A：不同浓度的 pH-Bai-Lips对促炎因子 IL-6的影响；B：不同浓度的 pH-Bai-Lips对促炎因子 TNF-琢的影响；C：
不同浓度的 pH-Bai-Lips对抗炎因子 IL-10的影响；a组：对照组；b组：LPS组；c组：1 滋g/mL pH-Bai-Lips组；d组：10 滋g/mL pH-Bai-Lips
组；e组：100 滋g/mL pH-Bai-Lips组

3 讨论

黄芩苷的溶解度差、生物利用度低，严重限制了

其在生物医学方面的应用，为解决黄芩苷临床用药

存在的技术问题，并结合牙周炎患者龈沟液内 pH偏
低（5.0~6.5）的特殊微生态环境，本研究以 DOPE和
CHEMS为主要原料，制备出一种具有抗炎治疗潜力
的 pH敏感的黄芩苷脂质体。CHEMS是一种含有羧
基的 pH敏感化合物，在中性条件下呈头大体小的
结构，与头小体大的 DOPE形成互补结构。然而，在
酸性环境中，CHEMS 脂肪酸链羧基质子化导致构
象改变，形成了头小体大的结构，无法与 DOPE 形
成互补结构稳定脂质双层膜，脂质体溶胀破裂，达

到局部释放药物的效果。

包封和载药特性是脂质体药物递送中最重要的

环节，本研究制备出的脂质体 EE为 94.94%、LE为
26.37%，与其他文献报道的 EE为 42%[11]、60.11%[1]和

LE为 5.7%和 10%[3]的脂质体相比，其包封效率和载

药效率相对较高。对比其他黄芩苷脂质体的制备，

本研究通过 37益，100 w超声水浴最大限度提高其
在有机溶剂中的溶解度，从而提高旋蒸后脂溶性双

层中黄芩苷的含量，同时根据文献报道[21-22]，胆固醇

成分可以通过降低脂膜的流动性提高脂质体的稳

定性，防止药物外泄，因此将其掺入脂质体中。本研

究通过改进实验操作和加入胆固醇成分显著提高

了脂质体的包封率和载药量，最大限度提高了局部

药物递送量。

根据已有文献研究结果 [1，21]，本研究选择 1~
200 滋g/mL的 pH-Bai-Lips 进行细胞安全性实验，
结果表明 1~100 滋g/mL的 pH-Bai-Lips是安全无毒
的。因此，将 1~100 滋g/mL的 pH-Bai-Lips用于后续
细胞抗炎实验，结果表明，在安全浓度范围内的

pH-Bai-Lips可以满足临床治疗和缓解牙周炎症的
需要[1，3，11]。

LPS是革兰阴性细菌细胞壁的主要成分 [23]，是

一种强效炎症诱导剂，诱导巨噬细胞表型发生改变

并释放炎症因子。巨噬细胞可以极化成具有促炎特

性的经典活化的 M1型巨噬细胞和具有抗炎特性的
选择性活化的 M2型巨噬细胞。巨噬细胞表型的调
节影响炎症的发生、发展和消退，在病理条件下，M1
型巨噬细胞被慢性激活，分泌 TNF-琢、IL-6等促炎细
胞因子，导致慢性炎症和组织破坏[24]，而 M2型巨噬
细胞分泌抗炎因子 IL-10，能够减轻炎症[25]。因此，

在牙周炎的临床治疗中，抑制促炎因子 IL-6、TNF-
琢的分泌，促进抗炎因子 IL-10的分泌，对牙周炎的
治疗具有积极的意义[26-28]。本实验结果表明，与黄芩

苷溶液组相比，pH-Bai-Lips组具有调节炎性细胞
因子分泌的作用，提示临床局部应用 pH-Bai-Lips
会减轻牙周炎的炎症，促进牙周炎患者康复。

综上所述，pH-Bai-Lips作为一种安全、高效
的药物递送载体，有效解决了黄芩苷水溶性差的

缺点，实现了针对牙周炎酸性病灶区的靶向释

放，提高了药物递送效率。体外细胞实验证实 pH-

A B C
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Bai-Lips 可以有效调控炎性因子水平，表现出较
强的抗炎功效，该策略为牙周炎的靶向治疗提供

了新范式，后续将通过动物模型验证其临床转化

价值。
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