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维生素A棕榈酸酯固体脂质纳米粒经皮递药系统的构建及其抗皮肤

光损伤的研究
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摘要: 经皮递药系统作为重要的药物递送形式在慢性疼痛、皮肤病等多种疾病治疗中展现出独特优势和潜力, 

但在皮肤光损伤防治中仍存在透皮效率低、滞留差等问题, 亟需构建高效安全的递药技术。本研究设计并制备了一

种包载维生素A棕榈酸酯的固体脂质纳米粒 (vitamin A palmitate-loaded solid lipid nanoparticle, VAP-SLN), 提高维

生素A棕榈酸酯 (vitamin A palmitate, VAP) 的包封率及稳定性, 通过经皮递药用于增强VAP对皮肤光损伤的治疗效

果。采用高速剪切−高压均质法制备VAP-SLN, 经处方筛选后确定VAP-SLN主要由固体脂质山嵛酸甘油酯、液体

脂质中链甘油三酸酯, 以及磷脂、Tween 80、烷基糖苷、VAP构成。制备得到的VAP-SLN粒径为200 nm左右, 呈球型

结构, 包封率为 91.1%。其相变温度为 59.8 ℃, 该特性赋予其优异的热稳定性, 显著改善了包载的 VAP 稳定性。

VAP-SLN具备缓释特性与皮内滞留优势, 可显著延长药物的局部作用, 增强经皮递药效能。细胞水平上, VAP-SLN

在人角质形成细胞中呈现出良好的细胞摄取及滞留能力, 增强VAP缓解细胞氧化应激及炎症反应的效果; 在小鼠

皮肤光损伤模型上, VAP-SLN能有效改善光损伤皮肤中胶原纤维减少和胶原体积下降, 使表皮厚度和形态恢复到

健康水平, 有效预防和治疗紫外线诱导的皮肤损伤。动物实验经烟台药物研究所实验动物管理与使用委员会批准 

(批准号: 20250701-01)。综上所述, VAP-SLN通过抗氧化、抗炎等作用机制显著缓解皮肤光损伤, 为VAP经皮递送

及预防皮肤光损伤提供新策略。
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Abstract: As an important form of drug delivery, the transdermal drug delivery system has demonstrated 

unique advantages and potential in the treatment of various diseases such as chronic pain and skin diseases. 

However, in the prevention and treatment of skin photo-damage, it still faces issues like low transdermal efficiency 

and poor drug retention. Therefore, there is an urgent need to develop a highly efficient and safe drug delivery 

technology. In this study, solid lipid nanoparticles loaded with vitamin A palmitate (VAP-SLN) were designed and 

prepared to improve the encapsulation efficiency and stability of vitamin A palmitate (VAP), aiming to enhance the 
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therapeutic effect of VAP on skin photodamage via transdermal drug delivery. The high-speed shearing and high-

pressure homogenization method were used to prepare VAP-SLN. After prescription screening, it was determined 

that VAP-SLN was mainly composed of solid lipid glyceryl behenate and liquid lipid medium-chain triglycerides, 

phospholipids, Tween 80, alkyl polyglycosides and VAP. The prepared VAP-SLN had a particle size of 

approximately 200 nm, a spherical structure, and an encapsulation efficiency of 91.1%. Its phase transition 

temperature was 59.8 ℃. This characteristic endowed it with excellent thermal stability and significantly improved 

the stability of the encapsulated VAP. VAP-SLN exhibited the advantage of sustained-release characteristics and 

intradermal retention, which could significantly prolong the local drug action and enhance the transdermal drug 

delivery efficiency. At the cellular level, VAP-SLN exhibited good cellular uptake and retention ability in HaCaT 

cells, thereby enhancing the effect of VAP in alleviating cellular oxidative stress and inflammatory responses. In 

the mouse skin photodamage model, VAP-SLN could effectively improve the reduction of collagen fibers and the 

decrease in collagen volume in photodamaged skin, restore the epidermal thickness and morphology to a healthy 

level, and effectively prevent and treat ultraviolet-induced skin damage. The animal experiments were approved by 

the Institutional Animal Care and Use Committee of Yantai Institute of Materia Medica (Approval No.: 20250701-

01). In conclusion, VAP-SLN significantly alleviates skin photodamage through antioxidant and anti-inflammatory 

mechanisms, providing a new strategy for the transdermal delivery of VAP and the prevention of skin photodamage.

Key words: vitamin A palmitate; solid lipid nanoparticle; anti-skin photodamage; transdermal delivery; 

antioxidant

皮肤光损伤已成为全球关注的慢性皮肤病, 其患

病率显著高于许多常见皮肤病[1]。光损伤以皮肤红斑、

水肿、灼痛为主要特征 , 本质源于紫外线 (ultraviolet 

radiation, UV) 长期照射导致的表皮角质细胞与真皮

成纤维细胞数量减少及功能衰退[2-6]。光损伤的发病

机制复杂, 与 UV 辐射、氧化应激、炎症反应、DNA 损

伤、细胞衰老等多因素相互作用有关[7-9]。当前光损伤

的常用干预手段主要以无创性的治疗为主, 如外用制

剂、光动力疗法等, 但仍受限于药物渗透差、易降解及

光毒性反应等问题[10]。现有的经皮递药系统在克服皮

肤屏障、确保药物在递送过程中及作用部位的稳定性, 

以及维持药物生物活性方面仍面临显著挑战, 这极大

地限制了其对抗光损伤的效果。因此, 开发兼具安全

性、有效性及良好透皮递送能力的抗光损伤策略具有

迫切的临床需求。

维生素A及其衍生物凭借促进角质细胞更新、刺

激胶原与弹性蛋白新生、抑制基质金属蛋白酶 (matrix 

metalloproteinase, MMP) 过度表达的多重机制, 已成为

目前应用最广泛的化学类抗光损伤活性物[11,12]。其中, 

酯化衍生物维生素 A 棕榈酸酯 (vitamin A palmitate, 

VAP) 是目前抗皮肤光损伤应用最广的维生素A类活

性物。然而 VAP易被光、热、氧降解, 且亲脂性高, 导

致其稳定性差、透皮效率低、生物利用度低[13]。这些

问题严重制约了 VAP在皮肤光损伤防治中的临床疗

效与应用范围 , 迫切需要借助新型递送技术加以

克服。

近年来, 纳米技术凭借精准递送、高效保护与缓释

优势[14], 为经皮递药系统提供了较好的载体。目前聚合

物纳米粒、环糊精包合物、乳液及传统脂质体等递送平

台, 虽能有效包载结构稳定、环境耐受性好的活性物, 

实现较高包封率和良好储存性能, 但对光敏性、易水解

或氧化不稳定的活性物, 仍面临包封率 (encapsulation 

efficiency, EE) 偏低、稳定性不足等挑战。固体脂质纳

米粒 (solid lipid nanoparticle, SLN) 采用高熔点固态脂

质作为载体基质, 其致密晶格结构可以改善难溶性药

物的分散性与溶解度[15-17]。同时, 还能在固化过程中

将药物分子封装于脂质内核, 减少表面暴露与泄漏风

险, 从而实现高EE与长期储存稳定性[18,19]。相较于其

他局部递送系统而言, SLN兼具聚合物纳米粒的高稳

定性与脂质体/乳剂的低毒、易放大优势[20,21], 因而是一

种极具发展潜力的新型经皮给药载体。值得注意的

是, 有研究发现 SLN本身具有类似物理紫外线阻挡剂

的特性 , 这为其应用于皮肤光损伤防治提供了独特

优势[22]。

本研究制备了包载VAP的固体脂质纳米粒 (vitamin 

A palmitate-loaded solid lipid nanoparticle, VAP-SLN), 

SLN利用高相变温度 (phase transition temperature, Tm) 

脂质在固化过程中将 VAP 深嵌于脂质内核 , 实现对

VAP 的高效包封。同时 SLN 在皮肤表面铺展成连续

封闭薄膜, 隔绝氧气、水分及光照, 显著提升VAP的稳

定性。通过系统性的体内外实验, 验证了VAP-SLN抗

氧化、抗炎的作用, 为开发高效、安全、作用持久的抗皮

肤光损伤纳米递送新策略提供重要的实验依据。
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材料与方法

药品与试剂 单硬脂酸甘油酯 (20230501, 江西阿

尔法高科药业有限公司); 双硬脂酸甘油酯 (198851, 广

州市天润药业有限公司); 山嵛酸甘油酯 (205383, 法国

Gattefosse公司); 中链甘油三酸酯 (241003-3-01, 辽宁

新兴药业股份有限公司); MONTANOV 82 (923-908-7, 

法国Seppic公司); Tween 80 (TO20240301, 山东瑞生药

用辅料有限公司); 维生素 A 棕榈酸酯 (UT24051346, 

荷兰 Dutch State Mines 公司); 维生素 A 棕榈酸酯 (标

准品) (C2208095, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 

香豆素-6 (C16024115, 上海麦克林生化科技股份有限

公司); 细胞增殖−毒性检测试剂盒、二氢乙锭购自大连

美仑生物技术有限公司; 活性氧检测试剂盒、细胞衰老

β-半乳糖苷酶染色试剂盒 (上海碧云天生物技术有限

公司); 白细胞介素-6 (IL-6) ELISA 试剂盒、肿瘤坏死

因子-α (TNF-α) ELISA试剂盒 (上海酶联生物科技有

限公司)。

仪器 DLS粒度分析仪 (Zetasizer Pro, 英国Malvern 

Instruments Ltd 公司); 高速剪切机 (T25 Digital, 德国

IKA公司); 高压均质机 (AH-NANO, 苏州安拓思纳米技

术有限公司); HPLC (1260 Infinity II)、酶标仪 (SH1M) 

购自美国Agilent公司; 离心机 (5425R, 德国Eppendorf

公司); 透射电镜 (JEM-120i, 日本电子株式会社); 流式

细胞仪 (Aurora, 美国 Cytek公司); 激光共聚焦显微镜 

(FV3000, 日本 Olymplus公司); 冷冻切片机 (CM1950, 

德国Leica公司)。

细胞 人角质形成细胞 (HaCaT), 购自中国科学

院细胞库 (中国上海)。HaCaT细胞置于含 10% FBS、

1%双抗的DMEM培养基中, 于 37 ℃、5% CO2恒温培

养箱进行贴壁培养。按 1∶2比例传代培养, 待细胞生

长状态良好且处于对数生长期时进行实验。

动物 SPF 级 BALB/c-nu 小鼠 (江苏集萃药康生

物科技股份有限公司) 8周, 体重 20 g左右。由烟台药

物研究所动物实验中心提供并饲养, 所有的动物试验

均符合烟台药物研究所实验动物管理与使用委员会的

规定 (批准号: 20250701-01)。

VAP-SLN的制备 采用高速剪切−高压均质法制

备VAP-SLN。具体过程如下, 固体脂质、中链甘油三酸

酯 (medium-chain triglycerides, MCT) 和 MONTANOV 

82 (M82) 在 80 ℃的水浴中加热融化作为油相; 待油

相完全熔融后, 避光且在氮气保护下加入 VAP、抗氧

剂 (α-生育酚), 磁力搅拌至其充分溶解。大豆磷脂、

Tween 80、超纯水在 80 ℃的水浴中加热分散作为水

相。将油相在 10 000 r·min-1高速剪切下加入水相制得

初乳, 随后在 600 bar下循环均质 2次, 冷却至室温, 即

得。为了证明 SLN相较于纳米乳液递送系统的优势, 

采用上述的制备方法将处方中的固体脂质替换为

MCT, 其他组成不变作为对照组 (VAP-EMU)。

处方筛选 以EE及制剂Tm为评价指标, 根据表 1

对3种脂质—山嵛酸甘油酯 (glyceryl behenate, GB)、单

硬脂酸甘油酯 (glyceryl monostearate, GMS)、双硬脂酸

甘油酯 (glycerin distearate, GDS) 进行比较, 确定最适

脂质种类。在确定固体脂质种类前提下, 以EE及40 ℃

下放置稳定性为评价指标, 对固体脂质用量进行筛选; 

以粒径、多分散指数 (polymer dispersity index, PDI)、

EE为指标, 对MCT及M82的用量进行筛选。

载药量及包封率的测定 通过HPLC建立VAP含

量测定方法 , 并测定 VAP-SLN 的 EE 及载药量 (drug 

loading, DL), 测定条件及方法如下。

色谱条件色谱柱 : ZORBAX Eclipse XDB-C18 色

谱柱 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm); 流动相 A: 乙腈; 流动

相B: 异丙醇 (A∶B = 65∶35); 流速: 1.5 mL·min-1; 柱温: 

30 ℃; 检测波长: 328 nm; 进样量: 5 μL。

DL和EE测定方法采用超滤法, 取定量稀释溶液, 

置于截留分子质量为 100 kDa的超滤离心管内管, 并

将内外管进行组装, 2 000 ×g、4 ℃离心 20 min, 取内管

中VAP-SLN、VAP-EMU溶液加入异丙醇定容至 5 mL, 

采用HPLC分析, 测得包载在纳米颗粒中VAP的含量 

(W1); 同时取VAP-SLN溶液, 加入异丙醇定容至10 mL, 

超声进行破乳, 通过HPLC分析, 即得VAP总含量 (W2)。

将载体的总质量记为 (W 总), 分别根据公式 (1) 和 (2) 

计算VAP-SLN的DL和EE:

DL (%) = W1/W 总 × 100% (1)

EE (%) = W1/W2 × 100% (2)

其中, W1代表 SLN包封的药物含量, W2代表VAP

的总含量, W 总代表载体总质量。

VAP-SLN理化性质表征及稳定性考察 取VAP-

SLN与VAP-EMU适量, 以纯化水稀释至适宜浓度, 采

Table 1　 Prescription composition and screening indicators of 

VAP-SLN. GB: Glyceryl behenate; GMS: Glyceryl monostearate; 

GDS: Glycerin distearate; MCT: Medium-chain triglycerides; M82: 

MONTANOV 82; VAP: Vitamin A palmitate

Prescription composition
Oil phase

Water phase

Solid lipid

Liquid lipid

Emulsifier

Active substance

Antioxidant

Emulsifier

Emulsifier

Water

(1%, 2%, 3%, 4%) GB, GMS, GDS

(0%, 1%, 2%, 3%, 4%) MCT

(1%, 2%, 3%, 4%) M82

2% VAP

0.5% α-tocopherol

1% Tween 80

0.5% Soyabean phospholipid

Q.s. to 100%
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用动态光散射粒度分析仪测定其平均粒径、PDI及 zeta

电位。另取5 μL悬液滴加于铜网, 2%醋酸双氧铀负染

30 s, 室温晾干后, 于透射电子显微镜下观察纳米颗粒

形貌。将上述两种制剂分装密封, 置 25 ± 2、40 ± 2 ℃、

相对湿度 (75 ± 5)%条件下进行稳定性试验, 分别于 0、

5、15、30 d 取样。每份样品加异丙醇破乳后 , 转移至

10 mL 量瓶并定容 , 按含量测定法经 HPLC 测定 VAP

含量, 计算相对百分含量, 分析其稳定性。

SLN制剂安全性评价 通过CCK8对制剂的体外

安全性进行评估, 将 HaCaT 细胞以每孔 1×104个细胞

的密度接种在 96孔板中, 37 ℃培养 24 h, 设置不同浓

度的制剂进行给药孵育 24 h后, 每个孔中加入 10 μL

的CCK8溶液, 继续孵育 2 h, 用酶标仪测定 450 nm处

各孔的吸光度值, 根据公式 (3) 计算不同实验组细胞

存活率。

细胞存活率 = (As − Ab)/ (Ac − Ab) × 100% (3)

其中, As、Ab、Ac分别为实验组、空白组和对照组的

吸光度值。

VAP-SLN体外释药特性 采用超滤法测定VAP-

SLN的体外释药, 释放介质为0.5% SDS-PBS (pH为7.4

和5.0), 在20 mL释放介质中各加入4 mL的VAP-EMU、

VAP-SLN的稀释液, 此用量满足漏槽条件。在避光恒温 

(37 ± 0.5 ℃) 振荡环境下进行释药实验, 分别于 30 min

和1、2、4、6、8、12、24 h取样1 mL, 并同时补充等量新鲜

释放介质。将1 mL样品液置于截留分子质量为100 kDa

的超滤离心管内管, 并将内外管进行组装, 2 000 ×g、

4 ℃离心 20 min, 取下层溶液 0.45 μm 微孔滤膜过滤

后, 按上述色谱条件测定并计算药物浓度, 根据公式 

(4) 计算累积释放量。

Qn =
Ve∑i = 1

n - 1 Ci + VsCn

m0

× 100% (4)

其中, Qn为第 n个取样时间点的累计释放百分率 

(%), Ve为每次取样所取出的释放介质体积 (mL), Vs为

释放池中的总释放介质体积 (mL), Ci为第 i次取样时

测得的药物浓度 (μg·mL-1), m0为制剂中初始药物总量 

(μg)。

VAP-SLN在HaCaT细胞中摄取 根据VAP-SLN

的制备方法, 将香豆素-6 (coumarin-6, c6) 加入油相制备

c6 标记的 VAP-SLN 和 VAP-EMU, 制剂中 c6 浓度为

200 μg·mL-1。在 HaCaT 细胞中加入含 VAP-SLN 的完

全培养基 (以 c6计浓度为 2 μg·mL-1) 孵育 4 h考察细胞

摄取; PBS洗去未摄取制剂, 换新鲜培养基再培养 4 h, 

考察滞留量。对照组以VAP-EMU同法处理。通过激

光共聚焦显微镜观察摄取及滞留情况, 流式细胞术对

荧光强度进行定量分析。

VAP-SLN皮肤渗透与滞留研究 在体内进行SLN

的皮肤渗透与滞留研究, 小鼠背部分别给予1 mL c6标

记的 Free-VAP、VAP-SLN 及 VAP-EMU, 6 h 后脱颈处

死, 剪取给药区皮肤, 4%多聚甲醛固定 24 h。OCT包

埋后进行冷冻切片 (厚度 10 μm), PBS进行漂洗; 滴加

DAPI (1 μg·mL-1) 室温避光染核 10 min, PBS 冲洗, 甘

油-PBS (9∶1, v/v) 封片, 共聚焦激光扫描显微镜采集图

像, 评价制剂在皮肤各层的分布特征。

小鼠背部分别给予1 mL Free-VAP、VAP-SLN及VAP-

EMU, 6 h后脱颈处死, 剪取给药区皮肤, 蒸馏水冲洗

表面残药, 滤纸吸干、称重, 剪碎后置于5 mL离心管, 加

3 mL 异丙醇-PBS (1∶1) 超声提取 15 min, 涡旋 3 min, 

3 000 r·min-1离心 10 min, 上清经 0.45 μm 微孔滤膜过

滤 , HPLC 测定 VAP 含量 , 计算单位质量皮肤药物滞

留量。

光损伤细胞模型的建立 将 HaCaT 细胞以每孔

1×104个细胞的密度接种在 96孔板中, 37 ℃培养 24 h, 

分别在不同的光照强度进行光照, 每天 1次, 持续 3天, 

光照 3天后, 每个孔中加入 10 μL的 CCK8溶液, 继续

孵育 2 h, 用酶标仪测定 450 nm处各孔的吸光度值, 根

据公式 (3) 计算不同实验组细胞存活率。

VAP-SLN体外治疗效果 VAP-SLN对光损伤细

胞增殖的影响将细胞分为对照组、模型组、Free-VAP

组、VAP-SLN 组和 VAP-EMU 组 (以 VAP 计浓度为

5 µg·mL-1)。按照筛选出的光照强度建立光损伤细胞

模型, 每次光照前4 h对各组细胞进行不同的给药处理。

在给药和光照3天后分别于每个孔中加入10 μL CCK8

溶液, 继续孵育 2 h, 酶标仪测定 450 nm处各孔的吸光

度值, 根据公式 (3) 计算不同实验组细胞存活率。

活性氧水平 采用DCFH-DA探针检测细胞内活

性氧 (reactive oxygen species, ROS) 水平[23], 分别用不

同制剂与相应辐射剂量处理细胞, 培养 3天后, 每孔加

入 10 μmol·L-1 DCFH-DA的无血清培养基, 37 ℃避光

孵育 20 min。置于共聚焦显微镜下观察并拍摄图像, 

流式细胞术对荧光强度进行定量分析。

炎症因子水平 用不同的制剂与相应辐射剂量处

理细胞, 培养 3天后, 收集上清培养液, 3 500 r·min-1离

心 10 min, 取上清液用ELISA试剂盒测定TNF-α、IL-6

因子含量。

β-半乳糖苷酶的活性 用不同的制剂与相应辐

射剂量处理细胞 , 培养 3 天后 , 按照 β -半乳糖苷酶 

(senescence-associated β -galactosidase, SA-β -gal) 染色

试剂盒说明书对各组细胞进行染色, 倒置显微镜下观

察 , 老化细胞胞质呈蓝色 , 阴性细胞未着色[24], 通过

ImageJ分析不同组别之间的荧光强度, 最终取染色阳
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性细胞百分比的平均值为各组细胞的SA-β-gal染色阳

性率。

皮肤光损伤动物模型建立与给药方案 小鼠皮肤

光损伤模型作为典型的UV诱导皮肤损伤模型建立如

下: 根据最小红斑剂量 (minimal erythema dose, MED) 

计算用于模型建立的照射剂量。采用UVB光源对小

鼠进行照射, 分别设定照射时间为 5、10、15、20 min, 照

射后 24 h 观察背部皮肤是否出现肉眼可见的红斑反

应。以出现最轻微可见红斑所需的最短照射时间作为

MED。根据公式 (5) 计算辐照剂量如下:

照射剂量 (mJ·cm-2) = 照射功率 (mW·cm-2) × 照射

时间 (s) (5)

根据上述公式计算各时间点对应的辐照能量, 以

确定本实验条件下裸鼠的MED值, 作为后续造模剂量

的基准。

造模及给药方案为: 根据上述结果, 采用UVA (15 W) 

与UVB (15 W) 双波段的紫外光源, 光源距小鼠背部皮

肤垂直距离为 30 cm, 确保各组动物接受均匀照射。

每周照射 5次, 连续照射 6周, 累计照射 30次。造模期

间辐照剂量逐周递增: 第 1周 1 MED、第 2周 2 MED、

第 3周 3 MED、第 4～6周维持 4 MED。每次照射前 1 h

给药, 小鼠背部分别外用给予1 mL Free-VAP、VAP-SLN

及 VAP-EMU (以 VAP 计浓度为 100 µg·mL-1), 模型对

照组与空白对照组分别不作处理 (n = 5)。皮肤表面红

斑通常用于评估 UV诱导的光损伤的严重程度, 对不

同处理后不同时间段小鼠皮肤的宏观特征进行评价。

VAP-SLN体内治疗效果

光损伤小鼠皮肤组织形态学分析 给药造模结束

后, 去除小鼠背部皮肤, 用 4% 多聚甲醛溶液固定, 石

蜡包埋切片 , 切片用苏木精和伊红 (hematoxylin and 

eosin staining, H&E)、马松 (Masson) 染色, 于全自动定

量病理成像系统进行全景扫描采集图像, 观察BALB/

c-nu小鼠背部皮肤组织形态学, 应用 ImageJ定量分析。

免疫荧光检测皮肤组织 ROS 表达水平 制备皮

肤冷冻切片, 皮肤切片与ROS染液二氢乙锭 (dihydro‐

ethidium, DHE) (5 μmol·L-1) 避光 37 ℃孵育 30 min; 玻

片置于 PBS 中洗涤后滴加 DAPI染液, 避光室温孵育

10 min, 封片进行全景扫描采集图像, 应用 ImageJ分析

荧光面积百分比。

ELISA检测皮肤组织中 IL-6和TNF-α水平 取一

部分新鲜皮肤组织于匀浆机中充分匀浆, 3 000 r·min-1, 

离心 10 min后吸取上清用于检测, 具体检测步骤参照

ELISA测定试剂盒说明书进行。

MMP-3表达水平 对石蜡切片进行脱水和抗原

修复, 用 3%的过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性。

对组织切片进行一系列步骤, 包括封闭、与一抗孵育过

夜 (抗-MMP-3) 后与二抗孵育, 以及滴加DAB显色溶

液以显色。然后使用苏木精进行核染色, 进行全景扫

描采集图像, 应用 ImageJ定量分析。

统计学方法 使用GraphPad Prism 8.0对数据进行

统计分析, 实验数据以均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 采用

t-test对两组间结果进行比较, one way ANOVA对多组

间结果进行分析, P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1　VAP-SLN的制备及处方筛选结果

固体脂质种类及用量可显著影响制剂的 Tm与稳

定性。首先以VAP-SLN的EE及 Tm为评价指标, 对固

体脂质的种类进行筛选。结果如图 1A、B所示, 以GB

作为固体脂质时 , 制剂的 EE 最高 (85.8%), 显著高于

GMS (70.7%) 和 GDS (64.3%) 作为固体脂质的制剂 ; 

同时以GB作为固体脂质的制剂 Tm为 59.7 ℃, 高于以

GMS (48.5 ℃) 和GDS (46.8 ℃) 作为固体脂质的制剂。

GB赋予体系更高的Tm和室温下稳定的固态核心结构, 

更有利于维持VAP稳定性, 故选定GB作为固体脂质。

进一步考察GB用量对制剂EE及稳定性的影响图 1C

显示, 制剂的EE随GB的用量增加而增大, 当GB的用

量大于 4%时, EE没有显著变化。稳定性实验图 1D表

明 , VAP 残留率随 GB 用量增加而升高 , 4% 组残留

93%, 5%组未见显著增益。综上, 4% GB既能保证高包

封, 又可形成致密晶体网络, 有效阻隔光、热、氧对药物

的降解; 过量脂质反而增加系统黏度, 对稳定性改善有

限, 故确定4%为GB的最优用量。

液体脂质的加入对制剂的 EE 有一定影响 , 故对

MCT的用量进行筛选。图 1E、F显示, 当MCT用量为

2%时制剂的粒径分布均一且EE最高 (91.1%), 显著高

于其他用量。归因于适量MCT引入固体脂质晶格, 产

生晶格缺陷和无序区, 促进VAP增溶从而提高EE; 当

MCT用量大于 2%时EE下降, 表明过量液体脂质导致

固态结晶骨架崩解、引发药物外排[25]。因此, 确定 2%

为MCT的最优用量。

表面活性剂 M82 的用量显著影响制剂的粒径及

EE, 图 1G、H显示, 当M82用量为 2%时制剂的粒径分

布均一且EE最高 (90.8%), 显著高于其他用量。归因

于充足界面吸附、降低界面张力, 促进纳米晶核形成; 

当 M82用量大于 2%时包封率下降, 表明过量表面活

性剂将药物增溶于胶束相, 导致结晶药物泄漏。因此, 

确定2%为M82的最优用量。

根据原辅料的筛选结果, 确定VAP-SLN的处方组

成为: VAP (20 mg·mL-1)、4%山嵛酸甘油酯、2% MCT、
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2% M82、0.5%大豆磷脂、1% Tween 80, 并以超纯水补

足至100%。

2　VAP-SLN理化性质及稳定性表征结果

制剂理化性质表征结果如下, 制剂外观如图 2A显

示, 呈乳白色均一液体, 流动性良好。从透射电镜图2B

结果可观测到其形态为具有实心结构球形。动态光散

射图2C、D分析表明, VAP-SLN和VAP-EMU的粒径均

在 200 nm左右, 平均电位在−50到−60 mV之间, 高绝

对值电位表明制剂的稳定性较好。

DL和EE的测定结果显示, VAP-SLN中负载VAP

的含量为1.9%, VAP-EMU中负载VAP的含量为1.8%。

图2E表明VAP-SLN平均EE为91.1%, 而VAP-EMU的

平均EE为 79.1%, 表明固体脂质纳米粒和纳米乳液对

药物具有较高包载能力, 为后续体内外实验提供了可

靠基础。

稳定性试验结果图 2F、G显示, VAP-SLN在 25和

40 ℃下放置一个月后 VAP 含量约为 96.4% 和 93.2%, 

显著高于VAP-EMU组和Free-VAP组的VAP含量。表

明 VAP-SLN在不同温度条件下均表现出更优的稳定

性, 尤其在高温条件下, VAP-SLN能更有效抑制温度介

导的 VAP 降解, 归因于 VAP-SLN 中含有高 Tm的固体

脂质, 使其Tm (59.8 ℃) 高于VAP-EMU的Tm (43.3 ℃), 

在高温条件下不易发生相变从而抑制VAP的降解。

以细胞存活率为评价指标评价 SLN制剂安全性。

结果如图2H显示, SLN的浓度在5～100 μg·mL-1时, 无

明显细胞毒性。说明 SLN在 100 μg·mL-1及以下浓度

具有良好的生物相容性, 为后续实验的给药浓度提供

了依据。

采用超滤法考察VAP-SLN的体外释药行为, 结果

如图2I所示, 在pH 7.4的释放介质中, VAP-SLN在24 h

内的累积释放量显著低于 VAP-EMU, 且整体释放水

平较低; 而在 pH 5.0条件下, 其释放量显著升高, 提示

其可在细胞内溶酶体环境中实现 VAP 的缓慢释放。

该特性不仅有助于减少VAP在递送过程中的降解, 提

高其稳定性, 还可实现药物的持续释放, 从而延长药效

持续时间。

Figure 1　Results of prescription screening. A: Influence of solid lipid types on encapsulation efficiency; B: Effect of solid lipid type on 

phase transition temperature of formulation; C: Influence of GB dosage on EE; D: Remaining content of VAP with different GB dosages 

after storage at 40 ℃ for 30 days; E: Influence of MCT dosage on particle size and PDI; F: Influence of MCT dosage on EE; G: Influence of 

M82 dosage on EE; H: Influence of M82 dosage on particle size and PDI. n = 3, 
-
x ± s. ****P < 0.000 1. ns: No significant difference; EE: 

Encapsulation efficiency; PDI: Polymer dispersity index
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3　细胞摄取的研究

通过激光共聚焦显微镜考察了 c6 标记的 VAP-

SLN和VAP-EMU的细胞摄取情况, 结果如图 3A、B所

示, VAP-SLN组的荧光强度明显高于VAP-EMU组, 移

除制剂后再孵育 4 h, VAP-SLN组滞留量仍优于VAP-

EMU组。流式定量图3C～F证实, VAP-SLN的平均荧

光强度显著高于 VAP-EMU, 移除制剂后再孵育 4 h, 

VAP-SLN组滞留量与VAP-EMU组相比显著升高。上

述结果表明 SLN 的固态脂质基质可促进细胞高效摄

取并延长胞内滞留时间[26], 为后续提升VAP在细胞内

的生物利用度奠定了良好基础。

4　VAP-SLN皮肤渗透与滞留研究

在体内进行 SLN的皮肤渗透与滞留研究, 激光共

聚焦显微镜结果图3G显示, Free-VAP组荧光信号及渗

透深度均较低; VAP-SLN与 VAP-EMU组荧光显著增

强且分布更深, 其中VAP-SLN组荧光强度最高, 表明

SLN 可显著促进 VAP 经皮渗透并增强其在皮肤层中

的滞留能力。皮肤组织研磨检测结果图 3H显示, VAP

皮肤滞留量表现为VAP-SLN > VAP-EMU > Free-VAP, 

表明 VAP-SLN 相较于 VAP-EMU 及 Free-VAP, 更能促

进VAP穿透皮肤屏障并可以实现长效滞留。

5　体外抗光损伤效果

5.1　光损伤细胞模型建立以及VAP-SLN对细胞增殖

的影响 以细胞存活率为评价指标 , 筛选光损伤细

胞模型光照条件。如图 4A所示, 当辐射剂量为 800～

1 000 mJ·cm-2时, 细胞存活率 48.9%～51.0%, 故确定 800～

1 000 mJ·cm-2用于建立体外光损伤模型。按CCK-8试剂盒

操作, 测定给药−光照后细胞增殖率。图 4B表明, VAP-

SLN组细胞增殖率显著高于UV模型组及VAP-EMU组, 

说明VAP-SLN可抑制光损伤诱导的细胞死亡。

5.2　VAP-SLN 对细胞内 ROS、炎症因子分泌水平的

影响 光损伤会诱导细胞的氧化应激、炎症反应, 进而

Figure 2　The characterization and stability of VAP-SLN. A: Appearance of VAP-SLN and VAP-EMU; B: Transmission electron microscopy 

images of VAP-SLN and VAP-EMU; C: Particle size distribution diagrams of VAP-SLN and VAP-EMU; D: Zeta potential diagrams of 

VAP-SLN and VAP-EMU; E: EE of VAP-SLN and VAP-EMU; F: Change curves of VAP content in VAP-SLN, VAP-EMU, and Free-VAP 

stored at 25 ℃ for 30 days; G: Change curves of VAP content in VAP-SLN, VAP-EMU, and Free-VAP stored at 40 ℃ for 30 days; H: 

Effects of different concentrations of SLN on the survival rate of HaCaT cells; I: Release curves of VAP-SLN and VAP-EMU in pH 7.4 and 

pH 5.0 buffer within 24 h. n = 3, 
-
x ± s. ****P < 0.000 1
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诱导产生过量的ROS。采用DCFH-DA荧光探针评估

VAP-SLN对HaCaT炎性细胞ROS水平的影响。结果

如图 4C、D所示, 与对照组比较, 模型组ROS水平显著

上升; 与模型组比较, VAP-SLN处理后胞内荧光信号

明显减弱, 表明细胞上清中 ROS水平显著降低, 且优

于Free-VAP或VAP-EMU组。

通过ELISA法测定细胞培养液中炎症因子TNF-α、

IL-6 的含量。结果如图 4E、F 所示 , 光照 HaCaT 细胞

后, 细胞炎性因子TNF-α、IL-6的分泌水平显著高于对

照组, 说明炎症模型的成功建立; 与模型组相比, VAP-

SLN组细胞上清中的TNF-α、IL-6水平显著降低, 且优

于Free-VAP组和VAP-EMU组。

5.3　VAP-SLN对细胞内 SA-β-gal活性的影响 光损

伤在导致细胞的氧化应激及炎症反应的同时, 可能进

一步导致细胞进入衰老状态。SA-β-gal活性是评估细

胞衰老程度的重要指标, 根据SA-β-gal试剂盒操作, 给

药−造模后对细胞染色, 倒置显微镜下老化细胞胞质

呈蓝绿色, 阴性细胞无色, ImageJ计算阳性率。图 4G

显示, 光照 HaCaT细胞后, 细胞中蓝绿色的细胞数目

显著高于对照组; 同时, VAP-SLN组蓝绿色细胞显著

少于模型组, 且优于Free-VAP组和VAP-EMU组。

综上, SLN通过提高VAP的细胞摄取效率并形成

药物贮库, 显著增强了其抑制 ROS生成、炎症因子分

泌的效果, 从而阻断细胞衰老进程, 实现光损伤的精准

干预。

6　体内抗光损伤效果

6.1　皮肤光损伤模型建立 采用 UV 光源对小鼠进

行照射 , 分别设定照射时间为 5、10、15、20 min, 照射

后 24 h 观察背部皮肤 , 发现照射 15 min 的小鼠背部

有可见红斑出现。据此确定 MED 对应照射剂量为

553.9 mJ·cm-2。光损伤模型建立方法如下: 每周 5次照

射, UVA照射时间与UVB照射时间之比为 10∶1, 在每

次光照前 1 h对BALB/c-nu小鼠进行不同制剂给药处

理, 造模及给药过程如图5A所示。

6.2　背部皮肤的宏观特征评价 UV诱导的表皮屏障

破坏和红斑是评估光损伤严重程度的关键指标。如图

Figure 3　Evaluation of cellular uptake and transdermal behavior and retention. A: Representative CLSM images after 4 h incubation with 

c6-labeled SLN and EMU; B: Representative CLSM images of additional 4 h incubation in fresh medium post-removal of preparations; C, 

D: Representative FCM histograms of VAP-labeled SLN and EMU fluorescence for cellular uptake (C) and retention (D); E, F: Correspond‐

ing quantitative analysis showing MFI of uptake (E) and retention (F), respectively; G: Representative CLSM images of mouse skin tissue 

after 6 h application with c6-labeled Free-VAP, VAP-SLN and VAP-EMU; H: The VAP retention of mouse skin tissue after 6 h application 

with Free-VAP, VAP-EMU, and VAP-SLN. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ****P < 0.000 1. CLSM: Confocal laser scanning microscopy; FCM: Flow 

cytometry; MFI: Mean fluorescence intensity

·· 3181



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(8): 3174−3185

5B所示, 与空白组相比, 模型组小鼠经长期UV照射后

皮肤干燥、粗糙、泛红、出现皮屑。VAP-SLN组小鼠皮

肤损伤、粗糙度、泛红与对照组、模型组、游离药组、

VAP-EMU组相比显著减少。上述结果表明VAP-SLN

有效缓解 UV诱导的角质层屏障紊乱和皮肤受损, 从

宏观层面证实其对皮肤光损伤的保护作用。

6.3　VAP-SLN 对小鼠皮肤组织形态的影响 UV 诱

导的光损伤以表皮增生、炎症浸润及胶原降解为特

征[27]。组织学评价结果图5C表明, UV照射后模型组与

Free-VAP组真皮内可见大量炎症细胞浸润, 表皮−真
皮连接疏松; VAP-SLN组炎症浸润显著缓解, 结构基

本恢复至正常水平, 提示其可明显抑制UVB诱导的皮

肤损伤。Masson染色及胶原面积定量图5D、E显示, 正

常小鼠真皮胶原纤维丰富、排列致密; UV照射后模型

组胶原断裂、排列紊乱, 胶原面积与对照组相比显著降

低, VAP-SLN组胶原纤维恢复, 排列较为紧密, 胶原面

积与模型组相比显著升高, 且优于Free-VAP组。结果

表明VAP-SLN有效维持皮肤组织的正常结构, 减轻真

皮炎症浸润与胶原降解。

6.4　VAP-SLN 对小鼠皮肤组织中 ROS、炎症因子水

平的影响 UV照射可显著升高皮肤局部ROS水平并

触发炎症反应, 因此评估了VAP-SLN的ROS清除和抗

Figure 4　Antioxidative and anti-inflammatory effect of VAP-SLN in photodamaged HaCaT cells. A: Cell activity under different radiation 

doses; B: Cell activity after different treatment in photodamaged cells; C: Representative CLSM image of intracellular ROS detected by 

DCFH-DA probe; D: Quantitative analysis of ROS measured by FCM; E, F: Concentrations of TNF-α and IL-6 in the supernatant measured 

by ELISA; G: SA-β-gal staining and quantitative analysis of positive cell. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. SA-β-gal: 

Senescence-associated β-galactosidase
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炎作用。DHE染色结果图 5F、G显示模型组ROS水平

与对照组相比显著升高, VAP-SLN组的ROS水平与模

型组相比显著降低, 且优于 Free-VAP 组和 VAP-EMU

组。ELISA结果图 5H表明, 模型组炎性因子 TNF-α、

IL-6的分泌水平明显著高于对照组, VAP-SLN组则显

著抑制两者表达, 且效果优于Free-VAP组和VAP-EMU

Figure 5　Therapeutic effect of VAP-SLN against UV-induced skin photodamage in mice. A: Establishment of mice skin photodamage 

model; B: Long-term (6 week) observation of different treatment groups; C: H&E staining of skin tissues after different treatment; D: 

Masson staining of skin tissue after different treatment; E: Quantitative analysis of the positive area of collagen fibers in different groups; F: 

DHE staining of skin tissues in different groups; G: Mean fluorescence intensity of reactive oxygen species in skin tissues after different 

treatments; H: The concentrations of TNF-α and IL-6 in the supernatant of skin tissue determined by ELISA; I: Immunohistochemistry of 

MMP-3 in skin tissue in different groups; J: Quantitative analysis of MMP-3 positive area in different groups. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1. H&E: Hematoxylin and eosin; DHE: Dihydroethidium; MMP-3: Matrix metalloproteinase-3
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组。综上, 证实VAP-SLN通过ROS清除、炎症因子抑

制, 阻断UV诱导的氧化应激、炎症反应, 从而发挥抗

光损伤作用。

6.5　VAP-SLN 对小鼠皮肤组织中 MMP-3 表达的影

响 UV 照射可诱导皮肤组织中 MMP-3的过度表达, 

进而促进胶原蛋白的降解。通过免疫组织化学染色评

估VAP-SLN对皮肤组织中MMP-3表达的影响, 图5I、J

表明, 与模型组及 Free-VAP组相比, VAP-SLN显著下

调 UV诱导的 MMP-3过量表达。表明 VAP-SLN通过

抑制MMP-3过度表达, 阻断胶原纤维降解途径, 从而

维持真皮细胞外基质稳态, 显著缓解 UV诱导的皮肤

光损伤。

综上, VAP-SLN凭借高Tm固态脂质基质形成的晶

格结构, 增强细胞摄取与滞留特性, 持续释放的 VAP

协同清除 ROS、抑制炎症反应并下调 MMP-3, 显著阻

断UVB诱导的表皮增生、炎细胞浸润及胶原降解, 为

光损伤修复提供兼具结构重塑、抗氧化、抗炎功效的外

用纳米药物平台。

讨论

本研究成功制备了一种包载 VAP 的固体脂质纳

米粒递送系统, 提高了VAP的稳定性并增强其抗皮肤

光损伤的功效。通过高速剪切−高压均质法优化制备

的VAP-SLN以高熔点固体脂质为骨架, 可以有效隔绝

光、热、氧, 显著提升VAP化学稳定性。该制剂采用的

高速剪切和高压均质法为成熟工业化工艺, 核心辅料

为药用级且具有安全性, 具备产业化的前景。

在抗光损伤机制探究层面, 本研究证实VAP-SLN

通过抗氧化−抗炎−抗胶原降解等通路有效抑制皮肤

光损伤。SLN经膜融合及脂质交换高效穿透角质层, 

在真皮层形成药物贮库, 促进细胞高效摄取并延长胞

内滞留时间[28-30]。在细胞内释放 VAP 并清除过量

ROS, 同时抑制 TNF-α、IL-6等炎症因子分泌, 阻断炎

症反应 ; 抑制细胞内 SA-β-gal 活性从而延缓细胞衰

老[31]。体内光损伤小鼠模型的结果显示, VAP-SLN可

以减轻表皮增生与真皮胶原丢失, 抑制光损伤所造成

的炎症浸润及胶原降解等现象, 同时减少皮肤组织中

ROS的含量、炎症因子的水平, 以及下调MMP-3表达

并恢复胶原纤维架构, 维持细胞外基质稳态[32], 实现光

损伤的多环节干预。

综上所述, 本研究为VAP在皮肤光损伤中的应用

构建了新型递送系统。VAP-SLN增强了 VAP的稳定

性, 在光损伤模型中展示出抗氧化、抗炎、抗胶原降解

及延缓细胞衰老等方面治疗效果, 不仅为VAP在皮肤

光损伤防治中的高效、稳定应用提供了切实可行的技

术路径, 而且可拓展应用于其他易氧化、刺激性强的功

效成分, 为皮肤光损伤治疗提供切实可行的纳米递送

平台, 可用于急性光损伤即时修复与慢性光老化长期

干预的临床场景, 为皮肤光损伤精准治疗提供了新的

实用选择。
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