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Abstract 
Magnetic liposomes not only have good biocompatibility but also have excellent magnetic proper-
ties, so it is widely used in tumor tissue to enhance MR angiography in order to achieve prevention 
and early diagnosis of tumors. Here, we describe synthesis of magnetic nano-composite liposomes 
(HMLs) by a thin film dispersing method, based on hydrophobic magnetite (Fe3O4) nanoparticles. 
We studied the effect of lipid concentration, lecithin and cholesterol mass ratio for the properties 
of HMLs. The results showed that the size of the HMLs containing Fe3O4-OA NPs mainly in a sand-
wich-structure is 125.3 ± 12.9 nm obtained by transmission electron microscopy (TEM) and dy-
namic light scattering (DLS). The optimized prescription of HMLs has been obtained by orthogonal 
tests in which encapsulation efficiency of Fe is used as index and phenanthroline absorption spec-
trophotometry is used to determine Fe content. The results showed that the best prescription pre- 
paration process of HMLs is: 0.5 - 2.0 mg/mL of lecithin, and [lecithin]:[cholesterol] = 2:1 - 6:1 
(w/w). And while the initial Fe concentration in the solution varied from 0.25 to 3.0 mg/mL, an ef-
fective Fe3O4 NPs loading was achieved, with encapsulation efficiency (EE%) from 91.0% to 71.0%. 
In a word, the results affirm the HMLs possess high Fe concent and can be potentially used to en-
hance Magnetic Resonance Imaging (MRI) in tumor tissues. 
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摘  要 

磁性脂质体既有脂质体良好生物相容性的优势又具有磁性质而被广泛地用于肿瘤组织的MR增强造影，以

实现对肿瘤的预防和早期诊断。本文运用经典的薄膜分散法制备出了一种结构较为新颖的磁性脂质体即

负载疏水性Fe3O4纳米粒子的脂质体。研究了脂浓度、卵磷脂和胆固醇质量比等因素对磁性脂质体的性

能影响，并通过TEM、DLS等手段进行形貌和粒径表征。另外，我们采用邻菲罗啉分光光度法测定Fe含
量，以包封率为指标，对影响制备HMLs的因素进行正交实验。结果表明：当脂质体的浓度维持在0.5~2.0 
mg/mL，卵磷脂和胆固醇的质量比在2:1~6:1之间时，所得脂质体复合体的稳定性良好，形貌及大小分

布均匀，主要呈现夹心式形貌，粒径为125.3 ± 12.9 nm；当初始铁浓度为0.5~3.0 mg/mL时，HMLs的
包封率为90%~71.0%。并且HMLs拥有很高的铁含量，这表明其作可潜在的用作肿瘤磁共振成像(MRI)
造影剂以增强肿瘤造影的效果。 
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1. 引言 

脂质体是一种类似于生物膜的人工膜，具有很好的生物相容性。当其与磁性纳米 Fe3O4 粒子(Magnetic 
Fe3O4 NPs)结合时，不仅可以牢固地结合在纳米颗粒表面，而且还可以显著改善壳聚糖包覆地磁性纳米颗

粒作为 MRI 造影剂所引起的过敏反应、稳定性差[1] [2]等不足，从而增加 MR 图像的对比度，提高疾病

诊断的准确性和灵敏度。Zhang 等人[3]发现，使用脂质体作为修饰剂能显著提高磁性粒子的标记效率，

增加磁性粒子的摄取率，使得 MR 图像对比度提高，并更加准确地检测出微小病灶。磁性脂质体是一种

用于网状内皮系统的对比剂，可用于肝、脾、淋巴结及骨髓等富含网状内皮细胞的组织和器官的 MR 增

强扫描[4]。 
就结构分类而言，磁性脂质体大致可以分为以下两种类型：1) 亲水性的磁性纳米粒子包封于脂质体

的内水核中(MLs-W is liposomes with hydrophilic Fe3O4 NPs in the inner aqueous core)；2) 疏水性磁性纳米

颗粒嵌入磷脂双分子层中(Hydrophobic Magnetic Fe3O4 NPs-Liposomes HMLs)。目前大多数研究是倾向于

MLs-W 的探索[5] [6]，而对 HMLs 的研究则很少涉及。但是对于 MLs-W 而言，有磁含量不高，MRI 成
像效果差；磁性粒子的密度较大、易沉降、易引发一些对生物体的毒性效应等缺点[7]。为此本文将疏水
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性 Fe3O4 NPs 与脂质体结合，组装出一种结构较为新颖的磁性脂质体，利用其结构特点避免和解决上述

问题。在本文中，首先采用油水界面法制备疏水性 Fe3O4 NPs；其次采用薄膜分散法将之前所制备的疏水

性磁性纳米粒子包载入脂质体内部(图 1)。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂与仪器 

试剂：氯化高铁、七水合硫酸亚铁、环己烷、油酸、氨水、无水乙醇、氯仿、大豆卵磷脂(SPC)、
胆固醇(CH)、无水甲醇、氯化钠及磷酸盐缓冲液等均为分析纯；氮气(99.9%)；超纯水应用于整个实验

过程。 
仪器：电子分析天平(BS-124S 赛多利斯仪器系统有限公司)，恒温磁力搅拌器(S21-2 上海司乐仪器有

限公司)，超声波清洗器(SK2200H 上海科导超声仪器有限公司)，高速离心机(Centrifuge5810 德国艾本德

股份有限公司)，循环水式多用真空泵(SHB-III 上海豫康科教仪器设备有限公司)，旋转蒸发仪(ZX-98 上

海鲁伊工贸有限公司)，透射电子显微镜(HT7700 日本日立)，超导临床磁共振系统(3T Signa HDxt GE 公

司)，傅里叶红外光谱仪(Avatar380 美国热电集团)。 

2.2. 疏水性磁性 Fe3O4纳米粒子(Fe3O4 NPs)的制备 

本文以 FeCl3·6H2O 和 FeSO4·7H2O 的混合液为水相，环己烷为油相，通过一种新颖的油水界面法来

制备疏水性 Fe3O4 纳米粒子。将混合液置于室温水浴中，搅拌均匀之后，加入油酸为表面活性剂对其进

行疏水性修饰，最后再逐滴加入 6.0 M 的氨水 10 mL，在氮气保护下搅拌反应 4 h。反应结束后移除水浴，

继续在氮气保护下陈化 1 h，之后通过磁分离用超纯水和无水乙醇交替洗涤 3~5 次，将其分散在氯仿中，

保存备用。 

2.3. 负载疏水性 Fe3O4 NPs 的脂质体(HMLs)的制备 

采用经典的薄膜分散法制备 HMLs 1) 取 100 mg SPC 和 25 mg CH 充分溶解于含有 20 mL 氯仿-甲醇

混合溶剂的(体积比为 2:1)茄形瓶中，接着向上述混合液中加入适量的 Fe3O4-OA NPs 氯仿溶液，混合均

匀；2) 将上述盛有混合液的茄形瓶置于 45℃水浴中旋转蒸发 2.0 h 直至形成均匀透明的薄膜；3) 向含有

干燥磷脂膜的茄形瓶中加入 50 mL PBS 缓冲液(pH = 7.2)，放置在磁力搅拌器上搅拌 4.0 h 至膜完全脱落，

并通过超声分散使其形成半透明混悬液液。最后将所得的混悬液通过滤膜过滤和透析纯化，即得到 HMLs，
如图 2 所示。 

3. 结果和讨论 

3.1. FT-IR 分析 

图 3 是油水界面法制备的 Fe3O4 NPs 的红外吸收图。其反应条件为：体系中的总铁浓度为 1.0 M，氨

水浓度为 6 M，反应时间为 4 h，其中油酸的用量分别为 2.0 mL、1.0 mL 及 0.5 mL。由图所示，不同油

酸量合成产物的特征峰基本一致，可明显看到 Fe-O 键(604.95 cm−1)和油酸基团 (1416 cm−1和 1525.43 cm−1)
的特征吸收峰，这表明油酸已被修饰到了Fe3O4 NPs的表面。同时，随着油酸量的增加，1416 cm−1和1525.43 
cm−1 处的吸收峰明显增强，说明合成的 Fe3O4-OA NPs 被油酸包覆得更完全。另外，由于油酸的烷烃链存

在使其具有疏水性，由图中的插图可观察到 Fe3O4-OA NPs 很稳定地存在于有机溶剂中。以上分析说明油

酸被成功地修饰到了 Fe3O4 NPs 的表面，使其具有疏水性。 
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Figure 1. Schematic model for magnetoliposomes with Fe3O4-OA NPs in lipid bilayer 
图 1. 磷脂膜中包载 Fe3O4-OA NPs 的脂质体示意图 

 

 
Figure 2. Formation process of HMLs for MR imaging 
图 2. HMLs 的合成流程图 

 

 
Figure 3. FT-IR spectrum of Fe3O4-OA NPs 
图 3. Fe3O4-OA NPs 红外曲线图 
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3.2. HMLs 的 Zeta 电势及水动力直径测试结果 

表面电势的测量可表征磁性脂质体的表面修饰情况，电势测定结果(表 1)表明，空白脂质体(Blank 
Liposomes, BLs)的表面电势仅为−3.8 mV，当脂质体包载磁性粒子之后，其表面电势达到了−26.4 mV，这

主要是由于 Fe3O4-OA NPs 表面存有大量活性基团，从而导致磁性脂质体的表面电势与空白脂质体差异更

明显[8]，这一结果初步说明疏水性 Fe3O4-OA NPs 已被包载入了脂质体中。 

3.3. DPH 荧光探针法确定 HMLs 的结构 

DPH 是一种线性结构分子，处于磷脂膜中烷烃基链较密集的疏水区内。当 DPH 探针包载于磷脂双

分子层中时，它所处于环境的微粘度受磷脂膜的流动性影响。如表 2 所示，与 BLs 和 MLs-W 相比，在

298 K 时，HMLs 中 DPH 各向异性值明显下降，脂质体的微粘度变小。这是因为磷脂双分子层的内部载

入了 Fe3O4-OA NPs，使磷脂膜的结构变得较为松散，膜的流动性和通透性增加，导致微粘度变小，各向

异性值下降。而 MLs-W 中的 DPH 各向异性值与 BLs 的相似，亲水性磁性纳米粒子位于脂质体的内水相，

未对磷脂膜的微粘度产生影响，因此 DPH 的各向异性值几乎未发生改变。以上结果进一步说明疏水性

Fe3O4-OA NPs 已成功地包载于磷脂双分子层的内部。 
温度为 318 K 时，三类脂质体的 DPH 各向异性值没有发生明显差异，这可能是在较高温度下，磷脂

膜处于流动性较强的液晶态，此温度下磁性粒子对膜的流动影响不大[9]。 

3.4. 反应条件对用薄膜分散法合成 HMLs 的影响 

用薄膜分散法制备 HMLs 的过程中，有诸多因素影响反应结果，本文将围绕体系的脂浓度、卵磷脂

和胆固醇的质量比及 Fe 初始浓度等常见因素进行深入探讨。 

3.4.1. 脂浓度对 HMLs 粒径及形貌的影响 
图 4 是薄膜分散法制备的具有不同脂浓度的 HMLs 的 TEM 图，其反应条件为：体系中的初始 Fe 浓

度为 1.0 mg/mL，[SPC]:[CH] = 4:1 (w/w)，水化时间为 4 h。从图中可以观察到，当脂质体的水化浓度为

0.5 mg/mL 时制备的 HMLs 形貌成球形，但成型量较少，产量低。而当水化浓度为 1.0~2.0 mg/mL 时，所 
 

Table 1. Zeta potentials of BLs and HMLs 
表 1. 空白脂质体和磁性脂质体的表面电势 

样品(1.0 mg/mL) 表面电势(mV) 

BLs −3.97 ± 0.80 

HMLs −26.40 ± 0.01 

 
Table 2. The DPH anisotropy loaded in liposomes in different temperatures 
表 2. 不同温度下的三种脂质体中 DPH 各向异性值 

热力学温度 T (K) 脂质体类型 DPH 各向异值(r) 

218 
BLs 

HMLs 
MLs-W 

0.0859 ± 0.00133 
0.0475 ± 0.00215 
0.0846 ± 0.00128 

318 
BLs 

HMLs 
MLs-W 

0.0422 ± 0.00063 
0.0400 ± 0.00550 
0.0428 ± 0.00168 

备注：BLs 为空白脂质体，MLs-W 为负载亲水性磁性粒子的磁性脂质体，HMLs 为负载疏水性磁性纳米

粒子的脂质体。Notes: BLs is blank liposomes; MLs-W is liposomes with hydrophilic Fe3O4 NPs in the inner 
aqeous core; HMLs load with Hydrophobic Magnetic Fe3O4 NPs-Liposomes 
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Figure 4. TEM micrographs of HMLs with various lipid concentrations. (a: 0.5 mg/mL, b: 1.0 
mg/mL, c: 2.0 mg/mL, d: 4.0 mg/mL) 
图 4. 不同脂浓度下制备的 HMLs TEM 图。(a: 0.5 mg/mL; b: 1.0 mg/mL; c: 2.0 mg/mL; d: 4.0 
mg/mL) 

 
得 HMLs 分散均一，大部分成球形，表面平滑完整，几乎无粘附团聚现象。当水化浓度继续增大至 4.0 
mg/mL 时，制备的 HMLs 出现了严重的融合和粘附团聚现象，几乎无成形。通过对比结果，当脂质体的

浓度维持在 0.5~2.0 mg/mL，得到的 HMLs 成型最好，形貌特征与 S. Park 等[7] [9]报道的表征磷脂膜中包

载疏水性银纳米粒子的脂质体形貌有较为相似。另外，从图 4(b)中的右上角插图可以观察到油水界面法

所制备的 Fe3O4 NPs 分散均一，粒径大小约为 4.3 nm。有文献报道[10]这一尺寸的纳米颗粒可包载于脂质

体的磷脂双分子层中。 

3.4.2. 卵磷脂与胆固醇质量比对 HMLs 的稳定性影响 
为了考察所制备样品的稳定，所测样品均是放置一月之后测其粒径。其反应条件为：体系中的初始

铁浓度为 1.0 mg/mL，脂浓度为 1.0 mg/mL，水化时间为 4 h。图 5 和图 6 分别是用不同的卵磷脂和胆固

醇的质量比所制备的 HMLs 的表观和粒径变化图，从左到右比值依次为 0，2:1，4:1，6:1。从图中可以看

出，当卵磷脂和胆固醇的比值为 0，HMLs 产生絮状沉淀，从粒径变化图中亦可得到验证，此时的样品粒

径比较大，分散性较差。当比值为 2:1~4:1 时，可以观察到无絮状沉淀产生，呈现清澈透明的状态，粒径

约为 125 nm。当比值为 6:1 时，出现少许沉淀，但是粒径大小和分散性与 2:1~4:1 时相比变化不显著。以

上现象说明，添加适量的胆固醇，有利于增强脂质体的稳定性。 
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Figure 5. Appearance pictures of HMLs obtained with different mass ratio of 
SPC and CH (From left to right ratios were 0, 2:1, 4:1, 6:1) 
图 5. 不同卵磷脂和胆固醇质量比下(从左到右比值依次为 0，2:1，4:1，6:1)
得到的 HMLs 的外观图片 

 

 
Figure 6. Hydrodynamic size of HMLs with different mass ratio of CH to SPC 
图 6. 不同卵磷脂和胆固醇质量比下制备的 HMLs 的水动力粒径大小 

3.5. 磁性脂质体的包封率测量 

本文采用基于 Fe2+的邻菲罗啉染色法测定 HMLs 中的 Fe 含量。测试结果显示当初始 Fe 浓度为 0.25、
0.5、1.0 及 3.0 mg/mL 时，包封率为 91%~71%。从测试结果可以发现随着初始 Fe 浓度的增大，HMLs 的
包封率有所下降，当最高初始浓度为 3.0 mg/mL 时，磁性脂质体的包封率为 71%，但仍比报道的包载亲

属性磁性纳米粒子的包封率(20%~60%) [10]高出很多。以上结果说明 HMLs 能够显著的提高磁性粒子的

包封率和磁性粒子在脂质体的含量，从而提供足够的磁强度，为其作为 MRI 造影剂的应用打下基础。 

4. 结论 

采用油水界面法成功的制备出了分散均匀，纯度高的疏水性 Fe3O4 纳米颗粒。红外测试表明油酸分

子成功的修饰到了 Fe3O4 纳米颗粒表面，可稳定的存在于有机溶剂中。采用薄膜分散法将 Fe3O4-OA 纳米
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颗粒成功地包载入了脂质体的双分子层内部。TEM 观察和磁性脂质体中 DPH 荧光各向异性值变化结果

确定了 Fe3O4-OA NPs 在脂质体中的位置。通过比较 BLs 和 HMLs 的 Zeta 电位，可以发现 HMLs 的 Zeta
电位由于表面带有油酸分子的磁性粒子而变得更负，表示疏水性 Fe3O4-OA 纳米颗粒成功的载入了脂质体

中。对影响制备 HMLs 的因素探索结果表明，最佳反应条件是：体系脂浓度为 1.0 mg/mL，Fe 初始浓度

为 1.0 mg/mL，卵磷脂和胆固醇的质量比为 4:1 时。所得到的 HMLs 包封率高、稳定性最好、尺寸均一，

平均粒径大小为 123 nm。 
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