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中文摘要

紫杉醇是从红豆杉中提取出的具有高效抗肿瘤功能的天然药物，是目前临床

一线化疗药物。紫杉醇水溶性差，临床应用中以聚氧乙烯蓖麻油和乙醇(V：V=l：

1)：为溶剂，而聚氧乙烯蓖麻油是导致临床用药出现过敏反应的主要原因，同时，

它的体内代谢动力学参数不利于药物疗效的发挥。采用生物兼容性好的可生物降

解的脂质纳米粒为载体，能够解决紫杉醇溶解性问题。研究表明：脂质体表面覆

盖聚合物PEG可明显增强脂质体体内半衰期及其在肿瘤微血管的渗透，显著提高

疗效。国内外已有报道，在脂质体表面连接适当的肿瘤细胞识别分子，如抗体、

配体等，可以提高药物对肿瘤细胞的靶向性。叶酸是一个非常适合的配体，因为

在多种肿瘤细胞的表面有过量的叶酸受体表达，通过以PEG为桥梁，间接连接叶

酸与脂质体，必定可以提高药物靶向性，同时也能提高脂质体药物的血浆半衰期，

从而提高肿瘤的治疗效果。

目的：合成FA．PEG—DsPE复合物；构建新型叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体

(TAX_NLC．FA)，并研究药物的理化性质及其对KB细胞的效应：为进一步研制

新型抗肿瘤靶向药物提供实验依据。研究放射性同位素125I直接标记紫杉醇的方

法，为开展新的纳米化紫杉醇制剂体内分布与代谢动力学的研究，提供合格的示

踪剂。

方法：采用室温酰化反应分步合成FA．PEG．DsPE，取及1H-NMR等鉴定合

成产物。采用高压乳匀法—冷乳匀法制备TAx帆C。FA，激光粒度仪检测纳米粒
的粒径及其分布。MTT细胞生长抑制试验观察TAX-NLC．FA对KB细胞的生长抑

制作用。使用Ch．T、改良Ch．T、HN03氧化法等三种方法，进行紫杉醇的125I标

记，并通过纸层析、IR鉴定标记产物。

结果：1．以Dcc／NHs活化羧基方法合成FA—PEG—NH2方法简单，HPLc

液相分离条件适合，FA．PEG-NH2与FA可以达到较好的分离，FA与FA．PEG二NH2

保留时间(retention tiIne，I玎)分别为2．368Inin、3．340疵，产物连接比例
30．63％士2．34％(n=10)，产率16．7％士1．43％(n_10)。DSPE、SUC．DSPE的I盯分

别为1．997 min、1．663II血l，连接比率90．9％士1．03％(n’3)，产率60．9％士2．17％(n-3)。

终产物FA．PEG-DSPE以DCC活化羧基方法合成终产物，产率1 9％士1．06％(n叫)
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方法，磁共振氢谱证实，终产物为FA．PEG．DSPE。总体产率约为2％，产率低。

2．新型TAX．NLC．FA的粒径分布134衄仕18姗(n．3)，与非靶向紫杉醇纳

米脂质体粒径(TAX-NLC)(66加：1士6衄)相比显著增加。

3．通过MTT实验，新型TAX-NLC．FA对KB细胞的生长抑制作用明显增强，

在作用24h后，新型TAX-NLC．FA对KB细胞24h的IC50为TAX-NLC 1／6倍左右。

4．对三种标记方法进行了比较，结果表明，改良Ch．T法标记率为

63．1％士5．7％(n_5)，放射化学纯度为96．3％士1．3％(n-5)，储存于4℃生理盐水或乙醇

储存体系24h、120h分别在95％以上、90％左右；在血浆中稳定性也较好，在4℃、

37℃放置24h，放化纯分别为92．3％士0．4％、89．5％士0．6％。Ch．T法所得标记率为

21．4％士3．3％(n-3)，标记方法简单，但标记率低，无法得到稳定的标记产物。HN03

法标记率为72．6％士6．0％(n．=6)，标记率较高，产物相对较稳定，但实验当中采用80℃

反应体系，不易操作及控制；由于温度高，过多的125I升华可能会造成更多的放射

性污染及吸入，影响研究人员的身体健康，并降低放射性125I的利用率。改良Ch．T

法标记紫杉醇是一个方法简便、标记率高、标记产物稳定性较好的方法，标记产

物能够满足体内放射性示踪实验的要求。

结论：采用室温酰化反应分步合成FA．PEG．DsPE，方法简单，但总体产率

约为2％左右。产率低。新型TAX．-Ⅺ，C-FA粒径为134彻[1士18nm(n-3)，对KB细胞

的生长抑制作用与TAX-NLC相比明显增强，24h的细胞毒性达到TAX-NLC的6倍左

右。采用改良Ch-T法标记紫杉醇，标记方法简单、易操作，标记率达63．1％士5．7％，

放化纯达96．3％士1．3％，纯化后的标记产物在血清、生理盐水和乙醇中有较好的稳

定性，能满足体内药代动力学示踪实验的要求。通过本实验的研究，为进一步研

制新型靶向性的纳米化紫杉醇，开展体内药物分布与代谢动力学的研究，奠定了

良好的实验基础。

关键词： 叶酸： 脂质体： 紫杉醇； 靶向；脑磷脂
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The preparation and the biological ef!【’ect of

folate—mediated targeting nanostmcture

1iposome—entrapped paclitaXel

Abstract

The paclitaXel砌ch ex慨ts舶m yews is a 11igldy e艉ctiVe觚ti-callcer n加lral
medication．n isⅡ坞forefbnt medic撕on f．0r chemotherapy for仃eathlg c锄lceL The

paCli伽(el h硒a poor water-solubili劬∞people use solid lipid llanop甜icle、砌ch haS a

good biolo百cal compatibil时孤d c锄be biologically de目aded t0 solVe t11e paclita)【el

deliquescem problem．，Ik research shov喝that tlle PEG wllich coVered吡h appearance
of nle lipid Substance c趾extend the nle blood halolife tiIne and incre舔e也e

microv勰cul盯hlfil位nmg ofⅡle tumor．At domestic and abroad，Much research have

utilizedⅡle coValerlce bet、耽en folate and cheⅡ1ical agent or bi0109ical agent．iIl ViVo

arld vi仃o experilllent Veri丘ca把t11at tlley can sigIlific狮tly incre弱e t0 deliVer medicine

for m嬲culi鹏oftlle folate rec印tor．PEG is nle“dge of也wllich comlectⅡle folic acid

witb tlle lipid Su．bsta]nce．It can iIllprove tlle target of tlle medication，柚d at the s锄e

tirne，it als0 c肌iInprove the half life of也e blood in me medication of lipid subs伽1Ce．

Purpose：Synthesizing FA-PEG-DSPE，a new pattem Folate一瑚【ediated t啪0r

cell targeting of liposome-en们pped pacli住I)【el、v弱obtained．To study m|e phamacal

physico-chemical propert)r of liposorne dmg觚d cell-growtll iIlmbit0D，ef．fect on

KB cell，we usb radioisotope 125I label吨paclita)【el directly，∞cordingly，

proVidiIlg qualified仃accr agent f．0r m啊nallometer paclitaxel，by wmch drug

disposition and meta：bolism dynalIlics iIl、riVo can be stlJdied．

Methods：FA-PEG—DSPE、幡synmesized Via acylation re枷v时at room

temperature．Folate-mediated tuIllor cell ta唱eting of naIlopanicle liposome-entrapped

pauclitaxel w弱prepaured by 11igh pressure galacte掣唿l觚d galact equal metllod；The

di锄eter龇ld distributir培of narloparticle were detected by LASER particle di锄eter

meter． U11der t：he new type Folate—mediated tumor cen ta唱eting of I姗ometer
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liposome—en昀pped paclitaXel(吖Ⅸ-NLC-FA)e虢cted on KB cells，the伊owm

ir“bi血g w嬲studied by MTT．The Oxid躺of 125I labeling paClitaXel were Ch．T、
HN03．Tl：恰product was identified by tllin paper chromat0伊印hy and i血ared

spectromet巧(瓜)．

Results

1．S)，11thesising FA—PEG．NH2，、)l，i也DCC 0r／a11d NHS t0 actiVate carboXyl鲈oup，

HPLC condi_tion w嬲sui他d，FA-PEG-Ⅻ2 aIld folic aCid caIl be better separated．耵1e
retention tilne of FA and FA-PEGjNH2 were 2．368血n and 3．340min respeCtiVely，廿le

corresponsiVe proponion ofproduction、Ⅳ弱30．63％士2．34％(n．=10)．And ttle yield ofthe

FA—PEG-NH2 w淞16．7％士1．43％(n=10)，The RT of DSPE锄d SUC．DSPE we∞

1．997nlill a11d 1．663mill respectiVely，谢tll nleproponion of 90．9％士1．03％(n=。)．rnle

yield of me SUC-DSPE、Ⅳ硒60．9％t2．1 7％(n=3)，1k姐eld of the fh扭l production

FA尸PEG-DSPE、^，as l 9％士1．06％(n==4)．tIle final produc舡on FA-PEG-DSPE、Ⅳas

co曲med by thc nuclear ma刚ic reson趾ce hydrogen spec仇吼(1H-NMR)，The total
yield of product w鹤about 2％，wllich waS adequately low．

2．Panicle di锄eter of TAX-NLC-FA w勰1 34 IⅢl士1 8run(n=3)，w11ich w弱

extended si鲥ficantly cornpared t0 non一伽瞎酏ed TAX．NLC(66彻畦6 11111)．

3．劬wtll i11llibition of吖Ⅸ-NLC-FA 0n KB ceU w舔i11cre嬲ed si鲥fic姐ny，
obsenred by MTT，n～X·NLC-FIA took action on KB ceU mer 24h，111e 50％ir“biting

conce蛐哦ion of n气X-NLC-FA、V嬲1／6 t妇es coInpared to L气X-NLC．

4．Exp甜脒斌results showed tll她ne radiolabelillg ratio of nle labeled coInpouIld

produced by t11e momfied Ch-T metllod、Ⅳ嬲about 63，1多，吐5．7％(n=5)谢tll

谢ioche面cal删t)r about 96．3％士1．3％(】萨5)．24 hours later，s|tored廿1em iIl NS or
alcohol system at 4℃，11le mdiochemical puri锣of吐le produCt w鹋above 95％and

90％mcr 120 hours．111e labelled product、vas also stable in se吣，啦er 24h stored at
4℃and 37℃，Ⅱ1e radiocheIIlical purities were 92．3％士0．4％趾d 89．5％士0．6％

respectiVely．111e traditiollal Ch-T memod w嬲shple，111e radiolabel堍枷o of wKch

、Ⅳ硒2 1．4％士3．3％，but it、Ⅳ勰iInpossible t0 obtaill tlle stable r：adiolabelillg produCt．111e

radi01abeling ratio of tlle 1abeled compoulld produced by tlle Ilitric aCid oxidization

method waS 72．6％士6．0％(n=6)，t11e radiolabeling produCts of tlle Ilitric acid oxid切tion

Ⅳ
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method was rImch higher，趾d tlle stabilit)r of the product of the 11itric acid oxidization

memod waS good relatiVely．At 80℃rea烈ion system，tlle Ilitric acid oXidization

experiment became dimcun t0 deal砒ld control，also，due t0 me Kgh temperature，

sublimation of t11e redurIdant 125I could cause much more radioactive contarIlination

缸d was unavoidable to bream in，wllich would be adverse to the healtll of the rese锄-ch

、Ⅳorker锄d reduce廿le yieldof 125I．Generally，tlle modified Ch-T method w硒siInple

and convellient，me r刁【diolabeling mtio、V弱11igll觚d me 1abeled coInpouIld、)l，嬲stable，

硒so qualified如r the isotopic仃aciI培expe血nent in ViVo．

ConcIusion

T0 synmesis FA-PEG-DSPE，St印-by-step acylation at room t锄pera_tllre，也e
reaction is not complicated，but the痂：lal total yield w嬲not so good，only about 2％．

吖Ⅸ-NLC—FA panicle is about 134衄=l士18 nm ill diamet％aIld itS growcll iI皿b“ion on

KB ceU is sigmficant．Measllred by MTT，n气X-NLC-FA takes action on KB ceU碉【er

24h，趾d me cytotoxic时of TAX州，C-FA w嬲6 times compared t0 TAX姗．C．
Labell啦paclitaxel by modified Ch-T锄d me础o、糯higll，moreover，恤labeled

compo硼d w嬲虹ble．n w嬲qllalified for me isotopic仃acing experimem itl ViVo．nlis

method w勰sirnple锄d conVement，and waS e嬲y t0 hldle谢tll，nle radiolabel mtio of
t11e con即und produced by t11e modi矗ed Ch-T menlod w邪about 63．1％士5．7％，、)~，i也

p面够about 96．3％士1．3％．The stabil时in selllm，nonIlal salille aIld alcohol of tlle

labeled product aRer pudfication w私better．n could meet winl tlle reqqirement of

pk啪nacol(iIletics仃acer experiment．m tllis study，we have dorle some baSic、Ⅳork f．or

缸tller锄d better deVelopⅡIe】nt of恤noVel target吨n锄0meter paclitaXel，tllrougll
analyzing its dis仃ibution and phannaco虹netics iIl、，ivo．

key words： folic acid； 1iposome； paclita】(el；t{H苫et； DSPE
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研究背景

紫杉醇(paclita)(e1，丑气X)，分子式：C47H5lNOl4。分子量：853．90，化学名称：

5D，20．环氧．1，2a，4，7p，10p，13a．六羟基紫杉烷．11．烯．9．酮．4，10．二乙酸酯

．2．苯甲酸酯．13．【(2R3’S)-N．苯甲酰．3’．苯基异丝氨酸酯】，化学结构如图2．1。紫杉

醇最早是从短叶红豆杉(‰brwifolia)的树皮中分离出的化学结构新颖、作用机
理独特的新型抗肿瘤活性成分，主要用于治疗转移性卵巢癌和乳腺癌，被誉为90年

代国际上抗癌药三大成就之一【11，是目前临床一线化疗药物，1992年12月29日

美国FDA正式批准用于晚期卵巢癌、肺癌、子宫癌的治疗，它是经FDA认证，

目前最好的天然抗癌药物之一，是治卵巢癌、乳腺癌的首选药物，对白血病、肺

癌、脑癌、直肠癌等疗效也显著。由于紫杉醇水溶性差，市售紫杉醇注射液采用

聚氧乙烯蓖麻油等辅料以增加其溶解性，聚氧乙烯蓖麻油，有(中性)粒细胞减少

等剂量限制性毒性和骨髓抑制、室性心律不齐等毒副作用，并可引起严重的过敏

反应，因此临床应用受到限制。解决紫杉醇用药时的溶解性问题成为当前关键问

题之一。

1)紫杉醇溶解性的解决

随着药物学研究和生物纳米科学的发展，一目前已有各种高分子材料和无机材

料用于载体药物的研究，材料的选择必须满足于组织、血液、免疫等生物兼容性

的要求。载体对药物吸附，包裹和键合，通过载体药物进入人体，使药物在释放

部位、速度和方式等具有选择性和可控性，实现药物的缓释和靶向传输，从而更

好的发挥药物疗效。

脂质体作为载体是一个研究热点。脂质体作为载体具有以下特点【2】：脂质体

进入体内被生物降解，不会在体内积累，免疫原性小、无毒；可包埋运载水溶性

和脂溶性药物，使药物缓慢释放，药效持续时间长；脂质体通过细胞内吞和融合

作用，可直接将药物送入细胞内，减少不良反应；脂质体是两性分子的集合，它

的大小、电荷、成分和分子结构容易控制。传统脂质体(1iposomes)是一种由排列

有序的脂质双分子层组成的多层微囊，具有类似生物膜双分子层的近晶型液晶结

构，大小通常为几十纳米到几十微米，目前广泛应用于递送蛋白质、基因及抗菌

抗肿瘤药物等。传统脂质体通过细胞内吞和融合作用，可将药物送入细胞内，它
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是一种定向的靶向给药载体，是无副作用或减少副作用的释药体系，脂质体与细

胞亲和力强，能增强被包封的药物透过细胞的能力，可使药物集中在病灶处，提

高药物的疗效。脂质体纳米粒的粒径分布一般在80～300m，相较适合的脂质体粒

径100 11rIl左右，其被单核吞噬细胞系统截流的量最少，血循环时间最长，在肿瘤

组织中被截留的量最多【3】，调节脂质体的粒径使其血循环时间延长、适合于从血液

转移至肿瘤、在肿瘤组织中易被截留。

．
固体脂质纳米粒(solid lipid n趾op砒icles，SLN)是以固态的天然或合成的类

脂为载体材料，将药物包裹或内嵌于类脂中的纳米给药系统。其以毒性低、生物

相容性好的脂质材料为载体，克服了传统脂质体体内易解离、突释的特点；易消

毒灭菌，贮存稳定性好，适合多种给药途径，可以解决T A X溶解性问题，避免

严重的过敏反应的发生。在SLN的基础上，近年发展的纳米脂质载体(nallo咖cn】re
lipid carri％NLC)展现了其优势。与SLN的单一固体脂质基质相比，NLC由几种

熔点不同的固、液混合脂质作基质，可以避免脂质形成完整晶格而将药物排挤出

来，因此能够增加药物的载带；同时，NLC继承了SLN的一些优点，如生理相容性

好、保护药物不受化学降解，它成本低廉、制备方法简单，NLC作为药物载体是

理想的选择之一。 。

紫杉醇脂质体从20世纪90年代初开始研究，至目前为止临床前已研究取得一

些有理论意义及实用价值的实验结果。商业供应的紫杉醇脂质体(力扑素)是用卵磷

脂等将紫杉醇进行包裹，去除了原来的溶媒，紫杉醇脂质体较传统的紫杉醇注射

液引起的过敏反应发生率低，在耐受性方面前者优于后者降51。研究显示嘲脂质体

作为两性霉素、紫杉醇载体可以较大地提高疏水性药物的水溶性，并有效地降低

药物毒性。

脂质体作为紫杉醇的载体在使用中有如下优点【7】：解决了紫杉醇的溶解性问

题：提高了紫杉醇在溶液中的稳定性；避免过敏反应而不影响抗肿瘤活性；减少

患者对紫杉醇的耐药性；提高机体对紫杉醇的耐受性，有可能增加给药剂量，进

而提高疗效；缩短滴注时间，使用方便：紫杉醇脂质体还有腹腔给药的可能性。

2)延长血浆半排期，提高生物利用度，提高靶区药物聚集

脂质体作为药物载体，具有一定的靶向性和缓释性，能降低药物给药剂量，

减轻药物毒副作用，提高药物的稳定性。然而普通脂质体进入循环系统后，易被

网状内皮系统(reticuloendotllelial system，I冱S)吞噬和破坏，半衰期很短，从而影响
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药物到达预定的治疗靶区【引。

普通脂质体是指未加其他分子成分修饰的脂质体，血循环时间短。包覆脂质

体(coated liposome)是指有分子成分修饰，通过对脂质体大小、电荷以及表面水

化作用的控制使之稳定，以减缓它在循环中的清除作用。包覆脂质体是一种新型

的膜修饰脂质体，与普通脂质体相比，它可增加脂质体双层膜的稳定性，提高脂

质体的体内外稳定性，延缓脂质体中的药物释放；能够给脂质体外层周围提供一

个亲水性屏障，阻止血浆蛋白对脂质体表面的吸附，静注给药可延长脂质体在体

内的循环时间，增加药物的靶向性。常用的包覆材料有多糖(如壳聚糖、藻酸盐)

及其衍生物、聚乙烯醇衍生物(P VA．R)、胶原蛋白、右旋糖苷衍生物等。聚

乙二醇(PEG)是乙二醇单体聚合而形成的线性高分子材料，是一种主链由两个亚

甲基和一个氧原子重复构成的一种人工合成高分子材料，它既可溶于水，又可溶

于一些有机溶剂，无毒，免疫原性低，是美国食品与药物管理局(FDA)唯一认

可的可用于食品和药物的人工合成高分子材料。国外的抗癌药物脂质体的研究已

历经30多年，主要成果是长循环技术，其中聚乙二醇(PEG)类研究较多。聚乙二醇

具有优良的生物相容性，在体内能溶于组织液中，能被机体迅速排出体外而不产

生任何毒副作用。PEG分子末端羟基通过适当方式活化或改造可与各类分子相偶

联，通过化学反应，．它可以连接到其他一些分子或表面上去，形成与生物相容的

保护膜，在新型生物材料的合成和改性中PEG作为材料的一部分，赋予材料新的特

性和功能，如亲水性、柔性等。决定脂质体与RES产生亲和作用的是脂质体与I也S

细胞的非特异性疏水作用和一些血浆成分(主要是调理素，opson蛐对脂质体的特异

性调理作用。兼有亲水性和柔顺性的聚乙二醇高分子能在脂质体表面形成一层水

化膜，阻碍血浆成分与脂质体表面的吸附，PEG化脂质体的PEG层空间障碍和表面

亲水性减少了联结到脂质体上的血液蛋白，从而降低网状内皮系统对脂质体的识别

和摄取，使脂质体在体循环中的时间延长。聚乙二醇．二硬脂酰磷脂酰乙醇胺

(PEG．DSPE)PEG．DSPE是聚乙二醇的磷脂衍生物，为两性高分子化合物，既含

有亲水的聚乙二醇又含有疏水的脑磷脂，在水中的性质近似于表面活性剂，以胶

束的形式存在，当PEG．DSPE与脂质体混合时，其疏水端插入脂质体双分子膜，使

PEG．DSPE亲油的羧基嵌入脂质体形成稳定的聚乙二醇保护层，亲水性的长链留在

纳米粒的表面，可以吸附大量的水分子，从而脂质体纳米粒表面形成～层水分子

的空间位阻，减少体内巨噬细胞对纳米粒的吞噬，延长了脂质体在血液中的循环
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时间。采用PEG修饰药物载体表面，防止I迮S(网状内皮系统)吞噬脂质体，实现了

肿瘤的被动靶向治疗。研究表明，脂质体表面覆盖聚合物PEG可明显增强脂质体的

血液半衰期及其在肿瘤部位微血管的渗透【91。crosasso掣101制各了载有紫杉醇的

经PEG修饰的脂质体，是以卵磷脂：磷脂酰甘油：胆固醇：PEG5000。二棕榈酸磷

脂酰乙醇胺(DPPE)为9：1：2：O．7(摩尔比：molar ratios，MR)，与传统紫杉醇

脂质体相比，经过修饰的紫杉醇脂质体在体内的tl尼B(药物消除半衰期)为48．6h

(传统紫杉醇脂质体的tl尼B为9．2711)，药效学实验证明，PEG修饰的载药脂质体与

游离药物的活性相当。陈大兵等【11】制备的长循环的紫杉醇硬脂酸纳米粒是采用“乳

化蒸发一低温固化”法制各纳米粒，它是以硬脂酸为载体材料制备成紫杉醇的长循

环脂质纳米粒，所制备的长循环纳米粒在小鼠体内的血浆半衰期(Tl，2防10．06 h)高于

普通纳米粒(Tl，2p，2．63 h)和紫杉醇注射剂(Tl，2p，1．36 h)。Ibbert J．Lee等【12】叶酸紫杉

醇脂质体主要是以二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)／磷脂酰甘油∞MPG)／mPEG．DSPE

／FA．PEG．DSPE(MR：85．5：9．5：4．5：O．5)为载体材料，靶向PEG化紫杉醇脂质体与非

靶向PEG化紫杉醇脂质体的血浆半衰期分别为12．33 h、14．23 h，而以聚氧乙烯蓖麻

油为佐剂的游离紫杉醇注射制剂的血浆半衰期为1．78h。PEG的柔韧性的亲水性长

链使脂质体空间结构发生变化及亲水性增强而被I也S摄取减少，PEG的长链越长，

则脂质体亲水性越强。然而不同分子量的PEG在肿瘤组织中的积聚程度不同，分子

量增大，PEG化脂质体在血液中停留时间延长，而在肿瘤组织的渗透速率却减慢。

不论PEG分子量如何，以及肿瘤位于何种部位，PEG化脂质体均表现出对肿瘤部位

的高积聚性，停留时间也比在正常组织中长【13】。药物载体表面覆盖PEG，可降低

免疫原性，可逃避I也S系统的吞噬作用，且大大增加其在血浆中的寿命，延长半衰

期，提高疗效。

3)提高药物靶向性，增强靶区疗效，降低损伤

靶向治疗是能将治疗性药物通过靶向载体／靶向制剂送达到预定目标部位的药

物制剂，它可使到达需要部位药量比例大大增加，从而减少用药剂量，减轻毒副

作用。

脂质体的靶向作用可分为主动靶向和被动靶向两大类：主动靶向脂质体是指

表面结合有抗体或配体的脂质体，包括配体靶向脂质体和免疫脂质体。被动靶向

脂质体是指脂质体表面没有靶向物质，仅靠其本身的趋化特性作用于组织，包括

普通脂质体和长循环脂质体。与未加修饰的脂质体相比，主动靶向性脂质体(Active
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targeted 1iposome)可更加精确的到达靶向目标，使得药物在局部聚集。所谓配体

靶向脂质体是脂质体表面结合有能识别细胞表面分子的物质，通过配体分子的特

异性，专一地与靶细胞表面的互补分子相互识别与作用，使脂质体聚集到在靶区

并释放药物。这类配体有：各种糖脂或糖蛋白、植物凝集素、肽类激素和其他蛋白

质，可以根据临床需要来选择不同配体。

发展选择性破坏肿瘤组织的肿瘤靶向治疗已成为当今肿瘤治疗的主导方向。

近年来，有关专家主要致力于研制主动靶向的长循环抗癌药物脂质体，即把肿瘤

靶向配体连接到长循环脂质体的PEG链末端，以实现肿瘤的主动靶向。国内的肿瘤

靶向抗癌药物脂质体的研究始于上世纪八十年代末期。目前采用的肿瘤靶向配体

主要有肿瘤细胞靶向的单克隆抗体或其活性片段和叶酸等小分子，以及肿瘤血管

靶向的小分子环状肽等【悼15】。

叶酸受体(Folate recept蚺FR)是是一种由糖基化磷脂酰肌醇(GPI)连接的胞膜

糖蛋白，是肿瘤相关性抗原，分子量为38～40 kD。在正常组织中表达高度保守，而

在上皮组织来源的恶性肿瘤如卵巢癌、宫颈癌、肾癌、乳腺癌、结肠癌、鼻咽癌

等组织中高度表达。FR有FR．a’FR．p，FR-价’3种叶酸受体的异构体，前两者是细

胞膜偶联蛋白，与(谬I锚链。叶酸辅酶、5．甲基四氢叶酸对FR．a亲和力显著高于FR

—p【1 61，．叶酸对FR-q(尉～0．1 11M)亲和力略高于FR邛(崩～1 nM)【171，正常组织

如造血组织及非上皮组织表达FR—p，一些髓细胞性白血病和胃癌高度表达FR—p，

FR-丫／丫’缺少修饰GPI羧基末端信号肽，是一种分泌型蛋白【181。鉴于许多恶性肿瘤细

胞膜表面叶酸受体活性和数量显著高于正常细胞，叶酸脂质体通过叶酸分子修饰

脂质体所获得的主动受体型靶向脂质体，在肿瘤靶向治疗中具有潜在应用价值。

叶酸化学结构上游离丫羧基(FA—y．COOH)与游离叶酸(两羧基未衍生化，处

于游离状态)对叶酸受体具有相似的亲和力，而FA．a．COOH羧基对叶酸受体几乎

没有亲和力【191。因此叶酸偶联物质中保留游离Y羧基(丫．C00H)以确保叶酸仍能

够保持与其受体特异结合的活性。叶酸及其衍生物与膜表面叶酸受体结合，富集

在靶细胞膜特定区域，该区域向胞浆内陷形成胞内体，在酸性(pH5．0～5．5)胞内体

中受体与配体分离，受体返回细胞膜表面，而内化的配体或被溶酶体降解，或由此

释放入胞液。

叶酸作为靶向治疗的导向试剂具有许多优点，如：水溶性的维生素、高度特

异性亲和力(Kd～1040M)、分子量小、更易浸润肿瘤部位、免疫原性低、可多次
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给药、原料易得、成本低廉、偶联物制备简单、性能稳定、生理相容性好、易于

储存、不被溶酶体破坏、可以通过内化和循环机制来提高转运效率、当叶酸摄入

量受限时，肿瘤细胞摄取叶酸的能力要明显增强。国内外已有很多报道，利用叶

酸与某些药物偶连，能够明显增强叶酸受体阳性细胞的药物摄取M巾“1。目前叶酸

受体介导的肿瘤靶向治疗国内外已有相关研究【23’24】。但目前仍然处于细胞实验阶

段，但其治疗策略在肿瘤靶向治疗中已显示出良好的I瞄床应用前景。Robert J．Lee

等【25】以二硬脂酰磷脂酰胆碱(distearoyl phosphatidylcholine；DSPC)、胆固醇

(cholester01)及FA．PEG．DSPE为主要原料制备的叶酸靶向脂质体，首次将叶酸与

脂质体连接，获得叶酸柔红霉素脂质体，结果显示靶向柔红霉素脂质体对KB细胞

的细胞毒性为非靶向脂质体药物的86倍，KB瘤细胞摄取靶向脂质体能力明显提高。

Zhang【26】等制备的叶酸柔红霉素脂质体(主要材料为DSPC／cholesterol

／FA．PEG-DSPE—56：40：0．1)对HeLa-形1和Caco．2细胞2h杀伤效应分别为非靶向柔

红霉素脂质体9．5、1 1 9．5倍。I沁bert J．Lee等【12】研究的叶酸靶向脂质体主要是以卵

磷脂及脑磷脂为材料，类似细胞膜结构，其制备的叶酸靶向紫杉醇脂质体对KB细

胞24h的杀伤效应是非靶向脂质体的3．8倍，但类细胞膜结构可能导致药物在细胞缓

慢释放。stephe璐on等匹刀制备的叶酸柔红霉素脂质体显示对KB细胞的杀伤效应为非

靶向脂质体偶联的柔红霉素的18倍。国内【28】报道的叶酸脂质体包裹钙黄绿素以

FA．PEG．DSPE、胆固醇、卵黄磷脂酰胆碱(9鹊yolJ(phoSl)hatidyl choHne，EPC)以

10：40：56配比，用成膜．水化结合冷冻．熔融超声法制备内含钙黄绿素叶酸．脂质

体，用荧光显微镜结果显示HeLa细胞摄取叶酸．脂质体影响程度进入HeLa细胞量相

对与非靶向脂质体4倍。体外研究证据已提示叶酸脂质体在肿瘤靶向治疗中的潜在

应用价值【29】。体外试验证明【30’311，叶酸一脂质体可与受体特异性结合，有效地将

药物导人靶细胞，并显著提高药物作用效果。提示叶酸脂质体在肿瘤靶向治疗中

的潜在应用价值。

本课题旨在探索叶酸一PEG．脑磷脂的合成方法并对产物进行高效液相色谱

(1ligIl pe面nnance liquid chromato班蛆，HPLC)、红外光谱(i硒Wed spec仃oscopy，

IR)、磁共振氢谱(硼clear ma印etic reson锄ce．hy如g髓Spect飓1H-NMR)等鉴定；

采用高压乳匀法，以硬脂酸、玉米油、卵磷脂、胆固醇、脑磷脂、紫杉醇等为材

料按一定比例制备新型的叶酸靶向纳米紫杉醇脂质体(吖Ⅸ-NLC．FA)，并对其进

行物理及生物学特性鉴定。生物材料要选择几种熔点不同的固、液混合脂质作基
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质，可以避免脂质形成完整晶格而将内部的药物排挤出来，能够增加药物的载带，

稳定紫杉醇纳米脂质体。

4)新型叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体体内示踪实验示踪剂的制备

紫杉醇是一种二萜类化合物，化学结构特殊，到目前为止，国内外尚无以放

射性碘的同位素直接标记紫杉醇的报道。目前文献报道的紫杉醇药代动力学资料

大都是通过高效液相色谱检测【32~34】得到，工作量大，灵敏度相对低。以放射性同

位素标记的紫杉醇作为示踪剂是研究紫杉醇相关制剂的一种较为简便的检测手

段，可大大减轻高效液相色谱检测的繁琐，降低成本等。Deukj00n瞄m等【35】用三

甲基锡化的紫杉醇作为标记底物，将放射性核素123I替换三甲基锡基团，获得紫杉

醇标记物，但方法烦琐，一般实验室无法进行，目标记率也只有63％～65％。B1lcbsbaum

DJD6】等以衍生化的紫杉醇3’一OH甲ⅨSX(3。一(4-H)础．0Xyphenyl)pacHta)【el-2’嘲】喇na妨为

底物，以10doge臌引入125I得到125I-P似sX(1≈3’．(4_Hydroxyphenyl)pacli觚e1．2’．s uC
ciIlate，125I．3’．OH．PTxS均，其标记率为98．5％，标记率较高，但底物一般实验室难

以获得。传统的一步氯胺T法标记紫杉醇，标记率低且不稳定，无法满足示踪实验

的要求。本课题拟改进Ch-T标记法，先用稳定的NaI与紫杉醇作用，然后再以放射

性Nal25I标记紫杉醇，以期获得能够满足示踪实验要求的标记产物，从而为研制新

的纳米化紫杉醇、开展体内药物分布与代谢动力学的研究，提供合格的示踪剂。

7
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第一部分叶酸一PEG(3350)．脑磷脂的合成及分析

1材料与仪器

1．1仪器

全功能型时间分辨和稳态荧光光谱仪(FLS920，ED肿URGH ills仰ments，
Scotl觚d，U]目；恒温磁力搅拌器(DF．II，金坛市医疗仪器厂)；旋转蒸发器(R．201，

上海申江机械厂)；高速离心机(AⅡe画眦64R centri如ge，BEcKMAN
c017I冱卫R『IM)；722型光栅分光光度计；w．aters 2695 alli纽ce@高效液相色谱仪，

№2487紫外检测器，自动进样器(SM7，懈RS)；电子天平(FAl004，上
海天平仪器厂)；超纯水系统(Bamstead D8982．33，U．S．A)；红外光谱测定仪器

(vAmAN，Fr-瓜，型号：ExcaHbllr HE 3100)；核磁共振谱仪(型号：17NITY矾OVrA

400，美国瓦里安公司)；冷冻干燥机(FreeIz0舱6 Liter B眦p Freeze Dry
systems，Labconc0)；线性离子阱质谱(QT黜心MS／MS Appned biosystenl／MDS

SCⅢX，USA，三极四极杆串联线性离子)

1．2试剂与材料

叶酸(F0nc acid，Folate丑～，sigma’98．9％)；聚乙二醇二胺(H2N—PEG—NH2，

Si印唿X一脑磷脂一(mstearoylphosphatidyletllallol锄血e，DSPE，Sigma)；_一丙酮(AR)；

甲醇(Fisher，HPLC)；氯仿(HPLC)；透析袋(MWl000，上海绿鸟科技发展有限

公司)：DMS0(GC，H20<O．005％)；三乙胺(TEA，AR)；琥珀酸酐(SuC，sigma)；

羟基琥珀酰亚胺(NHs，FLuKa公司)；二环己基碳二亚胺(Dcc，FLuKa公司)；纤

维素磷酸盐阳离子交换树脂(CPCER，Si91Ila公司)；磷酸二氢钠(AR)；磷酸氢二

钠(AR)

2实验步骤

2．1 FA—PEG．NH2合成

2．1．1 FA与PEG．(NH2)2 N．酰化反应——顺序加样法

根据文献【12'37】稍作变动，FA 65．8mg，H2N—PEG．NH2400mg、NHS 35mg、

DCC 62mg、TEA 120pL(J挛尔比例FA：PEG一(NH2)2：DCC：NHS：TEA=(MR：1：0．8：

2：2：5)分别溶解在DMSO中，依次顺序加入，氮气保护，黑暗状态下室：；jl矗搅拌反应

8



叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制各及其生物学效应的研究 第一部分

24h，50℃搅拌(500r／min)反应6h，反应结束后减压蒸发去除三乙胺，有机系滤膜(孔

径：O．45岬1)过滤去除副产物DCU，粗产品留样待HPLC检测。

纯化方法一：粗产品用50mM N棚C03 2L清洗三次，每次12h，去除未反应的

FA；去离子水透析六次，每次24h，去除DMS0。获得的产品经低压冷冻干燥。粗

产品重新溶解在去离子水中，通过CPCER柱，10n州的M也HC03(PH8．0)淋洗，

分段收集各组分，去除未反应的H2N．PEG小m2，再37℃水浴搅拌蒸发去除

NH4HC03，产品经低压冷冻干燥，获得纯化的终产物。

纯化方法二：根据Karen vogel【38】等实验的纯化方法，本实验以冷氯仿45ⅡlL加

入混匀，除去未反应的FA及副产物FA．PEG．FA，旋转蒸发去除有机溶剂氯仿，去

离子水透析去除DMSO，产品经过低压冷冻干燥。反应步骤如图1．1。但是因游离

H2N．PEG-NH2溶于氯仿，因此单纯用此方法并未除去过剩的H2N．PEG．Ⅻ％。
．．·。：·‘：·‘·：．：‘·．‘。．‘。：。。．·‘·：．。．。。‘．r·．：‘．。．。■：‘‘：

DOC『NHS雁～

DMSO／室温，24h袁50℃，6h

+ H烀H棚—H傩棚p*伽棚2NH2
(1I抖孵拍州3)

F妯啪-PEG．N№

图1．1 FA与PEG二胺N．酰化反应式(2．1．1一一顺序加样法)

2．1．2 FA与PEG．(NH2)2N．酰化反应⋯一活化酯法

反应条件根据文献【39’431，稍作变动。主要为FA 100 mg，DCC 93 mg和NHS

52mg溶解在5InL的DMSO，氮气流吹拂10IIliIl，黑暗状态下室温反应1 8h，离心

去除副产物DCU。30％除水丙酮／70％无水乙醚沉淀并清洗叶酸活化物质

FA小mS(取出部分沉淀物真空干燥后行红外光谱及磁共振氢谱检测)。沉淀物质重

新溶解在2rnL DMSO中。H2N．PEG-NH2 400mg溶解在2InL的DMSO中，120此

的TEA，1．3 InL的FA小mS逐滴加入，边加边搅拌，氮气保护黑暗状态下反应24h。

减压蒸发去除TEA，有机系滤膜(孔径：0．45肛1)过滤去除副产物DCU，粗产品留

9
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叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制各及其生物学效应的研究 第一部分

样HPLC检测。冷氯仿45mL加入除去未反应的FA及副产物FA．PEG-FA，旋转

蒸发去除有机溶剂氯仿，去离子水透析去除DMSO，产品低压冷冻干燥。反应步

骤如图1．2。
●1●J-● ●●●●● 。●●。‘●‘●●● -● ●●●

F呶t口-f_EG-NHk

图1．2 FA与PEG．(NH2)2 N-酰化反应化学式(2．1．2一一活化酯法)

2．I．3一’FA与PEG．(眦2hN．酰化反应二二-聿酰氯法 一f一一

FA 65．8mg溶解在1mL的DMSO，加入18uL(1．2摩尔比例)的草酰氯，通入氮

气，室温搅拌(50m腼n)反应2h，减压蒸发去除未反应的草酰氯，H2N．PEG．NH2

400mg溶解于2nlL DMSO中，FA酰氯逐滴加入PEG一州如体系，边加边搅拌
(500r／min)，加入过量Ⅱ狐50pL，氮气保护，黑暗状态下室温反应3h，反应结束后

减压蒸发去除1rI狐(粗产品以去离子水为稀释剂，作HPLC检测)。冷氯仿45InL

加入除去未反应的FA及副产物FA．PEG．FA，旋转蒸发去除有机溶剂氯仿，去离

子水透析去除DMSO，产品低压冷冻干燥。反应步骤如图1．3。

lO
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3h

+H2N—PEG-NH2——
DMS0 ·一M墩矿呻o-：：；=．：- 一： ：o： ：}!．!F幽啪-距G．眦：■：

一 ；： j：：o：=．：_ ：。。-： ．：．_：o

图1—3 FA与PEG一(NH2)2 N-酰化反应化学式(2．1．3一一草酰氯法)

2．1．4 高效液相色谱(肿LC)检测FA—PEG心m2条件

色谱柱：GPc-1000(4．6掌250衄，5“m)Fuji，Silysia；流动相：磷酸钠缓冲液
(pH 6．O)与甲醇梯度淋洗；柱温：30℃；流速：1删n；检测波长(?)：363喇4咖
2．1．5红外光谱(b胁ed)检测

池窗材料：KBr；红外光谱能量：40 mw；波数范围(y)：400_4000cm．1

2．1．6磁共振检测

频率：400MHZ；溶剂：氘代DMsO(d6一DMsO)：扫描范围(d)：0-13ppm

2．2琥珀酸酐与脑磷脂的连接(SUC．DSPE)及鉴定方法

2．2．1琥珀酸酐与脑磷脂的连接

一根据文献‘捌稍作调整，一2．5mL盼CHCl3溶解50i岖‘巧spE，0．5mL’DMso溶解

15mg琥珀酸酐后，逐滴加入前一体系，加入50pL TEA或10“LⅡ比啶，50∞，r击n搅

拌室温下搅拌反应24小时，反应结束时减压蒸发去除TEA与氯仿，残留少许液体，

45nlL无水冷丙酮沉淀析出产物，20 ooog离心15IIlin，弃上清。冷丙酮继续清洗沉

淀3次。真空干燥，产物重新溶解在氯仿中，．20℃储存，留样待行肿LC及质谱检

测鉴定。反应式如图1-4。

誊|}誊誊i》·+玉刮三二馘⋯，
^，．SuccinyI DSPE

图1．4 Suc与DsPE N-酰胺反应化学式(2．2．1)

lI

办一
氯一吲酰一瑚等

：={|!∞嗨w；：=i{!；；=；；；；：饕；{；；；撕肼一麓⋯_∞一；{；j惭碜；；；一⋯鬻⋯

Owner
高亮

Owner
高亮

Owner
高亮

Owner
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2．2．2 HPLC检测产物色谱条件

色谱柱：C18(4．6×150IIlIn，5岬，waters sy衄朗奶；流动相：10 II蝴磷酸钠／甲
醇=8／92(体积比)；流速：1lIlL／Inin；进样：10此；柱温：30℃；检测波长：254咖
2．2．3 LC．MS质谱鉴定产物条件

进样方式：直接进样：电喷雾电压：-4200V(负离子模式，EMS．)：去簇电压

(Decluste血g potential，DP)：80．0V；加热温度：250℃；质量扫描范围：500．1000(m／z)

2．3 FA．PEG．DSPE连接及鉴定

2．3．1 FA．PEG．DSPE连接

将纯化后低压冷冻干燥的SUC．DSPE重新溶解在3n儿的CHCl3中，在室温下与

26nlg DCC反应4h活化羧基，取250mg FA-PEG-NH2溶解在2InL的CHCl3中后转入

上面的反应体系中，加入TEA 20止。室温整夜搅拌反应24h，旋转蒸发器减压蒸发

去除混合物中的溶剂氯仿与Ⅱ狐，冷丙酮沉淀并清洗产物。产物真空干燥后待

1H蝴检测。化学反应式如图1．5。

—啼q荨却y，p翻咱；。■o．：．：．。：。：’；。j。：。；
。■■：■。．■■：◆?：=：：．■o
：一：：．：-：．：※：：：※：．：．：．：-：．：※：※：■：．：．：，：·

DCCrrEA眨4h ；。‘

—i_粤
；：：：：：i：：：：：：：：：：：：：i：；{；≥；：；：：-■咿晖q联唯一：：：：：：：：：：：：：j：：暑；：：：}0：：：：：_：：；：；：；：；：：：：：：：：≯；：；：：叠：{：：：：：：：：：：：：；：
图1-5 FA—PEG与SUC．DSPE N．酰胺反应化学式

2．3．2 FA．PEG．DSPE终产物磁共振鉴定条件

频率：400MH[Z；溶剂：氘代氯仿(dl-CHCl3)；扫描位移(6)：0．13ppm

3统计学分析：统计学检验采用SPSS 13．0作统计分析

4结果

4．1 FA活化酯的鉴定

4．1．1 FA活化酯红外光谱鉴定

． 图1．6为FA-ⅫS活化产物的红外光谱分析的结果，在红外光谱图上，

Owner
高亮

Owner
下划线
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1607．4cm。1为叶酸上苯环所特有的吸收峰，1737．3 cm’1为羟基琥珀酰亚胺的特征吸

图1．6：为FA．NHS活化产物的红外光谱

注：红箭头所示l 607．4 cm-1为叶酸上苯环结构特征吸收峰

蓝箭头所示l737．3 cm．1为羟基琥珀酰亚胺特征吸收峰

4．1．2 FA活化酯磁共振谱分析

图1．7为FA小mS活化产物的磁共振氢谱分析的结果，以d6．瑚ⅥSO为溶剂，

与叶酸相比，FA．DCC在2．72ppm出现氢峰，为DCC的碳二亚胺所有，FA-NHS

2．82ppm氢峰为NHS氢的位移点，由此可知，叶酸与DCC可以形成活化酯

FA．DCC，进而可与NHS生成活性较强的FA-NHS活化酯。

图1．7：FA．NHS活化产物的磁共振氢谱

注：黑色箭头所示的2．72ppm为DCC所产生的氢位移峰

红色箭头所示的2．82ppm为NHS所产生的氢位移峰
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枣2 FA-PEG-NH2的鉴定

4．2．1 FA．PEG．NH2的HPLC鉴定

4．2．1．1 FA定性分析，标准曲线制各

叶酸10mg，以DMSO为溶剂配制母液10mg／nlL，以去离子水系列稀释6个

终浓度点分别为：100，500、1000、2500、5000、10000n咖儿，作为标准曲线的6

个点。表1．1为FA．PEG二NH2进行HPLC分析时的流动相与梯度洗脱时间表。图

1．8为叶酸的HPLC色谱图，FA保留时间(Rention time，】玎)：2．368min。FA标

准曲线如图1．9，标准曲线相关性良好，250、1500、5000 ng／mL三种浓度日内变

异分别为：3．82％、1．31％、O．78％，日间变异分别为：4．62％，1．36％、1．34％，

精密度良好。

表1．1 FA．PEG．NH2梯度洗脱时间表(tIle time of鲈Idient)

‘

f 。—矿2S4nmr⋯一
／

—F^．-

／4 363nm
／

L ．

图1．8 FA的GPC．HPLC在363／254衄通道色谱图 RT：2．368miIl
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R2=0．9999
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图1—9 FA的标准曲线(GPC一阳}LC)
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4．2．1．2 FA．PEG-NH2粗产品的HPLC色谱分析

如图1．10显示各种方法所得FA—PEG．NH2粗产品HPLC色谱(护363nm)，

FA．PEG啦的I汀：3．340mill，副产物(主要为FA．PEG．FA)的I汀：7．371miIl。

t
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图1．10 不同方法下FA与PEG．0、『H2)2_N．酰化反应粗产物的HPLC色谱图

注：a为单纯FA的GPC．HPLC色谱图

b为顺序加样法室温所得粗产品的GPC．肌C色谱图
c为顺序加样法50℃反应条件下所得粗产品的GPC．}玎，LC色谱图

d为活化酯法所得粗产品的GPC．肿LC色谱图

e为草酰氯法所得粗产品的GPC．唧LC色谱图

f为过量草酰氯活化条件下所得粗产品的GPC．Ⅷ，LC色谱图

表1．2 FA．PEG_Ⅻ2／副产物反应产率(％，z士s，n>3)反应方式——连接比率
FA．PEG-NH2 副产物

以FA为标准，通过峰面积计算各种不同反应条件下FA-PEG枷2连接比率，
如表1．2所示。统计学检验显示顺序加样常温反应24h与50℃反应6h条件相比

FA．PEG删2连接比率具有统计学差异(P<0．05)，但后者的副产物比率较高；FA
活化酯法相比与前两者相比，FA．PEG二NH2连接比率有统计学差异(P<0．05)，副产

物亦有统计学差异(P<O．05)，FA活化酯法所得产物连接比率低；草酰氯法所得产

物FA．PEG-NH2连接比率最低，但副产物产率较高，草酰氯法作为FA与

PEG．(NH2)2N-酰化反应不可取。

顺序加样常温反应24h透析后所得粗产品冻干后称重约330mg，经CPCER过

柱后收集产物冻干后约75 mg，终产物产率约16％；顺序加样常温反应24h粗产品

经氯仿纯化的产物约210 mg；50℃反应6h条件下经氯仿纯化后约190mg；FA活
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化酯法经氯仿纯化后的产物约225 mg；草酰氯方法所得产物经收集未见明显产物。

4．2．1．3纯化后的FA．PEG寸汀H2的HPLC分析

4．2．1．3．1透析后所得产物的}PLC色谱图

顺序加样常温条件下产物未透析产物所示FA所占比例约46．5％，FA．PEG小m2

所占比例约3 1．6％，副产物约22％；经透析后所得产物显示：游离FA仍有32．8％，

FA．PEG州2比例约为41．8％，副产物约25．4％。可见透析后游离FA去除效果不好，
而相关文献并未提示透析效果，本实验中发现经透析后游离FA去除效果不理想。

Ⅷ1Ⅲ1月ⅢⅢⅫⅧ_q¨，ⅫⅫ■l 7』7口ⅫⅫ％■∞"Ⅱ
． -

图1．1l顺序加样常温条件下粗产物透析后的HPLC色谱图

4．2．1．3．2 氯仿纯化法所得产物的HPLC色谱图

顺序加样常温条件下的粗产品经氯仿纯化后所得产物的HPLC产品峰所占比

例约为75％，‘游离FA仍有5％，副产物约20％。氯仿纯化后的废弃沉淀物质的}玎?LC分

析显示，游离FA占沉淀物质的比例约63％，副产物比例约33％，FA-PEGNH2约为4％。

‘m

E^

卜f一
＼

j
■●

图1．12氯仿纯化法所得产品／沉淀物质的HPLC色谱图

注：A图为氯仿纯化后的产物的GPC．Ⅷ，LC

B图为氯仿纯化后的废弃沉淀物质的GPC．阳，LC
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4．2．2 FA-PEG-NH2红外光谱(瓜)分析

4．2．2．1纯化后的产物f’A．PEG—NH2红外光谱(瓜)分析

图1．13是纯化后产物FA—PEG—NH2的红外光谱(瓜)图，由图可见， 相比

PEG-(NH2)2的红外光谱图FA-PEG—NH2的红外图上出现苯环的特征峰(1607．4

cm．1)，显示成功制备了FA．PEG．NH2，但由透析后产品的HPLC色谱图可知，纯

化后的产品内仍含有少量的FA，因此此m图谱不能证实产物确已连接。

图1．13纯化后的产物FA—PEG捌2红外光谱图

4．2．2．2删C收集I玎为3．340min峰的红外光谱分析
图l一13是收集RT为3．340 mill、经过}mLC纯化后的产物FA—PEG-NH2的红

外光谱(瓜)图，由图可见，相比PEG-(NH2)2的红外光谱图FA．PEG-NH2的红外

图上出现苯环的特征峰(1607．4 cm．1)，显示成功制备了FA—PEG．NH2。

图1．14如?LC纯化后的产物f’A—PEG姗2红外光谱图
4．2．3 FA．PEG一Ⅻ％磁共振氢谱(1H．NMR)分析

图1—14是通过阳}LC纯化收集I玎为3．340 Il血的产品峰行1H．NMR检测，

6．0—9．Oppm之间为叶酸苯环结构上氢峰，3．56·3．75ppm为聚氧乙烯氢峰，两者的存

在说明产物结构中有FA及聚氧乙烯的存在，说明成功制备了理论上所需的产物。
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图1．15 FA．PEG．NH2的1H．NMR谱图

注：3．56·3．75ppm处箭头所示为聚氧乙烯片段中的氢位移峰

6．9-9．0ppm处三个箭头所示为FA苯环中的氢位移峰

4．3 SUC．DSPE鉴定

4．3．1 SUC．DSPE的HPLC分析

如图1．16：单纯DSPE的I盯为1．997min，SUC．DSPE的I汀为1．663min，根

据峰面积计算得到DSPE与SUc连接占总加入DsPE的比例约90．9％士1．03％

(n=3)。
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图1．16 SUC．DSPE／DSPE高效耐目色谱图
注：黑色线条色谱图为单纯游离的脑磷脂的}Ⅱ，LC色谱图

蓝色线条色谱图为合成产物SUC．DSPE的}玎，LC色谱图
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4．3．2 SUC．DSPE质谱分析

负离子质谱扫描DSPE和SUC—DSPE，溶剂：甲醇(色谱级)，质谱结果如图

示：DSPE经EMS负离子扫描，746．6分子峰为DSPE(MDsPE-[H+]=747．6．1)，

SUC．DSPE经EMS负离子扫描，与746．6峰相对应，出现分子峰846．6为产物

SUC—DSPE(Msuc．DsPE-[H+]-M DsPE+Msuc一1=747．6+100一1=846．6)。收集产物真

空干燥后精密称量约为33mg，根据HPLC检测所得DSPE与SUC连接比例约91％，

计算终产率约61％。

图1．17 DSPE／SuC．DSPE负离子质谱扫描图

注：粉红色箭头所示为DSPE的峰位

蓝色箭头所示为SUC—DSPE的峰位

4．4 FA．PEG．DSPE的磁共振氢谱(1H-NMR)结果

FA—PEG—DSPE粗产品经丙酮沉淀(去除未反应的FA．PEG．NH2)，真空干燥

后溶解于刀代氯仿(CD3C1)，由图1．18显示6．0—9．0ppm之间为叶酸苯环氢峰，

3．56—3．75ppm为聚氧乙烯氢峰，1．22ppm为亚甲基峰，三者的存在表明
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FA．PEG．DSPE终产物的合成。终产品真空干燥后精密称量约46mg，终产率约19％。

图1．18 FA．PEG．DSPE的磁共振氢谱(1H-NMR)

注：黑色箭头所示为FA结构上氢峰；蓝色箭头所示为PEG结构中乙烯氧片段中氢峰；

红色箭头所示为DSPE中亚甲基的氢峰

5讨论

有关FA与PEG．(NH2)2的连接文献多是采用室温顺序加样反应，但是有关

每一步骤所得产物的连接比例、产率及其鉴定并无详细报道。本实验中采用四种

方法，比较不同合成方法对连接比例、产率的影响，并对主要产物行HPLC、IR、

1H-NMR、EMS(．)等鉴定。

FA活化酯法可去除过剩的DCC／NHS，不需要加水使DCC转变为DCU后再

除去，简化DCC清除步骤，但FA活化酯法在FA-NHs中间产物纯化中需要30％

无水丙酮／70％无水乙醚，无水条件要求严格，操作较为复杂，受本实验室条件限

制且产率较低，FA活化酯法非最佳的选择。

草酰氯化的FA活性极强，基本上FA全部形成酰氯(此点可从产物的HPLC

色谱图无游离FA峰得以证实)，得到的产物亦较少，而副产物占极大部分。实验

当中也发现加入冷氯仿沉淀副产物及未反应的FA时大部分被沉淀下来，而根据

HPLC反应的粗产品(未经氯仿纯化)可看出，基本上无游离FA的存在，说明沉

淀物质基本为副产物，上清经减压蒸发后残留物用水溶解，透析去除DMSO后冻

干，基本收集不到产物，产率极低。草酰氯法不可取还有其他因素如：草酰氯活

性太强，FA吖．C00H和FA—a．COOH两羧基基本上无选择性的被酰氯化，这样

难以保留所需要的FA吖．COOH，失去对其受体的靶向作用；另一方面，草酰氯加

入体系后短时间产生大量热量，易爆炸，因此一般要在冰浴中反应，待充分接触
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后方可室温反应，而DMSO在18℃以上处于液体状态，难以在冰浴条件下反应，

因此操作时保持良好通风，滴速慢，但草酰氯体系容易受环境影响，应避氧，造

成操作困难；FA作为生物样品应使用温和的活化剂，以保持FA的活性，满足实

验的需求。综上因素，草酰氯法活化FA不适作为N．酰化反应的活化剂，因此此

方法不可取。

顺序加样50℃反应条件下，反应产率较高，但副产物相对也较高，经冷氯仿

纯化后的产率约有45％(内含过剩的PEG．(NH2)2，FA．PEG-Ⅻ2的含量可以根
据叶酸标准曲线定量，经HPLC检测显示FA．PEG二Ⅻ也的含量约占总产率分量的

35％左右)。顺序加样室温反应条件下副产物相对高温条件下降低，产率相对略低，

但此反应条件温和，操作简单，此条件作为首选。其次为50℃反应体系。根据以

上情况，本实验选择室温顺序加样反应。

SUC与DSPE的反应程序中，发现根据文献方法无法实现两者的酰胺连接。

根据文献提示条件是以单纯氯仿为溶剂，加入少量ⅡW吡啶催化反应24h，负离

子质谱鉴定并无SUC．DsPE的生成。实验中发现，加入氯仿后SUC基本保持结晶

状态，至24h仍未见明显溶解，考虑为SUC不溶解的缘故，补加整个体系1／6体

积的DMSO或l／6体积的DMSO溶解SUC后转入DSPE的氯仿体系，反应24h，

经负离子质谱鉴定生成理论所需产物，实验当中分别以TEA、吡啶为催化剂，

SUC．DSPE连接比率无明显变化。

终产物FA．PEG．DsPE反应产率较低，经丙酮沉淀清洗后，磁共振氢谱证实成

功了FA-PEG-DSPE。FA与PEG-Qm2)2室温顺序加样N一酰化反应实验中考虑即

使PEG-州2)2过剩，与下一步骤中的反应物SUC．DSPE会生成PEG．DSPE不会影
响药物的靶向性，反而掺入部分PEG．DSPE能够增加药物的水化膜，延长药物的

半排期，更多的药物的能够有较多时间富集于肿瘤组织，脂质体中掺入PEG．DSPE

不会影响药物的靶向性【12'39·451，PEG-DSPE化的脂质体亦可增加脂质体药物的血

液循环时间，增加药物半衰期，故本实验最后采用省略去除过剩PEG．(NH2)2步骤

以简化反应条件，反应最终产物中有PEG．DSPE及FA．PEG．DSPE。

6结论

顺序加样法合成FA．PEG-NH2，方法简单，连接比例约31％，产率约16％，

产率较低；但FA—PEG-NH2液相色谱条件适合，分离度较好。SUC与DSPE室温

N．酰胺反应连接比例约91％，产率约61％：最后的FA．PEG．DSPE终产物产率约

19％；总体产率约2％，产率低。
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第二部分叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制备及其对
KB细胞的杀伤效应

1主要仪器及试剂

高压微射流设备(110S娜WTON，MASSACHUSETTS，USA)；粒径分析仪
(HPPS5001，M√址ⅣEI矾，UK)；超声波细胞粉碎机(吖92．2D，NiIlgb0 Scientz

Biotecllllology Co．，L1D)；恒温磁力搅拌器(DF．II，金坛市医疗仪器厂)；旋转蒸

发器(R-201，上海申江机械厂)；电子天平(FAl004，上海天平仪器厂)；超纯水

系统(B锄stead D8982-33，U．S．A)；HERA C02培养箱(德国I沁dr0)
紫杉醇(99．5％标准品，批号03090．D，四川朝汇生物科技有限公司)；硬脂酸

O讯，批号030423，中国菱湖精细化工厂·浙江)；胆固醇(沪试AR，批号F20030410)；

卵磷脂(AR，批号20030305，中国医药集团上海化学试剂公司)：玉米油(Sigma，

德国)；吐温．80(E．M．K进口分装，上海化学试剂采购站)；无水乙醇(AR)；去

离子水；无叶酸1640培养基(GIBCO公司)；小牛血清(GIBCO公司)；叶酸

口ola_tc，Folic acid，FA，sigma)；KB细胞(中科院上海细胞库)

2叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制备

精密称取紫杉醇25mg，硬脂酸500mg，胆固醇125mg，卵磷脂250mg，玉米

油300mg，溶解于无水乙醇，磁力搅拌器搅拌加热至70℃使其溶解并充分混匀，l

h后保持温度，去除有机溶剂即得药物脂质混和膜。375mg吐温．80与35mL去离

子水混匀，叶酸．PEG．DSPE 30mg(溶解于氯仿)旋转蒸发去除有机溶剂氯仿后用

吐温水溶液溶解混匀，保持温度，缓慢滴加药物脂质混和膜进入吐温水相，边加

边搅拌，加完后续搅2 h，快速冷却到室温，即得叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体

(nⅨ-NLC．FA)初乳。在进口压60psi(96MPa)下高压乳匀6个循环，迅速冷却后

得到所需n议-NLC．FA产品，粒径测定仪测定所得产品粒径及其分布。

3平均粒径及其分布的测定方法及条件

吖Ⅸ-NLC．FA的水分散液以去离子水稀释20倍，用激光散射粒度分析仪测定

纳米粒的平均粒径和分布，测试角：173。，测试温度：25℃，其中平均粒径采用数

量分布(NuInber distribution)的结果，多分散性指数(Polydispers毋Index，PDI)
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采用单峰分布∞mmodal distribution)的结果。

4 MTT细胞生长抑制试验检测TAX-NLC．FA对KB细胞生长抑制效应

4．1细胞准备

人口腔上皮癌KB细胞系购于中科院上海细胞库。KB细胞用15％小牛血清的

无叶酸I强MI．1640培养七天，培养箱C02浓度5％，温度37℃。

4．2 MTT法检测细胞的抑制率

将2×105／mL的KB细胞接种于96孔板中，设置6个复孔，每孔终体积为90止。

37℃培养24小时后，每孔分别加入nⅨ-NLC．FA、吖Ⅸ-NLC各10皿，使其终

浓度分别为l，10，100，1000，10000衄。儿，空白对照加入10此的无血清1640

培养基，37℃培养3小时后除去药物，PBS 200此洗涤2次，加入100ul培养基继

续37℃培养24h，上机测试前四小时加入10皿MTT(5mg／1nL)，上机前吸去上清

液，加入100pLDMSO，轻微震荡10I血，直至沉淀完全溶解，用570IuⅣ630nm处
波长测各孔吸光值。每组重复3次。不同浓度下吖Ⅸ-NLC—FA与n～X．NLC对KB

细胞的抑制率=(1．剂量组OD值／对照组OD值)×100％。

5结果

5．1 TAX-NLC．FA平均粒径及其分布结果

由图2．1可知，n议-NLC．FA脂质体粒子平均粒径在134衄左右，图2．1所

示脂质粒径为127nm，分布宽度15．64衄，从粒径分布图来看，小粒径的占主要部

分(99％)，仍有小部分(约占1％)大颗粒存在。说明所合成L议．NLC．FA粒子

粒径主要分布在小粒径范围内。多分散性指数(PolydisperSity Index，PDI)为O．085，

表明所合成纳米脂质体稳定性较好。经统计仉垅-NLC．FA(134彻[1士18 nm)与刘

敏【46】所得的非靶向紫杉醇纳米脂质体(吖Ⅸ-NLC)(66士6衄)相比较大，考虑为体

系中引入大分物质PEG(MW～3350)而增加了脂质药物的粒径。
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5．2 1=AX-NLC．FA对KB细胞MTT结果

在药物与细胞培养作用3小时后，洗去多余的药物，继续培养24小时，MTT

法观察其对KB细胞生长抑制作用。由图2．2看出，吖Ⅸ-NLC．FA对KB细胞的

杀伤效应在1．100皿儿低浓度范围内与L岖．NLC相差较明显，高浓度范围两者虽

有差异，但差异不显著。TAX_NLC—FA的IC50为95．27加=1／I。，TAX-NLC的IC50为

543．18nm／L，TAX．NLC．FA对KB细胞24h的毒性约为n～X-NLC的6倍。

TAX州C．FA仃：AX加C在37度条件下对KB细胞的24h抑制率

100

拿 80

篓一一60
麦 40
刊
20

0

10 100 1000 10000

紫杉醇浓度n∞l几

—●-TAX-NLc—TAX度KB细胞24h抑制率—-◆一一TAx—NLc

图2．2 TAX-NLC．FA／吖Ⅸ帆C在37℃条件下对I∞细胞的24h生长抑制曲线

讨论：紫杉醇是从红豆杉中提取出的具有高效抗肿瘤功能的天然药物，是目

前临床一线化疗药物。紫杉醇水溶性差，临床应用中以聚氧乙烯蓖麻油和乙醇(V：

V=1：1)为溶剂，而聚氧乙烯蓖麻油是导致临床用药出现过敏反应的主要原因，

因此临床应用受限。脂质体作为载体具有许多优点，脂质体的应用可以解决紫杉

醇的溶解性问题；提高了紫杉醇在溶液中的稳定性；避免过敏反应而不影响抗肿
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瘤活性；减少患者对紫杉醇的耐药性；提高机体对紫杉醇的耐受性，有可能增加

给药剂量，进而提高疗效；缩短滴注时间，使用方便；脂质体作为载体进入体内

被生物降解，不会在体内积累，免疫原性小、无毒，具有良好的生物性相容性，

脂质体作为载体是一个理想的选择。

本实验以紫杉醇，硬脂酸，胆固醇，卵磷脂，玉米油为材料，溶解并充分混

匀，去除有机溶剂即得药物脂质混和膜；FA．PEG．DSPE 30mg(溶解于氯仿)旋转

蒸发去除有机溶剂氯仿后用吐温水溶液溶解混匀，保持温度；缓慢滴加药物脂质

混和膜进入吐温水相(含FA—PEG．DSPE)，搅拌2 h，快速冷却到室温，在进口

压60psi(96MPa)下高压乳匀6个循环，迅速冷却后得到所需产品，粒径测定仪测

定所得产品测定粒径为134衄：l士18mn，与刘敏【46】所得的TAX-NLC(66士6 nm)相

比较大，考虑为体系中引入大分物质PEG似W～3350)而增加了脂质药物的粒径。
相较Robert J．Lee【12】等所制备的叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体(93．4 llm)较大。MTT

实验表明TAX帆C．FA对KB细胞的为24h的IC50为95．27nmo儿T：AX帆C为
543．18彻：1／L；TAX．NLC．FA对KB细胞的毒性是非靶的6倍左右，原因为

TAX加，C-FA在叶酸的介导下紫杉醇纳米脂质体药物进入细胞速率增大，因而同
样作用时间内，与TAX-NLC药物相比，靶向药物进入细胞的药物总量也较高。此

点在以后的实验中可通过其他实验技术如激光共聚焦或游离叶酸竞争抑制的方法

观察TAX二NLC．FA对KB细胞疗效显著提高是否为叶酸介导所致。Roben J．Lee【12】

等制备的叶酸靶向紫杉醇脂质体对KB细胞的IC5048衄lo儿，非靶向的紫杉醇脂质

体约为IC50 184衄ol／L，两者相比表明本实验制备的靶向脂质体药物疗效可能不及
后者，分析原因可能为本实验在合成TAX-NLC．FA中并未除去过剩的游离的

FA．PEG．DSPE，至于其过剩的量也未有相关方面的分析及鉴定，此方面在以后的

实验中有待继续考证。至于非靶向的紫杉醇脂质体疗效亦不如后者，分析原因可

能为后者的脂质体成份为类细胞膜结构，与细胞相容性较好，易于融合与细胞膜

融合，因此单位时间进入细胞的药物总量增加，具体原因还有待进一步实验确定。

至于靶与非靶的疗效相比本实验制备的脂质体药物(6倍)相比后者(3．8倍)较

好。原因可能为本实验中药物是作用3h后弃去，而后者是作用2h后弃去，这很

可能是导致靶／非靶相对较高的主要因素。本实验采用药物作用3h后除去是根据本

实验研究人员提供的已有经验，为进一步考证是否为单纯药物作用时间问题所致

还是其他因素，下一步将采取相关方面的实验进行药物作用2h后的结果对比。

结论：靶向紫杉醇脂质体作用KB细胞比非靶向脂质体疗效显著提高，靶向紫杉

醇脂质体有望进一步提高紫杉醇纳米药物对KB细胞的生物学疗效。
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第三部分放射性核素125I标记紫杉醇的方法学研究

1材料与方法

试剂及仪器

紫杉醇(TAx，99．5％标准品，批号03090．D，四川朝汇生物科技有限公司)；

Nal25I(放射性浓度9．25 TBq几，放化纯度约97．8％，北京原子高科股份有限公司)；

Ch—T(98％，Cllloramine-T hydrate，Al“ch)；偏重亚硫酸钠(化学纯)；LGlO一3A型高

速冷冻离心机(北京医用离心机厂)；GC．120昕型放射免疫计数器(中国科技大学

中佳光电仪器公司)；I洲905活度计(IⅫioactiv时Meter)；珥1型低压吸引器(上
海合力医疗器械厂)；FAl004电子天平(上海天平仪器厂)；超纯水系统(Bamstead

D8982．33，U．S．A)；85．A型漩涡混合仪(上海优浦科学仪器有限公司)

主要试剂配制方法

O．5 M PB液(PH 7．5)

精密称取NaH2P04．2H20 7．89，Na2HP04．12H20 17．99，蒸馏水480InL，用1M

NaOH调节PH值至7．5，蒸馏水补足体积500mL。 ．

O．05M PB液(PH7．5)：

一A液：精密称取N龇PO‘．2H20 3．99j加蒸馏水至480ⅡlL了佣一1M NaOH调节·
PH值至7．5，蒸馏水补足体积500lnL，一滴氯仿，室温储存。

B液：精密称取Na2HP04．12H20 8．959，加蒸馏水至480mL，用lM NaOH调节

PH值至7．5，蒸馏水补足体积500InL，加一滴氯仿，室温储存。取A液40mL，B

液210IIlL， 混匀，即得0．05M PB液。

2 m咖L Ch-T： 精密称取ch—T 4mg，0．05M PB液2mL溶解，混匀。即配
即用。

2m咖L偏重亚硫酸钠：精密称取偏重亚硫酸钠4mg，0．05M PB液2InL溶解，
混匀。即配即用。

8mg，mL紫杉醇：紫杉醇8 mg，乙醇1InL溶解，漩涡混匀。

40“g，mL NaI：8mg NaI，2mL dH20，漩涡混匀，从4m咖L中取50¨L，配
制成终浓度为40“酌nL。
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2 125I标记TAX方法及标记产物鉴定

2．1 125I标记吖Ⅸ方法

2．1．1 125I标记’rAx实验流程—圳03氧化法
200止2 g／L的TAX、37 MBq Nam吸50止O．1 mo儿删03，80℃下反应30

血n，用一滴氨水终止反应，2 111L乙醇稀释反应体系。纸层析法测定标记率及其在

4℃乙醇体系中的稳定性。

2．1．2 125I标记’rAx实验流程一h—T法
1．5 mL印pendorf(EP)管中加入25“L 8 m酌[IlL的仉Ⅸ、37 MBq Nal25I、50

pL 0．5 moJ／L PB液和50 pL Ch-T，室温震荡反应5 I血，立即加入2 g几偏重亚硫酸

钠200“L终止反应，漩涡混匀，纸层析法测定标记率。

2．1．3 125I标记TAX实验流程——改良ch—T法

1．5 mL EP管中加入25 pL 8 g／L的TAX、5“L NaI、50 pL O．5 mo儿磷酸盐缓

冲溶液(PB，PH7．5)、50 pL Ch-T，室温震荡反应5 mill，立即加入200 pL偏重亚

硫酸钠终止反应，漩涡混匀，10 Ooo g离心15血，弃上清，200 pL O．05 mo儿PB
液清洗沉淀，重复离心1次，弃上清。加入50¨L O．5 mou．PB液、50 pL ch．T和37

MBq Na 125I，室温振荡反应5 I山，用200¨L偏重亚硫酸钠终止反应。反应结束后，
用纸层析及}玎PLC法测定标记产物的标记率。10 ooO g离心10 IIlin，用200¨L O．05

mo儿PB液清洗沉淀，jcI．5皿乙醇溶解沉淀，．待用!括度计测定产物的活度L计算
产物的放射性比活度。纸层析法测定标记产物放化纯度并进行稳定性检测。

2．1．4改良Ch．T法稳定127I标记TAX

采用改良ch-T法以稳定127I标记TAx，方法同2．1．3。不同的是第二步反应中以

非放射性127玳替放射性125I，加入量为9¨L(4 g／L)，纯化后的产物以去离子水

清洗3次，产品冷冻干燥。

2．2 125I．TAX产物鉴定

2．2．1纸层析法测定125I-TAX标记率及放射化学纯度的条件及方法

固定相：新华一号层析纸，制成1 cm×10 cm层析纸条；流动相：以生理盐

水为展开剂。步骤：用毛细玻管吸取样品，点样，吹干后放入流动相中，待液面移

至距原点9cm时，取出层析纸条，晾干后测定每格的放射性计数率(min-1)，以

层析距离(cm)为横坐标，放射性计数率(cpm)为纵坐标，绘制125I．TAX放射

性纸层析色谱图。标记率为各峰放射性计数率之和(除游离碘峰之外且扣除本底)

28
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与所有峰放射性计数之和的比值，放化纯度为所需产品峰与所有峰的放射性计数的和

之比。

2．2．2 红外光谱(inf衙ed spectra，IR)鉴定改良Ch-T法标记产物

冷冻干燥后得到纯化的127I．’rAX与透光材料KBr混合压片制样；调整红外光能

量为40 mW，波数范围(y)：400．4000锄～。

2．2．3标记物125I．TAX稳定性检测

溶剂的选择：分别置标记物125I．TAx于乙醇，生理盐水、血浆三种不同体系；

温度选择：室温，4℃冰箱、37℃孵育；层析条件：新华一号层析纸作固定相，NS

作展开剂，点样。

2．3统计分析：统计学检验采用sPSS 13．O作统计分析

3结果

3．1纸层析结果

3．1．1矾03氧化法125I．TAx标记率测定
纸层析法测得游离碘(125I。)的贮0．8．0．9。125I．TAX的I净为0．1．O．2。图3．1

所示为HN03氧化法125I．吖Ⅸ标记率纸层析色谱图，标记率达72．6％士6．O％(n_6)，

标记率较高。图3-2为HN03氧化法所得产物125I-TAX与游离碘对比纸层析色谱图。

HN03法标记TAX标记率纸层析结果
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图3．1 HN03氧化法所得产物125I．能Ⅸ标记率：72．6％￡6．0％
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删03法标记TAX标记率与游离碘纸层析对比图

餐，、2000000

萋§徽裟
辎 500000

O 2 4 6 8 10

层析距离(cm)+游离碘 +删03法
图3-2 HN03所得标记产物125I．TAX标记率与游离碘对比层析图

3．1．2 Ch-T法125I．n埙标记率

图3．3为Ch．T法125I-TAX标记率：21．4％士3．3％，标记率较低。标记产物无

法纯化，125I利用率低。如图3．3所示。
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图3．3 125I．TAX标记率：21．4哆挂3．3％

3．1．3改良Ch-T法125I．TAX标记率及放化纯度

图3-4为改良Ch．T法标记率层析结果，125I．nkX标记率为63．1％士5．7％(n．6)。

O

O

O

O

0

0

0

0

0

O

0

O

O

0

0

0

0

0

0

0

0

O

O

O

O

O

5

O

5

0

5

2

2

1

l



叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制各及其生物学效应的研究 第三部分

300000

基 250000

姗 200000

墅 150000

望 100000
叶=’
^VVVuV

辎 50000

O

改良ch—T法标记TA)【标记率纸层析

0 2 4 6 8 10

层析距离(c面

图3．4 改良Ch．T法125I．仉Ⅸ标记率纸层析色谱图

图3．5为三种标记方法制备125I-蚴(及游离碘的放射性纸层析色谱图对比图。
由图可知，HN03法标记率最高，为72．6％士6．0％(n-6)，其次为改良Ch．T法，其标

记率为63．1％￡5．7％(n_6)，Ch．T法所得标记率最低，只有21．4％士3．3％(n_3)。对三

种方法所得结果进行统计学分析可知，HN03法与改良Ch．T法结果相比，有统计学

差异，P<o．05，由于HN03氧化法中需要80℃反应体系，在此体系125I升华严重，操

作较困难，不易控制，故此种标记方法不作为首选。Ch-T法所得标记率只有

．21。4啦3．3％，标记率较低：标记产物无法纯化，．难以获得稳定的标记产物!改良
Ch．T法与Ch-T法相比，具有显著性差异，P<0．01。故改良Ch．T法为紫杉醇的首选

标记方法。

三种不同标记方法所得产物的标记率纸层析对比图

餐，、 2000000

耋量：黜：
疆 500000
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一一一HN03法一+一Ch—T法一1卜一改良Ch—T法——·一125I一

图3．5三种不同标记方法所得产物的标记率及游离碘纸层析图
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改良Ch．T法所得标记产物经离心纯化后，纸层析法测得125I．吖Ⅸ放化纯度如图

示3．6，放化纯度为96．3％士1．3％(n-5)。经活度计检测离心纯化后的产物活度约为

20．7Ⅷq，产物的比活度约为103．6 TBq／g。结果显示改良Ch．T法得到的125I-TAX
标记率相对较高，放化纯度>95‰满足示踪实验的基本要求。
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右
掣
操
辎

改良ch—T法标记TA)(放化纯度纸层析

层析距离(c皿)

图3．6改良Ch．T法125I．n议放射化学纯度纸层析色谱图

3．2 127I．TAx红外图谱分析

127I．TAX的红外光谱检测结果于图3．7。由图3．7显示，127I．TAX与TAX相

比，出现1710、1630、1533．6cm．1，与Byullg．Tae鼬m【35】等报道的123I．吖Ⅸ相比

红外图谱资料相比，出现相似的峰，表明碘标记在紫杉醇结构上。
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3．3 125I．n～X稳定性检测(改良Ch-T法标记的紫杉醇)

改良Ch．T法得到的125I．瞄Ⅸ在不同储存条件下的放化纯度示于图3．8。由图可

知，标记产物在NS、乙醇中均具有较好的稳定性，在4℃下保存至24 h，放化纯

度仍>95％，至120 h时仍约为90％；放置于血浆中的标记产物同样具有较好的稳定

性， 在4℃和37℃下放置24 h，放化纯度分别为92．3％士O．4％与89．5％士0．6％。

温度对标记物稳定性有一定影响，4℃与37℃储存条件下的放化纯度具有统

计学差异(P<o．05)；室温与4℃下储存，在144 h内无统计学差异(P>0．05)，之后两

者具有统计学差异(P<o．05)，室温下，放化纯度显著下降。

储存溶剂对放化纯度的影响不明显(P>0．05)。考虑标记产物的溶解性，样品

选择储存在4℃乙醇体系中。

改良Ch—T法标记产物稳定性分析
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图3．8纸层析法测定改良Ch．T法标记的吖Ⅸ稳定性

改良C排T法与HN03法所得125I．吖Ⅸ在4℃乙醇中的稳定性于图3．9。由图3．9可

以看出，与改良Ch．T法得到的标记产物相比较，聃03法以所得标记产物稳定性较
差，4 h时已明显下降，至96 h时，已下降至约63．2％。表明，改良Ch．T法标记产物

经纯化后稳定性较好。
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改良Ch—T法和H№3法标记产物在4度乙醇中稳定性分析
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图3．9改良Ch-T法和HN03法标记产物在4℃乙醇中稳定性分析

讨论

紫杉醇最早是从短叶红豆杉(TaXuS brevifolia)的树皮中分离出的化学结构新

颖、作用机理独特的新型广谱抗癌药物，主要用于治疗转移性卵巢癌和乳腺癌。紫

杉醇是一种二萜类化合物，文献至今为止还未曾有报道放射性碘同位素直接标记

紫杉醇，文献报道的紫杉醇药代动力学资料大都是通过高效液相色谱检测，工作

量大。本实验中旨在建立新的稳定方法，以Nal25I标记紫杉醇，为紫杉醇示踪实验

提供一个更简易的途径。

以放射性同位素125I标记紫杉醇开始使用10dogen法室温孵育30miIl仍未见明

显标记产物峰，标记率极低；采用HN03加热氧化法所得标记率为72％左右，标记

率较高：_产物相对较稳怎一尽管嘲0；法标记率最高，一但实验当中采用gO℃反应体
系，不易操作及控制，另一方面，由于温度高，过多的125I升华可能会造成更多的

放射性污染及吸入，影响研究人员的身体健康，并降低放射性125I的利用率，因此，

不宜用于实验；Ch．T法标记紫杉醇方法简单，但标记率仅为21．4％士3．3％，无法得

到稳定的标记产物；改良Ch-T法标记紫杉醇，可在室温中完成，方法简单，易操

作，高速离心纯化产物简单易行，标记率达63．1％士5．7％，与文献【35】报道的间接法

得到的标记产物的标记率63％～65％相当，经离心纯化后放射化学纯度约

96．3％士1．3％。

改良Cll-T法标记产物稳定性实验表明，4℃条件下，在生理盐水与乙醇储存

体系中稳定性均较好，至24h放射化学纯度仍在95％以上，至6d仍在90％左右．

在血浆中稳定性也较好，4℃放置24h，放化纯有92．3％士0．4％，37℃放置24h，放

化纯89．5％士O．6％。改良Ch．T法标记紫杉醇方法简单，通过本方法获得的125I紫杉

醇标记物稳定性较好，能够满足放射性示踪实验的要求。
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本实验中采用改良Ch．T法标记紫杉醇，与Ch．T法相比放射性125I．TAx标记

率显著提高，其机理可能是Ch．T氧化过量的稳定碘，稳定碘取代紫杉醇结构上的

氢元素，得到的产物中，连接上稳定碘的紫杉醇分子数量大大增加，然后放射性

同位素与稳定碘发生同位素取代反应，从而大幅提高了标记率，达到Ch．T法的约

3倍；也可能稳定碘与紫杉醇结合后，改变了紫杉醇空间位阻，使紫杉醇上的氢易

于被放射性碘置换，从而提高了标记率。

当然，Ch．T法标记的药物如果不及时纯化，稳定性较差。本实验中也发现，

改良Ch-T法标记的紫杉醇若不及时纯化，标记产物稳定性也较差，易脱碘，半小

时后放化纯度从原来的68．9％士0．6％降至10．9％士0．9％左右，但通过纯化后，标记物

在生理盐水、血清和乙醇中均有较高的稳定性，可较长时间保存待用(图3．8)。

Ch．T法标记的产物未及时纯化稳定性较差，分析原因可能为未纯化的产物里面成

分较为复杂，杂质较多，125I射线作用后产生的自由基多，进一步作用则使标记产

物易于脱碘，纯化后的标记产物杂质较少，则标记物质较稳定。因此标记完的产

物应立即纯化，以使产物更加稳定。

结论

采用改良Ch-T法标记1=AX，标记方法简单，易操作，室温标记，标记率达

63．1％士5．7％，放化纯度达96．3乡钍1．3％，纯化后的标记产物在血清、生理盐水和乙

醇中有较好的稳定性，一能满足体内药代动力学示踪的要求，一从而为研制新的纳米

化紫杉醇，开展体内药物分布与代谢动力学的研究，提供合格的示踪剂。
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放射性核素靶向治疗的研究现状及其进展

摘要：放射性核素靶向治疗是恶性肿瘤一种很有前景的靶向治疗手段。恶性

肿瘤靠单一治疗手段往往难以达到根治效果，必须采用多学科的综合治疗方法，

放射性核素内照射治疗作为手术、化疗、放疗等的补充手段逐渐受到重视。放射

性核素靶向治疗以能高度选择性聚集在肿瘤组织的物质作为载体，将放射性核素

靶向运送到病灶内，核素发出的射线(啦子、p一射线、内转换电子及俄歇电子等)局
部作用于病变组织，辐射剂量集中于病变部位而降低对周围正常组织产生的损伤。

放射性核素的靶向性治疗肿瘤近年来国内外研究比较多，现就这一方面作综述。

关键词： 放射性核素： 靶向治疗； 载体；基因转移；

Abstract：Radioactive nuclide targeted廿1er叩y is a k砌of targeted therapeutic
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引言

恶性肿瘤是一类严重危害人类健康的主要病种之一，对人们的生命和健康造

成了严重的危害，单一治疗手段往往难以达到根治效果，必须采用多学科的综合

治疗方法。传统的三大疗法(手术，化疗，放疗)因缺乏靶向性而不能达到良好的抗

肿瘤效果，放射性核素靶向治疗是一种很有前景的肿瘤靶向治疗手段，与传统治

疗手段相比，放射性核素靶向治疗具有其独特的优点，它以能高度选择性聚集在
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肿瘤组织的物质作为载体(如单克隆抗体、生物活性肽等)，将放射性核素靶向运

送到病变组织或细胞，放射性核素发出的射线粒子(Q粒子、p。射线、内转换电子及

俄歇电子等)通过电离辐射效应局部作用于病变组织或细胞，发挥最大的治疗作用，

而降低对正常组织的损伤。

常用的治疗用的放射性核素有131I，125I、90Y、177Lu、188Rc、186Re、89Sr、153Sm、

103Pd、32P等，这些核素能量适宜用于放射治疗，其中有些核素发射Y射线利于定位。

放射性核素靶向治疗的目的是杀灭全身播散的肿瘤而不损伤正常组织，治疗

用的放射性药物联合亲肿瘤性的试剂达到靶向聚集于肿瘤的目的。通过连接靶向

基团可以获得对肿瘤的主动靶向。将放射性核素准确导向定位于肿瘤细胞是提高

肿瘤部位核素摄取以及靶／非靶比值(T／ND的关键．也是核素治疗取得较好疗效

的基础。放射性核素靶向治疗很大程度上取决于核素靶向系统的发展。理想的载

体应具备高特异性、高选择性和高亲和性、穿透力强以及运载能力大等特点，选

择合适的载体为进一步提高放射性核素靶向治疗疗效主要问题之一。

131I、125I、89Sr、32P等与体内稳定核素具有相同或相似的化学性质，可直接用

于相应组织的内照射治疗。而对于不摄取该放射性核素的组织脏器不能达到特异

的杀伤效果，选择合适的载体成为近几年研究动向。

1代谢类似物131I、125I、89sr、32P等

1j1 131I C1311-NaI)一一一

甲状腺恶性肿瘤较常见，女性多发，大部分为分化型甲状腺癌，131I是放射性

核素治疗应用最多的一种核素，手术+131 I+sTSH治疗已被常规用于分化型甲状腺

癌患者，有效率达90％，对于低分化DTC患者摄取131I能力低，癌组织通过多种途径

如微甲酸的诱导【1】，去甲基化【2】，钠．碘同向转运体钠(Na+／I--s弘叩。腑，NIs)
基因的载入【3】等增加组织对131I的摄取以达到治疗的效果。131I对甲状腺癌的疗效与

病理类型关系不大，与转移部位有较大关系，淋巴结转移者疗效最明显，而骨转

移者疗效相对较差，1311I治疗DTC隐匿性转移和孤立的小转移灶的疗效特别显著．

1．2 89Sr

骨转移性癌常见于恶性肿瘤晚期，临床报道约80％是由前列腺癌、乳腺癌、

晚期肺癌转移引起，常伴有剧烈的骨痛，患者难以忍受且对常规放化疗治疗效果

较差，一旦发生骨转移，减轻骨疼痛及提高患者生存质量将是临床医师面临的主

要问题【4】．外照射治疗能有效缓解骨癌疼痛，但对于多发性骨转移癌放疗作用是有

4l
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限的。利用一种高度亲骨性放射性治疗药物治疗骨转移癌和缓解肿瘤骨转移引起

的疼痛，是近年来治疗核医学发展最快的领域之一。

的SP：纯p‘发射体，生物化学特性类似于Ca¨，锶与骨内羟基磷灰石结晶中的

钙离子可进行离子交换，使锶离子进入骨骼，是亲骨元素，易在骨中沉积。经静

脉注射后锶自血液中很快消失而聚集在成骨细胞组织，骨转移癌的摄取量可为正

常骨的2—25倍，其发射的p‘射线的能量为1．46MeV，半衰期50．6d，p。射线穿透

范围为3I砌，能有效地杀死周围肿瘤细胞。对于骨转移癌局部，89SrCl2照射量大而

全身其它正常组织的照射量少。注射后90d，其在骨转移灶内的滞留量仍可达20．O

％～80．0％，对骨癌引起的疼痛具有相当好的镇痛效果，前列腺癌效果最好，

其次为乳腺癌和肺癌【51，可持久地维持药效，更广泛和持久的缓解疼痛，提高患者

的生活质．89SrCl2发射的p射线能直接杀死肿瘤细胞．还可通过降低血液中碱性磷酸

酶和前列腺素的浓度，有减轻骨质溶解，修复骨质的作用【6】，因而89s疋12除了起到

镇痛作用之外还可以治疗转移灶，使骨转移病灶缩小或消失，以缓解病情，延长

病人的生命。

1．3 32P

32P在淋巴结和某些肿瘤组织浓集量大，在细胞内的浓集程度与细胞分裂的速

度成正比，血液病对32P具有选择吸收能力。32P磷酸盐或磷酸二氢钠治疗淋巴瘤，

慢性淋巴细胞性白血病以及多发性骨髓瘤等，方法简便，效果好。32P-Na3P04用

于缓解骨疼痛，但由于其骨髓中毒性副作用作为治疗手段未被广泛接受。

2放射性核素偶联代谢物或其类似物

2．1 153Sm．EDTMP(153Sm一乙二胺四亚甲基膦酸)

用于肿瘤骨转移疼痛的治疗。放射性核素”3Sm物理半衰期为46．·3 h，生物

半减期为520 h，其发射的p。射线能量810 KeV(20％)、710 KeV(50％)和640(30

％)KeV，p。射线射程平均为3 llull，对周围组织影响小。153Sm—ED卟佃静脉注射

后2_3 h，约60％被骨组织的羟基磷灰石晶体吸收，病变骨／正常骨放射性摄取比

值为16：1【7】。 153Sm_EDTMP在体内具有抗水解和降解作用，而且还具有导向性

和杀伤性，又可抑制骨病灶对疼痛物质的分泌。89Srcl2与153Sm．ED呷对恶性
肿瘤骨转移的止痛疗效相当，均是简单可靠、有效、经济的办法，不仅缓解骨痛，

改善患者的生活质量，而且也以对骨病灶有一定的修复作用。但由于

153sm—．ED肿的骨髓抑制作用明显比89srcl2严重【8】，所以临床应用应以趵srcl2
42
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为首选。

2．2 186I沁、188Re_-王皿DP(186I沁、188R-e一羟基亚乙基膦酸盐)

用于肿瘤骨转移疼痛的治疗。186Re由反应堆生产，188Re由188W一188Re发生器

得到，它们均发射低能丫射线，有利于跟踪观察治疗中病变的进程。

3抗体介导的放射性核素靶向治疗

一些抗原在肿瘤细胞表面高表达或特异性表达，而正常组织弱表达或不表达，

利用肿瘤细胞与正常组织细胞表面抗原存在差异制备其相应的单克隆抗体，并用

放射性核素加以标记，利用放射性核素标记的单克隆抗体(monoclonal aIltibod-ies，

McAb)具有能高度特异识别和选择结合肿瘤细胞相关抗原的特性，而逐步发展的放

射免疫治疗(radioi衄u110tllerapy，mT)技术，但ⅪT除了在B淋巴细胞瘤靶向显著
外，其它组织细胞靶向不理想。

3．1 RIT

是治疗B细胞NHL安全有效的治疗措施，B细胞靶向特异性单克隆抗体的出现

为惰性淋巴瘤的治疗提供了新的策略。淋巴瘤对辐射较为敏感，应用131I标记抗

．CD20单克隆抗体(商品名：BexXar，通过了FDA认证)治疗对化疗无效的非霍奇金

淋巴瘤QmL)患者，安全而有效的，Be)【)【ar可能在复发性和顽固性NHL的二线治疗

上发挥重要作用。其优势在于能将个体化辐射剂量集中于肿瘤组织，而对正常组

织的毒性较低。Bexxar毒性作用主要是骨髓抑制【9】。一90V替伊莫单抗和131I托西莫单

抗对低度恶性，滤泡性的或转移的NHL临床疗效显著，90V ibrit啪omab廿u)【et锄

a11d 131I．tositulnomab可产生较好的临床疗效，作用持久， 甚至在一些化疗失败的

患者【101。李囡等【lll采用基因工程研制的针对B细胞CD20的表面抗原人源化抗体美

罗华，治疗有效率为35％-45％，131I．美罗华可以提高治疗有效率。-与131I．BeXXar治

疗相比，美罗华靶结合位点与作用机制完全一致，但美罗华采用人源化抗体，因

此理论上发生人抗鼠抗体(HAMA)几率低。

3．2癌胚抗原

是一种肿瘤相关抗原，它为许多肿瘤所表达。鼠单克隆抗癌胚抗原抗体可以

碘标的形式用于放免治疗【12】。因其易引起机体产生鼠源性抗体而限制其应用。寻

找小分子量的可以抗原结合的抗体片段，减弱鼠源特异序列，使得人抗鼠源性抗

体降至最低。
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3．3抗胰腺癌的单克隆抗体(Nd2)

Nd2是抗胰腺癌的单克隆抗体，重组人鼠嵌合抗体Nd2(c11imeric．Nd2，C．Nd2)

对胰腺癌具有相似的特异性与反应而不会产生人抗鼠抗体。”1 I—C-Nd2在治疗鼠

移植胰腺癌的实验中明显抑制肿瘤生长并延长了生存时间，而且Nd2具有诱导细胞

毒效应机制的能力，131I．嵌合体的Nd2可能在治疗胰腺癌上具有较高的临床应用价

值【131。但肿瘤靶区药物剂量低，且经改造后的单抗仍有一定程度的免疫原性。

Vaugllan【141 et al报导砒T的平均价值，病变组织浓聚放射性占注射剂量的0．005％，

远达不到治疗根治肿瘤的所需的剂量，原因是抗体的特异度低，分子量大渗透能

力小，且鼠源性抗体导致宿主产生人抗鼠抗体，因此，改变鼠源特异区域，使其

免疫原性达到最小，采用能够结合抗原的抗体片段及单链抗体、单链多价抗体的

出现有望提高治疗效果。
’

4配体介导的放射性核素靶向治疗

肿瘤细胞上常常过度表达某些受体或是表达正常组织不表达的受体，利用配

体与受体结合具有高特异性、高选择性和高亲和性等特性，用适当治疗用的放射

性核素标记相应的配体或其类似物，利用受体的介导作用，可将核素导向到含有

高密度相应受体的肿瘤组织而发挥内照射的治疗效果。

4．1多肽配体

应用放射性核素标记多肽进行受体靶向治疗在肿瘤治疗领域已变得非常重

要，现已成功开发的放射性核素标记的配体主要有生长抑素类似物，胃泌素

(GI冲)、神经紧张素、血管活性肠肽、蛙皮素、P物质、神经肽Y、缩胆囊素类

似物、黑色素细胞刺激素等，在多肽配体中，研究最多的是SST类似物奥曲肽。

许多神经内分泌肿瘤多含有丰富的生长抑素(somato蚴洫，SSD受体(SST

receptor，SSTR，包括SSTRl、2、3、4、5等)，应用与这些受体具有亲和力的SST

的类似物奥曲肽(oc骶otide)。用合适的放射性核素加以标记则可用于治疗相关肿瘤

的药物。使用111In标记的奥曲肽治疗生长抑素受体阳性肿瘤显示出很好的结果，使

进展期肿瘤处于稳定状态者占很高的比例。然而，这种治疗对晚期肿瘤和大体积

肿瘤效果欠佳。Il 1In除发射Y射线外．还发射俄歇电子，其射程与DNA双螺旋直径

相当， 此必须内化到细胞核内方能起到治疗作用。90Y发射的p射线最高能量为

2．27Mev，组织内最大射程12nun，适于作为治疗核素。177Lu同时发射适合于显

像的射线和适合于治疗的中低能p射线(最大能量0．50Mev)。



叶酸靶向紫杉醇纳米脂质体的制各及其生物学效应的研究 综述

胰腺癌的生存率很低，主要因确诊时多发生恶性进展及转移，且对各种现有

治疗方式抵抗【15】，90Y．DOTATOC治疗的患者15％一33％有效【161，动物实验发现，

对于一些小的胰腺肿瘤，177Lu．DOTATOC有效率在50—60％【Ⅲ，发射a粒子的

213Bi，高LET(T1／2：45．6 m证；Emax=5．87 MeV)，在同样的吸收剂量前提下，

213Bi．Do吖汀oc降低胰腺癌细胞存活率比177Lu．D01'AToc更有则161。

90Y、177Lu是目前用于受体靶向放射多肽治疗的最佳放射性核素。主要治疗的

病种包括不摄取131I的分化型甲状腺癌转移灶、H删lle细胞甲状腺癌、甲状腺髓样

癌、来自胃肠胰的神经内分泌肿瘤、小细胞癌、嗜铬细胞瘤等【18】。

4．2间碘苄胍

131I．MIBG(131I．间碘苄胍)：间碘苄胍为肾上腺结构类似物，可与肾上腺素能

受体结合而用来治疗高度表达此类受体的肿瘤细胞，恶性嗜铬细胞瘤、嗜铬细胞

瘤转移灶、神经母细胞瘤交感神经节神经细胞瘤，以及有浓聚131I．MIBG功能的甲

状腺髓样癌和类癌均可考虑131I-MIBG治疗。

5基因辅助放射性核素靶向治疗

5．1肿瘤相关抗原或肿瘤特异抗原基因辅助

放射免疫治疗的一个障碍就是肿瘤细胞表面抗原呈递水平低，通过转移编码

肿瘤抗原决定簇的基因诱导肿瘤细胞表达高浓度的与放射性核素标记的单抗结合

的抗原可提高肿瘤治疗效果二

放射性核素标记的癌胚抗原(CEA)的单克隆抗体已广泛应用于多种肿瘤的

实验，临床诊断和治疗。＆lben【19】等体外研究发现，腺病毒介导的CEA基因转入不

表达CEA的肿瘤，结果导致肿瘤细胞可与放射性核素标记的CEA单抗结合的CEA

高表达。StacI(110use【20】等研究发现，以erb．2或MUCl为启动子连同GPI湛因转移后，

许多种肿瘤细胞过度表达GPR，在GPR限制表达的人乳腺癌及胆管癌取得较好的效果。

5．2受体基因辅助

与抗体介导的靶向治疗相比，配体介导的有其独特的优点：分子量小，渗透

性高，无免疫原性，高选择性，高稳定性。

5．2．1生长抑素受体基因(SSTR)

Rogers【21】等体内外研究发现，通过重组腺病毒转移hSSTR2基因入小细胞肺癌

A472及卵巢癌可诱导产生与111h1．Dm气．D．Phcl．oc骶otide特异结合hSSn匕，增加

靶组织辐射剂量，肾脏是111111．DTPA．D．Phel．octreotide代谢清除的主要器官，辐射
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剂量大，通过给予一定量的左旋赖氨酸降低肾脏的辐射剂量。

5．2．2钠．碘同向转运体钠(NIS)基因

NIS除在甲状腺组织表达外，在一些非甲状腺组织如唾液腺，泪腺，胃黏膜，

肾脏，胎盘及乳腺等也表达NIS啪RNA和蛋白，超过80％的乳腺癌表达NIS，对乳

腺癌的治疗提供了一条新策略。动物体内外实验表明，NIS基因载入有望成为多种

非甲状腺组织来源癌治疗手段，外源性NIS的导入能增加肿瘤细胞对131I摄取．但NIS

的表达增加131I的摄取同时也会加快131I的溢出，缩短131I在肿瘤细胞的滞留时间，

降低疗效田J。

ZhaIlg，L123】等体内外研究发现，与单纯载体入NIS基因相比，同时载入NIS基因

与TPO基因，可以增加非小细胞肺癌细胞乃1I滞留时间，显著的诱导细胞的凋亡，

经NIS胛O改良的NSCLC预先用碘孵育后可通过电离辐射的旁观者效应产生杀癌
效应，增加癌细胞的杀伤，旁观者效应与增加细胞间缝隙连接活性及缝隙连接蛋

白43有关，碘可能是联合基因治疗模式中显著提高放射治疗的强化因子。但Acllim

W赴el【24】等研究认为11P0基因转染合并NIS表达的甲状腺癌细胞并不显著引起碘
的聚集增加，碘的聚集不依赖NIS基因的表达，而是与TP0表达有关。亦有研究发

现TPO／NIS基因一起载入宫颈癌细胞i圩1I在细胞内半排期未见明显差异。

18；RheIli啪(188Re)是teclllletium(Tc)的结构类似物，能被NIS转运，可行性研究发

现，表达NIS的乳腺癌细胞摄取188Re-pemlenate与131I，前者的辐射剂量是后者胡4．5

倍雎5】，138Re对于低碘滞留的肿瘤有代替131I的希望。

5．2．3去甲肾上腺素转运体(no raIdrel：laliIle n彻sporter，NAT)基因

131I．MIBG是最佳的放射性靶向治疗试剂之一，但只有少数几种肿瘤表达NAT，

因此限制了其的应用，研究发现，在不表达NAT转运体的人恶性胶质细胞瘤转染

NAT基因后，细胞摄取131I．MIBG的能力增强至少50倍【261。膀胱癌占男性恶性肿瘤

发病率第四位，在女性排第八位，90％的膀胱癌为移行上皮细胞癌，对膀胱癌的治

疗方式主要是根治性膀胱切除术和放疗根治术，前者会使患者生活质量下降，后

者照射剂量大对周围正常组织产生损伤，70％的病人会发生急性膀胱白限及肠道并

发症，50％的患者晚期并发膀胱挛缩，尿路刺激，出血性膀胱炎口丌。通过使用结

合有亲肿瘤药物的放射性核素能选择性辐射病灶及旁观者效应，增强对病灶组织

的杀伤同时减轻周围正常组织的损伤，降低复发率，提高疗效。活体外研究发现【28】：

膀胱癌EJl38通过CMV，TR(h_uI】nan telomer笛e I矾A，h1R)，启动子转染NAT基因可
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使EJl38主动摄取”1I．MIBG，呈现剂量依赖性的杀伤效应，以端粒末端转移酶启动

子CMv／hTR或人端粒末端转移酶逆转录酶teloInerase reVerse t阳nscriptase，

h1卫R耶，对膀胱癌EJl38转染NAT基因后，EJl38主动摄取131I．MIBG，呈现剂量依

赖性细胞杀伤，此措施有望成为膀胱癌的一种新的治疗方法。

5．3针对原癌基因异常，采用反意寡核苷酸，反意鼢舱或础bozyme等治疗策

略。反义寡核苷酸通过碱基互补和降解抑制活化的致癌基因的表达，它是临床治

疗恶性肿瘤的有潜力的因子

90Y-Bn．EDl’A．磷硫酰反义寡核苷酸(90Y．Bn-EDTA．pbosphorothioate antiseIlse

oli90rmcleotide，90Y．Bn．EDTA。PAO)标记后不损伤杂交特性，稳定性好，标记3 h

放化纯度后100士0．0％，72 h达98．7士0．4％，正常人血浆孵育72h后90．3士0．9％，相对

稳定【291。血浆孵育72h电泳发现宽的电泳迁移，AO可能结合血浆和组织的蛋白，

特别是成纤维细胞生长因子和血管内皮生长因子【30】。动物实验发现反义寡核苷酸

会引起一些副作用如低血压，静脉注射后抗凝效应，呈现剂量依赖性【311，

90Y．Bn．EDTA．PAO有望降低AO治疗剂量，降低其毒副作用【291，减低毒性。AO作

为治疗剂，应用的最重要的问题就是为多聚阴离子，具有不易透过细胞膜、细胞

难于吸收、胞内积累少等特点，并且在转运过程中还易被核酶降解。阳离子脂质

体(catioIlic liposomes)通过静电作用与反义寡核苷酸结合成聚合物，载带核酸的脂

质体可以抵御核酸酶的水解，延缓反义寡核苷酸的降解，安全可靠。脂质体作为

一种载体具有制备简单、材料无毒性、无免疫原性和运载量大等特点。阳离子脂

质体本身就具有一定的靶向性，具体机制还不十分清楚，Nal【aIlislli等【32】认为复合

体与细胞膜结合后通过内吞方式进入细胞。WnPing Deng【33】等用放射性核素111In

和177Lu．1abeled的脂质体静脉注射裸鼠BALB／cByJ(结肠直肠癌，c010rectal caIlccr

CT．26 cells，CT．26)后，血浆放射性从1 h 23．14％ID／g至72 h降低至0．027％ID儋，

血浆半衰期10．2h，肿瘤靶区浓聚放射性48h达到高峰。两种放射性脂质体有相似的

血浆清除率和生物分布，且靶与非靶辐射剂量比，177Lu比111h1．1abeled．脂质体高四

倍。国外许多研究显示FA-PEG-脂质体靶向性高，有可能成为体内靶向治疗肿瘤良

好的载体。通过连接靶向性配体有望提高放射性核素标记的反义寡核苷酸治疗效

果。WaJlg【34】等研究发现，包裹反义寡核苷酸的叶酸．PEG．脂质体，就每一叶酸携

带的反义寡核苷酸而言，叶酸脂质体更具有靶向性。
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结论

放射性核素靶性治疗主要涉及寻找合适的载体以达到对肿瘤特异性杀伤，降

低对周围正常组织的损伤。治疗的目的是杀灭全身播散的肿瘤而不损伤正常组织，

对于非实体瘤放射性核素靶向治疗效果明显，对于实体瘤治疗体积较小者效果较

好，体积大者效果较差，因此放射性核素靶向治疗仍不能作为治疗肿瘤单一的手

段，应联合其他的治疗方式以达到最佳的治疗效果。以抗体介导的放射性核素靶

向治疗在血液系统的恶性病变如B淋巴瘤有显著疗效，但抗体本身具有一定的弊

端，如鼠源性(HAMA)，分子量大(向组织渗透能力低)，特异性相对低(靶／

非靶比值低)等，随着人源化的抗体，单链抗体，单链多价抗体等的出现，由抗

体介导的放射性核素靶向治疗效果有所提高，寻找更高特异性的抗体也是未来医

学研究领域的一个方向。以配体作为靶头目前研究较多的是放射性核素标记的小

分子多肽生长抑素，其治疗神经内分泌起源的肿瘤疗效较好。众多的研究虽然提

示了辅助基因转染可增强放射性核素靶向治疗的效果，但是基因转染技术高，效

率低，特异导向癌细胞能力低，而且由病毒载体转染存在风险，脂质体作为新颖

的载体，它具有生物相容性，具有一定的靶向性，通过脂质体载带治疗性药物对

于肿瘤治疗方面将是一大突破，但脂质体介导的基因转染效率低，因此基因辅助

核素靶向治疗的胜利仍然需要众多人员进一步的研究，随着基因转染领域的发展，

必将极大地推动核素靶向治疗肿瘤疗效。
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