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HV12p—rPA血栓靶向脂质体的制备及体 内溶栓实验 
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摘 要 将通过蛋白质工程获得的抗凝溶栓双功能蛋白水蛭素 12肽一瑞替普酶(HV12p—rPA)制备成靶向 

脂质体 ，并考察其体内溶栓效果。用薄膜分散一超声法制备 HV12p—rPA脂质体 ，通过正交设计优化处方，采用 

碳二亚胺法偶联抗纤维蛋白原单克隆抗体(McAbSZ一65)制备 HV12p—rPA靶向脂质体，采用大鼠颈总动脉血 

栓模型 ，考察 HV12p—rPA靶向脂质体 的体内溶栓效果。结果：最佳处方 中 HV12p—rPA脂质体 的粒径为 

(142．454-_1．20)nm，Zeta电位为(一3o．63土0．48)mV，平均包封率为(91．59±1．39)％。靶向脂质体组(0．48± 

0．083)mg在相同剂量下 (80k IU／kg)与 PBS空白对照组 (2．04±0．114)mg、游离 HV12p—rPA组 (1．2-2-_ 

0．100)mg和普通 HV12p—rPA脂质体组(0．74_4-0．089)mg分别比较，其血栓干重明显减轻(P<O．05)；靶向脂 

质体组与 5倍剂量(400k IU／kg)的游离 HV12p—rPA组(0．52±0．084)mg比较，其血栓干重较之偏轻 (P> 

0．05)。制备出的靶向 HV12p—rPA脂质体具有体内靶向溶栓效果。 
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近年来采用蛋白质工程技术将溶栓药物与抗 

凝剂连接成既具溶栓活性，又具抗凝活性的双功能 

融合蛋白是目前国内外第三代溶栓药物研究的方 

向。本研究在前期采用蛋白质工程技术成功的构 

建并表达了重组水蛭素 12肽一瑞替普酶(HV12p— 

rPA)融合蛋白，具有抗凝血和溶栓双重功能，表明 

该融合蛋白质可作为一种潜在的兼具抗凝和溶栓 

效果的新药_1 ]。为提高 HV12p—rPA的靶向性， 

降低出血副作用，本研究将 HV12p—rPA连接“靶 

向弹头”McAbSZ一65制成靶向 HV12p—rPA脂 

质体，采用大鼠颈动脉血栓模型考察其体内靶向溶 

栓效果。 

1 仪器和材料 

1．1 仪 器 与试 剂 

RE一52A旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器)；水 

浴超声仪；JY92—11型超声细胞破碎机(宁波新芝生 

物科技股份有限公司)；高速冷冻离心机(Beckman 

Counter，Allegra X—ZZR；Centrigug)；透视电子显微 

镜(日本电子公司，JEM一100SX型)；激光粒度(英 

国马尔文公司 Zeta Sizer，NanoZS 90激光粒度 

仪)；L～Ot一卵磷脂(注射级，from soybean，Type II— 

S，14 ～23 ，Sigma P5638)；胆固醇(成都科龙化 

工试剂厂)；t3CA蛋白含量检测试剂盒(南京凯基生 

物科技发展有限公司)；氯仿 (成都方舟试剂厂)。 

McAb SZ一65(苏州大学，蛋白浓度 l mg／mL，纯度 

>80 )。 

动物：Sprague—Dawley，舍大鼠，四川大学实 

验动物中心。 

1．2 样品制备 

参照文献1-43将含有 pET一21~／HV12p—rPA 

重组质粒的大肠杆菌 E．coli BL21(四川大学华 

西药学院构建、保存)，通过发酵表达得到包涵体， 

进行 透 析 复 性 和初 步 纯 化，最 后 将 获 得 的 

HV12p—rPA制备 成冻干粉，得 到抗 凝活性 为 

600 ATU／mg，溶栓活性 8782 IU／mg的样品。 
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2 方 法 

2．1 HVlgp—rPA脂质体的制备 

2．1．1 薄膜分散一超声法m]制备脂质体 将磷 

脂、胆固醇溶于氯仿，减压旋转蒸发挥干氯仿，加入 

HV12p—rPA(PBS，pH7．4)，水浴超声成乳。用 

探头超声(5O W，间隔2 S，10 min)均一粒径。 

2．1．2 正交实验筛选最优处方 对影响脂质体包 

封率的因素进行筛选，选出 4个影响较大的因素： 

磷脂与胆固醇的比(A)、药物浓度 (B)、PBS体积 

(C)、水浴超声时间(D)。以这 4种因素作为考察 

因素，每个因素取 3个水平，采用正交设计法 

L。(3 )进行实验，结果见表 l，以包封率作为评价 

标准，优化处方。 

Tab 1 Orthogonal design with different factors and levels 

2．1．3 脂质体质量检查 按正交试验设计优化后 

的工艺制备 HV12p rPA脂质体 3批，用 BCA试 

剂盒测定包封率，具体操作：取 1 mL脂质体液入 

EP管，调节 Zeta电位，冷冻离心 (14 000 r／min， 

4℃，1 h)取上清液 20 L加入在 96孔板测定游 

离蛋白浓度 W游；取 1 mL脂质体液人西林瓶，加 

4 mL Triton一100(3 )破孚L，取 20 L力Ⅱ入 96孑L 

板，测定总蛋白药物含量 w总，包封率 一(w总一 

W游)／W总×100 。 

取脂质体悬液稀释数倍，透射电子显微镜下观 

察其形态； 

取脂质体悬液稀释适当倍数，取 1 mL，用激光 

粒度仪测定粒径及粒径分布；取 1 mL，用表面电位 

仪测定 Zeta电位。 

2．1．4 空白加样回收率的测定 制备空白脂质体， 

向其中加入 HV12p—rPA(PBS，pH7．4)使其质量浓 

度分 别 为 0．25，0．15，0．05 g／L，冷 冻 离心 

(14 000 r／rain，4℃，1 h)，精密量取上清液0．1 mL， 

测定上清液中 HV12p—rPA的浓度，按照测得量和 

加入量计算其回收率。 

2．1．5 HV12p—rPA脂质体的体外释放 实验 

取 HV12p—rPA 脂 质 体 悬 液 5．0 mL，加 

0．1 mol／L pH7．0的PBS 5．0 mL，置于西林瓶中， 

于恒温振荡仪中 37℃ 以 100 r／min的速度振荡， 

分别于 0，2，3，4，6，8，10，12，16，20，24 h定 

时取样，低温高速离心后，测上清液浓度，计算并绘 

制脂质体的体外释放曲线。 

2．2 偶联 McAbSZ一65 

取偶 合剂 EDCI将 McAbSZ一65偶联 到 

HV12p—rPA脂质体表面 7]：在 1O mL脂质体悬 

液中加入 0．5 mL EDCI(5．0 mg／mL)溶液和 

0．1 mL McAbSZ一65(1．0 mg／mL)。在冰水浴中 

磁力搅拌 2 h。 

2．3体 内溶栓实验 

2．3．1实验动物分组 Sprague—Dawley大鼠 

3O只(舍，体重150~200g)，随机分为5组，每组6只。 

分组：PBS空白对照组；小剂量 HV12p—rPA组 

(80k IU／kg)；大剂量 HV12p—rPA组(4ook IV／kg)； 

HVlgp～rPA脂质体组(8ok IU／kg)；连有McAbSZ一 

65的靶向HV12p—rPA脂质体组(8OkrU／kg)。 

2．3．2 大鼠颈动脉模型 实验前禁食 12 h，10 

水合氯醛(O．3 mL／100 g)腹腔注射麻醉动物，手术 

分离左侧颈总动脉，隔离周 围组织和血管。用 

6 mm x 6 mm滤纸浸蘸 10／,L FeC13(20~／6)包裹 

血管外壁 lO min。待血栓形成后，立即取下滤纸 

条，分别输注 5组不同的药物溶液，10 rain输注完 

毕。40 min后剪取血栓段血管，精确切取 6 mm长 

血栓段，称量血栓段湿重，室温下放置 24 h后称量 

血栓干重。 

2．3．3统计学处理 全部数据均以均数±标准差 

( ± )表示，用 SPSS17．0统计软件进行统计分 

析，采用 t检验。 

3 结 果 

3．1 HV12p—rPA脂质体制备工艺的正交实验 

结果见表 2。通过表 2分析，由极差 R 可 

知，4种因素对包封率的影响大小依次为 ：C>A 

>D>B。综合以上结果 ，确定薄膜分散法制备 

HV12p—rPA脂 质体的最佳处方工艺组合 为 

A C I)2，即磷 脂 与胆 固 醇 的质量 比为 3：1， 

药物浓度 为4 mg／mL，PBS l0 mL，水浴超声 

10 min 
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Tab 2 Results of (3 )orthogonal test 

3．2 HV12p—rPA脂质体质量检查 

最佳处方 3批 HV12p—rPA脂质体的平均粒 

径为 (142．45±1．20)nm，Zeta电位平均值 为 

(一30．63± 0．48) mV，平 均 包 封 率 为 

(91．59±1．39)9／6(图 1～图 3)。透射电镜下观察 

脂质体形态，脂质体形态为封闭 的多层囊状小 

球 (图 1)。 

Fig 1 TEM of HV12prPA liposomes(×60 ooo) 
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Fig 2 Size distribution by intensity of HV12p—rPA liposomes 
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Fig 3 Zeta potential distribution of HV12p—rPA lipo somes 

3．3 空白加样回收率的测定 

测定高、中、低 3个浓度的空白加样回收率分 

别为 89．31 ，9O．25 ，101．52 。 

3．4 HV12p—rPA脂质体的体外释放 

以时间为横坐标，累计释放百分率为纵坐标， 

绘制体外释放曲线见图 4。24 h内释放接近完全。 

Fig 4 Release of HV1 2p—rPA liposomes 

将释放数据用不同的释放模型拟合，最终确定 

其最 佳拟合模 型为一级释放模 型，其方程 为： 

ln(100—P)一一0．302 8t 4-5．615 2(r2— 0．981 4)。 

3．5 体 内溶栓 实验 

血栓段湿重结果见图 5，与 PBS对照组(5．18± 

0．31)nag进行比较，相同剂量下(80k IU／mg)，游离 

HIV12p—rPA组(4．024-O．28)mg没有统计学差异 

(P>O．05)，其它各组均有统计学差异(P<0．05)； 

与普通 HV12p—rPA脂质体组(3．38±．23)mg比 

曹 

童2．5 
耋2 
1．5 

萤 1 
警0

．5 

言 0 
磊 妻 2 3 4 5 

1：PBS；2：Free HV12p—rPA(80k IU／nag)；3：Free HV12p—rPA 

(400k IU／mg)；4：HV12p — rPA liposome(80k IU／mg)； 

5：HV12p—rPA targeted liposome：(80k IU／mg) 

Fig 5 W et weights of thrombi of rats in different groups 

and their stastistical analysis(”一 6) 

一∞d。岜五IsIJa】口一 
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较，偶连有 McAbS Z一65的靶向 HV12p—rPA脂 

质体组 (2．92±0．18)mg的血栓湿重明显减轻 

(P<0．05)。本实验中，靶向脂质体组与其 5倍剂 

量(4ook IU／mg)的游离 HV12p—rPA组 (2．8O± 

0．16)mg比较，靶向脂质体组湿重稍稍偏重(P> 

0．05)。 

血栓干重结果如图 6，与湿重情况有所不同， 

与 PBS组(2．04_--+-0．114)mg比较，相同剂量下 

(80k IU／mg)，各组均有统计学差异(P<0．05)； 

且靶向脂质体组(0．48±0．083)mg与其 5倍剂量 

的游离 HV12p—rPA组(O．52±0．084)mg相比， 

血栓段干重轻(P>O．05)。 

1：PBS；2：Free HV12p—rPA(80k IU／mg)；3：Free HV12p一 A 

(400k IU／mg)；4：HV12p—rPA liposome(80k IU／mg)；5：HV12p- 

rPA targeted liposome(80k IU／mg) 

Fig 6 Dry weights of thrombi in rats of different groups 

and their statistical analysis( 一6) 

从以上结果来看，偶联了 McAbSZ一65的靶向 

HV12p—rPA脂质体用药量相当于游离 HV12p— 

用药量的 1／5就能达到更好的溶栓效果。 

4 讨 论 

目前关于溶栓药物脂质体 的制备已有一些 

报道_8 ]：制备 的 纳豆 激 酶脂 质体，包 封 率为 

53．44 ，粒径为 235．7 nm；制备的尿激酶脂质体 

包封率为 65．4 ，上述工艺得到的脂质体包封率 

偏低 、粒径偏大。鉴于 HV12p—rPA是一种人工 

设计全新结构、相对分子质量为 39．6 k的大分子 

蛋白，其 与已有报道的蛋白药物相比，HV12p— 

rPA在分子质量、结构及生物活性上存在明显差 

异，与化学药物更是相差甚远。为了获得高包封率 

和粒径分布均匀的 HV12p—rPA脂质体，本实验 

采用薄膜分散一超声法，可以避免蛋白质药物直接 

和有机溶剂接触，且探头超声始终在冰浴中进行， 

可以有效降低制备过程对蛋白活性的影响_1 。 

本研究筛选了磷脂与胆固醇用量比、药物浓度、 

PBS量、水浴超声时间 4个因素设计正交试验，用 

优化后的处方通过探头超声均一粒径 ，建立了包 

封率高达(91．59--4-1．39) 的 HV12p—rPA脂质 

体的制备工艺。脂质体粒径的大小影响着脂质 

体在血液内传递和驻留时间，静脉注射剂要求脂 

质体的粒径在 100--200 nm范围内，本研究制备 

的HV12p—rPA月旨质体粒径为(142．45±1．20)nlTl， 

且分布均匀。 

通过 Sephadex G一5O分离偶联有单抗的脂质 

体与游离的McAbSZ一65，测定游离McAbSZ一65 

的浓度，根据(偶联率一偶联上的蛋白质量／起始蛋 

白质量×100 )计算得偶联率为 35．2 。有研究 

报道ll ，药物与抗体分子比在达到 1O：1时，即可 

使抗体失活而失去靶向性。如何保证抗体不失活 

时能联接足够量的药物分子，即提高药物抗体的 

分子比，这是制备药物抗体偶联物的一个主要难 

点。如果采用引入载体的方法形成药物载体一单抗 

复合物，同样量的抗体就可结合更多的药物，且可 

很好地保护酶在血液系统中的活性口引。本研究的 

HV12p—rPA脂质体通过碳二亚胺与 McAbSZ一 

65进行偶联，一个脂质体上连有约 6O～7O个单 

抗，体内溶栓结果表明偶联有单抗的脂质体较 

HV12p—rPA脂质体靶向溶栓效果好，间接也证 

实了该偶联是成功的。 

纤维蛋白原(Fg)在血液凝固过程中，被凝血 

酶转化为纤维蛋白，又经活化的 XI因子作用，交 

联而形成不溶性凝块，血小板活化后与 Fg特异结 

合是血栓形成的最后共同通路。纤维蛋白原单克 

隆抗体能直接作用于血小板膜上的纤维蛋白原或 

封闭膜上纤维蛋白原受体，而使血小板间的桥联作 

用发 生 障碍，抑制 血小 板 的聚集。本 实验将 

McAbSZ一65偶联到 HV12p—rPA脂质体上，可 

以进一步提高 HV12p—rPA的靶向性，体内溶栓 

实验表明 HV12p—rPA靶向脂质体的剂量仅需游 

离 HV12p—rPA的 1／5就能达到几乎相同的溶 

栓，证实其体内靶向溶栓明显提高。 

基于本实验制得的 HV12p—rPA靶向脂质体 

已成功实现了提高其靶向溶栓的功效，减小药量的 

同时可避免出血副作用的目的，提示其具有成为新 
一 代靶向性高、出血副作用小的溶栓治疗药物良好 

6  5  4  3  2  1  O  
一∞Ⅲ)∞ls。DgQI暑Jo lq∞一萎二 事磊。 
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Targeted HV1 2p ——rPA Liposomes and Its 

Throm bolytic Effect in M odel Rats 

DENG Xuan ，LIANG Lan ，GAo Man-lu ，KANG Li—me~ ，YU Rong ，SU 

Zhi—guo ，W U W u—tong。 

(1．W s China School of Pharmacy，Sichuan University，Chengdu 610041，China ；2．ChineseAcademy of 

Sciences，Beijing 100190，China；3．China Pharmaceutical University， ing 21009，China) 

Abstract To prepare thrombus——targeted fusion protein of 1 2 peptide of hirudin and reteplase(HV1 2p—— 

rPA)liposomes and to observe its improved thrombolytic activity on thrombus model rats。HV12p— 

rPA liposome was prepared by a film-ultrasonic method．Orthogonal design was employed to investigate 

factors influencing the encapsulation efficiency of HV12p—rPA liposomes．Thrombus—targeted HV12p— 

rPA liposomes coupled with anti—fibrin monoclone antibody SZ～65 were prepared by carbodiimide(ED— 

CI)method．Experiment in vivo：a rat thrombosis model of carotid artery was induced with ferric chlo- 

ride．Encapsulation efficiency of HV12p—rPA in liposome reached(91．59±1．39) after optimization， 

with the mean size of(142．45--4-1．20)nm and the Zeta potential of(一3O．63--4-0．48)mV．The obtained 

targeted liposomes were characteristic of high entrapment efficiency and small mean diameter．At the 

same dose age(80 k IU／kg)，compared to the dry thrombi weights of PBS control group(2．04± 

0．114)mg，free HV12p—rPA group(1．2_--+-0．100)mg and HV12p—rPA liposomes group(0．74--4-0．089)mg， 

those of targeted HV12p—rPA liposomes group(O．48± 0．083)mg were significantly decreased (P< 

O．O5)．Compared to free HV12p—rPA liposomes of 5 times of dose (O．52--4- 0．084)mg，the targeted 

HV12p—rPA liposomes showed the lighter dry weight(P> 0．05)．The targeted HV12p—rPA lipo— 

somes displayed a good targeted thrombolytic effect． 

Key words HV12p—rPA ，Liposome，Thrombus—targeted，Common carotid artery thrombus model 


