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两种脂质体制备方法对碱性成纤维细胞生长因子活性的影响
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【摘要 】　目的 　考察两种脂质体制备方法对碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF)活性的影响。方法 　采用薄膜分散法和

冻干重建法制备 bFGF脂质体 ,MTT法检测两种方法制备的脂质体中 bFGF的活性。结果 　薄膜分散法和冻干重建法制备的

bFGF脂质体活性分别为 1199 ×107 和 1194 ×107 IU /m l。与对照 bFGF水溶液相比 ,两种脂质体制备方法均未降低 bFGF活

性 ,且包封率与粒径差异无显著意义。结论 　采用薄膜分散法和冻干重建法制备 bFGF脂质体 ,对其活性均无影响。
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　　研究表明 ,碱性成纤维细胞生长因子 (Basic fi2
broblast growth factor, bFGF)是一个由 146个氨基酸

组成的阳离子多肽 ,相对分子质量 16 00018 000,等

电点为 916。 bFGF是体内最有效的血管生成因子

之一 ,生物活性和临床用途广泛 [ 1 ]。由于其体外稳

定性差 ,对热、酸及有机溶剂敏感 , 56℃作用 5 m in

或酸性条件下 (pH 210)作用 2 h可失活 ,因此制剂

过程中能否保持 bFGF的原有活性是一个关键性问

题 ,也是考虑其他评价指标的前提 [ 3 ]。同时 , bFGF

体内半衰期短 ,且无特异性作用靶点 ,因而研究具有

缓释作用的 bFGF制剂尤为重要。

脂质体是目前研究较多的一类药物传递系统 ,

可作为蛋白多肽类药物的理想载体 [ 2 ]。本文在前

期对 bFGF活性稳定性研究的基础上 ,选择了冻干

重建法和薄膜分散法制备 bFGF脂质体 ,并考察了

这两种制备方法对 bFGF活性的影响 ,为 bFGF脂质

体制剂的进一步研究奠定了基础。

材料与方法

11仪器

GAST真空泵 (美国 MFG公司 ) ;微孔滤膜 (海

亚东分离器材厂 ) ;旋转蒸发仪 (上海医械专机厂 ) ;

L IPEX2EXTRUDER挤出仪 (Northern L ip ids Inc. ) ;

冷冻干燥机 (北京博医康实验仪器有限公司 ) ;多功

能酶标仪 ( SPECTR MAX250)。

21试剂

大豆卵磷脂 (DEGUSSA ) ;胆固醇 (上海生化试

剂厂 ) ; RPM I1640培养基 ( GIB ICO ) ;胎牛血清 ( FBS)
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(杭州四季青生物工程材料有限公司 ) ; 噻唑蓝

(MTT) ( Sigma) ; bFGF原液 (广州暨南大学 ) ; bFGF

标准品 (中国药品生物制品检定所 ) ; BalB 3T3细胞

(中国科学院上海细胞生物学研究所 ) ;实验用水为

二次重蒸水 ,其他试剂均为分析纯。

31方法

311　MTT法测定 bFGF活性 :按文献 [ 4 ]方法

进行。

312　bFGF原液的活性测定 :将 bFGF原液以

生理盐水稀释至 113μg/m l,再用含 014% FBS的

1640培养液稀释 1 000倍 ,加入第 1孔 ,依次 4倍稀

释 ,分别加入 28孔 ,标准品第 1孔为 100 IU,依次 4

倍稀释 ,按 311项下 MTT法测定 bFGF原液的活性。

313　对照 bFGF水溶液的活性测定 :取适量

bFGF原液 ,加入 10%蔗糖水溶液 ,稀释至蛋白浓度

为 113μg/m l。活性测定时用含 014% FBS的 1640

培养液稀释 1 000倍 ,加入第 1孔 ,依次 4倍稀释 ,

分别加入 28孔 ,按 311项下 MTT法测定。

314　薄膜分散法制备的 bFGF脂质体的活性

测定 :将一定比例磷脂、胆固醇溶于氯仿中 ,减压旋

转蒸发法在圆底烧瓶壁上形成均匀薄膜 ,加入蛋白

浓度为 113μg/m l的 10%蔗糖水溶液 ,室温下水化

30 m in,形成半透明乳状液 ,室温挤出 ,过 0122μm

的微孔滤膜 5 次 ,进行整粒。活性测定时 ,用含

014% FBS的 RPM I1640培养液稀释 1 000倍 ,加入

第 1孔 ,依次 4倍稀释 ,分别加入 28孔 ,按 311项下

MTT法测定 ,考察薄膜分散法对蛋白活性的影响。

315　冻干重建法制备的 bFGF脂质体的活性

测定 :分别取适量 bFGF原液 ,加入 1 m l小单室空白

脂质体 (含 10%蔗糖作为冻干保护剂 )中混匀 ,冷冻

干燥。活性测定时 ,加 1 m l无菌水溶解 ,形成半透

明乳状液 ,蛋白浓度为 113μg/m l,然后用含 014%

FBS的 1640培养液稀释 1 000倍 ,加入第 1孔 ,依次 4
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倍稀释 ,分别加入 28孔 ,按 311项下 MTT法测定。

316　统计学方法 :试验结果表示为 x ±s,组间

差异性统计选用双侧 t检验 , P < 0105为差异有显

著意义。

结 　　果

11 bFGF原液的活性测定

bFGF原液的效价为 1190 ×10
7

IU /m l,表明该

bFGF原液活性较好 ,可用来进行制剂研究。

21 bFGF脂质体的包封率及粒径

薄膜分散法及冻干重建法制备的 bFGF脂质体

包封率分别为 (7917 ±213) %和 (7816 ±116) % ( P >

0105) ,粒径分别为 ( 218 ±24) nm和 ( 236 ±33) nm

( P > 0105) ,差异均无显著意义。因此对两种方法

制备的 bFGF脂质体的活性进行测定时 ,包封率及

粒径的影响因素可以忽略不计。

31两种脂质体制备方法对 bFGF活性的影响

薄膜分散法和冻干重建法制备的 bFGF脂质体

及对照 bFGF水溶液的活性测定结果见图 1, 3条活

性曲线几乎重合。薄膜分散法及冻干重建法制备的

bFGF脂质体的效价分别为 1199 ×10
7

IU /m l和

1194 ×10
7

IU /m l,与对照 bFGF水溶液相比 ,两种方

法制备 bFGF脂质体对蛋白活性均无影响。

图 1　两种脂质体制备方法对 bFGF活性的影响

讨 　　论

蛋白多肽类药物主要包括酶、细胞因子等一些

具有特殊功能的蛋白质 ,与小分子药物相比 ,其稳定

性差 ,易被酶降解 ,生物半衰期短 ;而扩散差、分配系

数小的缺点又使其难以通过生物屏障及脂质膜。因

此 ,蛋白多肽类药物的传递系统一直是国内外研究

的热点之一。

目前 ,蛋白多肽类药物大多以注射用溶液或冻

干粉针剂的形式应用于临床 ,但需频繁给药 ,治疗费

用较高 ,患者顺应性较差。开发新型的缓控释制剂

(如脂质体、纳米颗粒、微球、微囊等 )是有效的解决

方法之一。但像 bFGF一样 ,许多蛋白多肽类生物

活性物质存在着稳定性差、极易变性失活的缺点 ,有

的甚至无法开发成为临床药物。制备过程中的温

度、pH值、离子强度、有机溶媒等工艺因素均会影响

蛋白活性 [ 5 ]
,因此选择不影响蛋白活性的适宜制备

方法是成功开发稳定、安全、有效的新制剂的前提。

前期对 bFGF活性稳定性的研究表明 , pH值在

610810范围内 ,室温条件下保存 12 h,反复冻融 3

次 , bFGF水溶液活性的降低均不显著。本文在此基

础上 ,选择薄膜分散法和冻干重建法制备 bFGF脂

质体。结果表明采用室温薄膜分散法制备 bFGF脂

质体 ,并在室温条件下挤出整粒 ,对蛋白活性几乎无

影响。据文献报道 [ 6 ] , bFGF水溶液在冻干过程中

活性显著降低 ,需加入肝素对其活性进行保护。但

本文采用冻干重建法制备的 bFGF脂质体的活性并

无明显降低 ,可能是冻干过程中脂质体或磷脂的存

在对 bFGF起到了保护作用。本实验为 bFGF脂质

体制剂的进一步研究奠定了基础。
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