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奥曲肽靶向阿霉素脂质体的制备及其体外性质
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摘　要　探讨奥曲肽靶向脂质体的制备方法。首先采用乙醇注入法和硫酸铵梯度载药法制备阿霉素普通脂质体（Ｐ
Ｌ），单因素研究多种处方组成及工艺参数对脂质体性质的影响。随后在阿霉素脂质体表面插入奥曲肽聚乙二醇４０００氢化
磷脂酰乙醇胺（ＯｃｔｒｅｏｔｉｄｅＰＥＧ４０００ＨＳＰＥ），获得奥曲肽靶向阿霉素脂质体（ＯｃｔＬ）。采用柱分离法和粒径仪考察脂质体包
封率、粒径分布、稳定性，透射电镜观察脂质体形态，透析法测定其释放性质。所制备的奥曲肽靶向脂质体外形圆整，粒径

略小于１００ｎｍ，药物包封率约１００％，４８ｈ释放约２０％；与阿霉素普通脂质体相比，提高了对生长抑素受体表达阳性的ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞的毒性及其阿霉素摄取量。本实验表明，乙醇注入、硫酸铵梯度及后插入法可应用于阿霉素脂质体的制备及脂
质体奥曲肽靶向的修饰。
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　　脂质体是一种由磷脂和胆固醇组成的类生物
细胞膜结构，药物可包裹于亲水内核或者脂质双分

子层中。脂质体具有被动靶向性及缓释性，可改变

包裹药物的体内分布和药动学特性，但缺乏特异靶
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向性［１］。随着对肿瘤病理及分子变化机制研究的

不断深入，可利用肿瘤细胞表面特异或过度表达的

受体与特异配体的特殊作用，在普通脂质体表面修

饰上特异配体，制备成靶向脂质体，可通过肿瘤细

胞对配体的识别，将抗肿瘤药物浓集于肿瘤病灶，

从而提高药物疗效，降低药物毒性［１２］。

奥曲肽（ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ，Ｏｃｔ）是由８个氨基酸构成
的环状多肽，为天然生长抑素的人工合成类似物，

但较天然生长抑素具有更好的体内稳定性及更强

的与生长抑素受体 ＳＳＴＲｓ的亲和力［３５］。临床上，

奥曲肽可用于治疗神经内分泌瘤［３，６］，并且奥曲肽

的放射性衍生物［４］，如１２３Ｉ［Ｔｙｒ３］ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ，１１１Ｉｎ
ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ（ＤＴＰＡ）ｏｃｔ
ｒｅｏｔｉｄｅ，和 βｅｍｉｔｔｅｒｙｔｔｒｉｕｍ９０［９０ＹＤＯＴＡ０，Ｔｙｒ３］
ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ（ＯｃｔｒｅｏＴｈｅｒ）可用于ＳＳＴＲｓ表达阳性的肿
瘤显像检测。上述奥曲肽的实际应用均为奥曲肽

靶向阿霉素脂质体提供了实践基础。此外，已有的

关于奥曲肽靶向脂质体的研究［７］，奥曲肽与阿霉

素［８］、紫杉醇［４，９］偶联物的研究均证实了奥曲肽修

饰能提高药物在肿瘤病灶处的分布，提高疗效。本

课题组曾将自制的奥曲肽靶向材料 ＨＳＰＥＰＥＧ４０００
Ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ与磷脂、胆固醇混合旋转成膜后，通过薄
膜分散法制备奥曲肽靶向阿霉素脂质体（一步

法），在体外细胞实验中证实了奥曲肽的靶

向性［１０］。

本文采用乙醇注入法结合后插入法制备奥曲

肽靶向阿霉素脂质体。后插入法广泛应用于将各

类蛋白多肽类配体修饰于脂质体表面［１１１４］，较一

步法更为优良，但尚未见文献报道用于奥曲肽配

体。本文通过ＭＴＴ实验以及细胞荧光摄取实验证
实，后插入法也适用于奥曲肽配体对脂质体的

修饰。
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　材　料

１１　试　剂
盐酸阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ，印度ＲＰＧ生命

科学公司）；大豆卵磷酯（由于磷脂酰胆碱含量 ＞
８０％，缩写为ＰＣ，德国Ｄｅｇｕｓｓａ公司）；胆固醇（ｃｈｏ
ｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＣＨ，国药集团化学试剂有限公司）；ＨＳＰＥ
ＰＥＧ４０００Ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ（自制

［１０］）；葡聚糖凝胶５０（Ｓｅｐｈ
ａｄｅｘＧ５０，北京欣经科生物技术有限公司）；噻唑

兰（ＭＴＴ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血
清 ＦＢＳ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；其他试剂均为市售分
析纯。

１２　仪　器
ＵＶ９６００紫外可见分光光度计（北京瑞利分析

仪器有限公司）；ＲＦ５３０１ＰＣ荧光分光光度计（日
本岛津公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ３０００ＨＳＡ型粒径分析仪
（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＪＥＭ２２０１０ＵＨＲ高分辨透射
电镜（日本电子光学公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３型酶标
仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１３　细胞株

ＮＣＩＨ４４６（人小细胞肺癌细胞）购自中国医
学科学院肿瘤细胞库。

"

　方法与结果

２１　阿霉素含量测定方法的建立
２１１　检测波长　量取浓盐酸３２ｍＬ至５０ｍＬ
量瓶中，以去离子水定容。精密量取上述盐酸溶液

１０ｍＬ至１００ｍＬ量瓶中，以异丙醇定容，配制成酸
化异丙醇溶液。分别量取４ｍｇ／ｍＬ阿霉素生理盐
水溶液 ０２５ｍＬ和空白脂质体溶液 ０７５ｍＬ于
１０ｍＬ量瓶，加入酸化异丙醇溶液破乳定容，以酸
化异丙醇溶液为空白，于２００～８００ｎｍ进行扫描。
在４８０ｎｍ处阿霉素有最大吸收，且此处空白脂质
体组分对阿霉素的测定无干扰，故选定４８０ｎｍ为
阿霉素的检测波长。

２１２　标准曲线的绘制　精确量取 ５００μｇ／ｍＬ
阿霉素水溶液 ０１，０２，０３，０４，０５，０６，０８，
１０ｍＬ于１０ｍＬ量瓶中，以酸化异丙醇溶液定
容，配成浓度范围为５～５０μｇ／ｍＬ的阿霉素标准
溶液，以酸化异丙醇溶液为空白，于４８０ｎｍ处测
定吸收度（Ａ）。以 Ａ对质量浓度 ｃ（μｇ／ｍＬ）进行
回归，Ａ＝００１２７ｃ＋０００８５，ｒ＝０９９９９，在 ５～
５０μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性良好。
２２　阿霉素普通脂质体的制备

采用乙醇注入法制备空白脂质体，硫酸铵梯度

法载药，以粒径分布及包封率为考察指标，摸索处

方因素及制备工艺，制备阿霉素普通脂质体。

２２１　脂质体制备　称取 ＰＣ２００ｍｇ，按比例称
取ＣＨ，两者同时超声溶解于一定体积的无水乙醇
中，３５℃恒温搅拌下缓慢滴入１７５ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸铵

４２２
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溶液１０ｍＬ中，３５℃真空旋转蒸发去除乙醇，补加
硫酸铵溶液定容至１０ｍＬ，３５℃旋转水合３０ｍｉｎ。
４００Ｗ探头超声一定次数（工作１ｓ，暂停１ｓ）后，
过０１５μｍ醋酸纤维素滤膜５次，制得空白脂质
体，测定粒径分布。空白脂质体以生理盐水透析

５ｈ（１ｈ换液１次）后，按一定药脂比将脂质体溶
液与４ｍｇ／ｍＬ阿霉素盐酸盐生理盐水溶液混合后
于４５℃旋转载药３０ｍｉｎ，制得阿霉素脂质体，测定
包封率及粒径分布。

２２２　包封率的测定
包封率测定方法　取载药脂质体０６ｍＬ平均

分成两份，一份过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０葡聚糖凝胶柱，以
生理盐水为洗脱液分离脂质体和游离阿霉素。收集

脂质体组分，以酸性异丙醇溶液破乳后，于４８０ｎｍ
处测定吸收度，按标准曲线计算阿霉素浓度。另一

份载药脂质体样品稀释到与上柱后脂质体组分相同

体积，以酸性异丙醇溶液破乳后，于同样条件下测定

吸收度，按标准曲线计算阿霉素浓度。两个浓度的

比即为包封率（ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）。
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱洗脱效果考察　以生理盐水

平衡ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱后，取阿霉素脂质体０３ｍＬ
上柱，用０９％氯化钠溶液洗脱，控制流速１４ｍＬ／
ｍｉｎ，每３０秒收取一份，加入适量酸化异丙醇稀释，
以酸化异丙醇为空白对照，测量吸收度 Ａ，绘制洗
脱曲线。洗脱曲线表明阿霉素脂质体和游离阿霉

素可完全分离，脂质体组分于３５～６５ｍｉｎ被洗
脱出，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０柱分离法可用于阿霉素脂质
体包封率的测定。

柱回收率的考察　用２ｍｇ／ｍＬ阿霉素水溶液
将脂质体样品稀释成高、中、低３种浓度的阿霉素
脂质体溶液，每个浓度各取 ０６ｍＬ，平均分成两

份。一份以生理盐水为洗脱液收集脂质体组分和

游离阿霉素组分，以酸性异丙醇溶液破乳定容后，

于４８０ｎｍ处测定吸收度，计算阿霉素浓度。另一
份稀释到与上柱后脂质体组分和阿霉素组分相同

体积，以酸性异丙醇溶液溶解定容后，于４８０ｎｍ处
测定吸收度，计算阿霉素浓度。两个浓度的比即为

柱回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＲＲ），结果表明当阿霉素
水溶液与脂质体体积比为 １∶２、２∶２、２∶１时，ＲＲ
（％）分别为９５６６±０３６、９９０４±０３４、９７３９±
１８５（ｎ＝３）。可以看出 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶柱对
脂质体和游离阿霉素的吸附较少，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０
柱分离法可用于阿霉素脂质体包封率的测定。

２２３　乙醇体积对粒径的影响　根据“２２１”
项，按ｎ（ＰＣ）∶ｎ（ＣＨ）＝５∶１，４００Ｗ超声２５０次（工
作１ｓ，暂停１ｓ），制备空白普通脂质体，摸索乙醇体
积对粒径大小及多分散系数（ｐｏｌｙｉｎｄｅｘ，ＰＩ）的影
响，试验结果如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｅｔｈａｎｏｌｏｎｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂｌａｎｋｌｉ
ｐｏｓｏｍｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｖ（ｅｔｈａｎｏｌ）／ｍＬ Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｐｏｌｙｉｎｄｅｘ
１ １６４２±１２５ ０２４０±００３９
３ １４９８±１５０ ０１８０±００１３
５ １０１１±１５４ ０２６０±００３８

　　可以看出乙醇体积越大，粒径越小，同时说明
磷脂溶液加入的速度越缓慢，越有利于制备粒径较

小的单室脂质体。考虑到乙醇滴加时间及乙醇去

除问题，将乙醇体积定为５ｍＬ。
２２４　磷脂与胆固醇物质的量比对包封率的影响
　按不同 ＰＣ与 ＣＨ物质的量比制备空白脂质体，
测定粒径分布，透析后按 ｍ（ＤＯＸ）∶ｍ（ＰＣ）＝１∶１５
载药，测定包封率及载药后粒径分布，见表２。

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆＰＣｔｏＣＨｏｎｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＥＥ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｎ（ＰＣ）∶ｎ（ＣＨ）
Ｂｌａｎｋｌｉｐｏｓｏｍｅ

Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｐｏｌｙｉｎｄｅｘ
ＤＯＸｌｉｐｏｓｏｍｅ

Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｐｏｌｙｉｎｄｅｘ
ＥＥ／％

３∶１ １１０５±１６７ ０２７２±０００３ ９５９±１０２ ０３９７±００７７ ９６９４±１８３
５∶１ ９８１±６４ ０２９９±００１４ ９１９±８３ ０３７０±００３７ １００００±０００
７∶１ ９８３±１５３ ０２８５±００１６ ９２４±８７ ０３５６±００３２ ９７９７±２８６
１０∶１ ９０８±２８ ０３８０±００１３ ９６５±２１ ０３９９±００４１ ９５８８±４１３
１５∶１ ９９９±１３６ ０３２８±００１４ ９８６±１１４ ０３８６±００３９ ９８６１±０９８

ＰＣ：ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ；ＣＨ：ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＤＯＸ：ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

　　试验结果表明，ＰＣ与 ＣＨ物质的量比对粒径
分布和包封率的影响较小，且包封率在 ｎ（ＰＣ）∶
ｎ（ＣＨ）＝５∶１时达到最大。

２２５　药脂比对包封率的影响　采用 ｎ（ＰＣ）∶
ｎ（ＣＨ）＝５∶１，按照不同药物与磷脂的质量比制备
载药脂质体，考察药脂比ｍ（ＤＯＸ）∶ｍ（ＰＣ）对包封

５２２
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率的影响。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆＤＯＸｔｏＰＣｏｎｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

由图１可以看出药脂比对包封率影响较大，当
药脂比小于１∶１５，包封率接近１００％；而药脂比大
于１∶１５，包封率明显下降。
２２６　硫酸铵浓度梯度对包封率的影响　脂质体
内外硫酸铵浓度梯度是提供包载阿霉素的动力。

按照ｍ（ＤＯＸ）∶ｍ（ＰＣ）＝１∶５，采用不同浓度的硫
酸铵溶液制备脂质体，考察硫酸铵浓度梯度对包封

率的影响，结果见图２。可见硫酸铵浓度越大，包
封率越高。当硫酸铵浓度达２００ｍｍｏｌ／Ｌ以上时，
包封率不再显著增加，这可能是受脂质体内水相体

积的限制。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｏｎｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２２７　载药温度对包封率的影响　按照ｍ（ＤＯＸ）∶
ｍ（ＰＣ）＝１∶５，硫酸铵浓度为３００ｍｍｏｌ／Ｌ，采用不
同温度载药，考察载药温度对包封率的影响，结

果如图３所示。结果表明，当载药温度低于磷脂
相转变温度（４０℃），阿霉素包封率较低。随着
载药温度的升高，脂质体磷脂膜流动性越强，促

使分子型的阿霉素更容易进入脂质体内水相，使

得包封率提高。考虑到磷脂的稳定性，将载药温

度定为４５℃。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏａｄｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝３）

２２８　载药时间对包封率的影响　按照ｍ（ＤＯＸ）∶
ｍ（ＰＣ）＝１∶５，硫酸铵浓度为３００ｍｍｏｌ／Ｌ，载药温度
为４５℃，采用不同载药时间制备阿霉素脂质体，考
察载药时间对包封率的影响，结果如图４所示。载
药时间越长，包封率越高。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏａｄｉｎｇｔｉｍｅｏｎｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２２９　超声次数对粒径分布的影响　采用４００Ｗ
超声（工作１ｓ，暂停１ｓ），通过考察超声次数对脂
质体粒径分布的影响，摸索欲制得略小于１００ｎｍ
载药脂质体的超声条件，试验结果见表３。可以
看出，超声次数在２５０次左右可获得粒径略小于
１００ｎｍ的脂质体。

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｎｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓｏｎｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

Ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓ Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｐｏｌｙｉｎｄｅｘ
１５０ １１９５ ０２６７
２００ １０６８ ０２８
２５０ ９５３ ０２９８
３００ ９４６ ０３０２
３５０ ９２５ ０３１２

２２１０　脂质体稳定性考察　在上述单因素考察
试验中，获得两个较优处方，载药量分别为 １，
２ｍｇ／ｍＬ。分别制备３份载药脂质体，测定粒径及
包封率，于４℃冰箱放置一个月后再次考察粒径分
布及包封率，处方及实验结果如表４所示。

６２２
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Ｔａｂｌｅ４　ＴｗｏｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤＯＸｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙａｔ４°Ｃ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ＦｏｒｍｕｌａｔｉｏｎΔ
ｃ［（ＮＨ４）２ＳＯ４］／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｍ（ＤＯＸ）∶
ｍ（ＰＣ）

ｔ（Ｌｏａｄｉｎｇ）／
ｈ

ｃ（ＤＯＸ）／
（ｍｇ／ｍＬ）

Ｓｉｚｅ／ｎｍ
０ ３０ｄ

ＥＥ／％
０ ３０ｄ

１ １７５ １∶１５ ０５ １ ９３６±３９７ １１０４±６２６ １０００±０ ９７４８±２３４
２ ３００ １∶５ １ ２ １０３９±０２４ ＮＡ ９５４１±３１１ ＮＡ

Δｎ（ＰＣ）∶ｎ（ＣＨ），Ｖ（ｅｔｈａｎｏｌ）ａｎｄｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｂｏｔｈｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ５∶１，５ｍＬａｎｄ４５℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
ＮＡ：ｎｏｔａｖａｉｌａｂｌｅ．Ｏｎｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｏｆｌｉｐｏｓｏｍａｌｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄａｆｔｅｒａｍｏｎｔｈ

　　从表４可看出，处方２长期稳定性不如处方
１。处方１在４℃储存一个月后粒径仅有少量增
大，药物泄露较少，一个月后包封率仍在 ９０％以
上，稳定性较好，因此采用此处方及工艺制备阿霉

素普通脂质体。

２３　奥曲肽修饰的阿霉素脂质体的制备
２３１　脂质体磷脂含量测定　按照一定的靶向材
料ＨＳＰＥＰＥＧ４０００ＰＥ与磷脂的物质的量比修饰阿
霉素普通脂质体。为了确定靶向材料的投料量，需

准确地测定脂质体磷脂含量。精密吸取脂质体

０５ｍＬ，以去离子水稀释定容至１０ｍＬ。取上述溶
液１ｍＬ，加甲醇 ５ｍＬ破乳后旋蒸干，加入氯仿
１０ｍＬ超声使溶解，制得脂质体样品溶液。精密吸
取脂质体样品１ｍＬ溶液于１０ｍＬ具塞离心管中，
加氯仿至３ｍＬ，加显色剂３ｍＬ，涡旋离心后按硫氰
铁铵显色法［１５１６］测定磷脂含量。以 Ａ对浓度
ｃ（ｍｇ／ｍＬ）回归，得到标准曲线方程Ａ＝９４４７７ｃ＋
０００１５，ｒ＝０９９９９，表明磷脂在 ０００６７～００５
ｍｇ／ｍＬ浓度范围内线性良好。
２３２　后插入法制备奥曲肽修饰的阿霉素脂质体
　将制备好的脂质体置于４０℃水浴锅中恒温搅
拌，测定磷脂含量后，按 ｎ（ＨＳＰＥＰＥＧ４０００Ｏｃｔｒｅｏｔｉ
ｄｅ）∶ｎ（ＰＣ）＝３∶１００加入 ＨＳＰＥＰＥＧ４０００Ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ
水溶液，孵育 ４ｈ后，置于截留相对分子质量为
８０００的透析袋中以生理盐水透析２ｄ，以去除渗透
出的硫酸铵及未插入的 ＨＳＰＥＰＥＧ４０００Ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅ，
即制得奥曲肽修饰的阿霉素脂质体。载药方法同

普通脂质体，包封率约 １００％，所得脂质体粒径
［（１１１９±１８５）ｎｍ，ＰＩ：０２０３±００１６］与普通脂
质体粒径［（１０３７±１１４）ｎｍ，ＰＩ：０２２９±０００９］
相似。

２４　脂质体形态学考察
采用透射电镜（ＴＥＭ）观察载药奥曲肽靶向脂

质体的表面形态。将脂质体混悬液用蒸馏水稀释

１００倍后，滴至敷有支撑膜的铜网上，以１％磷钼酸
负染，自然晾干后，于ＴＥＭ下观察其形态，并拍照，

见图５。脂质体粒子为球形或类球形，可见指纹环
状螺旋结构。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｐｏ
ｓｏｍｅｓ

２５　脂质体的体外释放行为
将阿霉素（ＤＯＸ）、阿霉素脂质体（ＰＬ）或阿霉

素奥曲肽靶向脂质体（ＯｃｔＬ）分别用 ｐＨ７４ＰＢＳ
稀释至５０μｇ／ｍＬ，各取１ｍＬ置于截留相对分子质
量为８０００的透析袋中，将透析袋置于ｐＨ７４ＰＢＳ
３０ｍＬ中，３７℃恒温搅拌４８ｈ。分别于一定时间
点取透析外液０５ｍＬ，通过荧光强度测定释放出
的阿霉素含量，并补充新鲜 ＰＢＳ０５ｍＬ。绘制时
间累积释放百分数图（图６）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｏｆＤＯＸｆｒｏｍＤＯＸｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｌｉｐｏｓｏｍａｌ
ＤＯＸ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＰＬ：ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｐｌａｉｎｌｉｐｏｓｏｍｅ；ＯｃｔＬ：ｏｃｔｒｅｏｔｉｄｅｔａｒｇｅｔｉｎｇＤｏｘｌｉｐｏ
ｓｏｍｅ

从图６可以看出，游离的 ＤＯＸ２４ｈ即释放完
全，而阿霉素普通脂质体和阿霉素奥曲肽免疫脂质

体４８ｈ释放约２０％，说明制备的脂质体对阿霉素
有良好的缓释效果，并且类似于文献［１１］，奥曲肽
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的靶向修饰并不影响药物的释放性质，靶向脂质体

仍具有良好的稳定性。释放结果可以说明在细胞

毒及细胞摄取荧光试验中，奥曲肽靶向脂质体与阿

霉素普通脂质体在细胞实验中的差异不是由释放

性质差异引起的，而是由奥曲肽修饰引起的，佐证

了后插入法的有效性。

２６　ＭＴＴ法测定阿霉素３种剂型的活性
将处于对数生长期的 ＮＣＩＨ４４６细胞按每孔

４×１０４个细胞接种于９６孔板中，培养２４ｈ后，每孔
加入新鲜培养基１００μＬ，再加入已用培养基稀释
至特定浓度的阿霉素（ＤＯＸ）、阿霉素脂质体（ＰＬ）
或阿霉素奥曲肽靶向脂质体（ＯｃｔＬ）溶液１００μＬ，
使阿霉素终浓度为 ２０、１０、５、２５、１２５、０６２５、
０３１２５μｇ／ｍＬ，并设空白培养基对照孔，每组设
３个平行孔，于３７℃培养箱中继续培养２４ｈ。２４ｈ
后，每孔加入含５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的ＰＢＳ溶液２０μＬ。
用微型振荡器振荡混匀后，用酶标仪在参考波长

６３０ｎｍ、检测波长５７０ｎｍ的条件下测定吸收度，扣
除空白培养基对照孔的吸收度后，计算药物对肿瘤

细胞的抑制率，绘制抑制曲线，见图７。

—▲— ＤＯＸ；—■— ＰＬ；—●— ＯｃｔＬ
Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ（２４ｈ）ｏｆｔｈｒｅｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＯＸｔｏＮＣＩＨ
４４６ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

从图 ７可以看出，在对 ＮＣＩＨ４４６的毒性
中，由于游离阿霉素荷正电易与表面呈负电性的

细胞膜亲和，游离阿霉素毒性（ＩＣ５０１４０μｇ／ｍＬ）
大于阿霉素普通脂质体（ＩＣ５０３８４μｇ／ｍＬ），但采
用后插入法制备的奥曲肽靶向脂质体（ＩＣ５０
１２４μｇ／ｍＬ）明显提高了阿霉素脂质体对受体表
达阳性的 ＮＣＩＨ４４６细胞毒性，证实了后插入法
修饰的有效性。

２７　荧光显微镜观察细胞摄取
将处于对数生长期的 ＮＣＩＨ４４６细胞按每孔

１×１０５个细胞接种于２４孔板中，培养２４ｈ后，弃
去培养液，分别加入以培养基稀释至１０μｇ／ｍＬ的

阿霉素普通脂质体或者阿霉素奥曲肽靶向脂质体

溶液０４ｍＬ。３７℃孵育６ｈ后，用冷的 ＰＢＳ洗涤
３次，置于倒置荧光显微镜下观察拍照（图８）。结
果与细胞毒性试验一致，采用后插入法制备的奥曲

肽靶向脂质体在 ＮＣＩＨ４４６细胞上的摄取量明显
多于阿霉素普通脂质体，说明后插入法实现了脂质

体奥曲肽修饰。

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＰＬ（Ａ）ａｎｄＯｃｔＬ（Ｂ）ｆｏｒ６ｈａｔ３７°Ｃ（×２００）．ＤＯＸｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｏｔｈｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｗａｓ１０μｇ／ｍＬ

#

　讨　论

本文采用乙醇注入法和硫酸铵梯度载药首先

制备了阿霉素普通脂质体，通过考察乙醇体积，磷

脂胆固醇比，超声次数等条件对粒径分布及包封率

的影响，制备了粒径略小于 １００ｎｍ，包封率接近
１００％，稳定性良好的阿霉素脂质体。在所研究的
范围内，药脂比、硫酸铵梯度以及载药温度对包封

率影响较大，乙醇体积及超声次数影响粒径大小。

在此普通脂质体的工艺条件上，通过后插入法制备

了阿霉素奥曲肽靶向脂质体，相比于普通阿霉素脂

质体而言，具有更高的细胞毒及细胞摄取量，证实

了插入法的有效性。体外释放试验表明，阿霉素奥

曲肽靶向脂质体稳定性良好，释放性质与普通阿霉

素脂质体相似。课题组早期采用薄膜分散和一步

法制备的普通脂质体和奥曲肽靶向脂质体释放性

质也相似［１０］。但本文采用的乙醇注入和后插入法

制备的阿霉素普通脂质体和奥曲肽靶向脂质体，

４８ｈ释放更少，缓释效果更好，更稳定。
目前配体通常通过ＰＥＧ链共价修饰于脂质体

表面，共有３种常见方法。一种是一步法，将靶向
材料配体ＰＥＧ磷脂与脂质体磷脂和胆固醇共同旋
转成膜，按照薄膜分散的方法制备靶向脂质

体［７，１０］；一种是后修饰法，即先将带有活性末端的

聚乙二醇磷脂材料与脂质体磷脂和胆固醇共同旋

转成膜，制备成脂质体后，再通过配体与ＰＥＧ活性

８２２
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末端的反应进行修饰［１７］。第三种方法即为本文中

所采用的后插入法。后插入法相对于一步法及后

修饰法更为优越。一步法存在成膜不均［１８］，批间

差异大，靶头可分布于脂质体内外两侧，造成靶头

的浪费［１４］等问题。后修饰法存在修饰效率低，修

饰量不宜控制等缺点［１４］。后插入法不仅方便快

捷，还可避免成膜中所用有机溶剂对蛋白类配体活

性的影响，同时不同配体修饰的脂质体或者不同配

体修饰密度的脂质体可来源于同一批普通脂质体，

易于工业化生产，批间差异可控。本文应用乙醇注

入、硫酸铵梯度结合后插入法更适合获得理想的奥

曲肽靶向脂质体。
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