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!!摘要%以二棕榈酰磷脂酰胆碱!*))0"/氢化大豆磷脂!J,)0"/二硬脂酰乙醇胺6聚乙二醇!"""!*,)K6

)KM!""""为原料(运用逆向蒸发法包载黄连素制备一种新型智能药物控释高分子材料000黄连素温敏脂质体

!S?8C?82>?;E?8F@:?>:2;2G?=2D@:@F?:(S6[,/".透射电镜![8<>:F2::2@>K=?7;8@>+278@:7@D?([K+"/紫外分

光光度计!T\,D?7;8@DE@;@F?;?8(T\"/I?;<电位及粒度分析仪!I?;<D@;?>;2<=<>5)E<:?&><=9:2:/2PE;

,7<;;?82>P(I?;<)&/,"/差示扫描量热仪!*2BB?8?>;2<=,7<>>2>P0<=@82F?;?8(*,0"表征合成产物并测试性能(考

察S6[,/的体外释药规律.结果表明(设计反应路线合理(成功合成目标产物(产物粒径(##>F(相变温度

(#1_(.b(脂质体包封黄连素的效果较好(包封率为1-a(脂质体的体外释药情况符合A2;P?86)?DD<:模型.

!!关键词%药物控释+高分子材料+脂质体+温敏+体外释药

药物控释材料,#-是指能将药物包裹在材料内部(控制药物定量释放(维持血药浓度稳定的一种智能
材料.药物控释材料作用下的给药模式与传统的给药模式相比(具有提高药物治疗/降低治疗成本/减弱
药物对机体正常组织细胞的危害等显著优点.药物控释材料的研究与应用已成为目前药物制剂领域的
前沿与热点.

温敏脂质体![E?8F@:?>:2;2G?=2D@:@F?:([,/"是一种新近出现的药物控释材料,!-.它的结构和组
成模拟生物膜双分子层(这种脂质体的双分子层能够随温度变化发生相态变化(这一转变温度称为相变
温度,(-.当温度低于脂质体的相变温度时(它的磷脂双分子层呈排列紧密的凝胶态(包封在内部的药物
不易得到释放+而当温度升高至相变温度以上时(磷脂双分子层由凝胶态转变为液晶态(脂质膜的流动性
增大(排列疏松(渗透性提高(被包埋的药物能够快速地释放(即[,/是一种能够响应温度刺激的智能医
用材料.已有报道证明(使用[,/包载药物能够达到十分理想的治疗效果(而其中的关键就是成功合成
性能优异符合治疗要求的[,/.

目前(已有关于利用[,/包载药物的报道,--(被包载的药物包括多柔比星/奥沙利铂/多西他赛/伊
立替康等目前在临床上用于治疗癌症的合成药物(内容上主要集中在研究这些合成药物经[,/包载后
的释药规律以及对相应癌症的治疗效果(而较少涉及使用[,/包载传统中药中的天然成分(对于[,/
包载中药成分的释药规律与治疗效果的研究也未见报道.本文运用逆向蒸发法,.-

制备得到了包载传统中药成分黄连素!S?8C?82>?"的[,/!S6[,/"(并对产物进行了一系列表征并考
察了其体外释药规律(结果表明制备方法简捷可行.本文有关结果可为[,/的深入研究与应用提供有
益参考.

#!材料与方法

:>:!材料与仪器
二棕榈酰磷脂酰胆碱!*))0(上海艾韦特医药科技有限公司"(氢化大豆卵磷脂!J,)0(上海艾韦特

医药科技有限公司"(二硬脂酰磷脂酰乙醇胺6聚乙二醇!"""!*,)K6)KM!"""(上海源叶生物科技有限公
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司"(氯化黄连素!阿法埃莎化学有限公司"(氯仿!&A(安吉中安化学试剂有限公司"(乙醇!&A(国药集团
化学试剂有限公司"(黄连素标准品!色谱纯(上海纯优生物科技有限公司"(氯化钠!&A(国药集团化学试
剂有限公司"(氯化钾!&A(国药集团化学试剂有限公司"(十二水合磷酸氢二钠!&A(国药集团化学试剂
有限公司"(磷酸二氢钾!&A(国药集团化学试剂有限公司"(其它试剂为分析纯.定量称取 L<0=/b0=/

L<!J)U-1#!J!U与bJ!)U- 按比例混合配制"_"#F@=1/h#的)S,缓冲液!磷酸盐缓冲液"+定量称
取氯化黄连素溶于"_"#F@=1/h#)S,缓冲液配制"_#"FP1F/h#黄连素)S,缓冲溶液+定量称取黄连
素标准品溶于 )S,缓冲液配制浓度分别为#_"w#"h(/!_"w#"h(/(_"w#"h(/-_"w#"h(/._"w
#"h(FP1F/h#的黄连素标准溶液+

bZ.""6*K型台式数控超声仪!上海昆山市超声仪器有限公司"+[M6#%6R,型台式离心机!长沙湘
鹰离心机有限公司"+A!"#S/型,KL0U旋转蒸发仪!上海申生科技有限公司"+J[611""型透射电子显
微镜!J2;<7E2(日本"+T\6!.."型紫外分光光度计!,E2F<5]4(日本"+$")=4:I?;<型I?;<电位及粒度分
析仪!S8@@‘E<G?>(美国"+*,06Z!"""型差示扫描量热仪![&NL,[AT+KL[,(美国"+其它常规仪器及
装置.

:>8!空白)=,与*A)=,的合成
称取"_"!."P*))0("_"".’PJ,)0("_""!"P*,)K6)KM!"""于茄形瓶中(加#"F/氯仿溶解(

."d旋蒸除去氯仿(待瓶壁上出现膜状物后(继续旋蒸("F2>除去痕量氯仿.加入#"F/"_"#F@=1

/h#)S,缓冲液(容器中加入小玻璃珠(."d旋转水化("F2>(冰浴超声#"F2>(得到乳白色的[,/混悬
液."_-.%F微孔滤膜过滤[,/混悬液(次(得到粒径均一的[,/

,%-.
称取"_"!."P*))0("_"".’PJ,)0("_""!"P*,)K6)KM!"""于!."F/茄型瓶中(加$F/氯

仿溶解(再加(F/"_#"FP1F/h#黄连素)S,缓冲溶液(水浴超声#"F2>(得到 R$U型乳浊液,1-.

."d旋蒸除去氯仿(茄型瓶内出现凝胶状物质后(继续处理使凝胶从瓶壁上脱落(旋蒸!"F2>(茄型瓶内
加入1F/"_"#F@=1/h#的)S,缓冲液(."d旋转水合("F2>(冰浴超声#"F2>(得到具有乳光的S6
[,/混悬液("_-.%F的微孔滤膜过滤(次(得到粒径均一的S6[,/.

:>?!*A)=,的表征

#_(_#!S6[,/表观形貌的测试!少量S6[,/混悬液用超纯水稀释至磷脂浓度为#FP1F/h#.吸取
稀释的S6[,/混悬液滴于铜网上(自然晾干后使用质量分数!a的磷钨酸进行负染(静置一段时间后(使
用滤纸吸去多余的染液(空气中自然干燥一段时间后将铜网置于透射电镜中(观测脂质体的表观形貌.

#_(_!!空白[,/与S6[,/的粒径分布测试!取#"%/S6[,/混悬液于比色皿中(加蒸馏水至比色皿
的刻度线(比色皿插入激光粒度仪的检测槽中进行粒径的测定(重复上述步骤对空白 [,/进行粒径
测定.

#_(_(!空白[,/与S6[,/的I?;<电位测试!S6[,/的I?;<电位利用激光粒度仪测定.比色皿中加
入少量S6[,/混悬液(将分析插头插入装有样品的比色皿中(并将比色皿置入分析槽中进行I?;<电位测
定.重复上述步骤测定空白[,/的I?;<电位.

#_(_-!S6[,/的相变温度测试!运用差式扫描量热法!*,0"测定S6[,/的相变温度.取液体试样专
用坩埚标定重量(坩埚中加入%FPS6[,/混悬液(空白对照坩埚中加入等量的"_"#F@=1/h#)S,缓冲
液(!$’_#.b"(((_#.b范围内以.b1F2>h#的升温速率进行相变温度测定.

:>@!*A)=,的载药性能测试
取#_"w#"h(/!_"w#"h(/(_"w#"h(/-_"w#"h(/._"w#"h(FP1F/h#黄连素标准溶液(紫外分光

光度计于(-(>F测定吸光度值(建立黄连素紫外吸收标准曲线.取"_#"FP1F/h#黄连素)S,缓冲
液(测定吸光度(代入标准曲线方程得到黄连素的总浓度+S6[,/混悬液以!.""81F2>h#的转速离心

!"F2>(离心后吸取少量上清液(过"_!!%F微孔滤膜后进行紫外吸光度的测定(计算S6[,/的包封率.

:>G!体外缓释实验
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S6[,/混悬液#"F/置于透析袋中(透析袋浸入-""F/)S,缓冲液中(在相变温度(#1_(.b辅以
磁力搅拌器搅拌.在上述过程中(分别在"/"_./#_"/!_"/-_"/%_"/#"_"/#!_"/!-_"/(%_"/-’_"/1!_"E
吸取!F/透析袋外的溶液(同时补加等体积)S,缓冲液以维持释放介质体积恒定.取出溶液用"_!!

%F微孔滤膜过滤(紫外分光光度计测定吸光度值.(#"_#.b!人体正常温度"条件下重复上述实验.

!!结果与分析

8>:!*A)=,合成路线

S6[,/的合成路线如图#所示.

图#!S6[,/合成路线

Y2P48?#![E?:9>;E?;278@4;?@BS6[,/

磷脂材料*))0/J,),/*,)K6)KM!"""溶于氯仿形成油相(加入黄连素)S,溶液形成水相(分层
的两相经过冰浴超声后形成油包水型!R$U"乳化液.油相中部分磷脂分子以亲水头部朝里/亲油尾部
朝外的单分子层形式包裹含有黄连素的水相(旋转蒸发除去有机溶剂氯仿(体系中的油相减少(乳化液变
为凝胶状物质(此时再加入水相)S,缓冲液(原本油相中的游离磷脂分子继续在之前形成的单分子层外
部形成了一层方向相反的磷脂单分子层(最终得到了具有双分子层结构的S6[,/(再经过超声/过膜等处
理得到粒径大小均一的S6[,/产物.

8>8!*A)=,的结构表征

!_!_#!S6[,/的表观形貌测试!脂质体的形貌特征是评价脂质体性能的最直观因素.通常脂质体为圆
球型或椭球型(呈现这种形态的脂质体一般稳定性较佳(易于储藏保存(在生物体内的作用也更加持
久,’-.脂质体的双分子层厚度与囊室体积是形貌观测中特别注意的两个特征(双分子层的厚度主要影响

脂溶性药物的包埋与释放(同理(囊室体积影响水溶性药物的包载量(通常情况下包载量或包埋量越大越
容易满足治疗效果(而且脂质体的粒径通常由几十纳米到几十微米,$-.利用普通照相法和[K+ 法获得

S6[,/的普通照片和[K+图(结果如图!所示.

1(.1!第%期 !!!!!!高!!分!!子!!通!!报



#"_#-"!’$Q_7>‘2_#""(6(1!%_!"#$_"%_""%

图!!S6[,/的普通照片和透射电镜图

Y2P48?!![E?@852><89DE@;@<>5;E?[K+DE@;@@BS6[,/

从图!的普通照片可见(合成得到的S6[,/为具有乳光的混悬液(体系中未出现S6[,/团聚现象.
从图!的[K+图可见(S6[,/分散均匀(各S6[,/之间没有相互粘连(脂质体形貌鲜明(脂质体外部周
围有一圈深色阴影(是磷钨酸负染脂质体的结果.初步验证获得了预期的脂质体产物.

!_!_!!S6[,/的粒径分布测试!脂质体的粒径大小是影响其在生物体内扩散与药物吸收的重要理化因
素,#"-.脂质体的体内给药过程中(脂质体需要通过各种组织/细胞的阻碍(到达靶部位(然后才能将药物
输送释放至目标细胞.而粒径过大的脂质体很难随着血液自由循环(也难以通过各种阻碍(易被体内的
免疫系统清除(导致作用效果大打折扣.目前(通常使用粒度分析仪对脂质体的粒径大小进行测定(这种
仪器的工作原理为动态光散射法!*9><F27/2PE;,7<;;?82>P(*/,"(通过检测分析悬浮在溶液中颗粒的
布朗运动引起的散射光光强的波动(再通过数学方程得到颗粒的粒径大小与分布.本工作使用*/,法
测定S6[,/粒径(结果如图(所示.

图(!空白[,/与S6[,/的粒径测定图

Y2P48?(![E?P8<2>52<F?;?852:;82C4;2@>F<D@B[,/<>5S6[,/

从图(可见(空白[,/的粒径分布较集中(平均粒径为!’1>F()*N!聚合物分散性指数"为"_!!-+
而包封药物后S6[,/的平均粒径为(##>F()*N为"_(#%.与包载黄连素之前的[,/相比(包载药物
后的S6[,/的粒径略微增大(且)*N数值变大(说明粒径分布变宽(主要是由于一部分脂质体将黄连素
包封入其内部(使粒径增大(而同时另一部分脂质体未能包封黄连素(仍保持原来的粒径(使体系整体的
粒径分布变宽.

8>?!*A)=,的’7FJ电位分析测定

I?;<电位是描述分散体系中粒子之间静电作用的重要参数,##-.脂质体的稳定性是用药过程中的重
要关注因素(通常情况下(I?;<电位("F\就足够建立能垒保证脂质体的稳定性,#!-(因此(如果脂质体

I?;<电位测定结果的绝对值大于("F\就可以认为脂质体体系相当稳定.本工作使用I?;<电位分析
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仪测定S6[,/的I?;<电位(结果如图-所示.

图-!空白[,/与S6[,/的I?;<电位测定图

Y2P48?-![E?I?;<D@;?>;2<=@B[,/<>5S6[,/

从图-可见(包封药物前空白[,/的I?;<电位为h("_##F\(而包封药物后(S6[,/的I?;<电位
为h!._’1F\(脂质体I?;<电位的绝对值减小(即S6[,/包封药物后体系的稳定性略微下降(但总的来
说(包封药物后的S6[,/仍是一个较为稳定的体系.而S6[,/稳定性的下降可能是由于黄连素的加
入(影响了原本体系中脂质体表面液层以及体系中溶液的电荷(使它们两者之间的电位减小(脂质体之间
的作用力减小(分散性下降.

8>@!*A)=,的相变温度测试
相变温度是脂质体的主要膜材磷脂的酰基链由胶态向液晶态过渡时的温度(不同的磷脂分子具有不

同的相变温度.实际应用中([,/的相变温度需要通过不同磷脂材料的复配达到使用要求.[,/常通
过静脉注射方式用于肿瘤的治疗(并且常与肿瘤热疗法联合治疗,#(-(在肿瘤热疗法作用下的病区温度通
常能达到-""--d,#--(因此需要对不同磷脂材料进行复配使[,/的相变温度与病变部位温度相契合(
增强[,/对病变部位的靶向定位能力(提升被包封药物的治疗效果.本工作使用差式扫描量热法测定

S6[,/的相变温度(结果如图.所示.

图.!S6[,/相变温度分析测试图

Y2P48?.![E?DE<:?6;8<>:2;2@>;?FD?8<;48?@BS6[,/

从图.可见(升温中(S6[,/相变热运动开始于(#(_1.b(热流达到峰值时为(#1_(.b(S6[,/相
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变温度测定结果与预期相符(进一步佐证了S6[,/的合成.数据显示该脂质体的相变温度范围较宽(

(#"_#.b的S6[,/磷脂双分子层不发生相态变化(说明S6[,/进入人体后(在体温正常的未病变区域
保持稳定(包载药物不会渗漏.肿瘤热疗法作用下的病变区域(温度高于(#"_#.b(S6[,/迅速将包封
将内部药物释放于病变的靶组织(说明S6[,/具有良好的靶向定位性能(能够显著提升药物的疗效.

8>G!*A)=,的载药性能测试

!_._#!黄连素磷酸盐缓冲液的紫外吸收标准曲线的建立!按实验部分建立的黄连素的紫外吸收标准曲
线如图%所示(回归分析得到标准曲线方程为3c"_##!(Fg"_""#%!R!c"_$$1$((c%(@Gc"_#$!"(

.("_"#".

图%!黄连素的紫外吸收标准曲线

Y2P48?%![E?:;<>5<85T\6<C:@8D;2@>748G?@BC?8C?82>?

!_._!!S6[,/的包封率测定,#.-!根据实验测得的吸光度可通过黄连素紫外吸收标准曲线得到浓度数
据(将浓度数据代入公式!#"中计算S6[,/的包封率.

包封率!N"K
!=$&1T=5%--"

=$&1
M#""N !#"

式中(=$&1为包封前黄连素的总浓度+=5%--为包封后游离黄连素的浓度.计算得到S6[,/的包封率为

1-a(略小于文献中其它药物的包封率(这可能是离心过程中导致的部分脂质体破裂(原本包封在脂质体
内部的黄连素泄露出来(导致上清液中的黄连素含量增加(包封率结果略微偏小,#%-.但总体而言(S6
[,/的包封率能达到实际应用要求(离心法测定脂质体包封率便捷(不失为实际应用中一种准确快速的
测定脂质体包封率的方法.

8>3!*A)=,体外释药研究
测定体外缓释实验得到样品的吸光度值(通过计算得到(#"_#.b!人体正常温度"及(#1_(.b!相变

温度"的累积释药情况(S6[,/在(#"_#.b与(#1_(.b的释药曲线如图1所示.
由图1可知(#"E之前((#1_(.b的S6[,/累积释药速率明显高于(#"_#.b((#1_(.b条件下(#"E

时S6[,/的累积释药率就已经达到了$._-%a(并且#!E之后已再无释放药物+但在(#"_#.b条件下(

S6[,/的释放速率较慢(并且在1!E时累积释放率为.$_".a.通过数据分析可知(制得的S6[,/在人
体正常(#"_#.b条件时(该脂质体对黄连素的泄露十分缓慢(增加了黄连素进入体内的作用时间(减弱
黄连素对正常组织的危害+而当脂质体到达体温较高的病变区域时(该脂质体能够迅速将被包封的黄连
素释放出来(提升药物治疗效果.

8>]!*A)=,的释药动力学分析
脂质体释药系统属于溶蚀性释药系统(因此在考虑药物从骨架材料中扩散出来的同时(作为骨架的

脂质体本身也处于溶蚀中(加速药物的释放.所以(对于脂质体释药模型采用A2;P?86)?DD<:方程,#1-描
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图1!(#"! #̂.b与(#1_(.b下S6[,/的累积释药曲线图

Y2P48?1![E?74F4=<;2G?584P8?=?<:?748G?:@BS6[,/<;(#"_#.b<>5(#1_(.b

述为’

7$

7 x
K2$" !!"

式中(7$ 为$时的累计释放量+7 x 为 x 时的累计释放量+2 为常数(释放系数"是表征释放机制的特
征参数($为释放时间.对于一级动力学过程,#’-’

7$

7 x
K#T-TQ$ !("

式中Q为溶出速率常数.对于二级动力学过程,#$-’

7$

7 x
K

#
Q$UL

!-"

式中L 为一常数(与初始药物累积释放量有关.
在动力学分析中(使用上述!!"/!("/!-"方程进行非线性回归分析较困难(可将上述方程转化为’

=>!
7$

7 x

"K=>2U"=>$ !."

=>!#T
7$

7 x

"KTQ$ !%"

#
7$

7 x

KQ$UL !1"

!!分别将(#"_#.b与(#1_(.b的S6[,/在#"E前的累积释药曲线进行!."/!%"/!1"线性拟合(得到
相关系数R(具体结果如表#所示.

表:!动力学方程拟合相关系数

)JKI7:!)R7S1OO7IJFM16S17PPMSM76FL1PPMFFM6X M̂67FMS7W5JFM16L

处理组
相关系数 !7@88?=<;2@>7@?BB272?>;:R "

一级动力学 二级动力学 A2;P?86)?DD<:动力学

(#"_#.b "_$.! "_’-. "_$$%

(#1_(.b "_1%1 "_%’% "_$#$
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!!相关系数R 数值越大(表示曲线与该模型越匹配.从表#得知(A2;P?86)?DD<:方程的R 值最大(其
与曲线的拟合度最好(因此A2;P?86)?DD<:模型最能描述脂质体的释放过程.运用A2;P?86)?DD<:模型对

(#"_#.b与(#1_(.b脂质体的释药曲线进行拟合(得到各模型参数如表!.

表8!/MFX7OA+7NNJL模型拟合曲线结果

)JKI78!)R7S5OY7PMFFM6XO7L5IFL1P/MFX7OA+7NNJLH1T7I

处理组 2 " R

(#"_#.b "_!"1 "_(1% "_$$%

(#1_(.b "_%’$ "_#1% "_$#$

!!根据A2;P?86)?DD<:模型,#1-(对于球型脂质体(当"("_-(时(药物释放过程属于扩散控制+当"’
"_’.时(药物释放过程属于溶胀控制+当"值处于两者之间时(可视为上述两种情况的叠加(称为不规则
释放.

从表!可以看出(在(#1_(.b条件的S6[,/释药方程的"c"_#1%("_-((因此(这一释药过程为扩
散控制.而(#1_(.b情况下(该温敏脂质体处于相变温度(其脂质膜排列变得疏松(由胶态转变为部分
自由流动态(因此内部的黄连素可通过自由扩散的方式从脂质体内部扩散出来(这与A2;P?86)?DD<:模型
分析得到的结果一致.

表(显示((#"_#.b的S6[,/释药方程中的"c"_(1%(比--d的"值大(接近"_-((说明这一温度
条件下(温敏脂质体内部黄连素的释放开始受到脂质体溶胀/溶蚀的影响.但其"值仍然小于"_-((这
可能是进行体外缓释实验时(脂质膜由于搅拌作用出现磷脂分子排列变疏松的情况(包封于内部的黄连
素同样以自由扩散的形式到了脂质体外.

(!结论

本文在文献基础上改进反应路线(利用简捷的合成方法制备S6[,/产物.系列表征测试表明合成
方法可以成功获得预期的智能型目标产物.产物S6[,/的粒径(##>F(相变温度(#1_(.b(包封率

1-a(S6[,/的体外释药情况符合A2;P?86)?DD<:模型.本文创新性地使用逆向蒸发法合成S6[,/(合
成路线清晰明确(流程短(制备成本低(操作简单(测试结果说明获得的新型温敏脂质体产物的载药/释药
性能较优(有关研究结果对促进S6[,/的发展与实际应用具有一定参考价值.
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