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阿霉素（ＤＯＸ）为广谱抗肿瘤药物，可通过嵌入
ＤＮＡ阻断核酸分子的合成，但会对机体正常细胞产生
广泛的生物化学效应，从而对人体正常组织产生强烈的
毒副作用犤 １ 犦。脂质体牗 ＬＰ牘为具有类细胞膜的双分子层脂
质膜结构的微小囊泡，具有自行密合的特性，可包载疏
水性或／和亲水性药物。脂质体具有的纳米尺寸可通过
高渗透滞留效应（ＥＰＲ）被动靶向到肿瘤部位，将脂质体
作为阿霉素药物递送载体，可提高肿瘤部位药物浓度，
降低药物的毒副作用犤 ２ － ５ 犦。目前已有多种阿霉素脂质体
上市，但仅依靠ＥＰＲ，普通阿霉素脂质体无法主动靶向
肿瘤细胞，故研发功能化脂质体尤为重要。透明质酸
（ＨＡ）为线性多糖，具有生物相容性好和生物可降解性
等优点。ＨＡ 可与肿瘤细胞表面过量表达的ＣＤ４４受体
结合，具有靶向肿瘤细胞的功能。故可作为药物载体用
于靶向传递药物，增加药物在肿瘤部位的蓄积，有效抑
制肿瘤细胞生长犤 ６ － ７ 犦。此外，与磷脂相比，多糖聚合物在
体内降解较缓慢，将其修饰于脂质体表面，可提高脂质

体的稳定性，增加其在体内的循环时间犤８ － ９ 犦。硬脂胺为亲
脂性阳离子化合物，通过加入少量硬脂胺调节脂质体表
面电荷，可提高其稳定性，而且用于制备的阳离子脂质
体具有肺部癌症靶向治疗作用犤 １０ 犦。本研究中通过引入
ＨＡ －硬脂胺聚合物（ＨＳ），制备功能化阿霉素脂质体，并
对其体外性质和抗肿瘤活性进行研究。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＤＦ － １０１Ｓ型恒温加热磁力搅拌器（郑州科泰实验
设备有限公司）；ＲＶ１０ＢＳ９６型旋转蒸发仪（德国ＩＫＡ仪
器设备有限公司）；ＵＶ － １８００型紫外分光光度计（日本
岛津仪器有限公司）；ＪＥＭ － ２１００型透射电子显微镜（日
本Ｊｅｏｌ公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ型纳米粒度分析仪（英
国Ｍａｌｖｅｎ公司）；ＪＹ９２ －ⅡＮ型超声波细胞粉碎机（宁波
新芝生物科技股份有限公司）；ＤＭＩＬ ＬＥＤ型倒置荧光
显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪
（美国Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ公司）。

功能化阿霉素脂质体制备与肿瘤靶向性评价
宋振国，吴小瑜，程沁园，陈 慧，龙苗苗△

（无锡卫生高等职业技术学校药学系，江苏无锡２１４０２８）
摘要：目的考察功能化阿霉素脂质体（ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ）的物理性质及体外肿瘤靶向性。方法合成透明质酸－硬脂胺聚合物牗ＨＳ牘，通过
后插入法修饰制备ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ；考察脂质体粒径电位、包封率、体外释放和稳定性等物理性质；选择ＭＣＦ － ７细胞考察脂质体的体外
靶向性。结果成功合成ＨＳ；ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的平均粒径为（５１． ９７ ± ０． ９５）ｎｍ，电位值为（－ ９． ４８ ± ０． ５５）ｍＶ，包封率为（９８． ３４ ± １． ０２）％，
体外缓释现象明显；经ＨＳ修饰后，脂质体泄漏率降低，稳定性提高，在ＭＣＦ － ７细胞内的摄取率升高。结论成功制备了功能化阿霉素
脂质体，且具有明显的肿瘤靶向性。
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ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ． ＭＣＦ － ７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ＨＳ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ ｗａｓ （５１． ９７ ± ０． ９５）ｎｍ，ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｌｕｅ ｗａｓ （－ ９． ４８ ±
０． ５５）ｍＶ，ｔｈｅ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ （９８． ３４ ± １． ０２）％，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ． Ａｆｔｅｒ ＨＳ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｌｅａｋａｇｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｕｐｔａｋｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＭＣＦ － ７ ｃｅｌｌｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ － ｌｏａｄｅｄ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ，ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｔｕｍｏｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ；ｓｔｅａｒｙｌａｍｉｎｅ；ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓ；ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ；ｌｉｐｏｓｏｍｅ；ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ；ｔｕｍｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

·研究·
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Ａ． 粒径分布图 Ｂ． 透射电镜图（× ２０ ０００）
图２ ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ粒径分布图及透射电镜图

１． ２ 试药
盐酸阿霉素（大连美仑生物技术有限公司，批号为

Ｊ０６１４Ａ，纯度＞ ９８％）；ＨＡ（华熙福瑞达生物医药有限公
司，批号为１４０９１９１，相对分子质量为５ ３００）；大豆磷脂
（上海太伟有限公司，纯度９８％）；硬脂胺（阿拉丁试剂
有限公司）；胆固醇（上海生工生物工程股份有限公司）；
Ｎ －羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）和１ －（３ －二甲氨基丙基）－
３ －乙基碳二亚胺（ＥＤＣ）均购自上海晶纯生化科技股份
有限公司；其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ ＨＳ的合成

将ＨＡ（含０． ２５ ｍｍｏｌ羧基）１００ ｍｇ溶于１０ ｍＬ无
水甲酰胺中，加入等浓度比的ＥＤＣ和ＮＨＳ（６０ ｍｇ）活
化。称取硬脂胺７２ ｍｇ，溶于Ｎ，Ｎ －二甲基甲酰胺，然
后缓慢滴加入上述溶液中，氮气保护下反应４８ ｈ。反应
结束后用蒸馏水透析（截留相对分子质量为３． ５ × １０３）
３ ｄ，冷冻干燥得ＨＳ。通过１Ｈ － ＮＭＲ确证聚合物化学结
构。结果见图１。表明硬脂胺已成功链接到ＨＡ主链上。

２． ２ 功能化阿霉素脂质体的制备与表征
制备：称取磷脂５００ ｍｇ和胆固醇５０ ｍｇ，溶于无水

乙醚，逐滴加入盐酸阿霉素溶液 ２ ｍｇ，旋转蒸发除尽有
机溶剂，加入磷酸盐缓冲液 牗 ＰＢＳ牘１０ ｍＬ，水化３０ ｍｉｎ后
冰浴超声１０ ｍｉｎ，然后加入ＨＳ溶液，５０ ℃恒温孵育１ ｈ，
得功能化阿霉素脂质体（ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ）。同法制备阿霉
素普通脂质体（ＤＯＸ ／ ＬＰ）。

粒径及Ｚｅｔａ电位测定：取适量脂质体溶液置测量
杯内，采用动态光散射技术（ＤＬＳ）测定脂质体的粒径、
多分散系数（ＰＤＩ）和Ｚｅｔａ电位。ＤＯＸ ／ ＬＰ的粒径为
（４７． １７ ± ０． ８５）ｎｍ，ＰＤＩ为０． ２９７ ± ０． ０８；经ＨＳ聚合物修
饰后，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ粒径变化不大，为（５１． ９７ ± ０． ９５）ｎｍ，
ＰＤＩ为０． ２８６ ± ０． ０７，分布较好（图２ Ａ）。ＤＯＸ ／ ＬＰ的
Ｚｅｔａ 电位为（－ ４． ６４ ± ０． ８１）ｍＶ，经ＨＳ 修饰后，
ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的电位降低到（－ ９． ４８ ± ０． ５５）ｍＶ，这是
由于ＨＡ结构中存在大量羧基所致。表面的负电有利于
防止脂质体聚沉，避免血浆蛋白吸附，提高在血液中的

稳定性。
透射电镜观察：通过透射电镜（ＴＥＭ）观察脂质体形

貌特征及粒径分布。取脂质体分散液滴于铜网上，晾干
后滴加磷钨酸对其负染，室温干燥后用ＴＥＭ进行观察。
透射电镜图可以看出ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ形貌呈球形或类球
形，分布较窄（图２ Ｂ）。说明脂质体具有较好的粒径及
分布，适宜作为抗肿瘤药物载体。

包封率测定：准确量取定量ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ，加入甲
醇１０ ｍＬ超声破坏后，在４８０ ｎｍ波长处测定吸光度，计
算药物总含量。取２． ２的“制备”项下脂质体２． ０ ｍＬ，置
截留相对分子质量为３ ０００的超滤杯中，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心５０ ｍｉｎ，测得游离药物含量，并计算包封率（ＥＥ）。
结果，ＤＯＸ ／ ＬＰ包封率为（９４． ８ ± １． ９５）％，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ
包封率为（９８． ３４ ± １． ０２）％，表明两种脂质体对药物均
有较好的包载能力。ＨＳ插入脂质体双分子结构中，可
使载药空间增大，一定程度上提高了脂质体对药物的
包封率。
２． ３ 体外药物释放

采用动态透析法测定体外释放行为。向透析袋中加
入脂质体２ ｍＬ，将透析袋置ＰＢＳ（ｐＨ ＝ ７． ４，０． ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
溶液 １０ ｍＬ，在１００ ｒ ／ ｍｉｎ，（３７ ± ０． ５）℃的摇床震荡，分别
于不同时间取样１ ｍＬ，并加入新鲜ＰＢＳ １ ｍＬ。于４８０ ｎｍ
波长处测定吸光度，并计算含量及累积释放度。ＤＯＸ ／
ＬＰ和ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的体外释放行为见图３。２种脂质体
在１０ ｈ内的药物释放低于２０％，表明ＤＯＸ几乎全部包
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图３ ＤＯＸ ／ ＬＰ和ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ体外释放行为
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图４ ＤＯＸ ／ ＬＰ和ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的粒径变化
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图５ 不同制剂在细胞中的摄取率
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ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ
ＤＯＸ

相对荧光强度／ ％

相对荧光强度／ ％

载于脂质体中，无明显突释现象。随着时间的延长，脂质
体内药物缓慢释放，具有明显缓释作用。４８ ｈ时，ＤＯＸ ／
ＬＰ ／ ＨＳ的累积释放度低于ＤＯＸ ／ ＬＰ，这可能是由于ＨＳ
的疏水段硬脂烷链插入脂质体双分子层膜，导致疏水作
用力增强，结构更紧密，不利于药物向外自由扩散。

２． ４ 稳定性考察
将装有脂质体混悬液的１０ ｍＬ棕色瓶置（４ ±

０． ５）℃冰箱中，不同时间用马尔文粒径仪测量脂质体粒
径，考察其稳定性。此外，将制备的脂质体混悬液置（４ ±
０． ５）℃冰箱中，不同时间取样测定包封率，然后计算６ ｄ
后脂质体泄漏率犤泄漏率＝ 牗第１天包封率－第６天包
封率牘 ／第１天包封率× １００％ 犦。ＤＯＸ ／ ＬＰ和ＤＯＸ ／ ＬＰ ／
ＨＳ放置的粒径变化见图４。可见，随着放置时间的延
长，脂质体粒径均有所增加。其中第８天时，ＤＯＸ ／ ＬＰ粒
径急剧变大，并出现多峰，而ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ粒径变化不
大，说明经ＨＡ修饰后，脂质体的稳定性有所提高。

ＤＯＸ ／ ＬＰ和ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ放置６ ｄ后的泄漏率分
别为（４． ９４ ± ０． ５）％和（１． ９３ ± ０． ０５）％ ，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ
明显低于ＤＯＸ ／ ＬＰ，说明脂质体经ＨＳ修饰后提高了脂
质体结构的致密性，使药物不易泄露，提高了脂质体稳
定性。
２． ５ 肿瘤靶向性评价

流式细胞仪测定：将ＭＣＦ － ７和ＣＯＳ７细胞按照
３ × １０５个／孔的密度加到６孔板培养２４ ｈ，加入２ ｍＬ

游离ＤＯＸ，ＤＯＸ ／ ＬＰ，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ（阿霉素终质量浓度
为５ μｇ ／ ｍＬ）孵育１，２，４ ｈ 牗以细胞培养液为空白对照牘，
胰酶消化后，收集细胞，加入ＰＢＳ ５００ μＬ分散细胞后，
用流式细胞仪测定相对荧光强度，代表摄取水平，结果
见图５。可见，２种细胞对脂质体的摄取均有明显的时间
依赖性。由于ＣＯＳ７细胞表面缺乏ＣＤ４４受体的表达，
ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ和ＤＯＸ ／ ＬＰ在各个时间点的摄取无明显
差异。而ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ在ＭＣＦ － ７细胞内的摄取率明显
高于ＤＯＸ ／ ＬＰ，这是因为ＨＳ修饰的阿霉素脂质体可通
过细胞表面的ＣＤ４４受体介导进入细胞，增加细胞内的
药物蓄积量，具有更好的抗肿瘤作用。

荧光显微镜观察：为了验证ＣＤ４４受体介导的靶向
作用，采用倒置荧光显微镜进一步观察ＤＯＸ ／ ＬＰ和
ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ在ＭＣＦ － ７细胞内的摄取及分布情况。细
胞以１． ０ × １０４个／孔的密度进行接种，孵育２４ ｈ。弃去
原培养基，用ＰＢＳ清洗３次，加入５００ μＬ含游离ＤＯＸ，
ＤＯＸ ／ ＬＰ，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ（ＤＯＸ的终质量浓度为５ μｇ ／ ｍＬ）
孵育１，２，４ ｈ。然后ＰＢＳ润洗３次，加入４％多聚甲醛固
定２０ ｍｉｎ，Ｈｏｅｃｈｓｔ溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ）染色２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗后在荧光显微镜下观察、拍照。

由图６ 可见，随着时间的延长，药物进入细胞的量
逐渐增多，部分药物进入细胞核中，表现出时间依赖性。
孵育时间为４ ｈ时，游离ＤＯＸ通过快速扩散入胞最多，
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且均进入细胞核内。与ＤＯＸ ／ ＬＰ相比，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的
荧光强度明显增强，且主要集中于细胞核内，表明
ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ具有更好的肿瘤细胞靶向性。以上结果表
明，ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ能与肿瘤细胞表面的ＣＤ４４受体结
合，提高药物的摄取量，更有效地发挥抗肿瘤作用。

３ 讨论
脂质体主要由磷脂和胆固醇形成类似细胞膜的双

分子层结构，具有与细胞膜融合性好和生物相容性佳等
特点，且可包载亲水性和亲脂性药物，故被广泛用于抗
肿瘤药物的传递载体。ＤＯＸ是临床常用的蒽环类抗肿
瘤药物，但其具有严重的心脏毒性等毒副作用，临床应
用受限。目前上市的ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ能降低药物的心脏
毒性，但稳定性差，药物易渗漏，易受ＲＥＳ影响，虽然经
聚乙二醇修饰可提高脂质体表面的亲水性，阻止血浆蛋
白吸附，减少吞噬吸收，但其仅依靠ＥＰＲ被动靶向到肿
瘤部位，无法进一步提高肿瘤部位的药物蓄积。通过配
体对脂质体表面进行修饰是提高其靶向性的有效手段。
多糖聚合物可提高疏水性药物的水溶性，易于对结构进
行修饰，连接各类配体，因而在抗肿瘤靶向给药系统备
受关注 犤 １１ － １３ 犦。ＨＡ 可与大部分肿瘤细胞过表达的ＣＤ４４
受体结合，通过靶向介导更多药物进入肿瘤细胞，抑制
肿瘤生长犤 ７，１４ 犦。

本研究中主要合成ＨＳ，修饰脂质体，提高脂质体的
靶向性和稳定性。通过考察ＨＳ的修饰方法发现，后插
入法ＨＳ可以自发嵌入脂质体结构中，得到粒径更均一
的脂质体。且ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ的稳定性优于ＤＯＸ ／ ＬＰ。硬
脂胺等阳离子化合物可通过调节脂质体表面电荷提高
其稳定性犤 ８ 犦。此外，通过体外释放等试验结构推测，ＨＳ
的疏水段插入脂质体双分子层膜，导致疏水作用力增
强，结构更紧密，降低了脂质体的泄漏率。ＤＯＸ ／ ＬＰ ／ ＨＳ
可与ＭＣＦ － ７细胞表面的ＣＤ４４受体结合，具有更高的
摄取量和细胞内蓄积率。

综上所述，本研究为构建功能化脂质体作为抗肿瘤

药物载体提供了参考。但本研究中仅对ＨＳ修饰的功能
化脂质体的制备及物理性质进行了研究，后续试验应深
入考察其体内外抗肿瘤活性。
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图６ 不同制剂在ＭＣＦ － ７细胞中的摄取荧光图（× ４０）
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