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盐酸洛拉曲克脂质体的制备及其质量考察 *
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摘要 目的：制备盐酸洛拉曲克脂质体并考察其理化特性。方法：采用薄膜挤压 -硫酸铵梯度法制备盐酸洛拉曲克脂质体，透射电
镜及激光粒度分析仪分别观察和检测其粒径大小及分布，通过紫外分光光度法测定包封率及评估体外释药试验。结果：制备的盐
酸洛拉曲克脂质体包封率达 83.6%±2.37%，粒径 103. 5±26nm且分布均匀。24h体外释放实验结果提示约有 66.5%的盐酸洛拉
曲克从脂质体释放出来。结论：新制备的盐酸洛拉曲克脂质体粒径大小均匀，包封率尚有提高空间，具有体外缓慢释药的特性。
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ABSTRACT Objective: To prepare nolatrexed dihydrochloride liposmes（NDL）and detect their correlative parameters. Methods:

The nolatrexed dihydrochloride liposomes were prepared by film dispersion-extrusion combined with the ammonium sulphate gradients
method. The UV detector with Sephadex G50 was utilized for the determination of the drug entrapping efficiency of liposomal nolatrexed
dihydrochloride. The disposition of particle diameter was investigated by transmission electron microscope(TEM) and laser particle ana-
lyzer And the entrapment efficiency and characteristic of drug release in vitro were detected by UV method. Results: The mean diameter
of the nolatrexed dihydrochloride liposomes was 103.5±26 nm, with the entrapping efficiency of 83.6 %±2.37%. From the drug release
experiment, about 66.5% nolatrexed dihydrochloride was released from the lipidosome after 24 hours. Conclusion: The new prepared li-
posomes have good characteristics both in distribution and size, and it also can reach the purpose of slow-release effectiveness in-vitro,
but the entrapping efficiency percentage still need to be further lifted.
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盐酸洛拉曲克(nolatrexed dihydrochloride)是根据胸苷合成
酶(thymidylatesynthase,TS)催化活性中心三维结构设计并合成
的特异性抑制剂[1,2]，因干扰 DNA合成，阻止细胞分裂增殖而发
挥抗肿瘤作用。初步临床研究已证实其对肝癌、头颈癌、胰腺等
多种实体瘤有较好临床疗效[3,4]。盐酸洛拉曲克通过被动扩散进
入细胞，且在细胞内半衰期非常短，必须持续静脉给药来维持

其对癌细胞的毒性，这种毒性同时对正常组织也起作用，最常

见的不良反应包括皮疹、粘膜炎、中性粒细胞减少和血小板减
少等[5-9]。这种剂量限制性毒性影响临床疗效发挥。脂质体(li-
posomes) 能延长药物在血流中的时间及对肿瘤组织具有相对
靶向性和缓释性，降低用药剂量，提高疗效，降低毒副作用[10,11]。
利用脂质体作为盐酸洛拉曲克的载体，可弥补了盐酸洛拉曲克

的部分不足。为此我们研制盐酸洛拉曲克脂质体并对其理化特
性进行初步的研究。

1 材料与方法

1.1 材料
氢化大豆磷脂（HSPC，Lipoid 公司）；胆固醇（Chol，Sigma
公司）；盐酸洛拉曲克 (康辰医药发展有限公司)。Sephadex G50
(Pharmacia)、聚碳酸酯核微孔滤膜 (Nuclepore（r）0.2、0.4、0.8
μm，Whatman)、截留分子量 2000的透析袋（美国）。真空旋转
蒸发器(ZFO86A,上海)；探针超声(JY88-II,宁波新芝科器研究
所)；紫外分光光度仪（BECKMAN DU-600,美国）；激光粒度分
析仪（Malvern-3000HS,英国）；透射电镜(GEOL-120EX, Japan)。
1.2 方法
1.2.1 空白脂质体制备（薄膜挤压法[12,13]）按摩尔比 1：1精密称
取 HSPC、Chol、，置梨形瓶中，用氯仿溶解，真空旋转蒸发器旋
转真空蒸发成膜 (50℃)，将 120mmol/L硫酸铵溶液加至脂膜
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中，探针超声 10min得空白脂质体混悬液。将此混悬液于 60℃
左右过聚碳酸酯核微孔滤膜 0.2、0.4、0.8μm各 3次，得空白脂
质体。
1.2.2 主动载药（硫酸铵梯度法[14-17]）将此空白脂质体溶液置于

透析袋中，以生理盐水为透析液，透析 5次，每次 8小时。精取
盐酸洛拉曲克 20mg溶于水中，将此溶液加入空白长循环脂质
体混悬液中，置 60℃水浴箱中放置 30min,不时振摇，即得盐酸
洛拉曲克脂质体。
1.2.3 脂质体的形态、粒径和及分布的考察 适量生理盐水稀释
脂质体后，用激光粒度分析仪检测其粒径大小及分布；取用生

理盐水稀释的盐酸洛拉曲克脂质体,滴至载玻片上，以 1%磷钨
酸负染色后，再滴至专用铜网上，自然挥干，使粒子在铜网上浓

缩沉积，用透射电镜观察并拍片记录。
1.2.4 最大吸收波长的选择 将盐酸洛拉曲克及辅料配成一定
浓度的溶液行紫外扫描图谱，在 200-400nm范围内发现盐酸洛
拉曲克在 298nm下有最大吸收，且在此波长下，磷脂和胆固醇
的吸收极小，低于 5%，所以选定 298nm为检测波长，并做空白
脂质体以消除磷脂和胆固醇的干扰。
1.2.5 盐酸洛拉曲克标准曲线的绘制 取空白脂质体 0.1mL,加
生理盐水稀释至 5 mL；精密称取盐酸洛拉曲克 400mg,加生理
盐水溶解并定容至 100 mL量瓶中,作为贮备液。空白脂质体稀
释液 0.5 mL,用混合溶媒(10%tritionX-100:乙醇:水 =1:14:35)溶
解,加一定量贮备液，用生理盐水定容,配制成盐酸洛拉曲克浓
度分别为 2.5、5.0、7.5、10、15和 20mg/L标准溶液, 用紫外分光
光度计于 298nm测定吸光度,用空白脂质体作对照。以吸光度
A对浓度C(mg/L)进行回归,求回归方程。
1.2.6 脂质体包封率的测定 取脂质体约 0.2mL,加在 Sephadex
G50葡聚糖凝胶柱上,用自制生理盐水以 1mL/min 的流速洗
脱,每份收集 3mL。用紫外分光光度计检测流份,流出的顺序依
次为空白洗脱液、脂质体、空白洗脱液、游离盐酸洛拉曲克、空
白洗脱液。收集合并脂质体流份,加入适量混合溶媒，摇匀；另
取包封过的脂质体,加混合溶媒。于 298nm处测吸收度,按下式
计算包封率

E%=W1/W2×100%
E%为包封率；W1为经柱分离后的盐酸洛拉曲克脂质体含

药量；W2为未经柱分离的盐酸洛拉曲克脂质体含药量。
1.2.7 脂质体体外释药性能测定 制备好的洛拉曲克脂质体混
悬液 10ml至透析袋中，置于 50ml磷酸盐缓冲液中，37℃，磁力
搅拌 100rpm，定时吸取透析液 200μl，测定吸光度，并按标准曲
线方程计算累积释药百分率。重复上述试验共 3次，结果取平
均值用 Origin7.0作图。

2 结果

2.1 脂质体的形态、粒径和及分布的考察
用适量生理盐水稀释 NDL后，用激光粒度分析仪检测，其
粒径大小为 103.5±26nm,粒径分布均匀，且范围较窄，其粒径
分布图见图 1。透射电镜观察并拍片可见 NDL呈圆球状,粒径
与粒径分析仪检测结果相当，大小均匀，见图 2。
2.2 盐酸洛拉曲克回归方程建立
盐酸洛拉曲克回归方程为 C=31.629A-0.083（r=0.9999

P<0.001）。此方法所建立的回归方程，回收率达 98.5%,RSD为
1.87%。

2.3 脂质体包封率的测定
取 3个不同批次样体，结果测得脂质体的包封率为 83.6%

±2.37%。
2.4 脂质体体外释药性能测定
体外释放度实验结果提示，透析 24h后，约有 66.5%的盐
酸洛拉曲克从脂质体释放出来（图 3）。

3 讨论

普通磷脂随着工艺温度的升高，磷脂的水解速率也随之增

大，尤其是高于 53℃磷脂水解更快，时间一长，溶血卵磷脂的
量就多，过高将导致溶血卵磷脂超标，产品不合格。而本研究选
用的 99%纯度 HSPC是经过氢化的大豆磷脂，属于饱和磷脂，
不会氧化，加上胆固醇后，相转变温度可能升高。另外加入一定
比例量的胆固醇，起到固化类脂双分子层的作用，可固化膜，减

少膜的流动性，改善药物的内相渗漏，也可以防止脂质体的氧

化，增强膜对超声震荡的稳定性，以及增强制剂在血浆中的稳

定性。

图 1 盐酸洛拉曲克脂质体粒径分布
Fig.1 Size distribution curve of nolatrexed dihydrochloride liposmes

图 2 盐酸洛拉曲克脂质透射电镜相片(×20K)

Fig.2 TEM photograph of nolatrexed dihydrochloride liposmes(×20K)
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本研究选用薄膜挤压法结合硫酸铵梯度法，使脂质体粒子

小而均匀，且载药量较高。由于本实验未购有粒径挤压器，为了
达到整粒的目的，采用探针超声协助整粒。采用超声探头的弊
病在于：长时间使用发热，这样对于温度敏感药物和磷脂都有

破坏作用，而且探头的金属在超声时容易脱屑，用滤膜过滤时，

滤膜表面往往会有一层金属屑。本实验采用超声法属实验室方
法，不适合工业化要求，有条件最好采用高压均质的办法，可考

虑 LIPEX的 EXTRUDER。
用激光粒度仪及透射电镜检测盐酸洛拉曲克脂质体的粒

径及分布，结果显示其平均粒径为 103.5nm，且分布良好。脂质
体粒径的大小影响其体内稳定性。Yokoyama M等[18]认为由于

肿瘤生长迅速，其毛细管不连续，存在 100nm左右的小窗，小
于 100nm的纳米粒易从血管中溢出而达到肿瘤间质，从而可
以在肿瘤部位蓄积，对于粒径为几个纳米到小于 200nm，粒子
表面带负电或电中性的水溶性的高分子物质、纳米粒和胶束具
有 EPR效应，即增加渗透和滞留效应。大的脂质体缺乏血管通
透性，不能通过肝血管的细胞间隙易被网状内皮系统吞噬，小

于 150nm的脂质体可以减少肝脾摄取。本文所测脂质体粒径
基本能满足要求，但如达到 80-100nm则效果更佳。
本实验脂质体包封率 83.6%左右，基本达到 2005版中华

人民共和国药典要求，包封率不得低于 80％，但与同类上市抗
癌药物脂质体相比，尚有一定差距。鉴于目前为实验尝试，如进
一步改善实验设备及配方，定能开发出更完善的洛拉曲克脂质

体剂型。
盐酸洛拉曲克为抗代谢类肿瘤化疗药物，是具有我国独立

知识产权的国家一类抗肿瘤新药。目前该药在我国Ⅲ期临床试
验尚未结束。在此药尚未上市之前，我们研制出能弥补盐酸洛
拉曲克本身缺点的脂质体制剂，扬长避短，更有助于发挥抗癌

新药的功效。
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