
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）０５０４２７０４ 论著

载紫杉醇阿霉素微泡的制备以及控制释放研究

李　露，陈娟娟，刘先俊　　（４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学院分子医学与肿瘤研究中心）

　　［摘要］　目的　制备能同时携带２种抗肿瘤药物的脂质微泡，对其载药量以及体外控制释放能力进行研究。方法　
以机械振荡法制备脂质微泡，嵌入法对紫杉醇进行装载以及生物素亲和素体系连接阿霉素脂质体。粒径分析仪以及荧
光显微镜对其表征分析，紫外分光光度法以及酶标仪分别测定紫杉醇和阿霉素载药量；在超声辐照条件下，促使微泡对紫

杉醇以及阿霉素的释放，并测定各自药物释放量确定超声辐照微泡的药物释放效率。结果　 粒径分析仪测得载药微泡其
粒径约为（１．４５±０．２７）μｍ，荧光显微镜下能够观察到微泡周围显红色荧光；以３ｍｇ固定磷脂用量，紫杉醇最大包封率为
（５４．６４±２．９８）％，每１０８个微泡载阿霉素量为（４．５２±０．５３）μｇ；当超声波机械指数为１．０时（ＭＩ＝１．０），９０％的微泡破碎
以及紫杉醇和阿霉素释放率分别为１５％和８０％。结论　 载药微泡在超声辐照作用下具有良好的药物释放能力，能够在
超声图像辅助给药体系为肿瘤治疗提供一种有效的双药载体。
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　　靶向治疗因其在疾病治疗过程中能够大大提高药
物的疗效以及减少不良反应，尤其在肿瘤治疗领域，而

被认为是一种理想的治疗模式［１］。目前，已在多个相

关领域开展研究，超声辅助微泡定向爆破技术，在疾病

靶向治疗中具有较好的应用前景。其中微泡作为一种

有效的药物载体而受到人们广泛重视［２－３］，它是一类

其内充满特殊气体的小球体，根据包膜材料不同分为

磷脂类微泡、白蛋白微泡、可降解高分子化合物微泡

等，并联合超声辐照作为一条无创、高效、安全的治疗

途径［４－５］。
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　　本实验以生物相容性较高的磷脂作为原材料，采
取嵌入法和生物素亲和素体系，对两种极性不同的抗
肿瘤药物———紫杉醇和阿霉素进行装载，希望为联合

超声图像辅助给药体系在肿瘤治疗领域提供一种有效

的双药载体。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　二棕榈酰磷脂酰胆碱（ＤＰＰＣ），二硬脂酰磷脂酰胆碱
（ＤＳＰＣ），聚乙二醇 ２０００二硬脂酰磷脂酰乙醇胺（ＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００），生物素化聚乙二醇２０００二硬脂酰磷脂酰乙醇胺
（ＢｉｏＤＳＰＥＰＥＧ２０００）（ＡｖａｎｔｉＬｉｐｏｉｄ，美国），胆固醇（Ｃｈｏｌ，Ｓｉｇｍａ，
美国），紫杉醇（ＰＴＸ，Ｓｉｇｍａ，美国），盐酸阿霉素（ＤＯＸ，阿拉丁
试剂），亲和素（Ａｖｄｉｎ，Ｓｉｇｍａ，美国），八氟丙烷（Ｃ３Ｆ８，天津核
工业理化研究所），其他试剂均化学纯。

　　２．２５ＭＨｚ聚焦超声探头（ＶａｌｐｅｙＦｉｓｈｅｒ，美国），任意波形
发生器（Ｔｅｋｔｒｏｎｉｘ，美国），信号放大器（１５０Ａ１００Ｂ，测仪联系，
美国），多功能酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ，美国），紫外分光光度计
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国），倒置荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国），台式冷冻
离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，德国），ＡｃｃｕＳｉｚｅｒ７８０Ａ粒度分析仪
（ＰＳＳ，美国），旋涡混合器（Ｌａｂｎｅｔ，美国），高频机械振荡仪（重
庆影像研究所）。

１．２　方法
１．２．１　载紫杉醇微泡的制备　　首先通过水化薄膜法获得紫
杉醇脂质体，再经机械振荡制备载紫杉醇微泡，其方法如下：取

ＤＳＰＣ，ＤＳＰＥＰＥＧ２０００，ＢｉｏＤＳＰＥＰＥＧ２０００（摩尔比为９∶５∶５）氯
仿溶液，转移至洗净干燥试管内，并根据需求加入一定量的紫

杉醇，通入氮气吹干形成磷脂膜，４５℃真空干燥箱内除去残余
氯仿，向试管内加入ｐＨ值为７．４缓冲液（Ｔｒｉｓ，甘油，１，２丙二
醇体积比为８∶１∶１），将其置于６２℃水浴超声清洗仪内处理至
均匀乳浊液，磷脂最终浓度为３ｍｇ／ｍｌ。
　　将上述制备的紫杉醇脂质体，分装于西林瓶内加盖密封
后，Ｃ３Ｆ８气体置换，高频振荡仪机械振荡４５ｓ，即完成载紫杉醇
微泡的制备，取１０μｌ微泡悬浮液，通过粒度分析仪进行粒径大
小测定以及浓度分析。

１．２．２　载阿霉素脂质体的制备　　利用脂质体对阿霉素进行
被动装载，其方法如下：取 ＤＰＰＣ：Ｃｈｏｌ：ＢｉｏＤＳＰＥＰＥＧ２０００（摩
尔比为６０∶４０∶５），制备空白脂质体，其步骤同１．２．１，磷脂最终
浓度为１０ｍｇ／ｍｌ。然后，取空白脂质体１ｍｌ置于 ＥＰ管内，并
加入１ｍｇ阿霉素至完全溶解，将其置于６５℃水浴约４ｈ，完成
脂质体对阿霉素的封装。最后，将 ＥＰ管置于１４０００×ｇ条件
下离心１０ｍｉｎ，除去游离阿霉素，收集阿霉素脂质体存于４℃
冰箱备用。

１．２．３　微泡与阿霉素脂质体连接　　取上述ＰＢＳ稀释后的生
物素化微泡１ｍｌ（约为１０８个），加入５００μｌ亲和素（１０ｍｇ／ｍｌ），
室温孵育１５ｍｉｎ，离心洗涤（４００×ｇ，３ｍｉｎ）除去过量亲和素
后，加入２００μｌ阿霉素脂质体，孵育１５ｍｉｎ，再次离心洗涤，收
集微泡，荧光显微镜进行观察，并拍照。

１．２．４　载紫杉醇浓度测定　　紫杉醇溶于甲醇和 Ｎ，Ｎ二甲
基乙酰胺（体积比１∶２），以半倍稀释法配置（２５～４００）μｇ／ｍｌ，
紫外分光光度仪（２６５ｎｍ）读取各标准溶液相应光密度值。
　　微泡载紫杉醇包封率分析：首先取１０μｌ洗涤后的载紫杉
醇微泡，通过粒径分析仪确定微泡浓度，然后样品内加入１％破
乳剂ＴｒｉｔｏｎＸ１００进行完全裂解，再加入三氯甲烷对紫杉醇进
行抽提，氮气吹干，再次加入甲醇和 Ｎ，Ｎ二甲基乙酰胺（体积
比１∶２），在紫外分光光度计２６５ｎｍ条件下测定其光密度值，标
准曲线法计算其载药量。

１．２．５　载阿霉素浓度测定　　通过半倍稀释法配置（１．１２５～
１８）μｇ／ｍｌ阿霉素溶液，并在酶标仪条件下（激发光４８０ｎｍ，发
射光５９０ｎｍ）读取相对荧光强度。
　　载阿霉素浓度测定：取１０μｌ载阿霉素微泡通过粒径分析
仪确定微泡浓度，然后样品以１％破乳剂 ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理，最
后收集溶液，酶标仪测定溶液相对荧光强度，标准曲线法计算

其载药量。

１．２．６　超声对药物的释放效率研究　　根据不同超声机械指
数分成ＭＩ＝０．３５组、ＭＩ＝０．７组、ＭＩ＝１．０组，一并设置紫杉醇
以及阿霉素完全裂解组，紫杉醇完全裂解组其测定紫杉醇方法

同１．２．４，阿霉素完全裂解组其测定方法同１．２．５。其余处理
组实验方法如下：首先需通过粒径分析仪确定微泡粒径分布以

及浓度，再取１ｍｌ载紫杉醇阿霉素微泡悬浮液，将其置于 ＥＰ
管内，２．２５ＭＨｚ，周期为５０％，辐照３０ｓ后，再次测定微泡粒径
分布以及浓度，再以低速离心（４００×ｇ，３ｍｉｎ）条件收集紫杉醇
沉淀，并加入甲醇和Ｎ，Ｎ二甲基乙酰胺（体积比１∶２），紫外分
光光度仪测定各组内紫杉醇溶液的光密度值。液相层则通过

超速离心（１４０００×ｇ，３ｍｉｎ）方式分离脂质体与游离阿霉素，最
终将获得的阿霉素溶液，通过酶标仪测定各组内阿霉素溶液的

相对荧光强度。

　　药物释放率＝超声处理组游离药物量
完全裂解组药物总量

×１００％

　　微泡破碎率＝超声处理组
超声处理前

×１００％

１．３　统计学方法
　　采用 Ｅｘｃｅｌ软件进行统计处理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用线
性回归分析、单因素方差分析进行比较。

２　结果

２．１　标准曲线绘制
　　紫杉醇标准曲线绘制，在紫外分光光度仪（２６５ｎｍ）条件
下，读取各标准溶液吸光系数分别为０．０４２、０．０６９、０．１５４、０２６４、
０．５０３。并以紫杉醇浓度为横坐标，光密度值为纵坐标，绘制标
准曲线，线性回归方程为ｙ＝０．００１２ｘ＋０．０１６５，Ｒ２＝０９９７５。
　　阿霉素标准曲线绘制，在酶标仪（激发光４８０ｎｍ，发射光
５９０ｎｍ）条件下，读取各标准溶液相对荧光强度分别为 ３７５、
７６１、１３６８、２５３３、４７２０。并以相对荧光强度为横坐标，阿霉素
浓度为纵坐标，绘制标准曲线，线性回归方程为 ｙ＝０．００３９ｘ－
０６７３，Ｒ２＝０．９９８６。
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２．２　载紫杉醇、阿霉素微泡表征以及其载药量分析
　　紫杉醇以嵌入方式装载于磷脂疏水层，分别对各组内微泡
的浓度和载药量进行分析，其结果如表１所示，以固定３ｍｇ磷
脂量，当加入药量为 ２００μｇ时，紫杉醇的包封率达到为
５４６４％，每１０８微泡携带紫杉醇为２４．２６μｇ，当紫杉醇浓度提
高到８００μｇ时，微泡载药量虽然成倍增加，但是其包封率却大
大降低，此外，随着紫杉醇浓度的改变，微泡浓度从最初５．７２×
１０８个／ｍｌ降至３．４８×１０８个／ｍｌ，减少近２倍。微泡平均粒径分
布位于１．４３～１．６３μｍ之间，各组之间并无明显差异。
　　进一步借助于生物素亲和素体系对阿霉素脂质体进行装
载，结果如图１所示，白光视野下微泡粒径分布大小不均，无聚
集现象，粒径分析仪确定微泡连接前后粒径有微小改变，但其

平均粒径仍小于２μｍ；荧光显微镜下，微泡周围呈花环状红色
荧光，并对其载药量分析，每１０８个微泡携带阿霉素约为（４．５２±
０．５３）μｇ，此外，由于微泡生物素修饰程度的可控性，还能够进
一步提高对阿霉素脂质体的装载能力。

表１　紫杉醇对微泡粒径、浓度、包封率以及载药量的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＰＴＸ量

（μｇ）

微泡浓度

（１０８个／ｍｌ）

平均粒径

（μｍ）

包封率

（％）

载药量

（μｇ／１０８个）

１００ ５．７２±０．２５ １．６３±０．２８ ４１．５１±３．８２ ７．２３±１．２５

２００ ４．５７±０．３４ １．４６±０．０７ ５４．６４±２．９８ ２４．２６±３．７６

４００ ４．１４±０．５２ １．４３±０．１２ ３７．５２±１．７２ ３６．７１±５．３２

８００ ３．４８±０．７２ １．４７±０．０５ ３０．６２±２．６７ ７０．７３±８．５４

!

"

Ａ：普通视野下观察；Ｂ：荧光显微镜观察

图１　载阿霉素脂质体与微泡连接情况　（×２００）

２．３　超声辐照对载药微泡的影响
　　当载药微泡分别通过不同超声机械指数处理后，其结果如
图２显示随着机械指数的增加微泡破碎率以及药物释放率都
有所提升，当在较低机械指数时 ＭＩ＝０．３５，微泡破碎率约为
２５％，阿霉素释放率则达到４０％，紫杉醇释放不明显。然而，当
达到较高机械指数时 ＭＩ＝１．０，９０％以上的微泡发生破碎，阿
霉素释放效率提升至８０％，然而，疏水性较强的紫杉醇释放率
虽然有所增加，但也仅为１５％左右。同时，我们对超声前后微
泡粒径相对分布进行测定，如图３，随着机械指数的增加各组内
微泡浓度逐渐降低，其相对粒径分布趋势线发生明显改变，小

于２μｍ的微泡相对分布有所减少，然而大于２μｍ的微泡则有
所增加。
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图２　不同机械指数对微泡的破碎率、紫杉醇以及阿霉素释放率的影响
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图３　不同机械指数处理对微泡粒径分布的影响

３　讨论

　　目前，脂质微泡作为一类超声造影剂，已在临床方
面进行大量使用。然而，随着研究的进一步深入，脂质

微泡的功能不仅局限于在疾病诊断方面的应用，而且

在疾病治疗领域，如化学药物治疗和基因治疗等方面，

也显示着诱人的应用前景［６］。其中关于超声图像辅

助给药体系已成为研究的重点领域，它主要依赖超声

微泡造影剂，以微泡作为药物载体，借助超声成像系统

对载药微泡进行实时成像，并在较高机械指数的超声

辐照下，促使微泡在局部发生破裂，达到体外监测并控

制药物局部释放的目的［７］。由于在该体系中微泡作

为重要的药物／ＤＮＡ输送工具以及造影剂，起着决定
性的作用，那么关于微泡制备以及载药方式等方面也

就成为研究的热点。

　　紫杉醇是一类有效的细胞周期阻滞剂，能够特异
性地与细胞的微管结合，干扰细胞的正常分裂。但因

其水溶性低，常常需要与一些增溶剂一起使用，如聚氧

乙烯蓖麻油和无水乙醇，易引起机体过敏反应和神经

毒性等。阿霉素则是一类与细胞 ＤＮＡ特异性结合的
化学合成药物，能够抑制细胞ＤＮＡ以及ＲＮＡ的合成，
并诱导细胞凋亡，但其细胞毒性大，易造成全身不良反
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应，目前，它们仍作为抗肿瘤药物在临床上的使

用［８－１０］，最近的研究结果表明通过药物的联合应用其

治疗效果明显优于单药［１１］。然而，微泡作为一类新型

的药物载体，有能力在构建双药体系表现出其自身的

优势。

　　本实验分别通过嵌入法以及生物素亲和素体系
对上述两种不同溶解特性的抗肿瘤药物进行同时装

载。通过粒径分析仪测得载双药微泡的其平均粒径小

于２μｍ，满足顺利通过肺循环的要求，以及实验中所
采用具生物相容性较好的磷脂作为原材料，保证了其

造影的安全性，为今后进一步在临床上的应用奠定基

础。微泡作为新型的药物承载者，在载药方式以及能

力方面有着自身的优势，对紫杉醇的装载，仅通过对载

紫杉醇脂质体进行简单的机械振荡，就能够获得载有

紫杉醇的微泡。对其载药能力分析结果显示，当以

３ｍｇ磷脂为固定量，加入２００μｇ紫杉醇时，虽然较单
纯脂质体的载药量有所降低，但微泡仍然能有效地对

紫杉醇进行装载，并且其最大包封率能够达到

５４６４％，此外，研究发现随着紫杉醇用量的增加，而微
泡的成泡率有所下降，并且紫杉醇的装载效率大大降

低，这可能是由于紫杉醇的引入，在脂质微泡单层膜形

成过程中，影响了磷脂分子的重排。微泡对阿霉素的

装载方面，本次实验采取较为经典的生物素亲和素体
系，利用微泡外周的亲水层携带生物素修饰的阿霉素脂

质体，当磷脂各成分物质的量比在９∶５∶５的条件下，得到
的载药微泡，既能够满足对微泡较高分散性的要求，而

且也能够满足对阿霉素装载的有效浓度，其结果显示每

１０８个微泡可携带阿霉素量约为（４．５２±０５３）μｇ。
　　本次实验通过上述两种方法成功构建了以微泡为
核心的双药载体，并且在超声辐照时，具有较好的药物

释放效能。微泡在较高机械指数作用下表现出较高的

破碎率，与此同时阿霉素以及紫杉醇释放率也相应提

升，但是根据实验结果来看阿霉素的释放效率远远优

于紫杉醇，其原因主要受各自的溶解特性的影响。其

实，在超声辐照时，微泡受到不对称的拉升以及压缩，

最终发生破裂，其表现形式主要两种：一种仅造成内部

气体的溶出，微泡坍塌，固缩；另一种能够将微泡崩裂

形成更小的碎片。由于紫杉醇脂溶性的特点，对其快速

释放能力形成一定的困难，但就这一药物释放模式，在

肿瘤化疗过程中，却有着它自身的优势，如：一方面可以

利用迅速释放的阿霉素对靶组织进行早期的快速杀伤，

另一方面借助脂质体对紫杉醇的缓释能力，进一步对靶

组织形成持续杀伤，最终达到药物治疗的目的。

　　最后，通过测定超声辐照后各组内微泡粒径的相
对分布，其结果显示，较未处理时，微泡粒径发生了较

大的改变，其中较小粒径显著减少，其原因可能与微泡

的共振频率有关，当较小粒径的微泡共振频率较为接

近超声发射频率时，形成较强的瞬时空化作用，有利于

载药微泡的药物释放，但是在微泡发生强空化效应时，

往往伴随有较高能量的产生，如果使用不当，易对组织

造成机械损伤，因此，在我们今后的研究过程中，还应

该对其相关的超声参数进行优化，通过选取合适的超

声探头，适宜的超声辐照时间以及机械指数等，一方面

保证载药微泡在体内的局部药物释放效率，另一方面

应当尽量避免或者减小因为超声辐照对机体组织所造

成的损伤，确保使用安全［１２］。

　　本实验以微泡为载体核心，不仅满足同时对两种
抗肿瘤药进行装载，而且在超声辐照下也表现出良好

的药物释放能力，能够为今后超声图像辅助给药体系

在肿瘤治疗领域的应用提供新方法。
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