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psbRNA—surv淅n脂质体的制备及初步稳定性考察 

李耀威 ，孙江川 ，常淑芳·，张 勇 ，陈 佳 ，王志刚 

(1．重庆医科大学附属第二医院妇产科；2．重庆医科大学附属第二医院超声影像研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：制备包封率高、粒径均匀、稳定性好的pshRNA—survivin脂质体，并对其质量进行评价。方法：采用逆相蒸发法 

制备pshRNA—survivin脂质体：正交设计优选制备处方；考察脂质体的粒径分布、zeta电位；用超滤离心法测定脂质体的包封率； 

离心加速实验与渗漏率的测定考察脂质体的稳定性。结果：所得优化处方为磷脂与药物比为100：1，油水比为4：1，磷脂与胆固 

醇之比为 1．5：1，旋转蒸发温度为 37％；以优化处方制得的脂质体平均粒径为 123．4 am，zeta电位为(-8．42±O．88)mV，平均包 

封率达77．9％。结论：选用逆相蒸发法优化 pshRNA—survivin脂质体处方合理，工艺简便可行，包封率高，稳定性好。 
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Preparation of pshRNA-survivin liposome and preliminary study on its stability 

LI Yao—weiI,SUN Jiang-chuan ，CHANG Shu-fang~，ZHANG yD ，CHEN ，WANG Zhi-gang2 

(J．Department of Gynaecology and Obstetrics；2．Institute of Ultrasound Imaging， 

the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To prepare pshRNA—survivin liposome with high entrapment efficiency and good stability，and evaluate its 

quali~．Methods：pshRNA-survivin liposome was prepared by the reversed～phase evaporation method．The optimum formation was 

selected by mean s of orthogonal design of experiment；particle size，zeta potential and stability of the liposome were evaluated．Entrap- 

ment efficiency was determ ined by centrifugal ultrafiltration．Centrifugal acceleration experiment and determ ination of leak rate were 

served to prove the liposome stability．Resu／ts：Th e optimum formula was as foUows：the ratio of lecithin to pshRNA—survivin was 

100 ：1；oil-water ratio was 4：1；lecithin：cholesterol was 1．5：1；temperature of steaming was 37℃ ：the average diameter and zeta po- 

tential of pshRNA-survivin liposome were 123．4 nm and(-8．42-4-0．88)mV．The average entrapment efficiency for pshRNA-survivin 

was 77．9％．Conclusion：Th e selected form ulation and preparation technique of pshRNA-survivin liposome is reasonable in prescrip- 

tion，practicable in techniques，high in encapsulation efficiency and good in stability． 

【Key words】pshRNA-survivin liposome；orthogonal design；centrifugal ultrafihration；encapsulation efficiency；stability 

Survivin是细胞 内凋亡抑制蛋白家族的一个新成员，它 

可以通过有丝分裂促进细胞增殖，抑制细胞凋亡『11。RNA干扰 

(RNA interfering，RNAi)技术是较成熟的基因治疗手段。研究 

发现RNAi抑制目的基因的作用强于反义核苷酸回。基因治 

疗的重要 目标是获得遗传物质在转导细胞中的持久整合及 

稳定的表达，因此除目的基因外。载体的选择也是关键问题 

之一，传统的病毒载体转基因效率高，但具有免疫原性和细 

胞毒性 ，而纳米级的脂质体可有效包载基因片段而且无毒， 

无免疫原性，可实现外源基因稳定持久的表达。重组质粒 
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pshRNA—survivin是利用 RNAi技术设计合成的针对 survivin 

编码基因的 siRNA(Small interfering RNA)与质粒 pTZU6+I 

载体连接而成。 

本研究设计将pshRNA—survivin包裹于脂质体中，以包封 

率为指标，采用正交实验筛选并优化其处方和制备工艺，旨 

在探索包封率高，稳定性好的pshRNA—survivin脂质体。 

1 仪器与试剂 

1．1 仪器 

NanoDrop 2000分光光度计 Thermo Scientific)；RE一52 

型真空旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；enppendorf Cen— 

trifuge 5415R一通用台式冷冻离心机(北京中西远大科技有限 

公司)；KQ2200B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公 
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心前的吸光度值，A：脂质体离心后的吸光度值 。由表5实验 

数据可见，KE变化小，脂质体稳定性 良好。 

表 5 pshRNA—survivin脂质体离,btJg速实验结果 

2．5．2 渗漏率的测定 将最优方案制备的pshRNA—survivin 

脂质体在4cc，30％．4-3℃、避光条件下于当天、3．6、9、12、15 d 

后检测渗漏率。精密量取 pshRNA—survivin脂质体混悬液 

0．5 ml，按“2．2．7”项包封率测定项下处理。并按下式计算贮存 

过程中的渗漏率。P：【(w包-W储) ~]xlO0％，其中，w包、W储分 

别为制备时包封率和贮存一定时间后的包封率。结果见表6。 

3 讨 论 

Survivin是迄今发现的最强的凋亡抑制因子．survivin在 

恶性肿瘤中的表达量很高，而在正常组织中表达很低嘲，因此， 

survivin是一个较理想的诱导肿瘤凋亡的靶基因。RNA干扰 

(RNAi)是自然界生物体的一种遗传现象，其主要是利用双 

链 RNA特异性介导其互补同源mRNA序列的降解，从而特 

异性抑制目的蛋白的表达，抑制作用强目。自发现以来，已广泛 

应用于基因功能、肿瘤和病毒性疾病等的研究。小发夹结构 

RNA(Small hairpin RNA，shRNA)转染人细胞的多寡是影响 

RNAi抑制相关基因功能效能高低的关键之一，它需要载体 

的介导。脂质体是携带外源基因进行细胞转染的常用非病毒 

载体，具有无免疫原性和细胞毒性小的优点。但目前脂质体 

对目的基因的包封率较低、径粒较大，从而限制了其对细胞 

的转染效率[6ol。 

本实验通过一系列的工艺优化得到了最佳的材料配比， 

使脂质体粒径分布均匀、表面带微量负电荷，增加了脂质体 

胶体粒子之间的排斥进而减缓了脂质体的絮凝【41l01。通过对 

众多脂质体制备方法的比较，本实验采用逆相蒸发法进行处 

方和制备工艺的筛选。在确定了逆相蒸发法为基本制备方法、 

通过前期实验阶段在以单因素分析(序贯分析)考察了决定 

脂质体性状基本条件的基础上，进行正交设计选择处方和优 

化制备工艺，得到了包封率较高的pshRNA—survivin脂质体。 

本文选用的超滤离心法可以简便测定脂质体包封率，兼 

备了离心法的快速和透析法的精确，其回收率、精密度考察 

亦均较高。考虑到 pshRNA—survivin重组质粒分子量较大，超 

滤前将脂质体混悬液稀释数倍，防止脂质体溶液中未被包封 

的部分因分离不完全而影响包封率测量的准确性 ，测得的平 

均包封率为 77．9％。初步稳定性考察证实 4℃、避光环境为贮 

存pshRNA—sutwivin脂质体的最佳条件，短期内脂质体无絮 

凝现象、包封率亦无明显变化。 

本研究为下一步制备具有主动靶向性的免疫pshRNA— 

survivin脂质体、更好地利用重组质粒pshRNA—survivin沉寂 

survivin基因进而介导肿瘤细胞的凋亡提供了实验基础 
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表 6 比较不同贮存条件下pshRNA—survivin脂质体的外观及渗漏率 


