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透明质酸修饰的尿酸酶多囊脂质体体外稳定性初步研究 

谢江川 t，何 丹 ，，胡雪原 ，周云莉 ，晏子俊 ，陈 薇。，张景勃 

(1．重庆医科大学药学院重庆药物高校工程研究中心，重庆 400016；2．重庆市中医院药剂科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：制备了透明质酸修饰的尿酸酶多囊脂质体(hyahronic acid-uriease liposomes，UHMVL)，并且对尿酸酶(uricase， 

UC)以及UHMVL在体外的活性和稳定性进行了初步的研究。方法：采用复乳法制备了UHMVL，并且测定了其包封率。然后从 

最适温度( =3)、最适 pH(n=3)、体外稳定性( ：3)初步考察了UHMVL和 uc的差异。结果：UHMVL的包封率为(62．48± 

3．87)％。UHMVL及 uc最适温度均为40℃；UHMVL的最适pH值为8．0，Uc的最适 pH值为8．5。稳定性测定结果表明，UH— 

MVL体外稳定性均比UC好。UHMVL在提高了UC在体外活性的同时，也明显地增强了UC在体外的稳定性。结论：UHMVL在 

提高了UC体外活性的同时。也明显地增强了游离酶UC在体外的稳定性。 
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Preliminary study on the stability 

of hyaluronic acid-uricase multivesicular liposomes 

Xie JiangchuanI,He DanI Hu XueyuanI,Zhou Yunli ，Yan zijun ，Chen WeF，Zhang JingqingI 

(1．Chongqing Research Centerfor Pharmaceutical Engineering in University，College ofPharmacy，Chongqing 

Medical University；2．Department ofPharmacy，Chongqing Traditional Chinese Medicine Hospita1) 

【Abstract]Objecave：To preparare hyaluronic acid-uricase liposomes(UHMVL)，and then to investigate the activity and stability dif- 

ferenee between UHMVL and UC ，l vitro． Methods：UHMVL was prepared by d0uble emulsion method． The optimum temperature 

(n=3)，optimum pH(n：3)，stability(n=3)on UC and UHMVL were primarily examined．Results：The encapsulation efficiency of 

UHMVL was(62．48士3．87 ％．The optimum temperature of UHMVL was 40℃；the optimum pH of UHMVL was 8．0；the optimun pH 

0f UC was 8．5．Stability of UHMVL was better than that of UC．UHMVL can improve the activity and enhances the stability of UC 

in vitro．Conclusion：UHLP can improve the activity，and significantly enhance the stability of free UC in vitro． 

【Key words]uricase；hyaluronie acid；liposomes；optimum temperature；optimum pH；stabilities 

嘌呤的代谢会产生尿酸(uric acid，UA)，血液中 

过量的UA积累会使尿酸单钠结晶在远端关节周围 

相对缺乏血管的组织中沉积，从而导致痛风性关节 

炎 。尿酸酶(uricase，UC)能够催化氧气和 UA，生 

成尿囊素、二氧化碳、过氧化氢[31。但人体缺乏 UC， 

只能将UA作为终产物由肾脏排出体外。在临床上， 

UC主要用于 UA水平的诊断以及与 UA水平升高 

相关疾病的治疗[31。但是UC具有生物利用度低。半 
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衰期短和稳定性差等缺点，因此较大程度上限制了 

UC的临床使用[31。 

为了克服UC上述缺点。本实验将UC包载于透 

明质酸修饰的多囊脂质体(hyaluronic acid—uricase 

multivescular liposomes。UHMVL)中，希望能提高UC 

的活陛和治疗效果，使UC产生缓释以及长效的作用， 

提高UC的生物利用度低以及延长UC半衰期【4 ； 

希望在经HA修饰后。UHMVL能够靶向到HA的 

CD44和CD168受体，减少炎性细胞的数量。调整细 

胞因子的表达，从而起到抗炎的作用[7-8]，同时希望 

UHMVL可提供外源性HA，通过促进内源性HA合 

成来改善痛风性关节液的性状。达到持续缓解症 

状、延缓病情的效果 ”。本实验初步研究结果表明， 

UHMVL明显增强了游离UC的活性和体外稳定性。 
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1 材料与方法 

1．1 试剂 、仪 器和动物 

尿酸酶(美 国Sigma公司，批号 ：批号 SLBC3289)；尿酸 

(购 自英国 Alfa Aesar公司批号 20100B15)；HA(曲阜市广龙 

生物制品厂，分量子：12000，批号：20131027)；大豆卵磷脂 

(德国 Lucas Meyer公司，批号 ：20120706，Bn)；胆固醇(广州 

天马精细化工厂，批号：20110307，AR)；批号：20101109，AR)； 

Bicine(美国 Amresco公司，批号：20120614，AR)；1-乙基一3一 

【3-(二甲胺基)丙基]碳化二亚胺盐酸盐(成都格雷西亚化学 

技术有限公司，纯度≥99％，批号：F7944)；氢氧化钠、乙醚、 

氯仿(重庆川东化工集团有限公司，批号 20100B15，AR)；胰 

蛋白酶、PEG2000(国药集团化学试剂有限公司)；D一山梨醇、 

吐温一8o(成都市科龙化工试剂厂)；氯化钾(重庆北碚化学试 

剂厂 )；Bicine(美 国Amresco公司)；硼酸、氟化钠 (重庆博艺 

化学试剂有限公司)；硼砂(江苏强盛化工有限公司)；其余试 

剂均为分析纯。 

AB204S电子分析天平，瑞士Mettler Toledo仪器公司； 

RE 52 AA旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；TGL一16B台式 

高速离心机，上海安亭科学仪器厂；SHZ—D(II1)型循环水式 

真空泵，巩义市予华仪器有限责任公司；uv一7504 PC型紫外 

分光光度计，上海欣茂仪器有限公司；ZS90型激光粒度电位 

仪，英国马尔文公司，PHS一3C型pH计，上海精密科学仪器 

有限公司：KQ一2200B型水浴型超声仪，江苏昆山市超声仪器 

有限责任公司：Sephadex G一200层析柱，上海楷洋生物技术 

有限公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 UHMVL和 UC的制备 

1．2．1．1 UHMVL的制备 称取适量卵磷脂、胆固醇、三油酸 

甘油酯，加入适量乙醚使其充分溶解后，加入等体积 3％葡萄 

糖溶液涡旋形成油包水型初乳。使用注射器将初乳快速注入 

10 mL含 L-赖氨酸的4％葡萄糖水溶液中，用高速分散均质 

机剪切得到复乳。将复乳转移至磨口圆底烧瓶，减压旋转蒸 

发除去有机溶剂。将适量 HA的 Bicine—NaOH溶液在 pH 6．0 

条件下用 1一乙基一3一『3一(二甲胺基)丙基1碳化二亚胺盐酸盐 

在37℃孵育预活化旧。将已激活的HA加入到复乳溶液中， 

调节pH为8．5，并在37℃条件下与复乳溶进行孵化。UHMVL 

通过离心(1．3×1o5 g，4℃，5 min)从过量的试剂和副产物中 

分离，用 pH 8．5的 Bicine—NaOH洗涤 ，即可[12-I3】。重复 3次得 

到 3批 UHMVL。 

1．2．1．2 UC的制备 称取 UC溶解于Bicine—NaOH缓冲液 

(50 mmol／L，pH 8．5)中，重复 3次得到 3批 UC样品。 

1．2．2 UHMVL的粒径分布 按照邓雪㈣和Zhongt 等的方 

法测定 UHMVL的粒径分布。 

1．2．3 UHMVL的形态 取适量的 UHMVL混悬液于载玻片 

上，盖上盖玻片后使用光镜显微镜观察其外观形态。 

1．2．4 UHMVL的包封率的测定 使用凝胶柱一考马斯亮蓝 

法n钡0定UHMVL的g,,l-a~。用移液枪吸取0．5 mL的UHMVL， 

加人 Sephadex G一200层析柱中。用 Bicine—NaOH缓冲液 

(5O mmol／L，pH 8．5)洗脱分离 UHMVL和uc。接收 UHMVL 

部分，并取 100 I．tL的 UHMVL，加入乙醚破乳后 ，加入考马斯 

亮蓝，于595 nm波长处测定吸收度值(AUHMVL)。以同法处 

理未过柱的UHMVL，测定吸光度(absorbance，A)值。包封率 

(％)=AUHMVL／A总 ×100％，重复 3次即可。 

1．2．5 UC活性测定方法的建立 用 Bicine—NaOH缓冲液 

(50 mmoI／L．pH 8．5)配制得到75 ixmo1]L的UA溶液，将上述 

uA溶液作为测定UC活性的底物。参照王娜等旧的方法测定 

UC的活性 ：在 1．18 mL的 uA溶液中分别加入 20 的 UC 

和20 IxL UHMVL破乳后的上清液．然后在293 nm处测定并 

记录 UC和 UHMVL的紫外吸收变化值。 

1．2．6 最适温度的测定 将 UA溶液分别在不同温度的水 

浴中(20℃、3O℃、40℃、50℃、60℃以及 70℃)保温预热 10 

min后，在室温(25℃)条件下，按照“1．2．3”所述的方法测定 

游离UC和UHMVL中UC的活性。 

1．2．7 最适pH的测定 将不同pH值(6．5、7．0、7．5、8．0、8．5、 

9．0以及 9．5)的 uA溶液(Bicine—NaOH，50 mmoYL)在 UC的 

最适温度下保温预热 10 min后，按照“1．2．3”所述的方法测 

定游离 UC和 UHMVL中 UC的活性。 

1．2．8 热稳定性的测定 分别取2 mL UC以及 2 mL UH— 

MVL(UC的浓度均为 0．1 mg／mL)，放置于 55℃的水浴中，在 

0、1、2、3、4与5 h时分别用移液枪取出20 ，按照“1．2．3” 

所述的方法测定游离 UC和UHMVL中UC的活性。 

1．2．9 贮存稳定性的测定 将 UC和 UHMVL(UC的浓度均 

为 0．1 mg／mL)放置于 4℃的冰箱 中，分别于第 0、1、2、4、7、 

10、l4、20、28 d时取 20 UC和 20 UHMVL，并且按照 

“1．2．3”所述的方法测定游离 UC和 UHMVL中 UC的活性。 

1．2．10 酸碱稳定性的测定 将 100 IxL的UC和 100 IxL的 

UHMVL(UC的浓度均为 0．3 mg／mL)，分别用 pH 5．0，5．5，6．0， 

6．5，7．0．7．5，8．0，8．5，8．0，9．5的 Bicine—NaOH(50 mmol／L)缓 

冲液稀释为原体积的3倍后 ，在 4O℃水浴条件下放置 40 min 

取出．按照“1．2．3”所述的方法测定游离 uc和 UHMVL中uC 

的活性。 

1．2．11 胰蛋白酶的影响 取 1 mL UC和 1 mL UHMVL混 

悬液(uc的浓度均为0．2 mg／mL) 加入Bicine—NaOH缓冲液 

(50 mmol／L，pH 8．5)溶解的胰蛋 白酶溶液(0．2 mg／mL)将 uC 

和UHMVL稀释为原体积的2倍后。混合均匀放置于37℃条 

件下的水浴中，分别在 0、10、20、30、40、50、60 min时对UC和 

UHMVL取样 ．并且按照“1．2．3”所述方法测定游离 UC和 

UHMVL中UC的活性。 

1．2．12 部分金属离子和有机化合物能力的影响 取200 IxL 

UC和 200 IxL UHMVL(UC浓度均为 0-3 mg／mL)，分别加入 

200 L山梨醇(2．0 mmol／L)、200 trL KCI(2．0 mmol／L)和200 
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L NaF(2．0 mmol／1 )混匀 ，于 25℃水浴中放置 1 h后 ，按照 

“1．2．3”所述的方法测定游离 UC和 UHMVL中UC的活性。 

2 结 果 

2．1 UHMVL的粒径分布 范围 

通过测定与计算后得到 UHMVL的粒径大小为(23．09± 

1．71) m，且粒径分布范围符合正态分布。 

2．2 UHMVL形态 

通过显微镜能观察到 UHMVL呈圆球形 。大小较均匀． 

见罔 l 

图 1 UHMVL的光学显微照片 (400X) 

Fig．1 Light microgragh of UHMVL(400 X) 

2-3 UHMVL的包封率 

经检测 ，制备的 3批 UHMVL，平均包封率为(62．48± 

3．87)％(n=3)。 

2．4最适温度的测定 

最适温度的测定结果见图2和表1。如图2和表 1所示， 

游离 UC和 UHMVL中 UC的最适温度均为 4O℃，在 40℃时 

UHMVL中 UC的活性时游离 UC的 1．12倍，UHMVL中 UC 

的活性在温度 20℃～70℃时均较游离UC的活性高。且在 

40℃～50 qc条件下 UHMVL中 UC活性比游离 UC在最适温 

度下(40℃)的活性高。此时活性主要受温度的影响。UHMVL 

中 UC和游离 UC表现出不同的最适温度，可能是凶为UHMVL 

的包裹改变了UC的构象，对 UC的生物活性带来了一定的 

影响。 
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图 2 UC和 UHMVL的最适温度( ±Sln=3) 

Fig．2 Optimum temperature of free UC and UHMVL( ±s。n=3) 

表 1 UC和 UHMVL的最适温度(王±s。n=3) 

Tab．1 Optimum temperature of free UC and UHMVL(．~±s。n=3) 

2．5 最适 pH的测定 

最适 pH的测定结果见图 3和表 2。如图3和表 2所示， 

在 37℃，pH 6．5～9．5条件下，游离 uc的最适 pH为 8．5，UH— 

MVL中 UC的最适 pH为 8．0。UHMVL中 UC在其最适 pH 

(pH 8．0)时的活性约是游离 UC在其最适 pH时活性的 1．19 

倍。在 pH 6．5～9．5时．UHMVL都增加了 UC的活性。结果表 

明在 37℃条件下经过纳米粒修饰的 UHMVL能明显提高 

uc的活性。此时活性主要受pH值的影响。UHMVI 中uc和 

游离 UC表现出不同的最适 pH，可能是 为 UHMV[ 的包裹 

改变了UC的构象，对 UC的生物活性带来了一定的影响。 

一  

～  

!i里 

嚣 

图 3 UC和 UHMVL的最适pH(X± 。n=3) 

Fig．3 Optimum pH of free UC and UHMVL(i±s。n=3) 

表 2 UC和 UHMVL的最适 pH( ±s。n=3) 

Tab．2 Optimum pH of free UC and UHMVL(i±s。n=3) 

2．6 热稳 定性的测定 

热稳定性的测定结果见图4和表 3。如图 4和表 3所 

示。55℃时，相同条件下，UHMVL中 UC较游离 UC表现m 

了较好的热稳定性：游离 UC活性降低到 90％需要的时间约 

为 0．60 h。UHMVL中UC活性降低到 90％所需时间约为 

1．92 h：在5 h时UHMVL中UC保留的活性约高达81％，而 

游离 UC只保留了初始活性的 17％。 
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图 4 游离 UC和 UHMVL在 55℃的热稳定性(i±s。n=3) 

Fig．4 Time courses of remaining activity of free UC 

and UHMVL al55℃(i士 。n=3) 

表 3 游离 UC和 UHMVL在 55℃的热稳定性 (i± ，n=3) 

Tab．3 Time courses of remaining activity of free UC 

andUHMVL al 55℃(i± 。n=3) 

2．7 贮存稳定性的测定 ． 

贮存稳定性测定结果见图5和表 4。由图5和表 4可 

知．在相同条件下。UHMVL中UC较游离UC表现出了更好的 

贮存稳定性：游离 UC活性降到90％需要约 1．42 d，UHMVL 

中UC活性降到9O％需要约4．13 d；样品放置28 d后，UHMVL 

中UC活性约为初始活性的71％，而游离UC约降为初始活 

性的28％。说明 UHMVL中 UC的贮存稳定性强于游离 UC 

的贮存稳定性。 
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图 5 游离 UC和 UHMVL在 4 oC的贮存稳定性(i-I- ，n=3) 

Fig．5 Time courses of remaining activity of free UC and UHMVL 

during storage at 4 oC( ± 。n=3) 

表 4 游离 UC和 UHMVL在 4 oC的贮存稳定性 (i±s，n=3) 

Tab．4 Time courses of remaining activity of free UC and UHMVL 

during storageat4 oC(i± 。n=3) 

2．8 酸碱 稳定性的测定 

酸碱稳定性测定结果见图 6和表 5。由图 6和表 5可 

知，在pH 5．5 9．0条件下，UHMVL中uc的活性比游离uc的 

活性高。根据变化趋势可以得出：游离 UC的活性比UHMVL 

中uC更容易受到 pH变化的影响。本结果表明 UHMVL中 

UC较游离 UC有更好的耐溶液酸碱变化的能力。 

— 。

一̂UC 

十 UHMVL 

图 6 游离 UC和 UHMVL的酸碱稳定性(i±s。n=3) 

Fig．6 pH stabilities of free UC and UHMVL(i±s。n=3) 

表5 游离 UC和 UHMVL的酸碱稳定性(i±s．n=3) 

Tab．5 pH stabilitiesoffreeUC and UHMVL(i± 。n=3) 

2．9 胰蛋 白酶的影响 

抗蛋 白酶水解能力的测定结果见图7和表 6。由图 7和 

表6可知，游离UC的活性呈快速下降的趋势：游离UC活性 

降低为9o％PJr需的时间约为3．8 min：活性降低为50％所需的 

时间约为22．8 min。同等条件下，UHMVL中UC活性的保持 

时间明显延长，有更好的抗酶解能力：UHMVL中UC活性降 

低为 90％所需的时间约为 8．6 min；直到 50．0 min，UHMVL中 

uc仍有68％的活性。表明UHMVL中uc抗蛋白酶水解能 

力优于游离 UC。 

一  

一  

娌 
霞 

图 7 游离 UC和 UHMVL抗胰蛋白酶水解的稳定性 (i± 。n=3 J 

Fig．7 Proteolytic stabilities of free UC and UHMVL(i± 。n=3) 

一 一掣烘靛罂 

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 加 

一 一掣蜉靛罂 

一 一掣船靛爨 
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表 6 游离 UC和 UHMVL抗胰蛋白酶水解的稳定性(i±s，n=3) 

Tab．6 Proteolytic stabilities offreeUCand UHMVL(i± ，n=3) 

2．10 部分金属离子和有机化合物的影响 

抗部分金属离子和有机化合物能力的测定结果见图8 

和表7。由图8和表 7可知，加入山梨醇后，UHMVL中UC活 

性降低至约 98％，uc活性保留为约 91％；加入聚乙二醇 

2000后，UHMVL中UC活性降低至约90％，游离UC活性保 

留为约97％；氯化钾、Tween一80、氟化钠对UHMVL中UC及 

游离 UC影响不大。 

一 ：[】I． 。 ． ． 
山梨醇 Tween一80 氯化钾 氟化钠 聚乙二醇2000 

图 8 部分金属离子和有机化合物对游离 UC和 UHMVL的 

活性影响( ± 。n=3 J 

Fig．8 Effect of several metal ions and organic compounds On 

activity of free UC and UHMVL(i± 。n=3) 

表 7 游离 UC和 UHMVL抗抗部分金属离子和有机化合物能力的 

稳定性 (i± 。n=3) 

Tab．7 Effect of several metal ions and organic compounds on 

activity of free UC and UHMVL(i±s．n--3) 

3 讨 论 

酶的理化性质、酶的活性、酶的稳定性都与温 

度和pH密切相关：酶在其最适温度和最适 pH时， 

活性最高，酶促反应的速度最快。本实验测定了游离 

UC和 UHMVL中 UC的最适温度、最适 pH，结果表 

明：UHMVL中UC及游离UC最适温度均为40℃。 

游离 UC的最适 pH为 8．5，UHMVL中 UC的最适 

pH为8．0，UHMVL中UC较游离UC更有能有效发 

挥酶促反应。而测定酸碱稳定性、部分金属离子及 

有机化合物对活性等的影响的目的在于考察 UH— 

MVL中UC与游离UC的体外稳定性，考察UHMVL 

中UC与游离UC相比是否能够提高 UC的体外稳 

定性：热稳定性的测定结果表明，UC被包封在 UH— 

MVL中以后，对抗外界温度变化的能力有了明显的 

提高，即在相同的条件下，UHMVL中UC较游离UC 

表现出更好的热稳定性：在55℃的加热条件和4℃ 

的贮存条件下．UHMVL均能很好的保持UC的活 

性，这表明UC被包封在 UHMVL内部之后，具有了 

更好的对抗外界温度变化的能力：酸碱稳定性测定 

的结果充分说明，当外界溶液的pH值变化时，UH— 

MVL能很好地保护UC，使UC免受外界pH变化的 

干扰；抗酶解能力的结果也可充分说明，UHMVL能 

很好地保护UC。以减少UC被胰蛋白酶水解。 

从本文实验数据可以看出。UHMVL有增强 UC 

的活性和提高UC的体外稳定性的优点。本实验为 

UHMVL的体内研究奠定了良好的基础。在理论上， 

UHMVL还应具有在动物体内提高UC生物利用度 

等特点，UHMVL在体情况有待进行深入和全面的 

研究。 
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吴茱萸碱水包油型纳米乳在大鼠体内的药代动力学 

及生物等效性研究 

石明芯 ，胡江波 ，张 馨 ，王 薛 ，张景勃 
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【摘 要】目的：研究吴茱萸碱的水包油型纳米~L(evodiamine nanoemulsion，EDN)在大鼠体内的药动学特征与生物等效 。方法： 

本试验将 12只雄性大鼠随机分成2组，分别灌胃给予吴茱萸碱(evodiamine，ED)或EDN，并于给药后 0、5、15、30、45 min⋯1 2 

5、8、12、24、48、72 h时对大鼠眼底取血，用HPLC法测定 ED的血药浓度，用 DAS软件分析药动学参数，并经方差分析和双单 

侧检验进行生物等效性评价。结果：EDN的主要药动学参数：血药浓度一时间曲线下面积 area under concentration-time curve． 

A (0 h))、药峰浓度(peak concentration，c啷)和药峰时间(peak time， )分别为(3 636．79±1 642．94)vg／L*h、(192．49± 

37．68) g，L和(4．94 4-l_67)h。EDN的大鼠口服生物利用度约为ED的4．66倍。A cf 的90％置信区间超出所规定的生物等 

效性标准区间。结论：EDN明显提高了ED的口服生物利用度。ED和EDN的生物不等效性。 
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