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酶促构建葡萄糖修饰脑靶向载紫杉醇脂质体制备处方及其工艺优化=
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摘= =要：目的= =在非水相中利用酶法合成脑靶向脂质材料胆固醇J癸二酸J葡萄糖酯［ERJchoäestenJPβJyäFEaJgäucopyranoseJSF=
sebacate，CepJpbJdir］，并对其修饰的载紫杉醇脂质体制备处方及其工艺进行优化。方法= =以 aJ葡萄糖和前期合成的胆固

醇J癸二酸单烯酯（CepJpb）为原料，在丙酮中用利用脂肪酶 kovozym= QPR催化合成 CepJpbJdir，利用jp、kjo对产

物进行结构表征，采用薄膜分散法制备 CepJpbJdir修饰的脑靶向载紫杉醇脂质体（dirJmquJim），并通过单因素考察对

其制备处方及工艺进行优化。结果= =合成的 CepJpbJdir经 jp、kjo鉴定为目标产物，对其修饰的 dirJmquJim最佳制

备处方工艺为采用氢化大豆磷脂（epmC）作为膜材，epmC 与紫杉醇（mqu）比例为 MKN∶N，胆固醇（Cep）与 epmC 比

例为 MKR∶N，二硬脂酰磷脂酰甘油钠（apmdJka）用量为 OKRB，水化时间为 MKR= h，水化温度为 RM=℃。采用上述工艺处方

制备 P批样品，测定包封率分别为（VPKSO±NKPQ）B、（VPKTR±NKTT）B、（VOKMQ±NKRM）B，平均粒径分别为（UVKRS±NKPR）、
（VOKMR±PKQO）、（NMQKVN±PKTN）nm，weta 电位分别为（−ORKON±MKOT）、（−OSKQP±MKQQ）、（−ORKNT±MKSR）ms。结论= =采用

生物酶催化法合成脑靶向脂质材料，工艺简单，产率高，绿色环保；用其修饰的 dirJmquJim 包封率、粒径及稳定性均符

合要求，应用前景良好。=
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good=appäication=prospectK=
hey= wordsW= choäesteroä= derivativesX= äiposomesX= gäucose= transporterX= äipaseJcataäyzedX= brain= targetingX= nonaèueous= mediaX= fiäm=
dispersion=methodX=pacäitaxeäX=biocataäysis=

=
脑胶质瘤是颅内常见的发生于神经外胚层的恶

性肿瘤，来源于星形胶质细胞或少突胶质细胞，占

颅内肿瘤的 PRKOSB～SMKVBxNJOz。但是由于血脑屏障

（bäood=brain=barrier，___）的存在，普通的化疗方式

很难使药物进入肿瘤组织从而起到杀伤肿瘤细胞的

作用。目前跨 ___ 的脑靶向策略中，转运体介导

转运具有高度识别性，允许药物或载药系统跨细胞

膜转运，是递药入脑的主要方法之一xPJQz。___ 上

存在着大量的转运通道蛋白xRz，其中葡萄糖转运蛋

白（gäucose=transporterJN，dirqN）是 ___中最高

效的转运体xSz，在 ___上的密度大约是除红细胞膜

外其他组织的 NM 倍xTz。利用 dirqN转运体的介导

作用，将载体与葡萄糖（gäucose，dir）分子偶联，

可实现载体跨 ___转运。=
脂质体是磷脂、胆固醇等分散在水中形成的类

球状、包封一部分水相的的封闭囊泡。脂质体具有

很高的亲脂性，可通过如被动转运、与脑血管内皮

细胞膜发生膜融合转运至脑实质xUJVz，因此脂质体本

身是一种良好的治疗中枢神经系统疾病药物载体。

将 dir与脂质材料偶联，用于制备 dir修饰脂质

体，可进一步促进脂质体跨越 ___，显著增加药物

入脑量xNMJNNz。胆固醇作为脂质体组成膜材之一，常

与靶向功能基团偶联xNNz，且多采用化学法合成xNOz。

李海姣等xNPz将葡萄糖羟基（dirJle）与胆固醇通

过化学法共价偶联，然后与磷脂以一定比例混合制

备葡萄糖修饰脂质体，体内靶向性研究表明：经

dir修饰的脂质体具有较好的 ___透过性。=
dir上存在 R个化学环境相似的Jle，进一步

的构效关系研究显示：当载体与 dir= CS 位Jle
（CSJle）偶联时，dirqN 对其亲和能力最强xNQz。

由于化学合成法很难区分 dir 上众多化学性质相

近的Jle，为得到某单一反应位点的产物，需预先

对非反应位点的Jle 采取复杂的保护和去保护措

施xNRz。脂肪酶是一种具有催化功能的蛋白质，与化

学合成法相比，具有高效、高区域选择性、低毒等

优点，被称之为绿色催化剂，尤其对糖分子的区域

选择性酯化具有独特的优势。前期研究发现，脂肪

酶kovozym=QPR在非水相中可专一催化dir上CSJ=
le 酯化反应。据此，本研究拟设计一种含葡萄糖

基的脑靶向脂质材料，具体思路如下：利用前期合

成的胆固醇J癸二酸单烯酯（CepJpb）xNSz为起始原

料，在 kovozym= QPR 催化下，选择性与 dir 上

CSJle 酯化偶联，即得到脑靶向脂质材料胆固醇J
癸二酸J葡萄糖酯［ERJchoäestenJ3βJyäF= EaJgäucopyJ=
ranoseJSF=sebacate，CepJpbJdir］（图 N）。将 CepJ=
pbJdir作为靶向头与磷脂、胆固醇、紫杉醇（mqu）
等材料制备出脑靶向载紫杉醇脂质体（dirJmquJ=
im），并对 dirJmquJim制备工艺、处方进行优化。=
N= =仪器与材料=

qhermo=qpn=nuantum=ACbpp三重四极杆液质

联用仪，赛默飞世尔科技有限公司；_ruker= RMMj
核磁共振波谱仪，瑞士布鲁克公司；Aääiance= OSVR
高效液相色谱仪、OVVS= maA 二极管矩阵检测器，

美国沃特世公司；_NR 型高压均质机，加拿大

Asbpqfk公司；wetasizerkano=wpVM粒度测定仪，

英国马尔文仪器有限公司；pcientzJffa 超声波细胞=
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图 N= =酶催化合成脑靶向脂质材料 CepJpbJdir=
cigK=N= =iipaseJcatalyzed=synthesis=of=CepJpbJdir=



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 NN期= OMNS年 S月=

= =

·NUSV·=

粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；_pNNMs
型电子分析天平，德国 partorius公司；obJROVV型
旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；qdiJNSjC冷

冻离心机，长沙湘锐离心机有限公司。=
胆固醇（choäesteroä，Cep），质量分数＞VUKRB，

生产批号 AVMTNV，日本精化株式会社；氢化大豆磷

脂（hydrogenated=soya=phosphatide，epmC，NJ棕榈

酰基JOJ硬脂酰基卵磷脂质量分数＞VUB，生产批号

_QMVPO）、蛋黄磷脂（egg=yoäk=äecithin，bmC，磷脂

酰胆碱质量分数＞VUB，生产批号 AiNQMNR），日本

丘比株式会社；二硬脂酰磷脂酰甘油钠（distearoyä=
phosphatidyägäyceroäe=sodium=saät，apmdJka），注射

级，上海艾维特有限公司；紫杉醇（pacäitaxeä，mqu），
质量分数＞VVB，大连美仑生物技术有限公司；鱼

精蛋白，来源于鲑鱼，pigmaJAädrich=Corporation；
kovozym=QPR固定化脂肪酶，诺维信生物技术有限

公司；Candida=rugosa=iipase（oCi），pigmaJAädrich=
Corporation；aJ葡萄糖（aJgäucose，dir）、癸二

酸、乙酸乙烯酯，乙酸汞、乙酸铜、乙酸钠、浓硫

酸，阿拉丁试剂有限公司；微孔滤膜，天津津腾实

验设备有限公司；色谱甲醇，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；柱色谱硅胶，青岛海洋化工有限公

司；石油醚、醋酸乙酯、异辛烷、丙酮、氯仿、乙

醇，广州化学试剂厂；水为自制超纯水。=
O= =方法与结果=
OKN= =脑靶向脂质材料 CepJpbJdir合成=
OKNKN= =癸二酸二乙烯酯（divinyä= sebacicacid，pb）
的制备及结构表征= = pb 的制备参照王利娟等xNTz开

发的方法，并稍作修改。称取 TOKU=g癸二酸、NRM=mi
乙酸乙烯酯、OKN=g乙酸汞及微量乙酸铜，加入到 ORM=
mi 三口颈烧瓶中。将盛有上述物质的三口颈烧瓶

在 RM=℃的恒温水浴中加热并搅拌，NM= min后滴加

MKOR=mi浓硫酸，反应 U=h。反应完毕后，加入约 O=g
乙酸钠充分震荡以中和硫酸。水泵减压蒸馏除去过

量醋酸乙烯酯后，将剩余蓝色液体经硅胶柱色谱，

用石油醚J醋酸乙酯（V∶N）等度洗脱，分离得到纯

品（质量分数 VRB以上）。纯品经 jp、kjo 波谱

技术进行结构鉴定为目标产物。波谱数据如下：

bpfJjp=mLz=OTTKOO=xj＋kazH；NeJkjo=ERMM=jezI=
CaCäPF=δW=TKOU=EeJPTI=PT′I=mI=OeFI=QKUT=EeJPUI=ddI=g=Z=
NQKMI= NKO=ezI= OeFI= QKRR= EeJPU′I= ddI= g= Z= SKPI= NKO= ezI=
OeFI= OKPT= EeJPRI= OUI= tI=g=Z=TKR=ezI= QeFI= NKSR= EeJPQI=
OVI=mI=QeFI=NKPP=EeJPM～PPI=mI=UeF；NPCJkjo=ENOR=

jezI=CaCäPF=δW=NTNKO= ECJOTI=PSFI=NQNKS= ECJPTI=PT′FI=
VTKU=ECJPUI=PU′FI=PQKP=ECJOUI=PRFI=OVKQ=ECJPMI=PPFI=OVKP=
ECJPNI=POFI=OQKV=ECJOVI=PQF。=
OKNKO= = 酶促合成胆固醇 J癸二酸单烯酯［ ERJ=
choäestenJ3βJyäF=vinyä=sebacicacid，CepJpb］及结构

表征xNSz= =取具塞锥形瓶，称取 NKP=g=pb、N=g=Cep，
加入脱水异辛烷适量溶解，置于恒温震荡器于

QR=℃振摇 PM=min后，加入 oCi=OMM=mg，反应 OQ=h。
反应结束后，滤过除去 oCi，续滤液真空旋干得黏

稠液体，然后用适量甲醇超声溶解，M=℃下静置 OQ=
h析晶，低温下真空抽滤，得白色粉未，收率约 VRB。

产物结构经jp、kjo鉴定为目标产物，具体数据

如下：bpfJjp mLz=SNVKRN=xj＋kazH；NeJkjo=ERMM=
jezI=CaCäPF=δW=TKOU=EeJPTI=mI=NeFI=RKPT=EeJOI=dI=g=Z=
QKR=ezI=NeFI=QKUT= EeJPUaI=ddI=g=Z=NQKMI=NKR=ezI=NeFI=
QKSN= EeJPI=mI=NeFI=QKRS= EeJPUbI=ddI=g=Z=SKPI=NKR=ezI=
NeFI=OKPU=EeJTI=tI=g=Z=TKR=ezI=OeFI=OKPN=EeJOUI=dI=g=Z=
TKP= ezI= OeFI= OKOS= EeJPRI= tI= g= Z= TKR= ezI= OeFI= NKVV=
EeJNRI= mI= OeFI= NKTU～NKMQ= EmI= PSeFI= NKMO= EeJOQI= sI=
PeFI=MKVN=EeJORI=dI=g=Z=SKR=ezI=PeFI=MKUS=EeJOOaI=OObI=
ddI=g=Z=OKPI=SKS=ezI=SeFI=MKST=EeJOSI=sI=PeF；NPCJkjo=
ENOR= jezI= CaCäPF= δW= NTPKQ= ECJOTFI= NTNKM= ECJPSFI=
NQNKQ=ECJNFI=NPVKV=ECJPTFI=NOOKTR=ECJOFI=VTKS=ECJPUFI=
TPKV= ECJPFI= RSKU= ECJQFI= RSKP= ECJRFI= RMKO= ECJSFI= QOKR=
ECJUFI= PVKV= ECJVFI= PVKT= ECJNMFI= PUKP= ECJTFI= PTKO=
ECJNNFI= PSKU= ECJNOFI= PSKP= ECJNPFI= PRKV= ECJNQFI= PQKU=
ECJOUFI= PQKN= ECJPRFI= POKM= ECJNRFI= POKM= ECJNSFI= OVKO=
ECJPNFI= OVKO= ECJPOI= CJPMFI= OVKN= ECJPPFI= OUKQ= ECJNUFI=
OUKO= ECJNVFI= OUKM= ECJNTFI= ORKO= ECJOVFI= OQKT= ECJPQFI=
OQKQ=ECJOMFI=OQKM=ECJONFI=OPKM=ECJOOaFI=OOKT=ECJOObFI=
ONKO=ECJOPFI=NVKR=ECJOQFI=NUKV=ECJORFI=NOKM=ECJOSF。=
OKNKP= =酶促合成 CepJpbJdir 及结构表征= =取具

塞锥形瓶，称取 N=g=dir、SKS=g=CepJpb，加入脱

水丙酮适量溶解，置于恒温震荡器于 QR=℃振摇 PM=
min后，加入 kovozym=QPR适量，反应 NO=h。反应

结束后，滤过除去 kovozym=QPR，续滤液真空旋干

得产物粗品。粗品经硅胶柱色谱纯化后得白色粉未，

收率约 VOB。产物结构经jp、kjo鉴定为目标产

物，具体数据如下：bpfJjp=mLz=TRRKRV=xj＋kazH；
NeJkjo=ERMM=jezI=CRaRkF=δW=RKVM=EeJN′I=dI=g=Z=PKR=
ezI=NeFI=RKQO=EeJOI=mI=NeFI=RKMV=EeJS′aI=ddI=g=Z=NKSI=
NNKO=ezI=NeFI=QKVN= EeJR′I=mI=NeFI=QKUT= EeJPI=ddI=g=Z=
OKUI=RKS=ezI=NeFI=QKUQ=EeJ6′b, m, 1H), 4.76 (HJ2′, t, 
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g=Z=VKN=ezI=NeFI=QKOP=EeJP′I=ddI=g=Z=PKSI=VKR=ezI=NeFI=
QKNQ= EeJQ′I= ddI= g= Z= RKVI= NOKQ=ezI= NeFI= OKRQ= EeJTI=mI=
OeFI= OKQM= EeJOUI= tI= g= Z= TKR=ezI= OeFI= OKPP= EeJPRI=mI=
OeFI= OKMR～NKMS= EmI= PUeFI= NKMP= EeJOQI= sI= PeFI= MKVV=
EeJORI=dI=g=Z=SKR=ezI=PeFI=MKVN=EeJOOaI=OObI=ddI=g=Z=
NKOI=SKS=ezI=SeFI=MKSU=EeJOSI=sI=PeF；NPCJkjo=ENOR=
jezI= CRaRkF= δW= NTQKN= ECJPSFI= NTPKQ= ECJOTFI= NQMKQ=
ECJNFI= NOPKO= ECJOFI= VQKS= ECJN′FI= TRKT= ECJO′FI= TQKU=
ECJP′FI=TQKO=ECJPFI=TOKT=ECJQ′FI=TNKP=ECJR′FI=SRKS=ECJS′FI=
RTKO= ECJQFI= RSKU= ECJRFI= RMKS= ECJSFI= QOKV= ECJUFI= QMKP=
ECJVFI= QMKN= ECJNMFI= PVKM= ECJTFI= PTKS= ECJNNFI= PTKO=
ECJNOFI= PSKV= ECJNPFI= PSKQ= ECJNQFI= PRKO= ECJOUFI= PQKU=
ECJPRFI=POKS=ECJNRFI=POKQ=ECJNSFI=OVKT=ECJPNI=POFI=OVKT=
ECJPMFI= OVKT= ECJPPFI= OUKV= ECJNUFI= OUKS= ECJNVFI= OUKS=
ECJNTFI= ORKU= ECJOVFI= ORKS= ECJPQFI= OQKV= ECJOMFI= OQKS=
ECJONFI=OPKQ=ECJOOaFI=OPKN=ECJOObFI=ONKT=ECJOPFI=NVKU=
ECJOQFI=NVKQ=ECJORFI=NOKQ=ECJOSF。=
OKO= =薄膜分散法制备 dirJmquJimxNUz=

按处方量称取 epmC、Cep、CepJpbJdir、
apmdJka 等膜材及 mqu 溶于适量无水氯仿中，真

空旋转蒸发除去有机溶剂，制得均匀脂膜，置真空

干燥器内干燥过夜。加入一定体积的水溶液，于一

定温度下水化，水化一定时间后，探头超声 R= min
（超声时间 O=s，间隔时间 O=s，功率为 PMM=t），高

压均质（SM、NUM=jma，各 P次），即得 dirJmquJim。=
按上述工艺，处方中不加入 mqu，其余同上，

制备得空白脂质体。=
OKP= = dirJmquJim包封率测定=
OKPKN= =色谱条件= =色谱柱为 u_ridge= meptide= _be=
CNU柱（填料孔径 NP=nm，ORM=mm×QKS=mm，5 μm）；

流动相为甲醇J水（TM∶PM）；进样量 10 μL，检测波

长 OOU=nm；mqu保留时间 UKRS=min；体积流量 MKU=
miLmin；柱温 PR=℃；理论塔板数大于 P=MMM。=
OKPKO= = mqu 对照品溶液的制备= =精密称定 mqu 对

照品 N=mg，置于 NM=mi量瓶中，用乙醇定容，mqu
对照品溶液质量浓度为 NMMKM=mgLi。=
OKPKP= =供试品溶液的制备= =取 dirJmquJim= N= mi
置于 NM=mi量瓶中，用乙醇溶解定容至刻度即得。=
OKPKQ= =空白对照溶液的制备= =取空白脂质体 N= mi
置于 NM=mi量瓶中，乙醇溶解并定容至刻度即得。=
OKPKR= =方法专属性= =取对照品溶液、供试品溶液

及空白对照溶液按上述条件进液相分析，结果在

“OKPKN”项色谱条件下，mqu和辅料分离度良好，

峰形稳定，辅料及溶剂对 mqu的测定无干扰，见

图 O。=

=
=
=
图 O= = mqu对照品= EAF、dirJmquJim样品= EBF=和空白对

照= ECF=溶液的 emiC图=
cigK=O= =emiC=of=mqu=reference=substance= EAFI=dirJmquJ=
im=sample=EBFI=and=blank=ECF=solution==
OKPKS= =线性关系考察= =精密称取 mqu适量，用甲醇

溶解配制成 N=mgLmi的对照品储备液。精密移取一

定量的储备液，配制成 MKQ、N、R、NM、OM、PM、QM、
RM、TR、NMM=mgLi系列溶液，进样量为 10 μL，按

“OKPKN”项色谱条件进行测定，记录峰面积。以质量

浓度（C）为横坐标，峰面积积分值（A）为纵坐标，

得回归方程为 A＝OP= USU=C＋N= ORTKQ，rO＝MKVVV= V
（n＝P），结果表明，mqu在 MKQ～NMMKM=mgLi，峰面

积与质量浓度呈良好的线性关系。=
OKPKT= =精密度试验= =取 mqu对照品溶液，连续进样

S次，按“OKPKN”项色谱条件测定 mqu峰面积，opa
为 NKMRB，表明此方法精密度良好。=
OKPKU= =稳定性试验= =取供试品溶液，分别于 M、O、
Q、S、U、NO、OQ=h分别进样，按“OKPKN”项色谱条

件测定 mqu峰面积，opa为 OKOVB，表明 mqu溶

液在 OQ=h内保持稳定。=
OKPKV= =重复性试验=精密量取同一份样品 S份，每份

N=mi，按“OKPKP”项下方法制备 S份 dirJmquJim
供试品溶液，按“OKPKN”项色谱条件测定 mqu峰面

积，按“OKPKS”项下回归方程换算成样品中 mqu的

量：QQKVR、QRKOU、QQKTM、QQKTO、QQKSO、QQKPM=mgLi，
其 opa为 MKSTB，表明此方法重复性良好。=
OKPKNM= =加样回收率试验= =分别精密移取 mqu 对照

品溶液（NMM=mgLi）MKOR、MKRM、MKTR=mi加入到 MKR=
mi空白脂质体溶液中，用乙醇破乳定容至 NM=mi，
得到质量浓度为 OKR、RKM、7.5 μgLmi样品溶液，分

别进样 10 μL，测定 mqu峰面积，代入回归方程得

到实际测定质量浓度，计算回收率及 opa。结果 P
个质量浓度样品的平均回收率分别为 VVKOMB、

VUKSMB、VUKSTB，opa 为 MKOVB、MKOUB、MKQPB
（n＝R），结果表明在此条件下回收率介于 VUKMB～

mqu=

mqu=

A=

_=

C=

M= = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = U=
tLmin=
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NMOKMB，opa＜OB，回收率符合要求。=
OKPKNN= =包封率的测定xNVz= =采用鱼精蛋白沉淀法。

取 dirJmquJim溶液 MKN= mi于锥形离心管中，用

超纯水稀释至 NKN= mi，混匀，N= MMM= rLmin离心 NM=
min。吸取上清液 N=mi，加入鱼精蛋白 N=mg，混匀，

NM=MMM=rLmin离心 NR=min移去上清液，脂质体沉淀

用超纯水清洗 O次，最后所得脂质体沉淀用乙醇溶

解定容至 N= mi，制得样品 pO，进液相分析，记为

CO；另取 dirJmquJim溶液 MKN=mi，乙醇破乳定容

至 N= mi，制得样品 pN，进液相分析，记为 CN，包

封率按公式（包封率＝CNLCO）计算。=

OKQ= = dirJmquJim处方及工艺条件优化=
OKQKN= =统计分析= =采用 pmpp= OOKM统计软件对数据

进行单因素方差分析，组间均数比较采用 c检验，

m＜MKMR时差异具有统计学意义。=
OKQKO= =磷脂种类对 dirJmquJim 的影响= =磷脂是

构成脂质体膜材的主要成分。采用不同种类磷脂制

备脂质体，其包封率、粒度、weta电位及稳定性也

有所不同。固定其他条件，分别以 bmC、epmC 为

膜材制备 dirJmquJim，考察其对包封率的影响。

结果输入 pmpp= OOKM软件分析，发现磷脂种类对包

封率、weta电位无显著性影响，对粒径的影响显著

（m＜MKMR）。结果如表 N所示，epmC制得的脂质体

包封率较 bmC高，但粒度大于 bmC，两者 weta 电
位相似。epmC 为氢化磷脂，氧化稳定性要远优于

bmC。综合考虑，选择 epmC作为膜材。=
=

表 N= =磷脂种类对 dirJmquJim的影响= E x±sI=n=Z=PF=
qable=N= =bffect=of=different=phospholipids=on=dirJmquJim=
E x±sI=n=Z=PF=

磷脂种类= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

bmC= UQKQS±NKTR = UVKOR±NKRM −ORKVR±MKQV MKOQR±MKMQO 

epmC= UUKPS±NKMU NSPKOM±OKPS −OPKSR±MKTU MKNVQ±MKMMT 
=
OKQKP= =药脂比对 dirJmquJim 的影响= =脂质体双

分子层对药物的容量有饱和性，过高的药脂比导致

脂质体外游离药物增多，降低包封率，而且改变药

物在体内的分布行为，影响药物的疗效；而过低的

药脂比导致药物浓度过低，同时降低磷脂的利用率。

固定其他条件，考察不同 mqu与 epmC比例（质量

比）对 dirJmquJim的影响。结果输入 pmpp= OOKM
软件分析，显示质量比对 dirJmquJim包封率、粒

径、weta 电位均有显著影响（m＜MKMR）。结果如表

O所示，随着 mqu与 epmC比例逐渐增大，包封率

呈先增后降的趋势，说明脂质体容量饱和前，增加

的 mqu都包入脂质体中，包封率增大；当达到饱和

后，过量的 mqu会游离于脂质体外，包封率反而降

低。当 mqu与 epmC比例为 MKN∶N，包封率最高。=
OKQKQ= =磷脂与胆固醇比例对 dirJmquJim 的影响= =
Cep作为稳定剂，加入到脂质体中能增加脂质体双

分子膜的流动性，减少膜渗透性，起到稳定脂质体

的作用xOMz。但过量的 Cep 会占用脂质体双分子层

空间，导致对药物容量下降。固定其他条件，考察

不同 Cep与 epmC比例（质量比）对 dirJmquJim
的影响。结果输入 pmpp= OOKM软件分析，显示磷脂

与胆固醇比例对 dirJmquJim包封率、粒径、weta
电位均有显著影响（m＜MKMR）。结果见表 P，随着

Cep与 epmC比值增大时，包封率先增大后减小，

当其比值为 MKR∶N时，包封率最高，因此确定 epmC
与 Cep比值为 MKR∶N。=
OKQKR= = apmdJka 用量对 dirJmquJim 的影响= =当
脂质体膜表面带电荷时，weta电位越大表示所带电

荷越多，可使由双电层引起的静电斥力增大，凝聚

时要克服的能量越大，越不易产生凝聚，从而增加

脂质体的稳定性，其包封率也越高xONz。固定其他条

件，考察 apmdJka 投入量占磷脂不同质量百分比

对 dirJmquJim的影响。结果输入 pmpp=OOKM软件=
=

表 O= =药脂比对 dirJmquJim的影响= E x±sI=n=Z=PF=
qable=O= =bffect=of=different=drugJlipid=ratios=on=dirJmquJ=
im=E x±sI=n=Z=PF=

mquJepmC= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

MKMRM∶N= TUKPR±NKQN NOTKOR±MKQV -ORKRM±MKNQ MKOSO±MKMNS 

MKMTR∶N= USKPT±OKNS NSUKOM±MKTP -OQKOR±MKON MKOOU±MKMNR 

MKNMM∶N= UVKST±NKMM NSQKTT±MKTP -OOKUR±MKMT MKOUV±MKMOO 

MKNRM∶N= UPKTT±MKMQ NTRKOO±NKQM -OTKSM±MKOU MKORQ±MKMON 

MKOMM∶N= SSKQU±MKST OUOKPQ±NKRT -OSKUR±MKMT MKNVT±MKMNP 
=
表 P= =磷脂与胆固醇比例对 dirJmquJim 的影响= E x±sI=
n=Z=PF=
qable= P= = bffect= of= different= lecithinJcholesterol= ratios= on=
dirJmquJim=E x±sI=n=Z=PF=

CepJepmC= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

MKTRM∶N= UPKQS±MKTM NUMKTN±PKRV −ORKRM±MKNQ MKNUS±MKMMV 

MKRMM∶N= UUKNQ±NKST NSQKUS±MKST −OQKTR±MKQV MKNVN±MKMMQ 

MKORM∶N= USKVU±NKOU NSOKRP±MKNN −OQKNR±MKMT MKPSP±MKMSV 

MKNTR∶N= UOKVU±MKRM = VQKUP±PKMN −OMKQR±MKMT MKNTQ±MKMOS 

MKNOR∶N= UMKOT±NKOT = VQKRO±MKMR −NVKSM±MKOU MKNUP±MKMMS 
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分析，显示 apmdJ=ka用量对 dirJmquJim包封率

无显著性影响，对粒径、weta电位均有显著性影响

（m＜MKMR）。结果见表 Q，apmdJka的加入可显著增

加脂质体表面电位值，当 apmdJka 用量占磷脂质

量为 OKRB和 RB时，包封率和粒径较好，weta电位

绝对值都超过 PM= ms，考虑到 apmdJka 昂贵的价

格，最终确定用量为 OKRB。=
=
表 Q= = apmdJka用量对dirJmquJim的影响= E x±sI=n=Z=PF=
qable= Q= = bffect= of= different= apmdJka= contents= on= dirJ=
mquJim=E x±sI=n=Z=PF=

apmdJka=

用量LB=
包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

NMKM= UVKSP±MKOS NSQKTR±NKPQ −QOKSR±MKMT MKOSM±MKMNV 

= RKM= VMKMO±OKMV NMQKTM±NKNP −PNKOR±MKPR MKOOV±MKMNR 

= OKR= UTKQP±OKMQ UUKTS±NKVT −POKNR±MKON MKNVO±MKMNM 

= OKM= USKVU±NKOU NSNKVM±MKVV −OQKRM±MKQO MKNUV±MKMMR 
=
OKQKS= =水化时间对 dirJmquJim 的影响= =一定的

水化时间有助于磷脂与胆固醇水中闭合成脂质体囊

泡，但过长的水化时间会引起药物和脂质体的氧化，

导致包封率下降。固定其他条件，考察不同水化时

间对 dirJmquJim的影响。结果输入 pmpp=OOKM软
件分析，显示水化时间对 dirJmquJim包封率、粒

径、weta 电位均有显著影响（m＜MKMR）。结果见表

R，N=h水化时间包封率最高，MKR=h水化时间包封率

虽略低于 N=h，但粒度与 weta电位优于 N=h，综合考

虑，最终确定水化时间为 MKR=h。=
OKQKT= =水化温度对 dirJmquJim 的影响= =文献报

道氢化磷脂的相转变温度大都在 QM=℃左右，制备

脂质体时往往需要 RM=℃以上的水化温度xOOz，有助

于增加脂膜的流动性，让药物进入脂质双分子层，

但过高的温度亦会引起脂膜的不稳定，而且也会使

磷脂氧化加速，导致包封率下降。固定其他条件，

考察不同水化温度对 dirJmquJim的影响。结果输

入 pmpp=OOKM软件分析，显示水化温度对dirJmquJ=
=

表 R= =水化时间对 dirJmquJim的影响= E x±sI=n=Z=PF=
qable=R= =bffect=of=different=hydration= times=on=dirJmquJ=
im=E x±sI=n=Z=PF=

水化时间Lh= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

MKR= UOKNU±NKNS VOKTV±MKSO −OUKQR±MKQV MKROM±MKNMR 

NKM= USKVU±NKOU NSNKVM±MKVV −OQKNR±MKMT MKQNQ±MKMMO 

OKM= UPKTN±MKNO OOMKTR±VKOS −NSKTM±MKOU MKQQS±MKMMV 

im 包封率、粒径、weta 电位均有显著影响（m＜
MKMR）。结果见表 S，水化温度为 SM=℃时，制得脂

质体包封率最高，但粒径相对于 QM、RM=℃水化温

度时增大约 N倍；QM=℃时包封率虽略高于 RM=℃，

但 weta 电位绝对值相对于 RM=℃却降低了约 NM=
ms，说明 RM=℃制备的脂质体更稳定，综合考虑，

确定水化温度为 RM=℃。=
=

表 S= =水化温度对 dirJmquJim的影响= E x±sI=n=Z=PF=
qable=S= =bffect=of=different=hydration=temperatures=on=dirJ=
mquJim=E x±sI=n=Z=PF=

水化温度L℃= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

QM= UQKTQ±NKNU UNKNV±MKPU −NRKVM±MKNQ MKNQQ±MKMNU 

RM= UOKOR±MKVP URKRT±MKQR −OQKMR±MKMT MKNTP±MKMNT 

SM= USKVU±NKOU NSNKVM±MKVV −OQKQM±MKOU MKPUO±MKMPS 
=
OKR= =单因素优化验证试验=

通过单因素考察，筛选出各因素最优值，即：

采用epmC作为膜材，epmC与 mqu比例为 MKN∶N，
Cep 与 epmC 比例为 MKR∶N，apmdJka 用量为

OKRB，水化时间 MKR=h，水化温度 RM=℃。采用上述

工艺处方制备 P批样品，测定包封率、粒径和 weta
电位，结果见表 T。P次验证实验的结果基本一致，

说明所确定的优化工艺合理可行，稳定可靠，重现

性良好。=
=

表 T= =验证实验结果= E x±sI=n=Z=PF=
qable=T= = oesults=of=verification=test=E x±sI=n=Z=PF=

批号= 包封率LB= 粒径Lnm= weta电位Lms= maf=

MSMPMTMN=VPKSO±NKPQ= = UVKRS±NKPR= −ORKON±MKOT= MKOOM±MKMPV=

MSMPMUMN=VPKTR±NKTT= = VOKMR±PKQO= −OSKQP±MKQQ= MKONU±MKMMR=

MSMOOUMN=VOKMQ±NKRM=NMQKVN±PKTN= −ORKNT±MKSR= MKOOS±MKMNO=
=
P= =讨论=

本实验设计了一种含葡萄糖基胆固醇衍生物脂

质材料 CepJpbJdir。该分子由 P部分组成：胆固

醇基、葡萄糖基以及用于连接 O部分的长链碳桥。

其亲油性胆固醇基可牢固镶嵌于磷脂双分子层，亲

水性葡萄糖基则借助 pb 长链碳桥伸展于脂质体外

层，用于被 dirqN识别并捕获，介导脂质体跨 ___
转运至脑内病变部位。dirqN对葡萄糖类似物的识

别效率主要取决以下几个因素：dir上Jle取代位

置、dir 在脂质体表面的密度、dir 与脂质体之

间的空间距离等xNMJNNz，其中载体与 dir 上Jle 偶

联位置起关键作用。jueckäer等xOPz研究发现，dir
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上 CSJle 连接疏水基团时，与 dirqN有较强的亲

和力。为使 CepJpb与 dir连接点只位于 CSJle，
本实验考察了多种脂肪酶在不同溶媒中酯化的结

果，实验结果显示 kovozym= QPR 催化效果最好。

kovozym=QPR是一种来源于Candida=Antarctica=_的

固定化脂肪酶，文献报道可高选择性专一催化 dir=
CSJle 的酯化 xOQz。为验证 CepJpb 与 dir 在

kovozym= QPR 催化下酯化的位点，本实验对比了
NPCJkjo谱图上dir与 CepJpbJdir糖部分碳信

号的位移变化，发现 CepJpbJdir 糖基部分 CJSD
信号向低场位移约 δ=O，而 CJR′信号向高场位移约 δ=
P，其他碳信号位移基本没有变化。通常，糖部分

le被乙酰化会使其烷甲基碳（αJC）信号向低场位

移（δ= O～Q），它的邻位碳（βJC）信号向高场位移

（δ=−O～−S），这种改变称为苷化位移。利用这个规

律，判定酯化反应只发生在 dir=CJS位上，与文献

报道的结果一致xOQz。=
脂质体的靶向疗效与粒径、包封率密切相关。

文献报道xORz，当脂质体粒径在 NMM= nm时，其被单

核吞噬细胞系统（mononucäear= phagocyte= system，
jmp）截留的量最少，血循环时间最长，在肿瘤组

织中被截留的量最多。另有研究显示xNz，人体其他

部位实体瘤的新生血管内皮间隙在 MKN～OKM=μm，而

脑胶质瘤的间隙孔径仅为 NMM= nm 左右，因此有必

要控制 dirJmquJim 的粒径在 NMM= nm，以提高其

在脑肿瘤部分的蓄积。包封率是评价脂质体制剂的

制备工艺和质量评价的重要指标，也是较普通制剂

发挥高效、低毒特点并提高药物治疗指数、降低药

物不良反应并减小药物剂量的关键xOSz。本实验通过

考察制备方法、膜材组成对 dirJmquJim包封率及

粒径的影响，优选出最佳制备工艺及处方，在此条

件下制备了 P批 dirJmquJim，结果显示包封率均

超过 VMB，符合《中国药典》规定的脂质体质量要

求；粒径 NMM=nm左右，可减少被jmp摄取并能透

过脑胶质瘤的间隙发挥靶向治疗作用；weta电位为

（−ORKUM±MKUR）ms（电位绝对值＞NR= ms），表明

该纳米制剂具有较好的稳定性xOTz。=
nin 等xNMz报道用化学法合成一种葡萄糖J胆固

醇衍生物，制备靶向于 ___ 上葡萄糖转运体的新

型脂质体。结果显示，体外 ___ 模型上评价葡萄

糖修饰的脂质体跨过 ___ 的能力，随着葡萄糖J胆
固醇衍生物加入量的增多，脂质体的跨 ___ 能力

增强。但文献报道制备葡萄糖J胆固醇衍生物方法较

繁琐，所用试剂亦有一定毒性，不利于产业化应用。

相比之下，本实验所设计的脑靶向脂质材料 CepJ=
pbJdir，结构与之类似，但因采用生物酶做催化

剂，使合成步骤较之大大简化，且反应条件温和，

副产物少，纯化方法简便，所用试剂毒性小，目标

产物总收率能达 UMB以上，应用前景良好。在后继

工作中，将通过体外分子生物学和体内组织分布研

究进一步评价 dirJmquJim脑靶向性。=
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