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海参皂苷ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ注射用脂质体冻干制剂的制备及其性质考察
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［摘要］　目的：制备海参皂苷ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体并对其性质进行考察。方法：采用薄膜分散法制备了ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质

体并将其冻干制成ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干粉，测定冻干脂质体的药物含量和包封率、粒径、ζ电位等指标，考察其与葡萄糖配伍的稳

定性和溶血性，了解ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体的性质。结果：通过工艺优化，制备了以蔗糖为冻干保护剂的ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂

质体，具有较好的成型性和复溶能力。测得冻干前后ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体的百分含量分别为１０８．３％和１０８．６％，包封率分别为

９８．４％和９７．８％，粒径分别为８９．９ｎｍ和１１５．８ｎｍ，ζ电位分别为－１９．９ｍＶ和－１５．９ｍＶ。脂质体在葡萄糖输液中８ｈ内含

量、包封率、粒径以及溶血率均无明显变化。结论：所制得的ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体粒径分布范围窄，包封率高，性质稳定，是

一种很有应用前景的ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体制剂。
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　　海参皂苷ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ（结构式见图１）是从黑乳
海参中提取出来的三萜皂苷类成分，作为海参体内
主要的有毒物质和化学防御物质，其具有较强的抗

肿瘤活性，是很有前景的抗肿瘤药物，目前已经对该
化合物申请了专利［１］。经体内外抗肿瘤活性实验、
体内小鼠移植瘤药效实验以及体内外新生血管生成
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抑制实验，初步显示该化合物具有肿瘤杀伤兼血管
生成抑制作用的双重作用，是一种新型的抗肿瘤新
药。但是，ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ静脉注射具有强烈的溶血作
用，对心脏、肾脏具有很强的刺激作用，普通的静脉
注射制剂无法直接应用于临床。近年来对抗肿瘤药
物的脂质体制剂的研究较多［２３］。同时脂质体是一
种新型的药物载体，通过包载药物可降低药物毒性、
降低溶血作用（如两性霉素Ｂ［４］），并且作为具有生
物降解性和生物相容性载药系统，脂质体已得到广
泛研究和应用，是已经上市的可用于静脉注射的纳
米给药载体［５］。鉴于脂质体作为给药系统的诸多优
点，本研究制备了ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体，旨在降低其
毒副作用，提高其肿瘤靶向性和临床疗效。但是液
体脂质体在贮存过程中，易出现聚结、分层等不稳定
现象。本研究以薄膜超声法将ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ制成了
脂质体，再通过冷冻干燥将其制备成冻干制剂，以期
在降低毒性的同时，更好地发挥其生物活性的作用，
保持其在贮存中的稳定性。

图１　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ的结构式

Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ高效液相色
谱仪 （美 国 安 捷 伦 公 司），Ａｇｉｌｅｎｔ 化 学 工 作 站
（Ｇ１３１１Ａ泵，Ｇ１３１４Ａ 紫外检测器，美国安捷伦公
司）；ＡｌｌｔｅｃｈＥＬＳＤ２０００ＥＳ型蒸发光散射检测器（美
国奥泰科技有限公司）；ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱；

ＵＶ２１００型紫外可见分光光度计（日本，ＳＨＩＭＡＤ
ＺＵ）；ＸＷＫ３Ａ空气泵（天津分析仪器厂）；Ｈｉｔｅｃｈ
Ｋｆｌｏｗ超纯水机，ＭＲＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＧ１３５电子
天平（德国梅特勒公司）；ＪＥＯＬ２０１０型透射电子显
微镜（日本电子公司）；ＴＧＬ１６Ｃ高速台式离心机
（上海安亭科学仪器厂）；ＣＥＮＴＲＩＦＵＧＥ ＭＯＤＥＬ
０４０６１低速台式离心机（上海医疗器械集团有限公
司手术器械厂）；ＪＹ９２ⅡＮ超声波细胞粉碎机（宁波
新芝生物科技股份有限公司）；Ｒ２０５型旋转蒸发仪

（瑞典ＢＵＣＨＩ公司）；ＮＡＮＯＳ型Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ纳米粒
径分析仪（英国马尔文仪器公司）；Ａｄｖａｎｔａｇｅ型冷
冻干燥机（美国Ｖｉｒｔｉｓ）；注射用大豆磷脂（Ｓ８０，上海
太伟有限公司，注射级）；ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ对照品（由第二
军医大学药学院海洋药物研究室提供，纯度 ≥
９８％）；胆固醇（国药集团化学试剂有限公司，注射
级）；药用蔗糖（云南省勐永药业有限公司，注射级）；
甘露醇（国药集团上海化学试剂公司，注射级）；海藻
糖（广西南宁杰沃利生物制品有限公司，注射级）；葡
萄糖（国药集团上海化学试剂公司，注射级）；乳糖
（上海定康医药化工有限公司，注射级）；果糖（上海
定康医药化工有限公司，注射级）；麦芽糖（上海定康
医药化工有限公司，注射级）；山梨醇（国药集团上海
化学试剂公司，注射级）；５％葡萄糖注射液 （上海百
特医疗用品有限公司）；０．９％氯化钠注射液（浙江天
瑞药业有限公司）；ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ
公司进口分装，４０～１５０μｍ）；水为超纯水；其他试剂
均为分析纯。

１．２　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体以及空白冻干脂质体
的制备　采用薄膜超声法制备。取适量的磷脂与胆
固醇（Ｗ／Ｗ 为２１），置茄形瓶中，加入无水乙醇和
氯仿（Ｖ／Ｖ 为７３）的混合液，振荡使完全溶解，即
得类脂溶液。将茄形瓶置旋转蒸发器上，于５０℃减
压蒸发溶剂使类脂溶液形成一层均匀薄膜。向薄膜
中加入ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ不同介质溶液１０ｍｌ，轻摇，将类
脂膜洗脱并水合成含药脂质体混悬液，再将含药脂
质体水浴超声４５ｍｉｎ，直至近透明，２００Ｗ探头超声

１ｍｉｎ（工作６ｓ，间隙６ｓ，共１０次），过０．２２μｍ的微
孔滤膜除去超声过程中可能脱落下来的金属屑，于
冰箱４℃保存备用。将所得的ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体加
入支撑剂预冻５ｈ后冷冻干燥，即得ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻
干脂质体。上述的水化介质中不加入ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ，
同法操作即可制得空白冻干脂质体。

１．３　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体含量及包封率的测定

　采用微柱离心法［６］测定所制得ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂
质体的包封率。

１．３．１　含量以及包封率测定的ＥＬＳＤＨＰＬＣ色谱
条件 　 色 谱 柱：ＡｎｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８ 反 相 色 谱 柱
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇０．５％醋酸
（ＡＢ），二元梯度洗脱：２８％Ｂ～２０％Ｂ（０～５ｍｉｎ），

２０％Ｂ～２％Ｂ（５～１２ｍｉｎ），２％Ｂ～０％Ｂ（１２～２５
ｍｉｎ）；平衡时间５ｍｉｎ；流速１ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱温：室
温；检测器为蒸发光散射检测器；漂移管温度：８０℃；
空气流量：２．０Ｌ·ｍｉｎ－１；撞击器：关；进样量：２０μｌ。

１．３．２　方法专属性考察　取ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ 对照品溶
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液、空白冻干脂质体破乳液和ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质
体水合后破乳液各２０μｌ进样分析。

１．３．３　线性关系考察　精密称取ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ对照
品１５．００ｍｇ，置于１０ｍｌ容量瓶中，加５０％甲醇定
容至刻度，制得１．５００ｍｇ·ｍｌ－１的对照品贮备液。
精密量取对照品贮备液２０、４０、８０、１６０、２４０、３２０μｌ
置于５ｍｌ容量瓶中，加５０％甲醇定容，摇匀后得６、

１２、２４、４８、７２、９６μｇ·ｍｌ
－１一系列浓度溶液。精密

吸取６个不同浓度的对照品溶液各２０μｌ分别注入
色谱仪，记录色谱图和积分峰面积，以浓度的自然对
数为横坐标，峰面积的自然对数为纵坐标，进行线性
回归，计算回归方程。

１．３．４　精密度实验　日内精密度：精密吸取高（９６

μｇ·ｍｌ
－１）、中（４８μｇ·ｍｌ

－１）、低（６μｇ·ｍｌ
－１）浓度

对照品溶液各２０μｌ，重复进样６次，根据标准曲线
计算ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ的浓度，计算 ＲＳＤ值。日间精密
度：精密吸取高（９６μｇ·ｍｌ

－１）、中（４８μｇ·ｍｌ
－１）、

低（６μｇ·ｍｌ
－１）浓度对照品溶液各２０μｌ，于３ｄ内

每天测定，根据每天的标准曲线计算ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ浓
度和ＲＳＤ值。

１．３．５　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体回收率的考察　取
蒸馏水重建后的空白冻干脂质体２００μｌ于量瓶中，
分别加入不同量的对照品储备液，各加入甲醇和异
丙醇的混合液破乳并稀释至刻度，摇匀，１７０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，取上清液作为供试品溶液，按上述色谱
条件测定峰面积，代入回归方程换算成浓度，计算加
样回收率（回收率＝测定浓度／配制浓度×１００％）。

１．３．６　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体含量测定　分别精
密吸取３批冻干前以及用蒸馏水重建后的ｎｏｂｉｌ
ｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体２００μｌ于２ｍｌ量瓶中，加入甲醇
和异丙醇的混合液破乳并稀释至刻度，１７０００×ｇ离
心５ｍｉｎ，取上清液作为供试品溶液，测定含量，按外
标法计算出样品溶液中ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ的含量。

１．３．７　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体包封率的测定　分
别精密吸取３批冻干前以及用蒸馏水重建后的ｎｏ
ｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体混悬液０．１ｍｌ，缓缓加于微柱
顶部，２８×ｇ离心３ｍｉｎ。由柱顶部反复加入相同体
积的蒸馏水，每次４４８×ｇ，收集洗脱液，重复以上操
作，合并前０．５ｍｌ洗脱液，用异丙醇稀释至２ｍｌ，摇
匀。按包封率以及含量测定的色谱条件进样，测定
峰面积，代入标准曲线计算ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ的含量；另
分别精密吸取冻干前以及重建后ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干
脂质体混悬液０．１ｍｌ，用异丙醇破乳定容至２ｍｌ，摇
匀，同法测定，计算包封率。

１．４　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体溶血和凝聚的检查　

按照药典规定，有无溶血及凝聚的结果判断如下：以
阴性对照管无溶血和凝聚现象发生，阳性对照管有
溶血发生时，若供试品管中的溶液在３ｈ内不产生溶
血和凝聚，认为供试品符合注射规定［７］。

１．５　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体以及空白脂质体冻干前后
的粒径、ζ电位以及电镜形态的考察

１．５．１　粒径的考察　分别取冻干前后的空白脂质
体和ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体，以蒸馏水为分散介质稀释
适当倍数，采用Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ粒径测定仪测定粒径，测定
温度为２５℃，黏度为０．８８７２ＭＰａ·ｓ，此仪器所测
定的粒径范围为０．６～６０００ｎｍ。

１．５．２　ζ电位的考察　分别取冻干前后的空白脂质
体和ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体，稀释适当倍数，用ζ电位测
定仪测定其ζ电位。

１．５．３　电镜下形态学考察　分别取冻干前后ｎｏｂｉｌ
ｉｓｉｄｅＡ脂质体混悬液适量，滴加在铜网上，用滤纸吸
干多余的液体后，室温干燥水分，置于透射电镜下观
察脂质体形态。

１．６　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体与葡萄糖注射液的配伍稳
定性考察　取ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体１０支，加葡萄
糖注射液５０ｍｌ复溶，于室温２５℃放置，分别于０、２、

４、８ｈ取样，测定其含量、粒径分布及包封率以及溶
血率变化。

２　结　果

２．１　制备工艺的筛选

２．１．１　不同水化介质对ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体的
影响　不同的水化介质对脂质体粒径、包封率及溶
血率的影响结果见表１。结果表明：５％葡萄糖注射
液会增大复溶后冻干脂质体的粒径，但对包封率和
溶血率没有影响；而ｐＨ６．８的磷酸缓冲盐及注射用
水对复溶后冻干脂质体的粒径、溶血率以及包封率
方面均无统计学差异，为了简便本实验中选取注射
用水作为水化介质。

表１　水化介质对脂质体处方的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

ｏｎｆｏｒｍｕｌａｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅ

Ｈｙｄｒａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ ＥＥ／％ ＨＲ／％ ＰＳｄ／ｎｍ

Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅｗａｔｅｒ ９５．７ ０．４４ ８５．１
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ ９４．９ ０．５０ ８９．０
５％ｇｌｕｃｏｓｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ９４．５ ０．４３ ９５．１

　ＥＥ：Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；ＨＲ：Ｈｅｍｏｌｓｙｓｉｒａｔｅ；ＰＳ：Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

２．１．２　冻干保护剂的选择　本实验分别将甘露醇、
山梨醇、蔗糖、海藻糖、乳糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖作
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为冻干保护剂进行考察，将冻干保护剂与脂质（磷脂
与胆固醇的质量之和）质量比例固定为２．５１。实
验结果表明：甘露醇作为保护剂其成型性较好，冻干
产品外观饱满，但再分散性差，发生粒子的聚合导致
粒径增大；山梨醇作为保护剂成型性较差，冻干产品
色泽不佳，水化后有很多肉眼可见的颗粒；蔗糖和海
藻糖作为保护剂两者对脂质体的保护作用均较好，
再分散性很好，且脂质体复溶后粒径较小，但冻干品
略有萎缩的现象。乳糖和麦芽糖作为保护剂的冻干
效果不好，虽然再分散性较好，但是起泡现象严重；葡
萄糖、果糖作为保护剂同样起泡现象严重。经过筛
选，确定以蔗糖为脂质体的冻干保护剂，进一步确定
其用量，其中蔗糖与脂质质量比例在５１时比２．５

１的比例外观较好，而７．５１时的外观与５１时没
有明显的改善，因此确定蔗糖和脂质质量比为５１。

２．１．３　冻干工艺的筛选　预冻温度对冻干产品的
质量有很大影响，适宜的预冻温度可以保证样品冻
实，否则会引起干燥过程中药液喷瓶，冻干后样品萎
缩或塌陷。为保证样品完全冻实，并考虑到机器的
冷冻温度范围，在预冻过程中选择层板温度为

－５５℃，预冻时间为５ｈ。蔗糖作为冻干保护剂的缺
点是表面略有萎缩，这可能是由于预冻后升温的温
度高于其玻璃化转变温度，因此考虑降低第１次升
温的起点温度，但由于如果温度低，真空度也低，水
分得不到及时蒸发，冻干效率会比较低，所以采取温
度逐渐升高，真空度适当降低的方式结合。通过筛
选，最后确定了整个冻干过程真空度和温度设置，结
果见表２。

２．２　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体含量及包封率的测定

２．２．１　专属性考察　在该色谱条件下，辅料和试剂
对药物测定无干扰，ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ 的保留时间约为

７．４ｍｉｎ。

２．２．２　线性关系考察　以峰面积Ａ的对数和浓度

Ｃ的对数进行线性回归，得回归方程为ｌｎＣ＝ｌｎＡ×
０．７２８１－０．８２４６，相关系数ｒ＝０．９９９３。表明ｎｏ
ｂｉｌｉｓｉｄｅＡ在０．１２０～１．９２μｇ范围内线性关系良好。

２．２．３　精密度实验　日内精密度及日间精密度

ＲＳＤ值均小于３％，符合测定要求。

２．２．４　回收率　平均回收率为９９．１２％，ＲＳＤ（ｎ＝
９）为１．５６％。

２．２．５　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体含量以及包封率的
测定　冻干前含量为（１０８．３±０．９０）％，包封率为
（９８．４±１．１）％；冻干后含量以及包封率均未发生明
显的变化［（１０８．６±１．０８）％和（９７．８±０．９９）％］，说
明在冻干的过程中无损失或药物稳定的现象发生。

表２　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体的冻干条件

Ｔａｂ２　ＦｒｅｅｚｅｄｒｙｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡｌｉｐｏｓｏｍｅ

Ｓｔｅｐ Ｔ
θ／℃

Ｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ Ｒ／Ｈ Ｖａｃｕｕｍ

（ｍｔｏｒｒ）

Ｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ －５５ ３００ Ｈ

Ｄｒｙｉｎｇｃｙｃｌｅｓｔｅｐｓ －４０ ６０ Ｒ ２００

－３５ １２０ Ｒ １５０

－３０ ３６０ Ｒ １００

－２５ １２０ Ｈ １００

－１５ ６０ Ｈ １００

－１０ ６０ Ｈ １００

－５ ６０ Ｒ １００

０ １２０ Ｒ １００

５ ６０ Ｒ １００

１０ ６０ Ｒ １００

１５ ６０ Ｒ １００

２０ １８０ Ｒ １００

２５ ６０ Ｒ １００

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｄｒｙｉｎｇｓｔｅｐ ２５ １２０ Ｒ １００

　Ｈ：Ｈｏｌｄ．Ｈｏｌｄｗｉｌｌａｄｊｕｓｔｓｈｅｌｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｓｒａｐｉｄｌｙａｓｐｏｓｓｉｂｌｅ

ｔｏｔｈｅｎｅｗｓｅｔｐｏｉｎｔａｎｄｈｏｌｄｔｈａｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｒ：Ｒａｍｐ．Ｒａｍｐｗｉｌｌ

ｒａｍｐｔｈｅｓｈｅｌｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｒｏｍｉｔｓｐｒｅｖｉｏｕｓｖａｌｕｅｔｏｔｈｅｎｅｗｖａｌｕｅ．

１ｍｔｏｒｒ＝０．１３３Ｐａ

２．３　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体溶血和凝聚的检查　
ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体冻干粉水化液０．３ｍｌ管，在３ｈ内
未产生溶血作用，因此认为符合规定。结果见表３。

２．４　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体以及空白脂质体冻干前后
的粒径　冻干前空白脂质体的平均粒径为（８１．９±
０．３９）ｎｍ（ｎ＝３），ＰＤＩ（ｐａｒｔｉｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｄｅｘ）
为０．０９０±０．０２；冻干前ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体的平均
粒径为（８９．９±０．３３）ｎｍ（ｎ＝３），ＰＤＩ为０．１３１±０．
０１；冻干后空白脂质体的平均粒径为（１０７．６±０．５６）

ｎｍ（ｎ＝３），ＰＤＩ为０．１４０±０．０１；冻干后ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ
脂质体的平均粒径为（１１５．８±０．５３）ｎｍ（ｎ＝３），

ＰＤＩ为０．１７１±０．０１。结果表明冻干后粒径略有增
大，但不明显，仍然符合要求。

２．５　ζ电位的考察　冻干前后空白脂质体ζ电位分
别为－１６．６ｍＶ和－１４．５ｍＶ（ｎ＝３）；冻干前后ｎｏ
ｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体ζ电位分别为－１９．９ｍＶ（ｎ＝３）和

－１５．９ｍＶ（ｎ＝３）。结果表明冻干前后ζ电位值略
有下降。

２．６　电镜形态的考察　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体在冻干
后粒径略有增大，但是脂质体仍然与冻干前一样较
为圆整，可以明显地看到脂质双分子层膜。冻干后
脂质体未发生破裂现象。结果见图２。

２．７　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体与葡萄糖注射液的配伍稳
定性考察　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体与葡萄糖配伍稳定性
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实验中药物含量，粒径变化及包封率、溶血率情况结
果见表４。视０ｈ的药物含量为１００％。ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ

冻干脂质体８ｈ内药物的含量、包封率、粒径、溶血性
均无明显改变，可以满足临床使用要求。

表３　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干脂质体的溶血和凝聚检查

Ｔａｂ３　ＨｅｍｏｌｙｔｉｃｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｏｆｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅ

Ｔｕｂｅｎｕｍｂｅｒ ２％ ＲＢＣｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
Ｖ／ｍｌ

Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
Ｖ／ｍｌ

Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ
Ｖ／ｍｌ

ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

Ｖ／ｍｌ
Ｒｅｓｕｌｔｏｆｈｅｍｏｌｙｔｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ

１ ２．５ ２．２ ０ ０．３ －
２ ２．５ ２．２ ０ ０．３ －
３ ２．５ ２．５ ０ ０ －
４ ２．５ ０ ２．５ ０ ＋
５ ０ ４．７ ０ ０．３ －

图２　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体冻干前（Ａ）、后（Ｂ）的电镜照片

Ｆｉｇ２　ＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓｂｅｆｏｒｅ（Ａ）ａｎｄａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｅｄｒｙｉｎｇ（Ｂ）

表４　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体与葡萄糖注射液的配伍稳定性

Ｔａｂ４　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡｌｉｐｏｓｏｍｅ

ｗｈｅｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

Ｔｉｍｅ
ｔ／ｈ Ｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％
Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓｉｚｅｄ／ｎｍ

Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ
ｒａｔｅ／％

０ １００．０ ９３．８ １３１．３ ０．３９
２ １０３．０ ９８．８ １３０．０ ０．５２
４ ９９．０ ９４．８ １２９．９ ０．２６
８ １０１．１ ９５．９ １２９．２ ０．６６

３　讨　论

　　脂质体的制备涉及到３个最为关键的步骤就是
磷脂的水化、粒度的控制以及药物的装载［８］。由于
制备脂质体时加入了胆固醇，为了得到磷脂、胆固醇
两者均匀分散的产物，需要特殊的处理。通常将膜
材溶于有机溶剂中减压蒸发后得到一层干燥的膜，
加入水化介质水化膜层即可。而水化介质对溶血
率、包封率均无明显影响，考虑到脂质体以后在冻干
的过程中还需加入冻干保护剂，而且缓冲盐或葡萄
糖还有可能影响到冻干效果，因此在本实验中选择
以水为水化介质。

　　文献［９］中测得当浓度为１５％时葡萄糖、蔗糖、
甘露醇、海藻糖的玻璃化转变温度分别为－３８．５、

－３２．４、－３０．４、－２９．２℃，即在相同浓度时这几种
冻干保护剂的玻璃化转变温度逐渐升高，按照玻璃
态假说，这可以解释本研究葡萄糖的保护效果较差
而蔗糖、海藻糖保护效果较好的实验结果。但无法
解释甘露醇虽然玻璃化转变温度较蔗糖高但保护效

果很差的原因。甘露醇作为脂质体保护剂具有反玻
璃化现象［１０］，反玻璃化转变现象是指用ＤＳＣ测量的
玻璃化转变曲线中，在玻璃化转变后有一个明显的
放热峰。若出现反玻璃化峰，则表明此种保护剂对
脂质体的冻干保护效果差。以甘露醇作保护剂的

ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体冻干前后粒径变化较大，这可能
与含有甘露醇的脂质体溶液在复温过程中产生的反

玻璃化有关。

　　本实验根据冻干机的温度设定范围，将预冻层
板设为－５５℃，在选用蔗糖为保护剂时，能够较为迅
速的降到其玻璃化转变温度以下，使脂质体混悬液
最大程度实现玻璃化，减少了冰晶对脂质体膜的破
坏，同时冰晶迅速增长。在预试时曾比较－７０℃预
冻与－５５℃预冻对粒径和和再分散性的影响，发现
两者无区别，而－７０℃预冻比较麻烦，需要先在超低
温冰箱中冷冻，然后再放入冻干机中，此时还需将层
板温度预先降到－５５℃，且不利于操作。因此选择
了－５５℃预冻。

　　本实验中冻干后样品萎缩或塌陷与预冻温度以
及升温过程有着密切的关系，而在整个的升温过程
中第一次升温的起点温度以及真空度的设定至关重

要。冻干制品在整个冻干过程中，温度必须低于制
品的玻璃化温度，以防止制品出现塌陷、表面萎缩、
结块、变硬、变色等不良症状。因此在选择５％蔗糖
作为冻干保护剂后我们先后分别选择了－４０℃、

－３５℃、－３０℃作为冻干的初始温度，从外观以及复
溶后粒径的差别中我们最后选择－４０℃作为主干燥
阶段的初始温度。但由于如果温度低，真空度也低，
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水分得不到及时蒸发，冻干效率会比较低，所以通过
在升温的初始阶段考察不同的真空度后得到的结果

最终选择较高真空度。升华干燥阶段如果升温过快
或由于板层温度差异太大，导致产品还有较大水分
时超过产品共熔或部分共熔点，就会引起制品的萎
缩，因此在整个升温的过程中采取以５℃升温为一
个阶段的逐渐升温过程且真空度降低的方式。

　　本实验采用微柱离心法测定ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ冻干
脂质体的包封率，测定结果表明包封率在冻干前后
没有明显的变化，且该方法测定的药物以及空白脂
质体的回收率均能达到要求。在预实验中，曾考察
了葡聚糖柱层析法测定药物的包封率，此方法对药
物以及空白脂质体的包封率均能达到要求，但是此
方法较微柱离心法耗时长，同时对脂质体有稀释作
用的缺点，因此最终选用微柱离心法测定。

　　ＮｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ脂质体与空白脂质体相比，冻干前
后的ζ电位绝对值都有所升高。这与其他的文
献［１０］报道不很一致，如盐酸米托蒽醌传递体与磷脂
之间有相互作用，盐酸米托蒽醌的烃氨基侧链与卵
磷脂磷酸基团之间产生静电吸引，使含药传递体的

ζ电位绝对值比空白传递体减少。这可能是由于

ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ与胆固醇作用更强烈，使原来磷脂与胆
固醇之间的静电吸引力减弱的原因。

　　由于药物具有很强的溶血性，ｎｏｂｉｌｉｓｉｄｅＡ直接
与葡萄糖配伍时不能直接用于临床，而将ｎｏｂｉｌ
ｉｓｉｄｅＡ制备成冻干脂质体后与葡萄糖溶液的配伍实
验结果表明８ｈ内脂质体溶液的含量、包封率、粒径

均无明显的变化，且大大的降低了原药的溶血性。
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