
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１６年６月第３７卷第６期 　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｎ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．６

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１６．０６．０６９０ ·论　著·

［收稿日期］　２０１５０６０９　　　　［接受日期］　２０１５０９１７

［基金项目］　国家自然科学基金（３０９７３６４５），重庆市首批高等学校优秀人才资助计划．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｈｉｎａ（３０９７３６４５）ａｎｄｔｈｅＦｉｒｓｔＢａｔｃｈｏｆＨｉｇｈＳｃｈｏｏｌＯｕｔｓｔａｎｄｉｎｇＴａｌｅｎｔＦｕｎｄＰｒｏｇｒａｍｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ．

［作者简介］　谢江川，硕士生．Ｅｍａｉｌ：９８７１６８０３６＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者 （Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３６８４８５１６１，Ｅｍａｉｌ：ｚｊｑｒａｅ０１＠１６３．ｃｏｍ

载天冬酰胺酶自组装纳米囊的药动学及生物等效性

谢江川，胡雪原，晏子俊，周云莉，张景?

重庆医科大学药物高校工程研究中心，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　研究载天冬酰胺酶（Ａｓｐ）自组装透明质酸聚乙二醇（ＨＡ犵ＰＥＧ）／二甲基β环糊精（ＤＣＤ）纳米囊

（ＡＨＤＰｓ）在雄性ＳＤ大鼠体内的药代动力学和生物等效性。方法　考察了ＡＨＤＰｓ的透射电镜、粒径、ｚｅｔａ电位、包封率，并

分别测定大鼠静脉给予ＡＨＤＰｓ和游离Ａｓｐ后，不同时间点大鼠血浆样品中Ａｓｐ的活性。采用ＤＡＳ２．１．１软件计算药动学参

数，对ＡＨＤＰｓ和游离Ａｓｐ进行生物等效性评价。结果　ＡＨＤＰｓ的平均粒径为（４３９．６３±８．４９）ｎｍ，ｚｅｔａ电位为（－２０．４３±

２．２０）ｍＶ，平均包封率为（５５．７５±４．１１）％（狀＝３）。ＡＨＤＰｓ和游离Ａｓｐ的主要药动学参数ＡＵＣ０４８ｈ分别为（１３８．９３±０．８９）

Ｕ·ｍＬ－１·ｈ和（４６．３８±１．９８）Ｕ·ｍＬ－１·ｈ，ＡＵＣ０∞ 分别为（１７５．２２±１３．５９）Ｕ·ｍＬ
－１·ｈ和（５１．４４±３．０１）

Ｕ·ｍＬ－１·ｈ，狋１／２分别为（４．４６±１．０４）ｈ和（１．８６±０．３８）ｈ。与游离Ａｓｐ比较，ＡＨＤＰｓ的ＡＵＣ０４８ｈ、ＡＵＣ０∞和狋１／２分别提高

至约游离ＡＳＰ的３．００、３．４０和２．４０倍。ＡＵＣ０４８ｈ、ＡＵＣ０∞和犆ｍａｘ的９０％置信区间分别为７６．９％～７８．３％、７６．９％～７８．３％、

９２．８％～９４．４％。结论　ＡＨＤＰｓ延长了Ａｓｐ在大鼠体内的生物半衰期，提高了Ａｓｐ在大鼠体内的生物利用度，且ＡＨＤＰｓ

与游离Ａｓｐ不具有生物等效性。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（６）：６９０６９３］

　　天冬酰胺酶（ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ，Ａｓｐ）是一种具有显

著抗肿瘤作用的酶制剂［１］。Ａｓｐ可通过降解天门冬

酰胺产生天门冬氨酸和氨，从而抑制肿瘤细胞中蛋

白质的正常合成，导致肿瘤细胞死亡［２３］。但Ａｓｐ有

·０９６·
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第６期．谢江川，等．载天冬酰胺酶自组装纳米囊的药动学及生物等效性

生物半衰期短、易被降解、稳定性差等缺点［３］，一定

程度上限制了Ａｓｐ的临床应用。

目前，针对Ａｓｐ的缺点，国内外已进行了下列

研究：（１）聚乙二醇对Ａｓｐ进行物理包埋
［４５］；（２）制

备纳米结构Ａｓｐ脂肪酸生物共轭体
［６］；（３）将Ａｓｐ

共价结合固定化［７］等。而郭青龙等［８］和王弘等［９］报

道的将游离Ａｓｐ制备成前体脂质体，可明显降低

Ａｓｐ对小鼠的急性毒性和不良反应。但以上对Ａｓｐ

的改善方法都不能使Ａｓｐ发挥其最优的催化活性，

且大都存在稳定性较差及Ａｓｐ易脱落等缺点。

自组装纳米囊［１０１１］的空心结构可封装酶、小分

子药物、基因等，它具有高度的生物膜相似性，能提

高封装药物的稳定性，延长被封装药物的生物半衰

期，提高封装药物的生物利用度以及降低不良反应

等。本实验制备了载Ａｓｐ自组装透明质酸聚乙二

醇／二甲基β环糊精纳米囊［ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔ

ｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ）／ｄｉｍｅｔｈｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ

ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈＡｓｐ，ＡＨＤＰｓ］，并考察了

ＡＨＤＰｓ的透射电镜、粒径、ｚｅｔａ电位、包封率以及

ＡＨＤＰｓ在大鼠体内的药代动力学和生物等效性。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　Ａｓｐ，以色列Ｐｒｏｓｐｅｃ公司；

二甲基β环糊精（ｄｉｍｅｔｈｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，ＤＣＤ），

南京都莱生物技术有限公司；ＡＨＤＰｓ，实验室自制，

批号：２０１４１０１３、２０１４１０１７、２０１４１０２２；ＴｒｉｓＨＣｌ缓

冲液，５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．３，实验室自配；其他试剂均

为分析纯。

１．２　主要仪器与动物　ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ｐＨ计（上海精密科学仪器有限公

司）；ＲＥ５２ＡＡ旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）；

８５２型恒温磁力搅拌器（上海司乐仪器有限公司）；

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏｚｓ９０激光粒度电位仪（英国马尔文

公司）；ＵＶ７５０４ＰＣ紫外分光光度计（上海欣茂仪

器有限公司）。

清 洁 级 健 康 ＳＤ 大 鼠，雄 性，体 质 量

（２５０±２０）ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，

许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１４０００１。

１．３　ＡＨＤＰｓ的制备
［１０１１］

　称取适量实验室自制的

透明质酸聚乙二醇 ［ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔｐｏｌｙ

（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ），ＨＡ犵ＰＥＧ］
［１２］和ＤＣＤ，分别加

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７．３）溶解并定容至１００ｍＬ。

将适量的Ａｓｐ溶于ＨＡｇＰＥＧ溶液后，于搅拌条件

下缓慢加至ＤＣＤ溶液中，搅拌，即得ＡＨＤＰｓ。

１．４　ＡＨＤＰｓ的性质考察

１．４．１　透射电镜下观察 ＡＨＤＰｓ的形态　取

ＡＨＤＰｓ适量，用ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液稀释适当倍数后

在透射电镜下观察。

１．４．２　粒径和ｚｅｔａ电位的测定　取ＡＨＤＰｓ溶液

适量，加入ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液稀释一定的倍数后，使

用粒度仪检测其粒径和ｚｅｔａ电位。

１．４．３　包封率的测定　按照葡聚糖凝胶法
［１３］测

定。方法如下：吸取０．５ｍＬ的 ＡＨＤＰｓ溶液，上

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析柱，ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ８．５）

以１ｍＬ／ｍｉｎ流速洗脱，分离ＡＨＤＰｓ和Ａｓｐ。收集

ＡＨＤＰｓ部分，取其中１００μＬ，加入乙醚破乳，再加

入考马斯亮蓝，在５９５ｎｍ 波长处测定光密度

（犇ＡＨＤＰｓ）值。以同法处理未过柱的ＡＨＤＰｓ，测定光

密度（犇总）值。包封率（％）＝（犇ＡＨＤＰｓ／犇总）×

１００％，重复３次。

１．５　Ａｓｐ活性的测定　参照马斯本利斯通法
［１４］测

定Ａｓｐ的活性。改进：实验前样品预热２ｍｉｎ。

１．６　ＡＨＤＰｓ的药代动力学考察　将１２只雄性ＳＤ

大鼠随机分为２组，分别尾静脉注射ＡＨＤＰｓ和游

离Ａｓｐ，剂量均为２．０ｋＵ／ｋｇ
［１５］。给药前禁食２４ｈ。

分别在给药后０．０８、０．１７、０．２５、０．５０、０．７５、１、１．５、

２、３、４、６、８、１０、１２、２４、４８ｈ眼底静脉丛取血。采血

置于肝素化后的试管中，以５９７．７×犵离心１０ｍｉｎ

后分离血浆样品，按１．５项下方法进行活性测定，计

算血浆样品中Ａｓｐ的活性。根据所测结果绘制平

均血药浓度时间曲线，用ＤＡＳ２．１．１软件计算药代

动力学参数。

１．７　生物等效性的评价　将ＡＨＤＰｓ和游离Ａｓｐ

的主要药代动力学参数ＡＵＣ０４８ｈ、ＡＵＣ０∞及犆ｍａｘ进

行方差分析，再采用双向单侧狋检验和９０％置信区

间考察；犜ｍａｘ采用非参数统计 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验。评价

ＡＨＤＰｓ和游离Ａｓｐ是否具有生物等效性。检验水

准（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　ＡＨＤＰｓ的性质　如图１所示，透射电镜下观

察到ＡＨＤＰｓ呈均匀分布的圆形或椭圆形。其粒径

和ｚｅｔａ电位测定结果见图２，测得ＡＨＤＰｓ的平均粒

径为（４３９．６３±８．４９）ｎｍ（狀＝３），ｚｅｔａ电位为

（－２０．４３±２．２０）ｍＶ（狀＝３）。经计算，ＡＨＤＰｓ的

平均包封率为（５５．７５±４．１１）％（狀＝３）。

图１　犃犎犇犘狊的透射电镜图

犉犻犵１　犜犺犲狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔犻犿犪犵犲狅犳犃犎犇犘狊

ＡＨＤＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）／ｄｉｍｅｔｈｙｌβ

ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ

图２　犃犎犇犘狊的粒径分布图（犃）和狕犲狋犪电位分布图（犅）

犉犻犵２　犛犻狕犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狊（犃）犪狀犱狕犲狋犪狆狅狋犲狀狋犻犪犾

狆狉狅犳犻犾犲狊（犅）狅犳犃犎犇犘狊

ＡＨＤＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）／ｄｉｍｅｔｈｙｌβ

ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ

２．２　药时曲线和药动学参数　以时间为横坐标，平

均血药浓度为纵坐标，分别建立静脉注射游离Ａｓｐ

和ＡＨＤＰｓ后Ａｓｐ在大鼠体内的药时曲线（图３）。

游离Ａｓｐ和ＡＨＤＰｓ在ＳＤ大鼠体内的药代动力学

参数见表１。如图３所示，大鼠静脉注射游离Ａｓｐ

后，Ａｓｐ失活较快，６ｈ时几乎完全失活，８ｈ时完全

失活。而ＡＨＤＰｓ静注给药后，Ａｓｐ失活较慢，６ｈ

时仍有较高活性，１２ｈ时才完全失活。结果表明，

ＡＨＤＰｓ延长了Ａｓｐ在大鼠体内的滞留时间，提高

了Ａｓｐ在大鼠体内的稳定性。

图３　大鼠静脉给予游离犃狊狆和犃犎犇犘狊后的平均

血药浓度时间曲线

犉犻犵３　犕犲犪狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狋犻犿犲犮狌狉狏犲狅犳犳狉犲犲犃狊狆

犪狀犱犃犎犇犘狊狑犻狋犺犻狀狋狉犪狏犲狀狅狌狊犾狔犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀

Ａｓｐ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＤＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／ｄｉｍｅｔｈｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ Ａｓｐ．

狀＝６，珔狓±狊

表１　犛犇大鼠静脉注射游离犃狊狆和犃犎犇犘狊后的

主要药动学参数

犜犪犫１　犕犪犻狀狆犺犪狉犿犪犮狅犻狀犲狋犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊犪犳狋犲狉

犻狀犼犲犮狋犻狀犵犃犎犇犘狊犪狀犱犳狉犲犲犃狊狆犻狀狉犪狋狊

狀＝６，珔狓±狊

Ｉｎｄｅｘ Ａｓｐ ＡＨＤＰｓ

ＡＵＣ０４８ｈ（Ｕ·ｍＬ－１·ｈ） ４６．３８±１．９８ １３８．９３±０．８９

ＡＵＣ０∞（Ｕ·ｍＬ－１·ｈ） ５１．４４±３．０１ １７５．２２±１３．５９

犆ｍａｘ狕Ｂ／（Ｕ·ｍＬ－１） ２６．０６±０．８８ ３２．５６±０．５７

狋１／２狋／ｈ １．８６±０．３８ ４．４６±１．０４

　 　 Ａｓｐ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ； ＡＨＤＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄｇｒａｆｔｐｏｌｙ

（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）／ｄｉｍｅｔｈｙｌβｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈ

Ａｓｐ

由表１可以看出，ＡＨＤＰｓ的狋１／２约为游离Ａｓｐ

的２．４０倍，说明 ＡＨＤＰｓ消除较慢，能有效延长

Ａｓｐ在大鼠体内生物半衰期。ＡＨＤＰｓ的ＡＵＣ０４８ｈ

约为游离 Ａｓｐ的３倍，说明 ＡＨＤＰｓ提高了游离

Ａｓｐ的生物利用度。

２．３　生物等效性评价结果　经ＤＡＳ２．１．１软件处

理得出ＡＨＤＰｓ与游离Ａｓｐ的ＡＵＣ０４８ｈ的９０％置

信区间为７６．９％～７８．３％，生物等效性标准区间为

８０％～１２５％；ＡＵＣ０∞的９０％置信区间为７６．９％～

７８．３％，生物等效性标准区间为８０％～１２５％；犆ｍａｘ

的９０％置信区间为９２．８％～９４．４％，生物等效性标

准区间为７０％～１４３％。由实验结果可以看出，

ＡＨＤＰｓ与游离Ａｓｐ的ＡＵＣ０４８ｈ和ＡＵＣ０∞２个参

·２９６·
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数的９０％置信区间均不在生物等效性标准区间范

围内，因此ＡＨＤＰｓ与游离Ａｓｐ生物不等效。另外，

对犜ｍａｘ进行非参数法检验结果显示ＡＨＤＰｓ和游离

Ａｓｐ的犜ｍａｘ差异有统计学意义（犘＜０．０５）。按照生

物等效性的判定标准，ＡＨＤＰｓ与游离Ａｓｐ不具有

生物等效性。

３　讨　论

本实验采用自组装法成功制备了ＡＨＤＰｓ，并对

ＡＨＤＰｓ在大鼠体内的药代动力学和生物等效性进

行了研究，实验结果显示，将Ａｓｐ制成ＡＨＤＰｓ使

Ａｓｐ的静注生物利用度提高至约游离ＡＳＰ的３．００

倍，半衰期狋１／２延长至约游离ＡＳＰ的２．４０倍。说明

ＡＨＤＰｓ提高了Ａｓｐ在体内的生物利用度和稳定

性，并延长了Ａｓｐ在体内的生物半衰期。可能的原

因是：（１）ＡＨＤＰｓ具有生物相似性，能有效增加

Ａｓｐ的生物利用度；（２）ＡＨＤＰｓ的空心纳米囊结构

能阻挡抗蛋白水解酶及抗原与Ａｓｐ的接触，在一定

程度上能增强Ａｓｐ的稳定性。ＡＨＤＰｓ与游离Ａｓｐ

不具生物等效性，即ＡＨＤＰｓ与Ａｓｐ吸收速度的差

别具有临床意义。

相对于Ａｓｐ的其他制剂，ＡＨＤＰｓ具有很大优

势：（１）新颖性好。ＨＡ犵ＰＥＧ／ＤＣＤ作为酶或药物

的递送体系在国内外尚未见报道，用ＡＨＤＰｓ作为

Ａｓｐ的递送体系具有明显的新颖性。（２）包封率高。

ＡＨＤＰｓ的包封率可达到（５５．７５±４．１１）％（狀＝３）。

（３）活性高。用ＡＨＤＰｓ对Ａｓｐ进行包封后，活性高

于游离Ａｓｐ。（４）生物半衰期长，生物利用度高。

ＡＨＤＰｓ延长了Ａｓｐ在大鼠体内的生物半衰期，提

高了Ａｓｐ在大鼠体内的生物利用度，且ＡＨＤＰｓ与

游离Ａｓｐ不具有生物等效性。
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