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天冬酰胺酶超分子脂质纳米粒在大鼠体内的药代动力学与药效学研究
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［摘要］ 目的　研究天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精超分子脂质纳米粒（ASLN）在大鼠体内的药代动力学行为，

并初步探讨其对小细胞肺癌细胞增殖的抑制作用。方法 采用逆相蒸发法制备 ASLN，考察其形态、粒径、zeta 电
位和包封率。12 只 SD 大鼠随机分为 2 组，每组 6 只，分别静脉注射 ASLN 和游离天冬酰胺酶（Aase）2 kU/kg 后，

于 48 h 内的不同时间点取大鼠眼眶血测定血浆样品中 Aase 的活性，并绘制活性 -时间曲线，采用 DAS 2.1.1 软件

计算药代动力学参数。采用 MTT 法检测 ASLN 对小细胞肺癌细胞 H446 的细胞毒性作用。结果 ASLN 呈球形或
类球形，其粒径为（321.27±1.42）nm，zeta 电位为（－9.31±0.42）mV，包封率为（66.46±1.57）%。ASLN 和

Aase 的 0～48 h 活性 -时间曲线 AUC 分别为（199.48±2.18）、（57.63±3.89）U·mL－1·h，平均滞留时间分别

为（4.40±0.05）、（2.09±0.07）h，峰 浓 度 分 别 为（35.49±1.11）、（27.58±1.28）U/mL。ASLN 相 对 Aase 的

生物利用度为 325.96%。细胞毒性结果表明，ASLN 对 H446 细胞具有增殖抑制作用，抑制率与其浓度呈正相关。 
结论 ASLN 能改善 Aase 的药代动力学行为，提高 Aase 的生物利用度，并抑制小细胞肺癌细胞的增殖。
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［ Abstract ］ Objective　To investigate the pharmacokinetic characteristics of asparaginase-loaded sulfobutyl 
ether-β-cyclodextrin supramolecule lipidic nanoparticles (ASLN) in rats and its inhibitory effect on the proliferation of small 
cell lung cancer cells. Methods　ASLN were prepared by a reverse phase evaporation method, and their physicochemical 
properties, including morphology, particle size, zeta potential, and drug entrapment efficiency, were characterized. Twelve 
male Sprague-Dawley rats were randomly divided into 2 groups, with 6 rats in each group. After intravenous injection of 
ASLN and free asparaginase (Aase) 2 kU/kg, the activity of Aase in plasma samples was measured at different time points in 
48 h, and the activity-time curve was drawn. The pharmacokinetic parameters were calculated by software DAS 2.1.1. The 
cytotoxicity of ASLN on H446 cells was explored by the MTT method. Results　ASLN showed a spherical shape with a 
mean particle size of (321.27±1.42) nm, zeta potential of (－9.31±0.42) mV, and entrapment efficiency of (66.46±1.57) %. 
Pharmacokinetic parameters of ASLN and Aase were as follows: the area under curve (AUC(0-48 h)) (199.48±2.18) U·mL－1·h,  
(57.63±3.89) U·mL－1·h; the mean residence time (MRT(0-48 h)) (4.40±0.05) h, (2.09±0.07) h; and the peak concentration 
(Cmax) (35.49±1.11) U/mL, (27.58±1.28) U/mL. The relative bioavailability of ASLN to Aase was 325.96%. The cytotoxicity 
results indicated that ASLN had a proliferation inhibitory effect on H446 cells, and there was a positive correlation between 
the inhibition rate and the dose. Conclusion　ASLN can improve the pharmacokinetics of Aase, enhance the bioavailability of 
Aase, and inhibit the proliferation of small cell lung cancer cells.
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天冬酰胺酶（asparaginase，Aase）是一种用

于治疗急性淋巴细胞白血病和其他血液系统恶性

肿瘤的治疗性酶，可消耗血液中的天冬酰胺。天冬

酰胺是一种生长必需氨基酸，肿瘤细胞不能合成天

冬酰胺，这使天冬酰胺剥夺疗法（肿瘤因缺乏天

冬酰胺而生长受到抑制）成为治疗肿瘤的有效策 
略［1］。此外，研究也已证明 Aase 是其他明显依赖

细胞外天冬酰胺生长的肿瘤细胞的有效抑制剂，例

如自然杀伤 /T 细胞淋巴瘤、乳腺癌、卵巢癌和小

细胞肺癌［2］。同时，Aase 对肿瘤细胞具有选择性，

这可能会减少对正常细胞的损伤。然而，作为一种

蛋白多肽类药物，Aase 存在半衰期短、稳定性差、

生物利用度低等固有缺陷，这极大地限制了 Aase
的临床应用。因此开发新的稳定、安全、高效的纳

米递送系统具有重要意义［3］。

研究发现，经过聚乙二醇化聚磷腈纳米复合物

包封的 Aase 稳定性提高［4］；聚乳酸 -羟基乙酸纳

米粒包封的 Aase 活性提高［5］，半衰期延长，免疫

原性降低；麦芽糖功能化的核 / 壳型 Fe3O4@Au 纳

米粒包封的 Aase 具有更好的稳定性［6］。目前关于

Aase 仿生脂质纳米递送系统的相关报道较少。环

糊精脂质纳米粒是一类新型仿生纳米药物递送系 
统［7］，但环糊精的差异会影响最终抗癌效果［2,8］。

已有文献报道，Aase 被羟丙基环糊精包合后再制

备成脂质纳米粒可以增加药物包封率，并提高其

稳定性和生物利用度［9］。磺丁基 -β- 环糊精是一种

具有磺丁基醚基团的聚阴离子 β- 环糊精衍生物，

能通过非共价可逆相互作用与药物形成超分子复

合物，增强纳米载体稳定性［10］。脂质纳米粒是一

种具有模拟细胞膜特性、良好生物相容性的纳米

载体［11］，可消除生物降解等问题，已被用来递送

过氧化氢酶［12］。依据上述思路，本研究制备了新

型天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精超分子脂质纳米粒

（asparaginase-loaded sulfobutyl ether-β-cyclodextrin 
supramolecule lipidic nanoparticle，ASLN），初 步 
考察了 ASLN 的体内药代动力学行为及其对小细

胞肺癌细胞株 H446 细胞增殖的抑制作用，为进

一步研究 ASLN 对小细胞肺癌的治疗效果奠定 

基础。

1　材料和方法

1.1　材料和试剂　Aase（以色列 Prospec 公司），

磺丁基 -β- 环糊精（南京都莱生物技术有限公司），

卵磷脂（德国 Lipoid 公司），胆固醇（美国 Sigma
公司），FBS（重庆赛米克生物科技有限公司），

RPMI 1640 培养基（美国 Gibco 公司），100×青

霉素 -链霉素溶液（上海碧云天生物技术有限公

司），其他试剂均为分析纯。

1.2　仪器　EYELA N-1300 旋转蒸发仪（上海爱

朗仪器有限公司），JEM-1400 Plus 型透射电子显

微镜（日本电子株式会社），Zetasizer Nano ZS 型

纳米粒度电位仪（英国 Malvern 公司），Varioskan 
LUX 型多功能微孔板读数仪（中国赛默飞世尔科

技有限公司）。

1.3　实验对象　H446 细胞购于美国模式培养物集

存库，用 RPMI 1640 完全培养基（含 10% FBS 和

1% 青霉素 -链霉素溶液）在 37 ℃、5 % CO2 条件

下培养。体重为（200±20）g、1～2 个月龄的雄

性 SD 大鼠由重庆医科大学实验动物中心［动物生

产许可证号：SCXK（渝）2018-0003］提供。

1.4　ASLN 的制备　采用逆相蒸发法，将适量卵磷

脂、胆固醇（摩尔比 1 ∶ 3）于二氯甲烷中溶解，

37 ℃避光减压旋转蒸发至形成均匀薄膜。取适量

乙醚溶解该薄膜后，加入含 Aase 的磺丁基 -β- 环糊

精溶液超声处理至形成均匀分散体系，再次减压旋

转蒸发得到均匀的乳白色混悬液，即为 ASLN。

1.5　 酶 活 性 的 测 定　Aase 活性单位定义为在 
37 ℃、pH 7.3 的特定条件下，1 min 能转化 1 μmol
底物天冬酰胺的 Aase 量。采用奈斯勒试剂显色 
法［13］测定 Aase 的活性。

1.6　形态、粒径与 zeta 电位的测定　取适量 ASLN
用双蒸水稀释至适当浓度后滴于铜网，采用 1% 磷

钨酸染色，于透射电子显微镜下观察其形态。类似

地，取适量 ASLN 用双蒸水稀释至适当浓度后使用

Zetasizer Nano ZS 型纳米粒度电位仪测定其粒径分

布与 zeta 电位。
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1.7　包封率的测定　通过葡聚糖凝胶柱法测定

ASLN 的包封率［8］。取 ASLN 溶液加入葡聚糖凝胶

G-200柱，用流速为1.0 mL/min 的Tris-HCl缓冲液（pH 
7.3）洗脱分离 ASLN 与 Aase。分离的 ASLN 溶液加

乙醚破乳后离心，其上清液加入考马斯亮蓝 G-250
溶液显色，测定 595 nm 波长处的光密度值，计算过

柱后的ASLN包封Aase的含量（M1）。另取相同体

积未过柱的 ASLN 溶液同法测定 ASLN 中 Aase 的含

量（M0）。包封率（%）＝M1/M0×100%。

1.8　药代动力学研究　将 12 只雄性 SD 大鼠随

机分为 2 组，每组 6 只，分别经尾静脉注射给予

ASLN 和Aase，剂量均为 2.0 kU/kg。分别于给药后 
5 min、10 min、15 min、30 min、45 min、1 h、1.5 h、 
2 h、3 h、4 h、6 h、8 h、10 h、12 h、24 h、48 h
时从眼眶下静脉丛取血 0.3～0.5 mL，置于肝素化

离心管中离心取上清液，测定ASLN 和Aase 活性。

根据 Aase 活性测定结果，利用 DAS 2.1.1 软件计算

ASLN 与游离 Aase 的药代动力学参数。

1.9　生物等效性分析　对 ASLN 和游离 Aase 的主

要药代动力学参数活性 -时间曲线 AUC、峰浓度

（Cmax）进行方差分析并计算 90% CI，达峰时间

（Tmax）采用 Wilcoxon 秩和检验，分析游离 Aase
与 ASLN 是否具有生物等效性。

1.10　细胞毒性实验　通过 MTT 实验分析评估

Aase 和 ASLN 对小细胞肺癌细胞 H446 的细胞毒

性。将 H446 细胞接种到 96 孔板孵育 24 h。给予

ASLN 或 Aase 处理 24 h 后，添加 MTT 溶液 37 ℃
孵育 4 h。弃去上清液，添加 DMSO 在摇床上低速

振荡以充分溶解结晶物。用酶标仪测定 490 nm 波

长处的光密度值，并计算 H446 细胞的相对细胞 
活力。

1.11　统计学处理　采用 SPSS 21.0 软件进行数据

分析。计量资料以 x±s 表示，采用独立样本 t 检
验或 Wilcoxon 秩和检验进行组间比较。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　ASLN 形态、粒径、zeta 电位与包封率　制备

得到的 ASLN 呈球形或类球形，粒径分布和 zeta 电

位如图 1 所示，其粒径为（321.27±1.42）nm，zeta
电 位 为（－9.31±0.42）mV。 包 封 率 为（66.46± 

1.57）%。

2.2　药代动力学评价

2.2.1　药代动力学参数　大鼠尾静脉注射游离

Aase 和 ASLN 后，其血浆 Aase 活性随时间变化曲

线如图 2 所示，ASLN 组的活性 -时间曲线 AUC
大于 Aase 组；静脉注射给药后，Aase 组活性下降较

ASLN 组快，8 h 后其活性几乎为 0，而 ASLN 组活

性消失较慢，24 h 后其活性逐渐消失。结果表明，

ASLN 可延长 Aase 在大鼠体内的作用时间。

游离天冬酰胺酶

天冬酰胺酶磺丁基-β-环糊精超分子脂质纳米粒
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图 2　游离天冬酰胺酶与天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精 

超分子脂质纳米粒的活性 -时间曲线

n＝6, x±s.

通过DAS 2.1.1 软件计算发现Aase体内代谢过

程更符合非房室模型。由 ASLN 和游离 Aase 的药

代动力学参数（表 1）可知，ASLN 的 0～48 h 活

性 -时间曲线 AUC 是游离 Aase 的 3.46 倍，表明血

液循环中 ASLN 的保留量增加；ASLN 的 0～48 h 
平均滞留时间和峰浓度分别为游离 Aase 的 2.11
倍和 1.29 倍，同时游离 Aase 的血浆清除速率是

ASLN 的 3.51 倍，说明 ASLN 在血液循环中清除

较慢。ASLN 的相对生物利用度约为游离 Aase 的
325.96 %。以上结果表明 ASLN 可延长 Aase 在大

鼠体内的作用时间，提高 Aase 的生物利用度。

图 1　天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精超分子脂质纳米粒

的粒径分布（A）和 zeta 电位（B）
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2.2.2　生物等效性　ASLN 的 0～48 h 活性 -时间

曲线 AUC 经对数转换后的 90 % CI 为 131.4%～ 

133.0%，超出规定范围（80%～125%），不在生

物等效性标准区间范围内；另外，对 ASLN 和游离

Aase 的达峰时间进行 Wilcoxon 秩和检验，结果表

明差异有统计学意义（P＜0.05)，参考生物等效性

判定标准，ASLN 与游离 Aase 生物不等效，ASLN
的效果优于游离 Aase。
2.3　细胞毒性评价　MTT 实验结果（图 3）显示，

随着 Aase 浓度提高各组细胞存活率逐渐降低，表

明 Aase 和 ASLN 可以抑制 H446 细胞增殖，其抑制

率分别与 Aase 和 ASLN 的浓度呈正相关。与游离

Aase 相比，ASLN 处理 H446 细胞后细胞存活率降

低（P＜0.05），表现出更强的杀伤能力和细胞毒性。

游离天冬酰胺酶
天冬酰胺酶磺丁基-β-环糊精超分子脂质纳米粒

浓度/(U·mL－1)

图 3　游离天冬酰胺酶和天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精 

超分子脂质纳米粒对 H446 细胞的毒性作用 
*P＜0.05 与相同浓度游离天冬酰胺酶比较. n＝3, x±s.

3 讨 论

Aase 是天冬酰胺的专一水解酶，可通过降低血

浆天冬酰胺水平使肿瘤微环境营养缺乏，诱发肿瘤

细胞自噬，最终导致癌细胞死亡。天冬酰胺营养剥

夺疗法可用于治疗多种天冬酰胺营养缺乏性肿瘤。

目前已经有较多 Aase 纳米递送系统的相关研究，

但在实际临床应用过程中其包封能力、稳定性、药

代动力学、生物分布、治疗获益和安全性等问题均

应充分考虑，还有大量的工作尚待进行。

本研究通过逆相蒸发法制备 ASLN，其包封率

（66.46%）高于Aase自组装纳米囊（55.75%）［14］， 
表明 ASLN 可以提高 Aase 的包封率。在大鼠体内

药代动力学研究中，尾静脉注射 ASLN 1 h 后血浆

中 Aase 的活性最高，这与载天冬酰胺酶羟丙基 -β-
环糊精脂质体静脉注射 1 h 后出现最大活性［9］相

似，说明磺丁基 -β- 环糊精与羟丙基 -β- 环糊精发挥

的作用相似。ASLN 的相对生物利用度约为Aase 的

3.26 倍，而 Wan 等［13］制备的 Aase 自组装纳米囊相

对生物利用度约为 Aase 的 2.99 倍，表明将 Aase 包

载在磺丁基 -β- 环糊精脂质纳米粒中可提高其生物

利用度。本研究发现各浓度 ASLN 对 H446 细胞均

具有增殖抑制作用，其抑制效果与 Gu 等［2］制备的

Aase 仿生膜结构纳米微囊相当。ASLN 提高 Aase
生物利用度和增强对 H446 细胞增殖抑制作用的可

能原因如下：（1）Aase 与磺丁基 -β- 环糊精通过

非共价可逆相互作用自组装形成 Aase- 环糊精超分

子两亲物，避免了Aase 分子聚集，同时维持了Aase
的有效构象，从而提高稳定性［15］；（2）ASLN 
作为一种模拟细胞膜的纳米载体，能够将 Aase- 环
糊精超分子两亲物固定限制在内部区域，小分子天

冬酰胺和催化产物天冬氨酸很容易通过，这种微

型生物反应器使 Aase 与底物天冬酰胺接触机会增

大，从而提高了酶活性［16］；（3）由于 Aase 被磺

丁基 -β- 环糊精脂质纳米粒封装，与生理环境中多

种代谢酶隔离，从而保持了优异的催化活性［8］；

（4）环糊精脂质纳米粒中 Aase 的递送依赖于增

强的渗透性和保留效应，使 Aase 在靶部位有效积 
累［17］，从而提高了肿瘤治疗效果。

综上所述，由于超分子复合物和脂质纳米粒

对 Aase 的双重保护作用，ASLN 中 Aase 的酶活性

表 1　游离天冬酰胺酶和天冬酰胺酶磺丁基 -β- 环糊精超分子脂质纳米粒的主要药代动力学参数

n＝6, x±s
参数 游离天冬酰胺酶 天冬酰胺酶磺丁基-β-环糊精超分子脂质纳米粒

0～48 h活性-时间曲线AUC/(U·mL－1·h) 57.63±3.89 199.48±2.18
0～∞活性-时间曲线AUC/(U·mL－1·h) 86.09±16.29 280.63±5.10
0～48 h平均滞留时间/h 2.09±0.07 4.40±0.05
0～∞ 平均滞留时间/h 5.17±2.11 9.58±0.60
达峰时间/h 0.08±0.00 1.00±0.00
峰浓度/(U·mL－1) 27.58±1.28 35.49±1.11
血浆清除速率/(mL·h－1·kg－1) 24.50±4.69 6.99±0.19

AUC：曲线下面积.
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明显增强，生物利用度明显提高，并在肿瘤细胞中

有效富集，提高了对小细胞肺癌细胞的增殖抑制效

果，这为进一步研究 ASLN 对小细胞肺癌的治疗效

果提供了理论基础。
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