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　　［摘要］　目的　研究透明质酸修饰的尿酸酶（ＵＣ）多囊脂质体（ｕｒｉｃａｓｅｉｎｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｕｒｉｃａｓｅｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＵＨＭＶＬｓ）的体外特性及其在大鼠体内的药效学。方法　采用复乳法制备ＵＨＭＶＬｓ并测定包封率及理

化特性。取１２只健康雄性ＳＤ大鼠，模型组采用次黄嘌呤和氧嗪酸钾建立高尿酸血症大鼠模型（狀＝３），ＵＨＭＶＬｓ组

（狀＝３）和ＵＣ组（狀＝３）分别于建模后尾静脉注射ＵＨＭＶＬｓ和游离ＵＣ，并以正常组（狀＝３）为对照，测定大鼠血清中尿

酸水平。结果　ＵＨＭＶＬｓ的平均包封率为（６２．４８±３．８７）％ （狀＝３）。ＵＨＭＶＬｓ和ＵＣ最适温度均为４０℃，最适

ｐＨ值分别为８．０和８．５。在同一温度（２０～７０℃）和ｐＨ（６．５～９．５）条件下，ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ的活性均高于游离ＵＣ

（犘＜０．０５）。除１、３６、４８ｈ外，其余各时间点ＵＨＭＶＬｓ降低高尿酸血症大鼠模型血清中尿酸水平的效果均较游离ＵＣ

更显著（犘＜０．０５）。结论　在相同条件下，ＵＨＭＶＬｓ不仅能提高ＵＣ的活性，还可以增强ＵＣ的稳定性；ＵＨＭＶＬｓ在

大鼠体内降低血尿酸水平的能力优于游离ＵＣ。
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　　尿酸酶（ｕｒｉｃａｓｅ，ＵＣ）作为治疗高尿酸血症、痛

风、肿瘤溶解综合征等疾病［１］的酶类药物，主要是通

过在有氧条件下催化尿酸生成尿囊素、二氧化碳和

过氧化氢［２］来达到降尿酸作用的。现已上市的ＵＣ

类药物主要有两大类：基因重组ＵＣ和聚乙二醇化

ＵＣ，但这两类药物均存在各种不良反应
［３４］，因此，

具有更优治疗效果、更少不良反应的药物依然是研

究热点。

多囊脂质体是内部由许多水性囊状腔室构成的

非同心大型脂质体［５］。与传统脂质体相比，多囊脂

质体有更适于包载水溶性药物、延长药物的作用时

间达到缓释效果以及提高药物生物利用度等特

点［６］。多囊脂质体不仅用于包载水溶性小分子药

物，还可以作为生物大分子如载脂蛋白Ｅ
［７］、胰岛

素［８］、ＬＸＴ１０１
［９］等蛋白质、多肽类药物的载体。

本研究制备透明质酸（ＨＡ）修饰的ＵＣ多囊脂

质 体 （ｕｒｉｃａｓｅ ｉｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄｕｒｉｃａｓｅ

ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＵＨＭＶＬｓ），希望能提高

ＵＣ的活性、增强ＵＣ的治疗效果；同时ＵＣ多囊脂

质体经ＨＡ修饰以后，在降低尿酸水平的同时靶向

到透明质酸受体ＣＤ４４和ＣＤ１６８，起到保护关节和

抗炎的作用［１０１１］；而且 ＨＡ还可通过促进内源性

ＨＡ合成来改善病理性关节液的性状，达到持续缓

解痛风性关节炎症状和病情的作用［１２１５］。目前尚无

对ＵＨＭＶＬｓ的相关报道，本研究考察 ＵＨＭＶＬｓ

的体外特性及其在大鼠体内的药效学过程，为

ＵＨＭＶＬｓ的进一步研究提供参考依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　ＵＣ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，批号：

ＳＬＢＣ３２８９，生 物 试 剂）；大 豆 卵 磷 脂 （德 国

ＬｕｃａｓＭｅｙｅｒ公司，批号：２０１２０７０６，生物试剂）；胆固

醇（广州天马精细化工厂，批号：２０１１０３０７，分析纯）；

１乙基３［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，分析纯）；犖，犖

二羟乙基甘氨酸（Ｂｉｃｉｎｅ，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，批号：

２０１２０６１４，分析纯）；尿酸测定试剂盒（南京建成生物

工程研究所）；氢氧化钠、氯仿、乙醚（重庆川东化工

集团有限公司，分析纯）。

１．２　主要仪器与动物　ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸发器

（上海亚荣生化仪器厂）；ＵＶ７５０４ＰＣ紫外分光光度

计（上海欣茂仪器有限公司）；ＳＨＺＤ（Ⅲ）型循环水

式真空泵（巩义市予华仪器有限责任公司）；ＫＱ

２２００Ｂ型水浴型超声仪（江苏昆山市超声仪器有限

责任公司）；ＮａｎｏＺＳ９０型马尔文粒径测定仪（英国

马尔文公司）；ＡＧ１３５型电子分析天平（梅特勒托

利多仪器上海有限公司）。

雄性ＳＤ大鼠，体质量（２３０±２０）ｇ，由重庆医科

大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（渝）

２０１５０００１。

１．３　ＵＨＭＶＬｓ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，再

加入等体积的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１０ｍＬ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，减压旋蒸

除去有机溶剂。将适量 ＨＡ的ＢｉｃｉｎｅＮａＯＨ溶液

在ｐＨ６．０条件下用１乙基３［３（二甲胺基）丙基］

碳化二亚胺盐酸盐在３７℃孵育预活化
［１６］。将已激

活的ＨＡ加入到复乳溶液中，调节ｐＨ为８．５，并在

３７℃条件下与复乳溶液进行孵化。将脂质体从过

量的试剂和副产物中离心分离，即得ＵＨＭＶＬｓ。

１．４　ＵＣ活性测定方法的建立　参照Ｔａｎ等
［１７］的

方法，用硼酸硼砂缓冲液（ｐＨ８．５，５０ｍｍｏｌ／Ｌ）配

制７５μｍｏｌ／Ｌ的尿酸溶液作为测定ＵＣ活性的底

物，在１．１８ｍＬ尿酸溶液中加入２０μＬＵＣ，快速混

匀后，在２９３ｎｍ处测定紫外吸收值。

１．５　ＵＨＭＶＬｓ参数的测定

１．５．１　形态和粒径分布　取适量ＵＨＭＶＬｓ混悬

液置于载玻片上，使用光学显微镜观察形态并拍照。

使用测微尺测定ＵＨＭＶＬｓ的粒径分布
［１８］，每次微

粒计数量为５００个以上，计数３次。

１．５．２　包封率　采用葡聚糖凝胶柱分离考马斯亮

蓝法［１９］测定包封率。吸取０．５ｍＬ的ＵＨＭＶＬｓ，上

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２００层析柱，用ＢｉｃｉｎｅＮａＯＨ 缓冲液

（ｐＨ８．５）以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速洗脱分离ＵＨＭＶＬｓ

和ＵＣ。接收ＵＨＭＶＬｓ部分，取１００μＬ加入乙醚

提取ＵＣ后，再加入考马斯亮蓝，测定在５９５ｎｍ波

长处的紫外吸收值。以相同方法处理未过柱的

ＵＨＭＶＬｓ，计算包封率，重复３次。

１．５．３　最适温度　将尿酸溶液分别在２０、３０、４０、

５０、６０、７０℃水浴条件下预热，１０ｍｉｎ后在室温

（２５℃）条件下分别测定游离ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ中

ＵＣ的活性。
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１．５．４　最适ｐＨ　将ｐＨ６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、

９．０、９．５的尿酸溶液放置于４０℃水浴中预热１０

ｍｉｎ，测定游离ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ的活性。

１．５．５　血浆稳定性　取相同浓度的ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ

各５００μＬ，分别与适量的含１０％胎牛血清的空白血

浆混合，于３７℃下孵育０、１、２、４、６、８、１２、２４、４８ｈ，分

别测定游离ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ活性。

１．６　药效学研究　将大鼠随机分为４组，每组３

只。设正常对照组、高尿酸血症对照组、ＵＣ组和

ＵＨＭＶＬｓ组。后３组大鼠按照５００ｍｇ／ｋｇ剂量一

次性灌胃２ｍＬ次黄嘌呤后，以１００ｍｇ／ｋｇ剂量皮

下注射氧嗪酸钾，建立高尿酸血症大鼠模型［２０］。

造模成功１ｈ后，ＵＣ组和ＵＨＭＶＬｓ组大鼠分

别尾静脉注射４７０ｍＵ游离ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ。高

尿酸血症对照组、ＵＣ组和ＵＨＭＶＬｓ组于造模后

１、２、３、４、５、７、９、１２、２４、３６、４８ｈ分别从大鼠眼眶静

脉取血０．２ｍＬ，空白对照组直接眼眶下静脉取血

０．２ｍＬ，离心，取血清。使用尿酸测定试剂盒测定

血清中的尿酸含量。

１．７　统计学处理　根据所测结果绘制尿酸浓度时

间曲线，用ＤＡＳ２．１．１软件计算药代动力学参数。

计量数据以珔狓±狊表示，组间比较采用配对样品狋检

验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　形态和粒径分布　通过光学显微镜观察到

ＵＨＭＶＬｓ为圆球形，大小相对均匀，见图 １。

ＵＨＭＶＬｓ的平均粒径为（２３．１±１．７）μｍ。

图１　犝犎犕犞犔狊的光学显微镜图

犉犻犵１　犕犻犮狉狅犵狉犪犵犺狊狅犳犝犎犕犞犔狊

ＵＨＭＶＬｓ： Ｕｒｉｃａｓｅ ｉｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄｕｒｉｃａｓｅ ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　包封率　制备的３批ＵＨＭＶＬｓ的平均包封

率为（６２．４８±３．８７）％（狀＝３）。

２．３　最适温度　结果见图２Ａ。游离 ＵＣ 和

ＵＨＭＶＬｓ最适温度皆为４０℃。在温度２０～７０℃

时，ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ活性均较游离ＵＣ的高（犘＜

０．０５）。结果表明，ＵＨＭＶＬｓ能提高ＵＣ的活性，可

能是因为ＵＨＭＶＬｓ的包裹改变了ＵＣ的构象，使

ＵＣ的生物活性增强。

２．４　最适ｐＨ　结果见图２Ｂ。在４０℃时，游离ＵＣ

和ＵＨＭＶＬｓ的最适ｐＨ值分别为８．５和８．０。ｐＨ

６．５～９．５，ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ的活性均较游离ＵＣ的

活性高（犘＜０．０５）。结果表明 ＵＨＭＶＬｓ能提高

ＵＣ的活性。

２．５　血浆稳定性　结果见图２Ｃ。除０ｈ外各时间

点 ＵＨＭＶＬｓ组中 ＵＣ活性均高于 ＵＣ组（犘＜

０．０５），在３７℃血浆中ＵＣ保留５０％初始活性的时

间约为８．５３ｈ，而ＵＨＭＶＬｓ保留５０％初始活性的

时间约为３５．４１ｈ。可见将ＵＣ制备成ＵＨＭＶＬｓ

提高了ＵＣ的血浆稳定性。

图２　犝犆和犝犎犕犞犔狊的最适温度（犃）、最适

狆犎（犅）和血浆稳定性（犆）

犉犻犵２　犗狆狋犻犿狌犿狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲（犃），狆犎（犅）犪狀犱狆犾犪狊犿犪

狊狋犪犫犻犾犻狋狔（犆）狅犳犳狉犲犲犝犆犪狀犱犝犎犕犞犔狊

ＵＣ： Ｕｒｉｃａｓｅ； ＵＨＭＶＬｓ： Ｕｒｉｃａｓｅ ｉｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄｕｒｉｃａｓｅ

ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ．犘＜０．０５ｖｓＵＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

·３８·
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２．６　游离 ＵＣ和 ＵＨＭＶＬｓ的体内药效学特

性 由图３可知，建模后高尿酸血症对照组、ＵＣ组

和ＵＨＭＶＬｓ组大鼠尿酸水平与正常对照组尿酸水

平相比均升高（犘＜０．０５），ＵＨＭＶＬｓ组大鼠血清中

尿酸约３ｈ达到最高浓度，之后开始下降，约９ｈ时

降至正常对照组水平，说明ＵＨＭＶＬｓ对高尿酸血

症大鼠模型降尿酸效果明显。而ＵＣ组和高尿酸血

症对照组达到最高尿酸浓度的时间延迟为４ｈ，并且

尿酸浓度降低至正常水平的时间延至３６ｈ。ＵＣ组

最高尿酸浓度低于高尿酸血症对照组，但两组尿酸

浓度降至正常水平的时间接近，说明尾静脉注射

ＵＣ后大鼠血清尿酸水平下降不明显。总之，

ＵＨＭＶＬｓ在很大程度上降低了尿酸浓度，２～２４ｈ

ＵＨＭＶＬｓ降低高尿酸血症大鼠模型血清中尿酸水

平的效果较游离ＵＣ更显著（犘＜０．０５）。

图３　高尿酸血症大鼠静脉注射犝犆和犝犎犕犞犔狊后

血清中的尿酸浓度

犉犻犵３　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳狊犲狉狌犿狌狉犻犮犪犮犻犱犻狀狉犪狋狊狑犻狋犺犺狔狆犲狉狌狉犻犮犲犿犻犪

犪犳狋犲狉犻狀狋狉犪狏犲狀狅狌狊犻狀犼犲犮狋犻狅狀狅犳犳狉犲犲犝犆犪狀犱犝犎犕犞犔狊

ＵＣ： Ｕｒｉｃａｓｅ； ＵＨＭＶＬｓ： Ｕｒｉｃａｓｅｉｎ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄｕｒｉｃａｓｅ

ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ．犘＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ

ＵＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＵＣ作为蛋白质类药物，具有生物大分子类药

物的固有缺点，即稳定性差（分子结构易受环境影

响）、代谢半衰期短（需多次给药），增加给药次数不

仅影响患者的用药顺应性，还给患者增加了经济负

担。多囊脂质体具有良好的缓释效应，且在载药和

释药过程中不影响药物结构，以原形释药保证药物

活性［６］。

本实验测定了ＵＣ和ＵＨＭＶＬｓ的最适温度、

最适ｐＨ，结果表明ＵＨＭＶＬｓ较ＵＣ更能有效发挥

酶促反应。ＵＨＭＶＬｓ和游离ＵＣ的最适温度均为

４０℃，在２０～７０℃时ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ的活性均较

游离ＵＣ高（犘＜０．０５）。在ｐＨ为６．５～９．５时，

ＵＨＭＶＬｓ中ＵＣ的活性较游离ＵＣ高（犘＜０．０５），

且ＵＨＭＶＬｓ的最适ｐＨ值由游离ＵＣ的８．５变为

８．０，更接近于人体血浆ｐＨ值。ＵＨＭＶＬｓ延长了

ＵＣ在血浆中的半衰期，增强了ＵＣ在血浆中的稳

定性。

本实验采用氧嗪酸钾成功构建了大鼠高尿酸血

症模型，对 ＵＨＭＶＬｓ进行体内初步药效学研究。

结果显示，静脉注射游离 ＵＣ和 ＵＨＭＶＬｓ后，

ＵＨＭＶＬｓ组大鼠血清尿酸下降速度和程度均快于

游离ＵＣ组模型大鼠。与游离ＵＣ相比，ＵＨＭＶＬｓ

表现出较高的活性，能更有效降低高尿酸血症大鼠

模型血清中的尿酸水平。本实验为ＵＨＭＶＬｓ的进

一步研究提供了依据。
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