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与空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊的相互作用进行研究。结果　ＡＨＡＰｓ的最适温度为５０℃，最适ｐＨ值为７．０，测得平
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定性实验结果显示，ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的体外稳定性及活性明显优于游离ＡＮ，且部分实验结果差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。荧光实验结果表明，ＡＨＡＰｓ中ＡＮ生物活性的提高可能与ＡＮ和空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊的相互作用引起
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第３期．李　瑶，等．载天冬酰胺酶纳米囊的活性及体外稳定性评价

　　天冬酰胺酶（ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ，ＡＮ）是一种具有抗

肿瘤作用的化疗药物，能将天冬酰胺水解为天冬氨

酸和氨［１］。ＡＮ广泛用于治疗淋巴系统恶性肿瘤，如

儿童急性淋巴细胞白血病、霍奇金淋巴瘤、淋巴肉瘤

和黑肉瘤［２］。ＡＮ可以降解淋巴肿瘤细胞的必需氨

基酸外源天冬酰胺，从而导致肿瘤细胞死亡［３５］。尽

管ＡＮ对肿瘤细胞的抑制作用明显，但其具有的半

衰期短、稳定性差、高免疫原性等缺点限制了ＡＮ在

临床上的应用［５６］。

针对ＡＮ的缺陷现已进行了下列研究
［７８］：（１）化

学修饰，如聚乙二醇（ＰＥＧ）修饰；（２）固定化，将ＡＮ制

成用各种载体固定的固定酶；（３）脂质体包封，定向给

药，减少毒副作用；（４）利用蛋白质工程技术对ＡＮ进

行分子改造等。但改造后的ＡＮ仍存在酶活性损失、

易脱落和生物相容性等问题［８］。自组装纳米囊作为

一种新型的可封装酶、小分子药物、基因等物质的药

物载体，具有生物膜相似性，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毒副作用等优点［９１１］。

本实验主要考察自组装法制备的天冬酰胺酶透

明质酸（ＨＡ）聚乙二醇［ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ

（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ），ＨＡ犵ＰＥＧ］／α环 糊 精 （α

ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，αＣＤ）纳 米 囊 （ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ

ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ，

ＡＨＡＰｓ）的活性和体外稳定性。实验首先对

ＡＨＡＰｓ的生物学特性进行了考察，然后通过

ＡＨＡＰｓ和游离ＡＮ的热稳定性、酸碱稳定性、抗部

分金属离子及化合物能力、抗胰蛋白水解能力、血浆

稳定性和贮存稳定性实验，对ＡＨＡＰｓ的体外稳定

性进行了评价，最后通过荧光光谱实验对ＡＮ与脂

质膜的相互作用进行了研究。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂　ＡＢ２０４Ｓ电子天平（瑞士

ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器公司）；ＫＱ２２００Ｂ型超声波清

洗器（江苏昆山市超声仪器有限公司）；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型旋转蒸发器（上海亚荣

生化仪器厂）；ＵＶ７５０４ＰＣ紫外分光光度计（上海欣

茂仪器有限公司）；Ｆ２５００型荧光分光光度计（日本

Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；８５２型恒温磁力搅拌器（上海司乐仪

器有限公司）。ＡＮ（以色列Ｐｒｏｓｐｅｃ公司，批号：

３１２ＰＬＡＳＰ１，纯度：９６％）；ＨＡ（山东曲阜市广龙生

物制品厂，批号：２０１３１０２７，纯度：９５．６％）；ＰＥＧ

（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，批号：ＥＹ（ＢＲ）２６６９，纯度：

９９％）；ＡＨＡＰｓ（实验室自制，批号：２０１５１０２２）；其他

试剂均为分析纯。

１．２　ＡＨＡＰｓ的特性考察　将 ＡＮ溶于 ＨＡ犵

ＰＥＧ溶液中后，缓慢滴加至αＣＤ饱和溶液中，一定

温度下磁力搅拌 ２ｈ，即得 ＡＨＡＰｓ
［１１１２］。取

ＡＨＡＰｓ溶液，加入ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液稀释后，使用马

尔文粒度仪测定其粒径和ｚｅｔａ电位。按葡聚糖凝胶

法［１３］测定ＡＨＡＰｓ的包封率。取空白ＨＡ犵ＰＥＧ／

αＣＤ纳米囊溶液（空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊的

制备方法与ＡＨＡＰｓ的基本一致，唯一区别在于不

加入ＡＮ），加入乙醇摇匀至溶液澄清，得溶液１。再

取等体积过柱后的ＡＨＡＰｓ溶液，同样加入乙醇摇

匀至溶液澄清，得溶液２。最后取ＡＨＡＰｓ溶液，加

入破乳剂摇匀至溶液澄清，得溶液３。分别取溶液

１、２、３，加入考马斯亮蓝Ｇ２５０，混合，放置２ｍｉｎ后，

以溶液１作为空白对照，测定溶液２和溶液３的光

密度（犇）值犇１、犇２，并计算包封率。包封率（％）＝

（犇１／犇２）×１００％。

１．３　ＡＮ活性的测定　参照奈斯勒试剂法
［１４］测定。

取适量天冬酰胺底物溶液，加入０．１０ｍＬＡＮ溶液

后预热２ｍｉｎ，于３７ ℃下反应１０ ｍｉｎ。加入

０．１０ｍＬ三氯醋酸溶液，离心，取上清液，加入适量

蒸馏水和奈斯勒指示剂。１０ｍｉｎ后，于４８０ｎｍ处

测定其犇值。酶活力单位定义为：在规定条件下，

催化一个单位的底物释放１μｍｏｌ氨所需的酶量。

１．４　最适温度　将样品溶液分别放置于加热到

２０、３０、３７、４０、５０、６０、７０、８０℃的水浴锅中，在各温

度下预热２ｍｉｎ，于相应温度下反应１０ｍｉｎ后，分别

按照１．３项下的方法测定游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ中

ＡＮ的活性，并以ＡＮ最适温度下活性为１００％计算

相对活性。

１．５　最适ｐＨ　用ｐＨ分别为５．５、６．０、６．５、７．０、

７．５、８．０、８．５、９．０、９．５的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液配制底

物ＡＮ溶液，放置３７℃下预热２ｍｉｎ后，按照１．３

项下的方法测定游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活

性。以ＡＮ最适ｐＨ下活性为１００％计算相对活性。

１．６　热稳定性的测定　取ＡＨＡＰｓ和游离ＡＮ溶

液分别置于５５℃的水浴中，于０、１、２、３、４、５ｈ时分

别取出，按照１．３项下的方法测定游离 ＡＮ 及

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性。

１．７　酸碱稳定性的测定　取适量ＡＨＡＰｓ溶液，分

别用ｐＨ５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５

的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液稀释，３７℃水浴放置４０ｍｉｎ后，

·１０３·
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按照１．３项下方法分别测定游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ中

ＡＮ的活性。

１．８　抗胰蛋白酶水解能力的测定　取游离ＡＮ和

ＡＨＡＰｓ溶液，分别加入胰蛋白酶溶液，混匀后置于

３７℃水浴中，分别于０、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、

８０ｍｉｎ时取出，按照１．３项下的方法测定游离ＡＮ

及ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性。

１．９　抗金属离子和有机化合物能力的测定　取游

离ＡＮ和ＡＨＡＰｓ溶液，分别加入配制好的山梨醇、

吐温８０、氯化钾（ＫＣｌ）、氟化钠（ＮａＦ）、ＰＥＧ２０００和

氯化铵（ＮＨ４Ｃｌ）溶液，混匀，于２５℃水浴中放置１ｈ

后，按照１．３项下的方法测定游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ

中ＡＮ的活性。

１．１０　血浆稳定性的测定　参照文献［１５］方法配制

体外模拟空白血浆样品后，取ＡＨＡＰｓ和游离ＡＮ

溶液，分别加入５倍体积的体外模拟空白血浆，混

匀，于３７℃下孵育０、１、２、４、８、１２、２４、４８、７２、９６ｈ

后，按照１．３项下的方法分别测定游离 ＡＮ 及

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性。

１．１１　贮存稳定性的测定　取ＡＨＡＰｓ和游离ＡＮ

溶液，贮存于４℃，分别在０、１、２、５、１０、１５、２０、２５、

２８ｄ时取出，并按１．３项下的方法分别测定游离

ＡＮ及ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性。

１．１２　ＡＮ与纳米制剂膜的相互作用　取ＡＮ溶

液、空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊溶液、ＡＮ与空白

ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊的混合溶液（混合后需室

温孵育１ｈ）各９８０μＬ，分别与２０μＬ含异硫氰基荧

光素（ＦＩＴＣ）的ＴｒｉｓＨＣｌ溶液混合，得样品溶液１、２

和３，将３种样品溶液置于黑暗处孵育５ｍｉｎ。在发

射波长为５００～６００ｎｍ、激发波长为４８０ｎｍ的条件

下，于１ｍＬ比色皿中检测荧光强度
［１４１５］。

１．１３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件对游离

ＡＮ和ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性及稳定性数据进行双

向单侧狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＨＡＰｓ的特性　测得ＡＨＡＰｓ的平均粒径为

（４２４．５３±７．２５）ｎｍ，ｚｅｔａ电位为（－４８．７７±０．９９）

ｍＶ。经计算，ＡＨＡＰｓ的平均包封率为（６４．４０±

１．８２）％。

２．２　最适温度　如图１所示，游离ＡＮ的最适温度

为６０℃，ＡＨＡＰｓ的最适温度为５０℃。当温度在

２０～７０℃范围内变化时，ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性均

高于游离ＡＮ（６０℃时除外）。

图１　游离犃犖与犃犎犃犘狊的最适温度

犉犻犵１　犗狆狋犻犿狌犿狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｈｏｌｌｏｗｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．
犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　最适ｐＨ　如图２所示，ＡＨＡＰｓ的最适ｐＨ为

７．０。实验条件下（ｐＨ７．５和９．０除外）ＡＨＡＰｓ中

ＡＮ的活性均高于游离ＡＮ，且当ｐＨ为７．０和９．５

时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性优于游离ＡＮ（犘＜０．０５）。

图２　游离犃犖与犃犎犃犘狊的最适狆犎

犉犻犵２　犗狆狋犻犿狌犿狆犎狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｈｏｌｌｏｗｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．
犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　热稳定性　从图３中可知，实验条件下游离

ＡＮ失活较快，３ｈ已完全失活；而此时ＡＨＡＰｓ中

ＡＮ的活性仍在８０％左右，５ｈ时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的

活性仍＞５０％。实验结果说明ＡＨＡＰｓ大大提高了

ＡＮ的热稳定性。

图３　游离犃犖与犃犎犃犘狊在５５℃下的热稳定性

犉犻犵３　犜犺犲狉犿犪犾狊狋犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊犪狋５５℃

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ （ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｈｏｌｌｏｗｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．
犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

·２０３·
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２．５　酸碱稳定性　以ｐＨ８．５时 ＡＮ的活性为

１００％而计算的相对活性见图４。不同酸碱环境下

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性都高于游离ＡＮ（除ｐＨ７．０

时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ与游离ＡＮ的活性接近外），且当

ｐＨ为８．５和９．０时，两者的活性差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。当ｐＨ值在７．５～９．５范围内变化时，

ＡＨＡＰｓ中的ＡＮ都能保持８０％以上的高活性。结

果可知，ＡＨＡＰｓ较游离ＡＮ具有更好的耐溶液酸

碱变化的能力。

图４　游离犃犖与犃犎犃犘狊的酸碱稳定性

犉犻犵４　狆犎狊狋犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．６　抗胰蛋白酶水解能力　如图５所示，在胰蛋白

酶的作用下，游离ＡＮ被迅速酶解，其活性呈快速下

降的趋势，３０ｍｉｎ时，游离ＡＮ的活性仅存约３０％，而

此时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性仍＞６０％；５０ｍｉｎ时，游离

ＡＮ已完全失活，而ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性仍＞３０％，

并到８０ｍｉｎ时才完全失活。结果显示ＡＨＡＰｓ中的

ＡＮ相比游离ＡＮ具有更好的抗酶解能力。

图５　游离犃犖与犃犎犃犘狊的抗胰蛋白酶水解能力

犉犻犵５　犜狉狔狆狊犻狀犪狊犲狊狋犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．７　抗部分金属离子及有机化合物能力　如图６

所示，加入ＰＥＧ２０００后，ＡＨＡＰｓ中ＡＮ及游离ＡＮ

的活性与不加ＰＥＧ２０００的初始活性（１００％）相比，

均提高了近４０％；其次是吐温８０，使游离 ＡＮ与

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性均提高了１０％左右。其中，

山梨醇组、ＮａＦ 组和 ＮＨ４Ｃｌ组中游离 ＡＮ 及

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。而ＫＣｌ对游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活

性无明显影响。结果表明，ＰＥＧ２０００、吐温８０、山梨

醇、ＫＣｌ、ＮａＦ和ＮＨ４Ｃｌ对游离ＡＮ及ＡＨＡＰｓ的活性

均有不同程度的影响。

图６　部分金属离子及有机化合物对游离

犃犖与犃犎犃犘狊活性的影响

犉犻犵６　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊犲狏犲狉犪犾犿犲狋犪犾犻狅狀狊犪狀犱狅狉犵犪狀犻犮

犮狅犿狆狅狌狀犱狊狅狀犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

２．８　血浆稳定性　如图７所示，当时间为４、１２、

２４、４８、７２、９６ｈ时，游离ＡＮ和ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活

性差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。其中，游离ＡＮ

活性降低速度较快，４ｈ已损失了近一半的活性，而

此时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性仍高达９０％；４８ｈ时，游

离ＡＮ已完全失活，而９６ｈ时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ仍保

持有２０％以上的活性。实验结果说明ＡＨＡＰｓ中的

ＡＮ较游离ＡＮ具有更好的血浆稳定性。

图７　游离犃犖与犃犎犃犘狊的血浆稳定性

犉犻犵７　犘犾犪狊犿犪狊狋犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

·３０３·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年３月，第３８卷

２．９　贮存稳定性　如图８所示，５、１０、１５、２０、２５和

２８ｄ时两组的活性差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。其中，１５ｄ时游离ＡＮ的活性已降至５０％

以下，而此时ＡＨＡＰｓ中ＡＮ仍保持有近７０％的活

性；２８ｄ时，游离ＡＮ的活性仅存约２０％，而此时

ＡＨＡＰｓ中ＡＮ的活性约为游离ＡＮ的２倍。结果

表明，ＡＨＡＰｓ中的ＡＮ具有更好的贮存稳定性。

图８　游离犃犖与犃犎犃犘狊的贮存稳定性

犉犻犵８　犛狋狅狉犪犵犲狊狋犪犫犻犾犻狋犻犲狊狅犳犳狉犲犲犃犖犪狀犱犃犎犃犘狊

ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＡＨＡＰｓ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ ｈｏｌｌｏｗ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ

ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ．犘＜０．０５ｖｓＡＮｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．１０　ＡＮ与纳米制剂膜相互作用结果　ＡＮ与纳

米制剂膜的相互作用实验结果见图９。如图９所

示，３种样品（从上到下依次为：ＡＮ、空白 ＨＡ犵

ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊、ＡＮ＋空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳

米囊）的荧光强度呈规律性降低，其中ＡＮ＋空白

ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊混合溶液（曲线３）的荧光

强度最小；空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊溶液（曲线

２）的荧光强度稍大；ＡＮ溶液（曲线１）的荧光强度最

大。与ＡＮ相比，ＡＮ＋空白ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ纳米

囊混合溶液的荧光强度明显减弱，说明ＡＮ和ＦＩＴＣ

竞争性地与纳米制剂膜结合，也证明ＡＮ与纳米制

剂膜之间产生了相互作用。比较ＡＮ＋空白ＨＡ犵

ＰＥＧ／αＣＤ纳米囊混合溶液和空白 ＨＡ犵ＰＥＧ／α

ＣＤ纳米囊也能得出同样的结论。

图９　荧光图谱

犉犻犵９　犉犐犜犆犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪

Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：４８０ｎｍ；ｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ：５００６００ｎｍ．

１：ＡＮ；２：ＢｌａｎｋＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ；３：ＡＮ＋ＢｌａｎｋＨＡ犵ＰＥＧ／α

ＣＤ．ＡＮ：Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ；ＨＡ犵ＰＥＧ／αＣＤ：Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ犵狉犪犳狋

ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）／αｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｈｏｌｌｏｗｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ

３　讨　论

不同种类的ＣＤ衍生物，如αＣＤ和磺丁基β

ＣＤ，在理化性质如相对分子质量、葡萄糖单元数、分

子结构、增溶作用、毒性作用、水溶性等方面存在着

明显差异，且以αＣＤ和磺丁基βＣＤ为主要辅料加

上其他辅料后制得的新型药物纳米递送系统的稳定

性、溶解性、生物学特性、药代动力学、毒性作用等都

可能存在不同。实验发现，本研究中以αＣＤ为主要

辅料制得的新型药物纳米递送系统与谢江川等［１６］

以磺丁基βＣＤ为主要辅料制得的新型药物纳米递

送系统在平均ｚｅｔａ电位、平均包封率、最适ｐＨ等方

面存在较大差异。两种递送系统在药代动力学、毒

性作用等方面是否存在差异还需进一步研究。

药物制剂的稳定性是其质量控制的关键因素，

良好的稳定性也是其临床应用的必要条件［１７］。本

实验测定了ＡＨＡＰｓ的最适温度、最适ｐＨ、粒径、

ｚｅｔａ电位和包封率，并分别对ＡＨＡＰｓ和游离ＡＮ

的热稳定性、酸碱稳定性、抗胰蛋白酶水解能力、抗

部分金属离子及有机化合物能力、血浆稳定性、贮存

稳定性及ＡＮ与纳米制剂膜的相互作用进行了考

察。实验结果显示，ＡＨＡＰｓ中的ＡＮ较游离ＡＮ

具有更优的活性和体外稳定性。

荧光实验结果发现ＡＮ与纳米制剂膜之间产生

了相互作用，该相互作用可能会导致酶的构象发生

变化，而这些改变可能正是ＡＨＡＰｓ中ＡＮ生物学

特性明显提高的原因［１８１９］。若要进一步验证ＡＮ的

构象是否发生了变化以及深入探讨该变化对ＡＮ酶

学性质的影响，还需更深入的研究。

理论上ＡＨＡＰｓ不仅具有纳米囊所具有的提高

封装药物稳定性、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毒副作用等优

势，而且通过ＨＡ的修饰还具有缓释和肿瘤靶向性

的特点，本实验结果已证明相比游离ＡＮ，ＡＨＡＰｓ

中的ＡＮ具有更好的酶学活性和更优的体外稳定

性，为剂量的减少及临床上的广泛应用奠定了一定

的基础，同时本研究也为ＡＨＡＰｓ在体内的进一步

研究奠定了良好的基础。
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