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　　［摘要］　目的　制备同时包封ＩＲ７８０和多柔比星（ＤＯＸ）的温敏脂质体并进行表征。方法　采用薄膜水化法及

硫酸铵梯度法制备载ＩＲ７８０和ＤＯＸ温敏脂质体（ＤＯＸＩＲ７８０ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＤＩＴＳＬ）。采用Ｍａｌｖｅｒｎ激光

粒度仪检测各脂质体的粒径、表面电位及多分散系数（ＰＤＩ）；采用激光诱导ＤＩＴＳＬ升温释药，检测各脂质体的释药特

性。结果　ＩＲ７８０和ＤＯＸ同时被包封于温敏脂质体，成功制备得ＤＩＴＳＬ。ＩＲ７８０和ＤＯＸ的包封率分别为（９４．４７±

８．５７）％、（９２．５２±７．６１）％；平均粒径（１３８．９８±８．７４）ｎｍ；略带负电位；ＰＤＩ为０．３２±０．０２。激光０．８Ｗ／ｃｍ２ 照射

５ｍｉｎ，温度最高升到５４．２℃，ＤＯＸ释药率达８０．１％。结论　ＤＩＴＳＬ具有药物包封率较高、粒径大小适宜、光热转化

效率高、温度敏感性好的优点，并可通过激光控制释药，为下一步光热化疗联合治疗肿瘤的研究奠定了基础。
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　　肿瘤严重威胁着人类健康，目前化疗是治疗肿

瘤的有效手段之一，但化疗的不良反应大且会产生

一定的耐药性。光热联合化疗成为当今肿瘤治疗的

热点。本课题组前期研究已验证了ＩＲ７８０光热效

·６３３１·



第１０期．李叶阔，等．载ＩＲ７８０与多柔比星温敏脂质体的制备与表征

应对小鼠乳腺癌的治疗效果［１］，然而，单纯光热效应

难以彻底消灭肿瘤组织。本研究拟制备同时包封化

疗药物多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）和光敏剂ＩＲ

７８０的温敏脂质体（ＤＯＸＩＲ７８０ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＤＩＴＳＬ），并采用激光照射释药，以探索

光热联合化疗治疗肿瘤的新途径。

１　材料和方法

１．１　主要材料与仪器　二棕榈酰磷脂酰胆碱

（ＤＰＰＣ，美国ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄｓ公司，纯度＞９９％，

批号：６３８９８），单棕榈酰磷脂酰胆碱（ＭＰＰＣ，美国

ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄｓ公司，纯度＞９９％，批号：６９５２５

８００），二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺聚乙二醇２０００

（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００，美国 ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄｓ公司，

纯度＞９９％，批号：４７４９２２２２０）；ＩＲ７８０碘化物；

ＤＯＸ（美 国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ 公 司）；ＰＢＳ（美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。挤出仪（美国ＡｖａｎｔｉＰｏｌａｒＬｉｐｉｄｓ

公司）；Ｚｅｔａ粒度仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；激光器（由

中国科学院深圳先进技术研究院医工所提供，自组

装）；ＤＭＩ４０００Ｂ型倒置荧光显微镜、ＴＣＳＳＰ５型激

光共聚焦显微镜、ＲＭ２２５５型石蜡切片机（德国Ｌｅｉｃａ

公司）；ＢＳＡ２２３Ｓ型电子天平（赛多利斯科学仪器北京

有限公司）；Ｔｉ２７型红外热像仪（美国Ｆｌｕｋｅ公司）；

ＬＳ５５型荧光光谱仪、Ｌａｍｂｄａ３５型紫外可见光光谱仪

（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；ＦＬＳ９２０型荧光分光光度计

（英国ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）。

１．２　ＤＩＴＳＬ的制备　取 ＤＰＰＣ、ＭＰＰＣ、ＤＳＰＥ

ＰＥＧ２０００（物质的量之比为８６∶１０∶４）与ＩＲ７８０

（ＩＲ７８０∶脂质＝５∶１００，质量比）混溶于氯仿，边涡

旋边氮气吹干成均匀薄膜，真空３ｈ抽去残留氯仿。

加入２５０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４溶液溶解脂质薄膜，

在６５℃水浴中超声振荡至澄清，制成ＩＲ７８０脂质

体（ＩＴＳＬ）。将ＩＴＳＬ用挤出仪从２００ｎｍ聚碳酸酯

膜中反复挤出，制备成粒径均匀的ＩＴＳＬ。将ＩＴＳＬ

装于透析袋中，放入ＰＢＳ中透析４ｈ。将ＤＯＸ溶液

（１ｍｇ／ｍＬ）逐滴加入ＩＴＳＬ中，边加边振荡，利用硫

酸铵梯度法将ＤＯＸ载入ＩＴＳＬ内核制备得ＤＩＴＳＬ。

载ＤＯＸ脂质体（ＤＴＳＬ）在成膜过程中只加入磷脂，

其余制作方法如ＤＩＴＳＬ。使用Ｚｅｔａ粒度仪在室温

下测粒径大小、粒径分布、多分散指数（ＰＤＩ）和表面

电位，用紫外可见光光谱仪检测各脂质体的吸收

光谱。

１．３　ＩＲ７８０和ＤＯＸ包封率的检测　 使用荧光分

光光度计测得ＩＲ７８０和ＤＯＸ的荧光值浓度标准

曲线。将制备好的各脂质体放入超滤管，通过超速

离心法（１１２００×犵，３０ｍｉｎ）分离脂质体和游离的药

物，荧光分光光度计结合ＩＲ７８０和ＤＯＸ的荧光值

浓度标准曲线检测包封在脂质体内部的药物浓度，

计算包封率。包封率（％）＝（包封的药物量）／（初始

加入量）×１００％。

１．４　激光诱导的体外升温　分别取ＰＢＳ、ＤＴＳＬ

（ＤＯＸ１５μｇ／ｍＬ）、ＩＴＳＬ（ＩＲ７８０１５μｇ／ｍＬ）以及

ＤＩＴＳＬ（ＩＲ７８０１５μｇ／ｍＬ，ＤＯＸ１５μｇ／ｍＬ）各

１ｍＬ加入小试管中。用近红外激光（８０８ｎｍ，

０．８Ｗ／ｃｍ２）对每个样本照射５ｍｉｎ，每隔３０ｓ用红

外热像仪测量各脂质体溶液的温度并记录。

１．５　激光诱导ＤＩＴＳＬ药物释放　取ＤＩＴＳＬ和

ＤＴＳＬ分别置入含９０％血清的ＰＢＳ中，用近红外激

光（８０８ｎｍ，０．８ Ｗ／ｃｍ２）分别照射２０ｓ、４０ｓ、

１ｍｉｎ、２ｍｉｎ、３ｍｉｎ、４ｍｉｎ、５ｍｉｎ，检测辐照不同时

间两种脂质体的ＤＯＸ释放情况，同时设无激光辐照

为对照，检测相同时间点ＤＩＴＳＬ的ＤＯＸ释放量。

１．６　统计学处理　 应用ＳＰＳＳ１９．０软件行数据分

析。所有数据均以珔狓±狊表示，两样本间比较采用

狋检验，多样本比较采用单因素方差分析，检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＤＩＴＳＬ的构建　各脂质体的光学特性如图１

所示。ＩＴＳＬ在７９３ｎｍ处有最大吸收峰，ＤＴＳＬ在

４９２ｎｍ 处有最大吸收峰，ＤＩＴＳＬ在７９３ｎｍ 和

４９２ｎｍ均有显著吸收峰，表明ＤＩＴＳＬ成功构建。

图１　载药脂质体的紫外可见光光谱图

ＤＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０和多柔比星（ＤＯＸ）温敏脂质体；ＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０

温敏脂质体；ＤＴＳＬ：载ＤＯＸ温敏脂质体

２．２　ＤＩＴＳＬ表征　各脂质体的粒径分布如图２所

示，载单药脂质体平均粒径均小于１００ｎｍ，而ＤＩＴＳＬ

平均粒径为１３９ｎｍ左右。各脂质体的药物包封率均

高于９０％，提示温敏脂质体是良好的载药工具。

ＤＩＴＳＬ粒径大小、ＰＤＩ、ｚｅｔａ电位及包封率见表１。

·７３３１·
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图２　载药脂质体的粒径分布

ＤＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０和多柔比星（ＤＯＸ）温敏脂质体；ＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０

温敏脂质体；ＤＴＳＬ：载ＤＯＸ温敏脂质体

２．３　红外热像仪显示结果　０．８Ｗ／ｃｍ２激光照射

５ｍｉｎ后，ＤＩＴＳＬ、ＩＴＳＬ、ＤＴＳＬ和ＰＢＳ组的最高温度

分别为５４．２、５４．１、３４．１、３３．７℃（图３），各组在激光

照射前的起始温度均为２４．４℃。ＩＴＳＬ和ＤＩＴＳＬ组

的温度升高一段时间后开始缓慢下降。单因素方差

分析结果显示各组间差异有统计学意义（犉＝

１７６４．０８，犘＜０．０５）；多重比较结果显示，ＰＢＳ和

ＤＴＳＬ组为同类子集（犘＞０．０５），ＩＴＳＬ和ＤＩＴＳＬ组

为同类子集（犘＞０．０５），两子集间比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

２．４　激光诱导ＤＩＴＳＬ的药物释放特性　ＤＩＴＳＬ释

药率随激光辐照时间延长而增加，照射１ｍｉｎ后达

５６．０％，照射５ｍｉｎ后达８０．１％（图４）。无激光辐照

ＤＩＴＳＬ的药物释放率较低，５ｍｉｎ后约为８．９％。

ＤＴＳＬ在激光辐照下的药物释放率与ＤＩＴＳＬ无激光

情况相仿，５ｍｉｎ后的药物释放率约为１１．２％。单因

素方差分析结果显示各组间差异有统计学意义（犉＝

４９０．３０，犘＜０．０５）；多重比较结果显示，ＤＴＳＬ＋激光

组和ＤＩＴＳＬ组为同类子集（犘＞０．０５），ＤＩＴＳＬ＋激光

组与这两组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　各脂质体的性质表征

狀＝３

脂质体 药脂比 粒径犱／ｎｍ，珔狓±狊 Ｚｅｔａ电位φ／ｍＶ，珔狓±狊 ＰＤＩ珔狓±狊 　　包封率 （％），珔狓±狊

空白 ７７．５３±４．４４ －８．２１±０．２４ ０．２３±０．０５

ＩＴＳＬ １∶２０ ９４．０５±１．７４ －９．５７±０．１２ ０．２８±０．０３ ９９．９８±３．１２

ＤＴＳＬ １∶２０ ８４．５５±７．４１ －１０．７４±０．４１ ０．２４±０．０３ ９７．３９±４．４２

ＤＩＴＳＬ １∶２０ １３８．９８±８．７４ －１１．５４±０．５２ ０．３２±０．０２ ９２．５２±７．６１（ＤＯＸ），

９４．４７±８．５７（ＩＲ７８０）

　　药脂比为药物与脂质的质量比．ＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０温敏脂质体；ＤＴＳＬ：载多柔比星（ＤＯＸ）温敏脂质体；ＤＩＴＳＬ：载ＤＯＸ和ＩＲ７８０温敏脂

质体；ＰＤＩ：多分散指数

图３　犇犐犜犛犔、犐犜犛犔和犇犜犛犔在８０８狀犿激光辐照下的

光热升温效应和红外热像图

ＤＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０和多柔比星（ＤＯＸ）温敏脂质体；ＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０

温敏脂质体；ＤＴＳＬ：载ＤＯＸ温敏脂质体．ＰＢＳ组和ＤＴＳＬ组与

ＩＴＳＬ组和ＤＩＴＳＬ组比较，犘＜０．０５

图４　激光照射下犇犐犜犛犔中多柔比星（犇犗犡）累计释放情况

ＤＩＴＳＬ：载ＤＯＸ／ＩＲ７８０温敏脂质体；ＩＴＳＬ：载ＩＲ７８０温敏脂质

体；ＤＴＳＬ：载ＤＯＸ温敏脂质体．ＤＩＴＳＬ＋激光组与ＤＴＳＬ＋激光组

和ＤＩＴＳＬ组比较，犘＜０．０５．狀＝５，珔狓±狊

３　讨　论

温度敏感脂质体是壳膜由双分子层脂质组成

（主要是磷脂和胆固醇）、内部为水相的闭合囊泡，壳

·８３３１·
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膜磷脂的疏水尾部相对，具有典型的双亲分子特

性［２５］。其包封范围广泛，亲水性药物、两性药物和

疏水性药物均可被包封［６８］，且可在一定温度作用下

释放包封的药物。因此，本研究采用温敏脂质体作

为运载亲水性药物ＤＯＸ和脂溶性光敏剂ＩＲ７８０的

载体，并利用ＩＲ７８０的光热效应，采用激光激发升

温释药。紫外可见分光光度计检测结果表明ＩＴＳＬ

在７９３ｎｍ处有最大吸收峰，符合ＩＲ７８０的吸收特

征；ＤＴＳＬ在４９２ｎｍ处有最大吸收，与ＤＯＸ吸收峰

相似；ＤＩＴＳＬ同时在７９３ｎｍ和４９２ｎｍ有显著吸收

峰，表明亲水性的ＤＯＸ和疏水性的ＩＲ７８０被同时

包封于脂质体内，ＤＩＴＳＬ构建成功。本研究制备的

ＤＩＴＳＬ平均粒径为（１３８．９８±８．７４）ｎｍ，略带负电

荷，ＰＤＩ为０．３２±０．０２，说明粒径分布均匀，ＩＲ７８０

和ＤＯＸ的包封率均高达９０％以上。红外热像仪检

测结果证实０．８Ｗ／ｃｍ２激光照射５ｍｉｎ时，ＤＩＴＳＬ

和ＩＴＳＬ最高温度分别升到５４．２℃和５４．１℃，而

ＤＴＳＬ和ＰＢＳ组的升高幅度低于ＤＩＴＳＬ和ＩＴＳＬ

组。缺乏光热制剂时激光不能有效地转化成热能，

因此ＤＴＳＬ和ＰＢＳ组只有轻微的温度升高，而

ＤＩＴＳＬ和ＩＴＳＬ组由于ＩＲ７８０的存在温度明显升

高，但升高一段时间后会缓慢下降，推测其原因可能

是ＩＲ７８０在光照一段时间后发生了分子之间的自

猝灭。

本研究结果显示０．８Ｗ／ｃｍ２ 激光照射１ｍｉｎ

后ＤＩＴＳＬ的释药率达到５６．０％，照射５ｍｉｎ时释药

率约８０．１％。而ＤＴＳＬ中由于不含ＩＲ７８０，光热转

换效率低，在激光辐照下的释药率与ＤＩＴＳＬ无激光

情况相仿，５ｍｉｎ后的释药率约为１１．２％；无激光辐

照ＤＩＴＳＬ５ｍｉｎ后的释药率也仅为８．９％。表明

ＩＲ７８０在激光作用下升温，温敏脂质体双分子膜由

“凝胶”态转变到“液晶”态结构，膜的流动性增大，膜

变薄，脂质体表面出现裂孔，导致包封药物的迅速

释放［９］。

综上所述，本研究制备的ＤＩＴＳＬ可同时包封

ＩＲ７８０和ＤＯＸ，包封率高、理化性质良好，并能在激

光照射下高效释药，未来我们将开展细胞水平实验

和动物实验研究其对肿瘤治疗的效果。
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