
鬼臼毒素二棕榈酰磷脂酰胆碱前体脂质体的研制及特性观察  

    鬼臼毒素(podophyllotoxin, PPT)亦名足叶草毒素，是1990年世界卫生组织推荐作为治疗生殖器疣的一线药物[1]。脂质

体是最近几年研究较多的新型受控缓释药物载体[2][3]，将PPT制成脂质体制剂，会在一定程度上改善PPT的药代动力学和药效

学，对尖锐湿疣的抗复发治疗有更好的疗效[4]。相关研究显示二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)脂质体在皮肤外用药物的脂质体制剂

中效果最好。但普通脂质体为液体药剂，易发生粒子聚集沉降、磷脂氧化分解、包封药物渗漏等问题，导致脂质体不够稳定。而

前体脂质体(PL)是一种固体制剂，是指脂质体的组分和冻干保护剂(亦称赋形剂)的脱水形式。它加水后能重建成脂质体，解决了

脂质体以水溶液贮存的氧化、水解、聚集、分层、药物的渗漏及高温灭菌等问题，即克服了脂质体以溶液形式长期储存的稳定性

问题，这是脂质体走向工业化生产和商品化的关键。本研究通过对鬼臼毒素二棕榈酰磷脂酰胆碱前体脂质体(PPT-DPPC-PL)的制

备及其重建后各性状的研究，证实冷冻干燥法制备PPT-DPPC-PL的可行性，为PPT-DPPC脂质体的工业化生产开辟新途径。 

    

1  材料与方法 

    1.1  试剂和仪器 

    胆固醇(荷兰进口分装)；纯度99%的PPT标准品、L-α-DPPC(Sigma公司)；二氯甲烷(汕头市光华化学品厂，分析纯)；海藻糖

(上海试剂二厂)；TMP-1型电子天平(德国)；ZFQ-85A型旋转蒸发仪(上海安亭电子仪器厂)；Eclipse TE300荧光倒置显微镜(日

本Nikon公司)；Hitachih-800型透射电镜(日本日立公司)；8SE冷冻干燥器(美国Virtis公司)；TSM超细颗粒粒度分析仪(上海

理工大学)。 

    1.2  PPT-DPPC-PL的制备 

    用电子天平精密称取100 mg海藻糖，用pH7.4的磷酸缓冲溶液(PBS)5 ml溶解，即得2%海藻糖溶液，置恒温水浴中备用。制

备PPT用浓度为0.5%的PPT-DPPC脂质体混悬液5 ml[5][6][7]，与5 ml海藻糖溶液混合，振荡摇匀后超声水浴5 min使两液体混

合均匀。分别取2 ml分装于安瓿中，冷冻干燥后，充氮气封口，即得疏松、洁白的PPT-DPPC-PL粉末。取1安瓿PPT-DPPC-PL，加

入1 ml水充分混匀，即得重建型PPT-DPPC混悬液，PPT的浓度仍为0.5%。 

    1.3  重建型PPT-DPPC脂质体的性质考察 

    1.3.1  形态观察   分别取冷冻干燥前的PPT-DPPC脂质体(普通型PPT-DPPC脂质体)混悬液和水合后的重建型PPT-DPPC脂质

体混悬液各1滴于载璃片上，覆以盖玻片，置于倒置显微镜下观察并比较其形态。另分别取普通型PPT-DPPC脂质体混悬液和重建

型PPT-DPPC脂质体混悬液各1滴置于带FORMRAR膜的铜网上，以滤纸吸收边缘的液体，干燥后用2%的磷钨酸负染色，置于透射电

镜下观察并比较其形态。 

    1.3.2  粒径分布   分别取适量普通型PPT-DPPC脂质体混悬液和重建型PPT-DPPC脂质体混悬液，经TMS超细颗粒粒度测定

仪测定其粒径分布。 

    1.3.3  包封率测定   将10 mg PPT标准品用无水乙醇溶解后用pH 7.4的PBS液配制成一系列浓度的标准溶液，测定荧光值

并绘制出标准曲线。分别取普通型PPT-DPPC脂质体混悬液和重建型PPT-DPPC脂质体混悬液各0.5 ml，加入0.5 ml鱼精蛋白，再

加入4 ml PBS液，以3 000 r/min离心20 min沉淀脂质体，取上清液用于测定游离药物的含量。各取少量普通型PPT-DPPC脂质

体混悬液和重建型PPT-DPPC脂质体混悬液，分别加入少量异丙醇破坏脂质体膜，再加适量PBS液稀释至标准曲线范围，用于测定

总的药物浓度。根据标准曲线测定游离及总的药物浓度，根据公式：包封率=(总的药物浓度-游离的药物浓度)/总的药物浓度×

100%，从而计算出各种脂质体的包封率[8]。 

    1.4  PPT-DPPC-PL的稳定性观察 

    采用4种不同强度的物理作用(手摇、摇床、超声、超声针)对PPT-DPPC-PL进行水合，测定其粒径，考察其对外力作用的稳

定性。分别将密封于安瓿中的PPT-DPPC-PL贮存在4 ℃、20 ℃、40 ℃条件下，贮存1、3、6个月后取样，经同法水合后分别考

察其脂质体形态、粒径及包封率有无变化。 

    1.5  统计分析 

    用SPSS10.0统计学软件包对数据行配对t检验处理。 
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2  结果 

    2.1  PPT-DPPC-PL水合后脂质体的形态 

    普通型PPT-DPPC脂质体和重建型PPT-DPPC脂质体在倒置生物显微镜下观察均呈双同心球形，在透射电镜下其结构均为多层

多室脂质体，两者形态结构无明显差异，说明冷冻干燥法对PPT-DPPC脂质体的形态结构无明显影响。 

    2.2  PPT-DPPC-PL水合后脂质体的粒径分布 

    经TMS超细颗粒粒度测定仪测定，普通型PPT- DPPC脂质体(处理前)的平均粒径为(1.47±0.31) μm，重建型PPT-DPPC脂质

体(处理后)的平均粒径为(1.45±0.38) μm，二者无统计学差异(t=0.172，P=0.865)。其粒径分布见图1。从图中可见，冷冻干

燥处理前后PPT-DPPC脂质体粒径基本呈正态分布，且分布较均匀，粒子大小无显著性差异，说明冷冻干燥法对PPT-DPPC脂质体的

粒径无明显影响。 

    图1   冷冻干燥处理前后PPT-DPPC脂质体粒径分布 
    Fig.1  Diameter of PPT-DPPC liposome particles before and after freeze-drying

    2.3  PPT-DPPC-PL水合后脂质体的包封率 

    经测定重建型PPT-DPPC脂质体的包封率为72.3%，普通型PPT-DPPC脂质体的包封率为73.1%，二者无明显差异。即冷冻干燥

处理前后PPT-DPPC脂质体的包封率几乎不变，说明本法可基本保持PPT-DPPC脂质体的包封率不变。 

    2.4  PPT-DPPC-PL的稳定性 

    2.4.1 不同物理作用   采用4种不同强度的物理外力对PPT-DPPC-PL进行水合，手摇15 min后测得平均粒径为1.51 μm；摇

床15 min后为1.49 μm；超声处理15 min后为1.47 μm；超声针处理15 min后为1.43 μm。4种不同强度的物理外力作用后测得的

粒径大小无显著性差异，证明PPT-DPPC-PL对外力稳定性良好，可在各种常见外力作用下水合后使用。 

    2.4.2  不同温度及时间   将PPT-DPPC-PL分别在4 ℃、20 ℃、40 ℃条件下，贮存1、3、6个月后取样，观察结果：(1)

外观上无变化，仍为疏松、洁白的粉末，在倒置生物显微镜下观察均呈双同心球形，在透射电镜下其结构均为多层多室脂质体。

(2)经TMS超细颗粒粒度测定仪反复测定，在不同的温度、时间条件下其粒径分布均未发生明显变化。(3)经反复测定，在不同的

温度、时间条件下PPT-DPPC-PL的包封率均未发生明显变化。证明PPT-DPPC-PL可防止脂质体被氧化分解，使脂质体的包封率长

期保持稳定，能很好保护脂质体药物。其包封率见表1。 



    

3  讨论 

    前体脂质体通常为干燥、具有良好流动性能的粉末，贮存稳定，应用前与水水合即可分散或溶解成等张的脂质体，适用于临

床广泛应用。这种前体脂质体由于以固体粉末的形态存在，从而解决了普通脂质体的氧化、水解、聚集、分层、药物的渗漏及高

温灭菌等稳定性问题，便于长期贮存和包装运输，为脂质体药物的工业化生产奠定了基础。 

    冷冻干燥法在1978年就收载为制备脂质体的专利技术[9]，国内外对此法研究较多，主要集中在如何选择一个合适的冻干保

护剂，防止药物在冷冻干燥过程中药物的渗漏及粒子间的相互聚集[10][11]。选择一种合适的冷冻干燥支持保护剂是制备冻干前

体脂质体的关键因素。目前国内外常选用甘露醇、海藻糖、山梨醇、蔗糖及葡萄糖等作为冻干保护剂。经查阅相关资料显示海藻

糖、山梨醇是公认最有效的冻干保护剂。玻璃化温度是筛选冻干保护剂的重要指标，在冷冻干燥过程中，如果温度高于制剂的玻

璃化温度，制剂粘度迅速降低，表面萎缩，微观结构破坏，使冻干品发生塌陷现象[12]。海藻糖的玻璃化温度为-29.2 ℃，较山

梨醇的玻璃化温度-30.5 ℃高，作为冻干保护剂较好[13]。因此本实验选用海藻糖作为冻干保护剂。 

    本研究通过逆向蒸发法制备PPT-DPPC脂质体，然后在加入冻干保护剂海藻糖的条件下进行冷冻干燥，制成PPT-DPPC-PL，解

决了脂质体溶液形态的稳定性问题。同时证明，PPT-DPPC-PL加水重建后形成的重建型脂质体和冷冻干燥前的普通PPT-DP-PC脂

质体的外观、形态、粒径分布及包封率无明显差异。本研究制得的PPT-DPPC-PL呈疏松、洁白的粉末状，水分散性好，粒径分布

均匀，药物包封率高，对各种外力稳定性良好，便于包装运输、高温灭菌，可在不同温度下长期保存，将具有很好的临床应用前

景。 
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