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摘要 本文采用薄膜分散 2超声挤压过膜法制备鲑鱼降钙素柔性脂质体 对其形态学及粒径进行了考察 ∀以大

鼠为实验动物 鼻腔给药 采用 ≤°≤比色法测定大鼠血清钙离子浓度 计算降血钙百分率 Φ和降血钙效应 ∆ 

与鲑鱼降钙素普通脂质体 !鲑鱼降钙素水溶液比较 以此评价鲑鱼降钙素柔性脂质体经大鼠鼻腔给药后的降血钙效

应和附加剂对降钙素柔性脂质体的降血钙效应的影响 ∀另外还对柔性脂质体的纤毛毒性进行考察 ∀结果表明鲑鱼

降钙素水溶液仅轻微降低血钙浓度 鲑鱼降钙素普通脂质体能提高降血钙效果 鲑鱼降钙素柔性脂质体呈现了最强

的降血钙效果 其降血钙效果与脂质体中附加的表面活性剂的用量和种类相关 用去氧胆酸钠修饰的脂质体的降血

钙效果最好 并且附加的表面活性剂用量越高 降血钙效果越强 ∀柔性脂质体可以显著地降低去氧胆酸钠的纤毛毒

性 ∀结果显示 柔性纳米脂质体能显著提高降钙素经鼻腔给药的降血钙效果 柔性脂质体是蛋白多肽类药物鼻腔给

药的一种有效的载体 ∀

关键词 柔性脂质体 鲑鱼降钙素 鼻腔给药 降血钙作用
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  内源性多肽降钙素 ≤×是由 个

氨基酸组成的活性肽 在维持血中钙离子平衡和抑

制破骨细胞的活性而有效地降低血钙和促进骨骼对

钙的吸收中起着关键作用 在临床上被广泛用于治

疗和预防骨质疏松和骨折 !变形性骨炎 !高血钙等多

种疾病 ≈ ∀鲑鱼降钙素  ≤×的

比活性最高 约是人降钙素的 倍 作用时间长 !稳

定性好 其半衰期是人降钙素的  ∗ 倍 并且副作

用小 因而 ≤×在临床上被广泛应用 ∀目前临床上

使用的降钙素制剂为注射剂和喷雾剂 ∀考虑到治疗

的长期性 鼻腔给药比频繁的注射给药更为方便和

易于被患者所接受 ∀然而 鲑鱼降钙素水溶液鼻腔

给药后生物利用度很低 如上市的密钙息喷雾剂的

生物利用度仅为 
≈

其临床应用受到一定的限

制 ∀ 等 ≈研究表明 由磷脂和适当的表面活

性剂制备得到的脂质体 即柔性脂质体 除具有普通

脂质体的性能外 附加了充分的变形性 能携载大分

子药物透过黏膜 从而达到全身给药的目的 ∀本文

制备了 ≤×柔性脂质体 通过考察 ≤×水溶液和几

种不同处方 ≤×脂质体经大鼠鼻腔给药后的降血钙

效应 为蛋白多肽类药物选择合适的鼻腔给药系统

提供了依据 ∀

材料和方法

材料与仪器  注射用大豆磷脂 °≤上海东尚

实业有限公司 胆固醇 ≤北京化学试剂有限公

司 去氧胆酸钠 ≥⁄≤北京欣经科生物技术有限公

司 ⁄≤ 2胆固醇 Β2≈Ν2≈2Ν, Ν2

  ⁄≤ 2≤自制 鲑鱼

降钙素 ≤×上海延长生化公司 邻甲酚酞融合酮

≤°≤沈阳市试剂三厂 2羟基喹啉 2± 北京

西中化工厂 二乙胺 国药集团化学试剂有限公

司 其他试剂均为分析纯 ∀

紫外可见分光光度计 惠普上海分析仪器厂

超声仪 上海超声波仪器厂 ≤±高速离

心机 上海安亭科学仪器厂 ×≤2型 扫描电镜

≥ 2∂ ∀

实验动物  ≥⁄雄性大鼠 体重  ∗  由

北京大学医学部实验动物部提供 ∀

脂质体的制备

普通脂质体的制备  精密称取 °≤  ≤

 置于茄形瓶中 加入乙醚 2甲醇 Βϖ/ϖ混

合溶剂  室温旋转蒸发去除有机溶剂 在茄形

瓶壁形成均匀类脂薄膜 加入 1 Λ# 
鲑鱼降

钙素 °≥溶液  旋转洗膜 再涡旋振荡使膜分

散得脂质体混悬液 ∀冰水浴条件下超声  经

1 1及 1 Λ微孔滤膜过滤即得分散均匀

的普通脂质体混悬液 ∀

柔性脂质体的制备  在制备普通脂质体的处方

中加入不同量的 ≥⁄≤ ≥⁄≤ 与 °≤ 的质量比为

 Β和 Β摩尔比约为 Β和 Β按制备

普通脂质体的步骤得均匀分散的鲑鱼降钙素柔性脂

质体 12∀

含 ⁄≤ 2胆固醇的鲑鱼降钙素柔性脂质体的制备

在膜材中分别加入不同量的 ≤⁄≤ 2≤和 ≥⁄≤

按柔性脂质体的制备步骤分别制备 °≤ Β≤Β

⁄≤ 2≤Β≥⁄≤  Β Β Β  Β Β Β和

Β Β Βω /ω含 ⁄≤ 2胆固醇的鲑鱼降钙素

柔性脂质体 12和 3∀

形态学 !粒径分布和 ζετα电位测定  采用磷钨

酸负染色法染色后透射电镜观察各脂质体的形态 

采用动态光散射法测定脂质体的粒径分布和 电

位 ∀

大鼠降血钙实验  取大鼠随机分组 每组 只 ∀

实验前  禁食 可自由饮水 ∀实验前腹膜内注射

乌拉坦溶液麻醉动物 1 # 

≤×的给药剂

量为 1 Λ# 
 ∀给药途径  ≠ 皮下注射给药 

大鼠腹部皮下注射   以滴入方式鼻腔给药 给药

时使大鼠仰卧 鼻孔朝上 用微量进样器伸入大鼠鼻

腔约  处滴鼻方式给药 ∀给药前从大鼠眼眶取

血约 1 作为对照 给药后 1 1 1 1

1 1 1 1及 1 从大鼠眼眶取血 1

   # 
离心  ∗  取血清按大鼠

血清钙离子浓度测定方法测定血钙浓度 ∀空白对照

组给予相同体积的生理盐水 ∀

试液配制

钙储备液  精密称取碳酸钙  置于 

量瓶中 加入去离子水  !浓盐酸 1 待

## 药学学报 °∏≥  



完全溶解后加去离子水定容得 1 ≅ 


# 


钙离子溶液 ∀

≤°≤试液 ≈  分别精密称取 ≤°≤ 1 

2± 1 置于  量瓶中 ∀先加入去离子水

 再加入浓盐酸 1 搅拌使之溶解 再用

去离子水定容 ∀

二乙胺试液 ≈  量取二乙胺  加去离子

水定容至  ∀

钙显色液 ≈  量取 ≤°≤试液 !二乙胺试液 !甲

醇按 ΒΒ比例配成钙显色液 超声混合  ∀

临用前配制 室温避光放置  后使用 ∀

大鼠血清中钙离子浓度的测定

据文献 ≈报道 钙显色剂需临用前配制 未

加稳定剂的显色剂随放置天数增加其吸收度值增

加 ≈
故不再观察日间精密度 ∀

标准曲线的建立  精密吸取钙储备液 1

1 1 1 1及 1 置于  量瓶中 

用去离子水定容得 及 

# 
质量浓度的钙标准液 分别用微量移液器

吸取  Λ样品 加入钙显色剂  混合 立即在

 波长处测定吸收度 ∀以钙离子浓度 Χ对

吸收度 Α进行线性回归 考察线性关系及线性范

围 ∀在大鼠血清  Λ中分别加入质量浓度为 

及  # 
的钙标准溶液  Λ按标准曲

线制备方法测量 于  内重复测定 次 计算回收

率和日内差异 ∀

血清中钙离子浓度的测定  用微量移液器吸取

血清  Λ加入钙显色剂  混合 立即在 

波长处测定其吸收度 ∀经标准曲线换算得血清

钙离子浓度 ∀

干扰试验  血中主要干扰离子为镁离子 ∀本法

通过加入 2±来掩蔽镁离子 ∀于  # 
钙标

准液  Λ中加入  # 
镁离子溶液  Λ

加入钙显色剂混合后测定 比较其吸收值的变化 ∀

数据处理  以给药前大鼠血清钙离子浓度作为

 各时间点降血钙百分率按下述公式计算 降

血钙百分率 Φ  Χ× Χ ≅  Χ×和 Χ分别表

示 Τ时间点的大鼠血清钙离子浓度和给药前大鼠

血清钙离子浓度 ∀以降血钙百分率 Φ对时间作

曲线得降血钙百分率 2时间曲线 ∀曲线下面积

≤   以梯形法计算 ∀降血钙效应 ∆由下述公

式 ≈
∆ 

≤  ≤

≤

≅  ≤ 和 ≤

分别表示空白对照组曲线下面积和各给药组曲线下

面积 计算 ∀

相对生物利用度按 ∆ ∆ ≅  计算 

其中 ∆与 ∆分别为同一剂量下鼻腔给药和皮

下注射给药后的降血钙效应 ∀

两组间的比较采用 Φ检验和 τ检验 Π  1

被认为有显著性差异 ∀

柔性脂质体纤毛毒性的评价 ≈  取大鼠 只 

随机分成 组 每组 只 组给予  Λ# 
生

理盐水 作为阴性对照 组给予等体积的浓度为

1 ωω的 ≥⁄≤水溶液 作为阳性对照 ∀ ≤组

给予等体积的含 ⁄≤ 2胆固醇的柔性脂质体 3∀用微

量进样器伸入大鼠鼻腔约  处滴鼻方式给药 

≅ ∀ 处死大鼠 取鼻中隔黏膜 洗净血块及

黏液 ∀ 1戊二醛和 锇酸双重固定 梯度浓度

乙醇脱水 醋酸正戊酯置换 ≤临界点干燥 离子

溅射仪喷金 制备电镜标本进行扫描电镜观察 ∀

结果

1  不同处方脂质体的形态学 !粒径分布和 ζετα电

位

所制备的脂质体为半透明 !具有蓝色乳光的混

悬液 ∀经表面活性剂修饰后的柔性脂质体在透射电

镜下观察 多数粒子圆整 为球形或近球形 可见清

晰的指纹环状螺旋结构 图 图中可见其中个别

脂质体在挤压下产生较大的形变 这与普通脂质体

明显不同 ∀不同处方的脂质体的粒径分布和 电

位列于表 ∀

Φιγυρε 1  ×   2
∏2¬



2  血钙测定的标准曲线及影响因素

以钙离子浓度 Χ为横坐标 以吸收度 Α为

纵坐标进行线性回归得回归方程为 Α  1 Χ 

##陈  铭等 鲑鱼降钙素柔性脂质体大鼠鼻腔给药的降血钙效应



1 Ρ

 1 说明钙离子质量浓度在

 ∗  # 
与吸收度具有良好的线性关系 ∀

由于钙显色液需要在临用前现配 每次配制过程中

的误差反映在测定同一浓度的钙离子时吸收度值的

差异 ∀为了减少由此带来的误差 每次新配钙显色

液后均重新建立标准曲线 血清钙离子浓度由新的

标准曲线方程求算 ∀

Ταβλε 1  ×   ∏  



    °⁄ ∂

≤ 1 1  1

21 1 1  1

22 1 1  1

⁄≤ 2≤21 1 1  1

⁄≤ 2≤22 1 1  1

⁄≤ 2≤23 1 1  1

≤ ≤√ 2  2¬ 2


经方法学考察 高 !中 !低 个浓度的平均回收

率  分别为 1 ? 11 ? 11 ? 1

日内  ≥⁄ 分别为 111均符合要求 ∀

镁离子加入前后钙离子的吸收度值分别为

1 ? 1和 1 ? 1ν  ∀说明镁离

子的加入对钙离子的测定无影响 ∀

3  大鼠的降血钙效应

图 为皮下注射生理盐水和 ≤×水溶液及鼻腔

给药生理盐水 ! ≤×水溶液 ! ≤×的普通脂质体和

各种处方的柔性脂质体的降血钙百分数与时间的关

系图 ∀由图可见  ≤×柔性脂质体 2和含 ⁄≤ 2胆固

醇的柔性脂质体 1 2 3鼻腔给药后均能快速降低

血钙水平 一般在  ∗  达峰底 而后缓慢回升 

能长时间维持低血钙水平 ∀图 为各种情况的相对

生物利用度 ∀结果表明 大鼠皮下注射 ≤×的水溶

液 降血钙作用显著 给药  后降血钙效应为

1 ? 1 而 ≤×的水溶液鼻腔给药  后降

血钙效应仅为 1 ? 1 只有少量药物能透过

鼻黏膜进入体循环 仅表现为轻微地降低血清钙离

子浓度 与皮下注射相比 相对生物利用度仅为

1 ? 1 ≤×普通脂质体鼻腔给药  后降

血钙效应为 1 ? 1 相对生物利用度为

1 ? 1 是 ≤×水溶液组的 1倍 而柔性

脂质体组鼻腔给药后降血钙效果明显高于 ≤×水溶

液组 Π  1其降血钙效果与脂质体中 ≥⁄≤含

量相关 ∀ ≤×柔性脂质体 1 °≤ Β≥⁄≤  Β和 2

°≤Β≥⁄≤ Β鼻腔给药  后降血钙效应分别为

1 ? 1和 1 ? 1 相对生物利用度

分别为 1 ? 1和 1 ? 1 ∀含 ⁄≤ 2

胆固醇的柔性脂质体 123的降血钙效应分别为

1 ? 1 1 ? 1和 1 ? 1 

相对生物利用度分别为 1 ? 1 1 ?

Φιγυρε 2  ×  ∏

∏ Φ  ∏ ∏ 

 ≤× 1 Λ# 

 √∏

∏ ν   ≤∏ ∏

≤× ω   ≤× ∏ υ  ∏∏∏

≤× ∏ τ   ≤√ 2
  σ   2¬ 2
21 °≤ Β≥⁄≤  Β ϖ   2
¬222 °≤ Β≥⁄≤  Β π  2
 2¬ 2  ⁄≤ 2≤21
°≤ Β⁄≤ 2≤ Β ο   2¬
2⁄≤ 2≤22 °≤ Β⁄≤ 2≤Β

ρ   2¬2 ⁄≤ 2
≤23 °≤Β⁄≤ 2≤Β ≅  

Φιγυρε 3   √ √ Φ 

∏ ν   ≤ ≤√2
 2¬2
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1和 1 ? 1 ∀

4  柔性脂质体的纤毛毒性

组大鼠鼻腔给予生理盐水  后 扫描电镜

显示表面的纤毛密集 且规律有序 图 ∀ 组大

鼠鼻腔给予 1 ≥⁄≤水溶液  后 扫描电镜显

示 鼻黏膜严重受损 上皮脱落 只剩下裸露的基部

图 说明去氧胆酸钠有严重的鼻纤毛毒性 ∀ ≤

组大鼠鼻腔给予等体积的含 ⁄≤ 2胆固醇的柔性脂质

体 3其中 ≥⁄≤的浓度与 组 ≥⁄≤水溶液的浓度相

同 扫描电镜显示 虽有部分纤毛已脱落 但上皮

细胞存在 图 ≤与 组相比 柔性脂质体可以显

著降低去氧胆酸钠的纤毛毒性 ∀

Φιγυρε 4  ×  ∏ 

  1 ≥⁄≤ ∏ 

∏2¬≤ ≅ 

讨论

脂质体经鼻黏膜给药有很多好处 可防止蛋白

多肽药物被黏膜上的酶降解 使给药部位药物浓度

增高 加速药物透过鼻黏膜吸收等 ∀但普通脂质体

并不能有效地提高药物的生物利用度 ∀近年来的研

究显示传递体 也称柔性脂质体 作

为经皮给药载体已经将大分子的蛋白多肽类药物成

功地转运至体循环 ∀因此 利用柔性脂质体优越的

变形性能 降低其透过鼻腔上皮黏膜进入血液循环

的阻力 有望提高蛋白多肽类药物鼻腔给药的效率 ∀

本文结果表明 由去氧胆酸钠修饰的 ≤×柔性

脂质体鼻腔给药后 可以迅速降低血清钙离子浓度 

并长时间维持降血钙效应 与 ≤×水溶液有显著性

差异 Π  1∀并且柔性脂质体的降血钙效应与

柔性脂质体的变形性成正相关关系 ≈ ∀脂质体的

变形性越大 其降血钙效果越强 即其相对生物利用

度越高 ∀究其原因可能有两点  磷脂层由于表面

活性剂的嵌入 极大地改善了脂质体膜的流动性和

变形性 这种结构在受到外力及空间制约时就会发

生变形 有效地运载 ≤×通过鼻上皮细胞障碍进入

血液循坏  磷脂和表面活性剂等也是鼻腔给药系

统的促渗剂 促进了药物的吸收 ∀同时 将表面活性

剂嵌入脂质膜 对鼻黏膜的刺激性也大大降低 与生

理盐水对照组无显著性差异 ≈ ∀

另外 药效实验结果表明柔性脂质体与 组含

⁄≤ 2胆固醇的柔性脂质体的药理生物利用度无显著

性差异 Π 1∀其促吸收作用主要是在脂质体

膜材中加入了一定比例的去氧胆酸钠 °≤ Β≥⁄≤ 

Βω /ω使脂质体具有充分的柔性 从而促进

了鲑鱼降钙素 ≤×的鼻黏膜吸收 ∀由于鼻腔黏膜

表面带负电荷 加入带正电荷的 ⁄≤ 2胆固醇是为了

延长 ≤×柔性脂质体鼻腔黏膜上的滞留时间 从而

提高生物利用度 ∀但结合各处方脂质体的 电位

和药效实验结果来看 各处方脂质体组间的 电

位差别较大 而它们的降血钙效应和相对生物利用

度均无显著性差异 Π  1∀其可能的原因是 

鲑鱼降钙素 ≤×的等电点是 1故 ≤×在柔

性脂质体混悬液  1和含 ⁄≤ 2胆固醇的柔性脂

质体混悬液  1中均带正电荷 从整体来看 

柔性脂质体混悬液和含 ⁄≤ 2胆固醇的柔性脂质体混

悬液与鼻腔黏膜本身都有静电相互作用 而加入

⁄≤ 2胆固醇增加的静电相互作用不是很明显 柔

性脂质体作为一种有变形性的载体 在促进药物透

过黏膜吸收时 在鼻腔黏膜的水合作用下变形而产

生穿透作用 从降血钙百分数和时间关系来看 皮下

注射和各处方的柔性脂质体鼻腔给药后  的血钙

浓度下降的程度和速度相近 说明柔性脂质体在鼻

##陈  铭等 鲑鱼降钙素柔性脂质体大鼠鼻腔给药的降血钙效应



腔给药后可以滞留于鼻腔 迅速发挥促渗作用 因此

加入 ⁄≤ 2胆固醇增加其鼻腔滞留时间并不能十分显

著地增强其促渗作用 ∀

本文的研究表明 将 ≤×包载于柔性脂质体后

显著地提高了 ≤×经鼻腔给药的相对生物利用度 

这说明柔性脂质体是蛋白多肽类药物鼻腔给药的一

种有效的载体 本文的结果为寻找高效 !低刺激性的

鼻腔给药载体系统提供了理论依据 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈  ≠ ≤    ≈ 

≥¬ 陕西医学杂志    

≈       ≥  ƒ 

      ∏    

  ≈    

≈ ° ≥ °∏ √ ∏

≈ √ ⁄∏⁄√  √   
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≈ •  ≠  ≤ ≥±  • ∏ ±   ⁄ 
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≈ ≥  ×∏ ≥ ∞  
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≈ °     

≈ ≠   ÷  ±  ∞√∏  

¬  ∏   ≈ ≤ 

≤ ° 中国临床药学杂志    

≈ ⁄ ±  ∏ ÷  ∏ ≠   × √∏ 

¬  ∏2¬   

∏≈ ≤ ≤  中华临床医药杂志 

  

中国有机质谱学第十四次全国学术大会

第一轮通知

中国有机质谱学第十四次全国学术大会将于 年 月初在上海举行 ∀本次会议由中国质谱学会有机质谱专业委

员会主办 ∀会议将邀请国内外著名质谱学专家作大会学术报告 举行分组专题报告和壁报论文展示 交流有机质谱学的最

新研究成果及应用经验 并进行青年学术论坛优秀论文评选 ∀会议期间还将有各质谱仪器公司介绍新产品 !新技术及其应

用新进展 ∀欢迎有机质谱及其相关领域的科技人员 !研究生踊跃参加 ∀

会议议题  ≠ 有机质谱的基础研究   生命科学 !医学 !药学中的质谱应用研究  ≈ 环境科学 !农林 !化学化工领域的

质谱应用研究  …能源 !材料领域的质谱应用研究   食品安全 !毒物分析和兴奋剂检测中的质谱应用研究  有机化合

物及生物大分子的质谱分析   有机质谱的新技术 !新进展等 ∀

会议的更详细内容 请参见质谱学会和药学学报的网站信息 或者与联系人咨询 ∀

报名内容 姓名 !性别 !年龄 工作单位及通讯地址 职称及职务 电话和 ∞2有无参会论文 ∀

会议联系人 

钟大放研究员 中国科学院上海药物研究所 上海市浦东新区松涛路 号 邮编  电话    

∞2  

郭寅龙研究员 中国科学院上海有机化学研究所 上海市徐汇区枫林路 号 邮编  电话    

∞2 ∏ 

再帕尔 #阿不力孜研究员 中国医学科学院药物研究所 北京市宣武区先农坛街 号 邮编  电话   

∞2  

中国质谱学会有机质谱专业委员会
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