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摘要 目的  制备血栓靶向的尿激酶脂质体 并在大鼠颈总动脉血栓模型上考察其溶栓情况 ∀方法  通过液相

合成法合成出靶向于血栓的特异性配体 2222≥2  ⁄≥ 并将其与 ¬  

  ⁄≥°∞2°∞ 2≤偶联后插入到脂质体双层膜中得到血栓靶向尿激酶脂质

体 通过制备方法的改进 以氢化豆磷脂在室温下制备尿激酶脂质体 在大鼠颈总动脉血栓模型上 考察了血栓靶向

脂质体的体内溶栓效果 ∀结果  所得的尿激酶脂质体包封率高 !粒径小 稳定性好 与空白对照组的栓重相比 在相

同剂量 #
小剂量下 游离尿激酶组几乎无任何改变 尿激酶脂质体组血栓重量稍有减轻但无显著性差

异 血栓靶向尿激酶脂质体组血栓重量明显减轻 Π 1 干重时的情况略有不同 ∀与同剂量的普通脂质体相

比 血栓靶向尿激酶脂质体溶栓效果显著改善湿重时 Π 1 干重时 Π 1 表现出明显的靶向溶栓能力 ∀结

论  所制备的血栓靶向尿激酶脂质体具有靶向溶栓的效果 ∀
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  心脑血管疾病中冠脉梗塞和脑血管栓塞是引起

人类死亡的最常见疾病 目前多用溶栓剂尿激酶 !

链激酶和组织纤溶酶原激活物进行治疗 ∀但这些

药物不仅价格昂贵 而且体内半衰期短 缺乏组织特

异性 不能选择性地作用于病变部位 ∀临床需要大

剂量连续用药 极易出现出血等严重并发症 从而限

制了临床应用 ∀增强溶栓剂的特异靶向性 是减少

药物用量 !延长药物在体内作用时间和避免血栓再

形成等的关键措施 ∀

国内外关于血栓靶向药物的研究主要是以基因

工程技术改造溶栓药 使溶栓药和血栓靶向的抗体

蛋白在细胞株或菌株中共同表达≈  ∀但这类药物

成本过于高昂 故人们将注意力又转向了血栓靶向

制剂的研究 ∀目前 国外的研究主要以抗血小板抗

体或纤溶酶原为导向 以脂质体为溶栓药的载

体≈ ∗  ∀国内的研究较少 只有凌世长等≈
 ⁄≥修

饰的尿激酶脂质体第一代靶向脂质体 即导向弹头

直接连在脂质体表面 ∀  ⁄≥肽是血小板膜上 °

Π受体的拮抗剂 具有对血栓部位活化血小板

的趋向性 能与血小板 ƒ片断特异性结合 可望作

为血栓靶向制剂的导向弹头 ∀本文通过液相合成法

合成  ⁄≥ 与连接臂 ⁄≥°∞2°∞ 2≤ 偶联后 

插入脂质体双层膜中制备得到第三代血栓靶向性脂

质体导向弹头通过 °∞连接臂与脂质体相连 同

时起到长循环和主动寻靶两方面的作用 在大鼠颈

总动脉血栓模型上考察了尿激酶靶向溶栓脂质体的

溶栓效果 ∀该项研究国内外未见报道 ∀

材料与方法

  试剂  2≥2 2¬2≥

222 2×2 √

≤ ×二环己基碳二亚胺⁄≤≤ 中国上海佘山

化工厂 Ν2羟基琥珀酰亚胺≥ 中国科学院上海

药物研究所 三氟甲磺酸 二甲硫醚  ∞ 2

≥∏三氟乙酸 进口分装 北京化学试剂公

司 茚三酮 ƒ∏°∞双酸 二硬脂酰磷

脂酰乙醇胺⁄≥°∞ ≥色谱用硅胶 ƒ 青岛

海洋化工厂 ∀各种无水溶剂均为自制 ∀

尿激酶∏批号  效价 

#
 南京南大药业生物化学有限公司 氢化

大豆磷脂≥°≤ 德国 ∏   °≤ 

  胆固醇≤ 北京化学试剂公司 乙醇中重

结晶 ⁄≥°∞2°∞  ≥°异硫氰

酸荧光黄ƒ×≤ 北京欣经可生物技术有限公司 

≥ ≤2 ° × ÷2  ƒ

≤ ≥∏其他试剂均为分析纯 ∀

仪器  ≤÷2型超声波清洗机 北京医疗设备

二厂  ƒ2荧光分光光度计 日本岛津 2

型透射电子显微镜 日本 公司 

 型激光散射粒度分析仪 美国 √

∏≤电子微量泵 • 22型 浙江新昌

国泰仪器厂 日立 2型氨基酸自动分析仪 日

本 ∀

动物  ≥∏2⁄⎯ 大鼠 北京威通利华实

验动物中心 ∀

Σερ(Βζλ)2ΟΒζλ的制备  取 2≥2

 适量无水乙醇溶解 加入碳酸铯  搅

拌下逐滴加入去离子水使溶 室温搅拌  减压旋

转蒸发除去溶剂得铯盐 ∀以适量 ΝΝ2二甲基甲酰

胺溶解铯盐 精密加入无水溴苄   ε 恒温

反应  ∀向反应系统中倾入大量乙酸乙酯 依次

以饱和 ≤ !饱和 ≤!饱和柠檬酸钠 !饱和

≤溶液洗涤 ∀分离有机层 无水硫酸钠干燥 减

压蒸除溶剂得无色透明的固体产物 2≥2

产率 1   ∀

将 2≥2以适量  # 
无水

≤Π乙酸乙酯溶解 室温反应  ×≤检识≈氯仿2甲

醇Β为展开剂 ƒ薄层板反应物斑点消失 ∀

反应液室温减压浓缩至干 如此反复数次 直至除净

游离的 ≤得目标产物 ≥2∀

四肽 Ρ Γ ∆Σ的合成[ 7]  参考文献≈所示的方

法略有改动 ∀与精氨酸连接时 先将三肽 !精氨酸和

≥以四氢呋喃溶解 冰洗搅拌下逐滴加入 ⁄≤≤ 的

四氢呋喃溶液 其余同文献 ∀

连接臂 ∆ΣΠΕ2ΠΕΓ2ΧΟΟΗ的合成[ 8 ,9]  参考文

献≈  略有改动 ∀得到的粗品上硅胶柱而非

≥¬柱纯化 先以氯仿洗脱除去残留在样品中

的 ⁄≤¬∏⁄≤≤ 的水解产物 再依次

用氯仿2甲醇Β !氯仿2甲醇Β !氯仿2甲醇

Β洗脱 ×≤检识≈氯仿2甲醇Β展开 以碘

蒸气 !茚三酮 !钼蓝 !溴酚蓝显色 合并目标产物所

在的流分 减压回收溶剂 ∀

四肽 Ρ Γ ∆Σ与连接臂的偶联  取合成的 ⁄≥°∞2

°∞ 2≤约 1  适量无水四氢呋喃溶

解 冰浴上搅拌使达到平衡 ∀精密加入 ≥ 1

和 ⁄≤≤ 1  冰浴上反应  ∀滤除

沉淀  ε 水浴上  吹干 ∀

另取  ⁄≥1 以少量无水 ΝΝ2二甲基
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甲酰胺短时间超声溶解 将上面得到的活泼酯定量

加入 室温下反应  后 以 Ν2甲基吗啉调  1

∗  继续反应  ∀反应液凉风吹干 氯仿溶解后

过滤 滤液回收溶剂得偶联产物 ⁄≥°∞2°∞2 ⁄≥ ∀

脂质体的制备  取 ≥°≤ 和 ≤适量物质的

量比 Β 加入 ⁄≥°∞2°∞ 占磷脂用量的   物

质的量比 以氯仿2正己烷Β 溶解 ∀加入

含尿激酶 ×≥  浴式超声 1 成乳 ∀ ε

减压旋转蒸发成胶态 补加 ×≥  旋涡振荡 

浴式超声  得尿激酶脂质体 ∀继续减压旋

转蒸发除去残余有机溶剂 ∀

取 ≥°≤和 ≤适量物质的量比 Β 加入

⁄≥°∞2°∞2 ⁄≥ 占磷脂用量的   物质的量比

和 ⁄≥°∞2°∞ 占磷脂用量的   物质的量比 

同上操作得到血栓靶向的尿激酶脂质体 ∀

尿激酶脂质体的形态和大小  将所得的尿激酶

脂质体取少许 以激光散射粒度分布仪测定粒径大

小 ∀另取适量稀释 倍 滴加到敷有 ƒ√膜的铜

网上 滴加  的磷钨酸负染 自然干燥后以透射电

镜观察并照相 ∀

尿激酶的荧光标记[ 10] 及标准曲线的制作  称

取尿激酶  以  1的  #
°≥  

溶解 ∀另取异硫氰酸荧光黄ƒ×≤ 1 加入

1 #碳酸盐缓冲液 1  Λ溶解 ∀

将 ƒ×≤滴入到尿激酶溶液中 室温下密闭搅拌  ∀

反应液 #离心  取上清液在  1

的  #
°≥中透析每 1 更换 次外

液 ∀过 ≥¬ 2柱分离 以  1的  

#
°≥洗脱流速  #

 收集最先出柱的

色带流分 即为标记的尿激酶 ∀

配制        1 1 和 1

#荧光标记的尿激酶溶液 在激发波长Κ¬

1  !发射波长Κ 1 处测量荧光值 

以荧光值对相应的浓度线性回归 得工作方程 ∀

尿激酶包封率的测定  按照上述脂质体的制备

方法 以荧光标记的尿激酶代替未标记的尿激酶溶

液 同法得到荧光标记的尿激酶脂质体 ∀精密移取

 过 ≥ ≤2柱分离 1 的 ×≥ 洗

脱 流速  #

 收集脂质体流分 加入  

的 × ÷2  摇匀  ε 加热  使溶 测

定荧光值条件同工作曲线 计算尿激酶含量 ∀另

取标记尿激酶脂质体  直接溶解后测定尿激酶

含量 ∀两者相除得包封率 ∀

体内溶栓实验  取 ≥⁄大鼠 只 ⎯ 体重 

∗   随机分为 组 每组 只 分别为 ×≥空白

对照组 !大剂量尿激酶组 #
 !小剂量尿

激酶组  #

 !尿激酶脂质体组  #



 !血栓靶向尿激酶脂质体组 #

 实验

前禁食  ∀将动物以 1  戊巴比妥钠麻醉

#
 手术分离左侧颈总动脉 隔离血管和周围

组织 以   ≅  的浸蘸了   ƒ≤ 的滤纸条

包裹血管  ∀刺激完毕 取下滤纸条 立即以电

子恒流泵舌静脉输注相应的药物溶液  输完 ∀

自刺激结束之时起  后剪取血栓段血管 准确

切取长  的血栓段 取出血栓称量湿重 室温下

放置  后称量干重 ∀

结果

1  四肽 Ρ Γ∆Σ的合成

在四肽  ⁄≥的合成过程中 所用氨基酸均为

Λ2构型 中间体均经硅胶柱色谱纯化 纯度为 ×≤

色谱纯 ∀所得四肽脱保护前 ƒ2≥ µΠζ为 ≈ 

 

碎片峰符合裂解规律 ∀脱保护后终产物

 ⁄≥的 ≥ µΠζ为 1≈   

与文献≈一

致 ∀终产物经 °≤测定≈ 检测 流动相为水

2甲醇Β 纯度为 1  ∀

2  连接臂 ∆ΣΠΕ2ΠΕΓ3 5002ΧΟΟΗ的合成

所得的产物在薄层板上呈现长椭圆形的斑点 

位置高于 ⁄≥°∞和 ≤2°∞ 2≤ 遇碘蒸气显

棕黄色 遇钼蓝显蓝色示含有磷酸基团 遇茚三酮

不显色示无游离的氨基 遇溴酚蓝显浅棕黄色示

含游离羧基 证明是目标产物 收率为 1  ∀

3  四肽与连接臂的偶联

所得产物在 ×≤检识时遇碘蒸气显棕黄色 但

遇茚三酮显色不明显 ∀氨基酸分析结果示 种氨基

酸   ⁄≥的物质的量比为 1Β1Β1Β1 

初步表明连接臂上已经偶联了四肽 ∀

4  尿激酶脂质体的制备

所得尿激酶脂质体平均粒径为 ?  两

个分布 电镜照片示脂质体形态圆整 ∀

所得荧光标记尿激酶的回归方程为 Χ 

1Α  1 ρ  1 线性范围 1 ∗ 

# ∀空白的 ≥°≤ 脂质体经 × ÷2加热

溶解后在相同条件下的荧光值为零 示脂质成分对

荧光测定没有干扰 ∀荧光标记的尿激酶在 ε 加

热  前后的荧光值也无改变 ∀说明荧光标记

测含量的方法灵敏度高 不受磷脂成分和 ε 加热

的干扰 适合于 ≥°≤ 脂质体中蛋白类药物的含量
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测定 ∀

经对 份平行制备的尿激酶脂质体进行测定 

对尿激酶的包封率为1 ? 1  ∀

5  颈总动脉血栓模型大鼠上的溶栓实验

各组模型大鼠给药后的血栓湿重及统计分析结

果如表 所示 ∀可知 在相同剂量 #
下 

与 ×≥对照组的血栓湿重相比 游离尿激酶组和尿

激酶脂质体组没有差异 Π  1 而靶向尿激酶

脂质体组表现出显著性差异 Π 1 与普通脂

质体组相比 靶向脂质体组血栓显著减少  Π 

1 ∀与 倍剂量 #
游离尿激酶组相

比 靶向脂质体组血栓仍然偏重 Π 1 ∀

Ταβλε 1  Ωετ ωειγητσ οφ τηροµ βι ιν ρατσ οφ διφφερεντ γρουπσ ανδ τηειρ σταστιστιχαλ αναλψσισ ( ν = 7)

∏ ⁄Π#  ∏Π  Πϖσ ×≥ Πϖσ 

×≥     ?  

ƒ     ?     3 3 3    ϖ

ƒ     ?      ϖ ϖ ϖ

    ?      ϖ ϖ

    ?     3 3 3

3 3 3 Π 1 ϖσ ×≥ 
ϖ Π 1 

ϖ ϖ Π 1 
ϖ ϖ ϖ Π 1 ϖσ  ×≥  ×2≤

∏∏

  血栓干重及统计分析结果如表 所示 ∀与湿重

情况有所不同 和 ×≥对照组血栓干重相比 在相

同剂量 #
下 尿激酶脂质体组表现为有

差异 Π 1 与 倍剂量 #
的游离

尿激酶组相比 靶向脂质体组在溶栓效果方面没有

差异 Π 1 ∀

Ταβλε 2  ∆ρψ ωειγητσ οφ τηροµ βοσισιν ρατσ οφ διφφερεντ γρουπσ ανδ τηειρ σταστιστιχαλ αναλψσισ ( ν = 7)

∏ ⁄Π #   Π  Πϖσ ×≥ Πϖσ 

×≥     ?  

ƒ      ?     3    

ƒ      ?      ϖ ϖ ϖ

     ?     3  ϖ

     ?     3 3 3

3 Π 1 
3 3 3 Π 1 ϖσ ×≥ 

ϖ Π 1 
ϖ ϖ ϖ Π 1 ϖσ 

  综合溶栓实验结果 无论是在血栓湿重还是干

重情况下 靶向脂质体组的溶栓效果都比同剂量的

普通脂质体组要好分别为 Π 1和 Π 1 

证明所得靶向脂质体具有较好的靶向溶栓作用 ∀

讨论

  由于聚合物原料 ≤2°∞2≤的分子量分

布很宽约   ∗   给偶联产物 ⁄≥°∞2°∞2

≤和 ⁄≥°∞2°∞2 ⁄≥ 的鉴定带来了困难 ∀如

×≤检识时某些显色反应不明显 且斑点拉长 常规

的波谱解析尤其是质谱无法得到明确的结论 ∀

对于导向脂质衍生物 ⁄≥°∞2°∞2 ⁄≥ 氨基酸

分析表明含有   ⁄≥ 种氨基酸 初步说明偶联

反应是成功的 ∀但 种氨基酸的物质的量比与理论

值有一定差异 ∀本文以溶栓实验的结果 证明所得

的靶向溶栓脂质体确实具有血栓靶向作用 间接证

明了 ⁄≥°∞2°∞2≤ 与  ⁄≥的成功偶联 ∀为得

到直观的化学证据 可以在偶联时参入同位素标记

的  ⁄≥ 然后检测产物中是否有相应量的同位素 ∀

尿激酶是一种高分子量 ∏的蛋白质 现有

的测定方法很少 成熟的方法是通过试剂盒测定效

价来间接评价 ∀但溶解氢化豆磷脂脂质体以释放包

封药物的操作表面活性剂和 ε 的加热会使尿

激酶失活 ∀预试验尝试了多种方法 均由于磷脂成

分的干扰而无法应用于包封率的测定 ∀最后 通过

对尿激酶进行荧光标记才解决了这一难题 ∀标记物

羧基荧光黄分子量只有  对尿激酶的包封情况

影响很小 ∀本文只在测定包封率时使用荧光标记的

尿激酶 其他所有实验使用的均为尿激酶 ∀

为对脂质体进行靶向修饰 本文将导向脂质衍

生物直接参入处方中制备脂质体 ∀结果 ⁄≥°∞插在

脂质双层中 大部分 °∞2 ⁄≥朝向脂质体外面 少
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量朝向脂质体的内水相 造成寻靶能力的部分丧失 ∀

具体有多少比例的 °∞2 ⁄≥被/包裹0在脂质体里

面 目前尚无法确证 ∀由于包封的是蛋白类药物 在

脂质体的外面有游离的尿激酶存在 故只能选择这

种靶向修饰方式 ∀如果采取先制备 ⁄≥°∞2°∞2

≤修饰的尿激酶脂质体 再和导向分子  ⁄≥偶

联 则溶液中共存的尿激酶会和  ⁄≥竞争 影响对

脂质体的靶向修饰 ∀

曾有文献≈报道在同样的溶栓效果下  ⁄≥修

饰的尿激酶脂质体可以将用药剂量降低到原来的

Π 而本文却只能降到不到Π 分析认为原因如

下  ≠ 血栓取材方法不同 ∀文献中是取整段血栓

称重 而本实验是切取其中长  的血栓部分称

重 ∀相比较而言 相同的血栓样品 前者的方法容易

得到较高的差异显著性水平 ∀  脂质体上导向弹

头  ⁄≥的数目不同 ∀众所周知 第 代靶向脂质

体要求将导向分子偶联在 °∞长链的末端 而 °∞

用量占脂质成分的   ∗   物质的量比 ∀通常

导向分子与 ⁄≥°∞2°∞2≤ 偶联的产率较低约

   这使得第 代靶向脂质体上能够连接上的导

向弹头的数目有限约占磷脂物质的量比的    ∀

照此估计 本文脂质体每 的尿激酶平均只有

 Λ的  ⁄≥ 而文献报道中每  的尿激酶平

均有  Λ的  ⁄≥ ∀

本文首次制备得到了第 代靶向溶栓的脂质

体 并且用饱和磷脂为材料 为解决脂质体的稳定性

和实现工业化生产奠定了基础 ∀
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