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阿霉素脂质体制备工艺优化及
节拍式给药细胞探讨①
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摘要:目的:优化阿霉素脂质体处方和制备工艺,利用节拍式低剂量给药化疗方式探讨阿霉素脂质体对 HO-8910

人卵巢癌细胞的体外杀伤作用.方法:采用硫酸铵梯度法制备脂质体,正交设计优选制备处方;葡聚糖凝胶柱层析

法分离含药脂质体与游离药物并测定包封率;考察其体外释放度.以常规给药24h和节拍式低剂量给药144h的

形式分别考察阿霉素脂质体、阿霉素体外细胞的毒性作用.结果:所得优化处方为:磷脂与胆固醇的质量比为

3∶1,硫酸铵浓度为155mmol/L,药物与磷脂的质量比为1∶10,孵育温度为60℃.以优化处方制得的脂质体平

均包封率达92.86%;脂质体具有一定的缓释作用.脂质体的细胞毒性实验结果显示,游离阿霉素与阿霉素脂质体

IC50值24h分别为0.62μg/mL和0.46μg/mL,144h分别为0.06μg/mL和0.01μg/mL.结论:优化得到的阿霉

素脂质体处方工艺简便,包封率高;无论是游离的阿霉素或是阿霉素脂质体,运用节拍式低剂量给药的方式在 H0-

8910细胞中抑制率都明显优于 MTD化疗方式给药,其中脂质体药物节拍式低剂量给药方式对 H0-8910细胞的抑

制率明显优于游离药物.
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阿霉素(Doxorubicin,DOX)是临床常用的蒽环类抗恶性肿瘤药,是治疗实体肿瘤最有效的药物之

一.与大多数抗肿瘤药物相同,DOX不良反应较多,如心脏毒性、骨髓抑制、消化道和肾脏毒性等,

不仅影响了患者的生存质量,而且使DOX的应用受到限制.节拍式给药(MetronomicChemotherapy)

是一种低剂量长时间给药的方法.节拍式给药方式的药物总累积量比最大耐受量(MaximumTolera-
tedDose,MTD)方式的要少,因此可减少在 MTD化疗方案中出现的诸多不良反应[1-2].有文献报道

采用降低用药剂量的化疗方式不仅可以减轻抗肿瘤药物的毒性反应,并且在治疗肿瘤的效果方面也

优于 MTD方式[3-7].
脂质体是一种抗癌药物载体,有研究表明,将DOX包入脂质体内可降低其对正常细胞的毒性,同时可

增强其杀伤肿瘤细胞的能力.本研究设计将DOX包裹于脂质体中,以包封率为指标,采用正交实验筛选并

优化了其处方和制备工艺;将脂质体与节拍式低剂量化疗方式相结合,以 HO8910卵巢癌细胞为细胞模

型,采用 MTT比色法,探讨DOX脂质体和游离DOX水溶液的细胞毒性作用,为临床应用阿霉素提供更

多的用药方式.
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1 材料与仪器

1.1 材 料

阿霉素原料药(浙江海正药业股份有限公司);胆固醇(广州天马精细化工厂);蛋黄卵磷脂(上海国药

集团化学试剂有限公司);SephadexG-50(Sigma公司);透析袋(MW12000-14000);混合纤维微孔滤膜,

孔径为0.45μm(上海市新亚净化器件厂);人卵巢癌细胞HO-8910(重庆医科大学);四甲基偶氮唑盐(Sig-
ma公司);胎牛血清(Mdgenics公司);RPMI1640(Hyclone公司),其余试剂均为分析纯.

1.2 仪 器

UV-2102PC紫外分光光度计(日本尤尼可公司);层析柱(重庆医用玻璃厂);SartoriusBS210S电子天

平(德国Sartorius公司);真空旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂);SHB-C循环水多用真空泵(郑州杜甫仪

器厂);KQ2200B超声波清洗仪(昆山市超声仪器有限公司);WH一1型旋涡仪(上海沪西分析仪器厂);

pHS-3C型精密酸度计(上海雷磁仪器厂);生物超净工作台SW-CJ-2FD(苏净安泰空气技术有限公司);

CO2 培养箱(美国HEPA公司);超低温电冰箱MDF192(日本SANYO公司);普通光学显微镜BH-2(日本

OLYMPUS公司);高速离心机5415D(德国Eppendorf公司);ELX800酶标仪(BIO-TEK公司).

2 方法与结果

2.1 硫酸铵梯度法制备阿霉素脂质体

采用硫酸铵梯度法制备DOX脂质体[8],蛋黄卵磷脂和胆固醇适量,加至圆底烧瓶中,加入氯仿

10mL,40℃旋转减压蒸发除去氯仿,在瓶壁内形成均匀的脂质薄膜,40℃真空干燥,12h.加入

155mmol/L硫酸铵缓冲溶液(pH=5.5)将脂膜水化,于60℃水浴中温育,间歇超声5min.取脂质体

混悬液10mL置于透析袋中,在磷酸缓冲液(PBS,pH=7.4)2L中进行透析.脂质体囊泡过0.45μm微

孔滤膜,形成空白脂质体.在上述空白脂质体中逐滴加入含5mgDOX的溶液,混匀,水浴40℃孵育

20min,即得DOX脂质体.

2.2 光谱分析

用磷酸盐缓冲液(PBS,pH=7.4)配制一定体积质量分数的DOX标准品溶液,以PBS为空白对照,在

220~600nm波长处进行紫外扫描,根据扫描图谱(图略)所示,DOX在480nm处有最大吸收.另取空白

脂质体0.2mL,经TritonX-100破乳后,用甲醇稀释至10mL,在220~600nm范围内进行紫外扫描,根

据扫描图谱(图略)可知,空白脂质体在480nm处无吸收,故可确定480nm为DOX的测定波长.

2.3 标准曲线的绘制

精密称取DOX标准品10mg,置于100mL量瓶中,加PBS(pH=7.4)溶解,混匀,即得体积质量分

数为100μg/mL的标准储备液.精密吸取上述DOX标准储备液0.1,0.2,0.5,1.0,2.0,4.0,6.0mL,分别

加至10mL容量瓶中,PBS缓冲液稀释并定容至10mL刻度,混匀即得体积质量分数为1.0,2.0,5.0,

10.0,20.0,40.0,60.0μg/mL的DOX标准液.以PBS为空白对照,480nm波长处测定以上各溶液的吸光

度.以吸光度(A)对DOX浓度(C)进行线型回归,回归方程为

A=0.0189C-0.0065   r=0.9995
结果表明,DOX在1.0~60.0μg/mL范围内线性关系良好.

2.4 洗脱曲线的绘制

采用SephadexG-50型葡聚糖凝胶柱色谱法分离脂质体和游离药物.取0.5mLDOX脂质体上柱,用

PBS洗脱,流速控制在0.3mL/min左右,用刻度试管每2mL收集1份,共收集17份,每份分别用10%
的TritonX-100破乳后用甲醇稀释至4mL.取空白脂质体0.5mL上柱,收集洗脱液用10%的TritonX-
100破乳后用甲醇稀释至4mL作为空白,在上述条件下进行测定,记录吸光度,绘制洗脱曲线(图1).结
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图1 DOX脂质体的洗脱曲线

果表明脂质体在4mL处洗脱出柱,至18mL时已基

本洗脱完全,游离药物集中在20~32mL.
2.5 包封率的测定

精密移取DOX脂质体混悬液0.5mL上柱,用

PBS洗脱,分离脂质体和游离药物,收集4mL至

18mL洗脱液,UV检测脂质体中药物浓度.按2005
年版《中国药典》[9]中的相关规定,测定包封率.

EN =(1-Cf/Ct)×100%
式中EN 为包封率,Cf 为游离药物的量,Ct为脂质

体悬液中药物的总量.

2.6 正交实验因素与水平的设计

采用单因素筛选的条件,初步制定DOX脂质体

的制备处方,在此基础上采用四因素三水平L9(34)的正交设计方案,选择影响脂质体包封率的主要因素:

磷脂与胆固醇的质量比(A),硫酸铵浓度(B),药物与磷脂的质量比(C),孵育温度(D),结果见表1.
表1 L9(34)正交实验因素水平表

水  平

因      素

A磷脂与胆固醇

的质量比

B硫酸铵浓度

/(mmol·L-1)
C药物与磷脂的

质量比

D孵育温度

/℃
1 2∶1 125 1∶20 50

2 3∶1 155 1∶10 60

3 4∶1 175 1∶5 70

  采用直观分析法分析,结果表明:各因素对包封率的影响程度为 C>B>A>D.最佳组合为

C2B2A2D2,即磷脂与胆固醇的质量比为3∶1,硫酸铵浓度为155mmol/L,药物与磷脂的质量比为1∶10,

孵育温度为60℃,结果见表2.
表2 DOX脂质体正交设计结果

实验号

因     素

A磷脂与胆固醇的

质量比

B硫酸铵浓度

/(mmol·L-1)
C药物与磷脂的

质量比

D孵育温度

/℃

包封率

1 1 1 1 1 83.4

2 1 2 2 2 92.3

3 1 3 3 3 79.1

4 2 1 2 3 86.6

5 2 2 3 1 80.1

6 2 3 1 2 90.7

7 3 1 3 2 76.5

8 3 2 1 3 84.6

9 3 3 2 1 85.9
均值1 84.9 82.2 86.2 83.1
均值2 85.8 85.7 88.3 86.5
均值3 82.3 85.2 78.6 83.4
极差 3.47 3.50 9.70 3.37

  通过对处方和工艺中各关键因素的验证,最终确定制备DOX脂质体的最佳处方和工艺流程,其验证

结果见表3.
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表3 最佳工艺验证包封率

No. 1 2 3 4 5 AverageE/%

Ew/% 93.27 91.21 92.57 93.61 93.68 92.86

2.7 DOX脂质体体外释放实验

分别取DOX脂质体和其游离药物水溶液5mL,加入长约10cm的透析袋中,两端扎紧后,悬置于盛

有50mLPBS(pH=7.4)的具塞锥形瓶中,密塞,于37℃ 水浴恒温振荡,定时取外液2.0mL,同时补加

等量同温的PBS.参照脂质体包封率测定方法,测定释药介质中药物体积质量分数,并计算累积释药分数

Q.从实验结果可知,DOX脂质体在48h内释放完全,而游离药物的水溶液在8h内释放完全.由此表明

脂质体形式对DOX起到了较好的缓释作用(图2).

图2 DOX脂质体与DOX水溶液的平均累积释药量曲线

2.8 低剂量连续给药细胞初步实验

将人卵巢癌HO-8910细胞于含体积分数为10%胎牛血清的RPMI1640完全培养基中,37℃、5%
CO2 条件下培养.实验时以胰酶消化,制备单细胞悬液,调整细胞体积单位为1.0×105/mL.取指数生长

期细胞制成1.0×105/mL细胞悬液,以180μL/孔接种于96孔培养板上,培养24h后分别加入10μL不

同体积质量分数的 DOX 和 DOX 脂质体药液,使之终体积质量分数分别为1μg/mL,0.1μg/mL,

0.01μg/mL,0.001μg/mL;设立2个对照组,DOX的对照组为加入等量的10μL生理盐水溶液,DOX脂

质体的对照组加入10μL空白脂质体溶液.按照A,B,C3种给药方案给予细胞药物.A方案:细胞培养

24h后,分别投入不同体积质量分数的游离药物和脂质体药物,24h后测细胞 MTT值;B方案:细胞培养

24h后,每24h投入不同体积质量分数的游离药物,一共投药6次,144h后测细胞 MTT值;C方案:细

胞培养24h后,每48h投入不同体积质量分数的脂质体药物,一共投药3次,144h后测细胞MTT值[10].
半数抑制浓度(IC50)是指在用药后存活的细胞数量减少一半时所需的药物浓度[11].在 MTT法中,就

是以对照组吸光度OD值减少一半所需的药物浓度为IC50.公式为lgIC50=Xm-I(P-(3-Pm-Pn)/4),
其中Xm:lg最大剂量;I:lg最大剂量/相临剂量,P:阳性反应率之和,Pm:最大阳性反应率,Pn:最小阳

性反应率.
由表4可知,无论是游离药物还是由脂质体作为载体的药物,用节拍式低剂量给药的化疗方式都优于

一次性给药.由表5可知,DOX脂质体的IC50明显低于游离的DOX.
表4 各组体积质量分数药物对HO-8910的抑制率

体积质量分数

/(μg·mL-1)
游离DOX/%

24h 144h
DOX脂质体/%

24h 144h
1 43.70 76.50 29.20 89.50
0.1 36.20 64.30 37.90 91.80
0.01 8.24 34.10 29.20 58.90
0.001 -2.44 1.02 2.14 24.80
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表5 游离DOX与脂质体DOXIC50值 μg·mL-1 

游离阿霉素 阿霉素脂质体

24h 0.62 0.46
144h 0.06 0.01

3 讨 论

本研究在参考有关文献的基础上[11],采用硫酸铵梯度法制备DOX脂质体,在单因素实验基础上采用

L9(34)正交设计实验,以包封率为指标,磷脂与胆固醇的质量比、硫酸铵浓度、药物与磷脂的质量比、孵育

温度为主要因素,筛选出了制备DOX脂质体的最佳处方,提高了DOX脂质体的包封率.所得优化处方为

磷脂与胆固醇的质量比为3∶1,硫酸铵浓度为155mmol/L,药物与磷脂的质量比为1∶10,孵育温度为

60℃.以优化处方制得的脂质体平均包封率达92.86%.
实验中,笔者以人卵巢癌细胞HO-8910细胞作为细胞模型,分别采用节拍式低剂量或 MTD化疗方式

给药,比较DOX水溶液和DOX脂质体对肿瘤细胞的细胞毒性作用.结果显示无论是DOX水溶液或是

DOX脂质体,运用节拍式低剂量给药的方式在 H0-8910细胞中抑制率明显优于 MTD化疗方式给药;

DOX脂质体节拍式低剂量给药方式对H0-8910细胞抑制率明显优于DOX水溶液;在节拍式给药方式中,

DOX脂质体使用的剂量为实验 MTD体积质量分数的1/100.脂质体具有一定的缓释作用.脂质体的细胞

毒性实验结果显示,游离阿霉素与阿霉素脂质体IC50值24h分别为0.62μg/mL和0.46μg/mL,144h分

别为0.06μg/mL和0.01μg/mL.优化得到的阿霉素脂质体处方工艺简便,包封率高;无论是游离的阿霉

素或是阿霉素脂质体,运用节拍式低剂量给药的方式在H0-8910细胞中抑制率都明显优于 MTD化疗方式

给药,其中脂质体药物节拍式低剂量给药方式对H0-8910细胞的抑制率明显优于游离药物.
本课题设计的目的是将脂质体与节拍式低剂量化疗方式相结合,从而减少药物对系统的毒副作用,同

时通过维持低剂量血药治疗体积质量分数来增加治疗效果.研究结果证实,节拍式低剂量给药方式与脂质

体抗癌药物结合能够减少用药剂量,提高疗效.本实验研究方向也许会为今后的癌症治疗提供一种创新的

战略,同时也提供了一种新的抗血管生成治疗方式与药剂学TDDS相结合的思路.
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StudyonPreparationofDoxorubicin
LiposomeandItsCytotoxicityEvaluation

withRhythmicalLow-DosageAdministration

TANG Jun, DOUXiao-yun, XIU Yun, ZHAO Yi
InstituteofLifeScience,ChongqingMedicalUniversity,Chongqing400016,China

Abstract:Objective:Tooptimizetheformulaandpreparationtechniqueofdoxorubicinliposome,andtoe-
valuateitscytotoxicityonhumanovariancancerHO8910cellsinvitrowithrhythmicallow-dosageadmin-
istration.Methods:Doxorubicinliposomewaspreparedbythe(NH4)2SO4-gradientmethod.Theopti-
mumformationwasselectedbymeansoftheorthogonaldesignofexperiment.Theinvitrodrugrelease
behaviorofliposomewasevaluatedbythedialysismethod.MTTassaywasappliedtoinvestigatethecyto-
toxicityofdoxorubicinliposomeandfreedoxorubicinwithcommonadministrationafter24handrhythmi-
callow-dosageadministrationafter144honHO8910cells.Results:Theoptimumformulawasasfol-
lows:theratiooflecithintocholesterolwas3∶1,(NH4)2SO4concentrationwas155mmol/L,drug∶lec-
ithinwas1∶10,temperaturewas60℃.Theaverageentrapmentefficiencyfordoxorubicinwas92.86%.
Thereleaseofliosomewasrelativelyslow.ThecytotoxicitytestshowedthatIC50offreedoxorubicinand
doxorubicinliposomeswere0.62μg/mLand0.46μg/mLrespectivelyat24hand0.06μg/mLand0.01

μg/mLat144h.Conclusion:Theselectedformulationandpreparationtechniqueofdoxorubicinliposome
isreasonableinprescription,practicableintechniquesandhighinencapsulationefficiency.MTTindicated
thattheinhibitionratesoffreedoxorubicinanddoxorubicinliposomeswithrhythmicallow-dosageadmin-
istrationweremuchhigherthanthosewithMTDchemotherapyadministration,andrhythmicallow-dos-
ageadministrationhadmuchhigherinhibitionrateforHO8910cellsthanfreedrug.
Keywords:doxorubicinlposome;orthogonaldesign;rhythmicallow-dosageadministration;invitrocell

research
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