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齐墩果酸固体脂质纳米粒的制备与质量评价
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【摘* 要】目的：对齐墩果酸固体脂质纳米粒的制备工艺和含

量测定方法进行研究，并对其质量进行评价, 方法：采用薄膜

超声分散法制备齐墩果酸固体脂质纳米粒，并对其包封率、形

态等性质进行研究, 结果：制得齐墩果酸固体脂质纳米粒形

态均 匀 圆 整、粒 径 范 围 为（ +$, " X !", )） @4，包 封 率 为

&0, $&Y，载药量为 0, !%Y , 结论：选择薄膜超声分散法制备

齐墩果酸固体脂质纳米粒方法可行，为开发齐墩果酸新型注

射制剂提供了实验依据,
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EF 引言

齐墩果酸（ D/.5@D/6? 5?6>，RS）是一种五环三萜

类化合物，国内临床上主要用于慢性肝炎的治疗以及

多方面保肝作用［!］, 固体脂质纳米粒（KD/6> /6B6> @DB#

5C36?/.K，TUV）系指以固态的天然或合成类脂如大豆

磷脂、三酰甘油等为载体材料，将药物包裹或内嵌于

类脂核中，制成粒径约为 !" \ !""" @4 的固体胶粒给

药系统［$］, 本实验我们以大豆磷脂为载体，采用薄膜

超声分散法制备齐墩果酸固体脂质纳米粒，期望提

高齐墩果酸的肝脏靶向性,

GF 材料和方法

G, G F 材料 F UQ#!"S]E 高效液相色谱仪（ 日本岛津

公司），T.BF5>.2^#’" 凝胶（T6I45 公司），[1#’$ 旋转

蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂），_‘#$’" 型超声波发

生器（江苏昆山淀山湖检测仪器厂），aE#!&"T 电子天

平（德国赛多利斯），齐墩果酸（ 陕西慧科公司，批号

"’")$$），大豆磷脂（ 上海太伟药业有限公司，批号

"("%!+），其他试剂均为国产分析纯,
G, HF 方法

!, $, !* 齐墩果酸固体脂质纳米粒的制备* 精密称取

处方量物质于 !"" 4U 圆底烧瓶中，加入 !’ 4U 氯仿

溶解, )&b旋转蒸发 !" 46@ 除去氯仿，在烧瓶壁上形

成一层薄膜, 加入 +" 4U c U 甘露醇水溶液 !’ 4U，

("b水浴超声 )" 46@，", (’ !4 微孔滤膜过滤，分装

于安瓿中［)］,
!, $, $* 外观及其粒径* 取新制备的 RS 固体脂质纳

米粒适量，+" 4U c U 的甘露醇溶液超声分散，少许滴

至专用铜网，用 $" 4U c U 磷钨酸染色，自然干燥，使

粒子在铜网上浓缩沉积，用电子显微镜观察并拍照,
!, $, )* 包封率及载药量的测定

!, $, ), ! * 色谱条件 * 色谱柱 _CD45K6/#Q!0；流动相

为甲醇d水（&"d!"）；流速 !, " 4U c 46@；温度：室温；检

测波长：$!" @4；进样体积：$" !U, 在此色谱条件下，

得 RS 固体脂质纳米粒色谱图，结果显示，共存组分

不干扰主药测定（图 !）,
!, $, ), $* 线性关系* 精密称取 !"’b干燥恒质量的

RS 对照品 !!, "% 4I，用甲醇溶解后，移至 !" 4U 容

量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，精密量取此溶液

（!, "0+ I c U）), "，$, "，!, "，", ’，", )，", ! 4U 分别置

于 + 个 $’ 4U 的容量瓶中，然后在每个容量瓶中加入

! 4U 空白 TUV，并用甲醇定容至刻度，摇匀，得浓度
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范围为 !" #! $ %#&" #’ () * + 的系列标准溶液" 分别

取此系列 标 准 溶 液 ’& !+ 进 样，计 算 峰 面 积 的 平

均值"

图 %, -. 固体脂质纳米粒高效液相色谱图

%" ’" #" #, 回收率及精密度试验, 按照 -./0+1 溶液

中原辅料间的比例，精密称定，用甲醇稀释配制高、

中、低三种不同浓度的供试品 23" %2，#’" 34，%&" 42
() * +，取已知浓度的 -. 对照品溶液，用外标法依次

测定含量，每次进样 ’& !+" 同时考察于室温 ’35避

光放置 % 6 和 3 6 的日内和日间变异性"
%" ’" #" !, 载药量和包封率的测定, 采用凝胶柱层析

法" 凝胶柱为 0789767:/;3&，洗脱液为蒸馏水，流速

为 &" 3 (+ * (<=，层析温度为室温" 分别移取 -. 固体

脂质纳米粒 &" 3 (+ 上柱，每 #" & (+ 收集一次，共收

集 ’3 > # 管" 以柱层析条件洗脱，应用 ?@+A 测定

0+1 中药物含量以及游离药物量" 包封率 B（C总 D
C游）* C总 E %&&F " C总 表示总药物含量，C游 表示

游离药物量" 载药量 B（CG D C<）* CA E %&&F，其中

CG 为 0+1 溶液中药物量，C< 为溶液中游离药物量，

CA 为大豆磷脂量［3］"

!" 结果

!" #" 纳米粒透射电镜观察" -./0+1 为白色乳光胶

体溶液，电镜下可见许多圆形或椭圆形球粒（ 图 ’）"
统计 3&& 个纳米粒，纳米粒的粒径（2’" & > %&" #）

=("
!" !" 线性关系考察 " 以峰面积（!）为纵坐标，浓度

（"，() * +）为横坐标，进行线形回归分析，得标准曲

线方程为：! B ’2’2H#" D %’’&H，#’ B &" III!（图 #）"
!" $" 回收率及精密度测试" 结果表明 # 种浓度样品

中的日内 J0K!%" I’F（$ B 2），日间 J0K!#" &’F
（$ B 2）" 得平均回收率 %&%" &&F $ %&#" &&F 之间

（$ B 2）（表 %）"
!" %" 载药量和包封率" 按处方量进行了三次重复验

证试验，制备 # 批固体脂质纳米粒，得平均包封率为

I4" ’IF，平均载药量为 4" %HF "

图 ’ , 齐 墩 果 酸 固 体 脂 质 纳 米 粒 透 射 电 镜 照 片 , LMN
E%& &&&

图 #, 系列标准溶液浓度对面积数据散点图

表 %, 回收率及精密度测试结果 （$ B 2）

投入量

（() * +）
平均回收率（F）

J0K（F）

日内 日间

%&" 42 %&%" %# &" 43 ’" H3

#’" 34 %&’" ’I &" 44 %" 2I

23" %2 %&’" I3 %" I’ #" &’

$" 讨论

取 -. 对照品溶液，在紫外分光光度计上于波长

’&& $ !&& =( 处扫描，结果在 ’&H =( 处有最大吸收，

为避免末端吸收，选择 ’%& =( 作为检测波长"
我们曾考察生理盐水、2& ) * + 甘露醇水溶液作

分散介质的效果，采用生理盐水作分散介质的 -. 纳

米粒放置后混浊、分层，而 2& ) * + 甘露醇水溶液作分

散介质在室温放置 # OP 无混浊现象" 载药的纳米粒

和游离的药物必须分离后才能测定包封率" 有报道

采用离心法分离载药纳米粒和游离药物［4］，但高速

离心时纳米粒有可能凝聚而被破坏，故本研究我们采

用凝胶柱层析法分离，实验结果显示分离效果良好"
-. 具有强亲脂性，制成纳米粒是增加水中溶解

度的良好方法" 采用薄膜超声分散法制备纳米粒简

便易行，制备条件易控制，制备的纳米粒的成功率高，
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通过超声的办法使制备的纳米粒的粒径更均匀，适合

于实验室制备和研究! 大豆磷脂是细胞膜组成成分，

毒性低于合成材料，体内可以降解且有良好生理相容

性，价廉易得，故选其作为药物载体!
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【摘I 要】作为后基因时代的一门新学科，蛋白质组学研究技

术为线粒体蛋白质组的研究提供了有力的支持，使得从整体

上研究线粒体蛋白质组在生理、病理过程中的变化成为可能!
本文回顾了近年来国外学者应用蛋白质组学研究方法揭示相

关疾病线粒体蛋白质存在相应的变化，以及通过对线粒体蛋

白质组的研究去发现线粒体蛋白质在疾病发生发展中的作

用，从而为寻找与疾病密切相关的疾病特异性蛋白提供线索!
【关键词】线粒体；疾病；蛋白质组学

【中图号】Q’"I I I 【文献标识码】G

!" 引言

二十一世纪初，人类基因组计划基本完成! 生命科学研

究步入了后基因时代，其核心便是蛋白质组研究! 蛋白质组

被定义为：一种细胞、组织或完整的生物体所拥有的全套的蛋

白质! 这是一个整体的、动态的概念! 而蛋白质组学是研究这

些成分在指定时间或特定环境条件下的表达! 因为蛋白质是

我们理解细胞功能和疾病过程的核心，如果在蛋白质组学方

面没有共同的努力，基因组学的成果将不会成为现实! 蛋白

质组学现在被认为是一个在诊断和发现伴随细胞器变化的复

杂疾病的强有力的工具! 迅速发展的蛋白质组学也推动了线

粒体蛋白质组的研究发展!
近年来国外学者应用蛋白质组学研究方法揭示相关疾病

线粒体蛋白质存在相应的变化，并通过对线粒体蛋白质组的

研究去发现线粒体蛋白质在疾病发生发展中的作用，从而为

寻找与疾病密切相关的疾病特异性蛋白提供线索! 现就近年

来，相关疾病线粒体蛋白质组的研究进展作一综述!

#" 线粒体相关疾病蛋白质组学研究

线粒体是真核细胞中最复杂和最重要的细胞器之一，哺

乳动物除成熟红细胞外，线粒体普遍存在于有氧呼吸的真核

细胞的细胞质中! 它是细胞内的能量供应中心，与氧自由基

生成有关! 线粒体在脂肪酸代谢、嘧啶生物合成、体内钙平

衡，以及细胞信号传导中起着主要作用! 同时，线粒体也是人

类“另一”个来源于母系基因组的所在地! 许多细胞进程，如

凋亡、老化以及多种疾病病理学机制（ 包括癌、肌病、糖尿病、

肥胖、老化、特别是神经退行性疾病等）都与线粒体功能障碍

或突变有关［" ) $］! 在人类线粒体中约有 "’%% 个蛋白质［&］，其

中已经有 (%% 多种蛋白质被鉴定出来! 如果能鉴定出大部

分，甚至全部蛋白质那将是非常宝贵的资源! 蛋白质组学技

术为研究线粒体疾病和线粒体功能失调，为寻找疾病诊断的

标志物，探索药物作用靶点提供了必不可少的手段! 成为临

床、基础研究的热点!
"! "I 神经系统疾病

"! "! "I 神经退行性疾病I 帕金森病：是一种中老年人常见的

运动障碍疾病，以黑质多巴胺能神经元变性缺失和路易小体

形成为病理特征［H］! 目前，导致黑质多巴胺能神经元变性缺

失的确切发病机制尚不完全清楚，但是已经知道线粒体功能

障碍在其中起了重要作用! 采用定量蛋白质组学技术和同位

素编码标记物方法，#23 等［’］对使用 ">甲基>H>苯基>"，$，&，(
四氢吡啶（01+1）辅以二丙苯磺胺（C,-8@3@?2<）处理 ’ OR 的

慢性帕金森病小鼠和对照小鼠，进行了二组间黑质线粒体蛋

白表达谱的差异表达比较! 辨别出超过 &%% 个蛋白点! 比较

处理组和对照组中这些蛋白点，发现超过 "%% 个蛋白点在处

理组中有量上的显著变化，经鉴定其中有一个蛋白质为：S#>
"，它的突变与家族性帕金森病有关! 采用蛋白印记分析和免

疫组化方法得出，其在黑质的分布与鼠细胞内包涵体形成有

关! 包涵体如同帕金森患者中的路易小体! 这一结果说明 S#>
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