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脂质体分析方法新进展

杨美燕，梅兴国

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京　１００８５０）

摘要：脂质体给药系统可降低药物的毒性，增加药物在靶点的聚集并提高药物的疗效。近代物理

学实验技术的发展，使脂质体的质量研究进入分子水平。本文主要就近年来脂质体的定性定量分

析方法的最新进展作一综述。
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　　脂质体（ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ）是一种由排列有序的脂质双
分子层组成的多层微囊，具有类似生物膜双分子层

的近晶型液晶结构，大小通常为几十纳米到几十微

米。脂质体给药系统可降低药物的毒性，增加药物

在靶点的聚集，提高药物的疗效，目前广泛应用于递

送蛋白质、基因及抗菌抗肿瘤药物等。近代物理学

实验技术的发展及其与生物科学的结合和相互渗

透，使脂质体的质量研究进入分子水平。本文主要

讨论了一些脂质体定性和定量分析技术和方法的新

进展。

１　脂双层结构类型测定
脂质体的磷脂组成和制备工艺不同，所形成的

脂质体的类型不同，如小单室脂质体、大单室脂质

体、多室脂质体以及多囊脂质体。脂双层结构的测

定多采用３１Ｐ核磁共振技术，其原理是加入 Ｍｎ２＋可
以作用于磷脂的负电荷基团，淬灭位于相界面上磷

脂的３１Ｐ核磁共振信号，引起定量信号的展宽和削
弱，因此可以通过加入Ｍｎ２＋前后的信号比确定脂双
层的结构，而且Ｍｎ２＋和缓冲液的浓度会影响测定结
果［１］。测定脂双层结构的其他方法还包括电镜法、

小角度Ｘ线散射法，或者通过加入其他试剂后引起
所标记磷脂的可见或荧光吸收发生改变，从而确定

其结构。

２　粒径测定
目前常用的脂质体粒径测定的电镜技术包括：

透射电镜［２］、冰冻断裂透射电镜［３］、冷冻电镜［４，５］。

上述方法样品制备复杂，比较耗时，不适宜作为常规

分析方法。

最近常用的另一种粒径测定方法是原子力显微

镜技术［６］，可用于研究脂质体的形态、大小和稳定

性。将样品置于固定在压电扫描仪的云母或玻璃

上，然后用纳米级尺度的探针在样品表面进行光栅

扫描，通过光电二极管阵列检测器检测反射回的激
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光束强度，就可以得到样品的表面信息。可以采用

不同的模式，如恒高、恒偏移、敲击模式和非接触／吸
引模式，其分辨率高达０１ｎｍ［７，８］。

传统的空间排阻色谱目前常用于脂质体的制备

和包封率的测定。将其和ＨＰＬＣ相结合的高效空间
排阻色谱［９］，可以提高分辨率，减少样品体积，提高

重现性。常用的填料是乙基乙二醇甲基丙烯酸酯，

流动相须保持渗透压平衡，可采用折光检测器、光散

射检测器或者荧光检测器检测荧光标记磷脂。目前

主要应用于脂质体特征分析（包括粒度分布、粒子

的稳定性、脂质体的聚集和重组）和分级分析（释放

动力学、渗透性、包封率的稳定性）。其缺点主要是

对柱填料有亲和作用（范德华力和静电作用）、流动

相的流速的影响较大、目前的填料对于大于０．８μｍ
的粒子不适合等。

场流体分级分离技术对上述局限有所改进。常

用到场的有电场、热场、沉降场和流体场等［１０］。其

原理是利用半透膜的半透过性质，和待测样品粒径

范围相对应截留分子量的流体可以透过该膜而粒子

则不能。和高效空间排阻色谱不同，在场流体分级

分离技术中，小粒径的脂质体由于其高度扩散性先

流出，场流体分离技术的分离范围很宽，在１ｎｍ左
右到１００μｍ范围内均有较高分辨率，而且不需要
填料，因此减少了由于剪切力造成的破坏和由于吸

附作用造成的样品信息损失。其缺点是比较复杂，

设备昂贵，可供选择的半透膜品种较少。粒子的

Ｓｔｏｋｅ′ｓ半径和滞留时间的关系符合公式（１），其中
ｄｓ代表Ｓｔｏｋｅ′ｓ半径，ｔｒ代表滞留时间，ｋ代表玻耳兹
曼常数，Ｔ代表温度，η代表流体粘度，ω代表槽的
厚度，Ｖ代表槽的流量速率，Ｖｅ代表错流速率

［１１］。

　　　　　ｄｓ＝ｔｒ
２ｋＴＶ
πηω２Ｖｅ

（１）

上述几种分析分离技术的计算依据是滞留时间

和分子量的相关关系，而静态光散射和动态光散射

技术利用的则是激光信号和粒径分布的相关关系。

其中动态光散射技术，又称作准弹性光散射或光子

相关光谱。目前广泛用于脂质体的粒径分布分析，

其原理是粒子的布朗运动会造成的光散射波动随时

间的信号变化。根据光信号和 ＳｔｏｋｅｓＥｉｎｓｔｅｉｎ方程
的拟合结果，得到样品的粒径及其分布。单模型分

散型的粒子的散射光强度相关函数可以用公式（２）
来描述，其中Ｉ，ｔ和τ分别代表光强度、时间和测定
计时。公式（３）表示，随着时间趋于无穷大，拟合曲

线的扩散系数Ｄ呈单指数衰减，式中Ｂ代表基线，Ａ
代表振幅，ｑ则代表由介质的折射率、入射激光波长
和检测散射光的角度决定的散射向量［１２］。

　　Ｇ（τ）＝∫
∞

０
Ｉ（ｔ）Ｉ（ｔ＋τ）ｄｔ （２）

　　Ｇ（τ）＝Ｂ＋Ａｅ
－２ｑ′Ｄτ （３）

而多模型分散的样品粒子的相关函数符合多指

数模型，随机噪声会降低指数衰减的产生。扩散系

数Ｄ和流体半径 ｒｈ的关系符合 ＳｔｏｋｅｓＥｉｎｓｔｅｉｎ方
程，见公式（４），其中 ｋ、Ｔ和 η分别代表温度、玻耳
兹曼常数和流体粘度。粒子的流体学半径（Ｓｔｏｋｅ′ｓ
半径）实际上是用表面含水的水化粒子的表观半径

来表示，二者有着相同的扩散速率，代入方程计算而

得［１２］。

　　　　　ｒｈ ＝
ｋＴ
６πηＤ

（４）

这两种光散射法可以和上述的分离技术相结合，

得到样品分布更为精确的结果。粒径及其分布测定

的其他方法还包括磁共振技术、流式细胞计量术、直

角光散射技术、毛细管区带电泳和浊度分析法等。

３　磷脂含量测定
采用可见分光光度法进行磷元素测定是基于含

钼的试剂和磷脂进行显色反应，能产生蓝色的产物。

例如传统的Ｂａｒｔｌｅｔｔ分析法，用１６０℃的硫酸消化脂
质体中的有机物，再用过氧化氢氧化成无机磷，产物

再与钼酸铵反应后用１，２，６三氨基萘磺酸在１００℃
下还原，生成的磷钼酸盐在８３０ｎｍ处检测，从而定
量测定样品中磷。

分析卵磷脂和胆固醇，目前广泛采用酶分析

法［１３，１４］。磷脂的酶分析法是将ＰＣ用磷脂酶Ｄ水解
释放出游离的胆碱，再用甜菜碱和过氧化氢氧化成

甜菜醛，在胆碱氧化酶的作用下，最终产生的醌亚胺

染料可以在５０５ｎｍ处测定。胆固醇的酶分析法的
依据是胆固醇脂在水解酶的作用下生成水解产物，

加入胆固醇氧化酶和过氧化氢，最后产生的蓝色醌

亚胺染料在５００ｎｍ处有较强吸收。
色谱技术如ＴＬＣ、ＨＰＬＣ和ＧＣ也可应用于磷脂

含量测定。和显色法相比，色谱法的优点是不仅可

以将混合磷脂中的各组分逐一分离并定量，还可以

用来监测磷脂在贮存过程中是否发生水解和氧化。

和酶分析法相比，色谱法干扰少且更方便快捷。

ＴＬＣ分离磷脂混合物常用的展开剂是氯仿、甲醇、
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水／氨水系统，通常采用钼蓝在硫酸中显色其中的磷
酸盐基团，水合茚三酮显色其中的氨基基团，也可以

用碘进行非专属性显色。样品中的组分用 ＴＬＣ分
离后也可以采用上述的化学法显色，也可用火焰离

子化检测器检测磷脂组分。由于磷脂没有发色基

团，ＨＰＬＣＵＶ法的检测波长为２００～２１０ｎｍ，所以更
常用的是折光指数检测器或蒸发光散射检测器。

ＧＣ分析磷脂通常需要衍生化步骤增加其挥发度；若
采用 ＦＩＤ或 ＭＳ分析，之前要进行三甲基硅烷化或
甲基酯化作用。

表１　磷脂含量测定的ＨＰＬＣ色谱条件

欲分析的磷脂组分 色谱柱 流动相 检测器

胆固醇 Ｓ５ＯＤＳ１色谱柱 １００％甲醇 紫外

ｌｙｓｏＰＣ，ＰＧ，ＰＣ，ＰＡ ＹＭＣＤｉｏｌＮＰ色谱柱 丙酮／三乙胺／乙酸／正己烷／甲醇，梯度洗脱 蒸发光散射检测器［１５］

Ｃｈ，ＤＰＰＣ和糖标记的ＤＰＰＥ 三甲基硅烷基色谱柱 氯仿、甲醇、水 蒸发光散射检测器［１６］

　　在进行ＨＰＬＣ分析之前，多要经过样品预处理
步骤。比如，用醇类如甲醇、乙醇或异丙醇对脂质体

悬液稀释，或将磷脂萃取到氯仿混合溶剂中或加入

表面活性剂破坏脂双层。方法的选择取决于色谱柱

及流动相以及磷脂的稳定性，也有报道指出不需要

进行磷脂提取。

４　包封率测定
脂质体包封率测定方法通常分离出脂质体测定

和直接测定两种，前者主要包括分光光度法、荧光分

析法、酶分析法和电化学分析法。采用上述 ＨＰＬＣ、
场流体分级分离技术、空间排阻色谱以及透析的方

法分离出的游离药物和总药量相比，得到包封率，总

药量可以通过加入表面活性剂如 ＴｒｉｔｏｎＸ１００破坏
脂双层的方法得到。对样品在贮存期间的游离药量

进行检测就可以得出药物是否渗漏，或者测定不同

的破坏条件对渗漏的影响。其他分离方法还包括超

滤法、微型柱离心法和鱼精蛋白凝聚法等。

由于将游离药物分离的方法容易导致药物的渗

漏，有时分离界限模糊，所以不需要分离的包封率测

定方法引起了人们的兴趣。例如，１ＨＮＭＲ法，在外
水相标记的游离药物显示出 ｐＨ敏感的化学位移，
而内水相标记的药物则没有［１７］。也有报道采用荧

光分析法，其原理是内水相的药物由于高浓度而发

生的荧光淬灭现象［１８］。还有依据在外相加入不能

透过半透膜的试剂后会引起游离药物的信号展宽的

电子自旋共振法。

脂质体的包封率是脂质体质量控制的一个极其

重要的指标，中国药典（２００５版）规定，脂质体的包
封率的含义是脂质体中包封的药物占包封和未包封

的药物总和的百分比。要根据药物的性质选择包封

率测定方法，并且要经过方法学验证才能保证结果

的准确性。

５　体内分布测定
闪烁照相是评价脂质体的一种比较实用的方

法，为非侵入性且可定量观测脂质体体内分布。可

用于高质量成像的单中子放射性核素有锝９９ｍ
（９９ｍＴｃ）、铟１１１（１１１Ｉｎ），镓６７（６７Ｇａ），碘１２３（１２３Ｉ），
铊２０１（２０１Ｔｌ），目前最常用的是９９ｍＴｃ［１９］。例如将脂
质体用９９ｍＴｃ进行标记后，经注射或其他途径给药，γ
照相机照相，就可得到闪烁照相照片。关于以下类

型脂质体的闪烁照相成像已有报道：长循环递氧脂

质体，抗肿瘤药物、抗生素、抗真菌药物脂质体，以及

脂质体靶向淋巴结，脂质体在体内的免疫反应研究

也有报道。闪烁照相成像，可以作为脂质体处方评

价的一种新方法。

在脂质体的质量控制的各指标中，粒径和包封

率是两个比较重要的指标。除了上述一些指标外，

《中国药典》（２００５版）规定的脂质体制剂在生产过
程与贮藏期间的检查还应控制有害有机溶剂、渗漏

率、脂质体氧化程度检查及靶向制剂评价等。随着

脂质体在临床上的广泛应用，脂质体制剂的质量控

制显得尤为重要，相信将会有越来越多的新技术和

新方法应用到脂质体的质量控制中来。
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