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摘要 目的  研究经豆甾醇糖苷 ∏≥ 修饰的以 ⁄≤2≤为阳性脂材的脂质体体内分布情况和达

到小鼠肝实质细胞靶向的可能性 ∀方法  合成阳性脂材 Β2≈ Ν2 Νχ Νχ2 二甲基氨乙基 氨基甲酰基 胆固醇⁄≤2

≤ 制备
2胆固醇标记的阳性脂质体 ≤ ≥和聚乙二醇2二硬酯酰磷酯酰乙醇胺°∞2⁄≥°∞

修饰的阳性脂质体≥Π°∞2≤ 以及包封
标记的硫代反义寡核苷酸⁄的阳性脂质体≥Π°∞2≤2⁄ 

分别测定 ≤≥Π°∞2≤≥Π°∞2≤2⁄和 ⁄溶液⁄在小鼠不同器官及 ≤≥Π°∞2≤肝内不同细胞

中的分布 ∀结果  ≤和 ≥Π°∞2≤表现较高肝脏聚集性 ≥Π°∞2≤在肝实质细胞中浓度显著高于 ≤ Π 1 

非实质细胞中浓度明显小于 ≤ Π 1 ∀ ≥Π°∞2≤2⁄相对于 ⁄表现出明显的肝脾聚集性 Π 1 ∀

结论  用阳性脂质体包载基因药物能改善药物的体内分布 ≥的修饰则能提高脂质体肝实质细胞选择性 ∀
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  阳性脂质体又称阳离子脂质

体 !正电荷脂质体√ 
≈

由

中性磷脂和一种或多种阳性成分组成 ∀阳性脂材成

分是具有不同化学结构的两性分子 为整个脂质体

提供正电荷 ∀由于带有正电荷 其作为荷负电的生

物活性物质如寡核苷酸类物质及 ⁄  等的

载体具有显著的优越性 制备工艺简单 可以达到较

高的包封率 ∀阳性脂质体在体外表现较高基因转染

效率 作为基因转导系统成为人们关注的焦点之一 

被美国癌症协会批准为临床基因治疗的第一方

案≈ ∀

虽然阳性脂质体表现良好的体外转染活性 但

其体内作为基因转导的研究还处于起步阶段 体内

外相关性数据尚不具备 ∀有关阳性脂质体体内分布

的研究结果表明 阳性脂质体静脉给药后多呈现肺

聚集性和肝脏聚集性 而肝脏聚集多位于非实质性

的 ∏细胞中≈  ∀大部分肝脏的病变肝癌 !肝

炎 !肝硬化等都发生于实质细胞 只有增加生物活

性物质在肝实质细胞中的浓度 才能起到预防 !治疗

的作用 因此提高阳性脂质体制剂的实质细胞靶向

将对肝脏病变的基因治疗具有重要的意义≈ ∀ ≥

∏是一种含有胆固醇 Β2 ∆2葡糖苷

2Β2 ∆2∏的天然混合物 可以与肝实质

细胞上的无唾液酸糖蛋白受体 

特异性结合 用于脂质体膜材 可以使脂质

体能更多的聚集于肝实质细胞 达到主动靶向的作

用≈ ∀本研究将 ≥与阳性脂质体结合 希望能改善

阳性脂质体的体内过程 为 ≥修饰的阳性脂质体

作为靶向到肝实质细胞的基因药物载体提供理论基

础 ∀

材料和方法

材料和仪器 °2 • 液体闪烁计

数仪×∏∏ƒ ≥2型智能放免 Χ测量

仪上海原子核研究所日环仪器一厂 ∀

Β2≈ Ν2 Νχ Νχ2二甲基氨乙基 氨基甲酰基胆

固醇⁄≤2≤本室合成 

2胆固醇由中国原子

能研究所氚标记室标记 

2抗乙肝病毒反义寡核

苷酸序列 × ≤ ×× ≤×≤ ××由中国原子能研

究所碘标记室标记 二棕榈酰磷脂酰胆碱⁄°°≤

日本油脂株式会社 胆固醇≤特级 日本和

光纯药工业株式会社 豆甾醇糖苷≥日本龙角

散株式会社 !聚乙二醇2二硬脂酰磷脂酰乙醇胺

°∞2⁄≥°∞日本油脂株式会社 其他试剂均为分

析纯 ∀

昆明种小鼠 体重  ⎯ 由中国科学院动

物研究所实验动物部提供 ∀

脂质体的制备 按比例称取脂材 用氯仿溶解 

氮气吹干成膜 旋转蒸发器上继续除去残留有机溶

剂 ∀加入  葡萄糖溶液  ∏ 涡旋振荡 水浴

中超声   制成小粒径脂质体 ≥Π°∞2≤2

⁄按电荷比 Β加入 ⁄的   ∏ ∀脂质体

用磷钼酸染色法染色 电子显微镜下观察脂质体形

态 激光散射粒度测定仪测定不同脂质体的粒径分

布 ∀

脂质体包封率的测定  取 ⁄ Λ加入超

纯水  作为标准贮备液 ∀精密吸取 ⁄贮备

液 逐级稀释 以介质溶液为空白对照 在  波

长处测定吸光度 以吸光度对浓度作线性回归 计算

线性范围 ∀用透析法测定 ≥Π°∞2≤2⁄的包封

率 ∀测定接受液在  波长处的吸光度 代入标

准曲线回归方程 计算脂质体的包封率 ∀

阳离子脂质体的体外释放 分别取   ∏或

人血浆与 ≥Π°∞2≤2⁄等体积混合均匀 置透

析袋中 以   ∏ 为接受液 定时取样 紫外

分光光度法于  处测定溶液 ⁄的含量 ∀

小鼠体内组织分布研究≈   雄性昆明种小鼠

只 随机均分为两组 分别尾静脉注射 ≤≥Π

°∞2≤注射剂量为  Λ≤Π 小鼠体重 ∀于给药

后不同时间 每组小鼠断颈处死 只 取血肝素抗

凝 摘取心 !肝 !脾 !肺 !肾等器官 滤纸吸干残留血液

并称重 ∀血浆  Λ及各器官组织  加入

高氯酸 1 及  过氧化氢 1 温浴至颜色

消退 ∀样品溶液  Λ加入闪烁液°°2°°°2二

甲苯2无水乙醇1 Β Β Β   Β计

数器上计数  ∀

另取雄性昆明种小鼠 只 随机均分为两组 

分别尾静脉注射 ⁄≥Π°∞2≤2⁄注射剂

量为 1 ≅ 

#

给药后不同时间 每组小鼠

断颈处死 只 取血 并摘取心 !肝 !脾 !肺 !肾等器

官 滤纸吸干残留血液称重 取血浆 Λ组织 Χ

计数仪计数  ∀

肝内细胞选择性≈  雄性昆明种小鼠 只 

随机均分为两组 分别尾静脉注射 ≤≥Π°∞2≤

注射剂量为 1 ≅ 

# ∀于给药后 1  

将小鼠麻醉 肝门静脉插管注射生理盐水 将肝中血

液除净 取下肝脏 剪碎至  
左右小块 加

1 胶原酶溶液  ε 摇床消化  取出消化
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3  脂质体在小鼠肝内的细胞选择性

表 为两种脂质体在肝实质细胞和非实质细胞

中的分布情况 并分别对各组数据进行双样本方差

τ检验 ∀

Ταβλε 2  ∆ιστριβυτιον οφλιποσοµεσιν ηεπατοχψτεσανδ

νον2ηεπατοχψτεσ ( ν = 3 , ξ ? σ)

τΠ
Π 

≤ ≥Π°∞2≤

2Π 

≤ ≥Π°∞2≤

1   ?    ?  3   ?    ?  3 3

  ?    ?    ?   ?  3 3

3Π 1 ϖσ ≤ 1 
3 3Π  1 ϖσ ≤

2

讨论

在一般脂质体制备中 在脂质体膜中掺入 °∞

衍生物能延长脂质体的血循环时间 这是由于 °∞

分子的长链高度亲水 在脂质双层外形成了位阻层

并提高了亲水性 减少单核巨噬细胞对脂质体的识

别和吞噬 因而具有了/长循环性和隐形性0 ∀本实

验中两种空白脂质体在体内的动力学 !生物分布方

面没有表现显著的差异 ≥Π°∞的掺入在提高阳性

脂质体的长循环作用和肝脏聚集性方面作用不明

显 说明阳性脂质体表面的正电荷可能在脂质体的

动力学和生物分布方面起主导作用 ∀在各器官的分

布曲线中 在 1 和 1 ≥Π°∞修饰的阳性脂

质体在脾 !肺中的分布值小于未修饰的脂质体 统计

分析虽然未显示显著性差异 是由于样本量较小 不

排除经修饰的脂质体具有降低肺 !脾器官药物峰浓

度从而减小药物毒性的潜在可能性 需进一步研究

证明 ∀

从脂质体在各组织中的分布可以看出 部分器

官药物浓度随时间变化存在多个峰2谷值 ∀分析可

能的原因为 阳性脂质体表面荷正电 易于与细胞表

面通过静电作用结合 在给药初期 一部分脂质体与

细胞结合尚未产生内吞或融合作用 也可能从细胞

表面解离 重新与其他组织器官的细胞膜结合 故产

生血液2器官2血液之间的再分布 ∀肺表面积大 使

其与脂质体结合的机会增加 故而其分布曲线表现

出更大的波动性 ∀

⁄≥Π°∞2≤2⁄与 ≤≥Π°∞2≤阳

性脂质体的分布有较大的差别 两制剂的总分布量

均较小     这可能是由于脂质体不稳定造成

的 ∀包封率测定和体外试验结果表明 阳性脂质体

虽然有较高的包封率 但在血浆蛋白存在的情况下

表现极大的不稳定性 发生药物的泄漏 因此 载药

脂质体在体内大量血液的存在下不稳定 很快将药
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