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摘要 目的  多药耐药 ∏∏ ⁄ 是目前临床肿瘤治疗的主要障碍 ∀本文研制了新型阿霉素抗

耐药性隐形脂质体 ⁄ ≥并对其体外细胞毒和体内毒性进行评价 ∀方法  采用硫酸铵梯度法将阿霉素 ⁄÷ 

和维拉帕米 ∂ ∞ 药物同时包载到隐形脂质体内 制备成 ⁄ ≥采用耐药性鼠前列腺肿瘤细胞株  和人子

宫肉瘤细胞株  ∞≥2≥ ⁄÷进行体外细胞毒性评价 采用 ≥⁄大鼠对阿霉素抗耐药性隐形脂质体进行体内毒性评

价 ∀结果  在药脂比 ⁄÷ ∂ ∞ ω /ω /ω为 Β1Β时 阿霉素包封率大于  维拉帕米包封率约为

 ∀平均粒径为 1 ? 1 ∀体外细胞毒性实验证实该脂质体能够在体外有效地逆转肿瘤细胞耐药性 

并导致耐药肿瘤细胞生长抑制 ∀体内系统毒性及心脏毒性实验结果显示 该脂质体能够明显改善游离阿霉素单独

使用或与维拉帕米联合使用时产生的全身毒性 尤其是心脏毒性 ∀结论  ⁄ ≥具有相对较低的毒性 且能有效

抑制耐药肿瘤的生长 ∀
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Κεψ ωορδσ: ¬∏ √  ∏∏ ¬

  随着化疗药物的频繁使用 肿瘤治疗中的耐药

问题显得越来越突出 阿霉素也不例外 ∀多药耐药

∏∏ ⁄ 是目前临床肿瘤治疗中

的主要障碍 ≈ ∀已经证实将维拉帕米与抗肿瘤药

物联合用药可以增加肿瘤细胞中抗肿瘤药物的积

累 ≈ ∀但是 其他研究也表明 当两者联合使用时 

由于维拉帕米非特异性抑制正常组织中表达的 °2

糖蛋白 常会导致两种药物之间发生不良的动力学

相互作用 从而使得抗肿瘤药物的体内毒性增强 ∀

本研究将维拉帕米和阿霉素共同包载在脂质体内制

备阿霉素抗耐药性隐形脂质体制剂 并采用耐药肿

瘤细胞株和正常 ≥⁄大鼠对该脂质体制剂进行体外

细胞毒和体内毒性的评价 ∀

材料与方法

材料与仪器  卵磷脂 !胆固醇和 °∞ 2⁄≥°∞

购自 ƒ×硫酸铵 ∏ 

 ° 2  2222 2

∏  ××盐酸维拉帕米 ∂ ∞ 购

自 ≥≥ 聚碳酯膜过滤器购自  

≤ ≥孔径分别为 111和 1

Λ的聚碳酯膜购自 • 公司 ∀盐酸阿霉素

⁄÷ 购自 • 2≥   ≤ ≥ 高效

液相色谱 •  °≤系统 • √2

≤柱 1  ≅   Λ联接荧光检测器

• 型 和紫外检测器 •  °⁄∀

其他试剂均为市售商品 ∀

脂质体的制备  卵磷脂 Μ   Λ

胆固醇 !°∞2⁄≥°∞ΒΒ摩尔比 溶解于氯仿

中 ∀通过旋转蒸发形成均匀脂膜 ∀加入 

# 
硫酸铵溶液将脂膜水化 ∀充氮气 在

 ε 水浴中温育 超声 形成带有蓝色荧光透明液

体 ∀脂质体囊泡经过聚碳酯膜 膜孔直径分别为

11和 1 Λ依次挤压形成空白单室脂质体

后 取脂质体悬浮液  装入透析膜袋中 在 

# 
磷酸盐缓冲液  1  中进行透

析 形成带有硫酸铵梯度的空白单室脂质体均匀液

体 ∀利用脂质体膜内外的硫酸铵梯度进行药物装

载 ∀临用前 使用小柱离心法得到纯化的阿霉素抗

耐药性隐形脂质体 ∀未包载药物的空白脂质体制备

过程与上述操作相似 将用于水化脂膜的硫酸铵溶

液更换为  # 
磷酸盐缓冲液  1即

可 ∀脂质体形态学和粒径分别采用负染透射电镜

°∞ × ∞√ 和光散射粒径测

定仪 ≥ √ ∏

≥进行考察 ∀采用高效液相色谱测定脂质体包

载的阿霉素和维拉帕米含量后 计算各自的包封率 ∀

细胞株   22∏2   ∞≥2≥ 敏

感细胞 和  ∞≥2≥ ⁄÷耐药细胞 细胞株均购自

×≤≤≥∀  是由敏感的鼠前列腺肿瘤细

胞株  ×22∏经过含有阿霉素细胞培养液长期

培养形成的耐药细胞株 ∀耐药细胞株  ∞≥2≥ ⁄÷

由敏感细胞株  ∞≥2≥人子宫肉瘤细胞株 在含有

阿霉素培养液中经过长期培养建立起来 ∀该 种耐

药细胞株均有 °2糖蛋白的高度表达 ∀

细胞毒试验   ××测定方法根据 等 ≈

研究方法稍作修改 ∀  ≅ 
细胞   ∞≥2≥

和  ∞≥2≥ ⁄÷种植在 孔板中 经过  培

养 细胞培养液更换为含有各种药物及不同药物浓

度的培养液 其中包括游离 ⁄÷ ƒ⁄脂质体包载

⁄÷ ⁄游离 ⁄÷和游离 ∂ ∞ 组成的混合液

ƒ⁄ƒ∂ 脂质体包载 ⁄÷和游离 ∂ ∞ 组成的混合

液 ⁄ƒ∂ ⁄÷脂质体和 ∂ ∞ 脂质体组成的混合

液 ⁄∂ 以及阿霉素抗耐药性隐形脂质体

⁄ ≥∀空白培养液中培养的细胞作为空白对

照 ∀经  温育 每一孔中加入  ××  #



溶液  Λ继续温育  ∀小心移去培养液 

蓝色的甲瓒晶体溶解在二甲亚砜  Λ中 振摇均

匀后 在波长  处记录每个孔的吸收度 ∀

实时监测细胞内阿霉素药物动态分布  激光扫
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描共聚焦显微镜 ≥≤ 可以用来进行活细胞光学

虚拟切片并能观察不同层次的细胞内药物分布情

况 ∀本实验利用这一特性来实时监测荧光药物被耐

药细胞  摄入后的细胞内分布情况 ≈   ∀

仪器采用反转 激光扫描共聚焦显微镜

≥  ≤  带有  °2

 ≅ 1  ⁄≤ 浸润目镜  

的标准显微镜 ∀光学虚拟切片厚度设定

为  Λ∀将调整到合适浓度的药物加入到细胞培

养液中 立即开始实时记录细胞内荧光分布情况 ∀

相同浓度的各种药物剂型 ƒ⁄ƒ⁄ƒ∂ 和 ⁄ ≥

⁄÷ 1 Λ# 

 ∂ ∞  Λ# 


都分别

进行了细胞内阿霉素药物分布情况的观察 ∀

动物实验方案  阿霉素用灭菌生理盐水调整浓

度制成阿霉素注射液 ƒ⁄盐酸维拉帕米溶解在无

菌生理盐水中制成维拉帕米注射液 ƒ∂ ⁄和

⁄ ≥都分别使用无菌生理盐水稀释到合适浓

度 ∀

将实验动物 ≥⁄大鼠 随机分成 组 包括生

理盐水对照组 ≥ƒ⁄ƒ∂ ƒ⁄ƒ∂ ⁄ƒ∂ 以及

⁄ ≥每组   只动物 ∀各种药物剂型经尾静

脉注射给药 ∀

多剂量给药方案采用每次阿霉素剂量为 

# 

维拉帕米的剂量为  # 


分 次

给药 每次给药间隔  每组动物给药累加剂量为

阿霉素  # 
和维拉帕米  # 

 ∀此实

验方案与肿瘤移植模型多剂量治疗方案基本一致 ∀

心电图记录  动物心电图 ∞≤使用心电记

录仪 ⁄∏°记录 数据采集使用

≤ • 软件 ∂  1∀静脉注射

第 个剂量后记录  第 和第 个剂量给药后记

录  观察心电图谱中各个参数的变化 ∀所有动物

实验麻醉均使用  水合氯醛溶液 1 #



∀动物麻醉后 将电极针插入脚趾皮肤内

记录心电图 ∞≤∀ ∞≤各种参数 包括心率 

±  ≥± ×从心电图谱中读取数据 ∀

心肌组织切片  采用透射电子显微镜观察心肌

组织损伤情况 ≈ ∀各组动物 每组 只 在接受 √ 

个给药剂量 每隔  给予 个剂量 累加阿霉素剂

量为  # 
和维拉帕米剂量为  # 

 ∀

处死动物 取出心脏组织 ∀切取左心室部分放

入 1 ω /ϖ戊二醛中固定  小心分割成体积

大约为  
的长条小块 然后固定 !脱水 !包埋 !切

片等 ∀将超薄片移放到 目镀镍小圆网上 然后

用  ω /ϖ乙酸双氧铀溶液染色  晾干 使用

°∞ 电子显微镜观察心肌细胞的损伤情

况 ∀生理盐水组作对照 ∀

统计学分析  数据统计学显著性差异分析采用

≥∏. τ2进行处理 ∀

结果

1  脂质体形态 !粒径及药物包封率

采用电子显微镜观察负染脂质体 结果显示挤

压后获得的脂质体悬浮液中含有分布均匀的单室脂

质体囊 多呈球形或椭球形 ∀采用激光散射粒径仪

测定脂质体粒径 结果表明包载有阿霉素和维拉帕

米的脂质体平均粒径为 1 ? 1 ∀从形

态和粒径看 ⁄ ≥⁄以及空白脂质体之间粒径

大小和分布并没有显著性差异 ∀根据 °≤测定结

果 计算得到 ⁄ ≥脂质体中阿霉素包封率大于

 维拉帕米包封率为  ∀

2  不同阿霉素制剂间细胞毒性的比较

各种阿霉素制剂对鼠前列腺耐药肿瘤细胞

 和人子宫肌瘤细胞  ∞≥2≥和  ∞≥2≥ 

⁄÷的体外细胞毒性采用  ××分析方法进行评价

表 ∀结果显示 ⁄ ≥的 ≤大约为 1

Λ# 

与 ⁄ƒ∂ 1 Λ# 


相比较 对耐

药细胞株  的细胞毒性增加约 倍 Π 

1并且耐药逆转效果也达到了最大  

倍 ∀ ⁄ƒ∂制剂的细胞毒性显著大于 ƒ⁄∂ 制剂

Π 1而在 ⁄∂和 ⁄ ≥两种制剂间没有

显著性差异 ∀

不同阿霉素剂型对耐药细胞株  ∞≥2≥ ⁄÷

的细胞毒性 ≤ Λ# 

与  细胞毒试验

的结果十分相似 ∀游离阿霉素 ƒ⁄对敏感细胞株

 ∞≥2≥的细胞毒性 ≤ 为 1 Λ# 
 ∀

在该耐药细胞株的毒性实验中发现 与 ƒ⁄相比 

⁄ ≥的 ≤约为 1 Λ# 

其耐药性逆

转效应增加了 倍 ∀ ⁄ ≥⁄∂  ƒ⁄ƒ∂ 和

ƒ⁄∂阿霉素制剂的 ≤值无显著性差异 而且基本

上都获得了最大的耐药逆转效果 使得耐药细胞完

全恢复对阿霉素的敏感性 ∀与这四种制剂相比 含

有相同浓度阿霉素和维拉帕米的 ⁄ƒ∂却表现出了

相对弱的细胞毒性 ≈≤为 1 ? 1 Λ#



Π 1∀对于该细胞株而言 ⁄与 ƒ⁄之

间的细胞毒性没有显著性差异 ∀

3  耐药细胞内阿霉素动态分布

利用激光扫描共聚焦显微镜实时监测耐药细胞
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摄入阿霉素药物的动态过程 药物在细胞内分布情

况见图 ∀结果显示温育  种阿霉素制剂所

形成细胞内荧光分布基本相同 均在细胞浆内 随着

温育时间延长 三者之间发生明显的差异 ∀温育

 后 ƒ⁄组细胞内的阿霉素荧光仍仅分布在

细胞浆内 没有发现药物进入细胞核  ƒ⁄ƒ∂ 和

⁄ ≥组细胞内阿霉素荧光分布情况非常相似 

阿霉素荧光基本上均匀弥散在整个细胞内 包括细

胞核内 但相对于 ƒ⁄ƒ∂组而言 ⁄ ≥组细胞内

的阿霉素分布扩散过程非常缓慢 ∀

4  动物体内全身毒性

在给药的  内 每天记录动物存活数目和体

重 ∀结果发现 在给药 个剂量后 ƒ⁄或 ƒ⁄ƒ∂ 组

动物发生严重的体重减轻 图 并且出现  

的死亡率 ∀而接受脂质体制剂给药组 ⁄ƒ∂

和 ⁄ ≥动物 体重减轻情况明显改善且存活率

仍为  ∀另外 生理行为学观察结果显示游离

药物组中 动物有不同程度的腹泻症状发生并

且毛发脏乱 而在脂质体制剂组则没有发现这些特

征 ∀经各种阿霉素药物连续 个剂量处理后的动物

Ταβλε 1  Χψτοτοξιχιτψ οφϖαριουσ∆ΟΞ φορµ υλατιονσ(ΙΧ50 , Λµ ολ# Λ
− 1
) ον ΜΛΛΒ2, ΜΕΣ2ΣΑ ανδ

ΜΕΣ2ΣΑ /∆Ξ5 χελλλινεσ
3

ƒ∏
≤ Λ# 

ƒ⁄ ƒ⁄ƒ∂ ⁄ ⁄∂ ⁄ƒ∂ ƒ⁄∂ ⁄ ≥

   ?  1 ? 1  ?  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

 ƒ3 3 1  1      

 ∞≥2≥ ⁄÷ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

 ƒ3 3 1 1 1 1 1 1 1

 ∞≥2≥ 1

3
   ∞≥2≥  ∞≥2≥ ⁄÷    ∏ ∏  √∏⁄÷ ∏

   ε     ∏   ≤   ××     

√    ν    
3 3

 √ ∏      ≤

√∏⁄÷ ∏ƒ⁄÷  ⁄ ≥ ⁄¬∏ ∏ ƒ⁄

ƒ¬∏ ⁄ ⁄¬∏  ∏ ƒ⁄ƒ∂   ¬∏  ¬∏   √

∏ ƒ⁄∂   ¬∏   ¬∏   √ ∏ ⁄ƒ∂   ¬∏  

¬∏ √∏ ⁄∂   ¬∏¬∏ √∏

ƒ∏   ¬ ⁄÷  ƒ⁄ƒ∂ ⁄ ≥ 1 Λ# 


⁄÷

 Λ# 


∂ ∞  ∏∏ ⁄÷ ∏ 

 °2 ≅ 1 ⁄≤  √ °

 ≥  ∂ 1 ⁄ ≥ ⁄¬∏  ∏

ƒ⁄ƒ∂   ¬∏¬∏ √∏
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脾脏重量 体重的变化结果表明 与对照组相比 经

游离药物 ƒ⁄和 ƒ⁄ƒ∂ 处理过的动物脾脏 体重显

著降低 Π 1∀而在阿霉素脂质体制剂组中脾

脏萎缩情况则有明显的改善 Π  1虽然相对

于生理盐水对照组而言仍有一定程度的损伤 ∀

5  心电图参数的变化

从心电图各参数变化中可以看出 游离药物组

ƒ⁄和 ƒ⁄ƒ∂ 动物心电图中 ± ×间距延长 ±  ≥波

形增宽 ×波消失 与文献报道的阿霉素 ≈心脏毒性

的机制解释基本一致 ∀而在脂质体组中均未发现明

显的心电图参数变化 ∀表 显示了各种药物制剂在

静脉注射给药期间心率减缓的百分数 ∀

6  透射电子显微镜观察心肌损伤情况

心肌损伤的典型电子显微镜照片显示在图 ∀

从图片中可以看出 游离药物组动物 ƒ⁄和 ƒ⁄ƒ∂ 

右心室心肌均发生严重损伤 心肌细胞出现严重的

空泡以及心肌纤维发生严重萎缩 图 和图 ≤ 

脂质体组 ⁄ƒ∂和 ⁄ ≥动物右心室心肌切片

中发现轻微的心肌损伤 与游离药物组相比有显著

性差异 ∀并且仅有极少量的小空泡在心肌细胞中出

现 而且心肌纤维也没有发现明显的萎缩 图 ⁄和

图 ∞∀用 ⁄ƒ∂和 ⁄ ≥两种脂质体制剂分别

处理过的动物 其心肌损伤无明显差异 ∀图 显

示生理盐水对照组动物正常心肌 可以清晰观察到

完整而排列紧密的心肌细胞 ∀

ρ ) ρ ≥ υ ) υ ƒ⁄ ω ) ω ƒ∂  ≅ ) ≅ ƒ⁄ƒ∂  Ξ ) Ξ
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Ταβλε 2 Ρ εδυχεδ περχενταγε οφηεαρτ ρατε δυρινγ ιϖ βολυσινϕεχτιον οφϖαριουσφορµ υλατιονσ(ν = 10 −

15 ρατσ περ γρουπ)

∏ ƒ⁄ ƒ⁄ƒ∂ ⁄ƒ∂ ⁄ ≥ ƒ∂ ≥

 ∏ 1 ? 1  ? 3 3  ? ∃  ? ∃∃  ?  1 ? 1

3 3 Π  1 ϖσ ƒ⁄
∃ Π  1 ∃∃ Π  1 ϖσ ƒ⁄ƒ∂ 

Π  1 ϖσ ⁄ƒ∂  ⁄ ≥ ⁄¬∏ 

∏ ƒ⁄ ƒ¬∏ ƒ∂  ƒ√ ƒ⁄ƒ∂   ¬∏¬∏ √

∏ ⁄ƒ∂   ¬∏¬∏ √∏

讨论

维拉帕米作为耐药抑制剂应用时通常需要达到

   Λ# 

而在抗心律失常时仅需要 1 

1 Λ# 
 ≈ ∀因此 在应用维拉帕米作为耐

药抑制剂时尤须关注其心脏毒性 ∀ ⁄ ≥在大鼠

血浆中的释放试验结果表明 在  ε 孵育  

阿霉素泄漏率仅为 1 维拉帕米的泄漏率小于

 待发表资料 ∀这一结果也佐证了脂质体包

载能够在一定程度上降低两种药物心脏毒性 ∀

体外细胞毒性试验结果表明 即使含有相同浓

度的阿霉素和维拉帕米 由于包载方法和剂型不同 

各种阿霉素制剂所表现的细胞毒性也不相同 

⁄ ≥组细胞内阿霉素分布扩散相对较慢的结果

与其体外细胞毒有一定的相关性 ∀这一结果可能是

由一系列具有细胞生长抑制作用的复杂因素所引

起 其中可能是由于脂质成分插入到细胞脂膜后引

起膜表面蛋白结构的变化或影响到一些决定细胞凋

亡的重要基因 如 基因 ≈ ∀目前 更深入的作

用机制研究还在进行中 ∀

从动物生存状态 !体重变化以及脏器变化的结

果 初步证实了阿霉素脂质体制剂能够明显的改善

动物体内毒性 ∀心电图和心肌组织切片观察结果进

一步表明 脂质体组 ⁄ƒ∂和 ⁄ ≥对游离阿霉

素引起的心脏毒性起到了显著性的改善作用 ∀将维

拉帕米同时包载到阿霉素隐形脂质体内可以显著地

降低在静脉注射给药期间的心率减缓效应 ∀这些结

果表明阿霉素和维拉帕米的脂质体包载在以静脉注

射给药时 可以在一定程度上保护由游离药物引起

的心脏毒性 这为临床耐药肿瘤治疗提供新的思路

和解决方案 ∀
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