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摘要   目的：制备稳定性好，亲和力强的阿霉素复合磷脂毫微粒。方法：采用均匀设计等方法筛选处方和工艺。先制备阿霉素聚氰基丙烯酸正丁酯毫微粒，再将其用磷脂双分子层包裹，得到阿霉素复合磷脂毫微粒。结果：制得的复合磷脂毫微粒的平均包封率为86.65%±0.97，平均粒径为256.2 nm。稳定性较普通脂质体要好，包封率比普通毫微粒要大。结论：阿霉素复合磷脂毫微粒达到设计要求，该制剂有望成为一种新的药物靶向载体系统。
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Abstract  Objective: To prepare Adriamycin Compound Liposomal Nanoparticles  with  good  stability and strong affinity.   Methods: Using even design method to optimize the recipe and technology. At first, Adriamycin  Polybutylcyanoacrylate  nanoparticles  was prepared. Then  it was  packed  with liposomal  double  molecule  layers  to  gain  Adriamycin Compound Liposomal  Nanoparticles. Results: The average enveloping rate of the prepared Compound Liposomal Nanoparticles  is 86.65%±0.97 (n=3), the average particle size is 256.2nm.The stability is better than that of common liposomes .The enveloping rate is larger than that of common  nanoparcles. Conclusions: Adriamycin Compound Liposomal Nanoparticles is consistent with the designing supposition. This preparation is expected to become a new drug targeting carrier system. 
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毫微粒（Nanoparticles，NP）系利用天然高分子或合成的化学物质为载体制成的载药微粒[1]。其活性成分溶解、包封、吸附或连接在载体粒子上形成带乳光的胶体分散系统，粒子大小在10-1000nm之间，具有缓释性，稳定性较好，可生物降解性和一定的生物组织靶向性及负载量大等特点，是一种良好的抗癌药物载体，但作为NP的材料中的某些聚合物对人体有一定抗原性，而且有的并非药用辅料，进入人体可能会产生不良影响。

脂质体（Liposome）是将药物包封于类脂双分子层形成的薄膜中间所制成的超微型球状载体制剂。具有组织亲和力强、可生物降解、无毒性及靶向性等特点。但脂质体稳定性较差，进入人体后因血中酶及蛋白的作用易破裂使药物漏出，又易被网状内皮系统识别吞噬，缩短药物在体内的停留时间而降低疗效。



阿霉素（Adriamycin,ADM）作为目前肝癌化疗的首选药物之一，临床上直接用于病人对其心脏及造血系统等毒性大，国内外已有不少人将其制成单独的脂质体或毫微粒以增强其定向输送，减小用药量和毒副作用。本文在前人研究的基础上，考虑到NP具有缓释性、稳定性好，以及脂质体具有亲和力强、无毒性的优点，为此，我们将两者结合起来，进行了如下的探索性研究，即首先制备阿霉素聚氰基丙烯酸正丁酯毫微粒，再将其用磷脂双分子层包裹，最后得到兼具两者优势的阿霉素复合磷脂毫微粒，该制剂有可能成为一种新的药物靶向载体系统。
1．  药品与仪器 
1．  1药品：盐酸阿霉素（原料药，深圳万乐制药有限公司,批号:xc-044），胆固醇（北京海淀区微生物培养基制品厂），磷脂（进口分装，注射用），α-氰基丙烯酸正丁酯，磷酸缓冲液（PBS，PH＝5.0），Sephadex G-50（上海脑海生物科技公司），右旋糖酐70、吐温-80为药用规格，乙醚、二甲基亚砜（DMSO） 等试剂为分析纯。
2．  2仪器：DF-101B型集热式恒温磁力搅拌器（浙江乐清市乐成电器厂）,RE-52A型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）,SHZ-D型循环水式真空泵（河南巩义市英峪仪器厂）,KT-300Y型超声波药品处理机（济宁中冠超声波有限责任公司）,JY92-2D型超声波探头式粉碎机（宁波新芝科技研究所）,电镜（HITACHI　H-300）,UV-260紫外分光光度计（日本岛津）,电光分析天平（上海天平仪器厂）。
1．  方法与结果 
2．1处方筛选与制备 
2．1．1阿霉素毫微粒（产品A）的制备： 

因产品A的制备方法及配方无详细报道，故只能通过实验摸索。根据预试验结果并参考有关文献[2]，采用均匀设计的方法设计图表，见表1,按U9（94）安排试验，见表2。
表1

因素与水平
	水  平
	因                               素

	
	X1
	X2
	X3
	X4(mg)

	1
	a
	5
	0%
	3

	2
	a
	5.5
	0.2%
	4

	3
	a
	5.5
	0.4%
	5

	4
	b
	6
	0.6%
	7

	5
	b
	6.5
	0.8%
	9

	6
	b
	7
	1.0%
	12

	7
	c
	7.5
	1.2%
	15

	8
	c
	8
	1.5%
	17

	9
	c
	8.5
	2%
	25


其中X1为制备方法：a法：在磁力搅拌下，将含右旋糖酐、吐温、ADM并调节PH值的10ml水溶液注入到PBCA中，继续搅拌2hr，过0.45µm滤膜除去大粒径粒子，即得。  b法：将ADM和PBCA溶于丙酮－甲醇－三乙胺（4：3：1）混合溶剂中，磁力搅拌下，用细针头注入含Tween－80和右旋糖酐的10ml水中,搅拌2hr，再用真空水泵抽去有机溶剂，过0.45µm滤膜除去大粒径粒子，即得。  c法：在磁力搅拌下，将PBCA注入到含右旋糖酐、吐温、ADM并调节PH值的10ml水溶液中,继续搅拌2hr，过0.45µm滤膜除去大粒径粒子，即得。  X2为PH值，X3为稳定剂右旋糖酐用量，X4为ADM的量（mg）。
表2

试验方案与结果
	试验号
	因                         素
	Y

	
	X1
	X2
	X3
	X4(mg)
	

	1
	1(a)
	2(5.5)
	4(0.6%)
	7(15)
	    25.03

	2
	2(a)
	4(6)
	8(1.5%)
	5(9)
	    20.74

	3
	3(a)
	6(7)
	3(0.4%)
	3(5)
	    13.78

	4
	4(b)
	8(8)
	7(1.2%)
	1(3)
	    3.49

	5
	5(b)
	1(5)
	2(0.2%)
	8(17)
	    24.73

	6
	6(b)
	3(5.5)
	6(1.0%)
	6(12)
	    20.72

	7
	7(c)
	5(6.5)
	1(0%)
	4(7)
	    9.91

	8
	8(c)
	7(7.5)
	5(0.8%)
	2(4)
	    3.11

	9
	9(c)
	9(8.5)
	9(2%)
	9(25)
	    0.61



将均匀设计各次实验所得样品进行包封率（ER）测定，电镜观察外观（AP）及粒径大小（PD）计算，以PD、AP（满分值各为10分）和ER（实际计算百分值）为评价指标，按下式进行综合评分， Y＝AP+PD+ER/10，测定结果见表2。另设a=1，b=2，c=3，在微机上经SAS6.12统计软件多元逐步回归分析，得回归方程：y=60.3352-3.6812x1-6.2518x2+0.1775x4, n=9，s=5.2017，r=0.9219，F=7.82>F0.1(4,3)=5.34。根据回归分析：x1和x2系数为负，宜取下限值，x4系数为正，表明其取值宜大。x3与Y间相关性差，在逐步回归分析时被去除，表明在所取值范围内，对结果影响不大。最后，经综合考察，制备ADM-PBCA的优化条件为：x1=a, x2=5, x3=1.5%, x4=10。并将各取值代入方程得Y=27.17,与实测值27.01相近。
另外,参考文献[3,4]对其他因素进行考察，温度对实验结果影响不大，室温即可。搅拌速度对粒径影响不很大，搅拌时间为2hr。Tween-80作为表面活性剂可促进制剂的物理稳定性。无水Na2SO4是常用的沉淀剂,但Na2SO4的加入可致凝聚过快，微粒成团出现，本系统中水本身可作为成囊过程的引发剂，故不采用Na2SO4。最后，我们设计了制备工艺如下：取PBCA0.3ml于干燥小烧杯中，另一小烧杯中加入10mgADM，2.5ml6%右旋糖酐，3滴吐温-80，适量水并用稀盐酸调节PH＝5.0，使成均匀液10ml，在磁力搅拌下，将上述溶液用细针头缓缓注入PBCA中，连续搅拌2hr，过0.45µm滤膜除去大粒径粒子，即得。
2．1．2阿霉素复合磷脂毫微粒（产品B）的制备 

根据”2．1．1项下”的筛选，我们得到了粒径小，包封率较高的产品A，下一步，我们采用磷脂材料对产品A进行包裹，并对制备方法及影响因素进行了探讨。
2．1．2．1制备方法的影响 

按照常规的脂质体制备方法[5]，将上述得到的阿霉素毫微粒（产品A）制备成脂质体。 方法1（干膜法）：取溶有大豆磷脂180mg与胆固醇100mg的乙醚混合液10ml，置于圆底烧瓶中，在真空水泵上抽干成一均匀脂膜, 加入制好的产品A 液10ml溶胀30min后，水浴超声（1min1次，共2次）至成悬浊液，然后将悬浊液再在探头式超声处理机上处理（60s一次,共10次，每次间隔10s），并过0.45µm滤膜除去大粒径粒子后, 即得。 方法2（逆相蒸发法）：将大豆磷脂180mg，胆固醇100mg溶于30ml乙醚中，加入上述制好的产品A液10ml，进行短时超声，直至形成稳定的W/O型乳剂。然后减压蒸发除去有机溶剂，达到胶态后，滴加PBS缓冲液（PH＝5.0）5ml，旋转帮助器壁上的凝胶脱落，然后在减压下继续蒸发，制得水性混悬液,并过0.45µm滤膜除去大粒径粒子后即得。比较法1和法2的产品，法1得到的平均粒径为256.2nm，法2得到平均粒径为2185.1nm，前者小于后者，且后者稳定性比前者差。
2．1．2．2膜材的用量 

从以上结果来看，我们采用法1（干膜法）制备产品B，对卵磷脂/胆固醇的配比用量，我们试过四种比例（100mg/100mg；180mg/100mg；200mg/200mg；300mg/100mg），从包封率和粒径方面考虑，以卵磷脂（180mg）/胆固醇（100mg）的配比为最佳。
2．1．3阿霉素脂质体的制备（产品C） 

方法同“2．1．2．1项下”的方法1，并将A液换成ADM溶液，即得。
2．2质量研究
2．2．1形态观察 

三种产品外观均为砖红色均匀乳状液，分别将产品A、B、C，直接或用2％磷钨酸负染后，电子显微镜下观察形态，可以看到：A为大小均匀规则的圆球形,表面平滑完整；B为较为均匀的圆球形或椭圆形小体，小体中较为清晰的分为两层；C为近圆球形小体，呈单层膜结构。见附图1。
2．2．2粒径测定 

用透射电镜（100粒计）拍摄照片，用测微尺对100个小体测定，得到：A平均粒径为：230.7nm, 范围：100.0nm-425.0nm ；B平均粒径为：256.2nm， 范围：195.0nm-395.0nm；C平均粒径为：285.0nm，范围：140.0nm-416.0nm。
2．2．3含量测定 
2．2．3．1标准曲线的绘制 

以水为溶剂，对ADM的吸收在200-600nm范围内进行了扫描（附图2），精密称定ADM标准品约10mg，置100ml容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度，再分别精密吸取上述溶液2ml，5ml，6ml，7ml，10ml，分别置25ml容量瓶中并稀释至刻度，制成浓度为8.16ug/ml，20.40µg/ml，24.48µg/ml，28.56µg/ml，40.80µg/ml的浓度系列，在479.0±1nm处测定上述溶液的吸收度A，以A对浓度C作线性曲线，得标准曲线一：A＝0.022165＋0.020639C （r=0.9999）, ADM水溶液在8µg/ml-40µg/ml浓度范围内线性关系良好。 


以DMSO为溶剂，分别对ADM（见附图3），胆固醇十卵磷脂（见附图4）以及PBCA（见附图5）的吸收在200-600nm范围内进行了扫描。从扫描图上看，基质胆固醇十卵磷脂和PBCA在紫外光区的吸收会对ADM吸收产生干扰，故采用波长479.0±1nm处绘制标准曲线：以DMSO为溶剂，配制了浓度为7.60µg/ml，11.40µg/ml，19.00µg/ml，22.80µg/ml，26.60µg/ml，30.40µg/ml，38.00µg/ml的ADM的浓度系列，在479.0±1nm处测定上述溶液的吸收度A，以A对浓度C作线性曲线，得标准曲线二：A＝-0.012625＋0.019893C（r=0.9999）, ADM的DMSO溶液在8µg/ml-40µg/ml范围内线性关系良好。 

2．2．3．2回收率和精密度试验 


取15份空白磷脂毫微粒各1ml，分成3组，每组5份，每组分别加入浓度a：19.00µg/ml，b:26.60µg/ml，c:38.00µg/ml的ADM的DMSO溶液5ml，并用DMSO溶解定容为10ml，在479.0±1nm 处测吸收度，代入标准曲线二中计算回收率和精密度，结果见表3。 

  

表3  ADM 标准曲线的方法回收率和精密度 

	编号
	分组
	加入量(µg)
	测出量(µg)
	回收率(%)
	平均回收率(%)
	精密度(%)

	a
	1
	  
	96.74
	101.83
	  
	  

	
	2
	  
	96.50
	101.58
	  
	  

	
	3
	95.00
	94.79
	99.78
	100.65
	1.06

	
	4
	  
	95.64
	100.67
	  
	  

	
	5
	  
	94.44
	99.41
	  
	  

	b
	1
	  
	133.59
	100.44
	  
	  

	
	2
	  
	134.91
	101.44
	  
	  

	
	3
	133.00
	134.47
	101.11
	100.40
	0.91

	
	4
	  
	131.95
	99.21
	  
	  

	
	5
	  
	132.75
	99.81
	  
	  

	c
	1
	  
	191.91
	101.01
	  
	  

	
	2
	  
	188.42
	99.17
	  
	  

	
	3
	190.00
	190.68
	100.36
	100.58
	0.89

	
	4
	  
	192.94
	101.55
	  
	  

	
	5
	  
	191.57
	100.83
	  
	  


2．2．3．3样品测定 

将产品A（或B或C）1ml，加入DMSO稀释至100ml，在479.0±1nm 处测A值，将其代入标准曲线二中，测得每毫升产品A（或B或C）中的ADM总量，结果见表4。
表4    各产品每毫升含药总量（μg）


	产　　品
	吸收度A
	每毫升含药总量（μg）

	A
	0.195
	1043.0

	B
	0.183
	983.0

	C
	0.180
	968.0


2．2．4包封率测定 
2．2．4．1柱分离回收率 

取空白复合磷脂毫微粒1ml，分别加入浓度为20.40µg/ml，28.56µg/ml和40.80µg/ml的标准ADM水溶液5ml，混匀后，取1ml加于柱顶端，按“2．2．4．3项下”测定全部洗脱液中ADM总量，与已知的上柱ADM量相比，即得平均柱分离回收率为99.70％±0.65，RSD为0.98％。
2．2．4．2柱分离曲线 

精密吸取产品A（或B或C）1ml，上SephadexG-50柱（Φ1.2×25cm），用PH＝5.0的PBS缓冲液为洗脱液，1ml/min的流速进行洗脱，每1ml收集一管，直至游离ADM全部流出，测洗脱过程收集的每管中的药物浓度，以每管药物浓度对管数作图，绘制流出曲线，如产品B的流出曲线见附图6。从分离曲线上得出，流出物依次为：11ml空白洗脱液→10mlADM复合磷脂毫微粒溶液→7ml空白洗脱液→32ml游离ADM溶液→空白洗脱液。
2．2．4．3包封率测定 

根据“2．2．4．2项下”的柱分离曲线，直接收集25ml体积以后的流出液35ml，移至50ml容量瓶中，加水至刻度，以空白流出液作空白，在479.0±1nm处测定A，代入标准曲线一中求出ADM的量即Wf。另精密吸取产品B1ml至100ml容量瓶中，用DMSO溶解并定容，测A值，代入标准曲线二中，计算出每ml产品B所含ADM总量W总代入公式：包封率（EN％）＝（1－Wf/W总）×100％。Wf为游离ADM含量；W总为磷脂毫微粒中ADM被包封量＋Wf。结果，产品B包封率为86.65％±0.97（n=3）。同法测得产品A包封率为70.09％±1.05（n=3），产品C包封率为56.97%±0.69（n=3）。 

2．2．5 稳定性实验 
采用加速试验法，由于磷脂的相变温度为40-50℃，在75%恒湿条件下，于20，30，40℃进行加速试验，见表5。 

  

  

表5     加速实验结果 

	制剂产品 
	温度（℃） 
	时间（d） 
	外  观 
	包封率(%) 
	平均粒径(nm) 

	A 
	20 
	0 
	砖红色　  均匀 
	70.09 
	   230.7 

	
	
	30 
	砖红色　  均匀 
	66.47 
	   239.2 

	
	30 
	0 
	砖红色　  均匀 
	70.09 
	   230.7 

	
	
	30 
	砖红色 　 均匀 
	65.21 
	   242.5 

	
	40 
	0 
	砖红色 　 均匀 
	70.09 
	   230.7 

	
	
	30 
	砖红色　  均匀 
	64.97 
	   248.3 

	B 
	20 
	0 
	砖红色 　 均匀 
	86.65 
	   256.2 

	
	
	30 
	砖红色 　 均匀 
	84.44 
	   265.9 

	
	30 
	0 
	砖红色 　 均匀 
	86.65 
	   256.2 

	
	
	30 
	砖红色 　 均匀 
	82.69 
	   269.2 

	
	40 
	0 
	砖红色 　 均匀 
	86.65 
	   256.2 

	
	
	30 
	砖红色 　 均匀 
	76.54 
	   296.4 

	C 
	20 
	0 
	砖红色　  均匀 
	56.97 
	   285.0 

	
	
	30 
	砖红色　  均匀 
	23.27 
	   292.4 

	
	30 
	0 
	砖红色　  均匀 
	56.97 
	   285.0 

	
	
	30 
	深砖红色　均匀 
	20.50 
	   309.6 

	
	40 
	0 
	砖红色　  均匀 
	56.97 
	   285.0 

	
	
	30 
	深砖红色　均匀 
	10.07 
	   669.7 


  

可见包封率大小依次为B＞A＞C，且随着时间增加产品A、B、C的粒径都有增大的趋势，包封率都有减小的趋势。B的稳定性远好于C。 

3讨论 
均匀设计是我国学者方开泰教授提出的多因素试验法，以均匀性为出发点，其试验点散布均匀，可以通过少量实验次数获得可靠结果。本研究以提高包封率，制得粒径小而均匀的产品为目的，采用均匀设计法设计实验，结合微机处理数据，优化制备条件，科学性强，重现性好。 

本实验进行含量测定时，为了保证测定的准确性，必须使药物能从载体中释放出来，而且载体材料对吸收无干扰。故我们选用兼能溶解药物及所有基质的有机溶剂，并要求该溶剂在被测波长处无吸收，在试用过乙酸乙酯、丙酮－甲醇（3：1）、氯仿、四氢呋喃、DMSO等多种有机溶剂后，最终选定DMSO。因为DMSO比其它几种溶剂溶解性更好，可使混悬液由混浊变透明，且不干扰测定。

参考文献[6]测定包封率时，发现将产品上柱分离时如直接以水（PH=7）为洗脱液，毫微粒（或脂质体或复合磷脂毫微粒）能较快流出，而未包入的游离ADM却难以洗脱下来，可能是盐酸阿霉素在PH＝7的水中，以阿霉素形式存在，被葡聚糖吸附的较牢。后改换用PH=5.0的PBS缓冲液则既保证了游离ADM的分离，又使ADM也较快流出。
本实验中制得的复合磷脂毫微粒乳状液中可能有未被磷脂包封的毫微粒存在，但两者的粒径范围有大部分为交叉重叠，只通过Sephadex可能无法将它们分离开来，故本实验绘制的柱分离曲线未体现两者的区别，只将两者按包封药量加和绘成一个峰。若要进一步分析，可以参考文献[7] 中测磷脂的方法，在采用SephadexG-50柱分离时，对每管中的磷脂进行测定，与理论磷脂量相比后计算产品A被磷脂包裹的包封率。
本实验包封率测定选用过SephadexG-50柱分离的方法而非低温超速离心法，因为后者可能会导致类脂质双层膜的破裂使包封的药物泄漏。
本实验中非离子表面活性剂Tween-80作为乳化剂，在乳液聚合中起到独特作用。由于载体PBCA不溶于水，与水的表面张力相差很远，将其注入药物水溶液后，静置会产生分层，而在水中加入少量乳化剂后，就能使水的表面张力及两相之间界面张力下降，因而增加了水对载体的分散能力，当载体在搅拌下形成油滴，其周围就会有乳化剂分子包围，使颗粒不易合并，既增加了载体在水中的溶解度（即我们通常所说的增溶作用），又保证了乳液的稳定性。
总之，通过以上实验，制得的阿霉素复合磷脂毫微粒，既具有生物靶向性、缓释性，又具有稳定性好、包封率较高等优点，同时克服了单独做成脂质体包封率低、稳定性差及单独做成毫微粒其材料中可能具有害物质的缺点，有望成为一种新的药物靶向载体系统。
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