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坦西莫司脂质体冻干剂的制备及大鼠药代动力学
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摘　要　制备坦西莫司脂质体冻干剂，优化其处方及工艺，并进行大鼠药代动力学研究。用薄膜分散法制备坦西莫司
脂质体，采用冷冻干燥法制备脂质体冻干剂，单因素实验考察最佳处方为：磷脂浓度２４ｍｇ／ｍＬ，药物与磷脂质量比１∶４０，磷
脂与胆固醇质量比１０∶１，冻干保护剂蔗糖与磷脂的质量比２∶１。复溶后粒径（１００８±６７４）ｎｍ，包封率（９５２４±３５８）％。
透析法研究脂质体的体外释放行为，３７℃下，在ｐＨ７４的磷酸盐缓冲液中２４ｈ释放不到３０％。用高效液相色谱法研究最
佳处方脂质体的大鼠药代动力学，其最高血药浓度为市售制剂Ｔｏｒｉｓｅｌ的３０６倍，生物利用度为Ｔｏｒｉｓｅｌ的２４９倍。实验
结果显示，经过处方工艺优化后的坦西莫司脂质体冻干剂包封率较高，具有缓释效果，可以显著提高坦西莫司在大鼠体内

的生物利用度。
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　　坦西莫司（ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓ）为雷帕霉素（ｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ）的丙酸酯衍生物，２００７年５月被美国 ＦＤＡ批
准用于临床治疗晚期肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａ，ＲＣＣ）。该药是第１个获准用于治疗ＲＣＣ的一
线药物，也是首个用于 ＲＣＣ的哺乳动物雷帕霉素
靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）抑
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制剂［１－２］。坦西莫司通过抑制细胞质中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路下游 ｍＴＯＲ的活性，来抑制肿瘤细胞生
长，诱导肿瘤细胞凋亡［３］。坦西莫司难溶于水，见

光易分解。目前上市的制剂为注射剂（商品名

Ｔｏｒｉｓｅｌ），采用 ＰＥＧ４００、Ｔｗｅｅｎ８０和乙醇来增溶。
Ｔｏｒｉｓｅｌ对ＲＣＣ患者的治疗效果显著，但存在口腔
黏膜炎、皮疹、贫血以及非特异性肺炎等不良反

应［４］。本课题以脂质体作为药物载体，制备了坦

西莫司脂质体冻干剂，旨在提高药物的稳定性和生

物利用度，减少不良反应的发生。

"

　材　料

１１　药品与试剂
注射用大豆磷脂（磷脂酰胆碱含量 ＞８０％，上

海太伟药业有限公司）；胆固醇（分析纯，上海惠兴

生化试剂有限公司）；坦西莫司（纯度９９％，台州市
晟欣医药化工有限公司）；甲醇（色谱纯，山东禹王

实业有限公司）；其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＢＳ１１０Ｓ型电子天平（德国赛多利斯公司）；

ＬＣ２０１０Ａ型液相一体机（日本岛津公司）；ＺｅｔａＰｌｕｓ
电位粒径分析仪（美国布鲁克海文公司）。

１３　动　物
ＳＤ大鼠，雄性，体重（２００±２０）ｇ，由扬州大学

比较 医 学 中 心 提 供，合 格 证 号 ＳＣＸＫ（苏）
２００７０００１。

#

　方法和结果

２１　坦西莫司脂质体的制备
采用薄膜分散法［５］制备坦西莫司脂质体。取

磷脂９０ｍｇ、胆固醇９ｍｇ、坦西莫司３ｍｇ溶于氯仿
甲醇（４∶１）混合溶剂中，混匀后，４０℃水浴抽真空
旋干成膜，并在真空干燥器中放置过夜以完全除去

有机溶剂后，用超纯水水化脂膜，得到的脂质混悬

液用超声波细胞粉粹机冰浴分散，探头超声

（６５Ｗ，１０ｍｉｎ），分别过０４５μｍ和０２２μｍ滤膜
即得坦西莫司脂质体混悬液。将脂质体混悬液用

超纯水稀释一定倍数后，测定粒径和多分散系数。

２２　脂质体中坦西莫司的含量和包封率的测定
２２１　坦西莫司紫外检测波长选择　取２０μｇ／ｍＬ
坦西莫司甲醇溶液采用紫外分光光度计于２００～
４００ｎｍ波长范围下扫描紫外全波长图谱，在

２７６ｎｍ处坦西莫司有最大吸收，且此波长处空白
脂质体组分对其测定无干扰，故选定２７６ｎｍ为坦
西莫司的检测波长。

２２２　色谱条件　色谱柱：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳＳＰ柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水（８０∶
２０）；检测波长：２７６ｎｍ；柱温：５０℃；流速：１０ｍＬ／
ｍｉｎ；进样量：２０μＬ。
２２３　标准曲线的制备　精密移取 １００μｇ／ｍＬ
坦西莫司甲醇溶液适量，用甲醇稀释成质量浓度为

１，２，５，１０，２０，３０，５０μｇ／ｍＬ的一系列标准溶液，进
样２０μＬ，以峰面积（Ａ）为纵坐标，对照品质量浓度
ｃ（μｇ／ｍＬ）为横坐标，作一元线性回归，得到回归方
程：Ａ＝５５０９×１０４ｃ＋６６５０×１０３（ｒ＝１），在１～
５０μｇ／ｍＬ范围内线性良好。
２２４　包封率的测定　取超声后的载药脂质体
２５μＬ用甲醇定容至５ｍＬ，分别测定０２２μｍ滤
膜过滤前后载药脂质体混悬液中坦西莫司的含量，

过膜前后药物含量之比即为包封率。

２３　脂质体处方工艺单因素考察
２３１　水化时间　制备坦西莫司脂质体，固定水
化温度３０℃，分别水化０５，１，２ｈ。结果显示，随着
水化时间的延长，脂质体的粒径基本都在１００ｎｍ左
右，而包封率从 ０５ｈ的 ９２０％下降至 ２ｈ的
７８４％。因此，确定水化时间为０５ｈ。
２３２　水化温度　制备坦西莫司脂质体，水化温
度分别为３０℃、３７℃，４５℃，５５℃和６０℃。结果显
示，随着水化温度的升高，脂质体的粒径逐渐变小，

从３０℃时的１００９１ｎｍ降低为６０℃时的７５６ｎｍ。
当水化温度大于３７℃时，坦西莫司脂质体的包封
率下降，从 ３７℃时的 ９３１２％降低为 ６０℃时的
７２４６％。因此，确定水化温度为３７℃。
２３３　超声强度与超声时间　制备坦西莫司脂质
体，探头超声强度与时间分别为（６５Ｗ，５ｍｉｎ）、
（６５Ｗ，１０ｍｉｎ）、（６５Ｗ，２０ｍｉｎ）、（６５Ｗ，３０ｍｉｎ）、
（９７５Ｗ，１０ｍｉｎ）、（９７５Ｗ，２０ｍｉｎ）和（９７５Ｗ，
３０ｍｉｎ）。结果显示，超声强度越大、时间越长，粒
径越小，当超声时间大于２０ｍｉｎ，粒径不再减小。
此外，超声强度越强，包封率越低；随着超声时间的

延长，包封率先增加后降低。因此，确定超声强度

为６５Ｗ，超声时间为１０ｍｉｎ。
２３４　药物与磷脂的质量比（药脂比）　制备坦
西莫司脂质体，固定胆固醇与磷脂质量比为１∶１０、

５３２
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药物３ｍｇ，药脂比分别为１∶５、１∶１０、１∶２０、１∶３０、
１∶４０、１∶５０、１∶６０。结果显示，随着药物比例的减
小，坦西莫司脂质体的粒径逐渐增加，包封率从

７２１％增加９５４％，当药脂比小于１∶４０时，包封
率不再增加。因此，确定药脂比为１∶４０。
２３５　胆固醇与磷脂的质量比　制备坦西莫司
脂质体，固定药物与磷脂的质量比 １∶４０、磷脂
１２０ｍｇ，胆固醇与磷脂的质量比分别为０∶１、１∶２、
１∶３、１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０，测得脂质体粒径和包
封率如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（Ｃｈｏｌ）ｔｏＰＣｏｎ
ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＥＥ）ａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

随着胆固醇用量的增加，粒径先减小后增加，

当增加到一定大小时不再增加，胆固醇与磷脂的质

量比为１∶１０时粒径在１００ｎｍ左右。坦西莫司脂
质体的包封率先增加后减少，胆固醇与磷脂的质量

比为１∶１０时，包封率最大。因此，确定胆固醇与磷
脂的质量比为１∶１０。
２４　冻干工艺考察

考察冻干保护剂氯化钠、葡萄糖、蔗糖、乳糖、

海藻糖、甘露醇、右旋糖酐对坦西莫司脂质体冷冻

干燥过程中的保护作用。将各种冻干保护剂按与

磷脂质量比０５∶１、１∶１、２∶１、４∶１，溶于制得的载药
脂质体中，完全溶解后，－２０℃下预冻２４ｈ，采用
冷冻干燥机冻干，得载药脂质体的冻干剂。复溶

后，测定粒径，并计算包封率，结果如图２所示。
由图２Ａ和２Ｂ可见，各种冻干保护剂对坦西

莫司冻干保护作用优劣顺序是蔗糖、海藻糖、葡萄

糖、右旋糖酐、乳糖、甘露醇、氯化钠。除海藻糖与

磷脂质量比在４∶１时较大之外，其余粒径变化都在
５％以内。由图２Ｃ和２Ｄ可见，蔗糖和海藻糖作
为冻干保护剂，坦西莫司脂质体冻干复溶后的包封

率均在９０％以上，其中蔗糖与磷脂质量比为２∶１

时，坦西莫司脂质体的包封率最高，大约为９６％。
因此，选定冻干保护剂为蔗糖，与磷脂的质量比为

２∶１。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ（Ａ）ｓｕｃｒｏｓｅ，ｔｒｅｈａｌｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ｄｅｘｔｒａｎａｎｄ
（Ｂ）ｌａｃｔｏｓｅ，ｍａｎｎｉｔｏｌ，ＮａＣｌｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｓｔｏＰＣｏｎ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓｆｏｒｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎｔａｋｉｎｇ
ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｗｉｔｈｏｕｔｌｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓａｓａ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ａｎｄｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ（Ｃ）ｓｕｃｒｏｓｅａｎｄ（Ｄ）ｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎＥＥ
ｏｆｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓｆｏｒｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２５　体外释放
分别取市售制剂 Ｔｏｒｉｓｅｌ和坦西莫司脂质体

１ｍＬ置于透析袋内，两端扎紧，分别加入到释放
介质 ５０ｍＬ中，释放介质为含 １％ Ｔｗｅｅｎ８０的
ＰＢＳ（ｐＨ７４），在３７℃，５０ｒ／ｍｉｎ搅拌下考察其
释放情况。分别于１，２，４，６，８，１２，２４ｈ取释放介

６３２
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质１ｍＬ，同时补充等体积新鲜的释放介质，样品
过０２２μｍ滤膜后，ＨＰＬＣ进样，记录峰面积，计
算各时间点坦西莫司的释放量，绘制释放曲线如

图３所示。

—●—Ｔｏｒｉｓｅｌ；—◆—Ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｏｆＴｏｒｉｓｅｌ ａｎｄｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏ
ｓｏｍｅｓａｔｐＨ７４ａｔ３７°Ｃ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

结果可见，２４ｈ内市售制剂 Ｔｏｒｉｓｅｌ已经基本
释放完全，而坦西莫司脂质体释放不到３０％，且释
放速度小于Ｔｏｒｉｓｅｌ，具有缓释效果。
２６　大鼠体内药代动力学
２６１　体内分析方法的建立　色谱条件基本同
“２２１”项，流动相改为甲醇水（７６∶２４）。配制质
量浓度为２００，１００，５０，２０，１０，５，２，１μｇ／ｍＬ坦西莫
司甲醇标准液，精密移取５０μＬ，加入到大鼠空白
血浆４５０μＬ中，配制成质量浓度为２０，１０，５，２，１，
０５，０２，０１μｇ／ｍＬ的坦西莫司血浆标准液。

以血浆中坦西莫司的峰面积（Ａ）为纵坐标，坦
西莫司血浆标准液的质量浓度（ｃ）为横坐标，作一
元线性回归，得到回归方程为 Ａ＝１３５０×１０４ｃ＋
８７５５（ｒ＝０９９９９），坦西莫司质量浓度在 ０１～
２０μｇ／ｍＬ范围内线性良好。在考察浓度范围内，
高、中、低浓度血样的绝对回收率均大于９０％，相
对回收率在９５％ ～１０５％之间，日内、日间精密度
均小于１０％，符合体内分析的要求。
２６２　血浆样品采集与处理　ＳＤ大鼠１２只，随
机均分为两组，给药前禁食不禁水过夜，分别尾静

脉注射市售制剂和坦西莫司脂质体，给药剂量为

１０ｍｇ／ｋｇ，分别于００８３，０１６７，０２５，０５，１，２，４，
６，８ｈ眼眶后静脉丛取血０４ｍＬ，置肝素化聚丙烯
微量离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取血浆
１００μＬ至聚丙烯微量离心管中，加入乙腈２００μＬ，
涡旋５ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液，ＨＰＬＣ进样。记录峰面积，并代入标准曲线计
算各时间点的大鼠血浆所含坦西莫司浓度。

大鼠尾静脉注射 Ｔｏｒｉｓｅｌ、坦西莫司脂质体的
血药浓度时间曲线如图４所示。

—●—Ｔｏｒｉｓｅｌ；—◆—Ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓａｆｔｅｒ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＴｏｒｉｓｅｌ ａｎｄｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏ
ｓｏｍｅｓａｔａｄｏｓｅｏｆ１０ｍｇ／ｋｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

坦西莫司的市售制剂 Ｔｏｒｉｓｅｌ和坦西莫司脂
质体静注后５ｍｉｎ，Ｔｏｒｉｓｅｌ的最高血药浓度（ｃｍａｘ）
明显低于坦西莫司脂质体，并且 Ｔｏｒｉｓｅｌ的血药浓
度时间曲线与坦西莫司脂质体相比，有显著差别。

将血药浓度时间曲线采用 Ｋｉｎｅｔｉｃａ４４软件
进行处理，按非房室拟合后的药代动力学参数如

表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＴｏｒｉｓｅｌ ａｎｄｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｔａｄｏｓｅ
ｏｆ１０ｍｇ／ｋｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｔｏｒｉｓｅｌ
Ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｏａｄｅｄ

ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
ｃｍａｘ／（μｇ／ｍＬ） ５３３±０６７ １６３３±１９７

ＡＵＣ０∞／（μｇ·ｈ／ｍＬ） ５０４±１１０ １３４４±１５７

ｔ１／２／ｈ １０３±０１２ １２０±０１３
ＭＲＴ／ｈ １２８±０１３ １３５±０１１
Ｐ＜００１ｖｓＴｏｒｉｓｅｌ ｇｒｏｕｐ

由表１可见，坦西莫司脂质体的 ｃｍａｘ是坦西莫
司市售制剂Ｔｏｒｉｓｅｌ的３０６倍，ＡＵＣ０∞是 Ｔｏｒｉｓｅｌ



的２４９倍，ｃｍａｘ和 ＡＵＣ０∞有极显著的提升（Ｐ＜
００１）。两种坦西莫司制剂之间的ｔ１／２和ＭＲＴ没有
显著差异。

!

　讨　论

在单因素实验中，以脂质体的粒径和包封率为

考察指标。脂质体的粒径受水化温度和超声强度

与时间的影响较大：水化温度的升高，超声强度的

增加和超声时间的延长都会使粒径变小。本实验

中粒径可小至７０ｎｍ左右。最终选择粒径分布在
１００ｎｍ左右，一是１００ｎｍ左右的纳米粒不易被网

７３２
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状内皮系统所吞噬，具有相对较长的体内半衰期，

更易于透过肿瘤部位的新生毛细血管壁达到肿瘤

组织［６－７］。二是考虑到粒径对包封率的影响：一方

面，脂质体粒径过大时，虽然载药量较多，但在包封

率检测时会被滤膜截留，导致包封率下降；另一方

面，脂质体粒径过小时，由于小粒径的脂质体是通

过提高超声强度或者延长超声时间得到的，在这个

工艺过程中往往易造成药物的泄露，导致包封率的

下降。

脂质体的包封率受水化时间、药脂比以及磷胆

比的影响较大。本研究主要从药物、磷脂与胆固醇

３个方面讨论。首先，坦西莫司本身的化学性质决
定了制剂在处方工艺中需要注意避免药物氧化、水

解和光解［８］。所以，操作过程要注意避光，水化时

间要尽量短，超声在冰浴下进行、强度较低、时间较

短，从而有效避免坦西莫司大量降解，保证药物在

脂质体中的稳定性和较高包封率。其次，磷脂的稳

定性与用量是保证高包封率的前提。实验中选择

较低的水化温度以及较短的水化时间就是为了保

护磷脂不被氧化。虽然包封率随磷脂浓度增加而

增加，但磷脂等辅料在保证良好的包封率的前提

下，用量不宜过大。最后，胆固醇的用量要适宜。

胆固醇对载药脂质体起稳定和防止泄露的作用，但

是胆固醇过多时，由于胆固醇插入脂质体的脂质双

分子层中，会竞争性地占据疏水性药物的空间，导

致包封率下降，所以在保证脂质体稳定的情况下，

尽量减小胆固醇的用量。

制备冻干剂中，冻干保护剂的加入，可大大减

轻甚至消除冻干对脂质体的破坏。其中，二糖是研

究最多也是最有效的冻干保护剂，常用的有海藻

糖、麦芽糖、蔗糖及乳糖。本实验中，虽然蔗糖与海

藻糖都可以使坦西莫司脂质体复溶后具有较高的

包封率，但是由于冻干保护剂与磷脂质量比一定

时，蔗糖对脂质体复溶后粒径的影响更小，所以最

终选择蔗糖为冻干保护剂。寡糖作为冻干保护剂，

用量有一最佳值，用量继续增加会导致冻干后包封

率下降［９］，这一结论可以解释当蔗糖与磷脂的比

例提高到４∶１，脂质体复溶后包封率没有继续增加
的原因。

体外释放实验结果显示坦西莫司脂质体具有

一定的缓释作用，说明脂质体使药物在到达治疗靶

点之前可以大量而稳定地包载于脂质双分子层中，

进而保证了药物传递系统在体内转运过程中的稳

定性与完整性。

大鼠药代动力学实验中，ｃｍａｘ和 ＡＵＣ０∞极显著
的提升（Ｐ＜００１），表明坦西莫司脂质体可以提高
药物在血液中的稳定性，提高药物在大鼠体内的生

物利用度。而两种坦西莫司制剂之间的 ｔ１／２和
ＭＲＴ之间没有显著差异，表明两种坦西莫司制剂
在大鼠体内的循环时间没有显著差异。可能原因

是Ｔｏｒｉｓｅｌ进入体内后迅速被消除或被降解，稳定
性较差，其５ｍｉｎ时血药浓度很小，之后的消除趋
势与坦西莫司脂质体相似，导致其血药浓度时间
曲线出现分布较平缓的“假象”。
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