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针对骨肿瘤的二级靶向盐酸米托蒽醌纳米粒的制备及

体内外性质评价
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摘　要　薄膜分散法制备了阿伦磷酸（ＡＬＮ）配基和叶酸（ＦＯＬ）配基共同修饰的二级靶向盐酸米托蒽醌（ＭＴＯ）纳米粒
（ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ）。ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ经原子力显微镜观察呈较规则类球体，平均粒径为（４５９±２７）ｎｍ，Ｚｅｔａ电
位为－（１６７８±２１７）ｍＶ，包封率为（９９７±０１）％。体外研究中 ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ显示出良好的骨盐吸附能力和
Ｋ５６２细胞主动靶向能力，１ｈ内７２４％的纳米粒能吸附于羟基磷灰石，其 Ｋ５６２细胞摄取量是普通纳米粒（ＭＴＯＮＬＣｓ）的
３１９倍。高效液相色谱法研究了ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ大鼠体内药代动力学及小鼠体内组织分布行为，其大鼠血浆ＡＵＣ分
别为ＭＴＯＮＬＣｓ和药物水溶液（ＭＴＯＩＮＪ）的５０和６３１倍，小鼠股骨ＡＵＣ是叶酸单靶向制剂（ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ）和药物水
溶液（ＭＴＯＩＮＪ）的３７和５０倍，且与ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ相比，有效降低了药物在肝、脾、心、肾的分布，进一步降低了药物毒
性。因此，与ＭＴＯＩＮＪ和ＭＴＯＮＬＣｓ相比，ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ具备良好的长循环效果，靶向骨组织的能力增加，且具备良
好的肿瘤细胞靶向能力。
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　　骨肿瘤（ｂｏｎｅｔｕｍｏｒ）可分为原发性和继发性。
骨骼会原发性地产生骨肉瘤或白血病等原发性肿

瘤，同时，由于骨骼是前列腺癌、肺癌、乳腺癌等恶

性肿瘤最常见的转移部位，恶性肿瘤细胞会经血液

循环或其他途径散播到血管丰富的骨骼部位生长，

产生继发性肿瘤。以白血病为例，采用细胞毒药物

联合化疗方案，可使成人急性白血病的完全缓解率

达到６５％～８５％，但是，临床研究发现缓解患者的
５年无进展生存率仅为２０％～３０％，大多数患者死
于早期复发，白血病复发的根本原因是常规化疗无

法彻底杀死藏匿于骨髓的残留白血病细胞［１］。对

于骨内肿瘤，靶向骨髓腔给药，可使高浓度药物直接

作用于骨内肿瘤，大幅提高治疗效果，同时降低对机

体正常组织的毒性。临床治疗上已有研究采用骨髓

腔直接穿剌注射给药用于骨内肿瘤的治疗，以达到

化疗药物短时间、大剂量、高浓度直接作用于肿瘤的

目的，进而增强药效、降低药物的全身不良反应，但

骨髓穿刺给药明显具有患者顺应性差的缺点，化疗

药物对正常造血组织的抑制作用也难以避免。

阿伦磷酸（ＡＬＮ）是一种二碳磷酸盐，作为骨
代谢调节剂，其与骨内膜骨盐，即羟基磷灰石

（ＨＡ）有很强的亲和力。目前相关骨靶向研究主
要集中于二碳磷酸盐对药物分子的共价键修饰，王

东等［２］在ＰＥＧ链的两端分别共价修饰了阿伦磷酸
和药物，较好地实现了药物的骨靶向传递。但相对

于骨靶向纳米载体，骨靶向大分子载药量低，易经

肾脏排泄，且因共价修饰对反应基团的要求具备分

子特异性，同时骨靶向分子还存在药物分子吸附于

骨盐后难以释放以及释药过程相关的药效问题。

叶酸受体在正常组织中的表达高度保守，而在

大部分恶性肿瘤组织中高度表达，且叶酸与叶酸受

体的亲和力比单克隆抗体对肿瘤细胞表面受体亲

和力强１００倍以上。研究表明，虽然骨髓内正常造
血细胞也表达叶酸受体，但因转录后修饰的不同，

该受体不能与叶酸高度紧密结合。因此，使用叶酸

修饰骨靶向递药系统，可提高递药系统对骨内肿瘤

细胞的专属性，在骨组织靶向基础上进一步有效避

免对骨内正常造血系统的损害［３－４］。

本研究以盐酸米托蒽醌（ＭＴＯ）为模型药物，
构建了一种新型的、针对骨内肿瘤的二级靶向纳米

系统。该系统分别以阿伦磷酸和叶酸为靶向配基

修饰包载盐酸米托蒽醌的脂质纳米粒，相继实现骨

组织靶向和肿瘤细胞靶向的二级靶向给药，该设计

思路目前未见文献报道。本研究对该系统的包封

率、粒径、电位、形态、ＨＡ吸附能力及细胞摄取等
性质进行了评价，并研究其在大鼠体内的药代动力

学及在小鼠体内的组织分布。

!

　材　料

１１　药品与试剂
盐酸米托蒽醌（四川升和制药有限公司）；大

豆磷脂（上海东尚实业有限公司）；胆固醇、十二烷

基硫酸钠、甲醇（国药集团化学试剂有限公司）；三

月桂酸甘油酯、香豆素６（日本ＴＣＩ公司）；叶酸单
硬脂酸聚氧乙烯酯共轭物、阿伦磷酸单硬脂酸聚
氧乙烯酯共轭物（ＰＥＧ链相对分子质量４４００，实
验室自制）；近红外染料（ＮＩＲＤ，辽宁华海蓝帆化工
科技有限公司）；羟基磷灰石（ＨＡ，上海阿拉丁试
剂有限公司）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为市售

分析纯。

１２　仪　器
ＲＥ５２Ｅ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器有限

公司）；ＪＹ９２Ⅱ超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物
科技股份有限公司）；ＬＣ１０ＡＴ高效液相色谱仪
（ＳＰＤ１０Ａ紫外检测器、ＨＷ２０００色谱数据工作站，
日本岛津公司）；酶联免疫测定仪（美国赛默飞世

尔公司）；原子力显微镜（美国 ＶｅｅｃｏｄｉＮａｎｏＳｃｏｐｅ
Ｖ公司）。
１３　细胞株与动物

人白血病 Ｋ５６２细胞株购自中国科学院上海
分院细胞库。

ＳＤ大鼠，雄性，体重（２００±１０）ｇ。ＳＰＦ级昆明
种小鼠，雄性，体重（２０±２）ｇ。实验动物均由南京青
龙山动物繁殖中心提供，合格证号ＳＣＸＫ（苏）２００７
０００８，所有动物实验均符合动物伦理委员会标准。

"

　方　法

２１　盐酸米托蒽醌纳米粒（ＭＴＯＮＬＣｓ）的制备
精密称取磷脂 ２５０ｍｇ、三月桂酸甘油酯

２５ｍｇ、胆固醇２５ｍｇ、盐酸米托蒽醌１０ｍｇ及十二
烷基硫酸钠１０ｍｇ，置２５０ｍＬ茄形瓶中，并以甲醇
二氯甲烷（１∶１）混合溶剂１０ｍＬ溶解，３７℃减压蒸
发成膜并真空过夜，加入２％ ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ水溶液
１０ｍＬ，３７℃水合３０ｍｉｎ，冰浴探头超声（２００Ｗ，
３００次），挤压过０２２μｍ微孔滤膜，即得。

靶向材料修饰纳米粒制备方法如下：成膜前脂

２２３
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质材料中另加入叶酸单硬脂酸聚氧乙烯酯（ＦＯＬ
Ｓ１００）２０ｍｇ或阿伦磷酸单硬脂酸聚氧乙烯酯
（ＡＬＮＳ１００）１００ｍｇ或两者一并加入，其余步骤同
上，分别制得叶酸配基修饰、阿伦磷酸配基修饰及

双配基修饰纳米粒，依次命名为 ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ、
ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ和ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ。
２２　包封率、粒径、电位及形态

超滤ＨＰＬＣ法测定纳米粒包封率［５］。精密移

取纳米粒制剂 ０１ｍＬ，加蒸馏水 ０４ｍＬ稀释，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。ＨＰＬＣ法测定滤液及制剂
药物含量，计算包封率。取纳米粒制剂０１ｍＬ，加
蒸馏水３９ｍＬ稀释，测定制剂粒径及 Ｚｅｔａ电位。
取纳米粒制剂加水稀释，滴至洁净硅晶片上，室温

风干，原子力显微镜观察并拍照（接触模式，５μｍ
扫描器）。

２３　纳米粒的ＨＡ吸附能力
纳米粒制剂加水稀释至主药含量０１ｍｇ／ｍＬ，

取５０ｍＬ经稀释制剂，加ＨＡ２ｇ，室温搅拌６０ｍｉｎ，
定时取样，０４５μｍ微孔滤膜过滤，ＨＰＬＣ法测定
滤液中未吸附纳米粒及制剂中药物含量，计算纳米

粒吸附比例［６］。

２４　细胞摄取和细胞毒性
用香豆素６（Ｃ６）取代盐酸米托蒽醌和十二烷

基硫酸钠，按“２１”方法制备荷载Ｃ６的纳米粒。取
对数生长期Ｋ５６２细胞，以每孔１×１０５个细胞的密
度接种于２４孔板，３７℃孵育２４ｈ，吸去培养液，加入
不含血清及叶酸ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释的系列浓度
纳米粒制剂（主药浓度１２５～２００ｎｇ／ｍＬ），３７℃或
４℃孵育 ４ｈ，移去上层供试液，ＰＢＳ（ｐＨ７４）洗
３遍，每孔加入细胞裂解液１５０μＬ裂解细胞。分别
采用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒法及 ＨＰＬＣ法测定样品
中蛋白及 Ｃ６的质量浓度［７］。摄取指数（ｕｐｔａｋｅ
ｉｎｄｅｘ，％）＝细胞内 Ｃ６质量浓度／细胞内蛋白质量
浓度×１００。

以每孔５×１０３个细胞的密度将 Ｋ５６２细胞接
种于９６孔板，３７℃培养２４ｈ，使细胞处于对数生
长状态。ＭＴＯＩＮＪ（药物水溶液）、ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ
和 ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ分别用不含叶酸 ＲＰＭＩ
１６４０培养基稀释成系列浓度（００２～４０μｍｏｌ／Ｌ）。
小心吸走每孔培养基后给药，继续培养４８ｈ。小心
吸走药物溶液，用３７℃温热ＨＢＳＳ洗涤２～３遍以彻
底移走细胞外药物。每孔加 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ，
ＰＢＳ溶解）２０μＬ，继续孵育 ４ｈ，每孔加 ＤＭＳＯ

１５０μＬ，振荡使结晶物充分溶解［７］。在酶联免疫监

测仪上测定各孔吸收（５７０ｎｍ），细胞存活率（ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，％）＝（Ａｔｅｓｔ－Ａｂｌａｎｋ）／（Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｂｌａｎｋ）×１００，
其中：Ａｔｅｓｔ表示样本吸收度；Ａｃｏｎｔｒｏｌ表示正常空白细胞
吸收度；Ａｂｌａｎｋ表示细胞培养板空白背景值。
２５　药代动力学研究

取大鼠３０只，随机分为５组，每组６只，分别
尾静脉注射ＭＴＯＩＮＪ、ＭＴＯＮＬＣｓ、ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ、
ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ和ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ（均相当于
含 ＭＴＯ２ｍｇ／ｋｇ）。各组分别于给药后 ００８，
０２５，０５，１，２，４，６，８，１２，２４ｈ眼底静脉丛取血
０３ｍＬ，肝素抗凝，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。精密
移取上层血浆１００μＬ，置离心管中，加入蛋白沉淀
剂（含０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ甲醇乙腈，９０∶１０）２００μＬ，
涡旋振荡后冰浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
定量吸取上清液２０μＬ，ＨＰＬＣ法测定药物含量。
２６　组织分布研究

取小鼠５４只，随机分为３组，每组１８只，分别
尾静脉注射 ＭＴＯＩＮＪ、ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ和 ＡＬＮ
ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ（均相当于含 ＭＴＯ１０ｍｇ／ｋｇ）。各
组分别于给药后０５，１，２，６，１２，２４ｈ取３只小鼠
取血、处死，取心、肝、脾、肺、肾、股骨组织，生理盐

水洗净并以滤纸吸干后称重。取血浆及各组织匀

浆液，按“２５”项下操作测定药物含量。
２７　股骨活体成像研究

用 ＮＩＲＤ取代 ＭＴＯ和十二烷基硫酸钠，按
“２１”项下方法制备荷载ＮＩＲＤ的纳米粒。雄性小
鼠１８只，随机分为３组，分别尾静脉注射普通纳米
粒（ＮＩＲＤＮＬＣｓ）、叶酸配基修饰纳米粒（ＦＯＬ
ＮＩＲＤＮＬＣｓ）和双配基修饰纳米粒（ＡＬＮＦＯＬ
ＮＩＲＤＮＬＣｓ），给药剂量０１ｍｇ／ｋｇ。各组给药后分
别于０５，２，４，８，１２，２４ｈ处死小鼠 １只，分离股
骨，用生理盐水清洗后用于活体成像研究（激发波

长７２０ｎｍ，发射波长７９０ｎｍ）。

#

　结果与讨论

３１　纳米粒包封率、粒径、电位及形态
各纳米粒的包封率、粒径、电位见表１。ＭＴＯ

ＮＬＣｓ和 ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ的原子力显微镜检
查结果见图 １。图 １中两种粒子圆整，均呈类球
形。原子力显微镜样品风干的过程中会发生纳米

粒的互相融合和塌陷，故部分纳米粒呈不规则球

形。图中 ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ的高度相对于

３２３
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ＭＴＯＮＬＣｓ明显增加（６ｎｍｖｓ３ｎｍ），可能是因为
前者外层的 ＰＥＧ链形成了一层致密的壳状结构，
阻止了脂质在风干过程中的过度塌陷。ＡＬＮＭＴＯ
ＮＬＣｓ和 ＦＯＬＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ表面离子化的 ＡＬＮ
基团（钠盐形式，荷负电）导致其负电位显著增加。

ＡＬＮＳ１００和ＦＯＬＳ１００凭借其ＰＥＧ链的空间位阻
作用使纳米粒粒径进一步降低。本研究将纳米粒

粒径限定在５０ｎｍ左右，主要基于以下原因：①研
究表明粒径低于１００ｎｍ的纳米粒能显著减少血浆
蛋白的吸附，进而降低肝脾的摄取；②经肾小球毛
细血管壁膈膜孔滤除的颗粒粒径一般小于

５ｎｍ［８］；③骨内毛细血管壁孔隙约 ８０～１００ｎｍ。
所以本研究盐酸米托蒽醌纳米粒应能有效减少肝

脾摄取和肾脏滤过进而顺利进入骨髓腔。此外，叶

酸受体呈团簇状分布于细胞表面直径约６０ｎｍ的
“小窝”中，前期研究表明粒径低于６０ｎｍ的叶酸
配体修饰纳米粒更易被细胞内化［９］。

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｌｉｐｉｄｃａｒｒｉｅｒｓ
（ＮＬＣｓ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｓｉｚｅ／ｎｍ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ ＥＥ／％
ＭＴＯＮＬＣｓ ５２３±２６ －３３８±１２５ ９９５±０３
ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ ５０５±２０ －３０４±１５７ ９９３±０２
ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ ４５３±２９ －１７８５±２０６ ９９６±０２
ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ ４５９±２７ －１６７８±２１７ ９９７±０１

ＭＴＯ：Ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ；ＦＯＬ：Ｆｏｌｉｃａｃｉｄ；ＡＬＮ：Ａｌｅｎｄｒｏｎｉｃａｃｉｄ
ＦｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄＮＬＣｓ，ＡＬＮＳ１００（２μｍｏｌ／ｍＬ），ＦＯＬ
Ｓ１００（０４μｍｏｌ／ｍＬ），ｏｒｂｏｔｈｏｆｔｈｅｍ（２μｍｏｌ／ｍＬａｎｄ０４μｍｏｌ／
ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｌｉｐｉｄｍａｔｒｉｘＢａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎｏｆａｇｅｎｔｓ，ｔｈｅＮＬＣｓｗｅｒｅｎａｍｅｄｉｎｏｒｄｅｒａｓＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ，
ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ，ａｎｄＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆＭＴＯＮＬＣｓ（Ａ）ａｎｄＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ
（Ｂ）

３２　纳米粒的ＨＡ吸附能力
ＡＬＮＳ１００不同修饰量骨靶向纳米粒的 ＨＡ吸

附能力如图２所示。普通纳米粒只发生非特异性
吸附，ＡＬＮＳ１００的修饰则能大幅提高纳米粒的吸
附能力，且纳米粒的吸附能力随 ＡＬＮＳ１００修饰量
的增加而增加。ＦＯＬＳ１００的进一步修饰并没有显
著降低纳米粒的吸附能力（Ｐ＞００５），其原因是相
对分子质量４４００的 ＰＥＧ链具备合适的链长和良
好的柔韧性，该特点为纳米粒的二级靶向作用奠定

了良好的基础［１０］。

—●— Ｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄ；—■— １μｍｏｌ／ｍＬＡＬＮ；—▲— １５μｍｏｌ／ｍＬ
ＡＬＮ；——２μｍｏｌ／ｍＬＡＬＮ；—◆—２μｍｏｌ／ｍＬＡＬＮ＋０４μｍｏｌ／
ｍＬＦＯＬ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＢｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＴＯｌｏａｄｅｄＮＬＣｓｔｏｈｙｄｒｏｘｙｌａｐａｔｉｔｅ
（ＨＡ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３３　纳米粒的细胞摄取和细胞毒性
温度及纳米粒的浓度对细胞摄取的影响如图

３所示。３７℃时，细胞对３种纳米载体的摄取均显
著高于４℃，且细胞对３种纳米载体的摄取均随着
载体浓度的增加而增强，呈现浓度依赖性。在考察

的浓度范围内，相同条件下细胞对３种纳米粒摄取
量由大到小的顺序为：ＦＯＬＣ６ＮＬＣｓ、ＡＬＮＦＯＬＣ６
ＮＬＣｓ、Ｃ６ＮＬＣｓ。普通的 ＰＥＧ化纳米粒在减少免
疫系统吞噬、发挥 ＥＰＲ效应的同时也会降低靶细
胞与载体的亲和力，进而影响靶细胞的摄取，本研

究ＰＥＧ化纳米粒经叶酸配基修饰后，在保证 ＰＥＧ
链空间位阻的同时，显著提高了靶细胞对制剂的摄

取［１１］。当纳米粒药物质量浓度达到 １００ｎｇ／ｍＬ
时，３种载体的摄取接近饱和，此时 ＦＯＬＣ６ＮＬＣｓ
和ＡＬＮＦＯＬＣ６ＮＬＣｓ的摄取量分别为Ｃ６ＮＬＣｓ的
３５１和３１９倍，ＡＬＮＳ１００的修饰并没有显著影
响（Ｐ＞００５）叶酸介导的特异性摄取，该特点同样
为该制剂的二级靶向作用奠定了良好的基础。

ＭＴＴ法评价制剂细胞毒性的结果见图 ４。由于
Ｋ５６２细胞对叶酸配基修饰纳米粒的特异性摄取，

４２３
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叶酸修饰纳米粒和双靶头纳米粒相对于普通纳米

粒和药物水溶液，都表现出更强的细胞毒性。

—●—ＮＬＣｓ（３７℃）；—■—ＦＯＬＮＬＣｓ（３７℃）；—▲—ＡＬＮＦＯＬ
ＮＬＣｓ（３７℃）；——ＮＬＣｓ（４℃）；—◆—ＦＯＬＮＬＣｓ（４℃）；—○—
ＡＬＮＦＯＬＮＬＣｓ（４℃）
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｅｌｌｕｐｔａｋｅｏｆＣ６ＮＬＣｓ，ＦＯＬＣ６ＮＬＣｓａｎｄＡＬＮＦＯＬＣ６
ＮＬＣｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

—●—ＭＴＯＩＮＪ；—■—ＭＴＯＮＬＣｓ；—▲—ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ；
——ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｖｉｔｒｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆＭＴＯＩＮＪａｎｄＭＴＯＮＬＣｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４　药代动力学研究
如图 ５和表 ２所示，相对于药物水溶液，将

ＭＴＯ包覆于纳米粒后显著增加了药物在体内的平
均滞留时间（ＭＲＴ）和血药浓度时间曲线下面积
（ＡＵＣ）（Ｐ＜００５）。ＭＴＯＮＬＣｓ、ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ、
ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ和 ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ的 ＡＵＣ
分别是 ＭＴＯＩＮＪ的 １２５、１８７、４６２和 ６３１倍。
前期研究表明，过量的 ＰＥＧ化修饰会破坏脂质体
亲水性和疏水性的平衡，进而破坏脂质体的物理

稳定性，加速药物释放。在本研究中，三月桂酸

甘油酯、胆固醇和盐酸米托蒽醌与十二烷基硫酸

钠形成的离子对能形成一个紧密的内核，在此基

础上，相对于普通脂质体，更大比例的两亲性分

子如 ＡＬＮＳ１００和 ＦＯＬＳ１００能更牢固地插入该
疏水性内核，为制剂提供牢固而致密的空间位

阻，进一步有效地避免免疫系统吞噬，更好地实

现肿瘤靶向效果［１２］。

—■—ＭＴＯＩＮＪ；—▲—ＭＴＯＮＬＣｓ；——ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ；—◆—
ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ；—●—ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＭＴＯｉｎｒａｔｐｌａｓｍａａｆｔｅｒｉｖａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ２　ＭａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＭＴＯｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＭＴＯＩＮＪ ＭＴＯＮＬＣｓ ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ ＡＬＮＭＴＯＮＬＣｓ ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ
ＡＵＣ／（ｍｇ·ｈ／ｍＬ） １１８±０１５ １４７１±０６４ ２２０３±１１１ ５４５５±５１９ ７４４６±３９５

ｔ１／２α／ｈ ０１１±００２ ０７１±００７ １０９±００７ １５４±０１７ １６８±０１６

ｔ１／２β／ｈ １５３±０２０ ９０４±１１２ １３１３±１１５ １４４１±１１５ １４５３±１２２

ＣＬ／（ｍＬ／ｈ，×１０－２） ３３８５±１６７ ２７２±０１１ １８１±００９ ０６５±００５ ０５４±００３

ＭＲＴ／ｈ １６６±０１８ ３８３±０２５ ５９６±０６２ ９７９±０５１ １０７７±１０７

Ｖｃ（Ｌ／ｋｇ，×１０－２） １７２２±２１６ ３５４±０５１ ３４７±０１８ ２３１±０１３ ２１９±０１０
Ｐ＜００５ｖｓＭＴＯＩＮＪｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＭＴＯＩＮＪ，ＭＴＯＮＬＣｓａｎｄＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓｇｒｏｕｐ

３５　组织分布研究
静脉注射后ＭＴＯＩＮＪ、ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ和ＡＬＮ

ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ在小鼠体内的组织分布情况如图６
所示。注射ＭＴＯＩＮＪ和ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ２４ｈ后，骨
中药物浓度分别下降到１８７和２４６μｇ／ｇ。相比之
下，注射ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ后，骨内药物浓度峰
值出现在２ｈ，存在逐步富集的现象，且由于 ＡＬＮ

基团对骨内膜ＨＡ的吸附，纳米粒在骨髓腔内的滞
留现象明显，２４ｈ药物浓度仍维持在８９５μｇ／ｇ。
ＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ骨组织 ＡＵＣ分别为 ＦＯＬ
ＭＴＯＮＬＣｓ和 ＭＴＯＩＮＪ的 ３７和 ５０倍。包含
ＰＥＧ化纳米载体在内的粒径低于５０ｎｍ的纳米载
体可以轻易地进入骨髓腔，但是也会轻易地排出，

即具有良好的渗透性，但滞留效果不佳，本实验表

５２３
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明经过了ＡＬＮ的修饰，制剂的骨组织滞留效果显
著增强。此外，相对于 ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓ，ＡＬＮＦＯＬ
ＭＴＯＮＬＣｓ在肝、脾、心、肾的分布减少，更有效地

降低了制剂对正常组织的毒性，可考虑使用更高剂

量以达到更好的疗效［１２］。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＢｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＭＴＯＩＮＪ，ＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓａｎｄＡＬＮＦＯＬＭＴＯＮＬＣｓａｆｔｅｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３６　股骨活体成像研究
和骨生理结构相关的一系列因素会影响载体

在骨内的分布，如骨血屏障、骨内不同部位的血液

供应和骨重建的活跃程度，骨重建（破骨细胞吸收

旧骨，成骨细胞形成钙化新骨）的活跃程度又与

ＨＡ在骨表面的形成速度和分布量正相关。股骨
的活体成像结果如图 ７所示，ＮＩＲＤＮＬＣｓ、ＦＯＬ
ＮＩＲＤＮＬＣｓ和 ＡＬＮＦＯＬＮＩＲＤＮＬＣｓ均主要分布
于近端和远端骨骺而并非骨干，其原因主要是近端

和远端骨骺血流量丰富，而骨干则主要被脂肪充

斥，血流量较小［１３］。近端和远端骨骺骨重建活跃，

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｘｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇｏｆｆｅｍｕｒｓａｆｔｅｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＮＩＲＤ
ＮＬＣｓ，ＦＯＬＮＩＲＤＮＬＣｓａｎｄＡＬＮＦＯＬＮＩＲＤＮＬＣｓ

ＨＡ形成和分布较多，凭借阿伦磷酸基团对 ＨＡ的
亲和性，ＡＬＮＦＯＬＮＩＲＤＮＬＣｓ进一步大幅增加了

制剂在此处的分布［１４］。同时，ＡＬＮＦＯＬＮＩＲＤ
ＮＬＣｓ在近端骨骺的分布又明显大于远端骨骺，这
主要是因为随着年龄的增长，相对于近端骨骺，远

端骨骺的造血功能会相应减少，骨消化和形成速度

放缓，阿伦磷酸的吸附部位相对减少［１５］。

$

　结　论

本研究以阿伦磷酸和叶酸为配体，成功构建

了能相继实现骨组织靶向和肿瘤细胞靶向的二

级靶向盐酸米托蒽醌纳米粒。制剂主体和配体

间采用长且柔韧的 ＰＥＧ链连接，保证了两配体能
各自发挥作用，互不干扰。本研究为骨内肿瘤的

靶向治疗和多级靶向系统的设计提供了一个新

颖的思路。

参 考 文 献

［１］　ＬａｃｚｉｋａＫ，ＭｉｔｔｅｒｂａｕｅｒＧ，ＭｉｔｔｅｒｂａｕｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｍｏｎｉ
ｔｏｒｉｎｇｏｆｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅｉｎａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａｗｉｔｈ
ｉｎｖｅｒｓｉｏｎ（１６）ｂｙＣＢＦｂｅｔａ／ＭＹＨ１１ＲＴＰＣＲ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒａ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｓｃｈｅｄｕｌｅａｎｄｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｃｉｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＬｅｕｋＬｙｍ
ｐｈｏｍａ，２００１，４２（５）：９２３－９３１

［２］　ＷａｎｇＤ，ＭｉｌｌｅｒＳ，ＳｉｍａＭ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ
ｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｐｏｌｙｍｅｒｉｃｂｏｎｅｔａｒｇｅｔｅｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｃｏｎｊｕｇＣｈｅｍ，２００３，１４（５）：８５３－８５９

［３］　ＭｏｏｒｅＮＷ，ＫｕｈｌＴＬ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｆｌｅｘｉｂｌｅｔｅｔｈｅｒｓｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｌｉｇａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｂｏｎｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｕｒｖｅｄｓｕｒｆａｃｅｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｐｈｙｓＪ，２００６，９１（５）：１６７５－１６８７

６２３



第４期 石勇平等：针对骨肿瘤的二级靶向盐酸米托蒽醌纳米粒的制备及体内外性质评价

［４］　ＲｏｓｓＪＦ，ＷａｎｇＨ，ＢｅｈｍＦＧ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅｂｅｔａｉｓａ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃｌｉｎｅａｇｅｍａｒｋｅｒａｎｄｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，１９９９，８５（２）：３４８－３５７

［５］　ＺｈｕａｎｇＪ，ＰｉｎｇＱ，ＳｏｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｃｏａｔｉｎｇｏｎ
ｐｈｙｓｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＮａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１０，５：４０７－４１６

［６］　ＣｈｏｉＳＷ，ＫｉｍＪＨ．Ｄｅｓｉｇｎｏｆｓｕｒｆａｃｅｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅ
ｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｔｏｂｏｎｅ
［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌｅａｓｅ，２００７，１２２（１）：２４－３０

［７］　ＷａｎｇＨ，ＺｈｅｎｇＸ，ＢｅｈｍＦＧ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｒｅｔｉｎｏｉｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅｂｅｔａ，ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｕｍｏｒ
ｔａｒｇｅｔｉｎｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０００，９６（１０）：３５２９－
３５３６

［８］　ＤｏｌｍａｎＭＥ，ＨａｒｍｓｅｎＳ，ＳｔｏｒｍＧ，ｅｔａｌ．Ｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｏｔｈｅｋｉｄ
ｎｅｙ：ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｏｐｒｏｘｉｍａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅｌｉｖＲｅｖ，２０１０，６２（１４）：１３４４－
１３５７

［９］　ＬｅｅＲＪ，ＬｏｗＰＳ．ＤｅｌｉｖｅｒｙｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓｉｎｔｏｃｕｌｔｕｒｅｄＫＢｃｅｌｌｓｖｉａ
ｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９４，２６９
（５）：３１９８－３２０４

［１０］ＺｈａｎｇＳ，ＧａｎｇａｌＧ，ＵｌｕｄａｇＨ．‘Ｍａｇｉｃｂｕｌｌｅｔｓ’ｆｏｒｂｏｎｅｄｉｓｅａ
ｓｅｓ：ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｒａｔｉｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｂｏｎｅｓｅｅｋｉｎｇｍｅｄｉｃｉｎａｌａｇｅｎｔｓ
［Ｊ］．ＣｈｅｍＳｏｃＲｅｖ，２００７，３６（３）：５０７－５３１

［１１］ＬｉＳＤ，ＨｕａｎｇＬ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍ，２００８，５（４）：４９６－５０４

［１２］ＣｈａｎｇＣＷ，ＢａｒｂｅｒＬ，ＯｕｙａｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍａｃｌｅａｒａｎｃｅ，ｂｉｏｄｉｓ
ｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ
ｉｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌａｎｄｓｔｅｒｉｃａｌｌｙｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅ
ｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｉｎＢＤＦ１ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，１９９７，７５
（２）：１６９－１７７

［１３］ＳｈｅａＪＥ，ＭｉｌｌｅｒＳＣ．Ｓｋｅｌｅｔａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｆｏｒｔｉｓｓｕｅｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅｌｉｖＲｅｖ，２００５，５７
（７）：９４５－９５７

［１４］ＬｉＭ，ＬｉａｎｇＨ，ＳｈｅｎＹ，ｅｔａｌ．Ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ
ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｔｓｋｅｌｅｔａｌｓｉｔｅｓｒｅｇａｒｄｌｅｓｓｏｆｍａｒｒｏｗ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．Ｂｏｎｅ，１９９９，２４（２）：９５
－１００

［１５］ＬｉＳＤ，ＨｕａｎｇＬ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐ
ａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍ，２００８，５（４）：４９６－５０４

·新药研发·

２０１３年全球新药研发概况（１）

国际著名咨询机构Ｃｉｔｅｌｉｎｅ公司对处于活跃研发状态的在研新药进行了统计分析（包括临床前项目、处于临床研究
及注册阶段的项目、增加新适应证的已上市药物）。数据显示，２０１３年全球在研药物项目数量为１０４７９个（截至２０１３
年１月），与２０１２年的１０４５２个（２０１２年５月）相比基本持平。

整体规模稳定略有增长　２０１２年全球在研药物市场规模同比增长了７６％，２０１１～２０１２年出现的这种增长势头仍
在持续。从２０００年以来，全球在研药物市场规模一直保持逐步增长的态势。全球在研药物项目数量从２００１年的５９９５
个增长至２０１３年的１０４７９个，年均增长率达４７６％。预计未来几年不会出现显著的变化。
２０１２年５月以来，全球在研药品项目规模总体上并未出现大的变化，尽管在研项目数量整体上并未出现较大的变

化，但处于Ⅱ期临床及更后期阶段的在研项目数量均保持增长或维持现状，而这些产品也将是未来几年潜在的上市产
品。Ⅰ期临床和临床前阶段的在研项目数量呈下降趋势。
２０１３年数据还显示，一些已经上市的新药仍处于在研状态的药品数量呈显著增加的态势，这反映出一种趋势，即越

来越多的企业正在试图通过增加产品的新适应证或使用其他生命周期管理方法，来延长其品牌产品的价值。例如，阿

达木单抗（修美乐），已在欧盟获批７种适应证，也正因为其在多个领域的出色表现，使得该药近年来稳居全球畅销药品
排名的前列。

（ＭｅｄＳｃｉ，本刊有删节）
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