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寡肽阳离子脂质体作为基因载体的体外研究
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摘　要　采用阳离子寡肽脂质材料赖氨酰化谷氨酸双十四醇酯（Ｔ２ＧＬ）制备阳离子脂质体（ＣＬ），与增强型绿色荧光蛋
白质粒（ｐＥＧＦＰ）静电结合形成复合物（ＣＬ／ｐＤＮＡ），ＣＬ／ｐＤＮＡ粒径和表面电位分别为（１３２３±１０）ｎｍ和 ＋（３１３５±
２９９）ｍＶ。考察ＣＬ／ｐＤＮＡ对肝素及脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅＩ）的稳定性，结果表明，ＣＬ／ｐＤＮＡ可被适宜浓度的肝素竞
争性解组装释放ｐＤＮＡ，其对ＤＮａｓｅＩ的稳定性明显优于市售制剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００。研究ＣＬ与ｐＤＮＡ的比例（Ｎ／Ｐ）及质
粒用量对转染效率的影响，结果显示当Ｎ／Ｐ为３，质粒用量４μｇ时，ＣＬ／ｐＤＮＡ的转染效率最佳。采用 ＣＬ／ｐＤＮＡ对３种不
同的细胞进行转染，发现 ＣＬ／ｐＤＮＡ在人源非小细胞肺癌Ａ５４９细胞中转染效果最好，与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００相比，转染效率
相当但细胞毒性更低，因此为进一步研究其体内行为提供了良好的基础。
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　　在肿瘤的治疗中，基因治疗已成为一种重要的
策略，通过载体将目的基因运送至靶部位，达到治疗

效果［１］。基因载体主要分两大类：病毒类载体及非

病毒类载体。病毒类载体转染效率高，但制备困难，

易引发感染及免疫刺激反应，限制了其在临床上的

广泛运用［２－３］。非病毒类载体制备简单，不易产生

免疫原性，主要包括阳离子聚合物（如聚乙烯亚胺、

多聚赖氨酸）［４－５］及阳离子脂质体。阳离子聚合物

因其强正电性而具有很大的细胞毒性，而由两亲性

脂质材料制成的阳离子脂质体毒性较低［６－７］。两亲

８２３
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性脂质材料通常由阳离子头部及疏水烷基长链组

成。研究发现，以寡肽作为材料的阳离子头部，双长

链烷基作为疏水部分，可达到较高的转染效率及较

低的毒性［８－１０］。然而基因载体通常具有一定的细胞

选择性，若能在人源肿瘤细胞中实现高效转染，对于

肿瘤治疗领域则有着积极的意义。

本研究以实验室自制的赖氨酰化谷氨酸双十

四醇酯作为阳离子寡肽脂质材料，混合大豆磷脂

Ｓ１００制备得到了基于寡肽的阳离子脂质体，与增
强型绿色荧光蛋白质粒（ｐｌａｓｍｉｄｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｐＥＧＦＰ）复合后对 Ａ５４９、ＭＤＡ
ＭＢ２３１及 ＨｅｐＧ２３种人源肿瘤细胞株进行转染，
考察该载体的转染效率，并对其基因包埋效率、理

化性质、体外稳定性、细胞毒等方面进行了研究。

!

　材　料

１１　药品与试剂
质粒小提试剂盒（北京天根生化科技有限公

司）；大豆磷脂 Ｓ１００（ＰＣ，上海东尚实业有限公
司）；赖氨酰化谷氨酸双十四醇酯（ｄｉｔｅｔｒａｄｅｃｙｌ
ＮｌｙｓｙｌＬｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｔ２ＧＬ，实验室自制）；胆固醇
（Ｃｈｏｌ，上海惠兴生化试剂有限公司）；ｐＥＧＦＰ（实验
室提取扩增）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；ＤＮａｓｅⅠ（碧云天生物技术研究所）；甲醇
（色谱纯，山东禹王实业有限公司）；其余试剂为市

售分析纯。

１２　仪　器
ＺｅｔａＰｌｕｓ粒径电位测定仪（美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司）；ＪＹ９２ⅡＮ超声波细胞粉碎机
（宁波新芝生物科技股份有限公司）；酶联免疫测

定仪（美国赛默飞世尔公司）；倒置荧光显微镜（日

本奥林巴斯公司）；ＤＹＹ８Ｂ稳流稳压电泳仪（南达
生物技术开发公司）。

１３　细胞株
人源非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞株、人源乳腺癌

ＭＤＡＭＢ２３１细胞株和人源肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株由
中国药科大学生命科学院馈赠。

"

　方法与结果

２１　质粒的扩增与纯化
ｐＥＧＦＰ质粒在 ＤＨ５α大肠杆菌中进行扩增，

采用质粒小提试剂盒对其进行提取纯化［１１］。紫外

分光光度法测定Ａ２６０／Ａ２８０以确定ｐＤＮＡ纯度。
提取的质粒ＤＮＡ经凝胶阻滞电泳显示，其位

置与对照质粒 ｐＥＧＦＰ条带位置一致；紫外分光光
光法定量检测表明，其 Ａ２６０／Ａ２８０为 １８７（纯 ＤＮＡ
Ａ２６０／Ａ２８０约为１８），满足纯度检测要求。
２２　阳离子脂质体及脂质体／质粒复合物的制备

采用薄膜分散法制备阳离子脂质体（ｃａｔｉｏｎｉｃ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＣＬ）［１２］。精密称取Ｔ２ＧＬ２０ｍｇ、ＰＣ２０ｍｇ
及Ｃｈｏｌ４ｍｇ，加甲醇 ４ｍＬ溶解，置于茄形瓶中
４０℃减压蒸发成膜，真空过夜；加入纯水 ５ｍＬ，
３７℃水合３０ｍｉｎ，冰浴探头超声 １５ｍｉｎ，依次过
０４５μｍ及０２２μｍ微孔滤膜即得ＣＬ，置４℃下保
存备用。

固定质粒量为１μｇ，按照不同的 ＣＬ与 ｐＤＮＡ
间电荷比（Ｎ／Ｐ）将ＣＬ加入到质粒溶液中，纯水定容
至５０μＬ，涡旋混匀１５ｓ，室温静置２０ｍｉｎ，即得阳离
子脂质体与质粒静电结合的复合物ＣＬ／ｐＤＮＡ。

取质粒１μｇ及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００２５μＬ，分
别用纯水定容至２５μＬ，室温静置５ｍｉｎ后，将两者
混合均匀，室温静置 ２０ｍｉｎ，即得复合物 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ。
２３　粒径分布及电位测定

取ＣＬ及ＣＬ／ｐＤＮＡ溶液各５０μＬ，纯水稀释至
３ｍＬ，测定其粒径及 Ｚｅｔａ电位。本研究制备的 ＣＬ
粒径为（７０５±１４）ｎｍ，表面电位为 ＋（４２７５±
３４０）ｍＶ。按照不同 Ｎ／Ｐ与质粒复合后，粒径和
表面电位变化如图１所示。当 Ｎ／Ｐ在０５～３之
间时，ＣＬ／ｐＤＮＡ粒径较大，且粒子分散不均匀；随
着Ｎ／Ｐ的增大，粒径显著减小，最终稳定在１３０ｎｍ
左右。ＣＬ／ｐＤＮＡ的电位则随着 Ｎ／Ｐ的增大而由
负电逐渐变为正电，且最终稳定在＋３０ｍＶ左右。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＣＬ／ｐＤＮＡａｔｖａｒｉｏｕｓＮ／Ｐ
ｒａｔｉｏ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．ＣＬ：Ｃａｔｉｏｎｉｃｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

９２３
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２４　透射电镜观察ＣＬ及ＣＬ／ｐＤＮＡ形态
取ＣＬ及 ＣＬ／ｐＤＮＡ溶液，滴至铺有碳膜的铜

网上，干燥后以２％磷钨酸溶液负染１ｍｉｎ，干燥过
夜，于透射电镜下观察并拍照，结果如图２所示。
ＣＬ及Ｎ／Ｐ＝７的ＣＬ／ｐＤＮＡ均呈单层囊泡状，粒子
大小分别在１００及２００ｎｍ左右，与激光粒度仪测
定的结果基本一致。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＣＬ（Ａ）ａｎｄＣＬ／ｐＤＮＡ（Ｂ）

２５　凝胶阻滞电泳
称取琼脂糖０６ｇ，溶于电泳缓冲液６０ｍＬ中，

加热溶解，稍冷却后加入Ｇｏｌｄｖｉｅｗ染色剂４５μＬ，
混匀制胶。制备不同 Ｎ／Ｐ的 ＣＬ／ｐＤＮＡ，各吸取
２０μＬ与溴酚兰缓冲液４μＬ混匀，加至上样孔中。
电场电压９０Ｖ，电泳时间８０ｍｉｎ，于紫外灯下观察
拍照。

ＣＬ对质粒的包埋效果如图３所示：随着 Ｎ／Ｐ
的增大，质粒逐渐被 ＣＬ包埋，游离的 ＤＮＡ条带亮
度逐渐减弱，当 Ｎ／Ｐ达到 ０５时，质粒被完全包
埋，泳道中ＤＮＡ条带消失。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＧｅｌｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎｏｆＣＬ／ｐＤＮＡｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓＮ／Ｐｒａｔｉｏｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１８：Ｎ／Ｐｒａｔｉｏｓｏｆ０，０１，０２，０５，１，３，５，７，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ

２６　稳定性
２６１　肝素置换稳定性　配制 Ｎ／Ｐ＝３及 Ｎ／Ｐ＝
７的ＣＬ／ｐＤＮＡ，分别加入不同浓度的肝素钠溶液，
使终浓度分别为 ０，２０，５０，８０，１００μｇ／ｍＬ，涡旋
３０ｓ，３７℃水浴静置１ｈ，进行琼脂糖凝胶电泳。结
果如图４所示：在低浓度肝素溶液中，没有游离的

ＤＮＡ条带出现，说明复合物此时保持稳定状态；
当肝素浓度升高到 ８０μｇ／ｍＬ（Ｎ／Ｐ＝３）及 １００
μｇ／ｍＬ（Ｎ／Ｐ＝７）时，ＤＮＡ便从复合物中置换出
来，且高Ｎ／Ｐ的复合物需要更高浓度的阴离子才
能实现在细胞内解组装而释放ＤＮＡ。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｄｉｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ（Ａ：Ｎ／Ｐ＝３；Ｂ：Ｎ／
Ｐ＝７）ｏｎＣＬ／ｐＤＮＡ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＮａｋｅｄｐＤＮＡ；Ｌａｎｅ２６：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｅｐａｒｉｎ
ｓｏｄｉｕｍａｒｅ０，２０，５０，８０ａｎｄ１００μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２６２　核酸酶稳定性　配制 Ｎ／Ｐ＝３及 Ｎ／Ｐ＝７
的ＣＬ／ｐＤＮＡ（含 ４μｇ质粒），分别用纯水定容至
１００μＬ，加入反应缓冲液（１０×）１２μＬ及ＤＮａｓｅⅠ
（１Ｕ／μＬ）１２μＬ，于３７℃水浴下分别孵育０５，１，
２ｈ，取溶液４０μＬ，加入ＥＤＴＡ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，

于６５℃水浴下静置１０ｍｉｎ后，加入等体积质粒抽
提液［Ｔｒｉｓ平衡酚氯仿异戊醇（２５∶２４∶１）］，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清液进行琼脂糖凝胶电
泳。裸ｐＤＮＡ及其与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００形成的复
合物（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ）分别作为阴性对
照和阳性对照。实验结果如图５所示：裸质粒组与
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ组在与 ＤＮａｓｅⅠ孵育
０５ｈ后，泳道内 ＤＮＡ条带消失，说明 ＤＮＡ被
ＤＮａｓｅⅠ降解；而 Ｎ／Ｐ＝３及 Ｎ／Ｐ＝７的两组 ＣＬ／
ｐＤＮＡ在与ＤＮａｓｅⅠ孵育２ｈ后，泳道内仍有清晰
ＤＮＡ条带，且亮度与对照质粒相当，说明 ＣＬ／
ｐＤＮＡ可保护 ＤＮＡ不被 ＤＮａｓｅⅠ降解，具有很好
的核酸酶稳定性。

２７　细胞转染
取对数生长期的 Ａ５４９细胞，以每毫升 １×
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１０５个细胞的密度接种于 １２孔板，置 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，至细胞融合率达 ６０％ ～
７０％。用无血清无双抗的 １６４０培养基孵育细
胞，每孔加入 ＣＬ／ｐＤＮＡ１００μＬ，于培养箱中培养
４ｈ。更换有血清无双抗的１６４０培养基，继续培
养４８ｈ，于倒置荧光显微镜下观察细胞中绿色荧
光蛋白的表达。

Ａ：ＮａｋｅｄｐＤＮＡ；Ｂ：ＣＬ／ｐＤＮＡ（Ｎ／Ｐ＝３）；Ｃ：ＣＬ／ｐＤＮＡ（Ｎ／Ｐ＝７）；
Ｄ：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＣＬ／ｐＤＮＡａｇａｉｎｓｔＤＮａｓｅＩ
ａ，ｂ，ｃ，ｄｒｅｆｅｒｔｏ０，０．５，１，２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２７１　Ｎ／Ｐ对 ＣＬ／ｐＤＮＡ转染效率的影响　Ｎ／Ｐ
是影响载体转染效率的一个重要因素，只有在一

定范围内才可实现有效的基因转染。如图 ６所
示，当 Ｎ／Ｐ＝３时，绿色荧光蛋白表达量较高，基
本达到市售制剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的转染水平；
而随着 Ｎ／Ｐ的继续增大，绿色荧光蛋白的表达量
逐渐降低。

２７２　质粒用量对 ＣＬ／ｐＤＮＡ转染效率的影响　
本研究考察了不同质粒用量时 ＣＬ／ｐＤＮＡ的转染
能力。如图 ７所示，当 ＤＮＡ用量从 ２μｇ增加到
５μｇ时，绿色荧光蛋白表达量逐渐增加，但 ＤＮＡ
用量为５μｇ时，细胞形态发生了萎缩，且出现细胞
碎片，可能是此时因为载体用量的相应增加，对细

胞造成一定的毒性，从后续的细胞毒性实验中亦可

发现，此剂量时细胞的存活率低于 ８０％，毒性较
大。因此确定质粒最佳用量为４μｇ。
２７３　细胞种类对 ＣＬ／ｐＤＮＡ转染效率的影响　
ＣＬ／ｐＤＮＡ在不同细胞中的转染效率如图８所示，
在３种细胞中 ＣＬ／ｐＤＮＡ均有转染，但在 Ａ５４９细
胞中的转染效率明显高于 ＭＤＡＭＢ２３１细胞及
ＨｅｐＧ２细胞，说明 ＣＬ／ｐＤＮＡ对 Ａ５４９细胞具有较
好的选择性。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＧＦＰ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｐｏｓｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＣＬ／ｐＤＮＡａｔＮ／Ｐ＝１，３，５，７，
１０ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｔａｋｉｎｇＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
ａｓｃｏｎｔｒｏｌ

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｐｏｓｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ
ＣＬ／ｐＤＮＡｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｕｎｔｏｆｐＤＮＡｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｙ

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１（Ａ），ＨｅｐＧ２（Ｂ），Ａ５４９
（Ｃ）ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈｐｏｓｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＣＬ／ｐＤＮＡｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
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２８　细胞毒性
ＭＴＴ法考察制剂对细胞存活率的影响［１３］。将

对数生长期的 Ａ５４９细胞以每孔１×１０４个细胞的
密度接种于９６孔板，每孔２００μＬ，设６个复孔，于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养过夜至细胞融合至
５０％～６０％。将孔内更换成不含血清的１６４０培养
基，加入不同浓度的 ＣＬ／ｐＤＮＡ溶液，继续培养
２４ｈ。每孔加入噻唑蓝（ＭＴＴ，５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，培
养４ｈ后弃去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，振
摇使结晶完全溶解，于酶联免疫测定仪５７０ｎｍ波
长处测定吸收度。细胞存活率（％）＝（Ａ－Ａｂｌａｎｋ）／
（Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｂｌａｎｋ）×１００，其中Ａ代表实验组细胞平均
吸收度；Ａｃｏｎｔｒｏｌ代表对照组细胞平均吸收度；Ａｂｌａｎｋ代
表调零孔平均吸收度。

实验结果如图９所示，脂质浓度较低时（≤１０
μｇ／ｍＬ），两种制剂的细胞存活率均达到 ８０％以
上，毒性较低；当脂质质量浓度增大至１００μｇ／ｍＬ
时，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ组细胞大量死亡，细
胞存活率低于 ５％，而 ＣＬ／ｐＤＮＡ组的细胞存活
率仍接近 ６０％，毒性远低于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／
ｐＤＮＡ。

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＴｏｘｉｃｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＬ／ｐＤＮＡｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ｐＤＮＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

#

　讨　论

ＤＮａｓｅⅠ作为存在于血浆和细胞液的主要核
酸酶，可特异性地水解 ｐＤＮＡ从而降低转染效率；
ＣＬ／ｐＤＮＡ进入细胞后，ｐＤＮＡ需在胞质多种低浓
度阴离子物质的竞争性作用下，从 ＣＬ／ｐＤＮＡ中解
组装以便到达细胞核进行转录、翻译。本研究中，

ＣＬ／ｐＤＮＡ能有效保护 ｐＤＮＡ不受核酸酶降解；选
择负电性肝素作为阴离子模型，考察 ＣＬ／ｐＤＮＡ在
不同肝素浓度下的解组装［１４－１５］，发现复合物 Ｎ／Ｐ

越高，其解组装所需肝素浓度也越高，从不同 Ｎ／Ｐ
对转染效率的影响中可得出，超越某一临界值（如

Ｎ／Ｐ＝３）后，Ｎ／Ｐ的继续增大将导致转染效率降
低，说明此时复合物虽被细胞摄取，但由于过高Ｎ／
Ｐ的复合物在细胞内解组装释放游离 ｐＤＮＡ较困
难，从而导致绿色荧光蛋白表达量的降低。

细胞毒性是基因载体设计中一个重要方面，本

实验中ＣＬ／ｐＤＮＡ的细胞毒性远低于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００／ｐＤＮＡ，原因可能如下：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染试剂中含有三氟乙酸二甲基２，３二油烯氧基丙
基２（２精胺甲酰氨基）乙基铵（ＤＯＳＰＡ），当在细
胞内与质粒解组装后，ＤＯＳＰＡ可能会与细胞器发
生聚集，从而导致细胞死亡；而基于寡肽的阳离子

脂质材料在与质粒解组装后易被降解，因此细胞毒

性较低［１６］。

基因载体通常具有一定的细胞选择性，ＣＬ／
ｐＤＮＡ在Ａ５４９细胞中的转染效率明显高于 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞及ＨｅｐＧ２细胞，这可能与材料本身结
构及细胞表面受体的表达有关，其具体机制还需进

一步研究验证。

$

　结　论

本研究将本课题组自行合成的阳离子寡肽脂

质材料制备成阳离子脂质体并用于质粒的传递。

阳离子脂质体能有效包裹质粒，保护质粒不被降

解，且入胞后复合物发生解组装，使质粒进入细胞

核从而实现转染。与市售转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００相比，阳离子脂质体在Ａ５４９细胞中的转染效
率与其相当，但毒性远低于市售制剂。综上所述，

该阳离子脂质体是一种有效的非病毒类基因载体，

为进一步研究其体内行为提供了良好基础。
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·新药研发·

２０１３年全球新药研发概况（２）

企业呈现多元变化　２０１３年数据显示，ＧＳＫ公司继续排名第一，其在研产品数量与去年相比有所增加，并且远远
超过了其他竞争对手。辉瑞制药的在研产品数量排名位居第５位，公司正在进一步优化产品线。罗氏公司数量变化也
是ＴＯＰ２５中增幅最大的。从排名情况来看，除了排序上稍微有些变动外，排名 ＴＯＰ１０的企业基本未变。排名１１～
２０位的企业变化也不大，反映出在大型制药公司中出现的大型并购活动较少。在２０１３年１月２日，雅培对其业务进行
了拆分整合，将其已上市处方药并入一家新的公司———艾伯维（ＡｂｂＶｉｅ），数据显示，该新公司拥有１１０个在研项目，而
一些产品的最终归属仍未确定下来。日本住友制药是今年排行榜ＴＯＰ２５中新入围者，该公司取代了日本三菱田边株
式会社，在ＴＯＰ２５中，日本制药企业就占据了７个席位。尽管主导企业出现微小变化，但是与这些公司相关的一些指
标还是可以帮助我们了解行业的变化趋向。其中一个重要的指标就是ＴＯＰ１０制药企业中原研药品占在研药品总量的
比例。

与此相对应的是一些小型公司（指仅有１种或２种在研药物的公司）的数量再次出现了增长，这种情况表明：大型
制药公司在新药研发方面越来越谨慎，而小型制药公司或利基公司的参与也在逐渐增多。统计数据也表明，从制药研

发领域退出的企业也在增加。尽管自２０１２年５月到现在已有３０８家新企业进入制药研发领域，增长势头强劲，但是研
发企业的总量却并没有增加那么多。目前制药研发公司的总数达到了２７４５家，与２０１２年相比仅增加了４０家。即使将
本次考察时间缩短的因素考虑在内，从数据来看企业数量的增速也是放缓了。２０１１２０１２年，该数据增加了１３３％，但
在过去８个月中，增幅仅为１５％。

（ＭｅｄＳｃｉ，本刊有删节）
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